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摘 要 目的 探究连翘醇提物对肺癌 NCI-H226细胞增殖、迁移、侵袭的影响。方法 以肺癌 NCI-H226细胞为研究对象，将细胞

分为对照组，连翘醇提物低、中、高浓度组（5、10、20 mg/mL），激活剂组[10 mg/mL连翘醇提物+0.5 μmol/L核因子κB（NF-κB）信号

通路激活剂 PMA]，抑制剂组（10 mg/mL 连翘醇提物+10 μmol/L NF-κB 信号通路抑制剂 BAY 11-7082），阳性对照组（20 μg/mL 顺

铂），除对照组细胞不作干预外，其余各组细胞加入相应药物培养24 h。检测细胞增殖、迁移、侵袭情况，并计算增殖率、迁移率、侵

袭细胞数；检测细胞中NF-κB p65、NF-κB抑制蛋白α（IκBα）、磷酸化NF-κB p65（p-NF-κB p65）、磷酸化 IκBα（p-IκBα）蛋白表达水

平。结果 与对照组比较，连翘醇提物各浓度组和阳性对照组细胞的增殖率、迁移率、侵袭细胞数以及细胞中p-IκBα、p-NF-κB p65

蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05）；与连翘醇提物中浓度组比较，抑制剂组细胞增殖率、迁移率、侵袭细胞数及细胞中上述蛋白

表达水平均显著降低（P＜0.05），而激活剂组均显著升高（P＜0.05）。结论 连翘醇提物可抑制肺癌 NCI-H226细胞增殖、迁移和侵

袭，其作用机制可能与抑制NF-κB信号通路有关。
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Effects of Forsythia suspensa ethanol extract on the proliferation， migration and invasion of lung cancer 

cells NCI-H226
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ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the effects of Forsythia suspensa ethanol extract on the proliferation， migration and 

invasion of lung cancer cells NCI-H226. METHODS As research objects， lung cancer cells NCI-H226 were divided into control 

group， F. suspensa ethanol extract low-， medium- and high-concentration groups （5， 10， 20 mg/mL）， activator group [10 mg/mL 

F. suspensa ethanol extract+0.5 μmol/L nuclear factor kappa B （NF-κB） signaling pathway activator PMA]， inhibitor group （10  

mg/mL F. suspensa ethanol extract+10 μmol/L NF-κB signaling pathway inhibitor BAY 11-7082） and positive control group （20     

μg/mL cisplatin）. Except for the control group of cells without intervention， all other groups of cells were cultured with 

corresponding drugs for 24 hours； the proliferation， migration and invasion of cells were all detected， and the proliferation rate， 

migration rate， and the number of invading cells were also calculated； protein expressions of NF-κB p65， NF-κB inhibitory protein α 

（IκBα）， phosphorylated NF-κB p65 （p-NF-κB p65） and phosphorylated IκBα （p-IκBα） were determined. RESULTS Compared 

with control group， the proliferation rate， migration rate， and the number of invading cells as well as the protein expressions of p-

IκBα and p-NF-κB p65 were decreased significantly in F. suspensa ethanol extract groups and positive control group （P＜0.05）. 

Compared with F. suspensa ethanol extract medium-concentration group， the proliferation rate， migration rate， and the number of 

invading cells as well as above protein expressions were all decreased significantly in inhibitor group （P＜0.05）， while those of 

activator group were increased significantly （P＜0.05）. CONCLUSIONS F. suspensa ethanol extract can inhibit the proliferation， 

migration and invasion of lung cancer cells NCI-H226， and the mechanism of which may be related to the inhibition of NF-κB 

signaling pathway.
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肺癌是一种原发性的肺脏恶性肿瘤，病死率在肿瘤

中居前列[1]。部分肺癌确诊时已是中晚期，临床常以免

疫治疗、靶向治疗、放化疗等多种手段进行干预，但5年

生存率仍较低，因此寻找能有效治疗肺癌的新型药物具
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有重要的意义[2]。近年来，中医药在肿瘤治疗中越来越

受到重视，其在提高肿瘤患者生活质量、预防转移复发、

防治多药耐药、减毒增效方面发挥了重要作用，充分体

现了中医药在肿瘤治疗中的优势[3]。

中医学者认为肺癌之标实以热毒为甚，热毒当为肿

瘤发生、发展的重要原因之一，故清热解毒之法治疗肺

癌当行之有效[4]。连翘为木犀科植物连翘 Forsythia sus‐

pensa（Thunb.） Vahl 的干燥果实，为传统常用清热解毒

药。相关文献报道，连翘醇提物具有广谱抗肿瘤活性，

对肾癌细胞[5]、食管癌细胞[6]等多种癌细胞具有明显的抑

制作用。核因子 κB（nuclear factor kappa B，NF-κB）信号

通路是一条与癌细胞发生、发展相关的经典通路[7]，可调

控食管癌[8]、肺癌[9]、胰腺癌[10]等多种肿瘤细胞的恶性生

物学进程。朱帅旗等[11]的研究也论述了靶向 NF-κB 疗

法能够抑制非小细胞肺癌的生长和转移，并增强抗肿瘤

免疫应答。基于此，本研究以肺癌 NCI-H226细胞为研

究对象，并基于 NF-κB 信号通路探讨连翘醇提物对该细

胞增殖、迁移和侵袭的影响，以期为连翘醇提物治疗肺

癌提供实验数据支撑。

1　材料

1.1　主要仪器

MCO18AIC 型二氧化碳培养箱购自日本 Sanyo 公

司；MF52-N 型倒置荧光显微镜购自广州市明美光电技

术有限公司；IMARK 型酶标仪、Chemi Doc 型凝胶成像

系统购自美国 Bio Rad 公司。

1.2　主要药品与试剂

连翘醇提物（批号 20190203，质量浓度为 1 mg/L）

购自天津美伦医药集团有限公司；顺铂、NF-κB 信号

通路抑制剂 BAY 11-7082（纯度均大于98%，批号分别为

N03GS166211、J07HS173399）购自上海源叶生物科技有

限公司；NF-κB 信号通路激活剂 PMA（纯度≥98%，批号

0000112801）购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

胎牛血清（批号2176404）购自美国 Gibco 公司；F-12K 培

养基、RIPA 裂解液、CCK-8试剂盒购自武汉默沙克生物

科技有限公司；5-乙炔基-2′脱氧尿嘧啶核苷（EdU）细胞

增殖检测试剂盒（批号 042621211123）购自上海碧云天

生物技术有限公司；鼠抗人 NF-κB 抑制蛋白 α（NF-κB 

inhibitor protein alpha，IκBα）、NF-κB p65、磷酸化 IκBα
（p-IκBα）、磷酸化 NF-κB p65（p-NF-κB p65）、β-actin（一

抗）和辣根过氧化物酶标记的山羊抗鼠 IgG（二抗）（批号

分 别 为 10021317、10021394、10021301、10021309、

10021787、20000374）购自美国 CST 公司。

1.3　细胞株

本研究所用肺癌 NCI-H226细胞购自中国科学院生

物化学与细胞生物学研究所。

2　方法

2.1　NCI-H226细胞培养

取出冻存的 NCI-H226细胞进行复苏后，加入 F-12K

培养基（含10% 胎牛血清、1% 青-链霉素）中，置于37 ℃、

5% CO2条件下培养，取对数生长期的 NCI-H226细胞用

于实验。

2.2　NCI-H226细胞增殖率的检测

取对数生长期细胞调整密度至 2×105个/mL，再接

种至96孔板中，然后分为对照组，连翘醇提物低、中、高

浓度组（5、10、20 mg/mL，质量浓度根据前期预实验结果

设置），激活剂组（10 mg/mL 连翘醇提物+0.5 μmol/L 

NF-κB 信号通路激活剂 PMA[12]），抑制剂组（10 mg/mL

连翘醇提物+10 μmol/L NF-κB 信号通路抑制剂 BAY 11-

7082[13]），阳性对照组（20 μg/mL 顺铂[14]）。除对照组细

胞 不 作 干 预 外，其 余 各 组 细 胞 加 入 相 应 药 物，置 于

37 ℃、5% CO2条件下培养 24 h，每组设 3个复孔。根据

EdU 细胞增殖检测试剂盒说明书方法处理，采用荧光显

微镜拍照，再用 Image J 软件处理图片，以阳性染色细胞

（红色）占总细胞（蓝色）的百分比表示细胞增殖率。

2.3　NCI-H226细胞迁移能力的检测

取对数生长期细胞调整密度至 2×105个/mL，再接

种至 6孔板中，按“2.2”项下方法分组后，置于 37 ℃、5% 

CO2条件下培养；当细胞密度达90% 时，用枪头于孔板底

部进行划痕，然后加入相应药物培养24 h，每组设3个复

孔。采用显微镜拍照记录各组细胞 0、24 h 时的划痕情

况，并记录这两个时间点时的融合面积，分别记为 S0与

S24，再计算细胞迁移率，细胞迁移率（%）＝（S0－S24）/S0×

100%。

2.4　NCI-H226细胞侵袭能力的检测

采用 Transwell 小室法进行检测。取对数生长期细

胞按“2.2”项下方法分组、给药、培养后，以胰酶消化，离

心后用无血清培养基重悬细胞，调整细胞密度至3×105

个/mL。将装有上述细胞的24孔板放入 Transwell 小室，

上室加入无血清培养基200 μL，下室加入含10% 血清的

培养基 500 μL，每组设 3 个复孔。培养 24 h 后弃上清

液，擦去上室细胞，以4% 甲醇固定下室细胞，以0.1% 结

晶紫染色 10 min，清洗 3次，将 Transwell 小室置于显微

镜下，每孔随机选5个不同区域，采用显微镜观察拍照，

并以 Image J 软件计算侵袭细胞数。



中国药房  2023年第34卷第15期 China Pharmacy  2023 Vol. 34  No. 15  · 1823 ·

2.5　NCI-H226细胞中 NF-κB 信号通路相关蛋白表达

水平的检测

取对数生长期细胞调整密度至 2×105个/mL，再接

种至96孔板中，按“2.2”项下方法分组、给药、培养后，加

入裂解液提取总蛋白，采用 BCA 法测定蛋白含量，然后

进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜，封闭

2 h；加入 IκBα、NF-κB p65、p-IκBα、p-NF-κB p65、β - 

actin 一抗（稀释度分别为1∶500、1∶2 000、1∶500、1∶500、

1∶25 000），4 ℃孵育过夜，洗涤后加入二抗孵育 2 h；洗

涤后加入显影液，使用凝胶成像系统拍照记录，实验重

复3次。以目的蛋白与内参蛋白的灰度值比值表示其表

达水平。

2.6　统计学方法

采用 GraphPad Prism 8软件进行数据分析。计量资

料以 x̄ ± s 表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间

两两比较采用 Tukey 检验。检验水准α＝0.05。

3　结 果

3.1　连翘醇提物对NCI-H226细胞增殖能力的影响

与对照组比较，连翘醇提物各浓度组和阳性对照组

细胞增殖率均显著降低（P＜0.05）。与连翘醇提物中浓

度组比较，抑制剂组细胞增殖率显著降低（P＜0.05），而

激活剂组显著升高（P＜0.05）。结果见图1（连翘醇提物

低、高浓度组图略）、表1。

3.2　连翘醇提物对 NCI-H226细胞迁移能力的影响

与对照组比较，连翘醇提物各浓度组与阳性对照组

细胞迁移率均显著降低（P＜0.05）。与连翘醇提物中浓

度组比较，抑制剂组细胞迁移率显著降低（P＜0.05），而

激活剂组显著升高（P＜0.05）。结果见图2（连翘醇提物

低、高浓度组图略）、表1。
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图1　连翘醇提物对NCI-H226细胞增殖影响的荧光显微图（比例尺＝100 μm）
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图2　连翘醇提物对NCI-H226细胞迁移影响的显微图
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3.3　连翘醇提物对NCI-H226细胞侵袭能力的影响

与对照组比较，连翘醇提物各浓度药物组与阳性对

照组细胞侵袭细胞数均显著降低（P＜0.05）。与连翘醇

提物中浓度组比较，抑制剂组细胞侵袭细胞数均显著降

低（P＜0.05），而激活剂组显著升高（P＜0.05）。结果见

图3（连翘醇提物低、高浓度组图略）、表1。

3.4　连翘醇提物对 NCI-H226细胞中 NF-κB 信号通路

相关蛋白表达的影响

与对照组比较，连翘醇提物各浓度组和阳性对照组

细胞中 p-IκBα、p-NF-κB p65蛋白表达水平均显著降低

（P＜0.05），而 IκBα、NF-κB p65蛋白表达水平差异无统

计学意义。与连翘醇提物中浓度组比较，抑制剂组细胞

中 p-IκBα、p-NF-κB p65 蛋白表达水平显著降低（P＜

0.05），而激活剂组显著升高（P＜0.05），但两组中 IκBα、

NF-κB p65蛋白表达水平差异均无统计学意义。结果见

图4、表2。

4　讨论

肺癌是临床上常见的恶性肿瘤之一，在近些年的发

病率呈现逐年上升趋势。针对肺癌的诊疗方法多为靶

向、免疫、化疗和手术治疗，近年诊疗方法虽有改进，但

肺癌患者5年存活率仍低于20%[15]，且预后效果较差，患

者负担较重。因此，寻找有效治疗肺癌的药物，并探究

其治疗肺癌的作用机制至关重要。

中医将肺癌归为“肺积”“息贲”“劳嗽”等范畴[16]，治

疗主要以化痰止咳、活血化瘀为主[17]。而连翘有消肿散

结、清热解毒的功效。有研究表明，连翘醇提物具有阻

滞肿瘤细胞周期、调控信号通路、逆转多药耐药等作

用[18]。Kim 等[19]研究认为，连翘醇提物能够阻断乳腺癌

细胞的侵袭，并间接抑制乳腺癌对骨的破坏作用。曲欣

等[20]研究发现，连翘醇提物可以抑制人宫颈癌 HeLa 细胞

增殖并加速其凋亡，且具有剂量依赖性。本研究结果显

示，与对照组比较，低、中、高浓度的连翘醇提物均可显

著降低 NCI-H226细胞的增殖、迁移和侵袭能力。

NF-κB 信号通路是一条与癌细胞发生、发展相关的

经典信号通路，参与调控多种癌细胞生长和分化，在许

多癌症中呈高表达状态，致使大量恶性肿瘤发生和进

展[21]。NF-κB 信号通路包含多个亚单位，如 NF-κB p65，

其表达改变与 NF-κB 信号通路激活程度成正比[22]。相

关研究表明，肺癌细胞中 NF-κB 信号通路相关蛋白表达

水平显著高于正常细胞[23]。基于此，本研究分别采用

表1　各组细胞增殖率、迁移率和侵袭细胞数的检测结

果（x±s，n＝3）

组别
对照组
连翘醇提物低浓度组
连翘醇提物中浓度组
连翘醇提物高浓度组
激活剂组
抑制剂组
阳性对照组

增殖率/%
28.70±0.61

20.17±1.53a

10.67±0.40a

4.80±0.62a

13.00±0.56b

5.33±0.61b

9.27±0.61a

迁移率/%
30.50±1.30

26.30±1.02a

14.47±0.76a

2.99±0.45a

18.85±0.89b

5.93±0.38b

3.36±0.39a

侵袭细胞数/个
87.33±1.53

70.67±2.08a

44.33±2.08a

15.00±1.00a

56.00±1.00b

18.00±1.00b

30.67±2.08a

a：与对照组比较，P＜0.05；b：与连翘醇提物中浓度组比较，P＜

0.05。

A. 对照组 B. 连翘醇提物中浓度组

C. 激活剂组 D. 抑制剂组

E. 阳性对照组

图3　连翘醇提物对 NCI-H226细胞侵袭能力影响的显

微图（比例尺＝100 μm）

IκBα

NF-κB p65

p-IκBα

p-NF-κB p65

β-actin

36 kDa

35 kDa

65 kDa

71 kDa

42 kDa

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ Ⅶ
Ⅰ：对照组；Ⅱ：连翘醇提物低浓度组；Ⅲ：连翘醇提物中浓度组；

Ⅳ：连翘醇提物高浓度组；Ⅴ：激活剂组；Ⅵ：抑制剂组；Ⅶ阳性对照组。

图4　各组细胞中 NF-κB 信号通路相关蛋白表达的电

泳图

表2　各组细胞中NF-κB信号通路相关蛋白表达水平的

检测结果（x±s，n＝3）

组别
对照组
连翘醇提物低浓度组
连翘醇提物中浓度组
连翘醇提物高浓度组
激活剂组
抑制剂组
阳性对照组

p-IκBα
1.10±0.07

0.87±0.04a

0.63±0.04a

0.45±0.02a

0.79±0.02b

0.43±0.02b

0.53±0.02a

p-NF-κB p65

0.95±0.04

0.84±0.03a

0.56±0.02a

0.37±0.01a

0.64±0.02b

0.36±0.02b

0.29±0.02a

IκBα
0.86±0.03

0.87±0.02

0.87±0.05

0.87±0.04

0.87±0.01

0.87±0.03

0.87±0.03

NF-κB p65

0.91±0.02

0.91±0.03

0.91±0.04

0.91±0.04

0.90±0.05

0.91±0.03

0.90±0.05

a：与对照组比较，P＜0.05；b：与连翘醇提物中浓度组比较，P＜

0.05。
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NF- κB 信 号 通 路 的 抑 制 剂（BAY 11-7082）与 激 活 剂

（PMA），考察连翘醇提物是否通过该信号通路发挥抗肺

癌作用。结果显示，与对照组比较，经连翘醇提物干预

后，NCI-H226细胞中 p-IκBα、p-NF-κB p65蛋白表达水

平均显著降低（P＜0.05）；与连翘醇提物中浓度组比较，

经抑制剂干预后，NCI-H226细胞中上述蛋白表达水平

均显著降低，而经激活剂干预后，上述蛋白表达水平反

而显著升高。

综上所述，连翘醇提物可抑制肺癌 NCI-H226细胞

增殖、迁移和侵袭，其作用机制可能与抑制 NF-κB 信号

通路有关。本研究为连翘醇提物应用于肺癌治疗提供

了依据，但是仅从 NF-κB 信号通路探讨了作用机制，且

仅在细胞水平进行了体外实验，后续将结合模型动物进

行体内验证。
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