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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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制与改善外周细胞免疫功能、 下调 ｓＣＴＬＡ⁃４ 表达相关［５⁃７］ 。
黄芪是益气养阴解毒方的君药， 补益肺脾之气。 黄芪甲苷

是黄芪最主要的单体活性成分［８］ ， 具有抗肺癌的活性， 其

机制可能与抑制吲哚胺⁃２， ３⁃双加氧酶 （ Ｉｎｄｏｌｅａｍｉｎｅ ２， ３⁃
ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ， ＩＤＯ） 表达， 进而下调 Ｔｒｅｇ 细胞水平， 增强细

胞毒性 Ｔ 淋巴细胞的活性有关［９］ 。 益气养阴解毒方及黄芪

甲苷体现了中医 “扶正法” 提高自身抗癌能力的治疗理

念。 基于此， 本研究并非观察中医药对肿瘤细胞的直接抑

制作用， 而是应用淋巴细胞与肿瘤细胞共培养体系， 探讨

益气养阴解毒方及黄芪甲苷通过下调 ｍＣＴＬＡ⁃４ 及 ｓＣＴＬＡ⁃４
表达， 逆转 ＣＴＬＡ⁃４ 介导的肺癌免疫逃逸， 进而抑制肿瘤

的生长， 并探索中医药联合 ＣＴＬＡ⁃４ 阻断剂的应用价值。
１　 材料

１􀆰 １　 动物和细胞　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠， ６～ ８ 周龄， 雄性， 体质

量约 ２０ ｇ， 购自上海西普尔⁃必凯实验动物有限公司， 实验

动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （沪） ２０１８⁃０００６。 小鼠 Ｌｅｗｉｓ 肺

癌细胞购自中国科学院上海生命科学研究院细胞库。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 益气养阴解毒方由生黄芪 ３０ ｇ、 北沙参

３０ ｇ、 天冬 １５ ｇ、 麦冬 １５ ｇ、 女贞子 １２ ｇ、 山茱萸 ９ ｇ、 绞

股蓝 １５ ｇ、 仙灵脾 １５ ｇ、 葫芦巴 １２ ｇ、 石上柏 ３０ ｇ、 石见穿

３０ ｇ、 重楼 １５ ｇ 组成， 生药由上海中医药大学附属龙华医

院中药房提供。 益气养阴解毒方按传统方法制成水煎剂，
旋转蒸发仪浓缩后制成冻干粉， 冻干粉由上海中医药大学

附属龙华医院科技中心实验室制备， 使用真空干燥

（６０ ℃）。 益气养阴解毒方冻干粉采用 ＰＢＳ 溶解， 制备成

质量浓度为 ５０ ｍｇ ／ ｍＬ 的贮备液， 用 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过

滤后分装， ４ ℃保存备用。 黄芪甲苷 （北京索莱宝科技有

限公司， ＳＡ８６４０） 粉末， 纯度≥９８％ （ＨＰＬＣ）， 用 ＤＭＳＯ
制备成质量浓度为 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ 的母液， －２０ ℃保存备用。 抗

小鼠 ＣＴＬＡ⁃４ 单抗 ［ ｃｌｏｎｅ ９Ｈ１０］ （美国 ＢｉｏＸＣｅｌｌ 公司，
６６０５１８Ｊ１）， 质量浓度为 ７􀆰 ３２ ｍｇ ／ ｍＬ， 以 ＰＢＳ 作为溶剂，
４ ℃避光保存备用。 小鼠脾脏淋巴细胞分离液试剂盒 （北
京索莱宝科技有限公司， Ｐ８８６０）。 ＡＰＣ 标记的抗小鼠

ＣＤ１５２ （ ＣＴＬＡ⁃４） 单 克 隆 抗 体 （ 美 国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ 公 司，
１０６３１０）。 ＦＩＴＣ 标记的抗小鼠 ＣＤ８ａ 抗体 （美国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ
公司， １００７０５）。 小鼠 ＣＴＬＡ⁃４ ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （英国 Ａｂｃａｍ
公司， ａｂ２５５７２０）。 细胞计数试剂盒⁃８ （ＣＣＫ⁃８） （上海碧

云天生物技术有限公司， Ｃ００３７）。
１􀆰 ３　 仪器 　 ＣＯ２ 培养箱 （美国赛默飞世尔科技公司，
５１０２０２４１）； 倒 置 荧 光 显 微 镜 （ 日 本 奥 林 巴 斯 公 司，
ＯＬＹＭＰＡＳ ＩＸ７１）； 台式低速离心机 （湖南湘仪实验室仪器

开发有限公司， Ｌ５００）； 多功能酶标仪 （美国 ＭＤ 公司，
ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ Ｍ２ｅ）； 流式细胞仪 （美国贝克曼库尔特公司，
ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂｕｒ）。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养　 取培养基 ＲＰＭＩ １６４０， 加 １０％ ＦＢＳ 和 １％
双抗 （１００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素及 １００ Ｕ ／ ｍＬ 链霉素）， 将消化后

的 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞与配置好的培养基在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养

箱中培养。 取对数生长期的 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞用于后续实验。
２􀆰 ２　 小鼠脾脏淋巴细胞分离 　 无菌条件下摘取 Ｃ５７ＢＬ ／ ６
小鼠脾脏， 撕去脾脏被膜， 用眼科剪将脾脏剪成小块。 将

２００ 目尼龙筛网放置于平皿上， 加入少量组织稀释液， 将

脾脏放置于筛网上， 使用注射器活塞来研磨脾脏。 研磨完

全后使用组织稀释液冲洗筛网， 收集细胞悬液， 再经滤网

过滤。 加入与脾脏单细胞悬液等量的分离液。 吸取单细胞

悬液加于分离液液面上。 室温， ２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ， 离心 ２５ ｍｉｎ。
用移液枪吸取第二层环状乳白色淋巴细胞至另一洁净的

１５ ｍＬ离心管中， 向离心管中加入 １０ ｍＬ 细胞洗涤液洗涤白

膜层细胞， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ， 离心 １０ ｍｉｎ。 弃上清， ５ ｍＬ 的细

胞清洗液重悬细胞， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ， 离心 １０ ｍｉｎ， 并重复一

遍。 弃上清， 细胞重悬备用。
２􀆰 ３　 小鼠脾脏淋巴细胞与 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞共培养体系及分

组给药　 将对数生长期 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞和小鼠脾脏淋巴细

胞进行细胞接触式共培养， 共培养时间为 ２４ ｈ。 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）。 本研究预实验采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测益

气养阴解毒方和黄芪甲苷对 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞存活率的影响

以选择合适的给药浓度， 结果显示益气养阴解毒方给药浓

度 １ ０００ μｇ ／ ｍＬ、 黄芪甲苷给药浓度 ８０ μｇ ／ ｍＬ 以下对 Ｌｅｗｉｓ
肺癌细胞生长无影响， 并参考抗 ＣＴＬＡ⁃４ 单抗促进 ＩＬ⁃２ 和

ＩＮＦ⁃γ 分泌、 增强免疫功能的体外研究［１０］ ， 本实验益气养

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。
２􀆰 ４　 流式细胞术检测 ｍＣＴＬＡ⁃４ 及 ＣＤ８＋Ｔ 细胞的表达　 将

对数生长期的 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞 （１×１０６ ／ ｍＬ） 接种于 ６ 孔板

中， 每孔 １ ｍＬ， 每组 ３ 复孔， 待肿瘤细胞贴壁后， 加入小

鼠脾脏淋巴细胞 （１×１０６ ／ ｍＬ）， 每孔 １ ｍＬ， 根据组别加入

益气养阴解毒方 （５００ μｇ ／ ｍＬ）、 黄芪甲苷 （５０ μｇ ／ ｍＬ）、
抗 ＣＴＬＡ⁃４ 单抗 （５ μｇ ／ ｍＬ）， 共培养 ２４ ｈ。 从共培养体系

中吸取悬浮的淋巴细胞， ＰＢＳ 清洗 ２ 次后， 加入 ＣＤ８、
ＣＴＬＡ⁃４ 抗体， 避光孵育 ３０ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 清洗， 加入 ３００ μＬ
ＰＢＳ 重悬细胞， 流式细胞仪上 机 检 测 ＣＤ８＋ Ｔ 细 胞 和

ｍＣＴＬＡ⁃４。
２􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 检测 ｓＣＴＬＡ⁃４　 共培养体系同 “２􀆰 ４”， 取共培

养所得上清， 严格按照小鼠 ＣＴＬＡ⁃４ ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书进

行操作。 根据试剂盒中提供的标准品浓度绘制标准曲线，
计算其质量浓度， 单位用 ｐｇ ／ ｍＬ 表示。
２􀆰 ６　 ＣＣＫ⁃８ 检测 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞的增殖情况 　 在 ９６ 孔板

里， 每孔加入 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞 （２ ０００ 个细胞） 在含 １０％
ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养液中进行培养， 待肿瘤细胞贴壁后，
加入小鼠脾脏淋巴细胞 （２ ０００ 个细胞）， 根据组别加入益

气养阴解毒方 （５００ μｇ ／ ｍＬ）、 黄芪甲苷 （５０ μｇ ／ ｍＬ）、 抗

ＣＴＬＡ⁃４ 单抗 （５ μｇ ／ ｍＬ）， 每孔终体积为 １００ μＬ， 每组 ３
个复孔， 共培养 ２４ ｈ， 弃去培养上清 （包括淋巴细胞），
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ＰＢＳ 清洗 １ 次后每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 溶液和 ９０ μＬ 含

１０％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养液， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 细胞培

养箱内继续孵育 ４ ｈ， 在 ４５０ ｎｍ 测定吸光度值。 计算细胞

存活率， 存活率＝ （ＯＤ实验组 ／ ＯＤ对照组） ×１００％ 。
２􀆰 ７　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行数据分析， 实

验数据以 （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 检验。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统

计学意义。 运用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 软件进行作图。
３　 结果

３􀆰 １　 益气养阴解毒方及黄芪甲苷对 ｍＣＴＬＡ⁃４ 及 ＣＤ８＋Ｔ 细

胞的影响　 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 ｍＣＴＬＡ⁃４ 表达降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与单体组比较， 单抗组、 单体＋单抗组和复方＋单
抗组 ｍＣＴＬＡ⁃４ 表达降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与复方组比较， 单

体＋单抗组和复方＋单抗组 ｍＣＴＬＡ⁃４ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；
与单抗组比较， 复方 ＋单抗组 ｍＣＴＬＡ⁃４ 表达降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 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 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞表达升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）； 与单体组比较， 单抗组、 单体＋单抗组和复方＋单
抗组 ＣＤ８＋Ｔ 细胞表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与复方组比较， 复

方＋单抗组 ＣＤ８＋Ｔ 细胞比例升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见图 １。

注： 与空白对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与单体组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与复方组比较，＆Ｐ＜０􀆰 ０５，＆＆ Ｐ＜０􀆰 ０１； 与单抗组比

较， ＄ ＄ Ｐ＜０􀆰 ０１。 Ａ 为 ｍＣＴＬＡ⁃４ 流式图， Ｂ 为 ＣＤ８＋Ｔ 细胞流式图， Ｃ 为 ｍＣＴＬＡ⁃４ 统计结果图， Ｄ 为 ＣＤ８＋Ｔ 细胞统计结果图。

图 １　 益气养阴解毒方及黄芪甲苷对 ｍＣＴＬＡ⁃４和 ＣＤ８＋Ｔ 细胞表达的影响 （ｎ＝３）

３􀆰 ２　 益气养阴解毒方及黄芪甲苷对 ｓＣＴＬＡ⁃４ 的影响　 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 ｓＣＴＬＡ⁃４ 表达降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与单体组比

较， 复方组、 单抗组、 单体＋单抗组和复方＋单抗组 ｓＣＴＬＡ⁃
４ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与复方组比较， 单抗组、 单体＋单
抗组和复方＋单抗组 ｓＣＴＬＡ⁃４ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与单抗

组比较， 复方＋单抗组 ｓＣＴＬＡ⁃４ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见

图 ２。
３􀆰 ３　 益气养阴解毒方及黄芪甲苷对共培养体系中 Ｌｅｗｉｓ 肺

癌细胞增殖的影响　 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 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞存活

率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与单体组比较， 复方组、 单体＋单抗组

和复方＋单抗组 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞存活率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

复方组比较， 单体＋单抗组和复方＋单抗组 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞

存活率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与单抗组比较， 单体＋单抗组和复

注： 与空白对照组比较，∗∗ Ｐ＜０􀆰 ０１； 与单体组比较，＃＃ Ｐ＜０􀆰 ０１；

与复方组比较，＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１； 与单抗组比较， ＄ Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 益气养阴解毒方及黄芪甲苷对 ｓＣＴＬＡ⁃４ 的影响

（ｎ＝３）

方＋单抗组 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞存活率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与单体＋
单抗组比较， 复方＋单抗组 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞存活率降低 （Ｐ＜
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０􀆰 ０５）。 见图 ３。

注： 与空白对照组比较，∗∗ Ｐ＜ ０􀆰 ０１； 与单体组比较，＃＃ Ｐ＜ ０􀆰 ０１；

与复方组比较，＆Ｐ＜０􀆰 ０５，＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１； 与单抗组比较， ＄＄ Ｐ＜０􀆰 ０１；

与单体＋单抗组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 益气养阴解毒方及黄芪甲苷对 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞增殖

的影响 （ｎ＝３）

４　 讨论

免疫应答过程中 Ｔ 细胞的激活需要双信号作用。 第一

信号主要来自 Ｔ 细胞抗原识别受体与抗原肽⁃主要组织相容

性复合体的特异性结合； 第二信号由一系列共刺激分子提

供， 免疫检查点就是其中负性共刺激分子， 主要包括

ＣＴＬＡ⁃４、 程序性死亡分子 １ （ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｄｅａｔｈ １， ＰＤ⁃１）
及程序性死亡分子 １ 配体 （ＰＤ⁃１ ｌｉｇａｎｄ， ＰＤ⁃Ｌ１） 等， 其作

用类似于 Ｔ 细胞的 “制动系统”， 抑制特异性 Ｔ 细胞的活

化、 增殖， 限制免疫系统对自身健康细胞进行攻击。 然而，
恶性肿瘤利用免疫检查点这一特性逃避机体免疫杀伤。
ＣＴＬＡ⁃４ 主要在外周淋巴器官中抑制 Ｔ 细胞的活化［１１］ ， 在

肿瘤微环境中亦可发挥免疫抑制作用［１２］ 。 ｓＣＴＬＡ⁃４ 是由于

ＣＴＬＡ⁃４ 选择性剪切使 ＣＴＬＡ⁃４ 基因缺失第三外显子而形成，
亦与 Ｂ７ 分子结合， 阻断 ＣＤ２８ ／ Ｂ７ 通路， 抑制机体免疫

功能［１３］ 。
中医学认为 “正气亏虚” 是肺癌发生、 发展的根本，

邪毒则是肺癌发生的重要条件。 早在 ２０ 世纪 ７０ 年代， 刘

嘉湘教授在全国率先系统地提出 “扶正治癌” 学术思想和

治疗方法， 通过提高机体自身抗癌能力达到 “人瘤共存”
“带瘤生存” 的目的， 其机制可以从调节机体免疫功能方面

深入研究。 益气养阴解毒方是 “扶正法” 治疗肺癌的代表

方， 由生黄芪、 北沙参、 天冬、 麦冬、 女贞子、 山茱萸、
绞股蓝、 仙灵脾、 葫芦巴、 石上柏、 石见穿、 重楼组成。
生黄芪补益肺脾之气， 北沙参滋养肺胃之阴液、 润肺止咳，
共为君药； 天冬、 麦冬、 女贞子、 山茱萸、 绞股蓝为臣药，
增强益气养阴的功效； 仙灵脾、 葫芦巴、 石上柏、 石见穿、
重楼为佐药， 仙灵脾、 葫芦巴具有温肾阳， 暖脾阳之功，
其与黄芪合用， 益气作用更强， 其与滋养阴液诸药同用，
则刚柔相济， 石上柏、 石见穿、 重楼清热解毒， 祛邪以扶

正； 天冬在本方中又取其入肺经亦作为使药之用。 全方具

有益气养阴、 清热解毒之功效。 研究显示， 益气养阴解毒

方及其类方具有稳定瘤灶、 延长生存期的作用， 机制与改

善机体外周细胞免疫功能相关［５⁃６］ 。 黄芪甲苷是黄芪最主要

的单体活性成分， 具有调节免疫系统、 下调免疫抑制因子

ＩＤＯ 表达以及增强对抗癌药物敏感性等作用［８⁃９，１４］ 。 本课题

组前期研究显示， 晚期非小细胞肺癌 （ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ⁃ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒ， ＮＳＣＬＣ） 患者外周血中 ｓＣＴＬＡ⁃４ 高表达［１５］ ； 益气养

阴解毒方及其类方的作用机制可能为下调晚期 ＮＳＣＬＣ 患者

外周血中 ｓＣＴＬＡ⁃４ 的表达［７］ 。 由此， 推测调控 ＣＴＬＡ⁃４ 介导

的肺癌外周及微环境的免疫耐受可能是益气养阴解毒方的

重要作用机制之一， 值得进一步深入研究。
基于中医 “扶正法” 提高自身抗癌能力的治疗理念，

本实验并非观察中药复方及单体直接抑制肿瘤细胞增殖的

作用， 而是运用淋巴细胞与肿瘤细胞共培养的方法， 探讨

益气养阴解毒方及黄芪甲苷是否通过下调 ＣＴＬＡ⁃４ 表达， 进

而增强免疫细胞对肿瘤细胞的杀伤作用， 并观察中医药与

免疫检查点抑制剂的协同增效作用。 研究发现， 黄芪甲苷、
益气养阴解毒方、 抗 ＣＴＬＡ⁃４ 单抗均能下调共培养体系中

ｍＣＴＬＡ⁃４ 和 ｓＣＴＬＡ⁃４ 的表达， 提高 ＣＤ８＋Ｔ 细胞水平， 黄芪

甲苷或益气养阴解毒方联合抗 ＣＴＬＡ⁃４ 单抗具有协同增效的

作用。 研究证实， 益气养阴解毒方及黄芪甲苷可以通过下

调免疫抑制分子 ｍＣＴＬＡ⁃４ 和 ｓＣＴＬＡ⁃４， 逆转 ＣＴＬＡ⁃４ 介导的

肺癌免疫逃逸， 从而发挥抗癌作用， 体现了中医 “扶正治

癌” 提高自身抗癌能力的作用内涵。 研究中， 给药组均提

高了 ＣＤ８＋Ｔ 细胞的表达， 可能与 ＣＤ８＋Ｔ 细胞中细胞毒杀伤

性亚群的增殖有关， 课题组后续研究将进一步对 Ｔ 细胞表

型进行分析， 并深入挖掘中医药如何调控 ＣＴＬＡ⁃４ 表达的分

子机制， 以期为完善中医 “扶正治癌” 的作用机制提供研

究基础。
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摘要： 目的　 观察丹酚酸 Ｂ 对波动高糖诱导的糖尿病大鼠心肌细胞凋亡的影响。 方法　 采用高糖高脂饮食合并一次

性腹腔注射链脲佐菌素 （ＳＴＺ） 的方法建立大鼠糖尿病模型， 通过错时给予胰岛素或葡萄糖建立血糖波动模型， 给药

组大鼠按照 １６０ ｍｇ ／ ｋｇ 及 ８０ ｍｇ ／ ｋｇ 的剂量给予丹酚酸 Ｂ ６ 周。 实验结束前一天检测大鼠空腹血糖及血糖波动情况。
ＴＵＮＥＬ 法观察大鼠心肌细胞凋亡情况， ＥＬＩＳＡ 法检测血清肌酸激酶同工酶 （ＣＫ⁃ＭＢ） 以及心肌组织天冬氨酸特异的

半胱氨酸蛋白酶 ３ （ｃａｓｐａｓｅ⁃３） 表达， 免疫印迹法检测心肌组织 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 蛋白表达。 结果　 丹酚酸 Ｂ 能够降低糖尿

病大鼠空腹血糖 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 减轻波动高糖诱导的糖尿病大鼠心肌细胞凋亡， 降低血清 ＣＫ⁃ＭＢ 水平 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 丹酚酸 Ｂ 上调 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 抑制 Ｂａｘ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 结论　 丹酚酸 Ｂ 可能通过调节凋亡相关蛋白表达抑制波动高糖诱导的糖尿病大鼠心肌细胞凋亡。
关键词： 丹酚酸 Ｂ； 糖尿病； 血糖波动； 心肌细胞； 凋亡
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　 　 糖尿病及其心血管并发症的发病率和致死率近年来持

续上升， 是威胁人类健康的一大杀手［１］ 。 糖尿病心肌病

（Ｄｉａｂｅｔｉｃ Ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ， ＤＣＭ） 是糖尿病的一种严重的心

血管并发症， 疾病早期就能观察到结构与功能障碍［２］ ， 心

肌细胞凋亡是其主要的病理特征之一。 ＤＣＭ 的发病机制尚

未完全阐明， 多种因素如高血糖、 胰岛素抵抗、 代谢紊乱

等可通过氧化应激、 内质网应激、 钙调节受损、 线粒体功

能障碍等各种途径促使心肌细胞凋亡［３］ ， 其中高血糖发挥

关键作用。 此外， 血糖波动可能是糖尿病患者早期心功能

异常的危险因素［４］ ， 血糖波动可引起比持续高糖更严重的

慢性并发症， 如心肌细胞产生氧化应激损伤， 使心肌细胞

凋亡增加［５］ 。
作为传统中药丹参中提取出来的一种活性化合物， 丹

酚酸 Ｂ 的心脏保护作用在多种模型上得到验证［６⁃７］ 。 然而

丹酚酸 Ｂ 是否能够减轻波动高血糖造成的心脏损伤， 延缓

ＤＣＭ 进程尚不清楚。 本实验在糖尿病大鼠模型上通过人工

干预造成一日内血糖水平大幅波动， 并观察丹酚酸 Ｂ 对心

肌细胞凋亡的影响。
１　 材料
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