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摘　要：研究芹菜素对结直肠癌细胞线粒体自噬的影响及其基于Ｂ细胞淋巴瘤２／腺病毒Ｅ１Ｂ１９ｋＤａ相互作用蛋白
３（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２（ＢＣＬ２）／ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓＥ１Ｂ１９ｋＤａｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ３，ＢＮＩＰ３）／ＢＣＬ２／腺病毒 Ｅ１Ｂ１９ｋＤａ
相互作用蛋白３样蛋白（ＢＣＬ２／ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓＥ１Ｂ１９ｋＤａｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ３ｌｉｋｅ，ＢＮＩＰ３Ｌ）信号通路的作用机
制。用ＭＴＴ实验研究芹菜素对人结直肠癌ＬｏＶｏ细胞增殖的影响；用克隆形成实验研究芹菜素对ＬｏＶｏ细胞克隆形
成能力的影响；用透射电镜观察芹菜素对ＬｏＶｏ细胞线粒体自噬形态学的影响；用ＡＴＰ试剂盒检测芹菜素对ＬｏＶｏ细
胞ＡＴＰ含量的影响；用ＪＣ１试剂盒检测芹菜素对 ＬｏＶｏ细胞线粒体膜电位的影响；用 ＲＴｑＰＣＲ检测芹菜素对 ＬｏＶｏ
细胞线粒体自噬相关ｍＲＮＡ表达的影响；用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测芹菜素对ＬｏＶｏ细胞线粒体自噬相关蛋白水平的影响。
实验结果表明，与对照组比较，芹菜素能够显著抑制 ＬｏＶｏ细胞的增殖和克隆形成，诱导 ＬｏＶｏ细胞呈现出线粒体自
噬的形态学特征。同时，芹菜素能够降低ＬｏＶｏ细胞ＡＴＰ含量和线粒体膜电位，此作用可被线粒体自噬激动剂ＣＣＣＰ
协同增强，又可被线粒体自噬抑制剂Ｍｄｉｖｉ１拮抗减弱。另外，芹菜素显著升高ＬｏＶｏ细胞的微管相关蛋白１Ａ／１Ｂ轻
链３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１Ａ／１Ｂｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）、ＢＮＩＰ３和ＢＮＩＰ３ＬｍＲＮＡ和蛋白表达水平（Ｐ＜０．０５或
Ｐ＜０．０１），但降低Ｐ６２（ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ１，ＳＱＳＴＭ１）、线粒体内膜转位酶２３亚基（ｔｒａｎｓｌｏｃａｓｅｏｆｔｈｅｉｎｎｅｒｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｍｅｍｂｒａｎｅ２３ｋＤａｓｕｂｕｎｉｔ，ＴＩＭＭ２３）和ＴＯＭＭ２０ｍＲＮＡ和蛋白表达水平（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。综上，芹菜素可通
过增强结直肠癌细胞ＢＮＩＰ３／ＢＮＩＰ３Ｌ信号通路活性诱导线粒体自噬，从而发挥抗结直肠癌作用。
关键词：芹菜素；结直肠癌；线粒体自噬；ＢＮＩＰ３；ＢＮＩＰ３Ｌ；ＬｏＶｏ细胞
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　　结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）作为一种恶
性肿瘤，其病理机制涉及基因突变、表观遗传改变与

细胞微环境紊乱等诸多因素［１］。线粒体自噬是细

胞通过自噬———溶酶体途径对受损、老化或多余线

粒体进行选择性清除的一种生理病理现象。线粒体

自噬作为维持线粒体质量的核心机制，其通过调控

细胞代谢、氧化应激和凋亡抵抗，与 ＣＲＣ等肿瘤病
机密切相关。细胞线粒体损伤（如 ＤＮＡ突变、膜电
位丧失）会导致活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ）过度积累，引发 ＤＮＡ损伤和致癌突变［２］。线

粒体自噬通过清除这些残损的线粒体，抑制ＲＯＳ介
导的基因组不稳定，阻止肿瘤的病理进程。线粒体

自噬的发生机制主要分为泛素依赖通路和非泛素依

赖的受体介导通路。在受体介导通路中，ＢＮＩＰ３和
ＢＮＩＰ３Ｌ是线粒体外膜上的缺氧诱导蛋白，它们既是
促凋亡因子又是线粒体自噬受体［３］。高表达的

ＢＮＩＰ３可以结合 ＬＣ３／γ氨基丁酸 Ａ受体相关蛋白
（γａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＧＡＢＡＲＡＰ）并招募自噬体包裹线粒体［４］，进而诱导

ＣＲＣ细胞发生线粒体自噬，抑制 ＣＲＣ发生发展［５］。

因此，调控肿瘤细胞线粒体自噬是治疗肿瘤的一种

有效策略。

芹菜素是一种黄酮类化合物，其广泛存在于败

酱草、鱼腥草、野菊花、芹菜、洋葱、柑橘等多种中药

和食物中［６］。研究表明，芹菜素具有抗肿瘤、抗炎、

抗氧化和抗菌等药理作用［７］。例如，芹菜素可以通

过调控核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）和磷脂
酰肌醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）／蛋
白激酶Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＡＫＴ）／雷帕霉素靶蛋白
（ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）等信号通路
抑制ＣＲＣ细胞的增殖和恶性转化［８］。此外，芹菜素

还能够通过改善乳腺癌细胞微环境，诱导乳腺癌细

胞凋亡［９］。但是，芹菜素抗 ＣＲＣ的机制尚不明晰，
尤其是芹菜素对ＣＲＣ线粒体自噬的影响更不清楚。
因此，本文旨在研究芹菜素对ＣＲＣ细胞线粒体自噬
的影响，及其基于 ＢＮＩＰ３／ＢＮＩＰ３Ｌ信号通路的作用
机理，以期为含芹菜素中药抗ＣＲＣ的临床应用提供
实验依据和基于芹菜素的抗 ＣＲＣ创新药物研发奠
定基础。

１　材料和方法
１．１　细胞株

人结直肠癌 ＬｏＶｏ细胞（批号：２０２５０６２６，湖南
丰晖生物有限公司）。

１．２　药品与试剂
芹菜素（纯度 ＞９８％，批号：ＭＵＳＴ２４１２０１２１，成

都曼斯特生物科技有限公司）；线粒体自噬激动剂

ＣＣＣＰ（批号：ＨＹ１００９４１，美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公
司）；线粒体自噬抑制剂 Ｍｄｉｖｉ１（批号：３３８９６７８７
６，美国ＧｌｐＢｉｏ公司）；阳性对照药顺铂（ｃｉｓｄｉａｍｍｉｎ
ｅｄｉｃｈｌｏｒｏｐｌａｔｉｎｕｍ，ＣＤＤＰ）（批号：Ｃ１４１０３８０８，上海麦
克林生化科技有限公司）；Ｈａｍ′ｓＦ１２Ｋ培养液（批
号：ＢＣ２０２３０４２２，南京生航生物技术有限公司）；南
美胎牛血清（批号：Ｃ８０１０５００ｍＬ，上海泰坦科技股
份有限公司）；ＢＮＩＰ３抗体 （批号：１００３２３６１）、
ＢＮＩＰ３Ｌ抗体（批号：００１０１１７７）、ＬＣ３抗体（批号：
００１６７８７１）、ＴＯＭＭ２０抗 体 （批 号：００１５６１９５）、
ＴＩＭＭ２３抗体（批号：００１４９９１６）、Ｐ６２抗体（批号：
００５１５７６５）和 β肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）抗体（批号：
１００３８０８０，武汉三鹰生物技术有限公司）；胰蛋白酶
细胞消化液（批号：Ｃ０２０３）、ＭＴＴ细胞增殖和细胞毒
性检测试剂盒（批号：Ｃ０００９Ｓ）、ＢＣＡ蛋白浓度测定
试剂盒（批号：０４０２２４２４０５３１）、ＡＴＰ检测试剂盒（批
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号：０３２２２４２４０４３０）、ＪＣ１检 测 试 剂 盒 （批 号：
０９２７２３２４０４１１）、ＢｅｙｏＲＴＴＭＩＩＩｃＤＮＡ第一链合成试剂
盒（批号：１２０６２２２３０４１３）、ＲＮＡｅａｓｙＴＭＰｌｕｓ动物ＲＮＡ
抽提试剂盒（批号：Ｚ９２８２４０９３０，上海碧云天生物科
技有限公司）；２×ＵｎｉｖｅｒｓａｌＢｌｕｅＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（批号：Ｇ３３２６１５，武汉赛维尔生物科技有
限公司）。

１．３　仪器
３００１型多功能酶标仪、Ｆｏｒｍａ３１１１型ＣＯ２培养

箱（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；ＳＷＣＴ２ＦＤ
型超净工作台（苏州安泰空气技术有限公司）；

ＭＦ５３Ｎ型倒置荧光显微镜（广州市明美光电技术
有限公司）；ＣＦＸ９６Ｔｏｕｃｈ实时荧光定量 ＰＣＲ仪、
ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋化学发光凝胶成像系统（美国 Ｂｉｏ
Ｒａｄ公司）；ＳｐｅｃｔｒａＭａｘｉＤ５ｅ多功能酶标仪（美国
ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司）。
１．４　方法
１．４．１　细胞培养

用Ｈａｍ′ｓＦ１２Ｋ培养液（含有１０％胎牛血清和
１％青链霉素混合液）于３７℃、５％ ＣＯ２的条件下培
养人结直肠癌ＬｏＶｏ细胞。每２ｄ更换１次培养液，
待细胞长满８５％以上时，用胰蛋白酶消化细胞，传
代继续培养，用于后续实验。

１．４．２　ＬｏＶｏ细胞增殖检测
取处于对数生长期的ＬｏＶｏ细胞，按８×１０３个／

孔的细胞密度接种于９６孔板，孵育２４ｈ后，用含０、
１．２５、２．５、５、１０、２０、４０、６０和８０μｍｏｌ／Ｌ芹菜素的完
全培养液处理细胞４８ｈ。随后，用含ＭＴＴ的培养液
继续孵育４ｈ，再加入１００μＬＤＭＳＯ溶液，避光振摇
１５ｍｉｎ后，于５７０ｎｍ检测吸光度（Ａ），根据公式（１）
计算细胞存活率（Ｒ），并计算半数抑制浓度（ｈａｌｆ
ｍａｘｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）。

Ｒ＝（ＡＤ－ＡＢ）／（ＡＣ－ＡＢ）×１００％ （１）
式中，ＡＤ代表药物处理组吸光度；ＡＢ代表空白

组吸光度；ＡＣ代表溶剂对照组吸光度。
１．４．３　ＬｏＶｏ细胞克隆形成能力检测

取处于对数生长期的ＬｏＶｏ细胞，按１×１０３个／
孔的细胞密度接种于２４孔板。２４ｈ后，用含芹菜素
（１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ）或阳性对照药 ＣＤＤＰ（１０μｍｏｌ／
Ｌ）的完全培养液处理细胞，每隔３ｄ更换一次培养
液。１４ｄ后，用４％多聚甲醛溶液固定细胞２０ｍｉｎ，
再用０．１％结晶紫溶液染色２０ｍｉｎ，于光学显微镜
下计数细胞克隆（≥５０细胞／克隆或直径≥０．４

ｍｍ）。
１．４．４　ＬｏＶｏ细胞线粒体自噬形态观察

消化收集处于对数生长期的 ＬｏＶｏ细胞，接种
于Ｔ２５培养瓶，分为对照组、芹菜素组和线粒体自噬
激动剂 ＣＣＣＰ组。待细胞贴壁后，用含 ２０μｍｏｌ／Ｌ
芹菜素或１０μｍｏｌ／ＬＣＣＣＰ的完全培养液处理细胞
４８ｈ。用预冷的２．５％戊二醛固定细胞１ｈ，再用细
胞刮刀收集细胞。将细胞团脱水、包埋、固化、切片

和染色。用透射电镜观察芹菜素对 ＬｏＶｏ细胞线粒
体自噬形态学的影响。

１．４．５　ＬｏＶｏ细胞ＡＴＰ含量检测
消化收集处于对数生长期的ＬｏＶｏ细胞，以５×

１０５个／孔的细胞密度接种于６孔板，分为对照组、
２０μｍｏｌ／Ｌ芹菜素组、１０μｍｏｌ／Ｌ线粒体自噬激动剂
ＣＣＣＰ组、５μｍｏｌ／Ｌ线粒体自噬抑制剂 Ｍｄｉｖｉ１组、
２０μｍｏｌ／Ｌ芹菜素＋１０μｍｏｌ／ＬＣＣＣＰ组、２０μｍｏｌ／Ｌ
芹菜素 ＋５μｍｏｌ／ＬＭｄｉｖｉ１组。２４ｈ后，用含上述
药物试剂的完全培养液处理细胞４８ｈ，再根据 ＡＴＰ
试剂盒说明书操作，于冰上裂解细胞，离心后取上清

液，最后用ＳｐｅｃｔｒａＭａｘｉＤ５ｅ多功能酶标仪进行化学
发光测定ＡＴＰ含量。
１．４．６　ＬｏＶｏ细胞线粒体膜电位检测

消化收集处于对数生长期的ＬｏＶｏ细胞，以１×
１０５个／孔的细胞接种于 ２４孔板，分为对照组、２０
μｍｏｌ／Ｌ芹菜素组、１０μｍｏｌ／Ｌ线粒体自噬激动剂
ＣＣＣＰ组、５μｍｏｌ／Ｌ线粒体自噬抑制剂 Ｍｄｉｖｉ１组、
２０μｍｏｌ／Ｌ芹菜素＋１０μｍｏｌ／ＬＣＣＣＰ组、２０μｍｏｌ／Ｌ
芹菜素 ＋５μｍｏｌ／ＬＭｄｉｖｉ１组。２４ｈ后，用含上述
药物试剂的完全培养液处理细胞４８ｈ，再根据 ＪＣ１
试剂盒说明书操作，避光染色细胞，最后用倒置荧光

显微镜观测绿色的 ＪＣ１单体和红色的 ＪＣ１聚合
体，并用ＩｍａｇｅＪ软件定量分析荧光强度。
１．４．７　ＲＴｑＰＣＲ检测 ＬｏＶｏ细胞线粒体自噬相关
ｍＲＮＡ表达
　　消化收集处于对数生长期的ＬｏＶｏ细胞，以５×
１０５个／孔的细胞密度接种于６孔板，２４ｈ后，用含
芹菜素（１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ）或阳性对照药ＣＤＤＰ（１０
μｍｏｌ／Ｌ）的完全培养液处理细胞４８ｈ。用 ＲＮＡｅａ
ｓｙＴＭＰｌｕｓ动物ＲＮＡ抽提试剂盒提取细胞总ＲＮＡ，再
用ＢｅｙｏＲＴＴＭＩＩＩｃＤＮＡ第一链合成试剂盒逆转录得
到 ｃＤＮＡ，随后用 ２×ＵｎｉｖｅｒｓａｌＢｌｕｅＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ在 ＣＦＸ９６Ｔｏｕｃｈ实时荧光定量
ＰＣＲ仪上进行扩增。ｑＰＣＲ反应程序为９５℃预变
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性３０ｓ、９５℃变性１５ｓ、６０℃退火３０ｓ、７２℃延伸
３０ｓ，引物序列见表１。以 ＧＡＰＤＨ内参，用２△△Ｃｔ法
计算ｍＲＮＡ的相对表达量。

表１　引物序列
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因

Ｇｅｎｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′）

ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＣＣＴＣＧＴＣＣＣＧＴＡＧＡＣＡＡＡＡＴＧ
Ｒ：ＴＧＡＧＧＴＣＡＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＧＧＴ

ＢＮＩＰ３ Ｆ：ＡＣＡＧＣＴＣＡＣＡＧＴＣＴＧＡＧＧＡＡＧＡＴＧＡ
Ｒ：ＣＧＧＧＴＧＴＴＴＡＡＡＧＡＧＧＡＡＣＴＣＣＴＴＧＧ

ＢＮＩＰ３Ｌ Ｆ：ＧＧＡＣＣＡＴＡＧＣＴＣＴＣＡＧＴＣＡＧＡＡＧＡ
Ｒ：ＧＧＴＧＴＣＴＧＡＡＧＴＧＧＡＡＣＴＣＣＴＴＧ

ＴＩＭＭ２３ Ｆ：ＴＡＣＣＴＣＧＴＧＣＡＧＧＡＴＡＣＡＧＡＴＧＡＧ
Ｒ：ＧＴＴＣＴＧＧＧＴＴＴＣＣＴＴＣＡＡＴＣＣＴＡＧＣ

ＴＯＭＭ２０ Ｆ：ＣＴＧＧＧＣＴＴＴＣＣＡＡＧＴＴＡＣＣＴＧＡＣ
Ｒ：ＡＡＧＡＣＣＴＧＣＡＧＴＡＡＣＴＧＣＴＧＴＧ

ＬＣ３Ｂ Ｆ：ＣＣＧＣＡＣＣＴＴＣＧＡＡＣＡＡＡＧＡＧＴＡＧ
Ｒ：ＧＣＴＣＡＣＴＣＡＴＧＴＴＧＡＣＡＴＧＧＴＣＡＧ

Ｐ６２ Ｆ：ＣＴＣＣＧＧＡＡＧＧＴＧＡＡＡＣＡＣＧＧＡＣ
Ｒ：ＣＣＧＡＴＧＧＡＣＣＡＧＡＡＧＣＴＧＡＴＴＣＴＧ

１．４．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＬｏＶｏ细胞线粒体自噬相
关蛋白水平

　　消化收集处于对数生长期的ＬｏＶｏ细胞，以５×
１０５个／孔的细胞密度接种于６孔板，２４ｈ后，用含
芹菜素（１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ）或阳性对照药ＣＤＤＰ（１０
μｍｏｌ／Ｌ）的完全培养液处理细胞４８ｈ。随后，用含
蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ裂解液提取细胞总蛋白，并

用ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度。蛋白样品经十二烷
基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 ＰＶＤＦ膜，在
室温下用 ５％脱脂奶粉封闭 ４５ｍｉｎ，再加入一抗
ＢＮＩＰ３（１∶２００００）、ＢＮＩＰ３Ｌ（１∶２０００）、Ｐ６２（１∶２００００）、
ＬＣ３Ｂ（１∶１５００）、ＴＩＭＭ２３（１∶２０００）、ＴＯＭＭ２０（１∶
１００００）、内参βａｃｔｉｎ（１∶２００００），于４℃轻摇孵育
过夜。次日，用辣根过氧化物酶偶联的二抗（１∶
２００００）于室温下轻摇孵育 ＰＶＤＦ膜 ９０ｍｉｎ。用
ＴＢＳＴ洗膜 ３次后，最后用 ＥＣＬ化学发光试剂在
ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋化学发光凝胶成像系统显影蛋白
条带，以βａｃｔｉｎ为内参，用ＩｍａｇｅＪ软件分析蛋白表
达量。

１．５　数据分析
采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０软件进行统计学分析

和绘图，数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。多组间
比较采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），两组间比较采
用ｔ检验。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。
２　结果
２．１　芹菜素对ＬｏＶｏ细胞增殖的影响

如图１所示，用不同浓度的芹菜素处理ＬｏＶｏ细
胞４８ｈ后，与对照组比较，２．５、５、１０、２０、４０、６０和
８０μｍｏｌ／Ｌ芹菜素显著降低 ＬｏＶｏ细胞的增殖活性
（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），且此抑制作用呈现出浓度依
赖性。芹菜素对ＬｏＶｏ细胞的ＩＣ５０为１８．３５μｍｏｌ／Ｌ。
在后续研究中，采用１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ作为芹菜素
的实验浓度。

图１　芹菜素对ＬｏＶｏ细胞增殖的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｐｉｇｅｎｉｎｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＬｏＶｏｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝６）
注：Ａｐｉ为芹菜素；与对照组（Ｃｏｎ）比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，下同。Ｎｏｔｅ：Ａｐｉｉｓａｐｉｇｅｎｉｎ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ（Ｃｏｎ），

Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

２．２　芹菜素对ＬｏＶｏ细胞克隆形成的影响
如图２所示，用不同浓度芹菜素和 ＣＤＤＰ处理

ＬｏＶｏ细胞１４ｄ后，与对照组比较，１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ

芹菜素和１０μｍｏｌ／ＬＣＤＤＰ显著减少细胞克隆数量
（Ｐ＜００１），且芹菜素的抑制作用呈现出浓度依赖
性。实验结果提示，芹菜素和ＣＤＤＰ能够抑制ＬｏＶｏ
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图２　芹菜素对ＬｏＶｏ细胞克隆形成的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝４）

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｐｉｇｅｎｉｎｏｎｔｈｅｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＬｏＶｏｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝４）

细胞克隆形成。

２．３　芹菜素对 ＬｏＶｏ细胞线粒体自噬形态学的
影响

　　如图３所示，用２０μｍｏｌ／Ｌ芹菜素、１０μｍｏｌ／Ｌ
线粒体自噬激动剂 ＣＣＣＰ处理 ＬｏＶｏ细胞４８ｈ后，
ＬｏＶｏ细胞呈现出线粒体自噬的形态学特征，用透射
电镜能观察到增多的自噬小体和自噬溶酶体以及线

粒体肿胀。实验结果提示，芹菜素和 ＣＣＣＰ能够诱
导ＬｏＶｏ细胞发生线粒体自噬。

２．４　芹菜素对ＬｏＶｏ细胞ＡＴＰ含量的影响
如图４所示，与对照组比较，２０μｍｏｌ／Ｌ芹菜素

和１０μｍｏｌ／Ｌ线粒体自噬激动剂ＣＣＣＰ均显著降低
ＬｏＶｏ细胞内 ＡＴＰ含量，而５μｍｏｌ／Ｌ线粒体自噬抑
制剂Ｍｄｉｖｉ１能够升高ＬｏＶｏ细胞内ＡＴＰ含量（Ｐ＜
０．０１）。并且，芹菜素的此作用既被 ＣＣＣＰ协同增
强，又被 Ｍｄｉｖｉ１拮抗减弱（Ｐ＜０．０１）。实验结果
提示，芹菜素可通过诱导 ＬｏＶｏ细胞发生线粒体自
噬而降低细胞内ＡＴＰ含量。

图３　芹菜素对ＬｏＶｏ细胞线粒体自噬形态学的影响
Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｐｉｇｅｎｉｎｏｎｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｍｉｔｏｐｈａｇｙｉｎＬｏＶｏｃｅｌｌｓ
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图４　芹菜素对ＬｏＶｏ细胞ＡＴＰ含量的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｐｉｇｅｎｉｎｏｎＡＴＰｃｏｎｔｅｎｔ

ｉｎＬｏＶｏｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
注：与Ａｐｉ组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，下同。Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈＡｐｉｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

２．５　芹菜素对ＬｏＶｏ细胞线粒体膜电位的影响
如图５所示，与对照组比较，２０μｍｏｌ／Ｌ芹菜素

和１０μｍｏｌ／Ｌ线粒体自噬激动剂ＣＣＣＰ均显著降低
ＬｏＶｏ细胞线粒体膜电位（ＪＣ１单体的绿色荧光增
强，ＪＣ１聚合体的红色荧光减弱），而５μｍｏｌ／Ｌ线
粒体自噬抑制剂 Ｍｄｉｖｉ１能够升高 ＬｏＶｏ细胞线粒
体膜电位（ＪＣ１单体的绿色荧光减弱，ＪＣ１聚合体
的红色荧光增强）（Ｐ＜０．０１）。并且，芹菜素的此
作用既被 ＣＣＣＰ协同增强，又被 Ｍｄｉｖｉ１拮抗减弱
（Ｐ＜０．０１）。实验结果提示，芹菜素可通过诱导
ＬｏＶｏ细胞发生线粒体自噬而降低细胞线粒体膜电
位。

２．６　芹菜素对 ＬｏＶｏ细胞线粒体自噬相关 ｍＲＮＡ
表达的影响

　　如图６所示，用不同浓度芹菜素和ＣＤＤＰ处理

图５　芹菜素对ＬｏＶｏ细胞线粒体膜电位的影响（×４００；ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｐｉｇｅｎｉｎｏｎｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆＬｏＶｏｃｅｌｌｓ（×４００；ｘ±ｓ，ｎ＝３）
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ＬｏＶｏ细胞４８ｈ后，与对照组比较，１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ
芹菜素和 １０μｍｏｌ／ＬＣＤＤＰ能够升高 ＬｏＶｏ细胞
ＬＣ３Ｂ的 ｍＲＮＡ水平，但是降低 ＬｏＶｏ细胞 Ｐ６２、

ＴＩＭＭ２３和 ＴＯＭＭ２０的 ｍＲＮＡ表达（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１）。实验结果提示，芹菜素能够诱导 ＬｏＶｏ细胞
发生线粒体自噬。

图６　芹菜素对ＬｏＶｏ细胞线粒体自噬相关ｍＲＮＡ表达的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝４）

Ｆｉｇ６　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｐｉｇｅｎｉｎｏｎｔｈｅｍｉｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎＬｏＶｏｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝４）

２．７　芹菜素对 ＬｏＶｏ细胞线粒体自噬相关蛋白水
平的影响

　　如图７所示，用不同浓度芹菜素和 ＣＤＤＰ处理
ＬｏＶｏ细胞４８后，与对照组比较，１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ
芹菜素和 １０μｍｏｌ／ＬＣＤＤＰ能够升高 ＬｏＶｏ细胞
ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ蛋白水平比值，但是降低 ＬｏＶｏ细胞
Ｐ６２、ＴＩＭＭ２３和ＴＯＭＭ２０的蛋白表达（Ｐ＜０．０５，Ｐ
＜０．０１）。实验结果提示，芹菜素能够诱导ＬｏＶｏ细
胞发生线粒体自噬。

２．８　芹菜素对ＬｏＶｏ细胞ＢＮＩＰ３／ＢＮＩＰ３Ｌ信号通路
ｍＲＮＡ表达的影响
　　如图８所示，用不同浓度芹菜素和 ＣＤＤＰ处理
ＬｏＶｏ细胞４８ｈ后，与对照组比较，１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ
芹菜素和 １０μｍｏｌ／ＬＣＤＤＰ能够提高 ＬｏＶｏ细胞
ＢＮＩＰ３和 ＢＮＩＰ３Ｌ的 ｍＲＮＡ表达（Ｐ ＜０．０５，Ｐ ＜
０．０１）。实验结果提示，芹菜素能够增强 ＬｏＶｏ细胞
ＢＮＩＰ３／ＢＮＩＰ３Ｌ信号通路活性，进而诱导 ＬｏＶｏ细胞
发生线粒体自噬。

２．９　芹菜素对ＬｏＶｏ细胞ＢＮＩＰ３／ＢＮＩＰ３Ｌ信号通路
蛋白水平的影响

　　如图９所示，用不同浓度芹菜素和 ＣＤＤＰ处理
ＬｏＶｏ细胞４８ｈ后，与对照组比较，１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ
芹菜素和 １０μｍｏｌ／ＬＣＤＤＰ能够升高 ＬｏＶｏ细胞
ＢＮＩＰ３和ＢＮＩＰ３Ｌ的蛋白水平（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。
实验结果提示，芹菜素能够增强 ＬｏＶｏ细胞 ＢＮＩＰ３／
ＢＮＩＰ３Ｌ信号通路活性，进而诱导 ＬｏＶｏ细胞发生线
粒体自噬。

３　讨论与结论
芹菜素是一种广泛存在于多种中药和食物中的

活性成分。本研究发现，芹菜素能够抑制ＣＲＣ细胞
增殖和克隆形成，这与芹菜素能够抗ＣＲＣ的报道一
致［１０］。本研究进一步发现，芹菜素抗 ＣＲＣ的机制
与其诱导ＣＲＣ细胞线粒体自噬相关。线粒体自噬
主要的病理特征是线粒体损伤引起细胞内ＡＴＰ含
量下降和线粒体膜电位降低，造成受损线粒体累积，

最终引发自噬溶酶体清除线粒体而导致细胞死

８５６１ 天然产物研究与开发　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　Ｖｏｌ３８
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图７　芹菜素对ＬｏＶｏ细胞线粒体自噬相关蛋白水平的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ７　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｐｉｇｅｎｉｎｏｎｔｈｅｍｉｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎＬｏＶｏｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

图８　芹菜素对ＬｏＶｏ细胞ＢＮＩＰ３／ＢＮＩＰ３Ｌ信号通路ｍＲＮＡ表达的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝４）

Ｆｉｇ８　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｐｉｇｅｎｉｎｏｎｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＢＮＩＰ３／ＢＮＩＰ３ＬｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎＬｏＶｏｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝４）

亡［１１］。ＢＮＩＰ３和ＢＮＩＰ３Ｌ作为重要的线粒体自噬受
体，其定位于线粒体外膜，并通过 ＬＣ３相互作用区
与自噬体标记物ＬＣ３结合［１２］，从而将待降解的线粒

体招募至自噬体。在肿瘤中，ＢＮＩＰ３／ＢＮＩＰ３Ｌ功能
较复杂，其既可因缺氧等应激发挥抗癌作用［１３］，也

可能在某些情况下促进肿瘤适应和存活［１４］。本研

究发现，芹菜素可以提高 ＣＲＣ细胞 ＢＮＩＰ３和
ＢＮＩＰ３Ｌ表达，增强 ＢＮＩＰ３／ＢＮＩＰ３Ｌ信号通路活性，
从而诱导线粒体自噬。

　　ＣＣＣＰ是一种线粒体自噬的激动剂，其能够影
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图９　芹菜素对ＬｏＶｏ细胞ＢＮＩＰ３／ＢＮＩＰ３Ｌ信号通路蛋白水平的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ９　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｐｉｇｅｎｉｎｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢＮＩＰ３／ＢＮＩＰ３ＬｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎＬｏＶｏｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

响线粒体的动态平衡。本研究发现，芹菜素和

ＣＣＣＰ均诱导 ＬｏＶｏ细胞呈现出线粒体自噬的形态
学特征，包括线粒体破损、受损线粒体的体积增大和

基质肿胀等。并且，芹菜素的此作用可被 ＣＣＣＰ协
同增强，也被线粒体自噬抑制剂 Ｍｄｉｖｉ１拮抗减弱。
ＡＴＰ是细胞能量代谢的核心调控分子，这种调控不
仅体现在能量感知通路对自噬的全局性调节，也影

响线粒体自噬过程中的能量依赖环节［１５］。业已证

明，线粒体自噬伴随有细胞内 ＡＴＰ含量下降［１６］，且

ＣＲＣ细胞的线粒体膜电位通常高于正常肠上皮细
胞［１７］。本研究发现，芹菜素能够降低 ＬｏＶｏ细胞内
ＡＴＰ含量并导致线粒体膜电位降低，从而引发ＬｏＶｏ
细胞线粒体损伤，促使细胞启动清除受损线粒体的

程序，最终诱发线粒体自噬。

本研究仅在体外细胞系探索了芹菜素诱导

ＣＲＣ细胞发生线粒体自噬的作用，及其基于ＢＮＩＰ３／
ＢＮＩＰ３Ｌ信号路通的机制。今后，亟需在 ＣＲＣ动物
模型上进一步阐明芹菜素诱导 ＣＲＣ线粒体自噬的
分子机制。另外，ＨＩＦ１α、ＦＯＸＯ转录因子家族、
ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ信号轴、Ｐ５３等都可能调控 ＢＮＩＰ３／
ＢＮＩＰ３Ｌ表达［１８，１９］。所以，今后应聚焦 ＢＮＩＰ３／
ＢＮＩＰ３Ｌ信号通路上游各分子的交互作用，以期阐释
芹菜素诱导ＣＲＣ线粒体自噬的整合机制。

综上所述，芹菜素可通过增强 ＣＲＣ细胞
ＢＮＩＰ３／ＢＮＩＰ３Ｌ信号通路活性诱导线粒体自噬，从
而发挥抗ＣＲＣ作用，这为含芹菜素中药抗 ＣＲＣ的
临床应用提供了科学支撑，也为基于芹菜素的抗

ＣＲＣ创新药物研发奠定了基础。
数据可用性声明：本篇论文的关联数据可在

ＳｃｉｅｎｃｅＤＢ数据库 （ｈｔｔｐｓ：ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．５７７６０／ｓｃｉ
ｅｎｃｅｄｂ．ｎｐｒｄ．０００２３）中访问获取。
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