
 

基于代谢组学的柠檬烯抗非小细胞肺癌作用机制研究

张华敏1，程龙慧1，董雪漫1,2，叶璐1，徐玉欣1，陈霖1，武璞1,2*，周建良1*(1. 杭州师范大学，杭州 311121；2. 中南大

学，长沙 410083)

摘要：目的　采用非靶向代谢组学等方法，探究柠檬烯抑制非小细胞肺癌增殖的作用机制。方法　以肺癌 A549 细胞为研

究对象，通过 CCK-8 法测定柠檬烯抑制 A549 细胞活力及 IC50；通过集落形成、流式细胞检测、铁含量测定及线粒体染色

等实验，分别评价柠檬烯的体外抗肺癌及诱导铁死亡作用；代谢组学分析发现柠檬烯的潜在作用通路；最后采用 Western
blotting 对相关通路主要蛋白进行验证。结果　与对照组相比，柠檬烯给药组可以显著抑制 A549 细胞的增殖及集落的形

成，且呈剂量依赖性；光学显微镜观察发现，柠檬烯给药后 A549 细胞出现脱落现象，并可显著改变其形态；同时柠檬烯

具有诱导 A549 细胞凋亡作用，并阻滞在 G0-G1 期；共聚焦显微镜发现柠檬烯作用后，A549 细胞线粒体荧光减弱，同时细

胞内铁含量亦显著增加，呈现典型的铁死亡表现；代谢组学研究发现谷胱甘肽 (glutathione，GSH) 代谢、精氨酸生物合

成、D-谷氨酰胺和 D-谷氨酸代谢及半胱氨酸和蛋氨酸代谢等多条差异代谢通路，这些通路与细胞内 GSH 合成密切相关；

Western blotting 实验发现，柠檬烯给药后细胞中 SLC40A1、SLC7A11(xCT) 及 GPX4 蛋白含量显著减少。结论　柠檬烯抗

肺癌作用机制可能与降低肺癌细胞中 GSH 合成及增加 Fe2+含量诱导其铁死亡有关。

关键词：柠檬烯；非小细胞肺癌；代谢组学；铁死亡

中图分类号：R966　　　文献标志码：A　　　文章编号：1007-7693(2024)02-0192-11
DOI: 10.13748/j.cnki.issn1007-7693.20233146
引用本文：张华敏, 程龙慧, 董雪漫, 等. 基于代谢组学的柠檬烯抗非小细胞肺癌作用机制研究[J]. 中国现代应用药学, 2024,
41(2): 192-202.

Investigating  the  Mechanistic  Insights  of  Limonene's  Anti-non-small  Cell  Lung  Cancer  Effect  Through
Metabolomics Analysis

ZHANG  Huamin1,  CHENG  Longhui1,  DONG  Xueman1,2,  YE  Lu1,  XU  Yuxin1,  CHEN  Lin1,  WU  Pu1,2*,
ZHOU  Jianliang1*(1.Hangzhou  Normal  University,  Hangzhou  311121,  China; 2.Central  South  University,  Changsha  410083,
China)

ABSTRACT: OBJECTIVE　 To elucidate the mechanisms responsible for the inhibitory effects of limonene on the proliferation
of non-small cell lung cancer(NSCLC) by non-targeted metabolomics and additional approaches. METHODS　 The CCK-8 assay
was  utilized  to  evaluate  the  inhibitory  effects  of  limonene  on  NSCLC  A549  cell  viability  and  to  ascertain  the  IC50.  In  vitro
experiments, encompassing colony formation, flow cytometry, iron content assessment, and mitochondrial staining, were conducted
to  assess  the  anti-lung  cancer  and  iron-induced  cell  death  effects  of  limonene.  Metabolomic  analysis  was  employed  to  identify
potential pathways influenced by limonene, and Western blotting was carried out to validate pivotal proteins within these pathways.
RESULTS　 In comparison to the control group, the limonene-treated group demonstrated a significant, dose-dependent reduction
in  A549  cell  proliferation  and  colony  formation.  Optical  microscopy  revealed  cellular  detachment  and  pronounced  changes  in
cellular  morphology  following  exposure  to  limonene.  Limonene  induced  apoptosis  in  A549  cells  and  arrested  them in  the  G0-G1

phase of the cell  cycle.  Confocal microscopy unveiled diminished mitochondrial  fluorescence and an augmented intracellular iron
content, indicative of the classical phenomenon of ferroptosis. Metabolomic investigations unveiled divergent metabolic pathways,
including glutathione(GSH) metabolism, arginine biosynthesis,  D-glutamine and D-glutamate metabolism, as well  as cysteine and
methionine  metabolism,  with  many  of  them  intricately  linked  to  intracellular  GSH  synthesis.  Western  blotting  experiments
underscored  a  marked  reduction  in  the  levels  of  SLC40A1,  SLC7A11(xCT),  and  GPX4  proteins  within  the  cells  post-limonene
treatment. CONCLUSION　 Limonene may induce ferroptosis in lung cancer cells by reducing GSH synthesis and increasing Fe2+

levels.
KEYWORDS: limonene; non-small cell lung cancer; metabolomics; ferroptosis

肺癌是最常见的癌症之一，根据 2023年美国

癌症报告统计数据，肺癌仍然以高达 21%的死亡

率稳居癌症死亡率榜首[1]。在中国，肺癌的发病率

和死亡率远高于其他癌症[2]。研究表明，八成以上
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的原发性肺癌为非小细胞肺癌 (non-small cell lung
cancer，NSCLC)，其主要分为鳞状细胞癌、腺

癌和大细胞癌 3种亚型，其中肺腺癌约占原发性

肺癌病例的 40%[3]。目前，临床常用手术结合

放化疗的方式治疗肺癌。但放化疗不良反应大，

在杀伤肿瘤细胞的同时也会对患者造成严重的

负担。

柠檬烯广泛存在于天然植物中，它是除蒎烯

外分布最广的萜烯[4]。柠檬烯有 2种天然对映体，

它们可以单独存在，也可以混合成消旋体[5]。D-柠
檬烯作为最常见的对映体，主要存在于橙子、柠

檬、葡萄柚等芸香科柑橘属植物的果皮中。而 L-
柠檬烯则主要存在于松树、松节油和薄荷精油

中。1994年，柠檬烯作为一种安全的调味剂被美

国 FDA通过 GRAS认证 [6]。现代药理学研究表

明，柠檬烯具有多种药理作用，包括抗氧化 [7-8]、

抗炎[9-10]、抗微生物[11]、镇静[12] 及抗肿瘤等[5,13]。

Yu等[14] 研究发现柠檬烯可以通过促进自噬诱

导肺癌细胞凋亡，从而对肺癌有抑制作用。Zhu等[15]

通过临床肺腺癌 (LUAD)患者的 TCGA-LUAD生

存分析，发现受柠檬烯调控的 3个基因。以上研

究有利于柠檬烯的开发与利用，但柠檬烯作为潜

在的抗肺癌小分子化合物，其作用机制仍有待进

一步明确。因此，本研究对柠檬烯抗肺癌细胞增

殖作用进行研究，并采用非靶向代谢组学等方

法，对其潜在作用机制进行探索。最后经分子生

物学实验进行验证，为柠檬烯在肺癌防治中的开

发应用提供依据。 

1　材料

TS100倒置显微镜 (尼康)；IX73荧光倒置显

微 镜 及 FV3000RS激 光 扫 描 共 聚 焦 显 微 镜

(Olympus)； Synergy  Neo2酶 标 仪 (Bio-Tek)；
FACS Calibur   流 式 细 胞 仪 (Beckman  Coulter)；
UltiMate  3 000液 相 串 联 Thermo  LTQ  Orbitrap
Elite质谱仪 (Thermo)；Waters  ACQUITY  UPLC
HSS  T3色 谱 柱 (100  mm×2.1  mm， 1.8  µm)；
化学发光成像系统 (Bio-Rad)；Heraeus  Multifuge
X1R型离心机 (Thermo，离心半径 99 mm)。

柠檬烯消旋体 (中国食品药品检定研究院，批

号：100470-201503；含量：96.0%)；榄香烯 (大连

华立金港药业有限公司，批号：1909251；纯度：

β-elemene  83.78%， β-caryophyllene  7.88%， γ-
elemene  2.47%， δ-elemene  1.86%， 其 他 成 分

3.99%)；顺铂注射液 (江苏豪森药业集团有限

公司，批号： 601230802)； RPMI  1640培养基

(Gibco，批号：8123101)；胎牛血清 (Excell  Bio，
批号：12B269)；CCK-8试剂盒 [艾普拜生物科技

(苏 州 )有 限 公 司 ， 批 号 ： K101837133EF5E]；
Calcein-AM/PI活细胞/死细胞双染试剂盒 (批号：

2307100)、 细 胞 铁 含 量 检 测 试 剂 盒 (批 号 ：

2306001)均购自北京索莱宝科技有限公司；细胞

凋 亡 检 测 试 剂 盒 (BD  pharmingen， 批 号 ：

2119964)；细胞周期试剂盒 (杭州联科生物技术股

份有限公司，批号：70-CCS012)；Mito-Tracker
Red CMXRos线粒体红色荧光探针 (碧云天试剂有

限 公 司 ， 批 号 ： 081821220114)； SLC40A1/
FPN1抗体 (批号：00128442)、Beta Actin抗体 (批
号：10025487)均购自 Proteintech Group公司；谷

胱甘肽过氧化物酶 4(Glutathione  Peroxidase  4，
GPX4)抗体 (批号：1000287-22)、胱氨酸-谷氨酸-
逆转运蛋白 (Cystine-glumate  antiporter， xCT)抗
体 (批号：GR3337924-14)均购自 Abcam公司；甲

醇、乙腈均为色谱纯 (Merck)，其他试剂均为分析

纯，水为新制多效纯化水。

A549细胞购自中国科学院细胞库。 

2　方法 

2.1　细胞培养

A549细胞用含 10%胎牛血清的 RPMI 1640
完全培养基培养于 37 ℃ 的 CO2 培养箱中。 

2.2　药物配制

柠檬烯与榄香烯用 10倍体积的完全培养基超

声后配成 100 mg·mL−1 母液。顺铂注射液 (30 mg，
6  mL)用完全培养基直接稀释成 1  mg·mL−1 母

液。使用时，用完全培养基梯度稀释成相应工作

浓度。 

2.3　CCK-8检测

将 A549细胞接种于 96孔板中，每孔 100 μL，
含 5×103 个细胞，置于二氧化碳培养箱中常规培

养。24 h后弃去原培养基，加入含不同浓度柠檬

烯及阳性药的培养基后继续培养 24 h，最后加入

CCK-8试剂孵育 30 min，于酶标仪上测定 450 nm
处吸光度 (A)值。抑制率计算公式：

抑制率(%) =
[1− (A给药孔−A空白孔)/(A对照孔−A空白孔)]×100%。

 

2.4　A549细胞形态学观察

将 A549细胞按每孔 3×104 个·mL−1 细胞浓度
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接种于 12孔板中，待细胞贴壁后，弃去原培养

基，加入不同浓度 (0，35，70 μg·mL−1)柠檬烯孵

育 24 h，于光学显微镜下放大 100倍和 400倍观

察细胞形态变化。 

2.5　Calcein-AM/PI活细胞/死细胞双染检测

细胞培养及给药同“2.4”项下。达到给药

时 间 后 经 0.25%胰 酶 消 化 离 心 (1 000  r·min−1，
5 min)收集细胞，加入 1 mL 1×Assay Buffer洗涤

细胞 2~3次。取 2 μL Calcein-AM和 10 μL PI加
入 2  mL  1×Assay  Buffer制备染色工作液。取

100  μL染色工作液重悬细胞，37 ℃ 避光孵育

30 min。取 10 μL细胞悬液滴在干净的载玻片上，

用盖玻片压片后，用荧光显微镜进行荧光镜检。

分别于 490 nm与 545 nm处检测活细胞 (绿色荧

光)与死细胞 (红色荧光)。 

2.6　细胞克隆形成实验

按每孔 500个细胞浓度，接种 A549细胞于

12孔板中，期间 37 ℃ 二氧化碳培养箱正常培

养。待细胞初步呈现团聚后，将细胞分别与含药

培养基 (0，8，16 μg·mL−1 柠檬烯，1 μg·mL−1 顺

铂 )共培养。实时观察细胞集落形成，期间每

48 h更换含药培养基，待各给药组与对照组比较

出现明显差异后，加 4%多聚甲醛固定 5  min，
0.02%结晶紫染色 5 min后光镜下拍照。 

2.7　细胞凋亡检测

将 A549细胞按每孔 1×105 个接种于 6孔板

中，待细胞贴壁后加入柠檬烯 (0，35，70 μg·mL−1)
与榄香烯 (40 μg·mL−1)处理 24 h，消化后，离心收

集细胞。并用 200 μL的 1×Bingding Buffer重悬细

胞于 1.5 mL离心管中，依次加入 5 μL FITC-Annexin
V和 5  μL  PI， 室 温 避 光 孵 育 15  min后 ， 用

1×Bingding Buffer调节体系至 500 μL，混匀后于

流式细胞仪上进行细胞凋亡检测。 

2.8　细胞周期检测

细胞分组及给药同“2.7”项下。将收集的细

胞用 PBS清洗 2次，离心弃上清。根据说明书

要求加入 1  mL  DNA  Staining  solution与 10  μL
Permeabilization solution，涡旋振荡 5~10 s。室温

避光孵育 30 min后于流式细胞仪上进行细胞周期

检测。 

2.9　细胞内铁含量检测

将 A549细胞与柠檬烯 (0，35，70 μg·mL−1)
共孵育 24 h。将细胞收集后计数。各组取用相同

数量的细胞，按照细胞数量 (104) ∶提取液体积

(mL)=1 000∶1的比例加入提取液，冰浴超声破碎

细胞，4 ℃，12 000 r·min−1 离心 20 min，收集上

清，并在 96孔板中按照说明书加样，25 ℃ 静置

显色 10 min，于 490 nm处测定吸光度 (A)值。细

胞内铁含量计算公式：

细胞铁含量[ng · (104 cell)−1] =
(C标准液×∆A测定÷∆A标准)×V提取×103×55.845÷N细胞数目

其中：ΔA测定=A测定－A空白；ΔA标准=A标准－A空白；

C标准液：0.5 μmol·mL−1 Fe3+标准液；V提取为加入提

取液体积；N细胞数目为细胞数目。 

2.10　线粒体红色荧光探针

在 6孔板中放入细胞爬片，将 A549细胞按每

孔 1×105 个的浓度接种于 6孔板中。待细胞贴壁

后，给予不同浓度柠檬烯 (0，35，70 μg·mL−1)处
理 24 h。100 nmol·L−1 的Mito-Tracker Red CMXRos
工作液，37 ℃ 孵育 15 min。最后经 4%多聚甲醛

固定及 DAPI染色后，取出细胞爬片，使用抗荧光

淬灭封片液封片，于激光共聚焦显微镜下观察细

胞线粒体形态。 

2.11　代谢组学分析 

2.11.1　代谢物提取　与不同浓度柠檬烯 (0，35，
70 μg·mL−1)共孵育 24 h后的 A549细胞用预冷的

PBS清洗 2~3次。向培养皿中加入 1 mL预冷的

80%甲醇，用细胞刮刀将细胞刮下，收集于 1.5 mL
离心管中，再取 200 μL的 80%甲醇润洗培养皿，

合并洗液，涡旋、离心，分别收集上清液及沉

淀。上清真空干燥，用于后续代谢物测定。沉淀

则用 BCA试剂进行蛋白浓度测定，该浓度用于后

续数据归一化。 

2.11.2　代谢物检测　将各组干燥后的代谢物样品

用 50%乙腈复溶，超声 5  min后离心 (4 ℃，

12 000 r·min−1 10 min)，取上清置于带内衬管的液

相进样小瓶中。从各组样品取等量混合制备质控

样 品 (QC)用 于 后 续 数 据 归 一 化 。 样 品 通 过

UHPLC-LTQ Orbitrap Elite MS检测代谢物。色谱

柱 ： Waters  ACQUITY  UPLC  HSS  T3(100  mm×
2.1  mm，1.8  µm)；流速：0.2  mL·min−1；柱温：

35 ℃；进样量：2 μL。色谱洗脱条件：乙腈 (A)-
0.1%甲 酸 水 溶 液 (B)， 梯 度 洗 脱 (0~5  min，
98%→95%B；5~10 min，95%→50%B；10~25 min，
50%→5%B； 25~35  min， 5%B； 35~35.1  min，
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5%→98%B；35.1~45 min，98%B)。质谱条件：电

喷雾离子源，正离子模式，离子源温度 350 ℃，

离子扫描范围 m/z 60~1 000，轰击电压 35 V。 

2.11.3　 代 谢 物 鉴 定 及 分 析 　 所 得 结 果 通 过

Compound Discoverer(Thermo)软件检索 mzCloud、
mzVault、ChemSpider及 Mass Lists等数据库，对

检测所得代谢物进行结构解析与鉴定。后续多元

统计分析采用 SIMCA-P 14.1软件处理，通过建立

PCA、PLS-DA及 OPLS-DA等分析模型，寻找柠

檬烯给药后 A549细胞的差异代谢物。其中 R2 代

表模型的稳定性，Q2 代表模型的预测能力，当

R2>0.5与 Q2Y>0.5时，表示模型可以接受。在其后

的两两比较中，通过 Shaoiro-Wilk检验和 t 检验

(Student’st-test)，所得 P<0.05则表示代谢物差异具

有统计学意义，最后结合多元统计分析得到的各

代谢物 VIP值对差异代谢进行筛选。 

2.12　Western blotting检测

收集不同浓度柠檬烯 (0，35，70 μg·mL−1)处
理 24 h后的 A549细胞。采用 RIPA强裂解液提取

蛋白，并用 BCA定量。将样品依次通过 SDS-
PAGE电泳、转膜、封闭后，孵育一抗及二抗，显

影成像后，用 Image J软件计算目的蛋白相应表

达量。 

2.13　统计学分析

所得数据用 SPSS 25.0软件进行统计分析，首

先进行 Shaoiro-Wilk检验正态性。多组间比较

用 单 因 素 方 差 分 析 (ANOVA)， 并 用 LSD和

Tamuhein进行事后多组比较，P<0.05表示差异具

有统计学意义。同时 IC50 也采用 SPSS 25.0软件进

行计算得到。 

3　结果与讨论 

3.1　增殖抑制测定

为了评价柠檬烯对肺癌的抑制作用，通过

CCK-8法测定了其对 A549细胞的生长抑制曲线。

柠檬烯可以显著抑制 A549的增殖，其 IC50 为

70  μg·mL−1。阳性药榄香烯 IC50 为 40  μg·mL−1，

顺铂 IC50 为 7 μg·mL−1，结果见图 1。
根据以上结果，进一步选取 35，70 μg·mL−1

柠檬烯给药，在光学显微镜下观察发现，与对照

组相比， 35  μg·mL−1 柠檬烯能明显抑制肺癌

A549细胞数量。同时，在 70 μg·mL−1 浓度下，

A549细胞形态发生显著变化，呈现细胞萎缩、坏

死和脱落等现象，结果表明柠檬烯具有较好的抗

肺癌作用，结果见图 2。 

3.2　Calcein-AM/PI活细胞/死细胞双染

为了更清晰地表现柠檬烯杀伤肺癌细胞的作
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图 1    药物对肺癌 A549细胞的生长抑制曲线

Fig. 1    Growth inhibition curve of lung cancer A549 cells treated with drug
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用，采用 Calcein-AM/PI探针对给药后的 A549细

胞进行染色。结果在荧光显微镜下发现，柠檬烯

给药后，A549细胞死亡明显增多，在 70 μg·mL−1

浓度下，红色标记的死亡细胞成片出现，该实验

进一步验证了柠檬烯对肺癌细胞的抑制作用，结

果见图 3。
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PI

Merge

对照组
柠檬烯

35 μg·mL−1
柠檬烯

70 μg·mL−1

100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm

100 μm

图 3    柠檬烯对肺癌 A549细胞的荧光显微镜观察 (10×)
Fig.  3     Fluorescence  microscopy  of  lung  cancer  A549  cells
treated with limonene(10×)
  

3.3　集落形成试验

集落形成试验用于考察柠檬烯对肺癌细胞的

最低有效抑制浓度。通过前期实验结果及浓度探

索，选取低浓度的柠檬烯 (8，16 μg·mL−1)及顺铂

(1 μg·mL−1)开展研究。在连续培养细胞 14 d后，

发现柠檬烯在 8  μg·mL−1 剂量下亦能显著抑制

A549细胞集落的形成，在 16 μg·mL−1 浓度下，抑

制效果与 1 μg·mL−1 顺铂组相当，结果见图 4。 

3.4　周期与凋亡测定

周期与凋亡测定是评价药物处理后细胞的生

存和死亡情况的重要参考指标。可以用于评价柠

檬烯对肺癌细胞的干预效果。考虑到柠檬烯来源

于天然植物，本研究采用同样来源于天然植物并

已成功上市多年的抗肿瘤植物成分药榄香烯乳注

射液的原料药榄香烯作为阳性对照。榄香烯是从

浙江道地药材温莪术中提取制备的倍半萜烯类活

性部位，主要包括 β-、γ-和 δ-榄香烯 3种同分异

构体，具有抗肺癌、食管癌、肝癌、鼻咽癌等多

种癌症的作用。在此，选取榄香烯的 IC50 值

(40 µg·mL−1)作为给药剂量。通过流式细胞术技术

检测发现，对照组的晚期凋亡细胞为 2.34%，早期

凋亡细胞为 3.28%。柠檬烯低剂量组的晚凋细胞

与早凋细胞分别为 17.72%与 16.24%，高剂量组

的晚凋与早凋细胞分别为 25.07%与 29.48%。榄

香烯组的晚凋细胞与早凋细胞则为 9.99%与

24.10%，结果见图 5。因此，与榄香烯阳性对照

相比，柠檬烯表现出更好的诱导肺癌细胞凋亡的

作用。

同时，细胞周期测定显示，与对照组相比，

低、高剂量的柠檬烯组均明显阻滞细胞在 G0-
G1 期，结果见图 6。 

3.5　细胞铁含量检测

铁死亡是铁依赖性的细胞死亡方式，因此，
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图 2    柠檬烯对肺癌A549细胞的光学显微镜观察 (10×， 40×)
Fig.  2     Optical  microscope  observation  of  limonene  on  lung
cancer A549 cells(10×, 40×)
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图 4    柠檬烯对肺癌 A549细胞集落形成的影响 (4×)
与对照组比较，1)P<0.001。
Fig. 4    Effect of limonene on colony formation of lung cancer
A549 cells(4×)
Compared with the control group, 1)P<0.001.
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细胞内的游离铁离子 (Fe2+)是评价肿瘤细胞的铁死

亡的重要评价指标，本研究通过盐酸羟胺将样本

中的 Fe3+还原成 Fe2+，利用 Fe2+在弱酸条件下与邻

菲罗啉形成橙红色配合物，检测并计算肺癌细

胞中铁的含量。检测发现，与对照组相比，在

35 μg·mL−1 与 70 μg·mL−1 浓度下，柠檬烯可以显

著增加 A549细胞中游离铁离子含量，结果见

图 7。该结果表明柠檬烯可能通过诱导 A549细胞

铁死亡，产生抗肺癌作用。 

3.6　线粒体形态观测

铁死亡的一个特征是脂质过氧化，这是由于

脂质受到氧化损伤而导致细胞膜的破裂。线粒体

的内外膜富含脂质，而脂质过氧化可能会影响线

粒体膜的完整性。损坏的线粒体膜可能导致线粒

体功能的障碍，影响能量产生和其他线粒体功

能。因此，通过选用红色荧光探针 Mito-Tracker
Red CMXRos对活细胞线粒体进行染色。结果显

示不同浓度柠檬烯给药后，A549细胞的线粒体荧

光显著减弱，表现出线粒体功能受损的状态，结

果见图 8。 

3.7　代谢组学分析

为探究柠檬烯抗肺癌的作用机制，采用基于

高分辨质谱的非靶向代谢组学方法对不同浓度柠

檬烯给药后的差异代谢物进行分析，为发现柠檬

烯干预肺癌作用机制提供线索。 

3.7.1　稳定性评价　通过质控样品 (QC)对仪器的

稳定性进行评价，根据提取不同时段的 6种离子

的保留时间与峰面积，计算其 RSD值，发现 6种

离子保留时间的 RSD为 0.028%~2.81%，峰面积的

RSD为 7.57%~10.31%，均<15%，表明仪器稳定。 

3.7.2　差异代谢物及通路分析　将各组样本代谢

组学数据用 QC样品及蛋白浓度进行归一化后通

过 Simca 14.1软件进行多元统计分析。由图 9A可

知，在 PCA分析模式下，对照组、柠檬烯 (35，
70 μg·mL−1)组样本均能在一定程度上进行区分，

但相应内部检验参数显示 R2X 为 0.724，Q2 为

0.358<0.5。为了使拟合效果更好，3组数据在有监

督的 PLS-DA模式下再次进行了分析 (图 9B)，结

果细胞代谢物分离效果均有较大提高，内部检验

参数显示 R2X 为 0.678, R2Y 为 0.893，Q2 为 0.719，
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图 5    柠檬烯对肺癌 A549细胞凋亡的影响
A−对照组；B−柠檬烯组 (35 µg·mL−1)；C−柠檬烯组 (70 µg·mL−1)；D−榄香烯组 (40 µg·mL−1)；E−凋亡率统计图。与对照组比较， 1)P<0.05，
2)P<0.001。
Fig. 5    Effect of limonene on apoptosis of lung cancer A549 cells
A−control  group;  B−limonene  group(35  µg·mL−1);  C−limonene  group(70  µg·mL−1);  D−elemene  group(40  µg·mL−1);  E−apoptosis  rate  statistical  chart.
Compared with the control group, 1)P<0.05, 2)P<0.001.
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以上检验数值均>0.5，说明模型良好。200次的置

换检验结果见图 9D，左侧 Q2 各点均不高于右侧
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图 6    柠檬烯对肺癌 A549细胞周期的影响
A−对照组；B−柠檬烯组 (35 µg·mL−1)；C−柠檬烯组 (70 µg·mL−1)；D−榄香烯组 (40 µg·mL−1)；E−周期百分比。与对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01，
3)P<0.001。
Fig. 6    Effect of limonene on cell cycle of lung cancer A549 cells
A−control group; B−limonene group(35 µg·mL−1); C−limonene group(70 µg·mL−1); D−elemen group(40 µg·mL−1); E−cycle percentage. Compared with the
control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01, 3)P<0.001.
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图 7    柠檬烯对肺癌 A549细胞内铁含量的影响
与对照组比较，1)P<0.001。
Fig. 7    Effect of limonene on intracellular iron content in lung
cancer A549 cells
Compared with the control group, 1)P<0.001.
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原始值，且 Q2 回归线的纵截距<0，因此，PLS-
DA模型能够较好地分析本组数据。同时根据

PLS-DA散点图可知，对照组与高低剂量柠檬烯组

存在显著差异，各组之间聚类明显。在此基础

上，进行了层次聚类分析 (HCA)，由图 9E可知，

对照组首先与低剂量柠檬烯给药组聚类，再与高

剂量柠檬烯组聚类，A549细胞的代谢物的变化程

度与柠檬烯给药剂量存在剂量依赖性。

根据以上聚类分析结果，为了筛选出具有代

表性的内源差异代谢产物，使代谢物分离最大

化，选择了差异最大的 70 μg·mL−1 柠檬烯组与对

照组进行正交偏最小二乘法分析 (OPLS-DA)，结

果见图 9C，内部检测参数为 R2X=0.822，R2Y=
0.998, Q2=0.933。R2Y 与 Q2 均>0.5，且 R2Y、Q2 差

值<0.3，因此该分析模式具有较好的拟合与解释

样本的能力。在该模式下，根据 VIP值 (>1)、t 检
验 (P<0.05)及 2组样本代谢物差异倍数 (Fold

change>1.5或 Fold  change<0.66)，筛选差异代谢

物。最终得到在正离子模式下的 13种差异代谢

物，见表 1。
将以上筛选得到的差异代谢物导入在线分析

软件 Metabo Analyst进行通路分析，见图 9F，其

中 Pathway impact>0.1的代谢通路共发现 9条，包

括①D-谷氨酰胺和 D-谷氨酸代谢；②精氨酸生物

合成；③谷胱甘肽 (glutathione，GSH)代谢；④丙

氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢；⑤烟酸和烟酰胺

代谢；⑥精氨酸和脯氨酸代谢；⑦半胱氨酸和蛋

氨酸代谢；⑧嘌呤代谢；⑨脂肪酸生物合成。

分析发现，D-谷氨酰胺、D-谷氨酸可以作为

GSH生物合成的前体。精氨酸生物合成可为

GSH生物合成提供关键中间产物半胱氨酸。丙氨

酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢则参与了半胱氨酸的

合成以及 GSH前体形成，直接参与了 GSH的生

物合成途径。而半胱氨酸是 GSH的中间产物，蛋
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图 9    柠檬烯对肺癌 A549细胞内代谢物的多元统计分析
A−PCA分析；B−PLS-DA分析；C−OPLS-DA分析的交叉检验；D−PLS-DA分析的置换检验；E−HCA树状图；F−差异代谢通路分析。
Fig. 9    Metabolite analysis of intracellular metabolites in lung cancer A549 cells by limonene
A−PCA analysis;  B−PLS-DA analysis;  C−cross  test  for  OPLS-DA analysis;  D−permutation  test  for  PLS-DA analysis;  E−HCA dendrogram;  F−differential
metabolic pathway analysis.
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氨酸则是半胱氨酸的前体。因此，综合分析发现

以上 9条通路中多数与 GSH相关。结合表 1中差

异代谢物变化趋势发现，除 GSH外，其余 12种

代谢物与对照组相比均呈现上调趋势。这一结果

表明柠檬烯给药后，干扰 GSH合成与转化。随着

细胞内 GSH含量的减少，细胞面对铁死亡的风险

也随之增加。为验证这一推论，进一步采用

Western blotting对相关通路中的蛋白进行验证。 

3.8　Western blotting测定

GSH作为一种重要的内源性抗氧化分子，其

有助于维护细胞内的氧化还原平衡。而铁死亡与

氧化应激关系密切，其中氧自由基的产生和铁的

积累在细胞损伤中起关键作用[16]。GSH可以与氧

自由基反应，减少氧化应激，从而有望降低铁死

亡的风险。同时，GSH还可以直接与铁离子结

合，对细胞内铁的分配和代谢产生影响[17]。而细

胞内铁的过度积累是细胞出现铁死亡的重要标志

之一，因此通过研究 GSH的合成与转化是研究细

胞内铁的平衡的重要切入点。

为此，挑选在 GSH合成及转化中起关键作

用 的 酶 SLC7A11与 GPX4进 行 验 证 [16]。 其 中

SLC7A11，又被称为 xCT，是一种膜蛋白，属于

L-型氨基酸转运蛋白家族。它在细胞膜上定位，

并在多种细胞类型中广泛表达，包括肿瘤细胞、

神经元、肾脏细胞等[18]。xCT主要调节半胱氨酸

在细胞内的进出，以此影响 GSH的合成，进而干

预细胞内氧化还原平衡。GPX4则是一类抗氧化

酶，其通过调节 GSH与 GSSG之间的转化，维持

细胞的氧化还原平衡，为细胞抗氧化提供了一种

保护，减轻氧化应激对细胞的损害。柠檬烯给药

后，与对照组相比 xCT与 GPX4蛋白的表达均呈

显著下调趋势，结果见图 10。由此可见，柠檬烯

给药后降低了肺癌细胞抵抗铁死亡的能力。

尽管维持细胞内氧化还原平衡对于抵抗铁死

亡具有重要意义，但铁死亡通常涉及多种因素，

包括细胞内铁的积累、线粒体功能、DNA损伤

等。虽然 xCT与 GPX4通过维持细胞内 GSH含

量，有助于减轻氧化应激，但不能直接解决铁死

亡的核心问题，即细胞内铁的异常积累。为此，

进一步选取了 SLC40A1蛋白进行研究。该蛋白是

细胞膜上的一种铁转运蛋白，主要负责将铁从细

胞内释放到循环中，以维持内铁平衡[19]。本研究

通过 Western  blotting测定发现，柠檬烯给药后

SLC40A1蛋白呈下调趋势，表明柠檬烯通过抑制

SLC40A1蛋白表达，使得细胞内铁含量集聚，以

此增加细胞铁死亡的风险，结果见图 10。 

4　结论

综上所述，本实验研究了柠檬烯对肺癌

A549细胞的抑制作用，并通过代谢组学等方法，

发现了柠檬烯抑制 A549细胞与诱导细胞铁死亡有

 

表 1    柠檬烯给药后 A549细胞的差异物代谢物汇总

Tab. 1    Summary of differential metabolites in A549 cells after limonene administration
编号 名称 保留时间/min 分子量 变化趋势 Fold change P VIP 相关通路

1 Spermidine 1.152 145.156 5 ↑ 0.594 788 2.71×10−3 1.340 38 谷胱甘肽代谢；精氨酸和脯氨酸代

　谢；β-丙氨酸代谢
2 L-Glutamic acid 1.319 147.051 8 ↑ 0.233 371 9.40×10−5 1.834 26 谷胱甘肽代谢；精氨酸生物合成；D-

　谷氨酰胺和 D-谷氨酸代谢；精氨酸

　和脯氨酸代谢；丙氨酸、天冬氨酸

　和谷氨酸代谢；氨酰-tRNA生物合成；

　氮代谢；组氨酸代谢；丁酸代谢
3 L-Citrulline 1.320 175.093 9 ↑ 0.185 521 9.88×10−6 1.058 12 精氨酸生物合成

4 GSH 1.844 307.081 2 ↓ 1.539 417 1.21×10−2 2.387 82 谷胱甘肽代谢

5 AMP 2.090 347.059 8 ↑ 0.184 608 1.00×10−3 1.708 93 嘌呤代谢

6 L-Methionine 2.211 149.049 6 ↑ 0.15 3.51×10−4 1.452 75 半胱氨酸和蛋氨酸代谢；氨酰-tRNA

　生物合成
7 Nicotinamide 2.217 122.046 8 ↑ 0.312 816 7.42×10−3 1.037 87 烟酸和烟酰胺代谢

8 GSSG 3.311 612.146 2 ↑ 0.504 854 1.67×10−2 1.225 89 谷胱甘肽代谢

9 Adenine 9.524 135.053 2 ↑ 0.294 638 1.84×10−4 1.030 79 嘌呤代谢

10 Palmitic Acid 14.042 273.264 5 ↑ 0.608 660 3.93×10−3 3.683 03 —

11 Linoleamide 23.466 279.253 5 ↑ 0.120 850 2.20×10−3 2.856 60 —

12 Hexadecanoic acid 24.875 255.253 6 ↑ 0.216 351 9.26×10−3 2.719 97 不饱和脂肪酸的生物合成；脂肪酸生

　物合成
13 1-Palmitoylglycerol 25.698 330.273 5 ↑ 0.213 878 2.31×10−3 1.086 54 —
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关。根据 Western blotting验证结果，初步发现柠

檬烯通过抑制 SLC40A1蛋白表达，直接升高肺癌

细胞中铁离子含量。同时通过干预 GSH的合成与

转化，打破细胞本身氧化应激平衡，进一步诱导

细胞铁死亡 (图 11)。以上研究初步揭示了柠檬烯

抑制肺癌细胞的作用机制，为柠檬烯的开发及利

用提供了研究基础。
 
 

柠檬烯
Fe2+

Fe2+

SLC40A1SLC7A11

Systine

Cysteine

NADPH

NADP

GSH

GSSG

Lipod-OOH

GPX4

Lipid-OH

Destruction of the

antioxidant system

(glutathione system)

Accumlation of

ferrous iron

Ferroptosis

图 11    柠檬烯抗肺癌作用机制示例图

Fig.  11     Limonene  anti-lung  cancer  mechanism  example
diagram
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Fig.  10     Effect  of  limonene  on  the  expression  of  related
proteins in A549 cells
Compared with the control group, 1)P<0.01, 2)P<0.001.
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