
丹参水溶性组分SABP对小鼠肝癌免疫微环境的影响

李圣豪, 郝立园, 国英琳, 彭晴, 丁静茹, 石新丽

引用本文:
李圣豪, 郝立园, 国英琳, 等. 丹参水溶性组分SABP对小鼠肝癌免疫微环境的影响[J]. 肿瘤防治研究, 2021, 48(7): 694-698.
LI  Shenghao,  HAO  Liyuan,  GUO  Yinglin,  et  al.  Effect  of  SABP,  A  Water-soluble  Component  of  Salvia  Miltiorrhiza,  on
ImmuneMicroenvironment of Mice with Liver Cancer[J]. Zhong Liu Fang Zhi Yan Jiu, 2021, 48(7): 694-698.

在线阅读 View online: https://doi.org/10.3971/j.issn.1000-8578.2021.20.1405

您可能感兴趣的其他文章

Articles you may be interested in

非编码RNA调控Kupffer细胞极化干预肝癌癌前病变恶变的研究进展

Advances in Non-coding RNA Regulating Kupffer Cell Polarization in Intervention ofMalignant Transformation of Precancerous Lesions
of Liver

肿瘤防治研究. 2019, 46(09): 851-855   https://doi.org/10.3971/j.issn.1000-8578.2019.19.0171

新型NGR靶向载shRNA脂质微球抑制胶质瘤的生长

New NGR-targeted shRNA-loaded Liposome Suppresses Glioma Growth

肿瘤防治研究. 2019, 46(08): 677-683   https://doi.org/10.3971/j.issn.1000-8578.2019.18.1990

黄芪多糖对气阴两虚Lewis肺癌荷瘤小鼠肿瘤生长、转移及细胞周期的影响

Effects of Astragalus Polysaccharides on Growth, Metastasis and Cell Cycle of Lewis Lung Cancer in Tumor-bearing Mice with Qi and Yin
Deficiency

肿瘤防治研究. 2018, 45(03): 131-137   https://doi.org/10.3971/j.issn.1000-8578.2018.17.0220

负载CD133+肝癌细胞RNA树突状细胞疫苗的免疫活性

Immunological Competence of Dendritic Cell Vaccine Loaded with CD133+ Hepatocellular Carcinoma Cell RNA

肿瘤防治研究. 2017, 44(3): 184-188   https://doi.org/10.3971/j.issn.1000-8578.2017.03.006

髓系抑制性细胞对神经母细胞瘤抗原特异性细胞毒性T淋巴细胞体外增殖和杀伤抑制作用

Myeloid-derived Suppressor Cells Inhibit Proliferation and Killing Activity of Neuroblastoma Antigen-specific Cytotoxic T Lymphocyte in
vitro

肿瘤防治研究. 2017, 44(11): 728-733   https://doi.org/10.3971/j.issn.1000-8578.2017.17.0709
 

http://www.zlfzyj.com/
http://www.zlfzyj.com/
http://www.zlfzyj.com/CN/10.3971/j.issn.1000-8578.2021.20.1405
http://www.zlfzyj.com/CN/10.3971/j.issn.1000-8578.2019.19.0171
http://www.zlfzyj.com/CN/10.3971/j.issn.1000-8578.2019.18.1990
http://www.zlfzyj.com/CN/10.3971/j.issn.1000-8578.2018.17.0220
http://www.zlfzyj.com/CN/10.3971/j.issn.1000-8578.2017.03.006
http://www.zlfzyj.com/CN/10.3971/j.issn.1000-8578.2017.17.0709


肿瘤防治研究2021年第48卷第7期  Cancer Res Prev Treat,2021,Vol.48,No.7·694·

doi:10.3971/j.issn.1000-8578.2021.20.1405

丹参水溶性组分SABP对小鼠肝癌免疫微环境
的影响
李圣豪

1,2
，郝立园

2
，国英琳

2
，彭晴

2
，丁静茹

2
，石新丽

1,2

Effect of SABP, A Water-soluble Component of Salvia Miltiorrhiza, on Immune 
Microenvironment of Mice with Liver Cancer
LI Shenghao1,2, HAO Liyuan2, GUO Yinglin2, PENG Qing2, DING Jingru2, SHI Xinli1,2

1. Hebei Provincial Key Laboratory of Integrative Medicine for Liver &Kidney Diseases, 
Shijiazhuang 050091, China; 2. Basic Medical College, Hebei University of Chinese 
Medicine, Shijiazhuang 050200, China
Corresponding Author: SHI Xinli, E-mail: sxlsunshine@sina.com

Abstract: Objective  To investigate the effect of SABP, a water-soluble component of Salvia miltiorrhiza, 
on the growth of orthotopic transplantation of H22 liver cancer and the immune microenvironment of liver 
cancer. Methods  We established a mouse model of orthotopic transplantation of H22 cell liver cancer 
in BALB/c mice. ELISA was used to detect the expression of PD-L1, TGF-β, IL-1β, IL-10, IL-4, IFN-γ, 
IL-18, IL-7, IL-2, CCL-2 and CCL-21 in the liver. We counted the organ indexes of liver, spleen and kidney. 
Results  SABP inhibited the growth of orthotopic transplantation tumors of H22 cell liver cancer, and 
increased the expression levels of PD-L1, TGF-β, IL-1β and IL-10 in the microenvironment of liver cancer, as 
well as the liver, spleen and kidney coefficients. Conclusion  SABP could inhibit the growth of orthotopic 
transplantation tumors of H22 cell liver cancer and promote the expression of PD-L1, TGF-β, IL-1β and IL-10 
in the microenvironment of liver cancer.
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摘  要：目的  探讨丹参水溶性组分SABP影响H22细胞肝癌原位移植瘤生长及肝癌免疫微环境的效

应。方法  建立H22细胞肝癌原位移植瘤小鼠模型。ELISA检测肝脏中PD-L1、TGF-β、IL-1β、IL-10、

IL-4、IFN-γ、IL-18、IL-7、IL-2、CCL-2和CCL-21的表达量。计算肝脏、脾脏和肾脏的脏器系数。结
果  SABP抑制H22细胞肝癌原位移植瘤的生长，提高肝癌微环境中PD-L1、TGF-β、IL-1β和IL-10的表

达水平，增加了肝、脾和肾系数。结论  SABP能抑制H22细胞肝癌原位移植瘤生长，促进肝癌微环境

中PD-L1、TGF-β、IL-1β和IL-10抑制性免疫分子的表达。
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·基础研究·

0  引言
原发性肝细胞癌（hepatocellular carcinoma, 

HCC）死亡率高居癌症第三位[1]，是长期慢性炎性

反应转化为肿瘤的典型案例。目前，除手术和肝

移植外，放化疗是主要的治疗手段，但放化疗药

物的不良反应及耐受性限制了其治疗效果，使患

者五年生存率低于30%[1]。因此，制定新的治疗策

略，对于肝癌治疗及降低死亡率具有重要意义。

中药有效组分配伍是中药配伍的新模式。课

题组前期研究已确定了丹参素、丹酚酸A、丹酚
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酸B和原儿茶醛四种水溶性成分作用于动物的浓

度和比例，并将此最佳组合命名为SABP[2]。另外

也有研究表明，丹参多酚酸盐（depsides salts）

可以降低Ki-67和VEGF的表达，抑制肝癌细胞

SMMC-7721裸鼠皮下移植瘤的生长[3]。本研究利

用H22细胞肝癌原位移植瘤小鼠模型探讨丹参水溶

性组分SABP对H22细胞肝癌原位移植瘤的作用以

及对肝癌免疫微环境的影响。

1  材料与方法
1.1  实验材料及试剂

小鼠腹水型肝癌细胞株H22由河北医科大学免

疫学教研室曾瑞红教授惠赠。接种于含10%胎牛血

清的高糖DMEM完全培养基，于37℃、CO2培养箱

中培养。35只雄性BALB/c小鼠，4~6周龄，18~20 g，

SPF级购于北京维通利华实验动物技术有限公司。

动物的饲养及操作通过河北中医学院伦理委员会

批准（编号：YXLL2018002）。丹参素、丹参

酚酸A、丹参酚酸B及原儿茶醛（纯度≥98%）

均购自上海将来实业股份有限公司，批次分别

为20180109、20180110、20180110及20170606；

0.9%氯化钠溶液（批号：20160129）购自石家庄

四药有限公司。

1.2  实验方法

1.2.1  H22细胞肝癌原位移植瘤小鼠模型  将浓度

为1×107个/毫升的H22肝癌细胞注射入5只BALB/c
小鼠腹腔进行肿瘤细胞复壮，每只小鼠的注射剂

量为0.2 ml。7天后，用异氟烷麻醉小鼠，抽取腹

腔腹水，并用0.9%氯化钠溶液调整H22细胞浓度

为2×106个/毫升。然后再取30只BALB/c小鼠进行

肝脏H22肿瘤细胞移植手术，具体手术步骤参考文

献[4]进行。每只小鼠肝脏注射H22肝癌细胞的剂

量为0.05 ml。术后15天随机抽取10只，取肝脏进

行HE染色，检测造模成功率。随后将剩余小鼠随

机分为对照组（NC组）和SABP组，每组10只。

SABP组：腹腔注射SABP的剂量为0.1 ml/d，SABP
作用小鼠的浓度及比例按本课题组前期发表文献

进行[2]。对照组：腹腔注射0.9%氯化钠溶液0.1 ml/d
作为溶剂对照组。共注射15 d。

1.2.2  体重及肝、脾、肾系数的计算  每5天称量

体重一次。末次干预后，禁食不禁水6~12 h，异

氟烷吸入麻醉后，摘除小鼠眼球取血，并处死动

物。立即摘取肝、脾、肾，用滤纸吸干残血后分

别称重，计算肝、脾和肾系数。脏器系数=脏器重

量/体重×100%。

1.2.3  酶联免疫吸附试验  肝脏组织匀浆后，收集

上清液，标准品绘制标准曲线，然后按照试剂盒说

明书步骤进行操作，用酶标仪测量OD450值，根据标

准曲线求出相应的PD-L1、TGF-β、IL-1β、IL-10、

IL-4、IFN-γ、IL-18、IL-7、IL-2、CCL-2和CCL-21
的含量，试剂盒购自上海酶联生物科技有限公司。

1.3  统计学方法

用SPSS16.0统计软件进行数据分析。符合正

态分布的计量资料采用均数±标准差（x±s）的方

式表示，组间两两比较用独立样本t检验。P<0.05
为差异有统计学意义。

2  结果
2.1  丹参水溶性组分SABP抑制H22细胞肝癌原位

移植瘤的生长

H22细胞进行复壮后的状态见图1A。对照组

小鼠的左肝叶可见两处突出肝脏表面的白色硬质

瘤灶，正常肝组织颜色淡红。SABP组小鼠的左

肝叶可见一处明显灰白色癌灶，而正常肝组织淡

红，见图1B。此结果说明SABP可以抑制肝原位移

植瘤的生长。

2.2  SABP提高H22细胞肝癌原位移植瘤小鼠脾重

及肝、脾、肾系数

药物处理第5、10和15天，SABP组与对照组

体质量差异无统计学意义（P=0.8342、0.4937和

A: the picture on the left showed the pre-rehabilitation state of H22 cells and the picture on the right showed the post-rehabilitation state of H22 cells; B: 

the tumors were shown by white arrows.

图1  SABP抑制H22细胞肝癌原位移植瘤的生长
Figure 1  SABP inhibited growth of orthotopic transplantation of H22 cell liver cancer
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0.0782），见图2A。SABP组小鼠脾重量是对照组

重量的1.29倍，差异有统计学意义（P=0.0156），

见图2B。SABP组小鼠肝、脾、肾系数分别是

对照组1.19、1.34和1.23倍，差异有统计学意义

（P=0.0327、0.0083和0.0381），见图2C~E。

2.3  SABP提高H22细胞肝癌原位移植瘤PD-L1、

TGF-β、IL-1β、IL-10和IL-4的表达水平

ELISA检测结果显示，SABP组PD-L1表达量

是对照组的1.4倍（P=0.0433），见图3A。SABP
组TGF-β表达量是对照组的1.3倍（P=0.0228），

见图3B。SABP组小鼠的IL-1β表达量是对照组1.5
倍（P=0.0153），见图3C。SABP组小鼠的IL-10指

数是对照组1.3倍（P=0.0156），见图3D。ELISA
检测发现SABP组IL-4表达量是对照组的1.19倍，

差异无统计学意义（P=0.2131），见图3E。上述

结果表明SABP可以通过上调PD-L1、TGF-β、IL-
1β和IL-10的表达促进免疫抑制微环境的形成。

2.4   SABP不改变H22细胞肝癌原位移植瘤中

IFN-γ、IL-18、IL-7和IL-2的表达水平

SABP组小鼠IFN-γ、IL-18、IL-7和IL-2的表达水平

分别为（5703.33±471.70）pg/g、（892.45±62.39）pg/g、

（1288.74±105.65）pg/g和（3379.23±374.67）pg/g。

对照组的表达水平分别是（5923.99±362.61）pg/g、

（927.10±91.26）pg/g、（1496.07±55.41）pg/g和

（2736.23±111.94）pg/g。SABP组和对照组IFN-γ、

IL-18、IL-7和IL-2的表达水平差异均无统计学意义

（P=0.5556、0.6160、0.0901和0.1163）。结果表明

SABP不改变抗肿瘤免疫因子的表达水平。

2.5   SABP不影响H22细胞肝癌原位移植瘤中

CCL-2和CCL-21的表达水平

SABP组的CCL-2和CCL-21表达水平分别是

（386.72±23.21）ng/g和（419.34±71.1）ng/g。对照组

的表达水平分别是（495.09±67.66）ng/g和（388.72±
34.87）ng/g。SABP组和对照组CCL-2和CCL-21表达

水平差异均无统计学意义（P=0.0707和0.5395）。结

果表明SABP不影响细胞趋化因子的表达水平。

图3  SABP对H22细胞肝癌原位移植瘤PD-L1、
TGF-β、IL-1β、IL-10和IL-4表达的影响
Figure 3  Effect of SABP on PD-L1, TGF-β, 
IL-1β, IL-10 and IL-4 expression in orthotopic 
transplantation of H22 cell liver cancer in mice

图2  SABP对H22细胞肝癌原位移植
瘤小鼠体重(A)、脾重(B)和肝、脾、
肾系数(C~E)的影响
F i g u re  2   E f f e c t  o f  S A B P o n 
body weight(A), spleen weight(B) 
and coefficients of liver, spleen 
a n d  re n a l ( C - E )  o f  o r t h o t o p i c 
transplantation of H22 cell liver 
cancer in mice
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3  讨论
肝癌的主要临床表现属于中医学“积聚”、“癥

瘕”以及“肝积”等范畴。气滞血瘀湿热痰浊是肝癌

发生的病理基础。丹参（Salvia miltiorrhiza）味苦

微寒，归心肝经，是一味活血化淤药，同时还具

有磨坚破滞、消瘿除瘤的作用，具有“一味丹参，

功同四物”之说。丹参素（danshensu, DSS）、丹

酚酸A（salvianolic acid A, Sal-A）、丹酚酸B（sal-
vianolic acid B, Sal-B）以及原儿茶醛（protocat-
echuic aldehyde, PAL）是丹参主要的水溶性成分。

丹参素能降低蛋白激酶B（protein kinase B, PKB）

活性，从而抑制肝癌SMMC-7721细胞生长[5]。丹

酚酸B通过激活线粒体途径，抑制AKT/mTOR通

路使肝癌细胞降解，促进肝癌细胞的凋亡[6]。原儿

茶醛靶向抑制肝癌细胞Wilms肿瘤蛋白1（Wilms 
tumor1, WT1）的表达，进而发挥抗肝癌作用[7]。

上述研究均表明，丹参中主要水溶性成分均具有

抑制肝癌细胞生长的作用。

SABP是丹参的四种水溶性成分的组合，本课

题组前期研究也已证实SABP有一定的抗氧化作

用。有研究发现，丹参注射液治疗能有效提高原

发性肝癌患者免疫球蛋白水平，刺激CD3+T细胞和

CD4+T细胞的增殖，改善肝癌患者的免疫功能[8]。

本研究发现，SABP能抑制H22细胞肝癌原位移植

瘤的生长。有研究报道，丹参能使小鼠脾脏树突状

细胞增加[9]。本研究发现，SABP处理15天荷瘤小鼠

的脾指数显著升高。有研究表明丹酚酸B通过抗氧

化，发挥对肾缺血再灌注损伤的保护作用，恢复肾

脏的功能[10]。本研究显示，SABP处理提高了H22细

胞肝癌原位移植瘤模型的肾系数，说明SABP无肾

毒性。SABP不改变荷瘤小鼠的体重，因此SABP可

能是通过调节免疫发挥抗肿瘤的作用。

高表达程序性死亡配体1（programmed death 
ligand-1, PD-L1）的肿瘤细胞通过与T细胞表面

的程序性死亡配体1（programmed death ligand-1, 
PD-1）相结合导致肿瘤浸润性淋巴细胞（tumor 
Infiltrating Lymphocytes, TILs）功能的耗竭，从而

导致效应T细胞的功能被抑制。PD-L1基因的敲除

有助于肝脏中小鼠CD8+T细胞的积累，表明PD-L1
是调节肝脏CD8+T细胞聚集和清除的关键蛋白。因

此SABP通过促进PD-L1的表达，促进免疫抑制微

环境的形成。骨髓来源的抑制细胞产生的TGF-β促

进CD8+T细胞上PD-1的表达，从而导致对肿瘤微环

境（tumor microenvironment, TME）中PD-1/PD-L1
阻断的抵抗[11]。另外升高的TGF-β还可以阻断未成

熟的T细胞向Th1细胞分化，促进其向调节性T细胞

（regulatory cell, Treg）亚群转化，并抑制树突细

胞的抗原呈递功能，抑制CD8+T细胞产生IFN-γ的

产生，从而造成肿瘤细胞的免疫逃逸[12]。IL-1β通

过调节M2型巨噬细胞促进HCC细胞的迁移[13]，M2
型巨噬细胞到肿瘤组织的浸润与预后不良有关[14]。

另外，由于巨噬细胞表达CCL-2受体，因此CCL-2
对巨噬细胞具有趋化性，这种信号分子在巨噬细

胞的募集过程中发挥作用[15]。但是在本研究中发现

SABP可以促进IL-1β的表达，但并不改变CCL-2的

表达量，所以我们推断SABP可能通过促进IL-1β表

达，促进M2型巨噬细胞到肿瘤组织的浸润。

血清中高水平的IL-10与HCC患者的不良预后

有关。IL-10可通过NF-κB和STAT3信号通路促进肿

瘤细胞PD-L1的表达[16]。IL-10抑制T细胞产生IL-2
和IFN-γ，并直接影响T细胞的分化和增殖。IL-10
也可诱导肝癌中Treg的分化，Treg扩张与HCC的侵

袭性和患者较差的生存期密切相关[17]。我们的研究

发现SABP促进IL-10的表达，类似研究发现，应用

丹酚酸B和原儿茶醛后IL-10的表达水平升高[18-19]。

IL-10促进辅助性T细胞分化为Th2。这为癌细胞提

供了逃避免疫系统的机会[20]。IL-7作为T细胞发育

和成熟T细胞稳态的关键细胞因子，促进T细胞增

殖[21]。IL-7刺激增加了外周和肝驻留CD8+T细胞

的细胞毒性，这个过程伴随着CD8+T细胞上PD-1
表达的下调 [22]。前期的研究发现，SABP不改变

IL-7、IL-2和IFN-γ的表达水平，所以SABP发挥抗

肿瘤作用不是基于正向调控抗肿瘤免疫应答。

以上研究表明，SABP可以促进肿瘤免疫抑

制微环境的形成，主要是通过提高免疫抑制因子

PD-L1、TGF-β、IL-1β和IL-10的水平发挥作用，

而没有通过改善抗肿瘤免疫的IFN-γ、IL-7、IL-18
和IL-2来发挥抗肿瘤作用，也没有改变肿瘤相关的

趋化因子CCL-2和CCL-21。丹参水溶性成分SABP
可以发挥抗肿瘤的作用，但是并没有通过正向调

节抗肿瘤免疫发挥抗肿瘤的效果，反而提高免疫

抑制信号分子的表达水平促进免疫抑制微环境形

成，影响SABP的抗肿瘤作用。后期本课题组将进

一步探讨SABP发挥抗肿瘤作用机制，联合相关免

疫治疗药物PD-1单抗或PD-L1单抗，观察SABP的

抗肿瘤作用。
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