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摘　 要　
 

目的:探讨绿原酸(CGA)对喉癌 Hep-2 细胞增殖、凋亡及对 Bcl-2 相关 X 蛋白(Bax) / B 淋巴细胞瘤 2(Bcl-2) / 胱天蛋白酶-3
(Caspase-3)信号通路的影响。 方法:分别用含有 0、250、500、750 和 1

 

000
 

μmol / L 的 CGA 培养液处理喉癌 Hep-2 细胞 24、48
 

h,寻找出最

适宜 CGA 的浓度和处理时间;将喉癌 Hep-2 细胞分为对照组(正常培养的喉癌 Hep-2 细胞)、CGA 低浓度组(750
 

μmol / L
 

CGA 培

养液)、CGA 高浓度组(1
 

000
 

μmol / L
 

CGA 培养液) 和 CGA 高浓度 +通路抑制剂组(1
 

000
 

μmol / L
 

CGA 培养液 + 50
 

μmol / L
 

Bax / Bcl-2 / Caspase-3 通路抑制剂 Bax
 

inhibitor
 

peptide
 

V5)。 采用细胞计数试剂盒-8(CCK-8)法测定喉癌 Hep-2 细胞增殖抑制

率,通过流式细胞仪检测喉癌 Hep-2 细胞凋亡率,采用蛋白质印迹法检测喉癌 Hep-2 细胞中增殖相关蛋白(ki-67)、凋亡相关蛋

白(p53)及 Bax / Bcl-2 / Caspase-3 信号通路相关蛋白的表达情况。 结果:与对照组相比,CGA 低、高浓度组喉癌 Hep-2 细胞增殖

抑制率、细胞凋亡率,p53、Bax 和 Caspase-3 蛋白表达水平显著升高,ki-67、Bcl-2 蛋白表达水平显著降低,差异均有统计学意义

(P<0. 05);且 CGA 高浓度组喉癌 Hep-2 细胞增殖抑制率、细胞凋亡率,p53、Bax 和 Caspase-3 蛋白表达水平高于 CGA 低浓度

组,ki-67、Bcl-2 蛋白表达水平低于 CGA 低浓度组,差异均有统计学意义(P<0. 05)。 与 CGA 高浓度组相比,CGA 高浓度+通路

抑制剂组喉癌 Hep-2 细胞增殖抑制率、细胞凋亡率,p53、Bax 和 Caspase-3 蛋白表达水平显著降低,ki-67、Bcl-2 蛋白表达水平显

著升高,差异均有统计学意义(P< 0. 05)。 结论:CGA 可显著抑制喉癌 Hep-2 细胞的增殖,并促进其凋亡,可能与 Bax / Bcl-2 /
Caspase-3 信号通路激活有关。
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ABSTRACT　 OBJECTIVE:
 

To
 

probe
 

into
 

the
 

effects
 

of
 

chlorogenic
 

acid
 

( CGA)
 

on
 

proliferation
 

and
 

apoptosis
 

of
 

laryngeal
 

cancer
 

Hep-2
 

cells
 

through
 

Bcl-2-associated
 

X
 

protein
 

( Bax ) / B
 

cell
 

lymphoma-2
 

( Bcl-2) / cysteinyl
 

aspartate
 

specific
 

proteinase-3
 

(Caspase-3).
 

METHODS:
 

Laryngeal
 

cancer
 

Hep-2
 

cells
 

were
 

treated
 

with
 

CGA
 

culture
 

medium
 

of
 

0,
 

250,
 

500,
 

750
 

and
 

1
 

000
 

μmol / L
 

for
 

24
 

and
 

48
 

h
 

respectively
 

to
 

find
 

out
 

the
 

most
 

suitable
 

concentration
 

and
 

treatment
 

time
 

of
 

CGA.
 

Laryngeal
 

cancer
 

Hep-2
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group
 

(normally
 

cultured
 

laryngeal
 

cancer
 

Hep-2
 

cells),
 

CGA
 

low
 

concentration
 

group
 

( 750
 

μmol / L
 

CGA
 

medium),
 

CGA
 

high
 

concentration
 

group
 

( 1
 

000
 

μmol / L
 

CGA
 

medium ),
 

and
 

CGA
 

high
 

concentration + pathway
 

inhibitor
 

group
 

(1
 

000
 

μmol / L
 

CGA
 

medium+50
 

μmol / L
 

Bax / Bcl-2 / Caspase-3
 

pathway
 

inhibitor
 

Bax
 

inhibitor
 

peptide
 

V5).
 

Cell
 

counting
 

kit-8
 

(CCK-8)
 

method
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

proliferation
 

inhibition
 

rate
 

of
 

laryngeal
 

cancer
 

Hep-2
 

cells
 

in
 

each
 

group,
 

flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

laryngeal
 

cancer
 

Hep-2
 

cells
 

in
 

each
 

group,
 

Western
 

blotting
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

expression
 

of
 

proliferation
 

related
 

protein
 

(ki-67),
 

apoptosis
 

related
 

protein
 

(p53)
 

and
 

Bax / Bcl-2 / Caspase-3
 

signaling
 

pathway
 

related
 

proteins
 

in
 

laryngeal
 

cancer
 

Hep-2
 

cells.
 

RESULTS:
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

proliferation
 

inhibition
 

rate,
 

apoptosis
 

rate,
 

p53,
 

Bax
 

and
 

Caspase-3
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

laryngeal
 

cancer
 

Hep-2
 

cells
 

in
 

CGA
 

low
 

and
 

high
 

concentration
 

group
 

were
 

significantly
 

higher,
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and
 

the
 

ki-67
 

and
 

Bcl-2
 

protein
 

expression
 

levels
 

were
 

significantly
 

lower,
 

with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P<
0. 05);

 

and
 

the
 

proliferation
 

inhibition
 

rate,
 

apoptosis
 

rate,
 

p53,
 

Bax
 

and
 

Caspase-3
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

laryngeal
 

cancer
 

Hep-2
 

cells
 

in
 

CGA
 

high
 

concentration
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

CGA
 

low
 

concentration
 

group,
 

the
 

of
 

ki-67
 

and
 

Bcl-2
 

protein
 

expression
 

levels
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

CGA
 

low
 

concentration
 

group,
 

with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P< 0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

CGA
 

high
 

concentration
 

group,
 

the
 

proliferation
 

inhibition
 

rate,
 

apoptosis
 

rate,
 

p53,
 

Bax
 

and
 

Caspase-3
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

laryngeal
 

cancer
 

Hep-2
 

cells
 

in
 

the
 

CGA
 

high
 

concentration+pathway
 

inhibitor
 

group
 

were
 

significantly
 

lower,
 

and
 

the
 

ki-67
 

and
 

Bcl-2
 

protein
 

expression
 

levels
 

were
 

significantly
 

higher,
 

with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

( P < 0. 05).
 

CONCLUSIONS:
 

CGA
 

can
 

significantly
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

of
 

laryngeal
 

cancer
 

Hep-2
 

cells
 

and
 

promote
 

the
 

apoptosis,
 

which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

activation
 

of
 

Bax / Bcl-2 / Caspase-3
 

signaling
 

pathway.
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aspartate
 

specific
 

proteinase-3

　 　 喉癌是具有早期淋巴结转移和高侵袭特性的恶性肿瘤,
全球发病率估计为 2. 32 / 10 万[1-2] 。 减轻患者病痛和经济压

力尤为重要,寻找用于临床的有效药物显得极为迫切。 绿原

酸(chlorogenic
 

acid,CGA)是具有悠久历史的中药多酚,金银

花、杜仲、小粒咖啡和绿茶等植物中都含有该物质。 目前,
CGA 的抗肿瘤、抗炎、抗真菌和抗氧化等方面的研究已有报

道[3-4] 。 研究结果发现,CGA 对乳腺癌等肿瘤的治疗有积极的

影响[5] 。 然而,关于 CGA 对喉癌细胞影响的研究还未见报

道。 B 淋巴细胞瘤 2( Bcl-2)在淋巴瘤细胞中被发现,当 Bcl-2
过表达时,能有效抑制细胞程序性死亡或者凋亡[6] 。 凋亡相

关因子 Bcl-2 相关 X 蛋白( Bax)与 Bcl-2 具有氨基酸同源性,
在体内 Bax 与 Bcl-2 可形成异型二聚体,过表达的 Bax 能有效

抑制 Bcl-2 的活性[7] 。 Bax 与 Bcl-2 是细胞凋亡重要的开关分

子,其在恶性肿瘤细胞凋亡中具有重要的作用[8] 。 胱天蛋白

酶(Caspase)家族主要通过线粒体通路、死亡受体通路促进细

胞凋亡,Caspase-3 是细胞凋亡过程中的关键因子,具有蛋白失

活和切割作用,激活 Caspase-3 蛋白后可促进细胞的凋亡[9] 。
本研究采用不同浓度 CGA 及 Bax / Bcl-2 / Caspase-3 信号通路

抑制剂处理喉癌 Hep-2 细胞,探究 CGA 对喉癌 Hep-2 细胞及

Bax / Bcl-2 / Caspase-3 信号通路的影响,为临床治疗喉癌提供理

论依据。

1　 材料与方法
1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验细胞:喉癌 Hep-2 细胞(批号为 CCL-23)购自上海

中乔新舟生物科技有限公司。
1. 1. 2　 仪器:BPH-9162 型细胞培养箱(上海一恒科学仪器有

限公司);Celldiscoverer
 

7 型倒置显微镜(卡尔蔡司上海管理有

限公司);A49891 型细胞计数器(美国赛默飞世尔科技有限公

司);SAF-680T 型酶标仪(上海巴玖实业有限公司);EX-1026
型流式细胞仪、EL-3047 型蛋白凝胶成像仪(常州必达科生物

科技有限公司)。
1. 1. 3　 药品与试剂: CGA ( 原料药,纯度为 98. 5%,批号为

S30617-3)购自西安天广源生物科技有限公司; Bax / Bcl-2 /
Caspase-3 通 路 抑 制 剂 Bax

 

inhibitor
 

peptide
 

V5 ( 批 号 为

A15337)购自南京百鑫德诺生物科技有限公司;DMEM 培养液

(批号为 P-CA-307)、细胞计数试剂盒-8(CCK-8,批号为 P-CA-
402)和细胞凋亡双染试剂盒 ( Annexin

 

V-FITC / PI, 批号为

P-CA-201)购自武汉普诺赛生命科技有限公司;蛋白提取试剂

盒(批号为 ab113476)购自美国 Abcam 公司;BCA 蛋白浓度测

定试剂盒(批号为 GK10009)购自美国 GlpBio 公司;鼠源 Bax
(批号为 sc-7480)、Bcl-2(批号为 sc-7382)、Caspase-3(批号为

sc-7272)、凋亡相关蛋白( p53,批号为 sc-23900)、增殖相关蛋

白(ki-67,批号为 sc-1269)、GAPDH 抗体(批号为 sc-47724)和

羊抗人二抗(批号为 sc-51993) 购自上海江莱生物科技有限

公司。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 细胞培养及含药培养液制备:取喉癌 Hep-2 细胞,于
96 孔培养板中,用 90% DMEM 培养基和 10% 胎牛血清,在

37
 

℃ 、5%二氧化碳与 95%空气的条件下在培养箱中进行培

养,细胞密度达到 80%以上进行传代,每 3
 

d 更新 1 次培养液;
倒置显微镜观察到细胞长满培养瓶。 将 CGA 溶解于 DMEM
培养液中,配制成含有 0、250、500、750 和 1

 

000
 

μmol / L 的

CGA 培养液,用于后续实验[10] 。
1. 2. 2　 CCK-8 法检测不同浓度 CGA 对喉癌 Hep-2 细胞增殖

抑制率的影响:取对数生长期喉癌 Hep-2 细胞,调整喉癌

Hep-2 细胞浓度为 2×105 个 / 孔,接种于 24 孔培养板,分别用

含有 0、250、500、750 和 1
 

000
 

μmol / L 的 CGA 培养液处理喉癌

Hep-2 细胞 24、48
 

h,用 CCK-8 法检测喉癌 Hep-2 细胞增殖能

力,每孔加入 CCK-8 溶液 10
 

μL, 培养 1
 

h 后, 于酶标仪

(450
 

nm)中测定各孔吸光度(OD450 )值,根据公式计算细胞增

殖抑制率,细胞增殖抑制率(%) = (1-实验组 OD45 0 值 / 对照

组 OD450 值) ×100%,其中实验组为各浓度 CGA 培养液,对照

组为 0
 

μmol / L 的 CGA 培养液,以此寻找出最适宜 CGA 的浓

度和处理时间。 实验重复 6 次。
1. 2. 3　 细胞分组及处理:取对数生长期喉癌 Hep-2 细胞,分为

对照组(正常培养的喉癌 Hep-2 细胞)、CGA 低浓度组(CGA 培

养液 750
 

μmol / L)、CGA 高浓度组(CGA 培养液 1
 

000
 

μmol / L)、
CGA 高浓度 + 通路抑制剂组 ( CGA 培养液 1

 

000
 

μmol / L +
Bax / Bcl-2 / Caspase-3 通 路 抑 制 剂 Bax

 

inhibitor
 

peptide
 

V5
 

50
 

μmol / L,Bax
 

inhibitor
 

peptide
 

V5 的浓度依据试剂盒说明书
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进行设置),各组喉癌 Hep-2 细胞按照上述方式给药进行

培养。
1. 2. 4　 CCK-8 法检测各组喉癌 Hep-2 细胞增殖抑制率:取各

组对数生长期喉癌 Hep-2 细胞,测定方法同“1. 2. 2”,分别在

培养至 48
 

h 时测定于每孔细胞在 450
 

nm 处 OD450 值,并计算

喉癌 Hep-2 细胞增殖抑制率。 实验重复 6 次。
1. 2. 5　 流式细胞仪检测各组喉癌 Hep-2 细胞凋亡情况:用胰

蛋白酶消化各组喉癌 Hep-2 细胞,终止消化后用胎牛血清培

养基进行培养,调整细胞密度为 2× 105 个 / mL,用 PBS 清洗

2 次,3
 

300
 

r / min 离心(离心半径为 15
 

cm) 5
 

min 去除上清

液,加入 500
 

μL 稀释的膜联蛋白 V 结合缓冲液重悬细胞,再
加入 Annexin

 

V-FITC
 

5
 

μL 和 PI
 

5
 

μL 染色,室温(25
 

℃ )避光

孵育 20
 

min 后于流式细胞仪检测细胞凋亡情况。 实验重复

6 次。
1. 2. 6　 蛋白质印迹法检测各组喉癌 Hep-2 细胞增殖、凋亡和

Bax / Bcl-2 / Caspase-3 信号通路相关蛋白表达:取各组喉癌

Hep-2 细胞,调整细胞浓度为 5×105 个 / mL 接种于 24 孔板中,
按照蛋白提取试剂盒操作流程提取各组喉癌 Hep-2 细胞的总蛋

白,8
 

500
 

r / min 离心(离心半径为 15
 

cm)5
 

min 取上清液,根据

BCA 蛋白浓度测定试剂盒的操作流程测定其中蛋白质含量,使
用凝胶电泳 1. 5

 

h,分离等量蛋白质,转移至聚偏氟乙烯膜上,
加入封闭液封闭 1

 

h,添加鼠源 p53(1 ∶ 300)、ki-67(1 ∶ 300)、Bax
(1 ∶ 500)、Bcl-2(1 ∶ 500)、Caspase-3(1 ∶ 1

 

000)、GAPDH(1 ∶ 500)
一抗孵育 4

 

℃ 过夜,添加羊抗人二抗(1 ∶ 2
 

000) 后室温孵育

2
 

h。 采用蛋白凝胶成像仪对相关蛋白水平进行半定量分析。
实验重复 6 次。
1. 3　 统计学方法

采用 SPSS
 

25. 0 软件对实验数据进行分析,计量资料以

􀭰x±s 表示,多组间比较进行单因素方差分析,有差异则进一步

通过 SNK-q 检验进行两两比较,P< 0. 05 为差异有统计学

意义。

2　 结果

2. 1　 不同浓度 CGA 对喉癌 Hep-2细胞增殖抑制率的影响

与 0
 

μmol / L
 

CGA 相比,250、500、750 和 1
 

000
 

μmol / L 的

CGA 对喉癌 Hep-2 细胞增殖抑制率显著升高,差异均有统计

学意义(P<0. 05),且呈现浓度依赖性;其中 750、1
 

000
 

μmol / L
的 CGA 对喉癌 Hep-2 细胞增殖抑制率相对较高,因此,选择

750、1
 

000
 

μmol / L 的 CGA 用于后续的实验;与 24
 

h 相比,250、
500、750 和 1

 

000
 

μmol / L 的 CGA 对喉癌 Hep-2 细胞处理 48
 

h
后的增殖抑制率显著升高,差异均有统计学意义(P< 0. 05),
因此,后续实验对喉癌 Hep-2 细胞处理 48

 

h,见表 1。
2. 2　 四组喉癌 Hep-2细胞增殖抑制率比较

与对照组相比,CGA 低、高浓度组喉癌 Hep-2 细胞增殖抑

制率显著升高;CGA 高浓度组喉癌 Hep-2 细胞增殖抑制率高

于 CGA 低浓度组;与 CGA 高浓度组相比,CGA 高浓度+通路

抑制剂组喉癌 Hep-2 细胞增殖抑制率显著降低,上述差异均

有统计学意义(P<0. 05),见表 2。

表 1　 不同浓度 CGA 对喉癌 Hep-2细胞增殖抑制率的
影响(􀭵x±s,n=6)

Tab
 

1　 Effects
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

CGA
 

on
 

proliferation
 

inhibition
 

rate
 

of
 

laryngeal
 

cancer
 

Hep-2
 

cells
 

(􀭵x±s,
 

n=6)

CGA 浓度 / (μmol / L) 细胞增殖抑制率 / %
24

 

h 48
 

h
0 0. 00±0. 00 0. 00±0. 00
250 15. 01±0. 82a 21. 01±1. 19ab

500 18. 90±1. 04a 28. 90±1. 83ab

750 22. 57±1. 26a 32. 57±2. 26ab

1
 

000 34. 18±2. 01a 44. 18±3. 41ab

　 　 注:与 0
 

μmol / L 相比,aP<0. 05;与 24
 

h 相比,bP<0. 05
Note:vs.

 

0
 

μmol / L,
 aP<0. 05;

 

vs.
 

24
 

h,
 bP<0. 05

表 2　 四组喉癌 Hep-2细胞增殖抑制率比较(􀭵x±s,n=6)
Tab

 

2　 Comparison
 

of
 

proliferation
 

inhibition
 

rate
 

of
 

laryngeal
 

cancer
 

Hep-2
 

cells
 

among
 

four
 

groups
 

(􀭵x±s,
 

n=6)
组别 细胞增殖抑制率 / %
对照组 0. 00±0. 00
CGA 低浓度组 32. 39±2. 23a

CGA 高浓度组 44. 12±3. 35ab

CGA 高浓度+通路抑制剂组 25. 06±2. 67ac

　 　 注:与对照组相比,aP< 0. 05;与 CGA 低浓度组相比,bP< 0. 05;与 CGA 高浓度组相比,
cP<0. 05

Note:vs.
 

the
 

control
 

group,
 aP<0. 05;

 

vs.
 

the
 

CGA
 

low
 

concentration
 

group,
 bP<0. 05;

 

vs.
 

the
 

CGA
 

high
 

concentration
 

group,
 cP<0. 05

2. 3　 四组喉癌 Hep-2细胞凋亡率比较

与对照组相比,CGA 低、高浓度组喉癌 Hep-2 细胞凋亡率

显著升高;CGA 高浓度组喉癌 Hep-2 细胞凋亡率高于 CGA 低

浓度组;与 CGA 高浓度组相比,CGA 高浓度+通路抑制剂组喉

癌 Hep-2 细胞凋亡率显著降低,上述差异均有统计学意义(P<
0. 05),见表 3、图 1。

表 3　 四组喉癌 Hep-2细胞凋亡率比较(􀭵x±s,n=6,%)
Tab

 

3　 Comparison
 

of
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

laryngeal
 

cancer
 

Hep-2
 

cells
 

among
 

four
 

groups
 

(􀭵x±s,
 

n=6,%)
组别 细胞凋亡率
对照组 10. 97±1. 83
CGA 低浓度组 18. 16±2. 15a

CGA 高浓度组 26. 81±4. 27ab

CGA 高浓度+通路抑制剂组 18. 06±2. 49ac

　 　 注:与对照组相比,aP< 0. 05;与 CGA 低浓度组相比,bP< 0. 05;与 CGA 高浓度组相比,
cP<0. 05

Note:vs.
 

the
 

control
 

group,
 aP<0. 05;

 

vs.
 

the
 

CGA
 

low
 

concentration
 

group,
 bP<0. 05;

 

vs.
 

the
 

CGA
 

high
 

concentration
 

group,
 cP<0. 05

2. 4　 四组喉癌 Hep-2细胞增殖、凋亡相关蛋白表达水平比较

与对照组相比,CGA 低、高浓度组喉癌 Hep-2 细胞中 ki-67
蛋白表达水平显著降低,p53 蛋白表达水平显著升高;CGA 高

浓度组喉癌 Hep-2 细胞中 ki-67 蛋白表达水平低于 CGA 低浓

度组,p53 蛋白表达水平高于 CGA 低浓度组;与 CGA 高浓度

组相比,CGA 高浓度+通路抑制剂组喉癌 Hep-2 细胞中 ki-67
蛋白表达水平显著升高,p53 蛋白表达水平显著降低,上述差

异均有统计学意义(P<0. 05),见表 4、图 2。
2. 5　 四组喉癌 Hep-2 细胞 Bax / Bcl-2 / Caspase-3 信号通路相

关蛋白表达水平比较

与对照组相比,CGA 低、高浓度组喉癌 Hep-2 细胞中 Bax、
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A. 对照组;B. CGA 低浓度组;C. CGA 高浓度组;D. CGA 高浓度+通路抑制剂组

A.
 

control
 

group;
 

B.
 

CGA
 

low
 

concentration
 

group;
 

C.
 

CGA
 

high
 

concentration
 

group;
 

D.
 

CGA
 

high
 

concentration+pathway
 

inhibitor
 

group
图 1　 四组喉癌 Hep-2细胞凋亡流式图

Fig
 

1　 Flow
 

cytometry
 

of
 

laryngeal
 

cancer
 

Hep-2
 

cells
 

apoptosis
 

among
 

four
 

groups

表 4　 四组喉癌 Hep-2细胞增殖、凋亡相关蛋白表达
水平比较(􀭵x±s,n=6)

Tab
 

4　 Comparison
 

of
 

expression
 

levels
 

of
 

proliferation
 

and
 

apoptosis
 

related
 

proteins
 

in
 

laryngeal
 

cancer
 

Hep-2
 

cells
 

among
 

four
 

groups
 

(􀭵x±s,
 

n=6)
组别 ki-67 / GAPDH p53 / GAPDH
对照组 2. 03±0. 16 1. 96±0. 18
CGA 低浓度组 1. 62±0. 14a 2. 55±0. 27a

CGA 高浓度组 1. 33±0. 10ab 3. 21±0. 35ab

CGA 高浓度+通路抑制剂组 1. 61±0. 13ac 2. 76±0. 24ac

　 　 注:与对照组相比,aP<0. 05;与 CGA 低浓度组相比,bP<0. 05;与 CGA 高浓度组相比,cP<
0. 05

Note:vs.
 

the
 

control
 

group,
 aP<0. 05;

 

vs.
 

the
 

CGA
 

low
 

concentration
 

group,
 bP< 0. 05;

 

vs.
 

the
 

CGA
 

high
 

concentration
 

group,
 cP<0. 05

A. 对照组;B. CGA 低浓度组;C. CGA 高浓度组;D. CGA 高浓度+
通路抑制剂组

A.
 

control
 

group;
 

B.
 

CGA
 

low
 

concentration
 

group;
 

C.
 

CGA
 

high
 

concentration
 

group;
 

D.
 

CGA
 

high
 

concentration+pathway
 

inhibitor
 

group
图 2　 四组喉癌 Hep-2细胞 p53、ki-67 蛋白质印迹图
Fig

 

2　 Western
 

blotting
 

of
 

p53
 

and
 

ki-67
 

in
 

laryngeal
 

cancer
 

Hep-2
 

cells
 

among
 

four
 

groups

Caspase-3 蛋白表达水平显著升高,Bcl-2 蛋白表达水平显著降

低;CGA 高浓度组喉癌 Hep-2 细胞中 Bax、Caspase-3 蛋白表达

水平高于 CGA 低浓度组,Bcl-2 蛋白表达水平低于 CGA 低浓

度组;与 CGA 高浓度组相比,CGA 高浓度+通路抑制剂组喉癌

Hep-2 细胞中 Bax、Caspase-3 蛋白表达水平显著降低,Bcl-2 蛋

白表达水平显著升高,上述差异均有统计学意义(P<0. 05),见
表 5、图 3。
3　 讨论

喉癌在头颈部恶性肿瘤中的发病率居第 2 位,喉癌的治疗

需要考虑根治问题,还需要考虑保留喉功能,术后进行化疗辅

　 　 　 　表 5　 四组喉癌 Hep-2细胞 Bax / Bcl-2 / Caspase-3信号通路
相关蛋白表达水平比较(􀭵x±s,n=6)

Tab
 

5　 Comparison
 

of
 

expression
 

levels
 

of
 

Bax/ Bcl-2/ Caspase-3
 

signal
 

pathway
 

related
 

proteins
 

in
 

laryngeal
 

cancer
 

Hep-2
 

cells
 

among
 

four
 

groups
 

(􀭵x±s,
 

n=6)
组别 Bax / GAPDH Bcl-2 / GAPDH Caspase-3 / GAPDH
对照组 0. 45±0. 08 0. 82±0. 15 1. 24±0. 16
CGA 低浓度组 1. 05±0. 19a 0. 47±0. 11a 1. 98±0. 37a

CGA 高浓度组 1. 47±0. 30ab 0. 24±0. 05ab 2. 55±0. 45ab

CGA 高浓度+通路抑制剂组 0. 93±0. 17ac 0. 51±0. 09ac 1. 82±0. 33ac

　 　 注:与对照组相比,aP<0. 05;与 CGA 低浓度组相比,bP<0. 05;与 CGA 高浓度组相比,cP<
0. 05

Note:vs.
 

the
 

control
 

group,
 aP<0. 05;

 

vs.
 

the
 

CGA
 

low
 

concentration
 

group,
 bP< 0. 05;

 

vs.
 

the
 

CGA
 

high
 

concentration
 

group,
 cP<0. 05

A. 对照组;B. CGA 低浓度组;C. CGA 高浓度组;D. CGA 高浓度+
通路抑制剂组

A.
 

control
 

group;
 

B.
 

CGA
 

low
 

concentration
 

group;
 

C.
 

CGA
 

high
 

concentration
 

group;
 

D.
 

CGA
 

high
 

concentration+pathway
 

inhibitor
 

group
图 3　 四组喉癌 Hep-2细胞 Bax、Bcl-2和 Caspase-3

蛋白质印迹图

Fig
 

3　 Western
 

blotting
 

of
 

Bax,
 

Bcl-2
 

and
 

Caspase-3
 

in
 

laryngeal
 

cancer
 

Hep-2
 

cells
 

among
 

four
 

groups

助是一种公认的根治方法,寻找新型的化疗药,提高根治率和

患者健康水平,保留喉功能显得尤为重要[11-13] 。 CGA 可以减

轻肺炎危害,影响肺炎中巨噬细胞由 M1 向 M2 极化,抑制炎症

发生[14] ;并被证明可以用于辅助治疗乳腺癌,对乳腺癌 MCF-7
细胞具有更强的抑制作用[15] 。 本研究结果显示,250、500、750
和 1

 

000
 

μmol / L 的 CGA 均具有抑制喉癌 Hep-2 细胞增殖的作

用,且具有浓度依赖性,其中 750、1
 

000
 

μmol / L 的 CGA 对喉癌
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Hep-2 细胞的抑制作用较为显著,因此,选择 750、1
 

000
 

μmol / L
的 CGA 用于后续实验。 使用 750、1

 

000
 

μmol / L
 

CGA 处理喉

癌 Hep-2 细胞 48
 

h 后,结果发现,与对照组相比,CGA 低、高
浓度组喉癌 Hep-2 细胞增殖抑制率、细胞凋亡率显著升高,
p53 蛋白表达水平显著升高,ki-67 蛋白表达水平显著降低,
表明 CGA 可以显著抑制喉癌 Hep-2 细胞的增殖,促进其

凋亡。
Bax / Bcl-2 / Caspase-3 信号通路与细胞的凋亡过程有密切关

系,Bax 的过表达能有效抑制 Bcl-2 表达,并能激活 Caspase-3,激
活后的 Caspase-3 导致染色质凝聚和核酸酶激活,进一步促进

细胞凋亡,在细胞凋亡过程中 Caspase-3 发挥最后执行者的作

用,而 Bcl-2 过表达时能有效抑制 Bax 和 Caspase-3 的表达,显
著抑制细胞凋亡[16] 。 Bcl-2 与 Bax 能够特异性结合而发挥抗

凋亡作用,Bax、Bcl-2 和 Caspase-3 能够发生级联反应促进细胞

凋亡[17] 。 刘磊峰等[18] 的研究结果发现,通过影响 Bax、Bcl-2
和 Caspase-3 蛋白的表达水平,可以促进喉癌 Hep-2 细胞的凋

亡。 p53 基因是肿瘤抑制基因的一种,当促进 p53 蛋白高表达

时,能有效诱导细胞凋亡[19] ;ki-67 是细胞核中增殖能力的标

志物,其高表达提示细胞具有活跃的增殖能力[20] 。 本研究结

果显示,CGA 低、高浓度组喉癌 Hep-2 细胞 Bax、Caspase-3 蛋白

表达水平高于对照组,Bcl-2 蛋白表达水平低于对照组,表明

CGA 可促进喉癌 Hep-2 细胞中 Bax、Caspase-3 蛋白表达,抑制

Bcl-2 蛋白表达。 本研究结果还发现,与 CGA 高浓度组相比,
CGA 高浓度+通路抑制剂组喉癌 Hep-2 细胞增殖抑制率、细胞

凋亡率,p53、Bax 和 Caspase-3 蛋白表达水平显著降低,ki-67、
Bcl-2 蛋白表达水平显著升高,表明 Bax / Bcl-2 / Caspase-3 通路

抑制剂 Bax
 

inhibitor
 

peptide
 

V5 能够逆转 CGA 抑制喉癌 Hep-2
细胞增殖和诱导其凋亡的作用,因此,CGA 可能通过激活 Bax /
Bcl-2 / Caspase-3 信号通路发挥抑癌作用。

综上所述,CGA 可显著抑制喉癌 Hep-2 细胞的增殖,并促

进其凋亡,可能与 Bax / Bcl-2 / Caspase-3 信号通路激活有关,但
影响喉癌增殖与凋亡的因素较多,信号通路纷繁复杂而且未进

行体内验证,因此仍需进一步研究。
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