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鼻咽癌是一种鼻咽部的鳞状上皮细胞癌，临床具有发病

部位较深、病变难以被发现的特点，癌变后易发生侵润转移[1]。

当前临床治疗以放疗联合辅助化疗为主，但传统化疗后，患者

常出现骨髓抑制、胃肠功能紊乱等不良反应，影响患者的预

后[2]。哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（Mammalian target of rapamy-

cin，mTOR）信号通路具有整合细胞内外各种传递信号的功

能，并能调节细胞代谢、增殖等生理过程，癌症发生后，mTOR

信号通路调节出现异常[3]。叶黄素是一种天然胡萝卜素，药理

学实验和流行病学均发现叶黄素具有抗癌作用，该作用可能

与叶黄素的抗氧化及免疫调节功能有关[4]。此外，叶黄素还在

心血管疾病、提高机体免疫力方面有较好的生物学活性[5]。当

前，叶黄素对鼻咽癌C666-1细胞增殖、凋亡的影响的研究报道

很少。为此，本文就叶黄素对鼻咽癌C666-1细胞增殖、凋亡的

影响进行了探讨，并通过检测mTOR通路中能量感受器腺苷

酸活化蛋白激酶（AMP-activated protein kinase，AMPK）和核

糖体蛋白S6激酶（S6 kinase，S6K），对mTOR信号通路的作用
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摘 要 目的：研究叶黄素对鼻咽癌C666-1细胞的抑制作用及其机制。方法：以0（空白对照）、20、40、80、160 mg/L的叶黄素培养

C666-1细胞0、12、24、48 h，以CCK-8法测定细胞增殖率，以TUNEL法测定细胞凋亡率，以Western blot法测定细胞腺苷酸活化蛋

白激酶（AMPK）和mTOR通路中核糖体蛋白S6激酶（S6K）、S6蛋白的磷酸化程度。结果：与空白对照比较，80、160 mg/L叶黄素

作用48 h及160 mg/L叶黄素作用12、24、48 h的细胞增殖率均降低（P＜0.05）；80、160 mg/L叶黄素作用48 h及160 mg/L叶黄素作

用 24、48 h 的细胞凋亡率增加（P＜0.05）；80、160 mg/L 叶黄素作用 48 h 的细胞内磷酸化 AMPK 增加，磷酸化 S6K、S6蛋白减少

（P＜0.05）。结论：叶黄素能有效抑制C666-1细胞增殖，可能通过促进AMPK磷酸化，抑制S6K、S6蛋白磷酸化诱导其凋亡。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the inhibitory effects and mechanism of lutein on nasopharyngeal carcinoma C666-1 cells.

METHODS：C666-1 cells were stimulated by lutein at different concentrations [0（blank control），20，40，80，160 mg/L] for dif-

ferent time（0，12，24，48 h）. The proliferation rate of cells was determined by CCK-8 assay，and apoptotic rate of cells was deter-

mined by TUNEL method；Western blot was adopted to determine the phosphorylation of S6K and S6 proteins of AMPK and

mTOR pathway. RESULTS：Compared with blank control group，proliferation rate of C666-1 cells was significantly reduced after

treated with lutein（80，160 mg/L）for 48 h and lutein（160 mg/L）for 12，24，48 h（P＜0.05）. After treated with lutein（80，160

mg/L）for 48 h and lutein（160 mg/L）for 24，48 h，cell apoptosis was significantly increased（P＜0.05）. Lutein（80，160 mg/L）

could promote intracellular AMPK phosphorylation，and inhibits mTOR pathway S6K，S6 protein phosphorylation after 48 h treat-

ment（P＜0.05）. CONCLUSIONS：Lutein can inhibit nasopharyngeal carcinoma C666-1 cell proliferation and induce nasopharyn-

geal carcinoma cell apoptosis and inhibit S6K，S6 protein phosphorylation through promoting AMPK phosphorylation.
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进行了初步探讨。

1 材料
1.1 仪器

AF6000型荧光显微镜（德国Leica公司）；ELx-808型酶标

仪（美国Bio-Tek公司）；2-16N型医用高速离心机（湖南恒诺仪

器设备有限公司）。

1.2 药品与试剂

叶黄素对照品（上海纯优生物科技有限公司，批号：

P0383，纯度：≥90％）；DMEM培养基、胎牛血清、S6K（分子质

量：70 kDa）兔多抗、磷酸化AMPK（p-AMPK）兔单抗、p-S6K小

鼠单抗、p-S6兔多抗（武汉博士德生物技术有限公司）；Cell

Counting Kit-8（CCK-8）检测试剂盒（日本同仁化学研究所）；

TUNEL细胞凋亡测试试剂盒（南京凯基生物科技发展有限公

司）。

1.3 细胞

鼻咽癌C666-1细胞株购自中山大学医学院。

2 方法
2.1 细胞培养

将C666-1细胞加入至含有 10％胎牛血清的DMEM高糖

培养基中，37 ℃、5％CO2下培养。将对数生长期C666-1细胞

接种到培养板上，贴壁培养12 h后，以终质量浓度为0、20、40、

80、160 mg/L 的叶黄素分别培养细胞 1 h，每组 6个复孔。用

0.25％胰酶-0.02％乙二胺四乙酸（EDTA）消化，传代，取增殖旺

盛、状态良好的细胞用于试验研究。

2.2 细胞增殖率的检测

将C666-1细胞接种于 96孔板中，每孔细胞密度为 1×105

个，培养 24 h后在无血清状态下加入 0（对照）、20、40、80、160

mg/L的叶黄素，分别作用0、12、24、48 h，每组6个复孔。培养

结束前1 h向培养板样品孔中加入CCK-8试剂，结束时用酶标

仪在450 nm波长下测定光密度（OD），计算细胞增殖率（％）＝

（试验孔OD/对照孔OD）×100％。

2.3 细胞形态观察

取“2.2”项下经 0、160 mg/L 叶黄素作用 48 h 后的 C666-1

细胞，进行常规 Hoechst33258 染色，荧光显微镜下观察细胞

形态。

2.4 细胞凋亡的检测

以TUNEL法测定细胞凋亡率。将C666-1细胞接种于 48

孔板中，处理后在无血清状态下加入0（对照）、40、80、160 mg/L

的叶黄素，分别作用0、12、24、48 h，弃掉培养基并用PBS进行

漂洗，加入4％的多聚甲醛进行固定，用PBS漂洗后加入1％的

聚乙二醇辛基苯基醚（Triton Ⅹ-100），加入3％的H2O2封闭，漂

洗。依次加入DNaseⅠ反应液、TdT酶反应液。荧光显微镜下

（激发波长：450～500 nm，发射波长：515～565 nm）观察细胞

凋亡情况，细胞核呈绿色为阳性凋亡细胞。计算凋亡率

（％）＝1－试验孔OD/对照孔OD×100％。

2.5 蛋白磷酸化水平的检测

以Western blot法检测不同质量浓度（0、40、80、160 mg/L）

叶黄素作用于C666-1细胞48 h后AMPK、S6K、S6蛋白磷酸化

水平。加入不同质量浓度的叶黄素（0、40、80、160 mg/L）处理

细胞，给药结束后，收集细胞，加细胞裂解液提取总蛋白，定量

后取等量样本进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，将

蛋白转移至聚偏二氟乙烯（PVDF）膜上，封闭，4 ℃孵育一抗过

夜，第 2天室温孵育二抗 1 h。采用电化学发光法检测蛋白表

达情况，使用 Image J 软件进行条带灰度分析。

2.6 统计学分析

用SPSS 16.0进行数据统计处理。计量数据以x±s表示，

组间比较采用单因素方差分析。P＜0.05表示差异有统计学

意义。

3 结果
3.1 细胞增殖率变化

与对照比较，80、160 mg/L叶黄素作用48 h及160 mg/L叶

黄素作用12、24、48 h的细胞增殖率均降低（P＜0.05）。叶黄素

不同质量浓度、作用不同时间对细胞增殖的影响见图1。

3.2 细胞形态分析

镜下，与 0 mg/L比较，经 160 mg/L叶黄素处理后，死细胞

较多、细胞碎片较多，而且存活细胞胞质浓缩、变圆变小，说明

细胞出现明显凋亡。2种质量浓度叶黄素作用于细胞后的倒

置显微镜图见图2。

3.3 细胞凋亡情况

与对照比较，80、160 mg/L叶黄素作用48 h及160 mg/L叶

黄素作用 24、48 h后的细胞凋亡率增加（P＜0.05）。叶黄素不

同质量浓度、作用不同时间对细胞凋亡的影响见图3。

3.4 mTOR信号通路的变化

与0 mg/L比较，80、160 mg/L叶黄素作用48 h的细胞内磷

酸化 AMPK 增加，磷酸化 S6K、S6蛋白减少（P＜0.05）。不同

质量浓度叶黄素对细胞中 AMPK、S6K1、S6蛋白磷酸化的影

响见图4。

4 讨论
鼻咽癌临床属上皮源性恶性肿瘤，恶性程度较高，有着高

度的侵袭性及转移性，患者 5年生存率仅 60％左右[6-7]。 由于

鼻咽癌的解剖位置特殊，临床治疗以放疗联合顺铂化疗为

图1 叶黄素不同质量浓度、作用不同时间对细胞增殖的影响
A.不同质量浓度；B.作用不同时间

注：与0 mg/L比较，＊P＜0.05；与作用0 h比较，#P＜0.05

Fig 2 Effect of different concentrations and different dura-

tion of lutein on cell proliferation
A. different concentrations；B. different duration

Note：vs. 0 mg/L，＊P＜0.05；vs. treated for 0 h，#P＜0.05
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图2 2种质量浓度叶黄素作用于细胞后的倒置显微镜图（×200）
A. 0 mg/L叶黄素；B. 160 mg/L叶黄素

Fig 2 Inverted microscope of cells stimulated with two

kinds of concentrations of lutein（×200）
A. 0 mg/L lutein；B. 160 mg/L lutein
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主。但在治疗过程中患者的不耐受等常导致治疗的中断，在

一定程度上增加了鼻咽癌的复发或转移。当前，新型、高效、

低毒的抗肿瘤药物的寻找成为了研究的热点。

叶黄素为广泛存在于水果、蔬菜、花卉等中的天然类胡萝

卜素，在预防白内障、黄斑变性、心血管疾病及肿瘤的发生中

有着重要的作用。流行病学调查结果显示，饮食中叶黄素的

摄入量和多种肿瘤的发生呈负相关性[8-9]。王若仲、付蕾等[10-11]

的研究显示，叶黄素可有效抑制HepG2肝癌细胞的增殖，其机

制可能与叶黄素抑制三磷酸腺苷（ATP）生成、上调凋亡基因

Bax和p53 mRNA表达有关。当前，类胡萝卜素在治疗口腔黏

膜白斑病、鼻咽癌等癌症和癌前病变中有较好的效果。而作

为类胡萝卜素中的一种，叶黄素对鼻咽癌的效果需要验证。

本研究发现，叶黄素可有效抑制C666-1细胞的增殖，且抑制效

果随药物浓度的增加和作用时间的延长而增强。

mTOR是丝/苏蛋白激酶，负责磷脂酰肌醇 3激酶/AKT信

号通路与其下游通路的联系，并能加速肿瘤细胞的生长和存

活 [12]。mTOR 在人体中有 2 种存在形式，包括 mTORC1 及

mTORC2。AMPK 为 mTOR 上游底物，对 mTOR 活性具有负

向调控作用[13]；S6K为mTORC下游底物，对核糖体产生和蛋白

合成进行调控[14-15]。因此，检测其下游S6K、S6蛋白的磷酸化

水平可间接反映mTOR活性。本研究结果显示，叶黄素可有

效促进细胞内AMPK 磷酸化，并抑制下游mTOR信号通路中

S6K、S6蛋白的磷酸化活化。

综上所述，叶黄素可抑制C666-1细胞增殖，并诱导C666-1

细胞凋亡，其效果与叶黄素的浓度和作用时间相关，其机制可

能与抑制mTOR信号通路有关。
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图3 叶黄素不同质量浓度、作用不同时间对细胞凋亡的影响
A.不同质量浓度；B.作用不同时间

注：与0 mg/L比较，＊P＜0.05；与作用0 h比较，#P＜0.05

Fig 3 Effect of different concentrations and different dura-

tion of lutein on cell apoptosis
A. different concentrations；B. different duration

Note：vs. 0 mg/L，＊P＜0.05；vs. treated for 0 h，#P＜0.05
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图 4 不同质量浓度叶黄素对细胞中AMPK、S6K、S6蛋白磷

酸化的影响
A. AMPK磷酸化；B.S6K磷酸化；C.S6磷酸化

Fig 4 Effect of different concentrations of lutein on AMPK，

S6K and S6 protein phosphorylation
A. AMPK phosphorylation；B. S6K phosphorylation；C. S6 phosphoryla-

tion
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