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中药消岩汤剂与特罗凯联合抗肿瘤的体外实验研究 

贾英杰 李小江‘ 陈 亮 赵 成’ 黄敏娜 沈 杰 

摘要：目的 观察中药复方消岩汤剂和特罗凯(盐酸厄洛替尼)，两种药物单独使用以及联合应用后体外抗肿瘤作用，并观察这 

两种药物之I"．-1是否存在协同效应。方法 通过MTT法检测消岩汤剂和特罗凯单独及联合应用对人肺腺癌A549细胞株细胞增殖 

的影响；通过流式细胞术检测细胞凋亡。结果 单药高剂量消岩汤剂组对A549的抑制率较高；而单药特罗凯组及低剂量消岩汤剂 

特罗凯联合组未显示明显的抑瘤作用；高剂量消岩汤剂联合特罗凯组显示细胞坏死明显。经药物处理过血清作用于细胞结果显 

示：各剂量消岩汤剂与特罗凯联合组有一定的抑瘤作用，而各单药组均未显示出明显的抑制作用。结论 中药消岩汤剂以及消岩 

汤剂联合特罗凯体外实验均具有一定的抗肿瘤作用；两药联合具有较好的协同抗肿瘤作用。 
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1 实验材料 

1．1 细胞 株 A549(人非 小细 胞肺 癌细 胞株 )、人 

LA795非小细胞肺癌瘤株 ，购 自中国科学院上海生命 

研究院细胞库。在天津环湖医院研究室传代保存，细 

胞株贴壁生长。 ’ 

1．2 样品与试剂 

1．2．1 样品：①中药消岩汤剂(组成：黄芪、太子参、 

夏枯草 、生牡蛎 、白花蛇舌草、蜂房 、姜黄、郁金 )，剂量 

为7．Og／ml，中药浸膏，水煮醇沉法，用于灌 胃给药。 

天津中医药大学附属第一医院药厂制备 。②特罗凯 ： 

化学名称 ：N一(3一乙炔苯基)一6、7-双(2一甲氧乙氧基 )-4一 

喹啉胺盐酸盐，分子量：429．90，白色包衣片，购于上海 

罗氏制药有限公司，进 口药品注册证号：H20060108。 

1．2．2 主要试剂 

RPMI 1640、新生小牛血清、DMSO、MTT、苦味酸、 

Annexin V．FITC细胞凋亡检测试剂盒、蛋白酶 K等。 

1．2．3 主要仪器与设备 

医用净化工作 台、CO，培养箱 、低温高速离心机 、 

倒置相差显微镜 、生物显微镜 、电子分析天平、台式恒 

温振荡器、一次性96孔培养板、酶标板自动读数仪、流 

式细胞分析分选 系统等。 

2 实验方法 

2．1 样品及对照品的配置 中药消岩汤 及特罗凯 

浓度 于实 验前 以生理盐 水充分 溶解，微孑L滤膜 

(0．221~m)除菌，使用时以培养液稀释至所需浓度。 

2．2 细胞培养 A549实体瘤细胞用含 10％小牛血 

清的RPII1640完全培养基，在 37％、5％CO 的培养 

箱中培养。种板前取对数生长期的细胞用 0．05％胰 
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蛋白酶消化后离心，用4g／L台盼蓝染色后计算细胞数 

和活率(>98％)，并将细胞密度调整 为 1．5 X 10 ／ml 

备用。 

2．3 体外抗肿瘤活性测定 

2．3．1 四氮唑蓝 比色法(MTT法) 将对数生长期的 

A549肿瘤细胞 以每毫升 1．5 X 10’个接种于 96孔培 

养板中，每孔 2001xl，每组重复3孔。实验组加入不同 

剂量的消岩汤剂 (30、20mg／m1)、特罗凯 (600、4001~g／ 

m1)及两药联合药液(30mg／ml中药 +6001~g／ml特罗 

凯 、30mg／ml中药 +400Ixg／ml特罗凯、20m g／ml中药 

+600~g／ml特罗凯 、20mg／ml中药 +4001~g／ml特罗 

凯)，及备用的各组不用药物处理过的血清 ，对照组加 

入等体积含 0．O1％丙二醇的 RPMI一1640溶液 (贴壁细 

胞预培 养 24h贴壁后加 药)。药物作用 48h后加入 

I~ITT(5mg／m1)，继续培养 4h后 ，小心吸弃上清液 ，加 

入 DMSO 1501xl振 荡 溶 解 完 全 后 酶 标 仪 检 测 

(57Onto)，根据下列公式计算抑制率。并通过显微镜 

观察细胞形态。 

抑制率(％)=(1一实验 OD值／对照OD值)X100％ 

2．3．2 流式细胞仪检测凋亡率 取对数生长期的 

A549细胞以1．5×10 ／ml接种于6孔板，实验组加入 

不同剂 量 的消岩 汤剂 (30、20mg／m1)、特 罗凯 (600、 

400~g／m1)及两药联合药液(30rag／ml中药 +600I~g／ 

ml特罗凯、30mg／ml中药 +400I~g／ml特罗凯、20mg／ 

ml中药 +600~g／ml特罗凯、20mg／ml中药 +4oo~,g／ 

ml特罗凯 )，对照组 加人 等体积含 0．O1％丙二 醇 的 

tlPMI．1640溶液。作用 48h后收集各组细胞按下列步 

骤处理细胞。①冷 PBS洗涤细胞 2次(2000rpm离心 

5min)；收集 1．5 x 10 ／ml。②加入 50OIL1的 Binding 

Buffer悬浮细胞。③加入 5i~lAnnexin V—FITC混匀后， 

加入 5 l PI，混匀。④室温，避光、反应 15rain。⑤在 
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1h内进行流式细胞仪检测。 

2．4 数据 处理 使用 spssV13．0统计 软件包对数据 

进行统计学处理。P<0．05为有统计学意义。 

3 实验结果 

3．1 MTT法测药物对 A549的增殖的影响 A549细 

胞被不同剂量的消岩汤剂、特罗凯药液分别作用 48h 

后 ，生长抑制率通过 MTT检测 。结果见表 1。 

表 1 药物作用于细胞 48b的 MTT结 果分 析 ( ± ) 

注 ：样本量 n：8。经方差分析检验 ， 与空 白组比较 ，P<0．05。 

药物直接作用于 A549经显微镜拍照(×200)如 

图 1～4所示 ： 

图 1 对照组(×200) 图 2 联合组 (30 zr s／ml+ 

600txg／m1)(×200) 

图 3 消岩 汤剂(30mg／m1) 图4 特罗凯组 (6001xg／m1) 

(×200) (×200) 

A549细胞被备用的，经不同组药物作用体内后的 

血清分别作用 48h后，生长抑制率通过 MTT检测。结 

果见表 2。 

含药血清作用于 A549经显微镜拍照 (×200)如 

图 5～6所示： 

结果显示经药物直接作用的 A549细胞 ，高剂量的 

消岩汤剂抑制率最高(P<0．05)，而经高剂量消岩汤剂 

联合特罗凯作用的细胞坏死较明显，绝大部分细胞荧光 

减弱甚至消失，特罗凯组未能抑制肿瘤细胞生长。 

表 2 血清作用于细胞 48h的 MTT结果分析 (i± ) 

注 ：样本量 n=8。经方差分析检验 ， ：与 对照组相 比 P<0．05，※与特 

罗凯组相 比 P>0．05。 

一  
图 5 血清特罗凯组(×200) 图 6 血清高联组 (×200) 

而经含药血清作用的肿瘤细胞出现了不同的结 

果，中联组及高联组的抑制率最高(P<0．05)，而高消 

组及特罗凯组无明显 的抑制作用。 

3．2 流式细胞术检测 A549的凋亡 根据 MTT结果 ， 

选取药液消岩汤剂组 (30mg／m1)、联合组 (30mg／ml+ 

600p~g／m1)，血清高联组 、特 罗凯组及对照组 5组 ，分 

别作用 A549细胞 48h后 ，检测凋亡细胞结果见表 3，图 

7(第一象限为坏死细胞，第二象限为中晚期凋亡细胞，第 

三象限为活细胞，第四象限为早期凋亡细胞。凋亡细胞 

为第二象限 +第四象限之和)。 

表 3 各组药物诱导细胞凋亡发生率 (％) ( =8) 

组别 对照组 

药液组 血清组 

消岩汤剂组 联合组 特罗凯组 高联组 

凋亡 6．57±0 1 8 27 1 zl：0 25 3 06±0．O7 9 58±0 1 8 31．8±0．89 

注 ：血清高联组与消岩汤剂药液组比较，P(O 05。 

3．3 结果显示 ：消岩汤剂药液组在诱导细胞中晚期凋 

亡明显；经高剂量消岩汤剂联合特罗凯处理血清组对 

细胞早期及中晚期凋亡均有一定的诱导作用；高剂量 

消岩汤剂联合特罗凯药液组对细胞的杀伤作用较强， 

细胞处于死亡状态较明显 ，未显示 出明显 的诱导凋亡 

的作用 ；经特罗凯处理血清组未显示出明显的诱导凋 

亡的作用。 

4 讨论 

近年来，靶向治疗的新策略 已使肿瘤的治疗发生 

了革 命 性 的变 化 ，正如 美 国国立 癌 症研 究 所 主 席 
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Eschenbach在 2002年 ASCO会议上所指 出，肿瘤治疗 

手段在 2O世纪是“寻找和破坏 (Seek and Destroy)”， 

而2l世纪将是“靶向和控制(Target and Contro1)”。 

进入 2l世纪 ，分子靶 向治疗 已加 速从 实验室走 向临 

床，厄罗替尼就是其中的一个代表药物，作为肿瘤综合 

治疗中新的组成部分 ，非常有必要对其不断深入 、广泛 

的进行临床与实验研究⋯。 

中医药在肿瘤的防治中以其确切的疗效特点，越 

来越受到人们的关注，具有较好的临床应用疗效及良 

好的临床应用前景。中药抗肿瘤作用除了与特定药物 

性质有关，还与药物浓度和时间有关。大量研究证 

实 ，中医药联合放、化疗治疗非小细胞肺癌能够减 

轻症状 ，提高病灶稳定率和生活质量 ，延长生存期 ，减 

轻对正常组织损伤，提高机体免疫的作用，其疗效已得 

到充分肯定。中药还能部分逆转肿瘤的多药耐药，提 

高疗效，这也为不适宜放、化疗的TKI治疗不敏感的患 

者，采用新方式即靶 向药物与 中药联合治疗提示 了新 

思路。 

图 7 对照组 
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图9 药液联合组 图 lO 血清特罗凯组 

但是 ，中医药与靶向药物治疗肿瘤的研究还处于 

起步阶段 ，为了进一步揭示 中医药与靶 向药物联合治 

疗肿瘤的机理 ，本课题对其初步的探索性研究，试图从 

新的视角进行中西医结合的尝试。 

通过体外实验，我们采用 MTT法检测两种药物的 

药液及血清对 A549的增殖 的影响 ，消岩汤剂与特罗 

凯联合的各组血清均有一定的抑瘤作用，而单药各组 

图 11 血清高联组 

血清未显示出明显的抑瘤作用，此结果与直接药液处 

理细胞所得出的结果有一定 的差异，可能由于药物在 

体内的吸收、分布和代谢的影响所致。 

细胞凋亡是生物体主动清除与维持生理状态不相 

适应的各种多余成分的过程。近年的研究表明凋亡缺 

陷是肿瘤发生的先决条件，研究细胞凋亡与肿瘤之间 

的关系对肿瘤的治疗有一定的指导意义。因此 ，我们 

还进行了两种药物以及两者药物联合 ，对细胞凋亡的 

影响，实验结果显示消岩汤剂在诱导细胞 中晚期凋亡 

明显；而经高剂量消岩汤剂联合特罗凯处理的血清对 

细胞早期及中晚期凋亡诱导作用更加 明显 ，高剂量消 

岩汤剂联合特罗凯药液对细胞的杀伤作用明显，未显 

示出明显 的诱导凋亡的作用，可能由于药液 中药物 的 

有效成分较高 ，超过细胞的渗透压 ，导致细胞死亡。无 

论是单纯特罗凯药液还是经特罗凯处理过的血清均未 

显示出明显的诱导细胞凋亡的作用。 

通过研究证实消岩汤剂联合特罗凯在体外具有较 

强的抗肿瘤活性，其效果应强于单药使用消岩汤剂或 

单药特罗凯。 
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怒甚偏伤气，思多太损神。神疲心易役，气 

弱病相萦。勿使 悲欢极 ，当令钦食均。再三防 

夜醉，第一戒晨嗔。亥寝鸣云鼓，寅簧漱玉津。 

妖邪难犯己，精气自全身。若要无褚病，尝当节 

五辛。安神易悦乐，惜气保和纯。寿夭休论命， 

修行本在人。若能遵此理，平底可朝真。 
— — 宋 ·张果《医说》 


