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对映-贝壳杉烷二萜wangzaozin A诱导A549细胞骨架重组和迁移抑制的机
制研究 

杨明惠，马绍城，张  会，李翡翡，丁  兰* 

西北师范大学生命科学学院，甘肃 兰州  730070 

摘  要：目的  研究对映-贝壳杉烷二萜 wangzaozin A 诱导 A549 细胞骨架重组与迁移抑制的机制。方法  采用 MTT、显微

观察、免疫荧光染色、Western blotting、划痕实验等方法考察 wangzaozin A 对 A549 细胞毒性、细胞形态、细胞骨架、蛋白

表达和细胞迁移的影响。结果  Wangzaozin A（0.2～0.8 μmol/L）处理 A549 细胞 24、48、72 h 后，细胞形态显著改变，细

胞伪足增多并拉伸延长；细胞核扁化呈肾形改变；微管和角蛋白纤维网络的排布方式显著改变，表明细胞骨架经历了持续的

重组过程。Wangzaozin A 可显著上调细胞外信号调节蛋白激酶（extracellular regulated protein kinase，ERK）、微管相关蛋白

4（microtubule-associated protein 4，MAP4）和角蛋白 8（keratin 8，K8）的磷酸化水平（P＜0.05、0.01），ERK 抑制剂 U0126

可显著抑制 wangzaozin A 诱导的 ERK、MAP4 和 K8 的磷酸化水平上调（P＜0.05、0.01）。Wangzaozin A 可显著抑制 A549

细胞的迁移，呈剂量和时间相关性。结论  Wangzaozin A 可以通过激活 ERK 信号通路，上调 MAP4 和 K8 磷酸化水平，增

加微管和角蛋白纤维的动态性，干扰细胞微管动力学过程，从而抑制 A549 细胞迁移。 
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Mechanism of wangzaozin A, an ent-kaurane diterpene, on cytoskeletal 

rearrangement and migration inhibition of A549 cells  

YANG Ming-hui, MA Shao-cheng, ZHANG Hui, LI Fei-fei, DING Lan 

College of Life Science, Northwest Normal University, Lanzhou 730070, China 

Abstract: Objective  To investigate the mechanism of cytoskeletal recombination and migration inhibition induced by wangzaozin A, 

ent-kaurane diterpenoid, in A549 cells. Methods  The effects of wangzaozin A on cytotoxicity, cell morphology, cytoskeleton and protein 

expression as well as cell migration were detected in A549 cells by using MTT, microscope observation, Western blotting, 

immunofluorescence assay and scratch assay. Results  Wangzaozin A induced significant changes in cell morphology at 24, 48 and 72 h, 

including increased pseudopods, stretched pseudopods and flattened nucleus in A549 cells. Moreover, microtubules and keratin fibers 

networks in A549 cells also showed obvious rearrangement, which indicated the cytoskeleton had gone through a continuous 

recombination process. Further, wangzaozin A significantly increased the phosphorylation of extracellular regulated protein kinase 

(ERK), microtubule-associated protein 4 (MAP4), keratin 8 (K8) (P < 0.05, 0.01), while wangzaozin A-induced phosphorylation of 

MAP4 and K8 were suppressed in A549 cells treated with ERK inhibitors U0126 (P < 0.05, 0.01); Wangzaozin A inhibited the migration 

of A549 cells with a correlation between concentration and time. Conclusion  Wangzaozin A can upregulate the phosphorylation of 

MAP4 and K8 by activating ERK signaling pathway, which can significantly increase the dynamics of MTs and KFs, disturb the dynamic 

balance of the cytoskeleton, and inhibit the migration of A549 cells. 
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细胞迁移是多细胞生物体形态发生、组织更新、

免疫响应、伤口愈合、癌细胞转移的核心事件[1-2]。

细胞迁移是一个极化的细胞过程，细胞形成突出的

前部和回缩的尾部。细胞骨架及其调节蛋白所组成 
                                         

收稿日期：2020-06-21 

基金项目：国家自然科学基金资助项目（31660101）；国家自然科学基金资助项目（30960464） 

作者简介：杨明惠，女，在读硕士，研究方向为天然产物抗癌分子药理学。E-mail: yangmh0115@163.com 

*通信作者  丁  兰，教授，硕士生导师，主要研究方向为天然产物抗癌分子药理学。E-mail: dinglan@nwnu.edu.cn 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 51 卷 第 24 期 2020 年 12 月 

    

·6230· 

的动态纤维网络参与了细胞迁移的过程，表现为连

续的细胞形态改变、细胞骨架重组并驱动细胞定向

运动[3]。在此过程中，微丝介导形成持续的收缩力，

促进细胞前突、黏着、收缩及回缩，形成细胞的整

体位移[3]。中等纤维（波形纤维和角蛋白纤维）磷

酸化后重组再定位，与其他骨架结构的协调保持一

致[3]。微管维持极性信号的传递，其极化功能依赖

于微管动态性与稳定性的不对称调节、微管相关蛋

白（microtubule-associated proteins，MAPs）和信号

分子的不对称分布和调节[3-5]。微管的动态性有利于

细胞极化过程的微管重塑，微管的稳定性促进细胞

迁移的前突伪足形成和黏着斑的形成、成熟、解聚[4]。

MAPs 在细胞极化和微管动态调节中起着关键性作

用，MAP1B、MAP4 等关联分子的磷酸化与去磷酸

化，可以调节与微管之间的亲和态，进而调节微管

组装动力学[6-7]。MAP1B 主要在神经细胞表达，

MAP4 是非神经细胞中表达的关键微管相关蛋白[8]。

细胞迁移的调控依赖于一系列细胞内外信号的时空

协调和整合[9-10]。外界刺激如低氧、药物分子等，

可通过干预胞内相关信号通路，从而调节细胞骨架

及其相关蛋白，影响细胞迁移[11-12]。 

肺癌是全球发病率和死亡率最高的恶性肿瘤，

小细胞和非小细胞肺癌分别占比 13%和 83%，其中

非小细胞肺癌的 5 年存活率仅为 18%[13]。非小细胞

肺癌的临床治疗主要为早期手术联合化疗、放疗，

中晚期癌变的患者采用靶向药物治疗和化疗[14]。细

胞癌变恶化的重要标志是迁移浸润，因此，筛选抑

制非小细胞肺癌细胞迁移的天然小分子化合物并阐

释其机制，对靶向药物的进一步研究具有重要价值。 

香茶菜属植物在我国分布 90 余种，有 30 余种

作为抗炎、抗菌、抗癌草药被广泛使用，其中冬凌

草 Rabdosia rubescens (Hemsl.) Hara 被收入《中国药

典》。香茶菜属植物富含的对映-贝壳杉烷二萜是其主

要的活性成分[15]，现已分离鉴定超过 500 种。由于

该类化合物较强的细胞毒性，药理学研究主要集中

于抗癌活性及其机制。研究表明，腺华素（adenanthin）

靶 向 调 节 过 氧 化 还 原 蛋 白 I/II ； 表 诺 多 星

（epinodosin）、香奈菜素 B（rabdosin B）、leukamenin 

E、wangzaozin A 调节还原型辅酶Ⅱ活性，升高胞内

活性氧（reactive oxygen species，ROS），诱导白血病

细胞分化[16-20]；冬凌草甲素（oridonin）通过靶向白

血病融合蛋白 AML1-ETO，诱导癌细胞凋亡[21-22]；

川藏香茶菜甲素（pharicin A）靶向纺锤体组装检查

点蛋白 BubR1，使白血病细胞 Jurkat 和 Raji 阻滞于

有丝分裂期[23]；leukamenin E 可特异性抑制癌细胞角

蛋白纤维组装[24]。这些化合物作用靶点和药理作用

多样，具有一定的应用前景。课题组前期对总序香

茶菜 Isodon racemesa (Hemsl.) Hara中分离的对映-贝

壳杉烷二萜 wangzaozin A 的抗癌活性进行了系列研

究报道[20,25-27]，发现 wangzaozin A 在较低浓度体系

下可通过诱导 HeLa 细胞的胞质骨架重组，导致细胞

形态显著改变，但其机制尚不清楚。本研究通过 MTT

法、免疫荧光技术、Western blotting 技术和划痕实验

等检测了 wangzaozin A 对 A549 细胞毒性、细胞及核

形态改变、微管和角蛋白纤维骨架重组、微管相关

蛋白 4（microtubule-associated protein 4，MAP4）和

角蛋白 8（keratin 8，K8）表达的影响，为进一步揭

示 wangzaozin A 抑制癌细胞增殖和细胞迁移的分子

机制提供科学依据。 

1  材料与仪器 

1.1  细胞 

人非小细胞肺癌 A549 细胞购自中国科学院上

海生命科学研究院细胞库。 

1.2  试剂 

DMEM 培养基购自 Gibco 公司；总蛋白提取试

剂盒购自 BestBio 公司；BCA 蛋白定量试剂盒和抗

体稀释液购自 TaKaRa 公司；U0126（ERK 抑制剂）

购自 Sigma 公司；台盼蓝、MTT 购自 Solarbio 公司；

丝裂霉素购自 AbMole 公司；胎牛血清购自杭州四

季青生物公司；PVDF 膜购自 Merck 公司；脱脂奶

粉、DAPI 购自 BioForxx 公司；Triton X-100 购自

Sangon Biotech 公司；α-Tubulin、Pan-Keratin、细胞

外信号调节蛋白激酶（extracellular regulated protein 

kinase，ERK）、phospho-ERK（Thr202/Tyr204）抗

体购自 Cell Signaling Technology 公司；MAP4、K8

（ phospho S431 ） 抗 体 购 自 Abcam 公 司 ；

phospho-MAP4 （ Ser696 ） 抗 体 购 自 Affinity 

Biosciences 公司；磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）、

ZB-2305山羊抗小鼠 IgG抗体购自ZSGB-BIO公司；

HRP-conjugated affinipure 山羊抗兔 IgG、Alexa fluor 

594-conjugated 山羊抗兔 IgG 、 FITC-conjugated 

affinipure 驴抗小鼠 IgG 抗体购自 Proteintech 公司。 

1.3  药品 

wangzaozin A 单体（质量分数≥99.5%）为本课

题组从总序香茶菜中分离得到，并采用红外、质谱、

核磁共振、X-单晶衍射对结构进行确定[28]（图 1）， 


















