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山萘酚通过下调ERRα抑制非小细胞肺癌A549细胞的侵袭和迁移
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[摘 要] 目的:探讨山奈酚（kaempferol）对非小细胞肺癌(non-small cell lung cancer, NSCLC）A549细胞侵袭和迁移的影响及其

作用机制。方法：A549细胞培养完成后，CCK-8法检测不同浓度山奈酚对A549细胞增殖的影响，Transwell和划痕实验检测

A549细胞侵袭和迁移能力，Western blotting检测EMT相关蛋白的表达，qRT-PCR和Western blotting检测山奈酚对雌激素相关受

体α（estrogen related receptor alpha, ERRα）mRNA和蛋白表达的影响。构建ERRα过表达载体pLV-ERRα转染A549细胞后，Tran-

swell实验、划痕愈合实验和Western blotting检测A549细胞侵袭、迁移和EMT相关蛋白的表达情况。结果：山奈酚浓度依赖性

抑制A549细胞增殖，选择5、10和20 μmol/L山奈酚进行后续实验。经山奈酚处理后，A549细胞侵袭细胞数目显著减少、划痕愈

合率显著降低、N-cadherin和 Snail-2的表达显著下调，E-cadherin的表达显著上调，ERRa mRNA和蛋白水平显著降低（均 P<

0.01）。转染 pLV-ERRα后，过表达ERRα的A549细胞的侵袭细胞数、划痕愈合率均显著增加，细胞中N-cadherin、Snail-2表达上

调，而E-cadherin的表达下调（均P<0.05或P<0.01）；该细胞再经山奈酚处理后，上述各指标均发生逆转变化（均P<0.05或P<

0.01）。结论：山奈酚通过抑制ERRα降低NSCLC A549细胞侵袭和迁移能力，并抑制其EMT，为肺癌的临床治疗提供了实验依据。
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Kaempferol inhibits invasion and migration of non-small cell lung cancer A549
cells by down-regulating ERRα expression

ZHANG Jing, SHI Xiaoyu, MENG Wei, MA Feng, ZHAO Lixia, ZHAO Junfeng（Department of Oncology, the First Affiliated Hospi-

tal of Hebei North University, Zhangjiakou 075000, Hebei, China)

[Abstract] Objective: To study the effects of kaempferol on invasion and migration of non-small cell lung cancer (NSCLC) A549 cells

and the related mechanisms. Methods: CCK-8 was used to detect the effect of different concentrations of kaempferol on the prolifera-

tion of A549 cells. Transwell assay and wound healing assay were used to detect the ability of cell invasion and migration. The expres-

sions of EMT-related proteins (N-cadherin, Snail-2 and E-cadherin) were detected by Western blotting. The effect of kaempferol on the

mRNA and protein expressions of estrogen related receptor alpha (ERRα) was determined by qRT-PCR. ERRα over-expression vector

(pLV-ERRα) was transfected into A549 cells, and the cell invasion, migration and the expression of EMT related proteins were detected

by Transwell assay, wound healing assay and Western blotting, respectively. Results: Kaempferol dose-dependently inhibited the prolif-

eration of A549 cells, and kaempferol at concentrations of 5, 10 and 20 μmol/L was used in the following experiments. After the treat-

ment with different concentrations of kaempferol, the number of invasive cells and wound closure rate, the expression of N-cadherin

and Snail-2, and the mRNA and protein levels of ERRα decreased significantly, while the expression of E-cadherin increased significant-

ly, (all P<0.01). After transfection with pLV-ERRα, the number of invasive cells, scratch closure rate and the expressions of N-cad-

herin and Snail-2 of A549 cells over-expressing ERRα significantly increased, while the expression of E-cadherin decreased signifi-

cantly (all P<0.05 or P<0.01); and all these indices were attenuated after the treatment with kaempferol (all P<0.05 or P<0.01). Con-

clusion: Kaempferol inhibits the invasion and migration as well as EMT of non-small cell lung cancer A549 cells by down-regulating

ERRα, which may provide experimental basis for the clinical treatment of lung cancer.

[Key words] kaempferol; estrogen related receptor alpha (ERR α ); non-small cell lung cancer (NSCLC); A549 cell ；invasion;

migration
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原发性肺癌是常见的恶性肿瘤之一，肺癌患者

病死率占中国恶性肿瘤病死率的第一位[1]。非小细

胞肺癌(non-small cell lung cancer, NSCLC）患者占所

有肺癌的80%以上。由于空气污染和吸烟等导致肺

癌患者持续增加。对于早期NSCLC手术切除是最佳

选择，但绝大部分患者确诊时已处于晚期，目前化疗

和靶向治疗是治疗晚期NSCLC的主要方法，临床上

常用的化疗药物容易出现肿瘤耐药性，且化疗有严

重的毒副作用[2-3]。山奈酚(kaempferol)又称山奈素，

主要来源于姜科植物山奈根茎的黄酮类化合物，也

存在于茶叶、柚子等植物中。研究[4-6]发现，山奈酚具

有抗氧化、抗病毒、抗菌和抗癌等多种药理作用，临

床上用于心血管疾病和免疫系统疾病的治疗。目前山

奈酚对NSCLC细胞侵袭和迁移能力的影响尚未见报

道。本实验在体外培养NSCLC A549细胞系，研究山

奈酚对细胞侵袭和迁移的影响及潜在的作用机制。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

肺癌A549细胞系购自上海科学院细胞库。山奈

酚购自 Sigma 公司（货号 ：60010，纯度 >97%），

DMEM和胎牛血清购自Hyclone公司，胰酶细胞消

化液购自北京全式金生物有限公司，总RNA提取试

剂盒为天跟公司产品，N-钙黏蛋白（N-cadherin）、

Snail-2、E-钙黏蛋白(E-cadherin)、雌激素相关受体 α

（estrogen-related receptor alpha, ERRα）兔抗人抗体购

自CST公司，CCK8检测试剂盒购自南京凯基生物有

限公司，Lipofectamine 2000 购自 Invitrogen 公司。

pLV-ERRα质粒由上海吉玛基因公司构建，引物由北

京擎科生物有限公司合成。

1.2 细胞培养

细胞接种于含10 %胎牛血清的DMEM培养基，

培养条件为37 ℃、5 %CO2。待细胞汇合度为90 %以

上时进行传代，选取对数生长期的细胞进行实验。

1.3 CCK-8法检测不同浓度山奈酚对A549细胞增

殖能力的影响

消化离心制备细胞悬液，细胞计数，稀释使细胞

密度至 5×105个/ml，向 96孔板中加 100 μl细胞悬液，

设置空白组对照组，培养 4 h。添加 10 μl 不同浓

度的山奈酚溶液，每组设置3个复孔。继续培养 24

h，更换新鲜培养基，向每孔中加10 μl的CCK-8溶液，

培养箱中孵育2 h，酶标仪下检测波长为450 nm处的

光密度（D）值。CCK-8 法检测不同浓度（0、0.313、

0.625、1.25、2.5、5、10、20、30、40、50、60、70、80、90、

100 μmol/L）山奈酚处理后A549细胞增殖活力。

1.4 Transwell检测不同浓度山奈酚对A549细胞侵

袭能力的影响

人工基底膜用无血清培养基稀释后，包被基底

膜上室，4 ℃风干。消化细胞后离心，去除培养液，用

磷酸缓冲液洗2次，加无血清培养基重悬。计数后调

整细胞密度至 2×105个/ml。加 200 μl的细胞悬液至

上室，下室加500 μl含胎牛血清的培养基。培养箱中

培养24 h后，用棉签擦去上层基质和上室的细胞，取

出小室，弃下室培养基，用磷酸缓冲液洗 2次，4%甲

醛固定20 min后染色,随机选择5个视野观察并计数。

1.5 划痕实验检测不同浓度山奈酚对A549细胞迁

移能力的影响

消化后，稀释细胞密度至 5×105个/ml，取 3 ml至

6 孔板中。待细胞生长至汇合度为 90% 左右时，用

10 μl吸头在6孔板内垂直划痕，每孔5条。用磷酸缓

冲液洗3次，用10 µg/ml丝裂霉素C的培养基处理2 h

后，换不同浓度山奈酚的无血清培养基继续培养 24

h。倒置光学显微镜下观察并拍照，使用 Image J分析

划痕愈合率。

1.6 Western blotting检测A549细胞EMT相关蛋白

的表达水平

收集转染前后的细胞，用磷酸缓冲液洗 2次，加

含 PMSF的裂解液，冰上裂解 30 min，4 ℃离心机中

12 000×g离心5 min，转移上清。BCA法测定蛋白浓

度，加蛋白上样缓冲液，聚丙烯酰胺凝胶电泳分

离，转移至PVDF膜，5% 脱脂牛奶室温封闭 1 h，加

一抗（N-cadherin、Snail-2、E-cadherin、ERRα，稀释比

率1∶3 000）后4 ℃摇床上孵育过夜，TBST洗3次，每

次 5 min；加山羊抗兔二抗（1∶3 000），室温下孵育 1

h，TBST洗后，加显影液，定影并拍照。使用 Image-

Pro Plus分析蛋白条带灰度。

1.7 构建ERRα过表达载体pLV-ERRα并转染A549细胞

用Lipofectamine 2000转染试剂将慢病毒载体与

包装质粒共转，48 h后低速离心收集上清，后高速离

心弃上清，加无血清培养基重悬病毒。以慢病毒

pLV-ERRα液感染A549细胞，加抗生素筛选稳定转

染细胞株。检验 ERRα 表达水平 ，以验证转染

成功。

1.8 qRT-PCR检测山奈酚对A549细胞ERRαmRNA水

平的影响

转染前后的A549细胞经不同浓度山奈酚处理

24 h 后，按照 TRIzol 试剂说明书提取总 RNA，检测

RNA的浓度和纯度。稀释后的RNA合成 cDNA，按

照最佳条件进行qRT-PCR。以18 s rRNA作为内参。

ERRα上游引物：5'-CATCCAGGGGAGCATCGGT-3'，

下游引物5'-CGCACTCCCTCCTTGAGCAT-3'。使用

2-ΔΔCt法计算相对表达量。
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1.9 ERRα过表达对A549细胞侵袭和迁移的影响

取对数生长期的 A549 细胞和 ERRα过表达的

A549细胞，将各组细胞分别加入Transwell小室的上

室（1.5×105个/小室），下室中加入 600 µl含 10%胎牛

血清或含 20%胎牛血清的培养液，常规培养 48 h，用

棉签擦净上室细胞，用PBS清洗后姬姆萨染色，于倒

置相差显微镜下（×200）观察并拍照，随机观察5个视

野，计数穿膜细胞数。将各组细胞接种于 6孔板，待

细胞生长至汇合度 90%时，用灭菌 10 µl 枪头在 6孔

板划痕，无菌 PBS洗涤 6孔板 3次，加入 2 ml无血清

培养基继续培养。在0、24 h倒置显微镜下（×200）观

察细胞迁移数量，进行拍照分析。实验重复3次。

1.10 统计学处理

采用 SPSS 19.0 统计学软件。相关实验重复 3

次。计数资料以百分率（%）表示，组间比较采用 χ2检

验；计量资料以 x̄±s表示，组间比较采用 t检验，多组

间比较采用单因素方差分析，相关性比较采用Spear-

man 检验。以 P<0.05或P<0.01表示差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 山奈酚明显抑制A549细胞的增殖能力

CCK-8法检测结果（图1）显示，山奈酚浓度低于

2.5 μmol/L时，对细胞增殖活性没有明显的影响；当

山奈酚的浓度大于20 μmol/L后，以剂量依赖方式明

显抑制 A549 细胞的增殖活性（P<0.05 或 P<0.01）。

根据上述结果，选择浓度为5、10和20 μmol/L浓度山

奈酚进行后续的实验。

*P<0.01, **P<0.01 vs 0 μmol/L group

图1 CCK-8法检测山奈酚细胞毒性

Fig. 1 Cytotoxity of kaempferol was detected by CCK-8

2.2 山奈酚明显抑制A549细胞的侵袭能力

Transwell实验检测结果（图2）显示，山奈酚加药

处理后，发生侵袭的A549细胞数随着山奈酚的浓度

增加而显著减少（均P<0.01），表明山奈酚具有抑制

A549细胞侵袭的作用。

2.3 山奈酚明显抑制A549细胞的迁移能力

划痕实验检结果（图3）显示，山奈酚加药组划痕

闭合率显著低于不加药组（均P<0.01），且划痕愈合

程度随着山奈酚浓度的升高而降低，表明山奈酚能

抑制A549细胞的迁移。

**P<0.01 vs 0 μmol/L group

图2 不同山奈酚浓度对A549细胞侵袭能力的影响（（×200））

Fig. 2 Effects of different concentrations of kaempferol on invasion of A549 cells（×200）

**P<0.01 vs 0 μmol/L group

图3 划痕实验检测山奈酚对A549细胞迁移能力的影响（（×40））

Fig. 3 Effect of kaempferol on migration ability of A549 cells was detected by wound healing assay（（×40））
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2.4 山奈酚对A549细胞EMT相关蛋白表达的影响

Western blotting检测结果（图 4）显示，山奈酚加

药组与不加药组相比，N-cadherin和Snail-2的表达显

著下调、E-cadherin的表达显著上调（均P<0.01），且

山奈酚对蛋白表达的影响随着浓度的增高而增加，

表明山奈酚抑制A549细胞EMT。

**P<0.01 vs 0 μmol/L group

图4 山奈酚对EMT相关蛋白表达的影响

Fig. 4 Effects of kaempferol on expression of EMT-related proteins

2.5 山奈酚明显降低A549细胞中ERRa mRNA和蛋

白的表达水平

qRT-PCR检测结果（图5A）显示，山奈酚处理后，

A549 细胞中 ERRα mRNA 水平显著降低（P<0.01）。

Western blotting检测结果（图 5B）显示，山奈酚处理

后，A549 细胞中 ERRα蛋白表达水平显著降低（P<

0.01）。表明山奈酚能从mRNA和蛋白水平抑制ER-

Ra的表达。

**P＜0.01 vs 0 μmol/L group

A: qRT-PCR was used to detect the expression level of ERRa mRNA;

B: Western blotting was used to detect the expression level of ERRa protein

图5 山奈酚对A549细胞ERRa mRNA和蛋白的表达水平的影响

Fig. 5 Effects of kaempferol on the expressions of ERRa mRNA and protein in A549 cells

2.6 转染 pLV-ERRα后 A549 细胞明显过表达 ERRα

蛋白

Western blotting检测结果（图 6）显示，转染 pLV-

ERRα后A549细胞中ERRα蛋白的表达水平显著提

高 (P<0.01)；山奈酚作用于 pLV- ERRα 组细胞后，

ERRα的表达水平显著降低（P<0.01）。

2.7 山奈酚抑制过表达ERRa对A549细胞的侵袭和

迁移能力

Transwell实验检测结果（图7A）显示，A549细胞

转染pLV-ERRα后，转染组细胞侵袭数较无转染组显

著增加，而转染后A549细胞经山奈酚加药处理，侵袭

数目逆转降低（均P<0.01）。划痕愈合实验检测结果
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（图7B）显示，过表达ERRα的转染组划痕愈合率较无

转染组显著升高，而经山奈酚加药处理后其划痕愈

合率显著逆转降低（均P<0.01）；Western blotting检测

结果（图7C）显示，过表达ERRα的转染组N-cadherin

和 Snail-2 表达显著上调，E-cadherin 的表达显著下

调；而经山奈酚加药处理后，细胞中 N-cadherin 和

Snail-2的表达显著下调，E-cadherin的表达显著上调

（均P<0.01）。

**P<0.01 vs Kaempferol 0 μmol/L group；ΔΔP<0.01 vs pLV-ERRα group

图6 转染pLV-ERRα对A549细胞中ERRα表达水平的影响

Fig. 6 Effect of pLV-ERRα transfection on the expression of ERRα in A549 cells

**P<0.01 vs Koempferol 0 μmol/L group；ΔΔP<0.01 vs pLV-ERRα group

A: The number of A549 cells was detected by Transwell; B: The scratch closure rate of A549 cells was detected by scratch test;

C: Epithelial mesenchymal transition in A549 cells was detected by Western blotting

图7 山奈酚抑制过表达ERRa对A549细胞侵袭和迁移的诱导作用

Fig. 7 Kaempferol inhibits the invasion and migration of A549 cells induced by over-expression of ERRa
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3 讨 论

肺癌是常见的恶性肿瘤，化疗是晚期肺癌的主

要治疗手段，但肿瘤化疗药物耐药性和化疗药物的

毒副反应使其治疗效果受到限制 [7]。山奈酚是从多

种药用植物中提取出的多酚化合物，具有多种潜在

的药用价值。研究[8-9]显示，山奈酚能抑制乳腺癌、宫

颈癌、肝癌和结直肠癌等肿瘤细胞的增殖。本课题

在此基础上，研究不同浓度山奈酚对体外培养的人

NSCLC A549细胞的侵袭和迁移的影响。根据山奈

酚对 A549 细胞毒性实验，最终采用浓度为 5、10 和

20 μmol/L的山奈酚进行后续实验。

肺癌细胞发生转移是其导致肺癌难以治愈的关

键因素，因此有效抑制癌细胞转移是研究的重点。

CHEN等[10]在体外实验中发现，山奈酚抑制高转移性

卵巢癌HO-8910PM细胞侵袭和迁移。LIN等[11]研究

发现，山奈酚通过抑制基质金属蛋白酶 2的表达，抑

制口腔癌细胞的侵袭。本研究在Transwell实验中证

实，A549细胞经山奈酚处理后，发生侵袭的细胞数目

显著降低，表明山奈酚抑制A549肺癌细胞的侵袭。

LI等[12]以低剂量的山奈酚处理三阴乳腺癌细胞，细胞

侵袭和迁移受到明显抑制。HUNG等[13]研究发现，山

奈酚下调蛋白激酶B通路，抑制肾癌细胞迁移。本研

究划痕愈合实验结果显示，山奈酚能明显抑制A549

细胞的划痕闭合率，表明山奈酚抑制A549细胞的迁

移能力。

EMT在器官形成和组织损伤修复等过程中发挥

着重要的作用[14]。在肿瘤细胞发生转移的早期，上皮

细胞转化为间质细胞，使癌细胞的极性和黏附性发

生改变，促进肿瘤的转移[15]。在转移后期，间质上皮

转化，使肿瘤细胞形成转移灶[16]。研究[17]发现，EMT

与肿瘤细胞的凋亡、肿瘤耐药性和肿瘤干细胞的形

成相关。E-cadherin是钙依赖性穿膜糖蛋白，是EMT

的关键，其表达下调后使细胞黏附性连接减弱，极性

下降，细胞由上皮样转化为间质样。EMT促进肿瘤

细胞的侵袭和迁移，进而促进肿瘤发生转移[18]。LEE

等[19]研究发现，山奈酚能下调N-cadherin和Snail的表

达，抑制外源和内源性雌激素对乳腺癌MCF-7细胞

EMT的诱导作用。N-cadherin是钙离子依赖性的细

胞表面黏附分子，高表达可以激活MAP激酶通路，促

进肿瘤血管生成，进而促进肿瘤生长和转移[20]。Snail

抑制E-cadherin的表达，促进EMT[21]。本研究结果显

示，山奈酚加药处理 A549 细胞后，N - cadherin 和

Snail-2 的表达显著下调，E-cadherin 的表达显著上

调，表明山奈酚抑制A549细胞EMT。

ERR与雌激素受体具有高度同源性，缺少天然

的特异性配体，以非配体的形式发挥作用[22]。ERR通

过招募辅助调节因子形成复合物，进而作用于下游

反应原件，影响癌细胞增殖、侵袭和迁移[23]。研究[21]

显示，ERRα与纤维素连接蛋白核基因相结合，诱导

癌细胞发生EMT，促进肿瘤的转移。本研究从RNA

和蛋白水平上检测山奈酚对A549肺癌细胞中ERRα

的影响，结果显示，山奈酚加药组ERRα mRNA和蛋

白表达水平均显著下调。为进一步验证山奈酚对

ERRα的抑制作用，慢病毒包装构建ERRα过表达的

A549细胞株，结果显示，ERRα过表达后A549细胞的

侵袭和迁移能力增强，细胞中E-cadherin的表达显著

下调，提示ERRα高表达细胞株的构建成功，且ERRα

过表达促进A549细胞侵袭和迁移；ERRα过表达的

A549细胞经20 μmol/L山奈酚加药处理后，侵袭和迁

移能力显著下降，表明山奈酚通过抑制ERRα发挥降

低NSCLC A549细胞侵袭和迁移能力。有研究[24]显

示，ERRα能与 β-catenin 相互作用促进 Wnt11 的表

达，Wnt 信号通路是 EMT 的经典通路，β-catenin 与

TCF/Lef 结合后，调节 E-cadherin 的转录。另有报

道[25-26]发现，ERRα通过TGF-β通路，促进EMT。本研

究显示，N-cadherin和Snail-2的表达显著下调，E-cad-

herin的表达显著上调，表明ERRα在多种细胞信号通

路中发挥作用，但具体影响A549细胞EMT的机制需

要进一步的研究。

综上所述，山奈酚通过抑制 ERRα发挥降低

NSCLC A549细胞侵袭和迁移能力，表明山奈酚可以

作为治疗NSCLC的潜在药物进一步开发研究。下一

步计划在体外实验中建立NSCLC动物移植模型，研

究山奈酚的抑癌效果。
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