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基于角蛋白１９调控的上皮 －间质转化与耐药探讨参芪扶正
注射液对肺腺癌 Ａ５４９／ＤＤＰ细胞增殖、侵袭、迁移的影响

刘兵１，文晓晨１，冯秀芝１，孙冶２，王淳１

（１．辽宁中医药大学，辽宁 沈阳 １１０８４７；２．沈阳医学院，辽宁 沈阳 １１００３４）

　　摘要：目的 探讨参芪扶正注射液对人肺腺癌顺铂耐药细胞（Ａ５４９／ＤＤＰ）增殖、侵袭、迁移的影响及对角蛋白１９
（Ｋｅｒａｔｉｎ，ＫＲＴ１９）调控的上皮－间质转化（Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）与耐药的干预作用。方法 肺腺癌顺

铂耐药细胞株Ａ５４９／ＤＤＰ随机分为４组，对照组及药物干预组，分别给予顺铂、参芪扶正注射液及参芪扶正注射液 ＋顺
铂干预；ＣＣＫ－８筛选参芪扶正注射液最佳干预浓度；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞侵袭和迁移能力；ＥｄＵ染色检测细胞增殖能力；
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测ＫＲＴ１９，ＥＭＴ相关蛋白Ｅ－钙黏蛋白（Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、Ｎ－钙黏蛋白（Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）
及耐药相关蛋白ＡＴＰ结合盒转运超家族多药耐药相关蛋白１（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，ＡＢＣＣ１）、ＡＢＣ蛋
白Ｇ超家族成员２（ＡＴＰ－ｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙＧｍｅｍｂｅｒ２，ＡＢＣＧ２）的表达。结果 与对照组相比，药物干预组细

胞侵袭、迁移、增殖能力均显著降低，其中，参芪扶正注射液＋顺铂组均较顺铂组细胞侵袭数、迁移数、增殖能力进一步下
降（Ｐ＜００５）；与顺铂组相比，参芪扶正注射液＋顺铂组ＫＲＴ１９、Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＡＢＣＣ１、ＡＢＣＧ２蛋白表达显著下
调（Ｐ＜００５），Ｅ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达显著上调，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论 参芪扶正注射液可抑制Ａ５４９／ＤＤＰ
细胞增殖、侵袭、迁移能力，提高顺铂敏感性，可能与干预ＫＲＴ１９调控的ＥＭＴ与耐药有关。
　　关键词：参芪扶正注射液；肺腺癌；侵袭迁移；ＥＭＴ；耐药
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基金项目：国家自然科学基金面上项目（８２１７４２５４）；国家中医药管理局高水平中医药重点学科建设项目（ｚｙｙｚｄｘｋ－２０２３０３４）；辽宁省自然科学基金
面上项目（２０２４－ＭＳＬＨ－２８８）；辽宁省教育厅青年项目（ＬＪＫＱＺ２０２２２４１２）；辽宁省科技厅博士启动项目（２０２３－ＢＳＢＡ－２２０，２０２３－ＢＳＢＡ－
２２４）；辽宁中医药大学中西医结合学院“岐济”科研创新团队打造计划项目（２０２３ＱＪ０１００１）；辽宁中医药大学中西医结合学院“岐济”英才支
撑计划项目（２０２４ＱＪ０３００１）

作者简介：刘兵（１９９０－），女（蒙古族），辽宁沈阳人，讲师，博士在读，研究方向：中医药抗肿瘤基础。
通讯作者：王淳（１９７１－），女，辽宁沈阳人，教授，博士研究生导师，研究方向：中医药抗肿瘤基础。Ｅｍａｉｌ：１２０５０５５３４８＠ｑｑ．ｃｏｍ。

ＥｆｆｅｃｔｏｆＳｈｅｎｑｉＦｕｚｈｅｎｇＩｎｊｅｃｔｉｏｎ（参芪扶正注射液）ｏｎＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ＩｎｖａｓｉｏｎａｎｄＭｉｇｒａｔｉｏｎｏｆ
ＬｕｎｇＡｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａＡ５４９／ＤＤＰＣｅｌｌｓＢａｓｅｄｏｎＥＭＴａｎｄＤｒｕｇＲｅｓｉｓｔａｎｃｅＲｅｇｕｌａｔｅｄｂｙＫＲＴ１９

ＬＩＵＢｉｎｇ１，ＷＥＮＸｉａｏｃｈｅｎ１，ＦＥＮＧＸｉｕｚｈｉ１，ＳＵＮＹｅ２，ＷＡＮＧＣｈｕｎ１

（１．ＬｉａｏｎｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｓｈｅｎｙａｎｇ１１０８４７，Ｌｉａｏｎｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ；
２．ＳｈｅｎｙａｎｇＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，Ｓｈｅｎｙａｎｇ１１００３４，Ｌｉａｏｎｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＯｂｊｅｃｔｉｖｅＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＳｈｅｎｑｉＦｕｚｈｅｎｇＩｎｊｅｃｔｉｏｎ（参芪扶正注射液）ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎ
ａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｃｉｓｐｌａｔｉｎ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔＡ５４９／ＤＤＰｃｅｌｌｓｏｆｈｕｍａｎｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｏｎｔｈｅｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓ
ｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ（ＥＭＴ）ａｎｄｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙＫｅｒａｔｉｎ（ＫＲＴ１９）．ＭｅｔｈｏｄｓＡ５４９／ＤＤＰｃｅｌｌｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏ４ｇｒｏｕｐｓ（ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｍｅｄｉｃａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ）．Ｔｈｅｍｅｄｉｃａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｇｉｖｅｎｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ＳｈｅｎｑｉＦｕｚｈｅｎｇＩｎｊｅｃｔｉｏｎａｎｄ
ＳｈｅｎｑｉＦｕｚｈｅｎｇＩｎｊｅｃｔｉｏｎ＋ｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＣＣＫ８ｗａｓｕｓｅｄｔｏｓｅｌｅｃｔｅｄｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ
ＳｈｅｎｑｉＦｕｚｈｅｎｇＩｎｊｅｃｔｉｏｎ．Ｔｒａｎｓｗｅｌｌｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ．ＥｄＵｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅ
ｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＫＲＴ１９，ＥＭＴａｎｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ（Ｅ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｖｉ
ｍｅｎｔｉｎ，ＡＢＣＣ１，ＡＢＣＧ２）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ．ＲｅｓｕｌｔｓＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎ，ｍｉ
ｇｒａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｉｅｓｉｎｔｈｅｍｅｄｉｃａｔｉｏｎｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄ．Ａｍｏｎｇｔｈｅｍ，ｔｈｅｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎ，
ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｉｅｓｉｎｔｈｅＳｈｅｎｑｉＦｕｚｈｅｎｇＩｎｊｅｃｔｉｏｎ＋ｃｉｓｐｌａｔｉｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｆｕｒｔｈｅｒｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｉｓ
ｐｌａｔｉｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅｃｉｓｐｌａｔｉｎｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＫＲＴ１９，Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｖｉｍ
ｅｎｔｉｎ，ＡＢＣＣ１ａｎｄＡＢＣＧ２ｉｎｔｈｅＳｈｅｎｑｉＦｕｚｈｅｎｇＩｎｊｅｃｔｉｏｎ＋ｃｉｓｐｌａｔｉｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ（Ｐ＜００５），ａｎｄ
Ｅ－Ｃａｄｈｅｒｉｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ（Ｐ＜００５）．Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ．Ｃｏｎｃｌｕ
ｓｉｏｎＳｈｅｎｑｉＦｕｚｈｅｎｇＩｎｊｅｃｔｉｏｎｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＡ５４９／ＤＤＰｃｅｌｌｓ，ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
ｏｆｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｏｆＥＭＴａｎｄｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙＫＲＴ１９．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＳｈｅｎｑｉＦｕｚｈｅｎｇＩｎｊｅｃｔｉｏｎ；ｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎ；ＥＭＴ；ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
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Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．９
Ｓｅｐ．２０２５

　　肺腺癌是非小细胞肺癌的主要类型，而非小细胞肺癌占据
所有肺癌发病率的８５％［１］。研究发现，大部分肿瘤患者死于

肿瘤的转移和复发，那么抑制肿瘤细胞侵袭迁移是肺癌防治的

关键。研究已发现肿瘤细胞骨架及其调控系统的形成对其侵

袭和迁移至关重要，如中间丝角蛋白１９（Ｋｅｒａｔｉｎ，ＫＲＴ１９）、微
丝蛋白ＦＬＮＡ等可通过肌动蛋白的反复聚合与解聚，应力纤维
的形成，转化细胞形态，调节细胞骨架运动，进而影响肿瘤细胞

的侵袭和迁移［２－３］。目前铂类化疗常作为肺癌临床基础治疗

和术后辅助治疗方式，但越来越多的患者出现耐药性［４］，而且

这种铂类药物耐药性还可造成患者对其他不同药理机制的化

学药物包括分子靶向药物的敏感性降低［５］，这严重影响了肺

癌的临床疗效。肿瘤耐药是多因素多途径综合作用的结果，主

要涉及细胞内药物蓄积减少，如 ＡＴＰ结合盒转运超家族多药
耐药相关蛋白１（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，ＡＢ
ＣＣ１）、ＡＢＣ蛋白Ｇ超家族成员２（ＡＴＰ－ｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅｓｕｐｅｒ
ｆａｍｉｌｙＧｍｅｍｂｅｒ２，ＡＢＣＧ２）、Ｐ－糖蛋白（Ｐ－ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐ－
ｇｐ）等增加化疗药物外排［６］。此外近年发现，肿瘤耐药与肿瘤

细胞发生上皮 －间质转化（Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
ＥＭＴ）密切相关［７］。肿瘤的 ＥＭＴ过程涉及上皮细胞连接的丢
失，细胞骨架的重组和蛋白分子标志物的改变，如上皮细胞标

志物Ｅ－钙黏蛋白（Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）等表达下调；波形蛋白（Ｖｉｍ
ｅｎｔｉｎ）、Ｎ－钙黏蛋白（Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）等表达上调等。

参芪扶正注射液（ＳｈｅｎｑｉＦｕｚｈｅｎｇＩｎｊｅｃｔｉｏｎ，ＳＦＩ）（党参和
黄芪的水提物）具有抗肿瘤的特性，包括细胞周期调节、细胞

凋亡、免疫活性调节等多种生物学途径［８－９］。临床发现，参芪

扶正注射液对肺癌、胃癌、结直肠癌等多种肿瘤细胞都具有显

著抑瘤作用，并且联合化疗药物可增强其抗肿瘤效果发挥协同

作用［１０－１１］，故本研究拟以肺腺癌顺铂耐药细胞株 Ａ５４９／ＤＤＰ
为研究对象，观察参芪扶正注射液对其侵袭、迁移、增殖的影响

及其对ＫＲＴ１９调控的ＥＭＴ与耐药的干预作用，探讨参芪扶正
注射液抗肿瘤的潜在分子机制。

１　材料与方法
１．１　实验试剂　顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ｃｉｓ－ｄｉａｍｍｉｎｅｄｉｃｈｌｏｒｏｐｌａｔｉ
ｎｕｍ，ＣＤＤＰ）（Ｐ４３９３，Ｓｉｇｍａ）；参芪扶正注射液 ＳＦＩ（２１０５１６，广
州珠海丽珠制药，批准文号：国药准字 Ｚ１９９９００６５）；Ｆ－１２Ｋ
（２１１２７０２２，Ｇｉｂｃｏ）；胎牛血清 ＦＢＳ（１０２７０－１０６，Ｇｉｂｃｏ）；胰酶
（０４５８，Ａｍｒｅｓｃｏ）；ＲＩＰＡ裂解液（Ｐ００１３Ｃ，碧云天生物技术有限
公司）；４％多聚甲醛（Ｐ１１１０，Ｓｏｌａｒｂｉｏ）；结晶紫染色液（Ｃ０１２１，
碧云天生物技术有限公司）；２４孔板（３５２４，Ｃｏｒｎｉｎｇ）；９６孔板
（３５９９，Ｃｏｒｎｉｎｇ）；ＣＣＫ－８（４０２０３ＥＳ７６，翊圣）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ（３４２２，
Ｃｏｒｎｉｎｇ）；ＢＤ Ｍａｔｒｉｇｅｌ ＴＭ Ｂａｓｅｍｅｎｔ Ｍｅｍｂｒａｎｅ ｍａｔｒｉｘ
ＴＭ（３５６２３４，Ｃｏｒｎｉｎｇ）；ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ１９（ｓｃ－５３２５８，Ｓａｎｔａｃｒｕｚ）、
Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ（３１９５ｓ，ＣＳＴ）、Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ（１３１１６ｓ，ＣＳＴ）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
（５７４１ｓ，ＣＳＴ）、ＡＢＣＣ１（６７２２８－１－ｌｇ，Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ）、ＡＢＣＧ２
（２７２８６－１－ＡＰ，Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ）；Ｈｏｅｃｈｓｔ（Ｅ６０７３２９，生工）；ＥｄＵ检
测试剂盒（Ｃ００７５Ｓ，碧云天生物技术有限公司）。
１．２　仪器设备　荧光显微镜（ＤＭｉ８，Ｌｅｉｃａ）；共聚焦显微镜
（ＳＰ８，Ｌｅｉｃａ）；超净工作台（ＪＢ－ＣＪ－１５００ＦＸ，佳宝）；ＣＯ２培养
箱（３１１，Ｔｈｅｒｍｏ）；低速离心机（Ｌ２－６Ｋ，上海可成）；血球计数
板ＢｒｉｇｈｔＬｉｎｅｃｏｕｎｔｉｎｇｃｈａｍｂｅｒ（１４９２，ＨａｕｓｓｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；水浴
锅（ＨＷＳ１２，上海一恒）；酶标仪（Ｓｐａｒｋ１０Ｍ，ＴＥＣＡＮ）；垂直蛋

白电泳仪和蛋白转印装置（Ｍｉｎｉ－ＰＲＯＴＥＡＮＴｅｔｒａＣｅｌｌＳｙｓ
ｔｅｍｓ，美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）；全自动化学发光成像分析系统
（Ｔａｎｏｎ－５２００，上海天能科技有限公司）。
１．３　细胞株与细胞培养　人肺腺癌顺铂耐药细胞株（Ａ５４９／
ＤＤＰ）购自北京协和细胞资源中心，细胞培养条件为Ｆ－１２Ｋ＋
１０％ＦＢＳ＋１％Ｐ／Ｓ，３７℃，５％ＣＯ２。细胞分组如下：（１）Ｃｏｎｔｒｏｌ：
对照组；（２）ＣＤＤＰ：顺铂组（２３．３μｍｏｌ／Ｌ）；（３）ＳＦＩ：参芪扶正
注射液组（３０．９４ｇ·Ｌ－１）；（４）ＣＤＤＰ＋ＳＦＩ：顺铂（２３．３μｍｏｌ／
Ｌ）＋注射液（３０．９４ｇ·Ｌ－１）。
１．４　ＣＣＫ－８筛选药物浓度　收集对数生长期的 Ａ５４９／ＤＤＰ
细胞，配制成单细胞悬液５×１０４ｃｅｌｌ／ｍＬ后，接种于９６孔板，每
孔铺１００μＬ细胞，即５０００ｃｅｌｌ／ｗｅｌｌ。待贴壁后弃原培养基，加
入参芪扶正注射液０、５、１０、２０、３０、４０、５０ｇ·Ｌ－１和顺铂（２３．３
μｍｏｌ／Ｌ）。对照组和空白组（无细胞）加入 １００μＬ培养基，每
个样品设６个复孔，边缘孔加１００μＬ无菌水。３７℃，５％ＣＯ２
培养箱中培养２４ｈ后加入 ＣＣＫ－８处理，酶标仪检测４５０ｎｍ
ＯＤ值。计算细胞抑制率（％）＝［１－（ＯＤ实验组 －ＯＤ空白
组）／（ＯＤ对照组－ＯＤ空白组）］×１００％。
１．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验 　用４℃预冷的无血清培养基稀释
基质胶，在ｃｈａｍｂｅｒ上室加入１００μＬ稀释后的基质胶，３７℃温
育使其干成胶状。用无血清培养基将小室浸润，收集各组细胞

用无血清Ｆ－１２Ｋ培养基重悬至２．０×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ。每个样品
取１００μＬ，即２×１０４ｃｅｌｌｓ／ｗｅｌｌ，加入到小室中，培养板下室中
每孔加入５００μＬ完全培养基，每组设置 ３个复孔，实验重复 ３
次；３７℃，５％ＣＯ２培养箱中培养４８ｈ。加入４％多聚甲醛固定
１５ｍｉｎ。结晶紫染色２０ｍｉｎ，显微镜镜下观察拍照。
１．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验　无需在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室内铺基质胶，
其余步骤同１．５。
１．７　ＥｄＵ染色检测细胞增殖　ＥｄＵ标记细胞完成后，去除培
养液，加入４％多聚甲醛固定，并用０．３％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００渗透，
加入Ｃｌｉｃｋ反应液均匀覆盖样品。室温避光孵育３０ｍｉｎ。加入
Ｈｏｅｃｈｓｔ对细胞核进行复染，荧光显微镜拍照。蓝色荧光代表
检测到的细胞总数，红色荧光代表增殖细胞。细胞增殖率＝红
色荧光细胞数／蓝色荧光细胞数×１００％。
１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＫＲＴ１９、ＥＭＴ及耐药相关蛋白表达　提
取各组细胞蛋白，ＢＣＡ法蛋白定量，经１０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶
电泳湿转法，转印蛋白至ＰＶＤＦ膜，分别经 ５％脱脂奶粉封闭、
一抗孵育（ＫＲＴ１９１∶２００；Ｅ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
ＡＢＣＣ１、ＡＢＣＧ２１∶１０００）及二抗孵育后，ＥＣＬ化学发光试剂盒
标记，应用全自动荧光凝胶成像分析系统曝光、分析图片。

１．９　统计学分析　采用 ＳＰＳＳ１９．０软件处理，数据以 珋ｘ±ｓ表
示，应用单因素方差分析（Ｏｎｅ－ＷａｙＡＮＯＶＡ）进行分析，Ｐ＜
００５为差异具有统计学意义。
２　结果
２．１　参芪扶正注射液对Ａ５４９／ＤＤＰ细胞活性的影响　基于课
题组前期研究结果，顺铂干预 Ａ５４９／ＤＤＰ细胞 ＩＣ２０为 ２３．３
μｍｏｌ／Ｌ［１２］，因此，本研究采用２３．３μｍｏｌ／Ｌ顺铂联合参芪扶正
注射液０、５、１０、２０、３０、４０、５０ｇ·Ｌ－１处理 Ａ５４９／ＤＤＰ细胞２４
ｈ，ＣＣＫ－８结果显示，随着参芪扶正注射液药物干预浓度增
加，Ａ５４９／ＤＤＰ细胞抑制率逐渐升高，且呈现剂量依赖。参芪
扶正注射液联合２３．３μｍｏｌ／Ｌ顺铂干预 Ａ５４９／ＤＤＰ细胞２４ｈ

０７１



第４３卷　第９期
２０２５年 ９月

中　华　中　医　药　学　刊
ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ

Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．９
Ｓｅｐ．２０２５

的ＩＣ５０为３０．９４ｇ·Ｌ
－１。因此，设置参芪扶正注射液（３０．９４

ｇ·Ｌ－１）浓度进行后续实验。见图１。

图１　参芪扶正注射液联合顺铂对Ａ５４９／ＤＤＰ
细胞活性的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．２　参芪扶正注射液对 Ａ５４９／ＤＤＰ细胞侵袭能力的影响　
Ａ５４９／ＤＤＰ细胞在 ＣＤＤＰ（顺铂２３．３μｍｏｌ／Ｌ）、ＳＦＩ（参芪扶正
注射液３０．９４ｇ·Ｌ－１）或ＣＤＤＰ＋ＳＦＩ处理后，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验发
现，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，药物干预组细胞侵袭细胞数降低，与
ＣＤＤＰ组相比，ＣＤＤＰ＋ＳＦＩ组细胞侵袭细胞数进一步降低，差
异具有统计学意义（Ｐ＜００００１）。见插页ⅩⅩⅩⅢ图２。
２．３　参芪扶正注射液对Ａ５４９／ＤＤＰ细胞迁移能力的影响　与
Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，药物干预组细胞迁移细胞数降低，与 ＣＤＤＰ组
相比，ＣＤＤＰ＋ＳＦＩ组细胞迁移细胞数进一步降低，差异具有统
计学意义（Ｐ＜００００１）。见插页ⅩⅩⅩⅢ图３。

２．４　参芪扶正注射液对Ａ５４９／ＤＤＰ细胞增殖能力的影响　与
Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，各药物干预组细胞增殖能力均有所下降，且
ＣＤＤＰ＋ＳＦＩ组Ａ５４９／ＤＤＰ细胞的增殖能力下降最为显著（Ｐ＜
００５）。见插页ⅩⅩⅩⅣ图４。
２．５　参芪扶正注射液对ＫＲＴ１９、ＥＭＴ及耐药相关蛋白表达的
影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，各药物干预组
细胞ＫＲＴ１９均有所下调，与ＣＤＤＰ组相比，ＣＤＤＰ＋ＳＦＩ组细胞
ＫＲＴ１９表达显著下调，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）；与
Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＣＤＤＰ组细胞耐药蛋白 ＡＢＣＧ２表达上调，ＣＤ
ＤＰ＋ＳＦＩ组细胞Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＡＢＣＣ１、ＡＢＣＧ２表达显
著下调，Ｅ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ表达显著上调；与 ＣＤＤＰ组相比，ＣＤＤＰ＋
ＳＦＩ组细胞Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＡＢＣＣ１、ＡＢＣＧ２表达显著下
调，Ｅ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ表达显著上调，且差异均具有统计学意义
（Ｐ＜００５）。见图５。
３　讨论

中医学认为肺癌属“肺积”“息贲”“痞癖”等范畴，其发生

主要与气虚有关，尤其是肺脾气虚。《素问·评热病论篇》云

“邪之所凑，其气必虚”。肺癌耐药的患者由于病久肺气本虚，

邪踞胸中日久更伤肺气，肺气亏虚，子病及母，累及脾胃［１３］。

且化疗药物易克伐脾阳伤及正气，易产生耐药。《素问·五脏

生成篇》：“积之成也，正气不足，而后邪气据之”。临床实践表

明，肺癌患者化疗后常出现正气虚弱，气血不足的症状，故改善

肺癌耐药当以扶正益气为主［１４］，健运养血，升阳固表，扶助正

气，解毒散结。《素问·刺法论篇》云：“正气存内，邪不可干”。

注：Ｐ＜００５。
图５　参芪扶正注射液对Ａ５４９／ＤＤＰ细胞ＫＲＴ１９／ＥＭＴ及耐药相关蛋白表达的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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参芪扶正注射液是益气扶正经典方药，具有补虚中气、补血生

津的功效。临床试验研究表明，参芪扶正注射液可提高患者生

存质量、延长生存期，有效改善肺癌耐药，提高肺癌临床疗

效［１５－１６］。因此，本研究立足分子信号转导网络，探究扶正益气

方所发挥作用的本质，及其细胞生物分子之间相互作用调控

规律。

肿瘤耐药分子机制复杂，主要涉及细胞内药物蓄积减少、

细胞凋亡抑制、ＤＮＡ损伤修复功能增强、细胞干性重塑、细胞
骨架异常等［１７］。中间丝是细胞骨架的重要组成部分，参与细

胞骨架系统的变化，如顶端收缩、肌动蛋白应力纤维的形成，以

及细胞形态从立方形向更长的纺锤形转化，使之具有前后极

性，导致肿瘤细胞的运动性增加［１８］。研究发现中间丝蛋白

ＫＲＴ１９通过底物依赖的方式调节细胞形状来抑制肿瘤细胞运
动［１９］；降低ＫＲＴ１９的表达可破坏肝祖细胞／胆道表型，使人肝
癌细胞在体外对阿霉素、氟尿嘧啶和索拉非尼等细胞毒性药物

更敏感［２］；ＫＲＴ１９＋肝癌细胞对５－氟尿嘧啶的抗性明显高于
ＫＲＴ１９－细胞［２０］。细胞膜ＡＢＣ转运体可通过ＡＴＰ主动转运多
种底物保护细胞而诱发多药耐药，使肿瘤细胞对化学治疗产生

耐药性。本研究发现参芪扶正注射液可以下调ＫＲＴ１９及耐药
蛋白 ＡＢＣＣ１、ＡＢＣＧ２的表达，抑制 Ａ５４９／ＤＤＰ细胞增殖能力，
并且联合顺铂干预可以显著提高顺铂的抑制作用。而ＡＢＣ转
运体与肝癌细胞中 ＫＲＴ１９表达共定位，ＫＲＴ１９是肝癌恶性转
化、侵袭的重要因素［２１］。因此推测参芪扶正注射液可能通过

下调ＫＲＴ１９，也影响了ＡＢＣ家族蛋白细胞膜的定位，使得肿瘤
细胞对化疗药物的外排减少增强了化疗药物的作用发挥，从而

逆转了耐药。

ＥＭＴ是指上皮细胞表型向间质细胞表型转变，细胞失去
极性，活动能力增强，并获得了浸润和转移能力。研究表明

ＥＭＴ可赋予肿瘤细胞恶性特征，包括侵袭、干性以及对化疗耐
药性等［２２］。肿瘤细胞在产生获得性耐药的过程中有间质化的

趋势，而本身具有间质分化状态的肿瘤细胞也常表现为原发性

耐药的特点，已有研究发现胰腺癌、乳腺癌、头颈部鳞癌、卵巢

癌、结肠癌等多种肿瘤耐药过程与 ＥＭＴ存在密切的联
系［２３－２６］。研究发现，在人肝细胞癌中，ＫＲＴ１９是肿瘤细胞启
动ＥＭＴ及侵袭转移的关键因素和预后不良的标志［２０］，

ＫＲＴ１９＋肝癌细胞在体内外均具有肿瘤干细胞特性［２７］。那么

ＥＭＴ会导致多种癌症类型的化疗耐药性，也就有可能成为克
服化疗耐药性的潜在靶点。因此本研究选择肺腺癌顺铂耐药

细胞株进行体外验证参芪扶正注射液对肺腺癌生物学功能的

影响，结果发现，参芪扶正注射液可以抑制 Ａ５４９／ＤＤＰ细胞侵
袭、迁移能力，并且可显著增强顺铂抗肿瘤的作用。肿瘤的

ＥＭＴ过程重要的标志性变化是上皮细胞间黏附蛋白 Ｅ－ｃａｄ
ｈｅｒｉｎ表达的降低或丢失，间质细胞标志物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达的增
多。本研究发现，参芪扶正注射液不仅可以下调细胞骨架蛋白

ＫＲＴ１９的表达，还可下调Ａ５４９／ＤＤＰ细胞中 Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍ
ｅｎｔｉｎ蛋白表达，上调 Ｅ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达，并且可加强顺铂
对上述蛋白的调节作用，提示参芪扶正注射液可能通过干预

ＫＲＴ１９调控的细胞骨架重塑过程而抑制 ＥＭＴ进程，如顶端 －
基底极性的丧失，上皮细胞细胞间连接分子 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ分泌
合成增加，失去细胞骨架相关蛋白 Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ等，
增加了细胞间黏附，稳定细胞形态，抑制细胞侵袭和迁移能力，

提高顺铂抗肿瘤的敏感性，从而抑制肿瘤的发生发展。

综上所述，参芪扶正注射液能够抑制人肺腺癌顺铂耐药

Ａ５４９／ＤＤＰ细胞侵袭、迁移和增殖，提高顺铂抗肿瘤敏感性，可
能与干预中间丝蛋白 ＫＲＴ１９重塑细胞骨架过程，深入参与
ＥＭＴ的启动和进展，调控肿瘤细胞耐药有关。本研究为参芪
扶正注射液抗肿瘤应用丰富理论依据，但中药复方／制剂多靶
点的干预作用，其分子机制有待进一步探明。
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左归丸调节 ＪＡＫ２－ＳＴＡＴ３信号通路
在产前应激子鼠视网膜发育中的作用

喻小明１，２，田文静１，江晓翠２，３，邹悦４，陈思易５，张玮珩１，萧闵２，３

（１．湖北中医药大学基础医学院，湖北 武汉 ４３００６５；２．湖北中医药大学时珍实验室，湖北 武汉 ４３００６５；
３．湖北中医药大学实验动物中心，湖北 武汉 ４３００６５；４．湖北中医药大学体育健康学院，湖北 武汉 ４３００６５；

５．湖北中医药大学中医学院，湖北 武汉 ４３００６５）

　　摘要：目的 探讨左归丸调节 Ｊａｎｕｓ蛋白酪氨酸激酶２（Ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ２，ＪＡＫ２）／信号转导子和转录激活子３（ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ＳＴＡＴ３）信号通路在产前应激（ｐｒｅｎａｔａｌｓｔｒｅｓｓ，ＰＳ）子鼠视网膜发育中的作用。方
法 制备ＳＤ孕鼠３２只，随机分为空白对照组、模型组、左归丸组（１８．９ｇ·ｋｇ－１）、维生素 Ｅ组（１．４４ｍｇ·ｋｇ－１），每组８
只；除空白对照组以外，其余各组均采用慢性不可预测轻度应激法（ｃｈｒｏｎｉｃｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅｍｉｌｄｓｔｒｅｓｓ，ＣＵＭＳ）建立ＰＳ孕鼠
模型。通过行为学测试评估ＰＳ孕鼠模型；酶联免疫吸附实验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测血清糖皮
质激素（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｓ，ＧＣ）和血清甲状腺素４（ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ４，Ｔ４）含量；苏木精－伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色观察胚胎
１８ｄ（Ｅ１８）、出生当天（Ｐ０）、出生２１ｄ（Ｐ２１）子鼠视网膜形态变化；免疫荧光检测子鼠视网膜表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒ
ｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）蛋白表达；蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）检测子鼠视网膜组织ＥＧＦＲ、ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３
通路相关蛋白表达；结果 与空白对照组比较，模型组孕鼠糖水偏爱度、运动探索能力、血清Ｔ４含量均降低，ＧＣ水平升高
（Ｐ＜００５）；与模型组比较，左归丸组与维生素 Ｅ组孕鼠糖水偏爱度、运动探索能力、Ｔ４水平升高，ＧＣ水平降低（Ｐ＜
００５）；模型组子鼠在Ｅ１８和Ｐ０视网膜分化滞后，Ｐ２１视网膜病理损伤严重，ＥＧＦＲ阳性信号减弱，视网膜组织 ｐ－ＥＧ
ＦＲ／ＥＧＦＲ、ｐ－ＪＡＫ２／ＪＡＫ２、ｐ－ＳＴＡＴ３／ＳＴＡＴ３蛋白表达水平均降低（Ｐ＜００５）；给予左归丸和维生素 Ｅ干预后可不同程
度改善上述异常指标。结论 母代干预左归丸可通过ＪＡＫ２－ＳＴＡＴ３改善ＰＳ对子代大鼠视网膜发育的影响。
　　关键词：左归丸；ＪＡＫ２－ＳＴＡＴ３通路；产前应激；子代；视网膜发育
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基于角蛋白 19 调控的上皮-间质转化与耐药探讨参芪扶正注射液
对肺腺癌 A549/DDP细胞增殖、侵袭、迁移的影响

（正文见 169 -173 页）

注：****P<0.000 1。
图 2　参芪扶正注射液增强顺铂对 A549/DDP细胞侵袭的抑制作用（n=3，■x±s）

注：****P<0.000 1。
图 3　参芪扶正注射液增强顺铂对 A549/DDP细胞迁移的抑制作用（n=3，■x±s）
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注：*P<0.05。
图 4　参芪扶正注射液增强顺铂对 A549/DDP细胞增殖的抑制作用（n=3，■x±s）


