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红芪蜜炙前后配伍醋莪术对肺癌细胞凋亡、自噬的影响
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摘　要：研究炙红芪醋莪术（ｈｏｎｅｙｐｒｏｃｅｓｓｅｄＨｅｄｙｓａｒｉＲａｄｉｘｖｉｎｅｇａｒｐｒｏｃｅｓｓｅｄＣｕｒｃｕｍａｅＲｈｉｚｏｍａ，ＨＰＨＲＶＰＣＲ）和红
芪醋莪术（ＨｅｄｙｓａｒｉＲａｄｉｘｖｉｎｅｇａｒｐｒｏｃｅｓｓｅｄＣｕｒｃｕｍａｅＲｈｉｚｏｍａ，ＨＲＶＰＣＲ）对Ａ５４９细胞和 ＮＣＩＨ１２９９细胞凋亡和自
噬的影响，并探讨ＨＰＨＲＶＰＣＲ诱导凋亡和自噬的机制。将２１只ＳＰＦ级ＳＤ大鼠随机分为３组：空白（ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｃｏｎ）
组、ＨＲＶＰＣＲ组、ＨＰＨＲＶＰＣＲ组，各药对给药剂量均为４．６３ｇ／ｋｇ，连续给药７ｄ后取含药血清；采用 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８
染色检测细胞凋亡形态，流式细胞术检测细胞凋亡率；单丹磺酰尸胺（ｍｏｎｏｄａｎｓｙｌｃａｄａｖｅｒｉｎｅ，ＭＤＣ）法检测细胞自噬情
况；透射电镜检测自噬小体和自噬溶酶体；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测泛素结合蛋白 Ｐ６２（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＰ６２，
Ｐ６２）、苄氯素１（ｂｅｃｌｉｎ１，ＢＥＣＮ１）、Ｂ淋巴细胞瘤２（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２，ＢＣＬ２）、ＢＣＬ２相关 Ｘ蛋白（ＢＣＬ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
Ｘｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＡＸ）蛋白的表达情况。Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８和流式细胞术检测结果显示，ＨＲＶＰＣＲ和ＨＰＨＲＶＰＣＲ组细胞染色
质积累、细胞核浓缩和碎片化严重、凋亡荧光增强、凋亡比例增加；ＭＤＣ法检测结果显示，ＨＲＶＰＣＲ和 ＨＰＨＲＶＰＣＲ
组绿色荧光增强，自噬体增加；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与Ｃｏｎ组比较，ＨＰＨＲＶＰＣＲ组Ｐ６２、ＢＣＬ２蛋白表达显著降低，
而ＢＥＣＮ１、ＢＡＸ蛋白表达显著升高（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）。综上，ＨＲＶＰＣＲ和 ＨＰＨＲＶＰＣＲ均可诱导细胞凋亡和自
噬，ＨＰＨＲＶＰＣＲ在诱导细胞凋亡和自噬方面优于ＨＲＶＰＣＲ。ＨＰＨＲＶＰＣＲ诱导肺癌细胞凋亡和自噬的作用与Ｐ６２、
ＢＣＬ２降低，ＢＥＣＮ１、ＢＡＸ表达升高有关。
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　　肺癌是癌症死亡原因居于首位的恶性肿瘤，其
有效治疗是现代医学难题［１］。细胞自噬与凋亡是

细胞程序性死亡的２种方式，自噬和凋亡的相互作
用对于肿瘤细胞的整体命运至关重要［２］。现有化

疗药物存在胃肠道疾病、出血耳力损失、肾脏问题以

及耐药性等问题，中医药在逆转肺癌化疗耐药、减轻

化疗毒性反应方面疗效确切［３］。莪术药材为姜科

植物蓬莪术 ＣｕｒｃｕｍａｐｈａｅｏｃａｕｌｉｓＶａｌ．、广西莪术
ＣｕｒｃｕｍａｋｗａｎｇｓｉｅｎｓｉｓＳ．Ｇ．ＬｅｅｅｔＣ．Ｆ．Ｌｉａｎｇ或温郁
金ＣｕｒｃｕｍａｗｅｎｙｕｊｉｎＹ．Ｈ．ＣｈｅｎｅｔＣ．Ｌｉｎｇ的干燥根
茎［４］。黄芪莪术药对首出自张锡纯所著的《医学衷

中参西录》，其配比是 １∶１［５］。现代药理学研究表
明，黄芪莪术药对多集中于治疗肝癌［６］、结肠癌［７］、

胃癌［８］、卵巢癌［９］及肺癌［１０］等。红芪药材为豆科植

物多序岩黄芪 ＨｅｄｙｓａｒｕｍｐｏｌｙｂｏｔｒｙｓＨａｎｄ．Ｍａｚｚ的
干燥根，与黄芪同科异属。黄芪和红芪功效主治相

同，两者既有差异性，也有相似性。在我国陇南地

区，红芪多替代黄芪与中药配伍组方治疗疾病。课

题组前期研究发现，炙红芪醋莪术抗结肠炎相关结
直肠癌药效最佳［１１］。炙红芪醋莪术在防治结肠炎
相关结直肠方面优于红芪醋莪术［１２］。Ｓｕｎ等［１３］研

究发现，黄芪莪术（２∶１）在改善肿瘤小鼠体质量效
果和抑制肿瘤肝转移方面效果最优。Ｙｕａｎ等［１４］研

究发现，黄芪莪术（２∶１）抑制骨肉瘤１４３Ｂ细胞生
长的效果最佳。Ｔａｎ等［１５］研究发现，黄芪莪术（２∶
１）抗肿瘤活性的莪术醇、β榄香烯等含量最高，抗肿
瘤效果较好。综上，黄芪莪术以及红芪莪术在抗
肿瘤方面疗效确切，红芪蜜炙前后配伍莪术抗肺癌

作用未见相关报道，本研究基于凋亡和自噬比较红

芪醋莪术含药血清和炙红芪醋莪术含药血清对
Ａ５４９细胞和ＮＣＩＨ１２９９细胞凋亡和自噬的影响以
及可能的作用机制。

１　材料与方法
１．１　药材

红芪采购于甘肃省陇南市武都区米仓山，经甘

肃中医药大学药学院中药鉴定教研室王明伟副教授

鉴定为豆科植物多序岩黄芪（ＨｅｄｙｓａｒｕｍＰｏｌｙｂｏｔｒｙｓ
Ｈａｎｄ．Ｍａｚｚ．）的干燥根，切片、晾晒后得红芪饮片。

莪术饮片（供货厂家：陇西县徵鑫药业；批号：

２２１００６）购买于甘肃中医药大学附属医院，经甘肃
中医药大学药学院中药鉴定教研室王明伟副教授鉴

定为姜科植物温郁金 ＣｕｒｃｕｍａｗｅｎｙｕｊｉｎＹ．Ｈ．Ｃｈｅｎ
ｅｔＣ．Ｌｉｎｇ的干燥根茎。
１．２　动物与细胞

２１只ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠，６周龄，体质量２２０
～２４０ｇ，动物购自甘肃中医药大学ＳＰＦ级实验动物
中心（实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ（甘）２０２１
０００１）。动物饲养于甘肃中医药大学实验动物中心
ＳＰＦ实验室（实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ（甘）
２０２１０００４），饲养温度１８～２２℃、湿度５０％～７０％，
光照周期１２ｈ／１２ｈ。本实验通过甘肃中医药大学
实验动物伦理委员会批准（伦理号ＳＹ２０２４２１７）。

人肺癌 Ａ５４９细胞、ＮＣＩＨ１２９９细胞（目录号：
ＴＣＨｕ１５０、ＴＣＨｕ１６０，中国科学院细胞库）。
１．３　实验试剂

ＣＣＫ８试剂盒（批号：２０２３１０１２，新赛美生物科
技有限公司）；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８、细胞自噬染色检测试
剂盒、ＡｄｍＣｈｅｒｒｙＧＦＰＬＣ３Ｂ（批号：Ｃ１０１１、Ｃ３０１８Ｓ、
Ｃ３０１１，上海碧云天生物技术股份有限公司）；泛素
结合蛋白 Ｐ６２（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＰ６２，Ｐ６２）、
苄氯素１（ｂｅｃｌｉｎ１，ＢＥＣＮ１）、Ｂ淋巴细胞瘤２（Ｂｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａ２，ＢＣＬ２）、ＢＣＬ２相关 Ｘ蛋白（ＢＣＬ２ａｓ
ｓｏｃｉａｔｅｄＸ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＡＸ）抗体 （批号：ＩＰＢ１００２９、
ＩＰＢ１３４２、ＩＰＢ０３４１、ＩＰＢ０１７２，泰州佰嘉生物科技有限
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公司）；甘油醛３磷酸脱氢酶 （ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）、山羊抗兔免疫球
蛋白 Ｇ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＧ，ＩｇＧ）二 抗 （批 号：
ＰＭＫ１４２Ｓ、ＰＭＫ０１４０９０Ｍ，湖北普美生物科技有限
公司）；３甲基腺嘌呤（３ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ，３ＭＡ）（批
号：ＨＹ１９３１２；ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司）；高纯度 ＲＮＡ
提取试剂盒（批号：Ｒ４０８１５，北京全式金生物技术股
份有限公司）；ｑＰＣＲＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｎｏ
Ｒｏｘ）（批号：１１２０１ＥＳ６０，翌圣生物科技（上海）股份
有限公司）。

１．４　实验仪器
ＣＫＸ４１＋ＤＰ２１倒置显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公

司）；ＣＰＹ１８０ＣＯ２培养箱（天津市莱玻特瑞仪器设
备有限公司）；Ａｘｉｏｖｅｒｔ５Ｄｉｇｉｔａｌｍｏｎｏ蔡司倒置荧光
显微镜（德国卡尔蔡司公司）；ＦＡＣＳＣｅｌｅｓｔａ高端分
析型流式细胞检测仪（美国 ＮｅｗＤｉｓｃｏｖｅｒｙ公司）；
ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ９６ＰＣＲ仪（德国 Ｈａｎｄｅｌｓｅｎ公司）；ＤＹＣＺ
４０ＫＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ转膜仪、ＤＹＣＺ２４ＫＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电
泳仪（北京六一生物科技有限公司）。

１．５　实验方法
１．５．１　药物的制备

炙红芪的炮制方法采用课题组蜜烘法［１６］，醋莪

术采用《中华人民共和国药典》２０２０年版方法制
备［４］。称取饮片红芪醋莪术（１００ｇ∶５０ｇ）、炙红芪
醋莪术（１００ｇ∶５０ｇ），将饮片置于圆底烧瓶中，加入
１０倍量纯水浸泡０．５ｈ，采用 Ｚｈａｎｇ等［１１］水蒸气蒸

馏联合回流法，回流提取１ｈ，挥发油提取器收集挥
发油，提取２次，分别合并两次提取液和挥发油，置
４℃冰箱备用。提取液经减压浓缩到０．９３ｇ／ｍＬ，置
４℃冰箱备用。
１．５．２　含药血清的制备

将２１只ＳＤ雄性大鼠随机分为含药血清组（红
芪醋莪术、炙红芪醋莪术）和空白血清组，各组均７
只。适应性喂养 ７ｄ后，红芪醋莪术（Ｈｅｄｙｓａｒｉ
ＲａｄｉｘｖｉｎｅｇａｒｐｒｏｃｅｓｓｅｄＣｕｒｃｕｍａｅＲｈｉｚｏｍａ，ＨＲＶＰＣＲ）、
炙红芪醋莪术（ｈｏｎｅｙｐｒｏｃｅｓｓｅｄＨｅｄｙｓａｒｉＲａｄｉｘｖｉｎ
ｅｇａｒｐｒｏｃｅｓｓｅｄＣｕｒｃｕｍａｅＲｈｉｚｏｍａ，ＨＰＨＲＶＰＣＲ）组
用１ｍＬ／１００ｇ的中药提取液灌胃（按比例加入挥发
油，震荡搅拌），空白（ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｃｏｎ）组给予等量生理
盐水，每天灌胃给药２次，间隔６ｈ，连续７ｄ。末次
灌胃１ｈ后，０．３％戊巴比妥钠（４０～５０ｍｇ／ｋｇ）腹腔
内注射麻醉后，心脏采血，４℃静置２ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，收集血清，同组血清混匀后分装，５６℃灭

活３０ｍｉｎ，０．２２μｍ微孔滤膜过滤，８０℃保存备用。
１．５．３　含药血清浓度筛选

将Ａ５４９细胞和ＮＣＩＨ１２９９细胞分别以５×１０３

个／ｍＬ的细胞密度接种于９６孔板中，每组设置３个
复孔，设 ＨＲＶＰＣＲ组和 ＨＰＨＲＶＰＣＲ组，给药浓度
分别是５％、１０％、１５％、２０％，对照组加入等体积的
空白血清。待细胞融合至６０％左右时，按照上述分
组分别加入对应浓度的培养基，培养４８ｈ后，加入
ＣＣＫ８溶液，培养箱孵育２０～５０ｍｉｎ后，４５０ｎｍ波
长处测定吸光度。按公式（１）计算细胞抑制率（Ｉ）
并筛选最佳给药浓度。

Ｉ＝（Ａ０Ａ２）／（Ａ０Ａ１）×１００％ （１）
式中，Ａ０为空白孔吸光度；Ａ１为对照孔吸光度；

Ａ２为实验孔吸光度。
１．５．４　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色检测细胞凋亡形态

将Ａ５４９细胞和 ＮＣＩＨ１２９９细胞以１×１０６个／
ｍＬ铺于６孔板中（内置无菌盖玻片），分为 Ｃｏｎ组、
ＨＲＶＰＣＲ组、ＨＰＨＲＶＰＣＲ组，干预 Ａ５４９细胞和
ＮＣＩＨ１２９９细胞４８ｈ，ＰＢＳ洗涤１次后，每孔用０．５
ｍＬ４％组织细胞固定液室温固定约１５ｍｉｎ，室温下
用Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８５μｇ／ｍＬ染色约１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤
２～３遍，载玻片上滴入少量甘油，将染色的爬片细
胞放在载玻片上，荧光显微镜拍照分析。

１．５．５　流式细胞术检测细胞凋亡
将Ａ５４９细胞和 ＮＣＩＨ１２９９细胞以１×１０６个／

ｍＬ铺于６孔板中，分组同“１．５．４”，干预Ａ５４９细胞
和ＮＣＩＨ１２９９细胞４８ｈ，收集各组细胞，加入结合
缓冲液４００μＬ，向细胞悬液中加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ
５μＬ和ＰＩ５μＬ，室温避光反应１５ｍｉｎ，用流式细胞
仪检测各组细胞的凋亡情况，ＦｌｏｗＪｏＶＸ软件分析
细胞凋亡结果图。

１．５．６　细胞自噬染色检测试剂盒检测细胞自噬荧
光表达

　　将Ａ５４９细胞和 ＮＣＩＨ１２９９细胞以１×１０６个／
ｍＬ铺于６孔板中，分组同“１．５．４”，干预Ａ５４９细胞
和ＮＣＩＨ１２９９细胞４８ｈ，ＰＢＳ洗涤１次后，每孔加入
１ｍＬ单丹磺酰尸胺（ｍｏｎｏｄａｎｓｙｌｃａｄａｖｅｒｉｎ，ＭＤＣ）染
色液，３７℃避光孵育３０ｍｉｎ，吸净 ＭＤＣ染色液（１
×），使用检测缓冲液（１×）洗涤３次，在荧光显微
镜下观察绿色荧光。

１．５．７　透射电镜观察 Ａ５４９细胞和 ＮＣＩＨ１２９９细
胞自噬小体和自噬溶酶体

　　将Ａ５４９细胞和 ＮＣＩＨ１２９９细胞以１×１０６个／
ｍＬ铺于６孔板中，分为 Ｃｏｎ组和 ＨＰＨＲＶＰＣＲ组，
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分别干预 Ａ５４９细胞和 ＮＣＩＨ１２９９细胞４８ｈ，弃去
培养基，加入２．５％的常温戊二醛固定液，常温固定
５ｍｉｎ，用细胞刮刀轻轻刮下细胞，离心，加电镜固定
液，４℃保存备用。历经漂洗和后固定，脱水，切片，
染色，使用透射电子显微镜观察染色后的切片，通过

荧光屏捕捉图像，进行分析。

１．５．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｐ６２、ＢＥＣＮ１、ＢＣＬ２、ＢＡＸ
蛋白表达

　　将 Ａ５４９细胞和 ＮＣＩＨ１２９９细胞接种于 ６孔
板，贴壁培养２４ｈ，设置 Ｃｏｎ组、ＨＰＨＲＶＰＣＲ组、３
ＭＡ组、３ＭＡ＋ＨＰＨＲＶＰＣＲ组，干预 Ａ５４９细胞４８
ｈ，收集细胞，用 ＰＢＳ洗涤２次，弃去培养液，加入含
蛋白酶的ＲＩＰＡ裂解液在冰上裂解提取总蛋白，离
心取上清，用ＢＣＡ法检测蛋白浓度，取适量蛋白样
本，加上样缓冲液并混匀，１００℃金属浴１０ｍｉｎ使蛋
白变性，凝胶电泳，电转至 ＰＶＤＦ膜上，洗涤 ３次，
１０％脱脂奶粉封闭２ｈ，加Ｐ６２、ＢＥＣＮ１、ＢＣＬ２、ＢＡＸ
（１∶１０００）一抗４℃过夜孵育；洗涤３次加二抗，室

温孵育２ｈ，洗涤后加ＥＣＬ试剂显影检测。
１．５．９　统计方法

采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０软件对数据进行分
析，实验结果以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，若数据符
合正态分布且方差齐，采用组间单因素方差分析；若

数据不符合正态分布且方差不齐，采用ＷＨ秩和检
验。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。
２　结果
２．１　ＨＲＶＰＣＲ、ＨＰＨＲＶＰＣＲ含药血清干预 Ａ５４９
细胞和ＮＣＩＨ１２９９细胞的最佳浓度
　　与 Ｃｏｎ组比较，５％、１０％、１５％、２０％ＨＲＶＰＣＲ
和ＨＰＨＲＶＰＣＲ对 Ａ５４９细胞和 ＮＣＩＨ１２９９细胞的
抑制率均显著升高（Ｐ＜０．０１），１０％、１５％、２０％
ＨＲＶＰＣＲ、ＨＰＨＲＶＰＣＲ对 Ａ５４９细胞和 ＮＣＩＨ１２９９
细胞的抑制率随着血清浓度的增大，抑制率反而降

低，１０％ＨＲＶＰＣＲ、１０％ＨＰＨＲＶＰＣＲ对 Ａ５４９细胞
和ＮＣＩＨ１２９９细胞的抑制率均最高（见表１、表２）。
因此，后续采用含药血清的浓度为１０％进行实验。

表１　ＨＲＶＰＣＲ含药血清对Ａ５４９细胞和ＮＣＩＨ１２９９细胞增殖的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨＲＶＰＣＲｄｒｕｇｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｓｅｒｕｍｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓａｎｄＮＣＩＨ１２９９ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别

Ｇｒｏｕｐ
浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（％）
抑制率 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ（％）

Ａ５４９ ＮＣＩＨ１２９９

Ｃｏｎ － ０．００±０．００ ０．００±０．００

ＨＲＶＰＣＲ ５ ９．６０±１．０８ １４．９２±０．８３

１０ ２９．７４±０．２５ ３１．８６±１．１２

１５ １２．１４±２．０９ ２４．８４±０．４３

２０ ６．６５±１．２８ ９．１５±１．４４

注：与Ｃｏｎ组比较，Ｐ＜０．０１，下同。
Ｎｏｔｅ：ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｏｎｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０１，ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ。

表２　ＨＰＨＲＶＰＣＲ含药血清对Ａ５４９细胞和ＮＣＩＨ１２９９细胞增殖的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨＰＨＲＶＰＣＲｄｒｕｇｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｓｅｒｕｍｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓａｎｄＮＣＩＨ１２９９ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别

Ｇｒｏｕｐ
浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（％）
抑制率 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ（％）

Ａ５４９ ＮＣＩＨ１２９９

Ｃｏｎ － ０．００±０．００ ０．００±０．００

ＨＰＨＲＶＰＣＲ ５ ２０．２０±４．５６ ２０．７１±１．７１

１０ ３６．１７±３．０２ ３５．７１±１．９８

１５ ２６．５３±３．５５ ２１．６０±０．９３

２０ １２．９９±５．１９ １６．１８±１．６７

２．２　ＨＲＶＰＣＲ、ＨＰＨＲＶＰＣＲ对 Ａ５４９细胞和 ＮＣＩ
Ｈ１２９９细胞凋亡形态的影响
　如图１所示，Ｃｏｎ组Ａ５４９细胞和ＮＣＩＨ１２９９细胞
的核结构无明显变化；与Ｃｏｎ组相比，ＨＲＶＰＣＲ组、
ＨＰＨＲＶＰＣＲ组细胞均出现了染色质积累、核浓缩

和碎片化的现象，且核凋亡细胞的比例均增加。与

ＨＲＶＰＣＲ组比较，ＨＰＨＲＶＰＣＲ组上述现象更明
显。提示 ＨＲＶＰＣＲ组、ＨＰＨＲＶＰＣＲ组均可诱导
Ａ５４９细胞和 ＮＣＩＨ１２９９细胞凋亡，ＨＰＨＲＶＰＣＲ诱
导细胞凋亡的作用更明显。
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图１　ＨＲＶＰＣＲ、ＨＰＨＲＶＰＣＲ对Ａ５４９细胞和ＮＣＩＨ１２９９细胞凋亡形态的影响（×２００）
Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨＲＶＰＣＲａｎｄＨＰＨＲＶＰＣＲｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓａｎｄＮＣＩＨ１２９９ｃｅｌｌｓ（×２００）

注：红色箭头标示染色质积累，黄色箭头标示核浓缩，白色箭头标示细胞核碎片化。Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｒｅｄａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｃｈｒｏｍａｔｉｎａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ，

ｔｈｅｙｅｌｌｏｗａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｎｕｃｌｅａｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅｗｈｉｔｅａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｎｕｃｌｅａｒｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ．

２．３　ＨＲＶＰＣＲ、ＨＰＨＲＶＰＣＲ对 Ａ５４９细胞和 ＮＣＩ
Ｈ１２９９细胞凋亡率的影响
　如图 ２所示，在 Ａ５４９细胞中，与 Ｃｏｎ组比较，
ＨＰＨＲＶＰＣＲ组总凋亡率显著升高（Ｐ＜０．０１），ＨＲ
ＶＰＣＲ组细胞总凋亡率升高，但无统计学意义；在

ＮＣＩＨ１２９９细胞中，与Ｃｏｎ组相比，ＨＲＶＰＣＲ组、细
胞总凋亡率显著升高（Ｐ＜０．０１）ＨＰＨＲＶＰＣＲ组细
胞总凋亡率升高，但无统计学意义（见表３）。以上
结果提示，ＨＲＶＰＣＲ、ＨＰＨＲＶＰＣＲ均可以诱导细胞
凋亡。

图２　ＨＲＶＰＣＲ、ＨＰＨＲＶＰＣＲ对Ａ５４９细胞和ＮＣＩＨ１２９９细胞凋亡率的影响
Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨＲＶＰＣＲａｎｄＨＰＨＲＶＰＣＲｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓａｎｄＮＣＩＨ１２９９ｃｅｌｌｓ

２．４　ＨＲＶＰＣＲ、ＨＰＨＲＶＰＣＲ对 Ａ５４９细胞和 ＮＣＩ
Ｈ１２９９细胞自噬的影响
　　如图３所示，在 Ａ５４９细胞和 ＮＣＩＨ１２９９细胞

中，Ｃｏｎ组绿色荧光表达较弱，与 Ｃｏｎ组相比，ＨＲ
ＶＰＣＲ组、ＨＰＨＲＶＰＣＲ组绿色荧光表达增强，表明
自噬体数目增加，与 ＨＲＶＰＣＲ组比较，ＨＰＨＲ
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ＶＰＣＲ组绿色荧光表达进一步增强，表明自噬体数
目增加。提示 ＨＲＶＰＣＲ、ＨＰＨＲＶＰＣＲ均可诱导

Ａ５４９细胞和 ＮＣＩＨ１２９９细胞自噬，ＨＰＨＲＶＰＣＲ在
诱导细胞自噬方面作用更突出。

表３　ＨＲＶＰＣＲ、ＨＰＨＲＶＰＣＲ对Ａ５４９细胞和ＮＣＩＨ１２９９细胞总凋亡率的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨＲＶＰＣＲａｎｄＨＰＨＲＶＰＣＲｏｎｔｈｅｔｏｔａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓａｎｄＮＣＩＨ１２９９ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别

Ｇｒｏｕｐ
总凋亡率 Ｔｏｔａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ（％）

Ａ５４９ ＮＣＩＨ１２９９

Ｃｏｎ ３．８８±０．５４ ７．０３±０．３７

ＨＲＶＰＣＲ ６．４８±１．００ ９．８７±０．２１

ＨＰＨＲＶＰＣＲ ９．１４±１．１４ １０．２２±２．３０

图３　ＨＲＶＰＣＲ、ＨＰＨＲＶＰＣＲ对Ａ５４９细胞和ＮＣＩＨ１２９９细胞自噬的影响（×２００）
Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨＲＶＰＣＲａｎｄＨＰＨＲＶＰＣＲｏｎａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓａｎｄＮＣＩＨ１２９９ｃｅｌｌｓ（×２００）

图４　ＨＰＨＲＶＰＣＲ对Ａ５４９细胞和ＮＣＩＨ１２９９细胞自噬小体和自噬溶酶体的影响
Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨＰＨＲＶＰＣＲｏｎａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙｌｙｓｏｓｏｍｅｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓａｎｄＮＣＩＨ１２９９ｃｅｌｌｓ
注：黄色箭头表示自噬体，红色箭头表示自噬溶酶体。Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｙｅｌｌｏｗａｒｒｏｗｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓ，ａｎｄｔｈｅｒｅｄａｒｒｏｗ

ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓａｕｔｏｌｙｓｏｓｏｍｅｓ．
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２．５　ＨＰＨＲＶＰＣＲ对Ａ５４９细胞和ＮＣＩＨ１２９９细胞
自噬小体和自噬溶酶体的影响

　如图４所示，在 Ａ５４９细胞中，Ｃｏｎ组有少量自噬
小体和溶酶体；与 Ｃｏｎ组比较，ＨＰＨＲＶＰＣＲ组出现
大量的自噬小体及自噬溶酶体（黄色箭头表示自噬

体，红色箭头表示自噬溶酶体）。在 ＮＣＩＨ１２９９细
胞中，Ｃｏｎ组有少量自噬小体；与 Ｃｏｎ组比较，
ＨＰＨＲＶＰＣＲ组出现大量自噬溶酶体。提示 ＨＰＨＲ
ＶＰＣＲ可诱导Ａ５４９细胞和ＮＣＩＨ１２９９细胞自噬。

２．６　ＨＰＨＲＶＰＣＲ对 Ｐ６２、ＢＥＣＮ１、ＢＡＸ、ＢＣＬ２蛋
白表达的影响

　　如图 ５所示，与 Ｃｏｎ组比较，ＨＰＨＲＶＰＣＲ组
Ｐ６２、ＢＣＬ２蛋白表达显著降低，而 ＢＥＣＮ１、ＢＡＸ蛋
白表达显著升高（Ｐ＜０．０１），３ＭＡ组 ＢＥＣＮ１、ＢＣＬ
２表达显著降低，Ｐ６２、ＢＡＸ蛋白表达显著升高（Ｐ＜
０．０１，Ｐ＜０．０５）。与 ３ＭＡ组比较，３ＭＡ＋ＨＰＨＲ
ＶＰＣＲ组 Ｐ６２、ＢＣＬ２蛋白表达显著降低（Ｐ＜
００１）、ＢＥＣＮ１、ＢＡＸ表达显著升高（Ｐ＜０．０１）。

图５　ＨＰＨＲＶＰＣＲ对Ｐ６２、ＢＥＣＮ１、ＢＡＸ、ＢＣＬ２蛋白表达的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨＰＨＲＶＰＣＲｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰ６２，ＢＥＣＮ１，ＢＡＸａｎｄＢＣＬ２ｐｒｏｔｅｉｎｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
注：与Ｃｏｎ组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；与３ＭＡ组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１。Ｎｏｔｅ：ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｏｎｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ３ＭＡｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１．

３　讨论与结论
凋亡是一种由基因调控的细胞程序性死亡，癌

细胞常因凋亡逃逸而过度增殖，因此诱导凋亡也是

抗癌的有效策略［１７］。研究发现，黄芪莪术提取物
可通过调节 ＳＩＲＴ３／ＨＩＦ１α信号通路诱导肺癌细胞
凋亡［１８］。黄芪莪术含药血清可上调结肠癌 ＨＴ２９
细胞 ＢＣＬ２，下调 ＢＡＸ、Ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ
３，诱导结肠癌细胞凋亡［７］。大叶蛇葡萄总黄酮提

取物能明显抑制人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞的增殖和凋
亡，３ＭＡ抑制自噬时可能通过线粒体途径促进
ＭＣＦ７细胞凋亡，大叶蛇葡萄总黄酮联合３ＭＡ可
进一步增强细胞凋亡［１９］。课题组前期研究发现，红

芪蜜炙前后毛蕊异黄酮苷、芒柄花苷和香草酸含量

显著降低，毛蕊异黄酮和芒柄花素含量均显著上

升［２０］。ＨＰＨＲＶＰＣＲ与单味 ＨＰＨＲ、ＶＰＣＲ比较，香
草酸、毛蕊异黄酮苷、毛蕊异黄酮、芒柄花苷、芒柄花
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素吉马酮、莪术二酮含量降低，莪术醇含量升高［２１］。

ＨＰＨＲＶＰＣＲ防治结肠炎相关结直肠癌优于 ＨＲ
ＶＰＣＲ［１２］。本研究发现，各组改变了 Ａ５４９细胞和
ＮＣＩＨ１２９９细胞的核结构，染色质积累、核浓缩和碎
片化的现象，且核凋亡细胞的比例均增加，提示各组

可诱导细胞凋亡，流式细胞术检测细胞凋亡显示，各

组总凋亡率均增加。３ＭＡ＋ＨＰＨＲＶＰＣＲ组细胞凋
亡进一步增强，提示抑制自噬可增强凋亡现象；

ＨＰＨＲＶＰＣＲ组ＢＡＸ表达升高，ＢＣＬ２表达降低；３
ＭＡ＋ＨＰＨＲＶＰＣＲ组 ＢＡＸ表达进一步升高，ＢＣＬ２
表达进一步降低，表明 ＨＰＨＲＶＰＣＲ可通过升高
ＢＡＸ，降低 ＢＣＬ２诱导 Ａ５４９细胞和 ＮＣＩＨ１２９９细
胞凋亡，３ＭＡ和ＨＰＨＲＶＰＣＲ具有协同诱导凋亡的
作用。

自噬，又被称为Ⅱ型程序性死亡，是真核细胞清
除代谢产物或已损伤细胞器而维持正常的生理过

程，自噬已经被证实与肿瘤的发生发展有关［２２］。研

究发现，黄芪莪术可升高 ＢＥＣＮ１、ＬＣ３Ⅱ，下调
Ｐ６２，增强体内自噬系统逆转大鼠胃癌前病变［２３］。

黄芪多糖可增加肺癌 Ａ５４９细胞自噬小体的数目，
诱导自噬进而发挥抗肿瘤作用［２４］。莪术醇通过调

控ＰＴＥＮ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路介导的细胞自噬和上皮间
质转化抑制肝癌细胞增殖、迁移和侵袭［２５］。本研究

发现，ＨＲＶＰＣＲ、ＨＰＨＲＶＰＣＲ均可诱导 Ａ５４９细胞
和ＮＣＩＨ１２９９细胞自噬。３ＭＡ抑制自噬，３ＭＡ＋
ＨＰＨＲＶＰＣＲ可逆转３ＭＡ对自噬的抑制作用，提示
ＨＰＨＲＶＰＣＲ可诱导 Ａ５４９细胞和 ＮＣＩＨ１２９９细胞
自噬。ＨＰＨＲＶＰＣＲ组 ＢＥＣＮ１表达升高，Ｐ６２表达
降低；３ＭＡ组 ＢＥＣＮ１表达降低，Ｐ６２表达升高，３
ＭＡ＋ＨＰＨＲＶＰＣＲ组ＢＥＣＮ１表达升高，Ｐ６２表达降
低，表明炙ＨＲＶＰＣＲ可通过升高 ＢＥＣＮ１，降低 Ｐ６２
诱导Ａ５４９细胞和ＮＣＩＨ１２９９细胞自噬。

综上，ＨＲＶＰＣＲ和ＨＰＨＲＶＰＣＲ均可诱导细胞
凋亡和自噬，ＨＰＨＲＶＰＣＲ在诱导细胞凋亡和自噬
方面优于 ＨＲＶＰＣＲ。ＨＰＨＲＶＰＣＲ诱导肺癌细胞
凋亡和自噬的作用与Ｐ６２、ＢＣＬ２降低，ＢＥＣＮ１、ＢＡＸ
表达升高有关。

数据可用性声明：本篇论文的关联数据可在

ＳｃｉｅｎｃｅＤＢ数据库 （ｈｔｔｐｓ：ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．５７７６０／ｓｃｉ
ｅｎｃｅｄｂ．４５５０４）中访问获取。
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