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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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（上海轩仪仪器设备有限公司）； ２Ｄ 双向电泳电泳仪 （广
州浩翰仪器有限公司）。
１􀆰 ３􀆰 ２　 试剂 　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ （批号 １３０⁃０９２⁃０５２）、 碘化

丙啶 ＰＩ （批号 Ｐ８０８０）、 凋亡检测试剂盒 （批号 ＣＡ１０２０）
（上海恒斐生物科技有限公司）； 二甲基亚砜 （ 批号

Ｄ１２０５２７） （上海科敏生物科技有限公司）； ＣＣＫ８ （批号

ＣＫ０４） （北京智杰方远科技有限公司）； 胎牛血清 （批号

ＦＢＳ５００⁃Ｓ）、 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基 （批号 ５０７７６７）（美国 Ｇｉｂｃｏ
公司）； 兔抗 ＰＩ３Ｋ （批号 ａｂ１４０３０７）、 兔抗 Ａｋｔ （批号

ａｂ８８０５）、 兔抗 ＭＭＰ⁃２ （批号 ａｂ３７１５０）、 兔抗 ＭＭＰ⁃９ （批
号 ａｂ７３７３４）、 兔抗 Ｂｃｌ⁃２ （批号 ａｂ１８２８５８）、 兔抗 Ｂａｘ （批
号 ａｂ３２５０３）、 兔抗 ＧＡＰＤＨ （批号 ａｂ１８１６０２）、 ＩｇＧ 抗体

（批号 ａｂ６７２１） （英国 Ａｂｃａｍ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １ 　 细 胞 培 养 　 人肺腺癌 Ａ５４９ 细胞用含 １０％ ＦＢＳ、
１００ Ｕ ／ ｍＬ青霉素、 １００ μｇ ／ ｍＬ 链霉素的伯克改良伊格尔培

养基培养， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 下孵育。
２􀆰 ２　 分组　 取处于对数生长期 Ａ５４９ 细胞， 调整细胞密度

为 １×１０６ ／ ｍＬ， 接种到 ９６ 孔板， 每孔 ２００ μＬ， 实验分为 ４
组， 每组 ３ 个复孔， 其中对照组为 Ａ５４９ 细胞， 槲皮素低、
中、 高浓度组浓度分别为 ２０、 ５０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ。
２􀆰 ３　 指标检测

２􀆰 ３􀆰 １　 ＣＣＫ８ 法检测细胞增殖　 将细胞以 ２×１０３ 个 ／孔密度

接种到 ９６ 孔板中， 设置只加培养基不加细胞的空白对照组

用于调零， 细胞转染 ２４ ｈ 后于 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 每孔加入

１０ μＬ ＣＣＫ８ 溶液， 在 ３７ ℃ 下再孵育 ４ ｈ， 采用酶标仪于

４５０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 计算实验组、 对照组吸光度比

值， 绘制细胞生存能力曲线， 重复 ３ 次， 取平均值。
２􀆰 ３􀆰 ２　 流式细胞术检测细胞凋亡　 细胞培养后以 ０􀆰 ２５％ 胰

酶消化各组细胞后， 用 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基 终 止 消 化，
１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ， 弃上清液， ４ ℃预冷的 ７０％ 乙醇固

定， 调 整 细 胞 密 度 为 １ × １０６ ／ ｍＬ， 取 １ ｍＬ 细 胞，
１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ， 弃上清， 每 １ ｍＬ 细胞加 ２ ｍＬ
ＰＢＳ， 离心， 弃上清， 加入预冷的 ７０％ 乙醇固定细胞， ４ ℃
过夜， 第 ２ 天用 ＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次， 取 １００ μＬ 细胞悬液，
加入 ５０ μｇ 含 ＲＮＡａｓｅ 的 ＰＩ 染液， 避光 ３０ ｍｉｎ， １００ 目尼龙

网过滤， 流式细胞仪记录在 ４８８ ｎｍ 激发波长处红色荧光，
检测细胞周期。
２􀆰 ３􀆰 ３　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞侵袭水平 　 细胞培养 ２４ ｈ
后， 取出－８０ ℃保存的基底胶， ４ ℃平衡过夜融化成液态，
在 ２００ μＬ 无血清培养基中加入 ２００ μＬ Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶， 稀释基

质胶， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 板上室加入 ５０ μＬ， 放入培养箱中， 孵育

２～３ ｈ 待胶成为固态后消化细胞、 计数， 用无血清培养基

配成细胞悬液， 每孔上室中加入 ２００ μＬ 细胞悬液， 下室中

加入 ６００ μＬ 含有 ２０％ ＦＢＳ 条件培养基， ３７ ℃培养箱孵育

２０～ ２４ ｈ。 取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 板， ＰＢＳ 漂洗 ２ 次， 甲醛固定

１０ ｍｉｎ， 再用清水洗 ３ 次， ０􀆰 １％ 结晶紫染色， 室温放置

３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 漂洗 ２ 次， 棉球擦去上表面的细胞， 晾干后

用倒置显微镜随机计数 ５ 个视野的细胞， 重复 ３ 次， 取平

均值。
２􀆰 ３􀆰 ４　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ、 ｍｉＲ⁃２９ｂ 表达　 采

用 Ｔｒｉｚｏｌ 提取总 ＲＮＡ， 使用逆转录试剂盒将 ＲＮＡ 反转录成

ｃＤＮＡ， 体系 ２０ μＬ， 反应条件为 ３７ ℃ １５ ｍｉｎ， ８５ ℃ ５ ｓ。
以 ｃＤＮＡ 为模板， ＴａｑＭａｎ ＭｉｃｒｏＲＮＡ Ａｓｓａｙ 和 ＴａｑＭａｎ􀳏
Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 用于 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ， Ｕ６ ｍＲＮＡ 水平作

为内参对结果进行归一化， 使用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ ＥＸ Ｔａｑ 试剂

盒进行加样， 样品在实时荧光定量 ＰＣＲ 仪中进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
反应， 引物由生工生物工程 （上海） 有限公司合成， 记录

各孔 ＣＴ 值， ｍＲＮＡ 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， ｍｉＲＮＡ 以 Ｕ６ 为内

参， 采用 ２－ΔΔＣＴ法计算产物相对表达量。
２􀆰 ３􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ 和相关功能蛋白表达　
取各细胞提取总蛋白， 采用 ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白浓度， 将

３０ μｇ 总蛋白进行聚丙烯酰胺凝胶电泳， 恒定电压 ８０ Ｖ，
３５ ｍｉｎ 后 １２０ Ｖ 电泳 ４５ ｍｉｎ， 转移到 ＰＶＤＦ 膜上， ５％ 脱脂

奶粉室温封闭 １ ｈ， 倾去封闭液， ４ ℃孵育兔抗 ＰＩ３Ｋ、 兔抗

Ａｋｔ、 兔抗 ＭＭＰ⁃２、 兔抗 ＭＭＰ⁃９， 兔抗 Ｂｃｌ⁃２、 兔抗 Ｂａｘ，
兔抗 ＧＡＰＤＨ， 过夜， ＰＢＳＴ （含 ０􀆰 １％ Ｔｗｅｅｎ⁃２０ 的 ＰＢＳ 缓

冲液） 缓冲液洗膜 ３ 次， 每次 １０ ｍｉｎ， 加入辣根过氧化物

酶标记的羊抗兔的二抗 ＩｇＧ 抗体， 室温孵育 １ ｈ， ＰＢＳＴ 缓

冲液洗膜 ３ 次， 每次 １０ ｍｉｎ， 于光学发光仪扫描显影后，
使用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件分析蛋白相对表达量。
２􀆰 ４　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２１􀆰 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， ２ 组间比

较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 槲皮素抑制 Ａ５４９ 细胞增殖　 与对照组比较， 槲皮素

组细胞增殖率降低， 差异均具有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
并与其浓度呈负相关， 见表 １。

表 １　 槲皮素对细胞增殖的影响 （％ ， ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ

对照组 ０􀆰 １９５±０􀆰 ０２４ ０􀆰 ４５１±０􀆰 ０５７ ０􀆰 ８１９±０􀆰 ０９２
槲皮素低浓度组 ０􀆰 １７１±０􀆰 ０１９ ０􀆰 ３３４±０􀆰 ０３５ ０􀆰 ５０８±０􀆰 ０６１∗

槲皮素中浓度组 ０􀆰 １６８±０􀆰 ０２１ ０􀆰 ２８９±０􀆰 ０３７∗ ０􀆰 ４０６±０􀆰 ０５８∗

槲皮素高浓度组 ０􀆰 １６１±０􀆰 ０１７ ０􀆰 ２４１±０􀆰 ０２２∗ ０􀆰 ３７７±０􀆰 ０３４∗

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ２　 槲皮素促进 Ａ５４９ 细胞凋亡　 与对照组比较， 槲皮素

组细胞 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞增加， Ｓ 期细胞减少， 差异均具有统

计学意义 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 并与其浓度呈正相关， 见表 ２、
图 １。

表 ２　 槲皮素对细胞周期的影响 （％ ， ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 Ｇ０ ／ Ｇ１ Ｓ Ｇ２ ／ Ｍ

对照组 ５０􀆰 ３１±４􀆰 ６５ ３５􀆰 ７４±３􀆰 ０２ １３􀆰 ９５±１􀆰 ７６
槲皮素低浓度组 ６５􀆰 ８４±５􀆰 ０９∗ ２１􀆰 ４７±１􀆰 ８５∗ １２􀆰 ６９±３􀆰 ７７
槲皮素中浓度组 ７０􀆰 ８４±７􀆰 ０９∗ １７􀆰 ４７±１􀆰 ３４∗ １１􀆰 ６９±２􀆰 ７７
槲皮素高浓度组 ７３􀆰 ９７±６􀆰 ７８∗ １５􀆰 ３１±２􀆰 １６∗ １０􀆰 ７２±２􀆰 １４

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ３　 槲皮素抑制 Ａ５４９ 细胞侵袭　 与对照组比较， 槲皮素
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注： Ａ 为流式细胞图， Ｂ 为流式细胞检测直方图。 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 各组细胞周期 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组细胞侵袭水平降低， 差异均具有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
　 　 　 　

并与其浓度呈负相关， 见图 ２。

图 ２　 各组细胞侵袭 （×１００）

３􀆰 ４　 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ、 ｍｉＲ⁃２９ｂ 表达　 与对照组比较， 槲

皮素组 ｍｉＲ⁃２９ｂ 表达升高， 并与其浓度呈正相关； ＰＩ３Ｋ、
Ａｋｔ ｍＲＮＡ 表达降低， 并与其浓度呈负相关， 差异均具有统

计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ３。
３􀆰 ５　 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ 及相关功能蛋白表达　 与

对照组比较， 槲皮素组 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 ＭＭＰ⁃
２、 ＭＭＰ⁃９、 Ｂｃｌ⁃２ 表达降低， 并与其浓度负相关； Ｂａｘ 表达

升高， 并与其浓度呈正相关， 差异均具有统计学意义 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 见图 ４。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 各组 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ、 ｍｉＲ⁃２９ｂ 表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 各组 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ 及相关功能蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

槲皮素 （ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ， 又名槲皮黄素， Ｃ１５ Ｈ１０ Ｏ， 相对分

子质量 ３０２􀆰 ２３６） 是植物界分布广泛， 具有抗肿瘤、 抗氧化

等多种药理活性的黄酮醇类化合物［９］ 。 在肿瘤研究中已有

大量文献报道槲皮素的抗肿瘤作用， Ｐａｎｇ 等［１０］ 在直肠癌的

研究发现， 槲皮素可通过靶向 ＳＬＣＯ１Ｂ１ 并通过使用该化合
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物产生增强的作用， 抑制细胞生长并诱导肿瘤细胞凋亡来

降低直肠癌患者的死亡率， Ｃｈｅｎ 等［１１］研究发现， 槲皮素能

够抑制人皮肤鳞癌癌细胞的上皮⁃间质转化 （ＥＭＴ） 标记和

转移能力， 进而达到治疗的目的， 而在肺腺癌研究领域也

有大量关于槲皮素治疗肺腺癌的研究成果， Ｌｅｅ 等［１２］ 研究

发现， 槲皮素在肺癌细胞中可以抑制 ＨＳＰ７０ 表达， 并且与

肺癌细胞的生长抑制和对化学治疗的敏感性有关， 在肺癌

治疗中可能具有化学增敏作用。
本次研究中， 体外培养肺腺癌 Ａ５４９ 细胞， 用不同浓度

（２０、 ５０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 的槲皮素处理， 检测结果发现， 槲

皮素能够降低肺腺癌 Ａ５４９ 细胞增殖率和侵袭能力， 促进肺

腺癌 Ａ５４９ 细胞凋亡。
进一步的研究也发现了槲皮素能够在肺腺癌 Ａ５４９ 细胞

中促进 ｍｉＲ⁃２９ｂ 表达。 目前越来越多的研究发现了 ｍｉＲＮＡ
参与生命过程中许多重要进程， 包括生长发育、 疾病发生，
代谢机制， 甚至是肿瘤的发生［１３］ 。 Ｓｏｎｏｋｉ 等［１４］ 研究发现，
在肺腺癌的研究中， 槲皮素可以增加 ｍｉＲ⁃１６ 表达， 抑制

ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 表达从而改善肿瘤进程。 Ｗａｎｇ 等［１５］ 研究也表明，
槲皮素可通过调节 ｍｉＲ⁃１６⁃５ｐ 和 ＷＥＥ１ 表达增强非小细胞肺

癌细胞的放射敏感性。 而关于槲皮素与 ｍｉＲ⁃２９ｂ 之间的调

控关系， 目前仅有 Ｗａｎｇ 团队关于糖尿病性视网膜病变的有

相关研究［１６］ 。 而在肿瘤研究中尚未有相关报道， 本研究的

发现具有一定的创新性和研究意义。
另外在肺腺癌中槲皮素能够抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路的

激活， Ｈｕａｎｇ 等［１７］在肺腺癌的研究中发现， 抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ
途径能够增强癌细胞对顺铂的耐药性， 促进肿瘤细胞的凋

亡。 有大量研究已经证实了 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路在肿瘤发生

过程中扮演的关键角色， 探究其在肿瘤发生进程中介导的

调控机制是肿瘤研究的重要突破点。
本项目结合中药有效成分， ｍｉＲＮＡ 以及明星信号通路，

研究三者之间的靶向调节关系以及在肺腺癌肿瘤调控中发

挥的作用， 初步探究槲皮素对肺腺癌 Ａ５４９ 细胞药效作用，
在临床应用方面有良好的发展前景和医用价值。 但是肿瘤

发病机制复杂， 本研究得到的结论应用到临床还需要进一

步实验验证。
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