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摘要  目的 探讨脾虚是否通过调控肠道菌群促进 Lewis 肺癌进展。方法 采用水环境小平台法建立 C57BL/6 小鼠脾虚

证模型，并皮下移植 Lewis 肺癌细胞，将小鼠分为空白（CK）组、模型（Model）组、空白植瘤（KZ）组及脾虚植瘤

（MZ）组。采用肉眼观察、旷场实验及抓力实验评估小鼠一般体征及行为学状态；采用游标卡尺和电子天平检测移

植瘤终末体积与质量；采用 HE 染色观察组织病理情况；ELISA 法检测血清生长分化因子-15（GDF-15）、白细胞介

素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）水平；流式细胞术分析脾脏 CD3⁺、CD4⁺、CD8⁺ T 淋巴细胞亚群比例；16S 

rDNA 测序解析肠道菌群结构。结果  与正常组比较，脾虚模型组小鼠出现体质量下降（P<0.01），抓力减弱

（P<0.01），旷场实验指标 5 min 运动距离（P<0.01）、平均速度（P<0.05）、支撑性站立次数（P<0.05）及跨格次

数（P<0.05）降低，尿 D-木糖排泄率减少（P<0.01）。与空白植瘤组比较，脾虚植瘤组小鼠移植瘤体积显著增加

（P<0.01），血清 GDF-15（P<0.05）、IL-6（P<0.05）、TNF-α（P<0.01）水平升高，脾脏 CD4⁺/CD8⁺值有降低趋势

（P>0.05），肠道菌群多样性下降（P<0.05），有益菌丰度减少。结论  脾虚可能通过影响肠道菌群、干预肿瘤免疫

炎症反应，从而促进 Lewis 肺癌进展。 

关键词  脾虚；肠道菌群；T 淋巴细胞亚群；Lewis 肺癌；肿瘤微环境  
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Mechanisms of spleen deficiency state promoting Lewis lung carcinoma growth 

based on gut microbiota 

SHI Cancan1,2,3, CHEN Xing1,2,3, LI Chen1,2,3, WU Yaosong1,2,3, LEI Mengying1,2,3,  

CHENG Yanan1,2,3, CHEN Yulong1,2,3 

(1. Henan University of Chinese Medicine, Zhengzhou 450046, China. 2. Henan Key Laboratory of Traditional Chinese Medicine Formula Syndrome 

Signal Transduction, Zhengzhou 450046. 3. Henan International Joint Laboratory of Traditional Chinese Medicine Formula Syndrome Signal 

Transduction, Zhengzhou 450046) 

Abstract  Objective To investigate whether spleen deficiency promotes the progression of Lewis lung carcinoma by 

regulating the gut microbiota. Methods A spleen deficiency model was established in C57BL/6 mice using the water 

environment small platform method, followed by subcutaneous transplantation of Lewis lung carcinoma cells. The mice were 

divided into a blank control (CK) group, model (Model) group, a blank control with tumor transplantation (KZ) group, and a 

spleen deficiency with tumor transplantation (MZ) group. General signs and behavioral performance o f the mice were 

evaluated through visual observation, open field test, and grip strength test. Tumor volume and weight were measured using 

vernier calipers and an electronic balance. Histopathology was observed via HE staining. Serum levels of growth 
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differentiation factor-15 (GDF-15), interleukin-6 (IL-6), and tumor necrosis factor-α(TNF-α) were detected by ELISA. The 

proportions of CD3⁺, CD4⁺, and CD8⁺ T lymphocyte subsets in the spleen were analyzed by flow cytometry. The gut 

microbiota structure was profiled using 16S rDNA sequencing. Results Compared with the normal group, the spleen 

deficiency model group exhibited significant decreases in body weight (P<0.01), grip strength (P<0.01), and open field test 

parameters including 5‑min movement distance (P<0.01), average speed (P<0.05), number of rearing (P<0.05), and number of 

crossings (P<0.05), as well as a reduction in urinary D‑xylose excretion rate (P<0.01). Compared with the blank 

tumor‑bearing group, the spleen deficiency tumor‑bearing group showed a significant increase in transplanted tumor volume 

(P<0.01), and elevated serum levels of GDF‑15 (P<0.05), IL‑6 (P<0.05), and TNF‑α (P<0.01), a decreasing trend in the 

splenic CD4⁺/CD8⁺ ratio（P>0.05）, reduced gut microbiota diversity, and a decline in the abundance of beneficial bacteria

（P<0.05）. Conclusions Spleen deficiency may promote the growth of Lewis lung cancer by affecting the gut microbiota and 

modulating the tumor immune-inflammatory response. 

Key words   spleen deficiency; gut microbiota; T lymphocyte subsets; Lewis lung carcinoma; tumor microenvironment 

肺癌是全球癌症相关死亡的最常见原因[1]，也是我国常见的呼吸系统恶性肿瘤，2022 年我国肺癌

年新发病例数已达 106.06 万，约占全部恶性肿瘤的 22.0%，死亡病例数 73.33 万，发病率和死亡率均

居各类恶性肿瘤首位[2]。中医认为，“脾为后天之本，气血生化之源”，脾虚则运化失司，气血生化乏

源，导致正气亏虚，机体抗邪能力下降，从而为肿瘤发生发展提供内在条件。正如《医宗必读·积

聚》[3]所言：“积之成者，正气不足，而后邪气踞之”，明确指出正气虚损是肿瘤类疾病形成的重要病

机。 

现代研究进一步揭示，脾主运化的功能与肠道菌群稳态密切相关[4,5]。脾虚常伴随肠道菌群多样

性下降、有益菌丰度减少等微生态失衡 [6]。肠道作为人体最大的免疫器官，其菌群结构变化可影响全

身免疫系统功能，如 T 淋巴细胞亚群失衡（CD4⁺/CD8⁺比值降低）、自然杀伤细胞（natural killer 

cell，NK）活性减弱等[7]，进而形成有利于肿瘤免疫逃逸的微环境。同时，脾虚可致“水湿内停，郁而

化热”，引发全身性慢性炎症，表现为血清白细胞介素 -6（ interleukin-6， IL-6）、肿瘤坏死因子 -α

（tumor necrosis factor-α，TNF-α）等促炎因子水平升高[8]。上述免疫与炎症改变共同构成了有利于肿

瘤生长与进展的微环境。然而，脾虚是否以及如何通过影响肠道菌群促进肺癌进展，还需要进一步验

证。 

本研究旨在通过建立 C57BL/6 小鼠脾虚证模型，结合肠道菌群测序、免疫细胞亚群分析及炎症

因子检测等技术，系统探讨脾虚影响肿瘤生长的潜在机制，以期为中医药健脾扶正法防治肺癌提供理

论依据。 

1.材料和方法 

1.1 实验材料 

1.1.1 实验动物 

4 周龄 SPF 级 C57BL/6 小鼠 40 只，雌雄各半，体质量 15～18 g，购于北京斯贝福生物技术有限

公司[SCXK（京）2024-0010]。小鼠饲养于河南中医药大学动物实验中心[SYXK（豫）2021-0015]。

本实验方案通过河南中医药大学实验动物伦理委员会审查批准（IACUC-202311043）。实验过程中严

格遵循 3R 原则。 

1.1.2 细胞 

C57BL/6J Nifc 小鼠源性的 Lewis 肺癌细胞株（Lewis lung cancer cell line，LLC），由河南省方证

信号传导重点实验室提供，DMEM 完全培养基(10%胎牛血清、60 μg/mL 青霉素、100 μg/mL 链霉素),

在 37℃、5%CO2 的培养箱中培养，取对数生长期的细胞用于实验。 

1.2 主要试剂与仪器 

D-木糖（北京索莱宝科技有限公司，货号 SVX1005）；D-木糖试剂盒(南京建成生物工程研究

所，货号 A035-1-1）；APC Anti-mouse CD3（美国 BioLegend 公司，货号 B375907）；FITC Anti-

mouse CD4（美国 BioLegend 公司，货号 B373268）；PE Anti-mouse CD8a（美国 BioLegend 公司，
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货号 B363582）；生长分化因子-15（growth differentiation factor-15,GDF-15）ELISA 检测试剂盒（上

海酶免实业有限公司，货号 MM-44715M2）；白细胞介素-6（interleukin-6，IL-6）ELISA 检测试剂盒

（上海酶免实业有限公司，货号 MM-1011M2）；肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）

ELISA 检测试剂盒（上海酶免实业有限公司，货号 MM-0132M2）；二甲苯（国药集团化学试剂有限

公司，货号 10023418）；正丁醇（国药集团化学试剂有限公司，货号 100052190）；环保型脱蜡液

（武汉赛维尔生物科技有限公司，货号 G1128）；通用型组织固定液（武汉赛维尔生物科技有限公

司，货号 G1101）；苏木素-伊红（hematoxylin-eosin, HE）高清恒染试剂盒（武汉赛维尔生物科技有

限公司，货号 G1076）；中性树胶（国药集团化学试剂有限公司，货号 10004160）。水环境小平台

站立箱（自制，117 cm×57 cm×41 cm）；天平（德国 Sartorius 公司，型号 BSA124S-CW）；纯水仪

（德国 MerckMillipore 公司，型号 D24UV）；超微量紫外分光光度计（美国 Thermo Fisher Scientific

公司，型号 NanoDrop 2000）；视频红外线摄像旷场实验视频分析系统(深圳市瑞沃德生命科技股份有

限公司，型号 Smart V3.0)；大小鼠抓力测定仪（上海欣软信息科技有限公司，型号 YLS-13A）。 

1.3 试验方法 

1.3.1 脾虚证模型的造模方法 s 

将 C57BL/6 小鼠普通饲料适应性喂养 7 d 后，随机分为正常组和脾虚模型组，每组 20 只，雌雄

各半。正常饲养，记录饮食及饮水量，保持室温为 22~25 ℃，湿度为 40%~60%，12 h 明暗周期，保

持良好通风。采用水环境小平台站立法，脾虚模型组每天放入水环境小平台（直径 8 cm、高 10 cm 圆

柱状小平台 10 个，平台周边注水，水深约 8 cm,水温保持（20±2）℃）站立 4 h。造模 2 周，造模成

功后随机抽取正常组和脾虚模型组小鼠各 10 只进行皮下植瘤，本实验共 4 组，即空白（CK）组、模

型（Model）组、空白植瘤（KZ）组、脾虚植瘤（MZ）组，每组各 10 只，Model 组与 MZ 组隔天于

水环境小平台站立 4 h 以维持脾虚状态。 

1.3.2 脾虚证模型的评价 

于造模前、后监测以下指标，以综合评价 C57BL/6 小鼠脾虚证模型。每天观察并记录小鼠毛

色、精神状态、活动度、粪便性状等。参照“1.5.1”项方法检测尿 D-木糖排泄率，进行抓力实验与旷

场实验。结合文献评价标准 [9,10]，本研究以小鼠表现出明显的消瘦、肌力减弱、食欲下降、精神不

振、毛色粗糙及蜷缩聚集等体征，同时伴有尿 D-木糖排泄率、粪便含水率异常和抓力、旷场测试行

为学变化，提示脾虚证模型复制成功。 

1.3.3 代谢与行为学指标 

尿 D-木糖排泄量：各组小鼠禁食 12 h，按照 20 mL/kg 的量灌服 3% D-木糖溶液后放入代谢笼，5 

h 后收集尿液，依据 D-木糖试剂盒说明书方法处理尿液，用分光光度计在 554 nm 波长处比色法测定

各管吸光度，并计算其对应 D-木糖排泄量，即 5 h 尿中排出的 D-木糖 (mg)=尿液 D-木糖含量

（mg/L）×5 h 尿总量（L）。 

抓力实验：将小鼠放在抓力测量装置上，通过捏住其尾根部并将其拖离抓力器时，小鼠会本能的

抓握住设备，直至被拉脱。该方法可以检测到最大的力量值。重复 3 次，计算所得数据的平均值。 

旷场实验：将小鼠放入长宽均为 50 cm、高 40 cm、周壁底面为白色的立方形敞口旷场箱内，确

保环境安静和光线微弱，从而降低对小鼠产生的不必要干扰和刺激。将小鼠置于旷场中央，计时 5 

min，记录其路程和平均速度，结束后用 75%乙醇清洁除去异味。旨在评估小鼠的体虚乏力程度。 

1.3.4 肿瘤生长评价 

移植瘤体积：完整剥离腋窝皮下肿瘤，去除血污、脂肪等非肿瘤组织，称重并拍照。根据公式：

瘤体积=（长径×短径 2）/2，计算肿瘤体积。 

1.3.5 脏器指数 

计算各组小鼠脾脏、胸腺、肝脏、心脏、肺脏、肾脏指数。脏器指数＝脏器质量（g）/体质量

（g）×100%。 
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1.3.6 免疫与炎症指标 

脾脏 T 淋巴细胞亚群分析：制备单细胞悬液，分别加入荧光标记的 CD3、CD4、CD8 抗体，避

光孵育、裂红、洗涤后，使用流式细胞仪检测，计算 CD3⁺、CD4⁺、CD8⁺ T 细胞百分比及 CD4⁺/CD8⁺

比值。 

血清炎症因子检测：摘眼球取血，分离血清。严格按照 GDF-15、IL-6、TNF-α ELISA 试剂盒说

明书操作，测定各因子浓度。 

1.3.7 组织病理学评价 

HE 染色：各组小鼠的脾组织、肿瘤组和脾虚肿瘤组的肿瘤组织经 4%多聚甲醛固定、石蜡包埋后

切片,充分水化、HE 染色、脱水封片。并使用组织切片扫描仪进行扫描与观察。染色实验由武汉赛维

尔生物科技有限公司完成。 

1.3.8 肠道微生态评价 

16S rDNA 测序：取小鼠盲肠内容物于冻存管中，采用 16S rDNA 高通量测序技术（委托杭州联

川生物技术股份有限公司）检测各组小鼠盲肠内容物标本中的菌群，分析研究不同组小鼠盲肠内菌群

多样性与丰度。 

1.4 统计学方法 

数据分析采用 IBM SPSS 23.0 软件进行，若满足正态分布，采用平均值±标准差（x±s）表示，

多组间样本均数比较采用单因素方差分析，两组间样本均数比较采用 LSD-t 检验；若不符合正态分布

假设，则实施非参数统计方法。使用 GraphPad Prism 9.0 软件进行图表制作。以 P＜0.05 表示差异具

有统计学意义。 

2．结果  

2.1 脾虚证模型评价  

2.1.1 一般情况观察  

正常组小鼠精神状态正常，活动灵敏，毛色光亮，大便干稀适中；脾虚模型组小鼠精神萎靡、蜷

缩少动、反应迟钝、其被毛蓬松、粗糙无光泽，偶有大便溏薄、肛周污秽。 

2.1.2 体质量的变化 

如图 1 所示，两组小鼠的体质量在两周实验期内呈现相反的变化趋势。正常组体质量平稳增长，

而脾虚模型组则经历了先下降后恢复的过程。在造模后第 5 天，脾虚模型组体质量显著低于正常组，

差异具有统计学意义（P<0.01）。此后，脾虚模型组体质量开始逐步回升，至第 10 天及第 14 天时，

两组间差异已无统计学意义（P>0.05）。这一体质量由显著降低到无统计学差异的动态变化过程，提

示模型组小鼠可能对造模干预产生了适应性反应。 
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注：与正常组相比，**P<0.01。 

图 1 造模前后实验小鼠体质量变化折线图（x±s，n=20） 

Note. Compared with the Normal group,  **P<0.01. 

Figure 1 Changes in body weight of mice pre- and post-modeling（x±s，n=20） 

2.1.3 尿 D-木糖排泄量的变化  

结果显示，与正常组相比，脾虚模型组尿 D-木糖排泄量显著下降（P<0.01）。详见图 2。 

 

注：与正常组相比，**P<0.01。 

图 2 造模前后实验小鼠尿 D-木糖排泄量的变化（x±s，n=20） 

Note. Compared with the Normal group,  **P<0.01. 

Figure 2 Changes in urinary D-xylose excretion in mice pre- and post-modeling（x±s，n=20） 

2.1.4 旷场实验及抓力的变化  

结果显示，与正常组相比，脾虚模型组的 5 min 运动距离（P<0.01）、平均速度（P<0.05）、支

撑性站立次数（P<0.05）及跨格次数（P<0.05）均显著降低，抓力显著减弱（P<0.01）。详见表 1。 
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表1 造模前后实验小鼠旷场实验及抓力结果（x±s，n=20） 

Table 1 Changes in open field and grip strength test performance in mice pre- and post-modeling（x±s，n=20） 

组别 

Groups 
n 

运动距离/cm 

Iocomotor 

activity/cm 

平均速度/（cm/s） 

Average 

velocity/(cm/s) 

站立/次 

Rearing 

frequency/times 

跨格/次 

Crossing 

frequency/times 

抓力/g 

Grip 

strength/g 

正常组 

Normal group 
20 1165.56±255.67 39.51±11.66 41.54±4.06 100.75±13.13 153.4±26.27 

脾虚模型组 

Spleen-deficiency model 

group 

20 890.67±257.77** 30.48±11.59* 38.05±3.35* 90.30±14.71* 78.11±12.22** 

注：与正常组相比，*P<0.05，**P<0.01。 

Note. Compared with the Normal group, *P<0.05, **P<0.01. 

2.2 移植瘤终点体积 

与空白植瘤组相比，脾虚植瘤组小鼠的移植瘤终末体积显著增大（P<0.01）。详见图 3。 

 

注：A：移植瘤终点体积；B：移植瘤大体形态。与空白植瘤组相比，##P<0.01。 

图 3 移植瘤终点体积的比较（x±s，n=10） 

Note. A, Terminal tumor volume. B, Gross morphology of subcutaneous transplanted tumor. Compared with the KZ group, ##P<0.01. 

Figure 3 Comparison in xenograft tumor volume at the endpoint（x±s，n=10） 

2.3 脾虚对各组小鼠脏器指数的影响 

与空白组相比，模型组小鼠脾脏指数（P<0.01）、胸腺指数（P<0.05）及肝脏指数（P<0.01）均

降低,空白植瘤组小鼠脾脏指数亦见降低（P<0.01）；与空白植瘤组相比，脾虚植瘤组小鼠脾脏指数

（P<0.01）、胸腺指数（P<0.05）及心脏指数（P<0.05）均降低。详见表 2。 

表2 实验小鼠脏器指数结果（x±s，n=10） 

Table 2 Results of organ indices in experimental mice（x±s，n=10） 

组别 

Groups 
n 

脾脏指数/% 

Spleen index/% 

胸腺指数/% 

Thymus index/% 

肝脏指数/% 

Liver index/% 

心脏指数/% 

Heart index/% 

肺脏指数/% 

Lung index/% 

肾脏指数/% 

Kidney index/% 

空白组 

CK group 
10 0.39±0.03 0.26±0.04 3.90±0.24 0.50±0.10 0.60±0.15 1.12±0.30 

模型组 

Model group 
10 0.32±0.02** 0.21±0.02* 3.20±0.20** 0.49±0.05 0.56±0.06 1.38±0.14 

空白植瘤组 

KZ group 
10 0.34±0.03** 0.23±0.02 4.10±0.35 0.46±0.03 0.59±0.08 1.05±0.05 

脾虚植瘤组 

MZ group 
10 0.27±0.02** ## 0.15±0.06**# 3.77±0.47 0.53±0.07# 0.60±0.05 1.08±0.14 

注：与空白组相比，*P<0.05,**P<0.01；与空白植瘤组相比，#P<0.05, ##P<0.01。 
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Note. Compared with the CK group, *P<0.05, **P<0.01. Compared with the KZ group, #P<0.05, ##P<0.01. 

2.4 脾脏 T 淋巴细胞亚群分型 

与空白组相比，模型组小鼠脾脏中 CD4+ T 细胞比例（P<0.05）及 CD4+/CD8+比值（P<0.05）均

显著降低、CD8+ T 细胞比例（P<0.05）均显著升高，空白植瘤组小鼠脾脏中 CD4+ T 细胞比例

（P<0.01）及 CD4+/CD8+比值（P<0.01）均显著降低、CD8+ T 细胞比例（P<0.01）均显著升高，脾虚

植瘤组小鼠脾脏中 CD4+ T 细胞比例（P<0.01）及 CD4+/CD8+比值（P<0.01）均显著降低、CD8+ T 细

胞比例均显著升高（P<0.01），且变化均以脾虚植瘤组最为显著，空白植瘤组及模型组次之。此外，

与模型组相比，脾虚植瘤组 CD4+T 细胞比例及 CD4+/CD8+比值均显著降低（P<0.05），CD8+T 细胞

水平均显著升高（ P<0.05）；与空白植瘤组相比，脾虚植瘤组 CD4+/CD8+ 比值有降低趋势

（P>0.05）。详见图 4。 

 

注：A：流式画门中，CD4+及 CD8+ T 细胞的阳性群位置；B：各组 CD4+ T 细胞的占比；C：各组 CD8+ T 细胞的占比；D：各组

CD4+/CD8+比值；与空白组相比，*P<0.05,**P<0.01；与模型组相比，□P<0.05；与空白植瘤组相比，#P<0.05。 

图 4 实验小鼠脾脏 T 淋巴细胞亚群结果（x±s，n=4） 

Note. A, Gating strategy for CD4⁺ and CD8⁺ T-cell positive populations. B, Percentage of CD4⁺ T cells. C, Percentage of CD8⁺ T cells. D, 

CD4⁺/CD8⁺ ratio. Compared with the CK group,  *P<0.05, **P<0.01. Compared with the Model group, □P<0.05. Compared with the KZ 

group, #P<0.05. 

Figure 4 Results of T lymphocyte subsets in experimental mice（x±s，n=4） 

2.5 血清炎症因子检测结果 

与空白组相比，模型组小鼠血清中 GDF-15（P<0.05）和 IL-6（P<0.01）水平显著升高（空白植

瘤组与脾虚植瘤组 GDF-15、IL-6 及 TNF-α 水平均显著高于空白组（P<0.01）。此外，与空白植瘤组

相比，脾虚植瘤组小鼠血清中 GDF-15（P<0.05）、IL-6（P<0.05）及 TNF-α（P<0.01）水平均显著升

高。详见表 3。 
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表3 实验小鼠血清炎症因子结果（x±s，n=10） 

Table 3 Measurement of serum inflammatory factors in experimental mice（x±s，n=10） 

组别 

Groups 
n GDF-15（ng/L） IL-6/(pg/L) TNF-α（ng/L） 

空白组 

CK group 
10 81.43±4.75 192.11±12.42 1320.70±114.39 

模型组 

Model group 
10 88.71±5.26* 237.85±25.40** 1517.02±244.78 

空白植瘤组 

KZ group 
10 92.15±5.39** 262.22±50.08** 1664.21±299.53** 

脾虚植瘤组 

MZ group 
10 106.55±12.59**# 317.63±23.22**# 1981.39±243.16**## 

注：与空白组相比，*P<0.05，**P<0.01；与空白植瘤组相比，#P<0.05，##P<0.01。 

Note. Compared with the CK group, *P<0.05, **P<0.01. Compared with the KZ group, #P<0.05, ##P<0.01. 

2.6 脾脏和肿瘤组织的病理学改变 

脾组织 HE 染色显示，空白组白髓与红髓界限分明，比例正常，白髓区淋巴细胞致密，红髓区血

窦充盈。模型组白髓面积缩小，淋巴细胞密度降低，红髓区相对扩大。空白植瘤组白髓萎缩，红髓内

可见大量炎性细胞浸润，结构紊乱。脾虚植瘤组白髓极度萎缩，淋巴细胞稀疏，红髓区充血。见图

5。 

肿瘤组织 HE 染色显示，空白植瘤组细胞核轻度增大、核质比稍增高，核染色质呈粗颗粒状，核

仁可见，可见核分裂象。脾虚植瘤组细胞异型性显著，出现大量巨核、怪核、多核瘤巨细胞，核质比

严重失调，核染色质浓集，核仁大而明显，核分裂象显著增多且可见病理性核分裂象。见图 5。 

 

注：A：实验小鼠脾脏组织的病理学改变；B：实验小鼠肿瘤组织的病理学改变。 

图 5 实验小鼠脾脏和肿瘤组织的病理学改变（HE，400×） 

Note. A, Results of histopathological changes in spleen tissues in experimental mice. B, Results of histopathological changes in tumor tissues 

in experimental mice. 

Figure 5 Results of histopathological changes in spleen and tumor tissues in experimental mice（HE，×400） 

2.7 肠道菌群数据验证分析 

2.7.1 菌群多样性分析 

由肠道细菌群落 Alpha 多样性分析可知,与空白组相比，模型组的 Shannon 指数降低（P<0.05），

Chao1 指数及 Simpson 指数均有降低趋势；空白植瘤组的 Chao1 指数升高（P<0.05），Shannon 指数

和 Simpson 指数均有升高趋势。与空白植瘤组相比，脾虚植瘤组的 Chao1 指数、Shannon 指数和

Simpson 指数均有降低趋势。 

采用主成分分析（ principalcomponent analysis, PCA）及非度量多维尺度分析（ non-metric 



史参参等  基于肠道菌群探讨脾虚促进 Lewis 肺癌进展的机制研究 9 

multidimensional scaling，NMDS）考察小鼠肠道细菌群落 Beta 多样性的差异。在数据预处理阶段，

基于属水平的物种组成丰度进行主成分分析（PCA），发现空白组中 1 个样本在第一主成分方向上显

著偏离其他样本，确认其为显著离群值后予以剔除，以保证分析结果的稳健性。结果显示, 各组样本

肠道菌群结构呈现显著分离趋势。详见图 6。 

 

注：A：实验小鼠 Alpha 多样性分析；B：实验小鼠 Beta 多样性分析。与空白组相比，*P<0.05。 

图 6 实验小鼠菌群多样性分析（x±s，空白组 n=3，模型组 n=4，空白植瘤组 n=4，脾虚植瘤组 n=4） 

Note. A, Alpha diversity analysis of gut microbiota in experimental mice. B, Beta diversity analysis of gut microbiota in experimental mice. 
Compared with the CK group,  *P<0.05. 

Figure 6 Results of microbial diversity analysis in experimental mice（x±s, CK group n=3, Model group n=4, KZ group n=4, 空白植瘤组n=4） 

2.7.2 菌群结构组成分析 

门水平上，对丰度排名前 30 个微生物分析结果显示厚壁菌门（Firmicutes）、拟杆菌门

（ Bacteroidetes ）、脱硫杆菌门（ Desulfobacterota ）、变形菌门（ Proteobacteria ）和弯曲菌门

（Campilobacterota）为 4 组中检测到的主要菌门，其中厚壁菌门、拟杆菌门丰度最高。空白组、模型

组、空白植瘤组、脾虚植瘤组中厚壁菌门（相对丰度分别为 40.565%、 50.495%、 44.925%、
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55.585%）、拟杆菌门（相对丰度分别为 34.765%、34.965%、31.455%、30.715%）、脱硫杆菌门（相

对丰度分别为 5.595%、 16.475%、 4.605%、 2.335%）、变形菌门（相对丰度分别为 2.115%、

1.015%、5.865%、8.135%）和弯曲菌门（相对丰度分别为 5.235%、3.365%、0.745%、1.295%）。详

见图 7。 

属水平上，对丰度排名前 30 个微生物分析结果显示鼠杆菌科（Muribaculaceae）、脱硫弧菌属

（Desulfovibrio）、乳杆菌属（Lactobacillus）、毛螺菌属（Lachnospiraceae_NK4A136_group）、丹毒

丝菌属（Erysipelatoclostridium）为 4 组中检测到的主要菌属，空白组、模型组、空白植瘤组、脾虚

植瘤组中鼠杆菌科（相对丰度分别为 25.005%、27.215%、19.22％、13.875%）、脱硫弧菌属（相对

丰度分别为 5.215%、16.115%、4.005%、1.485%）、乳杆菌属（相对丰度分别为 1.775%、6.485%、

11.555%、3.495%）、毛螺菌属（相对丰度分别为 7.315%、4.985%、6.735%、2.685%）和丹毒丝菌

属（相对丰度分别为 1.95%、4.005%、0.855%、6.775%）。详见图 8。 
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注：A：实验小鼠门水平上柱状堆积图；B：实验小鼠门水平上聚类热图。 

图 7 实验小鼠菌门水平上群结构组成分析 

Note. A, Stacked bar chart of experimental mice at the phylum level. B, Cluster heatmap of experimental mice at the phylum level. 

Figure 7 Analysis of gut microbiota community structure at the phylum level in experimental mice 
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注：A：实验小鼠属水平上柱状堆积图；B：实验小鼠属水平上聚类热图。 

图 8 实验小鼠属水平上菌群结构组成分析 

Note. A, Stacked bar chart of experimental mice at the genus level. B, Cluster heatmap of experimental mice at the genus level. 

Figure 8 Analysis of gut microbiota community structure at the genus level in experimental mice 

2.7.3 菌群结构差异分析 

对 4 组菌群进行线性判别分析效应量（linear discriminant analysis Effect Size，LEfSe）分析，线

性判别分析（linear Discriminant Analysis，LDA）得分>3.0 具有显著性差异。门、属水平上 LEfSe 分

析结果表明，与空白组相比模型组脱硫杆菌门（Desulfobacterota）、厚壁菌门（Lactobacillus）、脱

硫 弧 菌 属 （ Desulfovibrio ） 的 丰 度 增 加 （ P<0.05 ） ， 拟 杆 菌 门 （ Colidextribacter ） 、

Candidatus_Arthromitus 属、NK4A214_group 属、普雷沃氏菌属（ Paludicola）、苏黎世杆菌属

（ Turicibacter ） 、 罗 氏 菌 属 （ Roseburia ） 、 消 化 球 菌 属 （ Peptococcaceae ） 、 瘤 胃 球 菌 属

（Ruminococcaceae）、颤螺菌属（Oscillospiraceae）的丰度降低（P<0.05）；空白植瘤组厚壁菌门、

lleibacterium 属、丹毒丝菌属（Erysipelotrichaceae）、真杆菌属（Eubacteriumj_fissicatena）、葡萄球
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菌属（Staphylococcus）的丰度增加（P<0.05），拟杆菌门（Bacteroidota）、Cloacimonadota 属、

Candidatus_Cloacimonas 属的丰度降低 （ P<0.05 ） ；脾虚植瘤组绿弯菌门（ Chloroflexi ）、

Sedimentibacter 属 、 丹 毒 丝 菌 属 、 丛 毛 单 胞 菌 属 （ Comamonas ） 、 真 杆 菌 属 、 核 心 菌 属

（ Eubacteriumj_nodatum）、梭状芽孢杆菌属（ Ruminiclostridium）、Anaerovorax 属、梭杆菌属

（ Fusobacteriota ） 的 丰 度 增 加 （ P<0.05 ） ， 脱 硫 杆 菌 门 （ Desulfobacterota ） 、 脱 硫 弧 菌 属

（Desulfovibrio）、Blautia 属、普雷沃氏菌属丰度降低（P<0.05）。详见图 9。 
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注：A：空白组与模型组实验小鼠菌群结构差异分析；B：空白组与空白植瘤组实验小鼠菌群结构差异分析；C：空白组与脾虚植瘤

组实验小鼠菌群结构差异分析；D：空白植瘤组与脾虚植瘤组实验小鼠菌群结构差异分析。与空白组相比，*P<0.05。 

图 9 实验小鼠菌群结构差异分析 

Note. A, Differences in gut microbiota structure between CK and Model groups.  B, Differences in gut microbiota structure between CK and 

KZ groups. C, Differences in gut microbiota structure between CK and MZ groups. D, Differences in gut microbiota structure between KZ 

and MZ groups, Compared with the CK group,  *P<0.05. 



史参参等  基于肠道菌群探讨脾虚促进 Lewis 肺癌进展的机制研究 15 

Figure 9 Results of differential microbial composition analysis in experimental mice 

3．讨论  

《内经》[11]有云：“正气存内，邪不可干”。脾胃为后天之本，气血生化之源，脾虚则运化失司，

正气衰惫，为肿瘤发生发展的内在病理基础。现代研究进一步揭示，“脾主运化”的功能不仅体现于宏

观的营养物质代谢，更深层地与肠道微生态稳态、全身免疫平衡及炎症网络调控密切相关 [12-15]。基于

此，本研究通过建立 C57BL/6 小鼠脾虚证模型，探讨脾虚是否通过影响肠道菌群，进而影响免疫稳

态、激发慢性炎症，最终为肿瘤进展创造适宜微环境。 

本研究采用的水环境小平台站立法在脾虚证研究中应用广泛 [16-18]，其理论依据在于模拟“劳倦伤

脾，水湿困脾”的中医病因。且在乔波等 [19]的研究中，对比基于饮食劳倦伤脾理论的五种脾虚证造模

方法，发现利用水环境小平台建立的小鼠模型更符合脾虚证诊断标准。以上足以证明水环境小平台构

建脾虚证模型的可行性及稳定性，故本研究采取此法进行脾虚证模型的构建。本研究结果显示，与空

白组比较，脾虚植瘤组组小鼠出现体质量下降，表明脾虚模型组小鼠的生长发育受到了影响。在运动

与探索行为方面，与空白组比较，脾虚模型组小鼠 5 min 运动距离、平均速度、支撑性站立次数及跨

格次数均显著降低，抓力明显减弱，表明脾虚模型组小鼠出现了虚损症状。D-木糖排泄降低是临床脾

虚证诊断指标之一[20]。与空白组比较，脾虚模型组小鼠尿 D-木糖排泄量降低，表明脾虚模型组小鼠

小肠吸收功能受损[21]；以上充分印证了中医脾虚“运化失司、气血生化无源”的核心病机。在肿瘤评价

方面，本研究主要以移植瘤终点体积为核心指标，该指标作为实验终点处的客观量化参数，可直接反

映脾虚状态下肿瘤生长的终末负荷水平 [22,23]。与空白植瘤组相比，空白植瘤组小鼠的移植瘤终末体积

显著增大，体现了脾虚状态的促瘤效应，也为中医“正气不足，邪气踞之”的理论提供了实验依据。 

研究表明，肠道菌群与肿瘤患者的菌群失衡、肠道免疫屏障、炎症因子等有关[24]。当机体出现病

变时会导致肠道菌群多样性和丰富度降低，原有的菌群结构紊乱 [25]。本研究通过 16S rDNA 测序发

现，与空白组相比，脾虚组小鼠肠道菌群的 Chao1 指数、Shannon 指数和 Simpson 指数均显著降低，

表明菌群多样性和丰富度下降。由肠道细菌群落 Beta 多样性分析可知,各组样本肠道菌群结构呈现显

著分离趋势，说明各组菌群结构具有明显差异。厚壁菌门 /拟杆菌门常被用作评价肠道菌群失衡的标

志[26,27]。在门水平上，脾虚组表现为厚壁菌门相对丰度升高、拟杆菌门相对丰度降低，厚壁菌门与拟

杆菌门的比值亦显著上升，提示肠道菌群结构发生紊乱。该结果与肖艳等[28]报道的脾虚中厚壁菌门与

拟杆菌门变化趋势一致。在属水平上，与空白组相比，脾虚组小鼠有益菌毛螺菌属丰度减少，条件致

病菌脱硫弧菌属、丹毒丝菌属丰度增加；与空白植瘤组相比，空白植瘤组有益菌鼠杆菌科、乳酸杆

菌、毛螺菌属丰度明显减少，条件致病菌丹毒丝菌属丰度明显增加。鼠杆菌科属于拟杆菌门，是肠道

中重要的多糖降解菌，参与膳食纤维发酵并产生短链脂肪酸（short-chain fatty acids,SCFAs）等代谢

物，其减少可能削弱 SCFAs 的合成，而 SCFAs（如丁酸）已知能促进调节性 T 细胞（regulatory T 

cell,Treg）分化、抑制过度炎症，对维持肠道屏障及全身免疫稳态具有关键作用 [29]。毛螺菌属和乳酸

杆菌的减少也可导致 SCFAs 减少合成不足，影响 Treg 的分化和功能，削弱机体免疫调节功能[30]。文

献报道，脱硫弧菌属能够分泌外膜囊泡（outer membrane vesicles,OMVs），OMVs 可能影响肠道上皮

细胞的紧密连接，并导致肠道上皮屏障功能障碍[31]。条件致病菌（如脱硫弧菌属）增多可导致脂多糖

（ lipopolysaccharide,LPS）等内毒素入血，刺激 IL-6、TNF-α 等促炎因子的分泌，进而诱导炎症反

应 [32]。可见，菌群紊乱可能通过破坏肠道屏障、削弱机体免疫调节功能，进而激活全身免疫炎症反

应，成为脾虚促瘤的“始动环节”。 

有研究表明，CD4+/CD8+比值与肺癌、非霍奇金淋巴瘤、卡波西肉瘤和结直肠癌等多种类型癌症

呈反相关[33,34]。本研究通过流式细胞术检测脾脏 T 淋巴细胞亚群分型，结果显示与空白组相比，脾虚

组、空白植瘤组、脾虚植瘤组 CD4+/CD8+比值均显著降低，以脾虚植瘤组降低最为显著；与空白组相

比，脾虚组小鼠脾脏指数、胸腺指数均降低，表明脾虚组小鼠出现了免疫系统功能衰退。脾脏组织

HE 染色显示，脾虚植瘤组小鼠白髓极度萎缩，淋巴细胞稀疏，红髓区充血，从形态学上直观揭示了



16 中国比较医学杂志 

 

脾虚状态可能促进了免疫器官受损。以上提示脾虚促进肿瘤的进展可能与机体免疫失衡相关。脾虚

组、空白植瘤组、脾虚植瘤组血清炎症因子 GDF-15、IL-6 及 TNF-α 水平较空白组显著升高，以脾虚

植瘤组升高最为显著，提示机体全身性炎症状态，表明脾虚促进了肿瘤的进展可能与机体炎症反应相

关。上述免疫炎症改变共同构建了促进肿瘤生长环境，GDF-15 作为新型炎症指标，可促进肿瘤细胞

免疫逃逸[35]；IL-6 和 TNF-α 则通过激活 STAT3 通路增强肿瘤细胞增殖与侵袭能力[36-38]。肿瘤组织

HE 染色中脾虚植瘤组异型细胞增多、病理性核分裂象增加，进一步印证了免疫炎症失衡对肿瘤恶性

进展的推动作用。 

 

注：↓表示下调；↑表示上调。 

图 10 脾虚状态基于肠道菌群促进 Lewis 肺癌进展的机制整合图 

Note. ↓ indicates downregulation; ↑ indicates upregulation. 

Figure 10 Integrated mechanism diagram of spleen deficiency promoting Lewis lung cancer growth via the gut microbiota 

综上，脾虚状态可能通过影响肠道菌群、干预肿瘤免疫炎症反应，从而促进 Lewis 肺癌进展。本

研究主要属于验证性研究，创新点主要体现在模型整合，尚未开展深入机制性干预实验，对脾虚调控

肿瘤微生态的具体路径尚缺乏直接的因果验证。后续研究将进一步开展肿瘤生长动态监测，结合 Ki-

67 增殖抗原等增殖标志物及肿瘤免疫细胞浸润分析，深入探讨脾虚影响肿瘤进展的分子机制；构建

多种证型模型，采用粪菌移植、抗生素干预及益生菌回补等手段开展因果验证；联合代谢组学分析及

基因敲除模型，鉴定核心功能菌群及其效应分子，深入解析菌群代谢产物调控的关键信号通路，为健

脾扶正法干预肺癌的微生态机制提供更充分的实验依据。 
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