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摘 要：目的 观察益气养精方对乏氧微环境下肺癌细胞中具有促进细胞增殖侵袭及血管形成的 apelin/
APJ信号通路的影响。方法 CoCl2加入培养基模拟乏氧微环境，实验分组为乏氧组、常氧益气养精方组、乏氧

益气养精方组及空白对照组，分别作用于人肺癌细胞株A549和H1975。采用CCK-8法和 Transwell实验观

察各组细胞的增殖、侵袭能力，RT-qPCR、Western Blot方法观察 apelin/APJ信号通路相关因子VEGF、HIF-
1α、PI3K等在各组干预细胞中的mRNA和蛋白表达。结果 CCK-8实验测得，缺氧环境能促进肺癌细胞增

殖，益气养精方作用于A549、H1975的 IC50分别为为1 mg·mL-1和0.5 mg·mL-1，且在常氧和缺氧微环境中均能

抑制肺癌细胞增殖。Transwell实验结果显示，益气养精方组下室面细胞数量明显少于对照组（P < 0.01），乏

氧微环境中下室面细胞数明显多于对照组（P < 0.01），加入益气养精方后亦可见减少。RT-qPCR结果显示，

益气养精方在乏氧微环境中能不同程度下调血管生成相关因子HIF-1α、VEGF、APJ及Apelin的表达（P <
0.05）。Western Blot检测发现，益气养精方在乏氧环境中能使相关因子（VEGF、PI3K、APJ）的表达量明显下

调，具有统计学意义。结论 益气养精方在乏氧微环境中能抑制肺癌细胞的增殖和侵袭，同时能通过Apelin/
APJ通路对血管生成相关因子VEGF、HIF-1a、PI3K等起到一定的下调作用。
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肺癌目前是全球癌症得病率、死亡率最高的恶性

肿瘤之一[1]，肿瘤侵袭转移是肺癌患者救治失败的主

要原因。新生血管能为肿瘤的生长繁殖提供丰富的

生长条件[2]，血管生成是肿瘤的增殖和转移的关键环

节[3]，是肿瘤生长、原位侵袭和远端转移的必要过程[4]。

因此，近些年在血管生成方面的研究是国内外学者的

重点方向。目前多通过血管生成相关因子的定量分

析 来 评 估 肿 瘤 血 管 生 成[5]。 血 管 内 皮 生 长 因 子

（VEGF）、缺氧诱导因子（HIF）等均与肿瘤血管生成有

直接或间接的联系[6,7]。

近年研究发现，apelin/APJ系统在细胞迁移、增殖

以及血管形成上发挥了重要的作用，能加速体内肿瘤

发育的启动过程，激活肿瘤新生血管的发生。Apelin
（APJendogenousligand）是 Tatemoto[8]于 1998年从牛胃

中分离提出发现的生物活性多肽，是 G蛋白偶联受

体-血管紧张素 II 1型受体相关蛋白（APJ）[9]的内源性

配体，二者相互结合发挥重要生物学功能[10]。在血管

功能调节方面的研究发现，apelin/APJ系统在血管内

收稿日期：2019-09-11
修回日期：2019-10-12

＊ 国家自然科学基金委员会面上项目（81573893）：从 apelin/APJ系统探讨益气养精方抑制肺癌血管生成及侵袭转移的机制，负责人：张铭；上海

市教育委员会科研创新计划重大项目（2017-01-07-00-10-E00064）：源于精气理论的肺岩宁方抗肿瘤生长与转移作用机制的研究，负责人：

邓海滨。

＊＊ 通讯作者：张铭，硕士研究生导师，主任医师，主要研究方向：中西医结合防治胸部肿瘤的临床与基础研究。

1



XXXX 第XX卷 第XX期 ★Vol. XX No.XX

〔Modernization of Traditional Chinese Medicine and Materia Materia-World Science and Technology〕

皮细胞（ECs）、血管平滑肌细胞（VSMCs）和心肌细胞

中高表达，并参与血管功能的调控和维持[11,12]。Apelin
不仅具有抗动脉粥样硬化的作用[13]，还能够通过促进

血管生成对心脏起到保护作用[14]，在心衰心肌重塑过

程中起到了重要作用[15]。研究发现 apelin可以通过上

调 VEGF激活 P70S6K来刺激血管新生[16]。而在肺癌

细胞中，apelin通过介导细胞外信号调节激酶（ERK）
来诱导肺癌细胞A549的自噬和增殖[17]。Apelin在 1/3
的人类肿瘤中的表达明显上调[18]，对包括肺癌、胃肠道

肿瘤、乳腺癌、前列腺癌和妇科肿瘤在内的肿瘤患者

研究发现，肿瘤患者 apelin血清含量明显高于健康人

群[19]，并且 apelin的含量与肿瘤的分期和有无转移密

切相关。这些证据表明 apelin/APJ系统与肿瘤之间存

在一定的相关性，在肿瘤细胞迁徙、增殖及血管形成

上有重要作用[20]，参与了肿瘤的发生、发展[21]。与肺癌

相关的研究发现，apelin在非小细胞肺癌组织中的表

达水平显著高于正常组织[22]，APJ在肺腺癌组织中表

达明显高于癌旁支气管黏膜下组织，血浆中 apelin的
表达在肺癌患者中显著增高，提示 apelin/APJ系统与

肺腺癌存在相关性[17]。另有研究发现，apelin-13可以

通过增加 ERK的磷酸化，进而诱导A549细胞的增殖，

且呈剂量和时间依赖性[23]，表明 apelin/APJ系统可能通

过 ERK信号通路介导了肺腺癌细胞的增殖和自噬。

而且有研究显示，apelin可促进内皮细胞增殖、细胞间

聚集、调节血管直径[24]及血管生成，是人非小细胞肺癌

细胞中新的血管生成因子[22]。外源性和内源性的apelin
都具有促进血管发生的作用，并且用 apelin或APJ抑制

剂阻断 apelin/APJ系统后，能有效的抑制血管发生[25]。

缺氧诱导基因表达的主要调节因子是缺氧诱导

因子家族，PI3K/Akt信号转导通路可通过多种途径上

调HIF-1α的表达[26]，在缺氧条件下，HIF-1α可以诱导

数种促血管发生分子的表达，apelin是其中之一[27]。在

斑马鱼背鳍再生模型中，缺氧诱导 apelin表达是必要

条件[28]。在 VEGFA-VEGFR2通路的下游，apelin/APJ
系统传递信号功能，且能在鼠和人类肿瘤的内皮细胞

中检测到APJ[21,29]。因为 apelin表达由缺氧和VEGF信
号激活，有学者[30]利用Apln-CreER转基因小鼠，成功

示踪了组织损伤修复以及肿瘤生长过程中的血管新

生，并利用该工具小鼠阻断血管新生和 VEGFA-
VEGFR2信号通路，达到一定的抑制肿瘤生长作用。

同时发现，apelin特异性地表达于肿瘤新生血管顶端

的细胞，而该群细胞靠近肿瘤最缺氧的位置，这与以

往的研究认为 apelin受到缺氧诱导因子调控的结论一

致。综上可见，apelin/APJ系统与肿瘤临床进展密切

相关，apelin/APJ系统在肿瘤血管发生和肿瘤侵袭转

移中扮演着十分重要的角色，通过抑制 apelin/APJ系
统可以有效的抑制肿瘤血管和淋巴管的生成，从而达

到靶向治疗肿瘤的目的。

中医扶正祛邪、调节阴阳平衡的理论治疗肿瘤，

促进恢复机体阴阳平衡，维持机体功能的协调，抑制

肿瘤血管生成，对防治肿瘤侵袭和转移具有重要意

义。由于中药复方的组分较为复杂，其抗肿瘤的、抗

血管生成的作用是多靶点和多通道的[31]。我们临床以

益气养精法配伍的主方治疗非小细胞肺癌，君用黄

芪、黄精以益气健脾、补养肺卫之精气，臣以白术、女

贞子、仙灵脾，补益脾肾之气以增强益气养精之功，佐

七叶一枝花、干蟾皮等清解之品，兼以清热解毒、化痰

散结。临床研究表明该方能够稳定晚期肺癌瘤体、抑

制肿瘤侵袭和转移、提高患者的生存质量、长生存期，

在抗肺癌转移方面确有良好疗效[32]，ELISA检测表明

该方能够显著降低患者血清VEGF水平[33]。动物实验

研究也表明，经中药益气养精方处理的 Lewis肺癌荷

瘤鼠小鼠，其肿瘤MVD、VEGF表达水平均明显低于对

照组和化疗组，表明该方可减少VEGF表达和降低肿

瘤MVD以抑制肿瘤血管生成[33-34]。该方具有一定的

抑制血管生成、抗肿瘤侵袭转移的作用。

如前所述，缺氧能够调控 apelin/APJ系统，而

apelin可以增强 PI3K/Akt 信号通路，通过激活 Smad3
蛋白起到促进内皮细胞增殖和血管生成的作用，从而

促进肿瘤细胞生长和侵袭转移。益气养精方前期工

作也表明，该方具有抑制肺癌血管生成及侵袭转移的

作用，这与目前已了解到的 apelin/APJ 系统信号作用

具有相似性，且益气养精方对该通路中相关细胞因子

（VEGF、HIF-1α等）及通路（PI3K/Akt）有一定的调节

作用。因而我们推测益气养精方可能通过调控 apelin/
APJ信号通路，起到抑制肿瘤血管生成、调节肿瘤侵袭

转移的作用，特进行如下实验。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 细胞株

人肺癌细胞A549和H1975细胞株，购置于中国科

2



世界科学技术-中医药现代化★XXXX

〔Modernization of Traditional Chinese Medicine and Materia Materia-World Science and Technology〕

学院上海生命科学研究院细胞资源中心，完全培养基

由1640培养液中加入10%胎牛血清（FBS）配制而成。

1.1.2 益气养精方

方药组成：生黄芪、白术、七叶一枝花、干蟾皮、女

贞子、黄精、仙灵脾等组成，于中国科学院药物研究所

用乙醇提炼浓缩制备成复方冻干粉。

1.1.3 试剂

CoCl2工作液制（生工生物工程（上海）公司）；

RMPI-1640 培 养 液（HyClone 公 司）；PBS 缓 冲 液

（HyClone 公司）；FBS（Gibco公司）；CCK-8试剂盒（凯

基公司）；Matrigel基质胶（BD公司）；反转录试剂盒（诺

唯赞公司）。

1.1.4 抗体

Anti-apelin antibody（ab59469）、Anti-APJ receptor
antibody（ab214369）、Anti-PI3K antibody（ab151549）、

Anti-Akt-A antibody（Ab8805）、Anti-Smad3-A antibody
（ab40854）、Anti-VEGF-A antibody（ab46154）、Anti-
GAPDH-A antibody（ab8245）购置于Abcam。
1.2 实验方法

1.2.1 细胞增殖试验

取对数生长期的细胞，调整细胞浓度为 5×104个·

mL-1，每孔 100 μL接种于 96孔板；第 2 d缺氧组加入

CoCl2工作液制造乏氧微环境，终浓度为 200 μmol·L-1；
第 3 d加入益气养精方，设置浓度梯度，每梯度 3复孔；

空白对照组为等体积的完全培养基。24 h后加入

CCK-8，2 h后用酶标仪测定各孔在 450 nm处的 OD
值，观察各干预组对细胞增殖的影响，并计算常氧环

境下的半数致死率（IC50）。

1.2.2 细胞侵袭实验

选取对数生长期的肺癌细胞，接种于 Transwell小
室的上室中，分组同前，每组上室加入对应等体积液

体。培养箱孵育 24 h后用棉签擦去上室面的细胞，下

室面的细胞在倒置显微镜下随机读取 5个视野，计数

下室面的细胞数，即为穿过小室的细胞数，实验共重

复3次，取其平均数。

1.2.3 RT-PCR检测各组的相关基因表达

选取对数生长期的细胞，接种于 6孔板，融合度达

60-70%时，加药处理。实验分组设置同前，设 3复孔。

加药处理过程同划痕实验，于 24 h后收集细胞。裂解

细胞后收集到离心管中，再加三氯甲烷，充分震荡后

静置 5 min，4℃、12000 rpm，离心 10 min，小心吸取上

清到新的离心管中，加入等体积异丙醇，-20oC放置

1 h。4℃，12000 rpm离心 10 min，得到 RNA沉淀，用

DEPC水溶解沉淀。用反转录试剂盒将RNA反转录成

cDNA。
RT-qPCR检测 apelin、APJ、VEGF-A、HIF-1α及

Smad3的表达。内参为Actin。引物序列见表1。
1.2.4 Western blot实验检测各组相关蛋白的表达

取对数期细胞种植于 6孔板，实验分组同前，融合

度达 60-70%进行干预，方法同前。24 h后，消化细胞

收集于离心管，冰上裂解细胞，离心后收集上清液，

BCA法测定蛋白浓度，计算上样量，沸水变性。配胶，

依次加入样本、上样缓冲液及内参，电泳。激活PVDF
膜，按正负极顺序置入转移装置中，水浴转膜。取出

PVDF膜，TBST缓冲液冲洗后，加入 5%脱脂牛奶封闭

1 h，再加入稀释的一抗，4oC摇床孵育过夜。过夜后用

TBST洗去未结合一抗，加入二抗稀释液，室温孵育

2 h。将 PVDF膜吸附蛋白的面朝上平铺至暗盒，滴加

适量发光试剂，铺上保鲜膜，于暗室中压片，进行灰度

分析。

1.3 统计学方法

应用采用 SPSS 20.0统计软件进行数据分析。两

组间比较使用 t检验。P < 0.05为差异有统计学意义，

P < 0.01为差异有显著统计学意义。

2 试验结果

2.1 药物浓度试验结果

CCK-8法检测结果提示，益气养精方作用于

表1 引物序列

基因

HIF-1a

VEGF

Smad3

Apelin

APJ

Actin

上游引物（5′-3′）
TCACCCTCTTCGTCGCTTCG
AAGGAGGAGGGCAGAATCAT
CTCTTCTCTTCGCCGTGGGA
CTGCTCTGGCTCTCCTTGAC
TCTGGGCCACCTACACCTAT
CATGTACGTTGCTATCCAGGC

下游引物（5′-3′）
CATGGTGAATCGGTCCCCG
ATCTGCATGGTGATGTTGGA
CCCAAACTTCGCCTCAACTC
GAATTTCCTCCGACCTCCCTG
ACGCTGGCGTACATGTTG
CTCCTTAATGTCACGCACGAT
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A549、H1975两种细胞株的 IC50分别为 1 mg·mL-1和
0.5 mg·mL-1（图 1（1）、1（2）），相同浓度益气养精方干

预后，乏氧较常氧微环境肿瘤细胞增殖更多（图 1（3）、

1（4）），且随着益气养精方浓度的增加，对两个细胞株

的增殖抑制作用越明显，在一定浓度范围内，细胞存

活率随药物浓度增加而逐渐降低。

2.2 细胞侵袭试验结果

两株细胞的侵袭实验中，乏氧组下室面细胞数量

均明显多于空白对照组，结果提示有显著差异，常氧

益气养精方组下室面细胞数量明显少于空白组，结果

提示有显著差异（*P < 0.05，**P < 0.01）（图 2）。且同

样在乏氧环境下，虽然未见统计学差异，但可看出益

气养精方干预后的下室面细胞数略少于单纯乏氧环

境下的细胞数量。

2.3 RT-qPCR检测结果

以 Actin作为内参进行标准化，乏氧组可见血管

生成相关因子HIF-1α、VEGF、Smad3、Apelin及APJ较
对照组均见不同程度高表达，多数有显著差异；无论

在常氧或乏氧微环境下，益气养精干预后，各相关因

子可见不同程度的表达下调，多数有显著差异（*P <
0.05，**P < 0.01）（图3）。

2.4 Western blot检测

2.4.1 A549细胞株相关表达可见

常氧益气养精方组，VEGF、PI3K、Akt、Apelin及
APJ的表达量均明显下降，Smad3的表达明显上升；乏

氧组，VEGF、PI3K及APJ的表达量明显上调，Apelin的
表达无明显变化，而 Smad3和Akt的表达量明显下降；

乏氧益气养精方组中，Akt、Apelin的表达未见明显差

异，Smad3、PI3K表达量下降，VEGF、APJ的表达量增

高（图4）。

2.4.2 H1975细胞株相关表达可见

常氧益气养精方组中，VEGF、Smad3、PI3K、Akt及
Apelin的表达量均明显下降，而APJ表达量升高；乏氧

组，VEGF、Smad3、PI3K、Apelin及APJ的表达量明显上

调，而 Akt的表达量明显下降。乏氧益气养精方组，

VEGF、Smad3、PI3K、Akt及Apelin表达量下降，APJ的
表达量增高（图5）。

图1 乏氧微环境下不同浓度的益气养精方对两株细胞存活率的影响

图 1（1）、（2）分别将 100ul浓度为 5 × 104个·mL-1的A549细胞株和H1975细胞株种植于 96孔板中，24 h后每孔加入 100 ul培养基，24 h后分别加入不

同浓度（4 mg·mL-1、2 mg·mL-1、1 mg·mL-1、0.5 mg·mL-1、0.25 mg·mL-1、0.125 mg·mL-1、0.0625 mg·mL-1）的益气养精方，24 h后加入CCK-8检测液，2 h
后用酶标仪测定各孔在 450 nm处的OD值。图 1（3）、（4）分别将 100 ul浓度为 5 × 104个·mL-1的A549细胞株和H1975细胞株种植于 96孔板中，24 h
后蓝色图形组每孔加入 100 ul培养基、红色图形组每孔加入 100 ul CoCl2工作液，24 h后分别加入不同浓度（2 mg·mL-1、1 mg·mL-1、0.5 mg·mL-1、0.25
mg·mL-1、0.125 mg·mL-1）的益气养精方，24 h后加入CCK-8检测液，2 h后用酶标仪测定各孔在450 nm处的OD值。
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3 讨论

通过细胞增殖实验发现益气养精方无论在常氧

或是缺氧环境中，对于肺癌细胞A549和H1975的增殖

均有抑制作用。细胞侵袭试验发现，益气养精方无论

在常氧或乏氧微环境中，对两株细胞的侵袭能力均有

一定抑制作用。在分子检测中发现，乏氧环境下，这

两 株 细 胞 的 血 管 生 成 相 关 因 子 HIF-1α、VEGF、
Smad3、Apelin及APJ在RNA水平的表达，均较常氧环

境的表达量高，而益气养精方无论在常氧或乏氧环境

中，对HIF-1α、VEGF、Apelin及 APJ的表达均有一定

的抑制作用，提示益气养精方可能通过 apelin/APJ系
统对肿瘤细胞的血管生成起到了一定的抑制作用。

从蛋白水平上的表达来看，益气养精方对该信号途径

图2 各干预组作用于两株细胞24h后的侵袭转移结晶紫染色结果（40×）

图 2分别将 200 ul浓度为 5 × 104个·mL-1的A549细胞株和H1975细胞株种植于 Transwell小室的上室中，Control组 200 ul培养基、Medicine组加入

100 ul培养基和 100 ul对应浓度益气养精方（A549的益气养精方终浓度为 1 mg·mL-1，H1975终浓度为 0.5 mg·mL-1）、CoCl2组加入 200 ul CoCl2工作

液、CoCl2+Medicine组加入100 ul Medicine同浓度的益气养精方和100 ul浓度加倍的CoCl2工作液，24 h后用棉签擦去上室面的细胞进行观察。

图3 不同实验组干预A549、H1975细胞株24h后相关因子HIF-1α、VEGF、Smad3、Apelin及APJ的表达

图 3分别将浓度为 5 × 104个·mL-1的A549细胞株和H1975细胞株种植于 6孔板中，待融合度达 60-70%时，按照划痕实验的分组浓度进行相应处理，

于24 h后收集细胞进行PCR检测。
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中的相关因子VEGF、PI3K、Akt及Apelin的表达也具

有一定的抑制作用，对于A549细胞的 Smad3蛋白水平

表达有促进作用，H1975细胞的APJ蛋白水平也呈现

出了高表达。在乏氧环境中，可以看到益气养精方仍

能发挥抑制相关因子表达的作用。因此通过两种水

平的不同分子表达的比较，以及分子间的上下游关

系[35]，推测益气养精方可以通过抑制Apelin的影响，对

PI3K/Akt信号通路产生影响。

值得说明的是，实验中发现，益气养精方于RNA
水平下调了APJ的表达量，但是在蛋白水平上出现了

上调的情况，而对于 Smad3的表达调控，在RNA水平

上与蛋白水平上的实验结果并未一致，在蛋白水平上

的表达较实验预期一致，这可能与不同细胞来源的个

体差异相关，这些情况可能在转录后翻译出现了某种

变化，可能存在着某种转录后的修饰，使得蛋白水平

表达受阻[36]，也有可能跟其上下游的生物学分子有一

定的关联。另外，在 A549细胞实验中，在常氧环境

中，益气养精方作用后 Smad3在RNA水平上的表达上

调，乏氧环境中，Smad3亦表达上调，而乏氧环境中益

气养精方作用后，Smad3的表达量却明显相对下调，可

能是二者之间存在着某种反应，进而影响了 Smad3的
表达。这些都可以在今后的实验中进一步深入的探

究，为后续实验提供了新的思路。

通过本实验我们可以大致推导出，益气养精方可

以通过抑制Apelin的表达，进而对 PI3K/Akt信号通路

产生影响，促使肺腺癌细胞的血管生成相关因子表达

下调，从而对非小细胞肺癌的血管生成产生影响，抑

制肿瘤细胞的增殖侵袭及转移。
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Effects of Enhancing Qi and Nourishing Essence Formula on the Expression of

Apelin in Lung Adenocarcinoma Cells under Hypoxic Condition

Lu Wenfeng1, Yang Xiwen1, Dong Yun1, Cui Qing1, Cai Xiaoyue1,
Wang Yuhan1, Zhang Ming1, Deng Haibin2, Xu Zhenye2

(1. Department of Integrated TCM and Western Medicine, Shanghai Chest Hospital, Shanghai Jiao Tong
University, Shanghai 200030, China; 2. Department of Oncology, Longhua Hospital Affiliated to Shanghai

University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 200032, China)

Abstract: Objective To observe the effect of enhancing qi and nourishing essence formula on cell proliferation, invasion
and angiogenesis of lung adenocarcinoma cells under hypoxic condition via Apelin/APJ signaling pathway. Methods
CoCl2 working fluid was used to produce hypoxic microenvironment. Human lung cancer cell lines A549 and H1975
were treated with hypoxic, enhancing qi and nourishing essence formula, hypoxia enhancing qi and nourishing essence
formula and control group respectively. The effect of each group on cell proliferation and invasion was observed by CCK-
8 assay and Transwell assay. The expression of angiogenesis-related factors, such as VEGF, HIF-1α and PI3K, was
observed by RT-qPCR experiment and Western Blotting assay. Results CCK-8 assay showed that hypoxic environment
could promote the proliferation of lung cancer cells. The IC50 of Enhance Qi Nourish Jing formula was determined to be
about 1 mg/ml for A549 cells, and 0.5 mg/ml for H1975 cells. The formula can inhibit the proliferation of lung cancer
cells in no matter normal or hypoxic microenvironment. Transwell results showed that the number of cells in the lower
chamber of the enhancing qi and nourishing essence formula group was significantly lower than that in the control group
(P < 0.01), and the number of cells in the hypoxic microenvironment was significantly higher than that in the control
group (P < 0.01), the reduction can also been observed after treated with the formula. The results of RT-qPCR showed
that enhancing qi and nourishing essence formula could down-regulate the expression of angiogenesis-related factors
HIF-1α, VEGF, APJ and Apelin in the hypoxic microenvironment (P < 0.05). Western Blot analysis showed that
enhancing qi and nourishing essence formula can significantly down-regulate the expression of related factors (VEGF,
PI3K, APJ) in a hypoxic environment, with statistically significant. Conclusion Enhancing qi and nourishing essence
formula can inhibit the proliferation and invasion of lung cancer cells in hypoxic microenvironment. At the same time, it
can down-regulate the angiogenesis-related factors VEGF, HIF-1a and PI3K through Apelin/APJ pathway.
Keywords: Traditional Chinese medicine, Non-small lung cancer, Apelin/APJ, Angiogenesis.
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