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[摘要] 目的：探讨加味肺复方对肺腺癌A549细胞荷瘤裸鼠瘤体及Wnt/茁-连环蛋白（茁-catenin）信号通路的

影响。方法：从65只BALB/c-nu裸鼠中随机抽取10只作为空白对照组，剩余55只裸鼠右前肢腋下接种人肺腺癌系

A549细胞，建立荷瘤小鼠模型。将50只荷瘤小鼠模型随机分为模型组（蒸馏水）、加味肺复方低剂量组、加味肺复

方中剂量组、加味肺复方高剂量组及阳性组（顺铂），每组10只。测量瘤体体积和瘤体质量。采用蛋白质印迹法（Western

blotting）检测裸鼠瘤体组织茁-catenin表达水平；采用实时荧光定量PCR（qPCR）检测裸鼠瘤体组织髓细胞增生原

癌基因（c-Myc）mRNA、c-jun mRNA、细胞周期素D1（CyclinD1）mRNA表达水平。结果：加味肺复方中剂量组、

加味肺复方高剂量组及阳性组裸鼠瘤体体积及瘤体质量均低于模型组（ 约0.01或 约0.05）；加味肺复方低剂量组

裸鼠瘤体体积及瘤体质量与模型组比较，差异无统计学意义（ 跃0.05）。加味肺复方高剂量组、阳性组裸鼠瘤体组

织c-Myc mRNA、c-jun mRNA、Cyclin D1 mRNA相对表达量均低于模型组（ 约0.01或 约0.05）；加味肺复方中、低

剂量组裸鼠瘤体组织c-Myc mRNA、c-jun mRNA、Cyclin D1 mRNA相对表达量与模型组比较，差异无统计学意

义（ 跃0.05）。加味肺复方低剂量组、加味肺复方中剂量组、加味肺复方高剂量组及阳性组裸鼠茁-catenin蛋白相对

表达量均低于模型组（ 约0.01或 约0.05）。结论：加味肺复方可抑制肺腺癌A549细胞荷瘤裸鼠瘤体生长，且抑瘤效

果具有浓度依赖性，其机制可能与调节Wnt/茁-catenin信号通路有关。
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Exploring the Effects of Jiawei Feifu Formula (加味肺复方) on Nude Mice

Bearing Lung Adenocarcinoma A549 Cells Based on the Wnt/β-catenin

Signaling Pathway

[Abstract] Objective: To investigate the effects of Jiawei Feifu formula on tumor growth and the Wnt/茁-catenin

signaling pathway in nude mice bearing lung adenocarcinoma A549 cells. Methods: Totally 65 BALB/c-nu nude

mice were used in the study, and 10 mice were randomly selected as the blank control group. The re

maining 55 mice were inoculated with the human lung adenocarcinoma A549 cells subcutaneously in the right

axillary fossa to establish the tumor-bearing mouse model. The 50 BALB/c-nu mice were divided into model

group (distilled water), Jiawei Feifu formula low dose group, Jiawei Feifu formula medium dose group, Jiawei

Feifu formula high dose group, and positive control group (cisplatin), 10 mice in each. The tumor volume and

weight were assessed. Western blotting (WB) was employed to detect the expression levels of 茁-catenin nuclear

protein. Quantitative real-time PCR (qPCR) was used to detect the expression levels of c-Myc mRNA, c-jun

mRNA, and CyclinD1 mRNA. Results: The Jiawei Feifu formula medium dose group, Jiawei Feifu formula high

dose group, and positive control group showed lower tumor volume and tumor weight than model group (P<0.01
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癌 症 是 人 类 死 亡 的 首 要 病 因 ， 而 肺 癌 的 发 病 率 和 致 死 率

在 所 有 癌 症 中 均 居 首 位 [1]。 根 据 我 国 2022 年 公 布 数 据 ， 肺 癌 新

发 病 例 106.06 万 例 ， 死 亡 病 例 73.33 万 例 ， 肺 癌 已 成 为 我 国 死

亡 的 主 要 原 因 之 一 [2]。 近 年 来 ， 随 着 医 疗 技 术 的 不 断 发 展 ， 肺

癌 的 5 年 生 存 率 有 所 提 升 ， 但 其 死 亡 率 仍 旧 居 高 不 下 。 肺 癌 患

病 人 数 日 益 增 长 ， 已 严 重 影 响 我 国 居 民 的 身 体 健 康 ， 加 之 早

期 诊 断 的 不 足 ， 其 临 床 治 愈 率 不 足 20%[3]。 因 此 ， 提 高 其 临 床 治

愈 率 为 肺 癌 治 疗 的 重 中 之 重 。

目 前 分 子 靶 向 治 疗 在 肺 腺 癌 的 治 疗 中 具 有 较 好 前 景 ，

Notch、 Hedgehog、 Wnt 等 与 非 小 细 胞 肺 癌 （ non-small cell lung

cancers， NSCLC） 相 关 的 信 号 通 路 为 目 前 研 究 热 点 [4]。 Wnt/茁- 连

环 蛋 白 （ 茁-catenin） 信 号 通 路 的 活 化 在 NSCLC 的 发 生 发 展 过

程 中 起 着 至 关 重 要 的 调 控 作 用 ， 该 通 路 与 肿 瘤 组 织 的 生 长 、 代

谢 、 增 殖 、 侵 袭 和 转 移 息 息 相 关 [5]。 其 大 致 机 理 为 某 些 肺 腺 癌

相 关 因 素 激 活 机 体 Wnt/茁-catenin 信 号 通 路 的 相 关 配 体 ， 导

致 机 体 发 生 一 系 列 生 化 反 应 。 细 胞 内 茁-catenin 无 法 降 解 而 不

断 累 积 后 进 入 细 胞 核 中 与 相 关 细 胞 因 子 结 合 ， 激 活 髓 细 胞 增

生 原 癌 基 因 （ cellular myelocytomatosis， c-Myc） 、 c-jun、 细 胞 周

期 素 D1（ Cyclin D1） 等 相 关 靶 基 因 ， 从 而 促 进 肿 瘤 细 胞 的 无 限

增 殖 。

加 味 肺 复 方 是 潘 博 在 潘 敏 求 教 授 肺 复 方 的 基 础 上 结 合

多 年 的 临 床 经 验 拟 定 的 复 方 。 该 方 在 肺 复 方 的 基 础 上 加 强 了

清 热 解 毒 、 活 血 散 瘀 、 消 肿 散 结 之 力 ， 进 一 步 提 升 了 治 疗 肺 腺

癌 的 临 床 疗 效 。 中 药 复 方 治 疗 肿 瘤 机 制 复 杂 ， 揭 示 其 治 疗 肿

瘤 的 机 制 具 有 重 要 意 义 。 加 味 肺 复 方 可 消 减 肺 腺 癌 实 体 瘤 ，

延 长 肺 腺 癌 患 者 生 存 期 、 提 高 其 生 存 质 量 。 本 研 究 拟 从 体 内

实 验 水 平 探 讨 加 味 肺 复 方 对 肺 腺 癌 A549 细 胞 荷 瘤 裸 鼠 瘤 体

及 Wnt/茁-catenin信 号 通 路 的 影 响 。

1 材料与方法

1.1 实验细胞 人 肺 腺 癌 A549 细 胞 由 中 国 科 学 院 干 细 胞 库

提 供 ， 目 录 号 ： TCHu150。

1.2 实验动物 65 只 SPF级 裸 鼠 ， 6耀8 周 龄 ， 雄 性 ， 体 质 量 （ 20依

2） g， 购 自 湖 南 斯 莱 克 景 达 实 验 动 物 有 限 公 司 。 实 验 动 物 生 产

许 可 证 号 ： SYXK（ 湘 ） 2015-0016 ； 实 验 动 物 质 量 合 格 证 号 ：

430726201100347381 。 实 验 过 程 中 所 有 裸 鼠 均 于 湖 南 省 中 医

药 研 究 院 实 验 动 物 房 饲 养 ， 温 度 （ 25依1） 益 ， 相 对 湿 度 （ 50依

5） % ， 室 内 定 期 进 行 紫 外 线 照 射 ， 于 人 工 光 照 周 期 、 自 由 进 食

条 件 下 适 应 性 饲 养 1 周 。 本 实 验 经 湖 南 省 中 医 药 研 究 院 实 验

动 物 伦 理 委 员 会 批 准 （ 伦 理 审 查 编 号 ： IACUCC47011） 。

1.3 药物与试剂 加 味 肺 复 方 组 成 ： 西 洋 参 6 g ， 茯 苓 10 g ， 白

术 10 g， 黄 芪 30 g ， 陈 皮 10 g ， 桔 梗 10 g ， 枸 杞 子 10 g ， 麦 冬 10 g ，

鸡 内 金 5 g， 莪 术 9 g， 全 蝎 3 g ， 白 花 蛇 舌 草 50 g， 半 枝 莲 50 g ， 石

见 穿 50 g ， 甘 草 5 g 。 中 药 饮 片 均 购 于 湖 南 省 中 医 药 研 究 院 附 属

医 院 中 药 房 ， 经 田 其 学 主 任 药 师 鉴 定 为 正 品 。 质 量 标 准 符 合

2020 年 版 《 中 华 人 民 共 和 国 药 典 》 相 关 要 求 。 取 适 量 蒸 馏 水 浸

泡 药 材 1 h 后 用 纱 布 过 滤 ， 一 煎 加 入 400 mL 蒸 馏 水 ， 武 火 加 热

至 沸 腾 ， 转 文 火 煎 煮 40 min 后 过 滤 。 药 渣 冷 却 二 煎 加 入 400 mL

蒸 馏 水 ， 重 复 上 述 方 法 再 煎 煮 1 次 。 将 2 次 煎 煮 药 液 充 分 混 合

过 滤 ， 减 压 蒸 发 浓 缩 成 质 量 浓 度 为 3.48 g/mL 的 药 液 ， 放 于 4益

冰 箱 内 保 存 待 用 。 灌 胃 前 预 热 药 液 至 室 温 。

BCA蛋 白 定 量 检 测 试 剂 盒 （ 批 号 ： CR2006149-1） 、 RIPA裂

解 液 （ 批 号 ： CR200603S） 、 RNA 提 取 液 （ 批 号 ： CR2011013） 、

ServicebioR 逆 转 录 第 一 链 cDNA合 成 试 剂 盒 （ 批 号 ： CR2004001） 、

2伊SYBR Green qPCR Master Mix（ none ROX） （ 批 号 ： MPC2010006）

均 购 自 武 汉 赛 维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ； 茁-catenin 鼠 单 抗 （ 批

号 ： YM3404） 、 茁-actin 鼠 单 抗 （ 批 号 ： YM3028） 、 组 蛋 白 H3

（ Histone H3） 鼠 单 抗 （ 批 号 ： YM3418） 均 购 自 美 国 Immunoway

公 司 。

1.4 主要仪器 病 理 切 片 机 （ 上 海 徕 卡 仪 器 有 限 公 司 ， 型 号 ：

RM-2016） ； 酶 标 检 测 仪 （ 深 圳 雷 杜 生 命 科 学 股 份 有 限 公 司 ，

型 号 ： Rt-2100c） ； 冷 冻 离 心 机 （ 力 康 生 物 医 疗 科 技 有 限 公 司 ，

型 号 ： Neofuge 13R） ； 掌 上 离 心 机 （ 型 号 ： D1008E） 、 涡 旋 混 合

器 （ 型 号 ： MX-F） 、 磁 力 搅 拌 器 （ 型 号 ： MS-PB） 及 脱 色 摇 床 （ 型

号 ： TSY-B） 均 购 自 武 汉 赛 维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ； 电 泳 仪 （ 北

京 六 一 生 物 科 技 有 限 公 司 ， 型 号 ： DYY-6C） ； 暗 匣 （ 广 东 粤 华 医

疗 器 械 厂 有 限 公 司 ， 型 号 ： AX-域） ； 扫 描 仪 （ 精 工 爱 普 生 公 司 ，

型 号 ： V300） ； 荧 光 定 量 PCR 仪 （ 美 国 Bio-Rad Laboratories，

型 号 ： CFX） 。

1.5 造模与分组 将 液 氮 罐 中 冻 存 的 人 肺 腺 癌 A549 细 胞 解

冻 、 离 心 ， 取 细 胞 沉 淀 制 成 细 胞 混 悬 液 置 于 37 益 ， 5%CO2培 养

or P<0.05). No statistically significant difference was observed in tumor volume or tumor mass between the Jiawei

Feifu formula low dose group and model group in nude mice (P>0.05). The Jiawei Feifu formula high dose

group, and positive control group showed lower relative expression levels of c-Myc mRNA, c-jun mRNA and

Cyclin D1 mRNA than model group (P<0.01 or P<0.05). Compared with the model group, there were no statistically

significant differences in the relative expression levels of c-Myc mRNA, c-jun mRNA and Cyclin D1 mRNA

in the Jiawei Feifu formula low dose group, and Jiawei Feifu formula medium dose group (P>0.05). The Jiawei

Feifu formula low dose group, Jiawei Feifu formula medium dose group, Jiawei Feifu formula high dose group,

and positive control group showed lower relative expression levels of 茁-catenin than model group (P<0.01 or

P<0.05). Conclusion: Jiawei Feifu formula can inhibit tumor growth in mice bearing lung adenocarcinoma A549

cells, and the tumor-inhibiting effect is concentration-dependent. Its mechanism may be related to the regulation

of the Wnt/茁-catenin signaling pathway.

[Keywords] lung adenocarcinoma; Jiawei Feifu formula; A549 cells; Wnt/茁 -catenin; signaling pathway;

nude mice
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箱 中 进 行 培 养 。 当 细 胞 扩 增 至 54 瓶 T75 培 养 瓶 时 ， 进 行 细 胞 的

收 集 与 计 数 。 将 收 集 的 细 胞 混 悬 液 离 心 完 毕 后 ， 根 据 细 胞 计

数 结 果 ， 加 入 磷 酸 盐 缓 冲 液 （ phosphate buffered saline， PBS） 调

整 细 胞 浓 度 至 4伊107 个 /mL， 轻 轻 吹 打 均 匀 成 细 胞 混 悬 液 备

用 。 从 65 只 裸 鼠 中 随 机 抽 取 10 只 小 鼠 作 为 空 白 对 照 组 ， 其 余

55 只 裸 鼠 右 前 肢 腋 下 接 种 人 肺 腺 癌 系 A549 细 胞 。 取 制 备 的 细

胞 混 悬 液 0.1 mL（ 约 4伊106个 瘤 细 胞 ） ， 注 射 入 裸 鼠 右 前 肢 腋 下 ，

14 d 后 ， 随 机 抽 取 5 只 小 鼠 ， 用 10% 水 合 氯 醛 麻 醉 后 解 剖 ， 完 整

剥 离 瘤 体 组 织 制 成 石 蜡 切 片 后 ， 进 行 显 微 镜 镜 检 ， 采 集 图 像

分 析 。 荷 瘤 小 鼠 模 型 建 立 成 功 标 准 ： （ 1） 小 鼠 右 前 肢 腋 下 可 触

及 皮 下 瘤 体 。 （ 2） 镜 下 观 察 剥 离 瘤 体 可 见 肿 瘤 细 胞 [6]。

将 50 只 荷 瘤 裸 鼠 随 机 分 为 模 型 组 、 加 味 肺 复 方 低 剂 量

组 、 加 味 肺 复 方 中 剂 量 组 、 加 味 肺 复 方 高 剂 量 组 、 阳 性 组 ， 每

组 10 只 ， 常 规 饲 养 。

1.6 实验给药 药 物 剂 量 换 算 参 照 《 动 物 实 验 方 法 学 》 [7]体 表

面 积 换 算 法 ： 裸 鼠 剂 量 = 系 数 （ 9.1） 伊 成 人 药 量 /成 人 体 质 量 ， 以

70 kg 成 人 每 天 服 用 剂 量 折 算 成 裸 鼠 等 效 剂 量 作 为 灌 胃 剂 量 ；

加 味 肺 复 方 中 剂 量 组 按 成 人 用 药 量 与 体 表 面 积 换 算 后 的 剂

量 给 药 ， 即 34.84 g/kg ， 给 药 体 积 为 0.4 mL。 加 味 肺 复 方 低 、 中 、

高 剂 量 组 剂 量 比 为 1颐2颐4。

空 白 对 照 组 裸 鼠 自 由 进 食 ； 阳 性 组 裸 鼠 予 顺 铂 4.00 mg/kg

（ 0.4 mg/mL） 腹 腔 注 射 ， 0.2 mL/次 ， 每 3 d 给 药 1 次 ， 共 4 次 ； 模 型

组 裸 鼠 予 以 蒸 馏 水 灌 胃 ， 加 味 肺 复 方 低 、 中 、 高 剂 量 组 分 别 予

低 剂 量 （ 17.42 g/kg） 、 中 剂 量 （ 34.84 g/kg） 、 高 剂 量 （ 69.68 g/kg） 加

味 肺 复 方 灌 胃 ， 0.2 mL/次 ， 2 次 /d ， 共 14 d 。

1.7 观察指标

1.7.1 瘤 体 体 积 和 瘤 体 质 量 末 次 给 药 2 h 后 用 10% 水 合 氯

醛 麻 醉 后 将 裸 鼠 脱 颈 处 死 ， 解 剖 裸 鼠 后 将 右 前 肢 腋 下 肿 瘤 组

织 完 整 剥 离 ， 测 量 瘤 体 体 积 和 瘤 体 质 量 。

1.7.2 瘤 体 组 织 c-Myc mRNA、 c-jun mRNA、 Cyclin D1 mRNA

表 达 水 平 采 用 qPCR 检 测 瘤 体 组 织 c-Myc mRNA、 c-jun

mRNA、 Cyclin D1 mRNA 表 达 水 平 。 研 磨 消 化 离 心 瘤 体 组 织 ，

按 照 TRIzol 法 提 取 瘤 体 组 织 的 总 RNA， 在 测 定 RNA 浓 度 后 ， 按

试 剂 盒 说 明 书 操 作 ， 使 用 逆 转 录 试 剂 盒 生 成 cDNA后 进 行 扩 增 。

反 应 体 系 为 ： 2伊qPCR Mix、 目 标 基 因 的 上 下 游 引 物 及 逆 转 录

产 物 。 PCR程 序 为 ： 95益预 变 性 3min， 进 行 40个 循 环 （ 95益 15 s，

60 益 60 s） 。 GAPDH 用 于 内 参 对 照 ， 2-驻驻CT计 算 各 基 因 相 对 表

达 量 。 引 物 序 列 见 表 1。

表 1 引物序列

目 的 基 因 引 物 序 列 （ 5 ' - 3 ' ） 扩 增 产 物 片 段 长 度 / b p

c - M y c 上 游 引 物 ： G T C T T T C C C T A C C C G C T C A A 2 3 1

下 游 引 物 ： T T G C C T C T T C T C C A C A G A C A C C

c - j u n 上 游 引 物 ： A T G G G C A C A T C A C C A C T A C A C C 2 7 6

下 游 引 物 ： T G A A G T T G C T G A G G T T G G C G T A

C y c l i n D 1 上 游 引 物 ： G C C C T T G A A G A A G A G C C G C 3 2 7

下 游 引 物 ： G A G G G T G G G T T G G A A A T G A A

G A P D H 上 游 引 物 ： C C T C G T C C C G T A G A C A A A A T G 1 3 3

下 游 引 物 ： T G A G G T C A A T G A A G G G G T C G T

1.7.3 瘤 体 组 织 茁-catenin蛋 白 表 达 水 平 采 用 Western blotting

检 测 瘤 体 组 织 茁-catenin 蛋 白 表 达 水 平 。 将 瘤 体 组 织 洗 净 后 剪

成 细 小 碎 片 ， 将 细 胞 浆 蛋 白 抽 提 试 剂 A 和 B 按 20颐1 的 比 例 混 合

加 入 1 mmol/L 的 苯 甲 磺 酰 氟 （ phenylmethanesulfonylfluoride or

phenylmethylsulfonyl fluorid， PMSF） ， 配 制 组 织 匀 浆 液 ， 4 益 条

件 下 ， 在 玻 璃 匀 浆 器 中 按 照 每 60 mg 组 织 加 入 200 滋L 组 织 匀

浆 液 的 比 例 混 合 后 充 分 匀 浆 。 将 匀 浆 液 冰 浴 放 置 15 min ， 4 益 ，

1 200 r/min（ 离 心 半 径 10 cm） 离 心 3 min ， 移 出 上 清 液 。 将 沉 淀

按 照 每 20 滋L细 胞 沉 淀 加 入 200 滋L添 加 了 PMSF的 细 胞 浆 蛋 白

抽 提 试 剂 A。 震 荡 冰 浴 后 加 入 10 滋L 细 胞 浆 蛋 白 抽 提 试 B ， 再

次 冰 浴 、 震 荡 ， 在 4 益 条 件 下 15 000伊g 离 心 5 min， 完 全 吸 尽

上 清 液 ， 加 入 50 滋L添 加 了 PMSF的 细 胞 核 蛋 白 抽 提 试 剂 。 以 最

高 速 剧 烈 震 荡 使 细 胞 沉 淀 完 全 悬 浮 并 分 散 开 。 冰 浴 ， 每 隔 1~

2 min再 高 速 剧 烈 震 荡 15~30 s， 共 30 min 预 冷 离 心 管 ， 在 4 益 条

件 下 16 000 伊g离 心 10 min。 立 即 吸 取 上 清 液 至 离 心 管 中 ， 即 为

抽 提 得 到 的 细 胞 核 蛋 白 。

取 96 孔 板 ， 配 制 BCA 工 作 液 [V（ 试 剂 A） 颐V（ 试 剂 B） =50颐1]。

将 BSA 标 准 品 及 上 述 备 用 蛋 白 样 品 稀 释 后 各 取 15 滋L 分 别 加

入 至 标 记 好 的 孔 板 微 孔 中 。 然 后 在 各 孔 中 加 入 150 滋L上 述 配

置 好 的 BCA 工 作 液 ， 使 其 充 分 混 合 均 匀 。 在 37 益 条 件 下 放 置

30 min 。 使 用 酶 标 仪 测 定 在 570 nm 处 的 OD 值 ， 同 时 计 算 上 述

蛋 白 样 品 的 蛋 白 浓 度 。 继 而 按 Western blotting操 作 步 骤 进 行 电

泳 、 转 膜 、 封 闭 、 洗 膜 及 一 抗 、 二 抗 孵 育 等 过 程 ， 最 后 使 用 ECL

液 对 膜 带 进 行 化 学 发 光 检 测 。

1.8 统计学方法 用 SPSS 25.0 统 计 软 件 及 R 语 言 软 件 进 行

统 计 学 分 析 。 计 量 资 料 符 合 正 态 分 布 且 方 差 齐 ， 计 量 资 料 采 用

“ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 ， 采 用 单 因 素 方 差 分 析 （ one-way

ANONA） ， 若 不 符 合 正 态 分 布 ， 采 用 Kruskal-Wallis H 检 验 ， 若

检 验 结 果 具 有 统 计 学 意 义 ， 进 行 Bonferroni 校 正 成 对 Mann-

Whitney U 检 验 ； 重 复 测 量 计 量 资 料 若 符 合 正 态 分 布 、 方 差 齐

性 、 球 对 称 性 ， 采 用 重 复 测 量 资 料 的 方 差 分 析 ， 若 计 量 资 料 符

合 正 态 分 布 、 方 差 齐 性 ， 但 不 满 足 球 对 称 性 时 ， 采 用 重 复 测 量

资 料 的 方 差 分 析 并 获 取 自 由 度 校 正 结 果 （ 格 林 豪 斯 - 盖 斯 勒 ，

Greenhous-Geisser） ， 同 时 采 用 R 语 言 软 件 混 合 线 性 模 型 进 行

校 验 。 <0.05 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2.1 A549荷瘤小鼠模型的建立 皮 下 注 射 肺 腺 癌 A549细 胞 悬

液 14 d 后 ， 随 机 抽 取 5 只 小 鼠 判 断 是 否 成 功 建 立 模 型 。 5 只 小

鼠 右 前 肢 腋 下 可 触 及 皮 下 瘤 体 ， 完 整 剥 离 小 鼠 右 前 肢 腋 下 瘤

体 。 HE 染 色 显 示 ， 瘤 体 组 织 中 肿 瘤 细 胞 胞 核 异 型 、 核 质 比 高 ，

核 仁 不 明 显 ， 多 见 核 分 裂 相 （ 黑 色 箭 头 ） ； 组 织 边 缘 可 见 少 量

炎 症 细 胞 浸 润 （ 蓝 色 箭 头 ） ， 与 周 围 组 织 融 合 形 成 无 结 构 的 嗜

酸 性 物 （ 红 色 箭 头 ） （ 见 图 1） 。 肺 腺 癌 A549 细 胞 荷 瘤 小 鼠 模 型

建 立 成 功 。
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（ 伊20） （ 伊200）

图 1 病理切片 （HE）

2.2 各组裸鼠瘤体体积和瘤体质量比较 所 有 裸 鼠 瘤 体 体

积 不 同 时 间 节 点 比 较 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ 约0.01） ， 即 存 在 时

间 效 应 ， 各 组 均 如 此 。 模 型 组 、 加 味 肺 复 方 低 剂 量 组 、 加 味 肺

复 方 中 剂 量 组 、 加 味 肺 复 方 高 剂 量 组 裸 鼠 瘤 体 体 积 均 呈 逐 渐

增 加 的 趋 势 ； 阳 性 组 裸 鼠 瘤 体 体 积 呈 先 缩 小 后 逐 渐 增 加 的 趋

势 ， 其 中 第 4 天 裸 鼠 瘤 体 体 积 最 小 。 5 组 裸 鼠 瘤 体 体 积 总 体 比

较 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ 约0.01） ， 即 存 在 分 组 效 应 。 同 一 时 间

节 点 ， 5 组 裸 鼠 瘤 体 体 积 比 较 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 约0.01） 。

第 4 、 7 天 ， 加 味 肺 复 方 低 剂 量 组 裸 鼠 瘤 体 体 积 小 于 模 型 组

（ 约0.05） ； 第 7 、 10、 14 天 ， 加 味 肺 复 方 中 剂 量 组 裸 鼠 瘤 体 体 积

小 于 模 型 组 （ 约0.05） ； 第 4 、 7 、 10 、 14 天 ， 加 味 肺 复 方 高 剂 量 组

与 阳 性 组 裸 鼠 瘤 体 体 积 小 于 模 型 组 （ 约0.05） ； 时 间 与 分 组 因

素 存 在 交 互 效 应 （ 约0.05） ， 即 各 组 裸 鼠 瘤 体 体 积 增 加 幅 度 不

一 致 。 （ 见 表 2 、 图 2）

图 2 各组裸鼠瘤体体积交互效应轮廓图

加 味 肺 复 方 中 剂 量 组 、 加 味 肺 复 方 高 剂 量 组 、 阳 性 组 裸

鼠 瘤 体 质 量 均 低 于 模 型 组 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ 约0.01 或 约

0.05） ； 加 味 肺 复 方 低 剂 量 组 裸 鼠 瘤 体 质 量 与 模 型 组 比 较 ， 差

异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 （ 见 表 3）

表 3 各组裸鼠瘤体质量比较 （x依s）

组 别 n 给 药 剂 量 瘤 体 质 量 /g

模 型 组 10 0.904依0.345

加 味 肺 复 方 低 剂 量 组 10 17.42 g/kg 0.614依0.290

加 味 肺 复 方 中 剂 量 组 10 34.84 g/kg 0.490依0.415a

加 味 肺 复 方 高 剂 量 组 10 69.68 g/kg 0.400依0.504a

阳 性 组 10 4.00 mg/kg 0.250依0.655b

4.924

0.005

注：与模型组比较，a 约0.05，b 约0.01。

2.3 各组裸鼠瘤体组织c-Myc mRNA、c-jun mRNA、Cyclin D1

mRNA相对表达量比较 加 味 肺 复 方 高 剂 量 组 、 阳 性 组 裸 鼠

瘤 体 组 织 c-Myc mRNA、 c-jun mRNA、 Cyclin D1 mRNA 相 对

表 达 量 均 低 于 模 型 组 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 约0.01或 约0.05） ；

加 味 肺 复 方 中 、 低 剂 量 组 裸 鼠 瘤 体 组 织 c-Myc mRNA 、 c-jun

mRNA 、 Cyclin D1 mRNA 相 对 表 达 量 与 模 型 组 比 较 ， 差 异 无

统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 （ 见 表 4）

2.4 各组裸鼠瘤体组织茁-catenin蛋白相对表达量比较 加 味

肺 复 方 低 剂 量 组 、 加 味 肺 复 方 中 剂 量 组 、 加 味 肺 复 方 高 剂 量

组 、 阳 性 组 裸 鼠 瘤 体 组 织 茁-catenin 蛋 白 相 对 表 达 量 均 低 于 模

型 组 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ 约0.01 或 约0.05） 。 （ 见 图 3 、 表 5）

表 2 各组裸鼠瘤体体积比较 （x依s，mm3）

组 别 n 给 药 剂 量 第 1 天 第 4 天 第 7 天 第 1 0 天 第 1 4 天

模 型 组 1 0 2 3 3 . 2 5 2 ± 6 4 . 0 1 5 3 5 2 . 2 5 6 ± 8 3 . 3 2 5 5 6 3 . 0 3 2 ± 1 2 4 . 9 6 0 7 2 6 . 3 4 3 ± 1 6 6 . 0 1 7 9 0 0 . 8 6 7 ± 2 0 3 . 2 0 7 1 1 8 . 6 3 4 0 . 0 0 0

加 味 肺 复 方 低 剂 量 组 1 0 1 7 . 4 2 g / k g 1 5 0 . 6 6 8 ± 7 3 . 0 7 5 2 1 0 . 0 5 8 ± 8 5 . 0 2 5 a 3 9 5 . 9 0 8 ± 1 1 5 . 6 6 9 a 5 5 9 . 6 9 8 ± 7 6 . 9 6 6 8 9 0 . 6 2 8 ± 3 4 2 . 1 1 5 3 2 . 9 6 0 0 . 0 0 0

加 味 肺 复 方 中 剂 量 组 1 0 3 4 . 8 4 g / k g 1 8 7 . 2 6 0 ± 7 2 . 3 9 4 2 3 4 . 9 5 8 ± 1 4 6 . 7 3 5 2 5 4 . 6 3 7 ± 1 4 5 . 1 4 2 a 4 7 5 . 8 3 8 ± 2 0 4 . 5 2 2 a 4 7 7 . 4 3 2 ± 2 3 8 . 5 3 7 a b 6 . 8 0 8 0 . 0 0 4

加 味 肺 复 方 高 剂 量 组 1 0 6 9 . 6 8 g / k g 1 5 1 . 9 5 1 ± 8 0 . 7 2 0 1 4 6 . 3 5 4 ± 4 7 . 5 4 9 a 2 1 6 . 9 4 7 ± 1 0 7 . 8 4 8 a b 2 7 0 . 0 1 7 ± 1 2 6 . 2 6 6 a b c 2 9 3 . 3 5 4 ± 1 7 1 . 3 8 8 a b 5 . 5 0 1 0 . 0 0 3

阳 性 组 1 0 4 . 0 0 m g / k g 2 6 2 . 0 6 1 ± 3 2 . 8 2 3 b d 1 4 6 . 1 1 1 ± 7 4 . 8 7 6 a 1 7 3 . 6 4 8 ± 8 5 . 8 6 8 a b 2 5 5 . 4 8 8 ± 1 0 6 . 6 3 a b c 3 1 6 . 2 9 7 ± 1 0 1 . 7 4 3 a b 6 . 1 3 0 0 . 0 0 1

5 . 5 1 0 8 . 2 2 7 1 8 . 3 0 4 1 9 . 3 6 8 1 7 . 7 2 7

0 . 0 0 1 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

注：时间主效应=82.835，时间主效应=0.000；分组主效应=29.167，分组主效应=.0010；交互效应=9.716，交互效应=0.000；与模型组比较，a 约0.05；

与加味肺复方低剂量组比较，b 约0.05；与加味肺复方中剂量组比较，c 约0.05；与加味肺复方高剂量组比较，d 约0.05。

组 别

模 型 组
加 味 肺 复 方 低 剂 量 组
加 味 肺 复 方 中 剂 量 组

加 味 肺 复 方 高 剂 量 组
阳 性 组
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表 4 各组裸鼠瘤体组织 c-Myc mRNA、c-jun mRNA、Cyclin

D1 mRNA相对表达量比较 （x依s）

组 别 n 给 药 剂 量 c - M y c m R N A c - j u n m R N A C y c l i n D 1 m R N A

模 型 组 1 0 1 . 0 3 7 ± 0 . 0 0 6 1 . 1 3 0 ± 0 . 1 0 0 1 . 1 0 3 ± 0 . 0 9 0

加 味 肺 复 方 低 剂 量 组 1 0 1 7 . 4 2 g / k g 1 . 0 3 0 ± 0 . 0 0 6 1 . 0 9 3 ± 0 . 0 3 6 1 . 0 9 0 ± 0 . 1 3 3

加 味 肺 复 方 中 剂 量 组 1 0 3 4 . 8 4 g / k g 1 . 0 2 7 ± 0 . 0 1 0 1 . 1 0 0 ± 0 . 0 3 0 1 . 0 1 3 ± 0 . 0 0 9

加 味 肺 复 方 高 剂 量 组 1 0 6 9 . 6 8 g / k g 0 . 7 0 6 ± 0 . 3 3 0 a 0 . 7 4 6 ± 0 . 3 8 3 b 0 . 3 5 3 ± 0 . 0 8 9 a

阳 性 组 1 0 4 . 0 0 m g / k g 0 . 5 7 3 ± 0 . 4 6 3 b 0 . 4 6 0 ± 0 . 6 7 0 b 0 . 5 1 0 ± 0 . 0 8 9 b

1 0 . 4 5 2 1 0 . 8 9 4 1 1 . 2 2 0

0 . 0 3 3 0 . 0 2 8 0 . 0 2 4

注：与模型组，a 约0.05，b 约0.01。

图 3 各组裸鼠瘤体组织 茁-catenin蛋白表达

Western blotting图

表 5 各组裸鼠瘤体组织 茁-catenin蛋白相对表达量比较

（x依s）

组 别 n 给 药 剂 量 茁-catenin

模 型 组 10 0.379依0.035

加 味 肺 复 方 低 剂 量 组 10 17.42 g/kg 0.258依0.121a

加 味 肺 复 方 中 剂 量 组 10 34.84 g/kg 0.227依0.152b

加 味 肺 复 方 高 剂 量 组 10 69.68 g/kg 0.177依0.202b

阳 性 组 10 4.00 mg/kg 0.061依0.318b

13.057

0.011

注：与模型组比较，a 约0.05，b 约0.01。

3 讨 论

肺 腺 癌 为 常 见 的 肺 癌 类 型 ， 其 发 病 具 有 隐 匿 性 ， 多 数 患

者 在 初 次 就 诊 时 已 处 于 疾 病 晚 期 [8]。 目 前 肺 腺 癌 的 主 流 治 疗

手 段 包 括 手 术 切 除 、 放 疗 、 化 疗 等 方 式 ， 但 具 有 易 复 发 、 副 反

应 大 和 耐 药 等 缺 陷 ， 严 重 影 响 疗 效 [9]。 目 前 ， 随 着 分 子 靶 向 技

术 的 不 断 发 展 ， 大 量 的 实 验 及 临 床 数 据 表 明 分 子 靶 向 治 疗 已

成 为 肺 腺 癌 的 最 佳 治 疗 方 案 之 一 。 然 而 ， 靶 向 药 物 随 着 药 物

作 用 时 间 的 延 长 ， 耐 药 性 的 出 现 不 可 避 免 。 表 皮 生 长 因 子 受

体 酪 氨 酸 激 酶 抑 制 剂 （ epidermal growth factor receptor-tyro原

sine kinase inhibitor ， EGFR-TKI） 耐 药 的 原 因 包 括 T790M 突

变 、 表 皮 生 长 因 子 受 体 （ epidermal growth factor receptor， EGFR）

扩 增 、 间 质 表 皮 转 化 因 子 （ mesenchymal-epithelial transition

factor ， MET） 扩 增 、 磷 脂 酰 肌 醇 4,5- 二 磷 酸 3- 激 酶 催 化 亚 基 琢

（ phosphatidylinosi tol -4 ， 5 -bisphosphate 3 -kinase catalytic

subunit alpha ， PIK3CA） 突 变 、 丝 氨 酸 / 苏 氨 酸 激 酶 （ serine/

threonine kinase proteins ， BRAF） 突 变 、 小 细 胞 肺 癌 （ small cell

lung cancer， SCLC） 转 换 。 耐 药 性 可 导 致 肿 瘤 进 展 ， 且 部 分 患

者 治 疗 过 程 中 可 能 出 现 皮 肤 黏 膜 损 伤 、 间 质 性 肺 炎 、 间 质 纤

维 化 及 肝 损 伤 等 情 况 [10]， 严 重 者 甚 至 会 危 及 生 命 。 中 药 作 为 天

然 产 物 ， 对 机 体 副 作 用 小 ， 且 目 前 研 究 表 明 中 药 联 合 其 他 治

疗 方 案 可 以 明 显 提 高 临 床 疗 效 ， 在 减 轻 其 他 治 疗 手 段 带 来 的

毒 副 作 用 、 延 长 患 者 生 存 期 、 提 高 患 者 的 生 存 质 量 方 面 有 着

独 特 的 优 势 。 随 着 现 代 医 学 对 中 医 药 的 研 究 越 来 越 深 入 ， 许

多 中 药 成 分 在 逆 转 肿 瘤 耐 药 问 题 上 显 示 出 增 效 减 毒 的 功 效 [11]。

中 医 药 治 疗 肿 瘤 的 疗 效 越 来 越 显 著 ， 这 也 为 肺 癌 的 治 疗 开 辟

新 路 径 提 供 了 思 路 [12]。

肺 癌 在 中 医 学 中 属 “ 肺 积 ” “ 息 贲 ” 等 范 畴 。 古 代 医 家 认 为

本 病 病 因 为 正 气 虚 衰 和 癌 毒 累 积 ， 应 以 扶 正 祛 邪 为 基 本 治

则 [13]。 脾 为 生 痰 之 源 ， 肺 为 储 痰 之 器 。 痰 湿 内 生 ， 无 力 运 化 ， 积

聚 于 肺 中 ， 更 损 肺 气 。 肺 肾 金 水 相 生 ， 肺 之 阴 阳 虚 损 可 累 及 肾

之 阴 阳 。 肺 损 及 肾 ， 反 之 肾 之 阴 阳 虚 损 亦 可 进 一 步 造 成 肺 之

虚 损 。 肺 为 气 之 主 ， 肾 为 气 之 根 。 肺 肾 虚 损 ， 阴 阳 不 交 ， 则 呼 吸

不 和 。 《 黄 帝 内 经 》 云 ： “ 邪 之 所 凑 ， 其 气 必 虚 。 ” 潘 博 教 授 认 为 ，

肺 癌 的 主 要 病 机 为 气 阴 两 虚 ， 邪 毒 蕴 肺 。 机 体 正 气 虚 弱 ， 感 受

外 来 邪 毒 。 邪 毒 入 体 积 聚 于 肺 ， 阻 滞 肺 气 ， 导 致 肺 宣 降 失 司 ，

津 液 输 布 失 常 ， 结 聚 为 痰 。 痰 邪 互 结 ， 日 久 成 瘀 ， 聚 集 于 肺 中

而 形 成 肿 块 。 痰 瘀 日 久 ， 进 一 步 损 伤 正 气 。 正 气 虚 损 ， 无 力 与

邪 毒 抗 争 ， 导 致 邪 毒 逐 渐 向 肺 外 蔓 延 。 金 水 相 生 ， 肺 气 虚 损 累

及 肾 阴 、 肾 阳 。 脾 为 后 天 之 本 ， 主 运 化 ， 为 气 血 生 化 之 源 ， 故 该

病 治 疗 应 以 补 益 脾 肾 为 主 ， 顾 护 正 气 ， 同 时 辅 以 解 毒 散 结 、 活

血 祛 瘀 之 法 以 攻 癌 毒 。 加 味 肺 复 方 中 西 洋 参 、 黄 芪 、 枸 杞 子 、

麦 冬 养 护 肺 肾 之 阴 ， 补 益 脾 胃 之 气 ， 一 方 面 匡 扶 正 气 祛 除 邪

毒 ， 另 一 方 面 防 祛 邪 克 敌 之 时 有 碍 正 气 ； 茯 苓 、 白 术 益 气 健 脾

燥 湿 ； 鸡 内 金 健 胃 消 食 ， 使 后 天 之 精 化 生 有 源 ； 莪 术 、 全 蝎 、 白

花 蛇 舌 草 、 半 枝 莲 、 石 见 穿 软 坚 散 结 ， 活 血 祛 瘀 ， 清 热 解 毒 ， 以

攻 克 癌 结 ； 陈 皮 行 气 ， 一 方 面 助 活 血 祛 瘀 之 效 ， 另 一 方 面 防 补

益 之 品 滋 腻 生 邪 ； 桔 梗 入 肺 经 ， 引 诸 药 之 力 达 肺 ； 甘 草 调 和 诸

药 。 潘 博 教 授 临 床 上 通 过 逐 步 增 加 药 物 剂 量 ， 在 加 大 祛 除 癌

毒 力 度 的 同 时 降 低 了 因 骤 然 攻 邪 之 品 药 力 过 猛 而 出 现 机 体

不 耐 受 的 情 况 。 全 方 攻 补 兼 施 ， 祛 邪 不 伤 正 ， 补 益 不 助 邪 。

Wnt信 号 通 路 在 细 胞 稳 态 、 发 育 、 再 生 过 程 具 有 重 要 作 用 [14]。

其 根 据 传 递 方 式 的 不 同 分 为 Wnt/茁-catenin 经 典 通 路 、 Wnt/

Ca2+通 路 和 Wnt/PCP 通 路 [15]。 其 中 Wnt/茁-catenin 经 典 通 路 与 非

小 细 胞 肺 癌 [16]、 乳 腺 癌 [17]、 肝 癌 [18]等 多 种 人 类 恶 性 肿 瘤 的 发 生

发 展 密 切 相 关 ， 在 细 胞 增 殖 周 期 、 免 疫 周 期 及 细 胞 的 昼 夜 节

律 3个 循 环 过 程 中 起 着 核 心 作 用 [19]。 机 体 细 胞 处 于 正 常 状 态 时 ，

Wnt/茁-catenin 通 路 处 于 静 息 状 态 或 者 未 激 活 状 态 。 机 体 受 到

某 种 刺 激 时 ， Wnt1 、 Wnt2 及 Wnt3 等 配 体 激 活 ， 产 生 的 Wnt 蛋 白

能 与 低 密 度 脂 蛋 白 受 体 相 关 蛋 白 5/6 和 卷 曲 蛋 白 相 结 合 。 三 者

形 成 多 元 复 合 物 ， 激 活 蓬 乱 蛋 白 ， 并 在 蓬 乱 蛋 白 的 作 用 下 促

使 糖 原 合 成 激 酶 （ glycogen synthase kinase-3 ， GSK-3茁） 磷 酸

化 ， 破 坏 由 酪 蛋 白 激 酶 （ casein kinase， CK1） 、 GSK-3茁、 结 肠 腺

瘤 息 肉 蛋 白 （ adenomatous polyposis coli ， APC） 及 支 架 蛋 白

（ scaffold protein ， Axin） 结 合 形 成 的 复 合 物 ， 使 茁-catenin 无 法

磷 酸 化 从 而 不 能 被 泛 素 - 蛋 白 体 系 （ Proteasome） 降 解 。 这 些 非

磷 酸 化 茁-catenin在 细 胞 中 累 积 后 ， 胞 质 中 浓 度 增 高 的 茁-catenin

随 即 进 入 细 胞 核 并 与 淋 巴 样 增 强 因 子 和 T细 胞 因 子 复 合 物 结

合 ， 进 而 激 活 c-Myc 、 c-jun 、 Cyclin D1 等 靶 基 因 的 表 达 [20-23]，

诱 导 癌 细 胞 转 化 ， 激 活 癌 细 胞 的 自 我 更 新 ， 促 进 肿 瘤 细 胞 的

茁-catenin

Histone H3

92 kDa

15 kDa
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侵 袭 和 转 移 [24-25]。 正 常 情 况 下 机 体 不 存 在 Wnt 蛋 白 ， 低 密 度 脂

蛋 白 受 体 相 关 蛋 白 5/6 和 卷 曲 蛋 白 无 法 与 Wnt 蛋 白 相 结 合 形

成 多 元 复 合 物 。 茁-catenin 与 由 GSK-3茁、 APC 及 Axin 组 成 的 破

坏 复 合 物 结 合 后 ， GSK-3茁 使 茁-catenin 磷 酸 化 ， 从 而 引 发 其 被

蛋 白 酶 体 降 解 ， 使 得 胞 质 内 茁-catenin 浓 度 降 低 ， 导 致 茁-catenin

无 法 进 入 细 胞 核 内 而 启 动 靶 基 因 转 录 [26]。 有 研 究 发 现 ， c-Myc

基 因 在 肺 腺 癌 中 表 达 上 调 ， 其 高 表 达 与 肺 腺 癌 的 进 展 及 患 者

预 后 不 良 密 切 相 关 [27]。 茁-catenin蛋 白 为 激 活 靶 基 因 的 关 键 蛋 白 ，

c-Myc 、 c-jun 、 Cyclin D1 为 激 活 靶 基 因 的 下 游 靶 基 因 。 为 了 进

一 步 探 讨 加 味 肺 复 方 治 疗 肺 腺 癌 的 机 制 ， 本 研 究 基 于 茁-catenin

信 号 通 路 ， 检 测 了 茁-catenin 蛋 白 及 c-Myc 、 c - jun 、 Cyclin

D1 基 因 的 表 达 水 平 。 结 果 显 示 加 味 肺 复 方 可 以 抑 制 瘤 体 生

长 ， 降 低 茁-catenin 蛋 白 的 表 达 ， 且 其 效 果 具 有 浓 度 依 赖 性 。 加

味 肺 复 方 可 以 下 调 c-Myc mRNA 、 c-jun mRNA 、 Cyclin D1

mRNA 表 达 。 加 味 肺 复 方 治 疗 肺 腺 癌 的 机 制 可 能 与 降 低

茁-catenin 蛋 白 表 达 ， 下 调 靶 基 因 c-Myc 、 c-jun 、 CyclinD1 的 表

达 ， 进 而 抑 制 瘤 体 生 长 有 关 。

综 上 所 述 ， 加 味 肺 复 方 能 抑 制 肺 腺 癌 A549 细 胞 荷 瘤 裸 鼠

瘤 体 生 长 ， 降 低 茁-catenin 蛋 白 表 达 ， 下 调 c-Myc mRNA 、

c-jun mRNA 、 CyclinD1 mRNA 表 达 。
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