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对香豆酸诱导弥漫性大 B 细胞淋巴瘤细胞内质网
应激介导的凋亡

侯著法,赵冰洁,车　 虹,易文静,刘培佳,刘松山∗

(成都中医药大学附属医院血液科,成都　 610072)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨对香豆酸诱导弥漫性大 B 细胞淋巴瘤细胞内质网应激介导的凋亡。 方法　 选择弥漫性

大 B 细胞淋巴瘤细胞(OCI-LY1),以不同浓度对香豆酸(0、0. 4、0. 8、1. 6、3. 2 mmol / L)作用于 OCI-LY1 细胞,采用

CCK8 法检测其抑制率及半数抑制浓度( IC50 );随后设置分组:( 1) 空白对照组、对香豆酸( 1 / 2
 

IC50 组、IC50 组、
2

 

IC50 组);(2)空白对照组、对香豆酸 IC50 组、4-PBA 组(5 mmol / L)、4-PBA+IC50 组,采用 CCK8 检测细胞活性;流
式细胞术检测细胞凋亡;蛋白质印迹法(Western

 

blot)检测细胞 GRP78、ATF6、CHOP、p-PERK、p-IRE1α 蛋白相对表

达量。 结果　 对香豆酸以剂量依赖性方式抑制 OCI-LY1 细胞增殖,其 IC50 值为 2. 601 mmol / L;与空白对照组相比,
1 / 2

 

IC50 组、IC50 组、2
 

IC50 组细胞抑制率、细胞凋亡及 GRP78、ATF6、CHOP、p-PERK、p-IRE1α 蛋白表达明显升高

(P<0. 01);与 IC50 组相比,4-PBA 组、4-PBA + IC50 组细胞抑制率、细胞凋亡及 GRP78、ATF6、CHOP、p-PERK、p-
IRE1α 蛋白表达明显降低(P< 0. 01);与 4-PBA 组相比,4-PBA + IC50 组细胞抑制率、细胞凋亡及 GRP78、ATF6、
CHOP、p-PERK、p-IRE1α 蛋白表达明显升高(P<0. 01)。 结论　 对香豆酸抑制 OCI-LY1 细胞增殖,可能通过激活

OCI-LY1 细胞内质网应激从而诱导细胞凋亡。
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

induction
 

of
 

endoplasmic
 

reticulum
 

stress-mediated
 

apoptosis
 

in
 

diffuse
 

large
 

B-cell
 

lymphoma
 

cells
 

by
 

p-coumaric
 

acid.
 

Methods　 Diffuse
 

large
 

B-cell
 

lymphoma
 

cell
 

line
 

OCI-LY1
 

was
 

treated
 

with
 

p-
coumaric

 

acid
 

(0,
 

0. 4,
 

0. 8,
 

1. 6
 

and
 

3. 2 mmol / L)
 

and
 

the
 

inhibition
 

rate
 

and
 

half-inhibition
 

concentration
 

( IC50 )
 

was
 

determined
 

by
 

CCK8
 

assays.
 

Subsequently,
 

groupings
 

were
 

set
 

as
 

follows:
 

(1)
 

control
 

group
 

and
 

p-coumaric
 

acid
 

groups
 

(1 / 2
 

IC50 ,
 

IC50
 and

 

2
 

IC50 ).
 

(2)
 

control
 

group,
 

p-coumaric
 

acid
 

IC50
 group,

 

4-PBA
 

group
 

(5 mmol / L)
 

and
 

4-PBA+IC50
 

group.
 

Cell
 

activity
 

was
 

assessed
 

by
 

CCK8
 

assays.
 

Apoptosis
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

Relative
 

expression
 

of
 

GRP78,
 

ATF6,
 

CHOP,
 

p-PERK
 

and
 

p-IRE1α
 

proteins
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

Results　 p-Coumaric
 

acid
 

inhibited
 



OCI-LY1
 

cell
 

proliferation
 

in
 

a
 

dose-dependent
 

manner
 

with
 

an
 

IC50
 value

 

of
 

2. 601 mmol / L.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

cell
 

inhibition
 

rate,
 

apoptosis,
 

and
 

GRP78,
 

ATF6,
 

CHOP,
 

p-PERK
 

and
 

p-IRE1α
 

protein
 

expression
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

1 / 2
 

IC50 ,
 

IC50
 and

 

2
 

IC50
 groups

 

(P < 0. 01).
 

Compared
 

with
 

the
 

IC50
 group,

 

the
 

cell
 

inhibition
 

rate,
 

apoptosis
 

and
 

GRP78,
 

ATF6,
 

CHOP,
 

p-PERK,
 

p-IRE1α
 

protein
 

expression
 

were
 

significantly
 

decreased
 

in
 

the
 

4-PBA
 

group
 

and
 

4-PBA+IC50
 group

 

(P<0. 01).
 

Compared
 

with
 

the
 

4-PBA
 

group,
 

cell
 

inhibition
 

rate,
 

apoptosis
 

and
 

GRP78,
 

ATF6,
 

CHOP,
 

p-PERK
 

and
 

p-IRE1α
 

protein
 

expression
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

4-PBA + IC50
 

group
 

(P<0. 01).
 

Conclusions　 p-Coumaric
 

acid
 

inhibits
 

OCI-LY1
 

cell
 

proliferation,
 

possibly
 

by
 

activating
 

endoplasmic
 

reticulum
 

stress
 

and
 

inducing
 

apoptosis.
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　 　 弥漫性大 B 细胞淋巴瘤 ( diffuse
 

large
 

B-cell
 

lymphoma,DLBCL)是成人最常见和最具侵袭性的

淋巴组织肿瘤之一, 占非霍奇金淋巴瘤 ( non-
Hodgkin

 

Lymphoma, NHL) 病例的 30% ~ 40%[1] 。
DLBCL 具有浸润性生长快、恶性程度高、预后差等

特点[2] 。 早期淋巴瘤的治愈率约为 40% ~ 60%,而
晚期淋巴瘤的 5 年生存率不到 30%,尽管目前标准

R-CHOP(利妥昔单抗、环磷酰胺、阿霉素、长春新碱

和强的松) 治疗方案可以提高 DLBCL 患者的有效

率,但 30% ~ 40%的患者对治疗无效或治疗后复发,
这表明标准的细胞毒治疗有其局限性[3-4] 。 因此,
有必要寻找新的治疗药物或治疗策略,以有效地提

高 DLBCL 患者的生存率或延缓其复发。
目前,DLBCL 的治疗临床应用最广泛的为西

药,中药是一个全新的选择,研究报道中医药已广

泛应用于癌症的治疗,天然产物 / 草药可以为包括

DLBCL 在内的多种肿瘤的单一疗法或联合治疗提

供其他策略[5] 。 对香豆酸( p-coumaric
 

acid,p-CA)
是白花蛇舌草的主要成分,白花蛇舌草作为一种被

广泛研究的抗肿瘤中草药,已被证明可以抑制 NHL
细胞增殖[6] 。 此外,研究报道对香豆酸组合物可抑

制白血病细胞株 Kasumi-1 的增殖,具有抗肿瘤作

用[7] 。 然而,对香豆酸对 DLBCL 的作用尚不清楚。
研究显示葡萄糖调节蛋白(GRP78)的诱导和未折叠

蛋白反应(UPR)的激活在致癌性进展中起着关键作

用,因此,可以利用癌细胞对这些 UPR 信号通路的生

存依赖性增加来进行抗癌研究[8] 。 基于此,本研究拟

探讨对香豆酸对 DLBCL 的作用,并初步探讨其作用

机制,以期为 DLBCL 的治疗提供潜在方法。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 弥漫大 B 细胞淋巴瘤 OCI-LY1 细胞(批号:

BFN60808875)购自中国科学院上海生科院细胞资

源中心。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 对香豆酸购自上海阿拉丁生化科技股份有限

公司;内质网应激抑制剂 4-苯基丁酸(4-PBA)购自

Sigma;CCK8 试剂、细胞凋亡检测试剂购自上海碧云

天生物技术有限公司;Annexin
 

V / PI 凋亡试剂盒购

自美国 BD 公司;GRP78、ATF6、CHOP、p-PERK、p-
IRE1α 抗体及 β-actin 抗体均购自英国 Abcam 公司;
Western

 

blot 细胞裂解液、BCA 蛋白浓度测定试剂

盒、ECL 发光试剂盒均购自上海碧云天生物技术有

限公司。 低温高速离心机购自湖南湘仪集团;流式

细胞仪购自美国 BD 公司;电泳仪购自北京君意东

方电泳设备有限公司;Bio-Rad 全功能成像仪购自

上海天能科技有限公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 CCK8 法检测细胞增殖

　 　 用含 10%胎牛血清的 RPMI
 

1640 培养基培养

细胞,置于 37℃ 、5%
 

CO2、95%湿度培养箱中培养,
隔天换液,传代 1 次,取对数生长期的细胞用于后续

实验。
取对数生长期细胞,按照 5×103 个 / 孔的细胞量

将细胞接种于 96 孔板中,置于 37℃ 、5%
 

CO2、95%
湿度培养箱中培养 24

 

h,分组加入不同浓度对香豆

酸(0、0. 4、0. 8、1. 6、3. 2 mmol / L),每个样本设 6 个

平行孔, 继续培养 24
 

h。 随后, 每孔加入 10 μL
 

CCK8 溶液,37℃继续培养 2
 

h,通过酶标仪测量 450
 

nm 处的光密度值(OD)来评估细胞增殖情况。 抑制

率(%)= [1-( OD 实验组-OD 空白组) / ( OD 对照

组-OD 空白组)] ×100%,计算对香豆酸 IC50 进行后

续实验。
1. 3. 2　 Annexin

 

V / PI 双染检测细胞凋亡

　 　 取对数生长期细胞,按照 5×105 个细胞 / 皿的密
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度接种细胞至 60
 

mm 培养皿中,培养 24
 

h 后设置分

组为:(1)空白对照组、对香豆酸(1 / 2
 

IC50 组、IC50

组、2
 

IC50 组);(2) 空白对照组、对香豆酸 IC50、4-
PBA 组(5 mmol / L)、IC50 +4-PBA 组。 按组别分别加

入对香豆酸或 4-PBA。 采用 Annexin
 

V-FITC / PI 凋

亡试剂盒检测细胞凋亡,将细胞用冰冷磷酸盐缓冲

盐水洗涤后,用含有 Annexin
 

V 和 PI 的结合缓冲液

在室温黑暗环境中孵育 15
 

min,用流式细胞仪检测

细胞凋亡并分析各组细胞凋亡率。
1. 3. 3　 Western

 

blot 检测 GRP78、ATF6、 CHOP、 p-
PERK、p-IRE1α 蛋白表达

 

　 　 设置分组:(1)空白对照组、对香豆酸(1 / 2
 

IC50

组、IC50 组、2
 

IC50 组);(2) 空白对照组、对香豆酸

IC50、4-PBA 组(5 mmol / L)、IC50 + 4-PBA 组,按组别

分别干预。 24
 

h 后收集细胞并用含有蛋白酶抑制

剂的 RIPA 裂解缓冲液裂解,BCA 试剂盒测量细胞

裂解物中的蛋白质浓度,经 10%
 

SDS-PAGE 电泳

后,将分离出的蛋白质转移到 PVDF 膜上,用 5%脱

脂牛奶室温孵育 1
 

h 后, 分别与 GRP78、 ATF6、
CHOP、p-PERK、p-IRE1α ( 1 ∶ 500) 或 β-actin ( 1 ∶
1000)一抗在 4℃下孵育过夜,再与辣根过氧化物酶

偶联二抗在室温下孵育 2
 

h。 ECL 试剂盒检测免疫

反应条带,使用 Bio-Rad 全功能成像系统采集图像,
Image-ProPlus 分析光密度,以 β-actin 为内参,对照

组目标蛋白质相对含量为 1,计算各组蛋白质的相

对表达量,实验重复 3 次。
1. 4　 统计学方法

　 　 运用 SPSS
 

22. 0 软件和 GraphPad
 

Prism
 

8. 0 软件

进行统计学分析,计量资料以平均数±标准差( 􀭰x±s)表
示,多组间均数的比较采用单因素方差分析(One-way

 

ANOVA)。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 对香豆酸对 OCI-LY1 细胞增殖的影响

　 　 对香豆酸以剂量依赖性方式抑制 OCI-LY1 细

胞的增殖,对香豆酸对 OCI-LY1 细胞的 IC50 值为

2. 601 mmol / L(图 1)。
2. 2　 对香豆酸对 OCI-LY1 细胞凋亡的影响

　 　 与空白对照组相比,对香豆酸 1 / 2
 

IC50 组、IC50

组、2
 

IC50 组细胞凋亡明显增加(P<0. 01),且呈现

剂量依赖性(图 2)。

2. 3　 对香豆酸对OCI-LY1 细胞内质网应激相关蛋

白表达的影响

　 　 与空白对照组相比,对香豆酸 1 / 2
 

IC50 组、IC50

组、2
 

IC50 组 GRP78、ATF6、CHOP、p-PERK、p-IRE1α
蛋白表达明显升高(P<0. 01)(图 3)。
2. 4　 抑制内质网应激对对香豆酸作用OCI-LY1 细
胞的影响

　 　 流式细胞凋亡结果显示,与空白对照组相比,
IC50 组、IC50 + 4-PBA 组细胞凋亡明显升高,4-PBA
组细胞凋亡明显降低(P<0. 05);与 IC50 组相比,4-
PBA 组、 IC50 + 4-PBA 组细胞凋亡明显降低 ( P <
0. 01);与 4-PBA 组相比,IC50 +4-PBA 组细胞凋亡明

显升高(P<0. 05) (图 4A、图 4C)。 CCK8 检测结果

显示,与空白对照组相比,IC50 组、IC50 +4-PBA 组细

胞抑制率明显升高(P < 0. 01);与 IC50 组相比,4-
PBA 组、IC50 + 4-PBA 组细胞抑制率明显降低(P <
0. 01);与 4-PBA 组相比,IC50 +4-PBA 组细胞抑制率

明显升高(P<0. 01) (图 4B)。 Western
 

blot 检测结

果显示,与空白对照组相比,IC50 组、4-PBA+IC50 组

细胞 GRP78、ATF6、CHOP、p-PERK、p-IRE1α 蛋白

表达明显升高,4-PBA 组细胞 GRP78、ATF6、CHOP、
p-PERK、p-IRE1α 蛋白表达明显降低(P<0. 01);与
IC50 组相比,4-PBA 组、4-PBA+IC50 组细胞 GRP78、
ATF6、CHOP、p-PERK、p-IRE1α 蛋白表达明显降低

(P<0. 01);与 4-PBA 组相比,4-PBA + IC50 组细胞

GRP78、ATF6、CHOP、p-PERK、p-IRE1α 蛋白表达明

显升高(P<0. 01)(图 4D)。

图 1　 对香豆酸对 OCI-LY1 细胞增殖的影响

Figure
 

1　 Effect
 

of
 

p-coumaric
 

acid
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

OCI-LY1
 

cells
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注:与空白对照组比较,∗∗P<0. 01。

图 2　 对香豆酸对 OCI-LY1 细胞凋亡的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,∗∗P<0. 01.

Figure
 

2　 Effect
 

of
 

p-coumaric
 

acid
 

on
 

apoptosis
 

of
 

OCI-LY1
 

cells

注:与空白对照组比较,∗∗P<0. 01。

图 3　 对香豆酸对 OCI-LY1 细胞内质网应激相关蛋白表达的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,∗∗P<0. 01.

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

p-coumaric
 

acid
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

endoplasmic
 

reticulum
 

stress-related
 

proteins
 

in
 

OCI-LY1
 

cells

3　 讨论

　 　 DLBCL 患者预后较差,虽然应用 R-CHOP 治疗

方案可以进一步提高化疗效果,但近 40%的患者会

出现复发 / 难治性问题[4] 。 因此,迫切需要有效的

新治疗方法和 / 或新药来改善治疗结果。 对香豆酸

作为白花蛇舌草的主要成分之一,对香豆酸可通过

调节某些 microRNA 的表达在 SNU-16 胃癌细胞中

发挥其抗癌作用[9] 。 可通过激活 PERK-eIF2α-ATF-
4-CHOP 通路抑制结肠癌细胞 Grp78 上调进而诱导

细胞凋亡[10] 。 此外,对香豆酸可通过改善 1,2 -二

甲基肼给药大鼠结肠的解毒和凋亡过程来抑制息

肉的形成[11] 。 然而,对香豆酸在 DLBCL 中的作用

尚未得到深入研究。 由此,本研究以 OCI-LY1 细胞
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注:与空白对照组相比,∗∗P<0. 01;与 IC50 组相比,##P<0. 01;与 4-PBA 组相比,ΔΔP<0. 01。

图 4　 抑制内质网应激对对香豆酸作用 OCI-LY1 细胞的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

IC50
 group,##P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

4-PBA
 

group,ΔΔP<0. 01.
 

Figure
 

4　 Effects
 

of
 

endoplasmic
 

reticulum
 

stress
 

inhibition
 

on
 

p-coumaric
 

acid-acting
 

OCI-LY1
 

cells

为研究对象,探讨了对香豆酸对 OCI-LY1 细胞凋亡

的诱导作用及机制。
研究已表明成功的抗癌治疗涉及有效和特异

的肿瘤细胞死亡[12] 。 在本研究中,对香豆酸诱导了

恶性 OCI-LY1 细胞的凋亡,且呈现剂量依赖性方式

降低其存活率。 表明对香豆酸对 OCI-LY1 细胞凋

亡具有促进作用。 研究显示肿瘤细胞中内质网应

激机制决定细胞的命运,在包括淋巴瘤在内的大多

数肿瘤中参与细胞凋亡[13] 。 在正常情况下,内质网

应激结合的传感器,即 PERK、IRE1α 和 ATF6 通过

GRP78 的关联而保持在非激活状态;在内质网应激

条件下,GRP78 从传感器上解离,未折叠蛋白反应

被激活,游离的 GRP78 作为伴侣帮助新合成的蛋白

质实现正确的折叠[14-15] 。 此外, PERK 激活导致

eIF2a 磷酸化,阻止大部分蛋白质的翻译,但持续的

PERK 信号上调转录因子 CHOP,从而诱导 DNA 损

伤蛋白,下调生存期蛋白(Bcl2) [16] 。 最后,ATF6 转

位到高尔基体,在那里它的胞浆片段( ATF6f)控制

内质网应激相关的降解基因[17] 。 在本研究中,我们

研究了 GRP78 及其下游靶点在对香豆酸干预的

OCI-LY1 细胞中的表达,结果显示对香豆酸干预的

OCI-LY1 细 胞 中 GRP78、 ATF6、 CHOP、 p-PERK、
p-IRE1α 蛋白表达明显升高,说明对香豆酸通过诱

导长时间的内质网应激来抑制适应性反应。 本研

究得到了先前研究的证实,这些研究报道了某些化

合物,如蝴蝶苷 B ( Oroxin
 

B)、EHMT2 抑制剂 Bix-
01294 等,能够诱导 B 淋巴瘤细胞抑瘤性内质网应

激,从而导致细胞凋亡[18-19] 。 为了进一步明确对香
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豆酸是否通过内质网应激影响 OCI-LY1 细胞凋亡,
本研究采用内质网应激抑制剂 4-PBA 作用细胞,结
果显示,与对香豆酸

 

IC50 组相比,4-PBA 组、4-PBA+
IC50 组细胞凋亡及 GRP78、ATF6、CHOP、p-PERK、
p-IRE1α 蛋白表达明显降低, 但相比 4-PBA 组,
4-PBA+ IC50 组细胞凋亡及 GRP78、 ATF6、 CHOP、
p-PERK、p-IRE1α 蛋白表达明显升高。 提示对香豆

酸诱导的细胞凋亡是由内质网应激介导的,内质网

应激进一步诱导了下游的凋亡信号。
综上所述,本研究表明对香豆酸可能激活了内

质网应激信号,进而诱导 OCI-LY1 细胞凋亡,是一

种有效的治疗 DLBCL 的潜在预防药物, 对提高

DLBCL 的治疗效果具有重要的药用价值。
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