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摘要： 目的　 探讨雪峰虫草不同提取部位对诱导 ＮＢ４ 和 Ｕ９３７ 细胞凋亡的影响机制。 方法　 将对数期 ２ 种细胞随机分

为正常组、 ＤＭＳＯ 组、 水提取物组、 乙酸乙酯提取物组和醇提取物组， 采用流式细胞仪检测雪峰虫草不同提取物诱导

ＮＢ４、 Ｕ９３７ 细胞凋亡作用， 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＮＢ４、 Ｕ９３７ 细胞内 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白表达。
结果　 正常组与 ＤＭＳＯ 组无统计学差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 与 ＤＭＳＯ 组比较， 水提取物组、 乙酸乙酯提取物组和醇提取物组

ＮＢ４、 Ｕ９３７ 细胞凋亡增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 相较水提取物组和醇提取物组， 乙酸乙酯提取物组诱导细胞凋亡作用

更为明显 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＮＢ４、 Ｕ９３７ 细胞内 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｂａｘ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白表达增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２
蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 雪峰虫草不同提取物皆能诱导 ＮＢ４、 Ｕ９３７ 细胞凋亡， 且乙酸乙酯提取物

效果最佳， 其作用机制可能与线粒体凋亡途径中细胞内 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达比例失调， 胞质中 Ｃｙｔ Ｃ 分泌增多，
ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白表达增加有关。
关键词： 雪峰虫草； ＮＢ４； Ｕ９３７； 细胞凋亡

中图分类号： Ｒ２８５􀆰 ５　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２１）０８⁃２１６９⁃０５
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２１􀆰 ０８􀆰 ０３６

　 　 急性淋巴细胞性白血病 （Ａｃｕｔｅ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃ ｌｅｕｋｅｍｉａ，
ＡＬＬ） 是一种进行性造血系统恶性肿瘤， 约占肿瘤发病率

５％ ， 且多发于儿童［１］ 。 目前， 对急性白血病的治疗主要是

化疗、 骨髓移植、 靶向治疗及细胞免疫治疗、 ＣＡＲ⁃Ｔ 治疗

等， 但其有损伤机体正气、 排异反应、 细胞因子风暴等不

良反应［２］ 。 因此， 临床迫切需求能够扶正祛邪、 杀伤肿瘤

细胞的药物。 临床实践证明中医药治疗肿瘤有其独特优势，
具有疗效好、 多靶点、 低毒性等特点， 从中药中寻找高效、
低毒、 不产生耐药性的抗肿瘤药物是一个切实可行的途

径［３］ 。 虫草类资源因其含核苷、 多肽、 萜类、 多糖、 甾醇

等化合物， 具有不同程度抗肿瘤活性， 一直是肿瘤药物研

发的热点［４］ ， 但因其稀缺， 价格昂贵， 在临床上使用受限。
雪峰虫草是线虫草菌科真菌雪峰虫草菌 （Ｏｐｈｉｏｃｏｒｄｙｃｅｐｓ
ｘｕｅｆｅｎｇｅｎｓｉｓ ） 寄生在蝙蝠蛾科昆虫幼虫上的子座和幼虫尸

体的干燥复合体， 与冬虫夏草亲缘关系极近［５］ ， 是一种新

的虫草资源， 具有显著的防癌治癌的效果。 课题组前期发

现雪 峰 虫 草， 对 ＮＢ４ 和 Ｕ９３７ 细 胞 的 ＩＣ５０ 为 ３􀆰 ７６ 和

１􀆰 ９１ μｇ ／ ｍＬ， 根据 《国家新药 （西药） 临床前研究指导原

则汇编》 规定可判定其在体外对细胞具有杀伤作用［６］ ， 初

步认定雪峰虫草具有较强的体外抗肿瘤活性， 但其主要药

效物质基础及具体的机制尚未明确。 为了探究雪峰虫草物

质组成， 明确其高效抗肿瘤活性物质的分布， 本实验以早

幼粒白血病细胞 ＮＢ４ 和 Ｕ９３７ 为研究对象， 采用不同极性

溶剂对雪峰虫草进行萃取后给药干预， 初探其主要药效成

分群， 并分析其抗肿瘤可能的作用机制。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株　 早幼粒白血病细胞株 （ＮＢ４ 和 Ｕ９３７）， 购于

中国科学院上海细胞库。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 雪峰虫草采于湖南省洞口县雪峰山脉，
经湖南省中医药研究院中药研究所生药室刘浩副主任鉴定

为雪峰虫草 Ｏｐｈｉｏｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｘｕｅｆｅｎｇｅｎｓｉｓ。 胎牛血清 ＦＢＳ （美
国 Ｇｉｂｃｏ 公司， 批号 ４２Ａ００７１Ｋ）； ＤＭＥＭ 高糖培养基 （美
国 Ｇｉｂｃｏ 公司， 批号 ８１１７１６５）； 兔抗小鼠 Ｃｙｔ Ｃ 抗体 （ｂｓ⁃
４５６３Ｒ）、 兔抗小鼠 Ｂｃｌ⁃２ 抗体 （ １０９９３⁃１⁃ＡＰ）、 兔抗小鼠

Ｂａｘ 抗体 （５０５９９⁃２⁃ｌｇ）、 兔抗小鼠 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 抗体 （１０３８０⁃
１⁃ＡＰ） 均为美国 ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司； ＦＩＴＣ ＡｎｎｅｘｉｎⅤ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 购自美国 ＢＤ 公司。
１􀆰 ３　 仪器 　 ＩＸ７１ 型荧光倒置显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公

司）； 超低温冰箱 （青岛海尔电器国际股份有限公司）； 三

气培养箱 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）； 高压蒸汽灭菌锅 （美国

Ｚｅａｌｗａｙ 公司）； 流式细胞仪 （美国 ＢＤ 公司）； 电泳仪、 蛋

白印迹成像和定量分析系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 药 物 制 备 　 将雪峰虫草烘干研末， 称定后置于
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２ ０００ ｍＬ圆底烧瓶， 加入 ８ 倍量蒸馏水回流提取 ２ 次， 每

次 ２ ｈ， 滤过， 收集滤液并冷冻干燥得到水提取物， １ ｇ 提

取物相当于生药 １２２ ｇ。 残渣加入 ６ 倍量 ７５％ 乙醇回流提取

２ 次， 每次 ２ ｈ， 滤过， 收集滤液冷冻干燥得到醇提取物，
１ ｇ 提取物相当于生药 １２６ ｇ。 取醇提取冷冻干燥粉用 １􀆰 ５
倍体积乙酸乙酯连续萃取至乙酸乙酯层近无色， 合并萃取

液， 冷冻干燥至粉末获得乙酸乙酯提取物， １ ｇ 提取物相当

于生药 １３８ ｇ。 精密称定 ５ ｍｇ 不同提取物溶于 ２５ μＬ ＤＭＳＯ，
再定容至 ０􀆰 ５ ｍＬ， 超声 １５ ｍｉｎ， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤除

菌， 得到终质量浓度 １０ 倍的提取物母液 （１０ ｍｇ ／ ｍＬ）， 后

续稀释至所需质量浓度进行给药干预。
２􀆰 ２　 细胞培养　 将 ＮＢ４、 Ｕ９３７ 细胞培养于含有 ＤＭＥＭ 高

糖培养基、 １０％ ＦＢＳ、 １％ 双抗和 １％ Ｌ⁃谷氨酰胺制成的培

养液中， 放置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 的培养箱， 取对数期细胞

进行实验。
２􀆰 ３　 流式细胞仪检测细胞凋亡情况 　 取对数生长期的

ＮＢ４、 Ｕ９３７ 细胞， 离心， 弃上清， 用 Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｕｆｆｅｒ 重悬

细胞， 按照 ＦＩＴＣ Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ ／ ＰＩ 凋亡试剂盒说明书操作，
加入荧光染料 ＰＩ 和 ＦＩＴＣ Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ孵育后， 流式细胞仪上

机检测。 此实验重复 ３ 次。 左下象限 Ｑ４ 区代表活细胞

（Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ－ ／ ＰＩ－ ）， 左 上 象 限 Ｑ１ 区 代 表 死 亡 细 胞

（Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ－ ／ ＰＩ＋）， 右下象限 Ｑ３ 区代表早期凋亡细胞

（Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ＋ ／ ＰＩ－）， 右上象限 Ｑ２ 区代表晚期凋亡细胞

（Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ＋ ／ ＰＩ＋）。
２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＮＢ４、 Ｕ９３７ 细胞内凋亡蛋白表达

取对数生长期的 ＮＢ４、 Ｕ９３７ 细胞， 并接种至 ９６ 孔板中，
将两种细胞均随机分为正常组、 ＤＭＳＯ 组、 水提取物组、
乙酸乙酯提取物组和醇提取物组， 合计 １０ 组。 细胞静置培

养 ２４ ｈ 后， 收集细胞悬液， １ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 重悬

细胞， 然后按分组详情分别加入 ０􀆰 ５％ ＤＭＳＯ、 １ ｍｇ ／ ｍＬ 水

提取物、 １ ｍｇ ／ ｍＬ 乙酸乙酯提取物、 １ ｍｇ ／ ｍＬ 醇提取物，

正常组则给予等量培养液。 所有组细胞继续培养干预作用

２４ ｈ 后， 收集细胞悬液， １ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 去上清，
加入蛋白酶抑制剂 ＰＭＳＦ 和 ＲＩＰＡ 细胞裂解液 （１ ∶ １００）
的蛋白质抽提试剂， 于冰上裂解 ２ ｈ， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ， 取上清、 分装， －８０ ℃保存、 备用。 采用 ＢＣＡ 试

剂盒分别测定蛋白浓度， 并根据各蛋白分子量大小选择合

适的电泳分离胶和浓缩胶。 待蛋白样本与上样缓冲液混匀、
变性后， 进行上样处理， 经电泳、 转模、 封闭后， 加入一

抗稀释液， ４ ℃孵育过夜， 加入 ＨＲＰ 标记的二抗缓冲液，
室温振摇孵育 １ ｈ， 最后采用 ＥＣＬ 化学发光检测， 并通过

蛋白印迹成像和定量分析系统进行扫描， 并计算各蛋白的

相对光密度值。
２􀆰 ５　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ １７􀆰 ０ 软件进行分析，
实验数据以 （ｘ±ｓ） 表示。 数据满足正态性且组间方差齐，
则采用单因素方差分析； 以 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 法进行两组间的比

较。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 雪峰虫草不同提取物对 ＮＢ４、 Ｕ９３７ 细胞凋亡的影响

与正常组比较， ＤＭＳＯ 组细胞凋亡率无明显变化， 说明

ＤＭＳＯ 溶剂对细胞的凋亡无影响， 其余提取物组 ＮＢ４、
Ｕ９３７ 细胞凋亡率均增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 相较水提取

物组和醇提取物组， 乙酸乙酯提取物组诱导细胞凋亡作用

更为明显。 见图 １～２。
３􀆰 ２　 雪峰虫草不同提取物对 ＮＢ４、 Ｕ９３７ 细胞凋亡蛋白表

达的影响　 正常组与 ＤＭＳＯ 组无明显差异， 与正常组比较，
水提取物组、 乙酸乙酯提取物组和醇提取物组 ＮＢ４、 Ｕ９３７
细胞内 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｂａｘ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白表达增加， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白

表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 相较水提取物组， 乙酸乙

酯提取物组 ＮＢ４、 Ｕ９３７ 细胞内 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｂａｘ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋

白表达增加， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见

表 １～２、 图 ３～４。
表 １　 雪峰虫草不同提取物对 ＮＢ４ 细胞凋亡蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ Ｃｙｔ Ｃ

正常组 ０􀆰 ４８±０􀆰 ０９ ０􀆰 ７４±０􀆰 ０６ ０􀆰 ４０±０􀆰 ０５ ０􀆰 ３４±０􀆰 １１

ＤＭＳＯ 组 ０􀆰 ５２±０􀆰 ０５ ０􀆰 ７３±０􀆰 ０８ ０􀆰 ３８±０􀆰 ０９ ０􀆰 ３８±０􀆰 ０８

水提取物组 ０􀆰 ８２±０􀆰 ０７∗∗ ０􀆰 ５２±０􀆰 １２∗ ０􀆰 ８２±０􀆰 ０７∗∗ ０􀆰 ７５±０􀆰 １０∗∗

乙酸乙酯提取物组 １􀆰 ０２±０􀆰 ０９∗∗＃△ ０􀆰 ３１±０􀆰 ０４∗∗＃ １􀆰 ０７±０􀆰 １２∗∗＃ ０􀆰 ９７±０􀆰 １１∗∗

醇提取物组 ０􀆰 ８６±０􀆰 ０８∗∗ ０􀆰 ２９±０􀆰 １０∗∗ １􀆰 ０３±０􀆰 ０９∗∗ ０􀆰 ９２±０􀆰 １０∗∗

　 　 注：与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与水提取物组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与醇提取物组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ２　 雪峰虫草不同提取物对 Ｕ９３７ 细胞凋亡蛋白的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２ Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ Ｃｙｔ Ｃ

正常组 ０􀆰 ２２±０􀆰 ０７ ０􀆰 ９０±０􀆰 ０８ ０􀆰 ４１±０􀆰 ０７ ０􀆰 １３±０􀆰 ０４

ＤＭＳＯ 组 ０􀆰 １７±０􀆰 ０２ ０􀆰 ７８±０􀆰 ０５ ０􀆰 ３７±０􀆰 １１ ０􀆰 １４±０􀆰 ０３

水提取物组 ０􀆰 ４３±０􀆰 １１∗ ０􀆰 ５８±０􀆰 ０７∗∗ ０􀆰 ５９±０􀆰 ０９∗ ０􀆰 ３１±０􀆰 ０３∗∗

乙酸乙酯提取物组 ０􀆰 ７６±０􀆰 １０∗∗＃＃ ０􀆰 ４２±０􀆰 ０３∗∗＃ ０􀆰 ８２±０􀆰 ０６∗∗＃ ０􀆰 ５４±０􀆰 ０６∗∗＃＃

醇提取物组 ０􀆰 ７７±０􀆰 ０８∗∗ ０􀆰 ４２±０􀆰 ０８∗∗ ０􀆰 ７６±０􀆰 １１∗∗ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０９∗∗

　 　 注：与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与水提取物组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。
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注： Ａ～Ｅ 分别为正常组、 ＤＭＳＯ 组、 水提取物组、 乙酸乙酯提取物组、 醇提取物组。 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与水提取物

组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与醇提取物组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 雪峰虫草不同提取物对 ＮＢ４ 细胞凋亡率的影响 （ｎ＝３）

注： Ａ～Ｅ 分别为正常组、 ＤＭＳＯ 组、 水提取物组、 乙酸乙酯提取物组、 醇提取物组。 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与水提取物组比较，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与醇提取物组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 雪峰虫草不同提取物对 Ｕ９３７ 细胞凋亡率的影响 （ｎ＝３）
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注： Ａ～Ｅ 分别为正常组、 ＤＭＳＯ 组、 水提取物组、 乙酸乙酯提

取物组、 醇提取物组。

图 ３　 雪峰虫草不同提取物对 ＮＢ４ 细胞凋亡蛋白的影响

注： Ａ～Ｅ 分别为正常组、 ＤＭＳＯ 组、 水提取物组、 乙酸乙酯提

取物组、 醇提取物组。

图 ４　 雪峰虫草不同提取物对 Ｕ９３７ 细胞凋亡蛋白的影响

４　 讨论

我国虫草类药用资源一直是抗肿瘤药物研发热点， 虫

草中含有核苷、 多肽、 生物碱、 萜类、 多糖、 甾醇等化合

物， 具有良好的抗肿瘤活性［７⁃８］ 。 有研究表明， 冬虫夏草对

肺癌、 前列腺癌、 神经母细胞瘤等， 都显示出不同程度的

抑制作用， 可与抗癌药物联用， 共同发挥肿瘤抑制作用。
但因虫草资源稀缺， 市场价格昂贵， 在临床上尚未得到广

泛应用。 雪峰虫草作为第四次全国中药资源普查发现的一

种虫草新资源， 具有生态适应幅度广， 资源量大等优势，
与冬虫夏草的亲缘关系最近。 经主要功效成份与药效学对

比研究， 具有相同的腺苷、 虫草素、 虫草酸、 氨基酸等化

学成分及类似的功效， 在洞口县瑶族民间作为冬虫夏草代

用品有近百年应用历史， 效果显著， 是冬虫夏草最有前景

的代用品。
目前， 抗肿瘤药物诱导肿瘤细胞凋亡的最主要机制是

影响信号传导途径， 即死亡受体途径和线粒体途径［９］ 。 大

量基因或相关蛋白以直接或间接的方式参与了凋亡信号的

传导与调控。 在细胞凋亡的内源途径中， 线粒体处于中心

地位［１０］ ， 当线粒体产生能量代谢障碍， 线粒体膜完整性发

生改变， 能促使线粒体细胞色素 Ｃ （Ｃｙｔ Ｃ） 释放入胞质

中， 与凋亡因子 Ａｐａｆ⁃１ 结合并通过 ｃａｓｐａｓｅｓ 募集结构域招

募 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 形成 Ｃｙｔ⁃Ｃ⁃Ａｐａｆ⁃１⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 前体 “凋亡体”，
激发 ｃａｓｐａｓｅ 级联反应， 进而导致细胞凋亡［１１⁃１２］ 。 另外， 凋

亡因子 Ｃｙｔ Ｃ 的释放源于线粒体外膜通透性的改变， 其主

要受到 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白家族的调控， 其主要包括 Ｂｃｌ⁃２ 亚家族蛋

白中的抑凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 亚家族的促凋亡蛋白 Ｂａｘ

等， 在线粒体途径信号传导中起着重要作用［１３］ 。 本实验通

过采用雪峰虫草不同提取物作用于 Ｕ９３７ 和 ＮＢ４ 细胞， 通

过 ＦＬＣ 检测细胞增殖和凋亡情况， 发现不同提取物对淋巴

细胞具有不同程度的抑制， 其中乙酸乙酯提取部位最为明

显。 为了验证雪峰虫草提取物是否通过调控线粒体途径通

路诱导 Ｕ９３７ 和 ＮＢ４ 细胞发生凋亡， 利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验

对通路相关蛋白 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃９、 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｂｃｌ⁃２ 表达情况进

行检测， 发现雪峰虫草不同提取物均可以上调 Ｂａｘ、
ｃａｓｐａｓｅ⁃９、 Ｃｙｔ Ｃ 蛋白的表达， 下调 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白的表达， 且

乙酸乙酯部位和醇提部位效果最为显著。 本实验对雪峰虫

草的三个主要有效提取部位促进体外 Ｕ９３７ 和 ＮＢ４ 细胞凋

亡和机制进行了探讨， 综上表明， 雪峰虫草乙酸乙酯提取

部位诱导 Ｕ９３７ 和 ＮＢ４ 细胞发生线粒体依赖性凋亡效果最

为明显， 可能与调节凋亡相关蛋白， 特别是 Ｂａｘ 的表达

有关。
初步探讨了雪峰虫草不同提取物对急性早幼粒细胞性

白血病细胞 ＮＢ４ 和 Ｕ９３７ 的促凋亡作用， 并证明其诱导

ＮＢ４ 和 Ｕ９３７ 细胞发生线粒体依赖性凋亡， 初步阐明了雪峰

虫草对急性淋巴白血病体外作用机理， 为急性淋巴白血病

的治疗与新药开发提供了科学依据。 下一步研究重点将对

乙酸乙酯部位进行药效成分定性定量分析及药效评价， 为

深入研究雪峰虫草药效物质基础及建立其谱效关联方法提

供思路。
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摘要： 目的　 探讨益气养阴解毒方及黄芪甲苷在体外肿瘤细胞和淋巴细胞共培养体系中下调膜型细胞毒 Ｔ 淋巴细胞相

关抗原 ４ （ｍＣＴＬＡ⁃４） 和可溶性 ＣＴＬＡ⁃４ （ｓＣＴＬＡ⁃４）、 提高 ＣＤ８＋Ｔ 淋巴细胞水平、 抑制小鼠 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞生长的作

用， 及其与抗 ＣＴＬＡ⁃４ 单抗联用的协同增效作用。 方法　 小鼠脾脏淋巴细胞与 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞体外接触式共培养 ２４ ｈ，
益气养阴解毒方、 黄芪甲苷及抗 ＣＴＬＡ⁃４ 单抗的给药浓度分别为 ５００、 ５０、 ５ μｇ ／ ｍＬ， 分为空白对照组、 黄芪甲苷组

（单体组）、 益气养阴解毒方组 （复方组）、 抗 ＣＴＬＡ⁃４ 单抗组 （单抗组）、 黄芪甲苷＋抗 ＣＴＬＡ⁃４ 单抗组 （单体＋单抗

组）、 益气养阴解毒方＋抗 ＣＴＬＡ⁃４ 单抗组 （复方＋单抗组）。 流式细胞术检测淋巴细胞表面 ｍＣＴＬＡ⁃４ 及 ＣＤ８＋Ｔ 细胞的

表达， ＥＬＩＳＡ 法检测 ｓＣＴＬＡ⁃４ 的水平， ＣＣＫ⁃８ 法检测 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞的增殖情况。 结果　 与空白对照组比较， 单体组、
复方组、 单抗组、 单体＋单抗组和复方＋单抗组均可下调 ｍＣＴＬＡ⁃４ 及 ｓＣＴＬＡ⁃４ 的表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提高 ＣＤ８＋Ｔ 细胞水

平 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 降低 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞的存活率 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 与抗 ＣＴＬＡ⁃４ 单抗联合给药作用更优 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 益

气养阴解毒方及黄芪甲苷通过下调 ｍＣＴＬＡ⁃４ 及 ｓＣＴＬＡ⁃４ 表达提高抗肺癌免疫应答、 逆转 ＣＴＬＡ⁃４ 介导的肺癌免疫逃

逸， 与抗 ＣＴＬＡ⁃４ 单抗联合给药具有协同增效的作用。
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　 　 在我国， 肺癌发病率和死亡率均居恶性肿瘤首位［１］ ，
严重危害人类健康。 忽视机体免疫系统在肺癌发生发展中

的重要作用是阻碍临床疗效提高的重要原因之一。 细胞毒

Ｔ 淋巴细胞相关抗原 ４ （ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ａｎｔｉｇｅｎ⁃４， ＣＴＬＡ⁃４） 是介导肿瘤免疫逃逸的重要抑制性分

子， 主要表达在活化的 ＣＤ４＋ 和 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞表面， 组成性

地表达于调节性 Ｔ 细胞 （ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌ， Ｔｒｅｇ） 表面， 与

ＣＤ２８ 竞争性地结合抗原提呈细胞表面的 Ｂ７ 分子发挥免疫

抑制作用， 且 ＣＴＬＡ⁃４ 与 Ｂ７ 分子的亲和力高于 ＣＤ２８［２⁃３］ 。

可溶性 ＣＴＬＡ⁃４ （ｓｏｌｕｂｌｅ ＣＴＬＡ⁃４， ｓＣＴＬＡ⁃４） 存在于外周循

环中， 与淋巴细胞表面的膜型 ＣＴＬＡ⁃４ （ｍｅｍｂｒａｎｅ⁃ｂｏｕｎｄ
ＣＴＬＡ⁃４， ｍＣＴＬＡ⁃４） 具有相同的生物学效应。

国医大师刘嘉湘教授创立的 “扶正治癌” 学术思想指

导肺癌治疗取得了显著的临床疗效， 其作用机制与免疫调

节密切相关［４］ 。 益气养阴解毒方是 “扶正法” 治疗肺癌的

代表方， 全方益气养阴以扶正固表， 清热解毒标本兼顾。
作者课题组前期研究发现， 益气养阴解毒方及其类方可以

提高肺癌患者生活质量、 稳定瘤灶和延长生存期， 作用机
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