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吉马酮通过HBXIP/p53信号通路诱导A549、CNE-1、HepG2细胞凋亡
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摘 要：目的  研究吉马酮诱导肺癌 A549、鼻咽癌 CNE-1、肝癌 HepG2 细胞凋亡的机制。方法  50、 150、 200、

250、300 μmol·L−1的吉马酮处理肝癌HepG2、肺癌A549、鼻咽癌CNE-1、结肠癌Caco-2细胞 24、48、72 h后，MTT实验

检测细胞的存活率的变化。100、150、200 μmol·L−1的吉马酮分别处理A549、HepG2、CNE-1细胞 48 h后采用流式细胞术

检测细胞凋亡的变化；Western blotting实验检测细胞凋亡标志蛋白 cleaved-Caspase-3、Caspase-3的变化，检测乙型肝炎X

相互作用蛋白（HBXIP）、p53蛋白的表达量变化。分别在A549、HepG2、CNE-1细胞中应用 siRNA敲低HBXIP，Western 

blotting实验检测HBXIP的敲低效果及 p53蛋白表达变化；MTT实验检测敲低HBXIP对吉马酮诱导的细胞增殖抑制作用的

影响。结果  吉马酮对鼻咽癌CNE-1、肝癌HepG2细胞增殖抑制作用较强，与溶剂对照组比较，200、250、300 μmol·L−1组细胞存

活率显著下降（P＜0.05）；在高浓度时对肺癌A549细胞增殖抑制效果较强，与溶剂对照组比较，250、300 μmol·L−1组细胞存活

率显著下降（P＜0.05）；对结肠癌Caco-2细胞作用相对较弱。与对照组比较，100、150、200 μmol·L−1吉马酮处理A549、HepG2、

CNE-1细胞 48 h后，凋亡率显著升高（P＜0.05），cleaved-Caspase-3、p53蛋白表达显著上升（P＜0.05）；以 150、200 μmol·L−1吉

马酮处理A549、HepG2、CNE-1细胞 48 h后，HBXIP的蛋白表达显著降低（P＜0.05）。siRNA-HBXIP处理 48 h后，与对照组比

较，HBXIP的蛋白表达量显著下降（P＜0.05），p53蛋白表达量显著上升（P＜0.05）。与单独使用的相同浓度的吉马酮相比，沉

默HBXIP后A549、HepG2、CNE-1细胞对吉马酮的敏感度明显提高，150、200、250 μmol·L−1组均差异显著（P＜0.05）。结论  吉

马酮可以抑制A549、HepG2、CNE-1细胞增殖、诱导细胞凋亡，作用机制可能与调控HBXIP/p53信号通路相关。
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Abstract: Objective Study the mechanism of gemmazone induced apoptosis in A549, CNE-1, and HepG2 cells. Methods After 50, 

150, 200, 250, and 300 μmol·L−1 germacrone treated in HepG2, A549, CNE-1, and Caco-2 cells for 24, 48 and 72 h, the MTT assay 

was preformed to detect the changes of cell viability. When 100, 150 and 200 μmol·L−1 germacrone treated in A549, HepG2 and 

CNE-1 cells for 48 h, the changes of cell apoptosis were detected by flow cytometry, and the Western blotting was used to detect the 

changes of cleaved-Caspase 3, Caspase-3 HBXIP, and P53 proteins. The expressions of HBXIP and P53 were detected by Western 

blotting after HBXIP knocked down in A549, HepG2 and CNE-1 cells. The effect of knockdown of HBXIP on the inhibitory 

proliferation induced by germacrone was detected by MTT assay. Results Gemmazone had a strong inhibitory effect on the 
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proliferation of nasopharyngeal carcinoma CNE-1 and liver cancer HepG2 cells, compared with the solvent control group, the cell 

survival rate of the 200, 250, and 300 μmol·L−1 group significantly decreased (P < 0.05). At high concentrations, the inhibitory effect 

on the proliferation of lung cancer A549 cells was better, compared with the solvent control group, the cell survival rate of the 250, 

300 μmol·L−1 group significantly decreased (P < 0.05). The effect on colon cancer Caco-2 cells was relatively weak. Compared with 

the control group, after 48 hours of treatment with 100, 150, 200 μmol·L−1 gemmazone, the apoptosis rate of A549, HepG2, and 

CNE-1 cells significantly increased (P < 0.05), and the expression of cleaved-Caspase-3 and p53 proteins significantly increased 

(P < 0.05). After 48 hours of treatment with 150, 200 μmol·L−1 gemmazone in A549, HepG2, and CNE-1 cells, the protein 

expression of HBXIP was significantly reduced (P < 0.05). After 48 hours of siRNA-HBXIP treatment, compared with the control 

group, the protein expression of HBXIP significantly decreased (P < 0.05) and the expression of p53 protein significantly increased 

(P < 0.05). Compared with the same concentration of gemmazone used alone, silencing HBXIP significantly increased the sensitivity 

of A549, HepG2, and CNE-1 cells to gemmazone, with values of 150, 200, and 250 μmol·L−1 group showed significant differences 

(P < 0.05). Conclusion Gematone can inhibit the proliferation of A549, HepG2, and CNE-1 cells and induce cell apoptosis, and the 

mechanism of action may be related to the regulation of the HBXIP/p53 signaling pathway.

Key words: gemmazone; liver cancer; lung cancer; nasopharyngeal cancer; colon cancer; A549 cells; CNE-1 cells; HepG2 cells; 

proliferation; apoptosis; HBXIP; p53

癌症是我国及发达国家的主要致死因素，自

2000年以来，我国的癌症病例和死亡人数以及癌症

的发病率和死亡率正在逐渐增加；在美国，癌症是

仅次于心脏病的第 2大死因［1］。根据 2020年全球癌

症数据报告显示，2020年全球估计有 1 930万新发

癌症病例和近 1 000万癌症死亡病例［2］，其中肺癌的

新发病率排名第 2（11.4%），结直肠癌新发病率排名

第 3（10.0%），并且肺癌也是癌症死亡的主要原因，

估计有 180 万人死于肺癌（18%），其次是结直肠

癌（9.4%）、肝癌（8.3%）。鼻咽癌是作为头颈部最常

见的癌症之一，其 2020年新发病例约 13万，死亡病

例约 8万［3］。治疗实体肿瘤的策略有很多，包括手

术、化学疗法、放射疗法、靶向疗法、免疫疗法、联合

疗法以及干细胞和细胞外囊泡疗法等，其中手术、

放疗和化疗是主要的治疗方法，但治疗的效果个体

差异较大［4］。

从天然产物中寻找治疗癌症的药物是具有潜

力的研究方向。吉马酮作为存在于姜黄科、牻牛儿

苗科、杜鹃科等植物中的单环倍半萜类化合物，具

有广泛的生物功能及生理活性，如抗炎、抗病毒、抗

癌、抗氧化及抗菌等［5-6］。研究表明，吉马酮对多种

癌细胞均具有较好的抑制作用，并且本课题组前期

研究发现吉马酮可以抑制胃癌细胞增殖并诱导其

凋亡，其关键作用蛋白为乙型肝炎 X 相互作用蛋

白（HBXIP）［7］。p53作为一种细胞凋亡因子，在抑癌

方面发挥重要作用，本课题旨在研究吉马酮对肝

癌、肺癌、鼻咽癌及结肠癌等癌细胞的广泛抗癌作

用，并探讨其作用机制是否与调控HBXIP/p53蛋白

相关。

1　材料

1.1　细胞

人鼻咽癌细胞CNE-1细胞，由安徽医科大学生

物化学与分子生物学实验室提供；人肺癌细胞

A549、人结肠癌细胞 Caco-2、人肝癌细胞 HepG2细

胞均购自中国科学院上海细胞库。

1.2　药物及主要试剂

吉马酮购自成都瑞芬斯生物科技有限公司，货

号 J-025-1g，质量分数≥98%。DMEM、RPMI 1640

培养基，赛默飞世尔科技（中国）有限公司；胎牛血

清，浙江天杭生物科技股份有限公司；MTT、二甲基亚

砜（DMSO），上海碧云天生物技术有限公司；细胞凋亡检

测试剂盒 ，贝博生物 BestBio；Caspase-3/cleaved-

Caspase-3、甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶（GAPDH）、

HBXIP 抗 体 ，武 汉 三 鹰 生 物 技 术 有 限 公司。

siRNA-HBXIP序列：正义链：CCAGUAGUUAGGCCA 

UUCAUUTT；反义链：AAUGAAUGGCCUAACUA 

CUGGTT；siRNA-NC序列：正义链：UUCUCCGAAC 

GUGUCACGUTT 反 义 链 ：ACGUGACACGUU 

CGGAGAATT，由汉恒生物科技有限公司合成。

1.3　主要仪器

酶标仪、二氧化碳培养箱购自赛默飞世尔科

技（中国）有限公司；培养瓶/板购自无锡耐思生命科

技股份有限公司。

2　方法

2.1　细胞培养与传代

将A549、HepG2细胞培养于含有10%胎牛血清

的 DMEM 培养基中，Caco-2、CNE-1 细胞培养于含

有 10% 胎牛血清的 RPMI 1640 培养基中。所有细
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胞生长于含有 5%二氧化碳的 37 ℃培养箱中，待细

胞长满时进行传代与铺板。

2.2　MTT实验

分别将A549、Caco-2、HepG2、CNE-1细胞接种

于 96孔板中，每孔接种细胞约 2 000个。铺板 12 h

后用 50、100、150、200、250、300 μmol·L−1的吉马酮

分别处理细胞 24、48、72 h，不加药的为空白对照组，

以 0.2% DMSO 处理的为溶剂对照组，另设不接种

细胞的空白组。处理完成后每孔加入 5 mg·mL−1的

MTT 溶液 20 μL，继续放入 37 ℃培 养 箱 中 培 养

4 h。避光小心弃去每孔中的上清液，将形成的紫色

甲臜晶体溶解在每孔 150 μL的DMSO中，避光溶解

10 min 后，用酶标仪在 490 nm 的波长下检测吸光

度（A）值，计算细胞存活率和半数抑制浓度（IC50）。

细胞存活率＝（A 药物－A 空白）/（A 空白对照－A 空白）

2.3　细胞凋亡检测

分别将A549、HepG2、CNE-1细胞接种于6孔板

中，约每孔 5×104个，待细胞生长至 60%～70%后，

用 100、150、200 μmol·L−1吉马酮处理 48 h，对照组用

含 0.2% DMSO的培养基处理。用不含 EDTA的胰

酶消化并收集细胞，每组细胞避光加入 5 μL 的

AnnexinV-异硫氰酸荧光素（FITC）染色液，15 min

后再加入 10 μL的碘化丙啶（PI）染色液，5 min后在

流式细胞仪中检测细胞凋亡。

2.4　Western blotting实验

细胞接种及给药方式同“2.3”项，分别提取各组

细胞内的总蛋白，加入蛋白上样缓冲液在沸水中变

性 10 min。将制好的蛋白样品加入十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）中进行电泳。完

成后，通过湿转的方式将凝胶中的蛋白转印至聚偏

二氟乙烯（PVDF）膜上。在对应的抗体中 4 ℃孵育

过夜，而后室温孵育二抗 1.0～1.5 h。完成后在显影

仪上显影。用 ImageJ 1.8.0进行半定量分析。

2.5　细胞转染

分别将A549、HepG2、CNE-1细胞接种于6孔板

中，约每孔 5×104个，待细胞生长至 60%～70%后进

行转染。弃去细胞培养基后用Opti-最低必需培养

基（MEM）培养基清洗细胞 3 遍后，每孔加入 Opti-

MEM 培养基 2 mL。将 Lip-2 000 与小干扰核糖核

酸（siRNA）以 1∶1的比例混合后加入 6孔板中。将 6

孔板放入 37 ℃培养箱中培养 6 h后，弃去转染试剂，

加入含有 10% 胎牛血清的完全培养基继续培养

48～72 h。转染 siRNA-HBXIP、siRNA-NC 完成后

收集细胞，Western blotting实验检测HBXIP、p53蛋

白表达。

转染 siRNA-HBXIP 完成后收集细胞，MTT 实

验检测吉马酮（0、50、100、150、200、250、300 μmol·L−1）对

A549、HepG2、CNE-1细胞增殖的影响。

2.6　统计学分析

使用 SPSS 20.0 及 GraphPad Prism 进行统计分

析及图表的绘制，计量数据以 x
—
±s显示，符合正态

分布的两组数据之间比较用两独立样本 t检验；不

符合正态分布的两组数据之间比较采用非参数

检验。

3　结果

3.1　吉马酮对A549、HepG2、CNE-1细胞增殖的抑

制作用

如图 1 所示，吉马酮对鼻咽癌 CNE-1、肝癌

HepG2 细胞增殖抑制作用较强，与溶剂对照组比

较，200、250、300 μmol·L−1 组细胞存活率显著下

降（P＜0.05）；在高浓度时对肺癌A549细胞增殖抑

制效果较好，与溶剂对照组比较，250、300 μmol·L−1

组细胞存活率显著下降（P＜0.05）；对结肠癌Caco-2

细胞作用相对较弱。吉马酮对 HepG2、CNE-1、

A549、Caco-2细胞的 IC50值见表1。

3.2　吉马酮诱导A549、HepG2、CNE-1细胞凋亡

以 100、150、200 μmol·L−1 吉马酮处理 A549、

HepG2、CNE-1 细胞 48 h 后，细胞出现了明显的凋

亡，凋亡率与对照组比较显著升高（P＜0.05），并且

随着吉马酮浓度的增高，细胞凋亡率逐渐增大。结

果见图2。

Caspase-3蛋白为细胞凋亡标志蛋白，当细胞发

生 凋 亡 时 会 剪 切 成 cleaved-Caspase-3。 Western 

blotting实验发现，吉马酮处理后Caspase-3在A549、

HepG2、CNE-1 细胞内表达量不变 ，而 cleaved-

Caspase-3表达随着吉马酮浓度的增加而上调，与对

照组比较差异显著（P＜0.05）。结果见图3。

3.3　吉马酮上调p53、抑制HBXIP的蛋白表达

与对照组比较，以 100、150、200 μmol·L−1吉马

酮处理 A549、HepG2、CNE-1细胞 48 h后，p53蛋白

表达显著上升（P＜0.05）；以 150、200 μmol·L−1吉马

酮处理A549、HepG2、CNE-1细胞 48 h后，HBXIP的

蛋白表达显著降低（P＜0.05）。结果见图3。

3.4　沉默HBXIP上调P53的表达

分 别 在 A549、HepG2、CNE-1 细 胞 中 敲 低

HBXIP。 siRNA-HBXIP 处理 48 h 后，与对照组比

较，HBXIP 的蛋白表达量显著下降（P＜0.05），p53

蛋白表达量显著上升（P＜0.05）。结果见图4。
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3.5　沉默 HBXIP 提高 A549、HepG2、CNE-1 细胞

对吉马酮的敏感性

在 A549、HepG2、CNE-1 细胞中先沉默 HBXIP

后使用吉马酮处理。与单独使用的相同浓度的吉

马酮相比，沉默HBXIP后A549、HepG2、CNE-1细胞

对吉马酮的敏感度明显提高，150、200、250 μmol·L−1

组均差异显著（P＜0.05）。结果见图5。

4　讨论

癌症作为威胁人类健康的主要杀手，其发病率

和死亡率都逐年增高，手术治疗、化疗、放疗通常是

治疗癌症的常见手段［8］。近年来，从天然产物中寻

找治疗癌症的有效成分的研究越来越多，天然产物

的活性成分部分具有较好的抑制癌细胞增殖的效

果，与具有较差药效学和单靶向性的合成药物相

比，天然产物活性成分的毒副作用较小，因此是研

究人员重要研究方向［9-10］。萜类化合物是植物中常

见的次级代谢产物，萜类化合物多样化的化学结构

具有针对多种疾病的治疗潜力［11］。常见的已经应

用于临床并广泛使用的萜类化合物有紫杉醇等，其

良好的抗癌效果打开了萜类化合物抗癌作用研究

的视野［12］。吉马酮是一种单环倍半萜类化合物，近

年来其抗肿瘤作用得到了广泛的研究。体内、体外

研究表明，吉马酮对多种癌细胞具有较好的抗癌作

用，如食管鳞状细胞癌、胃癌、前列腺癌等［13-15］。本

研究在肝癌、肺癌、结肠癌与鼻咽癌细胞中应用吉

马酮，发现其可以以浓度相关性方式抑制肺癌细胞

A549、肝癌细胞 HepG2 及鼻咽癌细胞 CNE-1 的增

殖，表明吉马酮对部分实体瘤具有潜在抗肿瘤

作用。

细胞凋亡是细胞程序性死亡的方式，癌细胞通

常凋亡能力较弱，进而导致癌细胞的异常增殖。本

研究发现，吉马酮可以诱导肝癌、肺癌、鼻咽癌细胞

凋亡，上调细胞凋亡蛋白 cleaved-Caspase-3的表达。

与本研究类似的是，在胃癌细胞中吉马酮可以抑制

胃癌细胞增殖，吉马酮主要通过诱导细胞凋亡及细

胞周期阻滞而发挥作用［15］。在肝癌细胞中，Liu

与溶剂对照组比较：*P＜0.05
*P < 0.05 vs solvent control group

图1　吉马酮对A549、HepG2、CNE-1、Caco-2细胞增殖的抑制作用（x
—

±s，n=6）

Fig. 1　Inhibition of germacrone on proliferation of A549, HepG2, CNE-1, and Caco-2 cells (x
—

±s, n=6)

表1　吉马酮作用不同时间对癌细胞的 IC50值

Table 1　 IC50 values of gemmazone on cancer cells at 

different time points

t/h

24

48

72

IC50/（μmol·L−1）

A549

420.20

417.54

288.97

Caco-2

888.95

674.64

369.18

HepG2

242.57

192.42

181.51

CNE-1

209.30

204.45

191.63
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等［16］的研究发现，吉马酮可以通过诱导 G2/M 期阻

滞和促进细胞凋亡对肝癌细胞产生较好的抑制作

用。并且，在宫颈癌、非小细胞肺癌等癌症中，吉马

酮均可发挥诱导细胞凋亡的作用［17-18］。因此，吉马

酮可能通过诱导癌细胞凋亡发挥增殖抑制作用。

p53 蛋白是位于第 17 条染色体短臂上的 TP53

基因编码蛋白，尽管早期研究将 p53蛋白描述为癌

症因子，但后来通过进一步的研究表明 p53是一种

肿瘤抑制因子［19-20］。p53在维持基因组稳定性、诱导

细胞凋亡、代谢、细胞周期停滞、衰老等方面起着至

关重要的作用［21］。p53蛋白与细胞凋亡之间的联系

密切，大量研究表明 p53蛋白是诱导癌细胞凋亡的

关键因子［22-23］，抑制 p53 蛋白的表达可以抑制细胞

的凋亡。Zhao等［24］研究发现，吉马酮可以通过Akt-

p53 通路诱导肺癌细胞凋亡和细胞周期阻滞。在

A549、CNE-1、HepG2细胞中，吉马酮处理后 p53蛋

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

图2　吉马酮诱导A549、HepG2、CNE-1细胞凋亡（x
—

±s，n=3）
Fig. 2　Germacrone induced apoptosis in A549, HepG2 and CNE-1 cells（x

—
±s，n=3）
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白显著增高，本研究表明吉马酮可以通过上调 p53

的表达进而诱导癌细胞凋亡。

HBXIP 是一种癌症因子 ，多种研究表明 ，

HBXIP可以在乳腺癌、胃癌中参与调控 p53通路进

而影响癌细胞的增殖及代谢过程，上调HBXIP可以

下调 p53 蛋白的表达［25-26］。在本研究中，吉马酮可

以在 A549、CNE-1、HepG2细胞中下调 HBXIP的表

达。在 A549、CNE-1、HepG2细胞中敲低 HBXIP的

表达，发现 p53蛋白表达上调。因此吉马酮上调 p53

蛋白的表达可能与下调 HBXIP 有关。Fang等［7］研

究发现吉马酮可以通过下调HBXIP的表达发挥诱

导胃癌细胞凋亡及增殖抑制的作用。为了进一步

验证吉马酮通过 p53诱导细胞凋亡进而抑制癌细胞

增殖的作用是否与 HBXIP 有关，本研究通过敲低

HBXIP 的表达后联用吉马酮，发现 A549、CNE-1、

HepG2细胞对吉马酮的敏感性显著增加。

本研究发现吉马酮可以浓度相关性地抑制肺

癌 A549、肝癌 HepG2 及鼻咽癌 CNE-1 细胞的增殖

并诱导细胞凋亡，其机制可能与抑制HBXIP表达进

而促进抑癌因子 p53表达相关，HBXIP蛋白是吉马

酮发挥肿瘤抑制作用的潜在作用靶点。尽管本研

究从 HBXIP/p53 轴阐释了吉马酮发挥抗肿瘤作用

的机制，但对HBXIP调控 p53的机制尚未进行深入

研究，这也是课题组下一步的研究方向。

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

图3　吉马酮上调p53、抑制HBXIP的蛋白表达（x
—

±s，n=3）

Fig. 3　Germacrone up-regulated p53 and down-regulated HBXIP protein expression (x
—

±s, n=3)
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—
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