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白术多糖通过激活免疫细胞抑制小鼠结肠癌HT-29细胞原位移植瘤的

生长

冯子芳，唐仕华，郭莉佳，何玲，杨瑞宾（兴义市人民医院 检验科，贵州 兴义 562400）

[摘 要] 目的: 探究白术多糖(polysaccharide of atractylodes macrocephala, PAM)对小鼠结肠癌细胞移植瘤生长的抑制作用及

其机制。方法：将荧光酶标记的1×107个结肠癌细胞（HT-29）注射到小鼠结肠浆膜层，建立结肠癌细胞原位移植瘤模型小鼠。待

瘤体积达到约230 mm3时，小鼠采用连续10 d灌胃给药30 mg/kg PAM（PAM组）或生理盐水（对照组）；通过肿瘤活体成像技术检

测PAM对小鼠体内结肠癌细胞生长的影响，通过流式细胞术检测PAM对瘤体组织中粒细胞、树突状细胞以及巨噬细胞的MHCII

以及 IL-12的表达、淋巴细胞的激活以及CD4+和CD8+细胞分泌 IFN-γ功能的影响。结果：PAM可显著抑制结肠癌原位移植瘤模

型小鼠体内结肠癌细胞生长（P<0.01）。PAM可通过增加MHCII和 IL-12在树突状细胞和巨噬细胞中的表达水平（均P<0.01），

PAM可显著增加瘤体组织中CD8+细胞、NK细胞、CD44+/NK细胞和CD44+/CD4+细胞比例以及提升单位组织体积中CD8+细胞和

NK细胞细胞数量（均P<0.01），PAM可显著增加CD4+及CD8+细胞分泌 IFN-γ的能力（均P<0.01）。结论：PAM可通过激活结肠癌

模型小鼠原位移植瘤组织中免疫细胞来抑制肿瘤生长。
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Polysaccharide of atractylodes macrocephala inhibits the growth of mice in-situ
colon cancer HT-29 cell xenograft via activating immune cells

FENG Zifang, TANG Shihua, GUO Lijia, HE Ling, YANG Ruibin (Department of Laboratory Medicine, Xingyi People's Hospital, Xin-

gyi 562400, Guizhou, China)

[Abstract] Objective: To investigate the effect and mechanism of polysaccharide of atractylodes macrocephala (PAM) on the growth

of colon cancer cells in mice bearing in-situ colon cancer transplantation tumor. Methods: 1×107 colon cancer HT-29 cells labeled with

luciferase were injected into colon serosa of the mice to establish the in-situ colon cancer transplantation tumor model. When the tumor

volume reached 230 mm3, the mice were given 30 mg/kg PAM (PAM group) or equal volume of normal saline (Control group) by ga-

vage for 10 consecutive days. The effect of PAM on the growth of colon cancer cells in mice was tested by in vivo tumor imaging tech-

nology. The expressions of MHCII and IL-12 in granulocytes, dendritic cells and macrophages, the activation of lymphocytes, and

IFN-γ expression in CD4+ and CD8+ cells of tumor tissues were detected by Flow cytometry. Results: PAM significantly inhibited the

growth of colon cancer cells in mice bearing in-situ colon cancer transplantation tumor (P<0.01). PAM activated immune cells though

increasing the expression levels of MHCII and IL-12 in dendritic cells and macrophages (both P<0.01). PAM significantly increased the

frequency of CD8+ cells, NK cells, CD44+/NK cells and CD44+/CD4+ cells in tumor tissues and the number of CD8+ cells and NK cells

per unit volume (all P<0.01). PAM significantly increased the IFN-γ secretion of CD4+ and CD8+ cells (both P<0.01), too. Conclusion:

PAM inhibits the growth of colon cancer by activating immune cells in tumor tissues of mice bearing in-situ colon cancer transplanta-

tion tumor.
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结肠癌是常见的、病发于结肠部位的恶性肿瘤，

近几十年来，我国结肠癌的发病率和病死率呈上升

趋势[1]。健康的免疫系统对于控制肿瘤发生至关重

要，而与癌症相关的免疫逃逸有助于肿瘤的进展[2]，

目前研究[3]已经确定了多种与肿瘤免疫逃逸有关的

分子和细胞机制。结肠肿瘤微环境中的各种免疫细

胞，如淋巴细胞、巨噬细胞和树突状细胞等，在结肠
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癌的发病过程中起着重要作用[4]。白术多糖（poly-

saccharide of atractylodes macrocephala，PAM）是中药

白术中的主要活性成分，临床上常用作机体免疫调

节剂[5]。研究[6-7]认为，PAM可在器官及细胞层面上提

高机体免疫力，并具有抗肿瘤的作用。然而PAM对

结肠癌微环境中免疫细胞的影响报道较少。本研究

通过构建结肠癌原位移植瘤模型小鼠并观察PAM对

瘤体组织中免疫细胞激活以及CD4+和CD8+细胞分

泌 IFN-γ能力的影响，以期评估PAM对结肠癌微环境

中免疫细胞的影响。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

PAM购自陕西慈缘生物技术有限公司。D-Lu-

ciferin和 ionomycin购买自美国Sigma公司。流式细

胞实验中相关缓冲液与 MHCII、IL-12、CD44、CD4、

CD8、TCR、NK1.1、IFN-γ抗体均购自美国BD公司。

Fc抗体购买自美国Abcam公司。Golgi Plug购自美

国eBioscience公司。

1.2 实验动物

8周龄雄性C57BL/6J小鼠购自贵州医科大学实

验动物中心公共服务平台 [实验动物合格证号：

SCXK（黔）2018-0001）。实验动物均饲养在SPF级动

物房中并允许自由进食进水。小鼠在饲养环境下适

应1周后开展后续实验。动物房室温（23±1）℃，湿度

50%，12 h明暗循环。所有动物实验按照动物福利标

准进行，本实验通过我院动物伦理委员会审查。

1.3 小鼠结肠癌原位移植瘤模型建立及给药

将小鼠随机分为对照组和PAM组（各8只）。小

鼠以1%戊巴比妥麻醉后，仰卧固定，解剖小鼠，暴露

结肠，将 0.1 ml 荧光酶标记的 1×107个结肠癌细胞

（HT-29）缓慢注射到小鼠结肠浆膜层，然后关腹，消

毒创口。10 d后，数码卡尺系统测量显示瘤体积约

230 mm3时，PAM组小鼠每天给予PAM（30 mg/kg）灌

胃，连续灌胃10 d；对照组给予相同体积生理盐水。

1.4 肿瘤组织生长情况统计

小鼠在第 10、14、19和 21 d经腹腔注射 1 mg D-

Luciferin（100 µl原液用PBS稀释），通过数码卡尺系

统测量瘤组织体积；在第 21天，通过 IVIS 200 Biolu-

minescence imager系统对瘤组织进行活体成像观察，

分析肿瘤细胞荧光值。

1.5 流式细胞术检测 PAM处理对移植瘤组织中相

关细胞的激活作用

第 21天，上述（1.4）检测完毕后，通过过量乙醚

麻醉处死小鼠，取瘤组织。胰蛋白酶消化组织并通

过 100 µm 和 40 µm 滤膜过滤，洗除红细胞，并通过

Ficoll 梯度离心去除死细胞后，制成单细胞悬液。（1）

免疫细胞激活的检测：细胞在添加Fc抗体的FACS缓

冲液中孵育10 min，加入100 μl荧光标记的抗体（IL-

12或MHCII）在 4 ℃黑暗下孵育 30 min，再孵育二抗

30 min；（2）淋巴细胞激活的检测：细胞分别在4 ℃黑

暗下孵育CD8/TCR、NK1.1/TCR、NK1.1/CD44抗体

30 min，再孵育二抗 30 min；（3）CD4+细胞功能检测：

细胞分别在4 ℃黑暗下孵育CD4/CD44抗体30 min，

再孵育二抗 30 min。所有样品在LSRII流式细胞仪

中分析，通过FlowJo软件统计流式细胞数据。

1.6 流式细胞术检测PAM处理对移植瘤组织中T细

胞分泌 IFN-γ的影响

肿瘤细胞悬液中加入淋巴细胞分离液 Ficoll ，

400×g室温离心 20 min分离淋巴细胞。将淋巴细胞

置于添加了终质量浓度 10 ng/ml PMA、100 ng/ml

ionomycin和Golgi Plug的缓冲液中，37 °C孵育 5 h。

置于添加了荧光标记的 IFN-γ抗体通透缓冲液中，

4 ℃孵育 25 min，将细胞重悬于 350 µl FACS缓冲液

中。样品在 LSRII 流式细胞仪中进行分析，通过

FlowJo软件统计流式细胞数据。

1.7 统计学处理

采用SPSS20.0软件进行统计分析。计量资料以

x̄±s 表示，两组不同时间测量的瘤体体积的比较采用

重复测量的方差分析，其他两组间数据比较采用 t检

验，以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 PAM对模型小鼠结肠癌原位移植瘤中癌细胞生

长的影响

荧光酶标记的1×107个结肠癌细胞（HT-29）接种

后体积约为 50 mm3，接种后 10 d约为 230 mm3，所有

小鼠均造模成功。第10天开始进行PAM处理，并在

10~21 d采用数码卡尺检测瘤体积。结果（图 1A）显

示，PAM 组移植瘤体积明显低于对照组（P<0.01）。

在第21天采用 IVIS 200 Bioluminescence imager检测

肿瘤细胞荧光值，结果（图 1B）显示，PAM组结肠癌

原位移植瘤细胞荧光值明显低于对照组（P<0.01）。

2.2 PAM对模型小鼠结肠癌原位移植瘤组织中免疫

细胞激活的影响

流式细胞术检测结果（图2A和B）显示，PAM组移

植瘤组织的粒细胞中MHCII和 IL-12的表达没有显著

差异（P>0.05），而树突状细胞以及巨噬细胞中MHCII

和 IL-12的表达水平显著高于对照组（均P<0.01）。

2.3 PAM对模型小鼠结肠癌原位移植瘤组织中淋巴

细胞激活的影响

流式细胞术检测结果显示，与对照组比较，PAM
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组移植瘤组织中 CD8+细胞（图 3A）和 NK 细胞（图

3B）比例均明显升高（均 P<0.01），且 CD44+表达的

NK细胞（图3C）比例也明显升高（P<0.01）。

**P<0.01 vs Con group

A: The volume change of colon cancer in mice; B: Luminescent images and data analysis of colon cancer in mice at 21th day

图1 PAM对结肠癌模型小鼠原位移植瘤生长的影响

Fig.1 Effect of PAM on the growth of xenograft in mice bearing in-situ colon cancer transplantation tumor

**P<0.01 vs Con group

A: MHCII expression in granulocyte, dendritic cells and

macrophage; B: IL-12 expression in granulocyte, dendritic cell

and macrophage

图2 PAM对模型小鼠结肠癌原位移植瘤组织中

免疫细胞激活的影响

Fig. 2 Effect of PAM on the activation of immune cells in

xenograft tissues of mice bearing in-situ colon cancer

transplantation tumor

2.4 PAM对移植瘤体组织中CD4+细胞功能的影响

流式细胞术分析瘤组织单位体积中CD4+细胞数

目，检测结果（图4A）显示，与对照组相比，PAM组移

植瘤组织单位体积中CD8+细胞和NK细胞数明显增

加（P<0.01），进一步验证了图 3的实验结果；而CD4+

细胞数目没有明显差异。进一步研究（图 4B）发现，

PAM组CD4+细胞中CD44+/CD4+细胞比例较对照组

明显增加（P<0.01）。

2.5 PAM对T淋巴细胞分泌 IFN-γ的影响

流式细胞术检测结果显示，与对照组比较，PAM

组模型小鼠结肠癌原位移植瘤组织中可分泌 IFN-γ

的CD4+细胞（图5A）和CD8+细胞（图5B）比例明显升

高（P<0.01）。

3 讨 论

癌症是一种与慢性炎症密切相关的疾病，免疫

细胞与癌症的发生发展密切相关[8-9]。肿瘤组织由肿

瘤细胞和非肿瘤细胞组成，包括内皮细胞、周细胞、

成纤维细胞、间质细胞和免疫细胞等[10]。这些肿瘤细

胞和非肿瘤细胞以及它们所表达的许多不同因子共

同形成了肿瘤微环境[11]。了解肿瘤微环境中关键的

免疫细胞的方式，可在一定程度上有助于逆转肿瘤

细胞免疫逃逸和控制癌症进展。结肠癌是常见的发

生于结肠部位的消化道恶性肿瘤，多发于直肠与乙

状结肠交界处[12-13]。已有研究[6]报道，PAM具有抑制

结直肠癌细胞增殖的作用。本研究通过肿瘤活体成

像技术同样证明了PAM可抑制结肠癌原位移植瘤模

型小鼠体内结肠癌细胞的生长。

本研究进一步对肿瘤微环境中关键的免疫细胞

进行了研究。MHCⅡ类分子主要参与外源性抗原提

呈，在免疫应答的起始阶段将经过处理的抗原片段

提呈给CD4+细胞[14]。在免疫应答中，MHCⅡ类分子

主要协调免疫细胞间的相互作用，调控体液免疫和

细胞免疫应答[15]。IL-2是由多种免疫细胞产生并作

用于多种细胞的一类细胞因子，其在传递信息、激活
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**P<0.01 vs Con group

Flow cytometric screening of CD8+ cells (A), NK cells (B) and CD44 expression in NK cells (C)

图3 PAM对模型小鼠原位结肠癌移植瘤组织中淋巴细胞激活的影响

Fig.3 Effect of PAM on the activation of lymphocyte in xenograft tissues of mice bearing in-situ colon cancer transplantation tumor

**P<0.01 vs Con group

A: Number of T lymphocyte and NK lymphocyte in colon cancer tissues per unit volume;

B: CD44 staining of cells showed T cell differentiation

图4 PAM对模型小鼠结肠癌原位移植瘤组织中CD4+细胞功能的影响

Fig.4 Effect of PAM on the function of CD4+ cells in xenograft tissues of mice bearing in-situ colon cancer transplantation tumor

**P<0.01 vs Con group

A: CD4+ cells of secretion IFN-γ; B: CD8+CD4+ cells of

secretion IFN-γ

图5 PAM对模型小鼠结肠癌原位移植瘤组织中T淋巴细胞

分泌 IFN-γ能力的影响

Fig.5 Effects of PAM on the IFN-γ secretion of T

lymphocytes in xenograft tissues of mice bearing in-situ

colon cancer transplantation tumor

与促进T、B细胞活化与增殖中起重要作用[16-17]。激

活的巨噬细胞、NK细胞和CD8+细胞可以直接杀伤肿

瘤细胞[18]。本研究通过流式细胞术证明了PAM可显

著提高模型小鼠结肠癌原位移植瘤组织中树突状细

胞和巨噬细胞的MHCII和 IL-12的表达水平，此结果

提示，PAM可激活移植瘤组织中树突状细胞和巨噬

细胞。随后检测了PAM对模型小鼠结肠癌移植瘤组

织中淋巴细胞激活的影响，结果显示，PAM可显著提

高移植瘤组织中CD8+细胞、NK细胞和CD44+/NK细

胞比例以及单位体积内的细胞数量，这提示着PAM

可激活上述细胞的活性。在免疫细胞中，CD44主要

参与T细胞的活化，而活化后的T细胞可杀伤肿瘤细

胞[19]。本研究发现，虽然PAM没有对CD4+数量直接

产生影响，但 PAM 显著提高了 CD4+细胞中 CD44+/

CD4+细胞比例，说明其可显著增加CD4+细胞活性。

另外，本研究还发现，PAM可显著增加可分泌 IFN-γ

的CD4+及CD8+细胞比例；而 IFN-γ进一步促进NK和

T细胞活化并促进抗原提呈和提高巨噬细胞溶酶体

活性[20]，进而杀伤肿瘤细胞。

综上，PAM可通过激活结肠癌组织中免疫细胞

从而抑制结肠癌生长，本研究为结肠癌的治疗提供

了新的思路。
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