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一种中药复方对小鼠脾脏淋巴细胞PD-1/PD-L1
表达的影响

王英泽1,曹晴晴1,王晨晨1,刘桂沅2,杜 朝1
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摘 要:为了探讨中药复方对小鼠脾脏淋巴细胞PD-1/PD-L1的表达情况,以及CD3+CD4+ 和

CD3+CD8+T淋巴细胞比例的影响,采用传统熬制中药的方法得到中药复方提取液,按低、中、高3
个浓度对小鼠灌胃给药(1次/d),2周后,采用脑脊髓脱臼法处死小鼠,利用Real-timePCR和流式

细胞仪检测脾脏PD-1/PD-L1的表达情况以及淋巴细胞亚型的变化。结果表明,随着中药提取液

浓度的增加,脾脏淋巴细胞PD-1的表达显著降低,而PD-L1的表达无显著变化;CD3+CD4+ 型和

CD3+CD8+型T淋巴细胞的比例均显著增加。所研制的中药复方能抑制淋巴细胞PD-1的表达,
激活免疫辅助细胞和效应细胞,有望应用于抗肿瘤的免疫治疗。
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Abstract:InordertoinvestigatetheeffectontheexpressionofPD-1/PD-L1andtheproportionofCD3+CD4+,CD3+CD8+ T
lymphocyteinspleenlymphocytesofmicetreatedwithChineseherbalcompound,theextractofChineseherbalcompoundis
obtainedbytraditionalboilingmethod.ThemicearegivenintragastricadministrationonceadaywithextractofChineseherbal
compoundatlow,mediumandhighconcentrations.Themicearesacrificedbyneckdislocationattheendofexperimenttime
andthespleenisfreshlyisolatedfrommice.TheexpressionofPD-1/PD-L1andthechangesoflymphocytesubtypesaredetec-
tedbyReal-timePCRandflowcytometry.TheresultsshowthattheexpressionofPD-1onspleniclymphocytesdecreasessig-
nificantlyandtheratioofCD3+CD4+andCD3+CD8+ Tlymphocytesincreasessignificantlywiththeincreaseoftheconcen-
trationofChineseherbalcompound,buttheexpressionofPD-L1doesnotchangesignificantly.Theseresultssuggestthatthe
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Chineseherbalcompoundcanbeusedinanti-tumorimmunotherapymediatedbyinhibitingtheexpressionofPD-1inlympho-
cytes,activatingimmunehelpercellsandeffectorcells.
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  PD-1(programmedcelldeath1,程序性死亡受体1,CD279)来源于CD28家族,主要在活化的T细胞、B细

胞、自然杀伤(NK)细胞、巨噬细胞等免疫细胞中表达[1-2],其配体PD-L1(也称B7-H1/CD274)主要在肿瘤细胞

和抗原提呈细胞(APC)中表达。PD-L1与T细胞PD-1结合会导致T细胞的衰竭与功能障碍,并分泌促炎因子

如TNF-α,IL-2,IFN-γ[3]。利用抗PD-1或抗PD-L1单克隆抗体可阻断PD-1/PD-L1相互作用,从而减轻对T
细胞的抑制[4]。研究表明,通过阻断PD-1/PD-L1的相互作用,可显著提高特异性的T淋巴细胞对骨肉瘤的杀

伤效果,延长荷瘤鼠的存活时间[5]。迄今,PD-1/PD-L1阻断剂作为一种通过调节免疫细胞与肿瘤细胞相互作

用的癌症治疗方法,展现出显著的抗肿瘤效应[6],是目前具有较好应用前景的肿瘤治疗途径。
中药作为一种纯天然的药物,具有抗肿瘤、抗氧化、抗病毒[7]以及促进免疫调节等多种生物活性,因其在

疾病治疗过程中具有耐药性低、毒副作用小、无残留及增强机体免疫力等优点而倍受研究者的关注。近年来

的研究发现,黄芪、金银花、野菊花、甘草等中药成分能够通过提高机体的固有免疫和特异性免疫能力发挥免

疫调节、抗肿瘤、抗氧化等功能,而这些功能的发挥主要与中药中所含的多糖、黄酮类、苷类等活性成分有

关[8-13]。这些复方成分针对抗肿瘤机制的研究主要集中在抗氧化、阻滞细胞周期、促凋亡和抑制新生血管生

成等方面[14-15],而针对与肿瘤免疫逃逸相关的PD-1/PD-L1免疫检查点的研究未见报道。
笔者采用上述中药成分,配以鬼针草、半枝莲组成中药复方,采用低、中、高剂量灌胃法处理小鼠,从分子

和细胞水平检测了小鼠脾脏PD-1和PD-L1的表达情况,在细胞水平分析了T淋巴细胞亚群CD3+CD4+和

CD3+CD8+表达的变化,探讨中药复方对小鼠T淋巴细胞的免疫调节作用。

1 材料与方法

1.1 主要试剂及仪器

中药复方(黄芪20g、金银花10g、野菊花15g、鬼针草20g、半枝莲20g、甘草5g);小鼠淋巴细胞分离

液(达科为,产地北京);TRIzol(Invitrogen);RPMI-1640培养基(Gibco);胎牛血清(HyClone);Anti-Mouse
CD274(B7-H1)PE,Anti-MouseCD274(PD-1)FITC,Anti-MouseCD3eFITC,Anti-MouseCD4PE,Anti-
MouseCD8a(B7-1)APC(eBioscience)。

实时荧光定量PCR仪(IQ5,Bio-Rad),细胞分选仪(accuriC6,BD公司生产),超微量分光光度计

(DS-11+,DeNovix)。

1.2 方法

1.2.1 中药复方的制备

称取黄芪20g、金银花10g、野菊花15g、鬼针草20g、半枝莲20g、甘草5g,粉碎,经3次煎煮,离心

(5000r/min)后取上清液,经0.2μm滤器过滤除菌,配制成浓缩液(总药材量/药液体积:100mg/mL)。用

无菌水将药物浓缩液稀释至10mg/mL和50mg/mL,于4℃保存。

1.2.2 实验动物分组及处理

清洁级Balb/c小鼠,体质量(18±2)g,购自河北医科大学实验动物中心。适应性喂养小鼠7d后,将

15只小鼠随机分成5组(每组3只),分别为空白对照组、生理盐水组、低剂量组(100mg/kg)、中剂量组

(500mg/kg)、高剂量组(1000mg/kg),每日灌胃1次。灌胃期间不限饮食,自由饮水,隔天称重并观察各

组小鼠生长情况。2周后,所有小鼠均禁食12h,采用脑脊髓脱臼法处死。取出脾脏,以生理盐水冲洗后,将

50mg左右的脾脏经液氮冻存后置于-80℃冰箱中保存,用于提取RNA;其余脾脏经分离得到脾脏淋巴细

胞后,用于检测细胞表面的PD-1蛋白表达情况及CD34+和CD38+表型比例的变化。

1.2.3 Real-timePCR
取50mg脾脏组织,采用Trizol法提取总RNA,采用超微量分光光度计测定RNA浓度,判定纯度后,

反转录成cDNA,以此cDNA作为模板,进行Real-timePCR扩增,以GAPDH作为内参基因。扩增PD-1的

程序如下:95℃,10min;95℃,15s;60.9℃,1min;40cycles。扩增PD-L1的程序如下:95℃,10min;
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95℃,15s;60.1℃,1min;40cycles。50μL反应体系,其中25μL2×SYBRGreenmixture,10μmol/L正

向和反向引物各2μL,10μLcDNA,11μL无RNase水,混匀后,分至3管,每管15μL。引物序列见表1。
表1 引物序列

Tab.1 Primersequences

名 称 序 列

GAPDH上游引物 5’CAGCCTCGTCCCGTAGACA3’

GAPDH下游引物 5’CGCTCCTGGAAGATGGTGAT3’

PD-1上游引物 5’CCCCAAGGAAAAATCGAGGAG3’

PD-1下游引物 5’GGGCGAGGGGCTGGGATATCT3’

PD-L1上游引物 5’TGCGGACTACAAGCGAATCACG3’

PD-L1下游引物 5’CTCAGCTTCTGGATAACCCTCG3’

1.2.4 脾脏淋巴细胞分离

采用脑脊髓脱臼法处死小鼠,浸泡于75%(体积分数,下同)的乙醇中,在超净台上取出小鼠脾脏,在35
mm培养皿中放入1~2mL淋巴细胞分离液,研磨至碎片。把悬有脾脏细胞的分离液转移到15mL离心管

中,覆盖200~500μL的RPMI-1640培养基,室温,800×g 离心30min,吸出淋巴细胞层移至新管。再加入

0.5mLRPMI-1640培养基,室温,500×g 离心10min,收集细胞,用RPMI-1640培养基(含10%胎牛血清)
悬浮细胞,计数。

1.2.5 脾脏淋巴细胞的表型及PD-1的流式检测

将收集得到的淋巴细胞用预冷的PBS清洗2遍,100μLPBS(预冷)重悬,加入相应抗体,于冰上避光孵

育30min,利用细胞流式仪进行检测。

1.2.6 统计学处理

本实验所有数量值均采用x±s表示,组间比较采用t检验,数据经SPSS22.0软件进行统计分析。

2 结果与分析

2.1 中药复方对小鼠体质量变化无影响

为探讨药物剂量是否影响小鼠的生长状况,对各组小鼠的体质量隔日称重,持续2周。图1a)显示,与
生理盐水组相比,不同剂量的中药复方处理对小鼠体质量的变化无显著影响(P>0.05),表明在实验设定的

剂量浓度下,中药复方对小鼠的正常生长状态无毒性作用。

2.2 中药复方能下调小鼠脾脏淋巴细胞PD-1基因的表达水平

为探讨中药复方能否干扰淋巴细胞PD-1/PD-L1基因的表达,利用Real-timePCR检测不同剂量中药

复方对小鼠脾脏PD-1和PD-L1mRNA表达水平的影响情况,结果见图1b)。与生理盐水组相比,低浓度

的中药复方处理即可显著降低PD-1的mRNA水平(P<0.05),而且,随着中药复方浓度的逐渐提高,PD-1
mRNA表达水平的降低幅度逐渐增大,表明中药复方可以显著下调小鼠脾脏组织PD-1mRNA的表达,且
呈现出明显的浓度依赖效应。与此不同,对脾脏组织中PD-L1mRNA的表达水平虽有一定抑制,但差异不

显著(P>0.05),表示此中药复方可能只是通过干扰PD-1的表达来降低肿瘤免疫逃逸。
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2.3 中药复方能显著降低小鼠脾脏淋巴细胞PD-1蛋白表达的水平

为探究中药复方处理对PD-1mRNA水平的影响能否反映其在蛋白水平的变化情况,采用流式细胞术

分析了小鼠脾脏淋巴细胞表面PD-1蛋白表达的情况。由图2可知,不同浓度的中药复方处理都使小鼠脾

脏淋巴细胞表面的PD-1蛋白量减少(P<0.05),但不存在浓度依赖效应。这些结果表明,在中药复方的作

用下,小鼠脾脏淋巴细胞表面PD-1蛋白水平与相应的 mRNA水平变化趋势一致,推测中药复方可能抑制

PD-1的转录或影响其mRNA稳定性,从而减少细胞表面PD-1蛋白的表达量。T细胞表面PD-1蛋白的减

少有助于抑制肿瘤免疫逃逸,这可能是中药复方保护和调节机体免疫系统的重要分子基础。
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2.4 中药复方能提高小鼠脾脏中CD3+CD4+/CD3+CD8+型T淋巴细胞的比例

为探讨中药复方对小鼠脾脏T淋巴细胞亚型的影响,采用流式细胞术检测CD3+CD4+和CD3+CD8+

型T淋巴细胞的比例,结果见图3。与生理盐水组相比,当给予低剂量的中药复方时,小鼠脾脏中

CD3+CD4+和CD3+CD8+型T淋巴细胞的比例均显著降低;给予中剂量处理后,CD3+CD4+和CD3+CD8+

型T淋巴细胞比例有所增加;给予高剂量处理后,CD3+CD4+和CD3+CD8+型T淋巴细胞的比例均显著提

高,分别达20.9%和11.3%(P<0.05),表明中药复方能够显著提高小鼠脾脏淋巴细胞的CD3+CD4+ 和

CD3+CD8+型比例,其变化趋势与处理剂量有关,初步说明中药复方具有通过激活机体免疫抑制肿瘤的

潜质。

3 讨 论

1)脾脏作为机体重要的淋巴器官,聚集着大量的淋巴细胞和巨噬细胞,在机体细胞免疫和体液免疫中发

挥着关键作用。中药复方对特异性免疫和非特异性免疫均有促进作用,除了具有提高机体免疫力、抗病毒、
抗氧化等功效外,中药复方亦能够通过激活T淋巴细胞、B淋巴细胞和巨噬细胞等免疫细胞,促进产生细胞

因子,从而激活补体系统等方式调节机体免疫系统[16-17]。在免疫力低下的情况下,中药复方能够促进血清中

的免疫球蛋白和溶血素含量升高,增强腹腔巨噬细胞的吞噬能力,从而提高小鼠的免疫功能[18]。

2)在肿瘤治疗过程中,如何克服免疫逃逸一直是备受关注的课题。癌细胞会采用各种策略,利用免疫

检验点,逃避抗肿瘤免疫,如引发具有肿瘤反应活性的细胞毒性 T淋巴细胞(cytotoxicT-lymphocytes,

CTLs)功能衰竭。PD-1作为一个主要的检验点受体,在结合其配体PD-L1后,可以通过抑制T细胞受体

(Tcellreceptor,TCR)的下游信号,抑制T细胞的功能。肿瘤微环境(tumormicroenvironment,TME)中

PD-1的配体特别是PD-L1的表达,能使癌细胞免受免疫介导的排斥作用[19-20]。以针对PD-1/PD-L1通路

抗体为基础治疗的许多方法已进入临床研发阶段,或已被批准用于治疗黑色素瘤等[21]。本研究针对中药复

方是否影响小鼠T淋巴细胞功能相关的免疫检查点PD-1/PD-L1的表达开展了相关研究。实验结果显示,
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a）小鼠脾脏淋巴细胞 CD3+CD4+ /CD3+CD8+表型比例的流式图

c） 小鼠脾脏淋巴细胞 CD3+CD8+表型比例的变化b） 小鼠脾脏淋巴细胞 CD3+CD4+表型比例的变化

CD3+
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图3 不同浓度的中药复方对小鼠脾脏淋巴细胞CD3+CD4+/CD3+CD8+表型比例的影响

Fig.3 EffectsofdifferentconcentrationsofChineseherbalcompoundonthephenotype

ratioofCD3+CD4+/CD3+CD8+inspleniclymphocyteofmice

经过药物处理后,小鼠脾脏T淋巴细胞的PD-1表达量显著减少。PD-1的 mRNA水平和蛋白水平变化趋

势一致,而且mRNA水平的变化呈现出剂量依赖效应,说明中药复方可能是通过抑制PD-1基因转录,或降

低其mRNA稳定性发挥作用。中药复方降低T淋巴细胞表达的PD-1,有助于抑制肿瘤免疫逃逸。因此上

述结果初步阐明了中药复方具备调节机体免疫系统的能力。

3)具有肿瘤反应活性的CD3+CD4+和CD3+CD8+型T淋巴细胞的比例在经高剂量药物处理后显著增

加,提示中药复方有助于激活免疫辅助细胞和效应细胞,这可能也是其调控免疫能力的分子基础之一。

4 结 语

1)利用黄芪、金银花等6种成分组成的中药复方处理小鼠,探讨了其对脾脏淋巴细胞PD-1/PD-L1免疫

检查点的影响。结果显示,此中药复方可以显著降低脾脏淋巴细胞PD-1的表达,提高CD3+CD4+ 型和

CD3+CD8+型T淋巴细胞的比例。说明此中药复方能干扰免疫检查点PD-1/PD-L1的表达,激活免疫辅助

细胞和效应细胞,为中药用于抗肿瘤的免疫治疗研究提供了数据参考。

2)中药复方抑制T淋巴细胞PD-1基因表达呈现出一定的特异性,因为脾脏组织中PD-L1基因的表达

情况并没有因药物处理而发生显著变化。采用PD-1抗体治疗黑色素瘤的有关研究显示,黑色素瘤细胞亦

可表达PD-1,促进自身增殖。在阻断免疫检验点的同时,抗体还能通过作用于肿瘤表面的PD-1抑制肿瘤生

长[22]。中药复方是否能够通过抑制肿瘤细胞的PD-1表达来抑制肿瘤,是今后需要进一步关注的重点。
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