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基于 AMPK/ULK1 介导的自噬探讨牡荆素对鼻咽癌 CNE-2 细胞裸鼠移植瘤
生长抑制作用及其机制 

袁东杰，李艳峰，卢振民* 

新乡医学院第一附属医院 耳鼻咽喉科，河南 新乡  453100 

摘  要：目的  探究牡荆素对鼻咽癌 CNE-2 细胞裸鼠移植瘤生长的抑制作用及其可能的调控机制。方法  将 BALB/c 裸鼠

通过左侧前肢腋窝下接种 CNE-2 细胞构建鼻咽癌裸鼠成瘤模型，待模型构建成功后随机分为模型组、牡荆素组（5、10 mg/kg）、

腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）激动剂组（AICAR，200 mg/kg）、牡荆素＋AMPK 抑制剂组（Compound C，20 mg/kg），每

组各 10 只。牡荆素组分别按照相应剂量 ig；AICAR 组 ip 200 mg/kg AICAR；牡荆素＋Compound C 组采取 ig 10 mg/kg 牡荆

素的同时 ip 20 mg/kg Compound C，以上各组连续给药 21 d。给药结束后测定裸鼠移植瘤体积和质量；苏木素–伊红（HE）

染色观察移植瘤组织病理学改变；TUNEL 染色检测肿瘤组织细胞凋亡情况；免疫组织化学检测肿瘤组织微管相关蛋白轻链

3（LC3）-II、泛素结合蛋白（p62）蛋白表达；免疫荧光检测肿瘤组织 LC3-II 和半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3（Caspase-3）表

达；Western blotting 检测肿瘤组织 Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）、B 淋巴细胞瘤-2（Bcl-2）、Casapse-3 蛋白及 AMPK/UNC-51 样

激酶 1（ULK1）通路相关蛋白相对表达。结果  与模型组相比，牡荆素各剂量组、AICAR 组肿瘤生长缓慢，肿瘤体积和质

量均显著降低（P＜0.05）；肿瘤细胞凋亡率，Caspase-3、LC3-II、Bax/Bcl-2、p-AMPK/AMPK、p-ULK1/ULK1 蛋白表达均显

著升高，p62 蛋白表达均显著降低（P＜0.05）。与牡荆素 10 mg/kg 组相比，牡荆素＋Compound C 组肿瘤生长良好，肿瘤体

积和质量均增加（P＜0.05），肿瘤细胞凋亡率，Caspase-3、LC3-II、Bax/Bcl-2、p-AMPK/AMPK、P-ULK1/ULK1 蛋白表达均

显著降低，p62 蛋白表达均显著升高（P＜0.05）。结论  牡荆素能够抑制鼻咽癌 CNE-2 细胞裸鼠移植瘤生长，其机制与激活

AMPK/ULK1 通路介导的自噬，促进肿瘤细胞凋亡相关。 
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Inhibitory effect and mechanism of vitexin on the growth of transplanted 

nasopharyngeal carcinoma CNE-2 cells in nude mice based on AMPK/ULK1 

mediated autophagy 
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Abstract: Objective  To investigate the inhibitory effect of vitexin on the growth of nasopharyngeal carcinoma CNE-2 cells 

transplanted into nude mice and its possible regulatory mechanism. Methods  BALB/c nude mice were inoculated with CNE-2 cells 

under the left forearm armpit to construct a nasopharyngeal carcinoma nude mice tumor model. After the model was successfully 

constructed, they were randomly divided into model group, vitexin group (5 and 10 mg/kg), AMPK agonist group (AICAR, 200 

mg/kg), and vitexin + AMPK inhibitor group (Compound C, 20 mg/kg), with 10 mice in each group. Vitexin group was ig administered 

at corresponding doses, AICAR group received ip injection of 200 mg/kg AICAR, vitexin + Compound C group received 10 mg/kg 

vitexin by ig and ip injection of 20 mg/kg Compound C, and the above groups were continuously administered for 21 d. Measure the 

volume and mass of transplanted tumor in nude mice after administration. HE staining was used to observe the pathological changes 

of the transplanted tumor tissue, TUNEL staining was used to detect apoptosis in tumor tissue. Detection of LC3-II and p62 protein 

expression by immunohistochemical in tumor tissue, immunofluorescence detection of LC3-II and Caspase-3 expression in tumor 

                                         

收稿日期：2023-11-19 

基金项目：河南省高等学校重点科研项目（20B320117） 

作者简介：袁东杰，男，主治医师，硕士，研究方向为耳鼻咽喉中医药治疗。E-mail: yuandongjie198601@163.com 

*通信作者：卢振民，男，主任医师，研究方向为耳鼻咽喉中医药治疗。E-mail: lzhmin@126.com 

mailto:yuandongjie198601@163.com


第 39 卷第 2 期  2024 年 2 月      现代药物与临床    Drugs & Clinic      Vol. 39 No. 2 February 2024 ·282· 

tissue, Western blotting was used to detect the relative expression of Bax, Bcl-2, Casapse-3 proteins, and AMPK/ULK1 pathway related 

proteins in tumor tissue. Results  Compared with the model group, the tumor growth was slow, tumor volume and mass were 

significantly reduced (P < 0.05), tumor cell apoptosis rate, the protein expression of Caspase-3, LC3-II, Bax/Bcl-2, p-AMPK/AMPK, 

p-ULK1/ULK1 were significantly increased, and p62 protein expression were significantly reduced (P < 0.05) in each dose group of 

vitexin. Compared with the 10 mg/kg group of vitexin, the vitexin + Compound C group showed good tumor growth, increased tumor 

volume and mass (P < 0.05), increased tumor cell apoptosis rate, the protein expression of Caspase-3, LC3-II, Bax/Bcl-2, p-

AMPK/AMPK, p-ULK1/ULK1 were significantly decreased, while p62 protein expression were significantly increased (P < 0.05). 

Conclusion  Vitexin can inhibit the growth of nasopharyngeal carcinoma CNE-2 cells transplanted into nude mice, and its mechanism 

is related to activating AMPK/ULK1 pathway mediated autophagy and promoting tumor cell apoptosis. 
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鼻咽癌是临床上常见的头颈部恶行肿瘤，发病

率为耳鼻咽喉恶性肿瘤之首，具很强的地域分布

性，常发于我国南方地区[1]。目前，临床上关于鼻

咽癌患者治疗主要通过同步放化疗方式，但是长期

的放化疗容易造成患者复发和病灶转移[2]。因此，

积极探寻鼻咽癌的发病机制及相关治疗靶点是目

前迫切需要的。细胞自噬在肿瘤的发生发展、浸润

转移及耐药性中发挥双重调控作用，被认为是肿瘤

治疗潜在的重要机制[3]。多项研究证实，细胞自噬

参与了鼻咽癌细胞的增殖、凋亡及转移[4-5]。激活细

胞自噬能够抑制鼻咽癌细胞增殖，诱导细胞凋亡[6]。

但也有部分研究证实，自噬对鼻咽癌细胞的增殖和

生长具有显著的促进作用，通过激活细胞自噬能够

抑制细胞凋亡，促进细胞增殖，提高鼻咽癌细胞的

存活[7-8]。以上研究表明自噬在鼻咽癌中可能发挥

“双刃剑”作用。因此，以细胞自噬为靶点的研究将

对鼻咽癌新药的开发具有重大意义。 

牡荆素是一种天然的生物活性黄酮类化合物，

具有抗炎、抗氧化以及抗肿瘤等多种生物学活性，

且对疾病的治疗效果较为显著，不良反应小、安全

性较高等优势，被认为是一种极具开发潜力的活性

天然化合物[9-10]。研究显示，牡荆素能够发挥抗结直

肠癌[11]、肺癌[12]、肝癌[13]等作用。Wang 等[14]研究

证实，牡荆素能够通过调控核因子-κB（NF-κB）通

路诱导鼻咽癌细胞凋亡，抑制细胞生长，表明牡荆

素可能是未来鼻咽癌潜在的治疗药物。腺苷酸活化

蛋白激酶（AMPK）/UNC-51 样激酶 1（ULK1）是

介导细胞自噬形成的重要信号通路，参与鼻咽癌细

胞自噬调节，进而抑制细胞增殖，促进细胞凋亡发

生[15]。Zhang 等[16]研究证实，牡荆素能过够通过激

活 AMPK 信号通路介导的细胞自噬，改善氧化低密

度脂蛋白介导的内皮损伤。此外，牡荆素能够通过

激活 AMPK/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）信

号通路诱导细胞自噬水平升高，促进细胞凋亡，从

而抑制肾细胞癌生长[17]。以上研究提示牡荆素很有

可能通过调控 AMPK/ULK1 介导的细胞自噬途径

抑制鼻咽癌裸鼠移植瘤生长。为此，本研究拟通过

对BALB/c裸鼠左侧前肢腋窝下接种CNE-2细胞构

建鼻咽癌裸鼠成瘤模型，探究牡荆素对其移植瘤生

长及 AMPK/ULK1 介导的细胞自噬通路的影响，旨

在阐明牡荆素抗鼻咽癌生长的作用机制。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  细胞和动物  人鼻咽癌细胞 CNE-2 购自中

国科学院上海细胞库；50 只 SPF 级的 BALB/c 裸

鼠，雌雄各半，体质量 18～20 g，周龄 4～6 周，动

物购自北京维通利华实验动物技术有限公司[生产

许可证号 SCXK（京）2021-0012]。动物饲养于新乡

医学院实验动物中心，温度（25±1）℃，相对湿度

60%～70%，昼夜 12 h/12 h 交替光照，自由饮食，

饮水，所有小鼠均适应性喂养 1 周，且动物实验经

过新乡医学院第一附属医院医学伦理委员会审准

（批准号 LLSC2021-11-002）。 

1.1.2  试剂  牡荆素（质量分数＞98%，成都植标

化纯生物技术有限公司，批号 20220312）；AMPK

激动剂 AICAR、AMPK 抑制剂 Compound C（美国

Selleck 公司，货号 S1802、S7306）；苏木素–伊红

（HE）染色试剂盒、TUNEL 染色检测试剂盒、蛋白

质浓度测定试剂盒、ECL 发光液、山羊抗兔二抗、

山羊抗小鼠二抗、β-肌动蛋白（β-actin）小鼠单克隆

抗体、DAPI 染色液（上海碧云天生物技术公司，货

号 C0105S、C1091、P0011、P0018FS、A0409、A0413、

AF5001、C1005）；免疫组化检测试剂盒（北京中杉

金桥生物技术有限公司，货号 SP-9001）；Bcl-2 相

关 X 蛋白（Bax）抗体、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-

3（Caspase-3）抗体、B 淋巴细胞瘤-2（Bcl-2）抗体、
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p-AMPK（Thr172）抗体、AMPK、p-ULK1（Ser317）

抗体、ULK1 抗体、微管相关蛋白轻链 3（LC3）-II

抗体、泛素结合蛋白（p62）抗体（美国 Cell Signaling 

Technology 公司，货号 2772、9662、15071、50081、

2532、37762、8054、2775、5114）。 

1.1.3  仪器  Gel Doc XR+型凝胶成像系统（美国

Bio-Rad 伯乐公司）；CKX53 型荧光倒置显微镜（日

本奥林巴斯）；H3-18KR 型高速冷冻离心机（湖南

可成仪器设备有限公司）；LD-96A 型酶标仪（山东

莱恩德智能科技有限公司）。 

1.2  方法 

1.2.1  鼻咽癌 CNE-2 细胞裸鼠移植瘤模型构建[18]、

分组及给药  取对数生长期的人鼻咽癌 CNE-2 制

备成单细胞悬液，调整细胞密度为 1×106 个/mL。

将 0.2 mL 细胞悬液 sc 于裸鼠左侧前肢腋窝下，以

皮下肿瘤组织隆起直径大于 0.5 cm 视为模型构建

成功。待裸小鼠移植瘤模型构建成功后将其随机分

为模型组、牡荆素（5、10 mg/kg）组、AICAR（200 

mg/kg）组、牡荆素（10 mg/kg）＋Compound C（20 

mg/kg）组，每组各 10 只。牡荆素临用前使用生理

盐水稀释至所需浓度。 

牡荆素组裸鼠分别 ig 5、10 mg/kg 牡荆素[19]；

AICAR 组裸鼠 ip 200 mg/kg AICAR；牡荆素＋

Compound C 组裸鼠 ig 10 mg/kg 牡荆素的同时 ip 20 

mg/kg Compound C[20]；模型组裸鼠 ig 等量的生理

盐水，各组均给药 1 次/d，连续给药 21 d。给药后，

次日将裸鼠颈椎脱臼处死，并剥离肿瘤组织进行相

关实验检测。 

1.2.2  移植瘤生长体积、质量及抑瘤率测定  各组

裸鼠于造模成功后 3、7、14、21 d，利用游标卡尺

测量肿瘤体长径（a）和短径（b），并计算肿瘤体积。

21 d 后各组裸鼠 ip 戊巴比妥钠麻醉，行颈椎脱臼处

死，剥离肿瘤体，称量质量（W），计算抑瘤率。 

肿瘤体积＝（a×b2）/2 

抑瘤率＝1－W 给药/W 模型 

1.2.3  肿瘤组织病理学观察  将肿瘤体组织放于

4%的多聚甲醛中固定 24 h、梯度乙醇脱水、二甲苯

透明、组织石蜡包埋、切片，行 HE 染色、封片、

复染，之后于显微镜下观察组织形态学变化。 

1.2.4  TUNEL 染色检测肿瘤组织细胞凋亡  按照

TUNEL 染色试剂盒进行染色，通过光学显微镜下

观察并计数 TUNEL 阳性细胞数。其中 TUNEL 阳

性细胞核呈棕黄色颗粒，即为凋亡细胞，每张切片

随机选取 6 个视野，计算 TUNEL 阳性细胞率。 

TUNEL 阳性细胞率＝TUNEL 阳性细胞数/总细胞数 

1.2.5  免疫组化检测肿瘤组织 LC3-II、p62 蛋白表

达  给药 21 d 后，各组裸鼠 ip 戊巴比妥钠麻醉，

行颈椎脱臼处死，剥离瘤体组织经 4%多聚甲醛固

定，乙醇脱水，石蜡包埋、切片后采用内源性过氧

化物酶阻断剂阻断、抗原修复、组织封闭后，滴加

LC3-II 抗体、p62 抗体（1∶500），孵育过夜，对应

二抗孵育 2 h，滴加 DAB 显色液，苏木素复染，于

200 倍显微镜下观察肿瘤体组织 LC3-II、p62 着色

情况，并通过 Image Pro-Plus 6.0 软件分析肿瘤体组

织 LC3-II 及 p62 蛋白相对表达水平。 

1.2.6  免疫荧光检测肿瘤组织 LC3-II、Caspase-3 蛋

白表达  将各组裸小鼠肿瘤组织切片放入 PBS 缓

冲液中清洗，经 0.2% TritionX-100 透化 5 min，PBS

缓冲液清洗后 10%的 BSA 溶液封闭 60 min，阻断

非特异性反应，去除切片上残留的 BSA 后，行双重

免疫荧光染色，室温条件下分别孵育 LC3-II 抗体

（1∶200）和 Caspase-3 抗体（1∶200）4 h，去除一

抗后避光条件下孵育荧光素酶标记的山羊抗小鼠

或山羊抗兔二抗 2 h，PBS 缓冲液清洗后，DPAI 进

行细胞核染色 5 min，最后滴加抗荧光淬灭剂，避光

条件下荧光显微镜下观察并拍照。LC3-II、Caspase-

3 表达水平以平均荧光强度表示。 

平均荧光强度＝区域荧光强度总和/区域面积 

1.2.7  Western blotting 检测 AMPK/ULK1 通路及凋

亡相关蛋白表达  末次给药结束后，立即将裸鼠处

死，剥离肿瘤体并提取总蛋白，按照质量与体积比

1∶5 加入细胞裂解液，于 4 ℃条件下裂解 40 min；

BCA 法测定各组肿瘤组织蛋白质浓度；蛋白上样

（按照每孔上样量 30 μg 计算得出上样体积）；凝胶

电泳；湿转法转膜；5% BSA 室温封闭 2 h；分别加

p-AMPK 抗体（1∶500）、AMPK 抗体（1∶500）、

p-ULK1 抗体（1∶500）、ULK1 抗体（1∶500）、Bax

抗体（1∶1 000）、Bcl-2 抗体（1∶1 000）、Caspase-

3（1∶500）、β-actin 抗体（1∶2 000），4 ℃条件下

孵育 16 h；37 ℃条件下二抗孵育 60 min；去除二

抗后 TBST 洗膜 15 min；滴加显影液后于 Gel Doc 

XR+成像系统中显影拍照，并采用 Image Pro Plus 6.0

软件进行蛋白质条带灰度值半定量分析。  

1.2.8  统计学分析  SPSS22.0 软件进行统计学数

据处理。数据以x ± s 表示，数据满足正态分布且

方差齐性，多组间比较采用单因素方差分析，组间
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两两比较采用 LSD-t 检验。 

2  结果 

2.1  牡荆素对鼻咽癌裸鼠移植瘤生长的影响 

给药后 3 d，各组裸鼠移植瘤体积组间比较均

无显著差异。给药后 7、14、21 d，与模型组相比，

牡荆素各剂量组、AICAR 组移植瘤体积均明显减小

（P＜0.05）。给药后 7、14、21 d，与牡荆素 10 mg/kg

组相比，牡荆素＋Compound C 组移植瘤体积显著

增大（P＜0.05）。 

给药后 21 d，与模型组相比，牡荆素各剂量组、

AICAR 组移植瘤质量均显著降低（P＜0.05）。与牡

荆素 10 mg/kg 组相比，牡荆素＋Compound C 组移

植瘤质量显著增加（P＜0.05），各给药组肿瘤抑制

率分别为 24.86%、35.26%、25.92%、13.76%，见图

1、表 1。 

 

图 1  牡荆素裸鼠移植瘤生长的影响 

Fig. 1  Effect of vitexin on the growth of transplanted 

tumors in nude mice 

表 1  各组裸鼠鼻咽癌细胞移植瘤生长变化（x ± s，n = 10） 

Table 1  Growth changes of transplanted nasopharyngeal carcinoma cells of nude mice in each group (x ± s, n = 10 ) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) 
肿瘤体积/mm3 

肿瘤质量/g 
给药后 3 d 给药后 7 d 给药后 14 d 给药后 21 d 

模型 — 135.87±14.66 410.22±31.99 1 102.46±69.72 1 885.61±100.40 1.89±0.31 

牡荆素   5 140.22±18.79 387.13±22.71* 652.03±66.29* 724.45±88.05* 1.35±0.24* 

  10 141.01±20.34 356.44±21.02* 471.48±66.23* 542.97±62.55* 1.23±0.18* 

AICAR 200 139.20±17.78 389.26±30.15* 671.33±71.25* 749.11±66.43* 1.32±0.26* 

牡荆素＋Compound C 10＋20 136.69±15.46 400.27±28.93# 926.91±81.48# 1 523.84±95.92# 1.63±0.32# 

与模型组比较：*P＜0.05；与牡荆素 10 mg∙kg−1组比较：#P＜0.05。 

*P < 0.05 vs model group; #P < 0.05 vs vitexin 10 mg∙kg−1 group. 

2.2  牡荆素对鼻咽癌裸鼠移植瘤病理学的影响 

与模型组相比，牡荆素各剂量组、AICAR 组肿

瘤细胞生长较差，可见肿瘤细胞排列疏松，部分细

胞胞质减少，细胞核出现不同程度的固缩，细胞间

出现淋巴细胞和中性粒细胞浸润。与牡荆素 10 

mg/kg 组相比，牡荆素＋Compound C 肿瘤组织细胞

生长状态良好，肿瘤细胞排列相对紧密，细胞间淋

巴细胞和中性粒细胞浸润明显降低，见图 2。 

2.3  牡荆素对鼻咽癌裸鼠移植瘤细胞凋亡的影响 

与模型组相比，牡荆素各剂量组、AICAR 组移

植瘤中 Caspase-3、Bax、Bcl-2 蛋白表达和细胞凋亡

率均显著升高（P＜0.05）。与牡荆素 10 mg/kg 组相

比，牡荆素高剂量＋Compound C 组移植瘤中

Caspase-3、Bax、Bcl-2 蛋白表达和细胞凋亡率均显

著降低（P＜0.05），见图 3、4 和表 2。 

2.4  牡荆素对鼻咽癌裸鼠移植瘤细胞自噬的影响 

与模型组相比，牡荆素各剂量组和 AICAR 组

移植瘤组织中细胞自噬相关蛋白 LC3-II 表达显著

升高，p62 表达显著降低（P＜0.05）。与牡荆素 10 

mg/kg 组相比，牡荆素＋Compound C 组裸鼠肿瘤组

织 LC3-II 表达显著降低，p62 表达显著升高（P＜

0.05），见图 5、表 3。 

 

图 2  各组裸鼠移植瘤组织病理学变化（HE，×400） 

Fig. 2  Pathological changes of xenograft tissues in nude mice of each group (HE, × 400） 
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图 3  各组裸鼠移植瘤组织中 Bax、Bcl-2、Caspase-3 蛋白

表达条带图 

Fig. 3  Bands of Bax, Bcl-2, and Caspase-3 protein 

expression in xenograft tissues of nude mice in each group 

2.5  牡荆素对鼻咽癌裸鼠移植瘤组织 LC3-II 和

Caspase-3 荧光表达的影响 

免疫荧光检测显示，与模型组相比，牡荆素各

剂量组和 AICAR 组移植瘤组织中 LC3-II 和

Caspase-3 蛋白表达明显升高（P＜0.05）。与牡荆素

10 mg/kg 组相比，牡荆素＋Compound C 组能够抑

制牡荆素对 LC3-II 和 Caspase-3 的表达，见图 6、

表 4。 

2.6  牡荆素对鼻咽癌裸鼠移植瘤组织 AMPK/ 

ULK1 信号通路的影响 

与模型组相比，牡荆素各剂量组、AICAR 组移

植瘤组织中 p-AMPK/AMPK、p-ULK1/ULK1 均显

著升高（P＜0.05）。与牡荆素 10 mg/kg 组相比，牡 

 

图 4  各组鼻咽癌裸鼠移植瘤组织细胞凋亡染色（TUNEL，×400） 

Fig. 4  Apoptosis staining of nasopharyngeal carcinoma xenograft tissues in nude mice of each group (TUNEL, ×400) 

表 2  各组鼻咽癌裸鼠移植瘤组织 Bax/Bcl-2、Caspase-3 蛋白相对表达和细胞凋亡率比较（x ± s，n = 10） 

Table 2  Comparison of Bax/Bcl-2, Caspase-3 protein relative expression and apoptosis rate in nasopharyngeal carcinoma 

xenograft tissues of nude mice in each group (x ± s, n = 10 ) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) Bax/Bcl-2 Caspase-3 凋亡率/% 

模型 — 0.41±0.07 1.01±0.11 18.97±3.66 

牡荆素   5 1.03±0.12* 1.83±0.19* 48.37±8.22* 

  10 2.11±0.23* 2.31±0.25* 59.55±7.63* 

AICAR 200 1.88±0.17* 1.94±0.26* 41.16±6.29* 

牡荆素＋Compound C 10＋20 0.39±0.06# 1.16±0.17# 24.62±4.39# 

与模型组比较：*P＜0.05；与牡荆素 10 mg∙kg−1组比较：#P＜0.05。 

*P < 0.05 vs model group; #P < 0.05 vs vitexin 10 mg∙kg−1 group. 

 

图 5  各组鼻咽癌裸鼠移植瘤组织中 LC3-II、p62 表达（IHC，×200） 

Fig. 5  Expression of LC3-II and p62 in nude mice xenograft tissues nasopharyngeal carcinoma tissues in each group (IHC, ×200） 
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表 3  各组鼻咽癌裸鼠移植瘤组织中 LC3-II、p62 蛋白相对表达比较（x ± s，n = 10） 

Table 3  Comparison of LC3-II and p62 protein relative expression in nasopharyngeal carcinoma xenograft tissues of nude 

mice in each group (x ± s, n = 10 ) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) 
蛋白相对表达量 

LC3-II p62 

模型 — 0.022±0.004 0.310±0.042 

牡荆素   5 0.061±0.007* 0.212±0.021* 

  10 0.101±0.012* 0.126±0.013* 

AICAR 200 0.234±0.024* 0.091±0.004* 

牡荆素＋Compound C 10＋20 0.033±0.005# 0.254±0.019# 

与模型组比较：*P＜0.05；与牡荆素 10 mg∙kg−1组比较：#P＜0.05。 

*P < 0.05 vs model group; #P < 0.05 vs vitexin 10 mg∙kg−1 group. 

 
图 6  各组鼻咽癌裸鼠移植瘤组织中 LC3-II、Caspase-3 平均荧光强度表达（IF，×400） 

Fig. 6  Mean fluorescence intensity expression of LC3-II and Caspase-3 in nude mice xenograft tissues nasopharyngeal 

carcinoma tissues in each group (IF, ×400） 

荆素＋Compound C 组移植瘤组织中 p-AMPK/ 

AMPK、p-ULK1/ULK1 比值均显著降低（P＜0.05），

见图 7、表 5。 

3  讨论 

鼻咽癌来源鼻黏膜上皮，是常见的头颈部恶性

肿瘤之一，具有明显的地域差异，同步方化疗被认
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表 4  各组鼻咽癌裸鼠移植瘤组织中 LC3-II、Caspase-3 平均荧光强度表达比较（x ± s，n = 10） 

Table 4  Comparison of LC3-II and Caspase-3 mean fluorescence intensity expression in nasopharyngeal carcinoma 

xenograft tissues of nude mice in each group (x ± s, n = 10 ) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) LC3-II Cspase-3 

模型 — 100.34±18.91 394.15±25.66 

牡荆素   5 437.65±24.67* 779.15±49.82* 

  10 734.77±45.77* 994.47±75.58* 

AICAR 200 1 048.33±88.14* 1 430.32±124.07* 

牡荆素＋Compound C 10＋20 311.25±45.11# 544.02±52.23# 

与模型组比较：*P＜0.05；与牡荆素 10 mg∙kg−1组比较：#P＜0.05。 

*P < 0.05 vs model group; #P < 0.05 vs vitexin 10 mg∙kg−1 group. 

 

图 7  各组裸鼠移植瘤组织中 AMPK/ULK1 通路相关蛋白

表达条带图 

Fig. 7  Expression bands of AMPK/ULK1 pathway related 

proteins in xenograft tissues of nude mice in each group 

为是临床上治疗局部晚期鼻咽癌的主要手段。临床

研究发现，长期的化疗药物治疗鼻咽癌具有不良反

应大，敏感性差等缺点，常常导致鼻咽癌患者的治

疗效果不佳[8]。近年来，中医药在肿瘤的治疗中显

现明显的优势和特色，能够有效改善患者治疗的有

效率，提高患者的生活质量。多项研究表明，中药

可以通过多靶点、多途径抑制鼻咽癌细胞增殖，促

进细胞凋亡[21-22]。牡荆素是一种生物活性黄酮类化

合物，多存在于山里红叶、山楂干燥成熟果实或山

楂叶中，具有显著抗炎、抗氧化及抗肿瘤等生物学

功能，其中在抗肿瘤生物学作用中对于牡荆素的研

究主要局限于肝癌、肺癌、结直肠癌等[9]，是否对

其他类型的癌症具有同样的治疗作用尚不清楚。此 

表 5  各组鼻咽癌裸鼠移植瘤组织 p-AMPK/AMPK、p-ULK1/ULK1 水平比较（x ± s，n = 10） 

Table 5  Comparison of p-AMPK/AMPK, p-ULK1/ULK1 levels in nasopharyngeal carcinoma xenograft tissues of nude mice 

in each group (x ± s, n = 10 ) 

组别 剂量/ (mg∙kg−1) p-AMPK/AMPK p-ULK1/ULK1 

模型 — 0.32±0.05 0.45±0.08 

牡荆素   5 0.48±0.07* 0.81±0.14* 

  10 1.18±0.16* 1.27±0.18* 

AICAR 200 1.97±0.23* 1.85±0.15* 

牡荆素＋Compound C 10＋20 0.21±0.04# 0.43±0.06# 

与模型组比较：*P＜0.05；与牡荆素 10 mg∙kg−1组比较：#P＜0.05。 

*P < 0.05 vs model group; #P < 0.05 vs vitexin 10 mg∙kg−1 group. 

外，既往多数关于牡荆素抗肿瘤的研究仅停留在细

胞水平，体内实验的研究相对缺乏[9]。为此，本研

究首先通过构建鼻咽癌 CNE-2 细胞裸鼠移植瘤模

型，观察牡荆素对肿瘤生长的影响。结果显示，与

模型组相比，牡荆素各剂量组肿瘤体积明显减小，

肿瘤质量明显减轻，且肿瘤细胞生长较差，可见肿

瘤细胞排列疏松，部分细胞胞质减少，细胞核出现

不同程度的固缩，细胞见出现淋巴细胞和中性粒细

胞浸润，细胞凋亡率和 Caspase-3 蛋白表达和

Bax/Bcl-2 均显著升高，表明牡荆素具有抑制鼻咽癌

裸鼠移植瘤生长的作用。 

细胞自噬是一种程序化的细胞内的降解机制，

通过清除受损的细胞器、非功能性蛋白质以及病原

微生物等并递送至溶酶体中消化降解，并将回收营

养物质供细胞和组织再利用[23]。已有多项研究证实

自噬与多种恶性肿瘤的发生、发展、侵袭和转移密

切相关，且自噬对肿瘤细胞的生长具有促进和抑制

的双重作用[24-25]。Wang 等[26]研究发现，CNE-2 细

胞在放疗中诱发的自噬可以明显提高细胞的存活

率，从而发挥对 CNE-2 细胞保护效应，而抑制自噬

水平能够显著增加 CNE-2 细胞放疗的敏感性，降低

细胞的存活率。Chow 等[27]研究显示，次黄芩素能
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够诱导鼻咽癌细胞自噬和凋亡，激活自噬能够通过

抑制 mTOR 通路抑制鼻咽癌细胞凋亡。Xu 等[28]研

究发现，茶黄素能够通过诱导细胞自噬促进鼻咽癌

细胞凋亡。以上研究关于自噬对鼻咽癌发挥相反的

作用效果可能与治疗药物不同有关。LC3、p62 是自

噬发生过程中的重要调控蛋白，是反映自噬水平高

低的标志性蛋白。本研究结果显示，与模型组相比，

牡荆素组裸鼠肿瘤组织中 LC3-II 表达明显升高，

p62 表达明显降低，表明牡荆素能过够通过诱导细

胞自噬和凋亡，从而抑制鼻咽癌肿瘤生长。AMPK/ 

ULK1 信号通路已被证实可同时对细胞凋亡和自噬

产生调节作用，进而发挥抗肿瘤效果[29]。当细胞受

到氧化应激、缺氧刺激后，AMPK 通过磷酸化被显

著激活，从而抑制 mTOR 磷酸化，促进 ULK1 Ser317

位点磷酸化，激活细胞自噬[30]。Xie 等[15]研究显示，

在鼻咽癌细胞中 AMPK/ULK1 通路及自噬相关蛋

白表达降低，激活 AMPK/ULK1 通路能够诱导细胞

自噬，抑制鼻咽癌细胞增殖，促进细胞凋亡。本研

究结果显示，与模型组相比，牡荆素各剂量组 p-

AMPK/AMPK、p-ULK1/ULK1 水平明显升高。Min

等 [31]研究发现，硼替佐米能够通过调控 AMPK/ 

ULK1 介导的细胞自噬，诱导胰腺癌和结直肠癌癌

细胞凋亡和细胞毒性，但是此作用效果能够被

AMPK 抑制剂 Compound C 所取消。为进一步明确

AMPK/ULK1 介导的细胞自噬在牡荆素诱导鼻咽癌

细胞凋亡中的作用。本研究通过对模型裸鼠 ip 

AMPK 激动剂/抑制剂后观察肿瘤体生长变化。本研

究结果显示，与模型组相比，AICAR 能够促进

AMPK/ULK1 通路活化，上调 LC3-II，下调 p62 表

达，促进细胞自噬，诱导肿瘤细胞凋亡，并最终抑

制肿瘤体生长，从而发挥与牡荆素相同的保护作

用。与牡荆素高剂量组相比，AMPK 抑制剂

Compound C 处理后能够逆转牡荆素对鼻咽癌裸鼠

移植瘤的抑制作用。 

综上所述，牡荆素能够通过激活 AMPK/ULK1

通路介导的自噬，促进肿瘤细胞凋亡，进而抑制鼻

咽癌 CNE-2 细胞裸鼠移植瘤生长。 
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