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摘要　目的：观察芪连扶正胶囊干预肺癌干细胞免疫相关因子白细胞介素１０（ＩＬ１０）、转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）表达对

其免疫重塑的影响。方法：选取体外常规培养肺癌Ａ５４９细胞，免疫磁珠法分选干细胞，制备芪连扶正胶囊含药血清，按实
验分组干预，免疫酶联吸附试验法检测各组 ＩＬ１０、ＴＧＦβ１的表达，ＲＴＰＣＲ法检测各组 ＩＬ１０ｍＲＮＡ、ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ的表
达。结果：对照组、芪连扶正胶囊组、顺铂组、芪连扶正胶囊 ＋顺铂组的 ＩＬ１０表达依次为（１１９０３±６９９）％，（１０８９１±
８０７）％，（９６７１±５７８）％，（５６４１±７９５）％；ＴＧＦβ１表达依次为（１７４７９±７９５）％，（１６０５１±８０３）％，（１４１２８±
６９７）％，（９７３４±７６３）％；ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达依次为（１０６±０１９）％，（０８５±０１８）％，（０６７±０１６）％，（０４７±
０１２）％；ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达（１２７±０２６）％，（１０１±０２０）％，（０７７±０１４）％，（０５０±０１０）％。结论：芪连扶正胶囊
可降低肺癌干细胞ＩＬ１０、ＴＧＦβ１表达，改善细胞免疫抑制状态，调节免疫重塑，进而抑制肺癌转移。
关键词　芪连扶正胶囊；肺癌；干细胞；肿瘤转移；免疫重塑；免疫逃逸；白细胞介素１０；转化生长因子β１
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　　肿瘤干细胞是肿瘤组织中存在的小部分具有自
我更新能力和分化潜能的细胞，是肿瘤发生、转移和

复发的根源［１］。肿瘤转移过程中存在免疫逃逸现

象，而免疫重塑是最终导致逃逸的关键［２］。免疫重

塑的肿瘤细胞能过度产生抑制性细胞因子如白细胞

介素１０（ＩＬ１０），转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）等，并
诱导产生调节性Ｔ细胞、抑制性巨噬细胞，在肿瘤局
部形成免疫抑制的肿瘤微环境［３］。中医药在改善机

体免疫功能、提高患者生命质量方面彰显优势，本研

究观察芪连扶正胶囊对肺癌干细胞免疫相关因子

ＩＬ１０、ＴＧＦβ１表达的影响，探讨其对肺癌干细胞免
疫重塑的影响，以期为抑制肺癌转移及肺癌治疗提

供实验依据。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　细胞与动物　细胞为山东中医药大学附属

·８６９１· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ａｕｇｕｓｔ．２０１８，Ｖｏｌ．１３，Ｎｏ．８



书书书

医院中心实验室惠赠的人肺腺癌细胞系 Ａ５４９细胞
株。动物为ＳＰＦ级体重±２００ｇ、雄性ＳＤ大鼠，购买
于济南朋悦实验动物繁育有限公司（质量合格证号

ＳＣＸＫ（鲁）２０１４０００７），饲养于山东中医药大学附属
医院中心实验室ＳＰＦ动物房。
１１２　主要药物　芪连扶正胶囊（山东中医药大学
附属医院，批号Ｚ０１０８０２２６），注射用顺铂（齐鲁制药
有限公司，批号Ｈ２００２３４６１）。
１１３　试剂与仪器　主要试剂：ＲＰＭＩ１６４０培养基
及胎牛血清（天津市灏洋生物制品科技有限公司）、免

疫酶联吸附试验法（ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒（南京巴傲得
生物科技有限公司）、ＣＤ１３３细胞分离试剂盒、ＰＥ标
记的ＣＤ１３３抗体（美国ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ公司）、反转录试
剂盒（ＴａＫａＲａ公司）、ＲＮＡ引物（生工生物工程股份
有限公司，ＩＬ１０上游５′ＴＴＡＣＣＴＧＧＡＧＧＴＧＡＴＧＣ３′、
下游 ５′ＧＧＧＡＡＧＡＡＡＴＣＧＡＴＧＡＣＡＧＣ３′；ＴＧＦβ１：
上游 ５′ＧＴＡＣＣＴＧＡＡＣＣＣＧＴＧＴＴＧＣＴ３′，下 游 ５′
ＧＴＡＴＣＧＣＡＧＧＡＡＴＴＧＴＴＧＣ３′；ＧＡＰＤＨ 上 游 ５′
ＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ３′，下游 ５′ＡＧＧＧＧＣ
ＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ３′）。

主要仪器：ＣｌａｓｓⅡ２０８５型超净工作台、Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ
Ｇｏ酶标仪（美国ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ公司），ＢＢ５０６０ＵＶ型
ＣＯ２培养箱（德国Ｈｅｒａｅｕｓ公司），Ａｘｉｏｖｅｒｔ４０型倒置
相差显微镜（德国蔡司），流式细胞仪（美国 Ｂｅｃｔｏｎ
Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ公司），ＴｒａｎｓＢｌｏｔＴｕｒｂｏ转膜仪、电泳系统
（美国Ｂｉｏｒａｄ公司），ＩｎｎｏｔｅｃｈＦｌｕｏｒＣｈｅｍＱ成像分
析系统（美国 Ａｌｐｈａ公司），９６孔型 ＰＣＲ仪（美国
ＴｈｅｒｍＦｉｓｈｅｒ公司），ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０Ⅱ实时荧光定量
ＰＣＲ仪（美国ＲＯＣＨＥ公司）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　实验分组：分为对照组
（１０％胎牛血清）、芪连扶正胶囊组（芪连扶正胶囊
含药血清）、顺铂组（终浓度为 ２μｇ／ｍＬ的顺铂溶
液）、联合组（芪连扶正胶囊含药血清＋顺铂溶液）。

含药血清制备：购买体重 ±２００ｇ的雄性 ＳＤ大
鼠适应性喂养５ｄ；随机分为芪连扶正胶囊组及对照
组，芪连扶正胶囊组大鼠灌胃应用芪连扶正胶囊溶

液，对照组应用等量生理盐水，灌胃１次／ｄ、连续灌
１４ｄ；末次灌胃前１２ｈ禁食，末次灌胃后１ｈ１０％水
合氯醛麻醉大鼠；经腹主动脉取血，离心取血清，

０２２μｍ微孔滤膜过滤，保存于－８０℃冰箱备用。
肺癌干细胞分选：常规培养细胞，消化离心收集

细胞，调整细胞浓度、清洗、加入、缓冲液重悬细胞，

按照ＣＤ１３３细胞分离试剂盒说明逐步进行，流式细

胞仪检测阳性细胞的百分率，分选的ＣＤ１３３＋比例为
８０７９％，可用于后续实验。
１２２　干预方法　肺癌干细胞常规培养，待细胞生
长到８０％左右，按实验分组进行干预，４８ｈ后收集
细胞进行相关指标测定。

１２３　检测指标与方法　酶联免疫吸附试验
（ＥＬＩＳＡ）检测 ＩＬ１０、ＴＧＦβ１：常规培养细胞，按实验
分组干预，继续培养４８ｈ，离心收集，保存于 －８０℃
冰箱备用；检测时，配制标准品，加样，封板温育３０
ｍｉｎ，洗板，加酶标试剂，重复后加显色剂，震荡混匀，
避光显色１５ｍｉｎ，加终止液，酶标仪４５０ｎｍ波长下
测定各孔吸光度值（Ａ值），计算数据。

ＲＴＰＣＲ法检测 ＩＬ１０ｍＲＮＡ、ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ：常
规培养细胞，按实验分组加药，继续培养４８ｈ，逐步
提取总ＲＮＡ，测定ＲＮＡ浓度，标准内进行后续实验；
逐步合成 ｃＤＮＡ，ＰＣＲ扩增，上机检测，根据公式
２－△△ＣＴ处理实验数据。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１９０统计软件处理
数据，计量资料用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用单
因素方差分析，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　肺癌干细胞 ＩＬ１０、ＴＧＦβ１表达情况　与对照
组比较，各药组均可降低细胞 ＩＬ１０和 ＴＧＦβ１的表
达（Ｐ＜００５）；与顺铂组比较，芪连扶正胶囊组及联
合组的ＩＬ１０和 ＴＧＦβ１表达均与之差异有统计学
意义（Ｐ＜００５）。见表１。
表１　４组肺癌干细胞ＩＬ１０、ＴＧＦβ１表达比较（珋ｘ±ｓ，ｎｇ／Ｌ）

组别 ＩＬ１０ ＴＧＦβ１
对照组（ｎ＝６） １１９０３±６９９ １７４７９±７９５
顺铂组（ｎ＝６） ９６７１±５７８ １４１２８±６９７

芪连扶正胶囊组（ｎ＝６） １０８９１±８０７△ １６０５１±８０３△

联合组（ｎ＝６） ５６４１±７９５△ ９７３４±７６３△

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与顺铂组比较，△Ｐ＜００５

表２　４组肺癌干细胞ＩＬ１０ｍＲＮＡ、ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达

（珋ｘ±ｓ，Ａ）

组别 ＩＬ１０ ＴＧＦβ１
对照组（ｎ＝６） １０６±０１９ １２７±０２６
顺铂组（ｎ＝６） ０６７±０１６ ０７７±０１４

芪连扶正胶囊组（ｎ＝６） ０８５±０１８ １０１±０２０△

联合组（ｎ＝６） ０４７±０１２△ ０５０±０１０△

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与顺铂组比较，△Ｐ＜００５

２２　肺癌干细胞ＩＬ１０ｍＲＮＡ、ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达　
　　与对照组比较，各用药组均可降低细胞 ＩＬ
１０ｍＲＮＡ、ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达（Ｐ＜００５）；与顺铂组
比较，芪连扶正胶囊组 ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达差异无统计
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学意义（Ｐ＞００５）、而联合组较之差异有统计学意
义（Ｐ＜００５），ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）。见表２。
３　讨论

肿瘤干细胞是存在于肺癌细胞中的一个亚群，

具有高度自我更新及无限增殖能力，研究证实其与

肿瘤发生、侵袭、转移及复发密切相关［４］，是肺癌恶

性表型的根源和潜在的治疗靶点，肺癌也不例外［５］。

肿瘤的发生发展涉及到肿瘤细胞与机体免疫系统相

互作用的复杂过程，当机体发生肿瘤时，肿瘤细胞可

使自身不被免疫效应细胞杀伤即免疫逃逸［６］，加之

其分泌免疫抑制因子可改变肿瘤抑制的微环境、介

导肿瘤细胞逃避免疫系统攻击，促进肿瘤发生与生

长［７］。且机体免疫系统具有抗肿瘤的保护功能，以

及对肿瘤的重新塑型功能，我们将后者称之“免疫重

塑”，即免疫系统不断杀伤较高免疫原性的肿瘤细

胞，同时忽略低免疫原性的肿瘤细胞，逐渐出现免疫

原性更低、恶性程度更高的肿瘤表型，并在体内存留

下来的过程［８］。免疫重塑不但可以影响机体免疫系

统对肿瘤进行重塑与编辑，亦可改变机体免疫系统

相关成分，从而更利于肿瘤免疫逃逸的形成，以及肿

瘤的浸润转移。免疫重塑的肿瘤细胞能产生大量抑

制性细胞因子，如 ＩＬ１０、ＴＧＦβ１等，其通过直接接
触及诱导该类因子削弱细胞毒性 Ｔ淋巴细胞（Ｃｙｔｏ
ｔｏｘｉｃＬｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，ＣＴＬ）、自然杀伤细胞的杀伤活性，
进而逃逸机体免疫监视，促进肿瘤转移［９１０］。其中，

ＩＬ１０是参与肿瘤免疫逃逸的重要免疫抑制因子，具
有双向免疫调节特性，其介导免疫抑制机制是通过

作用于不同免疫细胞亚群多途径发挥免疫抑制，促

进机体抗肿瘤免疫逃逸［１１］。而 ＴＧＦβ１可直接或间
接作用于免疫细胞，诱导其功能缺失，帮助肿瘤逃避

机体免疫监视功能，促进肿瘤发展［１２］；另外，ＴＧＦβ１
可促进肿瘤组织血管生成、加速肿瘤细胞和外基质

之间相互作用，抑制机体免疫，加速肿瘤生长及浸润

转移［１３］。有研究证实 ＩＬ１０、ＴＧＦβ１参与肺癌患者
肿瘤微环境构成，是肺癌患者免疫应答受到抑制的

原因之一，促进了肺癌的发生发展及转移，并强调两

者可作为监控肺癌患者免疫功能的参考指标［１４］。

芪连扶正胶囊是我院研发的抗肿瘤自制剂，前

期临床研究观察了芪连扶正胶囊对化疗患者免疫功

能的影响，结果显示：芪连扶正胶囊组提高白细胞及

中性粒细胞计数明显，有效率高达９４２９％，Ｔ淋巴
细胞亚群及自然杀伤细胞活性亦较对照组改善明

显，可保护机体免疫功能［１５］；芪连扶正胶囊联合化

疗治疗晚期非小细胞肺癌可改善患者大部分临床症

状，提高生命质量，保护机体免疫功能，降低肿瘤标

志物ＣＥＡ与ＣＡ１２５水平，减轻血液和消化道不良反
应，具有增效减毒作用［１６］；其维持治疗晚期非小细

胞肺癌的具有可行性，可延长患者无疾病进展生存

期［１７］。实验研究证实芪连扶正胶囊可增加荷瘤小

鼠的免疫器官质量，改善小鼠腹腔巨噬细胞吞噬功

能，提高荷瘤小鼠的自然杀伤细胞活性；芪连扶正胶

囊可提高细胞表面共刺激分子 Ｂ７１、Ｂ７２的表达，促
进Ｔ细胞活化，增强细胞免疫功能［１８］；芪连扶正胶

囊可通过调控ＴＧＦβ１抑制肺癌Ａ５４９细胞增殖侵袭
及上皮间质转化的发生。前期研究从不同角度证实

芪连扶正胶囊具有提高机体免疫力、抗肿瘤侵袭转

移作用，但具体机制有待进一步阐明。本研究观察

了芪连扶正胶囊含药血清对肺癌干细胞免疫相关因

子ＩＬ１０、ＴＧＦβ１表达的影响，结果显示芪连扶正胶
囊可降低ＩＬ１０、ＴＧＦβ１的蛋白及基因表达，与对照
组比较有显著性差异，降低程度虽不及顺铂，但与顺

铂有协同作用。

综上所述，肺癌干细胞是肺癌转移的根源，免疫

重塑加速肺癌转移，ＩＬ１０、ＴＧＦβ１是免疫逃逸的重
要分子，在免疫重塑过程中发挥重要作用，而芪连扶

正胶囊可通过降低 ＩＬ１０、ＴＧＦβ１表达改善细胞免
疫抑制状态，进而发挥调节免疫重塑、抑制肺癌转移

的作用。基于此，进一步探寻中医药免疫治疗靶点

可为抑制肺癌转移及肺癌综合治疗提供新策略。
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［１７］ＲｅｉｍｏｌｄＭ，ＢａｔｒａＡ，ＫｎｏｂｅｌＡ，ｅｔａｌ．Ａｎｘｉｅｔｙｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｒｅ

ｄｕｃｅｄｃｅｎｔｒａｌｓｅｒｏｔｏｎｉｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙｉｎｕｎｍｅｄｉｃａｔｅｄｐａ

ｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｕｎｉｐｏｌａｒｍａｊｏｒｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ：ａ［１１Ｃ］ＤＡＳＢＰＥＴｓｔｕｄｙ［Ｊ］．

ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｓｙｃｈｉａｔｒｙ，２００８，１３（６）：６０６６１３，５５７．

［１８］ＪｏｅｎｓｕｕＭ，ＴｏｌｍｕｎｅｎＴ，ＳａａｒｉｎｅｎＰＩ，ｅｔａｌ．Ｒｅｄｕｃｅｄｍｉｄｂｒａｉｎｓｅｒｏ

ｔｏｎｉｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙｉｎｄｒｕｇｎａｉｖｅｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＳＥＲＴｓｐｅｃｉｆｉｃ［（１２３）Ｉ］ｎｏｒｂｅｔａＣＩＴＳＰＥＣＴｉｍａｇｉｎｇ

［Ｊ］．ＰｓｙｃｈｉａｔｒｙＲｅｓ，２００７，１５４（２）：１２５１３１．

［１９］ＳｃｈｒｏｃｋｓｎａｄｅｌＫ，ＷｉｒｌｅｉｔｎｅｒＢ，ＷｉｎｋｌｅｒＣ，ｅｔａｌ．Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｔｒｙｐｔｏ

ｐｈａｎｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｉｎｃｈｒｏｎｉｃｉｍｍｕｎｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｉｍＡｃｔａ，

２００６，３６４（１２）：８２９０．

［２０］周静洋，李丽娜，范盎然，等．培元解郁方对 ＩＦＮγ诱导抑郁模型

大鼠的抗抑郁作用及ＴＲＹＫＹＮ代谢途径的调节［Ｊ］．中华中医

药杂志，２０１７，３２（２）：７５４７５７．
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