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四君子汤调节铁死亡增强小鼠三阴性乳腺癌
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　　摘要　目的　探讨四君子汤对抗ＰＤ１免疫治疗小鼠三阴性乳腺癌（ｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ，

ＴＮＢＣ）的疗效及作用机制。方法　建立ＴＮＢＣ移植瘤小鼠模型，将小鼠随机分为４Ｔ１组（模型组）、四

君子汤组、抗ＰＤ１治疗组、四君子汤联合抗ＰＤ１治疗组，每组６只。四君子汤组小鼠按实验动物与人

体表面积比换算给予４．８５ｇ／（ｋｇ·ｄ）四君子汤灌胃（每周５次），抗ＰＤ１治疗组给予８０μｇ／只抗ＰＤ１

抗体腹腔注射（每周２次），四君子汤联合抗ＰＤ１治疗组则分别给予上述治疗，４Ｔ１组则灌胃等体积的

０．９％氯化钠溶液（每周５次）；连续干预３周。比较各组肿瘤体积大小，通过生存分析比较各组小鼠生

存时间。采用Ｃ１１ＢＯＤＩＰＹ染色法进行脂质过氧化评估各组小鼠肿瘤细胞脂质过氧化水平，并通过测

量丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）含量确认；采用７氨基放线菌素Ｄ（７ａｍｉｎｏａｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎＤ，７ＡＡＤ）

染色法检测细胞死亡比例；采用实时定量ＰＣＲ检测铁死亡相关基因表达。并进一步通过体外实验分析

四君子汤有效成分（人参皂苷Ｒｂ１）对４Ｔ１癌细胞脂质过氧化和铁死亡的影响。结果　与抗ＰＤ１治疗

组相比，四君子汤联合抗ＰＤ１治疗组小鼠肿瘤体积明显缩小（犘＜０．０１），四君子汤联合抗ＰＤ１治疗组

中位生存期明显延长（３４ｄｖｓ．２５ｄ，犘＜０．０５）。与抗ＰＤ１治疗组相比，四君子汤联合抗ＰＤ１治疗组

脂质过氧化平均荧光强度明显升高（犘＜０．０５），肿瘤细胞中的 ＭＤＡ含量、癌细胞死亡率均明显升高（犘

均＜０．０１）。四君子汤组（与４Ｔ１组相比）和四君子汤联合抗ＰＤ１治疗组（与抗ＰＤ１治疗组相比）铁死

亡抑制基因犖犚犉２、犌犘犡４、犛犔犆７犃１１表达水平显著降低（犘均＜０．０５），但铁死亡促进基因犜犉犚犆组间

比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。细胞实验结果显示：与４Ｔ１细胞空白对照组相比，人参皂苷Ｒｂ１

单体对乳腺癌细胞脂质过氧化平均荧光强度的作用差异无统计学意义（犘＞０．０５）。人参皂苷Ｒｂ１单体

联合ＩＦＮγ对乳腺癌细胞脂质过氧化平均荧光强度的作用明显高于单用ＩＦＮγ（犘＜０．０５）。人参皂苷

Ｒｂ１干预下４Ｔ１癌细胞铁死亡抑制基因犖犚犉２、犌犘犡４、犛犔犆７犃１１表达水平显著降低（犘 均＜０．０５）。

结论　四君子汤单独应用未见对小鼠ＴＮＢＣ有明显治疗效果，但可增强抗ＰＤ１抗体免疫治疗小鼠

ＴＮＢＣ的效果，其机制可能与四君子汤降低癌细胞铁死亡抑制基因表达有关。
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ｐｒｏｍｏｔｉｎｇｇｅｎｅ犜犉犚犆（犘＞０．０５）．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｅｌｌｓｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

ｉｎｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ｍｏｎｏｍｅｒｏｎｔｈｅａｖｅｒａｇｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｌｉｐｉｄｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃ

ｅｒｃｅｌｌｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｏｆ４Ｔ１ｃｅｌｌｓ（犘＞０．０５）．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｗｈｅｎｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ｗａｓｕｓｅｄ

ｉｎｔｈｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈＩＦＮγ，ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｌｉｐｉｄｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉ

ｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆＩＦＮγａｌｏｎｅ（犘＜０．０５）．ＵｎｄｅｒｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｏｆｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ

ｏｆ犖犚犉２，犌犘犡４，ａｎｄ犛犔犆７犃１１，ｗｈｉｃｈａｒｅｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｇｅｎｅｓ，ｉｎ４Ｔ１ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅ

ｄｕｃｅｄ（ａｌｌ犘＜０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＳｉｊｕｎｚｉｄｅｃｏｃｔｉｏｎｄｉｄｎｏｔｓｈｏｗｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｎＴＮＢＣｉｎｍｉｃｅ

ｗｈｅｎｕｓｅｄａｌｏｎｅ，ｂｕｔｉｔｍａｙｅｎｈａｎｃｅｔｈｅｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙｅｆｆｅｃｔｏｆａｎｔｉＰＤ１ａｎｔｉｂｏｄｙｏｎＴＮＢＣｉｎｍｉｃｅ．Ｔｈｅｍｅｃｈ

ａｎｉｓｍｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｆａｃｔｔｈａｔＳｉｊｕｎｚｉｄｅｃｏｃｔｉｏｎｒｅｄｕｃｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｇｅｎｅｓｉｎ

ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ，ｔｈｅｒｅｂｙｐｒｏｍｏｔｉｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊　Ｓｉｊｕｎｚｉｄｅｃｏｃｔｉｏｎ；ｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ；ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ；ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈｒｅｃｅｐｔｏｒ１；ｆｅｒ

ｒｏｐｔｏｓｉｓ

　　三阴性乳腺癌（ｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ，ＴＮ

ＢＣ）是缺乏雌激素受体、孕激素受体和人表皮生长因

子受体２表达的乳腺癌亚型，占新诊断乳腺癌的

２４％。该类患者肿瘤转移发生率高，现有治疗方式效

果较差［１］。患者一旦发生转移，中位生存期为１１～１４

个月［２］。免疫检查点抑制剂是免疫治疗的一种，近些

年在实体瘤的治疗中取得了较大进展，并在ＴＮＢＣ方

面开展了一系列临床研究，显现出一定疗效，并被批

准应用于临床，但其仍存在治疗后肿瘤缓解时间短、

生存期延长有限、部分患者疗效不佳等问题。因此，

如何进一步提高ＴＮＢＣ临床疗效是亟需解决的问题。

四君子汤由人参、白术、茯苓、甘草组成，具有扶正益

气、健脾固本的功效，目前被广泛用于恶性肿瘤的临

床治疗。有研究表明，四君子汤可直接抑制部分肿瘤

细胞生长，并可调节机体免疫系统间接抑制肿瘤进

展［３４］。笔者在临床实践中发现，四君子汤能够增强

免疫治疗对于ＴＮＢＣ的疗效，但其机制尚未明确。铁

死亡是一种由铁依赖性脂质过氧化引起的调节性细

·４１３·
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胞死亡，被认为与Ｔ细胞介导的抗肿瘤免疫有关，在

免疫治疗中具有重要作用并影响肿瘤免疫治疗的效

果［５］。因此，本研究探讨四君子汤对免疫检查点抑制

剂（抗ＰＤ１抗体）治疗ＴＮＢＣ小鼠荷瘤模型的疗效和

对乳腺癌细胞铁死亡的影响，揭示四君子汤增强免疫

治疗效果的作用机制，现报告如下。

１　材料与方法

１１　动物／细胞

ＳＰＦ级 Ｂａｌｂ／ｃ雌性小鼠１８只，６周龄，体质量

（２０±２）ｇ，饲养于湖北省肿瘤医院实验动物中心，温度

（２２±２）℃，相对湿度（５５±１０）％，１２ｈ光照１２ｈ黑暗

交替的昼夜周期环境。给予普通饲料，自由进食、饮水。

动物实验严格按照《动物伦理学使用指南》进行，并经湖

北省肿瘤医院动物伦理学委员会批准（批件号：ＬＬＨ

ＢＣＨ２０２０ＬＷ０２２）。４Ｔ１细胞株由中国科学院细胞中

心提供，细胞培养：将４Ｔ１细胞用含有１０％标准胎牛血

清的ＲＰＭＩ１６４０完全培养基培养，放置在３７℃、５％

ＣＯ２细胞培养箱中培养，２～３ｄ传代１次。

１２　主要干预药物

四君子汤由人参（产地：吉林，批号：２２１１２９１）、白

术（产地：浙江，批号：２０２２０１１９）、茯苓（产地：湖北，批

号：２０２２１１００５）、甘草（产地：内蒙，批号：２０２２１００１７）

按３∶３∶３∶２制成，均购自武汉市第三医院。所有

中药用１０倍体积双蒸水浸泡２ｈ，武火煎至沸腾，文

火煎煮１．５ｈ，过滤，收集滤液，重复煎煮１次，合并２

次滤液。滤液蒸发浓缩后，于烘干箱干燥，碾碎后，得

四君子汤干粉，于－２０℃保存。

１３　主要试剂及仪器

小鼠 抗 ＰＤ１ 抗 体 （Ｂｉｏ Ｘ Ｃｅｌｌ公 司，批 号：

ＢＥ０１４６）；４％ 多 聚 甲 醛 （上 海 诺 宁 公 司，批 号：

ＮＢＳ０１３５）；ＭＤＡ 测定试剂盒（Ａｂｃａｍ 公司，批号：

ａｂ１１８９７０）；荧光定量ＰＣＲ试剂盒（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公

司，批号：４３８５６１８）；Ｃ１１ＢＯＤＩＰＹ脂质过氧化荧光探

针（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，批号：Ｄ３８６１）；７氨基放线菌

素 Ｄ（７ａｍｉｎｏａｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎ，７ＡＡＤ）染 色 液 （Ｅｌａｂ

ｓｃｉｅｎｃｅ公司，批号：ＥＣＫＡ１６２）；ＲＰＭＩ１６４０培养基

（武汉普诺赛，批号：ＰＭ１５０１１０）；胎牛血清（Ｔｈｅｒ

ｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，批号：２６０１００６６）；胰蛋白酶消化液（上

海爱必信，批号：ａｂｓ４７０４８２２３）；ＣＣＫ８试剂盒（Ｅｌａｂ

ｓｃｉｅｎｃｅ，批号：ＥＣＫＡ３６２）；人参皂苷Ｒｂ１（默克公司，

批号：４１７５３４３９）；Ｔｒｉｚｏｌ试剂 （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，批号：

１５５９６０２６ＣＮ）；ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ逆转录试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ，批

号：２０５３１１）；ＦａｓｔＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒

（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，批号：４３８５６１０）。

ＡＬ１０４型电子分析天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；

水平摇床（北京沃德生物）；高速低温组织研磨仪（武

汉塞维尔）；ＯｄｙｓｓｅｙＣＬＸ型红外荧光扫描成像系统

（美国ＬＩＣＯＲ公司）；ＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ 型流式细胞仪

（美国ＢＤ公司）；ＲＴ６１００酶标仪（美国Ｒａｙｔｏ公司）；

ＰＲＩＭＯＶＥＲＴ型倒置荧光显微镜（德国ＺＥＩＳＳ公司）。

１４　造模及干预方法

取对数生长期４Ｔ１细胞，细胞密度调整至５×１０５

个／ｍＬ，取２００μＬ注射于小鼠右侧腋部皮下，若１周

后肿瘤直径达５ｍｍ，即认为ＴＮＢＣ移植瘤小鼠模型

建立成功。将小鼠随机分为４Ｔ１组（模型组）、四君子

汤组、抗ＰＤ１治疗组和四君子汤联合抗ＰＤ１治疗

组，每组６只。四君子汤治疗组小鼠按实验动物与人

体表面积比换算给予４．８５ｇ／（ｋｇ·ｄ）四君子汤灌胃，

４Ｔ１组小鼠灌胃等体积的０．９％氯化钠溶液，每周５

次；抗ＰＤ１治疗组每周２次腹腔注射８０μｇ／只小鼠

抗ＰＤ１抗体，共５次注射；四君子汤联合抗ＰＤ１治

疗组则分别给予相应前述药物干预；以上干预均连续

３周。实时称重、测量小鼠皮下肿瘤的长度和宽度。

肿瘤体积＝长度（ｍｍ）×宽度（ｍｍ）２／２，其中长度为

肿瘤的最长直径，宽度为肿瘤的最短直径。生存分析

以肿瘤体积达到１２００ｍ３为终点。

１５　检测指标及方法

１．５．１　细胞增殖实验

采用ＣＣＫ８法检测细胞增殖，将处于对数生长期

的小鼠４Ｔ１细胞接种于９６孔板，调整细胞密度为１×

１０４个／孔，每孔体积１００μＬ，置于培养箱（３７℃、５０

ｍＬ／ＬＣＯ２）培养；待细胞完全贴壁后，分别更换含有

人参皂苷 Ｒｂ１（５０μＭ）以及不含药物的培养液１００

μＬ；分别在孵育２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ后，加入１０μＬＣＣＫ

８溶液。另设调零孔，每组５个复孔，将培养板在培养

箱中孵育２ｈ后，用酶标仪测定４５０ｎｍ 处的吸光度

ＯＤ值，计算出各组细胞抑制率。抑制率＝［（对照组

ＯＤ值－本底 ＯＤ值）－（给药组 ＯＤ值－本底 ＯＤ

值）］／（对照组ＯＤ值－本底ＯＤ值）×１００％。

１．５．２　脂质过氧化评估和细胞死亡的检测

将４Ｔ１细胞重悬于含有５μＭＣ１１ＢＯＤＩＰＹ荧光

探针的 Ｈａｎｋｓ平衡盐溶液１ｍＬ中，并在组织培养箱

中于３７°Ｃ培养１５ｍｉｎ。将细胞洗涤并重悬于２００μＬ

ＨＢＳＳ缓冲液中，然后立即通过流式细胞仪分析样品，

并监测来自未氧化的Ｃ１１［藻红蛋白（ＰＥ）通道］和氧

化的Ｃ１１（ＦＩＴＣ通道）的荧光强度。将所有数据标准

化为对照样品，并显示为相对脂质活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ

·５１３·
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ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）。为了进行细胞死亡分析，对细

胞进行处理、收集，然后在含有１μｇ／ｍＬ７ＡＡＤ的

ＰＢＳ中重悬５ｍｉｎ，并直接在流式细胞仪上运行检测。

１．５．３　丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）含量测定

使用 ＭＤＡ测定试剂盒测量肿瘤细胞中的 ＭＤＡ

含量，在该测定中，细胞中的 ＭＤＡ与硫代巴比妥酸

（ＴＢＡ）反应，产生 ＭＤＡＴＢＡ加合物，该加合物可以

通过荧光定量法进行定量。收集各组肿瘤组织，并在

ＭＤＡ裂解缓冲液中匀浆，对细胞裂解物进行超声处

理和离心以去除不溶性物质。将总计２００μＬ的上清

液与６００μＬＴＢＡ溶液混合，并在９５°Ｃ下孵育１ｈ。

在具有Ｅｘ／Ｅｍ＝５３２／５５３ｎｍ或ＯＤ＝５３２ｎｍ的相对

荧光单位的微孔板读取器上测量 ＭＤＡＴＢＡ复合物

浓度，并将其标准化为蛋白质浓度即为 ＭＤＡ含量。

１．５．４　实时定量ＰＣＲ检测铁死亡相关基因表达

使用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂分离 ＲＮＡ。用苯酚氯仿提取

ＲＮＡ，用乙醇沉淀，并重悬于焦碳酸二乙酯处理的水（不

含ＲＮａｓｅ水）中。用ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ逆转录试剂盒制备ｃＤ

ＮＡ，并进行实时定量ＰＣＲ，根据制造商的方案，使用Ｆａｓｔ

ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒进行。ＲＴｑＰＣＲ反应

条件如下：９５°Ｃ持续１０ｍｉｎ，４０次，９５°Ｃ循环１５ｓ，０°Ｃ持

续３０ｓ。通过２－ΔΔＣＴ法计算ｍＲＮＡ的相对表达量，引物

序列见表１。

表１　引物序列

基因 序列 长度／ｂｐ

ＮＲＦ２
正向 ５′ＣＡＧＣＡＴＡＧＡＧＣＡＧＧＡＣＡＴＧＧＡＧ３′

１０７
反向 ３′ＧＡＡＣＡＧＣＧＧＴＡＧＴＡＴＣＡＧＣＣＡＧ５′

ＳＬＣ７Ａ１１
正向 ５′ＣＴＴＴＧＴＴＧＣＣＣＴＣＴＣＣＴＧＣＴＴＣ３′

１３６
反向 ３′ＣＡＧＡＧＧＡＧＴＧＴＧＣＴＴＧＴＧＧＡＣＡ５′

ＧＰＸ４
正向 ５′ＣＣＴＣＴＧＣＴＧＣＡＡＧＡＧＣＣＴＣＣＣ３′

１４４
反向 ３′ＣＴＴＡＴＣＣＡＧＧＣＡＧＡＣＣＡＴＧＴＧＣ５′

ＴＦＲＣ
正向 ５′ＧＡＡＧＴＣＣＡＧＴＧＴＧＧＧＡＡＣＡＧＧＴ３′

１５１
反向 ３′ＣＡＡＣＣＡＣＴＣＡＧＴＧＧＣＡＣＣＡＡＣＡ５′

ＧＡＰＤＨ
正向 ５′ＣＡＴＣＡＣＴＧＣＣＡＣＣＣＡＧＡＡＧＡＣＴＧ３′

１５３
反向 ３′ＡＴＧＣＣＡＧＴＧＡＧＣＴＴＣＣＣＧＴＴＣＡＧ５′

　　

１６　统计学方法

实验数据用均数±标准差（狓－±狊）表示，用Ｇｒａｐｈ

ＰａｄＰｒｉｓｍ软件进行统计分析，多组之间比较采用单因

素方差分析；使用ＫｐｌａｎＭｅｉｅｒ法进行生存分析，生存时

间以中位生存期表示，用对数秩检验（ｌｏｇｒａｎｋｔｅｓｔ）比

较各组生存曲线；以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　 小鼠肿瘤大小和生存分析

与４Ｔ１组相比，抗ＰＤ１治疗组小鼠肿瘤体积显

著缩小（犘＜０．０５），四君子汤组小鼠肿瘤体积未见明

显缩小（犘＞０．０５）。四君子汤联合抗ＰＤ１治疗组小

鼠肿瘤体积较抗 ＰＤ１单药治疗组明显缩小（犘＜

０．０１）。见图１、图２。

在随后进行的生存分析中，与４Ｔ１组相比，抗

ＰＤ１治疗组小鼠中位生存期明显延长（２０ｄｖｓ．２５ｄ，

犘＜０．０５）。四君子汤组小鼠中位生存期与４Ｔ１组比

较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。四君子汤联合抗

ＰＤ１治疗组中位生存期较抗ＰＤ１单药治疗组明显

延长（３４ｄｖｓ．２５ｄ，犘＜０．０５）。见图３。

Ａ：４Ｔ１组；Ｂ：４Ｔ１＋四君子汤；Ｃ：４Ｔ１＋抗ＰＤ１；

　　　　Ｄ：４Ｔ１＋抗ＰＤ１＋四君子汤。

图１　４Ｔ１细胞移植瘤小鼠肿块大小

!

犘＜０．０５，
! !

犘＜０．０１，ｎｓ无显著性差异。

图２　４Ｔ１细胞移植瘤小鼠肿块体积增长比较
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图３　各组４Ｔ１细胞移植瘤小鼠生存时间

２２　 各组肿瘤组织中癌细胞的铁死亡水平

与４Ｔ１组相比，四君子汤组肿瘤细胞脂质过氧化

及细胞死亡率未见明显升高（犘＞０．０５）。抗ＰＤ１治

疗组脂质过氧化和细胞死亡率明显高于４Ｔ１组（犘＜

０．０５），四君子汤联合抗ＰＤ１治疗组脂质过氧化明显

高于抗ＰＤ１单药治疗组（犘＜０．０５）；且四君子汤联合

抗ＰＤ１治疗组肿瘤细胞中的 ＭＤＡ含量明显高于抗

ＰＤ１单药治疗组（犘＜０．０１），７ＡＡＤ染色阳性细胞百

分比明显高于抗ＰＤ１单药治疗组（犘＜０．０１）。见

图４。

２３　 各组肿瘤组织中铁死亡相关基因表达水平比较

与４Ｔ１组相比，抗ＰＤ１治疗组铁死亡抑制基因

犖犚犉２、犌犘犡４、犛犔犆７犃１１差异无统计学意义（犘＞

０．０５），而四君子汤组铁死亡抑制基因犖犚犉２、犌犘犡４、

犛犔犆７犃１１表达水平显著降低（犘均＜０．０１），四君子汤

联合抗ＰＤ１治疗组上述铁死亡抑制基因也低于抗

ＰＤ１单药治疗组（犘 均＜０．０５）；但铁死亡促进基因

犜犉犚犆各组间比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见

图５。

!

犘＜０．０５，
! !

犘＜０．０１，ｎｓ无显著性差异。

图４　各组小鼠肿瘤组织中癌细胞铁死亡水平比较

!

犘＜０．０５，
! !

犘＜０．０１，ｎｓ无显著性差异。

图５　各组小鼠肿瘤组织中铁死亡相关基因的表达比较

２４　人参皂苷犚犫１对乳腺癌细胞铁死亡的影响

与４Ｔ１组相比，人参皂苷Ｒｂ１单体对乳腺癌细胞

脂质过氧化水平未见明显影响（犘＞０．０５）。人参皂苷

Ｒｂ１单体联合γ干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＦＮγ）诱导乳

腺癌细胞脂质过氧化水平明显高于单用ＩＦＮγ（犘＜

０．０５）。通过测量７ＡＡＤ＋细胞比率进一步确证，人

参皂苷Ｒｂ１单体联合ＩＦＮγ促进癌细胞死亡率明显

高于单用ＩＦＮγ（犘＜０．０１）。见图６。
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!

犘＜０．０５，
! !

犘＜０．０１，ｎｓ无显著性差异。

图６　人参皂苷Ｒｂ１促进ＩＦＮγ诱导乳腺癌细胞铁死亡

２５　人参皂苷犚犫１对乳腺癌细胞铁死亡相关基因表

达的影响

　　与４Ｔ１组相比，人参皂苷Ｒｂ１干预组癌细胞铁死

亡抑制基因犖犚犉２、犌犘犡４、犛犔犆７犃１１表达水平明显

降低（犘均＜０．０５），铁死亡促进基因犜犉犚犆组间比较

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见图７。

!

犘＜０．０５，
! !

犘＜０．０１，
! ! !

犘＜０．００１，ｎｓ无显著性差异。

图７　人参皂苷Ｒｂ１对铁死亡相关基因表达的影响

３　讨论

随着手术、化疗、放疗、内分泌治疗、靶向治疗等多学

科综合诊疗模式的快速发展，乳腺癌的病死率已逐年下

降，但数据显示２０２０年全球仍约有６９万例乳腺癌患者死

亡，对患者健康造成较大威胁［６］。ＴＮＢＣ具有独特的生

物学特性和临床特征，与其他亚型的乳腺癌相比，其侵袭

性强，恶性程度高。因此，寻找ＴＮＢＣ新的且有效的治疗

手段和策略，显得尤为重要［７］。

近年来，ＴＮＢＣ的免疫治疗取得了一定进展，一些新

的免疫治疗药物被应用于临床。抗ＰＤ１抗体是免疫检

查点抑制剂，也是免疫治疗的主要药物之一。ＰＤ１是Ｔ

细胞膜表面的一种免疫调节受体，当ＰＤＬ１和ＰＤＬ２等

配体与它相结合时，会抑制Ｔ细胞免疫应答。ＴＮＢＣ等

癌细胞可利用这种机制来逃避免疫监视，从而逃避人体

免疫细胞攻击。抗ＰＤ１抗体能够阻断ＰＤ１与其配体

ＰＤＬ１的结合，使人体的Ｔ细胞能够重新被激活
［８］。目

前临床上ＰＤ１抑制剂已经被用于恶性淋巴瘤、肺癌、胃

癌、肠癌、肝癌等的治疗［９］。抗ＰＤ１抗体在ＴＮＢＣ中也

显现出一定的疗效，其能减少早期ＴＮＢＣ患者的复发和

转移，并能延长转移性ＴＮＢＣ患者的生存期，但对总体生

存率的提高作用仍然非常有限。因此，进一步研究提高

免疫治疗效果的手段和方法显得非常必要［１０］。

中医认为ＴＮＢＣ的病机多为本虚标实，因虚致实，虚

实相兼，虚者以肝、脾、肾不足多见，扶正是其治疗的重要

原则［１１］。健脾益气方———四君子汤中人参为君，甘温益

气、健脾养胃；臣以苦温之白术，健脾燥湿，加强益气助运

之力；佐以甘淡茯苓，健脾渗湿；使以炙甘草，益气和中，

调和诸药；四药配伍，共奏益气健脾之效。目前已有基础

研究显示，四君子汤中君药人参能够抑制乳腺癌荷瘤小

鼠肿瘤的生长［３，１２］，能促进乳腺癌细胞凋亡，并且对免疫

器官、免疫细胞及免疫因子均有调控作用［４］。铁死亡是

区别于细胞凋亡、细胞坏死、细胞自噬的铁依赖性、新型

的细胞程序性死亡方式。铁死亡的主要机制是在二价铁

或酯氧合酶的作用下，发生脂质过氧化，从而诱导细胞死

亡［１３］。研究显示，免疫细胞会诱导肿瘤细胞发生铁死亡，

进而提高免疫细胞抗肿瘤效果［５］。基于此，笔者探讨四

君子汤是否通过调节癌细胞铁死亡促进抗ＰＤ１抗体治

疗ＴＮＢＣ的疗效。

本研究中，我们通过小鼠动物模型发现四君子汤能

够增强免疫治疗疗效，但是单用四君子汤未见明显的抗

肿瘤效果，与肖冉等［３］的结果有矛盾之处，但也有研究显

示，四君子汤有效单体未有直接的肿瘤抑制作用［１４］；因

此，四君子汤的直接抗肿瘤效应还需进一步验证。抗ＰＤ

１治疗组肿瘤大小较对照组明显缩小，且联合治疗组的肿

瘤体积进一步缩小；说明在本研究中四君子汤本身并不

能直接缩小肿瘤，但是在与抗ＰＤ１抗体联合作用的情况

下，可以增强抗ＰＤ１抗体免疫治疗效果。这间接地支持

我们在临床中观察到四君子汤提高ＴＮＢＣ患者免疫治疗

效果的结论。临床研究也显示抗ＰＤ１抗体能够延长转

移性ＴＮＢＣ患者的生存期
［１０］。生存分析结果进一步显

示，四君子汤联合抗ＰＤ１抗体能够延长模型小鼠的生存

时间。

进一步的实验发现，在乳腺癌小鼠模型中，抗ＰＤ１

抗体能够诱导癌细胞铁死亡，而四君子汤能增强抗ＰＤ１

抗体诱导癌细胞铁死亡的能力，与Ｗａｎｇ等
［５］的研究结果

类似。因此，四君子汤增强抗ＰＤ１抗体抑制肿瘤生长的
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能力可能与其促进铁死亡的作用有关，但是单独应用四

君子汤未能增加癌细胞的铁死亡，这提示四君子汤的干

预不是癌细胞铁死亡的直接原因。为进一步探讨其机

制，我们检测了四君子汤对小鼠肿瘤细胞铁死亡抑制基

因［１５］犖犚犉２、犌犘犡４、犛犔犆７犃１１表达的影响。结果显示，四

君子汤明显降低小鼠肿瘤细胞铁死亡相关抑制基因的表

达，且联合治疗组铁死亡相关抑制基因的表达进一步降

低，但是四君子汤未能增加铁死亡促进基因的表达；这提

示四君子汤促进铁死亡的作用机制可能是降低了铁死亡

抑制基因的表达，但是未能增加铁死亡促进基因的表达。

研究显示，四君子汤有多种有效成分，其中包括人参

皂苷Ｒｂ１。我们进一步研究了人参皂苷Ｒｂ１对铁死亡抑

制基因表达水平的影响，发现人参皂苷Ｒｂ１能够显著降

低铁死亡抑制基因犖犚犉２、犌犘犡４、犛犔犆７犃１１的表达水

平。这有可能是四君子汤的作用机制之一。此外，体外

实验进一步探讨了人参皂苷Ｒｂ１对Ｔ细胞的主要效应

分子ＩＦＮγ抑制癌细胞作用的影响，发现人参皂苷Ｒｂ１

能够增强ＩＦＮγ诱导癌细胞铁死亡的作用。这可能是四

君子汤促进癌细胞死亡的机制之一。

综上，本研究显示，四君子汤可以促进抗ＰＤ１抗体

免疫治疗诱导癌细胞铁死亡而增强小鼠ＴＮＢＣ免疫治疗

效果，其机制可能与四君子汤降低铁死亡抑制基因的表

达有关。本研究结果为应用四君子汤组方增强抗ＰＤ１

免疫治疗ＴＮＢＣ提供实验依据。
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