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摘要：目的　探讨黄芩素对喉癌细胞凋亡、免疫逃逸的影响及作用机制。方法　
将人喉癌细胞ＴＵ６８６细胞随机分为对照组（常规培养）、黄芩素组（５０μｍｏｌ·Ｌ－１黄
芩素）、Ｖｅｃｔｏｒ组（转染Ｖｅｃｔｏｒ＋５０μｍｏｌ·Ｌ－１的黄芩素）、ＣＤ４７组［转染分化簇
４７（ＣＤ４７）＋５０μｍｏｌ·Ｌ－１的黄芩素］。用５－乙炔基 －２′－脱氧尿苷（Ｅｄｕ）法、
ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测分别检测细胞增殖、凋亡情况，用蛋白质印迹法
检测增殖、凋亡蛋白表达情况；并将人外周淋巴细胞分别与各组细胞共培养，检

测淋巴细胞对 ＴＵ６８６细胞杀伤率，观察 ＴＵ６８６细胞的被吞噬率。结果　对照
组、黄芩素组、Ｖｅｃｔｏｒ组、ＣＤ４７组细胞Ｅｄｕ阳性细胞率分别为（３６２４±２７４）％、
（１３３３±１９３）％、（１４２２±１４８）％和（２７８０±２７４）％，凋亡率分别为
（３９４±０４０）％、（２８４０±１７６）％、（２６６０±１４１）％和（１２３３±０８４）％，
ＣＤ４７蛋白相对表达水平分别为 １００±０１１、０４２±００７、０４４±００６和
１２１±０１２，细胞周期素 Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）蛋白相对表达水平分别为０８６±００８、
０３７±００５、０３６±００４和０７４±００８，裂解的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 －７
（Ｃｌ－Ｃａｓｐａｓｅ－７）蛋白相对表达水平分别为 ０３５±００４、０９９±０１２、
１００±０１１和０５０±００６，人外周淋巴细胞对ＴＵ６８６细胞的杀伤率（１∶１比例共
培养）分别为（１０６１±１１９）％、（３２０２±２２７）％、（３１８６±２０６）％和
（１４３９±１０７）％，细胞吞噬率分别为（６３５±０７１）％、（１１９９±１６４）％、
（１２０３±０７６）％和（７０６±０５７）％，黄芩素组的上述指标与对照组比较，ＣＤ４７
组的上述指标与 Ｖｅｃｔｏｒ组比较，在统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。结论　黄芩素可能通过抑制 ＣＤ４７表达诱导喉癌细胞凋
亡、抑制喉癌细胞免疫逃逸，进而减缓喉癌进展。
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ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣｙｃｌｉｎＤ１ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ０８６±００８，０３７±００５，０３６±００４ａｎｄ０７４±００８，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｌｅａｖｅｄｃｙｓｔｅｉｎｅａｓｐａｒｔａｔｅｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－７（Ｃｌ－Ｃａｓｐａｓｅ－７）ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ
０３５±００４，０９９±０１２，１００±０１１ａｎｄ０５０±００６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｋｉｌｌｉｎｇｒａｔｅｓｏｆｈｕｍａｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｔｏＴＵ６８６ｃｅｌｌｓ（１∶１ｒａｔｉｏ）ｗｅｒｅ（１０６１±１１９）％，（３２０２±２２７）％，（３１８６±２０６）％ ａｎｄ
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（１２０３±０７６）％ ａｎｄ（７０６±０５７）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ，ｂａｉｃａｌｅｉｎｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＶｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣＤ４７ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｂａｉｃａｌｅｉｎｍａｙｉｎｄｕｃｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅ
ｉｍｍｕｎｅｅｓｃａｐｅｏｆｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ４７，ｔｈｕｓｓｌｏｗｉｎｇｄｏｗｎｔｈｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｂａｉｃａｌｅｉｎ；ｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒ；ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｉｍｍｕｎｅｅｓｃａｐｅ；ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｃｌｕｓｔｅｒ４７

　　喉癌是上呼吸道及消化道最常见的恶性肿瘤之
一，化疗和手术是治疗喉癌的主要策略，然而大多数

晚期喉癌患者治疗效果较差［１］。黄芩素是一种活性

多酚化合物，分离自黄芩，多个研究已经证实其在包

括喉癌在内的多种癌症中均具有抑癌作用［２－３］。分

化簇４７（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｃｌｕｓｔｅｒ４７，ＣＤ４７）是一种免疫调
节剂，其可通过与其配体结合在癌症中发挥促癌作

用［４］。本研究旨在探讨黄芩素靶向调控ＣＤ４７对喉癌
细胞生长及免疫逃逸的作用。

材料与方法

１　材料
细胞　人喉癌细胞ＴＵ６８６，购自美国ＡＴＣＣ公司。
临床样本　人外周血样本（５ｍＬ），来自赣州市人

民医院１位健康志愿者。本研究经赣州市人民医院
伦理委员会批准（伦理批号：ＪＬ２０２４０１００２）。受试者
签署知情同意书。

药品与试剂　黄芩素，规格：１ｋｇ，纯度：９９％，批
号：２４０３０５，购自湖北信康医药化工有限公司。细胞
计数试剂盒－８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８）、５－乙
炔基－２′－脱氧尿苷（５－ｅｔｈｙｎｙｌ－２′－ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，
Ｅｄｕ）细胞增殖试剂盒、ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ细胞凋亡检
测试剂盒，均购自上海碧云天生物公司；淋巴细胞分

离试剂盒，购自苏州汇智和源生物技术有限公司；

ＣＦＳＥ及ｅＦｌｕｏｒ－６７０荧光染料，均购自美国赛默飞世

尔公司；兔抗ＣＤ４７、细胞周期素Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）、细胞
核相关抗原Ｋｉ６７（ｎｕｃｌｅａｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎＫｉ６７，Ｋｉ６７）、
Ｂｃｌ－２相关 Ｘ蛋白（Ｂｃｌ－２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，
Ｂａｘ）、Ｂ淋巴细胞瘤 －２基因（Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２，
Ｂｃｌ－２）、裂解的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶（ｃｌｅａｖｅｄ
ｃｙｓｔｅｉｎｅａｓｐａｒｔａｔｅｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，Ｃｌ－Ｃａｓｐａｓｅ）－７、Ｃｌ－
Ｃａｓｐａｓｅ－３抗体，均购自美国Ａｂｃａｍ公司。

仪器　ＬＳＲＦｏｒｔｅｓｓａ１８流式细胞仪，美国 ＢＤ公
司产品；ＶａｒｉｏｓｋａｎＦｌａｓｈ多功能酶标仪，美国赛默飞世
尔科技公司产品；ＡｘｉｏＯｂｓｅｒｖｅｒ荧光显微镜，德国蔡
司公司产品；Ｔｉ－ＥＡ１激光共聚焦显微镜，日本 Ｎｉｋｏｎ
公司产品。

２　实验方法
２１　细胞培养［５］

用含１０％胎牛血清和１％双抗的ＲＰＭＩ１６４０培养
基对ＴＵ６８６细胞进行培养，置于培养箱（３７℃，５％
ＣＯ２）中培养。
２２　细胞分组与处理方法

ＴＵ６８６细胞被随机分为对照组、黄芩素组、Ｖｅｃｔｏｒ
组、ＣＤ４７组。对照组细胞根据“２１”方法进行常规培
养；黄芩素组细胞用５０μｍｏｌ·Ｌ－１黄芩素［用二甲基
亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）溶解，用培养液进行
稀释］处理细胞 ４８ｈ；Ｖｅｃｔｏｒ组先将过表达空载体
Ｖｅｃｔｏｒ转染（Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００）至细胞，４８ｈ后再用
５０μｍｏｌ·Ｌ－１黄芩素继续刺激４８ｈ；ＣＤ４７组将 ＣＤ４７
过表达质粒转染至细胞，转染４８ｈ后用５０μｍｏｌ·Ｌ－１

黄芩素继续处理４８ｈ。
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２３　ＣＣＫ－８实验检测细胞增殖情况［５］

收集对数期生长的 ＴＵ６８６细胞，用浓度为 ０、
１００、２５０和５００μｍｏｌ·Ｌ－１黄芩素处理细胞，并设
置空白组，分别在处理 ２４、４８、７２ｈ后每孔加入
ＣＣＫ－８检测试剂 １０μＬ，孵育 ２ｈ后用酶标仪测定
４５０ｎｍ的光密度值。
２４　蛋白质印迹法检测蛋白相对表达水平［６］

充分裂解各组细胞，提取总蛋白并检测浓度，进

行电泳分离蛋白后转膜，５％脱脂奶粉封闭２ｈ，加入
ＣＤ４７、ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｋｉ６７、Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２、Ｃｌ－Ｃａｓｐａｓｅ－７、
Ｃｌ－Ｃａｓｐａｓｅ－３一抗稀释液摇床孵育过夜（４℃），次
日用二抗室温孵育６０ｍｉｎ，加入显影液后曝光、显影、
分析灰度值。

２５　Ｅｄｕ实验检测细胞增殖情况［７］

将提前稀释好的 Ｅｄｕ工作液分别加入到各组细
胞中，在培养箱中孵育，２ｈ后进行固定（４％多聚甲
醛）２０ｍｉｎ，用 ０３％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００试剂处理细胞
０５ｈ，然后加入Ｃｌｉｃｋ反应液孵育０５ｈ，４′，６－二脒基－
２－苯基吲哚（４′，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，
ＤＡＰＩ）试剂进行核染，用显微镜进行观察并记录。
２６　ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测细胞凋亡情况［８］

将肿瘤细胞接种在２４孔板中，培养贴壁后进行
分组处理，结束后对细胞重悬并计数，然后根据

ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡试剂盒检测各组细胞凋
亡率。

２７　人外周淋巴细胞对 ＴＵ６８６细胞杀伤力的
检测［８］

根据外周淋巴细胞分离试剂盒操作说明分离淋

巴细胞，然后用培养基（含１０％胎牛血清和１％双
抗）进行培养，消化传代后分别与对照组、黄芩素、

Ｖｅｃｔｏｒ组、ＣＤ４７组 ＴＵ６８６细胞共培养，外周淋巴细胞
与ＴＵ６８６细胞的共培养比例分别为１∶１、１∶２、２∶１；共
培养２４ｈ后弃去淋巴细胞后参考“２３”描述的方法
检测光密度值。杀伤率（％）＝［１－（实验组光密度
　　

值）／对照组光密度值］×１００％。
２８　ＴＵ６８６与巨噬细胞共培养观察巨噬细胞吞噬作用

取人外周血样本，经磁珠分选后得到的单核细胞

溶液，根据参考文献方法［９］提取巨噬细胞。
根据参考文献［１０］步骤，用 ＣＦＳＥ荧光染料对

ＴＵ６８６细胞进行标记，用 ｅＦＬＵＯＲ６７０对巨噬细胞进
行标记，然后将被标记ＴＵ６８６细胞分别与巨噬细胞进
行共培养，并根据“２２”中分组方法进行药物处理，结
束后，用多聚甲醛进行固定，封片后用激光共聚焦显

微镜观察。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２３０软件进行统计分析。符合正态分布

的计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，组间两两比较用独立样本 ｔ
检验，组间比较用单因素方差分析。

结　　果

１　黄芩素对细胞增殖及ＣＤ４７表达的影响
２５０、５００μｍｏｌ·Ｌ－１组与０μｍｏｌ·Ｌ－１组比较，

细胞２４、４８和７２ｈ的光密度值及 ＣＤ４７蛋白相对表
达水平均显著降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）；
２５０、５００μｍｏｌ·Ｌ－１组与１０μｍｏｌ·Ｌ－１组比较，细
胞４８和７２ｈ的光密度值及ＣＤ４７蛋白相对表达水平
均显 著 降 低 （Ｐ＜００５，Ｐ ＜００１），见 表 １；
５００μｍｏｌ·Ｌ－１组与 ２５０μｍｏｌ·Ｌ－１组比较，细胞
４８、７２ｈ的光密度值及 ＣＤ４７蛋白相对表达水平均显
著降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。
２　黄芩素调节ＣＤ４７表达对癌细胞增殖的影响

对照组常规培养，黄芩素组用５０μｍｏｌ·Ｌ－１黄芩
素处 理 细 胞，Ｖｅｃｔｏｒ组 转 染 Ｖｅｃｔｏｒ质 粒 并 用
５０μｍｏｌ·Ｌ－１黄芩素处理，ＣＤ４７组转染ＣＤ４７质粒并
用５０μｍｏｌ·Ｌ－１黄芩素处理。

黄芩素组与对照组比较，细胞 ＣＤ４７、ＣｙｃｌｉｎＤ１、
Ｋｉ６７蛋白相对表达水平和细胞增殖率均显著降低（均
　　

表１　各组细胞光密度值和分化簇４７（ＣＤ４７）蛋白相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝９）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｏｎｃｌｕｓｔｅｒ４７（ＣＤ４７）ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝９）

Ｇｒｏｕｐ
Ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
ＣＤ４７

０μｍｏｌ·Ｌ－１ ０３４±００２ ０６０±００５ １０７±０１４ ０９４±００７
１００μｍｏｌ·Ｌ－１ ０３３±００６ ０４９±００５ ０８２±００６ ０７１±００９

２５０μｍｏｌ·Ｌ－１ ０２８±００４ ０４１±００５＃ ０７０±００８＃ ０５９±００４＃

５００μｍｏｌ·Ｌ－１ ０２７±００２＃ ０３２±００４＃＃＠＠ ０５６±００５＃＃＠ ０４１±００４＃＃＠＠

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０μｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ１００μｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｗｉｔｈ

２５０μｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ，＠Ｐ＜００５，＠＠Ｐ＜００１



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　３２３　　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ３Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２５）

表２　各组细胞ＣＤ４７、增殖相关蛋白表达及增殖率的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＣＤ４７，ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＣＤ４７ ＣｙｃｌｉｎＤ１ Ｋｉ６７ Ｅｄｕｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ９ １００±０１１ ０８６±００８ ０９４±０１１ ３６２４±２７４
Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ９ ０４２±００７ ０３７±００５ ０４２±００４ １３３３±１９３

Ｖｅｃｔｏｒ ９ ０４４±００６ ０３６±００４ ０４１±００７ １４２２±１４８
ＣＤ４７ ９ １２１±０１２＃＃＃ ０７４±００８＃＃ ０８８±０１０＃＃＃ ２７８０±２７４＃＃＃

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＢａｉｃａｌｅｉｎｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｒｏｕｔｉｎｅｃｕｌｔｕｒｅ；Ｂａｉｃａｌｅｉｎｇｒｏｕｐ：

５０μｍｏｌ·Ｌ－１ｂａｉｃａｌｅｉｎ；Ｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ：ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＶｅｃｔｏｒ＋５０μｍｏｌ·Ｌ－１ｂａｉｃａｌｅｉｎ；ＣＤ４７ｇｒｏｕｐ：ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＣＤ４７＋５０μｍｏｌ·Ｌ－１ｂａｉｃａｌｅｉｎ；

Ｋｉ６７：ＮｕｃｌｅａｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎＫｉ６７；ＥｄＵ：５－ａｃｅｔｙｌｅｎｅ－２′ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ

表３　各组细胞增凋亡蛋白表达及凋亡率的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎａｌｌｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｂａｘ／Ｂｃｌ－２ Ｃｌ－Ｃａｓｐａｓｅ－７ Ｃｌ－Ｃａｓｐａｓｅ－３ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ９ ０３５±００５ ０３５±００４ ０４１±００６ ３９４±０４０
Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ９ １５６±０２６ ０９９±０１２ １０６±００８ ２８４０±１７６

Ｖｅｃｔｏｒ ９ １６６±０２８ １００±０１１ １０５±０１０ ２６６０±１４１
ＣＤ４７ ９ ０４９±００７＃＃＃ ０５０±００６＃＃＃ ０６４±００６＃＃＃ １２３３±０８４＃＃＃

Ｄｏｓｅｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ２；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＶｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｂｃｌ－２：Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２；Ｂａｘ：Ｂｃｌ－２

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ；Ｃｌ－Ｃａｓｐａｓｅ：Ｃｌｅａｖｅｄｃｙｓｔｅｉｎｅａｓｐａｒｔａｔｅｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ

Ｐ＜０００１）；ＣＤ４７组与 Ｖｅｃｔｏｒ组比较，细胞 ＣＤ４７、
ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｋｉ６７蛋白相对表达水平及细胞增殖率均显
著升高（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），见表２。
３　黄芩素调节ＣＤ４７表达对癌细胞凋亡的影响

黄芩素组与对照组比较，细胞凋亡蛋白（Ｂａｘ／
Ｂｃｌ－２、Ｃｌ－Ｃａｓｐａｓｅ－７和 Ｃｌ－Ｃａｓｐａｓｅ－３）及细胞凋
亡率均显著升高（均Ｐ＜０００１）；ＣＤ４７组与 Ｖｅｃｔｏｒ组
比较，细胞凋亡蛋白（Ｂａｘ／Ｂｃｌ－２、Ｃｌ－Ｃａｓｐａｓｅ－７和
Ｃｌ－Ｃａｓｐａｓｅ－３）及细胞凋亡率均显著下降（均
Ｐ＜０００１），见表３。
４　黄芩素调节ＣＤ４７表达调节癌细胞免疫逃逸

黄芩素组与对照组比较，不同比例细胞共培养后

淋巴细胞对 ＴＵ６８６细胞的杀伤率均显著升高（均
Ｐ＜０００１）；ＣＤ４７组与 Ｖｅｃｔｏｒ组比较，不同比例细胞
共培养后淋巴细胞对 ＴＵ６８６细胞的杀伤率均显著下
降（均Ｐ＜０００１），见表４。

表４　人外周淋巴细胞对各组 ＴＵ６８６细胞的杀伤率比较
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝９）
Ｔａｂｌｅ４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｋｉｌｌｉｎｇｒａｔｅｏｆＴＵ６８６ｃｅｌｌｓｂｙｈｕｍａｎ
ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝９）

Ｇｒｏｕｐ
Ｋｉｌｌｒａｔｅ（％）

１∶１ １∶２ ２∶１

Ｃｏｎｔｒｏｌ １０６１±１１９ ７６７±０６０ １３９９±１７５
Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ３２０２±２２７ ２８１８±２０３ ４４０８±３３５

Ｖｅｃｔｏｒ ３１８６±２０６ ２６８７±２３８ ４３６４±４１８
ＣＤ４７ １４３９±１０７＃＃＃ １２６８±１１７＃＃＃ １９０６±１９０＃＃＃

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＶｅｃｔｏｒ

ｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１

５　黄芩素调控ＣＤ４７增强巨噬细胞对ＴＵ６８６细胞的
吞噬作用

如图１所示，对照组、黄芩素组、Ｖｅｃｔｏｒ组、ＣＤ４７组
细胞吞噬率分别为（６３５±０７１）％、（１１９９±１６４）％、
　　

图 １　巨噬细胞对ＴＵ６８６细胞的吞噬作用（×２００，箭头表示共定位细胞）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＰｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓｏｆｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｏｎＴＵ６８６ｃｅｌｌｓ（×２００，ｔｈｅａｒｒｏｗｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｃｏ－ｌｏｃａｔａｂｌｅｃｅｌｌｓ）
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（１２０３±０７６）％和（７０６±０５７）％。黄芩素组与对
照组相比，细胞吞噬率明显升高（Ｐ＜００１）；ＣＤ４７组
与Ｖｅｃｔｏｒ组比较，细胞吴噬率明显降低（Ｐ＜００１）。

讨　　论

黄芩素是传统中药黄芩干燥根中主要存在的活

性黄酮类化合物之一，研究表明，黄芩素能够抑制细

胞增殖并诱导细胞凋亡，此外，黄芩素还可以通过调

节各种细胞信号通路发挥抗癌作用［２］。在本研究中，

通过 ＣＣＫ－８实验观察到，不同剂量的黄芩素处理
后，ＴＵ６８６细胞的增殖活性均显著降低，且随着黄芩
素剂量的增加而不断降低，这与王剑等［３］研究结果一

致，提示黄芩素对喉癌细胞的生长具有抑制作用。

ＣＤ４７已被证实在多种类型的肿瘤细胞中高表达，是
多种癌症发展和进展的重要肿瘤抗原［１１］。本研究发

现，黄芩素可呈剂量依赖性降低 ＴＵ６８６细胞中 ＣＤ４７
蛋白相对表达水平，这提示，黄芩素可能通过调控

ＣＤ４７抑制喉癌细胞生长。
本研究通过蛋白质印迹和Ｅｄｕ实验发现，黄芩素

可显著抑制 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｋｉ６７蛋白表达，并抑制 ＴＵ６８６
细胞增殖。ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｋｉ６７蛋白是常用的细胞增殖蛋
白生物标志物，其表达的升高提示细胞增殖率提

高［１２］。同时本研究中还观察到，黄芩素可显著上调促凋

亡蛋白Ｂａｘ／Ｂｃｌ－２、Ｃｌ－Ｃａｓｐａｓｅ－７、Ｃｌ－Ｃａｓｐａｓｅ－３表
达水平，并显著诱导细胞凋亡，这提示黄芩素可通过

抑制细胞增殖、诱导凋亡在喉癌中发挥抑癌作用。而

黄芩素对ＴＵ６８６细胞增殖的抑制作用及对 ＴＵ６８６细
胞凋亡的促进作用均被高表达的 ＣＤ４７逆转，这提示
黄芩素可通过调节ＣＤ４７的表达抑制喉癌进展。

研究已经证实，ＣＤ４７可调节 Ｔ细胞、Ｂ细胞和
树突状细胞的活化、中性粒细胞的迁移和巨噬细胞

的吞噬作用；ＣＤ４７在各种癌细胞中高表达，其可与
巨噬细胞上的同源受体信号调节蛋白α结合，激活
酪氨酸磷酸酶，抑制吞噬突触位点上肌凝蛋白的积

累，弱化巨噬细胞的吞噬信号，导致癌细胞逃离免

疫［９，１３－１４］。在本研究中，本课题组通过将人外周

淋巴细胞与 ＴＵ６８６细胞共培养，发现在黄芩素刺
激下，淋巴细胞对 ＴＵ６８６细胞的杀伤率显著提高，
而过表达 ＣＤ４７后，淋巴细胞对 ＴＵ６８６细胞的杀伤
力被显著削弱；此外还发现，黄芩素治疗后，可显著

提高巨噬细胞对 ＴＵ６８６细胞的吞噬作用，而高表
达 ＣＤ４７可显著逆转这种吞噬作用，本研究结果提
示黄芩素可通过抑制 ＣＤ４７的表达，减少其与巨噬
细胞上的同源受体信号调节蛋白 α结合，进而恢复
巨噬细胞的吞噬作用，抑制肿瘤细胞免疫逃逸。
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