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［摘要］ 目的：通过观察益肺汤对人肺腺癌耐顺铂细胞株 （A549/DDP） 移植瘤裸鼠脾脏指数和肺癌多药耐药 P-糖蛋白 （P-
gp） 基因表达的影响，探讨益肺汤对裸鼠免疫功能的影响和逆转肺癌多药耐药的作用机制。方法：建立 A549/DDP 裸鼠移植瘤模

型，随机分为对照组、顺铂组、益肺汤低剂量组、益肺汤中剂量组、益肺汤高剂量组、益肺汤中剂量+顺铂组，共 6 组，每组 10
只，分别给与相应的药物干预。给药 21 天后，处死小鼠取瘤组织和脾脏，称脾重，计算各组脾脏指数；检测瘤组织基因 P-gp 的

表达情况。结果：与对照组比较，顺铂组的脾脏指数显著降低，益肺汤中、高剂量组的脾脏指数有所提高，差异均有统计学意义

（P ＜ 0.05）；与顺铂组比较，益肺汤低、中、高各剂量组及益肺汤中剂量+顺铂组的脾脏指数均显著提高，差异均有统计学意义

（P ＜ 0.05）。益肺汤低、中、高各剂量组及益肺汤中剂量+顺铂组的 P-gp 基因的表达量均低于对照组，而顺铂组的表达量高于对照

组，差异均有统计学意义 （P ＜ 0.05）。结论：益肺汤能提高裸鼠的免疫功能，逆转非小细胞肺癌多药耐药，其逆转机制是通过下

调多药耐药基因 P-gp 的表达来实现的。
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Experiment Study of Yifei Tang on Expression of P-gp Genes and Immune Function of
Nude Rats with Human Lung Adenocarcinoma Cisplatin Cell Line Transplantation
Tumor
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Abstract：Objective： To observe the effect of Y ifei tang on the spleen index and expression of lung cancer m ultidrug

resistance P -glycoprotein(P -gp) genes of nude rats w ith hum an lung adenocarcinom a cell line(A 549/D D P ) transplantation tum or，

and to discuss prelim inarily the effect of Y ifei tang on the im m une function of nude rats and the m echanism of reversing lung

cancer m ultidrug resistance. Methods：Established A 549/D D P nude rats m odel of transplantation tum or，and divided them into

the control group，cisplatin group，Y ifei tang low dosage group，Y ifei tang m iddle dosage group，Y ifei tang high dosage group

and Y ifei tang m iddle dosage com bined w ith cisplatin group random ly， six groups in total and 10 cases in each group. Each

group w as given corresponding m edicine respectively. A fter 21 days， the rats w ere sacrificed， and the tissues and spleens

w ere w eighed to calculate the spleen index of each group. D etected the expression of cancer tissue P -gp genes. Results：

C om pared w ith control group，the spleen index of cisplatin group w as reduced significantly，that of Y ifeitang high dosage group

w as increased，there being significant difference(P＜0.05). The spleen index of Y ifei tang low ，m iddle and high dosage groups

as w ell as Y ifei tang m iddle dosage com bined w ith cisplatin group，com paring w ith that of cisplatin group，w ere all increased

obviously(P＜0.05). The expression levels of P -gp genes in Y ifeitang low ，m iddle and high dosage groups and Y ifeiTang m iddle

dosage com bined w ith cisplatin group w ere low er than those of the control group，w hile the expression levels of cisplatin group

w as higher than those of the control group(P＜0.05). Conclusion：Y ifei tang can im prove the im m une function of nude rats and

reverse non-sm all cell lung cancer m ultidrug resistance. The reversing m echanism is achieved by dow n-regulating the

expression of m ultidrug resistance P -gp genes.

Keywords：Y ifei tang；M ultidrug resistance；Spleen index；P -glycoprotein (P -gp) genes；H um an lung adenocarcinom a

cell line(A 549/D D P )；N ude m ouse；C ell culture；A nim al experim ent
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近 50 年来，肺癌是发病率和死亡率增长最快的对人类健

康和生命威胁很大的恶性肿瘤之一。根据我国 20 世纪 80 年

代末以来的 10 余年的抽样调查结果显示，肺癌的发病率逐年

递增，年均增长率达到 1.6% ，目前在我国所有恶性肿瘤的发

病率及死亡率的排名中，肺癌已居首位[1～2]。肺癌主要分为两

类，小细胞肺癌(sm all cell lung cancer，SC LC )和非小细胞肺

癌(non-sm all cell lung cancer，N SC LC )，而 N SC LC 约占所

有肺癌的 85% 左右[3]。化疗是 N SC LC (尤其是中晚期患者)的

主要治疗方法之一，虽然新的化疗药物以及新的化疗方案层

出不穷，但目前现有的化疗药物临床治疗效果并不理想，临

床治愈率和五年生存率仍然比较低，其中多药耐药(m ultidrug

resistance，M D R )是化疗失败的主要原因之一[4]。开发高效安

全的 M D R 逆转剂已成为当前肿瘤领域研究的热点及难点，充

分发挥中医药资源丰富、多靶点作用，针对 M D R 复杂的产生

机 制 进 行 研 究。本 实 验 通 过 建 立 人 肺 腺 癌 耐 顺 铂 细 胞 株

(A 549/D D P )的裸鼠移植瘤模型，观察益肺汤对裸鼠脾指数及

肺癌多药耐药基因 P - 糖蛋白(P -gp)基因表达的影响，探讨益

肺汤对裸鼠免疫功能的影响和逆转 N SC LC 多药耐药的作用机

制，并为临床运用此方提供一定的理论依据。
1 材料与方法

1.1 细胞与动物 人肺腺癌耐顺铂细胞株 A 549/D D P 细胞

(浙江大学基础医学院提供)；B A LB /c-nu/nu 裸鼠 80 只(上海

西普尔 - 必凯实验动物有限公司，生产许可证号：SC X K (沪)

2013-0016)，5～6 周龄，雌性，在水平式空气层流净化室

内(SP F 级)繁殖饲养，室温保持 25±2℃，相对湿度 40％～
60％，由浙江中医药大学动物实验中心协助饲养。
1.2 主要药物及试剂 益肺汤组成：红豆杉 8 g，白术、半夏

各 15 g，茯苓、党参各 20 g，陈皮、甘草各 6 g，所有中药由

宁波市中医院中药制剂室提供并制备相应浓度汤液。顺铂注射

液(江苏豪森药业股份有限公司)；高糖 D M EM 培养液、胎牛

血清及胰蛋白酶(美国 G IB C O 公司)；台盼蓝(上海化学试剂总

厂)；R N A 提取试剂盒、逆转录试剂盒及荧光定量 P C R 试剂盒

(TaKaR a 公司)。
1.3 细胞培养 A 549/D D P 细胞以高糖 D M EM 完全培养基

(含 10％胎牛血清、100 U /m L 青霉素、100 m g/m L 链霉素)

于 37℃，5% C O 2 培养箱传代培养。
1.4 建立移植瘤模型 参考文献[5]。收集对数生长期的细

胞，用胰蛋白酶分解消化，用 P B S 磷酸盐缓冲液清洗 3 次，

加入生理盐水重新悬置细胞，再以台盼兰染色法计数活细胞

率，确保活细胞率大于 95% ，调整细胞浓度至 5×107/m L，

细胞悬液放置于冰上，将此细胞悬液接种于 B A LB /c-nu/nu

裸鼠的颈背部皮下，每只接种 0.2 m L 细胞悬液造模。整个

操作在 SP F 级条件下进行，接种过程在细胞悬液制备后 1 h

内完成。
1.5 分组及给药 将造模成功的 60 只裸鼠编号，用随机区组

分组法分为对照组、顺铂组、益肺汤低剂量组、益肺汤中剂量

组、益肺汤高剂量组、益肺汤中剂量 + 顺铂组，共 6 组，每

组 10 只，各组间小鼠体重及瘤体积无显著性差异。然后按如

下方法开始分组给药：①对照组：生理盐水灌胃 0.4 m L/(次·
天)；②顺铂组：将顺铂注射液配制成 0.1 m g/m L 的稀释液，

按 2 m g/kg 给药，腹腔注射顺铂稀释液 0.4 m L/ 次，隔天 1

次；③益肺汤低、中、高各剂量组：中药浸泡 1.5 h 左右，煎

煮 2 次，合并煎液，再浓缩使低、中、高各剂量组的生药含

量 分 别 为 0.7 g/m L、1.4 g/m L、2.8 g/m L， 分 别 灌 胃 0.4

m L/(次·天)；④益肺汤中剂量 + 顺铂组：中剂量浓度益肺汤煎

剂灌胃 0.4 m L/(次·天)，同时腹腔注射顺铂稀释液 0.4 m L/

次，隔天 1 次。共给药 21 天。
1.6 脾脏指数的测定 给药 21 天后，称量小鼠体重后脱颈法

处死所有小鼠，解剖并取出脾脏，称重，计算脾脏指数。脾脏

指数(% )[6]= 脾重(m g)/ 体重(g)×100% 。
1.7 实时荧光定量 PCR 检测 P-gp 基因的表达 提取瘤组织

总 R N A ，然后进行逆转录反应，合成 cD N A。采用实时荧光

定量 P C R 检测相关目的基因 P -gp 的表达。目的基因 P -gp

的引物序列为：上游引物：F5'-C A G C A G TC A G TG TG C TTA

C A A -3'，下游引物：R 5'-A TG G C TC TTTTA TC G G C C TC A -3'。
按照实时荧光定量 P C R 试剂盒的说明书构建反应体系，检测

P -gp 基因的表达。
1.8 统计学方法 实验数据采用 SP SS 17.0 软件进行统计分

析，计量资料数据用(x±s)表示，采用单因素方差分析比较多

组间均数差异，并用 LSD 检验；率的比较采用 χ2 检验。
2 结果

2.1 各组脾脏指数结果比较 见表 1。与对照组比较，顺铂

组的脾脏指数显著降低，益肺汤中、高剂量组的脾脏指数有所

提高，差异均有统计学意义(P＜0.05)；与顺铂组比较，益肺汤

低、中、高剂量组及益肺汤中剂量 + 顺铂组的脾脏指数均显

著提高，差异均有统计学意义(P＜0.05)。

表 1 各组脾脏指数结果比较(x±s)

与对照组比较，①P ＜ 0.05；与顺铂组比较，②P ＜ 0.05

2.2 各组 P-gp 基因表达结果比较 见表 2。益肺汤低、中、
高各剂量组及益肺汤中剂量 + 顺铂组的 P -gp 基因的表达量均

低于对照组，而顺铂组的表达量高于对照组，差异均有统计学

意义(P＜0.05)。

组 别

对照组

顺铂组

益肺汤低剂量组

益肺汤中剂量组

益肺汤高剂量组

益肺汤中剂量 + 顺铂组

样本数(n)

10

10

10

10

10

10

脾脏指数(%)

10.03±3.25

6.43±2.10①

11.59±2.64②

15.58±2.73①②

13.13±2.14①②

9.42±2.14②
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3 讨论

中医学的痰有狭义和广义之分，狭义的痰指咳嗽咯出的痰

液(外痰)，广义的痰还包括体内无形之痰(内痰)。内痰是肿瘤

致病及其进展的因素之一，具有易聚性(黏滞易阻塞成块，形

成临床肿瘤病灶)、易行性(痰随气血无处不到，易出现转移浸

润)、顽固性(痰邪阴柔，病势缠绵，不易速去，出现耐药现

象)等病理特点[7]。益肺汤正是基于“顽病多痰”的学术思想，

根据肺癌正气内虚、痰瘀交结的病机特点，参考现代药理研究

总结出来的经验方，长期的临床经验表明[8～9]，该方对非小细

胞肺癌化疗的耐药逆转具有一定的疗效。
肿瘤的发生和发展与免疫功能有着密切的关系，并且机

体免疫功能的状况对肿瘤治疗的效果和预后评估也有参考价

值[10～11]。因 B A LB /c-nu/nu 裸鼠没有胸腺，所以造成其 T 细胞

免疫缺陷，可提高移植瘤造模的成功率。B A LB /c-nu/nu 裸鼠

有脾脏，故其有一定的体液免疫功能，其免疫功能的评价指标

可用脾指数来反映。与对照组比较，顺铂组的脾脏指数显著降

低(P＜0.05)，益肺汤中、高剂量组的脾脏指数有所提高(P＜

0.05)，其中益肺汤中剂量组为最高；与顺铂组比较，益肺汤

低、中、高各剂量组及益肺汤中剂量 + 顺铂组的脾脏指数均

显著提高(P＜0.05)。这说明顺铂对裸鼠的免疫功能具有抑制作

用，益肺汤能保护裸鼠的免疫器官，提高裸鼠的免疫功能。
P - 糖 蛋 白 是 由 多 药 耐 药 基 因 (M ultidrug R esistance

G ene，M D R )编码的跨膜糖蛋白，其相对分子量为 170 KD ，

具有能量依赖性“药泵”功能[12]。P - 糖蛋白属于 A B C (A TP -

binding cassette)转运蛋白超家族成员，能利用 A TP 水解所释

放出的能量将肿瘤细胞内的化疗药物逆浓度梯度泵至细胞外，

使肿瘤细胞内的化疗药物达不到最低有效作用浓度而使化疗失

败，它们不但能使肿瘤细胞对某一两种化疗药物产生抗药性，

对其他结构不同、作用机制也不同的药物也产生抗药性，从而

导致肿瘤多药耐药性的产生[13]。与对照组比较，益肺汤低、
中、高剂量组及联合组的 P -gp 基因的表达量显著降低(P＜

0.05)，其中以益肺汤高剂量组为最；而顺铂组 P -gp 基因的

表达量有所提高(P＜0.05)。这说明益肺汤对 A 549/D D P 移植

瘤细胞的 P -gp 基因的表达产生了抑制作用，而顺铂却刺激了

二者的高表达。通过综合分析实验结果可以得出，益肺汤可以

提高裸鼠的免疫功能，能逆转非小细胞肺癌的多药耐药，其逆

转机制是通过下调 P -gp 基因的表达来实现的。
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组 别

对照组

顺铂组

益肺汤低剂量组

益肺汤中剂量组

益肺汤高剂量组

益肺汤中剂量 + 顺铂组

样本数(n)

10

10

10

10

10

10

P-gp 基因表达量

0.0159±0.00166

0.0199±0.00419②

0.0129±0.00157①

0.0098±0.00312②

0.0105±0.00146②

0.0105±0.00146②

表 2 各组 P-gp 基因表达结果比较(x±s)

与对照组比较，①P ＜ 0.05，②P ＜ 0.01
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