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摘要：目的　探讨新型吡唑［１，５－ａ］嘧啶衍生物（ＢＰＰＡ）对人舌鳞状癌细胞
Ｃａｌ３３的抗肿瘤活性及作用机制。方法　将Ｃａｌ３３细胞分为空白组（正常培养）、
低、中、高剂量实验组（１、２５、５μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＰＰＡ）及联合组［２５μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＰＰＡ和
５ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｎ－乙酰－Ｌ－半胱氨酸（ＮＡＣ）］。用噻唑蓝法检测ＢＰＰＡ对肿瘤细
胞的存活率；用流式细胞术检测细胞的凋亡情况；用蛋白质印迹法检测凋亡相关

蛋白相对表达水平；用免疫荧光分析活性氧及线粒体膜电位的变化情况。结果

　空白组、低、中、高剂量实验组及联合组的 Ｃａｌ３３细胞存活率分别为
（９９５６±０９１）％、（５８３１±２３１）％、（４７９３±１６７）％、（２９３５±４１１）％和
（７０２７±１２１）％，凋 亡 率 分 别 为 （８０７±１０１）％、（４４０４±０９４）％、
（４９８５±１７５）％、（６６７９±０８３）％和（２４３３±１０４）％；活性氧检测的相对荧
光强度分 别 为 １２３±０２１、３３７±０３５、１５５３±１４６、２０２８±１２４和
５５９±０５２，线粒体膜电位红色荧光／绿色荧光值分别为 ４６９±０１１、
４２４±０１２、０８６±０１６、０４６±００５和２９９±０１１。低、中、高剂量实验组上述
指标与空白组比较，联合组上述指标与中剂量实验组比较，在统计学上差异均有

统计学意义（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。空白组和低、中、高剂量实验组促凋亡蛋白
Ｂ淋巴细胞瘤 －２基因相关 Ｘ蛋白（Ｂａｘ）相对表达水平分别为 １００±００２、
１９４±００３、３７３±００６和４６４±００８，同时抑制凋亡蛋白Ｂ淋巴细胞瘤－２基
因蛋白（Ｂｃｌ－２）的相对表达水平分别为１００±００２、０７５±００４、０６２±００２
和０４６±００３。低、中、高剂量实验组上述指标与空白组比较，在统计学上差异
均有统计学意义（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。结论　化合物ＢＰＰＡ具有抗头颈癌活性，
其机制是通过促进活性氧生成介导线粒体膜电位降低诱导细胞凋亡导致肿瘤死亡。
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ｎｅｃｋｃａｎｃｅｒａｃｔｉｖｉｔｙｂｙＲＯＳｍｅｄｉａｔｉｎｇｔｈｅｄｅｃｒｅａｓｅｉｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ｔｈｅｒｅｂｙｉｎｄｕｃｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｐｙｒａｚｏｌｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ；ｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋｃａｎｃｅｒ；ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ；ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ

　　活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）在肿瘤的进
展、转移和凋亡过程中起着重要作用。ＲＯＳ的适度增
加可以促进肿瘤细胞增殖，而过量的ＲＯＳ则激活氧化
应激，起到抗肿瘤作用［１－２］。近年来，吡唑类衍生物

已被证明具有抗焦虑、抗炎、抗菌及抗肿瘤活性［３－５］。

本课题组合成了新型吡唑［１，５－ａ］嘧啶衍生物氮 －
（４－（３－溴吡唑［１，５－ａ］嘧啶－６－基）苯基）－２－
氯乙酰胺［２－（４－（３－ｂｒｏｍｏｐｙｒａｚｏｌｏ［１，５－ａ］
ｐｙｒｉｍｉｄｉｎ－６－ｙｌ）ｐｈｅｎｙｌ）ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＢＰＰＡ］［６］，可显
著抑制头颈鳞状细胞癌增殖，但其抗肿瘤机制尚

不清楚。本研究通过人舌鳞状癌细胞系 Ｃａｌ３３和
Ｓｃｃ１５，探讨 ＢＰＰＡ对人舌鳞状癌抗肿瘤活性及通
过诱导活性氧介导线粒体损伤导致细胞凋亡的分

子机制。

材料与方法

１　材料
细胞　人舌鳞状癌细胞 Ｃａｌ３３和 Ｓｃｃ１５，均购自

南京科佰生物科技有限公司。

试剂　ＢＰＰＡ，纯度：＞９０％，批号：２０２３０７０９，本实
验室合成；Ｎ－乙酰 －Ｌ－半胱氨酸（Ｎ－ａｃｅｔｙ－Ｌ－
ｃｙｓｔｅｉｎｅ，ＮＡＣ），批号：Ｎ１１４２１０，规格：每瓶２ｇ，含量：
＞９８％，购于翌圣生物科技（上海）股份有限公司。杜
氏改良培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，
ＤＭＥＭ）、胎牛血清、青链霉素、胰蛋白酶，均购于武汉
普诺赛生命科技有限公司；膜外磷脂酰丝氨酸结合蛋

白Ｖ－异硫氰酸荧光素（ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ）／碘化丙
啶细胞凋亡检测试剂盒、活性氧检测试剂盒、线粒体

膜电位检测试剂盒（５，５′，６，６′－Ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｏ－１，１′，３，
３′－ｔｅｔｒａｅｔｈｙｌ－ｉｍｉｄａｃａｒｂｏｃｙａｎｉｎｅ，ＪＣ－１），均购于上
海碧云天生物技术有限公司；Ｂ淋巴细胞瘤 －２基因
（Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２，Ｂｃｌ－２）抗体，购于武汉三鹰
生物技术有限公司；Ｂｃｌ－２相关 Ｘ蛋白（Ｂｃｌ－２－
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸ，Ｂａｘ）、α微管蛋白（α－Ｔｕｂｕｌｉｎ）、多聚
ＡＤＰ核糖聚合酶 （ｐｏｌｙＡＤＰ－ｒｉｂｏｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，
ＰＡＲＰ）、切割胱天蛋白酶３（Ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ３）、切
割胱天蛋白酶８（Ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ８）抗体，均购于美
国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司；骨髓细胞白血病序列１（ｍｙｅｌｏｉｄ
ｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａ－１，ＭＣＬ１）抗体，购于成都正能生物技术
有限责任公司。

仪器　Ｍｏｄｅｌ３１１１ＣＯ２细胞培养箱，美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司产品；ＩＸ７３倒置荧光显微镜，日本 ＯＬＹＭＰＵＳ公
司产品；Ｃｙｔａｔｉｏｎ５多功能酶标仪，美国 ＢｉｏＴｅｋ公司产
品；Ｏｄｅｓｓｅｙ双色红外荧光成像系统，美国ＬＩ－ＣＯＲ公
司产品。

２　实验方法
２１　细胞培养与实验分组

细胞用 ＤＭＥＭ完全培养基，置于３７℃、５％ＣＯ２
培养箱中培养。

将人舌鳞状癌细胞分为空白组（正常培养）、对照

组（５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮＡＣ）、低、中、高剂量实验组（１、
２５、５μｍｏｌ·Ｌ－１ ＢＰＰＡ）及联合组（２５μｍｏｌ·Ｌ－１

ＢＰＰＡ和５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮＡＣ），各组均处理２４或４８ｈ。
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２２　噻唑蓝（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ）法
测定细胞的增殖情况［７］

将Ｃａｌ３３、Ｓｃｃ１５细胞分别以每孔５×１０３个细胞的
密度接种于９６孔细胞培养板中，置于ＣＯ２培养箱中过
夜培养；然后加入 ＢＰＰＡ处理４８ｈ；每孔中加入 ＭＴＴ
试剂１０μＬ后继续培养４ｈ；弃掉上清液，加入二甲基
亚砜２００μＬ，摇床（以８０ｒ·ｍｉｎ－１振摇３０ｍｉｎ）；通过
酶标仪测定５７０ｎｍ处的光密度值。
２３　流式细胞仪分析细胞的凋亡情况［７］

将各组细胞重悬，取 １×１０５个细胞并加入
ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ结合液１９５μＬ重悬细胞，随后加入
ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ５μＬ和碘化丙啶１０μＬ，室温避光
孵育３０ｍｉｎ，用流式细胞仪分析细胞凋亡情况。
２４　ＲＯＳ检测试剂盒检测细胞中活性氧的水平［８］

将各组细胞培养基去除后，加入２，７－二氯荧光
素二乙酸酯（ＤＣＦＨ－ＤＡ）探针和 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色
液继续在培养箱中孵育２０ｍｉｎ。用倒置荧光显微镜
拍照并分析。

２５　ＪＣ－１试剂盒检测线粒体膜电位的变化［８］

各组细胞培养２４ｈ后，更换新鲜培养基，并加入
ＪＣ－１染色工作液和 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色液，充分混
匀。细胞培养箱中３７℃孵育２０ｍｉｎ后，用倒置荧光
显微镜进行拍照并分析。

２６　蛋白质印迹法检测蛋白的相对表达水平［６］

用细胞裂解液含蛋白酶抑制药２００μＬ从各组细
胞中提取总蛋白。蛋白定量后按照总蛋白２０μｇ进
行１０％～１５％ 十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电
泳；然后进行转膜上并用５％脱脂牛奶室温封闭２ｈ；
用 ＰＡＲＰ、Ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ８、
ＭＣＬ１、Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ、α－Ｔｕｂｕｌｉｎ一抗４℃孵育过夜；对
应ＩＲＤｙｅ标记二抗稀释比例为 １∶１×１０４，室温孵育
１ｈ；用Ｏｄｙｓｓｅｙ双色红外荧光成像系统检测蛋白条带
　　

并分析检测结果。

３　统计学处理
用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９软件进行统计分析。计量资

料以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较行ｕｎｐａｉｒｅｄ－ｔ检验。

结　　果

１　ＢＰＰＡ通过促进 Ｃａｌ３３和 Ｓｃｃ１５细胞凋亡抑制细
胞存活

将Ｃａｌ３３和Ｓｃｃ１５细胞均分别分为空白组（正常
培养）、对照组（５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮＡＣ）、低、中、高剂量实
验组（１、２５、５μｍｏｌ·Ｌ－１ ＢＰＰＡ）及联合组（２５
μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＰＰＡ和５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮＡＣ）。

在Ｃａｌ３３细胞中，低、中、高剂量实验组与空白组
比较，细胞存活率均显著下降，细胞凋亡率均显著升

高（均Ｐ＜０００１）；联合组与中剂量实验组比较，细胞
存活率均显著升高，细胞凋亡率显著降低 （均

Ｐ＜０００１），Ｓｃｃ１５细胞中的实验结果与 Ｃａｌ３３细胞一
致，见表１。说明ＢＰＰＡ可诱导细胞凋亡，ＮＡＣ能逆转
ＢＰＰＡ诱导的细胞凋亡。
２　ＢＰＰＡ对 Ｃａｌ３３和 Ｓｃｃ１５细胞凋亡相关蛋白的
影响

在Ｃａｌ３３细胞中，中、高剂量实验组与空白组比
较，促凋亡蛋白 Ｃｌｅａｖｅｄ－ＰＡＲＰ、Ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ３、
Ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ８、Ｂａｘ蛋白的相对表达水平均显著
升高，抑凋亡蛋白ＭＣＬ１、Ｂｃｌ２蛋白的相对表达水平均
显著下降，在统计学上差异有统计学意义（Ｐ＜００１，
Ｐ＜０００１），Ｓｃｃｌ５细胞中凋亡相关蛋白表达结果
Ｃａｌ３３细胞基本一致，见表２。
３　ＢＰＰＡ诱导Ｃａｌ３３和Ｓｃｃ１５细胞产生ＲＯＳ和线粒
体膜电位下降

在Ｃａｌ３３细胞中，空白组、低、中、高剂量实验组
　　

表１　ＢＰＰＡ对Ｃａｌ３３和Ｓｃｃ１５细胞存活、凋亡的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＢＰＰＡｏｎｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＣａｌ３３ａｎｄＳｃｃ１５ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ（％） Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ（％）

Ｃａｌ３３ Ｓｃｃ１５ Ｃａｌ３３ Ｓｃｃ１５

Ｂｌａｎｋ ３ ９９５６±０９１ ９９１１±０９８ ８０７±１０１ ５７２±０６６
Ｃｏｎｔｒｏｌ ３ ９７３４±０８２ ９８０２±１０６ １０６７±１０８ １０１３±１２６

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ３ ５８３１±２３１ ６７５４±２１４ ４４０４±０９４ １９４２±１９４

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ３ ４７９３±１６７ ５９２４±３０４ ４９８５±１７５ ３５２３±１３７

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ３ ２９３５±４１１ ４７０５±５０８ ６６７９±０８３ ５３１１±１９５

Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ３ ７０２７±１２１＃＃＃ ８１６１±１３２＃＃＃ ２４３３±１０４＃＃＃ １８４６±２１５＃＃＃

Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ：Ｎｏｒｍａｌｃｕｌｔｕｒｅ；Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｎ－ａｃｅｔｙｌａｃａｒｎｏｓｉｎｅ（ＮＡＣ）；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ，－Ｍ，－Ｈｇｒｏｕｐｓ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１，

２５，５μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＰＰＡ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｃｏｍｂｉｎｅｄｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＡＣａｎｄ２５μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＰＰＡ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，
Ｐ＜００５， Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　３４３　　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ３Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２５）

表２　各组Ｃａｌ３３和Ｓｃｃ１５细胞凋亡相关基因相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄａｐｏｐｔｏｔｉｃｇｅｎｅｓｏｆＣａｌ３３ａｎｄＳｃｃ１５ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｃｅｌｌ Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｃｌｅａｖｅｄ－ＰＡＲＰ Ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ３Ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ８ Ｂａｘ ＭＣＬ１ Ｂｃｌ－２

Ｃａｌ３３ Ｂｌａｎｋ ３ １００±００２ １００±００２ １００±００２ １００±００２ １００±００４ １００±００２
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ３ １１１±００３ ３２１±００５ ２０８±００４ １９４±００３ １０５±００５ ０７５±００４

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ３ １６８±００２ ５６８±００１ ４０５±００７ ３７３±００６ ０５４±００２ ０６２±００２

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ３ ３０４±００５ ６０１±００２ ６２１±００９ ４６４±００８ ０４８±００１ ０４６±００３

Ｓｃｃ１５ Ｂｌａｎｋ ３ １００±００１ １００±００１ １００±００２ １００±００１ １００±００１ １００±００１
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ３ ２３９±００２ ２６１±００２ １６８±００３ ３６２±００４ １０１±００１ ０７５±００８

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ３ ２４４±００３ ２６８±００３ １９９±００３ ５４５±００５ ０７２±００７ ０６９±００５

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ３ ２６１±００３ ３１３±００３ ２９１±００５ ６５６±００７ ０５４±００５ ０５０±００５

Ｃｌｅａｖｅｄ－ＰＡＲＰ：ＣｌｅａｖｅｄｐｏｌｙＡＤＰ－ｒｉｂｏｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ；ＭＣＬ１：Ｍｙｅｌｏｉｄｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａ－１；Ｂｃｌ－２：Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２；Ｂａｘ：Ｂｃｌ－２－ＡｓｓｏｃｉａｔｅｄＸ；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１

图 １　各组Ｃａｌ３３和Ｓｃｃ１５细胞活性氧（ＲＯＳ）和线粒体膜电位的变化情况（×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｔｈｅｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）ａｎｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ（ＭＭＰ）ｏｆＣａｌ３３ａｎｄＳｃｃ１５ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×２００）
Ａ：ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃＲＯＳｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓｏｆＣａｌ３３ａｎｄＳｃｃ１５ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＢＰＰＡ；Ｂ：ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃＪＣ－１ｉｍａｇｅｓｏｆＣａｌ３３ａｎｄＳｃｃ１５

ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＢＰＰＡ；Ｃ：ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＲＯＳｉｍａｇｅｓｏｆＣａｌ３３ａｎｄＳｃｃ１５ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔＮＡＣｉｎＢＰＰＡｐｒｅｓｅｎｃｅ；Ｄ：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ

ＪＣ－１ｉｍａｇｅｓｏｆＣａｌ３３ａｎｄＳｃｃ１５ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔＮＡＣｉｎＢＰＰＡｐｒｅｓｅｎｃｅ

２′，７′－二氯荧光素（２′，７′－ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ，ＤＣＦ）
的相对荧光强度值分别为１２３±０２１、３３７±０３５、
１５５３±１４６和２０２８±１２４；ＪＣ－１红色荧光／绿色荧
光比值为 ４６９±０１１、４２４±０１２、０８６±０１６和
０４６±００５。Ｓｃｃ１５细胞各组 ＤＣＦ的相对荧光强度
值分别为 １０３±０１５、３２１±０２９、１２５８±０８２和
１５８８±０３９；ＪＣ－１红色荧光／绿色荧光比值为
４１２±００９、３３１±０２６、１７１±０１１和０９０±０１０。
Ｃａｌ３３细胞和 Ｓｃｃ１５细胞的中、高剂量实验组与空白
组比较，ＤＣＦ的相对荧光强度值均显著升高，ＪＣ－１红
色荧光／绿色荧光比值均显著降低，在统计学上差异

均有统计学意义（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），见图１Ａ、Ｂ。
４　ＮＡＣ通过抑制ＲＯＳ产生及线粒体膜电位下降逆
转ＢＰＰＡ诱导的细胞凋亡

如图１Ｃ、Ｄ所示，Ｃａｌ３３细胞空白组、对照组、中剂
量实验组和联合组的凋亡率分别为（７３７±１４８）％、
（１０６７±２０８）％、（４９８５±１７５）％和（２４３３±１０４）％；
ＤＣＦ的相对荧光强度值分 别 为 １１０±０１０、
１２１±０１２、１３１１±１０１和５５９±０５２；ＪＣ－１红色
荧光／绿色荧光比值 ７２２±０２２、７１３±０１５、
１２８±０１３和２９９±０１１。Ｓｃｃ１５细胞空白组、对照
组、中剂量实验组和联合组的凋亡率分别为
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（５５０±１３２）％、（１０１３±１２１）％、（３５２３±１０４）％和
（１８４６±２１５）％；ＤＣＦ的相对荧光强度值分别为
１１３±０１５、１１６±０１９、１０１５±１２２和 ３６１±０１２；
ＪＣ－１红 色 荧 光／绿 色 荧 光 比 值 ５０２±００７、
５２１±０２２、１１１±００９和 ３８５±０１３。Ｃａｌ３３细胞
和Ｓｃｃ１５细胞的联合组与中剂量实验组比较，细胞凋
亡率、ＤＣＦ的相对荧光强度值均显著下降，而 ＪＣ－１
红色荧光／绿色荧光比值均显著升高，在统计学上差
异均有统计学意义（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。

讨　　论

ＲＯＳ是一类含有氧分子的衍生物，在调控细胞增
殖、迁移和血管形成等生命活动中起重要作用［９］。

ＲＯＳ是肿瘤发生发展过程中的一把双刃剑。适量的
ＲＯＳ促进肿瘤细胞的增殖、迁移、侵袭以及药物耐药；
过量的 ＲＯＳ会导致肿瘤细胞中蛋白质、ＤＮＡ、线粒体
等氧化损伤，诱导细胞凋亡，起到抗肿瘤作用［１０－１１］。

因此，研发促进肿瘤细胞 ＲＯＳ水平升高的药物，可为
头颈癌的治疗提供新策略。基于此，本研究通过药物

筛选获得一个具有促进 ＲＯＳ合成且具有显著抗头颈
癌活性的小分子化合物ＢＰＰＡ。

吡唑类衍生物具有抗焦虑、抗炎、抗菌及抗肿瘤

等生物活性［１２－１５］。ＢＰＰＡ是一种含吡唑基团的小分
子化合物，具有显著抗头颈癌的活性。该化合物主要

是通过促进细胞凋亡的作用机制发挥抗肿瘤活性。

另外，ＢＰＰＡ促进人舌鳞状癌细胞 ＲＯＳ产生，导致线
粒体膜电位降低，诱导肿瘤细胞凋亡。研究表明，ＲＯＳ
引起的氧化损伤将导致线粒体膜电位下降，促进肿瘤

细胞发生细胞凋亡。杨乾舸等［１６］研究表明，左布比

卡因促进子宫内膜癌细胞 ＲＬ－９５２线粒体膜电位下
降导致线粒体功能障碍，从而诱导 ＲＬ－９５２细胞凋
亡。ＨＵＡＮＧ等［８］研究表明４－咪唑烷酮衍生物促进
结直肠癌细胞ＲＯＳ的产生，进而造成线粒体膜电位下
降起到抗结直肠癌的活性。ＮＡＣ是 ＲＯＳ生成的抑制
药，其抑制 ＢＰＰＡ诱导 ＲＯＳ的生成，部分恢复线粒体
膜电位，降低人舌鳞状癌细胞凋亡。

新型的吡唑类衍生物 ＢＰＰＡ对人舌鳞状癌 Ｃａｌ３３
和Ｓｃｃ１５细胞具有显著的抗肿瘤活性。该化合物通
过促进肿瘤细胞产生过量的ＲＯＳ，导致线粒体膜电位
下降，促进肿瘤细胞凋亡。
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