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丹参酮ⅡＡ诱导人鼻咽癌ＣＮＥ１细胞凋亡
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　　［摘要］　目的　研究丹参酮ⅡＡ（ＴａｎｓｈｉｎｏｎｅⅡＡ，ＴａｎⅡＡ）对人鼻咽癌ＣＮＥ１细胞诱导凋亡及肿瘤相关基因Ｂｃｌ２和

ＣＯＸ２启动子表达的影响。方法　不同浓度的ＴａｎⅡＡ体外干预ＣＮＥ１细胞，用 ＭＴＴ比色法检测ＴａｎⅡＡ对ＣＮＥ１细胞增
殖的抑制作用，流式细胞术检测ＣＮＥ１细胞凋亡、细胞周期及抗凋亡基因Ｂｃｌ２的表达，双荧光素酶法检测ＣＮＥ１细胞ＣＯＸ２

启动子的活性。结果　经ＴａｎⅡＡ干预后，ＣＮＥ１细胞生长出现抑制，抑制率与ＴａｎⅡＡ浓度及作用时间呈依赖效应，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０１）；ＴａｎⅡＡ组细胞凋亡率较对照组升高（Ｐ＜０．０１），凋亡率随ＴａｎⅡＡ浓度的增加而上升；细胞周期被阻

滞于Ｇ２／Ｍ期。Ｂｃｌ２蛋白表达在短时间（６ｈ）内被ＴａｎⅡＡ抑制，且随ＴａｎⅡＡ浓度的增加而上升，差异有统计学意义 （Ｐ＜
０．０５）；ＴａｎⅡＡ处理２４ｈ后，Ｂｃｌ２蛋白表达随着ＴａｎⅡＡ浓度的增加先升高后抑制，差异有统计学意义 （Ｐ＜０．０５）；ＣＯＸ２启

动子活性随ＴａｎⅡＡ浓度增加而下降，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论　ＴａｎⅡＡ对ＣＮＥ１细胞具有抑制生长、促进凋亡
的作用，Ｂｃｌ２蛋白的表达下调和ＣＯＸ２基因启动子活性下降可能是ＴａｎⅡＡ诱导ＣＮＥ１细胞凋亡作用的机制之一。

　　［关键词］　鼻咽肿瘤；丹参酮ⅡＡ；细胞凋亡；细胞周期；环氧化酶２；Ｂｃｌ２
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　　我国南方是鼻咽癌（ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＮＰＣ）的高发区［１］。目前，鼻咽癌的治疗以放射治疗
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为主，但中晚期患者５年生存率较低［２］。因此，寻找
有效的治疗手段和药物是鼻咽癌研究的热点［３］。丹
参酮ⅡＡ（ｔａｎｓｈｉｎｏｎｅⅡＡ，ＴａｎⅡＡ）是从丹参根部
提取的有效中药单体，具有明显的抗肿瘤作用，其抗
癌机制涉及抑制细胞增殖、促进细胞凋亡、抑制血管
新生、诱导肿瘤细胞分化等［４８］。本研究拟采用不同
浓度ＴａｎⅡＡ体外干预鼻咽癌ＣＮＥ１细胞，观察其
对鼻咽癌细胞增殖、凋亡及肿瘤相关基因Ｂｃｌ２和

ＣＯＸ２启动子表达的影响，探索鼻咽癌治疗的新途
径。

１　材料和方法

１．１　药物与试剂　ＴａｎⅡＡ购自西安冠宇生物技术
有限公司（批号：２００７０６２１）；ＲＰＭＩ１６４０培养液购
自Ｇｉｂｃｏ公司；ＦＩＴＣ荧光标记Ｂｃｌ２蛋白抗体购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；双荧光素酶载体质粒ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ、
内参质粒ｐＲＬＳＶ４０由华东理工大学药学院药理学
研究室刘建文教授馈赠；ＣＯＸ２启动子荧光素酶报
告基因重组质粒ｐＧＬ３ＢａｓｉｃＣＯＸ２ｐｒｏｍｏｔｅｒ由上
海中医药大学附属普陀医院中心实验室构建；转染
脂质体ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司；双荧光素酶检测试剂盒（ｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｓｓａｙ
ｓｙｓｔｅｍ）购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司。

１．２　细胞培养　人鼻咽癌ＣＮＥ１细胞株购自中国
科学院上海细胞库，常规培养于含１０％灭活小牛血
清、１００Ｕ／ｍｌ青霉素和１００μｇ／ｍｌ链霉素的ＲＰＭＩ
１６４０培养液中，３７℃恒温、５％ＣＯ２密闭传代培养。

１．３　药物处理　ＴａｎⅡＡ溶解于ＤＭＳＯ，ＤＭＳＯ终
浓度为０．０１％。

１．４　ＭＴＴ比色法检测ＣＮＥ１细胞的增殖　取对数
生长期细胞接种于９６孔细胞培养板，生长２４ｈ后，
分为７个作用组，分别加入终浓度为０、２、４、６、８、１０、

２０μｍｏｌ／Ｌ的ＴａｎⅡＡ培养液，每组设６个复孔；分
别作用２４、４８、７２ｈ后每孔加入 ＭＴＴ 储存液及

ＤＭＳＯ溶解细胞内结晶，酶标仪５７０ｎｍ处测定光密
度（Ｄ）值。抑制率（％）＝（对照孔 Ｄ５７０－实验孔

Ｄ５７０）／对照孔Ｄ５７０×１００％，绘制抑制率曲线并计算
半数抑制浓度ＩＣ５０值。

　　以 ＭＴＴ法检测结果４８ｈ时相的ＩＣ５０值为参
照，设０μｍｏｌ／Ｌ浓度为对照组，１／２ＩＣ５０、ＩＣ５０和３／２
ＩＣ５０ＴａｎⅡＡ作用浓度为治疗组处理ＣＮＥ１细胞进
行后续实验。

１．５　流式细胞术检测 ＣＮＥ１细胞凋亡及细胞周
期　取对数生长期的ＣＮＥ１细胞接种于２４孔培养
板内，分为４组，分别加入０（空白对照）、２．５、５、７．５

μｍｏｌ／ＬＴａｎⅡＡ，每组各６孔细胞。药物处理细胞

４８ｈ后，采用ＢＤ公司 ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ凋亡检测
试剂盒检测细胞凋亡（实验方法参考相关说明书）；
用ＦＡＣＳｃａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国ＢＤ公司）对样品
进行分析，并用ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件计算凋亡率；用流式
细胞仪检测ＤＮＡ含量，ＭｏｄＦｉｔＬＴ２．０软件分析细
胞周期。

１．６　流式细胞术检测ＣＮＥ１细胞Ｂｃｌ２蛋白表达　
分别用０（空白对照）、１、２．５、５、７．５μｍｏｌ／ＬＴａｎⅡＡ
作用于ＣＮＥ１细胞，每组设３个复孔，继续于５％
ＣＯ２、３７℃培养箱中培养６ｈ和２４ｈ。采用ＦＡＣＳ
ｃａｌｉｂｕｒ流式细胞仪直接免疫荧光法检测，每次计数

１００００个细胞，用ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件检测荧光强度计数
值，相同条件下重复实验３次，取均值为平均荧光强
度（ＭＦＩ）。

１．７　双荧光素酶法检测ＣＮＥ１细胞ＣＯＸ２启动子
活性　按０．５×１０５个细胞／孔在９６孔培养板中接种

ＣＮＥ１细胞，在３７℃、５％ＣＯ２培养箱中过夜培养，细
胞融合达８０％以上时分别加入０（空白对照）、１、

２．５、５、７．５μｍｏｌ／ＬＴａｎⅡＡ，每组设３个复孔。在

ＥＰ管中配制重组质粒ｐＧＬ３ＢａｓｉｃＣＯＸ２ｐｒｏｍｏｔ
ｅｒ、内参载体质粒 ｐＲＬＳＶ４０、转染脂质体ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００复合物，并接种到９６孔板中的培养
液（每孔质粒ＤＮＡ总量０．８μｇ，脂质体总量２μｌ）。

ＴａｎⅡＡ处理４８ｈ后收集样品，进行双荧光素酶活
性检测，ＧｌｏＭｉｘ２０／２０化学发光测定仪（美国Ｐｒｏ
ｍｅｇａ公司）快速测读萤火虫荧光素酶发光值（ｆｉｒｅ
ｆｌｙ／ＣＯＸ２，单位为 ＲＬＵ）和海参荧光素酶发光值
（ｒｅｎｉｌｌａ／ＳＶ４０，单位为 ＲＬＵ），两数据作归一化处
理，所得比值（ＲＬＵｆｉｒｅｆｌｙ／ＲＬＵｒｅｎｉｌｌａ）即可反映ＣＯＸ２
基因启动子的转录活性。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件包对
数据进行统计分析，数据以珚ｘ±ｓ表示，多样本比较
用单因素方差分析；各组两两比较采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ
ＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ（ＳＮＫ）检验，两组间比较用ｔ检验，
检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＴａｎⅡＡ干预前后ＣＮＥ１细胞增殖情况　倒置
显微镜下（ＣＫＸ４１／ＵＲＦＬＴ５０，日本 ＯＬＹＭＰＵＳ公
司）可见未经ＴａｎⅡＡ处理的ＣＮＥ１细胞呈上皮型
贴壁生长，细胞轮廓清楚，细胞排列均匀，细胞间结
构紧密，细胞生长旺盛。不同浓度ＴａｎⅡＡ作用后，

ＣＮＥ１细胞数减少，细胞排列稀疏，部分变圆，呈不
同程度的萎缩、变形；随作用时间延长、药物浓度的
增加，细胞数明显减少；浓度在４μｍｏｌ／Ｌ以上、作用
时间４８ｈ以上时，可见大部分细胞失去正常细胞结
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构，镜下可见较多的细胞碎片，细胞悬浮，细胞存活
较少（图１）。

图１　ＴａｎⅡＡ作用后ＣＮＥ１细胞形态变化

Ｆｉｇ１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆＣＮＥ１

ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＴａｎⅡＡｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ＴａｎⅡＡ：ＴａｎｓｈｉｎｏｎｅⅡＡ．Ａ：Ｂｅｆｏｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ（０μｍｏｌ／Ｌ）；Ｂ：２４ｈ
（４μｍｏｌ／Ｌ）；Ｃ：４８ｈ（４μｍｏｌ／Ｌ）；Ｄ：７２ｈ（４μｍｏｌ／Ｌ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．２　ＴａｎⅡＡ对ＣＮＥ１细胞增殖的影响　不同浓度
的ＴａｎⅡＡ作用ＣＮＥ１细胞后，细胞生长受到不同
程度的抑制，且抑制率与ＴａｎⅡＡ浓度及作用时间
呈明显的依赖效应，组间两两比较差异均有统计

学意义 （Ｐ＜０．０１，图２）。ＴａｎⅡＡ对ＣＮＥ１细胞的

ＩＣ５０值在２４、４８、７２ｈ分别为１２．５、４．８和３μｍｏｌ／Ｌ。

图２　ＴａｎⅡＡ对ＣＮＥ１细胞的生长抑制作用

Ｆｉｇ２　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＴａｎⅡＡａｇａｉｎｓｔＣＮＥ１ｃｅｌｌｓ
ＴａｎⅡＡ ：ＴａｎｓｈｉｎｏｎｅⅡＡ．Ｐ＜０．０１ｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａ

ｔｉｏｎｓ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．３　ＴａｎⅡＡ对ＣＮＥ１细胞凋亡的影响　ＴａｎⅡＡ
作用４８ｈ后，ＣＮＥ１细胞出现凋亡。经流式细胞术
检测（图３），对照组（０μｍｏｌ／Ｌ）和２．５、５、７．５μｍｏｌ／

ＬＴａｎⅡＡ治疗组ＣＮＥ１细胞凋亡率分别为（１．０９±
０．３３）％、（４．５７±０．３４）％、（１０．５５±０．２５）％和
（１２．１８±０．６５）％。

　　结果表明，ＴａｎⅡＡ组细胞凋亡率较对照组升
高，凋亡率随着ＴａｎⅡＡ浓度的增加而上升，组间两
两比较差异均有统计学意义 （Ｐ＜０．０１）。

图３　ＴａｎⅡＡ对ＣＮＥ１细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴａｎⅡＡｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＣＮＥ１ｃｅｌｌｓ
ＴａｎⅡＡ：ＴａｎｓｈｉｎｏｎｅⅡＡ．Ａ：０μｍｏｌ／Ｌ；Ｂ：２．５μｍｏｌ／Ｌ；Ｃ：５μｍｏｌ／Ｌ；Ｄ：７．５μｍｏｌ／Ｌ

２．４　ＴａｎⅡＡ对ＣＮＥ１细胞周期的影响　不同浓
度的ＴａｎⅡＡ作用ＣＮＥ１细胞后，细胞生长周期发
生改变。经流式细胞术检测（图４），对照组和２．５、

５、７．５μｍｏｌ／ＬＴａｎⅡＡ治疗组Ｇ２／Ｍ 期细胞比例分
别为（５．３８±１．０６）％、（１７．６５±１．４３）％、（２９．７１±
２．０５）％和（３２．０５±０．９）％，治疗组Ｇ２／Ｍ 期细胞比
例较对照组增多（Ｐ＜０．０１），随着 ＴａｎⅡＡ浓度的
增加，这一现象愈发明显。

２．５　ＴａｎⅡＡ对ＣＮＥ１细胞凋亡抑制基因Ｂｃｌ２蛋
白表达的影响　结果表明，ＴａｎⅡＡ处理ＣＮＥ１细

胞 ６ ｈ 后，对 照 组 （０ μｍｏｌ／Ｌ）和 １、２．５、５、

７．５μｍｏｌ／Ｌ治疗组Ｂｃｌ２的 ＭＦＩ分别为（８４６．１±
２２．２）、（８２０．０７±３１．４）、（７６１．３８±１８．２）、（６６９．６±
１３．８）和（６４９．６±１６．７），差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。ＴａｎⅡＡ处理ＣＮＥ１细胞２４ｈ后，对照组和

１、２．５、５、７．５μｍｏｌ／Ｌ治疗组Ｂｃｌ２的 ＭＦＩ分别为
（８００．４±３２．９）、（１１５３．９±３６．３）、（８７２．６±２３．６）、
（８２６．３±１５．８）和（７７８．２±２１．８），差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。

２．６　ＴａｎⅡＡ对ＣＮＥ１细胞ＣＯＸ２启动子活性的
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影响 　结果表明，对照组（０μｍｏｌ／Ｌ）和１、２．５、５、

７．５μｍｏｌ／Ｌ治疗组ＣＯＸ２／ＳＶ４０荧光素比值分别
为０．０６６±０．００３、０．０２６±０．００１、０．０２２±０．００２、

０．０１８±０．００２和０．０１８±０．００２，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１），随着 ＴａｎⅡＡ 浓度增加 ＣＯＸ２／ＳＶ４０
荧光素比值呈下降趋势。

图４　ＴａｎⅡＡ对ＣＮＥ１细胞周期的影响

Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴａｎⅡＡｏｎＣＮＥ１ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｓ
ＴａｎⅡＡ：ＴａｎｓｈｉｎｏｎｅⅡＡ．Ａ：０μｍｏｌ／Ｌ；Ｂ：２．５μｍｏｌ／Ｌ；Ｃ：５μｍｏｌ／Ｌ；Ｄ：７．５μｍｏｌ／Ｌ

３　讨　论

　　肿瘤的发生发展归因为细胞的过度增殖以及细
胞凋亡通路受到抑制［９］，抗癌治疗的思路在于寻找
出安全而有效的诱导肿瘤细胞凋亡的方法。ＴａｎⅡ
Ａ是从活血化瘀中药丹参中提取的有效成分，在一
些研究中已显现出其较强的抗癌活性。最近，已有
学者将其开发为纳米制剂以增加其药物效率，在针
对肝癌的小鼠实验中延长小鼠生存期，提高肿瘤凋
亡率［１０］。本研究也发现，ＴａｎⅡＡ对体外培养的人
鼻咽癌ＣＮＥ１细胞的生长有明显的抑制作用，能够
诱导ＣＮＥ１细胞凋亡，且呈时间和剂量依赖性。

　　正常细胞在Ｇ１期至 Ｍ 期的过程中受各检查点
（ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔ）的监控。这些检查点如：ＤＮＡ损伤检
查点（Ｇ１／Ｓ）、ＤＮＡ复制检查点（Ｓ／Ｇ２）、纺锤体组装
检查点（Ｇ２／Ｍ）共同形成一个对细胞周期的监测机
制，以保证细胞复制的忠实性。在复制过程中，若发
现复制的ＤＮＡ监测异常，细胞周期则被阻滞于相
应之处，通过磷酸化激活内切酶等修补后再继续前
进；若ＤＮＡ损害严重，不能被修补，则在基因调控
下进入凋亡程序，将该细胞从细胞周期中删除。肿
瘤的过度增殖与细胞周期调控因子紊乱有关，各类
癌基因、抑癌基因均可导致检查点功能丧失，使细胞
失去复制的忠实性，突变基因的积累使正常细胞进
化为肿瘤。本研究通过流式细胞术测定细胞周期分
布显示，ＴａｎⅡＡ干预后的ＣＮＥ１细胞周期较对照
组Ｇ２／Ｍ期细胞数量增多，而Ｓ期细胞数量减少，表
示ＴａｎⅡＡ可将细胞阻滞于Ｇ２／Ｍ 期，使其难以分
裂，从而抑制细胞增殖。

　　Ｂｃｌ２基因（即Ｂ细胞淋巴瘤／白血病２基因）是
一种原癌基因，它具有抑制凋亡的作用。研究表明，

Ｂｃｌ２的高表达与鼻咽癌的发生密切相关［１１１２］。Ｔａｎ
ⅡＡ可以抑制肿瘤细胞Ｂｃｌ２的表达，促进细胞凋
亡。本研究表明，在短时间内（６ｈ）ＴａｎⅡＡ可以抑
制ＣＮＥ１细胞Ｂｃｌ２的表达，且呈剂量依赖性；但２４
ｈ以后，低剂量ＴａｎⅡＡ处理组却发生了Ｂｃｌ２的高
表达，但随着ＴａｎⅡＡ浓度的升高，Ｂｃｌ２的表达逐
步降低，仍具剂量依赖。为何会出现Ｂｃｌ２反常的高
表达，需进一步研究。

　　ＣＯＸ２是花生四烯酸代谢过程中的限速酶，在
人类的许多肿瘤组织中有表达，如结直肠癌、乳腺
癌、非小细胞肺癌、食管癌、鼻咽癌等［１３１７］。目前研
究证实，ＣＯＸ２在肿瘤的发生、发展过程中起了十
分重要的作用，它的激活是肿瘤发生的早期事件，
且与肿瘤的分级有关，有促进肿瘤侵袭和转移的潜
能［１８］，而抑制或阻断ＣＯＸ２的表达，有助于抑制
肿瘤生长，减弱其侵袭力，从而降低肿瘤的发病
率［１９］。有实验表明 ＴａｎⅡＡ 可以抑制肿瘤细胞

ＣＯＸ２的表达［５６］，本研究也证实ＴａｎⅡＡ对鼻咽癌

ＣＮＥ１细胞ＣＯＸ２的表达有较强的抑制作用。

　　综上所述，ＴａｎⅡＡ对人鼻咽癌ＣＮＥ１细胞的
生长有明显抑制作用和凋亡诱导作用，这为ＴａｎⅡ
Ａ作为抗肿瘤药物用于临床治疗提供了一定的实验
依据。
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性鼻咽癌ＣＮＥ２Ｚ细胞侵袭力的影响［Ｊ］．中华耳鼻咽喉头颈
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［１９］张必翔，陈孝平，张万广，余红平，朱　虹，罗顺峰，等．选择性

ＣＯＸ２抑制剂Ｎｉｍｅｓｕｌｉｄｅ对肝肿瘤细胞ＨｅｐＧ２增殖与凋亡的

影响［Ｊ］．中华实验外科杂志，２００４，２１：４３０４３２．

［本文编辑］　

檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪

商素芳

·书　讯·

《核与辐射突发事件知识百问》已出版

　　《核与辐射突发事件知识百问》由蔡建明、李雨主编，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７５４８１０１１６１，定价２８．００元。

　　核与辐射突发事件是一种意外发生的涉及核与辐射，对社会的稳定与公众的健康和安全、对环境、对国家和私人财产等具

有重大危害的大事件。公众如果缺乏对核与辐射突发事件处置常识的了解，一旦发生核与辐射突发事件，即使该事件未造成

人员伤害，也会造成重大社会恐慌，演变成重大社会事件。日本福岛核电站事故表明，对公众进行必要的核辐射突发事件与辐

射恐怖事件应对宣传是必要的。

　　《核与辐射突发事件知识百问》从原子与辐射、辐射的生物效应及其对健康的影响、核恐怖活动与核武器、辐射防护与核意

外急救等几个方面向公众宣传相关知识，以提高公众有关的防范意识和应对能力。

　　本书由第二军医大学出版社发行科发行，全国各大书店均有销售。

　　通讯地址：上海市翔殷路８００号，邮编：２００４３３

　　邮购电话：０２１６５３４４５９５，６５４９３０９３

　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｍｍｕｐ．ｃｏｍ


