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　　摘　要：　目的　初步探索１，９二取代β咔啉（ＣＺＹ１４）在头颈部鳞状细胞癌中抗肿瘤机制的研究。方法　
ＣＺＹ１４是一种新合成的１，９二取代β咔啉，具有抗肿瘤潜力。采用ＣＣＫ８实验经过 ＣＺＹ１４浓度梯度（０、２、４、６、
１０、１５、２０、２５、３０、４０μｍｏｌ／Ｌ）处理２４ｈ后检测细胞活力，筛选出两种对药物较为敏感的头颈部鳞状细胞癌细胞系：
喉癌细胞系Ｔｕ１７７与舌癌细胞系Ｃａｌ２７为主要研究对象。以浓度梯度（０、２、４、６、８μｍｏｌ／Ｌ）进行克隆形成实验检
测细胞集落形成能力；随后分别以２μｍｏｌ／Ｌ与４μｍｏｌ／Ｌ的ＣＺＹ１４处理Ｔｕ１７７与 Ｃａｌ２７２４ｈ后进行划痕实验和
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞侵袭和迁移能力，流式细胞术分析细胞凋亡情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测细胞相关蛋白表达量
变化，免疫荧光实验检测细胞内自噬小体形成情况等。结果　经过上述浓度的 ＣＺＹ１４处理２４ｈ后，各头颈部鳞
状细胞癌细胞系的生长增殖均受到不同程度的抑制，且呈剂量依赖性，其中Ｔｕ１７７与Ｃａｌ２７抑制效果更为显著，两
者的克隆形成能力也被显著抑制（Ｐ＜０．０５）；Ｔｕ１７７与Ｃａｌ２７的迁移能力被显著抑制（Ｐ＜０．０１）；Ｔｕ１７７与 Ｃａｌ２７
的侵袭能力被显著抑制（Ｐ＜０．００１）；Ｔｕ１７７与Ｃａｌ２７凋亡率变化无显著差异（Ｐ＞０．０５）；自噬相关蛋白 ＡＴＧ５与
ＬＣ３Ｂ，Ｂｅｎｃｌｉｎ１蛋白表达量增加，呈剂量依赖性；自噬小体形成显著增加（Ｐ＜０．０１）；药物对被敲除ＡＴＧ５后的Ｃａｌ
２７生长、增殖的抑制作用显著减弱（Ｐ＜０．０１）。结论　ＣＺＹ１４能显著抑制头颈部鳞状细胞癌相关细胞系的生长、
增殖作用，并抑制细胞克隆形成、侵袭和迁移，具有一定的抗肿瘤活性，通过实验初步验证该药物主要通过调控

ＡＴＧ５促进细胞自噬的发生进而发挥抗肿瘤效果。
关　键　词：头颈部鳞状细胞癌；β咔啉；自噬；肿瘤治疗
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　　头颈部鳞状细胞癌（ｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋｓｑｕａｍｏｕｓ
ｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＮＳＣＣ）主要包括喉癌、下咽癌、唇
癌、口腔癌、唾液腺癌等，是全世界发病率最高的癌

症之一，每年有超过５０万例患者患此癌症，其５年
内的生存率只有 ５０％［１２］。据最新数据统计，

２０２０年ＨＮＳＣＣ发病率与死亡率已位列年全球恶性
肿瘤前五，全球 ＨＮＳＣＣ的发病率总计约为 ５％ ～
６％，全球新发确诊病例已超百万例，其中２００９年到
２０１８年ＨＮＳＣＣ的死亡率以每年约２％递增，且发病
群体逐渐年轻化［３７］。ＨＮＳＣＣ局部侵入骨质，转移
至区域淋巴结，并向远处转移扩散时，常常导致

ＨＮＳＣＣ患者预后不良、生活质量下降和存活时间大
幅度缩短［２］。据报道，约２５％的患者在诊断后５年
内ＨＮＳＣＣ复发。一旦疾病复发或转移，患者的中位
生存时间仅有１０个月［８］。目前ＨＮＳＣＣ的治疗手段
主要是手术切除、诱导化疗、同步放化疗综合治疗、靶

向治疗、免疫治疗等，其中化疗占有不可或缺的地位，

晚期ＨＮＳＣＣ患者可选用以顺铂为基础的同步放化疗
和靶向药物诱导化疗，但由于顺铂耐药性的存在，使

得以顺铂为基础的化疗方案对部分存在顺铂耐药性

的肿瘤患者疗效欠佳，部分患者预后情况并不乐

观［１，９１０］。因此，提高化学药物的治疗 ＨＮＳＣＣ的效
率，改善ＨＮＳＣＣ患者预后成为亟需解决的问题。

β咔啉生物碱是一大组与生化效应和药学性质
相关的吲哚生物碱的化合物，有大量研究指出 β咔
啉是一类新的潜在抗肿瘤药物，这些药物被发现通

过多种作用机制发挥其抗肿瘤作用［１１］。其中 Ｎ１，
Ｎ１二甲基Ｎ３［９（３苯丙基）β咔啉１甲基］丙
烷１，３二胺是一种新合成的１，９二取代β咔啉，本
研究中代号为 ＣＺＹ１４，该化合物合成、结构表征和
ＤＮＡ结合研究已有相关研究报道［１２］。然而目前

ＣＺＹ１４在ＨＮＳＣＣ中尚未有相关抗肿瘤机制的研究
报道，因此，本研究拟通过一系列实验研究初步探索

ＣＺＹ１４对 ＨＮＳＣＣ细胞系的抗肿瘤作用及潜在
机制。

１　材料与方法

１．１　细胞系与试剂
人舌癌细胞系：Ｃａｌ２７，人喉癌细胞系：ＴＵ６８６、

ＳＮＵ８９９、ＴＵ１７７，人下咽癌细胞系：Ｆａｄｕ，ｐＨＡＧＥ
ｍＣｈｅｒｒｙＥＧＦＰＬＣ３ＢＣａｌ２７稳定表达细胞系，Ｃａｌ２７
ＡＴＧ５ＫＯ细胞系以上细胞系均由本实验室保存或
构建。ＣＺＹ１４由中山大学化学化工学院曹日晖教
授提供。ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛 血清、含ＥＤＴＡ的
胰酶、青霉素和链霉素均购于美国 Ｇｉｂｃｏ公司；
ＣＣＫ８试剂盒购于美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司；Ｔｒ
ａｎｓｗｅｌｌ小室购于美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；细胞周期检测
试剂盒和细胞凋亡检测试剂盒购于上海碧云天生物

技术有限公司；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒购于上海碧云
天生物技术有限公司；βａｃｔｉｎ（货号 ４９６７）、ＰＡＲＰ
（货 号 ９５３２）、ＬＣ３Ｂ、ＡＴＧ５、ＡＴＧ７、ＣＡＳＰＡＳＥ３、ｐ６２、
Ｂｅｎｃｌｉｎ１等抗体均购于美国ＣＳＴ公司。
１．２　细胞培养

细胞培养于含１０％胎牛血清和１％青霉素或链
霉素的 ＤＭＥＭ或 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，培养条件
为：５％ ＣＯ２、３７℃。待细胞融合度为 ８０％ ～９０％
时，用胰酶消化、离心并传代。

１．３　ＣＣＫ８
检测细胞活力将对数生长期的细胞消化、离心

后，按１００００个／孔的密度均匀接种于９６孔板，置
于孵箱中培养过夜，待细胞贴壁后，按照按照浓度梯
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度（０、２、４、６、１０、１５、２０、２５、３０、４０μｍｏｌ／Ｌ）加入含
ＣＺＹ１４的新鲜培养基，每个浓度设置６个重复孔，置
于孵箱中培养２４ｈ后，除去上清，每孔加入１００ｍＬ
浓度为１０％ 的ＣＣＫ８试剂继续孵育 １ｈ，采用酶标
仪检测细胞在４５０ｎｍ波长处的吸光度，统计数据。
１．４　克隆形成实验

将对数生长期的细胞按４００个／孔的密度均匀
接种于６孔板，待细胞贴壁后，弃去上清液，加入一
定浓度梯度（０、２、４、６、８μｍｏｌ／Ｌ）的 ＣＺＹ１４的新鲜
培养基，置于孵箱中培养，每日更换新鲜培养基培基

至１０ｄ后，待形成明显的集落后，弃去上清液，用
４％ 多聚甲醛固定，０．０５％结晶紫染色。ＩｍａｇｅＪ计
数分析数据。

１．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验
将处于生长对数期的消化，离心，无血清培养基

悬浮细胞，按１００μＬ１×１０６个／孔的浓度接种于小
室中，空白对照组于小室中加入不含 ＣＺＹ１４的新
鲜培养基，实验组分别给予 Ｔｕ１７７，Ｃａｌ２７两种细胞
系ＣＺＹ１４浓度为２μｍｏｌ／Ｌ与４μｍｏｌ／Ｌ的新鲜培
养基，下室加入６００μＬ含２０％胎牛血清的培养基，
置于恒温孵箱中培养 ２４ｈ后，４％多聚甲醛室温固
定１５ｍｉｎ，０．０５％结晶紫染色１５ｍｉｎ，轻轻拭去小室
中未穿膜的细胞，ＰＢＳ清洗，独立重复３次实验。显
微镜下拍照。

１．６　划痕实验
首先在６孔板背面均匀画３条横 线，间隔约为

０．５～１．０ｃｍ。每孔加入５×１０５个细胞。将细胞培
养过夜贴壁，待融合度约为９０％ ～１００％时，用移液
枪头垂直于背面的横线划痕，ＰＢＳ清洗２次，空白对
照组于小室中加入不含 ＣＺＹ１４的新鲜培养基，实
验组分别给予Ｔｕ１７７，Ｃａｌ２７两种细胞系 ＣＺＹ１４浓
度为２μｍｏｌ／Ｌ与４μｍｏｌ／Ｌ的新鲜培养基，置于恒
温孵箱培养２４ｈ后，取样、拍照。
１．７　流式细胞术

取对数生长期的细胞接种至 ６孔板，将细胞培
养过夜贴壁后，Ｔｕ１７７和 Ｃａｌ２７分别在浓度为
４μｍｏｌ／Ｌ和８μｍｏｌ／Ｌ的含ＣＺＹ１４新鲜培养基中分
别处理２４ｈ后，消化并收集细胞，ＰＢＳ清洗 ２次，加
入 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和 ＰＩ，室温避光孵育１５ｍｉｎ，流
式细胞仪检测细胞凋亡。

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
按照浓度梯度（０、２、４、６、８μｍｏｌ／Ｌ）加入含

ＣＺＹ１４的新鲜培养基处理细胞２４ｈ，消化并收集细
胞，提取总蛋白，ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度，５×

ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ将样品稀释至同一浓度。将等量的细
胞蛋白通过 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶分离并湿转至 ＰＶＤＦ
膜，脱脂牛奶或ＢＳＡ封闭１ｈ，加入一抗（１∶１０００稀
释）４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗涤，加入二抗室温孵育
１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤，最后在ＰＶＤＦ膜上滴加ＥＣＬ显影液
进行发光检测。

１．９　免疫荧光实验
将盖玻片处理后于６孔板进行细胞爬片，将密

度大约为３０％的 ｐＨＡＧＥｍＣｈｅｒｒｙＥＧＦＰＬＣ３ＢＣａｌ
２７稳定表达细胞系种于盖玻片。细胞贴壁后，加入
浓度为４μｍｏｌ／Ｌ的含ＣＺＹ１４新鲜培养基处理２４ｈ
后，去除上清，加入一定量 ４％ＰＦＡ，固定细胞
１５ｍｉｎ，吸走固定液，使用 ＰＢＳ清洗 ３遍，再加入
０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００，同样浸没细胞爬片，透化，弃去透
化液体，ＰＢＳ清洗 ３遍，使用 ＤＡＰＩ（稀释比例
１∶１０００）孵育盖玻片于３７℃约２０ｍｉｎ，最后在共聚
焦显微镜下观察。

１．１０　统计学分析
使用Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ８．０及ＳＰＳＳ进行统计学分

析。计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用 ｔ检验，
Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＺＹ１４对 ＨＮＳＣＣ细胞系生长和增殖的抑制
作用

ＣＣＫ８实验结果表明，ＣＺＹ１４对人舌癌细胞系
Ｃａｌ２７，人喉癌细胞系 ＴＵ６８６、ＳＮＵ８９９、Ｔｕ１７７，人下
咽癌细胞系Ｆａｄｕ的生长和增殖均具有明显的抑制
作用，且呈剂量依赖性，其中 Ｃａｌ２７与 Ｔｕ１７７更为
敏感，药物浓度分别为２μｍｏｌ／Ｌ与４μｍｏｌ／Ｌ时，对
Ｃａｌ２７和 Ｔｕ１７７抑制效果达到 ５０％（图 １Ａ）。因
ＣＺＹ１４对其他ＨＮＳＣＣ细敏感度不如以上两种细胞
系，故主要使用 Ｃａｌ２７和 Ｔｕ１７７进行后续实验。加
入一定药物浓度梯度的 ＣＺＹ１４后，Ｔｕ１７７与 Ｃａｌ２７
细胞集落形成能力显著下降，且随着浓度的升高，抑

制作用越为明显，当药物浓度分别为 ２μｍｏｌ／Ｌ与
４μｍｏｌ／Ｌ时，对Ｔｕ１７７和 Ｃａｌ２７的克隆形成抑制率
达到５０％（图１Ｂ）。
２．２　ＣＺＹ１４抑制ＨＮＳＣＣ细胞系的迁移和侵袭

划痕实验结果显示，实验组细胞的迁移率显著低

于对照组，ＴＵ１７７对照组与实验组比较差异具有统计
学意义［（６４．２５±３．５１）％ ｖｓ（２９．５６±２．１３）％，Ｐ＝
０．００２６］；Ｃａｌ２７对照组与实验组比较差异具有统计
·６８６·
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学意义［（６１．７０±２．２６）％ ｖｓ（２９．４０±２．６７）％，Ｐ＝
０．０００２］；实验组发生侵袭的细胞数显著低于对照
组，Ｔｕ１７７对照组与实验组比较差异具有统计学意义
［（３１８．７３±３７．１２）ｖｓ（８６．３３±２５．１３），Ｐ＝０．０００５］；
Ｃａｌ２７对照组与实验组比较差异具有统计学意义
［（３１４．３３±４０．４３）ｖｓ（６３．６７±１４．６４），Ｐ＝０．０００５］。
见图２。
２．３　ＣＺＹ１４未显著促进ＨＮＳＣＣ细胞系的凋亡

为了验证 ＣＺＹ１４是否通过促进 ＨＮＳＣＣ细胞
系的凋亡抑制生长和增殖，在流式细胞术分析中发

现，Ｔｕ１７７对照组与实验组比较差异具有统计学意

义［（５．２７±０．６８）％ ｖｓ（１０．３３±３．１８）％，Ｐ＝
０．０５４１］；Ｃａｌ２７对照组与实验组比较差异具有统
计学意义［（１０．３０±１．５３）％ ｖｓ（１２．３７±２．１６）％，
Ｐ＝０．０６９５］实验组 Ｔｕ１７７与 Ｃａｌ２７细胞凋亡率无
显著差异（图３）。
２．４　ＣＺＹ１４促进ＨＮＳＣＣ细胞系的自噬

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析结果显示，Ｔｕ１７７与Ｃａｌ２７
在经一定浓度梯度的 ＣＺＹ１４处理２４ｈ后，凋亡相
关蛋白（ＰＡＲＰ，Ｐ５３，ＣＡＳＰＡＳＥ３）的表达无显著的改
变，与流式细胞术分析结果可相互验证（图４Ａ）。
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图１　ＣＣＫ８实验与克隆形成实验　Ａ：ＣＺＹ１４对各 ＨＮＳＣＣ细胞的生长与增殖具有显著抑制作用，且呈剂量依赖性；

Ｂ：ＣＺＹ１４对Ｔｕ１７７与Ｃａｌ２７的克隆形成具有显著抑制效果且呈剂量依赖性（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）
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ＣＺＹ１４对Ｔｕ１７７与Ｃａｌ２７的侵袭能力具有显著的抑制作用（Ｐ＜０．００１）
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同时发现，自噬相关蛋白的表达有明显的趋势变化，

随着药物处理浓度递增，ＡＴＧ５与ＬＣ３Ｂ，Ｂｅｎｃｌｉｎ１蛋
白表达量也随之递增（图４Ａ），这提示药物处理可
能通过促进细胞自噬抑制细胞生长与增殖。随后构

建了 Ｃａｌ２７ｐＨＡＧＥｍＣｈｅｒｒｙＥＧＦＰＬＣ３Ｂ稳定表达
细胞系，进行免疫荧光实验。以过表达 ＬＣ３Ｂ的
Ｃａｌ２７细胞加入４μｍｏｌ／ＬＣＺＹ１４处理２４ｈ为实验
组，以不加入ＣＺＹ１４的空白处理组为对照组，免疫
荧光实验结果显示：实验组相对于对照组，细胞内自

噬小体数量及荧光强度皆显著升高［平均每个细胞

内自噬小题数量对照组ｖｓ实验组：（１．２７±０．７３）％
ｖｓ（７２．３３±１０．６３）％，Ｐ＝０．０００３］（图４Ｂ）。
２．５　ＣＺＹ１４对 Ｃａｌ２７ＡＴＧ５／细胞系的生长、增殖
抑制作用减弱

构建ＡＴＧ５敲除 Ｃａｌ２７细胞系后，以一定浓度
梯度处理Ｃａｌ２７野生型（ＷＴ）和Ｃａｌ２７ＡＴＧ５／细胞
系２４ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测相关蛋白的表达量，
实验结果显示：敲除ＡＴＧ５后，ＬＣ３ＢⅡ无表达，Ｐ６２
表达量随药物处理浓度增加略微升高，Ｂｅｎｃｌｉｎ１表
达量随药物处理浓度增加略微下降（图５Ａ）。ＣＣＫ８
实验结果显示：同等药物浓度处理下，与野生型Ｃａｌ
２７相比，ＣＺＹ１４对ＡＴＧ５／Ｃａｌ２７细胞系的生长、增
殖的抑制作用减弱，即 ＡＴＧ５／Ｃａｌ２７对 ＣＺＹ１４的
敏感性显著降低（图５Ｂ）。
２．６　ＣＺＹ１４通过促进自噬小体的形成促进细胞
自噬

最后，为了排除 ＣＺＹ１４并非通过酸化溶酶体
阻断自噬小体的降解途径（氯喹ＣＱ的作用原理）促
进细胞自噬，在野生型 Ｃａｌ２７细胞系中分别用
ＣＺＹ１４和氯喹处理后，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测
ＬＣ３Ｂ表达量的变化，结果提示相比于氯喹单独处
理组，ＣＺＹ１４单独处理组和 ＣＺＹ１４、氯喹联合处理
组的ＬＣ３ＢⅡ表达量均显著增高（图５Ｃ），故可初步
验证ＣＺＹ１４是通过促进自噬小体的形成而非阻断
自噬小体的降解促进细胞自噬。

３　讨论

ＨＮＳＣＣ作为全球最常见的恶性肿瘤肿瘤之一，
目前主要治疗手段主要是手术切除、诱导化疗、同步

放化疗综合治疗等，对于晚期 ＨＮＳＣＣ患者仍然以
顺铂为基础的同步放化疗和靶向药物诱导化疗为

主，但由于顺铂耐药性的存在，使得以顺铂为基础的

化疗方案对部分存在顺铂耐药性的肿瘤患者疗效欠

佳［２，９１１］。因此，迫切需要开发新的治疗策略来解决

晚期ＨＮＳＣＣ复发及转移的治疗难题。
β咔啉生物碱是一种具有多种生物学和药理学

特性的化合物，作为一种新型抗肿瘤药物，近年研究

者们设计并制备了大量 β咔啉衍生物。研究发现
部分β咔啉单体衍生物能通过抑制磷酸化 ＡＫＴ、激
活ＲＯＳ、激活ｃａｓｐａｓｅ信号通路、阻滞Ｇ２／Ｍ期细胞
周期等机制引起凋亡进而表现出更显著的抗肿瘤活

性；二价β咔啉则能通过增加与 ＤＮＡ的结合亲和
力、抑制血管形成、诱导线粒体介导和靶向溶酶体介

导 ＰＵＭＡ依赖性的细胞凋亡等机制进而发挥其抗
肿瘤活性［１２］。大量研究证明，β咔啉及其衍生物通
过多种且复杂的机制实现其抗肿瘤活性。其中，曹

日晖教授通过构造分析发现，１，９二取代 β咔啉即
（１号位以柔性烷基氨基侧链取代，９号位以烷基或
芳基化的烷基取代）可改善药物的水溶性并使氨基

烷基侧链的柔韧性增加，预计这类衍生物可更强烈

地嵌入 ＤＮＡ并结合表现更显著的抗肿瘤活性，并通
过实验验证１，９二取代β咔啉能与ＤＮＡ结合并在肾
癌、鼻咽表皮样癌、胃癌、肝癌、黑色素瘤、结肠癌、前

列腺癌和乳腺癌中均表现出一定的抗肿瘤活性［１３］。

然而１，９二取代β咔啉在ＨＮＳＣＣ中尚未有相关抗
肿瘤及机制研究，故本研究拟选取１，９二取代 β咔
啉中的ＣＺＹ１４为研究对象，通过一系列实验初步探
索其对ＨＮＳＣＣ的抗肿瘤机制及其潜在机制。

本研究结果表明，ＣＺＹ１４处理后对人舌癌细胞
系Ｃａｌ２７，人喉癌细胞系 Ｔｕ６８６、ＳＮＵ８９９、Ｔｕ１７７，人
下咽癌细胞系Ｆａｄｕ的生长和增殖均具有显著抑制
作用，其中人喉癌细胞系 Ｔｕ１７７与人舌癌细胞系
Ｃａｌ２７更为敏感。相应地，Ｔｕ１７７与 Ｃａｌ２７细胞集
落形成能力也显著下降，当药物浓度分别为

２μｍｏｌ／Ｌ与４μｍｏｌ／Ｌ时，对Ｔｕ１７７和Ｃａｌ２７抑制效
果达到５０％，显示了ＣＺＹ１４对ＨＮＳＣＣ的高度抗肿
瘤活性。在 Ｔｕ１７７与 Ｃａｌ２７分别加入相应浓度
ＣＺＹ１４处理 ２４ｈ后，细胞迁移和侵袭能力显著下
降，显示了 ＣＺＹ１４在抑制癌细胞转移方面发挥着
一定的作用。

为了进一步探究 ＣＺＹ１４的抗肿瘤机制，本研
究进行流式细胞术分析，结果显示，ＣＺＹ１４处理后
的癌细胞并未发生显著细胞凋亡，故初步推测其抗

肿瘤机制并不是通过细胞凋亡介导。随后分析细胞

内蛋白表达量的变化，结果显示，凋亡相关蛋白

（ＰＡＲＰ、Ｐ５３、ＣＡＳＰＡＳＥ３）的表达无显著的改变，进
一步验证ＣＺＹ１４并未引起显著细胞凋亡。同时，
·８８６·
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理２４ｈ后进行流式细胞术检测凋亡

! "

#$%&'(

!

( !)*+,-

"

#*./0*+

#1+!2345&33

6178

#$%&!( 9!)*+,-:

!+;<1 =+*>0 (?? !+;<1 =+*>0 @A( B;0C;

D4

#$%&!(( !)*+,- 2( E

FF

FFF

-
#
G
H
*
/
I
7
;
0
J
;
+
+

&KK

?K

LK

(

2

K

K 2 ( ? K 2 ( ?

M!NM

M@G

#1I71I;G

!4O@

!4O3

ML2

";.J+8.&

P0Q2

R-#3!&&

OMS(

-#G"!"

-#G"!#

$!1J/8.

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ（Ａ）及免疫荧光实验（Ｂ）观察自噬小体的形成　（免疫荧光 ×１８０）

!

"#$%!& '!()*+,- . / & 0

!123

!124

56/

789:*;9%

,"<7!"

,"<7!#

$!=:>;9

?1 !123

@+@

. / & 0

7

"=*!/4 ?1

"#$%!& '!()*+,-

"A '3 (()*+,-

,"<7!%

,"<7!&

$!=:>;9

"=*!/4

?1

!123

@+@

BB

BBB

:
8
*
*
C
;
=
D
;
*
;
>
E
'
F
-

%..

0.

6.

.

"

BBB

BBB

BBB

BBB

BBB

BBB

BB

&.

/.

"#$%!& '!()*+,-

. / & 6 %. %3 /. /3 <. &.

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ（Ａ、Ｂ）与ＣＣＫ８（Ｃ）初步验证ＣＺＹ１４促进细胞自噬抑制细胞生长和增殖　（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）

·９８６·



中国耳鼻咽喉颅底外科杂志 第２７卷　

自噬相关蛋白（ＡＴＧ５与 ＬＣ３Ｂ，Ｂｅｎｃｌｉｎ１等）的表达
有明显的趋势变化，提示 ＣＺＹ１４可能促进细胞自
噬。细胞发生自噬时，细胞质内能产生丰富的双层

膜结构的自噬小体，这是判断细胞是否发生自噬的

一个重要依据 ［１３］。随后构建 ｐＨＡＧＥｍＣｈｅｒｒｙＥＧ
ＦＰＬＣ３ＢＣａｌ２７稳定表达细胞系，通过免疫荧光实
验观察自噬小体的形成来验证这一结果。荧光结果

显示：加入ＣＺＹ１４处理２４ｈ后，细胞内自噬小体数
量及荧光强度皆显著升高。

细胞发生自噬的相关信号通路的调控作用是极

其繁杂的，其中 ＡＴＧ１２ＡＴＧ５自噬蛋白结合系统在
自噬形成过程中发挥着极为关键的作用［１３］。结合

本研究中加入ＣＺＹ１４后ＡＴＧ５表达量增加的结果，
首先构建ＡＴＧ５敲除 Ｃａｌ２７细胞系，进行一系列实
验初步验证ＣＺＹ１４促进细胞自噬抑制细胞生长和
增殖的机制，结果显示，ＡＴＧ５敲除后，ＬＣ３ＢⅡ 无
表达，ＣＺＹ１４对 ＡＴＧ５／Ｃａｌ２７的抗肿瘤效果显著
降低，ＣＺＹ１４，提示 ＣＺＹ１４是通过调控 ＡＴＧ５促进
细胞发生自噬发挥抗肿瘤活性。

细胞内形成的自噬小体会进一步与溶酶体相互

融合为一体，形成的结构被称为自噬溶酶体。溶酶

体内特有的酸性水解酶会将自噬小体及其所包裹的

待降解底物进行有效的降解［１４］。最后，为了排除

ＣＺＹ１４并非通过酸化溶酶体阻断自噬小体的降解
途径（氯喹ＣＱ的作用原理）使自噬小体堆积而促进
自噬，通过将 ＣＺＹ１４和氯喹分别单独或联合处理
后，检测 ＬＣ３Ｂ表达量的变化，结果验证 ＣＺＹ１４是
通过促进自噬小体的形成而非阻断自噬小体的降解

促进细胞自噬。

综上，１，９二取代 β咔啉，ＣＺＹ１４能显著抑制
头颈部鳞状细胞癌相关细胞系的生长、增殖作用，并

抑制细胞克隆形成、侵袭和迁移，具有显著的抗肿瘤

活性，通过实验初步验证该药物主要通过调控

ＡＴＧ５介导自噬小体的形成促进细胞自噬的发生进
而发挥抗肿瘤效果。除此之外，药物处理后，发现铁

死亡相关标志蛋白如 ＧＰＸ４、ＳＬＣ７Ａ１１表达量下降，
抗氧化相关蛋白 Ｎｒｆ２表达量下降，由此推测 ＣＺＹ１
４是否还可能与细胞铁死亡及细胞内氧化应激相
关，这部分是本实验未完全验证并解决的问题，尚有

待后续实验进一步验证。

参考文献：

［１］　ＤｅｓｈｐａｎｄｅＡＭ，ＷｏｎｇＤＴ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｈｅａｄａｎｄ

ｎｅｃｋｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＲｅｖＡｎｔｉｃａｎｃｅｒＴｈｅｒ，２００８，８（５）：７９９－

８０９．

［２］　ＭａｒｕｒＳ，ＦｏｒａｓｔｉｅｒｅＡＡ．Ｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏ
ｍａ：Ｕｐｄａｔｅｏｎｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ，ｄｉａｇｎｏｓｉｓ，ａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｍａｙｏ

ＣｌｉｎＰｒｏｃ，２０１６，９１（３）：３８６－３９６．
［３］　ＦｅｒｌａｙＪ，ＣｏｌｏｍｂｅｔＭ，ＳｏｅｒｊｏｍａｔａｒａｍＩ，ｅｔａｌ．Ｃａｎｃｅｒｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ

ｆｏｒｔｈｅｙｅａｒ２０２０：Ａｎｏｖｅｒｖｉｅｗ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣａｎｃｅｒ，２０２１，１４９（４）：
７７８－７８９．

［４］　Ｓｕｎｇ，Ｈ，Ｆｅｒｌａｙ，Ｊ，Ｓｉｅｇｅｌ，ＲＬ，ｅｔａｌ．Ｇｌｏｂａｌｃａｎｃｅｒｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ

２０２０：ＧＬＯＢＯＣＡＮｅｓｔｉｍａｔｅｓｏｆｉｎｃｉｄｅｎｃｅａｎｄｍｏｒｔａｌｉｔｙｗｏｒｌｄｗｉｄｅ
ｆｏｒ３６ｃａｎｃｅｒｓｉｎ１８５ｃｏｕｎｔｒｉｅｓ［Ｊ］．ＣＡＣａｎｃｅｒＪＣｌｉｎ，２０２１，７１

（３）：２０９－２４９．
［５］　ＫｉｍＹＪ，ＫｉｍＪＨ．Ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｉｎｃｉｄｅｎｃｅａｎｄｉｍｐｒｏｖｉｎｇｓｕｒｖｉｖａｌｏｆ

ｏｒａｌｔｏｎｇｕｅｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＳｃｉＲｅｐ，２０２０，１０（１）：
７８７７．

［６］　ＳｉｅｇｅｌＲＬ，ＭｉｌｌｅｒＫＤ，ＦｕｃｈｓＨＥ，ｅｔａｌ．ＣａｎｃｅｒＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ，２０２１
［Ｊ］．ＣＡＣａｎｃｅｒＪＣｌｉｎ，２０２１，７１（１）：７－３３．

［７］　ＬｅｎｚｅＮＲ，ＦａｒｑｕｈａｒＤＲ，ＤｏｒｉｓｍｏｎｄＣ，ｅｔａｌ．Ａｇｅａｎｄｒｉｓｋｏｆｒｅ

ｃｕｒｒｅｎｃｅｉｎｏｒａｌｔｏｎｇｕｅｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ：Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｒｅ
ｖｉｅｗ［Ｊ］．ＨｅａｄＮｅｃｋ，２０２０，４２（１２）：３７５５－３７６８．

［８］　ＥｃｏｎｏｍｏｐｏｕｌｏｕＰ，ＫｏｔｓａｎｔｉｓＩ，ＫｙｒｏｄｉｍｏｓＥ，ｅｔａｌ．Ｌｉｑｕｉｄｂｉｏｐ
ｓｙ：ＡｎｅｍｅｒｇｉｎｇｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃａｎｄｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｔｏｏｌｉｎＨｅａｄａｎｄＮｅｃｋ

ＳｑｕａｍｏｕｓＣｅｌｌＣａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＮＳＣＣ）．ＦｏｃｕｓｏｎＣｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ
ＴｕｍｏｒＣｅｌｌｓ（ＣＴＣｓ）［Ｊ］．ＯｒａｌＯｎｃｏｌ，２０１７，７４：８３－８９．

［９］　ＨａｊｅｋＭ，ＳｅｗｅｌｌＡ，ＫａｅｃｈＳ，ｅｔａｌ．ＴＲＡＦ３／ＣＹＬＤｍｕｔａｔｉｏｎｓｉ
ｄｅｎｔｉｆｙａｄｉｓｔｉｎｃｔｓｕｂｓｅｔｏｆｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｈｅａｄ

ａｎｄｎｅｃｋｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ，２０１７，１２３（１０）：

１７７８－１７９０．
［１０］ ＡｍａｂｌｅＬ．Ｃｉｓｐｌａｔｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄｏｐｐｏｒｔｕｎｉｔｉｅｓｆｏｒｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

ｍｅｄｉｃｉｎｅ［Ｊ］．ＰｈａｒｍａｃｏｌＲｅｓ，２０１６，１０６：２７－３６．
［１１］周洁，潘芳名，廖华，等．Ｚｗｉｎｔ１蛋白在头颈部鳞状细胞癌中

表达上调及其与临床特征的相关性［Ｊ］耳鼻咽喉颅底外科杂
志，２０１９，２５（５）：５０８－５１２．

［１２］ＬｕｏＢ，ＳｏｎｇＸ．Ａｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｏｖｅｒｖｉｅｗｏｆβｃａｒｂｏｌｉｎｅｓａｎｄｉｔｓ

ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓａｓａｎｔｉｃａｎｃｅｒａｇｅｎｔｓ［Ｊ］．ＥｕｒＪＭｅｄＣｈｅｍ，２０２１，２２４：
１１３６８８．

［１３］ＣｈｅｎＺ，ＣａｏＲ，ＳｈｉＢ，ｅｔａｌ．Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
ｏｆ１，９ｄｉｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄβｃａｒｂｏｌｉｎｅｓａｓｐｏｔｅｎｔＤＮＡｉｎｔｅｒｃａｌａｔｉｎｇａｎｄ

ｃｙｔｏｔｏｘｉｃａｇｅｎｔｓ［Ｊ］．ＥｕｒＪＭｅｄＣｈｅｍ，２０１１，４６（１０）：５１２７－
５１３７．

［１４］ＹｉｎＺ，ＰａｓｃｕａｌＣ，ＫｌｉｏｎｓｋｙＤＪ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ：ｍａｃｈｉｎｅｒｙａｎｄｒｅｇｕ
ｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＭｉｃｒｏｂＣｅｌｌ，２０１６，３（１２）：５８８－５９６．

（收稿日期：２０２１－１０－０６）

本文引用格式：谢章弘，张晓东，曹日晖，等．１，９二取代 β咔啉在

头颈部鳞状细胞癌中抗肿瘤机制的研究［Ｊ］．中国耳鼻咽喉颅底

外科杂志，２０２１，２７（６）：６８４－６９０．ＤＯＩ：１０．１１７９８／ｊ．ｉｓｓｎ．１００７－

１５２０．２０２１２１３７１

Ｃｉｔｅｔｈｉｓａｒｔｉｃｌｅａｓ：ＸＩＥＺｈａｎｇｈｏｎｇ，ＺＨＡＮＧＸｉａｏｄｏｎｇ，ＣＡＯＲｉｈｕｉ，

ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｔｕｍｏｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆ１，９ｄｉｓｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄβｃａｒｂｏｌｉｎｅｉｎｈｅａｄ

ａｎｄｎｅｃｋｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌＳｋｕｌｌ

ＢａｓｅＳｕｒｇ，２０２１，２７（６）：６８４－６９０．ＤＯＩ：１０．１１７９８／ｊ．ｉｓｓｎ．１００７－

１５２０．２０２１２１３７１

·０９６·




