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元膏联合顺铂对 Ｌｅｗｉｓ 肺癌荷瘤小鼠肿瘤生长的影响
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摘要： 目的　 探讨归芪益元膏联合顺铂对气阴两虚型 Ｌｅｗｉｓ 肺癌荷瘤小鼠肿瘤生长的影响。 方法　 采用随机数字表法

取 １０ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠作为空白组， 剩余 ５０ 只复制气阴两虚型 Ｌｅｗｉｓ 肺癌荷瘤小鼠模型， 模型复制成功后采用随机数

字表法分为模型组、 顺铂组 （５×１０－３ ｇ ／ ｋｇ） 和归芪益元膏高、 中、 低剂量 （７􀆰 ０、 ３􀆰 ５、 １􀆰 ７５ ｇ ／ ｋｇ） 联合顺铂 （５×
１０－３ｇ ／ ｋｇ） 组， 连续干预 １３ ｄ 后取材。 ＨＥ 染色观察肿瘤组织病理变化； 透射电镜观察肿瘤组织细胞超微结构；
ＴＵＮＥＬ 染色观察肿瘤细胞凋亡率； 免疫荧光染色检测肿瘤组织 ＩＰ３Ｒ、 Ｇｒｐ７５、 ＶＤＡＣ１、 ＭＣＵ 蛋白表达； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
及 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肿瘤组织 ＩＰ３Ｒ、 ＶＤＡＣ１、 Ｇｒｐ７５、 ＭＣＵ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与模型

组比较， 各给药组小鼠肿瘤质量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 肿瘤抑制率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 肿瘤组织细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
ＶＤＡＣ１、 ＩＰ３Ｒ、 Ｇｒｐ７５、 ＭＣＵ 平均荧光强度增强 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＩＰ３Ｒ、 ＶＤＡＣ１、 Ｇｒｐ７５、 ＭＣＵ、 Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白和

ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与顺铂组比较， 归芪益元膏各剂量联合顺铂组

作用效果更佳 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肿瘤细胞排列疏松且不规则细胞核破裂， 大片细胞坏死， 线粒体出现畸形， 线

粒体嵴排列紊乱、 断裂， 甚至融合。 结论　 归芪益元膏联合顺铂能够通过修复 ＩＰ３Ｒ⁃ＧＲＰ７５⁃ＶＤＡＣ 复合体功能， 从

而激活 Ｃａ２＋流入线粒体， 调控肿瘤细胞 Ｃａ２＋稳态并诱导细胞线粒体凋亡， 抑制气阴两虚型 Ｌｅｗｉｓ 肺癌荷瘤小鼠肿瘤

的生长。
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ＩＰ３Ｒ⁃Ｇｒｐ７５⁃ＶＤＡＣ ｃｏｍｐｌｅｘ， ｔｈｅｒｅｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ Ｃａ２＋ ｉｎｆｌｕｘ ｉｎｔｏ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ， ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ Ｃａ２＋

ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ， ａｎｄ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｇｕｉｑｉ Ｙｉｙｕａｎ Ｏｉｎｔｍｅｎｔ； ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ； Ｑｉ ａｎｄ Ｙｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ； ｃｉｓｐｌａｔｉｎ； ＩＰ３Ｒ⁃Ｇｒｐ７５⁃ＶＤＡＣ１⁃
ＭＣＵ ａｘｉｓ； ｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎｓ； ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 原发性支气管肺癌 （简称肺癌）， 是世界范围

内导致死亡的主要恶性肿瘤之一［１⁃２］， 占全球癌症

新发病例的 １１􀆰 ４％ ［３］， 死亡率高达 １８％ ， 发病率

呈逐年上升趋势［４］。 肺癌的发生与吸烟、 职业、
空气污染、 长期的电离辐射等有关［５］。 现代医学

目前针对肺癌的治疗手段以手术、 放化疗为主［５］，
并伴随诸多不良反应［６］。 课题组前期研究显示，
归芪益元膏联合化疗可显著改善肺癌患者的临床症

状和生活质量， 延长患者生存期［７⁃８］。 因此， 深入

探讨归芪益元膏针对肺癌治疗的作用尤为重要。
细胞器之间的动态互作关联多种细胞间功能，

内质网⁃线粒体轴被认为是细胞器间系统的代表［９］，
其中线粒体相关内质网膜蛋白质对细胞间功能至关

重 要， 内 质 网⁃线 粒 体 偶 联 （ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ， ＭＡＭ）
蛋白主要参与细胞内钙稳态的调控［１０⁃１３］。 内质网⁃
线粒体轴广泛参与维持细胞稳态， ＭＡＭ 蛋白的改

变是肿瘤发生的一个关键因素， 其可能是癌症诊断

和治疗的潜在靶点。 肌醇 １， ４， ５ 三磷酸受体

（ｎｏｓｉｔｏｌ １， ４， ５⁃ｔｒｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ， ＩＰ３Ｒ） ⁃葡
萄糖调节蛋白 ７５ （ ｇｌｕｃｏｓｅ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ７５，
Ｇｒｐ７５） ⁃电 压 依 赖 性 阴 离 子 通 道 １ （ ｖｏｌｔａｇｅ⁃
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ １， ＶＤＡＣ１） 钙调节轴是位

于 ＭＡＭ 内的复合结构， 介导 Ｃａ２＋从内质网向线粒

体转运， 诱导癌细胞线粒体凋亡， 抑制肿瘤生

长［１４⁃１６］。 因此， 本研究以气阴两虚型 Ｌｅｗｉｓ 肺癌荷

瘤小鼠为研究对象， 从 ＩＰ３Ｒ⁃Ｇｒｐ７５⁃ＶＤＡＣ１⁃线粒体

钙 离 子 单 向 转 运 蛋 白 （ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｃａｌｃｉｕｍ
ｕｎｉｐｏｒｔｅｒ， ＭＣＵ） 钙调控轴介导的线粒体凋亡角

度， 探讨归芪益元膏联合顺铂对气阴两虚型 Ｌｅｗｉｓ
肺癌荷瘤小鼠肿瘤生长的影响。
１　 材料

１􀆰 １　 动物及细胞 　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠， ４ ～ ５ 周

龄， 体质量 １４～１６ ｇ， 购自斯贝福 （北京） 生物技

术有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （京）
２０２４⁃０００１］， 饲养于甘肃中医药大学动物实验中心

ＳＰＦ 级实验室 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ
（甘） ２０２１⁃０００４］， 环境温度 ２２～ ２６ ℃， 相对湿度

４０％ ～７０％ ， 每 １２ ｈ 进行 １ 次明暗循环， 动物实验

通过甘肃中医药大学动物实验中心伦理审查 （伦
理审查号 ＳＹ２０２４⁃２８５）。 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞株 （货号

ＣＬ⁃０１４０） 购自武汉普诺赛生命科技有限公司。
１􀆰 ２　 药物　 归芪益元膏由甘肃中医药大学附属医

院中药房提供， ４ ℃保存备用； 顺铂 （２０ ｍｇ， 批

号 ３Ｍ０６２５Ｂ０３， 齐鲁制药有限公司） 购自甘肃中

医药大学西药房。
１􀆰 ３　 试剂 　 ＲＩＰＡ 裂解液、 ＢＣＡ 蛋白定量检测试

剂盒、 ５×ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液、 ＲＮＡ 提取
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液、 ＲＮＡ 溶解液、 ｑＰＣＲ Ｍｉｘ 试剂、 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体、
ＩＰ３Ｒ 抗体、 ＶＤＡＣ１ 抗体、 Ｇｒｐ７５ 抗体、 ＭＣＵ 抗

体、 Ｂｃｌ⁃２ 相关 Ｘ 蛋白 （Ｂｃｌ⁃２⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ，
Ｂａｘ） 抗体、 Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２ （ Ｂ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｏｍａ⁃２，
Ｂｃｌ⁃２） 抗体、 半胱天冬蛋白酶⁃３ （ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３） 抗

体、 ＨＲＰ⁃山羊抗兔抗体 （武汉赛维尔生物科技有

限公 司， 批 号 Ｇ２００２⁃１００ＭＬ、 Ｇ２０２６⁃２００Ｔ、 Ｇ２０７５⁃
１００ＭＬ、 Ｇ３０１３、 Ｇ３０２９、 Ｇ３３３７、 ＧＢ１５００３、 ＧＢ１１７４２、
ＧＢ１２１９３９、 ＧＢ１１８５２、 ＧＢ１１１３５３、 ＧＢ１５６９０、 ＧＢ１５４３８０、
１１７４２、 ＧＢ２３３０３）。
１􀆰 ４　 仪器 　 Ｄ３０２４Ｒ 台式高速冷冻型微量离心机

［大龙兴创实验仪器 （北京） 股份公司］； ＳＶＥ⁃２
垂直电泳仪、 ＳＶＴ⁃２ 转印电泳仪、 ＳＣＧ⁃Ｗ３０００ 化学

发光仪 （武汉赛维尔生物科技有限公司）； ＣＦＸ
Ｃｏｎｎｅｃｔ 荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 气 阴 两 虚 型 Ｌｅｗｉｓ 肺 癌 荷 瘤 小 鼠 模 型 复

制　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠以温热中药 （麻黄、 制附子、
细辛、 天南星各 ９ ｇ， 水煎浓缩到 １ ｇ ／ ｍＬ， 灌胃体

积 ０􀆰 ４ ｍＬ ／只） 灌胃加 “刨花烟熏” （每天 １ 次，
每次 ３０ ｍｉｎ） 持续干预 １０ ｄ。 观察小鼠一般状态，
如毛发脱落、 竖立、 无光泽， 运动力明显下降， 反

应灵敏度降低， 气短喘粗、 神疲乏力、 体质量下

降、 饮食减少等， 表明气阴两虚型模型小鼠复制成

功， 可纳入下一步实验研究。
解冻并复苏 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞， 在 ３７ ℃、 ５％

ＣＯ２ 及饱和湿度的细胞培养箱中培养并传代， 采用

第三代细胞悬液， 将细胞密度调至 ２×１０６ ／ ｍＬ， 接

种于气阴两虚型模型小鼠右颈部皮下， 每只 ０􀆰 ２
ｍＬ。 待 ３～５ ｄ 后， 小鼠右颈部皮下肉眼可见黄豆

粒大小的肿块 （电子游标卡尺测得肿块长径约为 ５
ｍｍ）， 视为气阴两虚型 Ｌｅｗｉｓ 肺癌荷瘤小鼠模型建

立成功［１７］， 纳入实验研究。
２􀆰 ２　 分组及干预　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠适应性喂养 １ 周

后， 采用随机数字表法取 １０ 只为空白组， 剩余 ５０
只小鼠按 “２􀆰 １” 项下方法复制气阴两虚型 Ｌｅｗｉｓ
肺癌荷瘤小鼠模型， 模型复制成功后随机分为模型

组、 顺铂组和归芪益元膏高、 中、 低剂量联合顺铂

组， 按成人 （６０ ｋｇ） 药物剂量 １１５ ｇ， 通过体质量

折算系数换算［１８］， 归芪益元膏高、 中、 低剂量为

７􀆰 ０、 ３􀆰 ５、 １􀆰 ７５ ｇ ／ ｋｇ， 灌胃给药； 空白组和模型

组灌胃生理盐水， 每天 １ 次； 顺铂给药剂量为 ５
ｍｇ ／ ｋｇ， 腹腔注射， 每周 １ 次。 干预 １３ ｄ 后， 小鼠

腹腔注射 １％ 戊巴比妥钠 （５０ ｍｇ ／ ｋｇ） 进行麻醉，

取材待检。
２􀆰 ３　 肿瘤体积及抑制率测定　 在无菌环境下剥离

皮下肿瘤组织并称定质量， 计算肿瘤抑制率， 公

式为肿瘤抑制率 ＝ ［ （模型组平均肿瘤质量－给药

组 平 均 肿 瘤 质 量 ） ／模 型 组 平 均 肿 瘤 质

量］ ×１００％ ［１９］。
２􀆰 ４　 ＨＥ 染色观察肿瘤组织病理变化 　 将新鲜肿

瘤组织切成约 ２􀆰 ０ ｃｍ×２􀆰 ０ ｃｍ×０􀆰 ３ ｃｍ 大小， ４％ 多

聚甲醛固定， 经脱水、 透明、 包埋后切片， 苏木精

液 ６０ ℃染色 ３０～６０ ｓ， 清洗， 伊红 ６０ ℃染色 ３０～
６０ ｓ， 清洗后封片， 于 ４００ 倍镜下观察组织病理学

变化。
２􀆰 ５　 ＴＵＮＥＬ 法检测肿瘤组织细胞凋亡情况　 取肿

瘤组织石蜡切片， 无水乙醇清洗， 蛋白酶 Ｋ 修复

组织后， 加入破膜液破膜， 之后加入 ｂｕｆｆｅｒ 常温孵

育 １０ ｍｉｎ。 严格按照 ＴＵＮＥＬ 检测试剂盒说明书进

行染色操作， 封片。 于荧光显微镜下观察细胞凋亡

情况， 并计算细胞凋亡率， 公式为凋亡率＝ （凋亡

细胞数 ／肿瘤细胞总数） ×１００％ ［２０］。
２􀆰 ６　 透射电镜观察肿瘤组织线粒体变化　 将新鲜

肿瘤组织切割成 １ ｍｍ３ 的小组织块， 用电镜固定

液固定， 依次用 ３０％ 、 ５０％ 、 ７０％ 、 ８０％ 、 ９５％ 、
１００％ 、 １００％ 乙醇脱水， 同等比例丙酮与 ８１２ 包埋

剂渗透包埋， ６０ ℃烤箱聚合 ４８ ｈ， 半薄切片机切

片， 甲苯胺蓝染色后于光镜下定位， ２％ 醋酸铀饱

和乙醇溶液避光染色， 超纯水清洗， ２􀆰 ６％ 枸橼酸

铅溶液避二氧化碳染色， 超纯水清洗， 切片干燥过

夜， 于透射电镜下观察组织超微结构。
２􀆰 ７　 免疫荧光染色检测肿瘤组织 ＩＰ３Ｒ、 ＶＤＡＣ１、
Ｇｒｐ７５、 ＭＣＵ 蛋白荧光表达强度　 取肿瘤组织石蜡

切片， 脱蜡至水， 修复后山羊血清封闭 ３０ ｍｉｎ， 加

入 ＩＰ３Ｒ、 ＶＤＡＣ１、 Ｇｒｐ７５、 ＭＣＵ 一抗孵育过夜，
清洗， 加入二抗避光室温孵育 ５０ ｍｉｎ； ＤＡＰＩ 复染

细胞核， 避光室温孵育 １０ ｍｉｎ， 加入自发荧光淬灭

剂 Ｂ 液 ５ ｍｉｎ， 冲洗 １０ ｍｉｎ， 加入抗荧光淬灭封片

剂封片， 采集图像。
２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肿瘤组织 ＩＰ３Ｒ、 ＶＤＡＣ１、
Ｇｒｐ７５、 ＭＣＵ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达　 肿

瘤组织研磨后加入裂解液裂解， 离心后取上清液，
采用 ＢＣＡ 试剂盒进行蛋白定量， 按 １ ∶ ４ 比例将蛋

白溶液与 ５×还原型蛋白上样缓冲液混合， １００ ℃
沸水浴加热变性。 蛋白上样， １０％ ＳＤＳ⁃聚丙烯酰

胺凝胶电泳分离， 转膜， ５％ 脱脂奶粉封闭液 ３７ ℃
封闭 ２ ｈ， 加入 １ ∶ １ ０００ 比 例 稀 释 的 ＩＰ３Ｒ、
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ＶＤＡＣ１、 Ｇｒｐ７５、 ＭＣＵ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 一

抗， ４ ℃孵育过夜， 次日加入二抗室温孵育 ２ ｈ，
洗涤后采用化学发光法于暗室曝光并分析条带灰

度值。
２􀆰 ９　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法 检 测 肿 瘤 组 织 ＩＰ３Ｒ、 ＶＤＡＣ１、
Ｇｒｐ７５、 ＭＣＵ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表

达　 称取 ５～２０ ｍｇ 组织， 加入 １ ｍＬ ＲＮＡ 提取液到

研磨管中。 按 ＲＮＡ 提取试剂盒说明书提取 ＲＮＡ，
使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 检测 ＲＮＡ 浓度及纯度， 按照反

转录试剂盒进行逆转录反应。 使用荧光定量 ＰＣＲ
仪进行扩增反应， 依次加入 ２×ＨＳＦ Ｐｕｒｐｌｅ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ， 正反向引物 各

０􀆰 ４ μＬ， ｃＤＮＡ 相应体积， 然后加 ｄｄＨ２Ｏ 补足至

２０ μＬ。 反应条件为 ９５ ℃ ３０ ｓ； ９５ ℃ １５ ｓ， ６０ ℃
４０ ｓ， 循环 ４０ 次。 引物由武汉赛维尔生物科技有

限公司合成， 序列见表 １。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 引物序列
产物长度 ／

ｂｐ
ＩＰ３Ｒ 正向 ５′⁃ＣＣＡＡＡＧＣＣＣＴＧＴＧＧＧＡＡＧＴ⁃３′ １１３

反向 ５′⁃ＡＧＣＣＡＡＧＴＡＡＴＧＣＣＣＴＧＴＡＧＣ⁃３′
ＶＤＡＣ１ 正向 ５′⁃ＧＡＴＧＴＣＴＴＣＡＣＣＡＡＧＧＧＣＴＡＣＧ⁃３′ ２０６

反向 ５′⁃ＴＣＡＧＴＧＣＣＣＡＧＧＧＴＧＴＴＧＴＣ⁃３′
Ｇｒｐ７５ 正向 ５′⁃ＡＧＡＣＡＧＧＧＧＴＴＧＡＴＴＴＧＡＣＣＡ⁃３′ １３１

反向 ５′⁃ＡＧＣＡＴＣＣＡＴＧＧＴＡＡＧＧＴＡＴＧＧＣ⁃３′
ＭＣＵ 正向 ５′⁃ＴＣＧＴＧＧＡＧＡＧＧＴＴＡＧＡＧＧＡＣ⁃３′ ３９

反向 ５′⁃ＡＧＡＡＴＧＣＣＡＡＡＣＴＧＧＧＴＧＧ⁃３′
Ｂａｘ 正向 ５′⁃ＧＣＣＴＴＴＴＴＧＣＴＡＣＡＧＧＧＴＴＴＣＡＴ⁃３′ １５１

反向 ５′⁃ＴＡＴＴＧＣＴＧＴＣＣＡＧＴＴＣＡＴＣＴＣＣＡ⁃３′
Ｂｃｌ⁃２ 正向 ５′⁃ＡＧＧＡＴＴＧＴＧＧＣＣＴＴＣＴＴＴＧＡＧＴ⁃３′ ２１１

反向 ５′⁃ＡＣＡＧＣＣＡＧＧＡＧＡＡＡＴＣＡＡＡＣＡＧＡ⁃３′
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 正向 ５′⁃ＡＧＣＡＣＣＴＧＧＴＴＡＣＴＡＴＴＣＣＴＧＧＡＧ⁃３′ １９１

反向 ５′⁃ＧＧＡＴＣＴＧＴＴＴＣＴＴＴＧＣＧＴＧＧＡ⁃３′
ＧＡＰＤＨ 正向 ５′⁃ＣＣＴＣＧＴＣＣＣＧＴＡＧＡＣＡＡＡＡＴＧ⁃３′ １３３

反向 ５′⁃ＴＧＡＧＧＴＣＡＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＧＴ⁃３′

２􀆰 １０　 统计学分析 　 采用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处

理， 若数据符合正态分布且方差齐性， 计量资料以

均数±标准差 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素

方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 归芪益元膏联合顺铂对 Ｌｅｗｉｓ 肺癌荷瘤小鼠

肿瘤质量及抑制率的影响　 如表 ２ 所示， 与模型组

比较， 各给药组小鼠肿瘤质量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与

顺铂组比较， 归芪益元膏各剂量联合顺铂组小鼠肿

瘤质量降低更显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 肿瘤抑制率升高更

显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
表 ２　 各组小鼠肿瘤质量及抑制率比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ
ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 肿瘤质量 ／ ｇ 肿瘤抑制率 ／ ％
模型组 ２􀆰 １８±０􀆰 ４２ —
顺铂组 １􀆰 ３２±０􀆰 ２２∗ ０􀆰 ３８±０􀆰 １４

归芪益元膏低剂量联合顺铂组 １􀆰 ０５±０􀆰 １４∗＃ ０􀆰 ４９±０􀆰 １６＃

归芪益元膏中剂量联合顺铂组 ０􀆰 ９２±０􀆰 １４∗＃＃ ０􀆰 ５６±０􀆰 １３＃

归芪益元膏高剂量联合顺铂组 ０􀆰 ７０±０􀆰 １５∗＃＃ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０７＃＃

　 　 注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与顺铂组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 归芪益元膏联合顺铂对 Ｌｅｗｉｓ 肺癌荷瘤小鼠

肿瘤组织病理学的影响　 如图 １ 所示， 模型组小鼠

肿瘤组织细胞排列整齐、 紧密， 核深染， 无细胞破

裂坏死； 与模型组比较， 各给药组小鼠肿瘤细胞有

不同程度的排列紊乱， 核破裂， 细胞坏死， 其中归

芪益元膏高剂量联合顺铂组肿瘤细胞核破裂、 坏死

明显， 并出现大量坏死区域。
３􀆰 ３　 归芪益元膏联合顺铂对 Ｌｅｗｉｓ 肺癌荷瘤小鼠

肿瘤组织细胞凋亡率的影响 　 如图 ２、 表 ３ 所示，
与模型组比较， 各给药组小鼠肿瘤组织细胞凋亡率

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与顺铂组比较， 归芪益元膏各剂

量联合顺铂组小鼠肿瘤组织细胞凋亡率升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： Ａ 为模型组， Ｂ 为顺铂组， Ｃ～Ｅ 分别为归芪益元膏低、 中、 高剂量联合顺铂组。 红色箭头指示细胞崩裂的

碎片， 绿色圆圈指示肿瘤组织坏死区域。

图 １　 各组小鼠肿瘤组织 ＨＥ 染色 （×４００）
Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×４００）
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注： Ａ 为模型组， Ｂ 为顺铂组， Ｃ～Ｅ 分别为归芪益元膏低、 中、 高剂量联合顺铂组。 ＤＡＰＩ 染色的细胞核为

蓝色， ＴＵＮＥＬ 阳性染色的细胞核为红色， Ｏｖｅｒｌａｙ 为 ＴＵＮＥＬ ／ ＤＡＰＩ 叠加结果。

图 ２　 各组小鼠肿瘤组织细胞凋亡情况 （ＴＵＮＥＬ 染色）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

表 ３　 各组小鼠肿瘤组织细胞凋亡率比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ

ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝４）
组别 凋亡率 ／ ％

模型组 １􀆰 ５１±０􀆰 １２
顺铂组 ４􀆰 １４±０􀆰 ４９∗

归芪益元膏低剂量联合顺铂组 ８􀆰 ７４±０􀆰 ５９∗＃

归芪益元膏中剂量联合顺铂组 １７􀆰 ７８±１􀆰 ３５∗＃＃

归芪益元膏高剂量联合顺铂组 ３０􀆰 ０１±１􀆰 ６９∗＃＃

　 　 注： 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； 与顺铂组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ４　 归芪益元膏联合顺铂对 Ｌｅｗｉｓ 肺癌荷瘤小鼠

肿瘤组织细胞线粒体超微结构的影响 　 如图 ３ 所

示， 模型组小鼠肿瘤组织细胞内部线粒体形态结构

完整， 线粒体嵴清楚； 各给药组小鼠肿瘤组织线粒

体数量减少， 畸形， 双层膜结构模糊， 线粒体嵴排

列紊乱或断裂、 变形， 甚至出现融合状态。
３􀆰 ５　 归芪益元膏联合顺铂对 Ｌｅｗｉｓ 肺癌荷瘤小鼠

肿瘤组织 ＶＤＡＣ１、 ＩＰ３Ｒ、 Ｇｒｐ７５、 ＭＣＵ 蛋白表达

的影响　 如图 ４、 表 ４ 所示， 与模型组比较， 各给

药组小鼠肿瘤组织 ＶＤＡＣ１、 ＩＰ３Ｒ、 Ｇｒｐ７５、 ＭＣＵ
蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与顺铂组比较， 归芪益

元膏各剂量联合顺铂组小鼠肿瘤组织 ＶＤＡＣ１、
ＩＰ３Ｒ、 Ｇｒｐ７５、 ＭＣＵ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）。
３􀆰 ６　 归芪益元膏联合顺铂对 Ｌｅｗｉｓ 肺癌荷瘤小鼠

肿瘤组织 ＩＰ３Ｒ、 ＶＤＡＣ１、 Ｇｒｐ７５、 ＭＣＵ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃
２、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表达的影响　 如表 ５ 所示， 与

注： Ａ 为模型组， Ｂ 为顺铂组， Ｃ～Ｅ 分别为归芪益元膏低、 中、 高剂量联合顺铂组。

图 ３　 各组小鼠肿瘤组织细胞线粒体超微结构变化

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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注： Ａ 为模型组， Ｂ 为顺铂组， Ｃ～Ｅ 分别为归芪益元膏低、 中、 高剂量联合顺铂组。

图 ４　 各组小鼠肿瘤组织 ＶＤＡＣ１、 ＩＰ３Ｒ、 Ｇｒｐ７５、 ＭＣＵ 蛋白免疫荧光染色

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＶＤＡＣ１， ＩＰ３Ｒ， Ｇｒｐ７５ ａｎｄ ＭＣＵ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ４　 各组小鼠肿瘤组织 ＶＤＡＣ１、 ＩＰ３Ｒ、 Ｇｒｐ７５、 ＭＣＵ 蛋白表达比较 （％， ｘ±ｓ， ｎ＝４）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＶＤＡＣ１， ＩＰ３Ｒ， Ｇｒｐ７５ ａｎｄ ＭＣＵ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

（％， ｘ±ｓ， ｎ＝４）
组别 ＩＰ３Ｒ ＡＤＶＣ１ Ｇｒｐ７５ ＭＣＵ

模型组 ０􀆰 ４４±０􀆰 ０７ １􀆰 ８４±０􀆰 ２８ １􀆰 ７４±０􀆰 ３５ ４􀆰 ４４±０􀆰 ５５
顺铂组 ３􀆰 ９０±０􀆰 ２８∗ ２􀆰 ８１±０􀆰 ２７∗ ３􀆰 ７９±０􀆰 ３７∗ １４􀆰 ２７±２􀆰 ３２∗

归芪益元膏低剂量联合顺铂组 ８􀆰 ７３±０􀆰 ８１∗＃ １０􀆰 ６３±０􀆰 ６０∗＃ １２􀆰 ９４±０􀆰 ５２∗＃ ２０􀆰 ０８±２􀆰 ２１∗＃

归芪益元膏中剂量联合顺铂组 ２１􀆰 ４７±０􀆰 ７６∗＃＃ １９􀆰 ５８±１􀆰 １８∗＃＃ ２９􀆰 ０５±１􀆰 ６３∗＃＃ ４０􀆰 ８７±１􀆰 ２４∗＃＃

归芪益元膏高剂量联合顺铂组 ４２􀆰 ８６±１􀆰 ０１∗＃＃ ３０􀆰 ８１±２􀆰 ５６∗＃＃ ５０􀆰 ３２±０􀆰 ５７∗＃＃ ５５􀆰 ９０±２􀆰 ０８∗＃＃

　 　 注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与顺铂组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ５　 各组小鼠肿瘤组织 ＩＰ３Ｒ、 ＶＤＡＣ１、 Ｇｒｐ７５、 ＭＣＵ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）
Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＩＰ３Ｒ， ＶＤＡＣ１， Ｇｒｐ７５， ＭＣＵ， Ｂａｘ， Ｂｃｌ⁃２， Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ

ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝４）
组别 ＩＰ３Ｒ ＶＤＡＣ１ Ｇｒｐ７５ ＭＣＵ Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３

模型组 １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００
顺铂组 １􀆰 １９±０􀆰 ０５∗ １􀆰 ２１±０􀆰 ０６∗ １􀆰 １９±０􀆰 ０４∗ １􀆰 ４５±０􀆰 ０５∗ １􀆰 １６±０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ８１±０􀆰 ０３∗ １􀆰 ３２±０􀆰 ０８∗

归芪益元膏低剂量联合顺铂组 １􀆰 ４５±０􀆰 ０７∗＃ １􀆰 ３６±０􀆰 ０７∗＃ １􀆰 ４３±０􀆰 ０５∗＃ １􀆰 ９８±０􀆰 ０８∗＃ １􀆰 ５８±０􀆰 ０７∗＃ ０􀆰 ６１±０􀆰 ０２∗＃ １􀆰 ６１±０􀆰 ０６∗＃

归芪益元膏中剂量联合顺铂组 １􀆰 ７８±０􀆰 ０８∗＃＃ １􀆰 ８３±０􀆰 ０９∗＃＃ １􀆰 ６４±０􀆰 ０８∗＃＃ ２􀆰 ３３±０􀆰 １５∗＃＃ ２􀆰 ００±０􀆰 １１∗＃＃ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０２∗＃＃ １􀆰 ８８±０􀆰 ０９∗＃＃

归芪益元膏高剂量联合顺铂组 ２􀆰 ３２±．０􀆰 ０９∗＃＃ ２􀆰 ２５±０􀆰 １４∗＃＃ ２􀆰 ０２±０􀆰 ０７∗＃＃ ２􀆰 ７９±０􀆰 １７∗＃＃ ２􀆰 ３３±０􀆰 ０７∗＃＃ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０１∗＃＃ ２􀆰 ２３±０􀆰 ０５∗＃＃

　 　 注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与顺铂组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

模型 组 比 较， 各 给 药 组 小 鼠 肿 瘤 组 织 ＩＰ３Ｒ、
ＶＤＡＣ１、 Ｇｒｐ７５、 ＭＣＵ、 Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；
与顺铂组比较， 归芪益元膏各剂量联合顺铂组小鼠

肿 瘤 组 织 ＩＰ３Ｒ、 ＶＤＡＣ１、 Ｇｒｐ７５、 ＭＣＵ、 Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），

Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ７　 归芪益元膏联合顺铂对 Ｌｅｗｉｓ 肺癌荷瘤小鼠

肿 瘤 组 织 ＩＰ３Ｒ、 ＶＤＡＣ１、 Ｇｒｐ７５、 ＭＣＵ、 Ｂａｘ、
Ｂｃｌ⁃２、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达的影响 　 如图 ５、 表 ６
所示， 与模型组比较， 各给药组小鼠肿瘤组织

ＩＰ３Ｒ、 ＶＤＡＣ１、 Ｇｒｐ７５、 ＭＣＵ、 Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋
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注： Ａ 为模型组， Ｂ 为顺铂组， Ｃ ～ Ｅ 分别为归芪益元膏低、 中、
高剂量联合顺铂组。

图 ５ 　 各组小鼠肿瘤组织 ＩＰ３Ｒ、 ＶＤＡＣ１、 Ｇｒｐ７５、
ＭＣＵ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白条带图

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ ＩＰ３Ｒ， ＶＤＡＣ１， Ｇｒｐ７５， ＭＣＵ，
Ｂａｘ， Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ
ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 与顺铂组比较， 归芪益元膏各剂量联合顺

铂组小鼠肿瘤组织 ＩＰ３Ｒ、 ＶＤＡＣ１、 Ｇｒｐ７５、 ＭＣＵ、
Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋 白 表 达 升 高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

肺癌归属于中医 “肺积” “息贲” “肺痿” 等

范畴［２１］。 中医认为本虚标实是肺癌发生的根本，
本虚则以阴虚、 气阴两虚为主， 标实则多为气滞、
血瘀、 痰凝、 毒聚侵袭于肺， 故气阴两虚是肺癌发

病的主要因素［２２］。 由于肺癌早期临床症状不明显，
所以大部分患者确诊已是肺癌晚期［５］。 现代医学

目前针对肺癌的治疗手段为手术治疗、 分子靶向治

疗、 免疫治疗、 化学治疗等［１］。 化疗后的骨髓抑

制、 胃肠道反应、 失眠等， 严重影响患者的生活质

量和生存期［６］， 随着中医药的发展， 中医药在调

节癌细胞的增殖、 凋亡、 迁移、 辅助减少化疗毒副

作用等治疗肿瘤方面发挥着独特优势［２３］。 归芪益

元膏是李金田教授以 《医学心悟》 之黄芪　 　 　

表 ６　 各组小鼠肿瘤组织 ＩＰ３Ｒ、 ＶＤＡＣ１、 Ｇｒｐ７５、 ＭＣＵ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＩＰ３Ｒ， ＶＤＡＣ１， Ｇｒｐ７５， ＭＣＵ， Ｂａｘ， Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ

ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＩＰ３Ｒ ＶＤＡＣ１ Ｇｒｐ７５ ＭＣＵ Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３

模型组 ０􀆰 ０９±０􀆰 ０１ ０􀆰 ０４±０􀆰 ０１ ０􀆰 ３４±０􀆰 ０４ ０􀆰 ０９±０􀆰 ０１ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０４ ０􀆰 ９４±０􀆰 ０７ ０􀆰 ２７±０􀆰 ０４
顺铂组 ０􀆰 ２８±０􀆰 ０１∗ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ２０±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ５８±０􀆰 ０６∗ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０７∗ ０􀆰 ４２±０􀆰 ０５∗

归芪益元膏低剂量联合顺铂组 ０􀆰 ３９±０􀆰 ０１∗＃ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０７∗＃ ０􀆰 ５１±０􀆰 ０５∗＃ ０􀆰 ４９±０􀆰 ０３∗＃ ０􀆰 ７８±０􀆰 ０６∗＃ ０􀆰 ４２±０􀆰 ０９∗＃ ０􀆰 ６５±０􀆰 ０８∗＃

归芪益元膏中剂量联合顺铂组 ０􀆰 ５２±０􀆰 ０６∗＃＃ ０􀆰 ６８±０􀆰 ０５∗＃＃ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０５∗＃＃ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０７∗＃＃ ０􀆰 ９３±０􀆰 ０８∗＃＃ ０􀆰 ３３±０􀆰 ０５∗＃＃ ０􀆰 ９４±０􀆰 ０６∗＃＃

归芪益元膏高剂量联合顺铂组 ０􀆰 ７３±０􀆰 ０５∗＃＃ ０􀆰 ８７±０􀆰 １１∗＃＃ ０􀆰 ７６±０􀆰 ０９∗＃＃ １􀆰 １６±０􀆰 ０８∗＃＃ １􀆰 １５±０􀆰 １２∗＃＃ ０􀆰 ０８±０􀆰 ０２∗＃＃ １􀆰 １７±０􀆰 １０∗＃＃

　 　 注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与顺铂组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

汤加甘肃道地药材岷归制成的膏剂， 已获专利

（专利号 ＺＬ２０１７１０４７７５４２􀆰 １）。 全方由黄芪、 人参、
当归、 熟地、 枸杞子、 麦冬、 五味子组成， 共奏益

气滋阴、 养血活血功效， 契合肺癌气阴两虚证

型［７⁃８］。 前期课题组研究表明， 归芪益元膏可联合

化疗改善患者的临床症状， 延长患者生存期［７⁃８］。
因此， 本研究以气阴两虚型 Ｌｅｗｉｓ 肺癌荷瘤小鼠为

模型， 探讨归芪益元膏辅助顺铂对气阴两虚型

Ｌｅｗｉｓ 肺癌荷瘤小鼠肿瘤生长的影响。
维持 Ｃａ２＋稳态对癌细胞的生长至关重要［２４⁃２５］，

线粒体相关膜结构 （ＭＡＭｓ） 作为连接线粒体与内

质网的物理平台， 主要调控 Ｃａ２＋稳态［２６⁃２７］。 ＭＡＭｓ
中 Ｃａ２＋调节因子的典型微结构域由位于内质网的

ＩＰ３ 受体、 ＶＤＡＣ１ 及 Ｇｒｐ７５［２６］， 其中 Ｇｒｐ７５ 作为

ＩＰ３Ｒ 与 ＶＤＡＣ１ 之间的物理连接桥梁， 形成 ＩＰ３Ｒ ／
Ｇｒｐ７５ ／ ＶＤＡＣ１ 复合物， 直接影响线粒体 Ｃａ２＋ 蓄

积［２８］。 维持细胞存活和线粒体 ＡＴＰ 产生需要 Ｃａ２＋

从内质网转移到线粒体， 但 Ｃａ２＋过量进入线粒体可

导致线粒体 Ｃａ２＋ 通透性转换孔的超负荷和触发开

放， 促凋亡因子如细胞色素 Ｃ、 半胱天冬酶激活和

细胞凋亡的释放， 导致细胞凋亡［２９⁃３０］。 线粒体中

Ｃａ２＋超载会导致 Ｂｃｌ⁃２ 降低和 Ｂａｘ 升高［３１⁃３２］， 以及

凋亡小体形成， 激活 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３， 活化的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
切割多种细胞蛋白， 导致 ＤＮＡ 修复障碍， 最终引

起细胞凋亡［３３］。
本研究结果显示， 归芪益元膏联合顺铂能够减

少线粒体数量， 破坏肿瘤组织细胞内部线粒体形态

结构的完整性， 使线粒体双层膜结构模糊及线粒体

嵴断裂、 融合等， 进而阻断肿瘤生长所需的能量供

应； 还能上调 ＩＰ３Ｒ、 ＶＤＡＣ１、 Ｇｒｐ７５、 ＭＣＵ 蛋白

表达， 进一步说明归芪益元膏联合顺铂能够修复

ＩＰ３Ｒ⁃ＧＲＰ７５⁃ＶＤＡＣ 复合体功能， 从而激活 Ｃａ２＋ 流
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入线粒体并诱导细胞凋亡。 归芪益元膏联合顺铂能

够促进肿瘤细胞的凋亡， 上调促凋亡蛋白 Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达， 同时下调抑凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 表达，
表明归芪益元膏联合顺铂能够调控 Ｃａ２＋稳态， 促进

肿瘤细胞凋亡。
综上所述， 归芪益元膏联合顺铂能够抑制气阴

两虚型 Ｌｅｗｉｓ 肺癌荷瘤小鼠肿瘤生长， 其作用机制

可能是通过修复 ＩＰ３Ｒ⁃ＧＲＰ７５⁃ＶＤＡＣ 复合体功能，
从而激活 Ｃａ２＋流入线粒体并诱导细胞线粒体凋亡。
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摘要： 目的　 探究二至天癸方对早发性卵巢功能不全 （ＰＯＩ） 小鼠卵巢功能及免疫稳态的调节作用。 方法　 ５０ 只雌性

小鼠随机分为空白组、 模型组和二至天癸方低、 中、 高剂量组 （２􀆰 ７３、 ５􀆰 ４６、 １０􀆰 ９２ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只， 采用皮下多

点注射透明带 ３ 多肽 （ＺＰ３） 构建 ＰＯＩ 小鼠模型， 灌胃给药 ２８ ｄ， 期间监测动情周期变化。 给药结束后， 计算卵巢指

数； ＨＥ 染色观察卵巢组织病理变化； ＥＬＩＳＡ 法检测血清 Ｅ２、 ＦＳＨ、 ＡＭＨ、 ＩＦＮ⁃γ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１７Ａ、 ＩＬ⁃１０、 ＴＧＦ⁃β１、
ＩＬ⁃２３ 水平； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测卵巢组织 Ｆｏｘｐ３、 ＲＯＲγｔ、 ＩＬ⁃１７Ａ、 ＩＬ⁃１０、 ＩＦＮ⁃γ、 Ｔ⁃ｂｅｔ ｍＲＮＡ 表达； 流式细胞术检测脾

脏及卵巢组织中调节性 Ｔ 细胞 （ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ） 和辅助性 Ｔ 细胞 １ （ＣＤ４＋ ＩＦＮ⁃γ＋Ｔｈ１） 比例； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测卵

巢组织 Ｔ⁃ｂｅｔ、 Ｆｏｘｐ３ 蛋白表达。 结果　 与空白组比较， 模型组小鼠卵巢指数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 动情周期紊乱， 各级生

长卵泡数量减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 闭锁卵泡数量增多 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 血清 ＡＭＨ、 Ｅ２、 ＩＬ⁃１０、 ＴＧＦ⁃β１ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， ＦＳＨ、 ＩＦＮ⁃γ、 ＴＮＦ⁃α 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 卵巢组织 Ｆｏｘｐ３、 ＩＬ⁃１０ ｍＲＮＡ 和 Ｆｏｘｐ３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
ＩＦＮ⁃γ、 Ｔ⁃ｂｅｔ、 ＲＯＲγｔ ｍＲＮＡ 和 Ｔ⁃ｂｅｔ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 卵巢及脾脏组织 ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ 细胞比例降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， ＣＤ４＋ ＩＦＮ⁃γ＋Ｔｈ１ 细胞比例升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 二至天癸方中、 高剂量组小鼠卵巢指数升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 动情周期紊乱减轻， 各级生长卵泡数量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 闭锁卵泡数量减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
血清中 Ｅ２、 ＡＭＨ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＦＳＨ、 ＩＦＮ⁃γ、 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 卵巢组织 ＩＬ⁃１０ ｍＲＮＡ 和

Ｆｏｘｐ３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＦＮ⁃γ、 Ｔ⁃ｂｅｔ ｍＲＮＡ 和 Ｔ⁃ｂｅｔ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 卵巢及脾

脏组织 ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ 细胞比例升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＣＤ４＋ ＩＦＮ⁃γ＋Ｔｈ１ 细胞比例降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与

模型组比较， 二至天癸方高剂量组小鼠血清 ＩＬ⁃１０、 ＴＧＦ⁃β１ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 卵巢组织 Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ 表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 二至天癸方能有效改善 ＰＯＩ 小鼠卵巢功能和结构损伤， 其作用机制可能与调节 Ｔｒｅｇ ／ Ｔｈ１ 细

胞平衡， 抑制相关促炎因子释放， 促进抗炎因子表达， 从而改善卵巢局部免疫炎症微环境密切相关。
关键词： 二至天癸方； 早发性卵巢功能不全； Ｔ 淋巴细胞； 炎症因子； Ｔｒｅｇ ／ Ｔｈ１ 免疫平衡
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