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摘要 目的 观察补骨脂乙素( IBC) 对鼻咽癌 CNE-2Z细胞
增殖和凋亡的影响，并探讨其作用机制。方法 采用 CCK-8
法检测不同浓度 IBC 对 CNE-2Z 细胞活性的抑制作用; EdU
掺入法检测细胞增殖能力的改变;平板克隆形成实验检测对
CNE-2Z细胞克隆形成能力的影响; 流式细胞术 AnnexinV-
FITC / PI双染法检测细胞凋亡情况; Western blot 检测 IBC
作用后磷酸化核糖体 S6 激酶 2( p-RSK2) 、核糖体 S6 激酶 2
( RSK2) 、c-Jun、B 淋巴细胞瘤 /白血病-2 ( Bcl-2 ) 和 Bcl-2 相
关 X蛋白( Bax) 表达的改变。结果 IBC对 CNE-2Z 细胞生
长、增殖和克隆形成能力有明显的抑制作用，呈剂量依赖关
系; 与对照组相比，20、40 μmol /L IBC 处理组细胞的凋亡率
显著增高; IBC可引起 CNE-2Z细胞中 p-RSK2、c-Jun和 Bcl-2
表达明显减少，而 Bax 表达增高，与对照组相比，20、40
μmol /L IBC 处理组 Bcl-2 /Bax 比值分别下调 47. 24% 和
69. 50%。结论 IBC可明显抑制鼻咽癌 CNE-2Z 细胞的增
殖，并诱导其凋亡，其机制可能与抑制 RSK2 活性，进而调控
c-Jun和 Bcl-2 /Bax的表达有关。
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鼻咽癌( nasopharyngeal carcinoma，NPC) 是原发
于鼻咽黏膜上皮的恶性肿瘤，多见于东南亚国家和
我国南方地区( 广东、广西和湖南等) ，是高发于我
国的十大恶性肿瘤之一。以铂类药物为主的联合用
药作为目前鼻咽癌放化综合治疗常用的一线方案，
取得一定效果，但对机体有较大的毒副作用［1］。因
此，从天然药物中寻找低毒、高效的抗癌活性成分，
对于改善鼻咽癌的临床疗效及预后仍具有重要意
义。补骨脂乙素( isobavachalcone，IBC) 是一种从中
药补骨脂中提取的天然査尔酮类小分子化合物，具

有抗菌、抗氧化和抗肿瘤等多种药理作用。近年来
研究［2 － 4］显示 IBC 对多种肿瘤细胞，如神经母细胞
瘤、卵巢癌、前列腺癌和胃癌等都有明显的抑制作
用，但对鼻咽癌细胞的作用及其机制尚不清楚。该
研究旨在探讨 IBC对鼻咽癌 CNE-2Z细胞增殖和凋
亡的影响及其作用机制，以期为 IBC 抗肿瘤的临床
应用提供实验依据。

1 材料与方法

1． 1 试剂 补骨脂乙素( 纯度≥98% ) 购自天津士
兰科技有限公司; 用二甲基亚砜溶解后配置成 100
mmol /L的母液，－ 20 ℃保存，临用时加培养基稀释
成所需浓度; CCK-8 试剂盒购自日本同仁化学研究
所; EdU细胞增殖检测试剂盒购自广州锐博生物公
司; AnnexinV-FITC /PI双染凋亡检测试剂盒购自南
京凯基生物公司; 兔抗人磷酸化核糖体 S6 激酶 2
( phospho-ribosomal S6 kinase 2，p-RSK2) 、核糖体 S6
激酶 2( ribosomal S6 kinase 2，RSK2) 和 c-Jun多克隆
抗体购自美国 Cell Signaling 公司;鼠抗人 B 淋巴细
胞瘤 /白血病-2 ( B-cell leukemia / lymphoma 2，Bcl-2 )
单克隆抗体购自美国 BD公司;鼠抗人 Bcl-2 相关 X
蛋白( Bcl-2-associated X protein，Bax) 、β-actin 单克
隆抗体购自美国 Santa Cruz 公司; DyLight 680 /
DyLight 800 标记的红外二抗购自美国 Abbkine 公
司。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养 CNE-2Z细胞为人低分化鼻咽癌
上皮细胞株，由广东医科大学中美肿瘤研究所提供，
采用含 10% 胎牛血清，100 U /ml青霉素，100 μg /ml
链霉素的 RPMI 1640 培养基进行常规培养。
1． 2． 2 CCK-8 法检测 将 CNE-2Z 细胞以 100 μl
细胞悬液含 2 000 个细胞接种于 96 孔板中，24 h 后
分别加入终浓度为 0、5、10、20、40 μmol /L 的 IBC
( 每组设 5 个复孔) ，继续培养 24、48 h; 弃去上清
液，每孔加入含 10 μl CCK-8 溶液的培养基 100 μl，
在培养箱中继续孵育 2 h，使用酶标仪在 450 nm 波
长处测定吸光度( OD) 值，计算 IBC 对 CNE-2Z细胞
的生长抑制率，抑制率 ( % ) = ( 对照组 OD 值 －实
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验组 OD值) /对照组 OD值 × 100%。采用 IC50软件
计算各时间点的 IC50值。
1． 2． 3 EdU细胞增殖实验 将 CNE-2Z细胞以 100
μl细胞悬液含 2 000 个细胞接种于 96 孔板中，24 h
后分别给予终浓度为 0、20、40 μmol /L的 IBC( 每组
设 3 个复孔 ) ，作用 48 h; 随后加入终浓度为 50
μmol /L 的 EdU 作用 2 h; 弃上清液，加入 4% 多聚
甲醛室温固定 30 min，在 0. 5% Triton X-100 中透膜
20 min;随后依次加入 1 × Apollo 染色反应液和 1 ×
Hoechst 33342 反应液，分别室温避光孵育 30 min;
荧光显微镜下观察、采集图像，所有细胞核显示蓝色
荧光( Hoechst 染色) ，处于增殖期的细胞核则显示
红色荧光 ( EdU 标记) 。随机选取 5 个视野，计算
EdU标记阳性率，EdU标记阳性率( % ) = EdU 阳性
细胞数 /细胞总数 × 100%。
1． 2． 4 平板克隆形成实验 将 CNE-2Z 细胞以每
孔 400 个细胞接种于 6 孔板中，培养 24 h后分别加
入终浓度为 0、5、10 μmol /L 的 IBC( 每组设 3 个复
孔) ，连续培养约 2 周; 采用甲醇固定细胞，0. 4%结
晶紫染色，显微镜下计数 ＞ 50 个细胞的克隆数。
1． 2． 5 流式细胞仪检测 将 CNE-2Z 细胞以适当密
度接种于 6孔板中，24 h后分别给予终浓度为 0、20、
40 μmol /L IBC，作用48 h;离心收集细胞，加入500 μl
binding buffer 重悬细胞; 随后依次加入 5 μl Annex-
inV-FITC和 5 μl PI染液混匀，室温避光孵育 15 min;
在 1 h内采用流式细胞仪检测分析细胞凋亡情况。
1． 2． 6 Western blot检测 取对数生长期 CNE-2 细
胞，给予终浓度为 0、20、40 μmol /L 的 IBC 作用 48
h，加入 RIPA裂解液，冰上裂解 20 min，离心收集上
清液( 总蛋白) ; 用 BCA 法测定蛋白浓度后，取等量
蛋白进行 SDS-PAGE电泳分离，湿转印至 NC 膜上;
将膜用封闭液( 含 5%脱脂奶粉) 室温封闭 2 h 后，
加入相应的一抗( 用一抗稀释液配制) ，于 4 ℃孵育
过夜;次日用 TBST 清洗后加入相应的红外标记的
二抗( 用 TBST稀释) ，室温孵育 2 h; 采用 Odyssey双
色红外激光成像系统进行扫描，Quantity one 软件对
蛋白条带进行半定量分析，以 β-actin 作为内参。
1． 3 统计学处理 应用 SPSS 17. 0 和 GraphPad
Prism 6 软件进行统计学分析。计量资料以 珋x ± s 表
示，多组间比较采用单因素方差分析 ( One-way
ANOVA) ，两组间比较采用 t 检验，以 P ＜ 0. 05 为差
异有统计学意义。

2 结果

2． 1 IBC对 CNE-2Z细胞活性的影响 给予不同

浓度的 IBC 作用 CNE-2Z 细胞 24、48 h 后，采用
CCK-8 法检测细胞活性的改变。与对照组相比，IBC
可明显抑制 CNE-2Z 细胞活力，且随着药物作用时
间的延长和药物浓度的增加，细胞存活率逐渐降低，
抑制率逐渐增加，呈明显的时间 －效应和剂量 －效
应关系，各实验组间抑制率差异有统计学意义 ( 24
h: F = 28. 66，P ＜ 0. 05; 48 h: F = 152. 10，P ＜ 0. 05) ，
其 24 h 和 48 h 的 IC50值分别为 74. 08 和 25. 70
μmol /L。见图 1。

图 1 IBC对 CNE-2Z 细胞活性的影响

2． 2 IBC对CNE-2Z细胞增殖能力的影响 为了进
一步证实 IBC对 CNE-2Z细胞增殖活性的抑制作用，
采用 EdU法检测细胞增殖能力的改变。随着 IBC药
物浓度的增加，EdU 阳性细胞的百分比逐渐减少，呈
剂量依赖性，各组间差异有统计学意义( F = 66. 25，P
＜0. 05) ，提示 IBC 可有效抑制 CNE-2Z细胞的增殖，
使处于增殖期的细胞比率减少。见图 2。
2． 3 IBC对 CNE-2Z细胞克隆形成能力的影响
采用平板克隆形成实验检测 CNE-2Z 细胞克隆形成
能力的改变。IBC 可有效抑制 CNE-2Z 细胞的克隆
形成能力，各组间差异有统计学意义( F = 52. 01，P
＜ 0. 05) ; 与对照组细胞相比，10 μmol /L IBC 可显
著抑制细胞的克隆形成能力，其形成克隆变小且数
目明显减少( P ＜ 0. 001) 。见图 3。
2． 4 IBC对 CNE-2Z细胞凋亡的诱导作用 采用
AnnexinV-FITC / PI双染法检测 CNE-2Z细胞凋亡率
的改变。对照组细胞的凋亡率( 包括早期和晚期凋
亡率) 为 ( 4. 70 ± 0. 69 ) %，给予 20 和 40 μmol /L
IBC处理后，细胞的凋亡率明显增高，分别为( 17. 97
± 3. 10) %和( 29. 03 ± 1. 65) %，各组间差异有统
计学意义( F = 104. 30，P ＜ 0. 05 ) ; 随着 IBC 浓度的
增加，细胞早期凋亡率亦逐渐增高，呈现剂量依赖关
系( F = 37. 49，P ＜ 0. 05) 。见图 4。
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图 2 IBC对 CNE-2Z 细胞增殖的抑制作用 × 200

A: 对照组; B: 20 μmol /L IBC处理组; C: 40 μmol /L IBC处理组;

1: Hoechst染色( 蓝色) ; 2: EdU 染色( 红色) ; 3: Hoechst 染色和 EdU

染色的融合; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 001

2． 5 IBC 对 CNE-2Z 细胞增殖、凋亡相关蛋白的
影响 采用 Western blot 检测 CNE-2Z 细胞中相关
蛋白表达的改变。与对照组相比，给予 20、40
μmol /L IBC 处理后细胞中 p-RSK2 和 c-Jun 的表达
水平均明显下降，而总 RSK2 的表达没有改变; IBC
亦可引起 Bcl-2 表达的降低，而 Bax 的表达则升高，
与对照组相比，20、40 μmol /L IBC处理后 Bcl-2 /Bax
的比值分别下调 47. 24%和 69. 50%，差异均有统计
学意义( P ＜ 0. 05) 。见图 5。

图 3 IBC对 CNE-2Z 细胞克隆形成的影响
A: 对照组; B: 5 μmol /L IBC 处理组; C: 10 μmol /L IBC 处理组;

与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 001

3 讨论

中药补骨脂为豆科草本植物补骨脂的成熟干燥
种子，具有温肾、助阳等功效，在中药方剂中作为君
药有扩冠强心、止血、增强免疫功能、抗菌和抗肿瘤
等作用。IBC 是从补骨脂中提取的一种活性成分，
属于天然查尔酮类小分子化合物。近年来研究［2 － 4］

显示，IBC对多种肿瘤细胞均有抑制作用。IBC 可
通过线粒体途径诱导神经母细胞瘤凋亡，但对正常
小脑颗粒细胞没有明显影响［2］。Jing et al［3］显示
IBC可抑制卵巢癌、前列腺癌和肺癌等多种肿瘤细
胞的增殖，并诱导细胞凋亡，但对正常肝细胞和人脐
静脉内皮细胞无明显毒性作用，其机制与下调蛋白
激酶 B 磷酸化和活性水平，进而促发含半胱氨酸的
天冬氨酸蛋白水解酶依赖的凋亡通路有关。IBC 亦
可抑制化学致癌物诱导的小鼠皮肤癌的发生［5］。
这些结果提示，IBC 作为一种来源经济的天然小分
子药物，具有活性高、毒副作用小等特点，其临床应

图 4 IBC对 CNE-2Z 细胞凋亡的诱导作用
A: 对照组; B: 20 μmol /L IBC 处理组; C: 40 μmol /L IBC 处理组; Q1: 坏死细胞区; Q2: 晚期凋亡细胞区; Q3: 活细胞区; Q4: 早期凋亡细胞

区; 与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01
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图 5 IBC对 CNE-2Z 细胞蛋白表达的影响
A: Western blot检测各组蛋白表达水平; B: 各组 Bcl-2 /Bax 的比

值; 1: 对照组; 2: 20 μmol /L IBC处理组; 3: 40 μmol /L IBC处理组; 与

对照组相比: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 005

用价值值得关注。
本研究应用不同浓度的 IBC处理低分化鼻咽癌

细胞 CNE-2Z后显示，IBC可明显抑制 CNE-2Z 细胞
的增殖和克隆形成，具有时间、浓度依赖性。进一步
采用 AnnexinV-FITC /PI 双标记流式细胞术检测细
胞凋亡率，结果显示与未处理组细胞相比，IBC 可显
著诱导 CNE-2Z细胞凋亡，细胞早期凋亡率明显增
高，提示 IBC抑制鼻咽癌细胞增殖的作用可能与其
诱导细胞凋亡有关。

RSK2 是 p90RSK 家族的成员之一，属于丝氨
酸 /苏氨酸激酶。RSK2 是 ERK1 /2 下游的直接底
物，在生长因子等刺激作用下，发生多个位点的磷酸
化而被激活。近年来，在多种肿瘤组织中如头颈部
鳞状细胞癌、皮肤癌和前列腺癌等都显示有 RSK2
表达或活性的增高，且与患者的不良预后相关［6］。
抑制 RSK2 活性或下调其表达均可有效抑制多种肿
瘤细胞的增殖、转化和侵袭，亦可增强肿瘤细胞对化
疗药物的敏感性［6 － 7］。这些结果提示，RSK2 可能是
一个潜在的抗癌靶标。

RSK2 在肿瘤发生中的作用归因于其广泛的底
物分子，活化的 RSK2 可转入核中磷酸化多种底物
蛋白，包括 cAMP 反应元件结合蛋白、糖原合成激酶
3、促凋亡蛋白 Bad和热休克蛋白 27 等，进而调控增

殖、分化和凋亡相关蛋白的表达。RSK2 也要介导
组蛋白 H3 表观修饰的改变，在表皮生长因子和佛
波酯等肿瘤促进因子的作用下，RSK2 可促进组蛋
白 H3Ser10 磷酸化，进而调控即刻早期基因 c-Jun
和 c-Fos等的转录激活。c-Jun是核转录激活蛋白 1
家族的重要成员，其异常活化与多种肿瘤的发生、发
展密切相关。c-Jun可正向调控细胞周期，促进肿瘤
细胞的增殖。在乳腺癌细胞中，阻断 c-Jun 活性可
抑制 cyclinD1 等细胞周期相关蛋白的表达，导致细
胞周期阻滞［8］。c-Jun亦具有抗凋亡作用，过表达 c-
Jun可有效抑制长春新碱诱导的肿瘤细胞凋亡［9］。
Eferl et al［10］研究发现，c-Jun 抗凋亡作用可能与其
抑制 p53 活性进而调控凋亡相关蛋白 Bcl-2 和 Bcl-
XL有关。本研究显示，IBC可呈剂量依赖性地抑制
p-RSK2 和 c-Jun的表达水平，但对总 RSK2 的表达
没有影响，提示 IBC 可能通过抑制 RSK2 活性及 c-
Jun表达来发挥抗鼻咽癌细胞的生物学作用。

Bcl-2 和 Bax 是线粒体凋亡通路中重要的抗凋
亡基因和促凋亡基因，两者的比值决定了对细胞凋
亡抑制作用的强弱。Chen et al［11］研究发现，Bcl-2
在低分化鼻咽癌组织中的表达要明显高于正常鼻咽
黏膜组织和鼻咽慢性炎症组织，并且与鼻咽癌放射
敏感性及预后密切相关。采用小干扰 RNA 或小分
子抑制剂下调 Bcl-2 的表达可以增强鼻咽癌细胞对
放化疗的敏感性［12］。本研究检测不同浓度 IBC 对
鼻咽癌 CNE-2Z细胞 Bcl-2 和 Bax表达的影响，结果
显示，随着 IBC作用浓度的增加，Bcl-2 的表达逐渐
降低，而 Bax 的表达增高，Bcl-2 /Bax 蛋白之间的比
值明显下降，提示 IBC 可能通过线粒体途径诱导细
胞凋亡。IBC导致 Bcl-2 表达的下调有望改善鼻咽
癌细胞的放射敏感性和耐药性，但仍有待进一步研
究证实。RSK2 亦要参与 Bcl-2 /Bax 表达的调控。
RSK2 可磷酸化促凋亡蛋白 Bad，使之不能与 Bcl-XL
结合，从而恢复 Bcl-2 的抗凋亡能力［13］; RSK2 还可
通过诱导死亡相关蛋白激酶的磷酸化进而调控 Bcl-
2 /Bax的比值［14］。

综上所述，IBC 作为一种从天然药物中提取的
低毒小分子化合物，可明显抑制鼻咽癌 CNE-2Z 细
胞增殖，并诱导细胞凋亡。RSK2 可能是 IBC 作用
的重要靶分子，其对转录因子 c-Jun 和凋亡相关蛋
白 Bcl-2 /Bax的调控可能是 IBC 抑制细胞增殖、诱
导细胞凋亡的重要机制。
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Effect of isobavachalcone on proliferation and apoptosis of
human nasopharyngeal carcinoma cells and its mechanism

Du Shaopeng，Wang Jiaxu，Cai Weijie，et al
( The Second Clinical Medicine Faculty of Guangdong Medical University，Dongguan 523808)

Abstract Objective To observe the effect of isobavachalcone ( IBC) on proliferation and apoptosis of human na-
sopharyngeal carcinoma ( NPC) CNE2Z cells，and explore its mechanism． Methods CNE-2Z cells were treated
with various concentrations of IBC，and then the ability of cell growth，proliferation，and colony formation were de-
tected by CCK-8 assay，5-ethynyl-2'-deoxyuridine incorporation assay，and colony-forming assay，respectively．
Cell apoptosis was detected by flow cytometry with AnnexinV-FITC / PI double-staining method． Western blot assay
was used to detect the expression of phospho-ribosomal S6 kinase 2 ( p-RSK2) ，ribosomal S6 kinase 2 ( RSK2) ，c-
Jun，B-cell leukemia / lymphoma 2 ( Bcl-2) ，and Bcl-2-associated X protein ( Bax) ． Results The growth，prolif-
eration and colony formation of CNE-2Z cells were inhibited by treatment with IBC in a concentration-dependent
manner． Compared with control group，cell apoptotic ratios were significantly increased in 20 and 40 μmol /L IBC-
treated groups． The expression of p-RSK2，c-Jun and Bcl-2 was markedly decreased by treatment with IBC，and
the level of Bax was up-regulated． Compared with control group，the ratios of Bcl-2 /Bax were respectively de-
creased by 47. 24% and 69. 50% in 20 and 40 μmol /L IBC-treated groups． Conclusion IBC could effectively
suppress proliferation and induce apoptosis in CNE-2Z cells，which may contribute to regulating RSK2-mediated c-
Jun and Bcl-2 /Bax pathways．
Key words isobavachalcone; nasopharyngeal carcinoma; cell proliferation; cell apoptosis
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