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摘  要 

目的：探讨益肺解毒方(YFJDF)含药血清逆转人肺腺癌A549/DDP细胞耐药性及诱导其凋亡的机制。方法：

制备YFJDF含药血清，CCK8法分别检测不同浓度的顺铂对A549、A549/DDP细胞的增殖抑制率，不同浓

度YFJDF对A549、A549/DDP细胞的增殖抑制率，YFJDF联合各浓度顺铂对A549/DDP细胞的增殖抑制

率，并根据结果计算IC50值、A549/DDP细胞对顺铂的耐药指数及YFJDF逆转A549/DDP细胞的逆转耐

药倍数。流式细胞术检测各组细胞凋亡率、West-blot检测各组细胞Bax、Bcl-2蛋白的表达水平。结果：

不同浓度的DDP作用A549、A549/DDP细胞48 h后，其IC50值分别为4.49 μg/mL和45.09 μg/mL，计

算出的耐药指数为10.05倍。不同浓度YFJDF对A549/DDP细胞的增殖有抑制作用，并且随着YFJDF浓度

的升高和药物作用时间的延长对A549/DDP细胞的抑制作用也逐渐增加，选择中剂量的YFJDF、并作用

48 h用于后续逆转实验。YFJDF联合各浓度顺铂对A549/DDP细胞的抑制作用更为明显，其48 h的IC50
值为29.37 μg/mL，逆转倍数为1.53倍。流式细胞仪检测结果显示：YFJDF + DDP组细胞凋亡率显著增

加，可达到69.3%；Western blot结果显示：YFJDF + DDP组Bax的表达量显著增加、Bcl-2的表达量明

显减少。结论：益肺解毒方能逆转A549/DDP细胞对顺铂的耐药，其机制可能是促进顺铂诱导A549/DDP
凋亡。 
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Abstract 
Objective: To study the reversal effect of Yifei Jiedu Decoction on cisplatin resistant human lung 
adenocarcinoma cell line A549/DDP and to explore the mechanism of induce cell apoptosis. Me-
thods: Prepare YFJDF medicated serum. The method of CCK8 was used to detect the proliferation 
inhibition rate of different concentrations of DDP on A549 and A549/DDP cells, the proliferation 
inhibition rate of different concentrations of YFJDF on A549 and A549/DDP cells and YFJDF com-
bined with different concentrations of DDP on A549/DDP cells. IC50, the drug resistance index of 
A549/DDP cells to DDP and the reversal drug resistance fold of YFJDF were calculated according 
to the results. Apoptosis rate in each group detected by flow cytometry. The expression level of 
apoptosis-related protein Bax and Bcl-2 was detected by western blot in each group. Results: After 
different concentrations of DDP acted on A549 and A549/DDP cells for 48 hours, the IC50 was 4.49 
μg/mL and 45.09 μg/mL, drug resistance index was 10.05 times. Different concentrations of YFJDF 
have an inhibitory effect on the proliferation of A549/DDP cells, and with the increase of YFJDF 
concentration and the prolongation of drug action time, the inhibitory effect on A549/DDP cells 
will gradually increase. A medium dose of YFJDF was selected and the action time of 48 hours was 
selected for the subsequent reversal experiment. The inhibitory effect of YFJDF combined with 
DDP at various concentrations on A549/DDP cells was more obvious, and its 48 h IC50 was 29.37 
μg/mL, and the reversal drug resistance fold was 1.53 times. The results of flow cytometry showed 
that the apoptosis rate of the YFJDF + DDP group increased significantly, reaching 69.3%; Western 
blot results showed that the expression of Bax in the YFJDF + DDP group increased significantly, 
and the expression of Bcl-2 decreased significantly. Conclusion: Yifei Jiedu Decoction can reverse 
the resistance of A549/DDP cells to DDP, and its mechanism may be to promote the apoptosis of 
A549/DDP induced by DDP. 
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1. 引言 

肺癌是世界以及中国范围内发病率及死亡率最高的恶性肿瘤，其中 85%为非小细胞肺癌，确诊时多

数患者均为中晚期，失去手术治疗的机会。对于不可手术切除的肺癌且无驱动基因表达的患者，世界各

大权威指南，如 NCCN、CSCO，均推荐采取化学治疗为主的综合治疗，一线的经典化疗方案为含铂双药

的化疗方案。顺铂(DDP)作为标准的铂类药物，在肺癌的治疗中占据较高的地位。然而顺铂耐药性的产生

降低了顺铂的疗效，严重限制了顺铂的临床应用[1]，因此逆转顺铂耐药性或增强其化疗敏感性是目前临
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床上亟待解决的问题[2]。益肺解毒方(YFJDF)为临床经验方，前期临床研究表明其可明显改善肺癌患者

的临床症状，提高患者生活质量，延长生存时间。且益肺解毒方能够抑制人肺腺癌 A549 干细胞的生长，

呈剂量依赖性，并与顺铂有协同增效作用。与顺铂联合应用时具有抑制 A549 细胞侵袭转移的能力，并

且与两者单用比较明显增强，其作用机制可能主要为下调 MMP2 表达、上调 E-cad 表达[3] [4]。本研究

通过多种实验方法探讨益肺解毒方含药血清对人肺腺癌 A549/DDP 细胞株顺铂耐药性及凋亡相关蛋白的

影响，以期为逆转顺铂耐药性提供新线索。 

2. 材料与方法 

2.1. 细胞株、动物及试剂  

A549、A549/DDP 细胞株购自中国医学科学院肿瘤研究所。SD 大鼠购自上海杰思捷实验动物有限

公司，雌雄各半，体重 190~230 g，动物合格证号：SCXK(沪)2018-0004。益肺解毒方(YFJDF)购自南

方医科大学附属齐齐哈尔医院制剂室制备，顺铂(DDP)购自江苏豪森药业股份有限公司。胎牛血清、1640
培养基均购自 Gibco 公司，CCK-8 试剂盒购自碧云天生物公司，Bcl-2、Bax 单克隆抗体购于美国 Abcam
公司。 

2.2. 方法 

2.2.1. 益肺解毒方含药血清的制备 
益肺解毒方由黄芪、北沙参、天冬、麦冬、女贞子、白术、茯苓、山药组成。加水浸泡 30 min 后，

按汤剂常规方法煎熬，过滤并浓缩成生药量含量为 10 g/ml 的药液，冷却后装入灭菌药瓶，4℃保存。 
将 40 只 SD 大鼠按 24、48、96 g/kg/d 的给药剂量随机分为：益肺解毒方低剂量(YFJDFL)组、益肺

解毒方中剂量(YFJDFM)组、益肺解毒方高剂量(YFJDFH)组及空白血清组，每组各 10 只。各组分别灌注

等体积的中药煎剂及生理盐水，每日灌胃 2 次，连续 3 日。末次给药后 2 h，行腹主动脉取血，室温静置

30 min，3000 r 离心力下离心 15 min，将同组血清收集混匀，56℃恒温水箱 30 min 灭活，0.22 μm 微孔滤

膜过滤除菌，分装，−20℃保存备用。 

2.2.2. 细胞培养 
A549 细胞、A549/DDP 细胞用含 10%胎牛血清的 RPMI 1640 培养基，于 37℃，湿度 95%，5% CO2

培养箱中培养和传代。 

2.2.3. CCK8 法检测顺铂、益肺解毒方及益肺解毒方 + 顺铂对 A549、A549/DDP 细胞的增殖抑制作用 
取对数生长期的 A549 细胞或 A549/DDP 细胞，将细胞消化计数后接种于 96 孔板，细胞密度用相应

培养基调整到 2 * 104/mL，每孔加入 150 μl细胞，设置 3 复孔。于 37℃、5% CO2细胞培养箱中培养 24 h
后进行试验分组。按下列分组后分别再培养 24 h、或 48 h、或 72 h 后，每孔加 15 μl的 CCK8 溶液，细

胞培养箱内孵育 2 小时，450 nm 测定 OD 值，保存数值。 
A) 顺铂对 A549、A549/DDP 细胞的增殖抑制作用分组：空白对照组、顺铂(2、4、8、16、32 μg/mL)

组。计算 A549 细胞和 A549/DDP 细胞培养 48h 的增殖抑制率、半数抑制浓度(IC50)，A549/DDP 细胞对

顺铂的耐药指数。 
B) 益肺解毒方对 A549/DDP 细胞的增殖抑制作用分组：空白对照组(NC 组)、空白血清组、YFJDFL

组、YFJDFM 组、YFJDFH 组。计算 A549/DDP 细胞培养 24 h、48 h、72 h 的增殖抑制率，选出益肺解

毒方合适的干预时间及浓度剂量，用于后续实验。 
C) 益肺解毒方 + 顺铂对 A549、A549/DDP 细胞的增殖抑制作用分组：YFJDF (筛选后剂量) + DDP 
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(2、4、8、16、32 μg/mL)组。计算 A549 细胞和 A549/DDP 细胞培养 48 h 的增殖抑制率、半数抑制浓度

(IC50)，A549/DDP 细胞对顺铂的耐药指数、益肺解毒方对 A549/DDP 的逆转耐药倍数。 
计算细胞增殖抑制率 = (对照组 OD 值 − 实验组 OD 值)/(对照组 OD 值 − 空白组 OD 值) × 100%，

实验数据以均值标准差方式描述并制作增殖抑制曲线折线图。应用 SPSS 22.0 软件计算半数抑制浓度

(IC50)，进而计算耐药指数 = A549/DDP的 IC50 值/A549 的 IC50，逆转耐药倍数 = 单独顺铂对A549/DDP
的 IC50 值/(益肺解毒方 + 顺铂)对 A549/DDP 的 IC50 值。 

2.2.4. 流式细胞术检测细胞凋亡 
取对数生长期的 A549/DDP 细胞，以 1 × 105 cells/mL 浓度接种于 75 cm2细胞培养瓶中，贴壁培养 24 h

后，分为 NC 组、空白血清组、DDP 组、YFJDF 组、YFJDF + DDP 组，药物处理后继续培养 48 h。流式

细胞术检测各组细胞的凋亡情况。 

2.2.5. Western blot 法检测 Bcl-2、Bax 蛋白表达 
取对数生长期的 A549/DDP 细胞，以 1 × 105 cells/mL 浓度接种于 75 cm2细胞培养瓶中，贴壁培养 24 h

后，分为 NC 组、空白血清组、DDP 组、YFJDF 组、YFJDF + DDP 组，药物处理后继续培养 48 h。流式

细胞术检测各组细胞的凋亡情况。按照试剂盒的说明书进行操作，检测 Bcl-2、Bax 蛋白表达水平。 

2.2.6. 统计分析 
应用 SPSS13.0 进行数据处理，t 检验比较两组之间的差异。以 P < 0.05 定义为差异有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. DDP 对 A549、A549/DDP 细胞增殖抑制作用 

2、4、8、16、32 μg/mL 的 DDP 作用 A549、A549/DDP 细胞 48 h 后，结果显示，随着 DDP 浓度的

升高对两种细胞的抑制作用逐渐增加(见表 1、图 1)，差异具有统计学意义(P < 0.05)。计算 DDP 对 A549、
A549/DDP 细胞的 IC50 值分别为 4.49 μg/mL和 45.09 μg/mL，计算出的耐药指数为 10.05 倍。 

3.2. 益肺解毒方对 A549/DDP 细胞的增殖抑制作用 

NC 组、空白血清组、YFJDFL 组、YFJDFM 组、YFJDFH 组分别作用 24 h、48 h、72 h 后，结果显

示，随着益肺解毒方浓度的升高和药物作用时间的延长对 A549/DDP 细胞的抑制作用也逐渐增加(见表 2、
图 2)，差异具有统计学意义(P < 0.05)。根据以上结果，选择中剂量的 YFJDF、并作用 48 h 用于后续逆转

实验。 
 
Table 1. Proliferation inhibitory rate of DDP impacting on A549、A549/DDP cells for 48 h ([ x S± ]%, n = 6) 
表 1. DDP 对 A549、A549/DDP 细胞 48 h 增殖抑制率([ x S± ]%, n = 6) 

DDP (μg/mL) A549 A549/DDP 

2 26.69 ± 2.97 1.83 ± 1.14 

4 48.72 ± 2.57* 4.50 ± 2.15* 

8 62.05 ± 0.73* 9.24 ± 2.23* 

16 87.23 ± 0.54* 20.64 ± 2.72* 

32 91.74 ± 0.74* 39.41 ± 2.34* 

注：*P < 0.05。 
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*P < 0.05，与 A549 组对比。 

Figure 1. Proliferation inhibitory rate of DDP impacting on A549, A549/DDP cells for 48 h ([ x S± ]%, n = 6) 
图 1. DDP 对 A549、A549/DDP 细胞 48 h 增殖抑制率([ x S± ]%, n = 6) 

 
Table 2. Proliferation inhibitory rate of YFJDF impacting on A549/DDP cells ([ x S± ]%, n = 6) 
表 2. 益肺解毒方对 A549/DDP 细胞增殖抑制率([ x S± ]%, n = 6) 

 24 h 48 h 72 h 

空白血清组 6.56 ± 2.16 6.09 ± 1.75 5.13 ± 2.67 

YFJDFL 组 44.28 ± 1.98* 53.72 ± 2.95* 59.94 ± 2.10* 

YFJDFM 组 48.82 ± 2.86* 61.64 ± 2.63* 67.99 ± 2.12* 

YFJDFH 组 55.55 ± 2.07* 65.31 ± 2.30* 70.24 ± 2.07* 

注：*P < 0.05。 

 
*P < 0.05，与 24 小时组对比，

△P < 0.05，与 72 小时组对比。 

Figure 2. Proliferation inhibitory rate of YFJDF impacting on A549/DDP cells ([ x S± ]%, n = 6) 
图 2. 益肺解毒方对 A549/DDP 细胞增殖抑制率([ x S± ]%, n = 6) 

3.3. 益肺解毒方协同顺铂对 A549/DDP 细胞的耐药逆转作用 

YFJDF 和不同浓度的 DDP 共同作用 48 h，随着 DDP 浓度的增加对 A549/DDP 细胞的抑制率也逐渐
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增大。在同一个浓度作用下，YFJDF + DDP 组比 DDP 组细胞的抑制率增加(见表 3、图 3)，差异具有统

计学意义(P < 0.05)。计算 YFJDF + DDP 组 IC50 值为 29.37 μg/mL，与单独 DDP 组的 IC50 值 45.09 μg/mL
相比，逆转倍数为 1.53 倍。 
 
Table 3. Proliferation inhibitory rate of YFJDF + DDP impacting on A549/DDP cells for 48 h ([ x S± ]%, n = 6) 
表 3. YFJDF + DDP 对 A549/DDP 细胞 48 h 增殖抑制率([ x S± ]%, n = 6) 

DDP (μg/mL) DDP YFJDF + DDP 

2 1.83 ± 1.14 2.86 ± 1.65 

4 4.50 ± 2.15* 7.80 ± 2.39* 

8 9.24 ± 2.23* 18.49 ± 1.94* 

16 20.64 ± 2.72* 30.53 ± 1.93* 

32 39.41 ± 2.34* 52.82 ± 1.64* 

注：*P < 0.05。 

 
*P < 0.05，与 DDP 组对比。 

Figure 3. Proliferation inhibitory rate of YFJDF + DDP impacting on A549/DDP cells for 48 h ([ x S± ]%, n = 6) 
图 3. YFJDF + DDP 对 A549/DDP 细胞 48 h 增殖抑制率([ x S± ]%, n = 6) 

3.4. 流式细胞仪检测益肺解毒方对 A549/DDP 细胞凋亡率的影响 

流式细胞仪检测结果显示：与对照组相比各组细胞的凋亡率都增加，尤其联合用药组细胞凋亡率显

著增加(见图 4)。差异具有统计学意义(P < 0.05)。 
 

 
Figure 4. Apoptosis rate of A549/DDP cell 
图 4. A549/DDP 细胞凋亡率 
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3.5. Western blot 检测益肺解毒方对 A549/DDP 细胞凋亡蛋白的影响 

Western blot 结果显示，与对照组相比，单独益肺解毒方组和单独 DDP 组，Bax 的表达量均有不同

程度的增加、Bcl-2 的表达水平均有不同程度的降低(见图 5)，差异具有显著性(P < 0.05)。联合用药组相

比单独顺铂组的 Bax 升高、Bcl-2 降低更加明显，差异具有统计学意义。 
 

 
Figure 5. Expression of apoptosis-related proteins of A549/DDP cell 
图 5. A549/DDP 细胞凋亡相关蛋白表达 

4. 讨论  

临床上，虽然靶向、免疫治疗开启了肺癌治疗的新时代，但对于无驱动基因表达、无 PD-L1 表达的

非小细胞肺癌患者，化学药物治疗仍是基石，是主要的治疗方法。含顺铂的化疗方案在肺癌化疗的方案

中，是标准的治疗方案，但是仍有一部分病人会出现治疗失败，主要原因在于肺癌细胞对顺铂耐药性的

产生，成为肺癌化疗疗效难以提高的瓶颈。肿瘤耐药的机制十分复杂，相同肿瘤细胞的耐药可能是多种

机制共同介导的，不同肿瘤细胞对同一种药物产生的耐药机制也不尽相同。中医药作为我国的瑰宝，已

有几千年的历史，在逆转肿瘤耐药方面体现出了明显的优势，其存在多靶点、多阶段性的作用特点，且

本身就具抗肿瘤特性，毒副作用较小。 
中医学理论认为，痰、瘀、毒、虚是肺癌发生、发展过程中常见的病理因素，其正虚为本，邪实为

标。气虚、阴虚、血瘀、痰湿、气滞、热毒证为肺癌患者常见的中医证型。张明萍等研究结果表明，化

疗可以导致肺癌患者中医证型发生转变，化疗后气阴两虚证逐渐增加，说明化疗可耗气伤阴。益肺解毒

方为孙玺媛博士自主研制的临床经验总结方，由黄芪、北沙参、天冬、麦冬、女贞子、白术、茯苓、山

药组成。该方剂针对肺癌患者化疗后的气阴两虚证型拟定，其中方中黄芪补气固表，北沙参、天冬、麦

冬、女贞子滋养肺胃肾阴，白术、茯苓、山药健脾益气。诸药合用，共奏益气养阴之效。另外现代药理

学研究表明，黄芪[5]可以调节肿瘤微环境中 NK 细胞、T 细胞的活性，并可显著改善肿瘤患者的免疫功

能。北沙参[6]中的多糖能显著降低人肺癌细胞株增殖时间，并且通过抑制 A549 细胞的迁移和增殖诱导

细胞凋亡。天冬[7]的单体及粗提物可抑制肿瘤细胞增殖并促进肿瘤细胞凋亡。麦冬[8]中的麦冬皂苷 B 可

通过抑制髓鞘转录因子 1 及磷酸化组蛋白 H3 的表达，从而影响细胞周期的 S 及G2/M 期，诱导细胞凋亡。

女贞子[9]中的红景天苷可抑制肿瘤细胞增殖。白术[10]可诱导肿瘤细胞调亡，抑制肿痛细胞增殖，抑制

肿瘤细胞的迁移、侵袭和转移，调节肿瘤细胞免疫反应，抑制肿瘤血管生成。茯苓可诱导细胞凋亡，阻

滞细胞周期，抑制 DNA 拓扑异构酶活性，抑制肿瘤细胞的侵袭，逆转细胞耐药性。山药中的有效成分山

药多糖能明显抑制 4 种肿瘤细胞的增殖与生长。以上现代药理研究显示，益肺解毒方所含中药，可能通

过抑制肿瘤细胞增殖、调控肿瘤细胞周期、诱导肿瘤细胞凋亡、抑制肿瘤血管新生等途径，从而起到抗

肿瘤作用。另外本研究前期的研究亦证实了，益肺解毒方能抑制人肺腺癌 A549 细胞的增殖并且与顺铂

联合用药时，可显著增强顺铂的疗效[3] [4]。 
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本研究结果表明，益肺解毒方对 A549/DDP 的增殖抑制作用呈剂量依赖性，并且可逆转 A549/DDP
对顺铂的耐药性。另外，益肺解毒方可诱导 A549/DDP 细胞凋亡，尤其是与顺铂联合应用时，可使细胞

凋亡率显著增加，其作用机制可能是通过调节凋亡相关蛋白的表达。综上所述，益肺解毒方作为益气养

阴的方剂，其抑制肿瘤增殖，改善顺铂耐药的机制以及明确具体靶点，值得继续挖掘，以期为益肺解毒

方临床抗肿瘤应用提供确切的理论依据。 
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