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摘要： 目的　 探讨归芪益元膏联合顺铂对 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠的抑瘤作用。 方法　 选取 １０ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠作为空白组，
６０ 只建立 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠移植瘤模型， 模型建立成功后分为模型组、 顺铂组 （５ ｍｇ ／ ｋｇ）、 归芪益元膏高剂量组 （６􀆰 ６
ｇ ／ ｋｇ） 和归芪益元膏低、 中、 高剂量联合顺铂组 （１􀆰 ６、 ３􀆰 ３、 ６􀆰 ６ ｇ ／ ｋｇ＋５ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只。 空白组和模型组灌胃

给予生理盐水， 归芪益元膏灌胃给药 （每天 １ 次）， 顺铂腹腔注射给药 （隔天 １ 次）。 给药 １４ ｄ 后处死小鼠， 观察一

般情况及体质量变化； 称取肿瘤质量， 计算抑瘤率； ＨＥ 染色观察肿瘤组织病理变化； ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８
及 ＨＭＧＢ１ 水平； 透射电镜观察肿瘤焦亡情况； 免疫荧光定位肿瘤组织 ＴＸＮＩＰ、 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ 表达； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测

肿瘤组织 ＴＸＮＩＰ、 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ、 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ 蛋白表达。 结果　 与模型组比较， 顺铂

组和归芪益元膏各剂量联合顺铂组小鼠肿瘤质量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 抑瘤率提高； 肿瘤组织坏死增加， 呈现焦亡特征性

形态； 血 清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ＨＭＧＢ１ 水 平 升 高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 焦 亡 相 关 蛋 白 ＴＸＮＩＰ、 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ、 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ 表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 其中以归芪益元膏高剂量联合顺铂组效果最优 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）。
结论　 归芪益元膏能够增加顺铂的敏感性， 二者联用具有协同作用， 其对 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠的抑瘤机制可能与调控
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ｐａｔｈｗａｙ； ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 ２０２２ 年癌症的最新数据显示， 肺癌是导致全

球癌症发病率居高不下的主要原因， 每年有 ２５０ 万

的新增病例， 占全球癌症的 １２􀆰 ４％ ， 死亡率也是

所有癌症之首， 约有 １８０ 万人死于肺癌， 占所有癌

症相关死亡的 １８􀆰 ７％ ［１］。 肺癌早期症状隐匿， 多

数患者就诊时已属晚期， 晚期肺癌患者的整体 ５ 年

生存率仅在 ２０％ 左右［２］。 以铂类为主的化疗是晚

期肺癌治疗的主要手段之一， 能够有效延长患者生

存期， 带来生存获益［３］。 而化疗也会产生诸多不

良反应， 如胃肠道反应、 骨髓抑制及肝肾毒性等，
严重影响患者的生存质量［４］。 因此， 亟需一种安

全有效的治疗方法应对肿瘤临床治疗中出现的

挑战。
中药资源丰富、 安全可靠， 中药活性成分对肿

瘤具有抑制作用， 可提升机体免疫力。 研究已证实

中西医结合治疗可以提升化疗药物的敏感性， 减轻

毒副反应， 减少并发症［５⁃６］。 归芪益元膏是李金田

教授以 《医学心悟》 中黄芪汤为本加当归化裁而

来， 全方共奏固本培元、 养血活血、 益气滋阴之

效。 课题组前期研究发现， 该方对放射后损伤及旁

效应损伤有防护作用［７］， 同时又可以增强顺铂对

肿瘤的杀伤力， 促进癌细胞凋亡［８］。 本研究将建

立 Ｌｅｗｉｓ 肺癌移植瘤模型， 从焦亡角度探讨归芪益

元膏联合化疗药物对肺癌的干预效应， 以期深入了

解肺癌的发病机制， 更好地为临床提供科研实验

支撑。
１　 材料

１􀆰 １　 动物与细胞株　 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，
６～８ 周龄， 体质量 （２０ ± ２） ｇ， 购于斯贝福 （北
京） 生物技术有限公司 ［实验动物生产许可证号

ＳＣＸＫ （京） ２０１９⁃００１０］， 饲养于甘肃中医药大学

动物实验中心 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ（甘）
２０２１⁃０００４］， 温度 ２０ ～ ２５ ℃， 相对湿度 ５０％ ～
５５％ ， 自由进食和饮水。 动物实验经甘肃中医药大

学动物伦理委员会批准 （批准号 ＳＹ２０２３⁃７６９）。 小

鼠 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞 （批号 ＣＬ⁃０１４０）， 购于武汉普

诺赛生命科技有限公司， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养

箱中孵育。
１􀆰 ２　 药物　 归芪益元膏由黄芪 ３０ ｇ、 当归 １５ ｇ、
麦冬 １５ ｇ、 人参 １５ ｇ、 熟地 １５ ｇ、 枸杞子 １５ ｇ、 五

味子 １０ ｇ 组成， 药材购自甘肃中医药大学附属医

院， 由兰州和盛堂制药股份有限公司制备。 药材加

水提取 ２ 次， 加水量分别为 ８、 ６ 倍， 每次煎煮

２ ｈ， 合并 ２ 次药液， 减压浓缩成清膏后， 加入清膏

量 ０􀆰 ２％的苯甲酸混匀， 另将蜂蜜炼至中等程度， 再

与含苯甲酸的清膏混匀， 炼至 “挂旗” 状态， 即得

归芪益元膏， 每 １ ｍＬ 药膏相当于原药材 ０􀆰 ７６７
ｇ［９⁃１０］。 注射用顺铂 （冻干型， 批号 ２Ｅ０１５６Ｂ０３， 规
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格 ２０ ｍｇ ／瓶）， 购于齐鲁制药有限公司。
１􀆰 ３　 试剂　 胎牛血清 （长沙赛尔博克斯生物科技

有限公司， 批号 ２０２４０５０８０１）； Ｏｍｎｉ⁃ＥａｓｙＴＭ即用型

ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒 （上海雅酶生物医药科技有

限公司， 批号 ０３８３１４３０）； 核苷酸结合寡聚化结构

域样受体蛋白 ３ （ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ｄｏｍａｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ３，
ＮＬＲＰ３） 抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 批号 １００７０８０⁃
４９）； 消皮素 Ｄ （ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ， ＧＳＤＭＤ） ／消皮素

Ｄ 的 Ｎ 端结构域 （Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｇａｓｄｅｒｍｉｎ
Ｄ， ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ） 抗体 （美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司， 批号

５５ｈ２３５５）； 硫氧还蛋白相互作用蛋白 （ ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ⁃
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＴＸＮＩＰ）、 半胱氨酸天冬氨酸蛋

白酶⁃１ （ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄ ｐｒｏｔｅａｓｅ⁃１， Ｃａｓｐａｓｅ⁃
１） ／切割型 （ ｃｌｅａｖｅｄ） Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 甘油醛⁃３⁃磷酸

脱氢酶 （ ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ⁃３⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ） 抗体、 二抗山羊抗兔 ＩｇＧ、 山羊抗鼠 ＩｇＧ
（美国 ＩｍｍｕｎｏＷａｙ 公司， 批号 Ｂ２２０１ＲＣ９、 Ｂ４３０１、
３６７３Ｆ１６Ｆ１２、 Ｂ０２０３、 Ｂ０１１１２０）； ８％ 和 １０％ ＰＡＧＥ
凝胶快速制备试剂盒 ［翌圣生物科技 （上海） 股

份有限公司， 批号 Ｐ６３０１０１０、 Ｐ１４０３０７０］； 白细胞

介素 （ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ， ＩＬ） ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 高迁移率族蛋

白 Ｂ１ （ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｂｏｘ １， ＨＭＧＢ１） ＥＬＩＳＡ
试剂盒 （江苏酶免生物科技有限公司， 批号

２３１２Ｍ２７、 ２３１２Ｍ１３、 ２３１２Ｍ４０）。
１􀆰 ４　 仪器　 低温型研磨仪 （武汉赛维尔生物科技

有限公司， 型号 ＳＷＥ⁃ＦＰ）； 低温高速离心机 （美
国 Ｋｅｎｄｒｏ 公司， 型号 Ｄ３７５２０）； 电泳仪、 全能型蛋

白转印系统、 全能型成像系统、 酶标仪 （美国 Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 公 司， 型 号 ０４１ＢＲ１７０２９７、 Ｔｒａｎｓ⁃Ｂｌｏｔ Ｔｕｒｂ、
ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＭＰ、 ＣＹＴＡＩＯＮ１）； 正置荧光显微镜 （日
本尼康公司， 型号 Ｃ１０００）； 透射电子显微镜 （日
本电子公司， 型号 １４００）。
２　 方法

２􀆰 １　 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠模型建立　 取出 Ｌｅｗｉｓ 细胞解

冻、 复苏， 用配备好的完全培养基 （ＤＭＥＭ 高糖

培养基中加入 １０％ 胎牛血清和 １％ 青链霉素混合

液） 进行培养、 传代， 孵育至足够数量和密度后，
胰蛋白酶消化， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 用 ＰＢＳ 配

制成 １× １０７ ／ ｍＬ 细胞悬液， 接种于小鼠右前腋皮

下， 每只 ０􀆰 ２ ｍＬ［１１］。 除 １０ 只空白组小鼠外， 其余

６０ 只小鼠均建立 Ｌｅｗｉｓ 肺癌模型。 接种 ７ ｄ 左右，
摸到皮下有明显的 ３ ～ ５ ｍｍ３ 米粒样凸起， 即造模

成功［１２］。

２􀆰 ２　 分组及给药　 将造模成功的 ６０ 只肺癌荷瘤小

鼠按照随机数字表法分为模型组、 顺铂组、 归芪益

元膏高剂量组和归芪益元膏低、 中、 高剂量联合顺

铂组， 每组 １０ 只。 根据小鼠和人体表面积剂量换

算， 归芪益元膏低、 中、 高剂量分别为 １􀆰 ６、 ３􀆰 ３、
６􀆰 ６ ｇ ／ ｋｇ， 每只 ０􀆰 ２ ｍＬ， 每天灌胃 １ 次； 空白组、
模型组每天灌胃等量生理盐水； 顺铂以 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 腹

腔注射， 每只 ０􀆰 ２ ｍＬ， 隔天 １ 次， 共给药 １４ ｄ。
第 １５ 天， 小鼠眼球取血后， 颈椎脱臼处死， 剥取

肿瘤组织， 冲洗干净后称重， 固定、 冻存待用。
２􀆰 ３　 指标检测

２􀆰 ３􀆰 １　 一般情况　 给药期间， 每天观察和记录小

鼠的生长状态， 活动情况， 进食、 饮水量等， 每

２ ｄ 称定 １ 次体质量。
２􀆰 ３􀆰 ２　 肿瘤质量及抑瘤率　 末次给药 ２４ ｈ 后， 剥

离肿瘤组织， 生理盐水冲洗， 用滤纸将表面多余液

体、 脂肪吸擦干净， 准确称定质量， 计算肿瘤抑制

率。 抑瘤率＝ ［ （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％ ［１３］。
２􀆰 ３􀆰 ３　 ＨＥ 染色观察肿瘤组织病理变化 　 肿瘤组

织于 ４％ 多聚甲醛中固定， 石蜡包埋、 切片， 二甲

苯脱蜡， 分别用苏木素液和伊红染色液进行染色，
于光学显微镜下观察肿瘤组织形态学变化。
２􀆰 ３􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 及 ＨＭＧＢ１
水平　 小鼠全血静置 ３０ ｍｉｎ， ４ ℃离心， 取上层血

清， 严格按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒方法检测血清 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃１８ 及 ＨＭＧＢ１ 水平。
２􀆰 ３􀆰 ５　 透射电镜观察肿瘤组织焦亡情况　 将肿瘤

组织切成 １ ｍｍ×１ ｍｍ 左右的样品， ２􀆰 ５％ 戊二醛固

定， 于 ４ ℃保存， 脱水， 包埋， 烘箱内固化， 切成

７０ ｎｍ 厚的切片， ３％ 醋酸铀⁃枸橼酸铅双染色， 于

透射电镜下观察并拍照。
２􀆰 ３􀆰 ６　 免疫荧光定位肿瘤组织 ＴＸＮＩＰ、 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ
表达　 固定肿瘤组织， 梯度酒精进行脱水， 二甲苯

等透明剂处理， 石蜡包埋， 抗原修复， ５％ 正常山

羊血清封闭切片上未被抗体结合的位点， 滴加一抗

孵育过夜， ＰＢＳ 洗涤， 加入二抗室温避光孵育， 再

次用 ＰＢＳ 洗涤， ＤＡＰＩ 染核， 使用抗荧光衰减封片

剂封片， 于荧光显微镜下观察。 蓝色 ＤＡＰＩ 通道代

表细胞核， 红色通道代表阳性表达指标。
２􀆰 ３􀆰 ７ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 肿 瘤 组 织 ＴＸＮＩＰ、
ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ、
ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ 蛋白表达　 称取 ０􀆰 ２ ｇ 组织， ４ ℃研磨并

离心后， 取上清液， ＢＣＡ 法测定蛋白浓度， 进行
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归一化处理， 制备蛋白样品。 蛋白上样， 电泳， 转

膜， 室温下脱脂奶粉溶液封闭 ２􀆰 ５ ｈ， ＴＢＳＴ 清洗 ３
次， 加入一抗 ＴＸＮＩＰ （１ ∶ １ ０００）、 ＮＬＲＰ３ （１ ∶
１ ０００）、 ＧＳＤＭＤ （ １ ∶ １ ０００ ）、 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ （ １ ∶
１ ０００）、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （１ ∶ １ ０００）、 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１
（１ ∶ １ ０００）、 ＧＡＰＤＨ （１ ∶ ５ ０００） 抗体 ４ ℃孵育过

夜， 次日 ＴＢＳＴ 清洗， 滴加兔二抗 （１ ∶ ８ ０００） 或鼠

二抗 （１ ∶ ８ ０００）， 室温下摇床孵育 ２ ｈ， ＴＢＳＴ 清洗

后进行曝光， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带灰度值。
２􀆰 ４　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ １０􀆰 ０ 软件

进行处理， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 根据正态性

和方差齐性检验， 多组间比较采用单因素方差分

析， 方差齐时采用最小显著性差异法 （ ＬＳＤ） 检

验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 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 肺癌小鼠一般

情况及体质量的影响　 空白组小鼠皮毛紧致光亮，
活动灵活， 饮食正常， 体质量逐渐增加； 各造模组

小鼠皮毛疏松灰暗， 有掉毛现象， 喜抱团蜷缩， 活

动和饮食都不同程度减少， 体质量下降， 给药末

期， 部分小鼠出现失温， 尤以顺铂组最为严重， 而

归芪益元膏高剂量组、 归芪益元膏高剂量联合顺铂

组小鼠状态相对较好。 与模型组比较， 顺铂组生长

状况差， 体质量下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 归芪益元膏高剂

量组小鼠状态略优于模型组， 体质量呈上升趋势，
但低于模型组； 与顺铂组比较， 除归芪益元膏低剂

量联合顺铂组外， 各联合给药组小鼠生长状况较

好， 体质量虽呈下降趋势， 但下降微缓， 归芪益元

膏高剂量联合顺铂组体质量总体水平高于顺铂组

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结果见图 １。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为顺铂组， Ｄ 为归芪益元

膏高剂量组， Ｅ～Ｇ 分别为归芪益元膏低、 中、 高剂量联合

顺铂组。 与空白组比较，ΔＰ ＜ ０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜

０􀆰 ０５； 与顺铂组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 各组小鼠体质量变化 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

（ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

３􀆰 ２　 归芪益元膏联合顺铂对 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠肿瘤

质量及抑瘤率的影响　 与模型组比较， 顺铂组和归

芪益元膏各剂量联合顺铂组小鼠肿瘤质量均降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与顺铂组比较， 归芪益元膏中、 高剂

量联合顺铂组小鼠肿瘤质量降低更显著 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 见图 ２～３。 顺铂组、 归芪益元膏高剂量组

和归芪益元膏低、 中、 高剂量联合顺铂组抑瘤率分

别为 ５４􀆰 ３８％ 、 １３􀆰 ６１％ 、 ６０􀆰 ３１％ 、 ６９􀆰 ５９％ 、 ７７􀆰 ３５％ 。

注： Ａ 为模型组， Ｂ 为顺铂组， Ｃ 为归芪益元膏高剂量组， Ｄ～ Ｆ 分

别为归芪益元膏低、 中、 高剂量联合顺铂组。

图 ２　 各组小鼠肿瘤组织实体图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｓｏｌｉｄ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

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

型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与顺铂组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 各组小鼠肿瘤质量比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｔｕｍｏｒ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

３􀆰 ３　 归芪益元膏联合顺铂对 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠肿瘤

组织病理形态的影响　 模型组肿瘤细胞分布呈实体

状， 排列紧密， 轮廓清晰， 核大深染， 核分裂像明

显， 局部见瘤巨细胞； 与模型组比较， 各给药组肿
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瘤细胞都出现不同程度的损伤， 细胞核逐渐呈现空

泡状， 肿瘤组织内有散在的凋亡细胞， 归芪益元膏

高剂量组损伤最轻； 顺铂组肿瘤细胞分布呈实体

状、 片状， 排列稍紧密， 大小不一， 核分裂像多

见， 中央可见片状坏死； 与顺铂组比较， 各联合给

药组肿瘤细胞排列较疏松， 坏死增加， 其中归芪益

元膏高剂量联合顺铂组坏死程度最为严重， 见

图 ４。
３􀆰 ４　 归芪益元膏联合顺铂对 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠血清

ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 及 ＨＭＧＢ１ 水平的影响 　 与空白组比

较， 模型组小鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 及 ＨＭＧＢ１ 水平

均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 顺铂组和归芪

益元膏各剂量联合顺铂组小鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 及

ＨＭＧＢ１ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与顺铂组比较， 归

　 　 　

注： Ａ 为模型组， Ｂ 为顺铂组， Ｃ 为归芪益元膏高剂量组， Ｄ ～ Ｆ 分

别为归芪益元膏低、 中、 高剂量联合顺铂组。

图 ４　 各组小鼠肿瘤组织病理形态变化 （ＨＥ 染色， ×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ×４００）

芪益元膏中、 高剂量联合顺铂组 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 及

ＨＭＧＢ１ 水平升高更显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ５。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为顺铂组， Ｄ 为归芪益元膏高剂量组， Ｅ～ Ｇ 分别为归芪益元膏低、 中、 高剂量联合顺铂组。 与

空白组比较，ΔＰ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与顺铂组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 各组小鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 及 ＨＭＧＢ１ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃１８ ａｎｄ ＨＭＧＢ１ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ５　 归芪益元膏联合顺铂对 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠肿瘤

组织超微结构的影响　 模型组肿瘤组织结构致密，
核仁较大且轮廓清晰， 线粒体数量较多， 膜结构完

整， 部分线粒体嵴断裂； 与模型组比较， 各给药组

肿瘤组织有不同程度的损伤， 细胞核逐渐皱缩深

染、 崩解， 线粒体和内质网数量减少， 线粒体脊断

裂， 自噬， 并空泡化， 胞浆可见多处电子透亮区

（即焦亡小体）， 细胞器逐渐消失， 膜上出现孔隙，
细胞内容物渗出； 其中归芪益元膏高剂量联合顺铂

组损伤程度最为严重， 细胞轮廓消失， 核仁崩解，
核膜消失， 染色质分散， 线粒体萎缩深染， 染色质

分散， 细胞器丢失， 见图 ６。
３􀆰 ６　 归芪益元膏联合顺铂对 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠肿瘤

组织 ＴＸＮＩＰ、 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ 荧光表达的影响 　 与模型

组比较， 顺铂组和归芪益元膏各剂量联合顺铂组小

鼠肿瘤组织 ＴＸＮＩＰ、 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ 荧光表达量均增加

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与顺铂组比较， 归芪益元膏中、 高剂

注： Ａ 为模型组， Ｂ 为顺铂组， Ｃ 为归芪益元膏高剂量组， Ｄ～
Ｆ 分别为归芪益元膏低、 中、 高剂量联合顺铂组。 黄色箭头指

示线粒体脊断裂、 自噬， 蓝色箭头指示焦亡小体， 红色箭头指

示膜孔隙， 绿色箭头指示核仁崩解、 染色质分散。

图 ６　 各组小鼠肿瘤组织电镜图 （×２ ５００）
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×２ ５００）

量联合顺铂组小鼠肿瘤组织 ＴＸＮＩＰ、 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ 荧

光表达量增加更显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ７～９。
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注： Ａ 为模型组， Ｂ 为顺铂组， Ｃ 为归芪益元膏高剂量组， Ｄ～
Ｆ 分别为归芪益元膏低、 中、 高剂量联合顺铂组。

图 ７　 各组小鼠肿瘤组织 ＴＸＮＩＰ 荧光表达 （×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ７ 　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＸＮＩＰ ｉｎ ｍｏｕｓｅ

ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×４００）

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

图 ８　 各组小鼠肿瘤组织 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ 荧光表达 （×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ ｉｎ ｍｏｕｓｅ

ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×４００）

注： Ａ 为模型组， Ｂ 为顺铂组， Ｃ 为归芪益元膏高剂量组， Ｄ～ Ｆ 分

别为归芪益元膏低、 中、 高剂量联合顺铂组。 与模型组比较，∗Ｐ＜

０􀆰 ０５； 与顺铂组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ９　 各组小鼠肿瘤组织 ＴＸＮＩＰ、 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ 荧光表达比

较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＸＮＩＰ

ａｎｄ ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ７　 归芪益元膏联合顺铂对 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠肿瘤

组织 ＴＸＮＩＰ、 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃
１、 ＧＳＤＭＤ、 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ 蛋白表达的影响 　 与模型

组比较， 顺铂组及归芪益元膏各剂量联合顺铂组小

鼠肿瘤组织 ＴＸＮＩＰ、 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ、 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ 蛋 白 表 达 升 高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与顺铂组比较， 归芪益元膏中、 高剂

量联 合 顺 铂 组 小 鼠 肿 瘤 组 织 ＴＸＮＩＰ、 ＮＬＲＰ３、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ、 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ
蛋白表达升高更显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明归芪益元膏

与顺铂联用可以影响焦亡相关蛋白表达， 增强顺铂

对肿瘤的抑制作用， 见图 １０～１１。

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

图 １０　 各组小鼠肿瘤组织 ＴＸＮＩＰ、 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、
ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ、 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ 蛋白

条带

Ｆｉｇ􀆰 １０　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ ＴＸＮＩＰ， ＮＬＲＰ３， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１，
ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＧＳＤＭＤ ａｎｄ ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ ｉｎ
ｍｏｕｓｅ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

４　 讨论

中医典籍中并无肺癌病名， 依据其咳嗽、 咳

痰、 咯血及喘息等症状， 可归入 “咳嗽” “痰饮”
“肺积” “癥瘕” 等范畴［１４］。 正虚与邪实是肺癌发

生发展的两大条件， 毒、 瘀、 痰、 热、 虚是其主要

病理因素［１５］。 化疗药物多具有寒热属性， 属 “药
毒” “邪毒” 范畴， 治疗中起 “以毒攻毒” 的效

果， 虽可祛除癌毒， 但也会使气、 血、 阴津等衰

少， 属 “虚虚之治疗” ［１６］。 研究发现， 气阴两虚

是晚期肺癌患者及化疗后患者最为常见的证型， 故

肺癌治疗当以扶正培元为核心， 侧重气阴双补， 兼

以攻逐实邪。 归芪益元膏方中黄芪、 当归益气补

血， 为君药； 人参、 熟地黄补气生津， 填精益髓，
为臣药； 枸杞子、 麦冬补益肝肾， 滋阴润肺， 为佐

药； 五味子敛固肺气， 为使药， 共奏固本培元、 益

气养阴之效。 前期在临床诊疗中已发现归芪益元膏

联合化疗药物对于气阴两虚型肺癌患者疗效显

著［１７］。 本实验结果显示， 顺铂单独给药后小鼠体

质量下降， 活动摄食减少， 而归芪益元膏联合顺铂

给药后小鼠体质量下降减缓， 活动和饮食量增加，
证实归芪益元膏可以缓解顺铂毒性， 改善小鼠一般

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

与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与顺铂组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １１　 各组小鼠肿瘤组织 ＴＸＮＩＰ、 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ、 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ
蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｆｉｇ􀆰 １１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＴＸＮＩＰ， ＮＬＲＰ３， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＧＳＤＭＤ ａｎｄ ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

近年来， 细胞焦亡在肺癌治疗中展现出巨大潜

力。 焦亡是一种炎性程序性死亡， ＮＬＲＰ３ 炎症小

体激 活 后， 通 过 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ／ ４ ／ ５ ／ １１ 剪 切 激 活

ＧＳＤＭＤ， 在细胞膜上形成孔洞， 导致细胞膨胀、
破裂， 内容物释放［１８⁃１９］。 ＴＸＮＩＰ ／ ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃
１ ／ ＧＳＤＭＤ 通路是介导细胞焦亡的经典通路［２０］。
ＴＸＮＩＰ 在癌症中通常低表达， 而其过度表达可抑

制癌细胞增殖［２１］。 氧化应激是肺癌的发病机制之

一。 在氧化应激情况下， ＴＸＮＩＰ 将与硫氧还蛋白

（ ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ， ＴＲＸ） 分 离 并 结 合 ＮＬＲＰ３， 激 活

ＮＬＲＰ３ 炎症小体， 驱动抗肿瘤免疫反应并诱导焦

亡介导的肿瘤细胞死亡［２２］。 ＧＳＤＭＤ 是焦亡的关键

执行者， 裂解后 ＧＳＤＭＤ 的 Ｎ 端片段迁移到细胞膜

上穿孔， 改变癌细胞生存环境， 抑制肺癌细胞的生

长［２３⁃２４］。 本研究结果显示， 归芪益元膏联合顺铂

提高了小鼠抑瘤率， 促进了肿瘤细胞死亡， 表明归

芪益元膏具有显著的化疗增敏作用， 而联合给药

组小鼠肿瘤组织出现明显焦亡特征， ＴＸＮＩＰ、
ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ
和 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ 焦亡相关因子的表达升高， 以归芪

益元膏高剂量联合顺铂组效果最佳， 提示归芪益

元膏联合顺铂可能促进焦亡反应发挥抗肿瘤

作用。

焦亡诱导的炎症因子释放具有双重作用， 适

度焦亡可激活抗肿瘤免疫反应， 促进肿瘤冷环境

向热环境转变［２２］ ， 但过度焦亡则导致免疫抑制或

促癌效应［２５］ 。 本研究结果显示， 联合给药组小鼠

血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 及 ＨＭＧＢ１ 水平升高， 与适度

焦亡激活抗肿瘤免疫反应的观点一致。 然而， 归

芪益元膏单独使用时， 焦亡相关分子表达及抑瘤

率与模型组相比无明显变化， 表明其抗肿瘤作用

主要通过与顺铂联用实现， 发挥中药成分多靶

点、 多途径的优势， 增强顺铂的敏感性， 产生协

同作用。
综上所述， 归芪益元膏能够有效抑制荷瘤小鼠

移植瘤生长， 提高化疗小鼠生存质量， 其作用可能

与激活 ＴＸＮＩＰ ／ ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ／ ＧＳＤＭＤ 通路增强

顺铂的抗肿瘤效果有关。
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