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· 基 础 研 究 ·

自噬在眼镜蛇神经毒素诱导A549细胞
死亡中的作用

申健  何靖康  唐兴  韩蓉  李睿  徐澄澄  吴亚娟

【摘要】 背景与目的 已有的研究表明眼镜蛇神经毒素具有抗肿瘤作用，而其在肺癌中的作用罕有研究。本

研究观察cobrotoxin对人肺A549腺癌细胞株的抗肿瘤作用，探讨自噬和P38-MAPK通路在这过程中的作用。方法 应用

MTT法观察cobrotoxin对A549细胞和HFL1人肺成纤维细胞的生长抑制作用以及用3-MA抑制自噬、SB203580抑制P38-

MAPK通路后cobrotoxin对A549细胞的生长抑制作用；应用细胞集落平板克隆实验检测cobrotoxin对A549细胞的集落形

成的影响；蛋白免疫印迹法（Western blot）测定单独cobrotoxin作用、cobrotoxin分别联合3-MA抑制自噬和SB203580

抑制P38-MAPK通路活性后A549细胞内beclin-1、LC3、P62、P38及pP38等蛋白表达水平。结果 不同浓度cobrotoxin对

A549细胞的生长有明显抑制作用，对HFL1人肺成纤维细胞无明显抑制作用，3-MA、SB203580作用后cobrotoxin对

A549细胞的抑制作用降低；不同浓度cobrotoxin可明显抑制A549细胞的集落形成；cobrotoxin作用后beclin-1、pP38蛋

白表达水平明显提高，P62表达明显降低，II型/I型LC3比值增大，并有浓度依赖性，3-MA抑制自噬后beclin-1蛋白表

达水平降低，P62表达增高、II型/I型LC3比值减小，SB203580抑制P38-MAPK通路后beclin-1、pP38蛋白表达水平降

低，II型/I型LC3比值减小。结论 cobrotoxin对人肺A549腺癌细胞体外生长有抑制作用，可能通过活化P38-MAPK通路

激活自噬参与抗肿瘤过程。
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【Abstract】 Background and objective It has been proven that cobrotoxin has anti-tumor effect while its role in 
lung cancer is rarely studied. The aim of this study is to assay the anti-tumor effect of cobrotoxin in cell line A549, and also to 
explore its possible mechanism related to autophagy and P38-MARK pathway. Methods Using MTT method to observe the 
inhibition effect of cobrotoxin on the growth of adenocarcinoma cell A549 and human lung fibroblast cell HFL1, as well as on 
that of A549 pretreated with 3-MA and SB203580, which are the inhibitor of autophagy and P38-MARK pathway respectively. 
Cell colony tablet cloning experiment was executed to detect the effect of cobrotoxin on colony formation of A549. Determin-
ing the protein levels of beclin-1, LC3, p38 and pP38 in A549 by Western blot after cells were exposed to cobrotoxin, or to co-
brotoxin combined with either 3-MA or SB203580. Results  All of different concentrations of cobrotoxin inhibited the growth 
of A549, but had no obvious effect on that of HFL1. After treating with 3-MA or SB203580, the suppress effect of cobrotoxin 
on A549 reduced. What’s more, different concentrations of cobrotoxin all significantly suppressed the colony formation of 
A549. The expression of beclin-1 and pP38 in A549 increased obviously after exposure to cobrotoxin, and also the ratio of LC3 
II to LC3 I amplified with a dose-dependant manner, but P62 decreased. The protein level of beclin-1 and the ratio of LC3 II 
to LC3 I in cells pretreated with 3-MA were reduced, while that of p62 was increased. Also, in cells that treated with SB203580 
before exposed to cobrotoxin, the expression of beclin-1, pP38 and the ratio of of LC3 II to LC3 I were reduced, but the expres-
sion of P62 increased. Conclusion Cobrotoxin can suppress the growth of A549 in vitro. And the activating of P38-MARK 
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非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）是

目前常见的恶性肿瘤之一，对于其治疗，主要是以手术为

主的综合治疗，但疗效不尽如人意，对于NSCLC抗癌药物

的研发、已投入了大量的人力、物力，取得了许多重要的成

就，其中之一就是从天然物质中寻找抗肿瘤活性成分[1,2]。

cobrotoxin是从眼镜蛇的毒素中分离出来的一种神经毒素，

近年来有国内外文献报道cobrotoxin具有抗肿瘤作用[3-5]。

本实验研究中，我们以人肺A549腺癌细胞株为实验对象，

观察cobrotoxin的抗肿瘤作用并探讨其可能的分子机制，

为今后cobrotoxin应用于临床提供理论依据。

1     材料与方法

1.1  细胞培养  人肺A549腺癌细胞株、人肺成纤维细胞株

（购自上海生科院），均为贴壁生长，A549腺癌细胞培养

于含10%胎牛血清的PR MI-1640培养液中，人肺成纤维细

胞培养于含10%小牛血清的DMEM培养基中，均在5%CO2

的37 oC培养箱中培养，待长至80%-90%融合时以0.25%胰

酶消化传代，取对数生长期细胞用于实验。 

1.2  药物、主要试剂、仪器  cobrotoxin（由苏州大学医学部

药学院药理学系馈赠），3-甲基腺嘌呤（3-MA，美国Sigma

公司），SB203580（碧云天公司），二甲基亚砜（DMSO），

四甲基偶氮唑盐（M TT，美国Sig ma公司），自动酶标仪

（Bench ma rk，美国BI D -R A D公司），二氧化碳孵育箱

（Hera cell150，德国Heraeus），SDS-PAGE电泳仪，电转移

槽。

1 . 3   细胞生长抑制实验（M T T 法）   取对数生长期的

A 5 49细胞和H F L1细胞，经0. 25%胰酶消化后制成含细

胞1.0×105/m L的单细胞悬液，接种于96孔培养板中，每

孔100 μ L，每组设6个平行孔，24 h细胞贴壁后实验组换

用含5 μg/mL cobrotoxin、10 μg/mL cobrotoxin、20 μg/mL 

cobrotoxin、10 μg/mL cobrotoxin+5 μmmol/L 3-MA、10 μg/

mL cobrotoxin+10 μmmol/L SB203580、5 μmmol/L 3-MA、

10 μmmol/L SB203580不同培养液，设阴性对照组和空白调

零孔。培养48 h每孔加MTT（5 mg/mL）20 μL，于孵箱继续

作用4 h，弃上清每孔加DMSO 150 μL，微振10 min，用酶标

仪测定570 nm附近光吸收值（OD值），实验重复3次，结果

取平均值。细胞增殖抑制率（%）=（1-实验组平均OD值/对

照组平均OD值）×100%。

1.4  细胞集落平板克隆实验  取对数生长期的A549细胞，

经0.25%胰酶消化后制成单细胞悬液（400 cel l/mL），接

种于24孔板，每孔200 cell。接种后于培养箱静置24 h后，

每孔换用含5 μg/mL、10 μg/mL、20 μg/mL三个不同浓度

cobrotoxin的培养液，设阴性对照组，每组设6个平行孔，

作用48 h后各实验组更换为PRMI-1640完全培养基，每隔2

天-3天更换培养液1次，培养2周后用甲醇固定，Giemsa工作

液染色，于显微镜下计数50个细胞以上的集落数。集落形

成抑制率（%）=（对照组集落形成率-实验组集落形成率）

/对照组集落形成率×100%。

1.5  蛋白免疫印迹法（Western blot）测定beclin-1、LC3、

P62、P38及pP38蛋白的表达  0.25%胰酶消化对数生长期的

A549贴壁细胞，制备成单细胞悬液，调整细胞密度为1.0×

105/mL，分别接种于6孔培养板中，实验组A549细胞分别

加入含5 μg/mL cobrotoxin、10 μg/mL cobrotoxin、20 μg/mL 

cobrotoxin、10 μg/mL cobrotoxin+5 μmmol/L 3-M A、10 

μg/mL cobrotoxin+10 μmmol/L SB203580的培养液，阴性对

照组A549细胞加入不含cobrotoxin的PR MI-1640完全培养

液，作用48 h后收集细胞，加入50 μL蛋白裂解液，混匀后移

至EP管中置于冰上超声30 min，然后在4 oC下12,000 r/min

离心5 min，取上清，BCA法测定蛋白浓度，上样前蛋白煮

沸变性，于SDS-PAGE凝胶中电泳分离，转膜（硝酸纤维素

膜PVDF）免疫杂交，一抗为兔抗人beclin-1单克隆抗体，兔

抗人LC3单克隆抗体，兔抗人pP38单克隆抗体，兔抗人P38

单克隆抗体，以β-actin为内参，二抗为相应的HR P标记的

抗体。化学发光检测法测定蛋白表达结果。

1.6  统计学方法  计量资料用Mean±SD表示，实验组与对

照组采用两样本均数t检验，组间比较采用SPSS 16.0统计

软件进行单因素方差分析，检验水准α=0.05，P<0.05为差异

有统计学意义。

2    结果

2 .1  Cobrotox in对A 549细胞和HFL1细胞生长的抑制作

用 作用48 h后不同浓度cobrotoxin对A 549细胞的生长均

pathway, then upregulating autophagy, was involved in cobrotoxin induced anti-tumor process.

【Key words】 Cobrotoxin; Anti-tumor; Autophagy; P38-MARK 
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有明显抑制作用，MTT法测得OD值与对照组相比差异

有统计学意义（P<0.05），不同浓度的抑制率分别为21.8%

（cobrotoxin 5 μg/mL）、34.2%（cobrotoxin 10 μg/mL）、

53.0%（cobrotoxin 20 μg/mL）（P<0.05）。不同浓度的细胞

生长抑制率见表1。不同浓度cobrotoxin对HFL1细胞的生长

无明显影响。

2 . 2   3 - M A、S B 2 0 3 5 8 0 干预后c o b r o t o x i n 对A 5 4 9 细

胞的生长抑制作用   作用4 8  h 后c o b r o t o x i n +3 - M A、

cobrotoxin+SB203580干预组对A549细胞的生长仍有明显

抑制作用，抑制率分别为27.0%（cobrotoxin+3-MA）、24.5%

（cobrotoxin+SB203580）但较cobrotoxin组（10 μg/mL）

抑制作用变弱，差异有统计学意义（P<0. 05）；3 -M A和

SB203580单独应用组对A549细胞的生长无明显抑制作用

（P>0.05）（表2）。

2.3  Cobrotoxin对A549细胞集落形成能力影响  Cobrotoxin

作用48 h与对照组比较，对A549细胞的集落形成能力有显

著抑制作用，不仅集落数目变少，而且体积变小，并随剂量

增加抑制能力提高，结果如表3所示，提示cobrotoxin能抑

制A549细胞集落形成。

2.4  Western blot检测各组beclin-1、LC3、 pP38及P38蛋

白的表达水平   与对照组相比较各浓度的cobrotox i n 组 

beclin-1、pP38蛋白表达明显上调，II型/I型LC3比值增大，

差异有统计学意义，并随cobrotoxin浓度增高，差异越发

明显。cobrotoxin+SB203580干预组较cobrotoxin组（10 μg/

mL）beclin-1、pP38蛋白表达水平下调，II型/I型LC3比值减

小，差异有统计学意义。P38蛋白表达无明显差异（图1）。

cobrotoxin+3-MA干预组较cobrotoxin组（10 μg/mL）P62蛋

白表达升高，beclin-1蛋白表达水平下调，II型/I型LC3比值

减小，差异有统计学意义（图2）。

3    讨论

Cobrotoxin是眼镜蛇的毒素中分离出来的一种神经

毒素，是眼镜蛇毒的主要成分之一，由于镇痛效果确切

表 1  cobrotoxin对A549细胞生长的影响

Tab 1  The effect of cobrotoxin on the growth of cell A549

Cobrotoxin concentration OD value P (contrast with cobrotoxin group) Inhibition rate

Control group 0.732±0.091 　 　

5 μg/mL 0.572±0.114 0.027 21.80%

10 μg/mL 0.482±0.035 0.013 34.20%

20 μg/mL 0.344±0.021 0.004 53.00%

表 2  3-MA、SB203580干预后cobrotoxin对A549细胞生长的影响

Tab 2  The effect of cobrotoxin on the growth of cell A549 after the intervention of 3-MA, SB203580

Group OD value  P (contrast with cobrotoxin group) Inhibition rate

Control group 0.732±0.091 　 　

Cobrotoxin (10 μg/mL) 0.482±0.035 34.20%

Cobrotoxin+3-MA 0.534±0.121 0.03 27.00%

Cobrotoxin+SB203580 0.553±0.002 0.001 24.50%

3-MA 0.697±0.278 0.45 4.780%

SB203580 0.728±0.542 0.60 0.5464%

表 3  cobrotoxin对A549细胞集落形成能力影响

Tab 3  The effect of cobrotoxin on the formation of colony

Cobrotoxin concentration Colony number P  (contrast with control group) Inhibition rate

Control group 126.5±16.9 　 　

5 μg/mL 98.3±7.4 0.034 22.30%

10 μg/mL 76.0±10.7 0.024 39.50%

20 μg/mL 61.0±12.1  <0.001 50.50%
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被美国FDA批准应用于临床。近年来有国内外文献报道

cobrotoxin具有抗肿瘤作用，但其具体作用机制尚不明确，

推测其抗肿瘤作用途径可能与N型乙酰胆碱受体有关[6] 。

本实验研究发现cobrotoxin对A549细胞具有明显的

抗肿瘤作用，低、中、高三个剂量组抑制率分别为21. 8%

（5 μg/mL）、34.2%（10 μg/mL）、53.0%（20 μg/mL）。

c obrot ox i n能有效抑制A 5 4 9细胞集落形成，抑制率分

别为22 . 3%（5 μg/m L）、39. 5%（10 μg/m L）、50. 5%（20 

μg/mL）。3-M A抑制自噬或SB203580抑制P38-M A PK通

路后cobrotox in对A 549细胞的生长抑制作用降低，表明

cobrotoxin的抗肿瘤作用与诱导自噬和激活P38-M APK通

路相关。

自噬（autophagy）意为自体吞噬（serf-eating），简称

自噬，是溶酶体对细胞内的部分细胞质、细胞器等进行的

一系列降解过程的统称。自噬的发生机制尚不明确，受多

种机制调节和制约[7,8]。在自噬过程中，LC3I转化为LC3II

并插入新形成的自噬体膜上，因此，LC3通常被用作哺乳

动物细胞中自噬的标志蛋白，尤其II型/I型LC3比值能很

好反映自噬的发生[9,10]。自噬基因Beclin1是哺乳动物参与自

噬的特异性基因，尤其是定位于内质网上的Beclin1是重要

的自噬诱导因子，检测其表达可一定程度上反映自噬的发

生[11]。本实验我们观察到A549细胞经cobrotoxin处理后， 

Western blot法检测到beclin-1蛋白表达水平、II型/I型LC3

比值上调，P62蛋白表达下调证实了cobrotoxin诱导A549细

图 1  Western blot检测cobrotoxin作用后各相关蛋白表达的情况。A：Western blot法检测不同浓度的crobrotoxin作用A549细胞48 h后各相关蛋白的表达。

B、C、D、E、F统计分析各相关蛋白的表达变化。与对照组相比：*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。

Fig 1  The expression of various related protein by Western blot after the intervention of cobrotoxin for 48 h. A549 cells were treated with different 

concentration of crobrotoxin for 48 h. Protein level was determined by Western blot analysis. A: The expression of related protein after cobrotoxin 

induction. B, C, D, E, F: Quantification of Western blot analysis. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, compared with controls.
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胞自噬的作用，并随着cobrotoxin浓度增加beclin-1表达水

平和II型/I型LC3比值上调，P62蛋白表达下调。3-MA抑制

自噬后，P62蛋白上调，beclin-1表达水平和II型/I型LC3比

值下调，证实了自噬的发生。自噬在肿瘤发生发展中具有

双重作用，一方面在血供不足导致营养障碍的情况下，肿

瘤细胞通过自噬获得代谢所需能量，维持肿瘤细胞生长，

从而促进肿瘤细胞的生长，为保护作用；另一方面，自噬则

导致肿瘤细胞死亡，即第二类程序性细胞死亡或自噬性细

胞死亡[12,13]。本实验中与单独使用神经毒素相比联合应用

3-MA处理A549细胞其细胞抑制率从34.2%降到27.0%，说

明神经毒素所诱导的自噬对A549细胞具有促死亡作用。丝

裂原活化蛋白激酶信号转导通路是细胞内重要的信号系

统，在将胞外刺激信号转导至细胞及其核内、介导细胞生

物学反应（如增殖、分化、转化、凋亡及自噬等）的过程中

具有重要的作用[14-16]。本实验经cobrotoxin处理后的A549

细胞，Western blot法检测到pP38蛋白表达随着cobrotoxin

浓度增加而上调。应用P 3 8 - M A PK 通路特异性抑制剂

SB203580后P62蛋白表达上调，beclin-1蛋白表达、II型/I型

LC3比值均下调，据此，我们推断cobrotoxin诱导A549细胞

自噬作用可能和激活P38-MAPK信号通路有关。

Cobrotoxin对人肺A549腺癌细胞体外生长有抑制作

用，其可能通过活化P38-MAPK通路激活自噬参与抗肿瘤

过程。
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《Thoracic Cancer》被SCI收录

2011年6月25日，天津肺癌研究所收到美国Thomson-Reuters公司通知，天津肺癌研究所与Wiley-Blackwell合

办的Thoracic Cancer自创刊号起所有文章被SCI收录。

Thoracic Cancer（www.thoraciccancer.net）自2010年5月创刊，为全英文季刊，发表肺癌、食管癌、纵隔肿

瘤等胸部肿瘤领域的文章，涵盖胸外科学、肿瘤内科学、肿瘤放射治疗学、肿瘤影像医学、分子肿瘤学、肿

瘤流行病学等诸多学科。Thoracic Cancer现任主编为天津医科大学总医院周清华教授和中国医学科学院肿瘤医

院孙燕院士。

Thoracic Cancer被SCI收录，表明了中国胸部肿瘤的临床、科研工作已经得到了国际同行的认可，同时，

也为广大的中国胸部肿瘤从业人员提供了向国际同行展示的平台。

SCI：Science Citation Index收录了全球自然科学、工程技术、临床医学等150多个学科领域内8,000多种最

具影响力的学术刊物，提供完整的索引、全面的书目记录、详细的作者地址、文章摘要以及每篇文献的参考

文献记录、文献的被引用的次数等，是目前国内医学界公认的权威检索系统。

· 启 事·
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