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绿原酸对反式二氢二醇环氧苯并[a]芘诱导的
细胞凋亡的保护作用和相关分子机制
吴静，吴诗佳，顾心培，陈汇丰

上海中医药大学护理学院，上海  201203

摘要 ：

[ 背景 ]　反式二氢二醇环氧苯并 [a] 芘（BPDE）是一种环境致癌物质，可引起细胞凋亡、氧化
应激等多种改变。绿原酸（CGA）具有抗氧化作用，但其对 BPDE 诱导的细胞凋亡的影响尚不
明确。

[ 目的 ]　本研究首先采用 BPDE 染毒，模拟烟草致支气管上皮细胞损伤，然后采用 CGA 干预，
探索其抗凋亡作用及其潜在分子机制。

[ 方法 ]　预实验采用终浓度为 0、25、50、100、150、200 μmol/L 的 CGA 分别处理 16HBE 细胞
2、4、8 h。根据预实验结果，选择 CGA 50 μmol/L 预处理细胞 4 h 后再进行 BPDE 0.5 μmol/L 染毒
12 h。实验分为对照组、CGA 单独处理组（CGA 50 μmol/L）、BPDE 单独处理组（BPDE 0.5 μmol/L）、
CGA 干预组（CGA 50 μmol/L+BPDE 0.5 μmol/L）。采用 Annexin V/PI 染色及流式细胞仪检测细胞
凋亡，荧光探针 DCFH-DA 法检测细胞内活性氧（ROS）水平，Western blot 检测凋亡通路相关
蛋白 caspase-3 的剪切体（Cleaved caspase-3）、caspase-9 的剪切体（Cleaved caspase-9）、p53、
p21 的表达水平。

[ 结果 ]　CGA 50、100 μmol/L 组各时间点相对细胞活力与对照组相比，差异无统计学意义
（P > 0.05）；而 150、200 μmol/L 组处理时长为 8 h 时，与对照组相比细胞活力下降（P < 0.05）。与

BPDE 单独处理组相比，CGA 干预组的细胞凋亡率下降（17.63% vs 9.21%，P < 0.05），Cleaved 

caspase-3（1.81 vs 1.34，P < 0.05）和 Cleaved caspase-9（2.13 vs 1.37，P < 0.05）蛋白相对表达
量下降，二氯荧光素荧光强度下降（250.21±8.13 vs 199.14±6.74，P < 0.05），p53（1.66 vs 1.25，
P < 0.05）及 p21（1.64 vs 1.23，P < 0.05）蛋白表达量也下降。

[ 结论 ]　本研究证实 CGA 可以抑制 BPDE 诱导的 16HBE 细胞凋亡，降低胞内 ROS 的水平。这种
抗凋亡作用可能与 caspase-9/caspase-3 介导的内源性线粒体途径和抑制 BPDE 诱导的 p53 和
p21 的蛋白表达有关。
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Abstract: 

[Background] Benzo[a]pyrene-7, 8-diol-9, 10-epoxide (BPDE) is an environmental carcinogen that 
can cause cell apoptosis and oxidative stress. Chlorogenic acid (CGA) is an antioxidant, but its 
effect on BPDE-induced apoptosis is unclear.

[Objective] BPDE exposure is administered to mimic the damage of tobacco to bronchial 
epithelial cells. Then CGA intervention is administered to explore its anti-apoptotic effect and its 
potential molecular mechanism. 

[Methods] In the pre-experiment, 16HBE cells were treated with CGA at final concentrations of 0, 
50, 100, 150, and 200 μmol/L for 2, 4, and 8 h. Based on the results of the pre-experiment, cells 
were pretreated with CGA 50 μmol/L for 4 h, and then were induced by BPDE 0.5 μmol/L for 12 h. There 
were four groups: control group, CGA exposure group (CGA 50 μmol/L), BPDE exposure group 
(BPDE 0.5 μmol/L), and CGA intervention group (CGA 50 μmol/L+BPDE 0.5 μmol/L). Cell apoptosis 
was measured by Annexin V/PI staining and flow cytometry; intracellular reactive oxygen species 
(ROS) was detected with DCFH-DA probes; the expressions of apoptosis markers including 
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Cleaved caspase-3, Cleaved caspase-9, p53, and p21 were detected by Western blot. 

[Results] Compared with the 0 μmol/L CGA group, the cell viabilities were not different in the 50 and 100 μmol/L CGA groups at various 
time points (P > 0.05), but reduced in the 150 and 200 μmol/L CGA groups at 8 h (P < 0.05). Compared with the BPDE exposure group, the 
CGA intervention group showed reduced cell apoptosis rate (17.63% vs 9.21%, P < 0.05), relative expression levels of Cleaved caspase-3 
(1.81 vs 1.34, P < 0.05) and Cleaved caspase-9 (2.13 vs 1.37, P < 0.05), dichlorofluorescein fluorescence intensity (250.21±8.13 vs 
199.14±6.74, P < 0.05), and relative expression levels of p53 (1.66 vs 1.25, P < 0.05) and p21 (1.64 vs 1.23, P < 0.05).

[Conclusion] CGA can inhibit apoptosis in 16HBE cells induced by BPDE and reduce intracellular ROS level. Its mechanism may be related 
to caspase-9/caspase-3 mediated endogenous mitochondrial pathway and inhibited protein expressions of p53 and p21 induced by BPDE.

Keywords: benzo[a]pyrene-7,8-diol-9,10-epoxide, BPDE ; chlorogenic acid; apoptosis; reactive oxygen species; p53; p21

肺鳞状细胞癌（squamous cell carcinoma，SCC）是
起源于支气管上皮的一种恶性肿瘤，约占原发性肺癌
的 40%~50%［1］。流行病学研究发现 90% 以上的肺 SCC

发生于吸烟者［2］。苯并 [a] 芘作为一种广泛存在于烟
草中的环境致癌物质，在人体内的活性代谢产物是反
式二氢二醇环氧苯并 [a] 芘（benzo[a]pyrene-7，8-diol-

9，10-epoxide，BPDE）。BPDE 具有亲电子性，能与 DNA

亲核电子结合形成 DNA 加合物，并与 SCC 发病密切相
关［3-4］。细胞凋亡是细胞生长的一个重要环节，伴随
着细胞增殖与细胞迁移的过程。环境毒素所致的凋
亡机制紊乱及原癌基因失调，是其致细胞癌变的重
要机制。研究证实，BPDE 诱导的细胞凋亡主要通过
caspase-9 介导的内源性线粒体途径，并伴随着氧自由
基（reactive oxygen species，ROS）生成及线粒体膜电
位降低［5］。这些结果提示，BPDE 的肺部损伤机制可能
与线粒体通路的凋亡途径有关。

绿原酸（chlorogenic acid，CGA）是由咖啡酸与奎
尼酸形成的小分子酚类物质，广泛存在于杜仲、金银
花等植物组织［6-7］。CGA 作为具有生物学效应的中药
组分，已被证实具有抗菌消炎、降血压、清除 ROS 的
能力［8］。体内实验证实，CGA 可抑制小鼠肠炎模型中
Bax、caspase-8、caspase-9 的 表 达，并 存 在 剂 量 依 赖
关系［9］。CGA 能够抑制炎性细胞的浸润，尤其是嗜中
性粒细胞向肺部的募集［10］，但 CGA 能否有效地抑制
BPDE 所造成的细胞损伤尚未见报道。因此，本研究通
过体外实验，探讨 CGA 是否有利于降低 BPDE 诱导的
细胞凋亡及其潜在机制。

1   材料与方法
1.1   细胞株 

人支气管上皮细胞株（16HBE）购自中国肿瘤研
究所（北京）。
1.2   试剂及仪器 

BPDE（Midwest，美国），CGA标准品（Sigma-Aldrich，

美国），1640 培养基、胎牛血清（HyClone，美国），细胞
计数试剂盒（Cell Counting Kit-8，CCK-8）（Dojindo，日
本），Annexin V/PI 凋亡检测试剂盒（BD，美国），蛋白
提取试剂盒、BCA 蛋白检测试剂盒、活性氧检测试剂
盒（碧云天生物技术公司，中国），SDS-PAGE 凝胶配制
试剂盒（上海生工生物有限公司，中国），预染蛋白质
分子量标准（Thermo，美国），一抗 caspase-3 的剪切
体（Cleaved caspase-3） （Asp175）、caspase-9 的剪切体

（Cleaved caspase-9）（Asp315）（Cell Signal Technology，
美 国 ），p53 抗 体（B-P3 sc-65334）、p21 抗 体（O.N.488 

sc-71811）（Santa Cruze，美国），β-Actin 、GAPDH、二抗
（Proteintech，美国），流式细胞仪（BD，美国）。

1.3   细胞培养及处理 
1.3.1   细胞培养   16HBE 细胞用含 10% 胎牛血清的
1640 培养基置于 37℃、含 5%CO2 饱和湿度下的培养
箱中培养。细胞于对数生长期时消化、接种，12 h 后
更换含有受试药物的新鲜培养基进行后续实验处理。
1.3.2   染毒方法与分组   预实验采用终浓度为 0、50、
100、150、200 μmol/L 的 CGA 分别处理细胞 2、4、8 h，
通过 CCK-8 法检测细胞活力。根据预实验结果，低浓
度的 CGA（50、100 μmol/L）处理 4 h 对 16HBE 细胞没有
表现出明显的毒性作用，故进一步采用预实验最低安
全浓度 50 μmol/L 的 CGA 预处理细胞 4 h。预实验提示，
0.5 μmol/L BPDE 处理时长超过 12 h 即可提高 16HBE 的
细胞凋亡率。因此，本研究在 CGA 干预的前提下再进
行 0.5 μmol/L BPDE 染毒 12 h。实验分为 4 组，分别是对
照组、CGA 单独处理组（CGA 50 μmol/L）、BPDE 单独处
理 组（BPDE 0.5 μmol/L）、CGA 干 预 组（CGA 50 μmol/L+ 

BPDE 0.5 μmol/L）。
1.4   细胞活力检测 

采用 CCK-8 测定 16HBE 细胞活力。根据试剂盒说
明书，在 96 孔板中配制 100 μL 的细胞悬液（每孔约
5×103 个细胞），细胞预培养 16~18 h 后，更换新培养
基并加入不同浓度 CGA。达到预设孵育时间，再次更
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换新鲜培养基并向每孔加入 10 μL CCK-8 溶液，同时
将培养板在培养箱内孵育 1.5 h。用酶标仪在 450 nm

处测定光密度。取所测得的光密度均值进行细胞活
力计算。
1.5   细胞凋亡检测 

按照 “1.3” 方法接种和培养细胞，经 CGA 预处理
及 BPDE 染毒 12 h 后收集细胞。PBS 洗涤细胞 2 次。按
照试剂盒说明书进行处理 ：加入 500 μL 的结合缓冲液
悬浮细胞，依次加入 5 μL Annexin V-FITC 和 5 μL PI。室
温下混匀后避光反应 15 min，采用流式细胞仪检测凋
亡细胞数量及光密度。
1.6   细胞活性氧检测 

按照 “1.3” 方法接种和培养细胞。按照 1∶2 500

用无血清培养液稀释 DCFH-DA，使终浓度为 10 μmol/L。
细胞收集后悬浮于稀释好的 DCFH-DA 中，37℃细胞
培养箱内孵育 20 min。用无血清细胞培养液洗涤细
胞 3 次，将细胞悬液转移至流式管内。选用流式细胞
仪进行检测。参数设置为激发波长 488 nm，发射波
长 525 nm。
1.7   蛋白免疫印迹检测 

按照 “1.3” 方法接种和培养细胞，经 CGA 预处理
及 BPDE 染毒 12 h 后，以预冷 PBS 洗涤细胞 2 次。根据
细胞数目，加入 80 μL 细胞裂解液（裂解液在使用前
按照 1∶100 的比例加入蛋白酶抑制剂）进行蛋白抽提。
采用 BCA 法检测蛋白浓度后，加入 5 倍浓度的上样缓
冲液煮沸蛋白样本待用。配制 10% SDS-PAGE 分离胶，
5% 浓缩胶。电泳仪电压设置为浓缩胶 80 V，30 min ；
分离胶 120 V，60 min。转膜条件为恒压 100 V，100 min。
聚偏二氟乙烯膜经 5% 的脱脂奶粉室温封闭 1 h 后，加
入 一 抗 Cleaved caspase-3、Cleaved caspase-9、p53、
p21（稀释比均为 1∶1 000），4℃孵育过夜。TBST 缓冲
液清洗 3 次，每次 5 min ；室温孵育二抗（稀释比为
1∶5 000）1 h。TBST 缓冲液清洗 3 次后，进行化学发
光检测。避光条件下配置化学发光显色液，将显色
液均匀覆盖整张膜并放入曝光仪器，根据需要手动
调节曝光时间。蛋白条带定量使用 Image J 灰度分析
软件。 

1.8   统计学分析
所有试验至少独立重复 3 遍及以上得到相一致结

果，运用 SPSS 19.0 进行统计学分析。计量资料用 x±s

表示，差异性指标选用单因素方差分析。组间比较则
选用 t 检验。检验水准 α=0.05。

2   结果
2.1   细胞活力

16HBE 细 胞 在 0、50、100、150、200 μmol/L 多
个 浓 度 梯 度 的 CGA 处 理 2、4、8 h。低 浓 度 组（50、
100 μmol/L 组）各时间点相对细胞活力与 0 μmol/L 组
相比差异无统计学意义（P > 0.05）；而高浓度组（150、
200 μmol/L 组）仅处理时长为 8 h 时，与 0 μmol/L 组相
比细胞活力下降（P < 0.05），说明低浓度的 CGA 处理 8 h

对 16HBE 细胞没有表现出明显的毒性作用。
2.2   细胞凋亡

图 1 流式细胞检测结果显示，BPDE 单独处理组的
细胞凋亡率高于CGA干预组（17.63% vs 9.21%，P < 0.05）。

A

B

对照组
Control

绿原酸单独处理组
CGA 50 μmol/L

BPDE 单独处理组
BPDE 0.5 μmol/L

绿原酸干预组
CGA 50 µmol/L+BPDE 0.5 μmol/L

［注］A ：流式细胞仪结果示意图 ；B ：细胞凋亡率变化。* ：P < 0.05。
［Note］A: Flow cytometry results; B: Cell apoptosis rate changes. *: P < 0.05. 

图 1   绿原酸干预对 BPDE 诱导的 16HBE 细胞凋亡的影响
Figure 1   Effect of CGA on BPDE-induced apoptosis of 16HBE cells
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量均高于对照组，而 CGA 干预组的 p53（1.25 vs 1.66，
P < 0.05）及 p21（1.23 vs 1.64，P < 0.05）蛋白表达量均
低于 BPDE 单独处理组。见图 4。

 

［注］A ：流式细胞仪结果示意图 ；B ：ROS 水平变化。* ：P < 0.05。FI ：
荧光强度。

［Note］A: Flow cytometry results; B: ROS level changes. *: P < 0.05. FI: 

Fluorescence intensity.

图 3   绿原酸干预对 BPDE 诱导的 16HBE 细胞内 ROS 水平的
影响

Figure 3   Effect of CGA on BPDE-induced ROS of 16HBE cells

Western blot 检测结果显示 ：与 BPDE 单独处理组
相比，CGA 干预组的 Cleaved caspase-3（1.81 vs 1.34，
P < 0.05）和 Cleaved caspase-9（2.13 vs 1.37，P < 0.05）
蛋白表达水平下调。见图 2。

 

［注］A ：Western blot 结果 ；B ：蛋白表达水平变化。* ：P < 0.05。
［Note］A: Western blot results; B: Protein expression level changes. *: P < 

0.05. 

图 2   绿原酸干预对 BPDE 诱导的 16HBE 细胞 Cleaved 
caspase-3 和 Cleaved caspase-9 蛋白表达水平的影响

Figure 2   Effect of CGA on BPDE-induced Cleaved caspase-3 and 

Cleaved caspase-9 expression levels of 16HBE cells

2.3   ROS 水平
与 对 照 组 相 比，0.5 μmol/L BPDE 刺 激 后 二 氯 荧

光素荧光强度增高（171.37±3.61 vs 250.21±8.13，P < 

0.05）。CGA 干预组的二氯荧光素荧光强度低于 BPDE

单独处理组（199.14±6.74 vs 250.21±8.13，P < 0.05）。
见图 3。
2.4   p53 蛋白及 p21 蛋白

CGA 单独处理组的两种目的蛋白表达量与对照组
差异无统计学意义。BPDE 单独处理组的 p53（1.66 vs 

0.97，P < 0.05）及 p21（1.61 vs 1.07，P < 0.05）蛋白表达

A

A

B

B

Cleaved caspase-3

β-actin

Cleaved caspase-9

β-actin

对照组
Control

绿原酸单
独处理组

CGA
50 μmol/L

BPDE 单独
处理组
BPDE

0.5 μmol/L

绿原酸
干预组

CGA 50 µmol/L+
BPDE 0.5 μmol/L

对照组
Control

绿原酸单独处理组
CGA 50 μmol/L

BPDE 单独处理组
BPDE 0.5 μmol/L

绿原酸干预组
CGA 50 µmol/L+BPDE 0.5 μmol/L
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［注］A ：Western blot 结果 ；B ：蛋白表达水平变化。* ：P < 0.05。
［Note］A: Western blot results; B: Protein expression level changes. *: P < 

0.05. 

图 4   绿原酸干预对 BPDE 诱导的 16HBE 细胞 p53 和 p21
蛋白表达水平的影响

Figure 4   Effects of chlorogenic acid on BPDE-induced p53 and 
p21 protein expression levels of 16HBE cells

3   讨论
目前，关于 CGA 的研究主要集中于其对炎症反

应及氧化应激机制的影响。罗元一［11］发现，CGA 可能
通过降低大鼠髓核细胞内超氧阴离子等自由基活性
水平，以及促进凋亡抑制基因 Bcl-2 mRNA 表达和抑
制 caspase-3 mRNA 表达等方式起到抗凋亡保护作用。
Yamagata 等［12］报道，CGA 可调节 A549 人肺癌细胞的
凋亡，并与 OCT4、SOX2、CD4 等干细胞标志物表达相
关。针对 CGA 在烟草导致细胞损伤中作用的研究较
少，因此，本研究首先采用 BPDE 染毒，模拟烟草对支
气管上皮细胞的损伤，然后采用 CGA 干预，探索其抗
凋亡作用及其分子机制。

细胞凋亡主要分为胞内与胞外两种途径。胞外
途径主要是指由于毒素、激素、氮氧化物、细胞因子
刺激细胞后，激活 Fas/CD95 的活性，与细胞膜结合，
引 起 procaspase-8 发 生 水 解，而 胞 内 途 径 主 要 是 受
线粒体调控，使 cyt C 进入细胞质，并与 caspase-9 和
Apaf-1 形成凋亡小体［13］。但无论是胞内凋亡通路还是

胞外凋亡通路，最终的结果均是启动天冬氨酸蛋白酶
caspase-3 使底物蛋白水解，细胞崩解［14］。本实验结
果显示，与对照组相比，BPDE 染毒后，16HEB 细胞凋
亡数增加，与 BPDE 单纯处理组相比，CGA 干预组凋亡
细胞数减少。该结果提示，CGA 可减轻 BPDE 诱导的细
胞凋亡。BPDE 诱导的细胞凋亡主要通过线粒体介导，
即凋亡的胞内通路［15］。进一步实验发现，CGA 干预组
的 Cleaved caspase-9，3 蛋白的表达量均低于 BPDE 单
独处理组，推测 CGA 的抗凋亡作用可能通过 Cleaved 

caspase-9，3 参与的胞内通路起效。
ROS 的生成与线粒体内膜通透性有关，过多的

ROS 可诱导 caspase-9 活化，引起线粒体膜电位崩溃、
腺苷三磷酸衰竭，从而促进细胞凋亡［16］。CGA 的生
物活性中最主要的是抗氧化作用，是一种有效的酚
型抗氧化剂［17］。CGA 之所以具有抗氧化能力，是因
为具有一定量的 R-OH 基，能形成具有抗氧化作用的
氢自由基，从而消除羟自由基和超氧阴离子等自由基
的活性，保护组织细胞免受氧化损伤［18］。本实验发
现，0.5 μmol/LBPDE 刺激后，ROS 的生成明显增加，而
CGA 50 μmol/L 干预组的 ROS 水平低于单纯 BPDE 处理
组。该结果提示 CGA 在一定程度上具有减少胞内氧
化应激的作用。

原癌基因如 Myc 基因、RAS 家族基因以及肿瘤
抑制基因 Tp53 等［19］在肺癌的疾病进程中有至关重
要的地位。研究显示，p53 蛋白介导的细胞凋亡过程
中伴随 ROS 的产生［19］。但目前尚不确定 p53 蛋白缺
陷是否由 ROS 增加所导致［20］。在人乳腺癌 MCF-7 细
胞株中，发现苯并 [a] 芘刺激能引起细胞凋亡，但在
人 A549 肺癌细胞中却未发现该现象［21］。这也就意味
着，BPDE 诱导的细胞凋亡机制可能与细胞系的种类
有关。p21/CDKN1A 作为 Tp53 的靶基因，可诱导细胞
G1/S 期停滞，从而参与 p53 依赖性细胞凋亡过程［22］。
本实验发现，单纯 CGA 作用组的两种目的蛋白表达量
与对照组差异无统计学意义，而 CGA 干预组的 p53 及
p21 蛋白表达量均低于 BPDE 单独处理组。可以推测
p53 及 p21 参与了 CGA 的抗凋亡机制。

综 上，本 研 究 证 实 CGA 可 以 抑 制 BPDE 诱 导 的
16HBE 细胞凋亡，降低胞内 ROS 的水平。这种抗凋亡
作用可能与 caspase-9/caspase-3 介导的内源性线粒体
途径有关。同时，CGA 可降低 BPDE 诱导的 p53 和 p21

的蛋白表达增加，因此推测 CGA 的抗细胞凋亡也可能
依赖于 p53/p21 途径。

p53

β-actin

p21

β-actin

对照组
Control

绿原酸单
独处理组

CGA
50 μmol/L

BPDE 单独
处理组
BPDE

0.5 μmol/L

绿原酸
干预组
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