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［摘要］　目的：探讨川芎嗪联合顺铂对人肺癌 Ａ５４９细胞侵袭能力及线粒体功能的影响。方法：体外培养人肺癌
Ａ５４９细胞，采用ＣＣＫ８法检测川芎嗪干预后细胞增殖抑制率并确定川芎嗪高中低浓度，将细胞分为对照组，顺铂组
及顺铂联合高、中、低浓度川芎嗪组，分别采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测细胞侵袭能力，透射电镜观察线粒体超微结
构，ＪＣ１试剂盒检测线粒体膜电位变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路相关蛋白表达。结果：与对照组相
比，川芎嗪呈剂量依赖性抑制肺癌 Ａ５４９细胞增殖；经高、中、低剂量川芎嗪联合顺铂处理细胞２４ｈ后，各组肺癌
Ａ５４９细胞侵袭能力下降，线粒体损伤减轻，膜电位升高，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路蛋白表达降低，且其效果与剂量呈正
相关。结论：川芎嗪联合顺铂可抑制人肺癌Ａ５４９细胞增殖及侵袭能力，其可能与改善线粒体功能，影响癌细胞能量
代谢有关。
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　　肿瘤转移是癌症致死的主要原因，如何有效抗
转移仍是临床肿瘤治疗难以攻克的关键问题。有研

究发现，代谢模式变化在肿瘤转移中必不可少［１］。

癌细胞在有氧状态下，糖酵解途径供能增强，而有氧

磷酸化供能比例下降，这种代谢模式可以通过保证

缺氧条件下的供能、提供大量合成原料、形成酸性微

环境抑制免疫等途径［２］，为癌细胞的侵袭转移创造

有利条件。线粒体损伤是肿瘤代谢模式变化的基

础，如线粒体内酶表达异常、膜通透性改变、ＲＯＳ生
成异常等，均有助于肿瘤侵袭转移［３］。因此，从能

量代谢与线粒体损伤角度进行研究，对抑制肿瘤转

移侵袭能力具有重要意义。

长期以来，中医活血化瘀法被广泛应用于晚期

癌症患者的临床治疗中。川芎嗪 （Ｔｅｔｒａｍｅｔｈ
ｙｌｐｙｒａｚｉｎｅ，ＴＭＰ）是经典活血化瘀药川芎的主要成
分，具有抑制多种肿瘤细胞增殖的药理作用。顺铂

（Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ＤＤＰ）是传统化疗药物，经研究证实，ＴＭＰ
与ＤＤＰ的联合，可以增强对非小细胞肺癌的抑制作
用［４６］。本课题组前期研究表明，ＴＭＰ联合 ＤＤＰ可
以调控Ｔｗｉｓｔ表达，从而抑制细胞增殖［７］，而 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路为 Ｔｗｉｓｔ上游，是细胞能量代谢的
关键调控因子。因此，本研究从能量代谢角度，探讨

ＴＭＰ联合ＤＤＰ的抗肿瘤增殖与转移机制。

１　材料与方法

１．１　细胞株及试剂
人肺腺癌Ａ５４９细胞株购于上海盖宁生物科技

有限公司。ＴＭＰ标准品购自上海源叶生物科技有
限公司（货号：Ｂ２０２０３）；ＤＤＰ标准品购自上海源叶
生物科技有限公司（货号：Ｂ２４４６２）；ＪＣ１试剂盒购
于江苏凯基生物技术有限公司（货号：ＫＧＡ６０２）。
一抗：ＧＡＰＤＨｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ、ｍＴＯＲｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ
Ｒａｂｂｉｔａｎｔｉｂｏｄｙ、ＰｈｏｓｐｈｏｍＴＯＲ（Ｓｅｒ２４４８）Ｒａｂｂｉｔ
Ａｎｔｉｂｏｄｙ、ＰＩ３Ｋｐ８５Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ、ＡＫＴＭｏｎｏ

ｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ购于Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司（货号：６０００４１
Ｉｇ、２０６５７１ＡＰ、ＡＦ３３０８、６０２２５１Ｉｇ、６０２０３２Ｉｇ）；二
抗：ＧｏａｔＡｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧＨ＋Ｌ、ＧｏａｔＡｎｔｉＭｏｕｓｅＩｇＧ
Ｈ＋Ｌ购于中杉金桥公司（货号：ＺＢ２３０１、ＺＢ２３０５）
１．２　细胞培养及分组

人肺腺癌Ａ５４９细胞采用含１０％胎牛血清、１％
双抗的ＤＭＥＭ（高糖）培养基于３７℃、５％ＣＯ２培养
箱中培养，每日观察其生长情况，取对数生长期细胞

用于实验。将细胞分为空白对照组、ＤＤＰ组、ＤＤＰ
联合高、中、低剂量 ＴＭＰ组（ＤＤＰ＋ＴＭＰ）。根据
ＣＣＫ８实验结果确定ＴＭＰ高、中、低剂量药物浓度，
ＤＤＰ药 物 浓 度 通 过 查 找 相 关 文 献 确 定 为
２μｇ／ｍＬ［８］，药物处理时间２４ｈ。
１．３　ＣＣＫ８法测定 ＴＭＰ对人肺腺癌 Ａ５４９细胞
增殖的影响

　　以人肺腺癌 Ａ５４９细胞为测试细胞株，选用对
数生长期的贴壁肿瘤细胞，用胰酶消化后，以含

１０％胎牛血清的完全培养基重悬细胞，调整细胞密
度至５×１０４个／ｍＬ，将上述细胞悬液加入９６孔板，
每孔１００μＬ，３７℃、５％ＣＯ２培养１２ｈ后细胞贴壁。
各实验组孔分别加入 １６ｍＭ、８ｍＭ、４ｍＭ、２ｍＭ、
１ｍＭ、０．５ｍＭ梯度浓度的 ＴＭＰ标准品，对照组不
加入药物，每组设置６个复孔，３７℃、５％ＣＯ２培养２４
ｈ后进行增殖能力检测。检测时每孔加入ＣＣＫ８溶
液１０μＬ，继续置于细胞培养箱中１ｈ。采用酶标仪
在４５０ｎｍ波长处测定各孔 ＯＤ值，计算各组抑制
率。细胞增殖抑制率 ＝［（对照组平均 ＯＤ值实验
组平均 ＯＤ值）／（对照组平均 ＯＤ值空白组平均
ＯＤ值）］×１００％。根据实验结果确定 ＤＤＰ＋ＴＭＰ
高、中、低剂量组ＴＭＰ的药物浓度。
１．４　ＴＭＰ联合ＤＤＰ对肺癌Ａ５４９细胞形态的影响

取对数生长期的肺癌Ａ５４９细胞，以５×１０５个／
ｍＬ细胞／孔的密度接种于６孔板中，待细胞贴壁生
长融合至７５％以上时，按照分组加入ＤＤＰ及不同浓
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度ＴＭＰ处理细胞。将干预后的细胞置于３７℃、５％
ＣＯ２培养箱培养２４ｈ后，倒置显微镜下（放大倍数
为２００倍）观察细胞形态的变化并拍照。
１．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验测定肿瘤细胞侵袭能力

在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室面加入１００μＬ用 ＤＭＥＭ
培养基稀释的Ｍａｔｒｉｇｅｌ（体积稀释比例为１∶８），下室
面用移液枪头涂抹 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ（浓度０．５ｍｇ／ｍＬ），
置于３７℃培养箱中包被２ｈ，使 Ｍａｔｒｉｇｅｌ凝固成胶，
４℃过夜风干。取对数生长期的 Ａ５４９细胞，加入
ＤＤＰ及ＴＭＰ处理细胞，用药干预２４ｈ。接种细胞前
拿出小室，吸出小室中残余液体，每小室加入１００μＬ
ＤＭＥＭ，３７℃孵育３０ｍｉｎ，水化基底膜。收集各组细
胞，重悬于不含胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养液中，调整
细胞浓度为５×１０４个／ｍＬ细胞。将各组细胞接种
于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的上室中，接种体积为２００μＬ（１×
１０４个细胞），下室中加入６００μＬ含１０％胎牛血清
的ＤＭＥＭ培养液。３７℃、５％ ＣＯ２培养２４ｈ后取出
小室，ＰＢＳ洗２次，加入４％多聚甲醛，室温固定１５
ｍｉｎ，ＰＢＳ洗２次，用棉签擦拭小室上室面未穿过小
室膜的细胞，用结晶紫染色１５ｍｉｎ后，在倒置显微
镜（放大倍数为２００倍）下观察穿膜细胞数。实验
独立重复２次。
１．６　透射电镜观察线粒体超微结构

取各组细胞消化，离心，制备成１×１０６个／ｍＬ细
胞，弃上清，留下层细胞，加入３％戊二醛固定液固定
２ｈ，１％锇酸固定１ｈ，逐级乙醇、丙酮脱水后，环氧
树脂包埋，超薄切片，经铀、铅双重染色后，１２００ＥＸ
透射电镜观测各组细胞线粒体超微结构变化。

１．７　ＪＣ１线粒体膜电位检测试剂盒检测线粒体膜
电位

　　收集ＤＤＰ及ＴＭＰ干预后各组细胞量为１×１０６

个／管，用 ＰＢＳ洗涤细胞２次（离心２０００ｒ／ｍｉｎ，５
ｍｉｎ），取１００μＬ１０×ＩｎｃｕｂａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ加９００μＬ灭
菌去离子水稀释成１×ＩｎｃｕｂａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ，混匀并预
热至３７℃，吸取５００μＬ加入１μＬＪＣ１０，涡旋混匀
配成ＪＣ１０工作液，取５００μＬＪＣ１０工作液将细胞
均匀悬浮，３７℃，５％ＣＯ２的培养箱中孵育 １５～２０
ｍｉｎ；室温离心（２０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）收集细胞，用１×
ＩｎｃｕｂａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ洗两次；吸取５００μＬ１×Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ
Ｂｕｆｆｅｒ重新悬浮细胞；用流式细胞仪检测（Ｅｘ＝４８８
ｎｍ；Ｅｍ＝５３０ｎｍ）线粒体膜电位，设未经处理的正
常细胞为阴性对照组和阳性对照组，根椐阴性和阳

性对照组的双参数散点图来设定门的位置。实验独

立重复２次。

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｍＴＯＲ、ｐ
ｍＴＯＲ的表达
　　取培养至对数生长期的Ａ５４９细胞，调整细胞密
度为５×１０５个／ｍＬ细胞接种于６孔板中，待细胞贴
壁生长融合至７５％以上时，加入ＤＤＰ及相应浓度的
ＴＭＰ干预细胞，置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱培养２４ｈ。
各组细胞加入细胞裂解液（ＲＩＰＡ∶ＰＭＳＦ＝１００∶１），用
细胞刮刀刮下，收集至离心管，冰上裂解２５ｍｉｎ后，
１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，离心１０ｍｉｎ，取上清液为蛋白样
品，采用ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒检测蛋白浓度，
将蛋白样品加入５×蛋白上样缓冲液，置于１００℃水
浴中变性５ｍｉｎ。ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白，根据目的蛋
白的相对分子量配制相应的分离胶浓度（１０％）。
加样后分别进行蛋白电泳、蛋白电转移至 ＰＶＥ膜，
５％脱脂奶粉常温封闭１．５ｈ。将封闭后的膜按照目
标蛋白所处位置进行剪切，分别加入对应的一抗

ＰＩ３Ｋ（１∶１０００）、ＡＫＴ（１∶１０００）、ｍＴＯＲ（１∶１０００）、
ｐｍＴＯＲ（１∶１０００），４℃反应过夜。ＴＢＳＴ洗膜３次，
５ｍｉｎ／次；根据一抗的种属选择相应的二抗（Ｇｏａｔ
ＡｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧ、ＧｏａｔＡｎｔｉＭｏｕｓｅＩｇＧ，稀释比例为１∶
１００００）３７℃孵育２ｈ。最后 ＥＣＬ发光、显影、拍照。
相对蛋白含量用各蛋白条带灰度值／内参蛋白条带
的灰度值来表示。实验独立重复２次。
１．９　统计学方法

运用软件ＳＰＳＳ１７．０进行分析统计，计量资料
采用均数±标准差表示。多组均数比较采用单因素
分析，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＴＭＰ对人肺癌 Ａ５４９细胞增殖的影响，确定
给药浓度

　　ＣＣＫ８结果显示，运用梯度浓度ＴＭＰ干预肺癌
Ａ５４９细胞后，细胞增殖抑制率呈剂量依赖性，随着
ＴＭＰ浓度升高，其增殖抑制率也增高。与对照组相
比，ＴＭＰ对Ａ５４９肺癌细胞的抑制差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．００１）。取 ＴＭＰ干预肺癌 Ａ５４９细胞的
近半数抑制浓度，确认ＴＭＰ高、中、低给药剂量分别
为２ｍＭ、１ｍＭ、０．５ｍＭ（表１）。
２．２　ＴＭＰ＋ＤＤＰ对Ａ５４９肺癌细胞形态的影响

各组细胞生长状况良好，细胞呈细长梭形，细胞

间排列紧密形成集落。实验组细胞随药物浓度的增

高数量减少，形态改变；其中ＤＤＰ＋ＴＭＰ（２ｍＭ）组、
ＤＤＰ＋ＴＭＰ（１ｍＭ）组、ＤＤＰ＋ＴＭＰ（０．５ｍＭ）组细胞
由具有较高侵袭能力的细长梭形变为侵袭能力较弱
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的圆形，细胞体积缩小，部分可见细胞核固缩，胞浆

内可见颗粒和碎片，细胞生长明显受到抑制（图１）。

表１　ＣＣＫ８测定ＴＭＰ对肺癌Ａ５４９细胞增殖的抑制作用
（Ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ１．ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＬｕｎｇＡｄｅｎｏｃａｒｃｉ
ｎｏｍａＡ５４９ＣｅｌｌｓｂｙＴＭＰＤｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣＣＫ８（Ｎ＝６）

Ｇｒｏｕｐ Ｄｏｓｅ（ｍＭ） Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ（％）
Ｃｏｎｔｒｏｌ － ０．００±０．００
ＴＭＰ１ ０．５ ２４．４０±１１．５６ａ

ＴＭＰ２ １ ３０．７５±１３．３９ａ

ＴＭＰ３ ２ ４５．９８±７．８３ａ

ＴＭＰ４ ４ ６５．９２±５．８７ａ

ＴＭＰ５ ８ ７８．５６±７．３８ａ

ＴＭＰ６ １６ ８８．５５±８．１１ａ

ａＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．００１．

ＴＭＰ：Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｐｙｒａｚｉｎｅ．

２．３　ＴＭＰ＋ＤＤＰ对Ａ５４９细胞侵袭能力的影响
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法检测结果显示，与对照组相比，

各实验组细胞均可使穿过铺有人工基质 Ｍａｔｒｉｇｅｌ滤
膜的细胞数量明显降低，ＤＤＰ＋ＴＭＰ（２ｍＭ）组细胞
穿膜数量最低。随着 ＴＭＰ浓度的增高，细胞侵袭数
逐渐减少，侵袭抑制作用逐渐增强，且穿膜面细胞形

态趋于圆形（图２）。
２．４　ＴＭＰ＋ＤＤＰ对Ａ５４９细胞线粒体结构的影响

运用透射电镜观察各组癌细胞线粒体结构可

见，与对照组相比，应用 ＤＤＰ使细胞内出现大量空
泡坏死，线粒体多呈圆形，双层膜结构模糊，线粒体

嵴数量较少，排列紊乱，肌节断裂；联合应用 ＴＭＰ
后，细胞内线粒体形状趋于椭圆形，且随 ＴＭＰ剂量
增高，线粒体形态更加饱满，线粒体嵴数量较多，排

列较清晰（图３）。

图１　不同浓度ＴＭＰ＋ＤＤＰ对于Ａ５４９细胞形态的影响（×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ１．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤＤＰ＋ＤｉｆｆｅｒｅｎｔＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＴＭＰｏｎｔｈｅＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＡ５４９Ｃｅｌｌｓ（×２００）
ＤＤＰ：Ｃｉｓｄｉａｍｍｉｎｅｄｉｃｈｌｏｒｏｐｌａｔｉｎｕｍ；ＴＭＰ：Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｐｙｒａｚｉｎｅ．

图２　不同浓度ＴＭＰ＋ＤＤＰ对于Ａ５４９细胞侵袭能力的影响（×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ２．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤＤＰ＋ＤｉｆｆｅｒｅｎｔＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＴＭＰｏｎｔｈｅＩｎｖａｓｉｏｎＡｂｉｌｉｔｙｏｆＡ５４９Ｃｅｌｌｓ（×２００）
Ａ．Ａ５４９ｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒａｎｉｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｎＴｒａｎｓｗｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｓｓａｙ；Ｂ．ＮｕｍｂｅｒｏｆｉｎｖａｓｉｏｎｃｅｌｌｓｉｎＴｒａｎｓｗｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｓｓａｙ．
Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５．
ＡｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｎＦｉｇｕｒｅ１．

·２０２· 肿瘤预防与治疗２０２１年３月第３４卷第３期 ＪＣａｎｃｅｒＣｏｎｔｒｏｌＴｒｅａｔ，Ｍａｒｃｈ２０２１，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．３

肿
瘤
预
防
与
治
疗



图３　电镜观察不同浓度ＴＭＰ＋ＤＤＰ干预Ａ５４９细胞线粒体结构（×３００００）
Ｆｉｇｕｒｅ３．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤＤＰ＋ＤｉｆｆｅｒｅｎｔＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＴＭＰｏｎｔｈｅＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＳｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＡ５４９Ｃｅｌｌｓ（×３０，０００）
ＡｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｎＦｉｇｕｒｅ１．

２．５　ＴＭＰ＋ＤＤＰ对Ａ５４９细胞线粒体膜电位的影响
ＪＣ１法检测线粒体膜电位显示，与对照组相

比，各组线粒体膜电位均显著降低（Ｐ＜０．０５），但
ＤＤＰ＋ＴＭＰ组线粒体膜电位较 ＤＤＰ组升高，且随

ＴＭＰ浓度升高，线粒体膜电位有升高的趋势，ＤＤＰ＋
ＴＭＰ（２ｍＭ）组较 ＤＤＰ组线粒体膜电位升高差异有
统计学意义，Ｐ＜０．０５（图４）。

图４　不同浓度ＴＭＰ＋ＤＤＰ干预Ａ５４９细胞线粒体膜电位变化（ＪＣ１）
Ｆｉｇｕｒｅ４．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤＤＰ＋ＤｉｆｆｅｒｅｎｔＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＴＭＰｏｎＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＭｅｍｂｒａｎｅＰｏｔｅｎｔｉａｌｏｆＡ５４９Ｃｅｌｌｓ（ＪＣ１）
Ａ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ；Ｂ．ＪＣ１ｒｅｄ／ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｒａｔｉｏｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍ
ｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ．
 Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５；△ ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＤＤＰｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５．

ＪＣ１：５，５’，６，６’ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｏ１，１’，３，３’ｔｅｔｒａｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉｍｉｄａｚｏｌｙｌｃａｒｂｏｃｙａｎｉｎｅｉｏｄｉｄｅ；ｏｔｈｅｒａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｎＦｉｇｕｒｅ１．
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２．６　ＴＭＰ＋ＤＤＰ对 Ａ５４９细胞 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、
ｍＴＯＲ、ｐｍＴＯＲ蛋白表达的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路蛋白，
结果显示（图５），与对照组相比，ＤＤＰ组及 ＤＤＰ＋
ＴＭＰ组均可下调ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｍＴＯＲ、ｐｍＴＯＲ蛋白表
达（Ｐ＜０．０５）。ＤＤＰ＋ＴＭＰ组在降低各蛋白表达方

面优于单独应用ＤＤＰ组，且随 ＴＭＰ浓度升高，各蛋
白表达量呈现降低的趋势。与 ＤＤＰ组相比，ＤＤＰ＋
ＴＭＰ（２ｍＭ）组可明显下调 ＰＩ３Ｋ、ｍＴＯＲ和 ｐｍＴＯＲ
蛋白表达（Ｐ＜０．０５），ＤＤＰ＋ＴＭＰ（１ｍＭ）组可下调
ｍＴＯＲ、ｐｍＴＯＲ蛋白表达（Ｐ＜０．０５）。

图５　ＤＤＰ＋ＴＭＰ对Ａ５４９细胞内ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路表达的影响
Ｆｉｇｕｒｅ５．ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＭＰ＋ＤＤＰｏｎｔｈｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＩ３Ｋ／ＡＫｔ／ｍＴＯＲＳｉｇｎａｌｉｎｇＰａｔｈｗａｙＲｅｌａｔｅｄＰｒｏｔｅｉｎｓｉｎＡ５４９Ｃｅｌｌｓ
Ａ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＰＩ３Ｋ，ＡＫＴ，ｍＴＯＲ，ｐｍＴＯＲａｎｄＧＡＰＤＨｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ；Ｂ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＩ３Ｋ；Ｃ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＡＫＴ；Ｄ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍＴＯＲ；Ｅ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｍＴＯＲ．
Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５；△ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＤＤＰｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５．
ＡｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｎＦｉｇｕｒｅ１．

３　讨　论

近年来，有关癌细胞能量代谢特征的研究受到

越来越多重视，能量代谢重构被认为参与了癌症的

增殖、侵袭与转移过程。早在１９２０ｓ，科学家发现肿
瘤细胞能量代谢的糖酵解途径异常活跃，并认为其

与线粒体损伤有关［９］。肿瘤细胞极活跃的代谢活

动，造成周围环境的乏氧状态，而癌细胞线粒体功能

受损，促进了糖酵解途径供能，保证了肿瘤生长及转

移的能量需求［１０］。线粒体功能受损还与肿瘤细胞

抵抗凋亡、逃避免疫监督等有助于肿瘤转移的特性

密切相关［１１］。这使靶向线粒体的治疗手段成为近

年来肿瘤治疗领域的热点。

中医对癌症常伴有血瘀状态的认知，与肿瘤周

围低氧、酸性微环境的形成十分相似。研究表明，活

血化瘀中药可以通过抑制血管生成，改善乏氧微环

境等机制，发挥抗肿瘤作用［１２］。而癌细胞有氧糖酵

解的能量代谢异常，增强了其对周围环境的适应性。

因此，我们推测中医活血化瘀药改善乏氧微环境状

态，从根本上改变了线粒体损伤的环境压力，从而使

线粒体有氧代谢的功能恢复，抑制糖酵解的发生，最

终控制肿瘤生长转移。研究显示，活血化瘀中药改

善缺氧环境作用与ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路密切
相关［１３］。其中，ＡＫＴ磷酸化后可降低线粒体 ＡＴＰ
的消耗，使组织维持较低的线粒体膜电位，进而减少

钙离子进入线粒体和再灌注初期活性氧的生成［１４］。
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因此，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路很可能是活血化瘀中
药调节线粒体功能发挥抗肿瘤作用的关键机制。目

前该研究思路还鲜有报道，值得深入挖掘。

ＴＭＰ是传统中医活血药川芎、当归的主要成
分，可以通过改善血液高凝状态、抗肿瘤血管生成，

改善乏氧微环境等方面抑制肿瘤细胞的增殖及转

移［１５］。ＤＤＰ是治疗非小细胞肺癌常用的化疗药物，
其通过阻碍肿瘤细胞ＤＮＡ复制，从而抑制细胞的有
丝分裂，虽然抗肿瘤效果明显但毒性较强。ＴＭＰ与
ＤＤＰ联合使用，不仅能增强抗肿瘤效果，还能降低
化疗药物引起的毒副作用，多项研究支持ＴＭＰ联合
ＤＤＰ在肺癌治疗领域良好的应用前景［１６１７］。本研

究拟从改善肿瘤代谢角度，阐述 ＤＤＰ联合 ＴＭＰ抑
制肺癌细胞过程中ＴＭＰ发挥的作用。

本研究首先通过 ＣＣＫ８法确定 ＴＭＰ的用药浓
度，再观察ＴＭＰ联合 ＤＤＰ对肿瘤细胞生长侵袭能
力的影响。经ＴＭＰ及 ＤＤＰ干预２４ｈ后，显微镜下
观察肺癌 Ａ５４９细胞体积缩小，变为圆形，部分细胞
内可见颗粒和碎片，细胞增殖速度减慢，与对照组形

成较大差异。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验显示，各实验
组细胞穿膜数量均少于对照组（Ｐ＜０．０５），且 ＴＭＰ
联合ＤＤＰ对细胞穿膜的抑制明显增强。以上结果
说明 ＴＭＰ联合 ＤＤＰ可以抑制 Ａ５４９细胞的生长及
侵袭，且随ＴＭＰ剂量升高效用更加明显。因此可以
推测，ＴＭＰ联合ＤＤＰ增强了对 Ａ５４９细胞增殖及侵
袭能力的抑制作用，较单独应用 ＤＤＰ效果更佳，且
表现出剂量依赖性。

线粒体功能正常有赖于其结构的完整，已有的

研究显示，肿瘤细胞的线粒体普遍存在 ＤＮＡ突变，
拷贝数变化、线粒体膜稳定性以及线粒体结构动态

改变等结构异常，而线粒体功能随之发生紊乱，并与

实体肿瘤的发生发展密切相关［１８］。如线粒体膜电

位发生改变，增加抗凋亡蛋白的表达，延长肿瘤细胞

寿命，减少转移侵袭过程中的损耗［１９］。本研究通过

透射电镜观察各组细胞线粒体结构发现，单独使用

ＤＤＰ后细胞主要发生空泡坏死，线粒体受损，表现
为嵴数量较少且排列紊乱；联合应用 ＴＭＰ后，线粒
体形态更为饱满，且形状趋于椭圆形，可见排列清晰

的嵴。这提示ＴＭＰ可以降低线粒体损伤程度，使其
发挥正常功能。同时，本研究还对线粒体膜电位进

行了检测，结果发现，与对照组相比，ＤＤＰ及 ＤＤＰ＋
ＴＭＰ组线粒体膜电位均显著下降（Ｐ＜０．０５），但联
合应用ＴＭＰ使线粒体膜电位较单独应用 ＤＤＰ有所
升高，且随ＴＭＰ浓度升高，线粒体膜电位有升高的

趋势，其中，高剂量组线粒体膜电位升高较为明显

（Ｐ＜０．０５）。因此，我们推测 ＴＭＰ可以促进线粒体
的正常功能，从而影响肿瘤细胞代谢。

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路是调控细胞能量代谢的经典通
路，研究表明，其可以通过调节缺氧诱导因子 ＨＩＦ
１α表达，从而调控癌细胞的能量代谢模式，增加癌
细胞对周围乏氧环境的适应性［２０］。ｍＴＯＲ是ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ下游的关键激酶，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路可以
上调癌细胞糖酵解相关酶的活性，加强糖酵解过

程［２１］。另有一项三阴性乳腺癌细胞的研究显示，

ＡＫＴ的激活可以调节癌细胞的线粒体代谢和氧化
磷酸化［２２］。本研究利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肺癌
Ａ５４９细胞 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路的蛋白表达
发现，ＴＭＰ联合 ＤＤＰ可使肺癌 Ａ５４９细胞内 ＰＩ３Ｋ、
ＡＫＴ及ｍＴＯＲ蛋白表达均显著降低（Ｐ＜０．０５），
ＴＭＰ联合 ＤＤＰ组对 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路的抑制
作用要优于单独应用ＤＤＰ组，且呈浓度依赖性。同
时，ｍＴＯＲ磷酸化修饰（ｐｍＴＯＲ）减少，即 ｍＴＯＲ蛋
白活性也受到了影响。这提示 ＴＭＰ联合 ＤＤＰ增强
了对 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路的抑制作用，与肺
癌Ａ５４９细胞的线粒体功能及能量代谢改变相关。

综上所述，ＴＭＰ联合ＤＤＰ能抑制肿瘤细胞增殖
及侵袭能力，其机制可能通过调节 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ通路，改善线粒体功能，进而使癌细胞能量代
谢模式发生改变，发挥联合抗肿瘤作用。
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