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黄芪注射液与白细胞介素’增强树突细胞

抗肿瘤转移作用的比较研究

董竞成 董晓辉

摘要 目的 观察比较黄芪注射液与白细胞介素（9:）0’增强树突细胞（;<=）的抗肿瘤转移作用。方法

制备<&>?:／%小鼠骨髓来源的;<=，用:*@3=肺癌特异性多肽ABC,预激;<=，并联合黄芪注射液或9:0’治

疗转移性肺癌小鼠，通过流式细胞仪分析其脾细胞内)淋巴细胞亚群比例的变化，用/+3=2法检测荷瘤小鼠

血清9:0’、9:0(含量。结果 肿瘤抗原多肽致敏的;<=与黄芪注射液或9:0’联合治疗后，肺癌结节减少，

小鼠脾脏中)淋巴细胞亚群（<;(D和<;ED）升高，血清9:0’／9:0(比值也明显升高。在观察期间，经;<=联

用9:0’和;<=联用黄芪注射液免疫小鼠成瘤率均低于单用;<=组。结论 黄芪注射液和9:0’均能增强

;<=的抗肿瘤转移作用，有效地促进荷瘤宿主的免疫应答，具有显著的体内抑制肺癌转移的效果。对正常动

物免疫保护作用更加明显。
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树突细胞（6*76L3C355*++=，;<=）是目前已知的功能

最强的抗原提呈细胞，运用肿瘤抗原多肽致敏的;<=
治疗肿瘤是;<=研究领域的热门课题〔,，’〕。有文献报

道〔V，(〕应用:*@3=肺癌特异性多肽 ABC,致敏的;<=
治疗转移性:*@3=肺癌取得了显著疗效，其机理在于

有效诱导了荷瘤小鼠产生了肿瘤抗原特异性细胞毒性

)细胞（<):）。由于许多肺癌宿主体内的;<=数量和

功能都明显受抑，不能有效地递呈肿瘤抗原。因此，设

法活化;<=的抗原递呈功能，保证;<=递呈功能的高

效性，对肿瘤的免疫治疗有重要意义。大量的研究已

经开 展，如 联 用 白 介 素（9:）0’〔(〕、9:0>、干 细 胞 因 子

（W+CV:）、环磷酰胺等或通过基因技术将一些细胞因子

的基因转染到;<=，以此来提高;<疫苗的治疗作用，

并取得了一定的成效。本研究尝试对黄芪注射液（N=0
CL282+B=，NG）和9:0’对 ;<疫 苗 的 增 强 作 用 作 一

比较。
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材料与方法

! 主要试剂 小鼠"#$%&肺癌细胞株的 ’()!
抗原*肽（+,-./0-1），由西安美联公司合成纯化，

纯度!234；重组小鼠5’678+和重组小鼠9"6:购自

美国1#;<=)#>?公司；注射用人重组9"6@：!A万9B／

支，批号：@AACA3A*6D，长春长生基因药业股份有限公

司产品。小鼠细胞因子9"6@、9"6:,"980试剂盒购自

奥地利E#FG#<’#G8H&)#I&公司产品。荧光标记的抗

7J*D抗体、抗’K76!类分子（K6@LM）抗体、抗’K76
!类分子（960M）抗体试剂盒购自美国70"/05公司；

荧光标记的抗7JCN、抗7J:N和抗7J*N抗体试剂盒

购自美国70"/05公司。黄芪注射液：每!AIO含生

药黄芪@AP，杭州正大青春宝药业有限公司生产，批

号：ACADA!@。

@ 动物和细胞株 健康73QE"／D小鼠，雌性，

D"*周 龄，购 自 中 国 科 学 院 上 海 实 验 动 物 中 心。

"#$%&肺癌细胞株：中国科学院上海细胞所提供。

C 小鼠骨髓来源J7&的培养和肿瘤抗原多肽的

’()!致敏 获取73QE"／D小鼠股骨骨髓细胞（!R
!AD／IO），用含!A4+78、重组小鼠5’678+@3FP／IO
和重组小鼠9"6:!FP／IO的S1’9!D:A液培养基在

@:孔板中培养，培养至第C天，吸弃悬浮细胞，补足新

鲜培养基；培养至第Q天，收集悬浮细胞，置于另一培

养板（!R!AD／IO）继续培养@"C天，收集悬浮细胞即

为J7&。将培养至第Q天的J7&与5’678+、9"6:与

多肽抗原’()!（!IP／IO）于CQT共同孵育@:?，收

集细胞，此细胞即为J76’()!，并离心洗涤C次，用生

理盐水调整至!R!AD细胞／IO。

: 自 发 性 肺 癌 模 型 的 建 立 小 鼠 足 垫 注 射

"#$%&肺癌细胞3R!A3／只（3A#O）。当"#$%&肺癌细胞

接种后第!C天，荷瘤小鼠足垫部肿瘤直径长至*"
!AII时，在AUDQ4戊巴比妥钠DQIP／VP麻醉下，以

@4的碘酒消毒患肢，于膝关节处进行截肢术。至截肢

@A天后称取小鼠肺重量，观察、计数肺部表面转移结

节数，以确定转移模型成功与否。

3 ’()!致敏的J7&治疗转移性肺癌 将自发

性肺癌小鼠分为:组，每组!3只。（!）模型组：截肢后

第@"!3天肩部皮下注射1E8!AA#O。（@）J76’()!
组：截肢后第@天肩部皮下注射J76’()!3R!A3／

!AA#O，第*、!3天 时 再 分 别 注 射 J76’()!3R!A3／

!AA#O。（C）J76’()!N05组：截肢后第@"!3天每天

腹腔注射053AP／VP，在截肢后第@、*、!3天分别肩部

皮下注射J76’()!3R!A3／!AA#O。（:）J76’()!N

9"6@组：截肢后第@"!3天分别每天@次腹腔注射

9"6@（!AAAA9B／次），在截肢后第@、*、!3天分别肩部

皮下注射J76’()!3R!A3／!AA#O。在截肢后第@A天

时，各组杀死小鼠3只，观察小鼠的肺重量和肺表面结

节数，并观察各组剩余!A只小鼠 的 生 存 期 和 存 活

情况。

D 诱导小鼠抗肿瘤免疫保护实验 取@:只雌性

D"*周龄73QE"／D小鼠，随机分为:组，每组D只。

（!）模 型 组：截 肢 后 第 @"CA 天 肩 部 皮 下 注 射

1E8!AA#O。（@）J76’()!组：截肢后第@天肩部皮下

注射J76’()!3R!A3／!AA#O，以后每隔Q天再分别注

射J76’()!3R!A3／!AA#O，共D次。（C）J76’()!N
05组：截肢后第@"CA天每天腹腔注射053AP／VP，

在截肢后第@天起每隔Q天分别肩部皮下注射J76
’()!3R!A3／!AA#O，共D次。（:）J76’()!N9"6@组：

截肢 后 第@"CA天 分 别 每 天@次 腹 腔 注 射9"6@
（!AAAA9B／次），另 在 截 肢 后 第@天 肩 部 皮 下 注 射

J76’()!3R!A3／!AA#O，以 后 每 隔Q天 再 分 别 注 射

J76’()!3R!A3／!AA#O，共D次。第C!天时小鼠足垫

部注射"#$%&肺癌细胞3R!A3／只（3A#O），观察C周瘤

体的生长情况。

Q 荷瘤小鼠脾细胞表型的分析 上述荷瘤小鼠

截肢后，于免疫治疗的第!A天取各组小鼠脾脏，制备

单细胞悬液，去除红细胞后，用大鼠抗小鼠直接荧光标

记的抗7JCN、7J:N和7J*N单克隆抗体标记CAI%F
后，经+078分析各组小鼠脾细胞内/淋巴细胞亚群

（7JCN、7J:N和7J*N）情况。

* 血清9"6@和9"6:含量的测定 采用,"980方

法，以标准品的浓度为横坐标，以相应的吸光度值为纵

坐标，先做标准曲线。然后样本吸光值由标准曲线查

得相应浓度值（;P）。

2 统 计 学 方 法 采 用 单 因 素 方 差 分 析 和!
检验。

结 果

! 各组小鼠肺重量和肺转移结节数结果 见表

!。模型组小鼠肺重量和肺结节增加，与正常组比较，

差异有显著性（""AUA!）。与模型组比较，C个治疗组

肺重量显著下降，肺结节减少（""AUA3或""AWA!）。

与J76’()!组比较，J76’()!N05组和J76’()!N
9"6@组的肺重量和肺结节下降更明显（""AWA3）。这

些结果表明，J7疫苗对肺癌有一定的治疗效果。05
和9"6@对J7疫苗治疗肺癌的增强作用同样明显。
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表! 各组小鼠肺重量和肺转移结节数比较 （!!!"）

组别 # 肺重量（"#） 肺转移结节（个）

正常 $ %&%!’’ (
模型 $ %($(!)’" *+,)!*,%"

-./012% $ *)$!*)# &,%!%,*#

-./012%345/’ $ ’6+!$)##$ ),(!(,7##$

-./012%389 $ ’&*!))##$ *,’!(,$##$

注：与正常组比较，"$%(,(%；与模型组比较，#$%(,($，##$%

(,(%；与-./012%组比较，$$%(,($

’ 治疗后各组小鼠生存时间及存活情况 见图

%。模型组小鼠)$天时已经全部死亡。与模型组比

较，)个治疗组小鼠的生存期及生存数明显升高（$%
(:($）。与-./012%比较，-./012%345/’组和-./
012%389组小鼠的生存期及生存数明显升高（$%
(,(%）。与-./012%345/’组比较，-./012%389组

小鼠生存期更长，生存数更高（$%(,($），到第$’天

时还有&(;的小鼠存活。

) 各组小鼠脾脏<淋巴细胞亚群测定结果 见

表’。与 正 常 组 小 鼠 比 较，模 型 组 .-)3、.-*3 和

.-&3细胞降低（$%(,($）。与模型组小鼠比较，)个

治疗组.-)3、.-*3和.-&3增高（$%(:($或$%
(:(%）。与-./012%组 比 较，-./012%3 89组 与

-./012%345/’组.-*3显著增高（$%(,(%）。

表" 各组小鼠脾脏<淋巴细胞亚群

测定结果比较 （;，!!!"）

组别 # .-)3 .-*3 .-&3

正常 $ )$,&!(,& ’’,+!%,( %’,+!%,(
模型 $ ’%,+!(,6" %%,&!%,+" %(,(!%,)"

-./012% $ ’&,*!(,+# %7,)!(,*# %’,%!(,7#

-./012%345/’ $ )*,*!%,(# ’(,$!%,%##$ %),$!%,$#

-./012%389 $ )%,&!%,(# %&,+!%,*#$ %’,6!(,$#

注：与正常组比较，"$%(,($；与模型组比较，#$%(,($，##$%

(,(%；与-./012%组比较，$$%(:(%

* 各组小鼠血清45/’和45/*的测定结果 见

表)。45/’：与模型组比较，)个治疗组小鼠均显著升

高（$%(,($）；与-./012%组比较，-./012%389组

和-./012%345/’组升高更明显（$%(,($）。45/*：

与模型组比较，-./012%389组和-./012%345/’
组明显下降（$%(,($）。45/’／45/*：与模型组比较，)

个治疗组均显著升高（$%(,($）；与-./012%组比

较，-./012%389组和-./012%345/’组升高更明

显（$%(,($）。

表# 各组小鼠血清45/’和45/*测定结果比较 （!!!"）

组别 #
45/’ 45/*

（=#／5）
45/’／45/*

模型 $ &,)7$!(,)6( &,’67!%,()7 %,(%(!(,(*6
-./012% $%(,$+’!%,6+$" 6,(&$!%,)7$ %,*+*!(,(&$"

-./012%345/’ $%*,%&6!%,+’*"# 7,&+6!(,6)6" ’,($7!(,(+)"#

-./012%389 $%),*7)!%,6)%"# 7,)&$!(,)+)" ’,%(&!(,(67"#

注：与模型组比较，"$%(,($；与-./012%组比较，#$%(,($

$ 各组小鼠免疫保护实验结果 在5>?@A肺癌

细胞攻击实验中，模型组小鼠全部成瘤。-./012%组

有*只小鼠成瘤。-./012%389组和-./012%345/
’组在观察期内无%只小鼠成瘤，与模型组比较差异

有显著性（$%(,($）。

讨 论

在机体抗肿瘤免疫过程中，树突细胞在抗原的识

别、加工和处理并递呈给.-*3细胞，活化.<5的抗肿

瘤免疫应答及启动机体特异性抗肿瘤免疫中占有重要

地位。通过调节肿瘤抗原的递呈以增强抗肿瘤免疫应

答是目前肿瘤免疫治疗的重要策略之一。

89增强-.A的抗原递呈作用机理可能为：（%）

89本身的抗肿瘤作用：如对体液免疫、细胞免疫功

能、<B%／<B’的 免 疫 反 应 状 态 和 对 自 然 杀 伤 细 胞

（CD）的影响。（’）89通过影响-.A作用（-.A的抗

原递呈有赖于其体内与<淋巴细胞的相互作用）：-.A
将抗原递呈给.-*3细胞，由<B%细胞释放的细胞因

子45/’作用于.<5或靶细胞，从而产生.<5活化的

第二信号；同时-.A的成熟分化也受<B%／<B’反应状

态的影响〔$〕，而89能有效调整荷瘤小鼠<B%／<B’免

疫反应状态〔7〕。有文献报道〔6〕，应用89后慢性肾衰

患者的外周血中的-.A计数增加，提示89可活化<
细胞对-.A的作用，还能增强-.A将抗原递呈于<细

胞的能力，进而又增强<细胞转化的能力。

45/’增强-.A的抗原递呈作用机理在于具有促

进.-*3细胞增殖和促进.<5功能的作用。

本结果表明，89联用-.疫苗可以延长小鼠的生

存期，而45/’联用-.疫苗可以升高.-*3细胞以及

抑制肺癌结节和升高外周血45/’的浓度。需要指出

的是，与45/’的增强作用相比，虽然疗效相似，但是

89以其确切的疗效、毒副反应小、成本低和多环节的

抗肿瘤免疫反应，必将在增强-.疫苗治疗肺癌疗效

方面起重要的作用。
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·病例报告·

黄连解毒汤加减治愈附红细胞体病@例

魏 岚! 刘学辉! 姚崇林@

作者单位：!_辽宁省营口市妇产儿童医院（辽宁 !!YAAA）；@_辽宁

省营口市疾病预防控制中心

例! 陈某，男，C岁，因疲乏、困倦加重@个月，于@AA@年

Z月Y日就诊。经查：巩膜无黄染，结膜及口唇稍苍白，心尖部

!级缩鸣音，两肺呼吸音清晰，肝肋下!_Y$9，边厚质软，脾未

扪及。舌红少苔，脉细数。实验室检查：-KFAI／O，J?>B_A‘
!A!@／O，红细胞比容A_@ZO／O，网织红细胞@Aa，N?>及Q"O
均在正常范围；血总胆红素BZ!9,6／O，直接胆红素B!9,6／O，

空腹血糖B_B99,6／O，肝功能在正常范围，胸片未见异常；末

梢血片吉姆萨染色，油镜观察受感染的红细胞表面有数量不等

的附红细胞体附着。临床诊断为附红细胞体病。中医辨证属

感染瘟疫之毒并兼气血亏虚，阴虚内热。治宜泻火解毒，补气

养血。方用黄连解毒汤加减：黄连YI 黄柏ZI 大青叶!AI
金银花!AI 连翘!AI 当归YI 黄芪!AI，每日!剂水煎

服，E剂后诸证减轻，复查附红细胞体减少，继服!A剂，诸证消

除，复查附红细胞体阴性。

例" 王某，男，Z岁，因乏力、多汗、手足心热、消瘦A_Y
年，于@AAB年E月@日就诊。经查：QBG_@b，体重@AXI，巩膜

无黄染，结膜略苍白，心尖部轻度缩鸣音，两肺呼吸音清晰，肝

肋下@$9，边稍厚，脾触及边缘。舌红少苔，脉细数。实验室检

查：-K!AAI／O，J?>B_Y‘!A!@／O，红细胞比容A_BBO／O，网织

红细 胞!Aa，N?>及 Q"O均 在 正 常 范 围；血 总 胆 红 素@Y

!9,6／O，直接胆红素@_Z!9,6／O；尿、粪常规及肝功能均正常，

胸片未见异常；末梢血片吉姆萨染色，油镜观察受感染的红细

胞表面有数量不等的附红细胞体附着。临床诊断为附红细胞

体病。中医辨证属感染瘟疫之毒兼气血亏虚，阴虚火旺。治宜

清热泻火解毒，兼以补虚。方用黄连解毒汤加减：黄连ZI 黄

柏ZI 大青叶!AI 金银花!AI 连翘!AI 当归YI 黄芪

!AI 白芍!AI 甘草YI。每日!剂，水煎服，连服!E剂，诸证

消失，复查附红细胞体阴性。

讨 论 附红细胞体病是由附红细胞体感染人或畜而引

起的疾病。临床检验附红细胞体采用吉姆萨、瑞氏单染或复

染，油镜观察感染红细胞表面有数量不等的附红细胞体附着。

虫体在!!9左右，大多为圆形，或卵圆形、三角形、半月形，虫

体在红细胞边缘呈虫噬缺口状。治疗用四环素族、喹诺酮类、

庆大霉素等疗效较好，但不宜用于儿童。

本病属瘟疫病范畴，由于疫毒入血日久，损耗气血，而表现

乏力、头晕、少眠、盗汗等气血亏虚，阴虚火旺之症。治以清热、

泻火解毒为主，兼以补气养血以扶助正气，故以黄连解毒汤加

减以祛邪扶正，方中黄连、黄柏泻火解毒；大青叶清血中热毒；

金银花、连翘清热解毒消痈散结；当归、黄芪补气养血，全方攻

补兼施，即不损伤正气，又祛邪外出。现代药理研究证实，黄

连、黄柏、大青叶、金银花、连翘均为广谱抗菌，并对某些寄生虫

有抑制作用；黄连还能增强白细胞的吞噬能力，黄芪有增强机

体免疫功能及较广泛的抗菌谱；当归能促进血红蛋白及红细胞

的生成，上药共用，可抗炎、杀虫，增强机体免疫力，促进红细胞

及血红蛋白生成，故取得临床疗效。
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