
现代药物与临床    Drugs & Clinic    第 34 卷  第 10 期    2019 年 10 月 

   

²2894² 

胃肠安联合替加氟对结肠癌 HT29 细胞体内外抑制作用的研究 

孙  浩，李宏峰，宋  林，孙雯雯，张  宇 

天津市中医药研究院附属医院，天津  300120 

摘  要：目的  研究胃肠安联合替加氟对结肠癌 HT29 细胞的体内外抑制作用。方法  采用 MTT 法测定胃肠安联合替加氟

对结肠癌 HT29 细胞的抑制作用，并采用流式细胞仪检测结肠癌 HT29 细胞中 CD133
＋
的表达情况。建立结肠癌 HT29 细胞

裸鼠模型，对照组尾静脉注射生理盐水，0.2 mL/次，2 次/周。替加氟组尾 iv 替加氟注射液，36 mg/kg，1 次/周；胃肠安丸组，

用纯净水将按胃肠安丸配成 4 mg/kg，ig 0.2 mL/d；胃肠安＋替加氟组尾 iv 替加氟注射液，36 mg/kg，1 次/周；同时，用纯净水

将按胃肠安丸配成 4 mg/kg，ig 0.2 mL/d。观察胃肠安联合替加氟对荷瘤裸鼠生存状况和结肠癌 HT-29 细胞的影响。结果  与

对照组比较，替加氟组、胃肠安组、胃肠安＋替加氟组抑制结肠癌 HT-29 细胞的增殖能力明升高，差异有统计学意义（P＜0.05）；

胃肠安＋替加氟组明显高于单独使用替加氟组、胃肠安组，差异有统计学意义（P＜0.05）。与对照组比较，替加氟组、胃肠

安组、胃肠安＋替加氟组的 CD133
＋
细胞比例明显降低，差异有统计学意义（P＜0.05）；胃肠安＋替加氟组明显低于单独使用替

加氟组、胃肠安组，差异有统计学意义（P＜0.05）。治疗后，胃肠安组、替加氟组、胃肠安＋替加氟组的实体瘤质量明显

低于对照组，差异具有统计学意义（P＜0.05）；胃肠安＋替加氟组的实体瘤质量明显低于胃肠安组和替加氟组，差异有统计

学意义（P＜0.05）。结论  胃肠安联合替加氟对结肠癌 HT29 细胞及其干细胞的增殖有抑制作用。 
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Abstract Objective  To study the inhibitory effects Weichang’an combined with tegafur on colon cancer HT29 cells in vitro and in 

vivo. Methods  The inhibition of Weichang’an combined with tegafur on colon cancer HT29 cells was detected by MTT method. The 

expression of CD133
＋
 was detected by flow cytometry. The nude mouse model of colon cancer HT29 cells was established. Rats in 

the control group were given normal saline, 0.2 mL/time, twice per week. Tegafur Injection was given by tail vein injection, 36 mg/kg, 

once per week. Purified water was added into Weichang’an Pills to 4 mg/kg, ig 0.2 mL/d. Rats in Weichang’an + tegafur group were 

given Tegafur Injection by tail vein injection, 36 mg/kg, once per week. Purified water was added into Weichang’an Pills to 4 mg/kg, ig 

0.2 mL/d. The effects of Weichang’an combined with tegafur on living condition of nude mice bearing tumor and colon cancer HT29 cells 

were observed. Results  Compared with the control group, the inhibition of Weichang’an combined with tegafur on colon cancer 

HT29 cells in tegafur group, Weichang’an group, and Weichang’an + tegafur group were significantly increased (P < 0.05). The 

inhibition in Weichang’an + tegafur group was higher than that in tegafur group and Weichang’an group (P < 0.05). Compared with 

the control group, the proportion of CD133
＋ 

cell in tegafur group, Weichang’an group, and Weichang’an + tegafur group were 

significantly decreased (P < 0.05). The proportion in Weichang’an + tegafur group was lower than that in tegafur group and 

Weichang’an group (P < 0.05). After treatment, solid tumor mass in tegafur group, Weichang’an group, and Weichang’an + tegafur 

group were lower than that in the control group (P < 0.05). The solid tumor mass in Weichang’an + tegafur group was lower than that 

in tegafur group and Weichang’an group (P < 0.05).Conclusion  Weichang’an combined with tegafur have the inhibition of  
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proliferation of colon cancer HT29 cells and their stem cells. 

Key words: Weichang’an Pills; Tegafur Injection; colon cancer 

 

替加氟为氟尿嘧啶的衍生物，目前是治疗恶性消

化道肿瘤的常用药物，但大剂量使用单药氟尿嘧啶治

疗大肠癌的有效率仅为 10%～15%
[1-2]，而且对消化系

统和血液系统可能会产生一系列的不良反应[3]。胃肠

安丸由木香、沉香、枳壳、檀香、大黄、厚朴、人

工麝香、巴豆霜、大枣、川芎等组成，具有芳香化

浊、理气止痛、健胃导滞之功效。研究显示胃肠安

丸可诱导肿瘤细胞凋亡[4]。本文旨在利用胃肠安丸

扶正祛邪之功效，来减轻替加氟对机体产生副作用

的同时，探讨其协同增效作用。 

1  材料 

1.1  实验材料 

HT29 细胞系由天津市肿瘤医院惠赠。DMEM

培养基购自 Gibco 公司；0.25%胰酶消化液购自北

京索来宝公司；CD133 磁珠抗体购自德国 Miltenyi

公司；MTT 试剂盒购自瑞士 Roche 公司；胃肠安丸

购自天津中新药业集团股份有限公司乐仁堂制药

厂，规格 0.08 g/4 丸，产品批号 1530625；替加氟注

射液购自辰欣药业股份有限公司，规格 0.2 g∶5 mL；

Balb/c 裸鼠购自北京维通利华公司，动物许可证号

为 SYXK（京）2015-0002，SPF 级，雌性 3～4 周

龄，体质量 16～18 g，50 只适应性饲养一周。 

1.2  主要仪器 

荧光倒置显微镜由 Olympus 公司提供；高速低

温离心机由 Eppendof 公司提供；流式细胞仪由

Becton Dickinson 公司提供；磁珠分选仪由 Miltenyi

公司提供；生物安全柜由 Thermo 公司提供。 

2  方法 

2.1  胃肠安联合替加氟对结肠癌HT-29细胞的体外

抑制作用 

2.1.1  结肠癌 HT29 细胞的培养  从液氮罐取出结肠

癌 HT29 细胞系的冻存细胞，立即放入 37 ℃水浴锅

中解冻，解冻后用 75%酒精消毒冻存管，将其放入生

物安全柜内。用吸管吸出细胞悬液加入到含有 5 mL 

DMEM培养基的15 mL离心管中，200³g离心3 min，

弃上清，将沉淀细胞重悬于 5 mL DMEM 培养基，转

入 25 cm
2培养瓶，置于 37 ℃、5% CO2、95%饱和湿

度的培养箱中培养。荧光倒置显微镜下观察细胞生长

状态，每 2 天半量换液，当细胞达到 80%融合时进行

传代。用 DMEM 培养基调整细胞浓度至 1³10
5
/mL，

接种到两个 25 cm
2培养瓶中，置 37 ℃、5% CO2、95%

饱和湿度的培养箱中继续培养，用于后续实验。 

2.1.2  胃肠安联合替加氟对结肠癌 HT-29 细胞增殖

抑制的影响  取对数生长期 HT29 细胞，用含 10%

胎牛血清的 RP-MI 1640 培养液制成 5³10
4个/mL 单

细胞悬液，接种于 96 孔培养板中，每孔加入 180 μL。

培养 24 h 后，加入受试药物。实验共分 4 组：对照

组加入等体积含 DMSO 生理盐水；替加氟组调节终

质量浓度为 36 mg/L，按照药品使用说明书用量；

胃肠安丸组调节终质量浓度为 4 mg/L；胃肠安＋替

加氟组，调节终质量浓度为替加氟注射液 36 mg/L，

胃肠安丸 4 mg/L。将平板在 37 ℃、5% CO2 的温箱

中孵育3 d，去除培养液。每孔加入含0.5 mg/mL MTT

的 PBS 液 100 μL，37 ℃温育 4 h。弃去上清液，每

孔加入 100 μL DMSO，置于全自动酶标仪 490 nm

处测定吸光度（A）值，计算抑制率。 

抑制率＝1－A 实验/A 对照 

2.1.3  胃肠安联合替加氟体外对结肠癌 HT-29 细胞

中 CD133
＋
细胞表达的影响  取对数生长期的结肠

癌 HT-29 细胞，用 0.25%胰酶/0.2%EDTA 消化液消

化，观察细胞变圆、连接消失后，用完全培养基终

止消化。将细胞悬液吸入 10 mL离心管，400³g 离心

5 min，弃去培养液，用 80 μL 缓冲液（0.5% BSA、

2 mmol/L EDTA、0.01 mmol/L PBS）洗涤，重悬。

加入 20 μL FC 受体阻断剂。加入鼠抗人 CD133 单

抗，加入 2.1.2 项下 3 组药物，同时在对照细胞中添

加相应的同型对照小鼠 IgG2a-PE 10 μL，避光，4 ℃

放置 30 min，PBS 洗 2 次，除去未结合的一抗，离

心 400³g离心 5 min，去除上清液，各管加入 500 μL 

PBS 重悬；标记好的细胞悬液经 200 目筛网滤过，

上流式细胞仪分析。 

2.2  胃肠安联合替加氟对结肠癌 HT-29 细胞的体

内抑制作用 

2.2.1  荷结肠癌 HT29 细胞裸鼠模型的建立  Balb/c

裸鼠 50 只适应性饲养一周，收集 HT29 细胞，调整

细胞浓度 1³10
5
/mL 无血清培养基与 matrigel 1∶1

混匀后与细胞均匀混合，冰上保存，并尽快接种动

物。用微量注射器将 0.2 mL 细胞接种于 Balb/c 裸鼠

右侧腋下，每两天观察一次记录裸鼠成瘤情况。待接

种部位出现肿瘤结节、质地较硬等指征认定为成瘤。
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HE 染色后，裸鼠移植瘤组织切片在光学显微镜下

检查均为典型结肠中分化腺癌。癌细胞呈腺管状及

筛管状排列，细胞核增大，明显异型，并可见多个

核分裂象，局部放大，可见 2 个核分裂象。 

2.2.2  分组及给药  将上述荷瘤裸鼠分为 4 组，每组

5 只。对照组尾 iv 生理盐水，0.2 mL/次，2 次/周。替

加氟组尾 iv 替加氟注射液，36 mg/kg，1 次/周；

胃肠安丸组，用纯净水将按胃肠安丸配成 4 mg/kg，

ig 0.2 mL/d；胃肠安＋替加氟组尾 iv 替加氟注射液，

36 mg/kg，1 次/周；同时，用纯净水将按胃肠安丸配

成 4 mg/kg，ig 0.2 mL/d。 

2.2.3  胃肠安联合替加氟对荷瘤裸鼠生存状况和结

肠癌 HT-29 细胞的影响  自给药日起，每天观察各

组小鼠的生存状况及死亡情况，各组存活的裸鼠在

治疗 60 d 后处死，取瘤称其质量，并计算抑瘤率。 

抑瘤率＝1－给药组瘤质量/对照组瘤质量 

2.3  统计学分析 

实验数据采用 SPSS 18.0 进行统计处理，计量

数据以x±s 表示，组间比较用单因素方差分析。 

3  结果 

3.1  胃肠安联合替加氟对结肠癌HT-29细胞的体外

抑制作用 

3.1.1  胃肠安联合替加氟对结肠癌 HT-29 细胞形态

的影响  荧光倒置显微镜下可见对照组 HT-29 细胞

生长旺盛，折光率较高，胞体大，形态成梭形或多

边形，胞质均匀透明，核仁清楚，生长良好。胃肠

安丸组、替加氟组和胃肠安＋替加氟组细胞增殖减

慢，细胞逐渐变小、变圆，折光率减弱，核浓缩，

部分脱落漂浮，裂解。且胃肠安＋替加氟组可见大

量悬浮的细胞碎片，见图 1。

 

图 1  胃肠安联合替加氟对结肠癌 HT-29 细胞形态的影响 

Fig. 1  Effect of Weichang’an combined with tegafur on cell morphology of colon cancer HT29 cells 

3.1.2  胃肠安联合替加氟对结肠癌 HT-29 细胞增殖

抑制的影响  替加氟组、胃肠安组、胃肠安＋替加

氟组抑制结肠癌 HT-29 细胞的增殖能力明显高于对

照组，差异有统计学意义（P＜0.05）；胃肠安＋替

加氟组的抑制率明显高于单独使用替加氟组、胃肠

安组，差异有统计学意义（P＜0.05）；但胃肠安组

和替加氟组的抑制率比较差异没有统计学意义，见

表 1。 

3.1.3  胃肠安联合替加氟对结肠癌 HT-29 细胞中

CD133
＋
细胞表达的影响  流式细胞仪检测结果显

示作用于结肠癌 HT-29 细胞后，替加氟组、胃肠安

组、胃肠安＋替加氟组的 CD133
＋
细胞比例明显低

于对照组，差异具有统计学意义（P＜0.05）；胃肠

安＋替加氟组的 CD133
＋
细胞比例明显低于单独使

用替加氟组、胃肠安组，差异有统计学意义（P＜

0.05）；但胃肠安组和替加氟组比较差异没有统计学

意义，见表 2、图 2。 

3.2  胃肠安联合替加氟对结肠癌 HT-29 细胞的体

内抑制作用 

3.2.1  胃肠安联合替加氟对荷瘤裸鼠生存状况的 

表 1  胃肠安联合替加氟对结肠癌HT-29细胞增殖抑制的影

响（x ± s，n = 5） 

Table 1  Effect of Weichang’an combined with tegafur on 

inhibition of proliferation of colon cancer HT-29 

cells (x ± s, n = 5 ) 

组别 浓度/(mg·L−1) 
HT-29 细胞 

A 抑制率/% 

对照 — 1.086±0.103 — 

替加氟 36 0.801±0.075* 26.24 

胃肠安  4 0.793±0.062* 26.98 

胃肠安＋替加氟 36＋4 0.531±0.043*#▲   51.10#▲ 

与对照组比较：*
P＜0.05；与替加氟组比较：#

P＜0.05；与胃肠

安组比较：
▲

P＜0.05 
*
P < 0.05 vs control group; 

#
P < 0.05 vs tegafur group; 

▲
P < 0.05 vs 

Weichang’an group 

       
对照                            替加氟                      胃肠安                         胃肠安＋替加氟 
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表 2  胃肠安联合替加氟对结肠癌 HT-29 细胞中 CD133
＋
细

胞表达的影响（x ± s，n = 5） 

Table 2  Effect of Weichang’an combined with tegafur on 

inhibition of CD133＋ cell expression in colon 

cancer HT-29 cells (x ± s, n = 5 ) 

组别 浓度/(mg·L−1) CD133
＋
细胞比例/% 

对照 — 36.59±7.62 

替加氟 36  26.80±5.38* 

胃肠安  4  25.32±5.41* 

胃肠安＋替加氟 36＋4    16.33±3.92*#▲ 

与对照组比较：*
P＜0.05；与替加氟组比较：#

P＜0.05；与胃肠

安组比较：
▲

P＜0.05 
*
P < 0.05 vs control group; 

#
P < 0.05 vs tegafur group; 

▲
P < 0.05 vs 

Weichang’an group 

影响  治疗期间，胃肠安组和胃肠安＋替加氟组的

荷瘤裸鼠始终活动自如，进食进水正常，情绪平稳。

对照组在给药第 3 周开始出现活动受阻的现象。替

加氟组在注射药物后，荷瘤裸鼠活动减弱，进水进

食减少，精神萎靡，出现弓背现象，在治疗第 2 周

出现濒死状态。 

3.2.2  胃肠安联合替加氟对荷瘤裸鼠结肠癌 HT-29

细胞的影响  治疗后，胃肠安组、替加氟组、胃肠

安＋替加氟组的实体瘤质量明显低于对照组，差异

具有统计学意义（P＜0.05）；胃肠安＋替加氟组的

实体瘤质量明显低于胃肠安组和替加氟组，差异有统

计学意义（P＜0.05）；但替加氟组和胃肠安组比较

差异没有统计学意义，见表 3。 

 

图 2  胃肠安联合替加氟对结肠癌 HT-29 细胞中 CD133
＋
细胞表达的影响 

Fig. 2  Effect of Weichang’an combined with tegafur on inhibition of CD133＋ cell expression in colon cancer HT-29 cells 

表 3  胃肠安联合替加氟对荷瘤裸鼠结肠癌 HT-29 细胞的影响（x ± s，n = 5） 

Fig. 3  Effect of Weichang’an combined with tegafur on inhibition of CD133
＋
 cell expression in colon cancer HT-29 cells (x ± s, n = 5 ) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) 实体瘤质量/g 抑瘤率/% 
体质量/g 

给药前 给药后 

对照 — 2.96±0.52 — 21.99±1.06 22.02±1.09 

替加氟 36 2.21±0.44* 25.34 22.32±1.11 23.96±1.17 

胃肠安  4 2.36±0.46* 20.27 22.12±1.11 23.24±1.15 

胃肠安＋替加氟 36＋4 1.51±0.31*#▲ 48.31 22.03±1.06 23.96±1.24 

与对照组比较：*
P＜0.05；与替加氟组比较：#

P＜0.05；与胃肠安组比较：
▲

P＜0.05 

*
P < 0.05 vs control group; 

#
P < 0.05 vs tegafur group; 

▲
P < 0.05 vs Weichang’an group 

4  讨论 

替加氟为氟尿嘧啶的衍生物，在体内逐渐转变

为氟尿嘧啶而起作用。长期以来氟尿嘧啶始终是治

疗恶性消化道肿瘤的首选药物，虽然不断改进，但

其治疗效果仍不理想。研究发现使用大剂量单药氟

尿嘧啶治疗大肠癌的有效率仅为 10%～15%，其抗

癌作用方式是以 RNA 为靶向的细胞毒性作用[1-2]。

替加氟会对消化系统和血液系统产生一系列的不良

反应[3]。CD133
＋
为五次跨膜糖蛋白家族的一员，开

始被认为是人造血干细胞的选择标志，近年来研究

表明 CD133
＋
可以作为鉴定及分离结肠癌肿瘤干细

胞的标志[5-6]。据报导，转移性结肠癌和原发性结肠

癌的肿瘤细胞中 CD133
＋
细胞占 3.2%～24.5%，证

实只有 CD133
＋
细胞具有致瘤性[7]。本课题组也在前
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期的研究中表明CD133
＋
细胞可以作为结肠癌HT29

细胞的干细胞标志[5]。本研究发现，在体外实验中

替加氟可以使结肠癌 HT-29 细胞核浓缩，部分脱落

漂浮，抑制 HT-29 细胞增殖，降低肿瘤干细胞

（CD133
＋
细胞）比例的同时，对荷瘤裸鼠具有一定

的抑瘤作用，但裸鼠生存状态出现了活动减少，进

水进食减少等现象，说明了化疗药在杀伤肿瘤细胞

的同时，对机体的毒副作用较大。 

胃肠安丸由木香、沉香、枳壳、檀香、大黄、

厚朴、人工麝香、巴豆霜、大枣、川芎等组成，具

有芳香化浊、理气止痛、健胃导滞之功效。研究显

示胃肠安可诱导肿瘤细胞凋亡，胃肠安低、中、高

剂量（15、30、60 mg/kg）组，与对照组比较，荷

人 SGC-7901 胃癌细胞裸鼠的生存时间明显延长，

移植瘤受到明显抑制，肿瘤组织中 Caspase-3 和 Bax 

mRNA 表达水平以及细胞凋亡指数明显增加[4]。胃

肠安在抑制荷胃癌 SGC-7901 细胞裸鼠移植瘤增殖

的同时，还可诱导肿瘤细胞凋亡。胃肠安可抑制人

胃癌 SGC-7901 细胞上皮间质转化，可能与抑制

AKT 表达及磷酸化，下调转录因子 Twist、Snail 蛋

白相关 [8]。最近一项研究表明胃肠安作用于荷

SGC-7901胃癌细胞的裸鼠，移植瘤组织中的 p-AKT

和 Twist 蛋白表达明显降低[9]。沈克平等[10]研究结

果显示胃肠安对人胃癌裸鼠皮下移植瘤生长有抑制

作用，可能与 ERK1/2 表达相关。胃肠安还可抑制

人胃癌细胞 SGC-7901 皮下移植瘤生长，抑制原位

移植瘤生长和转移，抑制胃癌细胞增殖和诱导胃癌

细胞凋亡，并影响一些相关基因的表达[11-12]。临床

研究表明胃肠安治疗无手术、化疗指征的中晚期胃

癌,不仅能部分控制肿瘤的进展,延长患者生命，提高

生存质量，而且对术后患者具有防止复发和转移的

作用[13-14]。 

本研究发现胃肠安作用于结肠癌 HT-29 细胞，

可使细胞部分脱落漂浮，抑制细胞增殖，降低肿瘤

干细胞的比例，体内动物实验显示，胃肠安对荷瘤

裸鼠具有一定的抑瘤效果，给药期间荷瘤裸鼠生存

状态良好，进一步表明了胃肠安在抑瘤的同时毒副

作用小，同时发现胃肠安和替加氟之间具有协同作

用，表明胃肠安的扶正祛邪之功效，减少了替加氟

的毒副作用，未来工作可在中药与化疗药共治疗方

面开展研究，以促进其更大的临床应用。 
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