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  摘 要:目的 基于仁纺锤体相关蛋白1(NUSAP1)、解聚素-金属蛋白酶17(ADAM17)及内质网蛋白5
(ERp5)表达探讨补阳还五汤对乏氧微环境下肺癌A549细胞的作用机制。方法 构建NUSAP1过表达、AD-
AM17过表达、ERp5过表达A549细胞系并使用实时荧光定量PCR(RT-qPCR)进行验证,将A549细胞分为

对照组、乏氧组、补阳组、补阳+pc-NUSAP1组、补阳+pc-ADAM17组、补阳+pc-ERp5组,除对照组外其余各

组细胞均在乏氧条件下培养,除对照组、乏氧组外其余各组均给予补阳还五汤干预(1
 

mg/mL),补阳+pc-NU-
SAP1组转染pcDNA-NUSAP1质粒,补阳+pc-ADAM17组转染pcDNA-ADAM17质粒,补阳+pc-ERp5组

转染pcDNA-ERp5质粒。采用RT-qPCR检测各组细胞NUSAP1、ADAM17、ERp5
 

mRNA相对表达量;比较

各组细胞增殖、侵袭、迁移和自然杀伤(NK)细胞免疫杀伤情况;采用 Western
 

blotting检测各组细胞周期蛋白

A2(CCNA2)、细胞周期蛋白D1(CCND1)、Vimentin、基质金属蛋白酶-9(MMP-9)、MHCⅠ类链相关分子 A
(MICA)、MHCⅠ类链相关分子B(MICB)蛋白相对表达量。

 

结果 乏氧组细胞的NUSAP1、ADAM17、ERp5
 

mRNA相对表达量及CCNA2、CCND1、Vimentin、MMP-9、MICA、MICB蛋白相对表达量均高于对照组(P<
0.05),细胞增殖率、细胞侵袭数、划痕愈合率高于对照组(P<0.05),NK细胞杀伤活性低于对照组(P<0.05)。
补阳组 NUSAP1、ADAM17、ERp5

 

mRNA相对表达量及CCND1、CCNA2、Vimentin、MMP-9、MICA、MICB
蛋白相对表达量均低于乏氧组(P<0.05),细胞增殖率、细胞侵袭数、划痕愈合率均低于乏氧组(P<0.05),NK
细胞杀伤活性高于乏氧组(P<0.05)。补阳+pc-NUSAP1组的NUSAP1

 

mRNA相对表达量、细胞增殖率、细

胞侵袭数、划痕愈合率及CCND1、CCNA2、Vimentin、MMP-9蛋白相对表达量均高于补阳组(P<0.05)。补

阳+pc-ADAM17组的ADAM17
 

mRNA相对表达量、细胞侵袭数、划痕愈合率和 Vimentin、MMP-9、MICA、
MICB蛋白相对表达量均高于补阳组(P<0.05),NK细胞杀伤活性低于补阳组(P<0.05)。补阳+pc-ERp5
组ERp5

 

mRNA相对表达量和 MICA、MICB蛋白相对表达量均高于补阳组(P<0.05),NK细胞杀伤活性低

于补阳组(P<0.05)。结论 补阳还五汤可抑制乏氧微环境下A549细胞增殖、转移和增加NK细胞对肿瘤的

杀伤能力,可能与抑制NUSAP1、ADAM17及ERp5表达有关。
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(NUSAP1),a
 

depolymerin
 

and
 

metalloteinase
 

17
 

(ADAM17)
 

and
 

endoplasmic
 

reticulum
 

protein
 

5
 

(ERp5).
Methods The

 

A549
 

cell
 

lines
 

with
 

overexpression
 

of
 

NUSAP1,ADAM17
 

and
 

ERp5
 

were
 

constructed
 

and
 

verified
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

(RT-qPCR).The
 

A549
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group,hypoxia
 

group,Buyang
 

Huanwu
 

Decoction
 

group,Buyang
 

Huanwu
 

Decoction+pc-NUSAP1
 

group,
Buyang

 

Huanwu
 

Decoction+pc-ADAM17
 

group
 

and
 

Buyang
 

Huanwu
 

Decoction+pc-ERp5
 

group.Except
 

for
 

the
 

control
 

group,the
 

other
 

groups
 

were
 

cultured
 

under
 

hypoxia.Except
 

for
 

the
 

control
 

group
 

and
 

hypoxia
 

group,the
 

other
 

groups
 

were
 

treated
 

with
 

Buyang
 

Huanwu
 

Decoction
 

(1
 

mg/mL).The
 

pcDNA-NUSAP1
 

plasmid
 

was
 

transfected
 

into
 

the
 

Buyang
 

Huanwu
 

Decoction+pc-NUSAP1
 

group,the
 

pcDNA-ADAM17
 

plas-
mid

 

was
 

transfected
 

into
 

the
 

Buyang
 

Huanwu
 

Decoction+pc-ADAM17
 

group,and
 

the
 

pcDNA-ERp5
 

plasmid
 

was
 

transfected
 

into
 

the
 

Buyang
 

Huanwu
 

Decoction+pc-ERp5
 

group.The
 

relative
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

NUSAP1,ADAM17
 

and
 

ERp5
 

in
 

each
 

group
 

of
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

RT-qPCR.The
 

proliferation,invasion,
migration

 

and
 

natural
 

killer
 

(NK)
 

cell
 

immune
 

killing
 

were
 

compared
 

among
 

the
 

groups.The
 

relative
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

cyclin
 

A2
 

(CCNA2),cyclin
 

D1
 

(CCND1),Vimentin,matrix
 

metalloproteinase-9
 

(MMP-
9),MHC

 

classⅠ
 

chain-related
 

A
 

(MICA)
 

and
 

MHC
 

classⅠ
 

chain-related
 

B
 

(MICB)
 

in
 

each
 

group
 

of
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blotting.Results The
 

relative
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

NUSAP1,ADAM17
 

and
 

ERp5,as
 

well
 

as
 

the
 

relative
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

CCNA2,CCND1,Vimentin,MMP-9,MICA
 

and
 

MICB
 

in
 

the
 

hypoxia
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05),and
 

the
 

cell
 

proliferation
 

rate,invasion
 

number
 

and
 

scratch
 

healing
 

rate
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05),while
 

the
 

NK
 

cell
 

killing
 

activity
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

relative
 

mRNA
 

expres-
sion

 

levels
 

of
 

NUSAP1,ADAM17
 

and
 

ERp5,as
 

well
 

as
 

the
 

relative
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

CCND1,CC-
NA2,Vimentin,MMP-9,MICA

 

and
 

MICB
 

in
 

the
 

Buyang
 

Huanwu
 

Decoction
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

hypoxia
 

group
 

(P<0.05),and
 

the
 

cell
 

proliferation
 

rate,invasion
 

number
 

and
 

scratch
 

healing
 

rate
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

hypoxia
 

group
 

(P<0.05),while
 

the
 

NK
 

cell
 

killing
 

activity
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

hypoxia
 

group
 

(P<0.05).The
 

relative
 

mRNA
 

expression
 

level
 

of
 

NUSAP1,cell
 

proliferation
 

rate,inva-
sion

 

number,scratch
 

healing
 

rate
 

and
 

the
 

relative
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

CCND1,CCNA2,Vimentin
 

and
 

MMP-9
 

in
 

the
 

Buyang
 

Huanwu
 

Decoction+pc-NUSAP1
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

Buyang
 

Huanwu
 

Decoction
 

group
 

(P<0.05).The
 

relative
 

mRNA
 

expression
 

level
 

of
 

ADAM17,invasion
 

number,scratch
 

heal-
ing

 

rate
 

and
 

the
 

relative
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

Vimentin,MMP-9,MICA
 

and
 

MICB
 

in
 

the
 

Buyang
 

Huan-
wu

 

Decoction+pc-ADAM17
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

Buyang
 

Huanwu
 

Decoction
 

group
 

(P<
0.05),while

 

the
 

NK
 

cell
 

killing
 

activity
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

Buyang
 

Huanwu
 

Decoction
 

group
 

(P<
0.05).The

 

relative
 

mRNA
 

expression
 

level
 

of
 

ERp5
 

and
 

the
 

relative
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

MICA
 

and
 

MICB
 

in
 

the
 

Buyang
 

Huanwu
 

Decoction+pc-ERp5
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

Buyang
 

Huanwu
 

De-
coction

 

group
 

(P<0.05),while
 

the
 

NK
 

cell
 

killing
 

activity
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

Buyang
 

Huanwu
 

Decoc-
tion

 

group
 

(P<0.05).Conclusion Buyang
 

Huanwu
 

Decoction
 

could
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

and
 

metastasis
 

of
 

A549
 

cells
 

in
 

hypoxic
 

microenvironment
 

and
 

increase
 

the
 

killing
 

ability
 

of
 

NK
 

cells
 

against
 

tumors,which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

inhibition
 

of
 

the
 

expression
 

of
 

NUSAP1,ADAM17
 

and
 

ERp5.
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  肺癌是发生于肺部组织的恶性肿瘤,肺腺癌是其

常见的病理类型。尽管化疗、放疗以及分子靶向治疗

等在肺癌治疗中显示出较好的疗效,但彻底治愈仍难

以实现,这与肺癌复杂的肿瘤发生、转移和免疫逃逸

机制有关。恶性肿瘤生长具有不受限特征,使其组织

代谢处于较高状态,导致组织内部出现缺氧,在乏氧

微环境下可促进肿瘤细胞转移[1]和免疫逃逸[2],降低

肿瘤治疗敏感性[3],加重肿瘤病情。仁纺锤体相关蛋

白1(NUSAP1)既是有丝分裂的调节因子,又是肿瘤

缺氧调控的靶点之一,降低其表达可抑制缺氧所致的

肺癌细胞增殖和转移过程[4]。解聚素-金属蛋白酶17
(ADAM17)是金属蛋白酶超家族成员,在细胞信号传

导、调控中发挥关键性作用,可促进肿瘤侵袭,还参与

肿瘤 耐 药 性 和 免 疫 逃 逸 调 节[5]。内 质 网 蛋 白 5
(ERp5)是分布于内质网的蛋白酶,可与肿瘤细胞表

面的 MHCⅠ类链相关分子A(MICA)作用使 MICA
脱落,为肿瘤细胞逃避免疫细胞监视提 供 有 利 条

件[6]。中医认为“邪之所凑,其气必虚”,人体正气不

足,脏腑功能失调,因虚致病是疾病发展的根本,肿瘤

存在必然会引起气血受阻,阻滞脉中,使脉内血行不
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畅,日久即成淤血。补阳还五汤出自《医林改错》,具
有补气、活血化瘀的功效。本课题组前期研究表明补

阳还五汤可改善肺癌脑转移患者的临床症状[7],联合

贝伐单抗治疗也能提升肺癌脑转移患者的生存质

量[8],但其中的作用机制是否与调节肿瘤细胞的增

殖、转移或免疫逃逸有关尚不明确。本研究拟在细胞

体外实验中,通过检测 NUSAP1、ADAM17及ERp5
表达探讨补阳还五汤对乏氧微环境下肺癌A549细胞

的潜在作用机制,希望能为补阳还五汤用于肺癌治疗

提供实验依据。现报道如下。
1 材料与方法

1.1 细胞 肺癌A549细胞(北京伊塔生物科技有限

公司,货号:YT800136),人自然杀伤(NK)细胞(武汉

赛奥斯生物科技有限公司,货号:PC-021h)。本研究

经长沙市中医医院(长沙市第八医院)伦理委员会批

准(伦审〔2023〕研第002号)。
1.2 主要试剂与仪器 pcDNA-NUSAP1质粒、pcD-
NA-ADAM17质粒、pcDNA-ERp5质粒及其阴性对

照均购自北京科瑞思搏生物科技有限公司;细胞培养

基(货号:000111)购自上海中乔新舟生物科技有限公

司;Lipofectamine
 

3000(货号:L3000-015)购自美国

Invitrogen公司;TRIzol法抽提总 RNA 试剂盒(货
号:YT527-IHR)购自北京百奥莱博科技有限公司;
SYBR

 

Green
 

qPCR
 

Mix(货号:D7501)购自上海碧云

天生物技术股份有限公司;MTT细胞增殖试剂盒(货
号:NDC-EKX-QR5IP1-500)购自艾美捷科技有限公

司;细胞周期蛋白 A2(CCNA2)、细胞周期蛋白 D1
(CCND1)、Vimentin、基质金属蛋白酶-9(MMP-9)、
MICA、MHCⅠ类链相关分子B(MICB)、3-磷酸甘油

醛脱氢酶(GAPDH)抗体均购自美国Sigma公司,货
号分 别 为 HPA020626、SAB4502603、SAB1305445、
AB19016、SAB2101479、ZRB1439、AB2302。酶标仪

PR
 

4100购自美国Bio-Rad公司;CFX
 

ConnectTM 荧

光定量PCR仪购自美国Bio-Rad公司。
1.3 方法

1.3.1 细胞转染 肺癌A549细胞复苏后置于含有

胎牛血清的培养基中培养,正常培养条件为37
 

℃、
5%CO2 和常氧环境,待细胞融合至90%时进行传代,
取第3代细胞用于实验。取对数期 A549细胞,待其

生长融合至50%时,更换为无血清的培养基培养,细
胞中分别加入pcDNA-NUSAP1质粒(pc-NUSAP1
细胞)及 其 阴 性 对 照(pc-NC1细 胞)、pcDNA-AD-
AM17质粒(pc-ADAM17细胞)及其阴性对照(pc-
NC2细胞)、pcDNA-ERp5质粒(pc-ERp5细胞)及其

阴性对照(pc-NC3细胞),加入Lipofectamine
 

3000转

染液体,孵育6
 

h后更换为含血清培养基培养,转染

48
 

h后,收集细胞。
1.3.2 实 时 荧 光 定 量 PCR 检 测 NUSAP1、AD-
AM17、ERp5

 

mRNA表达 提取1.3.1转染后细胞

的总RNA,待RNA纯度合格后,测定其浓度,将所得

RNA反转录合 成cDNA。以cDNA 为 模 板,采 用

SYBR
 

Green
 

qPCR
 

Mix在CFX
 

ConnectTM 实时荧光

定量PCR仪上进行扩增,反应体系20
 

μL。扩增条

件:95
 

℃预变性2
 

min,95
 

℃变性30
 

s,60
 

℃退火35
 

s,70
 

℃延伸5
 

s,38个循环。内参基因为GAPDH。
引物由北京科瑞思搏生物科技有限公司合成。GAP-
DH 正 向 引 物 序 列 为5'-GGTGAAGGTCGGTGT-
GAACG-3',反 向 引 物 序 列 为 5'-CTCGCTCCTG-
GAAGATGGTG-3';NUSAP1正向引物序列为5'-
CTTGGGTCTGAAGGGGTCAC-3',反向引物 序 列

为5'-AGCAGAATTCCCCGTGATGG-3';ADAM17
正 向 引 物 序 列 为 5'-AGAGCTGACCCAGATC-
CCAT-3',反 向 引 物 序 列 为 5'-TACTCTCTTC-
CCCTCTGCCC-3';ERp5正 向 引 物 序 列 为 5'-TG-
GCTCTCCTGGTGCTCGGT-3',反向引物序列为5'-
AAGCCTCTGTTGTGGCTCTCA-3'。采 用 2-ΔΔCt

法计算转染后各细胞相应的 NUSAP1、ADAM17、
ERp5

 

mRNA相对表达量,以验证转染效率。
1.3.3 细胞分组及干预 将A549细胞分为对照组、
乏氧组、补阳组、补阳+pc-NUSAP1组、补阳+pc-
ADAM17组、补阳+pc-ERp5组。除对照组外,其余

各组细胞均在乏氧条件下(37
 

℃、94%N2、5%CO2、
1%O2)培养48

 

h,对照组是在正常条件下(37
 

℃、5%
CO2、21%O2)培养48

 

h。补阳+pc-NUSAP1组转染

pcDNA-NUSAP1质粒,补阳+pc-ADAM17组转染

pcDNA-ADAM17质粒,补阳+pc-ERp5组转染pcD-
NA-ERp5质粒,除对照组、乏氧组外剩下各组均给予

补阳还五汤干预(1
 

mg/mL)[9],干预48
 

h。补阳还五

汤的方药组成:黄芪
 

120
 

g,当归6
 

g,赤芍4.5
 

g,川
芎、红花、桃仁、地龙各3

 

g。各药经浸泡、煎煮、过滤、
浓缩后,生药含量约5

 

mg/mL。按照1.3.2方法检测

各组细胞NUSAP1、ADAM17、ERp5
 

mRNA相对表

达量。
1.3.4 细胞增殖检测 采用 MTT法检测细胞增殖

能力。将各组细胞接种至96孔板(5×103 个/孔),预
培养12

 

h后,给予相应处理48
 

h,弃去培养液,每孔加

入100
 

μL
 

MTT溶液,孵育4
 

h,弃去培养基,加入

DMSO孵育20
 

min,采用酶标仪测定570
 

nm波长处

吸光度(A)值,计算细胞增殖率。
1.3.5 细胞侵袭检测 使用Transwell实验检测细

胞侵袭能力,使用 Matrigel胶包被 Transwell小室,
将各组细胞悬液密度调成一致(2×105/mL),取100

 

μL细胞悬液至Transwell小室,培养48
 

h后,对下室

的细胞进行0.1%结晶紫染色(20
 

min),选取5个不

重叠视野,统计细胞数目,计算其均值。
1.3.6 细胞迁移检测 使用划痕实验检测细胞的迁

移能力。待各组细胞生长单层时,使用移液枪头做直

线划痕,记录划痕宽度(W1),磷酸缓冲液洗去细胞

后,继续培养48
 

h并记录划痕宽度(W2),计算划痕愈

合率=(W1-W2)/W2×100%。
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1.3.7 NK细胞免疫杀伤活性检测 将各组处理后

的细胞与NK细胞进行共培养24
 

h,以1
 

900
 

r/min
离心5

 

min后,取上清液,将所得上清液加入96孔板

(100
 

μL/孔),加入100
 

μL乳酸脱氢酶溶液作用5
 

min,加入30
 

μL
 

1
 

mol/L盐酸,采用酶标仪测定490
 

nm波长处A值,计算NK细胞杀伤活性。
1.3.8 Western

 

blotting检测蛋白表达 提取各组

细胞的总蛋白,测定蛋白浓度,上样取液70
 

μg蛋白,
依次经聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)电泳、转膜,加入

CCNA2、CCND1、Vimentin、MMP-9、MICA、MICB、
GAPDH一抗4

 

℃孵育过夜,以GAPDH为内参蛋白。
加入标记二抗孵育1

 

h,化学发光显影、曝光,使用

Quantity
 

One凝胶图像分析软件分析蛋白相对表达量。
1.4 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件进行数

据处理。呈正态分布的计量资料以x±s表示,2组

间比较采用独立样本t检验,多组间比较采用单因素

方差分析,多组间两两比较采用LSD-t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 转染细胞RT-qPCR验证 pc-NUSAP1细胞的

NUSAP1
 

mRNA相对表达量(5.32±0.42)明显高于

pc-NC1细胞(1.01±0.03),差异有统计学意义(t=
25.073,P<0.001)。pc-ADAM17细胞的 ADAM17

 

mRNA相对表达量(4.84±0.34)明显高于pc-NC2
细胞(1.03±0.05),差异有统计学意义(t=27.157,
P<0.001)。pc-ERp5细胞的ERp5

 

mRNA 相对表

达量(5.01±0.38)明显高于pc-NC3细胞(1.01±
0.04),差异有统计学意义(t=25.642,P<0.001)。
2.2 各组细胞 NUSAP1、ADAM17、ERp5

 

mRNA
相对表 达 量 比 较 乏 氧 组 细 胞 的 NUSAP1、AD-
AM17、ERp5

 

mRNA相对表达量均高于对照组(P<
0.05);补 阳 组 细 胞 的 NUSAP1、ADAM17、ERp5

 

mRNA相对表达量均低于乏氧组(P<0.05);补阳+
pc-NUSAP1组的NUSAP1

 

mRNA相对表达量高于

补阳组(P<0.05);补阳+pc-ADAM17组ADAM17
 

mRNA相对表达量高于补阳组(P<0.05);补阳+
pc-ERp5组 ERp5

 

mRNA 相对表达量高于补阳组

(P<0.05)。见表1。
2.3 各组细胞增殖率和CCND1、CCNA2蛋白相对

表达量比较 乏氧组细胞增殖率和CCND1、CCNA2
蛋白相对表达量均高于对照组(P<0.05);补阳组细

胞增殖率和CCND1、CCNA2蛋白相对表达量均低于

乏氧组(P<0.05);补阳+pc-NUSAP1组细胞增殖

率和CCND1、CCNA2蛋白相对表达量均高于补阳组

(P<0.05)。见表2。
2.4 各组细胞侵袭、迁移能力和 Vimentin、MMP-9
蛋白相对表达量比较 乏氧组细胞侵袭数、划痕愈合

率和Vimentin、MMP-9蛋白相对表达量均高于对照

组(P<0.05),补阳组细胞侵袭数、划痕愈合率和Vim-
entin、MMP-9蛋白相对表达量均低于乏氧组(P<
0.05),补阳+pc-NUSAP1组、补阳+pc-ADAM17组的

细胞侵袭数、划痕愈合率和Vimentin、MMP-9蛋白相对

表达量均高于补阳组(P<0.05)。见表3和图1、2。
表1  各组细胞NUSAP1、ADAM17、ERp5

 

mRNA
   相对表达量比较(n=6,x±s)

组别
NUSAP1

 

mRNA
ADAM17

 

mRNA
ERp5

 

mRNA
对照组 1.01±0.03 1.00±0.04 1.01±0.05
乏氧组 3.44±0.12* 3.94±0.07* 2.85±0.07*

补阳组 1.68±0.07# 1.87±0.05# 1.38±0.06#

补阳+pc-NUSAP1组 5.27±0.34& 1.85±0.07 1.37±0.05
补阳+pc-ADAM17组 1.72±0.06 4.80±0.31& 1.35±0.08
补阳+pc-ERp5组 1.70±0.05 1.88±0.07 5.04±0.07&

F 643.922 676.645 3
 

478.452
P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05;与乏氧组比较,#P<0.05;与补阳

组比较,&P<0.05。

表2  各组细胞增殖率和CCND1、CCNA2蛋白相对表达量

   比较(n=6,x±s)

组别
细胞增殖率

(%)
CCND1
蛋白

CCNA2
蛋白

对照组 100.00±0.00 0.37±0.06 0.29±0.04
乏氧组 164.55±8.45* 0.83±0.05* 0.78±0.05*

补阳组 124.87±5.63# 0.52±0.04# 0.45±0.05#

补阳+pc-NUSAP1组 147.52±6.92& 0.67±0.06& 0.61±0.06&

补阳+pc-ADAM17组 126.88±6.12 0.50±0.05 0.44±0.05
补阳+pc-ERp5组 125.31±7.11 0.48±0.07 0.42±0.08
F 73.653 51.087 55.445
P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05;与乏氧组比较,#P<0.05;与补阳

组比较,&P<0.05。

表3  各组细胞侵袭、迁移能力和Vimentin、MMP-9蛋白相对表达量比较(n=6,x±s)
组别 细胞侵袭数(个) 划痕愈合率(%) Vimentin蛋白 MMP-9蛋白

对照组 36.45±4.66 34.84±3.11 0.19±0.03 0.23±0.04
乏氧组 101.27±5.69* 86.21±4.08* 0.87±0.05* 0.96±0.06*

补阳组 65.84±4.19# 56.46±4.19# 0.43±0.06# 0.48±0.05#

补阳+pc-NUSAP1组 81.36±5.34& 73.51±3.72& 0.66±0.04& 0.73±0.05&

补阳+pc-ADAM17组 77.82±5.07& 71.98±4.01& 0.63±0.06& 0.71±0.07&

补阳+pc-ERp5组 63.48±6.34 54.38±4.18 0.40±0.07 0.45±0.06
F 101.758 129.365 120.000 127.880
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05;与乏氧组比较,#P<0.05;与补阳组比较,&P<0.05。
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图1  各组细胞侵袭结果(Transwell
 

实验,结晶紫染色,×200)

图2  各组细胞迁移结果(×100)

2.5 NK细胞对各组细胞杀伤情况和各组 MICA、

MICB蛋白相对表达量比较 乏氧组NK细胞杀伤活

性低于对照组(P<0.05),MICA、MICB蛋白相对表

达量均高于对照组(P<0.05);补阳组NK细胞杀伤
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活性高于乏氧组(P<0.05),MICA、MICB蛋白相对

表达量均低于乏氧组(P<0.05);补阳+pc-ADAM17
组、补阳+pc-ERp5组NK细胞杀伤活性低于补阳组

(P<0.05),MICA、MICB蛋白相对表达量均高于补

阳组(P<0.05)。见表4。
表4  NK细胞对各组细胞杀伤情况和各组 MICA、

   MICB蛋白相对表达量比较(n=6,x±s)

组别
NK细胞

杀伤活性(%)
MICA蛋白 MICB蛋白

对照组 23.41±2.12 0.26±0.05 0.21±0.04

乏氧组 10.39±1.04* 0.77±0.06* 0.80±0.05*

补阳组 18.94±1.37# 0.46±0.05# 0.51±0.04#

补阳+pc-NUSAP1组 18.18±1.54 0.44±0.06 0.50±0.05

补阳+pc-ADAM17组 13.82±1.33& 0.65±0.05& 0.69±0.04&

补阳+pc-ERp5组 14.31±1.27& 0.62±0.06& 0.67±0.05&

F 57.700 65.285 125.932

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05;与乏氧组比较,#P<0.05;与补阳

组比较,&P<0.05。

3 讨  论

  肺癌虽无传染性,但表现出家族聚集性,具有较

高的发病率和病死率,乏氧环境有利于肿瘤细胞恶性

生长、转移和躲避免疫细胞杀伤。本课题组研究前期

临床研究已证实补阳还五汤在肺癌脑转移患者中取

得不错治疗效果[7-8],本研究进一步分析发现在乏氧

环境下A549细胞的NUSAP1、ADAM17、ERp5
 

mR-
NA相对表达量明显升高,而给予补阳还五汤干预可

以部分降低 NUSAP1、ADAM17、ERp5
 

mRNA相对

表达量,说明乏氧环境可促进 A549细胞 NUSAP1、

ADAM17、ERp5
 

mRNA相对表达量,补阳还五汤可

以抑制乏氧环境所致的 A549细胞 NUSAP1、AD-
AM17、ERp5

 

mRNA表达。
细胞增殖是肿瘤生长基础,NUSAP1是微管结合

蛋白,可参与纺锤体微管形成,NUSAP1缺失可引起

纺锤体发生组装异常,使细胞无法进行正常的有丝分

裂[10]。有研究表明通过抑制NUSAP1表达可抑制非

小细胞肺癌细胞的增殖和转移能力[11]。NUSAP1能

与CCNA2结合促进细胞周期进程[12],CCNA2为

CDK2激酶,能通过促进细胞周期 G1/S期和 G2/M
期过渡以确保细胞在适当时间进行复制和有丝分

裂[13]。CCND1是细胞从G1 期进入S期的关键调控

蛋白,其与细胞周期蛋白依赖性激酶(CDK)4/6结合

形成活性复合物,磷酸化Rb蛋白,促使E2F释放并

启动S期相关基因的转录,从而推动细胞进入DNA
合成期。有研究也表明 NUSAP1对CCND1有调节

作用[14]。本研究结果显示:乏氧环境下A549细胞增

殖率和CCND1、CCNA2蛋白相对表达量升高,给予

补阳还五汤干预可以降低 A549细胞增殖率和CC-
ND1、CCNA2蛋白相对表达量;而 NUSAP1过表达

可部分逆转补阳还五汤的抑制效应,使细胞增殖率和

CCND1、CCNA2蛋白相对表达量明显升高。以上结

果说明补阳还五汤可抑制乏氧环境下 A549细胞增

殖,可能与抑制 NUSAP1表达有关。从药物成分的

现代药理机制来看,补阳还五汤方中当归含有的阿魏

酸具有抗氧化、抗炎作用,对肿瘤细胞的增殖产生一

定的抑制作用[15]。还有研究显示,红花中的红花黄色

素成分可以抑制肿瘤细胞的增殖和侵袭[16]。
肿瘤细胞的侵袭、迁移能力是肿瘤细胞发生远处

转移的关键。Vimentin是一种细胞骨架蛋白,MMP-
9是一种明胶酶,二者均可促进肿瘤细胞侵袭、迁移。
有研究表明,NUSAP1可通过促进 MMP-9表达进而

促进非小细胞肺癌细胞迁移[17]。ADAM17可以通过

调节黏附因子、内皮因子等使膜分子发生水解,从而

促进细胞转移[18]。本研究结果显示:乏氧环境 下

A549细胞侵袭数、划痕愈合率和 Vimentin、MMP-9
蛋白相对表达量升高,给予补阳还五汤干预可降低

A549细胞侵袭数、划痕愈合率和 Vimentin、MMP-9
蛋白相对表达量;而 NUSAP1过表达、ADAM17过

表达可部分逆转补阳还五汤的抑制效应,使细胞侵袭

数、划痕愈合率和Vimentin、MMP-9蛋白相对表达量

升高。以上结果说明补阳还五汤可抑制乏氧环境下

A549细胞转移、侵袭的能力可能与抑制 NUSAP1、

ADAM17表达有关。分析其原因可能是赤芍含有的

芍药苷具有活血化瘀作用,能抑制肿瘤血管生成,限
制肿瘤细胞营养供应;川芎所含的川芎嗪能扩张血

管、抗血小板聚集,降低血液黏稠度,协同防止肿瘤细

胞转移[19-20]。

NK细胞是抗癌的首要防线,无需肿瘤抗原预刺

激就能直接杀伤肿瘤细胞,同时又能通过释放细胞因

子诱导细胞凋亡,对所有的癌细胞类型均有免疫杀伤

作用。肿瘤细胞对治疗药物产生免疫逃逸,主要与免

疫监视功能受损导致免疫杀伤作用减弱有关。有研

究表明降低ADAM17表达会增强NK细胞对肿瘤细

胞的杀伤能力[21]。ADAM17、ERp5对肿瘤细胞表面

的 MICA、MICB蛋白的α3区产生水解作用,使 MI-
CA、MICB从肿瘤细胞表面脱落,MICA、MICB会引

起NK细胞膜表面受体结构改变,从而削弱NK细胞

对肿瘤细胞的免疫杀伤作用[22-23]。本研究结果显示:
乏氧环境下 NK细胞杀伤活性降低,而 MICA、MICB
蛋白相对表达量升高,给予补阳还五汤干预可以升高

NK细胞杀伤活性和降低 MICA、MICB蛋白相对表达

量;而ADAM17过表达、ERp5过表达可部分逆转补阳

还五汤的作用,使NK细胞杀伤活性降低,MICA、MICB
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蛋白相对表达量升高。以上结果说明补阳还五汤可增

强乏氧环境下NK细胞对A549细胞的作用,其作用效

果可能与抑制NUSAP1、ADAM17表达有关。据报道,
黄芪增强免疫功能的特性及当归调节免疫细胞活性的

作用都有助于提升NK细胞的抗癌能力[24-25]。
综上所述,补阳还五汤可抑制乏氧微环境所致的

A549细胞增殖、转移能力增强情况,还能增加NK细

胞对肿瘤的免疫杀伤能力,可能与其抑制 NUSAP1、

ADAM17、ERp5表达有关。但本研究受研究条件限

制,仅 在 mRNA 水 平 分 析 NUSAP1、ADAM17及

ERp5表达,未涉及蛋白水平验证,无法排除转录后调

控对最终蛋白功能的影响,后续还需要深入研究补阳

还五汤的调控机制。
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