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柯里拉京对人肺癌细胞A549的抑制作用及其

机制研究
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摘要      该研究旨在探讨柯里拉京对人肺癌A549细胞凋亡的影响及其潜在作用机制。采用

CCK-8细胞活性检测试剂盒检测柯里拉京对A549细胞活性的影响; 通过流式细胞术检测细胞凋

亡; JC-1线粒体膜电位检测试剂盒检测线粒体膜电位; 免疫印迹法检测凋亡相关蛋白(bax、bcl-2、
cleaved-caspase-3、cleaved-PARP)的表达量; 通过DCFH-DA探针标记检测细胞内ROS水平。研究

结果显示, 柯里拉京处理能够剂量依赖性地抑制A549细胞的活性, 并通过上调bax的表达、下调

bcl-2的表达, 破坏线粒体膜电位, 促进有活性的cleaved-caspase-3以及cleaved-PARP的形成, 诱导

A549细胞凋亡。活性氧清除剂NAC能够明显逆转柯里拉京诱导的细胞凋亡。因此, 柯里拉京可能

通过调节胞内ROS水平诱导人肺癌细胞A549发生凋亡。
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Abstract       The aim of this study was to explore the influences of corilagin on the apoptosis of A549 cells and the 
underlying action mechanism. The cell viability of A549 cells was detected by CCK-8 assay kit. The apoptosis was ana-
lyzed by flow cytometry. The mitochondrial membrane potential was detected by JC-1 assay kit. The expression levels 
of apoptotic proteins (bax, bcl-2, cleaved-caspase-3 and cleaved-PARP) were detected by Western blot. The ROS levels 
were evaluated by DCFH-DA probe labeling. The results showed that corilagin dose-dependently inhibited cell viability, 
and it could up-regulate bax and down-regulate bcl-2. Then, mitochondrial membrane potential was damaged, and the 
formation of active cleaved-caspase-3 and cleaved-PARP were promoted, finally inducing apoptosis of A549 cells. NAC 
(a ROS scavenger) could obviously reverse corilagin-induced apoptosis. Therefore, corilagin may induce the apoptosis of 
human lung cancer A549 cells by regulating intracellular ROS levels.
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肺癌是世界上最危险的癌症之一[1]。在中国, 
肺癌是癌症相关死亡的主要原因之一。到目前为止, 
肺癌的死亡率超过6/1 000, 占中国所有癌症相关死

亡的1/5以上[2]。目前, 手术、化学治疗、放射治疗

和靶向治疗是肺癌的主要治疗方式, 而化学治疗是

肺癌治疗的首选策略[2]。但是常用的化疗药物虽然

具有抗肿瘤生长作用, 但其毒副作用相对较大, 在长

期使用过程中, 容易产生耐药性。然而天然中药成

分在肿瘤预防与治疗中的作用一直倍受关注, 成为

抗肿瘤领域中的一大热点。

柯里拉京 (corilagin)是一种从民族药理植物中

提取的多酚单宁酸 , 其具有多种生物学和药理学

作用 , 包括抗病毒、抗炎、抗氧化、降血脂、降

压、抗凝血等 [3]。以往研究表明 , 柯里拉京在肿瘤

治疗中具有潜在的作用。柯里拉京可以通过调节

不同肿瘤的各种细胞信号通路来控制癌细胞的生

长 , 如胶质瘤 [4-5]、肝癌 [6]和卵巢癌 [7]。而且柯里拉

京可通过减少囊性纤维化支气管 IB3-1细胞中 IL-
8(interleukin-8)、MCP1(monocyte chemotactic protein 
1)和RANTES(regulated upon activation normal T cell 
expressed andsecreted factor)的分泌 , 进而显著性减

轻炎症反应 [8]。另外 , 柯里拉京可通过阻断卵巢癌

中典型Smad(signal transduction molecule)和非典型

ERK/AKT(extracellular signal-regulated kinase/protein 
kinase B)通路的激活 , 从而抑制肿瘤细胞的增长 [9]。

此外 , 也有研究报道 , 柯里拉京通过诱导细胞自噬以

及细胞凋亡的发生而抑制乳腺癌细胞的增长 [10], 以
及通过PI3K/Akt(phosphatidylinositol 3-kinase/protein 
kinase B)信号诱导人恶性黑色素瘤细胞A375发生凋

亡并抑制其增殖 [11]。虽然柯里拉京具有抗癌等药理

学活性 , 但是目前其在肺癌细胞中的作用及潜在作

用机制仍不清楚。因此 , 本研究拟探讨柯里拉京对

人肺癌细胞A549增殖的影响 , 以及其是否通过损伤

线粒体诱导A549细胞发生凋亡而发挥抗肿瘤作用 , 
以促进其在肿瘤治疗中的应用。

1   材料与方法
1.1   实验材料 

肺癌细胞 A549购自 ATCC(American Type 
Culture Collection)。柯里拉京 (corilagin)购自Sigma-
Aldrich公司。细胞培养基、胎牛血清、磷酸盐缓

冲盐水 (phosphate buffered saline, PBS)购自Thermo 

Fisher公司。二甲基亚砜 (dimethyl sulfoxide, DMSO)
购自Sigma-Aldrich公司。Anti-bax-antibody、anti-bcl-
2-antibody、anti-cleaved-caspase-3-antibody、anti-PARP-
antibody、anti-β-actin-antibody以及HRP-linked goat anti-
rabbit IgG购自CST公司。CCK-8细胞活性检测试剂盒

购自日本同仁化学研究所。活性氧清除剂N-乙酰 -L-
半胱氨酸 (N-Acetyl-L-cysteine, NAC)购自上海碧云天

生物技术有限公司。细胞凋亡 (Annexin-V/PI双染 )检
测试剂盒、JC-1线粒体膜电位检测试剂盒购自上海

贝博生物科技有限公司。

1.2   细胞活性检测 
将人肺癌细胞A549接种于96孔板中 , 过夜培养 ; 

用柯里拉京处理24 h或48 h后, 孔板中每孔加入10 µL 
CCK-8试剂于37 °C进一步孵化1 h, 置于酶标仪中于

490 nm波长下测量吸光值(D值)并记录分析数值。

1.3   细胞凋亡检测 
将人肺癌细胞A549接种于6孔板; 第2天, 用柯里

拉京(50、100、150 µmol·L–1)处理细胞24 h, 冷PBS洗
2次, 接着用Annexin-V在室温下孵育15 min; 然后去除

Annexin-V染液, 将细胞于PI染液中孵育5 min; 最后通

过流式细胞术进行检测, 并进行数据采集和分析。

1.4   线粒体膜电位检测 
将A549细胞接种于6孔板, 过夜后, 用柯里拉京

(150 µmol·L–1)处理24 h, 采用JC-1线粒体膜电位检

测试剂盒检测处理后的细胞内线粒体的膜电位。通

过LEICA ATCSSP8显微镜拍照, 并用Leica分析软件

进行分析并记录数据。

1.5   免疫印迹检测 
将A549细胞接种于6孔板 , 过夜后 , 用柯里拉京

(50、100、150 µmol·L–1)处理24 h, 提取细胞中的总蛋

白, 并对细胞裂解液中的蛋白进行定量; 随后通过SDS-
PAGE电泳将蛋白分离 , 接着通过转膜装置将蛋白质转

移至PVDF膜上, 接下来加入封闭液(含30 mL·L–1 FBS和
1 mL·L–1 Tween-20)封闭 1 h; 然后加入一抗置于4 °C摇床

上孵育过夜; 第2天, 加入二抗于室温下孵育1 h; 最后加

入化学发光液进行显影并拍照记录结果。

1.6   ROS水平检测 
将A549细胞按适当比例及密度接种于6孔板中 , 

培养过夜后 , 用活性氧清除剂 (NAC, 5 mmol·L–1)预处

理或不加NAC处理1 h, 然后用柯里拉京(150 µmol·L–1)
处理24 h, 采用活性氧检测试剂盒 -DCFH-DA法检测

处理后细胞内的活性氧 (reactive oxygen species, ROS)



1540 · 研究论文 ·

水平, 最后通过流式细胞术进行分析并记录数据。

1.7   统计与分析 
实验数据采用GraphPad Prism 5.0软件进行单

因素方差分析 , 以均值±标准差(x
_
±s)表示 , 多组间比

较采用Tukey检验, 两组之间采用t检验, P<0.05表示

差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   柯里拉京诱导A549细胞发生细胞凋亡

在本研究中, 如图1A所示, 用柯里拉京处理A549
细胞24 h或48 h后, 发现柯里拉京能够明显抑制A549
细胞的活性 , 并呈剂量依赖性。另外 , 通过Annexin-
V/PI双染后 , 流式细胞术检测结果显示 , 与对照组相

比 , 柯里拉京能够明显地呈剂量依赖性诱导人肺癌细

胞A549发生细胞凋亡(Annexin-V+/PI–以及Annexin-V+/
PI+)(图1B)。以上研究结果显示 , 柯里拉京能够有效

地抑制A549细胞的活性并且诱导细胞凋亡的发生。

2.2   柯里拉京激活A549细胞中线粒体内源性凋

亡途径

相关研究报道 , 柯里拉京能够诱导卵巢癌与乳

腺癌细胞发生凋亡并且能够明显地增加癌细胞的凋

亡比例 [7,10]。而诱导细胞凋亡常见的途径为线粒体途

径与死亡受体途径。因此 , 我们探索了柯里拉京是否

可以通过损伤线粒体来诱导肺癌细胞发生凋亡。首

先 , 通过JC-1检测试剂盒检测线粒体膜电位 , 结果显

示 , 柯里拉京能够损伤线粒体膜电位 (图2A和图2B)。
接下来 , 探讨了柯里拉京对A549细胞中凋亡相关蛋

白表达的影响 , 包括bax、bcl-2、cleaved-caspase-3以
及cleaved-PARP。Western blot结果显示 , 柯里拉京能

够明显地上调bax的表达并下调凋亡抑制蛋白bcl-2
的表达 (图2A~图2C)。同时 , 柯里拉京处理能够促进

下游凋亡执行蛋白caspase-3加工并剪切形成活化的

cleaved-caspase-3, 伴随着其作用底物聚腺苷二磷酸–
核糖聚合酶 [poly(ADP-ribose) polymerase, PARP]同样

被加工并活化形成具有活性的cleaved-PARP, 标志着

凋亡通路的启动(图2A、图2D和图2E)。以上结果表明, 
柯里拉京通过募集bax破坏线粒体从而诱导A549细胞

发生凋亡。

2.3   柯里拉京上调ROS水平诱导细胞凋亡

以往研究表明 , ROS对于胞内信号转导以及维

A: CCK-8检测细胞活性; B: Annexin-V-FITC/PI双染法检测细胞凋亡。Cor: corilagin。
A: cell viability was analyzed using CCK-8 assay; B: Annexin-V-FITC/PI double staining was used to detect cell apoptosis. Cor: corilagin.

图1   柯里拉京诱导人肺癌细胞A549发生凋亡

Fig.1   Corilagin induces the apoptosis of human lung cancer cell A549
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持氧化还原稳态具有重要作用[12]。在本研究中, 观
察到柯里拉京能够上调A549细胞内的ROS水平(图
3A)。为了进一步揭示ROS在柯里拉京诱导A549细
胞发生凋亡中的作用, 本研究选用NAC进行处理, 以
此来阻断ROS积累对细胞产生的危害。结果显示, 
NAC预处理能够逆转柯里拉京上调ROS水平的作

用, 并且能够有效地逆转柯里拉京诱导的细胞凋亡, 
同时, 与对照组相比, NAC单独处理不会诱导细胞死

亡(图3A和图3B)。另外, Western blot检测结果显示, 
NAC预处理同样能够逆转柯里拉京对bax和bcl-2表
达的影响(图3C), 并且抑制柯里拉京诱导的细胞凋

亡(图3D)。上述结果表明, 柯里拉京可能通过上调

A、B: JC-1检测试剂盒检测线粒体膜电位; C: Western blot检测细胞裂解液中细胞凋亡相关蛋白的表达水平; D~G: 细胞凋亡相关蛋白表达水平

的灰度统计。Cor: corilagin; n.s.: 无显著性差异。n=3; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与柯里拉京未处理组相比。

A,B: the mitochondrial membrane potential was determined by JC-1 detection kit; C: Western blot was used to assess the expression levels of apoptotic 
proteins in cell lysates; D-G: the relative gray values of apoptotic proteins were quantified. Cor: corilagin; n.s.: no significant difference. n=3; *P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001 compared with Cor untreated group.

图2   柯里拉京影响人肺癌A549细胞中凋亡相关蛋白的表达

Fig.2   Corilagin affects the expression of apoptotic proteins in human lung cancer cell A549
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ROS水平诱导细胞凋亡。

3   讨论
肺癌是常见的恶性肿瘤之一 , 而化学治疗依然

是晚期肺癌综合治疗的首选治疗方式 [2]。但是化学

治疗的总效率不理想 , 且容易出现药物耐受。因此 , 
寻找新的、毒副作用小的治疗方法或药物以有效治

疗肺癌成为近年来研究的热点。

程序性细胞死亡 (programmed cell death, PCD)
通路在所有多细胞生物的生长、存活、体内平衡以

及先天免疫等方面具有重要的生理作用 [13]。根据其

表型差异 , PCD可被分为细胞凋亡和细胞坏死2种重

要形式。而细胞凋亡主要通过4种途径介导 , 目前在

肿瘤研究中 , Fas(tumor necrosis factor receptor super-
family, member 6)/FasL(Fas ligand)介导的外源性凋

亡途径和Mitochondria内源性凋亡途径是被研究较

多的2个核心通路 [13]。Caspase蛋白家族和bcl蛋白家

族是参与细胞凋亡级联反应的主要调节因子 [13]。在

线粒体内源性通路介导的细胞凋亡中 , 通过上调bax

蛋白的表达 , 并募集bax蛋白至线粒体上 , 破坏线粒

体膜电位平衡并导致细胞色素C释放至胞质内, 从而

活化caspase-9, 进而切割caspase-3/7并形成有活性的

cleaved-caspase-3/7, 导致其底物PARP被加工并活化

形成cleaved-PARP, 最终导致细胞凋亡的发生[13]。

在本研究中发现, 柯里拉京处理能够剂量依赖

性地抑制人肺癌细胞A549的增殖并诱导细胞凋亡。

研究进一步发现, 柯里拉京处理能够破坏线粒体膜

电位, 并且上调bax的表达, 下调凋亡抑制蛋白bcl-2
的表达, 进而促进有活性的cleaved-caspase-3以及

cleaved-PARP的形成。这些结果提示, 柯里拉京能

够促进人肺癌细胞A549发生细胞凋亡。这些结果

也表明, 柯里拉京对人肺癌细胞A549具有一定的治

疗作用。

那么, 柯里拉京是如何诱导人肺癌细胞A549发
生细胞凋亡的呢? 以往研究表明, 细胞内ROS水平与

细胞凋亡密切相关, 且有助于bax被募集至线粒体上

并破坏膜电位, 进而活化caspase-3诱导细胞凋亡[14]。

在本研究中, 结果显示柯里拉京能够上调人肺癌细

A: DCFH-DA探针标记检测A549细胞内ROS水平; B: CCK-8检测细胞毒性; C: Western blot检测细胞裂解液中bax和bcl-2表达水平。“–”表示不

加药, “+”表示添加药物; D: Annexin-V-FITC/PI双染法检测细胞细胞凋亡。n=3; **P<0.01, NAC+柯里拉京处理组 vs 柯里拉京单独处理组; Cor: 
corilagin。
A: the ROS levels in A549 cells were measured by DCFH-DA probe labeling; B: cytotoxicity was detected by CCK-8 assay; C: Western blot was used 
to assess the expression levels of bax and bcl-2 in cell lysates. “–” represents no medicine, and  “+” represents adding medicine; D: Annexin-V-FITC/PI 
double staining was used to detect cell apoptosis. n=3; **P<0.01, NAC+Cor group vs Cor treatment group; Cor: corilagin.

图3   NAC抑制柯里拉京诱导的人肺癌细胞A549凋亡

Fig.3   NAC inhibits corilagin-induced apoptosis in human lung cancer cell A549
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胞A549中的ROS水平, 而NAC预处理能够逆转柯里

拉京对胞内ROS水平的上调作用。同时NAC预处理

可以降低柯里拉京诱导的细胞凋亡, 也能够逆转柯

里拉京对bax和bcl-2蛋白表达的影响。这些结果提

示, 柯里拉京可能通过调节胞内ROS水平, 从而诱导

人肺癌细胞A549发生细胞凋亡。

总之, 本研究发现, 柯里拉京可能通过调节胞

内ROS水平诱导人肺癌细胞A549发生细胞凋亡, 提
示柯里拉京具有治疗肺癌的潜在价值, 并且值得进

一步探索验证。此外, 虽然本研究显示ROS可能介

导了柯里拉京诱导的细胞凋亡, 但柯里拉京是否能

够通过其他方式发挥抗肿瘤作用, 需要进一步的研

究阐明。
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