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新藤黄酸通过内质网应激诱导人鼻咽癌
ＣＮＥ２Ｚ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ＣＮＥ２Ｚ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ＣＮＥ２Ｚ细胞形态的变化；ＭＴＴ法检测药物处理组的 ＣＮＥ２Ｚ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ＣＮＥ２Ｚ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ＣＮＥ２Ｚ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 ＣＮＥ２Ｚ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。
关键词：鼻咽肿瘤；藤黄；内质网应激

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００９－６４６９．２０１７．０３．０１２

Ｇａｍｂｏｇｅｎｉｃａｃｉｄｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｕｍａｎｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ
ＣＮＥ２Ｚｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ

ＸＵＴｉｎｇ，ＬＩＱｉｎｇｌｉｎ
（ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＸｉｎ′ａｎＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ，ＡｎｈｕｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，

Ｈｅｆｅｉ，Ａｎｈｕｉ　２３００３８，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｂｙｗｈｉｃｈｇａｍｂｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ（ＧＮＡ）ｉｎｄｕｃｅｓｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｕｍａｎ
ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａＣＮＥ２Ｚｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＩｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆＣＮＥ２Ｚ
ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｄｒｕｇｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅｏｆｈｕｍａｎｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａＣＮＥ２Ｚｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙｉｎｔｈｅｄｒｕｇｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＤＡＰＩｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄＡＶ／ＰＩ
ｄｏｕｂｌｅｓｔａｉｎｉｎｇ．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＲＰ７８，ＣＨＯＰａｎｄＡＴＦ４ｐｒｏｔｅｉｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｉｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙａｎｄ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｓｈｏｗｅｄｃｅｌｌｖｏｌｕｍｅｓｈｒｉｎｋａｇｅｔｙｐｉｃａｌｎｕｃｌｅａｒｃｈｒｏｍａｔｉｎｃｏｎｄｅｎｓａｔｉｏｎａｎｄｏｔｈｅｒｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＧＮＡｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌＣＮＥ２Ｚ，ａｎｄｈａｓ
ｔｈｅｔｉｍｅａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ．ＴｈｅＡＶ／ＰＩｄｏｕｂｌｅｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅｅａｒｌｙａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｗａｓａｐｐｌｅｇｒｅｅｎ，ｔｈｅ
ｌａｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｃｙｔｏｐｌａｓｍｓｈｏｗｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆｙｅｌｌｏｗｒｅｄ．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＧＮＡｃａｎｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＲＰ７８ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｈａｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ，ａｎｄｉｔｃａｎｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＨＯＰｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＡＴＦ４
ｐｒｏｔｅｉｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＧＮＡｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｄｕｃｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＣＮＥ２Ｚｃｅｌｌｓ，ａｎｄｉｔｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｓｕｃｈａｓＧＲＰ７８，ＣＨＯＰ，ＡＴＦ４ｐｒｏｔｅｉｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｎｅｏｐｌａｓｍｓ；Ｇａｒｃｉｎｉａｍｏｒｅｌｌａ；Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ

　　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ＭＣＦ７细
胞，人结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞，人鼻咽癌 ＣＮＥ１细胞
等［３５］。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 ＣＮＥ２Ｚ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ＣＮＥ２Ｚ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′，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ
２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）染色液：碧云天生物技术研究
所，批号 ｃ１００２。ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡检测
试剂盒：南京凯基生物公司，批号 ＢＢ４１０１５０Ｔ；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 βａｃｔｉｎ
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
ＩｇＧＨＲＰ标记（ＺＢ２３０１），山羊抗小鼠 ＩｇＧＨＲＰ标
记（ＺＢ２３０５）购于北京中杉金桥公司。
１．４　主要仪器　Ｗ２００ＩＲＣＯ２培养箱：ＧＯＬＤＳＩＭ
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：ＢＩＯＲＡＤ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 ＣＮＥ２Ｚ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 ＣＮＥ２Ｚ细胞形态
的变化　取对数生长期的人鼻咽癌ＣＮＥ２Ｚ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ＣＮＥ２Ｚ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ＣＮＥ２Ｚ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 ＣＮＥ２Ｚ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　ＣＮＥ２Ｚ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ＣＮＥ２Ｚ细胞的形态（１０×２０倍）

２．８．２　ＣＮＥ２Ｚ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 ＣＮＥ２Ｚ细胞２４
ｈ、４８ｈ后，每个药物处理组 ＣＮＥ２Ｚ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ＣＮＥ２Ｚ细胞活力的影响（ｎ＝５）

２．８．３　ＣＮＥ２Ｚ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ＣＮＥ２Ｚ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ＣＮＥ２Ｚ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ＣＮＥ２Ｚ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ＣＮＥ２Ｚ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ＣＮＥ２Ｚ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

ＣＮＥ２Ｚ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 ｄａｍａｇｅｉｎｄｕｃｉｂｌｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ３，
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［１２１５］。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ＣＮＥ２Ｚ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 ＣＮＥ２Ｚ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 ＣＮＥ２Ｚ细胞凋亡的发生。
因此推测新藤黄酸诱导人鼻咽癌 ＣＮＥ２Ｚ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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Ｐｈａｒｍａｃｏｌ，２００６，４７（４）：５９４５９８．ＤＯＩ：１０．１０９７／０１．ｆｊｃ．

００００２１１７３７．５５５８３．１５．

［９］　邓康俐，王志华，胡志全，等．ＧＲＰ７８在肿瘤治疗及预后中的作

用［Ｊ］．现代泌尿生殖肿瘤杂志，２０１１，３（２）：１１７１２２．ＤＯＩ：１０．

３８７０／ｊ．ｊｓｓｎ．１６７４４６２４．２０１１．０２．０２０．

［１０］ＡＭＥＲＩＫ，ＨＡＲＲＩＳＡＬ．Ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４［Ｊ］．ＩｎｔＪ

Ｂｉｏｍｅｔｅｏｒｏｌ，２００８，４０（１）：１４２１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｃｅｌ．２００７．

０１．０２０．

［１１］吴芳，安永康，朱艳琴．内质网应激与肿瘤细胞凋亡研究进展

［Ｊ］．现代肿瘤医学，２０１４，２２（９）：２２２８２２３１．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．

ｉｓｓｎ．１６７２４９９２．２０１４．０９．７０．

［１２］ＨＯＳＯＩＴ，ＫＵＭＥＡ，ＯＴＡＮＩＫ，ｅｔａｌ．Ａｕｎｉｑｕｅｍｏｄｕｌａｔｏｒｏｆｅｎｄｏ

ｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓｓｉｇｎａｌｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓ：ｔｈｅｎｏｖｅｌｐｈａｒｍａｃｏ

ｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆａｍｉｌｏｒｉｄｅｉｎｇｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＢｒＪＰｈａｒｍａｃｏｌ，

２０１０，１５９（２）：４２８４３７．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｊ．１４７６５３８１．２００９．

００５４４．ｘ．

［１３］ＦＡＩＲＮＧＤ，ＧＲＩＮＳＴＥＩＮＳ．Ｃｅｌｌｂｉｏｌｏｇｙ：ａｏｎｅｓｉｄｅｄｓｉｇｎａｌ［Ｊ］．

Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００８，３２０（５８７５）：４５８４６０．ＤＯＩ：１０．１１２６／ｓｃｉｅｎｃｅ．

１１５８１７３．

［１４］ＢＲＥＤＥＳＥＮＤＥ，ＲＡＯＲＶ，ＭＥＨＬＥＮＰ．Ｃｅｌｌｄｅａｔｈｉｎｔｈｅｎｅｒｖｏｕｓ

ｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００６，４４３（７１１３）：７９６８０２．ＤＯＩ：１０．１０３８／

ｎａｔｕｒｅ０５２９３．

［１５］ＭＡＪ，ＱＩＵＹ，ＹＡＮＧＬ，ｅｔａｌ．Ｄｅｓｉｐｒａｍｉｎｅｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｒａｔ

ｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓｖｉａｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓｄｅｐｅｎｄｅｎｔＣＨＯＰ

ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｏｎｃｏｌ，２０１１，１０１（１）：４１４８．ＤＯＩ：１０．１００７／

ｓ１１０６００１００２３７２．

（收稿日期：２０１６０７１２，修回日期：２０１６０８０９）

·３４４·安 徽 医 药　ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌａｎｄＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ　２０１７Ｍａｒ，２１（３）


