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isoangustone A 通过 PI3K/Akt 和 JNK/p38 MAPK 信号通路调控肺癌 A549

细胞增殖及凋亡 
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摘  要：目的  探讨 isoangustone A 调控人非小细胞肺癌 A549 细胞增殖及凋亡的分子机制。方法  将人肺癌细胞 A549、

H1299 进行体外培养，用不同浓度（0.00、1.25、2.50、5.00、10.00、20.00 μmol/L）的 isoangustone A 干预细胞，分别处理

36、72 h 后，采用结晶紫染色法检测细胞增殖能力。以 A549 为细胞模型，通过流式细胞技术检测细胞的凋亡情况；经蛋白

免疫印迹法检测凋亡相关蛋白及磷脂酰肌醇激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）、c-Jun 氨基末端激酶（JNK）/p38 丝裂原活化

蛋白激酶（p38 MAPK）信号通路的表达。结果  与对照组比较，随着 isoangustone A 浓度的增加和处理时间的延长，A549、

H1299 细胞增殖能力逐渐降低（P＜0.05、0.01、0.001），呈浓度和时间相关性。经 10.00 μmol/L isoangustone A 处理后，A549

细胞凋亡率显著升高（P＜0.01）；isoangustone A 2.50、5.00、10.00 μmol/L 组 A549 细胞 p-Akt/Akt 蛋白水平显著降低（P＜

0.01）；isoangustone A 5.00、10.00 μmol/L 组 B 淋巴细胞瘤-2（Bcl-2）/Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）、p-PI3K/PI3K 的表达水平

显著降低（P＜0.05）；半胱氨酸蛋白酶-8（Caspase-8）、cleaved-Caspase-3、p-p38/p38 的表达水平显著增加（P＜0.05、0.001）；

经 10.00 μmol/L isoangustone A 处理后，cleaved-多聚腺苷二磷酸核糖聚合酶（PARP）和 p-JNK/JNK 的表达显著升高（P＜

0.05、0.01）。结论  isoangustone A 可抑制肺癌 A549 细胞的增殖，并诱导其发生凋亡，其作用机制可能与调控 PI3K/Akt 及

JNK/p38 MAPK 信号通路有关。 
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Abstract: Objective  To investigate the molecular mechanism of isoangustone A on proliferation and apoptosis of human non-small 

cell lung cancer A549 cells. Methods  A549 and H1299 cells were cultured in vitro and treated with different concentrations (0.00, 

1.25, 2.50, 5.00, 10.00, 20.00 μmol/L) of isoangustone A for 36 and 72 h, respectively. The proliferation inhibition rate of A549 and 

H1299 cells were detected by crystal violet staining. Using A549 cell as a model, apoptosis was detected by flow cytometry, Western 

blotting was used to detect the expression of PI3K/Akt and JNK/p38 MAPK signaling pathways as well as apoptosis-related proteins 
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in each group. Results  Compared with control group, after treatment with different concentrations of isoangustone A for 36 and 

72 h, the proliferation of A549 and H1299 cells was inhibited (P < 0.05, 0.01, 0.001), and showed concentration-dependent and time-

dependent. The apoptosis rate of A549 cells in the 10.00 μmol/L isoangustone A group was significantly increased (P < 0.01). The p-

Akt/Akt protein level in isoangustone A (2.50, 5.00, 10.00 μmol/L) groups were significantly reduced (P < 0.01). The expression of 

Bcl-2/Bax and p-PI3K/PI3K in the isoangustone A (5.00, 10.00 μmol/L) groups were significantly reduced (P < 0.05), and the 

expression of cleaved-Caspase 3, Caspase 8, and p-p38/p38 were significantly increased (P < 0.05, 0.001). The levels of 10.00 μmol/L 

of isoangustone A was able to upregulate the levels of cleaved-PARP and p-JNK/JNK (P < 0.05, 0.01). Conclusion  Isoangustone A 

can inhibit the proliferation and promote apoptosis of A549 cells, which may be related to the regulation of PI3K/Akt and JNK/p38 

MAPK signaling pathways. 

Key words: isoangustone A; A549 cells; apoptosis; PI3K/Akt; JNK/p38 MAPK; Bcl-2 

 

肺癌是严重危害人类健康的恶性肿瘤之一，因

其侵袭能力强、预后差，是目前我国死亡率最高的

癌症[1-2]。手术切除联合放、化疗法是目前临床上治

疗肺癌的主要手段[3]。然而，现有的放疗和化疗药

物均存在一定的不良反应和耐受性，从天然的药食

两用中药中寻找和筛选抗肿瘤活性物质具有重要

的意义[4-5]。Isoangustone A（图 1）是从甘草中分离

得到的异戊烯基黄酮化合物，具有抑制黑色素瘤、

结肠癌和前列腺癌细胞生长的能力。研究报道，

isoangustone A 可靶向磷脂酰肌醇激酶（PI3K）、丝

裂原活化蛋白激酶激酶（MKK）4 和 MKK7 从而抑

制人类黑色素瘤增殖[6]；激活腺苷酸活化蛋白激酶

（AMPK）信号通路诱导结直肠癌细胞发生自噬性死

亡[7]；激活死亡受体 4 和细胞周期阻滞诱导人前列

腺癌细胞凋亡[8-9]。然而，目前关于 isoangustone A

在抗肺癌方面的研究报道仍然较少。本研究以人非

小细胞肺癌 A549 细胞为研究对象，探讨

isoangustone A 对细胞增殖及凋亡的影响，并阐明其

可能的作用机制，为 isoangustone A 和甘草的进一

步研究开发及利用提供实验基础和科学理论依据。 

1  材料 

1.1  细胞株 

A549、H1299 非小细胞肺癌细胞系购自美国模

式培养物保藏中心（ATCC）。 

1.2  药品与试剂 

isoangustone A（质量分数98.0%，货号BBP03426） 

 

图 1  isoangustone A 化学结构式 

Fig. 1  Structural formula of isoangustone A 

购自云南西力生物技术股份有限公司；胎牛血清

（货号 164210）、 Ham's F-12K 培养基（货号

PM150910）均购于武汉普诺赛生命科技有限公司；

DMEM 高糖培养基购于 Gibco 公司；Annexin V/PI

细胞凋亡检测试剂盒（货号 AK10303）购于 MBL

公司；高效 RIPA 裂解液（货号 R0010）和 BCA 蛋

白浓度测定试剂盒（货号 PC0020）购于北京索莱宝

科技有限公司；彩虹 180 广谱蛋白 Marker（货号

26616）购于赛默飞世尔科技有限公；ECL Plus 超敏

发光液（货号 MA0186-2）购于大连美仑生物科技

有限公司；抗体 c-Jun 氨基末端激酶（JNK 货号

ab307802）、p-PI3K（货号：ab182651）购自 Abcam

公司；抗体半胱氨酸蛋白酶 8（Caspase-8，货号

4790）、cleaved-多聚腺苷二磷酸核糖聚合酶（PARP，

货号 4511）、p-JNK（货号：4668）、p-蛋白激酶 B

（Akt，货号 4060）、β-微管蛋白（β-tubulin，货号 2146）

均购自美国 CST 公司；抗体 p38（货号 A5049）、B

淋巴细胞瘤-2（Bcl-2）相关 X 蛋白（Bax，货号

A12009）、p-p38（货号 AP1508）均购自 Abclonal 公

司；抗体 Bcl-2（货号 26593-1-AP）、PI3K（货号

60225-1-lg）、Akt（货号 10176-2-AP）、GAPDH（货

号 10494-1-AP）、Caspase 3/cleaved Caspase 3（货号

19677-1-AP）、β-肌动蛋白（β-actin，货号 20536-1-

AP）购自 Proteintech 公司；山羊抗兔（货号 SA00001-

2）、山羊抗鼠（货号 SA00001-1）购自 Proteintech 公

司；聚偏二氟乙烯膜（PVDF）购自德国 Merck 公司。 

1.3  仪器 

Thermo 1550 型酶标仪、Sorvall Legend Micro 

21R 型高速冷冻离心机均购于赛默飞世尔上海仪器

有限公司；BIOBASE-1500 Ⅱ A2-X 型生物安全柜购

于济南鑫贝西生物技术有限公司；YAMATO 

BNA610 型二氧化碳培养箱购于上海尔迪仪器科技

有限公司；流式细胞仪（FACSCanto Ⅱ）和流式细
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胞小管购于美国 BD 公司；MS105/A 型电子天平购

于上海天美仪拓实验室设备有限公司；奥林巴斯

CKX53 型倒置光学显微镜购于莱特光电技术有限

公司；RWD 细胞计数仪购于瑞沃德生命科技有限

公司；MOST-T 型蒸汽灭菌器购于山东新华医疗器

械有限公司；SLK-O3000-S 型脱色摇床购于北京创

誉科技有限公司。 

2  方法 

2.1  细胞培养 

A549 细胞接种于含 10%胎牛血清的 Ham’s 

F12-K 完全培养基，H1299 细胞接种于含 10%胎牛

血清的 DMEM 完全培养基，置于 37 ℃、5% CO2

培养箱中培养。待细胞融合度达到 80%～90%时进

行细胞传代，实验时取对数生长期细胞。 

2.2  结晶紫法检测细胞增殖 

取对数生长期的 A549、H1299 细胞，分别接种

于 6 孔培养板中，待细胞融合度达到约 50%后，加

入不同浓度（0.00、1.25、2.50、5.00、10.00、20.00 

μmol/L）isoangustone A 干预 36、72 h。培养结束后，

吸弃培养基，并用 PBS 润洗 2 次。每孔加入 1%戊

二醛溶液 2 mL，置摇床上 50 r/min 室温固定 15 min。

去除戊二醛，PBS 润洗后，每孔加入 0.02%结晶紫

溶液 2 mL 并在上述相同条件染色 30 min，用蒸馏

水冲洗去掉残留的结晶紫染液。待干燥后，每孔加

8 mL 75%乙醇，置脱色摇床上摇动至细胞中结晶紫

全部溶出，最后用酶标仪在 595 nm 波长下测定吸

光度（A）值，75%的乙醇作为空白，计算细胞存

活率。 

细胞存活率＝（A 给药－A 空白）/（A 对照－A 空白） 

2.3  细胞分组与给药 

根据细胞增殖实验结果，将后续实验 A549 细

胞分为对照组和 isoangustone A（2.50、5.00、10.00 

μmol/L）组。对照组给予常规培养，isoangustone A

组分别给予 2.50、5.00、10.00 μmol/L isoangustone A

处理 72 h。 

2.4  流式细胞仪检测细胞凋亡 

按 2.3 项下方法进行分组与处置后，将悬浮细

胞和消化贴壁细胞共同收集于离心管中，1 000 

r/min 离心 5 min。去除培养基，用 PBS 润洗细胞并

在相同条件下再次离心，弃去 PBS 获得细胞。样品

各加入 500 μL 1×Annexin V Binding Buffer 重悬细

胞，细胞悬液中加入 5 μL AnnexinV-FITC 和 10 μL 

PI，室温避光孵育 15 min 后流式细胞仪上机检测。 

2.5  Western blotting 法检测蛋白表达 

按 2.3 项下方法进行分组与处置后，弃去培养

液，用预冷的 PBS 润洗细胞，每孔加入 200 μL RIPA

裂解液，置于冰上裂解 30 min，收集所有细胞，4 ℃，

12 000 r/min 离心 20 min，收集上清液即得样品总

蛋白。按照试剂盒说明书，采用 BCA 法测定蛋白浓

度。根据所测蛋白浓度，用 5×loading buffer 稀释

各蛋白样本并补加超纯水，充分混匀。100 ℃金属

浴 10 min，使蛋白充分变性，涡旋混匀后上样。经

电泳和转膜后，将 PVDF 转移至 5%脱脂牛奶溶液

中，置摇床上 65 r/min 室温封闭 2 h，加入一抗 4 ℃

孵育过夜，用 TBST 工作液漂洗 PVDF 膜 3 次；加

入二抗室温孵育 2 h，PVDF 膜经 TBST 工作液漂洗

3 次后，用 ECL 发光液显影。采用 Image J 软件分

析各蛋白条带的灰度值，计算各目的蛋白相对表达

水平。 

2.6  统计学分析 

数据采用 SPSS 25.0 软件进行统计分析，计量

资料以x ± s 表示。多组间比较采用单因素方差

（One-way ANOVA）分析。 

3  结果 

3.1  isoangustone A 对非小细胞肺癌细胞系的增殖

抑制作用 

结果如图 2 所示，与对照组比较，随着

isoangustone A 浓度的增加和处理时间的延长，

A549、H1299 细胞增殖能力逐渐降低（P＜0.05、

0.01），isoangustone A 对 A549、H1299 细胞增殖的

抑制呈浓度和时间相关性。本研究以人非小细胞肺

癌 A549 细胞为体外模型，最终选择 2.50、5.00、

10.00 μmol/L isoangustone A 为给药浓度处理 72 h，

进一步探讨 isoangustone A 调控人非小细胞肺癌

A549 细胞增殖及凋亡的分子机制。 

3.2  isoangustone A 对 A549 细胞凋亡的影响 

结果如图 3 所示。与对照组比较，isoangustone 

A 10.00 μmol/L 组 A549 细胞凋亡率显著升高（P＜

0.01）。 

3.3  isoangustone A 对 A549 细胞凋亡蛋白表达的

影响 

如图 4 所示，与对照组相比较，isoangustone A 

10.00 μmol/L 能够显著上调 cleaved-PARP 的蛋白表

达水平（P＜0.05）；isoangustone A 5.00、10.00 μmol/L 
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与对照组比较：*P＜0.01  **P＜0.001；与相同给药浓度下与 36 h 组比较：#P＜0.05。 

*P < 0.01  **P < 0.001 vs control group; #P < 0.05 vs 36 h group at the same administration concentration. 

图 2  isoangustone A 对 A549、H1299 细胞增殖能力的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 2  Effects of isoangustone A on the proliferative ability of A549 and H1299 cells (x ± s, n = 3 ) 

 

与对照组比较：**P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group. 

图 3  isoangustone A 对 A549 细胞凋亡的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 3  Effects of isoangustone A on apoptosis in A549 cells (x ± s, n = 3 ) 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01    ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 4  isoangustone A 对肺癌 A549 细胞凋亡相关蛋白表达的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 4  Effects of isoangustone A on the expression of apoptosis-related proteins in A549 cells (x ± s, n = 3 ) 
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能够下调 Bcl-2 蛋白的表达，使 Bcl-2/Bax 显著

降低（P＜0.05）；并显著上调 Caspase-8 和 cleaved-

Caspase-3 的表达水平（P＜0.05、0.01、0.001）。 

3.4  isoangustone A 对 A549 细胞 PI3K/Akt 通路

相关蛋白表达的影响 

如图 5 所示，与对照组相比，isoangustone A 

5.00、10.00 μmol/L 组 A549 细胞 p-PI3K/PI3K 显著降

低（P＜0.05）；isoangustone A 2.50、5.00、10.00 μmol/L

组 p-Akt/Akt 蛋白表达显著降低（P＜0.01）。 

 
与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group. 

图 5  isoangustone A 对肺癌 A549 细胞 p-PI3K/PI3K 和 p-

Akt/Akt 蛋白表达的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 5  Effects of isoangustone A on the expression of p-

PI3K/PI3K and p-Akt/Akt in A549 cells (x ± s, n = 3 ) 

3.5  isoangustone A 对 A549 细胞 JNK/p38 蛋白表

达的影响 

如图 6 所示，与对照组相比，isoangustone A 

10.00 μmol/L 组 A549 细胞 p-JNK/JNK 显著升高

（P＜0.01）；isoangustone A 5.00、10.00 μmol/L 组 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 6  isoangustone A 对肺癌 A549 细胞 p-JNK/JNK 和 p-

p38/p38 蛋白表达的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 6  Effects of isoangustone A on the expression of p-

JNK/JNK and p-p38/p38 in A549 cells (x ± s, n = 3 ) 

A549 细胞 p-p38/p38 显著升高（P＜0.05、0.001）。 

4  讨论 

肿瘤是严重危害人类健康的重大疾病，具有早

期症状不明显，晚期易转移和复发，预后差等特点[1]。

由于抗肺癌药物固有的毒性和耐药情况的出现，开

发高效低毒的新型靶向抗肿瘤药物具有重要的意

义。A549 细胞系为肺癌研究中经典的体外模型之

一，该细胞保留了许多肺泡 II 型细胞（AT2）的特

征，包括表面活性物质的产生和上皮形态[10]。值得

注意的是，AT2 已被证实是肺腺癌疾病的关键参与

者[11]，因此 A549 细胞模型在肺癌研究中具有高度

相关性及临床预测价值。isoangustone A 具有较强的

抗肿瘤生物活性，可通过线粒体介导的凋亡等不同
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方式抑制多种肿瘤细胞的生长[6-9]。本研究以人非小

细胞肺癌 A549 细胞为研究对象，探讨 isoangustone 

A 在肺癌治疗中的潜力及相关机制。 

细胞凋亡是一种重要的细胞死亡机制，癌细胞

存活和肿瘤的发展往往伴随着凋亡功能障碍，抑制

肿瘤细胞增殖及诱导肿瘤细胞凋亡是抗肿瘤药物

发挥活性的关键。细胞凋亡抑制蛋白 Bcl-2 可控制

线粒体膜通透性，通过阻止细胞色素 C 释放到细胞

质中从而抑制细胞凋亡[12]。Bax 是促凋亡蛋白的代

表，通过损坏线粒体膜形成通透性孔道，引起促凋

亡因子由线粒体进入细胞质，进而活化半胱天冬氨

酸酶（Caspase）家族[13-14]。Caspase 3 是细胞凋亡调

节的关键因子，活化 Caspase 3 能够激活激酶级联

反应，产生 cleaved-Caspase 3 导致细胞凋亡[15-16]。

此外，Caspase 3 被激活后可进一步裂解 PARP，

cleaved-PARP 的增加会使核小体间 DNA 降解，细

胞发生凋亡[17]。本研究结果显示，isoangustone A 干

预后可使 Bcl-2/Bax 显著下降，并上调 cleaved-

PARP、Caspase 8、cleaved-Caspase 3 蛋白的表达，

提示 isoangustone A 能够通过调控凋亡相关蛋白的

表达，诱导细胞凋亡。 

本研究在 isoangustone A 具有抗肿瘤活性的基

础上，进一步研究其抗肺癌的作用机制是否与

PI3K/Akt 通路和 JNK/p38 MAPK 信号通路有关。

PI3K/Akt 与 JNK/p38 MAPK 信号通路在细胞增殖、

凋亡、迁移、细胞周期及蛋白质合成等过程中发挥

重要调节作用，且是多种抗癌药物的潜在作用靶点[18-19]。

PI3K 是维持细胞稳态的胞内激酶，通过改变其二聚

体构象而被激活；PI3K 激活后会促使下游效应分子

Akt 的活化，进而导致促凋亡蛋白 Bax 的失活及凋

亡抑制蛋白 Bcl-2 的上调，以增强癌细胞对细胞凋

亡的抵抗能力[20-21]。此外，PI3K/Akt 信号通路还是

调控癌症多重耐药性（MDR）的重要途径，该通路

的异常激活通过干预细胞凋亡程序、药物外排泵功

能、糖酵解途径影响 MDR 的发生发展[22]。目前，

PI3K/Akt 抑制剂已成功用于增强癌细胞对化疗药

物的敏感性，提高化疗效果。硝酸益康唑作为一种

新型 PI3K 抑制剂，与阿霉素的组合在临床前动物

模型中显示出协同抗肿瘤活性，逆转乳腺癌细胞对

阿霉素的耐药性[23]。研究表明，黄芩素与顺铂联用

时可降低顺铂的半数抑制浓度（IC50），显著提高化

疗药物的杀伤效率。其通过阻断 PI3K/Akt/NF-κB 信

号轴抑制抗凋亡基因和上皮间质转化（EMT），从

而逆转 A549 胞对顺铂的耐药性[24]。本研究揭示

isoangustone A通过抑制PI3K/Akt信号通路促进A549

细胞的凋亡，提示其作为化疗增敏剂的潜在价值。 

JNK 和 p38 丝裂原活化蛋白激酶（p38 MAPK）

是 MAPK 家族成员。MAPK 信号通路参与多种细

胞过程，包括细胞凋亡、细胞周期停滞、生长抑制

和分化的调节，可抑制肿瘤细胞生长和恶性细胞的

转化[25-26]。JNK/p38 的激活可调控 Bcl-2、Bax 和 Bad

等基因的转录，进而诱导多种肿瘤细胞的凋亡[27]。

近年来研究发现多种中药提取物或天然产物可通

过 MAPK 信号通路抑制肺癌细胞的增殖。本研究结

果表明，isoangustone A 可抑制 A549 细胞中蛋白 p-

PI3K/PI3K 和 p-Akt/Akt 的表达，并升高 p-p38/p38

和 p-JNK/JNK 的表达水平，提示 isoangustone A 通

过干预 PI3K/Akt 通路及 JNK/p38 MAPK 通路对肺

癌细胞的增殖起到抑制作用。 

综上所述，isoangustone A 具有抗肺癌细胞活

性，可抑制肺癌 A549 细胞的增殖，并可诱导其发

生凋亡，其作用机制可能与抑制 PI3K/Akt 信号通路

和激活 JNK/p38 MAPK 信号通路相关。本研究为

isoangustone A 在抗肺癌作用研究提供实验基础，为

开发高效、低毒天然的抗肿瘤药物提供科学依据。 
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