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摘要：目的　探究苦豆碱对膀胱癌细胞生长及内质网应激依赖线粒体途径的调
控作用。方法　将２５３Ｊ细胞随机分为对照组、低剂量实验组（２５０μｍｏＬ·Ｌ－１

苦豆碱）、中剂量实验组（５００μｍｏＬ·Ｌ－１苦豆碱）、高剂量实验组（１０００μｍｏＬ·Ｌ－１

苦豆碱）、４－ＰＢＡ组［１０００μｍｏＬ·Ｌ－１苦豆碱 ＋２０μｍｏＬ·Ｌ－１４－苯基丁酸
（４－ＰＢＡ）］、ｓｉ－ＮＣ组（转染ｓｉ－ＮＣ＋１０００μｍｏＬ·Ｌ－１苦豆碱）、ｓｉ－ＣＨＯＰ组
［转染ｓｉ－Ｃ／ＥＢＰ同源蛋白（ＣＨＯＰ）＋１０００μｍｏＬ·Ｌ－１苦豆碱］。用５－乙炔
基－２’－脱氧尿苷（ＥｄＵ）实验检测细胞增殖，用蛋白质印迹法检测相关蛋白表
达，用流式细胞术检测细胞凋亡，用 ＪＣ－１法检测线粒体膜电位（ＭＭＰ）水平。
结果　对照组、低剂量实验组、中剂量实验组、高剂量实验组ＥｄＵ阳性细胞率分
别 为 （３７５１ ± ２９８）％、（２９５２ ± ２１９）％、（２３１０±２５８）％ 和

（１２９４±２５２）％，ＣＨＯＰ蛋白相对表达水平分别为０２９±００４、０５３±００５、
０７１±００８和０９０±０１２；对照组、高剂量实验组、４－ＰＢＡ组细胞凋亡率分别
为（４７９±０６２）％、（２３０１±２０３）％和（１３７５±１１４）％；对照组、高剂量实验
组、ｓｉ－ＮＣ、ｓｉ－ＣＨＯＰ组细胞 ＣＨＯＰ蛋白表达分别为０３０±００３、０９２±００８、
０９１±０１１和 ０２０±００２，细 胞 凋 亡 率 分 别 为 （４３９±０３０）％、
（２２１１±１８２）％、（２２６５±２４０）％和（１５３２±１１９）％，线粒体细胞色素 Ｃ
（Ｃｙｔｏ－Ｃ）蛋白相对表达水平为 ０７８±００７、０４３±００５、０４２±００５和
０６５±００６，细胞质 Ｃｙｔｏ－Ｃ蛋白相对表达水平为 ０５１±００６、０９１±０１０、
０８８±００５和 ０６１±００４，ＭＭＰ水 平 分 别 为 （１００００±２７９）％、
（５７４９±３３４）％、（５４０９±４３２）％和（６９９１±６８１）％；低、中、高剂量组的上
述指标分别与对照组比较，４－ＰＢＡ组的上述指标与高剂量实验组比较，
ｓｉ－ＣＨＯＰ组的上述指标与ｓｉ－ＮＣ组比较，在统计学上差异均有统计学意义（均
Ｐ＜００１）。结论　苦豆碱可通过上调ＣＨＯＰ介导内质网应激依赖的线粒体凋亡
途径抑制２５３Ｊ细胞增殖。
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（２３１０±２５８）％ ａｎｄ（１２９４±２５２）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣ／ＥＢＰｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ（ＣＨＯＰ）
ｗｅｒｅ０２９±００４，０５３±００５，０７１±００８，０９０±０１２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐａｎｄ４－ＰＢＡｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（４７９±０６２）％，（２３０１±２０３）％ ａｎｄ（１３７５±１１４）％，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＣＨＯＰｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ，ｓｉ－ＮＣａｎｄｓｉ－ＣＨＯＰｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ
０３０±００３，０９２±００８，０９１±０１１ａｎｄ０２０±００２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｗｅｒｅ（４３９±０３０）％，
（２２１１±１８２）％，（２２６５±２４０）％ ａｎｄ（１５３２±１１９）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ（Ｃｙｔｏ－Ｃ）
ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ０７８±００７，０４３±００５，０４２±００５ａｎｄ０６５±００６；ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃＣｙｔｏ－Ｃｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ
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ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ａｌｏｐｅｒｉｎｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆ２５３Ｊｃｅｌｌｓｂｙ
ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｐａｔｈｗａｙｍｅｄｉａｔｅｄｂｙＣＨＯＰ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｌｏｐｅｒｉｎ；ｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ；ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ；ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

　　膀胱癌是发展中国家最常见的泌尿系统癌症之
一，尽管膀胱癌诊疗技术已取得很大进步，但膀胱癌

致死率仍然很高［１］。苦豆碱是药用植物苦豆子种子

和叶子中发现的一种生物碱，由于其强大的抗癌、抗

炎、抗氧化、抗菌和抗病毒特性，研究已经证实苦豆碱

可通过多个靶点阻止膀胱癌进展［２］。内质网应激和

线粒体功能障碍是诱导癌细胞凋亡的重要机制［３］，内

质网可通过与线粒体的相互作用参与细胞的凋亡过

程［４］。本研究旨在探讨苦豆碱介导内质网应激依赖

线粒体途径对膀胱癌细胞的影响。

材料与方法

１　材料
细胞　人膀胱癌２５３Ｊ细胞株，美国ＡＴＣＣ公司产品。
药物与试剂　苦豆碱，规格：每瓶 ２０ｍｇ，纯度：

９８％，批号：２０２４０１１１，上海源叶生物科技有限公司生
产；４－苯基丁酸（４－ｐｈｅｎｙｌｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ，４－ＰＢＡ），规
格：每瓶５ｇ，纯度：９７％，批号：２０２４０２０９，上海源叶生
物公司生产。５－乙炔基－２′－脱氧尿苷（５－ｅｔｈｙｎｙｌ－
２′－ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，ＥｄＵ）细胞增殖检测试剂盒，上海碧
云天生物公司生产；兔 Ｃ／ＥＢＰ同源蛋白（ＣＣＡＡＴ－
ｅｎｈａｎｃｅｒ－ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＨＯＰ）、
葡萄糖调节蛋白 ７８（ｇｌｕｃｏｓｅ－ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ７８，

ＧＲＰ７８）、磷酸化 －ＰＥＲＫ－真核翻译起始因子 ２α
（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ－ＰＥＲＫ－ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｉｎｉｔｉａ
ｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２α，ｐ－ｅＩＦ２α）、转录活化因子４（ｔｒａｎｓｃｒｉｐ
ｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ４，ＡＴＦ４）、细胞色素Ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
Ｃ，Ｃｙｔｏ－Ｃ）、裂解的聚腺苷酸二磷酸核糖聚合酶
（ｃｌｅａｖｅｄ－ｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｅｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｉｂｏｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，
Ｃｌ－ＰＡＲＰ）、Ｂｃｌ－２相关 Ｘ蛋白（Ｂｃｌ－２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸ
ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）、Ｂ淋巴细胞瘤－２基因（Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏ
ｍａ－２，Ｂｃｌ－２）一抗及二抗，均为武汉博士德生物公
司生产；兔抗磷酸化蛋白激酶 Ｒ样内质网激酶（ｐｈｏｓ
ｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ－ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＲ－ｌｉｋｅｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕ
ｌｕｍｋｉｎａｓｅ，ｐ－ＰＥＲＫ）、裂解的胱天蛋白酶 －３
（ｃｌｅａｖｅｄ － ｃｙｓｔｅｉｎｅ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ － ３，
Ｃｌ－ｃａｓｐａｓｅ－３），均为美国 ＣＳＴ公司生产；细胞线粒
体分离试剂盒、ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡检测试
剂盒、线粒体膜电位检测试剂盒，均为上海爱必信生

物公司生产。

仪器　ＣＫＸ５３荧光显微镜，日本奥林巴斯公司
产品；ＵＶＰＧｅｌｓｔｕｄｉｏｔｏｕｃｈ凝胶成像仪，德国耶拿公
司产品；ＣｙｔｏＦＬＥＸ流式细胞仪，美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司
产品。

２　实验方法
２１　细胞培养与转染［５－６］

用 ＤＭＥＭ培养基培养 ２５３Ｊ细胞（培养基中含
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１０％的胎牛血清），并置于培养箱中常规培养（３７℃，
５％ＣＯ２）。取胰酶消化的 ２５３Ｊ细胞，用转染试剂
（Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００）将 ｓｉ－ＮＣ或 ｓｉ－ＣＨＯＰ质粒转
染至细胞。

２２　细胞分组与处理方法
将２５３Ｊ细胞随机分为对照组、低剂量实验组、中

剂量实验组、高剂量实验组、４－ＰＢＡ组、ｓｉ－ＮＣ、ｓｉ－
ＣＨＯＰ组。对照组的细胞进行常规培养，低、中、高剂
量实验组细胞分别用２５０、５００和１０００μｍｏＬ·Ｌ－１

苦豆碱处理细胞２４ｈ，４－ＰＢＡ组细胞用１００μｍｏＬ·Ｌ－１

苦豆碱和２０μｍｏＬ·Ｌ－１的内质网应激抑制药 ４－
ＰＢＡ共同处理细胞 ２４ｈ，ｓｉ－ＮＣ组细胞将 ｓｉ－ＮＣ
质粒转染至细胞 ４８ｈ后用 １００μｍｏＬ·Ｌ－１苦豆碱
继续处理２４ｈ，ｓｉ－ＣＨＯＰ组细胞将ｓｉ－ＣＨＯＰ质粒
转染至细胞４８ｈ后用 １００μｍｏＬ·Ｌ－１苦豆碱继续
处理２４ｈ。
２３　ＥｄＵ实验检测细胞增殖［７］

将２５３Ｊ细胞接种在６孔板中（每孔５×１０５个细
胞），分组处理后用ＥｄＵ试剂培养箱孵育细胞４ｈ，离
心后去除ＥｄＵ试剂，然后用４％的多聚甲醛固定细胞
１５ｍｉｎ，加入通透剂（Ｔｒｉｏｎｘ－１００，０５％）处理
１５ｍｉｎ，之后加入 Ｃｌｉｃｋ反应液孵育０５ｈ后进行４′，
６－联脒 －２′－苯基吲哚（４′，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２′－
ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）核染，最后荧光显微镜观察。
２４　蛋白质印迹法检测细胞蛋白表达

裂解各组细胞提取总蛋白，对总蛋白定量后配胶

进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳参考文献

［６］的方法。其中Ｃｙｔｏ－Ｃ蛋白的检测首先用线粒体
分离试剂盒分离线粒体和细胞质，然后按照上述步骤

分别检测线粒体、胞质中Ｃｙｔｏ－Ｃ的表达。
２５　流式细胞术检测细胞凋亡［８］

取２５３Ｊ细胞接种在６孔板中，分组处理后磷酸盐
缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）清洗干净，消化
后离心收集细胞，加入结合缓冲液悬浮细胞，加入

ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ５μＬ对细胞标记，然后加入ＰＩ５μＬ
标记细胞，１０ｍｉｎ后流式细胞仪检测，上机前加入结
合缓冲液２００μＬ。
２６　ＪＣ－１实验检测细胞线粒体膜电位（ｍｉｔｏｃｈｏｎ
ｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＭＭＰ）水平［９］

收集处理后的各组２５３Ｊ细胞，用 ＪＣ－１工作液
（５００μＬ）孵育细胞，３７℃下孵育３０ｍｉｎ，然后用缓冲
液（１×）清洗２次，用荧光显微镜观察。正常细胞中
的ＪＣ－１聚集体和凋亡细胞中的 ＪＣ－１单体分别呈
现红色荧光和绿色荧光。

３　统计学处理
用 ＳＰＳＳ２３０软件进行统计分析。计量资料用

珋ｘ±ｓ表示，组间比较用单因素方差分析，组间两两比较
用独立ｔ检验。

结　　果

１　苦豆碱体外抑制２５３Ｊ细胞增殖
对照组细胞为常规培养，低、中、高剂量实验组细

胞分别用２５０、５００和１０００μｍｏＬ·Ｌ－１苦豆碱处理
细胞２４ｈ，４－ＰＢＡ组细胞用１００μｍｏＬ·Ｌ－１苦豆碱
和２０μｍｏＬ·Ｌ－１４－ＰＢＡ细胞２４ｈ，ｓｉ－ＮＣ组细胞转
染ｓｉ－ＮＣ后用１００μｍｏＬ·Ｌ－１苦豆碱处理２４ｈ，ｓｉ－
ＣＨＯＰ组细胞转染 ｓｉ－ＣＨＯＰ后用１００μｍｏＬ·Ｌ－１苦
豆碱处理２４ｈ。

对照组和低、中、高剂量实验组 ＥｄＵ阳性细胞率
分别 为 （３７５１±２９８）％、（２９５２±２１９）％、
（２３１０±２５８）％和（１２９４±２５２）％，低、中、高剂
量实验组细胞 ＥｄＵ阳性细胞率与对照组相比均显
著降低（均 Ｐ＜０００１）；低、中、高剂量实验组间比
较，细胞 ＥｄＵ阳性细胞率差异均达到显著水平（均
Ｐ＜０００１）。
２　苦豆碱激活２５３Ｊ细胞内质网应激相关通路

低、中、高剂量实验组细胞 ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８、ｐ－
ＰＥＲＫ、ｐ－ｅＩＦ２ａ、ＡＴＦ４蛋白相对表达水平均较对照组
显著升高（均 Ｐ＜０００１）；低、中、高剂量实验组间比
较，细胞上述蛋白相对表达水平差异均有统计学意义

（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），见表１。
３　抑制苦豆碱激活的内质网应激可减少２５３Ｊ细胞
凋亡

高剂量实验组细胞 ＣＨＯＰ、Ｃｌ－ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｃｌ－
ＰＡＲＰ蛋白相对表达水平及凋亡率相比对照组均显著
升高（均 Ｐ＜０００１）；４－ＰＢＡ组细胞 ＣＨＯＰ、Ｃｌ－
ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｃｌ－ＰＡＲＰ蛋白相对表达水平及凋亡率相
比高剂量实验组均显著降低（均Ｐ＜０００１），见表２。
４　抑制ＣＨＯＰ表达削弱苦豆碱对２５３Ｊ细胞凋亡的
影响

高剂量实验组细胞 ＣＨＯＰ、Ｃｌ－ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｃｌ－
ＰＡＲＰ蛋白相对表达水平及凋亡率相比对照组均显著
升高（均 Ｐ＜０００１）；ｓｉ－ＣＨＯＰ组细胞 ＣＨＯＰ、Ｃｌ－
ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｃｌ－ＰＡＲＰ蛋白相对表达水平及凋亡率相
比ｓｉ－ＮＣ组均显著降低（均Ｐ＜０００１），见表３。
５　抑制ＣＨＯＰ表达削弱苦豆碱诱导的线粒体功能障碍

高剂量实验组胞质 Ｃｙｔｏ－Ｃ、Ｂａｘ蛋白相对表达
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ５Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２７）

　　表１　各组细胞内质网相关蛋白表达的比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

Ｇｒｏｕｐ ＣＨＯＰ ＧＲＰ７８ ｐ－ＰＥＲＫ／ＰＥＲＫ ｐ－ｅＩＦ２α／ｅＩＦ２α ＡＴＦ４

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０２９±００４ ０２４±００３ ０３１±００１ ０３６±００３ ０２２±００５
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ０５３±００５ ０４９±００５ ０４４±００７ ０４６±００６ ０３６±００５

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ０７１±００８＃＃＃ ０６５±００８＃＃＃ ０５２±００４＃＃ ０５９±００５＃＃＃ ０４９±００４＃＃＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ０９０±０１２＃＃＃ΔΔ ０９５±０１１＃＃＃ΔΔΔ ０８６±００７＃＃＃ΔΔΔ ０７８±０１１＃＃＃ΔΔΔ ０６１±００８＃＃＃ΔΔΔ

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｒｏｕｔｉｎｅｃｕｌｔｕｒｅ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ：２５０μｍｏＬ·Ｌ－１ａｌｏｐｅｒｉｎ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍｇｒｏｕｐ：５００μｍｏＬ·Ｌ－１ａｌｏｐｅｒｉｎ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ

ｇｒｏｕｐ：１０００μｍｏＬ·Ｌ－１ａｌｏｐｅｒｉｎ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍ

ｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍｇｒｏｕｐ，ΔΔＰ＜００１，ΔΔΔＰ＜０００１；ＣＨＯＰ：ＣＣＡＡＴ－ｅｎｈａｎｃｅｒ－ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ；ＧＲＰ７８：Ｇｌｕｃｏｓｅ－ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎ７８；ｐ－ＰＥＲＫ：Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ－ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＲ－ｌｉｋｅｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｋｉｎａｓｅ；ｐ－ｅＩＦ２α：Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ－ＰＥＲＫ－ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ

ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２α

表２　各组细胞凋亡率及相关蛋白的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅａｎｄｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＣＨＯＰ Ｃｌ－ｃａｓｐａｓｅ－３ Ｃｌ－ＰＡＲＰ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０３２±００３ ０３１±００３ ０２５±００４ ４７９±０６２
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ０８９±００９ ０８８±０１０ ０７９±００６ ２３０１±２０３

４－ＰＢＡ ０６３±００４＃＃＃ ０４９±００６＃＃＃ ０４５±００５＃＃＃ １３７５±１１４＃＃＃

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；４－ＰＢＡｇｒｏｕｐ：１０００μｍｏＬ·Ｌ－１ａｌｏｐｅｒｉｎ＋２０μｍｏＬ·Ｌ－１ＥＲｓｔｒｅｓｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒ４－ｐｈｅｎｙｌｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ（４－ＰＢＡ）；Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１；ＣＨＯＰ：ＣＣＡＡＴ－ｅｎｈａｎｃｅｒ－ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ；

Ｃｌ－ｃａｓｐａｓｅ－３：Ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃｙｓｔｅｉｎｅａｓｐａｒｔａｔｅｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－３；Ｃｌ－ＰＡＲＰ：Ｃｌｅａｖｅｄ－ｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｅｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｉｂｏｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

表３　各组细胞相关蛋白表达及凋亡的比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

Ｇｒｏｕｐ ＣＨＯＰ Ｃｌ－ｃａｓｐａｓｅ－３ Ｃｌ－ＰＡＲＰ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０３０±００３ ０２８±００４ ０２４±００４ ４３９±０３０
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ０９２±００８ ０９０±００７ ０７６±００７ ２２１１±１８２

ｓｉ－ＮＣ ０９１±０１１ ０８７±０１２ ０７８±０１０ ２２６５±２４０
ｓｉ－ＣＨＯＰ ０２０±００２＃＃＃ ０４３±００４＃＃＃ ０４１±００２＃＃＃ １５３２±１１９＃＃＃

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｉ－ＮＣｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１

表４　各组细胞内质网相关蛋白表达及线粒体膜电位（ＭＭＰ）水平的比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）
Ｔａｂｌｅ４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ（ＭＭＰ）ｌｅｖｅｌｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

Ｇｒｏｕｐ Ｃｙｔｏｓｏｌ－Ｃｙｔｏ－Ｃ Ｍｉｔｏ－Ｃｙｔｏ－Ｃ Ｂａｘ Ｂｃｌ－２ ＭＭＰ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０５１±００６ ０７８±００７ ０２６±００３ ０７７±００５ １００００±２７９

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ０９１±０１０ ０４３±００５ ０８６±００６ ０３３±００３ ５７４９±３３４

ｓｉ－ＮＣ ０８８±００５ ０４２±００５ ０８９±０１１ ０３２±００４ ５４０９±４３２

ｓｉ－ＣＨＯＰ ０６１±００４＃＃＃ ０６５±００６＃＃＃ ０５１±００８＃＃＃ ０５５±００７＃＃＃ ６９９１±６８１＃＃＃

ｓｉ－ＮＣｇｒｏｕｐ：Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｉ－ＮＣ＋１０００μｍｏＬ·Ｌ－１ａｌｏｐｅｒｉｎ；ｓｉ－ＣＨＯＰｇｒｏｕｐ：Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｉ－ＣＣＡＡＴ－ｅｎｈａｎｃｅｒ－ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｈｏｍｏｌｏ

ｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ（ＣＨＯＰ）＋１０００μｍｏＬ·Ｌ－１ａｌｏｐｅｒｉｎ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｉ－ＮＣｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｙｔｏ－Ｃ：

ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ；ＢＣＬ－２：Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２；Ｂａｘ：Ｂｃｌ－２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ

水平相比对照组均显著升高，线粒体 Ｃｙｔｏ－Ｃ、Ｂｃｌ－２
蛋白相对表达及 ＭＭＰ均显著降低（均 Ｐ＜０００１）；
ｓｉ－ＣＨＯＰ组胞质Ｃｙｔｏ－Ｃ、Ｂａｘ蛋白相对表达水平相
比 ｓｉ－ＮＣ组均显著降低（均 Ｐ＜０００１）；线粒体
Ｃｙｔｏ－Ｃ、Ｂｃｌ－２蛋白相对水平及 ＭＭＰ均显著升高

（均Ｐ＜０００１），见表４。

讨　　论

苦豆子是一种具有解热、抗炎、镇痛作用的传统
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中药，苦豆碱是从苦豆子中提取的一种生物碱［１０］。

苦豆碱已被证实在多种癌症中的抗肿瘤作用。

ＺＨＡＮＧ等［１１］在最近的研究中表明苦豆碱可通过抑制

细胞增殖和诱导细胞凋亡在膀胱癌细胞中发挥抗癌

作用。在本研究中，观察到不同剂量的苦豆碱处理

２５３Ｊ细胞后，细胞增殖率随着苦豆碱剂量的增加逐渐
降低，这表明苦豆碱可剂量依赖性抑制２５３Ｊ细胞增
殖，发挥其抑癌作用，这与已有的研究结果一致［１１］。

内质网是钙的储存库，负责细胞内蛋白质的合成

和转运，内质网应激可导致内质网在终末期发生功能

障碍，包括钙离子从内质网释放到细胞质中，以及内

质网应激相关信号通路的激活；高表达的 ＰＥＲＫ可以
磷酸化 ｅＩＦ２α，进而激活 ＡＴＦ４的表达，ＡＴＦ４可以转
位到细胞核中，上调 ＣＨＯＰ的表达，其中 ＣＨＯＰ被认
为是最重要的促凋亡蛋白，可以启动 ＥＲ介导的细胞
凋亡［１２－１３］。在本研究中观察到，苦豆碱可明显上调

２５３Ｊ细胞中 ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８、ｐ－ＰＥＲＫ、ｐ－ｅＩＦ２α、
ＡＴＦ４蛋白的表达，这提示，苦豆碱可能通过激活内质
网应激进而诱导细胞凋亡。本研究用内质网应激抑

制药４－ＰＢＡ处理后，４－ＰＢＡ可明显抑制苦豆碱对
ＣＨＯＰ及促凋亡蛋白Ｃｌ－ｃａｓｐａｓ－３、Ｃｌ－ＰＡＲＰ表达和凋
亡率的诱导作用，这再次证实了苦豆碱可通过激活内质

网应激诱导癌细胞凋亡，在膀胱癌中发挥抗肿瘤作用。

ＣＨＯＰ是内质网应激激活的主要促凋亡因子，在
内质网应激条件下，ＣＨＯＰ被强烈激活，研究表明
ＣＨＯＰ的高表达在线粒体功能障碍和 ｃａｓｐａｓｅ活化中
也起着重要作用［１４］。本研究发现，抑制 ＣＨＯＰ的表
达可明显减弱苦豆碱对 ２５３Ｊ细胞 Ｃｌ－ｃａｓｐａｓ－３、
Ｃｌ－ＰＡＲＰ蛋白水平及凋亡率的诱导作用，这表明苦豆
碱可通过激活ＣＨＯＰ活化 ｃａｓｐａｓｅ级联反应诱导细胞
２５３Ｊ凋亡。抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ－２可以降低线粒体通透
性并抑制细胞凋亡，而促凋亡蛋白 Ｂａｘ可以通过增加
线粒体通透性和细胞色素 Ｃ的释放来加速细胞凋
亡［１５］，在正常状态下，ＭＭＰ升高，Ｃｙｔｏ－Ｃ不能穿过线
粒体外膜，而线粒体功能发生障碍可导致 ＭＭＰ降低，
Ｃｙｔｏ－Ｃ从线粒体转位到细胞质，可以与凋亡酶激活因
子１相互作用，形成凋亡小体，而凋亡小体又可以激活
ｃａｓｐａｓｅ－３，进一步激活 ｃａｓｐａｓｅ级联反应，诱导凋
亡［１６］。本研究中，苦豆碱可显著上调胞质 Ｃｙｔｏ－Ｃ、
Ｂａｘ蛋白表达，抑制Ｂｃｌ－２、线粒体Ｃｙｔｏ－Ｃ蛋白表达
并降低 ＭＭＰ，表明苦豆碱可通过增加 Ｂａｘ／Ｂｃｌ－２比
例和Ｃｙｔｏ－Ｃ释放来触发线粒体依赖性凋亡途径。

本研究结果表明，苦豆碱可在膀胱癌中诱导细胞

毒性，激活内质网应激依赖的线粒体凋亡途径发挥抗

肿瘤作用。
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［１２］　张勇涛，李霞，李晓齐，等内质网应激通路相关蛋白 ＩＲＥ１、

ＰＥＲＫ、ＡＴＦ６在舌鳞癌中的表达及其功能的生物信息学分析

［Ｊ］生物化工，２０２３，９（５）：１—６，１８

［１３］　韦丽，张建军，吴锋，等柚皮苷调节ＰＥＲＫ／ｅＩＦ２α／ＡＴＦ４／ＣＨＯＰ

轴对甲状腺癌细胞增殖凋亡迁移侵袭的影响［Ｊ］河北医学，

２０２２，２８（８）：１２６８—１２７４

［１４］　徐思ＡＴＦ４／ＣＨＯＰ轴调控线粒体未折叠蛋白反应在甲基汞致

神经细胞凋亡中的机制研究［Ｄ］辽宁 沈阳：中国医科大学，

２０２３

［１５］　ＡＬＯＴＡＩＢＩＡＡ，ＢＥＰＡＲＩＡ，ＡＳＳＩＲＩＲＡ，ｅｔａｌＳａｕｓｓｕｒｅａｌａｐｐａ

ｅｘｈｉｂｉｔｓａｎｔｉ－ｏｎｃｏｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨｅｐＧ２

ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｂｙＢｃｌ－２ｍｅｄｉａｔｅｄａｐｏｐｔｏｔｉｃｐａｔｈｗａｙａｎｄｍｉｔｏ

ｃｈｏｎｄｒｉａｌｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｒｅｌｅａｓｅ［Ｊ］ＣｕｒｒＩｓｓｕｅｓＭｏｌＢｉｏｌ，２０２１，４３

（２）：１１１４—１１３２

［１６］　ＳＨＡＫＥＲＩＲ，ＫＨＥＩＲＯＬＬＡＨＩＡ，ＤＡＶＯＯＤＩＪＡｐａｆ－１：Ｒｅｇｕｌａ

ｔｉｏｎａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｃｅｌｌｄｅａｔｈ［Ｊ／ＯＬ］Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅ，２０１７，１３５：

１１１－１２５２０１７－０２－０９ ［２０２４－０７－２０］ｈｔｔｐｓ：／／

ｐｕｂｍｅｄｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／２８１９２１５７／

（收稿日期２０２４－０９－０６）


