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Abstract
AIM: To observe the effect of shikonin on the 
growth of co-stimulated human cells and the cy-
totoxicity of co-stimulated cells to gastric cancer 
cell lines NCI-N87, BGC-823 and HGC-27, and 
to explore the underlying mechanisms．

METHODS: Peripheral blood mononuclear cells 
were separated form healthy volunteers and in-
duced with various cytokines (CD3 mAb, IL-2, 
IFN-γ, IL-1α, CD28 mAb, IL-15 and IL-21) to re-
sult in co-stimulated human cells in vitro. After 
co-stimulated cells were incubated with shikonin 
of different concentrations for 24, 48 and 72 h and 
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■背景资料
人共刺激细胞是
一种由外周血淋
巴细胞经7种细胞
因子在体外诱导
获得的异质群T淋
巴细胞, 其为胃癌
的新兴治疗方案. 
紫草素是一种能
抑制胃癌细胞增
殖及调控机体免
疫功能的中药. 本
研究主要探讨紫
草素对人共刺激
细胞增殖和功能
的影响. 

co-cultured with the three gastric cancer cell lines, 
CCK8 assay was used to assess the proliferation 
of co-stimulated cells, and MTT assay was used 
to measure the reduced rate of growth of gastric 
cancer cells. FCM was used to detect the expres-
sion of GraB, PFP, CD107a and IFN-γ on co-stim-
ulated cells before and after shikonin treatment. 
LDH release assay was used to measure the influ-
ence of shikonin on cytotoxic activity of co-stim-
ulated cells to gastric cancer cells. Western blot 
assay was used to measure β-catenin, P-ERK1/2, 
Bcl-2 and P-AKT expression in co-stimulated cells 
before and after shikonin induction.

RESULTS: After incubation with shikonin at 
concentrations ranging from 0.2 to 50 μg/L for 
48 h, the proliferation rate of co-stimulated cells 
increased significantly (P < 0.05). The expres-
sion of GraB, PFP, CD107a, IFN-γ, β-catenin, 
P-ERK1/2, Bcl-2 and P-AKT on co-stimulated 
cells treated with shikonin at concentrations 
from 6 to 25 μg/L were significantly higher than 
that in the control group (P < 005). In addition, 
the cytotoxic activity of co-stimulated cells treat-
ed with shikonin against the three gastric cancer 
cell lines were significantly higher than that in 
the control group (P < 0.05).

CONCLUSION: These results suggest that shi-
konin can promote the growth of co-stimulated 
cells and increase the cytotoxic activity of co-
stimulated cells against gastric cancer cells via 
mechanisms possibly associated with enhancing 
the activity of β-catenin, P-ERK1/2, Bcl-2 and 
P-AKT expression and increasing the expression 
of PFP, GraB, CD107a and IFN-γ.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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■研发前沿
如何获得足够数
量并具有高细胞
毒活性的效应细
胞已成为人共刺
激细胞治疗成功
的 关 键 .  紫 草 素
具有抗炎、抗氧
化、抗肿瘤等多
种 药 理 活 性 .  同
时紫草素能提高
淋 巴 细 胞 活 性 . 
本研究主要为进
一步提高人共刺
激细胞的治疗效
果提供参考.

摘要
目的: 观察紫草素作用前后对人共刺激细胞
的增殖及对胃癌细胞NCI-N87、BGC-823、
HGC-27杀伤活性的影响, 并探讨其作用机制.  

方法:  分离健康者外周血单个核细胞 ,  在
体外经C D3单克隆抗体 (C D3 m o n o c l o n 
antibody, CD3 mAb)、白介素2(interleukin-2, 
IL-2)、干扰素γ(interferon-γ, IFN-γ)、白介素
1α(interleukin-1α, IL-1α)、CD28 mAb、IL-15
和IL-21共同诱导为人共刺激细胞, 予不同浓
度紫草素诱导人共刺激细胞和3株胃癌细胞
24、48、72 h后, 水溶性四唑盐(cell counting 
kit-8, CCK8)法检测人共刺激细胞增殖率, 四
甲基偶氮唑蓝(colorimetric methyl thiazolyl 
tetrazolium, MTT)法检测胃癌细胞的抑制率, 
流式细胞术(flow cytometry, FCM)检测人共
刺激细胞颗粒酶B(granzyme B, GraB)、穿孔
素(perforin, PFP)、CD107a、IFN-g的表达, 
Western blot检测人共刺激细胞b-catenin、
P-ERK1/2、P-AKT和Bcl-2的表达, 乳酸脱氢
酶释放法(lactate dehydrogenase, LDH)检测紫
草素对人共刺激细胞杀伤3株胃癌细胞的活性
影响.  

结果: 经紫草素诱导48 h后, 人共刺激细胞
0.2-50 mg/L浓度组增殖明显(P <0.05), 6-25 
mg/L浓度组GraB、PFP、CD107a、IFN-g和
β-catenin、p-ERK1/2、Bcl-2、P-AKT的表
达显著高于对照组(P <0.05), 且对NCI-N87、
BGC-823、HGC-27的杀伤活性较对照组增强
(P<0.05).  

结论:  紫草素在一定浓度范围内能够促进
人共刺激细胞增殖 ,  并增强其对胃癌细胞
NCI-N87、BGC-823、HGC-27的杀伤活性, 
其机制可能与活化β-catenin、P-ERK1/2、
Bcl-2、P-AKT和PFP、GraB、CD107a、
IFN-g的表达有关.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 紫草素在一定浓度范围内能促进人

共刺激细胞增殖并提高其杀伤活性, 其可能机

制为紫草素能激活β-catenin、磷酸化细胞外信

号调节激酶l/2、Bcl-2和P-AKT信号通路促进

人共刺激细胞增殖, 提高人共刺激细胞颗粒酶

B(granzyme B)、穿孔素(perforin)、CD107a和干

扰素γ(interferon-γ)表达促进人共刺激细胞对胃癌

细胞的杀伤活性.
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0  引言

胃癌是消化系最常见恶性肿瘤之一, 其发病率居

世界第4位, 在全球肿瘤致死原因中排名第2位[1]. 
胃癌的常规治疗方法有手术、化疗、放疗等, 但
其均会对机体造成不同程度的组织损伤和免疫

功能减退[2]. 肿瘤过继细胞免疫治疗被认为是对

肿瘤具有确切效果的又一治疗方法, 其主要是

利用肿瘤患者的自身免疫细胞来治疗肿瘤[3]. 人
共刺激细胞是肿瘤过继细胞免疫治疗中的一种

效应细胞, 其是在常规细胞因子诱导的杀伤细

胞(cytokine-induced killer cells, CIK)培养体系中

增加刺激因子CD28单克隆抗体(CD28 monoclon 
antibody, CD28 mAb)、白介素15(interleukin-15, 
IL-15)和IL-21后获得的以CD3+CD56+为功能特

征的异质群T淋巴细胞, 其增殖能力、细胞因子

分泌和杀伤活性明显提高[4]. 如何获得足够数量

并具有高细胞毒活性的效应细胞已成为人共刺

激细胞治疗成功的关键[5]. 紫草素(shikonin)是一

种从中药紫草中的提取的萘醌类化合物, 具有抗

炎、抗氧化、抗肿瘤等多种药理活性[6]. 紫草素

能明显抑制人胃癌细胞增殖[7]. 同时其也能调控

机体的免疫功能, 例如提高免疫细胞活性, 促进

淋巴细胞转化, 保护免疫器官和免疫功能免受肿

瘤损伤[8]. 本研究主要探讨紫草素作用前后人共

刺激细胞增殖和功能的变化, 为进一步提高人共

刺激细胞的治疗效果提供参考.

1  材料和方法  

1.1 材料 紫草素(Sigma公司); 人胃癌HGC-27、
BGC-823细胞株(上海细胞研究所), NCI-N87细
胞株(昆明细胞研究所); IL-15和IL-21(R&D公

司); CD3(上海免疫研究所); CD28 mAb(苏州大

学生物技术研究所); FITC和PerCP标记的抗人

CD3、PE标记的穿孔素(perforin, PFP)、颗粒酶

B(granzyme B, GraB)和APC标记的CD107a抗体

购自杭州联科生物公司; 干扰素γ(interferon-γ, 
IFN-γ)试剂盒(Abender公司); 乳酸脱氢酶释放法

(lactate dehydrogenase, LDH)试剂盒(日本世诺临

床诊断制品株式会社); 鼠抗人b-catenin、磷酸

化细胞外信号调节激酶(phosphorylated extracel-
lular signal regulated kinase, p-ERK1/2), 兔抗人
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■相关报道
既往研究发现紫
草素对胃癌细胞
SGC-7901的抑制
率呈剂量和浓度依
赖性. 刘军权等体
外研究发现人共刺
激细胞对能明显
抑制SGC-7901、
SW-1990和SW-1116
细胞的增殖. 本研
究主要应用紫草素
对人共刺激细胞杀
伤3株不同分化胃
癌细胞影响机制.

Bcl-2和P-AKT抗体(CST公司); Encore生化分析

仪(北京希亚克技术有限公司); FACS Caliber流
式细胞仪(BD公司); ST-360酶标仪(上海科华实

验系统有限公司).  
1.2 方法

1.2.1 人共刺激细胞的培养: 取健康者外周血

100 mL, 淋巴细胞分离液分离得到单个核细胞, 
RPMI 1640培养液(含IFN-γ 2×106 U/L、10%小

牛血清、5%人AB血清)调整细胞数为5×108/L, 
接种于6孔板, 置37 ℃、5%CO2培养箱中培养24 
h后收集细胞, 用RPMI 1640完全培养液(含10%
小牛血清、5%人AB血清、IL-1a 10 mg/L、IL-2 
5×104 U/L、CD3 mAb 1 mg/L、IL-15 20 mg/L、
IL-21 10 mg/L和CD28 mAb 10 mg/L)调整细胞数

为5×108/L, 接种于6孔板, 于37 ℃、5%CO2培

养箱中培养, 每2天换培养基(含IL-15、IL-21、
CD28)1次.  
1.2.2 CCK8法检测紫草素对人共刺激细胞生长

的影响: 收集培养10 d的人共刺激细胞, 1×108/L
细胞数接种于96孔板, 200 mL/孔, 加入紫草素

(终浓度为0、0.1、0.2、0.4、0.8、1.6、3、6、
12.5、25、50、100、200、400 mg/L), 孵育24、
48、72 h后, 每孔加入CCK8 10 mL, 37 ℃孵育4 h
后, 于酶标仪450 nm处检测各孔吸光度(A )值. 重
复3次. 增殖率 = (实验A值-对照A值)/(对照A值)
×100%.  
1.2.3 MTT法检测紫草素对3株胃癌细胞生长的

影响: HGC-27、BGC-823、NCI-N87分别以1
×107、2×108、5×107/L细胞数分别接种于96
孔板, 200 mL/孔, 加入紫草素(浓度分别为为0、
0.1、0.2、0.4、0.8、1.6、3、6、12.5、25、
50、100、200、400 mg/L), 孵育24、48、72 h后, 
每孔加MTT 20 mL, 37 ℃孵育4 h后弃上清, 每孔

加入DMSO 150 mL, 沉淀产物溶解后于酶标仪

450 nm处检测各孔A值. 抑制率(%) = (对照A值-
实验A值)/(对照A )×100%.  
1 . 2 . 4  F C M 检测紫草素对人共刺激细胞中

CD107a、GraB、PFP和IFN-γ表达的影响: 取
经紫草素(终浓度分别为0、0.4、1.6、6、25、
100 mg/L)诱导48 h后的人共刺激细胞, 调整细胞

数至1×107/L, 取100 mL细胞悬液, 加入PerCP-
Cy5.5标记的CD3抗体和FITC标记的CD56抗
体各20 mL, 室温避光孵育30 min; (1)用于检测

CD107a的管加入APC标记的鼠抗人anti-CD107a 
5 mL; (2)用于检测GraB、PFP和IFN-g的管, 加入

100 mL破膜剂A, 室温避光孵育15 min, 加入100 
mL破膜剂B, 同时分别在试管中加入anti-GraB-
PE、anti-PFP-PE 和anti-IFN-g-APC各5 mL; 均设

置同型对照抗体管, 共同孵育15 min, 流式细胞

术(flow cytometry, FCM)检测CD107a、GraB、
PFP和IFN-g的含量. 
1.2.5 LDH释放法检测人共刺激细胞杀伤活性: 
收集培养10 d的人共刺激细胞, 2×109/L细胞数

加入6孔板, 3 mL/孔, 加人紫草素(终浓度分别为

0、0.4、1.6、6、25、100 mg/L), 培养48 h, 收
集人共刺激细胞作为效应细胞. 取HGC-27、
BGC-823和NCI-N87细胞配成2×108/L细胞悬

液为靶细胞, 将效靶细胞等量混合, 置37 ℃、

5%CO2培养箱中孵育6 h后混合, 取上清, 按LDH
试剂盒说明书要求操作, 在生化分析仪340 nm
处测定A值. 杀伤活性(%) = (A实验组-A效应细

胞自然释放组)/(A靶细胞最大释放组-A靶细胞

自然释组)×100%.  
1.2.6 Western-blot检测紫草素作用前后人共刺激

细胞β-catenin、P-ERK1/2、P-AKT和Bcl-2的表

达: 取培养10 d的人共刺激细胞, 5×108/L细胞数

接种于6孔板, 3 mL/孔, 加入紫草素(终浓度分别

为0、0.4、1.6、6、25、100 μg/L), 培养48 h后, 
收集人共刺激细胞, 提取蛋白, BCA法测蛋白浓

度, 每管加入蛋白处理液30 mL, 煮沸5 min, 按每

泳道蛋白样品40 μg加入SDS-PAGE样品孔内, 电
泳后半干电转移至硝酸纤维膜上, 一抗、二抗

孵育及显色、扫描条带, Imagel软件分析灰度值.  
统计学处理 采用软件SPSS13.0进行统计学

处理, 计量资料采用mean±SD表示, 多组间采用

单因素方差分析(One-way ANOVA). P <0.05为差

异有统计学意义.  

2  结果

2 . 1  人共刺激细胞的培养  培养前 ,  P B M C
中C D3+C D56+T细胞比例<4%, 培养10 d后
CD3+CD56+T细胞比例增至42.31%, 倒置显微镜

观察培养第10天的人共刺激细胞形态如图1A, 
FCM检测人共刺激细胞表型CD3+CD56+表达如

图1B.  
2.2 C C K-8检测结果  与对照组比较 ,  浓度为

0.4-50 μg/L的紫草素诱导人共刺激细胞24、
48、72 h后, 人共刺激细胞增殖明显(P <0.05); 相
同浓度的紫草素作用后, 48 h时人共刺激细胞增

殖达最高峰, 与24、72 h组比较有统计学意义
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■创新盘点
本文首先研究紫
草素对人共刺激
细胞增值率的影
响 ,  后 探 讨 紫 草
素促进人共刺激
细胞增殖及增强
人共刺激细胞对
高 分 化 胃 癌 细
胞N C I - N 8 7 ,  低
分 化 胃 癌 细 胞
B G C - 8 2 3 和 未
分 化 胃 癌 细 胞
HGC-27杀伤活性
的影响, 此研究国
内外尚未见报道.

(P <0.05); 紫草素浓度为100-400 μg/L时, 人共刺

激细胞增殖率为负值(P <0.05), 提示高浓度紫草

素对人共刺激细胞具有杀伤作用, 可能为高浓

度的紫草素产生的细胞毒作用所致(图2A).  
2.3 MTT检测 与对照组比较, 0.4-400 μg/L的紫

草素对NCI-N87抑制明显(P <0.05), 且NCI-N87
细胞的生长抑制率均随紫草素浓度增加而上升, 
呈剂量依赖性; 紫草素浓度相同时, NCI-N87细
胞生长抑制率24 h组达最高峰, 与48、72 h组比

较, 均有显著差异(P <0.05), 结果如图2B. 紫草素

浓度为100-400 μg/L时, 紫草素对BGC-823细胞

抑制明显(P <0.05), 紫草素浓度相同时, BGC-823
细胞生长抑制率72 h组达最高峰, 与24、48 h组
比较, 均有显著差异(P <0.05)(图2C). 与对照组

比较, 0.8-400 μg/L的紫草素对HGC-27抑制明显

(P <0.05), 且HGC-27细胞的生长抑制率均随紫草

素浓度增加而上升; 紫草素浓度相同时, HGC-27
细胞生长抑制率72 h组达最高峰, 与24、48 h组
比较, 均有显著差异(P <0.05)(图2D).  
2.3 FCM检测 紫草素与人共刺激细胞共培养

48 h后, 人共刺激细胞GraB、PFP、CD107a和
IFN-γ的表达不同程度升高, 且6和25 μg/L浓度
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图  1  人共刺激细胞的培养. A: 培养10 d的人共刺激细胞(×400); B: 扩增前和扩增10 d后人共刺激细胞FCM分析.
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图  2  紫草素对人共刺激细胞增殖率及胃癌细胞抑制率的影响. A: 紫草素对人共刺激细胞增值率的影响; B: 紫草素对

NCI-N87抑制率的影响; C: 紫草素对BGC-823抑制率的影响; D: 紫草素对HGC-27抑制率的影响; aP<0.05 vs  对照组; 时间
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■应用要点
此研究为培养细
胞毒性更强和安
全性更高的人共
刺激细胞提供了
新的思路. 但此研
究局限于体外实
验, 如何使人共刺
激细胞在体内持
续发挥作用和引
起体内的肿瘤免
疫记忆并激发新
一轮抗肿瘤免疫
反应, 仍需进一步
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组与对照组比较均有统计学意义(P <0.05); 各实

验组中, 6 μg/L组GraB、PFP和CD107a的表达最

高, 与其他浓度组相比有统计学差别(P <0.05)(图
3E).  
2 . 4  杀伤活性检测  经不同浓度紫草素作用

48 h后, 人共刺激细胞对胃癌细胞NCI-N87、
BGC-823和HGC-27的杀伤活性随着药物浓度

的增加逐渐增强, 浓度在6 μg/L时杀伤活性达最

高峰, 分别为55.30%、50.82%、60.86%, 0.4-25 

μg/L, 与对照组比较, 差异显著(P <0.05)(图3F).  
2.5 Western blot检测 不同浓度紫草素作用48 h
后, 人共刺激细胞中β-ca ten in、P-ERK1/2、
Bcl-2和P-AKT蛋白的表达不同程度增高, 紫草

素1.6-100 μg/L时β-catenin的表达高于对照组

(P <0.05); 紫草素6-100 μg/L时P-ERK1/2的表达

高于对照组(P <0.05), 且100 μg/L时P-ERK1/2表
达最高; 紫草素0.4-100 μg/L时Bcl-2的表达高于

对照组(P <0.05); 6-25 μg/L时P-AKT的表达高于

对照组(P <0.05)(图4).  

3  讨论

人共刺激细胞是PBMC在体外经多种细胞因子

CD3 mAb、IL-2、IFN-γ、IL-1α、CD28 mAb、
IL-15和IL-21诱导10 d后而获得的免疫效应细

胞. 因CD3 mAb、IL-2、IFN-γ、IL-1a、CD28 
mAb、IL-15和IL-21可以介导T细胞的增殖, 促
进T细胞的活化及增强细胞毒活性, 并促其分泌

IFN-γ及TNF-a等细胞因子, 所以人共刺激细胞

的增殖率和细胞毒活性较CIK细胞明显提高[9]. 
L iu等[10]体外研究发现人共刺激细胞对能明显

抑制SGC-7901、SW-1990和SW-1116细胞的增

殖, 此细胞毒活性主要来源于CD3+CD56+T细胞

比例较CIK细胞明显增高[11]. 本实验发现0.2-50 
μg/L紫草素作用人共刺激细胞48 h后能明显促

进其增殖, 增强人共刺激细胞对胃癌细胞的杀

伤活性.  
P F P和G r a B是活化的T细胞和自然杀伤

(natural killer, NK)细胞发挥细胞毒性作用的主

要效应分子, 并协同发挥杀伤靶细胞的细胞毒

■同行评价
本文具有一定指
导意义.
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图  3  紫草素对人共刺激细胞功能的影响. A: 紫草素作用48 h后, 人共刺激细胞GraB表达的FCM结果; B: 紫草素作用48 h后, 

人共刺激细胞PFP表达的FCM结果; C: 紫草素作用48 h后, 人共刺激细胞CD107a表达的FCM结果; D: 紫草素作用48 h后, 人

共刺激细胞IFN-γ表达的FCM结果; E: 紫草素作用48 h后, 各组人共刺激细胞GraB、PFP、CD107a及IFN-γ表达的FCM结果

的折线图; F: 紫草素作用人共刺激细胞48 h后, 对胃癌细胞NCI-N87、BGC-823、HGC-27杀伤活性的变化; aP<0.05 vs  对

照组, cP<0.05 vs  其他浓度组.
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性作用[12].  PFP在靶细胞膜上聚合形成活性孔

道, 在靶细胞膜内外形成明显的渗透压反差, 导
致靶细胞胀裂而死; GraB也可通过此PFP形成

的孔道进入靶细胞, 导致靶细胞凋亡[13]. T细胞

表面的CD107a分子, 与T细胞活化以后脱颗粒

过程相关, 其比值可以直接反应该效应细胞具

有的特异性杀伤活性[14]. IFN-γ可增强NK细胞、

巨噬细胞和T淋巴细胞的活力, 促进其分泌各种

细胞因子从而起到免疫调节作用, 并增强抗肿

瘤能力[15]. 本研究发现紫草素促进人共刺激细

胞GraB、PFP、CD107a和IFN-γ的表达并提高

其对胃癌细胞的杀伤活性, 此印证了既往研究

紫草素能通过免疫调节途径抗肿瘤理论[16]. 紫
草素6-25 mg/L时人共刺激细胞的GraB、PFP、
CD107a和IFN-γ表达均有不同程度的增加, 其
杀伤活性在此范围内明显增强, 紫草素浓度为6 
mg/L时达最大值, 与人共刺激细胞对胃癌细胞的

杀伤结果相一致.  
研究发现ERK1/2信号通路的激活能促进T

淋巴细胞的活化、增殖并抑制其凋亡, 并促进

IL-2生成[17]. 本研究发现, 紫草素促进人共刺激

细胞P-ERK1/2的表达, 且100 μg/L时P-ERK1/2表
达最高, 而此浓度紫草素抑制人共刺激细胞增

殖, 这与ERK瞬态活化促进细胞增殖、持续活

化促进细胞凋亡的理论一致[18]. 近来研究发现, 
Wnt/β-catenin信号通路在T细胞的增殖、分化、

成熟等方面起着重要作用[19]. PI3K/Akt信号传递

途径是T细胞最为重要的信号转导途径之一, 其
功能主要表现为与CD28协同刺激信号一道促进

T细胞活化; 调节周期蛋白和促T细胞增殖因子

等表达使T细胞周期正常进行; 通过调控凋亡信

号转导相关激酶活性和凋亡调控因子表达以拮

抗P53、Fas等诱导的T细胞凋亡以等[20]. 在细胞

凋亡过程中, Bcl-2是细胞死亡的负调因子, 其高

表达能促进T细胞的增殖及活化. β-catenin的活

化激活ERK分子, 进而上调抗凋亡分子Bcl-2的
表达, 促进免疫细胞的存活, 从而控制自身免疫

应答反应[21]. 鉴于β-catenin、P-ERK1/2、Bcl-2、
P-AKT表达与免疫细胞增殖及活化的重要作用, 
本研究发现紫草素能不同程度提高人共刺激细

胞β-catenin、P-ERK1/2、Bcl-2、P-AKT的表达, 
并且相同浓度范围下对人共刺激细胞的增殖及

杀伤活性有明显的促进作用, 因此可以推断紫草

素对人共刺激细胞的增殖和活化作用可能与激

活β-catenin、P-ERK1/2、Bcl-2、P-AKT信号通

路有关.  
总之, 紫草素能促进人共刺激细胞增殖并

提高其杀伤活性, 其可能机制为紫草素能激活

β-catenin、P-ERK1/2、Bcl-2和P-AKT信号通

路促进人共刺激细胞增殖, 提高GraB、PFP、
CD107a和IFN-g表达促进人共刺激细胞对胃癌

细胞的杀伤活性, 此为培养细胞毒性更强和安

全性更高的免疫活性细胞提供了新的思路. 
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