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［摘要］ 目的：观察半夏泻心汤含药肠吸收液对胃癌微环境中多形核髓系来源抑制细胞（PMN-MDSCs）凋亡的影响。

方法：制备半夏泻心汤含药肠吸收液，以 Transwell 小室将胃癌细胞与 PMN-MDSCs 非接触共培养建立胃癌微环境模型，采用

细胞增殖与活性检测-8（CCK-8）法筛选 0.63 g·mL-1复溶液制备而成的 0~100% 半夏泻心汤含药肠吸收液的最佳干预浓度及时

间，分为空白组、模型组、奥沙利铂组（10 mg·L-1）及半夏泻心汤组（26%、18%、10% 含药肠吸收液），采用 CCK-8 法检测 PMN-

MDSCs的增殖，流式细胞术检测 PMN-MDSCs的凋亡，蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 PMN-MDSCs胃癌微环境凋亡相关

蛋白，B 细胞淋巴瘤 -2（Bcl-2）、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）、胱天蛋白酶 -3（Caspase-3）蛋白表达水平。结果：作用 24、48 h，与空白

组比较，5%、50%、75%、100% 半夏泻心汤含药肠吸收液对 PMN-MDSCs 的抑制率均有升高（（P<0.05，P<0.01），作用 72 h，除

50% 半夏泻心汤含药肠吸收液对 PMN-MDSCs 的抑制率低于 48 h（P<0.01），其余浓度各自抑制率差异无统计学意义，且 48 h

半数抑制浓度（IC50）为 18.40%，说明 18% 半夏泻心汤含药肠吸收液在 48 h 为最佳干预浓度及时间。与空白组比较，模型组

PMN-MDSCs 的存活率明显升高（P<0.05），凋亡率明显下降（P<0.05）；与模型组比较，半夏泻心汤组 PMN-MDSCs 存活率均明

显降低（P<0.05），凋亡率明显升高（P<0.05），以半夏泻心汤组（26% 含药肠吸收液）最为明显（P<0.05）。与空白组比较，模型组

PMN-MDSCs 促凋亡蛋白 Bax、Caspase-3 表达明显降低（P<0.05），抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达明显上升（P<0.05）。与模型组比较，

奥沙利铂组、半夏泻心汤组 PMN-MDSCs Caspase-3 蛋白表达升高（P<0.05），Bcl-2 蛋白表达明显降低（P<0.05），奥沙利铂组、半

夏泻心汤组（10% 含药肠吸收液）Bax 蛋白表达升高（P<0.05）。结论：半夏泻心汤含药肠吸收液能通过调控胃癌微环境 PMN-

MDSCs凋亡相关蛋白 Bax、Caspase-3 及 Bcl-2 的表达，诱导 PMN-MDSCs凋亡。
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absorption solution on the apoptosis of polymorphonuclear myeloid-derived suppressor cells （PMN-MDSCs） in 

gastric cancer microenvironment. Method：： BXT-containing intestinal absorption solution was prepared， and 

gastric cancer cells and PMN-MDSCs were non-contact co-cultured in Transwell chamber to establish gastric 

cancer microenvironment. Cell counting kit-8 （CCK-8） assay was used to screen the optimal intervention 

concentration and time of 0-100% BXT-containing intestinal absorption solution prepared by 0.63 g·mL-1 

reconstitution solution. Cells were classified into blank group， model group， oxaliplatin group （10 mg·L-1）， and 

BXT （26%， 18%， 10% BXT-containing intestinal absorption solution） group， and the apoptosis of PMN-

MDSCs was detected by flow cytometry. The expression of apoptosis-related B-cell lymphoma 2 （Bcl-2）， Bcl-2-

associated X protein （Bax）， and cysteine-aspartic acid protease-3 （Caspase-3） in PMN-MDSCs was detected by 

Western blot. Result：： After treatment for 24 h and 48 h， the PMN-MDSCs-inhibiting rate was increased by 5%， 

50%， 75%， and 100% BXT-containing intestinal absorption solution compared with that in the blank group （P<

0.05， P<0.01）. At 72 h， the PMN-MDSCs-inhibiting rate by 50% BXT-containing intestinal absorption solution 

was lower than that at 48 h （P<0.01）， and the PMN-MDSCs-inhibiting rate by 5%， 75%， and 100% BXT-

containing intestinal absorption solution showed no significant difference from that at 48 h. Moreover， the half-

maximal inhibitory concentration （IC50） at 48 h was 18.40%. Thus， 18% BXT-containing intestinal absorption 

solution and 48 h were the optimal intervention concentration and time. The survival rate of PMN-MDSCs in 

model group was higher than that in the blank group （P<0.05）， and the apoptosis rate was lower than that in the 

blank group （P<0.05）. Compared with model group， BXT containing intestinal absorption solution lowered the 

survival rate and raised apoptosis rate of PMN-MDSCs （P<0.05）， particularly the 26% BXT-containing 

intestinal absorption solution （P<0.05）. The expression of Bax and Caspase-3 in PMN-MDSCs was lower in the 

model group than in the blank group （P<0.05）， and the expression of Bcl-2 was higher in the model group than 

in the blank group （P<0.05）. The expression of Caspase-3 in PMN-MDSCs increased （P<0.05） and the 

expression of Bcl-2 decreased （P<0.05） in oxaliplatin group and BXT group compared with those in the model 

group. The expression of Bax rose in oxaliplatin group and BXT group （10% BXT-containing intestinal 

absorption solution） （P<0.05）. Conclusion：： BXT can induce the apoptosis of PMN-MDSCs by regulating the 

expression of apoptosis-related proteins Bax， Caspase-3， and Bcl-2 in gastric cancer microenvironment.

［［Keywords］］ gastric cancer microenvironment； myeloid-derived suppressor cells； apoptosis； Banxia 

Xiexintang

胃癌（GC）是全球癌症相关死亡的主要原因之

一［1］，其发病与所在肿瘤微环境中的多种细胞相关。

其中，多形核髓系来源抑制细胞（PMN-MDSCs），是
一类未分化成熟并具有免疫抑制特性的细胞［2］。当

胃癌发生后，可诱导 PMN-MDSCs 生成，伴随着肿

瘤的发生发展在肿瘤部位逐渐聚集，成为肿瘤微环

境的重要组成部分［3］。PMN-MDSCs 可以通过分泌

趋化因子、细胞因子和酶或者发挥免疫抑制功能而

发生免疫逃逸，增强了肿瘤细胞的增殖存活、黏附

及侵袭，促进了肿瘤的进展和转移［4-5］。因此，干预

肿瘤微环境中 PMN-MDSCs 的增殖浸润对肿瘤的

治疗具有重要意义。

胃癌属中医学“伏梁”“反胃”“积聚”等范畴，在

前期研究中，课题组提出“本虚标实、寒热错杂”是

胃癌的基本中医病机，“健脾散结，平调寒热”是其

关键中医治法，半夏泻心汤出自《伤寒论》，是该治

法的代表方剂［6］，由半夏、黄芩、干姜、人参、黄连、大

枣、甘草组成，其防治胃癌的临床疗效已被众多临

床研究证实［7］。课题组前期研究表明，半夏泻心汤

对胃癌荷瘤裸鼠有明显的抑瘤作用［8］，其含药血清

可诱导人胃癌细胞凋亡［9］，亦可抑制骨髓间充质干

细胞（BMSCs）外泌体诱导的人胃癌细胞增殖［10］及

胃癌微环境中间充质干细胞（MSCs）的异常生长增

殖［11］，并抑制胃癌微环境诱导的腹膜间皮细胞凋

亡［12］。但含药血清通过体内代谢后，其药效成分含

量降低，或发生复杂的变化，非药物的干扰成分增

多，增加了实验质控的难度，降低了实验效能，难以

真实反映药物的药效。与含药血清比较，采用外翻

肠囊法制备的含药肠吸收液，其药效成分含量高、

干扰成分少、药物活性显著。因此，本文采用半夏
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泻心汤含药肠吸收液 ，观察其对胃癌微环境中

PMN-MDSCs 凋 亡 的 影 响 ，以 期 从 干 预 PMN-

MDSCs角度探讨半夏泻心汤防治胃癌的作用机制。

1 材料

1.1　动物及细胞     SPF 级雄性 SD 大鼠 6 只，体质量

180~220 g，SPF 级 C57 雄性小鼠 6 只，4~6 周龄，体质

量 15~20 g，均由甘肃中医药大学实验动物中心提

供，合格证号 SCXK（甘）2020-0001，使用许可证号

SYXK（甘）2020-0009。本研究涉及动物的实验均

经甘肃中医药大学实验动物伦理委员会审查批准

（批号 2021-021）。小鼠胃癌细胞 MFC 由武汉普诺

赛生命科技有限公司提供，目录号为 CL-0156，传至

第 3 代备用。

1.2　药物与试剂     半夏泻心汤由法半夏 12 g、黄芩

9 g、干姜 9 g、人参 9 g、黄连 3 g、大枣 9 g、炙甘草 9 g

组成，中药饮片购于甘肃中医药大学附属医院中药

房，经甘肃中医药大学药学院景明教授鉴定符合

2020 年版《中华人民共和国药典》规定。1640 基础

培养基、胰酶消化液（上海源培生物科技股份有限

公司，批号分别为 L210KJ、H120901）；小鼠骨髓间

充质干细胞培养基、红细胞裂解液、台式液（武汉普

诺赛生命科技有限公司，批号分别为 CM-M131、

R1010-500、PB180338）；胎牛血清（FBS，上海佰晔

生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 AB-FBS0500S）；鼠 源

CD11b 抗体、鼠源 Ly6C 抗体、鼠源 Ly6G 抗体［赛默

飞世尔科技（中国）有限公司，批号分别为 11-0112-

81、17-5932-80、12-9668-80］；粒细胞 -巨噬细胞集落

刺 激 因 子（GM-CSF）、粒 细 胞 集 落 刺 激 因 子

（G-CSF）、重组鼠白细胞介素 -13（IL-13）（杭州联科

美讯生物医药技术有限公司，批号分别为 315-03-

20、250-05-10、210-13-10）；细胞增殖与活性检测 -8

（CCK-8）试剂盒（莱恩生物科技有限公司，批号

M4839-500T）；6 孔 Transwell 小室（美国 Corning 公

司，批号 3412）；奥沙利铂（北京索莱宝科技有限公

司，批号 61825-94-3）；β-肌动蛋白（β-actin）抗体（武

汉三鹰生物技术有限公司，批号 00104925）；兔抗蛋

白 B 细胞淋巴瘤 -2（Bcl-2）、兔抗 Bcl-2 相关 X 蛋白

（Bax）、鼠抗胱天蛋白酶 -3（Caspase-3）［安诺伦（北

京）生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 YM3041、

YM3619、YT0656］；山羊抗兔免疫球蛋白（Ig）G、山

羊抗鼠 IgG（成都正能生物技术有限公司，批号分别

为 KK2315、KK0315）。
1.3　仪器     CRY-180 型 CO2 培养箱（天津市莱玻特

瑞仪器设备有限公司）；FACSCelesta 型高端分析型

流式细胞检测仪（美国 BD 公司）；CKK41 型倒置显

微镜（日本奥林巴斯 Olympus 公司）；SpectraMax i3x

型全波长酶标仪（美国 Thermo Fisher Scientific 公

司）；R21G 型高速冷冻离心机（日本日立公司）；
DYCZ-24DH 型电泳仪、DYY-7C 型电转仪（北京六

一生物科技有限公司）；GeLView 6000Plus型化学发

光成像系统（广州博鹭腾生物科技有限公司）。
2 方法

2.1　半夏泻心汤含药肠吸收液制备     按原方比例，

参考现代临床用量［13］，称取法半夏 12 g、黄芩 9 g、

干姜 9 g、人参 9 g、黄连 3 g、大枣 9 g、炙甘草 9 g，将

饮片混合浸泡 30 min，煎煮 2 次，第 1 次加 10 倍水，

煎煮 30 min 后取煎液，第 2 次加 8 倍水，煎煮 30 min

后合并 2 次药液，加热浓缩至 120 mL，制备成含生

药 0.5 g·mL-1 的半夏泻心汤药液。置于−80 ℃冰箱

冻存后转入冷冻干燥机冻干，48 h 取出，得 30 g 冻

干粉（即 1 g 冻干粉含 2 g 生药量）。使用台式液复

溶，配置为含生药 0.63 g·mL-1 的复溶液，4 ℃保存

备用。

参考文献方法（大鼠外翻肠囊法）［14］，取 SPF 大

鼠，禁食 12 h，戊巴比妥钠麻醉后剪取肠段，剥离肠

系膜，清净肠管内容物。取幽门至回盲瓣之间肠段

共 4 段，每段长度均为 14 cm。所取 4 段肠段均以台

氏液冲洗后翻转，结扎成囊状。将半夏泻心汤台式

液 复 溶 90 mL 加 入 麦 氏 浴 管 中 ，通 入 95% O2 和

5% CO2气体，37 ℃恒温。肠管中注入台氏液 2 mL，

再置于麦氏浴管。2 h 后收集 4 段肠管中所得，经

0.22 μm 细胞滤器滤过除菌，获得半夏泻心汤含药

肠吸收液，4 ℃储存备用。

2.2　 PMN-MDSCs 的分离培养与鉴定     4~6 周龄

C57 雄性小鼠 6 只，体质量 15~20 g，颈椎脱臼处死

并置于 75% 乙醇中浸泡 5 min；取股骨、胫骨、髂骨，

75% 乙醇浸泡，转入磷酸盐缓冲液（PBS），剪开骨头

两端的股骨头；用 RPMI 1640 培养液冲骨髓至培养

皿中，轻柔反复吹打得骨髓单细胞悬液；于离心机

1 200 r·min-1离心 5 min（离心半径 10 cm，下同）后弃

净上清，加红细胞裂解液裂解 1 min，用 RPMI 1640

培养液 10 mL 终止反应。在 4 °C，1 200 r·min-1离心

20 min，弃去离心管中的上清液，加 RPMI 1640 培养

液并用移液枪反复吹打细胞，使细胞重悬呈现单细

胞状态，用 200 目尼龙网过滤上述重悬细胞至新的

离心管中；根据实验需要用培养液调节细胞密度，

计数备用。按照 1.0×107个/孔接种于培养皿中，24 h

内不换液。在培养基培养 1~2 d，培养基中只加入
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GM-CSF（40 μg·L-1）、G-CSF（40 μg·L-1）。在孵育

第 3 天，添加 IL-13（80 μg·L-1）［15］。第 4~5 天取培养

皿底部 PMN-MDSCs，分别加入 CD11b、Ly6C、Ly6G

抗体 5 μL 冰上孵育 30 min，PBS 洗涤后，上流式机

器检测分析 PMN-MDSCs表型细胞数量。

2.3　CCK-8 法筛选半夏泻心汤含药肠吸收液的最

佳干预浓度     将 PMN-MDSCs 调整细胞密度为 5×

103 个/孔，每孔 100 μL，接种于 96 孔板，37 ℃、5% 

CO2 培养箱中培养 24 h 后弃上清，加入完全培养基

180 μL，分别加入不含半夏泻心汤含药肠吸收液空

白台式液、1%、5%、10%、25%、50%、75%、100% 的

半夏泻心汤含药肠吸收液 20 μL，每组设 3 个复孔，

干预 24、48、72 h 后终止培养，培养至所需时间后，

各培养孔加入 CCK-8 溶液 10 μL，37 ℃培养 4 h，用

全自动酶标仪检测，振荡 1 min，在 450 nm 波长下检

测吸光度 A，计算细胞生长抑制率，细胞抑制率=（1−
A 药物组/A 空白组）×100%。根据不同浓度含药肠吸收液

对 PMN-MDSCs 不 同 时 间 点 的 抑 制 率 ，使 用

GraphPad Prism8 软件分别计算出半夏泻心汤含药

肠吸收液对 PMN-MDSCs 细胞在 24、48、72 h 的半

数抑制浓度（IC50），以确定半夏泻心汤的最佳含药

肠吸收液浓度。

2.4　细胞共培养体系的建立与分组处理     MFC 与

PMN-MDSCs 均为贴壁细胞，在 37 ℃、5% CO2培养

箱中，MFC 细胞、PMN-MDSCs 细胞均用含有 10% 

FBS 和 1% 青霉素 -链霉素的 RPMI 1640 培养基培

养，待细胞融合度达 80% 以上时进行传代培养。实

验分组及处理如下，空白组取处于对数生长期的

PMN-MDSCs 细胞，将其单独培养在含有 1.8 mL 完

全培养基的 Transwell小室下室。模型组，取对数生

长期 PMN-MDSCs 细胞，含有 1.8 mL 完全培养基的

Transwell 小室下室，同时取对数生长期的 MFC 细

胞，接种于 Transwell 小室的上室，置入 37 ℃ 、5% 

CO2 培养箱中进行共培养，上室和下室细胞个数按

1∶1 接种。半夏泻心汤肠吸收液组，在模型组的基

础上，上室分别加入含 26%、18%、10% 的半夏泻心

汤含药肠吸收液 200 μL；奥沙利铂组，在模型组的

基础上，参考文献［16］方法，上室加入含 10 mg·L-1

奥沙利铂 200 μL，分别培养 48 h 后终止培养，收集

细胞，进行各种实验指标的检测。

2.5　CCK-8 法检测 PMN-MDSCs 的增殖     将 MFC

与 PMN-MDSCs 共培养干预 48 h，取出上室，各孔加

入 CCK-8 溶液，继续培养 4 h，按照 2.3 项下方法，测

吸光度 A，计算细胞存活率，细胞存活率 =A 加药组/

A 空白组×100%。

2.6　 流 式 细 胞 术 检 测 PMN-MDSCs 的 凋 亡     将

PMN-MDSCs 按 5×105 个/孔 接 种 于 6 孔 板 底 部 ，

MFC 以 5×105 个/孔 接 种 于 孔 径 为 0.4 μm 的

Transwell 小室内，实验时将小室插于板孔中，进行

共培养。细胞分组及培养干预同 2.4 项，培养 48 h，

移除上层小室，6 孔板底部 PMN-MDSCs 用无 EDTA

胰酶消化，1 000 r·min-1 离心 5 min 收集细胞，弃上

清。用预冷 PBS 将细胞洗涤 2 次，重悬细胞，加入

Annexin-V-FITC 5 μL，PI 5 μL，室 温 避 光 反 应

10 min，1 h 内在流式细胞仪上检测 PMN-MDSCs 的

凋亡情况。计算细胞凋亡率，细胞凋亡率 =（Q2+

Q3）/（Q1+Q2+Q3+Q4）×100%（Q 代表象限）。独立

实验重复 3 次。

2.7　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 Bcl-2、

Bax、Caspase-3 蛋白表达水平     取共培养干预 48 h

后 的 各 组 下 室 中 PMN-MDSCs，提 取 总 蛋 白 ，用

BCA 法测定各组蛋白浓度，调整蛋白上样浓度并加

入蛋白上样缓冲液，37 ℃水浴槽中反应 60 min 进行

变性处理，取等量各组蛋白上样、电泳，转膜至

PVDF 膜 上 ，清 洗 后 封 闭 ，加 一 抗（Bcl-2、Bax、

Caspase-3、β-actin，1∶1 000），4 ℃孵育过夜，用 PBST

洗 3 次，用封闭液将二抗（1∶10 000）温育 1.5 h，用

PBST 洗 4 次。将 ECL 曝光液按 A 液 -B 液 1∶1 混匀

后覆盖在整片膜上反应 2 min，采用凝胶图象处理系

统软件测灰度值，求蛋白的相对表达水平。独立重

复实验 3 次。

2.8　统计学分析     采用 SPSS 23.0 分析软件进行统

计分析，结果采用 x̄ ± s 来表示，两组间比较，经方差

齐性检验后采用单因素方差分析并进行多重比较，

不符合正态分布的采用 Kruskal-Wallis 秩和检验，

P<0.05 为差异有统计学意义。数据图用 GraphPad 

Prism 8 软件进行绘制。

3 结果

3.1　PMN-MDSCs 的鉴定结果     根据流式细胞仪

前向散射光和侧向散射光检测器排除死亡细胞碎

片及颗粒，分选出大小种类较为均一的一群细胞，

通过 FITC-CD11b 标记抗体分选出其中 CD11b+阳性

细胞，在此条件基础上使用 FITC-CD11b、PE-Ly6G、

APC-Ly6C 三染，分选 CD11b+Ly6Ghigh 双阳性细胞，

测得占比（83.10±1.52）%，符合 PMN-MDSCs 的细胞

表型特征。

3.2　半夏泻心汤含药肠吸收液对 PMN-MDSCs 的

最佳干预浓度     与干预 24 h 比较，干预 48 h 时 5%、

··61



第 29 卷第  10 期
2023 年 5 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 29，No. 10

May，2023

50%、75%、100% 的半夏泻心汤含药肠吸收液对

PMN-MDSCs 的抑制率均有升高，差异有统计学意

义（P<0.05，P<0.01）；与干预 48 h 比较，干预 72 h 时

除 50% 半夏泻心汤含药肠吸收液对 PMN-MDSCs

的抑制率低于 48 h（P<0.01），其余浓度各自抑制率

差异无统计学意义。 GraphPad Prism 8 软件计算

显示，半夏泻心汤含药肠吸收液在 24、48、72 h 对

PMN-MDSCs 细胞的半数抑制浓度（IC50）分别为

19.04%、18.40%、8.52%。 因 此 ，在 后 续 实 验 中 将

48 h 作 为 干 预 时 间 点 ，并 根 据 48 h 的 IC50，选 择

26%、18%、10% 半夏泻心汤含药肠吸收液作为浓度

梯度开展后续研究。见表 1。

3.3　半夏泻心汤含药肠吸收液对胃癌微环境中

PMN-MDSCs 增殖及凋亡的影响     半夏泻心汤含药

肠吸收液干预 48 h，与空白组比较，模型组 PMN-

MDSCs 的 存 活 率 明 显 升 高 ，凋 亡 率 明 显 下 降

（P<0.05）；与模型组比较，奥沙利铂组、半夏泻心汤

组 PMN-MDSCs 的存活率均明显降低，凋亡率明显

升 高（P<0.05），以 26% 半 夏 泻 心 汤 组 最 为 明 显

（P<0.05）。见表 2。

3.4　半夏泻心汤含药肠吸收液对胃癌微环境中

PMN-MDSCs Bcl-2、Bax、Caspase-3 蛋白表达的影

响     半夏泻心汤含药肠吸收液干预 48 h，与空白组

比较，模型组 PMN-MDSCs Bax、Caspase-3 蛋白表达

明显降低，Bcl-2 蛋白表达明显升高（P<0.05）。与模

型 组 比 较 ，奥 沙 利 铂 组 、半 夏 泻 心 汤 组 PMN-

MDSCs Caspase-3 蛋 白 表 达 明 显 升 高（P<0.05），
Bcl-2 蛋白表达明显降低（P<0.05），奥沙利铂组、半

夏泻心汤组（10% 含药肠吸收液）Bax 蛋白表达升高

（P<0.05）。见图 1 和表 3。

4 讨论

长期以来肿瘤被认为可产生免疫抑制微环境，

阻碍机体的抗肿瘤能力。MDSCs 是髓细胞谱系中

最重要的固有部分，生理情况下细胞因子作用于髓

细胞，使其向单核细胞、巨噬细胞、粒细胞及成熟

表 1　半夏泻心汤含药肠吸收液对 PMN-MDSCs 增殖的影响

Table 1　Effect of Banxia Xiexintang-containing intestinal absorption solution on proliferation of PMN-MDSCs

组别

空白组

半夏泻心汤组

体积分数/%

1

5

10

25

50

75

100

24 h

A（x̄± s，n=3）

1.07±0.03

1.05±0.06

0.99±0.04

0.82±0.04

0.64±0.07

0.52±0.06

0.57±0.04

0.68±0.02

抑制率/%

22.13

26.62

31.12

44.23

58.57

67.24

62.32

55.03

48 h

A（x̄± s，n=3）

0.99±0.03

0.92±0.10

0.60±0.07

0.76±0.03

0.69±0.10

0.39±0.03

0.53±0.04

0.50±0.02

抑制率/%

31.28

36.62

41.122）

49.23

54.57

77.241）

66.562）

69.082）

72 h

A（x̄± s，n=3）

1.02±0.03

1.00±0.05

0.78±0.01

0.73±0.02

0.56±0.02

0.65±0.07

0.51±0.03

0.47±0.02

抑制率/%

29.08

30.62

47.12

51.23

64.57

57.244）

68.56

71.06

注：与干预 24 h 比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与干预 48 h 组比较 3）P<0.05，4）P<0.01

注：A.空白组；B.模型组；C.奥沙利铂组；D~F.半夏泻心汤 26%、

18%、10% 含药肠吸收液组

图 1　PMN-MDSCs 中 Bcl-2、Bax、Caspase-3 蛋白表达电泳

Fig.  1　 Electrophoresis of Bcl-2， Bax， and Caspase-3 protein 

expression in PMN-MDSCs

表 2　半夏泻心汤含药肠吸收液对胃癌微环境中 PMN-MDSCs 增

殖及凋亡的影响  （x̄± s，n=3）

Table 2　 Effect of Banxia Xiexintang-containing intestinal 

absorption solution on proliferation and apoptosis of PMN-

MDSCs in gastric cancer microenvironment （x̄± s，n=3） %

组别

空白组

模型组

奥沙利铂组

半夏泻心汤组

体积分数/%

103）

26

18

10

存活率

156.76±0.21

184.23±1.241）

55.55±2.862）

53.97±3.102）

55.03±2.282）

62.88±3.362）

凋亡率

6.63±1.34

3.60±0.411）

16.67±0.422）

38.42±1.372）

7.73±0.162）

3.63±1.552）

注：与空白组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05（表 3 同）；
3）表示单位为 mg·L

··62



第 29 卷第  10 期
2023 年 5 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 29，No. 10

May，2023

树突状细胞等方向分化，在肿瘤等病理刺激下其分

化过程被阻断，出现了增殖和积累，浸润在肿瘤微

环境中［2］。根据 MDSCs 表型和生物学功能，分为

PMN-MDSCs 和 M-MDSCs，根据种属不同，其中鼠

源 MDSCs 定 义 分 别 为 CD11b+Ly6GhighLy6Clow、

CD11b+Ly6GlowLy6Chigh［17］。在肿瘤微环境中，肿瘤

细胞分泌 IL-1β、IL-6、GM-CSF［18］等细胞因子，诱导

髓源性抑制细胞的大量生成并诱导其募集到肿瘤

部位。有研究显示，扩增的 PMN-MDSCs 一方面可

以通过自分泌 CCl9、S100A8/A9、CCl2 等因子募集

更多的 PMN-MDSCs，通过对肿瘤微环境中各种组

分的驯化，抑制正常免疫系统，从而使肿瘤获得一

个有利于其生长进展的微环境，发生免疫逃逸。另

一方面还可诱导肿瘤细胞上调血管内皮生长因子

（VEGF）、整合素 α4β1（α4β1）等因子促进肿瘤细胞

的增殖黏附和转移［19-20］。因此，干预胃癌微环境中

PMN-MDSCs 的增殖及活性是胃癌治疗的重要靶点

及全新策略，成为近年来研究新关注的焦点。

半夏泻心汤出自《伤寒论》，方中法半夏、干姜

辛开以化痰散结；黄连、黄芩苦降以清解癌毒；人
参、大枣、甘草甘补健脾补虚。胃癌属中医学“伏

梁”“反胃”“积聚”等范畴，在前期的研究中，课题组

提出“本虚标实、寒热错杂”是胃癌的基本中医病

机，“健脾散结，平调寒热”是其关键中医治法。课

题组前期研究证实，半夏泻心汤对在体内、体外均

有明确的抗肿瘤作用，特别是半夏泻心汤含药血清

对胃癌微环境中的间充质干细胞（MSCs）诱发胃癌

细胞生长增殖有显著的干预作用。但半夏泻心汤

能否干预胃癌微环境中 PMN-MDSCs 的增殖及其

活性，目前并不清楚。针对胃癌及所形成的肿瘤微

环境，胃肠往往发挥的直接吸收和干预作用，肠吸

收液成分较入血成分发挥效应更为提前。同时，中

药肠吸收液模型具有操作简单，制取快速的优势，

该模型可用于早期药物高通量的筛选［21］。故本研

究采用 Transwell 小室将胃癌细胞与 PMN-MDSCs

非接触共培养建立胃癌微环境，观察半夏泻心汤含

肠 吸 收 液 对 胃 癌 微 环 境 中 PMN-MDSCs 凋 亡 的

影响。

细胞凋亡是机体内细胞的程序性死亡，在机体

内环境的维持及多个系统的发育中发挥重要作用，

细胞凋亡受 Bcl-2 家族和 Caspase 家族等多个基因

的严格调控［22］。Bcl-2 家族蛋白是介导线粒体途径

通过调节促凋亡与抗凋亡之间的平衡来维持线粒

体的完整性的一类关键蛋白［23］。Bax 可通过增强线

粒体膜通透性，改变跨膜电位，从而促使线粒体内

细胞色素 C 释放到细胞质中引起 Caspase 的级联反

应 ，最 终 导 致 Caspase-3 被 激 活 ，引 发 细 胞 的 凋

亡［24-27］。Bcl-2 蛋白可以通过抑制凋亡蛋白引发的

一系列信号的激活发挥抗凋亡作用［26-27］。

本 研 究 发 现 ，半 夏 泻 心 汤 含 药 肠 吸 收 液 对

PMN-MDSCs 增 殖 有 抑 制 作 用 ，并 能 诱 导 PMN-

MDSCs 的凋亡。并进一步对凋亡相关蛋白的表达

进行了相应的检测，结果表明，胃癌微环境中 PMN-

MDSCs 抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达明显增加，促凋亡

的 Bax 和 Caspase-3 蛋白的显著下降，而在不同浓度

半夏泻心汤含药肠吸收液干预后，Bcl-2 蛋白的表达

显著降低，Bax 和 Caspase-3 蛋白的表达显著增加，

提示半夏泻心汤诱导胃癌微环境中 PMN-MDSCs

的凋亡与调控抗凋亡蛋白 Bcl-2 与促凋亡的 Bax 和

Caspase-3 蛋白的平衡有关。

本研究为半夏泻心汤通过诱导胃癌微环境中

PMN-MDSCs 凋亡，调控肿瘤免疫抑制剂微环境达

到抗肿瘤作用提供了初步的证据，然而诱导 PMN-

MDSCs 凋亡后肿瘤免疫抑制剂微环境的变化及其

对肿瘤细胞生长增殖、迁移侵袭等生物学功能的影

响有待进一步研究。
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0.97±0.011）
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