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平肺复方对人肺腺癌Ａ５４９细胞ＰＰＡＲγ信
号通路的影响
王癑姣　 贾立群　 朱世杰

【摘要】　 目的　 研究平肺复方对人肺腺癌Ａ５４９细胞增殖及过氧化物酶体增长因子活化受体
（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒｓａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＰＡＲ）γ信号通路的影响。方法　 运用细胞计数试剂盒
（ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ８，ＣＣＫ８）比色法检测平肺复方对人肺腺癌Ａ５４９细胞增殖的影响，并添加ＰＰＡＲγ
特异性阻断剂ＧＷ９６６２，观察ＰＰＡＲγ通路阻断后平肺复方对Ａ５４９细胞生长的影响。结果　 平肺
复方生药５ ｍｇ ／ ｍｌ和１０ ｍｇ ／ ｍｌ在作用２４小时、４８小时和７２小时表现出对Ａ５４９细胞增殖的抑制作
用（Ｐ ＜０ ０５）；单纯加入ＧＷ９６６２对细胞的生长并未产生影响；加入ＧＷ９６６２的平肺复方仍可对细胞
生长产生抑制作用（Ｐ ＜０ ０５），但这种抑制作用明显弱于平肺复方（Ｐ ＜ ０ ０５）。结论　 平肺复方的抗
肿瘤作用机制可能部分涉及到ＰＰＡＲγ信号通路，但并不完全是通过这一条信号通路在发挥作用。
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　 　 目前，肺癌已成为全国和全世界最常见、发病
率及死亡率最高的恶性肿瘤。虽然检查手段和治
疗方式正在不断进步，但流行病学及临床研究数据

显示肺癌疗效仍无法得到显著提高，其主要原因是
许多肺癌病人在明确诊断时常常已处于晚期，已失
去最佳治疗时期。晚期肺癌患者症状表现各有不
同，病情虚实夹杂，中医辨证较为复杂。中日友好
医院中西医结合肿瘤内科首席专家李佩文教授根
据多年临床经验，以养阴清肺、解毒散结为治法，自
拟平肺复方，临床多用于中晚期非小细胞肺癌患者
毒热内盛、阴津亏虚的治疗。前期临床及实验研究
中发现平肺复方可抑制肿瘤细胞增殖、减少肿瘤新
生血管形成、调节机体免疫平衡及代谢状态，是延
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长肺癌患者生存期的独立预后因素之一，但目前对
于该复方的作用机理和药物靶标尚无相关研究。
１　 材料与方法
１ １　 细胞株

人肺腺癌Ａ５４９细胞株，购于中国科学院典型
培养物保藏委员会细胞库（批号：ＴＣＨｕ１５０），常规
复苏、传代，细胞处于对数生长期开始用于实验。
１ ２　 药品与试剂

平肺复方处方源于中日友好医院中西医结合
肿瘤内科首席专家李佩文教授，由中日友好医院药
学部制备，生药含量２ ｇ ／ ｍｌ。平肺复方的药物组成：
沙参１０ ｇ、党参１０ ｇ、百合１０ ｇ、麦冬１０ ｇ、五味子
１０ ｇ、桑白皮１０ ｇ、贝母１０ ｇ、全瓜蒌１０ ｇ、白芨
１０ ｇ、鱼腥草１０ ｇ、白花蛇舌草２０ ｇ。实验前经定性
滤纸粗滤，０ ２２ μｍ滤膜过滤后分装，８０℃冻存，避
免反复冻融。０ ２５％胰酶溶液，进口胎牛血清，
ＤＭＥＭ高糖培养基，ＣＣＫ８细胞增殖毒性检测试剂
盒（日本同仁化学研究所）。ＰＰＡＲγ特异性阻断剂
ＧＷ９６６２（美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）。
１ ３　 主要器材及设备

倒置显微镜（日本ＯＬＹＭＰＵＳ ＩＸ５１），ＣＯ２ 培养
箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｏｒｍａ，３１１１），离心机（德国Ｈｅｒａｅ
ｕｓ，Ｌａｂｏｆｕｇｅ ４００Ｒ），酶标仪（美国Ｔｈｅｒｍｏ，ＭＵＬＴＩ
ＳＫＡＮ ＭＫ３）。
１ ４　 分组
１ ４ １　 观察不同浓度平肺复方对Ａ５４９细胞增殖影
响的分组　 空白对照组：完全培养基（含１０％胎牛血
清的高糖ＤＭＥＭ）常规培养；平肺１组：完全培养基中
含平肺复方，生药终浓度１ ｍｇ ／ ｍｌ；平肺２组：完全培
养基中含平肺复方，生药终浓度５ ｍｇ ／ ｍｌ；平肺３组：
完全培养基中含平肺复方，生药终浓度１０ ｍｇ ／ ｍｌ。
１ ４ ２　 观察ＰＰＡＲγ通路特异性阻断剂ＧＷ９６６２
对平肺复方作用的影响　 空白对照组：完全培养基
（含１０％胎牛血清的高糖ＤＭＥＭ）；平肺组：完全培
养基中含平肺复方生药，生药终浓度１０ ｍｇ ／ ｍｌ。
ＧＷ组：完全培养基中含ＧＷ９６６２ １０ μＭ。平肺＋
ＧＷ组：完全培养基中含平肺复方生药，生药终浓度
１０ ｍｇ ／ ｍｌ，并加入ＧＷ９６６２ １０ μＭ。

每组设３个复孔，每次实验重复３次以上。接
种Ａ５４９细胞于９６孔板中。
１ ５　 细胞计数试剂盒法检测细胞的增殖情况

将Ａ５４９细胞以每孔７ × １０４ ／ ｍｌ接种于９６孔培

养板。孵育２４小时，细胞贴壁，弃上清，按上述分组
添加完全培养基或含不同浓度平肺复方生药的培
养基。

分别培养２４小时、４８小时、７２小时，细胞计数
试剂盒（ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ８，ＣＣＫ８）检测细胞存活
率：弃上清，每孔加入含１０％ ＣＣＫ８试剂的培养基，
孵育２小时，检测前振荡１０秒，于酶标仪４５０ ｎｍ处
测定各孔的吸光度（Ａ）值，参考波长６３０ ｎｍ。

计算细胞存活率：各组细胞存活率（％）＝（实
验组平均Ａ值／对照组平均Ａ值）× １００％。
１ ６　 统计分析

数据录入Ｅｘｃｅｌ软件进行保存，使用ＳＰＳＳ １７ ０
软件进行分析。计量资料以均数±标准误（ｘ ± ｓ）
表示，多个样本均数的比较采用ｔ检验，Ｐ ＜ ０ ０５为
差异有统计学意义。
２　 结果
２ １　 不同浓度平肺复方对Ａ５４９细胞增殖影响

应用ＣＣＫ８法检测人肺腺癌Ａ５４９细胞的增殖
显示，平肺复方生药１ ｍｇ ／ ｍｌ在体外作用７２小时内
对细胞生长没有明显影响（Ｐ ＝ ０ ０７０８４ ＞ ０ ０５），平
肺复方生药５ ｍｇ ／ ｍｌ和１０ ｍｇ ／ ｍｌ在作用２４小时、
４８小时和７２小时表现出对Ａ５４９细胞增殖的抑制
作用，结果经ｔ检验显示与空白对照组相比存在统
计学差异（Ｐ ＜ ０ ０５）。
表１　 不同浓度平肺复方对Ａ５４９细胞存活率的影响

［ｘ ± ｓ，存活率（％），ｎ ＝ ４］
分组 作用２４小时 作用４８小时 作用７２小时

空白对照组 １００ ００ ± ０ ００ １００ ００ ± ０ ００ １００ ００ ± ０ ００

平肺１组 ９０ ３９ ± ２ １３ ９３ ５４ ± ５ ８５ ９８ ２２ ± １ ８１

平肺２组 ７３ ４２ ± ６ ７９ｂ ７４ ２０ ± ４ １９ａ ６９ ８７ ± ３ ６１ｂ

平肺３组 ６８ ２０ ± ４ １６ｂ ５１ ９６ ± ６ ７４ｂ ４７ ５１ ± ７ １４ｂ

注：与空白对照组相比ａＰ ＜ ０ ０５，ｂＰ ＜ ０ ０１

２ ２　 ＰＰＡＲγ通路特异性阻断剂ＧＷ９６６２对平肺复
方作用的影响

以生药终浓度为１０ ｍｇ ／ ｍｌ的平肺复方生药和
ＰＰＡＲγ特异性阻断剂ＧＷ９６６２处理人肺腺癌Ａ５４９
细胞，平肺组在体外作用２４小时后即显现对Ａ５４９
细胞的生长抑制作用，这种抑制作用随时间的延长
而增强，ｔ检验显示与对照组相比具有明显差异（Ｐ ＜
０ ０１）；单纯加入ＧＷ９６６２对细胞的生长并未产生
影响（Ｐ ＝ ０ ０８５６４ ＞ ０ ０５）；平肺＋ ＧＷ组在培养至
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２４小时、４８小时、７２小时均对细胞生长产生抑制作
用，与对照组相比具有统计学差异（Ｐ ＜ ０ ０５），但这
种抑制作用较平肺组弱（Ｐ ＜ ０ ０５）。结果显示
ＧＷ９６６２可部分逆转平肺复方对Ａ５４９细胞的增殖
抑制作用，但平肺复方的ＰＰＡＲγ通路被ＧＷ９６６２
阻断后，仍可表现出对Ａ５４９细胞的增殖抑制作用。

表２　 ＧＷ９６６２、平肺复方对细胞存活率的影响
［ｘ ± ｓ，存活率（％），ｎ ＝ ４］

分组 作用２４小时 作用４８小时 作用７２小时

空白对照组 １００ ００ ± ０ ００ １００ ００ ± ０ ００ １００ ００ ± ０ ００

平肺组 ５９ ２ ± ５ ２４ｂ ４９ ８４ ± ４ ７２ｂ ４５ ６５ ± ５ ６１ｂ

ＧＷ组 ９８ ７５ ± ４ ４７ ９６ ０４ ± ４ ６０ ９６ ７１ ± ７ ８２

平肺＋ ＧＷ组 ７４ ３３ ± ５ ６８ａｃ ７４ ４９ ± ５ ２０ａｃ ６８ ６３ ± ４ ６３ａｃ

注：与空白对照组相比ａＰ ＜０ ０５，ｂＰ ＜０ ０１；与平肺组相比ｃＰ ＜０ ０５。

３　 讨论
肺癌的发病根本在于正气虚弱、脏腑功能失

调。脏腑亏虚是肺癌发病的先决条件，痰、湿、气、
瘀、热、毒相互搏结，兼见为患，导致了肺癌的进一
步发展。肺癌早期的患者辨证多为肺阴不足；肺癌
中期的患者辨证多为气阴两虚；晚期病人由于久病
伤阴，肺脏的阴虚症状更加严重［１］。肺阴亏虚贯穿
了肺癌发生发展的各个阶段，阴虚内热是肺癌常见
的临床证型，与之相对应的养阴清肺法亦是肺癌治
疗的常用方法。平肺复方是李佩文教授根据多年
临床经验．以养阴清肺、解毒散结为治法的自拟方
剂。方中选用沙参、党参、百合、麦冬、五味子滋养
肺阴，生津润燥，清上焦虚火；桑白皮、浙贝母、全瓜
蒌清热润肺，涤痰散结，宽胸利膈，导痰浊下行；白
芨凉血止血，清血分之热；鱼腥草、白花蛇舌草清热
解毒，消痈散结。纵观全方，扶正与祛邪并行，临床
多用于中晚期肺癌患者毒热内盛、阴津亏虚的治疗。

近年来，针对恶性肿瘤自身及其治疗方法的机
制研究在分子生物学和细胞生物学领域获得了迅
速发展，许多新的药物靶标被发现，多种新药相继问
世。ＰＰＡＲ属于核内受体超家族［２］，于１９９０年由英国
学者Ｉｓｓｅｍａｍ等［３］首次在大鼠中发现。ＰＰＡＲγ作为
ＰＰＡＲ亚型中研究的最为广泛的一种，目前在临床
和实验室研究方面都获得了巨大关注。有诸多相
关报道显示ＰＰＡＲγ在肺癌、结直肠癌、乳腺癌、肾

癌、子宫内膜癌等多种肿瘤组织中存在高表达，并
且与临床分期、淋巴结转移、分化程度等肿瘤相关
预后因素密切相关。通过ＰＰＡＲγ分子信号通路，
可对肿瘤细胞产生增殖抑制和促进凋亡的作用［４］；
还可影响肿瘤相关的巨噬细胞和肿瘤的血管生成，
甚至延缓肿瘤的发展进程［５］。ＰＰＡＲγ信号通路是
可以从多个角度发挥抗肿瘤作用的上游通路，其激
活物也许可以通过对肿瘤及其微环境通路的改变，
成为肿瘤的新生疗法［６］。

ＧＷ９６６２作为人工合成的ＰＰＡＲγ特异性拮抗
剂，具有不可逆转的特性。本研究在实验体系中添
加ＧＷ９６６２ 作为对照，可以揭示中药复方调控
ＰＰＡＲγ信号通路的特异性。中药复方具有多途
径、多种组分活性的特点，其作用机制和途径更是
具有多向性、多层面和多靶点的特点。在ＰＰＡＲγ
通路被特异性拮抗剂阻断后，平肺复方仍可抑制
Ａ５４９细胞的增殖，提示平肺复方的抗肿瘤作用机制
可能部分涉及到ＰＰＡＲγ信号通路，其中的某些有
效成分可能具有ＰＰＡＲγ 激活物的作用，通过
ＰＰＡＲγ通路发挥抗肿瘤作用，但并不完全是通过
这一条信号通路在发挥作用。中药复方的抗肿瘤
机制仍有待于进一步研究。
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