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泽兰叶黄素调节 CXCL12/CXCR4 信号轴对肺癌细胞增殖、迁移和侵袭的
影响 

赵晓静，崔永丽，薛艳超，孙婧桦，李燕涛*3 

邯郸市中心医院 呼吸与危重症医学科二病区，河北 邯郸  056000 

摘  要：目的  探讨泽兰叶黄素调节 CXC 趋化因子配体 12（CXCL12）/CXC 趋化因子受体 4（CXCR4）信号轴对肺癌细胞增

殖、迁移和侵袭的影响。方法  体外培养 A549 细胞，用不同浓度（0、5、10、20、40、80 mol/L）泽兰叶黄素处理，筛选药

物作用浓度。将细胞分对照组、泽兰叶黄素（10、20、40 mol/L）组、泽兰叶黄素＋CXCL12 组。采用平板克隆法检测 A549

细胞增殖情况；通过划痕愈合率观察细胞迁移；采用 Western blotting 法检测 CXCL12、CXCR4、G1/S-特异性周期蛋白-D1

（CyclinD1）、基质金属蛋白酶（MMP）-2、MMP-9 蛋白表达。通过建立裸鼠移植瘤模型，考察泽兰叶黄素对裸鼠移植瘤的生长

和组织内相关蛋白表达的影响。结果  选定 10、20、40 µmol/L 为泽兰叶黄素作用浓度进行后续实验；与对照组比较，泽兰叶

黄素组 A549 细胞克隆率、划痕愈合率和侵袭数目显著下降，CXCL12、CXCR4、CyclinD1、MMP-2、MMP-9 蛋白表达显著下

调（P＜0.05）；与泽兰叶黄素 40 mol/L 组比较，泽兰叶黄素＋CXCL12 组细胞克隆率、划痕愈合率和侵袭数目增加，CXCL12、

CXCR4、CyclinD1、MMP-2 和 MMP-9 蛋白表达显著上调（P＜0.05）。裸鼠移植瘤实验显示，与对照组比较，泽兰叶黄素组

裸鼠移植瘤质量和体积下降，移植瘤组织内 CXCL12 和 CXCR4 蛋白表达显著下调（P＜0.05）。结论  泽兰叶黄素可能通过

抑制 CXCL12/CXCR4 信号轴蛋白表达，抑制肺癌细胞增殖、迁移和侵袭速度。 
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cells by regulating the CXCL12/CXCR4 signaling axis 
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Abstract: Objective  To investigate the effects of eupafolin on proliferation, migration, and invasion of lung carcinoma cells by 

regulating the CXCL12/CXCR4 signaling axis. Methods  A549 cells were cultured in vitro and treated with different concentrations 

(0, 5, 10, 20, 40, 80 mol/L) of eupafolin to screen for drug action concentrations. The cells were devided into control group, eupafolin 

(10, 20, 40 mol/L) group, and eupafolin + CXCL12 group. Plate cloning method was applied to detect the proliferation of A549 cells. 

Scratch healing rate was applied to observe cell migration. Western blotting method was applied to detect the protein expression of 

CXCL12, CXCR4, CyclinD1, MMP-2, and MMP-9. A nude mouse transplantation tumor model was established, and the effects of 

eupafolin on the growth of nude mouse transplantation tumors, and the expression of tissue related proteins were investigated. Results  

10, 20, and 40 µmol/L were selected as the effective concentrations of eupafolin for subsequent experiments. Compared with control 

group, the cloning rate, scratch healing rate, and invasion number of A549 cells in the eupafolin groups were decreased, the protein 

expression of CXCL12, CXCR4, CyclinD1, MMP-2, and MMP-9 were downregulated (P < 0.05). Compared with eupafolin 40 µmol/L 

group, the cloning rate, scratch healing rate, and invasion number of A549 cells in eupafolin + CXCL12 group were increased, and the 

protein expression of CXCL12, CXCR4, CyclinD1, MMP-2, and MMP-9 were upregulated (P < 0.05). The experiment of nude mouse 

transplantation showed that compared with the control group, the quality and volume of the transplanted tumor in the eupafolin group 
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decreased, and the expression of CXCL12 and CXCR4 proteins in the transplanted tumor tissue was downregulated (P < 0.05). 

Conclusion  Eupafolin may inhibit the proliferation, migration, and invasion rate of lung carcinoma cells by inhibiting the expression 

of CXCL12/CXCR4 signaling axis proteins. 

Key words: eupafolin; lung carcinoma; proliferation; migration; invasion; CXCL12/CXCR4 signal axis; CyclinD1; MMP 

 

肺癌是世界范围内最常见的癌且病死率最高

的癌种之一，其发病率和病死率不断上升，给社会

带来巨大负担。肺癌根据病理类型可分为小细胞肺

癌和非小细胞肺癌，其中非小细胞肺癌占约 80%。

虽然非小细胞肺癌治疗手段很多，但治疗耐药性、

肿瘤的可塑性和异质性使得治疗具有挑战性[1-3]。因

此寻求安全可靠的治疗药物具有十分重要的临床

意义。泽兰叶黄素是一种天然黄酮类化合物，具有

抗炎、抗氧化和抗肿瘤等药理作用[4-5]。有研究表明，

泽兰叶黄素可通过调节黏着斑激酶（FAK）/磷脂酰

肌醇激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）信号轴降低

基质金属蛋白酶（MMP）-9 和 Ras 同源基因家族成

员 A（RhoA）的表达来调节非小细胞肺癌细胞的增

殖、迁移和侵袭[6]。CXC 趋化因子受体 4（CXCR4）

是 CXC 趋化因子配体 12（CXCL12）的特异性受

体，CXCL12/CXCR4 信号在多种生物学过程中发挥

重要作用，如细胞增殖、存活和分化及炎症反应和

肿瘤发展[7-9]。已有研究证明 CXCL12/CXCR4 轴参

与结直肠癌的生长、侵袭和转移[10]。抑制 CXCL12/ 

CXCR4 信号可降低肺癌 A549 细胞迁移[11]。据报

道，CXCL12/CXCR4 通过调控 RhoA 募集免疫细胞

和增强细胞骨架重塑，在促进炎性结直肠癌进展中

的关键作用[12]。本研究旨在从细胞水平和裸鼠移植

瘤方面探讨泽兰叶黄素对肺癌细胞的增殖、迁移和

侵袭产生的影响及其与 CXCL12/CXCR4 信号轴的

调节作用，为抗肺癌药物的寻找提供新的思路和理

论依据。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂与仪器 

泽兰叶黄素（质量分数≥98%，批号 230106）

购自上海源叶生物科技有限公司；Giemsa stain（批

号 220609）、CCK-8 试剂盒（批号 220801）均购自

中国上海市 MedChemExpress 公司；兔抗基质金属

蛋白酶-2（MMP-2，批号 230205）、BCA 试剂盒均

购自上海碧云天生物技术有限公司；重组人

CXCL12 蛋白（批号 221102）购自英国 Abcam 公

司；兔抗 CXCL12（批号 220309）、CXCR4（批号

221006）、G1/S-特异性周期蛋白-D1（Cyclin D1，批

号 221104）、MMP-9（批号 220611）抗体均购自赛

信通（上海）生物试剂有限公司。 

VHX-X1 光学显微镜购自基恩士（中国）有限

公司；SDS-凝胶电泳仪购自英国 Bio-Rad 公司；

Varioskan LUX 多功能酶标仪、CO2 细胞培养箱、

Nanodrop2000分光光度计、PVDF膜（批号230209）、

CXCL12（批号 220915）、ECL 试剂盒（批号 220605）

均购自美国 Thermo 公司。 

1.2  细胞系和动物 

人非小细胞肺癌 A549 细胞购自武汉普诺赛生

命科技有限公司。16 只雄性 BALB/c-nu 裸鼠（4～

5 周龄，平均体质量 20 g）购自赛业（固安）生物

科技有限公司（SCXK（冀）2021-003）。小鼠在实

验前适应环境 1 周，并饲养在 12 h/12 h 光暗循环、

温度为（25±2）℃、湿度为（50±5）%的无病原

体环境中，可随意获取食物和水。本研究的动物实

验是在动物伦理委员会批准下进行的，经赛业（固

安）生物科技有限公司动物实验中心伦理委员会审

核批准（伦理批号 2022069）。符合实验室动物管理

与使用准则。 

1.3  实验方法 

1.3.1  细胞培养及药物浓度筛选  A549 细胞在含

10%胎牛血清 DMEM 中，于 5% CO2、37 ℃中培

养，培养基每 2 天更换 1 次，当细胞密度达 85%时

进行传代。取对数生长期细胞接种于 96 孔板中，用

不同浓度（0、5、10、20、40、80 mol/L）泽兰叶

黄素处理，在 24、48、72 h 向各孔中加入 10 L CCK-

8 试剂，继续培养 4 h，采用酶标仪（450 nm 波长）

检测各孔细胞吸光度（A）值，计算 A549 细胞存活

率。其中空白组加入不接种细胞的培养基，对照组

加入接种细胞但未进行泽兰叶黄素处理）。每个浓

度均设置 6 个复孔，通过实验结果来筛选合适浓度

以进行后续实验。 

细胞存活率＝（A 药物－A 空白）/（A 对照－A 空白） 

1.3.2  细胞分组  将 A549 细胞分为对照组、泽兰

叶黄素（10、20、40 mol/L）组、泽兰叶黄素＋

CXCL12 组（40 mol/L＋100 ng/mL），进行后续实

验。其中泽兰叶黄素组分别加入 10、20、40 mol/L
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泽兰叶黄素处理 48 h，泽兰叶黄素＋CXCL12 组加

入 40 mol/L 泽兰叶黄素和 100 ng/mL 重组人

CXCL12 蛋白处理 48 h[13]，对照组细胞正常培养。 

1.3.3  平板克隆法检测 A549 细胞增殖情况  将

1.3.2 项下分组后的 A549 细胞分别以每皿 1 000 个

细胞的密度接种培养皿中培养，待细胞形成克隆

后，终止培养。然后洗涤，用 4%多聚甲醛固定，加

适量 Giemsa stain 应用染色液染色，晾干。在显微

镜（低倍镜）下计克隆数，并计算克隆率。 

克隆率＝克隆细胞数/接种细胞数 

1.3.4  划痕愈合实验检测 A549 细胞迁移情况  将

1.3.2 项下处理好 A549 细胞，加 0.25%胰蛋白酶消

化，将 A549 细胞以每孔 1×105 个/mL 转接于 6 孔

板中培养，用移液枪枪头在细胞层上划一条直线，

然后 PBS 冲洗 3 次，去除划下的细胞，继续培养

48 h，用显微镜（×10）观察 0、48 h 时划痕宽度

（C），计算细胞划痕愈合率。 

划痕愈合率＝（C0 h－C48 h）/C0 h 

1.3.5  Transwell 小室实验检测 A549 细胞侵袭情

况  将 1.3.2 项下处理好 A549 细胞进行饥饿处理，

Transwell 小室用基质胶包被，将 A549 细胞消化重

悬，用无胎牛血清培养基调整细胞浓度，将细胞接

种 Transwell 上室，与培养箱培养 48 h，甲醛固定，

结晶紫染色。用显微镜观察细胞侵袭情况。选取 5

个视野对染色细胞进行计数，取平均值记为侵袭细

胞数目。 

1.3.6  蛋白印迹法（Western blotting）检测蛋白表达

情况  收集 1.3.2 项下分组后 A549 细胞，裂解，提

取各组总蛋白，用 BCA 试剂盒测其浓度。经 SDS-

PAGE 分离，转膜，封闭 1 h，加入稀释比例 1∶1 000

的兔抗 CXCL12、CXCR4、CyclinD1、MMP-2、

MMP-9，过夜孵育；加入相应二抗，室温孵育。用

ECL 试剂盒显色，Image J 软件分析蛋白条带的灰

度值，计算蛋白相对表达量。 

1.3.7  裸鼠移植瘤实验  将裸鼠随机分为对照组

和泽兰叶黄素组，每组 6 只。制备成 A549 细胞悬

液。在无菌条件下每只裸鼠 sc 0.2 mL 细胞悬液。接

种 5 d 后，泽兰叶黄素组 ig 40 mg/kg 泽兰叶黄素处

理[14]，对照组 ig 等体积 0.9%氯化钠溶液，每周 3

次，每周记录各组小鼠移植瘤体积，持续 35 d 后，

将小鼠安乐死，记录移植瘤体质量。移植瘤体积

（V）＝（长×宽×高）/2。称质量后的移植瘤组织

用 RIPA 裂解液提取总蛋白，采用 Western blotting

法检测移植瘤中 CXCL12、CXCR4 蛋白表达，方法

同 1.3.6 项下。 

1.4  数据分析 

采用 SPSS 25 进行数据分析。数据以x ± s 表

示，多组间比较采用单因素方差分析，两组间比较

采用独立样本 t 检验。 

2  结果 

2.1  泽兰叶黄素药物浓度筛选 

使用 0、5、10、20、40、80 mol/L 泽兰叶黄

素处理 A549 细胞后，浓度在 5 mol/L 以上时，

A549 细胞存活率下降，见表 1。结果显示，在 48 h

时，泽兰叶黄素对 A549 细胞增殖有抑制作用，其

半数抑制浓度（IC50）约为 40 mol/L（图 1）。因此，

本研究选择泽兰叶黄素浓度为 10、20、40 mol/L，

作为后续实验药物浓度。 

表 1  泽兰叶黄素对 A549 细胞存活率的影响（x ± s，   

n = 6） 

Table 1  Effect of eupafolin on the cell survival rate of A549 

(x ± s, n = 6 ) 

泽兰叶黄素/ 

(μmol·L−1) 

细胞存活率/% 

24 h 48 h 72 h 

 0 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 

 5  97.80±1.54  96.21±2.26  94.36±2.23 

10  84.05±2.20*  81.85±2.36*  80.00±2.34* 

20  60.18±2.33*  58.36±2.51*  57.11±1.95* 

40  47.75±2.33*  45.54±2.03*  43.64±2.46* 

80  45.22±3.01*  41.65±2.80*  39.74±2.70* 

与 0 μmol·L−1组比较：*P＜0.05。 

*P < 0.05 vs 0 μmol·L−1 group. 

2.2  泽兰叶黄素对 A549 细胞克隆、迁移和侵袭的

影响 

与对照组比较，泽兰叶黄素（10、20、40 mol/L）

组细胞克隆率、划痕愈合率、细胞侵袭数量均显著

降低（P＜0.05）。与泽兰叶黄素 40 mol/L 组相比，

泽兰叶黄素＋CXCL12 组细胞克隆率、划痕愈合率、

细胞侵袭数量均显著升高（P＜0.05），见图 2～4 和

表 2。 

2.3  泽兰叶黄素对 A549 细胞相关蛋白表达的影响 

与对照组比较，泽兰叶黄素（10、20、40 mol/L）

组 CyclinD1、MMP-2、MMP-9 蛋白表达明显下调

（P＜0.05），与泽兰叶黄素 40 mol/L 组比较，泽兰

叶黄素＋CXCL12 组 CyclinD1、MMP-2、MMP-9 蛋

白表达显著上调（P＜0.05），见图 5、表 3。 
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图 1  泽兰叶黄素对 A549 细胞增殖的影响（x ± s，n = 6） 

Fig. 1  Effects of eupafolin on the proliferation of A549 cells (x ± s, n = 6 ) 

 

图 2  泽兰叶黄素对 A549 细胞克隆的影响 

Fig. 2  Effects of eupafolin on the A549 cell clone 

 

图 3  泽兰叶黄素对 A549 细胞迁移的影响 

Fig. 3  Effects of eupafolin on migration of A549 cells 

 

图 4  泽兰叶黄素对 A549 细胞侵袭的影响 

Fig. 4  Effects of eupafolin on invasion of A549 cells 
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表 2  泽兰叶黄素对 A549 细胞克隆、迁移和侵袭的影响（x ± s，n = 6） 

Table 2  Effects of eupafolin on the cloning, migration and invasion of A549 cells (x ± s, n = 6 ) 

组别 浓度/(μmol·L−1) 克隆率/% 划痕愈合率/% 细胞侵袭数量 

对照 — 17.52±1.75 92.51±9.12 203.61±19.57 

泽兰叶黄素 10 14.87±1.48* 80.45±8.04* 172.34±17.21* 

  20 12.55±1.25*# 62.34±6.23*# 136.53±13.43*# 

  40 10.28±1.02*#& 41.76±4.16*#& 106.40±10.52*#& 

泽兰叶黄素＋CXCL12 40＋100 ng·mL−1 13.83±1.38@ 75.12±7.41@ 167.42±16.70@ 

与对照组比较：*P＜0.05；与泽兰叶黄素 10 μmol·L−1组比较：#P＜0.05；与泽兰叶黄素 20 μmol·L−1组比较：&P＜0.05；与泽兰叶黄素 40 μmol·L−1

组比较：&P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs eupafolin 10 μmol·L−1 group; &P < 0.05 vs eupafolin 20 μmol·L−1 group; &P < 0.05 vs eupafolin 40 μmol·L−1 group. 

 

图 5  泽兰叶黄素对 A549 细胞相关蛋白表达的影响 

Fig. 5  Effects of eupafolin on the expression of related 

proteins in A549 cells 

2.4  泽兰叶黄素对 CXCL12/CXCR4 信号轴蛋白

表达的影响 

与对照组比较，泽兰叶黄素（10、20、40 mol/L）

组，CXCL12、CXCR4 蛋白相对表达明显下调

（P＜0.05），而与泽兰叶黄素 40 mol/L 组比较，泽

兰叶黄素＋CXCL12 组 CXCL12、CXCR4 蛋白相对

表达显著上调（P＜0.05），见图 6、表 4。 

2.5  泽兰叶黄素对裸鼠移植瘤的影响 

与对照组比较，泽兰叶黄素组裸鼠移植瘤体积

和质量显著降低（P＜0.05），瘤组织内 CXCL12、

CXCR4 蛋白相对表达量显著下调（P＜0.05），见图

7、表 5。 

表 3  泽兰叶黄素对 A549 细胞相关蛋白表达的影响（x ± s，n = 6） 

Table 3  Effects of eupafolin on the expression of related proteins in A549 cells (x ± s, n = 6 ) 

组别 浓度/(μmol·L−1) 
蛋白相对表达量 

Cyclin D1 MMP-2 MMP-9 

对照 — 0.95±0.09 1.13±0.12 0.91±0.09 

泽兰叶黄素 10 0.83±0.08* 0.81±0.08* 0.78±0.07* 

  20 0.65±0.06*# 0.62±0.06*# 0.58±0.05*# 

  40 0.34±0.03*#& 0.31±0.03*#& 0.38±0.03*#& 

泽兰叶黄素＋CXCL12 40＋100 ng·mL−1 0.73±0.07@ 0.72±0.07@ 0.70±0.07@ 

与对照组比较：*P＜0.05；与泽兰叶黄素 10 μmol·L−1组比较：#P＜0.05；与泽兰叶黄素 20 μmol·L−1组比较：&P＜0.05；与泽兰叶黄素 40 μmol·L−1

组比较：&P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs eupafolin 10 μmol·L−1 group; &P < 0.05 vs eupafolin 20 μmol·L−1 group; &P < 0.05 vs eupafolin 40 μmol·L−1 group. 

 

图 6  泽兰叶黄素对 CXCL12/CXCR4 信号轴蛋白表达的影响 

Fig. 6  Effects of eupafolin on the protein expression of the 

CXCL12/CXCR4 signaling axis 

3  讨论 

肺癌位居癌症死因的首位，其中非小细胞肺癌

在早期诊断难以出来，约 2/3 的患者确诊时已经为

晚期，其 5 年生存率不足 15%[1]。尽管目前治疗晚

期非小细胞肺癌的方法有很多，如分子靶向治疗、

免疫治疗、以及化疗等，但治疗耐药性、肿瘤的可

塑性和异质性使得肺癌的治疗具有很大挑战性。因

此寻求安全可靠的治疗药物具有十分重要的临床

意义。 

Cyclin D1 
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表 4  泽兰叶黄素对 CXCL12/CXCR4 信号轴蛋白相对表

达量的影响（x ± s，n = 6） 

Table 4  Influence of eupafolin on the relative expression levels 

of CXCL12/CXCR4 signaling axis proteins (x ± s, n = 6 ) 

组别 浓度/(μmol·L−1) 
蛋白相对表达量 

CXCL12 CXCR4 

对照 — 0.96±0.09 1.12±0.15 

泽兰叶黄素 10 0.83±0.08* 0.73±0.07* 

  20 0.70±0.07*# 0.51±0.06*# 

  40 0.57±0.05*#& 0.29±0.04*#& 

泽兰叶黄素＋ 
CXCL12 

40＋100 ng·mL−1 0.89±0.08@ 0.70±0.08@ 

与对照组比较：*P＜0.05；与泽兰叶黄素 10 μmol·L−1组比较：#P＜

0.05；与泽兰叶黄素 20 μmol·L−1组比较：&P＜0.05；与泽兰叶黄

素 40 μmol·L−1组比较：&P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs eupafolin 10 μmol·L−1 group; 

&P < 0.05 vs eupafolin 20 μmol·L−1 group; &P < 0.05 vs eupafolin 40 

μmol·L−1 group. 

泽兰叶黄素是一种黄酮类化合物，主要来源于

鼠尾草或细叶泽兰中，具有抗炎、抗氧化和抗病毒

等多种作用[6]。MMP 可降解细胞外基质，其过度表

达能使肿瘤细胞突破基底膜的能力增强，从而对肿

瘤细胞的迁移和侵袭起到促进作用[15]。本研究发

现，泽兰叶黄素能明显下调增殖蛋白 CyclinD1 及迁

移侵袭蛋白 MMP-2、MMP-9 的表达，并抑制肺癌

细胞的增殖、迁移和侵袭。 

趋化因子是一类小分子蛋白家族，具有调控免

疫细胞活化和迁移的功能，CXCL12 又称为基质细

胞衍生因子[16]。CXCR4 是一种高度保守的 G 蛋白

耦联跨膜受体，与 CXCL12 结合后，可以激活下游

信号通路，从而促进肿瘤细胞增殖、迁移和侵袭[17]，

其在结直肠癌、乳腺癌、胃癌等多个肿瘤细胞中均 

 

图 7  各组裸鼠移植瘤离体瘤体（A）及移植瘤 CXCL12/CXCR4 信号轴蛋白表达（n = 6） 

Fig. 7  Isolated tumor maps of transplanted tumors in nude mice (A) and expression of CXCL12/CXCR4 signaling axis 

proteins in transplanted tumors (B) of each group (n = 6) 

表 5  泽兰叶黄素对裸鼠移植瘤的影响（x ± s，n = 6） 

Table 5  Effects of eupafolin on transplanted tumors in nude mice (x ± s, n = 6 ) 

组别 移植瘤质量/g 移植瘤体积/mm3 
蛋白相对表达量 

CXCL12 CXCR4 

对照 0.83±0.08 795.38±78.52 0.95±0.09 0.92±0.09 

泽兰叶黄素 0.35±0.03* 387.23±38.67* 0.56±0.05* 0.48±0.04* 

与对照组比较：*P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group. 

有表达[18]。有研究发现，CXCR4/CXCL12 信号轴可

以干扰前列腺肿瘤血管生成，成为治疗前列腺癌的

新靶点[19]；白细胞介素-24 可以通过干扰 CXCL12/ 

CXCR4 轴抑制宫颈癌细胞的迁移和侵袭[13]。本研

究在细胞水平和裸鼠移植瘤模型中发现，泽兰叶黄

素能明显下调肺癌细胞以及裸鼠移植瘤中

CXCL12、CXCR4 蛋白表达。深入研究发现，重组

人 CXCL12 蛋白的添加，使得 CXCL12、CXCR4 表

达明显上调，还减弱了泽兰叶黄素对肺癌细胞增

殖、迁移、侵袭的阻滞作用，这进一步验证了泽兰

叶黄素可能通过调节 CXCL12/CXCR4 信号轴相关

蛋白表达进而抑制肺癌细胞的增殖、迁移和侵袭。 

综上，泽兰叶黄素可以通过抑制 CXCL12/ 

CXCR4 信号轴，进而抑制肺癌细胞的增殖、迁移和

侵袭，进一步探讨泽兰叶黄素的作用机制，以及其

在动物体内的抗肿瘤作用和安全性，为泽兰叶黄素

的临床应用提供更加充分的理论依据。 
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