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［摘要］ 目的：观察飞龙掌血醇提物对 NSCLCA549 细胞自噬和凋亡的影响，并探讨其可能的作用机制。方法：体外培养

A549 细胞，采用细胞增殖与活性检测（CCK-8）法检测细胞增殖的情况，并计算 A549 细胞的存活率，筛选出药物的浓度。采用

膜联蛋白 V-异硫氰酸荧光素（Annexin V-FITC）/碘化丙锭（PI）法检测各组及加入自噬抑制剂 3-甲基腺嘌呤（3-MA）后细胞凋亡

情况；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测各组及加入 3-MA 后凋亡相关蛋白 B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）、
微管相关蛋白 1 轻链 3（LC3 Ⅱ）、活化的胱天蛋白酶-3（cleaved Caspase-3）、活化的聚腺苷二磷酸核糖聚合酶（cleaved PARP1）
及 PARP1、活化的死亡激动剂（t-Bid）及 Bid、泛素结合蛋白 p62 的表达情况。结果：与空白组比较，干预 24 h，0.25 g·L-1飞龙掌

血醇提物组细胞存活率明显下降（P<0.05），0.5、1、2、4 g·L-1飞龙掌血醇提物组细胞存活率显著下降（P<0.01）；48 h 时 0.25、0.5、

1、2、4 g·L-1 飞龙掌血醇提物组细胞存活率呈浓度依赖性显著下降（P<0.01），且 4 g·L-1 飞龙掌血醇提物细胞的存活率不到

10%。流式细胞术结果显示，与空白组比较，0.5 g·L-1飞龙掌血醇提物组细胞的总凋亡率明显增加（P<0.05），1、2 g·L-1飞龙掌

血醇提物组时细凋亡率显著增加（P<0.01）；与 2 g·L-1飞龙掌血醇提物组和 3-MA 组比较，3-MA 联合飞龙掌血醇提物组凋亡率

显著降低（P<0.01）。与空白组比较，1、2 g·L-1飞龙掌血醇提物组促凋亡蛋白 cleaved PARP1、Bax、t-Bid 蛋白表达明显增加（P<

0.05，P<0.01）；Bid 蛋白表达在 2 g·L-1飞龙掌血醇提物组显著减少（P<0.01）；0.5、1、2 g·L-1飞龙掌血醇提物组抗凋亡蛋白 Bcl-2

的蛋白表达明显减少（P<0.05，P<0.01）；0.5、1、2 g·L-1飞龙掌血醇提物组 p62 的蛋白表达显著下调（P<0.01），LC3 Ⅱ蛋白表达

显著上调（P<0.01），具有浓度依赖性。结论：飞龙掌血醇提物能显著抑制 A549 细胞的增殖，其机制可能与促进细胞自噬和诱

导细胞凋亡，共同促进细胞死亡有关。
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［［Abstract］］ Objective：： To study the effects of Toddalia asiatica alcohol extract on autophagy and

apoptosis of non-small cell lung cancer A549 cells，and to explore its possible mechanism. Method：：A549 cells

were cultured in vitro. Cell counting kit-8（CCK-8）was used to detect the proliferation of A549 cells，and cell

survival rate was calculated to screen the drug concentration. The apoptosis in each dose group and that after the

use of 3-methyladenine（3-MA），an autophagy inhibitor，were detected by flow cytometry combined with

Annexin V-FITC/PI double staining. Western blot was used to detect the expression levels of apoptosis-related

proteins such as B cell lymphocytoma-2（Bcl-2），Bcl-2-associated X protein（Bax），microtubule-associated

protein 1 light chain 3（LC3），cleaved cysteinyl aspartate-specific protease-3（cleaved Caspase-3），activated

poly（Adenosine diphosphate）ribonucleotide polymerase（cleaved PARP1），PARP1，activated death activator

（t-Bid），Bid，and ubiquitin-binding protein p62 in each group and those after the use of 3-MA. Result：：

Compared with the conditions in the control group，the cell survival rate in 0.25 g·L-1 group（P<0.05），and 0.5，

1，2，4 g·L-1 groups（P<0.01）was decreased after 24 h intervention. Additionally，the cell survival rate was

reduced in a concentration-dependent manner at 48 h and it was less than 10% at 4 g·L-1（P<0.01）. Compared

with the conditions in the control group，the total apoptosis rate in 0.5 g·L-1 group was increased（P<0.05），and

the apoptosis rate in 1 and 2 g·L-1 groups was also increased（P<0.01）. Compared with the 2 g·L-1 group and

3-MA group，the 3-MA combined with T. asiatica alcohol extract had significantly decreased apoptosis rate（P<

0.01）. Compared with the conditions in the control group，elevated expression of pro-apoptotic proteins cleaved

PARP1，Bax and t-Bid in 1 and 2 g·L-1 groups（P<0.05，P<0.01），and reduced expression of Bid in the 2 g·L-1

group（P<0.01）were found. Compared with the conditions in the control group，the expression of anti-apoptotic

protein Bcl-2（P<0.05，P<0.01）and the level of p62（P<0.01）were down-regulated in 0.5，1，2 g·L-1 groups，

while the level of LC3 Ⅱ protein was up-regulated（P<0.01）， with certain concentration dependence.

Conclusion：：T. asiatica alcohol extract could significantly inhibit the proliferation of A549 cells，which might

be related to promoting autophagy and inducing apoptosis.

［［Keywords］］ Toddalia asiatica；lung cancer；autophagy；apoptosis

肺癌是全球最常见的癌症之一，大约 85% 的肺

癌是非小细胞肺癌（NSCLC）。临床对于肺癌的主

要治疗手段有手术、化疗、放疗和生物治疗等［1］。完

全手术切除虽有效但术后易发并发症导致病情恶

化，放、化疗药物具有非特异性，往往产生严重的不

良反应［2］。中药因具有多靶点、多途径、多效应的作

用特点在肿瘤的预防及治疗领域发挥了独特的作

用。所以探索新的干预思路和药物治疗肺癌方式

在临床上意义重大。飞龙掌血 Toddalia asiatica 是

芸香科属植物，又名三百棒、大救驾、三文藤、牛麻

簕，产自秦岭南坡以南各地，全株用作草药，多用其

根［3］。化学成分研究表明，飞龙掌血的主要化学成

分为生物碱和香豆素［4］。现代药理研究证实飞龙掌

血提取物具有多种生物活性，包括抗关节炎［5］、抗

炎［6-8］，抗微生物［9-10］，抗寄生［11］，抗氧化剂［12-13］，抗血

小板［14］、抗肿瘤［15］等多种作用。 IWASAKI 等［16］研

究飞龙掌血中分离出来的生物碱在体外可以抑制

小鼠和人肺腺癌细胞的增殖，对 NSCLC A549 细胞

具有高度特异性的细胞增殖抑制作用。可上调凋

亡相关基因，调节细胞周期基因表达，即抑制细胞

增殖。学者们飞龙掌血中的生物碱在抗炎、镇痛、

抗肿瘤等方面发挥着重要作用［6，17］。但飞龙掌血醇

提物对非 NSCLC A549 的增殖、凋亡、自噬研究几乎

没有。本研究主要探讨飞龙掌血醇提物对 NSCLC

细 胞 凋 亡 、自 噬 的 影 响 及 分 子 机 制 ，从 而 为 抗

NSCLC 提供理论依据。

1 材料

1.1 细胞株 人 NSCLC 细胞系 A549 细胞（中国科

学院细胞库公司，批号 CL-0024），用 1640 完全培养

基（含 10% 胎牛血清和 1% 青 -链霉素）并于 37 ℃，

5%CO2孵箱中培养，传至 8～10 代。

1.2 试剂 胎牛血清（FBS，上海逍鹏生物科技有
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限公司，批号 2110053），1640 培养基（美国 Gibco 公

司，批号 8120481），青 -链霉素溶液（吉诺生物医药

技术有限公司，批号 1712180106），膜联蛋白 V-异硫

氰酸荧光素（Annexin V-FITC）/碘化丙锭（PI）双染

细胞凋亡检测试剂盒（上海贝博生物科技有限公

司，批号 BB21041），0.25% 胰酶（浙江森瑞生物科技

有限公司，批号 1907260101），3-甲基腺嘌呤（3-MA，

中国 MCE 公司，批号 5142-23-4），ECL 超敏发光液

（武 汉 科 瑞 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号 KR0016），
PMSF 蛋白酶抑制剂（北京博奥森生物技术有限公

司，批号 CO5-01002），细胞增殖与活性检测（CCK-8）
试剂盒（大连美仑公司，批号 MA0218-5），RIPA 裂解

液、十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-

PAGE）凝胶配制试剂盒（中国碧云天生物技术有限

公司，批号分别为 P0013B、P0012A），羊抗兔免疫球

蛋白（Ig）G、羊抗鼠 IgG、p62 抗体、微管相关蛋白 1

轻链 3（LC3，可分裂为 LC3Ⅰ、LC3Ⅱ）抗体、聚腺苷

二 磷 酸 核 糖 聚 合 酶（PARP1，可 切 割 为 cleaved

PARP1）抗体、B 细胞淋巴瘤 -2（Bcl-2）相关 X 蛋白

（Bax）抗体、Bcl-2 抗体、死亡激动剂（Bid，可分裂为

Bidit-Bid）抗体、甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗
体（美国 Proteintech 公司，批号分别为 SA00001-2、

SA00001-1、18420-1-AP、18725-1-AP、66520-1-Ig、

50599-2-Ig、12789-1-AP、10988-1-AP、60004-1-1g），
活 化 的 胱 天 蛋 白 酶 -3（cleaved Caspase-3）抗 体

（Affinity Biosciences公司，批号 ASP175）。
1.3 仪器 U-LH100HG 型倒置荧光显微镜（日本

Olympus 公司），5333ZO959089 型多功能酶标仪（美

国 Thermo Scientific 公司），153BR 79456 型电泳槽、

电转膜仪（美国 Bio Rad 公司），LE-SH800SEP 型流

式细胞仪（日本索尼公司），9702022 型凝胶成像系

统（美国 GE 公司）。
2 方法

2.1 飞龙掌血醇提物的制备［18］ 飞龙掌血采于湖

北省恩施州咸丰县，经湖北民族学院附属民大医院

制剂室张国安主任药师鉴定为飞龙掌血 T. asiatica

的根及根皮。取飞龙掌血根皮 100 g 粉碎，加入 5 倍

体积 70% 的乙醇浸泡 40 min，回流提取，待沸腾后

再继续恒温煎煮 2 h，过滤出药液，再次加入相同体

积 70% 乙醇回流提取 2 h。将 2 次煎煮的药液合并

负压浓缩至 100 mL，生药含量为 1 g·mL-1。将浓缩

过后的药液平铺分装至多个底面平整的容器内，并

用保鲜膜封口，放入−20 ℃冰箱过夜。真空冷冻干

燥 24 h，装袋、称质量、标记，保存在干燥处防止

受潮。

2.2 药物处理 称取飞龙掌血醇提物冻干粉 1.5 g

放入 50 mL 的离心管中，用磷酸盐缓冲液（PBS）溶
解药粉，定容至 15 mL 封口，超声 1 h，在超净工作台

中打开，用 0.22 μm 的微孔滤膜过滤 3 次，离心管封

装放入 4 ℃冰箱备用。

2.3 细胞培养和分组 A549 细胞株在 RPMI 1640

培养液（含 10% 胎牛血清和 1% 的青 -链霉素）中培

养，置于 5%CO2培养箱中，温度为 37 ℃。倒置荧光

显微镜下观察细胞生长情况，当细胞生长至 80%~

90% 时，加入 0.25% 胰酶 1 mL，消化 1~2 min，按 1∶3

进行传代。药物分组同 2.1 项，分为空白组，飞龙掌

血醇提物低、中、高浓度组；另分为空白组、自噬早

期抑制剂 3-MA 组、飞龙掌血醇提物组、3-MA+飞龙

掌血醇提物组。

2.4 CCK-8 法检测细胞增殖 取对数生长期细胞，

采用 RPMI 1640 培养液调整细胞浓度 5×104 个/孔，

每组设 6 个复孔，接种于 96 孔板中培养过夜。同时

设置溶剂组（只含培养基），并加入不同浓度的药物

干 预 24、48 h，每 个 孔 加 入 CCK-8 增 强 型 溶 液

10 μL，继续放入培养箱内培养 1~2 h，用酶标仪

450 nm 处测定各孔吸光度 A，计算细胞存活率。存

活率=（A 药物组-A 溶剂组）/（A 空白组-A 溶剂组）×100%。

2.5 Annexin-FITC/PI 双染流式细胞术检测细胞凋

亡 将 A549 细胞按 2×105个/孔铺至六孔板内过夜，

分组同 2.3 项。3-MA 预处理 6 h，加入飞龙掌血醇提

物（干预 24 h）后用预冷过的 PBS 洗涤，加入胰酶常

规消化 2~4 min，收集细胞，4 ℃，1 500 r·min-1 离心

5 min（离心半径为 1.8 cm）。预冷的 PBS 洗涤，用

1×Annexin 结合液 400 μL 悬浮细胞，加入 Annexin

V-FITC 染 色 液 5 μL，于 4 ℃ 避 光 条 件 下 孵 育

15 min，再加入 PI 5 μL，继续孵育 5 min，用流式细

胞仪检测并用 Flowjo 软件分析。

2.6 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测凋亡和自

噬相关蛋白表达 细胞分组及给药同 2.4 项，收集

细胞并在冰上用含有蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解缓

冲液提取蛋白质，用 BCA 测定蛋白的浓度，将样本

通过 SDS-PAGE 在 12% 凝胶上分离，并转移到硝酸

纤维素膜上，取膜用 5% 脱脂牛奶于室温水平摇床

上封闭 2 h。TBST 洗膜，孵育一抗 p62、LC3、Bax、

PARP1、Bid、Bcl-2、GAPDH（1∶1 000）4 ℃ 过 夜 。

TBST 清洗 3 次，加入对应的二抗（1∶2 万），室温摇床

缓慢摇 1~2 h。TBST 清洗，取膜加入显影液避光反

应 1 min，立即进行显影观察。
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2.7 统计学处理 所有数据采用 SPSS 20.0 统计软

件分析，数据以 x̄ ± s 表示，多组间比较满足正态分

布条件及方差齐时，采用单因素方差分析，组间两

两比较采用最小显著性差异法（LSD）检验，P<0.05

表示差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 飞龙掌血醇提物对 A549 细胞增殖的影响 与

空白组比较，干预 24 h，0.25 g·L-1 飞龙掌血醇提物

组细胞存活率下降（P<0.05），0.5、1、2 g·L-1 飞龙掌

血醇提物组细胞存活率显著下降（P<0.01）；48 h 时

细胞存活率呈浓度依赖性下降，且在 4 g·L-1时细胞

的存活率不到 10%（P<0.01）。 24 h 时在 0.25 g·L-1

时细胞存活率较高，在 1 g·L-1时细胞存活率为 50%

左右，在 4 g·L-1 时细胞的存活率不到 10%，干预细

胞 48 h 后细胞存活没有达到 50%，故筛选出 0.5、1、

2 g·L-1作为飞龙掌血醇提物组，并与 3-MA 联用，干

预时间为 24 h，用于后续实验。见表 1。

3.2 飞龙掌血醇提物对 A549 细胞的形态学的影响

空白组的细胞呈上皮样、多角形、贴壁生长且大小

分布均匀、数量比较多，基本上无细胞漂浮。随着

飞龙掌血醇提物浓度提高，细胞形态上逐渐变圆肿

胀，贴壁的细胞数量越来越少、大小分布不均、漂浮

的细胞逐渐增多、细胞间的间隙也逐渐变宽，当浓

度为 2 g·L-1 时其作用最明显。因此推测飞龙掌血

醇提物诱导 A549 细胞凋亡机制与细胞凋亡有关。

见图 1。

3.3 飞龙掌血醇提物对人 A549 细胞凋亡率及主要

蛋白表达的影响 与空白组比较，飞龙掌血醇提物

组（0.5、1、2 g·L-1）细凋亡率明显增加（P<0.05，P<

0.01）。 与 空 白 组 比 较 ，飞 龙 掌 血 醇 提 物 组（1、

2 g·L-1）促凋亡蛋白 cleaved PARP1、Bax、t-Bid 蛋白

表达明显增加（P<0.05，P<0.01）；飞龙掌血醇提物组

（2 g·L-1）Bid 蛋白表达显著减少（P<0.01）；飞龙掌血

醇提物组（0.5、1、2 g·L-1）抗凋亡蛋白 Bcl-2 的蛋白

表达明显减少（P<0.05，P<0.01）。说明飞龙掌血醇

提物可以诱导 A549 细胞凋亡。见表 2、图 2、表 3。

3.4 飞龙掌血醇提物对人肺癌 A549 细胞 p62、LC3

蛋白表达的影响 与空白组比较，飞龙掌血醇提物

组（0.5、1、2 g·L-1）p62 蛋白表达水平显著下调（P<

0.01），LC3 Ⅱ的蛋白表达显著上调（P<0.01），具有

浓度依赖性。表明飞龙掌血醇提物增加了 LC3 Ⅱ
的表达并抑制了 p62 的表达，促进 A549 细胞自噬。

见图 3、表 4。

3.5 飞龙掌血醇提物对 A549 细胞自噬促进细胞凋

亡率的影响 与飞龙掌血醇提物组（2 g·L-1）比较，

3-MA+ 飞 龙 掌 血 醇 提 物 组 凋 亡 率 显 著 减 少（P<

0.01），与 3-MA 组比较，3-MA+飞龙掌血醇提物组

凋亡率明显减少（P<0.05）。见表 5。

3.6 飞龙掌血醇提物对 A549 细胞自噬相关蛋白的

影响 与空白组比较，飞龙掌血醇提物组 p62、Bid

表 1 飞龙掌血醇提物对人肺癌 A549 细胞存活率的影响（x̄± s，

n=6）

Table 1 Effect of Toddalia asiatica alcohol extract on survival rate

of human lung cancer A549 cells（x̄± s，n=6） %

组别

空白组

飞龙掌血醇提物组

质量浓度

/g·L-1

0.25

0.5

1

2

4

24 h 细胞

存活率

100±0.00

84.40±4.451）

70.20±5.762）

53.00±9.772）

25.40±11.062）

8.00±1.222）

48 h 细胞

存活率

100±0.00

24.50±4.342）

16.70±5.532）

8.86±5.052）

3.04±0.322）

3.42±0.532）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 2-表 4 同）

注：A. 空白组；B~D. 飞龙掌血醇提物组（0.5、1、2 g·L-1）（图 2、

图 3 同）
图 1 飞龙掌血醇提物对细胞形态的影响（倒置显微镜，×200）
Fig. 1 Effect of Toddalia asiatica alcohol extract of corydalis on

cell morphology（inverted microscope，×200）

表 2 飞龙掌血醇提物对人肺癌 A549 细胞凋亡率的影响（x̄± s，

n=3）

Table 2 Effect of Toddalia asiatica alcohol extract on apoptosis

rate of human lung A549 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

飞龙掌血醇提物组

质量浓度/g·L-1

0.5

1.0

2.0

细胞凋亡率/%

9.67±1.53

16.2±1.771）

21.00±2.652）

40.47±1.842）
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蛋白表达减少（P<0.05，P<0.01），LC3 Ⅱ、cleaved

Caspase-3、cleaved PARP1、t-Bid 蛋白表达显著增加

（P<0.01）；3-MA 组 p62 蛋 白 表 达 减 少（P<0.05），

LC3 Ⅱ蛋白表达减少（P<0.05）；和飞龙掌血醇提物

组比较，3-MA+飞龙掌血醇提物组中 p62、LC3 Ⅱ、

cleaved Caspase-3、cleaved PARP1、t-Bid 蛋白表达降

低（P<0.05）；和 3-MA 组比较，3-MA+飞龙掌血醇提

物组 p62 蛋白表达降低（P<0.05），LC3 Ⅱ、cleaved

Caspase-3、cleaved PARP1、t-Bid、Bid 蛋白表达均增

加（P<0.05，P<0.01）。说明飞龙掌血醇提物通过诱

导细胞自噬促进 A549 细胞凋亡。见图 4、表 6。

4 讨论

肺癌作为一种常见的肿瘤性疾病，对人类健康

有很大影响［19］。肿瘤的特征在于异常的细胞增殖，

各种抗肿瘤药物诱导肿瘤细胞凋亡，从而抑制肿瘤

细胞的异常增殖，发挥抗肿瘤活性。合理诱导肿瘤

细胞凋亡是治疗肿瘤的有效手段［20-22］。飞龙掌血中

的主要生物碱成分可以抑制 HepG2 细胞的增殖和

促进细胞凋亡［23］。LI 等［24］评估了不同飞龙掌血提

取物对人结肠癌细胞（HT-29）生长的影响，诱导

Caspase-8、Caspase-3、Caspase-9，表明飞龙掌血中的

DF 可以诱导细胞凋亡。还有研究说明飞龙掌血的

粗乙醇提取物中的生物碱成分以时间依赖性方式

诱导 A549 细胞的凋亡细胞死亡［16］。

Bid 是 Bcl-2 家族的一种促凋亡蛋白，在细胞凋

亡的启动中起着至关重要的作用，在大多数情况

下，Bid 在细胞质中处于非活动状态。在凋亡刺激

下 ，Bid 可 以 成 为 一 系 列 蛋 白 酶 的 底 物 ，包 括

Caspase-8、Granzyme B、钙蛋白酶和组织蛋白酶，他

图 3 各组 p62、LC3蛋白表达电泳

Fig. 3 Electrophoresis of p62 and LC3 protein expression in each

group

图 2 各组细胞 cleaved PARP1、PARP1、Bax、Bcl-2、Bid、t-Bid 蛋白

电泳

Fig. 2 Electrophoresis of cleaved PARP1，PARP1，Bax，Bcl-2，

Bid，and t-Bid protein expression in cell

表 3 飞龙掌血醇提物对人肺癌 A549细胞 cleaved PARP1、PARP1、Bax、Bcl-2、Bid、t-Bid蛋白表达水平的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of T. asiatica alcohol extract on cleaved PARP1，PARP1，Bax，Bcl-2，Bid and t-Bid protein expresses of human lung A549

cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

飞龙掌血醇提物组

质量浓度

/g·L-1

0.5

1.0

2.0

cleaved PARP1

/GAPDH

0.17±0.05

0.57±0.05

0.89±0.111）

1.67±0.462）

Bax

/GAPDH

0.37±0.21

0.75±0.101）

0.85±0.652）

1.20±0.102）

Bcl-2

/GAPDH

1.01±0.18

0.74±0.121）

0.48±1.292）

0.33±0.062）

t-Bid

/GAPDH

0.08±0.07

0.47±0.15

1.54±0.242）

2.48±0.432）

PARP1

/GAPDH

1.32±0.44

1.43±0.53

1.70±0.40

1.30±0.25

Bid

/GAPDH

1.40±0.10

1.22±0.25

1.29±0.15

0.29±0.112）

表 4 飞龙掌血醇提物对人肺癌 A549细胞中 p62、LC3 Ⅱ和 LC3 Ⅱ/LC3 Ⅰ蛋白表达水平的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of T. asiatica alcohol extract on p62，LC3 Ⅱ and LC3 Ⅱ/LC3 Ⅰ protein expresses of human lung A549 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

飞龙掌血醇提物组

质量浓度/g·L-1

0.5

1.0

2.0

p62/GAPDH

1.28±0.25

0.66±0.132）

0.44±0.102）

0.15±0.102）

LC3 Ⅱ/GAPDH

0.38±0.11

0.95±0.132）

1.31±0.152）

1.80±0.172）

LC3 Ⅱ/LC3 Ⅰ
1.43±0.26

1.59±0.23

1.18±0.27

1.11±0.03
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们产生截断的 Bid（tBid），诱导细胞的凋亡。PARP

被认为是 DNA 损伤的受体，可以识别和修复断裂的

DNA 片段，其裂解增加表明细胞凋亡［25］。Bid、Bax

是促凋亡基因，Bcl-2 是抗凋亡基因，Bax、Bcl-2 拮抗

调控细胞凋亡，Bax、Bcl-2 比例情况决定着细胞凋

亡状态［26-28］。自噬被认为在癌细胞中具有两种截然

不同的作用，促进和抑制。首先，自噬为癌细胞提

供了能量来源，癌细胞可以在不利于正常细胞的环

境中生存。尽管缺乏成熟的血管，癌细胞可以在缺

氧和酸性条件下存活。对于能量产生，癌细胞主要

依赖糖酵解途径（Warburg 效应），其效率低于三羧

酸循环途径，因此，癌细胞比正常细胞需要更多的

葡萄糖摄取［29］。各种癌症患者的不良预后与自噬

相关 LC3 的高表达密切相关［30］。 LC3 是一种自噬

体标志蛋白，在自噬过程中，LC3 Ⅰ会被修饰和加

工为一种膜结合形式即 LC3 Ⅱ，并定位到自噬小

体，LC3 Ⅱ可以很好的反映细胞的自噬活性，p62 是

细胞自噬的特异性降解底物，可以与 LC3 相互作

用，并通过自噬 -溶酶体系统降解，其表达水平可以

反映细胞的自噬活性［31］。细胞凋亡是一个主动的、

顺序的和程序性的细胞死亡过程，自噬是一种生存

过程，其中真核细胞解受损或衰老的细胞器和蛋白

质以进行细胞更新［32］。肿瘤细胞通过激活自噬将

细胞内积累的抗肿瘤药物排出体外，起到抗肿瘤药

物的作用［33］，抑制肿瘤细胞自噬活性是治疗肿瘤的

潜在新策略。自噬和细胞凋亡之间可能会发生串

扰［34-36］。在某些情况下，自噬可能通过诱导细胞凋

亡来促进细胞死亡。无论是互补还是拮抗，细胞凋

亡和自噬都密切相关，两者都调节细胞存活。因

此，自噬和细胞凋亡之间复杂的相互作用决定了细

胞的命运。

表 6 飞龙掌血醇提物和 3-MA 对人肺癌 A549细胞中 p62、LC3 Ⅱ、cleaved Caspase-3、cleaved PARP1、t-Bid、PARP1和 Bid蛋白表达水平的

影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of T. asiatica alcohol extract and 3-MA on p62，LC3 Ⅱ，cleaved PARP1，cleaved Caspase-3，t-Bid，PARP1 and Bid protein

expresses of human lung A549 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

飞龙掌血醇提物组

3-MA 组

3-MA+飞龙掌血醇提物组

浓度

2 g·L-1

5 μmol·L-1

5 μmol·L-1+

2 g·L-1

p62

/GAPDH

0.91±0.34

0.42±0.061）

0.49±0.151）

0.17±0.063，4）

LC3 Ⅱ
/GAPDH

0.41±0.17

1.55±0.28 2）

0.10±0.071）

0.87±0.153，4）

LC3 Ⅱ
/LC3 Ⅰ

0.74±0.19

1.20±0.23

0.87±0.17

1.05±0.38

cleaved

Caspase-3

/GAPDH

0.38±0.17

1.30±0.282）

0.32±0.10

0.66±0.19 3，4）

cleaved

PARP1

/GAPDH

0.41±0.10

1.22±0.412）

0.54±0.06

0.77±0.063，5）

t-Bid

/GAPDH

0.13±0.11

1.45±0.222）

0.25±0.44

0.94±0.163，5）

PARP1

/GAPDH

0.94±0.21

1.08±0.07

1.38±0.03

2.21±0.18

Bid

/GAPDH

1.15±0.19

0.57±0.092）

1.39±0.22

0.84±0.165）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与飞龙掌血醇提物组比较 3）P<0.05；与 3-MA 组比较 4）P<0.05，5）P<0.01

表 5 飞龙掌血醇提物和 3-MA 对人肺癌 A549 细胞凋亡凋亡率的

影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of T. asiatica alcohol extract and 3-MA on

apoptosis rate of human lung A549 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

飞龙掌血醇提物组

3-MA 组

3-MA+飞龙掌血醇提物组

浓度

2 g·L-1

5 μmol·L-1

5 μmol·L-1+2 g·L-1

凋亡率/%

11.81±1.72

38.73±3.161）

11.68±1.86

5.23±3.022，3）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与飞龙掌血醇提物组比较 2）P<

0.01；与 3-MA 组比较 3）P<0.01

注：A. 空白组；B.2 飞龙掌血醇提物组；C.3-MA 组；D.3-MA+飞

龙掌血醇提物组

图 4 各组细胞 p62、LC3、cleaved Caspase-3、cleaved PARP1、t-

Bid、Bid和 PARP1蛋白表达电泳

Fig. 4 Electrophoresis of p62，LC3，cleaved Caspase-3，cleaved

PARP1，t-Bid，Bid and PARP1 protein expresses in cell
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本研究结果表明随着飞龙掌血醇提物浓度的

增加，各用药组细胞凋亡率增加，细胞凋亡相关蛋

白 cleaved PARP1、t-Bid、Bax 呈浓度依赖性增加，

Bcl-2 蛋白表达呈浓度依赖性减少。因此可以得出

飞龙掌血醇提物可以抑制肿瘤的异常增殖，发挥其

抗癌的作用。在本研究中，随着飞龙掌血醇提物浓

度的提高上调了 LC3 Ⅱ的蛋白表达，下调了 p62 的

蛋白表达，提示飞龙掌血醇提物可以促进 A549 细

胞的自噬降解，从而促进自噬。3-MA+飞龙掌血醇

提物组诱导细胞凋亡减弱。结果表明飞龙掌血醇

提物可以通过抑制自噬可以减弱飞龙掌血醇提物

诱导 A549 细胞的凋亡。

综上，飞龙掌血醇提物对 NSCLCA549 细胞的

增殖作用可能与促进 A549 细胞自噬，从而诱导细

胞凋亡，共同促进 NSCLCA549 细胞的死亡有关。

接下来还需进一步研究飞龙掌血醇提物的质控标

准明确飞龙掌血醇提物的药物成分、增设阳性对照

药物以及体内验证、进一步研究飞龙掌血醇提物促

进 A549 细胞自噬诱导凋亡的通路研究。
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