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新型荜茇酰胺衍生物C12阻滞A549细胞

周期、诱导细胞凋亡和自噬
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摘要      该研究旨在探讨荜茇酰胺衍生物C12对非小细胞肺癌(NSCLC) A549的体外抑制活性

及其作用机制。采用四甲基偶氮唑蓝 (MTT)法和克隆形成实验检测C12对细胞增殖的影响 ; 划痕

实验和Transwell实验检测C12对细胞迁移和侵袭的影响 ; 流式细胞术检测对细胞周期和凋亡的影

响 ; 采用转录组测序检测C12处理后的差异表达基因 ; Western blot验证C12对相关蛋白表达变化的

影响。结果显示, C12能有效抑制A549的增殖、迁移和侵袭, 阻滞细胞周期于G2/M期, 并通过调控

Bax和Bcl-2的表达水平诱导细胞凋亡; 其调控基因主要存在于细胞染色体组分中, 显著富集于催化

活性和DNA结合相关的分子功能、细胞周期生物学过程和MAPK、PI3K/Akt信号通路 ; C12能上

调细胞内的ROS水平, 通过上调p-JNK、p-Erk1/2和p-p38的表达来激活MAPK信号通路诱导细胞凋

亡; 同时, C12通过下调p-Akt和p-mTOR, 上调LC3-II诱导细胞自噬。总之, C12在A549中可以激活

MAPK信号通路诱导细胞凋亡和抑制PI3K/Akt/m-TOR信号通路诱导细胞自噬。
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Novel Piperlongumine Derivative C12 Induces Cell Cycle Arrest, 
Apoptosis, and Autophagy in A549 Cells
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Abstract       This study aimed to investigate the inhibitory effect of Piperlongumine derivative C12 on 
NSCLC (non-small cell lung cancer) cell line A549 and its mechanism in vitro. MTT assay and colony formation 
assay were used to detect the effect of C12 on cell proliferation. Scratch assay and Transwell assay were used to 
detect the effects of C12 on cell migration and invasion. Cell cycle and apoptosis were detected by flow cytometry. 
Transcriptome sequencing was used to predict DEGs (differentially expressed genes) after C12 treatment. Western 
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blot was used to verify the effect of C12 on the expression of related proteins. The results showed that C12 could ef-
fectively inhibit the proliferation, migration, and invasion of A549 cells, arrest cell cycle at G2/M phase and induce 
cell apoptosis by regulating the expression of Bax and Bcl-2. The regulatory genes were mainly present in the chro-
mosomal component and were significantly enriched in molecular functions related to catalytic activity and DNA 
binding, cell cycle biological processes, and MAPK and PI3K/Akt signaling pathways. C12 could increase intracel-
lular ROS level and activate MAPK signaling pathway to induce cell apoptosis by up-regulating the expression of 
p-JNK, p-Erk1/2 and p-p38. At the same time, C12 induced autophagy by down-regulating p-Akt and p-mTOR and 
up-regulating LC3-II. In conclusion, C12 could activate MAPK signaling pathway to induce apoptosis and inhibit 
PI3K/Akt/m-TOR signaling pathway to induce autophagy in A549 cells.

Keywords       Piperlongumine derivative; A549; apoptosis; cell cycle; autophagy

根据全球癌症统计数据 , 每年约 200多万人被

诊断为肺癌 , 约180万人死于肺癌 [1]。肺癌的新发病

例持续上升, 这使之成为最常见的恶性疾病之一, 肺
癌也是造成癌症相关死亡的主要原因 [2-3]。超过85%
的肺癌病例被归类为非小细胞肺癌 (non-small cell 
lung cancer, NSCLC), 因为大多数患者经诊断后已处

于不可手术的晚期或转移期 , 导致NSCLC患者5年
生存率低于20%[4-7]。NSCLC的治疗手段包括放疗、

化疗、靶向治疗和免疫治疗。由于预后差 , 临床疗

效不理想 , 肺癌患者的发病率和死亡率并没有得到

很好的控制 [8-9]。因此 , 迫切需要开发新的安全有效

的NSCLC治疗药物 , 寻找新的治疗靶点 , 来提高肺

癌治疗的效果。

天然产物及其衍生物已经成为抗肿瘤药物的重

要来源之一 [10]。荜茇酰胺(Pierlongumine, PL)是1967
年从胡椒属植物的根和果实中提取的天然生物碱 , 
具有多种药理作用 , 包括免疫活性、抗炎活性、神

经保护活性和抗肿瘤活性[11-12]。近年来, 大量文献指

出PL可抑制多种癌细胞的生长或诱导其凋亡 , 并在

肿瘤异种移植模型中有效抑制肿瘤生长 , 且无明显

不良反应 [13-21]。PL作用于多种癌症靶点 , 包括信号

转导与转录激活因子3(signal transducer and activator 
of transcription 3, STAT3)[22]、核转录因子 -κB(nuclear 
transcription factor-kappa B, NF-κB)[23]、磷脂酰肌醇

3-激酶 /蛋白激酶B/哺乳动物雷帕霉素靶点 (phos-
phoinositide-3 kinase/protein kinase B/mammalian target 
of rapamycin, PI3K/Akt/mTOR)[14,21]和丝裂原活化蛋白

激酶 (mitogen-activated protein kinase, MAPK)[16]信号

通路等。此外, 其抗肿瘤活性还依赖于活性氧(reactive 
oxygen species, ROS)的积累[13,18,20]。据报道, 双芳基脲

结构具有抗肿瘤特性 , 许多含有其结构片段的药物

(如索拉非尼和替沃扎尼等)已被批准上市[24-25]。因此, 
探索具有双芳基脲结构的新型荜茇酰胺衍生物的抗

肿瘤机制对NSCLC的小分子抑制剂的开发具有重

要意义。

在本课题组近期的研究中 , 合成了一系列新的

含有双芳基脲结构的PL衍生物 , 并评估了其对肿瘤

细胞的细胞毒性, 其中C12对NSCLC表现出较好的抗

肿瘤活性 , 但其作用机制尚不清楚 [26]。因此本研究

首次证明了C12的抗NSCLC活性, 并阐明了其潜在的

作用机制 , 包括抑制细胞迁移和侵袭、G2/M周期阻

滞和细胞凋亡。此外, C12通过产生ROS激活MAPK
信号通路诱导细胞凋亡 , 抑制PI3K/Akt/mTOR通路

诱导细胞自噬。

1   材料与方法
1.1   材料与试剂

化合物 C12来源于课题组前期工作。胎牛血

清 (fetal bovine serum, FBS)和RPMI-1640培养基购

自上海源培生物科技有限公司 ; 青霉素 /链霉素溶液

购自广州硕谱生物科技有限公司 ; MTT[3-(4,5-二甲

基-2-噻唑基)-2,5-二苯基四氮唑溴铵)]购自上海皓鸿

生物医药科技有限公司 ; Annexin V-FITC凋亡检测

试剂盒、DNA含量定量检测 (细胞周期 )试剂盒、活

性氧检测试剂盒、BCA蛋白浓度测定试剂盒、蛋白

酶和磷酸酶抑制剂购自北京索莱宝生物科技有限公

司 ; NAC(N-acetyl-L-cysteine)和细胞裂解液RIPA购

自上海碧云天生物科技有限公司 ; 3-MA(3-methyl-
adenine)和PD98059购自美国MedChemexpress公司 ; 
Cyclin B1、CDK1、LC3和GAPDH抗体购自武汉

三鹰生物技术有限公司 ; p38、p-p38、Erk、p-Erk、
JNK、p-JNK、Akt、p-Akt(Ser437)、mTOR和p-mTOR
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抗体购自美国Cell Signaling Technology公司 ; Bcl-2
和Bax抗体购自美国Santa Cruz公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      A549购自中国科学院细胞库(昆
明)。细胞用含10%胎牛血清和1%青霉素 /链霉素的

RPMI-1640培养基培养, 放置于37 °C、5% CO2的细

胞培养箱, 选取对数期生长细胞用于实验。

1.2.2   MTT法检测细胞增殖      将A549细胞以每

孔 4×103个细胞的密度接种于 96孔板并培养过夜。

用C12处理细胞24 h、48 h和72 h。随后, 每孔中加

入20 μL MTT, 在37 °C下孵育4 h。去除培养基后, 
每孔加入150 μL DMSO, 摇床室温振荡(150 r/min) 
15 min。随后, 使用酶标仪(Tecan, Infinite M200 Pro)
测量悬液在490 nm处的吸光度值。

1.2.3   平板克隆实验      将A549细胞接种于6孔板中

过夜培养。随后用C12处理细胞24 h。药物处理后

的细胞以每孔1 000个细胞的数量接种于6孔板 , 培
养14天 , 有肉眼可见细胞集落形成时终止培养。弃

去培养基 , 加4%多聚甲醛室温固定30 min, 0.1%结

晶紫室温染色15 min, 观察集落形成情况。

1.2.4   细胞划痕实验      将A549接种于6孔培养板中并

过夜培养。当孔中细胞数达到90%以上时, 用20 μL枪
头垂直于孔底画3条竖线 , 用PBS冲洗去除漂浮的细

胞。用含不同浓度C12的1%血清培养基培养细胞。

用倒置荧光显微镜 (NIKON, Japan)观察划痕愈合过

程 , 并于0、24、48 h拍照。最后使用 ImageJ软件计

算细胞迁移率。

1.2.5   细胞侵袭实验      用Transwell小室进行细胞侵

袭实验。将2×105个细胞悬浮于100 μL含不同浓度

C12(0、0.6、0.8、1.0 μmol/L)的无血清培养基中, 并
将其加入到Matrigel包被的上室中。下室加入600 μL
含不同浓度C12的10%血清培养基。培养24 h后, 用
PBS洗涤Transwell小室2次 , 用棉签仔细擦拭去除上

室中的细胞。然后用4%多聚甲醛室温固定15 min, 
用0.1%结晶紫室温染色。使用倒置显微镜观察细胞

染色情况, 用ImageJ分析细胞侵袭能力。

1.2.6   流式细胞术检测细胞周期      将细胞接种于

6孔板中 , 培养24 h, 然后用不同浓度的C12(0、0.6、
0.8、1.0 μmol/L)处理24 h。收集细胞 , PBS清洗2次
后加70%乙醇重悬 , 4 °C固定过夜。取出固定后的

细胞室温2 000 r/min离心5 min, 弃去固定液, 加PBS
清洗细胞2次, 加入100 μL RNase A, 37 °C孵育30 min。

加入400 μL PI染液, 4 °C避光孵育30 min。使用流式

细胞仪(FACS Calibur, Becton Dickenson)检测周期分

布情况。采用Flow Jo进行数据分析。

1.2.7   流式细胞术检测细胞凋亡      使用Annexin 
V-FITC/PI试剂盒检测细胞凋亡。将细胞接种于6孔
板中, 培养24 h, 然后用不同浓度的C12(0、0.6、0.8、
1.0 μmol/L)处理48 h。收集细胞, 用PBS洗涤2次, 悬
浮于100 μL结合缓冲液中。分别加入约5 μL的An-
nexin V-FITC和PI, 室温避光孵育染色。加入400 μL
的1× 结合缓冲液后, 采用流式细胞仪(FACS Calibur, 
Becton Dickenson)检测细胞凋亡情况。采用Flow Jo
进行数据分析。

1.2.8   活性氧检测      将细胞接种于12孔板中, 培养

24 h后 , 分别加入C12或NAC处理。利用DCFH-DA
荧光探针检测细胞内ROS水平的变化。用DCFH-
DA探针染液在37 °C避光染色20 min, 加入无血清

培养基洗涤细胞 3次 , 用倒置荧光显微镜 (NIKON, 
Japan)拍照。

1.2.9   透射电镜 (transmission electron microscopy, 
TEM)      用C12处理细胞24 h后, 收集细胞, 用2.5%
戊二醛固定。室温2 000 r/min离心5 min, PBS洗涤

细胞 , 用镊子将细胞沉淀包裹在琼脂糖中。将细胞

置于 1%锇酸中室温避光固定2 h, 随后用乙醇和丙

酮脱水并包埋。用超显微切片机 (Leica UC7, Jena, 
Germany)切片。加入 2%乙酸铀饱和乙醇溶液室温

避光染色15 min, 依次使用70%乙醇和超纯水冲洗。

在无CO2条件下, 采用2.6%柠檬酸铅溶液染色, 然后

用超纯水冲洗 , 室温干燥过夜。用透射电子显微镜

(Hitachi HT7800, Tokyo, Japan)进行图像采集。

1.2.10   转录组测序      用C12处理细胞24 h后 , 用
TRIzol试剂收集细胞。RNA-seq分析在苏州帕诺米

克生物科技有限公司进行 , 通过生物云平台 (www.
biodeep.com)在线平台进行数据分析 , 根据 |log2(fold 
change)|≥1和P<0.05为标准筛选差异表达基因 , 对
差异基因进行基因本体论 (gene ontology, GO)和
KEGG富集分析。

1.2.11   Western blot      用C12处理后收集细胞 , 用
RIPA裂解缓冲液裂解 , 并提取细胞总蛋白。然后使

用BCA检测试剂盒 , 根据使用说明进行蛋白定量。

等量的蛋白样品通过 SDS-PAGE凝胶分离并转移

至PVDF膜上。用5%脱脂奶粉室温封闭1.5 h后 , 用
TBST洗涤 , 然后加入一抗 (1:1 000) 4 °C孵育过夜。
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次日在室温下孵育1 h, 然后用TBST洗涤, 加入二抗

(1:10 000)在室温下孵育1 h。最后利用化学发光系

统对蛋白条带进行可视化分析。

1.3   统计分析

采用GraphPad Prism 9.0软件进行统计学分析 , 
数据以 x

_
±s表示。组间比较采用单因素方差分析 , 

P<0.05为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   C12抑制A549细胞的增殖

C12的结构如图1A所示。为了探究C12对A549
细胞生长的影响 , 用不同浓度的C12处理A549细胞

24 h、48 h和72 h后 , 利用MTT法检测。结果如图

1B所示 , C12处理后细胞的增殖受到明显抑制。此

外, 通过显微镜观察, C12处理后的细胞表现出圆形

形态 , 细胞收缩并从培养板的底面脱落 , 这表明细

胞活力丧失 (图 1C)。通过平板克隆实验进一步评

估C12对细胞生长的抑制作用 , 结果显示与对照组

相比 , C12处理显著抑制了细胞的集落形成(图1D)。
这些结果表明C12对A549细胞具有潜在的抗增殖作

用。

2.2   C12抑制A549细胞的迁移和侵袭

通过细胞划痕实验和Transwell实验来评估C12
对细胞迁移和侵袭的影响。与Control组相比 , C12
处理显著抑制了A549细胞的迁移 (图 2A)。此外 , 
Transwell实验结果表明 , C12有效地抑制了A549细
胞的侵袭 (图2B)。总的来说 , C12对A549细胞的迁

移和侵袭均表现出明显的抑制作用。

A: C12的化学结构; B: MTT法检测C12对A549细胞的抑制作用; C: 显微镜下观察细胞在C12作用24 h后细胞形态的变化; D: C12对细胞集落形

成的影响。****P<0.000 1, 与Control组相比。

A: chemical structures of C12; B: the inhibitory effect of C12 on A549 cells was detected by MTT assay; C: the cell morphology of cells after treatment 
with C12 for 24 h was observed under microscope; D: effect of C12 on cell colony formation. ****P<0.000 1 compared with Control group.

图1   C12抑制A549细胞增殖

Fig.1   C12 exhibited antiproliferative effects in A549 cells
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A: 划痕实验检测C12处理后A549细胞的迁移能力; B: Transwell实验检测C12处理后A549细胞的侵袭能力。***P<0.001, 与Control组相比。

A: the migration ability of A549 cells after C12 treatment was detected by scratch test; B: Transwell assay was used to detect the invasion ability of 
A549 cells after C12 treatment. ***P<0.001 compared with Control group.

图2   C12抑制A549细胞迁移和侵袭

Fig.2   Inhibition of C12 on migration and invasion of A549 cells
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2.3   C12阻滞A549细胞周期于G2/M期

使用PI染色结合流式细胞仪来检测C12对细胞

周期的影响。与Control组相比 , C12可使A549细胞

的G2/M期细胞比例从 6.21%增加到 14.5%, 这说明

C12可以将细胞周期阻滞在G2/M期 (图 3A)。使用

Western blot检测了细胞周期G2/M期调节蛋白p21、
Cyclin B1和CDK1的表达水平 (图3B)。与Control组
相比, C12和PL处理均导致了p21表达水平的增加和

Cyclin B1和CDK1表达水平的降低。这些结果表明

C12通过调节p21、Cyclin B1和CDK1蛋白的表达诱

导A549细胞的细胞周期阻滞于G2/M期。

2.4   C12诱导A549细胞凋亡

使用Annexin V-FITC/PI双染流式细胞术检测

细胞凋亡。与Control组相比 , 当C12浓度分别为

0.6、0.8和 1.0 μmol/L时 , 细胞的总凋亡率依次为

16.84%、19.20%、24.82%, C12呈浓度依赖性地

诱导A549细胞的凋亡 (图4A)。检测凋亡相关蛋白

的表达 , 发现C12处理细胞下调了Bcl-2的表达 , 上

调了Bax的表达 (图 4B)。以上的数据表明 , C12通
过影响凋亡相关蛋白的表达来诱导 A549细胞凋

亡。

2.5   转录组测序分析揭示C12可能的作用通路

为了阐明C12对A549细胞的作用机制 , 我们进

行了转录组测序分析。火山图和柱状图 (图5A和图

5B)结果显示 , 与Control组相比 , C12处理导致A549
细胞中有885个基因表达上调, 546个基因表达下调。

GO分析显示差异表达基因在生物学过程、细胞成

分和分子功能方面的功能富集。在差异基因富集前

10的GO项中 , 观察到生物学过程中的细胞周期及相

关过程受到C12的显著影响。细胞组分的变化主要

涉及染色体。此外 , 与催化活性和DNA结合相关的

分子功能存在显著差异 (图5C)。KEGG通路富集分

析可发现与差异表达基因相关的关键通路。C12处
理后 , 细胞周期、MAPK、PI3K/Akt信号通路差异

基因富集最多 , 提示这些通路在介导C12发挥的抗

肿瘤活性方面具有潜在作用(图5D)。
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2.6   C12激活A549细胞内的MAPK信号通路

基于转录组学数据的KEGG分析 , C12处理可

以调节MAPK信号通路。MAPK信号通路是诱导肿

瘤细胞凋亡的关键通路 , 为了进一步研究C12诱导

细胞凋亡的机制是否与这一通路的调控有关 , 利用

Western blot检测了MAPK信号通路相关蛋白 JNK、

A: 流式细胞术检测C12和PL处理后A549细胞的凋亡率; B: Western blot检测凋亡相关蛋白Bax和Bcl-2的表达水平。数据以3次实验的均值±标准

差表示。**P<0.01, ***P<0.001, 与Control组相比。

A: the apoptosis rate of A549 cells treated with C12 and PL was detected by flow cytometry. B: the expression levels of apoptosis-related proteins Bax 
and Bcl-2 were detected by Western blot. The data were expressed as the x

_
±s of triplicate experiment. **P<0.01, ***P<0.001 compared with Control 

group.
图4   C12诱导A549细胞凋亡

Fig.4   C12 induced apoptosis of A549 cells
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图3   C12诱导A549细胞周期阻滞于G2/M期

Fig.3   C12 induced G2/M cell cycle arrest in A549 cells
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Erk1/2、p38及其磷酸化蛋白的表达水平。结果如

图6A和图6B所示, 与Control组相比, C12处理显著上

调了JNK、Erk1/2和p38蛋白的磷酸化水平, 而JNK、

Erk1/2和p38的表达水平没有显著变化。同时 , 使用

Erk抑制剂PD98059(30 μmol/L)发现 , 与C12单独处

理组相比 , C12和PD98059共同处理组的p-Erk1/2的
表达水平显著下调 (图6C和图6D)。这些结果表明 , 
C12是通过激活MAPK信号通路来诱导A549细胞凋

亡的。

2.7   C12刺激A549细胞产生ROS进而激活MAPK
信号通路

肿瘤细胞中MAPK信号通路与ROS的激活密切

相关。进一步探讨C12对ROS产生的影响 , 发现与

Control组相比 , C12处理组中观察到ROS水平 (绿色

荧光)的显著增加(图7A)。随后使用ROS清除剂NAC
来验证这一发现 , 如图7B所示 , NAC有效地逆转了

ROS水平的升高。MTT结果表明 , 当使用NAC抑制

C12诱导的ROS产生时 , 出现了细胞活力的逆转 , 这
证实了ROS的产生可抑制细胞增殖 (图 7C)。随后 , 
研究了C12诱导的细胞凋亡是否也依赖于细胞内活

性氧水平的升高。结果表明 , C12单独处理组的细

胞凋亡率为28.6%, 而C12和NAC共同处理组的总凋

亡率降低至12.94%(图7D)。这些结果说明, C12诱导

细胞内ROS水平的升高可能与细胞凋亡相关。随后, 

A: 差异表达基因火山图; B: 差异表达基因的柱状图; C: GO分析; D: KEGG通路分析。

A: volcano map of DEGs; B: bar graph of DEGs; C: GO analysis; D: KEGG pathway analysis.
图5   转录组测序分析

Fig.5   Transcriptome sequencing analysis
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利用NAC处理的细胞组进一步阐述ROS和MAPK通

路之间的关系 (图7E)。正如预想的那样 , NAC显著

抑制了C12诱导的 JNK、Erk1/2和p38蛋白磷酸化水

平的升高 , 表明ROS作用于MAPK信号级联的上游 , 
调控MAPK信号通路的激活。上述结果表明, C12可
以激活细胞内ROS产生, 进而激活MAPK信号通路。

2.8   C12通过Akt/mTOR信号通路诱导A549细胞

自噬

为了探究C12是否在A549细胞中引发细胞自

噬 , 首先通过透射电子显微镜 (transmission electron 
microscope, TEM)观察了C12处理后的A549细胞中自

噬体数量的变化。与Control组相比, C12处理后细胞

内形成了更多的自噬空泡 (图8A)。检测自噬相关蛋

白LC3的表达水平 , C12处理后LC3-II的表达量增加 , 
使用自噬抑制剂3-MA(10 μmol/L)逆转了这一现象

(图8B), 说明C12可以诱导A549细胞自噬。此外 , 与
C12单独处理组相比, 3-MA和C12共同处理组的细胞

活力显著降低(图8C)、细胞凋亡率显著升高(图8D)。
这些结果说明, C12诱导A549细胞自噬对细胞起保护

作用。据报道, PI3K/Akt/mTOR信号通路参与了药物

诱导的细胞凋亡和自噬。而且KEGG数据提示C12
对PI3K/Akt信号通路存在调控作用。为了探究C12
是否通过调节PI3K/Akt/mTOR通路诱导细胞自噬 , 
Western blot分析Akt和mTOR及其磷酸化表达水平的

变化。结果如图8E所示, C12处理显著降低了细胞内

p-Akt和p-mTOR的表达水平。这些结果表明 , C12可
以通过负调控A549细胞中PI3K/Akt/mTOR通路来诱

导细胞自噬。

3   讨论
在本课题组的前期研究中 , 合成了一系列具有

抗肿瘤活性的荜茇酰胺衍生物。然而, 在这些化合物

中 , C12对A549细胞的抑制作用及其机制有待阐明。

因此 , 本研究进一步探讨C12对A549细胞的作用机

制。研究结果证明C12有效地抑制了A549细胞的增

殖、迁移和侵袭。抑制细胞周期进程是抗肿瘤的有

效策略之一 , 周期蛋白CDK1通过与调节亚基Cyclin 
B1结合而激活其活性 , 从而调节细胞在G2/M期的进

A、B: Western blot检测MAPK通路相关蛋白表达水平; C、D: Western blot检测C12、PD98059或C12+PD98059处理后细胞内p-Erk1/2蛋白的表

达水平; 数据以3次实验的均值±标准差表示。*P<0.05, **P<0.01, 与Control组相比; ###P<0.001, 与C12(1.0 μmol/L)组相比。

A,B: Western blot analysis of the protein expression levels of MAPK pathway-related proteins; C,D: Western blot analysis of the protein expression lev-
els of p-Erk1/2 in cells treated with C12, PD98059 or C12+PD98059. Data are expressed as x

_
±s of triplicate experiment. *P<0.05, **P<0.01 compared 

with Control group; ###P<0.001 compared with C12 (1.0 μmol/L) group.
图6   Western blot分析C12对MAPK信号通路相关蛋白表达水平的影响

Fig.6   Effect of C12 on expression levels of proteins in MAPK signaling pathway was determined by Western blot
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展 [27-28]。而p21作为CDK抑制剂可以抑制cdc2/Cyclin 
A和cdc2/Cyclin B复合物的表达, 通过诱导细胞周期

阻滞和衰老发挥抗肿瘤作用 [29]。本研究发现C12处
理可导致细胞G2/M期细胞比例增加, p21表达水平上

调, cyclin B1和CDK1蛋白表达水平下调。进一步讨

论C12对细胞凋亡的影响, 发现C12通过上调抗凋亡

蛋白Bax表达水平和下调促凋亡蛋白Bcl-2表达水平

来诱导细胞凋亡。

ROS的过度积累是细胞在各种刺激下死亡的一

个诱发因素, 越来越多的证据表明, 过量的ROS可引

发细胞凋亡 [30]。而ROS的积累可以通过激活MAPK
来诱导细胞死亡 , MAPK通路中的 JNK、Erk1/2和

p38可以被依次磷酸化而被激活 [31-32]。JIA等 [33]发现, 
荷叶黄酮能增加A549细胞内ROS的水平 , 上调p38 
MAPK、caspase-3和Bax, 下调Nrf2和Bcl-2的蛋白表

达水平, 诱导细胞凋亡。CAO等[34]研究发现, 镉通过

增加人支气管上皮细胞 (BEAS-2B)内ROS水平 , 导
致细胞氧化应激 , 激活JNK、Erk和p38 MAPK通路 , 
最终通过线粒体介导的内源性细胞凋亡通路导致

BEAS-2B细胞凋亡。荜茇酰胺主要通过促进ROS的
产生诱导癌细胞的自噬和死亡 [35-36]。C12作为荜茇

酰胺衍生物, 在本研究中通过DCFH-DA荧光探针检

测细胞内ROS水平的变化, 发现C12呈浓度依赖性的

增加A549细胞内ROS水平; 当加入ROS清除剂NAC

A: 用DCFH-DA染色检测细胞内的活性氧; B: NAC处理对C12诱导活性氧积累的影响; C: MTT法检测NAC和C12对细胞活力的影响; D: 流式细

胞术检测C12、NAC或C12+NAC处理细胞24 h后细胞的凋亡率; E: Western blot检测C12、NAC或C12+NAC处理后细胞内p-JNK、p-Erk1/2、p-p38
蛋白的表达水平。数据以3次实验的均值±标准差表示。**P<0.01, ***P<0.001, 与Control组相比。

A: ROS was detected by DCFH-DA staining; B: effect of NAC treatment on C12-induced ROS accumulation; C: MTT assay was used to detect the 
effect of NAC and C12 on cell viability; D: flow cytometry was used to detect the apoptosis rate of C12, NAC or C12+NAC treated cells for 24 h; E: 
Western blot analysis of the protein expression levels of p-JNK, p-Erk1/2 and p-p38 in cells treated with C12, NAC or C12+NAC. Data are presented as 
the x

_
±s of triplicate experiment. **P<0.01, ***P<0.001 compared with Control group.

图7   ROS参与C12诱导的细胞凋亡

Fig.7   ROS participated in C12-induced apoptosis
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A: 透射电镜观察自噬体形成; B: Western blot检测LC3蛋白的表达水平; C: MTT法检测3-MA(10 mol/L)和C12对细胞活力的影响; D: 流式细胞术

检测C12、3-MA或C12+3-MA处理细胞24 h后细胞的凋亡率; E: Western blot检测Akt、p-Akt、mTOR和p-mTOR蛋白的表达水平; 数据以3次实

验的均值±标准差表示。**P<0.01, 与Control组相比; ##P<0.01, ###P<0.001, 与C12(1.0 μmol/L)组相比。

A: autophagosome formation was observed under TEM; B: the expression level of LC3 protein was detected by Western blot. C: MTT assay was used 
to detect the effect of 3-MA and C12 on cell viability; D: flow cytometry was used to detect the apoptosis rate of C12, 3-MA or C12+3-MA treated cells 
for 24 h; E: Western blot was used to detect the expression levels of Akt, p-Akt, mTOR and p-mTOR proteins. The data are expressed as the x

_
±s of trip-

licate experiment. **P<0.05 compared with Control group; ##P<0.01, ###P<0.001 compared with C12 (1.0 μmol/L) group.
图8   C12通过调控PI3K/Akt/mTOR信号通路诱导A549细胞发生自噬

Fig.8   C12 induced autophagy in A549 cells through PI3K/Akt/mTOR signaling pathway
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后 , C12诱导的ROS产生被有效抑制 , 同时C12诱导

的凋亡能力也相应降低。Western blot实验结果显示, 
NAC显著抑制了C12诱导的JNK、Erk1/2和p38蛋白

磷酸化水平的升高。这些结果表明 , 在A549细胞中

C12能诱导ROS的积累、激活MAPK信号通路进而

诱导细胞凋亡。

自噬是一种保守的细胞分解代谢过程 , 随着自

噬研究的不断深入 , 自噬在肿瘤治疗中的意义也越

来越受到人们的关注 [37]。细胞自噬与癌症之间的关

系是多样的 , 一种是保护性自噬 , 通过清除细胞内

错误折叠的蛋白质和异常的细胞器 , 维持胞质内环

境稳态 , 促进细胞存活 ; 另一种则是启动细胞主动

性的 II型细胞死亡程序 , 发生自噬性细胞死亡 [38-39]。

有研究发现PL可以增加人宫颈癌KB细胞和胆管癌

OCUG-1细胞内LC3-II的表达水平, PL和自噬抑制剂

3-MA联合处理显著降低细胞活力, 并增加PL诱导细

胞凋亡的能力 , 表明PL可以诱导KB和OCUG-1细胞

发生保护性自噬 [40-41]。自噬相关蛋白与磷脂酰乙醇

胺结合并随后与LC3-I结合导致LC3-II的形成, LC3-
II是作为评估自噬活性关键的标志物之一 [42]。本研

究通过TEM观察发现C12能增加A549细胞内自噬体

的数量, Western blot发现C12增加了LC3-II的表达水

平, 这说明C12可以诱导细胞发生细胞自噬。使用自

噬抑制剂3-MA抑制自噬过程显著降低了C12抑制的

细胞活力并且增加了C12诱导的细胞凋亡 , 表明自

噬对C12诱导的细胞死亡具有细胞保护作用。研究

报道 , 抑制PI3K/Akt/mTOR通路可以通过自噬或凋

亡机制诱导细胞死亡[43]。本研究结果发现, C12处理

下调了细胞中p-Akt和p-mTOR的表达水平。这说明, 
C12通过抑制PI3K/Akt/mTOR通路诱导A549细胞自

噬。

综上所述 , C12对A549细胞具有较好的抑制活

性 , 通过抑制A549细胞增殖、迁移和侵袭 , 阻滞细

胞周期于G2/M期 , 并诱导细胞凋亡。进一步的机制

研究表明 , C12导致ROS过度积累并激活MAPK信

号通路, 最终诱导细胞凋亡。同时, C12通过负调控

PI3K/Akt/mTOR通路来诱导细胞自噬。然而 , 本研

究尚有不足之处, 只在细胞水平进行了机制研究, 后
续会通过体内实验进一步验证。
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