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白屈菜红碱对腺样囊性癌细胞生长的抑制作用及机制研究

李 磊 1，杨学亮 1，张 云 1，2，3，刘可春 1，2，3，王 雪 1，2，3，王荣春 1，2，3*

1. 齐鲁工业大学（山东省科学院），生物研究所，山东 济南 250014

2. 山东省人类疾病斑马鱼模型与药物筛选工程技术研究中心，山东 济南 250014

3. 山东省生物检测技术工程实验室，山东 济南 250014

摘 要：目的 探究白屈菜红碱（CHE）对腺样囊性癌细胞（ACC2）生长的抑制作用及机制。方法 利用CCK8法、EdU

法、Hoechst33342/PI双染色法、试剂盒法检测CHE对ACC2细胞活力、细胞增殖、细胞凋亡和活性氧（ROS）水平的影

响；通过Western blotting技术检测CHE对Cleaved-Caspase 3、PARP、NF-κB、p-JNK、p-p38蛋白表达的影响；利用斑马鱼

移植瘤模型检测CHE对斑马鱼体内ACC2细胞生长的抑制作用。结果 CCK-8结果显示：与对照组比较，2、3、4、5、6、7、8、

9、10 µmol/L的CHE显著降低ACC2细胞的存活率（P＜0.05、0.01），且呈浓度相关性；ROS检测结果显示：与对照组比较，5、

8 µmol/L的CHE导致ACC2细胞内的 ROS 水平显著上升（P＜0.05、0.01）；EdU 增殖检测结果表明：与对照组比较，

5、8 µmol/L 的CHE致使ACC2细胞的增殖能力显著下降（P＜0.01）；Hoechst/PI染色结果显示：与对照组比较，CHE 5、

8 µmol/L组ACC2细胞凋亡率显著上升（P＜0.01）。抗氧化剂N-乙酰半胱氨酸（NAC）显著抑制CHE诱导的ROS水平升

高、细胞凋亡增加（P＜0.01）；Western blotting结果显示：2、5、8 µmol/L的CHE能够显著上调Cleaved-Caspase 3、PARP、

NF-κB蛋白的表达（P＜0.01），且呈现浓度相关性，5、8 µmol/L的CHE 能够显著上调 p-JNK 的蛋白表达（P＜0.01），

8 µmol/L的CHE能够显著上调 p-p38的蛋白表达（P＜0.01）；NAC显著降低由CHE导致的Cleaved-Caspase 3、PARP、NF-κB、

p-JNK、p-p38蛋白表达增加（P＜0.01），5、8 µmol/L CHE能够有效抑制斑马鱼体内肿瘤的生长（P＜0.01）。结论 体外及斑

马鱼移植瘤模型证明，CHE可以有效抑制ACC2细胞生长，其机制与提高细胞ROS水平，上调NF-κB、p-JNK、p-p38表

达，从而抑制细胞增殖、诱导细胞凋亡相关。
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Abstract: Objective To investigate the inhibitory effect of chelerythrine (CHE) on adenoid cystic carcinoma (ACC2) cells and its

molecular mechanism. Methods CCK8, EdU, hoechst33342/PI double staining, and test kit method were used to detect the effects

of CHE on ACC2 cell viability, cell proliferation, apoptosis and reactive oxygen species (ROS) level. The effects of CHE on the

expression levels of Caspase-3, PARP, NF- κB, P-JNK and p-p38 were detected by Western blotting. The inhibitory effect of

chelerythrine on the growth of ACC2 cells was detected by zebrafish xenograft tumor model. Results CCK-8 assay showed that:

CHE can significantly inhibited the proliferation of ACC2 cells in a concentration dependent manner (P < 0.05 and 0.01) at the
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concentration of 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 µmol/L. The results showed that ROS in ACC2 cells was significantly increased at the

concentration of 5 and 8 µmol/L (P < 0.05 and 0.01). EdU assay results showed that the proliferation of ACC2 cells was significantly

decreased by CHE at the concentration of 5 and 8 µmol/L (P < 0.01). Hoechst/PI staining showed that apoptosis was significantly

induced by CHE at the concentration of 5 and 8 µmol/L (P < 0.01). while N-acetylcysteine (NAC) significantly inhibited the

increase of ROS and apoptosis induced by CHE (P < 0.01). Western blotting results showed that the expression of Cleaved Caspase 3,

PARP and NF-κB were significantly up-regulated by 2, 5, and 8 mol/L CHE (P < 0.01), the expression of p-JNK was significantly

up-regulated by 5 and 8 mol/L CHE (P < 0.01), and the protein expression of p-p38 was significantly up-regulated by 8 mol/L CHE

(P < 0.01). NAC significantly decreased the expression of Cleaved Caspase 3, PARP, NF-κB, p-JNK, p-p38 protein induced by CHE

(P < 0.01). CHE of 5 and 8 mol/L could effectively inhibit the growth of ACC2 cells in zebrafish (P < 0.01). Conclusion CHE can

effectively inhibit the proliferation of ACC2 cells in vitro and zebrafish xenograft tumor model. Elevation of the ROS level induced

by CHE, upregulation of NF-κB, p-JNK and p-p38 and then lead to the inhibition of proliferation and induction of apoptosis were

involved in the inhibition of ACC2 cells in vivo and in vitro.

Key words: chelerythrine; cell proliferation, apoptosis; ROS; ACC2; zebrafish; NF-κB

腺样囊性癌（ACC）的发病率比较低，约占头颈

部恶性肿瘤的 1%，且良性肿瘤居多［1］。但是，ACC

在各年龄阶段的人群中都有发生，且多见于中年成

年人群［2］。ACC的发病位置分布广泛，多见于唾液

腺，也存在于泪腺、乳房、舌、口等部位［3-6］。另外，

ACC具有高转移率、高复发性和易于转移的特点［7］，

一旦发生转移，中位生存期仅两年左右［8］。ACC一

旦发生，一般无法进行手术切除，并且缺乏有效的

化学治疗手段，对放疗也具有一定的抗性［9］。因此

寻找能有效治疗 ACC，并且安全、抗逆转的天然药

物成为了预防和治疗ACC的重要途径。白屈菜红

碱（chelerythrine，CHE）是一种来源于传统中药白屈

菜的提取物［10］，目前已被证明具有抗菌、抑菌的效

果［11］，并且能够抑制多种癌细胞的生长［12-16］，但缺乏

CHE对ACC抗癌活性的相关报道。本研究以人涎

腺样囊性癌细胞ACC-2为研究样本，同时利用斑马

鱼移植瘤模型探究CHE对ACC-2细胞生长和凋亡

的影响及其作用机制。

1 材料

1.1 药物与主要试剂

CHE（C21H18ClNO4，货号 26018，质量分数为

98.56%，结构式见图 1），购自美国MCE公司；N-

乙酰半胱氨酸（NAC，货号 L2007002，质量分

数≥99.0%）购自上海阿拉丁生化科技股份有限公

司；紫杉醇、二甲基亚枫（DMSO），购于美国 Sigma

公司；活性氧（ROS）检测试剂盒、Hoechst33342和PI

双染试剂盒、BCA试剂盒、30%丙烯酰胺、TEMED，

购自上海碧云天生物技术有限公司；线粒体膜电位

检测试剂盒购自北京 Solarbio 科技有限公司；EdU

细胞增殖检测试剂盒购于广州市锐博生物科技有

限公司；RPMI 1640培养基、磷酸盐缓冲液（PBS）购

自以色列 Biological Industries 公司；胎牛血清购自

美国密西西比州牛津市 Scitecher 公司；青霉素、链

霉素双抗购自美国 Genview 公司；硝酸纤维素

膜（NC）购自德国默克股份两合公司；ECL显色剂购

自 苏 州 美 仑 生 物 科 技 有 限 公 司 ；胰 蛋 白

酶（TRYPSIN）购自美国 HyClone 公司；CCK8 试剂

盒购自美国 Genview 公司；96 孔板购自美国麻省

Thermo Fisher Scientific 公司；1.5 mol/L Tris-Hcl 购

自博士德生物公司。

1.2 实验动物与细胞

野生型斑马鱼AB品系由山东省科学院生物研

究所提供，成年雌雄斑马鱼培养在恒温（28±0.5）℃

下，在循环过滤自来水的封闭流通系统中保持 14 h/

10 h 的光/暗循环。每天 9∶00 和 16∶00 提供 2 次卤

虫。受精前，将成年雄性和雌性斑马鱼以 1∶1的比

例放在繁殖箱的分隔物的相对两侧；第 2天早上，斑

马鱼通过自然交配产卵。产卵后 30 min内收集胚

胎，用养鱼水冲洗 3次。将清洁的胚胎移入培养箱

中，并在28 ℃下培养，用于后续实验。ACC2细胞和

ACC2-RFP红色荧光稳定表达细胞株由山东省科学

院生物研究所保存。

1.3 主要仪器

北京爱生科技公司的斑马鱼养殖饲养系统；罗

氏诊断有限公司的实时荧光定量PCR仪；基因有限

公司的超微量分光光度计；Bio-Rad 公司的 C1000

Touch梯度PCR仪、Olympus倒置显微镜、Zeiss体视

荧光显微镜、Olympus 共聚焦显微镜、ImageXpress

Micro Confocal 高内涵成像系统；Thermo scientific

ST16 高速离心机；美国 Thermo Fisher Scientific 公

司注水式恒温 CO2 培养箱；美国 World Precision

Instruments Inc公司显微注射仪器；上海智城分析仪
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器制造有限公司生化培养箱。

2 方法

2.1 细胞活力测定

选用在对数生长期的ACC2细胞，用胰酶进行

消化处理，重悬为单细胞悬液，以 10 000/孔接种于

96 孔培养板中，在 37 ℃、5% CO2的培养箱中培养

24 h。小心地吸出原有的培养基，分别加入含CHE

的培养基 100 μL，浓度梯度为 0.5、1.0、2.0、3.0、4.0、

5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0 µmol/L，对照组加入相同

体积且含相同浓度DMSO的完全培养基，每组设 4

个复孔。在 37 ℃、5% CO2的培养箱中培养 24 h后，

小心地吸出含 CHE 的培养基，用 PBS 清洗 1 遍，

Olympus倒置显微镜白光拍照后，按照CCK-8使用

说明书，每孔加入 100 μL 培养基和 CCK-8 的混合

液，于 37 ℃、5% CO2的培养箱中孵育 45 min。用酶

标仪检测在 450 nm波长下各孔的吸光度（A）值，计

算细胞相对存活率（ACHE/A 对照）。

2.2 EdU实验检测细胞增殖能力

用 EdU 细胞增殖检测试剂盒检测 CHE 对

ACC2细胞增殖的影响。EdU是一种炔基取代的胸

腺嘧啶核苷类似物，能够代替胸腺嘧啶参加细胞增

殖的DNA复制过程，Hoechst33342是一种细胞渗透

染料，用于标记健康细胞中的 DNA。用 EdU 和

Hoechst33342对细胞进行双重染色，可以很容易地

用荧光显微镜观察细胞增殖。将ACC2细胞接种于

96孔板（1×104/孔）中，在 37 ℃、5% CO2条件下培养

24 h，设 置 2、5、8 µmol/L CHE 组 、150 µmol/L

NAC＋8 µmol/L CHE组、对照组，药物处理 24 h后，

对照组加入相同体积且含相同浓度 DMSO 的完全

培养基，按照 EdU试剂盒说明书操作，使用高内涵

成像系统采集图像，使用 Image J软件进行处理，计

数EdU阳性细胞的比例。

2.3 ROS水平测定

细胞接种、分组、给药操作同“2.2”项。药物处

理 24 h后，根据说明书，用ROS测定试剂盒检测细

胞内ROS水平，使用高内涵成像系统采集图像，使

用 Image J软件对图片中的荧光强度进行统计，计算

给药组 ROS 荧光强度升高倍数（给药组荧光强度/

对照组荧光强度）。

2.4 Hoechst33342和PI双染凋亡分析

细胞接种、分组、给药操作同“2.2”项。药物处

理 24 h 后，加入含有 50 µg/mL 的 PI和 10 µg/mL 的

Hoechst33342 的 DMEM 完全培养基，孵育 20 min

后，使用高内涵成像系统采集图像，使用 Image J软

件进行处理，统计PI阳性细胞的比例。

2.5 免疫蛋白印记

取对数生长期的ACC2细胞接种于 6孔板（1×

104/孔）中，转移至细胞培养箱中 37 ℃、5% CO2培养

4 h，待细胞贴壁后，细胞分组及给药操作同“2.2”

项，药物处理 24 h 后，用细胞刮收集细胞，并加入

RIPA 裂解液缓冲液，超声处理 30 s 后，冰上放

置 30 min，4 ℃、10 000 r/min 离心 10 min 取上清。

使用 BCA 蛋白浓度检测试剂盒测定蛋白浓度，将

50 µg 蛋白提取物在 10% SDS-PAGE 凝胶上分离。

使用湿式印迹系统将蛋白质带转移到NC膜上。然

后在室温下用 5% 脱脂牛奶的 TBST中封闭 1 h，并

在 4 ℃下与 β -actin、caspase-3、PARP、NF- κB、p-

JNK、p-p38、p-Erk 抗体一起孵育过夜，PBS 清洗 3

次，每次 10 min，然后与 HRP 标记的二抗孵育 2 h，

PBS清洗 3次，每次 10 min，使用ECL显色剂显色后

在 Odyssey Fc 成像系统进行条带显色成像，使用

Image J软件进行图像处理。

2.6 斑马鱼肿瘤移植实验

参照前期研究进行斑马鱼养殖、取卵和移植瘤

造模［17］，将浓度为 1×107/mL 的带有红色荧光标记

的ACC2细胞悬液置于无血清的RPMI 1640细胞培

养基中，37℃孵育20 min后，以1 500 r/min离心5 min，

移除上清液，重新加入无血清的培养基进行重悬。

重复离心、移除上清液 2次，即得所需标记的细胞悬

液。采用显微注射的方式将细胞移植到受精后 2 d

的野生型斑马鱼卵黄囊内，建立斑马鱼腺样囊性癌

移植瘤模型。注射 ACC2 细胞的斑马鱼置于 12 孔

板中，每空 10条，并使用含有 2、5、8 µmol/L的CHE

在 36 ℃条件下培养至受精后 4 d，在共聚焦显微镜

下拍照，使用 Image J软件对图片中的荧光强度进行

统计，计算相对荧光强度（给药组荧光强度/对照组

荧光强度）。

2.7 统计学分析

GraphPad Prism 7.0软件进行统计学分析，多组

间比较行单因素方差分析，两两比较行 t检验，计量

资料用 x
—

±s表示。

3 结果

3.1 CHE对ACC2细胞活力的影响

如图 1 所示，与对照组比较，2.0、3.0、4.0、5.0、

6.0、7.0、8.0、9.0、10.0 µmol/L 的 CHE 显著抑制了

ACC2 细胞的增殖（P＜0.05、0.01），且呈浓度相

关性；光镜下观察结果与CCK-8结果一致。结果表

明，CHE能够导致ACC2细胞活力显著下降。
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3.2 CHE对ACC2细胞的增殖能力的影响

如图 2所示，在CHE作用下，ACC2细胞中EdU活

性荧光数量明显减少，且呈现浓度相关性。对照组和

CHE 2、5、8 µmol/L组EdU阳性细胞百分比为（35.33±

5.33）%、（18.66±3.68）%、（9.21±2.94）% 、（5.66±

1.69）%，与对照组比较，CHE 5、8 µmol/L 组EdU

阳性细胞百分比显著下降（P＜0.05、0.01）。结果表

明，CHE能够降低ACC2细胞的增殖能力。

3.3 CHE对ACC2细胞内ROS水平的影响

如图3所示，在不同浓度的CHE（2、5、8 µmol/L）作

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
*P < 0.05 **P < 0.01 vs control group

图1 CHE对ACC2细胞活力的影响（x
—

±s，n=4）

Fig. 1 Effect of CHE on cell viability of ACC2 (x
—

±s，n=4)

图2 EdU增殖检测（x
—

±s，n=4）

Fig. 2 EdU proliferation detection（x
—

±s，n=4）
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用下，绿色荧光增强，且呈现浓度相关性；与对照组

比较，2、5、8 µmol/L的CHE组的ROS荧光强度升高

倍数为1.16±0.26、2.50±0.50、2.90±0.52，5、8 µmol/L

浓度组差异显著（P＜0.05、0.01）。加入抗氧化剂

NAC后，ROS荧光强度显著下降，与 8 µmol/L CHE

组比较差异显著（P＜0.01），说明 NAC的加入显著

地逆转了由CHE导致的ROS水平上升。结果表明，

CHE导致了ACC2细胞内ROS水平的上升，NAC能

够在一定程度上逆转这个过程。

3.4 CHE通过ROS的累积导致ACC2细胞凋亡

如图4所示，在不同浓度的CHE（2、5、8 µmol/L）作

用下，PI染色细胞比例明显增大，且呈现浓度相关

性，而加入 NAC 后，PI 染色细胞数量明显减少。

对 照 组 ，CHE 2、5、8 µmol/L 组 ，150 µmol/L

NAC＋8 µmol/L CHE 组 PI 染 色 百 分 比 分 别

为 （1.23±0.49）% 、（3.47±0.25）% 、（5.73±

1.83）%、（77.25±5.35）%、（34.7±5.48）% ，与对照

组比较，CHE 5、8 µmol/L 组 ACC2细胞凋亡率显

著上升（P＜0.01）；而 NAC的加入显著逆转了这个

过程，与 8 µmol/L CHE组比较差异显著（P＜0.01）。

结果表明，CHE 能够导致 ACC2 细胞凋亡，ROS 参

与了这个过程。

3.5 CHE 和 NAC 对 ACC2 细胞凋亡和 NF- κB

MAPK通路相关蛋白表达的影响

如图 5和 6所示，与对照组比较，2、5、8 µmol/L

的 CHE 能够显著上调 Cleaved-Caspase 3、PARP、

NF-κB蛋白的表达（P＜0.01），且呈现浓度相关性，

5、8 µmol/L 的 CHE 能够显著上调 p-JNK 的蛋白表

达（P＜0.01），8 µmol/L的CHE能够显著上调 p-p38

的蛋白表达（P＜0.01）。NAC的加入能够显著降低由

CHE处理导致的Cleaved-Caspase 3、PARP、NF-κB、

p-JNK、p-p38 蛋白表达增加（P＜0.01），而 p-Erk 蛋

白的表达不受 CHE 和 NAC 的影响。结果表明，

CHE能够显著激活ACC2细胞凋亡信号通路，并激

活 NF-κB、JNK、p38等蛋白的表达，而 NAC的加入

拮抗了蛋白的上调，表明ROS参与了这个过程。

3.6 CHE抑制斑马鱼肿瘤移植瘤模型ACC2细胞

的增殖

如图 7 所示，本研究建立了红色荧光标记的

ACC2细胞斑马鱼移植瘤模型，不同浓度的CHE（2、

5、8 µmol/L）作用，能够导致肿瘤生长速度的明显降

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01；与 CHE 8 μmol·L−1 组比

较：##P＜0.01
*P < 0.05 **P < 0.01 vs control group；##P < 0.01 vs CHE 8 μmol·L−1

group

图3 ROS水平检测（x
—

±s，n=4）

Fig. 3 ROS level detection (x
—

±s，n=4)

图4 细胞凋亡分析（x
—

±s，n=4）

Fig. 4 Cell apoptosis analysis（x
—

±s，n=4）
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低，且呈现浓度相关性。CHE 2、5、8 µmol/L组相对

对照组荧光强度分别为 0.64±0.06、0.58±0.08、

0.41±0.08，与对照组比较均差异显著（P＜0.05、

0.01）。结果表明，在斑马鱼体内，CHE 显著抑制

ACC2细胞的增殖。

4 讨论

癌症的发生与多种因素有关，包括细胞增殖、

凋亡、转移、肿瘤微环境和免疫系统。而ACC的发

病率虽然比其他癌症类型的发病率低，但是具有高

死亡率，低生存期，且手术切除和化疗、放疗效果均

不理想。因此筛选能有效治疗 ACC，并且安全、抗

逆转的天然药物成为了治疗ACC的重要途径。

NF-κB蛋白是转录因子家族蛋白，在炎症、免疫

和凋亡发生中至关重要。NF-κB在其他生理过程中

也起着重要作用，包括发育、细胞生长和存活以及

增殖，并涉及许多病理状况。作为细胞信号传递事

件的一部分，多种细胞过程会产生ROS，而ROS在

NF-κB 信号传导中具有多种抑制或刺激作用［18］。

JNK和 p38通路是MAPK信号通路的分支通路，在

细胞周期、生殖、凋亡和细胞应激等多种生理和病

理过程中起重要作用［19-20］。本研究表明，CHE处理

造成 ACC2 细胞活力降低、增殖能力下降、凋亡增

加，细胞内ROS水平升高。大量的ROS累积降低细

胞活力、诱导细胞凋亡。此外，CHE处理激活了NF-κB、

JNK、p38信号通路，NAC加入后均呈现显著下调，

表明ROS在这个过程中起到了重要的作用。

从天然药物中提取具有抗肿瘤活性的作用单

体，一直是抗癌药物发现的重要策略，CHE已被报

道能够对多种肿瘤细胞表现出良好的抗癌活性，但

是CHE对ACC抗癌活性及其作用机制的研究尚处

在空白阶段，且以往对CHE的抗癌活性多集中体外

研究，缺乏体内研究的相关数据支持。本实验研究

了 CHE 对于 ACC 的抗癌活性及其作用机制，并且

在实验过程中，使用了斑马鱼移植瘤模型进行了

图5 CHE和NAC对ACC2细胞凋亡和NF-κB MAPK通

路相关蛋白表达的影响（条带图）

Fig. 5 Effects of CHE and NAC on apoptosis and expres‐

sion of NF-κB MAPK pathway related proteins in ACC2

cells（stripe figure）

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01；与 CHE 8 μmol·L−1 组比较：##P＜0.01
*P < 0.05 **P < 0.01 vs control group；##P < 0.01 vs CHE 8 μmol·L−1 group

图6 CHE和NAC对ACC2细胞的凋亡和NF-κB MAPK通路相关蛋白表达的影响（x
—

±s，n=4）

Fig. 6 Effects of CHE and NAC on apoptosis and expression of NF-κB MAPK pathway related proteins inACC2 cells（x
—

±s，n=4）
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CHE抗癌活性体内实验验证，为今后CHE作为抗癌

药物治疗ACC或更加广泛的癌症类型，提供了数据

和理论支持，具有重要的实际意义。
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与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
*P < 0.05 **P < 0.01 vs control group

图7 CHE对斑马鱼肿瘤移植模型中ACC2细胞生长的影

响（x
—

±s，n=10）

Fig. 7 Effect of CHE on growth of ACC2 cells in zebrafish

tumor xenograft model（x
—

±s，n=10）
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