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玉屏风颗粒通过调节 EMT 对 Lewis 荷瘤小鼠肿瘤转移的影响 Δ
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摘 要 目的 探讨玉屏风颗粒通过调节上皮-间充质转化（EMT）改善上皮屏障功能并抑制肿瘤转移的作用。方法 将 30只

C57BL/6小鼠按随机数字表法分为正常组（蒸馏水）、模型组（蒸馏水）和玉屏风颗粒组（40 g/kg），每组10只。模型组与玉屏风颗

粒组小鼠通过右腋皮下接种 Lewis 肺癌细胞复制小鼠自发肺转移模型。造模成功后，各组小鼠灌胃水/药物，每天1次，连续15 d。

通过观察/测定小鼠肺组织病理形态、肺组织肿瘤转移灶计数、肿瘤转移灶、癌胚抗原表达来考察玉屏风颗粒对肿瘤转移的影响；

通过 qRT-PCR 法和 Western blot法检测小鼠肺组织中β-连环蛋白（β-catenin）、E-钙黏蛋白（E-cadherin）、波形蛋白（vimentin）mRNA

及其蛋白表达来考察可能的作用机制。结果 与模型组比较，玉屏风颗粒组小鼠肺表面转移结节总数显著减少（P＜0.05），肺组织

大体形态有所恢复，肺组织癌胚抗原表达显著减弱（P＜0.05），且肺组织中 E-cadherin mRNA 及其蛋白表达水平均显著升高（P＜

0.05），vimentin、β-catenin mRNA 及其蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05）。结论 玉屏风颗粒可能是通过调控β-catenin 表达来抑

制EMT的发生，进而改善小鼠的上皮屏障功能，发挥抑制肿瘤细胞侵袭、迁移的作用。
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Effects of Yupingfeng granules on tumor metastasis of Lewis tumor-bearing mice by adjusting the EMT
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ABSTRACT OBJECTIVE To explore the effects of Yupingfeng granules on the improvement of epithelial barrier function and 

the inhibition of tumor metastasis by regulating epithelial-mesenchymal transition （EMT）. METHODS Thirty C57BL/6 mice were 

randomly divided into the normal group （distilled water），model group （distilled water） and Yupingfeng granule group （40 g/kg），

with 10 mice in each group. The model group and Yupingfeng granule group were inoculated with Lewis lung cancer cells 

subcutaneously in the right armpit to induce the spontaneous lung metastasis model. After modeling，each group was given water/

relevant medicine intragastrically，once a day，for 15 consecutive days. The effects of Yupingfeng granules on tumor metastasis were 

investigated by observing or determining the pathomorphology of lung tissue，metastatic lesion count on the surface of the lung，

tumor metastatic lesion and the expression of carcinoembryonic antigens. qRT-PCR and Western blot assay were used to detect the 

mRNA and protein expressions of β -catenin，E-cadherin and vimentin in the lung tissue of mice. RESULTS Compared with the 

model group，the total number of pulmonary metastases on the surface was decreased significantly in Yupingfeng granule group （P＜

0.05），the general morphology of lung tissue was recovered，and the expression of carcinoembryonic antigen in lung tissue was 

significantly decreased （P＜0.05）. mRNA and protein expressions of E-cadherin in lung tissue were significantly increased （P＜

0.05），while mRNA and protein expressions of vimentin and β -catenin were significantly decreased （P＜0.05）. CONCLUSIONS 
Yupingfeng granules can inhibit EMT by regulating the expression of β -catenin，thus improving epithelial barrier function，and 

inhibiting the ability of tumor cells to invade and metastasize.

KEYWORDS Yupingfeng granules； epithelial-mesenchymal 

transition； epithelial barrier； tumor metastasis； β-catenin

上 皮 - 间 充 质 转 化（epithelial-mesenchymal transi‐

tion，EMT）是上皮细胞失去极性，并转化成间质细胞表

型的过程。EMT 可破坏上皮屏障功能的完整性，诱发恶
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性肿瘤组织的上、下皮细胞转化成间质细胞，使细胞间

连接（紧密连接、黏附连接、桥粒/半桥粒等）解体，导致细

胞表面的上皮标志物[如 E-钙黏蛋白（E-cadherin）、细胞

角蛋白、紧密连接蛋白 1（Zona occludens 1，ZO-1）等]表

达水平逐渐降低，而间充质标志物[如 N-钙黏蛋白（N-

cadherin）、波形蛋白（vimentin）、纤连蛋白等]表达水平

升高，最终使肿瘤细胞具备转移和侵袭能力[1―2]。因此，

抑制肿瘤细胞 EMT，改善上皮屏障功能，可能是治疗肿

瘤的有效靶点。

传统中医药具有靶点多、副作用少的特点，近年来

有关其在治疗肿瘤方面的研究愈加深入。中医认为肿

瘤发生的病因之一为“正气内虚”，正不抗邪，邪气经人

体三焦、腠理等通道，四处侵染[3]，即出现肿瘤的转移和

侵袭。玉屏风散由黄芪、白术、防风3味药组成，是补气

固表的经典方剂，目前其制剂有丸剂、颗粒剂、胶囊剂、

口服液等多种剂型[4]。研究表明，玉屏风散及其各组分

可通过提高机体免疫功能、促进肿瘤细胞凋亡、抑制肿

瘤细胞增殖、减缓肿瘤细胞侵袭和转移等起到防治肿瘤

的作用[5]。但是关于玉屏风散对肿瘤细胞 EMT 及上皮

屏障功能完整性影响的研究较少。鉴于此，本研究基于

Lewis 荷瘤小鼠自发肺转移模型，以玉屏风颗粒为受试

药物，对上述问题进行探讨，为进一步研究玉屏风散及

其相关制剂防治肿瘤的机制提供参考。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用的主要仪器有Ⅸ53型倒置显微镜、Ⅸ71

型显微镜图像采集系统（日本 Olympus 公司），CFX96 

Touch 型实时定量 PCR 仪、Amersham Imager 600型凝胶

检测成像系统（美国 Bio-Rad 公司）。

1.2　主要药品与试剂

玉屏风颗粒（批号 200213，规格 5 g/袋）购自国药集

团广东环球制药有限公司；辣根过氧化物酶（HRP）标记

的 山 羊 抗 兔 免 疫 球 蛋 白 G（IgG）（H+L）抗 体（批 号

A0208、A0216）均购自上海碧云天生物技术有限公司；

Carazzi 苏木素染色液（批号 G4510）、伊红染色液（批号

G1100）、免疫组化试剂盒（批号 SA00011）均购自北京索

莱 宝 科 技 有 限 公 司；兔 源 癌 胚 抗 原 检 测 抗 体（批 号

A12421）、兔源 E-cadherin 单克隆抗体（批号 A3044）均购

自武汉爱博泰克生物科技有限公司；兔源 β-连环蛋白

（β-catenin）多克隆抗体（批号 51067-2-AP）、兔源 vimen‐

tin 多克隆抗体（批号10366-1AP）均购自美国 Proteintech

公司；RNAprep pure 动物组织总 RNA 提取试剂盒（批号

DP431）、FastQuant cDNA 第 一 链 合 成 试 剂 盒（批 号

KR106）、SuperReal PreMix SYBR Green qPCR 检测试剂

盒（批号 FP204）均购自天根生化科技（北京）有限公司。

1.3　实验动物

本研究所用动物为 SPF 级雌性 C57BL/6纯系小鼠，

共35只，体重（20±2） g，购于北京维通利华实验动物技

术有限公司，动物生产合格证号为 SCXK（京）2016-

0006。小鼠饲养期间给予普通饲料和洁净水。本研究

所有动物实验均严格遵循动物实验“3R”原则，严格按照

《实验动物福利伦理审查指南》（GB/T 35892-2018）执

行，并经承德医学院医学伦理委员会审查通过后实施

（伦理审查证号2019055）。

1.4　细胞株

LLC 小鼠 Lewis 肺癌细胞株购于上海诺百生物科技

有限公司。

2　方法

2.1　肺癌细胞悬液的制备

将 LLC 细胞常规培养并传代3次后，调整细胞密度

为 1×107 个/mL，接种至 5 只小鼠的右腋下，每只 0.2 

mL。接种第10天左右，待瘤体长至约1 000 mm3时将小

鼠脱颈处死。将生长良好的肺癌组织经匀浆、过滤、离

心、稀释后制成细胞密度为 1×107个/mL 的肺癌细胞混

悬液[6]。

2.2　动物造模、分组及给药

采用随机数字表法将剩下30只小鼠分为正常组、模

型组、玉屏风颗粒组，每组10只。取“2.1”项下细胞悬液

0.2 mL 接种于模型组和玉屏风颗粒组小鼠的右腋皮下

处，当该处出现小结节并不断增长时，判定小鼠自发肺

转移模型制备成功[7]。

精密称取玉屏风颗粒，以蒸馏水溶解，制成质量浓

度为4 g/mL 的玉屏风颗粒给药液，每日现配现用。接种

细胞悬液的第10天开始灌胃给药，正常组和模型组小鼠

给予蒸馏水，玉屏风颗粒组小鼠给予40 g/kg 玉屏风颗粒

（根据前期预实验结果，选择20倍临床等效剂量为受试

剂量），给药体积均为 0.01 mL/g。每天给药 1 次，连续

15 d。

2.3　一般情况观察

给药后每天定时观察小鼠的状态，包括毛发色泽、

饮食、排便、精神、活动等。

2.4　肺组织肿瘤转移灶计数及肺转移抑制率计算

给药结束后将小鼠脱颈处死，取出肺组织，经生理

盐水漂洗后在显微镜下对肺组织肿瘤转移灶进行计数。

转移灶为类圆形小突起，呈结节状或半透明点状，部分

转移灶可能融合到一起。根据肺结节直径将其分为4级：

Ⅰ级＜0.5 mm；0.5 mm≤Ⅱ级≤1 mm；1 mm＜Ⅲ级≤2 
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mm；Ⅳ级＞2 mm[8]。计算肺表面转移结节总数和肺转

移抑制率：肺表面转移结节总数＝Ⅰ级结节数量×1+Ⅱ
级结节数量×2+Ⅲ级结节数量×3+Ⅳ级结节数量×4；

肺转移抑制率（%）＝（模型组平均肺表面转移结节数－

玉屏风颗粒组平均肺表面转移结节数）/模型组平均肺表

面转移结节数×100%。

2.5　肺组织肿瘤转移灶观察

取小鼠左肺组织，经4% 多聚甲醛固定后，再经梯度

脱水、常规石蜡包埋、切片（5 μm）、苏木素-伊红（HE）染

色，于显微镜下观察肺组织肿瘤转移灶。

2.6　肺组织癌胚抗原表达检测

取“2.5”项下小鼠肺组织石蜡切片，常规脱蜡、抗原

修复、封闭后，滴加癌胚抗原一抗（稀释比例 1∶200），

4 ℃孵育过夜；次日洗涤后，滴加 HRP 标记的山羊抗兔

IgG（H+L）二抗（稀释比例 1∶50），室温孵育 50 min；以

DAB 显色，苏木素染液复染细胞核，脱水封片，于显微镜

下观察肺组织中癌胚抗原的表达情况。每张切片在显

微镜下选取3个视野，以棕黄色为阳性表达，采用 Image 

J 软件计算平均光密度值，平均光密度值越大表示癌胚

抗原的表达水平越高。

2.7　肺组织中EMT相关基因mRNA表达水平检测

采用 qRT-PCR 法进行检测。每组随机选取 5只小

鼠 的 肺 组 织 ，采 用 Trizol 法 提 取 组 织 中 总 RNA，按

FastQuant cDNA 第一链合成试剂盒操作将其反转录为

cDNA 后，按 SuperReal PreMix SYBR Green qPCR 检测

试剂盒说明书进行 PCR 扩增。扩增反应条件为：95 ℃

预变性 15 min；95 ℃变性 10 s，60 ℃退火/延伸 32 s，共

40个循环。以 GAPDH 为内参，采用 2－ΔΔCt 法，以对照组

为参照进行标准化处理，计算 EMT 相关基因 mRNA 的

相对表达水平。PCR 引物由笔者采用 Primer 3.0软件自

行设计，经 NCBI 数据库核查后，由上海生工生物工程技

术有限公司合成。引物序列及扩增产物长度见表1。

2.8　肺组织中EMT相关蛋白表达水平检测

采用 Western blot 法进行检测。每组取 3只小鼠的

肺组织，匀浆，提取总蛋白，按照 BCA 试剂盒说明书操

作进行蛋白定量。取 45 μg 变性后总蛋白，经十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离并转膜，以5% 脱脂奶

粉封闭；加入相应一抗（E-cadherin 稀释比例1∶1 000、vi‐

mentin 稀释比例 1∶1 000、β-catenin 稀释比例 1∶1 000、

β-actin 稀释比例 1∶5 000），4 ℃孵育过夜。次日将条带

洗涤后再加入相对应的二抗（稀释比例1∶10 000），25 ℃

孵育 1 h。孵育结束后，以 TBST 缓冲液洗涤、超敏 ECL

化学发光试剂盒显影，采用凝胶成像仪进行检测分析。

采用 Image Pro Plus 软件进行光密度分析，以 EMT 相关

蛋白条带光密度值与内参蛋白（β-actin）条带光密度值的

比值表示目的蛋白的相对表达水平。

2.9　统计学方法

采用 SPSS 23.0 软件对数据进行统计分析，Graph‐

pad Prism 8软件作图。计量资料以 x±s 表示，多组间比

较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD-t 检验。

检验水准α＝0.05。

3　结果

3.1　一般情况观察结果

与正常组比较，模型组小鼠精神萎靡，活动减少，毛

发晦暗无光泽；与模型组比较，玉屏风颗粒组小鼠精神

状态较好，毛发稍有光泽。

3.2　肺组织肿瘤转移灶计数及肺转移抑制率计算结果

与正常组比较，模型组、玉屏风颗粒组小鼠肺组织

中出现了肿瘤转移灶；与模型组比较，玉屏风颗粒组小

鼠肺表面转移结节总数显著减少（P＜0.05），其肺转移

抑制率为46.52%。结果见表2。

3.3　肺组织肿瘤转移灶HE染色结果

与正常组比较，模型组小鼠左肺组织出现肿瘤转移

灶，与邻近组织有明显的分界；与模型组比较，玉屏风颗

粒组小鼠肿瘤转移灶变小，组织大体形态有所恢复。

HE 染色结果见图1。

3.4　肺组织癌胚抗原表达检测结果

与正常组（平均光密度值为52.17±7.00）比较，模型

组 小 鼠 肺 组 织 癌 胚 抗 原 的 表 达（平 均 光 密 度 值 为

258.40±15.65）显著增强（P＜0.05），且呈散在性分布；

与模型组比较，玉屏风颗粒组小鼠肺组织癌胚抗原的表

达（平均光密度值为 50.48±7.03）显著减弱（P＜0.05）。

免疫组化染色结果见图2。

表1　引物序列及扩增产物长度

目的基因
β-catenin

E-cadherin

vimentin

GAPDH

引物序列
上游：5′-TGCCGTTCGCCTTCATTATGGAC-3′

下游：5′-TGGGCAAAGGGCAAGGTTTCG-3′

上游：5′-GGGCTGGACCGAGAGAGTTACC-3′

下游：5′-CGTGCTTGGGTTGAAGACAGGAG-3′

上游：5′-CCCTGGACATTGAGATCG-3′

下游：5′-AAGAAAAGGTTGGCAGAGG-3′

上游：5′-AAGAAGGTGGTGAAGCAGGCATC-3′

下游：5′-CGGCATCGAAGGTGGAAGAGTG-3′

产物长度/bp

122

121

118

120

表2　各组小鼠肺组织肿瘤转移灶计数及肺转移抑制率

测定结果（x±s，n＝10）

组别
正常组
模型组
玉屏风颗粒组

肺表面转移结节总数/个
－

1.87±0.95

1.00±0.00a

肺转移抑制率/%
－

－

46.52

a：与模型组比较，P＜0.05。
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3.5　肺组织中EMT相关基因mRNA表达水平测定结果

与正常组比较，模型组小鼠肺组织中 E-cadherin 

mRNA 表达水平显著降低（P＜0.05），vimentin、β-catenin 

mRNA 表达水平均显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，

玉屏风颗粒组小鼠肺组织中 E-cadherin mRNA 表达水平

显著升高（P＜0.05），vimentin、β-catenin mRNA 表达水

平均显著降低（P＜0.05）。结果见表3。

3.6　肺组织中EMT相关蛋白表达水平测定结果

与正常组比较，模型组小鼠肺组织中 E-cadherin 蛋

白表达水平显著降低（P＜0.05），vimentin、β-catenin 蛋白

表达水平均显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，玉屏风

颗粒组小鼠肺组织中 E-cadherin 蛋白表达水平显著升高

（P＜0.05），vimentin、β-catenin 蛋白表达水平均显著降低

（P＜0.05）。结果见表4、图3。

4　讨论

恶性肿瘤的发生发展不仅与肿瘤细胞的快速增殖

有关，还与肿瘤细胞的迁移和侵袭密切相关，而肿瘤细

胞的迁移和侵袭又是一个复杂的、多步骤的过程[8]。传

统中医认为“正气虚弱，腠理不密”是肿瘤发生和转移的

重要条件。在病理状态下，正气亏虚，癌毒可以由经络、

三焦、腠理等通道进行转移[3]。上皮屏障是由上皮细胞

间连接及细胞间的黏附物构成的一种物理及生物学功

能性屏障，是机体对抗环境因素的主要防御系统[9]。而

上皮屏障功能的完整性与肿瘤细胞的侵袭、迁移能力密

切相关[10]。因此，笔者认为上皮屏障功能异常可能是

“腠理不密”的组织病理学基础。

A. 正常组 B. 模型组 C. 玉屏风颗粒组

50 μm 50 μm 50 μm

注：红色箭头所指为肿瘤转移灶。

图1　各组小鼠肺组织肿瘤转移灶HE染色显微图

A. 正常组 B. 模型组 C. 玉屏风颗粒组

50 μm 50 μm 50 μm

注：红色箭头所指为小鼠肺组织癌胚抗原阳性表达。

图2　各组小鼠肺组织癌胚抗原表达检测的免疫组化图

表3　各组小鼠肺组织中 EMT 相关基因 mRNA 的表达

水平测定结果（x±s，n＝5）

组别
正常组
模型组
玉屏风颗粒组

E-cadherin/GAPDH

1.00±0.00

0.45±0.12a

0.70±0.03b

vimentin/GAPDH

1.00±0.00

1.67±0.13a

1.09±0.04b

β-catenin/GAPDH

1.00±0.00

1.70±0.20a

0.75±0.07b

a：与正常组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。

β-catenin

β-actin

正常组

85 kDa

42 kDa

模型组 玉屏风颗粒组

A. β-catenin

E-cadherin

β-actin

正常组

125 kDa

42 kDa

模型组 玉屏风颗粒组

B. E-cadherin

vimentin

β-actin

正常组

54 kDa

42 kDa

模型组 玉屏风颗粒组

C. vimentin

图3　各组小鼠肺组织中EMT相关蛋白表达的电泳图

表 4　各组小鼠肺组织中 EMT 相关蛋白表达水平测定

结果（x±s，n＝3）

组别
正常组
模型组
玉屏风颗粒组

E-cadherin/β-actin

1.02±0.03

0.67±0.02a

0.88±0.02b

vimentin/β-actin

0.46±0.01

0.74±0.03a

0.17±0.01b

β-catenin/β-actin

0.76±0.03

1.27±0.06a

0.44±0.03b

a：与正常组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。
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EMT 与上皮屏障功能密切相关，其过程受到众多参

与维持上皮特性的细胞黏附分子的调节。EMT 在肿瘤

细胞迁移和侵袭的过程中起着关键作用，是肿瘤细胞侵

袭、迁移的初始步骤[11]。EMT 的重要分子特征是上皮细

胞膜表面的 E-cadherin 等上皮标志物被 vimentin 等间充

质标志物取代，形成间充质结构，使肿瘤细胞游离并突

破基底膜从而进行迁移和侵袭[12]。E-cadherin 作为一类

单通道跨膜蛋白，其胞外结构域能够介导相邻细胞间产

生亲和作用，即黏附连接，有助于维持屏障功能的完整

性[13]。当 E-cadherin 表达下降时，同表型细胞-细胞间黏

附和连接被破坏，这一过程被认为是细胞脱离原发肿瘤

侵入周围组织，并迁移到远端的作用基础[14]。vimentin

也是 EMT 的重要标志物，其会使上皮细胞失去极性、黏

附力减弱，从而破坏细胞的紧密连接结构，促进细胞迁

移，故其在癌组织中过表达会驱动 EMT 的发生[15]。本研

究结果发现，玉屏风颗粒可显著抑制肿瘤转移，使肺组

织形态有所恢复，减少肺组织癌胚抗原的表达。同时，

经玉屏风颗粒干预后，EMT 相关因子 E-cadherin 的表达

显著下调，提示玉屏风颗粒可抑制模型小鼠的 EMT，修

复上皮细胞屏障功能。

β-catenin 是一类重要的黏附分子[16]，可介导钙黏蛋

白黏附受体与细胞骨架连接。正常情况下，E-cadherin

与 β-catenin 结合，形成 E-cadherin/β-catenin 复合物以稳

定细胞间的联系[13]。而当机体受刺激时，E-cadherin 黏

着度降低，β-catenin 从细胞膜上脱落下来，激活下游靶

基因，导致 EMT 产生[17]。本研究结果显示，玉屏风颗粒

可使模型组小鼠肺组织中β-catenin 的表达显著下调，提

示玉屏风颗粒可能是通过降低 β-catenin 的表达抑制模

型小鼠的 EMT。

综上所述，玉屏风颗粒可能是通过减少β-catenin 的

表达抑制 EMT 的发生，从而改善小鼠的上皮屏障功能，

进而降低肿瘤细胞侵袭、转移的能力，发挥抑制肿瘤的

作用。本研究从形态学和分子生物学角度初步证实了

玉屏风颗粒对 EMT 的调控作用，为探寻肿瘤转移的预

防策略提供了一定的实验基础，同时也为进一步阐明玉

屏风散及其相关制剂治疗肿瘤的机制提供了参考。
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