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臭牡丹总黄酮通过调控Wnt/β-catenin通路影响A549细胞上皮间质转化研究 
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摘  要：目的  探讨臭牡丹总黄酮对人肺癌 A549 细胞增殖、迁移和侵袭的作用及其机制。方法  将 pcDNA3.1＋空载体与

S45 位点突变的 β-链蛋白（S45A-β-catenin）真核过表达载体转染 A549 细胞，给予臭牡丹总黄酮干预。MTT 法检测细胞的

相对存活率，划痕实验检测细胞迁移能力，Transwell 小室侵袭实验检测细胞的侵袭能力，Western blotting 法检测各组细胞

β-catenin、上皮细胞钙黏蛋白（E-cadherin）、波形蛋白（vimentin）、转录因子 Snail 2（Slug）、糖原合成酶激酶-3β（GSK-3β）、

p-GSK-3β 的表达水平。结果  转染 S45A-β-catenin 质粒后，A549 细胞增殖、迁移、侵袭能力均明显增强，β-catenin、vimentin

蛋白表达水平显著上调，E-cadherin、GSK-3β、P-GSK-3β 蛋白的表达水平显著下调。臭牡丹总黄酮可抑制 A549 细胞的增殖、

迁移与侵袭能力，对转染 S45A-β-catenin 质粒组的细胞作用尤为明显。对转染空载质粒的 A549 细胞，可上调 E-cadherin、

GSK-3β、P-GSK-3β 表达，下调 β-catenin、vimentin 表达；对转染 S45A- β-catenin 质粒的 A549 细胞，可下调 β-catenin、vimentin

表达。结论  抑制细胞中 β-catenin 的高表达并调控下游的一系列因子，从而影响 Wnt/β-catenin 通路诱导的上皮间质转化（EMT）

现象可能是臭牡丹总黄酮抑制肺癌侵袭、转移的重要作用机制之一。 
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Effects of total flavonoids of Clerodendrum bungei on epithelial-mesenchymal 

transition (EMT) of A549 cells by regulating Wnt/β-catenin signal pathway  
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Abstract: Objective  To observe the effect of the total flavonoids of Clerodendrum Bungei (TFCB) on proliferation, invasion and 

migration of A549 cell lines by Wnt/β-catenin signal pathway. Methods  Transfecting A549 cell lines with empty vector pcDNA3.1 

and β-catenin plasmid which has the mutation at S45 (S45A-β-catenin), which were intervened with TFCB. MTT assay detected cell 

proliferation, scratch test observed cell migration, Transwell experiment detected the cell invasion. The expression of β-catenin, 

E-Cadherin, vimentin, Slug, GSK-3β, and p-GSK-3β protein in each group was detected by Western blotting. Results  The 

proliferation, invasion and migration of A549 cells were enhanced significantly after transfected with S45A-β-catenin plasmid (P < 

0.05 or 0.01), along with the increasing expression of β-catenin, vimentin, and the reducing expression of E-cadherin, GSK-3β, 

P-GSK-3β (P < 0.01). TFCB can inhibit the proliferation, migration and invasion of A549 cells (P < 0.05), expecially in 

S45A-β-catenin group (P < 0.001). A549 cells transfected with empty vector had the ability of up-regulating the expression of 

E-cadherin, GSK-3β and P-GSK-3β, down-regulating the expression of β-catenin and vimentin with TFCB. A549 cells transfected 

with S45A-β-catenin plasmid had the ability of down-regulating the expression of β-catenin and vimentin with TFCB. Conclusion  

The mechanism of inhibiting lung cancer of TFCB maybe associate with the inhibitory expression of β-catenin and regulate the 

downstream factors, with view to inducing EMT by activating Wnt/β-catenin pathway. 

Key words: total flavonoids of Clerodendrum bungei Steud.; EMT; Wnt/β-catenin signal pathway; β-catenin plasmid mutated at S45; 

proliferation; invasion; migration 
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原发性支气管肺癌（简称肺癌）是一种发生于

支气管黏膜及腺体的恶性肿瘤，属于中医“肺积、

肺岩、息贲、虚劳”等范畴。2014 年全球癌症报告

显示，肺癌仍是全球最普遍和最致命的癌症，2012

年新增约 180 万患者，并导致 159 万人死亡，其中

中国此类病例约占 1/3。据中国卫生和计划生育统

计年鉴 2014 年数据显示，肺癌死亡率逐年攀升，排

名已由 20 世纪 70 年代的第４位上升到现在的第１

位[1]。肺癌的复发与转移是导致患者死亡的主要原

因[2-3]。研究显示，中医药能改善肺癌患者症状、延

长生存期，达到防治肺癌的复发与转移、长期稳定

肿块的目的[4-8]。臭牡丹 Clerodendrum bungei Steud.

是湖南民间治疗恶性肿瘤的经验单方，前期研究显

示，以臭牡丹为主药的复方制剂及臭牡丹提取物具

有较好的抗肿瘤作用，对肺癌的作用尤为突出[9-11]。

本实验采用 S45 位点突变的 β-catenin 质粒

（S45A-β-catenin）瞬时转染人肺腺癌 A549 细胞，

研究臭牡丹总黄酮（TFCB）对 A549 细胞增殖、迁

移、侵袭能力的影响，并探究其作用机制。 

1  材料与方法 

1.1  TFCB 制备 

臭牡丹生药由湖南中医药研究院附属医院中药

房提供，由湖南省中医药研究院药剂科鉴定为马鞭

草科大青属植物臭牡丹 Clerodendrum bungei Steud

的地上部分。经湖南省中医药研究院中药研究所提

取 TFCB（批号 20110720），总黄酮量为 51%，1 g

相当于生药 30 g。制备方法如下：取臭牡丹药材，

加 7 倍量 95%乙醇，回流提取 2 h，再加 6 倍量 95%

乙醇，回流提取 1.5 h。滤过，回收乙醇，浓缩至相对

密度约 1.30，真空干燥。以芦丁为对照品，采用分光

光度法测得干浸膏中 TFCB 量约为 40%。将初提干浸

膏用 95%乙醇溶解，溶液上大孔吸附树脂柱，先用水

洗脱，水洗液弃去，再用 50%乙醇洗脱，收集洗脱液，

回收乙醇，浓缩，蒸干后得纯化干浸膏[12]。采用分光

光度法检测纯化后干浸膏中 TFCB 的量约为 51%。 

1.2  试剂与仪器 

A549 细胞（第 8 代）购自中国科学院典型培养

物 保 藏 委 员 会 细 胞 库 ； S45A-β-catenin

（V5-pcDNA3.1/GS 载体，Zoecin 抗性）、空载体

（pCDNA3.1＋，AMP 抗性）均由上海交通大学金

卫林教授馈赠；Transwell 小室（Corning 公司）；β-

链 蛋 白 （ β-catenin ）、 上 皮 细 胞 钙 黏 蛋 白

（E-cadherin）、波形蛋白（vimentin）、转录因子 Snail 

2（Slug）、糖原合成酶激酶-3β（GSK-3β）抗体（CST

公司）；β-actin 抗体（Sigma 公司）；Lip2000 试剂盒

（美国 Life 公司）；Endo-Free Plasmid Mini Kit I 

D6948（广州飞扬生物工程有限公司）；细胞培养箱

（Thermo Scientific 公司）；酶标仪（深圳市汇松科技

发展有限公司）；Nanodrop 2000 超微量分光光度计

（Thermo Fisher 公司）；倒置显微镜（北京中显恒业

仪器仪表有限公司）。 

1.3  细胞培养、质粒转染与分组 

A549细胞用含10%胎牛血清的DMEM培养基于

37 ℃，5% CO2恒温培养箱中培养。待细胞长满约80%

时，用 0.25%含 EDTA 的胰酶消化后直接分瓶传代。 

CaCl2 法制备 DH5α 大肠杆菌感受态细胞[13]，

将制备好的感受态细胞分别加入准备好的 S45A-β- 

catenin 质粒和空载质粒溶液 50 μL，摇匀后置于冰

上孵育 30 min。42 ℃水中热击 90 s，迅速冰浴冷却。

EP 管中加入不含抗生素的液体 LB 培养基 1 mL，

37 ℃下恒温振荡 1 h。取 200 μL 菌液涂抹在有 Amp

与 Zoecin 的培养板上筛选，继续培养 24 h。质粒的

抽提按试剂盒说明书操作，得到的质粒采用

Nanodrop 2000 超微量分光光度计检测浓度。将

A549 细胞接种于 6 孔板中，待细胞生长至 80%～

90%时，每孔加入 800 μL 不含抗生素、含 10%胎牛

血清的 DMEM 完全培养基，待转染。取空载质粒、

S45A-β-catenin 过表达质粒各 4 μg，按 Lip2000 试

剂盒说明书步骤转染细胞。 

实验分为 6 组，分别为对照组（未转染细胞）、

TFCB 组（未转染细胞＋TFCB）、pCDNA 组（转染

pCDNA3.1 空载质粒）、pCDNA＋TFCB 组（转染

pCDNA3.1 空载质粒＋TFCB）、S45 组（转染

S45A-β-catenin 过表达质粒）、S45＋TFCB 组（转染

S45A-β-catenin 过表达质粒＋TFCB）。 

1.4  MTT 法检测细胞增殖活性 

取未转染质粒的 A549 细胞，按 5 000 个/孔铺

于 96 孔板，待细胞充分贴壁后待用。将 TFCB 配

成质量浓度为 10 mg/mL 的母液，用含 4% FBS 的

DMEM 培养液稀释成质量浓度为 0、0.2、0.6、1.0、

2.0、3.0、4.0、5.0、6.0 mg/mL。用不同质量浓度的

含药培养液置换原培养液，每孔终体积 200 μL，作

用 48 h。每组 6 个复孔，另设无细胞的培养基为空

白对照孔。测定各孔吸光度（A）值，计算细胞存

活率和抑制率。以上实验重复 3 次。计算半数抑制

浓度（IC50）值，并将 IC50 值作为后续实验的给药
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浓度。另取对数生长期的正常 A549 细胞、转染空

载质粒细胞、转染 S45A-β-catenin 过表达质粒细胞，

按“1.3”项下分组，5 000 个/孔铺于 96 孔板。各

给药组分别加入含 2.0 mg/mL TFCB 的培养液，其

他各组加入不含药物的完全培养液，每孔终体积

200 μL，48 h 后酶联免疫检测仪选择 490 nm 波长测

定各孔 A 值，计算存活率。 

存活率＝A 给药/A 空白 

1.5  划痕实验检测细胞迁移能力 

将细胞铺于 6 孔板中，分组同“1.3”项下，TFCB

作用 48 h。待细胞长满后用 100 μL Tip 头沿培养板

中轴均匀划一直线，用 PBS 洗细胞 3 次，加入 1%

低血清培养基继续培养。分别于 0、24、48 h 观察

刮痕内的细胞，拍照。结果以各组划痕培养后的划

痕区域闭合宽度占初始（0 h）划痕区域宽度的百分

比来表示。重复 3 次实验，取平均值。 

1.6  Transwell 法检测细胞侵袭能力 

制备 Transwell 小室，分组同“1.3”项下，TFCB

作用 48 h。将各组细胞常规消化，调整细胞密度至

1×105/mL。吸取 200 μL 细胞悬液到小室上室内，

下室加入含 10% FBS 的 DMEM，培养 48 h。弃去

小室内培养液，用 PBS 洗 2 遍，擦尽上室面的

Matrigel 胶和细胞，丙酮-甲醇（1∶1）固定 20 min，

PBS 洗 2 遍，用 0.5%结晶紫染色 5 min。倒置显微

镜下观察，随机取 5 个视野计数细胞数，计算平均

值。实验重复 3 次。 

1.7  Western blotting 检测相关蛋白表达 

实验分为 4 组，分别为 pCDNA 组（转染

pCDNA3.1 空载质粒）、pCDNA＋TFCB 组（转染

pCDNA3.1 空载质粒＋TFCB）、S45 组（转染

S45A-β-catenin 过表达质粒）、S45＋TFCB 组（转染

S45A-β-catenin 过表达质粒＋TFCB）。待 A549 细胞生

长密度达 70%～80%时，加入含 2.0 mg/mL TFCB 的

培养液，培养 48 h 后进行 Western blotting 检测。用预

冷的 PBS 洗涤细胞 1 次，加入 100 μL 裂解液，裂解

30 min。将裂解完毕的细胞离心 15 min，将上清分装

转移至 0.5 mL 的离心管中。按照 BCA 蛋白定量试剂

盒绘制蛋白标准曲线，算出蛋白浓度。灌胶、上样，

根据蛋白定量的结果，每孔上样 50 μg已变性蛋白，

电泳后转膜。按 β-catenin（92 000）、E-cadherin

（130 000）、Vimentin（57 000）、GSK-3β（46 000）、

p-GSK-β（46 000）、Slug（30 000）、β-actin（42 000）

所在位置进行切胶。转移至 PVDF 膜。载有蛋白质

条带的膜在含有 5%脱脂奶粉的 TBST 溶液中室温封

闭 1 h，加入稀释一抗（β-actin 稀释比例 1∶4 000，

其余蛋白 1∶1 000），4 ℃下振荡孵育过夜。用 1×

TBST稀释HRP标记的二抗（1∶3 000），稀释比例1∶

3 000，将 PVDF 膜与稀释后的二抗共同孵育 45～60 

min。洗涤后，采用 ECL 化学发光显示液曝光。 

1.8  统计学方法 

采用 SPSS 17.0 统计软件进行统计学分析。结

果用 ±x s 表示，两组间比较采用 t 检验，多组间比

较采用单因素方差分析。 

3  结果 

3.1  TFCB 对 A549 细胞增殖的影响 

TFCB 处理 A549 细胞 48 h 后，MTT 法检测细

胞活力，结果见图 1、2。结果显示，A549 细胞活

力受到明显抑制，随着给药质量浓度增加，细胞成 

 

 

图 1  不同质量浓度 TFCB 对正常 A549 细胞存活率的影响

( ±x s , n = 3) 

Fig. 1  Effects of different concentrations of TFCB on 

survival rate of A549 cells ( ±x s , n = 3) 

 

 

2 组间比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，下同  

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 comparison among groups, the 

same as below  

图 2  给药 48 h 后各组细胞的存活率 ( ±x s , n = 3) 

Fig. 2  Survival rate of each group after treatment with 

TFCB for 48 h ( ±x s , n = 3) 
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活率下降，对细胞抑制作用增强，计算其 IC50为 2.0 

mg/mL。选取 2.0 mg/mL 作为后续实验的给药质量

浓度。转染空载质粒的细胞与正常细胞相比，增殖

活性无明显差异，但 S45 组细胞增殖活性明显提高

（P＜0.05）；TFCB 可使各组细胞的增殖活性均明显

降低（P＜0.05），对 β-catenin 过表达细胞活性抑制 

尤为明显（P＜0.01）。 

3.2  TFCB 对 A549 细胞迁移能力的影响 

给药 48 h 后，与对照组比较，pCDNA 组细胞 

的迁移率无明显差异（图 3、4）。与 pCDNA 组比

较，S45 组细胞迁移率提高（P＜0.05）。采用 TFCB

干预后，正常 A549 细胞、转染空载质粒细胞、转

染 S45A-β-catenin 过表达质粒细胞的迁移能力均明

显降低（P＜0.01、0.001）。 

3.3  TFCB 对 A549 细胞侵袭能力的影响 

给药 48 h 后，与对照组比较，pCDNA 组细胞

的侵袭能力无明显差异。而 S45 组细胞穿透人工基

底膜的侵袭能力明显增强（P＜0.01）。TFCB 可使 

          

            

            
 

图 3  各组细胞的划痕迁移图像 

Fig. 3  Migration image of cells in each group in scratch test 
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图 4  TFCB 对 A549 细胞迁移能力的影响 ( ±x s , n = 3) 

Fig. 4  Effects of TFCB on migration of A549 cells ( ±x s , n = 3) 

正常 A549 细胞、转染空载质粒细胞、转染

S45A-β-catenin 过表达质粒细胞的侵袭能力明显降

低（P＜0.05、0.01、0.001）。见图 5。 

3.4  TFCB 对 Wnt 通路相关蛋白表达的影响 

Western blotting 结果显示（图 6），与 pCDNA 组

比较，S45 组细胞中 β-catenin、vientin 蛋白表达水平

上调（P＜0.001），E-cadherin、GSK-3β、p-GSK-3β

蛋白表达水平下调（P＜0.01、0.001）。采用 TFCB 干

预后，转染空载质粒细胞中 β-catenin、vimentin 蛋白

表达下调（P＜0.05、0.001），E-cadherin、GSK-3β、

p-GSK-3β 蛋白表达水平上调（P＜0.05、0.01）；转 

 

图 5  TFCB 对 A549 细胞侵袭能力的影响 ( ±x s , n = 3) 

Fig. 5  Effects of TFCB on invasion of A549 cells ( ±x s , n = 3) 

染 S45A-β-catenin 过表达质粒细胞中 β-catenin、

vimentin 蛋白表达水平下调（P＜0.05），E-cadherin、

GSK-3β、p-GSK-3β 蛋白表达均无明显差异。各组

细胞 Slug 蛋白表达水平均无显著差异。 

4  讨论 

肺癌，属于中医“肺积、肺岩、息贲、虚劳”

等范畴。古今医家认为肺癌的中医病因病机是由于

邪毒侵袭，致邪毒留滞于肺，导致肺气抑郁，宣降

失司，血行受阻，津液失于输布，津聚为痰，痰凝

气滞，瘀阻脉络，瘀毒胶结，因实致虚，最终形成

肺部积块，治疗原则可概括为“解毒化瘀、行气化

痰、益气养阴”[13-15]。臭牡丹是著名中医药学家欧

阳琦研究员挖掘湖南民间治疗恶性肿瘤的验方，并

经几十年的反复临床、实验筛选而确定的一味中药。

臭牡丹性寒，《湖南药物志》《陕西中草药》等记载

其具有“祛风除湿、解毒散瘀、消肿止痛”之功，

是符合肺癌“解毒、化瘀、化痰”原则的用药。现

代药理研究发现其具有镇静催眠、局麻、镇痛、抗

炎、抑菌、抗肿瘤等作用[16]。以臭牡丹为主药的复

方及其提取物均有较好的抗肿瘤作用。国内外对臭

牡丹黄酮类成分的研究尚不多。有学者从臭牡丹中

鉴定了 4 个黄酮类化合物，且均具有一定的抗肿瘤

作用[17-20]。本课题组前期研究发现 TFCB 具有较好

的抗肿瘤作用，故对其抗肿瘤机制进行进一步研究。 

上皮间质转化（EMT）是指上皮细胞在特定的

生理和病理情况下，向间质细胞表型转化，同时伴

随有细胞形态与细胞功能的改变。EMT 现象具有共

同的细胞学机制，上皮属性蛋白如 E-cadherin、

β-catenin 表达下调，间质属性蛋白如 vimentin、

fibronectin 表达上升，β-catenin 入核，细胞骨架改

变，从而使肿瘤细胞获得强大的迁移与运动能力[21-22]。

Wnt 信号通路是诱导肿瘤 EMT 现象的重要通路，

而β-eatenin在胞浆中的浓度直接影响着Wnt信号的

激活，并参与 EMT 的调控。在胞浆中，无 Wnt 信

号时，在轴蛋白（Axin）作用下，腺瘤样的结肠息

肉病蛋白（APC）、GSK-3β、酪蛋白激酶 Iα（CKIα） 
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图 6  TFCB 对 Wnt 通路相关蛋白表达的影响 

Fig. 6  Effects of TFCB on expression of related proteins in Wnt signal pathway 
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与 β-catenin 形成巨大的“降解复合体”，CKIα 首

先将 β-catenin 氨基端的第 45 位丝氨酸（S45）磷酸

化，紧接着 T41-S37-S33 的丝氨酸/苏氨酸残基依次

发生磷酸化，最后被 β-转导素重复蛋白所识别，经

泛素修饰后被蛋白酶降解[23-24]。当Wnt信号激活时，

β-catenin 进入细胞核与 T 细胞因子（TCF/LEF）形

成转录复合物，直接控制着与 EMT 相关基因的表

达。有学者认为细胞内稳定的高 β-catenin 为细胞发

生 EMT 的关键因素，而 Wnt 通路的致癌关键是该

途径任何一个信号分子异常致β-catenin在胞浆中累

积，继而进入胞核激活 Tcf/Lef 转录因子，启动靶基

因转录。 

本研究中采用 β-catenin的 S45磷酸化位点突变

了的质粒转染 A549 细胞，因 β-catenin 的 S45 位点

是 CKIα 磷酸化 β-catenin 的关键起始步骤，S45 位

点突变的 β-catenin 将不能被 CKIα 磷酸化，因此

T41-S37-S33 的丝氨酸/苏氨酸残基也无法完成磷酸

化，导致 β-catenin 不能被降解而大量积聚在胞浆与

细胞核，从而激活 Wnt 信号，并诱导 EMT 现象，见

图 7。结果显示，转染 S45A-β-catenin 过表达质粒

 

图 7  Wnt 信号通路与 EMT 关联示意图 

Fig. 7  Association diagram of Wnt signal pathway and EMT 

的 A549 细胞增殖、迁移、侵袭能力均明显增强，

并显著上调 β-catenin、Vimentin 蛋白表达，下调

E-cadherin、GSK-3β、P-GSK-3β 的蛋白表达，提示

A549 细胞内稳定的高表达 β-catenin 有激活

Wnt/β-catenin 经典通路并诱导 EMT 现象。采用

TFCB 干预后，可抑制 A549 细胞的增殖、迁移、

侵袭能力，在转染 S45A-β-catenin 质粒细胞中表现

尤为明显，并通过调控相关蛋白的表达有逆转

EMT 现象的倾向。推测 TFCB 的抗肿瘤机制可能

是通过抑制肿瘤细胞中 β-catenin 蛋白的表达，调

控下游的一系列因子，从而影响 Wnt/β-catenin 通

路诱导的 EMT 现象。提示抑制细胞中 β-catenin 的

高表达可能是 TFCB 抑制肺癌侵袭、转移的重要作

用靶点之一。 
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