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［编者按］ 胃癌（GC）是常见的恶性肿瘤之一，据 2020 年世界卫生组织（WHO）数据显示，我国胃癌发病率和死亡率居世

界首位，分别占全球发病和死亡的 44.0% 和 48.6%，严重威胁人类的生命和健康。虽然手术、放化疗、靶向治疗及免疫治疗等能

提高生存率，但仍会出现并发症多、敏感性降低、不良反应大等问题。半夏泻心汤出自《伤寒杂病论》，由半夏、黄芩、干姜、人

参、黄连、大枣、甘草组成，具有调和寒热、辛开苦降之功效，是寒热错杂之痞证的代表方剂，可治疗胃炎、胃溃疡、胆囊炎等多种

证属寒热错杂的消化道疾病，对胃癌、结肠癌等消化道肿瘤有一定的治疗效果。古今医家将半夏泻心汤的方证病机总结为胃

虚有热、寒热互结、湿热为病。脾为太阴湿土之脏，喜温燥而恶寒湿，易被痰湿所困，伤及脾阳，致脾阳不足，运化功能失常。痰

湿内生，瘀久可化热从而产生热毒，阳气不足，运化失司，生寒于内；痰瘀互结，日久缠绵，化热于外，因虚致实，因实致虚，如此

反复，逐渐形成寒热错杂之痞证。半夏既可散结消痞、降逆止呕为君药，又与干姜相伍辛开以散痞气，起到化痰散结之功。黄

连、黄芩苦寒共为臣药，苦降以泻痞热来清解癌毒。人参、大枣甘温益气、补脾气，为佐药。甘草调和诸药，为使药。人参、甘

草、大枣相伍健脾补虚。诸药配伍，共奏健脾补虚、化痰散结、清解癌毒之功，与胃癌发生发展的中医核心病机及病理演化特征

贴切。现代临床和实验研究也证实了此方对胃癌的良好治疗作用，发现半夏泻心汤对于胃癌放化疗及术后恢复阶段出现的各

类不良反应，如以呕吐、腹泻为主的胃肠道反应可有效缓解，并且可通过增加胃黏膜血供，促进局部微循环而改善胃黏膜病变，

增强抗胃癌效果，改善胃癌术后患者生活质量抑制耐药等，并可通过调控胃癌细胞周期、诱导胃癌细胞凋亡来抑制胃癌细胞的

增殖、侵袭、转移，保护腹膜间皮细胞、阻抑胃癌细胞腹膜转移，调节胃癌微环境、抑制骨髓间充质干细胞（BMSCs）的恶性转化

等方面抑制胃癌的发生发展。本课题组致力于半夏泻心汤防治胃癌的研究，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，其含药血清可诱导人胃癌细胞凋亡，能够抑制胃癌微环境转化后 BMSCs 的异常生长增殖、降低迁移趋

化能力，并抑制人胃癌腹膜高转移潜能细胞株 GC9811-P 细胞的增殖及侵袭转移，亦可抑制胃癌细胞来源外泌体诱导的

BMSCs 迁移、侵袭。此专题围绕半夏泻心汤含药肠吸收液对胃癌微环境中 PMN-MDSCs 凋亡、以及迁移侵袭的影响，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，并对半夏泻心汤防治胃癌的作用机制研究作一综述，旨在全面

地揭示半夏泻心汤防治胃癌的作用机制及其药效物质基础，为半夏泻心汤的进一步临床应用提供重要科学依据。

半夏泻心汤含药肠吸收液对胃癌微环境中 PMN-MDSCs

迁移侵袭的影响
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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）迁移侵袭的影响。

方法：制备含生药量 0.63 g·mL-1的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）法筛选半夏泻心汤含药肠吸收液对 PMN-MDSCs 的最佳干预浓度及时

间，用于后续实验，分为空白组、模型组、FAK 抑制剂组及半夏泻心汤组（26%、18%、10% 半夏泻心汤含药肠吸收液），采用细胞

划痕实验和 Transwell实验检测 PMN-MDSCs的迁移和侵袭能力，酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测肿瘤微环境中血管内皮细

胞生长因子（VEGF）、基质金属蛋白酶 -9（MMP-9）细胞因子表达，蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 PMN-MDSCs 通路相关

蛋白局部黏着斑激酶（FAK）、磷酸化（p）-FAK、蛋白酪氨酸激酶（Src）、磷酸化（p）-Src 蛋白表达水平。结果：与 24 h 比较，作用

48 h 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），与作用 48 h 比较，培

养 72 h 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），5%、100% 半夏泻心汤含药肠吸收液略高

于 48 h（P<0.05，P<0.01），其余浓度抑制率差异无统计学意义，且 48 h 半数抑制浓度（IC50）为 18.09%，说明 18% 半夏泻心汤
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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迁移距离显著增大（P<0.01），迁移及侵袭数

量显著增多（P<0.01）；与模型组比较，FAK 抑制剂组、半夏泻心汤含药肠吸收液组 PMN-MDSCs 的迁移距离均显著减小

（P<0.01），迁移及侵袭数量显著减少（P<0.01），以 26% 含药肠吸收液组最为显著（P<0.01）；与空白组比较，模型组 PMN-

MDSCs 通路相关蛋白 FAK、p-FAK、Src、p-Src 表达显著升高（P<0.01），VEGF、MMP-9 细胞因子表达均显著上升（P<0.01）。与

模型组比较，FAK 抑制剂组、半夏泻心汤含药肠吸收液组（26%、18%、10%）PMN-MDSCs FAK、p-FAK、Src 蛋白表达降低

（P<0.01），FAK 抑制剂组、半夏泻心汤含药肠吸收液组（18%）p-Src 蛋白表达显著降低（P<0.01），VEGF、MMP-9 细胞因子表达

显著降低（P<0.01）。结论：半夏泻心汤含药肠吸收液通过下调胃癌微环境 PMN-MDSCs FAK 信号通路蛋白 FAK、p-FAK、Src、

p-Src的表达，抑制 PMN-MDSCs迁移侵袭。

［关键词］ 胃癌微环境； 髓源性抑制细胞； 半夏泻心汤； 黏着斑激酶（FAK）信号通路
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Effect of Banxia Xiexintang-containing Intestinal Absorption Solution on Migration and 

Invasion of PMN-MDSCs in Gastric Cancer Microenvironment
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［［Abstract］］ Objective：： To observe the effect of Banxia Xiexintang containing intestinal absorption 

solution （BXCIAS） on migration and invasion of polymorphonuclear myeloid-derived suppressor cells （PMN-

MDSCs） in gastric cancer microenvironment. Method：： The complex solution （containing 0.63 g·mL-1 crude 

drug） was prepared. Gastric cancer cells were subjected to non-contact co-culture with PMN-MDSCs in 

Transwell chamber to create gastric cancer microenvironment. Cell counting kit-8 （CCK-8） assay was used to 

screen the optimal intervention concentration and time of BXCIAS on PMN-MDSCs for subsequent experiment. 

The blank group， model group， FAK inhibitor group， and BXCIAS groups （26%， 18%， and 10%） were 

designed. Scratch assay and Transwell assay were employed to detect the migration and invasion ability of PMN-

MDSCs， and enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA） to measure the expression of vascular endothelial 

cell growth factor （VEGF） and matrix metalloproteinase-9 （MMP-9） in tumor microenvironment. The 

expression levels of PMN-MDSCs pathway-related proteins FAK， phosphorylated （p）-FAK， protein tyrosine 

kinase （Src）， and p-Src were detected by Western blot. Result：： The inhibition rates of PMN-MDSCs by 5%， 

50%， 75%， and 100% BXCIAS at 48 h were higher than those at 24 h （P<0.05， P<0.01）. The inhibition rate of 

PMN-MDSCs by 50% BXCIAS at 72 h was lower than that at 48 h （P<0.01）， and the inhibition rates by 5% and 

100% BXCIAS at 72 h were higher than those at 48 h （P<0.05， P<0.01）. There was no significant difference in 

the inhibition rate by other concentration levels at 48 h. The half-maximal inhibitory concentration （IC50） at 48 h 

was 18.09%， indicating that 18% BXCIAS and 48 h were the optimal concentration and time， respectively. The 

migration distance of PMN-MDSCs was large （P<0.01）， and the number of migrating and invading cells 

increased （P<0.01） in the mode group compared with those in the blank group. Compared with model group， 

FAK inhibitor and BXCIAS at different concentration decreased the migration distance of PMN-MDSCs （P<

0.01）， and the number of migrating and invading cells （P<0.01）， especially the 26% BXCIAS （P<0.01）. The 

expression of PMN-MDSCs pathway-related proteins FAK， p-FAK， Src and p-Src （P<0.01） and the expression 
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of VEGF and MMP-9 （P<0.01） were higher in the model group than in the blank group. Compared with model 

group， FAK inhibitor and BXCIAS （26%， 18%， 10%） decreased the expression of FAK， p-FAK， and Src （P<

0.01）， and FAK inhibitor and 18% BXCIAS reduced the expression of p-Src （P<0.01）， and the expression of 

VEGF and MMP-9 （P<0.01）. Conclusion：： BXCIAS can inhibit the migration and invasion of PMN-MDSCs by 

down-regulating the expression of FAK， p-FAK， Src， and p-Src proteins in the FAK signaling pathway of PMN-

MDSCs in gastric cancer microenvironment.

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

FAK signaling pathway

胃癌（GC）是世界上最常见的恶性肿瘤之一，发

病率和死亡率均位居前列［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

疫抑制特性的细胞群体［2］。当胃癌发生后，可诱导

髓系的 PMN-MDSCs 产生并通过脉管系统向肿瘤

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］。黏着斑激酶（FAK）信号通路是胞

内外信号传导的中枢，是细胞迁移和侵袭的重要信

号通路［6］。有研究显示，PMN-MDSCs 可以通过激

活 FAK 信号通路，从而增强自身向肿瘤微环境的迁

移侵袭［7］，但具体的作用机制仍不十分清楚。因此，

干预肿瘤微环境中 PMN-MDSCs 的迁移侵袭对肿

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，半夏泻心汤出自《伤寒论》，是该

治法的代表方剂［8］，半夏泻心汤由半夏、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［9］。课题组前期研究表

明，半夏泻心汤能够降低胃癌微环境转化后骨髓间

充质干细胞（BMSCs）的迁移趋化能力，抑制人胃癌

BGC-823 细胞在裸鼠体内的致瘤性［10］，抑制人胃癌

腹膜高转移潜能细胞株 GC9811-P 细胞的增殖及侵

袭转移［11-12］，亦可抑制胃癌细胞来源外泌体诱导的

BMSCs 迁移、侵袭［13］。然而，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，本文采用半夏泻心汤含药肠吸收液，观察其

对胃癌微环境中 PMN-MDSCs 迁移侵袭的影响，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，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     半夏泻心汤方药组成：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，饮片均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、鼠源 Ly6C、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 、24 孔 Transwell 小 室（ 美 国

Corning 公 司 ，批 号 分 别 为 3412、3413）；结 晶 紫
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（北京索莱宝科技有限公司，批号 730F041）；BD 基

质胶（美国 BD 公司，批号 8155016）；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 FAK、蛋白酪氨酸激酶（Src）、磷酸

化（p）-Src 抗体（美国 Cell Signaling Technology 公

司 ，批 号 分 别 为 3285T、2109T、6943T）；磷 酸 化

（p）-FAK 抗体、PF-573228 抑制剂（英国 Abcam 公

司，批号分别为 ab81298、ab273523）；小鼠血管内皮

细胞生长因子（VEGF）、基质金属蛋白酶 -9（MMP-

9）酶联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒（上海酶联

生 物 科 技 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为 ml-E3329、ml-

037717）。
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 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［14］，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）［15］，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 2 mL 台氏液，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 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；1 200 r·min-1离心 5 min（离

心半径 10 cm，下同）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 ℃，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，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 GM-CSF（40 μg·L-1）、G-CSF

（40 μg·L-1）。在孵育第 3 天，添加鼠源重组蛋白

IL-13（80 μg·L-1）［16］。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% 浓

度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 Prism 8 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 -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，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
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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；PF-573228 FAK 抑制剂组，在

模型组的基础上，参考文献方法［17］，上室加入含

10 mmol·L-1 PF-573228 200 μL，分别培养 48 h 后终

止培养，收集细胞，进行各指标的检测。

2.5　细胞划痕实验检测 PMN-MDSCs 的横向迁移

水平     将 PMN-MDSCs 按 5×105 个/孔，接种于 6 孔

板底部，置 37 ℃、5% CO2 培养箱培养，待细胞密度

达 80%~90% 时进行实验。在 6 孔板底画一条横线，

用 200 μL 移液器吸头在孔内垂直横线划痕，并用无

菌 PBS 洗涤 2 次，以去除死细胞。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，进行共同培养。细胞分组及

培养干预同 2.4 项，培养 48 h，移除上层小室，用 PBS

清洗，在倒置显微镜下拍 0、48 h 照片，用 Imege J 图

形软件测量划痕距离，每孔随机取 3 个位点，根据划

痕宽度判断细胞的生长运动能力。细胞划痕愈合

率=（0 h 划痕宽度−48 h 划痕宽度）/0 h 划痕宽度×

100%。

2.6　Transwell 法检测 PMN-MDSCs 的纵向迁移水

平     采用具有 PC 膜的 Transwell 悬挂式培养小室结

合 24 孔板进行非接触共培养，将 MFC 以 5×104个/孔

接种于 24 孔板底部，PMN-MDSCs 以 5×104 个/孔接

种于孔径为 8 μm 的 Transwell 小室内，实验时将小

室插于板孔中，进行共培养。干预方法：空白组在

小室下室加入完全培养基 720 μL；模型组在小室下

室加入完全培养基 720 μL；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 80 μL；PF-573228 

FAK 抑 制 剂 组 在 模 型 组 的 基 础 上 ，上 室 加 入 含

10 mmol·L-1 PF-573228 80 μL。 培 养 48 h 取 出 小

室，揩去上室残留细胞，随后用 4% 多聚甲醛固定穿

膜后细胞，室温放置 15 min，PBS 洗去固定液后，

0.1% 结晶紫染色 30 min，在倒置显微镜下观察拍

照，对膜中间和四周 5 个视野计数并求平均值，检测

PMN-MDSCs纵向迁移能力。

2.7　 Transwell 法 检 测 PMN-MDSCs 的 侵 袭 水 平        

    在 4 ℃条件下，将 Matrigel 基质胶与预冷的无血

清 培 养 基 按 1∶8 稀 释 ，取 50 μL 均 匀 地 铺 被 于

Transwell 小室上室，在 37 ℃ 培养箱中过夜凝固。

将 MFC 以 5×104 个/孔接种于 24 孔板底部，PMN-

MDSCs 以 5×104 个/孔 接 种 于 孔 径 为 8 μm 的

Transwell 小室内（含有 Matrigel），实验时将小室插

于板孔中，进行共培养。干预方法同 2.6 项，培养

48 h 取出小室，棉签擦去小室内未迁移的细胞，4%

多聚甲醛固定 15 min，0.1% 结晶紫染色 30 min，在

倒置显微镜下观察拍照，显微镜下随机 5 个视野，计

数并评价细胞侵袭能力。

2.8　ELISA 检测肿瘤微环境中 VEGF、MMP-9 因子

含量     将 PMN-MDSCs 以 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。收集下室细胞上清液，3 000 r·min-1

离 心 20 min，分 离 上 清 ，按 试 剂 盒 说 明 书 ，检 测

VEGF、MMP-9 含量。

2.9　 蛋 白 免 疫 印 迹 法（Western blot）检 测 FAK、

p-FAK、Src、p-Src 蛋白表达     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（FAK、p-FAK、Src、p-Src、

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

封闭液将二抗按 1∶10 000 稀释，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 FAK、p-FAK、Src、p-Src 蛋白相对表达

水平。

2.10　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（97.50±1.35）%，符合 PMN-MDSCs 的细胞

表型特征。
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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%、

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（P<0.05，P<0.01）；
干预 72 h 时 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），5%、100% 半

夏泻心汤含药肠吸收液对 PMN-MDSCs 的抑制率

高于 48 h（P<0.05，P<0.01）。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 IC50 分 别 为 23.24%、

18.09%、8.56%。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 横向迁移的影响     干预 48 h 与空白组

比较，模型组 PMN-MDSCs 的迁移距离显著增大，

差异有统计学意义（P<0.01）；与模型组比较，FAK

抑制剂组、半夏泻心汤 26%、18%、10% 含药肠吸收

液 组 PMN-MDSCs 的 迁 移 距 离 均 显 著 减 小（P<

0.01），以 26% 含药肠吸收液组最为显著。见图 1

和表 2。

3.4　半夏泻心汤含药肠吸收液对胃癌微环境中

PMN-MDSCs 纵向迁移的影响     干预 48 h 与空白组

比较，模型组 PMN-MDSCs 的迁移数量显著增多

（P<0.01）；与模型组比较，FAK 抑制剂组、半夏泻心

汤 26%、18%、10% 含药肠吸收液组 PMN-MDSCs 的

迁移数量减少（P<0.01），以 26% 含药肠吸收液组最

为显著。见图 2 和表 3。

3.5　半夏泻心汤含药肠吸收液对胃癌微环境中

PMN-MDSCs 侵袭的影响     干预 48 h 与空白组比

较 ，模 型 组 PMN-MDSCs 的 侵 袭 数 量 增 多（P<

0.01）；与模型组比较，FAK 抑制剂组、半夏泻心汤组

（26%、18%、10% 含药肠吸收液）PMN-MDSCs 的侵

袭数量显著减少（P<0.01），以 26% 含药肠吸收液组

最为显著。见图 3 和表 3。

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

1.06±0.06

0.98±0.04

0.78±0.04

0.66±0.07

0.51±0.06

0.69±0.04

0.70±0.02

抑制率/%

25.09

26.65

32.34

47.09

57.18

68.26

44.03

43.12

48 h

A （x̄± s，n=3）

0.91±0.03

0.89±0.07

0.59±0.07

0.77±0.06

0.67±0.12

0.39±0.02

0.52±0.03

0.50±0.01

抑制率/%

38.01

39.20

41.122）

47.94

55.60

77.751）

67.692）

69.542）

72 h

A （x̄± s，n=3）

0.99±0.03

0.97±0.03

0.81±0.03

0.74±0.02

0.57±0.02

0.68±0.07

0.48±0.03

0.46±0.02

抑制率/%

31.08

33.06

45.574）

50.39

64.12

55.564）

71.09

73.233）

注：与 24 h 同体积分数比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与 48 h 同体积分数比较 3）P<0.05，4）P<0.01

注：A 空白组；B 模型组；C.FAK 抑制剂组；D~F.半夏泻心汤组（26%、18%、10%）（图 2~图 4 同）
图 1　半夏泻心汤含药肠吸收液对胃癌微环境中 PMN-MDSCs 横向迁移的影响  （倒置显微镜）
Fig.  1　 Effect of Banxia Xiexintang-containing intestinal absorption solution on lateral migration of PMN-MDSCs in gastric cancer 

microenvironment （inverted microscope）
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3.6　半夏泻心汤含药肠吸收液对胃癌微环境中

PMN-MDSCs VEGF、MMP-9 细胞因子表达的影响  

    干预 48 h 与空白组比较，模型组 PMN-MDSCs 

VEGF、MMP-9 因子表达显著上升（P<0.01）。与模

型组比较，FAK 抑制剂组、半夏泻心汤组（26%、

18%、10% 含 药 肠 吸 收 液 ）PMN-MDSCs VEGF、

MMP-9 因子表达显著降低（P<0.01），以 26% 含药肠

吸收液组最为显著。见表 4。

3.7　半夏泻心汤含药肠吸收液对胃癌微环境中

PMN-MDSCs FAK、p-FAK、Src、p-Src蛋白表达的影

响     干预 48 h 与空白组比较，模型组 PMN-MDSCs 

表 4　 半 夏 泻 心 汤 含 药 肠 吸 收 液 对 胃 癌 微 环 境 中 PMN-MDSCs 

VEGF、MMP-9 细胞因子表达的影响  （x̄± s，n=5）

Table 4　 Effect of Banxia Xiexintang-containing intestinal 

absorption solution on expression of PMN-MDSCs VEGF and 

MMP-9 cytokines in gastric cancer microenvironment （x̄± s，n=5）

ng·L-1

组别

空白组

模型组

FAK 抑制剂组

半夏泻心汤组

体积分数/%

103）

26

18

10

VEGF

43.16±0.48

46.73±0.551）

45.55±0.422）

40.73±0.332）

42.66±0.152）

45.57±0.372）

MMP-9

10.02±0.28

11.65±0.471）

10.05±0.222）

8.75±0.322）

10.04±0.032）

10.51±0.372）

表 3　半夏泻心汤含药肠吸收液对胃癌微环境中 PMN-MDSCs 迁

移及侵袭的影响  （x̄± s，n=5）

Table 3　 Effect of Banxia Xiexintang-containing intestinal 

absorption solution on migration and invasion of PMN-MDSCs in 

gastric cancer microenvironment （x̄± s，n=5） 个

组别

空白组

模型组

FAK 抑制剂组

半夏泻心汤组

体积分数/%

103）

26

18

10

迁移

77.13±0.70

93.67±1.201）

27.00±1.882）

17.12±0.732）

24.26±0.562）

39.08±0.672）

侵袭

101.12±3.20

113.08±0.871）

53.21±1.082）

16.20±1.292）

26.00±1.082）

35.25±1.572）

表 2　半夏泻心汤含药肠吸收液对胃癌微环境中 PMN-MDSCs 迁

移的影响  （x̄± s，n=3）

Table 2　 Effect of Banxia Xiexintang-containing intestinal 

absorption solution on migration of PMN-MDSCs in gastric cancer 

microenvironment （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

FAK 抑制剂组

半夏泻心汤组

体积分数/%

103）

26

18

10

划痕愈合率/%

45.00±1.35

71.42±0.411）

40.00±0.422）

22.72±0.162）

53.84±1.372）

56.00±1.552）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.01；3）表示单位

为 mmol·L-1（表 3-表 5 同）

图 3　半夏泻心汤含药肠吸收液对胃癌微环境中 PMN-MDSCs 侵

袭的影响  （结晶紫，×200）
Fig.  3　 Effect of Banxia Xiexintang-containing intestinal 

absorption solution on invasion of PMN-MDSCs in gastric cancer 

microenvironment （crystal violet，×200）

图 2　半夏泻心汤含药肠吸收液对胃癌微环境中 PMN-MDSCs 纵

向迁移的影响  （结晶紫，×200）
Fig.  2　 Effect of Banxia Xiexintang-containing intestinal 

absorption solution on longitudinal migration of PMN-MDSCs in 

gastric cancer microenvironment （crystal violet，×200）
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FAK、p-FAK、Src、p-Src 蛋 白 表 达 显 著 上 升（P<

0.01）。与模型组比较，FAK 抑制剂组、半夏泻心汤组

（26%、18%、10% 含药肠吸收液）PMN-MDSCs FAK、

p-FAK、Src、蛋白表达显著降低（P<0.01），FAK 抑制

剂组、半夏泻心汤组（18% 含药肠吸收液）p-Src 蛋白

表达显著降低（P<0.01）。见表 5和图 4。

4 讨论

肿瘤可产生免疫抑制微环境，大多数肿瘤可以

观察到外周血和肿瘤组织中 MDSCs 比例的升高，

其在肿瘤的发生发展过程中起着重要的作用，可阻

碍机体的抗肿瘤能力。MDSCs 主要由骨髓的前体

细胞生成，生理情况下细胞因子作用于髓细胞，可

分化成单核细胞、巨噬细胞、粒细胞及成熟树突状

细胞等，在肿瘤等病理刺激下阻断了其正常分化，

可参与调控抗肿瘤免疫功能外，还可通过侵袭、上

皮 -间质转化（EMT）、血管生成、参与转移前微环境

形 成 等 非 免 疫 学 机 制 促 进 肿 瘤 进 展［18］。 根 据

MDSCs 表型和生物学功能，分为 PMN-MDSCs 和

M-MDSCs，种属不同，其中鼠源 MDSCs定义分别为

CD11b+Ly6GhighLy6Clow、CD11b+Ly6GlowLy6Chigh［19］ 。

有研究显示，一方面 MDSCs 可先于肿瘤细胞到达

转移靶器官，形成转移前微环境，通过血管生成、抑

制正常免疫系统等为肿瘤提供一个合适的生存环

境，使其进一步发生迁移侵袭。另一方面还可诱导

肿瘤细胞上调 MMP-9 及 VEGF 等促进肿瘤细胞的

侵袭和转移［20-21］。因此，干预胃癌微环境中 PMN-

MDSCs 的迁移侵袭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》，主治寒热错杂之痞

证，方中半夏、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。诸

药配伍，共奏健脾补虚、化痰散结、清解癌毒之功，

与胃癌发生发展的中医核心病机及病理演化特征

贴切。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 人 胃 癌 腹 膜 高 转 移 潜 能 细 胞 株

GC9811-P 细胞的增殖及侵袭转移有显著的干预作

用。然而 ，半夏泻心汤能否干预胃癌微环境中

PMN-MDSCs 的迁移及其侵袭，目前并不清楚。针

对胃癌及所形成的肿瘤微环境，胃肠发挥的作用更

直接，并且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便，制

取快速的优势，该模型可用于早期药物高通量的筛

选［22］。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

半夏泻心汤含药肠吸收液对胃癌微环境中 PMN-

MDSCs迁移及侵袭的影响。

本研究采用 CCK-8 法筛选了半夏泻心汤含药

肠吸收液对 PMN-MDSCs 的最佳干预浓度及时间，

结果表明 PMN-MDSCs 细胞经半夏泻心汤含药肠

吸收液干预 48 h，可显著抑制细胞的活力，故后续实

验均选取 48 h 作为实验的标准，且 48 h 半数抑制浓

度（IC50）为 18.09%。细胞划痕实验、Transwell 实验

表明，胃癌微环境中 PMN-MDSCs 细胞迁移、侵袭

能力增强，不同浓度半夏泻心汤含药肠吸收液干预

后，细胞迁移、侵袭能力降低，以 26% 含药肠吸收液

表 5　半夏泻心汤含药肠吸收液对胃癌微环境中 PMN-MDSCs FAK、 p-FAK、 Src、 p-Src 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　 Effect of Banxia Xiexintang-containing intestinal absorption solution on protein expressions of PMN-MDSCs FAK， p-FAK， Src， 

p-Src in gastric cancer microenvironment （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

FAK 抑制剂组

半夏泻心汤组

体积分数/%

103）

26

18

10

FAK/β-actin

0.64±0.01

0.70±0.021）

0.48±0.012）

0.55±0.032）

0.57±0.032）

0.61±0.022）

p-FAK/β-actin

0.66±0.02

0.95±0.021）

0.54±0.042）

0.56±0.022）

0.61±0.052）

0.76±0.022）

Src/β-actin

0.83±0.02

0.88±0.011）

0.71±0.032）

0.59±0.012）

0.63±0.022）

0.64±0.012）

p-Src/β-actin

0.73±0.01

0.96±0.031）

0.73±0.072）

0.95±0.02

0.76±0.012）

1.09±0.01

图 4　PMN-MDSCs 中 FAK、p-FAK、Src、p-Src 蛋白表达电泳

Fig.  4　 Electrophoresis of FAK， p-FAK， Src， p-Src protein 

expression in PMN-MDSCs
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组最为显著，提示半夏泻心汤含药肠吸收液可抑制

胃癌微环境中 PMN-MDSCs 细胞恶性生物学行为。

PMN-MDSCs 可以分泌基质金属蛋白酶（MMPs），
在肿瘤微环境中募集的 PMN-MDSCs 可以通过上

调 MMP 家 族 蛋 白 酶 的 表 达 促 进 肿 瘤 微 环 境 中

PMN-MDSCs 的侵袭［23］。同时，PMN-MDSCs 自身

的高蛋白水解酶分泌能加快细胞外基质的水解，增

加毛细血管的通透性 ，进而促进肿瘤细胞的内

渗  ［24-25］。 VEGF 是一种强有力的促瘤因子，沉默

VEGF 介导的信号可抑制肿瘤的存活［26-27］。PMN-

MDSCs 通过产生 VEGF 来影响肿瘤微环境的重建，

MDSCs还被认为能促进肿瘤血管生成过程［28］，并且

在肿瘤条件下，MDSCs 能通过分泌 MMP-9 调节肿

瘤微环境中的 VEGF 的生物利用度，同时促进骨髓

释放可溶性 Kit 配体，导致 EPC 的增殖和迁移能力

增强［29］。并进一步对胃癌微环境中 VEGF、MMP-9

因 子 含 量 进 行 了 相 应 的 检 测 ，结 果 表 明 ，PMN-

MDSCs 分 泌 VEGF、MMP-9，在 胃 癌 微 环 境 中

VEGF、MMP-9 表达上调，但也不排除有胃癌细胞来

源的可能，不同浓度半夏泻心汤含药肠吸收液干预

后胃癌微环境中 VEGF、MMP-9 表达下调。

黏着斑激酶 FAK 信号通路是胞内外信号传导

的中枢，是细胞迁移和侵袭的重要信号通路［6］。

FAK 是一种 125 kDa 的蛋白质，被招募为黏着斑动

力学的参与者，并充当信号传导支架，用于组装和

随 后 形 成 黏 着 斑［30］。 PMN-MDSCs 释 放 产 生 的

VEGF 可以激活 FAK 信号通路，FAK 局部黏着斑激

酶在 Y397 的磷酸化为 Src 酪氨酸蛋白激酶的 Sh2 结

构域创建了一个结合位点，Src被激活，Src磷酸化入

核后促进了靶基因 MMP-9 的表达，随后增强了

PMN-MDSCs 细胞的活力，促进细胞的侵袭和迁

移［31］。黏着蛋白激酶 FAK 作为通路上游蛋白，在肺

癌、卵巢癌、乳腺癌、结直肠癌等多种肿瘤中均处于

高表达和过度活化的状态，同时与肿瘤细胞生存、

增殖、凋亡、迁移等有着密切关系［32-33］。PF573228

是目前研究较多的一种 ATP 竞争的 FAK 抑制剂，具

有高效、高特异性的特点［34］。本研究以 FAK 信号通

路为切入点，选择通路中的关键蛋白 FAK、Src，探索

半夏泻心汤能否抑制 FAK、Src 的磷酸化水平，抑制

胃 癌 微 环 境 中 PMN-MDSCs 的 迁 移 侵 袭 。 采 用

Western blot 检测 FAK、Src 蛋白的表达及其磷酸化

水平，结果提示，经半夏泻心汤含药肠吸收液处理

后，FAK、p-FAK、Src、p-Src蛋白表达降低。

综上所述，半夏泻心汤能明显抑制胃癌微环境

中 PMN-MDSCs 细胞恶性生物学行为，下调胃癌微

环境中 VEGF、MMP-9 表达，并调控 VEGF/FAK 通

路，下调 FAK 通路中的 FAK、Src 蛋白磷酸化水平，

抑制胃癌微环境中 PMN-MDSCs 迁移侵袭。本研

究初步阐明了胃癌微环境中 PMN-MDSCs 迁移侵

袭的生物学机制，为胃癌的发生、发展提供了重要

的科学依据。对于未来的临床应用，VEGF/FAK 信

号通路和其他多通路的潜在特异性抑制剂（如中药

复方和单体）可以作为一个目标来开发，并通过激

活这些有效的抗癌调节剂，调节机体免疫系统和微

环境，为临床诊治胃癌提供新的治疗途径。
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