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肺岩宁方调控 EMT 逆转非小细胞肺癌顺铂耐药

夏尽力， 蔡玥娇， 吴新鸿， 王中奇， 邓海滨*

（上海中医药大学  附属龙华医院，上海  200032）

［摘要］ 目的：观察肺岩宁方（肺岩宁）对非小细胞肺癌顺铂耐药的影响，并探究其可能存在的机制。方法：细胞增殖与活

性检测（CCK-8）法观察顺铂（0、2.0、4.0、6.0、8.0、10.0 mg⋅L-1）对 A549 和 A549/DDP（顺铂耐药）细胞细胞增殖能力的影响，肺岩

宁（0、100、200、300、400、500、600 mg⋅L-1）对 A549/DDP 细胞增殖能力影响；免疫荧光染色、蛋白免疫印迹法（WB）观察 A549 和

A549/DDP 组上皮间质转化（EMT）相关蛋白表达；将 A549/DDP 细胞分为空白组、肺岩宁组（200 mg⋅L-1）、顺铂组（6.0 mg⋅L-1）和
联合用药组［肺岩宁（200 mg⋅L-1）+顺铂（6.0 mg⋅L-1）］，并进行相应处理，侵袭小室（transwell）实验比较各组侵袭能力；WB 检测

各组 EMT 相关蛋白表达；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）和免疫荧光染色分别检测各组耐药因子 mRNA 和蛋

白表达。结果：与 A549 组比较，A549/DDP 组对顺铂耐药性显著增高（P<0.01）；E-钙黏蛋白（E-cadherin）蛋白表达降低，波形蛋

白（Vimentin）、N-钙黏蛋白（N-cadherin）、锌指转录因子（Snail）蛋白表达升高（P<0.05，P<0.01）。经肺岩宁、顺铂处理后，与空

白组比较，肺岩宁可浓度依赖性抑制 A549/DDP 细胞增殖（P<0.01）；肺岩宁组、顺铂组、联合用药组侵袭能力降低（P<0.01）；与
顺铂组比较，联合用药组侵袭能力显著降低（P<0.01）。与空白组比较，肺岩宁组 E-cadherin 蛋白表达升高，N-cadherin、

Vimentin、Snail蛋白表达降低（P<0.01），顺铂组 E-cadherin、N-cadherin、Vimentin 蛋白表达降低，Snail蛋白表达升高（P<0.05，P<

0.01）；联合用药组 E-cadherin、N-cadherin、Vimentin、Snail 蛋白表达降低（P<0.01）；与顺铂组比较，联合用药组 E-cadherin 蛋白

表达升高，N-cadherin、Vimentin、Snail 蛋白表达降低（P<0.01）。与空白组比较，肺岩宁组肺耐药相关蛋白（LRP）、多药耐药因

子 1（MDR1）蛋白和 mRNA 表达降低，拓扑异构酶Ⅱα （TOPO Ⅱα）蛋白和 mRNA 表达升高（P<0.01）；顺铂组 LRP、MDR1、

TOPO Ⅱα蛋白和 mRNA 表达升高（P<0.01）；联合用药组 LRP 蛋白和 mRNA 表达无明显改变，MDR1、TOPO Ⅱα蛋白和

mRNA 表达升高（P<0.01）；与顺铂组比较，肺岩宁组、联合用药组 LRP、MDR1 蛋白和 mRNA 表达降低，TOPO Ⅱα蛋白和

mRNA 表达升高（P<0.01）；与肺岩宁组比较，联合用药组 LRP、MDR1、TOPO Ⅱα蛋白和 mRNA 表达升高（P<0.01）。结论：肺

岩宁方能够逆转非小细胞肺癌顺铂耐药，其机制可能与调控 EMT 进程相关。
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Chinese Herbal Medicine Feiyanning Prescription Regulates EMT to 

Reverse Cisplatin Resistance in Non-small Cell Lung Cancer

XIA Jinli， CAI Yuejiao， WU Xinhong， WANG Zhongqi， DENG Haibin*

（Longhua Hospital，  Shanghai University of Traditional Chinese Medicine，  Shanghai 200032，  China）

［［Abstract］］ Objective：： To observe the effect of Feiyanning prescription （FYN） on cisplatin （DDP） 

resistance in non-small cell lung cancer （NSCLC） and explore the underlying mechanism. Method：： Cell 

counting kit-8 （CCK-8） assay was used to detect the proliferation of A549 and A549/DDP （DDP-resistant） cells 
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treated by DDP （0， 2.0， 4.0， 6.0， 8.0， 10.0 mg ⋅L-1） and the proliferation of A549/DDP cells treated by FYN 

（0， 100， 200， 300， 400， 500， 600 mg ⋅L-1）. Based on immunofluorescence staining and Western blot （WB）， 

the expression of epithelial mesenchymal transition （EMT）-related proteins in A549 and A549/DDP groups was 

observed. A549/DDP cells were classified into control group， FYN group （200 mg⋅L-1）， DDP group （6.0 mg⋅L-1）， and 

combination group ［FYN （200 mg⋅L-1） + DDP （6.0 mg⋅L-1）］ and respectively treated with corresponding drugs. 

Then， invasion ability of each group was examined by transwell assay， and the expression of EMT-related 

proteins in each group by WB. Moreover， real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction（Real-

time PCR） and immunofluorescence staining were separately applied to detect the mRNA and protein expression 

of drug resistance-related factors in each group， respectively. Result：： Compared with A549 group， A549/DDP 

group showed high resistance to DDP （P<0.01）， low expression of E-cadherin， and high protein expression of 

Vimentin， N-cadherin， and Snail （P<0.05， P<0.01）. As compared with the control group， FYN inhibited the 

proliferation of A549/DDP cells in a concentration-dependent manner （P<0.01）， and the FYN group， DDP 

group， and combination group demonstrated low invasion ability （P<0.01）. In addition， the invasion ability in 

the combination group was particularly lower than that in the DDP group （P<0.01）. The expression of 

E-cadherin protein was higher and the protein expression of N-cadherin， Vimentin， and Snail was lower in the in 

FYN group than in the control group （P<0.01）. The protein expression of E-cadherin， N-cadherin， and Vimentin 

was lower and the expression of Snail was higher in the DDP group than in the control group （P<0.05，P<0.01）. 

The protein expression of E-cadherin， N-cadherin， Vimentin， and Snail in the combination group decreased as 

compared with that in the control group （P<0.01）. Compared with the DDP alone， the combination raised the 

expression of E-cadherin and lowered the protein expression of N-cadherin， Vimentin， and Snail （P<0.01）. The 

protein and mRNA expression of lung resistance-related protein （LRP） and multidrug resistance 1 （MDR1） was 

lower and the protein and mRNA expression of topoisomerase Ⅱα （TOPO Ⅱα） was higher in the FYN group 

than in the control group （P<0.01）. The protein and mRNA expression of LRP， MDR1， and TOPO Ⅱ α was 

higher in the DDP group than in the control group （P<0.01）. The expression of LRP protein and mRNA showed 

no significant variation， but the protein and mRNA expression of MDR1 and TOPO Ⅱ α increased in the 

combination group compared with those in the control group （P<0.01）. Compared with the DDP group， FYN 

group and combination group showed low protein and mRNA expression of LRP and MDR1 and high protein and 

mRNA expression of TOPO Ⅱ α （P<0.01）. Compared with FYN， the combination elevated the protein and 

mRNA expression of LRP， MDR1， and TOPO Ⅱα （P<0.01）. Conclusion：： FYN prescription can reverse the 

DDP resistance of NSCLC by modulating EMT.

［［Keywords］］ Feiyanning （FYN）； non-small cell lung cancer （NSCLC）； drug resistance； epithelial 

mesenchymal transition （EMT）； cisplatin （DDP）

2020 年，全球报告了近 1 000 万癌症死亡病例，

其中 180 万例死于肺癌，在癌症死亡率中排名第一，

远远超过其他类型的癌症。肺癌发病率与死亡率

居我国首位，远高于其他类型癌症，极大威胁人类

健康［1］。顺铂（DDP）是临床最常用的化疗药物之

一，但耐药性的产生是其应用主要障碍［2］。DDP 耐

药机制复杂，包括药物外排增加、肿瘤干细胞持续

存在、上皮间质转化（EMT）、肿瘤缺氧等［3-5］。近年

来，EMT 在肿瘤化疗耐药中的作用受到越来越多的

关注［6］，EMT 是一个上皮细胞获得间充质表型的基

本形态发生过程，表现为上皮标志物 E-钙黏蛋白

（E-cadherin）的丢失，以及间充质标志物波形蛋白

（Vimentin）、N-钙黏蛋白（N-cadherin）和锌指转录因

子（Snail）表达增加［7］。通过经历 EMT，肿瘤细胞获

得了更具迁移和侵袭的能力［8］，EMT 是顺铂耐药原

因之一［9］。肺耐药相关蛋白（LRP）表达增高能够阻

止顺铂杀伤肿瘤细胞，通过检测 LRP 表达情况可预

测非小细胞肺癌（NSCLC）的耐药性［10］，多药耐药 1

（MDR1）在 NSCLC 肿瘤组织中呈现高表达，其高表

达是出现多药耐药情况的重要特征［11-12］，拓扑异构

酶Ⅱ（TOPO Ⅱ）表达降低可出现在多种化疗药物耐

药时，其表达降低可作为 NSCSC 多药耐药现象的
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依据［13-14］。

肺岩宁方（肺岩宁）是上海市名中医徐振晔教

授经过长期临床实践自拟的经验方，全方蕴含徐老

治疗肿瘤“益气养精，解毒散结”思路，旨在防治非

小细胞肺癌，已应用于临床 20 多年。前期临床研究

表明，肺岩宁与化疗药联合使用，不仅可以减少化

疗的不良反应，提高患者的生存质量，还可以延长

患者生存期［15-16］。前期实验研究也证明，肺岩宁可

以增加上皮标志物表达 ，降低间充质标志物表

达［17］。因此，利用中药复方肺岩宁方部分恢复顺铂

化疗的敏感性是一种很有前景的中医药肿瘤治疗

策略。本研究拟证明 A549/DDP 顺铂耐药细胞发生

EMT，推测 EMT 是 A549/DDP 细胞发生顺铂耐药的

重要原因，以肺岩宁、顺铂为干预手段，观察肺岩

宁、顺铂对 EMT 和耐药因子的影响，探讨肺岩宁方

逆转非小细胞肺癌顺铂耐药可能作用机制，为肺岩

宁方的临床应用提供一份理论支撑。

1 材料

1.1　细胞     人肺腺癌 A549 细胞购自中国科学院上

海细胞库，目录号 SCSP-503，人肺腺癌 A549/DDP

（顺铂耐药）细胞购自 Procell 生命科技有限公司（中

国武汉），货号 CL-0519，均传至第 8 代。

1.2　药物     肺岩宁由黄芪 40 g、黄精 30 g、灵芝

30 g、山茱萸 15 g、淫羊藿 15 g、白术 9 g、山慈菇

15 g、石见穿 30 g、重楼 15 g、蜂房 9 g、干蟾皮 9 g 组

成，饮片均购自上海中医药大学附属龙华医院中药

房（批号分别为 91018、91067、95065、92067、93058、

91025、91127、93047、91152、96040、96018），经上海

市名中医徐振晔教授鉴定均为正品。按比例称取

上述药材，浸泡 30 min，用 8 倍体积的纯水煎煮 1 h，

去除不溶性成分和细菌，浓缩至含生药 2.0 g⋅mL-1，

低温保存备用。肺岩宁的主要成分还通过超高效

液相色谱结合四极杆飞行时间质谱（UPLC-Q-TOF-

MS）进 行 分 析［18］。 顺 铂 注 射 液 ：药 物 标 准 规 格

20 mg，由上海中医药大学附属龙华医院中心西药

房 采 购 于 齐 鲁 制 药 有 限 公 司 ，药 品 国 药 准 字

H20023461，批号 1F0374B03，细胞实验过程中，用

磷酸盐缓冲液（PBS）配制溶液，0.22 μm 过滤器过滤

除菌后使用。

1.3　试剂     F-12K 培养基（上海语纯生物科技公

司，批号 YC-3036）；胎牛血清（FBS，上海达科为生

物技术有限公司，批号 6021031）；胰蛋白酶、青霉素

和链霉素（美国 Gibco 公司，批号分别为 25200-056、

15140-122）；细胞增殖与活性检测（CCK-8）试剂盒、

结 晶 紫 染 液（上 海 Beyotime 公 司 ，批 号 分 别 为

C0039、C0121）；E-cadherin、Vimentin、N-cadherin、锌

指转录因子（Snail）、MDR1、TOPO Ⅱα、β-肌动蛋白

（β -actin）抗体（美国 CST 公司，批号分别为 3879、

3195、13116、5741、13342、12286、8457）；LRP 抗体

（ 美 国 Santa Cruz Biotechnology 公 司 ，批 号 sc-

23916）；mRNA 提 取 试 剂 盒（美 国 Thermo Fisher 

Scientific 公司，批号 K157002）；逆转录试剂盒、实时

荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）试剂盒

（中 国 艾 克 瑞 生 物 公 司 ，批 号 分 别 为 AG11705、

AG11701）。
1.4　仪器     MCO-18AIC 型 CO2 恒温培养箱（日本

Sanyo 公司）；ECLIPSE C1 型正置荧光显微镜、DS-

U3 型成像系统（日本尼康公司）；infinite F200 型多

功能酶标仪（瑞士 Tecan 公司）；Mini-PROTEAN® 

Tetra 型电泳转印系统、734BR3604 型蛋白显影仪、

ABI 2720 型基因扩增仪、ABI 7500 型 Real-time PCR

仪（美国 Bio-Rad 公司）。
2 方法

2.1　分组     选用 A549 与 A549/DDP（顺铂耐药）细
胞，分为 A549 组与 A549/DDP 组；经肺岩宁、顺铂处

理 A549/DDP 细 胞 ，分 为 空 白 组 、肺 岩 宁 组

（200 mg⋅L-1）、顺铂组（6 mg⋅L-1）、联合用药组（肺岩

宁 200 mg⋅L-1+顺铂 6 mg⋅L-1）。
2.2　细胞培养     A549 细胞在加入 10% FBS、1% 青-

链霉素的 F-12K 培养基培养，A549/DDP 细胞在加

入 10% FBS、1% 青 -链霉素及 2 mg⋅L-1顺铂的 F-12K

培养基培养，均放入 37 ℃、5% CO2的加湿培养箱中

培养。

2.3　 CCK-8 法 检 测 细 胞 增 殖     将 细 胞 A549 和

A549/DDP 以 4.0×104 个/孔接种在 96 孔板中，培养

24 h。观察细胞是否已经贴壁，在细胞生长状态跟

较好的条件下进行药物干预操作，用不同质量浓度

顺铂（0、2.0、4.0、6.0、8.0、10.0 mg ⋅L-1）处理 A549 细

胞和 A549/DDP 细胞，用不同质量浓度肺岩宁（0、

100、200、300、400、500、600 mg⋅L-1）处理 A549/DDP

细胞 24、48、72 h。在不同时间点（24、48、72 h）评估

细胞活力，用酶标仪在 450 检测每孔吸光度 A，计算

细胞存活率，细胞存活率 =（A 药物组 −A 溶剂组）/（A 空白组

−A 溶剂组）×100%。

2.4　Transwell侵袭实验     将 Matrigel胶置于 4 ℃冰

箱过夜冻融，次日用无血清培养基稀释基质胶。稀

释的基质胶均匀平铺于 Transwell上室，基质胶凝固

后取无血清培养基至于 Transwell小室上室，放入培
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养箱中水化基底膜 30 min。取对数生长期的 A549/

DDP 细胞，胰酶消化后，用无血清 F-12K 培养基混

匀，将 A549/DDP 细胞以 5×104 个/孔的数量接种于

对各组小室上室溶液中，干预 24 h，洗板、固定、结晶

紫染色，显微镜拍照。

2.5　蛋白免疫印迹法检测蛋白表达     使用 RIPA 裂

解液提取总蛋白，并通过 BCA 测定试剂盒定量蛋白

浓度。上样结束后开始电泳，电泳结束后湿转法转

膜，5% 脱脂牛奶封闭 2 h，孵育一抗（1∶1 000）后在

4 ℃冰箱过夜，洗膜后二抗（1∶5 000）孵育 1 h，根据

说明书配制 ECL 工作液，打开成像仪，进行拍照和

图像采集。

2.6　免疫荧光检测蛋白表达     4% 多聚甲醛固定细

胞，破膜工作液室温孵育 20 min，磷酸盐缓冲液

（PBS）洗 3 次，3% BSA 室温封闭 30 min，在细胞孔

板里滴加一抗（1∶1 500），细胞培养板平放于湿盒内

4 ℃孵育过夜，洗片后滴加二抗（1∶5 000）孵育 1 h，

洗片后滴加 DAPI 染液，避光室温孵育 10 min，玻片

稍甩干后用抗荧光淬灭封片剂封片，玻片于荧光显

微镜下观察并采集图像。

2.7　 Real-time PCR 检测耐药因子 mRNA 表达水

平     提取总 RNA，检测 RNA 纯度，将 RNA 逆转录

成 cDNA，反应条件：37 ℃逆转录反应 15 min，85 ℃

灭活逆转录酶 5 s，取适量 cDNA SYBER Green 法进

行 PCR 反应，反应条件：95 ℃预变性 30 s，1 个循环；
94 ℃变性 10 s，56 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，共

40 个循环。以 β-actin 为内参分析基因的表达量，结

果采用 2-ΔΔCt法计算 mRNA 相对表达，引物由铂尚生

物技术（上海）有限公司设计合成，见表 1。

2.8　统计学分析     采用 SPSS 25.0 进行统计分析，

计量资料以 x̄ ± s 表示，独立样本 t 检验来确定组间

的统计学意义，并使用单因素 ANOVA 分析多组间

比较，P<0.05 为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1　对细胞增殖的影响     顺铂干预 A549、A549/

DDP 细胞后，在 2.0 mg ⋅L-1 顺铂干预 24 h 时，A549

组、A549/DDP 组细胞增殖抑制差异无统计学意义；
其余相同时间和相同浓度下与 A549 组比较，顺铂

对 A549 组增殖抑制作用更为明显，A549/DDP 组对

顺铂耐药性更高（P<0.01）。见表 2。肺岩宁干预

A549/DDP 细胞后，与空白组比较，肺岩宁对 A549/

DDP 细胞增殖抑制具有浓度和时间依赖关系（P<

0.01）。见表 3。根据 CCK-8 结果，6.0 mg⋅L-1顺铂和

2.0×102 mg⋅L-1肺岩宁处理 A549/DDP 细胞 48 h 时增

殖抑制率约为 20%，对细胞增殖抑制作用较低，此

浓度用于后续实验。

表  1　引物序列

Table 1　Primer sequence

引物

LRP

MDR1

TOPO Ⅱα

β-actin

序列（5′-3′）
TGAGGTGGAGGTGAAGAAGTT

GGCTGTGTTGAAGAGGTTGAT

ACAGAGGGGATGGTCAGTGT

TCACGGCCATAGCGAATGTT

GGACCAACCTTCAACTATCTTCTT

TCAACAGCCTCCAATTCTTCAAT

CATGTACGTTGCTATCCAGGC

CTCCTTAATGTCACGCACGAT

长度/bp

21

20

24

23

表  2　顺铂对 A549 和 A549/DDP 细胞存活率的影响  （x̄± s，n=9）

Table 2　 Effect of cisplatin on proliferation of A549 and 

A549/DDP cells （x̄± s，n=9） %

组别

空白组

A549 组

空白组

A549/DDP 组

质量浓度

/mg⋅L-1

2.0

4.0

6.0

8.0

10.0

2.0

4.0

6.0

8.0

10.0

24 h

100.00±3.49

98.40±2.31

88.39±2.21

69.99±2.40

51.64±2.11

37.63±0.52

100.00±3.55

99.48±1.56

96.98±1.631）

96.12±2.521）

92.52±1.661）

91.63±0.651）

48 h

100.00±0.81

88.82±1.75

61.20±2.15

26.90±1.39

15.17±1.33

11.12±0.74

100.00±0.77

97.75±2.851）

83.73±1.421）

78.54±1.661）

71.61±3.751）

58.98±2.661）

72 h

100.00±2.56

76.62±5.05

44.79±4.80

16.47±1.78

8.26±0.52

1.43±1.87

100.00±1.00

92.12±1.111）

80.22±1.821）

78.52±1.021）

68.74±0.861）

53.26±1.641）

注：与 A549 同质量浓度组比较 1）P<0.01

表  3　肺岩宁对 A549/DDP 细胞存活率的影响  （x̄± s，n=9）

Table 3　 Effect of Feiyanning on proliferation of A549/DDP cells 

（x̄± s，n=9） %

组别

空白组

    A549/

DDP 组

质量浓度

/mg⋅L-1

100

200

300

400

500

600

24 h

100.00±1.84

93.85±0.141）

80.77±0.591）

72.24±1.561）

63.29±0.351）

58.45±0.561）

50.96±0.461）

48 h

100.00±0.57

92.07±1.921）

79.14±1.001）

65.79±0.031）

56.87±0.181）

43.84±0.501）

33.72±0.891）

72 h

100.00±0.93

89.26±2.421）

77.48±0.971）

64.89±1.161）

51.52±1.121）

42.25±0.381）

26.67±0.851）

注：与空白组比较 1）P<0.01
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3.2　对细胞 EMT 的影响     与 A549 组比较，A549/

DDP 组 E-cadherin 蛋白表达降低，是发生 EMT 标

志 ，见 图 1。 进 一 步 验 证 发 现 ，与 A549 组 比 较 ，

A549/DDP 组 E-cadherin 蛋 白 表 达 显 著 降 低（P<

0.01），N-cadherin、Vimentin、Snail 蛋白表达明显升

高（P<0.05，P<0.01）。见表 4、图 2。综上，与 A549

组比较，A549/DDP 组发生 EMT，推测 EMT 是 A549/

DDP 细胞产生顺铂耐药的重要原因。

3.3　肺岩宁方对 A549/DDP 细胞 EMT 进程影响        

    与空白组比较，肺岩宁组、顺铂组、联合用药组

A549/DDP 细胞侵袭能力显著降低（P<0.01）；与顺

铂组比较，联合用药组 A549/DDP 细胞侵袭能力显

著降低（P<0.01）。见图 3、表 5。与空白组比较，肺

岩宁组 E-cadherin 蛋白表达显著升高，N-cadherin、

Vimentin、Snail蛋白表达显著降低（P<0.01）；顺铂组

E-cadherin、N-cadherin、Vimentin 蛋 白 表 达 明 显 降

低，Snail 蛋白表达明显升高（P<0.05，P<0.01）；联合

用药组 E-cadherin、N-cadherin、Vimentin、Snail 蛋白

表达降低（P<0.01）；与顺铂组比较，联合用药组

E-cadherin 蛋 白 表 达 升 高 ，N-cadherin、Vimentin、

Snail蛋白表达降低（P<0.01）。见图 4、表 6。

3.4　肺岩宁方对 A549/DDP 细胞耐药因子表达影

响     免疫荧光染色结果显示，与空白组比较，肺岩

宁 组 LRP、MDR1 蛋 白 表 达 降 低；顺 铂 组 LRP、

MDR1 蛋白表达升高；联合用药组 LRP 蛋白表达无

明显改变，MDR1 蛋白表达升高；肺岩宁组、顺铂组、

联合用药组 TOPO Ⅱα蛋白表达升高；与顺铂组比

较，联合用药组 LRP、MDR1 蛋白表达明显降低，

表  4　肺岩宁对细胞 EMT 相关蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 4　Effect of Feiyanning on EMT-related protein expression in cell （x̄± s，n=3）

组别

A549 组

A549/DDP 组

质量浓度/mg⋅L-1

6.0

2.0×102

E-cadherin/β-actin

1.028±0.032

0.746±0.0352）

N-cadherin/β-actin

0.719±0.038

1.036±0.0212）

Vimentin/β-actin

0.866±0.063

1.037±0.0691）

Snail/β-actin

0.731±0.047

0.962±0.022）

注：与 A549 组比较 1）P<0.05，2）P<0.01

注：A.A549 组；B.A549/DDP 组（图 2 同）
图 1　肺岩宁对细胞 E-cadherin 蛋白表达的影响（免疫荧光，×200）
Fig. 1　 Effect of Feiyanning on E-cadherin in cell

（immunofluorescence，×200）

注：A：空白组；B：肺岩宁组；C：顺铂组；D：联合用药组（图 4-

图 7 同）
图 3　肺岩宁、顺铂对 A549/DDP 细胞侵袭能力影响（结晶紫，×200）
Fig.  3　 Effect of Feiyanning and DDP on invasion ability of A549/

DDP cells（crystal violet，×200）

图 2　A549 与 A549/DDP 组 EMT 相关蛋白表达电泳

Fig.  2　 Electrophoresis in EMT-related protein expression 

between A549 and A549/DDP group
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TOPO Ⅱα蛋白表达明显升高。见图 5-图 7。PCR

结果显示，与空白组比较，肺岩宁组 LRP、MDR1 

mRNA 表达显著降低，TOPO Ⅱα mRNA 表达显著

升 高（P<0.01），顺 铂 组 LRP、MDR1、TOPO Ⅱ α 

mRNA 表达显著升高（P<0.01），联合用药组 LRP 

mRNA 表达无明显改变，MDR1、TOPO Ⅱα mRNA

表达显著升高（P<0.01）；与肺岩宁组比较，顺铂组

LRP、MDR1 mRNA 表达升高，TOPO Ⅱα  mRNA 表

达降低（P<0.01）；联合用药组 LRP、MDR1、TOPO 

Ⅱα mRNA 表达显著升高（P<0.01）；与顺铂组比较，

联 合 用 药 组 LRP、MDR1 mRNA 表 达 显 著 降 低 ，

TOPO Ⅱα mRNA 表达升高（P<0.01）。见表 7。

4 讨论

传统的化疗药物与现今的分子靶向药物都极大

的提高了肿瘤治疗率，但无论是哪种治疗方法，经过

数个疗程的进一步治疗，都可能产生疗效逐渐降低

和治疗不敏感的现象。获得性肿瘤耐药依然是肿瘤

治疗的重大难题，寻求全新治疗手段或克服药物耐

药性是肿瘤治疗领域需解决的关键问题之一［19］。

肺岩宁方具有益气养精、解毒散结作用，前期

实验证明，肺岩宁方治疗肺癌具有提高患者免疫

力，改善患者生活质量和临床症状，延长患者中位

生存期等临床疗效［20-22］。生黄芪为补气要药，具有

补气升阳、生津养血作用，与补气健脾的白术合用，

共补肺脾肾之虚，黄芪多糖作为黄芪主要成分之

一，药理研究证明能够下调 MDR1、LRP 表达，逆转

非小细胞肺癌顺铂耐药［23］。黄精滋补肺脾肾之阴，

与山茱萸、淫羊藿同用，寓“阴中求阳、阳中求阴”之

义，阴阳并补，黄精多糖作为黄精的主要成分，药理

研究证明具有增强机体的免疫功能 ，抗肿瘤作

用［24］。灵芝具有补气安神，止咳平喘作用，研究证

明从灵芝中分离出的灵芝三萜能够抑制多药耐药

蛋白转运功能，逆转肿瘤多药耐药作用［25］。山慈

图  4　肺岩宁、顺铂对 A549/DDP 细胞 EMT 相关蛋白电泳

Fig.  4　 Electrophoresis of Feiyanning and DDP on expression of 

EMT-related protein in A549/DDP cells

表  5　肺岩宁、顺铂对 A549/DDP 细胞侵袭能力的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　 Comparison of invasive ability of A549/DDP cells in each 

group after medication （x̄± s，n=3）

组别

空白组

肺岩宁组

顺铂组

联合用药组

质量浓度/mg⋅L-1

200

6.0

200＋6.0

细胞侵袭率/%

100.00±1.31

61.81±0.981）

74.01±1.701）

50.04±2.271，2）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与顺铂组比较 2）P<0.01

表  6　肺岩宁、顺铂对 A549/DDP 细胞 EMT 相关蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 6　Effect of Feiyanning and DDP on EMT related protein expression of A549/DDP cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

肺岩宁组

顺铂组

联合用药组

质量浓度/mg⋅L-1

200

6.0

200＋6.0

E-cadherin/β-actin

0.883±0.032

1.129±0.0062）

0.500±0.0232）

0.740±0.0172，3）

N-cadherin/β-actin

1.077±0.030

0.665±0.0062）

0.791±0.0212）

0.599±0.0612，3）

Vimentin/β-actin

0.853±0.029

0.696±0.0022）

0.782±0.0171）

0.565±0.0242，3）

Snail/β-actin

0.875±0.027

0.530±0.0682）

0.968±0.0231）

0.621±0.0512，3）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与顺铂组比较 3）P<0.01

表  7　肺岩宁、顺铂对 A549/DDP 细胞耐药因子 mRNA 表达的影响  

（x̄± s，n=3）

Table 7　 Effect of Feiyanning and DDP on mRNA expression 

levels of drug resistance factors in A549/DDP cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

肺岩宁组

顺铂组

联合用药组

质量浓度

/mg⋅L-1

200

6.0

200＋6.0

LRP

0.80±0.18

0.30±0.021）

1.37±0.041，2）

0.89±0.132，3）

MDR1

0.90±0.12

0.55±0.071）

1.64±0.121，2）

1.24±0.081，2，3）

TOPO Ⅱα
0.99±0.06

2.33±0.091）

1.37±0.101，2）

2.69±0.091，2，3）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与肺岩宁组比较 2）P<0.01；与顺铂

组比较 3）P<0.01
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菇、石见穿、蜂房、重楼、干蟾皮清热解毒、攻毒消

肿、散结抗癌，均为临床抗肿瘤常用中药。综上所

述，肺岩宁方具有增强机体免疫功能，抗肿瘤，逆转

化疗药物耐药作用。

EMT 与肿瘤获得性耐药之间的关系虽然被研

究了很久，但其具体的机制仍不清楚，其可能与促

进肿瘤干细胞生成，下调药物诱导的癌细胞凋亡等

有关［26-27］。近年越来越多的研究证明，顺铂、紫杉醇

等耐药细胞中大多会发生 EMT 改变［28-29］，与上皮细

胞相比，间充质细胞往往对多种抗癌药物具备更强

的耐药性［30］，获得性耐药与 EMT 相关性极大，通过

调控 EMT 进程能够部分逆转癌细胞耐药性［31］。

本研究发现与 A549 亲本细胞比较，A549/DDP

顺铂耐药细胞对顺铂耐药性更高并且发生 EMT，推

图 5　肺岩宁、顺铂对 A549/DDP 细胞 LRP 蛋白表达的影响（免疫荧光，×200）
Fig.  5　Effect of Feiyanning and DDP on LRP in A549/DDP cells （immunofluorescence，×200）

图 6　肺岩宁、顺铂对 A549/DDP 细胞 MDR1 的影响（免疫荧光，×200）
Fig.  6　Effect of Feiyanning and DDP on MDR1 in A549/DDP cells （immunofluorescence，×200）
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测 EMT 是导致 A549/DDP 细胞产生顺铂耐药的重

要原因。后续发现肺岩宁方联合顺铂抑制 A549/

DDP 细胞侵袭能力更佳，说明肺岩宁方有增强顺铂

疗 效 作 用 。 肺 岩 宁 方 上 调 A549/DDP 细 胞

E-cadherin 蛋 白 表 达 ，下 调 N-cadherin、Vimentin、

Snai 蛋白表达，提示肺岩宁方能够调控 EMT 进程；
顺铂下调 E-cadherin 蛋白表达，上调 Snail蛋白表达，

提示顺铂干预有推动 EMT 进程作用。经顺铂干预

后 A549/DDP 细胞 LRP、MDR1 表达上调，TOPO Ⅱα

表达下调，说明顺铂的持续使用会诱导 A549/DDP

细胞顺铂获得性耐药进一步发展，肺岩宁方干预后

发 现 A549/DDP 细 胞 中 LRP、MDR1 表 达 下 调 ，

TOPO Ⅱα表达上调，证明肺岩宁方能够改善 A549/

DDP 细胞顺铂耐药情况；肺岩宁与顺铂联合用药能

够逆转因顺铂持续使用导致的获得性耐药。

综上所述，肺岩宁方能够调控 EMT，逆转 A549/

DDP 细胞顺铂耐药，与顺铂联合应用调控 EMT 进

程，逆转顺铂持续使用导致的 A549/DDP 细胞获得

性耐药进一步发展，提示肺岩宁方逆转 NSCLC 顺

铂耐药作用可能与调控 EMT 进程有关，为肺岩宁方

临床应用增添一份理论支撑。
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