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[摘要] 　 目的:研究肝复方对脾虚肝癌模型小鼠的保护作用。 方法:将 24 只小鼠随机分为正常组、模
型组、益生菌组、肝复方组,每组各 6 只。 正常组、模型组给予 0. 9%氯化钠注射液灌胃,益生菌组与肝复方组

分别给予益生菌和肝复方灌胃。 14d 后处死小鼠,检测血清肝功能指标,HE 染色观察小鼠肝组织病理学变

化,检测实体瘤重量,ELISA 检测小鼠血液中甲胎蛋白(AFP)和血浆内毒素(LPS)含量。 结果:肝组织病理

结果显示,正常组肝细胞结构正常;模型组肝细胞结构紊乱,有炎症浸润;益生菌组和肝复方组炎症浸润减

轻,肝细胞结构较模型组改善明显。 与模型组、益生菌组比较,肝复方组瘤体重量及丙氨酸氨基转移酶、天

冬氨酸氨基转移酶含量均下降,差异均有统计学意义(P<0. 05)。 肝复方组和益生菌组 AFP、LPS 含量与模

型组比较,差异均有统计学意义(P<0. 05),且肝复方组 AFP、LPS
 

含量低于益生菌组,但 2 组比较,差异无统

计学意义(P>0. 05)。
 

结论:肝复方对脾虚肝癌小鼠的肝功能、肝组织有保护作用,为脾虚肝癌的临床治疗提

供了理论依据。
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[Abstract]　 Objective:To
 

investigate
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

Ganfufang
 

on
 

a
 

mouse
 

model
 

of
 

liver
 

cancer
 

with
 

spleen
 

deficiency. Methods:A
 

total
 

of
 

24
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

normal
 

group,model
 

group,probiotics
 

group,and
 

Ganfufang
 

group,with
 

6
 

mice
 

in
 

each
 

group. The
 

mice
 

in
 

the
 

normal
 

group
 

and
 

the
 

model
 

group
 

were
 

given
 

0. 9%
 

sodium
 

chloride
 

injection
 

by
 

gavage,and
 

those
 

in
 

the
 

probiotics
 

group
 

and
 

the
 

Ganfufang
 

group
 

were
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given
 

probiotics
 

and
 

Ganfufang,respectively,by
 

gavage. The
 

mice
 

were
 

sacrificed
 

after
 

14
 

days,and
 

serum
 

liver
 

function
 

parameters
 

were
 

measured. HE
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

liver
 

histopathological
 

changes,solid
 

tumor
 

weight
 

was
 

measured,and
 

ELISA
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

content
 

of
 

alpha-fetoprotein
 

(AFP)
 

in
 

blood
 

and
 

lipopo-
lysaccharide

 

(LPS)
 

in
 

plasma. Results:Liver
 

pathology
 

showed
 

normal
 

hepatocyte
 

structure
 

in
 

the
 

normal
 

group,
disordered

 

structure
 

of
 

hepatocytes
 

and
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration
 

in
 

the
 

model
 

group,and
 

alleviated
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration
 

and
 

in
 

the
 

probiotics
 

group
 

and
 

the
 

Ganfufang
 

group,with
 

a
 

significant
 

improvement
 

in
 

hepatocyte
 

structure
 

compared
 

with
 

the
 

model
 

group. Compared
 

with
 

the
 

model
 

group
 

and
 

the
 

probiotics
 

group,the
 

Ganfufang
 

group
 

had
 

significant
 

reductions
 

in
 

tumor
 

weight
 

and
 

the
 

content
 

of
 

alanine
 

aminotransferase
 

and
 

aspartate
 

amin-
otransferase

 

(P<0. 05). There
 

were
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

content
 

of
 

AFP
 

and
 

LPS
 

between
 

the
 

Ganfufang /
probiotics

 

groups
 

and
 

the
 

model
 

group
 

(P<0. 05),and
 

the
 

Ganfufang
 

group
 

had
 

lower
 

levels
 

of
 

AFP
 

and
 

LPS
 

than
 

the
 

probiotics
 

group
 

(P>0. 05). Conclusion:Ganfufang
 

has
 

a
 

protective
 

effect
 

on
 

liver
 

function
 

and
 

liver
 

tissue
 

of
 

mice
 

with
 

liver
 

cancer
 

and
 

spleen
 

deficiency,which
 

provides
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

clinical
 

treatment
 

of
 

liver
 

cancer
 

with
 

spleen
 

deficiency.
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　 　 肝癌是临床上最常见的恶性肿瘤之一,临床症

状包括躯体症状(腹痛、疲乏、消化道症状、全身症

状)与心理症状(苦恼、悲伤、焦虑等) [1] 。 肝癌早期

可无症状,一旦确诊,多已处于进展期或晚期。 肝

癌的病死率高,居恶性肿瘤的第 3 位,治疗极为棘

手[2] 。 现代医学中的手术切除、放化疗等手段能消

除病灶或控制肿瘤的发展,但也会损伤部分正常肝

组织或其他组织,或产生一系列不良反应,且复发

率和转移率高。 中医药治疗肝癌从整体出发,扶正

攻癌,不仅能明显改善症状、缩小瘤体,还能促进术

后伤口的愈合、减轻介入化疗后的毒副作用、提高

免疫功能,且不良反应少,可有效预防肿瘤的侵袭、
复发、转移及其并发症,这对提高患者生活质量及

延长生存期具有重要意义[3] 。
肝复方为国医大师潘敏求根据多年临床经验

总结出的治疗肝癌的专方,宗“健脾理气、化瘀软

坚、清热解毒” 之法,辨证运用,疗效确切。 但是目

前关于肝复方对脾虚肝癌的相关机制研究甚少,因
此本实验基于肝功能和甲胎蛋白(AFP)、血浆内毒

素(LPS)等指标,以小鼠为研究对象,用肝复方进行

干预,拟探讨肝复方治疗脾虚肝癌的作用机制,为
肝复方的临床应用提供科学依据。
1　 实验材料

1. 1　 动物 　 选取清洁级 4 周龄 BALB / C 雄性裸鼠

24 只,体质量 15 ~ 25
 

g,购于湖南斯莱克景达实验动

物有限公司[SCXK(湘)2019-0004]。 所有小鼠实验

前在室温 23~25℃、相对湿度 50% ~ 70%、光 / 暗周期

为 12 / 12
 

h(光照时间 7 ~ 19 时)的条件下饲养于笼

中,自由获得饲料和饮水,适应性喂养 3d。
1. 2　 药物　 1)肝复方。 药物组成:黄芪 20

 

g,党参

15
 

g,茯苓 15
 

g,醋制鳖甲(先煎)15
 

g,陈皮 10
 

g,三
七 6

 

g,半枝莲 30
 

g,重楼 10
 

g。 所有药物购于湖南

省中医药研究院附属医院药剂科。 按照肝复方组

方配比称取各药材,进行水煎浓缩,第 1 次按照生

药总量的 10 倍水煎煮 1. 5
 

h,第 2 次按照 8 倍量水

煎煮 1
 

h,合并 2 次煎液并浓缩,制备成生药质量浓

度为 1. 34
 

g / ml 的中药提取液。 该处方的临床剂量

为 121
 

g 生药 / d,按照体表面积换算成小鼠等效剂

量为 15. 73
 

g 生药 / kg。 2)益生菌(枯草杆菌,北京

韩美药品有限公司,批号:19010019)。 取枯草杆菌

适量溶于 0. 9%氯化钠注射液配制成 30
 

mg / kg 的药

液。 3)番泻叶。 番泻叶 500
 

g,购于湖南省中医药

研究院附属医院药剂科。 将其加 5L 沸水浸泡

10
 

min 后过滤,滤液水浴锅中 100℃浓缩至 500
 

ml,
配制成 1

 

g / ml 的药液。
1. 3　 主要试剂与仪器 　 Hepa1-6 细胞(中国科学

院,TCM
 

39);完全 RPMI-1640 培养基(凯基生物,
KGM31800S);胰蛋白酶 - EDTA 消化液 ( Solarbio,
T1300);1×PBS(凯基生物,KGB5001);苏木素染液

(中衫金桥, ZLI - 9610 ); 伊红染色液 ( Solarbio,
G1100);Scott 蓝化液( Solarbio,G1865)。 超净高级

封片胶( BASO,YZB);显微镜( OLYMPUS,CX41);
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AFP 试剂盒(酶免,MM-0635M2);全自动生化分析

仪(六一,WD-2102B)。
2　 实验方法

2. 1　 动物分组、造模与给药　 将 24 只小鼠随机分

为 4 组,即正常组、模型组、益生菌组、肝复方组,每
组各 6 只。 除正常组外所有小鼠适应性饲养 1 周后

用番泻叶水煎剂灌胃。 每天 1 次,连续 14d,常规饲

养,构建脾虚模型。 小鼠出现倦怠、脏尾、毛发无光

泽、大便稀软即表示脾虚模型造模成功[4] 。 脾虚模

型成功后再建立肝癌模型。 肝癌模型以 Hepa1 - 6
细胞株参考陈燕等[5] 的做法进行造模。 脾虚肝癌

小鼠造模成功后,肝复方组按照 20
 

ml / kg 灌胃给

药,益生菌组给予益生菌(600
 

mg / kg)灌胃,按每天

给药 2 次,正常组和模型组每天用等体积纯净水进

行灌胃,连续 14
 

d。
2. 2　 观察指标　 1)肝脏组织病理检测。 肝脏组织

用 10%中性甲醛溶液固定,石蜡包埋,5
 

μm 处切片

并进行 HE 染色,光学显微镜观察并拍照。 2)肿瘤

组织重量检测。 肝脏中瘤体组织剥离后称重,计算

其瘤体抑制率。 瘤体抑制率 = ( 1 -给药组瘤体重

量 / 模型组瘤体重量) × 100%。 3) 肝功能。 通过全

自动生化仪检测小鼠血清总蛋白 ( TP )、白蛋白

(ALB)、球蛋白( GLC)、白球比( A / G)、总胆红素

(TBIL)、丙氨酸氨基转移酶( ALT)、天冬氨酸氨基

转移酶( AST)、谷酰转肽酶( GGT)的含量。 4) LPS
与 AFP。 采用酶联免疫吸附(ELISA)法测定小鼠血

浆 LPS 和血清 AFP 的含量,具体操作按照 ELISA
试剂盒说明书进行。
2. 3　 统计学方法　 采用 SPSS

 

19. 0 统计软件对所有

数据进行分析,计量资料用均数±标准差(x±s)表示。
方差齐性的组间比较采用成组 t 检验,方差不齐则采

用秩和检验;多组方差齐性的组间比较采用单因素方

差分析。 P<0. 05 表示差异有统计学意义。
3　 实验结果

3. 1　 各组肝组织病理检测情况　 正常组小鼠肝组

织 HE 染色 200 倍镜下图像可见肝小叶结构完整,
肝细胞结构正常;模型组小鼠肝组织可见肝小叶结

构紊乱,细胞无序堆积,伴有炎症浸润;益生菌组和

肝复方组炎症浸润减轻,结构较模型组正常,说明

二者均能改善小鼠的肝组织病理学变化。 (见图 1)

图 1　 小鼠肝组织病理图(×200)

3. 2　 各组小鼠瘤体重量比较　 实验周期结束后测

定肝脏中瘤体重量。 与模型组比较,肝复方组与益

生菌组瘤体重量均下降,其中益生菌组抑瘤率为

11. 22%。 与模型组和益生菌组比较,肝复方组瘤体

组织得到显著抑制,抑瘤率为 39. 71%。 (见表 1)
表 1　 各组小鼠瘤体重量比较(x±s)

组别 瘤体重量(g) 抑瘤率(%)
模型组 0. 7048±0. 009 /

益生菌组 0. 6257±0. 109a 11. 22
肝复方组 0. 4249±0. 036ab 39. 71

　 　 注:与模型组比较,aP<0. 05;与益生菌组比较,b P<0. 05。

3. 3　 各组小鼠肝功能指标比较　 模型组中肝功能

各项指标含量与正常组比较,差异有统计学意义

(P<0. 05);益生菌组与模型组相比,差异无统计学

意义(P> 0. 05)。 肝复方组和模型组、益生菌组比

较,ALT 和 AST 含量显著降低,差异有统计学意义

(P<0. 05)。 (见表 2)
表 2　 各组小鼠肝功能指标比较(x±s)

指标 正常组 模型组 益生菌组 肝复方组

TP(g / L) 35. 07±2. 32 43. 87±2. 15a 42. 64±3. 90 42. 07±3. 36
ALB(g / L) 23. 17±1. 20 21. 60±1. 40a 18. 30±1. 60 18. 63±1. 66
GLC(g / L) 11. 90±1. 15 22. 23±0. 75a 21. 30±2. 30 21. 43±2. 00
A / G 1. 97±0. 11 0. 93±0. 06a 0. 87±0. 06 0. 80±0. 10
TBIL(μm) 76. 56±125. 95 112. 65±0. 43a 103. 35±0. 75 102. 67±0. 64
ALT(U / L) 41. 00±2. 65 399. 00±18. 38a 355. 00±21. 00 228. 67±19. 06bc

AST(U / L) 65. 50±12. 02 536. 50±64. 35a 498. 33±15. 50 292. 00±64. 46bc

GGT(U / L) 1. 10±0. 26 1. 85±0. 07 1. 53±1. 55 1. 25±0. 50

　 　 注:与正常组比较,aP<0. 05;与模型组比较,bP< 0. 05;
与益生菌组比较,cP<0. 05。
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3. 4　 各组小鼠 AFP 和 LPS 含量比较 　 模型组的

AFP 和 LPS 含量显著高于正常组(P<0. 01);肝复

方组和益生菌组的 AFP、LPS 含量与模型组比较明

显降低(P<0. 05);且肝复方组的 AFP 和 LPS 均略

低于益生菌组,但 2 组比较,差异无统计学意义(P>
0. 05)。 (见图 2、3)

　 　 注:与正常组比较,aP<0. 01;与模型组比较,bP<0. 05。
图 2　 各组小鼠 AFP 含量比较

　 　 注:与正常组比较,aP<0. 01;与模型组比较,bP<0. 05。
图 3　 各组小鼠 LPS 含量比较

4　 讨　 　 论

　 　 肝癌属于中医学“积聚” “癥瘕” “臌胀” 等范

畴。 《景岳全书》载:“积聚之病,凡饮食、血气、风寒

之属,皆能致之,但日积日聚,当详辨也。 盖积者积

累之谓,由渐而成者也。”《诸病源候论》指出:“癥瘕

者,皆由寒温不调,饮食不化,与脏气相搏结所生

也。”《外证医案汇编》载:“正气虚则成岩。”肝癌病

因包括外感六淫之外因及饮食不节、情志不舒、正
气亏虚等内因,是正虚与邪实共存,内因与外因相

互作用而产生的。 正气、邪气是肝癌发生和发展的

微环境,痰、瘀、毒等是导致正气转化为邪气的原

因,邪气导致微生态环境发生变化,使得细胞转化

为癌细胞。 故本病病位在肝,但与脾相关,总以气

血不足、正气亏虚为本,气滞、血瘀、痰湿、瘀毒内蕴

为标,脾气亏虚是其发病的根本。
潘敏求教授认为肝癌的基本病机离不开瘀、

毒、虚,临证遣方用药多宗健脾理气、化瘀软坚、清

热解毒三法。 肝复方为潘教授根据多年临床经验

总结出的肝癌治疗专方,主要由黄芪、党参、茯苓、
醋制鳖甲、陈皮、三七、半枝莲、重楼 8 味药组成。
本方具有健脾理气、活血化瘀、软坚散结、清热解

毒、扶正固本之效,适用于各期肝癌及消化道肿瘤

患者。 方中黄芪、党参健脾益气、健运中气,健脾胃

而不燥,滋胃阴而不湿;醋制鳖甲化瘀软坚;茯苓健

脾利湿,以增脾胃运化之力;重楼、半枝莲清热解

毒、消肿止痛;三七活血散结、化瘀软坚;陈皮疏肝

理气止痛、和胃降逆。 诸药合用,共奏健脾理气、化
瘀软坚、清热解毒之功。 临床研究显示,肝复方能缓

解肝癌患者的临床症状,保护肝功能,抑制瘤体,延缓

病情恶化,提高生存质量,达到增效减毒、带瘤生存的

目的[6-10] 。 肝复方经临床不断实践、总结、补充,其临

床疗效得到了广大临床医师和患者的认可,但是关于

肝复方的作用机制研究尚需进一步深入。
肝癌的产生是一个多因素、多步骤的复杂过

程。 在肝功能指标检测中,AST 与
 

ALT 主要反映肝

细胞实质性的损伤程度;TBIL 反映肝脏分泌和排泄

功能;TBIL 升高表示肝细胞变性坏死,胆红素代谢

障碍,胆汁瘀滞;ALB 反映肝脏合成功能;ALB 降低

表示肝细胞减少,肝脏储备功能下降。 AFP 是肝癌

特异性肿瘤标志物,若癌症病情恶化,AFP 含量会

急剧上升。 LPS 是强有力的致炎因子,可以促进炎

症相关肝细胞癌的发生,这可能与肠道部分菌群的

过度繁殖以及肠道通透性的改变相关。 肝癌患者

免疫功能低下,特别是出现肝衰竭时,肠道细菌移

位、繁殖,产生的代谢产物和毒素破坏黏膜屏障,形
成肠源性 LPS 血症,这是肝癌晚期纳差、口臭、腹
胀、腹泻、便秘等症状的主要原因之一,LPS 血症在

肝癌 的 发 生、 发 展、 维 持、 恶 化 中 起 着 重 要 作

用[11-12] 。 肝癌患者肝细胞吞噬功能明显受到抑制,
导致 LPS 漏入体循环,介导肝及全身炎症反应,促
发肝衰竭或多器官功能不全综合征[13] 。

本研究通过构建脾虚肝癌模型小鼠,探索肝复

方对其肝脏瘤体重量、肝脏病理以及肝功能、AFP、
LPS 等指标的影响。 实验结果表明,肝复方与益生

菌均能抑制瘤体、改善小鼠肝组织的炎症浸润与肝

功能,并能降低 AFP、LPS 含量。 这是肝复方作用于

肝癌的作用机制之一,也为脾虚肝癌的临床治疗提

供了依据。 (下转第 184 页)
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