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灯盏花素对人非小细胞肺癌A549细胞增殖
及放疗敏感性的影响★

韦 辉，王天珩，高世奇

（邯郸市第一医院，河北 邯郸，056002）
摘要： 目的　探讨灯盏花素对人非小细胞肺癌（NSCLC）A549 细胞增殖及放疗敏感性的影响。方法　取对数

生长期的 A549 细胞，经系列浓度（0、2、4、8、16、32 μmol·L-1）灯盏花素处理 48 h 后，采用 MTT 法检测细胞增殖抑制

率，计算半数抑制浓度（IC50），并将其作为后续实验的灯盏花素浓度。分别以系列放射剂量（0、1、2、4、6、8 Gy）和灯

盏花素（14.75 μmol·L-1）联合系列放射剂量（0、1、2、4、6、8 Gy）处理 A549 细胞，计算平均致死剂量（D₀）和放射增敏

比（SER）。设置空白组、灯盏花素组、放疗组及灯盏花素联合放疗组，采用 MTT 法检测细胞增殖抑制率，流式细胞

术检测细胞凋亡，GFP-LC3 质粒转染法检测细胞自噬，Western blotting 法检测凋亡及自噬相关蛋白的表达。

结果　灯盏花素对 A549 细胞的 IC50为（14.75±1.82）μmol·L-1。放疗组和灯盏花素联合放疗组的 D₀分别为（2.19±

0.15）Gy 和（1.64±0.10）Gy，SER 为 1.34。灯盏花素、放疗及灯盏花素联合放疗均能显著提高 A549 细胞的增殖抑制

率、凋亡率、自噬体数目，以及 Bax、Cleaved Caspase-3、Beclin1、LC3-Ⅱ 蛋白相对表达量和 Bax/Bcl-2、Cleaved 

Caspase-3/Caspase-3、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ的比值，同时显著降低 Bcl-2 的表达量（P<0.05）；灯盏花素联合放疗组的上

述作用显著强于灯盏花素组和放疗组（P<0.05）。结论　灯盏花素可通过调控相关蛋白表达促进细胞凋亡与自噬，

从而抑制 A549 细胞增殖并提高其放疗敏感性，为 NSCLC 的治疗提供了新的思路。
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Effects of breviscapine on proliferation and radiotherapy sensitivity of 
human non-small cell lung cancer A549 cells★

WEI Hui, WANG Tianheng, GAO Shiqi
(Handan First Hospital, Handan, 056002, Hebei, China)

Abstract: Objective To investigate the effects of breviscapine on the proliferation and radiosensitivity of human non-
small cell lung cancer (NSCLC) A549 cells. Methods A549 cells in the logarithmic growth phase were treated with serial 
concentrations (0, 2, 4, 8, 16, 32 μmol·L⁻¹) of breviscapine for 48 h. The cell proliferation inhibition rate was measured us⁃
ing the MTT assay, and the half-maximal inhibitory concentration (IC₅₀) was calculated and used as the breviscapine con⁃
centration in subsequent experiments. A549 cells were treated with serial radiation doses (0, 1, 2, 4, 6, 8 Gy) alone or in 
combination with breviscapine (14.75 μmol·L⁻¹), and the mean lethal dose (D₀) and sensitization enhancement ratio (SER) 
were calculated. The cells were divided into four groups: control, breviscapine alone, radiotherapy alone, and breviscapine 
combined with radiotherapy. The MTT assay was used to detect cell proliferation inhibition, flow cytometry to assess apopto⁃
sis, GFP-LC3 plasmid transfection to observe autophagy, and Western blotting to measure the expression of apoptosis- and 
autophagy-related proteins. Results The IC₅₀ of breviscapine for A549 cells was (14.75±1.82) μmol·L⁻¹. The D₀ values for 
the radiotherapy alone group and the combination group were (2.19±0.15) Gy and (1.64±0.10) Gy, respectively, with an 
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SER of 1.34. The breviscapine alone, radiotherapy alone, and combination of breviscapine with radiotherapy significantly 
increased the proliferation inhibition rate, apoptosis rate, number of autophagosomes, relative expression levels of Bax, 
Cleaved Caspase-3, Beclin1, and LC3-Ⅱ proteins, as well as the ratios of Bax/Bcl-2, Cleaved Caspase-3/Caspase-3, and 
LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ, while significantly decreasing Bcl-2 expression (P<0.05). The effects in the combination group were sig⁃
nificantly stronger than those in the breviscapine alone or radiotherapy alone groups (P<0.05). Conclusion Breviscapine 
can inhibit the proliferation of A549 cells and enhance their radiosensitivity by regulating the expression of related proteins 
to promote apoptosis and autophagy, providing new insights for the treatment of NSCLC. 
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0　前言

肺癌是我国发病率与死亡率均居首位的恶性

肿瘤。相关数据显示，2020年我国新发肺癌病例达

82 万例，死亡病例为 71 万例，其中非小细胞肺癌

（non-small cell lung cancer，NSCLC）占比约 85%［1-2］。
在临床诊疗中，多数NSCLC患者就诊时病情已发展

至中晚期，且常出现淋巴结、脑、骨骼等部位的转

移，丧失手术治疗的机会。放疗作为中晚期NSCLC
的主要治疗手段之一，其疗效却因癌细胞对放疗敏

感性较低及治疗过程中继发性耐受等问题而受到

影响［3］。基于此，如何提高 NSCLC对放疗的敏感性

已成为当前该领域的研究重点。

灯盏花素是从中药灯盏花中提取的黄酮类化

合物，具有广泛的抗肿瘤活性［4-6］。细胞凋亡障碍与

自噬受阻是恶性肿瘤发生发展的关键病理机制。

本课题组前期研究发现，灯盏花素可促进人NSCLC 
A549细胞凋亡，并能增强其对顺铂的化疗敏感性［7］。
另有文献报道，灯盏花素可显著提高A549细胞对紫

杉醇的化疗敏感性［8］，同时还能促进糖氧剥夺状态下

心肌细胞的自噬 ［9］。已有研究证实，诱导细胞凋亡

与自噬是提高癌细胞放疗敏感性的有效途径［10-11］，
但目前尚无文献报道灯盏花素对 NSCLC 细胞放疗

敏感性的影响。基于此，本研究选取A549细胞系作

为受试细胞，旨在探讨灯盏花素对NSCLC细胞增殖

及放疗敏感性的影响，并探究其可能的作用机制。

1　材料与方法

1.1　细胞系、试剂与仪器

人 NSCLC A549 细胞系（目录号：SCSP-503，中
科院细胞库）；灯盏花素（货号：WKQ-0004798，纯度

≥98%，四川维克奇公司）；RPMI 1640培养基（货号：

MA0553，大连美仑公司）；Annexin V-FITC/PI 试剂

盒（货号：C1062L，上海碧云天公司）；GFP-LC3质粒

（货号：VT008161）、细胞转染试剂盒（货号：L3140）

均购自北京索莱宝公司；RIPA 裂解液（货号：

R32714）、超敏化学发光液（enhanced chemilumines⁃
cence，ECL）（货号：R32942）、结晶紫（货号：B26890）
均购自上海源叶公司；MTT试剂盒（货号：G4101，武
汉赛维尔公司）；B细胞淋巴瘤-2（B-cell lymphoma-2，
Bcl-2）抗体（货号：bs-0032R）、Bcl-2 相关 X 蛋白

（Bcl-2 associated X protein，Bax）抗体（货号：bs-
0127R）、Beclin1抗体（货号：bs-24743R）、β-肌动蛋

白（β-actin）抗体（货号：bs-0061R）和 IgG 二抗（货

号：bs-0295G）均购自北京博奥森公司；半胱氨酸蛋

白酶-3（Caspase-3）抗体（货号：AF6311）、Cleaved 
Caspase-3抗体（货号：AF7022）、微管相关蛋白轻链

3（microtubule-associated protein light chain 3，LC3）
抗体（货号：AF5402）均购自美国 Affinity 公司。

6MeV 型 X 线直线加速器（德国西门子公司）；ELX-
800型酶标仪（美国BioTek公司）；LX型流式细胞仪

（美国 Beckman 公司）；DM-1000 型荧光显微镜（德

国 Leica 公司）；Mini Tetra 型蛋白电泳转膜系统（美

国Bio-Rad公司）。

1.2　细胞培养

A549 细胞经常规复苏后，置于 37 ℃、饱和湿

度、5% CO2的细胞培养箱中，采用含 10% 胎牛血清

的 RPMI 1640 培养基进行培养。待细胞融合度达

80%时，按 1∶3的比例传代，选取第 4代对数生长期

的细胞用于后续实验。

1.3　计算灯盏花素对A549细胞的半数抑制浓度

将 A549 细胞以 5×103个/孔的密度接种于 96 孔

板，分别加入含 0、2、4、8、16、32 μmol·L-1灯盏花素

的RPMI 1640培养基，培养 48 h后弃去含药培养基。

每孔加入 100 μL 浓度为 5 g·L-1的 MTT 溶液，孵育

4 h；随后每孔加入 100 μL DMSO 终止反应，使用酶

标仪于 570 nm波长处检测吸光度（A）。通过计算细

胞增殖抑制率确定灯盏花素对 A549细胞的半数抑

制浓度（median inhibitory concentration，IC50）。增殖

抑制率=（1-A 药物组/A 空白组）×100%。
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1.4　平板克隆实验检测细胞存活分数，并计算平均

致死剂量、放射增敏比

将A549细胞以 200个/孔的密度接种于 6孔板，

分为以下两组进行处理：（1）常规培养基培养 48 h
后，分别采用 0、1、2、4、6、8 Gy 的放射剂量（剂量率

均为 1 Gy·min⁻¹）干预细胞，随后更换为常规培养基

继续培养 12 d；（2）含终浓度 IC50［经前期实验计算

IC50=（14.75±1.82）μmol·L-1］灯盏花素的培养基培养

48 h 后，分别采用 0、1、2、4、6、8 Gy 的放射剂量（剂

量率均为 1 Gy·min-1）干预细胞，随后更换为常规培

养基继续培养 12 d。培养结束后，弃去培养基，每孔

加入 1 mL浓度为 4% 的多聚甲醛溶液固定，再加入

1 mL浓度为 0.1% 的结晶紫溶液染色，静置 1 h。用

显微镜计数每个孔中细胞数不少于 50 个的克隆形

成数目。相关计算公式如下：克隆形成率（plating 
efficiency，PE）=（克隆形成数目/接种细胞数）×
100%；存 活 分 数（survival fraction，SF）=（PE 处理组/
PE 对照组）×100%。根据单击多靶模型拟合细胞存活

曲线，计算相关参数：平均致死剂量（mean lethal 
dose，D₀）、外推值（extrapolation number，N）、准阈剂

量（quasi-threshold dose，Dq）及放射增敏比（sensitiz⁃
ing enhancement ratio，SER），其中 SER=放疗组 D₀/
（灯盏花素+放疗组）D₀。
1.5　MTT法检测细胞增殖抑制率

将 A549 细胞以 5×103个/孔的密度接种于 96 孔

板，设置四组进行处理。空白组：采用常规培养基

培养 48 h；灯盏花素组：采用含 14.75 μmol·L-1灯盏

花素的培养基培养 48 h；放疗组：先以常规培养基培

养 48 h，再用 1.82 Gy［经前期实验确定，使 A549 细

胞达到 50% SF 的放射剂量为（1.82±0.13）Gy］放射

剂量（剂量率为 1 Gy·min-1）干预；灯盏花素联合放

疗组：先以含 14.75 μmol·L-1灯盏花素的培养基培养

48 h，再用 1.82 Gy 放射剂量（剂量率为 1 Gy·min-1）
干预。各组处理后，按“1.3”中方法检测细胞增殖抑

制率。

1.6　流式细胞术检测细胞凋亡

将 A549 细胞以 5×10³个/孔的密度接种于 6 孔

板，按照“1.5”中方法设置分组并进行干预处理。处

理结束后，用胰酶消化细胞并分离，参照Annexin V-
FITC/PI试剂盒说明书操作：以 1×结合缓冲液重悬

细胞，每孔加入 5 μL Annexin V-FITC 和 10 μL PI，
避光染色 15 min后，采用流式细胞仪检测细胞凋亡

状况。

1.7　GFP-LC3 质粒转染法检测细胞自噬

将 A549 细胞以 5×10³个/孔的密度接种于 6 孔

板，按照“1.5”设置分组并进行干预处理。处理后更

换为常规培养基，每孔加入含 4 μg GFP-LC3、10 μL
转染试剂及 500 μL培养基的混合液，避光孵育 6 h；
随后更换为常规培养基，继续避光孵育 48 h。采用

荧光显微镜计数细胞内自噬体数目（呈绿色荧光的

GFP-LC3可与自噬小体膜融合，故绿色荧光亮点数

目即为自噬体数目）。

1.8　Western blotting法检测蛋白表达

将 A549 细胞以 5×103 个/孔的密度接种于 6 孔

板，按照“1.5”设置分组并进行干预处理。处理结束

后，用胰酶消化细胞并分离，加入 RIPA 裂解液，冰

上静置 30 min；于 4 ℃、12 000 r·min-1 条件下离心

25 min，提取总蛋白。经 SDS-PAGE电泳分离蛋白、

转印至 PVDF 膜、封闭处理后，加入目标蛋白抗

体［按 体 积 比 1∶500 稀 释 的 Cleaved Caspase-3、
Beclin1、LC3，1∶1 000 稀释的 Bcl-2、Bax、Caspase-3
及 1∶1 500稀释的β-actin］，4 ℃孵育 12 h；随后加入

二抗稀释液［按体积比 1∶3 000稀释的 IgG］，室温孵

育 1 h；最后加入 ECL 显影，以 β-actin 为内参，对目

标蛋白表达水平进行半定量分析。

1.9　统计学方法

采用 SPSS 20.0 软件进行统计学分析。计量资

料以“均数±标准差”（x̄ ± s）表示，多组间比较采用

单因素方差分析，两两比较采用 LSD-t 检验，以 P<
0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　灯盏花素对A549细胞的 IC50

MTT 实验结果显示，灯盏花素对 A549 细胞的

IC50为（14.75±1.82）μmol·L-1。据此选择14.75 μmol·L-1

作为后续实验的灯盏花素工作浓度（图1）。

图1　不同浓度灯盏花素对A549细胞增殖的影响（n=3）
Fig. 1　Effects of different concentrations of breviscapine on the 

proliferation of A549 cells (n=3)
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2.2　灯盏花素对A549细胞放疗敏感性的影响

平板克隆形成实验结果显示，随着放射剂量的

增加，放疗组和灯盏花素联合放疗组的 A549 细胞

SF均呈下降趋势。其中，放疗组 50%细胞存活对应

的放射剂量为（1.82±0.13）Gy，因此选取 1.82 Gy 作

为后续实验的放射剂量。实验检测结果表明，放疗

组和灯盏花素联合放疗组的 D₀分别为（2.19±0.15）
Gy 和（1.64±0.10）Gy，Dq 分别为（1.76±0.12）Gy 和

（1.52±0.11）Gy，SER 为 1.34。证实灯盏花素可显著

增强A549细胞的放疗敏感性（图2，表1）。

2.3　灯盏花素联合放疗对A549细胞增殖抑制率的

影响

MTT 实验结果显示，灯盏花素组、放疗组及灯

盏花素联合放疗组的 A549细胞增殖抑制率均显著

高于空白组（P<0.05），且灯盏花素联合放疗组的增

殖抑制率显著高于灯盏花素组和放疗组（P<
0.05）（图3）。

2.4　灯盏花素联合放疗对A549细胞凋亡的影响

流式细胞术检测结果显示，灯盏花素组、放疗组

和灯盏花素联合放疗组的 A549细胞凋亡率均显著

高于空白组（P<0.05），且灯盏花素联合放疗组的凋

亡率显著高于灯盏花素组和放疗组（P<0.05）（图4）。

注：（A）流式细胞术检测各组A549细胞凋亡状况；（B）各组A549细胞凋亡率。与空白组比较，*P<0.05；与灯盏花素组比较，#P<0.05；与放

疗组比较，△P<0.05。
Note: (A) The apoptosis of A549 cells in each group was detected by flow cytometry; (B) The apoptosis rate of A549 cells in each group. Compared 

with blank group, *P<0.05; Compared with breviscapine group, #P<0.05; Compared with radiotherapy group, △P<0.05.
图4　灯盏花素联合放疗对A549细胞凋亡的影响（n=3）

Fig. 4　Effects of breviscapine combined with radiotherapy on apoptosis of A549 cells (n=3)

表 1　单击多靶模型参数（x̄ ± s，n=3）

Tab.1　Click multi-target model parameters (x̄ ± s, n=3)

组别

放疗

灯盏花素联合放疗

t
P

D0/Gy
2.19±0.15
1.64±0.10

5.284
0.006

Dq/Gy
1.76±0.12
1.25±0.09

6.125
0.004

N
3.15±0.22
2.38±0.18

4.692
0.009

SER

1.34

图2　灯盏花素对A549细胞放疗敏感性的影响（n=3）
Fig. 2　Effects of breviscapine on radiotherapy sensitivity of 

A549 cells (n=3)

注：与灯盏花素组比较，#P<0.05；与放疗组比较，△P<0.05。
Note: Compared with breviscapine group, #P<0.05; compared with 

radiotherapy group, △P<0.05.
图3　灯盏花素联合放疗对A549细胞增殖抑制率的影响（n=3）
Fig. 3　The effects of breviscapine combined with radiotherapy 

on proliferation inhibition rate of A549 cells (n=3)
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2.5　灯盏花素联合放疗对A549细胞自噬的影响

GFP-LC3 质粒转染实验结果显示，灯盏花素

组、放疗组和灯盏花素联合放疗组的A549细胞中自

噬体数目均显著高于空白组（P<0.05），且灯盏花素

联合放疗组的 A549细胞中自噬体数目显著高于灯

盏花素组和放疗组（P<0.05）（图5）。

2.6　灯盏花素联合放疗对 A549 细胞 Bcl-2、Bax、
Caspase-3、Cleaved Caspase-3、Beclin1、LC3-Ⅰ、

LC3-Ⅱ蛋白表达的影响

Western blotting实验结果显示，灯盏花素组、放

疗组和灯盏花素联合放疗组 A549 细胞中 Bax、
Cleaved Caspase-3、Beclin1、LC3-Ⅱ蛋白相对表达量

及 Bax/Bcl-2、Cleaved Caspase-3/Caspase-3、LC3-
Ⅱ/LC3-Ⅰ的比值显著高于空白组，而Bcl-2蛋白表

达量显著低于空白组，差异均有统计学意义（P<
0.05）；且灯盏花素联合放疗组 A549 细胞中 Bax、
Cleaved Caspase-3、Beclin1、LC3-Ⅱ蛋白相对表达

量及 Bax/Bcl-2、Cleaved Caspase-3/Caspase-3、LC3-
Ⅱ/LC3-Ⅰ的比值显著高于灯盏花素组和放疗组，

Bcl-2蛋白相对表达量显著低于灯盏花素组和放疗

组，差异均有统计学意义（P<0.05）（图6）。

3　讨论

肺癌是严重威胁人类生命健康的恶性肿瘤，全

球每年因肺癌死亡的病例约 180 万例，其中我国的

死亡病例占比超过 1/3［2］。放疗是中晚期肺癌治疗

及早期肺癌手术前后辅助治疗的主要方案，然而多

次放疗易导致肺癌细胞的放疗耐受性升高，这已成

为影响肺癌患者预后的关键因素。肺癌的病理分

型主要包括小细胞肺癌（约占 15%）和NSCLC（约占

85%）两大类。灯盏花素是灯盏花的主要活性成分，

现代药理学研究发现其具有较广谱的抗肿瘤作

用［4-6］。本实验结果显示，灯盏花素对人 NSCLC 
A549 细胞的增殖抑制作用呈剂量依赖性，IC50 为
（14.75±1.82）μmol·L-1；放疗组与灯盏花素联合放疗

组的D₀分别为（2.19±0.15）Gy和（1.64±0.10）Gy，SER
为 1.34。这提示灯盏花素具有抑制 A549 细胞增殖

并提高其放疗敏感性的作用。

细胞凋亡与自噬对维持细胞代谢平衡具有重

要作用［12］，二者功能低下是NSCLC恶性进展的重要

原因［13］。Bcl-2蛋白家族可通过影响线粒体膜通透

性转换孔（mitochondrial permeability transition pore，
mPTP）的开放度，参与细胞线粒体凋亡途径的调控，

其中最具代表性的是 Bax 和 Bcl-2。当受到凋亡信

号刺激时，Bax和Bcl-2会从细胞质移位至线粒体外

膜：Bax 可形成同源寡聚物，或与 Bcl-2 形成异源寡

聚物。Bax 同源寡聚物能诱导 mPTP 开放度异常升

高，导致细胞色素C流入细胞质，进而激活Caspase-3，
而Cleaved Caspase-3会破坏染色体与蛋白结构并抑

制其修复，最终引发细胞凋亡；而 Bax与 Bcl-2形成

的异源寡聚物则不会影响 mPTP 开放度，也不会促

进细胞凋亡［14-16］。Bax/Bcl-2的表达比值可反映Bax
同源寡聚物及Bax与Bcl-2异源寡聚物的形成情况，

因此可作为观察细胞凋亡状况的指标［17-18］。本研究

注：（A）GFP-LC3质粒转染法检测各组A549细胞自噬；（B）各组A549细胞自噬体数目。与空白组比较，*P<0.05；与灯盏花素组比较，#P<
0.05；与放疗组比较，△P<0.05。

Note: (A) The autophagy of A549 cells in each group was detected by GFP-LC3 fluorescent plasmid transfection; (B) The number of autophagosomes 
of A549 cells in each group. Compared with blank group, *P<0.05; Compared with breviscapine group, #P<0.05; Compared with radiotherapy group, △P<0.05.

图5　灯盏花素联合放疗对A549细胞自噬的影响（n=3）
Fig. 5　The effects of breviscapine combined with radiotherapy on autophagy of A549 cells (n=3)
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发现，灯盏花素联合放疗组 A549 细胞的凋亡率，

Bax、Cleaved Caspase-3蛋白相对表达量及Bax/Bcl-2、
Cleaved Caspase-3/Caspase-3 的比值均显著高于灯

盏花素组和放疗组。这表明灯盏花素提高 A549细

胞放疗敏感性的作用可能与其促进细胞凋亡有关。

自噬是真核细胞中由自噬溶酶体介导的一种

程序性细胞死亡过程。Beclin1 是首个被发现的自

噬基因，位于人类 17号染色体 21区域，其参与自噬

体形成与成熟过程的调控，在自噬过程中发挥关键

作用［19-20］。LC3是自噬的标志蛋白，当自噬发生时，

LC3-Ⅰ会被酶解掉一段多肽，形成脂溶性的LC3-Ⅱ，

LC3-Ⅱ转移至自噬体膜，促进自噬小体的形成，因

此LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值可反映自噬状况［21-22］。有文

献［23］报道，通过药物促进细胞自噬可有效抑制

NSCLC。本实验结果显示，灯盏花素联合放疗组

A549细胞中的自噬体数目，Beclin1、LC3-Ⅱ蛋白相

对表达量及LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值均明显高于灯盏花

素组和放疗组。这表明灯盏花素提高 A549细胞放

疗敏感性的作用可能与其促进细胞自噬有关。

综上所述，灯盏花素可通过调控相关蛋白的表

达，促进细胞凋亡与自噬，进而抑制 A549细胞增殖

并提高其放疗敏感性。本研究结果为 NSCLC 的治

疗提供了新的思路，但灯盏花素促进A549细胞凋亡

与自噬的具体作用机制仍有待进一步研究。
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