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山楂酸通过 PI3K/Akt/mTOR 通路诱导鼻咽癌 CNE2 细胞自噬研究 
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摘  要：目的  研究山楂酸对鼻咽癌 CNE2 细胞增殖和自噬的影响，探讨 PI3K/Akt/mTOR 通路在该过程中的调控作用。

方法  采用 CCK-8 法检测不同浓度的山楂酸作用不同时间对 CNE2 细胞增殖的影响；MDC 染色法检测不同浓度山楂酸处理

CNE2 细胞 24 h 后自噬小体的形成情况；Western blotting 法检测山楂酸对 CNE2 细胞自噬相关蛋白及 PI3K/AKT/mTOR 通路

关键蛋白表达的影响。结果  与溶剂对照组相比，山楂酸可以抑制 CNE2 细胞的增殖，而且随药物处理时间和浓度的增加，

抑制效果增强（P＜0.05）；山楂酸能够诱导细胞自噬小体的形成，且可显著提高 Atg5 和 LC3-II/LC3-I 的表达，降低 p62 的

表达；此外，山楂酸可抑制 PI3K-p110α、p-Akt 和 p-mTOR 的蛋白表达。结论  山楂酸可抑制鼻咽癌细胞增殖，诱导鼻咽癌

细胞发生自噬，其机制与 PI3K/Akt/mTOR 信号通路有关，可作为治疗鼻咽癌的潜在药物研究。 
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Maslinic acid induces autophagy through PI3K/Akt/mTOR pathway in human 

nasopharyngeal carcinoma cells 
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Abstract: Objective  To investigate the effects of maslinic acid (MA) on the proliferation and autophagy in nasopharyngeal 

carcinoma CNE2 cells and to elucidate the regulatory role of PI3K/Akt/mTOR pathway in this process. Methods  The effect of MA on 

the proliferation of CNE2 cells was assessed by CCK-8. MDC staining of autophagic vacuoles was performed for autophagy analysis. 

Additionally, the levels of autophagy-and PI3K/Akt/mTOR-associated proteins were examined using western blot analysis. Results  

MA significantly inhibited the proliferation of CNE2 cells in a dose-and time-dependent manner. MA displayed autophagy-inducing 

effect, as shown by the increased MDC-labeled vacuoles, up-regulated LC3-II/LC3-I ratio and Atg5, as well as the down-regulated p62 

level after MA treatment. Moreover, we observed that MA inhibited the expression of PI3K-p110α and the phosphorylation of Akt and 

mTOR. Conclusion  MA inhibits the proliferation and induces the autophagy of CNE2 cells, the mechanism may be related to the 

PI3K/Akt/mTOR signaling pathway. These results imply that MA may be a potential anti-cancer agent for use in the treatment of 

nasopharyngeal carcinoma. 
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鼻咽癌是一种最常见的鳞状上皮细胞癌，高发于

东南亚和北非地区，我国南方各省也是高发地区[1]。

在我国，鼻咽癌的发病率为万分之二，且每年新增

约 60 000 个鼻咽癌患者，呈指数增长趋势[2]。目前

鼻咽癌的发病机制尚未完全明晰，可能与遗传易感

性（如 11q、14q、3p 和 9p 的杂合性缺失）、EB 病 
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毒感染、免疫因素以及环境影响（化学致癌物）密

切相关[3]。因此，深入研究鼻咽癌的发生机制及其

防治方法具有重要意义。 

自噬是一种与凋亡、坏死并列的细胞程序性死

亡方式，又被称作是 II 型程序性细胞死亡。近年来

的研究发现自噬信号通路异常跟肿瘤的发生和发展

密切相关，适度的自噬可使细胞适应不利因素从而

利于肿瘤细胞的存活；但过度的自噬会损伤细胞器，

从而导致细胞发生自噬性死亡[4]。因此以自噬为靶

点，寻找肿瘤等疾病的新治疗方法，也成为了研究

的热点。 

山楂酸是一种五环三萜酸，广泛存在于枇杷叶、

油橄榄和山楂等多种天然植物中。研究发现山楂酸

具有抗肿瘤、降血糖、抗炎、抗寄生虫等多种生物

学活性[5]。大多研究认为山楂酸通过诱导细胞凋亡

发挥抗肿瘤作用[6-8]，近期有研究发现山楂酸可诱导

肿瘤细胞自噬[9]。但山楂酸对鼻咽癌细胞自噬是否

有影响尚未见报道。本研究通过实验研究山楂酸对

鼻咽癌 CNE2 细胞增殖及自噬的影响，并进一步探

明其抗鼻咽癌的可能机制，从而为山楂酸治疗鼻咽

癌的研究和应用提供理论基础。 

1  材料 

1.1  药物 

山楂酸（质量分数≥98%）购自美国 Cayman- 

Chemical，批号 4373-41-5，用 DMSO（≤1%）溶

解成 80 mmol/L 的母液，分装后−20 ℃避光保存，

临用时用 RPMI 1640 完全培养液稀释，配成所需要

的工作浓度。阳性药雷帕霉素（Rapamycin）购自

MCE 公司，批号 53123-88-9。 

1.2  细胞 

人鼻咽癌细胞株 CNE2 购自北京北納创联生

物技术研究院，用含 10%胎牛血清的 RPMI 1640

完全培养液于 37 ℃、5% CO2 的恒温细胞培养箱

中培养。 

1.3  试剂 

RPMI 1640 培养基，美国 Hyclone 公司；青霉

素-链霉素混合液、0.25%胰蛋白酶-EDTA 消化液，

北京索莱宝公司；胎牛血清，美国 Gibco 公司；

CCK-8 试剂盒，日本同仁公司；细胞自噬染色检测

试剂盒（单丹磺酰戊二胺，MDC 法），上海源叶生

物科技有限公司； BCA 蛋白定量试剂盒、

SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒，康为世纪公司；抗体

PI3K、Akt、p-Akt、p-mTOR、LC3 A/B、Atg5、

p62、GAPDH 与辣根过氧化物酶标记羊抗兔均购自

美国 CST 公司。 

1.4  仪器 

SW-CJ-2FD 双人单面净化工作台，苏州净化设

备有限公司；贺利氏 HER Acell 150 ICO2培养箱，

美国赛默飞世尔公司；ELX800 全自动酶标分析仪，

美国 BioTek 公司；荧光倒置光学显微镜及图像采集

系统，日本 Olympus 公司；Tanon-6200 化学发光成

像仪，上海天能科技有限公司。 

2  方法 

2.1  CCK-8 法检测细胞增殖能力 

将处于对数生长期的 CNE2 细胞按 5×103 个/

孔接种于 96 孔板中，待细胞贴壁后，吸弃旧培养液，

加入含不同浓度（10、20、30、40、50、60 μmol/L）

山楂酸的培养液，同时设置溶剂对照组（0.1% 

DMSO）和空白组（只加培养液、不加 CNE2 细胞），

每个组设 5 个复孔，置于 37 ℃、5% CO2培养箱中

培养。分别培养 24、48、72 h 后，弃培养液，每孔

加入 100 μL 现配的 CCK-8 溶液，于培养箱中继续

培养 1.5 h，用酶标仪测定 450 nm 处的吸光度（A）

值。实验重复 3 次，计算细胞增殖率。 

细胞增殖率＝(A 实验组－A 空白)/(A 溶剂对照－A 空白) 

2.2  MDC 染色法检测细胞自噬小体 

将处于对数生长期的 CNE2 细胞按 1×105 个/

孔细胞接种至 6孔板中，培养 12 h后吸弃旧培养液，

给予不同浓度的山楂酸（10、20、40 μmol/L）和阳

性药物（雷帕霉素，25 nmol/L）处理 36 h 后，PBS

冲洗 2 次，加入 50 μL MDC 溶液，培养箱中孵育 1 

h。吸弃 MDC 溶液，PBS 洗涤细胞 3 次，荧光显微

镜下拍照。 

2.3  Western blotting 检测自噬相关蛋白表达 

CNE2 细胞经不同浓度（10、20、40 μmol/L）

山楂酸处理 36 h 后，加入含 1% PMSF 的 RIPA 裂

解液处理 15 min，4 ℃条件下 1 000×g 离心 5 min

后取上清，BCA 法测定蛋白质量浓度。每组取 30 μg

总蛋白，10% SDS-PAGE 分离蛋白，运用电转移法

将蛋白转移至 PVDF 膜。含 5%脱脂牛奶的 TBST

封闭 1 h 后加入相应一抗，4 ℃孵育过夜，洗膜后

孵育二抗 1 h，化学发光法 ECL 显影。 

2.4  统计学分析 

采用 SPSS 22.0 软件进行统计分析，服从正态

分布数据以 ±x s表示，单因素设计，多组间计量资

料比较采用单因素方差分析，满足方差齐性，多重
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比较用 LSD 检验，方差不齐用 Dunnet T3 检验。

不服从正态分布计量资料以中位数表示，采用秩和

检验。 

3  结果 

3.1  山楂酸对 CNE2 细胞增殖的影响 

不同浓度（10、20、30、40、50、60 μmol/L）

的山楂酸分别处理 CNE2 细胞 24、48、72 h 后，

CCK-8 检测结果显示，与溶剂对照组比较，山楂酸

可以抑制 CNE2 细胞的增殖（P＜0.05），并且随着

浓度的增加、作用时间的延长，增殖抑制效果增强

（图 1）。 

3.2  山楂酸对 CNE2 细胞自噬的影响 

MDC 结果显示，不同浓度山楂酸处理 CNE2

细胞 36 h 后，山楂酸组细胞荧光强度（MDC 标记

的自噬小体）显著增强（P＜0.05），结果见图 2。

Western blotting 结果显示，与溶剂对照组比较，山

楂酸组 LC3A/B II 与 LC3 A/B I 比值和 Atg5 的蛋白

表达明显增加，而 p62 的蛋白表达降低（P＜0.05），

结果见图 3。以上结果表明山楂酸可诱导 CNE2 细

胞自噬。 

3.3  山楂酸对 PI3K/Akt/mTOR 信号通路的影响 

Western blotting 结果显示，与溶剂对照组比较，

山楂酸组 PI3K-p110α、p-Akt 和 p-mTOR 的蛋白表

达明显降低（P＜0.05），结果见图 4。结果提示山

楂酸可能通过抑制 PI3K/Akt/mTOR 信号通路，诱导

鼻咽癌细胞发生自噬。 
 

 
与溶剂对照组比较：*P＜0.05，下同 

*P < 0.05 vs solvent control group, same as below 

图 1  山楂酸对 CNE2 细胞增殖的抑制作用 (CCK-8, x±s, n = 5) 

Fig. 1  Inhibition of maslinic acid on proliferation of CNE2 cells (CCK-8, x±s, n = 5) 

 

图 2  山楂酸对 CNE2 细胞自噬的影响(×400, x±s, n = 5) 

Fig. 2  Effect of maslinic acid on autophagy of CNE2 cells (× 400, x±s, n = 5) 

 

图 3  山楂酸对 CNE2 细胞自噬相关蛋白表达的影响 ( x±s, n = 5) 

Fig. 3  Effect of maslinic acid on expression of autophagy-related protein in CNE2 cells ( x±s, n = 5) 
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图 4  山楂酸对 CNE2 细胞 PI3K/Akt/mTOR 信号通路关键蛋白表达的影响 ( x±s, n = 5) 

Fig. 4  Effect of maslinic acid on expression of key proteins in PI3K/Akt/mTOR pathway in CNE2 cells ( x±s, n = 5) 

4  讨论 

鼻咽癌是一种易发生于鼻咽黏膜上皮细胞的恶

性肿瘤，其恶性程度高且具有早期转移的特点，严重

危害了人民的身体健康。放疗与化疗是目前比较有效

的治疗鼻咽癌的方法，但晚期高分化患者对放疗敏感

度较差，预后效果不佳，容易复发甚至转移[10]。因此，

寻求更加安全高效的治疗方法和药物是鼻咽癌临床

治疗过程中迫切需要解决的问题。 

山楂酸是从枇杷叶、山楂等中药中提取出的一

种五环三萜酸，研究发现山楂酸在结肠癌、肺癌等

多种肿瘤中具有较好的抗肿瘤活性[5]，但对鼻咽癌

的影响尚未见报道。本研究通过实验发现山楂酸可

以抑制鼻咽癌细胞的增殖，提示山楂酸可能可作为

治疗鼻咽癌的潜在药物。目前对山楂酸作用机制的

研究主要集中在抑制细胞增殖、阻滞细胞周期、诱

导细胞凋亡等方面，但近期 Dong 等[9]发现山楂酸可

通过扰乱 Bcl2 与 Beclin1 的相互作用诱导大鼠嗜铬

细胞瘤 PC12 细胞的自噬，Tian 等[11]的研究表明山

楂酸通过下调 HSPA 诱导胰腺癌 Panc-28 细胞发生

自噬。而自噬和鼻咽癌的发生间存在着复杂关系，

如 Wang 等 12]发现抑制细胞自噬可增强鼻咽癌

CNE2 细胞对放射治疗的敏感性，而 Li 等[13]研究表

明拓扑替康等药物可诱导 CNE2 细胞发生自噬，加

速鼻咽癌细胞 CNE2 死亡。这些研究表明自噬在鼻

咽癌发展的不同阶段具有不同的作用[14]，因此需要

更多的研究来探讨药物诱导鼻咽癌自噬的复杂过

程。本研究中探讨了山楂酸对鼻咽癌细胞自噬的影

响，结果发现山楂酸处理鼻咽癌细胞后，自噬小体

和相关蛋白的表达增加，提示山楂酸可诱导鼻咽癌

细胞发生自噬，揭示了山楂酸的一个新的药理机制。

但山楂酸诱导的自噬在鼻咽癌中的具体作用仍需在

后续研究中通过联合使用山楂酸与自噬抑制剂来继

续探索。 

PI3K/Akt/mTOR 信号通路在肿瘤细胞自噬的

调控中发挥着极其重要的作用，是肿瘤治疗的潜在

关键靶点[15-16]。因此，检测了山楂酸对 PI3K/Akt/ 

mTOR 信号通路关键蛋白表达的影响。结果表明，

山楂酸能够抑制 PI3K-p110α、p-Akt 和 p-mTOR 的

蛋白表达，提示山楂酸可能通过抑制 PI3K/Akt/ 

mTOR 通路诱导鼻咽癌细胞发生自噬。 

综上所述，本研究结果表明山楂酸可能通过抑

制 PI3K/Akt/mTOR 通路，导致其下游的自噬相关

蛋白 LC3、Atg5 的活性增加，进而诱导鼻咽癌细

胞自噬，抑制鼻咽癌细胞增殖，从而发挥抗鼻咽癌

的作用。 
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