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·基础研究·

莪术醇对人鼻咽癌细胞 ＣＮＥ２增殖、
凋亡及周期的影响

何金年，姚东方，李杰恩

（广西医科大学第一附属医院 耳鼻咽喉头颈外科，广西 南宁　５３００２１）

　　摘　要：　目的　探讨莪术醇（ｃｕｒｃｕｍｏｌ）在体外对人鼻咽癌 ＣＮＥ２细胞增殖、凋亡及周期的影
响，为其临床治疗鼻咽癌提供理论依据。方法　不同浓度莪术醇作用于人鼻咽癌 ＣＮＥ２细胞后，
用 ＭＴＴ法和流式细胞仪检测不同时间点鼻咽癌细胞 ＣＮＥ２的增殖、凋亡及周期分布。结果　莪术
醇在体外明显抑制鼻咽癌 ＣＮＥ２细胞的增殖，且呈浓度和时间依赖性（Ｐ ＜０．０５）；不同浓度作用
４８ｈ后细胞凋亡率随浓度增加而增大，并使细胞周期阻滞于 Ｇ２／Ｍ期。结论　莪术醇能明显抑制
鼻咽癌 ＣＮＥ２细胞增殖，诱导其凋亡，能将细胞阻滞于 Ｇ２／Ｍ期，具有潜在的抗肿瘤作用。
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　　鼻咽癌是我国南方常见的恶性肿瘤，
其发病率和死亡率均较高，极大地危害人们

的健康。鼻咽癌的发病与遗传因素、环境因

素及 ＥＢ病毒等多种因素有关。其治疗主要
以放射治疗为主。但最近研究表明，配合化

疗的放疗能提高患者生存率，改善生活 质

量［１］。基础研究及临床实践表明中医药在

抗肿瘤方面有其独特的优势。有研究显示，

莪术醇是莪术油的主要成分，其对肿瘤有特

殊的疗效，且无明显的不良反应，具有较好

的研究和利用价值，但尚缺乏对鼻咽癌方面

的研究。本 实 验 以 人 鼻 咽 癌 细 胞 ＣＮＥ２为
研究对象，分析和探讨莪术醇在体外对人鼻
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咽癌 ＣＮＥ２细胞增殖、凋亡和细胞周期的影
响，旨在为其临床应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
ＣＯ２培养箱（ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ公司）；Ｔｈｅｒｍｏ

ＭｕｌｔｉｓｋａｎＭＫ３酶标仪；ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞
仪（美国 ＢＤ公司）。莪术醇（成都天福堂经
济有限公司）；ＲＰＭＩ１６４０完全培养基 （美
国 ＧＩＢＣＯ公司）；胎牛血清（杭州四季青）；
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ ＡｐｏｐｔｏｓｉｓＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔ（美 国
Ｂｉｐｅｃ公 司）；碘 化 丙 啶 （ＰＩ，Ｓｉｇｍａ公 司 ）；
ＭＴＴ（Ｓｉｇｍａ公 司）、二 甲 基 亚 砜 （ＤＭＳＯ）；
ＲＮａｓｅＡ（ＰＢＳ配制）；人鼻咽癌 ＣＮＥ２细胞株
（广西医科大学耳鼻喉实验室冻存）。

１．２　方法
１．２．１　 细胞培养 　 将 ＣＮＥ２细 胞 置 于 含
１５％胎牛血清、１００Ｕ／ｍｌ青霉素和链霉素
的 ＲＰＭＩ１６４０完全培养基中，３７℃、５％ ＣＯ２
培养箱内培养。细胞单层贴壁生长，待细胞

长至 ８０％ ～９０％发生融合时，用含 ０．０２％
ＥＤＴＡ的 ０．２５％ 胰蛋白酶消化后收集细胞
悬液，进行传代培养。收集对数生长期的细

胞，用 血 细 胞 计 数 板 计 数 细 胞，后 用 ＲＰ
ＭＩ１６４０完全培养基调整至 １×１０５／ｍｌ成单
细胞悬液，备用。

１．２．２　细胞增殖抑制率测定　 采用 ＭＴＴ
法测定。将 ＣＮＥ２细胞接种于 ９６孔板中，
每孔 ５×１０３ 个细胞，置于培养箱内贴壁培
养２４ｈ后 ，分 别 加 入 １２．５、２５、５０、
１００μｇ／ｍｌ浓度的莪术醇，并用 ＰＢＳ设置阴
性对照组，每组设 ５个复孔。分别培养 ２４、
４８、７２ｈ。后 加 入 浓 度 为 ５ｍｇ／ｍｌ的 ＭＴＴ
２０μｌ，继续培养 ４ｈ，弃上清，再加入 ＤＭＳＯ
１５０μｌ，震荡 １０ｍｉｎ，充分溶解结晶物后使
用酶标仪在 Ａ４９０波长下测定吸光度。计
算莪术 醇 对 鼻 咽 癌 细 胞 ＣＮＥ２的 抑 制 率。
抑制率（％）＝（对照组吸光度 －药物组吸
光度）／对照组吸光度 ×１００％。
１．２．３　流式细胞仪检测细胞凋亡　收集
经 ０、１２．５、２５、５０、１００μｇ／ｍｌ浓度的莪术
醇 作 用 ４８ｈ后 的 ＣＮＥ２细 胞 ，ＰＢＳ洗 涤

２次，后加 ５００μｌ的 ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重新悬浮

细胞，加 入 ５μｌ的 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ，混 匀 后
避 光 ５ｍｉｎ，再 加 入 １０μｌＰＩ，避 光 后 在
３０ｍｉｎ内采用流式细胞仪检测细胞凋亡率。
１．２．４　流式细胞仪检测细胞周期　细胞
处理和收集同上，加入 －２０℃的 ７５％乙醇
混匀后 ４℃固定过夜。离心后弃上清，ＰＢＳ
洗涤 １次 后 加 入 Ｒｎａｓａ（１ｇ／Ｌ）２００ μｌ，
３７℃水浴 ３０ｍｉｎ，再加入 ＰＩ染料 ５００μｌ，
４℃避光染色 ３０ｍｉｎ，流式细胞仪分析细胞
周期，分别计算处于 Ｇ０／Ｇ１ 期、Ｓ期和 Ｇ２／
Ｍ期的细胞所占比例。
１．３　统计学方法

实验结果采用 ＳＰＳＳ１３．０统计分析软件
进行 数 据 处 理。 计 量 数 据 以 （珋ｘ ±ｓ）表
示，采用单因素方差分析（ＳＮＫ法）检验，检
验水准为 α＝０．０５。

２　结果

２．１　莪术醇对 ＣＮＥ２细胞的生长抑制作用
不同浓度 的 莪 术 醇 作 用 于 鼻 咽 癌 细 胞

后，ＣＮＥ２细胞均受到不同程度 的 抑 制，表
现为在 Ａ４９０值的降低，抑制率升高。各组细
胞抑制率随着药物浓度的升高和作用时间

的延长而升高 （Ｐ ＜０．０５），呈 现 浓 度时
间依赖性（表 １）。

表 １　不同浓度莪术醇对鼻咽癌 ＣＮＥ２细胞抑制
率（％，珋ｘ±ｓ）

莪术醇浓度

（μｇ／ｍｌ）
例数

作用时间（ｈ）

２４ ４８ ７２

１２．５ ６ １４．２±２．１ １８．６±３．２ ２１．２±３．３

２５ ６ ２４．７±１．９ ２８．７±６．０ ３４．２±３．７

５０ ６ ３４．２±３．７ ３７．０±４．４ ４１．２±４．８

１００ ６ ３６．８±３．０ ３９．２±１．９ ５２．２±３．９

　　注： 与前一时间点、前一浓度相比Ｐ＜０．０５

２．２　不同浓度莪术醇对 ＣＮＥ２细胞凋亡的
影响

流 失 细 胞 仪 检 测 ０、１２．５、２５、５０、
１００μｇ／ｍｌ不同浓度的莪术醇作用鼻咽癌
细胞 ４８ｈ后细胞均发生凋亡，且随着浓度
的增加凋亡率逐渐增高。不同浓度的凋亡

率分 别 为 ２０．０１％、２３．１８％、３２．３９％、
·２７１·
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３７．１７％、４６．２６％，两两相比差异均有统
计学意义（Ｐ ＜０．０５）。
２．３　莪术醇对 ＣＮＥ２细胞生长增殖周期的
影响

从细胞周期分布情况来看，经不同浓度

莪术醇处理 ４８ｈ后，ＣＮＥ２细胞周期各时相
的细胞数占细胞总数的百分比有明显的不

同。与对照组相比，处于 Ｇ０／Ｇ１、Ｓ期的细
胞比例逐 渐 降 低，而 处 于 Ｇ２／Ｍ 期 的 细 胞
比例逐渐增多，且呈现剂量依赖性（表 ２）。

表 ２　不同浓度莪术醇处理 ＣＮＥ２细胞 ４８ｈ后细
胞周期分布（％，珋ｘ±ｓ）

莪术醇浓度

（μｇ／ｍｌ）

细胞周期（％）

Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

０ ５５．２２±２．１７ ４３．０８±１．１３ １．７１±０．３３

１２．５ ５４．６４±２．１８ ４２．３４±１．６８ ３．０１±１．４４

２５ ５０．０２±１．４９ ４０．６０±２．０１ ９．３８±０．９９

５０ ４６．７８±０．５５ ３５．６４±１．１６ １７．５７±２．０１

１００ ４３．０８±１．８６ ３１．０１±０．９７ ２５．９０±０．８７

　　注： 与０μｇ／ｍｌ相比Ｐ＜０．０５

３　讨论

　　鼻咽癌是我国广东、广西等省常见的恶
性肿瘤，发病率较高。因其所在部位较为隐

蔽，早 期 无 明 显 特 殊 症 状，故 发 现 多 为 晚

期，死亡率较高。虽然鼻咽癌治疗是以放疗

为主，但其 ５年生存率仍然较低，仅为 ５０％
左右。最近又有研究发现，放疗时配合同步

化疗或者放疗后化疗能显著提高患者的生

存率，改善生存质量，故有必要寻求一种对

鼻咽癌较为敏感，且副作用较小的的化疗药

物，以便配合放疗来改善患者预后，降低死

亡率［２］。

莪术醇是 中 药 莪 术 的 主 要 有 效 化 学 成

分之一，具有抗菌、抗病毒、抗肿瘤、抗纤维

化、活血化瘀等作用［３５］。最近研究表明，莪

术醇能在体外对肝癌、结肠癌、胃癌、宫颈

癌等有较强抑制作用，并呈现时间浓度依
赖性。研究还证实莪术醇能直接杀伤肿瘤

细胞，影响核酸合成与代谢［６７］。 相 关 临床

研究表明莪术醇对妇科肿瘤有较好的疗效，

且无明显不良反应，已受到广泛关注［８］。

凋亡是细胞的生理性死亡过程，是由相

关凋亡基因调控的程序性死亡过程，正常的

凋亡过程对维持机体的基础代谢和保持体

内平衡有重要意义。细胞凋亡除了受基因

调控外，也受到放射线、药物等外界因素的

影响［９］。研究表明，多种抗肿瘤药物的作用

机制是减慢增殖速率，诱导细胞发生程序性

死亡，而起到治疗肿瘤的作用。本研究结果

显示，莪术醇能显著抑制鼻咽癌 ＣＮＥ２细胞
的增殖，抑制率随着药物作用时间的延长和

浓度的增加而逐步增大，呈现明显的时间
浓度依赖性。肿瘤细胞能够无限制增殖，主

要是由于相关基因位点功能的丧失，导致细

胞 调 控 发 生 障 碍，使 得 细 胞 周 期 发 生 紊

乱［１０］。抗肿瘤药物能够阻滞肿瘤细胞分裂

周期，诱导凋亡，其程度与抗肿瘤作用效果

相关。本研究发现，经过不同浓度莪术醇作

用后的鼻咽癌 ＣＮＥ２细胞处于 不 同 分 裂 阶
段，肿瘤细胞的周期分布发生很大变化，随

着浓度的增加，处于 Ｇ０／Ｇ１ 期 的 细 胞 逐 渐
减少，而 处 于 Ｇ２／Ｍ 期 的 细 胞 比 例 逐 渐 增
大，表明细胞出现 Ｇ２／Ｍ 期 的 阻 滞。Ｇ２／Ｍ
期是 ＤＮＡ的合成后期和分裂期，也为下一
次的分裂做准备，同时也是放射线对细胞影

响的最显著时期［１１］。莪术醇能够将鼻咽癌

ＣＮＥ２细胞阻滞在 Ｇ２／Ｍ 期，则表明它有可
能增加细胞对放射线的敏感性而提高放疗

效果。目前还没有体内或体外二者相互联

合作用的研究报道，有待进一步证实。

中药在抗肿瘤领域有独特的优势，随着

研究的深入和提纯技术的优化其优势必将

得到进一步的显现。本研究在体外环境下

证实了莪术醇对鼻咽癌 ＣＮＥ２细 胞 有 较 好
的抑 制 作 用，并 能 够 将 细 胞 阻 滞 于 Ｇ２／Ｍ
期，具有成为放疗增敏剂的潜能。但其具体

的分子生物学作用机制及体内效果尚不清

楚，有待进一步的研究。
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作用增强。ＡＳＯＤＮ在联合 ３μｇ／ｍｌＤＤＰ作
用后，较单纯用 ＤＤＰ治疗组使细胞抑制率
明显增加，这说明 Ｇ４ＡＳＯＤＮ在 Ｈｅｐ２细胞
中能够有效地抑制喉癌 Ｈｅｐ２细胞 ＸＩＡＰ的
表达，并且增加其对化疗药物的敏感性。考

虑到在尽量减少药物剂量的同时增加疗效，

笔者结合 ＭＴＴ实验结果，根据 ＡＳＯＤＮ的量
效和时效关系，发现 ２００ｎｍｏｌ／ＬＡＳＯＤＮ作
用 ３６ｈ对 细 胞 的 抑 制 作 用 效 果 已 经 较 明
显 。故 选 择 ２００ｎｍｏｌ／ＬＡＳＯＤＮ用 于 后 续
实验。

实验中发现，ＡＳＯＤＮ本身可诱导 Ｈｅｐ２
细胞凋亡，降低 ＸＩＡＰ蛋白表达；联合化疗药
物顺铂（３μｇ／ｍｌ）作用后 Ｈｅｐ２细胞凋亡
率明显提高，同时 ＸＩＡＰ蛋白表达量明显下
降，进一步证明了转染 ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ能够提
高细胞对化疗药物的敏感性。ＸＩＡＰ蛋白的
变化，主要是因为 ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ能够下调 ＸＩ
ＡＰｍＲＮＡ的表达，进而下调 ＸＩＡＰ蛋白表达。
结合文献报道可推论 ＸＩＡＰ蛋白表达减少对
ｃａｓｐａｓｅ３的抑制作用减弱，也就是加快了凋
亡酶依赖途径凋亡的进行，加速了细胞的凋

亡［３］。

综上 所 述，转 染 ＸＩＡＰＡＳＯＤＮ能 够 降 低
ＸＩＡＰ蛋白的表达，抑制喉癌 Ｈｅｐ２细胞 的

增殖及促进其凋亡。联合化疗药物顺铂后，

能够有效提高细胞对化疗药物（顺铂）的敏

感性，提高化疗药物的效果。本实验结果为

开展以 ＸＩＡＰ为靶点基因治疗和化疗相结合
的临床喉癌治疗新途径提供了理论依据。
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