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芪连扶正胶囊对 ＴＧＦβ介导 ＥＭＴ作用的影响
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摘要　目的：观察芪连扶正胶囊含药血清对ＴＧＦβ及ＥＭＴ相关分子在肺癌Ａ５４９细胞中表达的影响，探讨相关机制。方
法：体外培养肺癌Ａ５４９细胞，制备芪连扶正胶囊含药血清，分组干预，采用 ＲＴＰＣＲ检测 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达，ＩＣ检测 Ｅ
ｃａｄ与Ｎｃａｄ表达。结果：对照组、芪连扶正低剂量、中剂量、高剂量组、化疗组及联合组的ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ相对表达量依次
为（３１１１±１５８）％、（２９５３±１５０）％、（２７２８±１７５）％、（２５２３±１３８）％、（２３０３±１５９）％、（２０７２±１３８）％；各组
Ｅｃａｄ、Ｎｃａｄ均有不同程度阳性表达，除芪连扶正胶囊低剂量组外，各药组Ｅｃａｄ阳性率均高于对照组、Ｎｃａｄ则相反（Ｐ＜
００５或Ｐ＜００１）；与化疗组相比，联合组及芪连扶正胶囊各组亦有统计学意义（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１）。结论：芪连扶正
胶囊可通过逆转ＴＧＦβ介导的ＥＭＴ作用防止肿瘤转移。
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　　上皮间充质转化（ＥｐｉｔｈｅｌｉａｌＭｅｓｅｎｃｈｙｍａｌＴｒａｎ
ｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）是指上皮细胞在特定的生理和病理情况
下向间充质细胞转化的现象，ＥＭＴ是上皮细胞获得
迁移能力的有效方式，也是上皮细胞癌浸润转移的

一个重要途径［１］。ＴＧＦβ在体内和体外培养的大多
数上皮细胞、上皮来源的肿瘤细胞中均具有诱导

ＥＭＴ的作用，是目前研究最广泛的 ＥＭＴ诱导因
子［２］。大量实验与临床研究证实中医药具有抑制肿

瘤转移作用，笔者选用具有解毒化痰、消积散结、扶

正抗癌之效的院内制剂芪连扶正胶囊为研究对象，

观察其对ＴＧＦβ及ＥＭＴ相关分子在肺癌Ａ５４９细胞
中表达的影响，以期为防治肺癌复发转移筛选有效

中成药。

１　材料与方法
１１　细胞与动物　高转移人肺腺癌细胞系Ａ５４９细

胞株，购自山东省医学科学院细胞室。ＳＰＦ级ＳＤ雄
性大鼠，购自山东中医药大学实验动物中心，质量合

格证编号为ＳＣＸＫ（鲁）２０１１０００３。
１２　药品试剂　芪连扶正胶囊（山东中医药大学附
属医院药剂科，批号：Ｚ０１２００３０２３９），顺铂（ＤＤＰ，齐
鲁制药有限公司，批号：２０７０６２ＤＣ）。胎牛血清（浙
江天杭生物科技有限公司），改良型ＲＰＭＩ１６４０培养
基（赛默飞世尔生物化学制品有限公司），兔抗人 Ｅ
ｃａｄ多克隆抗体（编号：ＢＡ０４７５）、兔抗人 Ｎｃａｄ多克
隆抗体（编号：ＢＡ０６７３）、浓缩型 ＳＡＢＣ试剂盒、ＤＡＢ
显色试剂盒（武汉博士德生物工程有限公司），总

ＲＮＡ提取试剂盒、ＳｕｐｅｒＲＴ二步法 ＲＴＰＣＲ试剂盒
（北京康为世纪生物科技有限公司）。ＴＧＦβ１与 β
ａｃｔｉｎ引物：由上海生工生物技术有限公司合成，
ＴＧＦβ１上游 ５’ＣＡＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＧ３’，

·７５５·世界中医药　２０１５年４月第１０卷第４期



下游 ５’ＧＴＣＡＣＣＡＧＡＧＡＡＡＧＡＧＧＡＣ３’，分子量：
３８４ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游 ５’ＴＣＣＴＣＣＣＴＧＧＡＧＡＡＧＡＧＣ
ＴＡ３’，下游 ５’ＴＣＡＧＧＡＧＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴＧ３’，
分子量：３０２ｂｐ。
１３　主要仪器　超净工作台（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ
公司），ＣＯ２培养箱、鼓风干燥箱、超纯水系统（德国
Ｈｅｒａｅｕｓ公司），倒置相差显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公
司），电热压力蒸汽消毒器（山东安得医疗科技有限

公司），梯度ＰＣＲ仪、电泳仪（德国 Ｂｉｏｍｅｔｒｏ公司），
ＰＣＲ仪（英国 ＴｈｅｒｍｏＨｙｂａｉｄ公司），凝胶成像分析
系统（美国Ａｌｐｈａ公司）。
１４　芪连扶正胶囊含药血清制备　购买体２００ｇ左
右、♂ＳＤ大鼠２５只，适应性喂养５ｄ；分为芪连扶正
胶囊组与空白对照组，前者予以芪连扶正胶囊溶液

灌胃，后者给予等量生理盐水，１次／ｄ；给药第７ｄ末
次灌药前１２ｈ禁食，末次给药后１ｈ戊巴比妥钠麻
醉，腹主动脉采血，离心，取上清，０２２μｍ微孔滤膜
过滤除菌，８０℃冰箱保存备用。
１５　实验分组　共分 ６组：对照组（１０％胎牛血
清），芪连扶正胶囊低剂量组（５％含药血清），芪连
扶正胶囊中剂量组（１０％含药血清），芪连扶正胶囊
高剂量组（２０％含药血清），顺铂组（终浓度为２μｇ／
ｍＬ），联合组（１０％含药血清＋顺铂）。
１６　ＰＴＰＣＲ检测 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达　常规培养
细胞，制备细胞悬液，平均分瓶，待细胞长满时按实

验分组加药干预，４８ｈ时后按试剂盒说明书逐步提
取总ＲＮＡ，紫外分光光度仪测定 ＲＮＡ样品纯度，各
组样品吸光度比值均在１９３～１９６之间，可进行后
续实验。按试剂盒说明书逐步合成 ｃＤＮＡ、扩增
ＰＣＲ，制胶、上样，跑电泳约３０ｍｉｎ，完毕后将胶板至
０５μｇ／ｍＬＥＢ溶液中室温染色２０ｍｉｎ，凝胶成像分
析系统观察拍照，分析各目的条带和内参的灰度值

（ＩＤＶ），计算相对表达量（ＲＡＴＩＯ），ＲＡＴＩＯ＝目的条
带ＩＤＶ／内参ＩＤＶ［３］。
１７　ＩＣ检测Ｅｃａｄ与Ｎｃａｄ表达　常规培养细胞，
制备细胞悬液，计数并调整密度以２×１０５为宜；将
细胞悬液垂直加于到经预处理有盖玻片的六孔板

内，２ｍＬ／孔，继续培养；待细胞爬好片后，按实验分
组加药，４８ｈ后弃液，９５％乙醇固定，５％ＴｒｉｏｎＸ１００
室温孵育，３％Ｈ２Ｏ２室温孵育，正常山羊封闭血清封
闭，一抗稀释液４℃孵育过夜，二抗稀释液３７℃孵
育３０ｍｉｎ，ＳＡＢＣ３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色５～３０
ｍｉｎ，以均匀黄染为宜，苏木素复染，盐酸乙醇脱色，
酒精梯度脱水，二甲苯透明，中心树胶封片，观察拍

照，高清晰度彩色病理图文分析系统定量分析。

１８　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１８０统计软件对实
验数据单因素方差分析，检验标准以 Ｐ＜００５表示
有统计学意义。

２　结果
２１　ＲＴＰＣＲ检测 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达　对照组、
芪连扶正低剂量、中剂量、高剂量组、化疗组及联合

组的 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ相对表达量依次为（３１１１±
１５８）％、（２９５３±１５０）％、（２７２８±１７５）％、
（２５２３±１３８）％、（２３０３±１５９）％、（２０７２±
１３８）％；与对照组相比，各药组 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ的相
对表达量均低于对照组，但芪连扶正胶囊低剂量组

与之无统计学意义（Ｐ＞００５），余药组均有统计学
意义（Ｐ＜００１）；与化疗组相比，芪连扶正胶囊各组
ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ的相对表达量均高于化疗组，比较均
有统计学意义（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１），而联合组
ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ的相对表达量低于化疗组，比较亦有
统计学意义（Ｐ＜００５）。
２２　免疫组化检测 Ｅｃａｄ与 Ｎｃａｄ表达　胞浆、胞
核、胞膜为棕黄色颗粒者即阳性细胞，各组 Ｅｃａｄ与
Ｎｃａｄ均有不同程度阳性表达。与对照组相比，各药
组Ｅｃａｄ阳性率均高于对照组、Ｎｃａｄ则相反，其中
芪连扶正胶囊低剂量组无统计学意义（Ｐ＞００５），
余药组均有统计学意义（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１）；与
化疗组相比，芪连扶正胶囊各组 Ｅｃａｄ阳性率均低
于化疗组、Ｎｃａｄ高于化疗组，比较均有统计学意义
（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１）；而联合组 Ｅｃａｄ高于化疗
组、Ｎｃａｄ低于化疗组，比较亦有统计学意义（Ｐ＜
００５或Ｐ＜００１）；见表１。

表１　ＥＭＴ相关因子蛋白表达情况

组别 鼠数 Ｅｃａｄ阳性率％ Ｎｃａｄ阳性率％

对照组 ６ ３９４２±４１０ ６７８６±４５２
芪连扶正低剂量 ６ ４２１６±３７７ ６４００±４７３

芪连扶正中剂量 ６ ４８４５±４５９△ ５７２４±４４２△△

芪连扶正高剂量 ６ ５２２４±４１３△△ ５１６４±４０２△△

化疗组 ６ ５８５８±３８５△△ ４５８５±２９６△△

联合组 ６ ６５２２±４２３△△ ３６８７±２３３△△

　　注：单因素方差分析，与化疗组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与

对照组比较，△Ｐ＜００５、△△Ｐ＜００１。

３　讨论
上皮间充质转化是指上皮细胞在特定的生理和

病理情况下向间充质细胞转化的现象，存在于多种

慢性疾病的发病过程及肿瘤浸润转移过程中。Ｅ钙
黏着蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）的减少或丢失、分子 Ｚｏｎｕｌａ
ｏｃｃｌｕｄｅｎｓ１（ＺＯ１）的丢失和重定位、上调某些蛋白
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质的表达以及ＥＭＴ与胞外基质的关系是 ＥＭＴ的主
要特征［４］。在ＥＭＴ过程中伴有多个细胞分子标志
改变，其中Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的减少或丢失是 ＥＭＴ最重要
的标志性变化，同时也是促进肿瘤转移的重要表现，

另一种钙黏蛋白，Ｎ钙黏蛋白（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）在 ＥＭＴ
发生后表达增加，具有促进肿瘤细胞运动和转移的

作用［５］。ＥＭＴ可被多种信号分子所诱导，其中ＴＧＦ
β是其诱导发生的关键因子，研究较为广泛。ＴＧＦβ
参与肿瘤ＥＭＴ过程的主要机制是通过Ｓｍａｄ途径和
非Ｓｍａｄ途径完成的［６７］。首先，ＴＧＦβ与肿瘤细胞
膜上的ＴβＲⅡ结合，通过 ＴβＲⅡ激酶使 ＴβＲⅠ磷酸
化，进一步激活下游的 Ｓｍａｄ２／３，磷酸化的 Ｓｍａｄ２／３
再与胞内的 Ｓｍａｄ４结合形成三聚体，进入细胞核与
ＤＮＡ结合而发生相互作用，促使 ＥＭＴ形成［８］。

ＴＧＦβ还可通过非Ｓｍａｄ依赖途径对肿瘤ＥＭＴ进行
调节，如丝裂原活化的蛋白激酶（ＭｉｔｏｇｅｎＡｃｔｉｖａｔｅｄ
ＰｒｏｔｅｉｎＫｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）途径，ＴＧＦβ通过ＭＡＰＫ途径
激活下游的细胞外调节蛋白激酶（ＥｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＲｅｇ
ｕｌａｔｅｄＰｒｏｔｅｉｎＫｉｎａｓｅ，ＥＲＫ），从而诱导肿瘤 ＥＭＴ发
生［９］。ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ通路与多条通路间进行“交
谈”，与Ｗｎｔ通路的“对话”可上调 ＥＭＴ诱导因子
Ｓｎａｉｌ和Ｔｗｉｓｔ，抑制Ｅｃａｄ表达，同时激活 βｃａｔｅｎｉｎ／
ＴＣＦ／ＬＥＦ复合物，间接导致 ｖｉｍｅｎｔｉｎ等间质标志物
的表达，共同协调完成对肿瘤 ＥＭＴ的调节［１０］。鉴

于ＥＭＴ在肿瘤转移中的作用，其相关研究可深入了
解ＥＭＴ影响肿瘤的机制，还可促进 ＥＭＴ作为生物
标记物与靶点治疗的研究［１１］。

传统中医药在肿瘤防治中发挥着重要作用，研

究发现一些中药的有效成分及复方有明显的抗肿瘤

作用，具有良好的应用前景，而其中中西医结合治疗

肺癌进展较快，尤其体现在中药对肺癌放化疗减毒

和增效及手术后防复发转移方面的研究方面［１２］。

芪连扶正胶囊由生黄芪、连翘、莪术、清半夏、天南

星、白花蛇舌草、仙鹤草、全蝎、蜈蚣、壁虎、女贞子十

一味中药组成，方中黄芪乃补气药之长，可补中益

气，营运中州，且生用力专，取其益气托毒之功；连翘

不仅能解疮毒，又能散气血凝聚、具有消痈散结之

功，为疮家圣药；莪术有破血行气，消积止痛之效，为

医家治积聚最药；清半夏、天南星、白花蛇舌草、仙鹤

草、全蝎、蜈蚣、壁虎多具有解毒祛瘀散结之效；女贞

子则补益肝肾、滋阴清热，反佐诸药伤阴之弊。芪连

扶正胶囊纵观全方，药精力专，可针对肿瘤患者病机

特点发挥解毒消积、扶正抗癌作用。且大量现代药

理研究证实本胶囊所选药物可通过不同机制、不同

程度的抑制肿瘤细胞、调节机体免疫力达到抗肿瘤

作用，印证了芪连扶正胶囊组方的合理性与治疗恶

性肿瘤的有效性［１３］。近年来研究发现，ＥＭＴ是肺癌
发生侵袭转移的重要原因，ＴＧＦβ可以促使肺癌细
胞中Ｅｃａｄ表达减少，细胞发生ＥＭＴ，提高其侵袭和
迁移能力［１４］。本研究结果表明芪连扶正胶囊含药

血清可上调 Ｅｃａｄ表达、下调 Ｎｃａｄ表达与 ＴＧＦ
β１ｍＲＮＡ表达，逆转 ＴＧＦβ介导的 ＥＭＴ发生，发挥
抗肿瘤转移作用，提示芪连扶正胶囊可作为防治肺

癌转移的有效中成药。
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