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白杨素对舌鳞状细胞癌 ＣＡＬ２７细胞活力、形态及凋亡的影响
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［摘　要］　目的　探讨白杨素对舌鳞状细胞癌ＣＡＬ２７细胞活力、形态、凋亡的影响。方法　体外培养舌鳞状癌细胞ＣＡＬ２７，
空白对照组不给予任何药物，ＤＭＳＯ组以 ０．１％ＤＭＳＯ试剂处理，白杨素组给予不同浓度白杨素（１．０、２．５、５．０、１０．０、１５．０、
２０．０μｍｏｌ／Ｌ）处理。ＭＭＴ法检测细胞活力，采用倒置显微镜观察细胞形态变化，ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ印迹法检测
凋亡蛋白（Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３）的表达情况。结果　ＣＡＬ２７细胞经不同浓度白杨素处理２４ｈ后，其细胞增殖活性被抑制；白杨素对
ＣＡＬ２７细胞形态存在显著影响，且凋亡小体数量增加；白杨素可促进ＣＡＬ２７细胞凋亡（Ｐ＜０．０５）；白杨素可诱导Ｂｃｌ２表达显著下
降及Ｃａｓｐａｓｅ３活性表达显著上升（Ｐ＜０．０５）。结论　白杨素可以抑制舌鳞状细胞癌ＣＡＬ２７细胞增长，降低细胞活力，调控细胞凋
亡蛋白Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３活性的表达，促进细胞凋亡。
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　　舌鳞状细胞癌是一种恶性肿瘤，常发病于口腔面
部，其病因目前尚不清楚。长时间吸烟喝酒、日常不注

意口腔卫生、长期异物饮食是需要注意的致病因素。

鳞状细胞癌具有生长速度快、转移频率高、容易浸润等

特征，是导致患者病情加重甚至死亡的重要原因［１２］。

因此，研究有效抗鳞状细胞癌生长、转移的药物具有重

要意义。白杨素是从传统天然药物蜂胶以及中草药中

提取的具有抗炎、抗氧化、抗恶性肿瘤等药理学作用的

黄酮类化合物［３４］。体内外研究证实，白杨素及其衍生

物具有抑制癌细胞活力、诱导癌细胞凋亡的作用［５６］。

有研究发现，白杨素具有抑制舌鳞状细胞活力以及

促进细胞凋亡的作用［７］。因此，本研究从细胞水平

角度进行分析，观察白杨素对舌鳞状细胞癌 ＣＡＬ２７
细胞活力、形态及凋亡的影响，以期为舌鳞状细胞癌的

诊治提供分子基础方面的参考。

１　材料与方法

１．１　药品与试剂
人口腔舌鳞状细胞 ＣＡＬ２７细胞系购自上海富盛

实业有限公司；ＲＰＭＩ１６４０培养基购自友康恒业生物
科技（北京）有限公司；白杨素、噻唑蓝溴化四唑

（ＭＴＴ）以及活性 Ｃａｓｐａｓｅ３抗体购于美国 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ公司；ＴＵＮＥＬ试剂盒、免疫染色固定液
（Ｐ００９８）、ＰＢＳ磷酸盐缓冲液、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂
盒购自碧云天生物技术有限公司；Ｂｃｌ２抗体购自美国
ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。
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１．２　ＭＴＴ法检测细胞活力
将对数生长期的ＣＡＬ２７细胞接种于９６孔板，加

入不同浓度的白杨素（１．０、２．５、５．０、１０．０、１５．０、
２０．０μｍｏｌ／Ｌ），并设置不做任何处理的空白对照组及
以０．１％ＤＭＳＯ试剂处理的ＤＭＳＯ组，每组设立５个复
孔。２４ｈ后，向每孔加入 ＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ，以 ＰＢＳ
配制）１０μＬ继续孵育４ｈ，培养结束后，将培养上清液
小心吸出并丢弃，将０．１％ ＤＭＳＯ试剂加入到每孔中，
每孔１００μＬ，振荡１０～１５ｍｉｎ，直到结晶物充分溶解后，
开始测定各孔光密度值（ＯＤ值）。细胞生存率＝（白杨
素各组ＯＤ值均数－空白对照组ＯＤ值均数）／（ＤＭＳＯ
组ＯＤ值均数－空白对照组ＯＤ值均数）×１００％。
１．３　细胞培养及形态观察

将舌鳞状细胞癌ＣＡＬ２７细胞系放置于ＲＰＭＩ１６４０
培养基中，将细胞浓度调整为１×１０６／ｍＬ，置于无菌恒
温（３７℃）培养箱中进行培育。将舌鳞状细胞癌ＣＡＬ２７
分为空白对照组和白杨素组。空白对照组采用正常培

养液培养，不加任何药物试剂；在 ＭＴＴ实验中，白杨素
的ＩＣ５０值为 １０．２７μｍｏｌ／Ｌ，因此，白杨素组细胞用
１０．０μｍｏｌ／Ｌ白杨素连续处理５ｄ，记作白杨素组。将
空白对照组与白杨素组细胞放置于细胞培养箱中培养

３０ｍｉｎ，然后使用倒置光学显微镜观察并记录。
１．４　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡

将实验培养所用的 ＣＡＬ２７贴壁细胞接种于载玻
片上，药物处理分组如下：空白对照组、白杨素组

（１０．０μｍｏｌ／Ｌ），药物作用时间为４８ｈ。用 ＰＢＳ洗涤
后，使用细胞固定剂对细胞进行免疫染色３０～６０ｍｉｎ，
用ＰＢＳ洗涤，然后添加ＴＵＮＥＬ检测液１００μＬ，对细胞
进行１ｈ避光培育，用ＰＢＳ洗涤１次，用抗荧光淬灭封
片液封片后在荧光显微镜下观察细胞凋亡情况。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ印迹法检测 Ｂｃｌ２及活性 Ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白的表达

　　将对数生长期的ＣＡＬ２７细胞接种到６孔板上，药
物处理分组如下：空白对照组、白杨素组（１０．０μｍｏｌ／Ｌ），
药物作用时间为４８ｈ。将多余培养液全部吸走，ＰＢＳ
预冷洗涤，在低温环境下加入裂解液对细胞进行裂解，

充分裂解后，采集细胞裂解液进行离心，提取上清液，

使用ＢＣＡ蛋白定量方法测定蛋白浓度。取相同数量
的蛋白和１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ进行凝胶电泳，６０ｍｉｎ后，将
凝胶浸于转膜缓冲液１０ｍｉｎ后移至 ＰＶＤＦ膜，加入封
闭剂封闭过夜，加入一抗（１∶１０００），４℃孵育过夜，回
收一抗，ＴＢＳＴ溶液清洗膜３次，每次１０ｍｉｎ；然后加入
对应二抗（１∶２０００）孵育３０～６０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗，然后
显影。

１．６　统计学分析
数据运用ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２６．０进行分析，以均

数±标准差（ｘ±ｓ）表示，２组间比较采用 ｔ检验，率的
比较采用χ２检验，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　不同浓度白杨素对ＣＡＬ２７细胞活力的影响
ＭＴＴ试验显示：ＣＡＬ２７细胞经不同浓度白杨素

（１．０、２．５、５．０、１０．０、１５．０、２０．０μｍｏｌ／Ｌ）处理 ２４ｈ
后，其细胞增殖活性被抑制（Ｐ＜０．０５）；空白对照组与
ＤＭＳＯ组的细胞增殖能力比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），见图１。白杨素的ＩＣ５０值为１０．２７μｍｏｌ／Ｌ，
故采用浓度为１０．０μｍｏｌ／Ｌ的白杨素用于后续实验。

图１　各组ＣＡＬ２７细胞活力比较

２．２　细胞形态学改变
空白对照组，即正常舌细胞为梭型，较圆润，分

散贴壁生长。白杨素组细胞较扁，体积明显增加，核

分裂现象较多，４８ｈ后贴壁不佳，视野范围内可见少
数凋亡小体，极少数细胞呈现固缩状态，悬于培养基

中（图２）。
２．３　白杨素对ＣＡＬ２７细胞凋亡的影响

ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡发现，１０．０μｍｏｌ／Ｌ白杨
素显著促进ＣＡＬ２７细胞凋亡（Ｐ＜０．０５），而空白对照
组与 ＤＭＳＯ组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），
见图３。
２．４　白杨素对 ＣＡＬ２７细胞的 Ｂｃｌ２及 Ｃａｓｐａｓｅ３表

达的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，白杨素可诱导Ｂｃｌ２表达显
著下降及Ｃａｓｐａｓｅ３活性表达显著上升，但空白对照组
与ＤＭＳＯ组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图４。

ａ：空白对照组；ｂ：白杨素组
图２　倒置光学显微镜下细胞形态（×２００）
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ａ：ＣＡＬ２７细胞凋亡情况；ｂ：视野内阳性细胞数统计　：与空
白对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ＤＭＳＯ组比较，Ｐ＜０．０５

图３　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡情况

ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｂｃｌ２和 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达；ｂ：Ｃａｓｐａｓｅ３
相对 ＯＤ值；ｃ：Ｂｃｌ２相对 ＯＤ值　：与空白对照组比较，
Ｐ＜０．０５；＃：与ＤＭＳＯ组比较，Ｐ＜０．０５
图４　白杨素对ＣＡＬ２７细胞的Ｂｃｌ２及Ｃａｓｐａｓｅ３表达的影响

３　讨论

舌鳞状细胞癌常发生于人面部，除了手术切除，暂

无其他合适的临床治疗手段，且手术前后仍需要进行

持续的化疗和放疗。目前，临床使用的化疗、放疗不良

反应大，许多患者在化疗、放疗过程中需承受巨大痛

苦，且治疗效果不佳。因此，研究不良反应轻、易被大

众接受的抗口腔鳞状细胞癌药物具有重要意义。白杨

素是一种黄酮类化合物，具有明显的抗癌作用［８１１］，可

通过诱导癌细胞凋亡等途径实现抗癌作用，值得深入

研究。

在细胞的凋亡机制中，处于非常核心地位的

Ｃａｓｐａｓｅ系列蛋白酶可以直接参与凋亡细胞的离散过
程。而在细胞凋亡过程中，活性Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达
和细胞凋亡程度紧密相关［１２１５］。Ｂｃｌ２蛋白则是另一
类凋亡调控蛋白，与细胞凋亡也密切相关［１６１９］。谢雅

馨等［２０］通过体外培养口腔鳞状细胞癌 ＫＢ细胞研究
白杨素对细胞凋亡的影响，发现白杨素能够显著抑制

ＫＢ细胞增殖，诱导其凋亡，且随着白杨素浓度的增加，
其抑制增殖及诱导凋亡的作用也会明显增强，提示白

杨素抗口腔鳞状细胞癌作用明显，且其机制可能与诱

导癌细胞凋亡相关。

本研究选取体外人工培养的舌鳞状细胞癌

ＣＡＬ２７细胞作为实验对象，设立空白对照组和 ＤＭＳＯ
组，白杨素组给予 ＣＡＬ２７细胞不同浓度的白杨素提
取物，采用ＭＴＴ法检测细胞的生存率，发现ＣＡＬ２７细
胞经不同浓度白杨素（１．０、２．５、５．０、１０．０、１５．０、
２０．０μｍｏｌ／Ｌ）处理２４ｈ后，其细胞增殖活性逐渐被抑
制，且浓度越高，被抑制的程度越明显，说明白杨素会

导致ＣＡＬ２７细胞活力降低，且具有剂量依赖性；采用
倒置光学显微镜观察 ＣＡＬ２７细胞形态发现，空白对
照组与白杨素组细胞有明显差异，同时白杨素组出现

凋亡小体；ＴＵＮＥＬ检测时发现与空白对照组以及 ＤＭ
ＳＯ组比较，白杨素组凋亡细胞显著增多，说明白杨素
可以诱导ＣＡＬ２７细胞凋亡；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验显示，白
杨素可显著抑制 Ｂｃｌ２的表达，增加 Ｃａｓｐａｓｅ３活性表
达，因此，可以初步判断，白杨素通过影响 Ｂｃｌ２及
Ｃａｓｐａｓｅ３活性表达对舌鳞状细胞癌的凋亡产生调控
作用。结合上述实验结果，本研究初步证明了白杨素

可影响舌鳞状细胞癌 ＣＡＬ２７细胞的存活和凋亡，但
其具体的作用机制仍需要进一步探讨。
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综上所述，白杨素可抑制舌鳞状细胞癌 ＣＡＬ２７
细胞增殖，降低细胞活力，并通过调控细胞凋亡蛋白

Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３表达，促进细胞凋亡。
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