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黄精黄芩通过 NF －κB／IκB －α通路提升
非小细胞肺癌对顺铂的敏感性

张嘉铖，张雯，范理宏
（上海同济大学医学院附属第十人民医院，上海 200072）

　　摘要：目的 探究中药复方黄精加黄芩对顺铂抗肿瘤的增敏作用，并进一步研究其潜在机制。方法 构建小鼠肺癌皮

下瘤模型，分别给予黄精黄芩（HH）、顺铂（cisplatin，DDP）、黄精黄芩联用顺铂处理（HH ＋DDP），观察小鼠肿瘤体积变
化。体外培养小鼠肺癌 LLC（Lewis Lung Carcinoma）细胞系，施加相应干预后分别检测细胞增殖活力、细胞凋亡和活性氧
（ROS）产生情况，以及线粒体膜电位的改变情况。结果 体内外结果表明，HH ＋DDP 组相较于 DDP 组和 HH 组可以显
著抑制 LLC细胞系生长增殖。HH ＋DDP组干预后，凋亡蛋白相关蛋白 Bax 和 Bcl －2 的比值升高，Caspase －3 表达上
调，促进了细胞凋亡，抑制了肿瘤细胞增殖。同时，还发现 HH ＋DDP组对 NF －κB／IκB －α有显著抑制作用。流式细胞
术发现 HH ＋DDP组出现更高程度的细胞凋亡和 ROS 产生。此外，HH ＋DDP 组还降低了线粒体膜电位，促进了细胞凋
亡发生。结论 黄精加黄芩联用顺铂可以显著提升其抗肿瘤敏感性，并且通过线粒体相关的细胞凋亡途径诱导细胞凋

亡，抑制体内外肿瘤细胞增殖。
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　　Abstract：Objective To investigate the sensitization effect of traditional Chinese medicine compound Huangjing（Polygonati
Rhizoma）and Huangqin（Scutellariae Radix）on the anti －tumor effect of cisplatin（DDP），and further investigate its potential
mechanism.Method A subcutaneous tumor model of lung cancer in mice was constructed，and Huangjing （Polygonati
Rhizoma）－Huangqin（Scutellariae Radix）（HH），DDP and HH combined DDP（HH ＋DDP）were administered to observe the
changes in tumor volume in mice.Lewis cell lines were cultured in vitro，and the corresponding interventions were applied to de-
tect the cell proliferation activity，apoptosis，reactive oxygen species（ROS）production，as well as the changes in mitochondrial
membrane potential.Result In vitro and in vivo results showed that the HH ＋DDP group significantly inhibited the growth and
proliferation of LLC cell lines compared to the DDP group and HH group.After the intervention in the HH ＋DDP group，the ratio
of apoptotic protein related proteins Bax and Bcl －2 increased，and the expression of Caspase －3 was up －regulated，promoting
the apoptosis and inhibiting the tumor cell proliferation.At the same time，it was also found that the HH ＋DDP group had a sig-
nificant inhibitory effect on nuclear factor －κB（NF －κB）／inhibitor of NF －κB（IκB －α）.Flow cytometry revealed higher lev-
els of apoptosis and ROS production in the HH ＋DDP group.In addition，the HH ＋DDP group also reduced mitochondrial mem-
brane potential and promoted the apoptosis.Conclusion HH combined DDP can significantly enhance its anti －tumor sensitivity
and induce apoptosis through mitochondrial related apoptosis pathways，inhibiting tumor cell proliferation in vitro and in vivo.

Keywords：Huangjing（Polygonati Rhizoma）；Huangqin（Scutellariae Radix）；cisplatin sensitivity；apoptosis；mitochondria

　　肺癌始终是摆在全球呼吸科医生面前的巨大难题。据统
计，全球每年确诊肺癌患者超过 200 万人，其中又以亚洲为
甚［1］。国际癌症研究机构（International Agency for Research on
cancer）数据表明，仅 2020 年中国约有 82 万例肺癌患者确诊以
及 71 万例肺癌患者死亡［2］。目前来说，手术和化疗仍然是大

多数肺癌患者的标准化治疗方案。研究表明，基于铂类药物的

化疗方案，能够延长肺癌患者的生存期并且有效抑制肿瘤复发

和转移［3］。尽管铂类药物有着优秀的抗肿瘤表现，其带来的

不良反应却也带来了不小的困扰，严重的会导致肾毒性、耳毒

性、神经毒性以及一系列炎症反应［4］，并且容易出现耐

药性［5］。

近年来，不少研究尝试引入另一种药物提高顺铂的抗肿瘤

敏感性并增强其在低浓度的杀伤作用［6 －7］。β－榄香烯由传
统中药温郁金中提取而来，它可以通过稳定铜转运蛋白 1 增加
细胞内铂类药物含量，提升铂类药物的抗肿瘤疗效。黄芩提取

物黄芩素能够通过下调 miR －424 －3p，下调 PI3K 和 p －AKT
表达，诱导肺腺癌细胞凋亡，增加顺铂敏感性。研究中药单体

的抗炎抗肿瘤作用以及其对放化疗的增敏作用，已经逐渐成为

中医药领域的研究热点之一。

本课题组致力于将传统中医药运用于现代抗肿瘤治疗，以

扶正祛邪的思想为指导，尝试将黄精与黄芩这两味传统中药以

1 0 比 1 的比例结合起来，与顺铂联用以增强其抗肿瘤效果。
在该复方中，我们大量使用黄精，目的在于补正益气，然后加入

黄芩用以泻火清毒，二者一为扶正一为祛邪，既提高顺铂敏感

性又能起到抑制肿瘤生长的作用。我们在体内和体外验证了

黄精黄芩联合顺铂的抗肿瘤效果，通过构建小鼠皮下瘤模型、

检测凋亡相关蛋白表达水平、流式细胞术检测凋亡细胞比例

和 ROS 的产生、检测线粒体膜电位水平，最终证实黄精黄芩
联用顺铂能促进肿瘤细胞凋亡，抑制肿瘤生长。本研究发现

了传统中药黄精黄芩的组合能够增敏顺铂，并探究了它们对

线粒体相关凋亡途径的影响，为研究中药复方增敏顺铂开拓

新方向。

1 　材料
1 .1 　细胞和动物　LLC 细胞购自中国科学院细胞培养库（上
海），SPF级 C57 小鼠从南方模式生物购得。
1 .2　药物与试剂　黄精和黄芩由江阴天江药业有限公司提
供。CCK －8 试剂盒、细胞凋亡检测试剂盒、活性氧检测试剂
盒购自碧云天，货号：C1 062S，S0033M。DMEM培养基购自
gibco，货号：C1 1 995500CP。Bax、Bcl －2、NF －κB、p －NF －κB、
Iκb －α、p －IκB －α均购自 Abclonal，货号：A1 9693、A1 9684、
A2547、AP01 23、A1 971 4、AP0707。β－actin 购自 Cell Signaling
Technology，货号：93473。RIPA lysis buffer、BCA Protein Quanti-
fication Kit、JC －1 线粒体膜电位检测试剂盒由翊圣生物提供，
货号：201 01 ES，20201 ES，40706ES。
1 .3　仪器　Thermo －31 31 型二氧化碳培养箱（Thermo 公司），
VE －1 80C型Western blot套装设备（Tanon 公司），BD Fortessa
流式仪器。

2　方法
2.1　小鼠肺癌皮下瘤模型　6 周龄 SPF 级 C57 雄性小鼠 24
只（南方模式动物提供），按随机数表法分为对照组（Control），
黄精＋黄芩组（HH组），顺铂组（DDP 组），黄精黄芩 ＋顺铂组
（HH ＋DDP组），每组 6 只。每只小鼠右肋下缘提前 1 d 备皮，
第 2 天每只小鼠皮下注射 1 ×1 0 －6的 LLC细胞。正常饲养 5 ～
7 d，待瘤体出现后进行分组干预。黄精黄芩通过饲料喂养方
式给药（2 ±0.2）g·kg －1·d －1，顺铂溶于生理盐水后通过腹
腔注射形式给药（0.1 mg／只，隔天给药）。期间隔日测量小鼠
体质量和瘤体体积。在给药 2 ～3 周后，处死小鼠并对其瘤体
组织、肝肺脾进行取材。伦理编号：SHDSYY －2024 －Y3487。
2.2　CCK －8 细胞抑制实验　将肺癌 LLC 细胞铺于 96 孔板
中，以 1 0 ∶1 的比例混合黄精 ＋黄芩（HH）分浓度梯度加入各
孔（0、1 .375、2.75、5.5、1 1、22 mg／mL），将顺铂（DDP）分浓度
梯度加入各孔（0、2.5、5、1 0、20、40 μmol／L），分别将高浓度／低
浓度黄精黄芩和顺铂混合后分浓度梯度加入各孔［0、3.3 ＋
2.5、3.3 ＋5、3.3 ＋1 0、3.3 ＋20（mg／mL ＋μmol／L）］［0、5.5 ＋
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2.5、5.5 ＋5、5.5 ＋1 0、5.5 ＋20（mg／mL ＋μmol／L）］，1 00 μL 培
养 24 h，后加入 CCK －8 试剂 1 0 μL，检测各孔吸光度值（OD
值），计算细胞存活率：细胞存活率 ＝［（实验孔 －空白孔）／
（对照孔－空白孔）］×100％
2.3　Western blot实验检测蛋白表达　6 孔板中分别加入合适
浓度的各组干预药物，处理 24 h后，收集蛋白。使用 BCA试剂
盒检测蛋白浓度。进行 Western blot 实验，然后电泳、转膜、
BSA封闭 1 h后，加入相应抗体（1 ∶1 000）于 4 ℃冰箱过夜，二
抗孵育 1 h后使用 ECL化学发光法显影。
2.4　流式细胞术检测细胞凋亡　LLC 接种在 6 孔板中，过夜
培养，次日给予各组干预药物处理 24 h后，PBS 洗涤 1 次，消化
收集细胞，混合 Annexin V －FITC 结合液和 Annexin V －FITC，
混匀后加入碘化丙啶染色液，室温避光孵育 1 5 min。洗涤过后
在流式细胞仪上检测细胞凋亡比例。

2.5　流式细胞术检测 ROS 产生　LLC 接种在 6 孔板中，过夜
培养，次日给予各组干预药物处理 24 h后，PBS 洗涤 1 次，消化
收集细胞。提前按 1 ∶1 000 的比例用无血清 DMEM稀释
DCFH －DA，用其重悬细胞，在 37 ℃培养箱中孵育 20 min。洗
涤过后在流式细胞仪上检测 ROS 产生情况。
2.6　线粒体膜电位检测　LLC接种在 6 孔板中，过夜培养，次
日给予各组干预药物处理 24 h 后，PBS 洗涤 1 次，加入 1 mL
JC －1 染色工作液，在 37 ℃培养箱中孵育 20 min。配置 1 ×
JC －1 染色缓冲液，并置于冰浴。孵育结束后，吸去上清，用
1 ×JC －1 染色缓冲液洗涤 2 次，加入培养基后在荧光显微镜
下观察。

2.7　统计学方法　细胞实验重复 3 次，结果采用 GraphPad
prism 8.3 进行统计分析，多组间的比较采用 ANOVA 检验，数
据结果以P＜0.05 为差异有统计学意义。
3　结果
3.1　黄精黄芩复方联合顺铂在体内实验表现出显著抗肿瘤效
果　为了证实黄精黄芩联合顺铂能够有效抑制肿瘤生长，我们
使用小鼠皮下瘤模型，将 LLC 细胞皮下注射到 C57 小黑鼠右
肋下，1 0 d后分别给予黄精黄芩饲料喂养（HH 组）、隔日顺铂
腹腔注射（DDP 组）、黄精黄芩饲料喂养同时顺铂注射组
（HH ＋DDP）。给予干预措施 1 4 d 后，处死小鼠并取材。由于
部分小鼠肿瘤破溃难以分离或是在实验期间死亡，展示的小鼠

瘤体和大体数目不满 6 只。实验表明 HH ＋DDP 组相较于空
白对照（Control）组有着显著的肿瘤抑制效果且具有统计学意
义（P＜0.05）。DDP 组效果要比 Control 组更好，但是远不如
HH ＋DDP组，（插页ⅩⅨ图 1）表明 HH ＋DDP 能够在体内有效
杀伤肿瘤细胞，抑制肿瘤生长。

3.2　黄精黄芩复方联合顺铂对 LLC 细胞增殖有明显抑制作
用　为了探究黄精黄芩联用顺铂对癌细胞增殖的抑制作用，我
们使用 LLC 细胞系干预 24 h 后用 CCK8 法检测其增殖情况。
（图 2）HH和 DDP组对 LLC细胞系杀伤作用均具有浓度依赖
性。当 HH组浓度在 2.75 mg／mL 时，对细胞增殖抑制作用较
弱；在浓度提高到 22 mg／mL时有显著抑制效果。当 DDP组浓
度在 5 μmol／L及以下时，对细胞增殖没有抑制作用；在浓度上

升到 20 μmol／L时，细胞增殖活力下降显著。在高浓度黄精加
黄芩联用顺铂（HH ＋DDP）时，使用 5.5 mg／mL HH ＋
2.5 μmol／LDDP进行干预，LLC细胞增殖活性就能够下降到约
50％。在进一步增加顺铂浓度达到 5 μmol／L 后，LLC 细胞增
殖活力进一步下降。结果表明，黄精黄芩能够增加肿瘤细胞对

顺铂的敏感性，使低剂量的顺铂起到显著抗肿瘤效果。

3.3　黄精和黄芩复方联合顺铂诱导肺癌细胞发生凋亡　流式
凋亡结果表明 HH ＋DDP组 Q3 区域细胞占比达到 83.5％，相
较于 DDP组的 72.7％和 Control组的 3.88％有明显提升，（插
页ⅩⅨ图 3）说明 HH ＋DDP可以显著增加细胞凋亡比例，尤其是
早期凋亡。

3.4　黄精和黄芩复方联合顺铂对凋亡相关蛋白的调控作用　
蛋白印迹结果表明经过 HH ＋DDP处理后，Bax／Bcl －2 蛋白相
对表达量显著高于 Control组和 DDP组。同时，经过 HH ＋DDP
处理后半胱天冬蛋白酶 －3（Caspase －3）的表达量增加。（图
4）由此可见，HH ＋DDP 能够调控凋亡相关蛋白表达，诱导肿
瘤细胞发生凋亡，抑制肿瘤增殖。

3.5　黄精和黄芩复方联合顺铂诱导 ROS 产生　流式检测
ROS 产生发现 HH和 HH ＋DDP 的干预显著诱导了 ROS 的产
生，是 Control 组的近 4 倍。这表明 HH 的干预明显诱导了
ROS 的产生，并抑制肿瘤细胞增殖（图 5）。
3.6　黄精和黄芩复方联合顺铂降低线粒体膜电位　HH ＋
DDP组绿色荧光强度相较于其余 3 组有明显提升，线粒体膜
电位明显下降且具有统计学意义（P＜0.05），提示发生早期细
胞凋亡（插页ⅩⅩ图 6）。
3.7　黄精和黄芩复方联合顺铂对 NF －κB／IκB －α通路的调
控作用　蛋白质印迹结果表明 HH ＋DDP组对 NF －κB／IκB －
α有显著抑制作用，对 p －NF －κB 及 p －IκB －α也有一定的
抑制效果（图 7A）。随后，我们使用了乙酰半胱氨酸（NAC）清
除 HH ＋DDP组产生的 ROS，发现经过 NAC 的处理，NF －κB
和 IκB －α的表达量上升，但 p －NF －κB及 p －IκB －α的改变
并不明显，提示 ROS 的产生抑制了下游 NF －κB 信号通路（图
7B）。
4　讨论

对顺铂耐药性和敏感性的研究一直是抗肿瘤治疗的热点

方向［8 －9］。目前国内外学者通过研究传统中医药发现长梗秦

艽酮［1 0］、黄芩素［1 1］、雷公藤内酯［1 2］等一些中药单体可以通过

各种途径增强肿瘤细胞顺铂敏感性。然而，中药复方对于顺铂

抗肿瘤能力的影响研究甚少。我们团队开创性从中药复方出

发，研究其对顺铂抗肿瘤能力的影响，探究中药复方增敏顺铂

的机制。

在中医理论看来，肺癌的发生归因于正气不足、六邪滋生，

导致出现虚、痰、瘀、毒而致使肺癌形成。因此针对肺癌治疗主

要在于扶正祛邪［1 3 －1 4］。黄精是中医学中常见的一味补脾润肺

益气药材，其性甘平，归肺、脾、肾经，药理作用恰恰符合补正益

气的中医抗癌观念。现代药理学阐明其具有调节免疫、抗菌抗

炎以及抗肿瘤的作用［1 5］，其主要成分黄精多糖有着良好的抗

氧化活性，可以保护相关脏器不受氧自由基攻击［1 6］。除此之
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　　注：图中依次是各浓度 HH、DDP、低浓度 HH ＋DDP、高浓度 HH ＋DDP对 LLC 细胞系的细胞活性影响情况；*P＜0.05；**
P＜0.01；***P＜0.001；****P＜0.000 1。

图 2　黄精黄芩复方联合顺铂对肺癌 LLC 细胞系有明显抑制作用

　　注：A：不同浓度 HH和 DDP对凋亡相关蛋白 Bax，Bcl －2，Caspase －3 的改变情况；B：条形图统计不同浓度 HH和 DDP 条带 Bax／Bcl －2

灰度值的值，重复 3 次。

图 4　黄精和黄芩复方联合顺铂对凋亡相关蛋白的调控作用

外，黄芩作为一味常见的传统中药，《中华人民共和国药典》记

载其可泄实火、除湿热，性苦寒，归心、肺、大肠经。可在黄精基

础之上，化痰解毒、祛湿散结。现代药理学证实其具有抗炎、抗

氧化、抗肿瘤以及调节免疫等作用［1 7］。黄芩的有效成分有黄

芩素、黄芩苷、汉黄芩素等。有研究表明黄芩素可以通过包括

诱导凋亡、抗血管生成和抗炎在内的多种方式发挥抗肿瘤
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注：A：流式细胞术检测各浓度 HH和 DDP的 ROS 产生情况；B：条形图统计各组 ROS 的表达水平，重复 3 次；****P＜0.000 1。
图 5　黄精和黄芩复方联合顺铂诱导 ROS 产生

　　注：A：各浓度 HH和 DDP对 NF －κB和 IκB －α通路关键蛋白表达的调控作用；B：乙酰半胱氨酸（NAC）抑制
ROS 产生后，NF －κB和 IκB －α通路关键蛋白的调控作用。

图 7　黄精和黄芩复方联合顺铂对 NF －κB／IκB －α通路的调控作用

效应［1 8］。

顺铂作为一线化疗药物，广泛应用于各种恶性肿瘤。顺铂

主要通过与肿瘤细胞 DNA相互作用，干扰 DNA复制过程导致
细胞死亡［4］。细胞凋亡是程序性死亡的一种，在正常生理状

况下受到精密调控以清除受损细胞维持环境稳态。然而在病

理情况下，相关调控机制的失调，或者细胞恶变，导致受损或异

常细胞无法正常清除，久而久之成为肿瘤［1 9］。研究表明细胞

凋亡的两大途径，线粒体途径和死亡受体途径，有着不同的启

动过程但终末阶段都以激活 Caspase －3 为标志［20］。线粒体途

径主要与线粒体外膜的不可逆透化相关。在受到内外部刺激

后，如 ROS、缺氧、DNA损伤，某些蛋白与抗凋亡蛋白相结合或

者释放并激活促凋亡蛋白，导致线粒体外膜形成孔道，细胞色

素 c（Cyt c）释放到细胞质，与半胱天冬酶 9 形成复合物，促进
下游活化导致细胞凋亡［21］。线粒体膜的透化往往在膜电位上

有所体现，线粒体膜电位的下降通常提示着早期凋亡的发生。

此外，通过电镜观察能够发现线粒体形态的变化，包括线粒体

的裂变融合、线粒体膜肿胀破裂、嵴重塑等［22］。

核因子κB（NF －κB）通路调控包括炎症、细胞周期、细胞
凋亡、血管生成等一系列细胞活动。多个通路的激活可以导致

NF －κB易位到细胞核激活下游基因，包括上调 Bcl －2 抑制细
胞凋亡［23］。一种具有抗菌活性的抗菌肽 Moricin 能够通过下
调 Notch －1 ／NF －κB 的表达，上调 Bax 和 Caspase －3，下调
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Bcl －2 的表达诱导线粒体相关的凋亡途径，并抑制三阴性乳
腺癌的增殖［24］。一种新型抗癌剂 GP －2250 可以通过抑制
NF －κB通路同时降低细胞周期蛋白 D1 和抗凋亡蛋白 Bcl －2
的表达，同时抑制细胞增殖和促进细胞凋亡，从而抑制胰腺癌

生长［25］。NF －κB与多种肿瘤耐药机制相关，是改善药物耐药
的靶点之一［26］。我们的研究发现黄精黄芩联用顺铂能够通过

抑制NF －κB通路提升顺铂的肿瘤杀伤能力并增强其疗效。
总之，我们的研究发现在小鼠皮下瘤模型中，黄精黄芩以

1 0 ∶1 混合后联合顺铂可以显著抑制小鼠肿瘤生长，这一结果
同样在体外得到验证。我们通过WB以及流式的检测结果，发
现黄精黄芩联合顺铂可以诱导 ROS 产生，降低线粒体膜电位，
同时促进 Bax 表达并抑制 Bcl －2 表达，激活了线粒体相关凋
亡途径，上调 Caspase －3 的表达，从而促进肺癌细胞的凋亡。
在这过程中，黄精黄芩联合顺铂诱导产生的 ROS 导致下游
NF －κB／IκB －α的表达下调，导致肿瘤细胞向促凋亡表型转
变。综上所述，我们发现黄精黄芩联合顺铂可以通过线粒体相

关凋亡途径抑制肺癌细胞生长，黄精黄芩复方通过扶正祛邪的

方式有助于增强顺铂的抗肿瘤效应。我们首次证实中药复方

联合顺铂在小鼠肺癌皮下瘤模型中的疗效，为后续开发传统中

药治疗肿瘤提供了方向。
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ⅩⅨ

黄精黄芩通过 NF －κB／IκB －α通路提升非小细胞肺癌对顺铂的敏感性

（正文见 104 －109 页）

　　注：A：动物实验小鼠和瘤体展示；B：各组小鼠肿瘤体积统计；C：各组小鼠体质量随天数变化曲线；D：各组小鼠肿瘤体积随天数变化曲线；
**P＜0.05。

图 1　黄精黄芩复方联合顺铂在体内实验表现出显著抗肿瘤效果

注：A：通过流式细胞术记录各组细胞凋亡情况；B：条形图统计凋亡情况，重复 3 次；***P＜0.001。
图 3　黄精和黄芩复方联合顺铂诱导肺癌细胞发生凋亡
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　　注：A：荧光显微镜下观察 JC －1 染色，JC －1 聚合体呈橙红色，JC －1 单体呈绿色；B：JC －1 染色的 JC －1 聚合体／JC －1 单体荧光强度
统计，重复 3 次；*P＜0.1；**P＜0.01。

图 6　黄精和黄芩复方联合顺铂降低线粒体膜电位


