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消岩汤逆转肺癌顺铂耐药的机制研究 

刘宏根，杨佩颖，赵林林，李小江，贾英杰 

天津中医药大学第一附属医院 肿瘤科，天津  300193 

摘  要：目的  探讨消岩汤逆转肺癌顺铂（DDP）耐药的可能机制。方法  MTT 检测细胞增殖情况，划痕实验检测细胞侵

袭能力；siRNA 转染细胞获取稳定低表达基因的细胞株；实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）和 Werstern blotting 检测 mRNA 和

蛋白表达水平的变化。结果  MTT 检测 A549/DDP，在 72、96 h，消岩汤能够明显抑制细胞增殖，而在 48、72、96 h，DDP

联合消岩汤能够明显抑制细胞增殖。划痕实验显示与 A549/DDP/siRNA-NC 比较，A549/DDP/siRNA-Beclin1 细胞株迁移距离

明显缩短。MTT 显示与 A549/DDP/siRNA-NC 比较，A549/DDP/siRNA-Beclin1 细胞株增殖能力减低，Western blotting 显示

与 A549/DDP/siRNA-NC 比较，A549/DDP/siRNA-Beclin1 细胞 P-糖蛋白（P-gp）和肺耐药相关蛋白（LRP）蛋白表达降低，

MTT 检测 A549/DDP/siRNA-Beclin1 细胞，在 72、96 h，DDP 和消岩汤能明显抑制细胞增殖；而在 24、48、72、96 h，DDP

联合消岩汤明显抑制细胞增殖。结果显示 DDP 联合消岩汤使 A549/DDP/siRNA-Beclin1 细胞株中 YES 关联蛋白 1（YAP1）、

P-gp 和 LRP 蛋白表达明显降低。结论  消岩汤可能通过影响 Beclin 1-YAP1 分子通路进而改变肺癌细胞对 DDP 的敏感性。 
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Mechanism of reversing cisplatin resistance by Xiaoyan Decoction in lung cancer 
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Abstract: Objective  To investigate the possible mechanism of reversal of cisplatin resistance in lung cancer by Xiaoyan 

Decoction. Methods  The migration ability of cancer cells was observed by the scratch test, and the MTT was used to test the 

mobility of cancer cells. The siRNA transfection was applied to demonstrate the possible molecular mechanisms. The mRNA and 

protein expression levels were detected by real-time quantitative reverse transcription PCR and Western Blot. Results  MTT showed 

that A549/DDP could significantly inhibit cell proliferation at later points of time. Similarly, cisplatin combined with Xiaoyan 

Decoction could significantly inhibit cell proliferation at 48, 72 and 96 h. Scratch test showed that the migration distance was shorter 

in A549/DDP/siRNA-Beclin1 cell line than NC. MTT showed the proliferation of A549/DDP/siRNA-Beclin1 cell line was decreased 

when compaired with NC. Western blot also showed that the protein expression of P-gp and LRP was decreased. MTT also detected 

that cisplatin and Xiaoyan Decoction significantly inhibited cell proliferation of A549/DDP/siRNA-Beclin1 cell at later points of 

time. Cisplatin combined with Xiaoyan Decoction significantly inhibited cell proliferation in the whole course. The results showed 

that protein expression level of YAP1, P-gp and LRP in A549/DDP/siRNA-Beclin1 cell line was significantly lower than those in 

NC. Conclusion  Xiaoyan Decoction may improve the sensitivity to cisplatin may via Beclin 1-YAP1 pathway. 
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肺癌是我国发病率和死亡率较高的恶性肿瘤。

顺铂（cisplatin，DDP）是肺癌患者常用的化疗药物，

顺铂通过和 DNA 上的嘌呤碱基相互作用形成复合

物，阻碍 DNA 修复损伤机制，进而发挥抗肿瘤作

用[1]。然而 DDP 耐药的出现，意味着肿瘤细胞对

DDP 药物敏感性下降，导致了肿瘤的进展。常见逆

转耐药药物往往对人体产生很强的心血管、肝、肾

毒性或免疫抑制等[2]。研究耐药发生机制及寻找新

的逆转耐药药物是目前研究的热点之一。中医药安

全范围大，能够从多途径和多机制发挥逆转耐药作

用，是目前理想的逆转耐药药物来源之一[3]。消岩

汤作为天津中医药大学第一附属医院制剂已经应用 
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于临床治疗 10 余年，消岩汤配合放化疗或单独应用

在稳定患者肿瘤病灶、抗远端转移等方面均有良好疗

效，同时在改善证候、提高生存质量、提高免疫功能

和改善化疗的毒副作用等方面也有良好作用[4-6]。前

期研究发现消岩汤能够逆转肺癌 DPP 耐药，其机制

与降低 A549/DDP 细胞株多重耐药蛋白 1（MDR1）

及肺耐药相关蛋白（LRP）基因的表达有关[7]。然

而消岩汤逆转 DPP 耐药的确切机制目前尚不明确。

本研究结合自噬耐药相关理论，继续探讨消岩汤逆

转 DPP 耐药的可能机制，为其临床应用及深入开发

提供参考和依据。 

1  材料与方法 

1.1  细胞与培养 

A549/DDP 耐药细胞购于上海博谷生物科技有

限公司。将其培养在 RPMI 1640 培养基（Gibco BRL

公司）中，添加 10%胎牛血清（FBS，Gibco 公司）

和 1%青霉素-链霉素（Gibco-BRL 公司），37 ℃孵

育在 5% CO2培养箱中。 

1.2  药物与制备 

消岩汤由天津中医药大学第一附属医院药房提

供，中药的浓缩液为棕黄色液体，剂量以原方为准，

全方共 105 g，包括生黄芪 30 g、太子参 15 g、郁金

10 g、姜黄 15 g、夏枯草 10 g、生牡蛎 15 g、白花

蛇草 10 g，消岩汤水煎液由天津中医药大学中药提

取室严格按回流提取法（热回流提取浓缩机组，北

京国卫和教医药设备有限公司）进行提取，其终质

量浓度为生药 30 mg/mL。DDP 粉剂购于齐鲁制药

有限公司（规格 20 mg，批号 20023461）。 

1.3  MTT 法检测 A549/DDP 细胞增殖 

选对数生长期的 A549/DDP 细胞，消化计数后以

3 000 个/孔接种于 96 孔板。24 h 待细胞贴壁后，分别

加入 20 μmol/mL DDP、40 μmol/mL DDP、80 μmol/mL 

DDP、30 mg/mL 消岩汤[4]、80 μmol/mL DDP＋30 

mg/mL 消岩汤，对照组未进行任何处理，培养 24、

48、72、96 h 弃药物培养基，加入 200 μL 普通培养

基，同时每孔加入 MTT 溶液（5 g/L）20 μL，温箱内

培养 4 h，弃培养液，加入二甲基亚砜 150 μL/孔，摇

床震荡 10 min，至紫色结晶充分溶解后，酶标仪上选

择 492 nm 波长测吸光度（A）值。计算细胞增殖率。 

细胞增殖率＝A 药物/A 对照 

1.4  siRNA 转染 A549/DDP 

自噬蛋白 Belcin1 的 siRNA 序列（siRNA-Beclin 

l）及对照组（siRNA-NC）序列由天津时域科技有

限公司设计。siRNA-Beclinl 序列为 5’-CAGTTTG- 

GCACAATCAATA-3’ ， siRNA-NC 为 序 列 为

5’-CTCTAGTAGAAGATACTCA-3’。按照说明书稀

释退火形成双链 dsRNA，将对数生长期的 A549/ 

DDP 细胞接种于 6 孔板中，待细胞贴壁生长至 80%

融合时，磷酸盐缓冲溶液清洗 1 次，更换无血清培

养基，按照 Lipofectamine 2000 说明书转染 48 h。

实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）和 Western blotting

检测转染后细胞 Beclinl mRNA 和蛋白的表达。实

验组为低表达 Beclinl 的细胞株为 A549/DDP/ 

siRNA-Beclin1 细胞株，对照组为 A549/DDP/ 

siRNA-NC 细胞株。 

1.5  A549/DDP/siRNA-Beclin1 细胞增殖能力检测 

选对数生长期的 A549/DDP/siRNA-Beclin1 细

胞和 A549/DDP/siRNA-NC 细胞，分别加入 80 

μmol/mL DDP、30 mg/mL 消岩汤、80 μmol/mL 

DDP＋30 mg/mL消岩汤，MTT 法检测药物作用 24、

48、72、96 h 细胞的 A 值。 

1.6  划痕实验检测 A549/DDP/siRNA-Beclin1 细胞

迁移能力 

A549/DDP/siRNA-Beclin1 细胞和 A549/DDP/ 

siRNA-NC 细胞用含 10%血清、1%双抗的 DMEM 培

养液，置 37 ℃、5% CO2的细胞培养箱中培养。培

养板接种细胞之前先用marker笔在12孔板背面画横

线标记。细胞消化后接入 6 孔板，数量以贴壁后铺

满板底为宜。细胞铺满板底后，用 200 μL 枪头垂直

于孔板制造细胞划痕，尽量保证各个划痕宽度一致，

用 PBS 洗细胞 3 次，分别于不同时间点取样，拍照。 

1.7  qRT-PCR检测A549/DDP/siRNA-Beclin1细胞

相关基因表达 

80 μmol/mL DDP＋30 mg/mL 消岩汤处理

A549/DDP/siRNA-Beclin1 和 A549/DDP/siRNA-NC

细胞 96 h 后，RNA 完整性采用琼脂糖凝胶电泳检

测，其透过率与纯度采用紫外分光光度计检测。以

Oligo-dT15 为引物，参照 20 μL反应体系合成 cDNA

第一链。引物序列如下：P-gp（5’-AAACACCACG- 

GGAGCA/AGTGTTAGTTGCCAGCCAT-3’）；LRP

（5’-TTCTGGATTTGGTGGACGC-3’/ACTTCTCTC-

CCTTGACCAC-3’）；YES 关联蛋白 1（YAP1）

（ 5’-CAACTCCAACCAGCAGCAACA/GCAGCCTCT 

CCTTCTCCATCTG-3’ ）； Beclin1 （ 5’-AGGAA 

CTCACAGCTCCATTAC/AATGGCTCCTCTCCTG 

AGTT-3’）；GAPDH：（5’-CTACCTTCAACTCCA 
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TCATGAAGTGTGCGCTCAGGA GGAGC-3’）。反应

条件为 95 ℃预变性 10 s；95 ℃、5 s，64 ℃、34 s，

40 个循环。每对引物设 3 个复孔。结果用 ABI PRISM 

7500 分析，熔解曲线特异。最后计算 2−ΔΔCt值。 

1.8  Western blotting 检测 A549/DDP/siRNA- 

Beclin1 细胞相关蛋白表达 

80 μmol/mL DDP＋30 mg/mL 消岩汤处理

A549/DDP/siRNA-Beclin1 和 A549/DDP/siRNA-NC

细胞 96 h 后，将细胞在 RIPA 裂解缓冲液中均匀化

30 min，在 4 ℃下离心（12 000 r/min），将裂解液

清除 15 min，用 10%十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝

胶电泳分离总蛋白提取物，电转移至 PVDF。用 5%

脱脂牛奶阻断非特异性结合位点 60 min 后，在 4 ℃

下与抗 Beclin1（ab210498，1∶1 000，abcam）、YAP1

（ab76252，1∶1 000，abcam）、P-gp（ab103477，1∶

1 000，abcam）和 LRP（ab92544，1∶1 000，abcam）

多克隆抗体孵育隔夜。用 PBS-T 洗涤膜 3 min，用

辣根过氧化物酶（HRP）偶联抗兔免疫球蛋白抗体

（SP-9001，1∶2 000；中山生物技术有限公司）在

室温下检测 60 min。然后用 PBS-T 对膜进行 3 次洗

涤 10 min，用增强化学发光系统观察免疫复合物。 

1.9  统计学分析 

两样本均数的比较选择 t 检验，多组样本均数

的比较应用单因素方差分析。所有数据均用 SPSS 

20.0 进行统计学分析与处理。 

2  结果 

2.1  不同药物对 A549/DDP 细胞增殖能力的影响 

MTT 法检测 A549/DDP 细胞株中分别加入 20、

40、80 μmol/mL 的 DDP 作用不同时间的细胞增殖

能力的差异，结果显示在各时间点不同浓度 DDP

对 A549/DDP 细胞增殖无明显差异（P＞0.05）。与

对照组比较，30 mg/mL 消岩汤作用于 A549/DDP

细胞 72、96 h，细胞增殖能力受到抑制（P＜0.05）。

与对照组比较，80 μmol/mL DDP＋30 mg/mL 消岩

汤作用 A549/DDP 细胞 48、72、96 h，细胞增殖能

力受到明显抑制（P＜0.05），结果见图 1。 

2.2  A549/DDP/siRNA-Beclin1 细 胞 株 Beclinl 

mRNA 和蛋白的表达 

使用 siRNA-Beclin1 转染沉默 A549/DDP 细胞

中 Beclinl 的表达，结果显示 siRNA-Beclin1 转染后

细胞 Beclinl mRNA 和蛋白的表达水平明显低于

A549/DDP/siRNA-NC 细胞株，结果见图 2。 
 

 
与对照组比较：*P＜0.05；与 DDP 单用组比较：#P＜0.05；与消岩汤单用组比较：

△
P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs DDP group; 
△

P < 0.05 vs Xiaoyan Decoction group 

图 1  顺铂、消岩汤及二者联用对 A549/DDP 细胞增殖的影响 ( x±s, n = 3) 

Fig. 1  Effects of cisplatin, Xiaoyan Decoction and cisplatin combined with Xiaoyan Decoction on proliferation of A549/DDP 

( x±s, n = 3) 

 

与 A549/DDP/siRNA-NC 细胞组比较：*P＜0.05，图 3、5 同 
*P < 0.05 vs A549/DDP/siRNA-NC cells group, same as figures 3 and 5 

图 2  A549/DDP/siRNA-Beclin1 细胞株中 Beclin1 mRNA 和蛋白的表达情况 ( x±s, n = 3) 

Fig. 2  mRNA and protein expression of Beclin1 in A549/DDP/siRNA-Beclin1 cell line ( x±s, n = 3) 
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2.3  敲除 Beclin1 基因对 A549/DDP 细胞增殖、侵

袭及耐药的影响 

MTT 检测 A549/DDP/siRNA-Beclin1 细胞株增

殖能力，结果显示与 A549/DDP/siRNA-NC 细胞相

比，在 72、96 h，A549/DDP/siRNA-Beclin1 细胞增

殖能力明显减弱（P＜0.05）。划痕实验显示，与

A549/DDP/siRNA-NC 细 胞 相 比 ， A549/DDP/ 

siRNA-Beclin1 细胞株在 24、48、72 h 的迁移距离

明显缩短（P＜0.05）。耐药方面通过 Western blotting

检测 P-gp 和 LRP 蛋白表达，发现与 A549/DDP/ 

siRNA-NC 细胞相比，A549/DDP/siRNA-Beclin1 细

胞株中 P-gp 和 LRP 蛋白表达明显降低（P＜0.05），

结果见图 3。 

2.4  药物对 A549/DDP/siRNA-Beclin1 细胞增殖能

力的影响 

MTT 检测 DDP、消岩汤和 DDP 联合消岩汤作

用于 A549/DDP/siRNA-Beclin1 细胞不同时间对细

胞增殖的影响，结果显示 DDP 和消岩汤作用 72、

96 h，细胞增殖率出现明显差异（P＜0.05）。而 DDP

联合消岩汤作用 24、48、72、96 h，细胞增殖率显

著降低（P＜0.05）。结果显示 DDP 联合消岩汤抑制

细胞增殖能力最强，结果见图 4。 
 

 

图 3  A549/DDP/siRNA-Beclin1 细胞增殖 (A)、侵袭能力 (B) 及 LRP 和 P-gp 蛋白的表达 (C) 情况 ( x±s, n = 3) 

Fig. 3  Proliferation (A), invasive ability (B) of A549/DDP/siRNA-Beclin1 cells and expression of LRP and P-gp in A549/DDP/  

siRNA-Beclin1 cell line (C) ( x±s, n = 3) 

2.5  DDP 联合消岩汤对 A549/DDP/siRNA-Beclin1

细胞耐药相关基因 mRNA 和蛋白表达的影响 

DDP 联 合 消岩 汤处理 A549/DDP/siRNA- 

Beclin1细胞96 h后，检测YAP1、P-gp和LRP mRNA

和蛋白变化的情况，结果显示与 A549/DDP/ 

siRNA-NC 细胞相比，A549/DDP/siRNA-Beclin1 细

胞株中 YAP1、P-gp 和 LRP mRNA 和蛋白表达明显

降低（P＜0.01），结果见图 5。 

3  讨论 

肿瘤细胞对化疗药物的耐药是一个多因素、多

步骤的过程。LRP 参与胞核与胞质之间的物质交换

与囊泡运输的调控，通过降低核内药物浓度，介导

对铂类、烷化剂等的耐药；化疗同时导致 P-gp 增多，

P-gp 使药物在细胞内流减少，外排增多，导致细胞

对化疗药物敏感性降低[8]。P-gp 和 LRP 可作为直接

反映耐药敏感性变化的指标。近些年研究发现自噬

与肿瘤的耐药密切相关。自噬在肿瘤发生发展中起

双刃剑的作用，当机体处于病理状态时，自噬对癌

细胞的化疗耐药起到保护作用[9]。Beclin1 是自噬启

动过程的标志，很多研究表明 Beclin1 与耐药密切

相关。在对耐药细胞株 A2780/DDP 的研究中发现

下调自噬基因Beclin 1的表达对DDP诱导的自噬激

活具有抑制作用，提高了耐 DDP 细胞的敏感性[12]。

而在卵巢癌中，改变 Beclin 1 的表达可增强凋亡相
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与 A549/DDP/siRNA-NC 细胞比较：*P＜0.05；与 DDP 单用组比较：#P＜0.05；与消岩汤单用组比较：
△

P＜0.05  

*P < 0.05 vs A549/DDP/siRNA-NC cells; #P < 0.05 vs DDP group; 
△

P < 0.05 vs Xiaoyan Decoction group 

图 4  DDP、消岩汤及二者联用对 A549/DDP/siRNA-Beclin1 细胞增殖的影响 ( x±s, n = 3)  

Fig. 4  Effects of cisplatin, Xiaoyan Decoction and cisplatin combined with Xiaoyan Decoction on proliferation of A549/DDP/  

siRNA-Beclin1 cells ( x±s, n = 3) 

 

图 5  DDP 联合消岩汤对 A549/DDP/siRNA-Beclin1 细胞中 YAP1、LRP 和 P-gp mRNA 和蛋白表达的影响 ( x±s, n = 3) 

Fig. 5  Effects of cisplatin combined with Xiaoyan Decoction on mRNA and protein expression of YAP1, LRP and P-gp in 

A549/DDP/siRNA-Beclin1 cell line ( x±s, n = 3) 

关蛋白，进而提高耐药细胞对 DDP 的敏感性[13]。

前期研究发现肺癌耐药细胞株A549/DDP中Beclin1

表达明显高于 A549 细胞株，提示 Beclin 1 可能参

与肺癌耐药。因此在本研究中通过 siRNA 敲除高表

达 Beclin 1，建立了稳定低表达 Beclin 1 的 A549/ 

DDP/siRNA-Beclin1 细胞株。划痕实验和 MTT 显示

A549/DDP/siRNA-Beclin1 细胞增殖，侵袭能力较对

照细胞明显降低。进一步发现耐药敏感性指标 P-gp

和 LRP 蛋白表达明显降低。同时还发现 DDP 作用

于 A549/DDP/siRNA-Beclin1 细胞株 72、96 h 细胞

增殖明显降低。本实验结果提示 Beclin1 与耐药密

切相关，降低 Beclin1 可直接减少肺癌细胞耐药，

增加化疗药物敏感性，间接减少肺癌细胞增殖侵袭

能力。 

传统中医药对肺癌耐药的逆转具有多靶位、多

机制、多方向的特点，中药来源丰富，有着很大的
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开发潜力，从中药中寻找理想的耐药逆转剂有着光

明的前景[12]。课题组根据多年肿瘤临床经验提出

“扶正解毒祛瘀”的肺癌中医治则，并在此基础上根

据中药功效及现代药理研究拟定出消岩汤。消岩汤

由黄芪、太子参、夏枯草、生牡蛎、白花蛇舌草、

蜂房、姜黄、郁金组成，方中黄芪、太子参为君以

滋阴益气，扶正抗癌；夏枯草、生牡蛎、白花蛇舌

草清热解毒、软坚散结；姜黄、郁金行气散结、活

血祛瘀之功；蜂房祛风、攻毒、止痛，以搜剔脉络

中之瘀毒。全方配合使用，祛邪而不伤正，全面调

节机体内环境的平衡。先前研究显示消岩汤能够抑

制细胞的耐药，增加对化疗药物的敏感性[13]。本研

究也发现消岩汤能够抑制 A549/DDP 细胞增殖，与

DDP 合用时较单独使用抑制效果更佳明显。结果提

示消岩汤不仅能够抑制耐药细胞的增殖，并且能够

逆转顺铂耐药，增强 DDP 敏感性。 

本研究发现消岩汤逆转耐药可能与 Beclin 

1-YAP1（yes-associated protein 1）通路密切相关。

研究发现 YAP1 与细胞对化疗药物敏感性相关。通

过高通量 RNAi 筛查发现，YAP1 与肺癌细胞顺铂

耐药及放疗耐受有关，去除 YAP1 可显著提高肿瘤

对顺铂及放射线的敏感性。YAP1 信号通路的抑制

剂 verteporfin，可通过增强顺铂相关的 DNA 双链断

裂，与顺铂发挥协同作用。YAP1 可能作为抑制顺

铂耐药的新靶点[14]。最新研究表明 Beclin1 可直接

调控 YAP1 的表达，进而导致一系列下游基因的改

变[15]。本研究结果表明较 A549/DDP 细胞株，DDP

联合消岩汤能更强抑制 A549/DDP/siRNA-Beclin1

细胞增殖，表明 Beclin1 在消岩汤发挥逆转 DDP 耐

药过程中发挥作用。进一步发现 DDP 联合消岩汤

能够降低 YAP1、P-gp 和 LRP 蛋白的表达。结果表

明消岩汤逆转 DDP 耐药可能与 Beclin1 和 YAP1 相

关通路密切相关。消岩汤可能通过影响 Beclin1- 

YAP1 分子信号通路进而改变肺癌细胞对 DDP 的敏

感性。 
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