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松萝酸对 A549 和 NCI-H358 细胞增殖、凋亡及自噬的影响
李新伟，王延婷，李瑞雪，白慧敏，刘锦龙

( 包头医学院免疫学教研室，包头 014040)

摘要 目的 探究松萝酸( UA) 对肺癌 A549 和 NCI-H358 细胞增殖、细胞周期、凋亡和自噬的影响。方法 CCK-8 法检测 UA
对两种肺癌细胞增殖抑制作用。流式细胞术检测 UA 对两种肺癌细胞周期阻滞作用。DCFH-DA 探针法和流式细胞术检测
UA诱导两种肺癌细胞生成活性氧( ＲOS) 。Western blot检测两种肺癌细胞经 UA及 UA + ＲOS抑制处理后凋亡相关蛋白 Bax、
Caspase-3 和 Cleaved-Caspase-3 及自噬相关蛋白 LC3-Ⅰ和 LC3-Ⅱ的表达情况。结果 ① UA 降低了两种细胞存活率，且抑制
A549 细胞增殖能力强于 NCI-H358 细胞。② UA 将 A549 细胞阻滞在 G0 /G1 期，NCI-H358 细胞阻滞在 G2 /M 期和 S 期。③
UA诱导两种细胞 ＲOS含量增加，NCI-H358 细胞 ＲOS 增加量多于 A549 细胞，ＲOS 抑制剂会减少 UA 诱导的细胞内 ＲOS 增
多。④ UA引起了两种肺癌细胞凋亡相关蛋白 Bax 和 Cleaved-caspase-3 高表达及自噬相关蛋白 LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ比值升高，其
对 A549 促凋亡和自噬作用强于 NCI-H358; 抑制 ＲOS后，两种肺癌细胞的 Bax和 Cleaved-Caspase-3 表达量和 LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ比
值均降低，其中 NCI-H358 细胞降低更多。结论 UA抑制肺癌 A549 和 NCI-H358 细胞增殖，诱导细胞周期阻滞，并引起癌细
胞发生细胞凋亡与自噬，且 UA对 A549 细胞抑制杀伤作用强于 NCI-H358 细胞。这其中诱生细胞 ＲOS参与了 UA对两种肺癌
细胞的作用，相比 A549 细胞，ＲOS可能更多介导 UA诱导 NCI-H358 细胞凋亡和自噬发生。
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肺癌是发病率和病死率双高的恶性肿瘤［1 － 2］。
2022 年肺癌新增病例数 250 万例，死亡 180 万人，
位列癌症“死亡榜单”之首［3］。在约占肺癌病理类
型 85%的非小细胞肺癌中［4］，肺腺癌是最常见的组
织学亚型。松萝酸( usnic acid，UA) 对肺腺癌细胞
作用研究目前仅见对 A549 细胞的周期阻滞［5］，少
见对其他肺腺癌细胞尤其未见对细支气管部位来源

NCI-H358 细胞的作用报道。该研究以同为肺腺癌
但细胞形态不同的两种肺癌细胞 A549 和 NCI-H358
为研究对象，从细胞存活、细胞周期阻滞、凋亡和自
噬几个角度探究 UA对这两种细胞作用效果及其诱
导细胞内产生活性氧( reactive oxygen species，ＲOS)
在凋亡和自噬中的作用地位，为进一步阐明 UA 对
肺腺癌不同细胞学亚型细胞株抑制作用和探究 UA
与 ＲOS相关信号通路以及后续松萝开发和临床用
药提供数据支撑。

1 材料与方法

1． 1 细胞材料 人细胞肺癌 A549 和 NCI-H358 细
胞购自中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库。
1． 2 主要试剂与仪器 ( + ) － UA 购自上海梯希
爱化成工业发展有限公司。A549 和 NCI-H358 细胞
培养基、DMEM高糖基础培养基购自中国武汉普诺
赛公司。0. 05% 的胰蛋白酶、胎牛血清购自美国
Gibco公司。细胞培养级二甲基亚砜( DMSO) 、CCK-
8 试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司。细胞周期
检测试剂盒、DCFH-DA探针购自苏州优逸兰迪生物
技术有限公司。抗 Bax 抗体、抗 Cleaved-Caspase-3
抗体、抗 Caspase-3 抗体、抗 LC3B抗体、抗 β-actin抗
体和羊抗兔二抗购自美国 Invitrogen 公司。TI-S 荧
光倒置显微镜购自北京恒三江仪器销售有限公司。
FACSCanto II流式细胞仪、流式管购自美国 BD 公
司。Bio Tek全波长酶标仪购自美国伯腾仪器有限
公司。
1． 3 CCK-8 法检测细胞增殖 A549 与 NCI-H358
细胞分别用含 10%胎牛血清的细胞培养基于 37
℃、5% CO2 环境下培养，细胞接近融合时用 0. 05%
胰蛋白酶消化、传代。UA用 0. 1% DMSO溶解后配
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成相应浓度待用。取对数期生长 A549 和 NCI-H358
细胞，分别以每孔 5 × 103 个细胞接种 96 孔板。细
胞贴壁融合后，设空白组( 0 μmol /L UA ) 、0. 1%
DMSO组、25、50、100 μmol /L UA组，37 ℃、5% CO2

培养箱继续培养 24 h 和 48 h 后，每孔加 CCK-8 溶
液 10 μl，孵育 2 h，酶标仪 450 nm波长测吸光度值，
SPSS20 中 probit模型计算 IC50值。
1． 4 流式细胞术检测细胞周期 取 5 × 105 个细胞

铺 6 孔板。按空白( 0 μmol /L UA) 、0. 1% DMSO和
UA系列终浓度 ( 25、50、100 μmol /L) 加入相应药
物，孵育 24 h和 48 h后，弃培养基，PBS洗后收集细
胞，逐滴加入预冷无水乙醇，制成 70%乙醇固定的
细胞悬液，暗处 － 20 ℃过夜。预冷 PBS 洗细胞 2
次，收集细胞，每管加 500 ml PI /ＲNase染色，轻柔吹
匀，室温避光孵育 15 min。过细胞筛，流式细胞仪进
行细胞流式周期分析。
1． 5 DCFH-DA探针法和流式细胞术检测 ＲOS
按空白( 0 μmol /L UA ) 、0. 1% DMSO、25、50、100
μmol /L UA及 50 μmol /L UA +5 mmol /L N-乙酰-L-
半胱氨酸( NAC，ＲOS 抑制剂) 分组铺细胞及加药
物，37 ℃、5% CO2 培养 24 h。无血清培养基洗 3
次，加入 DCFH-DA液，37 ℃、5% CO2 培养 30 min。
吸出探针液，无血清细胞培养基洗 3 次，每孔内留
0. 5 ml培养液，荧光倒置显微镜检测荧光。0. 05%
胰酶消化细胞，PBS 洗 2 次，500 μl 培养基重悬细
胞，上流式细胞仪检测( FITC通道检测 DCF) 。
1. 6 Western blot检测蛋白表达 收集 0、25、50、
100 μmol /L UA 和 50 μmol /L UA + 5 mmol /L NAC
处理 24 h后的细胞，加入 ＲIPA裂解液，BCA法测定
蛋白浓度。SDS-PAGE 凝胶电泳分离蛋白后转

PVDF膜，5%脱脂牛奶室温封闭 90 min，PVDF 膜放
入 TBST 稀释的一抗液体中，4 ℃孵育过夜。次日
TBST漂洗 3 次，每次 10 min。室温下加二抗孵育 90
min，TBST漂洗 3 次，每次 10 min。ECL显影，Image
J软件分析条带灰度值。
1． 7 统计学分析 用 GraphPad Prism 8. 0. 2 和
FLOW JO软件分析数据，所有数据均进行正态性检
验及方差齐性检验，数据采用 �x ± s 表示，多组间差
异比较采用单因素方差分析，P ＜ 0. 05 为差异有统
计学意义。

2 结果

2． 1 UA 对 A549 和 NCI-H358 细胞增殖影响
CCK-8 实验显示，无论 24 h还是 48 h，A549 和 NCI-
H358 细胞 0. 1% DMSO 组细胞存活率相比空白组
差异均无统计学意义，说明 0. 1% DMSO 对细胞毒
性较小。随着 UA 浓度增加，两种肺癌细胞的细胞
存活率降低，呈现浓度依赖性( 图 1 ) 。各浓度 UA
( 25、50、100 μmol /L) 处理后细胞存活率相比空白
组均显示出极显著差异( A549 24 h: F = 797. 51，P ＜
0. 000 1; A549 48 h: F = 819. 72，P ＜ 0. 000 1; NCI-
H358 24 h: F = 531. 98，P ＜ 0. 000 1; NCI-H358 48 h:
F = 569. 03，P ＜ 0. 000 1) 。相同浓度 UA对 A549 抑
制作用比 NCI-H358 更强，UA 处理 A549 细胞 24 h
半数抑制浓度( IC50 ) 为( 54. 6 ± 0. 9 ) μmol /L，NCI-
H358 细胞 IC50值为( 64. 0 ± 3. 3 ) μmol /L; UA 处理
A549 细胞 48 h 的 IC50值为( 37. 3 ± 2. 4 ) μmol /L，
NCI-H358 细胞 IC50值为( 41. 9 ± 1. 3) μmol /L。
2． 2 UA对 A549 和 NCI-H358 细胞周期阻滞影响

A549 和 NCI-H358 细胞在不同浓度 UA处理 24 h

图 1 UA对 A549 和 NCI-H358 细胞增殖的影响
Fig． 1 Effect of UA on proliferation of A549 and NCI-H358 cells

A: Cell survival rate of A549 cells; B: Cell survival rate of NCI-H358 cells; a: blank control; b: 0． 1%DMSO; c: 25 μmol /L UA; d: 50 μmol /

L UA; e: 100 μmol /L UA; ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001，＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1 vs blank control．
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和 48 h 后通过流式细胞仪检测细胞周期，利用
FLOW JO软件分析细胞周期流式图并绘制柱状图
( 图 2) 。两种细胞 0. 1% DMSO组细胞周期相比空
白组差异无统计学意义，各浓度 UA均导致 A549 发
生 G0 /G1 期细胞周期阻滞，相比空白组差异有统计

学意义( 24 h: F = 17. 54，P ＜ 0. 01; 48 h: F = 18. 11，
P ＜ 0. 01) ( 图 2A、B) 。不同浓度 UA处理 NCI-H358
细胞 24 h导致其发生 G2 /M 期细胞周期阻滞，相比
空白组差异显著( F = 26. 36，P ＜ 0. 01) ( 图 2C) 。延
长至 48 h，随 UA 浓度增加，NCI-H358 细胞周期阻
滞提前到 S 期。相比空白组，UA 100 μmol /L 组 S
期细胞占比差异显著( F = 10. 66，P ＜ 0. 05 ) ( 图
2D) 。
2． 3 UA 对 A549 和 NCI-H358 细胞诱生 ＲOS 影
响 荧光显微镜检测 UA 及 UA + NAC 处理 A549
和 NCI-H358 细胞诱生 ＲOS 荧光( 图 3A、B) ，流式
细胞仪分析统计两种细胞的荧光强度。结果显示
( 图 3C、D) 两种肺癌细胞 0. 1% DMSO 组荧光强度
相比空白组差异均无统计学意义，不同浓度 UA 组

ＲOS荧光量随 UA 浓度增加而增多。A549 经中高
浓度 UA处理产生 ＲOS 荧光量显著高于空白组( F
=66. 21，P ＜ 0. 001) ，NCI-H358 经低浓度 UA 处理
产生 ＲOS荧光量相比空白组差异有统计学意义( F
= 11. 95，P ＜ 0. 05 ) ; 且同浓度 UA 刺激 NCI-H358
细胞产生 ＲOS荧光量高于 A549 产生 ＲOS 荧光量。
50 μmol /L UA + NAC 处理两种肺癌细胞后细胞内
ＲOS 荧光量明显减少，相比只加 50 μmol /L UA，
A549 细胞 ＲOS 减少量差异有统计学意义( F =
12. 46，P ＜ 0. 05) ，而 NCI-H358 细胞 ＲOS 减少量则
显示出极显著差异( F = 32. 32，P ＜ 0. 01 ) ，其减少
荧光量是 A549 减少量的 2. 5 倍。
2． 4 UA及UA +ＲOS抑制对A549和NCI-H358细
胞凋亡影响 Western blot实验显示( 图 4A、B) ，与空
白组相比，Caspase-3 蛋白表达变化差异无统计学意
义，而两种肺癌细胞 UA组中 Bax、Cleaved-Caspase-3
蛋白表达量和 Cleaved-Caspase-3 /Caspase-3 值均随
UA浓度增加而增多，增加量差异有统计学意义
( A549 Bax: F = 103. 91，P ＜ 0. 001; A549 Cleaved-

图 2 UA对 A549 和 NCI-H358 细胞周期的影响
Fig． 2 Effect of UA on the cell cycles of A549 and NCI-H358 cells

A: Percentage of A549 cells in each phase of the cell cycle after treatment with usnic acid for 24 h; B: Percentage of A549 cells in each phase of the

cell cycle after treatment with usnic acid for 48 h; C: Percentage of NCI-H358 cells in each phase of the cell cycle after treatment with usnic acid for 24

h; D: Percentage of NCI-H358 cells in each phase of the cell cycle after treatment with usnic acid for 48 h; a: blank control; b: 0. 1% DMSO; c: 25

μmol /L UA; d: 50 μmol /L UA; e: 100 μmol /L UA; * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs blank control．
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图 3 UA对 A549 和 NCI-H358 细胞诱生 ＲOS的影响
Fig． 3 Effect of UA on ＲOS induction in A549 and NCI-H358 cells

A: ＲOS fluorescence in A549 cells × 200; B: ＲOS fluorescence in NCI-H358 cells × 200; C: Ｒelative fluorescence intensity of A549 cells; D: Ｒela-

tive fluorescence intensity of NCI-H358 cells; a: blank control; b: 0. 1%DMSO; c: 25 μmol /L UA; d: 50 μmol /L UA; e: 100 μmol /L UA; f: 50

μmol /L UA + 5mmol /L NAC; * P ＜ 0. 05，＊＊＊P ＜ 0. 001，＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1 vs blank control; #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01 vs 50 μmol /L UA．

Caspase-3: F = 152. 23，P ＜ 0. 001; A549 Cleaved-
Caspase-3 /Caspase-3: F = 177. 92，P ＜ 0. 0001; NCI-
H358 Bax: F = 50. 02，P ＜ 0. 01; NCI-H358 Cleaved-
Caspase-3: F = 61. 57，P ＜ 0. 001; NCI-H358 Cleaved-
Caspase-3 /Caspase-3: F = 66. 89，P ＜ 0. 001 ) ，说明
UA对两种肺癌细胞均具有促凋亡作用且呈浓度依
赖性。相比 NCI-H358 细胞，UA 促 A549 细胞凋亡
作用更强。抑制 ＲOS 后，50 μmol /L UA 处理两种
肺癌细胞凋亡相关蛋白 Bax、Cleaved-Caspase-3 表达
量及 Cleaved-Caspase-3 /Caspase-3 值比无 ＲOS 抑制
同浓度 UA 处理的细胞均降低 ( A549 Bax: F =
13. 22，P ＜ 0. 05; A549 Cleaved-Caspase-3: F =
11. 76，P ＜ 0. 05; A549 Cleaved-Caspase-3 /Caspase-3:
F = 16. 95，P ＜ 0. 05; NCI-H358 Bax: F = 18. 18，P ＜
0. 01; NCI-H358 Cleaved-Caspase-3: F = 19. 85，P ＜

0. 01; NCI-H358 Cleaved-Caspase-3 /Caspase-3: F =
20. 03，P ＜0. 01)。NCI-H358 细胞的 Cleaved-Caspase-
3 /Caspase-3 值降低的倍数是 A549 相同比值的 1. 4
倍，表明抑制 ＲOS 在一定程度会减弱 UA 对两种肺
癌细胞促凋亡作用，相比 A549 细胞，ＲOS 可能在
NCI-H358 细胞凋亡中发挥更大作用。
2． 5 UA 及 UA + ＲOS 抑制对 A549 和 NCI-H358
细胞自噬影响 检测自噬相关蛋白 LC3-Ⅰ和 LC3-
Ⅱ显示( 图 5A、5B) ，随着 UA浓度增加，两种肿瘤细
胞 UA 组 LC3-Ⅰ表达量减少、LC3-Ⅱ表达量增多、
LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ值增高且均相比空白组变化量差异
有统计学意义( A549 LC3-Ⅰ: F = 78. 04，P ＜ 0. 001;
A549 LC3-Ⅱ: F = 97. 81，P ＜ 0. 001; A549 LC3-Ⅱ /
LC3-Ⅰ: F = 146. 53，P ＜ 0. 001; NCI-H358 LC3-Ⅰ:
F = 42. 42，P ＜ 0. 01; NCI-H358 LC3-Ⅱ: F = 86. 62，
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P ＜ 0. 001; NCI-H358 LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ: F = 122. 92，
P ＜ 0. 001) ，说明两种肿瘤细胞经 UA作用后细胞内
LC3-Ⅰ蛋白均向 LC3-Ⅱ蛋白发生转化，细胞自噬增
多。对比 NCI-H358 细胞，UA 促 A549 细胞自噬作
用更强。在 ＲOS 抑制后，50 μmol /L UA 处理两种
肺癌细胞自噬相关蛋白 LC3-Ⅰ和 LC3-Ⅱ表达量相
比无 ＲOS 抑制同浓度 UA 处理的细胞均有变化
( A549 LC3-Ⅰ: F = 12. 25，P ＜ 0. 05; A549 LC3-Ⅱ:
F = 15. 83，P ＜ 0. 05; A549 LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ: F =
12. 86，P ＜ 0. 05; NCI-H358 LC3-Ⅰ: F = 13. 69，P ＜
0. 05; NCI-H358 LC3-Ⅱ: F = 19. 46，P ＜ 0. 01; NCI-
H358 LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ: F = 19. 21，P ＜ 0. 01 ) ，其中
LC3-Ⅰ表达量增多，LC3-Ⅱ表达量减少，NCI-H358

细胞 LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ值降低倍数是 A549 细胞相同
比值降低的 2. 2 倍，暗示 ＲOS 抑制后一定程度上减
弱 UA 对两种肺癌细胞促自噬作用，相比 A549 细
胞，NCI-H358 细胞自噬可能更依赖 ＲOS。

3 讨论

植物化学物质( 包括植物次生代谢物) 是研发

具有抗癌活性药物的潜在来源［6］，UA 是地衣次生
代谢产物之一，其对多种肿瘤具有抑制作用［7 － 10］。
课题组选择同为肺腺癌但细胞学亚型不同的 A549
和 NCI-H358 细胞为研究对象，探究 UA对同属肺腺
癌但细胞结构有差异的两种细胞是否存在同样的杀

伤作用和机制，为明确 UA抑制肺腺癌细胞范围及

图 4 UA及 UA + ＲOS抑制对 A549 和 NCI-H358 细胞凋亡影响
Fig． 4 Effect of UA and UA + ＲOS inhibition on apoptosis of A549 and NCI-H358 cells

A: Apoptosis protein in A549 cells; B: Apoptosis protein in NCI-H358 cells; a: blank control; b: 25 μmol /L UA; c: 50 μmol /L UA; d: 100

μmol /L UA; e: 50 μmol /L UA + 5mmol /L NAC; * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001，＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1 vs blank control; #P ＜ 0. 05，##P ＜
0. 01 vs 50 μmol /L UA．
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图 5 UA及 UA + ＲOS抑制对 A549 和 NCI-H358 细胞凋亡影响
Fig． 5 Effect of UA and UA + ＲOS inhibition on autophagy of A549 and NCI-H358 cells

A: Autophagy protein in A549 cells; B: Autophagy protein in NCI-H358 cells; a: blank control; b: 25 μmol /L UA; c: 50 μmol /L UA; d: 100

μmol /L UA; e: 50 μmol /L UA + 5mmol /L NAC; * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001，＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1 vs blank control; #P ＜ 0. 05，##P ＜

0. 01 vs 50 μmol /L UA．

未来开发用药奠定前期基础。
A549 细胞来源人肺泡细胞癌，具有肺泡 II 型

上皮细胞特征。NCI-H358 细胞来源细支气管肺泡
癌，具有 Clara细胞分化特征; 肺泡 II 型上皮细胞腺
癌与 Clara细胞腺癌在光镜下极为相似，只能通过
电镜进行鉴别，有报道［11］显示通过 2D-DIGE 和
MALDI-TOF-MS /MS实验发现 A549 和 NCI-H358 细
胞之间有 5 种不同蛋白，包括泛素羧基末端水解酶
同工 酶 L1 ( ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
isozyme L1，UTCHL1 ) 、细胞角蛋白 19 ( cytokeratin
19，CK19) 、细胞角蛋白 8 ( cytokeratin 8，CK8 ) 、内质
网氧化还原酶 1α( endoplasmic reticulum oxidoreduc-
tin 1-α，EＲO1L) 和过氧化还原酶 2( peroxiredoxin 2，
PＲDX2) ，进一步验证发现 EＲO1L 在 NCI-H358 细
胞中高表达，但在 A549 细胞中未观察到条带，两种
细胞系之间存在显著差异。这可能是造成同为肺腺
癌的 A549 和 NCI-H358 细胞在本研究中对 UA响应
程度差别的原因。
本研究数据结果显示，UA 抑制肺癌细胞 A549

和 NCI-H358 增殖，相比 NCI-H358，UA 对 A549 细
胞增殖抑制作用更强。流式结果表明，UA 将 A549
细胞周期阻滞在 G0 /G1 期，之前也有学者证明 UA

对肺癌 A549 细胞周期阻滞在 G0 /G1 期
［5］，本研究

与之吻合。本研究中，UA 可将 NCI-H358 细胞阻滞
在 G2 /M 期和 S 期，显示 UA 对两种肺癌细胞周期
阻滞的不同。部分凋亡蛋白和自噬相关蛋白检测再
次证明了，相比 NCI-H358，UA 对 A549 细胞有更强
的杀伤作用。在等量 UA 处理下，NCI-H358 细胞
ＲOS生成量明显高于 A549。当抑制 ＲOS 后，UA 对
两种肺腺癌细胞诱导凋亡和自噬都减弱，两种细胞

均有一定程度的恢复生长且 NCI-H358 细胞存活率
高于 A549，说明 ＲOS参与了 UA对两种细胞抑制杀
伤作用，而且表明 ＲOS 可能在 UA 抑制杀伤 NCI-
H358 细胞中起更重要的作用，而 A549 细胞中可能
存在比 ＲOS更主要的促凋亡自噬机制。
综上所述，UA 对同是肺腺癌细胞的 A549 和

NCI-H358 均有抑制杀伤作用，一定程度上体现其开
发用药的广谱性，同时 UA 对两种肺腺癌细胞又存
在不同程度诱生 ＲOS 和促凋亡和自噬作用，结合
EＲO1L在两种肺腺癌细胞中表达差异，暗示 UA 可
能通过影响 EＲO1L和 ＲOS等成分对不同肺腺癌细
胞发挥作用。在后续实验中，将以此为基础进一步
开展 UA作用肺腺癌细胞的信号通路研究。
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Effects of usnic acid on proliferation，
apoptosis and autophagy of A549 and NCI-H358 cells

Li Xinwei，Wang Yanting，Li Ｒuixue，Bai Huimin，Liu Jinlong
( Teaching and Ｒesearch Section of Immunology，Baotou Medical College，Baotou 014040)

Abstract Objective To investigate the effects of usnic acid( UA) on proliferation，cell cycle，apoptosis and au-
tophagy of lung cancer cells A549 and NCI-H358． Methods The CCK-8 method was used to detect the inhibitory
effect of UA on two kinds of lung cancer cells proliferation． Flow cytometry was used to detect the cell cycle arrest
effect of UA on two types of lung cancer cells． The fluorescence amount of UA-induced reactive oxygen species
( ＲOS) in two kinds of lung cancer cells were detected by DCFH-DA probe assay and flow cytometry． Western blot
was used to detect the expression of apoptosis related proteins Bax，Caspase-3，Cleaved-Caspase-3，and autophagy
related proteins LC3-Ⅰ and LC3-Ⅱ in two types of lung cancer cells after treatment with UA and UA + ＲOS inhibi-
tion． Ｒesults ① Usnic acid reduced the survival rates of two types of cells and had a stronger ability to inhibit the
proliferation of A549 cells than NCI-H358 cells． ② Usnic acid blocked A549 cells in the G0 /G1 phase，while NCI-
H358 cells in the G2 /M and S phases． ③ Usnic acid induced an increase in ＲOS content in two types of cells．
Compared to A549，NCI-H358 cells showed a greater increase in ＲOS，and the ＲOS inhibitor reduced the intracel-
lular ＲOS increase induced by UA． ④ Usnic acid induced high expression of apoptosis-related proteins Bax and
Cleaved Caspase-3 and increased the ratio of autophagy-related proteins LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ in both lung adenocarcino-
ma cells，and its pro-apoptotic and autophagic effects were stronger in A549 than in NCI-H358． After ＲOS inhibi-
tion，the expression levels of Bax and Cleaved Caspase-3 and the LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ ratio of both lung adenocarcino-
ma cells decreased，and the decrease was greater in NCI-H358 cells． Conclusion Usnic acid inhibits the prolifer-
ation of lung cancer A549 and NCI-H358 cells，induces cell cycle arrest，and induces apoptosis and autophagy in
cancer cells． The inhibitory and killing effect of UA on A549 cells is stronger than that on NCI-H358 cells． In this
case，the induced cell ＲOS are involved in the action of UA in two types of lung cancer cells． In contrast to A549
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cells，ＲOS might play a more significant role in mediating the apoptosis and autophagy induced by usnic acid in
NCI-H358 cells．
Key words usnic acid; A549; NCI-H358; cell cycle; ＲOS; apoptosis; autophagy
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一种 PTEN基因下调的孤独症幼鼠模型构建的改良方法
党伟利1，2，梁绿圆1，2，曹佳蕾1，2，丁申奥1，2，魏炳琦1，2，邱 霞1，2，马丙祥1，2

( 1 河南中医药大学第一附属医院儿科医院，郑州 450099; 2 河南中医药大学儿科医学院，郑州 450046)

摘要 目的 构建一种丙戊酸( VPA) 和 PTEN 腺病毒( ADV) 联合应用的 PTEN 基因下调 ASD 幼鼠模型( VPA-ADV) ，并与
VPA和 ADV两种传统模型进行比较，证明此模型在针刺治疗 ASD造模的优势。方法 将怀孕 12. 5 d的Wistar大鼠随机分为
2 组，分别给予 VPA( 600 mg /kg) 和等剂量的生理盐水作为 VPA 和正常组。记录新生幼鼠体质量、睁眼时间、尾巴畸形情况。
正常组幼鼠随机分为 3 组，每组 10 只，设置为: 正常( NS) 组、病毒( ADV) 组和病毒阴性对照( ADV-NC) 组; VPA组幼鼠 20 只，
随机分为 2 组，每组 10 只，设置为丙戊酸( VPA) 组、丙戊酸结合病毒干扰( VPA + ADV) 组。观察 5 组幼鼠出生后的体质量、尾
长、弯尾、负趋地性反射时间、骨骼畸形情况、21 日龄神经行为学表现、脑组织电镜髓鞘结构; 通过免疫组化、Western blot、q-
PCＲ方法检测 PTEN、PI3K、AKT、GSK3β、MBP表达水平。结果 与 NS组孕鼠活产幼鼠对比，VPA 组孕鼠活产幼鼠畸形率显
著增加，体质量增长慢，尾长增长慢，负趋地性反射时间长( P ＜ 0. 05) 。3 个模型组较 NS 组体质量增长慢，尾长增长慢，负趋
地性反射时间长( P ＜ 0. 05) ，且 VPA + ADV组表现最为显著。3 组模型旷场试验跨中央格时间、跨边缘格次数、跨边缘格时间
与 NS组差异均有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。自我捋毛实验中 VPA + ADV组互动次数最少( P ＜ 0. 05) ，且挖掘、自我捋毛次数最
多( P ＜ 0. 05) 。三箱社交实验中，VPA + ADV组进入社交箱平均次数以及停留时间最短( P ＜ 0. 05) ，其在水迷宫实验中找到
平台所用的时间最长，穿越第三象限次数最少( P ＜ 0. 05) 。透射电镜观察胼胝体区髓鞘板层结构显示 NS 组结构清晰完整。
与 NS组相比，ADV-NC组髓鞘结构近似，3 个模型组髓鞘结构分层、断裂，存在 ASD病理改变及髓鞘损伤，其中 VPA + ADV组
髓鞘增厚、分层明显，严重的可见崩解。免疫组化、Western blot及 q-PCＲ结果均表明 VPA + ADV组的 PTEN表达下调约 50%，
最为明显。AKT、MBP均表达增高，GSK3β表达降低( P ＜ 0. 05) 。免疫组化和 Western blot结果表示 3 个模型组与 NS组 PI3K
表达无统计学差异，但 q-PCＲ结果表示 3 个模型组的 PI3K-mＲNA 表达显著提高( P ＜ 0. 05) ，其中 VPA + ADV 组变化最为显
著。结论 VPA + ADV新型 PTEN-ASD模型更符合 ASD 髓鞘发育异常的表现，且较 2 种传统模型有着造模价格低、活产率
高、PTEN基因下调明显的优势。
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孤独症谱系障碍( autistic disorder，ASD) ，简称
孤独症，又称自闭症，其病因中遗传因素约占 50% ，
多基因遗传约占 50%，单基因突变或拷贝数变异约
占 10%［1］，这表明临床表型的异质性是多种遗传结
构变异累加的结果，单个基因仅发挥较小的风险因

素。尽管单基因仅占病因的一小部分，但单基因突
变为寻找 ASD 的病因提供了新的起点。磷酸酶和
张力蛋白同源基因( phosphatase and tensin homolog
gene，PTEN) 作为 ASD 的风险基因之一，越来越受
到重视。PTEN蛋白是 ASD相关基因产物信号网络
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