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（１．河南中医药大学河南省中医方证信号传导重点实验室，河南省中医方证信号传导国际联合重点实验室，河南 郑州 ４５００４６；
２．天津中医药大学，天津 ３００１９３；３．华中科技大学，湖北 武汉 ４３００６４）

　　摘要：目的 研究六君子汤改善肿瘤环境下Ｃ２Ｃ１２成肌细胞分化的分子机制，为健脾和胃法治疗肿瘤恶病质肌肉萎
缩提供实验基础。方法 诱导成肌细胞Ｃ２Ｃ１２分化，倒置显微镜观察分化后肌管长度；成肌细胞Ｃ２Ｃ１２与肺癌细胞Ｌｅｗ
ｉｓ共培养，分为空白组、模型组、叉头框蛋白Ｏ１（ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎＯ１，ＦｏｘＯ１）抑制剂组、六君子汤组、联合用药组，蛋白
免疫印迹法（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）检测Ｃ２Ｃ１２细胞成肌分化抗原（ｍｙｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｔｉｇｅｎ，ＭｙｏＤ）的表达及与过氧化
物酶体增殖物受体γ辅助激活因子 α（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｇａｍｍａｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ１－ａｌｐｈａ，ＰＧＣ－１α）／
ＦｏｘＯ１通路相关的蛋白表达；电子显微镜观察 Ｃ２Ｃ１２细胞线粒体数量及超微结构的变化；流式细胞术（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，
ＦＣＭ）观测Ｃ２Ｃ１２细胞线粒体膜电位的变化；实时荧光定量ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ，ｑＰＣＲ）法检测 Ｃ２Ｃ１２细胞
ＰＧＣ－１α／ＦｏｘＯ１通路相关分子ｍＲＮＡ。结果 Ｃ２Ｃ１２细胞于分化４８ｈ肌管横径最长；与空白组比，模型组 Ｃ２Ｃ１２细胞
ＭｙｏＤ蛋白表达明显减少（Ｐ＜００５），线粒体数量减少（Ｐ＜００５），线粒体双层膜皱曲不清晰甚至呈 Ｃ形或基质肿胀，线
粒体嵴数量减少、排列紊乱、断裂或溶解消失成空泡状，线粒体膜电位降低，细胞凋亡率显著升高（Ｐ＜００５），线粒体转
录因子Ａ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＡ，ｔＦＡＭ）的 ｍＲＮＡ表达明显降低（Ｐ＜００５），ＦｏｘＯ１蛋白表达明显增高，
ＰＧＣ－１α、脂肪和肥胖相关基因（ｆａｔｍａｓｓａｎｄｏｂｅｓｉｔｙ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｅｎｅ，ＦＴＯ）、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔ
ｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）、ｔＦＡＭ蛋白表达明显减少（Ｐ＜００５）；与模型组比较，六君子汤组 Ｃ２Ｃ１２细胞 ＭｙｏＤ蛋白表达明显
增高，ＦｏｘＯ１抑制剂组、六君子汤组、联合用药组中 Ｃ２Ｃ１２细胞线粒体数量显著增多（Ｐ＜００５），线粒体双层膜结构正
常，线粒体膜电位升高，细胞凋亡率显著降低（Ｐ＜００５），联合用药组 Ｃ２Ｃ１２细胞 ｍＴＯＲ和 ｔＦＡＭｍＲＮＡ表达明显增加
（Ｐ＜００５），ＦｏｘＯ１抑制剂组、六君子汤组及联合用药组中Ｃ２Ｃ１２细胞ＦｏｘＯ１蛋白表达明显减少，ＰＧＣ－１α、ＦＴＯ、ｍＴＯＲ、
ｔＦＡＭ蛋白表达明显增高（Ｐ＜００５）；与六君子汤组比较，联合用药组 Ｃ２Ｃ１２细胞 ＰＧＣ－１α蛋白表达升高（Ｐ＜００５）。
结论 六君子汤通过调控ＰＧＣ－１α／ＦｏｘＯ１信号通路，能维持线粒体功能，改善肿瘤环境下成肌细胞分化。
　　关键词：六君子汤；ＰＧＣ－１α／ＦｏｘＯ１；线粒体；肿瘤恶病质；肌肉萎缩
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭｙｏＤｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎＬｉｕｊｕｎｚｉＤｅｃｏｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）．ＩｎＦｏｘＯ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，Ｌｉｕｊｕｎｚｉ
Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５），ｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｂｉｌａｙｅｒｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｗａｓｎｏｒｍａｌ，ｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄａｎｄｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｗａｓｓｉｇ
ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄ（Ｐ＜００５）．ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｍＴＯＲａｎｄｔＦＡＭｉｎＣ２Ｃ１２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５），ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＦｏｘＯ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＣ２Ｃ１２ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＦｏｘＯ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，ＬｉｕｊｕｎｚｉＤｅｃｏｃｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＰＧＣ－１α，ＦＴＯ，ｍＴＯＲａｎｄｔＦＡＭ
ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＬｉｕｊｕｎｚｉＤｅｃｏｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＰＧＣ－１αｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎＣ２Ｃ１２ｃｅｌｌｓｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５）．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＬｉｕｊｕｎｚｉＤｅｃｏｃｔｉｏｎｃａｎｉｍｐｒｏｖｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉ
ａｌｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｍｙｏｂｌａｓｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｔｕｍｏｒｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｂｙｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇｗｉｔｈＰＧＣ－１α／ＦｏｘＯ１ｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＬｉｕｊｕｎｚｉＤｅｃｏｃｔｉｏｎ（六君子汤）；ＰＧＣ－１α／ＦｏｘＯ１；ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ；ｔｕｍｏｒｃａｃｈｅｘｉａ；ｍｕｓｃｌｅａｔｒｏｐｈｙ

　　肌肉萎缩是导致骨骼肌丢失、体质量下降的重要因素，亦
是肿瘤患者恶病质晚期的常见症状［１］，具有加重肿瘤病人机

体功能损伤、降低抗肿瘤治疗耐受性、促肿瘤转移、增高病死率

等危害，是现代医学抗肿瘤方向仍须重视的关键问题。

六君子汤由人参、茯苓、白术、甘草、半夏、陈皮６味中药组
成，具有健脾益气，化痰燥湿之功，是临床上治疗肿瘤恶病质的

常用方剂。中医理论认为“脾主肌肉”，肌肉的质量及功能有

赖于脾胃正常生理功能的支持，而六君子汤能补气健脾，有效

改善肿瘤患者食欲，为肌肉维持正常生理状态提供能量，改善

肿瘤恶病质。前期研究发现，六君子汤可以改善肺癌恶病质小

鼠肌肉萎缩［２］。

线粒体是细胞内产能的关键细胞器，肿瘤环境中，炎症因

子的分泌增多使骨骼肌线粒体功能失调，线粒体中腺嘌呤核苷

三磷酸（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ－ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）合成酶的活性降低，抑
制氧化磷酸化过程，使机体产能减少，加速肿瘤患者的能量丢

失，引起骨骼肌能量代谢障碍，终致肌肉萎缩［３］。能量失衡是

肿瘤进展的重要因素，过氧化物酶体增殖物受体γ辅助激活因
子α（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｇａｍｍａｃｏａｃｔｉｖａ
ｔｏｒ１－ａｌｐｈａ，ＰＧＣ－１α）通过参与线粒体发生调控机体适应性
产热，是骨骼肌细胞的“能量感受器”，能正向调节能量代谢和

肌肉组织生长，缓解多种形式的肌肉萎缩，ＰＧＣ－１α的水平与
肌肉形态大小相关，并能抑制叉头框蛋白Ｏ１（ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘｐｒｏ
ｔｅｉｎＯ１，ＦｏｘＯ１）的表达［４］。

前期文献并未发现有通过ＰＧＣ－１α／ＦｏｘＯ１通路改善线粒
体功能防治肿瘤恶病质肌肉萎缩的研究，基于此，本研究以小

鼠成肌细胞Ｃ２Ｃ１２与小鼠肺腺癌细胞 Ｌｅｗｉｓ共培养建立的体
外肌管萎缩细胞模型为基础，基于 ＰＧＣ－１α／ＦｏｘＯ１通路探究
六君子汤改善肿瘤环境下肌细胞分化、防治肿瘤恶病质肌肉萎

缩的分子机制，以期为该方防治肿瘤恶病质肌肉萎缩提供实验

依据。

１　材料与方法
１．１　实验细胞

小鼠成肌细胞 Ｃ２Ｃ１２（武汉普诺赛生命科技有限公司，
ＣＬ－００４４）、小鼠肺腺癌细胞Ｌｅｗｉｓ（中国科学院典型培养物保
藏委员会昆明细胞库）。

１．２　主要试剂
ＤＭＥＭ高糖培养基（北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，货号 １２１００）；

ＦｏｘＯ１抑制剂（美国 ＭＣＥ公司，货号 ＡＳ１８４２８５６）；胎牛血清
（南美ＬＯＮＳＥＲＡ公司，批号 ＳＦ０００７００１）；马血清（武汉 Ｐｒｏｃｅｌｌ
公司，批号１６４２１５－１００）；ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（博士德
生物，货号ＡＲ０１４６），线粒体膜电位检测试剂盒（ＪＣ－１）（北京
索莱宝科技有限公司，批号 Ｍ８６５０）；成肌分化抗原（ｍｙｏｇｅｎｉｃ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｔｉｇｅｎ，ＭｙｏＤ）１兔多克隆抗体（武汉三鹰，批号
０００２５８６０）、小鼠单克隆 ＰＧＣ－１α抗体、小鼠单克隆哺乳动物
雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）抗体、
兔多克隆脂肪和肥胖相关基因（ｆａｔｍａｓｓａｎｄｏｂｅｓｉｔｙ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｇｅｎｅ，ＦＴＯ）抗体、ＨＲＰ－ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄＡｆｆｉｎｉｐｕｒｅＧｏａｔＡｎｔｉ－Ｒａｂｂｉｔ
ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（武汉三鹰，批号分别为 ６６３６９－１、６６８８８－１、
２７２２６－１、ＳＡ００００１－２），兔单克隆 ＦｏｘＯ１抗体（英国 Ａｂｃａｍ，
批号为 Ａｂ５２８５７），ＨＲＰＡｆｆｉｎｉｐｕｒｅＧｏａｔＡｎｔｉ－ＭｏｕｓｅＩｇ－Ｇ
（Ｈ＋Ｌ）（美国 Ｅａｒｔｈｏｘ公司，Ｅ０３０１１０－０１），兔多克隆线粒体
转录因子Ａ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＡ，ｔＦＡＭ）抗体（美
国Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ，批号ＹＴ２９１６）。
１．３　实验器材

ＳＷ－ＣＪ－１ＦＤ型超净工作台（苏州安泰空气技术有限公
司）；Ｐｒｉｍｏｖｅｒｔ型倒置显微镜（德国 Ｚｅｉｓｓ公司）；ＣＨＥＭＩＤＯ
ＣＸＲＳ＋型高灵敏度化学发光成像系统（美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）；
ＰｏｗｅｒＰａｃ１０００型电泳仪和转膜仪（美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）；流式
细胞仪（美国ＢＤ公司，ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ）。
１．４　实验药品的制备

六君子汤，药物组成比例参照《医学正传》中人参∶茯苓∶
白术∶甘草∶半夏∶陈皮＝２∶２∶３∶２∶３∶２。所有中药饮片均购
于北京同仁堂，经河南中医药大学中药实验室鉴定均为正品。

中药饮片按以上比例研磨、萃取、干燥后密封储存，出膏率为

１．８１９％。六君子汤用ＤＭＥＭ培养基（不含血清）配置成所需
药物浓度，并过滤除菌，用于后续实验。

２　实验方法
２．１　模型构建及评价标准
２．１．１　倒置显微镜观测 Ｃ２Ｃ１２细胞肌管形态和横径长度　
Ｃ２Ｃ１２细胞常规培养，待细胞传代长至 ６０％ ～８０％时，加入
２％马血清分化培养基诱导分化。在分化的第０、２４、４８、７２、９６
ｈ用倒置显微镜拍照观察，用ＩｍａｇｅＪ软件测量细胞肌管横径。
２．１．２　蛋白免疫印迹法检测各组Ｃ２Ｃ１２细胞ＭｙｏＤ的表达　
Ｃ２Ｃ１２细胞接种至６孔 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共培养板的下室，以马血清

３２１
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诱导分化，同时设置空白组、模型组、六君子汤组。除空白组

外，上室各组接种同等数量的 Ｌｅｗｉｓ细胞，六君子汤组加入六
君子汤药液，继续培养４８ｈ后提取各组Ｃ２Ｃ１２细胞总蛋白，采
用二喹啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白定量试剂盒检测
蛋白浓度，进行电泳、转膜、封闭、孵一抗（ＭｙｏＤ１∶４０００；ＧＡＰ
ＤＨ１∶１００００）、二抗（山羊抗兔 ＧＡＰＤＨ１∶１００００；山羊抗鼠
ＧＡＰＤＨ１∶７０００），显影，分析目标条带灰度值。
２．２　分组与给药

Ｃ２Ｃ１２细胞接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共培养板的下室，待细胞长
至６０％～８０％加入２％马血清进行诱导分化，同时 Ｌｅｗｉｓ细胞
按照与Ｃ２Ｃ１２细胞１∶１的细胞数量接种于共培养板的上室，
并进行分组，具体分组及加药见表１。本研究实验药品浓度的
选择参照本团队前期筛选出的浓度，即六君子汤为 １００μｇ／
ｍＬ、ＦｏｘＯ１抑制剂为１μｍｏｌ／Ｌ。培养４８ｈ后，进行指标检测。

表１　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共培养上下室加液

组别 下室加液 上室加液

空白组　　 ２％马血清培养基 ＤＭＥＭ
模型组　　 ２％马血清培养基 ＤＭＥＭ＋Ｌｅｗｉｓ
抑制剂组　 ２％马血清培养基 ＤＭＥＭ＋Ｌｅｗｉｓ＋ＦｏｘＯ１抑制剂
六君子汤组 ２％马血清培养基 ＤＭＥＭ＋Ｌｅｗｉｓ＋六君子汤
联合用药组 ２％马血清培养基 ＤＭＥＭ＋Ｌｅｗｉｓ＋六君子汤＋ＦｏｘＯ１抑制剂

２．３　指标检测
２．３．１　透射电子显微镜观察各组 Ｃ２Ｃ１２细胞线粒体数量及
结构　取２４孔 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板，Ｃ２Ｃ１２细胞按２×１０４个／孔种至
下室的细胞爬片上，用２％马血清诱导细胞分化，上室每孔接
种Ｌｅｗｉｓ细胞２×１０４个，按表１加药并培养４８ｈ后取出爬片，
固定、收集、再固定过夜，电子显微镜观察各组 Ｃ２Ｃ１２细胞线
粒体数量及超微结构的变化。

２．３．２　流式细胞术观测各组 Ｃ２Ｃ１２细胞线粒体膜电位　前
期细胞处理同２．２，按线粒体膜电位检测试剂盒ＪＣ－１说明书
处理细胞，ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪检测，设置波长为４８８ｎｍ，
每组样本获取１×１０４个细胞。ＪＣ－１单体及聚合物的荧光信
号在ＦＬ１、ＦＬ２探测器上分别获得。因ＪＣ－１发射双波长，故利
用电子补偿来纠正红色荧光和绿色荧光的重叠部分。ＦＬ１－Ｈ
值代表绿色荧光强度，ＦＬ２－Ｈ值代表红色荧光强度。
ＣＥＬＬＱｕｅｓｔ软件获取并分析数据。
２．３．３　实时荧光定量ＰＣＲ法检测各组 Ｃ２Ｃ１２细胞 ＰＧＣ－α／
ＦｏｘＯ１通路ｍＲＮＡ　应用ＴＲＩｚｏｌ法提取细胞ＲＮＡ，逆转录后进
行ＰＣＲ扩增。以 ＧＡＰＤＨ为内参基因，采用２－ΔΔＣｔ计算，引物
由苏州金唯智生物科技有限公司合成。见表２。

表２　引物序列及长度

基因 引物序列 长度／（ｂｐ）

ＰＧＣ－１α Ｆ ＴＡＴＧＧＡＧＴＧＡＣＡＴＡＧＡＧＴＧＴＧＣＴ １３４
Ｒ ＣＣＡＣＴＴＣＡＡＴＣＣＡＣＣＣＡＧＡＡＡＧ

ＦｏｘＯ１ Ｆ ＡＴＧＣＴＣＡＡＴＣＣＡＧＡＧＧＧＡＧＧ １８３
Ｒ ＡＣＴＣＧＣＡＧＧＣＣＡＣＴＴＡＧＡＡＡＡ

ＦＴＯ Ｆ ＴＴＣＡＴＧＣＴＧＧＡＴＧＡＣＣＴＣＡＡＴＧ １３７
Ｒ ＧＣＣＡＡＣＴＧＡＣＡＧＣＧＴＴＣＴＡＡＧ

ｍＴＯＲ Ｆ ＡＣＣＧＧＣＡＣＡＣＡＴＴＴＧＡＡＧＡＡＧ １１０
Ｒ ＣＴＣＧＴＴＧＡＧＧＡＴＣＡＧＣＡＡＧＧ

ｔＦＡＭ Ｆ ＡＴＴＣＣＧＡＡＧＴＧＴＴＴＴＴＣＣＡＧＣＡ １２２
Ｒ ＴＣＴＧＡＡＡＧＴＴＴＴＧＣＡＴＣＴＧＧＧＴ

ＧＡＰＤＨ Ｆ ＴＧＧＴＣＧＴＡＴＴＧＧＧＣＧＣＣＴＧＧＴ １５０
Ｒ ＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＣＡＧＧＴＧＡ

２．３．４　蛋白免疫印迹法检测各组 Ｃ２Ｃ１２细胞 ＰＧＣ－１α／
ＦｏｘＯ１通路相关蛋白表达　前期细胞处理同 ２．２，提取各组
Ｃ２Ｃ１２细胞总蛋白，采用ＢＣＡ蛋白定量试剂盒检测蛋白浓度，
电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）、转膜、封闭，加一抗（稀释比列∶ＰＧＣ－１α
１∶２５０００；ＦｏｘＯ１１∶５０００；ｍＴＯＲ１∶８０００；ＦＴＯ１∶１５００，ｔＦＡＭ
１∶３００；ＧＡＰＤＨ１∶１００００）、二抗（稀释比例：山羊抗鼠 ＧＡＰＤＨ
１∶７０００；山羊抗兔ＧＡＰＤＨ１∶１００００）孵育，ＥＣＬ化学发光法显
影，收集图像，分析目标条带灰度值。

２．４　统计学方法
采用ＳＰＳＳ２５．０数据统计软件进行正态性和方差齐性检

验，若符合正态分布且满足方差齐性，采用单因素方差分析

（Ｏｎｅ－ＷａｙＡＮＯＶＡ），组间比较选用ＬＳＤ检验；若符合正态分
布但不满足方差齐性，用ＤｕｎｎｅｔｔＴ３检验；若不符合正态分布，
用非参数检验。结果采用的方式，Ｐ＜００５为差异有统计学
意义。

３　结果
３．１　倒置显微镜观测Ｃ２Ｃ１２细胞肌管形态和横径长度

实验发现，２％马血清培养基诱导 Ｃ２Ｃ１２分化２４ｈ时，细
胞出现多核；诱导分化４８ｈ时，细胞呈现肌管形状；诱导分化
７２ｈ、９６ｈ，肌管回缩。与分化７２ｈ、９６ｈ比，分化４８ｈ的肌管
横径长度差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与分化９６ｈ比，分化
７２ｈ的肌管横径长度差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；０ｈ、２４ｈ
时未见肌管形态，故未做统计测量。见表３、插页ⅩⅥ图１。

表３　倒置显微镜观测Ｃ２Ｃ１２细胞肌管横径（珋ｘ±ｓ）

分化时间段／（ｈ） ｎ 肌管横径／（μｍ）

４８ １０ １．７２７±０．２９９

７２ １０ １．２２４±０．２７６＃

９６ １０ ０．８１１±０．１３９

　　注：与７２ｈ、９６ｈ组比较，Ｐ＜００５；＃与９６ｈ组比较，Ｐ＜００５。
３．２　蛋白免疫印迹法检测Ｃ２Ｃ１２细胞ＭｙｏＤ的表达

与空白组比较，模型组Ｃ２Ｃ１２细胞ＭｙｏＤ蛋白表达量明显
减少，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与模型组比较，六君子汤
组Ｃ２Ｃ１２细胞ＭｙｏＤ蛋白表达量明显增高，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）。见表４、图２。
表４　蛋白免疫印迹法检测各组Ｃ２Ｃ１２细胞ＭｙｏＤ的蛋白表达量（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＭｙｏＤ／ＧＡＰＤＨ

空白组　　 ４ １．５７９±０．０８４
模型组　　 ４ １．１０７±０．２０５

六君子汤组 ４ １．６７１±０．３４４＃

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；＃与模型组比较，Ｐ＜００５。

注：Ａ．空白组；Ｂ．模型组；Ｃ．六君子汤组。
图２　蛋白免疫印迹法检测各组Ｃ２Ｃ１２细胞ＭｙｏＤ的蛋白表达量

３．３　透射电子显微镜观察各组 Ｃ２Ｃ１２细胞线粒体的数量及
结构

结果表明，与空白组相比，模型组 Ｃ２Ｃ１２细胞线粒体数量
明显减少，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）；与模型组相比，抑
制剂组、六君子汤组、联合用药组 Ｃ２Ｃ１２细胞线粒体数量显著
增多，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）；其他用药组之间比较
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差异无统计学意义。形态结构上可以看出，与空白组相比，模

型组Ｃ２Ｃ１２细胞线粒体双层膜边界皱曲模糊甚至多呈 Ｃ形或
基质肿胀，线粒体嵴数量减少、排列紊乱、断裂或溶解消失成空

泡状；与模型组相比，抑制剂组、六君子汤组、联合用药组

Ｃ２Ｃ１２细胞线粒体双层膜结构正常。见表５、插页ⅩⅦ图３。
表５　透射电镜观察共培养条件下各组Ｃ２Ｃ１２细胞线粒体数量（珋ｘ±ｓ）

单位：个

组别 ｎ 线粒体数

空白组　　 ４ ８．０００±０．８１６
模型组　　 ４ ３．２５０±０．５００

抑制剂组　 ４ ７．７５０±０．５００＃

六君子汤组 ４ ６．２５０±０．９５７＃

联合用药组 ４ ６．５００±１．２９１＃

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；＃与模型组比较，Ｐ＜００５。
３．４　流式细胞术观测各组Ｃ２Ｃ１２细胞线粒体膜电位

分析与线粒体膜电位对应的绿色和红色荧光强度的变化。

与空白组比较，模型组Ｃ２Ｃ１２细胞线粒体膜电位降低，细胞凋
亡率显著升高，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）；与模型组比
较，抑制剂组、六君子汤组 Ｃ２Ｃ１２细胞线粒体膜电位升高，细
胞凋亡率显著降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）；其余各
用药组比较差异无统计学意义。见插页ⅩⅧ图４、图５。

注：与空白组比较，Ｐ＜００５；＃与模型组比较，Ｐ＜００５。
图５　流式细胞术观测药物对各组Ｃ２Ｃ１２细胞早凋率的影响

３．５　ｑＰＣＲ法检测各组Ｃ２Ｃ１２细胞ＰＧＣ－１α／ＦｏｘＯ１通路相关
ｍＲＮＡ表达量

结果表明，与空白组比较，模型组 Ｃ２Ｃ１２细胞 ｔＦＡＭ的
ｍＲＮＡ表达量明显降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）；与
模型组比较，联合用药组Ｃ２Ｃ１２细胞ｔＦＡＭｍＲＮＡ表达量明显
增加，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）；其余各组比较均无统
计学意义（Ｐ＞００５）。见表６。
３．６　蛋白免疫印迹法检测各组 Ｃ２Ｃ１２细胞中 ＰＧＣ－１α／
ＦｏｘＯ１通路相关蛋白表达

结果表明，与空白组比较，模型组 Ｃ２Ｃ１２细胞中 ＦｏｘＯ１蛋
白表达量明显增高，ＰＧＣ－１α、ＦＴＯ、ｍＴＯＲ、ｔＦＡＭ蛋白表达量
明显减少，差异均具有统计学意义（Ｐ＜００５）；与模型组比较，
ＦｏｘＯ１抑制剂组、六君子汤组及联合用药组 Ｃ２Ｃ１２细胞 ＦｏｘＯ１
蛋白表达量明显减少，ＰＧＣ－１α、ＦＴＯ、ｍＴＯＲ、ｔＦＡＭ蛋白表达
量明显增高，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）；与六君子汤组
比较，联合用药组 Ｃ２Ｃ１２细胞 ＰＧＣ－１α的蛋白表达量具有统
计学意义（Ｐ＜００５），其余各用药组的蛋白表达量比较无统计
学意义（Ｐ＞００５）。见表７、图６。
４　讨论

肿瘤恶病质归属中医“虚劳”的范畴，其发病机制与脾胃

功能正常密切相关，脾胃虚则气血化生无源，使机体失于濡养，

致肌肉萎缩、消瘦乏力［５］。中医认为脾气虚贯穿着肿瘤发生

发展过程的始终，尤其在肿瘤患者恶病质晚期中体现更为明

显［６］。健脾和胃治法在临床上治疗肿瘤恶病质具有良好的疗

效，能减少恶病质所致的炎症反应，增强机体免疫力、改善食

欲，提高患者的生活质量，使患者生存期得以延长［７］。

六君子汤出自《医学正传》，是经典的健脾和胃代表方剂。

临床研究表明，六君子汤能有效增强肿瘤患者食欲，为肌肉生

长供能，改善肿瘤患者恶病质状态［６］；其白术、人参的有效成

分可纠正血清细胞因子白细胞介素 －６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ－６）、
肿瘤坏死因子－α（ｔｕｍｏｕｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）含量的
异常升高而抑制肿瘤恶病质的进展［８］。本团队前期研究亦表

明，ＥＣ９７０６细胞可以被六君子汤乙酸乙酯部位抑制增殖，并降
低内皮细胞和肿瘤细胞中ＩＬ－６生成［９］，有效缓解人移植瘤裸

鼠饮食减少、大便异常、免疫低下、体质量下降等病理状态［１０］；

表６　ｑＰＣＲ法检测各组Ｃ２Ｃ１２细胞ｍＲＮＡ相对表达量（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
目的基因／ＧＡＰＤＨ

ＰＧＣ－１α ＦｏｘＯ１ ＦＴＯ ｍＴＯＲ ｔＦＡＭ

空白组　　 ６ １．０００±０ １．０００±０ １．０００±０ １．０００±０ １．０００±０
模型组　　 ６ ０．５８３±０．０７６ １．０８０±０．３９８ ０．７４８±０．１０５ ０．４９３±０．２３１ ０．４０６±０．２６５

抑制剂组　 ６ １．５８２±１．３２０ １．１４８±０．４５６ １．０３８±０．１４３ ０．８１２±０．３５７ ０．８２５±０．３９０
六君子汤组 ６ ３．５１４±２．９３２ １．４７２±０．７６６ １．２４１±０．３２７ ０．８６４±０．２９２ ０．７５６±０．３５１
联合用药组 ６ ３．５９６±２．２６９ １．４４４±０．８３７ １．１６４±０．６４１ １．０９１±０．４６６＃ ０．９９４±０．３６５＃

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；＃与模型组比较，Ｐ＜００５。
表７　免疫印迹法检测各组Ｃ２Ｃ１２细胞ＰＧＣ－１α／ＦｏｘＯ１通路相关蛋白表达量（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
目的蛋白／ＧＡＰＤＨ

ＰＧＣ－１α ＦｏｘＯ１ ＦＴＯ ｍＴＯＲ ｔＦＡＭ

空白组　　 ５ ２．７９４±０．５９４ ０．６５８±０．１２４ １．５５４±０．４４２ ３．２７９±０．５５１ １．９４８±０．７２９
模型组　　 ５ １．１７９±０．２２６ １．５７７±０．６７９ ０．６２２±０．０８０ ０．８２５±０．７８０ ０．７５９±０．２２１

抑制剂组　 ５ ３．８６３±０．６７８＃ ０．５００±０．０７５＃ １．５６７±０．３５９＃ ２．６７１±０．８９３＃ ２．４４２±０．３１２＃

六君子汤组 ５ ３．４２０±０．７０２＃ ０．６８７±０．３２７＃ １．５０４±０．２６８＃ ３．１４７±０．６４７＃ １．９７５±０．３５１＃

联合用药组 ５ ４．６８０±０．８６０＃▲ ０．７９４±０．２７１＃ ２．１３０±０．７１７＃ ２．６０９±１．１４２＃ ２．３２４±０．１５３＃

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；＃与模型组比较，Ｐ＜００５；▲与六君子汤组比较，Ｐ＜００５。
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　　注：Ａ．空白组；Ｂ．模型组；Ｃ．六君子汤组；Ｄ．抑制剂组；
Ｅ．联合用药组。
图６　免疫印迹法检测各组Ｃ２Ｃ１２细胞ＰＧＣ－１α／

ＦｏｘＯ１通路相关蛋白表达量

并有体内和体外研究发现，六君子汤可能调控信号传导和转录

激活因子 ３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，
ＳＴＡＴ３）信号通路，或关闭泛素蛋白酶体系统，减缓肿瘤环境下
的肌肉蛋白降解［２，１１］。

小鼠成肌细胞Ｃ２Ｃ１２呈梭形、贴壁生长，该细胞生长速度
快，一旦出现密集分布时，可导致自体分化，因此，使用２％的
马血清诱导分化时需把握好关键节点。本研究采用２％马血
清诱导Ｃ２Ｃ１２细胞分化，通过观察不同时间段的肌管形态并
进行肌管横径测量，结果显示，于分化０ｈ、２４ｈ未见肌管形态；
于诱导分化４８ｈ，Ｃ２Ｃ１２细胞退出细胞增殖周期，大部分细胞
呈现出肌管形态，出现多核或串珠样双核结构，肌管增厚变长、

横径亦明显增大，分化明显，并出现肌纤维的融合；于诱导分化

７２ｈ、９６ｈ，肌管明显回缩、横径变小，可见大量漂浮的成团凋亡
细胞。因此，诱导Ｃ２Ｃ１２细胞分化４８ｈ为最佳分化时期，宜于
诱导建立肿瘤恶病质肌管萎缩细胞模型。ＭｙｏＤ作为生肌因
子家族的成员之一，是肌生成的驱动转录因子和骨骼肌早期分

化的标志性蛋白，在骨骼肌肥大和生长过程中起重要作用，能

诱导肌细胞增殖和分化，且增殖时 ＭｙｏＤ的水平升高最为明
显［１２］。本研究中，当Ｃ２Ｃ１２细胞与肺腺癌Ｌｅｗｉｓ细胞按照１∶
１的数量比例共培养时，模型组Ｃ２Ｃ１２细胞 ＭｙｏＤ的蛋白水平
显著降低，表明模型构建成功。六君子汤药物干预后，六君子

汤组Ｃ２Ｃ１２细胞ＭｙｏＤ的蛋白表达出现明显升高，进一步提示
六君子汤能有效改善肿瘤恶病质的肌肉萎缩状态。

肿瘤恶病质引起的肌肉萎缩不仅与蛋白质合成减少、蛋白

质降解增多相关，一定程度上也是能量代谢异常的表现，主要

是因线粒体的功能障碍致氧化功能受损［１３］。线粒体功能紊乱

能激活多种细胞内的信号通路如腺苷酸活化蛋白激酶［ａｄｅｎｏ
ｓｉｎｅ５＇－ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ＡＭＰ）－ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，
ＡＭＰＫ］通路，它通过磷酸化自噬或磷酸化 ＰＧＣ－１α致线粒体
生物发生［１４］。有文献显示，Ｌｅｗｉｓ肺癌细胞外小泡能促进
Ｃ２Ｃ１２成肌细胞肌管中脂肪和蛋白质降解［１５］。线粒体结构及

功能变化是决定细胞凋亡的关键环节，动物实验相关的蛋白质

组学分析显示，恶病质小鼠骨骼肌中线粒体超微结构及功能均

发生改变，如线粒体的数量减少、线粒体氧化损伤、炎症因子大

量分泌，骨骼肌中与线粒体功能和能量稳态相关的蛋白表达亦

出现异常［１６］；此外，在肿瘤恶病质患者的体内发现了线粒体吞

噬、线粒体动力学标志物的病理性改变［１７］。本研究采用透射

电镜观察了细胞形态学的改变，与空白组比较，模型组 Ｃ２Ｃ１２
细胞的线粒体数量明显减少，甚至呈 Ｃ形或基质肿胀，线粒体
双层膜边界出现皱曲模糊，线粒体嵴数量减少、排列紊乱、断裂

或溶解消失成空泡状；药物干预后，各用药组 Ｃ２Ｃ１２细胞线粒

体数量明显增多，内、外膜结构恢复完整，可见，六君子汤确能

恢复线粒体功能及形态，改善肌管萎缩。

线粒体为细胞的增殖和分化供能，其双层膜的交界处有一

蛋白性孔道（ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｐｏｒｅ，ＰＴＰ），当细胞受损或死
亡时激发信号使ＰＴＰ开启，出现线粒体的膜电位崩解，并见呼
吸链断裂，细胞色素Ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ，ＣｙｔＣ）释放进入胞质，激
活Ｃａｓｐａｓｅ途径，致细胞凋亡［１８］。线粒体膜电位下降是细胞处

于凋亡早期阶段的标志性信号，线粒体膜电位检测试剂盒ＪＣ－
１是用于检测细胞线粒体膜电位的一种理想的荧光探针。正
常的细胞线粒体膜电位较高，ＪＣ－１在线粒体基质中聚集，形
成聚合物，产生红色荧光；细胞受损后，线粒体膜电位降低，表

现为绿色荧光。流式细胞仪检测细胞膜电位变化结果可靠，本

研究通过分析与线粒体膜电位对应的荧光强度，结果显示，模

型组Ｃ２Ｃ１２细胞的线粒体膜电位降低，早期凋亡率显著升高，
这进一步证明了模型构建的成功；各用药组 Ｃ２Ｃ１２细胞线粒
体膜电位升高，而早期凋亡率均有明显下降，表明六君子汤对

线粒体结构和功能有较好地修复作用，明显改善细胞线粒体膜

电位，限制细胞凋亡进程。

ＰＧＣ－１α参与脂肪组织和骨骼肌的生物活性［１９］，通过激

活转录因子促进线粒体生物发生，还能维持线粒体功能，增强

线粒体的活性和质量，改善肌肉功能、抑制肌肉萎缩，提高肌肉

耐力［２０］。ＦｏｘＯ１是叉头框转录因子家族中的一员，其影响骨
骼肌线粒体发挥正常功能主要体现在两个方面：首先，抗氧化

功能异常会激活 ＦｏｘＯ的表达，促进氧自由基清除；其次，
ＦｏｘＯ１表达增加能够激活泛素蛋白酶体系统，加速蛋白质降
解［２１］。ＰＧＣ－１α是肌肉萎缩生物标志分子的上游调节因子，
同时也在上游调节ＦｏｘＯ１信号转导。ＰＧＣ－１α通过抑制ＦｏｘＯ
阻滞Ｅ３泛素连接酶肌肉特异性环指蛋白１（ｍｕｓｃｌｅＲＩＮＧｆｉｎ
ｇｅｒ１，ＭｕＲＦ１）和肌肉萎缩基因Ｆｂｏｘ－１（ｍｕｓｃｌｅａｔｒｏｐｈｙｆ－ｂｏｘ，
ＭＡＦｂｘ／Ａｔｒｏｇｉｎ－１）的转录，抵抗肌肉萎缩［２２］。体内实验研究

结果显示，六君子汤可以介导泛素 －蛋白酶体途径
（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｐａｔｈｗａｙ，ＵＰＰ），增加腓肠肌肌纤维横截
面积，缓解恶病质小鼠腓肠肌质量及体质量的丢失，延缓肌肉

萎缩进程［１１］。ＣＨＥＮＪＭ等［２３］的研究发现，四君子汤能缓解

Ｌｅｗｉｓ细胞诱导的恶病质小鼠食欲减少、体质量减轻及肠黏膜
损伤，恢复线粒体功能，有效抑制恶病质状态小鼠的肌肉损失。

本研究显示，Ｌｅｗｉｓ细胞与Ｃ２Ｃ１２细胞共培养后，模型组Ｃ２Ｃ１２
细胞ＰＧＣ－１αｍＲＮＡ及蛋白表达水平均降低，ＦｏｘＯ１ｍＲＮＡ及
蛋白表达水平均升高，而六君子汤组和ＦｏｘＯ１抑制剂组Ｃ２Ｃ１２
细胞的ＰＧＣ－１αｍＲＮＡ及蛋白表达升高，ＦｏｘＯ１ｍＲＮＡ水平较
高、但蛋白表达下降，这可能与不同的翻译后修饰类型有关。

这些结果表明ＦｏｘＯ１抑制剂有效地阻断了ＰＧＣ－１α／ＦｏｘＯ１通
路，六君子汤有效影响 ＰＧＣ－１α和 ＦｏｘＯ１这两个关键蛋白的
表达，维持线粒体功能，改善肌管萎缩，进一步证实六君子汤能

纠正肿瘤恶病质的肌肉萎缩。

ＰＧＣ－１α还可以激活 ｔＦＡＭ，ｔＦＡＭ通过易位到线粒体，参
与线粒体ＤＮＡ的复制和转录，保护其免受活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙ
ｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）和降解的影响，维持线粒体的正常生理功
能［２４］。本研究中，模型组 Ｃ２Ｃ１２细胞 ｔＦＡＭｍＲＮＡ水平及蛋
白表达出现了明显的降低，六君子汤组中则表现出升高的趋

势，说明六君子汤能恢复萎缩肌管的线粒体功能，与我们前面

观测到的六君子汤组 Ｃ２Ｃ１２细胞线粒体膜电位升高、线粒体
数量增多及结构相对完整的现象一致。

ＦＴＯ是一种Ｎ６－甲基腺苷（Ｎ６－ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ，ｍ６Ａ）去
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甲基化酶，在许多恶性肿瘤中参与肿瘤进展和转移，调节脂肪

代谢，但其在肿瘤恶病质中的作用仍不清楚。ｍＴＯＲ是一种保
守的丝氨酸／苏氨酸激酶，参与调节线粒体代谢功能，调控细胞
骨架和蛋白质合成［２５］，在萎缩肌肉中，ｍＴＯＲ通路被抑
制［２６－２７］。有研究发现，在 Ｃ２Ｃ１２细胞中，ＦＴＯ通过 ｍＴＯＲ－
ＰＧＣ１（途径调控线粒体生物发生，促进肌管分化，并以其去甲
基化功能减少内质网应激、氧化应激和细胞凋亡，控制脂肪分

解，改善肌肉萎缩［２８］。本实验中，与空白组比，模型组 Ｃ２Ｃ１２
细胞ＦＴＯ、ｍＴＯＲｍＲＮＡ水平及蛋白表达量降低，而六君子汤
组Ｃ２Ｃ１２细胞ＦＴＯ和ｍＴＯＲｍＲＮＡ水平及蛋白表达比模型组
明显升高，其机理可能是六君子汤抑制了肌管萎缩的 Ｃ２Ｃ１２
细胞线粒体损伤，降低了细胞早期凋亡及脂肪流失，与报道中

的观点一致［２９］。

综上所述，六君子汤能促进线粒体生成、减少线粒体损伤

并改善其功能，影响成肌细胞分化；通过调控 ＰＧＣ－１α／ＦｏｘＯ１
信号通路上影响线粒体功能和肌生成的蛋白调控成肌细胞增

殖和分化，可能是六君子汤改善肿瘤恶病质肌肉萎缩的分子机

制之一。后续，我们将拟结合 ＰＧＣ－１α／ＦｏｘＯ１这一信号通路
进行体内实验或通过其他相关通路研究六君子汤改善线粒体

功能防治肿瘤恶病质肌肉萎缩的分子机制，为中医药运用于临

床提供更全面的参考依据。
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六君子汤改善肿瘤环境下Ｃ２Ｃ１２成肌细胞分化的分子机制

（正文见１２２－１２７页）

注：红框标注即为肌管形态。

图１　倒置显微镜下观察Ｃ２Ｃ１２细胞肌管分化情况（１００×）
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注：红色箭头：线粒体。

图３　透射电镜观察各组Ｃ２Ｃ１２细胞线粒体超微结构（×３００００）
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图４　流式细胞术观测药物对各组Ｃ２Ｃ１２细胞线粒体膜电位的影响


