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黄芩苷对肺癌A549细胞自噬及上皮间质转化的影响
王林  吴翠芸  汪贤竹  黄琪峰  张菁*

(浙江大学医学院邵逸夫医院药学部, 杭州 310018)

摘要      该文研究了黄芩苷(Baicalin)对肺癌A549细胞自噬、上皮间质转化(epithelial-mesen-
chymal transition, EMT)及细胞侵袭的影响。将不同浓度的Baicalin(0、5、10、20、40、80、160、
320、640 μmol/L)作用于肺癌A549细胞后, 采用四甲基偶氮唑盐(MTT)法检测细胞活力; 吖啶橙染

色(AO)法在荧光显微镜下观察细胞自噬状态; 采用倒置显微镜观察转化生长因子-β1(transforming 
growth factor-β1, TGF-β1)作用肺癌A549细胞后其形态学的改变; Transwell小室实验检测Baicalin对
由TGF-β1诱导的肺癌A549细胞侵袭的影响; Western blot法检测Baicalin以及TGF-β1处理前后对肺癌

A549细胞中EMT相关蛋白表达和自噬相关蛋白LC3的影响。结果表明, Baicalin抑制肺癌A549细胞

活力, 并呈一定的剂量依赖关系(P<0.01), Baicalin作用肺癌A549细胞24 h的IC50值为104.30 μmol/L。
吖啶橙染色结果显示, Baicalin明显促进肺癌A549细胞中自噬溶酶体的生成。同时, Western blot结
果显示Baicalin干预后, 肺癌A549细胞中LC3-II蛋白表达水平明显上调(P<0.01)。经TGF-β1作用

后的A549细胞形态由多边形转变成了长梭形; 且EMT分子标志物E-cadherin蛋白表达水平显著下

调, 而Vimentin蛋白分子表达显著上调。Baicalin能显著抑制由TGF-β1诱导的肺癌A549细胞的侵

袭(P<0.01)。此外, Baicalin可逆转由TGF-β1诱导的肺癌A549细胞EMT标志蛋白E-cadherin表达的

下调和Vimentin表达的上调(P<0.01)。以上结果提示, Baicalin可诱导肺癌A549细胞自噬, 同时, Ba-
icalin抑制了TGF-β1诱导肺癌A549细胞的上皮间质转化, 从而发挥了其抗细胞侵袭转移的作用。

关键词      黄芩苷; 转化生长因子-β1; 上皮间质转化; 肺癌

 Effects of Baicalin on Cell Autophagy and Epithelial-Mesenchymal 
Transformation in Lung Cancer A549 Cells
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Abstract       This work was to investigate the effects of baicalin on cell autophagy, EMT (epithelial-
mesenchymal transition) and cell invasion in lung cancer A549 cells. The effect of Baicalin (0, 5, 10, 20, 40, 
80, 160, 320, 640 μmol/L) on the viability of A549 cells was measured by MTT assay. Formation of autopha-
gosome was observed by staining with acridine orange under fluorescence microscope. The morphological 
changes of A549 cells were observed under microscope. The cell invasion ability was analyzed by Transwell 
method. The protein expression of E-cadherin, Vimentin and LC3 in A549 cells was detected by Western blot. 
The activity of A549 cells was significantly inhibited by Baicalin in a dose dependent manner (P<0.05). IC50 of 
Baicalin (24 h) for A549 cells was 104.30 μmol/L. Acridine orange fluorescent staining showed that the num-
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ber of intracellular acid dye follicular bright red fluorescence in the A549 cells was significantly increased after 
Baicalin treatment, while the autophagic lysosomes were rarely observed in control group. The protein level 
of LC3-II/GAPDH in A549 cells was significantly enhanced after Baicalin treatment (P<0.01). TGF-β1 could 
induce morphological alteration of the A549 cells from epithelial morphology to mesenchymal morphology. 
Meanwhile, the protein expression of E-cadherin was down-regulated and the protein expression of Vimentin 
was up-regulated in the presence of TGF-β1 (5 ng/mL) (P<0.01). Baicalin significantly inhibited TGF-β1-
induced cell invasion. Moreover, Baicalin reversed TGF-β1-induced EMT, up-regulating the protein expres-
sion of E-cadherin and down-regulating the protein expression of Vimentin (P<0.01). In conclusion, Baicalin 
significantly inhibits the growth and induces autophagy in A549 cells, meanwhile reversing TGF-β1-induced 
EMT in lung cancer A549 cells.
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肺癌是我国常见的恶性肿瘤, 具有高侵袭性、

易复发等生物学特点。近年来, 尽管在肺癌的诊

断和治疗上有了较大进展, 但其发病率和晚期肺

癌患者的死亡率依旧很高[1]。研究表明, 多种分子

机制参与肺癌的侵袭转移过程, 其中上皮间质转化

(epithelial-mesenchymal transition, EMT)被认为是肿

瘤转移或扩散的重要环节, 一直是肿瘤侵袭转移研

究的热点[2]。因此, 寻找调控肺癌转移过程中的靶点

基因及探索肺癌发生EMT及其侵袭转移的分子机制

对治疗肺癌和提高患者的生存率具有重要意义。自

噬在肿瘤进展中的角色随疾病病程发展而不断发生

动态变化。自噬在肿瘤细胞中具有双重作用, 一方面, 
它能起到保护细胞的作用; 另一方面, 它也能诱导细

胞发生自噬性死亡[3-4]。黄芩苷(Baicalin)是从植物

黄芩中提取分离的一种黄酮类化合物, 具有抗氧化、

抗病毒、抗炎、抗菌、抗过敏反应、抗肿瘤等多种

药理作用[5]。其中Baicalin对肺癌、乳腺癌、淋巴瘤

等多种肿瘤具有抑制作用[6-7]。近年来研究显示, 天
然药物不仅能诱导细胞自噬, 还能调节EMT, 在肿瘤

的侵袭转移中起着重要作用[8]。但Baicalin是否能诱

导细胞自噬, 同时抑制肺癌上皮间质转化, 尚无相关

报道。本研究采用TGF-β1诱导肺癌A549细胞建立

EMT模型, 拟使用Baicalin处理人肺癌A549细胞, 观
察Baicalin对细胞增殖、细胞自噬、EMT及细胞侵

袭转移能力的影响, 为Baicalin治疗肺癌提供进一步

的实验依据。

1   材料与方法
1.1   材料

人肺癌A549细胞购自中国科学院细胞库。

1.2   试剂及仪器

Baicalin购自Sigma公司 ; TGF-β1购自Pepro-
tech公司 ; 四甲基偶氮唑盐 [3-(4,5-dimethylthigal-
2-yl)-2,5-(diphenyltetragalium) bromide, MTT]、
BCA蛋白定量试剂盒购自上海碧云天生物有限公

司; 吖啶橙(acridine orange, AO)购自Sigma-Aldrich
公司; RPMI-1640培养液购自杭州吉诺生物医药技

术有限公司 ; 胎牛血清购自Gibco公司 ; Vimentin、
E-cadherin、LC3、GAPDH抗体购自Cell Signaling 
Technology公司。

仪器包括: 多功能酶标分析仪、凝胶成像系

统、电泳仪(美国伯乐公司); 倒置相差显微镜(徕卡

公司)。
1.3   细胞培养

A549细胞培养于RPMI-1640培养基中, 内含10%
灭活新生小牛血清及100 U/mL青霉素和100 μg/mL链
霉素, 置于37 °C、5% CO2及饱和湿度的培养箱中培

养。

1.4   MTT法检测细胞活力

取对数生长期A549细胞以5×103个/孔接种于96
孔细胞培养板中, 然后置于37 °C、5% CO2及饱和

湿度培养箱中培养过夜。实验设置以二甲基亚砜

(DMSO)溶剂组为对照组、不同浓度的Baicalin(0、5、
10、20、40、80、160、320、640 μmol/L)为作用组, 
每个浓度设平行重复6孔。干预24 h后, 弃培养板中

的上清液, 每孔加入5 g/L的MTT溶液20 μL和80 μL
无血清培养液, 继续孵育4 h后, 弃掉培养板中的上

清液, 每孔中立刻加入150 μL DMSO, 使蓝紫色结晶

充分溶解后在490 nm波长处用酶标仪测定吸光度

(D)值, 重复实验3次。
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1.5   吖啶橙染色

取对数生长期的A549细胞接种于12孔板中, 于
37 °C、5% CO2孵育培养24 h后分别加入终浓度为0、 
20、40、80 μmol/L的Baicalin。在Baicalin作用下

继续培养24 h后, 加入终浓度为1 μg/mL的吖啶橙

溶液, 避光染色15 min, 在倒置荧光显微镜下观察

细胞形态, 实验独立重复3次。

1.6   细胞分组及干预

本研究中所用药物浓度依据参考文献及前期

预实验结果确定。实验分组为(1) 对照组, 细胞以

含有DMSO溶剂的培养液培养 ; (2) TGF-β1组 , 细胞

以含有5 ng/mL TGF-β1培养液培养 ; (3) Baicalin组 , 
细胞以含有5 ng/mL TGF-β1和10 μmol/L的Baicalin
培养液培养 ; (4) Baicalin组 , 细胞以含有 5 ng/mL 
TGF-β1和 20 μmol/L的Baicalin培养液培养。各作

用组置于37 °C、5% CO2及饱和湿度培养箱中培养

24 h后, 在倒置显微镜下观察细胞形态的变化并用

Western blot法检测相关蛋白水平。

1.7   Transwell小室实验

将Matrigel基质胶原液用无血清RPMI-1640培
养液按18׃稀释后, 加入到Transwell小室的上室中, 
把小室置于37 °C、5% CO2培养箱培养1 h, 使基质

胶凝固。用无血清培养液配制各组终浓度的药物, 
进行添加或不添加Baicalin处理。同时将TGF-β1诱
导24 h的A549细胞用含有或不含Baicalin的无血清培

养液重悬并调整细胞密度为8×107个/L; 吸取200 μL
的细胞悬液加入至Transwell小室的上室, 并将小室

置于加有600 μL含10% FBS的RPMI-1640培养液的

培养板下室中。每组设置3个复孔, 置于37 °C、5% 
CO2细胞培养条件下培养24 h。孵育结束后, 取出

小室, 将上室液体弃去, 用棉签头轻轻擦去上室未

穿膜的细胞, 用PBS漂洗后甲醇固定30 min, 然后用

0.1%结晶紫染色20 min, PBS清洗后在倒置显微镜

下观察细胞, 随机选取5个视野计数每孔穿膜细胞

数并拍照, 结果取平均值, 实验重复3次。

1.8   Western blot实验

取对数生长期A549细胞接种于6孔细胞培养板

中 , 采用5 ng/mL的TGF-β1诱导肺癌A549细胞24 h, 
然后加入不同浓度的Baicalin处理细胞24 h后提取总

蛋白, 用BCA蛋白定量法测定蛋白浓度。各作用组

取15 μg等量蛋白样品进行聚丙烯酰胺凝胶电泳, 电
转至聚偏二氟乙烯(PVDF)膜上。将膜用TBST清洗

后, 用5%脱脂奶粉室温封闭1 h后, 加入鼠抗人E–cad-
herin(1000 1׃)、Vimentin(1000 1׃)和GAPDH(1000 1׃)
一抗, 4 °C孵育过夜, 次日, TBST洗膜3次, 5 min/次, 
加入辣根过氧化物酶标记的兔抗鼠IgG抗体, 室温孵

育2 h后, TBST洗膜3次, 5 min/次, 在膜上滴加ECL显
影液, 凝胶成像系统拍照, 并用Image J软件分析条带

灰度值。

1.9   数据统计

实验数据均采用均数±标准差(x
_
±s)表示, 数据

分析用SPSS 17.0统计软件进行, 多组间比较采用

单因素方差分析, 组间两两比较应用SNK-q检验, 
P<0.05表示差异有统计学意义。

2   结果
2.1   黄芩苷对肺癌A549细胞活力的影响

采用不同浓度的Baicalin处理肺癌A549细胞

24 h, MTT法检测Baicalin对细胞增殖的影响。结果

如图1所示, 与对照组相比, Baicalin对肺癌A549细
胞的增殖具有明显的抑制作用, 且随着Baicalin给药

剂量的增加, Baicalin对A549细胞的生长抑制率显

著增加。Baicalin作用肺癌A549细胞24 h的IC50值为

104.30 μmol/L。
2.2   黄芩苷对肺癌A549细胞自噬溶酶体的影响

吖啶橙可将胞质内酸性自噬泡染成红色, 肿瘤

细胞在吖啶橙染色后, 细胞中的自噬溶酶体则显示

橘红色荧光, 而细胞核则显示绿色荧光。Baicalin作
用肺癌A549细胞后, 由于酸性的差异, Baicalin增加

肺癌A549细胞自噬溶酶体的产生。结果如图2所示, 
与对照组相比, Baicalin作用于肺癌A549细胞24 h后
细胞内酸性滤泡染成亮红色荧光比例增多, 提示自

噬水平增加。说明Baicalin增加了肺癌A549细胞中

酸性自噬溶酶体的数量。

2.3   黄芩苷对肺癌A549细胞自噬相关蛋白的影响

为了进一步证明Baicalin对肺癌A549细胞自

噬相关蛋白的影响, 我们采用Western blot法检测了

Baicalin对自噬的标志蛋白LC3的表达影响情况。结

果如图3所示, Baicalin作用肺癌A549细胞24 h后, 与
对照组相比, 细胞中自噬的标志蛋白LC3-II的表达

水平显著升高(P<0.01), 说明Baicalin明显激活了肺

癌A549细胞的自噬水平。

2.4   TGF-β1处理前后肺癌A549细胞形态的变化

采用5 ng/mL的TGF-β1处理肺癌A549细胞48 h
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n=3, *P<0.05, **P<0.01, 与对照组比较。

n=3, *P<0.05, **P<0.01 compared with control group.
图1   不同浓度的黄芩苷对肺癌A549细胞活力的影响

Fig.1   The effects of different concentrations of Baicalin on the viability of A549 cells
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图2   不同浓度的黄芩苷对肺癌A549细胞内自噬泡形成的影响

Fig.2   Effects of different concentrations of Baicalin on autophagy vesicle formation in lung cancer A549 cells
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后, 在倒置显微镜下观察细胞形态, 结果如图4所示, 
与未经TGF-β1处理的对照组细胞比较, 经TGF-β1诱导

48 h后, 肺癌A549细胞形态由多边形向成纤维样改变。

2.5   TGF-β1处理前后肺癌A549细胞EMT相关蛋

白表达的变化

采用5 ng/mL的TGF-β1处理肺癌A549细胞48 h
后, 提取干预前后各组细胞的总蛋白, Western blot
法检测EMT标志蛋白的表达。结果如图5所示, 
TGF-β1诱导肺癌A549细胞24 h后, EMT分子标志物

E-cadherin蛋白表达水平显著下调, 而Vimentin蛋白

分子表达显著上调, 差异有统计学意义(P<0.01)。

2.6   黄芩苷对TGF-β1诱导的肺癌A549细胞侵

袭的影响    
肿瘤的可怕之处在于肿瘤发展到一定阶段, 会

向四周扩散并侵袭到正常组织周围。而这种肿瘤细

胞的扩散是肿瘤细胞恶性进展的一个重要环节。我

们采用Transwell小室实验检测Baicalin对由TGF-β1
诱导的肺癌A549细胞侵袭的影响, 结果如图6所示, 
5 ng/mL的TGF-β1处理组中, 穿越Transwell小室的

细胞数与未经TGF-β1处理组相比显著增多, 差异有

统计学意义(P<0.01), 说明TGF-β1促进了肺癌A549
细胞的侵袭。不同浓度的Baicalin处理组穿越Tran-

n=3, **P<0.01, 与对照组比较。

n=3, **P<0.01 compared with control group.
图3  不同浓度的黄芩苷对肺癌A549细胞自噬相关蛋白LC3的影响

Fig.3   Effects of different concentrations of Baicalin on autophagy-associated protein LC3 in lung cancer A549 cells 
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Fig.4   Changes of cell morphology of A549 before and after TGF-β1 treatment
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swell小室的细胞数均低于模型组, 差异有统计学意

义(P<0.01), 说明Baicalin能有效抑制由TGF-β1诱导

的肺癌A549细胞的侵袭。

2.7   黄芩苷抑制TGF-β1诱导的肺癌A549细胞上

皮间质转化

为了探索Baicalin抑制肺癌A549细胞的侵袭

是否与其阻断EMT进程有关, 我们采用不同浓度

的Baicalin处理肺癌A549细胞48 h, 显微镜观察发

现, 经TGF-β1处理的肺癌A549细胞由多边形向成

纤维样细胞形态改变, 而加入Baicalin作用后, 其细

胞形态又向多边形改变。同时 , Western blot法检测

Baicalin对EMT标志物E-cadherin和Vimentin的影响, 
结果如图7所示, 与对照组相比, TGF-β1处理组显著

下调肺癌A549细胞E-cadherin蛋白表达水平, 同时

上调Vimentin蛋白表达水平; 然而, 加入不同浓度的

Baicalin处理后, 与TGF-β1模型组相比, 肺癌A549细
胞E-cadherin蛋白表达水平上调, 而Vimentin蛋白表

达水平下调, Baicalin能抑制肺癌A549细胞上皮间质

转化, 从而发挥抑制细胞侵袭的生物学效应。

3   讨论
肺癌是我国常见的恶性肿瘤。目前, 我国肺癌

的发病率已跃居恶性肿瘤首位, 成为危害我国国民

健康的重大疾病之一。肺癌具有侵袭性高、易转移

和复发等特点, 因此, 在临床治疗上非常棘手[9]。肺

癌的转移受多种因素的影响, 但其具体机制目前仍

不清楚。近年来研究发现, EMT可促进肿瘤细胞的

浸润以及肿瘤的转移, 与肿瘤的发生和发展密切相

关, 而针对EMT抑制剂的研究已成为抗癌药物研究

的重要方向[10]。

中草药是祖国传统医学的瑰宝、我国的宝贵

财富, 且具有副作用小、应用广泛、多靶点等特点。

黄芩苷作为传统中草药黄芩的有效成分之一, 具有

抗肿瘤、抗氧化、抗病毒、抗炎、抗菌、抗过敏反

应等多种药理作用[11-12]。在我们的前期研究过程中

发现, Baicalin能显著抑制肺癌A549细胞增殖、迁

移及侵袭。目前, 自噬作为II型程序性细胞死亡越

来越受到人们的重视。自噬作为一种保护机制, 是
由于在自噬发生的早期能使肿瘤细胞避免受到外界

的刺激, 例如低营养、电离辐射和化疗药物等所致

的损伤, 而持续存活; 但是, 在当外部环境较差, 肿瘤

细胞过度自我吞噬效应时, 就会引起自噬性死亡, 从
而抑制肿瘤的发生发展[13]。在我们的研究过程中发

现, Baicalin能显著诱导肺癌A549细胞自噬。这是由

n=3, **P<0.01, 与对照组比较。

n=3, **P<0.01 compared with control group.
图5   TGF-β1处理对肺癌A549细胞EMT相关蛋白表达的影响

Fig.5   The effect of TGF-β1 on the expression of EMT-related protein in lung cancer A549 cells
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于自噬激活过度时则会引起肿瘤细胞发生自噬性死

亡, 从而对肿瘤的生长起到一定的抑制作用。越来

越多的研究认为, EMT在肿瘤转移的分子机制中起

着重要作用。因此, 我们推测Baicalin对肺癌A549细
胞迁移和侵袭的抑制作用可能与抑制EMT有关。本

研究首先通过TGF-β1诱导肺癌A549细胞建立EMT
模型, 结果表明, 经过TGF-β1处理过的A549细胞侵

袭能力增强, 细胞形态也由多边形向成纤维样改变, 
同时, EMT相关标志蛋白上皮细胞标志物E-cadherin
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n=3, **P<0.01 compared with control group; ##P<0.01 compared with TGF-β1 group.

图6   Transwell小室法检测检测黄芩苷对肺癌A549细胞侵袭能力的影响

Fig.6   The effect of Baicalin on the invasive ability of lung cancer cell line A549by transwell assay

蛋白表达水平降低, 而间质细胞标志物Vimentin蛋
白表达水平明显升高。这与LI[14]和ZHANG等[15]研

究的TGF-β1诱导肿瘤细胞上皮间充质转化的模型

实验结果相一致。表明TGF-β1促进了肺癌A549细
胞发生EMT, 进而提高肿瘤细胞的侵袭与迁移能力。

其次, 我们采用Baicalin处理经TGF-β1诱导的肺癌

A549细胞, 实验结果与我们的推测一致, Baicalin处
理细胞后, 不仅从形态学上使其恢复上皮细胞的不

规则多边形, 而且也改变了EMT分子标志物的表达, 
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其上皮细胞标志物E-cadherin蛋白表达上调, 而间质

细胞标志物Vimentin蛋白表达下调。这些结果与缪

存静等[16]研究的木犀草素逆转由TGF-β1诱导的人

肺癌细胞上皮间充质转化的实验结果相符。说明, 
Baicalin逆转TGF-β1诱导的肺癌A549细胞EMT的发

生。研究表明, 经历EMT的细胞最重要的行为改变

是细胞侵袭能力的增强。本论文Transwell小室实

验结果显示, TGF-β1处理后的A549细胞侵袭能力增

加, 但是再经Baicalin作用后其细胞的侵袭能力则显

著降低, 表明Baicalin可抑制EMT引起的肺癌A549
细胞侵袭能力。这可能与细胞中E-cadherin表达的

增加有关, 细胞中E-cadherin表达的增加使细胞间

相互黏附聚集, 不易向远处扩散。以上结果证实了, 
Baicalin能够通过抑制肺癌细胞的EMT来抑制肿瘤

的迁移和转移能力。

综上所述, Baicalin可诱导肺癌A549细胞自噬, 
其可能是通过促进肺癌A549细胞自噬性死亡, 从而

发挥抗肿瘤作用。同时, 细胞形态的改变及EMT标
志蛋白的变化初步表明, Baicalin作为一种天然存在

的化合物可逆转由TGF-β1诱导的肺癌A549细胞的

上皮间质转化, 为Baicalin在肺癌中的应用提供了参

考。
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