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六味地黄丸增效小鼠黑色素瘤 HSV-tk/GCV 自杀基因疗法的
免疫机制

张文静，赵婷秀，王惠琪，易华，占玉娟，张文博，陈佳薇，王坤，杜标炎（广州中医药大学基础医学院，

广东 广州 510006）

摘要：目的 明确六味地黄丸是否增强单纯疱疹病毒核苷激酶/更昔洛韦（HSV-tk/GCV）自杀基因疗法对小鼠黑

色素瘤的免疫杀伤效果，并对其相关机制进行探索。方法 采用 Western Blot 实验、免疫荧光实验检测六味地

黄丸对缝隙连接蛋白 43（Cx43）表达水平及膜定位的影响；通过荧光黄染料、钙黄绿素荧光传输实验检测六味

地黄丸对小鼠黑色素瘤细胞 B16（B16 细胞）缝隙连接通讯（GJIC）功能的影响；PI/Hoechst 染色实验检测 CD8+

T 细胞对 B16 细胞的免疫杀伤效果；CD8+ T 细胞激活实验观察 GJIC 在六味地黄丸增强对小鼠黑色素瘤免疫杀

伤中的作用。结果 自杀基因疗法联合六味地黄丸治疗较单独应用自杀基因疗法能更显著地抑制肿瘤生长；

Western Blot 及免疫荧光实验显示六味地黄丸组 Cx43 表达明显上调，荧光传输实验显示六味地黄丸组 B16 细

胞 GJIC 功能显著增强；PI/Hoechst 染色实验显示，六味地黄丸组 CD8+ T 细胞对 B16 细胞的免疫杀伤效果更加

显著，阻断 Cx43 后，对 B16 细胞的免疫杀伤效果则被逆转，同时 CD8+ T 细胞的激活也被减弱。结论 六味

地黄丸可通过上调 B16 细胞中 Cx43 的表达，改善 GJIC 功能，促进肿瘤抗原的交叉提呈，更强地激活 CD8+ T 细

胞以增强其对肿瘤细胞的免疫杀伤效果。
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Immune Mechanism of Liuwei Dihuang Wan to Synergize HSV- tk/GCV Suicide Gene Therapy for
Melanoma in Mice
ZHANG Wenjing， ZHAO Tingxiu，WANG Huiqi，YI Hua， ZHAN Yujuan， ZHANG Wenbo， CHEN Jiawei，
WANG Kun， DU Biaoyan（1. School of Basic Medical Sciences， Guangzhou University of Chinese Medicine，
Guangzhou 510006 Guangdong，China）
Abstract：Objective To determine whether Liuwei Dihuang Wan（LWDHW） can actually enhance the immune
killing effect of suicide gene therapy on melanoma of mice in vivo and in vitro，and explore the related mechanisms.
Methods Western Blot and immunofluorescence assays were used to detect the effect of LWDHW on Cx43
expression level and membrane positioning. The Lucifer Yellow staining assay was used to determine the effect of
LWDHW on the GJIC function of B16 cells. PI/Hoechst staining was used to measure the immune killing effect of
CD8+ T cells on B16 melanoma cells. CD8+ T cell activation was determined by CD69 staining followed with flow
cytometry detection. Results Suicide gene system combined with LWDHW treatment can inhibit tumor growth more
significantly than HSV- tk/GCV system alone. Western Blot and immunofluorescence results showed that the
expression of Cx43 in the LWDHW group was significantly up- regulated， and the Lucifer Yellow staining assay
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showed that GJIC function of B16 cells in the LWDHW group was significantly enhanced. PI/Hoechst staining
showed that the immune killing effect on B16 cells in the LWDHW group was more obvious. After blocking Cx43 by
Gap19- TFA， the immune killing on B16 cells was reversed and CD8 + T cells activation was also impaired.
Conclusion LWDHW improved the GJIC function by increasing the expression of Cx43 in B16 cells，promoting the
cross-presentation of tumor antigens，thereby priming T cells more strongly to enhance the immune killing effect on
melanoma cells.
Keywords：Liuwei Dihuang Wan；melanoma；gap junction communication function；suicide gene；dendritic cell；
mice

肿瘤自杀基因疗法因其具有“旁观者效应”已被

用于多种肿瘤治疗的探索。单纯疱疹病毒核苷激

酶（HSV-tk）自杀基因被转导进入细胞后，可表达功

能性 HSV-tk，诱导无毒的更昔洛韦（GCV）转化为有

毒的 GCV-三磷酸化化合物，抑制 DNA 合成，从而

导致细胞死亡[1-2]。GCV 除可杀死 tk 阳性细胞外，还

可同时对同体系中的 tk 阴性细胞造成杀伤，从而放

大抗癌效应，此现象称为“旁观者效应”[3-5]。“旁观

者效应”涉及缝隙连接、免疫和细胞凋亡等机制。

其旁观者的免疫机制不仅能够杀伤临近的肿瘤细

胞，对远处转移的肿瘤细胞也能进行远距离的免疫

杀伤[6]。

缝隙连接蛋白（connexin，Cx）是细胞之间存在的

孔道，是细胞缝隙连接通讯（gap junction intercellular
communication， GJIC）的基本结构蛋白。缝隙连

接（GJs）在免疫系统中扮演着重要的角色 [7]，参与抗

原的交叉提呈，允许小的线状多肽在相邻细胞之间

扩散[8]，也是肿瘤浸润性树突状细胞（DC）获取抗原的

重要方式，而 DC 则是激活初始 CD8+ T 细胞转变为

细胞毒性 T 细胞杀伤肿瘤细胞的唯一途径。由此可

知，GJIC 很可能在 DC 介导的肿瘤免疫杀伤中发挥

着重要作用。然而，GJIC 缺失是许多人类肿瘤的共

同特征[9-10]。研究证实 Cx43 在黑色素瘤进展过程中会

发生丢失[11]。因此，上调 Cx43 表达水平，恢复肿瘤

细胞间 GJIC 功能很可能可通过促进 DC 介导的抗原

提呈来增强对黑色素瘤的杀伤作用[12-13]。本课题组前

期研究[14-15]显示，六味地黄丸可上调黑色素瘤和肝癌

细胞 Cx 表达，改善 GJIC 功能。据此推测六味地黄

丸可上调小鼠黑色素瘤 Cx43 表达，改善 GJIC 功

能，促进肿瘤抗原提呈，促进 T 细胞活化，从而增

强免疫杀伤效应[16-17]。故本研究通过体内外多种实验

方法检测六味地黄丸对 Cx43 蛋白表达以及 GJIC 功

能的影响，并探讨其增效自杀基因治疗旁观者效应

的免疫机制。

1 材料与方法
1.1 细胞株及培养 小鼠黑色素瘤细胞 B16（B16 细

胞）购于中国科学院细胞库；小鼠黑色素瘤-单纯疱

疹病毒核苷激酶/更昔洛韦自杀基因细胞（B16-HSV-
tk/GCV，B16-tk+）为本实验室前期构建。细胞培养于

含 10%胎牛血清的 RPMI1640 培养液中，置于

37 ℃，5% CO2培养箱中培养至对数生长期，用胰酶

消化传代培养。

1.2 动物 SPF 级 C57BL/6 小鼠，雄性，5~6 周龄，

体质量 22~25 g，广州中医药大学实验动物中心，合

格证号：SCXK（粤）2018-0034。饲养于广州中医药

大学基础医学院（中西医结合基础实验动物中心），

使用许可证号：SYXK（粤）2018-0182。实验经广州

中医药大学实验动物伦理委员会审查和批准。

1.3 药物与试剂 RPMI1640 培养基、胰蛋白酶、胎

牛血清，美国 Gibco 公司；β-actin、Cx43 抗体，美

国 CST 公司；青/链霉素双抗，美国 Hyclone 公司；

CCK8，美国 Selleck 公司；六味地黄丸，北京同仁堂

有限公司（国药准字 Z11021283）；更昔洛韦（GCV），

美国 Sigma 公司；二甲基亚砜（DMSO），广州试剂

厂。荧光染料 Calcein-AM（编号：C3099）、DiI（编

号：V22885），美国 Invitrogen 公司；Hoechst（编

号：C1026），碧云天公司；碘化丙啶（PI）染料、

CD69-FITC（编号：557392），美国 BD 公司；CD8a-
APC（编号：155006），美国 Biolegend 公司；Gap19-
TFA（编号：HY-P1136A），美国 MCE 公司。

1.4 仪器 BB150 型 CO2 培养箱（美国 Thermo 公

司）；Eclipse TS100-F 型倒置显微镜（日本尼康公

司）；SW-CJ-1F 型超净工作台（苏州安泰设备厂）；

Cence L600 型电动离心机（湖南湘仪仪器有限公

司）；GeneSpeed 1730R 型高速离心机（上海基因科技
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有限公司）；LSM800 激光共聚焦显微镜、Zeiss Axio
Observer 3 荧光显微镜（德国蔡司公司）；GIS 数码凝

胶图像处理系统（上海天能科技有限公司）； EnSpire
多功能酶标仪（新加坡 PerkinElmer 公司）。

1.5 六味地黄丸水提物的制备 参照本课题组前期制

备方法[18]，将六味地黄丸打粉，过筛，称取 1 g 溶于

40 mL 双蒸水中，振荡混匀，超声 30 min；以离心半

径 14 cm、4 000 r·min-1 离心 10 min，收集上清液。

重复上述步骤 1 次，收集 2 次的上清液。旋转蒸

发，通风橱悬干过夜，于-80 ℃保存。使用时，在超

净工作台内用超纯水进行溶解，配置成 20 mg·mL-1

的母液，过滤（0.22 μm）后 PCR 管分装并于-20 ℃冰

箱保存。

1.6 六味地黄丸在体对自杀基因疗法旁观者效应的

影响 实验分 4 组，分别为对照组、六味地黄丸

（LWDHW）组、GCV 组、GCV 联合 LWDHW 组。根

据预试验确定 GCV 小鼠腹腔注射用量为 125 mg·kg-1，

六味地黄丸的灌胃剂量为 300 mg·kg-1。取对数生长

期 B16 细胞、B16-tk+细胞，0.25%胰酶消化后，离

心，用 PBS 重悬后调整细胞密度。小鼠右前肢腋下

接种 B16-tk +细胞悬液 0.1 mL（每毫升 2×106 个细

胞），左前肢腋下接种 B16 细胞悬液 0.1 mL（每毫升

2×106个细胞），接种第 2 天开始灌胃六味地黄丸，成

瘤当天开始注射 GCV 溶液，每天 1 次。GCV 注射至

第 16 天结束给药，观察肿瘤的体积和质量。

1.7 六味地黄丸在体对 B16 细胞 Cx43 表达的影响

瘤体组织剪碎放入 1 mL 含 1%蛋白酶抑制剂的 RIPA
裂解液中，置于冰上，组织研磨棒研磨至无肉眼可

见的黑色素细胞后转移至 1.5 mL EP 管中，1 mL 针

管反复抽打彻底裂解释放蛋白。于 4 ℃，以离心半

径 8.43 cm、12 000 r·min-1离心 10 min，吸取上清至

新的 1.5 mL EP 管，BCA 蛋白定量后，进行 Western
Blot 检测。

1.8 凋亡细胞染色检测六味地黄丸对自杀基因疗法旁

杀伤效应的影响 B16-tk+细胞在六味地黄丸（0、100、
400 μg·mL-1）作用 48 h 后，用 GCV（30 μg·mL-1）杀

伤，与骨髓来源的半成熟 DC 细胞、脾脏 CD8+ T 细

胞及 B16 细胞共培养。48 h 后 PBS 洗掉漂浮细胞，

用 Hoechst、PI 染色，培养箱孵育 10 min，清洗细胞

后，倒置荧光显微镜下观察。每组随机拍摄 7 个视

野，并进行细胞计数。

1.9 Western Blot 检测六味地黄丸对 B16 细胞 Cx43
的作用 B16 细胞经六味地黄丸（1、1.56、6.25、

25、100、400 μg·mL-1）处理 48 h，PBS 洗 3 次，使

用 RIPA裂解液充分裂解 15 min，将细胞转移至 1.5 mL
EP管中。于 4 ℃，以离心半径 8.43 cm、12 000 r·min-1，

离心 10 min，吸取上清液即为细胞的总蛋白，使用

BCA 蛋白定量法进行蛋白浓度测定，并调整为同一

浓度。每孔上样 20 μL，二抗孵育后，洗膜，滴加显

影液进行显影拍摄，以条带灰度值与 β-action 的相

对比值表示蛋白的表达水平。

1.10 间接免疫荧光检测六味地黄丸对 B16 细胞 Cx43
的作用 B16 细胞以每孔 3×104 个接种于细胞爬片，

设对照组，六味地黄丸低浓度组（100 μg·mL-1）、高

浓度组（400 μg·mL-1），48 h 后，4%多聚甲醛在室温

条件下固定 10 min，PBS 洗 3 次，封闭液室温封闭

6 h，使用 Cx43 抗体（1∶150 稀释），在湿盒内 4 ℃孵

育过夜。第 2 天进行荧光二抗（1∶1 000 稀释），室温

孵育 1 h，滴加封片剂封片；使用 LSM800 共聚焦激

光扫描显微镜（×630）进行观察并采集图片。每组样

本随机取 6 个高倍视野，采用盲法拍摄图像并进行

评分。

1.11 刮擦/染料转移实验 B16 细胞用胰酶消化后，

在 35 mm 玻璃底培养皿中培养，获得融合单层（1.5×
105）细胞。六味地黄丸（0、100、400 μg·mL-1）处理

48 h，PBS 洗涤后，用刀片刮擦 3 条裂痕，洗去脱落

细胞，将贴壁细胞暴露在含有荧光黄（2 mmol·L-1）的

染料溶液中，15 min 后弃除染液。因刮擦而受伤的

细胞被荧光黄染色，染色的细胞通过 Cx 通道将染

料转移到相邻细胞，清洗后，在共聚焦激光显微

镜（×100）下检查染料转移情况。

1.12 荧光示踪法检测 GJIC 功能 设对照组、六味地

黄丸低（100 μg·mL-1）、六味地黄丸高（400 μg·mL-1）

浓度组的 B16 细胞作为供体细胞；另设未处理

的 B16 细胞作为受体细胞接种于 Confocal 小皿。

48 h 后，供体细胞用 Calcein-AM（5 μmol · L- 1）、

DiI（5 μmol·L-1）共孵育 30 min。将供体细胞接种于完

全融合的受体细胞，比例为 1∶100，继续培养 12 h
形成稳定的缝隙连接，以 4%多聚甲酸固定 20 min，
用激光共聚焦显微镜（×400）进行拍照。

1.13 Cx43 抑制剂反证实验 B16-tk+细胞分别用六味

地黄丸（0、100、400 μg· mL-1）处理 48 h，用 GCV
（30 μg·mL-1）杀伤。选择六味地黄丸（100、400 μg·mL-1）

处理过的细胞各 1个孔，加入 Cx43抑制剂 Gap19-TFA
（250 μmol·L-1）。用培养箱孵育 4 h 后与骨髓来源

的 DC 细胞（提前用 500 ng·mL-1 LPS 诱导 24 h）、脾
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脏 CD8+ T 细胞进行共培养，24 h 后收集悬浮细胞与

B16 细胞共培养，48 h 后 PBS 洗掉漂浮细胞，用

Hoechst、PI 染色，培养箱孵育 10 min，清洗细胞

后，倒置荧光显微镜下观察。每组随机拍摄 7 个视

野，并对荧光细胞进行计数。

1.14 CD8+ T 细胞激活实验 实验方法同“1.13”项

下。悬浮细胞与 B16 细胞共培养 48 h，收集悬浮细

胞进行流式抗体染色（CD8a-PE、CD69-FITC），用

BD Fortessa 流式细胞仪进行分析检测。

1.15 统计学处理方法 使用 SPSS 23.0 统计软件进行

统计学分析，数据以均数 ± 标准差（x ± s）表示。多组

间均数比较采用 One-way ANOVA 方法，两组间比较

采用两个独立样本均数的 t 检验。P＜0.05 表示差异

有统计学意义。

2 结果
2.1 六味地黄丸对自杀基因治疗的增效作用 结果见

图 1。肉眼观察可见六味地黄丸联合 GCV 组肿瘤明

显小于对照组及六味地黄丸、GCV 组。从成瘤开始

每天测量肿瘤体积大小，结果显示六味地黄丸联合

GCV 组肿瘤生长速度最为缓慢，见图 2。六味地黄丸

联合 GCV 组肿瘤质量明显低于对照组、GCV 组（P＜

0.01），见图 3。以上结果表明六味地黄丸能够增强

在体小鼠黑色素瘤自杀基因疗法的旁杀伤效应。

2.2 六味地黄丸在体对 B16 细胞 Cx43 蛋白表达的

影响 结果见图 4。与对照组相比，六味地黄丸联合

GCV 组 B16 细胞高表达 Cx43 蛋白（P＜0.05），提示

六味地黄丸可能通过上调 Cx43 蛋白的表达增强 GJIC
功能，从而增加 DC 细胞对肿瘤抗原的摄取及递呈，

以激活更强的杀伤性 T 细胞反应。

2.3 PI/HoeChst 染色实验检测六味地黄丸对 T 细胞

杀伤 B16 细胞的影响 结果见图 5。与对照组比较，

六味地黄丸组 PI 阳性细胞比例明显升高（P＜0.001），

提示六味地黄丸可增强 T 细胞对肿瘤细胞的免疫杀
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Figure 2 Effect of LWDHW combined with suicide gene
therapy on tumor volume of melanoma in mice（n=10）
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Figure 1 Effects of LWDHW combined with suicide gene
therapy on the growth of melanoma in mice

注：GCV 组：更昔洛韦组。与对照组和 GCV 组比较，
**
P＜0.01

图 3 六味地黄丸（LWDHW）联合自杀基因治疗对肿瘤质量的

影响（n=10）
Figure 3 Effect of LWDHW combined with suicide gene
therapy on tumor weight of melanoma in mice（n=10）
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图 4 六味地黄丸（LWDHW）在体对 B16细胞 Cx43蛋白表达

的影响（n=3）
Figure 4 Effect of LWDHW on Cx43 expression of B16
melanoma cells in mice（n=3）
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伤作用。鉴于六味地黄丸对 Cx43 蛋白表达的影响，

初步考虑其免疫杀伤增强的机制为 GJIC 功能的增强

促进 DC 细胞对肿瘤抗原的交叉提呈，GJIC 是 DC 细

胞获取抗原的重要途径，GJIC 功能的增强使 DC 细

胞获取到更多的抗原，从而激活更强的 T 细胞杀伤

反应。

2.4 体外检测六味地黄丸对 B16 细胞 Cx43 表达的

影响

2.4.1 Western Blot 法检测六味地黄丸对 Cx43 的

影响 结果见图 6。六味地黄丸处理后，B16 细胞中

Cx43 表达水平明显升高（P＜0.001），并呈良好的浓

度依赖性，提示六味地黄丸可以通过上调 Cx43 表达

来恢复 B16 细胞的 GJIC 功能。

2.4.2 免疫荧光实验检测六味地黄丸对 Cx43 细胞

定位的影响 结果见图 7。对照组 B16 细胞 Cx43 的

表达量较少，且多靠近细胞核；六味地黄丸组 B16
细胞随着浓度的提高，Cx43 在细胞胞膜上显示出浓

度依赖性的表达上调，表明六味地黄丸可上调 Cx43
并促使其在细胞膜的定位。

2.5 六味地黄丸对 B16 细胞 GJIC 功能的影响

2.5.1 荧光黄染色实验 结果见图 8。荧光黄是一种

可通过缝隙连接进行传输的染料，对照组擦痕边缘

只有很少量的荧光传输；六味地黄丸各组在细胞周

围的荧光传输量较多，且有浓度依赖性的增强，表

明六味地黄丸不仅上调了 Cx43 表达，并且增强了

GJIC 功能。
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图 5 六味地黄丸体外对 T 细胞杀伤 B16 黑色素瘤细胞的

影响（n=7）
Figure 5 Effect of LWDHW on T cell killing B16 melanoma
cells in vitro（n=7）
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图 6 六味地黄丸（LWDHW）对 B16 细胞 Cx43 表达的影

响（n=3）
Figure 6 Effect of LWDHW on Cx43 expression of B16 melanoma
cells（n=3）
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为合并图

图 7 六味地黄丸对 B16细胞中 Cx43定位的影响

Figure 7 Effect of LWDHW on Cx43 Localization in B16
melanoma Cells
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2.5.2 钙黄绿素荧光传输实验 Calcein-AM 是一种可

以通过缝隙连接进行传输的染料，而 DiI 不能够通过

缝隙连接进行传输，用此 2 种染料同时染 B16 细胞

来检测 GJIC 功能，结果见图 9。对照组的供体细胞

在受体细胞周围进行微弱的荧光传输，六味地黄丸

组供体细胞在受体细胞中则可通过缝隙连接进行较

强的荧光传输，证明六味地黄丸可上调 B16 细胞中

Cx43 介导的 GJIC 功能。

2.6 阻断 GJIC 功能对六味地黄丸增强自杀基因疗法

免疫杀伤效应的影响 结果见图 10。荧光显微镜观

察检测显示，对照组 T 淋巴细胞对 B16 杀伤很微

弱；六味地黄丸组的凋亡细胞则明显增多，T 细胞

杀伤效应明显增强；在使用 Cx43 抑制剂 Gap19-
TFA 后，六味地黄丸组 T 细胞杀伤效应明显减弱，

表明六味地黄丸可通过改善 GJIC 功能，激活旁杀伤

效应的免疫机制，从而增强免疫杀伤效应，其具体

机制很可能是通过增强 GJIC 功能来促进 DC 细胞

对肿瘤抗原的获取，从而启动更强的 T 细胞杀伤

反应。

2.7 流式细胞术检测六味地黄丸对 CD8+ T 细胞活化

的影响

2.7.1 六味地黄丸对 CD8+ T 细胞活化的影响 结果见

图 11。与对照组比较，六味地黄丸组的 CD8+ T 细胞

CD69 荧光强度增强（P＜0.001）。CD69 是 CD8+ T 细

胞活化的细胞表面标志物，其荧光强度增强表示

CD8+ T 细胞活化程度升高。该结果表明当用六味地

黄丸处理过的 B16-tk+细胞提供抗原时，可以促进 T
淋巴细胞的活化，这很可能是由于六味地黄丸上调

了 Cx43 介导的 GJIC 功能，从而增加了 DC 细胞对肿

瘤抗原的获取所致。

2.7.2 阻断 GJIC 功能对六味地黄丸促进 CD8+ T 细胞

活化的影响 结果见图 12。 与对照组比较，六味地

黄丸组的 CD8+ T 细胞 CD69-FITC 荧光强度增强（P＜

0.001），使用 Cx43 抑制剂 Gap19- TFA 阻断 GJIC
后，CD69-FITC 荧光强度明显减弱（P＜0.001），表

明六味地黄丸可通过上调 Cx43 介导的 GJIC 功能促

进 DC 细胞对 CD8+ T 细胞的活化。

注：Lucifer yellow 为荧光黄染料从受伤细胞扩散到周围细胞；Bright
field 为明场下拍摄视野；Merge 为合并图

图 8 六味地黄丸对 B16 细胞 GJIC 功能的影响（荧光黄

染色）

Figure 8 Effect of LWDHW on GJIC function of B16 melanoma
cells（Lucifer yellow staining experiment）
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图 9 六味地黄丸对 B16 细胞 GJIC 功能的影响（钙黄绿素/
DiI 染色，n=7）
Figure 9 Effect of LWDHW on GJIC function of B16 melanoma
cells（Calcein-AM/DiI staining experiment，n=7）
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3 讨论
黑色素瘤在皮肤恶性肿瘤中约占 3%，其发病率

在世界范围内呈上升趋势[19-20]。多数患者发现黑色素

瘤时已为中晚期，传统的手术，放、化疗等治疗效

果不佳，且易复发，寻求新的治疗方法具有重要意

义。自杀基因疗法被证明是安全有效的新的肿瘤治

疗方法[21]，但由于体内转染效率较低，单纯自杀基因

治疗难以达到完全清除肿瘤的目的。已有的研究表

明联合治疗是增强自杀基因治疗效果的有效方法[22]。

中药复方具有广泛的药理效应，且具有多靶点的作

用特点，与自杀基因疗法的旁观者效应的多重机制

十分吻合[23-25]。根据中医久病及肾理论及肿瘤患者的

临床表现，肾阴虚证是晚期恶性肿瘤的病理基础之

一。六味地黄丸是滋阴补肾经典名方，前期研究[13，26]

结果显示，六味地黄丸能增强自杀基因疗法的治疗

效果，同时能促进缝隙连接蛋白表达及增强缝隙连

接通讯功能。缝隙连接（GJs）在免疫系统中扮演着重

要的角色，参与抗原的交叉提呈。凋亡细胞产生的

特异性抗原肽可以通过 GJs 传递到邻近的 DC 细胞，

通过交叉递呈，激活 CD8 + T 细胞，引起免疫杀

伤[27-29]。

本研究采用小鼠黑色素瘤自杀基因系统（B16-

注：红色荧光为 PI 红染的凋亡细胞；蓝色荧光为 Hoeschst 蓝染的细

胞核；Merge 为合并图。与对照组比较，
***
P＜0.001；与相同浓度

LWDHW 组比较，###P＜0.001
图 10 六味地黄丸（LWDHW）通过上调 GJIC 增强对 B16
细胞的免疫杀伤作用（n=7）
Figure 10 LWDHW enhanced the immune killing effect of B16
melanoma cells by up-regulating GJIC function（n=7）

注：红色为对照组；蓝色、橙色分别为高、低浓度的 LWDHW
组（100、400 μg·mL- 1）；与对照组比较，

***
P＜0.001；与低浓度

LWDHW 组比较，###P＜0.001
图 11 六味地黄丸（LWDHW）对 CD8+ T 细胞活化的影响

（n=3）
Figure 11 Effect of LWDHW on activation of CD8+ T cells（n=3）
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HSV-tk/GCV）移植瘤模型，于小鼠双侧腋下移植黑色

素瘤（左侧为 B16-tk+细胞，右侧为 B16 细胞），以更

昔洛韦（GCV）杀伤 B16-tk+细胞提供肿瘤抗原肽，监

测右侧 B16 细胞瘤生长情况，结果发现六味地黄丸

联合 GCV 能够增强自杀基因旁观者效应。通过体外

DC 细胞、CD8+ T 细胞与 B16 细胞共培养实验发现六

味地黄丸的确能够增强其免疫杀伤效应；进一步用

蛋白印迹、免疫荧光、染料传输实验证明了六味地

黄丸能够通过上调 B16 细胞 Cx43 表达水平，增强其

GJIC 功能，故推测其增效作用可能与 GJIC 功能介导

的肿瘤抗原交叉提呈相关。继而通过 Cx43 抑制剂反

证实验及 CD8+ T 细胞激活检测实验明确了六味地黄

丸确实可以通过上调 GJIC 来增强 CD8+ T 细胞的活

化，从而发挥更强的免疫杀伤作用。综上所述，六

味地黄丸通过上调 Cx43，增强了 B16 细胞的 GJIC 功

能，促进了 DC 细胞对肿瘤抗原的交叉提呈，触发了

更强的 T 细胞杀伤反应，从而达到了对黑色素瘤的

免疫杀伤增强效果。
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