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四君子汤调节 NKG2A 表达影响 NK 细胞抗结肠癌作用

陈良燕，朱月伊，王鑫鑫，石晓兰*

（上海中医药大学 附属普陀医院，上海 200062）

［摘要］ 目的：探讨中药复方四君子汤通过调节 NKG2A 的表达影响自然杀伤（NK）细胞抗结肠癌的作用。方法：分离、纯

化来自健康人外周血 NK 细胞进行培养，分别构建人 NK 细胞单培、HCT116 细胞单培和 NK 细胞与 HCT116 细胞共培模型，实

时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测 NK 细胞中自然杀伤细胞 2 族成员 A（NKG2A）、白细胞介素（IL）-15 及结肠

癌细胞中组织相容性白细胞抗原 E（HLA-E）mRNA 的表达，酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测 NK 细胞中 IL-15 分泌；噻唑蓝

（MTT）比色法筛选 IL-15 的浓度，检测四君子汤和 IL-15 对 NK 细胞活性和共培模型中 HCT116 细胞活性的影响，Real-time

PCR 检测四君子汤和 IL-15 对 NK 细胞中 NKG2A 和 HCT116 中 HLA-E mRNA 表达的影响；使用 Anti-NKG2A 抗体（M）阻断

NKG2A/HLA-E 通路，MTT 比色法检测共培模型中 HCT116 细胞增殖情况。结果：与单培组比较，NK 细胞和 HCT116 细胞相互

作用引起 NK 细胞的 NKG2A 和 HCT116 中的 HLA-E mRNA 表达均上调（P<0.05）；IL-15 mRNA 表达和分泌也增加（P<0.05）；
IL-15 可增强 NK 细胞活性和抗结肠癌作用（P<0.01），也可上调 NKG2A 表达（P<0.05）；与空白组比较，四君子汤组、四君子汤+

IL-15 组的 NK 细胞活性和抗结肠癌作用进一步增加（P<0.01），Real-time PCR 结果显示，与空白组比较，四君子汤组和四君子

汤+IL-15 组中 NK 细胞 NKG2A 表达下调（P<0.05），共培模型中四君子汤组 HCT116 中 HLA-E 表达下调（P<0.01）；与相应未加

M 组比较，M 组与 IL-15+M 组 HCT116 细胞增殖被抑制（P<0.01）。结论：NK 细胞与结肠癌细胞相互作用可引起 NKG2A-HLA-

E 通路活化导致 NK 功能受损，四君子汤可抑制该信号激活从而恢复 NK 细胞抗结肠癌作用。
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Si Junzitang Regulates NKG2A Expression to Improve Anti-colon Cancer Function of

NK Cells

CHEN Liangyan，ZHU Yueyi，WANG Xinxin，SHI Xiaolan*

（Putuo Hospital Affiliated to Shanghai University of Traditional Chinese Medicine， Shanghai 200062， China）

［［Abstract］］ Objective：：To explore the mechanism of Si Junzitang in regulating the expression of NKG2A

to affect the anti-colon cancer function of natural killer（NK）cells. Method：： NK cells isolated from healthy

honors were cultured and used to construct the three incubation models of NK cells，human colon cancer

HCT116 cells，and NK cells + HCT116 cells（co-incubation）. real-time fluorescence quantitative polymerase

chain reaction（Real-time PCR）was conducted to determine the mRNA levels of natural killer group 2 member

A（NKG2A）and interleukin（IL）-15 in NK cells，as well as the mRNA level of histocompatibility leucocyte

antigen E（HLA-E）in HCT116 cells. The secretion of IL-15 was detected by enzyme-linked immunosorbent
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assay（ELISA）. Methyl thiazolyl tetrazolium（MTT） assay was employed to determine the applicable

concentration of IL-15 and test the effects of Si Junzitang and IL-15 on the activities of NK cells and the HCT116

cells in the co-incubation model. The effects of Si Junzitang and IL-15 on the mRNA levels of NKG2A in NK

cells and HLA-E in HCT116 cells were detected by Real-time PCR. Monalizumab（M，anti-NKG2A mab）was

used to block the NKG2A-HLA-E pathway in co-incubation model，and then the proliferation of HCT116 cells

was detected by MTT assay. Result：： The interaction of NK cells and HCT116 cells up-regulated the mRNA

levels of NKG2A in NK cells and HLA-E in HCT116 cells（P<0.05），as well as the expression level and

secretion of IL-15（P<0.05）. Compared with the blank group，Si Junzitang and Si Junzitang + IL-15 promoted

the proliferation and improved the anti-colon cancer function of NK cells（P<0.01）. Furthermore，they down-

regulated the mRNA levels of NKG2A in NK cells and HLA-E in the HCT116 cells co-incubated with NK cells

（P<0.01）. M and IL-15 + M inhibited the proliferation of HCT116 cells compared with the groups without M

（P<0.01）. Conclusion：：The interaction of NK cells and HCT116 cells can induce activation of NKG2A-HLA-E

pathway to impair NK cell function. Si Junzitang can inhibit the activation of NKG2A-HLA-E pathway to restore

the anti-colon cancer function of NK cells.

［［Keywords］］ natural killer（NK）cells；natural killer group 2 member A（NKG2A）；histocompatibility

leucocyte antigen E（HLA-E）；interleukin（IL）-15；colon cancer；Si Junzitang

自然杀伤（NK）细胞属于固有免疫系统中大颗

粒淋巴细胞，无需预先刺激、能够快速有效地识别

“感染”细胞和癌变细胞［1］，通过直接细胞毒作用、穿

孔素-颗粒酶、死亡受体表达及分泌效应细胞因子肿

瘤坏死因子 -α（TNF-α）、γ-干扰素（IFN-γ）等方式杀

伤溶解靶细胞，还能产生记忆效应，具有适应性免

疫细胞的功能，同时能够激活适应性免疫系统产生

免疫应答［2-3］，因此，NK 细胞成为肿瘤免疫疗法中备

受青睐的效应细胞。NK 细胞的激活由活化受体和

抑制性受体与相对应的配体结合产生的信号平衡

来调节的，其中自然杀伤细胞 2 族成员 A（NKG2A）
是 NK 细胞表达的主要抑制性受体之一，与其配体

组织相容性白细胞抗原 E（HLA-E）结合产生的抑制

信号可阻断活化信号传递，从而抑制 NK 细胞活

化［4］。 在 实 体 瘤 如 肝 癌 中 ，肝 癌 组 织 内 高 表 达

NKG2A 的 NK 细胞功能受损，与肝癌的不良预后相

关［5］，有 研 究 表 明 结 肠 癌 患 者 体 内 NK 细 胞 的

NKG2A 表达上调［6］，结肠癌细胞也能高表达 HLA-

E［7-8］，因此可以认为 NKG2A/HLA-E 信号通路可能

是结肠癌细胞抑制 NK 细胞活性的机制之一。

基于现代基础研究对中医药的分析发现中药

中的补益药及其成分偏于调节免疫相关和肿瘤相

关通路［9］，如人参及其成分能够调节机体免疫细胞，

包括 NK 细胞，增强其活性和杀伤作用［10］；黄芪的有

效成分黄芪甲苷Ⅲ能够增加 NK 细胞活化受体

NKG2D 表达、促进 NK 细胞抗结肠癌作用［11］。经补

益药物配伍组成的中药复方对免疫系统具有更强

的调节作用，如由人参、白术、茯苓、甘草 4 味补益药

配伍而成的四君子汤，现代药理学研究表明四君子

汤能够改善 T 细胞、巨噬细胞、NK 细胞抗肿瘤作

用［12-13］，经过分析发现四君子汤成分主要包含黄酮

苷、萜类、皂苷类化合物等［14］，这些成分对免疫系统

具有强调节作用。本课题组长期进行四君子汤调

节 NK 细胞抗结肠癌的基础实验研究，前期研究已

经证明了四君子汤有利于增加结肠癌荷瘤小鼠体

内 NK 细胞的比例，抑制结肠癌复发和转移［15］，体外

实验证明四君子汤可促进 NK 细胞增殖和抗结肠癌

作用［16］。本研究分析结肠癌微环境下 NK 细胞功能

变化及四君子汤对 NK 细胞抗结肠癌作用的影响。

1 材料

1.1 细胞株 HCT116 人结肠癌细胞株，购自中国

科学院上海生命科学研究院细胞库，编号 TCHu 99，

自复苏后传至 7~15 代用于实验。

1.2 药物与试剂 人白细胞介素（IL）-15 蛋白（北

京百普赛斯生物科技有限公司，批号 S7-83VF1-

8AQ），anti-NKG2A 抗体（M，武汉科斯坦生物科技

有限公司，批号 CSD00396），人参、白术、白茯苓、蜜

炙甘草（上海雷允上药业有限公司，批号分别为

29539、41784、29519、41723），由上海中医药大学中

药学院崔波老师鉴定均为正品，胎牛血清（Gemini

公司，批号 A24G00J），青 -链霉素（Boster 公司，批号

PYG0016），PRMI 1640 培养基、0.25% 胰蛋白酶溶

液（Gibco 公司，批号分别为 8120222、1930154），人
外周血淋巴细胞分离液（TBD，天津灏洋华科生物
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科 技 有 限 公 司 ，批 号 20210808-3466），噻 唑 蓝

（MTT）（中国 Solarbio 公司，批号 424B0516），人白

细胞介素（IL）-15 酶联免疫吸附测定法（ELISA）试
剂盒（武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司，批号

228CP4LX1T），TRIzol 试 剂（Tiangen 公 司 ，批 号

DP405），三氯甲烷、异丙醇、无水乙醇（上海凌峰化

学试剂有限公司，批号分别为 20190408、20200326、

20201222），primescriptRT master mix、TB Green®

premix ex Taq™ Ⅱ（日本 Takara 公司，批号分别为

AL13661A、AJ10746），奥沙利铂（OXA，山东罗欣药

业集团股份有限公司，批号 372320053，国药准字

H20123347）。
1.3 仪器 SVE-4A1 型生物安全柜（美国 Esco 公

司），170-200PLUS 型 CO2 恒 温 培 养 箱（英 国 RS

Biotech 公司），VIIA 7 Dx 型实时荧光定量聚合酶链

式反应（Real-time PCR）仪（美国 Life Technologies

公司），Varioskan Lux 型多功能全自动酶标仪（美国

Thermo 公司）。
2 方法

2.1 四君子汤提取物制备［16］ 人参、白术、茯苓、甘

草共 540 g，以 2∶3∶3∶1 混合剪碎，加入 6 倍体积的水

浸泡，回流提取，90 °C 加热回流 3 次，第 1 次提取

2 h，第 2 次和第 3 次，每次回流提取 1 h。合并 3 次提

取液，过滤，减压，蒸发至浸膏，减压干燥成干粉，每

1 g 生药获得干粉 0.32 g。实验前定量称取，无菌蒸

馏水溶解，0.22 μm 过滤，−20 ℃冰箱保存备用。

2.2 细胞培养 人结肠癌细胞株 HCT116 细胞使

用含有 15% FBS、1% P/S 的 RPMI 1640 培养基培养

在 37 ℃、5% CO2的恒温培养基中。

2.3 原代 NK 细胞提取、分离与培养［16］ 健康人外

周血购自上海长海医院献血站，共 60 mL，以 1︰1 的

比例使用 PBS 进行稀释后，与 TBD 以 2︰1 的比例分

层，以 1 500 r·min-1离心 20 min（离心半径 15 cm，下

同），离心后分为 4 层，从上至下依次为血清层、淋巴

细胞层、分离层、红细胞层，收集淋巴细胞层的细

胞 ，悬 浮 于 PBS 中 ，再 次 以 1 000 r·min-1 离 心

10 min，弃上清，收集沉淀悬浮于含 20%FBS 的完全

培养基中，使用 MACS NK 细胞分离试剂盒磁珠阳

性分选分离 NK 细胞，收集 CD3-CD56+ NK 细胞，流

式细胞仪上检测纯度约≥90%，可用于后续实验。

2.4 构建细胞培养模型 将人 NK 细胞调整密度为

3×106 个/mL，分别接种于 96 孔细胞培养板或 12 孔

细胞培养板构建 NK 细胞单培模型；将 HCT116 细胞

调整密度为 10×104 个/mL，分别接种于 96 孔细胞培

养板或 12 孔细胞培养板构建 HCT116 细胞单培模

型 ；将 人 NK 细 胞 调 整 密 度 为 5×106 个/mL，与

HCT116 细胞以 50∶1 的比例共同接种于 96 孔细胞

培 养 板 或 12 孔 细 胞 培 养 板 ，构 建 NK 细 胞 与

HCT116 的共培模型，用于后续实验。

2.5 MTT 比色法检测 IL-15 对 NK 细胞活性 NK

细胞单培模型分别设置空白组、IL-15 组（10、20、50、

100、200 μg·L-1），按分组顺序分别加入 96 孔板，处

理 24、48 h，加入 MTT 试剂（浓度、体积），10 μL/孔，

3.5 h 后加入 SDS 试剂，100 μL/孔，24 h 后于酶标仪

上 570 nm 处检测吸光度 A，代表 NK 细胞活性。

2.6 MTT 比色法检测四君子汤对 NK 细胞活性和

杀 伤 作 用 向 NK 细 胞 单 培 模 型 和 NK 细 胞 与

HCT116 细胞共培模型中加入含不同药物的培养

基，分别设置为空白组，IL-15 组（50 μg·L-1），OXA

组（10 mmol·L-1），四君子汤组（5 g·L-1），四君子汤+

IL-15 组（5 g·L-1+50 μg·L-1），按分组顺序分别加入

96 孔 板 ，分 别 培 养 24、48 h，单 培 模 型 直 接 加 入

MTT，10 μL/孔，3.5 h 后加入 SDS 试剂，100 μL/孔，

24 h 后于酶标仪上 570 nm 处检测 A，代表 NK 细胞

活性；共培模型中使用移液器轻轻吸弃上清中 NK

细胞，加入培养液 100 μL，加入 MTT 试剂，10 μL/

孔，3.5 h 后加入 SDS 试剂，100 μL/孔，24 h 后于酶标

仪上 570 nm 检测 A。

2.7 MTT 比色法检测四君子汤和 monalizumab 对

NK 细胞杀伤作用 向 NK 细胞和 HCT116 细胞共

培模型中加入含不同药物的培养基，分为设置为空

白组，M 组（1 mg·L-1），IL-15 组（50 μg·L-1），IL-15+

M 组（50 μg·L-1+1 mg·L-1），OXA 组（10 mmol·L-1），

OXA+M 组（10 mmol·L-1+1 mg·L-1），四 君 子 汤 组

（5g·L-1），四君子汤+M 组（5 g·L-1+1 mg·L-1），四君

子 汤 +IL-15 组（5 g·L-1+50 μg·L-1），四 君 子 汤 +

IL-15+M 组（5 g·L-1+50 μg·L-1+1 mg·L-1），按分组顺

序分别加入 96 孔板，分别培养 24、48 h，轻轻吸弃上

清及 NK 细胞，加入 100 μL 培养液后，加入 MTT，

10 μL/孔，3.5 h 后加入 SDS 试剂，100 μL/孔，24 h 后

于酶标仪上 570 nm 处检测 A。

2.8 ELISA 检测 IL-15 的分泌 NK 细胞单培模型

和共培养模型分别处理 24、48 h，轻轻吸取上清，室

温 200 r·min-1离心 10 min，收集上清，冷冻于−80 ℃

冰箱。根据人 IL-15 ELISA 试剂盒说明书，建立标

准曲线方程，计算 IL-15 含量。

2.9 Real-time PCR 检 测 IL-15、NKG2A、HLA-E

mRNA 表 达 分 别 收 集 培 养 模 型 中 NK 细 胞 和
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HCT116 细胞，TRIzol 试剂对细胞进行裂解 5 min，

以 500∶150 加入三氯甲烷，剧烈震荡以充分融合后，

在 4 ℃，12 000 r·min-1离心 15 min，收集水相层液体

转移至相对应的离心管内，以 1∶1 加入异丙醇，吹

匀 ，室 温 静 置 30 min，4 ℃ ，12 000 r·min-1 离 心

10 min，弃上清，加入 75% 无水乙醇后吹匀，4 ℃，

5 000 r·min-1离心 3 min，弃尽上清，加入无酶超纯水

20 μL，55 ℃水浴 10 min。20 μL 反应体系在 37 ℃、

15 min，85 ℃、5 s，4 ℃逆转录为 cDNA，进行 PCR 反

应，反应条件：95 ℃预变性 30 s，95 ℃变性 5 s，60 ℃

退火 34 s，40 个循环，以 β-actin 作为内参，使用 2-ΔΔCt

法进行计算。引物序列由上海捷瑞生物工程有限

公司合成，见表 1。

2.10 统计学处理 使用 Graph Prism 8.0.1 软件对

数据进行统计学分析，计量数据符合正态分布的使

用 x̄ ± s 表达，两组间比较采用 t 检验，3 组及以上的

组间比较采用 One-way ANOVA 检验，P<0.05 为差

异具有统计学意义。

3 结果

3.1 NK 细胞和结肠癌细胞相互作用对 NKG2A 和

HLA-E 表达的影响 NK 细胞与 HCT116 细胞共培

养模拟结肠癌免疫微环境，与 NK 细胞单培模型比

较，共培模型 NKG2A mRNA 表达上调（P<0.05，P<

0.01）；与 HCT116 细胞单培比较，共培养模型中

HCT116 细胞 HLA-E 表达上调（P<0.01）。见表 2。

3.2 NK 细胞和结肠癌细胞相互作用对 IL-15 分泌

和 mRNA 表达的影响 与 NK 细胞单培比较，共培

模型中 IL-15 mRNA 表达升高（P<0.05），IL-15 的分

泌也显示增加（P<0.01）。见表 3。

3.3 IL-15 对 NK 细胞活性和 NKG2A 表达的影响

与空白组比较，10、20、50 μg·L-1 IL-15 组 NK 细胞活

性均显著增加（P<0.01），100、200 μg·L-1 IL-15 组

NK 细胞活性降低，当 IL-15 为 50 μg·L-1时，NK 细胞

活性最高，后续实验选择 50 μg·L-1继续实验。与空

白组比较，IL-15 组中 48 h 时 NK 细胞的 NKG2A

mRNA 表达显著上调（P<0.01）。见表 4、表 5。

3.4 四君子汤对 NK 细胞活性和抗结肠癌作用的影

响 与空白组比较，IL-15 组、四君子汤组及四君子

汤+IL-15 组中 NK 细胞活性和杀伤作用显著增强，

差异有统计学意义（P<0.01），OXA 组中 NK 细胞活

性 显 著 下 调（P<0.01），与 IL-15 组 和 四 君 子 汤 组

表 1 引物序列

Table 1 Primers sequence

引物

β-actin

NKG2A

IL-15

HLA-E

序列（5'-3'）
上游 CTACCTCATGAAGATCCTCACCGA

下游 TTCTCCTTAATGTCACGCACGATT

上游 AGCTCCATTTTAGCAACTGAACA

下游 CAACTATCGTTACCACAGAGGC

上游 TTTCAGTGCAGGGCTTCCTAA

下游 GGGTGAACATCACTTTCCGTAT

上游 TTCCGAGTGAATCTGCGGAC

下游 GTCGTAGGCGAACTGTTCATAC

长度/bp

84

190

129

138

表 2 单培和共培对 NK 细胞的 NKG2A 与 HCT116 细胞的 HLA-E

mRNA表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 2 Effect of incubation and co-incubation models on

expression of NKG2A mRNA in NK cell and HLA-E in HCT116

（x̄± s，n=3）

组别

单培组

共培组

NKG2A

24 h

1.000±0.000

1.201±0.0821）

48 h

0.858±0.110

1.157±0.0682）

HLA-E

24 h

1.000±0.000

5.661±0.7782）

48 h

1.859±0.134

5.193±0.3322）

注：与相同时间单培比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 3 同）

表 3 单培和共培对 NK 细胞中 IL-15 的 mRNA 表达和分泌的影响

（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of incubation and Co-incubation models on

expression and secretion of IL-15 of NK cells（x̄± s，n=3）

组别

单培组

共培组

IL-15 mRNA

24 h

1.00±0.000

1.69±0.093）

48 h

1.27±0.20

1.71±0.141）

IL-15/ng·L-1

24 h

41.72±0.05

105.26±0.732）

48 h

45.33±0.36

240.61±0.782）

表 4 IL-15对 NK细胞的活性的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of IL-15 on activities of NK cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

IL-15 组

质量浓度/μg·L-1

10

20

50

100

200

24 h

0.280±0.005

0.294±0.0061）

0.297±0.0051）

0.299±0.0041）

0.273±0.0041）

0.271±0.0061）

48 h

0.302±0.008

0.332±0.0071）

0.336±0.0121）

0.336±0.0061）

0.296±0.008

0.295±0.006

注：与相同时间空白组比较 1）P<0.01（表 5 同）

表 5 IL-15对 NK细胞中 NKG2A mRNA表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of IL-15 on expression of NKG2A mRNA of NK

cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

IL-15 组

质量浓度/μg·L-1

50

24 h

1.000

0.957±0.004

48 h

0.826±0.213

1.490±0.0681）
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比较，四君子汤+IL-15 组进一步促进 NK 细胞对结 肠癌细胞的杀伤作用（P<0.05）。见表 6。

3.5 四君子汤对 NK 细胞中 NKG2A mRNA 表达的

影响 与同时间空白组比较，四君子汤组处理 48 h

的 NK 细胞中 NKG2A mRNA 表达降低，差异有统计

学 意 义（P<0.05），四 君 子 汤 +IL-15 组 的 NK 细 胞

NKG2A mRNA 表达显著降低，差异有统计学意义

（P<0.01），见表 7。

3.6 四君子汤对结肠癌细胞中 HLA-E 的 mRNA 表

达的影响 与同时间空白组比较，单培四君子汤组

的 HCT116 细胞 HLA-E mRNA 表达显著上调（P<

0.01），共培模型中四君子汤组 HCT116 细胞 HLA-E

mRNA 表达显著降低，差异有统计学意义（P<0.01）。
见表 8。

3.7 NKG2A-HLA-E 通路对 NK 细胞抗结肠癌的功

能的影响 与同时间空白组比较，M 组 HCT116 细

胞活性降低（P<0.01），与 IL-15 组比较，IL-15+M 组

中 HCT116 细胞活性降低（P<0.01）。见表 9。

4 讨论

肿瘤组织中 NK 细胞浸润度的升高与肿瘤的良

好预后相关，然而在复杂的肿瘤微环境的作用下，

肿瘤细胞通过多种抑制 NK 细胞功能活性，导致抗

癌免疫应答反应低下，在多种实体瘤肿瘤微环境

中，补体 C3a 分泌增加，与 NK 细胞表达的 C3aR 作

用抑制 NK 细胞在实体瘤中的迁移和浸润度［17］，肿

瘤低氧微环境也可以促进 SHP-1 磷酸化抑制信号转

导与转录激活因子 3（STAT3）和细胞外信号调节激

酶（ERK）信号通路阻断 NK 细胞活化，从而抑制 NK

细胞抗癌效果［18］。在结肠癌中，结肠癌来源的外泌

体可引起 NK 细胞功能失调，降低 NK 细胞的活性和

穿孔素、颗粒酶 B 的释放［19］；结肠癌细胞表面表达

增殖细胞核抗原（PCNA）也会改变 IFN-γ的分泌，

表 6 四君子汤和 IL-15对单培模型中 NK细胞和共培模型中 HCT116细胞活性的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of Si Junzitang and IL-15 on activities of NK cells in incubation and HCT116 in co-incubation models（x̄± s，n=3）

组别

空白组

IL-15 组

OXA 组

四君子汤组

四君子汤+IL-15 组

浓度

50 μg·L-1

10 mmol·L-1

5 g·L-1

5 g·L-1+50 μg·L-1

NK

24 h

0.193±0.004

0.195±0.005

0.172±0.0031）

0.475±0.0111）

0.457±0.0201）

48 h

0.214±0.007

0.225±0.0061）

0.168±0.0061）

0.415±0.0131）

0.408±0.0111）

HCT116

24 h

0.748±0.045

0.631±0.0411）

0.586±0.0411）

0.603±0.0341）

0.564±0.0401，2，3）

48 h

0.732±0.042

0.405±0.0481）

0.282±0.0511）

0.381±0.0351）

0.369±0.0331）

注：与同时间空白组比较 1）P<0.01；与 IL-15 组比较 2）P<0.01；与四君子汤组比较 3）P<0.05

表 7 四君子汤和 IL-15对单培和共培模型中 NK细胞中 NKG2A mRNA表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 7 Effect of Si junzidang and IL-15 on expression of NKG2A mRNA of NK cell in incubation and co-incubation models（x̄± s，n=3）

组别

空白组

OXA 组

四君子汤组

四君子汤+IL-15 组

浓度

10 mmol·L-1

5 g·L-1

5 g·L-1+50 μg·L-1

单培

24 h

1.000±0.000

1.835±0.1992）

0.804±0.078

0.599±0.0612）

48 h

1.000±0.000

0.821±0.018

0.702±0.0171）

0.440±0.0872）

共培

24 h

1.000±0.000

1.146±0.003

0.438±0.0662）

0.781±0.0911）

48 h

1.000±0.000

0.791±0.0301）

0.470±0.0032）

0.578±0.1652）

注：与同时间空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 8 同）

表 8 四君子汤对单培和共培模型中 HCT116细胞 HLA-E mRNA表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 8 Effect of Si junzidang on expression of HLA-E mRNA of HCT116 in incubation and co-incubation models（x̄± s，n=3）

组别

空白组

OXA 组

四君子汤组

浓度

10 mmol·L-1

5 g·L-1

单培

24 h

1.000±0.000

0.859±0.0362）

1.947±0.0662）

48 h

1.000±0.000

0.878±0.0341）

1.852±0.0392）

共培

24 h

1.000±0.000

0.603±0.0082）

0.416±0.0072）

48 h

1.000±0.000

1.396±0.0342）

0.430±0.0452）
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抑制 NK 细胞的活性［20］。本研究通过构建 NK 细胞

与结肠癌细胞共培养模型模拟结肠癌免疫微环境

时发现 NK 细胞的抑制性受体 NKG2A 表达上调，结

肠癌细胞表面的 HLA-E 表达也上调。在 NK 细胞

中，NKG2A 和 CD94 形成二聚体后与 HLA-E 结合磷

酸 化 位 于 尾 端 的 酪 氨 酸 免 疫 受 体 的 抑 制 序 列

（ITIMs），下调多种去磷酸化产生的活化信号从而

影响 NK 细胞的功能效果［21］。

IL-15 能够强有力的刺激 NK 细胞和 CD8+ T 细

胞活化发挥抗肿瘤作用［22］，但是 IL-15 作为细胞因

子免疫疗法并未使更多的患者受益，在肿瘤微环境

中，IL-15 甚至可能有利于肿瘤进展和免疫逃逸［23］，

目前发现 IL-15 能够影响 NK 细胞的免疫检查位点

表达，如 IL-15 联合糖皮质激素等导致 NK 细胞的程

序性死亡受体 -1（PD-1）表达上调［24］，且 IL-15 在肿

瘤微环境的作用下也能引起程序性死亡配体 1（PD-

L1）高表达，从而抑制 NK 细胞活性和抗肿瘤作

用［25］。在本研究发现，当 NK 细胞与结肠癌细胞相

互作用时促进了 IL-15 的分泌和表达，使用外源性

IL-15 作用于 NK 细胞时发现能够促进 NK 细胞增

殖，但同时也能够上调 NK 细胞中 NKG2A 的表达，

联合 anti-NKG2Amab 时进一步增加 NK 细胞杀伤结

肠癌作用，这表明在肿瘤免疫微环境中，由 IL-15 上

调 NKG2A 引起的抑制性信号可能是 NK 细胞抗结

肠癌作用不足的原因之一。

结肠癌在中医学中归属于“肠结”“癥瘕”等范

畴，机体正气虚弱、脾肾亏虚为其发病的内在因

素［26］，治疗上当注重补助正气，调理脾胃；四君子汤

是临床上常用的补益剂之一，常联合手术、放化疗

应用于结肠癌的临床治疗，能够有效改善患者免疫

功能，提高患者生存质量［27-28］。四君子汤中人参大

补元气，健脾养胃，白术健脾燥湿以助运化，茯苓渗

湿健脾，炙甘草补气和中，调和诸药，四药配伍，共

奏益气健脾之功［29］，现代研究发现四君子汤可改善

免疫功能、增强免疫细胞的抗肿瘤效应［30］；本研究

结果表明四君子汤可增加 NK 细胞活性和抗结肠癌

作用，并下调了 NKG2A 表达，在与 IL-15 联合时，也

能降低 NKG2A 表达，同时四君子汤还可以降低微

环 境 下 结 肠 癌 细 胞 中 HLA-E 的 表 达 ，使 用 anti-

NKG2A 单抗阻断 NKG2A-HLA-E 通路后，IL-15 刺

激的 NK 细胞抗结肠癌作用进一步增强。

综上所述，结肠癌微环境下 NK 细胞发挥抗癌

作用的同时，也会增强 NKG2A-HLA-E 的活化而损

害 NK 细胞抗结肠癌作用，而四君子汤可促进 NK 细

胞抗结肠癌作用，增强 NK 细胞的杀伤作用，这些可

能与四君子汤抑制结肠癌微环境中 NKG2A-HLA-E

通路信号有关，改变了由于 NK 细胞过度活化导致

的功能低下引起的结肠癌细胞免疫逃逸的状态。
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