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摘!要!目的!利用中效原理评价四君子汤与吉非替尼联合应用对非小细胞肺癌 =7< 细胞的协同抑制作用"并探讨其对细胞凋
亡和细胞周期的影响# 方法!采用74’’M*)413N’+法检测四君子汤和吉非替尼对 =7< 细胞增殖的影响$根据中效原理使用 7&’O(/.,
软件评价两药是否具有协同作用$使用流式细胞仪检测两药对细胞凋亡和细胞周期的影响# 结果!四君子汤和吉非替尼抑制 =7<
细胞增殖均呈剂量依赖性# 两药联合作用于=7< 细胞"!"G# 由%#BAGP#B"D& "2KQ降至%#B;#P#B#"& "2KQ"与吉非替尼组相比"
差异有统计学意义%#R#B#G&# 流式细胞术检测结果表明"联合用药能够通过促进细胞凋亡抑制细胞增殖"且联合用药能促进细
胞的早期凋亡"处于N"KS期细胞的比例与单独给药时相比"差异有统计学意义%#R#B#G&# 结论!四君子汤联合吉非替尼对非小
细胞肺癌=7<细胞具有协同抑制作用"其协同机制可能与诱导细胞凋亡及N"KS期阻滞相关#
关键词!四君子汤$ 吉非替尼$ 协同效应$ 中效原理$ 细胞凋亡$ 细胞周期
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!!根据754,等(;)发布的统计数据"肺癌整体的发病率和死
亡率在我国恶性肿瘤中均居首位"不仅有碍于我国人民的身
体健康"并且对于经济发展和社会可持续发展极为不利’ 吉
非替尼在我国被广泛用于治疗肺癌"但是"使用吉非替尼治疗
的患者的无进展生存期仅约 ; 年"其继发性耐药会导致致命
的疾病进展(") ’ 因此"肿瘤用药如何达到预防*逆转肿瘤患者
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耐药是肿瘤治疗亟待解决的关键问题’ 从中医角度讲"四君
子汤能够扶正培本"多项研究结果显示"四君子汤及其加减方
在治疗肺癌*肠癌和胃癌等恶性肿瘤方面有显著疗效"在抑制
肿瘤复发*转移等方面的优势也极为突出(@) ’ 本研究主要考
察四君子汤联合吉非替尼对非小细胞肺癌=7<细胞的协同抑
制作用以及对细胞凋亡*细胞周期的影响"以期为中医经典名
方逆转分子靶向药物的耐药研究及中西药联合治疗肺癌提供
科学依据’

KL材料与方法
KMKL肺癌细胞株

非小细胞肺癌细胞株=7<细胞购于湖南丰晖生物科技有
限公司’ =7<细胞培养于含新鲜 HS$S培养液的培养基中"
HS$S培养液内含青霉素#;d;#G [KQ$*链霉素#;## Y2KQ$和
;#e胎牛血浆"将其放置于 Ge7I"*@A f恒温全湿培养箱中常
规培养"每隔 "F 5换液或传代’
KMNL仪器

VCa型涡旋混合器#比比科技亚洲有限公司$&N’+S&‘"
H*/O+%41微孔板阅读器#美国=1+Y42&公司$&AAA3AC型超净工
作台#北京长城空气净化工程公司$&7I" 培养箱#芬兰M541Y+
公司$&74,)1*0(24GF"A?型台式冷冻离心机#德国$664,-+10有
限公司$’
KMOL药品与试剂

四君子汤由人参#D 2$*茯苓#D 2$*白术#D 2$*甘草#F 2$
组成"以上药物均购自北京华邈药业有限公司"经鉴定皆为合
格药材’ 吉非替尼#批号为 Q+)>G3VgN3GD3;"加拿大 M+1+,)+
?4/4&1O5 754Y*O&’/公司$&HS$S培养基*胎牛血清hWV#美国
N*]O+公司$&74’’M*)413N’+" Q(Y*,4/O4,)74’’8*&]*’*).C//&.试
剂盒 #美国 =1+Y42&公司$&;##d青霉素K链霉素混合液及
#B#Ge$HMC3胰酶#美国 J,%*)1+24, 公司$&C,,4‘*, 83hJM7细
胞凋亡检测试剂盒#美国WH公司$&细胞周期检测试剂盒#中
国碧云天生物技术研究所$’
KMPL2$<<E’)$%:8<-#2E8$发光法检测药物对细胞增殖作用
的影响

取处于对数生长期的=7<细胞进行消化*离心*混匀后再
计数"根据所需体积"调整细胞浓度为 ;d;#G KYQ"混匀"然后
按照每孔 ;## "Q接种于 <D孔板继续培养 "F 5"观察到细胞贴
壁后按照实验分组#空白组*对照组*四君子汤组*吉非替尼组
和两药联合给药组$"加入含有不同药物浓度的培养基"给药
Fa 5后将 <D孔板中的液体吸净"在每孔中加入 D# "Q配置好
的74’’M*)413N’+"试剂"在 @A f条件下继续孵育 @# Y*,"确保
药物与细胞完全反应"然后将 <D孔板中液体全部转移至 <D孔
白板中"期间不要产生气泡"之后利用N’+S&‘" H*/O+%41微孔
板阅读器上机检测各组药物在波长为 FG# ,Y处的吸光度值
#C$"重复上述实验过程 @ 次"按照公式抑制率i(#C对照E
C实验$K#C对照EC空白$)d;##e进行分析’ 公式中"+C对照,表示
对照组#含有细胞和7MN溶液$的吸光度值&+C实验,表示加药
组#含有细胞*药物和 7MN溶液$的吸光度值&+C空白,表示空
白组#只加7MN溶液$的吸光度值’
KMQL利用中效原理评价药物联合应用效应

根据+;BF,项下各药单独给药和联合给药后对药物的抑

制率"应用中效原理#75+(3M&’&’&.联合指数法$评价四君子汤
和吉非替尼之间的相互作用"使用7&’O(/., ;B#软件计算出抑
制率3联合指数#h&37J$并绘制7J曲线"7JiH;KHg;jH"KHg"j
!H;H"KHg;Hg""其中Hg;*Hg" 为产生 g效应时两药单独使
用所需的各自浓度"H; 和 H" 为产生 g效应时两药合用所需
的各自浓度’ 两种药物相互排斥时 !i#"反之 !i;’ 根据上
述公式计算两药联合使用时的 7J值"7JR;B#"协同效应&
7Ji;B#"相加效应&7Jk;B#"拮抗效应(F) ’
KMRL流式细胞仪检测细胞凋亡

将处于对数生长期且生长状态正常的 =7< 细胞取出"消
化*离心*混匀后再计数’ 根据所用细胞体积"稀释细胞浓度
至合适的体积"将调整好的细胞悬液按照每孔 ; YQ
#"d;#G KYQ$接种于六孔板中"以十字交叉法混匀细胞""F 5
后待细胞贴壁后"根据+;BF,项下的实验分组进行单独或联
合用药处理"Fa 5后用不含$HMC的胰蛋白酶消化制成单细
胞悬液进行收集’ 细胞凋亡检测步骤参照细胞凋亡试剂盒
说明书"将W*,-*,2W(0041稀释成 ;d重新混悬细胞"向每组细
胞都加入C,,4‘*,83hJM7和 =J染色"混匀后"将其置于暗处
进行避光 ;G Y*,"最好保证于 ; 5内完成上机检测’
KMSL流式细胞仪检测细胞周期

细胞前期处理过程同+;BD,项下细胞凋亡的处理’ 细胞
周期步骤检测参照说明书"将提前预冷的 A#e乙醇 ; YQ加入
至前期处理好的各组细胞内"置于 F f冰箱中固定过夜"=WV
重新润洗"碘化丙啶染色"室温 # "G f$条件下避光孵育
@# Y*,"; 5内上机进行检测’
KMTL统计学方法

运用N1&656&- =1*Y41aB# 统计软件进行统计分析"采用
$3)4/)检验"限定#R#B#G为差异具有统计学意义’

NL结果
NMKL药物对>2?细胞增殖的影响

用7MN法检测药物对 =7< 细胞的抑制作用"结果见
图 ;-@’ 由图可见"四君子汤浓度为 #B@<a AG Y2KYQ时"其
对=7<细胞基本无抑制作用"呈浓度依赖性’ 吉非替尼浓度
为 #B### a<" "2KQ时"其对=7<细胞基本无抑制作用"吉非替
尼单独使用对 =7< 细胞的半数抑制浓度 #!"G# $为 # #BAGP
#B"D$"2KQ’ 因此" 选 择 固 定 四 君 子 汤 基 本 无 毒 浓 度
##B@<a AG Y2KYQ$与吉非替尼一系列浓度梯度进行联合给
药"使用7MN法观察对细胞的抑制作用"结果显示"联合给药
对=7<细胞的!"G# 为##B;#P#B#"$ "2KQ"与吉非替尼组的差
异有统计学意义##R#B#G$’ 上述结果表明"四君子汤和吉非
替尼单独或联合给药对 =7< 细胞皆具有抑制作用"且呈浓度
依赖性"与单独给药相比"四君子汤与吉非替尼联合给药对
=7<细胞的抑制效果更明显’
NMNL利用中效原理评价两药联合应用效应

根据7MN实验所得的结果"基于中效原理绘制不同效应
h&下的 7J关系曲线"见图 F’ 两药联合作用于 =7< 细胞"
7&’O(/.,分析结果显示"四君子汤浓度为 #B@<a AG Y2KYQ时"
联合不同浓度吉非替尼均有协同作用"7JR;’
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图 KL四君子汤对>2?细胞的抑制作用
U’& KLB#7’4’)-%" $,,$*)(-,!’./#0’5$*-*)’-#-#>2? 2$<<(

图 NL吉非替尼对>2?细胞的抑制作用
U’& NLB#7’4’)-%" $,,$*)(-,&$,’)’#’4-#>2? *$<<(

NMOL凋亡作用分析
根据7MN法和7&’O(/.,的结果"本研究最终选择了基本

对=7<细胞无抑制作用的四君子汤浓度##B@<a AG Y2KYQ$和
吉非替尼浓度##B### a<" "2KQ$进行细胞凋亡和细胞周期
测定’ =7< 细胞经过选定的各组药物作用 Fa 5 后"进行
C,,4‘*,83hJM7K=J染色"利用流式细胞仪分析细胞凋亡"结
果见图 G"图中l;*l"*l@ 和 lF 分别代表坏死细胞*晚期细
胞*早期细胞和活细胞的凋亡比率’ 各组的凋亡率见表 ;"分
!!!!!

图 OL四君子汤联合不同浓度吉非替尼对>2?细胞的抑制率
U’& OLB#7’4’)-%" $,,$*)(-,!’./#0’5$*-*)’-#*-34’#$56’)7

5’,,$%$#)*-#*$#)%;)’-#-,&$,’)’#’4-#>2? *$<<(

图 PL四君子汤和吉非替尼联合给药的2B作用图
U’& PL2-34’#$5’#5$V $,,$*)-,!’./#0’5$*-*)’-#

*-34’#$56’)7&$,’)’#’4

析发现"联合给药组早期凋亡率和总凋亡率与对照组*吉非
替尼组相比"差异均有统计学意义##R#B#G$&联合给药组晚
期凋亡率只与对照组的差异有统计学意义##R#B#G$’ 由此
可见"联合用药能够通过促进细胞凋亡抑制细胞增殖"且能
促进细胞的早期凋亡"从诱导细胞凋亡角度证实了协同效应
的存在’

C9对照组&W9四君子汤组&79吉非替尼组&H9联合给药组
C9O+,)1+’21+(6& W9V*L(, *̂-4O+O)*+, 21+(6& 79240*)*,*] 21+(6& H9O+Y]*,4- 21+(6

图 QL对照组%四君子汤组%吉非替尼组及联合给药组作用 PT 7后>2?细胞凋亡情况
U’& QLCA-A)-(’(-,>2? *$<<(’#)7$*-#)%-<&%-/A& !’./#0’5$*-*)’-#&%-/A& &$,’)’#’4&%-/A;#5)7$*-34’#$5

&%-/A;,)$%PT 7-,)%$;)3$#)

NMPL细胞周期作用分析
采用与细胞凋亡相同的给药方案"进行单药或联合用药对

=7<细胞作用 Fa 5 后利用流式细胞仪分析细胞周期"结果见
图 D*表 "’ 结果显示"联合给药组处于 N"KS期细胞的百分比
与单独给药组相比"差异有统计学意义##R#B#G$’

OL讨论
吉非替尼治疗表皮生长因子受体#$Nh?$突变的非小细

胞肺癌患者的效果很好(G) &但野生型 $Nh?患者和 m*1/)4, 大
鼠肉瘤病毒癌基因#m?CV$突变对表皮生长因子受体酪氨酸
激酶抑制剂#$Nh?3MmJ$不敏感"且绝大部分患者使用吉非替
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!!!!表 KL对照组%四君子汤组%吉非替尼组及联合给药组作用
PT 7后>2?细胞凋亡率比较##!W"&X$

E;4KLCA-A)-(’(-,>2? *$<<(’#)7$*-#)%-<&%-/A& !’./#0’
5$*-*)’-#&%-/A& &$,’)’#’4&%-/A;#5*-34’#$5&%-/A;,)$%

PT 7-,)%$;)3$#)##!W"&X$
组别 早期凋亡率 晚期凋亡率 总凋亡率
对照组 #BGFP#B;a #BDFP#BG@ ;B;aP#BFa
四君子汤组 @BD"P@B@a #BAFP#BF< FB@AP@BDa
吉非替尼组 "BAFP;BDa #BaDP#BaF @BD#P;B<<
联合组 ;"B@@P"BF#!> "BDDP;B<"! ;FB<<P@BG"!>

!!注%与对照组比较"!#R#B#G&与吉非替尼组比较">#R#B#G
:+)4% %/9)54O+,)1+’21+(6" !#R#B#G& %/9)54N40*)*,*] 21+(6" >#R#B#G

表 NL对照组%四君子汤组%吉非替尼组及联合给药组
作用 PT 7后>2?细胞周期百分比比较##!W"&X$

E;4NL>$%*$#);&$-,*$<<*"*<$-,>2? *$<<(’#)7$*-#)%-<
&%-/A& !’./#0’5$*-*)’-#&%-/A& &$,’)’#’4&%-/A;#5
*-34’#$5&%-/A;,)$%PT 7-,)%$;)3$#)##!W"&X$

组别 N#KN;期 V期 N"KS期
对照组 DFBG@P;<BDD ;#BGaP<BGa ;FBFaP<BFG
四君子汤组 A;Ba#PABFG ;"BD;PGB;" AB;"PFBA"
吉非替尼组 D<BaDP;;B@@ ;GB@#P;#B"@ DB#@PFBa<
联合组 DaBG#PAB@G aB@@PDB@A ;aB@"P"B;#$>

!!注%与四君子汤组比较"$#R#B#G&与吉非替尼组比较">#R#B#G
:+)4% %/9)54V*L(, *̂-4O+O)*+, 21+(6" $#R#B#G& %/9)54N40*)*,*] 21+(6" >#R#B#G

C9对照组&W9四君子汤组&79吉非替尼组&H9联合给药组
C9O+,)1+’21+(6& W9V*L(, *̂-4O+O)*+, 21+(6& 79240*)*,*] 21+(6& H9O+Y]*,4- 21+(6

图 RL对照组%四君子汤组%吉非替尼组及联合给药组作用 PT 7后>2?细胞周期情况
U’& RL2$<<*"*<$-,>2? *$<<(’#)7$*-#)%-<&%-/A& !’./#0’5$*-*)’-#&%-/A& &$,’)’#’4&%-/A;#5*-34’#$5

&%-/A;,)$%PT 7-,)%$;)3$#)

尼约 ;年会出现获得性耐药(D3A) ’ 吉非替尼耐药机制包括经
过K不经过$Nh?通路*激活下游信号通路相关靶标等"各机制
间也会相互影响"更增加了改善吉非替尼耐药的复杂性(a3;") ’
因此"如何解决绝大部分肿瘤患者使用一段时间吉非替尼后就
会出现耐药性的问题"成为目前肿瘤用药的一大难题’ 近年
来"中医药在降低肺癌放化疗的不良反应*调整机体免疫功能
和稳定瘤灶等方面发挥了独到的优势及疗效"并能改善患者生
活质量(;@) ’ 中药多复方用药"且中药单药本身就含有多个成
分"因此具有作用多个靶点的优势’ 中药与 $Nh?3MmJ联合治
疗"不仅可减轻 $Nh?3MmJ的不良反应"还可以产生协同作用
以提高疗效"经过长期临床实践"中药用于逆转目前所知的
$Nh?3MmJ耐药的效果逐渐得到肯定(;F) ’

为明确四君子汤与吉非替尼是否具有协同增效作用"本研
究使用7MN法测定了四君子汤和吉非替尼单独或联合应用对
=7<细胞的抑制效果’ 结果显示"两药单独或联合应用均能抑
制=7<细胞增殖"且具有浓度依赖性’ 根据7MN结果"固定了
四君子汤浓度##B@<a AG Y2KYQ$与一系列浓度梯度吉非替尼
联合给药"利用中效原理研究两药的相互作用"经 7&’O(/., 软
件分析"该浓度的四君子汤与不同浓度吉非替尼均有协同作
用’ 最后选择对=7<基本无抑制作用的四君子汤浓度和吉非
替尼浓度进行细胞凋亡和细胞周期实验"结果显示"联合给药
组早期凋亡率和总凋亡率均较对照组*吉非替尼组明显升高"
差异均有统计学意义##R#B#G$"且绝大多数细胞属于早期凋
亡&两药联合应用可将绝大部分细胞的细胞周期阻滞在 N"KS
期"但仍需进一步研究以确定具体机制’ 四君子汤对胃癌*肝

癌和结直肠癌均有治疗效果(;G3;D) ’ 四君子汤能够诱导肝癌细
胞凋亡"并调控细胞周期以及抑制血管内皮生长因子表达(;A) &
其能够逆转胃癌细胞的上皮间质转化"进而抑制胃癌的侵袭和
迁移(;G) ’ 本课题组前期研究(;a)结果表明"四君子汤与吉非替
尼在Q4_*/细胞构建小鼠肺癌转移模型上给药"在抑制肿瘤生
长方面具有协同作用"并能改善恶性肿瘤细胞向肺部转移"且
两药联合应用效果更强’

目前的研究结果表明"四君子汤与吉非替尼联合应用可对
非小细胞肺癌细胞发挥协同抑制作用"并有望成为一种新的肺
癌治疗策略’ 重要的是"吉非替尼和四君子汤常用于临床"且
有较好的治疗效果’ 通过本研究"希望为临床医师提供一种新
的用药策略"从而提高患者对吉非替尼的敏感性"降低吉非替
尼耐药性"延长患者生存期’
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