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［摘　要］　目的　观察金福安汤对人肺腺癌Ａ５４９细胞增殖、ｐ１２０ｃｔｎ磷酸化、细胞黏附及迁移的影响并探讨其治疗肺癌的作

用机制。 方法　培养Ａ５４９细胞，分为空白对照组，金福安汤低、中、高剂量组，环磷酰胺组，分别给予含空白血清和含药血清

培养液干预。检测各组Ａ５４９细胞ＯＤ值并计算抑瘤率；刺激Ａ５４９细胞ｐ１２０ｃｔｎ磷酸化后，检测各组Ａ５４９细胞ｐ１２０ｃｔｎ灰度

值；并观察各组ｐ１２０ｃｔｎ磷酸化的Ａ５４９细胞黏附和迁移。 结果　金福安汤高、中、低剂量组Ａ５４９细胞ＯＤ值与空白对照组

比较差异有统计学意义，且呈剂量相关性（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；金福安汤中剂量组Ａ５４９细胞ｐ１２０ｃｔｎ磷酸化程度较空白对

照组显著降低（Ｐ＜０．０５）；金福安汤中、高剂量组Ａ５４９细胞的黏附能力较空白对照组高（Ｐ＜０．０５），金福安汤各剂量组Ａ５４９
细胞的迁移能力较空白对照组下降（Ｐ＜０．０５）。 结论　金福安汤具有抑制Ａ５４９细胞增殖及其ｐ１２０ｃｔｎ磷酸化、促进细胞黏

附和抑制迁移的作用。
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　　ｐ１２０ｃｔｎ是位于细胞间连接处和细胞核内的连
环素，与钙黏蛋白高度保守的近膜区（ＪＭＤ）相互作
用，从而参与钙黏蛋白介导的信号转导和黏附过程，
与癌细胞黏附、浸润、转移密切相关。金福安汤是邓
铁涛教授治疗肺癌的经验方，具有化痰祛瘀的功效，
能够减少肺癌的转移，延缓肿瘤的发展进程［１］。在
本研究中，我们观察金福安汤对人肺腺癌 Ａ５４９细
胞ｐ１２０ｃｔｎ磷酸化及细胞生物学行为的作用，进一
步揭示金福安汤治疗肺癌的作用机制。

１　材料与方法

１．１　动物及细胞
清洁级Ｔ７３９近交系小鼠，４～６周龄，４０只，体

重１８～２２ｇ，雌雄各半，由广东省医学实验动物中心
提供，许可证号：ＳＣＸＫ（粤）２００８－０００２。人肺腺癌

Ａ５４９细胞株，广州中医药大学第一附属医院肿瘤研
究室提供。

１．２　药物
金福安汤（药物组成：胆南星１０ｇ、半夏１０ｇ、浙
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贝母１５ｇ、苇茎３０ｇ、薏苡仁３０ｇ、太子参３０ｇ、壁虎

５ｇ、山慈菇１０ｇ、丹参１５ｇ、桃仁１０ｇ）购自广州中医
药大学第一附属医院中药房，常规煎煮２次，混合过
滤，恒温水浴分别浓缩至含生药 １．０７２５ｇ／ｍｌ、

５．３６２５ｇ／ｍｌ、１０．７２５０ｇ／ｍｌ。注射用环磷酰胺，由江
苏恒瑞医药股份有限公司生产，批号：１００５１７２５。

１．３　主要试剂和仪器
胰蛋白酶（Ｔｒｙｐｓｉｎ）购自Ｓｅｒｖａ公司；四甲基偶

氮唑蓝（ＭＴＴ）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、Ａｎｔｉ－γ－Ｔｕ－
ｂｕｌｉｎ和Ａｎｔｉ－Ｍｏｕｓｅ　ＩｇＧ（ＨＲＰ）购自Ｓｉｇｍａ公司；

ＰＶＤＦ膜购自Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司；表皮生长因子（ＥＧＦ）
购自 Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ公司；ＲＰＭＩ－
１６４０ 培养基、胎牛血清、４－羟乙基哌嗪乙磺酸
（ＨＥＰＥＳ）和Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇ－Ａｇａｒｏｓｅ购自 Ｇｉｂｃｏ公司；

ＢＳＡ　ｆｒａｃｔｉｏｎＶ 购自 Ｒｏｃｈｅ公司；Ａｎｔｉ－ｐ１２０购自

ＢＤ 公司。ＢＢ１６ＵＶ 型二氧化碳培养箱 （德 国

ＨＥＲＥＵＳ公司产品）；ＸＤＳ－１Ｂ型生物倒置显微镜
（重庆光学仪器厂产品）；６８０型酶标仪（美国Ｂｉｏ－
Ｒａｄ公司产品）；ＤＹＹ－２Ｃ型电泳仪、ＤＹＣＰ－４０Ｃ型
转膜仪（北京六一仪器厂产品）。

１．４　含药血清制备
将小鼠采用随机数字表法分为空白对照组、环

磷酰胺组、金福安汤低剂量组、金福安汤中剂量组、
金福安汤高剂量组，每组８只。金福安汤低、中、高
剂量组每只小鼠灌胃剂量分别为０．４２９、２．１４５ｇ、

４．２９ｇ生药／天，根据人和小鼠体表面积折算分别相
当于人的等效剂量１倍、５倍、１０倍；环磷酰胺组腹
腔注射环磷酰胺０．２ｍｌ，给药剂量为２０ｍｇ／（ｋｇ·

ｄ）；空白对照组以等量生理盐水灌胃；每天１次，共

１０天。于末次给药后，小鼠吸入麻醉，腹主动脉取
血，室温下静置３０ｍｉｎ，３　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取
血清，无菌滤器过滤除菌，置于－２０℃保存备用。

１．５　细胞培养
人肺腺癌 Ａ５４９细胞株用含１５％胎牛血清

（ＦＣＳ，经５６℃、３０ｍｉｎ灭活）的ＲＰＭＩ－１６４０培养液
调整细胞浓度为１×１０５／ｍｌ，接种于培养皿。以含

１５％ＦＣＳ的ＲＰＭＩ－１６４０培养液于３７℃、５％ＣＯ２、饱
和湿度下培养，传代至对数生长期。经０．４％台盼
蓝鉴定其活性在９８％以上。

１．６　检测指标

１．６．１　细胞增殖检测　取对数生长期细胞，用培养
液（含１０％新生牛血清）稀释成２．５×１０５／ｍｌ的细
胞悬液，接种于９６孔板，每孔２００μｌ，培养２４ｈ，弃

去培养液，分为空白对照组，金福安汤低、中、高剂量
组，环磷酰胺组，分别给予含空白血清和相应给药小
鼠含药血清培养液（含１０％小鼠血清）１８０μｌ，培养

４４ｈ，然后每孔加入２０μｌ　ＭＴＴ（终浓度５ｍｇ／ｍｌ），
培养４ｈ，弃去培养液，每孔加入ＤＭＳＯ　１５０μｌ，待甲
臜完全溶解，用酶标仪在波长５７０ｎｍ测ＯＤ值。每
组设１０个复孔，计算抑瘤率：抑瘤率＝１－（含药血
清孔ＯＤ值／空白血清孔ＯＤ值）×１００％。

１．６．２　细胞ｐ１２０ｃｔｎ磷酸化检测　参照文献［２］方
法，细胞达到８０％融合，ＥＧＦ刺激 Ａ５４９细胞使

ｐ１２０ｃｔｎ磷酸化。细胞分为空白对照组，金福安汤
低、中、高剂量组，环磷酸胺组，每组设４个复孔，分
别在给予ＥＧＦ前４８ｈ预先给予含空白血清和相应
含药血清培养液（含１０％小鼠血清）。收集、裂解细
胞，旋涡混匀，冰上２０ｍｉｎ，４℃１４　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０
ｍｉｎ，取上清，用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白含量。各样品
取５００μｇ蛋白，加入 ５μｇ　Ａｎｔｉ－ｐ１２０ 单抗，加入

ｂｕｆｆｅｒ定溶至５００μｌ，４℃振荡１ｈ，加入５０μｌ　５０％
ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇ－Ａｇａｒｏｓｅ 混 悬 液，４℃ 振 荡 过 夜。４℃
３　５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，去上清，反复洗涤４次。样
本加入５０μｌ　ｂｕｆｆｅｒ重悬沉淀，水浴中煮沸５ｍｉｎ，冰
浴５ｍｉｎ，１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。取上清３０μｌ上
样，进行蛋白电泳，把蛋白转到ＰＶＤＦ膜，置于封闭
液中，室温１ｈ。与Ａｎｔｉ－ｐ１２０在室温反应２ｈ，洗膜

３次，每次１０ｍｉｎ。与 ＨＲＰ于室温振摇１ｈ，洗膜３
次，每次１０ｍｉｎ，加入ＥＣＬ化学发光工作液，Ｘ线胶
片曝光，自动洗片机洗片。

１．６．３　细胞黏附试验　参照文献［３］方法将生长达
到８０％融合的细胞换无血清培养液，分为空白对照
组，金福安汤低、中、高剂量组和环磷酸胺组，分别给
予含空白血清和相应含药血清培养液（含１０％小鼠
血清），再给予ＥＧＦ处理。细胞在ＥＤＴＡ消化后转
到纤维连接蛋白包被的９６孔培养板，每孔加入经处
理的细胞悬液１００μｌ（１０　０００个细胞）后，置３７℃，

５％ＣＯ２、饱和湿度下培养４ｈ，取出用 ＲＰＭＩ－１６４０
培养液洗去未黏附的细胞，加０．４％ ＥＤＴＡ／ＰＢＳ
３７℃下孵育２０ｍｉｎ，解离去黏附的细胞，收集于培养
板中，用改良牛鲍氏计数板计数；每组设８个复孔，
黏附细胞计数取８孔均值。黏附率计算方法为：黏
附率＝黏附细胞数／加入细胞总数×１００％
１．６．４　细胞迁移试验　待包被纤维连接蛋白的６
孔培养板长满细胞，用２００μｌ枪头轻轻擦过孔底，作
一“井”字，用ＰＢＳ漂洗培养板，加入培养液继续培
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养２４ｈ；显微镜下观察划痕中细胞迁移情况，并计数
细胞迁移数量，每组设６个复孔，计数取６孔均值。

１．７　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１３．０统计软件进行分析，计量资料

采用均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，分类资料比较用χ
２

检验，两组间比较用ｔ检验，多组均数比较用ＡＮＯ－
ＶＡ（方差分析）。

２　结果

２．１　各组Ａ５４９细胞ＯＤ值及抑瘤率比较
表１示，与空白对照组比较，其他各组ＯＤ值均

显著降低（Ｐ＜０．０１）；与环磷酰胺组比较，金福安汤
高、中、低剂量组 ＯＤ值差异均有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）；金福安汤高、中、低剂量组之间ＯＤ值差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），呈剂量相关性。
金福安汤低、中、高剂量组及环磷酰胺组的抑瘤率分
别是５６．１％、６５．０％、６７．８％、７５．１％，金福安汤低、
中、高剂量组抑瘤率呈剂量相关性。

表１　各组Ａ５４９细胞ＯＤ值及抑瘤率比较

　组别 样本数 ＯＤ值（珚ｘ±ｓ）
抑瘤率
（％）

空白对照组 １０　 ０．６５８±０．０２ －
金福安汤低剂量组 １０　 ０．２８９±０．０１＊＊ ５６．１
金福安汤中剂量组 １０　 ０．２５０±０．０２＊▲ ６２．０
金福安汤高剂量组 １０　 ０．２１２±０．０１＊▲▲△ ６７．８
环磷酰胺组 １０　 ０．１６４±０．０２＊▲▲△△● ７５．１

　　注：与空白对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与金福安汤低剂量组比较，

▲Ｐ＜０．０５；▲▲Ｐ＜０．０１；与金福安汤中剂量组比较，△Ｐ＜０．０５；

△△Ｐ＜０．０１；与金福安汤高剂量组比较，●Ｐ＜０．０１

２．２　各组Ａ５４９细胞ｐ１２０ｃｔｎ灰度值比较
表２示，金福安汤中剂量组Ａ５４９细胞ｐ１２０ｃｔｎ

灰度值较空白对照组显著降低（Ｐ＜０．０５）。

表２　各组Ａ５４９细胞ｐ１２０ｃｔｎ灰度值比较（珚ｘ±ｓ）

　组别 样本数 灰度值

空白对照组 ４　 ０．４１９±０．００１
金福安汤低剂量组 ４　 ０．３１７±０．００６
金福安汤中剂量组 ４　 ０．２１５±０．１１０＊

金福安汤高剂量组 ４　 ０．２４０±０．０６６
环磷酰胺组 ４　 ０．３６０±０．０３２

　　注：与空白对照组比较，＊Ｐ＜０．０５

２．３　各组ｐ１２０ｃｔｎ磷酸化 Ａ５４９细胞黏附和迁移
比较
表３示，金福安汤中、高剂量组和环磷酰胺组

Ａ５４９细胞的黏附能力较空白对照组高（Ｐ＜０．０５）。
表４示，金福安汤低、中、高剂量组及环磷酰胺组迁
移的细胞数目明显少于空白对照组（Ｐ＜０．０５）。

表３　各组ｐ１２０ｃｔｎ磷酸化Ａ５４９细胞

　　黏附率比较（％，珚ｘ±ｓ）

　组别 样本数 黏附率（％）

空白对照组 ８　 ６．８４±１．０９
金福安汤低剂量组 ８　 ７．５９±１．３５
金福安汤中剂量组 ８　 ８．９１±１．７９＊

金福安汤高剂量组 ８　 ９．２５±０．９７＊

环磷酰胺组 ８　 ８．９１±１．７４＊

　　注：与空白对照组比较，＊Ｐ＜０．０５

表４　各组ｐ１２０ｃｔｎ磷酸化Ａ５４９细胞

　　迁移比较（个，珚ｘ±ｓ）

　组别 样本数 迁移细胞

空白对照组 ６　 ６１．１７±１１．７２
金福安汤低剂量组 ６　 ４４．５０±８．２６＊

金福安汤中剂量组 ６　 ４２．３３±８．３３＊

金福安汤高剂量组 ６　 ３９．３５±９．５４＊

环磷酰胺组 ６　 ３１．２５±７．５７＊

　　注：与空白对照组比较，＊Ｐ＜０．０５

３　讨论

ｐ１２０ｃｔｎ是与肿瘤的转移过程密切相关的连环
蛋白［４］。在越来越多的人类肿瘤中发现了ｐｌ２０ｃｔｎ
的改变或缺失［５－７］，而且在许多病例中，ｐｌ２０ｃｔｎ的
缺失似乎是肿瘤进展的早期改变［８］。近年来

ｐ１２０ｃｔｎ与肺癌的相关研究发现，ｐ１２０ｃｔｎ与局部侵
袭、肿瘤分化程度、ＴＮＭ 分期和淋巴结转移相关，
并且与非小细胞肺癌患者不良预后相关，认为

ｐ１２０ｃｔｎ在肺癌组织的异常表达，可以做为评估预
后的辅助指标［９－１２］。因此针对ｐｌ２０ｃｔｎ这个新靶点
找到特定药物进行干预，将对防治肺癌转移产生重
大影响。
中医学认为，痰瘀是与肿瘤侵袭和转移关系最

为密切的病因病机［１３］。血瘀对机体血液流变学以
及肿瘤转移的影响早已得到公认，瘀血内阻是癌复
发、转移的重要因素，而活血化瘀类的药物，可改善
患者微循环及高凝状态，从而达到抑瘤和抑制肿瘤
转移的作用。目前越来越多的学者还发现痰证和肿
瘤的发生、转移也有密切的关系，研究显示［１４］，肺癌
痰证患者有较突出的血液流变学改变，具体表现为
血浆流动性降低，聚集性增高和成分异常，体现了中
医关于痰饮理论的唯物观和痰的物质性。现代药理
研究发现［１５］，化痰药物可以影响癌细胞表面细胞黏
附因子的表达，从而减少肿瘤的生长和侵袭转移。
总之，痰瘀阻滞既是肺癌的致病因素，也是肿瘤发生
侵袭和转移的重要病机，是影响肺癌的预后及转归
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的重要病理因素。从痰瘀角度入手来研究肺癌转移
具有较好的中医药理论基础、临床基础和实验基
础［１６］。
邓铁涛教授提出了“痰瘀相关”见解，认为痰是

瘀的初级阶段，瘀是痰浊的进一步发展，并拟定了治
疗肺癌的经验方金福安汤，方中胆南星、半夏燥湿化
痰，消肿散结，桃仁活血化瘀，攻坚消积共为君药；苇
茎甘寒轻浮，善清肺热，薏苡仁甘淡微寒，浙贝母苦
寒，三药配伍，能清肺化痰，解毒消肿散结；壁虎、山
慈菇两药配伍胆南星、半夏加强化痰散结，解毒消肿
之功，丹参配伍桃仁加强活血祛瘀攻积之功，上药共
为臣药；太子参健脾益气养阴，使祛邪不伤正，为佐
药。全方诸药合用，共奏化痰祛瘀，消癥散结之功
效。本研究显示，金福安汤具有较强的抑瘤作用，呈
药物剂量相关性，金福安汤对 ＥＧＦ刺激引起的

ｐ１２０ｃｔｎ磷酸化有一定的抑制作用，能有效地干预

ｐ１２０ｃｔｎ磷酸化。从金福安汤处理后细胞的黏附能
力和迁移能力结果来看，抑制ｐ１２０ｃｔｎ磷酸化后确
实有助于细胞聚集，而在一定程度上抑制了的迁移。
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寻求疑难杂症验方合作
　　您有效果神奇、应用已久、无毒副作用且功效显著的民

间验方吗？您希望它产业化吗？您期盼它为更多人解除病

痛吗？这样的事情您自己完成有困难吗？我们来合作好吗？

权健国际自然医学集团集科研、生产、销售为一体，服务网点

遍及全国，旗下的天津权健自然医学科技发展有限公司致力

于民间神奇验方的收集整理使之产业化服务人民大众。期

待与您的真诚合作，共同造福人类。

公司：权健自然医学科技发展有限公司，地址：天津市武

清区豆张庄乡权健道 １ 号，邮编：３０１７０７，电话：０２２－

２２１６９１０２，传真：０２２－２２１６０５９６，联系人：李小姐

公司网址：ｗｗｗ．ｚｉｒａｎｙｉｘｕｅ．ｃｏｍ。

合作流程：来电咨询确认→提供临床试用品１０份→试

验治愈率７０％为成功→洽谈合作事宜（一般为购买验方）。

　欢迎邮购《中医杂志》光盘合订本　
１９５１－１９８６年（４张光盘）４８０元；１９８７－１９９４年（１张

光盘）２６０元；１９９５－２００４年（１张光盘）２８０元。光盘合订本

为计算机用数据光盘，收入了同期出版的全部《中医杂志》的

内容，可对所有文章进行任意字检索，方便实用。

汇款地址：北京东直门内南小街１６号中医杂志北京医

海林音像书店，邮政编码：１００７００，电话：（０１０）６４０３５６３２。网

址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｔｃｍ．ｎｅｔ．ｃｎ。

·４４２· 曹洋等　金福安汤对人肺腺癌Ａ５４９细胞生物学行为的影响 ２０１３年第３期


