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芪玉三龙汤调节 mTOR/Beclin1/LC3 信号轴相关分子的表达
诱导肺癌 A549 细胞自噬

高雅婷 1，2，3，王心恒 1，2，3，王小乐 1，2，3，程建超 1，2，3，张星星 2，3，4，童佳兵 2，3，4，李泽庚 2，3，4*

（1. 安徽中医药大学 研究生院，合肥 230038；

2. 安徽省中医药科学院 中医呼吸病防治研究所，合肥 230031；

3. 安徽省教育厅重点实验室 中医药防治肺系重大疾病重点实验室，合肥 230031；

4. 安徽中医药大学 第一附属医院，合肥 230031）

［摘要］ 目的：从细胞水平探讨芪玉三龙汤干预肺癌 A549 细胞对哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）/自噬关键分子酵母

Atg6 同系物（Beclin1）/微管相关蛋白 1 轻链 3（LC3）信号轴关键分子表达的影响。方法：选择肺癌人 A549 细胞作为研究对象，

采用细胞增殖检测试剂盒（CCK-8）法检测芪玉三龙汤含药血清对 A549 细胞活性的影响；原位末端标记法（TUNEL），透射电

镜（TEM）及实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR），蛋白免疫印迹法（WB）分别检测芪玉三龙汤对 A549 细胞凋亡、自

噬体形成及自噬标记分子表达的影响。结果：芪玉三龙汤血清能以浓度依赖性的方式抑制细胞活性；与空白血清组比较，芪玉

三龙汤血清组 A549 细胞的凋亡数量显著增多（P<0.01），自噬体形成增加；与空白血清组比较，芪玉三龙汤血清组 A549 细胞的

mTOR mRNA 和蛋白表达显著降低（P<0.01），Beclin1，自噬相关基因 5（Atg5），自噬相关基因 13（Atg13）mRNA 和蛋白表达水

平均显著升高（P<0.01）。结论：芪玉三龙汤能够诱导肺癌 A549 细胞发生自噬，其具体作用机制可能与其下调 mTOR 的表达，

上调 Beclin1，Atg5，Atg13，LC3 的表达，促进 LC3Ⅰ转化为 LC3Ⅱ有关。
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［Abstract］ Objective：To observe the effect of Qiyu Sanlong decoction（QYSL）on the expressions of

key molecules in signal axis of mammalian rapamycin target protein（mTOR）/yeast Atg6 homologous
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（Beclin1）/ microtubule-associated protein1 light chain3（LC3）in A549 cells. Method：With A549 cells as the

research object，the effect of QYSL medicated serum on cell viability of A549 cells were detected by cell

counting kit-8（CCK-8）method. The effect of QYSL decoction on A549 cell apoptosis，autophagosome

formation and the expression of autophagy markers were detected by Terminal-deoxynucleoitidyl transferase

mediated nick end labeling（TUNEL）method，transmission electron microscope（TEM），Real-time polymerase

chain reaction（Real-time PCR）and Western blot. Result：QYSL medicated serum could inhibit the viability of

A549 cells in a concentration-dependent manner. Compared with the blank serum group，the number of apoptotic

A549 cells in the QYSL medicated serum group was significantly increased（P<0.01），and the formation of

autophagosome was significantly increased. Compared with the blank serum group，the mRNA and protein

expressions of mTOR in A549 cells in the QYSL serum group were significantly decreased（P<0.01），while

mRNA and protein expressions of Beclin-1，autophagy related genes 5（ATG5），autophagy related genes 13

（ATG13）were significantly increased（P<0.01）. Conclusion：QYSL decoction can induce autophagy in A549

cells，and its specific mechanism may be related to the down-regulation of mTOR expression，the up-regulation

of Beclin1，ATG5，ATG13 and LC3 expression，and the promotion of LC3Ⅰ conversion to LC3Ⅱ .

［Key words］ Qiyu Sanlong decoction；A549 cells； autophagy；mammalian rapamycin target protein

（mTOR）；yeast Atg6 homologous（Beclin1）；microtubule-associated protein1 light chain3（LC3）

肺癌是呼吸系统最常见的恶性肿瘤，是全球癌

症引起死亡的主要原因［1］，其中 85% 以上为非小细

胞肺癌（NSCLC）［2］。目前，含铂一线化疗方案仍是

现代医学挽救无法手术 NSCLC 患者的主要治疗手

段，但毒副反应较大，中医药以其毒副作用小，耐受

性好，在肺癌治疗中占有一定优势［3］。芪玉三龙汤

是临床治疗肺癌的有效验方［4］，前期临床研究发现，

其对中晚期 NSCLC 患者瘤体稳定和改善患者生活

质量有一定作用［5］。前期动物实验研究发现，其能

温和地抑制肺部肿瘤的生长，降低自噬经典通路磷

脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）/哺乳动物

雷帕霉素靶蛋白（mTOR）信号通路中的关键蛋白

mTOR 的表达水平，提示其抗癌作用可能与肺癌引

起的自噬行为有关［6］。最新研究表明自噬诱导癌细

胞发生凋亡已成为临床抗肿瘤研究的一个新的靶

点［7］。而 mTOR，自噬关键分子酵母 Atg6 同系物

（Beclin1），微管相关蛋白 1 轻链 3（LC3）三者处于不

同自噬阶段，在自噬过程中发挥重要作用。mTOR

是自噬启动的关键调节因子，其负性调控自噬小体

形成的早期阶段的关键步骤蛋白 Beclin1，进一步影

响 Beclin1 下游自噬后期关键分子 LC3Ⅰ和 LC3Ⅱ
的功能，从而抑制自噬的发生。为进一步探索芪玉

三龙汤调控 mTOR 干预自噬发生的机制，本次研究

从细胞水平，观察芪玉三龙汤干预 A549 肺癌细胞

对 mTOR/Beclin1/LC3 信号轴相关分子的调控关

系，研究其治疗肺癌的内在分子机制。

1 材料

1.1 动物与细胞 SPF 级雄性 SD 大鼠 40 只，体质

量 200~250 g，购自安徽医科大学，合格证号 SXCK

（皖）2017-001。于安徽中医药大学科研试验中心饲

养，常规照明，自由饮食、饮水。实验方案经安徽中

医药大学动物实验伦理审查委员会认证（伦理编号

AHUCM-mouse-2019013）。A549 细胞购自武汉普

诺赛生命科技有限公司，货号 CL-0016。

1.2 药物与试剂 芪玉三龙汤，药物组成：黄芪、龙

葵、天龙、地龙、泽漆、白花蛇舌草、莪术、薏苡仁、玉

竹、川贝，购自安徽中医药大学第一附属医院，中药

饮片由该院韩燕全教授鉴定均为正品。Dulbecco’s

modified Eagle’s medium（DMEM）高糖培养基（美

国 HyClone 公司，批号 SH30022.01B）；胎牛血清（美

国 Gibco 公司，批号 10270-106）；胰酶消化液，青霉

素 -链霉素溶液，DAPI 染色液（上海碧云天公司，批

号 分 别 为 C0201，C0222，C1006）；细 胞 增 殖 检 测

（CCK-8）试剂盒（日本同仁公司，批号 CK04）；EZ-

10 总 RNA 小量提取试剂盒［生工生物工程（上海）
股份有限公司，批号 B618583-0050］；RevertAid™第
一链 cDNA 合成试剂盒，PageRuler 预染蛋白 Marker

（美 国 Thermo Fisher 公 司 ，批 号 分 别 为 K1622，

26616）；脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的缺口末

端标记法（TUNEL）试剂盒和荧光定量试剂盒（瑞士

Roche 公 司 ，批 号 为 11684817910，04913914001）；
BCA 蛋白定量检测试剂，SDS-PAGE 凝胶制备试剂

盒（中 国 武 汉 赛 维 尔 公 司 ，批 号 分 别 为 G2026，
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G2003）；Beclin1，自噬相关基因 5（Atg5）抗体（英国

Abcam 公司，批号分别为 ab20761，ab108327）；自噬

相关基因 13（Atg13），mTOR，LC3，β -肌动蛋白（β -

actin）抗体（美国 CST 公司，批号分别为 13468T，

2983T，3868S，8457S）。
1.3 仪 器 NU-5820E 型 CO2 细 胞 培 养 箱（美 国

NuAire 公司）；IC1000 型全自动细胞计数仪（美国

Countstar 公司）；SW-CJ 型超净工作台（苏州苏净安

泰公司）；ECLIPSE C1 型正置荧光显微镜，DS-U3 型

成像系统（日本 Nikon 公司）；CX53 型倒置荧光显微

镜（日本 Olympus 公司）；UC7 型超薄切片机（德国

Leica 公 司）；HT7700 型 透 射 电 子 显 微 镜（日 本

Hitachi 公司）；7300 型实时荧光定量聚合酶链式反

应（Real-time PCR）仪（ 美 国 ABI 公 司 ）；
ChemStudio 515 型化学发光仪（德国 Analytik Jena

公司）；Epoch 2 型酶标仪（美国 BioTek 公司）；5430R

型台式高速冷冻离心机（德国 Eppendorf 公司）；
EPS300 型电泳仪，VE-186 型转膜仪，VE-180 型电泳

槽（上海天能科技有限公司）。
2 方法

2.1 芪玉三龙汤 芪玉三龙汤中药材，常规水提，

水浴浓缩至生药质量分数为 1.396 g·mL-1，0.22 µm

过滤膜过滤除菌，分装，4 ℃冰箱保存备用，其具体

煎煮方法参照前期研究基础［1］。

2.2 含药血清制备 40 只雄性 SD 大鼠分为空白血

清组（20 只）和芪玉三龙汤含药血清组（20 只）。芪

玉三龙汤血清组按照临床等效剂量（根据人和动物

按表面积折算的等效剂量比率表计算［8］），相当于

60 kg 成年人 134 g·d-1等效量，即 13.96 g·kg-1进行灌

胃；正常血清组按大鼠体质量灌胃等容积的生理盐

水灌胃。 2 次/日，连续 5 d。末次灌药后 1 h，腹注

3.5% 戊巴比妥钠麻醉（10 mL·kg-1），于无菌状态下

腹主动脉采血，1 500 r·min-1 离心 5 min 分离血清，

56 ℃水浴灭活 30 min，用滤膜过滤除菌，分装，分别

标记为空白血清和芪玉三龙汤血清，于-80 ℃冰箱

贮藏备用。

2.3 细 胞 培 养 及 传 代 A549 细 胞 用 含 有

100 U·mL-1 青霉素，100 U·mL-1 链霉素，10%FBS 的

DMEM 在 37 ℃ 5% CO2 的条件下培养。当细胞生

长至 70%~80% 用 0.25% 胰蛋白酶进行消化，加入完

全培养基终止消化，吹打细胞至细胞悬浮进行传代

和扩大培养，细胞至第 3 代，用处于对数生长期的

A549 细胞进行实验。

2.4 CCK-8 法测定细胞活性 通过 CCK-8 法分析

空白血清和芪玉三龙汤血清对 A549 细胞增殖的抑

制作用。将 A549 细胞以 5×103 个/mL 接种于 96 孔

板，每孔 100 μL。培养过夜，带细胞贴壁后实验组

分别加入 10%，15%，20%，25%，30% 的芪玉三龙汤

血清，在 37°C 5% CO2的细胞培养箱中分别培养 12，

24，48 h。然后吸出培养基，每孔加入 CCK-8 溶液

10 μL，轻震混匀后在 37 °C 继续培养 1 h。用酶标

仪以 450 nm 波长读取吸光度 A。实验重复 3 次。计

算细胞活力=（A 加药-A 空白）／（A0 加药-A 空白）×100%。

2.5 TUNEL 检测细胞凋亡 将 A549 细胞接种到

放有爬片的六孔板中，培养过夜细胞贴壁后，根据

2.4 项下筛选出来的最佳浓度和给药时间分别予以

正常培养，20% 空白血清和 20% 芪玉三龙汤血清，

分别记为空白组，空白血清组和芪玉三龙汤血清

组。分组给药后培养 24 h，用 4% 多聚甲醛室温下

固定 25 min，无菌磷酸盐缓冲液（PBS）浸洗。取出

爬片稍甩干后用组化笔在盖玻片中间细胞分布均

匀的位置画圈，加破膜工作液 100 μL，室温下孵育

20 min。将 TUNEL 试剂盒中的试剂 1（TdT）和试剂

2（dUTP）按 1∶9 混合，滴加到圈内覆盖细胞，37 ℃孵

育 2 h，PBS 清洗后在圈内加 DAPI 染液避光室温孵

育 10 min，进行封片，切片置于荧光显微镜下观察并

采集图像，进行分析。

2.6 透射电镜观察 A549 细胞超微结构 按 2.5 项

下方法分组给药，将细胞培养瓶中的培养液弃掉，

迅速加入电镜固定液，4 ℃固定 2 h，低速离心收集

到离心管底可见细胞团块状沉淀至绿豆大小，1%

琼脂糖包裹，PBS 漂洗，1% 锇酸 0.1 mol·L-1 PBS 室

温下固定 2 h，进行梯度脱水。经渗透、包埋后，用超

薄切片机切片，经铀铅双染色后，在透射电子显微

镜下观察并采集图像。

2.7 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 mTOR，

Atg13，Beclin1，Atg5，LC3 蛋白表达 按 2.5 项下方

法分组给药，使用 RIPA 裂解液（加入蛋白酶抑制剂）
提供 A549 细胞总蛋白，用 BCA 蛋白定量检测试剂

盒测定蛋白浓度。制备浓缩胶，分离胶，插梳，加足

够的电泳液后经 SDS-PAGE 凝胶上样电泳，转移到

PVDF 膜，用 5% 的脱脂牛奶室温封闭 2 h。一抗孵

育，mTOR 抗体，Atg5，Atg13，Beclin1，LC3，β -actin

（1∶1 000），4 ℃孵育过夜。TBST 室温下在脱色摇

床上洗 3 次，每次 5 min。经二抗孵育后，洗膜，用化

学发光法观察蛋白的表达情况，用 Image J对结果进

行分析。

2.8 Real-time PCR 检 测 mTOR，Atg13，Beclin1，
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Atg5 mRNA 表达水平 按 2.5 项下方法分组给药

后，根据说明书用 EZ-10 总 RNA 小量提取试剂盒提

取 总 RNA，对 RNA 浓 度 及 纯 度 进 行 检 测 。 用

RevertAid™第一链 cDNA 合成试剂盒将 RNA 反转

录成 cDNA。引物由武汉赛维尔生物科技有限公司

进行合成，见表 1。以反转录后的 cDNA 为模板，

β-actin 为内参，在 PCR 仪上使用 FastStart Universal

SYBR Green Master（Rox）试 剂 盒 对 各 基 因 进 行

PCR 扩增，使用 2-ΔΔCt法计算 mRNA 的相对表达量。

2.9 统计学方法 采用 SPSS 23.0 软件进行统计分

析，计量资料用 x̄ ± s 表示。多组间比较用单因素方

差分析，两组之间比较用两独立样本 t 检验。 P<

0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 芪玉三龙汤血清以浓度依赖性的方式抑制

A549 细胞活性 芪玉三龙汤血清能以浓度依赖性

的方式抑制细胞活性，且与空白血清组比较，不同

浓度的芪玉三龙汤血清的抑制率均升高。为进一

步筛选芪玉三龙汤血清干预 A549 细胞的最佳浓度

和效果时间，进一步分析了不同时间半数抑制浓度

（IC50），结果显示在 24 h 芪玉三龙汤血清可以较低

浓度达到 IC50，故分别选择了 20% 芪玉三龙汤血清

和 24 h 作为进一步研究的最佳浓度和效果时间。

见表 2，3。

3.2 芪玉三龙汤血清对 A549 细胞凋亡的影响 与

空白血清组比较，芪玉三龙汤血清组凋亡细胞数量

显著增加（P<0.01）。见图 1，表 4。

3.3 芪玉三龙汤血清干预对 A549 细胞超微结构的

影响 空白血清组与空白组 A549 细胞表面有短小

微绒毛；细胞核大，核形不规则，可见极不规则核；
细胞质丰富；线粒体在细胞中呈极性分布；板层小

体内部有呈螺纹状排列的板状结构；微囊的腔面见

微绒毛，腔内有分泌物；局部区域内质网、高尔基复

合体结构完整；可见少量自噬小体。芪玉三龙汤血

清组 A549 细胞内自噬标志性结构双层膜自噬小体

表 1 引物序列

Table1 Sequence primers

引物

β-actin

mTOR

Atg13

Atg5

Beclin1

序列

上游 5′-CACCCAGCACAATGAAGATCAAGAT-3′

下游 5′-CCAGTTTTTAAATCCTGAGTCAAGC-3′

上游 5′-TCACATTACCCCCTTCACCAGT-3′

下游 5′-ATCAGCGAGTTCTTGCTATTCCT-3′

上游 5′-ATCAAACAGCAGTGAGGGACG-3′

下游 5′-AGCAAACATGGCAAAGGGTAT-3′

上游 5′-AGTTTTGGGCCATCAATCGG-3′

下游 5′-CAGCCACAGGACGAAACAGC-3′

上游 5′-GAGCCATTTATTGAAACTCCTCG-3′

下游 5′-CCCAGTGACCTTCAGTCTTCG-3′

长度

/bp

317

231

139

132

162

表 2 空 白 血 清 和 芪 玉 三 龙 汤 血 清 对 A549 细 胞 活 力 的 影

响（x̄± s，n=3）

Table 2 Effect of Qiyu Sanlong decoction(QYSL) medicated

serum on cell viability of A549 cells（x̄± s，n=3） %

组别

空白血清

芪玉三龙汤血清

体积分

数/%

20

10

15

20

25

30

细胞活性

12 h

98.63±0.80

90.86±4.18

86.19±5.36

80.87±6.51

67.55±7.29

53.09±7.16

24 h

98.47±0.98

80.85±2.86

65.01±11.44

43.04±1.17

40.09±4.13

37.59±4.99

48 h

98.58±0.65

89.66±2.68

81.66±5.62

79.59±6.48

69.08±3.43

59.87±4.28

表 3 不同时间 20% 芪玉三龙汤血清的 IC50的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of QYSL medicated serum on IC50 values at

different time points（x̄± s，n=3）

时间

12 h

24 h

48 h

IC50/%

35.59±2.13

20.78±1.35

41.85±3.10

A.空白组；B.空白血清组；C.芪玉三龙汤血清组（图 2，3 同）
图 1 芪玉三龙汤血清对 A549细胞凋亡的影响（TUNEL，×100）

Fig. 1 Effect of QYSL medicated serum on cell apoptosis

（TUNEL，×100）
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和自噬小泡增多，可见自噬溶酶体，有单位膜包裹，

其内含有残余细胞器。见图 2。

3.4 芪玉三龙汤血清对 A549 细胞 mTOR，Atg13，

Beclin1，Atg5 mRNA 表达的影响 与空白组比较，

空白血清组 mTOR mRNA 表达明显降低（P<0.05）；
与 空 白 血 清 组 比 较 ，芪 玉 三 龙 汤 血 清 组 mTOR

mRNA 的表达明显降低（P<0.01），Atg13，Beclin1，

Atg5 mRNA 表 达 水 平 均 显 著 升 高（P<0.01）。

见表 5。

3.5 芪玉三龙汤血清对 A549 细胞 mTOR，Atg13，

Beclin1，Atg5，LC3 蛋白水平表达的影响 与空白

血清组比较，芪玉三龙汤血清组 mTOR 蛋白表达显

著降低（P<0.01），Atg13，Beclin1，Atg5，LC3Ⅱ/LC3

Ⅰ蛋 白 表 达 水 平 均 显 著 升 高（P<0.01）。 见 表

6，图 3。

4 讨论

肺癌在古代被称为“肺积”“咯血”“积聚”等范

畴。如《难经》曰：“肺之积，名曰息贲……喘咳，发

肺壅。”《外证医案》亦云“正气虚则成岩。”说明古人

很早就了解到正气亏虚在肺癌发生、发展中的作

用。肺脏清虚娇嫩，不耐寒热燥湿诸邪入侵，故肺

气虚是肺系疾病发病的基础［9］。《丹溪心法》云：“人

上中下有结块者，多属痰。”《杂病源流犀烛》也曾提

到：“邪积胸中，阻塞气道，气不宣通，为痰，为血，邪

既胜，正不得而制之，遂结成形而有块”。由此可见

祖国医学很早就认识到肺癌的发生发展与痰瘀关

系密切。另外，“癌毒”亦是肺癌发病的重要因素。

陈滨海等［10］亦认为正虚邪实是肺癌发病的基本病

表 4 芪玉三龙汤血清对 A549细胞凋亡率的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of QYSL medicated serum on cell apoptosis（x̄± s，

n=3）

组别

空白

空白血清

芪玉三龙汤血清

体积分数/%

20

20

细胞凋亡率/%

2.34±0.462

12.76±3.4741)

56.55±2.3352)

注：与空白组比较 1)P<0.01；与空白血清组比较 2)P<0.01（表 6

同）。

图 2 观察芪玉三龙汤对A549细胞超微结构的影响（电镜，×5 000）

Fig. 2 Effect of QYSL on ultrastructure of A549 cells

（TEM，×5 000）

表 5 芪玉三龙汤血清对 A549细胞 mTOR, Atg13, Beclin1, Atg5 mRNA表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of QYSL medicated serum on mRNA expressions of mTOR, Atg13, Beclin1, Atg5（x̄± s，n=3）

组别

空白

空白血清

芪玉三龙汤血清

体积分数/%

20

20

mTOR

0.990±0.017

0.758±0.0941）

0.307±0.0492）

Atg13

1.016±0.014

1.035±0.067

1.669±0.1022）

Beclin1

1.049±0.035

1.275±0.013

1.611±0.0232）

Atg5

0.99±0.017

1.094±0.032

1.545±0.2722）

注：与空白组比较 1）P<0.05；与空白血清组比较 2）P<0.01。

表 6 芪玉三龙汤血清对 A549细胞 mTOR, Atg13, Beclin1, Atg5, LC3 蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of QYSL medicated serum on expressions of mTOR, Atg13, Beclin1, Atg5 and LC3（x̄± s，n=3）

组别

空白

空白血清

芪玉三龙汤血清

体积分数/%

20

20

mTOR/β-actin

1.017±0.017

0.822±0.007

0.637±0.0032）

Atg13/β-actin

0.369±0.008

0.426±0.003

0.591±0.0062）

Beclin1/β-actin

0.598±0.001

0.633±0.013

0.802±0.0152）

Atg5/β-actin

0.136±0.006

0.240±0.012

0.401±0.0212）

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ
0.923±0.015

1.174±0.016

3.809±0.0422）

图 3 芪玉三龙汤血清作用 A549 细胞 mTOR, Atg13, Beclin1,

Atg5, LC3蛋白表达电泳

Fig. 3 Electrophoresis of QYSL medicated serum on expressions

of mTOR, Atg13, Beclin1, Atg5 and LC3
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机，正虚有气血阴阳之虚，邪实有“痰”“瘀”和“毒”

之实。进一步的阐述了肺中积块的产生与正气亏

虚，邪毒侵袭，气机不畅，痰血胶结有关。针对肺癌

病机拟定芪玉三龙汤，方中黄芪补肺益气，龙葵解

毒抗癌，共为君药；天龙、地龙、泽漆解毒消积、活血

散结，俱为臣药；白花蛇舌草清热解毒、活血化瘀，

莪术破血行气、消积止痛，薏苡仁补益肺脾，玉竹养

阴生津，共为佐药，川贝化痰润肺、消肿散结为使。

该方益气养阴以补正虚，化痰祛瘀、解毒抗癌以祛

毒聚，诸药合用，共奏扶正解毒抗癌之功。前期临

床研究证实芪玉三龙汤能够改善患者临床症状，对

中晚期 NSCLC 瘤体稳定有一定作用，并且与干预

时间成正比［5］。因此，进一步完善芪玉三龙汤抗肿

瘤的基础研究，明确其作用机制十分重要。

前期动物实验表明芪玉三龙汤具有温和的移

植瘤抑制作用［11］，为进一步验证芪玉三龙汤的抗癌

效果，本研究通过体外实验证实中药复方能够使

A549 细胞的凋亡数显著增加，通过对肿瘤细胞微观

结构的观察，研究发现芪玉三龙汤血清组 A549 细

胞内可见较多的自噬小体及其内容物，说明芪玉三

龙汤能够诱导 A549 细胞发生自噬。因此，此次实

验旨在从细胞水平研究芪玉三龙汤干预 A549 细胞

后对 mTOR/Beclin1/LC3 信号轴关键分子表达的影

响 ，明确其诱导肺癌细胞发生自噬的具体分子

机制。

自噬是细胞受到各种压力后的自我保护过程，

可以及时包裹和分解受损的生物大分子或细胞器，

产生用于细胞循环的新能源物质，从而保持细胞本

身的稳定性［12］。自噬与各种类型的癌症有关，如肺

癌［13］，乳腺癌［14］，结肠癌［15］，卵巢癌［16］等。自噬在癌

症的发生、进展和耐药性治疗中均起着关键作用，

因此 ，自噬已经成为已成为一个潜在的抗癌靶

点［17-18］。自噬与肿瘤具有双重关系，一方面在正常

细胞中，自噬可以抑制恶性转化，另一方面，一旦发

生恶性转化，自噬可促进肿瘤进展和治疗耐药。越

来越多研究表明，自噬在肺癌的发病机制中起着一

定的作用。mTOR 是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，

作为调节细胞生长、增殖和自噬的上游信号通路的

汇合点［19-20］，是自噬启动阶段的关键调节因子，可负

性调控自噬的发生［21］，可通过 Atg13 实现对自噬的

负向调节，从而抑制自噬的发生［22］。本次研究发

现，芪玉三龙汤在 RNA 和蛋白水平均可下调 mTOR

的表达，上调 Atg13 表达，提示 mTOR 可能是芪玉三

龙汤的一个抑制靶点，可能通过下调 mTOR 的表

达，促进 Atg13 的表达，促进 A549 细胞自噬的发生。

同时，研究观察芪玉三龙汤对 Atg13 下游分子

的影响。Atg13 通过促进 Beclin1 复合物形成及吞

噬泡的启动，而吞噬泡延伸受 LC3-PE 连接蛋白和

Atg 蛋白的调控。Atg5 参与自噬体形成，与 Atg12

形成复合物，复合物与自噬泡膜的结合，可促进自

噬泡中 LC3 的募集［23］。LC3 是控制自噬膜的形成

和自噬体与溶酶体的融合的关键蛋白，在自噬体膜

的延伸和成熟中发挥关键作用，其分为 LC3Ⅰ型和

LC3Ⅱ型，自噬发生时，可溶性 LC3Ⅰ被活化，并修

饰形成 LC3Ⅱ通过融合蛋白转位至自噬体膜，从而

促进自噬体的成熟，参与自噬体形成［24-26］。LC3Ⅱ
含量的多少与自噬泡数量的多少呈正比，因此自噬

程度与 LC3Ⅱ表达呈正相关，LC3Ⅱ是自噬体的标

志分子［24］。通过投射电镜观察到自噬小体以及自

噬小泡的相互验证来判断自噬的发生。本次研究

发现，芪玉三龙汤干预 A549 细胞后，透射电镜下明

显 可 见 到 更 多 的 自 噬 小 体 以 及 自 噬 小 泡 ，且

Beclin1，Atg5 的表达均上调，LC3Ⅱ/LC3Ⅰ升高，提

示其可能通过上调 Beclin1 的表达，促进 Beclin1 复

合物的形成，同时调节关键蛋白酶 LC3 的表达，诱

导 A549 细胞自噬的发生，促进细胞的凋亡。

本研究表明，芪玉三龙汤能够诱导肺癌细胞发

生自噬，其具体作用机制可能与其下调 mTOR 蛋白

表达，上调 Beclin1，Atg5，Atg13，LC3 蛋白表达，促

进 LC3Ⅰ转化为 LC3Ⅱ有关，但仍需开展进一步实

验对具体的分子机制进行深入研究。
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