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[摘  要]  目的：探讨解偶联蛋白2（UCP2）抑制剂京尼平（GEN）对人下咽癌FaDu细胞增殖及线粒体功能的影响。方法：使用

不同浓度的GEN作用于 FaDu 细胞 24 h，实验分为GEN 0（对照）、50、100、200和400 μmol/L组。采用CCK-8法检测各组细胞

增殖能力，DCFH-DA探针及 JC-1染色联合流式细胞术检测GEN对FaDu细胞活性氧（ROS）含量及线粒体膜电位的影响，激光共

聚焦显微镜观察GEN对FaDu细胞线粒体膜通透性转换孔的影响，可见分光光度法检测细胞中乳酸的含量，WB法检测细胞中

UCP2蛋白的表达变化。结果：与对照组相比，GEN 可显著抑制 FaDu细胞的增殖活力（P<0.05或P<0.01）、细胞中UCP2蛋白

的表达（P<0.05），降低线粒体膜电位（P<0.05或P<0.01）、乳酸含量（P<0.000 1），改变细胞线粒体膜孔道通透性，提高细胞中ROS

水平（P<0.05或P<0.01）。结论：GEN通过调节细胞中UCP2的表达水平进而影响细胞的氧化还原能力及线粒体功能，从而发挥

抑制人下咽癌FaDu细胞增殖并诱导细胞凋亡的作用。
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[Abstract] Objective: To explore the effects of UCP2 inhibitor genipin (GEN) on the proliferation and mitochondrial function of 

human hypopharyngeal carcinoma FaDu cells. Methods: FaDu cells were treated with different concentrations of GEN for 24 hours 

and divided into the GEN 0 μmol/L (control) group, the 50 μmol/L group, the 100 μmol/L group, the 200 μmol/L group and the 

400 μmol/L group. The CCK-8 method was employed to assess cell proliferation, and the DCFH-DA probe and JC-1 flow cytometry 

were utilized to measure the impact of GEN on reactive oxygen species (ROS) levels and mitochondrial membrane potential in FaDu 

cells. Laser confocal microscopy was utilized to observe the effect of GEN on the mitochondrial membrane permeability transition pore 

(MPTP) in FaDu cells. Spectrophotometry was employed to measure lactate levels in cells, and Western blot analysis was conducted to 

monitor changes in UCP2 protein expression. Results: In comparison with the control group, GEN significantly inhibited the 

proliferation activity of FaDu cells (P<0.05, P<0.01), reduced the expression of UCP2 protein in cells (P<0.05), decreased the 

mitochondrial membrane potential (P<0.05, P<0.01) and lactate content (P<0.001), altered mitochondrial membrane permeability, and 

increased the levels of ROS in cells (P<0.05, P<0.01). Conclusion: GEN modulates the expression of UCP2 in cells, consequently 

altering their redox potential and mitochondrial function, thus inhibiting the viability and inducing apoptosis in human nasopharyngeal 

carcinoma FaDu cells.
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mitochondrial damage
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头颈癌是全球范围内较常见和高发的恶性肿瘤

之一，涉及器官包括口、鼻、咽、喉等部位，以鳞状细

胞癌最为常见[1-2]。下咽癌是一种恶性程度极高的鳞

状细胞癌，占头颈癌的 3%~5%，但其病死率高、预后

差，晚期患者的五年生存率低于 30%[3]。因此，亟待

寻找新的有效治疗下咽癌的药物。中药治疗下咽癌

相对其他方法具有不良反应少的优点，栀子在临床

上有 1 600多年的应用历史，京尼平（genipin，GEN）

是栀子果实的主要药用成分[4]，近年来其作为一种具

有较好的抗炎、抗肿瘤、降糖等作用的新型生物交联

剂及解偶联蛋白 2（uncoupling protein 2, UCP2）特异

性抑制剂被广泛关注[5]。UCP2 是唯一在各种器官

（包括心、肺、肾、肝、脾和皮肤）组织中广泛表达的解

偶联蛋白[6]。研究[7-12]表明，UCP2 在人乳腺癌、皮肤

癌、白血病、胶质瘤、肺癌和口腔癌中均呈高表达。

目前，GEN对下咽癌FaDu细胞增殖及线粒体功能影

响的机制尚未完全阐明。本研究通过体外细胞实验，

观察UCP2抑制剂GEN对人下咽癌FaDu细胞增殖活力

及线粒体功能的影响，旨在为UCP2能否成为头颈癌

预防和/或治疗的潜在靶标提供理论和实验依据。

1  材料与方法

1.1  细胞及主要试剂

人下咽癌FaDu细胞购自中国科院细胞典藏库。

DMEM 培养基购自 Hyclone 公司，胎牛血清购自

Clark公司，0.25% 胰酶购自 Gibco 公司，GEN（纯度

>99%）、DCFH-DA探针购自Sigma公司，CCK-8试剂

盒购自生工生物工程（上海）股份有限公司，线粒体

膜电位检测试剂盒（JC-1）购自南京建成科技有限公

司，乳酸含量检测试剂盒购自北京索来宝科技有限

公 司 ，活 体 细 胞 线 粒 体 膜 通 透 性 转 换 孔

（mitochondrial permeablity transition pore, MPTP）试

剂盒购自上海杰美基因科技有限公司，UCP2 抗体

（Santa Cruz鼠抗）、辣根过氧化物酶（HRP）标记山羊

抗鼠 IgG购自北京中杉金桥生物技术有限公司，ECL

化学发光试剂盒购自碧云天生物技术有限公司。

1.2  细胞培养、GEN处理及分组

FaDu细胞培养于含有10%血清、1%青链霉素的

DMEM培养基中，在 37 ℃、5%CO2条件下培养 24 h

后用不同浓度的GEN处理细胞，实验分为GEN 0、

50、100、200、400 μmol/L 组，0 μmol/L组为对照组。

1.3  CCK-8法检测GEN对FaDu细胞增殖能力的影响

将各组对数生长期 FaDu 细胞接种于 96孔板

（5×103个/孔）中，各组设置3个复孔，培养24 h后，向每

孔中加入10 μL CCK-8检测试剂，在培养箱中继续培养

2 h后上酶标仪在波长450 nm处检测各孔细胞的光密

度（D）值，根据公式“细胞存活率=（细胞总数-死细胞数）/

细胞总数×100%”计算细胞存活率。

1.4  DCFH-DA 探针联合流式细胞术检测 GEN 对

FaDu细胞中活性氧（ROS）水平的影响

将各组FaDu细胞接种于以 6孔板（6×105个/孔）

中，每组设置 2个复孔，培养 24 h后收集细胞于离心

管中，加入1 mL DCFH-DA（10 μmol/L）探针工作液，

于培养箱中避光处理30 min，每10 min颠倒混匀1次，

PBS清洗后，500 μL PBS重悬细胞后用流式细胞仪在

488 nm激发波长、525 nm发射波长条件下检测细胞

内ROS水平。

1.5  JC-1探针联合流式细胞术检测GEN对FaDu细

胞线粒体膜电位的影响

将各组FaDu细胞接种于6孔板（6×105个/孔）中，

每组设置 2 个复孔，培养24 h后收集细胞，PBS清洗

2次后加入500 μL JC-1染色工作液，37 ℃、5%CO2染

色 20 min，染色后用配套缓冲液冲洗 2次，流式细胞

仪检测单聚体激发波长为488 nm、散发波长530 nm，

检测多聚体激发波长为525 nm、散发波长为590 nm，

检测细胞线粒体膜电位的变化。

1.6  激光共聚焦显微镜观察GEN对FaDu细胞MPTP

的影响

将 GEN 0 、200 、400 μmol/L 组 FaDu 细 胞 以

5×105 个 /mL 密度接种于激光共聚焦显微镜专用

20 mm培养皿中，培养 24 h 后，将在 37 ℃预热的

500 μL清理液加入到细胞培养孔中，覆盖培养孔表

面进行清洗；再加入 500 μL预先混合好的染色工作

液（染色液和中和液）到细胞培养孔中，覆盖培养孔

表面，锡纸包裹培养板避光，在 37 ℃细胞培养箱中

反应 20 min，弃染色工作液，加入 500 μL清理液清

洗 2次；每孔继续加入 500 μL清理液，在激光共聚焦

显微镜下观察绿色荧光强度变化情况（激发波长

488 nm，散发波长505 nm）。

1.7  可见分光光度法检测GEN对FaDu细胞乳酸含

量的影响

将各组FaDu细胞接种于6孔板（5×105个/孔）中，

培养24 h后，消化并收集细胞，加入100 μL乳酸提取

液一，冰浴超声波破碎细胞（功率 300 w，超声 3 s，间

隔 7 s，总时间为3 min）；4 ℃下12 000×g 离心 10 min，

取 80 μL上清液，再加入 150 μL乳酸提取液二，4 ℃

下 12 000×g离心 10 min后取上清，可见分光光度计

在波长 570 nm处读取D值，按照乳酸含量试剂盒说

明书分析乳酸含量。

1.8  WB法检测GEN对FaDu细胞UCP2蛋白表达的

影响

收集各组细胞并裂解细胞，离心后取上清、考马
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斯亮蓝法测定蛋白质浓度，按照20 μg上样量确定每

孔上样体积，进行 12%SDS-PAGE 后将蛋白质条带

转移至 PVDF 膜上，5% 脱脂奶粉溶液中封闭 2 h，

TBST洗膜后 ，置于 UCP2（1∶100 稀释）、GAPDH

（1∶2 500稀释）一抗中 4 ℃过夜。次日，TBST 洗

膜 3次（10 min/次），加入 HRP 标记山羊抗鼠 IgG

（1∶2 500 稀释）室温下反应 1 h，TBST 洗膜 3 次后，

ECL化学发光法曝光显影，使用 Image J软件分析蛋

白质条带的灰度值。

1.9  统计学处理

以上主要实验均独立重复3次。采用SPSS 26.0

和GraphPad Prism 9.0软件对数据进行统计分析。呈

正态分布的计量数据以 x̄±s 表示，多组间数据比较采

用单因素方差分析，两组间数据比较采用 t检验。

以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2  结  果

2.1  GEN可显著抑制FaDu细胞的增殖能力

CCK-8法检测结果（图1）显示，与对照（0 μmol/L）

组相比，GEN 200、400 μmol/L组FaDu细胞增殖活力均

显著降低（P<0.05或P<0.01），其半数抑制浓度（IC50）为

277.9 μmol/L。结果表明，GEN可显著降低下咽癌FaDu

细胞的增殖能力。

与对照（0 μmol/L）组相比，*P<0.05，**P<0.01。

图1    不同浓度GEN对FaDu细胞增殖活力的影响

2.2  GEN促进FaDu细胞产生ROS

DCFH-DA探针联合流式细胞术检测结果（图2）

显示，与对照组相比，GEN 50 μmol/L 组 FaDu 细胞

ROS含量无明显差异，GEN 100、200、400 μmol/L组

FaDu细胞ROS含量均显著升高（P<0.05或P<0.01）。

结果表明，GEN可促进FaDu细胞产生ROS。

2.3  GEN可降低FaDu细胞线粒体膜电位水平而促

进细胞凋亡

JC-1探针联合流式细胞术检测FaDu细胞线粒体

膜电位，以观察GEN对FaDu细胞凋亡的影响，结果

显示，与对照组相比，GEN 50、100、200和400 μmol/L

组 FaDu 细胞绿色荧光强度均显著增强（19.05±

2.19、25.37±3.54、38.61±4.36、35.20±5.58 vs 9.4±1.43，

P<0.05 或 P<0.01）。结果表明，GEN 可显著降低

FaDu细胞线粒体膜电位水平，使凋亡细胞增多。

与对照组相比，*P<0.05，**P<0.01。

图2  不同浓度GEN对FaDu细胞ROS含量的影响

2.4  GEN可促进FaDu细胞MPTP开放

激光共聚焦显微镜下观察结果（图3）显示，与对

照组相比，GEN 200、400 μmol/L组FaDu细胞的绿色

荧光强度均显著减弱（P<0.05 或 P<0.01）。结果表

明，GEN可促进 FaDu细胞MPTP开放，从而加速细

胞凋亡。

2.5  GEN可降低FaDu细胞内乳酸含量

可见分光光度法联合乳酸检测试剂盒检测结

果（图 4）显示，与对照组相比，GEN 50、100、200和

400 μmol/组 FaDu 细胞中乳酸含量均显著降低（均

P<0.000 1）。结果表明，GEN可显著降低FaDu细胞

内乳酸含量。

2.6  GEN抑制FaDu细胞UCP2蛋白的表达

WB 法检测结果（图 5）显示，与对照组相比，

GEN 200、400 μmol/L组FaDu细胞中UCP2蛋白表达

水平均显著降低（均P<0.05）。结果表明，GEN抑制

FaDu细胞UCP2蛋白的表达。

3  讨  论

下咽癌为头颈癌中恶性程度高的一种，由于其

在喉咽部，发病前期症状不显著，确诊时大多伴有转

移。研究[13]表明，放射治疗会造成患者口腔干燥和唾

液黏稠，对患者的饮食及味觉造成一定的影响。饮

食及吞咽困难对患者心理也造成了一定的影响。因

此，产生的连锁反应就是放射治疗后患者体质量下

降并需增加相应的营养支持治疗，进一步加重了患

者的经济负担。为减轻患者因治疗带来的不良反

应，寻找新的治疗靶点和策略成为下咽癌患者亟待

解决的问题。UCP2作为一种线粒体内膜负离子载
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与对照组相比，*P<0.05，**P<0.01。

图3  不同GEN对FaDu细胞MPTP的影响（（×100））

与对照组相比，****P<0.000 1。

图4    不同浓度GEN对FaDu细胞中乳酸含量的影响

体，可通过降低线粒体膜电位使电子传递与ATP合

成的偶联过程分离，导致ATP的数量相应减少，从而

影响 ATP/ADP 的比例，同时可作用于呼吸链影响

ROS的产生，导致超氧自由基减少[14]，从而对细胞存

活和增殖起到至关重要的作用。本课题组前期研究

发现，UCP2在人头颈癌组织中呈高表达，干扰UCP2

表达后可抑制FaDu细胞周期于G1/S期及细胞集落

形成[15]。GEN作为UCP2的特异性抑制剂，在头颈癌

中的应用尚少见报道。使用不同剂量 GEN 处理

FaDu细胞后，UCP2的表达水平显著下降，且UCP2

的表达水平与GEN的处理剂量成负相关[15]。本研究

采用不同浓度的GEN处理FaDu细胞24 h，观察相关

指标的变化情况。CCK-8 法检测结果发现，随着

GEN药浓度升高，FaDu细胞的增殖逐渐受到抑制，中、

高剂量组的抑制效果更为显著，IC50=277.9 μmol/L。

与对照组相比，*P<0.05。

图5    不同浓度GEN对FaDu细胞中UCP2表达的影响

线粒体作为有氧呼吸的主要场所，不仅可以为

细胞提供能量，还可以在细胞氧化应激、细胞信号转

导和细胞凋亡中发挥重要作用[16]。氧化应激代表了

自由基和其他反应性代谢物过量产生的生化状态，

这些代谢物会导致有害的生物效应。UCP2的一个

主要功能是减少线粒体自由基的产生并防止氧化损

伤。ROS的水平与细胞增殖及凋亡密切相关，高水

平的 ROS 可使 DNA 发生致命突变，同时高水平的

ROS和抗氧化体系失衡可以加速细胞损伤及凋亡的

进程[17-19]。本实验结果证实，GEN 可对 FaDu 细胞
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ROS含量起到正向调控的作用，表明GEN可通过下

调细胞中UCP2的表达提高细胞ROS含量从而造成

线粒体缺陷，导致癌细胞凋亡。线粒体内ROS平衡

的紊乱必然影响线粒体功能，与 ATP 的合成相比，

ROS对细胞膜电位、膜孔道通透性的影响更加敏感，

这些变化最终导致细胞凋亡[20-22]。本实验从线粒体

膜电位、线粒体膜孔道通透性两个方面对GEN抑制

FaDu细胞线粒体功能进行进一步验证。首先，流式

细胞术检测线粒体膜电位，结果显示随药物浓度的

增高，凋亡细胞比例逐渐增多，提示 GEN 作用下

FaDu细胞UCP2发生解偶联反应，导致线粒体膜电

位降低，促使细胞凋亡；激光共聚焦显微镜观察线粒

体膜孔道通透性显示，随GEN浓度的升高，钙黄绿素

比值降低，膜孔道开放。实验结果提示，GEN可通过

影响 FaDu细胞中UCP2使线粒体发生超极化，增加

ROS含量、线粒体膜孔道开放及线粒体膜电位降低，

最终导致细胞凋亡[23-24]。

大量研究[25-27]证实，即使在有氧条件下，肿瘤细

胞通过无氧氧化消耗葡萄糖的量显著多于有氧氧

化，这种瓦伯格效应（Warburg effect）对肿瘤生长、转

移及对抗药能力方面都有重要的影响。糖酵解途径

不仅能快速为肿瘤细胞增殖提供大量的能量，同时，

其终产物乳酸堆积形成的酸性微环境也为肿瘤生长

提供了良好的环境。肿瘤细胞中高表达的UCP2可

通过促进瓦伯格效应，进而影响氧化应激和癌细胞

的代谢重编程，从而使肿瘤细胞获得生存优势，使其

可能成为癌症诊治的潜在靶点而被学者关注。本实

验通过检测细胞中乳酸含量，探讨了GEN抑制UCP2

表达后对FaDu细胞能量供给产生的影响。实验结果

表明，药物浓度与乳酸含量之间存在负调控反应，随

着 GEN 浓度升高，FaDu 细胞的乳酸生成量降低。

UCP2作为线粒体内膜上负责质子转运的重要蛋

白质，可将呼吸链中的 ATP 解偶联，对细胞能量

代谢起到了重要的作用，据此推测，作为 UCP2

的特异性抑制剂，GEN 可通过抑制 FaDu 细胞中

UCP2 表达来减少乳酸的生成，继而对肿瘤细胞

糖酵解产生一定的破坏，最终达到抑制肿瘤细胞

增殖的目的。

综上所述，GEN作为UCP2抑制剂，可通过调节

细胞中UCP2水平进而影响细胞的氧化还原能力及

线粒体功能，从而发挥抑制人下咽癌癌FaDu细胞增

殖并诱导细胞线粒体损伤的作用，但是更详细的分

子机制还需深入研究。未来课题组将进一步研究

UCP2 在肿瘤发生发展中的作用及其机制，以确定

UCP2 作为一种抗肿瘤靶点的可行性及其抑制剂

GEN药物等的潜在药理应用。
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