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姜黄素类似物EF24诱导A549细胞自噬及

凋亡关系的研究
汪　宇　周　桃　孙韩艳　黄　蓓*

(安徽大学生命科学学院, 合肥 230039)

摘要      从细胞自噬及凋亡关系角度探讨姜黄素类似物EF24对人肺腺癌细胞(A549)的杀伤

机理。选用不同浓度的EF24对体外培养的A549处理, 采用MTT方法检查细胞存活率, 吖啶橙染

色观察细胞形态, 蛋白质免疫印迹(Western blot)方法检测与细胞自噬及凋亡相关蛋白的表达及对

AMPK-mTOR-S6K信号通路的影响。结果显示, EF24作用24 h的IC50为8.5 μmol/L, 对A549细胞生

长抑制作用优于姜黄素, 而接近顺铂。自噬及凋亡蛋白检测显示, 在4 μmol/L、8 μmol/L时A549细
胞以自噬为主, 在16 μmol/L时以凋亡为主; 加入100 nmol/L自噬抑制剂渥曼青霉素(wortmannin)后, 
细胞存活率同比升高。同时还发现, 随着EF24浓度的增加, 细胞内AMPK-Thr172磷酸化水平上升, 
mTOR-Ser2481、S6K-Thr389磷酸化水平的下调。由此可见, EF24可通过AMPK的激活下调mTOR-
S6K途径抑制细胞生长, 在EF24浓度4~8 μmol/L范围内, 自噬对凋亡起到促进作用。
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探索 .发现

姜黄(curcuma)是传统的中药, 是姜科植物Cur-
cuma Longa Linn.的根茎, 姜黄素(curcumin)是从姜

黄中提取的酚类色素, 为姜黄的主要有效成分, 具有

抗炎、抗氧化、抗肿瘤等作用。姜黄素可抑制人

子宫内膜癌细胞(HEC1B)的增殖, 并诱导细胞凋

亡, 其诱导凋亡机制是将细胞阻滞在G2/M期来实现

的[1]。但姜黄素水溶性差, 利用率不高。联苯二氟酮

EF24[3,5-bis(2-flurobenzylidene)piperdin-4-one]为姜

黄素的类似物[2-3](图1), Andrea等[4]的研究表明, EF24
在对肺癌、卵巢癌、乳腺癌、前列腺癌、宫颈癌

中的作用效果要优于姜黄素。Selvendiran等[5]在对

顺铂(cisplatin)有抗性的人卵巢癌细胞研究中发现, 
EF24可使细胞停滞在G2/M期, 引起细胞的凋亡。

AMPK是一种存在于真核细胞中结构高度保

守的对能量代谢起关键作用的激酶, 是由αβγ亚基组

成的复合物。当细胞处于不良环境条件下(如低糖、

低氧等)导致AMP/ATP比值增高, 致使AMP与AMPK
的γ亚基结合, 活化AMPK的α亚基, 使其能够与

LKB1激酶结合, 致使Thr172磷酸化。活化的AMPK
可进一步激活结节性硬化复合体(tuberous sclerosis 

complex, TSC), 并通过TSC抑制其下游底物哺乳动

物雷帕霉素靶蛋白(mammalian target of rapamycin, 
mTOR)[6]。在酵母的研究中发现: 当TOR被抑制时, 
Atg13激酶的部分去磷酸化导致了其与Atg1蛋白激

酶的结合加强, 从而激活了Atg1, 进而导致自噬的产

生[7-9]。在营养充足条件下, 细胞内AMP/ATP比值下

降, AMPK活性受到抑制, 激活AKT-mTOR-S6K信号

通路, AKT通过抑制TSC的活性, 从而激活mTOR来
调节细胞的生长代谢[10]。AKT通过改变促凋亡蛋白

Bax的构象, 防止线粒体跨膜电位(ΔΨm)的改变、阻

止细胞色素C的释放及caspase-3的激活, 继而抑制细

胞凋亡[11]。

自噬最初被认为是在营养匮乏时细胞将自身的

胞质成分、细胞器消化转化成能量以便生存[12-13]; 在
肿瘤发生过程中, 自噬可使其逃避细胞死亡[14]。凋

亡是细胞接受某些信号刺激后, 在特定的基因调控

下进行的一种主动性消亡过程, 称为I型程序性细胞
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死亡[15]。在细胞饥饿、生长因子缺乏时, 自噬对维

持细胞的存活起到一定的积极作用, 然而过度的自

噬能够引起细胞死亡, 称为Ⅱ型程序性细胞死亡。

齐亚莉等[16]用电离辐射诱导人乳腺癌细胞产生自

噬, 并促进细胞凋亡。自噬与凋亡的关系较为复杂, 
表现为: (1)自噬为凋亡所必需, 自噬先于凋亡, 进而

促进凋亡; (2)自噬抑制凋亡, 使肿瘤细胞凋亡率下

降[17]; (3)自噬与凋亡共同促进细胞死亡, 抑制其中之

一都会转变为另一种细胞死亡途径[18-19]。

本研究以人肺腺癌细胞系A549细胞作为研究对

象, 探讨EF24对A549细胞自噬和凋亡的调控关系及

其对AMPK-mTOR-S6K细胞信号传导通路的影响。

1   材料与方法
1.1  材料

EF24由美国Emory大学付海安教授惠赠, 姜黄

素、吖啶橙购于上海生工生物工程有限公司, 顺铂、

渥曼青霉素(wortmannin)、溴化二甲噻唑二苯四氮

唑(MTT)购于Sigma公司, A549细胞购于ATCC公

司; caspase-3、LC3抗体、AMPK、AMPK-Thr172抗
体购于Cell Signal ling公司, mTOR、mTOR-Ser2481、 
S6K、S6K-Thr389购于Santa Cruz公司, 荧光显微镜

(olympus BX51)。
1.2  方法

1.2.1    MTT法        先用DMSO(二甲基亚砜)将
EF24配置成10 mmol/L的母液, 然后按实验要求再

用DMEM培养液稀释成一定的浓度。

将3×104/mL的A549细胞接种于96孔板中, 每孔 

100 μL, 加不同浓度的EF24溶液, 静止培养12 h、24 h
后加入10 μL MTT溶液(5 mg/mL用PBS配制, pH 7.5)。
继续孵育4 h后, 每孔加入150 μL DMSO, 使MTT完全溶

解; 选择在490 nm波长处, 用酶联免疫检测仪上测定

各孔光吸收值。按下公式计算细胞存活率: 
细胞存活率=(加药组D值–空白组D值)/(对照组

D值–空白组D值)×100%
1.2.2    细胞自噬形态学观察        接种细胞密度为

3×104/mL的A549细胞于6孔板中, 加入不同浓度的

EF24溶液, 培养24 h后加入终浓度为1 μg/mL吖啶橙, 
染色15 min后荧光显微镜观察。

1.2.3    Western blot检测蛋白表达        接种细胞密度

为3×104/mL的A549细胞于6孔板中, 加入不同浓度

的EF24溶液培养24 h, 收集细胞, 离心加入上样缓

冲液; 煮沸10 min后上样。以β-actin为内参, SDS-
PAGE电泳分离, 电转至PVDF膜上。PVDF膜经封闭

液封闭2 h后, 加入一抗, 4 ºC过夜。用辣根过氧化物

酶标记的二抗, 37 ºC孵育2 h, TBST缓冲液洗涤后, 
ECL发光法检测蛋白表达。

1.2.4    统计学方法        采用SPSS 17.0软件处理

收据, 数据采用means±SD, 用单因素方差分析, 以 
P<0.05为差异具有统计意义, 实验数据均重复三次

以上。

2   结果
2.1  EF24抑制A549增殖

用不同浓度的EF24处理A549细胞, 分别在12 h、
24 h时检测细胞存活率, 结果显示, EF24抑制A549
细胞的增殖, 且抑制效果随着浓度、时间的增加

而增强, 12 h、24 h时EF24的IC50分别在27 μmol/L、 
8.5 μmol/L, 与姜黄素、顺铂作对照发现, EF24对
A549细胞的抑制率大于姜黄素 (12 h及24 h的IC50> 
32 μmol/L), 接近顺铂(12 h、24 h的IC50分别为24 μmol/L 
和7.5 μmol/L)。
2.2  EF24引起细胞自噬及凋亡

吖啶橙可使细胞质和细胞核分别染上暗红色

和亮绿色, 酸性囊泡被染成亮红色[20-22]。在自噬发

生后期, 自噬泡与酸性囊泡溶酶体结合形成自噬溶

酶体, 此时的酸性囊泡被吖啶橙着色, 作为后期自噬

的一种标志[23]。渥曼青霉素是PI3K激酶的抑制剂; 在

图1　姜黄素和EF24的结构式

Fig.1　Structures of curcumin and EF24
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自噬早期阶段, 抑制自噬体的形成[24]。用不同浓度

的EF24处理A549细胞24 h后吖啶橙染色观察其细胞

形态的变化, 结果显示, 与对照相比, 低浓度的EF24 
(1, 2 μmol/L)处理细胞形态无异常(图3A~图3C); 4, 
8 μmol/L EF24处理的细胞, 细胞质出现空泡化, 酸性

囊泡增多(图3D和图3E), 而大部分细胞核未发生明

显变化; 当同时加入100 nmol/L渥曼青霉素后, 酸性

囊泡相对减少(图3G和图3H); 而单独加入16 μmol/L 
EF24时, 细胞核固缩、细胞形态变圆(图3F); 再加入

渥曼青霉素后, 细胞形态变化不明显(图3I)。

A: 0 μmol/L EF24; B: 1 μmol/L EF24; C: 2 μmol/L EF24; D: 4 μmol/L EF24; E: 8 μmol/L EF24; F: 16 μmol/L EF24; G: 4 μmol/L EF24+W; H: 
8 μmol/L EF24+W; I: 16 μmol/L EF24+W; W: wortmannin. Bar=50 μm.

图3　不同浓度EF24引起A549细胞自噬及凋亡的形态学观察(吖啶橙染色, 24 h)
Fig.3　Morphology observation of autophagy and apoptosis induced by different concertrations of EF24 in A549 cell line 

(acridine orange staining, 24 h)

A: 细胞处理12 h; B: 细胞处理24 h; 二甲基亚砜(0.32%)。
A: cells were treated with 12 h; B: cells were treated with 24 h; DMSO(0.32%).

图2　三种化合物对A549肺癌细胞存活率的影响

Fig.2　Effect of three compounds on the livability of A549 cell line
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同时, 我们还利用LC3及caspase-3作为细胞自

噬与凋亡检测的的分子标志。LC3有两种类型, 即
LC3-I(18 kDa)和LC3-II(16 kDa), 自噬发生时LC3-I
降解为LC3-II, 前者存在细胞溶质中, 后者表达于

自噬体膜上[25]。Caspase-3为凋亡的执行者, 在正常

细胞中主要以无活性的酶原(procaspase-3)形式存

在。Procaspase-3被剪切后, 形成活化的caspase-3。
Western blot方法检测LC3的活性变化时发现: 在 
2~8 μmol/L的EF24范围内, 随着浓度的增加, LC3-I

型降解成 LC3-II型的比例增加, 在8 μmol/L的EF24
自噬的效果最明显, 16 μmol/L处理组LC3-II型的比

例开始降低。Caspase-3表达变化检测发现: 与对照

组相比, 4 μmol/L、8 μmol/L处理组的procaspase-3降
解成caspase-3的比例有所增加, 16 μmol/L处理组效

果最明显(图4), 此结果与图3的形态学观察结果一

致, 即小于8 μmol/L的EF24处理组在24 h时主要诱发

A549细胞发生自噬, 而大于16 μmol/L的EF24处理组

主要引起细胞凋亡。

2.3  自噬促进细胞凋亡

为探讨EF24处理后所引起的A549细胞自噬

与凋亡相互关系及对细胞存活率的影响, 本实验在

EF24处理并同时加入100 nmol/L的自噬抑制剂渥

曼青霉素后检测其对细胞存活率及LC3、caspase-3活
性的变化, 结果显示: 在EF24为4 μmol/L、8 μmol/L
时与单独加药组相比较其细胞存活率分别升高了

15%、20%左右, 呈现显著性差异、极显著性差异, 
而16 µmol/L EF24加渥曼青霉素后对A549的存活率

没有影响(图5); 另一方面, 8 μmol/L的EF24加渥曼青

霉素处理组的LC3-I降解成LC3-II的比例减少, pro-
caspase-3降解成caspase-3的比例减少, 而16 μmol/L 
EF24加渥曼青霉素后procaspase-3、caspase-3的活

性影响不明显(图4), 因为16 μmol/L EF24引起的主

要是细胞凋亡(图3)。
实验结果说明，当渥曼青霉素抑制自噬后, 细

胞存活率增加, 细胞凋亡减弱, 提示在本实验EF24
对A549细胞处理中自噬促进细胞凋亡。

2.4  EF24引起AMPK、mTOR、S6K蛋白表达的变化

为探讨EF24是否通过AMPK-mTOR-S6K细胞

信号传导通路来影响A549细胞的生存与死亡, 本实

W: 渥曼青霉素; 实验至少进行三次独立性的重复。

W: wortmannin; Experiments were repeated at least three times independently.
图4　不同浓度EF24引起A549细胞自噬及凋亡相关蛋白检测(Western blot, 24 h)

Fig.4　Detection of Autophagy and apoptosis-related protein in A549 cell line treated with different concentration of EF24 
(Western blot, 24 h)

D: 0.32%二甲基亚砜; W: 渥曼青霉素(100 nmol/L); *P<0.05, **P<0.01。
D: 0.32% DMSO; W: wortmannin(100 nmol/L); *P<0.05, **P<0.01.

图5　EF24联合渥曼青霉素对A549细胞存活率的影响 
Fig.5　Effect of EF24 with or without wortmannin on the 

livability of A549 cell line

验用Western blot方法检测不同浓度EF24处理组对

该通路关键蛋白AMPK、mTOR、S6K活性的影响。

结果显示: 随着EF24浓度的增加, AMPK-Thr172
磷酸化水平逐渐增加; 但mTOR-Ser2481、S6K-Thr389
磷酸化水平逐渐下降。说明EF24通过提高AMPK磷

酸化水平来下调mTOR、S6K的激酶活性从而抑制

细胞生长, 同时, mTOR活性的降低也促进了自噬的

产生(图6)。
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3   讨论
自噬和凋亡在维持机体正常运转的过程中发

挥着重要的作用, 早期的肿瘤治疗方法是诱导肿瘤

细胞的凋亡, 而在治疗过程中, 一些肿瘤细胞产生了

抗性。自噬作为另一种程序性死亡方式已经成为新

的研究热点。自噬就像一把双刃剑, 研究药物处理

肿瘤细胞过程中其与凋亡的关系显得尤为重要。

本研究用不同浓度的姜黄素类似物EF24处理

A549细胞12 h及24 h发现, 抑制细胞的生长呈现时

间、剂量依赖关系。形态学观察及分子标记检测

结果显示: 4 μmol/L、8 μmol/L的EF24处理24 h时, 
A549细胞经吖啶橙染色及蛋白检测显示以自噬为

主; 药物浓度为16 μmol/L时, A549细胞以凋亡为主; 
并证明自噬对凋亡起到促进的作用。Jia等[26]研究

用姜黄素处理K562细胞过程中发现, K562细胞既有

自噬也有凋亡现象, 且自噬对凋亡起促进作用, 该实

验还证明线粒体通透性的改变在自噬与凋亡过程中

起到重要作用。Aoki等[27]研究表明, 姜黄素可通过

自噬抑制恶性神经胶质瘤细胞的生长。姜黄素抑制

AKT-mTOR-S6K通路并激活ERK信号通路从而产

生自噬性细胞死亡, 但未发生凋亡。Liu等[28]以顺铂

处理EC9706细胞后, 细胞产生自噬抑制细胞凋亡。

药物作用细胞后, 自噬产生不同的效果, 可能与细胞

种类、药物浓度、药物作用时间等有密切的关系。

本实验的结果发现: 当EF24处理A549细胞24 h, 
AMPK的Thr172的磷酸化随着药物浓度的增加而

增强。磷酸化的AMPK下调mTOR-Ser2481及S6K-
Thr389的活性, 抑制蛋白质的合成, 同时mTOR活性

的抑制也促进自噬的产生。另一方面, EF24也可能

通过抑制AKT的活性, 激活促凋亡蛋白Bax, 通过线

粒体膜电位的改变, 引起caspase-3的活化而导致细

胞凋亡, 中间过程仍需要进一步实验来证明。

A: AMPK、mTOR、S6K活性的检测(蛋白免疫印迹法);  B、C、D 分别为AMPK、mTOR、S6K灰度值(磷酸化蛋白/β-肌动蛋白)。实验进行三

次独立性的重复。与0 μmol/L组比较, **P<0.01。
A: AMPK, mTOR and S6K were detected by Western blot; B, C and D were the density value of AMPK, mTOR and S6K(phosphorylated protein/β-actin). 
Experiments were repeated three times independently. **P<0.01, compared with the 0 μmol/L group.

图6　EF24对AMPK-mTOR-S6K信号传导通路关键蛋白的影响

Fig.6　Effect of EF24 on the key protein of AMPK-mTOR-S6K signaling pathway
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在作用效果方面, EF24对A549细胞的抑制率要

大于姜黄素(12 h及24 h的IC50>32 μmol/L), 接近cis-
platin(12, 24 h的IC50分别为24, 7.5 μmol/L)。可能因

为在一定浓度及时间范围内, 自噬对凋亡起到促进

的作用, 且通过激活AMPK活性、抑制mTOR及S6K
蛋白活性来增强EF24对A549细胞的杀伤效果。

本实验结果为研究EF24对肿瘤细胞的作用机

理, 尤其是在探讨自噬与凋亡相互关系对细胞的杀

伤效果方面提供了一些新的思路, 如何合理运用自

噬促进剂或抑制剂从而达到快速细胞死亡的目的也

是有待进一步探讨的问题。
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Study on the Relationship between Autophagy and Apoptosis in A549 Cells 
Induced by Curcumin Analogue EF24

Wang Yu, Zhou Tao, Sun Hanyan, Huang Bei*
(School of Life Science, Anhui University, Hefei 230039, China)

Abstract        This paper studies the cytotoxicity mechanism of curcumin analogue EF24 in A549 cell line 
(human lung adenocarcinoma cells) through the relationship between autophagy and apoptosis. After treatment with 
different concentrations of EF24 in A549 cell line, we used MTT assay to check cell liviability, acridine orange 
staining to observe cell morphology change, and Western blot to detect cell autophagy and apoptosis-related pro-
tein in AMPK-mTOR-S6K signaling pathway. These results showed that the half lethal dose IC50 of EF24 in A549 
cell line at 24 h was 8.5 μmol/L, which was more less than curcumin and similar to cisplatin. With the detection of 
autophagy and apoptosis-related protein, we found that autophagy was a mainly phenomenon at the concentration 
of 4 μmol/L and 8 μmol/L, however, the apoptosis played an important role at the concentration of 16 μmol/L; Au-
tophagy inhibitor wortmannin (100 nmol/L) could partly increase the cell survival rate. Meanwhile, we also found 
the increasing phosphorylation level of AMPK-Thr172 and decreasing phosphorylation level of mTOR-Ser2481 
and S6K-Thr389 after treatment with EF24. Our results indicate that EF24 inhibited cell growth in A549 cell line 
through activing AMPK kinase and attenuate the mTOR-S6K pathway. Autophagy promoted cell apoptosis in the 
concentration range of 4~8 μmol/L EF24.
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