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白藜芦醇通过下调MEK/ERK/c-Jun信号通路抑制 H2O2诱导的
肺癌细胞增殖 *

秦萌萌 高 莹△ 李昕玲 宋 迪 王琳琳
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摘要 目的：探讨白藜芦醇（Res）是否通过下调 ERK激酶 /胞外信号调节激酶 /原癌基因（MEK/ERK/c-Jun）信号通路抑制小剂量

过氧化氢（H2O2）诱导肺癌细胞增殖。方法：采用MTS实验检测小剂量 20 滋M H2O2以及分别加入 MEK阻断剂 U0126和 Res后

H2O2对肺癌细胞 NCI-H1395增殖的影响，采用Western Blot检测 H2O2对 ERK1/2和 Akt蛋白磷酸化水平以及加入 Res后 H2O2

对MEK、ERK1/2和 c-Jun蛋白磷酸化水平的影响。结果：小剂量 H2O2对肺癌细胞 NCI-H1395具有促增殖作用，H2O2通过活化

ERK1/2和 Akt蛋白的磷酸化水平促进肺癌细胞 NCI-H1395增殖，加入MEK阻断剂 U0126后 H2O2对肺癌细胞 NCI-H1395增殖

作用降低（P<0.05）。Res可抑制 H2O2诱导的肺癌细胞 NCI-H1395增殖，加入 Res后，H2O2引起的MEK、ERK1/2和 c-Jun蛋白磷

酸化水平均降低（P<0.05）。结论：小剂量 H2O2对肺癌细胞 NCI-H1395具有促增殖作用，Res通过抑制MEK/ERK/c-Jun信号通路

来抑制 H2O2对肺癌细胞 NCI-H1395的促增殖作用，其具体机制还需进一步研究。
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Resveratrol Inhibits H2O2-induced Proliferation of Lung Cancer Cells by
Down-regulating MEK/ERK/c-Jun Signal Pathway*

To investigate whether resveratrol (Res) can inhibit low-dose hydrogen peroxide (H2O2) induced proliferation

of lung cancer cells by down regulating the ERK kinase/extracellular signal regulated kinase/proto oncogene (MEK/ERK/c-Jun) signal

pathway. The effect of H2O2 on the proliferation of lung cancer cell line NCI-H1395 with low-dose 20 滋m H2O2 and after

adding MEK blocking agent U0126 and Res were detected by MTS assay. The effect of H2O2 on the phosphorylation of ERK1/2 and Akt

protein and the effect of H2O2 on the phosphorylation of MEK, ERK1/2 and c-Jun after adding Res were detected byWestern Blot.

Low-dose H2O2 could promote the proliferation of lung cancer cell line NCI-H1395, and H2O2 promoted the proliferation of lung cancer

cell line NCI-H1395 by activating the phosphorylation of ERK1/2 and Akt protein. After adding MEK inhibitor U0126, the effect of H2O2

on the proliferation of lung cancer cell line NCI-H1395 was decreased (P<0.05). Res could inhibit H2O2 induced proliferation of lung can-

cer cell line NCI-H1395. After adding Res, the effects of H2O2 on the phosphorylation of MEK, ERK1/2 and c-Jun protein were decreased

(P<0.05). Low-dose H2O2 can promote the proliferation of lung cancer cell line NCI-H1395, and Res can inhibit H2O2

induced the proliferation of lung cancer cell line NCI-H1395 by inhibiting MEK/ERK/c-Jun signaling pathway, but the specific mecha-

nism still needs further study.
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前言

肺癌是一种死亡率非常高的癌症，虽然用化疗的方法治疗

肺癌会引起机体的抗药性，同时引起二次肿瘤的发生，但是化

疗方法仍然是人们倾向的治疗方法[1-3]。活性氧（Reactive oxy-

gen species，ROS）被认为是毒性分子，可以对生物大分子造成

氧损伤，是一种致癌物质[4-6]。低剂量的 ROS尤其是过氧化氢

（H2O2）和氧离子（O2
-）可以促进肿瘤细胞生长，相反，高剂量的

ROS可以抑制氧应激反应，同时抑制细胞增殖，引起细胞发生

凋亡现象[7-9]。而这一过程是由 ROS敏感的有丝分裂原激活蛋
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白激酶（Mitogen activated protein kinases，MAPKs）所调节，

MAPKs蛋白家族主要作用是通过促进磷酸化信号通路来抑制

细胞增殖与凋亡过程中转录因子的激活 [10,11]。白藜芦醇

（Resveratrol，Res）是当前研究最多的多酚物质，其具有促进氧

化反应和抗氧化反应试剂的作用[12-14]。研究发现 Res通过氧化

作用可以产生 ROS，尤其是在存在高剂量过渡金属的情况下，

Res可以通过氧化还原通路抑制肿瘤细胞的增殖[15]。然而，目前

有关 Res的报道仍然存在争议。本研究通过探讨 Res是否可以

通过抑制 MEK1/2介导的 ERK1/2磷酸化而抑制 H2O2促肺癌

细胞增殖的作用，以期为肺癌的治疗提供依据，结果报道如下。

1 材料

1.1 主要试剂

p-c-Jun(Ser63)抗体，p-ERK1/2抗体，ERK1/2抗体，p-MEK

抗体，GAPDH 一抗，兔抗鼠二抗抗体（Abcam，USA，ab7628）

U0126，MTS assay kit(Madison，WI)，蛋白提取试剂盒（Thermo

Scientific，USA），血清（Gibco，USA），DAB 试剂盒（碧云天，中

国），BrdU细胞增殖检测试剂盒（艾美捷，USA），MTS细胞增

殖试剂盒（艾美捷，USA）。

1.2 细胞

人肺腺癌细胞 NCI-H1395采用 1640培养液（10%胎牛血

清 +1%抗生素）进行培养，培养条件：相对湿度 95%，5%二氧

化碳（Carbon dioxide，CO2），37℃培养箱。

1.3 MTS实验

肺癌细胞NCI-H13955× 103接种于 96孔板，贴壁培养 24h，

加入无血清的 1640培养液饥饿 12 h，后分别加入：① 0、10、20、

50 和 100 滋M H2O2； ② 20 滋M H2O2，500nM Res 和 20 滋M
H2O2+500 nM Res； ③ 20 滋M H2O2，200nM U1206，20 滋M
H2O2+200 nM U1206继续培养 24 h和 48 h，弃掉培养液加入无

血清的 1640培养液 100 滋L/孔，避光加入 20 滋L MTS，96孔板

放入 CO2培养箱中培养 3h后，取出 96孔板，吸光度（optical

density，OD）值参照酶标仪（Synergy H1，Bio Tek）490 nm读取。

细胞增殖效率 =（实验孔 OD值 -对照孔 OD值）与对照孔 OD

值的比值× 100%。

1.4 BrdU细胞增殖检测

将肺癌细胞 NCI-H1395 以 1000 g/10 min 的速率消化离

心，每个 1.5EP管中加入洗涤液（500 滋L），离心洗涤 2次（1000

× g/10 min），调整细胞数在 105/管。随后向 1.5 EP管中加入固

定液（500 滋L）重悬细胞，并使温度保持在 4℃，静置一夜后向

1.5 EP管中加入洗涤液（500 滋L），离心洗涤 2次（1000 × g/ 10

min）。1.5EP管中加入通透液（500 滋L），孵育 2 min，温度保持

在 0℃，然后向 1.5EP管中加入洗涤液（500 滋L），离心洗涤 2次

（1000 × g/ 10 min）。加入 DNA变性工作液（300 滋L），温度保持
在 37℃，持续反应 30 min，然后再加入洗涤液（500 滋L），离心
洗涤 2次（1000 × g/10 min）。以染色缓冲液（195 滋L）重悬细胞
后加入 5 滋L (0.125 滋g)FITC-BrdU抗体，避光，温度保持在
4℃，孵育 30 min。所有步骤结束后，在荧光显微镜下观察细胞

增殖情况。

1.5 Western Blot
肺癌细胞 NCI-H1395 1× 105接种于 6孔板中，待细胞贴

壁 24 h时，加入 20 滋MH2O2分别培养 5 min、15 min、30 min和

60 min时用蛋白提取试剂盒提取蛋白；20 滋MH2O2+500 nM Res

分别培养 5 min、10 min、15 min、30 min和 60 min时提取蛋白。

上述蛋白的水平采用 BCA法进行测定，每孔总蛋白起始量为

40 滋g，上完样后以 80V电压进行 12%SDS-PAGE凝胶电泳分

离转膜，时间为 90 min，5%脱脂奶粉封闭 2 h，采用 TBST洗膜

5次，每次 5 min。分别用如下一抗 p-ERK1/2(1:500)、p-Akt(1:

1000)、p-MEK1/2 (1:1000)、ERK1/2 (1:500)、p-c-Jun (1:500)和

GAPDH(1:5000)静置一夜，温度保持在 4℃，采用 TBST洗膜 5

次，每次 5 min。分别用鼠抗兔二抗（稀释比例为 1：1000）摇床

反应 1 h，温度保持在 37℃，TBST洗膜 5 min/次，洗 5次。以上

步骤完成后，对样本进行显色（ECL试剂盒），随后采用凝胶成

像分析系统（中国，Tanon 5200）拍照，并将照片传至 Lab-

Works4.6软件进行分析。

1.6 统计学分析

采用 SPSS 19.0软件进行资料分析。观测资料主要是计量

资料，均通过正态性检验，以均数± 标准差（x± s）表示，组间比
较采用单因素方差分析或成组 t检验，检验标准设置为 琢=0.05。

2 结果

2.1 小剂量 H2O2对肺癌细胞 NCI-H1395增殖的影响

各剂量整体差异有统计学意义（P＜0.05）。加入 10、20、50

和 100 滋M H2O2后肺癌细胞 NCI-H1395的增殖作用出现先增

加后降低的趋势（P<0.05），如表 1所示。BrdU参入实验，表明

20 滋M H2O2作用肺癌细胞 NCI-H1395 后细胞的荧光强度增

强，细胞增殖作用增加。

Note: compared with 0 滋M, aP＜0.05, compared with 10 滋M, bP＜0.05, compared with 20 滋M, cP＜0.05, compared with 50 滋M, dP＜0.05.

表 1 小剂量 H2O2对肺癌细胞 NCI-H1395增殖的影响（x± s）
Table 1 Effect of low dose of H2O2 on the proliferation of lung cancer cell line NCI-H1395（x± s）

H2O2 doses n Proliferation level of NCI-H1395

0 滋M 5 1.00± 0.01

10 滋M 5 1.42± 0.12a

20 滋M 5 1.86± 0.06ab

50 滋M 5 1.64± 0.04abc

100 滋M 5 1.30± 0.04abcd

F 127.033

P 0.000
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2.2 H2O2对肺癌细胞 NCI-H1395中 p-ERK1/2和 p-Akt蛋白水

平的影响

与 0 滋M H2O2相比，加入 20 滋M H2O2 5min时 p-ERK1/2

的蛋白水平表达降低，15 min时 p-ERK1/2的蛋白水平表达增

加（P＜0.05），加入 20 滋M H2O2 5 min和 15 min时 p-Akt蛋白

水平表达均增加（P＜0.05），而 30 min、60 min时 p-ERK1/2、

p-Akt的蛋白水平与 0滋MH2O2相比差异无统计学意义（P>0.05）。
如表 2所示。

表 2 H2O2对 p-ERK1/2和 p-Akt蛋白水平的影响（x± s）
Table 2 Effect of H2O2 on p-ERK1/2 and p-Akt protein levels（x± s）

Groups
Protein levels of p-ERK1/2 Protein levels of p-Akt

5 min 15 min 30 min 60 min 5 min 15 min 30 min 60 min

0 滋MH2O2

（n=5）
5.30± 0.75 6.22± 0.93

20 滋MH2O2

（n=5）
1.76± 0.29 8.06± 1.22 5.72± 1.15 4.70± 0.87 7.34± 0.95 8.23± 1.45 6.83± 1.06 6.06± 0.95

t 10.029 5.474 0.859 1.389 2.233 3.339 1.170 0.319

P 0.000 0.000 0.406 0.188 0.044 0.005 0.263 0.755

2.3 检测 MEK 阻断 剂 U0126 对 H2O2 诱导 肺 癌细 胞

NCI-H1395增殖的影响

加入 MEK阻断剂时两个时点的观测结果差异有统计学

意义（P＜0.05）。20 滋MH2O2作用肺癌细胞 NCI-H1395 24 h和

48 h时细胞增殖能力增强，而加入MEK阻断剂 U0126后，相

比于 20 滋MH2O2，24 h和 48 h时细胞增殖能力分别大幅降低

（P<0.05）。如表 3所示。

Note: compared with 0 滋MH2O2, aP<0.05, compared with 20 滋MH2O2, bP<0.05, compared with U0162, cP<0.05.

表 3 MEK阻断剂 U0126对 H2O2诱导肺癌细胞 NCI-H1395增殖的影响（x± s）
Table 3 Effect of MEK blocker U0126 on proliferation of human lung cancer cell line NCI-H1395 induced by H2O2（x± s）

H2O2 doses/blocker n
Proliferation level of NCI-H1395

24 h 48 h

0 滋MH2O2 5 0.11± 0.05 0.18± 0.05

20 滋MH2O2 5 0.19± 0.02a 0.35± 0.02a

U0162 5 0.09± 0.03b 0.26± 0.01ab

20 滋MH2O2+U0162 5 0.11± 0.01b 0.18± 0.01bc

F 10.155 42.739

P 0.001 0.000

2.4 检测 Res对 H2O2诱导肺癌细胞 NCI-H1395增殖的影响

各剂量整体差异有统计学意义（P＜0.05）。与 0 滋MH2O2相

比，20 滋M H2O2作用肺癌细胞 NCI-H1395后细胞增殖能力增

强；Res本身对肺癌细胞 NCI-H1395不具有促增殖作用，而相

比于 20 滋MH2O2，Res可抑制 H2O2诱导的肺癌细胞 NCI-H1395

增殖，细胞的增殖能力明显降低（P<0.05）。如表 4所示。

Note: compared with 0 滋MH2O2, aP<0.05, compared with 20 滋MH2O2, bP<0.05, compared with Res, cP<0.05.

表 4 Res对 H2O2诱导肺癌细胞 NCI-H1395增殖的影响（x± s）
Table 4 Effect of Res on proliferation of NCI-H1395 lung cancer cells induced by H2O2（x± s）

H2O2 doses/blocker n Proliferation rate of NCI-H1395(%)

0 滋MH2O2 5 14.01± 1.19

20 滋MH2O2 5 53.37± 2.32a

Res 5 15.00± 2.22b

20 滋MH2O2+Res 5 31.50± 2.04abc

F 427.582

P 0.000
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2.5 Western Blot检测加入 Res后 H2O2对 p-MEK和 p-ERK1/2

蛋白水平的影响

20滋MH2O2作用于肺癌细胞 NCI-H1395在 5 min、10 min、

15 min 和 30 min 时 p-MEK 和 p-ERK1/2 蛋白水平均增加

（P<0.05），相比于 20滋M H2O2，加入 Res后，p-MEK的蛋白水平

无明显变化（P>0.05），而 p-ERK1/2蛋白水平则降低（P<0.05），如
表 5所示。

Note: compared with 0 滋MH2O2, aP<0.05, compared with Res, bP<0.05, compared with 20 滋MH2O2, cP<0.05.

表 5 Western Blot检测加入 Res后 H2O2对 p-MEK和 p-ERK1/2蛋白水平的影响（x± s）
Table 5 Western Blot assay for the effects of H2O2 on p-MEK and p-ERK1/2 protein levels after adding Res（x± s）

H2O2 doses/blocker n
Protein levels of p-ERK1/2 Protein levels of p-MEK

5 min 10 min 15 min 30 min 5 min 10 min 15 min 30 min

0 滋MH2O2 5 1.00± 0.01 - - - 0.90± 0.02 - - -

20 滋MH2O2 5 1.76± 0.29ab 8.06± 1.22 5.72± 1.15 5.70± 1.10 1.01± 0.04a 0.99± 0.02 0.98± 0.01 1.01± 0.02

Res 5 0.30± 0.04a - - - 1.00± 0.01 - - -

20 滋MH2O2+Res 5 0.68± 0.11abc 0.29± 0.11 0.85± 0.18 0.35± 0.08 1.00± 0.03 0.98± 0.03 1.00± 0.03 0.99± 0.01

F/t 79.834 14.184 9.355 10.847 6.320 0.620 1.414 2.000

P 0.000 0.000 0.001 0.000 0.013 0.552 0.195 0.081

2.6 Western Blot检测加入 Res后 H2O2对 p-c-Jun蛋白水平的

影响

加入 20滋MH2O2后 p-c-Jun蛋白水平表达增加，而与 20滋M

H2O2相比，加入 Res后可以抑制 H2O2诱导的 c-Jun蛋白的磷

酸化水平（P<0.05）。如表 6所示。

Note: compared with 0滋MH2O2, aP<0.05, compared with 20滋MH2O2, bP<0.05.

表 6 Western Blot检测加入 Res后 H2O2对 p-c-Jun蛋白水平的影响（x± s）
Table 6 Western Blot assay for the effect of H2O2 on p-c-Jun protein level after adding Res（x± s）

H2O2 doses/blocker
60 min

0滋MH2O2 -

20滋MH2O2 1.14± 0.36

Res -

20滋MH2O2+Res 0.13± 0.03

F/t 6.252

P 0.003

n
Protein levels of p-c-Jun

30 min

5 1.00± 0.00

5 3.01± 0.54a

5 0.16± 0.04ab

5 0.14± 0.04ab

124.361

0.000

3 讨论

了解特定癌细胞的增殖对于非转移细胞抗癌治疗具有十

分重要的意义。细胞中大量的配体与受体之间的相互作用可导

致 H2O2的产生，H2O2的管理被大量用于模仿受体所介导的细

胞通路中氧化反应步骤，例如上皮生长因子受体（EGF-R）[16,17]。

有些研究者模拟了 H2O2在 NCI-H1395细胞中，或者其他细胞

模型中促进细胞存活和无限增殖过程中的转导途径[18,19]。本研

究主要探讨了在 NCI-H1395细胞增殖过程中 H2O2所激活的信

号通路，同时本研究分析了低剂量的 Res是否具有抗增殖的能

力。有报道显示，通过实验发现 NCI-H1395细胞的增殖主要是

通过 ERK1/2信号通路发挥作用[20]。Res通过抑制 ERK1/2的磷

酸化从而使 c-Jun的活性从最高活性不可逆转的降低到基础状

态之下，从而证明MEK和 ERK1/2之间的交叉联系是由 H2O2

所促进的 NCI-H1395 细胞增殖过程中的重要检查点。同时

EGF-R可以传递 H2O2的刺激效应。但是对于 NCI-H1395细胞

中 H2O2是否介导 EGF-R的磷酸化还需进一步去证明。

尽管大量的实验证明，Res 可以有效的清除 ROS 等物

质[21-23]，但是本研究发现这类多酚物质并不能抵消 NCI-H1395

细胞中 H2O2所介导的氧化爆发效应。有些学者认为，Res主要

是通过抗氧化反应来干扰 ROS所介导的 ERK1/2磷酸化，或者

是通过直接抑制MEK的活性[24-26]。本研究发现，加入 H2O2孵

育细胞之后，细胞中 MEK持续活化，而研究结果也证明再加

入 Res可定点抑制 ERK1/2信号通路中 MEK的磷酸化活性。

这个结果与 Cao L等的实验结果相反，Cao L等人发现 Res通

过抑制MEK1的上游来阻碍 ERK1/2信号通路[27]。这种分歧可

能是由于 Cao L等人采用了更高剂量的 Res（25~100 mM），这

种高剂量的 Res可能会影响其他磷酸化步骤，例如 Raf1-MEK。

值得注意的是本研究发现在基础水平的前提下，Res也可以抑

制 ERK1/2，这进一步证明了 Res是直接作用在MEK，同时，
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Res对 c-Jun活性的影响也表明MEK-ERK1/2在 NCI-H1395细

胞增殖中的作用。U0126和 Res分别再加入细胞中 48h后出现

抑制效果，而且 Res的抑制效果更加明显，因此根据本研究结

果可以推测 MEK-ERK1/2-c-Jun信号通路在 H2O2存在的条件

下对 NCI-H1395细胞增殖具有重要作用。Res的抗肿瘤作用机

制可能与作用于细胞周期蛋白及其依赖性激酶、诱导过氧化氢

酶和环氧化酶活性、影响 P53、bcl-2家族、通过 Fas/FasL信号途

径、上调 p21Cip1/WAF1、下调 Survivin、影响线粒体功能以及

激活 caspases等多个环节有关，这说明 Res在肿瘤治疗中具有

潜在应用价值[28]。本研究发现低剂量 Res具有抗增殖的效果。

实际上，已经有很多研究者报道高剂量的 Res可以通过抑制

ERK1/2来抑制细胞增殖[29,30]。对于像 Res这种多酚类物质在进

入肠道后的生物学功能现在仍然被人们争论。分析原因在于

Res进入肠道之后，它的生物学性质会发生变化，因此还需有

待进一步研究进行验证。

综上所述，小剂量的 H2O2可以促进肺癌细胞增殖，而 Res

可以通过下调 MEK-ERK1/2-c-Jun信号通路来抑制 H2O2对肺

癌细胞的促增殖作用，从而起到抗癌细胞增殖的效果，但其具

体机制还有待通过更多实验进一步研究加以验证。
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