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新藤黄酸通过内质网应激诱导人鼻咽癌
ＣＮＥ２Ｚ细胞凋亡的研究
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摘要：目的　探讨新藤黄酸（ｇａｍｂｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ，ＧＮＡ）对人鼻咽癌ＣＮＥ２Ｚ细胞的影响和相关分子机制。方法　采用倒置显微镜
观察药物处理组和对照组的ＣＮＥ２Ｚ细胞形态的变化；ＭＴＴ法检测药物处理组的 ＣＮＥ２Ｚ细胞增殖的抑制作用；ＤＡＰＩ染色和
ＡＶ／ＰＩ双染实验观察细胞凋亡情况；蛋白质印迹法检测ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ和ＡＴＦ４蛋白的表达。结果　倒置显微镜和荧光显微镜
观察，发现与对照组相比，ＧＮＡ作用ＣＮＥ２Ｚ细胞后，体积缩小变圆，细胞核发生典型核染色质固缩等细胞凋亡形态学的变化。
ＧＮＡ可以抑制人鼻咽ＣＮＥ２Ｚ细胞的增殖，并有时间和浓度依赖性。ＡＶ／ＰＩ染色后早凋细胞膜呈苹果绿色，晚凋或坏死细胞
质呈不同程度的黄红色。蛋白质印迹法检测表明ＧＲＰ７８蛋白表达总体呈现浓度依赖性下调，上调了 ＣＨＯＰ蛋白和 ＡＴＦ４蛋
白。结论　ＧＮＡ可以影响人鼻咽癌 ＣＮＥ２Ｚ细胞的增殖，引发细胞凋亡，这可能与内质网应激相关蛋白（ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ和
ＡＴＦ４蛋白）有关。
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　　癌症一直是人类面临的一大难题。经济的发
展，也带来了环境的恶化，空气质量的下降，提高了

肿瘤发生的隐患。鼻咽癌（ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏ
ｍａ，ＮＰＣ）多出现在我国南方地区，特别是广东

省［１］。此癌症不仅与遗传有关，跟环境也有一定的

关系。最近几年鼻咽癌从诊断到治疗有很大进步，

并增加了病人５年的存活率，但肿瘤转移和放疗、
化疗的失效仍然是鼻咽癌治疗失败的主要原因［２］。

新藤黄酸一直备受关注，研究发现新藤黄酸体外抑

制肿瘤细胞增殖的作用显著，包括乳腺癌ＭＣＦ７细
胞，人结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞，人鼻咽癌 ＣＮＥ１细胞
等［３５］。在抑制肿瘤细胞增殖的基础上诱导细胞凋
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亡才能从根本上防止肿瘤复发。内质网应激可以

介导肿瘤细胞凋亡，并且它与死亡受体和线粒体途

径介导的凋亡途径是有区别的，它有属于自己的信

号传导通路，能够单独诱导细胞凋亡［６］。鉴于此，

本研究以人鼻咽癌细胞 ＣＮＥ２Ｚ为实验模型，研究
了新藤黄酸对人鼻咽癌的体外抑制活性与内质网

应激介导的细胞凋亡的关系。

１　材料
１．１　细胞　人鼻咽癌ＣＮＥ２Ｚ细胞株：购自南京凯
基公司。

１．２　药物　ＧＮＡ（粉针，质量分数９９．０％，亮黄色
结晶，批号２０１２０１２０１０１）：由安徽中医药大学新藤
黄酸课题组提供。

１．３　主要试剂　ＲＰＭＩ１６４０培养基干粉：Ｇｉｂｃｏ公
司，批号１６６４６２５；胰蛋白酶：Ｓｉｇｍａ公司，批号０４５８；
二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）：Ａｍｅｒｓｃｏ公
司，批号 ２０１１１０１０８６６２；胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒ
ｕｍ，ＦＢＳ）：杭州四季青生物工程公司，批号
２０１５１１１２；４′，６二脒基２苯基吲哚（４′，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ
２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）染色液：碧云天生物技术研究
所，批号 ｃ１００２。ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡检测
试剂盒：南京凯基生物公司，批号 ＢＢ４１０１５０Ｔ；蛋
白提取试剂盒：上海贝博生物公司；ＢＣＡ蛋白定量
试剂盒：江苏碧云天生物技术研究所；抗体 βａｃｔｉｎ
购自于 ＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ＣＡ，ＵＳＡ）；
抗体ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ和ＡＴＦ４购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ（Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｇｙ，ＭＡ，ＵＳＡ）；二抗：山羊抗兔的
ＩｇＧＨＲＰ标记（ＺＢ２３０１），山羊抗小鼠 ＩｇＧＨＲＰ标
记（ＺＢ２３０５）购于北京中杉金桥公司。
１．４　主要仪器　Ｗ２００ＩＲＣＯ２培养箱：ＧＯＬＤＳＩＭ
公司；液氮罐：查特生物医疗有限公司；生物安全

柜：浙江苏净净化有限公司；ＯｌｙｍｐｕｓＣＫＸ４１倒置显
微镜以及 ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５１荧光显微镜：日本 Ｏｌｙｐｕｓ
公司；ＳｐｅｃｔｒａＭａｘＭ５多功能酶标仪：美国Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ公司；数显恒温水浴锅：常州国华电器有限
公司；纯水机：湖南科尔顿水务有限公司；制冰机：

金阊菱科公司；电泳系统：ＢＩＯＲＡＤ公司；半干转印
系统：德国 Ｂｉｏｍｅｔｒａ公司；ＦｌｕｏｒｃｈｅｍＦＣ３凝胶成像
系统：美国ＰｒｏｔｅｉｎＳｉｍｐｌｅ公司。
２　方法与结果
２．１　细胞培养　将人鼻咽癌 ＣＮＥ２Ｚ细胞接种到
培养瓶中，用ＲＰＭＩ１６４０（１０％ ＦＢＳ，青霉素 －链霉
素１×１０５Ｕ·Ｌ－１，２．０ｇＮａＨＣＯ３）培养基，在具有
３７℃、５％ ＣＯ２、相对饱和湿度条件的培养箱里进行
培养，每隔１天换培养液，并仔细观察细胞的生长

状态。如果细胞密度为８０％～９０％，则用胰酶消化
并传代，传代频率为２～３ｄ。
２．２　倒置显微镜观察人鼻咽癌 ＣＮＥ２Ｚ细胞形态
的变化　取对数生长期的人鼻咽癌ＣＮＥ２Ｚ细胞接
种在６孔板中，将细胞数调整约为２×１０８·Ｌ－１。在
培养箱里培养２４ｈ，然后每个药物处理组按要求给予
不同浓度（０、１、２、４μｍｏｌ·Ｌ－１）的新藤黄酸带药培养
基，处理２４ｈ后在倒置显微镜下观察并拍照。
２．３　ＭＴＴ比色法实验检测细胞活力　将人鼻咽
癌ＣＮＥ２Ｚ细胞用胰酶消化并稀释约为 ５×１０７·
Ｌ－１的活细胞悬液，用９６孔培养板接种，每孔以１００
μＬ细胞悬液的量接种，每个药物处理组种６个复
孔，培养２４ｈ后，用排枪吸弃原有培养液，再加不同
浓度（０、０．５、１、２、４μｍｏｌ·Ｌ－１）的新藤黄酸带药培
养基，每孔２００μＬ。放在３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中，
分别培养２４ｈ、４８ｈ后，再加入５ｇ·Ｌ－１的ＭＴＴ，每
孔２０μＬ，继续孵育４ｈ后，用排枪吸去全部上清液，
再加入ＤＭＳＯ，每孔１５０μＬ，振荡见紫色结晶溶解
后，用酶标仪（４９０ｎｍ）记录各孔的吸光度（ｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ，Ａ）值。细胞存活率％ ＝处理组 Ａ值／对照
组Ａ值×１００％，实验重复３次。
２．４　ＡＶ／ＰＩ染色凋亡检测　取对数生长期的人鼻
咽癌ＣＮＥ２Ｚ细胞接种在６孔板中，将细胞数调整约
为２×１０８·Ｌ－１。在培养箱里培养２４ｈ，每个药物处
理组按要求给予不同浓度（０、１、２、４μｍｏｌ·Ｌ－１）的新
藤黄酸带药培养基，处理２４ｈ后，加入４００μＬＡｎｎｅｘ
ｉｎＶ结合液于孔中，再加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ染色液与
１０μＬＰＩ染色液混匀后避光室温反应１０ｍｉｎ，然后在
荧光显微镜下观察。实验重复３次。
２．５　ＤＡＰＩ染色检测凋亡形态　取对数生长期的
人鼻咽癌 ＣＮＥ２Ｚ细胞接种在６孔板中，将细胞数
调整约为２×１０８·Ｌ－１。在培养箱里培养２４ｈ，每
个药物处理组按要求给予不同浓度（０、１、２、４
μｍｏｌ·Ｌ－１）的新藤黄酸带药培养基，处理２４ｈ后，
弃去原培养液，用多聚甲醛固定，再加入稀释后的

ＤＡＰＩ染色液，避光染色５ｍｉｎ后，在荧光显微镜下
观察细胞核形态。实验重复３次。
２．６　蛋白印迹法检测内质网应激相关蛋白表达的
变化　用不同浓度的新藤黄酸处理人鼻咽癌 ＣＮＥ
２Ｚ细胞２４ｈ后，选用提取蛋白试剂盒提取细胞总
蛋白，再用ＢＣＡ蛋白定量试剂盒进行定量。选用各
蛋白分子量适合浓度的分离胶和浓缩胶进行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳，然后选用硝酸纤维素膜（ＮＣ膜）转移蛋
白，再用５％的脱脂奶粉室温封闭 ４ｈ，ＰＢＳＴ洗 ３
次，每次１０ｍｉｎ，一抗在４℃冰箱孵育过夜，ＰＢＳＴ洗
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３次，每次１０ｍｉｎ，再加二抗稀释液室温孵育 ２ｈ，
ＰＢＳＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ。用 ＥＣＬ进行显影，Ｆｌｕ
ｏｒｃｈｅｍＦＣ３凝胶成像系统采集图片。
２．７　统计学方法　实验数据用 ｘ±ｓ表示，采用
Ｐｒｉｓｍ６．０ｓｏｆｔｗａｒｅ（ＧｒａｐｈＰａｄｓｏｆｔｗａｒｅ，ＳａｎＤｉｅｇｏ，
ＵＳＡ）统计软件进行单因素方差分析和两独立样本ｔ
检验。检验水准α＝０．０５。
２．８　结果
２．８．１　ＣＮＥ２Ｚ细胞形态的变化　倒置显微镜下
观察发现，对照组的细胞贴壁紧，边缘清晰，折光率

好，基本没有悬浮细胞。药物处理组１μｍｏｌ·Ｌ－１

极少数细胞体积变小；２μｍｏｌ·Ｌ－１细胞边缘皱缩，
显著的半贴壁状态；４μｍｏｌ·Ｌ－１大部分细胞体积减
小，皱缩变圆，细胞大面积脱落，漂浮在培养液中，

肉眼可见培养液浑浊。结果见图１。

　　注：Ａ为对照组；Ｂ为新藤黄酸１μｍｏｌ·Ｌ－１组；Ｃ为新藤黄酸２

μｍｏｌ·Ｌ－１组；Ｄ为新藤黄酸４μｍｏｌ·Ｌ－１组

图１　倒置显微镜下观察ＣＮＥ２Ｚ细胞的形态（１０×２０倍）

２．８．２　ＣＮＥ２Ｚ细胞的增殖情况　ＭＴＴ法检测结
果显示，与对照组相比，不同浓度（０．５、１、２、４μｍｏｌ
·Ｌ－１）的新藤黄酸处理人鼻咽癌 ＣＮＥ２Ｚ细胞２４
ｈ、４８ｈ后，每个药物处理组 ＣＮＥ２Ｚ细胞存活率与
对照组相比显著降低（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５）。结果
见图２。

　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．０１；对照组＝１００％

图２　新藤黄酸对人鼻咽癌ＣＮＥ２Ｚ细胞活力的影响（ｎ＝５）

２．８．３　ＣＮＥ２Ｚ细胞的凋亡情况
２．８．３．１　ＡＶ／ＰＩ染色　荧光显微镜观察可见，对照
组的细胞不被染色，而１μｍｏｌ·Ｌ－１的ＧＮＡ作用２４
ｈ后，细胞膜表面呈明亮的苹果绿色，表明出现了早
期凋亡，２、４μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＮＡ作用２４ｈ后，细胞质
显示出不同强度的黄红色，表明细胞出现了晚期凋
亡或坏死。结果见图３。

　　注：Ａ为对照组；Ｂ为ＧＮＡ（１μｍｏｌ·Ｌ－１）组；Ｃ为ＧＮＡ（２μｍｏｌ

·Ｌ－１）组；Ｄ为ＧＮＡ（４μｍｏｌ·Ｌ－１）组

图３　荧光显微镜下观察ＣＮＥ２Ｚ细胞的
凋亡情况（１０×２０倍）

２．８．３．２　ＤＡＰＩ染色　在荧光显微镜下观察发现，对
照组正常细胞核呈现均一暗淡的蓝色，１μｍｏｌ·Ｌ－１的
新藤黄酸作用２４ｈ后，少数细胞核呈蓝白色，而２μｍｏｌ
·Ｌ－１的新藤黄酸作用２４ｈ后，细胞核呈蓝白色，有致
密浓染碎块状的细胞核，少数细胞核可见细胞核内碎

裂，扭曲变形，具有显著的凋亡特征。４μｍｏｌ·Ｌ－１的
新藤黄酸作用２４ｈ后，与２μｍｏｌ·Ｌ－１的新藤黄酸组
相比，凋亡细胞的数量明显增多，亮度趋向亮蓝白色。

结果见图４。

　　注：Ａ为对照组；Ｂ为新藤黄酸１μｍｏｌ·Ｌ－１组；Ｃ为新藤黄酸２

μｍｏｌ·Ｌ－１组；Ｄ为新藤黄酸４μｍｏｌ·Ｌ－１组

图４　荧光显微镜下观察ＣＮＥ２Ｚ细胞的
凋亡状态（１０×２０倍）
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２．８．４　内质网应激相关蛋白［人葡萄糖调节蛋
白（ＧｌｕｃｏｓｅＲｅｇｕｌａｔｅｄＰｒｏｔｅｉｎ７８，ＧＲＰ７８）、活化转
录因子４（ＡＴＦ４）、Ｃ／ＥＢＰ样同源蛋白（ＣＨＯＰ）］
的表达　蛋白印迹法实验结果发现，不同浓度的
新藤黄酸处理２４ｈ后，与对照组相比，ＧＲＰ７８蛋
白表达在１μｍｏｌ·Ｌ－１新藤黄酸组中上调，在 ２、
４μｍｏｌ·Ｌ－１新藤黄酸组中下调。ＧＲＰ７８蛋白表
达总体呈浓度依赖性下降；与对照组相比，ＡＴＦ４
蛋白表达总体上调，但是１μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＮＡ处理
组上调最为显著；与对照组相比，ＣＨＯＰ蛋白表
达表现出典型的浓度依赖性上调。结果见图５。
３　讨论

作为一种天然植物的提取物，新藤黄酸具有抗

癌谱广、毒性低等特点，是非常有前景的抗肿瘤药

物［７］。实验的前期结果发现新藤黄酸可以抑制结

肠癌、肝癌、胃癌、非小细胞肺癌和卵巢癌细胞的增

殖，其疗效和作用机制已经引起了人们的研究

兴趣。

本实验发现新藤黄酸在不同浓度和不同时间

内，对ＣＮＥ２Ｚ细胞的增殖都有抑制作用，并诱导该
细胞凋亡。通过荧光显微镜可以观察到早期凋亡

的ＣＮＥ２Ｚ细胞的细胞膜被ＡＶ／ＰＩ试剂染成苹果绿
色，细胞质不被染色，而晚期凋亡或坏死细胞的细

胞质被染成黄红色，细胞膜被染成苹果绿色，且凋
亡的ＣＮＥ２Ｚ细胞被 ＤＡＰＩ试剂染成亮蓝色。蛋白
印迹法实验结果表明，不同浓度的新藤黄酸处理

ＣＮＥ２Ｚ细胞２４ｈ后，与对照组相比，１μｍｏｌ·Ｌ－１

新藤黄酸使 ＧＲＰ７８蛋白表达上调，２、４μｍｏｌ·Ｌ－１

新藤黄酸使ＧＲＰ７８蛋白表达下调。ＧＲＰ７８蛋白表
达总体呈浓度依赖性下降；与对照组相比，ＡＴＦ４蛋
白表达总体上调，但是１μｍｏｌ·Ｌ－１上调最为显著；
与对照组相比，ＣＨＯＰ蛋白表达表现出典型的浓度
依赖性上调。

内质网应激启动的细胞反应开始是为了恢复

内质网稳态、使细胞存活，但是，如果刺激因素的强

度和持续时间超出了内质网应激的稳态调节能力，

凋亡信号通路就会被内质网应激启动，从而出现细

胞凋亡和组织损伤［８］。ＧＲＰ７８是内质网稳态的感
受器，启动内质网应激并调节内质网稳态。研究发

现在肿瘤细胞表面能够检测到ＧＲＰ７８的表达，而在
正常细胞的表面则不表达，此现象为研究人员提

供了治疗肿瘤的新想法［９］。ＡＴＦ４是活化转录因子

　　　　　　　　　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１；Ａ为对照组；Ｂ为新藤黄酸１μｍｏｌ·Ｌ－１组；Ｃ为新藤黄酸

２μｍｏｌ·Ｌ－１组；Ｄ为新藤黄酸４μｍｏｌ·Ｌ－１组

图５　蛋白印迹法检测新藤黄酸（ＧＮＡ）对ＧＲＰ７８、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ蛋白表达的影响（ｎ＝３）
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（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，ＡＴＦ）家族成员之一，
具有碱性的亮氨酸拉链结构域。在功能上，ＡＴＦ４
有转录、激活因子作用，也可以起到抑制转录、激活

因子的功效，有时还可以作为保护性基因调节细胞

的内质网应激反应［１０］。氧供应不足与内质网应激

等因素可影响 ＡＴＦ４的上调。ＡＴＦ４能促进 ＣＨＯＰ
的表达［１１］。Ｃ／ＥＢＰ样同源蛋白（Ｃ／ＥＢＰＨｏｍｏｌｏ
ｇｏｕｓＰｒｏｔｅｉｎ，ＣＨＯＰ）又称生长停滞及ＤＮＡ损伤诱导
转录因子 ３（ＤＮＡ ｄａｍａｇｅｉｎｄｕｃｉｂｌｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ３，
ＤＤＩＴ３），属Ｃ／ＥＢＰ转录因子家族，为内质网应激的
主要分子标志物。正常情况下，ＣＨＯＰ低含量存在
于细胞质中，其表达可受内质网应激所诱导，通过

调节核内靶基因以参与细胞对由内质网应激介导

的细胞生存或凋亡的调控［１２１５］。当内质网应激诱

导细胞凋亡时，会增加 ＣＨＯＰ的表达量以及聚集在
细胞核内，ＣＨＯＰ过量表达能会使细胞发生凋亡。

本实验选用不同浓度的新藤黄酸处理人鼻咽

癌ＣＮＥ２Ｚ细胞２４ｈ后，与健康对照组相比，ＧＲＰ７８
蛋白表达总体上呈浓度依赖性下降，ＣＨＯＰ、ＡＴＦ４
蛋白表达总体上呈上升趋势。这表明新藤黄酸触

发了人鼻咽癌 ＣＮＥ２Ｚ细胞的内质网应激反应，从
而使内质网应激相关蛋白（ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ、ＡＴＦ４蛋
白）的表达都发生了一定的变化，则启动了凋亡信

号通路促使了人鼻咽癌 ＣＮＥ２Ｚ细胞凋亡的发生。
因此推测新藤黄酸诱导人鼻咽癌 ＣＮＥ２Ｚ细胞的凋
亡可能与内质网应激有关。由于本实验只进行了

体外部分，所以体内的相关实验需要进一步探讨。
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