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新型抗癌复方蟾山护金方干扰肺腺癌细胞增殖

并诱导其凋亡的研究

高　强　唐源苑　钟丽娅　卢芳国　宁　毅　周小青
（湖南中医药大学，长沙，４１０２０８）

摘要　目的：观察新型抗癌复方蟾山护金方含药血清对肺腺癌Ａ５４９细胞增殖的影响，并探讨其能否诱导Ａ５４９细胞凋亡。
方法：将３０只ＳＤ大鼠随机分成３组，分别为含药血清组、消癌平组、阴性血清组，每组１０只，各组依次灌胃蟾山护金方煎
剂、消癌平片水溶剂和生理盐水，制备含药血清，利用含药血清做 Ａ５４９细胞增殖抑制实验（ＭＴＴ实验）、细胞凋亡实验和
检测“死亡蛋白酶”ｃａｓｐａｓｅ３的表达变化。结果：通过ＭＴＴ实验，发现蟾山护金方含药血清能够抑制Ａ５４９细胞的增殖，且
呈剂量相关性，与阴性血清组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与消癌平组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。通过
流式细胞仪检测细胞凋亡，发现蟾山护金方含药血清中浓度组和高浓度组诱导Ａ５４９细胞早期凋亡，与阴性血清组比较，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５；Ｐ＜００５）。通过ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ实验发现Ａ５４９细胞ｃａｓｐａｓｅ３激活上调。结论：新型抗癌复方
蟾山护金方含药血清能抑制Ａ５４９细胞的增殖并诱导其凋亡，且呈剂量正相关性。
关键词　蟾山护金方；增殖；抑制；细胞凋亡；抗癌；肺腺癌细胞；大鼠
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　　肺癌特别是肺腺癌是当今世界最常见的恶性肿
瘤，美国癌症研究中心２０１２年统计数据显示，在全
球各种新发肿瘤中，肺癌的发生率在１４％左右，位
居第１位［１］。在我国的各种恶性肿瘤中，肺癌的发

病率近年来已上升到各种肿瘤的首位，并且恶性程

度高，就诊时大多数已到中晚期。目前肺癌的治疗

主要采取手术治疗、放疗和化疗，但肺癌患者的５年
生存率仍然很低［２］，近年来，出现了癌症分子疗法、

细胞免疫疗法等新治疗手段［３］，但技术远没有成熟，

风险较高，也较少应用于临床，因此亟需探讨一种在

肺癌早期抑制其生长的药物，减缓甚至抑制其生长，

以期为肺癌的综合治疗赢得宝贵时间。
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中医药是祖国的一大宝库，历史记载了大量的

抗癌中草药［４］。现代中医师或研究人员也配制了一

些抗癌复方，大多已应用于临床，有些还做了体外和

体内小鼠实验，取得了一定量的研究成果。比如冯

青［５］等研究发现“复方苦参注射液”配合化疗提高

了老年晚期患者ＮＳＣＬＣ的抗肿瘤效果，可有效地减
轻化疗过程中的不良反应，提高肿瘤患者的生命质

量。贾彦焘［６］等探讨“肺一丸”对 ＬＡ７９５肺癌细胞
增殖的影响，发现“肺一丸”能够有效抑制 ＬＡ７９５
肺癌细胞增殖，不良反应小，且可以增加小鼠体质

量，改善生活状态。此外还有应用于临床的抗癌散

类复方药，例如参七抗癌散、张氏抗癌散、姜氏抗癌

散、扶正抗癌散、青龙抗癌散、化瘀解毒抗癌散

等［７１０］，对于肺癌治疗都取得了一定的临床效果，但

补益药占据抗肺癌复方的主流，并且多用于肺癌的

中晚期治疗。

本文拟用一临床疗效肯定，应用于肺癌早期的

中药复方蟾山护金方（以下简称蟾方），有别于上述

补益类抗癌复方，在肺癌早期尚未转移，体质尚未虚

衰之时，用于抑制肺癌细胞生长并诱导其凋亡，防治

肺癌毒结蔓延为根本宗旨，进行体外细胞水平的实

验，验证其体外抗肺腺癌作用效果，为该复方的临床

应用积累实验室数据。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　ＳＰＦ级 ＳＤ雄性大鼠，体质量 １８０～
２２０ｇ，鼠龄８～１０周，３０只，购自湖南斯莱克景达实
验动物有限公司，动物购买许可证号 ＳＣＸＫ（湘）
２０１３０００４，动物使用许可证号 ＳＹＸＫ（湘）２０１３
０００５，饲养于湖南中医药大学ＳＰＦ级动物房中，饲以
颗粒饲料，自由饮水，动物房温度稳定在（２５±１）℃，
相对湿度 ４０％～７０％，昼夜交替进行光照，肺腺癌
Ａ５４９细胞系购自于中国科学院上海细胞库。
１１２　药物　蟾方组方：蟾蜍皮１５ｇ、山慈菇１５ｇ、
半枝莲１０ｇ、蚤休１０ｇ、鳖甲１０ｇ、莪术１０ｇ、浙贝母
１０ｇ、百合１０ｇ，中药饮片购自于湖南中医药大学附
属第一中医医院药房，取蟾方１剂，加１Ｌ双蒸水，
侵泡 ３０ｍｉｎ，鳖甲先煎 ３０ｍｉｎ，然后沸水煎药 ３０
ｍｉｎ，倒出煎液，再加双蒸水１Ｌ，再沸水煎药３０ｍｉｎ，
合并２次的汤药，旋转蒸发仪浓缩至含生药１ｇ／ｍＬ，
放４℃冰箱备用。消癌平片（四川国康药业有限公
司，国药准字Ｚ２００５３６８６）中成药购自湖南中医药大
学附属第一中医医院药房。

１１３　 试剂与仪器 　 ＤＭＥＭ 培养基 （货 号

９４０１２３）、胎牛血清（货号 ９３０２３６）、胰酶（货号
９４０３４１）购自于美国 Ｇｉｂｃｏ公司，噻唑蓝（ＭＴＴ，货号
７６０２７９）购自于鼎国生物技术有限公司，兔抗大鼠
ｃａｓｐａｓｅ３抗体（一抗，货号 ７６０２９７）购自于 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司，ＨＲＰ标记的羊抗兔 ＩｇＧ（二抗，货号
７６０２９２）、兔抗大鼠 βａｃｔｉｎ抗体（货号６４０１９９）购自
于华美生物工程公司，美国ＢＤ公司流式细胞仪（型
号：ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ），上海隆拓设备有限公司旋转蒸发
仪（型号：ＲＥ８５Ａ），日本三洋公司 ＣＯ２培养箱（型
号：ＭＣＯ５ＡＣ）、日本 ＯＬＹＭＰＵＳ公司倒置显微镜等
（型号：ＯＬＹＭＰＵＳＣＸ２３）。
１２　方法
１２１　分组与含药血清的制备　实验动物随机分３
组，分别为含药血清组，消癌平组，生理盐水组，每组

１０只。ＳＰＦ级房间饲养，自由饮水、摄食，自然光照，
适应性饲养３ｄ后，药物组灌胃蟾方煎液，消癌平组
灌胃消癌平水溶剂，生理盐水组灌胃等量生理盐水。

按人与大鼠用药剂量换算公式［大鼠剂量（ｇ／ｋｇ）＝
６２５×成人剂量（ｇ）／成人体质量（６０ｋｇ）］计算出一
般给药量。蟾方组每只２００ｇ大鼠每天灌胃蟾方煎
液１６６２５ｇ（８３１２５ｇ／（ｋｇ·ｄ）），消癌平组每只
２００ｇ大鼠每天灌胃消癌平 ０１８７５ｇ（０９３７５ｇ／
（ｋｇ·ｄ）），生理盐水组每只大鼠每天灌胃１ｍＬ生
理盐水，灌胃１次／ｄ，连续７ｄ，最后１ｄ给药前１２ｈ
断食不断水，末次给药后１ｈ１０％水合氯醛麻醉，腹
主动脉取血，离心取上清即为含药血清，同组大鼠血

清混合，经０４５μｍ过滤器过滤除菌，－２０℃保存
备用。

１２２　给药方法　人肺腺癌细胞系 Ａ５４９细胞，用
ＤＭＥＭ高糖培养基，３７℃、５％ＣＯ２恒温培养箱中常规
培养，每２～３ｄ换液１次，生长至对数生长期时正常
传代，选取第３～４代的细胞用于实验。体外细胞试
验时，分为５组：高剂量蟾方药物组（２０％含药血清，
８０％ＤＭＥＭ）、中剂量蟾方药物组（１０％含药血清，９０％
ＤＭＥＭ）、低剂量蟾方药物组（５％含药血清，９５％
ＤＭＥＭ，补加５％胎牛血清）、消癌平对照组（１０％含药
血清，９０％ＤＭＥＭ）、生理盐水组（阴性对照组）。
１２３　检测指标与方法
１２３１　噻唑蓝（ＭＴＴ）法检测细胞抑制率　取对
数生长期的Ａ５４９细胞，调整细胞计数为１×１０５细
胞／ｍＬ，接种于９６孔板，试验分蟾方高、中、低剂量
组，消癌平组、生理盐水组，每组做６个平行，保证每
孔细胞数为５０００个左右，待细胞贴壁后进行试验，
每孔加１００μＬ试验药液（同１５用药剂量），分别培
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养２４、４８、７２ｈ，在终止实验前 ４ｈ，每孔加入 ＭＴＴ
２０μＬ，放３７℃、５％ ＣＯ２恒温培养箱中孵育４ｈ，取
出培养板，吸去上清液，每孔加入二甲基亚砜（ＤＭ
ＳＯ）２００μＬ，于酶标仪５７０ｎｍ处测定吸光度（Ａ）值，
重复试验３次，制作吸光度图表。
１２３２　流式细胞仪检测细胞凋亡　取对数生长
期的Ａ５４９细胞，调整细胞计数为１×１０６细胞／ｍＬ，
接种于六块６孔板，每孔接种１ｍＬ细胞液，实验分
蟾方高、中、低剂量组，消癌平组、生理盐水组，每组

做３个平行，待细胞贴壁后进行试验，吸去细胞培养
液，每孔加 ４００μＬ试验药液（同 １５用药剂量），
２４ｈ和４８ｈ后分别上流式细胞仪检测细胞凋亡率，
重复试验３次。
１２３３　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ实验　采用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ方
法检测细胞凋亡相关分子 ｃａｓｐａｓｅ３表达变化，取对
数生长期 Ａ５４９细胞以１×１０６细胞／孔接种于６孔
板内，试验分蟾方高、中、低剂量组、消癌平组、生理

盐水组。待细胞贴壁后，吸去细胞培养液，每孔加

４００μＬ试验药液（同１５用药剂量），培养４８ｈ，胰
酶消化后３０００ｒ／ｍｉｎ离心收集细胞于 ＥＰ管中，细
胞裂解液提取细胞总蛋白，紫外分光光度计测定总

蛋白浓度，－８０℃冻存备用。各组分别提取５０μｇ

蛋白，加热变性，ＳＤＳＰＡＧＥ胶电泳，将蛋白转移到
ＰＶＤＦ膜上，脱脂奶粉室温封闭１ｈ，０１％ ＴＢＳＴ液
洗膜３次，一抗（１∶１００稀释）室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ液
洗膜３次，加入二抗稀释液，避光孵育２ｈ，ＴＢＳＴ液
洗膜３次，中途４℃过夜。采用增强化学发光法显
影，凝胶图像分析系统分析，同时以兔抗大鼠βａｃｔｉｎ
抗体做对照，试验重复３次。采用 Ｍｏｔｉｃ６０数码医
学图像分析系统，分析 ｃａｓｐａｓｅ３表达阳性积分光密
度值，分析相对表达量。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１９０统计软件进行
数据分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采
用单因素方差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤ检验，
以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　Ａ５４９细胞增殖抑制结果　应用噻唑蓝（ＭＴＴ）
法检测细胞抑制率。蟾方含药血清质量浓度为

５％～２０％时对肺腺癌细胞 Ａ５４９的增殖有抑制作
用，与阴性血清组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），且呈剂量正相关性，并随着作用时间的延长
抑制作用增强，并且２０％蟾方含药血清组与消癌平
组比较对肺腺癌细胞 Ａ５４９的增殖抑制差异有统计
学意义（Ｐ＜００５）。见表１、图１。

表１　蟾山护金方含药血清对人肺腺癌Ａ５４９细胞增殖的抑制作用（ｎ＝５，ＯＤ值）

组别 药物浓度（ｇ／ｍＬ） ＯＤ值
２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

阴性血清组 — １７３６±００７０ １９９６±００８６ ２２０６±００４４
消癌平组 １０％ １１４３±００４３ １４５９±０１９８ １６７５±０１４２

含药低浓度组 ５％ １２１８±０１２４ １３６３±００６６ １７８１±０１２１

含药中浓度组 １０％ １１４９±０１３７ １２１９±００７５ １３７０±０１２４

含药高浓度组 ２０％ ０８７５±０１６９△ ０７６８±０１９２△ ０５２７±００７２△

　　注：与阴性血清组比较，Ｐ＜００５；与消癌平组比较，△Ｐ＜００５

图１　Ａ５４９细胞增殖的抑制图
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表２　蟾山护金方含药血清对人肺腺癌Ａ５４９细胞凋亡的影响（珋ｘ±ｓ，％，ｎ＝３）

组别 药物浓度（ｇ／ｍＬ） ２４ｈ凋亡率 ４８ｈ凋亡率

阴性血清组 — ０６２±０１１ ０７８±００８
消癌平组 １０％ ２０８±０１７ ２５６±０２７

含药低浓度组 ５％ ２３６±０５５ ３４８±０６３

含药中浓度组 １０％ ４９１±０７３△ ７１２±１３９△

含药高浓度组 ２０％ ７３４±１６３△ １０９１±２４６△

　　注：与阴性血清组比较，Ｐ＜００５；与消癌平组比较，△Ｐ＜００５

图２　４８ｈ后人肺腺癌Ａ５４９细胞凋亡率

２２　细胞凋亡的检测结果　加药２４ｈ与４８ｈ后经
过流式细胞仪测定，分析得出阴性对照组 Ａ５４９细
胞基本没有发生凋亡，消癌平组与阴性血清组比较，

差异有统计学意义（Ｐ＜００５；Ｐ＜００５）；而蟾方低
浓度组 Ａ５４９细胞早期凋亡率与阴性血清组比较，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５；Ｐ＜００５）；与消癌平
组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５；Ｐ＞００５）；蟾
方中浓度组 Ａ５４９细胞早期凋亡率与阴性血清组比
较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５；Ｐ＜００５），与消癌
平组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５；Ｐ＜００５）；
蟾方高浓度组 Ａ５４９细胞早期凋亡率与阴性血清组
比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５；Ｐ＜００５），与消
癌平组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５；Ｐ＜
００５）。如表２、图２。
２３　ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的检测　加药４８ｈ后，对
ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达进行检测，实验平行做 ３次，根
据光密度值测定结果，发现与阴性对照组比较，低浓

度组差异无统计学意义（Ｐ＞００５），中浓度组和高
浓度组差异有统计学意义（Ｐ＜００５；Ｐ＜００５），并
且与浓度成正相关性。和消癌平组比较，低浓度组

与中浓度组差异无统计学意义（Ｐ＞００５；Ｐ＞
００５），但高浓度组差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
说明ｃａｓｐａｓｅ３随蟾方含药血清浓度递增被激活，表
达增强，细胞凋亡发生。见表３。

表３　ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达光密度值测定结果
（珋ｘ±ｓ，％，ｎ＝３）

组别 药物浓度（ｇ／ｍＬ） ４８ｈ光密度值

阴性血清组 — ７０２３±１７２７
消癌平组 １０％ ９１１２±２１２３

含药低浓度组 ５％ ７４７８±１９２８

含药中浓度组 １０％ ９６３７±２０３６△

含药高浓度组 ２０％ １０７１２±２６１１△

　　注：与阴性血清组比较，Ｐ＜００５；与消癌平组比较，△Ｐ＜００５

图３　ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达变化
　　注：１：阴性血清对照；２：消癌平组；３：５％含药血清组；４：１０％含

药血清组；５：２０％含药血清组
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３　讨论
肺癌属中医学“咳嗽”（从症状上）、“息贲”（从

病机上）、“肺积”（从病理上）的范畴。中医学认为，

肺癌的形成是因为正气内虚，卫外失司，感受外邪，

邪毒凝聚日久，痰瘀毒互结久滞而成，或长期忧郁悲

伤，过度劳累，导致气机阻滞，气血津液运行障碍，痰

瘀聚结成积而致。正虚邪实是本病的病理特点，本

文认为肺癌在治疗上早期宜用清热解毒、配合理气

活血化痰之药，后期多配以扶正之中药调理气机，化

痰消瘀。蟾方正是遵循这一原则，法从破毒清热、散

结消肿，临床疗效肯定；方用蟾蜍皮、山慈菇、半枝

莲、蚤休、鳖甲、莪术、浙贝母、百合；蟾蜍、半枝莲、蚤

休破毒清热为君，山慈菇、莪术、浙贝从瘀、疾、毒３
方面软坚散结为臣；百合润肺以散结为佐；鳖甲入血

分以助软坚为使；诸药组合，以清热破毒、散结消肿

之疗效。临床应用于肺腺癌早中期，尚未转移之时，

体质尚未虚衰，当以解毒结为主，防止毒结之蔓延。

研究表明，蟾蜍有较明显的抗肿瘤效果，蟾皮，

通常为蟾蜍科动物中华大蟾蜍（Ｂｕｆｏｂｕｆｏｇａｒｇａｒｉ
ｚａｎｓＣａｎｔｏｒ）的干燥表皮，其水溶性成分制剂华蟾素
注射液临床用于肺癌的治疗具有较明显的效

果［１１１２］。半枝莲主要在抑制肿瘤细胞增殖、诱导肿

瘤细胞凋亡、增强机体免疫力等方面发挥抗肿瘤作

用，具有良好的抗肺肿瘤活性。蚤休（七叶一枝花

益气养阴，扶正培本，调整阴阳，平衡气血，兼以清热

解毒散结。蚤休联合顺铂能有效抑制小鼠肺腺癌细

胞生长，降低血清ＶＥＧＦ、ＭＭＰ２水平及肿瘤组织中
ＨＩＦ１α、ＶＡＳＨ、ｂＦＧＦ的表达［１３］。莪术性温味辛

苦，有活血破瘀、消积止痛、抗肿瘤的功效［１４］。研究

发现莪术油有效成分具有抗肿瘤的效果，可能是通

过阻滞细胞周期及诱导凋亡来实现的［１５］。浙贝母

常与苏子、半夏合用，取其“十八反”之相反之性，以

毒攻毒，温经通络止痛，燥湿化痰，消结软坚，以抗癌

消瘤之品治疗肺癌［１６］。百合润肺清心、益气安神，

临床常与地黄或贝母合用有润肺养阴且化痰止咳之

效［１７］。鳖甲入肝经至阴之分，养阴而入络搜邪［１８］。

中医认为肺癌是因虚而得病，因虚而致实，是一种全

身属虚，局部属实的疾病。大量的临床实践已证明

应用中药复方或中西医结合治疗肺癌，在减毒增效、

提高生命质量及延长生存期等方面显示了明显优

势［１９２０］。我们从抗癌中草药宝库中精选恰当的药

物，在中医辨证论治的基本思想指导下，通过临床辨

证，严格按照中药复方配伍法则组方蟾方，以期达到

单味药远不能达到的临床效果。

通过体外细胞实验验证蟾方含药血清抗肺癌的

作用效果，是用实验数据验证该方抗癌作用的第一

步。从ＭＴＴ试验可以看出，该方含药血清有抑制肺
腺癌 Ａ５４９细胞增殖的作用，且与药物浓度的递增
呈正相关性。在凋亡试验中得出，蟾方有诱导肺腺

癌Ａ５４９细胞凋亡的作用；ｃａｓｐａｓｅ３被称为 “死亡

蛋白酶”，ｃａｓｐａｓｅ３激活上调则会导致细胞凋亡，
通过实验可以看出 ｃａｓｐａｓｅ３的表达随药物浓度的
递增上调，从分子角度验证了蟾方有诱导肺腺癌

Ａ５４９细胞凋亡的作用，并且与药物浓度的递增呈
正相关性。综合上述因素，我们通过实验数据验证

了该方的作用效果，这也从体外细胞实验角度证明

了蟾方可能是一早期治疗肺癌的有效方剂。下一

步，我们将通过体内裸鼠实验进一步验证该方的体

内抗癌效果，并通过毒理实验验证该方的毒理作

用，以及进一步通过信号通路等途径寻找该方作用

靶点并探索其基本作用机制，为临床应用提供实验

室数据参考。
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陈蒿汤联合布地奈德治疗能够减少哮喘大鼠肺组织

中多种炎性反应细胞因子的表达，由此更进一步证

实加减茵陈蒿汤联合布地奈德治疗能够抑制哮喘的

炎性反应。

综上所述，加减茵陈蒿汤联合布地奈德治疗哮

喘大鼠能够降低气道反应性、抑制肺组织中的炎性

反应，今后可进一步在临床中使用加减茵陈蒿汤来

治疗哮喘并进一步验证加减茵陈蒿汤在哮喘治疗中

的积极价值。
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因子的影响［Ｊ］．世界中医药，２０１８，１３（３）：６６５６６８．

［１９］ＬｉｕＪ，ＬｉｎＨＳ，ＨｏｕＷ，ｅｔａｌ．ＣｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＣｈｉｎｅｓｅ

ｍｅｄｉｃｉｎｅｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｄｖａｎｃｅｄｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ：Ａ

ｍｕｌｔｉｃｅｎｔｅｒ，ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ，ｃｏｈｏｒｔｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＩｎｔｅｇｒＭｅｄ，２０１７，

２３（１０）：７３３７３９．

［２０］ＴｓｅｎｇＣＹ，ＬｉｎＣＨ，ＷｕＬＹ，ｅｔａｌ．ＰｏｔｅｎｔｉａｌＣｏｍｂｉｎａｔｉｏｎａｌＡｎｔｉ

ＣａｎｃｅｒＴｈｅｒａｐｙｉｎＮｏｎＳｍａｌｌＣｅｌｌＬｕｎｇＣａｎｃｅｒｗｉｔｈＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉ

ｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅＳｕｎＢａｉＰｉＥｘｔｒａｃｔａｎｄＣｉｓｐｌａｔｉｎ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，

２０１６，１１（５）：ｅ０１５５４６９．

（２０１８－１１－１２收稿　责任编辑：王明）
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