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摘　要　为探究芍药苷对程序性死亡受体配体１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈＬｉｇａｎｄ１，ＰＤＬ１）表达的影响及作用机制，研究采
用干扰素γ（ＩＦＮγ）诱导ＨｅｐＧ２细胞建立体外ＰＤＬ１高表达细胞模型。采用 ＭＴＴ法检测芍药苷的细胞毒性，通过流式细
胞术、ＥＬＩＳＡ、ＲＴＰＣＲ法检测其对ＰＤＬ１蛋白和ｍＲＮＡ表达的影响；建立ＨｅｐＧ２细胞和ＪｕｒｋａｔＴ细胞共培养体系，ＥＬＩＳＡ检
测芍药苷干预后共培养２４ｈ后的ＩＬ２的表达，ＣＣＫ８法检测药物干预后Ｔ细胞增殖情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测芍药苷作用后
ＨｅｐＧ２细胞中ＰＤＬ１、Ｊａｎｕｓ激酶（Ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ，ＪＡＫ）和信号传导及转录激活因子（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｓｏｆｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＳＴＡＴ３）的蛋白表达。实验结果表明，芍药苷能够显著下调ＰＤＬ１蛋白和ｍＲＮＡ的表达水平，增加共培养体系中的
ＩＬ２的浓度，促进Ｔ细胞显著增殖，此外，芍药苷能显著抑制ＪＡＫ和ＳＴＡＴ３的蛋白磷酸化。实验结果表明，芍药苷能够下调
ＰＤＬ１的表达，其机制可能与ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３通路有关。
关键词　芍药苷；程序性死亡受体配体１；肿瘤免疫逃逸；免疫检查点
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　　肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是世界上
最常见和最具侵袭性的肿瘤之一［１－２］。尽管多激

酶抑制剂在分子治疗方面取得了进展，但晚期

ＨＣＣ的预后仍然很差，５年生存率为 ３％ ～
１１％［３］。免疫逃逸是肿瘤发展的重要因素，程序

性死亡配体１（ＰＤＬ１）的过度表达参与肿瘤的免疫
逃逸，与肿瘤的发生、发展及预后不良密切相

关［２，４］。ＰＤＬ１是ＰＤ１的配体，在肿瘤细胞和免疫
细胞上均表达，而 ＰＤ１主要在活化的 Ｔ细胞上表
达。ＰＤＬ１与ＰＤ１的结合通过诱导Ｔ细胞的衰竭
和凋亡来抑制 Ｔ细胞效应功能，导致免疫抑制状
态［５］。研究表明 ＰＤＬ１／ＰＤ１信号通路在 Ｔ细胞
介导的肿瘤免疫应答中发挥重要作用，且针对 ＰＤ
１／ＰＤＬ１的治疗性阻断已经证实可以使部分肿瘤
患者具有持久的抗肿瘤反应［６－７］。目前 ＨＣＣ的免
疫治疗试验已发现组织学证实的肿瘤自发性消退，

但患者反应率相对较低，并且基于抗体检查点抑制

剂的不良反应和高成本限制了其应用［８－９］。近年

来，小分子抑制剂的研究逐步兴起，天然小分子对

ＰＤＬ１调控的研究也取得了一定进展，挖掘潜在干
扰 ＰＤ１／ＰＤＬ１表达的天然小分子可能是肿瘤治
疗的新领域［１０－１１］。

芍药苷（ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ）是一种单萜葡萄糖苷，
作为天然植物药被广泛使用。芍药苷具有抗炎、

镇痛、免疫调节、肝脏和神经保护、认知障碍改善

和抗高血糖效应等药理作用［１２－１３］。近年来临床

前研究表明芍药苷对非小细胞肺癌、胃癌、肝癌

和白血病等发挥抗肿瘤活性［１４－１５］，可通过调控

ＰＩ３Ｋ／ＡＫ、ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３、ＮＦκＢ等多种通路调节机
体免疫功能，抑制肿瘤生长［１６－１７］。因此，推测芍

药苷可能通过 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３通路调节 ＰＤＬ１，参与
肿瘤患者的免疫调控系统，增强抗肿瘤免疫应

答。因此，本研究拟通过 ＩＦＮγ诱导的 ＨｅｐＧ２细
胞模型探究芍药苷对 ＰＤＬ１的调节作用及其作
用机制。
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１１　药品与试剂
芍药苷（ＨＰＬＣ面积归一化法测定纯度大于

９９％，四川维克奇生物科技有限公司）；胎牛血清
（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；ＤＭＥＭ、胰蛋白酶、噻唑兰
ＭＴＴ（江苏凯基生物技术股份有限公司）；牛血清
白蛋白（ＢＳＡ）、ＩＦＮγ（美国 Ｒ＆Ｄ公司）；ＰＤＬ１
ＥＬＩＳＡ检测试剂盒（美国 Ｐｒｏｔｉｎｔｅｃｈ公司）、ＩＬ２
ＥＬＩＳＡ检测试剂盒（美国Ｎｏｖｕｓ公司）；ＰＨＡ、ＰＭＡ、
Ｒｕｘｏｌｉｔｉｎｉｂ（美国Ｓｉｇｍａ公司）；ＢＣＡ蛋白定量试剂
盒（南京建成生物工程研究所）；二甲基亚砜

ＤＭＳＯ、ＲＩＰＡ裂解液、ＰＭＳＦ、ＡｎｔｉＰＤＬ１抗体（美国
ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；Ｔｒｉｚｏｌ（美国 Ｌｉｆｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司），引物、ＤＥＰＣ水（上海捷瑞生物
工程有限公司）；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ、ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅｑＰＣＲＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘｗｉｔｈｇＤＮＡ
Ｒｅｍｏｖｅｒ［东洋纺（上海）生物科技有限公司］；其他
试剂均为国产分析纯。

１２　仪　器
全波长多功能酶标仪（美国赛默飞世尔科技

有限公司）；超速控温离心机（美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌ
ｔｅｒ公司）；荧光倒置显微镜（德国ＣａｒｌＺｅｉｓｓ公司）；
Ａ１０１４３９电泳仪、ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏＴＭ ＤｘＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ
循环仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。
１３　细胞株

人肝癌细胞株ＨｅｐＧ２购自上海ＡＴＣＣ细胞库。
ＨｅｐＧ２细胞用含１０％ ＦＢＳ的高糖 ＤＭＥＭ培养液，
在３７℃、体积分数５％ ＣＯ２的饱和湿度条件下培
养，每隔３天用０２５％胰蛋白酶消化细胞，按１∶３比
例进行传代，取对数期的细胞用于实验［１８］。

!

　方　法

２１　ＰＤＬ１高表达模型建立和药物溶解
ＩＦＮγ１００μｇ用去离子水 ５００μＬ溶解为
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０２ｍｇ／ｍＬ母液，然后用 ＰＢＳ稀释为 ４００ｎｇ／ｍＬ
储备液，０２２μｍ滤膜过滤待用。

取一定量的芍药苷，先用 ＤＭＳＯ溶解至一定
浓度，使ＤＭＳＯ浓度不超过药物最终使用浓度的
０１％，然后用ＤＭＥＭ稀释至相应浓度。
２１１　ＥＬＩＳＡ检测ＩＦＮγ对ＨｅｐＧ２细胞ＰＤＬ１表
达的影响　取对数生长期ＨｅｐＧ２细胞，以每孔１×
１０６个细胞接种于６孔板中，细胞贴壁后分别给予
含有１０、２０、３０ｎｇ／ｍＬＩＦＮγ的 ＤＭＥＭ培养基，培
养２４ｈ后，裂解细胞后收集上清液，用ＥＬＩＳＡ试剂
盒测定上清液中 ＰＤＬ１的含量。同时抽提各孔细
胞总蛋白，采用ＢＣＡ定量试剂盒检测蛋白浓度，以
较正ＰＤＬ１浓度。
２１２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ＩＦＮγ对 ＨｅｐＧ２细胞
ＰＤＬ１表达的影响　ＨｅｐＧ２细胞按照“２１１”项
下方法处理后，ＰＢＳ清洗细胞２次，用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂
提取细胞ＲＮＡ，酶标仪测定Ａ２６０／２８０及其浓度。ＲＮＡ
在６５℃条件下热变性５ｍｉｎ后，立即置于冰上，按
照反转录试剂盒说明配制体系，使 ＲＮＡ反转录为
ｃＤＮＡ，反应参数分别为：３７℃，１５ｍｉｎ；５０℃，
５ｍｉｎ；９８℃，５ｍｉｎ。按照ＰＣＲ试剂盒配制反应体
系后进行反应，反应参数为 ９５℃，１５ｓ；６０℃，
１５ｓ；７２℃，４５ｓ。其中，９５℃预变性６０ｓ；共循环
４０次［１９］。测得基因引物序列见表１。
２１３　流式细胞术检测ＩＦＮγ对ＨｅｐＧ２细胞ＰＤ
Ｌ１表达的影响　ＨｅｐＧ２细胞按照“２１１”项下方法
处理后，用预冷的ＰＢＳ清洗细胞两次，之后用胰酶消
化收集离心后弃去上清液，细胞用０１％ ＢＳＡ稀释
的一抗稀释液（兔抗，１∶４００）１００μＬ重新悬浮，孵育
１ｈ后，离心去上清液，用预冷 ＰＢＳ清洗两遍后，加
入用０１％ ＢＳＡ稀释的二抗稀释液（抗兔，１∶８０００）
１００μＬ重新悬浮，孵育４０ｍｉｎ后，离心去上清液，用
预冷ＰＢＳ清洗两遍，加入ＰＢＳ５０μＬ重新悬浮后，用
流式细胞术检测ＰＤＬ１蛋白的表达。
２２　ＭＴＴ法检测芍药苷对 ＨｅｐＧ２细胞的活性的
影响

取生长状态良好的 ＨｅｐＧ２细胞，消化后以每
孔１×１０４个细胞的密度接种于９６孔板中，待细胞
贴壁后吸去培养基，加入不含血清的 ＤＭＥＭ饥饿
８ｈ后，分别给予１，５，１０，２０，４０μｍｏｌ／Ｌ的芍药苷，
空白组加入不含血清的 ＤＭＥＭ，孵育２４ｈ后吸去
培养基，每孔加入含５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ的空白培养基

１００μＬ，孵育 ４ｈ，吸去上清液，每孔加入 ＤＭＳＯ
１５０μＬ，酶标仪测定４９０ｎｍ处的吸收度，计算细胞
活力，实验平行３次。
２３　检测芍药苷对 ＨｅｐＧ２细胞 ＰＤＬ１表达的
影响

２３１　ＥＬＩＳＡ检测芍药苷对 ＨｅｐＧ２细胞 ＰＤＬ１
表达的影响　取对数生长期 ＨｅｐＧ２细胞，以每孔
１×１０６个细胞接种于６孔板中，分别设置空白组
（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、模型组 （Ｍｏｄｅｌ）和芍药苷给药组
（２０μｍｏｌ／Ｌ）。空白组每孔加入空白 ＤＭＥＭ培养
基，模型组每孔加入３０ｎｇ／ｍＬＩＦＮγ的 ＤＭＥＭ培
养基，给药组每孔分别加入 ３０ｎｇ／ｍＬＩＦＮγ和
２０μｍｏｌ／Ｌ芍药苷的 ＤＭＥＭ培养基，孵育２４ｈ后，
裂解细胞后收集上清液，用 ＥＬＩＳＡ试剂盒测定上
清液中 ＰＤＬ１的含量。同时抽提各孔细胞总蛋
白，采用 ＢＣＡ定量试剂盒检测蛋白浓度，以较正
ＰＤＬ１浓度。
２３２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测芍药苷对 ＨｅｐＧ２细胞
ＰＤＬ１表达的影响　ＨｅｐＧ２细胞按照“２３１”项
下方法处理后，ＰＢＳ清洗细胞２次，用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂
提取细胞ＲＮＡ，酶标仪测定Ａ２６０／２８０及其浓度。ＲＮＡ
在６５℃条件下热变性５ｍｉｎ后，立即置于冰上，按
照反转录试剂盒说明配制体系，使 ＲＮＡ反转录为
ｃＤＮＡ，反应参数分别为：３７℃，１５ｍｉｎ；５０℃，
５ｍｉｎ；９８℃，５ｍｉｎ。按照ＰＣＲ试剂盒配置反应体
系后进行反应，反应参数为 ９５℃，１５ｓ；６０℃，
１５ｓ；７２℃，４５ｓ。其中，９５℃预变性６０ｓ；共循环
４０次。测得基因引物序列见表１。

Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｓｓａｙ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ
ＰＤＬ１ Ｆｏｒｗａｒｄ　５′ＧＧＴＧＣＣＧＡＣＴＡＣＡＡＧＣＧＡＡＴ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ　５′ＡＧＣＣＣＴＣＡＧＣＣＴＧＡＣＡＴＧＴＣ３′
ＧＡＰＤＨ Ｆｏｒｗａｒｄ　５′ＡＣＡＡＣＴＴＴＧＧＴＡＴＣＧＴＧＧＡＡＧＧ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ　５′ＧＣＣＡＴＣＡＣＧＣＣＡＣＡＧＴＴＴＣ３′

２３３　流式细胞术检测芍药苷对ＨｅｐＧ２细胞ＰＤ
Ｌ１表达的影响　ＨｅｐＧ２细胞按照“２３１”项下方
法处理后，用预冷的 ＰＢＳ清洗细胞２次，之后用胰
酶消化收集离心后弃去上清液，细胞用０１％ ＢＳＡ
稀释的一抗（１∶４００）１００μＬ重新悬浮，孵育 １ｈ
后，离心去上清液，用预冷 ＰＢＳ清洗两遍后，加入
用０１％ ＢＳＡ稀释的二抗（１∶８００）１００μＬ重新悬
浮，孵育４０ｍｉｎ后，离心去上清液，用预冷 ＰＢＳ清
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洗两遍，加入 ＰＢＳ５０μＬ重新悬浮后，用流式细胞
仪检测ＰＤＬ１蛋白的表达。
２４　Ｔ细胞和ＨｅｐＧ２细胞共培养

取对数生长期 ＨｅｐＧ２细胞，以每孔１×１０５个
接种于１２孔板中，分别设置空白组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、模型
组（Ｍｏｄｅｌ）和芍药苷给药组（２０μｍｏｌ／Ｌ）。给药后
１ｈ加 ＩＦＮγ，孵育 ２４ｈ后，用 ＰＢＳ清洗两遍后，
Ｊｕｒｋａｔ细胞按照每孔８×１０５个细胞加入孔中，加入
１０μｇ／ｍＬＰＨＡ＋１０ｎｇ／ｍＬＰＭＡ孵育２４ｈ后，收
集上清液和Ｊｕｒｋａｔ细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，分
别检测Ｊｕｒｋａｔ细胞活性和上清液中ＩＬ２的浓度。
２５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

取对数生长期 ＨｅｐＧ２细胞，以每孔１×１０６个
接种于６孔板中，分别设置空白组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、模型
组（Ｍｏｄｅｌ）、芍药苷给药组（２０μｍｏｌ／Ｌ）和抑制剂
组。空白组每孔加入空白 ＤＭＥＭ培养基，模型组
每孔加入３０ｎｇ／ｍＬＩＦＮγ的 ＤＭＥＭ培养基，给药
组每孔分别加入３０ｎｇ／ｍＬＩＦＮγ和２０μｍｏｌ／Ｌ芍
药苷的ＤＭＥＭ培养基，孵育２４ｈ后，ＰＢＳ清洗细胞
两次，用细胞刮刮取细胞，收集后３００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，分别加蛋白裂解液 ６０μＬ在冰上裂解
３０ｍｉｎ，吹打细胞数次，收集裂解液，１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ，收集上清液，用ＢＣＡ试剂盒测定总蛋
白浓度。将蛋白质样品稀释至相同且合适的浓度

进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳（电泳参数：８５Ｖ、２０ｍｉｎ；
１２０Ｖ、８０ｍｉｎ），然后转移至ＰＶＤＦ膜上在５％脱脂
奶粉封闭液中室温封闭１ｈ，加入一抗（１∶１０００）于
４℃过夜，后加入二抗（１∶２０００）室温孵育２ｈ，采
用电化学发光检测法（ＥＣＬ法）显色。对感光胶片
条带进行灰度分析，以目的条带与内参照条带

ＧＡＰＤＨ的比值代表目的蛋白的相对表达量。
２６　数据分析

相关实验数据以珋ｘ±ｓ表示，用ＳＰＳＳ２２０统计
软件进行统计，多组间比较采用单因素方差分析。

Ｐ＜００５为差异显著。

$

　结　果

３１　ＨｅｐＧ２细胞ＰＤＬ１高表达模型的建立
ＩＦＮγ刺激 ＨｅｐＧ２细胞 ２４ｈ后，ＥＬＩＳＡ检测

结果显示：３０ｎｇ／ｍＬＩＦＮγ对于ＰＤＬ１的上调作用
最为明显（图 １），ＰＣＲ检测结果证明 ＩＦＮγ对于
ＰＤＬ１ｍＲＮＡ的上调呈现剂量依耐性（图２），流式

细胞术检测结果也进一步证明了这个结论（图３）。
３２　芍药苷对ＨｅｐＧ２细胞活力的影响

通过ＭＴＴ检测不同浓度的芍药苷对ＨｅｐＧ２细
胞存活率的影响。如图４显示，与正常对照组相比，
１、５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ的芍药苷处理后的细胞活力明
显大于９０％，无明显细胞毒性，故选择２０μｍｏｌ／Ｌ
芍药苷作为药物安全浓度开展后续实验。

３３　芍药苷对ＨｅｐＧ２细胞ＰＤＬ１表达的影响
如图５所示，与正常对照组相比，模型组细胞

ＰＤＬ１的表达水平显著增加。加入芍药苷后，ＰＤ
Ｌ１的表达受到抑制。ＥＬＩＳＡ检测 ＰＤＬ１与流式细
胞术检测结果一致（图６），３０ｎｇ／ｍＬＩＦＮγ处理的
细胞 ＰＤＬ１的蛋白和 ｍＲＮＡ表达水平显著增加。
与模型组相比，给予２０μｍｏｌ／Ｌ的芍药苷２４ｈ后，
给药组ＨｅｐＧ２细胞的ＰＤＬ１蛋白和ｍＲＮＡ的表达
水平显著降低（图７）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＩＦＮγｏｎＰＤＬ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓＨｅｐＧ２
ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＩＦＮγｆｏｒ２４ｈ，ａｎｄ
ｔｈｅｎＰＤＬ１ｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＥＬＩＳＡ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）
Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＩＦＮγｏｎＰＤＬ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨｅｐＧ２
ｃｅｌｌｓＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＩＦＮγｆｏｒ
２４ｈ，ａｎｄｔｈｅｎＰＤＬ１ｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｑＰＣＲ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
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Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＩＦＮγｏｎＰＤＬ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＩＦＮγｆｏｒ２４ｈ，ａｎｄ
ｔｈｅｎＰＤＬ１ｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１０ｎｇ／ｍＬＩＦＮγ；Ｃ：ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２０ｎｇ／ｍＬＩＦＮγ；Ｄ：ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ３０ｎｇ／ｍＬＩＦＮγ

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎｏｎｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎｆｏｒ２４ｈ，ａｎｄｔｈｅｎ
ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＩＦＮγｏｎＰＤＬ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＩＦＮγｆｏｒ２４ｈ，ａｎｄ
ｔｈｅｎＰＤＬ１ｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ３０ｎｇ／ｍＬＩＦＮγ；Ｃ：ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２０μｍｏｌ／Ｌｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎｉｎｔｈｅａｂｓｅｎｃｅｏｒｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆ３０ｎｇ／
ｍＬＩＦＮγｆｏｒ２４ｈ
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Ｆｉｇｕｒｅ６　 ＥｆｆｅｃｔｏｆｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎｏｎＰＤＬ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨｅｐＧ２
ｃｅｌｌｓＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＩＦＮγｆｏｒ
２４ｈ，ａｎｄｔｈｅｎＰＤＬ１ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＥＬＩＳＡ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝
４）
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ７　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎｏｎＰＤＬ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨｅｐＧ２
ｃｅｌｌｓＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２０μｍｏｌ／Ｌｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎｉｎｔｈｅａｂ
ｓｅｎｃｅｏｒｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆ３０ｎｇ／ｍＬＩＦＮγｆｏｒ２４ｈ，ａｎｄｔｈｅｎＰＤＬ１ｍＲＮＡ
ｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＲＴＰＣＲ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

３４　芍药苷对共培养体系中 Ｔ细胞 ＩＬ２分泌的
影响

为了检测芍药苷是否能够逆转 ＰＤＬ１高表达
的ＨｅｐＧ２细胞对表达 ＰＤ１细胞的 Ｔ细胞的抑制
作用，将 ＩＦＮγ刺激的 ＰＤＬ１高表达的 ＨｅｐＧ２细
胞用芍药苷 ２０μｍｏｌ／Ｌ处理 ２４ｈ后，与激活的
ＪｕｒｋａｔＴ细胞共孵育，２４ｈ后分别收集上清和
ＪｕｒｋａｔＴ细胞，检测ＩＬ２的分泌水平和Ｔ细胞的增
殖情况。如图 ８和 ９所示，模型组较空白组，
ＨｅｐＧ２高表达 ＰＤＬ１，显著抑制 Ｔ细胞的增殖活
性，ＩＬ２的分泌也受到抑制。加药组与模型组相
比，芍药苷显著逆转了高表达 ＰＤＬ１的 ＨｅｐＧ２细
胞对高表达ＰＤ１的 Ｔ细胞的细胞增殖抑制作用，
Ｔ细胞增殖活性显著增强，ＩＬ２的分泌水平也显著
提高。

Ｆｉｇｕｒｅ８　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎｏｎｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＪｕｒｋａｔｃｅｌｌｓｉｎｃｏ
ｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍｗｉｔｈＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＩＦＮγｆｏｒ２４ｈ，ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＪｕｒｋａｔｃｅｌｌｓ
ｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＣＣＫ８ａｓｓａｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）
＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ９　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎｏｎＩＬ２ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆＪｕｒｋａｔｃｅｌｌｓｉｎｃｏ
ｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍｗｉｔｈＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＩＦＮγｆｏｒ２４ｈ，ａｎｄｔｈｅｎＩＬ２ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗａｓｍｅａｓ
ｕｒｅｄｉｎｃｅｌｌｆｒｅｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｕｓｉｎｇａｎＥＬＩＳＡｋｉｔ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

３５　芍药苷对 ＨｅｐＧ２细胞中 ＰＤＬ１、ＪＡＫ和
ＳＴＡＴ３磷酸化水平的影响

与正常组相比，ＩＦＮγ刺激下的模型组的 ＰＤ
Ｌ１、ＪＡＫ和 ＳＴＡＴ３的表达水平均显著上升。芍药
苷干预后，ＰＤＬ１的表达显著降低，与抑制剂作用
结果类似。ＪＡＫ、ＳＴＡＴ３的磷酸化水平在芍药苷作
用后均有所降低（图１０）。

"

　讨　论

肿瘤免疫逃逸是肿瘤发生发展的重要原因之

一，ＰＤＬ１表达上调是肿瘤细胞的常见免疫逃避策
略［２０］，并预示着肿瘤治疗的预后不良。本研究采

用ＩＦＮγ刺激 ＨｅｐＧ２细胞 ２４ｈ，成功建立 ＰＤＬ１
高表达模型，评价天然小分子芍药苷对ＰＤＬ１的调
控作用。实验结果证实芍药苷能够显著降低ＰＤＬ１
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Ｆｉｇｕｒｅ１０　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＪＡＫａｎｄＳＴＡＴ３ｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓＰｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＤＬ１，ＪＡＫ，ｐＪＡＫ，ＳＴＡＴ３，ｐＳＴＡＴ３
ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２０μｍｏｌ／ＬｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔＩＦＮγｉｎｔｈｅａｂｓｅｎｃｅｏｒｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＪＡＫｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ＩＮＣＢ（ＡＤ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

的表达，降低ＪＡＫ、ＳＴＡＴ３的磷酸化水平，提示芍药
苷可能通过 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３通路抑制 ＰＤＬ１的表达，
从而改善肿瘤免疫逃逸。

目前，靶向免疫检查点ＰＤ１／ＰＤＬ１和ＣＴＬＡ４
的抗体治疗晚期肝细胞癌的临床试验正在进行中，

ＰＤ１／ＰＤＬ１抗体 ｎｉｖｏｌｕｍａｂ在晚期 ＨＣＣ中的Ⅰ／
Ⅱ期试验中显示出有利的结果，目前正在进行两项
Ⅲ期研究比较 ＰＤ１／ＰＤＬ１抗体和激酶抑制剂索
拉非尼在ＨＣＣ患者一二线治疗疗效，临床前研究
数据明确了免疫检查点抑制剂在肿瘤治疗中的发

展前景［２３］，结果表明，抗 ＰＤ１抗体与局部治疗或
其他靶向分子相结合药物是 ＨＣＣ的有效治疗策
略。因此，免疫检查点抑制剂可以为 ＨＣＣ的治疗
打开新的大门。但 ＰＤ１／ＰＤＬ１检查点抑制剂的
高昂价格和所引起的严重免疫相关副反应限制了

其在ＨＣＣ中的应用。研究发现，天然小分子化合
物如芹菜素、人参皂苷Ｒｇ３、雷公藤甲素、青藤碱等
均能抑制 ＰＤＬ１的表达，显示了天然小分子下调
ＰＤＬ１表达的潜力。

已有研究表明，实体瘤可通过上调肿瘤微环境

中的ＩＦＮγ诱导ＰＤＬ１表达，从而抑制抗肿瘤免疫
应答［５，２４］。例如，肝细胞瘤细胞系（ＨｅｐＧ２，Ｈｅｐ３Ｂ
和ＰＬＣ）暴露于ＩＦＮγ或ＩＦＮα后ＰＤＬ１的表达显
著增加［２５］。本研究发现采用ＩＦＮγ刺激ＨｅｐＧ２细
胞，ＰＤＬ１蛋白和 ｍＲＮＡ表达显著增加，说明模型
成立。文献报道 ＰＤ１／ＰＤＬ１相互作用，引起 Ｔ细
胞凋亡和耗竭，抑制 Ｔ细胞分泌 ＩＬ２，从而减弱 Ｔ
细胞对肿瘤细胞的抑制作用，促进肿瘤的发生发

展［２６］。本研究结果显示，ＨｅｐＧ２细胞经 ＩＦＮγ刺
激后高表达 ＰＤＬ１，与活化的 Ｊｕｒｋａｔ细胞表达的
ＰＤ１结合，Ｊｕｒｋａｔ细胞活性显著下降，其分泌的ＩＬ
２较空白组相比显著降低。加入芍药苷干预后，Ｔ
细胞增殖显著增强，ＩＬ２的分泌水平较模型组也显
著增加。由此说明芍药苷能够通过抑制 ＰＤＬ１的
表达，从而逆转 ＰＤＬ１与 ＰＤ１结合后对 Ｔ细胞活
性的抑制作用。

ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３信号通路对免疫反应、细胞生长
和分化等都发挥着至关重要的作用。细胞因子和
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生长因子与激活非受体酪氨酸激酶 ＪＡＫ的膜受体
结合，ＳＴＡＴ转录因子被活化的 ＪＡＫ磷酸化并二聚
化，后入核与相应 ＤＮＡ片段结合，调控基因转
录［２７］。ＳＴＡＴ３作为肿瘤发生过程中的癌蛋白已被
广泛研究，其信号转导通路的不断激活与肿瘤的发

生发展密切相关［２８－２９］。ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３通路在多种
癌症中被证明与 ＰＤＬ１的表达调控密切相关，
ＳＴＡＴ３能结合到 ＰＤＬ１启动子区域从而调控 ＰＤ
Ｌ１的表达［３０］。文献研究证实芍药苷可通过调控

ＳＴＡＴ３表达抑制人胶质瘤细胞、胃癌细胞等肿瘤细
胞增殖［１６－１７］。本研究发现芍药苷能显著降低ＩＦＮ
γ诱导的 ＨｅｐＧ２细胞的 ＰＤＬ１的高表达，降低细
胞内ＪＡＫ、ＳＴＡＴ３的磷酸化水平，进一步提示芍药
苷具有通过抑制 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３信号通路达到抑制
ＰＤＬ１表达的作用。

综上所述，芍药苷可能通过 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３通路
抑制ＰＤＬ１表达，从而发挥改善肿瘤免疫逃逸的
作用，但仍需体内实验进一步验证。
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·本 刊 讯·

《中国药科大学学报》入选最新版北大中文核心期刊

近日，本刊收到北京大学图书馆的邮件通知，《中国药科大学学报》顺利入编《中文核心期刊要目总览》２０１７年版
（即第八版）之药学类的核心期刊。

北大中文核心期刊是由北京大学图书馆根据定量和定性评审筛选出的核心期刊，每３年评选一次。定量评价指
标体系采用了１６个评价指标，选作评价指标统计源的数据库及文摘刊物达４９种，统计到的文献数量共计９３亿余篇
次，涉及期刊１３９５３种，参加核心期刊评审的学科专家近８千位，经过定量筛选和专家定性评审，从我国正在出版的
中文期刊中评选出１９８１种核心期刊。

被收录杂志皆为各专业各类杂志的佼佼者，是具有权威性和代表性的核心期刊。《中文核心期刊要目总览》一直

是各大学、科研院所以及企事业单位进行科研评价、科研鉴定等的重要依据。

自１９９２年首次评选以来，《中国药科大学学报》已经连续入选８次，充分证明了本刊的办刊质量和办刊水平，也
体现了广大读者、作者和业界专家对本刊的认可。在此，编辑部全体人员向一直支持本刊工作的各级领导、编委、专

家、作者和读者致以深深的谢意！本刊将继续努力，为医药领域的科研人员提供更优质的服务，为我国医药事业的发

展贡献力量。

（本刊编辑部）
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