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摘要　目的：观察补中益气汤联合不同营养方式对肝癌切除术后大鼠免疫功能的影响。方法：选取４５只成功复制肝硬化
肝癌并成功用Ｈｉｇｇｉｎｓ法行肝部分切除术的大鼠，随机分为常规组、中西结合 Ａ组及中西结合 Ｂ组，每组１５只，其中常规
组大鼠接受经口进食，中西结合Ａ组采用补中益气汤＋肠外营养，中西结合 Ｂ组采用补充益气汤 ＋肠内营养，连续干预
１０ｄ，比较３组大鼠营养指标如血红蛋白（Ｈｂ）、总胆固醇（ＴＣ）、三酰甘油（ＴＧ）、低密度脂蛋白 ＬＤＬ）以及免疫指标如
ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ表达差异。结果：１）３组大鼠Ｈｂ、ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ水平低于正常值，３组中中西结合组高于
常规组，其中中西医结合Ｂ组较Ａ组升高（Ｐ＜００５）。２）３组大鼠治疗前ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩＬ４、
ＩＬ６、ＴＮＦɑ比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），干预后３组以上指标较治疗前均显著降低，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），中西结合组低于高于常规组，其中中西医结合Ｂ组较Ａ组升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），干预后３组 ＣＤ８＋

较治疗前显著升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），中西结合组低于高于常规组，其中中西医结合 Ｂ组较 Ａ组降低，差异
有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：补中益气汤联合肠内营养既可改善肝硬化肝癌术后的营养状况，又可提升其免疫功能。
关键词　肝硬化；肝癌切除术；动物模型；不同营养方式；补中益气汤；营养状况；免疫；机制
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书书书

　　肝硬化、肝癌机体均存在肝代谢功能障碍，机体
发生营养不良的风险极大，而肝硬化合并肝癌的患

者尤为明显［１２］。目前手术切除是治疗肝硬化肝癌

的有效治疗方案，但术后常因营养不良或机体免疫

功能紊乱而出现肝衰竭或复发等，故我们认为加强

肝硬化肝癌术后营养，提升机体免疫功能具有重要

的临床意义。补中益气汤首载金元时期医学家李杲

之《内外伤辨惑论》，具有补中益气、升阳举陷之功。

临床不乏其有效促进患者免疫功能的报道［３５］，但其

作用机制目前尚无统一定论，此外，补中益气汤与何

种营养摄入方式结合更有利于提高机体免疫及营养

状况，目前尚不可知。基于此，我们将肝硬化肝癌切

除术后大鼠作为研究对象，结合不同营养方式，探讨

其疗效及作用机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　选取４５只清洁级雄性 ＳＤ大鼠纳入
研究，均购自济南金丰动物实验有限公司（许可证

号：ＳＣＸＫ（鲁）２０１４０００６），鼠龄３～４个月，平均鼠龄
（３２２±０２８）个月，体质量２３０～２５０ｇ，平均体质量
（２４１００±４２１）ｇ。饲养条件：温度（２５±０５）℃，
湿度（５０±１５）％，１２ｈ／１２ｈ昼夜交替。３组大鼠
在鼠龄、体质量等差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
具有可比性。本研究实验过程中动物的处理均严格

按照国际道德准则和国家健康指南关于维护和使用

实验动物先关条例进行。

１１２　药物　补中益气汤由本院中药研究院提供，
中药组成：黄芪１８ｇ、甘草９ｇ、人参６ｇ、当归３ｇ、橘
皮６ｇ、升麻６ｇ、柴胡６ｇ、白术９ｇ。
１１３　试剂与仪器　大鼠血红蛋白（Ｈｂ）试剂盒
（购自博士康生物有限公司，编号２３０９２４１４５）、总胆
固醇（ＴＣ）试剂盒（购自上海酶联生物科技有限公
司，编号３９２８３９２８）、三酰甘油（ＴＧ）试剂盒（购自博
士康生物有限公司，编号 ２３２２０８８２３）、低密度脂蛋
白（ＬＤＬ）试剂盒（购自上海邦奕商贸有限公司，编号
８３２８８２３）。大鼠ＩｇＭ试剂盒（购自上海西唐生物有
限公司，编号 Ｆ１５７７０）、大鼠 ＩｇＧ试剂盒（购自上海
西唐生物有限公司，编号 Ｆ１５７６０）、大鼠 ＩｇＡ试剂盒
（购自上海西唐生物有限公司，编号 Ｆ１５７４）。大鼠
ＩＬ４试剂盒（购自上海邦奕商贸有限公司，编号
８２８１８２３）、ＩＬ６试剂盒（购自上海邦奕商贸有限公
司，编号８３１１８２３）、ＴＮＦɑ试剂盒（购自上海邦奕商
贸有限公司，编号８９２８３３）；营养液（瑞代，华瑞制药
有限公司，编号：１４０２９７），显微剪刀、显微镊、手术刀

（均购自上海医疗器械有限公司）。

１２　方法
１２１　分组与模型制备　选取４５只 ＳＤ大鼠并成
功制备肝硬化肝癌大鼠模型，并接受按 Ｈｉｇｇｉｎｓ法切
除带瘤的大鼠肝中叶。将４５只大鼠随机分为常规
组、中西结合Ａ组及中西结合Ｂ组，每组１５只。
１２２　给药方法　常规组大鼠予常规经口进食，普
通饲料及自由饮水；中西结合 Ａ组采用补中益气汤
联合肠外营养，按大鼠与人体间等效剂量换算将补

中益气汤制备成０６６ｇ／ｍＬ药液，每日灌胃１次，同
时予以恒流微泵持续输注静脉营养液，连续干预

１０ｄ；中西结合Ｂ组采用补中益气汤联合肠内营养，
按大鼠与人体间等效剂量换算将补中益气汤制备成

０６６ｇ／ｍＬ药液，每日灌胃１次，同时予以营养液灌
胃，热量及含氮量同中西结合Ａ组，连续干预１０ｄ。
１２３　检测指标与方法　Ｈｂ、ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ、ＩｇＭ、
ＩｇＡ、ＩｇＧ、ＩＬ４、ＩＬ６、ＴＮＦɑ检测：干预结束后取各组
大鼠尾缘静脉血 ５ｍＬ，使用酶联免疫吸附试验
（ＥＬＩＳＡ）检测，利用抗原、抗体的特异性反应与酶对
底物的高效催化作用相结合原理进行相关因子浓度

的检测。具体步骤如下：用００５ｍｏｌ／ＬｐＨ值９６碳
酸盐包被缓冲液将抗体稀释至蛋白质含量为 １～
１０μｇ／ｍＬ。在每个聚苯乙烯板的反应孔中加
０１ｍＬ，４℃过夜。次日，弃去孔内溶液，用洗涤缓
冲液洗 ３次，３ｍｉｎ／次。加一定稀释的待检样品
０１ｍＬ于上述已包被之反应孔中，置３７℃孵育１ｈ。
然后洗涤。同时做空白孔，阴性对照孔及阳性对照

孔。随后在各反应孔中加入新鲜稀释的酶标抗体

（经滴定后的稀释度）０１ｍＬ。３７℃孵育０５～１ｈ，
洗涤。再于各反应孔中加入临时配制的 ＴＭＢ底物
溶液０１ｍＬ，３７℃１０～３０ｍｉｎ。于各反应孔中加入
２ｍｏｌ／Ｌ的硫酸溶液００５ｍＬ。试剂盒由广州达安
基因股份有限公司提供，显色后采用４９２ｎｍ波长，
ＴＭＢ反应产物检测需要４５０ｎｍ波长。检测时一定
要首先进行空白孔系统调零，用测定标本孔的吸收

值与一组阴性标本测定孔平均值的比值（Ｐ／Ｎ）表
示。以空白对照孔调零后测各孔 Ａ值，若大于规定
的阴性对照Ａ值的２１倍，即为阳性。操作过程全
部按照试剂盒说明书进行检测。

流式细胞检测法 Ｔ淋巴细胞亚群（ＣＤ３＋、
ＣＤ４＋、ＣＤ８＋）测定：干预结束后取各组大鼠尾缘静
脉血５ｍＬ，提取外周血单核细胞（ＰＢＭＣ，１×１０６／
ｍＬ）２００μＬ，置于含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培
养基中，加入刺激剂佛波醇乙酯（ＰＭＡ）及离子霉素、
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莫能霉素等工作液并混匀，置于３７℃，５％ＣＯ２。培
养箱中培养４～６ｈ。用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗，
离心收集细胞，加人５μＬ异硫氰酸荧光素标记的
ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋，操作按试剂盒说明书进行。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２００统计软件进行
研究数据的统计分析。计量资料用均数 ±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采用两样本 ｔ检验或两样本
秩和检验；组内比较采用配对 ｔ检验或配对秩和检
验。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　３组Ｈｂ、ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ比较　３组大鼠 Ｈｂ、ＴＣ、
ＴＧ、ＬＤＬ水平均低于正常值，中西结合组高于常规

组，中西医结合Ｂ组较Ａ组升高（Ｐ＜００５）。见表１。
２２　３组ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、
ＩＬ４、ＩＬ６、ＴＮＦɑ比较　３组大鼠干预前 ＣＤ３＋、
ＣＤ４＋、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩＬ４、ＩＬ６、ＴＮＦɑ
比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），干预后３组以
上指标较治疗前均显著降低，差异有统计学意义

（Ｐ＜００５），中西结合组低于高于常规组，其中中西
医结合 Ｂ组较 Ａ组升高，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），干预后３组ＣＤ８＋较治疗前均显著升高，差异
有统计学意义（Ｐ＜００５），中西结合组低于高于常
规组，其中中西医结合 Ｂ组较 Ａ组降低，差异有统
计学意义（Ｐ＜００５）。见表２～４。

表１　３组大鼠Ｈｂ、ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ比较（珋ｘ±ｓ）

组别 Ｈｂ（ｇ／Ｌ） ＴＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＬＤＬ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

常规组（ｎ＝１５）
　干预前 ９９５２±５０９ ３４６±０２７ １１６±００８ １１８±００７
　干预后 ８５５９±６１１ ２０２±０２９ ０６３±００４ ０６６±００３

中西结合Ａ组（ｎ＝１５）
　干预前 ９９５３±６１０ ３４７±０２８ １１８±００９ １２１±００６
　干预后 ９０６７±６１２△ ２３７±０２１△ ０７９±００８△ ０７８±００５△

中西结合Ｂ组（ｎ＝１５）
　干预前 ９９５２±００９ ３４６±０２９ １１６±００９ １２０±００９
　干预后 ９５５９±０１１△▲ ２８７±０２９△▲ １０１±００７△ ０９８±００７△▲

　　注：与本组干预前比较，Ｐ＜００５；与常规组干预后比较，△Ｐ＜００５；与中西结合Ａ组干预后比较，▲Ｐ＜００５

表２　３组大鼠Ｔ淋巴细胞亚群比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ＣＤ３＋（％） ＣＤ４＋（％） ＣＤ８＋（％） ＣＤ４＋／ＣＤ８＋

常规组（ｎ＝１５）
　术前 ７１２７±７０１ ４２３５±３８７ ２９２８±４０１ １４５±０２１
　干预后 ５２１１±５１９ ３１２４±１２９ ３７３５±７０４ １０１±００６

中西结合Ａ组（ｎ＝１５）
　术前 ７２０１±６９８ ４２４１±３９５ ２９２１±３９８ １４４±０１９
　干预后 ６１２９±６２５△ ３５３１±２２１△ ３５１１±６２８△ ０８７±００５△

中西结合Ｂ组（ｎ＝１５）
　术前 ７２５３±７０９ ４３４６±３９１ ２９１６±４１１ １４６±０１８
　干预后 ６７２８±６１１△▲ ３８９８±２３１△▲ ３２０１±１２１△▲ ０７２±００４△▲

　　注：与本组干预前比较，Ｐ＜００５；与常规组干预后比较，△Ｐ＜００５；与中西结合Ａ组干预后比较，▲Ｐ＜００５

表３　３组免疫指标比较（珋ｘ±ｓ，ｇ／Ｌ）

组别 ＩｇＧ ＩｇＭ ＩｇＡ

常规组（ｎ＝１５）
　术前 １３６５±１３４ １７９±０１４ ２６３±０１１
　干预后 １０３１±１２１ １３１±００９ ２０４±０１５

中西结合Ａ组（ｎ＝１５）
　术前 １４０１±１３２ １７８±０１３ ２６４±０１２
　干预后 １１１２±１３３△ １４１±０１７△ １１４±０１８△

中西结合Ｂ组（ｎ＝１５）
　术前 １３７８±１２７ １７９±０１５ ２５９±０１８
　干预后 １２３８±１３２１△▲ １５５±０１６１△▲ １８７±０２１１△▲

　　注：与本组干预前比较，Ｐ＜００５；与常规组干预后比较，△Ｐ＜００５；与中西结合Ａ组干预后比较，▲Ｐ＜００５
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表４　３组大鼠免疫因子比较（珋ｘ±ｓ，μｇ／ｍＬ）

组别 ＩＬ４ ＴＮＦɑ ＩＬ６

常规组（ｎ＝１５）
　干预前 ６３３５±１１２８ ４５２８±１１２９ ５５３９±９０７
　干预后 １２７±２３２９ １４２２８±１５２９ １８２９２±１４２９

中西结合Ａ组（ｎ＝１５）
　干预前 ６４２３±１２０１ ４６１９±１１０２ ５６２９±８２９
　干预后 １０１２４±２０１９△ １１９２８±１１２８△ １２１１４±１１１８△

中西结合Ｂ组（ｎ＝１５）
　干预前 ６３２７±１１９８ ４５２８±１０２９ ５５３９±１１２１
　干预后 ９８２９±１５３９△▲ ９８２８±９０２△▲ １０２９８±１０２９△▲

　　注：与本组干预前比较，Ｐ＜００５；与常规组干预后比较，△Ｐ＜００５；与中西结合Ａ组干预后比较，▲Ｐ＜００５

３　讨论
据目前临床资料显示肝硬化、肝癌患者多数合

并营养不良及免疫系统紊乱，早期营养支持可有效

促进患者病情恢复已被证实［７９］，目前临床营养支持

方式包括肠内营养及肠外营养。本研究结果显示补

中益气汤结合肠内营养方式更可提高肝硬化肝癌切

除术后机体的免疫功能，改善营养状况。补中益气

汤首载金元时期医学家李杲之《内外伤辨惑论》，是

益气健脾之经典名方。方中黄芪为君药，入脾肺两

经，有补中益气、升阳固表之功；人参、甘草、白术合

用，共奏补气健脾，为臣药；君臣合用，可增强黄芪补

益中气之功，血为气之母，癌症患者病情日久伤津耗

气，加之手术二次损伤，更加气虚之证，气虚日久，营

血亦亏，故加当归养血和营，协人参、黄芪以补气养

血；陈皮理气和胃，使诸药补而不滞，共为佐

药［１０１２］。方中加少量的升麻、柴胡升阳举陷，协助

君药以提升中气，《本草纲目》云：“升高引阳明之清

气上升，柴胡引少阳清气上升，此乃禀赋虚弱，元气

虚馁，及劳役饥饱，生冷内伤，脾胃引经最要药也”。

诸药合用，使气虚得补，病体得安。研究证实，补中

益气汤可明显提高重症患者的营养状态，促进病情

恢复［１３］。

机体的Ｔ淋巴细胞及 Ｂ淋巴细胞是免疫系统
的重要组成部分，二者相互协调、相互作用，共同调

控机体的免疫。ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋是 Ｔ淋巴细胞
亚群重要成员，参与机体的细胞免疫调节，其中

ＣＤ４＋可有效提升机体抗肿瘤效应，ＣＤ８＋是机体发
挥免疫抑制的关键，ＣＤ４＋／ＣＤ８＋是可客观体现肝癌
术后患者免疫抑制程度的高低［１４１６］。Ｂ淋巴细胞参
与的是机体的体液免疫，ＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＧ是 Ｂ淋巴细
胞重要成员［１７１８］。机体的单核巨噬细胞系统及内

皮细胞均可分泌 ＴＮＦα，从而参与机体多种生物活
性反应，其中最显著的是免疫调节，ＴＮＦα广泛参与

机体免疫系统的多个环节；ＩＬ４及 ＩＬ６是机体重要
的炎性反应递质，与ＴＮＦα均是机体重要的免疫细
胞因子，是免疫调控的主要执行者［１９２０］。本研究结

果显示肝硬化肝癌模型大鼠接受 Ｈｉｇｇｉｎｓ法切除瘤
体后免疫功能出现紊乱，３组大鼠治疗前 ＣＤ３＋、
ＣＤ４＋、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩＬ４、ＩＬ６、ＴＮＦɑ
比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），干预后３组以
上指标较治疗前均显著降低（Ｐ＜００５），中西结合
组低于高于常规组，其中中西医结合Ｂ组较Ａ组升
高（Ｐ＜００５），干预后３组ＣＤ８＋较治疗前均显著升
高（Ｐ＜００５），中西结合组低于高于常规组，其中中
西医结合Ｂ组较Ａ组降低（Ｐ＜００５）。这一结果充
分说明了补中益气汤联合营养支持确可明显改善肝

硬化肝癌术后大鼠的免疫功能，改善其营养状态，其

中补中益气汤结合肠内营养方式疗效更优。

经过实验研究证实补中益气汤联合肠内营养即

可改善肝硬化肝癌术后的营养状况，又可提升其免

疫功能。
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