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摘 要 目的：研究苯甲酰乌头原碱（BAC）对人肺癌A549细胞自噬和凋亡的影响，探讨其用于非小细胞肺癌治疗的作用机制。

方法：采用不同剂量的BAC（10、50、100、200、400 μmol/L）分别对A549细胞进行处理后，观察细胞的形态变化，并采用CCK-8法测

定细胞的增殖抑制率。将细胞分为对照组（不加药物）和BAC低、高剂量组（200、400 μmol/L），分别加入相应药物处理后，采用流

式细胞术测定细胞凋亡率，采用聚合酶链式反应法和Western blotting测定细胞中凋亡相关因子B淋巴细胞瘤因子2（Bcl-2）、Bcl-2

凋亡相关X蛋白（Bax）、胱天蛋白酶3（Caspase-3）和自噬相关因子Beclin1、LC3、P62的基因及蛋白表达水平。结果：采用不同剂量

的 BAC 处理后，细胞出现皱缩、排列稀疏、溶解等现象，BAC 100、200、400 μmol/L 剂量组细胞增殖抑制率显著升高（P＜0.05或

P＜0.01）。流式细胞术检测结果显示，BAC低、高剂量组细胞凋亡率分别在药物作用24、48 h时有不同程度的上升，且该促凋亡作

用具有剂量、时间依赖趋势。与对照组比较，BAC 各剂量组细胞中 Bcl-2、P62的 mRNA 和蛋白表达水平均有不同程度的降低，

Bax、Caspase-3、Beclin1、LC3的mRNA和Bax、Active Caspase-3、P62、Beclin1、LC3Ⅱ/Ⅰ的蛋白表达水平均有不同程度的升高，其

中BAC低剂量组Caspase-3的mRNA和Bcl-2、Active Caspase-3、Beclin1、LC3Ⅱ/Ⅰ、P62蛋白表达水平，以及BAC高剂量组各目标

基因的mRNA和蛋白的表达水平差异均有统计学意义（P＜0.05或P＜0.01），且上述影响均呈剂量依赖趋势。结论：BAC可抑制

A549细胞的增殖、促进其凋亡，并且能促进 Beclin1、LC3（LC3Ⅱ/Ⅰ）、Bax、Caspase-3（Active Caspase-3）表达和抑制 P62、Bcl-2等

自噬/凋亡相关基因及蛋白的表达；其机制可能与BAC通过促进细胞发生过度自噬从而导致细胞凋亡有关。
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肺癌是全球发病率和致死率最高的恶性肿瘤，其中

非小细胞肺癌（Non-small cell lung cancer，NSCLC）患者

约占肺癌病例总数的80％，且其发病隐匿、预后不良，约

75％的NSCLC患者被确诊时已到晚期，总体5年生存率

仅为20％[1-2]。自噬是细胞内蛋白降解的主要途径之一，

是一种“自食”过程，其通过自噬-溶酶体途径将细胞质

蛋白、复合物或细胞器吞入自噬体，然后使自噬体进入

晚期内体中，或者将自噬体转运至溶酶体融合以产生自

溶酶体，然后通过酸性水解酶释放使自噬体降解[3-4]。有

研究报道，诱导自噬可抑制人肺癌A549细胞的增殖、促

进其凋亡[5-6]。

近年来的研究显示，从植物药中提取的许多天然单

体成分已表现出抗肿瘤活性，而多种中药配方及其提取

物更已被证实对NSCLC具有可靠的治疗效果[7-9]。乌头

类中药在临床应用广泛，具有抗炎、降血压和抗肿瘤等

活性，临床上常用来治疗风湿性关节炎、高血压、肿瘤等

多种疾病[10]。苯甲酰乌头原碱（Benzoyl aconitine，BAC）

是主要存在于制川乌、草乌和附子等中药中的活性单

体，其分子式为C32H45NO10，分子量为 603.705（化学结构

式见图 1）。已有研究证实，BAC能有效抑制人胎盘绒

膜癌BeWo细胞生长[11]，但其对NSCLC细胞增殖和凋亡

的影响少见报道。因此，本课题组以人肺癌A549细胞

为研究对象，考察BAC对该细胞增殖与凋亡的影响，并

根据凋亡相关因子B淋巴细胞瘤因子2（Bcl-2）、Bcl-2凋

亡相关 X 蛋白（Bax）、胱天蛋白酶 3（Caspase-3）和自噬

相关因子Beclin1、LC3、P62的基因及蛋白表达水平的变

化，从自噬途径探索BAC可能的抗肿瘤分子机制，为中

药活性单体用于NSCLC的治疗提供新思路和新靶点。

1 材料
1.1 仪器

Heal Force型超净工作台、HF90型CO2培养箱（上海

力新仪器有限公司）；MLS-3020型高压蒸汽灭菌器（日

本 Sanyo 公司）；DMi8型倒置显微镜（日本 Olympus 公

司）；BDFACS AriaⅢ型流式细胞仪（美国Becton Dickin-

son公司）；Pultton P200+型超微量紫外分光光度计（北京

五洲东方科技发展有限公司）；BL-150型电子天平（德国

Sartorius 公司）；7900 Real-Time 型聚合酶链式反应

Effects of Benzoyl Aconitine on Autophagy and Apoptosis of Human Lung Cancer Cell Line A549

SHAO Xin1，2，HAN Bin2，JIANG Xianhong3，LI Feng1，2，HE Mei2，LIU Fu1（1. School of Pharmacy，North Sichuan

Medical College，Sichuan Nanchong 637000，China；2. Dept. of Pharmacy，the Affiliated Hospital of North

Sichuan Medical College，Sichuan Nanchong 637000，China；3. Dept. of Clinical Medicine，North Sichuan

Medical College，Sichuan Nanchong 637000，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of benzoyl aconitine（BAC）on autophagy and apoptosis of human lung cancer

A549 cells，and to investigate its mechanism in anti-non-small cell lung cancer. METHODS：A549 cells were treated with different

doses of BAC（10，50，100，200，400 μmol/L），and then cell morphology was obtained；the proliferation inhibition rate of the

cell was determined by CCK-8 assay. The cells were divided into control group（without drug），BAC low-dose and high-dose

groups（200，400 μmol/L）. After treated with relevant drugs，the apoptosis rate of cells was determined by flow cytometry. The

gene and protein expression of apoptosis-related factors Bcl-2，Bax，Caspase-3 as well as autophagy-related factors Beclin1，LC3，

P62 were determined by RT-PCR and Western blotting assay. RESULTS：After treated with different doses of BAC，the cells

were shrunken and sparsely arranged；inhibitory rate of cell proliferation was increased significantly in BAC 100，200，400 μmol/L

groups（P＜0.05 or P＜0.01）. Results of flow cytometry showed that the apoptotic rates of cells were increased to different extents

in BAC low-dose and high-dose groups after treated for 24 and 48 h，in a concentration and time-dependent manner. Compared

with control group，mRNA and protein expression of Bcl-2 and P62 were decreased to different extents in BAC groups；mRNA

expression of Bax，Caspase-3，Beclin1 and LC3 as well as protein expression of Bax，Active caspase-3，P62，Beclin1，LC3Ⅱ/Ⅰ

were increased to different extent；there was statistical significance in mRNA expression of Caspase-3，and protein expression of

Bcl-2，Active Caspase-3，Beclin1，LC3Ⅱ/Ⅰ and P62 in BAC low-dose group as well as all target mRNA and protein expression

in BAC high-dose group（P＜0.05 or P＜0.01），in dose-dependent manner. CONCLUSIONS：BAC can inhibit the proliferation

and promote the apoptosis of A549 cells，promote Beclin1，LC3（LC3Ⅱ/Ⅰ），Bax and Caspase-3（Active Caspase-3）gene and

their protein expression，but inhibit P62 and Bcl-2 gene and their protein expression. The mechanism may be related to BAC

inducing apoptosis by promoting excessive autophagy of cells.

KEYWORDS Benzoyl aconitine；Non-small cell lung cancer；A549 cells；Proliferation；Autophagy；Apoptosis

图1 BAC的化学结构式

Fig 1 Chemical structure of BAC
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（PCR）仪（美国ABI公司）。

1.2 药品与试剂

BAC对照品（成都曼斯特生物科技有限公司，批号：

MUST-17102610，纯度：98.9％）；RPMI-1640培养基、青-

链霉素（美国 Hyclone 公司）；胎牛血清、胰酶、二甲基亚

砜（DMSO）（美国Gibco公司）；CCK-8试剂盒（日本同仁

化学研究所）；Bcl-2、Bax、Caspase-3、Beclin1、LC3、P62、

β-肌动蛋白（β-actin）引物（生工生物工程上海股份有限

公司）；Annexin V-FITC/PI双染试剂盒（南京凯基生物科

技有限公司）；Trizol试剂（北京索莱宝科技有限公司）；

Transcription Kit Quanti Nova 逆转录试剂盒（德国 Qia-

gen 公司）；BCA 蛋白浓度测定试剂盒（美国 Thermo

Fisher Scientific公司）；RIPA蛋白裂解液（上海碧云天生

物科技有限公司）；兔抗人Bcl-2单克隆抗体、兔抗人Ac-

tive Caspase-3单克隆抗体、兔抗人LC3单克隆抗体（杭

州华安生物科技有限公司）；兔抗人Bax单克隆抗体、兔

抗人Beclin1单克隆抗体、兔抗人P62单克隆抗体（美国

Cell Signaling Technology公司）；鼠抗人β-actin单克隆抗

体、辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗兔 IgG二抗、HRP

标记的羊抗鼠 IgG二抗（成都ZenBioScience公司）；ECL

化学发光液（合肥市Biosharp生物公司）；磷酸盐缓冲液

（PBS，pH 7.2）、十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺（SDS-

PAGE）凝胶、电泳液、转膜液、PBST缓冲液、封闭液等试

剂均为自行配制；水为超纯水。

1.3 细胞

人肺癌A549细胞由川北医学院附属医院风湿免疫

研究所贾艾敏研究员馈赠，购自美国模式菌种收集中心

（ATCC）。

2 方法
2.1 细胞培养

将 A549细胞接种于含 10％胎牛血清、1％青-链霉

素的 RPMI-1640培养基（即完全培养基，下同），置于

37 ℃、5％CO2的培养箱中培养。待细胞长至融合时，以

胰酶消化后进行预培养，待细胞生长至对数期时，进行

后续试验。

2.2 BAC对A549细胞形态的影响考察

取对数生长期细胞，加入含BAC分别为 0（即不加

药物，对照组）、10、50、100、200、400 μmol/L（均以终浓度

计，给药剂量按预试验结果制定，下同）的无血清基础培

养基 100 μL。各组细胞于 37 ℃、5％CO2的培养箱中培

养 24 h后，在显微镜下观察细胞形态是否出现皱缩、变

小、排列疏松等情况，以判断BAC是否对细胞产生促凋

亡作用。每组设置3个复孔，试验均重复3次。

2.3 BAC对A549细胞增殖的影响考察

采用CCK-8法检测细胞增殖率。取对数生长期细

胞，胰酶消化，以 800 r/min离心 5 min后，用完全培养基

调整密度至5×104个/mL，接种100 μL于96孔板；另设空

白组，加入等体积完全培养基（不加入细胞）。各组细胞

于37 ℃、5％CO2的培养箱中培养24 h，待细胞贴壁成形

后弃去原培养基，加入含 BAC 分别为 0（对照组）、10、

50、100、200、400 μmol/L（给药剂量按预试验结果制定）

的无血清基础培养基 100 μL，继续培养 24 h；弃去原培

养基，加入含 10％CCK-8试剂的无血清培养基 100 μL，

继续培养2 h后采用酶标仪于570 nm波长处测定各孔吸

光度（OD）。按公式计算细胞增殖抑制率：增殖抑制率

（％）＝（对照组细胞OD值－给药组细胞OD值）/（对照

组细胞OD值－空白组OD值）×100％。同时，按同样的

操作方法，设置对照组（不含BAC）和BAC低、高剂量组

（200、400 μmol/L；根据上述不同剂量组的增殖抑制率结

果，并考虑药物效果及细胞毒性制定，下同），同法培养

24、48、72 h后，分别检测各孔OD值并计算细胞增殖抑

制率。每组设置3个复孔，试验均重复3次。

2.4 BAC对A549细胞凋亡的影响考察

采用流式细胞术检测细胞凋亡率。取对数生长期

细胞，胰酶消化，以 800 r/min离心 5 min后，用完全培养

基调整细胞密度至1×105个/mL，接种2 mL于6孔板，于

37 ℃、5％CO2、饱和湿度的培养箱中培养，待细胞融合

率约为60％时弃去原培养液。将细胞分为对照组（不含

BAC）和BAC低、高剂量组（200、400 μmol/L；剂量根据

“2.3”项下考察结果制定，下同），加入含相应浓度BAC

的无血清基础培养基2 mL，继续分别培养24、48 h后，加

入 0.25％不含EDTA的胰酶消化。收集各组细胞，4 ℃

下以 800 r/min 离心 5 min；弃去上清，以 PBS 漂洗 2次

后，再以PBS 500 μL重悬细胞并计数。每组取 1×106个

细胞，先后加入AnnexinV-FITC、PI染色试剂各 5 μL，混

匀，在冰上避光孵育15 min后，在1 h内采用流式细胞仪

检测细胞凋亡情况。采用FlowJo V10软件进行数据采

集及处理。每组设置3个复孔，试验均重复3次。

2.5 BAC对A549细胞中相关凋亡基因和自噬基因表

达的影响考察

采用实时荧光定量逆转录-聚合酶链式反应（RT-

qPCR）法检测各目标基因表达水平。取对数生长期细

胞，按“2.4”项下方法分为对照组和 BAC 低、高剂量组

（200、400 μmol/L），加入含相应浓度BAC的无血清基础

培养基 2 mL，同法培养48 h。采用Trizol试剂提取各组

细胞总RNA，并以紫外分光光度法检测RNA的浓度及

纯度。然后以逆转录试剂盒进行逆转录获得 cDNA，采

用PCR仪检测Bcl-2、Bax、Caspase-3、Beclin1、P62、LC3基

因的表达水平。按相应试剂盒说明书操作（反应体系共

20 μL），扩增程序为：95 ℃预变性 2 min；95 ℃反应 5 s，

60 ℃退火及延伸 14 s，40个循环。以β-actin为内参，采

用2－ΔΔCt法[12]计算各目标基因mRNA的表达水平。每组

设置3个复孔，试验均重复3次。引物序列见表1。

2.6 BAC对A549细胞中相关凋亡蛋白和自噬蛋白表

达的影响考察

采用 Western blotting 法检测各目标蛋白表达水
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平。取对数生长期细胞，按“2.5”项下方法分组和给药，

提取总蛋白，采用BCA蛋白浓度测定试剂盒进行蛋白
定量。取适量总蛋白，以PBS稀释至相同浓度后，加入
5×Loading buffer上样缓冲液，在 90 ℃金属浴条件下变
性 10 min，于－20 ℃保存，待用。分别取上述变性蛋白
样品 50 μ g，以 β-actin 为内参，在 80 V 条件下进行
SDS-PAGE 凝胶电泳 90 min，以 200 mA 湿法转膜 80

min，放入含 5％脱脂奶粉的 PBST 缓冲液中室温封闭
1 h；然后分别加入β-actin、Bcl-2、Bax、Active Caspase-3、

Beclin1、P62、LC3的相应一抗（稀释度均为1 ∶ 1 000），于
4 ℃孵育过夜；次日于常温脱色摇床上继续孵育 1 h复
温，PBST 缓冲液洗膜 10 min×3次；然后根据一抗的种
属，兔源的 Bcl-2、Bax、Active Caspase-3、Beclin1、P62、

LC3加入HRP标记的羊抗兔 IgG二抗、鼠源的β-actin加
入HRP标记的羊抗鼠 IgG二抗（稀释度均为1 ∶ 10 000），

然后于室温下脱色摇床孵育 1 h；PBST 洗膜 10 min×3

次，在凝胶成像仪中采用 ECL 化学发光液显色。采用
Image J 1.52a软件对蛋白条带进行图像分析，以β-actin

为内参计算相对灰度值，用来表示蛋白表达水平。每组
设置3个复孔，试验均重复3次。

2.7 统计学方法

采用SPSS 13.0统计软件对试验数据进行处理。计
量资料以x±s表示，组间比较采用独立样本 t检验。P＜

0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 BAC对A549细胞形态的影响

镜下可见，对照组细胞呈三角形、梭形或不规则形
等，很少见到漂浮的细胞，细胞质较为丰富，细胞核清晰
可见；随着BAC浓度增大，BAC各剂量组细胞开始出现
皱缩现象，以BAC 200、400 μmol/L组尤为明显，细胞排
列稀疏、细胞间连接较松散，并出现漂浮细胞，贴壁细胞
基本无完整的细胞核及细胞质，多数细胞已开始溶解，

详见图2。

3.2 BAC对A549细胞增殖的影响

与对照组比较，BAC 10、50 μmol/L剂量组细胞增殖

抑制率差异无统计学意义；BAC 100、200、400 μmol/L剂

量组细胞增殖抑制率均显著升高，差异均有统计学意义

（P＜0.05或 P＜0.01），且剂量越高，其对细胞增殖的抑

制率越高，结果见表2。这表明BAC对细胞的增殖抑制

作用呈剂量依赖趋势。

表 2 不同剂量BAC作用下A549细胞的增殖抑制率

（x±±s，n＝3）

Tab 2 Proliferation inhibition rate of A549 cells trea-

ted with different doses of BAC（x±±s，n＝3）

组别
对照组
BAC给药组

剂量，μmol/L

0

10

50

100

200

400

细胞增殖抑制率，％
0

2.72±2.90

4.88±2.77

9.86±2.13＊

21.68±4.49＊

43.65±5.30＊＊

注：与对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

与对照组比较，BAC低、高剂量组细胞增殖抑制率

均显著升高，差异均有统计学意义（P＜0.05 或 P＜

0.01），且作用时间越长，其对细胞增殖的抑制率越高，结

果见表 3。这表明BAC对细胞的增殖抑制作用呈时间

依赖趋势。

3.3 BAC对A549细胞凋亡的影响

与对照组比较，BAC低、高剂量组细胞凋亡率均分

别在药物作用 24、48 h 时有不同程度的上升，且随着

BAC剂量增加和作用时间的延长，细胞凋亡率呈上升趋

势，提示该促凋亡作用具有剂量、时间依赖趋势；其中，

BAC低剂量组细胞的早期、晚期凋亡率（作用48 h时）以

及BAC高剂量组细胞的早期、晚期凋亡率（作用24、48 h

表1 引物序列

Tab 1 Primer sequence

基因
Bcl-2

Bax

Caspase-3

Beclin1

P62

LC3

β-actin

引物序列（5′-3′）
正义链TCCCATCAATCTTCAGCACTCT

反义链TCGATCTGGAAATCCTCCTAAT

正义链GATGCGTCCACCAAGAAGCT

反义链CGGCCCCAGTTGAAGTTG

正义链CTCCACAGCACCTGGTTATT

反义链AAGCTTGTCGGCATACTGTT

正义链CCGCAAGATAGTGGCAGAA

反义链CGACCCAGCCTGAAGTTAT

正义链GGGGACTTGGTTGCCTTTT

反义链CAGCCATCGCAGATCACATT

正义链AATCCCGGTGATCATCGAGC

反义链GCCGGATGATCTTGACCAAC

正义链AGCACTGTGTTGGCGTACAG

反义链TCCCTGGAGAAGAGCTACGA

引物大小，bp

105

170

100

264

139

119

194

A. 对照组 B. BAC 10 μmol/L组

C. BAC 50 μmol/L组 D. BAC 100 μmol/L组

E. BAC 200 μmol/L组 F. BAC 400 μmol/L组

图2 各组细胞形态显微图（×100）

Fig 2 Morphological micrographs of cells in each

group（×100）
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时）差异均有统计学意义（P＜0.05）。流式细胞图见图3

（注：图中Q1象限代表机械性死亡细胞，Q2象限代表晚

期凋亡细胞，Q3象限代表早期凋亡细胞，Q4象限代表活

细胞），凋亡率检测结果见表4。

3.4 BAC 对 A549 细胞中 Bcl-2、Bax、Caspase-3、Be-

clin1、LC3、P62 mRNA表达的影响

与对照组比较，BAC各剂量组细胞中Bcl-2、P62的

mRNA表达水平均有不同程度的降低，Bax、Caspase-3、

Beclin1、LC3的mRNA表达水平均有不同程度的升高，

且随BAC剂量的增加，上述基因mRNA表达水平的下

降或上升越明显，提示该影响作用具有剂量依赖趋势；

其中，BAC低剂量组Caspase-3的mRNA表达水平以及

BAC高剂量组各目标基因的mRNA表达水平与对照组

比较，差异均有统计学意义（P＜0.05或P＜0.01）。各目

标基因mRNA表达水平检测结果见表5。

表 5 BAC 对 A549细胞中 Bcl-2、Bax、Caspase-3、Be-

clin1、LC3、P62 mRNA表达水平的影响（x±±s）

Tab 5 Effects of BAC on the mRNA expression of

Bcl-2，Bax，Caspase-3，Beclin1，LC3 and P62

in A549 cells（x±±s）

组别
对照组
BAC低剂量组
BAC高剂量组

剂量，μmol/L

0

200

400

Bcl-2

1.151±0.198

0.813±0.157

0.537±0.055＊＊

Bax

1.099±0.146

1.308±0.127

1.807±0.209＊＊

Caspase-3

1.067±0.112

1.560±0.220＊

1.858±0.190＊＊

Beclin1

1.388±1.404

1.744±0.903

1.908±1.374＊

LC3

1.807±0.867

2.025±0.984

2.187±0.966＊

P62

1.101±0.453

1.020±0.671

0.581±0.165＊

注：与对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

3.5 BAC对A549细胞中Bcl-2、Bax、Active Caspase-3、

Beclin1、LC3ⅡⅡ/ⅠⅠ、P62蛋白表达的影响

与对照组比较，BAC各剂量组细胞中Bcl-2、P62蛋

白表达水平均有不同程度的降低，Bax、Active Caspase-3、

Beclin1、LC3Ⅱ/Ⅰ（LC3Ⅱ和LC3Ⅰ分别为LC3蛋白的两

种表现形式，此处即两者蛋白表达水平之比，下同）蛋白

表达水平均有不同程度的升高，且随着BAC剂量的增

加，上述蛋白表达水平的下降或上升越明显，提示该影

响作用具有剂量依赖趋势；其中，除BAC低剂量组Bax

蛋白外，其余各组目标蛋白表达水平与对照组比较，差

异均有统计学意义（P＜0.05或 P＜0.01）。各目标蛋白

表达水平检测结果见图4、表6。

4 讨论
BAC为单酯型生物碱，主要存在于乌头属植物中[13]，

具有抗肿瘤活性，可抑制人胎盘绒膜癌细胞和心肌细胞

等的生长，促进细胞凋亡[11，14]。本研究结果显示，BAC能

显著影响人肺癌A549细胞的正常生长形态，随着BAC

剂量的增加，A549 细胞开始出现皱缩、变小、溶解等现

象。进一步通过 CCK-8试验证实，BAC 能明显抑制

表 3 BAC 作用不同时间下 A549细胞的增殖抑制率

（x±±s，n＝3）

Tab 3 Inhibition rate of A549 cells proliferation after

treated with BAC for different time（x ±± s，

n＝3）

组别

对照组
BAC低剂量组
BAC高剂量组

剂量，μmol/L

0

200

400

细胞增殖抑制率，％
24 h

0

19.40±5.70＊

42.42±3.68＊＊

48 h

0

28.96±4.90＊＊

51.69±5.48＊＊

72 h

0

29.86±6.72＊＊

51.83±1.73＊＊

注：与对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

图3 不同剂量BAC作用不同时间后A549细胞的流式

细胞图

Fig 3 Flow cytometry plot of A549 cells after treated

with different doses of BAC for different time

106

105

104

103

102

101

100

C
om

p-
F

L
2-

A
：P

E
-A

100 101 102 103 104 105 106

Comp-FL1-A:FITC-A

A. 对照组（24 h）

Q4

96.1％

Q1

0.088％

Q3

1.61％

Q2

2.24％

Q4

96.4％

Q1

0.053％

Q3

1.20％

Q2

2.37％

106

105

104

103

102

101

100

C
om

p-
F

L
2-

A
：P

E
-A

100 101 102 103 104 105 106

Comp-FL1-A:FITC-A

B. 对照组（48 h）

106

105

104

103

102

101

100

C
om

p-
F

L
2-

A
：P

E
-A

100 101 102 103 104 105 106

Comp-FL1-A:FITC-A

D. BAC低剂量组（48 h）

Q4

86.4％

Q1

0.96％

Q3

4.58％

Q2

8.02％

106

105

104

103

102

101

100

C
om

p-
F

L
2-

A
：P

E
-A

100 101 102 103 104 105 106

Comp-FL1-A:FITC-A

C. BAC低剂量组（24 h）

Q4

93.5％

Q1

0.11％

Q3

3.39％

Q2

2.99％

106

105

104

103

102

101

100

C
om

p-
F

L
2-

A
：P

E
-A

100 101 102 103 104 105 106

Comp-FL1-A:FITC-A

E. BAC高剂量组（24 h）

Q4

90.8％

Q1

0.093％

Q3

3.27％

Q2

5.82％

106

105

104

103

102

101

100

C
om

p-
F

L
2-

A
：P

E
-A

100 101 102 103 104 105 106

Comp-FL1-A:FITC-A

F. BAC高剂量组（48 h）

Q4

61.4％

Q1

1.69％

Q3

6.79％

Q2

30.2％

表4 不同剂量BAC作用不同时间后A549细胞凋亡率

（x±±s，n＝3）

Tab 4 Apoptosis rate of A549 cells after treated with

different doses of BAC for different time（x±±s，

n＝3）

组别

对照组
BAC低剂量组
BAC高剂量组

剂量，μmol/L

0

200

400

凋亡率（24 h），％
早期凋亡

1.66±0.42

2.76±0.70

3.48±0.73＊

晚期凋亡
2.66±0.74

4.15±1.74

6.66±1.60＊

凋亡率（48 h），％
早期凋亡

1.76±0.55

4.18±1.36＊

6.38±0.97＊＊

晚期凋亡
2.07±0.26

9.19±1.04＊

26.74±3.21＊＊

注：与对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01
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A549 细胞的增殖，且呈剂量和时间依赖趋势，其中以

200、400 μmol/L 剂量作用于细胞 48 h 后该抑制作用尤

为明显，细胞增殖抑制率分别达（28.96± 4.90）％、

（51.69±5.48）％以上。流式细胞术检测结果显示，BAC

能引起A549细胞的凋亡，且随着药物剂量的增加，细胞

早期和晚期凋亡率均逐渐增加，且呈剂量和时间依赖

趋势。

自噬是不同于凋亡和坏死的一种细胞死亡方式，与

细胞生长、凋亡、内环境稳态密切相关[15]。Beclin1为自

噬的正调节因子，同时也是自噬起始的重要因子 [16]。

LC3是自噬的标志性因子，也为正调节因子，其存在LC3

Ⅰ、LC3Ⅱ两种形式，当自噬被激活时，LC3Ⅰ发生脂质

化形成LC3Ⅱ，因此LC3Ⅱ蛋白表达的增加可作为自噬

激活的标志[17]。P62是一种在细胞质中合成的位于细胞

核的蛋白，当自噬被激活时，P62首先会与泛素化蛋白磷

脂酰乙醇胺相结合，再与自噬体膜上的LC3Ⅱ结合形成

复合物，进入到自噬体后最终与溶酶体融合形成自噬溶

酶体从而被清除，是评价自噬体降解的重要指标 [18-19]。

当自噬流被活化时，P62水平会下降；自噬流被抑制时，

P62水平则会增加 [20]。本研究结果显示，经不同剂量

BAC（200、400 μmol/L）作用 48 h 后，A549细胞中 Be-

clin1、LC3（LC3Ⅱ/Ⅰ）的mRNA及蛋白表达水平均有不

同程度的升高，P62的mRNA及蛋白表达水平则均有不

同程度的降低，且呈剂量依赖趋势。这表明BAC可诱

导A549细胞发生自噬，并可能具有剂量相关性。

有研究表明，抑制自噬有利于NSCLC细胞成活、减

少其凋亡，从而促进早期肺癌的发展，而诱导自噬则可

导致NSCLC细胞凋亡增加[21-22]。自噬参与肿瘤的发生、

发展过程并非是一个独立作用，而需要与各通路相互作

用，尤其与凋亡途径的关系最为密切[23]。凋亡是由基因

控制的一种细胞的程序性死亡，其病理生理的主要表现

为细胞核皱缩、染色体聚集和凋亡小体的形成[24]。Bcl-2

是与凋亡关系最密切的抗凋亡基因，Bax则是与Bcl-2作

用相对抗的促凋亡基因，在细胞凋亡的两种信号传导

途径中，Bcl-2/Bax 基因的比值是启动凋亡的重要分子

开关[25-26]。Bcl-2/Bax基因能够通过线粒体途径调节Cas-

pase-3基因的活性，继而调节细胞凋亡过程[27]。Caspase-3

是细胞凋亡过程中主要的终末剪切酶和最重要的凋亡

执行者，Active Caspase-3蛋白是 Caspase-3蛋白的活化

形式，当凋亡发生时，Caspase-3蛋白发生活化，增加的

Active Caspase-3可特异性地切割 DNA，促使染色质凝

固和核酸激活，导致细胞凋亡 [28]。因此，Active Cas-

pase-3蛋白表达水平是反映细胞发生凋亡的标志之一。

本研究结果显示，不同剂量BAC（200、400 μmol/L）作用

48 h 后，A549细胞中 Bax、Caspase-3（Active Caspase-3）

的 mRNA 及其蛋白表达水平均有不同程度的升高，

Bcl-2的 mRNA 及其蛋白表达水平均有不同程度的降

低，且呈剂量依赖趋势。这表明BAC可诱导A549细胞

发生凋亡，并可能具有剂量相关性。

综上所述，BAC可抑制肺癌A549细胞的增殖、促进

其凋亡，并且能促进Beclin1、LC3（LC3Ⅱ/Ⅰ）和抑制P62

等自噬相关基因及蛋白的表达，促进 Bax、Caspase-3

（Active Caspase-3）和抑制Bcl-2等凋亡相关基因及蛋白

的表达；其作用机制可能与BAC通过促进A549细胞发

生过度自噬从而导致细胞凋亡有关。本研究可为肺癌

尤其是NSCLC的临床治疗提供新的靶点和思路。后续

本课题组将联合应用自噬促进剂或抑制剂从细胞和动

物两方面进行体内外研究，进一步深入研究BAC对自

噬和凋亡的调控机制。
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图4 BAC对A549细胞中Bcl-2、Bax、Active Caspase-3、

Beclin1、LC3ⅡⅡ/ⅠⅠ、P62蛋白表达影响的电泳图

Fig 4 Electrophoresis of the effects of BAC on protein

expression of Bcl-2，Bax，Active Caspase-3，

Beclin1，LC3ⅡⅡ/ⅠⅠ and P62 in A549 cells
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P62

LC3Ⅰ
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β-actin

B.Beclin1、LC3、P62蛋白

52 kDa

62 kDa

16 kDa
14 kDa

43 kDa

对照组 BAC高剂量组BAC低剂量组

Bcl-2

Bax

Active Caspase-3

β-actin

26 kDa

21 kDa

17 kDa

43 kDa

A.Bcl-2、Bax、Active Caspase-3蛋白

表 6 BAC对A549细胞中Bcl-2、Bax、Active Caspase-

3、Beclin1、LC3ⅡⅡ/ⅠⅠ、、P62蛋白表达水平的影响

（x±±s，n＝3）

Tab 6 Effects of BAC on the protein expression of

Bcl-2，Bax，Active Caspase-3，Beclin1，LC3

ⅡⅡ/ⅠⅠ and P62 in A549 cells（x±±s，n＝3）

组别

对照组
BAC低剂量组
BAC高剂量组

剂量，
μmol/L

0

200

400

Bcl-2

1.723±0.657

1.466±0.400＊

0.672±0.211＊

Bax

1.354±0.243

1.376±0.192

1.889±0.293＊

Active Caspase-3

0.577±0.148

1.075±0.209＊

1.695±0.255＊＊

Beclin1

0.323±0.091

0.707±0.179＊

1.036±0.205＊＊

LC3Ⅱ/Ⅰ

0.597±0.167

0.899±0.102＊

1.339±0.213＊＊

P62

1.699±0.151

0.595±0.104＊＊

0.450±0.187＊＊

注：与对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01
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