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［摘要］ 目的 探讨益气除痰方治疗肺癌的可能作用机制。方法 15 只 BALB /c 小鼠采用人肺腺癌细胞
A549 建立人肺癌小鼠皮下移植瘤模型，随机分为模型组和益气除痰方低、高剂量组，每组 5 只。益气除痰
方低、高剂量组分别予益气除痰方生药量 27. 3 g / ( kg·d) 、54. 6 g / ( kg·d) ，造模后第 8 天开始灌胃，每
天 1 次，连续 2 周; 模型组予同体积生理盐水。采用常规 HE染色法、透射电镜观察各组小鼠移植瘤组织形
态学改变; 应用免疫组织化学法、免疫蛋白印迹法检测 GＲP78 /BIP、caspase-12 蛋白的表达。HE 染色观察
各组小鼠主要脏器病理学改变。 结果 益气除痰方治疗后移植瘤细胞呈现凋亡形态学改变，以高剂量较典
型。与模型组比较，益气除痰方低、高剂量组 GＲP78 /BIP 表达下降，caspase-12、cleaved caspase-12 表达升
高 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) ，且益气除痰方高剂量组优于益气除痰方低剂量组 ( P ＜ 0. 01) 。各组小鼠主要脏
器无明显病理学改变。 结论 益气除痰方诱导肺癌细胞发生凋亡具有剂量依赖性，其机制可能与内质网应
激凋亡特异性蛋白 caspase-12 活化，启动内质网应激凋亡通路有关。
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肺癌居我国恶性肿瘤发病率及死亡率首位，由

于其起病隐匿，患者确诊时多至中晚期，治疗上多

采取以化疗为主的综合治疗，但化疗药物的毒副反

应限制了其广泛应用。中医药在减轻西药的副作
用、辅助放疗、化疗方面显示了一定优势，并能使
一部分患者达到长期 “带瘤生存”的理想疗效［1］。
前期研究发现，益气除痰法可使Ⅲ、Ⅳ期非小细胞
肺癌患者的中位生存期达到 9 个月，其中脾虚痰湿
型患者中位生存期达到 13 个月［2］，证明益气除痰
法是治疗晚期非小细胞肺癌的一种有效治法［3］。
本实验拟在课题组前期研究［4］基础上，观察益气

除痰方对肺癌移植瘤组织中 GＲP78 /BIP、caspase-
12 蛋白的影响，探讨益气除痰方抗癌的可能作用
机制。

1 材料与方法

1. 1 细胞及动物
人肺腺癌细胞 A549 购自中国医学科学院肿瘤

细胞库，将 A549 细胞置于含 10%胎牛血清的 ＲP-

MI1640 培养液中，37℃、5% CO2 条件下培养，常

规传代培养，取对数生长期的细胞备用。BALB /c
小鼠 15 只，其中雌性 8 只、雄性 7 只，4 ～ 5 周
龄，体重 12 ～ 15 g，购自广东省医学实验动物中
心，实验动物许可证号: SCXK ( 粤) 2008-0002。
1. 2 药物
益气除痰方由西洋参 5 g、生半夏 6 g、山慈菇

10 g等药物组成，方中所用中药材均购于广州中医
药大学第一附属医院中药房，中药常规水煎、浓
缩，真空干燥为粉，每克相当于 6. 06 g 生药，临
用前调至所需中药浓度。
1. 3 主要试剂与仪器
胎牛血清 ( 批号 1227693，Gibco 公司 ) ;

GＲP78 /BIP 一抗 ( 批号 C50B12， CST 公司 ) ;
caspase-12 一抗 ( 批号 ab62484，Abcam 公司 ) ;
SABC法试剂盒 ( 批号 08911C，北京康为世纪生物
科技有限公司) 。光学显微镜 ( BX41，日本 Olym-
pus 公司 ) ; 透射电子显微镜 ( Tecnai G2 Spirit
Twin，美国 FEI 公司) ; 电泳仪 ( BG-Power 600i，
北京百晶生物技术有限公司) 。
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1. 4 移植瘤模型建立及给药
参照文献 ［5］并结合预实验结果，将对数生

长期 A549 细胞悬液 ( 1 × 107 /ml) 接种于 BALB /c
小鼠右前腋皮下，0. 2 ml /只。造模后 7 天皮下可
明显扪及肿瘤。按随机数字表法将荷瘤裸鼠分为模
型组和益气除痰方低、高剂量组，每组 5 只。益气
除痰方低、高剂量分别予益气除痰方生药量
27. 3 g / ( kg·d) 、54. 6 g / ( kg·d) ，即人体临床用
药量的 3、6 倍，造模后第 8 天开始给药，每天 1
次灌胃，连续 2 周;模型组予同体积生理盐水灌胃。
1. 5 观察指标及方法
1. 5. 1 移植瘤组织形态学观察 停药第 2 天处死
小鼠，取瘤组织，肉眼观察生长情况。10%甲醛固
定，石蜡包埋，常规切片。HE 染色光镜下观察移
植瘤组织形态学改变。另每组切取移植瘤的新鲜组
织，大小 1 mm × 1 mm × 1 mm，2. 5%戊二醛和 1%
锇酸双固定，常规脱水、包埋、超薄切片及染色，
透射电镜观察瘤体细胞的超微结构。
1. 5. 2 免疫组织化学染色法检测 GＲP78 /BIP 蛋白
表达 组织切片进行常规脱蜡及抗原修复后，按

SABC法试剂盒说明书逐步进行。二氨基联苯胺
( DAB) 显色; 苏木素轻度复染; 酒精脱水，二甲
苯透明，中性树脂封片。显微镜下观察各组阳性反
应的着色程度。兔抗 GＲP78 ( 1 ∶ 200 ) 稀释，以
PBS代替一抗作阴性对照。结果判读: GＲP78 /BIP
蛋白阳性反应为淡黄色至棕褐色，在 200 倍显微镜
下拍照，通过 Image-Pro Plus 6. 0 彩色图像分析系
统，准确分割阳性区域，测得该区域累积光密度值

( IOD) 。
1. 5. 3 免疫蛋白印迹法检测 GＲP78 /BIP、caspase-
12 蛋白表达 将各组肿瘤组织加入组织裂解液，
超声匀浆，4℃ 12000 r /min 离心 20 min，吸取上
清，BCA法测定蛋白水平，取样品 ( 50μg) 进行
十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS-
PAGE) ，转入硝酸纤维素膜 ( PVDF) ，封闭，兔
抗 GＲP78、caspase-12 抗体均以 1 ∶ 1 000 比例稀释
杂交过夜，辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗

( 1 ∶ 10000 稀释) 37℃反应 1 h，采用化学发光法
进行显色，计算机灰度扫描处理。GAPDH 作为内
参校正上样量，caspase-12 在内质网应激途径凋亡
启动时形成裂解片段 cleaved caspase-12。
1. 5. 4 主要脏器形态学观察 将摘除瘤体后的小
鼠解剖，分别取出心、肺、肝、肾，10% 甲醛固
定，石蜡包埋，常规切片 HE 染色，光镜下观察各
脏器组织形态学改变。

1. 6 统计学方法
应用 SPSS 13. 0 统计软件进行数据处理，计量

资料用均数 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，组间比较采用
One-way ANOVA分析。

2 结果

2. 1 各组小鼠移植瘤生长及形态学观察
本实验 15 只小鼠均存活，成瘤率 100%。肉

眼观查: 各组小鼠移植瘤呈结节状生长，表面欠光

滑，与周围组织粘连，活动度差; 外观呈淡粉色，

表面有血管分布，部分瘤体中央区有变性、坏死、
出血，以益气除痰方高剂量组明显。光镜观察: 各
组移植瘤细胞均呈现中低分化腺癌的特征，模型组

小鼠移植瘤细胞多呈大小不等、形态不规则的腺管
状结构，核大深染，核分裂象增多，排列不整齐，

核仁明显; 益气除痰方低、高剂量组可见移植瘤部
分细胞变性、坏死、细胞核固缩，其中以益气除痰
方高剂量组明显。透射电镜观察: 模型组细胞膜结
构完整，核圆，染色质分布均匀; 益气除痰方低、
高剂量组可见早期胞核内染色质高度凝集，出现空

泡结构，晚期出现细胞核边聚，胞核碎裂等典型细

胞凋亡形态学特征，其中以益气除痰方高剂量组较

明显。
2. 2 免疫组织化学染色法检测各组小鼠移植瘤组
织 GＲP78 /BIP蛋白比较

GＲP78 /BIP蛋白定位于肺腺癌细胞胞质区，
细胞形态呈圆形或椭圆形，各组均见表达，模型

组、益气除痰方低剂量组着色呈棕褐色—棕色，呈
现强阳性—阳性表达，益气除痰方高剂量组表达较
弱，呈棕黄色淡染。表 1 示，益气除痰方低、高剂
量组 GＲP78 /BIP蛋白表达较模型组下降，差异有
统计学意义 ( P ＜ 0. 01 ) ，并且益气除痰方高剂量
组 GＲP78 /BIP蛋白表达较益气除痰方低剂量组明
显下降 ( P ＜ 0. 01) 。

表 1 各组小鼠移植瘤组织 GＲP78 /BIP蛋白
表达比较 ( IOD，珋x ± s)

组别 鼠数 GＲP78 /BIP

模型组 5 71274. 15 ± 2966. 83
益气除痰方低剂量组 5 56191. 05 ± 6026. 23*

益气除痰方高剂量组 5 35227. 53 ± 4577. 61＊△

注: 与模型组比较，* P ＜ 0. 01; 与益气除痰方低剂量组比

较，△P ＜ 0. 01

2. 3 免疫蛋白印迹法检测各组小鼠移植瘤组织
GＲP78 /BIP、caspase-12 蛋白比较
表 2 示，益气除痰方低、高剂量组小鼠移植瘤
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表 2 各组小鼠移植瘤组织 GＲP78 /BIP、caspase-12 蛋白表达比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 GＲP78 /BIP caspase-12 cleaved caspase-12

模型组 3 0. 47 ± 0. 05 0. 08 ± 0. 01 0. 003 ± 0. 002
益气除痰方低剂量组 3 0. 29 ± 0. 03* 0. 20 ± 0. 01＊＊ 0. 021 ± 0. 004＊＊

益气除痰方高剂量组 3 0. 08 ± 0. 01＊＊△ 0. 39 ± 0. 04＊＊△ 0. 078 ± 0. 012＊＊△

注: 与模型组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与益气除痰方低剂量组比较，△P ＜ 0. 01

组织 GＲP78 /BIP蛋白表达较模型组下降，caspase-
12 和 cleaved caspase-12 蛋白表达较模型组上升
( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) ，并且益气除痰方高剂量组
GＲP78 /BIP蛋白表达较益气除痰方低剂量组明显
降低，caspase-12 和 cleaved caspase-12 蛋白表达明
显升高 ( P ＜ 0. 01) 。
2. 4 各组小鼠主要脏器形态学观察

①心脏: 心肌细胞浆红染，心肌纹理清晰，未
见变性或坏死; 心肌细胞间闰盘隐约可见; 心肌间

质内无水肿、未见炎性细胞浸润，为正常心肌结
构。②肝脏: 肝中央静脉淤血，肝小叶结构清晰，
肝细胞索排列整齐，无变性、硬化; 汇管区结构清
晰，未见炎细胞浸润; 胆管未见破坏。③肾脏: 肾
皮质、髓质结构清晰; 肾小球未见增生或萎缩、毛
细血管袢未见坏死，肾小球毛细血管未见扩张充

血、管壁未见增厚。④肺脏: 肺泡管及肺泡结构清
晰，肺泡腔未见扩张，肺泡壁毛细血管未见充血、
炎性细胞浸润; 肺泡壁及肺泡腔未见炎症改变，肺

泡上皮未见损伤。各组小鼠心脏、肝脏、肾脏、肺
脏未见明显形态学异常，说明模型组移植瘤短期内

未发生远处转移; 益气除痰方低、高剂量作用期间
未对机体主要脏器产生明显毒性作用。

3 讨论

内质网是一个复杂的膜网络结构，负责分泌蛋

白与膜蛋白的合成、折叠和翻译后修饰; 内质网产
生蛋白质能力受限和 /或未折叠或错误折叠蛋白质
在内质网腔积累，均可致内质网应激; 内质网应激

与包括肿瘤在内的多种疾病密切相关［6］。肿瘤细
胞的高代谢使其处于低糖、低氧、酸中毒的应激环
境之中，导致未折叠和错误折叠蛋白在内质网腔积

累，引发未折叠蛋白反应 ( UPＲ) 使肿瘤细胞得
以存活［6 － 7］。高表达 GＲP78 被认为是 UPＲ 与内质
网应激启动的标志［8 － 9］。GＲP78 属于热休克蛋白
70 的蛋白家族，在大多数成熟器官如脑、肺、心
呈低水平表达，但在肿瘤中却呈现高表达［10］，与

肿瘤细胞增殖、抗凋亡、免疫逃逸、血管生成和转
移密切相关［11 － 12］。高表达的 GＲP78 /BIP 除通过增
强内质网蛋白质折 叠 能 力，尚 与 caspase-7、

caspase-12 或促凋亡蛋白 Bik 和 Bax 结合抑制细胞
凋亡［6］，从而促进肿瘤细胞适应应激的微环境得

以生存。
根据肺癌正虚痰阻、余毒未清之病机特点，我

们拟定具有益气除痰、解毒散结的益气除痰方治疗
肺癌［2，13］。方中西洋参益肺气; 生半夏燥湿化痰;
山慈菇解毒消肿、软坚散结。诸药配伍，攻补兼
施，共奏益气化痰、解毒散结之功。现代药理研究
亦证实西洋参［14］、生半夏［15］、山慈菇［16］等多种有
效成分具有良好的抑制肿瘤生长、诱导细胞凋亡的
作用。本研究结果显示，益气除痰方作用 A549 荷
瘤小鼠后，GＲP78 /BIP 蛋白表达水平下降，且呈
浓度依赖性。

caspase-12 是半胱氨酸蛋白酶家族成员，被认
为是诱发内质网应激凋亡的关键分子［17 － 18］。与大
多数其他 caspase 家族成员一样，caspase-12 需要
被裂解活化后才具备促凋亡作用。本实验结果显
示，移植瘤组织中 caspase-12 与 cleaved caspase-12
蛋白表达随益气除痰方剂量增加而增加，透射电镜

亦显示益气除痰方高剂量组呈现典型的细胞凋亡形

态学改变。结合小鼠主要脏器形态学观察结果，可
以明确高剂量益气除痰方( 临床用药量的 6 倍) 发
挥诱导肺癌移植瘤细胞凋亡作用的同时并未对机体

其他脏器产生明显毒性作用，证明其是安全有效的。
综上，益气除痰方诱导细胞凋亡具有剂量依赖

性，其机理可能是通过下调 GＲP78 /BIP 表达，降
低肿瘤细胞适应应激微环境的能力，促进 caspase-12
活化，使肿瘤细胞从生存转向凋亡，启动内质网应

激凋亡通路而发挥抗癌作用。
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Effects of Qi-Benefiting Phlegm-Eliminating Formula on GＲP78 /BIP and Caspase-12 in Lung Cancer Xeno-
grafts Model Mice
LI Yuanbin1，YANG Jianmeng1，FANG Ｒuoming1，CHEN Wenqing1，LIN Lizhu2

( 1． First Clinical College，Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangdong Province 510405; 2． The First Affiliated Hospital
of Guangzhou University of Chinese Medicine)
ABSTＲACT Objective To research the possible mechanism of Qi-Benefiting Phlegm-Eliminating Formula
( QBPEF) for lung cancer． Methods Fifteen BALB /c mice were selected to establish lung cancer xenografts mod-
els with human lung adenocarcinoma cell A549，and the mice were randomized into model group，QBPEF low-dose
group and QBPEF high-dose groups，with 5 in each． The QBPEF low-dose and high-dose groups were given 27. 3 g /
( kg·d) or 54. 6 g / ( kg·d) crude drug of QBPEF each day respectively from the 8th day after modeling for 2 con-
secutive weeks． The model group was given the same volume of normal saline． The morphological changes in trans-
planted tumor tissue were observed with HE staining and transmission electron microscopy． The expressions of
GＲP78 /BIP and caspase-12 were detected with immunohistochemistry and Western blotting． The pathological changes
in major organs were observed with HE staining． Ｒesults The transplanted tumor cells showed a morphological
change of apoptosis in QBPEF groups after treatment，especially in the QBPEF high-dose group． Comparing with the
model group，the expression of GＲP78 /BIP was significantly decreased but the expressions of caspase-12 and cleaved
caspase-12 were significantly increased in QBPEF groups ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01 ) ，especially in the QBPEF high-
dose group ( P ＜ 0. 01) ． There was no obvious morphological change in major organs． Conclusion QBPEF can in-
duce apoptosis in lung cancer cells with a dose-dependent manner，which may be related to activating caspase-12 and
starting the endoplasmic reticulum stress apoptosis pathway．
Keywords lung cancer; Qi-Benefiting Phlegm-Eliminating Formula; endoplasmic reticulum stress; apoptosis
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