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金复康“扶助正气、清透伏毒”预防肺癌转移的

细胞学机制研究
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【摘要】　目的　观察金复康冻干粉（ＪＦＫ）对非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）患者的“伏毒”———循环肿瘤细胞（ＣＴＣ）的清除作用，并验证金
复康干预ＣＴＣ预防转移的假说。方法　从肺癌患者外周血中富集并培养ＣＴＣ细胞系，然后以金复康干预ＣＴＣ细胞，采用细胞计数试
剂盒８（ＣＣＫ８）法检测细胞增殖，并检测克隆形成，以流式细胞术和激光共聚焦技术检测细胞凋亡与周期。结果　金复康能够显著
以时间和浓度依赖性抑制ＣＴＣ细胞增殖（Ｐ＜０．０５）；金复康可剂量依赖性显著抑制ＣＴＣ细胞克隆形成（Ｐ＜０．０５）；金复康能够有效
诱导ＣＴＣ细胞发生凋亡（Ｐ＜０．０１）；高浓度组的金复康能够显著将 ＣＴＣ细胞增殖阻滞在 Ｓ期（Ｐ＜０．０５）。结论　金复康对 ＮＳＣＬＣ
患者体内ＣＴＣ具有显著的抑制作用，干预ＣＴＣ可能是ＪＦＫ防治ＮＳＣＬＣ复发与转移的机制。
【关键词】　金复康口服液；循环肿瘤细胞；非小细胞肺癌；伏毒
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［基金项目］国家自然科学基金项目（８１３７３６２１）；国家中医药管
理局第一批全国中医药传承博士后项目（１３５８１８）；国家中医药
管理局临床研究基地建设专项（ＪＤＺＸ２０１２１２５）
［作者简介］阙祖俊，男，硕士，实习研究员，主要从事中医药防

治恶性肿瘤的基础研究。为共同第一作者
［通讯作者］田建辉，博士，主任医师，博士生导师。Ｅｍａｉｌ：
ｈａｗｋ７１５０＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ．△为共同通讯作者

　　肺癌在中国的发病率与致死率均占首位，而在美
国肺癌的发病率虽居第二，但其 ５年生存率仍低于
２０％［１２］。远处转移的有效干预是改善肺癌患者整体

预后的关键。循环肿瘤细胞（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ，
ＣＴＣ）与ＮＳＣＬＣ的转移具有十分密切的关系，在ＮＳＣＬＣ
的预后、临床分期及疗效评价等方面具有重要意
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义［３５］。前期研究发现金复康口服液具有延长 ＮＳＣＬＣ
患者生存期，预防转移的作用［６］；循环肿瘤细胞（ＣＴＣ）
与肺癌预后相关，Ｗａｎｇ等［７］的 Ｍｅｔａ分析表明，ＣＴＣ存
在的 ＮＳＣＬＣ患者预后较差；而且 ＣＴＣ计数与 ＮＳＣＬＣ
的临床分期及预后评估也密切相关［８９］。在前期研究

基础上，结合循环肿瘤细胞的生物学特点，田建辉等提

出“ＣＴＣ类属于早期肺癌术后患者的伏毒，而金复康冻
干粉（ＪＦＫ）通过扶助正气、清透伏毒达到预防转移发
生”的假说［８］。

本研究拟从ＣＴＣ干预的角度揭示ＪＦＫ干预肺癌复
发转移、延长患者生存期的机制，从而验证金复康“清

透伏毒”的作用，继而丰富刘嘉湘“扶正治癌”的学术思

想体系。

１　材料与方法

１．１　材料　
１．１．１　细胞　循环肿瘤细胞（ＣＴＣ），由田建辉研究组
与上海交通大学施奇惠教授联合培养建系［１０］。

１．１．２　 药物与试剂　金复康冻干粉（ＪＦＫ），华东理工
大学金郁老师课题组制备；Ｆ１２Ｋ培养基，胎牛血清
ＦＢＳ，美国Ｇｉｂｃｏ公司；细胞计数试剂盒８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇ
ｋｉｔ８，ＣＣＫ８），东仁化学科技（上海）有限公司；细胞周
期检测试剂盒，上海碧迪公司；细胞凋亡检测试剂盒，

上海碧迪公司。

１．１．３　 仪器　全功能酶标仪（ＳｐｅｃｔｒａＭａｘＭ５），美国
ＭＤ公司；ＣＯ２培养箱（ＭＣＯ１８ＡＩＣ），日本三洋公司；全
自动多色分析流式细胞仪系统（ＦＡＣＳＶｅｒｓｅ），美国 ＢＤ
公司；荧光倒置显微镜（ＤＭＩ３０００Ｂ），德国莱卡公司。
１．２　方法　
１．２．１　细胞培养　ＣＴＣ细胞置于含１０％胎牛血清的
Ｆ１２Ｋ完全培养基中，在３７℃、５％ ＣＯ２、７０％湿度的恒
温细胞培养箱中培养、传代，取对数生长期的细胞用于

后续实验。

１．２．２　 ＣＴＣ增殖曲线的绘制　①将对数生长期的
ＣＴＣ细胞（１×１０４ｃｅｌｌ／ｍｌ）接种于 ９６孔培养板，每孔
０．２ｍｌ，每组５复孔；②置３７℃，５％ ＣＯ２的培养箱中
培养，每隔２４ｈ在每孔中加入１０μｌ的 ＣＣＫ８溶液；
③继续培养２ｈ后，震荡混匀，在４５０ｎｍ波长下用酶标
仪进行检测。

１．２．３　 ＣＣＫ８检测ＣＴＣ的增殖活性　①将对数生长
期的ＣＴＣ细胞（３×１０４ｃｅｌｌ／ｍｌ）接种于９６孔板中，每孔
０．１ｍｌ，每组３个复孔；②２４ｈ后用不同药物浓度的金
复康（０、１２５、２５０、５００、１０００ｍｇ／Ｌ）进行干预；③每隔
２４ｈ，取出一块９６孔板，每孔中加入１０μｌ的ＣＣＫ８溶

液；④继续培养２ｈ后，震荡混匀，在４５０ｎｍ波长下用
酶标仪进行检测。

１．２．４　 克隆形成实验　①取对数生长期的 ＣＴＣ细
胞，计数后以３００个细胞每孔的量铺到６孔板内，每组
３个复孔；②加药组分别用３５０ｍｇ／Ｌ和７００ｍｇ／Ｌ的金
复康进行干预；③置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中连续培
养１０天，每隔５天换液；④培养结束后，弃去培养基，用
４％的多聚甲醛室温固定１ｈ；⑤弃去固定液，用吉姆萨
染液染色３０ｍｉｎ；⑥弃去吉姆萨染液后，在清水中洗净
吉姆萨染液，晾干；⑦扫描染好的６孔板，并进行克隆
计数。

１．２．５　细胞凋亡实验
（１）流式细胞术检测凋亡　①将ＣＴＣ细胞以３０％

的密度铺６孔板，第２天用金复康进行干预；②作用４８ｈ
后，收集培养上清，胰酶消化收集细胞；③１５００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ，弃去上清；④用 Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ洗涤细胞沉淀
一次；⑤加入２００μｌ的Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ重悬细胞；⑥加入
５μｌａｎｎｅｘｉｎＶＡＰＣ染色 １５ｍｉｎ；⑦１５００ｒ／ｍｉｎ离心
３ｍｉｎ，弃去上清，用１００μｌ的Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ重悬细胞；
⑧加入５μｌＰＩ染液染色５ｍｉｎ，用 Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ补足
上机体系至３００μｌ；转移至流式上机管中，上机检测。

（２）激光共聚焦显微镜观察 ＣＴＣ细胞核形态变化
　①将无菌的盖玻片放入６孔板内，用 ＣＴＣ细胞进行
铺板，细胞密度为３０％；②培养２４ｈ后，用金复康进行
干预；③金复康干预４８ｈ后，弃去培养基，用４％的多
聚甲醛固定２０ｍｉｎ；④弃去多聚甲醛，用 ＰＢＳ洗２遍，
每遍５ｍｉｎ；⑤加入 ＤＡＰＩ染色 １０ｍｉｎ；⑥用 ＰＢＳ洗
２遍，每遍５ｍｉｎ；⑦将盖玻片倒扣在载玻片上，并固定
封片，激光共聚焦显微镜下观察细胞核形态。

１．２．６　 细胞周期实验　①将ＣＴＣ细胞以３０％的密度
铺６孔板，第２天用金复康进行干预；②作用４８ｈ后，
胰酶消化收集细胞；③１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上
清；④用ＰＢＳ重悬，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清；
⑤加入１ｍｌ的７０％乙醇固定１ｈ；⑥１５００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃去上清；⑦用ＰＢＳ重悬，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，
弃去上清；⑧加入４００μｌ的ＰＩ染液和ＲＮＡ酶，室温下染
色１ｍｉｎ；⑨将染液转移至流式上样管中上机检测。
１．３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ２２．０统计软件进行数据
分析。结果采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件进行作图分析。

２　结果

２．１　 ＣＴＣ细胞的增殖活性检测　ＣＣＫ８检测结果显
示，ＣＴＣ细胞具有较强的增殖能力，当培养至第 ５天
时，其增殖倍数大于５倍。见图１。

·１７·
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图１　ＣＴＣ细胞的增殖曲线
２．２　对ＣＴＣ细胞增殖活性的影响　ＣＣＫ８检测结果
显示，金复康能够显著呈时间和浓度依赖性抑制ＣＴＣ细
胞增殖；当作用时间为４８ｈ时，其ＩＣ５０值为７２８．８ｍｇ／Ｌ。
见图２。

图２　不同浓度金复康干预ＣＴＣ细胞２４、４８、
７２ｈ后ＣＣＫ８检测

２．３　对 ＣＴＣ细胞克隆形成的影响　克隆形成实验研
究结果表明，对照组、３５０ｍｇ／Ｌ金复康组和７００ｍｇ／Ｌ
金复康组的细胞克隆数分别为（９２±８．９）个、（７０±
９．３）个和（５８±７．２）个，３５０ｍｇ／Ｌ和７００ｍｇ／Ｌ金复康
组与对照组相比，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见
图３。

图３　不同浓度的金复康对ＣＴＣ细胞克隆形成的影响
２．４　对 ＣＴＣ细胞凋亡的影响　流式细胞术检测结果
显示，与对照组相比，３５０ｍｇ／Ｌ金复康组对 ＣＴＣ细胞

的凋亡并无显著作用（Ｐ＝０．４０５），而７００ｍｇ／Ｌ金复康
组能显著诱导 ＣＴＣ细胞发生凋亡，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）。见图４Ａ。

激光共聚焦显微镜观察ＣＴＣ细胞核形态变化结果
显示，金复康干预 ＣＴＣ细胞后其细胞核形态发生显著
的皱缩并呈无规则形态，即金复康能显著诱导 ＣＴＣ细
胞发生凋亡，差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１）。见
图４Ｂ。

注：Ａ．不同浓度金复康干预ＣＴＣ细胞后流式凋亡检测；Ｂ．激光共聚焦显

微镜观察不同浓度金复康干预ＣＴＣ后细胞核形态变化

图４　各组ＣＴＣ细胞凋亡情况
２．５　对 ＣＴＣ细胞周期的影响　细胞周期实验结果显
示，与对照组相比，７００ｍｇ／Ｌ金复康组能明显将 ＣＴＣ
细胞的分裂周期阻滞在 Ｓ期，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。见图５。

·２７·
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图５　不同浓度的金复康干预ＣＴＣ细胞后流式细胞仪周期检测

３　讨论

刘嘉湘教授以“扶正治癌”思想指导开发的肺癌治

疗专药金复康口服液（ＪＦＫ）对晚期肺癌的疗效达到国
际领先水平［１１］；对 ＩＩＩ期患者具有预防转移发生的作
用［１２］；从扶正角度研究证实，提高免疫监视［１３］、逆转免

疫逃逸［１４］、防治免疫衰老［１５］、干预肺癌干细胞增殖［１６］

是ＪＦＫ作用的免疫机制。学者们也已经相继从抑制肺
癌细胞的增殖、诱导人肺腺癌细胞凋亡、免疫调节等角

度探讨金复康口服液的作用机制。研究发现，金复康

口服液（益肺抗瘤饮）治疗后 Ｓ期细胞数减少，Ｇ２＋Ｍ
期细胞增多，可抑制 ＬＡＸ８、Ｌｅｗｉｓ肺癌和 ＳＰＣＡ１细
胞进入增殖期，显著抑制肺癌细胞的增殖；具有诱导

ＬＡＸ８３人肺腺癌细胞凋亡的作用，其分子机制可能与
降低Ｂｃｌ２基因蛋白表达，增加Ｂａｘ和Ｆａｓ基因蛋白表
达密切相关［１７１８］。为证实金复康冻干粉是否对 ＣＴＣ
具有干预作用从而预防复发转移的发生，课题组首先

从肺癌患者外周血中提取到 ＣＴＣ，采用微流控免疫磁
珠分离技术一步法进行分离，体外培养后成功建立

ＣＴＣ细胞系［１０，１９］。该细胞系具有野生型的 ＥＧＦＲ，以
及一个 ＫＲＡＳ错义突变，这与原发肿瘤的突变情况一
致。为此，我们采用金复康冻干粉进行体外干预，观察

其对ＣＴＣ增殖的作用特点。本研究结果表明，金复康
冻干粉可以直接抑制 ＣＴＣ细胞系的增殖，金复康冻干
粉可以调控ＣＴＣ的周期及促进 ＣＴＣ凋亡，从而表明金

复康冻干粉干预肺癌转移的细胞水平的关键作用点可

能是诱导循环肿瘤细胞的凋亡。从细胞学角度支持了

金复康冻干粉具有清透“伏毒”的作用。

中医认为，“伏毒”治疗的要点在于“扶正”与“清

透”的结合［２０２１］。金复康冻干粉扶正的机制研究已经

从免疫监视、免疫逃逸、免疫衰老角度进行了系统研

究。方中生黄芪、北沙参、天冬、麦冬、女贞子、淫羊藿、

山茱萸、黄精、葫芦巴、绞股蓝等具有明确的免疫调控

作用和抑制肿瘤增殖作用；石上柏、石见穿、重楼（七叶

一枝花）等性味苦寒，具有清热解毒作用。刘嘉湘教授

临床喜重用生黄芪以托毒外出。因此扶助正气、清透

伏毒可使金复康冻干粉达到提高肺癌患者免疫监视、

增强清除能力或抑制循环肿瘤细胞的目的，从而起到

预防转移的作用。

根据早期肺癌的临床病理特点，结合前期研究结

果，田建辉等提出“正虚伏毒”的学术观点。其中正虚

主要指人体免疫功能失调为代表的全身抗癌能力下

降，不能制约各种毒邪（资料待发表）；而“伏毒（邪）”

指术后仍潜藏在体内的各种致癌因素，包括肺癌干细

胞、循环肿瘤细胞、残留病灶、免疫抑制因素等。临床

上肺癌术后患者表现为影像学检测不到明确病灶，临

床上无明显症状，西医治疗往往按照经验予以化疗，但

疗效有限，而按照常规的中医临证思路则难以对其病

机进行精确识别，进而影响疗效，而且患者也会逐渐出

·３７·



上海中医药杂志 ２０１６年第５０卷第８期 ＳＨ．Ｊ．ＴＣＭＡｕｇ．，２０１６；Ｖｏｌ．５０Ｎｏ．８

现转移。研究组前期对 ＣＴＣ的临床表达特点进行研
究，发现早期肺癌患者的表达水平显著高于晚期患者。

目前的临床分期是按照 ＴＮＭ系统进行，没有可检测到
的病灶则归属于较早期，但实际上从 ＣＴＣ的角度认识
则会发现人体一旦患癌，整个机体内环境已发生了变

化，即使进行了手术切除局部病灶，而对遍布人体循环

系统等内环境中的致癌因素仍无能为力。据此，正虚

伏毒观点的提出，对于丰富肺癌的病因学认识具有重

要意义。

田建辉提出伏毒具有“毒自内生，深伏血道脏腑，

流注全身，伺机为患，正盛则伏而不发，正虚则出而为

病”的特征。而伏毒是否发病的关键取决于机体正气

的强弱。在临床上即使没有明显的临床症状也要考虑

不断扶助正气以达清透伏毒于外而防治其发病的目

的；从现代医学的角度理解则是调控免疫功能，逆转免

疫逃逸，促进ＣＴＣ的清除，进而预防转移发生。
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