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摘要： 目的　 研究补肺化瘀汤对气虚血瘀证 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠的影响。 方法　 采用多因素刺激， 通过疲劳、 惊恐、 高脂

饮食等刺激方法建立气虚血瘀证， 小鼠随机分为对照组、 气虚血瘀组及补肺化瘀汤低、 中、 高剂量组 （０􀆰 ７、 １􀆰 ４、
２􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ）， 灌胃给药 １５ ｄ， １ 次 ／ ｄ， 检测气虚血瘀证小鼠血液流变学指标。 原位接种 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞于气虚血瘀证小

鼠腋下建立气虚血瘀证小鼠 Ｌｅｗｉｓ 肺癌模型， 分为模型组、 阳性药对照组 （１ ｍｇ ／ ｋｇ 顺铂） 及补肺化瘀汤低、 中、 高

剂量组 （０􀆰 ７、 １􀆰 ４、 ２􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ）， 灌胃给药 １５ ｄ， １ 次 ／ ｄ， 记录 Ｌｅｗｉｓ 肺癌气虚血瘀证小鼠体质量、 肿瘤体积、 肿瘤重

量、 脏器指数， ＴＵＮＥＬ 染色考察肿瘤组织凋亡， Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测肿瘤组织中凋亡蛋白。 结果　 补肺化瘀汤能显著改

善气虚血瘀证小鼠血液流变指标 （血液黏度、 血浆粘度、 凝血功能） （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 补肺化瘀汤能显著减小气

虚血瘀证 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠肿瘤重量、 体积 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 诱导肿瘤组织凋亡， 显著抑制 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 促进 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃９、 Ｂａｘ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 补肺化瘀汤抑制 Ｌｅｗｉｓ 肺癌气虚血

瘀证小鼠肿瘤生长， 其机制可能与诱导肿瘤组织凋亡有关。
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　 　 肺癌主要分为小细胞肺癌 （ ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒ， ＳＣＬＣ） 和非小细胞肺癌 （ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ
ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ， ＮＳＣＬＣ） 两大类， 其中 ＮＳＣＬＣ 约占肺

癌的 ８５％ ［１⁃３］。 在全球范围内， 肺癌是目前威胁人

类生命健康的重大疾病之一， 是肿瘤中发病率和死

亡率最高的疾病［４］。 我国肺癌的发病率呈持续上

升的趋势， 并且城市的发病率远远高于农村。 由于

环境污染、 吸烟、 人口基础庞大等因素， 我国将成

为世界第一肺癌大国［５］。 因此， 采取积极有效的

措施防治肺癌成为当务之急。
气虚血瘀证是指气虚运血无力， 血行瘀滞而表

现的症候［６⁃７］。 常由病久气虚， 渐致瘀血内停而引

起。 临床常表现为面色淡白或晦滞、 身倦乏力、 气

少懒言、 疼痛如刺、 常见于胸胁、 痛处不移、 拒

按、 舌淡暗或有紫斑、 脉沉涩［８⁃９］。 此外， 气虚血

瘀证是晚期非小细胞肺癌的一个重要证型， 血液高

凝状态及免疫功能低下是该证的重要病理基

础［１０⁃１１］。 目前， 中医药已经成为肺癌治疗的重要

组成部分。 中医药在诸多方面， 如稳定瘤灶、 延长

生存期、 增强机体免疫功能、 改善临床症状、 提高

生活质量、 减轻放化疗毒副作用等均显示出一定的

疗效和优势。 因此， 依据中医药的基本理论， 针对

气虚血瘀证采取有效的治疗将有可能成为治疗肺癌

的有效手段。
因此， 本研究将考察补肺化瘀汤是否可以抑制

气虚血瘀证小鼠 Ｌｅｗｉｓ 肺癌的增殖， 并探讨补肺化

瘀汤的抗肿瘤作用机制。
１　 材料

１􀆰 １　 药物 　 补肺化瘀汤的配方主要党参、 黄芪、
生地、 鳖甲、 白花蛇舌草、 半枝莲、 生地、 赤芍、
丹参、 莪术、 三棱、 川芎、 紫苑、 前胡、 杏仁、 甘

草组成， 药材购于北京同仁堂， 并经河北省沧州中

西医结合医院药剂科闫国强主任药师鉴定为正品，
均符合 ２０１５ 年版 《中国药典》 规范。
１􀆰 ２　 动物及细胞株　 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞购于中国科学

院上海生命科学生物化学与细胞生物学研究所。
Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠购于北京华阜康科技股份有限公司

［生产许可证 ＳＣＸＫ （京） ２０１９⁃０００８］， 饲养在恒

温、 恒湿动物房内， 饲料、 饮水等均经高压蒸汽

灭菌。
１􀆰 ３　 试剂　 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基购于美国 Ｇｉｂｃｏ 公司

（批 号 ０９０８１７ ）； 优 级 胎 牛 血 清 （ ＦＢＳ， 批 号

０９２８４２７） 购自天津市灏洋生物制品科技有限责任

公司； 青霉素⁃链霉素 （批号 ０１２３４１２７）、 ＴＵＮＥＬ
细胞凋亡检测试剂盒 （批号 ０１９２３） 均购自上海碧

云天生物技术有限公司； 羟乙基哌嗪乙磺酸

（ＨＥＰＥＳ， 批号 ０２４２７）、 胰蛋白酶 （Ｔｒｙｐｓｉｎ， １ ∶
２５０， 批号 ０９２８３） 均购买于美国 Ｓｉｇｍａ Ｃｈｅｍｉｃａｌ 公
司； 一 抗 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃９、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 β⁃
ａｃｔｉｎ 购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司 （批号

分别为 ｓｃ⁃７２７２、 ｓｃ⁃２４５２８、 ｓｃ⁃４２３９、 ｓｃ⁃５０９、 ｓｃ⁃
８４３２）。
１􀆰 ４　 仪器　 全自动血流变仪购自河南世辉医疗器

械有限公司 （批号 ０１２４）； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 电泳仪及

转膜仪器购自 Ｂｉｏ⁃ｒａｄ 公司 （批号 ０３４１２４）。
２　 方法

２􀆰 １　 补肺化瘀汤有效成分提取　 补肺化瘀汤组方

为党参 ２０ ｇ、 黄芪 １５ ｇ、 生地 １０ ｇ、 鳖甲 １０ ｇ、 白

花蛇舌草 １５ ｇ、 半枝莲 １５ ｇ、 生地 １０ ｇ、 赤芍

１５ ｇ、 丹参 １０ ｇ、 莪术 １０ ｇ、 三棱 １０ ｇ、 川芎 １０ ｇ、
紫苑 １０ ｇ、 前胡 １０ ｇ、 杏仁 １０ ｇ、 甘草 ６ ｇ。 用蒸

馏水煎成补肺化瘀汤药液， 浓缩配制成含生药量

２ ｇ ／ ｍＬ， 过滤， 分装， ４ ℃保存。
２􀆰 ２　 建立气虚血瘀证小鼠模型　 ６０ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小

鼠， ５ 周龄， ＳＰＦ 级， 雄性， 体质量 ２０ ～ ２２ ｇ。 随

机取 １０ 只小鼠作为空白对照组， 在正常环境下饲

养， 其余 ５０ 只参照文献采用多因素刺激制作气虚

血瘀证模型［８］。 高脂高糖饮食， ８４􀆰 ５％ 基础饲料加

入 ５％ 蛋黄粉、 ０􀆰 ５％ 胆固醇、 ５％ 猪油、 ５％ 蔗糖。
睡眠剥夺， 采用不可预知的慢性睡眠剥夺方法进行

刺激， 包括按常相光照 （８： ００ 至 ２０： ００ 光照，
２０： ００至 ８： ００ 黑暗）、 反相光照 （８： ００ 至 ２０：
００ 黑暗， ２０： ００ 至 ８： ００ 光照）、 持续光照及持续

黑暗 ４ 个过程 （４ 个过程为 １ 个阶段）， 每个阶段
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为 ７ ｄ， 连续重复 ６ 周， 在每个阶段中 ４ 个过程随

机安排， 每个阶段对小鼠进行 ４８ ｈ 睡眠剥夺， 发

现小鼠进入睡眠时， 低电压刺激促使小鼠保持清

醒， 使小鼠无法进入睡眠状态。 小鼠分为对照组、
气虚 血 瘀 组 及 补 肺 化 瘀 汤 低、 中、 高 剂 量 组

（０􀆰 ７、 １􀆰 ４、 ２􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ）。 按照相当于人等效剂量的

５ 倍、 １０ 倍、 ２０ 倍得到补肺化瘀汤低、 中、 高剂

量， 灌胃给药， １ 次 ／ ｄ， 连续给药 １５ ｄ。
实验期间观察记录小鼠行为表现、 症状体征。

实验期间取血测定血液流变指标， 以验证气虚血瘀

证动物模型成功。
２􀆰 ３　 建立气虚血瘀证 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠模型 　 取对

数生长期的 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞， 消化、 离心、 计数

后， 重悬制备成浓度为 １ × １０７ ／ ｍＬ 细胞悬液，
０􀆰 ２ ｍＬ ／只接种于气虚血瘀小鼠右后肢皮下。 根据

瘤体积， 将 ５０ 只小鼠分成模型组、 阳性药对照组

（１ ｍｇ ／ ｋｇ 顺铂） 及补肺化瘀汤低、 中、 高剂量组

（０􀆰 ７、 １􀆰 ４、 ２􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只。 按照相当于

人等效剂量的 ５ 倍、 １０ 倍、 ２０ 倍得到补肺化瘀汤

低、 中、 高剂量， 灌胃给药， １ 次 ／ ｄ； 模型组给予

等体积生理盐水灌胃、 正常喂养； 阳性药对照组按

１ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量， 腹腔注射顺铂， １ 次 ／ ｄ， 连续给药

１５ ｄ。
隔天观察小鼠的活动状态和精神状态等， 称量

并记录小鼠的体质量， 取各组的平均值， 绘制体质

量变化曲线。 游标卡尺测量荷瘤小鼠肿瘤的长短

径， ａ 代表肿瘤最短径， ｂ 代表肿瘤最长径， 肿瘤

体积＝ １ ／ ２×ａ２×ｂ， 绘制肿瘤生长曲线。 肿瘤生长抑

制率＝［（模型组平均瘤重－给药组平均瘤重） ／模
型组平均瘤重］ × １００％ 。 剥离各组小鼠的心脏、
脾脏、 双肺、 肾脏、 肝脏等组织称定质量， 脏器指

数（ｍｇ ／ ｇ）＝ 脏器重（ｍｇ） ／体质量 （ｇ）。
２􀆰 ４　 ＴＵＮＥＬ 染色 　 石蜡切片二甲苯浸洗 ２ 次 ×
５ ｍｉｎ脱蜡， 递减梯度酒精 （ １００％ 、 ９５％ 、 ９０％ 、
８５％ 、 ７０％ ） 水 化， ３ ｍｉｎ ／次， ＰＢＳ 漂 洗 ２ 次，
５ ｍｉｎ ／次， 滴加新配制蛋白酶 Ｋ 工作溶液， 室温下

静置 １５ ｍｉｎ， 制备 ＴＵＮＥＬ 反应混合液， 实验组用

５０ μＬ ＴｄＴ＋４５０ μＬ 荧光素酶标记的 ｄＵＴＰ 液混匀，
取 ５０ μＬ 混合液加在玻片上， 阴性对照组只加

５０ μＬ荧光素酶标记的 ｄＵＴＰ 液， 于暗湿盒中 ３７ ℃
孵育 １ ｈ， ＰＢＳ 漂洗 ３ 次， ５ ｍｉｎ ／次， 玻片干后加

５０ μＬ ｃｏｎｖｅｒｔｅｒ⁃ＰＯＤ 于标本上， 加盖玻片或封口膜

在暗湿盒中 ３７ ℃ 反应 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，
５ ｍｉｎ ／ 次， 在组织处加 ５０ μＬ ＤＡＢ 底物， 室温孵育

５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 漂洗 ３ 次， ５ ｍｉｎ ／次， 苏木素复染 ３ ｓ
后， 立即用自来水冲洗， 梯度酒精脱水、 二甲苯透

明、 中性树胶封片。 于光学显微镜下观察凋亡细胞

并拍照。
２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 取出荷瘤鼠肿瘤组织置于研钵

中， 液氮条件下用研磨棒研磨， 将组织转移至 ＥＰ
管中， 加入适量 ＲＩＰＡ 裂解液及 ＰＭＳＦ 蛋白酶抑制

剂， 超声波粉碎 ３０ ｓ， 冰上裂解 ３０ ｍｉｎ 后， ４ ℃
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ 沉淀组织碎片， 取上清，
ＢＣＡ 法进行蛋白定量。 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶， 常规电

泳， 转膜， ５％ 脱脂奶粉封闭， 一抗 （１ ∶ １ ０００）
４ ℃孵育过夜， 二抗 （１ ∶ ５ ０００） 室温孵育 ２ ｈ，
ＥＣＬ 显色。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ２ 图像分析软件对蛋白灰度

值进行分析。
２􀆰 ６　 统计学分析 　 应用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 统计学软件。
计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示。 组间比较采用 Ｏｎｅ⁃Ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ 分析， 多重比较在方差齐性时用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ
方法， 方差不齐性时用 Ｄｕｎｎｅｔｔ Ｔ３ 方法。 Ｐ＜０􀆰 ０５
差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 气虚血瘀证小鼠模型的建立及表征观测　 通

过疲劳、 惊恐、 高脂饮食等刺激方法， 造模组小鼠

出现不同程度的气虚血瘀证表型， 具体表现为倦怠

嗜睡， 精神萎顿， 活动性较差， 运动时间短， 体质

量下降， 过劳后气短喘息， 毛发稀疏且容易脱落，
舌质颜色暗淡， 尾部出现不同程度的皮下瘀紫或青

斑； 而对照组小鼠则活动灵活， 毛色洁白光泽， 未

见尾部青斑， 体质量正常， 未见其他异常表现。 详

细记录对照及模型组小鼠的体质量、 运动 （游泳）
时间及运动后的排便量， 如表 １ 所示， 与对照组比

较， 气虚血瘀模型组小鼠的体质量和游泳时间明显

减少， 而游泳后的排便量明显增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表

明气虚血瘀小鼠的气虚体弱、 乏力及便溏症状。
表 １　 气虚血瘀证小鼠相关指标评定 （ｘ±ｓ）

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆ Ｑｉ⁃Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ Ｂｌｏｏｄ⁃Ｓｔａｓｉｓ Ｐａｔｔｅｒｎ ｉｎ ｍｉｃｅ
（ｘ±ｓ）

组别 动物 ／ 只 体质量 ／ ｇ 运动后排便量 ／ 粒 游泳时间 ／ ｓ
对照组 １０ ２０􀆰 ５±０􀆰 ８ ２􀆰 ５±１􀆰 ３ ５０􀆰 ４±５􀆰 ２
气虚血瘀组 ５０ １８􀆰 ５±０􀆰 ６∗ ５􀆰 ６±１􀆰 ５∗ ３０􀆰 １±４􀆰 ６∗∗

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

３􀆰 ２　 补肺化瘀汤对气虚血瘀证小鼠血液流变学指

标的影响　 与对照组比较， 气虚血瘀组的高、 中、
低切变率， 血浆黏度显著地升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 血浆凝血酶原时间 （ＰＴ）、 活化的部分凝
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血活酶时间 （ＡＰＴＴ）、 血浆纤维蛋白原 （ＦＩＢ） 水

平显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 而补肺化瘀汤组

能显著逆转气虚血瘀组血液流变学指标 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见表 ２。

表 ２　 补肺化瘀汤对气虚血瘀证小鼠血液流变学指标的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｂｕｆｅｉ Ｈｕａｙｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｈｅｍｏｒｈｅｏｌｏｇｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｏｆ Ｑｉ⁃Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ Ｂｌｏｏｄ⁃Ｓｔａｓｉｓ Ｐａｔｔｅｒｎ

（ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别
全血黏度 ／ （ｍＰａ·ｓ）

２００ ｓ－１ １００ ｓ－１ ５０ ｓ－１ １ ｓ－１
血浆黏度 ／

（ｍＰａ·ｓ）５０ ｓ－１
ＰＴ ／ ｓ ＡＰＴＴ ／ ｓ

ＦＩＢ ／
（ｇ·Ｌ－１）

对照组 ４􀆰 ０１±０􀆰 １５ ５􀆰 ３８±０􀆰 ２３ ５􀆰 ２２±０􀆰 ３７ ２０􀆰 ２２±１􀆰 ８７ １􀆰 ５６±０􀆰 １７ １５􀆰 ７８±２􀆰 ９１ １９􀆰 １１±１􀆰 ９９ ２􀆰 ５９±０􀆰 ５０
气虚血瘀组 ４􀆰 ８１±０􀆰 ３２△△ ５􀆰 ８７±０􀆰 ５１△ ５􀆰 ９３±１􀆰 ０７△ ２８􀆰 ４５±０􀆰 ６５△△ ２􀆰 ４６±０􀆰 ４１△△ １３􀆰 １１±０􀆰 ５４△ １６􀆰 ２３±０􀆰 ６６△△ １􀆰 ８９±０􀆰 ６１△

补肺化瘀汤低剂量组 ４􀆰 ４５±０􀆰 １１▲ ５􀆰 ３４±０􀆰 ２４▲ ５􀆰 ７１±０􀆰 ２３▲ ２６􀆰 ３７±０􀆰 ４３▲ ２􀆰 １２±０􀆰 ３５▲ １４􀆰 ２１±０􀆰 ６１▲ １７􀆰 ８８±０４２▲ １􀆰 ９９±０􀆰 ３４▲

补肺化瘀汤中剂量组 ４􀆰 ３１±０􀆰 １７▲▲ ５􀆰 ５７±０􀆰 １１▲ ５􀆰 ５３±０􀆰 １８▲▲ ２４􀆰 ８３±０􀆰 ４６▲▲ ２􀆰 ０３±０􀆰 ３４▲ １４􀆰 ８８±０􀆰 ７１▲ １８􀆰 ３１±０􀆰 ４５▲ ２􀆰 ３３±０􀆰 ４４▲

补肺化瘀汤高剂量组 ４􀆰 １２±０􀆰 ２４▲▲ ５􀆰 １４±０􀆰 ３２▲▲ ５􀆰 ３８±０􀆰 ２１▲▲ ２１􀆰 ３１±０􀆰 ７４▲▲ １􀆰 ７６±０􀆰 ６４▲▲ １５􀆰 ４４±１􀆰 ４２▲▲ １８􀆰 ９９±０􀆰 ７８▲▲ ２􀆰 ４９±０􀆰 ４３▲▲

　 　 注：与对照组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５，△△Ｐ＜０􀆰 ０１；与气虚血瘀组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１
３􀆰 ３　 气虚血瘀 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠模型的建立 　 将处

于生长对数期的 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞悬液接种至气虚血

瘀模型小鼠的右后肢皮下， 接种 １ 周后成瘤， 见

图 １。

图 １　 气虚血瘀证 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠模型的建立

Ｆｉｇ􀆰 １ 　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｗｉｔｈ Ｌｅｗｉｓ ｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒ ｏｆ Ｑｉ⁃Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ Ｂｌｏｏｄ⁃Ｓｔａｓｉｓ Ｐａｔｔｅｒｎ

３􀆰 ４　 补肺化瘀汤对气虚血瘀证 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠肿

瘤生长、 脏器指数及体质量的影响 　 补肺化瘀汤

组、 阳性药对照组肿瘤体积、 肿瘤重均显著低于模

型组 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且呈浓度依赖性地抑制

肿瘤生长。 顺铂阳性药对照组抑瘤率为 ５９􀆰 １５％ ，
补肺化瘀汤低剂量为 １７􀆰 ９８％ ， 补肺化瘀汤中剂量

为 ４０􀆰 ０６％ ， 补肺化瘀汤高剂量为 ５１􀆰 ４１％ 。
观察发现各组小鼠均精神状态良好， 补肺化瘀

汤各治疗组的体质量均与模型组无显著差异， 平稳

缓慢增长； 而阳性药对照组小鼠体质量明显低于模

型组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 治疗结束时， 小鼠体质量轻微下

降。 补肺化瘀汤组、 阳性药对照组的心脏、 肝脏、
脾脏、 肺及肾脏指数与模型组比较均无显著性

差异。
３􀆰 ５　 补肺化瘀汤对 Ｌｅｗｉｓ 肺癌气虚血瘀证小鼠肿

瘤组织凋亡的影响 　 如图 ３ ＴＵＮＥＬ 染色所示， 模

型组肿瘤细胞大小不等， 表明其增殖迅速， 且不稳

注： 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ２　 补肺化瘀汤对气虚血瘀证 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠肿瘤生长、 脏器指数及体质量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｂｕｆｅｉ Ｈｕａｙｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ， ｏｒｇａｎ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ
Ｌｅｗｉｓ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｏｆ Ｑｉ⁃Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ Ｂｌｏｏｄ⁃Ｓｔａｓｉｓ Ｐａｔｔｅｒｎ
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定； 而补肺化瘀汤高、 中剂量组及阳性药对照组中

的肿瘤细胞胀大， 且凋亡细胞百分比显著增加。 这

说明了不同浓度的补肺化瘀汤可以诱导肿瘤组织发

生不同程度的凋亡。

图 ３　 补肺化瘀汤对气虚血瘀证 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠组织凋

亡的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｂｕｆｅｉ Ｈｕａｔａｎ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ａｐ⁃
ｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ Ｌｅｗｉｓ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｏｆ Ｑｉ⁃Ｄｅ⁃
ｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ Ｂｌｏｏｄ⁃Ｓｔａｓｉｓ Ｐａｔｔｅｒｎ

３􀆰 ６　 补肺化瘀汤对气虚血瘀证 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠肿

瘤组 织 凋 亡 蛋 白 的 影 响 　 半 胱 氨 酸 蛋 白 酶

　 　 　 　 　

（ｃａｓｐａｓｅ） 家族是一种胞浆蛋白水解酶， 在细胞凋

亡的过程中发挥着至关重要的作用［１２］。 凋亡是

ｃａｓｐａｓｅ 家族成员介导的蛋白酶级联反应的过程，
其中 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 是多种凋亡途径的共同下游效应分

子， 也是细胞凋亡过程中最主要的终末剪切酶， 被

称为死亡执行蛋白酶［１３⁃１４］。 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 是线粒体凋

亡途径的效应蛋白， 线粒体凋亡途径被激活， 细胞

质中的 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 前体发生剪切， 使其活化启动

ｃａｓｐａｓｅ 级联反应［１５］。 Ｂｃｌ⁃２ 家族蛋白包括抗凋亡蛋

白和促凋亡蛋白 Ｂａｘ， 与线粒体膜通透性及线粒体

膜电位的维持密切相关， 在线粒体凋亡途径中扮演

着重要角色［１５］。 如图 ４ 所示， 与模型组比较， 补

肺化瘀汤能显著促进 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃９、 Ｂａｘ 蛋白表达 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 抑制 Ｂｃｌ⁃２
蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ４　 补肺化瘀汤对气虚血瘀证 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠组织凋亡蛋白的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｂｕｆｅｉ Ｈｕａｙｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ Ｌｅｗｉｓ ｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒ ｏｆ Ｑｉ⁃Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ Ｂｌｏｏｄ⁃Ｓｔａｓｉｓ Ｐａｔｔｅｒｎ

４　 讨论

气虚血瘀证是临床诸多疾病常见的中医证候之

一［６⁃７］。 由于气虚运血无力、 血行瘀滞而表现的症

候， 常由病久气虚、 渐致瘀血内停而引起。 此外，
气虚血瘀证是晚期非小细胞肺癌的一个重要证

型［１６⁃１７］。 近年来， 随着生活方式的转变加上工作

节奏的加快， 气虚血瘀证在临床上多见， 并成为非

小细胞肺癌的一个重要的标记及诱因［１０⁃１１，１８］。 非小

细胞肺癌是严重威胁着人类生命健康的恶性肿瘤。
目前， 临床上治疗非小细胞肺癌通常使用细胞毒类

抗肿瘤药物， 但是由于细胞毒类抗肿瘤药物的选择

性较差， 常引起危害患者健康的毒副反应。 因此，
寻找新的、 高选择性、 无毒副作用的抗肿瘤药物迫

在眉睫。 中药复方是多成分混合体， 作为外源性物

质进入机体必然对内环境产生扰动， 具有整体性和

互助性原则。 中医认为 “气为血帅、 血为气母”
“气行则血行、 气滞则血瘀”， 气血之间相互依存、
相互促进， 在气虚血瘀型中互为因果， 补肺化瘀汤

既有补气的功效， 又可活血， 对气虚血瘀证的高

“浓、 黏、 凝、 聚” 状态有显著改善， 因此补肺化

瘀汤将有可能成为治疗非小细胞肺癌的一种新的治

疗药物［９，１７，１９⁃２１］。
在本研究中， 通过疲劳、 惊恐、 高脂饮食等刺

激的小鼠出现倦怠嗜睡， 精神萎顿， 四肢蜷缩， 活

动性较差； 毛发稀疏且易脱落， 干燥枯黄且失去原

有光泽； 大部分小鼠出现了不同程度的腹泻； 尾部

出现不同程度的皮下瘀紫或青斑等不同程度的气虚

血瘀证表型。 统计气虚血瘀小鼠和对照小鼠的体质
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量、 运动时间及运动后排便量， 发现气虚血瘀证小

鼠的体质量和运动时间均明显低于对照小鼠， 而运

动后排变量却显著增加， 这些症状分别对应了气虚

血瘀的消瘦、 懒动和便溏症状。 于此同时， 临床研

究发现， 气虚血瘀证患者的血液均表现出 “浓、
黏、 凝、 聚” 等改变， 故将凝血指标的异常、 血

液流变学列为气虚血瘀证的实验室诊断标准
［１７， ２１⁃２２］。 通过疲劳、 惊恐、 高脂饮食等刺激方法，
造模小鼠的高、 中、 低切变率， 血浆黏度显著地升

高， 而凝血功能 （ＰＴ、 ＡＰＴＴ 和 ＦＩＢ） 降低， 表现

出不同程度的 “浓、 黏、 凝、 聚” 等气虚血瘀证

表型。 灌胃给予不同剂量补肺化瘀汤后， 造模小鼠

的状态随着药物浓度的增加逐渐恢复， 精神状态良

好。 此外， 补肺化瘀汤呈浓度依赖性地降低造模小

鼠的高、 中、 低切变率， 血浆黏度。 这表明了， 补

肺化瘀汤可以有效地逆转通过疲劳、 惊恐、 高脂饮

食等刺激方法引起的小鼠气虚血瘀证表型。
大量文献均表明， 放、 化疗是通过诱导细胞凋

亡发挥抗肿瘤作用的［２３⁃２５］。 为了考察补肺化瘀汤

是否具有抗非小细胞肺癌的作用， 建立了具有气虚

血瘀证的 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠， 并通过 ＴＵＮＥＬ 染色考

察补肺化瘀汤是否可以诱导肿瘤组织细胞发生凋

亡。 研究表明， 补肺化瘀汤可以呈浓度依赖性地增

加肿瘤组织中 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞的百分比。 此外，
细胞凋亡是 ｃａｓｐａｓｅ 家族成员介导的蛋白酶级联反

应的过程， 即在凋亡诱导信号的刺激下， 启动型的

ｃａｓｐａｓｅｓ 先被激活， 发挥水解蛋白的作用， 进而激

活下游的效应型 ｃａｓｐａｓｅｓ， 大范围地降解细胞内蛋

白， 最终使细胞走向死亡 ［２６⁃２８］。 蛋白免疫印迹检

测结果均表明， 补肺化瘀汤能激活 ｃａｓｐａｓｅ 级联反

应的最终效应分子 ｃａｓｐａｓｅ⁃３。 补肺化瘀汤是通过

引起 Ｌｅｗｉｓ 肺癌小鼠肿瘤组织的凋亡而发挥抗肿瘤

作用的。 此外， 在凋亡过程中， 细胞内 ｃａｓｐａｓｅ 激

活主要通过三条途径： 线粒体途径、 死亡受体途径

和内质网应激途径， 这三条途径都会激活 ｃａｓｐａｓｅ⁃
３ ［２４，２８，３０］。 其中， 线粒体途径是凋亡的主要途径，
主要表现为线粒体受损， 促使 Ｃｙｔｏ ｃ 释放到胞浆

中， 进而启动 ｃａｓｐａｓｅ 激活， 引起细胞凋亡的发

生［２４⁃２５］。 此外， 在线粒体凋亡途径激活中， Ｂｃｌ⁃２
家族成员扮演着重要的调节作用。 其中， Ｂｃｌ⁃２ 作

为抗凋亡蛋白， Ｂａｘ 作为促凋亡蛋白， 可拮抗 Ｂｃｌ⁃
２ 的抗凋亡作用， 两者的比值决定细胞走向生存还

是死亡的命运［２９⁃３０］。 本实验结果显示， 补肺化瘀

汤可以呈浓度依赖地引起小鼠移植瘤组织中促凋亡

蛋白 Ｂａｘ 的显著增加， 抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 的显著下

降。 与此同时， 补肺化瘀汤浓度依赖地引起线粒体

凋亡途径的效应蛋白 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 的增加。 终上所述，
补肺化瘀汤促 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞凋亡作用是通过线路

体凋亡途径得以实现的。
综上所述， 补肺化瘀汤具有抗气虚血瘀证小鼠

的 Ｌｅｗｉｓ 肺癌作用， 其机制是通过诱导肿瘤细胞通

过线粒体凋亡途径发生凋亡而实现的。 本实验不仅

为补肺化瘀汤抗气虚血瘀证小鼠的 Ｌｅｗｉｓ 肺癌的抗

肿瘤机制提供了实验依据， 也为补肺化瘀汤早日应

用于临床治疗非小细胞肺癌提供了理论依据。
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