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藤梨根乙醇提取物诱导非小细胞肺癌凋亡

及对恶性生物学行为的影响

黄丽娜，金艳，陈梦静，李菲，周晓芳，寿张轩
（浙江中医药大学附属第二医院，浙江 杭州 ３１０００５）

　　摘要：目的 探讨藤梨根乙醇提取物诱导非小细胞肺癌凋亡及对恶性生物学行为的影响。方法 取对数生长期非小

细胞肺癌细胞Ａ５４９，加入不同浓度（０、１０、２０和４０μｇ／ｍＬ）藤梨根乙醇提取物。采用 ＭＴＴ法测定 Ａ５４９细胞增殖抑制
率；采用ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ测定Ａ５４９细胞凋亡率；采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定凋亡蛋白Ｂａｘ和Ｂ淋巴细胞瘤－２基因（Ｂ－ｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａ－２，Ｂｃｌ－２）表达；采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法测定Ａ５４９细胞侵袭能力；采用划痕实验测定Ａ５４９细胞划痕愈合率。结果
１０、２０、４０μｇ／ｍＬ的藤梨根乙醇提取物细胞增殖抑制率高于０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物（Ｐ＜００５），且呈剂量依赖性。
１０、２０、４０μｇ／ｍＬ的藤梨根乙醇提取物细胞凋亡率高于０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物（Ｐ＜００５），且呈剂量依赖性。１０、
２０、４０μｇ／ｍＬ的藤梨根乙醇提取物Ｂａｘ灰度值高于０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物，而Ｂｃｌ－２灰度值低于０μｇ／ｍＬ藤梨根
乙醇提取物（Ｐ＜００５），且呈剂量依赖性。１０、２０、４０μｇ／ｍＬ的藤梨根乙醇提取物细胞侵袭率低于０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇
提取物（Ｐ＜００５），且呈剂量依赖性。１０、２０、４０μｇ／ｍＬ的藤梨根乙醇提取物划痕愈合率低于０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取
物（Ｐ＜００５），且呈剂量依赖性。结论 藤梨根乙醇提取物可抑制非小细胞肺癌 Ａ５４９细胞的增殖、侵袭和迁移，诱导其
细胞凋亡，与上调Ｂａｘ表达及下调Ｂｃｌ－２表达有关。
　　关键词：藤梨根乙醇提取物；非小细胞肺癌；凋亡；恶性生物学行为
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ｌｏｇｉｃａｌｂｅｈａｖｉｏｒ

　　肺癌是常见的一种恶性肿瘤，其发病率呈逐年增高趋
势［１］。非小细胞肺癌是肺癌最常见的一种病理类型，占肺癌

发病的８５％以上，５年生存率仅为２０％左右，严重威胁人们生
命健康［２－３］。尽管手术切除仍为治愈非小细胞肺癌的重要方

法，但辅助治疗在预防非小细胞肺癌复发和转移方面尤为关

键［４－５］。随着中医药相关领域深入研究，在非小细胞肺癌临

床治疗中发挥重要作用。藤梨根是猕猴桃科植物猕猴桃的

根，性寒、味甘酸，具有祛风除湿、清热解毒、利尿止血等功

效，具有抗病毒、抗氧化和抗肿瘤等作用，广泛用于多种胃肠

道恶性肿瘤中，关于其在肺癌方面研究甚少［６］。因此，本研

究探讨藤梨根乙醇提取物诱导非小细胞肺癌凋亡及对恶性

生物学行为的影响，深入了解其作用机制，以期为临床治疗

提供新方案。

１　材料与方法
１．１　细胞株

人非小细胞肺癌Ａ５４９细胞（中国科学院上海细胞库）。
１．２　主要试剂

藤梨根乙醇提取物（西安千草生物技术有限公司），胎牛

血清（Ｇｉｂｃｏ公司），胰酶（上海慧颖生物科技有限公司），ＭＴＴ
试剂（Ｇｉｂｃｏ公司）、ＤＭＥＭ培养（Ｇｉｂｃｏ公司），二甲基亚砜
（Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）（Ｓｉｇｍａ公司），磷酸盐缓冲液（上海
慧颖生物科技有限公司），ＢＣＡ蛋白试剂盒（碧云天生物技术
有限公司），Ｂａｘ多克隆抗体（北京百奥莱博科技有限公司），Ｂ
淋巴细胞瘤－２基因（Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２，Ｂｃｌ－２）多克隆抗
体（北京百奥莱博科技有限公司），ＲＩＰＡ细胞裂解液（北京索
莱宝生物公司）。

１．３　方法
１．３．１　非小细胞肺癌细胞 Ａ５４９培养　取非小细胞肺癌细胞
Ａ５４９，解冻，ＤＭＥＭ培养液稀释，离心 ８ｍｉｎ，弃上清；加入含
１０％胎牛血清培养，传代。
１．３．２　ＭＴＴ法测定 Ａ５４９增殖情况　取对数生长期 Ａ５４９细
胞，胰酶消化，按１×１０６密度细胞数，以１００μＬ／孔接种于９６
孔培养板中，于 ３７℃、５％ＣＯ２培养。将非小细胞肺癌细胞
Ａ５４９分为０、１０、２０、４０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组，设３个复
孔。分别加入含药物的培养基２００μＬ，培养４８ｈ，于培养结束
前４ｈ，加入 ＭＴＴ２０μＬ／孔，培养４ｈ后，加入 ＤＭＳＯ１５０μＬ／
孔，以波长４９０ｎｍ在酶标仪上测定吸光度值。
１．３．３　ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ测定Ａ５４９细胞凋亡率　取对数生长
期非小细胞肺癌细胞Ａ５４９，加入０、１０、２０、４０μｇ／ｍＬ藤梨根乙
醇提取物培养４８ｈ后收集细胞，取１×１０６细胞，加入 Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ缓冲液１０μＬ悬浮细胞，再于各管中加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ和
５μＬ碘化丙啶，温和混匀，避光１５ｍｉｎ，再加入５００μＬＡｎｎｅｘｉｎ
Ｖ缓冲液，离心８ｍｉｎ，采用流式细胞仪测定细胞凋亡率。
１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定 Ｂａｘ和 Ｂｃｌ－２表达　取对数生长期

Ａ５４９细胞，加入０、１０、２０、４０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物干预４８
ｈ。收集细胞，加入ＲＩＰＡ细胞裂解液，冰浴裂解３０ｍｉｎ，提取总
蛋白，离心８ｍｉｎ，取上清。运用 ＢＣＡ法测定蛋白含量。运用
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳，转膜，以３％ＢＳＡ封闭６０ｍｉｎ后，加入
Ｂａｘ（１∶１０００）和Ｂｃｌ－２（１∶１０００），４℃过夜，以 ＴＢＳＴ漂洗，加
入二抗，常温孵育６０ｍｉｎ，漂洗，加入 ＥＣＬ工作液，显色，测定
条带灰度值。

１．３．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法测定Ａ５４９细胞侵袭能力　将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室提前铺上Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶。加入０、１０、２０、４０μｇ／ｍＬ藤梨根
乙醇提取物处理后，收集各组细胞并以１×１０６个／孔密度铺于
小室的上室，培养４８ｈ，再于下室加入１０％胎牛血清培养液作
为化学引诱物；然后再以磷酸盐缓冲液洗涤后，向每孔中加入

１％结晶紫和多聚甲醛，显微镜下计算细胞侵袭率。
１．３．６　划痕实验测定Ａ５４９细胞划痕愈合率　首先采用马克
笔在铺板前于６孔板背面笔直画３条横线作为标记。加入０、
１０、２０、４０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物处理后，收集各组细胞并
以１×１０６个／孔密度培养于６孔板，于５％ ＣＯ２培养箱中培养
至细胞长满。然后再以２０μＬ枪头垂直于孔板背面的横线画
１条笔直的道痕，作为起始时刻拍照，再应用磷酸盐缓冲液洗
涤，将培养板放于培养箱中培养２４ｈ后拍照。Ａ５４９细胞划痕
愈合率应用ＩｍａｇｅＪ软件计算。细胞划痕愈合率 ＝（划痕起始
宽度－划痕端点宽度）／划痕起始宽度×１００％。
１．４　统计学方法

运用ＳＰＳＳ２５．０处理。计量资料采用珋ｘ±ｓ表示，多组间采
用方差分析，两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ检验。Ｐ＜００５表示差异
有统计学意义。

２　结果
２．１　藤梨根乙醇提取物对Ａ５４９细胞增殖抑制率比较

１０、２０、４０μｇ／ｍＬ的藤梨根乙醇提取物组细胞增殖抑制率
高于０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组（Ｐ＜００５），且呈剂量依赖
性。见表１。
表１　不同浓度藤梨根乙醇提取物对Ａ５４９细胞增殖抑制率比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ（复孔）
Ａ５４９细胞增殖
抑制率／（％）

０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组 ３ ０
１０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组 ３ １７．８６±４．１５ａ

２０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组 ３ ３８．９７±８．７４ａｂ

４０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组 ３ ６０．２３±１０．４９ａｂｃ

　　注：ａ与０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组比较，Ｐ＜００５；ｂ与１０μｇ／
ｍＬ藤梨根乙醇提取物组比较，Ｐ＜００５；ｃ与２０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提
取物组比较，Ｐ＜００５。

２．２　不同浓度藤梨根乙醇提取物对Ａ５４９细胞凋亡率比较
１０、２０、４０μｇ／ｍＬ的藤梨根乙醇提取物组细胞凋亡率高于

０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组（Ｐ＜００５），且呈剂量依赖性。
见表２、图１。
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表２　不同浓度藤梨根乙醇提取物对Ａ５４９细胞凋亡率比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ（复孔）Ａ５４９细胞凋亡率／（％）

０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组 ３ ０
１０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组 ３ １７．８６±４．１５ａ

２０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组 ３ ３８．９７±８．７４ａｂ

４０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组 ３ ６０．２３±１０．４９ａｂｃ

　　注：ａ与０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组比较，Ｐ＜００５；ｂ与１０μｇ／
ｍＬ藤梨根乙醇提取物组比较，Ｐ＜００５；ｃ与２０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提
取物组比较，Ｐ＜００５。

２．３　不同浓度藤梨根乙醇提取物对凋亡蛋白表达比较
１０、２０、４０μｇ／ｍＬ的藤梨根乙醇提取物组Ｂａｘ灰度值高于

０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组，而Ｂｃｌ－２灰度值低于０μｇ／ｍＬ
藤梨根乙醇提取物组（Ｐ＜００５），且呈剂量依赖性。见表３、

图２。
２．４　不同浓度藤梨根乙醇提取物对细胞侵袭率比较

１０、２０、４０μｇ／ｍＬ的藤梨根乙醇提取物组细胞侵袭率低于
０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组（Ｐ＜００５），且呈剂量依赖性。
见表４。
２．５　不同浓度藤梨根乙醇提取物对划痕愈合率比较

１０、２０、４０μｇ／ｍＬ的藤梨根乙醇提取物组划痕愈合率低于
０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组（Ｐ＜００５），且呈剂量依赖性。
见表５。
３　讨论

由于非小细胞肺癌早期无明显的症状及体征，发病隐匿，

绝大多数患者确诊时均已是晚期，预后差［７－８］。若非小细胞肺

癌发生远处转移，则患者中位生存期不超过６个月，而针对肺

图１　不同浓度藤梨根乙醇提取物对Ａ５４９细胞凋亡率比较
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表３　不同浓度藤梨根乙醇提取物对凋亡蛋白表达比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ（复孔） Ｂａｘ灰度值 Ｂｃｌ－２灰度值

０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组 ３ ０．２８±０．０７ １．３６±０．２３
１０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组 ３ ０．４７±０．１２ａ １．０２±０．１７ａ

２０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组 ３ ０．７８±０．２４ａｂ ０．７４±０．１８ａｂ

４０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组 ３ １．０９±０．２６ａｂｃ ０．３７±０．０９ａｂｃ

　　注：ａ与０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组比较，Ｐ＜００５；ｂ与１０μｇ／ｍＬ藤梨根
乙醇提取物组比较，Ｐ＜００５；ｃ与 ２０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组比较，
Ｐ＜００５。

图２　不同浓度藤梨根乙醇提取物对凋亡蛋白表达
表４　不同浓度藤梨根乙醇提取物对细胞侵袭率比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ（复孔）Ａ５４９细胞侵袭率／（％）

０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组 ３ ７９．９４±５．５２
１０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组 ３ ５２．３１±６．７７ａ

２０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组 ３ ３２．１６±７．３８ａｂ

４０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组 ３ １５．５２±３．４６ａｂｃ

　　注：ａ与０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组比较，Ｐ＜００５；ｂ与１０μｇ／
ｍＬ藤梨根乙醇提取物组比较，Ｐ＜００５；ｃ与２０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提
取物组比较，Ｐ＜００５。

表５　不同浓度藤梨根乙醇提取物对划痕愈合率比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ（复孔） 划痕愈合率／（％）

０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组 ３ ７４．９７±８．８２
１０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组 ３ ５２．３５±７．７１ａ

２０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组 ３ ３８．８６±６．６８ａｂ

４０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组 ３ ２２．３１±５．３４ａｂｃ

　　注：ａ与０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组比较，Ｐ＜００５；ｂ与１０μｇ／
ｍＬ藤梨根乙醇提取物组比较，Ｐ＜００５；ｃ与２０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提
取物组比较，Ｐ＜００５。

癌患者进行早期诊断会显著延长生存时间，甚至可能会治愈患

者［９－１０］。非小细胞肺癌的发生、发展与癌细胞迁移、增殖及凋

亡等生物学过程密切相关，故而寻找有效促进癌细胞凋亡、抑

制癌细胞增殖和迁移的药物对改善非小细胞肺癌预后尤为

关键［１１－１３］。

藤梨根别名阳桃根，是猕猴桃科植物猕猴桃的根，主产于

我国长江流域及西北、湖北和东北，归膀胱、肝、胃经，性寒，味

甘酸，具有清热解毒、祛风除湿功效。药理研究表明，藤梨根乙

醇提取物具有抗病毒、抗氧化、抗肿瘤作用［１４－１５］。王晓戎

等［１６］研究表明，结直肠癌细胞 ＨＣＴ－１５、ＬｏＶｏ经藤梨根乙醇
提取物处理后，细胞活力以剂量和时间依赖性下降；通过不同

浓度藤梨根乙醇提取物处理后，细胞凋亡率提高，由此可见藤

梨根乙醇提取物可发挥较强的抗肿瘤作用，且可显著诱导结直

肠癌细胞凋亡［１７－１８］。本研究表明，１０、２０、４０μｇ／ｍＬ的藤梨根
乙醇提取物组细胞增殖抑制率高于０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取
物组，且呈剂量依赖性，由此可见藤梨根乙醇提取物可显著抑

制Ａ５４９细胞增殖；１０、２０、４０μｇ／ｍＬ的藤梨根乙醇提取物组细
胞凋亡率高于０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组，且呈剂量依赖
性，由此可见藤梨根乙醇提取物可显著诱导 Ａ５４９细胞凋亡；
１０、２０、４０μｇ／ｍＬ的藤梨根乙醇提取物组细胞侵袭率和划痕愈
合率低于０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组，且呈剂量依赖性，由
此可见藤梨根乙醇提取物可显著抑制 Ａ５４９细胞恶性生物学
行为进展［１９－２０］。

诱导癌细胞凋亡是治疗非小细胞肺癌的有效策略［２１－２３］。

在线粒体凋亡途径中，Ｂａｘ被激活移位至线粒体膜，开放线粒
体通道，导致 Ｃａｓｐａｓｅ活化因子释放增多，加速细胞凋亡。
Ｂｃｌ－２表达下调可诱导肿瘤细胞凋亡，发挥协同促凋亡效
应［２４－２６］。本研究表明，１０、２０、４０μｇ／ｍＬ的藤梨根乙醇提取物
Ｂａｘ灰度值高于０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组，而Ｂｃｌ－２灰度
值低于０μｇ／ｍＬ藤梨根乙醇提取物组，且呈剂量依赖性，由此
可见藤梨根乙醇提取物可显著上调 Ｂａｘ表达及下调 Ｂｃｌ－２
表达。

综上所述，藤梨根乙醇提取物可抑制细胞增殖、侵袭和迁

移，诱导细胞凋亡，与上调Ｂａｘ表达及下调Ｂｃｌ－２表达有关。
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参芪汤联合化疗治疗结直肠癌

对免疫蛋白因子、自噬蛋白的多层次影响研究

王开平１，王瑞童２，韦广燕３，张利新１

（１．贵州中医药大学第一附属医院，贵州 贵阳 ５５０００１；２．河北医科大学护理学院，河北 石家庄 ０５００２３；
３．延边大学药学院，吉林 延边 １３３０００）

　　摘要：目的 分析参芪汤联合化疗治疗结直肠癌对免疫蛋白因子、自噬蛋白的多层次影响。方法 纳入２０２１年１
月—２０２３年１２月医院收治的９２例结直肠癌患者进行研究，随机数字表法分为两组，４６例对照组应用化疗疗法，４６例观
察组应用参芪汤联合化疗治疗，对比两组疗效差异、肿瘤标志物、血管新生因子水平、免疫功能及自噬相关蛋白ＬＣ３（Ｍｉ
ｃｒｏｔｕｂｕｌｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１Ａ／１Ｂ－ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＭＡＰ１ＬＣ３）、Ｂｅｃｌｉｎ１变化情况。结果 观察组客观缓解率为４１．３０％
（１９／４６），疾病控制率为９３．４８％（４３／４６），高于对照组的２６．０９％（１２／４６）、７６．０９％（３５／４６），组间比较差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）；治疗后观察组肿瘤标志物ＣＡ１２５（ＣａｎｃｅｒＡｎｔｉｇｅｎ１２５，ＣａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅＡｎｔｉｇｅｎ１２５）、ＣＡ１９－９（ＣａｎｃｅｒＡｎｔｉｇｅｎ
１９－９，ＣａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅＡｎｔｉｇｅｎ１９－９）水平及ＶＥＧＦ（ＶａｓｃｕｌａｒＥｎｄｏｔｈｅｌｉａｌＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、ＨＩＦ－１α（Ｈｙｐｏｘｉａ－Ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ
Ｆａｃｔｏｒ１－ａｌｐｈａ，ＨＩＦ－１α）、ＴＧＦ－β１（ＴｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒＢｅｔａ１，ＴＧＦ－β１）水平低于对照组（Ｐ＜００５）；治疗后两
组自噬相关蛋白ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ１阳性率低于对照组，免疫球蛋白Ａ（ＩｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＡ，ＩｇＡ）、免疫球蛋白Ｇ（Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕ
ｌｉｎＧ，ＩｇＧ）、免疫球蛋白Ｍ（ＩｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＭ，ＩｇＭ）水平高于对照组（Ｐ＜００５）。结论 对结直肠癌患者应用参芪汤联合

化疗治疗能有效提高治疗效果，降低血清肿瘤标志物水平，调节免疫能力，抑制肿瘤细胞的生长及血管新生，降低自噬相

关蛋白ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ１表达，对患者预后改善起到积极作用。
　　关键词：结直肠癌；参芪汤；化疗；免疫蛋白因子；自噬蛋白；血清肿瘤标志物
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