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摘要　目的：初步探讨由山楂、沙棘和枸杞三味中药为主，并添加虫草素、虫草多糖、β葡聚糖和番茄红素等制备而成的天
然药物组方睿臻的体内外抗肺癌活性及其机制。方法：采用ＭＴＴ法检测睿臻体外抗肿瘤活性，小鼠 Ｌｅｗｉｓ移植瘤模型观
察单独使用睿臻及联合紫素的抗肺癌活性及对荷瘤小鼠生存时间的影响。ＦＣＭ实验检测其对肿瘤细胞凋亡的影响，重组
基质膜侵袭实验观察对肿瘤细胞侵袭能力的影响，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法初步探讨该化合物的作用机制。结果：睿臻对肺癌细
胞具有较好的增殖抑制活性，其作用于 Ａ５４９细胞株、ＮＣＩＨ４６０细胞株和 ＮＣＩＨ１９７５细胞株１２０ｈ后的 ＩＣ５０值分别为
９８４２μｇ／ｍＬ、６００２μｇ／ｍＬ和６０４１μｇ／ｍＬ；睿臻也可显著抑制小鼠 Ｌｅｗｉｓ肺癌的生长，９０ｇ／ｋｇ睿臻对小鼠 Ｌｅｗｉｓ肺癌
的生长抑制率达７００％，且可在增强紫素的抗肿瘤活性的同时升高胸腺指数及外周血中红细胞数量和血红蛋白水平。睿
臻可延长Ｌｅｗｉｓ肺癌小鼠的生存时间。睿臻可诱导肺癌细胞 Ａ５４９和 ＮＣＩＨ４６０发生凋亡。在９６０μｇ／ｍＬ和１９２０μｇ／
ｍＬ剂量下，可显著抑制肺癌细胞穿过重组基底膜的数量。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示睿臻可抑制 Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ、ＦＡＫ／ｐ３８等
信号通路。结论：睿臻在体内外均具有一定的抗肺癌活性，其作用机制可能与阻断 Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ信号转导通路有关，有
望开发成为肺癌治疗的天然药物制剂。
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　　癌症是当前世界对人类健康和生命威胁最严重
的疾病之一，其发病率和死亡率已跃居各类疾病的

前列。肺癌为我国癌症发病率、死亡率第１位，２０１７
中国癌症最新数据显示，我国平均每分钟就有７个
人患癌症［１］。２０１３年我国肺癌发病人数占全球恶
性肿瘤死亡人数的 ３５７８％，死亡人数占全球的
３７５５％［２］。化学治疗仍是肺癌患者常用的治疗方

式，虽然目前有针对 ＥＧＦＲ、ＡＬＫ等靶点的化疗药物
用于肺癌治疗，但由于其耐药和不良反应的产生，化

疗药物对肺癌的临床治疗效果不理想。在中医药治

疗肿瘤方面，中药可以通过多途径、多靶点发挥抗肿

瘤作用，同时具有不良反应少、机体耐受性好等优

势。我国采用中药联合化学药物治疗晚期恶性肿瘤

具有悠久的临床历史，目前该治疗方式已成为临床

常用的方法［３４］。天然药物中存在许多具有抗癌活

性的物质。睿臻是以山楂、沙棘和枸杞三味中药为

主，并添加虫草素、虫草多糖、β葡聚糖和番茄红素
等制备而成的天然药物组方，此复方的抗肿瘤作用

未见报道。本研究主要利用肿瘤细胞及小鼠移植瘤

模型评价睿臻的体内外抗肿瘤活性，并对其生物学

功效及作用机制进行初步探讨。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　细胞　人乳腺癌细胞株ＭＣＦ７，人髓母细胞
瘤 Ｄａｏｙ，人肺癌细胞株 Ａ５４９、ＮＣＩＨ４６０和 ＮＣＩ
Ｈ１９７５，人胰腺癌细胞株 ＢｘＰＣ３和人胶质母细胞瘤
细胞株Ｕ８７ＭＧ购自中国医学科学院基础医学研
究所细胞中心；人肾癌细胞株 Ｃａｋｉ１由 ＴｅｈＢｉｎＴｅ
ａｎ（ＤＵＫＥＮＵＳＭｅｄｉｃａｌＳｃｈｏｏｌＳｉｎｇａｐｏｒｅ）馈赠；人胶
质母细胞瘤细胞株 Ｔ９８Ｇ购自上海复祥生物科技有
限公司。

１１２　动物　雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，体重 １６０～
１８０ｇ，购自北京华阜康生物科技股份有限公司（合
格证号：ＳＣＸＫ（京）２０１４０００４）。
１１３　药物　睿臻为棕黄色粉末，由青海睿元药物
研究所有限责任公司提供；紫素（Ｔａｘｏｌ，北京协和药
厂，批号：１５１１０７）；顺铂（Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ＤＤＰ，上海伊卡生
物技术有限公司，批号：１５６６３２７１）；索拉非尼（Ｓｏｒ
ａｆｅｎｉｂ，上海蓓琅生物科技有限公司，批号：２８４４６１
７３０）；吉西他滨（Ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ，武汉东康源科技有限
公司，批号：９５０５８８１４）；吉非替尼（Ｉｒｅｓｓａ）由中国医
学科学院药物研究所冯志强研究员课题组提供。

１１４　试剂与仪器　青霉素钠盐及硫酸链霉素由
华北制药股份有限公司生产。ＤＭＥＭ培养基和

ＭＥＭ培养基均购自 Ｇｉｂｃｏ公司，ＲＰＭＩ１６４０培养基
购自北京钮因华信科技发展有限公司，胰蛋白酶购

自北京莱博生物实验材料研究所，胎牛血清购自北

京元享圣马生物技术研究所。牛血清白蛋白第五组

分（ＢＳＡ）购自美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司。十二烷基磺酸钠
（ＳＤＳ）、过硫酸铵、聚丙烯酰胺、焦碳酸二乙酯、琼脂
糖、甘氨酸均购自美国 Ｓｉｇｍａ公司。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室
购置美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司。苏木精伊红（ＨＥ）染色液
购自北京益利精细化学品有限公司。乙二胺四乙酸

钠（ＥＤＴＡ）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、无水甲醇、异丙醇
由北京化工厂生产。溴化四氮唑蓝（ＭＴＴ）、ＲＩＰＡ组
织／细胞裂解液、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、Ｔｗｅｅｎ
２０及溴酚兰由北京索莱宝科技有限公司提供。甲
叉双丙烯酰胺（Ｎ，Ｎ′ＭｅｔｈｙｌｅｎｂｉｓＡｃｒｙｌａｍｉｄｅ）购自
Ｆｌｕｋａ公司。ＥＣＬ超敏显色剂购自北京普利莱公司。
抗体均购于美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；辣根
过氧化物酶标记的山羊抗兔和山羊抗小鼠二抗购自

中杉金桥生物技术有限公司。体外实验均用二甲基

亚砜（ＤＭＳＯ）配制，并用 ＤＭＳＯ作为溶剂对照，终浓
度不超过 ０１％。体内实验睿臻用双蒸水溶解，阳
性药（Ｔａｘｏｌ和 ＤＤＰ）用生理盐水配制。ＭＥＫ６３１８Ｋ
血球计数仪购自北京瑞博赛工贸有限公司；Ｃ６流式
细胞仪购自 ＡＣＣＵＲＩ公司；ＢｉｏＴｅｋ９６孔单功能发光
检测器购自美国 ＰＲＯＭＥＧＡ公司，ＩＸ７０倒置显微镜
购自ＯＬＹＭＰＵＳ公司，生物分子成像仪 ＬＡＳ４０００购
自美国ＧＥ公司。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　无菌条件下，剥离传代于
小鼠腋下的Ｌｅｗｉｓ肺癌肿瘤，去除筋膜，剪碎，研磨，
用无菌生理盐水按１∶３比例稀释后制成浓度为５×
１０７个／ｍＬ的肿瘤细胞悬液，每只小鼠腋下接种０２
ｍＬ瘤液。接种后次日动物随机分组，称重［６］。在小

鼠Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤实验中，动物共分８组，分别为
正常对照组（未荷瘤）和溶剂对照组，阳性药 Ｔａｘｏｌ
给药组，睿臻给药组 ３个（２２５ｇ／ｋｇ、４５ｇ／ｋｇ和
９０ｇ／ｋｇ），联合给药组２个，２２５ｇ／ｋｇ、４５ｇ／ｋｇ睿
臻分别与１５０ｍｇ／ｋｇＴａｘｏｌ联合。

在小鼠 Ｌｅｗｉｓ肺癌生命延长实验中，实验动物
共分 ５组，分别为溶剂对照组，阳性药组，ＤＤＰ（５
ｍｇ／ｋｇ）＋Ｔａｘｏｌ（２０ｍｇ／ｋｇ），睿臻３个剂量组，２２５
ｇ／ｋｇ、４５ｇ／ｋｇ和９０ｇ／ｋｇ。
１２２　给药方法　１）在小鼠 Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤实
验中，正常对照组（未荷瘤）和溶剂对照组，每天灌

胃双蒸水，０４ｍＬ／２０ｇ，２次／ｄ；阳性药 Ｔａｘｏｌ给药
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组，１５０ｍｇ／ｋｇ，腹腔注射，０２ｍＬ／２０ｇ，１次／３ｄ，共
给药３次；睿臻给药组３个（２２５ｇ／ｋｇ、４５ｇ／ｋｇ和
９０ｇ／ｋｇ）灌胃，０４ｍＬ／２０ｇ，２次／ｄ；联合给药组２
个，２２５ｇ／ｋｇ、４５ｇ／ｋｇ睿臻分别与 １５０ｍｇ／ｋｇ
Ｔａｘｏｌ联合；睿臻接种前给药５ｄ，接种后给药９ｄ。

在小鼠 Ｌｅｗｉｓ肺癌生命延长实验中，溶剂对照
组，０４ｍＬ／２０ｇ，２次／ｄ，灌胃；阳性药组，ＤＤＰ（５
ｍｇ／ｋｇ）＋Ｔａｘｏｌ（２０ｍｇ／ｋｇ），腹腔注射，０２ｍＬ／２０
ｇ，１次／周，共给药 ４次；睿臻 ３个剂量组，２２５ｇ／
ｋｇ、４５ｇ／ｋｇ和９０ｇ／ｋｇ，灌胃，０４ｍＬ／２０ｇ，２次／
ｄ，共给药２９ｄ；溶剂对照组给予等体积蒸馏水。
１２３　检测指标与方法

１）ＭＴＴ法测定肿瘤细胞存活率：取对数生长期
的细胞用胰酶消化后配制成浓度为１５×１０４细胞／
ｍＬ的细胞悬液，按１５００个／孔接种于９６孔板，每孔
１００μＬ。次日加入不同浓度睿臻及相应溶剂对照的
新鲜培养基，每孔加入 １００μＬ（ＤＭＳＯ终浓度 ＜
０１％）。样品设 ３～６个剂量组，每组设 ３个平行
孔。于３７℃培养箱继续培养１２０ｈ后，弃上清液，
每孔加入新鲜配制的含０５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ的无血清
培养基１００μＬ，继续培养４ｈ后弃上清液，每孔加入
２００μＬＤＭＳＯ溶解甲"

沉淀，微型振荡器振荡混匀

后，检测波长 ５７０ｎｍ 条件下测定吸光度值
（Ａ５７０）

［５］，以溶剂处理的肿瘤细胞为溶剂对照组，按

下列公式计算药物对肿瘤细胞的抑制率，并按照中

效方程计算 ＩＣ５０。抑制率（％）＝（Ａ５７０溶剂对照组
－Ａ５７０给药组）／Ａ５７０溶剂对照组 ×１００％。以上实验
重复３次。
２）小鼠 Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤实验：实验结束，眼眶

取血检测血细胞个数，处死动物，称体重，剥取胸腺

及肿瘤组织、称重。根据重量计算胸腺指数，肿瘤抑

制率（％），用均值 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，并进行各
给药组与阴性对照组之间的 ｔ检验。小鼠 Ｌｅｗｉｓ肺
癌移植瘤部分肿瘤组织于 －８０℃冰箱保存用于后
续机制研究。

在小鼠Ｌｅｗｉｓ肺癌生命延长实验中，每周称２次
体重及肿瘤体积，每天记录动物存活只数，根据肿瘤

体积计算肿瘤抑制率（％），用均值 ±标准差（珋ｘ±ｓ）
表示，并进行各给药组与阴性对照组之间的ｔ检验。
３）重组基质膜侵袭运动实验：在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室

的聚偏氟乙烯（ＰＶＰＦ）膜外表面涂１０μＬＦｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ
（０５μｇ／μＬ），置超净台内风干。在膜的内面涂１０
μＬＭａｔｒｉｇｅｌ（０５μｇ／μＬ），超净台内吹干备用。在
２４孔培养板内加入１０％ ＦＢＳＤＭＥＭ，每孔６００μＬ。

用１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ收集对数生长期的肿瘤细胞，悬
浮于含０１％ ＢＳＡＤＭＥＭ培养基中，终浓度为２×
１０６个／ｍＬ。将细胞悬液加到 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞培养小
室中，每小室２００μＬ。将小室浸于２４孔板的条件培
养基中，３７℃，５％ ＣＯ２温箱内孵育１８ｈ。将 Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ取出，滤膜用甲醇固定 １０ｍｉｎ，苏木精伊红
（ＨＥ）染色，水洗，用棉签擦掉未穿过膜的细胞，用二
甲苯透明后将膜封于载玻片上，于４００倍显微镜下
计数侵袭细胞数，每膜计数上中下左右５个不同视
野的透过细胞数，计算平均值，每组平行设３孔。以
侵袭细胞的相对数目表示肿瘤细胞的侵袭能力。抑

制率（％）＝（对照组侵袭细胞数 －给药组侵袭细胞
数）／对照组侵袭细胞数×１００％。
４）流式细胞术分析细胞周期分布及凋亡情况：

睿臻处理肺癌细胞７２ｈ后，将细胞用磷酸缓冲盐溶
液（ＰＢＳ）洗２遍，胰蛋白酶ＥＤＴＡ消化，以含１０％胎
牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基终止消化。４℃，８００ｒ／
ｍｉｎ离心５ｍｉｎ收集细胞，以ＰＢＳ重悬，镜下计数后，
取２×１０６个细胞，将其置于７０％乙醇中于 －２０℃
冻存２４ｈ以上，之后于４℃，８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，
彻底去除乙醇。ＰＢＳ洗２遍并悬浮之，加入 ＰＩ染液
（０１ｍｇ／ｍＬＰＩ，００２ｍｇ／ｍＬＲＮａｓｅＡ，１ｍｇ／ｍＬ柠檬
酸钠和０３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００），摇匀后于３７℃避光放
置０５ｈ，经３００目筛过滤，在ＡＣＣＵＲＩＣ６流式细胞
仪上计数１００００个细胞，分析细胞凋亡情况。
５）ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测分析蛋白表达：取小鼠Ｌｅｗ

ｉｓ肺癌移植瘤实验中－８０℃冰箱保存的３组（荷瘤
溶剂对照组，睿臻４５ｇ／ｋｇ、９０ｇ／ｋｇ）瘤组织，每组
３只研磨，组织裂解液冰上裂解１ｈ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离
心３０ｍｉｎ，提取总蛋白，于 －８０℃储存备用。采用
ＢＣＡ法，以一定浓度梯度的ＢＳＡ溶液为标准，于５７０
ｎｍ处测定吸光度值，绘制标准曲线，同时测定样品
的吸光度值，计算蛋白水平，之后用组织裂解液将各

样品调至相同浓度。进行 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电
泳及蛋白电转移实验［５］。将 ＰＶＤＦ膜以含有５％脱
脂奶粉的 ＴＴＢＳ（０１％ Ｔｗｅｅｎ２０，１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
ＨＣｌ，ｐＨ７５，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）室温封闭非特异结
合位点２ｈ。将膜与稀释的指定的一抗４℃孵育过
夜，ＴＴＢＳ液洗膜３次。将膜移入二抗工作液（用ＴＴ
ＢＳ液按１∶５０００稀释 ＨＲＰ标记的二抗），室温反应
１ｈ。ＴＴＢＳ液洗膜３次，加入化学发光底物反应液，
ＥＣＬ照相系统照相［５６］。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１８０统计软件对实
验数据进行分析，计量资料用均值 ±标准差（珋ｘ±ｓ）
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表示，进行单因素方差分析，以Ｐ＜００５为差异有统
计学意义。

２　结果
２１　睿臻对肿瘤细胞的生长抑制作用　采用 ＭＴＴ
法检测睿臻对肿瘤细胞作用１２０ｈ后的增殖抑制作
用。睿臻的ＭＴＴ结果显示，睿臻对体外培养的肺癌
细胞株、肾癌细胞株、乳腺癌细胞株、胶质母细胞瘤

细胞株的增殖均有一定的抑制作用。其中，睿臻对

肺癌细胞株的生长抑制作用最为明显，对Ａ５４９细胞
株、ＮＣＩＨ４６０细胞株和 ＮＣＩＨ１９７５细胞株的 ＩＣ５０值
分别为（９８４２±１２１）μｇ／ｍＬ、（６００２±１７７）μｇ／
ｍＬ和（６０４１±２５６）μｇ／ｍＬ，在后续研究中选择肺
癌继续进行生物学功能的研究及机制探讨。见表

１。
２２　睿臻对小鼠移植瘤 Ｌｅｗｉｓ肺癌的生长及中位
生存期的影响　采用小鼠 Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤模型进
一步考察睿臻的体内抗肿瘤作用。睿臻可剂量依赖

性抑制小鼠 Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤的生长，与溶剂对照
组比较，睿臻２２５ｇ／ｋｇ、４５ｇ／ｋｇ和９０ｇ／ｋｇ３个
剂量的抑制率分别为３３８％、３９９％和７０００％（Ｐ
＜０００１）。睿臻不仅可以抑制小鼠 Ｌｅｗｉｓ肺癌的生
长，还可延长 Ｌｅｗｉｓ肺癌荷瘤小鼠的中位生存期。
如表３所示，与溶剂对照组比较，阳性药组对降低荷
瘤小鼠的中位生存期，为２１ｄ；而睿臻４５ｇ／ｋｇ和
９０ｇ／ｋｇ剂量组均可明显延长荷瘤鼠的中位生存
期，其分别为２６ｄ和２７ｄ，而溶剂对照组中位生存
期为２４７ｄ。在本实验中，溶剂对照组荷瘤小鼠在
接种第１０天，肿瘤体积为（１９９８７１±３５６３０）ｍｍ３；
而在睿臻９０ｇ／ｋｇ剂量组中，肿瘤体积为（７４９３５
±３５５０５）ｍｍ３，抑制率达到６２５１％（Ｐ＜０００１），
提示睿臻在抑制小鼠肺癌生长的同时可延长荷瘤小

鼠的生存时间。见表２，图１。
在小鼠 Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤模型中，睿臻不仅对

肿瘤生长具有较强的抑制作用，还可增强Ｔａｘｏｌ的抗
肿瘤活性。与溶剂对照组比较，１５０ｍｇ／ｋｇＴａｘｏｌ对
小鼠 Ｌｅｗｉｓ肺癌生长的抑制率为 ４３４％（Ｐ＜
０００１）；灌胃给予 ２５ｇ／ｋｇ、４５ｇ／ｋｇ睿臻对小鼠
Ｌｅｗｉｓ肺癌的生长抑制率分别为３３８％和３９９％（Ｐ
＜０００１），而当与１５０ｍｇ／ｋｇＴａｘｏｌ联合应用时抑制
率可分别达到５５８％（Ｐ＞００５，与单独使用Ｔａｘｏｌ组
比较）和 ５８０％（Ｐ＜００５，与单独使用 Ｔａｘｏｌ组比
较），提示睿臻与Ｔａｘｏｌ具有协同效应。见表２，图１。

胸腺是Ｔ细胞分化、发育、成熟的场所，其功能
与免疫紧密相关，胸腺指数可在一定程度上反映机

体免疫功能的强弱。本研究通过比较各组动物间的

胸腺指数以考察睿臻对荷瘤小鼠免疫系统的影响。

与正常小鼠比较，荷瘤小鼠的胸腺指数明显降低（Ｐ
＜００５）；与溶剂对照组比较，睿臻在 ４５ｇ／ｋｇ和
９０ｇ／ｋｇ剂量下，可升高荷瘤小鼠的胸腺指数。阳
性药Ｔａｘｏｌ给药组可引起荷瘤小鼠胸腺指数的进一
步降低（Ｐ＜００５，与溶剂对照组比较）。当４５ｇ／ｋｇ
睿臻与Ｔａｘｏｌ联合使用时，与阳性药 Ｔａｘｏｌ给药组比
较，荷瘤小鼠的胸腺指数明显升高（Ｐ＜００５）。因
此推测睿臻可以改善 Ｔａｘｏｌ对荷瘤小鼠所造成的免
疫功能抑制。见图２。

为了初步观察睿臻在治疗中的不良反应，本研

究观察了单独使用睿臻及与 Ｔａｘｏｌ联合使用时对
Ｌｅｗｉｓ肺癌小鼠外周血计数的影响。与正常小鼠比
较，荷瘤小鼠外周血中的白细胞数量显著升高（Ｐ＜
０００１），而红细胞数量及血红蛋白水平显著降低（Ｐ
＜０００１）；阳性药Ｔａｘｏｌ可降低荷瘤小鼠外周血中的
血红蛋白水平，对红细胞数量无明显影响（Ｐ＞
００５）。与溶剂对照组比较，睿臻各剂量组均可升高
外周血中的红细胞数量及血红蛋白水平；此结果提

示，睿臻对荷瘤小鼠外周血无明显的不良反应，且可

升高化疗后的红细胞及血红蛋白数量。见表４。

表１　睿臻对肿瘤细胞增殖活性的影响

ＩＣ５０
肺癌

Ａ５４９ ＮＣＩＨ４６０ ＮＣＩＨ１９７５
肾癌

Ｃａｋｉ１
乳腺癌

ＭＣＦ７

睿臻 ９８４２±１２１ ６００２±１７７ ６０４１±２５６ １４４６８±１５８５ １７０７３±２６３０
阳性药 （２３４±０１４）×１０－９ （１１８±１６２）×１０－９ （１８５±１４５）×１０－９ （１３４±０２９）×１０－５ （１０６±０８１）×１０－８

ＩＣ５０
脑瘤

Ｕ８７ＭＧ Ｔ９８Ｇ Ｄａｏｙ
胰腺癌

ＢｘＰＣ３

睿臻 １８９４８±３２２ １８７１２±２９４ １７９０８±２６５１ ３３６１６±３９００
阳性药 （８２５±２５２）×１０－６ （７８９±３９７）×１０－６ （８１２±７００）×１０－６ （２５１±０７４）×１０－６

　　注：睿臻和阳性药浓度单位分别为：μｇ／ｍＬ，ｍｏｌ／Ｌ；肺癌和乳腺癌的阳性药是Ｔａｘｏｌ，肾癌的阳性药是Ｓｏｒａｆｅｎｉｂ，脑瘤的阳性药为Ｉｒｅｓｓａ，胰腺
癌的阳性药为Ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ
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表２　睿臻与Ｔａｘｏｌ联合使用对小鼠Ｌｅｗｉｓ肺癌的生长抑制作用

组别 剂量（ｇ·ｋｇ） 给药时程
动物数（ｎ）
开始／结束

体重（ｇ）
开始 结束

瘤重

结束（ｇ）
抑制率

（％）
溶剂对照组 １０／１０ １７０±０４ ２３７±２２ ３７５±０８６
Ｔａｘｏｌ ００１５ ７，１０，１３ １０／１０ １６７±０５ ２３９±１６ ２１２±０６ ４３４
睿臻 ２２５ １５，７１６ １０／１０ １７３±０４ ２２８±２５ ２４８±０７ ３３８

４５ １５，７１６ １０／１０ １７２±０６ ２１７±２６ ２２５±１０７ ３９９
９０ １５，７１６ １０／１０ １７０±０４ ２０８±１８ １１３±０４２ ７００

睿臻＋Ｔａｘｏｌ ２２５＋００１５ １５，７１６；７，１０，１３ １０／１０ １６７±０３ ２１７±２２ １６６±０５５ ５５８
４５＋００１５ １５，７１６；７，１０，１３ １０／１０ １７０±０８ ２２３±２１ １５７±０５５△ ５８０

　　注：与溶剂对照组比较，Ｐ＜０００１；与单独使用Ｔａｘｏｌ组比较，△Ｐ＜００５

表３　睿臻对小鼠Ｌｅｗｉｓ肺癌的生长及存活时间的影响

组别 剂量（ｇ·ｋｇ） 给药时程
体重

开始（ｇ）
接种第１０天

肿瘤体积（ｍｍ３） 抑制率（％）
生存时间

（ｄ）
中位生存

期（ｄ）
溶剂对照组 １６７９±０４９ １９９８７１±３５６３０ ２１９±５７ ２４７
Ｔａｘｏｌ＋ＤＤＰ ００２＋０００５ ７，１４，２１，２８ １６８７±０４２ ２８８８７±１８２６６ ８５５５ ２０６±４７ ２１０
睿臻 ２２５ １２９ １６５８±０６７ １７９４６３±６８４８５ １０２１ ２５３±３０ ２５０

４５ １２９ １６８８±０６９ １５７７５８±５８３４７ ２１０７ ２６１±２５ ２６０
９０ １２９ １６８５±０５２ ７４９３５±３５５０５ ６２５１ ２６９±２８ ２７０

　　注：与溶剂对照组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１

表４　睿臻与Ｔａｘｏｌ联合使用对Ｌｅｗｉｓ肺癌小鼠外周血计数的影响

组别 剂量（ｇ·ｋｇ） 动物数（ｎ）
开始／结束

外周血计数

ＷＢＣ（×１０９／Ｌ） ＲＢＣ（×１０１２／Ｌ） ＨＧＢ（ｇ·Ｌ）
正常对照组 １０／１０ ４６３±０８１ ８８７±０６４ １４８８３±１０５７
溶剂对照组 １０／１０ ２１４５±３６５△△△ ３６６±０５３△△△ ７２００±６５５△△△

Ｔａｘｏｌ ００１５ １０／１０ １２８５±７９ ３６８±１２１ ６５１±２００５
睿臻 ２２５ １０／１０ １４７１±２４９ ４９１±１０３ ９１４０±１３１８

４５ １０／１０ １４８±３０３ ４７７±１４３ ８５１０±１８８５
９０ １０／１０ １７４３±６２３ ５３２±１４７ ９５５０±１６３０

睿臻＋Ｔａｘｏｌ ２２５＋００１５ １０／１０ １０３６±５９１ ４７４±１１６ ８１６０±１７５６
４５＋００１５ １０／１０ １５９３±８２４ ４３０±１７６ ７５１０±２８５９

　　注：与溶剂对照组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１；与正常对照组比较，△△△Ｐ＜０００１；ＷＢＣ：白细胞计数，ＲＢＣ：红细胞计数，

ＨＧＢ：血红蛋白

图１　睿臻与Ｔａｘｏｌ联合使用对小鼠Ｌｅｗｉｓ肺癌

的生长抑制作用

２３　睿臻对肺癌细胞凋亡的影响　为了进一步验
证睿臻对肺癌细胞的作用，本文采用流式细胞术检

测睿臻对肺癌细胞凋亡的影响。睿臻处理 Ａ５４９和

ＮＣＩＨ４６０细胞７２ｈ后，凋亡细胞数剂量依赖性增
加。在Ａ５４９细胞中，在４８０μｇ／ｍＬ和９６０μｇ／ｍＬ
剂量下，凋亡细胞所占比例分别为 （２０３７±
４４０）％和（３１１７±２２５）％，而溶剂对照组凋亡细
胞比例为（１２９３±２００）％。在 ＮＣＩＨ４６０细胞中，
当睿臻剂量为６００μｇ／ｍＬ，１２００μｇ／ｍＬ时，可分
别引起（１４００±２６９）％和（３１２７±８８３）％的细
胞凋亡，对照组凋亡率仅为（７２３±２３１）％。上述
结果表明，睿臻可有效地诱导肺癌细胞发生凋亡。

见图３。
２４　睿臻对Ａ５４９和ＮＣＩＨ４６０细胞侵袭能力的影
响　采用重组基质膜侵袭实验观察对肺癌细胞侵袭
能力的影响，在９６０μｇ／ｍＬ和１９２０μｇ／ｍＬ剂量
下，睿臻可显著减少 Ａ５４９细胞和 ＮＣＩＨ４６０细胞穿
过重组基底膜的数量。在 Ａ５４９细胞中，对肿瘤细
胞侵袭的抑制率分别为（６６０±１５４）％和（８０２±
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３５９）％；在 ＮＣＩＨ４６０细胞中，抑制率分别为
（７０５４±１６８）％和（８３５±６０８）％。在 ２５００
μｇ／ｍＬ剂量下，睿臻作用１８ｈ对Ａ５４９和ＮＣＩＨ４６０
细胞的生长抑制率仅为（１３００±２２２）％和（１１８９
±１４６０）％，而侵袭实验中选用最大浓度为１９２０
μｇ／ｍＬ，说明睿臻抑制 Ａ５４９和 ＮＣＩＨ４６０细胞侵袭
的活性可能不是由抑制细胞生长造成的。见图４。

图２　睿臻与Ｔａｘｏｌ联合使用对Ｌｅｗｉｓ肺癌
小鼠胸腺指数的影响

　　注：Ｎｏｒｍａｌ为正常对照组，Ｃｏｎｔｒｏｌ为溶剂对照组，ＲｕｉＺｈｅｎ为睿

臻给药组；Ｔａｘｏｌ的给药剂量为００１５ｇ／ｋｇ；与正常对照组比较，＃Ｐ＜

００５；与溶剂对照组比较，Ｐ＜００５；与单独使用 Ｔａｘｏｌ组比较，△Ｐ

＜００５

图３　睿臻对Ａ５４９和ＮＣＩＨ４６０细胞凋亡的影响
　　注：Ａ和Ｂ分别表示睿臻对 Ａ５４９和 ＮＣＩＨ４６０细胞凋亡的影

响；与对照组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１

２５　睿臻对小鼠 Ｌｅｗｉｓ肺癌组织内蛋白表达水平
的影响　细胞增殖的失控和细胞凋亡的抑制是肿瘤
发生发展的重要基础。这两者共同引起体内细胞动

态平衡的破坏［７］。上述研究结果表明，睿臻可明显

抑制肺癌细胞增殖、侵袭转移，诱导肺癌细胞凋亡，

为探讨其作用机制，采用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ方法检测药
物对相关蛋白表达水平的影响。文献报道，ｃＲａｆ介
导的信号转导通路能抑制肿瘤细胞凋亡、促进增殖

和存活，且在肺癌的发生发展过程中具有重要的作

用［８１１］，因此我们首先检测了睿臻对ｃＲａｆ相关蛋白
活性的影响。睿臻可显著抑制 Ｌｅｗｉｓ肺癌组织内 ｐ
ｃＲａｆ（Ｓｅｒ２８９）、ｐＭＥＫ和ｐＥＲＫ１／２的蛋白表达，在
４５ｇ／ｋｇ剂量下对ＭＥＫ和ＥＲＫ的总水平并无显著
影响，但在９０ｇ／ｋｇ剂量下略降低两者的表达。进
一步检测睿臻对肺癌组织内 ｐ５３、ｃｃａｓｐａｓｅ３和 ｃ

ＰＡＲＰ等凋亡相关蛋白表达的影响［１２１５］。本研究结

果显示，睿臻可显著上调 ｐ５３、ｃｃａｓｐａｓｅ３和 ｃＰＡＲＰ
的水平。提示睿臻可能通过阻滞 Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ信
号通路，促进凋亡相关蛋白的表达，诱导肿瘤细胞发

生凋亡，从而抑制肺癌细胞增殖。见图５。

图４　睿臻对Ａ５４９和ＮＣＩＨ４６０细胞侵袭能力的影响
　　注：Ａ和Ｂ分别表示睿臻对Ａ５４９和 ＮＣＩＨ４６０细胞侵袭能力的

影响；与对照组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１

图５　睿臻对小鼠Ｌｅｗｉｓ肺癌肿瘤组织内
蛋白表达水平的影响

　　注：Ｃｏｎｔ为溶剂对照组，ＲｕｉＺｈｅｎ为睿臻给药组；Ａ为 ｃＲａｆ介

导的信号转导通路，Ｂ为 ＦＡＫ／ＭＡＰＫ信号转导通路，Ｃ为凋亡相关

蛋白

　　ＦＡＫ／ｐ３８信号通路与细胞的侵袭转移能力密
切相关［１６１７］，为此进一步检测了睿臻作用后肺癌组

织内ＦＡＫ／ｐ３８信号通路相关蛋白表达情况。结果
表明，睿臻能显著降低 ｐＦＡＫ（Ｔｙｒ３９７）、ｐｐ３８
ＭＡＰＫ和ＭＭＰ２的表达，但在 ９０ｇ／ｋｇ剂量下，对
ＦＡＫ的总水平有明显的抑制作用，而对 ｐ３８ＭＡＰＫ
的总水平无显著影响。因此，我们初步推测睿臻抑

制肺癌细胞的侵袭转移能力可能与其对 ＦＡＫ／ｐ３８

·５１５１·世界中医药　２０１８年６月第１３卷第６期



信号通路的抑制作用有关。

３　讨论
肺癌具有发病率高、死亡率高，易转移 ３大特

点，且临床治疗难度大［１８］。目前，化学治疗仍然是

治疗晚期肺癌常用的治疗手段，但由于化疗易引起

机体耐药及较严重的不良反应［３４，１９２１］，因此寻找安

全有效治疗肺癌的方法和药物是各国科学家研究的

热点和重点。中药具有多靶标的特点，在治疗上通

常会产生药效叠加，毒性分散的效果［３，１６，１９］，所以预

期中药复方会对癌症起到较好的治疗及辅助治疗的

作用。山楂中含有山楂酸、果皮多酚及果肉多酚等

多种抗癌物质［２２２３］。沙棘不但在免疫调节方面发

挥着重要的作用，同时还在抗癌抑瘤方面疗效显

著［２４］。枸杞多糖是枸杞中的主要成分，能够抑制多

种肿瘤的生长，提高机体免疫力［２５２６］。虫草素对肺

癌、肝癌、结肠癌等多种肿瘤细胞生长增殖均具有抑

制作用［２７］。因此研究以上述成分为主的天然药物

组方———睿臻的抗肺癌作用及其机制研究具有重要

的意义，且该组方的抗肺癌作用国内外未见报道。

本研究中发现睿臻对 Ａ５４９、ＮＣＩＨ４６０和 ＮＣＩ
Ｈ１９７５肺癌细胞株具有较好的体外抑制活性，进一
步体内研究结果表明其可抑制小鼠 Ｌｅｗｉｓ肺癌的生
长，延长荷瘤鼠的中位生存期。目前，Ｔａｘｏｌ为主要
的肺癌化疗药物，睿臻可增加 Ｔａｘｏｌ的抗肿瘤活性，
同时可升高荷瘤小鼠的胸腺指数，升高 Ｔａｘｏｌ降低
的胸腺指数，推测睿臻可通过调节荷瘤鼠的免疫功

能进而发挥其抗肿瘤作用，且睿臻可能对 Ｔａｘｏｌ造
成的免疫抑制有一定的缓解作用。睿臻对荷瘤小鼠

的外周血无明显不良影响，与化疗药物 Ｔａｘｏｌ联合
使用可以增加荷瘤鼠外周血中红细胞和血红蛋白的

数量，提示睿臻有可能对化疗药物造成的造血功能

损伤起到一定的缓解作用，因此睿臻与化疗药Ｔａｘｏｌ
联用具有增效减毒的作用，为临床应用提供一定的

依据。

睿臻可降低 Ｌｅｗｉｓ肺癌组织内 ｃＲａｆ的磷酸化
水平，导致 ＭＥＫ磷酸化及下游信号通路的显著抑
制，表现为ＥＲＫ磷酸化水平的明显下降，进而促进
ｐ５３、ｃｃａｓｐａｓｅ３和 ｃＰＡＲＰ的表达。Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ
信号转导通路可促进细胞增殖，调控肿瘤细胞增殖

及凋亡；在Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路的作用下，细胞
内ｃｃａｓｐａｓｅ３、ｃＰＡＲＰ表达水平降低，肿瘤细胞凋
亡受到抑制。因此，睿臻可能是通过抑制肺癌组织

内ｃＲａｆ的磷酸化水平，进而抑制Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ信
号通路相关蛋白的表达，从而上调细胞凋亡蛋白的

表达，发挥抑制细胞增殖、诱导细胞凋亡的作用。睿

臻可降低肺癌组织内 ｐＦＡＫ（Ｔｙｒ３９７）的水平，进而
抑制ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化及下游信号通路蛋白 ＭＭＰ２
等的表达。转移是肺癌致死的主要原因，这是临床

上治疗肺癌的难点，也是肺癌研究的热点［２１，２８］。已

有研究表明 ＦＡＫ／ｐ３８信号通路参与细胞的侵袭转
移过程［１６１７］，因此推测睿臻抑制肺癌细胞的转移的

作用有可能与抑制ＦＡＫ／ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路相关。
本研究结果初步证明，睿臻可通过阻滞 Ｒａｆ／

ＭＥＫ／ＥＲＫ和ＦＡＫ／ｐ３８信号通路，发挥诱导细胞凋
亡，抑制肿瘤细胞增殖及侵袭的作用。在显著抑制

肿瘤生长的同时，睿臻对荷瘤小鼠的免疫功能及造

血功能亦有一定的保护作用。睿臻在抑制肺癌的发

生发展发面表现出较好的效果和广阔的应用前景，

其抗肿瘤及免疫调节机制有待进一步研究，期望经

过我们的努力，睿臻能够开发成为抗肿瘤的复方制

剂，造福广大肿瘤患者。
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