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健脾养正消癥汤通过抑制有氧糖酵解对
胃癌 HGC-27 细胞增殖及干细胞特性的影响
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［摘要］ 目的：观察健脾养正消癥汤通过抑制有氧糖酵解过程而对人胃癌细胞 HGC-27 增殖过程及干细胞特性的影响，并

探讨其具体机制。方 法 ：采用噻唑蓝（MTT）比色法测定健脾养正消癥汤（0.25、0.5、1、2、4、8、16、32 g·L-1）处理胃癌细胞

HGC-27 的存活率及化疗敏感性的变化；细胞克隆形成实验检测健脾养正消癥汤（2、4、8 g·L-1）对细胞克隆形成能力的影响；葡
萄糖检测试剂盒和乳酸测定试剂盒检测健脾养正消癥汤处理后胃癌细胞有氧糖酵解水平的变化；流式细胞术检测胃癌

HGC-27 细胞中干细胞亚群的比例；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测胃癌细胞中乳酸脱氢酶（LDH）及己糖激酶 2（HK2）、葡
萄糖转运蛋白 1（GLUT1）、丙酮酸激酶同工酶 M2（PKM2）等糖酵解相关蛋白的表达及八聚体结合转录因子 4（OCT4）、SRY-

box 转录因子 2（SOX2）、Nanog 等干细胞特性相关蛋白的表达。结果：MTT 比色法结果表明，与空白组比较，健脾养正消癥汤

（0.5、1、2、4、8、16、32 g·L-1）组能够抑制胃癌 HCG-27 细胞活力（P<0.05，P<0.01），其半数抑制浓度（IC50）为 4.83 g·L-1，且健脾养

正消癥汤能够提高胃癌 HGC-27 细胞对顺铂化疗的敏感性；克隆形成实验表明，与空白组比较，健脾养正消癥汤（2、4、8 g·L-1）
均能显著减少胃癌 HGC-27 细胞克隆形成数（P<0.01），且呈现浓度依赖性；流式细胞术表明，与空白组比较，健脾养正消癥汤

（2、4、8 g·L-1）作用后细胞的 CD44+CD24+ALDH+细胞亚群比例率明显降低（P<0.05）；葡萄糖检测和乳酸检测表明，与空白组比

较，健脾养正消癥汤（2、4、8 g·L-1）能有效抑制胃癌细胞的葡萄糖摄取和乳酸生成（P<0.01）；Western blot表明，与空白组比较，

健脾养正消癥汤（2、4、8 g·L-1）能下调 SOX2、Nanog、OCT4 等干性相关蛋白及 PKM2、LDH、GLUT1、HK2 等有氧糖酵解途径相

关蛋白的水平（P<0.05，P<0.01），并呈浓度依赖性。结论：健脾养正消癥汤对胃癌细胞增殖具有明显抑制作用，且能够降低胃

癌干细胞特性，其作用机制可能与干预胃癌的糖代谢通路—有氧糖酵解有关。
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［［Abstract］］ Objective：： To observe the effect of Jianpi Yangzheng Xiaozheng decoction （JYXD） on the 

proliferation and stemness of the human gastric cancer （GC） cell line HGC-27 by inhibiting aerobic glycolysis， 

and explore the underlying mechanism. Method：： Methyl thiazolyl tetrazolium （MTT） assay was employed to 

determine the survival rate and chemotherapy sensitivity of HGC-27 cells treated with JYXD （0.25， 0.5， 1， 2， 
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4， 8， 16， 32 g·L-1）. Colony formation assay was employed to detect the effect of JYXD （2， 4， 8 g·L-1） on the 

colony formation of the cells. The aerobic glycolysis level of HGC-27 cells after treatment with JYXD was 

measured by glucose assay kit and lactic acid assay kit. The proportion of stem cell subsets in HGC-27 cells was 

detected by flow cytometry. Western blot was employed to determine the expression of glycolysis-associated 

proteins such as lactate dehydrogenase （LDH）， hexokinase 2 （HK2）， glucose transporter 1 （GLUT1）， and 

pyruvate kinase isozyme M2 （PKM2）， and the expression of stemness-associated proteins such as octamer-

binding transcription factor 4 （OCT4）， SRY-box transcription factor 2 （SOX2）， and Nanog. Result：： JYXD 

（0.5， 1， 2， 4， 8， 16， 32 g·L-1） inhibited the activity of HGC-27 cells （P<0.05， P<0.01）， with the inhibitory 

concentration 50（IC50） of 4.83 g·L-1， and it improved the sensitivity of HGC-27 cells to cisplatin chemotherapy. 

Compared with the control group， JYXD （2， 4， 8 g·L-1） reduced the colony formation number of HGC-27 cells 

（P<0.01） in a concentration-dependent manner. Flow cytometry showed that compared with that in the control 

group， the proportion of CD44+CD24+ALDH+ population in the cells treated with JYXD （2， 4， 8 g·L-1） 

decreased （P<0.05）. In addition， JYXD （2， 4， 8 g·L-1） inhibited the glucose uptake and lactic acid production 

of HGC-27 cells. Western blot showed that compared with the control group， JYXD （2， 4， 8 g·L-1） down-

regulated the expression levels of SOX2， Nanog， OCT4， PKM2， LDH， GLUT1， and HK2 （P<0.05， P<0.01） 

in a concentration-dependent manner. Conclusion：： JYXD may inhibit the proliferation and reduce the stemness 

of HGC-27 cells by regulating the aerobic glycolysis.

［［Keywords］］ gastric cancer； Jianpi Yangzheng Xiaozheng decoction； aerobic glycolysis； stemness of 

cancer cells； proliferation

胃癌（GC）目前仍然是全球范围内高发的恶性

肿瘤，最新的 GLOBOCAN 统计数据显示，2020 年有

超过 100 万的胃癌新发病例和大约 76.9 万的死亡病

例，发病率和死亡率分别位于全球第 5位和第 4位［1］。

近年来由于新兴的治疗手段的开发，例如免疫治

疗、靶向治疗及外科手术治疗进展等，可供选择的

进展期胃癌的综合治疗方案较前增加，然而高复发

转移可能及后期对常规治疗的抵抗导致其远期治

疗效果并不乐观［2-4］。中医药除了其本身的抗肿瘤

活性，在化疗增敏、降低化疗不良反应、改善生活质

量等方面显示出了独特的优势和潜力［5］。首届全国

名中医刘沈林教授是吴门医派学术传人，在吸收运

用前人理论的基础上，通过长期临床实践，针对胃

癌，提出了“脾虚正衰是病机关键，癌毒是重要病理

因素”的理论。健脾养正消癥汤即是根据此理论，

由《何氏虚劳心传》中的健脾资生丸及《沈氏尊生

书》中的血癥丸化裁而来。此方的前期临床试验表

明，晚期胃癌患者在常规化疗的基础上增加健脾养

正消癥汤可以显著延长患者生存期，并提高患者的

生活质量评分［6］。然而其潜在的抗癌机制尚未阐

明。肿瘤干细胞（CSCs）被认为是常规治疗杀伤大

部分肿瘤细胞后残余的具有干样特性的细胞亚群，

通常导致治疗的耐药。因此，针对肿瘤干细胞的治

疗将是肿瘤研究的一个重要挑战。对各种肿瘤类

型（包括消化系统肿瘤如胃癌、肠癌，脑肿瘤如胶质

母细胞瘤，及其他高发病率的肿瘤如乳腺癌、肺癌

等）的诸多体内外实验研究均表明，CSCs 比其他分

化的癌细胞表现出更强烈的有氧糖酵解［7-9］，因此，

从靶向代谢重编程的角度来降低胃癌干细胞特性，

从而破除胃癌高复发、预后差的困局，是值得探索

的研究方向，这也与健脾养正消癥汤改良方所体现

出的临床效果不谋而合。本实验从该复方对胃癌

增殖的影响入手，观察其对 GC 干细胞特性及有氧

糖酵解过程的影响，尝试阐明健脾养正消癥汤改良

方对胃癌细胞作用的机制。

1 材料

1.1　细胞株     人类未分化 GC 细胞系 HGC-27 获得

自中国科学院，编号 TCHu 22，由南京中医药大学

第一附属医院中心实验室常规培养，采用传代后

第 3~5 代细胞进行实验。

1.2　药物及制备     健脾养正消癥汤所有饮片均购

自江苏省中医院，并由南京中医药大学第一附属医

院主管中药师刘志辉鉴定均为正品。方药组成：党

参 30 g、生黄芪 60 g、炒白术 10 g、炒白芍 10 g、当归

10 g、石见穿 15 g、三棱 30 g、莪术 30 g、白花蛇舌草

15 g、陈 皮 6 g、生 甘 草 5 g。 所 有 饮 片 用 双 蒸 水

2 210 mL 浸泡 30 min，然后用中火煮沸 30 min，回流

提取，后再次用 10 倍双蒸水重复上一过程。将得到
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的药液混合，再次加热回流，使其终质量浓度为

1 g·mL-1，灭菌并通过 0.22 μm 滤膜过滤，于−20 ℃

储存备用。顺铂溶液制备：用生理盐水 1 mL 将顺铂

对照品（美国  Sigma 公司，批号 P4394）100 mg 充分

溶解，分装避光保存至−20 ℃冰箱待用。

1.3　试剂     RPMI 1640 培养基、青 -链霉素［赛默飞

世尔科技（中国）有限公司，批号分别为 2085154、

2240832］；新生小牛血清（浙江天杭生物科技有限

公司，批号  20010401）；噻唑蓝（MTT，美国 Sigma 公

司，批号 L2362）；胰酶细胞消化液（0.25% 胰酶，不含

EDTA）、结晶紫染色液、细胞裂解液（上海碧云天生

物 技 术 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 C0205、C0121、

P0013）；葡萄糖测定试剂盒（葡萄糖氧化酶法）（上

海荣盛生物药业有限公司，批号 20181209290）；乳
酸测定试剂盒（南京建成生物工程研究所，批号

20190603）；乳酸脱氢酶（LDH）及己糖激酶 2（HK2）
抗体（美国 Proteintech 公司，批号分别为 19987-1-

AP、66287-1-lg）；丙酮酸激酶同工酶 M2（PKM2）、葡
萄 糖 转 运 蛋 白 1（GLUT1）、SRY-box 转 录 因 子 2

（SOX2）、Nanog、八聚体结合转录因子 4（OCT4）、
β-肌动蛋白（β-actin）抗体（美国 Cell Signaling 公司，

批号分别为 4053S、73015S、3579S、4093S、2750S、

9665S）；乙醛脱氢酶（ALDH）检测试剂盒［安诺伦

（北京）生物科技有限公司，批号 01700］；CD44、

CD24 抗体、FcR 段封闭试剂（德国 Miltenyi 公司，批

号分别为 130-133-900、130-115-328、130-059-901）；
二 抗（北 京 中 杉 金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号

134293）。
1.4　仪器     1300A2 型生物安全柜、HERAcell 1501

型 CO2培养箱（美国 Thermo 公司）；IX51 型倒置显微

镜（日本 Olympus 公司）；ELx800 型全自动酶标仪

（美国 Bio Tek 公司）；C6 流式细胞仪（美国 BD 公

司）；PowerPacTM Basic 型电泳仪及转膜仪（美国 Bio-

Rad 公司）；Tanon-5500 型化学发光凝胶成像仪器

（中国天能科技有限公司）。
2 方法

2.1　细胞培养     在完成细胞复苏后，用 RPMI 1640

完全培养基（含 10% 小牛血清及 100 单位/mL 的青 -

链霉素）将 HGC-27 细胞培养于 37 ℃、5%CO2 的培

养箱中。当细胞长满至培养皿面积的 80% 左右，进

行细胞传代。取对数期细胞进行下一步实验。

2.2　 MTT 比 色 法 检 测 细 胞 存 活 率     人 胃 癌

HGC-27 细胞生长至对数期时，将细胞消化重悬后

接种于 96 孔板，每孔约 5 000 个细胞左右（每孔

100 μL），再次放入培养箱中孵育 24 h，根据实验计

划加入浓度梯度的含药培养基或单纯培养基，每孔

200 μL，每组设置 5 个复孔。根据预实验结果，确定

健脾养正消癥汤及顺铂化疗对 HGC-27 细胞的有效

浓度范围，据此确定每组给药浓度。中药组药物质

量浓度为 0.25、0.5、1、2、4、8、16、32 g·L-1；化疗组药

物质量浓度为 0.078 125、0.156 25、0.312 5、0.625、

1.25、2.5、5、10、20、40 mg·L-1；化疗+中药组药物浓

度选择：化疗药物浓度梯度同化疗组药物浓度，中

药药物浓度则根据中药组实验结果，均取 1/3 半数

抑制浓度（IC50）1.6 g·L-1。将加药后的 96 孔板继续

放回培养箱中孵育 24 h，弃去上清，每孔加入含

0.5% MTT 溶液的完全培养液 20 μL，4 h 后再次弃

上 清 ，每 孔 加 入 二 甲 基 亚 枫（DMSO）150 μL，将

96 孔板置于摇床上低速震荡 10 min 以充分溶解孔

内结晶物。使用酶标仪测定 490 nm 吸光度 A，计算

细胞存活率。细胞存活率=A 给药组/A 空白组×100%。

2.3　克隆形成实验检测细胞增殖能力     取处于对

数增殖期的 HGC-27 细胞，以 500 个/孔均匀铺至

6 孔板，待细胞贴壁弃去旧培养液，换入浓度梯度的

加药培养基或不加药培养基，设置空白组、健脾养

正消癥汤组（2、4、8 g·L-1），24 h 去药，换入新鲜不加

药完全培养基，继续常规培养 7~10 d，待其形成肉眼

可见的克隆，且每孔里大多数都形成含有 50 个细胞

以上的细胞团。用 4% 多聚甲醇固定，使用 0.1% 结

晶紫染色，显微镜下计数>50 个细胞的集落数。

2.4　流式细胞术检测干细胞亚群比例     细胞培养

铺板方法同 2.3 项，设置空白组、健脾养正消癥汤组

（2、4、8 g·L-1），在含药培养基干预 24 h，每组收集约

1×106 个 细 胞 ，每 管 加 入 配 置 好 的 缓 冲 液

（0.1 g BSA+20 mL PBS）100 μL 重悬；向各组中加

入 FcR 段封闭试剂 10 μL，活化后的 ALDH 试剂

5 μL，避光 4 ℃孵育 30 min；然后加入 CD44、CD24

抗体各 2 μL，避光 4 ℃孵育 15 min；利用未加药细

胞设置单阳管，分别加入 ALDH、CD44、CD24 抗

体，4 ℃孵育；每管加入缓冲液 500 μL 洗涤细胞，

离心机设置为 1 000 r·min-1 离心（离心时间 3 min，

离心半径 30 cm），弃上清，此步骤重复 2 次；各管

加入缓冲液 500 μL 重悬；流式细胞仪检测各组

CD44+CD24+ALDH+细胞亚群比例；实验重复 3 次。

2.5　细胞乳酸产量检测     细胞培养铺板方法同

2.3 项，分别加入不同浓度的含药培养基（健脾养正

消癥汤 2、4、8 g·L-1），培养 24 h，收集细胞上清液，按

照乳酸测试盒说明书要求来检测各组乳酸浓度。
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2.6　细胞葡萄糖消耗率检测     细胞培养铺板方法

同 2.3 项，分别加入不同浓度的含药培养基（健脾养

正消癥汤 2、4、8 g·L-1），培养 24 h，收集细胞上清液，

按照葡萄糖测定试剂盒（葡萄糖氧化酶法）说明书

的要求，检测各组葡萄糖浓度，葡萄糖消耗率=细胞

上清葡萄糖浓度/新鲜培养基葡萄糖浓度×100%。

2.7　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测有氧糖酵

解途径相关蛋白及肿瘤干性相关蛋白表达     将对

数生长期的 HGC-27 细胞消化重悬后，调整细胞密

度为 5×107个/L，接种于 6 孔板中，细胞贴壁生长后，

加入浓度梯度的含药培养基（健脾养正消癥汤 2、4、

8 g·L-1）或空白培养基常规培养 24 h，消化收集细

胞，RIPA 裂解，提取蛋白。BCA 法测定总蛋白浓

度，计算上样量。将提取的蛋白样品与 5×SDS 蛋白

上样缓冲液按 4∶1 体积比混匀，99 ℃煮 10 min，按

计算的上样量加至适当浓度 SDS-PAGE 胶中进行电

泳分离。电泳完毕后根据蛋白分子量切胶转膜，转

膜完成后，5% 奶粉封闭 1 h，分别加入相应一抗

（HK2、PKM2、GLUT1、LDH、SOX2、OCT4、Nanog，

β-actin，1∶1 000），4 ℃孵育过夜，TBST 洗膜 3 次，每

次 10 min，加入二抗（1∶6 000），室温孵育 1 h。ECL

液显影曝光检测蛋白表达情况。

2.8　统计学分析     数据均采用 SPSS 22.0 软件进行

分析，组间比较采用独立样本 t 检验或最小显著性

差异法（LSD）-t 检验，使用 x̄ ± s 表示。Western blot

实验采用 Image J 软件分析。P<0.05 表示差异有统

计学意义。

3 结果

3.1　健脾养正消癥汤对胃癌 HGC-27 细胞存活率的

影 响     与 空 白 组 比 较 ，健 脾 养 正 消 癥 汤 对 胃 癌

HGC-27 细胞干预 24 h，≥0.5 g·L-1时，其细胞存活率

明显降低（P<0.05，P<0.01），并呈浓度依赖性，健脾

养正消癥汤作用于 HGC-27 细胞的半数抑制浓度

（IC50）为 4.83 g·L-1，本研究的后续实验使用健脾养

正消癥汤 2、4、8 g·L-1进行分组。见表 1。

3.2　健脾养正消癥汤对胃癌 HGC-27 细胞化疗敏感

性的影响     通过对比单独使用顺铂和中药联合顺

铂对胃癌细胞存活率的影响，与化疗组比较，当化

疗联合低剂量的健脾养正消癥汤时，胃癌细胞存活

率降低（P<0.05），化疗组 IC50 为 0.72 mg·L-1，化疗+

中药组的 IC50 为 0.39 mg·L-1。见表 2。表明健脾养

正消癥汤能够增加胃癌细胞对化疗的敏感性。

3.3　健脾养正消癥汤对胃癌 HGC-27 细胞克隆形成

能力的影响     与空白组比较，健脾养正消癥汤在

2 g·L-1时即能显著减少胃癌 HGC-27 细胞克隆形成

数（P<0.01），呈浓度依赖性。见图 1、表 3。表明健

脾养正消癥汤能有效降低胃癌细胞的增殖能力。

表 1　健脾养正消癥汤对 HGC-27 细胞存活率的影响（x̄± s，n=5）

Table 1　 Effect of Jianpi Yangzheng Xiaozheng decoction on 

viability of HGC-27 cells（x̄± s，n=5）

组别

空白组

中药组

质量浓度/g·L-1

0.25

0.5

1

2

4

8

16

32

细胞存活率/%

100.00±0.00

95.51±2.34

91.20±2.031）

80.33±2.332）

69.00±6.381）

53.58±2.282）

27.41±3.942）

24.83±3.342）

22.29±4.472）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 4、表 6、表 7 同）

表 2　 健 脾 养 正 消 癥 汤 对 HGC-27 细 胞 化 疗 敏 感 性 的 影 响  （x̄± s，

n=5）

Table 2　 Effect of Jianpi Yangzheng Xiaozheng decoction on 

chemosensitivity of HGC-27 cells（x̄± s，n=5）

组别

空白组

化疗组

化疗+中药组（1.6 g·L-1）

顺铂质量浓度/ mg·L-1

0.078 125

0.156 25

0.312 5

0.625

1.25

2.5

5

10

20

40

0.078 125

0.156 25

0.312 5

0.625

1.25

2.5

5

10

20

40

细胞存活率/%

100.00±0.00

92.15±3.61

72.34±3.631）

63.24±6.771）

40.13±1.861）

32.90±2.681）

26.71±2.321）

22.60±2.201）

19.67±1.691）

15.37±0.871）

14.53±0.831）

83.68±2.082）

68.67±1.582）

43.61±0.972）

37.19±1.97

27.08±0.302）

19.63±0.202）

18.22±0.39

13.25±0.162）

12.58±0.122）

11.84±0.482）

注：与空白组比较 1）P<0.05；与化疗组比较 2）P<0.05
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3.4　健脾养正消癥汤对胃癌 HGC-27 细胞干细胞亚

群比例的影响     与空白组比较，健脾养正消癥汤

（2、4、8 g·L-1）作用后细胞的干细胞亚群比例率明显

降低（P<0.05）。见表 4。

3.5　健脾养正消癥汤对胃癌细胞有氧糖酵解水平

的影响     与空白组比较，健脾养正消癥汤组（2、4、

8 g·L-1）乳酸产量和葡萄糖消耗率随着给药浓度的

升高而下降，差异具有统计学意义，这表明该方能

够显著抑制胃癌细胞的有氧糖酵解水平。见表 5。

3.6　健脾养正消癥汤对胃癌细胞干性及有氧糖酵

解相关蛋白表达的影响     和空白组比较，使用健脾

健脾养正消癥汤（2、4、8 g·L-1）处理胃癌 HGC-27 细

胞，SOX2、Nanog、OCT4 等干性相关蛋白表达及

PKM2、LDH、GLUT1、HK2 等有糖糖酵解途径相关

蛋白表达下降（P<0.05，P<0.01），并呈浓度依赖性，

表明健脾养正消癥汤能抑制胃癌有氧糖酵解途径，

并下调其干细胞特性。见表 6、表 7 和图 2、图 3。

4 讨论

肿瘤干细胞（CSCs）被认为是肿瘤细胞的来源，

这一假说的提出最早可以追溯至 20 世纪 90 年代后

期，其认为在各种类型的恶性肿瘤中均存在一组负

责疾病发生发展和治疗耐药的细胞［10-12］。基于该假

说的理论，多项研究已经在许多肿瘤中发现了细胞

分层模型，在这种分层模型的顶点处存在一群少数

的未分化的细胞，即称为 CSCs，不仅可以保持其自

身的“永生化”，而且可以产生多个肿瘤细胞［13-14］。

如果抗肿瘤治疗无法消除 CSCs，仅作用于分化的癌

细胞，则最终将难以免于肿瘤复发甚至转移的结

表 6　健脾养正消癥汤对胃癌 HGC-27 细胞干性相关蛋白表达的影

响  （x̄± s，n=3）

Table 6　 Effect of Jianpi Yangzheng Xiaozheng decoction on 

cancer stemness related protein expression in HGC-27 cells （x̄± s，

n=3）

组别

空白组

中药组

质量浓度

/g·L-1

2

4

8

SOX2/β-actin

1.118±0.052

0.759±0.0162）

0.597±0.1942）

0.153±0.0302）

Nanog/β-actin

1.274±0.158

0.940±0.294

0.159±0.0302）

0.176±0.0322）

OCT4/β-actin

0.880±0.117

0.560±0.173

0.069±0.0052）

0.207±0.2482）

表 5　健脾养正消癥汤对胃癌 HGC-27 细胞有氧糖酵解水平的影响

（x̄± s，n=3）

Table 5　 Effect of Jianpi Yangzheng Xiaozheng decoction on 

aerobic glycolysis level of HGC-27 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

中药组

质量浓度

/g·L-1

2

4

8

乳酸产量

/ mmol·L-1

5.06±0.217

4.67±0.3151）

2.68±0.1791）

0.84±0.4061）

葡萄糖消耗率

/100%

56.4±4.7

34.0±2.81）

16.4±2.71）

8.7±2.41）

表 4　健脾养正消癥汤对胃癌 HGC-27 细胞干细胞亚群比例的影响

（x̄± s，n=3）

Table 4　 Effect of Jianpi Yangzheng Xiaozheng decoction on 

percentage of GC stem-like cell population of HGC-27 cells（x̄± s， 

n=3）

组别

空白组

中药组

质量浓度/g·L-1

2

4

8

干细胞亚群比例/%

12.10±3.24

4.07±0.271）

2.25±0.141）

1.23±0.421）

注：A. 空白组；B、C、D. 健脾养正消癥汤组（2、4、8 g·L-1）（图 2、

图 3 同）
图 1　健脾养正消癥汤对胃癌 HGC-27 细胞克隆形成率的影响  （结

晶紫）
Fig.  1　 Effect of Jianpi Yangzheng Xiaozheng decoction on clone 

formation rate of HGC-27 cells （crystal violet）
表 3　 健 脾 养 正 消 癥 汤 对 胃 癌 HGC-27 细 胞 克 隆 形 成 率 的 影 响

（x̄± s，n=3）

Table 3　 Effect of Jianpi Yangzheng Xiaozheng decoction on clone 

formation rate of HGC-27 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

中药组

质量浓度/g·L-1

2

4

8

克隆形成率/%

42.70±2.58

24.90±1.331）

4.80±0.721）

2.10±0.501）

注：与空白组比较 1）P<0.01（表 5 同）
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局。因此，针对 CSCs 的治疗是可能成功克服肿瘤

的主要挑战之一。和正常细胞比较，即便在存在足

够氧气的情况下，快速增殖的癌细胞更倾向于使用

糖酵解而不是氧化磷酸化来产生 ATP 的现象，被称

为沃伯格效应（Warburg effect） ［15-16］。多项研究表

明，肿瘤干细胞亚群比其他癌细胞更依赖于糖酵

解，CSCs中的葡萄糖摄取，几种糖酵解酶，乳酸产生

和 ATP 含量显著增加［17-19］，从而揭示了肿瘤干细胞

比较于其他细胞而言的鲜明代谢概况。因此，将注

意力转向与干细胞特性严格相关的有氧糖酵解代

谢过程可能是治疗的突破口。

大量研究表明，在现代把中医药作为与胃癌常

规治疗相结合的重要手段是有效且必要的［20］。根

据胃镜检查观察所见，临床所见绝大多数胃癌患者

发病与慢性胃疾迁延不愈关系密切。江苏省中医

药肿瘤科刘沈林教授认为，尽管本病的临床表现复

杂，但病机不外乎本虚标实，“本虚”主要在于“脾气

虚损”，“标实”主要在于“癥瘕积聚”，“健脾益气”

“消癥散结”是中药抗胃癌复发转移的主要治疗法

则。健脾养正消癥汤正是以此立法，诸药合用，可

扶正兼顾祛邪，从而达到补中气、养营血、行气滞、

渗湿浊、解癌毒的功效。

本研究结果显示，健脾养正消癥汤单独使用能

够降低胃癌细胞存活率。比 DDP 0.72 mg·L-1 的

IC50，中药起效浓度较高，IC50 为 4.83 g·L-1。进一步

对比了单用顺铂和健脾养正消癥汤联合顺铂对胃

癌细胞存活率的影响，当顺铂联合低剂量健脾养正

消癥汤，对比其单独使用，IC50从 0.72 mg·L-1明显降

低至 0.39 mg·L-1，其中中药的浓度取其 IC50 的 1/3，

是为了避免其本身对胃癌细胞增殖与活性的影响，

而重点在于其对降低常规治疗抗性的探讨，实验结

果证明了该方可以增加化疗敏感性。克隆形成实

验表明健脾养正消癥汤能够降低胃癌细胞克隆形

成能力。肿瘤干细胞理论上是处于“静止期”的细

胞，而常规治疗如化疗等主要针对的是处于分裂增

殖期的肿瘤细胞，从而导致即便在使用常规治疗

后，大量处于高度增殖状态的肿瘤细胞被杀死，然

而残余的具有高度干性的肿瘤细胞，则成为复发转

移的根源。从独立抑制胃癌细胞增殖这个方面来

说，健脾养正消癥汤的作用远不如化疗，但是这种

增加化疗敏感性，降低肿瘤细胞克隆能力的作用正

与肿瘤干细胞治疗理论中靶向其“高度治疗抗性”

及“肿瘤起始细胞特性”的原则不谋而合。

本课题进一步探讨了健脾养正消癥汤是否会

直接影响胃癌干细胞特性。胃癌细胞系中特异性

的干细胞表面标记物尚未完全确定［21］，结合文献查

阅及预实验结果，本实验将 ALDH、CD44、CD24 作

为 胃 癌 HGC-27 细 胞 系 的 干 细 胞 表 面 标 记 物 ，

CD44+CD24+ALDH+细胞亚群作为 HGC-27 细胞中

的干细胞亚群。结果表明，健脾养正消癥汤能够显

著降低胃癌干细胞亚群比例，并呈浓度依赖性。同

时，Nanog、SOX2、OCT4 等关键肿瘤干细胞相关转

录因子的表达水平显著降低。以上结果均揭示了

表 7　健脾养正消癥汤对胃癌 HGC-27 细胞有氧糖酵解相关蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 7　Effect of Jianpi Yangzheng Xiaozheng decoction on glycolysis related protein expression in HGC-27 cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

中药组

质量浓度/g·L-1

2

4

8

PKM2/β-actin

0.658±0.145

0.497±0.491

0.390±0.116

0.331±0.0901）

LDH/β-actin

0.853±0.116

0.754±0.156

0.529±0.0711）

0.264±0.6202）

GLUT1/β-actin

0.129±0.060

0.404±0.1312）

0.069±0.0052）

0.042±0.0092）

HK2/β-actin

2.118±0.123

0.750±0.1782）

0.085±0.0502）

0.174±0.0402）

图 2　HGC-27 细胞 SOX2、Nanog、OCT4 蛋白表达电泳

Fig.  2　 Electrophoresis of expression of SOX2， Nanog， OCT4 in 

HGC-27 cells

图 3　HGC-27 细胞 PKM2、LDH、GLUT1 及 HK2 蛋白表达电泳

Fig.  3　 Electrophoresis of expression of PKM2， LDH， GLUT1 

and HK2 in HGC-27 cells
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健脾养正消癥汤对胃癌干细胞特性具有抑制作用。

肿瘤细胞有氧糖酵解是葡萄糖在有氧气存在

的条件下经历一系列酶促反应，最终转化为乳酸盐

的过程，其反应过程受到几个关键酶及转运蛋白的

影响。其中 GLUT1、PKM2、LDH、HK2 是有氧糖酵

解过程中的几个关键酶及转运蛋白，后续实验中发

现健脾养正消癥方作用胃癌细胞后，胃癌细胞葡萄

糖消耗率及乳酸产量均降低，GLUT1、PKM2、LDH、

HK2 的蛋白表达受到了抑制。因此，健脾养正消癥

方能够在体外抑制胃癌细胞的有氧糖酵解水平。

综上，根据健脾养正消癥汤临床抗复发转移的

有效性，结合本实验结果，联系已有的对肿瘤复发

转移机制的理解，推测其对胃癌细胞的抑制作用可

能是通过干预胃癌的糖代谢通路—有氧糖酵解，从

而进一步调控胃癌干细胞特性来起作用的。
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