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益气除痰方对缺氧微环境下 A549细胞上皮间质转化及 P4HB表达的影响

孙玲玲，林丽珠（广州中医药大学第一附属医院肿瘤科，广东 广州 510405）

摘要：目的 研究益气除痰方对缺氧条件下 A549细胞上皮间质转化的影响并初步探讨其与脯氨酸 4-羟化酶 茁
亚基（P4HB）、波形蛋白（Vimentin）表达的相关性。方法 将 A549 细胞分为 3 组培养：常氧对照组（常规培
养），缺氧模型组（加入 CoCl2培养模拟缺氧微环境诱导 A549 细胞上皮间质转化），益气除痰方含药血清组
（在 CoCl2培养基础上加入益气除痰方含药血清培养）。相差显微镜下观察 3组 A549细胞形态的变化；RT-PCR
检测 3组 549细胞 P4HB、Vimentin mRNA的表达含量。结果 相差显微镜下常规培养的 A549细胞呈不典型
上皮细胞形态，经 CoCl2刺激后，大部分细胞形态明显拉长，呈现明显的间质细胞形态。益气除痰方含药血清
组与常氧对照组比较间质细胞形态的细胞增多，较缺氧模型组间质细胞形态的细胞明显减少。缺氧模型组

A549细胞 P4HB、Vimentin mRNA的表达量较常氧对照组明显上调，差异有统计学意义（P < 0.01）；益气除痰
方含药血清组 P4HB、Vimentin mRNA的表达量较缺氧模型组明显下调，差异有统计学意义（P < 0.01，P <
0.05）。结论 益气除痰方可抑制缺氧诱导的上皮间质转化，可能与其下调 P4HB mRNA表达相关。
关键词：益气除痰方；脯氨酸 4-羟化酶 茁亚基；上皮间质转化；缺氧微环境
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Effects of Yiqi Huata Decoction on Epithelial -mesenchymal Transition and P4HB Expression in A549
Cells Under Hypoxia Microenvironment
SUN Lingling，LIN Lizhu（Oncology Department of the First Affiliated Hospital of Guangzhou University of Chinese

Medicine，Guangzhou 510405 Guangdong，China）

Abstract：Objective To investigate the effects of Yiqi Huata Decoction（YHD），a herbal recipe with the actions of

invigorating qi and removing phlegm， on epithelial-mesenchymal transition（EMT） of A549 cells under the

microenvironment of hypoxia， and to explore the correlation of EMT with prolyl 4-hydroxylase beta polypeptide

（P4HB）expression. Methods Serum containing YHD was prepared. A549 cells were cultured under normal condition

（normal group），or co-cultured with CoCl2 to induce EMT（hypoxia model group），or co-cultured with CoCl2 and

serum containing YHD（medication group）. Phase contrast microscopy was applied to observe the morphological change

of A549 before and after medication. P4HB and Vimentin mRNA expression in A549 cells was detected by RT-PCR.

Results Under phase contrast microscope，untreated A549 cells showed atypical features of epithelial cells，and after

454· ·



中药新药与临床药理 圆园13年 9月第 24卷第 5期

肺癌是目前世界上发病率及死亡率最高的恶性肿

瘤，有研究表明[1-2]，肺癌 5年生存率仅为 13 %，有

区域性播散者为 17 %，有远处转移者仅为 1.7 %。

因此，肺癌的复发和转移是影响临床疗效的重要因

素，也是治疗失败和患者死亡的主要原因。益气除痰

方是我院肿瘤科治疗肺癌的经验方，具有良好的临床

疗效。基础研究 [3]表明益气除痰方可能抑制 LEWIS

肺癌小鼠肿瘤肺转移并可抑制基质金属蛋白酶的分

泌。本研究从上皮间质转化（Epithelial-mesenchymal

transition，EMT）的角度，进一步探讨益气除痰方抗

肺癌转移的作用机制。

1 材料与方法
1.1 动物及分组 SPF级 SD大鼠 20只，雌性，体质

量 150～220 g，广州中医药大学实验动物中心提供

生产许可证号：SCXK（粤）2008-002，使用许可证号：

SYXK（粤）2008-0092。将大鼠随机分为益气除痰方

组和空白对照组，各组 10只。于每天早、晚各 1次

分别灌胃益气除痰方汤剂或生理盐水 42 mL·kg-1，连

续 5 d，第 4天晚上开始禁食不禁水，末次给药后 1 h

从心脏取血，4℃静置过夜，低速离心分离血清，56

℃灭活 30 min，滤膜除菌，分装于 -30 ℃保存备用。

1.2 益气除痰方药物制备 实验所用中药材均购自广

州中医药大学第一附属医院，均为《中国药典》（一部）

2010年版收载品种。按益气除痰方的组成剂量（法夏

15 g、枳实 15 g、人参 15 g、白术 15 g、茯苓 15 g、

露蜂房 10 g）准确称取，粉碎后过 30 目筛，经煎药

机煎煮成汤剂（按机器规程操作），并经 60 ℃浓缩成

含生药 2.0 g·mL-1药液，分装密闭于 -20 ℃保存。

1.3 相差显微镜观察 A549细胞形态 人肺腺癌细胞

A549由南方医科大学分子生物实验室惠赠，并分为

3组进行培养。常氧对照组：A549培养于含体积分

数为 10 %新生牛血清 RPMI-1640培养液中，置 37℃、

体积分数 5 % CO2、60 %湿度的培养箱内培养 10 d。

缺氧模型组：用 100 滋mol·L-1 CoCl2加入 RPMI-1640

培养基处理 A549细胞，模拟缺氧微环境，置于体积

分数 5 % CO2、60 %湿度、37 ℃培养箱内培养 10 d。

益气除痰方含药血清组：用 100 滋mol·L-1 CoCl2 处理

A549细胞，置于体积分数 5 % CO2、湿度 60 %、37

℃培养箱内培养，培养 3 d后，加 20 %益气除痰方

含药血清培养 7 d。按上述分组培养，相差显微镜下

观察 A549形态的变化。

1.4 RT-PCR检测 P4HB、Vimentin mRNA的表达
上述 3组细胞，按 Trizol法提取 RNA，并进行含量和

纯度测定。按 RT-PCR试剂盒（Ferments公司）说明书

进行 RT-PCR操作。P4HB 上游：5’-GGCAAAATCA

AGCCCCACCTG-3’，下游：5’-CGTGCGTTCCCCGT

TGTAATC-3’。Vimentin 上游：5’-CCCAGATTCAGG

AACAGCA-3’，下游：5’-AGAGAAGTGACTCCAGG

TTAG-3’。GAPDH 上游：5’-ATCACTGCCACCCAG

AAGACT-3’，下游： 5’-CATGCCAGAGGTCGGTTC

GTTT-3’（上海博尚生物公司）。逆转录条件：42 ℃

60 min，25 ℃ 5 min，70 ℃ 5 min。PCR 条件：94

℃起始变性 4 min，94 ℃变性 30 s，56 ~58 ℃退火

30 s，72 ℃延伸 30 s，28 个循环后，72 ℃延伸 5

min。PCR产物经 2 %琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像电

泳分析系统扫描并照相。以 GAPDH 为内参，采用

Image J图像分析软件对各电泳条带进行灰度扫描，以

各电泳条带灰度扫描面积代表信号强度，分别计算各

电泳条带的灰度值。各基因的表达值分别采用各电泳

条带的灰度值与内参 GAPDH的灰度值的比值表示。

1.5 统计学处理方法 采用 SPSS13.0 统计软件。计

量资料采用单因素方差分析，组间比较采用 Dunnett

stimulation with CoCl2，most A549 cells became longer， showing obvious interstitial cell morphology. In medication

group，cells with interstitial cell morphology were increased（P > 0.05 compared with the normal group），while were

decreased significantly in comparison of hypoxia model group（P < 0.05）. The results of RT-PCR showed that P4HB and

vimentin mRNA expression levels in hypoxia model group were 2.06±0.08 and 1.37±0.17，respectively，higher than

1.35±0.19 and 0.56±0.10 in normal group（P < 0.01）. The expression level of P4HB was 0.87±0.10，and that of

Vimentin mRNA was 0.96±0.17 in the medication group，lower than those in the hypoxia model group（P < 0.01，P
< 0.05）. Conclusion YHD shows inhibitory effect on hypoxia-induced EMT of A549 cells，which is probably related

to the down-regulation of P4HB expression .

Keywords：Yiqi Huata Decoction；Prolyl 4-hydroxylase beta polypeptide（P4HB）；Epithelial-mesenchymal transition

（EMT）；Microenvironment of hypoxia
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检验。

2 结果
2.1 相差显微镜观察 A549 形态学变化 见图 1。常

规培养的 A549 细胞呈不典型上皮细胞形态，经

CoCl2刺激后，大部分细胞形态明显拉长，呈现明显

的间质细胞形态。益气除痰方含药血清组与常氧对照

组比较，间质细胞形态的细胞增多；与缺氧模型组比

较，间质细胞形态的细胞明显减少。

图 1 各组 A549细胞形态
Figure 1 A549 cell morphology in various groups

2.2 RT-PCR 检测益气除痰方对 A549 细胞 P4HB、
Vimentin mRNA表达的影响 见表 1、图 2 。缺氧

模型组 A549 细胞 P4HB、Vimentin mRNA 的表达量

较常氧对照组明显上调（P < 0.01）；益气除痰方含药

血清组 P4HB、Vimentin mRNA的表达量较缺氧模型

组明显下调（P < 0.01，P < 0.05），提示益气除痰方含

药血清可抑制缺氧诱导的 P4HB、Vimentin表达。

表1 各组对 A549细胞 P4HB、vimentin mRNA的影响（x依 s，
n=10）
Table 1 Effect of A549 cells on expression of P4HB and Vimentin

mRNA

注：常氧对照组比较， **P < 0.01；与缺氧模型组比较，#P < 0.05，##P
< 0.01。

3 讨论
上皮间质转化是一个多步骤的动态变化过程，肿

瘤细胞同质型黏附降低，与细胞外基质发生异质型黏

附增加，使得从原发灶脱离；立方上皮细胞转变为纺

锤形纤维细胞形态并表现出侵袭性；促进细胞分泌蛋

白降解酶类降解细胞外基质成分，形成肿瘤细胞移动

的通道，并以此为诱导血管生成的基础[4]。上皮间质

转化在促进肿瘤转移中发挥重要作用。缺氧是实体瘤

微环境的基本特征之一。研究发现[5]，缺氧条件下内

质网应激激活是诱导上皮间质转化发生的重要机制。

因此，药物干预缺氧微环境下，内质网应激反应信号

通路逆转上皮间质转化对肿瘤的治疗具有重要意义。

立方上皮细胞转变为纺锤形纤维细胞形态表现出

侵袭性是上皮间质转化中的重要步骤。因此本研究首

先以 CoCl2构建人非小细胞肺癌 A549细胞缺氧诱导

模型，利用正常氧条件下，Co2+通过细胞内离子置换

使亚铁螯合酶失活，抑制细胞氧化反应，从而达到模

拟细胞缺氧的目的[6]。本研究采用 100 滋mol·L-1 CoCl2

模拟缺氧微环境培养 A549细胞后，可见到大部分细

胞形态明显拉长，呈现明显的间质细胞形态。波形蛋

白 Vimentin 在上皮间质转化后期细胞呈间质细胞形

态时表达明显增高，具有维持细胞形态作用，因此被

视为上皮细胞间质转化的标志物 [7]。本研究观察到，

CoCl2模拟缺氧微环境培养 A549细胞后，A549细胞

vimentin mRNA表达明显上调。

既往研究显示，20 %益气除痰方含药血清作用

于 A549细胞疗效最佳[8]，因此，本研究采用 20 %含

药血清进行研究。结果表明，经 20 %益气除痰方

含药血清干预后较缺氧模型组呈间质细胞形态的细胞

数明显减少，Vimentin mRNA表达下调，提示益气除

痰方可抑制缺氧条件下 EMT发生；脯氨酸 4-羟化酶

β亚基（ prolyl4-hydroxylase beta polypeptide，P4HB）是

脯氨酸羟化酶（prolyl hydroxylase，PHD）的一个 β亚

基。研究表明，缺氧等引起细胞内质网应激反应可上

调 P4HB表达[9]。而 P4HB在促进上皮间质转化并促

进肿瘤转移方面具有重要作用。研究发现，P4HB可

能通过促进细胞与细胞外基质异质性黏附及上皮细胞

转分化为纺锤形纤维细胞形态等过程调控上皮间质转

化。Honma M 等 [10]研究表明，P4HB、Vimentin 在心

肌成纤维细胞、皮肤成纤维细胞、肺成纤维细胞中高

表达，P4HB 与 Vimentin 可视为成纤维细胞的标志

物。Ohtsubo R等[11]研究认为，P4HB在脂肪肉瘤离体

常氧对照组 缺氧模型组 益气除痰方含药血清组

组别

常氧对照组

缺氧模型组

益气除痰方含药血清组

P4HB

1.35±0.19

2.06±0.08**

0.87±0.10##

Vimentin

0.56±0.10

1.37±0.17**

0.96±0.17#

常氧对照组 缺氧模型组 含药血清组

P4HB

Vimentin

GAPDH

图 2 各组 A549细胞 P4HB、vimentin mRNA凝胶电泳图
Figure 2 Gel electrophoregrams of P4HB and vimentin mRNA

expression in A549 cells

456· ·



中药新药与临床药理 圆园13年 9月第 24卷第 5期

培养时对维持细胞形态起关键作用。以上研究提示

P4HB可能具有维持间质细胞形态作用。还有研究提

示 P4HB可促进细胞与细胞外基质的异质性黏附；位

于细胞表面的 P4HB 可调节整合素 integrin、纤连蛋

白介导的细胞与细胞外基质黏附。纤连蛋白能与

P4HB联合形成一种难溶的二硫化物交连基质并支配

二硫化物异构酶（P4HB）活性。使用 P4HB 抑制剂能

明显减少纤连蛋白联合成难溶的二硫化物基质，抑

制 integrin 介导的细胞黏附 [12]。临床研究亦提示，

P4HB的高表达与转移密切相关，如 Jokilehto等[13]观

察到头颈部肿瘤中细胞核中 PHD1表达与纤维化病灶

数量呈正相关，PHD2与淋巴结转移状态及纤维化病

灶数量呈正相关。Goplen等[14]通过对胶质瘤肿瘤组织

进行免疫组化分析发现在某些发生远处转移的胶质瘤

病灶边缘高表达，并且转移灶的 P4HB表达强度较原

发灶增强。纤维化病灶是上皮间质转化的结果，肿瘤

病灶边缘易发生上皮间质转化促进转移，提示 P4HB

在转移中具有重要作用。

本研究结果表明，缺氧微环境中 P4HB mRNA表

达明显升高，而益气除痰方含药血清组较缺氧模型组

P4HB mRNA表达降低，提示其可抑制缺氧条件下内

质网应激诱导的 P4HB表达。我们推测益气除痰方可

能通过抑制 P4HB表达拮抗上皮间质转化，尚需进一

步深入研究。
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三子养亲汤、桃红四物汤单用及联用治疗哮喘大鼠作用的比较

黄 丰 1，吴赛春 1，李满萍 1，涂苑青 1，曾 静 1，童晓云 2，李 晓 2（1. 暨南大学药学院中药药理教研室，

广东 广州 510632；2. 云南中医学院第一附属医院老年病科一病区，云南 昆明 650021）

摘要：目的 比较三子养亲汤、桃红四物汤单用及联用对哮喘大鼠的作用效果。方法 SD大鼠以卵清白蛋白
（OVA）致敏激发复制模型，并予药物进行干预。采用 ELISA法检测肺泡灌洗液（BALF）中 酌干扰素（IFN-酌）、
白介素 4（IL-4）含量，并用 Western Blot法检测肺组织中磷酸化 p38蛋白激酶（p38 MAPK）的表达水平。结果
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