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[摘要] 目的 探讨左旋含羞草碱对人咽鳞状细胞癌FaDu细胞Bcl-2、Bax等表达的影响及促进细胞凋亡的可能机

制。方法 培养和传代FaDu细胞，不同浓度左旋含羞草碱作用后观察细胞生长状况；流式细胞仪检测左旋含羞草碱与

柠檬酸铁铵（FAC）对FaDu细胞凋亡的影响；CCK8法检测左旋含羞草碱与FAC干预后FaDu细胞的增殖活性；Western-

blot法检测左旋含羞草碱处理FaDu细胞后Bcl-2、Bax、Bak、Bik、Bid等凋亡相关蛋白的表达。结果 不同浓度的左旋含

羞草碱作用于FaDu细胞后细胞的生长受到抑制；左旋含羞草碱200 μmol/L组 FaDu细胞凋亡最显著，左旋含羞草碱

200 μmol/L +FAC 50 μmol/L组和左旋含羞草碱200 μmol/L +FAC 100 μmol/L组与对照组比较，细胞凋亡率无统计学差

异（t分别=2.64、2.13，P均＞0.05）。FAC 50 μmol/L组和FAC 100 μmol/L组 FaDu细胞凋亡率均低于对照组（t分别=

3.61、3.98，P均＜0.05）。对FaDu细胞增殖活性的抑制作用由强到弱依次为左旋含羞草碱200 μmol/L组、左旋含羞草碱

200 μmol/L +FAC 50 μmol/L组、左旋含羞草碱200 μmol/L +FAC 100 μmol/L组；随着左旋含羞草碱浓度的增加，FaDu

细胞Bcl-2蛋白的表达降低，Bax、Bak、Bik、Bid等蛋白的表达增高。结论 200 μmol/L左旋含羞草碱抑制FaDu细胞生

长，促进细胞凋亡，是通过干扰肿瘤细胞铁代谢，激活Bcl-2家族蛋白发挥重要调控作用的线粒体通路实现的。
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Research about L-mimosine down-regulating Bcl-2 expression and promoting FaDu cell apoptosis XIANG Yin-

zhou，LI Xuejun，ZOU Yuhua，et al.Department of Otolaryngology，Taizhou First People’s Hospital，Taizhou 318020，China.

[Abstract] Objective To investigate the effects of L-mimosine on the expression of Bcl-2 and Bax in human pharyn-

geal squamous cell carcinoma FaDu cells and the possible mechanism of promoting cell apoptosis. Methods FaDu cells

were cultured and passaged.Cell growth was observed after different concentrations of L-mimosine processing FaDu cells.

Flow cytometry was used to detect the apoptosis effects after different concentrations of L-mimosine and ammonium ferric

citrate treating FaDu cells.Cell growth activity was examined by CCK-8 method after different concentrations of L-mimo-

sine and ammonium ferric citrate processing FaDu cells.Western-blot was used to detect the expressions of apoptosis-re-

lated proteins including Bcl-2，Bax，Bak，Bik，and Bid after different concentrations of L-mimosine treating FaDu cells.

Results The growth of FaDu cells could be inhibited by L-mimosine.The most significant apoptosis rate of FaDu cells

can be observed in 200 μ mol/L L-mimosine group.Compared with the control group，the apoptosis rate of FaDu cells in

200 μ mol/L L-mimosine +50 μ mol/L ammonium ferric citrate group and 200 μ mol/L L-mimosine +100 μ mol/L am-

monium ferric citrate group was not statistically different（t=2.64，2.13，P＞0.05）.The apoptosis rate of FaDu cells in the

50 μ mol/L and 100 μ mol/L ferric ammonium citrate group was significantly lower than that in control group（t=3.61，

3.98，P＜0.05）. The effects on the proliferation activity of FaDu cells ranked from strong to weak was 200 μ mol / L

L-mimosine group ，200 μ mol/L L-mimosine+ 50 μ mol/L ammonium ferric citrate group and 200 μ mol/L L-mimosine+

100 μ mol/L ammonium ferric citrate group.With the increasing of L-mimosine concentration，the expression of Bax，Bak，

Bik and Bid in FaDu cells increased ，while Bcl-2 protein decreased.Conclusion 200 μ mol/L L-mimosine inhibits the

growth of FaDu cells and promotes apoptosis by interfering with the iron metabolism of tumor cells and activating the

mitochondrial pathway of bcl-2 family protein，which

plays an important regulatory role.

[Key words] L-mimosine； FaDu cells； apop-

tosis； Bcl-2； iron chelate
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下咽癌多发生于下咽区域的梨状窝、环状软骨

后区和下咽后壁等处，其中约 95％属于鳞状细胞

癌[1]，约占头颈部鳞状细胞癌的 3％～5％[2]。预后较

差[3]。研究发现左旋含羞草碱能够抑制多种肿瘤细

胞的生长增殖，促进肿瘤细胞的凋亡，其作用机制

尚未明了[4,5]。本次研究旨在观察铁对左旋含羞草碱

诱导人下咽鳞状细胞癌FaDu细胞凋亡的影响，以及

Bcl-2 家族蛋白在凋亡过程中的变化，为下咽癌的

防治提供一定的实验依据。现报道如下。

1 材料与方法

1.1 细胞培养 选择武汉大学人民医院耳鼻咽喉

头颈外科研究所2018年4月至2019年1月期间的人

咽鳞状细胞癌FaDu细胞株（由武汉大学耳鼻咽喉头

颈外科研究所提供）。FaDu细胞接种于含10％胎牛

血清的 RPMI-1640 培养基（由美国 Sigma 公司生

产），放置于37 ℃、5％CO2孵箱中培养。

1.2 细胞的形态学观察 人咽鳞状细胞癌FaDu细

胞均匀加入到 6 孔板中，添加适量RPMI-1640培养

液，在5％CO2、37 ℃、饱和湿度条件下的恒温培养箱

中孵育过夜，细胞贴壁后，加入终浓度为 0 μmol/L、
100 μmol/L、200 μmol/L、400 μmol/L的左旋含羞草

碱（由美国 Sigma公司生产）培养液，继续培养 24 h、
48 h 后，取出放在倒置显微镜下观察细胞的生长

状况。

1.3 流式细胞仪检测FaDu细胞的凋亡 选择枸橼

酸铁铵（ferric ammonii citras，FAC）（由武汉友名生

物技术有限公司生产）实验浓度分别为 0 μmol/L、
100 μmol/L、500 μmol/L、1000 μmol/L，分别加入

FaDu细胞培养基中培养48 h后收集细胞。-20 ℃预

冷70％酒精固定细胞30 min，4 ℃冰箱冷藏过夜。次

日取出细胞，倒去酒精，磷酸缓冲盐溶液（phosphate
buffered saline，PBS）（由吉诺生物医药技术有限公司

生产）洗涤细胞 3次，100 μmol/L的RNA 酶（由美国

Sigma公司生产）200 µl消化细胞，37 ℃恒温水浴箱

水浴30 min，滴加20 μmol/L碘化丙啶（由Sigma公司

生产）1 ml，4 ℃冰箱并遮光染色30 min，流式细胞仪

检测不同浓度FAC对FaDu细胞凋亡的影响。另一

组实验将FaDu细胞分为左旋含羞草碱 200 μmol/L
组、FAC 50 μmol/L组、FAC 100 μmol/L组、左旋含羞

草碱 200 μmol/L+FAC 50 μmol/L组、左旋含羞草碱

200 μmol/L +FAC100 μmol/L组。同法处理细胞后流

式细胞仪检测FAC联合左旋含羞草碱对FaDu细胞

凋亡的影响。以上实验每组设 3 个复孔，以0.9％氯

化钠注射液作为对照组，实验重复 3次。

1.4 CCK-8 检测 FaDu 细胞活性 FaDu 细胞接种

于 96孔板，放置到含 5％ CO2、37 ℃、饱和湿度的培

养箱中培养，实验分为左旋含羞草碱200 μmol/L组、

FAC 50 μmol/L组、FAC 100 μmol/L组、左旋含羞草

碱 200 μmol/L+FAC 50 μmol/L 组、左旋含羞草碱

200 μmol/L +FAC100 μmol/L组，并设置阴性对照孔

为对照组，每种浓度均设 3个复孔。分别于培养

24 h、48 h、72 h、96 h时取出培养板加入CCK8试剂

（由江苏碧云天生物技术公司生产）10 µl继续培养

2 h，酶标仪测450 nm处OD值，每次实验重复3次。

1.5 Western-blot 法检测 Bcl-2、Bax 等凋亡相关蛋

白的表达 将FaDu细胞接种于100 ml 培养瓶内，放

置于 5％CO2、37 ℃、饱和湿度的孵箱内培养 24 h
后，见细胞贴壁生长，加入左旋含羞草碱，终浓度分

别为0 μmol/L、100 μmol/L、200 μmol/L、400 μmol/L，
继续培养 24 h，收集细胞，离心 5 min，倒去上清液，

PBS液洗涤 3次，分别转移到 1.5 ml Ep管中，100 μl
蛋白质裂解液 Buffer（由 Sigma 公司生产）处理细

胞，-20℃冰箱保存待测。次日用 10％ SDS-PAGE
处理细胞样品，SDS聚丙烯酰胺凝胶中的蛋白质被

转移到硝酸纤维素膜上，4 ℃冰箱封闭过夜。次日

取出硝酸纤维素膜放进含一抗抗体（Bcl-2兔抗人

单克隆抗体、Bax兔抗人单克隆抗体、Bak兔抗人单

克隆抗体等由上海科敏生物公司生产）的封闭液

中，4 ℃冰箱孵育过夜。次日取出膜电转液洗涤

3次，每次 10 min。将膜放入含二抗抗体的封闭液

中，室温下孵育 2 h，电转液洗涤 3次，每次 10 min。
最后将膜放在保鲜膜上，电化学发光法检测凋亡相

关蛋白Bcl-2、Bax、Bak、Bik、Bid的表达水平。

1.6 统计学方法 采用 SPSS 19.0版软件进行统计

分析。计量资料以均数±标准差（x±s）表示。计量

资料比较采用方差分析，两两比较采用LSD-t检验。

设P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 细胞形态学的影响 常规培养 24 h、48 h后，倒

置显微镜下观察正常培养的FaDu细胞，见细胞贴壁

生长，连接紧密，密集成片生长，轮廓欠清，透明度

大，折光性强，大小均匀。经不同浓度左旋含羞草

碱作用后，可见细胞相互离散，细胞皱缩，体积变

小，间隙增宽，细胞固缩深染，折光性减弱，细胞数

目明显减少。随着左旋含羞草浓度的增加和作用

时间延长，培养液中悬浮细胞增多，贴壁生长的细
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胞减少，培养液变浑浊。

2.2 FAC对FaDu细胞的凋亡的影响见表1
表1 FAC对FaDu细胞凋亡的影响/%

组别

FAC 0 μmol/L组

FAC 100 μmol/L组

FAC 500 μmol/L组

FAC1 000 μmol/L组

凋亡率

1.75±0.31

1.07±0.28*

2.12±0.42*

2.46±0.49*

注：*：与FAC 0 μmol/L组比较，P＜0.05。
由表 1可见，不同浓度FAC对FaDu细胞凋亡有

显著性差异（F=6.54，P＜0.05）。FaDu 细胞在 FAC
100 μmol/L 作用下，其凋亡率低于 FAC 0 μmol/L
组，差异有统计学意义（t=3.25，P＜0.05），FAC
500 μmol/L、FAC 1000 μmol/L作用下的 FaDu细胞

的凋亡率则高于FAC 0 μmol/L，差异均有统计学意

义（t分别=3.63、3.97，P均＜0.05）。
2.3 左旋含羞草碱联合FAC对FaDu细胞凋亡的影

响见表2
由表 2可见，不同浓度左旋含羞草碱联合 FAC

对FaDu细胞凋亡有显著性差异（F=5.78，P＜0.05），

左旋含羞草碱 200 μmol/L 组 FaDu 细胞凋亡最显

著。左旋含羞草碱 200 μmol/L+FAC 50 μmol/L 组

和左旋含羞草碱 200 μmol/L +FAC 100 μmol/L 组

与对照组比较，细胞凋亡率无统计学意义（t分别

=2.64、2.13，P均＞0.05），FAC 50 μ mol/L组和 FAC
100 μmol/L组 FaDu细胞凋亡率均低于对照组，差异

均有统计学意义（t分别=3.61、3.98，P均＜0.05）。
表2 左旋含羞草碱联合FAC对FaDu细胞凋亡的影响/%

组别

左旋含羞草碱200 μ mol/L组

FAC 50 μmol/L组

FAC 100 μmol/L组

左旋含羞草碱200 μmol/L+FAC 50 μmol/L组

左旋含羞草碱200 μmol/L+FAC 100 μmol/L组

对照组

凋亡率

2.95±0.52

1.19±0.27*

1.09±0.25*

1.81±0.32

1.71±0.30

1.78±0.33

注：*：与对照组比较，P＜0.05。
2.4 左旋含羞草碱联合FAC对FaDu细胞增殖活性

的影响见表3
表3 左旋含羞草碱联合FAC对FaDu细胞活性的影响

组别

左旋含羞草碱200 μmol/L组

FAC50 μmol/L组

FAC100 μmol/L组

左旋含羞草碱200 μmol/L +FAC50 μmol/L组

左旋含羞草碱200 μmol/L +FAC100 μmol/L组

对照组

0 h

0.10±0.01

0.10±0.01

0.10±0.01

0.10±0.01

0.10±0.01

0.10±0.01

24 h

0.10±0.01

0.15±0.02

0.16±0.02

0.11±0.01

0.12±0.02

0.13±0.02

48 h

0.21±0.02

0.29±0.02

0.31±0.02

0.25±0.02

0.26±0.02

0.27±0.02

72 h

0.20±0.01

0.53±0.03

0.58±0.03

0.35±0.02

0.39±0.02

0.42±0.03

96 h

0.19±0.01

0.81±0.05

0.86±0.05

0.57±0.04

0.64±0.05

0.75±0.04

由表 3可见，左旋含羞草碱 200 μmol/L对FaDu
细胞生长增殖活性的抑制作用最显著，然后由强到弱

依次为左旋含羞草碱 200 μmol/L +FAC 50 μmol/L、
左旋含羞草碱200 μmol/L +FAC 100 μmol/L。
2.5 左旋含羞草碱对 FaDu细胞 Bcl-2、Bax等凋亡

相关蛋白表达的影响见图1
由图 1 可见，随着左旋含羞草碱浓度的增加，

Bcl-2蛋白家族中具有抑制凋亡作用的 Bcl-2蛋白

的表达显著降低，促进凋亡作用的Bax、Bak、Bik、Bid
等蛋白的表达明显增强。

3 讨论

铁元素是细胞生存的关键元素，铁作为辅助因

子参与多种氧化还原酶的分子特性也赋予其损伤

细胞的能力。不恰当的滞留铁催化产生高度有毒

的活性氧物质羟基自由基等，过量的自由基可通过

DNA氧化、线粒体损伤、膜脂过氧化等刺激细胞凋

亡和基因突变。铁螯合剂通过螯合细胞内铁影响

了癌细胞生物学行为，抑制了核糖核苷酸还原酶活

图1 不同浓度左旋含羞草碱对FaDu细胞Bax、Bik、Bid、

Bak、Bcl-2蛋白表达的影响

0 μmol/L 100 μmol/L 200 μmol/L 400 μmol/L

Bax

Bik

Bid

Bak

Bcl-2

GAPDH
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性，进而影响脱氧核糖核酸的合成和修复，抑制肿

瘤细胞的生长。

本次实验结果显示，左旋含羞草碱能够显著抑

制 FaDu细胞的生长，表现在与正常培养的 FaDu细

胞相比，左旋含羞草碱作用下的FaDu细胞生长状况

差，折光性变弱，轮廓增强，胞浆中常出现空泡，部

分贴壁细胞收缩变圆，甚至从瓶壁脱落，证明左旋

含羞草碱对人咽鳞状细胞癌 FaDu细胞生长有明显

的抑制作用。

有研究表明，左旋含羞草碱是一种铁螯合剂，

可以螯合细胞内的二价铁离子[6]。本次实验结果显

示，FaDu细胞在 FAC 100 μmol/L作用下，细胞的凋

亡率低于 FAC 0 μmol / L；FAC 500 μmol / L、FAC
1 000 μmol/L 作用下，FaDu 细胞的凋亡率则高于

FAC 0 μmol/L（P均＜0.05），表明一定量的 FAC 对

FaDu细胞的凋亡具有抑制作用，缺铁或铁过量对细

胞凋亡具有促进作用。左旋含羞草碱能够促进

FaDu细胞的凋亡，加入适量的 FAC后，左旋含羞草

碱促进 FaDu 细胞凋亡的作用近乎消失，与江哲珍

等[6]研究结果相似。CCK-8法实验结果显示，左旋

含羞草碱单独作用于 FaDu 细胞，其抑制细胞生长

作用显著，加入一定量的 FAC 后，其抑制 FaDu 细

胞生长的作用明显减弱。表明左旋含羞草碱诱导

FaDu 细胞凋亡的作用与其铁螯合作用密切相关，

与Panopoulos等[7]的研究结果基本一致。

目前关于细胞凋亡途径主要有三条，即死亡受

体通路[8] 、线粒体通路[9]和内质网通路[10]。线粒体凋

亡途径是最重要的凋亡途径之一，而线粒体内膜和

外膜的通透性又主要由Bcl-2 家族蛋白控制，因此

Bcl-2 家族蛋白是线粒体凋亡途径的主要调控

者[11]。本次实验结果显示，随着左旋含羞草碱干预

浓度的升高，FaDu细胞中 Bcl-2蛋白家族中具有抑

制凋亡作用的Bcl-2蛋白的表达降低，而具有促进

凋亡作用的 Bax、Bak、Bik、Bid 等蛋白的表达增强，

说明左旋含羞草碱促进FaDu细胞凋亡，主要是通过

Bcl-2家族蛋白介导的线粒体通路实现的[12]。

综上所述，左旋含羞草碱可能通过干扰人咽鳞

状细胞癌FaDu细胞的铁代谢，激活Bcl-2家族蛋白

发挥着重要调控作用的线粒体通路，引起细胞色素

C和凋亡诱导因子的释放，影响癌细胞生物学行为，

最终促进了癌细胞凋亡，为中医药治疗咽鳞状细胞

癌提供了重要的依据，其具体的抗肿瘤机制有待进

一步研究。另外，本次实验有关左旋含羞草碱对Fa⁃

Du细胞活性氧物质、血管生成等方面的影响未进行

研究，还需要进行这些方面的研究。
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