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基于 p53/AMPK 信号通路观察益气扶正解毒汤对 A549 细胞
自噬水平和生长的影响
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［摘要］ 目的：探讨益气扶正解毒汤对 A549 细胞自噬水平和生长的作用及机制。方法：制备益气扶正解毒汤含药血清干

预 A549 肺癌细胞。蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 A549 细胞中自噬蛋白微管相关蛋白 1 轻链 3（LC3），自噬关键分子酵

母 Atg6 同系物 1（Beclin1），p62，p53 蛋白和腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK），磷酸化 AMPK（p-AMPK），哺乳动物雷帕霉素靶蛋

白（mTOR）和磷酸化 mTOR（p-mTOR）蛋白的水平，免疫荧光（IF）检测微管相关蛋白 1A/1B 轻链 3B（MAP1LC3B）蛋白水平，5-

乙炔基-2′脱氧尿嘧啶核苷（EDU）染色、侵袭实验（Transwell）和 β-半乳糖苷酶染色分别检测含药血清对细胞增殖、侵袭、衰老

情况的影响；设置自噬抑制剂甲基腺嘌呤（3-MA，5 mmol·L-1）干预组，即分为 10% 胎牛血清组（空白组），10% 正常血清组（正

常组），10% 含药血清低、中、高剂量组，10% 高剂量含药血清加 3-MA（高剂量+3-MA）组，检测各组细胞增殖、侵袭、衰老水平；
并设置 p53 抑制剂（PFT-α，10 μmol·L-1）组，即分为正常组，PFT-α组，高剂量组，高剂量+PFT-α组，检测自噬相关蛋白 LC3-Ⅱ，

Beclin1 表达水平和 MAP1LC3B 免疫荧光强度及各组细胞增殖、侵袭、衰老的情况。结果：与空白组、正常组比较，干预 A549

细胞 48 h，益气扶正解毒汤中、高剂量组 LC3-Ⅱ和 Beclin1 蛋白水平呈剂量依赖性升高（P<0.01）；益气扶正解毒汤低、中、高剂

量组 p62，p-mTOR/mTOR 蛋白下降（P<0.05，P<0.01），p53，p-AMPK/AMPK 蛋白表达升高（P<0.01）；益气扶正解毒汤低、中、高

剂量组 A549 细胞增殖、侵袭数量明显降低，细胞衰老数量显著增多（P<0.01），同时 MAP1LC3B 免疫荧光强度增强，且益气扶

正解毒汤高剂量组效果最佳；与益气扶正解毒汤高剂量组比较，益气扶正解毒汤高剂量+3-MA 组、益气扶正解毒汤高剂量+

PFT-α组发生增殖、侵袭的细胞数量均增加，而发生衰老的细胞数量明显减少（P<0.05，P<0.01），同时，高剂量+PFT-α组的

MAP1LC3B 免疫荧光强度减弱及自噬相关蛋白 LC3-Ⅱ，Beclin1 蛋白表达水平降低（P<0.05，P<0.01）。结论：益气扶正解毒汤

可经 p53/AMPK 信号通路上调 A549 细胞自噬水平，进而抑制 A549 细胞增殖、侵袭迁移，促进细胞衰老，在抑制肺癌进展中具

有重要作用。
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［［Abstract］］ Objective：： To investigate the effect and mechanism of Yiqi Fuzheng Jiedu decoction

（YQFZJDD）on autophagy and growth of A549 cells. Method：：A549 cells were intervened with YQFZJDD-
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containing serum prepared in advance. The levels of microtubule-associated protein 1 light chain 3（LC3），

homologue of yeast autophagy-related gene 6（Beclin1），p62，p53，adenosine 5'-monophosphate-activated

protein kinase（AMPK），phosphorylated AMPK（p-AMPK），mammalian target of rapamycin（mTOR），and

phosphorylated mTOR（p-mTOR）were detected by Western blot assay，and microtubule-associated protein 1A/

1B light chain 3B（MAP1LC3B） by immunofluorescence（IF） assay. The proliferation， invasion， and

senescence of A549 cells were separately measured by 5-ethynyl-2'-deoxyuridine（EDU）staining，Transwell

assay， and β -galactosidase staining. In the presence of autophagy inhibitor 3-methyladenine（3-MA，

5 mmol·L-1），the cells were divided into the 10% fetal bovine serum（blank）group，10% control serum

（control）group，low-，medium-，and high-dose 10% YQFZJDD-containing serum groups，and high-dose 10%

YQFZJDD-containing serum + 3-MA group，followed by the measurement of A549 cell proliferation，invasion，

and senescence. In the adoption of p53 inhibitor Pifithrin-α（PFT-α，10 μmol·L-1），the cells were divided into

the control group，PFT- α group，high-dose YQFZJDD-containing serum group，and high-dose YQFZJDD-

containing serum + PFT-α group. Then the LC3-Ⅱ and Beclin1 expression，MAP1LC3B fluorescence intensity，

as well as A549 cell proliferation，invasion and senescence were determined. Result：：Compared with the blank

group and control group，YQFZJDD-containing serum at the medium and high doses up-regulated the protein

expression levels of LC3-Ⅱ and Beclin1 in A549 cells after 48-h intervention in a dose-dependent manner（P<

0.01）. Besides，YQFZJDD-containing serum at the low- ，medium- ，and high-doses down-regulated p62 and

p-mTOR/mTOR expression（P<0.05，P<0.01），elevated p53 and p-AMPK/AMPK（P<0.01），decreased the

number of proliferative and invasive cells，increased the number of senescent cells（P<0.01），and enhanced the

IF intensity of MAP1LC3B，with the optimal effect observed in the high-dose YQFZJDD-containing serum

group（P<0.01）. Compared with the high-dose YQFZJDD-containing serum group，the high-dose YQFZJDD-

containing serum + 3-MA group and high-dose YQFZJDD-containing serum + PFT- α group exhibited

significantly increased proliferative and invasive cells but decreased senescent cells（P<0.05， P<0.01）.

Meanwhile，the IF intensity of MAP1LC3B in the high-dose YQFZJDD-containing serum + PFT-α group was

weakened and the LC3-Ⅱ and Beclin1 protein expression levels declined（P<0.05，P<0.01）. Conclusion：：

YQFZJDD promotes the autophagy of A549 cells through the p53/AMPK signaling pathway to inhibit their

proliferation，invasion and migration but accelerate senescence，thus playing a crucial role in inhibiting the

progression of lung cancer.

［［Keywords］］ Yiqi Fuzheng Jiedu decoction （YQFZJDD）；A549 cells； autophagy； p53/adenosine

monophosphate-activated protein kinase（AMPK）signaling pathway

肺癌是我国最为常见的恶性肿瘤，其发病率、

死亡率逐年升高，其中非小细胞肺癌（NSCLC）约占

肺癌总发病率的 85%。目前，NSCLC 的治疗方法包

括手术治疗、放射疗法、免疫疗法或靶向药物疗法，

辅助化疗仅可使早期 NSCLC 患者的 5 年生存率提

高约 5％，且存有严重的耐药性及不良反应［1］。研究

表明，中医药拥有疗效佳、不良反应少的优势，能够

调控细胞自噬，介导细胞凋亡，抑制细胞增殖、转

移、侵袭及抗炎、抗血管生成等，被广泛运用于治疗

各种癌症，尤其在治疗 NSCLC 方面应用广泛［2-5］。

益气扶正解毒汤宗《万病回春》清肺汤之法，经适当

加减裁化而成，易山栀为白花蛇舌草、当归为莪术，

加黄芪益气扶正。现代药理学研究表明益气扶正

解毒汤中诸药均具有抗肿瘤、提高机体免疫力的作

用［6-7］，方中黄芪味甘性温，大补肺脾之气；麦冬甘

润，滋阴清热，补肺生津；黄芩味苦性寒，可泻肺火，

消痰利气而解毒；莪术入肺经，行瘀血而消积聚；白
花蛇舌草清热解毒，活血消痈；全方具有益气扶正、

抗癌解毒的功效，临床应用疗效显著。

NSCLC 中已知最常见的突变基因是 p53，在

45%~70% 的腺癌和 60%~80% 的鳞状细胞癌中均可

见。位于细胞质中的 p53 蛋白在细胞应激时通过多

种激酶的直接或间接磷酸化作用转移到细胞核，核

p53 可诱导自噬和相关凋亡基因的转录，从而抑制

肺癌细胞生长［8-9］。细胞自噬在哺乳动物中普遍存

在，可有效防止受损蛋白质和细胞器的毒性积累，
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自噬的溶酶体降解途径由进化保守的自噬相关基

因（Atg）介导，自噬功能障碍与包括肺癌在内许多

疾病的病理过程有关，在肿瘤发生过程中，自噬可

通过去除致癌蛋白并维持基因组稳定性在多个阶

段抑制癌症的形成［10-11］。自噬在肿瘤细胞存亡中发

挥双刃剑作用，如低能量状态下可激活腺苷酸活化

蛋白激酶（AMPK）促进自噬抑制肿瘤细胞，而营养

丰富时激活哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）可抑

制自噬作用［12-13］。中医药可上调细胞自噬水平抑制

肺癌发展［14］，其调控细胞自噬的作用通路和靶点众

多，因此，本研究基于 p53/AMPK 信号通路探讨益气

扶正解毒汤调控细胞自噬抑制 A549 细胞生长的机

制，提出 p53/AMPK 通路是益气扶正解毒汤上调细

胞自噬的作用通路（图 1），以期为后续探讨益气扶

正 解 毒 汤 治 疗 NSCLC 的 分 子 生 物 学 机 制 提 供

基础。

1 材料

1.1 细胞及动物 人非小细胞肺癌细胞系 A549 细

胞（Procell 公司，批号 CL-0016），用高糖完全培养基

（含 10% 胎牛血清和 0.5% 青 -链霉素）并于 37 ℃，

5%CO2孵箱中培养，传至 15~20 代。雄性 SPF 级 SD

大鼠，（200±20）g，购自济南朋悦实验动物繁育有限

公司，合格证号 SCXK（鲁）20190003，本实验动物及

条件符合山东中医药大学附属医院实验动物伦理

委员会要求（批号 AWE-2019-053）。
1.2 药物与试剂 益气扶正解毒汤由黄芪 28 g，麦

冬 28 g，黄芩 22 g，莪术 28 g，白花蛇舌草 28 g 组成，

中药饮片在山东中医药大学附属医院购买，所有药

材均由山东中医药大学李峰教授鉴定为正品，符合

2015 年版《中华人民共和国药典》规范。DMEM 高

糖培养基（南京凯基生物科技公司，批号 KGM1280

0N-500）；胎牛血清（南美 Lonsera 公司，批号 S711-

001S）；5-乙炔基 -2′脱氧尿嘧啶核苷（EDU）细胞增

殖 检 测 试 剂 盒（广 州 锐 博 生 物 科 技 公 司 ，批 号

C10310-3）；β-半乳糖苷酶染色试剂盒，BCA 蛋白浓

度测定试剂盒（北京索莱宝科技公司，批号分别为

G1508，PC0020）；SDS-PAGE 凝胶快速配置试剂盒

（上海碧云天生物技术公司，P0012AC）；ECL 超敏

化学发光试剂盒，二抗辣根过氧化物酶（HRP）-羊抗

鼠免疫球蛋白（Ig）G，HRP-羊抗兔 IgG（山东思科捷

生 物 科 技 公 司 ，批 号 分 别 为 ED0015，EF0001，

EF0002）；抗体 LC3，自噬关键分子酵母 Atg6 同系物

1（Beclin1）（美国 Cell Signaling Technology，批号分

别 为 12741，3495）；抗 体 p62（英 国 Abcam 公 司 ，

ab91526）；抗体 p53，AMPK，磷酸化腺苷酸活化蛋

白激酶（p-AMPK），mTOR，磷酸化哺乳动物雷帕霉

素靶蛋白（p-mTOR），β-肌动蛋白（β-actin）（北京博

奥 森 生 物 技 术 公 司 ，批 号 分 别 为 bs-8687R，bs-

1115R， bsm-52132R， bs-1992R， bs-3495R， bs-

0061r）；结晶紫（武汉赛维尔生物科技有限公司，

G1014-50ML）；自噬抑制剂甲基腺嘌呤（3-MA），
p53 抑制剂 Pifithrin-α（PFT-α）（美国 Sigma 公司，批

号分别为 189490，P4359）。
1.3 仪器 1510 型酶标仪，75007201 型普通离心

机（美国 Thermo 公司）；VELOCITY 18R 型高速冷冻

离 心 机（ 澳 大 利 亚 Dynamica 公 司 ）；Mini-

PROTEAN Tetra 型电泳槽，Mini-PROTEAN Tetra 型

转膜槽（美国 Bio-Rad 公司）；DYY-6C 型电泳仪电源

（北京六一生物科技有限公司）；Tanon 5200 Multi型

全自动化学发光/荧光图像分析系统（上海天能科技

有限公司）；DM IL LED 型荧光倒置显微镜（德国

Leica公司）。
2 方法

2.1 益气扶正解毒汤含药血清制备 按照成人

（60 kg）与大鼠体表面积折算的等效剂量比值为

6.2［16］进行换算计算出大鼠每日生药剂量分别为低、

中、高剂量 7，14，28 g·kg-1 组（临床给药剂量的 0.5

倍，等量临床给药剂量，2 倍），常规水煎浓缩至含生

药 2.8 g·mL-1，冷却后分装置于 4 ℃冰箱保存。大鼠

随机分成 4 组（正常组，益气扶正解毒汤含药血清

低、中、高剂量组），每组 8 只。中药组予灌胃相应剂

量中药，正常组灌胃 100 g·mL-1剂量生理盐水，每日

2 次，连续 7 d。末次给药 1 h 内，经 10% 水合氯醛

（3.5 mL·kg-1）腹腔注射麻醉，腹主动脉取血后常温

图 1 益气扶正解毒汤通过 p53/AMPK信号通路调控细胞自噬［15］

Fig. 1 Yiqi Fuzheng Jiedu decoction regulates autophagy

through p53/AMPK signaling pathway
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静 置 2 h，3 000 r·min-1 离 心 15 min（ 离 心 半 径

13.5 cm）后取上清，56 ℃水浴灭活 30 min，然后用

0.22 μm 滤网除菌，分装后置于−80 ℃冰箱备用。

2.2 观察指标及方法

2.2.1 EDU 染色检测细胞增殖情况 将细胞接种

于 96 孔板中（5×103个/孔），每组 3 个复孔，设置自噬

抑制剂甲基腺嘌呤（3-MA，5 mmol·L-1）干预组，即

分为 10% 胎牛血清组（空白组），10% 正常血清组

（正常组），10% 含药血清低、中、高剂量组，10% 高剂

量含药血清加 3-MA（高剂量+3-MA）组和设置 p53

抑制剂（PFT-α，10 μmol·L-1）干预组，即分为正常

组，10% 正常血清组加 PFT-α（PFT-α组），高剂量组，

高 剂 量 +PFT-α 组（高 剂 量 +3-MA 组 细 胞 用 溶 于

DMSO 的 5mmol·L-1 3-MA 预 处 理 1 h，再 进 行 干

预［17］；PFT- α 组 、高 剂 量 +PFT- α 组 细 胞 用 溶 于

DMSO 的 10μmol·L-1 PFT-α预处理 1 h，再进行干

预［18］）。干预 48 h，加入 EDU 培养基孵育 2 h，4% 多

聚甲醛固定 15 min，Apollo®染色反应液室温避光染

色 30 min，Hoechst 33342 反 应 液 室 温 避 光 孵 育

30 min，洗涤，于荧光显微镜下观察拍照。

2.2.2 侵袭实验检测细胞侵袭能力 将细胞接种

于六孔板中（5×104个/孔），每组 3 个复孔，分组及给

药同 2.2.1 项。干预 48 h 后，无血清培养基以 1︰8 稀

释 Matrigel 胶，并加 100 μL 至 Transwell 孔上室，室

温静置 30 min 后弃多余液体，各组细胞重悬调整细

胞密度为 1×105个/mL，上室加细胞悬液（不含血清）
200 μL，下室加完全培养基（含 20% FBS）600 µL，

培 养 48 h，甲 醇 固 定 15 min，0.2% 结 晶 紫 染 色

20 min，洗涤，用棉签清理小室残余基质胶，晾干，于

显微镜下观察摄片。

2.2.3 β-半乳糖苷酶染色检测细胞衰老水平 将细

胞接种于六孔板中（5×104个/孔），每组 3 个复孔，细

胞分组及给药同 2.2.1 项。细胞干预 48 h，用 β-半乳

糖苷酶室温染色固定液固定 15 min，洗涤，加入染色

工作液 37 ℃孵育过夜，次日于显微镜下观察拍照。

2.2.4 免疫荧光（IF）检测细胞微管相关蛋白 1A/1B

轻链 3B（MAP1LC3B）表达水平 将细胞接种于六

孔板中（5×104个/孔），设置含药血清干预组，即分为

10% 胎牛血清组（空白组），10% 正常血清组（正常

组），10% 含药血清低、中、高剂量组和设置 PFT-α干

预组，即分为正常组，PFT-α组，高剂量组，高剂量+

PFT-α组。细胞干预 48 h，洗涤、多聚甲醛固定封

闭、洗涤、抗原修复、清除内源性过氧化物酶活性、

山羊血清封闭、4 ℃ 孵育一抗（1∶100）过夜。次日，

室温避光孵育二抗（1∶1 000）、洗涤，加入 DAPI避光

孵育 5 min 进行核染色，抗荧光淬灭封片剂封片，用

荧光显微镜拍照摄片。

2.2.5 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测相关蛋

白表达 细胞培养、分组及加药同 2.2.4 项。干预

48 h 后，收集细胞提取蛋白、测定蛋白浓度，电泳、转

膜，5% 奶粉封闭 1 h，4 ℃ 孵育相应一抗（1∶1 000）
过夜 ，室温孵育二抗（1∶1 万）1 h，显影 ，用软件

Image J 分析蛋白条带。

2.3 统计学分析处理 采用 Graphpad Prism 5.0 软

件进行数据分析、统计、作图，计量资料以 x̄ ± s 表

示，计量资料数据多组间比较符合条件采用单因素

方差分析，两组之间比较采用 unpaired t-test 分析。

以 P<0.05 为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 益气扶正解毒汤含药血清对细胞自噬相关蛋

白表达的影响 与空白组、正常组比较，益气扶正

解毒汤中、高剂量组 A549 细胞的自噬相关蛋白

LC3-Ⅱ，Beclin1 表达水平均显著升高（P<0.01），p62

蛋白表达显著减少（P<0.01），并呈剂量依赖性，益气

扶正解毒汤高剂量组效果更为显著。与空白组、正

常组比较，益气扶正解毒汤低剂量组 p62 蛋白表达

下调（P<0.05，P<0.01），说明益气扶正解毒汤可上调

A549 细胞自噬水平。见表 1，图 2。

3.2 益气扶正解毒汤含药血清对细胞 MAP1LC3B

蛋白表达的影响 与空白组、正常组比较，益气扶

正解毒汤低、中、高剂量组细胞的免疫荧光强度明

显增强，且呈剂量依赖性，益气扶正解毒汤高剂量

表 1 益气扶正解毒汤含药血清对 A549细胞自噬相关蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 1 Effect of Yiqi Fuzheng Jiedu decoction-containing serum on expression of autophagy related proteins in A549 cells（x̄± s，n=3）

组别

正常

益气扶正解毒汤

体积分数

10% 正常血清

10% 低剂量含药血清

10% 中剂量含药血清

10% 高剂量含药血清

LC3-Ⅱ/β-actin

1.01±0.16

1.46±0.18

2.02±0.382，3）

2.25±0.052，3）

Beclin1/β-actin

1.09±0.27

1.51±0.10

2.59±0.222，3）

2.75±0.392，3）

p62/β-actin

1.12±0.17

0.63±0.121，3）

0.55±0.182，3）

0.25±0.052，3）

注：设空白组蛋白相对表达量为 1；与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与正常组比较 3）P<0.01。
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组细胞荧光强度最强，空白组和正常组细胞荧光强

度 最 弱 ，提 示 益 气 扶 正 解 毒 汤 能 促 进 细 胞 中

MAP1LC3B 的表达。见图 3。

3.3 益 气 扶 正 解 毒 汤 含 药 血 清 对 p53，AMPK，

mTOR 蛋白表达的影响 与空白组、正常组比较，

益气扶正解毒汤含药血清各剂量组细胞的 p53，

p-AMPK/AMPK 蛋白表达水平均升高，p-mTOR/

mTOR 蛋白表达水平下降（P<0.01），差异有显著

统计学意义。见表 2，图 4。

3.4 3-MA 和益气扶正解毒汤含药血清对 A549 细

胞增殖、侵袭及促进细胞衰老的影响 空白组和正

常组中 A549 细胞视野中均有较多增殖的细胞，呈

现出较高的增殖活力，两组间差异无统计学意义；
与空白组、正常组比较，益气扶正解毒汤低、中、高

剂量组和益气扶正解毒汤高剂量+3-MA 组的增殖

细胞数量显著减少（P<0.01），并呈剂量依赖性，剂

量越高，数量越少；与高剂量组比较，高剂量+3-MA

组的增殖细胞数量显著增加（P<0.01），差异有显著

统计学意义。见图 5，表 3。

与空白组和正常组比较，益气扶正解毒汤低、

中、高剂量组和益气扶正解毒汤高剂量+3-MA 组中

发生侵袭的细胞数量显著减少（P<0.01），并呈剂量

依赖性，益气扶正解毒汤高剂量组侵袭细胞数目最

少；与益气扶正解毒汤高剂量组比较，高剂量 +

3-MA 发生侵袭的细胞数量显著增加（P<0.01）。见

图 6，表 3。

与空白组和正常组比较，益气扶正解毒汤低、

中、高剂量组和益气扶正解毒汤高剂量+3-MA 组衰

老的细胞数量增多（P<0.01）；与益气扶正解毒汤高

图 3 益气扶正解毒汤含药血清对 A549细胞 MAP1LC3B蛋白表达的影响（IF，×200）
Fig. 3 Effect of Yiqi Fuzheng Jiedu decoction-containing serum on expression of protein MAP1LC3B in A549 cells（IF，×200）

A. 空白组；B. 正常组；C~E. 益气扶正解毒汤低、中、高剂量组

（图 3，4 同）
图 2 益气扶正解毒汤含药血清对 A549 细胞自噬相关蛋白表达

电泳

Fig. 2 Electrophoresis of Yiqi Fuzheng Jiedu decoction-

containing serum on expression of autophagy related proteins in

A549 cells

表 2 益气扶正解毒汤含药血清对 A549细胞中 p53，AMPK通路蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 2 Effect of Yiqi Fuzheng Jiedu decoction-containing serum on expression of p53/AMPK pathway proteins in A549 cells（x̄± s，n=3）

组别

正常

益气扶正解毒汤

体积分数

10% 正常血清

10% 低剂量含药血清

10% 中剂量含药血清

10% 高剂量含药血清

p53/β-actin

1.00±0.13

1.51±0.171，2）

3.15±0.171，2）

2.96±0.081，2）

p-AMPK/AMPK

1.25±0.10

1.95±0.091，2）

1.59±0.171，2）

2.65±0.221，2）

p-mTOR/mTOR

1.12±0.17

0.33±0.091，2）

0.37±0.071，2）

0.48±0.011，2）

注：设空白组蛋白相对表达量为 1；与空白组比较 1）P<0.01；与正常组比较 2）P<0.01。
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剂量组比较，益气扶正解毒汤高剂量+3-MA 组中发

生衰老的细胞数量明显减少（P<0.01）。见图 7，

表 3。表明益气扶正解毒汤可上调细胞自噬水平抑

制细胞增殖、侵袭，促进细胞衰老，且 3-MA 可减弱

益气扶正解毒汤对 A549 细胞增殖、侵袭的抑制效

应及细胞衰老的促进效应。

3.5 PFT-α 和益气扶正解毒汤含药血清对蛋白

LC3-Ⅱ，Beclin1 表达的影响 与正常组及 PFT-α组

比较，益气扶正解毒汤高剂量组 LC3-Ⅱ，Beclin1 蛋

白表达显著升高（P<0.01），益气扶正解毒汤高剂

量 +PFT- α 组 的 LC3 Ⅱ 蛋 白 水 平 均 显 著 升 高

（P<0.01）；与益气扶正解毒汤高剂量组比较，益气扶

正解毒汤高剂量+PFT-α组中的 LC3-Ⅱ，Beclin1蛋白

水平明显降低（P<0.05）。说明 PFT-α可减弱益气扶

正解毒汤对细胞自噬的诱导作用，提示 p53是益气扶

正解毒汤促进细胞自噬的作用靶点。见表 4，图 8。

3.6 PFT-α+益气扶正解毒汤含药血清对 MAP1LC3B

表达的影响 与正常组比较，PFT-α组细胞中的

MAP1LC3B 蛋白免疫荧光强度差异无统计学意义；

与正常组，PFT-α组比较，益气扶正解毒汤高剂量

组，益气扶正解毒汤高剂量+PFT-α组的免疫荧光强

度均较强；与益气扶正解毒汤高剂量组比较，益气

A. 空白组；B. 正常组；C~E. 益气扶正解毒汤低、中、高剂量组 F. 益气扶正解毒汤+3-MA 组（图 6，7 同）
图 5 益气扶正解毒汤含药血清对 A549细胞的增殖能力的影响（EDU，×200）
Fig. 5 Electrophoresis of Yiqi Fuzheng Jiedu decoction-containing serum on proliferation of A549 cells（EDU，×200）

图 4 益气扶正解毒汤含药血清对 A549细胞中 p53，AMPK 通路蛋

白表达电泳

Fig. 4 Electrophoresis of Yiqi Fuzheng Jiedu decoction-

containing serum on expression of p53/AMPK pathway proteins in

A549 cells

表 3 益气扶正解毒汤含药血清对 A549细胞增殖、侵袭、衰老水平的影响（x̄± s）

Table 3 Effect of Yiqi Fuzheng Jiedu decoction-containing serum on proliferation，invasion and senescence of A549 cells（x̄± s） 个

组别

空白

正常

益气扶正解毒汤

益气扶正解毒汤+3-MA

浓度

10% 胎牛血清

10% 正常血清

10% 低剂量含药血清

10% 中剂量含药血清

10% 高剂量含药血清

10% 高剂量含药血清+5 mmol·L-1

增殖细胞数

（n=4）
21.00±3.37

19.25±2.50

10.25±2.221，2）

9.25±2.221，2）

4.75±0.961，2）

12.00±2.161，2，3）

侵袭细胞数

（n=6）
139.00±22.39

142.17±10.94

102.00±18.271，2）

55.50±17.741，2）

38.17±7.681，2）

94.83±17.231，2，3）

衰老细胞数

（n=4）
64.50±6.56

49.50±8.89

111.75±11.411，2）

169.50±14.621，2）

239.50±13.961，2）

108.00±9.351，2，3）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与正常组比较 2）P<0.01；与益气扶正解毒汤高剂量组比较 3）P<0.01。
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扶正解毒汤高剂量+PFT-α组细胞的免疫荧光强度

较 弱 。 说 明 高 剂 量 含 药 血 清 可 促 进 A549 细 胞

MAP1LC3B 蛋白表达，且其促进效应能被 PFT-α减

弱，提示阻断 p53 能够抑制益气扶正解毒汤对细胞

自噬的促进作用。见图 9。

3.7 PFT-α和益气扶正解毒汤含药血清对 A549 细

胞增殖、侵袭及促进细胞衰老的影响 与正常组比

较 ，PFT- α 组 中 A549 细 胞 的 增 殖 数 目 增 多（P<

0.01），益气扶正解毒汤高剂量组、益气扶正解毒汤

高剂量 +PFT-α 组中细胞增殖数量显著减少（P<

0.01）；与益气扶正解毒汤高剂量组比较，益气扶正

解毒汤高剂量+PFT-α组的增殖细胞数目较多（P<

0.05）。见表 5，图 10。

与正常组，PFT-α组比较，益气扶正解毒汤高剂

量组、益气扶正解毒汤高剂量+PFT-α组发生侵袭的

细胞数量显著减少（P<0.01）；与益气扶正解毒汤高

剂量组比较，益气扶正解毒汤高剂量+PFT-α发生侵

表 5 益气扶正解毒汤含药血清对 A549细胞增殖、侵袭、衰老能力的影响（x̄± s）

Table 5 Effect of Yiqi Fuzheng Jiedu decoction-containing serum on proliferation，invasion and senescence of A549 cells（x̄± s） 个

组别

正常

PFT-α

益气扶正解毒汤

益气扶正解毒汤+PFT-α

浓度

10% 正常血清

10% 正常血清+PFT-α（10 μmol·L-1）
10% 高剂量含药血清

10% 高剂量含药血清+PFT-α（10 μmol·L-1）

增殖细胞数

/（n=4）
18.50±2.65

25.50±2.081）

4.75±1.501，2）

9.25±2.061，2，3）

侵袭细胞数

/（n=6）
140.83±17.02

147.17±11.99

51.67±10.711，2）

84.33±12.341，2，4）

衰老细胞数

/（n=4）

67.00±14.77

56.00±17.00

190.75±31.981，2）

144.75±5.911，2，3）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与 PFT-α组比较 2）P<0.01；与高剂量组比较 3）P<0.05，4）P<0.01。

图 6 益气扶正解毒汤含药血清对 A549细胞的侵袭能力的影响（结晶紫，×200）
Fig. 6 Electrophoresis of Yiqi Fuzheng Jiedu decoction-containing serum on invasion of A549 cells（crystal violet，×200）

图 7 益气扶正解毒汤含药血清对 A549细胞的衰老水平的影响（β-半乳糖苷酶，×200）
Fig. 7 Electrophoresis of Yiqi Fuzheng Jiedu decoction-containing serum on senescence of A549 cells（β-galactosidase，×200）

A. 正常组；B. PFT-α组；C. 益气扶正解毒汤组；D. 益气扶正解毒

汤+PFT-α组（图 9~12 同）
图 8 益气扶正解毒汤含药血清作用 A549 细胞蛋白 LC3-Ⅱ和

Beclin1表达电泳

Fig. 8 Electrophoresis of Yiqi Fuzheng Jiedu decoction-

containing serum on expression of proteins LC3-Ⅱ and Beclin1 in

A549 cells

表 4 益气扶正解毒汤含药血清对 A549细胞蛋白 LC3-Ⅱ和 Beclin1表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of Yiqi Fuzheng Jiedu decoction-containing serum on expression of proteins LC3-Ⅱ and Beclin1 in A549 cells（x̄± s，n=3）

组别

PFT-α

益气扶正解毒汤

益气扶正解毒汤+PFT-α

浓度

10% 正常血清+10 μmol·L-1

10% 高剂量含药血清

10% 高剂量含药血清+10 μmol·L-1

LC3-Ⅱ/β-actin

0.96±0.09

1.79±0.121，2）

1.42±0.061，2，4）

Beclin1/β-actin

1.09±0.17

1.98±0.421，2）

1.47±0.143）

注：设正常组蛋白相对表达为 1；与正常组比较 1）P<0.01；与 PFT-α组比较 2）P<0.01；与益气扶正解毒汤高剂量组比较 3）P<0.05，4）P<0.01。
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袭的细胞数目显著增多，差异有统计学意义（P<

0.01）。见图 11，表 5。

另外，与正常组，PFT-α组比较，益气扶正解毒

汤高剂量组，益气扶正解毒汤高剂量+PFT-α组中发

生衰老的细胞数量显著上升（P<0.01）；与益气扶正

解毒汤高剂量组比较，益气扶正解毒汤高剂量 +

PFT-α发生衰老的细胞数明显减少（P<0.05）。见图

12，表 5。表明益气扶正解毒汤可通过调控 p53 蛋白

干预 A549 细胞增殖、侵袭、衰老水平，且 PFT-α可减

弱益气扶正解毒汤对 A549 细胞增殖、侵袭的抑制

效应及细胞衰老的促进效应。

4 讨论

肺癌是癌症相关死亡的首要原因，2020 年全球

约有 220 万新发肺癌确诊病例和 180 万肺癌死亡病

例，发病率和死亡率分别为 11.4%，18.0%，随着社会

经济的快速发展和人口老龄化加重，预计到 2040

年，全球新增癌症病例达 2 840 万例，比 2020 年增加

47%，由此可见，癌症防治面临着巨大的挑战［1，19］。

中医在治疗肺癌方面历史悠久，疗效显著，中

医学理论认为，肺癌的基本病理性质是虚实夹杂，

虚乃正气亏虚，实则责之痰、瘀、毒内蕴，正气不足

是癌症发生发展的根本病因，而癌毒内蕴是关键病

理因素。《黄帝内经·素问》云：“邪之所凑，其气必

虚”，肺癌发病之初，皆由正气不足，气虚无力抗邪，

邪滞体内，气血津液壅滞不行，渐致阴阳失调，痰瘀

内生，阻滞肺络，变生积聚，发为肺癌，病程日久化

热成毒，耗气伤阴，虚实并见，易见肺癌复发、转移、

扩散［20］。自拟方益气扶正解毒汤，由黄芪、麦冬、黄

图 10 益气扶正解毒汤含药血清对 A549细胞增殖情况的影响（EDU，×200）
Fig. 10 Electrophoresis of Yiqi Fuzheng Jiedu decoction-containing serum on detect proliferation of A549 cells（EDU，×200）

图 9 益气扶正解毒汤含药血清对 A549细胞蛋白 MAP1LC3B的表达（IF，×400）
Fig. 9 Electrophoresis of Yiqi Fuzheng Jiedu decoction-containing serum on MAP1LC3B in A549 cells detected by IF assay（IF，×400）
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芩、莪术、白花蛇舌草 5 味药组成，由《万病回春》的

清肺汤加减裁化而成，《医学衷中参西录》中记录黄

芪“能补气，兼能升气，善治胸中大气下陷”，能补能

升，是补中益气的要药；《雷公炮制药性解》言麦冬

能“退肺中隐伏之火，生肺中不足之金”，尤善养肺

胃之阴，培土生金；加之黄芩苦平可清肺，莪术为治

积聚诸气最要之药，舌草具消痛散结、清热解毒之

功效，五药合用，既能培本扶正，又可抗癌祛邪。

研究表明，中医药调控细胞自噬是治疗肺癌的

一大热点，中药含有大量的生物有效活性成分，毒

副作用小、疗效佳，可激活或抑制多种靶点或信号

通路，在肺癌的治疗中具有独特优势［21-22］。自噬是

细胞程序性死亡的机制，必需自噬基因的缺失会导

致肿瘤生长，在肿瘤侵袭迁移的过程中，癌细胞首

先通过减少自噬和凋亡来增加自身的增殖能力［23］。

CASSIDY 等［24］研究发现，Atg5 基因敲除的小鼠中

LC3 Ⅰ向膜结合 LC3-Ⅱ的转换率降低，蛋白 LC3-

Ⅱ水平明显下降；另外，Beclin1 是调节自噬过程的

关键基因，能通过增加自噬细胞的活性以抑制肿瘤

生长，并在各种肿瘤细胞系中以低水平表达，而沉

默 Beclin1 基因可导致促进 A549 细胞增殖，抑制癌

细胞凋亡［25］。p62 蛋白是自噬的选择性底物，其表

达水平受自噬过程调节，p62 蛋白负性调节细胞自

噬活性，当 p62 蛋白水平下降且 LC3 Ⅰ向 LC3-Ⅱ转

化增加时，则表明自噬激活，p62 蛋白还可诱导细胞

凋亡，如激活自噬体膜上的半胱氨酸天冬氨酸蛋白

酶（Caspase）-8［26］。而肿瘤抑制基因 p53 是肺癌的最

常见突变基因，p53 缺失或突变会导致细胞生长失

控，并导致肺癌进展和化疗耐药性，抑制细胞凋亡，

从而促进肿瘤的形成。有研究发现，在 NSCLC 患

者中 Beclin1 蛋白表达率较低，突变体 p53 蛋白的过

表达和 Beclin1 功能的降低参与了肺癌的进展，而

AMPK 与 p53 呈正相关关系，AMPK 激活会导致细

胞周期停滞和肿瘤生长抑制，在癌症预防中发挥关

键作用［27-28］。

本研究结果显示，益气扶正解毒汤含药血清可

显 著 上 调 A549 细 胞 中 自 噬 相 关 蛋 白 LC3-Ⅱ，

Beclin1 的水平，降低 p62 蛋白的表达，提高 p53 蛋白

水平，并促进 AMPK 磷酸化，抑制 mTOR 磷酸化，并

且还能抑制 A549 细胞增殖，侵袭迁移，诱导细胞衰

老，并成剂量依赖性，高剂量血清组效果最佳。表

明益气扶正解毒汤可上调 A549 细胞自噬水平，抑

制细胞增殖、侵袭，促进细胞衰老，这可能是通过

p53/AMPK 信号通路发挥作用的。进一步的实验结

果证明，自噬抑制剂 3-MA 可减弱益气扶正解毒汤

抑制 A549 细胞增殖、侵袭迁移及促进细胞衰老的

效应，而 p53 抑制剂 PFT-α不仅可减弱益气扶正解

毒汤抑制 A549 细胞增殖、侵袭迁移及促进细胞衰

老的能力，还明显抑制高剂量含药血清对自噬蛋白

LC3-Ⅱ，Beclin1 及 MAP1LC3B 表达的促进效应。

这一实验结果验证了上述假设，证明益气扶正解毒

汤能够通过 p53/AMPK 信号通路参与调控 A549 细

胞自噬水平，抑制 A549 细胞增殖、侵袭迁移，促进

细胞衰老，进而发挥抑制 NSCLC 进展的作用。现

代药理学研究证明，本方中的药物及其提取物具有

多种与细胞自噬相关的生物活性，包括抗癌、抗炎、

提高免疫力等［29］。如，黄芪甲苷可以诱导 Hela 细胞

自噬，上调 LC3-Ⅱ/Ⅰ，Atg7，Atg12 蛋白表达水平，

图 11 益气扶正解毒汤含药血清对 A549 细胞的侵袭能力的影响

（结晶紫，×200）
Fig. 11 Electrophoresis of Yiqi Fuzheng Jiedu decoction-

containing serum on invasion of A549 cells（crystal violet，×200）

图 12 益气扶正解毒汤含药血清对检测 A549细胞衰老水平的影响

（β-半乳糖苷酶，×200）
Fig. 12 Electrophoresis of Yiqi Fuzheng Jiedu decoction-containing

serum on senescence of A549 cells（β-galactosidase，×200）
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以抑制宫颈癌细胞增殖、侵袭［30］；麦冬皂苷 D 通过

RIPK1 相关途径诱导前列腺癌细胞凋亡，抑制 PC3

和 DU145 前列腺癌移植瘤裸鼠的生长［31］；黄芩素可

诱导 A549 和 H1299 肺癌细胞线粒体发生膜电位缺

失，促进细胞自噬，而敲除 AMPK 基因会降低线粒

体分裂、细胞自噬和调亡水平［32］，另外，黄芩素还能

通过上调 A549 细胞的 p53 蛋白水平，进而诱导肺癌

细胞凋亡［33］；莪术可通过 JAK/STAT 信号通路显著

降低 Walker-256 肺癌大鼠肺组织中 STAT3，STAT5，

survivin 蛋白表达而发挥抗肺癌作用［34］，并且莪术

提取物莪术醇能上调 LC3-Ⅱ/Ⅰ水平，诱导细胞自

噬和凋亡，进而抑制 SiHa，HCC94 宫颈癌细胞增殖

发挥抗宫颈癌作用［35］；而白花蛇舌草可诱导细胞周

期阻滞，促进细胞调亡，其抑制肿瘤细胞生长和诱

导细胞凋亡过程可涉及线粒体凋亡通路，并剂量依

赖性上调 B 淋巴细胞瘤 -2 基因相关 X 蛋白（Bax），
p53 等蛋白表达水平，还可增加胞质内自噬小体形

成，促进自噬溶酶体产生，提高蛋白 Beclin1，LC3-Ⅱ
表达水平［36-37］。

综上，本研究证明益气扶正解毒汤能通过 p53/

AMPK 信号通路上调 A549 细胞自噬水平，抑制

A549 细胞增殖、侵袭迁移，并促进细胞衰老，从而发

挥其抗 NSCLC 作用。但本实验未检测细胞调亡相

关指标，未确定益气扶正解毒汤是否通过调控细胞

自噬与调亡协同发挥抗肺癌作用，并且，许多研究

证明中医药可增强顺铂等化疗药物的治疗作用并

减轻毒副反应，在下一步实验研究中将基于 p53/

AMPK 信号通路进一步探讨益气扶正解毒汤对

NSCLC 细胞自噬和调亡作用的影响并探究中医药

发挥增效减毒的作用机制。
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