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二氢杨梅素通过犛犜犃犜３／犅犮犾２信号通路促进犎犖犛犆犆细胞自噬和凋亡
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　　［摘要］　目的：探讨二氢杨梅素（ＤＨＭ）对人头颈鳞癌（ＨＮＳＣＣ）细胞增殖及凋亡的影响。方法：分别用不同浓度（１２．５、

２５、５０μｍｏｌ／Ｌ）ＤＨＭ处理人ＨＮＳＣＣＳＣＣ２５细胞６、１２、２４ｈ，用流式细胞仪检测ＳＣＣ２５细胞凋亡情况；用细胞免疫荧光法观

察ＳＣＣ２５细胞中自噬小体产生情况；Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ＳＣＣ２５凋亡和自噬标志物的表达。结果：１２．５、２５、５０μｍｏｌ／Ｌ的

ＤＨＭ处理２４ｈ后，ＳＣＣ２５细胞凋亡逐渐增加；细胞中凋亡标志物ＣＬＰＡＲＰ、Ｂａｘ、ＣＬｃａｓｐ３逐渐增加，Ｂｃｌ２逐渐减少（犘＜

０．０５）。１２．５、２５、５０μｍｏｌ／Ｌ的ＤＨＭ处理２４ｈ后，ＳＣＣ２５细胞自噬逐渐增强；自噬标志指标ｐＳＴＡＴ３表达上调，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３

Ⅰ的比值逐渐加大，Ｂｅｃｌｉｎ１增加，ｐ６２逐渐减少（犘＜０．０５）。抑制自噬能促进ＤＨＭ诱导的ＳＣＣ２５细胞凋亡，细胞凋亡标志物

ＣＬＰＡＲＰ、Ｂａｘ增加，Ｂｃｌ２减少（犘＜０．０５）。结论：ＤＨＭ能诱导ＨＮＳＣＣ细胞凋亡及自噬，其机制与ＳＴＡＴ３相关信号通路有

关；抑制自噬能促进ＤＨＭ诱导的ＨＮＳＣＣ细胞凋亡。
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　　头颈部鳞状细胞癌（ｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋｓｑｕａｍｏｕｓ

ｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＮＳＣＣ）是世界范围内第六大常见

的癌症，每年新增病例约６０００００例
［１］。尽管随着

分子生物学和细胞生物学技术的不断发展，ＨＮＳＣＣ

的诊断和治疗方法也在不断进步，然而近３０年来并

未明显提高ＨＮＳＣＣ患者的生存率
［１］。其原因在于

ＨＮＳＣＣ易远处转移、局部区域复发，且对现阶段化

疗方案的耐药性较高［２］。

二氢杨梅素（ｄｉｈｙｄｒｏｍｙｒｉｃｅｔｉｎ，ＤＨＭ），又名蛇

葡萄素，其化学名为３，５，７，３’，４’，５’六羟基２，３双

氢黄酮醇，是一种天然的黄酮类化合物，广泛存在

于葡萄科蛇葡萄属植物中［３］。近年来，大量研究表

明ＤＨＭ对人肝癌、人乳腺癌、卵巢癌、肺癌细胞等

具有较强的体外抑制作用［４９］，ＤＨＭ的抗肿瘤活性

作用不断得到重视。本研究通过分析 ＤＨＭ 对

ＨＮＳＣＣ细胞凋亡及自噬的影响，初步探讨ＤＨＭ

１７５　中国临床医学　２０１７年８月　第２４卷　第４期　　ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１７，Ｖｏｌ．２４，Ｎｏ．４



抗ＨＮＳＣＣ的机制，以期为ＨＮＳＣＣ的临床治疗提

供新的靶点，提高疗效。

１　材料与方法

１．１　材　料　ＳＣＣ２５细胞株购买于中国科学院上

海生命科学研究院细胞资源中心。ＤＭＥＭ培养基

购买于美国Ｇｉｂｃｏ公司，胎牛血清购买于杭州四季

青生物工程材料有限公司；ＤＨＭ 购买于美国

Ｓｅｌｌｅｃｋ公司 ；ＣＬＰＡＲＰ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ１、

ｐ６２、兔抗人ＳＴＡＴ３、ｐＳＴＡＴ３抗体购买于美国

ＣＳＴ公司，鼠抗人ＧＡＰＤＨ抗体购买于英国Ａｂｃａｍ

公司；３ＭＡ、ＡＴＧ５ｓｉＲＮＡ 购买于美国Ｓａｎｔａ公

司；Ｃａｓｐａｓｅ３试剂盒购自碧云天生物有限公司。

１．２　细胞培养　ＳＣＣ２５细胞接种在胎牛血清（体

积浓度为１０％）并含１００Ｕ／Ｌ青霉素、１００ｍｇ／Ｌ链

霉素的新鲜ＤＭＥＭ 培养液中培养，培养条件为

３７℃、饱和湿度、５％ＣＯ２
［１０］。

１．３　流式细胞学分析　选取对数生长期的ＳＣＣ２５

细胞制成单细胞悬液，接种于１２孔板，密度为每孔

２×１０５／ｍＬ。培养２４ｈ后，分别加入含有１２．５、２５、

５０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ的培养液，于离心管２５１．５５×犵

离心１０ｍｉｎ，弃上清，加入固定液（预冷的７５％乙

醇）１ｍＬ，４℃过夜。第２天转移至５ｍＬＥＰ管中，

１１１．８×犵离心１０ｍｉｎ，弃上清。用标记凋亡细胞的

异硫氰酸荧光素（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）

标记膜联蛋白Ⅴ或标记坏死细胞的荧光染料碘化

丙啶处理后，４℃避光条件下静置２ｈ，置于流式细

胞仪进行检测。每组重复３个样本，重复实验３次。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测凋亡指标　取对数生长

期的ＳＣＣ２５细胞，消化后以每孔２ｍＬ的量接种于

６孔板中，细胞密度为（２．０～３．０）×１０６／ｍＬ。培养

条件为３７℃、５％ＣＯ２。培养２４ｈ后，分别加入

１２．５、２５、５０μｍｏｌ／Ｌ的ＤＨＭ，培养６、１２、２４ｈ后，

提取细胞总蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测凋亡指标

（ＣＬＰＡＲＰ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ）及自噬指标（ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ１、

ｐ６２）蛋白的表达。用ＩｍａｇｅＪ软件扫描各条带进行

半定量分析，以上述目的蛋白电泳条带灰度值与内

参照ＧＡＰＤＨ条带灰度值的比值作为各蛋白的相

对表达水平。实验重复３次。

１．５　酶法检测ｃａｓｐａｓｅ３活性　细胞加入自噬的抑

制剂３ＭＡ和敲除自噬成膜特异性基因ＡＴＧ５处

理后，加入５０μｍｏｌ／Ｌ的ＤＨＭ处理２４ｈ后，胰酶

消化，并用细胞裂解液裂解，离心取上清，按照碧云

天说明书进行ｃａｓｐａｓｅ３活性的检测
［１１］。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行分

析。计量资料以珔狓±狊表示，进行方差分析。检验水

准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＤＨＭ 诱导ＳＣＣ２５细胞凋亡　１２．５、２５、

５０μｍｏｌ／Ｌ的ＤＨＭ处理ＳＣＣ２５细胞２４ｈ后，细

胞凋亡率分别为６．００％、２４．９３％及３８．１７％（图

１Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测发现，ＣＬＰＡＲＰ、Ｂａｘ、ＣＬ

ｃａｓｐ３随着ＤＨＭ浓度的增加而增加，Ｂｃｌ２则随着

ＤＨＭ浓度的增加而减少（犘＜０．０５，图１Ｂ）。用

５０μｍｏｌ／Ｌ的ＤＨＭ 分别处理ＳＣＣ２５细胞６、１２、

２４ｈ后，ＣＬＰＡＲＰ、Ｂａｘ及ＣＬｃａｓｐ３逐渐增加，而

Ｂｃｌ２逐渐减少（犘＜０．０５，图１Ｃ）。

２．２　ＤＨＭ诱导ＳＣＣ２５细胞自噬　免疫荧光检测

结果显示，培养２４ｈ后，ＬＣ３阳性细胞数随ＤＨＭ

浓度的增加而增加（犘＜０．０５，图２Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎ印

迹检测发现，随着ＤＨＭ浓度的增加或时间的延长，

ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ的比值逐渐加大，Ｂｅｃｌｉｎ１增加，而

ｐ６２逐渐减少（犘＜０．０５，图２Ｂ、２Ｃ）。

２．３　ＤＨＭ通过靶向影响ＳＴＡＴ３促进ＳＣＣ２５细

胞自噬　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果表明，培养２４ｈ后，随

着ＤＨＭ浓度的增加，磷酸化ＳＴＡＴ３蛋白逐渐增

加（犘＜０．０５，图３Ａ）。ＤＨＭ５０μｍｏｌ／Ｌ处理ＳＣＣ

２５细胞６、１２、２４ｈ后，ｐＳＴＡＴ３表达逐渐增加

（犘＜０．０５，图３Ｂ）。用ＳＴＡＴ３的特异性抑制剂

ＮＳＣ７４８５９抑制ＳＣＣ２５细胞中ｐＳＴＡＴ３的表达

２４ｈ后，再用５０μｍｏｌ／Ｌ的ＤＨＭ处理ＳＣＣ２５细

胞２４ｈ，结果发现，细胞自噬水平下降（ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３

Ⅰ比值下降），细胞凋亡水平升高（ＣＬＰＡＲＰ、Ｂａｘ

的表达增加，Ｂｃｌ２表达降低；犘＜０．０５，图３Ｃ）。

２．４　抑制自噬显著增强ＤＨＭ引起的ＳＣＣ２５细

胞凋亡　通过使用自噬的抑制剂３ＭＡ和敲除自噬

成膜特异性基因ＡＴＧ５观察自噬抑制后对凋亡的

影响。５０μｍｏｌ／Ｌ的ＤＨＭ处理ＳＣＣ２５细胞后，细

胞中 的 ｃａｓｐａｓｅ３ 活 性 增 强；３ＭＡ 和 ＡＴＧ５

ｓｉＲＮＡ处理后，ｃａｓｐａｓｅ３活性进一步增强（犘＜

０．０５，图４）。
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图１　犇犎犕诱导犛犆犆２５细胞凋亡

　　Ａ：流式细胞仪检测不同浓度ＤＨＭ对ＳＣＣ２５细胞凋亡的影响；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测不同浓度ＤＨＭ处理ＳＣＣ２５细胞后凋亡相关指标

ＣＬＰＡＲＰ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＣＬｃａｓｐ３蛋白的表达变化；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＤＨＭ处理ＳＣＣ２５细胞后不同时间点凋亡相关指标ＣＬＰＡＲＰ、Ｂｃｌ２、

Ｂａｘ、ＣＬｃａｓｐ３蛋白的表达变化．犘＜０．０５，犘＜０．０１与对照组相比；狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

部分癌症患者对化疗药物不敏感或耐受，因

此，亟需发现一些潜在的治疗癌症的药物。ＤＨＭ

有多种生物学效应［１２１６］，如抗毒性、抗肿瘤及抗乙

醇中毒活性。但是，ＤＨＭ抗肿瘤的具体机制目前

尚不清楚。研究［１７］显示，ＤＨＭ可以通过ｐ５３相关

信号通路促进人类胃癌细胞凋亡。研究［１８］发现，在

人类肝癌细胞中，ＤＨＭ通过ｐ５３／Ｂｃｌ２信号通路协

同萘达铂的杀肿瘤效应。本研究中，ＤＨＭ可以诱

导ＳＣＣ２５细胞自噬及凋亡，凋亡相关蛋白ＣＬ

ＰＡＲＰ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃｌｃａｓｐ３及自噬相关蛋白ＬＣ３、

Ｂｅｃｌｉｎ１、ｐ６２表达改变，且ｐＳＴＡＴ３表达增加。

细胞自噬普遍存在于真核细胞中［１９］。自噬在

生物体存活中起着双刃剑的作用：一方面细胞可以

通过自噬吸取能量来维持细胞正常的新陈代谢；另

一方面，自噬可以导致细胞死亡。本研究中，首先

用３ＭＡ抑制细胞的自噬过程，再用ＤＨＭ处理肿

瘤细胞，发现细胞中ｃａｓｐａｓｅ３活性增强；然后，在基

因水平上沉默自噬过程中起决定作用的ＡＴＧ５基

因，再用ＤＨＭ处理肿瘤细胞，发现细胞中ｃａｓｐａｓｅ

３的活性也增强。结果说明，在 ＨＮＳＣＣ细胞中，

ＤＨＭ引起的细胞自噬对肿瘤细胞起保护作用。

３７５　中国临床医学　２０１７年８月　第２４卷　第４期　　ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１７，Ｖｏｌ．２４，Ｎｏ．４



图２　犇犎犕诱导犛犆犆２５细胞自噬

　　Ａ：免疫荧光法检测不同浓度ＤＨＭ处理后ＬＣ３阳性ＳＣＣ２５细胞；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测不同浓度ＤＨＭ处理ＳＣＣ２５细胞后自噬相关指

标ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１、ｐ６２蛋白的表达变化；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＤＨＭ处理ＳＣＣ２５细胞后不同时间点自噬相关指标ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、

Ｂｅｃｌｉｎ１、ｐ６２蛋白的表达水平变化．犘＜０．０５，犘＜０．０１与对照组相比；狀＝３，珔狓±狊

　　ＳＴＡＴ３是信号转导和转录激活因子家族的重

要成员之一。持续激活ＳＴＡＴ３信号转导通路可导

致肿瘤发生、发展。体内外使某些肿瘤细胞中的

ＳＴＡＴ３信号通路被阻断，可使细胞的增殖和存活

被抑制，并 诱 导 细 胞 自 噬［２０］。本 研 究 发 现，

ｐＳＴＡＴ３的表达随ＤＨＭ 浓度的增加而增加；用

ｐＳＴＡＴ３特异性抑制剂ＮＳＣ７４８５９抑制ｐＳＴＡＴ３

的活性后，ＤＨＭ 所导致的肿瘤细胞自噬减少，而

ＤＨＭ所引起的肿瘤细胞凋亡增多。

综上所述，本研究结果表明，人ＨＮＳＣＣ细胞凋

亡及自噬水平可在ＤＨＭ所诱导下升高，其机制可

能与ＳＴＡＴ３信号通路相关，提示抑制自噬可使

ＤＨＭ的抗癌能力显著增强，ＤＨＭ联合应用抗自噬

药物会加强抗肿瘤效应。但是，目前国内外基于

ＤＨＭ抗肿瘤效应的研究中，各种肿瘤细胞对ＤＨＭ

的敏感性机制并不一致［４９］。本研究证明，ＤＨＭ可

诱导自噬和凋亡，而ＳＴＡＴ３信号的研究说明引起

的自噬起保护作用，为了增加ＤＨＭ的杀肿瘤效应

可以联合使用自噬抑制剂。
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图３　犇犎犕通过促进狆犛犜犃犜３的表达影响犛犆犆２５细胞自噬及凋亡蛋白的表达

　　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测不同浓度ＤＨＭ处理ＳＣＣ２５细胞后ｐＳＴＡＴ３蛋白的表达变化；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＤＨＭ处理ＳＣＣ２５细胞后不

同时间点ｐＳＴＡＴ３蛋白的表达变化；Ｃ：ｐＳＴＡＴ３特异性抑制剂ＮＳＣ７４８５９处理细胞后，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测自噬相关指标ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ及凋

亡相关指标ＣＬＰＡＲＰ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的表达变化．犘＜０．０５，犘＜０．０１与对照组相比；Δ犘＜０．０５，ΔΔ犘＜０．０１与ＮＳＣ７４８５９处理组相比；

狀＝３，珔狓±狊

图４　３犕犃（犃）和犃犜犌５狊犻犚犖犃（犅）抑制自噬增强犇犎犕对犛犆犆２５细胞中犮犪狊狆犪狊犲３活性的增强效应

犘＜０．０１与对照组相比；△△犘＜０．０１与ＤＨＭ组相比较；狀＝３，珔狓±狊
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