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白皮杉醇增强顺铂杀伤喉癌Hep-2细胞的作用
及其机制
段传新
Mechanism About How Piceatannol Enhances Anti-tumor Effect of Cisplatin on 
Laryngeal Cancer Hep-2 Cells
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Abstract: Objective  To  investigate  how piceatannol enhances the  anti-tumor effect of cisplatin on 
laryngeal cancer cells and related molecular mechanism. Methods  Laryngeal carcinoma Hep-2 cells were 
cultured in vitro and then treated with piceatannol and cisplatin. Cell proliferation apoptosis, karyopyknosis 
ratio and proteins expression of BCL-2 family were detected by CCK8, flow cytometry, Hoechst staining and 
Western blot, respectively. Results  No effect of 50 µmol/L piceatannol was found on the Hep-2 cell apoptosis 
or proliferation. Compared with cisplatin, cisplatin combined with piceatannol could significantly decrease the 
cell proliferation; after 48h, the absorbance of cells treated with cisplatin and piceatannol was decreased for 
60%, and the apoptosis ratio was significantly increased (P<0.05). Hoechst staining revealed the karyopyknosis 
ratio of Hep-2 cells treated with cisplatin and piceatannol was significantly increased. Western blot showed 
piceatannol could down-regulate BCL-2 expression and up-regulate BAX expression. Conclusion  The 
anti-tumor effect of cisplatin on laryngeal cancer cells could be enhanced by piceatannol, and its molecular 
mechanism is related to the regulatory effect of piceatannol on the key proteins of BCL-2 family.
Key words:  Laryngeal cancer; Piceatannol; Cisplatin; Apoptosis; BCL-2 family
摘  要：目的  探讨白皮杉醇增强顺铂对喉癌细胞的杀伤作用及其分子机制。方法  体外培养喉癌细

胞Hep-2，联合使用白皮杉醇及顺铂，CCK8法检测喉癌Hep-2细胞的增殖能力，流式细胞术检测喉癌

Hep-2细胞的凋亡率，Hoechst染色检测喉癌Hep-2细胞中细胞核固缩比例，蛋白印迹法检测BCL-2家族

蛋白表达变化。结果  白皮杉醇在50 µmol/L时对喉癌Hep-2细胞的增殖凋亡并无显著影响。与顺铂组

相比，白皮杉醇联合顺铂组细胞的增殖能力显著降低，48 h细胞吸光度值白皮杉醇联合顺铂组较顺铂

组降低60%，流式细胞术检测发现48 h时，白皮杉醇联合顺铂组喉癌Hep-2细胞的凋亡率显著高于顺铂

组（P<0.05），Hoechst染色发现白皮杉醇联合顺铂组喉癌Hep-2细胞的细胞核固缩比例显著增高，差

异有统计学意义。蛋白印迹检测发现，白皮杉醇可以显著下调BCL-2蛋白表达水平，上调BAX蛋白表

达水平。结论  白皮杉醇可以有效增强顺铂对喉癌细胞的杀伤作用，其分子机制与白皮杉醇可以显著

调控BCL-2家族蛋白表达有关。
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·基础研究·

0  引言
头颈部鳞状细胞癌是目前世界范围内发病率

第六位的恶性肿瘤，喉癌是其中最常见的一种，
世界范围内每年新发病例约600 000例，其中约
12%确诊病例在中国[1-2]，是影响我国人民健康的
常见恶性肿瘤之一。手术治疗及常规放化疗是喉
癌治疗的主要手段，近几十年来，随着手术技术
的进步，手术治疗对喉癌患者的5年生存时间有一
定的提高，但是进入2010年之后，头颈部鳞状细

胞癌患者的总体生存期延长不显著[3]，而作为头颈
部鳞状细胞癌治疗的另外一个重要手段，化疗也
受到一定的重视，研究如何增强化疗药物的效果
是一个重要的临床研究思路，有较多研究报道了
通过增强常规化疗药物对肿瘤细胞的杀伤作用提
高治疗效果，本文也是从这个角度来进行研究。

白皮杉醇是一种化学结构类似于白藜芦醇的
化合物，广泛存在于葡萄、蓝莓、百香果等水果
中，目前的研究发现其可以抑制非受体激活酶以
及淋巴细胞特异性蛋白质酪氨酸激酶，具有抗
炎、心血管保护、免疫调节及抗肿瘤活性[4]。本文
主要研究白皮杉醇与顺铂联合使用时对喉癌细胞
的杀伤作用，探讨其在增强顺铂疗效中的作用及
可能的分子机制。
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1  材料与方法
1.1  主要试剂

人喉癌细胞株Hep-2（中国典型培养物保藏

中心）。RPMI 1640培养液、PBS溶液及胰蛋白

酶-EDTA（杭州吉诺生物），胎牛血清（美国Gib-
co公司），CCK8试剂盒（日本同仁生物科技有限

公司），FITC-Annexin Ⅴ-PI凋亡双染试剂盒（瑞

士Roche公司），Hoechst 33258和白皮杉醇（美国

Sigma-Aldrich公司），BAX、BCL-2及GAPDH一

抗（Cell Signaling Technology公司）。

1.2  细胞培养及分组

人喉癌细胞株Hep-2用RPMI 1640培养液+10%
胎牛血清常规培养，置入37℃、5%CO2饱和湿度条

件下的恒温培养箱中培养。细胞分四组，空白对照

组、顺铂组、白皮杉醇组及白皮杉醇联合顺铂组。

1.3  CCK8法检测细胞增殖

取处于对数生长期的Hep-2细胞进行培养，待

细胞生长至近融合状态，用0.25%胰蛋白酶消化细

胞，吸管反复将细胞轻轻吹打呈单细胞悬液，用计

数板计数，将细胞按1 500个/孔接种于96孔板，置

于37℃、含5%CO2饱和湿度的培养箱中培养24 h，

按照上述分组处理，每种浓度均设3个复孔。分别

在培养24、48及72 h后取出培养板，每孔加入CCK8
试剂10 µl继续培养1 h，用酶标仪检测450 nm处培

养细胞的OD值，并按以下公式计算细胞生长抑制

率，抑制率（%）=肿瘤细胞抑制率（IR）=（OD对

照孔－OD实验孔）/OD对照孔×100%。实验总共重复3次，

并描绘细胞生长曲线。

1.4  流式细胞术检测细胞凋亡

取处于对数生长期的Hep-2细胞进行培养，待

细胞生长至近融合状态，用0.25%胰蛋白酶消化细

胞,吸管反复将细胞轻轻吹打呈单细胞悬液，用计

数板计数，将细胞按1×105个/孔接种于6孔板，置于

37℃、含5%CO2饱和湿度的培养箱中培养24 h，按

照上述分组处理，每种浓度均设3个复孔。培养48 h
后，收集细胞，离心，PBS洗涤一次，加入FITC-
Annexin V及PI染料，避光孵育30 min，上机检测。

1.5  Hoechst染色法检测细胞核固缩

取处于对数生长期的Hep-2细胞进行培养，待

细胞生长至96%融合状态，用0.25%胰蛋白酶消化

细胞，吸管反复将细胞轻轻吹打呈单细胞悬液，用

计数板计数，将细胞按1×104个/孔接种于6孔板，置

于37℃、含5%CO2饱和湿度的培养箱中培养24 h，

按照上述分组处理，每种浓度均设3个复孔。培养

48 h后，在培养液中加入Hoechst 33258至终浓度为

10 mg/L，避光孵育30 min，荧光显微镜下观察细

胞核固缩比例并拍照。

1.6  蛋白印迹法检测BCL-2家族相关蛋白表达

取对数生长期的Hep-2细胞进行培养，按3×105

个/瓶接种于培养瓶中，置于37℃、含5%CO2饱和

湿度的培养箱中培养24 h，按照上述分组处理，每

组三瓶，培养48 h后，收集细胞，离心，PBS洗涤

一次，加入细胞裂解液提取细胞总蛋白，测定浓度

并调整各组一致。聚丙烯酰胺凝胶电泳、转膜及封

闭后，分别加入兔抗人BAX、BCL-2及GAPDH一

抗4℃孵育过夜，洗涤后荧光二抗孵育1 h，LI-COR
公司Odyssey检测并分析结果。

1.7  统计学方法

采用SPSS20.0分析软件，配对t检验进行数据

分析，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果
2.1  白皮杉醇可以显著增强顺铂对喉癌Hep-2细胞

的增殖抑制作用

首先，我们研究了不同浓度白皮杉醇对喉癌

Hep-2细胞是否有增殖抑制作用，结果发现，当

白皮杉醇浓度达到50 µmol/L时，喉癌Hep-2细胞

增殖能力为对照组的75%，当白皮杉醇浓度为10 
µmol/L时Hep-2细胞增殖能力为对照组的90%，

与对照组比较差异无统计学意义（P=0.143），

见图1A。其次，我们研究了不同浓度顺铂对喉癌

Hep-2细胞增殖的抑制作用，结果发现，随着顺

铂浓度的增加，喉癌Hep-2细胞的增殖能力逐渐

下降，呈显著的浓度依赖作用，20 mg/ml顺铂处

理48 h时，Hep-2细胞的增殖能力是对照组的64%
（P=0.028），见图1B，白皮杉醇联合顺铂同时处

理喉癌Hep-2细胞后发现，白皮杉醇可以显著增强

顺铂对喉癌Hep-2细胞增殖能力的抑制，10 µmol/L
白皮杉醇联合20 mg/ml顺铂处理48 h后，Hep-2细

胞增殖能力仅仅是对照组的23%，差异有统计学意

义（P=0.000），见图1C。

2.2  白皮杉醇可以显著增强顺铂诱导喉癌Hep-2细

胞凋亡的能力

首先，我们研 究了不同浓度白皮杉醇 诱导

喉癌细胞凋亡的能力，结果发现，当50 µmol/L
白皮杉醇处理喉癌Hep-2细胞48 h后，凋亡率为

（7.6±3.3）%，与对照组比较差异无统计学意义

（P=0.213），见图2A。其次，我们研究了不同

浓度顺铂诱导喉癌细胞凋亡的能力，结果发现，

随着顺铂浓度的增加，喉癌Hep-2细胞的凋亡率
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逐渐增高，呈显著的浓度依赖作用，10、20、30 
mg/ml顺铂处理48 h后，Hep-2细胞的凋亡率分别

为（8.7±3.2）%、（15.5±4.1）%和（33.2±8.4）%
（P=0.021），见图2B。白皮杉醇联合顺铂处理喉

癌Hep-2细胞后发现，喉癌Hep-2细胞的凋亡率显著

增高，与顺铂组比较差异有统计学意义，10 µmol/L
白皮杉醇联合20 mg/ml顺铂处理48 h后，Hep-2细胞

的凋亡率为（54.7±10.3）%（P=0.019），见图2C。

2.3  白皮杉醇可以显著增强顺铂诱导的喉癌Hep-2
细胞的细胞核固缩

首先，我们研究了不同浓度白皮杉醇诱导喉癌

Hep-2细胞的细胞核固缩的作用，结果发现，50 
µmol/L白皮杉醇处理48 h后，Hep-2细胞出现细胞

核固缩的比例是6.7%，与对照组比较差异无统计学

意义。其次，研究了不同浓度顺铂诱导喉癌Hep-2
细胞细胞核固缩的作用，结果发现，随着顺铂浓度

的增加，Hep-2细胞出现细胞核固缩的比例逐渐增

高，30 mg/ml顺铂处理48 h后，Hep-2细胞出现细胞

核固缩的比例为24.1%，当使用白皮杉醇联合顺铂

后，Hep-2细胞出现细胞核固缩的比例显著增加，

10 µmol/L白皮杉醇联合20 mg/ml顺铂处理48 h后，

Hep-2细胞出现细胞核固缩的比例为58.1%，差异有

统计学意义（P=0.014），见图3。

2.4  白皮杉醇调控喉癌Hep-2细胞BCL-2家族蛋白

表达

蛋白印迹检测发现，白皮杉醇可以显著下调喉

癌Hep-2细胞BCL-2蛋白表达水平，上调BAX蛋白

表达水平，与对照组及顺铂组相比，差异有统计学

意义（P=0.032），见图4。

3  讨论
目前白皮杉醇的抗肿瘤活性逐渐受到学者的

重视，有研究报道白皮杉醇可以抑制对苯二甲酸
诱导的乳腺癌细胞内NF-kappaB激活及COX-2蛋白
表达，对乳腺癌细胞的增殖具有抑制作用，且这
种作用要强于白藜芦醇的作用[5]，但是白皮杉醇在
增强化疗药物敏感度的作用方面仍需进一步的深
入研究，本研究发现白皮杉醇对喉癌Hep-2细胞的
增殖抑制作用较弱，但是却可以显著增强顺铂对
喉癌Hep-2细胞的杀伤作用。

顺铂是目前治疗头颈部鳞癌的主要化疗药物
之一，其对鳞状细胞癌的疗效较好，但是临床使
用中发现，顺铂在治疗肿瘤的同时不良反应也较
大，对患者的生活质量有较大影响，因此，研究
如何在不提高顺铂使用剂量的前提下增强其治疗
效果是目前研究的热点之一，有文献报道可以将
顺铂联合不同的药物，达到增强其杀伤肿瘤细胞

A: P>0.05, Blank group vs. 10 µmol/L Piceatannol group; B: P<0.05, Blank group vs. 20 mg/ml Cisplatin group; C: P<0.01, Blank group vs. 
Piceatannol 10 μmol/L+Cisplatin 20 mg/ml  group

图1  白皮杉醇显著增强顺铂对喉癌Hep-2细胞的增殖抑制作用
Figure1  Inhibitory effect of cisplatin on proliferation of laryngeal carcinoma Hep-2 cells was significantly enhanced by piceatannol

A: P>0.05, Blank group vs. 50 µmol/L Piceatannol group; B: P<0.05, Blank group vs. 30 mg/ml Cisplatin group; C: P<0.05, Blank group vs. 
Piceatannol 10 μmol/L+Cisplatin 20 mg/ml group  

图2  白皮杉醇显著增强顺铂诱导喉癌Hep-2细胞凋亡的能力
Figure2  Inducement effect of cisplatin on apoptosis of laryngeal carcinoma Hep-2 cells was significantly enhanced by piceatannol
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的作用[6-7]，本研究中发现使用白皮杉醇联合顺铂
可以显著增强顺铂对喉癌Hep-2细胞的杀伤作用，
且白皮杉醇本身对喉癌Hep-2细胞并无显著的抑制
增殖或诱导凋亡的作用。

BCL-2家族在头颈部肿瘤中的作用十分重要，
该家族成员的生物学作用主要分为两大类，一类是
促进凋亡，主要成员包括Bax、Bak、Bid等，这一
类成员的表达水平在细胞出现凋亡时显著增高，另
外一类是促进细胞存活，主要成员包括Bcl-2、Bcl-
xl及MCL-1等，这一类成员的表达水平增高有助于
细胞在遇到外界因素干扰时的存活[8-9]。BCL-2家族
两类成员表达水平之间的平衡是维持细胞存活的
重要因素，当这一平衡改变时，如促进细胞存活的
成员表达水平显著降低时，细胞对外界因素刺激的
敏感度会显著增强，有文献报道，靶向抑制BCL-2
蛋白表达后，肿瘤细胞对化疗药物的敏感度显著增
高[10]，本文发现白皮杉醇虽然并不能有效诱导喉癌
Hep-2细胞出现细胞凋亡，但是可以显著下调Hep-2
细胞中BCL-2蛋白表达水平，使Hep-2细胞对顺铂
的敏感度显著增高，在不增加顺铂使用剂量的同
时，可以显著增强顺铂杀伤喉癌细胞的作用，对临
床中的治疗研究具有一定的意义。

综上所述，白皮杉醇可以通过下调Hep-2细胞中

BCL-2蛋白表达，增强顺铂对Hep-2细胞的杀伤作用。
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图3  白皮杉醇可以显著增强顺铂
诱导的喉癌Hep-2细胞核固缩
Figure3  Inducement effect of 
cisplatin on karyopyknosis of 
laryngeal carcinoma Hep-2 cells 
was significantly enhanced by 
piceatannol

1: Blank; 2: Cisplatin 20mg/ml; 3: Piceatunnol 10µmol/L; 4: Cisplatin 
20mg/ml+Piceatannol  10µmol/L

图4  白皮杉醇调控喉癌Hep-2细胞BCL-2家族蛋白表达
Figure4  Key proteins expression of BCL-2 family could be 
regulated by piceatannol


