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肺癌是常见的恶性肿瘤之一，有统计表明其发

病率居各类肿瘤之首

[1-2]

。 目前治疗肺癌的主要手段

是手术、化疗、放疗、分子靶向治疗等。 近年来，中医

药治疗肺癌已被证实在提高生活质量和改善临床

症状等方面有肯定的疗效

[3]

。 扶正消积胶囊为我院

院内制剂，具有益气健脾、解毒消积、活血通络、抗

癌止痛之效，临床治疗肺癌、肝癌、食管癌、胃癌等

肿瘤取得了较好的疗效

[4]

。 本研究以体外实验的方

法， 探讨扶正消积胶囊治疗肺癌的相关分子机制，

以期为临床治疗提供实验依据。

1

实验材料

1.1

药物制备 扶正消积胶囊（药物组成：黄芪，蛇

舌草，水红花子，党参，生大黄，三棱，炒薏苡仁，莪

术，蜈蚣，炙鳖甲，西洋参，参三七，全蝎）为本院自

主研发的院内制剂 ， 规格 ：

0.5g/

粒 ， 苏药制字 ：

Z04001609

，批号：

100614

。 临用前用完全培养基稀

释成所需浓度。

1.2

细胞株 人肺癌细胞株

A549

细胞购自中研

所，培养材料：含

10%

小牛血清以及

1%

双抗的

1640

培养液，取对数生长期的细胞进行实验。

1.3

材料及试剂

1640

培养液、小牛血清、双抗，

美国

Gibco

公司 ；

0.25%

胰酶 、 四甲基偶氮唑蓝

（

MTT

），

Biosharp

公司；

β-actin

一抗， 美国

Sigma

公

司；半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶

-3

（

caspase-3

）、

caspase-9

、

poly ADP-ribose polymerase

（

PARP

）、

Bax

一抗， 美国

Cell Signaling

公司；

Bcl-2

一抗， 美国

santa cruz

公司；山羊抗鼠二抗、山羊抗兔二抗，北京

中杉生物技术公司。 其余试剂均为国产分析纯。

2

实验方法

2.1 MTT

法检测扶正消积胶囊对人肺癌细胞

A549

增殖的影响 将对数期生长的

A549

细胞接种于

96

孔板，每孔

8×10

3

个细胞，待其贴壁后，实验组加入

不同浓度的扶正消积胶囊（浓度依次为

5

、

2.5

、

1.25

、

0.625mg/mL

） 以及浓度为

1‰

二甲基亚砜（

DMSO

），

对照组加入不含任何药物的

1640

完全培养液，继

续培养

24h

后， 每孔再加入

120μL

含

MTT

的细胞

培养液，于酶标仪上检测

490nm

波长吸光值。设

1‰

DMSO

为阴性对照组， 不加任何药物的培养液组为

空白对照组。计算扶正消积胶囊对人肺癌细胞

A549

增殖的抑制率，实验重复

3

次。

2.2 Annexin-V/PI

双染法联合流式细胞仪检测人

肺癌细胞

A549

的凋亡比率 将细胞个数为

3×10

5

个

A549

细胞接种于直径为

6cm

的培养皿，待细胞

贴壁后， 设

2

个给药组 （扶正消积胶囊

5mg/mL

、
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Annexin-V/PI
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A549

细胞
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Western bolt

结果显示，扶正消积胶囊能上调

Bax
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Bcl-2
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caspase-3

、

caspase-9

、

PARP

的活性。 结论： 扶正消积胶囊能有效抑制人胃癌细胞的增殖并诱导其凋亡， 其机制可能是通过激活
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2.5mg/mL

）以及

1

个

5-FU

阳性对照组（

50μg/mL

），

1

个空白对照组，继续培养

24h

后，离心收集细胞，

磷酸盐缓冲液 （

PBS

） 冲洗

3

次， 每个皿中加入

Binding Buffer

（

10mmol/L Hepes/NaOH

，

pH7.4

，

140mmol/L NaCl

，

2.5mmol/L CaCl

2

）

500μL

重悬细

胞，再加入

5μL Annexin-V

以及

5μL PI

，避光振荡

10min

，上流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

2.3 Western Bolt

实验 提取各组浓度相关蛋白

（浓度分别为

5mg/mL

，

2.5mg/mL

），随后用

Bradford

法测取每组蛋白浓度，各组取

20μg

上样量经

SDS

PAGE

电泳 ，分离后转到

PVDF

膜上 ，将

PVDF

膜

用

5%

脱脂奶粉溶液覆盖封闭

1h

， 上一抗封闭过

夜， 次日二抗室温孵育， 使用

ECL

液进行发光，

Western Bolt

成像仪成像， 进行

Western Bolt

条带

分析。

2.4

统计学方法 采用

SPSS 19.0

统计软件进行

分析，数据以（

x±s

）表示，各组之间比较采用

t

检验，

以

P＜0.05

为差异有统计学意义。

3

实验结果

3.1

扶正消积胶囊对人肺癌细胞

A549

的增殖抑制

作用 见表

1

。浓度为

1.25

、

2.5

、

5mg/mL

的扶正消积

胶囊作用于

A549

细胞

24h

后，其对

A549

细胞的抑

制率明显高于阴性对照组（

P＜0.05

），且随着浓度的

增加，其对

A549

细胞的增殖抑制率亦增加，而当浓

度达到

5mg/mL

时，其对

A549

细胞增殖的抑制率达

到一个峰值。

表

1

扶正消积胶囊对

A549

细胞增殖的影响

实验组

组别

5

浓度（

mg/mL

）

89.74±4.3

*

24h

抑制率（

%

）

2.5 68.74±9.3

*

1.25 46.25±3.9

*

0.625 21.36±2.7

阴性对照组

- 1.18±0.15

空白对照组

-

0

注：

*

与阴性对照组比较，

P＜0.05

。

3.2

扶正消积胶囊对人肺癌细胞

A549

凋亡的影响

在检测出不同浓度扶正消积胶囊作用肺癌细胞

A549 24h

的抑制率后，我们探讨其是否能诱导肺癌

细胞凋亡， 为此我们选用一个高剂量浓度

5mg/mL

，

以及一个中剂量浓度

2.5mg/mL

，此外还选用常见的

化疗药物

5-FU

作为阳性对照组。结果显示，扶正消

积胶囊在作用于人肺癌细胞

A549 24h

后， 随着给

药浓度的增加，

A549

细胞早期凋亡率从

5.62%

增加

到

17.60%

、

39.60%

，

5-FU

阳性对照组早期凋亡率为

14.68%

， 与阳性对照组相比差异具有统计学意义

（

P＜0.05

）， 且随着给药浓度的增加早期凋亡率呈上

升趋势，呈浓度依赖关系。 见图

1

。

图

1 Annexin-V/PI

双染法联合流式细胞仪检测扶正消积胶囊对人肺癌细胞

A549

的凋亡比率

3.3

扶正消积胶囊对

A549

细胞凋亡相关基因表达

的影响

Annexin-V/PI

双染法显示扶正消积胶囊能

诱导人肺癌细胞凋亡，因此，我们运用

Western Blot

实验进一步探讨其诱导

A549

细胞凋亡的分子机

制。 结果显示， 扶正消积胶囊作用于

A549

细胞

24h

后，与空白对照组比较，

5mg/mL

、

2.5mg/mL

扶正

消积胶囊组

Bax

蛋白条带显示随着给药浓度的上

升其表达量明显增高，

Bcl-2

蛋白条带显示随着给

药浓度的增加表达量减小，

procaspase-3

、

9

蛋白酶

表达随着给药浓度的增加而明显减小，

PARP

蛋白

酶表达量随着给药浓度的增加而明显减小，见图

2

。

由此我们可得出结论，扶正消积胶囊能上调人肺癌

细胞

A549 Bax

蛋白表达，下调

Bcl-2

蛋白表达，激

活

caspase-9

、

caspase-3

、

PARP

活性， 引起细胞凋

亡。

图

2 Western Blot

检测扶正消积胶囊对

A549

细胞凋亡相关因子表达的影响

4

讨论

肿瘤细胞的失控性生长是恶性肿瘤的特征之

一，这可能与细胞周期紊乱、增殖过快及凋亡减少

有关

[5-6]

。 在肿瘤的发病机制中细胞凋亡有着极其重

要的作用，目前已经在很多生物学领域展开对细胞

凋亡的研究

[7-8]

。 研究表明，细胞凋亡与细胞坏死以

及死亡不同，前者不是一个被动的过程，而是一个

主动过程，涉及一系列的基因激活、表达以及调控
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等。 在此过程中，半胱氨酸蛋白酶家族（

caspase

）引

发的级联反应是细胞凋亡过程的中心环节，激活途

径主要包括线粒体依赖途径和死亡受体介导的信

号转导途径， 而激活后的下游

caspase

通过切割特

异性底物，导致细胞凋亡

[9-11]

。

Bcl-2

家族蛋白是重要

的细胞凋亡调节因子，其成员间的相互作用对线粒

体介导的细胞凋亡起调控作用

[12-14]

。

Bcl-2

家族同源

蛋白有

15

种以上， 按照促凋亡蛋白和抗凋亡蛋白

分类， 分别为促凋亡蛋白：

Bax

、

Bak

、

Bad

、

Bim

、

Bik

、

Bok

和

Hrk

等，抗凋亡蛋白：

Bcl-2

、

Bel-xL

、

Mel-l

和

Bcl-W

。 因此， 研究

caspase

凋亡信号通路及其与

Bcl-2

家族的影响对于探索药物的肿瘤治疗机理具

有重要价值。

本研究通过

MTT

实验检测到扶正消积胶囊对

肺癌细胞

A549

增殖具有抑制作用，为此，我们进一

步探讨其抑制肿瘤细胞的增殖是否通过凋亡途径

来实现。

Annexin-V/PI

双染法联合流式细胞仪检测

扶正消积胶囊对肺癌细胞的凋亡率显示： 在给药

24h

后， 随着给药浓度的增加，

A549

细胞早期凋亡

率从

5.99%

增加到

17.60%

、

39.60%

， 且与化疗药物

5-FU

相比，在扶正消积胶囊浓度为

5mg/mL

时引起

A549

细胞的凋亡率明显高于

50μg/mL

的氟尿嘧

啶，表明扶正消积胶囊能诱导肺癌细胞的凋亡。 我

们进一步探讨其诱导细胞凋亡的相关机制，

Western

Blot

实验结果提示， 扶正消积胶囊作用于

A549

细

胞后，

procaspase-3

、

9

、

PARP

蛋白酶表达随着浓度

的增加而明显减小，也就是说

procaspase-9

、

procas鄄

pase-3

、

PARP

活性成分被剪切下来，

Bax

蛋白的表

达随着给药浓度的上升而上调， 而

Bcl-2

蛋白的表

达随着给药浓度的上升而下调，且这种表达呈现出

浓度依赖关系。 我们猜测，扶正消积胶囊诱导细胞

凋亡的机制是通过激活

caspase

级联反应而发生

的，且与上调

Bax

表达，下调

Bcl-2

蛋白表达有关。

关于上述治疗机制是由扶正消积胶囊中何种成分

主导的还将做进一步研究。
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