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　　摘　要：　目的　探讨紫草萘醌衍生物（ＳＹＵＮＺ４）［３，１１ｂｉｓ（２ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈａｎｓｕｌｆａｎｙｌ）６ｉｓｏｈｅｘｅｎｙｌｎａｐｈｔｈａｚａｒｉｎ］
联合放射治疗对鼻咽癌（ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＮＰＣ）细胞生长的协同抑制作用及放疗增敏机制。方法　人ＮＰＣ
高分化鳞状细胞癌细胞株ＣＮＥ１和低分化鳞状细胞癌细胞株 ＣＮＥ２随机分为空白对照组、单纯 ＳＹＵＮＺ４组、单纯
放射治疗组及ＳＹＵＮＺ４联合放射线照射组共４组。单纯放射治疗组仅给予剂量４Ｇｙ放射线照射，单纯 ＳＹＵＮＺ４
组仅给予最大非细胞毒性剂量的ＳＹＵＮＺ４液培养，ＳＹＵＮＺ４联合放射线照射组在给予４Ｇｙ的放射线照射后，立即
给予最大非细胞毒性剂量的ＳＹＵＮＺ４液培养；然后应用流式细胞术检测ＳＹＵＮＺ４诱导ＣＮＥ１和ＣＮＥ２细胞凋亡的
作用及其对细胞周期的影响。结果　ＳＹＵＮＺ４对ＣＮＥ１和ＣＮＥ２细胞均具有增殖抑制作用，且其作用呈浓度依赖
性。与空白对照组相比，单纯放射线照射组及联合治疗组细胞增殖均受到抑制（Ｐ＜０．０５），且前者Ｇ２／Ｍ期细胞比
例明显增加（Ｐ＜０．０５），后者Ｓ期及Ｇ２／Ｍ期细胞比例均显著增加（Ｐ＜０．０５）。与单纯放疗组相比，联合干预使
ＣＮＥ１和ＣＮＥ２细胞增殖受到更明显地抑制（Ｐ＜０．０１）。与对照组相比，放射线照射导致细胞凋亡率明显增加
（Ｐ＜０．０５）；而联合治疗组与单纯放疗组和空白对照组相比，联合干预使 ＣＮＥ１和 ＣＮＥ２细胞凋亡率明显增加，组
间差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　紫草萘醌衍生物ＳＹＵＮＺ４联合放射线照射能显著抑制人ＮＰＣ细胞
的增殖，并导致ＮＰＣ细胞周期阻滞和诱导凋亡。
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　　鼻咽癌 （ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＮＰＣ）是我
国南方地区高发、恶性程度较高的肿瘤，治疗上首选

放射治疗。临床工作中，增强鼻咽癌放疗敏感性、减

少放疗毒性反应是目前研究的主要方向。目前，喜

多碱类、长春新碱类、茶多碱类、紫杉醇类等植物来

源的药物已证明对治疗肿瘤很有成效［１２］，并广泛

用于临床，从植物中寻找抗肿瘤药已成为抗肿瘤药

物研究的重要课题。尽管目前研究已发现紫草的抗

肿瘤生物学效应，但其是否能增强鼻咽癌的放疗敏

感性并不清楚。在本项目中，我们将探讨紫草萘醌

衍生物联合放射治疗对 ＮＰＣ细胞生长的协同抑制
作用，并探讨其放疗增敏机制。

１　材料和方法

１．１　细胞株
人ＮＰＣ高分化鳞状细胞癌细胞株 ＣＮＥ１和低

分化鳞状细胞癌细胞株ＣＮＥ２购于中国科学院上海
生命科学研究院细胞资源中心。ＣＮＥ１、ＣＮＥ２随机
分为空白对照组、单纯 ＳＹＵＮＺ４组、单纯放射线照
射组及ＳＹＵＮＺ４联合放射线照射组共４组。
１．２　主要试剂

紫草 萘 醌 衍 生 物 ＳＹＵＮＺ４［３，１１ｂｉｓ（２
ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈａｎｓｕｌｆａｎｙｌ）６ｉｓｏｈｅｘｅｎｙｌｎａｐｈｔｈａｚａｒｉｎ］是由
新疆紫草根分离的有效成分β，β二甲基丙烯酰阿卡
宁半合成的衍生物。由中山大学药学院提供，用ＤＭ
ＳＯ溶解后贮存，临用时用注射用水稀释成所需浓度。
ＲＰＭＩ１６４０培养基和新生牛血清购于美国 Ｇｂｉｃｏ
ＢＲＬ公司，二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）和
四甲基偶氮唑盐［３（４，５ｄｉｍｅｔｈｙｌ２ｔｈｉａｚｏｌｙｌ）２，５ｄｉ
ｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ］均购于碧云天生物
技术研究所，细胞周期和凋亡检测试剂盒购于南京凯

基生物科技发展有限公司。

１．３　细胞培养
ＣＮＥ１和ＣＮＥ２细胞均培养于含１０％新生牛血

清、ＰＨ为７．２的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，同时加入浓

度为１００μ／ｍｌ青链霉素，在１００％湿度、３７．０℃恒
温、５％ＣＯ２培养箱中常规培养。
１．４　细胞照射

采用ＳＩＥＭＥＮＺ直线加速器产生的６ＭＶＸ线照射
细胞，剂量率为２５０ｃＧｙ／ｍｉｎ。照射时在细胞培养板加
垫０．５ｃｍ厚的有机玻璃板及硅胶补偿膜，放射源至细
胞的距离为１００ｃｍ，照射野为２５ｃｍ×２５ｃｍ。
１．５　ＳＹＵＮＺ４对ＣＮＥ１和ＣＮＥ２细胞增殖的抑制作用

ＣＮＥ１和ＣＮＥ２分别以细胞数１０００个／孔均匀
接种于９６孔板，每组３个平行孔，待细胞贴壁后分
别给予０、２．５、５、１０、１５和２０μｇ／ｍｌ的ＳＹＵＮＺ４溶
液继续培养 ７２ｈ后，终止培养。每孔加入浓度为
５ｍｇ／ｍｌ的ＭＴＴ液２０μｌ，继续孵育４ｈ，吸去孔内上
清液并加入ＤＭＳＯ１５０μｌ，振荡１０ｍｉｎ后于５７０ｎｍ
波长测定吸光度值，计算 ＳＹＵＮＺ４半数抑制浓度
（５０％ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）。分别以两株
细胞ＩＣ５０值为参考，给予低浓度 ＳＹＵＮＺ４液干预
细胞，培养７２ｈ后按上述 ＭＴＴ法测定吸光度值，计
算ＳＹＵＮＺ４最大非毒性剂量。
１．６　ＳＹＵＮＺ４联合放射线照射对 ＣＮＥ１和 ＣＮＥ２
细胞的增殖抑制实验

ＣＮＥ１和ＣＮＥ２分别以细胞数１０００个／孔均匀
接种于９６孔板，每组３个平行孔，待细胞贴壁后单
纯放射线照射组给予剂量为４Ｇｙ的放射线照射，单
纯ＳＹＵＮＺ４组给予最大非细胞毒性剂量的ＳＹＵＮＺ
４液培养，ＳＹＵＮＺ４联合放射线照射组在给予４Ｇｙ
的放射线照射后，立即给予最大非细胞毒性剂量的

ＳＹＵＮＺ４液培养，ＭＴＴ法测定吸光度值，连续检测
３ｄ，绘制各组的细胞生长曲线。
１．７　流式细胞仪检测各组细胞周期

分组同上，取对数生长期细胞，以密度１×１０６

个／ｍｌ均匀接种于６孔板，每孔２ｍｌ，各组分别干预
后，培养 ４８ｈ后制成单细胞悬液，１０００ｒｐｍ离心
５ｍｉｎ，弃上清，预冷的ＰＢＳ液洗涤细胞两次，４℃乙醇
固定过夜；离心收集细胞，加入含１００μｇ／ｍｌＲＮａｓｅ
Ａ、５０μｇ／ｍｌ溴化乙锭（ＰＩ）和０．２％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００的
·８０２·
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５００μｌＰＢＳ４℃避光孵育３０ｍｉｎ；流式细胞仪检测细
胞周期，细胞周期拟和软件ＭｏｄＦｉｔ分析实验结果。
１．８　细胞凋亡检测

分组同上，取对数生长期细胞，以密度１×１０６

个／ｍｌ均匀接种于６孔板，每孔２ｍｌ，各组分别干预
后，培养４８ｈ后制成单细胞悬液。取１０万重悬的细
胞，加入１９５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ结合液重悬细胞，
摇匀后，室温下避光孵育１０ｍｉｎ；离心弃上清，再次
加入１９０μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ结合和１０μｌＰＩ染色
液，轻轻摇匀，冰浴避光放置；流式细胞仪检测，

ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件分析实验结果。
１．９　统计学分析

所有数据统计分析采用 ＳＰＳＳ１６．０统计软件，
计数资料以 珋ｘ±ｓ表示。多组间数据比较采用单因
素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）及最小显著性差异法
（ｌｅａｓｔｓｉｎｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，ＬＳＤ法），Ｐ＜０．０５为
差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＳＹＵＮＺ４对 ＣＮＥ１和 ＣＮＥ２细胞的增殖抑制
作用

ＳＹＵＮＺ４对ＣＮＥ１和ＣＮＥ２细胞均具有增殖抑
制作用，且其作用呈浓度依赖性；ＳＹＵＮＺ４对 ＣＮＥ１
和 ＣＮＥ２的 ＩＣ５０分别为（５．７８±０．１３）μｇ／ｍｌ和
（６．４６±０．０９）μｇ／ｍｌ（图１）。
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图１　ＳＹＵＮＺ４对ＣＮＥ１和ＣＮＥ２细胞的增殖抑制作用

　　进一步采用小剂量、低浓度的 ＳＹＵＮＺ４干预细
胞，发现当给予最大浓度分别为 １．５μｇ／ｍｌ和
２．０μｇ／ｍｌ时，ＣＮＥ１和ＣＮＥ２的生长曲线与空白对照
组生长曲线相比差异无统计学意义（图２，Ｐ＞０．０５），
提示该剂量的ＳＹＵＮＺ４为最大非细胞毒性剂量。
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图２　ＳＹＵＮＺ４干预ＣＮＥ１和ＣＮＥ２细胞的最大非毒性剂量
　Ａ：ＣＮＥ１；Ｂ：ＣＮＥ２

２．２　ＳＹＵＮＺ４联合放射线照射对 ＣＮＥ１和 ＣＮＥ２
细胞的放射增敏作用

与空白对照组相比，单纯放射线照射组细胞增

殖受到抑制，差异具有统计学意义（图３，Ｐ＜０．０５）。
而与单纯放射线照射相比，ＳＹＵＮＺ４联合放射线照
射对 ＣＮＥ１和 ＣＮＥ２细胞的增殖抑制作用更明显，
两组间差异均有统计学意义（图３，Ｐ＜０．０１）。
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２．３　ＳＹＵＮＺ４联合放疗对 ＣＮＥ１和 ＣＮＥ２细胞周
期阻滞的作用

对照组中，绝大多数 ＣＮＥ１和 ＣＮＥ２细胞处于
Ｇ０／Ｇ１期，Ｓ期次之，Ｇ２／Ｍ期最少，最大非毒性剂
量ＳＹＵＮＺ４组细胞周期分布与对照组无明显差别
（表１，Ｐ＞０．０５）。单纯放射线照射组与对照组相
比，Ｇ２／Ｍ期细胞比例明显增加（Ｐ＜０．０５）；而
ＳＹＵＮＺ４联合放射线照射组除了Ｇ２／Ｍ期细胞比例
明显增加，与单纯放射线照射组相比，与对照组相

比，Ｓ期细胞比例均显著增加（Ｐ＜０．０１）。
２．４　ＳＹＵＮＺ４联合放疗对ＣＮＥ１和ＣＮＥ２细胞凋亡

单纯放射线照射组与空白对照组相比，放射线

照射导致细胞凋亡率明显增加，差异具有统计学意

义（图４，Ｐ＜０．０５）；而ＳＹＵＮＺ４联合放射线照射与
单纯放射线照射和对照组相比，其 ＣＮＥ１和 ＣＮＥ２
细胞凋亡率明显增加，组间差异均具有统计学意义

（图４，Ｐ＜０．０１）。
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图 ４　ＳＹＵＮＺ４对 ＣＮＥ１和 ＣＮＥ２细胞凋亡的影响　
Ａ：ＣＮＥ１；Ｂ：ＣＮＥ２

３　讨论

放射治疗是 ＮＰＣ的首选治疗方案，早期 ＮＰＣ
患者５年生存率可达到８５．８％以上［３４］，然而临床

上初诊患者，多处于晚期，５年生存率不足６０％［５］。

与传统放疗相比，新近开展的调强放疗（ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｍｏｄｕｌａｔｅｄｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ，ＩＭＲＴ）和三维适形放疗
（ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｃｏｎｆｏｒｍａｌｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ，３ＤＣＲＴ），
虽然改善了靶区照射，并在一定程度上减少了周围

敏感器官的受累风险，但对于在临床上占绝大多数

的晚期ＮＰＣ患者，疾病的总体生存率并无提高［６］，

放疗的远期毒性反应仍然未能得到有效控制［６７］。

此外，虽然调强放疗技术使得患者放疗后无局部复

发，生存率得到很大提高，然而８３％的肿瘤复发发
生在高照射剂量靶区范围内，说明ＮＰＣ的复发除了
与肿瘤的Ｔ分级相关外，还与肿瘤细胞本身的放射
敏感性密切相关［８］。同步放化疗（ｃｏｎｃｕｒｒｅｎｔｃｈｅｍｏ
ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ，ＣＣＲＴ）虽然提高了疾病的总体生存
率［９］，但也显著增加了化疗的风险与并发症［１０］，部

分患者更因为不能耐受而终止治疗。因此，如何在

现有技术的基础上通过增加ＮＰＣ放射敏感性，减少
放射线剂量、减轻对正常组织的放射损伤、提高放疗

效率并减少放疗后毒性反应是当前 ＮＰＣ治疗中迫
切需要解决的问题。

紫草为紫草科多年生草本植物，药用部分为其

干燥的根，具有抗肿瘤、抗病毒、抗炎、免疫调节等作

用［１１１２］。近年来越来越多的研究发现，紫草主要成

分萘醌类化合物具有抗肿瘤作用［１３］，临床上已有用

紫草水煎液单方或组方治疗绒毛膜上皮癌、肺癌、白

血病等的零星报道，有研究表明紫草萘醌衍生物能

抑制体外培养恶性肿瘤细胞的增殖，导致其细胞周

期阻滞并诱导凋亡［１４１５］，也有研究表明紫草素通过

降低自噬抑制基因Ｂｅｃｌｉｎｌ表达水平，诱导甲状腺髓
样癌ＴＴ细胞自噬［１６］。然而，紫草对 ＮＰＣ细胞的生
物学作用目前并未明确，且ＮＰＣ作为一种以放疗为
主要治疗手段的恶性肿瘤，紫草是否能增强人 ＮＰＣ
细胞的放射敏感性并不清楚。

表１　ＳＹＵＮＺ４对ＣＮＥ１和ＣＮＥ２细胞周期的影响（珋ｘ±ｓ，％）

组别
ＣＮＥ１

Ｇ０／Ｇ１期 Ｓ期 Ｇ２／Ｍ期
ＣＮＥ２

Ｇ０／Ｇ１期 Ｓ期 Ｇ２／Ｍ期
空白对照组 ６７．２８±８．３１ ２３．５６±４．２３ ９．１６±３．０５ ６４．１３±７．０９ ２５．４３±２．９８ １０．４４±２．１５
单纯ＳＹＵＮＺ４组 ６２．３６±９．１２ ２４．６８±５．０８ １２．９６±２．８６ ５９．２１±５．８７ ２４．３２±４．１５ １６．４７±２．７３
单纯放射线照射组 ４５．１３±５．２７ ２０．８４±３．１８ ３４．０３±７．２９ ４２．３０±６．３９ １９．１５±３．２６ ３８．５５±５．１６
ＳＹＵＮＺ４联合放射线照射组 ２６．６４±３．２５ ４４．８４±５．７８ ２８．５２±４．５３ ２３．４５±４．１７ ４６．５４±７．０７ ３０．０１±５．１８

·０１２·
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　　本研究发现，紫草萘醌衍生物ＳＹＵＮＺ４能抑制
体外培养鼻咽癌细胞 ＣＮＥ１和 ＣＮＥ２细胞的增殖，
具有明显的体外抗癌活性，这一结果与文献报道其

对白血病细胞Ｋ５６２［１７］、大肠癌细胞ＨＬ６０［１８］、大肠
癌细胞ＣＣＬ２２９［１９］、组织细胞淋巴瘤细胞 Ｕ９３７［２０］、
直肠癌细胞ＣＯＬＯ２０５［２１］的生长抑制作用相似，经紫
草素处理的肿瘤细胞出现典型的凋亡特征，包括形

态学改变，细胞膜通透性增高并出现外翻，核内

ＤＮＡ发生断裂，形成“ＤＮＡＬａｄｄｅｒ”现象及细胞周期
的亚二倍体峰等［１７，２０］。与单纯放射线照射相比，最

大非毒性剂量的紫草萘醌衍生物 ＳＹＵＮＺ４联合放
射线照射，对 ＮＰＣ细胞增殖的抑制作用更明显，此
机制可能与ＳＹＵＮＺ４导致 ＮＰＣ细胞周期阻滞和诱
导细胞凋亡有关。已有文献证实放射线照射可导致

细胞ＤＮＡ双链断裂、细胞周期阻滞于 Ｇ２期，并启
动一系列ＤＮＡ损伤修复机制防止在细胞 Ｍ期进行
异常分裂，以对抗放射线损伤［２２２３］。本研究中，

ＳＹＵＮＺ４联合放射线照射与单纯放射线照射相比，
除了能显著增加两株细胞的 Ｇ２／Ｍ期细胞比例，其
Ｓ期和Ｇ２／Ｍ期细胞比例也明显增加，说明 ＳＹＵＮＺ
４联合放射线对ＮＰＣ细胞的作用，破坏了细胞周期
进程的修复，并可能导致细胞 ＤＮＡ合成障碍而死
亡，从而达到放射增敏作用。

综上所述，本研究初步揭示了紫草萘醌衍生物

ＳＹＵＮＺ４联合放射线照射能显著抑制人 ＮＰＣ细胞
的增殖，并导致ＮＰＣ细胞周期阻滞和诱导凋亡。在
将来的临床工作中，可以考虑加入这种天然植物来

源、低浓度的药物来增加 ＮＰＣ的放疗增敏作用，减
少放疗副反应。
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