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摘要： 目的　 探讨扶正抑瘤汤联合 ＩＮＦ⁃γ 基因修饰的 ＢＭＳＣｓ 在体内抗肿瘤作用。 方法　 构建 ＩＮＦ⁃γ 基因慢病毒表达载

体并在体外转染 ＢＭＳＣｓ， ＢＡＬＢ ／ Ｃ 裸鼠腋下接种胶质瘤细胞造模， 裸鼠随机分为正常组、 模型组、 ＢＭＳＣｓ 组、 ＩＮＦ⁃γ＋
ＢＭＳＣｓ 组、 扶正抑瘤汤组、 扶正抑瘤汤＋ ＩＮＦ⁃γ＋ＢＭＳＣｓ 组， 连续灌胃给药 １４ ｄ。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证 ＢＭＳＣｓ 转染 ＩＮＦ⁃γ ｍＲ⁃
ＮＡ 表达， 激光共聚焦观察 ＩＮＦ⁃γ 转染的 ＢＭＳＣｓ 在裸鼠瘤体中荧光分布， 测量荷瘤裸鼠肿瘤长径和短径， ＥＬＩＳＡ 检测

血清中 ＩＮＦ⁃γ 水平； 免疫组化检测裸鼠瘤体组织凋亡蛋白 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 表达。 结果　 激光共聚焦显微镜发现 ＢＭＳＣｓ 在裸

鼠瘤体组织中呈明显集聚分布。 给药 １４ ｄ 后， 与模型组比较， 扶正抑瘤汤组和扶正抑瘤汤＋ ＩＮＦ⁃γ＋ＢＭＳＣｓ 组肿瘤体

积增值较少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 血清 ＩＮＦ⁃γ 水平增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂａｘ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 结论　 扶正抑瘤汤能够协同 ＩＮＦ⁃γ 基因转染的 ＢＭＳＣｓ 发挥抗肿瘤作用， 其作用可能与血清 ＩＮＦ⁃γ、 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２
途径诱导细胞凋亡有关。
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　 　 肿瘤靶向治疗的研究倍受关注， 但在治疗胶质

细胞瘤、 肺癌等侵袭性和浸润性强的肿瘤时， 由于

肿瘤细胞高度迁移和侵袭， 往往很难对肿瘤细胞进

行有效的药物靶向治疗。 骨髓间充质干细胞

（Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ＢＭＳＣｓ） 是

一种多能祖细胞， 存在于骨髓、 脂肪组织、 胎盘和

脐带 等 组 织 中［１］。 ＢＭＳＣｓ 具 有 易 复 制［１⁃４］、 归

巢［５］、 基因易修饰［６］ 和免疫调节作用［７］ 等生物学

特性， ＢＭＳＣｓ 的临床治疗在伦理上不受限制， 以

上显示 ＢＭＳＣｓ 在肿瘤靶向治疗中可充当传递载体

而应用并潜力巨大［８］。 然而， 需要关注的是有些

研究表明 ＢＭＳＣｓ 在肿瘤微环境下可通过促进肿瘤

相关成纤维细胞生长， 刺激血管生成， 抑制免疫细

胞等方式刺激肿瘤的生长和转移［７， ９⁃１０］。 那么寻找

到既能遏制 ＢＭＳＣｓ 成瘤性又能协同发挥其抗肿瘤

及靶向载体的作用是目前人们亟待解决的问题。
中医药在提高肿瘤患者放化疗敏感性， 减少肿

瘤患者放化疗的不良反应和并发症， 提高其生活质

量和生存时间等方面具有显著优势［１１⁃１２］。 研究显

示中医药对肿瘤微环境下的 ＢＭＳＣｓ 进行干预能够
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很好维持其遗传稳定性而不发生改变［１３］， 扶正抑

瘤复方在前期的抗肿瘤应用方面效果显著［１４⁃１６］。
另外前期研究也发现在体外胶质瘤微环境下， 扶正

抑瘤汤 （ Ｆｕｚｈｅｎｇ Ｙｉｌｉｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ） 能够有效逆转

ＢＭＳＣｓ 成瘤性而发挥其自身的抗瘤作用但自身生

物学特性并不改变［１７⁃１８］。 所以本研究拟体内观察

扶正抑瘤汤能否协同 ＩＮＦ⁃γ 基因修饰的 ＢＭＳＣｓ 发

挥靶向抗肿瘤及其可能存在的机制。
１　 材料

１􀆰 １　 ＢＭＳＣｓ 原代及细胞株　 Ｕ２５１ 人胶质瘤细胞购

于上海中科院细胞库。 ＢＭＳＣｓ 原代培养、 分离和

鉴定， ８ 周龄 Ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠 （购于第三军医大学 ＳＰＦ
级实验动物中心） 颈椎脱臼法处死后在无菌条件

下分离大鼠股骨和胫骨， 去除骨骺端， 用 ＤＭＥＭ
溶液冲洗骨髓直至骨髓腔变白， 吸入离心管内， 离

心、 弃上清后加入 ＤＭＥＭ 培养 ２４ ｈ， 弃去培养基

并冲洗去除未贴壁细胞继续培养。 一般 １０ ｄ 细胞

生长融合达到 ７０％ 以上用流式细胞仪检测细胞表

面分子标记 ＣＤ４４、 ＣＤ１０５、 ＣＤ３４、 ＣＤ４５、 ＣＤ１１ｂ
鉴定［２⁃４］。
１􀆰 ２　 药物与试剂 　 红芪 （批号 １６０６２７）、 当归

（批号 １６０７１３）、 莪术 （批号 １６０５２５）、 墓头回

（批号 １６０５０３） 中药饮片购自甘肃复兴厚中药饮片

药业有限公司， 由甘肃中医药大学药学院相关教研

室鉴 定。 ＤＭＥＭ 培 养 基 （ 美 国 Ｇｉｂｃｏ 公 司，
ＨＬＭ１５０３１２）； 胎 牛 血 清 （ 美 国 Ｇｉｂｃｏ 公 司，
ＨＬＣ０１０１）； ＴＲＩｚｏｌ （上海碧云天生物技术有限公

司， Ｒ００１６）、 荧光定量 ＰＣＲ 试剂、 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ
（重庆威斯腾生物医药科技有限责任公司自制）；
免疫组化 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 蛋白一抗、 生物素标记的二抗

（美国， ａｂｃａｍ， ａｂ１３４０４７）； ＩｇＧ⁃ＰＥ （美国 ｅＢｉｏ⁃
ｓｃｉｅｎｃｅ 公 司， １２⁃４７１４⁃７１ ）， Ｒａｔ ＣＤ４５⁃ＰＥ⁃
Ｃｙａｎｉｎｅ５􀆰 ５ （美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司， ３５⁃０４５９⁃４２）；
ＩｇＧ１⁃ＰＥ⁃Ｃｙａｎｉｎｅ５􀆰 ５ （美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司， ３５⁃
０５６７⁃４１）； 其余试剂用国产分析纯。
１􀆰 ３　 仪器 　 ＣＫ⁃４０ 倒置显微镜 （日本 ＯＬＹＭＰＵＳ
公司）； ＭＣＯ⁃１５ＡＣ⁃ＳＣ 二氧化碳培养箱 （日本三

洋株式会社）； ＴＣＳ ＳＰ５ 激光扫描共聚焦显微镜

（德国 Ｌｅｉｃａ 公司）。 ＥＣＬＩＰＳＥ Ｔｉ 荧光显微镜 （日本

Ｎｉｋｏｎ 公司）。 Ｔ１００ 型 ＰＣＲ 仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公

司）。 酶联免疫检测仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 ＢＭＳＣｓ 的分离、 培养和鉴定　 Ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠处

死后 ７５％ 乙醇浸泡， 无菌条件下分离出大鼠股骨

和胫骨， 剔除骨头表面肌肉， ＰＢＳ 溶液冲洗后去除

骨骺端， ＤＭＥＭ⁃Ｆ１２ 溶液冲洗骨髓直至骨髓腔变

白， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 进行系列处理后用含

１５％ 胎 牛 血 清 及 青 链 霉 素 的 ＤＭＥＭ⁃Ｆ１２ 以

１×１０６ ／ ｍＬ细胞浓度接种于 ２５ ｃｍ２ 培养瓶中， 置

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 恒温培养箱中培养。 ２４ ｈ 后弃去培

养基 （看细胞贴壁情况）， 以后每 ３ 天半量换液 １
次。 经 ０􀆰 ２５％ 胰酶消化， １２ 传代， 其后一般 ３ ～
５ ｄ传代 １ 次， 选取生长良好的第 ３ 代细胞进行后

续实验胰酶消化 Ｐ４ 代 ＢＭＳＣｓ， 用 ＰＢＳ 清洗 ３ 遍，
计数细胞， 重悬细胞后送至流式实验室检测。
２􀆰 ２　 ＢＡＬＢ ／ Ｃ 裸鼠造模［１９⁃２０］ 及分组　 ６ ～ ７ 周龄裸

鼠， １５～２０ ｇ， 雄雌不限， ３６ 只， 由北京华阜康生

物科技股份有限责任公司提供。 裸鼠随机分为正常

组、 模型组、 空载慢病毒转染 ＢＭＳＣｓ 组 （ＢＭＳＣｓ
组）、 负载 ＩＮＦ⁃γ 慢病毒转染 ＢＭＳＣｓ 组 （ ＩＮＦ⁃γ ＋
ＢＭＳＣｓ 组）、 扶正抑瘤汤组、 扶正抑瘤汤＋ＩＮＦ⁃γ 转

染 ＢＭＳＣｓ 注射处理组 （扶正抑瘤汤 ＋ ＩＮＦ⁃γ ＋
ＢＭＳＣｓ 组）。 取对数生长期 Ｕ２５１ 人胶质瘤细胞，
细胞悬液浓度为 １×１０７ ／ ｍＬ， 每只在裸鼠在腋下皮

下接种 Ｕ２５１ 细胞 １５０ Ｌ。 接种后观察荷瘤裸鼠体

质量及其他生长情况， 待皮下肿瘤直径约 １ ｃｍ 后

筛选造模成功裸鼠。 在给药前 １ 天尾静脉注射悬于

ＰＢＳ 中空载慢病毒转染 ＢＭＳＣｓ 细胞 １ × １０７ ／ ｍＬ，
ＩＦＮ⁃γ＋ＢＭＳＣｓ 组、 扶正抑瘤汤＋ＩＦＮ⁃γ＋ＢＭＳＣｓ 组在

给药前 １ 天尾静脉注射悬于 ＰＢＳ 中转染 ＩＦＮ⁃γ 基因

的 ＢＭＳＣｓ 细胞 １×１０７ ／ ｍＬ， 每只裸鼠注射 ０􀆰 ２ ｍＬ
细胞悬液。 扶正抑瘤汤组、 扶正抑瘤汤＋ ＩＮＦ⁃γ＋
ＢＭＳＣｓ 组用扶正抑瘤汤浸提液灌胃给药， 给药剂

量胃生药 ０􀆰 ６ ｇ ／ ２０ ｇ， １ 次 ／ ｄ， 连续 １４ ｄ。 干预结

束后将荷瘤肿瘤组织切片－２０ ℃冰冻备用。 激光共

聚焦检测时取出冰冻切片室温复温 ３０ ｍｉｎ 后 ＰＢＳ
清洗 ３ 次， ５ ｍｉｎ ／次； ＤＡＰＩ 染核 １５ ｍｉｎ； ＰＢＳ 清

洗 ３ 次， ５ ｍｉｎ ／次。 抗荧光淬灭剂， 封片后激光共

聚焦显微镜检测瘤体组织荧光分布情况。
２􀆰 ３　 扶正抑瘤汤制备　 本研究所用扶正抑瘤汤为

甘肃省名老中医赵健雄教授研制配方［２１］， 扶正抑

瘤汤由红芪、 当归、 莪术、 墓头回按一定配方组成。
其中红芪、 当归、 莪术、 墓头回按 ３ ∶ １ ∶ １ ∶ ３ 比例

混合， 纯净水浸泡以上药物 ４０ ｍｉｎ， 每次加水 ３ Ｌ
煎煮， 共煎煮 ３ 次， 将 ３ 次煎煮液合并后浓缩， 最

终制成含生药 １ ｇ ／ ｍＬ 的浸提液， －２０ ℃保存备用。
扶正抑瘤汤浸提液剂按照前期试验的有效剂量折算

为 ０􀆰 ６ ｇ （生药） ／ ２０ ｇ 灌胃干预。
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２􀆰 ４　 表达 ＩＮＦ⁃γ 慢病毒载体构建 　 从 Ｇｅｎｅ Ｂａｎｋ
钓取目的基因， 由上海吉玛制药技术有限公司合成

引物并行 ＰＣＲ 反应扩增。 将扩增目的基因进行酶

切纯化。 纯化后目的基因与线性化的载体连接， 将

连接产物转化细菌感受态细胞， 对长出的阳性克隆

先进行酶切并鉴定。 比对目的基因序列， 比对正确

的即为构建成功的目的基因表达质粒载体。 制备慢

病毒穿梭质粒及其辅助质粒 （重庆威斯腾生物医

药科技公司）， 共转染 ２９３Ｔ 细胞， 转染后 ８ ｈ 更换

为完全培养基， 继续培养 ４８ ｈ 后， 收集富含慢病

毒颗粒的细胞上清液， 按照体内和体外实验对慢病

毒滴度的要求， 按照密度梯度离心法浓缩其后得到

高滴度的慢病毒颗粒， 分装后置－８０ ℃保存备用。
通过荧光显微镜或 ＦＡＣＳ 计数荧光细胞， 结合稀释

倍数计算病毒滴度。 按照 １×１０４ 数量接种 ＢＭＳＣ 细

胞， 用移液器吸取准确体积的病毒液加入准备好的

ＢＭＳＣ 培养基， 混匀后孵育过夜 （ ３７ ℃， ５％
ＣＯ２）。 １０ ｈ 后使用重庆威斯腾生物医药科技有限

责任公司自制荧光染料试剂盒， 利用荧光定量

ＰＣＲ 方法验证 ＩＦＮ⁃γ 转染效果。
２􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 检测裸鼠血清 ＩＮＦ⁃γ 水平 　 在酶标板

孔加入标准品和待测样品， 经过孵育， 样本中存在

的 ＩＦＮ⁃γ 与固相抗体结合。 洗涤去除未结合的物质

后， 加入生物素化的检测抗体孵育。 洗涤去除未结

合的生物素化的抗体， 加入辣根过氧化物酶标记的

链霉亲和素。 洗涤后， 加入显色底物 ＴＭＢ， 避光

显色。 加入终止液终止反应， 颜色反应的深浅与样

本中的 ＩＦＮ⁃γ 水平呈正比， 在 ４５０ ｎｍ 波长 （参考

波长 ５７０ ｎｍ） 测定吸光度值。
２􀆰 ６　 观察荷瘤裸鼠肿瘤生长状况　 裸鼠每隔两天

用游标卡尺测量肿瘤长径和短径， 肿瘤体积＝ ［长
径× （短径 ×短径） ／ ２］， 裸鼠肿瘤体积增值 ＝
Ｖ１４ ｄ－Ｖ１ ｄ， 并记录裸鼠体质量变化。
２􀆰 ７　 免疫组化检测凋亡相关蛋白表达　 取材瘤体

组织用 ＰＢＳ 清洗后用 ４％ 多聚甲醛固定。 制作石蜡

切片后经脱蜡、 复水、 清洗等步骤， 具体按照免疫

组化相关步骤进行操作。 双染后各组每个指标选肿

瘤组织 １０ 个组织切片， 每片选 ５ 个视野， 用 ＢＩ⁃
２０００ 图像分析软件系统作图像分析， 测定光密度

（ＩＯＤ） 值， 取平均值。
２􀆰 ８　 统计学分析 　 采用 ＳＰＳＳ ２１ 软件进行统计分

析， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 服从正态分布两组

之间用 ｔ 检验； 多组间用单因素方差分析， 两两之

间比较 ＳＮＫ 检验； 以 α＝ ０􀆰 ０５ 作为检验水准。

３　 结果

３􀆰 １　 ＢＭＳＣｓ 原代培养、 分离和鉴定　 ＢＭＳＣｓ 原代

培养约 ２４ ｈ 后即可出现贴壁生长， 细胞呈圆形、
梭形、 三角形为主的多种形态 （图 １）。 经流式细

胞仪检测， 细胞表型高表达 ＣＤ４４ （９８􀆰 ０１％ ） 和

ＣＤ１０５ （９６􀆰 １７％ ）， 不表达 ＣＤ３４ （１􀆰 ４６％ ）、 ＣＤ４５
（１􀆰 ３２％ ）、 ＣＤ１１ｂ （１􀆰 ４８％ ）。 细胞形态及细胞表

面免疫标志物表达与前期我们研究和文献报道相

符， 可以判定为 ＢＭＳＣｓ［２⁃４， ２２］。

图 １　 原代培养第 ７ 天和传代以后的 ＢＭＳＣｓ
Ｆｉｇ􀆰 １　 ＢＭＳＣｓ ｏｎ ｄａｙ ７ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｐａｓｓａｇｅ

３􀆰 ２　 ＢＭＳＣｓ 细胞 ＩＮＦ⁃γ 转染的验证 　 ＩＮＦ⁃γ 基因

转染后， ＢＭＳＣｓ 组 ＩＮＦ⁃γ ｍＲＮＡ 表达低于 ＩＮＦ⁃γ＋
ＢＭＳＣｓ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 １。
表 １ 　 转染后 ＢＭＳＣｓ 细胞中 ＩＮＦ⁃γ ｍＲＮＡ 表达 （ ｘ± ｓ，

ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＮＦ⁃γ ｍＲＮＡ ｉｎ ＢＭＳＣｓ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＩＮＦ⁃γ ／ ％

ＩＮＦ⁃γ＋ＢＭＳＣｓ 组 ９６􀆰 ３４±１３􀆰 １７∗

ＢＭＳＣｓ 组 １􀆰 ９６±０􀆰 ２２

　 　 注：与 ＢＭＳＣｓ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ３　 激光共聚焦显微镜检测 ＢＭＳＣｓ 在裸鼠瘤体组

织中分布　 在激光共聚焦显微镜下， 模型组、 扶正

抑瘤汤组瘤体组织未见荧光， 而 ＢＭＳＣｓ 组、 ＩＮＦ⁃
γ＋ＢＭＳＣｓ 组和扶正抑瘤汤＋ ＩＮＦ⁃γ＋ＢＭＳＣｓ 组裸鼠

瘤体组织中可见荧光， 显示 ＢＭＳＣｓ 归巢作用特性，
在瘤体组织集聚分布， 见图 ２。
３􀆰 ４　 血清中 ＩＮＦ⁃γ 水平 　 与模型组比较， ＩＮＦ⁃γ＋
ＢＭＳＣｓ 组、 扶正抑瘤汤组、 扶正抑瘤汤＋ ＩＮＦ⁃γ＋
ＢＭＳＣｓ 组 ＩＮＦ⁃γ 水平增加 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 与 ＢＭＳＣｓ
组比较， ＩＮＦ⁃γ＋ＢＭＳＣｓ 组、 扶正抑瘤汤组、 扶正

抑瘤汤＋ ＩＮＦ⁃γ＋ＢＭＳＣｓ 组 ＩＮＦ⁃γ 水平也增加 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 见表 ２。
３􀆰 ５　 荷瘤裸鼠肿瘤生长状况 　 灌胃给药 １４ ｄ 后，
与模型组比较， 扶正抑瘤汤组和扶正抑瘤汤＋ ＩＮＦ⁃
γ＋ＢＭＳＣｓ 组裸鼠肿瘤体积增值减少 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
见表 ３。
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图 ２　 激光共聚焦检测各组 ＢＭＳＣｓ 在裸鼠瘤体组织中荧光分布 （×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＢＭＳＣｓ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｂｙ Ｌａｓｅｒ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ （×４００）

表 ２　 各组血清中 ＩＮＦ⁃γ的水平 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＮＦ⁃γ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 ＩＮＦ⁃γ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）
模型组 ３１􀆰 ７１±０􀆰 ５７

ＢＭＳＣｓ 组 ３２􀆰 ６７±０􀆰 ４４

ＩＮＦ⁃γ＋ＢＭＳＣｓ 组 ７０􀆰 ６７±０􀆰 １６∗＃

扶正抑瘤汤组 ６６􀆰 ５７±０􀆰 １３∗＃

扶正抑瘤汤＋ ＩＮＦ⁃γ＋ＢＭＳＣｓ 组 ８２􀆰 ８６±１􀆰 １４∗＃

　 　 注：与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＢＭＳＣｓ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ６　 各组裸鼠瘤体组织凋亡蛋白 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 表达

　 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 阳性染色主要位于细胞浆， 呈清晰弥

漫性分布， 部分阳性细胞也可在胞质或核膜上

（图 ３ ～ ４）。 干预后， 与模型组和 ＢＭＳＣｓ 组比较，
　 　 　 　

表 ３　 各组裸鼠治疗 １４ ｄ 后肿瘤体积的增值 （ｍｍ３， ｘ±ｓ，
ｎ＝８）

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
ａｆｔｅｒ １４⁃ｄａｙ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ （ｍｍ３， ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 肿瘤体积增值

模型组 １ ７７４􀆰 ４１±２１４􀆰 ８８
ＢＭＳＣｓ 组 １ ８１７􀆰 ２２±９􀆰 ５４
ＩＮＦ⁃γ＋ＢＭＳＣｓ 组 １ ４７１􀆰 ８１±１９４􀆰 ６９
扶正抑瘤汤组 １ ３８９􀆰 ３４±３０􀆰 ５９∗

扶正抑瘤汤＋ ＩＮＦ⁃γ＋ＢＭＳＣｓ 组 ８４６􀆰 ４８±２０８􀆰 ８２∗

　 　 注：与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

ＩＮＦ⁃γ＋ＢＭＳＣｓ 组、 扶正抑瘤汤组和扶正抑瘤汤＋
ＩＮＦ⁃γ＋ＢＭＳＣｓ 组 Ｂａｘ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂｃｌ⁃２
表达下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ４。

图 ３　 各组裸鼠瘤体组织凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达 （×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｂａｘ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×４００）

图 ４　 各组裸鼠瘤体组织凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２表达 （×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｂｃｌ⁃２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×４００）

表 ４　 各组裸鼠瘤体组织凋亡蛋白 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２表达 （％ ， ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （％ ， ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２
模型组 ３２，７５２􀆰 ２±７ ６８６􀆰 ３ ５５，６３１􀆰 ４±３ ８７３􀆰 ５
ＢＭＳＣｓ 组 ４３，８６１􀆰 ３±３ ９２１􀆰 ６ ７８，３２８􀆰 ５±８ ９２４􀆰 ６
ＩＮＦ⁃γ＋ＢＭＳＣｓ 组 ６３，４１３􀆰 ５±４ ４４３􀆰 ５∗＃ ３８，９３３􀆰 ７±５ ６３５􀆰 ３∗＃

扶正抑瘤汤组 ６５，３９２􀆰 ３±８ ６５７􀆰 ５∗＃ ２９，８６６􀆰 ５±４ ９８２􀆰 ４∗＃

扶正抑瘤汤＋ ＩＮＦ⁃γ＋ＢＭＳＣｓ 组 ７２，６５７􀆰 ８±５８５５􀆰 ７∗＃ ３１，５７７􀆰 １±６ １５６􀆰 ８∗＃

　 　 注：与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＢＭＳＣｓ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。
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４　 讨论

胶质瘤侵袭性和浸润性较强， 药物靶向治疗效

果有限， 研究还发现胶质瘤肿瘤干细胞可诱导产生

肿瘤的免疫耐受微环境从而进一步增加其治疗难

度［２３］， 所以新的靶向治疗应用研究越来越受到期

待［２４］。 ＢＭＳＣｓ 被越来越多用于治疗胶质瘤的基础

和临床应用研究［１７⁃１８， ２４⁃２６］， 虽然 ＢＭＳＣｓ 相关研究

在胶质瘤治疗领域取得了很大进展， 由于各种原因

目前还没有基于 ＢＭＳＣｓ 的恶性胶质瘤治疗的临床

试验。
以细胞为基础的靶向抗肿瘤疗法必须依赖 ＢＭ⁃

ＳＣｓ 主动定位到肿瘤组织的能力， 以及它们影响靶

点细胞的内在能力， 但 ＢＭＳＣｓ 作为生物治疗的首

选载体其安全性仍然不清楚［８］。 研究显示 ＢＭＳＣｓ
具有类似于癌细胞的自我更新能力， 以及在体外自

发转化的能力， 曾经有人提出肿瘤可能是由侵袭性

极强的间充质干细胞转化而来［２７］。 但随后日本科

学家证实 ＢＭＳＣｓ 和癌细胞在增殖基因表达实际上

仍存在显著差异［２８］。 ＢＭＳＣｓ 由于其本身不确定性

及可能存在的成瘤性导致其在临床应用研究中被限

制， 但 ＢＭＳＣｓ 作为携带外源性基因载体被广泛应

用在治疗肿瘤的基础研究中［７， ２７， ３０］。 本研究通过

ＰＣＲ 检测到 ＢＭＳＣｓ 能够稳定转染 ＩＮＦ⁃γ 基因， 且

通过激光共聚焦显微镜发现 ＢＭＳＣｓ 在肿瘤组织具

有较好的归巢作用， 进一步验证了 ＢＭＳＣｓ 作为肿

瘤生物治疗载体可靠性。
传统手术、 放化疗联合中医药临床治疗肿瘤正

显示其巨大优势［１３］， “扶正” 和 “驱邪” 治法是

中医治疗肿瘤的主要方法［３１⁃３４］。 “扶正” 治法能升

高 Ｔ 细胞免疫缺陷裸鼠体内 ＮＫ 细胞水平， 增强

ＮＫ 细胞 ＦａｓＬ 表达而抑制肿瘤发展［３２］。 前期研究

发现扶正抑瘤汤含药血清可在体外通过抑制

ＢＭＳＣｓ 的端粒酶活性、 增加 ｐ５３ 的表达和诱导细

胞凋亡方式而很好逆转胶质瘤微环境下的 ＢＭＳＣｓ
成瘤性［１７⁃１８］。 本研究发现扶正抑瘤汤能够与 ＩＮＦ⁃γ
基因转染的 ＢＭＳＣｓ 发挥较好的协同靶向治疗作用，
进一步提示中医药可以在 ＢＭＳＣｓ 靶向载体治疗中

发挥很好的 “减毒增效” 作用。
由于裸鼠 Ｔ 细胞免疫缺陷， 裸鼠在肿瘤移植

后与临床病患环境非常接近［３５］。 ６ ～ ８ 周龄裸鼠比

较普通鼠有较高水平的非特异性免疫功能， 其自然

杀伤细胞 （ＮＫ 细胞） 及巨噬细胞免疫活性也较

强［３６］。 本研究应用裸鼠作为实验模型， 观察血清

过表达 ＩＦＮ⁃γ 能否促使诱导 ＮＫ 细胞和巨噬细胞被

募集到肿瘤部位发挥巨大的抗肿瘤作用［３０， ３７⁃３８］。
本研究结果表明扶正抑瘤汤＋ ＩＮＦ⁃γ＋ＢＭＳＣｓ 组血清

ＩＦＮ⁃γ 比其它各组明显升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而且比单

纯扶正抑瘤汤组要高， 结合抑制肿瘤生长的结果，
可能存在扶正抑瘤汤＋ＩＮＦ⁃γ＋ＢＭＳＣｓ 组通过表达

ＩＮＦ⁃γ 诱发非特异性免疫功能并且与扶正抑瘤汤协

同而发挥抗肿瘤作用。
当然， 本研究尚缺乏细胞因子 ＩＮＦ⁃γ 对抗原提

呈细胞 （ＮＫ 细胞、 巨噬细胞） 激活等影响的直接

证据， 而扶正抑瘤汤是否促进荷瘤裸鼠非特异性免

疫功能而发挥 “扶正” 作用尚待进一步验证。
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