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Compound K（C-K）为人参属药材诸如人参和西洋

参中人参二醇皂苷肠道代谢降解产物［1］，其抗氧化、抗

炎和抗衰老功效已经在国内外得到了广泛的研究［2-5］。

近年来，新的研究证据表明C-K亦具有一定的拮抗结肠

肿瘤的功效［6］。在小鼠结肠癌肿瘤模型中，西洋参及人

参表现出较强的抑制肿瘤细胞生长的效果，并且弱化了

肿瘤细胞对化疗药物的拮抗作用［7-8］。最近的研究表明

C-K能作用于免疫细胞，调节免疫系统［9］。作为肿瘤微

环境中极其重要的一群免疫细胞，髓样抑制性细胞

（myeloid derived suppressor cell, MDSC）对肿瘤细胞

的早期增生、免疫逃逸以及转移起到非常重要的促进作

用［10］。但是迄今为止，国内外尚无文献报道C-K对MD-
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摘要：目的 探讨人参皂苷 Compound K（C-K）对髓系抑制性细胞（myeloid derived suppressor cell, MDSC）凋亡、免疫抑制及促

炎症细胞因子分泌的影响。方法 流式细胞术分选得到CT26肿瘤小鼠骨髓MDSCs，分别用C-K或PBS处理后，Annexin V/

7-AAD检测细胞凋亡；qRT-PCR检测Cox-2 和Arg-1 的mRNA表达水平；ELISA技术检测细胞培养上清中 IL-1β、IL-6和 IL-17

的水平。体内实验中，C-K 或对照PBS处理的MDSCs和结肠癌细胞系CT26共同皮下免疫Balb/c小鼠，21 d后，对两组小鼠肿

瘤的大小以及组织形态学进行鉴定。结果 C-K促进了体外培养的MDSC的凋亡，表现为早期细胞凋亡率及晚期凋亡细胞或

坏死率均增加（P<0.01，P<0.05）；并显著下调了MDSC中免疫抑制作用相关基因Cox-2及Arg-1的表达（P<0.05，P<0.01）；同时

抑制了MDSC中促炎症细胞因子 IL-1β、IL-6和IL-17的分泌（P<0.05，P<0.001，P<0.05）。与对照组比较，C-K 处理后的MDSCs

在体内促进肿瘤细胞的增殖作用明显减弱（P<0.01）。结论 C-K 能促进体外培养的MDSC细胞凋亡并拮抗其免疫抑制功能，

从而抑制肿瘤细胞的生长与增殖。
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Abstract: Objective To investigate the effect of ginseng-derived compound K (C-K) on apoptosis, immunosuppressive activity,
and pro-inflammatory cytokine production of myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) from mice bearing colorectal cancer
xenograft. Methods Flow-sorted bone marrow MDSCs from Balb/c mice bearing CT26 tumor xenograft were treated with
either C-K or PBS for 96 h and examined for apoptosis with Annexin V/7-AAD, Cox-2 and Arg-1 expressions using qRT-PCR,
and supernatant IL-1β, IL-6, and IL-17 levels with ELISA. C-K- or PBS-treated MDSCs were subcutaneously implanted along
with CT26 tumor cells in WT Balb/c mice, and the tumor size and morphology were evaluated 21 days later. Results C-K
treatment significantly increased the percentages of early and late apoptotic MDSCs in vitro (P<0.01 and P<0.05, respectively),
decreased the expressions of immunosuppression-related genes Cox-2 (P<0.05) and Arg-1 (P<0.01), and suppressed the
production of IL-1β (P<0.05), IL-6 (P<0.01), and IL-17 (P<0.05) by the MDSCs . Compared with PBS-pre-treated cells,
C-K-pretreated MDSCs showed significantly attenuated activity in promoting CT26 tumor growth in mice (P<0.01).
Conclusion C-K can suppress the immunosuppresive effect of MDSCs to inhibit tumor cell proliferation in mice, which
suggests a new strategy of tumor therapy by targeting MDSCs.
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SC的影响。本研究欲探讨C-K对MDSC细胞凋亡、免

疫抑制及促炎症细胞因子产生的影响，从而阐明C-K的

抗癌作用至少部分是通过抑制了MDSC这一类重要的

微环境细胞来抑制肿瘤细胞的增殖。

1 材料与方法

1.1 材料

细胞培养所用RPIM 1640、胎牛血清(FBS)、DPBS

及细胞培养双抗均购自美国 Life Technologies 公司；

C-K 购自美国BD Biosciences 公司；MDSC体外培养

所需GM-CSF (10 ng/ml)以及流式分选MDSC 和凋亡

检测抗体及试剂包括 PE-CD11b（M1/70）、FITC-Gr1

（8C5）、Pacific Blue-Annexin V和 7-AAD均购自美国

Biolegend公司；小鼠 IL-1β、IL-6和 IL-17 ELISA试剂

盒亦购自美国Biolegend公司；RNA提取，cDNA合成和

SYBR Green qRT-PCR 试剂盒购自美国 Life Technolo-

gies 公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

1.2.1.1 CT26 细胞培养 Bal b/c小鼠细胞系CT26，购

自美国模式培养物集存库（ATCC），用RPMI 1640（含

10% FBS，1% 青霉素和链霉素）培养基，培养于 5%

CO2，37 ℃细胞培养箱中，3~4 d传代1次。取对数生长

期细胞用 Tris-EDTA 消化，DPBS洗涤，重悬制成单细

胞悬液，台盼蓝染色计数收集细胞用于后续实验。

1.2.1.2 MDSC 分离与培养 Balb/c小鼠，6~8周龄，15~

20 g，SPF级，购自南华大学实验动物部。结肠肿瘤由

Balb/c小鼠皮下注射CT26细胞21 d后诱导产生。小鼠

断颈处死后，用注射器抽取细胞分离/流式缓冲液

（DPBS加入2% FBS）冲洗双侧股骨和胫骨，70 μm 细

胞滤网过滤分离，随后进行40%~80% Percoll 分离单细

胞悬液。单细胞悬液加入 CD11b（M1/70）和 FITC/

Cy5.5-Gr1（8C5）抗体后，冰上避光染色30 min。缓冲

液洗后，用流式细胞仪（BD FACSAria cell sorter）分

选 CD11b+Gr1+MDSC，培养于 6 孔板内，培养液为

RPMI 1640（含10% FBS，1%青霉素和链霉素，5 ng/ml

GM-CSF）。处理组加入 50 μmol/L C-K，对照组加入

PBS处理细胞96 h后，收集细胞上清保存于-80 ℃，用

ELISA检测促炎性细胞因子水平。

1.2.2 Annexin V/7-AAD 检测MDSC凋亡 50 μmol/L

C-K 处理 MDSCs 96 h 后，C-K 处理组和对照组经

DPBS（含2% FBS）洗2次后转移至100 μl Annexin V

结合缓冲液，加入 5 μl Annexin V和 10 μl 7-AAD，混

匀，室温避光染色 15 min，再加入400 μl 结合缓冲液。

于BD biosciences LSRII 流式细胞仪上进行检测。早

期凋亡细胞为Annexin V阳性，7-AAD阴性。晚期凋亡

或坏死细胞为Annexin V和7-AAD双阳性。

1.2.3 qRT-PCR 检测 Cox-2 和 Arg-1 的表达 细胞总

mRNA由 PureLink® RNA Mini 试剂盒提取，定量后取

1 μg mRNA用 SuperScript® III First-Strand Synthesis

System 合成cDNA。SYBR Green qRT-PCR 用于检测

MDSC中免疫抑制相关基因Cox-2 和Arg-1的表达。

小鼠GAPDH 用于基因表达相对定量。qRT-PCR在

Bio-Rad Cycler Thermal Cycler 上完成，PCR定量分析

采用2-ΔΔCt法，以GAPDH的表达为内参照。用于qRT-

PCR 实验的引物：Cox-2 forward，5'-AGTGTGCGA-

CATACTCAAGCAGGA-3'；reverse，5'-TTGAAGTGG-

TAACCGC-TCAGGTGT-3'；Arg-1 forward，5'-AAGA

ATGGAAGAGTCAGTGTGG-3'；reverse，5'-GGGAG

TGTTGATGTCAGTGTG-3'；GAPDH forward，5'-CT

TTGTCAAGCTCAT-TTCCTGG-3'；reverse，5'-TCTT-

GCTCAGTGTCCTTGC-3'。

1.2.4 ELISA检测促炎性细胞因子水平 培养的MDSC

经C-K 或者PBS 处理96 h后，细胞培养上清中促炎性

细胞因子水平用IL-1β、IL-6或IL-17 LEGEND MAXTM-

Mouse ELISA Kit with Pre-coated Plates 试剂盒检测，

具体操作参照制造商提供的实验流程完成。在多功能

酶标检测仪上读取波长为450 nm的吸光度。

1.2.5 动物免疫及小鼠皮下肿瘤形态、组织学检测

MDSC 经50 μmol/L C-K或PBS 对照处理后，流式分

选 DAPI（4'，6-diamidino-2-phenylindole）染色阴性1×

104 MDSC混合1×106 CT26肿瘤细胞皮下免疫Balb/c

小鼠21 d。小鼠断颈处死后，对所生成的肿瘤进行初步

的形态学鉴定，并切取部分肿瘤组织，进行固定、脱水、

石蜡包埋。0.5 μm石蜡切片，HE染色，观察分析各组小

鼠肿瘤组织形态特点。

1.3 统计学方法

所有数据用均数±标准差表示，采用SPSS 13.0统

计软件进行 two-tailed Student's t test 组间比较，P<

0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 C-K 诱导MDSC细胞凋亡

经 C-K 处理流式分选的 CT26 肿瘤小鼠骨髓

CD11b+Gr1+MDSC与对照组（PBS处理）相比，细胞凋

亡率明显升高。具体表现为早期凋亡的细胞（Annexin

V +/7-AAD-）较 PBS 处理对照组显著增多（17.2% &

5.2%，P<0.001，n=3），坏死或晚期凋亡细胞百分比

（Annexin V+/7-AAD+）也明显增加（20.5% & 7.9%，P<

0.01，n=3，图 1）。

2.2 C-K 降低MDSC中Cox-2和Arg-1 的表达

Cox-2 和Arg-1是MDSC抑制CD8+ T 细胞毒性功

能相关的关键基因。我们用qRT-PCR比较了C-K处理组

与PBS对照组的肿瘤小鼠骨髓MDSC中Cox-2和Arg-1
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基因在mRNA水平的表达变化。结果表明，C-K 有效

抑制了Cox-2和Arg-1基因的表达（P<0.05，P< 0.01，n=

3，图2）。提示C-K有可能抑制MDSC的免疫抑制活性。

2.3 C-K 抑制MDSC促炎性细胞因子的分泌

IL-1β、IL-6和IL-17等促炎性细胞因子在肿瘤微环

境中高度分泌并对肿瘤的增殖以及转移有着非常重要

的促进作用。MDSC等髓性细胞被认为是肿瘤微环境

中促炎性细胞因子分泌的重要细胞。ELISA检测结果

表明，C-K处理MDSC组细胞培养上清中促炎性细胞因

子水平如 IL-1β（P<0.05）、IL-6（P<0.001，n=3）和

IL-17（P<0.05，n=3）均明显降低（图 3）。C-K能有效抑

制体外培养的MDSC主要促炎性因子的分泌，而促炎

性因子在肿瘤微环境中对肿瘤的增殖、侵润以及转移起

到及其重要的促进作用。提示C-K可能通过抑制微环

境中MDSC促炎性因子的分泌从而抑制肿瘤的增生。

2.4 C-K 延缓MDSC与CT26共移植瘤的生长

为了进一步在体内证明，经 C-K 处理后能钝化

MDSC的免疫抑制与促肿瘤生长能力。我们分别将

C-K 处理后 MDSC 或 PBS 处理后 MDSC 混合 CT26

Balbl/c结肠癌细胞系皮下移植到野生型Balb/c小鼠。

21 d后，断颈处死小鼠，比较接受C-K处理的 MDSC+

CT26实验组小鼠（n=5~10只）和对照组小鼠（n=5~10

只）皮下移植肿瘤生长情况。如图4A所示，虽然两组小

鼠均出现皮下移植肿瘤，但是C-K MDSC+CT26 小鼠

皮下的肿瘤直径明显小于对照组（P<0.01，n=3）。HE染

色肿瘤组织切片显示，对照组中肿瘤细胞增生明显，多

见免疫细胞和间质细胞浸润。而实验组的免疫细胞浸

润明显减少，肿瘤细胞增生减缓（图4B）。上述结果表

明C-K处理后减弱了MDSC对肿瘤细胞生长、增殖的

促进作用。

3 讨论

作为肿瘤微环境中非常重要的一群髓性免疫抑制

细胞，MDSC分泌大量的促炎性细胞因子及趋化因子，

从而促进肿瘤细胞的生长与增殖［11］。同时MDSC分泌

PEG2，Arg-1等因子抑制细胞毒性CD8+ T细胞和树突

图1 C-K处理促进MDSC细胞凋亡
Fig.1 CK promotes apoptosis of MDSCs
measured by Annexin V and 7-AAD staining.
***P<0.001, **P<0.01 by Student's t test (n=3).
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图2 MDSC中Cox-2和Arg-1表达受C-K抑制
Fig.2 Expressions of Cox-2 and Arg-1 in MDSC
treated with C-K detected by qRT-PCR. *P<0.05,
**P<0.01 (n=3).
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图 3 C-K降低MDSC促炎性因子IL-1β、IL-6和IL-17分泌
Fig.3 Production of pro-inflammatory cytokines IL-1β, IL-6
and IL-17 by MDSCs treated with C-K (n=5). Results were
from two independent experiments. *P<0.05, **P<0.001.
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细胞，协助肿瘤免疫逃逸［12］。基于 MDSC 在肿瘤形成

中的重要作用，在结肠癌形成过程中，通过单克隆抗体

中和MDSC表面表达Gr-1从而中和微环境中MDSC能

非常有效地抑制肿瘤的形成［13］。鉴于 MDSC 在肿瘤微

环境中的重要作用，目前靶向 MDSC 等髓性细胞是肿

瘤的生物靶向治疗研究的热门领域，诸如拮抗 MDSC

表面抗原PD-L1的单克隆抗体已经广泛应用于结肠、乳

腺和肺等肿瘤靶向治疗研究及早期临床试验［14-15］。

已有报道表明人参及西洋参肠道代谢产物C-K作

用于 JNK通路诱导人结肠癌HCT-116细胞的凋亡与自

噬，具有一定肿瘤抑制能力［16］。研究亦发现，C-K 能抑

制组蛋白脱乙酰酶histone deacetylase (HDAC) 活性，

从而抑制肿瘤细胞的生长，促进其凋亡［6］。最新的研究

也观察到 C-K 具有一定的免疫抑制潜能［9］。但是迄今

为止，C-K对 CD11b+Gr1+ MDSC这一类肿瘤微环境

中极其重要的髓性免疫细胞的作用仍未得到研究。因

此，我们选择肿瘤MDSC为研究 C-K 功能的靶细胞并

通过小鼠结肠肿瘤移植模型证明了 C-K 能有效抑制

MDSC的活性，从而延缓移植瘤的生长。本研究中，我

们首先发现体外培养的肿瘤MDSC在C-K处理下，细

胞增殖受到明显抑制，表现为早期凋亡细胞（Annexin

V +/7 AAD-）和晚期凋亡或坏死细胞（Annexin V +/7

AAD+）均明显增多。随后我们发现，C-K 能有效抑制肿

瘤MDSC中Cox-2和Arg-1基因的表达，而这两者均是

MDSC免疫抑制作用相关的关键基因。C-K对Cox-2

和Arg-1的抑制为今后研究药物抑制MDSC免疫抑制

活性提供了思路。此外，我们还测定了经C-K处理的

MDSC上清中促炎性因子诸如IL-1β、IL-6和IL-17的水

平，结果表明C-K能明显降低 IL-1β、IL-6和 IL-17的分

泌，提示 C-K 能够有效调节 MDSC 的免疫活性。最

后，我们用CT26小鼠结肠癌细胞系皮下诱导野生型

Balb/c小鼠产生肿瘤，并共同注射经C-K处理的MDSC

或对照 PBS 处理的 MDSC。结果表明，接受C-K处理

的MDSC+CT26肿瘤小鼠所生成的肿瘤直径明显小于

接受PBS处理的MDSC+CT26对照组，HE染色也从形

态学方面证实了C-K处理组的肿瘤形态特征弱于PBS

对照组。肿瘤细胞和 MDSC 共移植实验进一步验证了

我们上述体外实验结果，也提示了利用C-K进行体内肿

瘤的免疫靶向治疗的可行性。

目前，药物靶向MDSC治疗肿瘤主要通过：（1）拮

抗MDSC的免疫抑制活性。比如Sildenafil或Tadalafil

等 5型磷酸二酯酶（Phosphodiesterase-5, PDE-5）抑制

剂主要通过作用于 MDSC 中 cGMP 通路，从而抑制

MDSC 免疫抑制相关Arg-1或NOS2的生成［17-18］。作用

于Cox2的非甾体抗炎药（Nonsteroidal anti-inflamma-

tory drugs, NSAID）往往也能有效的抑制 MDSC 的免
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Fig.4 Tumor size in mice receiving
co-implantation of CT26 cells and
MDSCs pre-treated with C-K or PBS (A)
and histological examination of the
tumor (B, HE staining, original
magnification, ×200).
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疫抑制活性；（2）直接清除 MDSC。例如中和 MDSC 表

面抗原的单克隆抗体 Gr1、Ly6G 或者 PD-L1 等中和

MDSC；（3）抑制MDSC发生发展的关键通路。JAK2/

STAT3/NFKB是 MDSC和肿瘤中与促炎性因子 IL-1β

和 IL-6分泌相关的关键通路。Seavey等［19］发现 JAK2

选择性抑制剂CEP-33779能有效抑制小鼠结肠癌肿瘤

的生长。Tu等［20］也发现，中药成分姜黄素能有效抑制胃

癌移植瘤小鼠MDSC 中STAT3的磷酸化，降低 IL-6的

分泌并抑制 MDSC 的增殖。我们的研究首次发现 C-K

对 MDSC 的抑制作用，并在MDSC体外培养和体内共

移植结肠瘤实验中得到了验证—— C-K促进MDSC凋

亡，抑制免疫抑制基因的表达以及降低促炎性因子的分

泌。而Arg-1和 Cox2等免疫抑制基因及 IL-1β和 IL-6

等促炎性因子均受JAK2/STAT3这一通路所调控，此结

果提示，C-K 可能靶向于 MDSC 中 JAK2/STAT3这一

关键通路而实现对 MDSC 的抑制。事实上，红参肠道

代谢产物C-K的代谢前底物的一种已被证实能有效抑

制小鼠关节炎Th17 细胞中STAT3的磷酸化［21］。本研

究进一步提示了C-K可能是人参类中药作用于 JAK/

STAT3通路的有效成分。

综上所述，本研究证实了 C-K 对肿瘤微环境中

MDSC的抑制作用。这为今后研究小鼠的结肠癌肿瘤发

生中MDSC的功能和作用机制提供了新的实验方法与

经验，揭示了人参类重要代谢成分抑制肿瘤的新机制，

并对肿瘤药物的筛选和研发提供了新的思路。但C-K

对MDSC的具体抑制作用机制，还有待进一步探讨。
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