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黄芪通过促进滤泡辅助性 T 细胞活性抑制小鼠肾细胞癌生长

蔡　晨1△，徐沈倩1△，杜婷婷1，刘　玲1，蒲　瑾1，董　勤2*

1. 海军军医大学（第二军医大学）长海医院特需诊疗科，上海 200433
2. 武警上海市总队医院肾内科，上海 201103

［摘要］ 目的 探讨黄芪通过促进滤泡辅助性T细胞（Tfh细胞）活性抑制肾细胞癌生长的作用。方法　取 56只 
BALB/c 小鼠建立肾细胞癌模型，并随机平均分为黄芪治疗组和对照组。黄芪治疗组小鼠每天通过管饲法予 0.5 mg/g 
黄芪提取物干预，对照组则每天给予相同体积的纯净水。两组建模后第 0、9、12、15、18、21 天分别处死 3 只小鼠，

通过测量肿瘤的体积评价黄芪提取物对肾细胞癌生长的影响，采用流式细胞术分析肿瘤组织中 Tfh 细胞的比例。两组

建模后第 21 天处死余 10 只小鼠，采用流式细胞术检测 CD8＋ T 细胞和 Tfh 细胞比例，通过检测细胞因子表达探讨黄

芪提取物对Tfh细胞的作用。结果　建模后第 18、21天，与对照组相比，黄芪治疗组小鼠的肿瘤体积较小（P＜0.05），

并伴有肿瘤组织内 Tfh 细胞浸润增加（P＜0.05）。建模后第 21 天，黄芪治疗组 Tfh 细胞中 IL-21 mRNA 表达水平高

于对照组 Tfh 细胞（P＜0.05），并且肿瘤中浸润性 CD8＋ T 细胞的比例与浸润性 Tfh 细胞的比例及 Tfh 细胞中 IL-21 
mRNA 的表达水平均呈正相关（r2＝0.700、0.673，P＝0.003、0.004）。结论 黄芪干预可使小鼠肾细胞癌生长变慢，

并且可能通过 Tfh 细胞发挥抗肿瘤免疫效应。
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Astragalus membranaceus inhibits renal cell carcinoma growth by promoting follicular helper T cell activity in mice
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［ Abstract ］ Objective To explore the inhibiting effect of Astragalus membranaceus on the growth of renal cell 
carcinoma by promoting the activity of follicular helper T cells (Tfh cells). Methods　A mouse model of renal cell carcinoma 
was established in 56 BALB/c mice, and then they were evenly divided into Astragalus membranaceus treatment group and 
control group. The mice in the Astragalus membranaceus treatment group were given 0.5 mg/g Astragalus membranaceus 
extract by tube feeding every day, while the mice in the control group were given the same volume of purified water every day. 
Three mice were sacrificed on days 0, 9, 12, 15, 18 and 21 respectively after modeling in both groups, the effect of Astragalus 
membranaceus extract on the growth of renal cell carcinoma was evaluated by measuring the tumor volume, and the Tfh cell 
proportion in tumor tissue was analyzed by flow cytometry. The remaining 10 mice were sacrificed on day 21 after modeling 
in both groups, the proportions of CD8＋ T cells and Tfh cells were detected by flow cytometry, and the effect of Astragalus 
membranaceus extract on Tfh cells was explored by detecting the expression of cytokines. Results　Compared with the 
control group, the volume of tumor in the Astragalus membranaceus treatment group was significantly smaller on days 18 and 
21 (P＜0.05), accompanied by an increase in Tfh tumor infiltration (P＜0.05). The mRNA expression level of interleukin 21 
(IL-21) in Tfh cells of the Astragalus membranaceus treatment group was significantly higher than that of the control group 
on day 21 (P＜0.05), and the proportion of tumor-infiltrating CD8＋ T cells was positively correlated with the proportion of 
tumor-infiltrating Tfh cells (r2＝0.700, P＝0.003) and the mRNA expression level of IL-21 in Tfh cells (r2＝0.673, P＝0.004).  
Conclusion　Astragalus membranaceus can slow down the growth of renal cell carcinoma in mice, and may exert anti-tumor 
immune effects through Tfh cells.

［收稿日期］　2020-05-30　　　　［接受日期］　2020-09-27
［基金项目］　上海市自然科学基金面上项目（17ZR1438600），上海市长宁区科学技术委员会课题（CNKW2018Y34）．Supported by General Program of 
Shanghai Natural Science Foundation (17ZR1438600) and Project of Science and Technology Commission of Changning District of Shanghai (CNKW2018Y34).
［作者简介］　蔡　晨，博士，副主任医师．E-mail: 13818585128@163.com；徐沈倩，硕士，主治医师．E-mail: chxusq@163.com
△共同第一作者（Co-first authors）．
*通信作者（Corresponding author）．Tel: 021-51724312, E-mail: 13764182039@163.com



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　   2021 年 6 月，第 42 卷· 652 ·

肾细胞癌是泌尿生殖系统恶性肿瘤，近年来

其发病率明显上升［1-2］。早期肾细胞癌可通过手术

切除进行治疗，然而早期患者通常缺乏明显症状，

疾病发现困难［3］。此外，即使成功手术切除，仍有

30%～40% 的局部肾细胞癌患者会复发或转移［4-5］。

肾细胞癌通常对放射治疗和化学治疗不敏感，因此

治疗手段极为有限，迫切需要研发新的治疗策略。

黄芪是一种传统中草药，已被广泛用于多种恶

性肿瘤的辅助治疗［6-7］。研究发现，黄芪的某些成

分可以促进肿瘤细胞的凋亡并激活免疫系统；黄芪

皂苷可以在体外诱导细胞周期停滞并抑制荷瘤小鼠

模型肿瘤的生长［8］。但目前尚不明确黄芪是否会

对肾细胞癌造成影响，也不清楚其作用机制。

滤泡辅助性 T 细胞（follicular helper T cell，
Tfh 细胞）在抗肿瘤免疫中发挥着重要作用，有可

能成为免疫疗法的靶点。Tfh 细胞的结构特征在于

转录因子 Bcl-6 及表面分子 C-X-C 基序趋化因子受

体 5（C-X-C motif chemokine receptor 5，CXCR5）
和程序性死亡 1 蛋白的表达［9］，活化的 Tfh 细胞不

仅表达 C-X-C 基序趋化因子配体 13（C-X-C motif 
chemokine ligand 13，CXCL13）、与 CXCR5 相互

作用、介导 B 细胞和 Tfh 细胞的迁移与共定位，还

表达 CD40L、IL-21 和 IL-4，在 B 细胞活化、增殖、

类别转换重组和 / 或浆细胞分化中发挥作用［9-11］。 
Tfh 细胞可以浸润乳腺癌，与患者存活期呈正相 
关［12］。在肿瘤内，Tfh 细胞被认为可通过表达

IL-21 和 CXCL13 促进第三级淋巴器官的形成并介

导抗肿瘤免疫［10］。此外，结直肠癌患者的生存率

也与 Tfh 细胞的效应基因 IL-21 和 CXCL13 表达呈

正相关［13］。本研究通过评估黄芪提取物对 Tfh 细

胞的影响，探究其对肾细胞癌的生长及 Tfh 细胞肿

瘤浸润的作用。

1　材料和方法

1.1　 肾 细 胞 癌 小 鼠 模 型 的 建 立 与 分 组　56 只

BALB/c 小鼠购自北京维通利华实验动物技术有

限公司［实验动物生产许可证号：SCXK（京）-
2016-0011］，饲养至 8 周时建模。小鼠肾癌细

胞系 Renca 细胞（美国 ATCC 公司）以每 50 µL 
5×106 个细胞的密度重悬于 PBS（美国 Gibco 公

司），然后与 50 µL 低生长因子基底膜基质（美国

Corning 公司）混合。经皮下途径将细胞悬液注射

到小鼠背部建立肾细胞癌模型。

黄芪提取物购自济南益诺生物科技有限公司，

产品采用水提取法，其中黄芪甲苷的质量分数为

95.2%。将 56 只小鼠随机分为 2 组：黄芪治疗组，

每天通过管饲法予 0.5 mg/g 黄芪提取物处理；对照

组，每天给予相等体积的纯净水。将所有小鼠置于

SPF 级、20～22 ℃、45%～55% 相对湿度、12 h 明

暗循环条件下饲养。肿瘤建模后继续饲养 21 d。两

组分别于建模第 0、9、12、15、18、21 天各处死

3 只小鼠，切取肿瘤和脾脏后，测量肿瘤体积和质

量；两组余 10 只小鼠均饲养至建模后第 21 天处死，

分析 Tfh 细胞在黄芪治疗肿瘤中的作用。

1.2　细胞分离与 Tfh 细胞分析　参照文献［14］
分离小鼠脾细胞和肿瘤浸润淋巴细胞。用抗小鼠

CD3、CD4 和 CXCR5 抗体（美国 BioLegend 公司）

或抗小鼠CD3 和CD8 抗体（美国BioLegend 公司）

对小鼠脾细胞和肿瘤浸润淋巴细胞染色 30 min。
洗涤后，用 FACSAria 型流式细胞仪（美国 Becton 
Dickinson公司）分离CD3＋CD4＋CXCR5＋ T细胞或 
CD3＋CD8＋ T细胞。CD3＋CD4＋CXCR5＋ T细胞定义 
为 Tfh 细胞，用流式细胞术检测 CD8 ＋ T 细胞水平

及 Tfh 细胞占 CD4 ＋ T 细胞的比例。

1.3　qRT-PCR 检测 IL-21 mRNA 表达　用 TRIzol 试
剂（美 国 Invitrogen 公 司） 处 理 Tfh 细 胞 和 CD3＋

CD8＋CXCR5－ T 细胞，提取总 RNA，方法如下：

每 5×106 个细胞加入 1 mL TRIzol试剂，充分震荡后

12 000×g 离心 5 min，弃沉淀；加入 200 µL 氯仿，

手动振荡混匀，室温放置 10 min；4 ℃ 12 000×g 离

心 15 min，吸取上层水相移至另一新的离心管中，

按每 1 mL TRIzol 试剂 0.6 mL 异戊醇的比例加入异

戊醇，混匀后室温放置 10 min；4 ℃ 12 000×g 离心

10 min，弃上清液，按每 1 mL TRIzol试剂 1 mL 75%
乙醇的比例加入 75% 乙醇，温和振荡，悬浮沉淀，

真空干燥。然后定量 RNA 浓度。之后用 SuperScript 
Ⅳ反转录试剂盒（美国 Invitrogen 公司）进行反转

录，获得 cDNA。采用 IL-21 基因表达检测试剂盒

（Mm00517640_m1，美 国 ThermoFisher Scientific 公

司） 进 行 TaqMan 分 析，以 β-actin（Mm02619580_
g1，美国ThermoFisher Scientific公司）为内参基因，

检测IL-21 mRNA表达水平。每个分析独立重复3次。

1.4　ELISA 检测细胞培养基中 IL-21 的水平　利用

DynabeadsTM 小鼠 T 细胞激活剂 CD3/CD28（美国

［ Key words ］ Astragalus membranaceus; follicular helper T cell; renal cell carcinoma; interleukin 21
［Acad J Sec Mil Med Univ, 2021, 42(6): 651-656］
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ThermoFisher Scientific 公司）刺激 Tfh 细胞 24 h。
收集上清液，按照小鼠 IL-21 ELISA 检测试剂盒

（美国 BioLegend 公司）说明书检测细胞培养基中

IL-21 水平。

1.5　统计学处理　 应用 GraphPad Prism 7.0 软件进

行统计学分析。计量资料以 x±s 表示，两组不同时

间点数据的比较采用双因素方差分析和 Sidak 法多

重比较，两组间数据的比较采用独立样本 t 检验。

采用 Pearson 相关分析进行相关性分析。检验水准

（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　黄芪提取物抑制肾细胞癌的生长　56 只肾细胞

癌小鼠模型均建模成功，用于进一步实验。从建模

后第 9 天（当肿瘤体积达到 100 mm3 以上时）至第

21 天每 3 d 监测 1 次肿瘤的生长情况，结果显示在

建模后第 9、12、15 天时，黄芪治疗组和对照组小

鼠的肿瘤体积差异均无统计学意义（P均＞0.05），

在建模后第 18 天和第 21 天时黄芪治疗组小鼠的肿

瘤体积均较对照组小，差异均有统计学意义（P＜ 

0.05、P＜0.01，图 1A）。在建模后第 21 天，黄芪治

疗组小鼠的肿瘤质量轻于对照组［（0.61±0.06）g vs
（0.71±0.10 g）］，差异有统计学意义（P＜0.05，
图 1B）。在建模后第 9～21 天黄芪治疗组和对照

组小鼠的体重差异均无统计学意义（P 均＞0.05，
图 1C）。在建模后第 21 天，黄芪治疗组小鼠的肿

瘤占体重的百分比低于对照组［（2.92±0.40）% vs
（3.50±0.41）%，P＜0.01，图 1D］。结果表明，黄

芪提取物减缓了肾细胞癌的生长。

2.2 黄芪提取物促进肾细胞癌模型小鼠肿瘤微环

境中Tfh 细胞的浸润　流式细胞术检测结果（图 2）
显示，建模后第 21 天黄芪治疗组和对照组小鼠脾

脏中 Tfh 细胞的比例分别为（73.59±6.63）% 和

（71.54±3.17）%，差异无统计学意义（P＞0.05）；

但黄芪治疗组小鼠肿瘤中 Tfh 细胞的比例高于对

照 组［（29.78±6.19）% vs（22.61±5.88）%］，差 异 有 
统计学意义（P＜0.05）。

如图 3 所示，建模后第 9 天至第 21 天两组小

鼠肿瘤中 Tfh 细胞水平均逐渐增加，至建模后第 18
天和第 21 天，黄芪治疗组小鼠肿瘤中 Tfh 细胞比

例均高于对照组且差异均有统计学意义（P＜0.05、
P＜0.01）；在小鼠脾脏中，Tfh 细胞的比例从第 
9 天到第 21 天保持稳定，两组之间差异无统计学

意义（P＞0.05）。
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图 1　AM 提取物对小鼠肾细胞癌生长的影响

Fig 1　Effect of AM extract on growth of renal cell carcinoma in mice
A: The tumor volume of the mice at different time points after modeling; B: The tumor weight of the mice 21 d after modeling;  
C: The body weight of the mice at different time points after modeling; D: The tumor weight as a percentage of the body weight of 
mice 21 d after modeling. *P＜0.05, **P＜0.01 vs control group at same time point. n＝3 (Fig 1A and 1C) or 10 (Fig 1B and 1D), 
x±s. AM: Astragalus membranaceus.
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2.3　黄芪提取物使小鼠 Tfh 细胞中 IL-21 表达水平

升高　对照组小鼠脾脏 Tfh 细胞中 IL-21 mRNA 表

达水平高于 CD3 ＋ CD4 ＋ CXCR5 － T 细胞中的表达水

平（P＜0.01），表明 IL-21 主要由 Tfh 细胞表达；

黄芪治疗组小鼠脾脏 Tfh 细胞中 IL-21 mRNA 表

达水平高于对照组 Tfh 细胞（P＜0.01，图 4A）。

在肿瘤组织中观察到相似现象，即 Tfh 细胞是

IL-21 主要的产生者，而黄芪治疗组小鼠 Tfh 细

胞的 IL-21 mRNA 表达水平高于对照组 Tfh 细胞

（P＜0.05，图 4B）。用抗 CD3/CD28 刺激小鼠

脾脏和肿瘤 Tfh 细胞后，其 IL-21 分泌水平均高于

CD3 ＋ CD4 ＋ CXCR5 － T 细胞（P 均＜0.01），黄芪

治疗组和对照组 Tfh 细胞的 IL-21 分泌水平比较差

异无统计学意义（图 4C、4D）。

2.4　黄芪提取物促进肿瘤中 CD8 ＋ T 细胞的浸润且

与 Tfh 细胞水平呈正相关　流式细胞术检测结果显

示，黄芪治疗组小鼠肿瘤中 CD8 ＋ T细胞水平高于对

照组（P＜0.05，图 5A、5B）。Pearson 相关分析结

果显示，两组小鼠肿瘤浸润性 CD8 ＋ T细胞的水平均

与肿瘤浸润性 Tfh 细胞的水平呈正相关（P＜0.05、 
P＜0.01，图 5C），也均与Tfh细胞中的 IL-21 mRNA
表达水平呈正相关（P均＜0.01，图 5D）。

图 3　流式细胞术检测肾细胞癌小鼠肿瘤和脾脏中 Tfh 细胞水平

Fig 3　Tfh cell proportions in tumor and spleen of renal cell carcinoma mice detected by flow cytometry
*P＜0.05, **P＜0.01 vs control group at same time point. n＝3, x±s. Tfh cell: Follicular helper T cell; AM: Astragalus membranaceus.

图 2　流式细胞术检测肾细胞癌小鼠脾脏和肿瘤组织中 Tfh 细胞的比例

Fig 2　Tfh cell proportions in spleen and tumor of renal cell carcinoma mice detected by flow cytometry
A: Identification strategy of CD3＋CD4＋CXCR5＋ cells in mouse spleen 21 d after modeling; B: Identification strategy of CD3＋CD4＋

CXCR5＋ cells in mouse tumor 21 d after modeling. Thf cell: Follicular helper T cell; AM: Astragalus membranaceus; CXCR5: C-X-C 

motif chemokine receptor 5. 
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图 4　肾细胞癌小鼠脾脏和肿瘤浸润性 Tfh 细胞中 IL-21 的表达水平

Fig 4　Expression levels of IL-21 in splenic and tumor-infiltrating Tfh cells of renal cell carcinoma mice
A: IL-21 mRNA level in splenic CD3＋CD4＋ T cells 21 d after modeling detected by qRT-PCR; B: IL-21 mRNA level in tumor-
infiltrating CD3＋CD4＋ T cells 21 d after modeling detected by qRT-PCR; C: IL-21 secretion mediated by CD3/CD28-activated 
splenic CD3＋CD4＋ T cells 21 d after modeling detected by ELISA; D: IL-21 secretion mediated by CD3/CD28-activated tumor-
infiltrating CD3＋CD4＋ T cells 21 d after modeling detected by ELISA. *P＜0.05, **P＜0.01. n＝10, x±s. Tfh cell: Follicular helper T 
cell; IL-21: Interleukin 21; CXCR5: C-X-C motif chemokine receptor 5; qRT-PCR: Quantitative real-time polymerase chain reaction; 
ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay.
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图 5　肾细胞癌小鼠肿瘤中 CD8＋ T 细胞水平及其与 Tfh 细胞的相关性

Fig 5　CD8＋ T cell proportion and the correlation with Tfh cells in tumor of renal cell carcinoma mice
A: Representative flow cytometry chart of CD8＋ T cell proportion 21 d after modeling; B: The proportion of CD8＋ T cells in tumor-
infiltrating T cells 21 d after modeling; C: Correlation between tumor Tfh cell proportion and tumor CD8＋ T cell proportion 21 d after 
modeling; D: The correlation between tumor IL-21 mRNA expression level and tumor CD8＋ T cell proportion 21 d after modeling. *P＜0.05 
vs control group. n＝10, x±s. Tfh cell: Follicular helper T cell; AM: Astragalus membranaceus; IL-21: Interleukin 21.
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3　讨　论

肾细胞癌是泌尿生殖系统常见的恶性肿瘤，

目前尚无有效的治疗方法［1］。黄芪在多种肿瘤中

发挥抗癌作用［7-9］，黄芪提取物可以促进小鼠肝癌

细胞 H22 凋亡、提高 Bcl-2 关联 X 蛋白基因的表

达、降低 Bcl-2 基因的表达，并可增加荷瘤小鼠脾

脏CD4/CD8 比值，提高腹腔巨噬细胞吞噬能力［7］。

此外，黄芪提取物可使人鼻咽癌 CNE-2 细胞贴壁

减少、细胞收缩变小，增殖明显受到抑制且有浓度

和作用时间依赖性［7］。黄芪注射液可以延长肺癌

荷瘤小鼠的生存时间、增加 T 细胞的比例和血清

IL-2 水平［8］。然而，黄芪与肾细胞癌的关系及作用

机制仍不明确。

本实验中黄芪治疗组肾细胞癌模型小鼠的肿

瘤体积小于对照组，而两组小鼠整体体重却相当，

说明黄芪对肾细胞癌模型小鼠有抗肿瘤作用。本研

究多项数据表明黄芪通过促进 Tfh 细胞的功能发挥

抗癌作用。（1）与对照组相比，黄芪治疗组小鼠

脾脏中 Tfh 细胞水平无变化，但肿瘤浸润 Tfh 细胞

水平更高（P＜0.05）；（2）在肿瘤形成的第 18
天和第 21 天黄芪治疗组 Tfh 细胞向肿瘤的迁移多

于对照组（P＜0.05、P＜0.01），与此同时黄芪治

疗组的肿瘤体积小于对照组（P＜0.05、P＜0.01）；

（3）黄芪治疗组脾脏和肿瘤中 Tfh 细胞的 IL-21 
mRNA 表达水平均更高（P 均＜0.01），原因并不

是对照组缺乏 IL-21 表达潜力，之后的实验数据证

明在体外激活的 Tfh 细胞中 IL-21 的水平在对照组

和黄芪治疗组之间是相当的，推测黄芪治疗升高了

肿瘤内 Tfh 细胞的激活水平；（4）黄芪治疗组肿

瘤中CD8＋ T 细胞浸润水平高于对照组（P＜0.05），

且与 Tfh 细胞水平和 Tfh 介导的 IL-21 产生均呈正

相关（P 均＜0.01）。

本实验也发现了一些问题，黄芪对小鼠肿瘤的

影响总体很弱，目前尚不清楚这种较小的差异是否

对黄芪治疗肾细胞癌患者有影响。此外，本实验仅

利用少数指标对干预过程与研究结局之间的相关性

进行了探索，进一步研究中将对黄芪提取物干预下

Tfh 细胞的各项功能改变进行全面探讨。另外，本

实验使用的黄芪提取物含多种成分，还应进一步分

析黄芪中特定成分的作用，这可能有助于确定黄芪

的抗肿瘤活性成分。
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