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［摘要］ 目的：探讨对叶百部总生物碱对人肺癌 A549 细胞凋亡及磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B（PI3K/Akt）和 c-Jun 氨基

末端激酶/p38 丝裂原活化蛋白激酶（JNK/p38 MAPK）信号通路的影响。方法：以人肺癌 A549 细胞为研究对象，设置空白组和

不同质量浓度（100、150、200、250、300 mg·L-1）对叶百部总生物碱组。利用噻唑蓝（MTT）比色法、平板克隆实验观察对叶百部

总生物碱对 A549 细胞增殖的影响；采用 Hoechst 33258 染色法和流式细胞术膜联蛋白 V-异硫氰酸荧光素（AnnexinV-FITC）/碘

化丙锭（PI）双染法观察细胞凋亡；蛋白免疫印迹法检测凋亡相关蛋白胱天蛋白酶-3（Caspase-3）、B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）相关 X

蛋白（Bax）和 Bcl-2 表达及 PI3K、磷酸化（p）-PI3K、Akt、p-Akt、JNK、p-JNK、p38 MAPK、p-p38 MAPK 蛋白的表达。结果：与空

白组比较，对叶百部总生物碱组（150、200、250、300 mg·L-1）细胞增殖抑制率显著增高（P<0.01）；对叶百部总生物碱组（150、

200、250、300 mg·L-1）细胞克隆抑制率显著升高，细胞克隆形成率显著降低（P<0.01）。与空白组比较，对叶百部总生物碱组细

胞出现染色质凝聚，荧光反应加强等典型的细胞凋亡特征。与空白组比较，对叶百部总生物碱组细胞凋亡率显著升高（P<

0.01）；对叶百部总生物碱（150、200、250、300 mg·L-1）能够明显上调 Caspase-3、Bax 蛋白表达（P<0.05，P<0.01），显著下调 Bcl-2

蛋白表达（P<0.01）；对叶百部总生物碱对 PI3K、Akt、JNK、p38 MAPK 总蛋白表达无明显影响，对叶百部总生物碱（150、200、

250、300 mg·L-1）能够明显下调 PI3K、Akt 磷酸化水平（P<0.05，P<0.01）；明显上调 p38 MAPK 磷酸化水平（P<0.05，P<0.01）；对
叶百部总生物碱（200、250、300 mg·L-1）能够明显上调 JNK 磷酸化水平（P<0.05，P<0.01）。结论：对叶百部总生物碱可抑制人肺

癌 A549 细胞的增殖，并能诱导 A549 细胞凋亡，其机制可能与抑制 PI3K/Akt信号通路和激活 JNK/p38 MAPK 信号通路有关。
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［［Abstract］］ Objective：： To investigate the effect of Stemona tuberosa alkaloids （STA） on apoptosis and 

phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B （PI3K/Akt） and c-Jun N-terminal kinase/p38 mitogen-activated 

protein kinase （JNK/p38 MAPK） signaling pathways in human lung cancer A549 cells. Method：： A549 cells 

were classified into blank group and STA groups （100， 150， 200， 250， 300 mg ⋅L-1）. Thiazole blue （MTT） 

assay and colony formation assay were used to evaluate the proliferation of A549 cells. Apoptosis was observed 

based on Hoechst 33258 staining， flow cytometry， and Annexin V-FITC/PI staining. Western blot was employed 

to detect the expression of apoptosis-related proteins cysteine-aspartic acid protease-3 （Caspase-3）， B-cell 

lymphoma-2 （Bcl-2）-associated X protein （Bax）， and Bcl-2， and the expression of PI3K， phosphorylated （p）
-PI3K， Akt， p-Akt， JNK， p-JNK， p38 MAPK， and p-p38 MAPK. Result：： Compared with the blank group， 

STA groups （150， 200， 250， 300 mg ⋅L-1） demonstrated the increase in inhibition rate of cell proliferation （P<

0.01） and cell clone inhibition rate， and decrease in cell clone formation rate （P<0.01）. In comparison with the 

blank group， STA groups showed typical characteristics of apoptosis， such as chromatin condensation and 

enhanced fluorescence reaction. The apoptosis rate of STA groups was significantly higher than that of the blank 

group （P<0.01）. Compared with the blank group， STA （150， 200， 250， 300 mg ⋅L-1） significantly up-regulated 

the protein expression of Caspase-3 and Bax （P<0.05， P<0.01） and down-regulated the expression of Bcl-2 

protein （P<0.01）. Compared with the blank group， STA had no significant influence on the total protein 

expression of PI3K， Akt， JNK， and p38 MAPK. However， STA （150， 200， 250， 300 mg ⋅L-1） significantly 

decreased the levels of p-PI3K and p-Akt （P<0.05， P<0.01） and increased the level of p-p38 MAPK （P<0.05， 

P<0.01）. Compared with the blank group， STA （200， 250， 300 mg ⋅L-1） significantly raised the level of p-JNK 

（P<0.05， P<0.01）. Conclusion：： STA can inhibit the proliferation and induce the apoptosis of A549 cells by 

inhibiting PI3K/Akt signaling pathway and activating JNK/p38 MAPK signaling pathway.

［［Keywords］］ Stemona tuberosa alkaloids； lung cancer； A549 cells； apoptosis； phosphatidylinositol 3-

kinase/protein kinase B （PI3K/Akt） signaling pathway； c-Jun N-terminal kinase/p38 mitogen-activated protein 

kinase （JNK/p38 MAPK） signaling pathway

肺癌是全球范围内常见的恶性肿瘤之一，2020

年全球约有 180 万人因肺癌死亡，其死亡率占比为

18%，位居癌症第一，是癌症死亡的主要原因［1］。肺

癌最初无明显症状，发现时通常为晚期，往往需要

多种手段联合治疗；尽管肺癌治疗策略（化疗、放

疗、手术等）不断取得突破，但化学治疗仍是肺癌晚

期患者常用的治疗方法，化疗可杀伤癌细胞，亦可

影响正常细胞，且化疗容易引起患者恶心呕吐、脱

发、疲劳、体质量锐减及感染等诸多不良反应，严重

影响患者生活质量，导致患者 5 年生存率依然不

高［2-6］。在治疗肺癌方面，中医药具有独特的优势，

可提高癌症患者生活质量，延长患者寿命，中西医

结合治疗可改善化疗所引起的骨髓抑制，恶心呕吐

等不良反应［7-8］；我国中药资源众多，价格易被人接

受，故挖掘有效抗肺癌中药是广大学者的研究热

点［9］。对叶百部生物碱是从对叶百部中提取得到的

一类生物碱，研究表明，该生物碱具有镇咳、抑菌、

杀虫、抗炎、抗肿瘤等活性［10-12］。但对叶百部总生物

碱抗肿瘤作用研究较少，本课题组前期研究发现其

能够促进人肝癌 SMMC-7721 细胞凋亡［13］。对叶百

部总生物碱对肺癌 A549 细胞的相关作用目前还未

见有报道。因此，本实验将探究对叶百部总生物碱

对肺癌 A549 细胞的抑制作用及其相关作用机制，

为其应用于治疗肺癌提供理论与实验数据支撑。

1 材料

1.1　细胞株     人肺癌 A549 细胞，购自江苏凯基生

物技术股份有限公司，编号为 KG007，用含 10% 胎

牛血清（FBS），1% 青 -链霉素 RPMI 1640 完全培养

液置于 37 ℃、5% CO2、饱和湿度的 CO2培养箱内培

养。实验用细胞为 5~11 代。

1.2　药物与试剂     对叶百部总生物碱与文献［13］

所用对叶百部总生物碱均为同一批次提取，经酸性

染料比色法分析其纯度为 82.15%，溶解于二甲基亚

砜（DMSO）中，配制成 250 g⋅L-1母液，于−20 ℃避光
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保 存 。 胎 牛 血 清（ 南 美 Lonsera 公 司 ，批 号

RA01991）；DMSO（ 美 国 Sigma 公 司 ，批 号

RNBJ8184）；噻唑蓝（MTT）、Hochest 33258 染色液

（北 京 索 莱 宝 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

309E058、20210705）；磷酸盐缓冲液（PBS）、RPMI 

1640 不完全培养液、胰蛋白酶 -EDTA 消化液、结晶

紫染色液（江苏凯基生物技术有限公司，批号分别

为 20210908、20210824、20210818、20210419）；膜联

蛋白 V-异硫氰酸荧光素（AnnexinV-FITC）/碘化丙锭

（PI）细胞凋亡检测试剂盒、BCA 蛋白浓度测定试剂

盒（ 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

021921210512、062521210726）；PVDF 膜（ 德 国

Merk Millipore 公司，批号 R0AB93964）；甘油醛 -3-

磷酸脱氢酶（GAPDH）、B 细胞淋巴瘤 -2（Bcl-2）、
Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）、胱天蛋白酶-3（Caspase-3）、
磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）、磷酸化（p）-PI3K、p38 丝

裂原活化蛋白激酶（p38 MAPK）、p-p38 MAPK、蛋

白激酶 B（Akt）、p-Akt、c-Jun 氨基末端激酶（JNK）、
p-JNK 抗体（美国 Cell Signaling Technology 公司，批

号 分 别 为 2118S、4223T、5023T、14220T、4257T、

4228T、 8690T、 4511T、 4691T、 4063T、 9252T、

4668T）；辣根过氧化物酶标记山羊抗兔二抗（武汉

三鹰生物技术有限公司，批号 20000455）。
1.3　仪器     NovoCyte 2060R 型流式细胞仪［艾森生

物（杭州）有限公司］；CKX53 型倒置生物显微镜（日

本 Olympus 公司）；Epoch2 型全波长酶标仪（美国

Bio Tek 公司）；JIMBIO-FIL 型流式图像细胞计数仪

（江苏卓微生物科技有限公司）；UVP ChemStudio 

815 型多功能分子成像系统（德国耶拿公司）；C170

型 CO2培养箱（德国 Binder 公司）；ECLIPSE Ni-U 型

正 置 荧 光 生 物 显 微 镜（日 本 Nikon 公 司）；Mini-

PROTEAN Tetra Cell 型垂直电泳仪、mini trans-blot 

cell型蛋白转印模块（美国 Bio-Rad 公司）。
2 方法

2.1　MTT 比色法检测细胞增殖     将 A549 细胞稀

释至 2.5×104 个/mL，接种于 96 孔板，200 μL/孔，培

养 24 h，吸弃培养基，根据预实验结果，给药组分别

加入不同浓度（0、100、150、200、250、300 mg·L-1）的
对叶百部总生物碱药液 200 μL，每组重复 6 个复孔，

于培养箱分别孵育 24、48、72 h，加入 5 g⋅L-1 MTT 溶

液 20 μL，继续培养 4 h。吸弃上清液，每孔加入

DMSO 溶液 150 μL，酶标仪于 490 nm 波长处测定各

孔的吸光度 A，并利用 A 计算细胞增殖抑制率。抑

制率=（A 空白组−A 给药组）/A 空白组×100%。

2.2　平板克隆实验检测克隆形成率     将 A549 细胞

1 000 个/孔接种于 6 孔板，培养 24 h。按 2.1 项下分

组，药物干预 24 h，弃去孔中液体，磷酸盐缓冲液

（PBS）清洗 2 次，加入含 10% FBS 的新鲜完全培养

基，每 3 d 换液 1 次，继续培养 7~8 d。弃去上清，PBS

清洗 2 次，加入 4% 多聚甲醛 1 mL 固定 15 min，吸弃

多 聚 甲 醛 ，PBS 清 洗 3 次 ，结 晶 紫 染 色 液 染 色

10 min，PBS 清洗多次，室温下自然干燥，拍照并利

用 Image J 计数（计数细胞克隆数>50 的为 1 个克隆）
并计算克隆形成率。克隆形成率=细胞克隆数/接种

细胞数×100%。

2.3　Hoechst 33258 染色观察细胞核凋亡形态     将

A549 细胞以 1.0×106 个/孔接种于 6 孔板（内置无菌

盖玻片）中，培养 24 h。按 2.1 项下分组，药物干预

24 h，弃培养基，PBS 洗涤 2 次，4% 多聚甲醛固定

15 min，弃固定液，PBS 清洗 3 次，每孔加入 Hochest 

33258 染色液 500 μL 避光染色 10 min，弃染色液，

PBS 洗涤 3 次，取出盖玻片，于荧光显微镜下观察细

胞核凋亡形态并拍照。

2.4　 流 式 细 胞 术 AnnexinV-FITC/PI 双 染 法 检 测

细胞的凋亡率     将 A549 细胞以 1.5×105个/mL，接种

于 6 孔板中，每孔 2 mL，培养 24 h 至细胞贴壁后，吸

弃孔内培养基，按 2.1 项下分组，给予药物干预 48 h，

收集上清液，PBS 液清洗 3 次，用不含 EDTA 的胰蛋

白酶消化并收集全部细胞，1 000 r⋅min-1 离心 5 min

（离心半径 10 cm，下同），吸弃上清液，用预冷 PBS

液清洗 3 次，离心收集细胞，按照凋亡试剂盒说明书

加入 AnnexinV-FITC 结合液 195 μL 重悬细胞，再分

别加入 AnnexinV-FITC 5 μL 和 PI 染色液 10 μL 混

匀，室温避光孵育 15 min，于半小时内上机检测。

2.5　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测相关蛋白

表达     按 2.1 项下分组，收集不同药液干预 24 h 的

细胞，加入 RIPA 裂解液，于冰上裂解 30 min，4 ℃、

12 000 r⋅min-1离心 25 min，收集上清液，BCA 法测蛋

白浓度。加入适量上样蛋白缓冲液，混匀，沸水浴，

高温变性 8 min。蛋白（上样量 30 μg）经 SDS-PAGE

电泳分离，转膜，转移至 PVDF 膜上，5% 脱脂牛奶封

闭 1 h（根据条带背景情况适当延长封闭时间），于
4 ℃冰箱过夜孵育一抗（1∶1 000），室温孵育二抗

（1∶3 000）1 h，加入 ECL 发光试剂显影，以 GAPDH

为内参，采用 Image J统计蛋白条带灰度值。

2.6　统计学分析     数据采用 SPSS 17.0 统计分析，

以 x̄ ± s 形式表示，采用单因素方差分析，P<0.05 为

差异具有统计学意义。
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3 结果

3.1　对叶百部总生物碱对 A549 细胞增殖的影响      

    与空白组比较，对叶百部总生物碱（150、200、

250、300 mg·L-1）处理 A549 细胞 24 h，细胞增殖抑制

率显著增加（P<0.01）；与空白组比较，对叶百部总生

物碱处理 A549 细胞 48、72 h，细胞增殖抑制率显著

增加（P<0.01），呈现一定的浓度 -时间依赖性，对叶

百部总生物碱处理 24、48、72 h 的半数抑制浓度

（IC50）分 别 为 360.24、236.61、202.66 mg·L-1。

见表 1。

3.2　对叶百部总生物碱对 A549 细胞克隆形成能力

的 影 响     与 空 白 组 比 较 ，对 叶 百 部 总 生 物 碱 组

（150、200、250、300 mg·L-1）A549 细胞克隆数和克隆

形成率显著降低（P<0.01）；与空白组比较，对叶百部

总生物碱组（150、200、250、300 mg·L-1）细胞克隆形

成抑制率显著升高（P<0.01），并且随着对叶百部总

生物碱浓度的增加而升高，表明对叶百部总生物碱

能够显著抑制 A549 细胞集落形成。见图 1、表 2。

3.3　对叶百部总生物碱对 A549 细胞凋亡形态学的

影响     空白组 A549 细胞呈现微弱荧光，细胞核分

布均匀，总体呈淡蓝色染色，偶见亮蓝色染色的凋

亡细胞；与空白组比较，不同浓度对叶百部总生物

碱干预 A549 细胞 24 h 后，细胞核呈亮蓝色染色的

细胞数量显著增加，细胞在荧光显微镜下出现强荧

光反应，部分细胞因染色质浓缩，呈梭形等不规则

形态，细胞出现明显的凋亡形态学特征，凋亡细胞

数量与药物存在浓度依赖性，随着药物浓度增大，

凋亡细胞数量显著增加。见图 2。

3.4　对叶百部总生物碱对 A549 细胞凋亡率的影响  

    与空白组比较，对叶百部总生物碱干预 A549 细

胞 48 h，细胞凋亡率显著升高（P<0.01），细胞凋亡率

随药物浓度增加升高，呈浓度依赖效应。见表 3。

3.5　对叶百部总生物碱对 A549 细胞凋亡相关蛋白

表达的影响     与空白组比较，对叶百部总生物碱

（150、200、250、300 mg·L-1）组促凋亡蛋白 Caspase-3

表达明显升高（P<0.05，P<0.01）；促凋亡蛋白 Bax 表

达明显升高（P<0.05，P<0.01）；抑凋亡蛋白 Bcl-2 表

达显著降低（P<0.01）。见图 3、表 4。

3.6　对叶百部总生物碱对 A549 细胞通路蛋白表达

的 影 响     与 空 白 组 比 较 ，对 叶 百 部 总 生 物 碱 对

PI3K、Akt、JNK、p38 MAPK 总蛋白表达无明显影

响，差异不具有统计学意义；对叶百部总生物碱可

表 1　对叶百部总生物碱对 A549 细胞增殖抑制率的影响 （x̄± s，n=6）

Table 1　 Effect of Stemona tuberosa alkaloids on proliferation 

inhibition rate of A549 cells （x̄± s，n=6） %

组别

    对叶百部

总生物碱组

质量浓度

/mg·L-1

100

150

200

250

300

24 h

2.74±3.74

12.53±4.242）

17.36±5.602）

24.81±9.612）

28.64±3.932）

48 h

15.81±8.962）

30.60±5.042）

41.02±14.792）

44.79±7.632）

70.49±7.502）

72 h

15.02±6.592）

39.60±6.392）

55.83±8.372）

66.20±2.552）

78.40±1.662）

注：空白组细胞增殖抑制率为 0；与同时间点空白组比较 1）P<

0.05，2）P<0.01（表 2-表 6 同）

注：A. 空白组；B~F. 对叶百部总生物碱组（100、150、200、250、

300 mg·L-1）（图 2-图 4 同）
图 1　 对 叶 百 部 总 生 物 碱 对 A549 细 胞 克 隆 形 成 能 力 的 影 响  （结

晶紫）
Fig.  1　 Effect of Stemona tuberosa alkaloids on clone formation 

ability of A549 cells （crystal violet）
表 2　 对 叶 百 部 总 生 物 碱 对 A549 细 胞 克 隆 形 成 能 力 的 影 响 （x̄± s，

n=3）

Table 2　 Effect of Stemona tuberosa alkaloids on clone formation 

ability of A549 cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

    对叶百部总

生物碱组

质量浓度

/mg·L-1

100

150

200

250

300

细胞克隆

数/个

151±6

134±102）

101±132）

91±92）

83±112）

73±102）

克隆形成

率/%

100

88.55±10.58

66.74±12.772）

60.13±9.642）

55.07±11.372）

48.24±10.542）

克隆形成抑

制率/%

0

11.45±10.58

33.26±12.772）

39.87±9.642）

44.93±11.372）

51.76±10.542）
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明显下调 p-PI3K 蛋白的表达（P<0.05，P<0.01）；对
叶百部总生物碱（150、200、250、300 mg·L-1）能够明

显下调 p-Akt 蛋白的表达（P<0.01），明显上调 p-p38 

MAPK 蛋白的表达（P<0.05，P<0.01）；对叶百部总生

物碱（200、250、300 mg·L-1）能够显著上调 p-JNK 蛋

白表达（P<0.05，P<0.01），表明对叶百部总生物碱能

够通过抑制 PI3K/Akt 信号通路和激活 JNK/p-p38 

MAPK 信号通路诱导 A549 细胞凋亡。见图 4 和

表 5、表 6。

4 讨论

肺癌是一种发病率和病死率极高的临床常见

恶性肿瘤，早期症状不明显、晚期易转移、复发、产

生抗药性及预后不良是其显著特点［14］。肺癌已成

为我国发病率和死亡率最高的恶性肿瘤 ，我国

2020 年新增肺癌病例 82 万例，死亡 71 万例，并且肺

癌的发病年龄逐渐年轻化，严重危害我国人民生命

健康［1］。因此，研究新型抗肺癌药物具有极其重要

的现实意义。

细胞增殖与凋亡均是正常的生理新陈代谢现

象，两者的动态平衡是调节人体内环境稳态的关

键，而肿瘤细胞能够异常增殖却极少发生凋亡，导

图 3　对叶百部总生物碱作用后 A549 细胞凋亡相关蛋白表达电泳

Fig. 3　 Electrophoresis of Stemona tuberosa alkaloids on 

expression of apoptosis-related proteins in A549 cells

图 2　对叶百部总生物碱对 A549 细胞形态的影响（免疫荧光，×100）
Fig. 2　 Effect of Stemona tuberosa alkaloids on apoptotic 

morphology of A549 cells （immunofluorescence，×100）
表 3　对叶百部总生物碱对 A549 细胞凋亡率的影响  （x̄± s，n=6）

Table 3　 Effect of Stemona tuberosa alkaloids on apoptotic rate of 

A549 cells （x̄± s，n=6）

组别

空白组

对叶百部总生物碱组

质量浓度/mg·L-1

100

150

200

250

300

凋亡率/%

4.97±1.34

11.60±0.682）

12.57±1.632）

23.49±4.692）

46.37±4.632）

54.28±2.192）

表 4　 对 叶 百 部 总 生 物 碱 对 A549 细 胞 凋 亡 相 关 蛋 白 表 达 的 影 响  

（x̄± s，n=3）

Table 4　 Effect of Stemona tuberosa alkaloids on expression of 

apoptosis-related proteins in A549 cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

    对叶百部

总生物碱组

质量浓度

/mg·L-1

100

150

200

250

300

Caspase-3

/GAPDH

0.86±0.07

0.97±0.05

1.12±0.101）

1.11±0.101）

1.44±0.162）

1.43±0.122）

Bax

/GAPDH

0.79±0.14

0.87±0.11

1.11±0.081）

1.14±0.031）

1.22±0.121）

1.31±0.142）

Bcl-2

/GAPDH

0.92±0.09

0.76±0.08

0.46±0.022）

0.45±0.062）

0.35±0.062）

0.30±0.032）

图 4　对叶百部总生物碱作用 A549 细胞通路蛋白表达电泳

Fig. 4　 Electrophoresis of Stemona tuberosa alkaloids on 

expression of pathway proteins in A549 cells
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致细胞组织被破坏，严重危害人体正常生命活动与

秩序［15］。目前，抑制肿瘤细胞增殖及诱导肿瘤细胞

凋亡是抗肿瘤药物发挥活性的关键，而放、化疗等

抗肿瘤手段均与诱导细胞凋亡密切相关［16-17］。本研

究采用 MTT 比色法检测 A549 细胞增殖，结果显示，

对叶百部总生物碱能够显著抑制 A549 细胞增殖，

且对叶百部总生物碱浓度越大，作用时间越久，其

增殖抑制效果越明显；采用 Hoechst 33258 染色法观

察 A549 细胞凋亡形态，结果显示，空白组细胞呈淡

蓝色微弱荧光，偶见细胞核被染成亮蓝色，而对叶

百部总生物碱组干预 A549 细胞 24 h 后，细胞在荧

光显微镜下呈现强荧光反应，细胞核出现固缩、不

规则形状的细胞数目明显增多，随着药物干预的浓

度的增加，其死亡细胞数目也随之增加，提示对叶

百部总生物碱有一定促凋亡作用；采用流式细胞术

AnnexinV-FITC/PI双染法检测细胞凋亡，结果显示，

对叶百部总生物碱能够促进 A549 细胞凋亡，与空

白组比较，药物干预组细胞凋亡率显著升高，且凋

亡率随着药物浓度的增加而升高，呈现浓度依赖

性。表明对叶百部总生物碱能够抑制 A549 细胞增

殖并诱导其发生凋亡。

Caspase-3 已被公认为是细胞凋亡调节的关键

因子，肿瘤细胞凋亡状态与 Caspase-3 的表达及活性

密切相关，活化 Caspase-3 能够激活激酶级联反应，

促进细胞发生凋亡［18-19］。Bcl-2 家族成员包括 Bax

和 Bcl-2，Bax 为促凋亡蛋白，能够通过够损坏线粒

体膜，形成通透性孔道，促进细胞凋亡；Bcl-2 为抑凋

亡蛋白，可保持线粒体膜的完整性，从而抑制细胞

凋亡，两者共同作用调控细胞凋亡过程［20-21］。本研

究表明，对叶百部总生物碱不仅能够下调抑凋亡蛋

白 Bcl-2 的表达，而且能够上调促凋亡蛋白 Bax 和凋

亡调控因子 Caspase-3 蛋白的表达，提示对叶百部总

生物碱能够通过调控凋亡相关蛋白的表达，进而诱

导 A549 细胞凋亡。

PI3K/Akt 信号通路与肿瘤细胞发生发展密切

相关，该通路在肿瘤细胞中常过度表达，能够促进

肿瘤细胞的增殖，并且该通路在肺癌的发生过程中

也常被过度激活［22-23］。PI3K 是一种异源二聚体，由

p110 和 p85 亚基组成，能够被多种生长因子受体以

及 癌 基 因 激 活 ，可 通 过 磷 酸 化 Akt 磷 酸 化 位 点

Ser473 和 Thr308 实现对下游 Akt 蛋白的调控［24］。

Akt 蛋白的活化通常被认为是癌症的标志，能够促

进肿瘤细胞增殖与迁移，抑制肿瘤细胞凋亡，增加

肿瘤突变率进而促进癌症的发展［25］。研究表明，抑

制 Akt蛋白的磷酸化能够抑制 PI3K/Akt信号通路的

活化，并且能够降低癌症细胞的活性，进而抑制癌

细胞的增殖［26-27］。MAPK 信号通路是调控细胞增殖

与凋亡的重要途径，在细胞内参与多种细胞生命周

表 5　对叶百部总生物碱对 A549 细胞通路蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　Effect of Stemona tuberosa alkaloids on expression of pathway proteins in A549 cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

对叶百部总生物碱组

质量浓度

/mg·L-1

100

150

200

250

300

PI3K

/GAPDH

0.84±0.09

0.77±0.07

0.82±0.11

0.96±0.12

0.98±0.13

0.87±0.13

p-PI3K

/GAPDH

1.09±0.06

0.76±0.131）

0.78±0.062）

0.78±0.141）

0.70±0.112）

0.76±0.062）

p-PI3K

/PI3K

1.31±0.07

0.98±0.092）

0.96±0.131）

0.80±0.062）

0.73±0.162）

0.89±0.171）

Akt

/GAPDH

0.92±0.03

0.91±0.02

0.93±0.02

1.15±0.06

1.00±0.02

0.90±0.06

p-Akt

/GAPDH

0.82±0.07

0.73±0.01

0.59±0.042）

0.51±0.062）

0.57±0.022）

0.48±0.042）

p-Akt

/Akt

0.89±0.08

0.80±0.02

0.63±0.042）

0.44±0.032）

0.57±0.032）

0.54±0.012）

表 6　对叶百部总生物碱对 A549 细胞通路蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 6　Effect of Stemona tuberosa alkaloids on expression of pathway proteins in A549 cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

对叶百部总生物碱组

质量浓度

/mg·L-1

100

150

200

250

300

JNK

/GAPDH

0.86±0.01

0.92±0.03

0.78±0.04

0.85±0.02

0.91±0.05

0.82±0.04

p-JNK

/GAPDH

0.50±0.14

0.51±0.13

0.53±0.04

0.81±0.051）

1.08±0.062）

1.10±0.072）

p-JNK

/JNK

0.58±0.15

0.56±0.15

0.68±0.02

0.95±0.072）

1.18±0.022）

1.34±0.062）

p38 MAPK

/GAPDH

0.97±0.05

0.95±0.03

0.95±0.01

1.04±0.07

1.18±0.01

1.01±0.06

p-p38 MAPK

/GAPDH

0.71±0.04

0.68±0.12

0.84±0.031）

0.96±0.101）

1.17±0.102）

0.89±0.032）

p-p38 MAPK

/p38 MAPK

0.73±0.05

0.72±0.11

0.89±0.041）

0.92±0.062）

0.99±0.072）

0.88±0.061）
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期的调控［28］。 JNK、p38 MAPK 均属于 MAPK 信号

通路，当外界刺激传递至细胞时，MAPK 信号通路

会被部分或者全部激活，各信号通路能够独立调控

亦可协同作用调节细胞功能［29-30］。 JNK 在细胞增

殖、凋亡和肿瘤的发生发展过程中起着关键作

用［31-32］。JNK 信号通路的激活是诱导细胞凋亡的有

效途径，与细胞凋亡有着密切联系［33-34］。研究表明，

JNK 信号通路的激活可诱导 Caspase 级联反应，加

速 细 胞 凋 亡；而 阻 断 JNK 的 激 活 则 抑 制 细 胞 凋

亡［35］。p38 MAPK 在受到应激刺激、促炎症因子或

病原体的作用后，以磷酸化形式被激活，进而参与

调控细胞凋亡、炎症反应及肿瘤的发生发展过

程［36］。相关研究证实，激活 p38 MAPK 信号通路能

够诱导宫颈癌 HeLa细胞、卵巢癌 SKOV3 细胞凋亡，

并且能够抑制两者的侵袭与迁移［37-38］。此外，p38 

MAPK 信号通路还能参与细胞增殖、分化及周期等

的调控，能够降低细胞周期蛋白的表达，进而抑制

肿瘤细胞的增殖［39-40］。本研究中，对叶百部总生物

碱 能 够 下 调 p-Akt、p-PI3K 的 表 达 ，上 调 p-JNK、

p-p38 MAPK 的表达，表明对叶百部总生物碱可通

过失活 PI3K/Akt 信号通路和激活 JNK/p38 MAPK

信号通路，进而诱导 A549 细胞凋亡。

综上所述，对叶百部总生物碱能够抑制肺癌

A549 细胞增殖并诱导其发生凋亡，其作用机制可能

是 通 过 抑 制 PI3K/Akt 信 号 通 路 和 上 调 JNK/p38 

MAPK 信号通路实现对肺癌 A549 细胞的抑制作

用。本研究为对叶百部总生物碱的开发利用提供

了理论依据。
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