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清燥救肺汤对 Lewis肺癌荷瘤小鼠肺癌组织
氧化磷酸化能量代谢的影响
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［摘要］ 目的 探讨清燥救肺汤治疗肺癌的可能作用机制。 方法 50 只 C57BL /6J 小鼠随机分为模型组，
环磷酰胺 ( CTX) 组，清燥救肺汤高、中、低剂量组，每组 10 只。各组小鼠分别接种 Lewis 肺癌细胞建立
肺癌荷瘤小鼠模型。24 h后，模型组每日给予 0. 2 ml生理盐水灌胃，每日 2 次; CTX组隔日 1 次以 50 mg /kg
CTX腹腔注射; 清燥救肺汤高、中、低剂量组分别以 11、5. 5、2. 75 g / ( kg·d) 清燥救肺汤灌胃，每日 2
次。清燥救肺汤各剂量组在接种前后 14 天均灌胃，其余各组在接种细胞 24 h 后继续给药 14 天。Ｒeal-time
PCＲ法检测肺癌组织中三磷酸腺苷合酶 β亚基 ( ATP 5B) mＲNA 表达，蛋白免疫印迹法检测细胞色素 C 氧
化酶亚单位Ⅳ ( COX Ⅳ) 蛋白表达，高效液相色谱法检测一磷酸腺苷 ( AMP) 、二磷酸腺苷 ( ADP) 、三磷
酸腺苷 ( ATP) 的含量; JC-1 法检测线粒体膜电位 ( MMP) 变化。 结果 与模型组比较，CTX组及清燥救
肺汤高、中剂量组 ATP 5B mＲNA，COX Ⅳ蛋白表达、ATP含量和线粒体膜电位显著降低 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜
0. 01) ; 与 CTX组比较，清燥救肺汤高、中、低剂量组 ATP 5B mＲNA、COX Ⅳ蛋白表达升高，清燥救肺汤
中、低剂量组 ATP含量、MMP水平，清燥救肺汤高剂量组 AMP /ATP 显著升高，清燥救肺汤中、低剂量组
AMP /ATP及清燥救肺汤低剂量组 ADP /ATP显著降低 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) ; 与清燥救肺汤高剂量组比较，
清燥救肺汤中、低剂量组 ATP 5B mＲNA、COX Ⅳ蛋白表达、ATP 含量升高，AMP /ATP 值、ADP /ATP 值显
著降低，清燥救肺汤低剂量组 MMP水平明显升高 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。与清燥救肺汤中剂量组比较，清
燥救肺汤低剂量组 ATP 5B mＲNA、COX Ⅳ蛋白表达、ATP含量上调 ( P ＜ 0. 01) 。 结论 清燥救肺汤能抑
制肺癌细胞增殖，其机制可能与抑制氧化磷酸化能量代谢途径关键限速酶 COX Ⅳ蛋白表达，降低线粒体膜
电位，抑制 ATP 5B活性，减少 ATP生成及升高 AMP /ATP值有关。
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肺癌是当前全球最常见的恶性肿瘤之一，近年
来肺癌治疗取得了较大进展，但死亡率仍高居恶性
肿瘤首位［1］。肿瘤细胞具有不断增殖的特性，且
肿瘤细胞的增殖需要大量能量。氧化磷酸化是细胞
能量代谢的主要途径之一［2］，能生成大量三磷酸
腺苷 ( adenosine triphosphates，ATP) ，可为肿瘤细
胞的持续生长提供能量［3］。因此，抑制肿瘤细胞
的能量生成，可有效抑制肿瘤细胞增殖。三磷酸腺
苷合酶 β亚基 ( ATP 5B) 和细胞色素 C 氧化酶亚
单位Ⅳ ( COX Ⅳ) 是氧化磷酸化能量代谢的两个
关键酶，抑制其酶的活性可降低肿瘤细胞的能量代

谢速率［4 － 5］。ATP、二磷酸腺苷 ( ADP) 和一磷酸
腺苷 ( AMP) 的浓度可直接反映机体能量代谢水
平的高低，线粒体膜电位 ( mitochondrial membrane
potential，MMP) 的正常是维持线粒体进行氧化磷
酸化的先决条件［6 － 7］。中医学认为，燥热伤肺是肺
癌的重要病机［8］。清燥救肺汤能清热润燥，主治
燥热伤肺重症，与肺癌燥热病机相符［9］。合理运
用清燥救肺汤不仅可以保护肺功能，减少并发症，
还能降低放化疗所致肺损伤的发生率［10］，故常用
于肺癌中医临床治疗［11 － 12］。前期研究发现，清燥
救肺汤能显著降低 Lewis 肺癌小鼠的瘤重，抑制其
肺癌细胞活性［13］，且能减少癌细胞葡萄糖的摄取，
显著降低肺癌细胞糖酵解乳酸的形成，抑制糖酵解
等能量代谢途径关键限速酶活性［14］。本文在前期
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研究的基础上，拟建立荷 Lewis 肺癌小鼠模型，从
氧化磷酸化能量代谢角度进一步探讨清燥救肺汤治
疗肺癌的作用机制。本实验方案经江西中医药大学
实验动物伦理委员会审查批准 ( 编号 JZLLSC:
2017-0030) 。

1 材料及方法

1. 1 动物和瘤株
SPF级 C57BL /6J 小鼠 50 只，雄性，体质量

( 20 ± 2) g，购自常州卡文斯实验动物有限公司，实
验动物合格证号 SCXK ( 苏 ) 2016-0003; 小鼠
Lewis肺癌细胞，编号 36470TM，购于 ATCC公司。
1. 2 药物

清燥救肺汤组成: 桑叶 9 g，生石膏 12 g，阿
胶 9 g，炙甘草 3 g，枇杷叶 9 g，党参 12 g，麦冬
10 g，苦杏仁 9 g，购于江西省中医院中药房。环磷
酰胺 ( CTX，批号 16092525，规格 0. 2 g /瓶) ，江
苏恒瑞医药股份有限公司。
1. 3 主要试剂及仪器

Trizol ( 批号 15596026 ) ，Thermo Fisher 公司;
反转录试剂盒 ( 批号 ＲＲ047A) 、实时荧光定量聚
合酶链式反应 ( Ｒeal-time PCＲ ) 试剂盒 ( 批号
ＲＲ820A) ，日本 Takara 公司; ＲIPA 细胞裂解液
( 批号 C1053 ) ，北京普利莱基因技术有限公司;
BCA蛋白定量试剂盒 ( 批号 CW0014S) ，北京康为
世纪生物科技有限公司; COX Ⅳ一抗 ( 批号
ab202554) ，美国 Abcam 公司; 辣根过氧化物酶
( HＲP) 标记山羊抗兔 IgG 二抗 ( 批号 ZB-2301 ) 、
内参甘油醛-3-磷酸脱氢酶 ( GAPDH) 一抗 ( 批号
TA-08) 、HＲP 标记山羊抗鼠 IgG 二抗 ( 批号 ZB-
2305) ，北京中杉金桥有限公司; ATP ( 批号
A2383 ) 、 ADP ( 批 号 A2754 ) 、 AMP ( 批 号
A1752) 试剂，美国 Sigma 公司; 组织线粒体分离
试剂盒 ( 批号 C3606) 、线粒体膜电位检测试剂盒
( JC-1，批号 C2006 ) ，上海碧云天生物技术有限
公司。

冷冻离心机 ( GTＲ16-2 型，北京时代北利离心
机有限公司) ; 紫外分光光度计 ( UV752 型，上海
佑科 仪 器 仪 表 有 限 公 司 ) ; 倒 置 显 微 镜
( DMI3000B 型，德国 Leica 公司) ; LongGeneＲNA
逆转录仪 ( XW-80A 型，上海青浦沪西仪器厂) ;
荧光定量 PCＲ 仪 ( AFD9600 型，杭州安杰思有限
公司) ; 恒温摇床 ( TC-100B 型，上海领成生物科
技有限公司) ; 高效液相色谱仪 ( E2695-2489 型，

美国 Waters公司) ; 流式细胞仪 ( NovoCyte 型，杭
州艾森生物有限公司) ; 超高灵敏度化学发光成像
系统 ( Chemi DocTM XＲS +型，上海伯乐生命医学
产品有限公司) 。
1. 4 Lewis肺癌细胞培养及造模

Lewis肺癌细胞用含 10%胎牛血清的 DMEM高
糖培养基培养，置于 37℃，5% CO2 培养箱中培养
14 d。取生长状态最佳的细胞，用生理盐水调节其
密度为 5 × 106 个 /ml，以每只 0. 2 ml的标准在小鼠
右腋下接种［14］。接种 7 天后，造模小鼠右腋下可
触及瘤块，即 Lewis肺癌小鼠模型建立成功［15］。
1. 5 动物分组及给药

50 只小鼠按体重采用区组随机法用随机数字
表分为模型组，CTX 组，清燥救肺汤高、中、低
剂量组，每组 10 只。各组小鼠分别接种 Lewis 肺
癌细胞 24 h 后，模型组以 0. 2 ml 生理盐水灌胃，
每日 2次; CTX组隔日 1 次以 50mg /kg 剂量腹腔注
射; 根据前期研究［14］结果及 《中药药理研究方法
学》［16］确定清燥救肺汤给药剂量，清燥救肺汤高、
中、低剂量组分别以 11、5. 5、2. 75 g / ( kg·d) 剂
量灌胃，其中 11 g / ( kg·d) 剂量为人与小鼠的等效
剂量，每日 2 次。清燥救肺汤各剂量组在接种前后
14 天均灌胃，其余各组仅在接种细胞 24 h 后给药
14 天。接种 14 天后，处死小鼠取瘤组织， － 80℃
保存备用。
1. 6 Ｒeal-time PCＲ 法检测肺癌组织中 ATP 5B
mＲNA表达

取冰冻肿瘤组织 50 mg放入研钵中，用液氮将
其研磨成粉，加入 1 ml Trizol 重悬，室温振荡裂解
后，以 4℃、12000 r /min ( 离心半径 6. 2 cm ) 离
心 10 min沉淀组织细胞碎片和杂质，上清液转移
到新的离心管中，加入 0. 2 ml 氯仿，用涡旋仪剧
烈震荡混匀 30 s 后，室温静置 3 min 后，于 4℃、
12000 r /min ( 离心半径 6. 2 cm) 离心 15 min，离
心后液体会分成 3 层，上层透明液体含有 ＲNA。
将上层透明液体转移到新的离心管中，加入 0. 5 ml
异丙醇，颠倒混匀，室温静置 10 min 使 ＲNA 充分
析出，于 4℃、12000 r /min ( 离心半径 6. 2 cm )
离心 10 min 沉淀 ＲNA。小心吸去上清，加入 1 ml
75%乙醇清洗杂质，轻微混匀后，4℃、7500 r /
min ( 离心半径 6. 2 cm) 离心 5 min，小心吸去上
清，沉淀于室温干燥 5 min。ＲNA 沉淀用无核酶水
溶解，用移液器反复吹打充分溶解提取总 ＲNA，
ＲNA浓度及纯度用微量紫外分光光度计测定。将
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提取的总 ＲNA 按试剂盒说明进行逆转录及 Ｒeal-
time PCＲ，ＲT-PCＲ 反应条件为 95℃预变性 15 s，
扩增，95℃ 变性 5 s，60℃ 退火 15 s，2℃ 延伸
30 s，共 40 个循环; 95℃ 15 s，60℃ 1 min，95℃
15 s绘制溶解度曲线。以相对表达量 ( 2 －△△Ct ) 表
示目的基因 mＲNA 的表达水平，β-肌动蛋白
( β-actin) 为内参。引物序列由南昌乐悠生物科技
有限公司设计合成，引物序列: β-actin: 上游 AA-
CAGTCCGCCTAGAAGCAC，下游 CGTTGACATCCG-
TAAAGACC，产物大小 198 bp; ATP 5B: 上游 GG-
GATTACCACCCATCCTAAAT，下 游 TACTTTCTG-
GCCTCTAACCAAG，产物大小 389 bp。
1. 7 Western blot 法检测肺癌组织中 COX Ⅳ蛋白
表达

取肺癌组织，充分研磨后加入 ＲIPA 细胞裂解
液，冰上裂解 30 min，4℃、12000 r /min ( 离心半
径 6. 2 cm) 离心 15 min，提取总蛋白上清液，用
BCA法测蛋白浓度，以 GAPDH 为上样内参对照。
将各组蛋白调至等浓度后进行 SDS-PAGE 电泳，转
到 PVDF膜上，5%脱脂奶粉封闭，TBST 洗膜 3 次
后，加入一抗 ( 1 ∶ 2000 ) ，4℃孵育过夜; 洗膜，
加二抗 ( 1 ∶ 2000) ，显影，曝光。采用 Alpha view
SA ( 3. 3. 0. 0) 图像分析软件分析蛋白条带灰度值。
1. 8 高效液相色谱法 ( HPLC) 检测肺癌组织中
ATP、ADP和 AMP含量

Lewis肺癌组织称重，加入 0. 4 mol /L 冰预冷
的高氯酸 ( 肺癌组织 ∶ 高氯酸为 1 ∶ 5 ) ，用超声
细胞粉碎机粉碎、匀浆; 4℃、10000 r /min ( 离心
半径 6. 2 cm) 离心 10 min，取上清液 100μl，加入
1 mol /L 碳酸钾与甲醇混合液 ( 体积比 4 ∶ 1 ) 中
和高氯酸 50μl，4℃、10000 r /min ( 离心半径
6. 2 cm) 离心 10 min，取上清 100μl 加水 100μl 稀
释，HPLC检测。色谱柱: Phenomenex Luna C18 柱
( 250 mm × 4. 6 mm，5μm ) ; 进样量 20μl，柱温:
室温，样品温度: 4℃，检测波长 254 nm，流动相
A磷酸二氢钠溶液，流动相 B甲醇。
1. 9 JC-1 法检测肺癌组织 MMP

组织线粒体的分离及 JC-1 染色工作液的配制
均按照试剂盒说明书操作。将配置好的 JC-1 染色
工作液用 JC-1 染色缓冲液 ( 1 × ) 稀释 5 倍，在稀
释后的 JC-1 染色工作液中加入纯化的线粒体。JC-
1 单体激发波长 490 nm，发射波长 530 nm; JC-1 聚
合物激发波长 525 nm，发射波长 590 nm。在 MMP
较高时，产生红色荧光，JC-1 为聚合物; MMP 较

低时，产生绿色荧光，JC-1 为单体，可以通过荧
光颜色的转变来检测 MMP 变化。采用流式细胞仪
分别测定单体和聚合物的值，以聚合物与单体的比
值表示 MMP水平。
1. 10 统计学方法

采用 SPSS 22. 0 软件进行统计分析，计量资料
用 ( 珋x ± s) 表示，由于线粒体膜电位数据方差不
齐，故采用 Kruskal-Wallis H 检验进行平均秩多重
比较，其他数据采用单因素方差分析，用 LSD 法
进行两两比较，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 各组小鼠肺癌组织 ATP 5B mＲNA表达比较
表 1 示，与模型组比较，CTX组和清燥救肺汤

高、中剂量组 ATP 5B mＲNA降低 ( P ＜0. 05或 P ＜
0. 01) ; 与 CTX 组比较，清燥救肺汤高、中、低剂
量组 ATP 5B mＲNA 升高 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) ;
与清燥救肺汤高剂量组比较，清燥救肺汤中、低剂
量组 ATP 5B mＲNA升高 ( P ＜0. 05或 P ＜0. 01) 。

表 1 各组小鼠肺癌组织 ATP 5B mＲNA、
COX Ⅳ蛋白表达比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数
ATP 5B mＲNA

/2 －△△Ct
COX Ⅳ蛋白 /
GAPDH －1

模型组 10 1. 003 ± 0. 094 1. 800 ± 0. 151
CTX组 10 0. 363 ± 0. 055b) 0. 203 ± 0. 117b)

清燥救肺汤高剂量 10 0. 577 ± 0. 080b) c) 0. 686 ± 0. 313b) d)

清燥救肺汤中剂量 10 0. 767 ± 0. 114a) d) e) 1. 142 ± 0. 183b) d) f)

清燥救肺汤低剂量 10 0. 933 ± 0. 156d) f) 1. 471 ± 0. 292b) d) f) g)

注: ATP 5B，ATP合酶 β亚基; COX Ⅳ，细胞色素 C 氧化酶
亚单位Ⅳ。
a) 与模型组比较，P ＜ 0. 05; b ) 与模型组比较，P ＜
0. 01; c) 与 CTX组比较，P ＜ 0. 05; d) 与 CTX组比较，
P ＜ 0. 01; e) 与清燥救肺汤高剂量组比较，P ＜ 0. 05; f)
与清燥救肺汤高剂量组比较，P ＜ 0. 01; g) 与清燥救肺
汤中剂量组比较，P ＜ 0. 01。

2. 2 各组小鼠肺癌组织 COX Ⅳ蛋白表达比较
表 1、图 1 示，与模型组比较，CTX 组和清燥

救肺汤高、中、低剂量组蛋白表达下调 ( P ＜
0. 01) ; 与 CTX组比较，清燥救肺汤高、中、低剂
量组 COX Ⅳ蛋白表达上调 ( P ＜ 0. 01) ; 与清燥救
肺汤高剂量组比较，清燥救肺汤中、低剂量组
COX Ⅳ蛋白表达上调 ( P ＜ 0. 01 ) ; 与清燥救肺汤
中剂量组相比，清燥救肺汤低剂量组 COX Ⅳ蛋白
表达上调 ( P ＜ 0. 01) 。
2. 3 各组小鼠肺癌组织 ATP 含量及 ADP /ATP、
AMP /ATP值比较

表 2 示，与模型组比较，CTX组和清燥救肺汤
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表 2 各组小鼠肺癌组织 ATP含量、ADP /ATP及 AMP /ATP值比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 ATP含量 /ng·mg －1 ADP /ATP AMP /ATP

模型组 10 125. 49 ± 35. 38 2. 79 ± 0. 75 2. 48 ± 0. 82
CTX组 10 54. 82 ± 13. 75a) 6. 56 ± 1. 34a) 5. 08 ± 1. 11b)

清燥救肺汤高剂量 10 60. 19 ± 11. 65a) 6. 78 ± 2. 07a) 6. 12 ± 0. 76b) c)

清燥救肺汤中剂量 10 81. 61 ± 21. 38a) c) e) 5. 26 ± 1. 66a) e) 3. 60 ± 1. 04b) d) f)

清燥救肺汤低剂量 10 103. 33 ± 25. 50b) d) f) g) 4. 33 ± 1. 38b) d) f) 3. 17 ± 0. 81d) f)

注: ATP，三磷酸腺苷; ADP，二磷酸腺苷; AMP，一磷酸腺苷。

a) 与模型组比较，P ＜ 0. 05; b) 与模型组比较，P ＜ 0. 01; c) 与 CTX组比较，P ＜ 0. 05; d) 与 CTX组比较，P ＜ 0. 01; e) 与清燥

救肺汤高剂量组比较，P ＜ 0. 05; f) 与清燥救肺汤高剂量组比较，P ＜ 0. 01; g) 与清燥救肺汤中剂量组比较，P ＜ 0. 01。

注: COX Ⅳ，细胞色素 C氧化酶亚单位Ⅳ。
图 1 各组小鼠肺癌组织 COX Ⅳ蛋白电泳图

高、中、低剂量组 ATP 含量显著降低，ADP /ATP
值及 CTX组，清燥救肺汤高、中剂量组 AMP /ATP
值显著升高 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) ; 与 CTX 组比
较，清燥救肺汤中、低剂量组 ATP 含量，清燥救
肺汤高剂量组 AMP /ATP 值显著升高，清燥救肺汤
中、低剂量组 AMP /ATP值及清燥救肺汤低剂量组
ADP /ATP值显著降低 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) ; 与
清燥救肺汤高剂量组比较，清燥救肺汤中、低剂量
组 ATP含量显著升高，AMP/ATP、ADP /ATP 值显
著降低 ( P ＜0. 05 或 P ＜ 0. 01) ; 与清燥救肺汤中剂
量组比较，清燥救肺汤低剂量组 ATP 含量显著升高
( P ＜0. 05) 。
2. 4 各组小鼠肺癌组织 MMP水平比较

表 3 示，各组 MMP 的总体水平差异有统计学
意义 ( H = 47. 06，P ＜ 0. 001) 。其中，与模型组比
较，CTX组和清燥救肺汤高、中剂量组 MMP 明显
降低 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) ; 与 CTX 组比较，清
燥救肺汤中、低剂量组 MMP 均升高 ( P ＜ 0. 05 或
P ＜ 0. 01) ; 与清燥救肺汤高剂量组比较，清燥救
肺汤低剂量组 MMP明显升高 ( P ＜ 0. 05) 。
表 3 各组小鼠肺癌组织 MMP水平比较 ［M( P25，P75) ］

组别 鼠数 MMP

模型组 10 430. 09 ( 376. 82，672. 83)
CTX组 10 27. 28 ( 17. 63，33. 85) b)

清燥救肺汤高剂组 10 58. 75 ( 51. 02，70. 01) b)

清燥救肺汤中剂组 10 96. 09 ( 82. 17，107. 46) a) c)

清燥救肺汤低剂组 10 139. 73 ( 129. 94，183. 79) d) e)

注: MMP，线粒体膜电位。
a) 与模型组比较，P ＜ 0. 05; b ) 与模型组比较，P ＜
0. 01; c) 与 CTX组比较，P ＜ 0. 05; d) 与 CTX组比较，
P ＜ 0. 01; e) 与清燥救肺汤高剂量组比较，P ＜ 0. 05。

3 讨论

肺癌常有干咳少痰、痰中带血、声音嘶哑等燥
热伤肺表现，放化疗后更为明显。中医古文献中无
“肺癌”这一病名，但其症状及体征散见于诸多文
献，如《素问·奇病论篇》称 “息积”， 《难经》
称“息贲”。从其症状描述来看，更似 《金匮要
略》所述“肺痿”，症见咳血、吐痰，上气喘满，
口干舌燥，形体消瘦，咽喉嘶哑，心烦胸痛，特别
是该文提到“重亡津液，故得之”，对肺癌燥热病
机研究有重大启示。现代中医学认为，肺为娇脏，
喜润恶燥，且肺与外界直接相通，易受邪侵。如长
期吸烟、工业废气、汽车尾气、石棉、矿石粉尘、
煤焦烟炱、放射性物质等，尤其是肺癌的首要病因
吸烟导致热毒灼津，炼液为痰，日久耗伤正气，正
不能抗邪，痰瘀胶结于肺，形成积块。因此，诸多
医家提出燥热伤肺是肺癌的重要病机［8］。

清燥救肺汤为清代名医喻嘉言治疗燥热伤肺重
症代表方，该方重用霜桑叶为君药，清透肺金燥
热; 臣以生石膏辛甘而寒，清泄肺热，麦冬养阴润
肺。君臣相伍，宣中有清，清中有润。党参益气生
津，合炙甘草以培土生金; 苦杏仁、枇杷叶苦降肺
气而止咳; 阿胶助麦冬养阴润肺，肺得滋润，则治
节有权，共为佐药。炙甘草清热解毒，调和诸药，
为使。全方轻宣清透合以凉润，与肺癌燥热病机相
符，能较好地缓解燥热伤肺症状。

COX Ⅳ是线粒体氧化呼吸的关键酶，对线粒
体氧化磷酸化具有重要作用，能参与 ATP 的合成，
为细胞各项生命活动提供能量［17］，其酶活性的高
低直接影响线粒体的结构和功能［18］。本研究实验
结果显示，清燥救肺汤各剂量组均能下调 COX Ⅳ
蛋白表达水平，从而影响细胞能量代谢，减少为机
体供能。

线粒体是由双层膜包被的囊状结构，外膜有较
大内部通道，内膜通透性低，但这种不通透性对
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ATP的生成和 MMP的维持起重要作用。MMP是线
粒体在氧化呼吸过程中内膜两侧离子浓度不同所产
生的跨膜电位差，膜电位的正常是维持线粒体进行
氧化磷酸化、产生 ATP 的先决条件。MMP 的稳定
有利于维持细胞的正常生理功能，MMP 异常导致
线粒体膜的功能和状态发生改变，从而影响线粒体
进行氧化磷酸化，导致细胞能量代谢异常［19］。本
研究结果显示，清燥救肺汤能降低线粒体膜电位。
线粒体膜电位降低，则膜电位的电势能降低，若兼
有 ATP 5B活性减弱，则 ATP合成减少。

ATP合酶位于线粒体内膜，是能量代谢的关键
酶。其利用线粒体内膜两侧质子差形成的势能，通
过结合变构机理旋转合成 ATP［20］，达到高效的能
量转化。ATP 5B是 ATP合酶 F1 结构域的 β 亚基，
为细胞线粒体能量代谢的重要亚基，能在跨膜质子
梯度存在下将 ADP 转化为 ATP［21］，亦是氧化磷酸
化的关键限速酶。Formentini 等［22］研究显示，ATP
5B的表达率影响肿瘤的侵袭力。ATP 5B 表达的高
低直接影响 ATP 合酶的功能，其表达的增加或减
少，可调节氧化磷酸化的水平［23］。ATP 5B 的高表
达会促进肿瘤细胞的增殖和侵袭。本研究结果显
示，清燥救肺汤中高剂量能下调 ATP 5B mＲNA 表
达，影响氧化磷酸化水平，导致肿瘤细胞能量代谢
途径受阻，ATP生成减少。

ATP是生物机体的能量来源，在细胞代谢活动
中占重要地位。研究发现，ATP含量与能量代谢密
切相关，ADP /ATP 值与 AMP /ATP 值能反应能量
代谢状态［24］。ADP 和 AMP 是 ATP 的代谢产物，
ATP、ADP、AMP的浓度是描述细胞代谢的主要参
数，直接反应机体能量代谢水平的高低［6］。线粒
体通过氧化磷酸化合成 ATP，为细胞内多种化学反
应和功能提供能量。本研究结果显示，清燥救肺汤
各剂量均能降低 ATP 的含量，ATP 合成减少则机
体能量代谢水平减弱，肿瘤细胞获能减少。

综上所述，清燥救肺汤高、中剂量均可不同程
度降低 COX Ⅳ蛋白表达、ATP 5B mＲNA表达、线
粒体膜电位及 ATP 含量，提示清燥救肺汤能降低
肿瘤细胞氧化磷酸化能量代谢水平，发挥抗肿瘤细
胞增殖的功效，其中清燥救肺汤高剂量疗效更佳。
此研究结果将有助于建立靶向氧化磷酸化能量代谢
的肺癌治疗新策略，也为后续从升高 AMP /ATP 值
诱导自噬角度进一步探索清燥救肺汤抗肺癌作用研
究奠定基础。
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Effect of Qingzao Jiufei Decoction ( 清燥救肺汤) on Energy Metabolism of Oxidative Phosphorylation in Lung
Carcinoma Tissue of Lewis Tumor-Bearing Mice
LI Jiaping，YU Gong，XIE Bin
Jiangxi University of Traditional Chinese Medicine，Nanchang，330004
ABSTＲACT Objective To explore the underlying mechanism of Qingzao Jiufei Decoction ( 清燥救肺汤，QZJFD)
in the treatment of lung carcinoma． Methods Fifty C57BL /6J male mice were randomly divided into five groups，
with 10 mice in each group． The groups included a model group，a cyclophosphamide ( CTX) group，and QZJFD
high，medium and low dose group． Lewis lung carcinoma cells were used to establish the mice tumor-bearing models
of lung carcinoma． Twenty-four hours later，the model group was administered with 0. 2 ml normal saline by gavage，
twice daily; CTX group was injected intraperitoneally with 50 mg /kg cyclophosphamide，once every other day; the
high，medium and low dose QZJFD group received 11，5. 5 and 2. 75 g / ( kg·d) Qingzao Jiufei Decoction by gavage
respectively，twice daily． QZFJD groups were given intragastric administration 14 days before and after the modelling，
while other groups only received treatment 24 hours after the modelling for 14 days． The mＲNA expression of adeno-
sine triphosphate synthase β subunit ( ATP 5B) in lung carcinoma tissues was detected by real-time PCＲ; the protein
expression of cytochrome c oxidase subunit Ⅳ ( COX Ⅳ) was detected by western blotting; the adenosine monophos-
phate ( AMP) ，adenosine diphosphate ( ADP) ，and adenosine triphosphate ( ATP) were detected by high perform-
ance liquid chromatography． JC-1 method was used to detect the changes of mitochondrial membrane potential
( MMP) ． Ｒesults The expression of ATP 5B mＲNA，COX Ⅳ protein，ATP，and MMP significantly reduced in
CTX group and QZJFD high and medium dose group compared to those in model group ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01 ) ．
Compared to those in CTX group，the expression of ATP 5B mＲNA and COX IV protein in all QZJFD groups，ATP
and MMP levels in QZJFD medium and low dose group，as well as AMP /ATP in QZJFD high dose group significantly
increased，while AMP /ATP in QZJFD medium and low dose group，and ADP /ATP in QZJFD low dose group signifi-
cantly decreased ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01 ) ． Compared to QZJFD high dose group，both the medium and low dose
group had higher expression of ATP 5B mＲNA and COX Ⅳ protein，higher ATP level，and lower levels of AMP /ATP
and ADP /ATP，and the low dose group also had significantly higher MMP level ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． A statisti-
cally significant increase was seen in QZJFD low dose group when compared to the medium dose group in terms of ATP
5B mＲNA and COX Ⅳ protein expression，and the ATP level ( P ＜ 0. 01) ． Conclusion QZJFD may inhibit the
proliferation of lung carcinoma cells，by inhibiting the protein expression of COX Ⅳ，the key rate-limiting enzyme of
oxidative phosphorylation energy metabolism，reducing mitochondrial membrane potential，inhibiting ATP 5B activity，
reducing ATP production，and increasing the ratio of AMP /ATP．
Keywords lung carcinoma; Qingzao Jiufei Decoction ( 清燥救肺汤) ; oxidative phosphorylation; energy metabolism
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