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山萘酚对人非小细胞肺癌细胞系 A549增殖的影响 *
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摘要 目的：探究山萘酚(Kaempferol，Kpf)对非小细胞肺癌细胞系 A549增殖的影响。方法：采用不同浓度(0、5、10和 20 滋g·mL-1)

的山萘酚处理体外培养的 A549细胞后，通过四氮唑蓝(MTT)试验和平板克隆试验探究山萘酚对 A549增殖的影响，实时定量聚

合酶链式反应(Q-PCR)来探究山萘酚作用下 rDNA的转录情况，免疫印迹试验探究山萘酚对上游结合因子(Upstream binding factor，

UBF)磷酸化的影响。结果：MTT和平板克隆试验证明山萘酚对 A549细胞的增殖有较强的抑制作用，存在剂量依赖关系。Q-PCR

证明了山萘酚能够下调 rDNA的转录。通过免疫印迹试验能够证明山萘酚可以降低 UBF磷酸化的水平。结论：山萘酚对人非小细

胞肺癌细胞系 A549的生长有抑制作用，可能与下调 UBF的磷酸化水平影响 rDNA的转录有关。
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The Effect of Kaempferol on the Proliferation of Human Alveolar
Adenocarcinoma Cell Line A549*

To study the effect of Kaempferol on the proliferation of human alveolar adenocarcinoma cell line A549.

A549 cells was treated with different concentrations of Kaempferol(0, 5, 10, 20, 50 滋g·mL-1). MTT assay and plate cloning ex-

periments were contributed to study the effect of Kaempferol on the cell proliferation. The nucleolus transcription level was detected by

real-time polymerase reaction experiment. Western blot was performed to detect the phosphorylation of upstream binding factor (UBF)

protein. MTT assay and plate cloning experiments showed that Kaempferol significantly decreased the viability of A549 cells in

a dose dependent manner. Moreover, Keampferol down-regulated the level of nucleolus transcription, declined the phosphorylated UBF

protein level. Keampferol could inhibit the proliferation of A549 cells, which might be related to the down-regulation of

pre-rRNA and p-UBF protein level.
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前言

肺癌是发病率和死亡率增长最快、对人群健康和生命威胁

最大的恶性肿瘤之一，约 80%的肺癌患者属于非小细胞肺癌类

型[1]。研发新的低毒、高效的化疗药物仍是目前该领域的重点[2]。

山萘酚 (Kaempferol) 又称山奈黄素、山奈黄酮醇，分子式为

C15H10O6，分子量为 286.23，黄色晶体，熔点 276～278℃，微溶于

水，溶于二甲基亚砜、乙醇及乙醚，为黄酮类化合物[3]。因其多酚

结构，所以具有还原性及抗氧化的能力，可还原氨制硝酸银溶

液[4]。山萘酚具有抗菌和消炎和抗肿瘤方面的作用[5,6]，可增加脂

肪动员和加快新陈代谢速率，在糖尿病动物实验中展现了降血

糖、促进糖原合成等仿胰岛素的作用[7]。目前的研究表明山萘酚

的作用可能与一些细胞活性和增殖的信号蛋白有关，如

cAMP、Akt激酶、Bcl-2、Caspase-3等[8-11]。

上游结合因子(Upstream Binding Factor，UBF)是参与调控

真核生物核糖核苷酸聚合酶 I(RNA pol I)转录核糖体脱氧核糖
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核苷酸(rDNA)形成核糖体核糖核苷酸(rRNA)的重要转录因

子，而磷酸化形式的 UBF(p-UBF)参与 rDNA的转录、18S、5.8S

和 28S核糖体核糖核苷酸的合成过程，通常作为检测 rDNA转

录活性的标记物[12-17]。本研究拟探讨山萘酚对体外培养人非小

细胞肺癌细胞系 A549增殖及 p-UBF表达的影响，以期为阐明

山萘酚抗肿瘤作用及其机制提供实验依据。

1 材料及方法

1.1 主要材料试剂、仪器

人非小细胞肺癌细胞系 A549购买于中科院上海细胞生

物研究所细胞库；山萘酚购买于上海阿拉丁公司，用 DMSO配

置成 100 mg·mL-1母液，避光保存于 -20℃冰箱。细胞培养基

(RPMI 1640，Gibco) 购买于美国 Thermo Fisher Scientific公司，

胎牛血清购买于美国 Life Technologies公司；兔源单克隆 UBF

抗体购买于 Abcam公司；兔源单克隆 p-UBF抗体购买于 Santa

Cruz公司；反转录试剂盒日本 TaKaRa公司等。超速离心机购

买于美国 Beckmann公司，细胞培养箱购买于美国 Thermo公

司，实时定量 RCR仪购买于美国 Life Technologies公司等。

1.2 细胞培养

A549细胞体外培养于 RPMI 1640培养基中(含有 10 %无

内毒素胎牛血清)并置于 37℃含有 5% CO2恒温培养箱中。实

验过程中，贴壁细胞使用 0.05 %胰酶(含有 0.02 % EDTA，溶剂

为 PBS)消化。

1.3 细胞毒性试验

1.3.1 细胞药物处理 取对数生长期的 A549 细胞消化后，

700 rpm离心 5 min，新鲜培养基重悬，并用血球计数板计数；每

孔 5× 103个细胞铺 96孔板，置于 37 ℃、5% CO2恒温培养箱

中培养，每孔含 100 滋L的 RPMI 1640培养基；待细胞贴壁后，

吸去培养基，加入含不同浓度梯度(0、5、10、20、50、100、200

滋g·mL-1)山萘酚的 RPMI 1640培养基，每孔 90 滋L，每组四个平
行，置于 37℃、5 % CO2恒温培养箱中培养 24、48和 72 h。山

萘酚母液浓度为 100 mg·mL-1，溶剂为 DMSO，避光储藏在 -20

℃冰箱备用。

1.3.2 四氮唑蓝(MTT)检测 A549细胞加药培养 24、48、72 h

后，吸去培养基，用 PBS轻轻吹洗细胞去除残留山萘酚，加入

含有MTT(0.5 mg/mL)的 RPMI 1640培养基，其中MTT母液浓

度为 5 mg·mL-1，溶剂为 PBS，避光储藏在 -20℃冰箱，备用。加

入 MTT摇匀后，放置于 37 ℃、5 % CO2恒温培养箱中培养 4

h，吸去培养基，并用 PBS轻轻吹洗细胞，每孔加入 DMSO 100

滋L，震荡 10 min，放入酶标仪中测 490 nm波长处的吸光度(A)

值。由如下公式，求出细胞的存活率并构建细胞存活率与药物

浓度的关系曲线。

细胞存活率(%)=实验组平均 A值
对照组平均 A值

× 100 %

1.4 平板克隆试验

取对数生长期的 A549细胞消化后，700 rpm离心 5 min，

新鲜培养基重悬，并用血球计数板计数，每孔 2× 103个细胞铺

6孔板，放置于 37℃、5 % CO2恒温培养箱中培养。细胞贴壁

后，吸去培养基，加入含不同浓度梯度(0、5、10、20、50、100 滋g·
mL-1)山萘酚的 RPMI 1640培养基，每孔 1 mL，放置于 37 ℃、5

% CO2恒温培养箱中培养。培养约 6天，吸去培养基，用 PBS

清洗 3次，4 %多聚甲醛固定 15 min，用 PBS清洗 3次，最后用

GIMSA染液染色 15 min，双蒸水清洗 3次，晾干后观察并倒置

拍照。

1.5 实时定量 RT-PCR

取对数生长期的细胞接种到 6孔板，放置恒温培养箱培

养。待细胞贴壁后，吸去培养基，加入含不同浓度梯度(0、5、10、

50、100 滋g·mL-1) 山萘酚的 RPMI 1640培养基。培养 24 h，用

Trizol法提取细胞总 mRNA，逆转录获得 cDNA，用 2× SYBR

Green qPCR master mix (High ROX；Biotool)试剂盒进行 Q-PCR

实验，每个样品 3个平行，实验步骤按照试剂盒说明书进行，所

用的引物见表 1。

1.6 免疫印迹检测

1.6.1 细胞蛋白样品的收集 取对数生长期的 A549 细胞消

化后，700 rpm离心 5 min，新鲜培养基重悬，并用血球计数板计

数，每孔 2× 105个细胞铺 6孔板，放置于 37 ℃、5 % CO2恒温

培养箱中培养。细胞贴壁后，移除培养基，加入含不同浓度梯度

(0、5、10、20、50 滋g·mL-1)山萘酚的 RPMI 1640培养基，摇匀后，

放置于 37℃、5 % CO2恒温培养箱中培养 24 h后，用 PBS清

洗三次，去除残留的山萘酚，并加入 200 滋L裂解液处理细胞，
用细胞刮收集样品，5000 rpm离心 5 min，取上清至新的离心管

中，BCA法定量蛋白后，100℃处理样品 15 min，获得的蛋白样

品放 -20℃冰箱，备用。

1.6.2 免疫印迹 根据待测的蛋白的大小，选取 10 %的分离

胶进行蛋白电泳，蛋白样品上样量 35 滋g，进行恒压电泳，浓缩
胶电压为 80 V，分离胶电压为 120 V。电泳结束后，选用 PVDF

膜在冰浴条件下进行转膜，恒流 330 mA，时间 90 min。转膜结

束后，切下目的条带，用 5 %的脱脂奶粉进行室温封闭 2 h，PB-

ST清洗 3次，4 ℃条件下一抗孵育过夜。第二天将孵育好的

PVDF膜在室温下脱色摇床上清洗 3次，每次 10 min，室温孵

育二抗 1 h，PBST清洗 3次，每次 10 min，孵育完成后，PBST

清洗 3次，用 ECL处理膜后在暗室中曝光检测，曝光的胶片。

1.7 统计学分析

实验数据采用 GraphPad Prism 6.0 和 ImageJ 软件进行处

理，实验数据以 x± s形式表示，采用单因素方差分析，以 P<0.

05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度山萘酚处理 A549细胞不同时间对其生长的影响

处理 24 h时，细胞生长已受到明显影响(P<0.0001)；处理

48 h 时，20 滋g·mL-1 浓度下的细胞生存率低于 50 %(P<0.

0001)；72 h时，10 滋g·mL-1浓度下的细胞生存率低于 50 %，高

表 1 定量 PCR的引物序列

Table 1 Primer sequences of Q-PCR

Primer sequences(5'-3')

Pre-rRNA-F GAACGGTGGTGTGTCGTTC

Pre-rRNA-R GCGTCTCGTCTCGTCTCACT

茁-actin-F ATCGTCCACCGCAAATGCTTCTA

茁-actin-R AGCCATGCCAATCTCATCTTGTT
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浓度山萘酚处理下细胞生存率只有 10 %左右(P<0.0001)。处理

相同时间，随着山萘酚浓度的升高，细胞生存率呈下降趋势

(P<0.05)，表明山萘酚对于 A549细胞的生长和增殖有明显的

抑制作用，且呈现一定的剂量效应，如图 1。平板克隆实验法结

果也显示随着山萘酚浓度的升高，细胞存活率受到明显的抑

制，呈现一定的剂量效应，以总生长面积来表示克隆的生长情

况，也呈现出一定的剂量效应(P<0.0001)，见图 2、3。

图 1 不同时间药物处理下MTT法 A549细胞生长情况(A：处理 24 h；B：处理 48 h；C：处理 72 h)

Fig.1 MTT results of A549 treated in different times (A: cultured in 24 h; B: cultured in 48 h; C: cultured in 72 h)

*: P<0.05 compared with the control

图 2 平板克隆实验法检测 A549细胞生长情况(滋g·mL-1，1 × )

Fig.2 Results of plate cloning experiments in A549(滋g·mL-1,1 × )

图 3 平板克隆实验法检测 A549细胞生长情况(滋g·mL-1，1 × )

Fig.3 Results of plate cloning experiments in A549(滋g·mL-1,1 × )

2.2 山萘酚对 rDNA转录的影响

如图 4 所示，山萘酚处理 24 h (P<0.0001, F=415.5, R

square=0.9936)和 48 h(P<0.0001)出现类似的作用效果：同一时

间处理下，随着药物浓度的增加，pre-DNA的表达量降低，表明

山萘酚可以降低 A549细胞的核仁转录水平,具有统计学意义。

48 h条件下的 pre-DNA表达量与 24 h条件下的表达量相比差

异无统计学意义(P>0.05)。

2.3 山萘酚对 UBF蛋白表达的影响

如图 4所示，山萘酚处理 48 h的结果与 24 h相比，并未显

示良好的时间差异，故下面只讨论了不同药物浓度对 UBF蛋

白表达的影响。图 5显示不同浓度的药物处理 24 h，随着山萘

酚浓度的增加，UBF和 p-UBF的蛋白水平均有下降的趋势，而

且 p-UBF下降的更加明显。经 ImageJ进行量化后(图 6)显示，

在 24 h内，p-UBF蛋白呈现较明显的剂量效应(P<0.0001)。然

而当药物浓度高于 10 滋g·mL-1时，蛋白 UBF呈现出较一定的

剂量效应(P<0.0001)。

3 讨论

肺癌是最常见、对健康和生命威胁最严重的恶性肿瘤之

一，成因并不明确，但是吸烟、电离辐射、局部感染以及遗传因

素会增加患肺癌的风险。目前主要的治疗手段为放射疗法、化

学药物疗法和手术疗法等[18]。研究表明山萘酚可以通过调节相

关的转录因子等影响多种类型的肿瘤细胞包括乳腺癌细胞、胰

腺癌细胞、肝癌细胞等的生长[9,19,20]，但山萘酚对不同的肿瘤细

胞生长的作用及机制还不清楚。

UBF含有六个高移动性基团(HMG)结构域，碳段含有以丝

氨酸为主的酸性氨基酸残基[21]。而 UBF的磷酸化主要发生在

388和 484位点的丝氨酸残基上，主要通过磷脂酰肌醇激酶

PI3K和周期蛋白激酶作用来完成[13,22,23]。但 UBF与 p-UBF的表

达水平之间的关系尚不明确。在本研究中，我们创新性地选用

A549细胞来探究山萘酚对 rDNA合成的影响。体外试验表明

山萘酚可以抑制非小细胞肺癌细胞的生长和增殖，而且随着药

物浓度的增加，呈现出一定的剂量效应，并且山萘酚可以明显

下调也能降低 rDNA的转录水平，同时也抑制 UBF、p-UBF的

胞内蛋白水平[11,24]。
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图 4 Q-PCR检测 rDNA转录水平的结果

Fig.4 Test of rDNA transcription level by Q-PCR

*: P<0.05 compared with the control

图 6 免疫印迹实验检测不同浓度影响蛋白表达的结果

Fig.6 Results of Western blot in different concentrations

*: P<0.05 compared with the 0 滋g/mL

24 h、48 h、72 h MTT的试验结果表明，24 h作用下的抑制

不明显，但由 Q-PCR、Western Blot结果看出 24 h内山萘酚已

经影响了分子水平上的变化。首先可以说明 rDNA的转录水平

的降低很有可能是通过调控 UBF 磷酸化的水平最终抑制

A549细胞的生长和增殖。再次，有可能说明在此条件下山萘酚

抑制作用在细胞水平上的体现有滞后性，这就意味着时间上的

滞后性和空间上的滞后性。时间上的滞后性可能是由于细胞相

对提高应激措施来平衡 rDNA低水平转录带来的影响。空间的

滞后性主要考虑到山萘酚的入胞、入核，以及细胞核与细胞质

之间有效信号的传导。
图 5 免疫印迹实验检测不同浓度影响蛋白表达的结果

Fig.5 Results of Western blot in different concentrations

在本研究中，利用 ImageJ软件对平板克隆、免疫印迹实验

进行灰度处理并量化。平板克隆实验中，采用总克隆生长面积

来反应细胞的生长状况。相较于其他文献中提到的克隆数目和

克隆直径大小的量化标准，总生长面积更直观地反应了细胞在

药物环境下的生长状况。另外，我们采用 p-UBF/GADPH和

UBF/GAPDH的比值来量化免疫印迹结果，它反应的是 p-UBF

和 UBF蛋白在细胞内的相对表达情况。经量化后的 Western

blot图，清楚地表明了 p-UBF的表达对 Kpf药物呈现出一定的

剂量效应。

那么，Kpf药物对 A549细胞生长的影响是否有时间效应？

针对这一问题，我们也进行了相关实验。MTT显示 48 h和 72 h

的抑制率要明显高于 24 h。而在 Q-PCR、Western blot结果中，

并没有得到有利的证据。在其他文献中，也并没有找到相关报

道。所以这一问题需要更多严谨有力的实验证据。

因为山萘酚本身基本无荧光，所以本实验没有对山萘酚进

行细胞定位。虽然山萘酚与铝离子和铜离子等配位剂反应可生

成荧光络合物，但在细胞层面利用敏化山萘酚进行细胞定位仍

需要进一步的优化。另外山萘酚具有弱还原性，在一定浓度下

能降低氧自由基对细胞的损伤，这一保护机制是否干扰 MTT

试验结果也是不确定的。

由于细胞生长代谢受到精密而复杂的调控，并且山萘酚有

广泛的生物学作用，UBF可能是山萘酚影响 A549细胞生长和

增殖的作用靶点之一，本实验为研究其具体的调控机制打下了

一定的实验基础。进一步探究山萘酚对特定蛋白的相互作用机

制，可以利用生物信息学、结构生物学的相关模型来拟合山萘

酚的作用靶点进而开展生物学实验。无论怎样，现有的理论和
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实验基础为研究山萘酚这一潜在的抗肿瘤药物提供了极大便

利，山萘酚也将展现其在抗肿瘤领域更广阔的应用前景。
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