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基于 ERK/mTOR 通路探讨蔓性千斤拔素 A 对非小细胞肺癌细胞自噬的

影响
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摘 要： 目的  探讨蔓性千斤拔素A通过细胞外调节蛋白激酶（ERK）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）通路对非小细

胞肺癌细胞自噬的影响。方法  将A549细胞分为对照组及蔓性千斤拔素A低、中、高浓度（20、25、30 μmol·L−1）组或对

照组、蔓性千斤拔素 A 30 μmol·L−1、SCH772984 10 μmol·L−1+蔓性千斤拔素 A 30 μmol·L−1和 SCH772984 10 μmol·L−1浓度

组， 对照组细胞培养液为含 1%胎牛血清的RMPI 1640培养基，其余各组分别加入蔓性千斤拔素A或SCH772984（预处理

细胞1 h）使达到相应浓度，连续培养12 h。MTT法检测细胞活力；细胞集落形成实验检测细胞集落形成的情况；细胞自噬

染色检测试剂盒检测细胞内自噬的情况；免疫荧光检测细胞内LC3B蛋白表达水平的变化；Western blotting实验检测细胞内

磷酸化的细胞外调节蛋白激酶（p-ERK）、磷酸化的哺乳动物雷帕霉素靶标（p-mTOR）、自噬相关蛋白Beclin 1（Beclin 1）、

螯合体 1（P62）蛋白表达水平的变化。结果  与对照组比较，MTT法检测结果显示各浓度（20、25、30 μmol·L−1）蔓性千

斤拔素A能够显著抑制A549细胞活力（P＜0.05、0.001），SCH772948 （10 μmol·L−1）能够显著逆转蔓性千斤拔素A诱导

的A549细胞死亡（P＜0.01）；细胞集落形成实验显示 20、25、30 μmol·L−1蔓性千斤拔素A能显著抑制A549细胞集落的形

成（P＜0.001）；细胞自噬染色检测试剂盒结果显示 20、25、30 μmol·L−1 蔓性千斤拔素 A 能显著抑制 A549 细胞自噬，

SCH772948 10 μmol·L−1 能够显著逆转蔓性千斤拔素 A 介导的 A549 细胞自噬抑制；免疫荧光结果显示蔓性千斤拔

素 A 30 μmol·L−1能够显著减弱LC3B的荧光，SCH772948 10 μmol·L−1能够显著逆转蔓性千斤拔素A导致的LC3B荧光减弱；

Western blotting实验结果表明，20、25、30 μmol·L−1蔓性千斤拔素A能够使A549细胞内 p-ERK、p-mTOR、P62蛋白表达水

平显著升高及Beclin 1蛋白表达水平显著降低（P＜0.001），SCH772948 10 μmol·L−1能够显著逆转蔓性千斤拔素A导致的

A549细胞内 p-ERK、p-mTOR、P62蛋白表达水平升高及Beclin 1蛋白降低（P＜0.001）。结论  蔓性千斤拔素A可通过ERK/

mTOR通路抑制非小细胞肺癌细胞自噬并导致细胞死亡。
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Abstract: Objective To investigate the effect of flemiphilippinin A on autophagy in non-small cell lung cancer (NSCLC) cells 

through the ERK/mTOR signaling pathway. Methods  A549 cells were divided into control, flemiphilippinin A low, medium and 
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high concentration (20, 25 and 30 μmol·L−1) groups or control, flemiphilippinin A 30 μmol·L−1, SCH772984 10 μmol·L−1 + 

flemiphilippinin A 30 μmol·L−1 and SCH772984 10 μmol·L−1 concentration groups. The cells in the control group were cultured in 

RMPI 1640 medium containing 1% fetal bovine serum, and the cells in the other groups were pretreated with flemiphilippinin A or 

SCH772984 for 1 h to achieve the corresponding concentration, and the cells were continuously cultured for 12 h. Cell viability was 

detected by the MTT assay. Cell colony formation assay was used to detect cell colony formation. Autophagy staining detection kit 

was used to detect autophagy in cells. The expression of the LC3B protein was detected by immunofluorescence. The protein 

expression levels of p-ERK, p-mTOR, Beclin 1, and P62 were detected by Western blotting. Results  The results of MTT assay 

showed that each concentration of flemiphilippinin A could significantly inhibit the viability of A549 cells (P < 0.05, 0.001). 

SCH772948 (10 μmol·L−1) could reverse the inhibition of flemiphilippinin A-induced proliferation of A549 cells (P < 0.01). The cell 

colony formation assay showed that flemiphilippinin A (20, 25, and 30 μmol·L−1) could inhibit the colony formation of A549 cells 

(P < 0.01). The results of the autophagy staining assay kit showed that flemiphilippinin A (20, 25, and 30 μmol·L−1) could inhibit 

autophagy in A549 cells, and SCH772948 10 μmol·L−1 could reverse the flemiphilippinin A-mediated autophagy inhibition in A549 

cells. Immunofluorescence results showed that the fluorescence of LC3B induced by flemiphilippinin A (30 μmol·L−1) was 

decreased, and SCH772948 (10 μmol·L−1) could reverse the decrease of LC3B fluorescence induced by flemiphilippinin A. The 

results of Western blotting showed that the expression levels of p-ERK, p-mTOR, and P62 proteins in A549 cells were significantly 

increased, and the expression level of Beclin 1 protein was significantly decreased of flemiphilippinin A (20, 25, and 30 μmol·L−1) 

(P < 0.001). 10 μmol·L−1 SCH772948 could significantly reverse the increase of p-ERK, p-mTOR, and P62 protein expression levels 

and the decrease of Beclin 1 protein in A549 cells induced by flemiphilippinin A (P < 0.001). Conclusion  Flemiphilippinin A can 

inhibit autophagy and cause cell death in non-small-cell lung cancer cells through the ERK/mTOR pathway. 

Key words: flemiphilippinin A; Moghania philippinensis (Merr.et Rolfe) Li.; ERK/mTOR signaling pathway; non-small cell lung 

cancer; autophagy

肺癌是一种恶性异质性肿瘤，是全球癌症相关

死亡的主要原因［1］。非小细胞肺癌（NSCLC）是最

常见的肺癌类型，占所有肺癌类型的 85%～90%［2］。

目前，NSCLC的临床治疗手段主要包括手术、放疗、

化疗、免疫治疗和靶向治疗等［3］，尽管在NSCLC的

治疗方面取得了很大进展，但复发和转移率仍高达

30%～40%，5 年总生存率低于 15%［4］。因此，寻找

和开发治疗NSCLC的新型治疗药物和方法具有十

分重要的意义。

近年来，传统中医药具有增强机体免疫、多靶

点等优势，成为治疗 NSCLC 的热点之一。民族特

色药千斤拔来源于豆科植物蔓性千斤拔 Moghania 

philippinensis （Merr. et Rolfe） Li.、大叶千斤拔 M. 

macrophylla （Willd.） O. Kuntze 或绣毛千斤拔 M. 

ferruginea （Wall.ex Benth.） Li.的根，其味甘、微涩，

性温，归肝、肾经，具有壮腰健肾、祛风利湿等功

效［5］。研究表明，千斤拔具有良好的抗肿瘤活性［6］，

能够显著抑制人肺腺癌细胞（A549）［7］、人乳腺癌细

胞（MCF-7）等增殖［8］，其发挥抗肿瘤作用的主要活

性成分为黄酮类化合物［9］，其中蔓性千斤拔素A是

从蔓性千斤拔的根中提取的含量较为丰富的黄酮

类化合物［9］，具有抗肿瘤、抗氧化等药理活性［10］。研

究表明，蔓性千斤拔素A对人肝癌细胞（BEL-402）、

人肺腺癌细胞（A549）等多种肿瘤细胞活性同样具

有显著的抑制作用［9］，然而其抗肿瘤的作用机制尚

未阐明。

自噬是细胞存活和适应环境变化的重要机制，

异常的自噬可能导致细胞死亡、细胞功能受损、细

胞内积聚物的堆积和炎症反应的增强，进而对细胞

产生损害［11］。现有研究表明，细胞外调节蛋白激

酶（ERK）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）通路

与细胞自噬有着密切的关系［12］。因此，本研究拟基

于 ERK/mTOR通路探讨蔓性千斤拔素 A对非小细

胞肺癌细胞自噬的影响，旨在初步探索蔓性千斤拔

素A抗肿瘤的作用机制，为民族药千斤拔的开发利

用提供基础理论支撑。

1　材料

1.1　细胞株

人非小细胞肺癌A549细胞购自于中国科学院

上海细胞库。

1.2　药品与主要试剂

蔓性千斤拔素A（成都普瑞法科技开发有限公

司，CAS：140366-64-9，批号：PRF21053141，质量分

数：98.1%）；噻唑蓝（MTT，Sigma Aldrich 公司，批

号：M2128）；ERK 一抗（批号：AF6248）、β-actin 一

抗（批号：54o2802）， AFFINIT公司；p-ERK一抗（批

号：4370S）、mTOR 一抗（批号：2983S）、p-mTOR 一

抗（批号：5536S）、Beclin-1一抗（批号：3495S）、P62
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一抗（批号：39749S）、LC3B一抗（批号：3868S）、二

抗（山羊抗兔）IgG辣根（批号：7074P2）， CST公司；

Alexa Fluor 488 标记山羊抗兔 IgG（proteintech 公

司，批号：SA000013-2）；细胞自噬染色检测试剂

盒（MDC法）（碧云天公司，批号：C3018S）；BCA蛋

白浓度测定试剂盒（Thermo Fisher Scientific 公司，

批号：A55864）； Omni-ECL超灵敏化学发光检测试

剂盒（雅酶生物公司，批号：SQ201）；Western blotting

及 IP细胞裂解液（碧云天公司，批号：P0013）；二甲

基亚砜（DMSO，麦克林公司，批号：D821822）、

Hoechst33342（Sigma Aldrich 公司，批号：14533）；

SCH772984（Selleck公司，批号：S7101）。

1.3　实验仪器

BX53型荧光正置显微镜（日本Olympus公司）；

BSC-1004 Ⅱ A2 型 生 物 安 全 柜（ 瑞 士 ESCO 

BIOTECH 公 司）；BB-15 型 CO2 培 养 箱（美 国

Thermo Fisher公司）；MLS-3781L-PC型高压蒸汽灭

菌锅（日本 Panasonic 公司）；HH6-型数显恒温水浴

锅（常州国华电器有限公司）；ME204E 型电子天

平（METTLER TOLEDO公司）；4 ℃、−20 ℃低温冰

箱（日本 Panasonic公司）；−80 ℃超低温冰箱（澳柯

玛公司）；SYNERGYH1型多功能微孔板检测仪、化

学发光凝胶成像系统、PowerPac HC蛋白电泳仪、转

膜仪  ，美国 Bio-Tek 公司；BLL-10B 型恒温金属

浴（上海比朗仪器公司）；IMS-85 型自动雪花制冰

机（常熟学科公司）；PS-M3D 型多功能三维摇

床（Grant公司）；XW-80A 型涡旋机（海门其林贝尔

公司）；5430R型高速冷冻离心机（德国Eppendorf公

司）；Milli-Q IQ 7000超纯水系统（美国 Millipore公

司）；SB-800DTD型超声波清洗机（宁波新芝公司）；

SP5Ⅱ型激光扫描共聚焦显微镜（美国Leica公司）。

2　方法

2.1　细胞的培养

人非小细胞肺癌 A549细胞培养于 RMPI-1640

完全培养基内（含 10%胎牛血清、100 U·mL−1青霉素

和 0.1 mg·mL−1链霉素），置于 37 ℃含 5% CO2的培

养箱中，隔天换液。

2.2　细胞的分组处理

将A549细胞分为对照组、蔓性千斤拔素A低、

中、高浓度（20、25、30 μmol·L−1）组或对照组、蔓性千

斤拔素A 30 μmol·L−1、SCH772984 10 μmol·L−1+蔓性

千斤拔素A 30 μmol·L−1和SCH772984 10 μmol·L−1浓

度组，其中对照组细胞培养液为含 1% 胎牛血清的

RMPI 1640培养基，其余各组分别加入蔓性千斤拔

素A或 SCH772984（预处理细胞 1 h）使达到相应浓

度，连续培养12 h。

2.3　MTT法检测A549细胞增殖活性

取对数期生长状态良好的A549细胞接种于 96

孔板中，每孔 5×103个，24 h培养贴壁后，分组加药

继续培养 12 h。弃去培养基，每孔加入 100 μL MTT

试剂，避光孵育 4 h后，1 000 r·min−1离心 5 min。弃

去上清，每孔加入 100 μL DMSO 溶液，摇晃 10 min

使甲臜充分溶解。酶标仪测定各孔 490 nm波长处

吸光度（A）值，计算细胞存活率。

存活率＝A 对照/A 药物

2.4　细胞集落形成实验检测细胞增殖能力

取对数期生长状态良好的A549细胞接种于6孔板

中，每孔 1×103个，3 d更换一次培养基，待肉眼可见

集落形成时，按“2.2”项分组给药，继续培养24 h。弃

去培养基，磷酸盐缓冲液（PBS）清洗 1～2次，4%多

聚甲醛固定20 min，0.1%结晶紫染色10 min，拍照，统计。

2.5　 Western blotting 实 验 检 测 细 胞 内 ERK/

mTOR信号通路及自噬相关蛋白的表达水平

取对数期生长状态良好的A549细胞接种于6 cm

细胞培养皿中，每皿 6×104 个，24 h 培养贴壁后，

按“2.2”项分组给药继续培养 12 h后，收集细胞提取

蛋白，检测蛋白浓度，蛋白变性，进行蛋白凝胶电

泳，转膜，封闭，一抗4 ℃孵育过夜，二抗常温孵育2 h，

最后通过凝胶成像系统检测，进行条带灰度值统计分析。

2.6　细胞自噬染色检测试剂盒检测细胞内自噬水平

细胞按“2.2”项给药处理后，弃去培养基，每孔

加入 1 mL MDC染色液，37 ℃避光孵育 30 min。弃

去MDC染色液，使用Assay Buffer清洗 1～2次。荧

光显微镜下用紫外激发光激发，观察绿色荧光，拍照。

2.7　免疫荧光检测细胞内LC3B蛋白的表达水平

接种 A549 细胞于共聚焦细胞培养皿内，培养

24 h 贴壁后，按“2.2”项药物处理 12 h。弃去培养

基，加入 4%多聚甲醛常温固定 20 min。弃液，加入

0.2%Trion-100 溶液常温破膜 15 min。弃液，加入

5%牛血清白蛋白（BSA）溶液常温封闭 30 min。弃

液，加入一抗4 ℃孵育过夜。弃液，加入二抗常温避光孵

育2 h。弃液，加入Hoechst 33342稀释液常温孵育10 

min。加入1 mL PBS并于激光共聚焦显微镜观察拍照。

2.8　统计学分析

通过 GraphPad Prism 9.0 软件进行统计分析。

所有实验至少重复 3次以上，通过 one-way ANOVA

和Dunnett's多重比较对组间差异显著性进行分析，

P＜0.05为差异具有统计学意义。
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3　结果

3.1　蔓性千斤拔素A对A549细胞活力的影响

如图 1 MTT结果所示，与对照组比较，各浓度

的蔓性千斤拔素A干预 12 h后，均能显著抑制A549

细胞存活率（P＜0.05、0.001）。结果表明，蔓性千斤

拔素A能够浓度相关性显著抑制A549细胞的增殖。

3.2　蔓性千斤拔素A对A549细胞集落形成的影响

如图 2细胞集落形成实验结果显示，选择不同

浓度（20、25、30 μmol·L−1）蔓性千斤拔素 A 干预

A549细胞 24 h后，与对照组比较，A549细胞集落数

均显著减少（P＜0.001）。细胞集落形成实验进一步

说明蔓性千斤拔素A呈浓度相关性抑制A549细胞

的增殖活性。

3.3　蔓性千斤拔素A对A549细胞自噬的影响

如图 3所示，使用细胞自噬染色检测试剂盒染

色，紫外激发光观察，在给予 20、25、30 μmol·L−1的

蔓性千斤拔素A 12 h后，与对照组比较，蔓性千斤拔

素A在各浓度下自噬小体荧光强度（绿色荧光）均显著减

弱，表明蔓性千斤拔素A对A549细胞自噬呈抑制作用。

3.4　蔓性千斤拔素A对自噬相关蛋白表达的影响

自噬标志物 LC3B 免疫荧光如图 4-A 所示，与

对照组相比，蔓性千斤拔素A 30 μmol·L−1干预A549

细胞 12 h 后，LC3B 荧光强度显著降低。Western 

blotting法检测蔓性千斤拔素A对自噬标志物 P62、

Beclin 1 蛋白表达的影响（见图 4-B），与对照组比

较，蔓性千斤拔素 A梯度浓度（20、25、30 μmol·L−1）

干预均能显著降低Beclin 1蛋白表达水平，使P62蛋

白表达水平显著升高（P＜0.01、0.001）。

与对照组比较：*P＜0.05 ***P＜0.001。
*P＜0.05 ***P＜0.001 vs control group.

图1　蔓性千斤拔素A对A549细胞活力的影响（
-x±s， n=3）

Fig. 1　 Effect of flemiphilippinin A on A549 cell viability 

（
-x±s， n=3）

与对照组比较：***P＜0.001。
***P < 0.001 vs control group.

图2　蔓性千斤拔素A对A549细胞集落形成的影响（
-x±s， n=3）

Fig. 2　Effect of flemiphilippinin A on colony formation of A549 cells （
-x±s， n=3）

图3　蔓性千斤拔素A对A549细胞自噬的影响

Fig. 3　Effect of flemiphilippinin A on autophagy in A549 cells
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3.5　蔓性千斤拔素A对ERK/mTOR信号通路蛋白

的影响

据报道，自噬的发生发展与多种细胞通路有

关，MAPKs 家族蛋白 ERK 及下游效应子 mTOR 信

号通路参与肿瘤细胞的自噬的发生过程［13］，其中

mTOR为肿瘤细胞中主要的自噬负调节因子，其激

活可抑制细胞自噬发生［14］，因此本研究探讨蔓性千

斤拔素A是否介导ERK/mTOR信号途径激活，抑制

肺癌细胞自噬的发生。

Western blotting 法检测蔓性千斤拔素 A 对

A549细胞中自噬相关通路ERK/mTOR蛋白表达的

影响，结果如图 5所示。与对照组比较，蔓性千斤拔

素 A 梯度浓度（20、25、30 μmol·L−1）组中 ERK、

mTOR蛋白表达水平基本无变化，而不同浓度蔓性

千斤拔素 A 干预均可升高 p-ERK、p-mTOR 蛋白表

达（P＜0.001），结果表明蔓性千斤拔素A可能通过

调控ERK/mTOR信号途径抑制A549细胞自噬。

3.6　ERK 对蔓性千斤拔素 A 诱导 A549 细胞死亡

的影响

为进一步验证 ERK/mTOR 信号途径对蔓性千

斤拔素A诱导的A549细胞死亡的影响，A549细胞

预孵育ERK特异性抑制剂 SCH772984（10 μmol·L−1）

1 h后，再给予30 μmol·L−1蔓性千斤拔素A干预12 h，

如图 6 MTT结果显示，SCH772948显著逆转了蔓性
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与对照组比较： ***P＜0.001。
***P < 0.001 vs control group.

图5　蔓性千斤拔素A对ERK/mTOR通路相关蛋白的影响（
-x±s， n=3）

Fig. 5　Effect of flemiphilippinin A on ERK/mTOR pathway-related proteins（
-x±s， n=3）

与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001；A-免疫荧光实验；B-Western blotting实验。
**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group；A-immunofluorescence test； B-Western blotting test.

图4　蔓性千斤拔素A对自噬相关蛋白表达的影响（
-x±s， n=3）

Fig. 4　Effect of flemiphilippinin A on the expression of autophagy-related proteins（
-x±s， n=3）
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千斤拔素A诱导的A549细胞死亡（P＜0.001），表明

ERK 在蔓性千斤拔素 A 诱导的细胞死亡中发挥着

重要的作用。

3.7　ERK 在蔓性千斤拔素 A 诱导的 A549 细胞死

亡中对mTOR蛋白表达的影响

如图 7 所示 ，A549 细胞预孵育 10 μmol·L−1 

SCH772984 1 h后，给予 30 μmol·L−1 蔓性千斤拔素

A 12 h，Western blotting结果显示，SCH772948作用

后，显著抑制蔓性千斤拔素 A 导致的 p-ERK 蛋白

和 p-mTOR 蛋白的升高（P＜0.001），表明了蔓性

千 斤 拔 素 A 可 能 通 过 ERK/mTOR 通 路 诱 导

A549 细胞死亡。

3.8　ERK 对蔓性千斤拔素 A 介导的 A549 细胞自

噬抑制的影响

如图 8所示，为验证ERK对蔓性千斤拔素A介

导的 A549 细胞自噬抑制的影响，A549 细胞预孵  

10 μmol·L−1 SCH772984 1 h 后，再给予 30 μmol·L−1

蔓性千斤拔素 A 12 h，MDC染色结果显示，与蔓性

千斤拔素 A 干预组相比，预孵育 SCH772948后，蔓

性千斤拔素A导致的绿色荧光减弱显著逆转，表明

ERK在蔓性千斤拔素A介导的A549细胞自噬抑制

中发挥重要作用。

3.9　ERK对蔓性千斤拔素A介导的自噬相关蛋白

水平变化的影响

为进一步验证蔓性千斤拔素A是否通过ERK/

mTOR通路影响A549细胞自噬相关蛋白的变化，如

图 9-A免疫荧光结果所示，与蔓性千斤拔素A干预

组比较，A549细胞预孵 10 μmol·L−1 SCH772984 1 h

后，显著抑制 LC3B 荧光强度的增加，结果表明

与对照组比较：###P＜0.001；与蔓性千斤拔素A 30 μmol·L−1组比较：
**P＜0.01。

###P < 0.001 vs control group ； **P < 0.01 vs flemiphilippinin A 

30 μmol·L−1 group.

图6　ERK对蔓性千斤拔素A诱导的A549细胞死亡的影

响（
-x±s， n=3）

Fig. 6　Effect of ERK on death of A549 cells induced by 

flemiphilippinin A （
-x±s， n=3）

图8　ERK对蔓性千斤拔素A介导的A549细胞自噬抑制的影响

Fig. 8　Effect of ERK on flemiphilippinin A-mediated autophagy inhibition in A549 cells

与对照组比较：###P＜0.001；与蔓性千斤拔素A 30 μmol·L−1组比较：***P＜0.001。
###P < 0.001 vs control group； ***P < 0.001 vs flemiphilippinin A 30 μmol·L−1 group.

图7　ERK在蔓性千斤拔素A诱导的A549细胞死亡中对mTOR蛋白表达的影响（
-x±s， n=3）

Fig. 7　Effect of ERK on mTOR protein expression in A549 cell death induced by flemiphilippinin A（
-x±s， n=3）
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SCH772984 显著逆转蔓性千斤拔素 A 诱导的自噬

标志物 LC3B表达的下降。Western blotting结果显

示（见图9-B），与对照组相比，蔓性千斤拔素A组Beclin 1

蛋白表达显著减少，而P62蛋白水平增加（P＜0.001）；与

蔓性千斤拔素 A 干预组比较，SCH772948组 Beclin 

1蛋白表达水平显著增加（P＜0.001）、P62蛋白表达

水平显著降低（P＜0.05），综上结果表明蔓性千斤拔

素A可能通过ERK/mTOR通路影响A549细胞自噬

相关蛋白的变化。

4　讨论

自噬是细胞内一种依赖于溶酶体以去除受损

或衰老细胞器的重要降解途径，其与癌症的发生发

展有着密切的联系［15］。在过去的几十年中，已发现

许多天然化合物如白藜芦醇［6］、熊果酸［16］等可通过

靶向自噬发挥抗癌作用。mTOR是肿瘤细胞自噬起

始阶段的主要负调节因子［17］，可通过 ERK/MAPK

信号通路激活［18］。本研究结果发现，天然化合物蔓

性千斤拔素 A能够促进 ERK和 mTOR蛋白的磷酸

化水平，表明其可能通过ERK/mTOR途径的激活抑

制自噬的发生，抑制非小细胞肺癌细胞的增殖

活性。

当细胞发生自噬时，自噬启动蛋白  Beclin 1 与

VPS34（类脂激酶 III）形成复合物促进自噬囊泡的

形成［19］。LC3B 由可溶性形式 LC3B-I 被修饰为与

脂质结合的 LC3B-II，然后与自噬囊泡膜结合［20］。

此时，P62通过与LC3B相互作用，将需要降解的废

旧蛋白聚集成团，然后与LC3B结合进入自噬囊泡，

最终通过自噬溶酶体降解［21］。  Beclin 1、LC3B 和

P62 分别在自噬的不同阶段发挥着重要的调控作

用，是自噬的重要标志物［22］。因此，本研究通过测

定 Beclin 1、LC3B和 P62蛋白的表达水平研究蔓性

千斤拔素 A 对自噬的影响，结果显示，蔓性千斤拔

素A在 20、25、30 μmol·L−1浓度下可减少Beclin 1和

LC3B蛋白表达，并促进 P62蛋白的表达升高，表明

蔓性千斤拔素 A 可抑制非小细胞肺癌细胞自噬

发生。

为进一步确认蔓性千斤拔素 A 介导的自噬抑

制 是 否 与 ERK/mTOR 途 径 有 关 ，研 究 通 过

SCH772984抑制ERK蛋白的磷酸化［23］，结果发现抑

制ERK蛋白后，蔓性千斤拔素A介导的mTOR蛋白

与对照组比较：###P＜0.001；与蔓性千斤拔素A 30 μmol·L−1组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001；A-ERK对蔓性千斤拔素A介导的LC3B免疫荧光变

化的影响；B-ERK对蔓性千斤拔素A介导的Beclin 1、P62蛋白表达水平变化的影响。
###P < 0.001 vs control group；*P < 0.05  ***P < 0.001 vs flemiphilippinin A 30 μmol·L−1； A-Effect of ERK on flemiphilippinin A-mediated changes in 

LC3B immunofluorescence； B-Effect of ERK on flemiphilippinin A mediated changes in Beclin 1 and P62 protein expression levels.

图9　ERK对蔓性千斤拔素A介导的自噬相关蛋白水平变化的影响（
-x±s， n=3）

Fig. 9　Effect of ERK on levels of autophagy-related proteins mediated by flemiphilippinin A（
-x±s， n=3）
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磷酸化显著减少，Beclin 1和LC3B蛋白表达水平上

升，P62蛋白表达水平下降，细胞死亡逆转，表明蔓

性千斤拔素 A 介导的自噬抑制可能与 ERK/mTOR

途径有关。

综上表明，蔓性千斤拔素 A 可能通过 ERK/

mTOR信号通路抑制非小细胞肺癌细胞自噬，从而

导致细胞死亡。本实验研究为蔓性千斤拔素 A 的

临床开发利用提供了实验基础和理论指导，同时为

民族药千斤拔的开发利用提供了基础理论支撑。
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