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摘  要 

目的：探讨通过三维(3D)聚氨酯泡沫支架构建肺癌模型，并用于盐酸青藤碱影响肺癌A549细胞分泌侵袭

转移蛋白的可行性。方法：采用聚氨酯泡沫支架构建3D肺癌模型，进行不同剂量盐酸青藤碱对肺癌A549
细胞作用实验，ELISA法测定A549细胞培养上清中基质金属蛋白酶(MMP-2, MMP-9)和上皮间质转化

(EMT)标记物E-cadherin、N-cadherin、Vimentin的表达，观察迁移及侵袭相关蛋白分泌情况。结果：

盐酸青藤碱可有效抑制A549细胞培养上清液中MMP-2、MMP-9的表达，以及有效抑制EMT，表现为下

调N-cadherin、Vimentin蛋白表达，上调E-cadherin蛋白表达。随着盐酸青藤碱浓度的增加，抑制增加，

呈剂量依赖性。对3D培养的抑制显著低于2D培养。结论：与2D培养相比，本实验中建立的基于聚氨酯

的3D肺癌模型可能更好地模拟了体内病理生理状况，更具预测及分析药物能力。 
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Abstract 
Objective: To investigate the feasibility of constructing a lung cancer model with three-dimensional 
(3D) polyurethane foam scaffold and using sinomenine hydrochloride to influence the secretion of 
invasion and metastasis protein in A549 cells of lung cancer. Methods: A three-dimensional lung 
cancer model was constructed with polyurethane foam scaffold, and the effects of sinomenine hy-
drochloride on A549 cells were tested. The expression of matrix metalloproteinases (MMP-2, MMP-
9) and epithelial-mesenchymal transition (EMT) markers E-cadherin, N-cadherin and Vimentin in 
the supernatant of A549 cell culture was determined by ELISA, and the secretion of migration and 
invasion related proteins was observed. Results: Sinomenine hydrochloride could effectively in-
hibit the expression of MMP-2 and MMP-9 in the supernatant of A549 cell culture, and effectively 
inhibit EMT, such as down-regulating the expression of N-cadherin and Vimentin, and up-regulating 
the expression of E-cadherin. With the increase of sinomenine hydrochloride concentration, the in-
hibition increased in a dose-dependent manner. The inhibition of 3D culture was significantly lower 
than that of 2D culture. Conclusion: Compared with 2D culture, the 3D lung cancer model based on 
polyurethane established in this study may better simulate the pathophysiology in vivo, and has 
more ability to predict and analyze drugs. 
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1. 引言 

肺癌是全球癌症相关死亡的主要原因，是最常见的癌症，也是全世界死亡人数最多的癌症，特别是

在发展中国家，因此需要提高生存率的治疗方法[1]。尽管医学领域已经见证了靶向治疗的发展，但迫切

需要开发新的治疗方案。对于新药的发现，需要人类癌症模型来研究相关环境下的药物效率[2]。传统的

二维(2D)体外培养系统过于简化了复杂的三维(3D)组织微环境，而实验动物体内研究往往受到低可重复

性和伦理考虑的限制。近年来，体外 3D 模型因其可重复性、保留 3D 空间结构和成本效益而在癌症研究

中引起了极大的关注。组织工程化 3D 体外模型能够更好地复制原生肿瘤扩散，可以显著提高对癌症生

物学的认识，并有助于指导开发更有效的治疗方法[3]。因此，研究人员越来越多地转向 3D 体外组织工

程模型作为一种有用的折中方案[4]。模拟肿瘤细胞微环境的 3D 培养系统可能更适合于测试癌细胞的侵

袭潜力和肿瘤细胞对抗癌药物的敏感性[5]。青藤碱是一种从中药青藤中提取的生物碱类化合物，是一种

多靶点的抗肿瘤天然物质。盐酸青藤碱是青藤碱的盐酸盐化学形式，对肿瘤细胞有特异性的细胞毒作用，
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对正常细胞无明显的细胞毒作用[6]。青藤碱及其衍生物的抗肿瘤作用主要通过促进细胞凋亡和自噬，抑

制细胞增殖、迁移和侵袭，增强放化疗敏感性等机制发挥。本实验采用聚氨酯泡沫支架构建 3D 肺癌模

型，进行盐酸青藤碱对肺癌 A549 作用实验，ELISA 法检测培养上清中基质金属蛋白酶(MMP-2, MMP-9)
和上皮间质转化(EMT)标记物 E-cadherin、N-cadherin、Vimentin 的表达，观察迁移及侵袭相关蛋白分泌

情况。并与 2D 培养比较。 

2. 材料与方法 

2.1. 药品与试剂 

肺癌 A549 细胞(iCell)，来源于人类非小细胞肺癌基底上皮细胞的原发性肺肿瘤，是一种广泛使用的

细胞系，具有高度增殖性，已被用于各种研究应用。DMEM 高糖培养基(GIBCO)，胎牛血清(Procell)，鼠

尾 I 型胶原(欣友生物)，盐酸青藤碱(麦克林)。MMP-2、MMP-9、E-cadherin、N-cadherin、Vimentin 五种

ELISA 试剂盒(晶美生物)。48 孔细胞培养板(Corning)。聚氨酯泡沫(广州匹泰)，CO2培养箱(Thermo BB150)，
多功能酶标仪(上海普丹)。 

2.2. 聚氨酯处理及表面修饰 

参照文献[7]，进行聚氨酯处理及 I 型胶原表面修饰。将聚氨酯泡沫材料修剪成直径 8 mm，高 2.5 mm
的圆柱体。分别经酸碱处理、超声清洗、乙醇消毒。48 孔培养板每孔放置 1 个支架。然后，取 2 mg·mL−1

鼠尾 I 型胶原 50 μL 涂覆于每个聚氨酯泡沫支架表面，37℃，20 min。随后进行细胞种植。 

2.3. 细胞培养与细胞悬液制备 

参照文献[7]，肺癌 A549 细胞使用 DMEM 高糖完全培养基(含 10% FBS、1%青链霉素)于 37℃、5% 
CO2 培养箱中常规培养，以 0.25%胰蛋白酶消化、传代。收集对数期生长的 A549 细胞，分别配制成 3.75 
× 104 cells·mL−1、5 × 105 cells·mL−1 A549 细胞悬液。 

2.4. ELISA 检测 2D/3D 培养上清液中迁移侵袭蛋白浓度 

取 3.75 × 104 cells·mL−1 的 A549 细胞悬液 400 μL 接种于 48 孔板·孔−1，作为 2D 模型。取 5 × 105 
cells·mL−1 的 A549 细胞悬液 30 μL 缓慢加于“2.2 项”经 I 型胶原修饰的聚氨酯支架上，37℃培养箱放置

1 h，然后再加完全培养基 370 μL·孔−1，作为 3D 模型。将上述 2D/3D 肺癌模型培养 24 h 后，弃去原培养

基。分别加入含有不同浓度盐酸青藤碱(0, 50, 100, 150 μg·mL−1)的完全培养基，400 μL·孔−1。培养 48 h。
收集培养上清液 3 000 r·min−1 离心 15 min，吸取上清，−80℃保存。按照 ELISA 试剂盒说明书操作，检测

MMP-2、MMP-9、E-cadherin、N-cadherin、Vimentin 五种蛋白浓度，每个浓度设 5 个复孔。 

2.5. 统计分析 

使用 GraphPad Prism 9 进行统计学分析处理。数据资料以 x s± 表示，两组间比较采用两独立样本配

对 t 检验，当 P < 0.05 时，认为差异有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. 盐酸青藤碱对肺癌细胞培养上清液 MMP-2 和 MMP-9 蛋白分泌的影响 

ELISA 试剂盒检测结果显示，不同浓度的盐酸青藤碱于 2D/3D 条件下作用于肺癌 A549 细胞 48 小

时，均可导致 MMP-2 和 MMP-9 的分泌下降，并呈剂量依赖性。与未加药对照组相比，各浓度组 MMP-
2 和 MMP-9 蛋白分泌明显下降。3D 培养上清液 MMP-2 和 MMP-9 蛋白分泌浓度的下降速度均明显慢于
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2D 培养模型。结果表明于 2D/3D 培养条件下，盐酸青藤碱显著抑制 A549 细胞 MMP-2 和 MMP-9 蛋白

的分泌，并呈剂量依赖性。且对 3D 培养的抑制显著低于 2D 培养。结果见表 1。 
 

Table 1. Effects of sinomenine hydrochloride on protein secretion of MMP-2 and MMP-9 in 2D/3D culture supernatant of 
A549 cells ( x s± , n = 5) 
表 1. 盐酸青藤碱对 A549 细胞 2D/3D 培养上清液 MMP-2、MMP-9 蛋白分泌的影响( x s± , n = 5) 

盐酸青藤碱剂量 
/μg·mL−1 

MMP-2/ng·mL−1 MMP-9/ng·mL−1 

2D 3D 2D 3D 

0 (对照组) 121.54 ± 10.16 127.25 ± 12.36 356.29 ± 37.03 361.02 ± 32.20 

50 105.16 ± 10.031) 118.06 ± 13.491) 301.27 ± 30.771) 343.18 ± 32.374) 

100 83.69 ± 7.832) 106.08 ± 10.472)5) 264.94 ± 25.083) 316.75 ± 27.661)5) 

150 71.33 ± 6.883) 95.11 ± 9.703)6) 222.97 ± 21.563) 289.06 ± 26.572)6) 

与对照组相比，1) P < 0.05，2) P < 0.01，3) P < 0.001；与 2D 培养相比，4) P < 0.05，5) P < 0.01，6) P < 0.001。 

3.2. 盐酸青藤碱对肺癌细胞培养上清液 E-cadherin、N-cadherin、Vimentin 蛋白分泌的影响 

ELISA 试剂盒检测结果显示，不同浓度的盐酸青藤碱于 2D/3D 条件下作用于肺癌 A549 细胞 48 小

时，均可导致 N-cadherin、Vimentin 蛋白分泌减少。与未加药对照组相比，随着盐酸青藤碱浓度的增加，

各浓度组 N-cadherin、Vimentin 蛋白分泌显著下降，呈剂量依赖性。3D 模型培养上清液 N-cadherin、
Vimentin 蛋白分泌浓度的下降速度均明显慢于 2D 培养模型。结果见表 2。另外，随着盐酸青藤碱浓度的

增加，各浓度组均可导致 E-cadherin 蛋白分泌增加，呈剂量依赖性。与未加药对照组相比，各浓度组 E-
cadherin 蛋白分泌明显增加。3D 培养上清液 E-cadherin 蛋白分泌浓度的增加速度均明显慢于 2D 培养。

结果表明于 2D/3D 培养条件下，盐酸青藤碱有效抑制 A549 细胞上皮间质转化，表现为下调 N-cadherin、
Vimentin 蛋白表达，上调 E-cadherin 蛋白表达。且对 3D 培养的抑制显著低于 2D 培养。结果见表 2。 

 
Table 2. Effect of sinomenine hydrochloride on EMT-related protein secretion in 2D/3D culture supernatant of A549 cells 
( x s± , n = 5) 
表 2. 盐酸青藤碱对 A549 细胞 2D/3D 培养上清液 EMT 相关蛋白分泌的影响( x s± , n = 5) 

盐酸青藤碱剂量
/μg·mL−1 

E-cadherin/ng·mL−1 N-cadherin/ng·mL−1 Vimentin/ng·mL−1 

2D 3D 2D 3D 2D 3D 

0 (对照组) 167.68 ± 17.35 160.09 ± 14.96 22.96 ± 2.31 25.20 ± 2.37 2.07 ± 0.18 2.23 ± 0.20 

50 183.69 ± 16.78 173.85 ± 17.50 20.25 ± 1.801) 24.29 ± 2.224) 1.78 ± 0.151) 2.10 ± 0.194) 

100 204.78 ± 18.262) 182.93 ± 19.461)4) 17.12 ± 1.753) 22.48 ± 2.101)5) 1.60 ± 0.152) 1.94 ± 0.201)5) 

150 225.37 ± 20.053) 190.13 ± 17.952)5) 15.35 ± 1.623) 21.09 ± 1.972)6) 1.39 ± 0.113) 1.82 ± 0.152)6) 

与对照组相比，1) P < 0.05，2) P < 0.01，3) P < 0.001，与 2D 培养相比，4) P < 0.05，5) P < 0.01，6) P < 0.001。 

4. 讨论 

肺癌是全球癌症相关死亡的主要原因。由于肺癌细胞的上皮间质转化(EMT)导致复发和转移的高倾

向[8]。尽管医学领域已经见证了靶向治疗的发展，但迫切需要开发新的治疗方案。对于新药的发现，需

要人类癌症模型来研究相关环境下的药物效率[9]。因此，一个精确、高效的 3D 体外模型对于细胞侵袭

研究和药物筛选试验是非常需要的[10]。体外癌症模型在化疗开发中至关重要，而 3D 模型旨在弥合 2D
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平面培养和体内测试之间的差距。功能 3D 模型比 2D 模型更能代表体内情况和肿瘤特征[11]。但目前大

多数体外癌症模型仅限于传统的 2D 细胞培养条件。最近，研究人员已采用创新的 3D 模型，以改进疾病

建模和药物测试[12]。3D 肿瘤模型能够更好地模拟体内肿瘤的复杂性，可作为传统 2D 培养和体内研究

之间的潜在桥梁，已经获得了新的认可。3D 细胞培养技术的巨大进步使其更具成本效益和效率[13]。 
目前，化疗是大多数肿瘤的主要治疗方法。然而，化疗的耐药和许多不良反应极大地限制了化疗的

应用。因此，越来越多的研究者将研究重点转移到中药的抗肿瘤活性上[14]。青藤碱是一种从中国药用植

物青藤根茎中提取的单体生物碱成分。近年来研究发现青藤碱通过抑制肿瘤的增殖、迁移、侵袭和诱导

细胞凋亡，对多种癌症具有抑制作用[15]。盐酸青藤碱(SH)通过激活 AMPK-mTOR 通路诱导细胞凋亡，

选择性抑制 NSCLC (非小细胞肺癌)细胞的生长[16]。多项基础研究证明青藤碱及其衍生物对乳腺癌、肺

癌、肝癌、胃癌、卵巢癌、骨肉瘤等肿瘤具有显著的抗肿瘤活性，可诱导肿瘤细胞凋亡和自噬死亡，抑制

肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭，增加肿瘤细胞对放化疗的敏感性，并通过多种分子机制逆转耐药[14]。盐

酸青藤碱可降低 MMP-2、MMP-9，以及显著增加上皮标记物 E-cadherin 的表达，但同时降低间质标记物

N-cadherin 和 Vimentin 的表达，表明青藤碱可有效抑制 EMT。因此，青藤碱可以作为一种有效的辅助化

疗候选药物[17]。 
基质金属蛋白酶(MMPs)是一种具有多种生化功能的内肽酶，可通过降解细胞外基质促进癌细胞的侵

袭和转移[18] [19]。其中的 MMP-2、MMP-9 降解 IV 型胶原，在肿瘤细胞的侵袭与转移灶的形成中起重

要作用[20] [21]。青藤碱可降低 MMP-2、MMP-9 和基质金属蛋白酶细胞外诱导剂(EMMPRIN/CD147) 
mRNA 的表达水平。另外，青藤碱可下调致癌 microRNA-21 (miR-21)，降低细胞侵袭能力[15]。在各种癌

症中，MMP-2、MMP-9 的上调与患者的生存率降低有关[21]。而 EMT 被认为是侵袭性和转移性癌细胞

扩散的根源[22]，可松弛细胞-细胞粘附的复合物，赋予细胞增强的迁移和侵袭特性，增强肿瘤转移、化

疗耐药和肿瘤干性[23]。已被证明在肿瘤发生过程中起着至关重要的作用，EMT 的标志是神经型钙黏蛋

白(N-cadherin)、波形蛋白(Vimentin)的上调，上皮型钙黏蛋白(E-cadherin)的下调[24] [25]。有研究发现盐

酸青藤碱(SH)治疗对体外透明细胞肾细胞癌(ccRCC)细胞生长具有剂量和时间依赖性。SH 处理可显著抑

制体外 ccRCC 细胞的迁移、侵袭性和血管生成。在机制上，研究发现 SH 处理通过下调转录因子 Snail1
和 Twist 在 ccRCC 细胞中的表达来阻断 EMT。这些发现表明 SH 在 ccRCC 细胞中具有抗癌作用，并揭

示了 Smad/EMT 轴在 ccRCC 中发挥作用的潜在分子机制。Smad/EMT 轴的过度激活与这种癌症类型的细

胞增殖、迁移、侵袭性和血管生成有关。SH 可以作为一种有效的辅助化疗候选药物，靶向 ccRCC 患者

的 Smad/EMT 轴[17]。 
本实验结果表明，盐酸青藤碱可有效下调 MMP-2、MMP-9 的表达。也可有效抑制 EMT，表现为下

调 N-cadherin、Vimentin 蛋白表达，上调 E-cadherin 蛋白表达。均呈剂量依赖性。而且对 2D 培养的抑制

效果显著强于 3D 模型。表明仿生多孔聚氨酯支架在盐酸青藤碱对肺癌细胞侵袭转移蛋白分泌测定研究

中具有一定的潜力，包括药物和治疗筛选。 
聚氨酯泡沫材料具备良好的生物相容性与力学性能[26]，为多孔结构，孔洞贯通性好，孔壁上存在与

相邻泡孔相连通[27]，比较均匀，连续性较好。有利于细胞获得足够的营养物质，进行气体交换，排除废

料[28] [29]。其吸水率良好，可以吸收大量的水份，有利于物质的交换和细胞的生长[30]。适宜作为三维

细胞培养载体。 

5. 结论 

本实验采用聚氨酯泡沫作为支架，成功构建了 3D 体外培养肺癌模型。本实验结果表明，基于聚氨酯

体外 3D 肿瘤模型的盐酸青藤碱药物效果对体内药物疗效具有更好的预测性。与传统的 2D 细胞培养相

https://doi.org/10.12677/wjcr.2025.153014
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比，3D 模型培养的肺癌 A549 细胞耐药性更强，恶性程度更高，更接近肺癌患者体内情况，能够更好地

评估癌细胞的侵袭、迁移行为，可作为抗肿瘤药物体外筛药模型，为药物研发和临床用药提供理论指导，

其相关的机制有待进一步深入的研究。 
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