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抑制 AMPK 观察清燥救肺汤对肺癌细胞自噬启动
相关蛋白表达的影响

张汗顺，余功，刘成，谢斌*

（江西中医药大学，南昌 330004）

［摘要］ 目的：观察应用腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）抑制剂（compound C）后，清燥救肺汤对肺癌细胞自噬启动相关蛋

白 AMPK，哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR），UNC-51 样激酶 1（ULK1）表达的影响。方法：雄性 C57BL/6J小鼠随机分为模型

组，环磷酰胺（CTX）组（50 mg·kg-1），清燥救肺汤组（11 g·kg-1），AMPK 抑制剂组（10 mg·kg-1），清燥救肺汤加 AMPK 抑制剂组

（清燥加抑制剂组）（11 g·kg-1+10 mg·kg-1）。小鼠右腋皮下注射 Lewis 肺癌细胞构建肺癌荷瘤模型。造模 24 h 后，CTX 组腹腔

注射给药，隔日 1 次，共 7 次，AMPK 抑制剂组与清燥加抑制剂组腹腔注射 compound C，每日 1 次，共 14 d。清燥救肺汤组和清

燥加抑制剂组，造模前后 14 d 均以中药设定剂量灌胃给药。实验结束后处死各组小鼠并取荷瘤组织，统计各组瘤质量；透射电

镜（TEM）观察各组肺癌组织自噬溶酶体的生成情况；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 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），ULK1，磷酸化 UNC-51 样激酶 1（p-ULK1），微管相关蛋白 1

轻链 3B（LC3B）和 p62 蛋白的表达；苏木素 -伊红（HE）染色观察各组肺癌组织病理学变化。结果：与模型组比较，清燥救肺汤

组瘤质量降低（P<0.01），电镜下发现自噬溶酶体生成，p-AMPK，p-ULK1，LC3B，LC3B-Ⅱ蛋白表达和 p-AMPK/AMPK，

p-ULK1/ULK1，LC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ均升高（P<0.05，P<0.01），p-mTOR，p62 蛋白表达和 p-mTOR/mTOR 均降低（P<0.05）。与清

燥救肺汤组比较，清燥加抑制剂组电镜下未见自噬溶酶体生成，p-AMPK，p-ULK1，LC3B，LC3B-Ⅱ蛋白表达和 p-AMPK/

AMPK，p-ULK1/ULK1，LC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ均明显降低（P<0.05，P<0.01），p62 蛋白表达升高（P<0.05）。HE 染色结果显示，各给

药组肺癌组织与模型组比较，病理有明显改善。结论：清燥救肺汤能促进自噬发生标志蛋白 LC3B-Ⅱ升高及 p62 蛋白表达降

低从而诱导自噬发生，其自噬启动机制可能不是调控 AMPK/mTOR/ULK1 通路介导，而是通过 AMPK/ULK1 通路实现的。
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Effect of Qingzao Jiufeitang on Protein Expression Related to Autophagy Initiation in

Lung Cancer Cells Through AMPK inhibition

ZHANG Han-shun，YU Gong，LIU Cheng，XIE Bin*

（Jiangxi University of Chinese Medicine， Nanchang 330004， China）

［［Abstract］］ Objective：：To observe the effects of Qingzao Jiufeitang on the expression of adenosine 5′-

monophosphate（AMP）-activated protein kinase（AMPK），mammalian target of rapamycin（mTOR），and

UNC-51-like kinase 1（ULK1）in lung cancer cells after the application of AMPK inhibitor（compound C）.

Method：：Male C57BL/6J mice were randomly divided into a model group，a cyclophosphamide（CTX）group

（50 mg·kg-1），a Qingzao Jiufeitang group（11 g·kg-1），an AMPK inhibitor group（10 mg·kg-1），and a Qingzao
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Jiufeitang combined with AMPK inhibitor group（combination group）（11 g·kg-1+10 mg·kg-1）. Lewis lung

cancer cells were subcutaneously injected into the right axilla to induce a tumor-bearing model. 24 hours after

modeling，the mice in the CTX group were intraperitoneally injected once every other day for seven times in

total. The mice in the AMPK inhibitor group and the combination group received intraperitoneal injection of

compound C，once a day for 14 days. The mice in the Qingzao Jiufeitang group and the combination group were

administered orally at the set dose for 14 days before and after modeling. At the end of the experiment，the mice

in each group were sacrificed. The tumor-bearing tissues were collected，and the tumor weight of each group was

counted. Transmission electron microscopy（TEM）was used to observe the formation of autolysosomes in lung

cancer tissues of each group. Western blot was used to detect the protein expression of AMPK，phosphorylated

AMPK（p-AMPK），mTOR，phosphorylated mTOR（p-mTOR），ULK1，phosphorylated ULK1（p-ULK1），
microtubule-associated protein 1 light chain 3B（LC3B），and p62. Hematoxylin-eosin（HE）staining was used

to observe the pathological changes of lung cancer in each group. Result：：Compared with the model group，the

Qingzao Jiufeitang group showed decreased tumor weight（P<0.01），the formation of autolysosomes under the

electron microscope，increased protein expression of p-AMPK，p-ULK1，LC3B，LC3B-Ⅱ，and p-AMPK/

AMPK，p-ULK1/ULK1，and LC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ ratios（P<0.01，P<0.05），and reduced protein expression of p-

mTOR， p62， and p-mTOR/mTOR ratio（P<0.05）. Compared with the Qingzao Jiufeitang group， the

combination group showed no autolysosomes formation under the electron microscope，decreased protein

expression of p-AMPK，p-ULK1，LC3B，LC3B-Ⅱ，and p-AMPK/AMPK，p-ULK1/ULK1，LC3B-Ⅱ/LC3B-

Ⅰ ratios（P<0.05，P<0.01），and increased p62 protein expression（P<0.05）. HE staining results showed that

the pathological changes of lung cancer tissues in the groups with drug intervention were improved compared

with those in the model group. Conclusion：： Qingzao Jiufeitang can promote the elevation of LC3B-Ⅱ and

decrease the expression of p62 protein，thus inducing autophagy. The mechanism of autophagy initiation may be

achieved by the AMPK/ULK1 pathway instead of the mediation by the AMPK/mTOR/ULK1 pathway.

［［Keywords］］ adenosine 5′-monophosphate （AMP）-activated protein kinase （AMPK）； Qingzao

Jiufeitang；lung cancer；proteins related to autophagy initiation

2020 年癌症发病率与死亡率统计数据显示，肺

癌发病率位居世界第 2 位，死亡率高居首位［1］。中

医药配合手术，放化疗及其他治疗方法可减轻不良

反应、增强疗效，具有独特优势，在当前防治肺癌综

合模式中，占有着越来越重要的地位［2］。但其减毒

增效的作用机制并不十分清楚。清燥救肺汤具有

清热润燥、养阴益气之功效，作用于肺癌放化疗后

气阴两虚型患者，可有效提高机体免疫状态及改善

患者燥热咳嗽症状，为肺癌治疗常用方［3］。课题组

前期研究表明清燥救肺汤能有效抑制肺癌细胞增

殖，通过抑制肺癌细胞糖酵解、磷酸戊糖、三羧酸循

环、氧化磷酸化代谢途径限速酶活性，减少癌细胞

利用糖原、脂类和核苷酸等原料，阻止癌细胞能量

获取、生物膜及核酸合成［4-7］。同时发现该方能抑制

细胞色素 C 氧化酶亚单位Ⅳ（COX Ⅳ）蛋白表达和

三磷酸腺苷（ATP）生成，升高一磷酸腺苷（AMP）与
ATP 比值［8］，并且前期预实验中观察该方作用于肺

癌细胞，发现自噬溶酶体的生成，由此推测清燥救

肺汤诱导肺癌细胞自噬，其机制可能与该方抑制

ATP 生成，升高 AMP/ATP，激活 AMPK 有关。细胞

自噬能有效增强患者对放化疗的耐受和改善其预

后状况［9］，自噬的产生调控由多条信号通路介导，其

中腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）/哺乳动物雷帕霉

素靶蛋白（mTOR）/UNC-51 样激酶 1（ULK1）通路是

调控自噬的经典信号通路之一［10］。本研究拟构建

荷 Lewis 小鼠肺癌模型，通过比较清燥救肺汤加入

AMPK 抑制剂前后，自噬溶酶体的形成及自噬启动

相关蛋白 AMPK，mTOR 和 ULK1 表达的变化，探索

该方诱导肺癌细胞自噬的启动机制，以期为后续探

讨清燥救肺汤诱导肺癌细胞自噬的分子生物学机

制提供基础 ，同时也为该方临床应用推广提供

依据。

1 材料

1.1 动 物 和 瘤 株 SPF 级 雄 性 C57BL/6J 小 鼠

50 只，体质量（20±2）g，购自济南朋悦实验动物繁育

有限公司，合格证号 SCXK（鲁）2019-0003，本实验
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经由江西中医药大学实验动物伦理委员会审查批

准，批准文号 JZLLSC20210014。

1.2 药物及制备 清燥救肺汤药物制备：霜桑叶

9 g，炙甘草 3 g，枇杷叶 9 g，苦杏仁 9 g，党参 12 g，

生石膏 12 g，阿胶 9 g，麦冬 10 g，以上药物均购于江

西省中医院，有江西中医药大学国家工程中心冯育

林教授鉴定均为正品，根据文献［4］方法制备该方

药液，取 10 倍上述药材量的水，浸泡 1 h，其中生石

膏先煎 30 min，而后一起煎煮，水沸后调小火再煎

40 min，过滤；第 2 次加 8 倍量的水，煎煮方法如前，

合并 2 次滤液，恒温箱 60 ℃烘干，最终得到粉末

27.62 g（1 g 含杂质 0.28 g），故干粉实际有效成分质

量为 27.62×0.72=19.9 g，得率 27.26%。密封，4 ℃保

存。环磷酰胺（CTX，中国江苏恒瑞医药公司，进口

药品注册证号 H20160467，批号 9L351A，0.2 g/瓶）。
AMPK 抑制剂（compound C）溶剂为含 0.5% 羧甲基

纤维素钠（CMC-Na）的生理盐水。

1.3 试 剂 compound C，CMC-Na（美 国 MCE 公

司，批号分别为 79767，66038）；戊二醛（中国国药化

学试剂有限公司，批号 T20100825）；硝酸铅（中国西

陇化工股份有限公司，批号 HGT3470-2000）；全蛋

白抽提试剂盒，BCA 蛋白含量检测试剂盒，预染蛋

白分子量，兔抗甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH），辣
根过氧化物酶标记的羊抗兔免疫球蛋白 G（IgG-

HRP），苏木素 -伊红（HE）染液试剂盒，免疫组化笔

（江苏凯基生物技术股份有限公司，批号分别为

20210111， 20210126， 20210115， 20210121，

20210115，20210114，20210222）；兔抗 AMPK，磷酸

化（p）-AMPK，mTOR，p-mTOR，ULK1，p-ULK1（美

国 CST 公司，批号分别为 19，13，4，2，7，5）；兔抗微

管相关蛋白轻链 3B（LC3B）（英国 Abcam 公司，批号

GR321382）；兔抗 p62（武汉三鹰生物技术有限公

司，批号 00082587）。
1.4 仪器 Tecnai Spirit 型透射电子显微镜（美国

Fei 公司）；ULTRACUT UCT/UC6 型超薄切片机（德

国 Leica 公司）；Power Pac TW 型电泳仪，Trans-blot

Turbo 全能型蛋白转印系统（美国 Bio-Rad 公司）；G：

BOXChemiXR5 型凝胶成像系统（英国 Syngene 公

司）；SpectraMaxM3 型 多 功 能 酶 标 仪（美 国 MD

公司）。
2 方法

2.1 造模 Lewis 肺癌细胞用含 10% 胎牛血清的

DMEM 培养基培养，培养环境为室温，5%CO2。取

最佳生长状态的 Lewis 肺癌细胞，于小鼠右腋皮下

无菌接种，密度为 1×106个/只［9］。

2.2 小鼠分组和给药方法 50 只小鼠随机分为模

型组，CTX 组，清燥救肺汤组，AMPK 抑制剂组，清

燥加抑制剂组，每组 10 只。清燥救肺汤组和清燥加

抑制剂组需在造模前 14 d 开始灌胃清燥救肺汤

（11 g·kg-1·d-1），其余各小鼠正常饲养，清燥救肺汤

给药剂量依据前期研究结果［4，8］及《中药药理研究方

法学》［11］，22，11，5.5，2.75 g·kg-1·d-1清燥救肺汤分别

作用于小鼠，清燥救肺汤 22 g·kg-1·d-1组没有抑制肿

瘤细胞的作用，反而会促进肿瘤细胞增殖，清燥救

肺汤 11，5.5，2.75 g·kg-1·d-1 组有较明显的抑制肿瘤

细胞增殖的作用，其中清燥救肺汤 11 g·kg-1·d-1组为

人临床剂量换算成小鼠的剂量，该剂量下抑瘤率最

高，故本实验以清燥救肺汤 11 g·kg-1·d-1 为给药剂

量。造模后，模型组以等体积生理盐水灌胃，CTX

组以 CTX 50 mg·kg-1 隔日腹腔注射 1 次，AMPK 抑

制剂组和清燥加抑制剂组均腹腔注射 compound C

（10 mg·kg-1·d-1），清燥救肺汤组与清燥加抑制剂组

中药继续按造模前设定的剂量给药，给药时间均为

14 d。

2.3 电镜观察各组自噬溶酶体的生成 取适量肺

癌组织，2.5% 戊二醛固定，磷酸盐缓冲液（PBS）清
洗 2 次，1% 锇酸固定 2~3 h，经过 PBS 漂洗和乙醇脱

水后包埋过夜，切片机超薄切片，厚度 50~60 nm，

3% 乙酸铀-枸橼酸铅双染色，透射电镜拍片。

2.4 Western blot 检测肺癌组织自噬启动相关蛋白

表达 取适量肺癌组织，加入蛋白裂解液，冰上匀

浆，离心取上清，BCA 法测定蛋白浓度。SDS-PAGE

电泳分离蛋白后转移至 PVDF 膜，5% 脱脂奶粉封闭

总蛋白，5%BSA 封闭磷酸化蛋白，加入一抗（1∶

1 000），4 ℃孵育过夜，洗膜后加入二抗（1∶8 000），
室温下孵育 2 h，显影。采用 Image J 分析蛋白条带

灰度值。

2.5 HE 染色观察各组肺癌组织病理变化 肺癌组

织经脱水、包埋后制成石蜡切片，脱蜡、水化后置于

苏木素溶液及伊红染液中染色，梯度乙醇脱水，二

甲苯透明，封片。

2.6 统计学分析 采用 SPSS 22.0 软件进行统计分

析，检测数据以 x̄ ± s 表示，组间均数比较采用单因

素方差分析，P<0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 对荷 Lewis 小鼠瘤质量的影响 与模型组比

较，CTX 组，清燥救肺汤组，AMPK 抑制剂组和清燥

加抑制剂组瘤质量显著降低（P<0.01）；与 CTX 组比
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较，清燥救肺汤组，AMPK 抑制剂组，清燥加抑制剂

组瘤质量升高（P<0.01）；与 AMPK 抑制剂组比较，

清燥加抑制剂组瘤质量降低（P<0.05）。见表 1。

3.2 对荷 Lewis小鼠肺癌组织病理变化的影响 模

型组肺癌组织质地紧密，未见明显炎细胞浸润和出

血。CTX 组、清燥救肺汤组，AMPK 抑制剂组和清

燥加抑制剂组肺癌组织质地较为疏松，均见坏死灶

与炎细胞浸润。见图 1。

3.3 对荷 Lewis小鼠肺癌组织自噬溶酶体的生成的

影响 模型组细胞结构紊乱，细胞核肿胀、萎缩或

畸形，核质比例失常，细胞质中部分线粒体出现肿

胀、嵴断裂，溶酶体出现，未见明显自噬溶酶体结

构；CTX 组细胞结构紊乱，细胞核肿胀、萎缩或畸

形，核质比例失常，溶酶体和自噬溶酶体数量明显

增多；清燥救肺汤组细胞结构紊乱，细胞核肿胀、萎

缩或畸形，核质比例失常，细胞质中镜下可见自噬

溶酶体结构；AMPK 抑制剂组细胞结构紊乱，细胞

核肿胀、萎缩或畸形，核质比例失常，细胞质中可见

大量空泡，未见明显自噬体结构；清燥加抑制剂组

细胞结构紊乱，细胞核肿胀、萎缩或畸形，核质比例

失常，细胞质中可见大量溶酶体，但未见明显自噬

溶酶体体结构。见图 2。

3.4 对荷 Lewis 小鼠肺癌组织 AMPK，p-AMPK，

mTOR 和 p-mTOR 蛋白表达的影响 与模型组比

较，CTX 组和清燥救肺汤组 p-AMPK 蛋白表达和

p-AMPK/AMPK 均 明 显 升 高（P<0.05，P<0.01），

p-mTOR 蛋白表达和 p-mTOR/mTOR 均明显降低

（P<0.05，P<0.01），AMPK 抑制剂组 p-AMPK 蛋白表

达降低（P<0.05），清燥加抑制剂组 p-mTOR/mTOR

明显降低（P<0.05）；与 CTX 组比较，清燥救肺汤组，

AMPK 抑制剂组和清燥加抑制剂组 p-AMPK 蛋白

表 达 和 p-AMPK/AMPK 均 显 著 降 低（P<0.05，

P<0.01），AMPK 抑 制 剂 组 p-mTOR 蛋 白 表 达 和

p-mTOR/mTOR 均显著升高（P<0.01），清燥加抑制

剂 组 p-mTOR/mTOR 显 著 升 高（P<0.05）；与 清 燥

救肺汤组比较，AMPK 抑制剂组和清燥加抑制剂

组 p-AMPK 蛋白表达和 p-AMPK/AMPK 均显著降

低（P<0.01），AMPK 抑 制 剂 组 p-mTOR 蛋 白 表 达

和 p-mTOR/mTOR 均 明 显 升 高（P<0.05）。 见

表 2，图 3。

表 1 清燥救肺汤对荷 Lewis小鼠瘤质量的影响（x̄± s，n=10）

Table 1 Effect of Qingzao Jiufeitang on tumor quality of Lewis

loaded mice（x̄± s，n=10）

组别

模型

CTX

清燥救肺汤

AMPK 抑制剂

清燥加抑制剂

剂量/g·kg-1

0.025

11

0.01

11+0.01

瘤质量/g

1.309±0.287

0.202±0.0611）

0.613±0.2021，2）

0.773±0.2501，2）

0.587±0.1301，2，3）

注：与模型组比较 1）P<0.01；与 CTX 组比较 2）P<0.01；与 AMPK

抑制剂组比较 3）P<0.05。

图 1 清燥救肺汤对荷 Lewis小鼠肺癌组织病理变化的影响（HE，×200）
Fig. 1 Effect of Qingzao Jiufeitang on pathological changes of lung cancer tissues in Lewis mice（HE，×200）

A. 模型组；B. CTX 组；C. 清燥救肺汤组；D. AMPK 抑制剂组；E. 清燥加抑制剂组（图 2~5 同）
图 2 清燥救肺汤对荷 Lewis小鼠肺癌组织自噬溶酶体生成的影响（透射电镜，×2 550）
Fig. 2 Effect of Qingzao Jiufeitang on autophagolysosome formation in lung cancer tissues of Lewis mice（TEM，×2 550）
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3.5 对荷 Lewis 小鼠肺癌组织 ULK1 和 p-ULK1 蛋

白表达的影响 与模型组比较，CTX 组，清燥救肺

汤组小鼠 p-ULK1 蛋白表达和 p-ULK1/ULK1 均显

著升高（P<0.01）；与 CTX 组比较，AMPK 抑制剂组

和清燥加抑制剂组 p-ULK1 蛋白表达和 p-ULK1/

ULK1 均显著降低（P<0.01），清燥救肺汤组 p-ULK1/

ULK1 降低（P<0.05）；与清燥救肺汤组比较，AMPK

抑制剂组和清燥加抑制剂组 p-ULK1 蛋白表达和

p-ULK1/ULK1 均 明 显 降 低（P<0.05，P<0.01）。 见

图 4，表 3。

3.6 对荷 Lewis 小鼠肺癌组织 LC3B-Ⅰ，LC3B-Ⅱ，

LC3B 和 p62 蛋白表达的影响 与模型组比较，CTX

组和清燥救肺汤组 LC3B-Ⅱ，LC3B 蛋白表达及

LC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ均升高（P<0.05，P<0.01），p62 蛋

白表达降低（P<0.01），AMPK 抑制剂组 LC3B-Ⅰ蛋

白表达降低（P<0.05），清燥加抑制剂组 LC3B-Ⅱ/

图 4 清燥救肺汤作用荷 Lewis 小鼠肺癌组织 ULK1 和 p-ULK1 蛋

白电泳

Fig. 4 Electrophoresis of Qingzao Jiufeitang on ULK1 and

p-ULK1 protein in lung cancer tissues of Lewis mice

图 3 清燥救肺汤作用荷 Lewis 小鼠肺癌组织 AMPK，p-AMPK，

mTOR，p-mTOR蛋白电泳

Fig. 3 Electrophoresis of Qingzao Jiufeitang on AMPK，

p-AMPK，mTOR and p-mTOR protein in lung cancer tissues of

Lewis mice

表 2 清燥救肺汤对荷 Lewis小鼠肺癌组织 AMPK，p-AMPK，mTOR，p-mTOR 蛋白表达及 p-mTOR/mTOR，p-AMPK/AMPK 的影响（x̄± s，

n=3）

Table 2 Effect of Qingzao Jiufeitang on AMPK，p-AMPK，mTOR，p-mTOR protein expression and p-mTOR/mTOR，p-AMPK/AMPK

ratio in lung cancer tissues of Lewis mice（x̄± s，n=3）

组别

模型

CTX

清燥救肺汤

AMPK 抑制剂

清燥加抑制剂

剂量/g·kg-1

0.025

11

0.01

11+0.01

AMPK/GAPDH

1.164±0.300

1.102±0.307

1.137±0.116

1.257±0.426

1.277±0.427

p-AMPK/GAPDH

0.234±0.066

0.652±0.1032）

0.461±0.0482，4）

0.114±0.0231，4，6）

0.197±0.0554，6）

p-AMPK/AMPK

0.206±0.054

0.629±0.2142）

0.411±0.0871，3）

0.093±0.0114，6）

0.158±0.0284，5）

mTOR/GAPDH

0.863±0.161

0.822±0.122

0.906±0.100

0.936±0.128

0.819±0.107

p-mTOR/GAPDH

0.739±0.054

0.326±0.0462）

0.407±0.0881）

0.756±0.2334，5）

0.528±0.121

p-mTOR/mTOR

0.869±0.103

0.402±0.0762）

0.454±0.1232）

0.800±0.1954，5）

0.640±0.0731，3）

注：与模型组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与 CTX 组比较 3）P<0.05，4）P<0.01；与清燥救肺汤组比较 5）P<0.05，6）P<0.01。

表 3 清燥救肺汤对荷 Lewis小鼠肺癌组织 ULK1和 p-ULK1蛋白表达及 p-ULK1/ULK1的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of Qingzao Jiufeitang on ULK1，p-ULK1 protein expression and p-ULK1/ULK1 in lung cancer tissues of Lewis

mice（x̄± s，n=3）

组别

模型

CTX

清燥救肺汤

AMPK 抑制剂

清燥加抑制剂

剂量/g·kg-1

0.025

11

0.01

11+0.01

ULK1/GAPDH

0.530±0.106

0.519±0.121

0.553±0.071

0.555±0.100

0.584±0.074

p-ULK1/GAPDH

0.091±0.024

0.285±0.0721）

0.213±0.0431）

0.073±0.0133，5）

0.108±0.0333，5）

p-ULK1/ULK1

0.171±0.021

0.556±0.1151）

0.395±0.1211，2）

0.138±0.0463，5）

0.182±0.0343，5）

注：与模型组比较 1）P<0.01；与 CTX 组比较 2）P<0.05，3）P<0.01；与清燥救肺汤组比较 4）P<0.05，5）P<0.01。
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LC3B-Ⅰ升高（P<0.01）；与 CTX 组比较，AMPK 抑

制 剂 组 和 清 燥 加 抑 制 剂 组 LC3B-Ⅰ，LC3B-Ⅱ，

LC3B 蛋白表达降低（P<0.01），AMPK 抑制剂组 p62

蛋白表达升高（P<0.01），LC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ降低（P<

0.05）；与清燥救肺汤组比较，AMPK 抑制剂组和清

燥加抑制剂组 LC3B-Ⅱ，LC3B 蛋白表达均降低（P<

0.05，P<0.01），p62 蛋白表达升高（P<0.05，P<0.01），
AMPK 抑 制 剂 组 LC3B-Ⅰ蛋 白 表 达 和 LC3B-Ⅱ/

LC3B-Ⅰ均降低（P<0.05）；与 AMPK 抑制剂组比较，

清燥加抑制剂组 LC3B-Ⅱ蛋白表达及 LC3B-Ⅱ/

LC3B-Ⅰ均升高（P<0.05），p62 蛋白表达降低（P<

0.05）。见表 4，图 5。

4 讨论

清燥救肺汤出自清代名医喻昌《医门法律》，常

用于肺癌临床并为名老中医推崇。该方可明显减

轻放化疗副反应并增强其疗效，还可调节机体免疫

力，促进术后恢复，改善患者的生存质量，延长生存

期［12］，疗效确切是应用优势，机制不明是应用瓶颈。

分析该方组方配伍，霜桑叶为君，与臣药石膏

配伍，清泄肺热，佐以麦冬、党参和阿胶补气养阴，

杏仁和枇杷叶宣肺止咳，炙甘草调和诸药为使。诸

药合用，发挥清热润燥、养阴益气之功，能有效缓解

肺癌燥热表现。现代关于清燥救肺汤化学成分研

究发现，测定其含芝麻素、甘草素、异槲皮苷等成

分，此外，发现该方具有抗氧化活性［13］。

课题组从能量代谢角度分析该方抗肺癌机制，

证实清燥救肺汤能有效抑制氧化磷酸化代谢限速

酶活性，降低线粒体膜电位，减少 ATP 生成［8］。ATP

生成减少，AMP 堆积增多，升高 AMP/ATP，有可能

激活 AMPK 能量感受器，诱导自噬的启动［14］。

在最初的研究中，自噬可抑制肿瘤的发生［15］。

随着研究的深入，研究者发现随着肿瘤的生长，肿

瘤细胞为了适应缺氧、营养缺乏等环境或抵抗化疗

药物时，可通过增强自噬来维持自身代谢，保护自

身［16］，这提示自噬可在肿瘤的生长中起促进的作

用。相关研究也证实自噬可通过回收利用降解物，

在肺癌的发展中起保护作用，使癌细胞在恶劣的环

境中生存［17］。由此可见，自噬是一把双刃剑［18］，既

是细胞“自已吞噬自己”［19］，又降解回收物质以循环

再用［20］，对肿瘤具有抑制和促进的双重功效［21］。在

肿瘤不同的类型及在发生发展的不同阶段中，自噬

也起着不同的作用。

细 胞 自 噬 启 动 相 关 靶 点 蛋 白 调 控 机 制 中 ，

AMPK 被激活，可抑制 mTOR 活化，阻断其对 ULK1

蛋 白 磷 酸 化 抑 制 作 用 ，诱 导 细 胞 自 噬 启 动［22］。

ULK1 是自噬启动和进展的重要调控因子，最近的

研究表明 AMPK 也可直接活化 ULK1，诱导自噬的

发生［23］。LC3B 为哺乳动物自噬发生的标志蛋白，

有 LC3B-Ⅰ和 LC3B-Ⅱ两种存在形式，检测 LC3B-

Ⅱ/LC3B-Ⅰ转化是判定自噬流顺逆检测的金指标，

同时 LC3B-Ⅱ蛋白与 p62 蛋白结合可形成复合物，

并在自噬溶酶体中降解，自噬活性上升时，LC3B-Ⅱ
上升，p62 下降；当自噬活性受阻时，LC3B-Ⅱ和 p62

表达与前者相反［24］。

表 4 清燥救肺汤对荷 Lewis小鼠肺癌组织 LC3B-Ⅰ，LC3B-Ⅱ，LC3B和 p62蛋白表达及 LC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of Qingzao Jiufeitang on LC3B-Ⅰ，LC3B-Ⅱ，LC3B and p62 protein expression and LC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ in lung cancer

tissues of Lewis mice（x̄± s，n=3）

组别

模型

CTX

清燥救肺汤

AMPK 抑制剂

清燥加抑制剂

剂量/g·kg-1

0.025

11

0.01

11+0.01

LC3B-Ⅰ/GAPDH

0.076±0.018

0.097±0.017

0.073±0.012

0.045±0.0081，4，5）

0.052±0.0104）

LC3B-Ⅱ/GAPDH

0.041±0.009

0.129±0.0252）

0.105±0.0212）

0.038±0.0074，6）

0.068±0.0134，5，7）

LC3B/GAPDH

0.117±0.019

0.226±0.0352）

0.179±0.0291，3）

0.083±0.0094，6）

0.120±0.0194，5）

LC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ
0.561±0.168

1.350±0.2962）

1.432±0.2292）

0.848±0.2193，5）

1.322±0.2682，7）

p62/GAPDH

0.439±0.103

0.151±0.0532）

0.130±0.0512）

0.458±0.1204，6）

0.284±0.0725，7）

注：与模型组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与 CTX 组比较 3）P<0.05，4）P<0.01；与清燥救肺汤组比较 5）P<0.05，6）P<0.01；与 AMPK 抑制剂组比

较 7）P<0.05。

图 5 清燥救肺汤作用荷 Lewis小鼠肺癌组织 LC3B-Ⅰ，LC3B-Ⅱ和

p62蛋白电泳

Fig. 5 Electrophoresis of Qingzao Jiufeitang on LC3B-Ⅰ，LC3B-Ⅱ
and p62 protein in lung cancer tissues of Lewis mice
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本实验研究显示，清燥救肺汤能有效促进荷

Lewis 小鼠肺癌细胞自噬，加入 AMPK 抑制剂后，自

噬水平明显减弱。实验数据分析，与模型组比较，

清 燥 救 肺 汤 组 电 镜 下 可 见 自 噬 溶 酶 体 生 成 ，

p-AMPK，p-ULK1，LC3B，LC3B- Ⅱ 蛋 白 表 达 和

p-AMPK/AMPK，p-ULK1/ULK1，LC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ
均 明 显 升 高 ，p-mTOR，p62 蛋 白 表 达 和 p-mTOR/

mTOR 均明显降低。清燥救肺汤加入 AMPK 抑制

剂 后 ，电 镜 下 未 见 自 噬 溶 酶 体 生 成 ，p-AMPK，

p-ULK1，LC3B，LC3B- Ⅱ 蛋 白 表 达 和 p-AMPK/

AMPK，p-ULK1/ULK1，LC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ均明显降

低，p62 蛋白升高。

由此可见，清燥救肺汤促进自噬发生标志蛋白

LC3B-Ⅱ升高及 p62 蛋白表达降低从而诱导自噬发

生，其启动机制可能不是通过激活 AMPK，间接抑

制 mTOR 活化，阻断其对 ULK1 的抑制，而是通过激

活 AMPK 直接磷酸化 ULK1 蛋白实现的。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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