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肺积方调控补体相关蛋白CFHR5/MBL2/C9抑制肺癌细胞迁移、侵袭

及动物模型肺转移
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[摘  要]  目的：探讨肺积方对肺癌细胞迁移、侵袭及在动物模型中肺转移的影响及其可能的机制。方法：利用TNMplot 数据

库、TCGA数据库和DAVID数据库，通过网络药理学方法分析补体相关蛋白CFHR5/MBL2/C9在肺转移瘤组织中的表达及其与

免疫细胞浸润的关系，以及相关的生物过程和信号通路。建立2LL细胞小鼠皮下移植瘤模型，用2 g/mL肺积方汤液灌胃给药，每

次0.2 mL，连续干预21 d，观察肺积方对模型小鼠肺转移发生率、肺转移灶数目及肺组织CFHR5/MBL2/C9蛋白表达的影响。外

泌体示踪实验观察CTC-TJH-01和H1299细胞分泌和吞噬外泌体的能力。采用不同质量浓度的肺积方冻干粉溶液处理H1299和

CTC-TJH-01细胞，采用CCK-8、划痕愈合实验、Transwell实验和WB法检测肺积方对肺癌细胞活力、侵袭、迁移和CFHR5/MBL2/

C9蛋白表达的影响。结果：网络药理学分析结果提示，CFHR5/MBL2/C9蛋白在肺转移组织中呈高表达（P < 0.05）且与调控免疫

应答中的补体系统密切相关。与对照组相比，肺积方组模型小鼠的肺转移灶数量显著减少（P < 0.05）。0~200 μg/mL 肺积方对

H1299和CTC-TJH-01细胞的活力均无显著影响（均P > 0.05）。CTC-TJH-01 和 H1299细胞均可分泌并吞噬对方的外泌体。与

0 μg/mL肺积方对照组相比，50~200 μg/mL肺积方组H1299 和 CTC-TJH-01 细胞的迁移和侵袭能力均显著下降（P < 0.05或

P < 0.01），细胞中的CFHR5和MBL2蛋白表达水平均显著降低（P < 0.05或P < 0.01），其中CTC-TJH-01细胞在200 μg/mL肺积方

溶液处理后C9蛋白表达水平升高（P < 0.05）。结论：肺积方能够通过调控补体相关蛋白CFHR5/MBL2/C9抑制肺癌细胞的迁移

和侵袭及模型小鼠的肺转移，这可能与外泌体介导的细胞间通信有关。
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Feiji Formula inhibits the migration and invasion of lung cancer cells and lung 
metastasis in animal models by regulating complement-related proteins CFHR5/
MBL2/C9

LUO Bin1a,2, WANG Yanhong1a, LIU Jiajuna1a, LIU Shihui1a, LU Xinyi1a, LI Jiaxuan1a, QUE Zujun1b, TIAN Jianhui1a,b(1. a. Clinical 

Oncology Center; b. Cancer Research Institute, Shanghai Municipal Hospital of Traditional Chinese Medicine, Shanghai University of 

Traditional Chinese Medicine, Shanghai 200071, China; 2. Department of Oncology, Longhua Hospital, Shanghai University of 

Traditional Chinese Medicine, Shanghai 200032, China)

[Abstract]  Objective: To investigate the effects of Feiji Formula on the migration and invasion of lung cancer cells, as well as lung 

metastasis in animal models and explore its possible mechanisms. Methods: TNMplot, TCGA, and DAVID databases were used to 

analyze the expression of complement-related proteins (CFHR5 [complement factor H-related protein 5], MBL2 [mannose-binding 

lectin 2], C9 [complement component 9]) in lung metastatic tissues and their relationship with immune cell infiltration, as well as 

related biological processes and signaling pathways. A subcutaneous xenograft mice model was established using 2LL cells. Mice were 

administered 2 g/mL Feiji Formula decoction (0.2 mL per dose) via oral gavage for 21 days. The effects of Feiji Formula on the 

incidence of lung metastasis, the number of lung metastatic nodules, and the protein expression of CFHR5/MBL2/C9 in the lung 

tissues of the model mice were observed. Exosome tracing assay was performed to observe the secretion and uptake of exosomes 
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by CTC-TJH-01 and H1299 cells. Different concentrations of Feiji Formula were applied to treat H1299 and CTC-TJH-01 cells, and its 

effects on cell viability, invasion, migration, and CFHR5/MBL2/C9 protein expression were detected by CCK-8, scratch healing assay, 

Transwell assay, and WB method. Results: Network pharmacology analysis showed that CFHR5/MBL2/C9 proteins were highly 

expressed in lung metastatic tissues (all P < 0.05) and were closely related to the complement system involved in immune response 

regulation. Compared with the control group, the Feiji Formula group demonstrated a significant reduction in the number of lung 

metastatic nodules (P < 0.05). Feiji Formula (0-200 μg/mL) had no significant effect on the viability of H1299 and CTC-TJH-01 cells 

(both P > 0.05). Both CTC-TJH-01 and H1299 cells could secrete and uptake each other's exosomes. Compared with the 0 μg/mL 

control group, Feiji Formula at concentrations of 50-200 μg/mL significantly inhibited the migration and invasion abilities of H1299 

and CTC-TJH-01 cells (P < 0.05 or P < 0.01), and significantly reduced the protein expression levels of CFHR5 and MBL2 (P <0.05 or 

P <0.01). Notably, the expression level of C9 protein in CTC-TJH-01 cells increased only after treatment with 200 μg/mL Feiji Formula 

(P < 0.05). Conclusion: Feiji Formula can inhibit the migration and invasion of lung cancer cells as well as lung metastasis in model 

mice by regulating complement-associated proteins CFHR5/MBL2/C9. This effect may be related to exosome-mediated intercellular 

communication.
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在中国，肺癌的发病与病死人数均居恶性肿瘤

首位，而转移是导致肺癌患者死亡的首要原因[1-2]。

随着液体活检技术的进步，逐渐证实外泌体参与了

肿瘤细胞与靶器官之间的信息交流，并且参与形成

靶器官的免疫抑制微环境[3-5]，为肿瘤细胞（种子）的

定殖营造适应性的环境（土壤）。笔者团队前期的临

床研究[6]发现一组外泌体蛋白：补体因子H相关蛋白5

（complement factor H-related protein 5, CFHR5）/补体

成分 9（complement component 9, C9）/甘露糖结合凝

集素2（mannose-binding lectin 2, MBL2），可以预测肺

癌的远端转移，并且在晚期患者中高表达，与患者的

生存期密切相关。随着固有免疫系统在肿瘤免疫研

究中的重要性逐渐凸显，补体系统在肿瘤防治中的

作用也被重视起来[7]。研究[8-10] 发现，CFHR5/C9/

MBL2可以通过调节补体系统的经典途径、凝集素途

径、旁路途径影响机体的免疫应答。肺积方是笔者

所在团队临床中治疗肺癌转移的经验方，在临床与

基础研究[11-13]中均发现肺积方可以抑制肺癌的发生与

发展，提高患者的生活质量。肺积方是否通过调控

补体系统抑制肺癌转移尚不明确，本研究通过数据

库分析和体内外实验进一步明确肺积方通过

CFHR5/C9/MBL2蛋白对肺癌细胞恶性生物学行为

的影响，为临床应用肺积方调节免疫系统防治肺癌

提供科学依据。

1  材料与方法

1.1  主要材料

1.1.1  实验动物

雄性C57BL/6J小鼠16只，5~6周龄，体质量（20 ± 

5）g，购自江苏集萃生物科技股份有限公司[实验动物生

产许可证号：SCXK（苏）2023-0009]。实验动物饲养于

上海中医药大学附属上海市中医医院无特定病原体（SPF）

级实验动物中心[实验动物使用许可证号：SYXK（沪）

2020-0014]。实验动物饲养条件为恒温、恒湿（温度约

24 ℃，湿度约60%），灯光每12 h昼夜交替；摄食和饮水

充足供给，垫料每3 d更换1次，在SPF环境适应性饲养

1周。研究方案经上海中医药大学附属市中医医院实

验动物福利与伦理委员会审核批准（伦理审批号：

2023012）。动物实验操作符合国家级及本院实验动物

中心动物研究管理条例规定。

1.1.2  细胞

CTC-TJH-01细胞系由本研究组构建[14]，已入库

中国典型培养物保藏中心（武汉）；小鼠Lewis肺癌细

胞（2LL细胞系）、H1299细胞系均购自中国科学院细

胞库（上海）。细胞均常规培养。

1.1.3  肺积方冻干粉制备

肺积方由生黄芪30 g、山慈菇15 g、重楼30 g、北

沙参 15 g、鱼腥草 15 g、天冬 15 g、石上柏 15 g、石见

穿15 g、麦冬15 g、茯苓15 g、夏枯草15 g、女贞子15 g

组成，实验所用饮片均购于上海市中医医院，所购生

药均由GAP认证的基地生产，由上海市中医医院药

剂科进行质量控制并制备成冻干粉，置于 4 ℃ 冰箱

保存，使用时用生理盐水溶解。

1.1.4  主要试剂与耗材

主要试剂：苏木精-伊红染液（C200401）购自珠

海贝索生物技术有限公司，BCA定量试剂盒（ZJ101）

和 SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液（PS105）均购自上海

雅酶生物科技有限公司，C9抗体（DF3964）和MBL2

抗体（DF4152）均 购 自 Affbiotech 公 司，CFHR5 抗

体（GTX109982）购自 GeneTex 公司 ，β-actin 抗体

（ET1702）购自杭州华安生物技术有限公司，DAB显

色试剂盒（DA1010）购自北京索莱宝科技有限公司，

甲酸（A117）购自美国Thermo Fisher Scientific公司，

RIPA 裂解液（P0013c）购自碧云天生物技术有限公
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司，二硫苏糖醇 （43819-5G）购自美国 Sigma 公司，

BSA（A0332）购自上海生工生物工程有限公司， 

Trypsin（V5117）购 自 美 国 Promega 公 司 ，DAPI

（C0020）购自 Affinity Biosciences 公司，CCK-8 试剂

盒（CK04）购自日本同仁化学公司，ECL 化学发光试

剂盒（SB-WB012）购自上海圣尔生物科技有限公司，

外泌体示踪试剂盒（ESQ-G-001）购自华盈生物公司。

主要耗材：细胞计数板（80816）购自德国 IBIDI

公司，胰蛋白酶（T6325）购自上海麦克林生化科技有

限公司，胎牛血清（1809249）购自以色列 BI 公司，

DMEM 培 养 液（10-013-CVRC）和 侵 袭 试 剂 盒/

Transwell小室均购自美国CORNING公司，青链霉素

（SV30010）购自美国Hyclone公司，DMSO（D806647）

购自上海麦克林生化科技有限公司。

1.1.5  主要仪器

罗氏细胞计数分析仪（Cedex XS）购自瑞士

Roche 公司，恒温细胞培养箱（MCO-18AIC）购自日

本 SANYO 公司，石蜡切片机（RM2125RTS）购自德

国Leica公司，化学发光成像仪（Tanon 5200）购自上

海天能科技有限公司，全功能酶标仪（Synergy H4）购

自美国Biotek公司，倒置荧光显微镜（DMI3000B）购

自德国 Leica 公司，高速冷冻离心机（5804R/5418R）

购自德国Eppendorf有限公司，超声破碎仪（JY96-ⅡN）

购自宁波新芝生物科技有限公司，MP Fastprep-24匀

浆仪（MP Fastprep-24 5G）购自美国MP公司，电子天

平（AX324Z）购自上海奥豪斯国际贸易有限公司，全

自动病理切片扫描仪（KF-PRO-120）购自宁波市江丰

生物信息技术有限公司。

1.2  建立2LL细胞小鼠皮下移植瘤模型并观察肺积

方对肺转移的影响

参照本课题组既往建立的方法[15]造模。将对数

生长期 2LL细胞以 1×107 个 /mL 混悬于无血清培养

液，取0.1 mL，采用胰岛素注射针经皮下注射至小鼠

右侧腋下，建立小鼠皮下移植瘤肺转移模型。

造模第7天，将小鼠随机分为肺积方组和生理盐

水对照组，每组 8只。根据人-动物药物换算系数计

算得到实验动物用药剂量为 2 g/mL，将肺积方冻干

粉溶解成2 g/mL的汤液，每次灌胃给药0.2 mL，连续

干预 21 d。治疗结束后，采用 2%戊巴比妥钠对小鼠

进行麻醉，取出双肺，于显微镜下观察肺转移情况并

计数转移灶数量，剪取部分组织放入4%多聚甲醛溶

液中进行固定，备用。

1.3  CCK-8 法检测肺积方对 CTC-TJH-01 和 H1299

细胞活力的影响

收集对数生长期的CTC-TJH-01和H1299细胞，

PBS清洗 1次，用配制的培养液[45 mL DMEM + 5 mL 

FBS + 500 μL 双抗（×100）]调整细胞密度为 3 × 104

个/mL，取100 μL加入96孔板中（3 × 103个细胞/孔），

放置在培养箱中培养24 h后，加入不同质量浓度（0、

50、100、200、400、800 μg/mL）的肺积方溶液，药物作

用 48 h后，再在每孔中加入 20 μL CCK-8溶液，继续

培养2 h，最后用酶标仪在450 nm波长下检测光密度

（D）值，计算细胞存活率。细胞存活率=（实验组D

值 − 空白组 D 值）/（对照组 D 值 − 空白组 D 值）×

100%。实验重复3次。

1.4  Transwell 实验检测肺积方对 CTC-TJH-01 和

H1299细胞侵袭、迁移的影响

侵袭实验：从−20 ℃冰箱中取出侵袭小室试剂

盒，放到24孔板内并放置在室温环境中，待其恢复室

温后分别在上室和下室中加500 µL的无血清DMEM

培养液，在37 ℃培养箱中放置2 h使Matrigel基质胶

再水化。将CTC-TJH-01和H1299细胞进行培养、消

化，用无血清培养液重悬细胞并调节至1.6 × 105个/mL，

然后将 750 µL含 20% FBS的含药培养液加到下室，

上室中加入 500 μL含药细胞悬液，置于培养箱中继

续培养16 h后取出，弃去培养液，将小室置于带有4%

多聚甲醛的24孔板中固定10~15 min，弃去液体后用

吉姆萨染液染色5 min后用清水轻洗，使用棉签棒轻

轻除去小室内侧细胞，室温晾干小室。在显微镜下

随机拍摄5个视野，计数侵袭细胞并行统计分析。迁

移实验中上室不预铺Metrigel基质胶，其余步骤与侵

袭实验相同。实验重复3次。

1.5  划痕愈合实验检测肺积方对 CTC-TJH-01 和

H1299细胞迁移的影响

将 CTC-TJH-01 和 H1299 细胞接种于 6 孔板中

（1 × 106个/孔），在37 ℃、5% CO2细胞培养箱中培养，

形成覆盖板孔底部合的单层细胞后，弃培养液并用

200 μL 的移液器吸头尖端垂直于孔板轻轻划出垂

线，形成交叉点，作为固定检测点，用冷 PBS轻轻冲

洗2次，加入不同质量浓度的肺积方溶液和无血清培

养液后放入培养箱，24 h后使用倒置显微镜观察细胞

迁移情况，迁移率=[（初始划痕宽度−最终划痕宽度）/

初始划痕宽度] × 100%。上述实验重复3次。

1.6  WB法检测肺积方溶液对CTC-TJH-01和H1299

细胞中CFHR5/C9/MBL2蛋白表达的影响

将不同剂量肺积方溶液干预后的 CTC-TJH-01

和 H1299 细胞，使用冰 PBS 洗 1 遍，加入 RIPA 裂解

液，冰上裂解30 min后将裂解后的细胞吹下，转移至

离心管，4 ℃下离心、收集上清液。BCA法测定总蛋

白量，各孔取20 μg的蛋白制备上样溶液。根据试剂

盒操作说明，配制 10%分离胶及 5%浓缩胶进行蛋白

分离（浓缩胶电压 80 V、30 min，分离胶电压 120 V、
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45 min）。将电泳分离后的蛋白质电转移（360 mA电

流 90 min）至甲醇活化的PVDF膜。转膜完成后，加

入 5% BSA封闭 1 h，封闭后加入一抗：CFHR5、C9和

MBL2抗体溶液（均 1∶1 000稀释），4 ℃摇床反应过

夜；TBST洗膜 5次，每次 8 min，加入二抗 IgG抗体溶

液（1∶2 500）室温摇床内反应90 min，TBST洗膜5次，每

次 8 min。根据ECL化学发光试剂盒制备显色混合

液，将PVDF膜浸泡在显色液中数秒后，放在凝胶成

像系统中显影并采集条带图像，采用 Image J软件对

目的蛋白和内参蛋白条带进行分析，计算条带灰度

值。实验重复3次。

1.7  外泌体示踪实验观察CTC-TJH-01和H1299细

胞分泌和吞噬外泌体的能力

根据外泌体示踪试剂盒的操作说明进行外泌体

的提取、纯化与示踪实验检测。（1）外泌体提取：将

CTC-TJH-01 和 H1299 细胞用无血清培养基培养

48 h后收集细胞上清液，离心去除细胞碎片和未贴

壁的细胞（3 000 × g, 15 min），然后使用超速离心法在

200 000 × g的离心力下离心120 min，以沉淀外泌体。

（2）PKH26染色法标记外泌体：首先使用BCA浓度测

定法确定外泌体蛋白量，然后将PKH26荧光染料用

缓冲液按1∶25稀释制备等体积的2 × 染色工作液（现

配现用），将外泌体悬液与染色工作液按 1∶1体积混

合，室温避光反应 5 min，然后室温离心（1 000 × g，

2 min）纯化外泌体。（3）共培养：将来自CTC-TJH-01

细胞的荧光标记外泌体加入H1299细胞培养体系中

（Exo+组），同时将来自H1299细胞的荧光标记外泌体

加入CTC-TJH-01细胞培养体系中（Exo+组），向细胞

加入等量PBS作为对照（Exo−组），最后使用荧光显微

镜观察荧光富集与分布情况。

1.8  IHC法检测肺积方对荷瘤小鼠肺组织中CFHR5/

C9/MBL2蛋白表达的影响

将固定的肺组织进行石蜡包埋切片。切片置于

60 ℃烤箱 2 h后，于二甲苯中浸泡 3次，每次 10 min。

梯度乙醇水化，将切片置于柠檬酸抗原修复液中，微

波炉加热煮沸30 min，进行抗原修复，而后静止2 h以

上，使其降至室温。PBS洗涤3次，每次5 min。在室

温下用3% H2O2 处理25 min，PBS洗涤3次，每次5 min。

将水擦干，使用免疫组化笔圈出组织部位，滴 5% 

BSA 封闭 1 h，随后去除 BSA，滴加 CFHR5、MBL2、

C9抗体溶液（均 1∶100稀释），4 ℃过夜；再次洗涤后

加入HRP标记的 IgG二抗，37 ℃作用 1 h，然后根据

DAB试剂盒操作说明书进行显色，洗涤后进行苏木

精覆盖，再次洗涤后浸入1%盐酸乙醇进行分化 1~3 s，

经氨水返蓝、流水清洗、乙醇脱水后，使用中性树脂

封片，用数字病理切片扫描仪扫描，使用 Image-Pro 

Plus 6.0软件统计阳性细胞的D值，进行统计分析。

1.9  生物信息学方法挖掘在肺癌转移中CFHR5/C9/

MBL2相关的疾病-靶点与免疫系统网络系统

采用TNMplot数据库（https://tnmplot.com/analysis/）

评估CFHR5/C9/MBL2的mRNA在肺癌和肺转移瘤中

的表达。下载并整理TCGA数据库（https://portal.gdc.

cancer.gov）中肺癌项目STAR流程下的RNAseq数据，

提取FPKM格式的数据以及临床数据（去除正常+去除

无临床信息），使用 log2（value+1）函数处理数据。基于

R包-GSVA[1.46.0]中提供的ssGSEA算法[16]，根据文献[17]

中免疫细胞的标志物来计算CFHR5/C9/MBL2对应免

疫浸润的情况；将CFHR5/C9/MBL2导入DAVID数据

库，选择物种为homo sapiens，将gene symbol转换为gene 

ID，再将 gene ID输入到KOBAS网站，对CFHR5/C9/

MBL2进行GO功能分析和KEGG通路富集分析，明确

其生物学意义。

1.10  统计学处理

实验数据采用GraphPad Prism 8.0软件进行数据

统计分析。符合正态分布的计量数据采用 x̄ ± s表示。

采用 t检验进行两两比较；数据服从正态分布时，采

用单因素方差分析进行组间差异比较；当数据不服

从正态分布时，采用秩和检验。方差齐时采用最小

显著差法进行两两比较；方差不齐时，采用 Games-

Howell法进行两两比较。以P < 0.05或P < 0.01表示

差异有统计学意义。

2  结  果

2.1  CFHR5/C9/MBL2基因在肺转移瘤组织中呈高

表达且与补体功能有关

基于TNMplot工具分析肺癌（非转移与转移）患

者组织中 CFHR5/C9/MBL2 基因在 RNA 水平的表

达，结果（图 1A）显示，肺转移瘤组织中 CFHR5/C9/

MBL2的mRNA表达水平均明显高于原发肺癌组织

（P < 0.05）；分析 CFHR5/C9/MBL2 的表达与肺组织

中免疫细胞浸润的关系，结果（图 1 B-D）显示，在肺

癌中CFHR5/C9/MBL2与DC（及其亚群）、T细胞（及

其亚群）、巨噬细胞、肥大细胞、中性粒细胞，以及

Th1、Th2、Th17细胞等免疫细胞和细胞因子具有密切

关系。

对CFHR5/C9/MBL2基因进行GO和KEGG富集

分析。GO分析结果提示，在生物过程中，主要与补

体和血液凝固级联反应（complement and coagulation 

cascade）、金黄色葡萄球菌感染及冠状病毒疾病

-COVID-19相关，提示上述蛋白主要验证与免疫应答

方面发挥生物学作用；在分子功能方面，与钙依赖性

蛋白质结合（calcium-dependent protein binding）、单
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糖结合（monosaccharide binding）以及甘露糖结合

（mannose binding）密切相关，提示上述蛋白与钙离子

调控及糖类结合过程发挥作用；而细胞组分富集分

析结果显示，差异表达基因主要集中在内肽酶复合

物（endopeptidase complex）、孔 复 合 物（pore 

complex）、丝 氨 酸 型 肽 酶 复 合 物（serine-type 

peptidase complex），提示这些基因在蛋白质水解过程

中具有重要作用。KEGG信号通路富集分析表明，

CFHR5/C9/MBL2 主要在补体激活的经典途径

（classical pathway of complement activation）与替代

途径（alternative pathway of complement activation）信

号通路中存在显著表达（图1 E），提示上述差异基因

主要在免疫应答的补体激活途径中发挥作用。

A：TNMplot工具分析CFHR5/C9/MBL2的RNA在肺癌（非转移与转移）患者组织中的表达；B~D：分析CFHR5/C9/MBL2的表达与

肺组织中免疫细胞浸润的关系；E：CFHR5/C9/MBL2基因的GO和KEGG富集分析结果。*P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001; ns: P > 0.05。

图1    CFHR5/MBL2/C9在肺癌组织中的表达情况及疾病-靶点挖掘

2.2  肺积方抑制皮下移植瘤肺转移模型小鼠的肺转移

在显微镜下计数治疗组与对照组的肺转移灶数

目，与对照组相比，治疗组的肺转移灶数目明显减少

（P < 0.05）；与对照组相比，治疗组小鼠的体质量和移

植瘤体积在第21天时无显著差异（均P > 0.05，图2）。

***P<0.001，ns: P > 0.05。

图2    肺积方对尾静脉肺转移模型小鼠肺脏转移的防治作用
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2.3  肺积方显著降低荷瘤小鼠肺组织中 CFHR5、

MBL2、C9蛋白的表达

IHC法检测结果（图3）显示，与对照组相比，治疗

组荷瘤小鼠肺组织中CFHR5、MBL2、C9蛋白的表达

均显著降低（均P < 0.05）。

A：IHC法检测小鼠肺组织中外泌体蛋白CFHR5/MBL2/C9蛋白的表达（×200）；B~D：CFHR5（B）、MBL2（C）、C9（D）

蛋白表达数据统计。*P<0.05。

图3    肺积方治疗能够抑制荷瘤小鼠肺组织中外泌体蛋白CFHR5、MBL2、C9的表达

2.4  肺积方不影响CTC-TJH-01和H1299细胞的增殖

CCK-8实验检测结果显示，不同剂量肺积方处

理 CTC-TJH-01 细胞 48 h 后，细胞活力无显著差异

（图 4A），而在高质量浓度（400~1 600 μg/mL）时，

H1299 细胞存活率较 0 μg/mL 组显著上升（P < 0.05

或 P <0.001，图 4B）。说明 1~1 600 μg/mL 肺积方溶

液对 CTC-TJH-01 和 H1299 细胞增殖均无明显的抑

制作用。

与0 μg/mL组相比，*P < 0.05、***P < 0.001。

图4    不同剂量肺积方溶液对CTC-TJH-01（A）和H1299（B）细胞增殖的影响
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2.5  肺积方抑制CTC-TJH-01和H1299细胞的侵袭

和迁移

划痕愈合实验检测结果（图5A、B）显示，与对照

组（0 μg/mL）相比，50 μg/mL的肺积方溶液明显抑制

CTC-TJH-01和H1299细胞的迁移（P < 0.05），随着药

物质量浓度的增加，其抑制作用逐渐增强（P < 0.01

或P < 0.001）。Transwell实验检测结果（图5C、D）显

示，100、200 μg/mL 的肺积方溶液对 CTC-TJH-01 和

H1299 细胞的迁移和侵袭均具有明显的抑制作用

（P < 0.05、P < 0.01或P < 0.001）。

与0 μg/mL组相比，*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001。

A、B：划痕愈合实验检测不同剂量肺积方对CTC-TJH-01（A）和H1299细胞（B）迁移能力的影响（× 200）；C、D：Transwell实验检测

不同剂量肺积方对CTC-TJH-01（C）和H1299细胞（D）侵袭、迁移能力的影响（ × 200）。

图5    不同质量浓度肺积方对CTC-TJH-01和H1299细胞侵袭迁移作用的研究

2.6  CTC-TJH-01和H1299细胞能够分泌并吞噬外

泌体

外泌体示踪实验检测结果（图6）显示，CTC-TJH-01

细胞分泌的外泌体可被H1299细胞吞噬，而H1299细

胞分泌的外泌体可被CTC-TJH-01细胞吞噬，被吞噬

的外泌体主要分布在细胞质。

2.7  肺积方抑制CTC-TJH-01和H1299细胞CFHR5、

C9和MBL2蛋白的表达

WB法检测结果（图 7）显示，与 0 μg/mL肺积方

对照组相比，50~200 μg/mL肺积方溶液对H1299细

胞中C9蛋白的表达无显著影响，而CTC-TJH-01细

胞经200 μg/mL肺积方溶液处理后其C9蛋白的表达

水平显著上升（P < 0.05）；50~200 μg/mL 肺积方对

CTC-TJH-01 和 H1299 细胞中的 CFHR5 和 MBL2 蛋

白均具有下调作用（P < 0.05或P < 0.01），而且随着

肺积方质量浓度的增加，其抑制作用愈加显著。

3  讨  论

肺癌细胞外泌体可以通过血液循环进入靶器

官，改变其免疫微环境，参与恶性肿瘤的转移[18-20]。
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笔者所在团队前期研究[6]显示，肺癌转移患者外周血

浆中存在高表达的外泌体蛋白CFHR5、C9和MBL2，

这些蛋白与机体免疫功能的补体系统密切相关[21-22]。

肿瘤细胞外泌体可以影响机体内的免疫系统，如胆

管癌外泌体可以抑制NK细胞在肿瘤微环境中的浸

润[23]。本研究在临床研究的基础上进一步研究发现，

肺癌 CTC-TJH-01 和 H1299 细胞可以分泌外泌体且

能够被其他肿瘤细胞吞噬，而肺积方可以抑制模型

小鼠肺组织中CFHR5、C9和MBL2蛋白的表达，因此

推测，肺癌高表达的外泌体蛋白可能通过调控补体

途径而影响靶器官的免疫微环境。

图6    PKH26标记的外泌体与肿瘤细胞共培养示踪实验（（× 200））

与0 μg/mL组相比，*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001。

图7   肺积方对CTC-TJH-01（A）和H1299（B）细胞中CFHR5、C9和MBL2蛋白表达的影响

肺积方是本团队长期临床经验总结的验方，而

肺部转移灶是判断临床转移防治的重要指标。前期

研究[24]发现，肺积方可以通过调节机体T细胞免疫应

答机制防治肺癌转移。本研究证实，肺积方可以抑

制2LL细胞皮下移植瘤模型小鼠肺转移，细胞实验证

实其可抑制肺癌CTC-TJH-01和H1299细胞的侵袭、

迁移。中医药在抑制肿瘤转移方面的作用是多途

径、多靶点的[25]，因此肺积方能否调节机体的补体系

统发挥作用值得深入研究。余圆圆等[26]研究发现，肺

癌细胞源外泌体可能通过NF-κB信号通路促进肺癌
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细胞的增殖、迁移、侵袭，而益气解毒方及其有效组

分血根碱可以抑制 NF-κB 抑制肺癌细胞的迁移侵

袭；冯坤良等[27]研究也发现，健脾化瘀方在体外通过

外泌体影响肝癌细胞的迁移、侵袭及上皮间质转化。

本研究通过体内外实验证实肺积方能够调控补体系

统蛋白CFHR5、C9和 MBL2 的表达，上述的研究结

果提示，肺积方可能通过补体系统影响肺癌细胞的

侵袭、转移。

复发转移仍然是导致恶性肿瘤患者死亡的主要

因素，本团队前期围绕肺癌的复发转移创建核心病

机“正虚伏毒”理论[28]，并从“邪之所凑，其气必虚”角

度进一步阐述了术后患者转移发生过程中靶器官

“正虚”的可能内涵[29]。目前，免疫功能状态被认为是

中医正气的主要内涵，有学者[30]从融合中、西医学角

度提出“免疫态”，认为中、西医在宏观与微观中存在

稳态的相似性。本研究发现，肺积方可以通过调控

CFHR5、C9和MBL2蛋白表达从而影响补体系统，从

而科学解释了中医药防治肺癌转移可能的免疫机

制。继以T细胞为主的肿瘤免疫治疗策略获得成功，

靶向固有免疫途径的新策略越来越受到关注[31]，补体

系统作为连接两者的重要纽带及补充，有望成为未

来研究的新热点。
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