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甲基莲心碱通过p62抑制肺腺癌A549细胞
侵袭、转移的机制★
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摘要：目的 阐明甲基莲心碱（Nef）抑制肺腺癌A549细胞侵袭和转移的可能机制，为今后临床应用Nef防治

肺腺癌转移提供理论基础。方法 常规培养肺腺癌A549细胞，加入不同浓度的Nef进行干预，CCK-8检测细胞活

力；将A549细胞分为三组：空白组不做任何处理，TGF-β组采用TGF-β1干预，TGF-β+Nef组采用TGF-β1和Nef

干预，显微镜下观察细胞形态；Transwell 和 Wound healing 法检测各组细胞的侵袭和迁移能力；PCR、Western

blotting检测各组细胞上皮间质转化（EMT）相关基因和蛋白的表达，电镜下验证细胞自噬，p62基因沉默进一步明

确作用机制。结果 Nef可明显抑制TGF-β1诱导的A549细胞EMT，并可能通过抑制Twist1自噬降解抑制A549

细胞的侵袭和迁移。结论 Nef可抑制肺腺癌A549细胞的侵袭和转移，其机制可能与促进p62介导的Twist1选择

性自噬降解有关。
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The mechanisms of neferine in inhibiting the invasion and metastasis of
lung adenocarcinoma A549 cells via p62★
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Abstract: Objective To elucidate the possible mechanism of neferine (Nef) in inhibiting the invasion and metastasis of
lung adenocarcinoma A549 cells and to provide theoretical basis for the clinical application of Nef in the prevention and
treatment of lung adenocarcinoma metastasis. Methods The lung adenocarcinoma A549 cells were cultured routinely and
treated with different concentrations of Nef. The proliferation of A549 cells was detected by CCK-8. A549 cells were divid⁃
ed into three groups: blank group without any treatment, TGF-β group with TGF-β1 intervention, TGF-β+Nef group with
TGF-β and Nef intervention. The morphology of A549 cells was observed under microscopes, and the invasion and migra⁃
tion ability of A549 cells in each group were detected by Transwell and scratch assay. The expressions of epithelial-mesen⁃
chymal transition (EMT) -related proteins and genes were detected by Western blotting and PCR. Electron microscopy con⁃
firmed the existence of autophagy. p62 gene knockout further clarified the mechanism. Results Nef significantly inhibited
the EMT of A549 cells induced by TGF-β1. Nef may inhibit the invasion and metastasis of A549 cells by suppressing the
autophagy degradation of Twist1. Conclusion Nef can inhibit the invasion and metastasis of lung adenocarcinoma and its
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mechanism may be related to the promotion of p62-mediated selective autophagy degradation of Twist1.
Keywords: Neferine; p62; Twist1; Epithelial-mesenchymal transition; Tumor metastasis

前言

肺腺癌是肺癌中最常见的组织学类型，约占

50%［1］，临床常采用手术、化疗、放疗、分子靶向治疗

等综合治疗手段，但患者 5年平均生存率仅 18%左

右［2］。侵袭和转移是导致肺腺癌难治及患者死亡的

主要原因。因此，探索可有效遏制肺腺癌转移的新

型药物成为亟待解决的重要问题。近年来，一向以

毒副作用小而受到关注的中药单体甲基莲心碱

（neferine，Nef）引起了研究者的极大兴趣。Nef是从

睡莲中提取的一种双苄基异喹啉类生物碱，作为中

药单体，具有靶点多、药物副作用小等优点，应用前

景广泛，近年来更因其显著的抗肿瘤作用而获得广

泛关注。转录因子 Twist1是编码碱性螺旋-环-螺
旋（basic helix-loop-helix，bHLH）结构的转录因子

超家族成员，是促进肿瘤上皮间质转化（epithelial-
mesenchymal transition，EMT）的重要转录因子。研

究者在肺癌、宫颈癌、乳腺癌、卵巢癌等多种肿瘤细

胞中均检测到了 Twist1的表达，且高表达细胞发生

EMT的典型形态变化，细胞迁移、侵袭能力亦明显

增强［3-5］。因此，Twist1可作为抑制肿瘤侵袭和转移

的重要靶点。近年来，自噬接头蛋白 p62在肿瘤侵

袭、转移中的作用受到了学术界的广泛关注［6］。发

表在 Cell的报道称，p62是一个重要的信号枢纽蛋

白，不仅参与自噬过程，也是重要的促癌因子［7］。在

自噬过程中，p62可与多泛素蛋白堆积物结合，并将

其募集至自噬体膜上与 LC3结合，最终与溶酶体融

合，形成自噬溶酶体并被降解［8］。
为此，本实验以肺腺癌 A549细胞系为研究对

象，探讨Nef在肺腺癌细胞侵袭、转移中的作用及机

制，以期为临床应用Nef防治肺腺癌转移提供理论

基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

肺腺癌细胞系A549（中国科学院上海分院），细

胞培养箱（ThermoFisher Scientific，美国），细胞培养

超净工作台（苏州安泰空气技术有限公司，中国），直

电泳仪和电转槽（Bio-Rad，美国），倒置显微镜和成像

系统（Olympus，日本），凝胶成像仪（Bio-Rad，美国），

透射电子显微镜（日立HT7700），常温和低温高速离

心机、高温加热板（ThermoFisher Scientific，美国），

自动细胞计数仪、甲基莲心碱（成都植标化纯生物技

术有限公司），重组人TGF-β1（Peprotech），胎牛血清

（四季青），RPMI 1640、青霉素-链霉素双抗溶液、

0.25%胰蛋白酶（Gibco），EMT抗体套装试剂盒（包

括E-cadhein，N-cadherin，vimentin，Anti-rabbit IgG 等）

（CST 公司），荧光二抗、BSA（Peprotech），BCA试剂

盒、DAPI、RIPA强效细胞裂解液（碧云天），ECL显

影液、SDS-PAGE凝胶配制试剂盒（联科生物），山羊

血清封闭液（北京索莱宝科技有限公司），CCK-8（日

本同仁），蛋白 Marker（ThermoFisher Scientific，美

国），TRIzol试剂（Invitrogen），cDNA™ Kit（日本大津

TaKaRa Bio Inc.），qRT PCR（加利福尼亚州卡尔斯巴

德公司）。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞复苏、培养和传代 将 A549细胞置于

37 ℃水浴锅中使其快速溶解，800 r·min-1离心 3~
5 min，弃上清，用完全培养基重悬细胞，转移至细胞

培养箱。细胞传代时，用PBS洗涤 3次，在培养瓶中

加入 0.5 mL胰酶，待显微镜下可见脱落细胞时，用

完全培养基终止消化，800 r·min-1离心 3~5 min，弃
上清，用完全培养基重悬细胞，转移至其他无菌培

养瓶中继续培养。

1.2.2 Western blotting检测蛋白表达 在 80 V的

条件下进行 8% SDS-PAGE凝胶电泳，100 V下使用

0.45 μm PVDF膜转膜 100 min，封闭 2 h，TBST漂洗

2次，一抗 4 ℃摇床孵育过夜，TBST漂洗 3次，二抗

孵育2 h，TBST漂洗3次，显影。

1.2.3 CCK-8检测细胞增殖 取对数生长期A549
细胞，以 5×104 mL-1的密度接种于 96孔板，每孔 100
μL，待细胞融合度达到 60%后，用不同终浓度（0
μmol·L-1，5 μmol·L-1，10 μmol·L-1，20 μmol·L-1，40
μmol·L-1，80 μmol·L-1）的Nef分别干预 24、48、72 h，
加入 10 μL CCK-8和 100 μL RPMI 1640的混合液，

孵育2 h，测吸光度值。

1.2.4 免疫荧光实验 将 100 μL A549细胞以 5×
104 mL-1的密度接种于 96孔板，过夜后分为未干预

组、TGF-β1干预组、TGF-β1+Nef干预组，48 h后PBS
清洗 2次，4%多聚甲醛室温固定 20 min，0.5% Tri⁃
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ton X-100打孔，山羊血清室温下封闭 1 h，一抗 4 ℃
孵育过夜，置于摇床上用PBST清洗 3次。二抗室温

下避光孵育 1 h，DAPI室温下孵育 3～5 min，置于摇

床上，避光条件下用PBST清洗3次，每次15 min。每

孔加入 100 μL PBS，High Content Screening System
检测荧光强度。

1.2.5 Transwell侵袭实验 从-20 ℃冰箱中取出

Transwell板中带基质胶的上室，在生物安全柜中放

置于普通无菌 24孔板中。向上室加入500 μL RPMI
1640，置于培养箱培养 2 h，弃去 RPMI 1640，加入

500 μL约含 4×104个细胞的细胞悬液，向下室加入

750 μL 5%完全培养基。分为未干预组、TGF-β1干
预组、TGF-β1+Nef干预组，置于细胞培养箱中培养

48 h，弃去培基，用棉签轻轻擦去上室内未侵袭的细

胞，PBS清洗2次，无水甲醇固定15 min，将小室翻转

晾干，1%结晶紫染色 20 min，PBS清洗 2次。将小室

置于加入PBS的 24孔板中，倒置显微镜（100×）观察

并拍照。

1.2.6 划痕实验 将A549细胞以每孔2×105个接种

于 6孔板，待细胞融合度达到 90%～100%后，用

200 μL无菌移液管尖端在各孔中间和两侧轻轻划

3条线，PBS清洗 3次。分为未干预组、TGF-β1干预

组、TGF-β1+Nef干预组，分别于 0 h和 24 h在倒置

显微镜下随机选取 5个视野观察划痕愈合情况并拍

照。实验至少重复3次。

1.2.7 透射电镜超微结构观察 取约 1 mm×1 mm×
3 mm大小的组织块，加入用磷酸盐缓冲液配制的

2.5%戊二醛固定 2 h以上；0.1 mol·L-1磷酸盐漂洗液

漂洗 3次，每次 10～15 min；1%锇酸固定液固定 1～
2 h；0.1 mol·L-1磷酸盐漂洗液漂洗 3次，每次 10～
15 min；50%丙酮 10～15 min×1次，70%丙酮 10～

15 min×1次，90%丙酮 10～15 min×2次，100%丙酮

15~20 min×2次。浸泡、包埋：纯丙酮+包埋液（1∶1）
37 ℃处理 12 h，纯包埋液 37 ℃处理 10~12 h。37 ℃
烘箱内过夜，60 ℃烘箱内放置 12～24 h。使用超薄

切片机以 50～100 nm的厚度切片，3%醋酸铀及硝

酸铅双染色，透射电镜下观察并拍照。

1.2.8 Realtime-PCR 使用TRIzol试剂分离RNA，
PrimeScript合成 cDNA™ Kit。按照使用说明书，在

ViiATM7 RT-PCR系统中采用 SYBR绿色荧光分析

法，在硅酸盐中进行 qRT PCR。引物序列：Snail：正
向 5'CACTATGCCGCGCTCTTTC-3'，反向 5'-GCTG⁃
GAAGGTAAACTCl'GGATTAGA-3'；Slug：正向 5'-
GGGCTCAGTTCGTAAAGG-3'，反向 5'-GAGGAG⁃
GTGTCAGATGGA-3'；Twist：正向 5'-TTTACATCC⁃
GATTTACTGC-3'，反向 5'-CCTAATGCTTTCCCT⁃
CAT-3'；Zeb1：正向 5'-AAGTGGCGGTAGATGGTA-3'，
反向 5'-TTGTAGCGACTGGATTTT-3'；GAPDH：正向

5'-GTCGGAGTCAACGGATT-3'；反向 5'-AAGCTTCCC⁃
GTTCTCAG-3'。反应体系为 10 μL，每组重复 3次。

扩增反应条件：95 ℃预变性 15 min，95 ℃变性 10 s，
56 ℃退火32 s，72 ℃ 1 min，72 ℃总延伸10 min。
1.3 统计学方法

采用 SPSS 18.0统计学软件进行数据分析，实验

数据以均数±标准差（x̄±s）表示，组间比较采用 t检
验，P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Nef对A549细胞活力的影响 Nef可以浓度或

时间依赖性抑制A549细胞的活力，10 μmol·L-1 Nef
干预24 h或48 h对A549细胞活力几乎无影响（图1），
因此本研究选择10 μmol·L-1 Nef进行后续实验。

注：（A）Nef的化学结构式；（B）不同浓度Nef对A549细胞活力的影响。

Note: (A) The chemical structural formula of Nef; (B) The effects of different concentrations of Nef on the viability of A549 cells.
图1 Nef对A549细胞活力的影响

Fig. 1 Effects of Nef on the viability of A549 cells
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2.2 Nef抑制A549细胞的侵袭和迁移 TGF-β1干
预A549细胞 48 h后，细胞出现明显的 EMT形态变

化，包括细胞的分散和拉长，但用Nef干预后这一形

态改变明显被抑制。TGF-β1干预后，A549细胞的

迁移能力明显增强且速度加快，而同时加入Nef时，

这一效果被明显抑制。采用Nef+TGF-β1同时干预

时，穿过基质膜的细胞数目明显减少。TGF-β1干
预 24 h后，A549细胞中上皮标志物E-cadherin蛋白

表达水平明显下调（P<0.05），间质标志物Vimentin
表达水平明显上调（P<0.05），但同时加入Nef时，上

述蛋白表达水平被明显逆转，免疫荧光实验进一步

证实了这一结果（图2）。

注：（A）Nef对TGF-β1诱导的A549细胞形态学改变的影响；（B、C）Nef明显抑制A549细胞的迁移能力；（D、E）Nef明显抑制A549细胞的

侵袭能力；（F、G）Nef明显抑制Vimentin的表达，增强E-cadherin的表达；（H）免疫荧光进一步证实Nef可抑制A549细胞发生EMT。与对照组

比较，*P<0.05，**P<0.01。
Note: (A) The effects of Nef on morphological changes of TGF-β1-induced A549 cells; (B, C) Nef significantly inhibited the migration of A549 cells;

(D, E) Nef significantly inhibited the invasion of A549 cells; (F, G) Nef significantly inhibited the expression of vimentin and enhanced the expression of
E-cadherin; (H) The results of immunofluorescence further confirmed that Nef could inhibit the occurrence of EMT in A549 cells. Compared with the
control group, *P<0.05, **P<0.01.

图2 Nef对A549细胞侵袭和迁移的影响

Fig. 2 Effects of Nef on the invasion and metastasis of A549 cells
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2.3 Nef对 EMT转录因子的影响 Nef干预后，

Twist1蛋白表达水平显著降低（P<0.05），而 mRNA
表达水平无明显变化（P>0.05）（图3）。

2.4 Nef通过自噬影响 A549细胞的 Twist1表达

加入氯喹后，Twsit1蛋白表达水平明显升高（P<0.05）；
加入Nef后，A549细胞自噬增强，LC3Ⅱ表达水平显

著升高，而 p62、Twist1蛋白表达水平显著降低，差异

均有统计学意义（P<0.05）；而干扰 p62后，Nef对
Twist1的表达水平无明显影响（P>0.05）（图4）。

3 讨论

有研究证实，Nef在肺癌［9-12］、卵巢癌［13］、肝癌［14］

等肿瘤中均具有明显的抗肿瘤作用，其作用机制主

要包括促进细胞凋亡、阻滞细胞周期、逆转耐药。

本研究结果显示，Nef可明显抑制 TGF-β诱导的肺

腺癌细胞的侵袭和转移，且可明显上调 E-cadherin
的mRNA和蛋白表达水平，提示Nef具有抑制肺腺

癌转移的作用。关于Nef是否可通过调控 Twist1蛋
白表达实现其抗肺腺癌侵袭转移的作用，本研究为

此提供了重要线索：Nef可明显抑制 TGF-β诱导的

Twist1蛋白表达，提示Nef可通过下调Twist1蛋白表

达抑制肺腺癌细胞的转移。进一步研究发现，尽管

Nef可下调Twist1蛋白的表达，但Twist1 mRNA的表

达无明显变化，转录因子Snail、Slug的mRNA和蛋白

表达水平亦无明显变化，提示 Nef抑制 Twist1表达

的原因可能并非抑制 Twist1基因的转录与翻译，而

是促进Twist1蛋白降解。

自噬是细胞将自身的细胞质、细胞器或蛋白质

等包裹在自噬小体中，通过溶酶体使其在细胞内降

解的过程。越来越多的研究表明，自噬功能失调是

人类恶性肿瘤的一个新特征［15］。自噬在肿瘤 EMT
过程中具有“双刃剑”的作用：一方面，在已发生恶

性转化的肿瘤细胞中，自噬可通过再循环作用为其

生存提供营养物质，并促进其增殖、侵袭和转

移［16-17］；另一方面，在肿瘤转移的起始阶段，激活自

噬可逆转 EMT［18-21］。自噬介导的转录因子降解成

为近年来备受研究者关注的热点［22-25］。那么，Nef是
否可通过自噬途径降解Twist1呢？我们的另一项研

究证实，Nef可通过促进自噬流减轻顺铂的肾毒

性［26］。目前的研究认为，Nef属于强效自噬诱导

剂［13，27-28］。更为重要的是，本研究前期预实验发现，

Nef干预后，Twist1蛋白的表达水平随时间的延长逐

渐下降，而加入自噬抑制剂氯喹后，Twist1蛋白的降

解被明显抑制，故认为Nef可通过自噬降解途径抑

制 Twist1的表达。令人兴奋的是，本研究前期实验

发现，Nef干预后，肺腺癌 A549细胞中自噬小体增

多，自噬流明显增加，表现为 LC3Ⅱ表达水平升高，

p62表达水平降低；而沉默 p62后，Nef不能下调

注：（A）Nef明显抑制转录因子Twist1的蛋白表达，而对其他转录因子无明显影响；（B）Nef对EMT转录因子的mRNA表达均无明显影响。

Note: (A) Nef significantly inhibited the protein expression of transcription factor Twist1, but had no significant effects on other transcription fac⁃
tors; (B) Nef had no significant effects on the mRNA expression of EMT transcription factors.

图3 Nef对EMT转录因子的影响

Fig. 3 Effects of Nef on EMT transcription factors
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Twist1的表达，据此推测，Nef可能通过调控 p62促
进Twist1蛋白的自噬降解，从而抑制肺腺癌的侵袭、

转移。

综上所述，Nef可抑制肺腺癌的侵袭和转移，其

作用机制可能与促进 p62介导的 Twist1选择性自噬

降解有关。
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