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紫檀芪诱导人视网膜母细胞瘤 
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　　［摘要］　背景与目的：紫檀芪是一种天然抗氧化剂，其抗视网膜母细胞瘤的效果仍不明确。拟探讨紫

檀芪对人视网膜母细胞瘤WERI-Rb-1细胞的细胞增殖、细胞凋亡及细胞自噬的作用，并初步阐明其作用机制。

方法：采用细胞计数试剂盒(cell counting kit-8，CCK-8)法测定细胞的增殖活力，Annexin V/PI流式细胞

术检测细胞凋亡，吖啶橙染色观察细胞内自噬囊泡的变化，蛋白［质］印迹法(Western blot)检测LC3B及P62

蛋白的表达。结果：紫檀芪显著抑制WERI-Rb-1细胞的增殖活力(P<0.01)，以25、50和100 μmol/L的药物浓

度作用细胞24 h时，细胞增殖活力分别为(93.02±0.47)%、(55.10±2.04)%和(30.33±1.45)%；50 μmol/L紫
檀芪处理细胞12、24和48 h时，细胞增殖活力分别为(88.38±3.70)%、(53.37±1.17)%和(29.60±1.05)%。

紫檀芪显著诱导细胞凋亡(P<0.01)，对照组、24和48 h细胞的凋亡率分别为(4.08±0.79)%、(13.44±2.12)%

和(23.49±2.01)%。紫檀芪能够激活WERI-Rb-1细胞发生细胞自噬，上调LC3蛋白的表达，下调P62蛋白的表

达，增加细胞内自噬囊泡的数量(P<0.01)。3-MA及Beclin1 siRNA抑制细胞自噬后能够部分逆转紫檀芪的抗肿

瘤作用(P<0.01)。3-MA抑制细胞自噬后，紫檀芪处理组的细胞凋亡率为(12.97±2.09)%，3-MA+紫檀芪组为

(8.35±1.11)%。siRNA敲低Beclin1后，紫檀芪处理组和siRNA+紫檀芪组的细胞凋亡率分别为(13.80±2.19)%

和(9.62±0.52)%。结论：紫檀芪可以显著抑制WERI-Rb-1细胞的细胞增殖并激活细胞自噬促进细胞凋亡。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Pterostilbene is a natural antioxidant, whose role in retinoblastoma 
remains unclear. The aim of this study is to probe the effects of pterostilbene on the proliferation, apoptosis and 
autophagy in retinoblastoma WERI-Rb-1 cell lines. Methods: Cell counting kit-8 (CCK-8) assays were used to 
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　　视网膜母细胞瘤是发病率最高的儿童眼内恶

性肿瘤，发病率约为1∶18 000至1∶21 000［1］。

治疗以手术和化疗为主，虽然目前的疗效已经

有明显改善，患儿的生存率已有很大提高，但

是视网膜母细胞瘤作为一种恶性疾病，仍旧危

害着广大患儿的健康。紫檀芪是一种从植物中

提取的天然化合物，其主要存在于蓝莓和葡萄

中，毒性低，安全性高［2-3］。该化合物属多羟

基二苯乙烯类化合物，其本身是一种天然抗氧

化剂，具有显著的抗氧化、抗炎和神经保护作

用［4］。在肿瘤研究方面，目前已知紫檀芪能够

抗口腔癌、乳腺癌、肝癌和恶性黑素瘤等多种

恶性肿瘤［5-8］，具有显著的抗肿瘤活性。紫檀

芪的生物学活性多样，在某些方面甚至强于其

同系物白藜芦醇［9-10］，所以对紫檀芪进行深入

的基础研究，有助于未来紫檀芪的开发应用。

本研究以人视网膜母细胞瘤WERI-Rb-1细胞作为

研究对象，探讨紫檀芪对其的细胞增殖和细胞

凋亡的作用，并初步阐明作用机制，从而为该

化合物的临床应用提供实验依据。

1　材料和方法

1.1　实验材料

　　人视网膜母细胞瘤WERI-Rb-1细胞系购自

中国医学科学院基础医学研究所基础医学细胞

中心，紫檀芪(规格：10 mg，纯度≥97%)、吖

啶橙(acridine orange，AO)及LC3B抗体购自美国

Sigma-Aldrich公司，RPMI-1640培养基及胎牛血

清购自美国Hyclone公司，细胞计数试剂盒(cell 
counting kit-8，CCK-8)购自南京凯基生物科技

发展有限公司，P62及GAPDH抗体购自美国Cell 
Signaling Technology公司，Annexin V/PI凋亡检

测试剂盒购自美国BD公司，3-MA及人Beclin1 
siRNA购自美国Santa Cruz公司，Lipofectami-
neTM2000购自美国Invitrogen公司。

1.2　方法

1.2.1　细胞培养及转染  

　　培养基使用体积分数为10%的胎牛血清、

体积分数为1%的青链霉素双抗的RPMI-1640培

养基，在37 ℃、CO2体积分数为5%的饱和湿度

的细胞培养箱中对WERI-Rb-1细胞进行培养。

细胞转染时使用无血清无抗生素的培养基，

按照LipofectamineTM2000使用说明制备脂质

体-siRNA转染复合物，滴加入细胞后6 h换成完

全培养基继续培养。

1.2.2　CCK-8细胞增殖试验 

　　取对数生长期的WERI-Rb-1细胞，传代至

96孔细胞培养板内，每孔约10 000个细胞，过

夜后给予相应药物处理，给药时间足够后，更

换培养基(100 μL/孔)，每孔加入10 μL CCK-8试

剂，37 ℃继续温育2 h，酶标仪比色，比色波长

为450 nm。

1.2.3　Annexin V/PI凋亡试验  

　　细胞常规消化，100×g离心5 min，PBS洗涤

细胞2次后，缓慢加入500 μL结合缓冲液，轻柔

analyze the effects of pterostilbene on the proliferation of WERI-Rb-1 cells. Apoptosis rate was determined by 
Annexin V/PI. Autophagic vacuoles were observed by acridine orange staining. LC3 and P62 protein expressions 
were determined using Western blot. Results: Pterostilbene significantly inhibited the proliferation of WERI-Rb-1 
cells (P<0.01). The cell viability were (93.02±0.47)%, (55.10±2.04)% and (30.33±1.45)% after WERI-Rb-1 cells were 
treated with 25, 50 and 100 μmol/L pterostilbene for 24 h, and the cell viability were (88.38±3.70)%, (53.37±1.17)%, 
(29.60±1.05)% after WERI-Rb-1 cells were treated with 50 μmol/L pterostilbene for 12, 24 and 48 h. Pterostilbene 
induced cell apoptosis (P<0.01), the apoptosis rates of control group, 24 h treated group and 48 h treated group were 
(4.08±0.79)%, (13.44±2.12)% and (23.49±2.01)%. Pterostilbene induced autophagy of WERI-Rb-1 cells, increased 
LC3 expression, downregulated P62 expression and increased the number of autophagic vacuoles in WERI-Rb-1 cells 
(P<0.01). 3-MA and Beclin1 were able to rescue pterostilbene-induced cell death (P<0.01). After 3-MA was used to 
blunt autophagosome formation, the apoptosis rate markedly decreased in 3-MA+pterostilbene-treated cells compared 
with cells treated with pterostilbene alone [(12.97±2.09)% vs (8.35±1.11)%], and after siRNA was used to knockdown 
Beclin1, the apoptosis rate had the same change [(13.80±2.19)% vs (9.62±0.52)%]. Conclusion: Pterostilbene can 
inhibit the proliferation of WERI-Rb-1 cells and induce cell apoptosis via autophagy activation.
  　［Key words］ Pterostilbene; Retinoblastoma; Cell apoptosis; Cell proliferation; Cell autophagy
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振荡重悬细胞，加入Annexin V和PI各5 μL于细

胞悬液内，混匀后室温避光染色15 min，使用

流式细胞仪检测。

1.2.4　蛋白［质］印迹法(Western blot)检测  

　　收集细胞，采用细胞裂解液冰上操作裂解

细胞，BCA法蛋白定量，与上样缓冲液混匀

后加热变性，取等量蛋白进行SDS-PAGE电泳

分离，300 mA恒流转膜1 h，5%脱脂奶粉封闭

后，一抗过夜，次日洗膜后，二抗37 ℃温育

1 h，ECL化学发光。本研究所用一抗浓度均为 

1∶1 000。

1.2.5　AO染色试验  

　　将AO(1 μg/mL)缓慢滴加入待测细胞，避光

室温染色5 min，吸出AO，PBS缓冲液小心洗涤

两遍，在倒置荧光显微镜下观察并拍照存档。

随机计数，每组最少计数300个细胞。

1.3　统计学处理  

　　采用SPSS 13.0统计软件进行统计分析。数

据采用x±s表示，两样本均数间比较采用t检验，

多样本均数间比较采用单因素方差分析(one way 
ANOVA)，组间比较采用LSD检验。P<0.05为差

异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　紫檀芪对人视网膜母细胞瘤WERI-Rb-1

细胞的细胞增殖和细胞凋亡的影响

　　为了检测紫檀芪是否有抗人视网膜母细

胞瘤的作用，本研究使用了CCK-8细胞增殖

实验，DMSO组细胞增殖活力较对照组未见

明显变化，差异无统计学意义 (P=0 .337)，

紫檀芪给药组细胞随着给药浓度的不同，细

胞增殖活力均出现了不同程度的下降，药物

浓度在25、50及100 μmol/L时，细胞增殖活

力分别为(93.02±0.47)%、(55.10±2.04)%和

(30.33±1.45)%，细胞增殖活力下降具有量效

关系，差异有统计学意义(P<0.01，图1A)。

使用50 μmol/L紫檀芪处理WERI-Rb-1细胞，

分别在12、24和48 h时对细胞增殖活力进行检

测，紫檀芪的增殖活力分别为(88.38±3.70)%、

(53.37±1.17)%和(29.60±1.05)%，较对照组明显

下降，其变化具有时效关系，差异有统计学意

义(P<0.01，图1B)。进一步使用Annexin V/PI流
式细胞仪对紫檀芪的细胞凋亡诱导作用进行检

测，结果表明，紫檀芪对WERI-Rb-1细胞具有

明显的细胞凋亡诱导作用，药物作用24和48 h
时，细胞凋亡率分别由对照组的(4.08±0.79)%

上升至(13.44±2.12)%和(23.49±2.01)%，差异有

统计学意义(P<0.01，图1C)。上述结果表明，

紫檀芪具有显著的抗人视网膜母细胞瘤WERI-
Rb-1细胞的细胞增殖、诱导细胞凋亡的作用。

2.2　紫檀芪对于WERI-Rb-1细胞的细胞自噬

的影响

　　LC3是检测细胞自噬的标志蛋白之一，

图 1　紫檀芪对WERI-Rb-1细胞增殖及细胞凋亡的影响

Fig. 1    Pterostilbene inhibits proliferation of WERI-Rb-1 cells and induces cell apoptosis 

 A: The viability of pterostilbene treated-cells was decreased in a dose-dependent manner; B: The viability of pterostilbene treated-cells was 
decreased in a time-dependent manner; C: The apoptosis rate was increased after pterostilbene (50 μmol/L) treatment; **: P<0.01 

张静，等.　紫檀芪诱导人视网膜母细胞瘤WERI-Rb-1细胞的细胞凋亡及其机制研究
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LC3前体在合成、加工修饰之后成为LC3-Ⅰ型

蛋白，当细胞自噬激活时，LC3-Ⅰ型蛋白酯

化成LC3-Ⅱ型蛋白并定位于自噬囊泡上。使用

Western blot对细胞进行检测结果表明，在给予

了紫檀芪(50 μmol/L)作用12及24 h之后，细胞

的LC3-Ⅱ型蛋白的含量明显上升(图2A)。P62蛋

白是细胞自噬的关键蛋白之一，其本身是细胞

自噬的特异性底物，通过细胞自噬进行降解。

P62蛋白的检测结果表明，紫檀芪(50 μmol/L)
作用WERI-Rb-1细胞12和24 h后，细胞的P62
蛋白的含量明显下降(图2A)。我们又进一步使

用AO对细胞染色观察，结果表明，在紫檀芪 

(50 μmol/L，12 h)处理细胞后，细胞内自噬囊泡

的数量明显上升，差异有统计学意义(P<0.01，

图2B、C)。上述结果说明，紫檀芪能够明显激

活WERI-Rb-1细胞的细胞自噬活动。

图 2　紫檀芪诱导WERI-Rb-1细胞发生细胞自噬

Fig. 2    Pterostilbene induces autophagy in WERI-Rb-1 cells

 A: The expression levels of LC3 and P62 after pterostilbene (50 mmol/L) treatment; B: The autophagic vacuoles were stained by AO after 
pterostilbene (50 mmol/L, 12 h) treatment (×400); C: Quantitation data of cells containing autophagic vacuoles; **: P<0.01 

2.3　紫檀芪诱导的细胞自噬与细胞凋亡之间的

关系

　　3-MA是细胞自噬的抑制剂。本研究使用该

抑制剂抑制了WERI-Rb-1细胞的细胞自噬活动

后进行细胞凋亡检测，紫檀芪处理组的细胞凋

亡率为(12.97±2.09)%，而3-MA+紫檀芪组的细

胞凋亡率为(8.35±1.11)%，3-MA能够显著逆转

紫檀芪对肿瘤细胞的细胞凋亡作用(P<0.01，图

3A)。Beclin1是细胞自噬发生的关键蛋白之一，

我们又进一步使用了siRNA敲低Beclin1后进行

检测，紫檀芪处理组和siRNA+紫檀芪组的凋亡

率分别为(13.80±2.19)%和(9.62±0.52)%，干扰自

噬能够显著影响紫檀芪的抗肿瘤作用(P<0.01，

图3B)。上述结果说明，紫檀芪的细胞凋亡诱导

效应部分依赖于激活细胞自噬发挥作用。
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3　讨　　论

　　视网膜母细胞瘤是最常见的儿童恶性肿瘤

之一，未经治疗的儿童通常会在1～2年内死 

亡［11］。目前视网膜母细胞瘤的治疗原则是在

保障患者生存的前提下尽最大可能保留患眼及

患者残存的视功能。治疗手段主要为手术、化

疗和放疗。随着治疗技术的提高，近年来完全

通过眼球摘除手术治疗的方法已经较少采用。

化疗和放疗是最常用的保守治疗方法，但是化

疗存在导致肿瘤耐药、化疗不敏感的问题，放

疗在视网膜母细胞瘤的应用中也存在着导致严

重并发症的可能性，所以找到更好的保守治疗

方法是临床面临的巨大挑战。

　　紫檀芪是安全性很高的天然化合物，其结

构类似物白藜芦醇在肿瘤方面的研究已经很

多，而关于紫檀芪的研究相对较少。目前已知

紫檀芪的抗肿瘤作用多样，是一种多靶点的抗

肿瘤化合物。Pan等［6］的研究显示，紫檀芪能

够靶向抑制雌激素受体α36从而诱导雌激素受体

阳性的乳腺癌细胞死亡。Suganya等［7］的研究显

示，紫檀芪能够使肝癌细胞的细胞周期阻滞于

G2/M期，诱导肝癌细胞的细胞凋亡。Schneider
等［8］在恶性黑素瘤中也发现紫檀芪能够抑制

肿瘤细胞的细胞增殖，激活Caspase系统从而

诱导细胞凋亡。本研究检测了紫檀芪对视网膜

母细胞瘤的作用，并发现了相同的作用效果，

紫檀芪处理WERI-Rb-1细胞后，细胞增殖活性

明显下降，细胞凋亡率明显上升。细胞自噬是

细胞正常的生理活动之一，在维持细胞内环境

稳态和能量代谢方面具有重要作用。细胞自噬

在肿瘤中的具体作用目前还不是十分清楚。已

有研究显示，白藜芦醇能够激活乳腺癌细胞自

噬［12］，推测紫檀芪可能也具有类似的功能，

实验结果也表明，在给予了紫檀芪后，WERI-
Rb-1细胞的LC3-Ⅱ型蛋白明显上升，P62蛋白

显著下降，进一步进行形态学观察也发现紫檀

芪处理后的细胞的细胞质内自噬囊泡数量较对

照组明显增加。上述结果证实紫檀芪能够激活

WERI-Rb-1细胞的细胞自噬。细胞自噬与细胞

凋亡的关系目前还不是很清楚，有研究表明细

胞自噬显著激活或抑制时均能够触发细胞发生

细胞凋亡［13］。本研究发现紫檀芪的细胞凋亡

诱导效应与细胞自噬相关，在抑制了细胞自噬

后，细胞凋亡率也明显下降，紫檀芪的抗肿瘤

作用被部分逆转。

　　本研究从体外水平对紫檀芪的抗人视网膜

母细胞瘤的效果进行了验证，并初步阐明其

抗肿瘤作用与细胞自噬激活有关，拓宽了紫檀

芪的抗肿瘤谱，丰富了紫檀芪的抗肿瘤作用机

制，为其未来的临床应用提供了科学依据。

图 3　紫檀芪(50 mmol/L, 24 h)通过诱导细胞自噬促进细胞凋亡

Fig. 3    Pterostilbene (50 mmol/L, 24 h) induces cell apoptosis via autophagy induction

 A: 3-MA (2 m mol/L) was able to inhibit pterostilbene-induced (50 mmol/L, 24 h) cell death; **: P<0.01. B: Beclin1 siRNA was able to inhibit 
pterostilbene-induced (50 μmol/L, 24 h) cell death; **: P<0.01 

张静，等.　紫檀芪诱导人视网膜母细胞瘤WERI-Rb-1细胞的细胞凋亡及其机制研究
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