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甘草素通过影响鼻咽癌CNE-2细胞的自噬增强其放疗敏感性
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[摘 要] 目的：探讨甘草素（licorice）对鼻咽癌CNE-2细胞放疗增敏的影响及其作用机制。方法：体外培养构建放射抵抗性

的鼻咽癌细胞株CNE-2-RR。MTT细胞实验检测不同浓度的甘草素对鼻咽癌细胞增殖活性的影响，透射电镜检测甘草素处理鼻

咽癌细胞后自噬体的变化情况，Western blotting 检测甘草素对鼻咽癌细胞自噬蛋白水平的影响，彗星实验检测不同组鼻咽癌细

胞DNA损伤修复情况，流式细胞术检测鼻咽癌细胞株凋亡率的变化。结果：成功构建放射抵抗细胞株CNE-2-RR，20 mmol/L甘

草素对鼻咽癌细胞的最高抑制率为（58.86±5.02）%。甘草素处理鼻咽癌CNE-2-RR细胞后胞内自噬体数量增加，线粒体和细胞核

形态异常；细胞中自噬体蛋白LC3-II水平升高、LC3-I水平降低（P<0.05）；甘草素作用CNE-2-RR细胞后彗星尾距长度大于对照

组，表明对DNA损伤修复能力明显降低。甘草素作用导致CNE-2-RR细胞的凋亡率明显增加（P<0.05）。结论：甘草素通过影响

鼻咽癌CNE-2-RR细胞的自噬行为及DNA修复能力增强其对放疗的敏感性。
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Licorice enhances radio-sensitivity of nasopharyngeal carcinoma CNE-2 cells by
affecting autophagy
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Henan, China；2. First Affiliated Hospital of Xinxiang Medical College, Weihui 453100, Henan, China）

[Abstract] Objective: To investigate the effect of licorice on radio-sensitization of nasopharyngeal carcinoma CNE-2 cells and its

mechanism. Methods: The radio-resistant nasopharyngeal carcinoma cell line (CNE-2-RR) was constructed and cultured in vitro. MTT

assay was used to detect the effect of different concentrations of licorice on the proliferation activity of nasopharyngeal carcinoma cells.

The changes of autophagosome in CNE-2-RR cells after licorice treatment were observed by transmission electron microscopy (TEM).

Western blotting was used to detect the effect of licorice on the level of autophagy protein in CNE-2-RR cells. Single cell gel electro-

phoresis (comet assay) was used to detect the DNA damage and repair of different groups of CNE-2-RR cells. Flow cytometry was used

to detect the apoptosis rate of CNE-2-RR cell line. Results: Low-radiation resistant CNE-2-RR cell line was successfully constructed;

MTT assay showed that 20 mmol/L licorice exhibited highest inhibition on CNE-2-RR cells (58.86 ± 5.02)%. Transmission electron mi-

croscopy showed increased autophagicbody and abnormal mitochondria and nuclei morphology in CNE-2-RR cells after treatment.

Western blotting showed that autophagic protein LC3-II level was increased and LC3-I level was decreased in CNE-2-RR cells (P <

0.05). The results of single cell gel electrophoresis showed that the length of comet tail distance of CNE-2-RR cells after licorice treat-

ment was higher than that of the control group (P<0.05), indicating weakened repair ability of DNA damage. Conclusion: Licorice en-

hances the radio-sensitivity of CNE-2-RR cells by influencing autophagy and DNA repair ability.
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鼻咽癌在全球范围内都有广泛的发病情况，其

中在东南亚地区发病率最高，在中国华南地区是病

死率较高的恶性肿瘤[1-2]。目前，放射治疗是鼻咽癌

的主要治疗方法，辅助一定的化学药物治疗可以提

升一定的治疗有效性[3-4]。然而，在许多情况下鼻咽

癌的放射性抵抗十分常见，是影响治疗效果的严重

阻碍[5]。因此，研究鼻咽癌放射抗性的机制及提高鼻
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咽癌细胞的放射敏感性是目前临床研究的热点。自

噬（autophagy）是细胞分解代谢的病理过程，其参与

维持细胞生长发育，保持细胞产物的合成、降解和再

循环之间的微平衡状态[6]。自噬过程开始于自噬体

(autophagic body)或自噬液泡的形成，将胞内容物输

送到细胞器中，然后逐步被降解，参与分子再循环过

程[7]。最近的研究[8-10]显示，自噬在免疫反应、炎症反

应、心血管疾病、恶性肿瘤和神经变性疾病中的起重

要的作用。然而，对自噬在恶性肿瘤中的主要作用

仍存在争议的，有研究[11-12]显示，敲除自噬相关基因

可以增强自发性恶性肿瘤的发展，而存在自噬相关

基因缺陷小鼠对放疗、化疗甚至免疫治疗都具有更

高的敏感性。甘草素(licorice)是从中药甘草中提取

的一种黄酮类化合物，具有抗肿瘤、抗病毒、抗自由

基氧化和抑制脂质过氧化等多种生物学活性[13]。近

年有研究[14]发现, 甘草素可以增强对不同肿瘤细胞株

对化疗和放疗等治疗的敏感性，在一定程度上增强

临床治疗效果。然而针对鼻咽癌细胞株的放疗抵抗

性，甘草素的作用效果及机制尚未有相关研究报道。

本研究通过使用适宜浓度的甘草素作用于鼻咽癌细

胞，检测放射线对其自噬体形成、DNA损伤及细胞凋

亡等行为的影响，探讨甘草素对鼻咽癌细胞株放疗

敏感性的影响及其作用机制，以及自噬体的形成与

鼻咽癌细胞株放射敏感性的相关性，为临床鼻咽癌

的放射治疗提供新的参考方向。

1 材料与方法

1.1 细胞株与主要试剂

人鼻咽癌细胞株 CNE-2 由上海细胞研究所提

供。RPIM 1640培养基购于美国赛默飞公司，胎牛血

清购于杭州四季青生物工程材料有限公司，LC3和

GAPDH抗体均购于美国Abcam公司，MTT试剂购于

美国Sigma公司，TRIzol购自美国Ambion公司，逆转

录试剂盒（FSQ-101）购自日本TOYOBO公司，FITC

试剂盒购自美国Sigma公司,甘草素试剂购买于中国

上海碧云天生物公司，自噬检测试剂盒购于美国赛

默飞生物公司。

1.2 建立稳定耐受放射线能力的鼻咽癌细胞株

体外培养人鼻咽癌细胞株CNE-2，待细胞汇合度

为 60%~70%且细胞生长处于对数生长期时，给予适

量剂量的放射线照射（X线2、4、6、8、10 Gy剂量分别

照射2次，每次3 min,共60 Gy）。照射后继续于细胞

培养箱中培养，密切观察细胞状态。待细胞状态恢

复良好后，重复以上步骤，并逐渐加大每次照射的剂

量，直至建立具有稳定耐受放射线能力的鼻咽癌细

胞株CNE-2，筛选出的耐放射细胞株命名为CNE-2-

RR（CNE-2 radiation resistance），后续试验使用5～10

代传代优良的细胞。

1.3 MTT法检测CNE-2-RR细胞增殖情况

CNE-2-RR细胞以为 3×104细胞/孔接种到 96孔

板中。用不同浓度的（5、10、15、20、25 mmol/L）甘草

素处理细胞，作用 24 或 48 h后，继续孵育 4 h，然后

离心。除去上清液，然后加入 150 μl 二甲基亚砜

（DMSO）。在 37 ℃测量每个孔的光密度（D）值。

MTT法检测不同浓度的甘草素对鼻咽癌细胞增殖活

力的抑制作用，采用 CompuSyn 软件计算组合指数

（CI）计算MTT值。实验重复3次。

1.4 透射电子显微镜观察CNE-2-RR细胞自噬体

通过胰蛋白酶消化收集CNE-2-RR细胞，用PBS

洗涤2次，并用冰冷的戊二醛固定24 h。将细胞固定

在OsO4中，并以 70%～100%丙酮的分级系列脱水，

用四乙酸铀和柠檬酸三水合物双重染色，并使用透

射电子显微镜观察、扫描并分析CNE-2-RR细胞中自

噬体的超微结构图像。

1.5 Western blotting 检测 CNE-2-RR 细胞中自噬蛋

白的表达

将CNE-2-RR细胞用冰冷PBS洗涤 2次，在 4 ℃

下加入裂解液裂解15 min，然后在4 ℃下以12 000×g

离心30 min。使用BCA蛋白测定试剂盒测定上清液

中的蛋白质浓度。将 25 μl蛋白质提取到 15% SDS-

PAGE凝胶上，然后通过电泳、电转转移到 PVDF

膜上。使用5%牛奶封闭2 h后，将膜与LC3（1∶2 000）、

GAPDH（1∶800）抗体孵育过夜。次日使用PBS充分

冲洗后，使用荧光标记的山羊抗小鼠 IgG二抗（1∶5 000）

孵育 2 h，再次使用 PBS冲洗后，使用ECL显影液成

像，检测蛋白荧光强度。实验重复3次。

1.6 彗星实验检测CNE-2-RR细胞的DNA损伤修复

能力

常规接种对照组和甘草素组对数期的细胞于 6

孔板，接种密度为 5×105/孔，待细胞贴壁并恢复状态

后，给予 0、10 Gy照射，置于细胞培养箱中培养。分

别于照射后 1、6 h收集细胞，胰酶消化、离心后，以 1

ml冰冷的PBS重悬细胞，在暗室低温下进行。采用

Invitrogen 公司的彗星实验试剂盒低溶点琼脂糖

LMA沸水浴5 min，完全溶化后置于37 ℃达20 min，

取 20 μl细胞悬液与 80 μl LMA混匀，置于 4 ℃避光

10 min。轻轻加入预冷的新鲜配制的细胞裂解液，

4 ℃裂解过夜。从细胞裂解液中取出并排干载玻片

上的水份，置于新鲜配制的DNA解旋液中，4 ℃避光

处理1 h。取出载玻片，轻轻置于电泳槽中，有标记的

一侧朝向阴极（黑色），轻轻倒入电泳液 500 ml，恒压

21V、30 min、避光。充分漂洗后染色，每孔加入 100
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μl DAPI，室温避光染色 30 min，蒸馏水充分冲洗 3

次，37 ℃避光干燥载玻片。荧光显微镜下每个样本

随机拍照 100个细胞并保存，用CASP软件分析实验

结果。

1.7 流式细胞术检测CNE-2-RR细胞凋亡情况

将CNE-2-RR细胞用PBS洗涤 2次，并以 1 800×

g的转速离心5 min，将细胞悬浮于500 μl结合缓冲液

（Annexin V-PI）中，在含有 5 μl的Annexin V-FITC和

5 μl PI中检测细胞外质膜上暴露的磷脂酰丝氨酸。

在光保护区域室温孵育5～15 min后，通过流式细胞

术检测细胞凋亡率的变化。

1.8 统计学处理

采用SPSS 19.0统计学软件，计数资料以百分率

（%）表示，组间比较采用 χ2检验；计量资料以 x̄±s表

示，组间比较采用 t检验，多组间比较采用单因素方

差分析。应用GraphPadPrism5软件进行统计图形制

作。以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 确定甘草素对CNE-2-RR细胞的最佳抑制浓度

MTT法检测不同浓度的甘草素对鼻咽癌CNE-

2-RR细胞的抑制结果（图 1）显示，CNE-2-RR细胞增

殖呈不同程度的抑制，抑制率随甘草素浓度的增加

而增高，在一定范围内呈浓度依赖性；20 mmol/L甘

草素对 CNE-2-RR 细胞为最佳抑制剂量，故以 20

mmol/L甘草素药物作为后续实验最适浓度。

图1 甘草素对CNE-2-RR细胞的最佳抑制浓度

Fig. 1 The most optimal concentration of licorice on

CNE-2-RR cells

2.2 甘草素处理后CNE-2-RR细胞的自噬体数量明

显增加

接受放射线处理过后，加入20 mmol/L浓度的甘

草素处理CNE-2-RR细胞，48 h后透射电子显微镜观

察结果（图 2）显示，放射对照组CNE-2-RR细胞呈现

出正常的线粒体和细胞核，仅偶尔观察到自噬体；而

10 Gy照射与甘草素联合治疗组（放射+甘草素组）的

CNE-2-RR细胞中，自噬体数量明显增加，线粒体和

细胞核形态异常。

图2 透射电子显微镜观察CNE-2-RR细胞经甘草素处理后自

噬体明显增加（（×10 000））

Fig.2 Transmission electron microscopy revealed a

significant increase in autophagicbody in CNE-2-RR cells

after licorice treatment（（×10 000））

2.3 甘草素处理上调CNE-2-RR细胞中自噬蛋白的

表达

为了进一步确定甘草素对CNE-2-RR细胞接受

放射后胞内自噬体的影响，采用Western blotting检测

CNE-2-RR细胞中检测自噬蛋白LC3-I转化LC3-II的

情况，结果（图 3）显示，LC3-II水平升高，LC3-I水平

降低，甘草素组中鼻咽癌细胞内的LC3-II蛋白水平

与 LC3-I 蛋白水平的比值明显高于对照组[（2.78±

0.59）% vs（0.15±0.01）%，P<0.01]。 表明放射诱导了

自噬发生，破坏溶酶体的结构，导致自噬溶酶体聚

集。同时甘草素处理鼻咽癌细胞过后，可以在一定

程度上促进自噬体形成，增强鼻咽癌细胞对放射治

疗的敏感性。

**P<0.01 vs NC group

图3 甘草素对CNE-2-RR细胞中自噬蛋白的表达水平的影响

Fig.3 Effect of licorice on the expression level of autophagic

protein in CNE-2-RR cells

2.4 甘草素处理降低了CNE-2-RR细胞DNA的损伤

修复能力

CNE-2-RR细胞经过甘草素药物处理后，分别于

10 Gy照射后 1、6 h收集鼻咽癌细胞，彗星实验结果

（图4）显示，照射1 h后，2组细胞核明显出现彗星尾，

彗星头较大，彗星尾巴细长的状态，而照射 6 h后，2

组细胞的彗星尾均缩短，表明对照组和甘草素组细

胞均有一定程度的修复能力。但甘草素组细胞的尾

距长度明显大于对照组，表明甘草素组CNE-2-RR细

·· 603



中国肿瘤生物治疗杂志, 2018, 25(6)

胞对放射线的敏感性强于对照组。

图4 彗星实验检测甘草素处理后CNE-2-RR细胞

DNA的损伤修复能力

Fig. 4 DNA repair ability of CNE-2-RR cells after licorice

treatment detected by comet assay

2.5 甘草素处理提高CNE-2-RR细胞的凋亡率

为了研究甘草素对CNE2-RR细胞的放射增敏效

应，流式细胞术检测两组细胞的凋亡结果（图 5）显

示，甘草素处理过后的CNE-2-RR细胞株的凋亡率明

显高于对照组 [0 Gy：（42.15 ± 3.75）% vs（15.32 ±

1.05）% ，P<0.05；10 Gy：（58.62 ± 5.09）% vs（27.16 ±

2.65）%，P<0.05]。表明在相同放射剂量的照射下，甘

草素处理过后的CNE2-RR细胞株对放射线更敏感。

图5 流式细胞术检测甘草素对CNE-2-RR细胞凋亡的影响

Fig.5 Effect of licorice on apoptosis of CNE-2-RR cells by

flow cytometry

3 讨 论

鼻咽癌是威胁全球人类健康的常见头颈部恶性

肿瘤之一，具有明显的地域聚集性，病理类型以低分

化鳞癌为主[15]。据世界卫生组织不完全统计，中国鼻

咽癌的发病率远远高于世界其他地区，75%的鼻咽癌

患者存在于中国[16]。目前鼻咽癌患者临床治疗方案

是以放射治疗为主，以化疗和生物治疗作为辅助疗

法，但是近年来鼻咽癌放疗抵抗患者的比例逐年增

加，而且放疗的副作用呈现不断加剧的趋势[17]。尽管

随着放疗器械和放疗技术的不断提升，鼻咽癌的治

疗疗效得到明显的改善，但由于缺乏准确预测放射

敏感性的分子指标，以及在临床实践中存在众多放

射抵抗的鼻咽癌患者，鼻咽癌的临床治疗仍存在很

多问题。部分中药提取物与恶性肿瘤放疗敏感性之

间的关系是肿瘤放射治疗基础研究的重要方向，但

是针对鼻咽癌患者自身存在的放疗抵抗的具体机制

仍不完全清楚[18]。所以研究中药提取物和鼻咽癌放

疗增敏特性的相互关系，是解决临床治疗丰富放疗

方案的重要研究方向。在鼻咽癌细胞系中，CNE-2细

胞属于低分化鳞癌，对放射线相对敏感，所以本研究

选择CNE-2细胞建立放射线抵抗细胞株CNE2-RR

用于后续实验。

细胞凋亡是指为了维持内环境稳定，由基因控

制的细胞自主的、有序的死亡。细胞凋亡与细胞坏

死不同，细胞凋亡不是一件被动的过程，而是主动过

程，它涉及一系列基因的激活、表达以及调控等的作

用，它并不是病理条件下，自体损伤的一种现象，而

是为更好地适应生存环境而主动争取的一种死亡过

程[19]。如果细胞内存在异常的自噬行为则可能会破

坏细胞，影响细胞功能，甚至在某些情况下，自噬会

诱导细胞死亡[20]。目前，关于自噬与肿瘤细胞辐射敏

感性的关系有许多争论，有研究[21]显示，一定程度内

增加肿瘤细胞自噬可以加强放射治疗的效果。YU

等[22]发现，抑制食管癌细胞株的自噬可以增加放射治

疗对细胞的毒性影响，并加速G2/M期细胞周期的进

展，增加食管癌细胞对放射治疗的抵抗性。还有研

究[23-24]显示，诱导自噬可以改善放疗对乳腺癌细胞的

疗效，有利于提高乳腺癌细胞的放射治疗效果。然

而关于中药提取物甘草素与肿瘤细胞自噬和放疗敏

感性的关系目前研究结果较少，故其研究具有潜在

的临床应用价值。

本研究结果表明，甘草素处理鼻咽癌CNE-2-RR

细胞株后可以诱导细胞内自噬水平的增加，线粒体

和细胞核形态受到一定的破坏，而自噬蛋白LC3-II/

LC3-I的比例也呈现增加趋势。LC3-II是目前唯一存

在于自噬体和自噬溶酶体膜中的蛋白质，LC3-II /

LC3-I比例的增加可以有效证实自噬水平的增强[25]。

本研究通过透射电子显微镜检测鼻咽癌细胞内自噬

体的数量和形态，这也是自噬体检测的金标准[26]，

Western blotting实验进一步证实了自噬蛋白的检测

结果，表明甘草素可以在一定程度上影响鼻咽癌

CNE-2细胞接受放射后自噬行为的发生，从而刺激鼻

咽癌细胞增强其对放疗的敏感性。也有研究[27]显示，

甘草素可以对黑色素瘤细胞的肿瘤侵袭性有一定的

影响作用，可以抑制其肿瘤细胞的侵袭性，同时可以

激活相关信号通路的活性。SCHÜLER-TOPRAK

等[28]研究显示，甘草素可以抑制卵巢癌细胞的增殖行

为，从而从肿瘤的生物学特性方面验证甘草素的抑
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制作用。

彗星实验是实验室检测肿瘤细胞DNA损伤常用

的技术，可以通过其检测DNA双链的损伤程度来推

测DNA损伤的修复能力[29]。本实验通过慧星实验证

实甘草素处理鼻咽癌细胞过后，接受放射线刺激后

DNA的损伤修复能力受到一定的抑制，对放射线的

敏感性强于对照组CNE-2-RR细胞。表明甘草素处

理过后可以在一定程度上增强鼻咽癌细胞的放射敏

感性，阻碍其放疗抵抗性的产生。流式细胞术实验

结果也显示，甘草素处理过后，接受放射后鼻咽癌细

胞的凋亡率明显增高，表明甘草素可以有效提升鼻

咽癌细胞对放射疗法的敏感性，促进肿瘤细胞凋亡。

结合前述实验结果，可以推测甘草素可能是通过影

响鼻咽癌细胞自噬和凋亡参与其对放射治疗的敏感

性的调控。

综上所述，甘草素通过影响鼻咽癌CNE-2-RR细

胞株的自噬和凋亡调节其接受放射后DNA损伤修复

能力，进而增强鼻咽癌细胞对放疗的敏感性。因此，

适宜浓度的甘草素有助于提高鼻咽癌CNE-2细胞的

辐射敏感性。这一结论为鼻咽癌的临床辅助治疗提

供了新的参考方向，但是仍需要进一步的动物实验

和临床测试去验证。
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