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荜茇酰胺通过诱导口腔鳞癌细胞自噬抑制增殖
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摘 要：【目的】探讨荜茇酰胺（PPLGM）对口腔癌存活的影响及机制。【方法】体外培养口腔鳞状细胞癌Cal27
及UM1细胞株，经不同浓度的荜茇酰胺处理后，MTT比色法检测荜茇酰胺对增殖的影响，蛋白质印迹法检测胞内微

管相关蛋白轻链 3-I、3-Ⅱ（LC3-I、LC3-Ⅱ）、Beclin1、p62、雷帕霉素靶蛋白（mTOR）及 ribosomal S6（S6）的表达或

活性变化；用自噬抑制剂 3-Methyladenine（3-MA）或者 Bafilomycin A1（BAFA1）和荜茇酰胺共处理细胞后，检测

LC3-Ⅱ、p62表达和细胞活力。【结果】与对照组比较，荜茇酰胺显著抑制Cal27及UM1细胞株增殖能力，呈浓度及

时间依赖性（P<0.05）；Western blot结果显示，不同浓度（1.0、3.0和 5.0 μmol/L）荜茇酰胺处理细胞均使LC-I、LC3-Ⅱ
表达水平显著高于对照组（P<0.05），而Beclin1和 p62表达低于对照组（P<0.05）；荜茇酰胺处理组中 p-mTOR和 p-
S6磷酸化水平显著低于对照组（P<0.05）；与单独荜茇酰胺处理比较，3-MA和荜茇酰胺共处理使胞内LC3-I和LC3-
Ⅱ表达水平明显下降，p62表达升高（P<0.05），但BAFA1和荜茇酰胺共处理使细胞内 p62表达升高（P<0.05），LC3-
Ⅱ表达水平无明显改变；3-MA和B AFA1处理都能拮抗荜茇酰胺对细胞活力的抑制效应。【结论】荜茇酰胺通过抑

制mTOR/S6通路活性诱导口腔鳞癌细胞发生自噬，进而抑制增殖。
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Abstract：【Objective】To explore the effect of piperlongumine（PPLGM）on the proliferation of oral squamous cell
carcinoma（OSCC）cells and the potential mechanism involved.【Methods】OSCC cell lines Cal-27 and UM1 cultured in vi⁃
tro were treated with PPLGM at different doses and time courses. Then the viability of Cal-27 and UM1 cells was evaluated
by MTT assay and the expression of LC3-I，LC3-Ⅱ，Beclin1，p62 and the phosphorylation of mTOR and S6K were deter⁃
mined by Western blot. Autophagy inhibitors 3-Methyladenine（3-MA）at 100 nmol/L and Bafilomycin A1（BAFA1）at
400 nmol/L were administrated to observe the rescued effects on the PPLGM-treated cells.【Results】PPLGM treatment
caused a dose- and time-dependent inhibition on the viability of both Cal-27 and UM1 cells（P<0.05）. Western blot re⁃
sults showed the expression levels of LC3-I and LC3-Ⅱ in PPLGM（1.0，3.0，5.0 μmol/L）group were significantly high⁃
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er（P<0.05）and p62 expression levels were lower（P<0.05）compared with the control group. PPLGM treatment at 3.0 or
5.0 μmol/L caused a significant decrease of p-mTOR and p-S6（P<0.05）. Autophagy inhibitors 3-MA significantly res⁃
cued PPLGM-induced increase of LC3-I，LC-3Ⅱ and decrease of p62，while BAFA1 just recovered PPLGM-caused de⁃
crease of p62. Both 3-MA and BAFA1 could effectively rescue PPLGM-mediated inhibitory effects on the viability of cells.
【Conclusion】PPLGM suppresses the viability of OSCC cells through promoting mTOR activity loss-dependent autophagy.

Key words：piperlongumine；oral squamous cell carcinoma；autophagy；LC3；mTOR
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2021，42（4）：543-549］

口腔鳞状细胞癌（oral squamous cell carcino⁃
ma，OSCC）是一种常见的头颈部恶性肿瘤，占全身

恶性肿瘤的 3%，口腔恶性肿瘤的 90%，具有浸润性

生长、局部转移、高复发率及预后差等特点，恶性肿

瘤排名第六［1-3］。虽然手术切除联合放疗、新辅助

化疗、靶向生物治疗等在诊断和临床治疗方面取得

了巨大进展，但 OSCC患者总体生存率仅略有提

高 ，3 年 生 存 率 为 50%~75%，5 年 生 存 率 约 为

50%［4］。因此，寻求早期诊断和靶向治疗 OSCC的

新策略，成为提高此类患者预后和生存率的关

键［5-6］。自噬是真核生物进化上保守的能量代谢循

环过程，它可以降解细胞内大分子物质和受损的细

胞器来维持内环境稳态，是细胞生长发育、成熟分

化及死亡的重要调控机制［7］。同时，自噬也是一种

重要的细胞损伤机制，通过诱导自噬发生甚至引起

自噬性死亡，发挥抗肿瘤作用［8］。荜茇酰胺（piper⁃
longumine，PPLGM）是胡椒科植物的生物活性成

分，具有抗血小板凝集、抗焦虑、抗抑郁等多种药理

学作用［9］。近年来，PPLGM的抗肿瘤作用得到格外

关注，它对前列腺癌、结肠癌、肺腺癌、肝癌和黑色

素瘤等恶性肿瘤都具有显著的抑制作用［10-13］。本

文以口腔鳞状细胞癌Cal27及UM-1细胞为研究对

象，探究 PPLGM对口腔鳞状细胞癌细胞自噬的作

用及机制，为将 PPLGM作为治疗口腔鳞状细胞癌

潜在药物提供理论和实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

人口腔鳞癌细胞株 Cal27及 UM1购自上海细

胞生物学研究所中国科学院细胞库。胎牛血清、

0.25％ 胰 酶 购 于 Invitrogen 公 司 。 高 糖 培 养 基

DMEM购于 Invitrogen。荜茇酰胺（PPLGM）购自

Selleck公司。Anti-Beclin1、anti-p62、anti-LC3、an⁃
ti-p-mTOR、anti-mTOR、anti-p-S6和 anti-GAPDH
均购于Cell Signaling Technology。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 将 Cal27及 UM1细胞置于体积

分数 100 ml/L胎牛血清、高糖DMEM液体培养液，

37 ℃、体积分数 5% CO2及饱和湿度条件下培养，每

3~5 d用胰酶消化传代 1次。取对数生长期细胞进

行实验。

1.2.2 MTT比色法检测荜茇酰胺对 Cal27及 UM1
细胞增殖的影响 收集对数期细胞，调整细胞悬液

浓度，铺 96孔板，每组设 6个复孔，每孔加入 100
μL细悬液；体积分数 5% CO2，37 ℃孵育 24 h后，换

含有溶剂、不同浓度 PPLGM（3、6和 12 μmol/L）的

培养基或换含有溶剂，每组分别在培养 24、48和 72
h后，每孔加入 10 μL MTT溶液（5 mg/mL），继续培

养 4 h。终止培养，小心吸去孔内培养液。每孔加

入 100 μL二甲基亚砜，置摇床上低速振荡 10 min，
使结晶物充分溶解。在酶联免疫检测仪 OD 490
nm处测量各孔的吸光值，数值控制在 0.1~0.7之
间。细胞计数方法：将细胞等比稀释后求出线性回

归方程，R>0.95。根据回归方程算出每个样本的细

胞数，然后计算均值和标准差。相对细胞数=处理

组细胞/对照组细胞数。

1.2.3 免疫印迹法检测荜茇酰胺对 Cal27及 UM1
细胞增殖的影响 参考已发表文献［6］。不同浓度

PPLGM（3及 6 μmol/L）作用 Cal27及 UM-1细胞，

37 ℃培养箱培养 24 h后，每孔 PBS 2 mL漂洗 2遍，

每孔加入 150 μL IP细胞裂解液（50 mmol/L Tris，
HCl pH8.0，150 mmol/L NaCl，1% Triton X-100，100
μg/mL PMSF），10 min后收集各组细胞。按照 IP裂
解液法提取细胞总蛋白，并进行 BCA法测定蛋白

浓度。灌制 4%集成胶和 10%分离胶。200 V电压

电泳 45 min。100 V电压转膜 60 min。50 g/L脱脂

奶粉室温封闭 1 h。一抗（Anti-Beclin1 1：1 000、an⁃
ti-LC3 1：1 000、anti-mTOR 1：1 000、anti-p-mTOR
1：1 000、anti-p-s6K 1：1 000和 anti-GAPDH 1：5
000）4 ℃孵育过夜，HRP标记抗兔或抗鼠室温孵育

1 h。ECL化学发光后曝光。
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1.3 统计学分析

用 SPSS 20.0统计分析软件包进行数据处理，

所有数据以（x̄ ± s）表示，多样本间比较采用单因素

方差分析 one-way ANOVA，方差分析有统计学意

义时采用Bonferroni法进行两两比较。两组间比较

采用独立样本 t检验。P<0.05 表示差异具有统计

学意义。

2 结 果

2.1 荜茇酰胺对Cal27及UM1细胞株增殖的影响

2.1.1 不同浓度荜茇酰胺对 Cal27及 UM1细胞株

增殖的影响 不同浓度（0.5、1.0、2.0、3.0和 5.0
μmol/L）处理 Cal27及 UM1细胞 72 h，然后MTT比

色分析法测定统计相对细胞数。随着PPLGM浓度

增加，Cal27及 UM1细胞数逐渐减少，呈浓度依

赖关系，差异有统计学意义（Cal27：F=196.859，
P=0.000，UM1：F=314.018，P=0.000；图 1）。采用

Bonferroni法进一步作两两比较，发现Cal27细胞药

物浓度为 0.5 μmol/L组与对照组比较无统计学意

义（P > 0.05），余组间两两比较均有统计学意义（P<
0.05）；而 UM1细胞组间两两比较，除药物浓度为

0.5 μmol/L组与对照组及药物浓度为 0.5 μmol/L组
与 1.0 μmol/L比较无统计学意义（P > 0.05），余组

间两两比较均有统计学意义（P<0.05）。

2.1.2 不同作用时间荜茇酰胺对 Cal27及 UM1细

胞株增殖的影响 同对照比，3.0 μmol/L PPLGM使

细胞数减少约 50%。采用 3.0 μmol/L PPLGM处理

细胞，24 h后细胞数显著少于对照组，随着处理时

间增加，细胞数越来越少，差异有统计学意义

（Cal27：F=187.723，P=0.000；UM1：F=113.237，
P=0.000）。采用 Bonferroni法进一步作两两比较，

Cal27各组间两两比较均有统计学意义（P<0.05）；

UM1细胞组间两两比较，除作用时间为12 h组与各

组比较无统计学意义（P > 0.05），余组间两两比较

均有统计学意义（P<0.05）。以上结果表明，PPLGM
能抑制口腔癌Cal27及UM1细胞的增殖活力。

2.2 荜茇酰胺诱导口腔鳞状细胞癌细胞发生自噬

不同浓度 PPLGM（1.0、3.0和 5.0 μmol/L）处理

Cal27和 UM1细胞 24 h后收集蛋白。与对照组相

比，PPLGM处理使 LC3-Ⅰ和 LC3-Ⅱ表达增加，而

Beclin-1 和 p62 蛋白降低，差异具有统计学意

义（图2）。

PPLGM处理 Cal27细胞株 LC3-Ⅰ、LC3-Ⅱ、

Beclin-1和 p62统计结果分别为：F=114.949，P=
0.000。除 1.0 μmol/L组与对照组比较无统计学意

义（PLC3-Ⅰ > 0.05），余组间两两比较均 PLC3-Ⅰ<0.05。
除 1.0 μmol/L 组与对照组比较无统计学意义

（PLC3-Ⅱ > 0.05），余组间两两比较均有统计学意义

（PLC3-Ⅱ<0.05）。除药物浓度为 1.0 μmol/L组与对照

及 3.0 μmol/L组与 5.0 μmol/L组比较无统计学意义

外（PBeclin-1 > 0.05），余组间两两比较均有统计学意

义（PBeclin-1<0.05）。药物浓度 5.0 μmol/L组与对照组

与 5.0 μmol/L组与 1.0 μmol/L组比较具有统计学意

义（Pp62<0.05），其 余 组 间 比 较 无 统 计 学 意 义

（Pp62 > 0.05）。

PPLGM处理UM1细胞株LC3-Ⅰ、LC3-Ⅱ、Be⁃
clin-1和 p62统计结果：F=21.111，P=0.000。药物

浓度 5.0 μmol/L 组与对照组、1.0 μmol/L 及 3.0

A: Cal27 or UM1 cells were treated with different concentrations
of Piperlongumine (PPLGM) and cell proliferation was determined by
MTT assay after 72 h. 1) P < 0.05 vs. the control group or the front
group. B: Cal27 or UM1 cells were treated with PPLGM at 3.0 μmol/L
for different durations and cell proliferation was determined by MTT as⁃
say. 1) P < 0.05 vs. the control group or the front group.

图1 荜茇酰胺抑制口腔鳞状细胞癌细胞增殖

Fig. 1 PPLGM suppresses the proliferation of oral squa⁃
mous cell carcinoma cells
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μmol/L比较具有统计学意义（PLC3-Ⅰ<0.05）；其余组

间比较无统计学意义（PLC3-Ⅰ > 0.05）。除药物浓度

为 1.0 μmol/L组与对照组比较无统计学意义外

（PLC3-Ⅱ > 0.05），余组间两两比较均有统计学意义

（PLC3-Ⅱ<0.05）。1.0 μmol/L组和 5.0 μmol/L组与对

照组比较具有统计学意义（PBeclin-1<0.05），其余组间

比较无统计学意义（PBeclin-1 > 0.05）。除药物浓度为

1.0 μmol/L组与对照组比较无统计学意义外（Pp62 >
0.05），余组间两两比较均有统计学意义（Pp62
<0.05）。

2.3 荜茇酰胺通过抑制mTOR信号通路诱导自噬

为了探讨 PPLGM引起自噬的机制，我们首先

检测 PPLGM是否通过影响mTOR信号通路活性，

该信号通路活性改变与细胞自噬发生密切相关。

将不同浓度 PPLGM（1.0、3.0和 5.0 μmol/L）处理两

株细胞 24 h后收集蛋白，进行Western blot检测。

如图 3结果所示，与对照组相比，PPLGM处理未使

mTOR总蛋白发生明显变化（Cal27：FmTOR=2.672，
PmTOR=0.118。UM-1：FmTOR=1.769，PmTOR=0.231），但

p-mTOR磷酸化水平显著下降，其下游底物p-S6也
随之而降，差异具有统计学意义。

不同浓度 PPLGM（1.0、3.0和 5.0 μmol/L）处理

Cal27后 p-mTOR水平比较，F=6.114，P=0.018。对

照组、药物浓度为 1.0 μmol/L组分别与 3.0 μmol/L
组及 5.0 μmol/L 组比较有统计学意义（Pp-mTOR<
0.05），余组间两两比较均无统计学意义（Pp-mTOR >
0.05）。除药物浓度为 1.0 μmol/L组与对照组及 3.0
μmol/L组与 5.0 μmol/L组比较无统计学意义外

（Pp-S6K > 0.05），余组间两两比较均有统计学意义

（Pp-S6K<0.05）。

不同浓度 PPLGM（1.0、3.0和 5.0 μmol/L）处理

UM1 后，F=60.523，P=0.000。除药物浓度为 1.0
μmol/L组与对照组及 3.0 μmol/L组与 5.0 μmol/L组
比较无统计学意义外（Pp-mTOR > 0.05），余组间两两比

较均有统计学意义（Pp-mTOR<0.05）。药物浓度为 1.0
μmol/L和 3.0 μmol/L组与对照组及 1.0 μmol/L组与

3.0 μmol/L组比较无统计学意义外（Pp-S6K > 0.05），

余组间两两比较均有统计学意义（Pp-S6K<0.05）。这

些结果表明PPLGM通过下调mTOR/S6通路活性引

起Cal27和UM-1细胞发生自噬。

2.4 自噬抑制剂3-MA或BAFA1阻断荜茇酰胺诱

导的自噬信号通路

细胞接受自噬诱导信号后，在胞浆里形成自噬

体（autophagosome），这个过程中 LC3-Ⅱ的生成是

PPLGM induces autophagy in both Cal27(A) and UM1(C). Cal27 or UM1 cells were incubated with PPLGM at the indicated concentration for 24
hours and following Western blot was performed to detect the expression levels of Beclin-1, LC3 and p62. GAPDH was detected as a loading control. B
and D. The relative density of each was analyzed by ImageJ software. 1) P < 0.05; 2) P < 0.01.

图2 荜茇酰胺促进 Cal27 和 UM1自噬

Fig. 2 PPLGM promotes autophagy in Cal27 and UM1
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关键标志。自噬体形成后，可与溶酶体融合，自噬

体中的内容物随即被降解，产物（氨基酸、脂肪酸

等）被输送到胞浆中，供细胞重新利用，而残渣或被

排出细胞外或滞留在胞浆中，这个阶段 p62的降解

是标志性事件之一。这两个过程统称为自噬流。

于是，我们分别用自噬流两个阶段的抑制剂 3-MA
（抑制 LC3-Ⅱ生成）或 BAFA1（抑制 p62降解），检

测能否阻断 PPLGM引起的自噬流。见图 4所示，

3-MA 和 PPLGM 共处理细胞 24 h，会显著抑制

LC3-Ⅱ表达和p62的降解。

3-MA和PPLGM共处理Cal27细胞（P=0.001；P
=0.000）。 3-MA和 PPLGM共处理 UM1细胞（P=
0.885；P=0.001），而BAFA1仅能抑制 p62的降解（P
=0.000；P=0.000）。这些结果进一步证明PPLGM可

引起Cal27和UM-1细胞发生完整的自噬流。

2.5 自噬抑制剂3-MA或BAFA1可阻断荜茇酰胺

的抑制增殖效应

为了证明PPLGM引起的自噬是否导致增殖抑

制，我们将 3-MA或 BAFA1和 PPLGM共处理细胞

72 h，用MTT检测细胞增殖情况。图 5结果显示，

与单独 PPLGM处理比较，3-MA或 BAFA1会显著

恢复PPLGM对细胞增殖的抑制作用。Cal27细胞：

F=157.446，P=0.000。 除 PPLGM+BAFA 组 与

PPLGM+3-MA 组 比 较 无 统 计 学 意 义 外

（PCal >0.05），余组间两两比较均有统计学意义

（PCal<0.05）。Um1细胞：F=133.649，P=0.000。除

PPLGM+BAFA组与 PPLGM+3-MA组比较无统计

学意义外（PUm1> 0.05），余组间两两比较均有统计

学意义（PUM1<0.05）。这些结果表明 PPLGM通过引

起自噬抑制细胞生长。

3 讨 论

口腔鳞状细胞癌作为危害人类健康和生命常

见的恶性肿瘤之一，严重影响患者的生存质量和精

神状态［14］。随着治疗OSCC的不断发展，相关治疗

手段已不仅局限在手术治疗，还可以结合化疗、放

疗等其他治疗方式［1，4］。因此，寻找更有效但毒性

较小的新型抗肿瘤制剂逐渐成为研究热点。

作为抗肿瘤药物的有效来源，天然药物在肿瘤

的治疗中发挥了重要作用。PPLGM属生物碱类化

合物，具有广泛的生物学活性，对多种肿瘤细胞具

有较强的杀伤力且对正常细胞、组织、器官无明显

毒副作用［3，15］，但PPLGM是否能抑制口腔鳞癌细胞

PPLGM treatment leads to a decrease of p-mTOR and p-S6K activity in Cal27(A) and UM1(C) cells. Cal27 or UM1 cells were incubated with
PPLGM at the indicated concentration for 24 h and following Western blot was performed to detect the levels of p-mTOR, mTOR and p-S6K. GAPDH
was detected as a loading control. B and D: The relative density of each band was analyzed by ImageJ software. 1) P < 0.05; 2) P < 0.01.

图3 荜茇酰胺抑制p-mTOR及p-S6磷酸化

Fig. 3 PPLGM treatment causes a decrease of p-mTOR and p-S6
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增殖及相关机制尚未见报道。本课题组研究了

PPLGM抑制口腔鳞癌细胞株 Cal27和UM1细胞增

殖的作用。MTT分析法结果显示，PPLGM明显抑

制Cal27和UM1细胞的增殖，并随着浓度和时间的

增加而增强。进一步研究发现PPLGM通过抑制口

腔鳞状细胞癌自噬导致细胞增殖活力减弱。据我

们所知，这是首次验证 PPLGM对口腔鳞癌细胞增

殖的抑制作用。

自噬是一种保守的细胞内降解通路，通过形成

自噬体并与溶酶体融合，从而将细胞内大分子及细

胞器进行降解，以维持细胞稳态［16］。自噬是一把双

刃剑，根据细胞环境和功能状态的不同，可提高细

胞活力，或诱导细胞程序性死亡［17］。自噬活化时，

LC3-I酯化形成 LC3-Ⅱ型蛋白，并定位于自噬泡，

因此其水平在一定程度上反映了自噬体的数量和

自噬的程度，也常作为自噬发生的一个指标［18］。本

研究结果发现，PPLGM可明显增加Cal27和UM1细
胞 LC3-Ⅱ蛋白的表达量，而 3-MA和 BAFA1能阻

断的PPLGM引起的自噬效应和抑制增殖效应。以

上结果提示，PPLGM诱导Cal27和UM1细胞发生自

噬是其发挥抑制口腔鳞癌细胞增殖的关键机制

之一。

PI3K/mTOR信号通路是调控自噬的经典通路

Autophagy inhibitor 3-MA or BAFA1 rescues PPLGM-induced autophagy in Cal27(A) and UM1(C) cells. Cal27 or UM1 cells were incubated with
3.0 μmol/L PPLGM in the present or absent of 100 nmol/L 3-MA or 400 nmol/L BAFA1 for 24 h and following Western blot was performed to detect the
levels of LC3-I，LC3-Ⅱ and p62. GAPDH was detected as a loading control. B and D: The relative density of each band was analyzed by ImageJ soft⁃
ware. 1) P < 0.05; 2) P < 0.01.

图4 3-MA或BAFA1可抑制荜茇酰胺引起的自噬

Fig. 4 The inhibitor 3-MA or BAFA1 rescues PPLGM-induced autophagy

Notes：Autophagy inhibitor 3-MA or BAFA1 rescues PPLGM-in⁃
duced growth arrest in Cal27 and UM1 cells. Cal27 or UM1 cells were
incubated with 3.0 μmol/L PPLGM in the present or absent of 50 nmol/
L 3-MA or 1 μmol/L BAFA1 for 72 h and following MTT was per⁃
formed to detect the proliferation of cells. 1）P < 0.05.
图5 3MA或BAFA1可拮抗荜茇酰胺对增殖的抑制效应

Fig. 5 3MA or BAFA1 rescues PPLGM-caused inhibi⁃
tion on proliferation
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之一。mTOR活性抑制可诱导ULK1蛋白磷酸化，

促进 LC3、Beclin1等自噬蛋白的招募，诱导自噬的

发 生［13，18-19］。 磷 酸 化 S6 核 糖 体 蛋 白（p-S6）是

mTOR信号通路下游执行功能的关键靶蛋白，当

mTOR信号通路异常激活时，下游通路将接收持续

的刺激信号，异常激活靶蛋白 p-S6，影响下游效应

分子的改变，引起细胞持续增殖，导致肿瘤形

成［20-21］。本文研究发现，PPLGM能显著降低 p-

mTOR及 p-S6K磷酸化水平，表明PPLGM通过调控

mTOR信号通路调控Cal27和UM1细胞自噬。

综上所述，PPLGM能抑制口腔癌Cal27和UM1
细胞增殖；同时，升高LC3-Ⅱ的蛋白表达水平及降

低 p-mTOR和 p-s6表达水平，诱导口腔癌细胞自

噬，从而导致细胞增殖活力下降。本文研究为将

PPLGM用于治疗口腔鳞状细胞癌提供了实验

证据。
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