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　　摘　要：　目的　通过体外实验，研究吲哚３甲醇（ｉｎｄｏｌｅ３ｃａｒｂｉｎｏｌ，Ｉ３Ｃ）对 Ｈｅｐ２喉癌细胞的抑制增殖和促
进凋亡及机制。方法　根据Ｉ３Ｃ浓度分组，用不同浓度的Ｉ３Ｃ即０、１００、２００μＭ和３００μＭ作用于Ｈｅｐ２喉癌细胞
株０、２４、４８和７２ｈ后，测定Ｈｅｐ２细胞增殖能力。测定不同浓度Ｉ３Ｃ处理 Ｈｅｐ２喉癌细胞株４８ｈ后细胞凋亡率。
测定不同浓度Ｉ３Ｃ处理Ｈｅｐ２喉癌细胞株后ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路相关蛋白的表达情况。结果　当Ｉ３Ｃ浓度增加时，Ｈｅｐ
２喉癌细胞株的增殖能力明显减弱，凋亡率显著增加，同时监测到ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路相关蛋白的表达水平降低。结论
　在体外实验，Ｉ３Ｃ可以有效地抑制Ｈｅｐ２喉癌细胞的生长，同时诱导凋亡，抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路可能是其作用机制。
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　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒ；Ｉｎｄｏｌｅ３ｃａｒｂｉｎｏｌ；Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔｐａｔｈｗａｙ

　　喉癌是头颈部主要的恶性肿瘤之一，据报道在
发达国家的发病率较高。男性患者的发病率和死亡

率明显高于女性患者［１］。喉癌的治疗方法有很多，

包括传统的手术、化疗和放疗。然而，喉癌的整体疗

效仍然欠佳，治疗方法需要改进。

流行病学研究表明，摄入西兰花，花椰菜等十字

花科植物蔬菜可以显著降低膀胱癌、胰腺癌、结肠

癌、肺癌和胃癌的发病率［２］。吲哚３甲醇（ｉｎｄｏｌｅ３
ｃａｒｂｉｎｏｌ，Ｉ３Ｃ）是十字花科蔬菜的活性成分，显著抑
制多种肿瘤的生长。然而，它在喉癌中的作用仍不

清楚。本研究旨在研究Ｉ３Ｃ对人喉癌Ｈｅｐ２细胞系
细胞增殖和凋亡的影响，阐明其潜在的杀瘤机制，为

肿瘤的靶向治疗和药物筛选提供依据。

１　材料和方法

１．１　细胞培养和Ｉ３Ｃ的制备
人喉癌 Ｈｅｐ２细胞系来自武汉大学中心实验

室。采用含１０％胎牛血清和２０μｇ／ｍｌ抗生素（青
·４０５·
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霉素和链霉素）的 ＲＰＭＩ１６４０培养基培养人喉癌
Ｈｅｐ２细胞。细胞置于ＣＯ２含量为５％的３７℃培养
箱中培养。把Ｉ３Ｃ溶于二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）浓度至
１Ｍ，然后分别稀释至浓度１００、２００、３００μＭ用于实
验。最终Ｉ３Ｃ制剂中 ＤＭＳＯ的浓度 ＜０．５％。为了
证明 ＤＭＳＯ的最终浓度没有影响喉癌细胞，培养
Ｈｅｐ２细胞仅在完全培养基中，不接触 Ｉ３Ｃ（作为未
处理的对照），因此 ＤＭＳＯ（＜０．５％）用作阴性对照
组（０μＭ）。
１．２　ＣＣＫ８试剂测定Ｈｅｐ２细胞增殖

将Ｈｅｐ２细胞以１×１０３／ｍｌ的密度接种到９６孔
板中。Ｉ３Ｃ在 ０、１００、２００、３００μＭ每个浓度重复
６个孔。另外６个孔仅含有培养基作为空白对照。
在０、２４、４８、７２ｈ后，细胞用１０μｌＣＣＫ８试剂处理，
在３７℃下孵育１ｈ。根据空白对照孔，将自动微量
滴定板读数器设定为零。吸光度（Ａ）在４５０ｎｍ的波
长下读取。百分比细胞增殖抑制的计算根据下式：

细胞增殖抑制率（％）＝［１－实验组的平均吸光度
（Ａ）／平均值对照组的吸光度（Ａ）］×１００％。重复
实验３次。
１．３　ＡｎｎｅｘｉｎＶ和碘化丙啶（ＰＩ）双重染色法检测
细胞凋亡

将Ｈｅｐ２细胞接种到 ６孔中平板和含有 ０、
１００、２００μＭ的完全培养基和３００μＭ的 Ｉ３Ｃ，并用
单独的孔接种培养基单独作为未处理的对照组。培

养４８ｈ后，细胞通过离心收获，重悬于结合中缓冲
液，依次与５μｌ膜联蛋白ＶＦＩＴＣ孵育和５μｌＰＩ在
室温下进行１５ｍｉｎ，使用 ＦＡＣＳＣａｎｔｏＴＭＩＩ分光光度
计，通过流式细胞术分析确定细胞凋亡。对于流式

细胞仪点图，膜联蛋白Ｖ染色设定为横轴和ＰＩ染色

设定为垂直轴。重复实验３次。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析

用不同浓度的 Ｉ３Ｃ处理４８ｈ后，将细胞在 ＲＩ
ＰＡ缓冲液中裂解以提取总细胞蛋白。根据 ＢＣＡ定
量方法测定蛋白质浓度，每种蛋白质 ３０μｇ通过
ＳＤＳＰＡＧＥ和蛋白质条带分离样品转移到硝酸纤维
素膜上。蛋白质转移后，将膜阻断１ｈ通过孵育，获
得５％脱脂乳蛋白质。在 ４℃与一抗，ＰＩ３Ｋｐ１１０α、
ＰＩ３Ｋｐ８５、ｐＡｋｔ、Ａｋｔ、ｐＧＳＫ３β、ＧＳＫ３β和 ＧＡＰＤＨ
过夜。第２天，将印迹与次级孵育抗体在室温下保
持１ｈ，使特异性蛋白质通过增强的化学发光让条带
可视化（ＥＣＬ）。重复实验３次。
１．５　统计学分析

所有实验数据分析通过 ＳＰＳＳ１６．０进行统计
分析，结果表示为 珋ｘ±ｓ。差异通过 ＡＮＯＶＡ比较
多组之间的差异，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学
意义。

２　结果

２．１　Ｉ３Ｃ明显抑制喉癌Ｈｅｐ２细胞的生长
Ｉ３Ｃ处理Ｈｅｐ２细胞，遵循剂量依赖性（０、１００、

２００、３００μＭ）和时间依赖性（２４、４８、７２ｈ），治疗组
和阴性对照组之间细胞生长有显著差异 （Ｐ＜
０．０５），见图１。在Ｉ３Ｃ２００μＭ组，２４、４８、７２ｈ的时
间点，Ｈｅｐ２细胞增殖抑制的百分比分别为２２．８％、
２６．０％、３４．２％。另外，在 Ｉ３Ｃ３００μＭ治疗组中，细
胞增殖抑制的百分比 ２４、４８、７２ｈ，分别为２９．４％、
４８．４％、６３．９％（图１）。检测 Ｉ３Ｃ抑制 Ｈｅｐ２喉癌
细胞增殖呈高剂量依赖性。
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图１　Ｉ３Ｃ抑制Ｈｅｐ２细胞增殖　ａ：不同浓度Ｉ３Ｃ处理喉癌细胞Ｈｅｐ２后，不同时间各组细胞ＣＣＫ８法检测结果；ｂ：不同浓度
Ｉ３Ｃ处理喉癌细胞Ｈｅｐ２的抑瘤率

·５０５·



中国耳鼻咽喉颅底外科杂志 第２５卷　

２．２　Ｉ３Ｃ治疗诱导喉癌Ｈｅｐ２细胞凋亡
ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双分子印迹法检测 Ｈｅｐ２细胞凋

亡染色显示，经过０、１００、２００、３００μＭ的Ｉ３Ｃ在４８ｈ
的治疗后，细胞凋亡率为分别为（０．６０±０．３５）％、
（７．２０±１．３５）％、（２９．２±２．１２）％、（５０．６０±
４．２８）％。另外，比较１００μＭ与０μＭ组，细胞凋亡
率组间的差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。２００μＭ
与３００μＭ组相比０μＭ组细胞凋亡率显著升高（Ｐ
＜０．０１）。这表明浓度１００μＭＩ３Ｃ诱导Ｈｅｐ２细胞
的细胞凋亡，３００μＭ浓度显著增加了凋亡细胞比
例，细胞凋亡率 ＞５０％。这表明细胞凋亡的比例与
Ｉ３Ｃ呈剂量依赖性（图２）。
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图２　不同浓度Ｉ３Ｃ处理喉癌细胞Ｈｅｐ２后各组细胞的凋亡率

２．３　显著降低 Ｉ３Ｃ处理后 Ｈｅｐ２细胞中 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
蛋白表达

本研究检验了 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的关键信号蛋白
和与癌细胞增殖和凋亡相关的下游信号蛋白。研究

发现在阴性对照组，ＰＩ３Ｋｐ１１０α、ＰＩ３Ｋｐ８５、ｐＡｋｔ、
Ａｋｔ、ｐＧＳＫ３β和 ＧＳＫ３β的蛋白表达量都明显增
加。与阴性对照组相比，Ｉ３Ｃ处理 Ｈｅｐ２细胞显著
减少 ＰＩ３Ｋｐ１１０α、ＰＩ３Ｋｐ８５、ｐＡｋｔ、Ａｋｔ、ｐＧＳＫ３β和
ＧＳＫ３β蛋白质的表达，信号蛋白下降的表达水平与
Ｉ３Ｃ呈剂量依赖性（图３）。
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图３　不同浓度 Ｉ３Ｃ处理喉癌细胞 Ｈｅｐ２后 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路
相关蛋白表达情况

３　讨论

吲哚３甲醇是从十字花科蔬菜中硫代葡萄糖酸
盐水解提取而来［３］。有研究表明Ｉ３Ｃ对多种肿瘤细
胞通过诱导细胞周期阻滞和细胞凋亡抑制肿瘤细胞

生长［４］。然而，Ｉ３Ｃ在喉癌中的作用还不清楚。本
研究结果发现，Ｉ３Ｃ可显著抑制 Ｈｅｐ２细胞的增殖，
Ｉ３Ｃ３００μＭ治疗组中，细胞增殖抑制的百分比２４、
４８、７２ｈ，分别为２９．４％、４８．４％、６３．９％。抑癌机制
与癌细胞增殖的改变和诱导细胞凋亡有关。本实验

观察到３００μＭＩ３Ｃ诱导细胞凋亡作用明显，且细胞
凋亡率升高与Ｉ３Ｃ呈剂量依赖性。Ｒａｈｍａｎ等［５］报道

治疗乳腺癌细胞的３０～１００μＭＩ３Ｃ经过２４～７２ｈ诱
导细胞凋亡。

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路与受体酪氨酸相关激酶信号通
路相关。通路突变激活组件可能激活 ＰＩ３Ｋ和下游
靶蛋白Ａｋｔ和磷酸化Ａｋｔ（ｐＡｋｔ），随后会导致磷酸
化和ｍＴＯＲＧＳＫ３、ｍｄｍ２、Ｂａｄ和 ｃａｓｐａｓｅ家族成员活
化，它们共同在促进肿瘤细胞生长、增殖、抑制凋亡、

促进细胞侵袭、肿瘤转移和血管生成等方面起着重

要作用［６］。尤其是 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路异常，Ａｋｔ磷
酸化异常与舌癌以及头颈鳞状细胞癌的发生发展密

切相关［７］。

为了进一步明确Ｉ３Ｃ在喉癌中诱导细胞凋亡及
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路二者之间的潜在关系，本研究分
析了Ｉ３Ｃ治疗前后 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路特异性信号蛋白
与下游同源蛋白差异表达。Ｈｅｐ２细胞中，Ｉ３Ｃ治疗
后，ＰＩ３Ｋｐ１１０α、ＰＩ３ＫｃｌａｓｓＩＩＩ、ｐＡｋｔ、ｐｃＲａｆ和
ＧＳＫ３β的表达与对照组细胞相比明显下降。这一
·６０５·
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结果表明，抑制喉癌细胞增殖和诱导凋亡与 ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ信号通路密切相关，这些结果与在乳腺癌和前
列腺癌的发现是一致的［８］。

有研究显示，Ｉ３Ｃ抗肿瘤作用的机制部分原因在
于增加了肿瘤细胞膜的通透性和活化ｃａｓｐａｓｅ３，从而
诱导癌细胞凋亡［９］。前列腺癌老鼠模型被喂食１０周
含１％ （ｗ／ｗ）Ｉ３Ｃ的肿瘤细胞，可诱导细胞凋亡，激
活 Ｎｒｆ２，此即一种已知的调节抗氧化信号通路的通
路［１０］。Ｎｅｗｆｉｅｌｄ等［１１］报道了用Ｉ３Ｃ喂养可诱导小鼠
的免疫反应，产生抗增殖物质二羟基雌激素酮。

总之，本研究的体外实验证明，Ｉ３Ｃ能显著抑制
喉癌细胞增殖和诱导细胞凋亡。研究表明，Ｉ３Ｃ效
应可能与的 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路及下游蛋白表达调
节有关。Ｉ３Ｃ因其有效、无毒及天然抗肿瘤被认为
是一种可能的预防和治疗喉癌的药物。需要进一步

的研究确定 Ｉ３Ｃ在分子水平上抑制喉癌的潜在机
制，为临床及肿瘤的治疗提供理论依据。

参考文献：

［１］　ＪｅｍａｌＡ，ＢｒａｙＦ，ＣｅｎｔｅｒＭＭ，ｅｔａｌ．Ｇｌｏｂａｌｃａｎｃｅｒｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ［Ｊ］．

ＣＡＣａｎｃｅｒＪＣｌｉｎ，２０１１，６１（２）：６９－９０．

［２］　ＡｎｎｅｍａＮ，ＨｅｙｗｏｒｔｈＪＳ，ＭｃＮａｕｇｈｔｏｎＳＡ，ｅｔａｌ．Ｆｒｕｉｔａｎｄｖｅｇｅ

ｔａｂｌｅｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｒｉｓｋｏｆｐｒｏｘｉｍａｌｃｏｌｏｎ，ｄｉｓｔａｌｃｏｌｏｎ，ａｎｄ

ｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｓｉｎａｃａｓｅｃｏｎｔｒｏｌｓｔｕｄｙｉｎＷｅｓｔｅｒｎＡｕｓｔｒａｌｉａ［Ｊ］．Ｊ

ＡｍＤｉｅｔＡｓｓｏｃ，２０１１，１１１（１０）：１４７９－１４９０．

［３］　ＫｅｃｋＡＳ，ＦｉｎｌｅｙＪＷ．Ｃｒｕｃｉｆｅｒｏｕｓｖｅｇｅｔａｂｌｅｓ：ｃａｎｃｅｒｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｇｌｕｃｏｓｉｎｏｌａｔｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｐｒｏｄｕｃｔｓａｎｄｓｅｌｅｎｉｕｍ［Ｊ］．

ＩｎｔｅｇｒＣａｎｃｅｒＴｈｅｒ，２００４，３（１）：５－１２．

［４］　ＡｇｇａｒｗａｌＢＢ，ＩｃｈｉｋａｗａＨ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｔａｒｇｅｔｓａｎｄａｎｔｉｃａｎｃｅｒｐｏｔｅｎ

ｔｉａｌｏｆｉｎｄｏｌｅ３ｃａｒｂｉｎｏｌａｎｄｉｔｓｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＣｙｃｌｅ，２００５，

４（９）：１２０１－１２１５．

［５］　ＲａｈｍａｎＫＭ，ＡｒａｎｈａＯ，ＳａｒｋａｒＦＨ．Ｉｎｄｏｌｅ３ｃａｒｂｉｎｏｌ（Ｉ３Ｃ）ｉｎ

ｄｕｃｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｂｕｔｎｏｔｉｎｎｏｎｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｂｒｅａｓｔｅｐ

ｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＮｕｔｒＣａｎｃｅｒ，２００３，４５（１）：１０１－１１２．

［６］　凌航，廖前进，钟外生，等．ｐ５３、ｐ７３与生存素及ｃａｓｐａｓｅ７蛋白

酶在喉癌组织中的表达及临床意义［Ｊ］．中国耳鼻咽喉颅底外

科杂志，２０１５，２１（６）：４４７－４５２．

　　 ＬｉｎｇＨ，ＬｉａｏＱＪ，ＺｈｏｎｇＷＳ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｉｔｓｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇ

ｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆｐ５３，ｐ７３，ｓｕｒｖｉｖｉｎａｎｄｃａｓｐａｓｅ７ｉｎｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏ

ｍａ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌＳｋｕｌｌＢａｓｅＳｕｒｇ，２０１５，２１（６）：

４４７－４５２．

［７］　ＷａｔａｎａｂｅＳ，ＳａｔｏＫ，ＯｋａｚａｋｉＹ，ｅｔａｌ．ＡｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＰＩ３ＫＡＫＴ

ｐａｔｈｗａｙｉｎｏｒａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｄｙｓｐｌａｓｉａａｎｄｅａｒｌｙｃａｎｃｅｒｏｆｔｏｎｇｕｅ［Ｊ］．

ＢｕｌｌＴｏｋｙｏＤｅｎｔＣｏｌｌ，２００９，５０（３）：１２５－１３３．

［８］　ＲａｈｍａｎＫＭ，ＬｉＹ，ＳａｒｋａｒＦＨ．ＩｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆａｋｔａｎｄＮＦκＢ

ｐｌａｙｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｓｄｕｒｉｎｇｉｎｄｏｌｅ３ｃａｒｂｉｎｏｌｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎ

ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＮｕｔｒＣａｎｃｅｒ，２００４，４８（１）：８４－９４．

［９］　ＣｈｅｎＤＺ，ＱｉＭ，ＡｕｂｏｒｎＫＪ，ｅｔａｌ．Ｉｎｄｏｌｅ３ｃａｒｂｉｎｏｌａｎｄｄｉｉｎ

ｄｏｌｙｌｍｅｔｈａｎｅｉｎｄｕｃｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｕｍａｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓａｎｄ

ｉｎｍｕｒｉｎｅｈｐｖ１６ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｒｅｎｅｏｐｌａｓｔｉｃｃｅｒｖｉｃａｌｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ［Ｊ］．Ｊ

Ｎｕｔｒ，２００１，１３１（１２）：３２９４－３３０２．

［１０］ＷｕＴＹ，ＳａｗＣＬ，ＫｈｏｒＴＯ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｉｖｏｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓｏｆ

ｉｎｄｏｌｅ３ｃａｒｂｉｎｏｌｉｎｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｏｆｍｏｕｓｅｐｒｏｓｔａｔｅ（ＴＲＡＭＰ）ｍｉｃｅ：ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｏｆ

Ｎｒｆ２ａｎｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅ／ａｐｏｐｔｏｓｉｓｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．ＭｏｌＣａｒ

ｃｉｎｏｇ，２０１２，５１（１０）：７６１－７７０．

［１１］ＮｅｗｆｉｅｌｄＬ，ＧｏｌｄｓｍｉｔｈＡ，ＢｒａｄｌｏｗＨＬ，ｅｔａｌ．Ｅｓｔｒｏｇｅｎｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

ａｎｄｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓｉｎｄｕｃｅｄｔｕｍｏｒｓｏｆｔｈｅｌａｒｙｎｘ：ｃｈｅｍｏ

ｐｒｏｐｈｙｌａｘｉｓｗｉｔｈｉｎｄｏｌｅ３ｃａｒｂｉｎｏｌ［Ｊ］．ＡｎｔｉｃａｎｃｅｒＲｅｓ，１９９３，１３

（２）：３３７－３４１．

（收稿日期：２０１８－１２－２７）

本文引用格式：毛承刚，周小淳，姜义道，等．吲哚３甲醇抑制喉癌

细胞体外生长的研究［Ｊ］．中国耳鼻咽喉颅底外科杂志，２０１９，２５

（５）：５０４－５０７．ＤＯＩ：１０．１１７９８／ｊ．ｉｓｓｎ．１００７１５２０．２０１９０５０１１

Ｃｉｔｅｔｈｉｓａｒｔｉｃｌｅａｓ：ＭＡＯＣｈｅｎｇｇａｎｇ，ＺＨＯＵＸｉａｏｃｈｕｎ，ＪＩＡＮＧＹｉ

ｄａｏ，ｅｔａｌ．Ｉｎｄｏｌｅ３ｃａｒｂｉｎｏｌｉｎｈｉｂｉｔｓｉｎｖｉｔｒｏｇｒｏｗｔｈｏｆｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒ

ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌＳｋｕｌｌＢａｓｅＳｕｒｇ，２０１９，２５（５）：５０４

－５０７．ＤＯＩ：１０．１１７９８／ｊ．ｉｓｓｎ．１００７１５２０．２０１９０５０１１

·７０５·




