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地参多糖对非小细胞肺癌 A549 细胞抗肿瘤作用及机制
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［摘要］ 目的：观察地参多糖（LLP）的体外抗肿瘤活性及机制。方法：细胞增殖与活性检测（CCK-8）法检测 LLP（0，5，10，

15，20 g·L-1）对 A549 细胞不同作用时间（24，48，72 h）的增殖抑制作用；采用细胞划痕，transwell实验检测 LLP（10，20 g·L-1）作
用 24，48 h 后 A549 细胞的迁移侵袭能力；碘化丙啶（PI）单染法检测 LLP（10，20 g·L-1）对 A549 细胞周期的影响；异硫氰酸荧光

素（Annexin V-FITC）/PI 凋亡试剂盒检测 LLP（10，20 g·L-1）诱导 A549 细胞的凋亡作用；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-

time PCR）检测 LLP（10，20 g·L-1）对 A549 细胞中半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶-3（Caspase-3），半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶-

8（Caspase-8），半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-9（Caspase-9），细胞周期依赖性激酶-1（CDK-1），细胞周期蛋白 B1（Cyclin B1）mRNA

表达的影响；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 LLP 对 A549 细胞中 Caspase-3，Caspase-8，Caspase-9，B 淋巴细胞瘤 -2（Bcl-2）
相关 X 蛋白（Bax），CDK-1，细胞周期依赖性激酶 4（CDK-4），细胞周期依赖性激酶 -6（CDK-6），Cyclin B1，细胞周期蛋白 D1

（Cyclin D1）蛋白表达的影响。结果：与空白组比较，LLP 组 A549 细胞的增殖、迁移和侵袭能力均降低（P<0.05，P<0.01）；DNA

合成准备期/DNA 合成前期（G0/G1 期）比例升高（P<0.05）；凋亡率升高（P<0.05，P<0.01）；Caspase-3，Caspase-8，Caspase-9

mRNA 表达水平升高（P<0.05，P<0.01），CDK-1，Cyclin B1 mRNA 表达水平降低（P<0.05，P<0.01）；Caspase-3，Caspase-8，

Caspase-9，Bax 蛋白表达水平升高（P<0.05，P<0.01），Bcl-2，CDK-1，CDK-4，CDK-6，Cyclin B1，Cyclin D1蛋白表达水平降低（P<

0.05，P<0.01）。结论：LLP 可抑制 A549 细胞的增殖，使其周期阻滞在 G0/G1期，同时可能包含 DNA 合成后期/DNA 分裂期（G2/

M 期），并通过线粒体凋亡途径和死亡受体途径诱导细胞凋亡。
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［［Abstract］］ Objective：： To study the anti-tumor activity and mechanism of Lycopus lucidus

polysaccharide（LLP）in vitro. Method：： Cell counting kit-8（CCK-8）assay was used to detect the inhibitory

effect of LLP（0，5，10，15，20 g·L-1）on the proliferation of A549 cells at different time points（24，48，72 h）.

The migration and invasion abilities of A549 cells were detected by wound healing assay and transwell assay

after LLP（10，20 g·L-1）treatment for 24，48 h. Propidium iodide（PI）single staining was applied to determine
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the effect of LLP of different concentrations（10，20 g·L-1）on the cell cycle of A549. The apoptosis of A549 cells

induced by LLP（10， 20 g·L-1）was detected by Annexin V-FITC/PI kit. Real-time fluorescence-based

quantitative polymerase chain reaction（Real-time PCR）was adopted to measure effect of LLP（10，20 g·L-1）
on gene expression of cysteine aspartate protease-3（Caspase-3），cysteine aspartate protease-8（Caspase-8），
cysteine aspartate protease-9（Caspase-9），cyclin-dependent kinase-1（CDK-1），and Cyclin B1 in A549 cells.

Western blot was used to detect the effect of LLP on protein expression of Caspase-3，Caspase-8，Caspase-9，

B-cell lymphoma 2（Bcl-2）-associated X protein（Bax），CDK-1，cyclin-dependent kinase-4（CDK-4），cyclin-

dependent kinase-6（CDK-6），Cyclin B1，and Cyclin D1 in A549 cells. Result：：Compared with the blank group，

the LLP group showed decreased proliferation，migration，and invasion of A549 cells（P<0.05，P<0.01），

increased proportion of G0/G1 phase（P<0.05），enhanced apoptosis rate（P<0.05，P<0.01），elevated mRNA

expression of Caspase-3，Caspase-8，and Caspase-9（P<0.05，P<0.01），reduced mRNA expression of CDK-1

and Cyclin B1（P<0.05，P<0.01），up-regulated protein expression of Caspase-3，Caspase-8，Caspase-9，and Bax

（P<0.05，P<0.01），and down-regulated protein expression of Bcl-2，CDK-1，CDK-4，CDK-6，Cyclin B1，and

Cyclin D1（P<0.05，P<0.01）. Conclusion：：LLP can inhibit the proliferation of A549 cells，block the cell cycle

in the G0/G1 phase（also G2/M phase），and induce cell apoptosis via the mitochondrial apoptosis pathway and

death receptor pathway.

［［Keywords］］ Lycopus lucidus polysaccharide；non-small cell lung cancer；cell proliferation；apoptosis；

cell cycle

肺癌是全球公认的最常见的肿瘤之一，非小细

胞肺癌（NSCLC）是其主要的发病类型，约占全球癌

症的 11.6%［1］，其发病率与死亡率正逐年上升。肺

癌起源于不同的上皮组织，按病理分型，肺腺癌是

肺癌的主要病理类型［2］，其中女性最多见。小结节

的外周病灶是肺腺癌的典型表现，不易被发现，且

预后较鳞癌差，易发生转移，故患者的 5 年生存率

低。目前对于肺癌的治疗方法有手术治疗、靶向治

疗、全身化疗、放疗及联合治疗，这些治疗方式往往

给患者的身心带来极大的痛苦，因此开发具有疗效

好、不良反应低的抗肺癌新型药物已经成为必然趋

势，其中植物多糖因具有安全、高效、低毒等特点，

其抗肺癌的研究也成为一个热点。邓小娟等［3］通过

建立 A549 细胞体外模型和体内移植瘤小鼠模型，

表明芦根多糖具有治疗 NSCLC 的潜能，其可能通

过激活自噬和促进凋亡抑制 A549 细胞增殖；刘艳

玲等［4］通过皮下注射 Lewis 肺癌细胞建立小鼠肺癌

移植模型，证明黄芪多糖（APS）可能通过抑制 Toll

样受体 4（TLR4）/髓样分化因子 88（MyD88）/核转录

因子 -κB（NF-κB）信号通路活化达到抗 Lewis 肺癌

作用和免疫调节作用；李志强等［5］研究表明灵芝多

糖通过干预 B 淋巴细胞瘤 -2（Bcl-2），磷脂酰肌醇 3-

激酶（PI3K），蛋白激酶 B（Akt）相关蛋白表达，对人

肺癌 A549 细胞增殖凋亡起到调控作用。

地参别名虫草参，银条菜，地蚕子，为白族民间

传统习用草药。地参主要分布在云南大理和丽江

等地，其地上部分作为蔬菜食用，地下根茎部分可

药、食两用。研究表明，地参多糖（LLP）具有多种生

物学活性，熊伟等［6］通过小鼠免疫抑制模型，用 LLP

处理模型小鼠后，小鼠非特异性和特异性体液免疫

功能显著增强，证明 LLP 具有免疫调节活性；LEE

等［7］研究表明 LLP 能减轻 HepG2 细胞脂肪变性和

高脂饮食诱导的肥胖小鼠非酒精性脂肪肝，说明

LLP 具有抗肝损伤、降血脂的功能。还有报道显示，

LLP 具有抗氧化［8］、降血糖［9］等生物活性。本课题

组前期已对 LLP 的提取工艺进行了研究［10］，且目前

有关 LLP 抗肺癌的作用机制及临床应用均尚未见

报道。本研究充分利用云南西部地区丰富的地参

资源，将 LLP 作用于 NSCLC A549 细胞，从分子及细

胞水平阐明 LLP 对 A549 细胞的增殖、迁移和侵袭

的作用及机制。

1 材料

1.1 细胞与 LLP 制备 A549 细胞株，购买自上海

科学院细胞库（细胞号 107），传至第 3 代用于后续实

验；地参购于大理市中药批发市场，由大理大学基

础医学院左绍远教授鉴定为唇形科多年生草本地

参 Lycopus lucidus 的根部（GB/T1O14-1999 标准）。
参照文献［10］的方法提取 LLP，采用 Sevag 法脱蛋

白，真空冷冻干燥，获得精制 LLP 备用。根据葡聚

糖标准曲线测得多糖提取率为 20.77%。
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1.2 试剂 DMEM 高糖培养液（美国 Gibco 公司，

批号 8121247）；特级胎牛血清（FBS，Qua Cell 南美

血源，批号 B21001）；增强型细胞增殖与活性检测-8

（CCK-8）试剂盒，BCA 蛋白定量试剂盒（中国碧云

天生物研究所，产品编号分别是 C0042，P0010）；
FastKing cDNA 第一链合成试剂盒（去基因组），荧
光定量预混试剂增强版（天根生化科技有限公司，

批号 KR116-02，FP205-02）；超敏 ECL 化学放光试剂

盒（大连美仑生物科技有限公司，货号 MA0186-L）；
细胞周期与细胞凋亡检测试剂盒（北京四正柏生物

科技有限公司，批号 FXP0211-100）；β -肌动蛋白

（β -actin），半 胱 氨 酸 天 冬 氨 酸 蛋 白 水 解 酶 -3

（Caspase-3），半 胱 氨 酸 天 冬 氨 酸 蛋 白 水 解 酶 -8

（Caspase-8），半 胱 氨 酸 天 冬 氨 酸 蛋 白 水 解 酶 -9

（Caspase-9），Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax），Bcl-2，细胞周

期蛋白（Cyclin）B1（美国 Cell Signaling Technology

公 司 ，货 号 分 别 为 4967S，14220S，4790S，9508S，

5023T，15071T，4135S）；细 胞 周 期 依 赖 性 激 酶 -1

（CDK-1，亚 克 因 生 物 技 术 有 限 公 司 ，货 号

ABP50939）；细胞周期依赖性激酶-4（CDK-4），细胞

周期依赖性激酶-6（CDK-6），Cyclin D1，辣根过氧化

物酶（HRP）标记山羊抗兔免疫球蛋白（Ig）G（中国

碧云天生物研究所，货号分别为 AF2515，AF2536，

AF1183，A0208）；彩虹 130 广谱蛋白 marker，SDS-

PACE 凝胶制备试剂盒，姬姆萨染液（北京索莱宝科

技有限公司，货号分别为 PR1950，P1200，G1010）。
1.3 仪器 Unique-S15 型多功能超纯水系统（中国

厦门锐思捷纯化技术有限公司）；MB-530 型多功能

酶标分析仪（中国深圳市汇松科技发展有限公司）；
TGL-16B 型高速离心机（中国上海安亭科学仪器

厂）；DYCP-31DN 型电泳仪（中国北京六一生物科

技有限公司）；HF212 型二氧化碳培养箱（中国上海

申力科学仪器有限公司）；CKX53 型生物倒置相差

显微镜（日本奥林巴斯公司）；BD FACSCantoTMⅡ型

流式细胞仪（美国艾森生物科学公司）；One Step 实

时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应（Real-time PCR）
System（美 国 Thermo Fisher Scientific 公 司 ，型 号

2720500413）。
2 方法

2.1 细胞培养及传代 将 A549 细胞培养于含有

10% FBS，1% 青霉素与链霉素的 DMEM 高糖培养

基中，然后将 T25 瓶缓慢放在 37 ℃，5% CO2的恒温

培养箱中。1~2 d 取生长状态良好的肿瘤细胞（铺满

培养瓶 80% 及以上），小心吸去已有培养基，磷酸盐

缓冲液（PBS）洗涤细胞 3 次，加入 0.25% 含 EDTA 的

胰蛋白酶 2 mL 消化细胞，2 min 后加入含有 10%

FBS 的 DMEM 培养基 3 mL 终止消化，将细胞悬液

转移至 15 mL 离心管中，1 000 r·min-1离心 5 min（离

心半径 11 cm，下同），弃上清，在此离心管中加入新

的含有 10% 胎牛血清和 1% 青 -链霉素的 DMEM 培

养基与细胞混匀后，均分在 2 个培养瓶中，按照 1∶2

进行传代。

2.2 增强型 CCK-8 试剂检测 A549 细胞存活率 将

细胞分组为 0 g·L-1 LLP 组（溶剂孔），LLP（5，10，15，

20 g·L-1）组（药物组）和空白组。取细胞悬液，以 7×

103个/（100 μL）的密度均匀地接到 3 个 96 孔板的小

孔内，空白组为每孔 100 μL 完全培养基，每组均设

置 3 个平行复孔。加入 LLP 继续培养 24，48，72 h，

每孔加入增强型 CCK-8 试剂 20 μL，在 450 nm 波长

下使用酶标仪测吸光度 A。细胞存活率=（A 药物孔−
A 空白孔）/（A 溶剂孔−A 空白孔）。分析半数抑制浓度，确定后

续实验采用 10，20 g·L-1为 LLP 组。

2.3 后续实验分组 0 g·L-1 LLP 为空白组，10，

20 g·L-1 LLP 为 LLP 组。

2.4 划痕实验检测 A549 细胞的迁移能力 取 6 孔

板，在其背面用直尺以 0.7 cm 为间隔划分区域，以

备后续拍照确认位置。将处于对数生长状态的

A549 细胞制成细胞悬液，以细胞密度为 3×106 个/

mL 接于 6 孔板。待每组细胞生长完全融合后，用无

菌枪头在每个区域中间划线，分别在药物作用 0，

24，48 h 后使用倒置显微镜在同一位置进行拍照，随

后测量划痕宽度进行统计学分析。

2.5 transwell 实验检测 A549 细胞的侵袭能力 取

对数生长期的 A549 细胞，用不含血清的 DMEM 培

养基制成单细胞悬液，小室下层加入完全培养基

600 µL，小室上层加入 7×104 个/mL 的单细胞悬液

200 µL，充分混匀后继续培养 6~8 h，然后将小室上

层换成不同浓度的 LLP。培养 48 h，用组织固定液

1 mL 将小室固定 15 min，然后使用姬姆萨染液染色

20 min。倒置显微镜拍照，随机选取视野。计数进

行分析。

2.6 碘化丙啶（PI）单染法检测 A549 细胞周期 将

每组细胞加药处理 48 h 后，按照细胞周期与细胞凋

亡检测试剂盒说明书处理细胞。将细胞悬液转移

至 15 mL 离心管中，缓慢滴加预冷的无水乙醇重悬

细胞，1 000 r·min-1离心 5 min，弃上清液，收集细胞。

每个样本加入染色缓冲液 0.5 mL，PI 染色液 25 µL，

RNase A 10 µL 制成混合液，混匀后，每个样本加入
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PI染色液 500 µL。37 ℃避光孵育 30 min，置于冰水

浴中避光保存。随后使用美国 BD FACSCantoTMⅡ
流式细胞仪进行上机操作。使用 Flow Jo V10 软件

分析数据。

2.7 Annexin V-FITC/PI 双染检测 A549 细胞凋亡

细胞周期与细胞凋亡检测试剂盒说明书处理细胞。

每组细胞在药物作用 48 h 完全，胰酶消化，并转移

至离心管中，收集细胞，然后用 PBS 重悬细胞 1 mL，

轻轻上下吹打细胞使其成为单细胞悬液。每个药

物 组 样 本 中 依 次 加 入 Annexin V-FITC 结 合 液

195 μL，Annexin V-FITC 5 μL，PI 染色液 10 μL；空
白组加入等量，灭菌的 PBS 缓冲液 210 μL；PI 单染

孔单独加入 PI染色液 10 μL 与 PBS 200 μL；FITC 单

染 孔 单 独 加 入 Annexin V-FITC 结 合 液 195 μL，

Annexin V-FITC 5 μL 和 PBS 10 μL。每组样本混匀

后应避光冰浴保存，使用流式细胞仪完成上机检

测。应用 Flow Jo V10 软件分析数据。

2.8 Real-time PCR 检测细胞中的 mRNA 表达水

平 将各组 A549 细胞按照 trizol试剂的说明书提取

总 RNA，测定 RNA 的浓度及纯度。然后使用逆转

录试剂盒快速将反转录反应体系在 PCR 仪中 42 ℃

反 应 15 min，95 ℃反 应 3 min，RNA 逆 转 录 得 到

cDNA。按照荧光定量预混试剂增强版说明书进行

加样，上机检测，采用两步法 PCR 反应程序进行反

应，95 ℃条件下预变性 15 min，95 ℃条件下变性

10 s，60 ℃条件下退火/延伸 30 s，PCR 反应共 40 个

循环。使用 2-ΔΔCt方法计算各个基因相对表达水平，

采用 Primer primer 5.0 设计引物，由金斯瑞生物科技

有限公司合成。见表 1。

2.9 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 A549 细

胞中的蛋白表达水平 各组 A549 细胞 LLP 作用

48 h，加入适量蛋白裂解液，获得总蛋白，100 ℃变

性后放入−80 ℃冰箱保存备用。使用前 BCA 法测

定总蛋白浓度。SDS-PAGE 胶配制及电泳，配制分

离胶（12%）室温静置 40 min 后配制浓缩胶（5%），根
据不同浓度的蛋白上样，电泳（浓缩胶 50 V，40 min，

分 离 胶 120 V，90 min），转 膜（ 湿 转 ，300 mA，

45 min），然后在 4 ℃条件下孵育一抗（1∶1 000）约
14 h，常 温 条 件 下 孵 育 二 抗（1∶1 000）1 h。 洗 膜

3 次，每次 5 min，最后使用 ECL 化学发光液在凝胶

成像系统中曝光显影。使用 Image J 软件系统分析

各个条带的灰度值。

2.10 统计学方法 以上实验均重复 3 次。统计学

分析采用 SPSS 20.0 软件，实验结果采用 x̄ ± s，组间

比较采用两独立样本 t 检验，P<0.05 为差异有统计

学意义。

3 结果

3.1 LLP 对 A549 细胞的增殖抑制作用 与空白组

比较，LLP 组 A549 细胞的增殖率逐渐降低，存在时

间 依 赖 性 和 剂 量 依 赖 性（P<0.05，P<0.01）。

见表 2。

3.2 LLP 对 A549 细胞的迁移影响 与空白组比

较，LLP 组 A549 细胞的划痕宽度逐渐变窄，迁移距

离逐渐降低，且有时间依赖性和剂量依赖性（P<

0.05，P<0.01）。见图 1，表 3。

3.3 LLP 对 A549 细胞的侵袭影响 与空白组比

较，LLP 组 A549 细胞穿过小室的个数逐渐减少，侵

袭能力逐渐降低，且呈剂量依赖性（P<0.01）。见

图 2，表 4。

3.4 LLP 对细胞周期阻滞作用

3.4.1 对 A549 细胞周期的影响 与空白组比较，

LLP 组 A549 细胞的 DNA 合成准备期/DNA 合成前

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences

引物

Caspase-3

Caspase-8

Caspase-9

CDK-1

Cyclin B1

β-actin

序列

上游 5'-GGTTCATCCAGTCGCTTTG-3'

下游 5'-ATTCTGTTGCCACCTTTCG-3'

上游 5'-TTCCTGAGCCTGGACTACATT-3'

下游 5'-GAAGTTCCCTTTCCATCTCCT-3'

上游 5'-ACTAACAGGCAAGCAGCAAA-3'

下游 5'-CCAAATCCTCCAGAACCAAT-3'

上游 5'-GATTCTATCCCTCCTGGTCAGT-3'

下游 5'-CAGCCAGTTTAATTGTTCCTTT-3'

上游 5'-GTCGGGAAGTCACTGGAAAC-3'

下游 5'-AACCGATCAATAATGGAGACAG-3'

上游 5'-CTGGGACGACATGGAGAAA-3'

下游 5'-GCACAGCCTGGATAGCAAC-3'

长度

/bp

99

202

140

163

118

182

表 2 LLP对 A549细胞活性的影响（x̄± s，n=3）

Table 2 Effect of LLP on A549 cells activity（x̄± s，n=3）

组别

空白

LLP

质量浓

度/g·L-1

5

10

15

20

细胞生存率/%

24 h

100.00±0.04

86.00±0.111）

61.23±0.112）

43.53±0.072）

35.79±0.042）

48 h

100.00±0.15

82.72±0.072）

60.69±0.212）

22.02±0.042）

6.36±0.022）

72 h

100.00±0.11

60.90±0.092）

58.77±0.052）

15.24±0.032）

2.54±0.002）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 3~9 同）。
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期（G0/G1 期）增加，A549 细胞被阻滞在 G0/G1 期，且

有剂量依赖性（P<0.01）。见表 5。

3.4.2 对 CDK-1，Cyclin B1 mRNA 与蛋白水平的

影响 与空白组比较，LLP（10，20 g·L-1）组 A549 细

胞中 CDK-1，Cyclin B1在 mRNA 和蛋白水平表达均

降低（P<0.05，P<0.01），LLP 对 A549 细胞阻滞时期

可能也包含 G2/M 期。见表 6，7，图 3。

3.4.3 对 CDK-4，CDK-6，Cyclin D1 蛋白表达水平

的影响 与空白组比较，LLP（10，20 g·L-1）组 A549

细胞中 CDK-4，CDK-6，Cyclin D1 蛋白表达水平均

明显降低，差异有统计学意义（P<0.05，P<0.01），
LLP 对 A549 细 胞 阻 滞 时 期 可 能 是 G0/G1 期 。 见

表 7，图 3。

3.5 LLP 对细胞凋亡的作用

3.5.1 对 A549 细胞凋亡的影响 与空白组比较，

LLP 组的 A549 细胞总凋亡率升高，且有剂量依赖性

（P<0.05，P<0.01）。见表 8。

3.5.2 对 Caspase-3，Caspase-8，Caspase-9 mRNA

表达水平的影响 与空白组比较，LLP 组对 A549 细

表 3 LLP对 A549细胞迁移的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of LLP on A549 cells migration（x̄± s，n=3）

组别

空白

LLP

质量浓度

/g·L-1

10

20

迁移距离/cm

0 h

12.5±0.17

10.2±0.362）

11.0±0.441）

24 h

5.0±0.70

7.5±0.362）

8.0±0.532）

48 h

2.5±0.35

3.0±0.361）

5.0±0.561）

A. 空白组；B，C. LLP（10，20 g·L-1）组（图 2~4 同）
图 1 LLP对 A549细胞迁移的影响（倒置显微镜，×40）
Fig. 1 Effect of LLP on A549 cells migration（inverted

microscope，×40）

表 4 LLP对 A549细胞侵袭的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of LLP on A549 cells invasion（x̄± s，n=3）

组别

空白

LLP

质量浓度/g·L-1

10

20

侵袭个数/个

51.00±2.65

36.33±1.532）

11.67±3.512）

侵袭率/%

71.37±5.002）

23.14±8.002）

图 2 LLP对 A549细胞侵袭的影响（姬姆萨染色，×200）
Fig. 2 Effect of LLP on A549 cell invasion（Giemsa stain，×200）

表 5 LLP对 A549细胞周期的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of LLP on A549 cell cycle（x̄± s，n=3） %

组别

空白

LLP

质量浓度

/g·L-1

10

20

G0/G1期

58.2±2.6

68.3±0.52）

75.6±0.62）

DNA 合成

期（S 期）
29.0±2.1

25.2±0.21）

20.6±0.22）

DNA 合成后期/DNA

分裂期（G2/M 期）
10.0±0.7

6.8±0.12）

5.9±0.22）

表 6 LLP对 A549细胞中 Caspase-3，Caspase-8，Caspase-9，CDK-1，Cyclin B1 mRNA的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of LLP on mRNA of Caspase-3，Caspase-8，caspase-9，CDK-1 and Cyclin B1 in A549 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白

LLP

质量浓度/g·L-1

10

20

Caspase-3

1.00±0.32

2.54±0.161）

3.62±0.072）

Caspase-8

1.00±0.25

1.59±0.051）

2.72±0.082）

Caspase-9

1.00±0.25

1.61±0.111）

2.52±0.241）

CDK-1

1.00±0.08

0.28±0.411）

0.31±0.262）

Cyclin B1

1.00±0.11

0.44±0.161）

0.56±0.191）

表 7 LLP对 A549细胞中 CDK-1，CDK-4，CDK-6，Cyclin B1，Cyclin D1蛋白的影响（x̄± s，n=3）

Table 7 Effect of LLP on CDK-1，CDK-4，CDK-6，Cyclin B1 and Cyclin D1 proteins in A549 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白

LLP

质量浓度/g·L-1

10

20

CDK-1/β-actin

0.69±0.32

0.47±0.221）

0.29±0.171）

CDK-4/β-actin

0.56±0.12

0.36±0.122）

0.26±0.132）

CDK-6/β-actin

1.10±0.25

0.74±0.151）

0.52±0.121）

CyclinB1/β-actin

0.42±0.08

0.24±0.042）

0.15±0.021）

CyclinD1/β-actin

0.86±0.16

0.51±0.101）

0.31±0.031）
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胞中 Caspase-3，Caspase-8，Caspase-9 mRNA 表达水

平 升 高（P<0.05，P<0.01），且 有 浓 度 依 赖 性 。

见表 6。

3.5.3 对 Caspase-3，Caspase-8，Caspase-9，Bax，

Bcl-2 蛋 白 表 达 的 影 响 与 空 白 组 比 较 ，LLP 组

A549 细 胞 中 Caspase-3，Caspase-8，Caspase-9，Bax

蛋白表达水平升高（P<0.05，P<0.01），Bcl-2 蛋白表

达 水 平 降 低（P<0.05），且 有 剂 量 依 赖 性 。 见

表 9，图 4。

4 讨论

肺癌的发病率在全球一直居高不下，临床治疗

中分为小细胞肺癌（SCLC）和 NSCLC，NSCLC 的发

病率约为 80%，其中以肺腺癌最多发。研究表明，

信号转导通路、细胞凋亡通路、细胞周期调节、免疫

机制调节等主要作为肺癌的治疗靶点，且在治疗手

段上，SCLC 几乎没有局限性，大部分患者采用化学

疗法，而 NSCLC 患者在Ⅰ期和Ⅱ期大多数（56%）采
用手术治疗，Ⅲ期患者中只有 18% 接受手术治疗，

大多数（62%）接受放化疗［11］。虽然肺癌治疗手段在

不断完善，但查阅文献发现，植物多糖在抗肺癌中

低毒高效的优势仍无可替代。赵喆等［12］研究发现

秦艽多糖通过调控 STMN1 的表达，进而影响肺癌

细胞增殖、迁移及侵袭；王艳霞［13］报道了蒺藜皂苷

通过上调 PDCD4 表达阻滞肺癌 A549 细胞周期，抑

制细胞增殖，并诱导细胞凋亡。本研究发现，LLP 能

够有效抑制 A549 细胞的增殖，且存在时间依赖性

和剂量依赖性。

图 3 LLP 对 A549 细 胞 中 CDK-1，CDK-4，CDK-6，Cyclin B1，

Cyclin D1蛋白电泳

Fig. 3 Electrophoresis of LLP on CDK-1，CDK-4，CDK-6，

Cyclin B1 and Cyclin D1 proteins in A549 cells

表 8 LLP对 A549细胞凋亡的影响（x̄± s，n=3）

Table 8 Effect of LLP on A549 cells apoptosis（x̄± s，n=3）

组别

空白

LLP

质量浓度/g·L-1

10

20

总凋亡率/%

2.94±0.66

7.97±0.841）

15.09±2.522）

图 4 A549 细胞中 Caspase-3，Caspase-8，Caspase-9，Bax，Bcl-2 蛋

白电泳

Fig. 4 Electrophoresis of LLP on Caspase-3，Caspase-8，

Caspase-9，Bax and Bcl-2 proteins in A549 cells

表 9 LLP对 A549细胞中 Caspase-3，Caspase-8，Caspase-9，Bax，Bcl-2蛋白的影响（x̄± s，n=3）

Table 9 Effect of LLP on Caspase-3，Caspase-8，Caspase-9，Bax and Bcl-2 proteins in A549 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白

LLP

质量浓度/g·L-1

10

20

Caspase-3/β-actin

0.30±0.19

0.51±0.102）

0.61±0.222）

Caspase-8/β-actin

0.34±0.14

0.63±0.231）

0.98±0.242）

Caspase-9/β-actin

0.52±0.22

0.60±0.211）

0.78±0.301）

Bax/β-actin

0.29±0.37

0.35±0.401）

0.48±0.401）

Bcl-2/β-actin

0.61±0.22

0.35±0.161）

0.24±0.111）
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治疗癌症的关键问题之一是如何有效地抑制

术后复发及转移。肿瘤细胞发生侵袭转移需要多

种因素共同参与，有研究表明，肿瘤的侵袭转移与

上皮间充质转化（EMT）过程十分密切，即细胞外基

质降解，使细胞极性消失，运动能力增强，从而获得

侵袭迁移的能力。本实验通过 LLP 处理细胞，进行

了细胞划痕实验，transwell实验，结果表明 LLP 具有

抑制 A549 细胞迁移和侵袭的能力，由此推断其机

制可能与抑制上皮间充质转化有关，需后续实验

验证［14-16］。

Cyclin，CDK 是参与细胞周期调控的分子基础，

Cyclin 依靠 CDK 的活性发挥作用。相关研究表明，

Cyclin D1是细胞周期开始循环运行的关键蛋白，促

进细胞增殖［17］。Cyclin D1 通过结合并激活 G1 时期

特有的周期蛋白依赖性激酶 CDK-4 和 CDK-6，形成

Cyclin D-CDK4/6 复合体，其作为 G1/S 细胞周期检

验点的关键因子，使 G1期周期抑制蛋白（Rb）被磷酸

化，促使转录因子 E2F 和 Rb 的解离，E2F 作为调节

细胞转录的因子，推动细胞周期由 G1期到 S 期的进

行［18］。邓龙等［19］通过哌柏西利作用于人黑素瘤细

胞的研究发现，Cyclin D1/CDK4/6 的表达水平下调，

引起细胞周期 G1 期阻滞。另外，有研究发现，G2/M

期的关键蛋白是 Cyclin B1 和 CDK-1，过表达促进

G2/M 期转换，甚至导致细胞恶性增殖或转化［20-21］。

成熟促进因子（MPF）由调节亚基 Cyclin B1 和催化

亚基 CDK-1 组成，是有丝分裂精确调控的关键点。

在细胞分裂前期，Cyclin B1 含量较低，到 G2 期时

Cyclin B1积累到峰值，与 CDK-1 结合成 MPF 酶复合

物，CDK-1 的 Thr14，Tyr15，Thr161 结合 Cyclin B1 后

发生磷酸化，激活 MPF 酶复合物，进而调控 G2期到

M 期的转换。朱梦云等［22］用姜黄素作用于人晶状

体上皮细胞的研究发现，Cyclin B1/CDK-1 的表达水

平下调，通过 Wnt/β-catenin 信号通路诱导 G2/M 细胞

阻滞使细胞停止分裂。在本实验中，流式细胞术结

果表明 LLP 干预后的 A549 细胞停滞在 G0/G1 期，且

呈浓度依赖性。后续蛋白水平实验结果显示 G0/G1

期相关蛋白 CDK-4，CDK-6，Cyclin D1 表达水平均

降低，表明 LLP 可能将 A549 细胞阻滞在 G0/G1期，与

流式细胞术所得结果一致。但在基因和蛋白水平

的实验结果还得到了 G2/M 期相关 mRNA 和蛋白

CDK-1，Cyclin B1表达水平也均降低，提示 LLP 可能

对 A549 细胞周期中 G2/M 期也有阻滞作用，还需要

后续实验证明。由此可以推断，LLP 可能通过周期

阻滞作用抑制 A549 细胞的恶性发展。

死亡受体途径（外源性）和线粒体途径（内源

性）是凋亡途径的两种主要方式，且两种途径相互

关联，密不可分［23］。植物多糖抗肿瘤作用作为目前

研究热点之一［24］，其主要通过调节信号通路传导、

抑制癌细胞生长、促进细胞凋亡、调控细胞周期、增

强免疫力、抑制肿瘤血管生成和清除自由基等方式

实现抗肿瘤作用。在诱导细胞凋亡的作用中［25］，

Caspase 是执行细胞凋亡的蛋白酶家族，同时参与死

亡受体通路和线粒体通路。在线粒体凋亡途径

中［26］，各种促凋亡信号的释放会诱导线粒体释放细

胞色素 C，使 Caspase-9 通过自我剪接而活化，活化

后的 Caspase-9 召集并激活 Caspase-3，Caspase-3 作

为凋亡的主要执行者，从而启动 Caspase 级连反应

诱导肿瘤细胞凋亡。同时，Bcl-2 家族也参与线粒体

凋亡通路。其中促凋亡因子 Bax 和抗凋亡因子

Bcl-2 相互拮抗，Bax 通过促进细胞色素 C 的释放促

进肿瘤细胞凋亡，Bcl-2 则相反。另外，外源性途径

涉及死亡受体的激活［27］，TNF 家族的成员 Fas 是死

亡受体的代表，Fas 与其配体结合后，增强 Caspase-8

完成自我剪接，激活下游的 Caspase 家族，Caspase-3

作为线粒体凋亡通路和死亡受体通路的交汇点，完

成 Caspase-8 活化后诱导的凋亡反应。本实验中

A549细胞经 LLP药物处理后，Caspase-3，Caspase-8，

Caspase-9，Bax 表达升高，Bcl-2 表达降低，LLP 可能

通过死亡受体通路和线粒体凋亡通路诱导 A549 细

胞发生凋亡，抑制肿瘤细胞的恶性生长。

综上，LLP 能有效抑制 A549 细胞的增殖，阻滞

A549 细胞周期于 G0/G1 期，同时可能包含 G2/M 期，

并通过线粒体凋亡途径和死亡受体途径诱导细胞

凋亡。本研究阐明了 LLP 对 NSCLCA549 细胞的作

用机制，可为筛选新型、高效、不良反应小、具有应

用前景的抗肺癌多糖类药物提供基础。
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