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[摘要] 目的：探讨益气养血方通过激活CD4+T淋巴细胞杀伤作用抑制食管癌细胞增殖的机制。方法：采

用ECA109人食管癌细胞和CD4+T淋巴细胞共培养模型，加入0.5 滋g/mL益气养血方进行干预，通过细胞计数

（CCK-8）实验、流式细胞术、酶联免疫吸附试验（ELISA）和免疫印迹（Western blotting）等方法，观察益气养血方

对食管癌细胞增殖、凋亡及磷脂酰肌醇-3-激酶/蛋白激酶B（PI3K/Akt）信号通路的影响。结果：CCK-8和流式细

胞术表明益气养血方能进一步增强CD4+T细胞的杀伤作用，显著降低食管癌细胞的存活率（ <0.05）。ELISA结果

显示，在共培养体系中益气养血方能够显著上调酌干扰素（IFN-酌）、肿瘤坏死因子-琢（TNF-琢）和乳酸脱氢酶

（LDH）的表达水平（ <0.05）。Western blotting结果显示，在共培养体系中益气养血方能够显著下调食管癌细胞中

p-PI3K和p-Akt1的表达水平，抑制PI3K/Akt信号通路的激活（ <0.05）。结论：益气养血方能通过激活CD4+T淋巴细

胞的杀伤作用，抑制食管癌细胞增殖，其机制可能与抑制PI3K/Akt信号通路的激活有关。
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The Mechanism of Yiqi Yangxue Decoction (益气养血方) Inhibiting the

Proliferation of Esophageal Cancer by Activating CD4+T Cells

[Abstract] Objective: To explore the mechanism of Yiqi Yangxue decoction inhibiting the proliferation of

esophageal cancer cells by activating the killing effect of CD4+T lymphocytes. Methods: The co-culture model

of ECA109 human esophageal cancer cells and CD4+T lymphocytes was used, and Yiqi Yangxue decoction

(0.5 滋g/mL) was added for intervention. Through cell counting kit-8 (CCK-8) experiments, flow cytometry, enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA), and Western blotting, the effects of Yiqi Yangxue decoction on

esophageal cancer cell proliferation, apoptosis, and the phosphatidylinositol-3-kinase/protein kinase B (PI3K/Akt)

signaling pathway were observed. Results: CCK-8 and flow cytometry showed that Yiqi Yangxue decoction

could further enhance the killing effect of CD4+T cells and significantly reduce the survival rate of esophageal

cancer cells (P<0.05). ELISA results showed that Yiqi Yangxue decoction could significantly up-regulate the

expression levels of IFN-酌, TNF-琢, and LDH in the co-culture system (P<0.05). Western blotting results

showed that Yiqi Yangxue decoction could significantly down-regulate the expression levels of p-PI3K and p-Akt1

in esophageal cancer cells in the co-culture system, and inhibit the activation of the PI3K/Akt signaling pathway

(P<0.05). Conclusion: Yiqi Yangxue decoction can inhibit the proliferation of esophageal cancer cells by

activating the killing effect of CD4+T lymphocytes, and its mechanism may be related to the inhibition of the
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食 管 癌 作 为 一 种 常 见 的 消 化 道 恶 性 肿 瘤 ， 尽 管 目 前 针 对

食 管 癌 的 治 疗 手 段 有 所 进 步 ， 包 括 手 术 、 放 疗 、 化 疗 等 ， 但 患

者 的 5 年 生 存 率 仍 然 较 低 ， 且 治 疗 过 程 中 的 副 作 用 和 生 活 质

量 的 下 降 也 是 亟 待 解 决 的 问 题 [1-2]。 因 此 ， 寻 找 新 的 、 有 效 的 治

疗 方 法 成 为 当 前 食 管 癌 研 究 的 重 要 方 向 。 近 年 来 中 医 药 以 其

独 特 的 整 体 观 念 和 辨 证 论 治 体 系 而 逐 渐 受 到 重 视 ， 在 改 善 肿

瘤 患 者 症 状 、 提 高 生 活 质 量 、 减 轻 放 化 疗 副 作 用 等 方 面 显 示

出 一 定 的 优 势 [3]。 益 气 养 血 方 作 为 中 医 药 方 剂 的 一 种 ， 在 扶 正

固 本 、 益 气 养 血 方 面 的 功 效 已 被 广 泛 认 可 ， 然 而 ， 益 气 养 血 方

在 抗 食 管 癌 方 面 的 具 体 作 用 机 制 尚 不 完 全 明 确 [4-5]。 CD4+T 淋

巴 细 胞 作 为 免 疫 系 统 中 的 重 要 组 成 部 分 ， 不 仅 参 与 细 胞 免 疫

应 答 ， 还 能 通 过 分 泌 细 胞 因 子 等 调 节 免 疫 反 应 ； 已 有 研 究 表

明 激 活 的 CD4+T淋 巴 细 胞 能 够 直 接 杀 伤 肿 瘤 细 胞 或 通 过 激 活

其 他 免 疫 细 胞 间 接 发 挥 抗 肿 瘤 作 用 [6]。 本 研 究 旨 在 深 入 探 讨

益 气 养 血 方 对 食 管 癌 细 胞 增 殖 的 抑 制 作 用 ， 并 阐 明 其 作 用 机

制 是 否 与 激 活 CD4+T淋 巴 细 胞 的 杀 伤 作 用 有 关 。

1 材料与方法

1.1 实验细胞 ECA109 人 食 管 癌 细 胞 购 自 上 海 雅 吉 生 物 科

技 有 限 公 司 ， 细 胞 培 养 条 件 为 RPMI 1640 培 养 基 +10% 胎 牛 血

清 （ FBS） +1% 青 霉 素 - 链 霉 素 双 抗 （ P/S） ， 37 益 ， 5% CO2， 饱 和

湿 度 。 CD4+T 细 胞 分 离 自 患 者 血 液 ， 该 研 究 收 集 了 两 名 患 者

的 CD4+T细 胞 ， 所 有 患 者 均 签 署 了 知 情 同 意 书 。

1.2 实验动物 20 只 SPF级 雄 性 SD 大 鼠 用 于 制 备 含 药 血 清 ，

体 质 量 为 （ 180依20） g ， 购 自 新 疆 医 科 大 学 实 验 动 物 中 心 ， 动 物

生 产 许 可 证 号 ： SCXK（ 新 ） 2023-0003， 实 验 动 物 质 量 合 格 证

号 ： 2307292023000023。 饲 养 大 鼠 的 环 境 温 度 控 制 在 （ 22依2） 益 ，

湿 度 则 维 持 在 （ 52依5） %的 范 围 内 ， 可 以 自 由 的 获 取 食 物 和 水 。

本 研 究 经 新 疆 医 科 大 学 实 验 动 物 福 利 伦 理 审 查 委 员 会 审 核

批 准 后 开 展 （ 动 物 伦 理 号 ： XJYKDX-201907-03） 。

1.3 主要实验试剂 CCK-8 细 胞 增 殖 / 毒 性 检 测 试 剂 盒 （ 批

号 ： FC101-03） 购 自 全 式 金 生 物 科 技 有 限 公 司 。 乳 酸 脱 氢 酶

（ LDH） 试 剂 盒 （ 批 号 ： E-BC-K046-M） 和 FITC-Anti-CD4 流 式

抗 体 （ 批 号 ： E-AB-F1109C） 购 自 伊 莱 瑞 特 公 司 。 人 源 性 酌干 扰

素 （ IFN-酌） ELISA试 剂 盒 （ 批 号 ： EK180-48） 和 人 源 性 肿 瘤 坏

死 因 子 -琢（ TNF-琢） ELISA 试 剂 盒 （ 批 号 ： EK182-48） 购 自 联

科 生 物 技 术 有 限 公 司 。 Annexin V凋 亡 流 式 检 测 盒 （ 批 号 ： 559763）

购 自 美 国 BD 公 司 。 Mouse-Anti-茁 Actin 内 参 抗 体 （ 批 号 ：

100166-MM10） 购 自 义 翘 神 州 生 物 技 术 有 限 公 司 。 Rabbit-

Anti-PI3K抗 体 （ 批 号 ： AF6241） 、 Rabbit-Anti-Phospho-PI3K

（ Tyr607） 抗 体 （ 批 号 ： AF3241） 、 Rabbit-Anti-Akt1抗 体 （ 批 号 ：

AF0836） 和 Rabbit-Anti-Phospho-Akt1（ Thr308） 抗 体 （ 批 号 ：

AF0832） 购 自 美 国 Affinity 公 司 。

1.4 主要实验仪器 酶 标 仪 （ 型 号 ： xMarkTM） 购 自 美 国 Bio-

Rad 公 司 ； 流 式 细 胞 仪 （ 型 号 ： FACSAria II） 购 自 美 国 BD 公 司 。

CO2细 胞 培 养 箱 （ 型 号 ： Smart Cell HF-90） 购 自 上 海 力 康 仪 器

有 限 公 司 ； 生 物 安 全 柜 （ 型 号 ： HF1200LC） 购 自 上 海 力 康 仪 器

有 限 公 司 ； 手 动 单 道 移 液 器 （ 型 号 ： Research plus） 购 自 德 国

Eppendorf 公 司 ； 台 式 低 速 离 心 机 （ 型 号 ： DK-80） 购 自 上 海 飞

鸽 仪 器 有 限 公 司 。

1.5 CD4+T细胞分离和细胞共培养 取 患 者 新 鲜 抗 凝 全 血

3 mL， 使 用 等 体 积 RPMI 1640 培 养 基 稀 释 全 血 ； 在 15 mL 离 心

管 中 加 入 3 mL分 离 液 ； 将 稀 释 后 的 血 液 平 铺 在 分 离 液 液 面 上

方 ； 室 温 下 2 000 r/min（ 离 心 半 径 为 10 cm） 离 心 20 min ； 离 心 后

收 集 血 浆 与 分 离 液 间 的 白 膜 层 ， 小 心 吸 取 白 膜 层 细 胞 到 15 mL

离 心 管 中 ， PBS 洗 涤 后 备 用 。 收 集 得 到 的 PBMC 细 胞 ， 使 用 PBS

制 备 成 1伊107/mL 细 胞 悬 液 ， 取 1 mL细 胞 悬 液 至 流 式 管 中 ， 加 入

5 滋L FITC anti-human CD4， 4 益 避 光 孵 育 30 min， PBS 洗 涤 一

遍 1 500 r/min（ 离 心 半 径 为 10 cm） ， 离 心 5 min ， 加 入 1 mL PBS

重 悬 细 胞 上 流 式 细 胞 仪 进 行 CD4+ 细 胞 分 选 。 将 分 离 得 到 的

CD4+T 细 胞 与 ECA109 细 胞 （ 细 胞 数 量 比 为 1颐1 ， CD4+T 细 胞

在 上 室 ， ECA109 细 胞 在 下 室 ） 共 培 养 24 h ， 收 集 ECA109 细 胞

进 行 下 游 实 验 。

1.6 含药血清制备 益 气 养 血 方 （ 主 要 组 成 ： 黄 芪 30 g ， 党 参

15 g， 陈 皮 10 g ， 升 麻 10 g ， 柴 胡 10 g ， 当 归 20 g ， 桂 枝 15 g ， 白 芍

15 g， 白 术 15 g ， 防 风 15 g ， 川 芎 15 g ， 骨 碎 补 15 g ， 淫 羊 藿 15 g ，

甘 草 5 g） 由 新 疆 医 科 大 学 第 四 临 床 医 学 院 中 药 制 剂 室 制 备 。

首 先 将 饮 片 加 入 2 L 纯 净 水 中 ， 浸 泡 1 h。 随 后 进 行 煎 煮 ， 约 1 h

后 倒 出 滤 液 ， 此 过 程 重 复 一 次 ， 但 第 二 次 煎 煮 时 间 缩 短 为

30 min ， 并 再 次 倒 出 滤 液 。 将 两 次 所 得 的 滤 液 合 并 ， 并 转 移 至

500 mL 的 圆 底 烧 瓶 中 ， 此 时 药 液 体 积 约 为 烧 瓶 容 积 的 1/2 。 将

烧 瓶 装 入 旋 转 蒸 发 仪 中 进 行 蒸 发 ， 直 至 药 液 浓 缩 至 约 30 mL。

随 后 ， 将 浓 缩 液 倒 入 无 菌 烧 杯 内 ， 即 制 得 益 气 养 血 方 流 质 浸

膏 。 对 浸 膏 进 行 质 量 称 量 后 ， 使 用 锡 箔 纸 进 行 封 顶 ， 并 保 存 于

4 益 的 冰 箱 中 。 经 过 计 算 ， 每 1 g 浸 膏 含 有 2.7 g 生 药 。 本 研 究 中

采 用 18.4 g 生 药 /kg的 水 溶 液 进 行 灌 胃 给 药 ， 根 据 Meeh-Rubner

转 换 法 ， 此 给 药 量 与 人 类 临 床 等 效 剂 量 相 等 ， 连 续 灌 胃 3 d ，

2 次 /d ， 两 次 相 隔 12 h[7]。 共 灌 胃 7 次 ， 末 次 给 药 后 2 h 采 血 （ 灌 药

前 禁 食 不 禁 水 12 h） 。 用 10% 水 合 氯 醛 腹 腔 注 射 麻 醉 大 鼠 ， 腹

主 动 脉 取 血 ， 室 温 下 静 置 4 h ， 3 000 r/min（ 离 心 半 径 为 10 cm）

离 心 15 min ， 无 菌 分 离 血 清 ， 同 组 血 清 相 混 。 置 于 56 益 水 浴 中

灭 活 30 min ， 再 用 0.22 滋m 滤 器 过 滤 除 菌 ， 分 装 保 存 ， -80 益 保

存 备 用 。

1.7 实验分组和药物干预 （ 1） CD4+T 细 胞 组 ： CD4+T 细 胞 单

独 培 养 ； （ 2） CD4+T 细 胞 + 益 气 养 血 方 组 ： CD4+T 细 胞 中 加 入 益

气 养 血 方 含 药 血 清 ， 干 预 24 h； （ 3） ECA109 细 胞 组 ： ECA109 细

胞 单 独 培 养 ； （ 4） ECA109 细 胞 +CD4+T 细 胞 组 ： 两 种 细 胞 共 培

养 ； （ 5） ECA109 细 胞 +益 气 养 血 方 组 ： ECA109 细 胞 中 加 入 益 气

养 血 方 含 药 血 清 ， 干 预 24 h ； （ 6） ECA109 细 胞 +CD4+T 细 胞 + 益

activation of the PI3K/Akt signaling pathway.

[Keywords] esophageal cancer; Yiqi Yangxue decoction; CD4+T cells; cell proliferation; PI3K/Akt signaling

pathway
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气 养 血 方 组 ： 在 共 培 养 体 系 中 ， 加 入 益 气 养 血 方 含 药 血 清 ， 干

预 24 h。

1.8 观察指标

1.8.1 CCK-8 实 验 检 测 细 胞 活 力 各 组 细 胞 用 完 全 培 养 基

制 备 成 5伊104/mL 单 细 胞 悬 液 ， 接 种 至 96 孔 板 中 （ 100 滋L/孔 ） ，

37 益 、 5% CO2培 养 24 h 贴 壁 后 ， 弃 去 培 养 基 。 干 预 24 h 后 弃 去

培 养 基 ， 每 孔 加 入 100 滋L 配 置 好 的 10% CCK-8 溶 液 ， 继 续 在

培 养 箱 中 孵 育 1 h 后 用 酶 标 仪 测 定 450 nm处 的 OD值 。

1.8.2 流 式 细 胞 术 检 测 细 胞 凋 亡 将 各 组 细 胞 瓶 内 的 培 养

液 吸 出 至 离 心 管 内 ， PBS洗 涤 贴 壁 细 胞 两 次 ， 将 PBS一 并 收 集 至

离 心 管 内 ， 胰 酶 消 化 细 胞 ， 将 细 胞 转 移 到 离 心 管 内 ， 1 000 r/min

（ 离 心 半 径 为 10 cm） 离 心 5 min ， 弃 上 清 。 用 预 冷 的 PBS 洗 涤

2 遍 ， 弃 干 净 上 清 。 加 入 500 滋L 1伊Binding Buffer 重 悬 细 胞 ， 过

200 目 筛 网 ， 制 成 单 细 胞 悬 液 。 每 管 加 入 5 滋L膜 联 蛋 白 V-PE 偶

联 物 （ Annexin V-PE） 和 10 滋L 7- 氨 基 放 线 菌 素 D（ 7-AAD） ，

轻 轻 混 匀 ， 4 益 避 光 孵 育 10 min ， 在 30 min 内 进 行 流 式 细 胞 仪

检 测 。

1.8.3 ELISA 检 测 炎 症 因 子 收 集 各 组 细 胞 培 养 皿 中 的 上 清

液 ， 根 据 ELISA试 剂 盒 提 供 的 说 明 书 ， 检 测 上 清 液 中 IFN-酌、 TNF-琢

的 表 达 水 平 。

1.8.4 LDH 释 放 率 收 集 各 组 细 胞 培 养 皿 中 的 上 清 液 ， 根 据

LDH试 剂 盒 提 供 的 说 明 书 ， 检 测 上 清 液 中 LDH的 表 达 水 平 。

1.8.5 Western blotting 检 测 p-PI3K/PI3K、 p-Akt1/Akt1 表 达 水

平 收 集 各 组 细 胞 ， 离 心 弃 上 清 ， 用 RIPA 裂 解 提 取 总 蛋 白 ， 按

照 SDS-PAGE 电 泳 、 PVDF 膜 转 膜 ， 脱 脂 奶 粉 去 除 非 特 异 结 合

的 蛋 白 ， 然 后 在 PI3K、 p-PI3K、 Akt1 、 p-Akt1 和 茁-actin抗 体 中 孵

育 过 夜 ， 使 用 Bio-rad系 统 显 影 ， 使 用 ImageJ 计 算 灰 度 值 ， 定 量 评

估 蛋 白 的 表 达 情 况 。

1.9 统计学方法 计 量 资 料 采 用 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 ，

运 用 SPSS 20.0 软 件 对 各 组 数 据 进 行 统 计 学 分 析 ， 组 间 采 用 单

因 素 方 差 分 析 和 LSD 法 进 行 统 计 分 析 ， 当 <0.05 时 ， 表 明 差 异

有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2.1 各组食管癌细胞增殖活性 CCK-8 实 验 结 果 表 明 ， 与

ECA109 细 胞 组 比 较 ， ECA109 细 胞 +CD4+T 细 胞 组 的 存 活 率 显

著 降 低 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ <0.05） 。 在 加 入 益 气 养 血 方 后 ， E原

CA109细 胞 的 存 活 率 高 于 ECA109细 胞 +CD4+T细 胞 组 ， 差 异 有 统

计 学 意 义 （ <0.05） 。 当 同 时 将 CD4+T 细 胞 和 益 气 养 血 方 与 E原

CA109细 胞 共 培 养 时 ， ECA109细 胞 +CD4+T细 胞 +益 气 养 血 方 组

的 存 活 率 显 著 低 于 其 他 所 有 实 验 组 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ <

0.05） 。 （ 见 表 1）

表 1 细胞增殖活性统计分析结果 （x依s）

组 别 n 存 活 率 /%

ECA109细 胞 组 3 100.000依5.934

ECA109细 胞 +CD4+T细 胞 组 3 89.266依7.469a

ECA109细 胞 +益 气 养 血 方 组 3 94.567依5.267b

ECA109细 胞 +CD4+T细 胞 +益 气 养 血 方 组 3 80.836依5.217abc

注：与ECA109细胞组比较，a <0.05；与ECA109细胞+

CD4+T细胞组比较，b <0.05；与ECA109细胞+益气养血方组比

较，c <0.05。

2.2 各组食管癌细胞凋亡情况 流 式 细 胞 术 结 果 显 示 ， 与

ECA109 细 胞 组 比 较 ， ECA109 细 胞 +CD4+T 细 胞 组 的 细 胞 凋 亡

率 明 显 升 高 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ <0.05） 。 在 ECA109 细 胞 中

加 入 益 气 养 血 方 后 ， 与 ECA109 细 胞 +CD4+T 细 胞 组 比 较 ， 凋 亡

率 显 著 下 降 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ <0.05） 。 当 益 气 养 血 方 与

CD4+T细 胞 共 同 作 用 于 ECA109 细 胞 时 ， 凋 亡 率 显 著 高 于 其 他

所 有 实 验 组 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ <0.05） 。 （ 见 表 2）

表 2 细胞凋亡率统计分析表 （x依s）

组 别 n 凋 亡 率 /%

ECA109 细 胞 组 3 2.510依0.730

ECA109 细 胞 +CD4+T细 胞 组 3 6.333依1.034a

ECA109 细 胞 +益 气 养 血 方 组 3 3.607依0.578b

ECA109 细 胞 +CD4+T细 胞 +益 气 养 血 方 组 3 10.203依0.605ab c

注：与ECA109细胞组比较，a <0.05；与ECA109细胞+

CD4+T细胞组比较，b <0.05；与ECA109细胞+益气养血方组比

较，c <0.05。

2.3 各组细胞上清液中IFN-酌、TNF-琢含量 ELISA 实 验 结

果 表 明 ， 在 CD4+T细 胞 中 加 入 益 气 养 血 方 ， 可 以 显 著 增 加 上 清

液 中 IFN-酌 和 TNF-琢 的 含 量 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ <0.05） 。

与 ECA109 细 胞 组 比 较 ， 加 入 CD4+T 细 胞 后 ， IFN-酌 和 TNF-琢 的

分 泌 量 均 显 著 增 加 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ <0.05） 。 加 入 益 气 养

血 方 后 ， IFN-酌水 平 显 著 高 于 ECA109细 胞 组 ， 显 著 低 于 ECA109

细 胞 +CD4+T 细 胞 组 ； TNF-琢 的 表 达 水 平 显 著 低 于 ECA109 细

胞 +CD4+T 细 胞 组 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ <0.05） 。 当 益 气 养

血 方 与 CD4+T细 胞 共 同 作 用 于 ECA109细 胞 时 ， IFN-酌和 TNF-琢

的 含 量 显 著 高 于 其 他 所 有 实 验 组 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ <

0.05） 。 CD4+T细 胞 +益 气 养 血 方 组 与 ECA109 细 胞 + 益 气 养 血 方

组 比 较 ， IFN-酌和 TNF-琢含 量 显 著 上 升 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ <

0.05） 。 （ 见 表 3）

表 3 各组细胞上清液中 IFN-酌、TNF-琢含量分析 （x依s）

组 别 n I F N - γ /（ p g / m L ） T N F - α /（ p g / m L ）

C D 4 + T 细 胞 组 3 2 . 9 5 1 ± 0 . 5 4 8 1 3 . 1 4 6 ± 1 . 1 3 2

C D 4 + T 细 胞 + 益 气 养 血 方 组 3 4 . 7 8 2 ± 0 . 6 0 7 a 1 5 . 3 7 8 ± 1 . 2 7 5 a

E C A 1 0 9 细 胞 组 3 0 . 7 0 0 ± 0 . 2 6 4 9 . 2 8 9 ± 0 . 6 0 0

E C A 1 0 9 细 胞 + C D 4 + T 细 胞 组 3 3 . 0 6 4 ± 0 . 5 6 5 b c 1 3 . 5 1 6 ± 0 . 6 9 3 b c

E C A 1 0 9 细 胞 + 益 气 养 血 方 组 3 2 . 2 6 6 ± 0 . 1 6 5 c d 1 0 . 3 5 7 ± 1 . 0 5 1 d

E C A 1 0 9 细 胞 + C D 4 + T 细 胞 + 益 气 养 血 方 组 3 4 . 8 1 8 ± 0 . 2 7 4 c d e 1 5 . 4 3 8 ± 1 . 3 9 6 c d e

注：与CD4+T细胞组比较，a <0.05；与CD4+T细胞+益气养

血方组比较，b <0.05；与ECA109细胞组比较，c <0.05；与ECA109

细胞+CD4+T细胞组比较，d <0.05；与ECA109细胞+益气养血

方组比较，e <0.05。

2.4 各组食管癌细胞上清液LDH水平 LDH 检 测 结 果 表 明 ，

在 CD4+T细 胞 中 加 入 益 气 养 血 方 ， 可 以 显 著 增 加 上 清 液 中 LDH

的 含 量 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ <0.05） 。 与 ECA109 细 胞 组 比 较 ，

单 独 加 入 CD4+T细 胞 后 ， LDH 的 释 放 量 显 著 增 加 ， 差 异 有 统 计

学 意 义 （ <0.05） 。 单 独 加 入 益 气 养 血 方 后 ， LDH 的 释 放 相 较 于

ECA109 细 胞 +CD4+T细 胞 组 显 著 降 低 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ <

0.05） 。 当 益 气 养 血 方 与 CD4+T细 胞 共 同 作 用 于 ECA109细 胞 时 ，

LDH 的 释 放 量 显 著 高 于 其 他 所 有 实 验 组 ， 差 异 均 有 统 计 学 意
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义 （ <0.05） 。 CD4+T 细 胞 + 益 气 养 血 方 组 与 ECA109 细 胞 + 益 气

养 血 方 组 比 较 ， LDH含 量 显 著 上 升 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ <0.05） 。

（ 见 表 4）

表 4 各组细胞上清液 LDH含量分析 （x依s）

组 别 n L D H /（ U / L ）

C D 4 + T 细 胞 组 3 2 7 1 . 6 3 ± 2 9 . 7 5 3

C D 4 + T 细 胞 + 益 气 养 血 方 组 3 3 8 5 . 5 0 ± 3 6 . 0 0 9 a

E C A 1 0 9 细 胞 组 3 1 6 1 . 3 9 3 ± 3 1 . 3 5 5

E C A 1 0 9 细 胞 + C D 4 + T 细 胞 组 3 2 7 4 . 3 8 9 ± 3 9 . 0 6 1 c

E C A 1 0 9 细 胞 + 益 气 养 血 方 组 3 2 0 0 . 0 2 7 ± 2 3 . 6 7 9 b d

E C A 1 0 9 细 胞 + C D 4 + T 细 胞 + 益 气 养 血 方 组 3 3 5 3 . 7 3 5 ± 3 5 . 6 0 8 c d e

注：与CD4+T细胞组比较，a <0.05；与CD4+T细胞+益气养

血方组比较，b <0.05；与ECA109细胞组比较，c <0.05；与ECA109

细胞+CD4+T细胞组比较，d <0.05；与ECA109细胞+益气养血

方组比较，e <0.05。

2.5 各组食管癌细胞中p-PI3K/PI3K，p-Akt1/Akt1表达水平

与 ECA109 细 胞 组 比 较 ， ECA109 细 胞 +CD4 +T 细 胞 组 的 p-

PI3K和 p-Akt1的 表 达 未 发 生 明 显 变 化 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ >

0.05） 。 在 益 气 养 血 方 单 独 或 联 合 CD4+T细 胞 处 理 的 组 中 ， 相 较

于 ECA109 细 胞 组 和 ECA109 细 胞 +CD4+T 细 胞 组 ， p-PI3K 和 p-

Akt1 的 表 达 水 平 均 显 著 下 调 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ <0.05） 。

（ 见 图 1 、 表 5）

注：A.ECA109细胞组；B.ECA109细胞+CD4+T细胞组；

C.ECA109细胞+益气养血方组；D.ECA109细胞+CD4+T细胞+

益气养血方组。

图 1 ECA109细胞在不同分组各蛋白表达Western blotting图

表 5 ECA109细胞在不同分组各蛋白的表达水平分析（x依s）

组 别 n P I 3 K p - P I 3 K A k t 1 p - A k t 1

E C A 1 0 9 细 胞 组 3 0 . 7 1 2 ± 0 . 0 6 9 0 . 8 0 5 ± 0 . 0 4 3 0 . 8 0 3 ± 0 . 0 2 9 0 . 8 0 0 ± 0 . 0 6 2

E C A 1 0 9 细 胞 + C D 4 + T 细 胞 组 3 0 . 7 3 7 ± 0 . 0 7 0 0 . 7 2 8 ± 0 . 0 9 1 0 . 8 3 1 ± 0 . 0 6 8 0 . 6 5 9 ± 0 . 0 5 0 a

E C A 1 0 9 细 胞 + 益 气 养 血 方 组 3 0 . 7 7 0 ± 0 . 0 6 3 0 . 4 6 3 ± 0 . 0 2 8 a b 0 . 8 6 3 ± 0 . 0 5 9 0 . 5 0 4 ± 0 . 0 8 6 a b

E C A 1 0 9 细 胞 + C D 4 + T 细 胞 + 益 气 养 血 方 组 3 0 . 7 6 7 ± 0 . 0 4 0 0 . 4 0 5 ± 0 . 0 1 7 a b 0 . 8 8 8 ± 0 . 0 3 1 0 . 4 3 0 ± 0 . 0 6 7 a b

注：与ECA109细胞组比较，a <0.05；与ECA109细胞+

CD4+T细胞组比较，b <0.05；与ECA109细胞+益气养血方组比

较，c <0.05。

3 讨 论

食 管 癌 是 一 种 严 重 威 胁 人 类 健 康 的 恶 性 肿 瘤 。 ECA109 细

胞 株 是 1973 年 建 系 的 人 食 管 中 段 鳞 癌 细 胞 ， 在 研 究 食 管 癌 的

发 病 机 制 和 生 物 学 特 性 中 发 挥 重 要 作 用 。 CD4+T 淋 巴 细 胞 是

免 疫 系 统 中 的 关 键 效 应 细 胞 ， 是 近 年 来 的 肿 瘤 研 究 热 点 [8-9]。

本 研 究 观 察 到 在 CD4+T 细 胞 与 ECA109 细 胞 共 培 养 后 食 管 癌

细 胞 的 存 活 率 显 著 降 低 ， 表 明 CD4+T 细 胞 对 食 管 癌 细 胞 具 有

直 接 的 杀 伤 作 用 。 这 些 发 现 与 之 前 的 报 道 相 一 致 ， 即 CD4+T

细 胞 在 抗 肿 瘤 免 疫 中 发 挥 着 重 要 作 用 [10]。 当 益 气 养 血 方 加 入

到 这 一 体 系 中 时 食 管 癌 细 胞 增 殖 的 抑 制 作 用 进 一 步 增 强 ， 特

别 是 在 与 CD4+T 细 胞 共 同 作 用 时 效 果 更 为 显 著 。 这 表 明 益 气

养 血 方 可 能 通 过 某 种 机 制 增 强 了 CD4+T 细 胞 的 杀 伤 活 性 。 既

往 的 研 究 也 证 明 ， 激 活 CD4+T 淋 巴 细 胞 可 以 有 效 抑 制 肿 瘤 细

胞 的 增 殖 和 转 移 [11]。 细 胞 凋 亡 分 析 结 果 显 示 ， 益 气 养 血 方 与

CD4+T 细 胞 共 同 作 用 时 食 管 癌 细 胞 的 凋 亡 率 显 著 增 加 。 这 进

一 步 证 实 了 益 气 养 血 方 对 食 管 癌 细 胞 的 增 殖 抑 制 作 用 ， 提 示

这 种 抑 制 作 用 可 能 部 分 是 通 过 诱 导 细 胞 凋 亡 来 实 现 的 。 既 往

一 项 关 于 软 骨 细 胞 的 研 究 也 证 明 益 气 养 血 方 与 细 胞 凋 亡 有

关 [12]。

在 进 一 步 探 究 其 作 用 机 制 时 ， 本 研 究 检 测 了 细 胞 上 清 液

中 的 IFN-酌 和 TNF-琢 含 量 。 IFN-酌 是 一 种 具 有 抗 病 毒 、 抗 肿 瘤

及 免 疫 调 节 功 能 的 细 胞 因 子 ， 主 要 由 活 化 的 T细 胞 和 NK细 胞 分

泌 ， 能 有 效 增 强 巨 噬 细 胞 和 淋 巴 细 胞 的 活 性 ， 促 进 抗 肿 瘤 免

疫 反 应 [13]。 TNF-琢是 一 种 多 功 能 细 胞 因 子 ， 由 活 化 的 巨 噬 细 胞 、

NK细 胞 和 T细 胞 等 分 泌 ， 具 有 广 泛 的 生 物 学 效 应 ， 包 括 促 进 细

胞 增 殖 、 引 发 炎 症 反 应 和 诱 导 肿 瘤 细 胞 凋 亡 等 ， 在 抗 肿 瘤 过

程 中 发 挥 着 重 要 作 用 [14]。 结 果 显 示 益 气 养 血 方 能 够 显 著 增 加

IFN-酌 和 TNF-琢 的 分 泌 ， 特 别 是 在 与 CD4+T 细 胞 共 同 作 用 时 ，

这 表 明 益 气 养 血 方 可 能 通 过 刺 激 免 疫 细 胞 释 放 这 些 细 胞 因

子 来 发 挥 其 抗 肿 瘤 作 用 。

LDH 是 一 种 在 细 胞 质 中 普 遍 存 在 的 氧 化 还 原 酶 ， 其 释 放

量 的 变 化 可 以 反 映 食 管 癌 细 胞 在 药 物 作 用 下 的 代 谢 状 态 和

细 胞 损 伤 程 度 ； 当 食 管 癌 细 胞 受 到 损 伤 或 死 亡 时 ， 细 胞 膜 的

完 整 性 被 破 坏 ， LDH 会 释 放 到 细 胞 外 [15]。 结 果 显 示 ， 益 气 养 血

方 与 CD4+T 细 胞 共 同 作 用 时 LDH 的 释 放 量 显 著 增 加 ， 这 表 明

细 胞 毒 性 作 用 增 强 ， 进 一 步 支 持 了 益 气 养 血 方 对 食 管 癌 细 胞

的 杀 伤 作 用 。

PI3K 和 Akt1 是 细 胞 信 号 传 导 通 路 中 的 关 键 分 子 ， 在 食 管

癌 细 胞 增 殖 和 存 活 机 制 中 扮 演 重 要 角 色 。 p-PI3K 是 PI3K 的 活

化 形 式 ， 可 通 过 催 化 磷 脂 酰 肌 醇 的 磷 酸 化 生 成 磷 脂 酰 肌 醇 -

3,4,5- 三 磷 酸 ， 从 而 激 活 下 游 信 号 分 子 ； p-Akt1 是 Akt1 的 活 化

形 式 ， 作 为 PI3K 信 号 通 路 下 游 的 关 键 效 应 分 子 ， 在 细 胞 生 长 、

增 殖 、 存 活 和 代 谢 等 多 个 方 面 发 挥 调 控 作 用 [16-17]。 本 研 究 的

Western blotting结 果 显 示 ， 益 气 养 血 方 能 够 显 著 下 调 p-PI3K和

p-Akt1 的 表 达 水 平 ， 这 表 明 益 气 养 血 方 可 能 通 过 抑 制 PI3K/

Akt 信 号 通 路 来 发 挥 其 抗 肿 瘤 作 用 ， 这 与 既 往 的 研 究 结 果 类

似 。 张 倩 等 [18] 的 结 果 表 明 丹 参 酮 同 样 是 通 过 PI3K/Akt 通 路 来

抑 制 食 管 癌 细 胞 的 生 长 。

尽 管 取 得 了 上 述 结 果 ， 但 是 本 研 究 仍 存 在 不 足 之 处 ， 首 先

本 研 究 是 体 外 实 验 ， 由 于 体 内 环 境 更 为 复 杂 ， 未 来 需 要 进 一

步 的 研 究 来 验 证 益 气 养 血 方 在 体 内 的 抗 肿 瘤 效 果 ； 此 外 ， 还

需 要 深 入 研 究 益 气 养 血 方 的 具 体 作 用 机 制 和 可 能 的 副 作 用 ，

以 便 为 其 临 床 应 用 提 供 更 全 面 的 支 持 。

综 上 所 述 ， 益 气 养 血 方 能 够 通 过 激 活 CD4+T淋 巴 细 胞 的 杀

85 kDa
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60 kDa

57 kDa

42 kDa
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伤 作 用 来 显 著 抑 制 食 管 癌 细 胞 的 增 殖 ， 这 种 抑 制 作 用 可 能 部

分 是 通 过 诱 导 细 胞 凋 亡 、 刺 激 免 疫 细 胞 释 放 IFN-酌 和 TNF-琢 ，

以 及 抑 制 PI3K/Akt 信 号 通 路 来 实 现 的 。 这 些 发 现 为 益 气 养 血

方 在 食 管 癌 治 疗 中 的 潜 在 应 用 提 供 了 有 力 的 实 验 依 据 ， 并 为

进 一 步 的 临 床 研 究 奠 定 了 基 础 。
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