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摘  要 

目的：探讨黄芪四君子汤对前列腺癌荷瘤小鼠肿瘤进展的影响及机制。方法：建立C57BL/6小鼠前列腺

癌荷瘤模型，随机分为模型对照组、PD-1单抗组、中药 + PD-1单抗组、中药 + PD-1单抗 + STING抑制

剂组，每组5只，记录小鼠肿瘤大小及质量。检测外周血IFN-γ、TNF-α、TGF-β指标变化。qRT-PCR检测

M1/M2巨噬细胞标志物，IL-12和TNF-α (M1标志物)，IL-10和Arg 1 (M2标志物)的表达。Western blot
方法检测通路蛋白表达变化。结果：与PD-1单抗治疗组相比，联合中药治疗组明显抑制肿瘤生长，联合

STING抑制剂使用，则消减中药组的抗肿瘤疗效；与模型对照组相比，中药联合PD-1单抗可以显著提高

TNF-α水平、降低TGF-β水平，差异具有统计学意义(P < 0.05)，这一作用较PD-1单抗治疗组更明显，联

合STING抑制剂使用，则逆转这一现象；中药治疗组增加了M1标志物IL-12和TNF-α，降低了M2标志物

IL-10和Arg 1的表达；中药治疗组STING蛋白表达水平显著升高，在使用STING抑制剂之后，中药治疗所

产生的促M1极化作用随之降低。结论：黄芪四君子汤通过cGAS-STING通路重塑M2型TAMs向M1型极化，

改善肿瘤免疫抑制微环境，增敏前列腺癌的免疫治疗效力，发挥抗肿瘤免疫的作用。 
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Abstract 
Objective: To investigate the therapeutic effects and underlying mechanisms of Huangqi Sijunzi De-
coction (HSD) on tumor progression in a prostate cancer bearing mice. Methods: Prostate cancer 
xenografts were established in C57BL/6 mice and randomly divided into: (1) Model control, (2) PD-
1 mAb group, (3) HSD + PD-1 mAb, and (4) HSD + PD-1 mAb + STING inhibitor. Tumor volume and 
weight were monitored. Serum levels of IFN-γ, TNF-α, and TGF-β were measured. M1/M2 macro-
phage polarization was assessed via qRT-PCR for markers (IL-12/TNF-α for M1; IL-10/Arg1 for M2). 
Pathway proteins were analyzed by Western blot. Results: Compared to PD-1 monotherapy, the HSD 
combination group showed significantly enhanced tumor suppression (P < 0.05), which was atten-
uated by STING inhibition. HSD+PD-1 markedly increased TNF-α while decreasing TGF-β levels ver-
sus controls (P < 0.05), effects that were reversed by STING inhibition. HSD upregulated M1 markers 
(IL-12/TNF-α) and downregulated M2 markers (IL-10/Arg1). STING protein expression was signif-
icantly elevated in the HSD group, while STING inhibitor abolished HSD-induced M1 polarization. 
Conclusion: HSD reprograms M2-type tumor-associated macrophages (TAMs) toward M1 polariza-
tion via the cGAS-STING pathway, thereby ameliorating the immunosuppressive tumor microenvi-
ronment and enhancing anti-PD-1 efficacy in prostate cancer. 
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1. 引言 

前列腺癌(PCa)作为全球男性第二大恶性肿瘤，年新发病例达 160 万例，年死亡病例 36.6 万例，带来

显著的疾病负担[1] [2]。我国前列腺癌流行病学特征具有鲜明地域特性，最新肿瘤登记数据显示，其年龄

标化发病率已超越肾癌及膀胱癌，跃居男性泌尿生殖系统肿瘤首位。值得注意的是，与欧美国家不同，

我国初诊患者中约 60%患者初诊即中晚期，医务工作者常常要应对前列腺癌发展的终末阶段转移性去势

抵抗性前列腺癌(mCRPC)的挑战。以 PD-1/PD-L1 抑制剂为代表的免疫检查点疗法在部分实体瘤中取得突

破，在前列腺癌中虽有一定作用，但总体响应率不足 15% [3] [4]。研究表明，肿瘤免疫微环境(TIME)的
异质性可能是制约疗效的关键因素，其中肿瘤相关巨噬细胞(TAMs)作为 TIME 的主要调控者，可分化为

抗肿瘤、促炎的 M1 型和促肿瘤、抗炎的 M2 型，而后者为主要表型，与前列腺癌预后不良密切相关。因

此，重塑 TAMs 表型以逆转免疫抑制微环境，可能成为提升 mCRPC 免疫治疗响应的突破口。cGAS-STING
通路与巨噬细胞的 M1 型极化的关系十分密切，研究发现 STING 活化促进了巨噬细胞的 M1 型极化[5]，
而 STING 敲除后表现出 M1 极化的巨噬细胞比例降低[6]。目前，STING 激活已被证明可以促进癌症免

疫周期，并将免疫抑制性肿瘤微环境转化为免疫支持性微环境，而靶向 STING 的激动剂已成为国内外抗

肿瘤药物研发的新热点[7]。 
线粒体是机体能量代谢的中心，参与氨基酸、脂类、核苷酸的合成，线粒体功能障碍表现出生物合

成减少、老化、mtDNA 突变等，实则与中医气虚证类似[8]。大量研究表明，传统中医药在调节机体免疫

功能方面具有显著疗效。“癌毒”核心病机为脏腑功能失调，正气不足、热毒壅塞。正气亏损，癌毒损

伤，脾胃运化无权，气血乏源，胃络失养，致瘀毒积聚，黄芪四君子汤是在经典名方四君子汤的基础上，

增加传统益气药黄芪配伍而成，具有益气健脾之功效。 
本研究建立前列腺癌皮下荷瘤小鼠模型，以黄芪四君子汤灌胃进行干预，通过观察小鼠肿瘤大小、

外周血中常见细胞因子的含量以及小鼠骨髓来源的巨噬细胞 M1/M2 变化，检测 cGAS-STING 通路相关

指标的变化，以期为黄芪四君子汤治疗前列腺癌提供理论依据。 

2. 材料 

2.1. 实验动物与分组 

前列腺癌细胞系 PC3 购自上海中乔新舟生物科技公司。SPF 级近交系雄性 C57BL/6 小鼠，购买于重

庆腾鑫生物技术有限公司，饲养于重庆医科大学动物实验中心。本课题所涉及的所有动物实验及操作，

均得到重庆医科大学附属第一医院伦理委员会批准许可。 

2.2. 药品制备 

黄芪四君子汤由黄芪 15 g，人参 9 g，炒白术 9 g，茯苓 9 g，炙甘草 6 g 加入 10 倍量的水煎煮 1 h，
煎煮 2 次，纱布滤过，浓缩至含生药量 0.129 g/mL，分装，高温消毒后置于 4℃冰箱保存备用。 

2.3. 主要试剂耗材 

IFN-γ、TNF-α 和 TGF-β ELISA 试剂盒(博士德生物)；逆转录试剂盒(美国 GeneCopoeia)；All-in-One™ 
miRNA qRT-PCR Detection System (美国 GeneCopoeia)；cGAS、STING 抗体(proteintech)；MitoSOX 试剂

盒(美国，Invitrogen)；丙二醛(MDA)测定试剂盒(TBA 法) (南京建成)。 

2.4. 仪器 

低温高速离心机(美国 Sigma)、细胞培养箱(美国 Thermo Scientific)、荧光定量 pcr 仪(美国 Bio-rad 
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CFX96)、梯度 pcr 仪(美国 Applied Biosystems)、电转仪(美国 Bio-rad)、电泳仪(美国 Bio-rad)。 

3. 方法 

3.1. 小鼠前列腺癌模型的建立、分组及给药方式 

选用 SPF 级近交系雄性 C57BL/6 小鼠，体重(20 ± 2) g，适应性饲养 1 周。采用含 10%胎牛血清的

RPMI-1640 基础培养基在常规条件(37℃、5% CO2)下培养前列腺癌细胞至对数生长期，计算调整细胞密

度，用碘伏擦拭即将注射的部位(背部皮下) 3 次，每个注射点注入 0.1 mL 总计 5 × 106 个细胞，建立前列

腺癌荷瘤小鼠模型。将小鼠随机分为模型对照组、PD-1 单抗组(Day 9、15,200 ug/次)、中药 + PD-1 单抗

组、中药 + PD-1 单抗 + STING 抑制剂(SN-011)组(Day 10、16,100 ug/次)，每组 5 只，记录小鼠肿瘤大

小及质量。按照“人和动物体表面积折算等效剂量比率表”中 20 g 小鼠用量与 60 kg 人用量的比例为

1:0.081 (人 = 鼠 × 0.081)，成人临床剂量为 310 mg/kg，则小鼠临床等效剂量为 3.8 g/kg，用生理盐水溶

解制成溶液。计算出小鼠等效剂量约为 6.24 g/kg，空白对照组及模型组给予等量生理盐水灌胃。建模后

第 7 天给药，每日 1 次，给药 10 天。各组治疗 21 天后麻醉处死取材，每 3 天记录瘤体大小，处死后记

录肿瘤质量(根据以下公式估算体积：体积 = 1/2 长 × 宽 2 (mm3))。 

3.2. 外周血 IFN-γ、TNF-α、TGF-β检测 

眼眶静脉丛采血法分离小鼠血液，取 100 μL 离心分离血清；按照 ELISA 试剂盒说明书中的操作指

南，检测 IFN-γ、TNF-α、TGF-β 水平。 

3.3. 检测骨髓来源的巨噬细胞 M1/M2 水平检测 

小鼠麻醉后处死，并在无菌条件下保存腿部骨骼，使用预混培养基(RPMI1640/DMEM 高糖培养基 + 
10%胎牛血清)吹洗出骨髓细胞，经 70 um 细胞滤网过滤后，向滤液中加入红细胞裂解液。最后将细胞重

悬于预混培养基(RPMI1640/DMEM 高糖 + 10%胎牛血清 + 20 ng/mL 巨噬细胞集落刺激因子)中培养，得

到骨髓来源的巨噬细胞(BMDMs)。细胞培养条件：37℃，5% CO2。7 天后收集细胞。 

3.4. 巨噬细胞 cGAS-STING 通路相关指标的检测 

小鼠麻醉后处死，选取合适的瘤体组织块，在液氮中研磨成细粉状，将其移入 EP 管(提前空管称重)，
再次称重并算出组织质量。以组织质量(mg)：裂解液(uL) = 1:10 的比例加入配制好的细胞裂解液，提取

瘤体组织蛋白。Western blot 定量分析肿瘤组织中 cGAS、STING 的蛋白表达。 

3.5. 线粒体活性氧(mtROS)水平检测 

眼眶静脉丛采血法分离小鼠血液，取 100 μL离心分离血清；与 MitoSOX 一起孵育，然后进行洗涤，

根据 Invitrogen™ CellROX 试剂说明，使用荧光分光光度计检测荧光强度，用于半定量比较 mtROS 水平。

根据 MDA 试剂盒检测血清丙二醛(MDA)水平，用于间接反应 mtROS 水平。 

3.6. 统计分析 

本研究中所有实验均已进行三次重复实验。使用 GraphPad Prism 8 软件对结果作图及分析，数据以

均数 ± 标准差表示。在进行单因素方差分析(One-way ANOVA)和 t 检验之前，先检验数据或变量的正态

性和方差齐性，如果数据符合正态分布且具有方差齐性，我们将采用单因素方差分析 ANOVA 检验的方

法来比较不同处理组之间的差异(P < 0.05 被认为有统计学意义)。 
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4. 结果 

4.1. 黄芪四君子汤前列腺癌小鼠肿瘤生长情况影响 

相较于单纯使用 PD-1 抗体的治疗，黄芪四君子汤联合小鼠 PD-1 抗体的治疗可以显著降低前列腺癌

皮下荷瘤小鼠的肿瘤体积，与模型组相比，差异具有统计学意义(P < 0.05)，表明黄芪四君子汤对小鼠前

列腺癌治疗有效；与 PD-1 单抗治疗组相比，联合治疗组能更明显抑制肿瘤生长，表明本方可对免疫治疗

产生增敏作用。联合 STING 抑制剂使用，则消减中药组的抗肿瘤疗效，说明中药组抗肿瘤作用是通过激

活 STING 通路实现的(图 1)。 
 

  
Figure 1. Effect of Huangqi Sijunzi Decoction on tumor volume and tumor weight in prostate cancer xenograft mice. Statistical 
analysis was performed using one-way analysis of variance (ANOVA), followed by the Bonferroni post hoc test for multiple 
comparisons. Data are presented with significance levels indicated as P < 0.05 (*) and P < 0.01 (**). 
图 1. 黄芪四君子汤对前列腺癌荷瘤小鼠瘤体大小、质量的影响。采用 ANOVA 检验，事后检验选择 Bonferroni 检验
(“*”P < 0.05, “**”P < 0.01) 

4.2. 黄芪四君子汤对前列腺癌荷瘤小鼠免疫微环境的影响 

Elisa 检测发现：黄芪四君子汤联合小鼠 PD-1 抗体可以调节前列腺癌模型小鼠的细胞因子水平。与

模型对照组相比，黄芪四君子汤联合 PD-1 单抗可以显著提高 TNF-α 水平、降低 TGF-β 水平，差异具有

统计学意义(P < 0.05)，这一作用较 PD-1 单抗治疗组更明显，联合 STING 抑制剂使用，则能逆转这一现

象；这表明黄芪四君子汤可促进前列腺癌荷瘤小鼠产生细胞因子，形成抗肿瘤免疫微环境。在 IFN-γ 的

分析中，虽然未发现联合治疗的差异具有统计学意义，但仍可看出黄芪四君子汤联合 PD-1 单抗治疗能在

一定程度上提高 IFN-γ 水平(图 2)。 

4.3. 黄芪四君子汤提高 M1/M2 型 TAMs 比例，抑制 M2 型并促进 M1 型极化 

为了验证黄芪四君子汤参与 M1 巨噬细胞极化。为了证实我们的假设，我们使用 qRT-PCR 检测了

M1/M2 巨噬细胞标志物，发现黄芪四君子汤增加了 IL-12 和 TNF-α (M1 标志物)，降低了 IL-10 和 Arg 1 
(M2 标志物)的表达(图 3)。 
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Figure 2. Effects of Huangqi Sijunzi Decoction on the tumor immune microenvironment in prostate cancer-bearing mice. 
Statistical comparisons among groups were performed using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test. P < 
0.05 (*), P < 0.01 (**) 
图 2. 黄芪四君子汤对前列腺癌荷瘤小鼠免疫微环境的影响。采用 ANOVA 检验，事后检验选择 Bonferroni 检验。
(“*”P < 0.05, “**”P < 0.01) 

 

 
Figure 3. qRT-PCR analysis of M1 and M2 marker expression levels in each group. Data were ana-
lyzed using one-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test (P < 0.05 (*), P < 0.01 (**)) 
图 3. qRT-PCR检测各个组内M1、M2 标志物水平。采用ANOVA检验，事后检验选择Bonferroni
检验(“*”P < 0.05, “**”P < 0.01) 

4.4. 黄芪四君子汤处理导致 mtDNA 释放并激活 cGAS-STING 通路，调控免疫反应，实现对

抗前列腺癌发生发展作用 

为了进一步探究黄芪四君子汤对免疫治疗产生增敏作用的具体机制，通过 western blot 方法，检测到

各组蛋白表达变化，可以看到，联合黄芪四君子汤情况下，STING 蛋白表达显著升高，cGAS 蛋白表达

也有明显升高，STING 抑制剂可有效降低 STING 水平(图 4(C))。在使用 STING 抑制剂之后，黄芪四君
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子汤所产生的促 M1 极化作用随之降低(图 3)，说明黄芪四君子汤的促 M1 作用是通过 cGAS-STING 通路

产生的。同时，我们发现，在接受黄芪四君子汤处理后，线粒体 ROS 水平(mtROS)显著升高(图 4(A))，
且由于 mtROS 过量产生可导致线粒体膜脂质过氧化，MDA 水平也相应升高(图 4(B))，这一点也同样得

到了验证。说明黄芪四君子汤是通过 mtDNA 释放并激活 cGAS-STING 通路的。 
 

 
Figure 4. Astragalus Sijunzi Decoction promotes mitochondrial DNA (mtDNA) release and activates the cGAS-STING sig-
naling pathway. Data were analyzed by one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test (P < 0.05 (*), P < 0.01 (**)) 
图 4. 黄芪四君子汤通过 mtDNA 释放并激活 cGAS-STING 通路。采用 ANOVA 检验，事后检验选择 Bonferroni 检验
(“*”P < 0.05, “**”P < 0.01) 

5. 讨论 

前列腺癌免疫微环境是一个多成分相互作用的复杂网络，在肿瘤免疫监视和免疫逃避中发挥重要作

用，极大影响了免疫治疗的敏感性，是治疗应率不佳的主要原因。单核–巨噬细胞谱系是肿瘤生态位的

重要炎症成分，TAMs 在肿瘤微环境(Tumor microenvironment, TME)中的比例高达 30%~50%，是数量最
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多的白细胞[9]。TAMs 源自骨髓干细胞增殖，经过不同分化阶段迁移入血成为成熟单核细胞，后被募集

至肿瘤部位定居所形成，在 TME 中不同的信号分子刺激下分化为 M1 和 M2 表型[10]。M1 型 TAMs 主
要由 IL-1β、IFN-γ、LPS 等促炎细胞因子诱导分化，主要表达 CD68、CD80、CD86 表面分子，可分泌 IL-
6、IL-12、TNF-α 等细胞因子，激活 Th1 免疫应答，促进肿瘤细胞凋亡，抑制肿瘤生长、转移[11]。而 M2
型 TAMs 则主要由 IL-4、IL-10、IL-13 刺激产生，表达 CD163、CD204、CD206 分子，分泌 IL-10、TGF-
β 等，同时激活 Th2 免疫应答，发挥促进肿瘤、抑制炎症、促血管生成等作用[12]。根据刺激源以及转录

调控，M2 型 TAMs 可分成 M2a、M2b、M2c、M2d 四个亚型，均具有促进肿瘤生长的作用，且 M2d 型

TAMs 还能加剧肿瘤血管生成的细胞外基质降解，极大促进了肿瘤转移[13]。目前靶向 TAMs 的肿瘤免疫

治疗主要包括耗竭 TAMs、抑制 TAMs 招募和调控 TAMs 极化[14]。由于 TAMs 具有显著的可塑性，其

两极分化并不代表最终分化，这使调控 TAMs 极化成为了极具潜力的治疗靶点[15]。在 TME 中，肿瘤细

胞为实现快速增殖而消耗大量氧气及营养物质，形成了低氧、酸性环境而激活缺氧诱导因子 1α (HIF-1α)，
诱导 M2 型 TAMs 极化[16]。然而，通过调节 TME 中多种细胞因子、信号分子、微小 RNA 以及细胞代

谢等又可转化 TAMs 表型，其中核因子 κB (NF-κB)和干扰素调节因子(IRF)家族是促进 M1 型 TAMs 极化

的关键转录调控因子[17]。M1/M2 比率可判断 TAMs 的极化程度，而高 M1/M2 比率与肿瘤患者更好的生

存率具有正相关性。因此，通过促进 TAMs 的 M1 型极化，有利于改善 TME 免疫抑制状态、激活机体抗

肿瘤能力，从而对肿瘤免疫治疗发挥良性调节作用[18]。 
在 TME 中，M1 型和 M2 型 TAM 存在着不同的代谢模式，主要表现为其耗氧量和对线粒体代谢的

依赖不同。M1 型 TAMs 主要利用糖酵解满足能量需求，产生一氧化氮(NO)和活性氧(ROS)，极少依赖线

粒体功能，表现出三羧酸(TCA)循环中断。相反，M2 型 TAMs 则高度依赖线粒体呼吸，有着完整的 TCA
循环，主要通过氧化磷酸化(Oxidative Phosphorylation, OXPHOS)和脂肪酸氧化(Fattyacid oxidation, FAO)
方式代谢，且糖酵解活性有限，主要表达高水平的精氨酸酶 1 (Arginase-1)。由于 M1/M2 型 TAMs 存在

代谢异质性，通过改变细胞代谢状态可调控 TAMs 极化，目前已逐渐成为极具希望的抗癌治疗策略[19] 
[20]。 

环状 GMP-AMP 合酶(cGAS)-干扰素基因刺激因子(STING)信号通路是细胞应激、组织损伤中炎症的

关键介质，可响应胞质 DNA 并驱动先天免疫激活，对于肿瘤免疫监视具有重要作用[21]。线粒体 OXPHOS
功能障碍，如线粒体活性氧(mtROS)产生增加、电子传输受阻等，促进了线粒体 DNA (mtDNA)释放，可

直接激活 cGAS-STING 通路[22]。cGAS-STING 通路与巨噬细胞的 M1 型极化的关系十分密切，研究发

现 STING 活化促进了巨噬细胞的 M1 型极化，而 STING 敲除后表现出 M1 极化的巨噬细胞比例降低。

目前，STING 激活已被证明可以促进癌症免疫周期，并将免疫抑制性肿瘤微环境转化为免疫支持性微环

境，而靶向 STING 的激动剂已成为国内外抗肿瘤药物研发的新热点。 
线粒体是机体能量代谢的中心，参与氨基酸、脂类、核苷酸的合成，可通过 TCA 循环和 OXPHOS 产

生 ATP，为人体提供能量，并参与调控细胞增殖、细胞代谢等一系列生物过程。线粒体功能障碍表现出

生物合成减少、老化、mtDNA 突变等，实则与中医气虚证类似。巨噬细胞作为重要的先天免疫细胞，本

源于骨髓，在所有组织中都有分布，具有吞噬病原体、呈递抗原、激活免疫的作用，控制了机体发育、免

疫稳态等。研究表明，传统中医药在调节机体免疫功能方面具有显著疗效。“癌毒”核心病机为脏腑功

能失调，正气不足、热毒壅塞。正气亏损，癌毒损伤，脾胃运化无权，气血乏源，胃络失养，致瘀毒积

聚，黄芪四君子汤是在经典名方四君子汤的基础上，增加传统益气药黄芪配伍而成，具有益气健脾之功

效。 
综上所述，我们通过动物实验验证，黄芪四君子汤通过 cGAS-STING 通路重塑 M2 型 TAMs 向 M1

型极化，改善肿瘤免疫抑制微环境，增敏前列腺癌的免疫治疗效力，发挥抗肿瘤免疫的作用。然而，本
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实验仅有动物体内实验，为了进一步验证以上结论，在后续实验中，我们将会挖掘黄芪四君子汤的有效

单体，设计体外细胞实验。 

声  明 
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