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益气除痰方调控肠道及肿瘤微生态抗肺癌进展的作用

杨智聪 1，周昕怡 1，陈乐鑫 1，赖年红 1，2，张涛 1，2，麦楚填 1，2，张恩欣 1，2，张晓君 1*（1. 广州中医药大学，广东 广州 
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摘要：目的    本研究旨在考察益气除痰方的抗肺癌作用并探究其对肠道与肿瘤微生态的重塑作用。方法    通过建立小鼠肺癌

皮下移植模型，灌胃给予益气除痰方不同工艺提取物，监测肿瘤生长并分析外周血细胞变化；采用 16S rRNA 测序分析肠道及

肿瘤菌群组成及丰度。结果    益气除痰方不同工艺提取物均能抑制肿瘤的生长，降低脾脏指数并降低外周血单核细胞比例；

同时调节菌群结构，如降低肠道中普雷沃氏菌、摆杆菌与阿利斯特菌的丰度，提高肿瘤组织中普雷沃氏菌丰度，并抑制肠道和

肿瘤组织中梭状芽孢杆菌 XIVa 的富集。结论    益气除痰方通过调控微生物群，包括恢复短链脂肪酸相关菌群并抑制促炎菌

群，减缓小鼠肺癌生长。
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Yiqi Chutan Formula Inhibits Lung Cancer Via Remodulating Gut and Tumor Microbiota
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ZHANG Xiaojun1*（1.Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou，Guangdong 510006，China；2.Shenzhen Baoan Authentic 

Traditional Chinese Medicine Therapy Hospital，Shenzhen，Guangdong 518101，China）

ABSTRACT: OBJECTIVE    This study aimed to investigate the anti ⁃ lung cancer effects of Yiqi Chutan formula （YQCTF） and 
explore its remodeling effects on the gut and tumor microecology. METHODS    Mice were subcutaneously implanted with LLC cells 
to establish a xenograft model and were intragastrically administered different extracts of YQCTF. Tumor volume and weight were 
recorded and the peripheral blood cell analysis was performed. 16S rRNA sequencing was used to analyze the composition and 
abundance of the gut and tumor microbiota. RESULTS    Different YQCTF extracts inhibited the tumor growth in LLC⁃bearing mice，

reduced the spleen index，and reduced the proportion of peripheral blood mononuclear cells. Furthermore，YQCTF intervention 
modulated the microbial structure by suppressing the abundance of Prevotella， Oscillibacter，and Alistipes in the gut，while increasing 
the abundance of Prevotella in tumor tissue. It also inhibited the enrichment of Clostridium_XIVa in both intestinal contents and tumor 
tissues. CONCLUSION  YQCTF attenuates lung cancer growth in mice by modulating the microbiota，including restoring short⁃chain 
fatty acid⁃producing bacterial communities，and suppressing pro⁃inflammatory bacteria.
KEYWORDS: Yiqi Chutan formula； lung cancer； 16S rRNA； gut microbiota； tumor microecology

肺癌是全球致死率最高的恶性肿瘤，其中非小

细胞肺癌（NSCLC）是最主要的组织学类型［1］。由于

早期症状不明显，多数 NSCLC 患者在确诊时已处于

中晚期，而中晚期患者 5 年总生存率仍低于 20% ［2］。

尽管近年来免疫治疗和靶向治疗取得重大进展，但

仍有约 80% 的患者未能从中获益，亟需探索新的治

疗策略［3］。

肺癌的病机特点可概括为“痰、瘀、毒、虚”［4］。

肺气虚弱，则易受邪毒侵袭，肺失宣降，气机不畅，

血行瘀滞，津液不布，湿聚成痰，气滞、痰凝、血瘀、

邪毒相互搏结，久而形成肿块。其中，“虚”“痰”在

肺癌发病病机中起着关键作用。益气除痰方是周

岱翰教授根据肺癌的病因病机再结合 50 余年临床

治疗经验所创制的临床经验方，由红参、北沙参、生
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南星、薏苡仁、壁虎、蟾皮、龙葵、浙贝母等药物组

成［5，6］。前期临床研究发现，以益气除痰方为主的中

医综合治疗方案可延长晚期老年肺癌患者中位生

存期，并提高其生存质量［7］。然而，益气除痰方治疗

肺癌的作用机制还尚不明确。

近年来研究表明，中药疗效不仅依赖于方中原

型成分的直接作用，更与肠道菌群的相互作用密切

相关。肠道微生态可通过调节免疫应答、改变代谢

物谱等途径，影响远端肿瘤的发展［8，9］。肿瘤组织内

存在的“瘤内菌群”也参与调控肿瘤微环境中的代

谢重编程及免疫逃逸过程［10］。“肠⁃肺轴”研究进一步

证实，特定菌群（如嗜黏蛋白阿克曼菌和厌氧丁酸

梭菌）可经循环系统易位至肺癌组织，参与肿瘤进

展［11］。然而，益气除痰方的抗肺癌效应是否通过调

控菌群尚待阐明。为此，本研究在比较不同提取工

艺药效的基础上，进一步探讨了该方对肠道及肿瘤

微生物组成的影响，旨在从菌群⁃微环境互作的角度

揭示其潜在机制。

1 材料与方法

1.1   实验材料

实验药材红参（批号：200902）、北沙参（批号：

20210501）、浙贝母（批号：220301）、浙贝母（批号：

220301）、龙 葵（ 批 号 ：200601）、蟾 皮（ 批 号 ：

220501）、薏 苡 仁（批 号 ：211101）、生 南 星（批 号 ：

2103003）、壁虎（批号：190401）购买于广州采芝林

药业有限公司；顺铂（HY⁃17394）购买于美国 Med⁃
Chemexpress 生物科技公司；MagPure Stool DNA KF 
Kit（D6364）购买于广州美根生物技术有限公司；Qu⁃
bit dsDNA BR Assay 试剂盒（Q32850）购买于美国赛

默飞世尔科技有限公司。

1.2   细胞与实验动物

Lewis 肺癌细胞（LLC）用含 10%FBS 和 1%PS 的

DMEM 培养基，在 37 °C、5%CO₂培养箱内培养。SPF
级别雄性 C57BL/6 小鼠 60 只，体质量 20~24 g，购买

于广东药康生物科技有限公司，许可证编号：SCXK
（粤）2020⁃0054。动物饲养于广州中医药大学中药

学院实验动物房［SPF 级，许可证编号：SYXK（粤）

2019⁃0202］。本实验经过广州中医药大学动物伦理

委员会批准，且实验内容均遵照伦理规定进行。

1.3   益气除痰方提取

（1）水提醇沉液：取天南星 15 g 加入 10 倍量去

离子水，先煎 1 h；同时取北沙参 15 g、壁虎 6 g、薏苡

仁 30 g、龙葵 20 g、浙贝母 20 g、蟾皮 10 g，加 10、8、

6 倍量水合并天南星提取液分别提取 1 h。合并滤

液后加 95% 乙醇至终浓度 70%，静置过夜，过滤、回

收乙醇。红参按同法提取。浓缩至相当于生药浓

度 2 g·mL-1 的流浸膏（即 1 mL 流浸膏相当于 2 g 生

药）。（2）醇提液：全部药材按比例加 10、8 倍 70% 乙

醇分别回流提取 2 h、1.5 h。合并滤液，回收乙醇并

浓缩至相当于生药浓度 2 g·mL-1的流浸膏。

1.4   小鼠Lewis肺癌皮下移植瘤模型的建立与给药

参照文献方法［12］建立小鼠皮下移植瘤模型。

小鼠适应性饲养 1 周后，皮下注射 1×106个 LLC 细胞

建立移植瘤模型。待肿瘤体积半数超过 50 mm3后，

随 机 分 为 模 型 组（MF）、益 气 除 痰 方 水 提 醇 沉 组

（WEAP）、醇提组（AEF）及顺铂对照组（DDP），每组

6~12 只。益气除痰方的小鼠给药剂量依据临床成

人每日用量（生药 131 g/60 kg 体质量），按体表面积

等效剂量折算系数（人与小鼠比 1∶9）计算得出小

鼠 等 效 剂 量 为 19.65 g/kg 体 质 量 。 灌 胃 体 积 按

0.1 mL/10 g 体质量设定计算所需灌胃液的生药浓度

为 1.965 g/mL。实验时将制备的流浸膏稀释至该浓

度，每日灌胃给药 1 次。阳性对照组腹腔注射顺铂

（2 mg·kg-1），隔日 1 次；正常组（CF）及模型组给予等

量蒸馏水。

1.5   检测指标及方法

给药期间，每隔 2 d 测量肿瘤的长径和短径，计

算皮下移植瘤的体积。实验结束后，取 20 μL 全血，

于全自动血液分析仪检测淋巴细胞、单核细胞及粒

细胞比例，并称取肿瘤及脾脏重量。

1.6   肠道菌群提取与宏基因组16S测序分析

采用试剂盒分别提取粪便及肿瘤样本中总基

因组 DNA，并进行定量。使用 PCR 引物（正向：5′⁃
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA ⁃ 3′ ；反 向 ：5′ ⁃ GGA 
CTACHVGGGTWTCTAAT⁃3′）对细菌 16S rRNA 基因

的 V4 可变区进行扩增。PCR 产物经 Agencourt AM⁃
Pure XP 磁珠纯化，并使用 Elution Buffer 洗脱。利用

Agilent Technologies 2100 bioanalyzer 对文库进行质

量检测，合格文库在 Illumina HiSeq 2500 平台（BGI，
中国）上进行双端测序，获得 2×250 bp 读段。原始

读段经过滤去除接头序列及低质量、含模糊碱基的

读 段 ，通 过 Fast Length Adjustment of Short reads
（v1.2.11）程序对双端读段进行拼接，生成标签序列。

利用 UPARSE 软件（v7.0.1090）在 97% 相似度阈值下

将 标 签 聚 类 为 操 作 分 类 单 元（OTU），并 通 过

UCHIME（v4.2.40）与 Gold 数据库比对，检测并去除

嵌合体序列。随后采用 QIIME（v1.8.0），基于 Green⁃
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genes 数 据 库（v201305）以 最 小 置 信 度 阈 值 0.6 对

OTU 代 表 序 列 进 行 物 种 注 释 。 利 用 USEARCH_
global 将所有标签序列比回 OTU，生成各样本 OTU
丰 度 表 。 分 别 使 用 MOTHUR（v1.31.2）与 QIIME

（v1.8.0）在 OTU 水平进行 Alpha 多样性与 Beta 多样

性分析。采用 QIIME（v1.8.0）进行样本聚类分析并

通过 R 语言“ggplot2”包绘制不同分类水平的柱状图

与热图。

1.7   统计学处理方法

采用 GraphPad Prism 9.0 软件对实验数据进行

统计学分析。数据以均值±标准差（x±s）表示。正

态分布数据采用单因素方差分析（ANOVA）及事后

多重比较（Tukey 或 Bonferroni）；非正态分布数据采

用 Kruskal ⁃Wallis 检 验 。 P<0.05 为 差 异 有 统 计 学

意义。

2 结果

2.1   益气除痰方不同工艺提取物抑制 Lewis肺癌皮

下移植瘤模型小鼠肿瘤的生长

在 Lewis 肺癌小鼠中，益气除痰方水提醇沉物

与醇提物均能显著抑制肿瘤生长，其中醇提物效果

更明显（图 1A~B）。该方还可逆转荷瘤所致的脾脏

指数升高（图 1C），并抑制模型组中外周血单核细胞

比例的异常升高，而对淋巴细胞及中性粒细胞比例

无显著影响（图 1D~F），提示其抗肿瘤作用可能与

免疫调节相关。

2.2   益气除痰方对肠道及肿瘤菌群丰度的调节

为探究益气除痰方是否通过调节肠道及肿瘤微

生态发挥抗肿瘤作用，本研究对全部 44 例粪便及肿

瘤样本进行了 16S rRNA基因测序。质控结果显示各

样本测序深度充足（有效序列 84 125~116 157 条），

物种累计曲线表明样本量充分（图 2A~D）。共鉴定

出粪便 OTU 7 787个（共享 325个），肿瘤 OTU 6 576个

（共享 373 个），见图 2E~F。α 多样性分析（表 1）显

示，与正常组相比，模型组小鼠肠道菌群丰富度

（Sobs、Chao1、ACE 指数）与多样性（Shannon、Simp⁃
son 指数）均显著升高；而益气除痰方干预则逆转了

上述丰富度指数的升高，表明其可调节荷瘤导致的

肠道菌群紊乱。

2.3   益气除痰方对肠道及肿瘤菌群结构的调节作用

进一步比较了各分类水平的物种丰度。在门

水平上，模型组小鼠粪便菌群中放线菌门（Actino⁃
bacteria）丰度显著下降，而变形菌门（Proteobacteria）
丰度明显上升；益气除痰方干预有效逆转变形菌门

的异常升高（图 3A、C、E）。在更精细的科、属水平

上，模型组中产短链脂肪酸的毛螺菌科（Lachnospi⁃
raceae）、瘤胃球菌科（Ruminococcaceae）及其下属的

梭状芽孢杆菌簇 XIVa（Clostridium_XIVa）与 Acetati⁃
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图 1 益气除痰方对 Lewis 肺癌小鼠的药效学考察（n = 6 ~ 12）
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表 1 粪便样品 α 多样性指数（x ± s）

组别

CF
MF

WEAPF
AEF

DDPF

Sobs
294.20 ± 17.57
319.40 ± 36.46
313.20 ± 21.25
318.80 ± 19.52
311.80 ± 26.67

Chao1
348.60 ± 24.15
399.80 ± 53.08
366.30 ± 27.12
384.20 ± 44.28
392.20 ± 48.38

ACE
356.00 ± 44.73
403.80 ± 47.88
363.30 ± 21.53
386.00 ± 51.48
373.20 ± 40.05

Shannon
3.57 ± 0.53
4.07 ± 0.10
3.96 ± 0.18
3.80 ± 0.13
3.89 ± 0.24

Simpson
0.11 ± 0.09
0.03 ± 0.00
0.05 ± 0.02
0.06 ± 0.03
0.05 ± 0.03
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F 为肿瘤组 OTU 数量的韦恩图。

图 2 样本采样合理性评估
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factor 属 丰 度 下 降 ，而 与 炎 症 相 关 的 脱 硫 弧 菌 科

（Desulfovibrionaceae）及普雷沃氏菌属（Prevotella）丰

度则显著上升。益气除痰方的干预显著改善了上

述菌群结构失衡。

在肿瘤组织中，厚壁菌门（Firmicutes）与拟杆菌

门（Bacteroidetes）为优势菌群。模型组中两者丰度显

著衰减，而益气除痰方则提升了其丰度（图 3B，D，F）。

在科、属水平上，该方还提升拟杆菌科（Bacteroidaceae）、

拟杆菌属（Bacteroides）与普雷沃氏菌（Prevotella）的

丰度，并呈现出双歧杆菌科（Bifidobacteriaceae）的上

调与肠杆菌科（Enterobacteriaceae）的降低，进一步表

明其可重塑肿瘤局部微生态。

综上所述，益气除痰方能够双向调节肠道及肿

瘤菌群结构，增加产 SCFA 有益菌的同时抑制潜在

的致病/致炎菌群，这可能是其改善宿主微生态环

境，发挥抗肿瘤作用的重要机制之一。
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图 3 各组样本菌群在门与属水平的分布特征
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3 结论与讨论

中医药在防治中晚期肺癌方面具有控制进展、增

强免疫等优势［13，14］。本研究聚焦临床经验方“益气除

痰方”，发现其水提醇沉与醇提物均可显著抑制荷瘤

小鼠肿瘤生长，且醇提物效果略优。该方还能降低

脾脏指数及外周血单核细胞比例，提示其可能通过

减 轻 系 统 性 炎 症 、改 善 免 疫 微 环 境 发 挥 抗 肿 瘤

作用。

肠道与局部菌群通过调节免疫调节等途径直

接影响肿瘤进程［15］。肺癌患者与健康人群的肠道

菌群存在显著差异，如厚壁菌门、拟杆菌属等丰度

降低，而瘤胃球菌属等丰度上升。同时，肺癌组织

内也观察到 Acidovorax 等菌群增加与不良预后相

关［16］，动物模型中亦观察到厚壁菌门与拟杆菌门丰

度下降。这些瘤内微生物可能通过介导慢性炎症、

调节免疫与代谢等机制促进肺癌发展［17］，提示重塑

表 2 粪便样品属水平（x ± s）

组别

CF
MF
WEAPF
AEF
DDPF

Clostridium_
XlVa

48.93 ± 9.09
28.61 ± 6.33#

41.75 ± 1.74*

46.37 ± 3.60*

37.03 ± 4.95

Acetatifactor

3.35 ± 1.67
5.14 ± 2.99
2.62 ± 0.66
1.48 ± 0.70*

2.27 ± 0.92

Desulfovibrio

1.33 ± 1.41
4.62 ± 2.23
3.45 ± 2.91
2.18 ± 1.24
2.80 ± 1.84

Clostridium_IV

1.45 ± 0.62
2.39 ± 0.65
0.91 ± 0.31*

1.95 ± 0.79
1.30 ± 0.25*

Butyrivibrio

2.10 ± 1.44
2.34 ± 1.96
0.25 ± 0.07*

0.24 ± 0.10*

0.07 ± 0.07*

Barnesiella

0.29 ± 0.21
2.34 ± 1.96#

0.25 ± 0.07*

0.29 ± 0.17*

0.03 ± 0.02*

Prevotella

0.93 ± 1.20
5.58 ± 2.57#

0.04 ± 0.03*

0.01 ± 0.01*

0.02 ± 0.01*

Oscillibacter

0.77 ± 0.43
1.10 ± 0.14
0.90 ± 0.54
0.59 ± 0.33
0.47 ± 0.17

Alistipes

0.19 ± 0.15
1.26 ± 0.30
1.11 ± 0.39
0.46 ± 0.19
0.05 ± 0.04

Sporobacter

0.56 ± 0.37
1.04 ± 0.36
0.60 ± 0.10
0.47 ± 0.11*

0.64 ± 0.14
注：与空白组相比，#P < 0.05；与模型组相比，*P < 0.05。

A B

C D

关键物种差异比较（科） 关键物种差异比较（科）
Rel

ativ
e A

bun
dun

ce（
%）

关键物种差异比较（属） 关键物种差异比较（属）

80
60
40
20

1.5
1.0
0.5
0.0

CF
MT
WEAPF
AET
DDPT

MT
WEAPF
AET
DDPT

CF
MT
WEAPF
AET
DDPT

MT
WEAPF
AET
DDPT

30
20
10

4
3
2
1
0

Rel
ativ

e A
bun

dun
ce（

%）

60
40
20

4
2
0

Rel
ativ

e A
bun

dun
ce（

%）

25
20
15

Rel
ativ

e A
bun

dun
ce（

%）

Lactob
acilla

ceae

Porphyrom
onadaceae

Ruminococc
aceae

Desulfovib
rionaceae

Prevot
ellac

eae

Erysip
elotri

chaceae

Rikenellac
eae

Lachnospirace
ae

Bacter
oidaceae

Helico
bacter

aceae

Lactob
acilla

ceae

Prevot
ellac

eae

Rikenellac
eae

Bacter
oidaceae

Erysip
elotri

chaceae

Veillon
ellac

eae

Enterob
acter

iacea
e

Bifidobacter
iacea

e

Coriob
acter

iacea
e

Acidaminococc
aceae

Clostri
dium_XIVa

Acetat
ifacto

r

Desulfovib
rio

Clostri
dium_IV

Butyrivi
brio

Bacter
oides

Prevot
ella

Oscilli
bacterAlistip

es

Sporobacter
Barnesiel

la
Prevot

ella Blautia

Faecal
ibacter

ium

Clostri
dium_XIVa

Roseburia

Bifidobacter
ium

Phascol
arcto

bacter
ium
Megam

onas

Ruminococc
us

4
3
2
1
0

注：A 为粪便样品科水平关键物种差异；B 为肿瘤组织科水平关键物种差异；C 为粪便样品属水平关键物种差异；D 为肿瘤组织属水平关键物种

差异。

图 4 关键物种差异柱状图
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菌群可能逆转免疫逃逸并延缓肺癌进程。

16S rRNA 测序结果显示模型小鼠肠道放线菌

门丰度下降而变形菌门升高；益气除痰方干预则逆

转了此趋势，并恢复了厚壁菌门/拟杆菌门比例平

衡，提示其可重塑肠道菌群平衡。在属水平上，该

方显著降低了与炎症或碳水化合物过度代谢相关

的梭状芽孢杆菌属、普雷沃氏菌属等的丰度，同时

提升了与抗炎及抗肿瘤免疫相关的厚壁菌门及毛

螺菌科等类群的丰度。综上所述，益气除痰方可能

通过促进益生菌群恢复、抑制致炎菌群扩增，改善

肠⁃肿瘤轴的稳态。值得注意的是，肿瘤组织属于低

微生物量样本，其检测易受实验背景 DNA 干扰。本

研究在数据处理时剔除了背景噪音，以控制潜在污

染。但未来研究还需要扩大样本量并结合更系统

的 流 程 ，进 一 步 完 善 益 气 除 痰 方 对 菌 群 的 调 控

研究。

本研究证实益气除痰方干预能有效重塑荷瘤

小鼠肠道与肿瘤组织的菌群结构，恢复产短链脂肪

酸菌群的丰度，并抑制潜在促炎菌。该作用可能通

过改善局部免疫反应、降低氧化应激及优化代谢通

路来实现。本研究为益气除痰方的现代药理学阐

释提供了实验支持，也为其临床应用及后续活性成

分和作用机制研究奠定了基础。
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