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摘要：目的　探讨金福安汤通过调控磷脂酰肌醇３－激酶／蛋白激酶Ｂ／西罗莫司
靶蛋白（ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ）信号通路介导自噬对非小细胞肺癌细胞（Ａ５４９）凋亡
的影响。方法　将Ａ５４９细胞随机分为空白组、对照组、联合组和低、中、高剂量
实验组。空白组给予１０％空白血清处置；对照组给予２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＩ３Ｋ特异
性激活剂（７４０Ｙ－Ｐ）处置；低、中、高剂量实验组分别给予５％、１０％和２０％金福
安汤含药血清处置；联合组给予２０％金福安汤含药血清＋２０μｍｏｌ·Ｌ－１７４０Ｙ－Ｐ处
置。用流式细胞术检测细胞凋亡率，用蛋白质印迹法检测微管相关蛋白 １Ａ／
１Ｂ－轻链３（ＬＣ３）、泛素结合蛋白（ｐ６２）、Ａｋｔ和ｍＴＯＲ的表达水平。结果　高剂
量实验组、联合组、对照组和空白组的细胞凋亡率分别为（３１４８±１３５）％、
（１４９１±１２６）％、（３３０±０４５）％和（７７３±０５０）％，ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ蛋白相对表
达水平分别为１１３±０１０、０７７±００６、０３１±００４和０５０±００４，ｐ６２蛋白相
对表达水平分别为 ０３２±００３、０５６±００５、１０７±００６和 ０８３±００６，ｐ－
Ａｋｔ／Ａｋｔ蛋白相对表达水平分别为 ０３３±００４、０８０±００７、０９８±００９和
０５２±００３，ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ蛋白相对表达水平分别为 ０５３±００４、
０８４±００６、１１４±００８和１０１±００６。高剂量实验组的上述指标与联合组和
空白组比较，在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）。结论　金福安汤
可以促进Ａ５４９细胞凋亡，其作用机制可能与抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路进
而激活细胞自噬有关。
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ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ／ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

　　非小细胞肺癌（ｎｏｎ－ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，
ＮＳＣＬＣ）是一种肺恶性肿瘤，易发生中枢神经系统、骨
骼等组织转移，且手术或放化疗后患者的临床生存率

依然很低［１］。研究表明，细胞自噬与肿瘤的发生发展

关系密切［２］。磷脂酰肌醇３－激酶／蛋白激酶Ｂ／西罗
莫司靶蛋白（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３－ｋｉｎａｓｅ／ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅＢ／ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／
ｍＴＯＲ）是经典的自噬调控通路，可以通过抑制自噬来
促进肿瘤细胞增殖和迁移［３］。中药活性成分、制剂或

复方在调控 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路治疗 ＮＳＣＬＣ
方面发挥着明显优势［４］。金福安汤由国医大师邓铁

涛教授以“痰瘀”为主要病机结合多年临床经验拟方，

旨在缓解 ＮＳＣＬＣ患者肿瘤相关症状，减轻化疗的药
物不良反应。研究表明，金福安汤结合顺铂等化疗药

物发挥了显著的抑制肿瘤和提高患者免疫功能的作

用［５］，且相对安全、温和。本研究基于 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／
ｍＴＯＲ信号通路介导的自噬途径观察金福安汤对人非
小细胞肺癌细胞 Ａ５４９凋亡的影响，以期为中药复方
防治肿瘤提供依据。

材料与方法

１　材料
动物　ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠，６周龄，体质量

１８０～２００ｇ，湖北贝恩特生物科技有限公司提供。动
物生产许可证号：ＳＣＸＫ（鄂）２０２１－００２７。本实验经
广东省中医院海南医院实验动物管理与使用委员会

批准（伦理批号：ＩＡＣＵＣ－ＨＨＧＰＨＣＭ－２４０５０１９）。
细胞株　人非小细胞肺癌细胞 Ａ５４９，购自中国

科学院细胞库。

药品与试剂　生半夏，批号：２０２３０１１２，产地：云
南；生南星，批号：２０２２１２２５，产地：河南；太子参，批
号：２０２３０２２１，产地：江西；守宫，批号：２０２３０１３０，产
地：江苏；浙贝母，批号：２０２２１２０２，产地：浙江；苇茎，
批号：２０２３０２０５，产地：湖北；生苡仁，批号：２０２２１２１０，
产地：福建；山慈菇，批号：２０２２１１２９，产地：贵州；丹
参，批 号：２０２３０１０６，产 地：河 南；桃 仁，批 号：
２０２３０１２０，产地：陕西，均购自中国药材集团公司，经
广东省中医院海南医院药剂科王开裕教授鉴定为正

品。磷脂酰肌醇３－激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３－ｋｉ
ｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）特异性激活剂（７４０Ｙ－Ｐ），规格：每瓶
１ｍｇ，含量：＞９８％，批号：８５７２０，美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘ
ｐｒｅｓｓ公司生产。活化半胱氨酸蛋白酶（ｃｌｅａｖｅｄ－ｃｙｓ
ｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－
３）、Ｂ淋巴细胞瘤－２（Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２，Ｂｃｌ－２）、
Ｂｃｌ－２相关 Ｘ蛋白（Ｂｃｌ－２－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，
Ｂａｘ）、微管相关蛋白 １Ａ／１Ｂ－轻链 ３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ－
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１Ａ／１Ｂ－ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）、泛素结
合蛋白（ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ－１，ｐ６２）、ＰＩ３Ｋ（ｐ１１０α）抗体，均
由美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司生产；蛋白激酶
Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，Ａｋｔ）、磷酸化Ａｋｔ［ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ－
Ａｋｔ，ｐ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）］、西罗莫司靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎ
ｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）、磷酸化 ｍＴＯＲ［ｐｈｏｓｐｈｏｒｙ
ｌａｔｅｄ－ｍＴＯＲ，ｐ－ｍＴＯＲ（Ｓｅｒ２４４８）］、自噬相关蛋白１
（ｕｎｃ－５１－ｌｉｋｅｋｉｎａｓｅ１，ＵＬＫ１）抗体，均由英国Ａｂｃａｍ
公司生产；细胞计数试剂盒 －８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，
ＣＣＫ－８）试剂盒、单丹磺酰尸胺（ｄａｎｓｙｌｃａｄａｖｅｒｉｎｅ，
ＭＤＣ）染色试剂盒、细胞凋亡试剂盒，均由上海碧云天
生物技术股份有限公司生产。

仪器　ＣＫＸ５３荧光显微镜，日本 ＯＬＹＭＰＵＳ公司
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产品；８４００流式细胞检测仪，美国ＦｌｏｗＣａｍ公司产品；
ＳｐｅｃｔｒａＭａｘｉＤ３多功能酶标仪，上海美谷分子仪器有
限公司产品；ＧｅｌＤｏｃＥＺ凝胶成像分析仪，美国 Ｂｉｏ－
Ｒａｄ公司产品。
２　实验方法
２１　药物配制［５］

取生半夏１０ｇ和生南星１０ｇ水煎煮３０ｍｉｎ，再与
太子参３０ｇ、守宫５ｇ、浙贝母１５ｇ、苇茎３０ｇ、生苡仁
３０ｇ、山慈菇 １０ｇ、丹参 １５ｇ和桃仁 １０ｇ混合煎煮
２次，将２次药汁混合后过滤，于６０℃恒温水浴浓缩
至含生药量为１０ｍｇ·ｍＬ－１备用。
２２　含药血清制备［６］

金福安汤临床推荐成人给药剂量为１６５ｇ·ｄ－１，
按照人（７０ｋｇ）与大鼠的单位体质量折算系数换算，
大鼠给药剂量为１５ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１。将２０只 ＳＤ大鼠
随机分为金福安汤组和空白组，每组１０只。金福安
汤组灌胃给予１５ｇ·ｋｇ－１的金福安汤，空白组灌胃给
予等量０９％ＮａＣｌ。２组大鼠每天给药１次，连续７ｄ。
末次给药１ｈ后，用１０％水合氯醛麻醉大鼠，经腹主
动脉取血，以４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清液，
５６℃灭活３０ｍｉｎ，０２２μｍ滤头过滤除菌，得到金福
安汤含药血清和空白血清。

２３　细胞培养、细胞分组与处置方法［７］

用含１０％胎牛血清和１％双抗的Ｆ－１２Ｋ完全培
养基培养Ａ５４９细胞，培养箱湿度为７０％～８０％，温度
３７℃。将 Ａ５４９细胞随机分为空白组、对照组、联合
组和低、中、高剂量实验组。空白组用含有１０％空白
血清的Ｆ－１２Ｋ培养基培养细胞４８ｈ；低、中、高剂量
实验组分别用含有５％、１０％和２０％金福安汤含药血
清的 Ｆ－１２Ｋ培养基培养细胞 ４８ｈ；对照组用
２０μｍｏｌ·Ｌ－１７４０Ｙ－Ｐ处理细胞４８ｈ；联合组用含有
２０％金福安汤含药血清 ＋２０μｍｏｌ·Ｌ－１７４０Ｙ－Ｐ的
Ｆ－１２Ｋ培养基处理细胞４８ｈ。
２４　ＣＣＫ－８法检测细胞增殖活性［８］

将细胞接种于 ９６孔板中，每孔 ５×１０３个细胞
（１００μＬ），按“２３”的方法进行分组和处置，干预４８ｈ
后，每孔加入 ＣＣＫ－８溶液 １０μＬ，设置空白对照组
（培养基＋ＣＣＫ－８溶液），培养箱内孵育１ｈ，用酶标
仪在４５０ｎｍ处测定光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）。
２５　流式细胞术检测细胞凋亡情况［９］

加入胰酶适度消化各组细胞，转移至离心管中，

以２４００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ｍｉｎ，收集细胞沉淀加入
ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ结合液重悬，继续加入 Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ－ＦＩＴＣ工作液和碘化丙啶染色液轻轻混匀，室温避

光孵育１０ｍｉｎ，于流式细胞仪上机检测细胞凋亡率。
２６　ＭＤＣ染色法检测细胞自噬水平［１０］

将各组细胞接种于１２孔板中，每孔５×１０４个细
胞，待细胞贴壁后每孔加入ＭＤＣ染色液０５ｍＬ，于培
养箱中孵育 ２０ｍｉｎ，吸净染液，加入 ＡｓｓａｙＢｕｆｆｅｒ
０５ｍＬ，在荧光显微镜下观察绿色荧光。
２７　蛋白质印迹法检测自噬和凋亡相关蛋白的表达
水平［１１］

收集各组细胞沉淀，加入 ＲＩＰＡ裂解液充分裂解
细胞，取总蛋白２０μＬ加热至９５℃变性。上样至十
二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳进行电泳，随后转

至聚偏二氟乙烯膜，室温下将膜浸入封闭缓冲液（５％
脱脂牛奶）中孵育１ｈ，ＴＢＳＴ清洗３次，加入１∶１０００
稀释的一抗，于 ４℃孵育慢摇过夜，ＴＢＳＴ清洗３次，
加入ＨＲＰ标记的二抗（１∶３０００稀释），室温下轻轻搅
拌１ｈ，ＴＢＳＴ清洗 ３次，滴加 ＥＣＬ试剂显色，曝光胶
片，分析条带灰度值。

３　统计学处理
用 ＳＰＳＳ２６０软件进行统计分析。计量资料用

珋ｘ±ｓ表示，多组间数据比较用单因素方差分析，２组间
比较用ＬＳＤ－ｔ法。

结　　果

１　金福安汤抑制Ａ５４９细胞增殖并诱导凋亡
低、中、高剂量实验组分别用含有 ５％、１０％和

２０％金福安汤含药血清的 Ｆ－１２Ｋ培养基培养；对照
组用２０μｍｏｌ·Ｌ－１７４０Ｙ－Ｐ处理细胞４８ｈ；联合组用
含有２０％金福安汤含药血清＋２０μｍｏｌ·Ｌ－１７４０Ｙ－Ｐ
的Ｆ－１２Ｋ培养基培养；空白组用含有１０％空白血清
的Ｆ－１２Ｋ培养基培养。

空白组和低、中、高剂量实验组细胞增殖活性分

别 为 （９７０２ ±２５５）％、（８２３１ ±３２４）％、
（５３１４±２４８）％和（３３１７±２１１）％，细胞凋亡率分别为
（６３８±０６９）％、（１３１１±０８１）％、（２２４０±１２０）％和
（３１４０±１２５）％。低、中、高剂量实验组与对照组比
较，细胞凋亡率和细胞中ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂａｘ蛋白
相对表达水平均显著升高，细胞增殖活性和细胞中

Ｂｃｌ－２蛋白相对表达水平均显著降低（均Ｐ＜００５）。
结果见表１和图１。
２　金福安汤促进Ａ５４９细胞自噬

如图２所示：低、中、高剂量实验组与空白组比
较，Ａ５４９细胞绿色荧光强度逐渐增高，自噬体形成
明显增多。低、中、高剂量实验组与空白组相比，
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ１１Ｊｕｎｅ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３３）

　　表１　金福安汤对Ａ５４９细胞中凋亡和自噬相关蛋白表达水平的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＪｉｎｆｕ’ａｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｄｏｓｅ ｎ Ｂａｘ Ｂｃｌ－２ Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３ ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ ｐ６２

Ｂｌａｎｋ － ８ ０３３±００４ ０９０±００６ ００６±００２ ０４３±００３ ０９７±００３

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ５％ ８ ０５２±００６ ０５４±００４ ０４５±００３ １２７±００６ ０８２±００５

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ １０％ ８ ０８８±００６ ０３５±００４ ０９０±００７ １８１±０１０ ０６７±００４

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ２％ ８ １０９±００７ ０１４±００２ １０５±００６ ３０５±０３１ ０４５±００４

Ｂｃｌ－２：Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２；Ｂａｘ：Ｂｃｌ－２－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ；Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３：Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ；ＬＣ３：Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ－

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１Ａ／１Ｂ－ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５

图 １　金福安汤对Ａ５４９细胞凋亡蛋白的影响
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＪｉｎｆｕ’ａｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎｏｎａｐｏｐｔｏｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆ
Ａ５４９ｃｅｌｌｓ
１：Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；２，３，４：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ，－Ｍ，－Ｈｇｒｏｕｐｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图 ２　金福安汤对Ａ５４９细胞自噬的影响
Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＪｉｎｆｕ’ａｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎｏｎａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎＡ５４９
ｃｅｌｌｓ
Ａ：Ｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×４００）；Ｂ：Ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；１－４ｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１

ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ蛋白比值均显著升高，ｐ６２蛋白相对表达水
平均显著降低（均Ｐ＜００５）。
３　金福安汤抑制 Ａ５４９细胞中 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信
号通路活化

如图３和表２所示：低、中、高剂量实验组与空白
组比较，细胞中 ＰＩ３Ｋ蛋白相对表达水平以及
ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ比值、ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ比值均显著降低，
ＵＬＫ１蛋白相对表达水平均显著升高（均Ｐ＜００５）。
４　激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路通过抑制细胞自
噬逆转金福安汤对Ａ５４９细胞凋亡的诱导作用

如表３和图 ４所示：高剂量实验组与空白组比
较，细胞凋亡率和细胞中ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ比值均显著升高，
ｐ６２蛋 白 相 对 表 达 水 平 和 ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ比 值、
ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ比值均显著降低（均 Ｐ＜００５）；对
照组与高剂量实验组比较，细胞凋亡率和细胞中

ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ比值均显著降低，ｐ６２蛋白相对表达水平和
ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ比值、ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ比值均显著升
　　　　

图 ３　金福安汤对 Ａ５４９细胞中磷脂酰肌醇３－激酶／蛋白激
酶Ｂ／西罗莫司靶蛋白（ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ）信号通路的影响
Ｆｉｇｕｒｅ３　 ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＪｉｎｆｕ’ａｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎｏｎｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ
３－ｋｉｎａｓｅ／ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ／ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ
（ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ）ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ
１－４ｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１；ＵＬＫ１：ｕｎｃ－５１－ｌｉｋｅｋｉｎａｓｅ１
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表２　金福安汤对Ａ５４９细胞中ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路相关蛋白表达水平的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＪｉｎｆｕ’ａｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＰＩ３Ｋ ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ ＵＬＫ１

Ｂｌａｎｋ ０９４±００６ ０９９±００７ １０４±００６ ０１４±００２
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ０７７±００５ ０６５±００４ ０８３±００５ ０４１±００３

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ０５０±００３ ０５３±００５ ０４９±００４ ０７５±００６

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ０２６±００３ ０２１±００３ ０１７±００２ １０３±００７

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５

表３　金福安汤对Ａ５４９细胞中ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路相关蛋白表达水平和凋亡的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＪｉｎｆｕ’ａｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎ
Ａ５４９ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ（％） ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ ｐ６２ ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ

Ｂｌａｎｋ ８ ７７３±０５０ ０５０±００４ ０８３±００６ ０５２±００３ １０１±００６
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ８ ３１４８±１３５ １１３±０１０ ０３２±００３ ０３３±００４ ０５３±００４

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ ３３０±０４５ ０３１±００４ １０７±００６ ０９８±００９ １１４±００８

Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ８ １４９１±１２６＃ ０７７±００６＃ ０５６±００５＃ ０８０±００７＃ ０８４±００６＃

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ７４０Ｙ－Ｐｗｉｔｈａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ２０μｍｏｌ·Ｌ－１；Ｃｏｍｂｉｎｅｄｇｒｏｕｐ：ＣｕｌｔｕｒｅｄｉｎＦ－１２Ｋｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ２０％ｏｆＪｉｎｆｕ’ａｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎ

ｍｅｄｉｃｉｎａｌｓｅｒｕｍ，ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２０μｍｏｌ·Ｌ－１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５

图 ４　激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路对金福安汤诱导 Ａ５４９
细胞凋亡的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　 ＥｆｆｅｃｔｓｏｆａｃｔｉｖａｔｉｎｇＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈ
ｗａｙｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＪｉｎｆｕ’ａｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎ
Ａ：Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｃｏｍｂｉｎｅｄ

ｇｒｏｕｐ

高（均Ｐ＜００５）。
联合组与高剂量实验组比较，细胞凋亡率和细胞

中ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ比值均显著降低，ｐ６２蛋白相对表达水
平和ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ比值、ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ比值均显著
升高（均Ｐ＜００５）。

讨　　论

中医认为正气虚损、痰瘀是肿瘤侵袭和转移的主

要病因，金福安汤以生半夏、南星、山慈菇、浙贝母消

肿散结，辅以苇茎、丹参等药材清肺解毒、活血化瘀，

共奏消散结之功效［１２］。在癌症发展过程中，细胞

凋亡失调可能导致癌细胞无限增殖并发生转移，恢复

凋亡平衡是治疗癌症的潜在策略［１３］。凋亡的发生分

为诱导、执行和效应３个阶段，由线粒体、内质网等多
途径参与，但都离不开对 Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ和 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ－３等关键蛋白的调控，三者在细胞凋亡传导
过程中相互联系并相互制约［１４］。本研究发现，经金

福安汤干预后，Ａ５４９细胞增殖活性降低，Ｂａｘ和
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３蛋白相对表达水平均显著升高，
Ｂｃｌ－２蛋白相对表达水平显著降低，说明金福安汤具
有促进肺癌细胞凋亡、抑制细胞增殖的作用。然而，

ＰＩ３Ｋ特异性激活剂７４０Ｙ－Ｐ联合干预可以逆转金福
安汤对Ａ５４９细胞凋亡的促进作用，提示金福安汤抑
制Ａ５４９细胞恶性生物学行为发展可能是通过抑制
ＰＩ３Ｋ相关信号通路实现的。

自噬和凋亡是细胞自我代谢的２种病理生理学
机制，在特定情况下相互抑制或促进［１５］。细胞的选

择性自噬依赖于脂化 ＬＣ３蛋白和 ｐ６２自噬受体２种
成分，前者从胞浆ＬＣ３－Ⅰ转变为 ＬＣ３－Ⅱ成为自噬
体结构蛋白，而后者作为自噬底物，其蛋白表达水平

与自噬活性呈负相关关系。临床研究发现，ＮＳＣＬＣ患
者癌组织中 ＬＣ３蛋白表达减少，ｐ６２蛋白表达增加，
说明在ＮＳＣＬＣ肿瘤细胞中自噬作用被抑制［１６］。张小

林等［１７］研究发现，丹参的主要活性成分丹参多酚酸盐
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ１１Ｊｕｎｅ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３３）

可以诱导胶质瘤细胞自噬，提示金福安汤中的丹参可

能成为调控Ａ５４９细胞自噬的有效成分之一。本研究
发现，金福安汤可显著上调Ａ５４９细胞中ＬＣ３－Ⅱ／Ⅰ蛋白
比值，下调 ｐ６２蛋白表达水平，同时细胞中自噬小体
形成增多，说明金福安汤促进Ａ５４９细胞凋亡、抑制细
胞增殖可能是通过激活细胞自噬途径实现的，这与杨

朋等［１８］研究结果一致。

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路参与细胞自噬和凋亡
过程，在宫颈癌、胃癌、肺癌等多种恶性癌症进展中发

挥作用。当 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路被激活时，下游的
ｍＴＯＲ蛋白触发一系列分解代谢程序，抑制细胞自噬，
癌细胞增殖速度加快［１９－２０］。ＹＡＮ等［２１］研究发现，抑

制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路激活可以通过调节自噬
促进Ａ５４９细胞凋亡。研究发现，金福安汤中的守宫、
山慈菇等多种中药成分对 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路
具有调控作用［２２－２３］。本研究发现，金福安汤干预

Ａ５４９细胞后，细胞中 ＰＩ３Ｋ蛋白相对表达水平和 ｐ－
Ａｋｔ／Ａｋｔ、ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ蛋白比值均显著降低，
ＵＬＫ１蛋白相对表达水平显著升高，提示 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／
ｍＴＯＲ信号通路被抑制；然而，７４０Ｙ－Ｐ联合干预使
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路被重新激活。这说明金福
安汤激活Ａ５４９细胞自噬，促进细胞凋亡可能是通过
抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路实现的。

本研究提示：金福安汤可以激活细胞自噬，从而

促进肺癌细胞凋亡并抑制细胞增殖，其途径可能是通

过抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路实现的。
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（Ｒ２７３Ｈ）结直肠癌的体外作用机制研究［Ｊ］．中草药，２０２４，５５

（１０）：３３５４—３３６２．

［１１］　张亮，刘思佳，刘鑫，等Ｎ－乙酰半胱氨酸酰胺对脂多糖诱导

的ＲＡＷ２６４７巨噬细胞炎症的保护作用及机制研究［Ｊ］．免疫

学杂志，２０２３，３９（６）：４８７—４９２，５０６．

［１２］　郭佳芸，梁健宁金福安汤治疗肺癌的研究进展［Ｊ］．中医肿瘤

学杂志，２０１９，１（４）：８３—８６．

［１３］　ＭＯＲＡＮＡＯ，ＷＯＯＤＷ，ＧＲＥＧＯＲＹＣＤＴｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｐａｒａｄｏｘｉｎ

ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０２２，２３（３）：１３２８．

［１４］　ＢＥＲＴＨＥＬＯＯＴ Ｄ，ＬＡＴＺ Ｅ，ＦＲＡＮＫＬＩＮ Ｂ Ｓ Ｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓ，

ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ：Ａｎｉｎｔｒｉｃａｔｅｇａｍｅｏｆｃｅｌｌｄｅａｔｈ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ

ＭｏｌＩｍｍｕｎｏｌ，２０２１，１８（５）：１１０６—１１２１．

［１５］　ＳＯＲＩＣＥＭＣｒｏｓｓｔａｌｋｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌｓ，２０２２，

１１（９）：１４７９．

［１６］　张磊，赵永强，刘公哲，等非小细胞肺癌患者组织中自噬相关

蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３、Ｐ６２的表达水平及临床意义［Ｊ］．临床和实

验医学杂志，２０２３，２２（１９）：２０５４—２０５７．

［１７］　张小林，张文静，蒋峰，等丹参多酚酸盐诱导胶质瘤细胞自噬

的实验研究［Ｊ］．中华中医药学刊，２０１６，３４（４）：９７２—９７５．

［１８］　杨朋，钱军，陈文飞，等木犀草素对人非小细胞肺癌 Ａ５４９细

胞凋亡及自噬的影响［Ｊ］．中成药，２０２２，４４（８）：２６６７—２６７１．

［１９］　ＬＶＭ，ＹＡＮＧＤ，ＪＩＸ，ｅｔａｌ．ＥｆｆｅｃｔｏｆＷｅｎＸｉｎＫｅＬｉｏｎｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ

ｏｆａｒｒｈｙｔｈｍｉａａｆｔｅｒｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｂｙｉｎｔｅｒｖｅｎｉｎｇＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ－

ｍＴＯＲａｕｔｏｐｈａｇｙｐａｔｈｗａｙ［Ｊ／ＯＬ］．ＥｖｉｄＢａｓｅｄＣｏｍｐｌｅｍｅｎｔＡｌｔｅｒｎａｔ

Ｍｅｄ，２０２２：２０２２９７０２０２２－０９－２９［２０２４－１０－２０］．ｈｔｔｐｓ：／／

ｐｕｂｍｅｄｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／３６２１２９５５／．

［２０］　ＨＵＡＮＳ，ＳＵＮＳ，ＳＯＮＧＳ，ｅｔａｌ．Ｄｉｈｙｄｒｏａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅ

ａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ

ｍｉＲ－２９ｂ－３ｐ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＭｅｄ，２０２３，５１（５）：４０．

［２１］　ＹＡＮＪ，ＸＩＥＹ，ＷＡＮＧ Ｆ，ｅｔａｌ．Ｃａｒｂｏｎｉｏｎｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈ

ｔｉｇｅｃｙｃｌｉｎｅｉｎｈｉｂｉｔｓｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｂｙｉｎｄｕｃｉｎｇ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ／ＯＬ］ＬｉｆｅＳｃｉ，２０２０，２６３：１１８５８６

２０２０－１２－１５［２０２４－１０－２０］．ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．

ｎｉｈｇｏｖ／３３０６５１４８／．

［２２］　张良军，蔡琪，黄瞡，等复方守宫散含药血清对 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／

ｍＴＯＲ通路介导的小鼠非小细胞肺癌细胞增殖、凋亡的影响

［Ｊ］．中国老年学杂志，２０２４，４４（１２）：３０１５—３０２０．

［２３］　张志强，魏毅强，杨亚莉，等山慈菇多糖对肝癌腹水荷瘤小鼠

症状的改善机制［Ｊ］．西北药学杂志，２０２３，３８（３）：７４—８０．

（收稿日期２０２４－１２－２５）


