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摘要： 目的　 阐释薄荷醇促进肺癌 ＳＫ⁃ＬＵ⁃１ 细胞凋亡的机制。 方法　 设立对照组、 薄荷醇组， 作用于肺癌 ＳＫ⁃ＬＵ⁃１ 细

胞 ４８ ｈ 后采用 ＣＣＫ⁃８ 法、 ＥｄＵ 法检测细胞增殖， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验检测细胞迁移能力， 流式细胞术检测细胞凋亡，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白表达。 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 薄荷醇与自噬抑制剂 ３⁃甲基腺嘌呤作

用 ４８ ｈ 后， 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞凋亡经典信号通路蛋白 ＬＣ⁃３ Ⅰ ／ Ⅱ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ａｔｇ１２ 蛋白表达。 结果　 与对

照组比较， 薄荷醇组可抑制细胞增殖， 并具有浓度依赖性， ４８ ｈ ＩＣ５０为 ９７􀆰 ９４ μｍｏｌ ／ Ｌ。 薄荷醇浓度为 ５０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ
时， 能抑制肺癌细胞的增殖和迁移， 在 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 下还可促进细胞凋亡及 ＬＣ⁃３ Ⅰ ／ Ⅱ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ａｔｇ１２ 蛋白表达。
结论　 薄荷醇在体外对 ＳＫ⁃ＬＵ⁃１ 细胞凋亡具有促进作用， 其机制可能与激活细胞自噬信号通路有关。
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　 　 薄荷醇， 又称薄荷脑， 是薄荷中的主要成分， 一种环

类单萜化合物， 被广泛应用于食品、 药品等领域［１］ 。 近年

来， 关于薄荷醇对各种癌症细胞的抗癌作用的基础研究取

得了一些进展。 研究发现， 薄荷醇对前列腺癌、 结肠癌等

多肿瘤细胞均有抑制作用［２⁃５］ ， 其主要通过诱导肿瘤细胞的

周期阻滞、 凋亡及信号调控等方式抑制癌细胞增殖［６］ 。 苗

延青等［７］研究薄荷醇在适宜的浓度时， 对胃癌 ＳＧＣ⁃７９０１ 细

胞的增殖抑制作用明显， 抑制率为 ２６􀆰 ７３％ ～ ４２􀆰 ５３％ 。 薄

荷醇可激活 ＤＵ１４５ 细胞中的 ＴＲＰＭ８ 通道， 诱导肿瘤细胞

中 Ｃａ２＋荧光强度， 从而起到抑制细胞增殖的作用［８］ 。
目前， 其他药物单体在抗肺癌细胞作用及相关机制等

方面已有比较多的研究。 罗林明等［９］ 研究发现， 百合总皂

苷对肺癌 Ａ５４９ 细胞增殖、 迁移及侵袭具有抑制作用， 可通

过下调 ＰＣＮＡ 的表达抑制肺癌细胞 ＤＮＡ 合成， 通过调控

Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 蛋白表达诱导肺癌细胞的凋亡。 颜晓静等［１０］ 研

究丹参⁃人参组分配伍能够抑制肺癌 Ａ５４９ 细胞增殖， 诱导

凋亡和降低细胞骨架的面积， 且抑制效果呈剂量依赖性。
但目前关于薄荷醇在抗肺癌机制方面的研究报道较少， 对

于其通过自噬促进细胞凋亡机制方面的研究鲜见报道。 因

此， 本实验以人肺癌 ＳＫ⁃ＬＵ⁃１ 细胞为体外研究材料， 将不

同浓度的薄荷醇作用于肺癌 ＳＫ⁃ＬＵ⁃１ 细胞， 分析细胞增殖、
凋亡及迁移特性， 并检测自噬信号通路 ＬＣ⁃３ Ⅰ ／ Ⅱ、
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ａｔｇ１２ 蛋白表达， 以期为薄荷醇通过细胞自噬促

进肺癌 ＳＫ⁃ＬＵ⁃１ 细胞的凋亡机制提供实验依据。

１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 人肺癌 ＳＫ⁃ＬＵ⁃１ 细胞， 购自中国科学院生物化

学与细胞生物学研究所。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 薄荷醇 （上海麦克林生化科技有限公

司， 批号 Ｃ１０４５８８０１， 纯度≥９９􀆰 ５％ ）。 细胞培养基 ＤＭＥＭ
（北京索莱宝科技有限公司， 批号 １１９６５）； ＢＩ 胎牛血清

（美国 Ｇｉｂｃｏ 公司， 批号 １０２７０１０６）； ＣＣＫ⁃８ 试剂盒 （上海

碧云天生物技术有限公司， 批号 ０７３０２０２０）； ５⁃乙炔基⁃２′⁃
脱氧尿嘧啶核苷 （ＥｄＵ） 试剂盒 （广州市锐博生物科技有

限公 司， 批 号 Ｒ１１２７ ）； ＬＣ⁃３ Ⅰ ／ Ⅱ、 Ａｔｇ１２、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、
ＧＡＰＤＨ 抗 体 （ 英 国 Ｂｉｏｒｂｙｔ 公 司， 批 号 ｏｒｂ３３３２８、
ｏｒｂ３３３８１、 ｏｒｂ３８０５３０、 ｏｒｂ５５５８７９）； Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 抗体 （美国 ＣＳＴ 公司， 批号 ４２２３⁃Ｔ、 ５０２３⁃Ｔ、
１４２２０⁃Ｔ、 ９５０２⁃Ｔ）， 保存于宿州学院生物与食品工程学院

实验室； ３⁃甲基腺嘌呤 （３⁃ＭＡ） （美国 Ｓｉｇｍａ 公司， 批号

Ｍ９２８１）； 二抗抗体 （美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 公司， 批号 ＢＳ１３２７８）；
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室 （美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司， 批号 ３５３０９０）。 其他试

剂均为分析纯。
１􀆰 ３　 仪器 　 ＩＸ７１ 倒置荧光显微镜、 ＣＸ４１ 型光学显微镜

（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； 流式细胞仪 （美国 ＢＤ 公司）；
Ｉｎｆｉｎｉｔｅ ２００ ＰＲＯ 型多功能酶标仪 （瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司）； 电子

天平 （万分之一， 美国奥豪斯公司）； 超微量分光光度计

（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； 电泳仪、 转膜仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公

司）； 荧光成像系统 （美国 ＰｒｏｔｅｉｎＳｉｍｐｌｅ 公司）。
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２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养 　 ３７ ℃水浴加热解冻 ＳＫ⁃ＬＵ⁃１ 细胞， 接种

于 ＤＭＥＭ 培养基 （含 １２％ 胎牛血清、 １００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素⁃链
霉素） 中， ＰＢＳ 洗涤后胰酶消化， 置于 ５％ ＣＯ２， ３７ ℃、 饱

和湿度培养箱中培养， ３ ～ ４ ｄ 传代 １ 次， 共培养 ３ ～ ４ 代，
取对数生长期的细胞进行实验。
２􀆰 ２　 ＣＣＫ⁃８ 法检测薄荷醇对细胞增殖的影响　 待细胞生长

到对数生长期、 密度达到 ８０％ 以上后将其消化， 制成细胞

悬液， 设置对照组 （不加薄荷醇） 和给药组 （薄荷醇浓度

２５、 ５０、 １００、 ２００、 ４００ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 每组 ６ 个复孔， 每孔

１００ μＬ 细胞悬液 （０􀆰 ６×１０５ ／ ｍＬ） 接种于 ９６ 孔板中［１１］ ， 置

于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ４８ ｈ 后， 每孔加入 １００ μＬ
ＣＣＫ⁃８ 溶液 （纯 ＣＣＫ⁃８ ∶ 纯培养基＝ １ ∶ ９）， 放入 ＣＯ２ 培养

箱中孵育 ２ ｈ 左右， 将处理好的培养板置于酶联免疫检测

仪中， 在 ４５０ ｎｍ 波长处测定吸光度值 （Ａ）， 生长抑制率 ＝
（１－Ａ给药组 ／ Ａ对照组） ×１００％ 。
２􀆰 ３　 ５⁃乙炔基⁃２′脱氧尿嘧啶核苷 （ＥｄＵ） 检测方法检测薄

荷醇对细胞增殖的影响　 以每孔 １􀆰 ０×１０４ 个细胞接种于 ９６
孔板中， 置于培养箱中培养 ２４ ｈ， 吸弃细胞板旧培养液，
给药组加入含薄荷醇 ５０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的完全培养液， 另外

设置对照组 （不加薄荷醇）， 平行 ６ 个复孔， 加入 ２５０ μＬ
溶液， 培养箱培养 ４８ ｈ 后参照 ＥｄＵ 试剂盒步骤进行 ＥｄＵ 标

记细胞、 固定促渗、 检测及 ＤＮＡ 复染等操作［１２］ ， 最后将

培养板置于 ＩＸ７１ 倒置荧光显微镜下， 随机选择拍摄荧光图

像， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行计数。
２􀆰 ４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测薄荷醇对细胞迁移的影响　 取对数生

长期细胞， ＰＥＴ 膜铺板， 每小室加入 ２００ μＬ 细胞悬液， 铺

板时细胞数量为 ２􀆰 ６×１０４ 个 ／孔放入每孔提前加好 ５００ μＬ
２０％ ＤＭＥＭ 的下室中， ３７ ℃ 放入二氧化碳培养箱中培养

１２ ｈ， 次日观察。 进行薄荷醇培养操作， 设置对照组 （不
加薄荷醇） 和给药组 （加入含薄荷醇 ５０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的完

全培养液）， 每组 ３ 个复孔， 每个上室加入 ２００ μＬ 溶液，
下室加入 ５００ μＬ 溶液， 孵育 ４８ ｈ 后室温固定 ３０ ｍｉｎ， 染色

３０ ｍｉｎ， 棉签蘸水后吸干， 在光学显微镜下随机拍摄图像，
观察细胞形态［１３］ ， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行计数。
２􀆰 ５　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ 双染色法检测细胞凋亡　 取对数生长期

细胞， 将细胞密度 １􀆰 ０×１０５ ／ ｍＬ 的悬浮液接种于培养板上，
每组 ４ 个复孔， 随机分为对照组 （不加薄荷醇）、 薄荷醇组

（１００ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 在培养箱中孵育 ４８ ｈ 后取出， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心， 弃去上清液， 根据 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ 试剂盒说明， 用

ＰＢＳ 洗细胞２～３ 次， 不含 ＥＤＴＡ 的胰蛋白酶消化， 再用 ４％
ＰＢＳ 洗 细 胞 ２ 次， 收 集 细 胞 进 行 重 悬， 加 入 ５ μＬ
ＡｎｎｅｘｉｎＶ ／ ＰＩ， 室温避光染色 １０～１５ ｍｉｎ， 加入 ２􀆰 ５ μＬ ＰＩ 试
剂后， ３０ ｍｉｎ 内完成细胞凋亡的检测。
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测自噬相关蛋白表达 　 取对数生长

期细胞， 接种在培养皿中培养， 当细胞饱和度达到 ８０％ 以

上时分为对照组（不加薄荷醇）、薄荷醇组（１００ μｍｏｌ ／ Ｌ）、抑
制剂组 （自噬抑制剂 ３⁃甲基腺嘌呤）、 薄荷醇＋抑制剂组

（薄荷醇 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＋自噬抑制剂 ３⁃甲基腺嘌呤）， 培养

４８ ｈ， 离心分离收集细胞， ＰＢＳ 漂洗 ２ 次， 加入细胞裂解

液进行裂解， 收集细胞总蛋白。 取蛋白样品 ２５ μｇ 上样，
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离后转移至 ＰＶＤＦ 膜， 室温封闭 ２ ｈ， 加

入 ＬＣ⁃３ Ⅰ ／ Ⅱ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ａｔｇ１２ 蛋白 （１ ∶ １ ０００）、 ＧＡＰＤＨ
（１ ∶ ８ ０００） 抗体， ４ ℃孵育 １２ ｈ， ＰＢＳ 漂洗 ３ 次， 加入二

抗 （１ ∶ １０ ０００）， 室温下孵育 １􀆰 ５ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜 ２ 次， ＥＣＬ
显色， 用凝胶成像系统拍照， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析灰度，
计算 ＬＣ⁃３ Ⅰ ／ Ⅱ， Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ａｔｇ１２ 蛋白相对表达。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０、 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ７􀆰 ０ 软

件进行处理， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素

方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 薄荷醇对 ＳＫ⁃ＬＵ⁃１ 细胞增殖的影响　 图 １ 显示， 与对

照组比较， 不同浓度薄荷醇处理 ４８ ｈ 后抑制率升高， 并呈

浓度依赖性， ＩＣ５０为 ９７􀆰 ９４ μｍｏｌ ／ Ｌ， 故选择 ５０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ
作为后续实验药物浓度。 图 ２ 显示， ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 薄荷醇对细

胞增殖的影响不明显， 而在 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 下具有抑制作用

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。

图 １　 薄荷醇对 ＳＫ⁃ＬＵ⁃１细胞增殖的抑制率 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： Ａ 为染色成像图 （ＥｄＵ， × ２００）， Ｂ 为阳性细胞百分率

柱状图 （ｘ±ｓ， ｎ＝ ６）。 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 薄荷醇对 ＳＫ⁃ＬＵ⁃１细胞增殖的影响
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３􀆰 ２　 薄荷醇对 ＳＫ⁃ＬＵ⁃１ 细胞迁移能力的影响 　 图 ３ 显示，
ＰＥＴ 膜上迁移的细胞数目在薄荷醇浓度为 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时减

少不明显， 而在 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 下可抑制细胞迁移侵袭， 与对

照组比较， 差异具有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 与 “３􀆰 １” 项

下结果基本一致。
３􀆰 ３　 薄荷醇对 ＳＫ⁃ＬＵ⁃１ 细胞凋亡的影响　 图 ４ 显示， 对照

组和给药组 （５０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 细胞早期凋亡率分别为

（０􀆰 ５３±０􀆰 １２）％ 、 （３􀆰 ８３±１􀆰 ２０）％ 、 （２１􀆰 ８３±１􀆰 ８７）％ ， 中期

凋亡率分别为（０􀆰 ０７％ ±０􀆰 ０３）％ 、 （２􀆰 ７９±０􀆰 ７８）％ 、 （４􀆰 ７９±
１􀆰 ４０）％ ， 晚期凋亡率分别为 （０􀆰 ２０± ０􀆰 ０５）％ 、 （１􀆰 ３１±
０􀆰 ６２）％ 、 （１􀆰 ３０±０􀆰 ５７）％ ， 表明 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 薄荷醇能促进

细胞凋亡 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 图 ５ 显示， １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 薄荷醇处理

后 Ｂｃｌ⁃２ 表达降低， Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 表达升高。
３􀆰 ４　 薄荷醇对 ＳＫ⁃ＬＵ⁃１ 细胞自噬信号通路关键调控蛋白的

影响　 图 ６ 显示， 与对照组比较， 给药组 ＳＫ⁃ＬＵ⁃１ 细胞自

噬信号通路蛋白 ＬＣ⁃３ Ⅱ ／ Ⅰ， Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ａｔｇ１２ 表达升高，
差异具有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 虽然抑制剂组 （自噬抑

　 　 　 　

注： Ａ 为染色成像图 （结晶紫染色， ×２００）， Ｂ 为阳性细胞迁

移数柱状图 （ｘ±ｓ， ｎ＝ ３）。 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 薄荷醇对 ＳＫ⁃ＬＵ⁃１细胞迁移的影响

图 ４　 薄荷醇对 ＳＫ⁃ＬＵ⁃１细胞凋亡的影响

注： Ａ 为蛋白免疫印迹图， Ｂ 为蛋白条带灰度值扫描柱状图 （ｘ±ｓ， ｎ＝ ３）。 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 薄荷醇对 ＳＫ⁃ＬＵ⁃１细胞凋亡通路蛋白表达的影响

制剂 ３⁃甲基腺嘌呤） 抑制了自噬信号通路蛋白表达 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 但薄荷醇＋抑制剂组 （１００ μｍｏｌ ／ Ｌ 薄荷醇＋自噬抑

制剂 ３⁃甲基腺嘌呤） 有所提高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

薄荷醇在抑制多种肿瘤细胞的的增殖方面已有大量研

究， 其抑制肿瘤细胞增殖和迁移的可能机制也已有不少报

道。 研究薄荷醇对小鼠皮肤癌变的预防潜力中发现， 薄荷

醇能明显抑制皮肤癌细胞的增殖和生长， 显著降低肿瘤发

生率［５］ 。 越来越多的证据表明， 薄荷醇通过 ＴＲＰＭ８ 非依赖

性途径抵抗多种人类的癌症细胞增殖扩散。 薄荷醇通过独

立于 ＴＲＰＭ８ 的 Ｃａ２＋流入机制， 促使 Ｃａ２＋在 ＰＣ⁃３ 细胞中增

加， 在高浓度薄荷醇作用下可诱导前列腺癌细胞凋亡［１４］ 。
研究薄荷醇对 ＰＣ⁃３ 前列腺癌细胞基因表达的影响发现， 薄

荷醇诱导 Ｇ２ ／ Ｍ 阻滞， 特别是显著下调了 Ｇ２ ／ Ｍ 期进展的关
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注： Ａ 为蛋白免疫印迹图， Ｂ 为蛋白条带灰度值扫描柱状图 （ｘ±ｓ， ｎ＝ ３）。 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 薄荷醇对 ＳＫ⁃ＬＵ⁃１细胞自噬通路蛋白表达的影响

键调控因子 ＰＬＫ１， 并抑制了其下游信号通路［１５］ 。 还有研

究表明薄荷醇可以通过 ＴＲＰＭ８ 通道诱导人膀胱癌细胞系

Ｔ２４ 细胞线粒体膜去极化， 导致细胞死亡［１６］ 。
本研究通过 ＣＣＫ⁃８ 法和 ＥｄＵ 法研究薄荷醇对肺癌 ＳＫ⁃

ＬＵ⁃１ 细胞增殖的影响， 结果表明薄荷醇对肺癌 ＳＫ⁃ＬＵ⁃１ 细

胞增殖有抑制作用。 当薄荷醇浓度为 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ， 肺癌 ＳＫ⁃
ＬＵ⁃１ 细胞在作用 ４８ ｈ 后抑制作用显著 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 分析

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验结果， 薄荷醇对肺癌 ＳＫ⁃ＬＵ⁃１ 细胞迁移

作用在 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时抑制效果明显 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 综合该部

分薄荷醇实验结果发现， 当薄荷醇浓度为 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，
肺癌 ＳＫ⁃ＬＵ⁃１ 细胞增殖和迁移抑制作用显著。

本研究选用肺癌 ＳＫ⁃ＬＵ⁃１ 细胞， 流式细胞术检测薄荷

醇对肺癌 ＳＫ⁃ＬＵ⁃１ 细胞凋亡的影响， 并且免疫印迹实验检

测薄荷醇对细胞凋亡通路蛋白表达的影响。 结果表明薄荷

醇能够通过降低凋亡通路蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 的表达以及提高 Ｂａｘ、
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 的表达促进肺癌细胞发生细胞凋亡，
同时提高自噬信号通路关键蛋白 ＬＣ⁃３ Ⅱ ／ Ⅰ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、
Ａｔｇ１２ 的表达。 目前的研究显示 Ａｔｇ５ 和 Ａｔｇ１２ 为自噬小体形

成的 “核心”， 是启动自噬小泡形成的重要蛋白质， 在癌细

胞凋亡过程中起到关键调控作用。 Ａｔｇ５ 可以被 Ｃａｐｌａｉｎｓ 剪

切， 导致 Ａｔｇ５ Ｎ 端片段以一种特定未知的机制转移， 在线

粒体上与抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃ｘＬ 结合， 促使线粒体细胞大量释

放 Ｃ 色素， 从而诱导细胞凋亡［１７］ 。 研究发现在不同凋亡因

子刺激下， Ａｔｇ１２ 不但是 ｃａｓｐａｓｅ 激活所必需蛋白， 它还可

通过不同途径结合 Ｂｃｌ⁃２、 Ｍｃｌ⁃１ 表现促凋亡能力， 进一步

研究发现， Ａｔｇ１２ 是因为具备和 Ｂｃｌ⁃２、 Ｍｃｌ⁃１ 结合的 ＢＨ３ 结

构域而具有促使细胞凋亡功能［１８］ 。 而薄荷醇对肺癌

ＳＫ⁃ＬＵ⁃１细胞具有明显的促凋亡作用， 且能够提高 Ａｔｇ１２ 蛋

白表达， 同时能够促进形成自噬小体关键囊泡蛋白 ＬＣ⁃３Ⅱ ／
Ⅰ和 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 的表达， 说明薄荷醇能够活化肺癌细胞的自

噬信号通路， 从而诱导肺癌细胞发生凋亡， 抑制肺癌细胞

的增殖和迁移。 该结果为薄荷醇抗肺癌研究及其分子机制

研究提供了新思路， 为薄荷醇在治疗肺癌上提供了新的理

论和实验基础。
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摘要： 目的　 探究槲皮素对肺腺癌 Ａ５４９ 细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路及肿瘤恶性特征的调控机制。 方法　 体外培养肺腺癌

Ａ５４９ 细胞， 用 ２０、 ５０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 槲皮素处理 ２４ ｈ， ＣＣＫ８ 法、 流式细胞术、 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 分别检测细胞增殖率、 细胞凋

亡情况以及细胞侵袭水平， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ、 ｍｉＲ⁃２９ｂ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ 和相关功能

蛋白表达。 结果　 与对照组比较， 槲皮素组细胞增殖率、 侵袭水平均降低， 与槲皮素浓度呈负相关， 而凋亡率升高，
与槲皮素浓度呈正相关 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与对照组比较， 槲皮素组的 ｍｉＲ⁃２９ｂ、 Ｂａｘ 表达升高， 而 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ＭＭＰ⁃２、
ＭＭＰ⁃９、 Ｂｃｌ⁃２ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 槲皮素可能通过促进 ｍｉＲ⁃２９ｂ 表达抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路的激活， 进而

促进肺腺癌 Ａ５４９ 细胞的凋亡， 抑制其凋亡。
关键词： 槲皮素； Ａ５４９ 细胞； ｍｉＲ⁃２９ｂ； ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ
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　 　 肺癌 （ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ） 是常见的恶性肿瘤， 并且是五年

生存率最低的恶性肿瘤之一。 本世纪以来， 无论在我国还

是全世界， 肺癌的年发病人数、 年致死人数均已跃居第

一［１⁃２］ ， 其全球年发病人数 １８０ 万， 死亡人数 １６０ 万［３］ ， 是

严重危害人类生命健康的公共卫生问题。 肺癌可以分为非

小细胞肺癌和小细胞肺癌两大类， 其中非小细胞肺癌占肺

癌的大多数， 而肺腺癌 （ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ） 是非小细胞

肺癌的三大亚型之一， 占总肺癌发病人数的 ４０％ 以上［４］ 。
尽管早期肺腺癌相对容易治疗， 但肺腺癌发病较隐匿， 大

多数患者就诊时已进展到中晚期， 癌细胞已经发生侵袭或

转移， 导致肺腺癌成为五年生存率较低的恶性肿瘤之

一［５］ 。 靶向治疗及免疫治疗的应用在一定程度上改善了这

种现状， 使患者的生存期得到了延长［６⁃７］ ， 但耐药以及治疗

后的转移仍是亟待解决的一大难题。 因此探究合适的治疗

药物和治疗靶点对于肺腺癌的研究和治疗意义重大。 槲皮

素 （ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ） 是一种天然黄酮类物质， 有研究表明其在

肺腺癌中有一定治疗作用［８］ ； 目前 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ （ｍｉＲＮＡｓ）

在肿瘤中的研究愈加深入， 其中已有大量文献报道 ｍｉＲ⁃
２９ｂ 在肿瘤发生进程中参与肿瘤细胞侵袭转移等关键作用

机制。 而槲皮素介导 ｍｉＲ⁃２９ｂ 在肺腺癌中的调控机制鲜有

报道， 因此本研究旨在探究槲皮素通过调节 ｍｉＲ⁃２９ｂ 介导

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路缓解肺癌 Ａ５４９ 细胞癌变分子机制。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 人肺癌细胞系 Ａ５４９ （批号 ＰＴ⁃１０３４， 美国模式

培养物保藏中心 ＡＴＣＣ）， 用基础培养基 ＋ ２０％ ＦＢＳ ＋ ８％
ＤＭＳＯ 培养。
１􀆰 ２　 药物　 槲皮素 （纯度≥９３％ ， ＣＡＳ 号 １１７⁃３９⁃５， 江苏

永健医药科技有限公司）， 溶于二甲基亚砜 （ ｄｉｍｅｔｈｙｌ
ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ， ＤＭＳＯ） 中， 配成 ２０、 ５０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 溶液， 在

－２０ ℃下保存备用。
１􀆰 ３　 仪器与试剂

１􀆰 ３􀆰 １　 仪器 　 酶标仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃
ＦＩＴＣ ／ ＰＩ （上海硕嘉生物技术有限公司）； ＸＬ 型流式细胞仪

（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｎｌｔｅｒ 公司）； ＢＰＨ⁃９０５２ 型细胞培养箱
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