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新型化合物 F-2 对人肺癌 NCI-H520 细胞增殖、迁移及凋亡的影响 
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摘要：目的  探讨新型化合物 F-2 对人非小细胞肺癌 NCI-H520 细胞增殖、迁移及凋亡的影响。方法  CCK-8 试验检测

肺癌细胞增殖情况；采用划痕试验检测化合物对 NCI-H520 细胞迁移的情况；倒置显微镜观察化合物刺激对细胞形态的

影响；流式细胞术检测化合物对细胞凋亡的影响；Western blotting 检测化合物对细胞迁移及凋亡相关蛋白表达的影响。

结果  化合物对 NCI-H520 细胞增殖有明显的抑制作用，且与浓度和时间呈依赖性关系。划痕试验结果表明化合物能够

明显抑制肿瘤细胞迁移，并且 Western blotting 试验结果表明化合物处理 NCI-H520 细胞后可上调 E-cadherin 的表达，下

调 N-cadherin 蛋白的表达。Annexin-V/PI 双染法结果显示，化合物可诱导 NCI-H520 细胞发生凋亡，且随着药物浓度增

加凋亡率上升，并且增加了 BAX/Bcl-2 蛋白表达比率。结论  化合物能够明显抑制肺癌细胞的增殖、迁移及诱导细胞凋

亡，可能是通过阻断肿瘤细胞上皮间充质转化过程，调节细胞凋亡过程中相关基因表达从而发挥抗肿瘤作用。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the effects of novel compound F-2 on proliferation, migration and apoptosis of human 
non-small cell lung cancer NCI-H520 cells. METHODS  The proliferation of lung cancer cells was detected by CCK-8 test. 
The migration of NCI-H520 cells was detected by wound scratch test. The effect of compound stimulation on cell morphology 
was observed by inverted microscope. The effect of compounds on apoptosis was detected by flow cytometry. The effects of 
compounds on cell migration and apoptosis-related protein expression were detected by Western blotting. RESULTS  The 
compounds significantly inhibited the proliferation of NCI-H520 cells and was dependent on concentration and time. The Wound 
scratch test showed that the compound could significantly inhibit the migration of tumor cells. Western blotting results showed that 
the compound could up-regulate the expression of E-cadherin and down-regulate the expression of N-cadherin in NCI-H520 cells. 
Annexin-V/PI double staining showed that the compound could induce apoptosis of NCI-H520 cells, and the apoptotic rate increased 
with the increase of drug concentration, and the expression ratio of BAX/Bcl-2 protein increased. CONCLUSION  Compounds 
can significantly inhibit the proliferation, migration and induce apoptosis of lung cancer cells, which may be through blocking the 
epithelial-mesenchymal transition process of tumor cells and regulating the expression of related genes during apoptosis.  
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肺癌是全球癌症死亡的主要原因，每年发病

数约 130 万例[1]。非小细胞肺癌(non-small cell lung 
cancer，NSCLC)占所有肺癌病例的 80%~85%，>60%
的患者在诊断时出现局部晚期或病灶转移，存活

率低，预后效果较差[2]。肿瘤细胞的异常增殖和

转移是恶性肿瘤致死最主要的原因[3]。因此，发

现一种低毒高效的新的化疗药物对于抑制肿瘤

细胞增殖和转移是一项迫在眉睫的任务，对提高

肺癌患者生存、改善预后有重要意义。 
目前，治疗肺癌的主要方法包括手术、化疗

和放疗，其中化疗是最主要的选择[4]。目前在临

床上已进行包括 NSCLC 在内的多种癌症的协同

治疗试验，通过系统性化疗方案来增强一些化

疗药物的治疗效果。尽管抗肿瘤治疗的主要目
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的是杀死肿瘤细胞且不损害正常细胞，但是癌

症治疗的功效有限，常常对恶性和正常细胞均起

作用，对患者产生不良影响。因此，具有抗肿瘤活

性且不良反应较小的有效治疗方法亟需开发[5-6]。

从药物发展的历史来看，因天然产物或其衍生物

在肿瘤细胞中比在正常细胞中诱导更多凋亡的

特征而可能成为一种有前途的癌症治疗方法。据

报道，在癌症领域，从 1940 年到 2014 年底批准

的 175 个小分子中有 131 个(75%)不是“S”(合
成)分子，其中有 85 个(49%)实际上是天然产物

或天然产物衍生物，因此，天然产物或天然产物

衍生物在药物发现和开发过程中继续发挥着非

常重要的作用[7]。 
药材翻白草(Potentilla discolor Bge.)最早记载

于明朝永乐年间的《救荒本草》，是我国传统中

医学中一味常见中药，通常以带根全草入药，主

治咳血、痢疾等症状。现代医学研究证实，翻白

草具有抗菌、止泻、抗肿瘤及降血糖等疗效。课

题组前期从翻白草中分离获得了 3 个新的羽扇豆

烷型三萜化合物，与一般三萜类化合物不同的是，

3 个新发现化合物的羧基均位于 C-14 位，该类型

化合物在自然界中发现较少[8]。与另外 2 个新化合

物 3 位连接羟基不同的是，化合物 F-2 为 3 位连乙

酰基类化合物：3α-乙酰基-19α-氢-29-醛基-27-羽扇

豆酸，该化合物已被证实其抗肿瘤活性比同类

C-17 连羧基化合物活性更强[9-10]。因此，本研究的

主要目的是研究化合物 F-2 抑制肺癌细胞迁移，增

殖和促进凋亡的能力。此外，课题组还研究了化

合物对调节 NSCLC 迁移和凋亡过程中对特定蛋

白质的表达和活化的影响。 
1  仪器与试剂 

3111 型二氧化碳培养箱、Multiskan FC 酶标

仪均来自赛默飞世尔科技有限公司；CytoFLEX 流

式细胞仪 (贝克曼库尔特生物科技有限公司 )；

ChemiDocXRS+化学发光成像系统(伯乐生命医学

产品有限公司)。 
实验细胞株：人 NSCLC 细胞株 NCI-H520 及

正常支气管上皮细胞 (human bronchial epithelial 
cells，HBE)购自中国科学院上海细胞库；植物材

料：由山东师范大学实验室张晶博士从翻白草中

分离出的 F-2 化合物，此化合物采用乙醇提取法进

行提取，硅胶柱层析法进行分离。使用 HPLC 测

定 F-2 的纯度，纯度为 96.35%[8]，化合物结构见

图 1 A；细胞培养液 RPMI1640(批号：8119275)、
胰蛋白酶(批号：01367E)、PBS 缓冲液(批号：

8117204)及胎牛血清(批号：1739463)均购自美国

Gibco 公司；DMSO 溶剂(美国 Sigma 公司，批号：

RNBG7127)；Annexin V-FITC 试剂盒(上海碧云天

生物技术有限公司，批号：C1062M-1)、CCK-8
试剂(南京诺唯赞公司，批号：7E303G9)；BAX(批
号：2870)、Bcl-2(批号：2772)、E-cadherin (批号：

3195)、N-cadherin(批号：4)、Cleaved-PARP (批号：

16)及 GAPDH(批号：5174)抗体均购自 CST 公司；

HRP 标记的二抗(批号：兔 20000135，鼠 2000175)
购自武汉三鹰生物技术有限公司。 
2  方法 
2.1  细胞培养 

将 NCI-H520 细胞和 HBE 细胞均培养在含有

10%胎牛血清(fetal bovine serum，FBS)及 1%青霉

素-链霉素(双抗)的 RPMI-1640 培养基中，并置于

37 ℃、5% CO2 培养箱中进行孵育，待细胞单层融

合度达到 90%左右时进行传代处理，取对数生长

期的细胞接种到相应孔板中，进行后续实验。 
2.2  CCK-8 试验检测细胞增殖 

取处于对数生长期的 NCI-H520 细胞进行胰

酶消化，完全培养基吹打均匀，细胞悬液接种至

96 孔板中，调整至每孔 5 000 个细胞，同时设置

对照组，每组设 3 个复孔，37 ℃培养箱孵育过夜。

弃掉旧培养基，加入含有不同浓度的(0，6.25，12.5，

25，50 μmol·L1)化合物培养液分别培养 24，48，

72 h。终止培养后，每孔加入含有 10 μL CCK-8
试剂的 100 μL 新鲜培养基继续培养 2 h。用酶标

仪测定 450 nm 处的吸光值，并计算其抑制率及存

活率。 
2.3  倒置显微镜观察细胞形态 

将对数生长期的细胞接种至 12 孔板中，培养

箱中孵育过夜，随后弃掉原有培养基，加入含有

不 同 浓 度 的 (0 ， 5 ， 10 ， 15 μmol·L1) 化 合 物

RPMI1640 培养液进行培养 48 h，使用倒置显微镜

观察 NCI-H520 细胞形态的变化。 
2.4  划痕试验   

将对数生长期的细胞接种至 6 孔板中，培养箱

孵育过夜，待细胞达到单层融合度时，用 200 μL
枪头进行划痕。随后弃掉原有培养基，PBS 洗涤 2
次，加入含有不同浓度的(0，3，5，10 μmol·L1)化
合物，RPMI1640 培养液进行培养，在一定时间
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点置于倒置显微镜下进行拍照，记录划痕愈合的

情况。 
2.5  Annexin V-FITC/PI 双染细胞凋亡试验   

用 Annexin V-FITC/PI 双染色试剂盒测定细胞

凋亡。将对数生长期的细胞以 2×105 个细胞/孔的

密度接种在 6 孔板中并培养 12 h。然后，用含有

不同浓度的化合物处理细胞 48 h。将细胞消化，

离心收集细胞，取 5×104 细胞并重悬于 195 μL 
Annexin V-FITC 结合缓冲液中，将 5 μL Annexin V- 
FITC 和 10 μL PI 试剂依次加入细胞中，并在室温下

避光孵育 20 min。通过流式细胞术检测染色的细胞。 
2.6  Western blotting 试验  

对于蛋白质印迹测定，在用不同浓度化合物

刺激处理 48 h 后收集细胞，并在含有蛋白酶抑制

剂的 RIPA 缓冲液中裂解。采用 BCA 试剂盒检测

蛋白浓度。定量后按照每孔约 40~60 μg 蛋白上样

量，通过 10%~12% SDS-PAGE 胶进行电泳分离蛋

白质，随后转移至 PVDF 膜。5%脱脂牛奶在室温

下封闭 1 h。然后，将膜与目标抗体结合在 4 ℃孵

育过夜，用 TBST 洗膜 3 次，然后在室温下与 HRP
偶联的二抗孵育 2 h，用 TBST 洗膜 3 次。将 ECL
化学发光液滴加到膜上，在 Bio-Rad 化学发光成像

系统中检测目的蛋白条带，并使用 Image J 软件进

行蛋白质灰度定量分析。 
2.7  数据统计分析   

所有实验均平行重复 3 次。使用 Student’s t
检验进行数据组之间的差异分析。数据表示为

sx  。P<0.05 认为差异具有统计学意义，P<0.01
和 P<0.001 认为在统计学上具有非常显著差异。采

用 GraphPad Prism 7.0 软件计算 IC50 值并作图。 
3  结果 
3.1  化合物对 NCI-H520 细胞增殖能力的影响 

CCK-8 结果显示，与未用药物处理的对照组相

比，化合物在 0~50 μmol·L1 内，能够明显降低 NCI- 
H520 细胞活力。且随着药物浓度的增加，细胞的

存活率逐渐降低，并且在同一浓度下，随着作用时

间的延长，细胞活力显著下降。经计算，化合物作

用于 NCI-H520 细胞 24，48，72 h 的 IC50 值分别

为(26.42±0.81)，(15.72±1.1)，(11.54±0.97)μmol·L1，

结果见图 1B。然而，化合物对正常的细胞毒性较

弱，作用 HBE 细胞 48 h 后 IC50 值为 (52.80± 
1.23)μmol·L1，结果见图 1C。 

 

 
 

图 1  化合物对 NCI-H520 细胞活力的影响 
A化合物的结构式；BCCK-8 检测 NCI-H520 细胞活力；CCCK-8
试验检测正常支气管上皮细胞 HBE 活力；与对照组比较，1)P<0.05，
2)P<0.01，3)P<0.001。 
Fig. 1  Effect of compounds on the viability of NCI-H520 cells 
Amolecular structure of compound; BCCK-8 assay detected the 
activity of NCI-H520 cell; CCCK-8 assay detected the activity of HBE 
in normal bronchial epithelial cells; compared with the control group, 
1)P<0.05, 2)P<0.01, 3)P<0.001. 
 

3.2  化合物对 NCI-H520 细胞形态的影响 
使用 5~15 μmol·L1 不同浓度的化合物处理细

胞 48 h 后，在倒置显微镜下观察细胞形态。未用

药物处理的对照组，细胞生长状态良好，细胞呈

梭形，细胞轮廓边缘清晰，细胞增殖数目较多。

而化合物处理后细胞数目明显少于对照组，且呈

浓度依赖性降低，处理后细胞边缘模糊，细胞皱

缩，细胞膜破裂，大量细胞崩解成细胞碎片，呈

现坏死样状态，结果见图 2。 
 

 
 

图 2  不同浓度的化合物对细胞形态的影响(100×) 
A对照组0 μmol·L1；B5 μmol·L1 化合物组；C10 μmol·L1 化合

物组；D15 μmol·L1 化合物组。  
Fig. 2  Effect of different concentrations of compounds on 
cell morphology(100×) 
A‒control group(0 μmol·L1); B5 μmol·L1 compound group; C 
10 μmol·L1 compound group; D15 μmol·L1 compound group.  
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3.3  化合物对 NCI-H520 细胞迁移能力的影响 
为排除细胞毒性对迁移的影响，选择 3，5，

10 μmol·L1 3 个低细胞毒性浓度作用 NCI-H520 细

胞，随后进行划痕试验。结果显示，与未用药物

处 理 的 对 照 组 相 比 ， 3 μmol·L1 化 合 物 处 理 组

NCI-H520 细胞的迁移能力明显降低，且具有统计

学意义。随着处理的时间、剂量的增加，其划痕愈

合程度呈逐渐降低趋势，并具有一定的剂量依赖关

系，结果见图 3。 
3.4  化合物对 NCI-H520 细胞迁移相关蛋白表达的

影响 
细胞迁移往往涉及到上皮-间充质细胞转变

(epithelial-mesenchymal transition，EMT)的过程。

基 于 上 述 划 痕 试 验 的 结 果 ， 化 合 物 能 够 抑 制

NCI-H520 细胞迁移过程。因此，本研究检测了

EMT 过程中相关蛋白的表达。Western blotting 结

果显示，与对照组(0 μmol·L1)相比，3~10 μmol·L1

化合物作用 NCI-H520 细胞 48 h 后，可明显诱导

上皮细胞标记物 E-cadherin 蛋白表达量增加，间充

质标记物 N-cadherin 蛋白表达量显著降低，且随

着浓度的增加具有一定的依赖性关系，结果见图

4。以上结果表明，化合物能够抑制 NCI-H520 细

胞迁移，可能是通过抑制肿瘤细胞的 EMT 过程发

挥作用。 
3.5  化合物对 NCI-H520 细胞凋亡的影响 

为了检测化合物是否可以诱导 NCI-H520 细

胞凋亡，Annexin V-FITC/PI 染色流式细胞试验结

果显示，与对照组相比，随着药物浓度的增加，

NCI-H520 细胞凋亡的比例也随之增加。在 5，10，

15 μmol·L1 浓度下作用 NCI-H520 细胞 48 h 其凋

亡率分别为 19.49%，27.51%，40.3%，显著高于

0 μmol·L1 组(7.24%)。以上结果表明，化合物能够

诱导 NCI-H520 细胞凋亡，从而抑制其增殖过程，

结果见图 5。 
3.6  化合物对细胞凋亡相关蛋白表达的影响 

Western blotting 结果显示，5，10，15 μmol·L1

化合物作用细胞 48 h，抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达水

平降低，促凋亡蛋白 BAX 的表达量增加。PARP
的剪切体被认为是细胞凋亡的一个重要指标，随

着药物浓度的增加，Cleaved PARP 的表达量呈上

升趋势，结果见图 6。因此，以上结果表明，化合

物可以通过影响凋亡相关蛋白的表达从而诱导肺

癌细胞凋亡。 
4  讨论 

肺癌是全球最常见的癌症，也是导致恶性肿

瘤的首要原因，肺癌还是全球男性癌症死亡的主

要原因，也是女性癌症死亡的第二大原因[11]。 
本研究将不同浓度的化合物作用肺癌 NCI- 

H520 细胞，观察该药物对肺癌细胞生长活力的

影 响 。 随 着 化 合 物 浓 度 从 0 μmol·L1 增 加 到

50 μmol·L1，作用时间从 24 h 至 72 h，CCK-8 结

果显示化合物能明显抑制肺癌 NCI-H520 细胞增

殖，并与时间和剂量呈依赖关系。本化合物通过

抑制细胞增殖，在阻断人 NSCLC 发生、发展方面

具有潜在能力。 
肿瘤细胞的转移即从原发性肿瘤位置扩散并

侵入邻近组织，最终转移到远处的器官，这仍然

是癌症死亡的主要原因[12]。划痕结果显示，化合

物能够有效地抑制 NCI-H520 细胞迁移。EMT 是

一种上皮细胞失去细胞极性转换成具有较高迁移 
 

 
 

图 3  划痕试验检测 NCI-H520 细胞的迁移能力(100×) 
A不同浓度化合物处理 0，48 h 后细胞迁移的距离；B细胞迁移距离的量化；与对照组(0 mol·L‒1)比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 
Fig. 3  Wound healing test to detect the migration ability of NCI-H520 cells(100×) 
Adistance of cell healing after 0, 48 h treatment at different concentrations of compounds; Bquantification of cell migration distance; compared with 
the control group(0 mol·L‒1), 1)P<0.05, 2)P<0.01. 
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图 4  化合物对肺癌 NCI-H520 细胞 E-cadherin、N-cadherin
蛋白表达水平的影响 
与对照组(0 mol·L‒1)比较，1)P<0.05，2)P<0.01，3)P<0.001。 
Fig. 4  Effect of compounds on the expression levels of 
E-cadherin and N-cadherin proteins in lung cancer NCI-H520 
cells  
Compared with the control group(0 mol·L‒1), 1)P<0.05, 2)P<0.01, 3)P< 
0.001. 
 

 

 
 

图 5  流式细胞术检测细胞凋亡的情况 
A‒0 μmol·L‒1 化合物组；B‒5 μmol·L‒1 化合物组；C‒10 μmol·L‒1 化合

物组；D‒15 μmol·L‒1 化合物组；与对照组(0 mol·L‒1)比较，1)P<0.001。 
Fig. 5  Flow cytometry for detection of apoptosis  
A‒0 μmol·L‒1compound group; B‒5 μmol·L‒1compound group; C‒ 
10 μmol·L‒1compound group; D‒15 μmol·L‒1 compound group; 
compared with the control group(0 mol·L‒1), 1)P<0.001. 

 

 
 

图 6  化合物对肺癌 NCI-H520 细胞凋亡相关蛋白表达水

平的影响 
与对照组(0 mol·L‒1)比较，1)P<0.05，2)P<0.01，3)P<0.001。 
Fig. 6  Effect of compounds on the expression of apoptosis- 
related proteins in lung cancer NCI-H520 cells  
Compared with the control group(0 mol·L‒1), 1)P<0.05, 2)P<0.01, 3)P< 
0.001. 

 
和侵袭能力间充质样细胞的过程[13-14]。在各种细

胞外和组织特异性 EMT 诱导信号的刺激下，上

皮-间质转化转录因子激活导致编码上皮连接蛋白

的基因下调，从而分解黏附的连接，使顶-基底极

性丧失，同时，间充质基因如 N-cadherin，纤连蛋

白，波形蛋白的表达也被上调，这种向间充质状

态的转变促进了肿瘤细胞运动[15]。本研究中结果

显示，化合物可明显增加 E-cadherin 蛋白表达，同

时抑制了 N-cadherin 蛋白的表达，说明化合物抑

制 NSCLC 细胞迁移可能是通过抑制 EMT 过程发

挥作用的。 
细胞凋亡或程序性死亡对于细胞的稳定性和

生长以及在分子水平上的控制都很重要。它与几

种疾病，特别是癌症有关。凋亡是一个活跃且高

度有序的过程，其中涉及一系列参与基因调节的

酶。细胞凋亡被认为是主要的抗肿瘤机制。化疗

药物可通过调节细胞内凋亡相关信号通路及相关

蛋白的表达降低肿瘤细胞存活率，诱导细胞凋亡，

因此诱导细胞凋亡已成为癌症治疗的常用方法，

也是评价抗肿瘤药物疗效的重要指标[16-18]。细胞

凋亡是一个复杂的生理过程，涉及许多途径，主

要是死亡受体途径和线粒体途径。流式细胞术分

析显示，用化合物处理 48 h 后，NCI-H520 细胞发

生凋亡。随着药物浓度的增加，凋亡细胞的比例

显著增加。Bcl-2 是 Bcl-2 家族中重要的抗凋亡成

员，可以增强细胞对大多数 DNA 损伤因子的抵

抗力，抑制细胞凋亡和坏死 [19]。Bcl-2 和 BAX
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位于 caspase-3 的上游，caspase-3 是凋亡信号传

导中的主要执行者[20]。在凋亡过程中，PARP 作

为 caspase 的切割底物，其剪切体被认为是细胞凋

亡的一个重要指标。此外有研究表明 Cleave PARP
表达量增加，能够促进肿瘤细胞凋亡[21]。在研究

中，课题组发现化合物处理后 Bcl-2 蛋白的表达显

著降低，而 BAX、Cleaved PARP 蛋白的表达与未

处理组相比明显增加。BAX/Bcl-2 比值显著增加，

表明化合物处理后 NCI-H520 细胞出现凋亡趋势。 
综上所述，化合物能够以浓度，时间依赖性

关系降低 NCI-H520 细胞的存活率，抑制肿瘤细胞

迁移，并可以诱导细胞发生凋亡。其机制可能是

通过抑制肿瘤细胞 EMT 过程，以及调节细胞凋亡

相关蛋白 Bcl-2 和 BAX 的表达发挥抗肿瘤作用。

因此，化合物 F-2 有望成为一种治疗 NSCLC 的新

型抗肿瘤药物。 
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