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藻蓝蛋白对非小细胞肺癌细胞移植瘤生长的抑制
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摘要 目的：探讨藻蓝蛋白对非小细胞肺癌细胞移植瘤生长的抑制及促凋亡作用的机制研究。方法：4~6周龄 30只无胸腺 BALB/c

裸鼠随机分为移植瘤组和藻蓝蛋白组。每 5天用卡尺测量裸鼠肿瘤体积。通过 RT-PCR检测裸鼠肿瘤中凋亡相关因子MMP-2、

MMP-9、Bcl-2、Bax的 mRNA表达。通过流式细胞术分析细胞周期。通过蛋白印迹分析 EMT相关蛋白的表达。通过 ELISA检测

血浆细胞因子 TNF-琢、IL-6、IL-1茁和 TGF-茁的浓度。通过蛋白印迹分析 STAT3/NF-资B信号通路的表达。结果：第 13天时，移植瘤

组和蓝藻蛋白组肿瘤大小比较无差异（P>0.05），第 18天和第 25天时，藻蓝蛋白组肿瘤体积较移植瘤组减小（P<0.05）。藻蓝蛋白
组MMP-2、MMP-9和 Bcl-2的 mRNA表达较移植瘤组降低（P<0.05），藻蓝蛋白组 Bax mRNA表达较移植瘤组升高（P<0.05）。藻
蓝蛋白组 G1期占比较移植瘤组升高（P<0.05），藻蓝蛋白组 G1期占比较移植瘤组升高（P<0.05），藻蓝蛋白组 S期和 G2期占比较

移植瘤组降低（P<0.05）。藻蓝蛋白组 N-钙粘蛋白和 VEGF蛋白表达较移植瘤组降低（P<0.05），藻蓝蛋白组 E-钙粘蛋白表达较移

植瘤组升高（P<0.05）。藻蓝蛋白组 TNF-琢、IL-6、IL-1茁和 TGF-茁的浓度较移植瘤组降低（P<0.05）。藻蓝蛋白组 p-STAT3、p-I资B琢
和 p-NF-资B p65蛋白表达较移植瘤组降低（P<0.05）。结论：藻蓝蛋白通过调控 STAT3/ NF-资B信号通路抑制炎性细胞因子的分泌
和 EMT发生，促进肿瘤细胞凋亡，抑制裸鼠体内移植瘤的生长。
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Study on the Mechanism of Phycocyanin on the Growth of Non-small Cell
Lung Cancer Cell Xenografts and Its Pro-apoptotic Effect*

To investigate the mechanism of phycocyanin's inhibitory effect on the growth of non-small cell lung cancer

cell transplanted tumors and the mechanism of promoting apoptosis. Thirty 4-6 weeks old athymic BALB/c nude mice were

randomly divided into transplanted tumor group and phycocyanin group. The tumor volume of nude mice was measured with a caliper

every 5 days. The mRNA expression of apoptosis-related factors MMP-2, MMP-9, Bcl-2 and Bax in nude mouse tumors was detected by

RT-PCR. The cell cycle was analyzed by flow cytometry. The expression of EMT-related proteins was analyzed by Western blot. The

plasma cytokines TNF-琢, IL-6, IL-1茁 and TGF-茁 concentrations were detected by ELISA. The expression of STAT3/NF-资B signaling

pathway was analyzed by Western blot. On the 13th day, there was no difference in tumor size between the transplanted tumor

group and the cyanobacterial protein group(P>0.05). On the 18th and 25th days, the tumor volume of the phycocyanin group was smaller
than that of the transplanted tumor group (P<0.05). The mRNA expression of MMP-2, MMP-9 and Bcl-2 in the phycocyanin group was

lower than that in the transplanted tumor group(P<0.05), and the expression of Bax mRNA in the phycocyanin group was higher than that

in the transplanted tumor group (P<0.05). Phycocyanin group G1 stage accounted for a higher rate than transplanted tumor group (P<0.
05), phycocyanin group G1 stage accounted for a higher rate than transplanted tumor group (P<0.05), phycocyanin group S stage and G2
stage accounted for more transplantation The tumor group decreased (P<0.05). The expression of N-cadherin and VEGF protein in the

phycocyanin group was lower than that in the transplanted tumor group (P<0.05), and the expression of E-cadherin in the phycocyanin
group was higher than that in the transplanted tumor group (P<0.05). The concentrations of TNF-琢, IL-6, IL-1茁 and TGF-茁 in the phyco-

cyanin group were lower than those in the transplanted tumor group(P<0.05). The expression of p-STAT3, p-I资B琢 and p-NF-资B p65 pro-

tein in the phycocyanin group was lower than that in the xenograft group (P<0.05). Phycocyanin inhibits the secretion of in-
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flammatory cytokines and the occurrence of EMT by regulating the STAT3/NF-资B signaling pathway, promotes tumor cell apoptosis,

and inhibits the growth of transplanted tumors in nude mice.

Phycocyanin; NSCLC; Transplanted tumor; Apoptosis; STAT3/ NF-资B

前言

肺癌是全球最常见的癌症，也是全球癌症相关死亡的主要

原因，每年有 160万人死亡[1,2]。非小细胞肺癌（Non-small cell

lung cancer，NSCLC）占所有肺癌病例的 83%，大多数人已被诊

断为晚期[3,4]。近年来尽管肺癌治疗取得了巨大进步，但 5年生

存率仍然很低[5,6]。因此，确定参与肺癌生长的新型调节剂至关

重要。细胞因子和免疫介质通过自分泌和旁分泌机制促进肿瘤

细胞存活和化学抗性[7,8]。浸润的炎症细胞产生不同的细胞因子

和趋化因子，以促进肿瘤细胞迁移和侵袭，并有助于炎症介导

的转移[9,10]。癌症相关细胞因子的数量经常先于非小细胞肺癌

的发展，并促成了非小细胞肺癌的发展 [11,12]。鉴于 NF-资B和
STAT3（炎症和肿瘤发生的两个主要途径）的共同激活，针对它

们或上游受体的小分子抑制剂值得研究用于联合治疗非小细

胞肺癌[13,14]。藻蓝蛋白是一种海洋天然提取物，已研究其对恶性

实体瘤的抗癌作用[15,16]。此外，藻蓝蛋白对癌细胞是一种毒素，

而对正常细胞无毒[17,18]。本研究旨在探讨藻蓝蛋白对非小细胞

肺癌细胞移植瘤生长的抑制及促凋亡作用的机制。

1 材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验裸鼠 研究中使用的 30 只无胸腺 BALB/c 裸鼠

（4-6周龄）购自背景 Vital River实验动物中心。将裸鼠饲养在

专用房间内，12 h暗 /光循环，控制温度（22± 1℃)和恒定湿度

(55 ± 5%)，动物适应 1周。所有动物实验均经医科大学动物护

理和使用机构委员会批准，并按照指南和规定进行。

1.1.2 异种移植和藻蓝蛋白处理 在裸鼠右前肢皮下注射

A549细胞悬液（1× 105个细胞，每只小鼠 0.1 mL）。将 30只携

带 A549异种移植瘤的裸鼠随机分为两组：移植瘤组和藻蓝蛋

白组。藻蓝蛋白（从钝顶螺旋藻中提取，纯度 > 90%）标准物质

购自 Envirologix (波特兰，美国)。根据说明书将藻蓝蛋白溶解

在磷酸盐缓冲溶液（PBS）中。异种移植一周后，裸鼠腹腔注射

（50 mg/kg/d）的藻蓝蛋白。麻醉处死裸鼠，裸鼠每 3～5天用卡

尺测量肿瘤体积，体积计算为 V =长度× 宽度 2× 0.5326。

1.1.3 实验分组 裸鼠随机分为移植瘤组（皮下注射 A549细

胞悬液建立肿瘤异种移植模型，n=15），藻蓝蛋白组（异种移植

一周后注射 50 mg/kg/d剂量的藻蓝蛋白，n=15）。

1.2 实验方法

1.2.1 RT-PCR 根据供应商的说明，使用组织 / 细胞总

RNA分离试剂盒（天根生物科技有限公司，北京，中国）提取裸

鼠肿瘤组织的总 RNA。通过 NanoDrop One微体积分光光度计

（美国马萨诸塞州赛默费希尔科学公司）在 A260/280下对总

RNA进行定量。总数根据制造商的方案，使用 cDNA合成试剂

盒（中国北京天根生物科技有限公司）将 RNA可逆转录成互补

DNA（cDNA）。MJ PTC-200 PCR系统（bio-rad，美国加利福尼亚

州大力士）和 RT-PCR试剂盒（2× Taq PCR Master Mix，艾德实

验室生物技术有限公司，中国北京）根据制造商的说明使用用

于目标基因的扩增。程序包括 94 ℃预变性 4 min，1个循环；

94 ℃变性 30 s，54-65℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，30-40个循

环，72℃超延伸 5 min。通过在 1.5 %琼脂糖凝胶上运行 10 滋L
RNA来确认最终产品。本研究中使用的靶基因的特定引物列

于表。

1.2.2 细胞周期分析 根据制造商的说明使用流式细胞术分

析细胞周期。通过以 700 rpm离心 5 min收集细胞(1× 106)。将

细胞用 PBS洗涤两次，并在 4℃下用冰冷的 70%乙醇固定过

夜。细胞沉淀用 PBS洗涤，重悬于 500 mL含有 50 mg/mL碘化

丙啶、0.1 mg/mL RNase A和 0.05% Triton X-100的 PBS中，并

在 4℃黑暗中孵育 15 min。使用流式细胞仪（密理博，波士顿，

马萨诸塞州）确定细胞周期分布。该实验一式三份进行。

1.2.3 细胞因子的测量 使用 ELISA(美国加利福尼亚州圣何

塞市生物科学) 根据制造商提供的协议。使用 96孔板光谱仪

(spectramax 190；分子器件，美国桑尼维尔公司)读取 450 nm处

的吸光度，参考波长为 570 nm。根据协议中的说明，以对数 -对

数线性回归计算细胞因子的浓度。

1.2.4 蛋白质印迹 使用 RIPA缓冲液从肿瘤提取总蛋白。使

用 BCA试剂盒(赛默飞世尔科技)确定蛋白质浓度。蛋白质通过

SDS-PAGE分离，转移到 PVDF膜上，用 5%脱脂干牛奶封闭 2

小时。将膜与在封闭溶液中稀释至合适浓度的一抗在 4℃下孵

育过夜。用 TBST洗涤膜三次（每次 10 min），在室温下用二抗

孵育 50 min，用 TBST洗涤三次（每次 10 min）。使用增强型化

学发光试剂（赛默飞世尔科技）和凝胶成像仪检测条带。使用

ImageJ量化灰度值。茁-肌动蛋白用于标准化。使用以下抗体：
小鼠抗茁-肌动蛋白(1:1000)、兔 N-钙粘蛋白(1:2000)、抗 E-钙

粘蛋白（1:2,000），抗 VEGF（1:2,000），兔抗 p-STAT3 (Ser 473)

(1:1000)、兔抗 p-I资B琢 (I资B琢; (1:2000)和兔抗 p-NF-资B p65 (Tyr

458) (1:1000)，均购自 Cell Signaling Technology；HRP标记的山

羊抗兔 IgG抗体 (1:8000)和山羊抗小鼠 IgG抗体 (1:3000)购

自 Signalway Antibody。

1.3 统计分析

数值数据表示为平均值± 标准差。进行 t检验以在不同组

之间进行比较。P<0.05被认为具有统计学意义。

2 结果

2.1 藻蓝蛋白抑制裸鼠皮下肿瘤生长

第 13天时，移植瘤组和蓝藻蛋白组肿瘤大小比较无差异

（P>0.05），第 18天和第 25天时，藻蓝蛋白组肿瘤体积较移植

瘤组减小（P<0.05）。（表 1）。
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2.2 RT-PCR分析凋亡蛋白的 mRNA表达

藻蓝蛋白组 MMP-2、MMP-9和 Bcl-2的 mRNA表达较移

植瘤组降低（P<0.05），藻蓝蛋白组 Bax mRNA表达较移植瘤组

升高（P<0.05）。（表 2）。

表 1 裸鼠移植瘤体积大小测量（mm3）

Table 1 Size measurements of transplanted tumors in nude mice（mm3）

Groups 13 d 18 d 25 d

Transplantation tumor group 313.44± 32.18 856.23± 77.25 1463.88± 115.27

Algal blue protein group 287.61± 33.52 544.16± 49.20 892.51± 85.30

t 1.329 10.552 11.494

P 0.618 <0.001 <0.001

表 2 RT-PCR分析凋亡蛋白的 mRNA表达

Table 2 RT-PCR analysis of the mRNA expression of the apoptotic proteins

Groups MMP-2 MMP-9 Bcl-2 Bax

Transplantation tumor group 1.93± 0.19 1.96± 0.20 1.97± 0.18 1.05± 0.03

Algal blue protein group 1.15± 0.11 1.08± 0.03 1.03± 0.02 1.95± 0.18

t 13.026 9.557 11.494 11.715

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

2.3 藻蓝蛋白对细胞增殖周期的影响

藻蓝蛋白组 G1期占比较移植瘤组升高（P<0.05），藻蓝蛋
白组 G1期占比较移植瘤组升高（P<0.05），藻蓝蛋白组 S期和

G2期占比较移植瘤组降低（P<0.05）。（表 3）。

表 3 细胞增殖周期分析

Table 3 Analysis of the cell proliferation cycle

Groups N-cadherin E-cadherin VEGF

Transplantation tumor group 1.95± 0.13 1.08± 0.03 1.97± 0.18

Algal blue protein group 1.07± 0.04 1.94± 0.18 1.05± 0.03

t 11.402 9.717 13.458

P <0.001 <0.001 <0.001

2.4 蛋白印迹分析 EMT相关蛋白的表达

藻蓝蛋白组 N-钙粘蛋白和 VEGF蛋白表达较移植瘤组降

低（P<0.05），藻蓝蛋白组 E-钙粘蛋白表达较移植瘤组升高

（P<0.05）。（表 4）。

表 4 细胞增殖周期分析

Table 4 Analysis of the cell proliferation cycle

Groups G1 S G2

Transplantation tumor group 35.27± 5.44 52.81± 5.44 18.33± 2.85

Algal blue protein group 65.23± 9.35 31.26± 3.72 6.29± 1.43

t 10.522 9.415 13.443

P <0.001 <0.001 <0.001

2.5 细胞因子检测

藻蓝蛋白组 TNF-琢、IL-6、IL-1茁和 TGF-茁的浓度较移植瘤
组降低（P<0.05）。（表 5）。

2.6 蓝藻蛋白抑制 STAT3/NF-资B信号通路的激活
藻蓝蛋白组 p-STAT3、p-I资B琢和 p-NF-资B p65蛋白表达较

移植瘤组降低（P<0.05）。（表 6）。

3 讨论

非小细胞肺癌是一种恶性程度高、侵袭性强的癌症，具有

早期广泛转移和预后差的特点，在过去的 50年中，NSCLC的

发病率和死亡率在全球范围内增加[19,20]。藻蓝蛋白具有抗氧化

功能、抗炎活性、抗癌功能、免疫增强功能、保护肝肾等药理作
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用，因此，藻蓝蛋白作为一种潜在的药物具有重要的开发利用

价值[21,22]。本研究中，在裸鼠右前肢皮下注射 A549细胞建立了

肿瘤移植模型，并探讨了藻蓝蛋白裸鼠对体内肿瘤生长的作用

机制，结果显示：藻蓝蛋白干预后，小鼠非小细胞肺癌移植瘤体

积显著减小，显示出较好的消瘤和治疗效果。

表 5 裸鼠细胞因子检测

Table 5 Detection of cytokines in nude mice

Groups TNF-琢（ng/L） IL-6（pg/L） IL-1茁（ng/L） TGF-茁（ng/L）

Transplantation tumor group 72.13± 15.38 58.39± 10.25 765.44± 88.24 376.54± 54.26

Algal blue protein group 54.67± 9.54 36.27± 5.46 538.19± 53.05 186.32± 33.43

t 9.718 12.432 13.446 10.285

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

表 6 蛋白印迹分析 STAT3/NF-资B信号通路表达
Table 6 Protein blot analysis of STAT3/NF-资B signaling pathway expression

Groups p-STAT3 p-I资B琢 p-NF-资B p65

Transplantation tumor group 1.87± 0.14 1.95± 0.18 1.92± 0.14

Algal blue protein group 1.08± 0.03 1.05± 0.03 1.12± 0.10

t 10.527 13.132 9.547

P <0.001 <0.001 <0.001

细胞凋亡，也称为程序性细胞死亡，是细胞生命中与细胞

增殖的互补机制[23]。研究表明藻蓝蛋白可激活线粒体 /细胞色

素 C（内源性）途径，改变 Bcl-2/Bax比率和激活半胱天冬酶并

诱导聚合酶 -1裂解[24]。VEGF属于一组主要由肿瘤细胞和细胞

间质产生的内皮生长因子，可促进新血管的形成和发育[25]。在

本研究中，藻蓝蛋白可抑制移植瘤组织中 MMP-2、MMP-9和

Bcl-2的 mRNA表达和 VEGF蛋白表达较移植瘤组降低，可促

进 Bax mRNA表达，结合上述研究可知：藻蓝蛋白可能在非小

细胞肺癌的细胞增殖、分化、凋亡以及新生血管的生成中起重

要作用。另外，近年来有报道称细胞周期调节功能障碍与肿瘤

的发生发展密切相关，因此，细胞周期的药物干预正成为肿瘤

治疗的潜在途径[26]。正常细胞周期是可控的，而肿瘤细胞周期

不受控制可无限增殖，因此实现肿瘤细胞周期调控对其治疗至

关重要[27]。细胞周期检查点是许多抗癌药物最重要的靶点，通

过阻断这些检查点进一步诱导肿瘤细胞凋亡。本研究通过流式

细胞分析发现：藻蓝蛋白增加了肿瘤细胞 G1期占比，而 S期

和 G2期占比降低，表明藻蓝蛋白可通过延长非小细胞肺癌细

胞的增殖周期从而一定程度抑制其增殖。

肿瘤微环境在致癌作用中起着重要作用，炎症常存在于肿

瘤微环境中，由肿瘤、基质和浸润细胞产生的炎症介质诱导[28]。

这些因子调节组织重塑和血管生成，并通过自分泌和旁分泌机

制积极促进肿瘤细胞迁移和侵袭。肿瘤微环境中的许多炎症介

质将炎症与肿瘤进展联系起来。研究表明，TNF-琢和 IL-1茁是
慢性炎症启动所必需的，它们激活 NF-资B通路与肿瘤发展密
切相关 [29]。IL-6是参与炎症相关癌症的主要因素，强烈刺激

JAK和 STAT3的激活，并在肿瘤细胞的扩散和侵袭中发挥重

要作用，另外其还可以与细胞因子（如 TGF-茁）协同诱导 EMT，

从而促进肿瘤增殖、运动和侵袭[30]。JAK3/STAT3信号传导在肿

瘤炎症和免疫中发挥双重作用，因为它将许多致癌途径与炎症

途径密切相关。相关研究表明，阻断 JAK3/STAT3信号不仅可

以抑制肿瘤细胞的增殖，还可以减少肿瘤微环境中的炎症促进

作用。IL-6激活 STAT3可防止癌细胞凋亡并通过上调增殖和

抗凋亡因子促进恶性细胞增殖[31]。NF-资B不仅激活与癌细胞增
殖、侵袭和转移相关的基因，而且诱导炎症细胞因子和趋化因

子的表达。NF-资B可以在多个层面与 STAT3进行串扰，也是抗

肿瘤治疗的关键靶分子。I资B琢磷酸化是激活 NF-资B信号传导
的关键步骤。本研究显示：藻蓝蛋白组 TNF-琢、IL-6、IL-1茁和
TGF-茁的浓度以及 p-STAT3、p-I资B琢和 p-NF-资B p65蛋白表达

均较移植瘤组显著降低，结合上述研究[30,31]分析：藻蓝蛋白可降

低炎性细胞因子的分泌，尤其是 TNF-琢 和 IL-6，并可抑制

STAT3、I资B琢、NF-资B p65磷酸化，从而对肿瘤细胞的增殖和凋

亡发挥调控作用。

综上所述，本研究表明，藻蓝蛋白通过调控 STAT3/NF-资B
信号通路抑制炎性细胞因子的分泌和 EMT发生，促进肿瘤细

胞凋亡，抑制裸鼠体内移植瘤的生长。因此，藻蓝蛋白未来可能

作为一种可安全有效治疗人类非小细胞肺癌的候选药物，本研

究结果为藻蓝蛋白在抗 NSCLC抗肿瘤治疗中的抗肿瘤特性提

供了新的见解。
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