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摘要:目的 研究丹参人参组分配伍对肺癌A549细胞侵袭迁移以及ERK1/2磷酸化水平的影响。方法 采用细胞划痕实

验和高内涵细胞成像系统分析丹参人参组分配伍对肺癌A549细胞迁移的影响;应用实时细胞传感电阻仪Transwell实验动

态检测丹参人参组分配伍对肺癌A549细胞侵袭的影响;通过纳米级超微量蛋白质分析系统检测丹参人参组分配伍对肺癌

A549细胞ERK1/2磷酸化水平的影响。结果 丹参人参组分配伍可显著增加划痕空白区域的距离(P<0.01),且呈一定的

时间依赖性;显著降低细胞迁移的面积(P<0.01),且呈一定的剂量依赖性;对A549细胞侵袭有抑制作用(P<0.01),且呈一

定的时间依赖性;能够显著降低肺癌A549细胞ERK1/2磷酸化水平(P<0.01)。结论 丹参人参组分配伍能显著降低肺癌

A549细胞迁移侵袭的能力,其作用机制可能与降低肺癌A549细胞ERK1/2磷酸化水平有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE ToinvestigatetheeffectsofcomponentformulaofSalviaemiltiorrhizaeradixetrhizomeandGin-
sengpanaxetrhizomeoncellmigration invasionandphosphorylationofERK1 2inlungcancerA549cells METHODS The
scratchwoundhealingassayandhighcontentscreeningwereusedtoanalyzetheeffectsofcomponentformulaofSalviaeMilti-
orrhizaeRadixEtRhizomaandGinsengRadixEtRhizomeonA549cellmigration TheRealtimecellanalysiswasadaptedto
detecttheeffectsofcomponentformulaonA549cellinvasion ThephosphorylationofERK1 2inlungcancerA549cellswas
measuredbynanoscaleultramicroproteinanalysissystem RESULTS Componentformulatreatmentsignificantlyincreased
thedistanceofscratchblankareaintimedependentmanner P<0 01  comparedwithcontrolgroup decreasedA549cells
migrationarea P<0 01 inadosedependentpattern significantlyinhibitedA549cellsinvasion P<0 01 intimedependent
manner anddecreasedthephosphorylationofERK1 2 P<0 01 inA549cells CONCLUSION Thecomponentformulaof
SalviaeMiltiorrhizaeRadixEtRhizomeandGinsengPanaxEtRhizomecaninhibitA549cellsmigrationandinvasion which
mayberelatedtothedecreasedphosphorylationlevelofERK1 2 
KEYWORDS componentformulaofSalviaemiltiorrhizaeradixetrhizomeandGinsengpanaxetrhizome cellmigration cell
invasion phosphorylationofERK1 2

  WHO国际癌症研究中心(IARC)发布的2014
年全球癌症报告显示:肺癌的发病率和死亡人数仍

然位于恶性肿瘤首位。目前,肿瘤转移仍是恶性肿

瘤治疗失败和患者死亡的主要原因,据报道有80%
以上癌症患者死于肿瘤转移[1]。本文在前期正交设

计优选丹参人参抗肿瘤有效组分配伍[23]的基础

上,进一步研究其对肺癌 A549细胞侵袭转移的影

响及其作用机制。

1 材料

1.1 试剂
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DMEM(Gibco,批号:11995065),Ham'sF12
(Gibco,批号:11095080),澳洲进口胎牛血清(Gib-
co,批 号:16000044),青链 霉 素(Gibco,批 号:

15140122),0.25%胰蛋白酶(Gibco,批号:25200
056),细胞迁移试剂盒(ThermoScientific,批号:

OE187113),Matrigel基 质 胶 (BD 公 司,批 号:

2342761),ERK1/2抗体(CST公司,批号:S0306),

Nanopro 试 剂 盒 (Proteinsimple 公 司,批 号:

S0306)。

1.2 细胞株与药物

人肺癌细胞株A549购于中国科学院上海生命

科学研究院细胞资源中心。丹参总酚酸(80%,批
号:ZL20130112)、人 参 总 皂 苷 (80%,批 号:

ZL20130211)和 人 参 总 多 糖 (60%,批 号:

ZL20130203)均购于南京泽朗医药科技有限公司。
组分配伍:丹参总酚酸、人参总皂苷和人参多糖的配

伍剂量分别是5、10、5μg/mL。

1.3 仪器

高内涵细胞成像系统(VTI700,美国 Thermo
Scientific公 司);实 时 细 胞 分 析 仪(3×16,美 国

Roche公司);Nanopro纳米级超微量蛋白质分析系

统(Nanopro1000,美国PS公司);超净工作台(SW
CJ1FD,苏州净化设备有限公司);CO2恒温培养箱

(NU4950E,美国NUAIRE公司);倒置相差显微镜

(DFC259,德国Leica公司)。

2 方法

2.1 细胞迁移划痕实验

取培养至对数期的 A549细胞,用0.25%胰酶

消化,用滴管吹打至单细胞悬液,调整细胞密度为1
×105mL-1,接种于6孔板上,每孔1mL,置于37
℃,5%CO2及饱和湿度条件下细胞培养箱中培养

24h至细胞基本融合。用100μL微量移液头在6
孔板内垂直划痕,PBS液冲洗2次后加入组分配伍

溶液,每孔1mL,阴性对照组加入等体积的细胞培

养液。将培养板置入37℃,5%CO2培养箱中培养

24h和48h,分别用倒置相差显微镜观察并拍照,采
用ImageJ软件随机选取3个并计算100×视野内

划痕空白区域的距离。

2.2 高内涵细胞成像系统细胞迁移实验

取蓝色荧光微球混悬液到96孔板中,于37℃
避光孵育1h。用200μL1×WashBuffer清洗5
次,将细胞消化悬浮于不含血清的培养液中,吹打均

匀调整细胞密度为1×104 mL-1,接种每孔50μL

细胞悬液,然后置于37℃,5%CO2及饱和湿度条件

下细胞培养箱中培养24h后给药,阴性对照组加入

等体 积 的 细 胞 培 养 液,给 药 组 根 据 前 期 实 验 结

果[23],分别加入组分配伍0.5倍、1倍及2倍浓度的

供试品溶液,设为低、中、高3个浓度组别,每孔100

μL,每组设3个复孔。将培养板置入37℃,5%CO2
培养箱中培养48h。取培养48h的96孔板,弃去

细胞培养上清,每孔加入200μL的5.5%预热的固

定液,于室温孵育60min,然后加入穿透液室温孵

育30min,清洗后加入罗丹明鬼笔环肽染色液,室
温孵育30min后清洗3遍,于高内涵细胞成像系统

检测。

2.3 实时细胞传感电阻仪Transwell实验

在CIMplate细胞迁移浸润检测板上室中加入

1层 Matrigel凝胶,下室加入含胎牛血清的培养液

600μL。然后在上室中加入细胞悬液,调整细胞密

度为1×106 mL-1,每孔200μL,置于37℃,5%
CO2及饱和湿度条件下细胞培养箱中培养24h。设

组分配伍组和阴性对照组,每组3个复孔,在细胞传

感电阻仪动态检测48h。

2.4 纳米级超微量蛋白质分析系统检测ERK1/2
磷酸化

将细胞消化悬浮培养液中,吹打均匀接种到培

养皿中培养24h,分为阴性对照组和组分配伍组,阴
性对照组加入等体积的细胞培养液,给药加入组分

配伍供试品溶液,作用12h后去除培养上清,用5
mLWashBuffer清洗细胞3次,每孔加入100μL
的裂解液(含蛋白磷酸酶和磷酸酶抑制剂),用细胞

刮破碎细胞裂解30min,收集裂解液置于1.5mL离

心管中,于12000r/min4℃离心20min,收集裂解

上清,定量后按照 Nanopro试剂盒说明书操作,用

Nanopro1000纳米级超微量蛋白质分析系统检测

ERK1/2磷酸化。

2.5 数据分析

实验数据采用SPSS15.0软件进行统计分析,
各组定量检测数据以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(onewayANO-
VA)分析,组间比较采用LSD检验,P<0.05为差

异有统计学意义。

3 结果

3.1 组分配伍对肺癌A549细胞划痕实验的影响

组分配伍对肺癌A549细胞划痕实验结果见图

1~2所示,与阴性对照组比较,组分配伍显著增加
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划痕空白区域的距离(P<0.01),提示组分配伍能

够显著抑制肺癌 A549的迁移,且呈一定的时间依

赖性。

图1 组分配伍对肺癌A549细胞划痕实验的影响(×100)

注:与阴性对照组比较,**P<0.01。

图2 组分配伍对肺癌A549细胞划痕距离的影响(n=3)

3.2 组分配伍对肺癌A549细胞迁移的影响

组分配伍对肺癌A549细胞迁移实验结果见图

3~4所示,与阴性对照组比较,组分配伍显著降低

细胞迁移的面积(P<0.01),提示组分配伍能够显

著抑制肺癌A549的迁移,且呈一定的剂量依赖性。

图3 组分配伍对肺癌A549细胞迁移实验的影响(×5)

注:与阴性对照组比较,**P<0.01。

图4 组分配伍对肺癌A549细胞迁移面积的影响(n=3)

3.3 组分配伍对肺癌A549细胞侵袭的影响

组分配伍对肺癌A549细胞侵袭实验结果见图

5~6所示,与阴性对照组比较,组分配伍显著降低

细胞侵袭的数目(P<0.01),提示组分配伍能够显

著抑制肺癌A549的侵袭,且呈一定的时间依赖性。

图5 组分配伍对肺癌A549细胞侵袭实验的影响

注:与阴性对照组比较,**P<0.01。

图6 组分配伍对肺癌A549细胞侵袭实验的影响(n=3)

3.4 组分配伍对肺癌 A549细胞ERK1/2磷酸化

水平的影响

组分配伍对肺癌A549细胞ERK1/2磷酸化的

影响结果见图7~8所示,与阴性对照组比较,组分

配伍显著降低 A549细胞ppERK1、pERK1、pp
ERK2和pERK2的峰面积(P<0.01),并且显著增

加非磷酸化ERK1和ERK2的峰面积(P<0.01),
提示 组 分 配 伍 能 够 显 著 降 低 肺 癌 A549 细 胞

ERK1/2磷酸化水平。

图7 组分配伍对肺癌A549细胞pERK1/2和ERK1/2
蛋白表达的影响

注:与阴性对照组比较,**P<0.01。

图8 组分配伍对肺癌A549细胞ERK1/2
磷酸化的影响(n=3)

4 讨论

中医药治疗恶性肿瘤的疗效和安全性现已得到

广泛认同,根据辨证论治,审证求因的立法原则,活
血化瘀、扶正培本法作为肿瘤治疗基本大法在临床
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被广泛运用[4],而作为活血化瘀代表药的丹参和补

气药之首的人参自然倍受青睐。近年来,方剂的组

分配伍抗肿瘤研究为治疗恶性肿瘤提供了新的契

机[56]。
本文以前期实验筛选出的丹参人参组分有效

配伍为研究对象,探讨其对肺癌细胞侵袭迁移的影

响以及可能的作用机制。细胞划痕实验和高内涵细

胞迁移实验结果中,组分配伍组显著增加细胞划痕

的距离和显著降低细胞迁移面积,说明组分配伍能

显著降低肺癌 A549细胞的迁移能力,且具有时间

依赖性和剂量依赖性。进一步采用实时无标记细胞

分析仪检测肺癌A549细胞transwell侵袭能力,该
仪器可以实时动态检测肺癌侵袭的细胞数目[78],结
果显示组分配伍组显著降低细胞侵袭的数目,说明

组分配伍能显著降低肺癌 A549细胞的侵袭能力,
且具有时间依赖性。纳米级超微量蛋白质分析系统

利用毛细管分离以及化学发光检测原理进行纳米级

自动化检测蛋白磷酸化水平[910],优势在于能够检

测 蛋 白 构 象 改 变 引 起 的 等 电 点 极 细 微 的 变 化。

ERK是一类传递丝裂原信号的丝氨酸/苏氨酸蛋白

激酶,是 MAPK家族成员,ERK活化后进入细胞核

内,调控一系列转录因子,调节着肿瘤细胞的增殖、
分化、凋亡和侵袭转移[1112]。本实验通过纳米级超

微量蛋白质分析系统检测组分配伍对肺癌A549细

胞ERK1/2磷酸化水平,结果显示其能显著降低

ERK1和ERK2的单磷酸化和双磷酸化水平,提示

调节ERK1/2磷酸化水平可能是其抑制肺癌A549
细胞迁移侵袭的机制之一。

实验结果表明:丹参人参组分配伍能显著降低

肺癌A549细胞迁移侵袭的能力,其作用机制可能

与降低肺癌 A549细胞ERK1/2磷酸化水平有关。
对于ERK信号传导通路的上游蛋白及各激酶的级

联激活机制与组分配伍抑制肺癌细胞迁移侵袭的关

系我们进一步研究探讨。
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