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基于 CXCR12/CXCR4/CXCR7 轴研究熊果酸诱导人甲状腺乳头状癌细胞
线粒体凋亡的作用机制  
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摘  要：目的  考察熊果酸对人甲状腺乳头状癌 TPC-1 细胞凋亡的影响及其作用机制。方法  TPC-1 细胞分别加入不同浓

度（0.8、1.6、3.2、3.6、4.0 μmol/L）的熊果酸处理，采用 CCK-8 试剂盒检测细胞增殖；采用克隆形成实验检测细胞克隆形

成能力；采用流式细胞术检测细胞凋亡率；采用 Fura-3/AM、JC-1 探针分别检测细胞内 Ca2+水平和线粒体膜电位；采用 Western 

blotting 和 PCR 检测线粒体凋亡相关蛋白和趋化因子受体 12（C-X-C chemokine receptor type 12，CXCR12）/CXCR4/CXCR7

轴相关基因表达。结果  熊果酸显著降低 TPC-1 细胞增殖和克隆形成能力（P＜0.01），显著降低线粒体膜电位（P＜0.05、

0.01），显著升高细胞内 Ca2+水平和细胞凋亡率（P＜0.01），显著下调 B 淋巴细胞瘤-2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）蛋白表达

和 CXCR12/CXCR4/CXCR7 轴相关基因表达（P＜0.01），显著上调细胞色素 C（cytochrome-C，Cyt-C）、Bcl-2 相关 X 蛋白

（Bcl-2 associated X protein，Bax）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-9（cystein-asparate protease-9，Caspase-9）和 Caspase-3 蛋白表

达（P＜0.05、0.01）。结论  熊果酸可能通过抑制 CXCR12/CXCR4/CXCR7 轴活化进而诱导 TPC-1 细胞线粒体凋亡，从而发

挥抗甲状腺乳头状癌的作用。 
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Abstract: Objective  To investigate the effect and mechanism of ursolic acid on apoptosis of human papillary thyroid carcinoma 

TPC-1 cells. Methods  TPC-1 cells were treated with different concentrations (0.8, 1.6, 3.2, 3.6, 4.0 μmol/L) of ursolic acid, and the 

cell proliferation was detected by CCK-8 kit. The ability of cell clone formation was detected by clone formation experiment. Apoptosis 

rate was detected by flow cytometry. Fura-3/AM and JC-1 probes were used to detect intracellular Ca2+ level and mitochondrial 

membrane potential respectively. Western blotting and PCR were used to detect the expressions of mitochondrial apoptosis-related 

proteins and chemokine receptor type 12 (CXCR12)/CXCR4/CXCR7 axis-related genes. Results  Ursolic acid significantly reduced 

the proliferation and clone formation ability of TPC-1 cells (P < 0.01), significantly reduced mitochondrial membrane potential (P < 

0.05, 0.01), significantly increased the intracellular Ca2+ level and apoptosis rate (P < 0.01), significantly down-regulated expressions 

of B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) protein and CXCR12/CXCR4/CXCR7 axis-related genes (P < 0.01), significantly up-regulated 

expressions of cytochrome-C (Cyt-C), Bcl-2 associated X protein (Bax), cysteine-aspartic protease-9 (Caspase-9) and Caspase-3 

proteins (P < 0.05, 0.01). Conclusion  Ursolic acid may induce mitochondrial apoptosis in TPC-1 cells by inhibiting the activation of 

CXCR12/CXCR4/CXCR7 axis, thus playing an anti-thyroid papillary carcinoma role. 
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甲状腺癌是一种起源于甲状腺滤泡上皮或滤泡

旁上皮细胞的恶性肿瘤，也是头颈部最为常见的恶

性肿瘤。甲状腺乳头状癌（ papillary thyroid 

carcinoma，PTC）约占甲状腺癌的 90%，为最常见

类型[1]。近年来，全球范围内甲状腺癌的发病率增

长迅速，据全国肿瘤登记中心的数据显示，我国城

市地区女性甲状腺癌发病率位居女性所有恶性肿瘤

的第 4 位，且我国甲状腺癌将以每年 20%的速度持

续增长[1]。虽然通过手术和放射治疗使 PTC 整体预

后良好，但仍有 30%～50%初诊患者伴有淋巴结转

移，预后较差，常规疗法效果不佳[2]。因此有必要进

一步研究 PTC 的发病机制并开发相应治疗药物，为

临床 PTC 患者的诊断和治疗提供理论依据。 

熊果酸是五环三萜类化合物[3-5]，具有抗炎、抗

氧化、抗癌、免疫调节等广泛的药理活性[6-11]。研究

显示，熊果酸能抑制蛋白激酶 B（protein kinase B，

Akt）、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian target 

of rapamycin，mTOR）、细胞外调节蛋白激酶

（extracellular regulated protein kinases，ERK）等蛋

白活性，阻碍受体酪氨酸激酶与其配体的相互作用，

抑制核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）信号通

路[12]，诱导 B 淋巴细胞瘤-2（B-cell lymphoma-2，

Bcl-2）、细胞色素 C（cytochrome-C，Cyt-C）和凋亡

蛋白酶激活因子 1（apoptotic protease activating 

factor 1，APAF1）表达，激活细胞程序性死亡或细

胞线粒体自噬[13]，抑制细胞异常增殖，从而发挥抗

肿瘤活性。熊果酸能与许多分子靶标相互作用，抑

制肿瘤细胞的增殖或迁移过程，起到减缓肿瘤进展

的作用[14-16]。熊果酸能够通过抑制表皮生长因子受

体（epidermal growth factor receptor，EGFR）/丝裂

原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein kinase，

MAPK）信号通路上调 Bcl-2 表达，激活半胱氨酸天

冬氨酸蛋白酶-3/9（cystein-asparate protease-3/9，

Caspase-3/9）表达，从而抑制结肠癌细胞生长[17]。

熊果酸能够诱导前列腺癌细胞中趋化因子受体 4

（C-X-C chemokine receptor type 4，CXCR4）信号传

导通路、癌症转移信号转导通路和核因子 E2 相关

因子 2（nuclear factor erythroid-2-related factor 2，

Nrf2）介导的氧化应激反应上调以及部分核糖代谢

产物甲基化，引起细胞重编程过程，从而发挥抗肿

瘤作用[18]。熊果酸能调控 G0/G1 期细胞比例引起人

宫颈癌 HeLa 细胞凋亡[19]。熊果酸对 PTC 细胞的增

殖、迁移和侵袭也有显著的抑制效果。Cao 等[20]发

现熊果酸能够通过降低癌症相关成纤维细胞中

CXCR4 和 CXCR7 的表达抑制人甲状腺乳头状癌

TPC-1 细胞增殖过程。熊果酸能够通过抑制纤连蛋

白 1（fibronectin 1，FN1）抑制甲状腺癌细胞活力与

增殖[21]。以上研究表明熊果酸对抑制 TPC-1 细胞增

殖有显著疗效，然而其涉及的信号分子机制及其与

CXCR12/CXCR4/CXCR7 轴的关系仍不明确。 

为探究熊果酸抗甲状腺癌的机制，本研究通过

检测熊果酸对 TPC-1 细胞增殖、凋亡、细胞内 Ca2+

水平、线粒体凋亡信号通路相关蛋白及 CXCR12/ 

CXCR4/CXCR7 轴相关基因表达的影响，探究熊果

酸抑制 TPC-1 细胞增殖的作用机制，为熊果酸的临

床抗肿瘤应用以及 PTC 的治疗提供实验依据。 

1  材料 

1.1  细胞 

TPC-1 细胞购自武汉 Procell 公司。 

1.2  药品与试剂 

熊果酸（质量分数≥98%，批号 SU8082）、细

胞裂解液（批号 R0010）、胰蛋白酶消化液（批号

T1300）、ECL 发光液（批号 PE0010）、二甲基亚砜

（批号 710N0317）购自北京索莱宝科技有限公司；

DMEM培养基（批号C11995500BT）购自美国Gibco

公司；胎牛血清（fetal bovine serum，FBS，批号

2025067）购自上海诺宁生物科技有限公司；CCK-8

试剂盒（批号 C0039）、Annexin V-FITC 细胞凋亡检

测试剂盒（批号 C1062）、Fura-3/AM 荧光探针（批

号 S1056）、JC-1 荧光探针（批号 C2005）、BCA 蛋

白浓度测定试剂盒（批号 P0012S）、SDS-PACE 凝

胶配制试剂（批号 P0010）购自碧云天生物技术有

限公司；DAB 显色试剂盒（批号 ZLI-9019）购自背

景中杉金桥生物有限公司；PBS 溶液（批号

17H01A30）购自武汉博士德生物工程公司；细胞总

RNA 提取试剂盒（批号 636690）、一步法 RNA 反

转录 PCR 扩增试剂盒（批号 RR024B）购自宝日医

生物技术有限公司；Bcl-2 抗体（批号 15071）、Cyt-

C 抗体（批号 11940）、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bcl-2 

associated X protein，Bax）抗体（批号 41162）、

Caspase-9 抗体（批号 9502）、Caspase-3 抗体（批号

9662）、生物素化的山羊抗兔 IgG 抗体（批号 7074）
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均购自美国 CST 公司。 

1.3  仪器 

Heracell 150i GP 型 CO2 细胞培养箱、Attune 

NxT 型流式细胞仪（美国 Thermo Fisher Scientific 公

司）；Spark®型酶标仪（瑞士 Tecan 公司）；DM2500

型荧光显微镜（德国 Leica 公司）；Powerpac HC 164-

5052 型电泳仪、Trans-Blot Turbo 转膜仪、ChemiDoc

成像系统（美国 Bio-Rad 公司）。 

2  方法 

2.1  细胞培养 

 TPC-1 细胞用含 10% FBS 的 DMEM 培养基，

于 37 ℃、95%相对湿度、5% CO2 的培养箱中贴壁

培养[22]。选择生长状态良好的 TPC-1 细胞进行后续

实验。 

2.2  CCK-8 检测细胞增殖 

 TPC-1 细胞以 5×103/孔接种至 96 孔板中，分

别加入 0（对照）、0.8、1.6、3.2、3.6、4.0 μmol/L 熊

果酸处理 48 h，另设置不接种细胞不含药物的调零

孔，每孔加入 10 μL 的 CCK-8 工作液，37 ℃培养

2 h，采酶标仪检测 450 nm 处的吸光度（A）值，计

算细胞存活率[23]。 

细胞存活率＝(A 给药－A 调零)/(A 对照－A 调零) 

2.3  细胞克隆形成实验 

 TPC-1 细胞以 1×105/孔接种于 6 孔板中，分别

加入 0、0.8、1.6、3.2、3.6、4.0 μmol/L 熊果酸处理

24 h 后，将细胞以 1×103/孔接种到 60 mm 的平板

中，加入 DMEM 培养基并置于培养箱中培养 2 周，

然后将细胞用 4%多聚甲醛在 42 ℃下固定 15 min，

用 0.1%结晶紫室温染色 30 min，于显微镜下对可见

菌落进行计数。 

2.4  流式细胞术检测细胞凋亡 

 TPC-1 细胞以 1×105/孔接种于 6 孔板中，分别

加入 0、0.8、1.6、3.2、3.6 μmol/L 熊果酸处理 48 h

后，按照细胞凋亡试剂盒说明书操作，采用流式细

胞仪检测各组细胞凋亡情况[23]。 

2.5  Fura-3/AM 荧光探针检测细胞内 Ca2+水平 

 TPC-1 细胞以 1×105/孔接种于 6 孔板中，分别

加入 0、0.8、1.6、3.2、3.6 μmol/L 熊果酸处理 48 h

后，收集细胞，用 PBS 溶液洗涤，加入 0.02% Fura-

3/AM 工作液 10 mL，37 ℃培养 30 min；弃去 Fura-

3/AM 工作液，洗涤 3 次；加入 PBS 溶液于 37 ℃

孵育 20 min，于荧光显微镜下观察并拍照，采用流

式细胞术检测 Ca2+水平[24]。 

2.6  JC-1 荧光探针检测细胞线粒体膜电位 

 TPC-1 细胞以 1×105/孔接种于 6 孔板中，分别

加入 0、0.8、1.6、3.2、3.6 μmol/L 熊果酸处理 48 h

后，收集细胞，用 PBS 溶液洗涤，加入 1 mL 细胞

培养液和 1 mL JC-1 染色工作液，充分混匀，37 ℃

孵育 20 min，孵育结束后，吸除上清，用 JC-1 染色

缓冲液洗涤 2 次，加入 2 mL 细胞培养液，采用流

式细胞术检测线粒体膜电位。 

2.7  Western blotting检测线粒体凋亡相关蛋白表达 

 TPC-1 细胞以 5×105/皿接种于 100 mm 培养皿

中，分别加入 0、0.8、1.6、3.2、3.6 μmol/L 熊果酸

处理 48 h 后，收集细胞，加入裂解液裂解细胞，收

集上清，用 BCA 试剂盒测定各组蛋白含量，制备蛋

白样品。蛋白样品经 10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，封闭后分别孵育一抗

与二抗，显影成像，采用 Image J 软件分析条带灰

度值，计算各组蛋白相对表达量。 

2.8  PCR检测CXCR12/CXCR4/CXCR7轴相关基

因表达 

 TPC-1 细胞以 5×105/皿接种于 100 mm 培养皿

中，分别加入 0、0.8、1.6、3.2、3.6 μmol/L 熊果酸

处理 48 h 后，收集细胞，按照试剂盒说明书提取细

胞总 RNA 并合成 cDNA，根据电泳条带灰度计算各

组基因相对表达量。PCR 引物见表 1。 

2.9  统计学分析 

 实验结果采用 x s 表示，多组间差异分析采用

单因素方差分析法，使用 SPSS 22.0 软件进行统计

学分析。 

3  结果 

3.1  熊果酸对 TPC-1 细胞增殖和克隆形成的影响 

 如图 1 所示，与对照组比较，1.6、3.2、3.6、

4.0 μmol/L 的熊果酸显著抑制 TPC-1 细胞增殖和克

隆形成能力（P＜0.01），呈剂量相关性。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 引物序列 (5’-3’) 

CXCR4 F: GAGGTCATCAAGCAAGGAT 

 R: GAGGAAGGCGTAGAGGAT 

CXCR7 F: GCAAGTAAGTAACGGAC 

 R: GCTGTATAGTCAGGAC 

CXCR12 F: GCATCAGTGACGGTAAGC 

 R: CACATCTTGAGCCTCTTGT 

β-actin F: CAACCTTCTTGCAGCTCCTC 

 R: ATACCCACCATCACACCCTG 
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与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，下图同 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group, same as below figures 

图 1  熊果酸对 TPC-1 细胞增殖 (A) 和克隆形成 (B、C) 的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 1  Effect of ursolic acid on proliferation (A) and colony formation (B, C) of TPC-1 cells ( x s , n = 3) 

3.2  熊果酸对 TPC-1 细胞凋亡的影响 

如图 2 所示，与对照组比较，1.6、3.2、3.6 μmol/L

的熊果酸显著促进 TPC-1 细胞凋亡（P＜0.01），呈

剂量相关性。 

3.3  熊果酸对 TPC-1 细胞 Ca2+水平的影响 

如图 3 所示，与对照组比较，1.6、3.2、3.6 μmol/L

的熊果酸显著升高 TPC-1 细胞内 Ca2+水平（P＜

0.01），呈剂量相关性。 

3.4  熊果酸对 TPC-1 细胞线粒体膜电位的影响 

如图 4 所示，与对照组比较，0.8、1.6、3.2、

3.6 μmol/L 的熊果酸显著降低 TPC-1 细胞线粒体膜

电位（P＜0.05、0.01），呈剂量相关性。 

3.5  熊果酸对 TPC-1 细胞线粒体凋亡相关蛋白表

达的影响 

 如图 5 所示，与对照组比较，0.8、1.6、3.2、

3.6 μmol/L 的熊果酸显著降低 Bcl-2 蛋白表达水平

（P＜0.01），呈剂量相关性；1.6、3.2、3.6 μmol/L 的

熊果酸显著升高 Bax、Cyt-C、Caspase-9、Caspase-

3 蛋白表达水平（P＜0.05、0.01），呈剂量相关性。 

3.6  熊果酸对 TPC-1 细胞 CXCR12/CXCR4/ 

CXCR7 轴相关基因表达的影响 

如图 6 所示，与对照组比较，1.6、3.2、3.6 μmol/L

 

图 2  熊果酸对 TPC-1 细胞凋亡的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Effect of ursolic acid on apoptosis of TPC-1 cells ( x s , n = 3) 
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图 3  熊果酸对 TPC-1 细胞内 Ca2+水平的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  Effect of ursolic acid on Ca2+ level of TPC-1 cells ( x s , n = 3) 

 

图 4  熊果酸对 TPC-1 细胞线粒体膜电位的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effect of ursolic acid on mitochondrial membrane potential of TPC-1 cells ( x s , n = 3) 

 

图 5  熊果酸对 TPC-1 细胞线粒体凋亡相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  Effect of ursolic acid on expressions of mitochondrial apoptosis related proteins in TPC-1 cells ( x s , n = 3) 
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图 6  熊果酸对 TPC-1 细胞 CXCR12/CXCR4/CXCR7 轴相关基因表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Effect of ursolic acid on expressions of CXCR12/CXCR4/CXCR7 axis related genes in TPC-1 cells ( x s , n = 3) 

的熊果酸显著降低 CXCR12、CXCR4、CXCR7 基因

表达水平（P＜0.01），且呈剂量相关性。 

4  讨论 

趋化因子配体 12（C-X-C chemokine ligand 12，

CXCL12）可与 G 蛋白偶联受体 CXCR4、CXCR7

结合，进而升高细胞 Ca2+水平，促进细胞黏附、存

活、增殖和基因转录等，有助于肿瘤生长、侵袭、

血管生成、转移、复发和治疗耐药[25-26]。研究表明

CXCR4 可调节 TPC-1 细胞的增殖、迁移和侵袭能

力[27]。本研究考察了熊果酸对 TPC-1 细胞增殖和凋

亡的影响及其作用机制。 

与正常细胞中增殖与凋亡的动态平衡不同，恶

性肿瘤细胞表现出增殖异常、凋亡抑制的特性，因

此诱导肿瘤细胞凋亡是多种抗肿瘤药物开发的基本

策略之一。熊果酸能诱导多种肿瘤细胞凋亡，但其

作用机制尚不完全清楚。本研究结果表明，熊果酸

作用于线粒体凋亡途径显著诱导 TPC-1 细胞凋亡。

在熊果酸的作用下，TPC-1 细胞内 Ca2+水平升高，

这一信号降低了抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达，升高了

促凋亡蛋白 Bax 表达，进一步导致细胞膜电位下降

膜通透性增高，释放出凋亡诱导因子 Cyt-C，进一

步活化 Caspase-3 引发 Caspase 级联反应，最终引起

细胞凋亡[12-21]。表明熊果酸能显著抑制 TPC-1 细胞

的增殖，同时也能通过线粒体凋亡途径显著诱导该

细胞的凋亡，从而具有良好的抗肿瘤作用。CXCR4、

CXCR7 与趋化因子结合后引起细胞内 Ca2+信号迅

速上升而激活下游信号通路，参与多种肿瘤细胞的

血管生成、远端转移、浸润以及肿瘤细胞的分化与

增殖等过程，被认为是抗肿瘤治疗的又一靶点。本

研究结果显示，熊果酸处理的 TPC-1 细胞 CXCR12/ 

CXCR4/CXCR7 轴相关基因表达水平显著降低，表

明熊果酸可以抑制CXCR12/CXCR4/CXCR7信号轴

的活性，进一步阻断该信号轴与下游信号通路的关

联，这一结果与 Liu 等 [27]研究一致，CXCR12/ 

CXCR4/CXCR7 轴的表达水平可作为肿瘤预后评估

的指标之一[25]。因此，熊果酸作为 CXCR12/CXCR4/ 

CXCR7 轴的抑制剂，是抗 PTC 药物开发的候选化

合物。 

综上，本研究发现熊果酸可能通过抑制 CXCR12/ 

CXCR4/CXCR7 轴活化进而诱导 TPC-1 细胞线粒体

凋亡发挥抗 PTC 的作用，为熊果酸应用于 PTC 的

基础研究和临床应用提供了实验依据。 
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