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虾青素对非小细胞肺癌细胞增殖、迁移和凋亡的影响
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［摘 要］　目的　探究虾青素对非小细胞肺癌A549细胞增殖、迁移和凋亡的影响及可能的作用机制。方法　采用不同浓度

虾青素（1 mmol/L、2 mmol/L、4 mmol/L、6 mmol/L 和 8 mmol/L）干预 A549 细胞，采用 CCK-8 法检测不同浓度虾青素对非小细胞肺癌

A549细胞增殖的影响；采用细胞划痕实验检测细胞迁移率；采用Hoechst33342染色和 JC-1染色检测虾青素对非小细胞肺癌A549细

胞凋亡的影响；采用Western blot检测凋亡相关蛋白NF-κB、B细胞淋巴瘤/白血病-2（Bcl-2）、Bcl-2相关X蛋白（Bax）、Caspase-3表达。

结果　虾青素能够抑制A549细胞增殖和迁移（P<0. 05），并促进细胞凋亡（P<0. 05）；虾青素能够下调A549细胞NF-κB和Bcl-2蛋白

表达（P<0. 05），并上调Bax和Caspase-3蛋白表达（P<0. 05）。结论　虾青素能够抑制A549细胞增殖和迁移，并通过NF-κB通路引起

A549细胞凋亡。
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Abstract: Objective　To investigate the effects of astaxanthin on proliferation， migration and apoptosis of non-small cell lung cancer 
A549 cells and the possible mechanism of action. Methods　A549 cells were treated with various concentrations of astaxanthin （1 mmol/L， 
2 mmol/L， 4 mmol/L， 6 mmol/L and 8 mmol/L）， and the effects of different concentrations of astaxanthin on the proliferation of non-small 
cell lung cancer A549 cells were assessed by the CCK-8 assay.  The cell migration rate was detected by scratch wound healing assay.  The 
effect of astaxanthin on apoptosis of non-small cell lung cancer A549 cells was detected by Hoechst33342 staining and JC-1 staining.  The 
expression levels of apoptosis related proteins NF-κB，B cell lymphoma/leukemia-2（Bcl-2），Bcl-2-associated X protein（Bax）， Caspase-3 
were detected by Western blot. Results　Astaxanthin could inhibit the proliferation and migration of A549 cells（P<0. 05）， and promote cell 
apoptosis（P<0. 05）.  Astaxanthin could down-regulate the expression levels of NF- κB and Bcl-2 proteins of A549 cells （P<0. 05）， and 
up-regulate the expression levels of Bax and Caspase-3 proteins（P<0. 05）. Conclusion　 Astaxanthin suppresses the proliferation and 
migration of A549 cells， and induce apoptosis of A549 cells via the NF-κB pathway.
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肺癌是生物医学领域最具挑战性的疾病之一，其

中非小细胞肺癌是其主要病理类型，占 80% 以上[1]。
近年来的调查发现，肺癌的发病率与病死率居高不

下，已成为威胁人类生命健康的重大公共卫生问题，

同时也给社会带来了沉重的疾病负担[2]。因此，研发

新型抗癌药物已成为当前肿瘤药物研发领域亟待攻

克的核心问题。

虾青素是一种具有强抗氧化活性与抗炎特性的

天然活性物质[3-4]，同时兼具抗肿瘤、抗凋亡、免疫调节

等多种生物学活性，且其抗肿瘤活性已成为当前研究

的热点[5]。研究证实，虾青素对肝癌、乳腺癌细胞等多

种癌细胞都具有抑制作用。虾青素可呈浓度依赖性

地促进小鼠肝癌细胞以及人类肝癌细胞线粒体凋亡，

其机制与 JAK1/STAT3、NF-κB P65和 Wnt/β-catenin 相

关[6]；Kim等[7]的研究表明，虾青素可通过MAPK通路调

节相关凋亡分子的表达来诱导 SKBR3 乳腺癌细胞的

凋亡。越来越多的研究显示，虾青素可以介导相关通

路诱导癌细胞凋亡[5，8]，有望成为肿瘤治疗领域中极具

潜力的候选药物。

目前，国内外关于虾青素作用于非小细胞肺癌的

相关研究尚处于初步探索阶段，虽已证实虾青素对于

肺癌细胞具有一定抑制作用，但其具体作用机制仍需

系统且深入的研究。在虾青素抑制癌细胞凋亡的众

多通路中，NF-κB通路可能扮演了重要的角色，早期肺
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癌组织中多伴有NF-κB通路的激活[9-10]；且NF-κB的过

表达广泛存在于非小细胞肺癌及小细胞肺癌患者的

肿瘤样本中，与癌症进展、转移及不良预后密切相

关[11]。另有研究证实，NF-κB 表达与 B 细胞淋巴瘤/白
血病-2（B cell lymphoma/leukemia-2, Bcl-2）表达呈正向

关，与Bcl-2相关X蛋白（Bcl-2-associated X protein, Bax）
表达呈负相关[12]，而Bcl-2、Bax蛋白表达水平与细胞增

殖、凋亡等有关。然而对于虾青素能否通过NF-κB通路

引起非小细胞肺癌凋亡，从而抑制非小细胞肺癌细胞

A549增殖目前尚不清楚。据此，本研究探讨虾青素对

A549细胞增殖、凋亡的影响及其作用机制，旨在为虾

青素用于肺癌治疗提供实验依据。

1　材料与方法

1. 1　实验细胞株与药物

非小细胞肺癌 A549 细胞（批号：FH0045）购自上

海富衡生物科技有限公司；虾青素（批号：SML0982）购

自美国默克 Sigma；抗 NF-κB（批号：66535）、抗 Bcl-2
（批号：60178-1-Ig）、抗 Bax（批号：60267-1-Ig）、抗

Caspase-3（批号：66470-2-Ig）、β-actin（批号：66009-1-Ig）
购自武汉Proteintech。
1. 2　A549细胞复苏培养

将装有 A549 细胞的冻存管取出后，快速移至

37 ℃水浴锅中恒温加热 1 min 左右，并轻轻晃动冻存

管，使之全部溶解。于超净工作台内将A549细胞液转

移到细胞培养液中，然后倒入细胞培养瓶，置于 37 ℃、

5% CO₂培养箱中培养。

1. 3　虾青素浓度配制及细胞分组

取 1 mg 虾青素，加入 1. 68 mL DMSO 配制成浓度

为 10 mmol/L的母液。取配制好的母液 50 μL、100 μL、
200 μL、300 μL 和 400 μL，分别加入 450 μL、400 μL、
300 μL、200 μL 和 100 μL 培养基稀释，最终得到浓度

分 别 为 1 mmol/L、2 mmol/L、4 mmol/L、6 mmol/L 和

8 mmol/L的虾青素溶液。将浓度为 1 mmol/L的虾青素

溶液作为虾青素低剂量组；取配制好的母液 150 μL，
加入 350 μL 培养基稀释混合得到浓度为 3 mmol/L 的

虾青素溶液作为虾青素高剂量组，对照组仅加入对应

剂量培养基。

1. 4　CCK-8法检测细胞增殖能力

将A549细胞接种到96孔板中，置于37 ℃、5% CO₂
培养箱中培养。24 h后细胞成指数生长，分别加入不

同浓度梯度（1 mmol/L、2 mmol/L、4 mmol/L、6 mmol/L、
8 mmol/L）的虾青素，设置 3 个复孔，置于细胞培养箱

中培养，然后每孔加入 10 μL CCK-8 溶液（上海碧云

天，批号：C0037），继续在细胞培养箱中避光培养2 h。使

用多功能酶标仪测定 450 nm 波长处的吸光度。细胞

抑制率=[（Ac-As）/（Ac-Ab）]×100%，As 为实验孔吸光

度；Ac为对照孔吸光度；Ab为空白孔吸光度。

1. 5　细胞划痕实验检测细胞迁移能力

取对照组、虾青素低剂量组、虾青素高剂量组

A549细胞并接种到相应孔中，每组 3个复孔。使用无

菌移液器枪头，沿提前标记的直线垂直于细胞培养板

底面的方向匀速进行划痕，然后用 PBS冲洗至划痕区

域干净，置于培养箱中培养。分别在 0、24 h 时，于显

微镜下拍照记录。利用 Image J 图像分析软件计算划

痕区域面积，细胞迁移率=（0 h划痕面积-24 h划痕面

积)/0 h划痕面积×100%，实验重复3次。

1. 6　Hoechst33342染色检测细胞凋亡情况

取对照组、虾青素低剂量组、虾青素高剂量组

A549细胞并接种到相应孔中，每组 3个复孔。在培养

箱中培养 24 h 后用 PBS 清洗，加入 4% 多聚甲醛室温

固定 30 min，吸出多聚甲醛后用 PBS清洗 3次，每孔加

入 Hoechst33342 染液 800 μL，置于恒温箱 30 min。弃

去染液后，用 PBS 清洗 2 次，在荧光显微镜镜下拍照，

观察细胞核形态。

1. 7　JC-1染色

取对照组、虾青素低剂量组、虾青素高剂量组

A549细胞并接种到相应孔中，每组3个复孔。培养24 h
后，吸除培养液，PBS清洗细胞 1次，加入 1 mL细胞培

养液。加入 1 mL JC-1染色工作液（杭州联科生物，批

号：MJ101），充分混匀后于细胞培养箱中 37 ℃孵育

20 min。孵育期间，按照每 1 mL JC-1染色缓冲液（5×）
加入 4 mL蒸馏水的比例，配制适量的 JC-1染色缓冲液

（1×），并放置于冰浴。孵育结束后，吸除上清，用 JC-1
染色缓冲液（1×）清洗 2次。加入 2 mL细胞培养液，荧

光显微镜下观察。JC-1 染色线粒体膜电位正常发出

橙红色荧光，线粒体膜电位较低时，红色荧光转变成

绿色荧光。

1. 8　Western blot 检测 NF-κB、Bax、Bcl-2、Caspase-3蛋

白水平

取对照组、虾青素低剂量组、虾青素高剂量组

A549 细胞并接种到相应孔中，每组 3 个复孔。培养

24 h，提取蛋白后采用BCA法测定细胞中蛋白总含量。

应用 10% 十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离

后转移至 PVDF 膜。将 PVDF 膜与 5% 的脱脂奶粉室

温封闭 1 h 后，分别加入 NF-κB、Bcl-2、Bax、Caspase-3
（1∶1 000）及 β-actin（1∶4 000）一抗 4 ℃孵育过夜后洗

膜，二抗（武汉Proteintech，批号：SA00001-1，）室温孵育

2 h 后进行显影。使用 Image J 软件处理图像并提取

数据。
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1. 9　统计学分析

数据分析及处理采用 SPSS 26. 0 软件，结果以均

数±标准差（x̄±s）表示，多组数据比较采用单因素方差

分析，组间两两比较采用 LSD法，P<0. 05 为差异具有

统计学意义。

2　结果

2. 1　CCK-8实验结果

CCK-8实验结果显示，虾青素作用A549细胞 24 h
时，随着浓度增加，A549 细胞的抑制率逐渐增高

（图 1）。虾青素浓度为 4 mmol/L、6 mmol/L和 8 mmol/L
时细胞抑制率显著高于虾青素浓度为1 mmol/L的细胞

抑制率，差异具有统计学意义（P<0. 001）。因4 mmol/L
虾青素处理后细胞存活率较低，无法进行蛋白检测，

而 2 mmol/L 与 1 mmol/L 浓度接近，故后续实验选择

3 mmol/L浓度。

2. 2　细胞划痕实验结果

细胞划痕实验结果显示，与对照组相比，虾青素

低剂量组和虾青素高剂量组细胞迁移率明显降低

（P<0. 05），且高剂量组抑制效果更显著，见图2。
2. 3　Hoechst33342染色结果

Hoechst33342染色结果显示，对照组细胞核呈清晰

的圆形，且细胞密度较高、分布相对均匀，未观察到明显

的核形态异常（如碎裂、固缩等）；虾青素低剂量组和虾

青素高剂量组中A549细胞核形态变化明显，核染色增

强，荧光明亮，细胞核出现边集化和明显碎裂，尤其虾青

素高剂量组变化更明显（图3a）。虾青素低剂量组和虾

青素高剂量组中核形态异常含量显著高于对照组，虾青

素高剂量组中核形态异常含量显著高于虾青素低剂量

组，差异均有统计学意义（P<0. 01），见图3b。
2. 4　JC-1染色结果

JC-1染色结果显示，对照组呈红色荧光，而虾青素

低剂量组和虾青素高剂量组以绿色荧光为主（图 4a）。

与对照组相比，虾青素低剂量组和虾青素高剂量组细

胞线粒体膜电位降低（P<0. 01），见图4。
2. 5　Western blot检测凋亡相关蛋白

Western blot结果显示，与对照组相比，虾青素高剂

量组细胞的NF-κB和Bcl-2蛋白表达显著下降（P<0. 05），

###：与1 mmol/L相比，P<0.001
图1　虾青素对A549细胞增殖的影响

a：各组细胞划痕愈合情况；b：各组细胞迁移率定量分析    *：与对照组相比，P<0.05；**：与对照组相比，P<0.01
图2　细胞划痕实验结果

a：Hoechst33342染色结果；b：各组核异常定量分析    箭头：固缩、裂解的细胞核；**：与对照组相比，P<0.01；##：与虾青素低剂量组相

比，P<0.01
图3　Hoechst33342染色结果
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Bax 和 Caspase-3 蛋 白 表 达 显 著 上 升（P<0. 05），

见图5。
3　讨论

肺癌作为发病率较高的癌症之一，亟需新型抗癌

药物。虾青素作为一种具有预防和治疗潜力的生物

活性化合物，在癌症治疗中展现出较大的应用前景。

大量体内外研究证实了虾青素抗癌的疗效，包括神经

系统癌症[13]和乳腺癌[14]等，这主要得益于其抗氧化、抗

炎和抗增殖特性[15-16]。虾青素因较强的抗癌特性有望

成为肿瘤治疗领域中极具潜力的候选药物。目前国

内外关于虾青素作用于非小细胞肺癌的相关研究尚

处于初步探索阶段，现有研究虽已证实虾青素对于肺

癌细胞具有一定抑制作用，但具体作用机制仍缺乏系

统阐释。NF-κB 通路在早期肺癌组织中多呈激活状

态，其过表达与非小细胞肺癌的进展、转移及不良预

后密切相关，且可调控Bcl-2、Bax等凋亡相关蛋白的表

达[9-12]。基于此，本研究聚焦虾青素对非小细胞肺癌 
A549 细胞增殖、迁移和凋亡的影响，深入探究其是否

通过NF-κB通路发挥作用，以期为临床治疗提供更多

实验依据。

已有研究表明，虾青素对肝癌细胞增殖具有抑制

作用，且随着浓度增加，增殖抑制作用更强[17]。本研究

中CCK-8实验结果与之一致，不同浓度虾青素与A549

a：各组 JC-1染色结果；b：各组 JC-1染色结果定量分析    **：P<0.01
图4　JC-1染色结果

*：P<0.05；**：P<0.01
图5　虾青素对A549细胞中凋亡相关蛋白表达的影响
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细胞共培养后，细胞抑制率随虾青素浓度增加呈明显

上升趋势，其中 4 mmol/L、6 mmol/L和 8 mmol/L浓度的

细胞抑制率显著高于 1 mmol/L浓度，且 8 mmol/L浓度

抑制效果最佳，明确证实了虾青素对A549细胞增殖的

抑制呈浓度依赖性。有研究指出虾青素抑制细胞增

殖与 Wnt/β-catenin 通路相关[18]，这为后续深入探索虾

青素调控A549细胞增殖的具体分子机制提供了方向。

本研究中细胞划痕实验结果显示，与对照组相比，虾

青素低剂量组和虾青素高剂量组的细胞迁移率均明

显降低，且高剂量组抑制效果更为显著，表明虾青素

可有效抑制 A549细胞的迁移。这一结果与已有研究

中虾青素通过调控 JAK1/STAT3通路抑制细胞黏附和

迁移的结论相符[19]，进一步印证了虾青素在阻断肿瘤

进展多个环节中的重要作用。

诱导细胞凋亡是虾青素在癌症治疗中的核心作

用机制之一[20-21]。本研究中 Hoechst33342 染色与 JC-1
染色结果显示，虾青素可抑制肺癌细胞凋亡，且随着

虾青素浓度升高，凋亡越明显。随后Western blot进一

步证实，虾青素干预后 Caspase-3蛋白水平显著上升，

同时抗凋亡蛋白Bcl-2表达下调、促凋亡蛋白Bax表达

上调，这与已有研究中虾青素通过调控 Bax、Bcl-2、
Caspase-3 表达诱导细胞凋亡的结论一致[21-23]，从蛋白

水平印证了虾青素对 A549细胞的促凋亡作用。为明

确虾青素促凋亡的潜在机制，本研究重点探究了

NF-κB 通路的作用。NF-κB 作为关键凋亡相关蛋白，

可通过调控Bcl-2、Bax等基因表达影响细胞凋亡进程，

其中 Bcl-2为抗凋亡基因，Bax为促凋亡基因[24]。本研

究 Western blot 结果显示，与对照组相比，虾青素高剂

量组NF-κB蛋白表达显著下降。已往研究亦证实，虾

青素通过抑制 NF-κB 通路改变凋亡相关蛋白表达[25]。
上述研究表明，虾青素可能通过下调 NF-κB 表达，打

破 Bcl-2/Bax 的平衡，进而激活 Caspase-3 介导的凋亡

通路，最终诱导 A549细胞凋亡，这也与虾青素通过活

化Bax/Bcl-2诱导细胞凋亡的研究结论一致[7]。
综上，本研究证实虾青素能够有效抑制非小细胞

肺癌细胞的增殖与迁移，并显著促进其凋亡。其潜在

分子机制为：虾青素通过下调 NF-κB 表达，进一步调

控凋亡相关蛋白的表达谱，使抗凋亡蛋白Bcl-2表达降

低、促凋亡蛋白 Bax 与 Caspase-3 表达升高，最终经

NF-κB通路介导的凋亡途径，发挥抑制细胞增殖、阻滞

迁移并诱导凋亡的抗肿瘤作用。本研究为虾青素用

于非小细胞肺癌治疗提供了明确的实验依据，后续可

进一步开展体内实验及临床研究，深入探索其在体内

的疗效及安全性，为其临床转化应用奠定基础。
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