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  [摘要] 目的 初步观察爱康方20%浓度最佳含药血清对A549细胞PI3K、Akt及p-Akt表达的影响,探
讨其细胞的凋亡作用是否与磷脂酰肌醇3-激酶/蛋白激酶B(PI3K/Akt)通路有关。方法 参照课题组前期制

备含药血清方法制备爱康方含药血清,将SD大鼠40只分为4组:生理盐水对照组(NS组),爱康方低、中、高剂

量组,每组10只,制备含药血清。将SD大鼠分组对应所制备的含药血清,调配成20%最佳含药血清一一对应

干预A549细胞,再补充只加DMEM培养基的细胞作为空白对照组。采用 Western
 

blot检测各组细胞PI3K、
Akt、p-Akt表达。结果 对于PI3K,培养24

 

h后,与
 

NS组和空白对照组比较,除低剂量组,中、高剂量PI3K
蛋白表达水平下调(P<0.05);培养48

 

h后,与空白对照组和NS组比较,低、中、高剂量组PI3K蛋白表达水平

均下调(P<0.05)。对于Akt,培养24
 

h后,与空白对照组和NS组比较,中、高剂量组Akt蛋白表达水平下调

(P<0.05);培养48
 

h后,与空白对照组和NS组比较,中、高剂量组Akt蛋白表达水平下调(P<0.05)。对于

p-Akt,培养24
 

h后,与空白对照组和NS组比较,高剂量组p-Akt蛋白表达水平降低(P<0.05)。结论 爱康

方含药血清能下调A549细胞PI3K、Akt、p-Akt蛋白表达,推测其发挥的凋亡作用可能与PI3K/Akt信号通路

有关。
[关键词] 爱康方;A549细胞;磷酸肌醇3-激酶类;磷脂酰肌醇3-激酶;蛋白激酶B;信号传导

[中图法分类号] R734.2 [文献标识码] A [文章编号] 1671-8348(2020)17-2857-04

Effects
 

of
 

serum
 

containing
 

Ai
 

Kang
 

recipe
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

PI3K,Akt
 

and
 

p-Akt
 

in
 

human
 

lung
 

adenocarcinoma
 

A549
 

cells*
LIN

 

Ying1,MA
 

Ke2,3△,CHEN
 

Lijun4,MA
 

Zhiguo1,ZHOU
 

Liping5,
FU

 

Bainong1,XIA
 

Shumin2,TIAN
 

Yajia2

(1.Department
 

of
 

Internal
 

Medicine,Yinchuan
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

Hospital,Yinchuan,Ningxia
 

750001,China;2.College
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine,
Ningxia

 

Medical
 

University,Yinchuan,Ningxia
  

750004,China;3.Hui
 

Medical
 

Modern
 

Key
 

Lab
 

of
 

Ningxia
 

Medical
 

University,Yinchuan,Ningxia
  

750004,China;4.Department
 

of
 

Endocrinology,General
 

Hospital
 

of
 

Ningxia
 

Medical
 

University,Yinchuan,
Ningxia

 

750004,China;5.Department
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine,General
 

Hospital
 

of
 

Ningxia
 

Medical
 

University,Yinchuan,Ningxia
 

750004,China)
  [Abstract] Objective To

 

preliminarily
 

observe
 

the
 

effect
 

of
 

the
 

20%
 

Ai
 

Kang
 

recipe
 

of
 

the
 

best
 

drug-
containing

 

serum
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

PI3K,Akt
 

and
 

p-Akt
 

in
 

A549
 

cells,and
 

to
 

explore
 

the
 

relationship
 

be-
tween

 

cell
  

apoptosis
 

and
 

PI3K/Akt
 

pathway.Methods Forty
 

SD
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group
 

(NS
 

group),the
 

low,medium
 

and
 

high
 

dose
 

of
 

Ai
 

Kang
 

recipe
 

groups
 

(the
 

low,medium
 

and
 

high
 

group,10
 

in
 

each
 

group).The
 

corresponding
 

drug-containing
 

serum
 

of
 

each
 

group
 

of
 

rats
 

was
 

adjusted
 

to
 

20%
 

concentration
 

of
 

the
 

best
 

drug-containing
 

serum,then
 

the
 

best
 

drug-containing
 

serum
 

was
 

used
 

to
 

intervened
 

the
 

A549
 

cells.
The

 

A549
 

cells
 

in
 

the
 

NS
 

group
 

were
 

intervened
 

with
 

physiological
 

saline,and
 

then
 

supplemented
 

with
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

which
 

interval
 

cells
 

with
 

only
 

DMEM
 

medium.The
 

expression
 

of
 

PI3K
 

and
 

Akt
 

of
 

each
 

group
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was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results For
 

PI3K,except
 

for
 

the
 

low-dose
 

group,the
 

middle
 

and
 

high
 

dose
 

groups
 

were
 

lower
 

than
 

the
 

NS
 

group
 

and
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

after
 

24
 

hours
 

of
 

culture
 

(P<0.05);The
 

low,medium
 

and
 

high
 

dose
 

groups
 

were
 

lower
 

than
 

the
 

NS
 

group
 

and
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

after
 

48
 

hours
 

of
 

culture
 

(P<0.05).For
 

Akt,the
 

high-dose
 

group
 

was
 

significantly
 

reduced
 

when
 

compared
 

with
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

and
 

the
 

NS
 

group
 

after
 

24
 

hours
 

of
 

culture
 

(P<0.05),compared
 

with
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

and
 

NS
 

group,the
 

high
 

and
 

medium
 

dose
 

groups
 

were
 

significantly
 

down-regulated
 

(P<0.05).For
 

p-Akt,the
 

high-dose
 

group
 

was
 

significantly
 

reduced
 

when
 

compared
 

with
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

and
 

the
 

NS
 

group
 

after
 

24
 

hours
 

of
 

culture
 

(P<0.05).Conclusion Ai
 

Kang
 

recipe
 

can
 

down-regulate
 

the
 

expression
 

of
 

PI3K,Akt
 

and
 

p-
Akt

 

in
 

A549
 

cells,which
 

suggests
 

that
 

the
 

apoptotic
 

effect
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

PI3K/Akt
 

signaling
 

pathway.
[Key

 

words] Ai
 

Kang
 

recipe;A549
 

cells;PI3K/Akt
 

signaling
 

pathway;PI3K;Akt;signal
 

transduction

  全球肺癌发病率和病死率一直居高不下,预计至

2035年,全世界死于肺癌的人数将增加至300万,高
达40% 的 肺 癌 患 者 在 TNM 早 期 手 术 切 除 后 复

发[1-3]。有报道表明,PI3K/Akt信号通路中多个组分

可作为单独或联合治疗肺癌的靶点,PI3K涉及一个

复杂信号网。在肺癌细胞中,沉默PI3K的亚基可以

减少非小细胞肺癌(NSCLC)细胞的增殖[4-5]。国内对

于PI3K/Akt信号通路在中医领域内的相关研究较

少,目前除单味中药外,复方中药对其通路的研究较

之更少。爱康方主要由金荞麦、通关藤、紫珠叶、桃
仁、生薏米、臭壳虫、三七、血余炭和花蕊石组成,临床

中具有很好的清热化痰、散瘀解毒排脓的效果[6]。笔

者前期研究已证实爱康方可促进A549细胞凋亡[7-8],
在此基础上,笔者选取磷脂酰肌醇3-激酶/蛋白激酶

B(PI3K/Akt)信号通路,以A549细胞作为研究对象,
沿袭课题组前期制备含药血清的方法,以20%浓度为

最佳含药血清进行细胞培养,以初步观察爱康方对

PI3K、Akt、p-Akt表达的影响,进而探讨该方对细胞

的凋亡作用是否与PI3K/Akt信号通路有关,进一步

明确爱康方抗NSCLC的作用机制。

1 材料与方法

1.1 主要材料、动物及细胞

参照课题组前期动物种属选择及数量要求[8],选
择80只无特定病原体(SPF)级雄性SD大鼠[体重

(250±20)g,购自宁夏医科大学动物实验中心,生产

许可证号:SCXK(宁)2016-0001]。人肺腺癌A549细

胞株购自江苏南京凯基生物有限公司。爱康方由金

荞麦(批号1601687)、通关藤(批号15000102)、生薏

米(批号1503112)、桃仁(批号1510031)、紫珠叶(批
号1606102)、三七(批号20140823)、血余炭(批号

1501073)及花蕊石(批号20140826)组成(均购自成都

明德药业公司)。臭壳虫购自云南楚雄市元谋县元马

镇。兔抗人PI3K
 

p85
 

α+γ单克隆抗体(#ab74136)
购自美 国 Abcam 公 司,兔 抗 人 Akt(包 括 Akt1、

Akt2、Akt3)多 克 隆 抗 体(#4685),兔 抗 人 p-Akt
(Ser473)单克隆抗体购自美国CST公司。

1.2 主要仪器

CO2 培养箱、超净工作台购自苏州苏净安泰公

司,酶标仪、凝胶玻璃板、固定夹、垂直电泳槽、转移电

泳槽等 购 自 美 国 Bio
 

Rad公 司,曝 光 仪 购 自 国 制

Chem
 

Doc公司,UVP凝胶成像系统购自美国Inver-
trogen公司。

1.3 方法

1.3.1 传统煎药制备[9-10]

爱康方组成(中药饮片):薏苡仁30
 

g、桃仁12
 

g、
金荞麦30

 

g、紫珠叶30
 

g、三七6
 

g、血余炭2
 

g、花蕊

石12
 

g、通关藤30
 

g、臭壳虫6
 

g,所购买的中药饮片

经药品鉴定后,参照人与动物体表面积换算及课题组

前期实验所采用传统水煎药物制备法[8-9],药液浓缩

至每1
 

mL含生药量分别为1.58
 

g(低剂量)、3.16
 

g
(中剂量)、4.74

 

g(高剂量),相当于临床等效计量的

1、2、3倍。
 

所有药物储存条件为4
 

℃备用。

1.3.2 含药血清的制备[7-8]

将40只SD大鼠按照体重由轻到重进行排序编

号,然后采取随机数字表进行分组,共分4组:生理盐

水对照组(NS组),低、中、高剂量组。低、中、高
 

剂量

组给药方式:已浓缩的低、中、高剂量爱康方一次给予

1
 

L/kg灌胃,2次/天。第7天给药3
 

h后,用10%水

合氯醛(0.3
 

mL/kg)麻醉大鼠后采用10
 

mL注射器

从心尖部位抽取约6~8
 

mL血液,立即加入采血管静

置,30
 

min后迅速离心(转速4
 

000
 

r/min)
 

10
 

min,
用吸管吸取血清,放在

 

58
 

℃水浴35
 

min,用0.22
 

μm
过滤器过滤并组内进行混合,置于-78

 

℃冰箱保存。
 

1.3.3 细胞培养及分组

用含1%双抗、10%胎牛血清高糖型培养基培养

A549细胞,将其置于培养瓶放在37
 

℃、5%
 

CO2 条件

下的培养箱内培养。第2天,当细胞融合度达80%时

进行传代,最后用对数生长期细胞进行实验。依据

SD大鼠分组对应所制备的含药血清,每组均调配成

20%最佳含药血清一一对应干预细胞,所培养的细胞

分为5组:空白对照组(不加含药血清,只加DEME培

养基)、NS组、低剂量组、中剂量组、高剂量组。NS组、
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低剂量组、中剂量组、高剂量组分别添加相应等体积的

无药血清、低剂量爱康方含药血清、中剂量爱康方含药

血清、高剂量爱康方含药血清继续培养24
 

h、48
 

h。

1.3.4 Western
 

blot检 测 PI3K、Akt、p-Akt蛋 白

表达

将至少约1.8×106 个 A549细胞种植于25
 

cm
透气培养瓶放入培养箱培养,待药物干预24、48

 

h后

收集细胞,依照蛋白总提取试剂盒步骤操作。提取的

蛋白经浓度测定比对最终调成一个终浓度,煮沸

5
 

min使其变性后上样进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯

酰氨凝胶电泳(SDS-PAGE),而后80
 

V恒压转膜,洗
膜后加一抗(PI3K、Akt抗体稀释比1∶500),将膜放

置于在4
 

℃条件孵育过夜,再次洗膜后孵育二抗90
 

min,在黑暗中进行曝光及条带扫描。所测目的蛋白

表达水平以灰度值比值(目的条带灰度值/内参条带

灰度值)表示。

1.4 统计学处理

采用SPSS20.0软件进行统计学处理。计量资料

用x±s表示,组间比较采用单因素方差分析LSD法

或SNK-q 法检验,计数资料采用χ2 检验,检验水准

α=0.05,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 爱康方对A549细胞PI3K表达的影响

培养24
 

h时,NS组细胞PI3K表达水平稍高于

空白对照组,但差异无统计学意义(P>0.05);与
 

NS
组和空白对照组比较,除低剂量组,中、高剂量PI3K
表达水平下调,差异有统计学意义(P<0.05);低、中、
高各剂量组两两比较差 异 均 有 统 计 学 意 义(P<
0.05)。培养48

 

h时,空白对照组PI3K表达水平稍

高于NS组,但差异无统计学意义(P>0.05);低、中、
高各剂量组PI3K表达水平均低于空白对照组和NS
组(P<0.05),其中高剂量组PI3K表达水平最低;
低、中、高各剂量组两两比较,除中、高剂量组间差异

无统计意义(P>0.05),其余比较差异有统计学意义

(P<0.05),见图1、4。

2.2 爱康方对A549细胞Akt表达的影响

培养24
 

h时,NS组Akt表达水平低于空白对照

组,但差异无统计学意义(P>0.05)。低、中、高剂量

组分别与空白对照组及NS组比较,Akt表达水平均

下调(P<0.05),高剂量组下调最为显著;低、中、高各

剂量组两两比较,中、高剂量组间差异无统计意义

(P>0.05),其余比较差异有统计学意义(P<0.05)。
培养48

 

h,空白对照组Akt表达水平稍高于 NS组,
但差异无统计学意义(P>0.05);低、中、高各剂量组

与空白对照及NS组比较,低剂量组水平稍高于该两

组,但差异无统计学意义(P>0.05),中、高组表达水平

明显下调,差异有统计学意义(P<0.05),见图2、4。

  a:P<0.05,与空白对照组比较;b:P<0.05,与NS组比较;c:P<

0.05,与低剂量组比较;d:P<0.05,与中剂量组比较。

图1  爱康方含药血清作用A549细胞24、48
 

h
 

PI3K
的表达

  a:P<0.05,与空白对照组比较;b:P<0.05,与NS组比较;c:P<

0.05,与低剂量组比较;d:P<0.05,与中剂量组比较。

图2  爱康方含药血清作用A549细胞24、48
 

h
 

Akt
的表达

  a:P<0.05,与空白对照组比较;b:P<0.05,与NS组比较;c:P<

0.05,与低剂量组比较;d:P<0.05,与中剂量组比较。

图3  爱康方含药血清作用A549细胞24
 

h
 

p-Akt
的表达

  1:空白对照组;2:NS组;3:低剂量组;4:中剂量组;5:高剂量组。

图4  Western
 

blot检测各组A549细胞
 

PI3K、Akt、

p-Akt表达
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2.3 爱康方对A549细胞p-Akt表达的影响

培养24
 

h时,空白对照组与NS组间p-Akt表达

水平差异无统计学意义(P>0.05);低、中、高各剂量

组分别与空白对照组及 NS组比较,低、中剂量组p-
Akt表达水平下调,但差异无统计学意义(P>0.05),
高剂量组Akt表达水平下调最为明显,且差异有统计

学意义(P<0.05)。低、中、高各剂量间比较,低、中剂

量组组间差异无统计学意义(P>0.05),比较差异有

统计学意义(P<0.05)。见图3、4。

3 讨  论

有研究证实PI3K/Akt通路的异常激活会加速

NSCLC细胞转移、增殖[11]
 

。IA型PI3K可以被多种

因素和特定的致癌基因所激活,使细胞产生PIP3与

胞内PH域相应信号分子或蛋白结合磷酸化Akt,进
而激活其下游一系列相关分子,参于肺癌等细胞的增

殖、凋亡、转移等[11-13]
 

。有研究者收集NSCLC术后病

例发现癌组织PI3K、Akt阳性表达相当于癌旁组织

的5.8倍,说明Akt高表达是NSCLC恶病质的重要

因素[14]。隋雨桐等[15]制备的中药复方芪杉方作用于

肺腺癌A549细胞后,PI3K、mTOR表达与空白对照

比较明显下调(P<0.01),且使细胞DNA片段化而

抑制增殖。
中医认为,正气虚损是肺癌发生的根本,与痰、

瘀、毒邪兼夹有关,聚积成痞块郁久化癌毒。爱康方

中金荞麦祛瘀排肺热之毒;薏苡仁排肺中湿热毒;紫
珠叶散瘀排肺热毒;通关藤,苦、辛、凉,解毒平喘抗

癌[16];臭壳虫在我国民间又叫“骚巴巴”有解毒散结作

用[17]。通关藤、花蕊石参与多种癌细胞凋亡途径,抑
制PI3K/Akt途径,促进卵巢癌细胞凋亡作用,下调

Bcl-2抑制肝内癌细胞增殖等[18-19]。因此,从复方角

度出发,在爱康方促进A549细胞凋亡的实验基础上,
可通过观察其含药血清对PI3K、Akt、p-Akt表达的

影响,说明PI3K/Akt信号通路是否与细胞凋亡的作

用有关。
对于PI3K蛋白而言,培养24时各组与空白对照

组和NS组比较,除低剂量组,中、高剂量PI3K表达

水平下调(P<0.05);培养48
 

h时,低、中、高剂量组

PI3K表达水平均低于空白对照组和 NS组(P<
0.05)。对于Akt而言,培养24

 

h时,空白对照组与

NS组组间差异无统计学意义(P>0.05),剂量分别

与上述两组比较,各组 Akt水平均下调(P<0.05),
高剂量组下调最为显著;培养48时,中、高剂量 Akt
表达 水 平 下 调。因 此,爱 康 方 可 下 调 A549 细 胞

PI3K、Akt表达。
对于p-Akt来说,相较于空白对照组、NS组,培

养24
 

h时,爱康方高剂量组p-Akt表达水平显著降低

(P<0.05)。说明不同剂量爱康方可下调p-Akt表达

水平。但遗憾的是,由于实验周期和具体实验困难度

的问题,培养48
 

h时,Western
 

blot结果由于蛋白上

样跑胶所得到的目的条带产生边缘化效应,从而导致

p-Akt表达检测结果失败,但培养24
 

h时 Western
 

blot结果亦可说明该蛋白低表达的问题,课题组后续

工作仍在继续,期待有更多的实验结果来支持本次实

验结论。
综上所述,爱康方含药血清能下调 A549细胞

PI3K、Akt、p-Akt的表达水平,可能于PI3K/Akt信

号通路发挥的促凋亡作用有关。但该信号通路网复

杂交织,且Akt包括Akt1、Akt2
 

和
 

Akt3
 

3种类型蛋

白,到底通过该信号通路哪些具体靶点或作用Akt具

体哪个位点的研究仍待进一步实施。
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