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摘　要　探讨白杨素对人鼻咽癌细胞ＣＮＥ２增殖的抑制作用及机制。采用 ＣＣＫ８法检测细胞存活率，Ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８
染色检测细胞形态变化，流式细胞仪检测细胞凋亡率及细胞周期的变化，ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试剂盒检测 ｃａｓｐａｓｅ３的活性。
结果表明白杨素对ＣＮＥ２细胞的生长具有较强的抑制作用，并具有明显的量效关系；白杨素可诱导 ＣＮＥ２细胞凋亡，使
Ｇ０／Ｇ１期细胞明显增多，Ｓ期明显减少，使细胞周期被阻滞于Ｇ０／Ｇ１期；白杨素可升高 ＣＮＥ２细胞 ｃａｓｐａｓｅ３的活性。白杨
素对ＣＮＥ２细胞生长有明显的抑制作用，其机制可能与白杨素诱导的细胞周期阻滞和细胞凋亡有关。
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　　白杨素（ｃｈｒｙｓｉｎ）又名白杨黄素，化学名为５，
７二羟基黄酮，是从紫葳科植物木蝴蝶中提取的一
种具有广泛药理活性的黄酮类化合物，其在蜂胶中

的含量较高，是蜂胶的主要有效成分之一。作为一

种常见食源黄酮，白杨素具有低毒或无毒的优点。

近年来，白杨素的抗肿瘤作用引起了国内外学者的

广泛关注。有研究表明，白杨素具抗肿瘤作用，可

抑制人前列腺癌细胞 ｐｃ３、人单核白血病细胞
Ｕ９３７等的增殖［１－２］。但白杨素对鼻咽癌细胞的作

用如何，尚未见文献报道。鼻咽癌（ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＮＰＣ）高发于中国南部省份和东南亚地
区，是最常见的恶性肿瘤之一，每年发病率在
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００２５％～００５％［３］。由于ＮＰＣ原发部位隐蔽，不
易被早期发现，因此确诊的患者６０％以上都是中
晚期，常伴转移［４］。对这类患者除了采用常规的

放疗外，化疗是必不可少的一种辅助治疗方法。本

文拟研究白杨素对鼻咽癌细胞增殖的影响，探讨其

作用机制，为鼻咽癌的防治提供实验依据。

'

　材　料

１１　试　剂
白杨素（纯度 ９８％，南京替斯艾么中药研究

所）；人鼻咽癌细胞株 ＣＮＥ２（低分化）（本课题组
保存）；ＤＭＥＭ液体培养基（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司）；
胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ／Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＢＣＡ蛋白
浓度测定试剂盒，Ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８染色液（上海碧云
天生物技术研究所）；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检
测试剂盒，Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试剂盒（南京凯基生
物公司）。

１２　仪　器
Ｓｙｒｅｎｇｙ２多功能酶标仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ公司）；

ＦＡＣＳＣａｎｔｏＩＩ流式细胞仪（美国ＢＤ公司）。
１３　细胞培养

ＣＮＥ２细胞培养于含有 １０％胎牛血清、１００
Ｕ／ｍＬ青霉素和１００μｇ／ｍＬ链霉素的 ＤＭＥＭ培养
基中，３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度培养箱孵育，显微镜
下观察细胞生长情况。当细胞生长汇合至８０％ ～
９０％时，弃掉培养液，ＰＢＳ冲洗两次，用 ０２５％胰
酶（含００２％的 ＥＤＴＡ）消化５ｍｉｎ，镜下观察胞质
回缩、细胞间隙增大后，立即加入培养液终止消化，

吸管反复吹打成单细胞悬液，分瓶传代培养，２～
３ｄ传代１次，取对数生长期细胞用于实验。

!

　方法和结果

２１　ＣＣＫ８法检测白杨素对鼻咽癌 ＣＮＥ２细胞
生长的抑制作用

将对数生长期 ＣＮＥ２细胞，接种于 ９６孔板
中，每孔接种２×１０４个细胞，待细胞长到６０％ ～
７０％汇合时，更换培养基。实验分组为 ０１％
ＤＭＳＯ溶剂对照组、药物组，顺铂阳性对照组，每组
５个复孔。药物作用时间２４，４８，７２ｈ后吸出孔内
的液体，每孔加入新鲜的培养基１００μＬ及 ＣＣＫ８
液体１０μＬ，置３７℃、５％ＣＯ２培养箱内培养，在酶
标仪上检测各组细胞不同时间段吸收度（Ａ），检测

波长为４５０ｎｍ，参照波长６５０ｎｍ。
结果表明，药物组与 ＤＭＳＯ溶剂对照组比较，

差异均具有统计学意义（Ｐ＜００１）；随着白杨素浓
度的升高，对 ＣＮＥ２细胞的增殖抑制作用也随之
增强，具有明显的剂量依赖性和时间依赖性。结果

见表１。
２２　Ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８染色检测白杨素对 ＣＮＥ２细
胞形态变化的影响

消化对数生长期的 ＣＮＥ２细胞，接种入６孔
板，每孔约 ８×１０４个细胞，６孔板内每孔放置盖
玻片一片。试验分为 ０１％ＤＭＳＯ溶剂对照组、
顺铂阳性对照组，药物（白杨素１２５μｍｏｌ／Ｌ）组；
待细胞生长汇合至５０％ ～６０％时，各组分别更换
新配制的含０１％ＤＭＳＯ，顺铂８μｍｏｌ／Ｌ，白杨素
１２５μｍｏｌ／Ｌ的培养基，药物分别作用２４，４８，７２ｈ
后，弃含药培养基。每孔加入固定液５００μＬ固定
１０ｍｉｎ，弃掉固定液，用 ＰＢＳ冲洗（３ｍｉｎ×２）。每
孔加Ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８染色液５００μＬ，染色５ｍｉｎ，弃
掉染色液，用 ＰＢＳ冲洗（３ｍｉｎ×２）。滴抗荧光淬
灭液至载玻片上，将盖玻片盖至载玻片上。

Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｃｈｒｙｓｉｎｏｎＣＮＥ２ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

Ｇｒｏｕｐ
ｃ／

（μｍｏｌ／Ｌ）
Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ（Ａ）

２４ ４８ ７２ｈ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ０ ２３５±０１４ ２６１±００９ ２８４±０１０
Ｃｈｒｙｓｉｎ ２５ ２０９±００７ ２２２±００４ ２３０±００４

５０ ２０１±００８ １９４±００５ ２０３±００５

７５ １８３±０１１ １８０±００５ １８７±００５

１００ １７４±００３ １７１±００５ １７３±００６

１２５ １５９±００６ １５６±００３ １５２±００３

ｃｉｓＰｌａｔｉｎｕｍ ８ １３６±００６ １３０±００４ １１１±００７

Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

　　荧光显微镜下，０１％ ＤＭＳＯ溶剂对照组细胞
的染色质密度均匀一致，呈弥散均匀的荧光；白杨

素处理组细胞，均出现与顺铂处理组（阳性对照）

细胞相似的凋亡表现：荧光增强，胞核缩小碎裂，呈

大小不等的不规则块状、圆形或花瓣状的细胞碎

片。且随着药物作用时间的延长，凋亡的细胞数目

也增多。结果见图１。
２３　流式细胞仪检测细胞凋亡

细胞经药物分别作用２４，４８，７２ｈ后，弃掉含
药物的培养基，用不含 ＥＤＴＡ的胰酶消化细胞，离
心（１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）后弃掉胰酶。用 ＰＢＳ洗涤
细胞２次（２０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），收集并调整细胞浓
度为每毫升１×１０５～５×１０５个细胞，加入结合缓
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Ｆｉｇｕｒｅ１　ＣｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆＣＮＥ２ｃｅｌｌａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｗｉｔｈｃｈｒｙｓｉｎ

冲液５００μＬ悬浮细胞，加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ５μＬ
混匀后，加入碘化丙啶（ＰＩ）５μＬ混匀。ＰＩ单染组
只加 ＰＩ５μＬ混匀，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ单染组只加
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ５μＬ混匀，阴性对照组不加任何
染液。室温避光反应５～１５ｍｉｎ，流式细胞仪检测
细胞凋亡率。

结果（图２）显示，白杨素以及阳性对照组各时
间的细胞凋亡率均高于０１％ＤＭＳＯ溶剂对照组，
差异具有统计学意义（Ｐ＜００１）。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｃｈｒｙｓｉｎｏｎＣＮＥ２ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ｃｉｓＰｌａｔｉｎｕｍ（８μｍｏｌ／Ｌ）；３：Ｃｈｒｙｓｉｎ（１２５μｍｏｌ／Ｌ）
Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２４　流式细胞仪检测白杨素对 ＣＮＥ２细胞周期
的影响

细胞经药物作用４８ｈ后，弃掉含药物的培养
基，消化细胞，用 ＰＢＳ洗涤细胞、收集并调整细胞
浓度为每毫升１×１０６个，取单细胞悬液１ｍＬ，离
心去除上清液，在细胞中加入体积分数为７０％的
冷乙醇 ５００μＬ固定（２ｈ至过夜均可），用 ＰＢＳ洗

涤取出固定液。加入 ＲＮａｓｅＡ１００μＬ，３７℃水浴
３０ｍｉｎ，再加入 ＰＩ４００μＬ染色混匀，４℃避光
３０ｍｉｎ，流式细胞仪检测。

结果（表２）显示，ＣＮＥ２细胞经１２５μｍ／Ｌ白
杨素及８μｍ／Ｌ顺铂作用４８ｈ后，Ｇ０／Ｇ１期细胞明
显增多，Ｓ期明显减少，与０１％ＤＭＳＯ溶剂对照组
比较差异具有统计学意义（Ｐ＜００１）。

Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆｃｈｒｙｓｉｎｏｎＣＮＥ２ｃｅｌｌ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｇｒｏｕｐ
Ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｐｅｒｉｏｄ

Ｇ０／Ｇ１ Ｓ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ５０２２±１４０ ４７８３±１４４
ｃｉｓＰｌａｔｉｎｕｍ ６３８１±１５７ ３２１３±１２８

Ｃｈｒｙｓｉｎ ６２９３±１４１ ３１１４±１４６

Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２５　Ｃａｓｐａｓｅ３活性试剂盒检测白杨素对 ＣＮＥ２
细胞 ｃａｓｐａｓｅ３活性的影响

细胞经药物作用４８ｈ后，用ＰＢＳ洗涤细胞两
次，离心（２０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）后，收集 ３×１０６～
５×１０６个细胞。在收集的沉淀细胞中加入冰冷裂
解缓冲液 ５０μＬ（每毫升冷裂解缓冲液 中加入
１００ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ５μＬ和 ＤＴＴ１０μＬ），吹打混
匀；置冰上裂解 ２０～６０ｍｉｎ，其间涡旋振荡 ３～
４次，或冻融２～３次。４℃，离心 １００００ｒ／ｍｉｎ，
１ｍｉｎ。小心吸取上清液（含裂解的蛋白质）转移
至新的管中，并放置冰上待用，取少量上清液（约

１～２μＬ），ＢＣＡ法测定其中的蛋白浓度。吸取含
１００～２００μｇ蛋白的细胞裂解上清液５０μＬ（体积
不足５０μＬ用裂解缓冲液补足至总体积５０μＬ），
加入２×反应缓冲液５０μＬ（每５０μＬ中加入 ＤＴＴ
０５μＬ）；加入ｃａｓｐａｓｅ３底物５μＬ并于３７℃避光
孵育４ｈ。用酶标仪在４０５ｎｍ测定其吸收度。

结果（图３）显示，白杨素和阳性对照顺铂作用
于ＣＮＥ２细胞４８ｈ后，ｃａｓｐａｓｅ３活性明显增加，与
０１％ ＤＭＳＯ溶剂对照组比较，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）。

%

　讨　论

肿瘤的发生是由于细胞增殖与细胞凋亡平衡失

调的结果，细胞凋亡在肿瘤生长过程中起负调控作

用，诱导肿瘤细胞凋亡可以阻碍肿瘤迅速增长［５］。

多数抗肿瘤治疗，包括化疗、放疗、免疫疗法或细胞

因子疗法主要通过诱导肿瘤细胞凋亡起作用［６－７］。
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Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｓｐａｓｅ３ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃｈｒｙｓｉｎｏｎＣＮＥ２ｃｅｌｌ（珋ｘ±ｓ，
ｎ＝３）
１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ｃｉｓＰｌａｔｉｎｕｍ（８μｍｏｌ／Ｌ）；３：Ｃｈｒｙｓｉｎ（１２５μｍｏｌ／Ｌ）
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｃａｓｐａｓｅｓ家族在介导细胞凋亡的过程中起着
非常重要的作用，ｃａｓｐａｓｅ３为关键的执行分子，与
ＤＮＡ断裂、染色质凝聚和凋亡小体的形成等有关。
ｃａｓｐａｓｅｓ３在正常状态下以酶原的形式存在于胞浆
中，没有活性；在细胞发生凋亡阶段，它被激活，活

化的ｃａｓｐａｓｅｓ３裂解相应的胞浆胞核底物，最终导
致细胞凋亡。

本实验结果显示，白杨素可诱导鼻咽癌ＣＮＥ２
细胞凋亡，阻滞细胞于 Ｇ０／Ｇ１期，明显升高 ＣＮＥ２
细胞ｃａｓｐａｓｅ３活性；提示白杨素对鼻咽癌 ＣＮＥ２
细胞增殖的抑制作用可能与升高细胞ｃａｓｐａｓｅ３的
活性、诱导细胞凋亡有关。最近报道，白杨素对结

肠癌、肝癌、胃癌、白血病、黑色素瘤细胞系抑制作

用亦与其诱导细胞凋亡有关［８－９］。然而药物抗肿

瘤的机制较复杂。本研究首次报道了白杨素抗鼻

咽癌作用，该结果将有待体内试验的验证，其机制

还需进一步探讨。
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·本 刊 讯·

《中国药科大学学报》被评为２０１３～２０１４年
ＲＣＣＳＥ中国权威学术期刊

《中国药科大学学报》被评为２０１３～２０１４年ＲＣＣＳＥ中国权威学术期刊在中国学术期刊评价委员会、武汉大学中
国科学评价研究中心联合发布的第三届《中国学术期刊评价研究报告———ＲＣＣＳＥ权威、核心期刊排行榜与指南》
（２０１３２０１４）中，《中国药科大学学报》入选“ＲＣＣＳＥ中国权威学术期刊”（评分Ａ＋）。本次评选全国药学学科共４家
期刊入选（Ｔｏｐ５％），《中国药科大学学报》是其中之一，进一步彰显了《中国药科大学学报》的学术权威性。

（本刊编辑部）
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