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槐耳清膏抑制非小细胞肺癌细胞增殖和血管新生的作用机制研究 *

隗玉川 程万宏 应朝辉 于 林 王艳俊△

（大连大学附属新华医院胸外科 辽宁大连 116023）

摘要 目的：探讨槐耳清膏抑制非小细胞肺癌（NSCLC）细胞增殖和血管新生的作用机制。方法：选择对数生长期的 NSCLC细胞，

经过传代培养成细胞株后采用随机法分成低剂量组、高剂量组以及空白对照组。其中低剂量组和高剂量组分别加入 5 滋mol/L、
10 滋mol/L的槐耳清膏进行处理，而空白对照组未加入槐耳清膏处理。利用细胞增殖毒性试验法（MTT）检测 NSCLC细胞的存活

率，并采用蛋白免疫印迹实验（WB）法检测表皮生长因子受体（EGFR）和血管内皮生长因子受体 2（VEGFR2）、磷酸化 EGFR

（pEGFR）、磷酸化 VEGFR2（pVEGFR2）、磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）、磷酸化丝氨酸 /苏氨酸特异性蛋白激酶（pAKT）（pAKT）、磷

酸化细胞外信号调节激酶 1/2（pERK1/2）、磷酸化应激活化蛋白激酶 1/2（pJNK1/2）、磷酸化 -p38（pp38）、细胞周期蛋白 D1（Cyclin

D1）及增殖细胞核抗原（PCNA）蛋白表达水平。结果：低剂量组、高剂量组 NSCLC细胞的存活率均显著低于空白对照组（P<0.05）。
与空白对照组相比，槐耳清膏处理 NSCLC细胞后，低剂量组、高剂量组中 pEGFR、pVEGFR2蛋白的相对表达水平均显著降低

（P<0.05）。与空白对照组比较，槐耳清膏处理 NSCLC细胞后，低剂量组、高剂量组中 PI3K蛋白、pAKT、pERK1/2、pJNK1/2、pp38、

Cyclin D1及 PCNA的相对表达水平均显著降低（P<0.05）。结论：基于 EGFR/VEGFR2信号通路，槐耳清膏对 NSCLC细胞增殖和

血管新生有一定的抑制作用，可能成为一种针对 NSCLC的有用靶向药物。
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Mechanism of Huaier on Inhibiting Proliferation and Angiogenesis of

Non-Small Cell Lung Cancer Cells*

To investigate the mechanism of huaier on inhibiting proliferation and angiogenesis of non-small cell lung

cancer (NSCLC). The NSCLC cells in the logarithmic growth phase were selected, subcultured into cell lines and then

randomly divided into low-dose group, high-dose group and blank control group. Among them, the low-dose group and the high-dose

group were treated with 5 滋mol/L and 10 滋mol/L huaier, respectively, while the blank control group was not treated with huaier. The cell
proliferation toxicity test (MTT) was used to detect the survival rate of NSCLC cells, and the Western blotting (WB) method was used to

detect epidermal growth factor receptor (EGFR), vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2), and phosphorylated EGFR

(pEGFR), phosphorylated VEGFR2 (pVEGFR2), phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), phosphorylated A (pAKT), phosphorylated

ERK1/2(pERK1/2), phosphorylated JNK1/2(pJNK1/2), phosphorylated p38 (pp38), cyclin D1 (Cyclin D1) and proliferating cell nuclear

antigen (PCNA) protein expression levels. The survival rate of NSCLC cells in the low-dose and high-dose groups was

significantly lower than that of the blank control group (P<0.05). Compared with the blank control group, after Huaier treated NSCLC
cells, the relative expression levels of pEGFR and pVEGFR2 protein in the low-dose and high-dose groups were significantly reduced

(P<0.05). Compared with the blank control group, the relative expression levels of PI3K protein, pAKT, pERK1/2, pJNK1/2, pp38,

Cyclin D1 and PCNA in the low-dose group and high-dose group were significantly reduced after treating NSCLC cells with Huaier(P<0.
05). Based on the EGFR/VEGFR2 signaling pathway, Huaier has a certain inhibitory effect on NSCLC cell proliferation and

angiogenesis, and may become a useful targeted drug for NSCLC.
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前言

肺癌是全世界最常见的癌症死亡原因，其中大约 85%肺癌

患者的组织学亚型为非小细胞肺癌（NSCLC）[1-3]。目前，传统的

肺癌治疗手段包括手术切除和放化疗，但是整体治疗的有效率

比较有限。由于 NSCLC的侵袭性较高，且大部分肺癌患者确诊

时已经处于晚期阶段。而对于晚期 NSCLC患者的传统标准治

疗方案的 5年生存率依然很低，不足 5%[4]。因此，对于晚期的

NSCLC患者，更多的指南开始推荐使用靶向药物或免疫药物，

从而使患者的治疗预后以及生存质量达到最大化。据文献报

道[5,6]，表皮生长因子受体（EGFR）和血管内皮生长因子受体 2

（VEGFR2）可在肺癌的肿瘤组织中过表达。EGFR和 VEGFR2

的异常激活会触发多种蛋白质的磷酸化，包括 PI3K/AKT和

MAPK通路，这些通路参与细胞存活、凋亡和血管生成[7,8]。因此

抑制 EGFR/VEGFR2信号传导通路可将可能改善晚期 NSCLC

患者的临床结局。近年来，中药的抗癌作用已在世界范围内逐

渐被认可[9,10]。越来越多的研究证实，槐耳作为一种来自槐、洋

槐和青檀树干上真菌，可以诱导癌细胞的分化和凋亡，提高免

疫细胞的杀伤能力，逆转与肿瘤相关的耐药性，并抑制肿瘤细

胞的迁移和侵袭等[11]。多项研究也发现，槐耳在肺癌中具有独

特的抗肿瘤作用，但具体机制尚未阐明[12]。因此，本研究主要基

于 EGFR/VEGFR2信号通路，探究槐耳对 NSCLC细胞增殖和

血管新生的影响以及作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料

槐耳清膏来自于启东盖天力药业公司。利用电子天平量取

1 g槐耳清膏，使其充分溶解于 10 mL的 RPMI（RPMI）1640培

养基中，再利用震荡仪使其充分震荡后，用 0.22 滋m的滤器过
滤除菌，制成 100 mg/mL的槐耳原液，储存于 -20℃备用。人

NSCLC（NCI-H441系）细胞购于中国典型培养物保藏中心（中

国，武汉）。主要试剂均购于赛信通（上海）生物试剂有限公司，

单克隆和多克隆抗体主要包括：EGFR 和磷酸化 EGFR

（pEGFR）、VEGFR2和磷酸化 VEGFR2（pVEGFR2）、细胞外信

号调节激酶（ERK）1/2、应激活化蛋白激酶（JNK）1/2、p38蛋白

（p38）、磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）、磷酸化丝氨酸 /苏氨酸特异

性蛋白激酶（pAKT）、细胞周期蛋白 D1（Cyclin D1）、增殖细胞

核抗原（PCNA）。其他试剂均购于上海信裕生物科技有限公司

（中国），包括：RPMI 1640培养基、磷酸盐缓冲液（PBS）、二甲基

亚砜（DMSO）溶液、MTT细胞增殖毒性检测试剂盒、ECL发光

试剂盒和凝胶试剂盒等。主要仪器购于南京贝登医疗股份有限

公司，包括光学显微镜（型号：CX23LEDRFS1C）、电泳仪（型

号：DYY-10C）、电泳槽（型号：DYCZ-28D）、离心机（型号：

H1650R）。ChemiDoc XRS+化学发光成像系统购于伯乐生命医

学产品（上海）有限公司。

1.2 细胞培养

在 37℃和 5% CO2的标准细胞培养条件下进行细胞培养，

NSCLC细胞在 RPMI 1640培养基中培养。选择对数生长期的

NSCLC细胞采用随机法分成低剂量组、高剂量组以及空白对

照组。利用 DMSO溶解槐耳原液，并在 RPMI 1640培养基中稀

释成不同浓度的槐耳清膏，包括 5 滋mol/L、10 滋mol/L。然后在
低剂量组和高剂量组分别加入 5 滋mol/L、10 滋mol/L的槐耳清
膏进行处理，而空白对照组未加入槐耳清膏处理。经过 3小时

后在表皮生长因子（EGF）（50 ng/mL）和血管内皮生长因子

（VEGF）（20 ng/mL）中继续孵育 30分钟。

1.3 细胞增殖毒性试验法（MTT）

通过MTT[3-(4，5-二甲基噻唑 -2-基)-2，5-二苯基溴化四

唑] 测定法确定槐耳清膏对 NSCLC细胞存活率的影响。按照

1.2中的分组将 NSCLC细胞铺在 96孔微量滴定板中，并采用

不同浓度的槐耳清膏处理，经过 48小时后，向每个孔中加入

1/10体积的 10× MTT溶液（在 PBS中为 5 mg/mL），孵育 2小

时，并用 DMSO溶解还原的MTT后，在酶标仪上于 540 nm处

记录吸光度，将槐耳清膏对 NSCLC细胞生长抑制的影响评估

为细胞存活率。

1.4 蛋白免疫印迹实验（Western blotting, WB）

选择对数生长期的 NSCLC细胞，将其常规接种于 6孔板

（每孔约 106个细胞），按照 1.2中的分组进行干预；每组分别设

置 3个复孔，经过 24小时培养过后，采用 PBS（10 mmol/L，

pH7.45）反复洗涤 3次，而后在 200 滋L的冰冷组织裂解缓冲液
[10 mM的 HEPES（pH 7.9）、100 mM的 KCl、10 mM的 EDTA、

20 mM 的 EGTA、100 mM 的 DTT、20 mM 的 PMSF、0.5%

NP-40和新添加的蛋白酶抑制剂亮肽、抑肽酶和苯甲脒]中培养

20分钟。将裂解液收集在微管中，并通过 21.5 g的针头将细胞

聚集体打破。在 4℃条件下以 14000 r/min进行离心 10 min，并

收集上清液，等分后在制备当天使用，或立即保存在 -80℃下

以备后用。对蛋白质浓度进行调节后进行加热变形，利用含

10% SDS-聚丙烯酰胺的凝胶对总量相等的蛋白质进行电泳，

完成之后将蛋白转移到硝酸纤维素膜上，使用 5%脱脂奶粉进

行阻断 2小时后，再加入 5%脱脂奶粉稀释的初级抗体（稀释比

1:1000），在 4℃的环境条件下进行培养 1晚，用 TBST重复洗

涤（3次，15分钟 /次），然后加入 HRP标记的次级抗体（稀释比

1:1000）并在室温下培养 2 h，然后用 TBST反复洗涤（3次，15

分钟 /次）。用 ECL发光液在暗室中均匀发光，按下胶片后，将

其暴露在曝光箱中。利用 qantity one软件进行灰度值分析，以

茁-actin为内参照，比较靶蛋白和内参照蛋白的灰度值，两者的
比值为靶蛋白的相对表达水平。

1.5 测量指标

比较各组之间 EGFR、pEGFR、VEGFR2、pVEGFR2、PI3K、

磷酸化 -AKT（pAKT）、磷酸化 -ERK1/2（pERK1/2）、磷酸化

-JNK1/2（pJNK1/2）、磷酸化 -p38（pp38）、Cyclin D1及 PCNA蛋

白表达水平。

1.6 统计学分析

使用 SPSS 22.0统计学软件进行统计分析，计量资料采用

x± s 表示，两组间比较采用 t检验，多组间比较采用单因素方

差分析和 LSD检验；以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 槐耳清膏对 NSCLC细胞存活率的影响

本研究结果显示，经过不同浓度槐耳清膏处理后，低剂量

组、高剂量组 NSCLC细胞的存活率分别为（88.67± 3.42）%、
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Note: Compared with the blank control group, aP<0.05.

（69.35 ± 3.67）%，空白对照组 NSCLC 细胞的存活率为

（98.73± 2.58）%。低剂量组、高剂量组 NSCLC细胞的存活率均

显著低于空白对照组（t=8.759，9.327；P=0.000，0.000），而低剂
量组与高剂量之间差异无统计学意义（t=12.715，P=0.155）。
2.2 槐耳清膏对 NSCLC细胞中 EGFR/VEGFR2的影响

本研究结果显示，与空白对照组相比，槐耳清膏处理

NSCLC细胞后，低剂量组、高剂量组中 pEGFR、pVEGFR2蛋白

的相对表达水平均显著降低（P<0.05），而 EGFR、VEGFR2的差

异无统计学意义（P>0.05），如表 1、图 1所示。

2.3 槐耳清膏对 NSCLC细胞中 EGFR/VEGFR2通路相关蛋白

的影响

本研究发现，与空白对照组比较，槐耳清膏处理 NSCLC细

胞后，低剂量组、高剂量组中 PI3K 蛋白、pAKT、pERK1/2、

pJNK1/2、pp38、Cyclin D1及 PCNA的相对表达水平均显著降

低（P<0.05），如表 2、图 2所示。

3 讨论

目前癌症治疗的主要方式是靶向疗法，其中针对

EGFR/VEGFR2的靶向疗法已广泛用于 NSCLC患者的治疗[13]。

近年来，中医在癌症治疗中的作用越来越受到世界各国的关

注[14,15]。已有研究表明槐耳具有明显的抗肿瘤作用，能有效抑制

癌细胞的增殖和侵袭[16-18]。因此，本研究基于 EGFR/VEGFR2

信号通路，研究了槐耳对 NSCLC细胞的影响。本研究结果显

示，经过槐耳清膏处理后，NSCLC细胞的存活率将显著降低

（P<0.05），说明槐耳清膏抑制了 NSCLC细胞增殖。由于 EGFR

Note: Compared with the blank control group, aP<0.05.

表 1 槐耳清膏处理 NSCLC细胞后 EGFR、pEGFR、VEGFR2、pVEGFR2蛋白相对表达水平

Table 1 Relative expression levels of EGFR, pEGFR, VEGFR2 and pVEGFR2 proteins in NSCLC cells treated with huaier

Groups EGFR pEGFR VEGFR2 pVEGFR2

Blank control group 122.47± 6.31 92.57± 6.72 127.52± 5.83 121.53± 6.57

Low-dose group 113.24± 5.34 73.42± 4.25a 112.37± 5.63 57.26± 5.91a

High-dose group 107.35± 6.52 56.33± 5.37a 101.23± 4.82 42.38± 5.46a

F 43.251 32.014 39.648 40.367

P 0.108 0.000 0.358 0.000

图 1 槐耳清膏处理对 NSCLC细胞中 EGFR、pEGFR、VEGFR2、

pVEGFR2表达的影响

Fig.1 Effect of Huaier on the expression of EGFR, pEGFR,VEGFR2 and

pVEGFR2 in NSCLC cells

表 3 不同浓度槐耳清膏处理 NSCLC细胞后 EGFR/VEGFR2通路相关蛋白的相对表达水平

Table 3 Relative expression levels of EGFR / VEGFR2 pathway related proteins in NSCLC cells treated with different concentrations of huaier

Groups PI3K/p110 PI3K/p85 pAKT pERK1/2 pJNK1/2 pp38 Cyclin D1 PCNA

Blank control group 56.34± 3.29 57.42± 3.64 43.58± 5.71 67.42± 5.43 88.57± 5.33 21.47± 5.13 89.37± 2.29 96.45± 3.14

Low-dose group 50.29± 3.15a 51.28± 4.23a 40.29± 5.39a 59.34± 4.61a 79.43± 3.10a 17.28± 5.32a 81.43± 3.10a 88.12± 3.03a

High-dose group 49.33± 4.13a 47.26± 5.31a 36.18± 5.27a 50.41± 4.97a 73.24± 3.17a 5.96± 4.34a 74.29± 2.21a 79.36± 2.12a

F 35.478 38.762 41.359 39.125 39.231 36.143 36.478 39.512

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

的异常激活导致其下游信号通路失调，从而影响细胞增殖和血

管生成。因此，进一步研究发现用槐耳清膏处理 NSCLC细胞

后，可显著降低 pEGFR表达（P<0.05）。与 EGFR相似，VEGFR2

的异常激活，也会导致下游信号传导失调，从而引起有丝分裂、

趋化作用的增加，进一步刺激肿瘤血管形成。此外，EGFR可以

调节血管生成素 VEGF的产生，VEGF信号通路对内皮细胞增

殖、迁移和诱导血管生成具有重要意义[19,20]。本研究中，经槐耳

清膏处理后也显著降低了 NSCLC 细胞中 pVEGFR2 的表达

（P<0.05）。因此，槐耳清膏能同时抑制 EGFR/VEGFR2信号通路。

由于 EGFR抑制剂的耐药性与 PI3K/AKT和MAPKs信号

通路的激活有关 [21,22]。EGFR/PI3K/AKT/MAPKs 信号传导在

NSCLC的细胞增殖、血管生成和抑制细胞凋亡的过程中起着
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图 2 槐耳清膏处理对 NSCLC细胞中 EGFR/VEGFR2通路相关蛋白的

影响

Fig.2 Effect of huaier on EGFR/VEGFR2 pathway related proteins in

NSCLC cells

关键作用[23]。EGFR激活 PI3K/AKT信号传导后，它将激活参与

细胞增殖和凋亡的多个下游靶标。本研究结果显示，经槐耳清

膏处理后，NSCLC细胞的 PI3K蛋白、pAKT均显著降低（P<0.
05）。由于槐耳清膏抑制了 PI3K，而 PI3K调节 AKT的激活，因

此，阻断了 AKT促进肿瘤细胞存活和促凋亡蛋白的功能。此

外，MAPKs途径是另一种由 EGFR激活的级联信号，在细胞增

殖和凋亡调节中也起着重要作用[24,25]。MAPKs家族由三个主要

亚组组成：ERK，JNK和 p38 MAPK。ERKs主要参与调节有丝

分裂原激活的增殖 /分化[26]，而 JNK和 p38 MAPK则执行与细

胞凋亡相关的功能[27,28]。因此，我们还评估了槐耳对 NSCLC细

胞中MAPKs信号传导的影响。本研究发现，在 NSCLC细胞

中，槐耳清膏处理均显著降低了 ERK1/2、JNK1/2和 p38的磷

酸化（P<0.05）。同时，参与MAPK激活的信号通路也参与激活

Cyclin D1、PCNA蛋白，且在细胞周期从G1到 S期的过程中起

着至关重要的作用[29,30]。NSCLC细胞的 Cyclin D1的表达更高，

而且 Cyclin D1为耐药 NSCLC细胞中 EGFR信号传导的关键

下游效应子[31]。本研究用槐耳清膏处理 NSCLC细胞导致 Cy-

clin D1表达的显著降低（P<0.05）。PCNA作为细胞周期的 S和

G2期活跃的细胞增殖标记，在细胞增殖的启动过程中也具有

重要的作用[32]。此外，EGFR还起转录因子的作用，通过激活和

稳定 PCNA来增强细胞增殖。因此，本研究发现，经槐耳清膏处

理后，NSCLC细胞中 PCNA蛋白的表达显著降低（P<0.05），更
进一步说明槐耳清膏对 NSCLC细胞增殖具有抑制作用。

综上所述，基于 EGFR/VEGFR2信号通路，槐耳清膏对

NSCLC细胞增殖和血管新生有一定的抑制作用，可能成为一

种针对 NSCLC的有用靶向药物。
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