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鹤蟾片诱导人肺腺癌Ａ５４９细胞凋亡的实验研究
熊绍权　 周岱翰　 林丽珠

摘要目的研究鹤蟾片对Ａ５４９人肺腺癌细胞凋亡的影响。方法制备大鼠含药血清，ＭＴＴ法检测
鹤蟾片含药血清对Ａ５４９细胞的生长抑制率。利用ＰＩ染色观察和流式细胞术研究该含药血清对Ａ５４９细胞
凋亡的影响。ＲＴＰＣＲ检测含药血清对细胞表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）
ｍＲＮＡ表达的调节作用。结果鹤蟾片含药血清明显抑制Ａ５４９细胞生长，并使该细胞呈凋亡形态学改变。
１０％、２０％含药血清组的细胞凋亡率为２０ ５％、３３ ２％，与对照组（６ １％）比较，差异均有统计学意义（Ｐ ＜
０ ０５）。含药血清组的细胞ＥＧＦＲ表达明显低于对照组（Ｐ ＜ ０ ０５）。结论鹤蟾片具有诱导人肺腺癌Ａ５４９
细胞凋亡的作用，分子机制可能与抑制ＥＧＦＲ基因的转录有关。
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细胞凋亡是机体生长发育和新陈代谢的基本规
律，也是肿瘤发生发展的重要机制。中医中药抗肿瘤
及诱导细胞凋亡方面也具有重要的意义。鹤蟾片是广
州中医药大学周岱翰教授４０余年经验用方，长期用于
非小细胞肺癌临床治疗，疗效肯定〔１ － ４〕。近期基础研
究证实，鹤蟾片含药血清对人肺腺癌Ａ５４９细胞具有
一定的诱导凋亡作用，其机制可能与下调表皮生长因
子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）的表
达有关，现报告如下。

材料与方法
１　 动物和细胞株　 ＳＤ大鼠１６只，２３０ ～ ２５０ ｇ，

雌雄各半，由广州中医药大学实验动物中心提供，合格
证号：２００１Ａ０５６。Ａ５４９细胞株由广州中医药大学肿瘤
实验室提供。

２　 药物　 鹤蟾片，主要成分为仙鹤草、干蟾皮、天
冬、浙贝母、人参等，由广州中一药业有限公司提供，批
号４４０２２４５３。鹤蟾片加蒸馏水配成０ ３４ｇ ／ ｍＬ浓度的
混悬液备用。

３　 主要仪器和试剂　 ＮＵ２５００Ｅ型ＣＯ２ 培养箱
购自ＳＨＥＬＡＢ公司。Ｈ１２０型荧光显微镜购自Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司；ＥＬＩＴＥ ＥＳＰ型流式细胞仪购自美国ＣＯＵＬＴＥＲ
公司；Ｍｉｏｃｒｐｌａｔｅ Ｒｅａｄｅｒ ３５５０ＵＶ酶标仪购自ＢＯＩＲＡＤ
公司。ＲＰＭＩ １６４０ 培养基和胎牛血清、胰酶均购自
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ＧＩＢＣＯ公司。碘化丙碇（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）分别购
自Ｓｉｇｍａ公司。四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）和二甲基亚砜
（ＤＭＳＯ）购自Ａｌｎｒｅｓｅｏ公司。Ｔｒｉｚｏｌ试剂和ｏｎｅ ｓｔｅｐ
ＲＴＰＣＲ试剂盒购自ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司。ＰＣＲ引物由北
京三博远志生物公司合成。

４　 含药血清制备　 ＳＤ大鼠１６只随机分成两组，
每组８只。鹤蟾片组：以鹤蟾片悬液７ ｍＬ ／ ｋｇ灌胃，相
当于７０ ｋｇ成年人每日服用鹤蟾片５ ０ ｇ等效量的５
倍；对照组：以等容积的生理盐水灌胃。每天灌胃
１次，连续５天。末次给药前禁食１２ ｈ，自由饮水，给
药１ ｈ后腹腔静脉无菌采血。血液４ ℃静置８ ｈ，
１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ离心１０ ｍｉｎ，分离血清。血清经５６ ℃水浴
灭活３０ ｍｉｎ，０ ２２ μｍ微孔滤膜过滤除菌，－ ２０ ℃分
装保存。

５　 指标检测及方法
５ １　 细胞生长抑制率检测　 取对数生长期的

Ａ５４９细胞，计数后以不含血清的ＲＰＭＩ １６４０培养液稀
释至２ × １０４ ／ ｍＬ，接种于９６孔培养板中，每孔１００ μＬ。
分鹤蟾片高剂量组（２０％，ＨＨＣＰ）、低剂量组（１０％，
ＬＨＣＰ）和对照组，每组５个复孔，各组分别加入４０、
２０ μＬ的含药血清和４０ μＬ对照血清，另以对照血清
２０ μＬ补加到ＬＨＣＰ组。各组再加６０ μＬ无血清ＲＰ
ＭＩ １６４０培养液，使各孔血清浓度均为２０％，总液量为
２００ μＬ。于３７ ℃ 的５％ ＣＯ２ 孵箱培养。每隔１２ ｈ，
用ＭＴＴ比色法检测，计算鹤蟾片含药血清的细胞生长
抑制率。（１）ＭＴＴ比色法：每孔加入２０ μＬ ＭＴＴ （５
ｍｇ ／ ｍＬ），继续孵育４ ｈ。弃净培养基后，每孔加ＤＭＳＯ
１５０ μＬ，振荡１０ ｍｉｎ。酶标仪上测定各孔４９０ ｎｍ波长
处光吸收值。（２）细胞生长抑制率计算公式：生长抑
制率（％）＝（对照孔测定的平均ＯＤ值－加药组测定
的平均ＯＤ值）／对照孔测定的平均ＯＤ值× １００％。

５ ２　 鹤蟾片对细胞的凋亡形态学影响　 采用ＰＩ
染色法。取对数生长期的Ａ５４９细胞，以不含血清的
ＲＰＭＩ １６４０培养液稀释并接种于６孔板，使每孔细胞
数１ × １０５，每孔培养液２ ｍＬ。如前分ＨＨＣＰ、ＬＨＣＰ
和对照３组，每组３个复孔，分别含４００、２００ μＬ的含
药血清和４００ μＬ对照血清，另以对照血清２００ μＬ补
加到ＬＨＣＰ组，使各孔血清浓度均为２０％。于３７ ℃
的５％ ＣＯ２ 孵箱培养４８ ｈ。弃上清，ＰＢＳ轻洗２次，加
用ＰＩ染液（ＰＢＳ配制，终浓度１０ μｇ ／ ｍＬ），孵箱避光孵
育２０ ｍｉｎ，倒置荧光显微镜下观察。

５ ３　 鹤蟾片对Ａ５４９细胞凋亡率的影响　 采用
流式细胞术检测。如上５ ２所示细胞分组、加血清和
培养细胞。４８ ｈ后常规收集各孔细胞。离心，弃上

清，细胞沉淀用ＰＢＳ冲洗２次，７０％的预冷乙醇２ ｍＬ，
４ ℃ ２ ｈ。离心弃去固定液，ＰＢＳ重悬冲洗。加１ ｍＬ
ＰＩ染液（ＰＢＳ配制，终浓度１００ μｇ ／ ｍＬ），４ ℃避光
３０ ｍｉｎ。流式细胞仪检测细胞凋亡率。

５ ４　 鹤蟾片对Ａ５４９细胞ＥＧＦＲ基因表达的影响
采用ＲＴＰＣＲ检测。（１）总ＲＮＡ提取：如上５ １所示
细胞分组、加血清和培养细胞。培养２４ ｈ后常规收集
各组细胞。Ｔｒｉｚｏｌ法提取以上各组细胞总ＲＮＡ。（２）
Ｏｎｅ ｓｔｅｐ ＲＴＰＣＲ扩增ＥＧＦＲ基因。反应条件如下：
５０ ℃逆转录３０ ｍｉｎ，９４ ℃变性２ ｍｉｎ，５６ ℃退火３０ ｓ，
７２ ℃延伸４０ ｓ，循环３０次后，７２ ℃延伸７ ｍｉｎ，１％琼
脂糖凝胶电泳并成像分析。ＧＡＰＤＨ基因作内参对照，
反应条件同ＥＧＦＲ。ＥＧＦＲ 引物序列：上游５′ＣＧ
ＣＡＴＣＣＡＧＣＡＡＧＡＡＴＡＴＴＧ３′，下游５′ＡＣＣＧＴＧＧＧＧＡ
ＣＡＴＴＴＴＴＡＣＡ３′。ＧＡＰＤＨ引物序列：上游５′ＡＣＣＡ
ＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ３′，下游５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴ
ＴＧＣＴＧＴＡ３′。

６　 统计学方法　 应用ＳＰＳＳ １１ ０统计软件，组间
比较采用单因素方差分析。

结 果
１　 鹤蟾片含药血清对Ａ５４９细胞生长的影响（图

１）　 与对照组比较，在血清处理后１２、２４、３６、４８、６０ ｈ，
ＨＨＣＰ及ＬＨＣＰ组的细胞生长抑制率均逐渐增大。
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图 1 鹤蟾片含药血清对 A549 细胞生长的影响

２　 鹤蟾片对Ａ５４９细胞凋亡形态学影响　 Ａ５４９
细胞经含药血清作用４８ ｈ和ＰＩ染色，荧光显微镜观
察显示：对照组的细胞核染色均匀，胞核大小基本一
致，细胞生长正常，贴壁良好；而鹤蟾片组的细胞核多
呈固缩或碎裂，可见凋亡小体。或染色质偏聚，大小不
一，形态多不规则。细胞脱壁较多，生长较差（图２）。

３　 鹤蟾片对Ａ５４９细胞的凋亡率影响（表１）　 对
照组血清处理后的Ａ５４９细胞凋亡率仅为６ １％，而
１０％、２０％ 含药血清组的细胞凋亡率分别达到
２０ ５％、３３ ２％，均显著高于对照组（Ｐ ＜ ０ ０５）。表明
鹤蟾片具有诱导细胞凋亡作用。
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注： A 为对照组； B 为 L鄄HCP 组； C 为 H鄄HCP 组

图 2 各组 A549 细胞凋亡形态比较（PI， ×200）

C

B

A

表１ 鹤蟾片对Ａ５４９细胞凋亡的影响（％，珋ｘ ± ｓ）
组别 ｎ 凋亡率　 　 　 　
对照 ３ ６ １ ± １ １
ＬＨＣＰ ３ ２０ ５ ± ３ ６

ＨＨＣＰ ３ ３３ ２ ± ５ ９

　 　 注：与对照组比较，Ｐ ＜ ０ ０５
４　 鹤蟾片对Ａ５４９细胞ＥＧＦＲ ｍＲＮＡ表达的影响

鹤蟾片含药血清处理Ａ５４９细胞２４ ｈ后，经ＲＴＰＣＲ
及凝胶电泳发现：ＥＧＦＲ ｍＲＮＡ表达水平对照组较高，
条带明亮，而含药血清处理组表达水平较低，条带较暗
（图３）。半定量分析表明（表２），ＬＨＣＰ及ＨＨＣＰ组
ＥＧＦＲ ｍＲＮＡ表达水平均下调，尤以ＨＨＣＰ作用更为
明显，与对照组比较，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０ ０５）。

注： 1 为对照组; 2 为 L鄄HCP 组; 3 为 H鄄HCP 组

图 3 EGFR 的 RT鄄PCR 产物分析

1 2 3

EGFR
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表２ 各组Ａ５４９细胞ＥＧＦＲ ｍＲＮＡ表达比较（珋ｘ ± ｓ）
组别 ｎ ＥＧＦＲ ／ ＧＡＰＤＨ比值　 　 　
对照 ３ ０ ９５ ± ０ ２３
ＬＨＣＰ ３ ０ ６２ ± ０ １５
ＨＨＣＰ ３ ０ ３１ ± ０ ０６

　 　 注：与对照组比较，Ｐ ＜ ０ ０５

讨 论
诱导细胞凋亡是当前肿瘤治疗的重要策略。中医

中药具有多靶点多途径抗肿瘤作用，诱导凋亡也是其
抗肿瘤的重要机制之一。鹤蟾片是广州中医药大学周
岱翰教授治疗肺癌４０余年的经验用方，并已经批量生
产用于临床。该方由仙鹤草、干蟾皮、天冬、浙贝母、人
参等药物组成，既清热解毒、化瘀散结，又补益正气、培
元固本，从而抑制肿瘤生长，促进机能恢复。临床应用

治疗晚期肺癌总有效率近７０％，并具有放化疗增效和
减毒作用〔１ － ２〕。经“十五”重点攻关项目的６家医院
进行前瞻性临床研究，对于Ⅲ、Ⅳ期非小细胞肺癌，应
用鹤蟾片等中药治疗，１年生存率及中位生存期略高
于单纯化疗〔３，４〕。

本研究运用中药血清药理学的方法，探讨鹤蟾片
对人肺腺癌Ａ５４９细胞的凋亡诱导作用。通过ＭＴＴ检
测发现，鹤蟾片含药血清不同程度地抑制Ａ５４９细胞
生长，２０％含药血清在作用１２ ｈ后即发挥较明显的生
长抑制效应，作用４８ ｈ后的抑制率可达４３％。１０％浓
度的含药血清也具有一定的生长抑制效果（图１）。进
一步分析表明，经鹤蟾片含药血清作用后的Ａ５４９细
胞形态呈现凋亡样改变，细胞核固缩或碎裂，色质偏
聚，大小不一，可见凋亡小体，细胞脱壁较多，生长较差
（图２），此提示鹤蟾片可能具有诱导Ａ５４９细胞凋亡之
作用。流式细胞术分析结果则对该凋亡诱导作用予以
了佐证。如表１所示，对照组血清处理后的细胞凋亡
率仅为６ １％，而ＬＨＣＰ及ＨＨＣＰ组的细胞凋亡率分
别达到（２０ ５ ± ３ ６）％、（３３ ２ ± ５ ９）％，均显著高于
对照组（Ｐ ＜ ０ ０５），进一步证实了鹤蟾片具有诱导
Ａ５４９细胞凋亡的作用。

ＥＧＦＲ属于细胞表面受体酪氨酸激酶，在多种实
体肿瘤中高表达或异常激活。４０％ ～ ８０％非小细胞肺
癌病理标本可检测到ＥＧＦＲ基因高表达，并与患者术
后的不良预后有关〔５，６〕。ＥＧＦＲ与多条胞内信号通路
关联，一旦由配体诱发并活化，受体磷酸化后募集Ｒａｓ
和ＰＩ３Ｋ，从而激发ＭＡＰＫ和Ａｋｔ通路等，抑制细胞凋
亡，促进细胞增殖和生存〔７，８〕。有研究表明，抑制ＥＧ
ＦＲ高表达或抑制ＥＧＦＲ激酶活性，可有效诱导癌细胞
凋亡，成为肿瘤治疗的重要靶点〔９，１０〕。在本研究中，Ｈ
ＨＣＰ及ＬＨＣＰ均使Ａ５４９细胞的ＥＧＦＲ ｍＲＮＡ表达下
调，尤以ＨＨＣＰ作用更为明显，表明鹤蟾片抑制Ａ５４９
细胞ＥＧＦＲ ｍＲＮＡ的转录表达，可能是其诱导细胞凋
亡的分子机制。

综上研究，利用中药血清学实验方法，发现鹤蟾片

·９０６·中国中西医结合杂志２０１０年６月第３０卷第６期ＣＪＩＴＷＭ，Ｊｕｎｅ ２０１０，Ｖｏｌ． ３０，Ｎｏ． ６



含药血清对人肺腺癌Ａ５４９细胞具有生长抑制作用，
并证实为通过诱导细胞凋亡途径，其分子机制可能与
抑制ＥＧＦＲ基因的转录表达有关。
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第二十二次全国中西医结合消化学术会议征文通知
　 　 中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会决定于２０１０年８月１９—２２日在苏州市召开第二十二次全国
中西医结合消化系统疾病学术会议，并同时举办全国中西医结合消化疾病诊断和治疗新技术新理论继续教育学
习班。

征文内容　 中西医结合消化系肿瘤诊断与治疗；幽门螺旋杆菌（ＨＰ）相关疾病的中西医结合基础与治疗研
究；功能性胃肠病、炎症性肠病中西医结合基础与临床治疗研究；脂肪肝、慢性肝炎与肝硬化等常见肝病的中西医
结合基础与临床研究；脾胃学说及其临床应用；其他消化系统疾病（包括食管、胃、胆、胰腺等疾病）的基础研究、
临床研究与实践等。

学习班招收对象　 中西医结合、中医或西医的消化专业医师、科研人员、研究生等。
征文要求　 请注明作者姓名、单位、详细通讯地址、邮编和电子信箱。稿件请附５００ ～ ８００字论文摘要，以电

子邮件的形式将稿件发至ｓｚｚｙｙ８８＠ １６３． ｃｏｍ或ｃｚｓ． ｘｉａｏｈｕａ＠ １６３． ｃｏｍ。
征文或报名联系人　 沈夕坤，姚月明；地址：江苏省苏州市景德路３１４号苏州市中医院院办公室，邮编：

２１５００３；电话：０５２１ － ６５２２５９２９，１３６０６２０９４４２（沈），１３９６２１９９１９０（姚）；传真：０５１２ － ６５２２５９２９。
截稿日期　 ２０１０年７月２０日。
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