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番泻苷B抑制STAT3和ERK1/2活化对鼻咽癌CNE-2细胞生长、

侵袭及裸鼠成瘤的影响

魏璐璐1，吉文伟2，黄维平1

(河南省南阳市中心医院 1. 耳鼻喉一病区；2. 胆道普外科，河南 南阳 473000)

[摘　要]	 目的：以鼻咽癌CNE-2细胞及其移植瘤小鼠模型为研究对象，探讨番泻苷B(Sennoside B)对鼻咽癌

CNE-2细胞生长、侵袭及裸鼠成瘤的影响及其作用机制。方法：以5，10，20 μmol/L处理CNE-2

细胞后，采用BrdU染色法检测细胞增殖，Ho ec hst染色法检测细胞凋亡，Trans wel l检测细胞侵

袭，划痕试验检测细胞迁移，蛋白质印迹法检测Ki-67、增殖细胞核抗原(proliferating cell nuclear 

antigen，PCNA)、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3(caspase-3)、caspase-9、血管内皮生长因子(vascular 

endothelial growth factor，VEGF)、E-钙黏蛋白(E-cadherin)和N-钙黏蛋白(N-cadherin)的表达情况

及信号转导与转录激活因子3(signal transducer and activator of transcription 3，STAT3)和细胞外调节

蛋白激酶1/2(extracellular regulated protein kinases 1/2，ERK1/2)的磷酸化情况；最后，建立荷瘤小

鼠模型，分别腹腔注射25，50，100 mg/kg番泻苷B，30 d后检测肿瘤重量，并用免疫组织化学检

测肿瘤组织中Ki-67和VEGF的表达。结果：体外实验示番泻苷B能剂量依赖性地降低BrdU阳性细胞

率(P<0.05)，抑制增殖蛋白Ki-67，PCNA表达(P<0.05)，增加细胞凋亡率(P<0.05)，上调凋亡蛋白

caspase-3，caspase-9表达(P<0.05)，抑制细胞侵袭和迁移能力(P<0.05)，调节细胞上皮-间充质转化

(epithelial mesenchymal transition，EMT)相关蛋白VEGF，E-cadherin和N-cadherin表达(P<0.05)，

并降低信号通路蛋白STAT3，ERK1/2的磷酸化水平(P<0.05)。体内实验示番泻苷B能明显减轻肿

瘤重量(P<0.05)，并下调肿瘤组织中Ki-67，VEGF的表达水平(P<0.05)。结论：番泻苷B通过抑制

STAT3，ERK1/2的磷酸化激活，对鼻咽癌CNE-2细胞的生长、侵袭及裸鼠成瘤产生抑制作用。

[关键词]	 鼻咽癌；番泻苷B；信号转导与转录激活因子3；细胞外调节蛋白激酶
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Abstract Objective: To investigate the effects of sennoside B on the growth, invasion and tumorigenesis of nasopharyngeal 
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鼻咽癌起源于鼻咽部上皮细胞，是常见的耳

鼻喉科恶性肿瘤，在我国，鼻咽癌高发于南方地

区，是我国重点防治的肿瘤之一 [1-2]。目前，鼻咽

癌的治疗仍以药物和/或放射治疗为主，尽管近年

来诊疗技术不断发展，但因其病程发展快，患者

预后通常不良 [3-6]。另外，因鼻咽癌发生位置的隐

蔽性，发现时多处于中晚期。因此，寻找针对鼻

咽癌更有效、不良反应更小的药物是鼻咽癌临床

治疗亟待解决的问题。近年来，很多具有抗肿瘤

活性的潜在药物开始用来作为癌症的辅助用药。

番泻苷B属于二蒽酮苷类化合物，天然存在于豆科

植物番泻的荚和蓼科植物掌叶大黄的根茎中，广

泛用作刺激性泻药为肠道手术做准备，其安全性

和有效性已得到证实 [7-8]。值得注意的是，番泻苷

B与骨肉瘤细胞的增殖、转移和生长有关 [9-10]。然

而，关于番泻苷B对鼻咽癌细胞的作用研究尚无报

道。本文以鼻咽癌CNE-2细胞及其移植瘤小鼠为研

究对象，旨在探讨番泻苷B对CNE-2细胞生长、侵

袭及裸鼠成瘤的影响及其可能的作用机制。

1  材料与方法

1.1  主要试剂

R P M I - 1 6 4 0 和 R I PA 裂解液购自美国 S i g m a 公

司；二甲基亚砜 (D M S O) 购自上海生工生物工程

有限公司；胎牛血清、0.25%胰酶购自美国Gi bco

公司；番泻苷B(纯度≥98%)购自上海纯优生物科

技有限公司；BrdU试剂盒购自江苏凯基生物技术

股份有限公司；B C A试剂盒购自碧云天生物科技

公司；兔源Ki-67(货号：ab16667)、增殖细胞核抗

原 ( p r o l i f e r a t i n g  c e l l  n u c l e a r  a n t i g e n ， P C N A ) (

货 号 ： a b 9 2 5 5 2 ) 、 半 胱 氨 酸 天 冬 氨 酸 蛋 白 酶 - 3  

(caspase-3)(货号：ab197202)、caspase-9(货号：

ab219590)、血管内皮生长因子(vascular endothelial 

g row t h  f ac to r，V EG F) (货号：ab 1 8 4 7 8 4 )、N -钙

黏蛋白(N - c a d h e r i n) ( 货号：a b 2 0 2 0 3 0 ) 、 E - 钙黏

蛋 白 ( E - c a d h e r i n) ( 货 号 ： a b 4 0 7 7 2 ) 、 信 号 转 导

与转录激活因子3(signal  t ransducer  and act ivator 

o f  t r a n s c r i p t i o n  3 ， STAT 3 ) ( 货号： a b 6 8 1 5 3 ) 、

p - S TAT 3 ( 货 号 ： a b 7 6 3 1 5 ) 、 细 胞 外 调 节 蛋 白 激

酶1/2(extracellular regulated protein kinases 1/2，

E R K 1 / 2 ) (货号：a b 1 8 4 6 9 9 )、p -E R K 1 / 2 (货号：

ab223500)、GAPDH(货号：ab181602)单克隆抗体

购自美国Abcam公司；辣根过氧化物酶标记二抗均

购自美国Santa Cruze公司；免疫组织化学检测试剂

盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养

鼻咽癌细胞株CNE-2购自中国科学院细胞库，

carcinoma CNE-2 cells. Methods: CNE-2 cells were treated with 5, 10, 20 μmol/L; BrdU staining was used to 

detect cell proliferation; Hoechst staining was used to detect cell apoptosis; Transwell staining was used to detect 

cell invasion; Scratch test was used to detect cell migration; Western blot was used to detect the protein expression 

of Ki-67, PCNA, caspase-3, caspase-9, VEGF, E-cadherin and N-cadherin and the phosphorylation of STAT3 and 

ERK1/2. Finally, after establishing the tumor-bearing mice model, rats were respectively intraperitoneal injected 

25, 50 and 100 mg/kg sennoside B. The weight of tumors was measured at the day 30, and the expressions of Ki-67 

and VEGF in tumors were detected by immunohistochemistry. Results: In vitro experiment: sennoside B could 

reduce BrdU positive cell rate in a dose-dependent manner (P<0.05), inhibit the expression of Ki-67 and PCNA 

(P<0.05), increase apoptotic rate (P<0.05), up-regulate the expression of caspase-3 and caspase-9 (P<0.05), 

inhibit cell invasion and migration (P<0.05), regulate the expression of EMT related protein VEGF, E-cadherin 

and N-cadherin (P<0.05), and reduce the phosphorylation of STAT3, ERK1/2 (P<0.05). In vivo experiments: 

sennoside B could significantly reduce the weight of tumors (P<0.05), and down-regulate the expression of Ki-

67 and VEGF in tumors (P<0.05). Conclusion: Sennoside B inhibits the growth, invasion and tumorigenesis of 

nasopharyngeal carcinoma CNE-2 cells by inhibiting the activation of STAT3 and ERK1/2.

Keywords nasopharyngeal carcinoma; sennoside B; signal transducer and activator of transcription 3; extracellular regulated 

protein kinase 1/2
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用含有10%胎牛血清和1%青链霉素的RPMI-1640培

养基，置于37 ℃，5% CO2的恒温培养箱中培养。

当细胞融合率达到70%~80%时，可用胰蛋白酶消化

传代，取对数生长期细胞进行后续实验。

1.2.2  BrdU 染色检测细胞增殖

取 C N E - 2 细胞悬液以 2 × 1 0 6个 / m L 接种于 6 孔

板内 ( 1  m L / 孔 ) ，待细胞贴壁后，用含 0 . 4 %  F B S

的 培 养 液 同 步 化 孵 育 7 2  h ， 每 组 设 3 个 重 复 孔 。

将 细 胞 随 机 分 为 4 组 ： C o n t r o l 组 、 S e n n o s i d e  B  

( 5  μ m o l / L ) 组 、 S e n n o s i d e  B  ( 1 0  μ m o l / L ) 组 和

Sennoside B (20 μmol/L)组。培养24 h后，加入终

浓度为0.03 μg/mL的BrdU，继续孵育40 min。弃培

养液，以PBS洗涤3次，多聚甲醛固定10 min后，

严格按照说明书进行细胞增殖检测。在显微镜下

选取5个视野，在400倍镜下计数每个视野下BrdU

阳性细胞数，取平均值。

1.2.3  Hoechst 染色检测细胞凋亡

取 C N E - 2 细胞悬液以 2 × 1 0 6个 / m L 接种于 6 孔

板内( 1  m L /孔 )，培养2 4  h。弃去培养液，用4 %

多聚甲醛固定细胞10 min，以PBS清洗3遍后加入

Hoechst，常温避光染色5 min，最后再用PBS清洗

2遍。在显微镜下选取5个视野，在400倍镜下观察

并计算细胞凋亡率，取平均值。

1.2.4  划痕试验

将CNE -2细胞以1×10 5个/mL接种于上述12孔

板中。细胞贴壁后，用灭菌后的10 μL枪头制作划

痕，用PBS清洗3次，加入10 μg/mL丝裂霉素C以抑

制细胞增殖 [11]，同时各组用对应浓度的Sennoside 

B处理细胞24 h。随机选取5个视野，检测细胞迁移

情况。

1.2.5  Transwell 试验

将 C N E - 2 细 胞 以 1 × 1 0 5个 / m L 接 种 于 提 前 用

m a t r i g e l 基质胶包被的 Tr a n s w e l l 小室。上层用不

含胎牛血清的培养液培养，下层用正常细胞培养

液。培养24 h后，用无菌棉签拭去小室上层细胞，

PBS洗涤后用4%多聚甲醛固定，再用结晶紫染色，

流水冲洗并晾干。显微镜下每组随机选取5个视野

对染色细胞进行基数统计。实验至少重复3次，每

组6个复孔。

1.2.6  蛋白质印迹

将 C N E - 2 细胞以 2 × 1 0 6个 / m L 接种于 6 孔板中

(1 mL/孔)，分别用0，5，10，20 μmol/L番泻苷

B 作用 2 4  h 后收集细胞。冰上操作提取总蛋白， 

4  ℃离心收集上清，用B C A法进行蛋白质定量。

取等量蛋白质用12% SDS-PAGE分离蛋白后转膜。

用5%脱脂奶粉在室温下封闭蛋白质2 h，加入一抗

(1:200)，4 ℃下孵育过夜。弃去一抗，加入辣根过

氧化物酶标记的对应二抗，室温孵育1 h。滴加电

化学发光(electrochemical luminescence，ECL)显色

液于暗室曝光显影。以GAPDH作为内参。

1.2.7  荷瘤小鼠模型制备

SPF级5周龄雄性裸鼠购自北京维通利华实验

动物公司，动物质量合格证号：SC X K (京) 2 0 1 4 -

0 0 0 1 。适应性饲养 7  d 后，于小鼠右侧腋下接种

CNE -2细胞悬液0.2 mL (2×10 6个/mL)。待成瘤后

将各小鼠随机分为对照组和低、中、高剂量组，

每组6只。剂量组根据体重分别腹腔注射25，50，

100 mg/kg番泻苷B，1次/d，连续给药14 d。自首

次给药开始计算，于第3 0天处死小鼠摘取肿瘤组

织并称重。

1.2.8  免疫组织化学法检测 Ki-67 和 VEGF 的表达

取 肿 瘤 组 织 石 蜡 切 片 ， 严 格 按 照 试 剂 盒 说

明书进行免疫组织化学染色，DA B显色试剂盒显

色，苏木精复染，盐酸乙醇分色，镜下(×400)观

察Ki-67，VEGE的表达情况，随机选取5个不同视

野，计算阳性率=阳性细胞/总细胞数×100%，取平

均数。

1.3  统计学处理

采用SPSS 18.0统计软件对实验数据进行统计

分析，组间差异采用t或t '检验或单因素方差分析。

数据以均数±标准差(x±s)表示。P<0.05为差异有统

计意义。

2  结果

2.1  番泻苷 B 对体外培养 CNE-2 细胞增殖和凋亡

的影响

以 B r d U 染色检测番泻苷 B 对 C N E - 2 细胞增殖

的影响，结果显示：与Co n t ro l组相比，番泻苷B

各剂量组阳性细胞数量明显减少，差异有统计学

意义(P<0.05)，且呈剂量依赖性。Hoechst染色检

测番泻苷B对CNE-2细胞凋亡的影响，结果显示：

与Control组相比，番泻苷B剂量组CNE-2细胞凋亡
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图 1 番泻苷 B 对 CNE-2 细胞增殖和凋亡的影响

Figure 1 Effect of sennoside B on cell proliferation and apoptosis of CNE-2 cells

(A) 番泻苷 B 处理细胞 24 h 后细胞增殖情况；(B)CNE-2 细胞中 Ki-67 和 PCNA 蛋白质表达水平；(C)CNE-2 细胞凋亡水平；

(D)CNE-2 细胞中 caspase-3 和 caspase-9 蛋白质表达水平。与 Control 组相比，*P<0.05。

(A) Cell proliferation of CNE-2 cells after Sennoside B treatment for 24h; (B) Protein expression of Ki-67 and PCNA in CNE-2 cells; (C) 

Apoptosis of CNE-2 cells; (D) Protein expression of caspase-3 and caspase-9 in CNE-2 cells. Compared with the control group, *P<0.05.
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率明显增加，差异有统计学意义( P < 0 . 0 5 )，且呈

剂量依赖性；以蛋白质印迹检测番泻苷B对CNE-2

细 胞 增 殖 和 凋 亡 关 键 蛋 白 的 影 响 ， 结 果 显 示 ：

与 C o n t r o l 组 相 比 ， 番 泻 苷 B 各 剂 量 组 增 殖 蛋 白

K i- 6 7和P CN A表达明显下调，差异有统计学意义

(P<0.05)，凋亡关键蛋白caspase-3和caspase-9表达

明显上调，差异有统计学意义( P < 0 . 0 5 )，且呈剂

量依赖性(图1)。

2.2  番泻苷 B 对体外培养 CNE-2 细胞侵袭和迁移

能力的影响

与Control组相比，番泻苷B剂量组侵袭细胞数

明显减少，差异有统计学意义(P<0.05)，且呈剂量

依赖性；与Control组相比，番泻苷B剂量组细胞划

痕汇合率明显下降，差异有统计学意义(P<0.05)，

且呈剂量依赖性(图2)。
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图2 番泻苷B对CNE-2细胞侵袭和迁移能力的影响

Figure 2 Effects of sennoside B on invasion and migration ability of CNE-2 cells 

(A)CNE-2细胞侵袭情况(×400)；(B)CNE-2细胞迁移情况(×200)。与Control组相比，*P<0.05。

(A) Cell invasion (×400); (B) Cell migration (×200). Compared with the control group, *P<0.05.

2.3  番泻苷B对体外培养CNE-2细胞上皮-间充质转

化的影响

与 C o n t r o l 组 相 比 ， 番 泻 苷 B 各 剂 量 组 V E G F 

(迁移相关蛋白)和N-cadherin(间质标志蛋白)表达

水平明显降低(P< 0 . 0 5 )，而E - c ad h er i n (上皮标志

蛋白)表达水平明显上调(P<0.05)，且均呈剂量依

赖性(图3)。

2 .4   番泻苷B对体外培养C N E -2细胞S T A T3和

ERK1/2磷酸化的影响

与 Co n t r o l 组相比，番泻苷B剂量组STAT 3和

ERK1/2的磷酸化水平均明显下调，差异有统计学

意义(P<0.05)，且呈剂量依赖性(图4)。

2 .5   番泻苷B对移植瘤肿瘤重量及肿瘤组织中

Ki-67和VEGF表达的影响

与Control组相比，连续14 d腹腔给予25，50

和 1 0 0  m g / k g 番 泻 苷 B 后 ， 剂 量 组 移 植 瘤 小 鼠 肿

瘤重量明显降低( P < 0 . 0 5 )，且呈剂量依赖性。与

C o n t r o l 组 相 比 ， 剂 量 组 移 植 瘤 小 鼠 肿 瘤 组 织 中

K i - 6 7和V EG F表达水平均呈剂量依赖性地明显降

低(P<0.05，图5)。
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图4 番泻苷B对CNE-2细胞STAT3和ERK1/2磷酸化的影响

Figure 4 Effects of Sennoside B on phosphorylation of STAT3 and ERK1/2 in CNE-2 cells

(A)CNE-2细胞中p-STAT3和STAT3蛋白质表达水平；(B)CNE-2细胞中p-ERK1/2和ERK1/2蛋白质表达水平。与Control组

相比，*P<0.05。

(A) p-STAT3 and STAT3 protein expression in CNE-2 cells; (B) p-ERK1/2 and ERK1/2 protein expression in CNE-2 cells. 

Compared with the control group, *P<0.05.
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图3 番泻苷B对CNE-2细胞EMT的影响

Figure 3 Effects of sennoside B on EMT of CNE-2 cells

与Control组相比，*P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05.



番泻苷B抑制STAT3和ERK1/2活化对鼻咽癌CNE-2细胞生长、侵袭及裸鼠成瘤的影响    魏璐璐，等 553

3  讨论

随 着 人 们 生 活 方 式 的 改 变 、 影 像 学 的 进 步

以及放射治疗的发展，鼻咽癌的发病率和病死率

正 在 逐 渐 下 降 ， 但 在 华 南 和 香 港 地 区 ， 其 发 病

率仍有 2 5 / 1 0 0  0 0 0 ~ 5 0 / 1 0 0  0 0 0 ，1 0 年生存率为

30%~40% [12]。近年来，许多植物提取物因具有广

泛的生物活性而备受关注，在肿瘤治疗中的应用

也越来越多。番泻苷 B 是一种具有抗癌作用的二

蒽酮苷类化合物，在抑制肿瘤细胞增殖、转移和

生长方面表现出生物活性 [9-10]。而大量研究 [13-16]表

明：调节信号通路STAT3或ERK1/2能对多种肿瘤

细胞的生长产生明显抑制作用，包括乳腺癌、结

直肠癌、骨肉瘤和急性淋巴细胞白血病等。本研

究结果表明：不同浓度的番泻苷B均能抑制鼻咽癌

CNE-2细胞生长，减少其侵袭转移，且呈剂量依赖

性，可用于鼻咽癌的临床治疗。

鼻咽癌的发生和发展机制复杂，与多个病理过

程和基因有关 [17-19]。本研究结果表明：番泻苷B在

体外培养的鼻咽癌CNE-2细胞中，能剂量依赖性地

降低其增殖倍数，增加细胞凋亡率；同时，还能抑

制肿瘤细胞在移植瘤小鼠体内的生长，增加凋亡水

平。蛋白质印迹法结果进一步证明其抑制肿瘤细胞

增殖的机制与调节增殖蛋白Ki-67和PCNA、凋亡蛋
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图5 番泻苷B对肿瘤重量及肿瘤组织中Ki-67和VEGF表达的影响

Figure 5 Effects of sennoside B on tumor weight, expression of Ki-67 and VEGF

(A)第30天肿瘤重量；(B)免疫组织化学检测肿瘤组织中Ki-67和VEGF的表达(×400)。与Control组相比，*P<0.05。

(A) Tumor weight at day 30; (B) Expression of Ki-67 and VEGF tested by immunohistochemistry (×400). Compared with the control 

group, *P<0.05.
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白caspase-3和caspase-9的表达有关。

抑制肿瘤细胞侵袭和迁移能力是抗癌药物发

挥药效的重要方面。研究 [ 2 0 ]表明：与番泻苷 B 同

源的番泻苷 A 能降低胰腺癌细胞在体内和体外的

运动性和侵袭性，该抑制作用与增加肌动蛋白素

(c o f i l i n) 的磷酸化导致细胞肌动蛋白动力学受损

有关。另外，研究 [21-24]表明：抑制肿瘤细胞VEGF

表达有助于抑制黑色素瘤细胞的增殖和转移，且

VEGF家族及其受体可能是恶性肿瘤新的预后标志

物。调节N-cadherin，Vimentin和E-cadherin蛋白质

表达能有效抑制肺癌A549和H1299细胞的迁移和

EMT作用 [25]。本研究通过Transwel l试验、划痕试

验同样证明：番泻苷B能抑制鼻咽癌CNE-2细胞的

侵袭和迁移能力；蛋白质印迹试验进一步证明：

番泻苷B能降低体外培养的鼻咽癌CNE-2细胞侵袭

和迁移能力，且此抑制作用呈剂量依赖性，其机

制则可能与调节EMT相关蛋白VEGF，N-cadherin

和E-cadherin的蛋白质表达水平有关。

STAT3是信号转导与转录激活因子家族的重要

组成成分，与肿瘤进程密切相关，其持续激活被

认为可能与肿瘤治疗的耐药发生有关，因此可能

是肿瘤治疗的重要作用靶点 [26-27]。ERK分为ERK1

和ERK2，统称ERK1/2，其磷酸化激活由胞质转位

到核内，介导多种信号转录，参与细胞增殖、分

化、凋亡和恶变等生物学反应。本研究通过蛋白

质印迹试验发现：番泻苷B下调STAT3和ERK1/2的

磷酸化激活水平，从而对鼻咽癌CNE-2细胞生长和

侵袭产生抑制作用。

综上，本研究以鼻咽癌CN E - 2细胞及其移植

瘤小鼠为研究对象，初步探讨了番泻苷B在体内体

外实验中对肿瘤细胞生长、侵袭及裸鼠成瘤的影

响及其机制，结果表明：番泻苷B能抑制STAT3和

ERK1/2信号通路活化，从而影响鼻咽癌CNE -2细

胞的生长、侵袭及裸鼠成瘤。本研究初步阐明了

番泻苷B抗鼻咽癌的机制，为其在临床治疗上的应

用提供了一些参考。
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