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山柰酚通过 Met/PI3K/Akt/mTOR 通路诱导非小细胞肺癌 NCI-H1650
细胞发生自噬进而影响其增殖
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[摘  要]  目的：探讨山柰酚诱导人非小细胞肺癌（NSCLC）NCI-H1650细胞发生自噬及其机制。方法：常规培养NCI-H1650

细胞，用不同浓度山柰酚处理细胞，用CCK-8法、MTT法以及EdU法检测山柰酚对NCI-H1650细胞增殖能力的影响，用自噬双标

记腺病毒mCherry-EGFR-LC3感染实验检测山柰酚对NCI-H1650细胞发生自噬的影响，用WB法检测山柰酚处理后NCI-H1650细胞

中自噬相关蛋白及Met/PI3K/Akt/mTOR信号通路相关蛋白的表达，用qPCR法检测山柰酚处理后NCI-H1650细胞中Met mRNA的

表达。采用荧光素酶标记A549-luc细胞建立裸鼠移植瘤模型后用山柰酚进行处理，用活体动物成像技术观察移植瘤生长情况，用WB

法检测移植瘤组织中自噬相关蛋白以及Met/PI3K/Akt/mTOR信号通路相关蛋白的表达。结果：山柰酚能显著抑制NCI-H1650

细胞的增殖能力（P<0.05），山柰酚处理后NCI-H1650细胞内的自噬小体数量明显增加（P<0.05）、自噬标志蛋白LC3B和beclin1表

达均明显上调（均P<0.05）、P62 表达明显下调（P<0.05），山柰酚可明显抑制 NCI-H1650细胞中Met mRNA 和蛋白的表达（均

P<0.05）、抑制p-PI3K p85、PI3K p85、p-Akt和p-mTOR蛋白表达（均P<0.05）。山柰酚抑制A549细胞裸鼠移植瘤的生长（P<0.05）

和影响其体内自噬、Met/PI3K/Akt/mTOR通路相关蛋白的表达（均P<0.05）。结论：山柰酚通过影响Met/PI3K/Akt/mTOR通路诱

导NSCLC NCI-H1650细胞发生自噬，进而抑制其增殖能力。
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Kaempferol promotes cell autophagy and affects cell proliferation of non-small 
cell lung cancer H1650 cells via regulating Met/PI3K/Akt/mTOR pathway
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[Abstract]  Objective: To explore the specific effect and mechanism of kaempferol on inducing autophagy in non-small cell lung 

cancer (NSCLC) NCI-H1650 cells. Methods: Human NSCLC cell line NCI-H1650 was cultured and treated with kaempferol at 

different concentrations. The effects of kaempferol on NSCLC cell viability and proliferation were observed by CCK-8, MTT and EdU 

methods. LC3 adenovirus infection experiment was performed to investigate the effect of kaempferol on NSCLC cell autophagy. 

Western blot was used to detect the expression of key proteins of cell autophagy and relevant molecules of Met/PI3K/Akt/mTOR 

signaling pathway. Meanwhile, qPCR was used to detect the mRNA expression of Met in NCI-H1650 cells after kaempferol treatment. 

The transplanted tumor model of nude mice was established by using luciferase labeled A549-luc cells. The tumor growth was observed 

by in vivo animal imaging, and the expression of autophagy related key proteins and molecules of Met/PI3K/Akt/mTOR signaling 

pathway in the xenograft tissues were detected by Western blot. Results: Kaempferol significantly inhibited the proliferation of NCI-

H1650 cells (P<0.05). After kaempferol treatment, the number of autophagosomes in NCI-H1650 cells was significantly increased 

(P<0.05), the expressions of autophagy related key proteins, LC3B and beclin1, were significantly increased (all P<0.05), and the 

expression of P62 was significantly decreased (P<0.05). Kaempferol significantly inhibited the mRNA and protein expression of Met, 
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and inhibited the protein expression of p-PI3K p85, PI3K p85, p-Akt and p-mTOR (all P<0.05). Kaempferol inhibited the growth of 

transplanted tumor (P<0.05) and affected autophagy and the expression of Met/PI3K/Akt/mTOR pathway-related proteins in nude 

mouse tumor models (all P<0.05). Conclusion: Kaempferol induces autophagy in NSCLC NCI-H1650 cells by affecting the Met/PI3K/

Akt/mTOR pathway, which in turn inhibites their proliferative capacity.

[Key words]  kaempferol; non-small cell lung cancer(NSCLC); NCI-H1650 cell; A549 cell; cell autophagy; Met/PI3K/Akt/mTOR pathway; 

proliferation

[Chin J Cancer Biother, 2023, 30(11): 965-972. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2023.11.005]

肺癌位居癌症相关性死因的首位，其5年生存率仅

为19%。根据病理类型可分为小细胞肺癌和非小细胞

肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC），其中NSCLC占

85%~90%，大多数肺癌患者在临床确诊时已处于中晚

期，已失去手术机会[1]。针对晚期NSCLC患者，临床主

要的治疗方案为化疗、分子靶向治疗以及免疫治疗。

然而，这些治疗方案不良反应明显、患者耐受性差、容

易产生药物耐药及发生免疫相关的不良反应[2-3]。因此，

亟需研发更为安全有效的NSCLC治疗药物及策略。山

柰酚（kaempferol），可从山柰、白花蛇舌草等多种中草

药中提取[4]，具有明确的抗肿瘤、抗炎和抗氧化等作用[5]。

有研究[6]发现，山柰酚可抑制肺癌细胞生长、增殖，但具

体机制尚不清楚。细胞自噬是指在一定条件下，损坏

的细胞器或蛋白被自噬小泡包裹后形成自噬体，与溶

酶结合后被降解的过程。自噬可通过消除潜在有害成

分和突变DNA、克服应激条件或维持代谢来抑制癌症

的发生发展[7]。间质表皮转化因子（mesenchymal 

epithelial transition factor，Met）是一种穿膜酪氨酸激酶

受体，其在肺癌中可发生突变，呈异常高表达状态，与

肿瘤细胞的存活、代谢、生长和耐药密切相关；抑制Met

的表达可诱导细胞自噬。在NSCLC中，PI3K/Akt/mTOR

通路与肿瘤发生和进展密切相关[8]。目前，山柰酚对

NSCLC细胞的作用研究以及山柰酚诱导NSCLC细胞

自噬相关的研究鲜有报道。本研究主要探讨山柰酚是

否通过调控Met/PI3K/Akt/mTOR通路促进NSCLC发

生细胞自噬进而抑制NSCLC细胞的增殖，旨在为治疗

NSCLC治疗药物的筛选及开发提供参考依据。

1  材料与方法

1.1  动物、细胞、试剂和仪器

雌性BALB/c裸鼠，6~8周，体重18~20 g，购自广东

药康生物科技有限公司[（动物合格证号：SCXK（粤）2020-

0054]，动物实验研究方案获广东省中医医院动物伦理

委员会审查批准，批准号为2020079。自噬双标记腺病

毒（mCherry-EGFR-LC3）购自汉恒生物科技（上海）有

限公司。人NSCLC细胞NCI-H1650、A549购自中国科

学院细胞库（上海），在37 ℃、 5% CO2的培养箱中培养，

用含10%胎牛血清和1%青/链霉素双抗的RPMI 1640

培养基培养。山柰酚纯度为98%，购自Targetmol公司，

用100% DMSO将其配成100 mmol/L的贮存液。RPMI 

1640培养基、青/链霉素双抗、胎牛血清均购自美国Gibco

公司，MTT试剂购自美国Sigma-Aldrich公司，CCK-8

试剂盒、Triton X-100、4%多聚甲醛均购自碧云天公

司，Cell-Light EdU细胞增殖试剂盒购自锐博公司，BCA

蛋白定量试剂盒购自美国Thermo公司，Transcriptor First 

Strand cDNA Synthesis试剂盒、FastStart Essential DNA 

Green Master 均购自瑞士 Roche 公司，抗Met、p-Met、

PI3K p85 、p-PI3K p85 、Akt 、p-Akt 、mTOR、p-mTOR、

beclin1、LC3B、GAPDH抗体（均为兔抗）与P62抗体（鼠

抗）、辣根过氧化物酶（HRP）标记羊抗兔或鼠 IgG均购

自美国CST公司。Infinite M1000 PRO多功能酶标仪购

自瑞士Tecan公司，Counter Star自动细胞分析仪购自美

国Inno-Alliance Biotech公司，ChemiDoc XRS+化学发

光成像系统购自美国Bio-Rad公司，LightCycler 96

荧光定量PCR仪购自瑞士Roche公司，小动物活体成像

仪购自美国Perlin Elmer公司，LMS710激光扫描共聚

焦显微镜购自德国Zeiss公司。

1.2  CCK-8法、MTT法检测山柰酚对NCI-H1650细

胞增殖的影响

取对数生长期的NCI-H1650细胞以 5×103个/孔

的密度接种于 96孔板中。细胞贴壁后，向孔中加入

不同浓度（10、20、40、80 µmol/L）的山柰酚，对照组不

给药处理，培养基中含 0.1% DMSO。处理不同时间

（24、48、72 h）后进行 CCK-8 法或 MTT 法检测。

CCK-8 法：每孔加入 10 µL CCK-8 试剂，继续培养

4 h，在酶标仪450 nm处检测光密度（D）值。MTT法：

每孔加入100 µL 0.5 mg/mL的MTT溶液，继续培养4 h

后弃上清液，每孔加入 100 µL DMSO 溶液，低速震

荡 10 min后，在酶标仪 490 nm处检测D值。细胞增

殖率=药物组D值/对照组D值×100%。

1.3  EdU法检测山柰酚对NCI-H1650细胞增殖能力

的影响

取对数生长期NCI-H1650细胞，以5×103个细胞/

孔接种于 96孔板，细胞贴壁后，予 20、40、80 µmol/L

山柰酚处理 24 h后，加入含 50 µmol/L EdU 培养液

处理2 h，PBS清洗后加入4%多聚甲醛固定液室温处

理30 min。加入 2 mg/mL 甘氨酸在低速摇床处理

5 min，PBS清洗 2次，加入含 0.5% Triton X-100渗透
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液摇床处理 10 min，PBS清洗 1次，加入 1×Apollo染

色反应液避光轻摇处理 30 min，PBS清洗 2次，加入

DNA染色剂Hoechst避光轻摇处理30 min，PBS清洗

2次。在倒置荧光显微镜下观察拍照，每组3个复孔，

每孔选取3~5个视野进行拍照，分别计算各组的EdU

阳性率。EdU 阳性率=EdU 阳性细胞数/细胞总数×

100%。

1.4  自噬双标记腺病毒（mCherry-EGFR-LC3）感染

法检测山柰酚对NCI-H650细胞自噬的影响

取 1×105个对数生长期的NCI-H1650细胞，均匀

接种于共聚焦皿中，细胞贴壁后，按公司提供的操作

步骤感染细胞，主要步骤为取出mCherry-EGFR-LC3

病毒，冰上溶解，分装，按感染复数=50计算所需病毒

体积，吸取相应病毒体积加入 1 mL无双抗完全培养

基中，轻轻混匀。取出共聚焦皿，吸弃旧培养基，加

入上述病毒混合液，在培养箱处理4 h，往皿中再加入

1 mL无双抗完全培养基，继续放回培养箱培养2~4 h

即感染完成。mCherry-EGFR-LC3感染成功后，分别

予以 0、80 μmol/L山柰酚处理 24 h，在激光共聚焦显

微镜下观察细胞内自噬小体和自噬溶酶体情况。

1.5  qPCR法检测山柰酚处理各组NCI-H1650细胞

中Met的mRNA表达水平

用 TRIzol 法裂解提取 NCI-H1650 细胞内的总

RNA。按Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit

试剂盒的说明书将RNA逆转录成 cDNA，按FirstStart 

Essential DNA Green Master试剂盒操作步骤进行qPCR

反应。Met正向引物：5'-ATTGATTGCTGGTGTTGT-3'，

反向引物：5'-TTTCTGTAGTTGGGCTTAC-3'；GAPDH

正向引物：5'-CTCCTCCTGTTCGACAGTCAGC-3' ，反

向引物：5'-CCCAATACGACCAA ATCCGTT-3'。qPCR

反应条件：95 ℃ 10 min，95 ℃ 10 s，60 ℃ 15 s、72 ℃ 

20 s，共40个循环。以GADPH为内参基因，用2-△△Ct公

式计算目的基因的相对表达量。

1.6  A549-luc细胞裸鼠移植瘤模型的制备及观察山

柰酚对移植瘤生长的影响

移植瘤模型采用A549-luc细胞，其带有荧光素

酶报告基因。取荧光素酶标记A549-luc细胞重悬，

调整细胞密度为 1×107 个 /mL，每只裸鼠皮下注射

0.2 mL细胞悬液。造模后用随机数字表法将裸鼠随

机分为对照组（予生理盐水处理）、山柰酚低剂量组

[20 mg/（kg·d）]、山柰酚高剂量组[60 mg/（kg·d）]，每

组7只，腹腔注射给药，一天一次，给药28 d。在开始

给药的前一天和给药结束后，用小动物活体成像仪

拍照并保存数据，用Living Image软件分析生物发光

信号强弱，并进行统计。

1.7  WB法检测山柰酚处理各组NCI-H1650细胞和

移植瘤组织中的蛋白表达水平

收集处理后各组NCI-H1650细胞、移植瘤组织，

提取其蛋白，用BCA法检测蛋白浓度后，按比例加入

5×上样缓冲液，100 ℃处理 5 min 使蛋白变性。取

20~30 µg蛋白进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜，在5%

脱脂奶中室温处理1 h，加入抗Met、p-Met、PI3K p85、

p-PI3K p85、Akt、p-Akt、mTOR、p-mTOR、beclin1、

LC3B、P62、GAPDH抗体（稀释比例均为 1∶1 000）溶

液，在 4 ℃下处理过夜。用TBST洗涤 3次后，加入

HRP标记抗兔或鼠 IgG二抗（1∶3 000稀释）溶液，在

室温下处理 1 h。TBST洗涤 3次后在化学发光成像

系统下显影，Image J软件分析结果。

1.8  统计学处理

采用 SPSS 20.0 统计软件进行统计分析，用

GraphPad Prism进行图片制作。所有实验均独立重复

3次。符合正态分布的计量数据用 x̄±s 表示，3组及以

上数据组间差异评估采用单因素方差分析（One-way 

ANOVA），2组数据组间差异比较采用t检验。以P<0.05

或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  山柰酚抑制NCI-H1650细胞的增殖活性

CCK-8法和MTT法检测结果（图 1A）显示，10、

20、40、80 µmol/L的山柰酚处理72 h后均可明显抑制

NCI-H1650细胞的增殖活性（均P<0.05）。EdU染色

检测结果（图 1B）显示，20、40和 80 µmol/L山柰酚均

可明显抑制NCI-H1650细胞增殖（图1B）。实验结果

说明，山柰酚可抑制NCI-H1650细胞的增殖活性。

2.2  山柰酚诱导NCI-H1650细胞发生自噬

自噬双标腺病毒感染检测结果（图 2A）显示，山

柰酚处理后NCI-H1650细胞内的自噬小体明显增加

（P<0.05），自噬溶酶体数量升高不明显（P>0.05）。实

验结果提示山柰酚对NCI-H1650细胞自噬有激活作

用，但还需要结合其他实验进一步明确。WB方法检

结果（图2B）显示，与对照组比较，山柰酚处理组NCI-

H1650细胞中LC3B和beclin1蛋白表达量明显上升，

同时P62蛋白表达明显下降（均P<0.05）。实验结果

说明，山柰酚可诱导NCI-H1650细胞发生自噬。

2.3  山柰酚在体外抑制 NCI-H1650 细胞内 Met/

PI3K/Akt/mTOR通路

WB 实验结果（图 3A）显示，山柰酚处理后在

NCI-H1650细胞中 p-Me、Met均被明显抑制，尤其是

p-Met蛋白的表达抑制得更加明显（图3A，均P<0.05）。

qPCR实验结果显示 ，与对照组 NCI-H1650 细胞

中Met mRNA 表达量（1.01±0.01）比较，10、20、40、

80 μmol/L山柰酚组NCI-H1650细胞中Met mRNA表
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A：CCK-8法检测山柰酚对NCI-H1650细胞增殖活性的影响；B：MTT法检测山柰酚对NCI-H1650细胞增殖活性的影响；

C：EdU法检测山柰酚对NCI-H1650细胞增殖能力的影响（×400）。

与对照组相比，*P<0.05，**P<0.01。

图1    山柰酚对NCI-H1650细胞的增殖活性的影响

A：自噬双标腺病毒感染法检测山柰酚处理后NCI-H1650细胞自噬小体及自噬溶酶体的变化（×600），

蓝色箭头所指为自噬小体，红色箭头所指为自噬溶酶体；B：WB法检测山柰酚处理后NCI-H1650

细胞内自噬标志蛋白LC3B、beclin1和P62的表达变化。

与对照组相比，*P<0.05。

图2    山柰酚诱导NCI-H1650细胞发生细胞自噬
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A：WB法检测经山柰酚处理后Met及p-Met在NCI-H1650细胞中的表达；B： WB法检测经山柰酚处理后NCI-H1650细胞中

p-PI3K、PI3K、p-Akt、Akt、p-mTOR和mTOR蛋白的表达。与对照组相比，*P<0.05。

图3    山柰酚抑制NCI-H1650细胞中Met/PI3K/Akt/mTOR通路相关蛋白的表达

达量（0.81±0.07、0.74±0.5、0.65±0.08、和 0.58±0.06）

均明显降低（均 P<0.05）。为了明确山柰酚诱导

NCI-H1650细胞自噬的分子机制，再检测了自噬经典

通路 PI3K/Akt/mTOR 通路关键蛋白的表达。结果

（图 3B）显示，随着山柰酚剂量的增高，p-PI3K p85

和 PI3K p85 表达量均明显降低，与对照组比较，

80 µmol/L山柰酚组细胞内的 PI3K p85蛋白及磷酸

化水平显著下降（P<0.05）。细胞内p-Akt和p-mTOR

蛋白水平有较明显的降低趋势（图3B）。实验结果提

示，山柰酚可能通过调控 Met/PI3K/Akt/mTOR 通路

诱导NSCLC细胞发生自噬。

2.4  山柰酚抑制A549细胞移植瘤组织内自噬、Met/

PI3K/Akt/mTOR通路相关蛋白表达和其生长

A549细胞移植瘤模型检测结果（图4A）显示，与

对照组比较，山柰酚处理组第 28天的移植瘤组织荧

光强度明显减弱（P<0.05）。WB 法检测结果显示，

与对照组比较，山柰酚处理组 beclin1 和 LC3B蛋白

表达均有所上调，Met 蛋白表达下降（均 P<0.05），

p-PI3K p85、p-Akt及 p-mTOR的表达均明显降低（均

P<0.05）。实验结果说明，山柰酚可能通过调控Met/

PI3K/Akt/mTOR诱导A549细胞发生自噬，进而抑制

移植瘤的生长。

3  讨  论

山柰酚作为一种潜在的抗肿瘤药物，可以通过

促进细胞内活性氧生成，使多数肿瘤细胞周期G2/M

期发生阻滞以及调控肿瘤细胞内 PI3K/Akt、表皮生

长因子受体、MAPK、Wnt等信号通路而发挥抗肿瘤

作用[9-15]。有研究[16]表明，山柰酚可以选择性降低

Nrf2 mRNA和蛋白质水平，下调Nrf2相关靶基因的

转录从而诱导NSCLC细胞凋亡。山奈酚还可以通过

与PI3K结合抑制其下游Akt1活性，从而抑制TGF-β1
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诱导的NSCLC细胞MET和细胞迁移[17]。但目前山

柰酚诱导 NSCLC 细胞自噬相关的研究鲜有报道。

PI3K/Akt/mTOR通路是诱导肿瘤细胞自噬的经典通

路，有研究[18]发现，山奈酚通过抑制人内皮细胞中

PI3K/Akt/mTOR途径上调自噬来缓解氧化低密度脂

蛋白诱导的内皮细胞凋亡，山柰酚也可以通过SOX2/

miR-124-3p/PI3K/Akt/mTOR轴介导显著促进骨髓间

充质干细胞的成骨作用[19]。但山柰酚是否可以通过

PI3K/Akt/mTOR途径诱导NSCLC细胞自噬，目前少

有报道。

A：通过小动物活体成像观察各组裸鼠的移植瘤生长情况；B：WB法检测移植瘤组织中beclin 1、LC3B以及Met/PI3K/Akt/mTOR

通路相关蛋白的表达。与对照组相比，*P<0.05。

图4  山柰酚在A549细胞移植瘤组织中调控Met/PI3K/Akt/mTOR通路蛋白表达进而抑制其生长

首先，本研究通过CCK8法、MTT法和EdU实验

明确了山柰酚对NCI-H1650细胞的增殖活性的抑制

作用。其次，本研究通过自噬双标腺病毒感染实验

发现，山柰酚处理后NSCLC细胞内自噬小体的数量

明显增加，WB法结果也显示，自噬标志蛋白LC3B和

beclin1表达量明显上升，P62表达量明显下降。生理

状况下，在肿瘤自噬保护性机制中，为维持细胞自噬

在可调控范围内，细胞内P62蛋白表达往往呈上升趋

势，而本研究发现，山柰酚处理NSCLC细胞后，细胞

内P62蛋白的表达下降，并且自噬标志性蛋白LC3B、

beclin1的表达上调，结果提示山柰酚可能通过诱导

NSCLC细胞自噬进而抑制NSCLC细胞生长。本研

究进一步发现，山柰酚处理NSCLC细胞后，可明显抑

制Met mRNA和蛋白的表达，抑制 p-PI3K p85、PI3K 

p85、p-Akt和p-mTOR蛋白水平，从而诱导细胞自噬。

移植瘤模型实验检测结果显示 ，山柰酚处理

后移植瘤的生长明显减慢，Met、p-PI3K p85、p-Akt和

p-mTOR的蛋白水平也明显降低，进一步表明山柰酚

是通过 Met/PI3K/Akt/mTOR 通路诱导了 NSCLC 细

胞自噬，进而抑制其生长。

细胞自噬在肿瘤中具有双重作用。虽然自噬在

代谢应激下可促进存活，但当细胞自噬过度激活状

态时，会使细胞内重要物质也消化降解，引起细胞内

生理功能紊乱，使细胞启动死亡程序；同时，自噬激

活也可有效抑制肿瘤细胞染色体的不稳定性，使维

持染色体不稳定性物质被自噬消化吸收，间接地抑

制肿瘤代谢增殖，诱导致死性细胞自噬[20]。目前，已

有研究[21-23]表明，山柰酚可以通过影响AMPK/AKT、

IRE1-JNK-CHOP、PI3K/AKT/mTOR通路分别诱导肝

癌、胃癌和结直肠癌细胞发生致死性自噬，山柰酚还
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可以通过影响线粒体膜电位诱导神经胶质瘤细胞发

生自噬和焦亡[24]。而本研究明确了山柰酚可以通过

调控Met/PI3K/AKT/mTOR通路诱导NSCLC细胞发

生自噬。除了影响肿瘤的自噬，山柰酚也可以诱导

多种肿瘤细胞凋亡、抑制肿瘤的侵袭和迁移[25-27]，这

提示山柰酚可以作为抗肿瘤药物进行开发利用。同

时，基于山柰酚诱导NSCLC细胞引起的自噬，其具体

作用机制值得进一步深入研究。

综上所述，山柰酚可以通过调控Met/PI3K/AKT/

mTOR 通路诱导 NSCLC 细胞发生自噬，进而抑制

NSCLC细胞的增殖，发挥其抗肺癌的作用（图5）。本

研究为中药抗肿瘤活性成分山柰酚抗NSCLC的作用

提供了重要的实验依据，也为其日后的研究开发及

临床应用提供了实验参考。

图5  山柰酚调控Met/PI3K/Akt/mTOR通路诱导

NSCLC细胞发生自噬
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