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摘要:目的  观察NK1.1及 CD96、CD95、PD-1在 小鼠肝癌组织中的表达,探讨癌痛消方对肝癌 NK细 胞的影响. 方法 

利用C57BL/6小鼠构建 H 22原位肝癌模型,并随机分为模型组、癌痛消方低、中、高剂量组、索拉菲尼组,6只/组,癌痛消方

组给予不同剂量癌痛消方水煎剂灌胃治疗,索拉菲尼组予索拉菲尼灌胃治疗,模型组给予同等体积生理盐水灌胃. 通过流

式细胞术检测各组小鼠肿瘤组织NK细胞及其CD96、CD95、PD-1的表达频率. 结果  与模型相比,癌痛消方低、中、高剂量

组、索拉菲尼组NK1.1表 达显著升高,CD96表达显著降低,癌痛消方中、高剂量组PD-1表 达显著降低. 结论  癌痛消方可

促进N K细胞向肝癌组织浸润并促进其细胞杀伤功能.
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Abstract:Objective To observe the expressions of NK1.1,CD96,CD95,and PD-1 in mouse liver cancer tissues

and to explore the effect of Aitongxiao Formula on liver cancer NK cells.Methods A H22 in situ liver

cancer model was constructed using C57BL/6 mice and study subjects were randomly divided into different

model groups:low-,medium-,and high-dose groups of Cancer Pain Formula,and Sorafenib group,with 6

mice per group.The Cancer Pain Formula group was treated with different doses of Cancer Pain Formula

decoction by gavage,while the Sorafenib group was treated with Sorafenib by gavage,and the model group

was treated with the same volume of physiological saline by gavage.We detected the expression frequency of

NK cells and levels of CD96,CD95,and PD-1 in tumor tissues of mice in each group by flow cytometry.

Results Compared with the model group,the expression of NK1.1 was significantly increased in the low-,

medium-,and high-dose groups of the Aitongxiao Formula and the Sorafenib group,while the expression of

CD96 was significantly decreased.The expression of CD95 was significantly decreased in the medium-and

high-dose groups of the Aitongxiao Formula.Conclusion Cancer Pain Relief Formula can increase the

infiltration rate of NK cells in liver cancer tissue,enhance killing ability,and inhibit Fas mediated apoptosis.
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肝癌是癌症相关死亡的3大 原因之一w ，约 90%

的肝癌在组织学上被定义为肝细胞癌（hepatocellular 

carcinoma，HCC）［2］。由 于无明显早期症状，约 80%

的H CC患者会快速进展进人中晚期而失去了根治

性手术切除的机会。目前 尚无 预后 良好 的 H CC晚

期治疗方案ra 。多 靶点激酶抑制剂索拉非尼是获

FDA批准可用于治疗晚期H CC的有效药物w ，但肿

瘤细胞、基质细胞、细胞外基质构成肿瘤微环境（tumor 
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microenvironment，TME）错 综复杂 的特殊生物学特

征，导致仍有相当数量的H CC患者会产生耐药性

自然杀伤细胞（natural killer cell,NK）杀伤活

性不受MHC限制，不依赖抗体，是宿主非抗原依赖

性肿瘤免疫应答的重要组成部分。一方面，NK 细

胞识别靶细胞后分泌释放颗粒酶、穿孔素、NK细 胞

毒因子发挥直接杀伤作用；另一方面，NK细 胞分泌

多种细胞因子和趋化因子募集 T 细胞、巨噬细胞等

免疫细胞激活适应性免疫应答。而 T 细胞分泌的白

细胞介素-2、干 扰 素-7等 细胞 因子 可进 一步促进

NK 细胞增殖，增强 N K 细胞活性。NK细胞和 T 细

胞功能耗竭会导致机体无法产生有效 的抗肿瘤反

应，加剧癌症进展［6］。在 以免疫检查点抑制剂为代

表的免疫疗法中，NK 细 胞的杀伤作用及其与 T 细

胞之间的相互作用对设计更有效的癌症治疗策略至

关重要m 。改 善NK细胞耗竭是治疗H CC的关键。

癌痛消方是根据肝癌发生的“毒”、“瘀”、“虚”的

病机，在清代王清任“膈下逐瘀汤”基础上辨证加减

而成。具 有清热解毒、化瘀散结、健脾益气之功效 ，

切合肝癌发病机制。能 明显改善肝癌患者的临床症

状、提高生存质量_ ］。癌 痛消方作为中药复方，其

组份复杂，具有多靶点、多效应的特点，在抑制肿瘤

和免疫调节方面具有独特优势。本 研究探索癌痛消

方对肝癌组织N K细胞的表达频率和白细胞分化抗

原（cluster of differentiation，CD） 96、CD95、程序性

死亡受体 1 （programmed death-1，PD-1）的影响，为

中医药调节肿瘤微环境的作用机制提供数据支撑。

材料和方法

1 材料

1.1 动物 无特定病原体级C57BL/6小 鼠33,

雄性，6〜8周龄，体重20 ± 2g，购自湖南斯莱克景达

实验动物有限公司，生产许可证号:SCXKC京）2016-

0006，检 疫 合格 证 号 N0.110324230100502216），饲

养环境温度22〜26°C，湿度 50%〜60% 。实 验方案

经广西中医药大学动物伦理委员会 审批 同意，批 准

号:DW20211228-569。

1.2 药物与试剂 癌痛消方：白花蛇舌草20g、

半枝莲15g、解毒草20g、锻牡蛎30g、元胡20g、香附

10g、党参10g、黄芪20g、绞股蓝12g、三棱10g、莪术

10g、炙甘草10g，水煎；甲苯磺酸索拉菲尼（重庆药友

制药责任有限公司，批号：23071730）；H22小 鼠肝癌细

胞株由广西中药药效研究重点实验室赠予;淋巴细胞

分离液试剂盒（北京 索莱宝科 技 有 限公 司，货 号 ：

P8620），荧光素标记单克隆抗体 Anti- mouse CD45

AlexaFluor700 （Biolegend 公司，美国，货号：103128），

Anti- mouseCD3 PerCP- cy5. 5 （ Biolegend 公司，美国，

货号:100218），Anti- mouse NK1.1 PE（Biolegend 公司，

美国，货号：108707）,Anti-mouse CD95 FITC（Biolegend 

公司，美 国，货号 152606），Anti-mouse CD96 Brilliant 

Violet650（BD 公司，美 国，货号：743880），Anti- mouse 

PD-1 PE-cy7（Biolegend 公司，美国，货号：109110）,

ZombieYellowCBiolegend 公司，美国，货号:423104），PBS 

磷酸盐缓冲液（福州迈新公司，中国，货号:PB^0060）。

1.3 仪器 可调微量移液器（Eppendorf公司，

德国，型号:Research plus），台式低速离心机（湘仪公

司，中国，型号：TD5A- WS），光学显微镜（Leica公 司，

德国，型号:dm750），流式细胞仪（Beckman- Coulter公

司，美国，型号:CytoFlex S）。

2 方法

2.1 建立模型及分组 将33只 C57BL/6小 鼠

肝脏注射 1 x 105cells小 鼠肝癌细胞 H22细 胞建立

小鼠原位移植性肝癌模型［10］。随 机抽取 3只 7d后

进行解剖，接种部位见肿瘤结节视为模型制作成功 。

剩余30只随机分为模型组、低剂量组、中剂量组、高

剂量组，索拉菲尼组，6只/组。

2.2 给药方法 癌痛消方经水煎浓缩。参 考

《药理实验方法学》，以人临床用量按表面积折算的

等效剂量为小鼠中剂量，以中剂量的2倍 为高计量，

以中剂量的 1/2为 低计量，每 日给 药 2次 。癌 痛消

方组给予不同剂量癌痛消方水煎剂灌 胃治疗，索 拉

菲尼组予索拉菲尼溶液灌胃治疗，模型组给予同等

体积生理盐水灌胃。

2.3 标本 的采 集与处理 连续灌 胃 14d后 摘

眼球采血后断颈处死，收集研磨肿瘤组织，通过密度

梯度法分离制备为细胞浓度为1 x 108cells/mL的单

个核细胞悬液 。

2.4 流式细胞术检测 取100mL制备好的单个核

细胞悬液，分别加人 Anti-mouse CD15 AlexaFluor700、

Anti- mouse CD3 PerCP- cy5.5A Anti- mouse NK1.1 PE、

Anti- mouse CD95 FITC  ̂Anti- mouse CD 96 Brilliant 

Violet650、Anti- mouse PD-1 PE- cy7、Zombie Yellow 适

量，4°C下避光孵育30min,加人500ML PBS,600 g水平

离心4min洗去未结合抗体。用 CytoFLEX型流式细胞

仪检测样本，CytExpert软件进行流式数据分析。
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图1 检测指标流式设门策略

2.5 设门策略CytExpert软件进行流式数据分

析 通过前向散射光、侧 向散射光参数去除粘连细

胞和碎 片，根 据 细 胞 大 小 圈 定 单 个 核 细 胞 ，使 用

ZombieYellow染料区分死活细胞，以 CD45标 记白

细胞，NK1.1阳性标记 N K 细胞，CD3_阴性排除其

中N K-T细胞，再分别从 N K 细 胞上分别设 门标记

CD96、CD95、PD-1阳性细胞群。

3 统计学处理

采用Graphpad prism 9.0软件分析实验数据，

计量资料以均数±标准差(̂ ±5)表示。多 组数据之

间采用 Ordinary one way ANOVA 检验，以 P <

0.05认为差异有统计学意义。

结 果

1 癌痛 消方 对 小 鼠肿瘤 组 织 N K 细 胞 表达 频

率的影响

与模型组相比较，低剂量组肿瘤组织 N K1.1表

达频率差异无统计学意义(P> 0.05),中剂量组、高

剂量组、阳性对照组肿瘤组织 N K1.1表 达频率显著

升高(均 P < 0.05)o结 果见图2、表 1。
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图2 肿瘤组织 N K细胞表达

2 癌痛消方对小鼠肿瘤组织NK细胞 CD96表 阳性对照组肿瘤组织 N K 细胞上 CD96表 达水平显

达水平的影响 著下降(均P< 0.05)o结 果见图3、表1。

与模型组相比较，低剂量，中剂量组、高剂量组 、

图3 肿瘤组织 N K细 胞 CD96表 达
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3 癌痛消方对小鼠肿瘤组织NK细胞 CD95表 阳性对照组肿瘤组织 N K 细胞上 CD95表 达水平差

达水平的影响 异均无统计学意义（F> 0.05）o结 果见图4、表 1。

与模型组相比较，低剂量，中剂量组、高剂量组 、

图4 肿瘤组织 N K细胞 CD95表 达

4 癌痛消方对小鼠肿瘤组织NK细胞PD-1表 NK细胞上PD-1表 达水平显著下降（均P<0.05），

达水平的影响 低剂量组、阳性对照组 N K细胞上PD-1表 达水平差

与模型组相比较，中剂量组、高剂量组肿瘤组织 异无统计学意义（均 P > 0.05）o结 果见图5、表 1。

图5 肿瘤组织 N K细胞 PD_1表 达

表 1 癌痛消方对 TME 中 NK1.1、CD96、CD95、PD~1 表达（％，I±s）

组别 例数 N K 1.1 CD96 CD 95 PD -1

模型组 6 3.263 土 1.707 23.750 土 9.180 2.812 ±3.852 14.500 土 3.276

低剂量组 6 4.957 ±1.431 12.960± 4.738* 3.505 ±3.208 10.710 土 7.594

中剂量组 6 7.902 ±0.934* 12.350 ±2.9881** 14.12 0±10.330 3.163 ±2.0251**

高剂量组 6 8.722 ±3.892* 14.270± 2.749* 10.780 土 20.940 4.815 ±3.7701**

阳性对照组 6 9.100 ±3.9『 11.806 ±4.1901** 25.940 土 22.270 8.157 ±2.694

注：与模型组相比，* P<0.05,** P< 0.01

讨 论

近年来，诸 中医药在防治肿瘤方面的优势 日益

凸显，尤其是配合现代医学手段在恶性肿瘤治疗领

域取得了良好的成效。癌 痛消方不但在临床应用上

疗效显著，动物实验研究显示其具有免疫调节功能:

癌痛消方可降低肿瘤疼痛模型大鼠血清中细胞因子

白细胞介素-1P、肿瘤坏死因子-ex表达E11］;癌痛消方

核心靶点为京都基因与基因组百科全书富集 TME 

关键效应分子肿瘤坏死因子-ex、白细胞介素-6,并通

过大鼠移 植 性 肝 癌 模 型证 实能 抑 制 肝 内瘤 体 生

长［12］。基 于癌痛消方展现出来治疗 H CC的巨大潜

力，明确其免疫调节机制对制定 H CC临床综合治疗

方案具有迫切的现实意义。本 研究通过制备小鼠原

位移植性肝癌模型，以 N K 细 胞为切人点观察癌痛

消方对 HCC TEM的影响。

NK细胞是固有免疫细胞的主要成分之一，其主

要分化抗原特征为高表达 CD56,不表达 CD3。受 肝

细胞和Kupffer细胞分泌的细胞因子激活，杀灭肝脏

中的肿瘤细胞和病毒，并通过消除肝星状细胞抑制肝

脏的纤维化。在 H CC发生过程中，肝脏CD56阳性细

胞表达频率表达升高，活化标志物CD49A 的表达增

强E13］，提示NK细胞在肝脏肿瘤发生过程中发挥关键

作用。然 而，在 TEM慢性炎症、免疫抑制的特殊环境

中，NK细胞表达频率降低、功能衰竭、细胞因子分泌

减少，导致肿瘤免疫逃逸％16\ 基 因表达谱数据显

示，HCC组织中N K细胞丰度低于邻近的正常组织，

其丰度与CD96、CD279、细胞毒性 T 淋 巴细胞相关蛋

白4等编码免疫检查点蛋白基因相关E17\ 寻 找恢复
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NK细胞抗肿瘤免疫功能的药物，是开发 H CC治疗方

案的思路之一。实 验结果显示中、高剂量组 H CC组

织中CD45阳性 N K1.1阳性 CD3阴性细胞群的表达

频率显著升高，提示癌痛消方治疗可促进NK细胞向

肿瘤组织浸润。

除表达频率外，NK细 胞抗肿瘤效应还与其功

能和状态有关。单 细胞数据显示，肿瘤组织中的NK 

细胞和 T 细胞耗竭亚群患者预后不 良，与促进肿瘤

进展密切相关［18］。我 们进一步检测了肿瘤组织NK 

细胞活化耗竭相关抗原表位，以探讨分析癌痛消方

对N K 细胞的调节机制。CD96是 一种 I型 跨膜糖

蛋白免疫球蛋白超家族受体，在静止的 N K 细 胞上

低表达，在活化的 N K 细 胞上高表达。作 为一种共

抑制受体，CD96与 肿瘤细胞表面的 CD155结 合会

限制 N K 细胞效应功能。肿 瘤组织 CD96表 达较高

的患者临床结果较差E16］，具有作为治疗靶点的潜

力。研 究结果显示高 中低 剂量，中剂量 组、高 剂量

组、阳性对照组肿瘤组织 N K1.1阳 性 CD96阳 性表

达水平显著下降，提示癌痛消方和索拉菲尼均可促

进NK细胞杀伤功能。CD95是 Fas基 因编码的 I 

型跨膜蛋白，CD95配 体与靶细胞上的CD95结 合是

触发细胞 凋亡 的重要 机 制。NK 细 胞 表 面高表 达

CD95配体可诱导 H CC细胞凋亡［19］。索 拉非尼抑

制肝细胞增殖诱导肝细胞凋亡与 CD95蛋 白质巯基

亚硝基化有关［2°］。反 之，癌细胞也可以利用 CD95/

CD95配 体作用逃避机体免疫监视，促进肿瘤增殖 、

侵袭、迁移。实 验结果显示，各组间 N K 细 胞 CD95

表达无差异，提示CD95/CD95配体介导的非经典信

号通路不参 与调节 T ME中 的 N K 细 胞。PD-1为

CD28超家族成员，是一种重要的免疫检查点分子。

肿瘤细胞高表达 PD-1配 体 PD-L1 (programmed 

death ligand 1,PD-L1)抑制淋巴细胞功能。利 用抑

制剂阻断PD-1/PD-L1信号通路恢复免疫细胞活性

被广泛应用于治疗多种肿瘤。在 小 鼠体 内模 型中，

阻断 PD-1/PD-L1途 径可改善N K细胞增殖能力和

杀伤能力［21］。实 验结果显示，中剂量组、高剂量组

肿瘤组织 N K1.1阳 性 PD-1阳 性 表达水平显著下

降，提示中、高剂量癌痛消方可能具有促进N K细胞

抗肿瘤活性和增殖能力的功能 。

总而言之，本研究发现癌痛消方和索拉菲尼均

可以提高 H CC小 鼠肿瘤组织 N K 细 胞 浸润，促 进

NK 细胞杀伤 功能。此 外，中高剂量 的癌 痛消方 还

可下调 N K 细 胞 PD-1的 表达。研 究结果可为癌痛

消方临床应用提供实验依据。
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离心时血清红细胞分离不良，影响血液的正常分离，

使血液检测时出现异常分离现象[13_14]。②Ig：MM 

的发生会产生大量的免疫球蛋白，而免疫球蛋白可

抑制抗凝血酶活性，降低血细胞黏附性及干扰纤维

蛋白原的聚合，影响血凝块回缩，继而离心出现血液

异常分离。此 外免疫球蛋白异常增多可增加血液黏

稠度，增加血液分离难度，导致上层血清量肉眼可见

的减少，出现血液异常分离情况[15_16\ ③Hb.Hct：

Hb.H ct均为评估人体营养状态的有效指标，当机

体H b.Hct浓度降低时，提示患者可能存在严重的

贫血状况，而贫血伴随着红细胞生成减少及红细胞

破坏，导致血清密度相对增加及红细胞分离不 良情

况，出现血液异常分离％18]。④32-mg：其是构成细

胞膜表面HLA的 关键成分，它 的表达能反应 MM 

细胞的生长活力，并能反映肿瘤的负载状况。所 以，

更高的p2-MG含量，提示MM患者肿瘤负荷加重，

病情严重，而MM随着病情的进展会促进免疫球蛋

白异常分泌，继而影响纤维蛋白原聚合，影响血凝血

回缩，出现血液异常分离情况。因 此 MM患者血液

异常分离是TPJg.Hb.Hct等多种因素综合作用的

结果，临床血液检测过程中若发现出现血液异常分

离时，应考虑患者是否可能存在MM，以进一步进行

诊断治疗 。

综上所述，MM患者存在血液异常分离情况，可

能受MM患者自身TP、Ig、Hb、Hct、(32-MG等多因

素的影响，故MM患者血液异常分离则提示患者存

在高TP、Ig、(32-MG，并可能伴有严重的贫血，可为

临床MM早期诊治提供有效参考依据。
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