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［摘 要］　目的: 探讨玄胡索散抑制乳腺癌小鼠脾脏髓源抑制细胞（MDSC）分化

的作用机制。方法:4~5周龄 BALB/c 雌性小鼠 48只，其中 6只为正常对照组，其他

42 只采用小鼠左侧第二对乳腺皮下脂肪垫接种 4T1 细胞构建乳腺癌荷瘤小鼠模

型，分为粒细胞集落刺激因子（G-CSF）对照组、G-CSF敲减组、模型对照组、玄胡索

散小剂量组、玄胡索散中剂量组、玄胡索散大剂量组和环磷酰胺组，每组 6 只。其

中 G-CSF 对照组和 G-CSF 敲减组分别采用 shRNA 慢病毒转染联合嘌呤霉素构建

相应 4T1 稳转细胞模型。各组造模 48 h 后，玄胡索散小剂量组、玄胡索散中剂量

组、玄胡索散大剂量组分别按 2、4、8 g·kg－1·d－1玄胡索散灌胃，每天一次；环磷酰

胺组按 30 mg/kg 腹腔注射环磷酰胺，隔天一次；其他组给予等体积 0.5% 羟甲基纤

维素纳。各组连续给药 25 d。苏木精-伊红染色观察脾脏组织病理学改变，流式

细胞术测定脾脏 MDSC 亚群比例，免疫荧光法检测脾脏 CD11b、Ly6G 共表达，酶联

免疫吸附测定外周血 G-CSF 浓度。在体外，建立荷瘤小鼠脾脏与 4T1 稳转株共培

养体系，玄胡索散（30 μg/mL）处理 24 h，免疫荧光检测脾脏 CD11b、Ly6G 共表达；

不同浓度的玄胡索散（10、30、100 μg/mL）处理 4T1细胞 12 h，实时逆转录PCR检测

G-CSF mRNA 水平。结果: 与正常对照组比较，模型鼠脾脏红髓增宽伴巨核细胞

浸润，脾脏多形核细胞样 MDSC（PMN-MDSC）比例增加（P<0.01），脾脏 CD11b、

Ly6G 共表达增多，外周血 G-CSF 浓度上升（P<0.01）。玄胡索散干预后脾脏 PMN-

MDSC 比例减小（P<0.05），脾脏 CD11b、Ly6G 共表达减少，4T1 细胞 G-CSF mRNA
水平下调（P<0.01），模型鼠外周血 G-CSF 浓度减少（P<0.05），肿瘤体积缩小，脾脏
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增大情况改善（均 P<0.05）。结论: 玄胡索散可能通过下调 G-CSF，阻碍 MDSC 向

PMN-MDSC分化，重建脾脏髓系微环境，从而发挥抗乳腺癌作用。

［关键词］  玄胡索散；乳腺癌；脾脏；髓源抑制细胞；粒细胞集落刺激因子；4T1 细

胞株；小鼠
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［Abstract］ Objective: To investigate the mechanism of Xuanhusuo powder (XHSP) 
inhibiting the differentiation of spleen myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) in 
breast cancer mice. Methods: Forty-eight BALB/c female mice aged 4-5 weeks were 
selected, 6 of them were in normal control group, while others were in tumor-bearing 
models established by orthotopic injection of 4T1 cells into the subcutaneous fat pad of 
the second pair of left mammary glands. The tumor-bearing mice were divided into 
granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) control group, G-CSF knock-down group, 
model control group, XHSP small dose group, XHSP medium dose group, XHSP high 
dose group, and cyclophosphamide (CTX) group, with 6 mice in each group. G-CSF 
control group and G-CSF knock-down group were constructed by stably transfecting 4T1 
cells established by shRNA lentivirus combined with puromycin selection. 48 h after the 
model was established, XHSP small, medium, high dose group were given 2, 4, 8 g·kg－1·d－1 
intragastric administration once a day, respectively. CTX was given 30 mg/kg by 
intraperitoneal injection, once every other day. The other groups were given an equal 
volume of 0.5% hydroxymethylcellulose sodium. The drugs in each group were 
continuously administered for 25 d. Histological changes in spleen were observed by HE 
staining, the proportion of MDSCs subsets in the spleen were detected by flow cytometry, 
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the co-expression of CD11b and Ly6G in the spleen was detected by immunofluorescence, 
and the concentration of G-CSF in peripheral blood was detected by ELISA. The spleen 
of tumor-bearing mice was co-cultured with 4T1 stably transfected cell lines in vitro, 
treated with XHSP (30 μg/mL) for 24 h, and the co-expression of CD11b and Ly6G in the 
spleen was detected by immunofluorescence. 4T1 cells were treated by XHSP (10, 30, 
100 μg/mL) for 12 h. The mRNA level of G-CSF was detected by realtime RT-PCR. 
Results: Compared with normal mice, the red pulp of the spleen in tumor-bearing mice 
was widened with megakaryocyte infiltration. The proportion of spleen polymorphonucleocyte-

like MDSCs (PMN-MDSCs) was significantly increased (P<0.01) and the co-expression 
of CD11b and Ly6G was increased, and the concentration of G-CSF in peripheral blood 
was significantly increased (P<0.01). However, XHSP could significantly reduce the 
proportion of PMN-MDSCs (P<0.05) and the co-expression of CD11b and Ly6G in the 
spleen, down-regulate the mRNA level of G-CSF in 4T1 cells (P<0.01). The 
concentration of G-CSF in peripheral blood of tumor-bearing mice also decreased (P<
0.05) and tumor volume was reduced and splenomegaly was improved (all P<0.05). 
Conclusion: XHSP may play an anti-breast cancer role by down-regulating G-CSF, 
negatively regulating the differentiation of MDSCs, and reconstruct the spleen myeloid 
microenvironment.

［Key words］ Xuanhusuo powder; Breast cancer; Spleen; Myeloid-derived suppressor 
cells; Granulocyte colony stimulating factor; 4T1 cells; Mice

[J Zhejiang Univ (Med Sci), 2023, 52(1): 88-100.]
［缩略语］ 髓源抑制细胞（myeloid-derived suppressor cells，MDSC）；粒细胞集落

刺激因子（granulocyte colony stimulating factor，G-CSF）；信号传导与转录激活因子

（signal transducer and activator of transcription，STAT）；多 形 核 细 胞 样 MDSC
（polymorphonuclear MDSC，PMN-MDSC）；酶 联 免 疫 吸 附 试 验（enzyme linked 
immunosorbent assay，ELISA）；免疫球蛋白 G（immunoglobulin G，IgG）；异硫氰酸荧

光素（fluorescein isothiocyanate，FITC）；辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，
HRP）；病 毒 感 染 复 数（multiplicity of infection，MOI）；苏 木 精 - 伊 红 染 色

（hematoxylin and eosin staining，HE 染色）；聚合酶链反应（polymerase chain reaction，

PCR）；单核细胞样 MDSC（monocyte MDSC，M-MDSC）；血管内皮生长因子（vascular 
endothelial growth factor，VEGF）

乳腺癌是最常见的恶性肿瘤之一，也是 20~
59 岁女性癌症患者死亡的主要原因之一［1］。乳

腺癌被认为是一种具有高度免疫抑制肿瘤微环

境特征的免疫冷肿瘤，包括 MDSC 在内的免疫抑

制细胞群的显著浸润是乳腺癌肿瘤微环境的共

同特征［2］。MDSC 的免疫抑制活性已在体内和体

外得到证实，其产生的精氨酸酶、活性氧和一氧

化氮等活性物质抑制效应 T 细胞活化，从而使肿

瘤获得免疫逃逸能力［3-4］。

G-CSF 是调控粒细胞发育和功能的主要细胞

因子。G-CSF 在乳腺癌中高表达，以 STAT3 依赖

的方式促进未成熟骨髓细胞向 PMN-MDSC 分化，

促进肿瘤的发生和发展。脾脏作为髓外造血器

官，是这些细胞的潜在储存库。先前研究表明，

在小鼠肿瘤模型中，肿瘤衍生的 G-CSF 促进脾脏

过度髓外造血，MDSC 在脾脏中积累［5］。因此，抑

制乳腺癌中脾脏过度髓外造血，减少 MDSC 的产

生和浸润对于乳腺癌的免疫治疗具有重要意义。
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玄胡索散由破血攻积的莪术与行气止痛的

延胡索组成，首载于宋代《鸡峰普济方》，主治“妇

人血气攻心，痛不可忍，并走注”。前期研究表

明 ，玄 胡 索 散 能 降 低 乳 腺 癌 4T1 细 胞 G-CSF 
mRNA 表达，减小乳腺癌小鼠肿瘤体积，减轻脾

大，下调 MDSC 比例［6-9］，推测该方可能通过调控

G-CSF 抑制脾脏过度髓外造血及其相关的 MDSC
积累，进而发挥抗乳腺癌作用。基于此，本研究

拟通过药理学方法探索玄胡索散是否通过调控

G-CSF 抑制乳腺癌脾脏 MDSC 的分化。

1　材料与方法

1. 1　细胞、动物、试剂和仪器

乳腺癌 4T1 细胞株由美国芝加哥大学何通川

教授惠赠，于含 10% 胎牛血清、1% 青-链霉素的

DMEM 培养基中培养，每 2～3 天按 1∶4 传代一次。

无特定病原体级 BALB/c 雌性小鼠，4～5 周龄，体

重（15±2）g，共 54 只，购于上海斯莱克实验动物有

限责任公司［许可证号 SCXK（沪）2017-0005］。

本研究方案通过浙江中医药大学实验动物中心

审查（IACΜC-20210517-07）。小鼠 G-CSF ELISA
试 剂 盒 为 武 汉 酶 免 生 物 科 技 有 限 公 司 产 品 ；

hU6-MCS-Ubiquitin-EGFP-IRES-puromycin 对照慢

病毒和 LV-Csf3-RNAi（95623-1）慢病毒为上海吉

凯基因医学科技股份有限公司产品；环磷酰胺为

德国 Baxter Oncology GmbH 公司产品；Cy3-羊抗

小鼠 IgG 为杭州达文生物有限公司产品；小鼠单

克隆抗体 CD11b、FITC-鼠抗兔 IgG 为美国 Santa 
Cruz 公 司 产 品 ；FITC 大 鼠 抗 CD11b、PE 大 鼠 抗

Ly6G、APC 大 鼠 抗 Ly6C 为 美 国 BD 公 司 产 品 ；

HRP-羊抗兔 IgG、HRP-兔抗小鼠 IgG；兔多克隆抗

体 Ly6G 为杭州华安生物技术有限公司产品；引

物为生工生物工程（上海）股份有限公司产品。

所有中药材均购自浙江中医药大学滨江门诊部。

荧光倒置显微镜为德国 Zeiss 公司产品；数字病理

切片（荧光）扫描分析仪为日本 Olympus 公司产

品；流式细胞仪为美国 BD 公司产品。

1. 2　玄胡索散的制备

按照饮片质量以醋莪术∶醋元胡=3∶2 的比例

配置中药材。将中药材打成粗粉，加入 8 倍体积

的 75% 乙醇，保鲜膜封口，置于超声水浴锅内，室

温，超声提取 60 min，滤过药液，药渣重新加入

8 倍体积的 75% 乙醇，超声提取 60 min，滤过药

液，抽滤后将药液合并，倒入旋转蒸发瓶浓缩

2 h，将所得浸膏均匀地平铺于冻干皿，进行冷冻

干燥，得药率为 8.45%。

1. 3　G-CSF 敲减 4T1 细胞株的建立及鉴定

取对数生长期的 4T1 细胞，以 2×104 个/孔接

种于 24 孔板，待细胞贴壁且融合度达到 30% 时进

行转染，按 MOI=2 加入对照慢病毒，按 MOI=40 加

入敲减慢病毒，转染时间为 12 h；将转染细胞于

3 μg/mL 嘌呤霉素的 DMEM 培养基中培养 48 h，

然后于 1.5 μg/mL 嘌呤霉素的 DMEM 培养基中继

续维持 14 d。

荧光显微镜下观察细胞荧光比例，待细胞荧

光比例接近 100%，收集细胞培养上清液，室温下

1700×g 离心 20 min，收集上清液，按照 ELISA 试

剂盒说明书进行点样、加酶、温育、洗涤、显色、终

止，酶标仪 450 nm 处测定吸光度值。根据所测得

标准品和样品的吸光度值，使用 ELISACalc 软件

绘制标准曲线，然后计算样品的实际浓度，用于

G-CSF 敲减 4T1 稳转细胞株的鉴定。

1. 4　乳腺癌小鼠模型的建立及分组干预

将 4T1 细胞用预冷的磷酸盐缓冲液重悬，调

整细胞密度为 6×106 个/mL。各组均提前 1 d 用脱

毛膏进行左腹部脱毛，75% 乙醇消毒皮肤，于左

侧第二对乳腺皮下脂肪垫接种 100 μL 单细胞悬

液，制备 4T1 乳腺癌荷瘤小鼠模型。造模 48 h 后，

观察注射部位出现小点状突起视为造模成功。

根据成瘤体积随机分为模型对照组、G-CSF 对照

组、G-CSF 敲减组、玄胡索散小剂量组、玄胡索散

中剂量组、玄胡索散大剂量组和环磷酰胺组。其

中 G-CSF 对照组和 G-CSF 敲减组分别采用 shRNA
慢病毒转染联合嘌呤霉素构建相应 4T1 稳转细胞

造模。本研究使用 0.5% 羟甲基纤维素钠溶解玄

胡索散和环磷酰胺。各组造模 48 h 后，玄胡索散

小剂量组、玄胡索散中剂量组、玄胡索散大剂量

组分别按 2、4、8 g·kg－1·d－1 玄胡索散剂量灌胃，

每天一次；环磷酰胺组按 30 mg/kg 环磷酰胺剂量

腹腔注射，隔天一次；其他组给予等体积 0.5% 羟

甲基纤维素纳。各组连续给药 25 d，然后进行后

续实验。其中小鼠玄胡索散中剂量按照人体用

药量等效换算，换算系数为 12.33［10］。

1. 5　测定肿瘤体积和脾脏质量

每 5 天观察并记录各组肿瘤体积。游标卡尺

测量荷瘤小鼠瘤体长径（L）和短径（W），并计算
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肿瘤体积（V），即 V（mm3）=（L+W）mm×（L）mm×

（W）mm×0.2618。中药灌胃结束后，颈椎脱臼法

处死小鼠，置于 75% 乙醇中浸泡 5 min，然后剖取

肿瘤和脾脏，称重后拍照，计算脾脏质量。

1. 6　HE 染色观察小鼠脾脏病理学变化

将 脾 脏 固 定 在 4% 多 聚 甲 醛 中 ，流 水 冲 洗

2 h，逐步进行脱水、透明、浸蜡、包埋、切片（厚度

约 4 μm）；置 于 60 ℃ 烘 箱 2 h 后 用 二 甲 苯（各

15 min）和不同浓度乙醇（无水乙醇、95% 乙醇、

90% 乙醇、80% 乙醇、70% 乙醇）（各 2 min）脱腊至

水；苏木精染色 5 min，水洗 1 min，1% 盐酸乙醇中

浸 泡 20 s，水 洗 1 min，稀 氨 水 返 蓝 30 s，水 洗

1 min，伊红染色 3 min，经不同浓度乙醇（95% 乙

醇、无水乙醇）、二甲苯脱水和透明，置于 60 ℃烘

箱约 10 min，采用中性树胶封片，显微镜下观察。

1. 7　流式细胞术检测小鼠脾脏MDSC亚群的比例

颈 椎 脱 臼 法 处 死 小 鼠 ，75% 乙 醇 中 浸 泡

5 min，迅速分离脾脏，磷酸盐缓冲液漂洗，去除表

面血液，用无菌剪取下一小块脾脏组织，置于过

滤器中，加入 1 mL 含 2% 胎牛血清的 RPMI-1640
培养基，用 5 mL 注射器迅速研磨组织，将制备好

的细胞悬液转移至离心管内，570×g 离心 5 min，

弃上清液，加入 2 mL 红细胞裂解液，室温静置

5 min，570×g 离心 5 min，弃上清液，磷酸盐缓冲液

重悬，分装单细胞悬液至 1.5 mL EP 管。调节各

上样管体积 100 μL，细胞密度为 1×106 个/100μL。

各样品管滴加 0.5 μL 流式抗体，4 ℃下避光孵育

30 min，孵育结束后各管分别加入 1 mL 预冷磷酸

盐缓冲液清洗，570×g 离心 5 min，弃上清液，加入

500 μL 磷酸盐缓冲液重悬，200 目筛网过滤，上机

检测。

1. 8　免疫荧光法检测 CD11b、Ly6G 表达

1. 8. 1　动物实验　脾脏组织取材后固定、脱水、

包埋，脱蜡步骤同 HE 染色。然后进行抗原修复、

内源性过氧化物酶阻断、磷酸盐缓冲液漂洗三

次，加入鼠抗 CD11b（1∶200）、兔抗 Ly6G（1∶200）
孵育，4 ℃过夜。次日，37 ℃烘箱复温 20 min，磷

酸盐缓冲液泡洗三次，先滴加携带 PE 荧光基团

的二抗（1∶200），37 ℃烘箱孵育 40 min，磷酸盐缓

冲液泡洗三次；再滴加携带 FITC 荧光基团的二抗

（1∶200），37 ℃烘箱孵育 40 min，磷酸盐缓冲液泡

洗三次。滴加含 4'，6-二脒基-2-苯基吲哚的防荧

光淬灭剂，置于暗盒孵育 10 min，荧光显微镜下

观察。

1. 8. 2　细胞实验　取对数生长 4T1 细胞，以 2×
105 个/孔 接 种 于 12 孔 板 ，每 组 三 个 复 孔 ，设 置

G-CSF 对 照 组 、G-CSF 对 照 + 玄 胡 索 散 组

（30 μg/mL）、G-CSF 敲减组、G-CSF 敲减+玄胡索

散组（30 μg/mL），待细胞完全贴壁后，更换含药

培养基继续培养 24 h。4~5 周龄 BALB/c 雌性小

鼠 6 只，造模成功后 10 d 颈椎脱臼法处死小鼠，无

菌分离荷瘤小鼠脾脏，对半纵切，取 1/2 体积的脾

脏，与 4T1 细胞直接接触共培养 24 h，然后将脾脏

用 10% 甲醛溶液固定 48 h，免疫荧光法检测脾脏

CD11b、Ly6G 共表达。

1. 9　实时逆转录PCR检测 G-CSF mRNA 表达

取对数生长期的 4T1 细胞，以 3×105 个/孔接

种于六孔板，每组三个复孔，24 h 待细胞贴壁后，

更 换 含 药 培 养 基 ，设 置 4T1 对 照 组 、玄 胡 索 散

10 μg/mL 组 、玄 胡 索 散 30 μg/mL 组 、玄 胡 索 散

100 μg/mL 组干预 12 h 后，按照试剂盒说明书进

行 RNA 提取，逆转录成 cDNA，再进行实时荧光定

量 PCR。具体引物序列如下：G-CSF：正向 5'-GCA
CTATGGTCAGGACGAGAG-3'，反向 5'-GGGGAA
ATACCCGATAGAGCC-3'；GAPDH：正向 5'-GGCT
GCCCAGAACATCAT-3'，反向 5'-CGGACACATTG
GGGGTAG-3'。GAPDH 为内参基因，目的基因的

相对表达量采用 2－ΔΔCt方法表示［11］。

1. 10　ELASA 法测定小鼠外周血 G-CSF 浓度

采集小鼠外周血至 EP 管（非抗凝），室温静

置 30 min，1700×g 离心 15 min，小心吸取上清液

并转移至新 EP 管，按照试剂盒说明书操作。

1. 11　统计学方法

使用 GraphPad Prism 8.0 进行统计分析。符

合正态分布的计量数据采用均数±标准差（x̄ ± s）
表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两

两比较采用最小显著差异法，P<0.05 为差异具有

统计学意义。

2　结 果

2. 1　G-CSF 敲减 4T1 细胞株鉴定结果

4T1 对照细胞株、G-CSF 对照细胞株和 G-CSF
敲 减 细 胞 株 培 养 上 清 液 中 G-CSF 浓 度 分 别 为

（490.8±28.3）、（485.1±21.3）和（379.1±48.6）pg/mL，

其中 G-CSF 对照细胞株与 4T1 对照细胞株培养上

清液中 G-CSF 浓度差异无统计学意义（P>0.05），
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而 G-CSF 敲减细胞株培养上清液中 G-CSF 浓度较

4T1 对照细胞株和 G-CSF 对照细胞株均明显下降

（均 P<0.01），提示 G-CSF 敲减细胞株构建成功。

2. 2　玄胡索散可减小荷瘤小鼠肿瘤体积

与模型对照组比较，G-CSF 对照组、玄胡索散

小、中剂量组肿瘤体积无显著差异（均 P>0.05），

而玄胡索散大剂量组、环磷酰胺组肿瘤体积均减

小（均 P<0.05）；与 G-CSF 对照组比较，G-CSF 敲减

组肿瘤体积有缩小趋势，但差异无统计学意义

（均 P>0.05）；与玄胡索散小剂量组比较，玄胡索

散中剂量组肿瘤体积未见明显缩小（均 P>0.05），

而玄胡索散大剂量组在第 25、30 天肿瘤体积均减

小（均 P<0.05）；与环磷酰胺组比较，玄胡索散小、

中 剂 量 组 肿 瘤 体 积 差 异 具 有 统 计 学 意 义（P<
0.05），而玄胡索散大剂量组肿瘤体积差异无统计

学意义（均 P>0.05），见图 1 和表 1。结果表明，

G-CSF 对照组慢病毒转染对 4T1 细胞的成瘤能力

未产生影响，可以排除慢病毒转染对实验结果的

干扰；玄胡索散组肿瘤生长速度减慢，肿瘤体积减

小，说明玄胡索散干预后能在一定程度上抑制肿

瘤生长。

2. 3　玄胡索散能降低荷瘤小鼠脾脏质量、减轻

脾脏组织病理改变

与正常对照组［（0.15±0.08）g］比较，模型对

照组脾脏质量［（0.69±0.09）g］增加（P<0.01）；与

模型对照组比较，G-CSF 对照组、玄胡索散小、中

剂 量 组 脾 脏 质 量［分 别 为（0.69±0.06）、（0.66±
0.08）、（0.63±0.11）g］未见明显减轻（均 P>0.05）；

而玄胡索散大剂量组、G-CSF 敲减组脾脏质量［分

别为（0.56±0.06）、（0.44±0.19）g］较模型对照组和

G-CSF 对照组明显减轻（均 P<0.05）。

与正常对照组比较，模型对照组脾脏明显增

大且脾脏组织红髓显著扩张，伴巨核细胞浸润，

红、白髓界限不清；与模型对照组比较，G-CSF 对

照组、玄胡索散小、中剂量组脾脏体积未见明显

减小，脾脏组织红、白髓界限不清，伴巨核细胞浸

润；而玄胡索散大剂量组、G-CSF 敲减组脾脏体积

减小且脾脏组织红髓扩张面积减小，巨核细胞浸

润减少，红、白髓界限尚清楚。见图 2、3。

上述结果表明，荷瘤状态下，脾脏髓外造血

过度亢进且脾脏体积增大；G-CSF 敲减后荷瘤小

鼠脾脏体积缩小，髓外造血减轻；玄胡索散可抑

表1　各组肿瘤体积随造模时间增加变化比较
Table 1　Comparison of tumor volume changes in each group

（x̄ ± s，mm3）

组 别

模型对照组

G-CSF 对照组

G-CSF 敲减组

玄胡索散小剂量组

玄胡索散中剂量组

玄胡索散大剂量组

环磷酰胺组

n

6
6
6
6
6
6
6

10 d
204.0±40.3
175.9±43.8
152.8±32.4
166.7±32.8
159.2±36.0
135.0±39.1
134.4±30.4

15 d
308.3±90.2
346.7±132.5
272.0±51.7
303.3±97.2
262.7±88.9
212.7±35.0*

204.1±32.2*

20 d
640.7±214.6
644.8±226.8
565.2±108.9
613.6±103.0
492.1±166.2△

399.1±226.2
237.6±51.7**##

25 d
810.8±295.3
855.5±320.4
666.1±85.7
778.8±272.3
614.2±106.7
494.6±98.8*#

354.4±99.0**##

30 d
1020.0±148.8
1005.0±134.1

825.4±245.7
923.1±129.5
827.0±85.8△△

666.1±136.4**##

508.3±93.8**##

与模型对照组比较，*P<0.05，**P<0.01；与玄胡索散小剂量组比较，#P<0.05，##P<0.01；与环磷酰胺组比较，△P<0.05，△△P<0.01.
G-CSF：粒细胞集落刺激因子 .

�����

�����

�����G-CSF��� G-CSF��� ��� ��� ���

G-CSF：粒细胞集落刺激因子 .
图1　各组肿瘤大体观
Figure 1　Comparison of tumors volume in each group
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制荷瘤小鼠脾脏增大、减轻脾脏组织病理改变。

2. 4　 玄 胡 索 散 下 调 荷 瘤 小 鼠 脾 脏 PMN-MDSC
比例

与正常对照组比较，模型对照组脾脏 PMN-

MDSC 细胞比例增大（均 P<0.01），M-MDSC 细胞

比例未见明显改变；与模型对照组比较，玄胡索

散小剂量组 PMN-MDSC 细胞比例和 M-MDSC 细

胞比例未见明显改善（均 P>0.05），而玄胡索散

中 、大 剂 量 组 脾 脏 PMN-MDSC 细 胞 比 例 减 小 ，

M-MDSC 细胞比例增大（均 P<0.05），随着玄胡索

散 剂 量 增 加 ，脾 脏 PMN-MDSC 细 胞 比 例 减 小 ，

M-MDSC 细胞比例增大；与 G-CSF 对照组比较，

G-CSF 敲 减 组 脾 脏 PMN-MDSC 细 胞 比 例 减 小 ，

M-MDSC 细胞比例增大（均 P<0.01）。见表 2 和

图 4。免疫荧光结果显示，与正常对照组比较，

模型对照组和 G-CSF 对照组脾脏 CD11b+Ly6G+共

表 达（黄 色 区 域）明 显 增 加 ；与 模 型 对 照 组 和

G-CSF 对照组比较，玄胡索散小、中剂量组脾脏

�	��� �����

�����

G-CSF��� G-CSF������ ��� ���

G-CSF：粒细胞集落刺激因子 .
图2　各组脾脏大体观
Figure 2　The spleen in each group

G-CSF��� ���������	��� �����

G-CSF����������� ��������

正常对照组脾脏白髓与红髓界限清楚；模型对照组脾脏组织红髓显著扩张，伴巨核细胞浸润，红、白髓界限不清；G-CSF 对照

组、玄胡索散小剂量组、中剂量组脾脏红髓显著扩张，红、白髓界限不清；玄胡索散大剂量组、G-CSF 敲减组脾脏组织红髓扩张面

积减小，巨核细胞浸润减少，红、白髓界限尚清 . 标尺=20 μm. G-CSF：粒细胞集落刺激因子 .
图3　各组脾脏组织病理学变化（苏木精-伊红染色）
Figure 3　Histopathological changes of spleen tissues in each group （HE staining）

表2　各组脾脏 MDSC 亚群比例比较
Table 2　The proportion of MDSCs subsets in spleen of 

each group
（x̄ ± s，%）

组 别

正常对照组

模型对照组

G-CSF 对照组

G-CSF 敲减组

玄胡索散小剂量组

玄胡索散中剂量组

玄胡索散大剂量组

n

3
3
3
3
3
3
3

PMN-MDSC
9.4±1.8

68.9±4.8**

64.7±4.4
49.9±4.2△△

68.4±1.8
61.8±3.3
58.4±2.9#▲

M-MDSC
13.3±1.9
17.0±2.1
17.3±1.5
28.5±4.4△△

16.7±2.6
25.1±3.4#▲

23.7±2.1#

与正常对照组比较，**P<0.01；与模型对照组比较，#P<0.05；

与 G-CSF 对照组比较，△△P<0.01；与玄胡索散小剂量组比较，▲P<
0.05. MDSC：髓源抑制细胞；G-CSF：粒细胞集落刺激因子；PMN-

MDSC：多形核细胞样 MDSC；M-MDSC：单核细胞样 MDSC.
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CD11b+Ly6G+共表达区域无显著差异，而玄胡索

散大剂量组、G-CSF 敲减组脾脏 CD11b+Ly6G+共

表达区域减少。见图 5。

4T1 细胞与荷瘤小鼠脾组织共培养体系中，

与 G-CSF 对照组比较，玄胡索散处理或 G-CSF 敲

减后均能减少 CD11b 与 Ly6G 在脾脏红髓和白髓

交界处的共表达；在 G-CSF 敲减的基础上再采用

玄胡索散干预，脾脏 CD11b 与 Ly6G 的共表达未

见更大程度的减少，见图 6。

上 述 结 果 表 明 ，荷 瘤 状 态 下 G-CSF 促 进

MDSC 优先向 PMN-MDSC 群分化，而玄胡索散干

预后能下调脾脏 PMN-MDSC 比例。

2. 5　玄胡索散能降低 4T1 细胞 G-CSF mRNA 水

平和荷瘤小鼠外周血 G-CSF 浓度

在体外采用不同浓度的玄胡索散提取物处

理 4T1 细胞，然后测定 G-CSF mRNA 水平，与 4T1
对照细胞（1.00±0.07）比较，玄胡索散 30、100 μg/
mL 处理后 G-CSF mRNA 水平（分别为 0.39±0.21、

0.27±0.25）均明显下降，且浓度越高，效果越明显

（均 P<0.01）。 在 动 物 实 验 中 ，与 正 常 对 照 组

［（289.90±50.38）pg/mL］比较，模型对照组、G-CSF
对 照 组 外 周 血 G-CSF 浓 度［分 别 为（646.50±
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G-CSF：粒细胞集落刺激因子；MDSC：髓源抑制细胞 .
图4　各组脾脏 MDSC 亚群流式细胞术检测结果
Figure 4　Flow cytometry results of splenic MDSCs subsets in each group
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68.59）、（631.00±22.33）pg/mL］明显升高，差异有

统计学意义（均 P<0.01）；与模型对照组、G-CSF 对

照组比较，玄胡索散小、中剂量组外周血 G-CSF 浓

度［分别为（651.10±38.29）、（598.60±40.62）pg/mL，

均 P>0.05］均未见明显下降（均 P>0.05）；而玄胡

索散大剂量组、G-CSF 敲减组外周血 G-CSF 浓度

［分别为（536.00±21.13）和（529.10±35.67）pg/mL］

均下降（均 P<0.05）。上述结果表明，G-CSF 在乳

腺癌荷瘤小鼠的外周血中浓度显著增加，而玄胡

索散能降低 4T1 乳腺癌细胞的 G-CSF mRNA 水

平，下调荷瘤小鼠外周血 G-CSF 浓度。

3　讨 论

玄胡索散是莪术和元胡组成的中药复方。

现代药理学研究表明，莪术可用于血瘀腹痛、肝

脾大［12］，在治疗恶性肿瘤的肝脾大时，配伍莪术

是临床常用策略。莪术及其活性化合物如 β-榄

香烯等对恶性肿瘤的治疗作用已得到药理和临

床研究广泛证实［13-14］。玄胡及其活性成分小檗碱

能抑制乳腺癌细胞的增殖和转移［8］，延胡索丙素

可通过降低整合素 β1 等黏附因子的表达，抑制

肿瘤细胞与内皮细胞之间的异质黏附作用，从而

抑制乳腺癌的转移［9］。本文资料证实，玄胡索散

可通过下调 G-CSF 表达抑制乳腺癌脾脏 MDSC 分

化，重建脾脏髓系微环境，从而发挥抗乳腺癌的

作用。

肿瘤被视为一种生态性疾病，其中肿瘤细

胞、基质细胞和浸润性免疫细胞之间的相互作用

对于疾病的进展有重要作用。髓系细胞是这个

生态系统的主要组成部分，肿瘤进展与髓系细胞

的持续积累和扩张有关，包括肿瘤相关巨噬细

胞、肿瘤相关中性粒细胞和 MDSC［15］。MDSC 是

�
�
�
�
�

G
-C
S
F
�
�
�

G
-C
S
F
�
�
�

�
�
�

�
�
�

�
�
�

�
�
�
�
�
�
	
�
�
�

DAPI Ly6G/FITC ���CD11b/Cy3

正常对照组脾脏可见少量 CD11b+Ly6G+的共表达（黄色区域）；模型对照组、G-CSF 对照组脾脏 CD11b+Ly6G+共表达（黄色区

域）较正常对照组明显增加；玄胡索散小、中剂量组小鼠脾脏 CD11b+Ly6G+共表达区域较模型对照组和 G-CSF 对照组未见明显缩

减；G-CSF 敲减组、玄胡索散大剂量组小鼠脾脏 CD11b+Ly6G+共表达区域较模型对照组和 G-CSF 对照组减少. G-CSF：粒细胞集落

刺激因子 . 黑色标尺=100 μm；红色标尺=10 μm.
图5　各组脾脏 CD11b 与 Ly6G 共表达免疫荧光图
Figure 5　Fluorescence staining of the co-expression of CD11b and Ly6G in spleen of each group
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由大量不成熟的骨髓细胞组成的异质群体，其产

生是由肿瘤衍生因子，如 G-CSF、粒细胞-巨噬细

胞集落刺激因子和白介素-6 诱导的。MDSC 通过

产生 VEGF 及其类似物 BV8、基质金属蛋白酶 9、

钙卫蛋白（S100A8/9）等肿瘤血管新生、肿瘤细胞

迁移与浸润及转移前生态位形成所必需的介质

参与肿瘤进展［16-17］。MDSC 代表大量未成熟骨髓

细胞的异质群体，其特征在于病理状态下的活化

并显示出有效的免疫抑制活性［18］，能保护肿瘤免

受免疫系统和免疫治疗的影响，在黑色素瘤［19］、

多发性骨髓瘤［20］、肝癌［21］、非小细胞肺癌［22］和结

肠直肠癌［23］等各种肿瘤中起重要作用。研究表

明，肿瘤来源的 MDSC 介导转移前生态位形成是

恶性肿瘤高转移性的原因［24］。此外，浸润 MDSC
的肿瘤可以诱导不依赖 VEGF 的血管生成，从而

对抗 VEGF 药物的治疗敏感性显著下降［25］。一项

基于乳腺癌小鼠模型的研究表明，肿瘤衍生的

G-CSF 调节造血干祖细胞动员和分化，一方面使

未成熟骨髓细胞大量扩增，这类细胞具有 MDSC
表型特征，自身虽然不具备免疫抑制能力，但能

向肿瘤相关免疫抑制细胞群分化；另一方面使荷

瘤 机 体 的 造 血 功 能 始 终 偏 向 骨 髓 谱 系［26］。

Strauss 等［27］也发现骨髓中 CD11b+Gr-1+细胞群受

G-CSF 依赖的维甲酸相关孤核受体与 CCAAT/增
强子结合蛋白 β 通路的激活而扩展。以上研究

表明，髓系细胞能直接感知环境刺激和炎症细胞

因子，可主动作为免疫反应的基础，但这种独特

的感知作用却能被肿瘤细胞劫持。肿瘤细胞能

通过持续性、渐进性地释放细胞因子、趋化因子

以及代谢产物来影响髓系细胞的活动。

由于髓系细胞的寿命短暂，转换周期快，因

此，肿瘤会干扰宿主的造血过程，使具有促进肿

瘤特性的髓系细胞获得优势。脾脏作为机体最

大的次级淋巴器官，同时也是髓外造血器官，被

视为癌症中髓外造血的主要部位。肝癌模型中，

脾脏髓外造血的消除减少了 PMN-MDSC 产生［28］。

在 4T1 细胞株建立的小鼠乳腺癌模型中发现，

PMN-MDSC 大量产生，脾脏作为其主要存储库明

显肿大［29］。有研究报道，在癌症患者的脾脏中发

现了髓样前体细胞的大量扩增［30］。这些研究表

明，脾脏是肿瘤浸润性骨髓细胞尤其是在肿瘤生

长和扩散过程中起重要作用的 MDSC 及其亚群的

生产和储存库，重建和修复脾脏髓系微环境对于

肿瘤的免疫治疗具有重要意义。然而，玄胡索散
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与 G-CSF 对照组比较，G-CSF 对照+玄胡索散组、G-CSF 敲减组脾组织 CD11b+Ly6G+共表达（橘黄色区域）显著减少；与

G-CSF 敲减组比较，G-CSF 敲减+玄胡索散组脾组织 CD11b+Ly6G+的共表达区域未进一步减少 . 标尺=50 μm.
图6　乳腺癌细胞与荷瘤鼠脾脏组织共培养后 CD11b 与 Ly6G 共表达免疫荧光图
Figure 6　Fluorescence staining of the co-expression of CD11b and Ly6G after co-culture of breast cancer cells and 

spleen tissue of tumor-bearing mice
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是否能通过调控脾脏 MDSC 分化影响乳腺癌进展

却鲜见报道。本文资料证实，玄胡索散能减小荷

瘤小鼠的肿瘤体积，抑制乳腺癌小鼠脾脏 MDSC
分化，下调乳腺癌小鼠脾脏 PMN-MDSC 比例，减

轻脾脏髓外造血，提示玄胡索散可能通过负向调

控脾脏 MDSC 分化而发挥抗乳腺癌作用。本文资

料 还 显 示 ，G-CSF 敲 减 组 、玄 胡 索 散 组 脾 脏

M-MDSC 数增加，这可能缘于向 PMN-MDSC 的分

化受到抑制而向 M-MDSC 的分化代偿性增加。

G-CSF 是造血驱动因子之一，可在结肠癌、甲

状腺癌、胰腺癌、膀胱癌、肺癌和肝癌等多种癌症

中大量产生［31-36］。G-CSF 在肿瘤微环境中能够促

进肿瘤生长与转移，患者预后不良且总存活率降

低可能与 G-CSF 促进血管生成和增强未成熟粒

细胞动员的作用高度相关［37-38］。研究报道，乳腺

癌患者的 G-CSF 血浆水平显著升高，其中三阴性

乳腺癌患者表现出更高的 G-CSF 表达［39］。本文

资料证实，乳腺癌荷瘤小鼠外周血中 G-CSF 浓度

显著高于正常对照组，玄胡索散干预后能下调外

周 血 G-CSF 浓 度 ，以 大 剂 量 组 最 明 显 。 然 而 ，

G-CSF 在调控乳腺癌脾脏 MDSC 分化过程中的作

用尚不明确。研究表明，在宫颈癌中，G-CSF 与增

加的 MDSC 比例和对化疗的抵抗力有关［40］。除

此之外，G-CSF 已被证明可促进 MDSC 细胞活性，

从 而 增 强 乳 腺 癌 生 长 ，并 已 被 建 议 作 为 抑 制

MDSC 活性的靶标［10］。由此推测，玄胡索散可能

通过下调 G-CSF 表达，从而抑制脾脏 MDSC 分化

和积累，发挥抗乳腺癌作用。本文资料证实，乳

腺癌荷瘤小鼠 G-CSF 浓度显著升高并刺激脾脏

MDSC 分化为 PMN-MDSC 亚群，而玄胡索散干预

能够下调 G-CSF 浓度并下调 PMN-MDSC 比例，从

而发挥抗肿瘤作用。G-CSF 是诱导脾脏中 CD11b
与 Ly6G 双阳性的 MDSC 细胞产生的主要诱导因

子 。 为 了 进 一 步 验 证 玄 胡 索 散 是 否 通 过 调 控

G-CSF 从而抑制荷瘤小鼠脾脏 CD11b 与 Ly6G 共

表达，本研究将荷瘤小鼠脾脏与 4T1 稳转细胞株

进行共培养，发现玄胡索散能减少 CD11b 与 Ly6G
在脾脏红髓和白髓交界处的共表达。玄胡索散

在体内、体外均能有效抑制 MDSC 的产生，这种作

用很有可能通过调控 G-CSF 的水平发挥。

综上，玄胡索散可通过下调 G-CSF 发挥抗乳

腺癌作用，其机制可能与 G-CSF 调控脾脏 MDSC
分化有关。
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