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复方蜥蜴散诱导细胞凋亡及自噬性死亡逆转胃癌顺铂耐药的机
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摘 要 目的 研究复方蜥蜴散通过核因子κB（NF-κB）/SNAIL信号通路逆转顺铂（DDP）耐药性胃癌细胞MKN45/DDP的耐药机

制。方法 将MKN45/DDP细胞分为模型组（20%正常大鼠血清）、DDP组（1.3 μg/mL DDP+20%胎牛血清）及复方蜥蜴散低、高剂

量含药血清+DDP 组（17.2、68.8 g/kg复方蜥蜴散的 20%含药血清+1.3 μg/mLDDP）。测定MKN45/DDP 细胞的生存活力、凋亡水

平、自噬水平，检测细胞上清中微管相关蛋白1轻链3（LC3）含量，检测细胞中B细胞淋巴瘤2（Bcl-2）、Bcl-2相关X蛋白（Bax）表达

水平以及磷酸化NF-κB p65 （p-NF-κB p65）、SNAIL的蛋白表达水平；利用NF-κB通路激动剂肿瘤坏死因子α（TNF-α）进一步明确

复方蜥蜴散改善DDP耐药性的分子机制。结果 与模型组及DDP组比较，复方蜥蜴散低、高剂量含药血清+DDP组细胞存活率均

显著降低（P＜0.05），凋亡及自噬水平均显著升高（P＜0.05）；细胞中 Bcl-2（复方蜥蜴散低剂量含药血清+DDP 组除外）、p-NF-κB 

p65、SNAIL蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05），LC3含量和Bax蛋白表达水平均显著升高（P＜0.05）。复方蜥蜴散高剂量含药血

清+DDP可有效逆转TNF-α诱导的耐药细胞中LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值下降及Bax蛋白表达下调（P＜0.05）。结论 复方蜥蜴散含药血

清联合DDP可通过抑制NF-κB/SNAIL信号通路，诱导MKN45/DDP细胞凋亡及自噬性死亡，从而逆转该细胞的DDP耐药性。
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ABSTRACT OBJECTIVE To study the mechanism of Compound lizard powder on reversing cisplatin（DDP） resistance in 

resistant gastric cancer cell MKN45/DDP through nuclear factor-κB （NF-κB）/SNAIL signaling pathway. METHODS MKN45/DDP 

cells were divided into model group （20% normal rat serum）， DDP group （1.3 μg/mL DDP+20% fetal bovine serum） and 

Compound lizard powder low- and high-dose drug-containing serum+DDP groups （17.2， 68.8 g/kg Compound lizard powder 20% 

drug-containing serum+1.3 μg/mL DDP）. The viability， apoptosis and intracellular autophagosome of MKN45/DDP cells were 

detected. The content of microtubule-associated protein 1 light chain 3 （LC3） in the cell supernatant was detected. The expressions 

of B-cell lymphoma 2 （Bcl-2）， Bcl-2-related X protein （Bax）， as well as the protein expression levels of phosphorylated NF-κB 

p65 （p-NF-κB p65） and SNAIL were detected. The molecular mechanism of Compound lizard powder in improving DDP resistance 

was further clarified by using NF-κB pathway agonist tumor necrosis factor-α （TNF-α）. RESULTS Compared with model group 

and DDP group， the cell survival rates of Compound lizard powder low- and high-dose drug-containing serum+DDP groups were 

significantly decreased （P＜0.05）， while the levels of apoptosis and autophagic death were significantly increased （P＜0.05）. The 

expression levels of Bcl-2 （except for the compound lizard powder low-dose drug-containing serum+DDP group）， p-NF-κB p65 

and SNAIL protein in MKN45/DDP cells were significantly decreased （P＜0.05）. The content of LC3 and expression of Bax 

protein were significantly increased （P＜0.05）. High-dose Compound lizard powder drug-containing serum+DDP could effectively 

reverse the down-regulation of LC3Ⅱ/LC3Ⅰ and Bax protein expression induced by TNF- α （P＜0.05）. CONCLUSIONS 
Compound lizard powder drug-containing serum combined with DDP can induce apoptosis and autophagic death of MKN45/DDP 

cells by inhibiting NF-κB/SNAIL signaling pathway， thus 

reversing DDP resistance of cells.
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胃癌是全球第五大常见恶性肿瘤，死亡率高居第三

位，其发生与幽门螺杆菌感染、不良饮食习惯及遗传易

感性密切相关[1]。尽管早期胃癌通过手术可根治，但多

数患者确诊时已是晚期，治疗效果差，生存率低。当前

胃癌治疗以化疗、靶向药物和免疫治疗为主[2]，而肿瘤细

胞对化疗药物[如顺铂（cisplatin，简写为“DDP”）]产生的

耐药性，是肿瘤复发转移和治疗失败的核心难题。

研究表明，细胞自噬和凋亡途径异常与胃癌化疗耐

药密切相关[3]。在化疗药物作用下，肿瘤细胞可通过激

活自噬途径维持能量代谢来促进自身存活，并可通过调

控 B 细胞淋巴瘤 2（B-cell lymphoma 2，Bcl-2）等蛋白家

族抑制细胞凋亡，从而逃避药物杀伤[4]。另有研究表明，

核因子 κB（nuclear factor-κB，NF-κB）/SNAIL 信号通路

的异常激活在肿瘤细胞耐药过程中发挥着关键作用，其

可打破自噬-凋亡平衡，进一步加剧细胞耐药[5―6]。因此，

靶向该信号通路以恢复细胞自噬-凋亡平衡，可能为逆

转细胞耐药提供新策略。

本课题组前期研究发现，密点麻蜥能抑制由DDP耐

药性胃癌细胞 MKN45/DDP 构建的裸鼠移植瘤的生

长[7]。复方蜥蜴散是以密点麻蜥为君药的用于治疗脾胃

病的临床经验方，具体由密点麻蜥、黄芪、白术、半枝莲、

延胡索、山楂、白芍、乌梅、鹿角胶、甘草等组成，具有益

气补阴、扶正抗癌、解毒通络的作用[8―9]。本课题组前期

研 究 已 证 实 该 方 可 通 过 调 节 上 皮 - 间 充 质 转 化

（epithelial-mesenchymal transition，EMT）进程增强胃癌

细胞对DDP的敏感性[10]。本研究旨在阐明复方蜥蜴散

含药血清逆转MKN45/DDP细胞耐药性的作用机制，即

重点验证其是否通过抑制 NF-κB/SNAIL 信号通路，诱

导细胞凋亡及自噬性死亡，从而发挥逆转DDP耐药性的

效应，为胃癌的临床治疗提供新策略。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用的主要仪器有：HF100型二氧化碳细胞

培养箱[力新仪器（上海）有限公司]，EVOS XL Core型倒

置显微镜、Multiskan GO 型酶标仪（美国 Thermo Fisher 

Scientific公司），Mini-PROTEAN Tetra型蛋白电泳系统

（美国Bio-Rad公司），Amersham Imager 680 RGB型超灵

敏多功能成像仪（美国GE医疗公司），ECLIPSE C1型倒

置荧光显微镜（日本Nikon公司）。

1.2　主要药品与试剂

复方蜥蜴散的组方药材密点麻蜥、白术、黄芪、半枝

莲、白芍、鹿角胶、乌梅、延胡索、山楂、甘草均购自宁夏

医科大学附属中医医院（批号分别为2208036、1804052、

1808123、2303340、1809146、2305020、1809011、2307204、

2206048、2305057），其中君药密点麻蜥经宁夏医科大学

药学院刘艳华教授鉴定为密点麻蜥 Eremias multiocel‐

lata Günther的干燥全体，其余中药均由该单位中医学院

李卫强教授鉴定为真品。

肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）

（批号HY-P1860，纯度≥98.5%）购自美国MCE公司；微

管相关蛋白 1 轻链 3（microtubule-associated protein 1 

light chain 3，LC3）酶联免疫吸附试验（ELISA）试剂盒

（批号061619461740616）购自上海江莱生物科技有限公

司；细胞自噬染色（MDC）试剂盒（批号K2287）购自美国

APExBIO公司；兔抗Bcl-2单克隆抗体、兔抗Bcl-2相关

X 蛋白（Bcl-2 associated X protein，Bax）多克隆抗体（批

号分别为4223、2772）均购自美国CST公司；兔抗磷酸化

NF-κB p65（p-NF-κB p65）多克隆抗体、兔抗SNAIL多克

隆抗体、兔抗 β-肌动蛋白（β-actin）多克隆抗体和辣根过

氧化物酶（HRP）标记的山羊抗兔免疫球蛋白G（IgG）二

抗（批号分别为 AF2006、AF6032、AF7018、S0001）均购

自美国Affinity Biosciences公司；兔抗甘油醛-3-磷酸脱

氢酶（GAPDH）多克隆抗体（批号AC2111013A）购自武

汉赛维尔生物科技有限公司。

1.3　动物与细胞

本研究所用动物为 SPF 级雄性 SD 大鼠，共 30只，

6～8周龄，体重 220～280 g，购自宁夏医科大学实验动

物中心，动物使用许可证号为SYXK（宁）2020-0001。动

物饲养环境为光照、黑暗各 12 h 循环，相对湿度为

40%～60%，温度为 20～25 ℃；动物在饲养期间自由摄

食和饮水。本研究动物实验通过了宁夏医科大学实验

动物中心实验动物福利伦理审查委员会审核（编号为

IACUC-NYLAC-2022-165）。

DDP 耐药性胃癌细胞 MKN45/DDP（货号 CTCC-

0520-NY）购自浙江美森细胞科技有限公司。

2　方法
2.1　复方蜥蜴散水煎液、含药血清的制备

2.1.1　复方蜥蜴散水煎液的制备

取复方蜥蜴散组方药材（密点麻蜥 30 g、黄芪 30 g、

白术 15 g、半枝莲 30 g、延胡索 10 g、山楂 20 g、白芍 20 

g、鹿角胶15 g、乌梅5 g、甘草6 g），加水至总体积为1 000 

mL，浸泡30 min；以大火煮沸后转小火煎煮30～40 min，

煎煮至体积为 500 mL，过滤取药液；药渣加 800 mL水，

同法再煎 20～30 min；合并 2次滤液，小火煎煮，浓缩成

质量浓度为6.88 g/mL（以生药量计，下同）的水煎液。根

据大鼠给药剂量需求，复方蜥蜴散17.2 g/kg组对应的药

物质量浓度为1.72 g/mL（用生理盐水稀释），复方蜥蜴散

68.8 g/kg 组直接使用母液（6.88 g/mL）。放凉后分装，

4 ℃冷藏备用。

2.1.2　复方蜥蜴散含药血清的制备

将30只SD大鼠按照随机数字表法分为空白对照组

和复方蜥蜴散17.2、68.8 g/kg组（分别相当于临床等效剂

量的 1、4倍）[10]，每组 10只。复方蜥蜴散组大鼠灌胃相

应剂量的复方蜥蜴散水煎液，灌胃体积为5 mL/kg；空白

对照组大鼠灌胃等体积生理盐水。每天给药2次，连续

7 d。末次灌胃1 h后，麻醉大鼠，心尖取血；将血样在冰

上静置3 h，离心取上清，56 ℃恒温水浴锅灭活30 min后

于超净台上过滤，分装于无菌EP管中，保存于－80 ℃冰
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箱中备用。将制备好的血清以20%的体积比[11]（该体积

比在维持细胞正常生理状态的同时，能充分体现药物的

体外效应）加至细胞培养基中（即含药血清与 RPMI 

1640培养基的体积比为 1∶4），即得 17.2、68.8 g/kg复方

蜥蜴散的20%含药血清和20%正常大鼠血清。

2.2　复方蜥蜴散联合DDP对MKN45/DDP细胞的影响

2.2.1　分组与给药

将 MKN45/DDP 细 胞 置 于 含 5 μmol/L DDP 的

RPMI 1640完全培养基中常规培养（37 ℃，5%CO2），以

维持其耐药表型。在此后的实验干预开始前2周，将细

胞更换至不含DDP的完全培养基中培养。实验过程中，

将细胞分为模型组（20%正常大鼠血清）、DDP 组[1.3 

μg/mL（根据前期CCK-8预实验结果确定的半数抑制浓

度）DDP+20%胎牛血清]、复方蜥蜴散低剂量含药血清+ 

DDP组（17.2 g/kg复方蜥蜴散的20%含药血清+1.3 μg/mL 

DDP）、复方蜥蜴散高剂量含药血清+DDP 组（68.8 g/kg

复方蜥蜴散的20%含药血清+1.3 μg/mL DDP）。

2.2.2　细胞存活率检测

采用 CCK-8法检测。将 MKN45/DDP 细胞接种于

96 孔板中，每孔 8×103 个细胞。待细胞贴壁后，按

“2.2.1”项下方法分组（每组设置6个复孔）、给药，同时设

置空白组（无细胞，不加药）。干预 24 h 后，每孔加入

CCK-8试剂 10 µL，在 37 ℃下孵育 1 h。采用酶标仪检

测各孔在450 nm波长处的吸光度（A），并计算细胞存活率。

细胞存活率＝（A 加药组－A 空白组）/（A 模型组－A 空白组）×100%。

2.2.3　细胞凋亡检测

采用 TUNEL 染色法检测。将处于对数生长期的

MKN45/DDP细胞消化成单细胞悬液后，接种在48孔板

内，每孔1×104个细胞，按“2.2.1”项下方法分组（每组设

置3个复孔）、给药。干预24 h后，常规进行TUNEL染色

及DAPI染色。随后在荧光显微镜下随机观察，对阳性

染色细胞（TUNEL阳性细胞的细胞核被标记为明亮的

绿色荧光，DAPI阳性细胞的细胞核被标记为蓝色荧光）

进行计数，计算细胞凋亡率。细胞凋亡率＝绿色荧光细

胞数量/蓝色荧光细胞数量×100%。

2.2.4　细胞自噬水平检测

采用MDC法检测。将处于对数生长期的MKN45/

DDP 细胞接种于 6 孔板内，每孔 2×105 个细胞，按

“2.2.1”项下方法分组（每组设置 3个复孔）、给药。干预

24 h后，用磷酸盐缓冲液（PBS）洗细胞 2～3次，每孔加

入 1 mL MDC 工作液，37 ℃避光孵育 30 min。吸出

MDC染色液，使用Assay Buffer洗细胞3次，采用荧光显

微镜（激发波长为 355 nm）观察自噬体（蓝色荧光）颗

粒。使用 Image J软件检测细胞自噬体荧光强度，荧光

强度越大表示细胞自噬水平越高。

2.2.5　细胞中LC3含量检测

采 用 ELISA 法 检 测 。 将 处 于 对 数 生 长 期 的

MKN45/DDP细胞接种于6孔板中，每孔2×105个细胞，

按“2.2.1”项下方法分组、给药。干预24 h后，收集细胞，

裂解、离心取上清。按ELISA试剂盒说明书操作，采用

酶标仪检测细胞中LC3含量。实验重复3次。

2.2.6　细胞中 Bax、Bcl-2、p-NF-κB p65、SNAIL 蛋白表

达检测

采用Western blot法检测。将处于对数生长期的细

胞接种于10 cm培养皿中，每皿6×105个细胞，按“2.2.1”

项下方法分组、给药。干预24 h后，收集各组细胞，使用

RIPA裂解液（含1%苯甲磺酰氟）提取细胞中总蛋白，使

用BCA法测定总蛋白浓度。将蛋白变性后，上样进行

十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（浓缩胶电压 80 

V，分离胶电压 120 V），电泳结束后将蛋白湿转（温度

4 ℃，电流300 mA，转膜时间1 h）至PVDF膜，用快速封

闭液封闭 20 min；以TBST洗膜后，加入相应一抗（Bax、

Bcl-2、p-NF-κB p65、SNAIL 的稀释比例均为 1∶1 000，

β-actin 的稀释比例为 1∶5 000），4 ℃孵育过夜；次日用

TBST洗膜后，加入HRP标记的山羊抗兔 IgG二抗（稀释

比例为1∶5 000），室温孵育2 h；用ECL化学发光试剂显

影，在超灵敏多功能成像仪下成像。采用 Image J软件

分析条带灰度值，以目标蛋白与内参蛋白（β-actin）条带

灰度值的比值表示目标蛋白的相对表达量。实验重

复3次。

2.3　复方蜥蜴散联合DDP逆转细胞耐药的机制验证

2.3.1　分组与给药

将MKN45/DDP细胞分为模型组（20%正常大鼠血

清）、TNF-α组（5 µmol/L TNF-α[12]+20%胎牛血清）、复方

蜥蜴散高剂量含药血清+DDP组（68.8 g/kg复方蜥蜴散

的 20%含药血清+1.3 μg/mL DDP）、复方蜥蜴散高剂量

含药血清+DDP+TNF-α组（68.8 g/kg复方蜥蜴散的20%

含药血清+1.3 μg/mL DDP+5 µmol/L TNF-α）。

2.3.2　细胞中LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值及Bax蛋白表达检测

采用 Western blot 法检测。将 MKN45/DDP 细胞按

“2.3.1”项下方法分组、给药。干预24 h后，收集细胞，按

“2.2.6”项下方法操作，检测细胞中LC3及Bax蛋白的表

达，并计算LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值。其中，LC3、Bax、GAPDH

（内参蛋白）一抗的稀释比例均为1∶1 000，HRP标记的山

羊抗兔 IgG二抗的稀释比例为1∶5 000。实验重复3次。

2.4　统计学方法

采用 SPSS 25.0和 GraphPad Prism 8.0软件进行实

验数据分析。计量资料以 x±s表示，多组间比较采用单

因素方差分析，组间两两比较采用LSD-t检验。检验水

准α＝0.05。

3　结果
3.1　复方蜥蜴散联合DDP对耐药细胞存活的影响

与模型组比较，DDP组和复方蜥蜴散低、高剂量含

药血清+DDP 组细胞存活率均显著降低（P＜0.05）；与

DDP 组比较，复方蜥蜴散低、高剂量含药血清+DDP 组

细胞存活率均显著降低（P＜0.05），且复方蜥蜴散高剂

量含药血清+DDP组细胞存活率显著低于复方蜥蜴散低

剂量含药血清+DDP组（P＜0.05）。结果见表1。
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3.2　复方蜥蜴散联合DDP对耐药细胞凋亡的影响

与模型组比较，DDP组细胞凋亡率差异无统计学意

义（P＞0.05），复方蜥蜴散低、高剂量含药血清+DDP组

细胞凋亡率均显著升高（P＜0.05）。与DDP组比较，复

方蜥蜴散低、高剂量含药血清+DDP组细胞凋亡率均显

著升高（P＜0.05），且复方蜥蜴散高剂量含药血清+DDP

组细胞凋亡率显著高于复方蜥蜴散低剂量含药血清+ 

DDP组（P＜0.05）。结果见表1、图1。

3.3　复方蜥蜴散联合DDP对耐药细胞自噬水平的影响

与模型组比较，各给药组细胞的自噬水平均显著升

高（P＜0.05）；与DDP组比较，复方蜥蜴散低、高剂量含

药血清+DDP组细胞的自噬水平进一步升高（P＜0.05），

且复方蜥蜴散高剂量含药血清+DDP组细胞的自噬水平

显著高于复方蜥蜴散低剂量含药血清+DDP 组（P＜

0.05）。结果见图2、表2。

3.4　复方蜥蜴散对耐药细胞中LC3含量的影响

与模型组比较，各给药组细胞中LC3含量均显著升

高（P＜0.05）；与DDP组比较，复方蜥蜴散低、高剂量含

药血清+DDP组细胞中LC3含量进一步升高（P＜0.05），

且复方蜥蜴散高剂量含药血清+DDP组细胞中LC3含量

显著高于复方蜥蜴散低剂量含药血清+DDP 组（P＜

0.05）。结果见表2。

3.5　复方蜥蜴散对耐药细胞中凋亡相关蛋白表达的

影响

与模型组比较，DDP组细胞中p-NF-κB p65和SNAIL

蛋白的相对表达量均显著降低（P＜0.05）；复方蜥蜴散

低、高剂量含药血清+DDP组细胞中Bcl-2、p-NF-κB p65

和SNAIL蛋白的相对表达量均显著降低（P＜0.05），Bax

蛋白的相对表达量均显著升高（P＜0.05）。与DDP组比

较，除复方蜥蜴散低剂量含药血清+DDP组细胞中Bcl-2

外，其余给药组细胞中上述蛋白的相对表达量均被显著

逆转（P＜0.05），且复方蜥蜴散高剂量含药血清+DDP组

细胞中上述蛋白表达的变化较复方蜥蜴散低剂量含药

血清+DDP组更明显（P＜0.05）。结果见图3、表3。

3.6　机制验证实验中复方蜥蜴散对耐药细胞中 LC3Ⅱ/

LC3Ⅰ比值及Bax表达的影响

与模型组比较，TNF-α组细胞中LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值

及Bax蛋白的相对表达量均显著降低（P＜0.05），复方蜥

蜴散高剂量含药血清+DDP组细胞中LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值

及 Bax 蛋白的相对表达量均显著升高（P＜0.05）。与

TNF-α组比较，复方蜥蜴散高剂量含药血清+DDP+

TNF-α组细胞中上述指标水平均显著升高（P＜0.05）。

结果见图4、表4。

表1　各组 MKN45/DDP 细胞的存活率及凋亡率比较

（x±s，%%）

组别
模型组
DDP组
复方蜥蜴散低剂量含药血清+DDP组
复方蜥蜴散高剂量含药血清+DDP组

细胞存活率（n＝6）

100.73±5.57

80.97±4.15a

70.04±7.19ab

47.73±5.62abc

细胞凋亡率（n＝3）

12.15±0.75

17.68±0.58

34.56±3.78ab

62.28±1.35abc

a：与模型组比较，P＜0.05；b：与DDP组比较，P＜0.05；c：与复方蜥

蜴散低剂量含药血清+DDP组比较，P＜0.05。

D
A
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E

L
M

er
ge

模型组 DDP组 复方蜥蜴散低剂量含药血清+DDP组 复方蜥蜴散高剂量含药血清+DDP组

图1　各组MKN45/DDP细胞凋亡检测的TUNEL染色图（标尺：50 μm）

A.模型组 B. DDP组 C.复方蜥蜴散低剂量含药血清+DDP组 D.复方蜥蜴散高剂量含药血清+DDP组

图2　各组MKN45/DDP细胞自噬水平检测的MDC染色图（标尺：100 μm）
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4　讨论

DDP是一种被广泛用于临床的抗肿瘤药物，主要通

过与细胞DNA上的碱基形成交联，干扰DNA的复制和

转录，进而抑制肿瘤细胞增殖[13]。胃癌在中医属“胃脘

痛”“积聚”范畴，其发生发展以脾肾亏虚为根、痰瘀毒结

为标。DDP等“苦寒攻伐”化疗药物的长期使用易使患

者耗伤气血、损伤脾胃，致正气亏虚失于运药，病邪日久

成“癥瘕顽积”，故需结合辨证调补正气、祛邪通络以改

善耐药状况。近年来的研究发现，肿瘤细胞可能通过激

活保护性自噬途径来减弱化疗药物诱导的细胞死亡效

应，进而产生细胞耐药[3]。适度的自噬在应激初期可能

通过清除受损细胞器、提供能量而暂时保护细胞；然而，

持续或过度的自噬则可能通过降解关键生存蛋白、促进

凋亡相关因子释放等，最终导致细胞死亡[14]。

中医认为耐药性源于“毒瘀互结，邪毒深伏”。复方

蜥蜴散以密点麻蜥为君药，咸寒入络，善解“瘀毒”，能破

积聚、通瘀滞，取其“虫类搜剔”之性，直达病所；加以半

枝莲共同祛瘀毒以恢复自噬清除功能，激活异常细胞凋

亡；再配以黄芪、白术、白芍、乌梅等通过扶正养阴来调

控自噬适度激活、抑制过度自噬，避免正常细胞损伤；延

胡索、甘草能通络调和。

自噬是一种细胞降解和回收自身组分的过程，通过

形成自噬小体包裹受损或不再需要的细胞组分，然后与

溶酶体融合，降解内容物[15]。LC3是自噬小体的标志蛋

白，以LC3Ⅰ（细胞质形式）和LC3Ⅱ（膜结合形式）的形

式存在。LC3的前体首先被半胱氨酸蛋白酶 ATG4切

割，暴露出C末端的甘氨酸残基，形成可溶性的LC3Ⅰ；

在自噬起始阶段，LC3Ⅰ与磷脂酰乙醇胺通过泛素化反

应结合，形成脂溶性的LC3Ⅱ；自噬活性增强时，LC3Ⅰ
向LC3Ⅱ的转化增加，使LC3Ⅱ的含量升高，LC3Ⅱ/LC3

Ⅰ的比值也随之升高[16]。本研究结果显示，复方蜥蜴散

联合DDP干预可使MKN45/DDP细胞中自噬体荧光增

强，并可使细胞中自噬蛋白LC3含量升高，诱导细胞自

噬性死亡。这提示复方蜥蜴散可能通过激活自噬途径，

增强DDP对胃癌耐药细胞的杀伤作用，这或许是其逆转

MKN45/DDP细胞对DDP耐药的重要机制之一。

细胞凋亡的失衡是化疗耐药的重要特征，耐药的肿

瘤细胞可能通过上调抗凋亡蛋白表达或下调促凋亡蛋

白表达来抵抗化疗药物诱导的细胞死亡[17]。Bcl-2家族

蛋白是细胞凋亡调控的关键因素，其中Bcl-2蛋白是最

早被发现的抗凋亡蛋白，主要定位在线粒体外膜上[18]。

Bcl-2通过抑制线粒体膜透化来阻止细胞色素C释放，从

而抑制细胞凋亡；Bax是一种重要的促凋亡蛋白，通过形

成跨膜通道促进细胞色素C释放，从而启动凋亡级联反

应[19]。本研究通过 CCK-8实验和 TUNEL 凋亡实验发

现，复方蜥蜴散联合DDP干预可抑制MKN45/DDP细胞

增殖，诱导细胞凋亡；进一步的Western blot实验验证了

复方蜥蜴散联合DDP可下调MKN45/DDP细胞中Bcl-2

蛋白表达，并上调Bax蛋白表达。这提示复方蜥蜴散可

能通过重塑凋亡相关蛋白平衡，恢复耐药细胞的程序性

死亡应答能力，从而逆转MKN45/DDP细胞对DDP的耐

药性。

NF-κB/SNAIL信号通路是调控肿瘤恶性进展的关

键通路之一，广泛参与肿瘤细胞的增殖、侵袭、转移及耐

药等过程[20]。该信号通路被激活后，NF-κB能直接上调

转录因子SNAIL表达，诱导EMT，这也是驱动肿瘤细胞

侵袭与转移的关键环节[20]。另外，SNAIL可抑制凋亡相

Bcl-2

Bax

β-actin

26 kDa

21 kDa

42 kDa

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
A. Bcl-2、Bax蛋白

p-NF-κB p65

SNAIL

β-actin

65 kDa

29 kDa

42 kDa

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
B. p-NF-κB p65、SNAIL蛋白

Ⅰ：模型组；Ⅱ：DDP 组；Ⅲ：复方蜥蜴散低剂量含药血清+DDP

组；Ⅳ：复方蜥蜴散高剂量含药血清+DDP组。

图3　各 组 MKN45/DDP 细 胞 中 Bax、Bcl-2、p-NF-κB 

p65和SNAIL蛋白表达的电泳图

表3　各 组 MKN45/DDP 细 胞 中 Bax、Bcl-2、p-NF-κB 

p65和SNAIL蛋白的相对表达量比较（x±s，n＝3）

组别
模型组
DDP组
复方蜥蜴散低剂量含药血清+DDP组
复方蜥蜴散高剂量含药血清+DDP组

Bax/β-actin

0.59±0.06

0.71±0.03

0.94±0.07ab

1.08±0.12abc

Bcl-2/β-actin

1.08±0.05

0.97±0.08

0.75±0.06a

0.50±0.04abc

p-NF-κB p65/β-actin

0.46±0.01

0.35±0.04a

0.21±0.04ab

0.12±0.01abc

SNAIL/β-actin

1.03±0.02

0.79±0.02a

0.61±0.02ab

0.24±0.03abc

a：与模型组比较，P＜0.05；b：与DDP组比较，P＜0.05；c：与复方蜥

蜴散低剂量含药血清+DDP组比较，P＜0.05。

表2　各组 MKN45/DDP 细胞的自噬水平及细胞中 LC3

含量比较（x±s，n＝3）

组别
模型组
DDP组
复方蜥蜴散低剂量含药血清+DDP组
复方蜥蜴散高剂量含药血清+DDP组

自噬体荧光强度
51.70±5.92

75.12±3.87a

91.29±2.78ab

146.43±5.35abc

LC3/（pg/mL）

605.48±14.38

856.74±29.83a

1 049.24±32.51ab

1 211.49±14.97abc

a：与模型组比较，P＜0.05；b：与DDP组比较，P＜0.05；c：与复方蜥

蜴散低剂量含药血清+DDP组比较，P＜0.05。

Bax

GAPDH

15 kDa

21 kDa

37 kDa

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

LC3Ⅰ
LC3Ⅱ

Ⅰ：模型组；Ⅱ：复方蜥蜴散高剂量含药血清+DDP组；Ⅲ：TNF-α
组；Ⅳ：复方蜥蜴散高剂量含药血清+DDP+TNF-α组。

图4　机制验证实验中各组耐药细胞中 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ
比值及Bax蛋白表达的电泳图

表4　机制验证实验中各组耐药细胞中 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ
比值及Bax蛋白的相对表达量比较（x±s，n＝3）

组别
模型组
复方蜥蜴散高剂量含药血清+DDP组
TNF-α组
复方蜥蜴散高剂量含药血清+DDP+TNF-α组

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ
0.89±0.06

1.19±0.03a

0.74±0.03a

0.95±0.09b

Bax/GAPDH

0.67±0.04

1.04±0.10a

0.51±0.03a

0.80±0.03b

a：与模型组比较，P＜0.05；b：与TNF-α组比较，P＜0.05。
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关蛋白的表达，而NF-κB本身也能转录上调多种抗凋亡

基因，二者协同作用，可显著降低肿瘤细胞对化疗药物

的敏感性[21]。研究发现，NF-κB可刺激多种癌细胞株并

调控其自噬进程[22]。本研究通过Western blot实验证实，

复方蜥蜴散联合DDP干预可显著下调细胞中 p-NF-κB 

p65、SNAIL蛋白表达。值得注意的是，使用NF-κB特异

性激动剂 TNF-α激活 NF-κB/SNAIL 信号通路后，细胞

中 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值和 Bax 蛋白的相对表达量均明显

降低，提示自噬和凋亡水平降低；而复方蜥蜴散可逆转

TNF-α下调细胞中LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值和Bax蛋白表达的

效应。这提示复方蜥蜴散可能通过靶向NF-κB/SNAIL

信号通路，逆转其对自噬和凋亡的抑制，从而克服

MKN45/DDP细胞的耐药性。

综上所述，复方蜥蜴散可能通过抑制NF-κB/SNAIL

信号通路，协同诱导细胞凋亡与自噬性死亡，从而逆转

MKN45/DDP 细胞对 DDP 的耐药性。但本研究仅聚焦

于MKN45/DDP这一种胃癌耐药细胞系，缺乏其他耐药

细胞株（如AGS/DDP）的验证，尚需进一步完善；且受实

验条件的影响，本研究未能构建裸鼠皮下移植瘤模型进

行体内实验验证，后续亦需进一步完善。
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