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摘要 目的：研究萝卜硫素（SFN）预防玉型神经纤维瘤（NF-1）进展为恶性周围神经鞘瘤（MPNST）的作用及有关机制。方法：使
用 CCK-8、克隆形成实验检测细胞增殖能力；尼罗红（Nile Red）染色法检测细胞内脂肪含量；CellTiter-Glo誖 2.0 Assay试剂盒检
测细胞内 ATP含量；采用实时荧光定量 PCR检测细胞脂肪酸合酶（FASN）、乙酰辅酶 A羧化酶 1（ACC1）、肉碱棕榈酰转移酶
1A（CPT1A）的 mRNA水平，免疫印迹实验检测细胞 茁-catenin、Axin 2、C-Myc、Cyclin D1的蛋白水平。结果：SFN抑制 STS26T、
ST88-14 细胞增殖活性（t=18.70、11.20，均 P<0.05），减少细胞克隆数量（t=7.28、3.148，均 P<0.05），并减少细胞内脂质积累
（t=3.411、5.75，均 P<0.05）和 ATP的含量（t=14.75、13.53，均 P<0.05）；与对照组相比，SFN降低 STS26T和 ST88-14细胞中 FASN
和 CPT1A的 mRNA水平（均 P<0.05）；与对照组相比，15 滋mol/L SFN可下调 STS26T和 ST88-14细胞内 茁-catenin及下游靶基
因 Axin 2、C-Myc、Cyclin D1的蛋白表达水平（均 P<0.05）。结论：SFN能够通过抑制细胞脂肪酸合成及 茁-氧化和抑制 Wnt/茁-
catenin信号通路来抑制 MPNST细胞增殖，具有预防 NF-1恶性转化为 MPNST的潜力。
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Abstract Objective：To investigate the effect and mechanism of sulforaphane（SFN）in preventing the progression of malignant pe原
ripheral nerve sheath tumors（MPNST）in neurofibromatosis type 1（NF-1）. Methods：CCK-8 and colony formation assay were used to
detect cell proliferation. Nile Red staining was used to detect intracellular fat content. CellTiter-Glo誖 2.0 Assay kit was used to detect in原
tracellular triphosadenine（ATP）content. The mRNA levels of fatty acid synthase（FASN），acetyl-CoA carboxylase 1（ACC1），and car原
nitine palmitoyltransferase 1A（CPT1A）were detected by real-time fluorescence quantitative PCR. The protein levels of 茁-catenin，Axin
2，C-Myc，and Cyclin D1 were detected by Western blotting. Results：SFN inhibited the proliferation of STS26T and ST88-14 cells
（t=18.70，11.20，both P<0.05），reduced the number of cell clones（t=7.28，3.148，both P<0.05），a reduced intracellular lipid accumula原
tion（t=3.411，5.75，both P<0.05）and ATP content（t=14.75，13.53，both P<0.05）. Compared with the control group，SFN reduced the
mRNA levels of FASN and CPT1A in STS26T and ST88-14 cells（both P<0.05）. Compared with the control group，15 滋mol/L SFN down-
regulated the protein expression levels of 茁-catenin and its target genes Axin 2，C-Myc and Cyclin D1（all P<0.05）. Conclusion：Sul原
foraphane can inhibit the proliferation of MPNST cells by inhibiting fatty acid synthesis，茁-oxidation and Wnt/茁-catenin signaling path原
way，and has the potential to prevent the malignant transformation of NF-1 to MPNST.
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玉型神经纤维瘤病（neurofibromatosis type 1，
NF-1）是一种由 NF-1基因突变引发的常染色体显
性遗传性疾病，发病率为 1/3 000。NF-1多于婴幼儿
时期发生，临床表现为咖啡斑、丛状神经纤维瘤

（pNF），儿童期出现认知障碍、骨骼发育异常等，最
终到成年时期发展为恶性肿瘤[1]，其中包括恶性周

围神经鞘瘤（malignant peripheral nerve sheath tumor，
MPNST）、视路胶质瘤和脑胶质瘤[2-3]。由于疾病的异

质性和临床特征的多样性，NF-1及其相关疾病的治
疗一直是该领域的难题。2020年，美国食品药品监
督管理局（FDA）批准司美替尼（Selumetinibs）用于
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治疗具有临床症状、无法手术的 3 岁及以上儿童
pNF患者[4-5]，并在 域期临床试验[6]中取得了一定疗

效，但其产生的不良反应同样不容忽视，需要进行

长期的安全评估。因此，寻找安全有效的治疗药物

对于患者和临床医生来说至关重要。

萝卜硫素（sulforaphane，SFN）是一种属于异硫
氰酸酯家族的植物化合物，主要存在于十字花科蔬

菜（如西兰花、花椰菜、孢子甘蓝）中，具有抗炎、抗

氧化、抗癌作用。与其他抗癌药物相比，SFN作为植
物提取物，具有低毒性的优点，人体临床试验[7]表明

SFN 在低剂量时相对安全，无不良反应，在高剂量
时危害较小 [8]。近年来，SFN被证实能够抵抗乳腺
癌、结直肠癌、膀胱癌、胶质瘤等多种癌症[7，9-10]。因

此，本研究旨在探讨 SFN对于 MPNST细胞增殖的
影响及相关机制。

1 材料与方法

1.1 细胞和实验材料 人 MPNST细胞株 STS26T、
ST88-14（由天津医科大学肿瘤医院杨吉龙教授馈
赠）；萝卜硫素购自 MedChemExpress公司；CCK-8
试剂盒购自新赛美公司；NileRed 试剂购自北京索
莱宝公司；CellTiter-Glo誖 2.0Assay购自 Promega公
司；FASN、ACC1、CPT1A 引物由金唯智公司合成；
茁-catenin、C-Myc、CyclinD1 抗体购自 Wanleibio 公
司；Axin 2 抗体购自 Proteintech公司；茁-actin抗体
购自 Bioss公司。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养 STS26T细胞和 ST88-14细胞使
用含 10%胎牛血清和 1%青链霉素的 DMEM 高糖
培养基，置于 37益，7.5% CO2的培养箱中培养。

1.2.2 CCK-8 测定药物对细胞的半数抑制浓度
每孔 3 000个细胞接种于 96孔细胞培养板中，培养
24 h 后分别加入不同浓度的 SFN（0、2.5、5、10、20、
30、40、80 滋mol/L），继续培养 48 h，换成含 10%
CCK-8试剂的培养液，37益孵育 2 h，酶标仪检测
450 nm处的吸光度值，并绘制 IC50曲线。

1.2.3 细胞增殖活力测定 实验分为对照组（0.1%
DMSO）和 SFN处理组（根据半数抑制浓度分别处理
细胞），将细胞接种于 96 孔细胞培养板中，分别于
培养 0、24、48、72 h后换成含有 10% CCK-8的培养
液，2 h后测定 450 nm处的吸光度值，并绘制细胞
增殖曲线。

1.2.4 平板克隆形成实验 实验分组同 1.2.3。在 6
孔板中每孔分别接种 500个细胞，放入 37益孵箱中
培养两周（中间换液）。去除旧培养液，PBS清洗，加
入 4%多聚甲醛固定液固定，随后用结晶紫染色，
PBS洗 3次，进行拍照。

1.2.5 NileRed染色 实验分组同 1.2.3。每孔 2伊105

个细胞接种于 6孔板细胞爬片上，37益，7.5%CO2培

养 24 h后，弃去培养液，PBS洗 3次，加入 1mL甲醇
固定 20 min，然后加入 500 滋L NileRed 染色工作
液，避光染色 15 min，PBS洗 3次，加入 DAPI染色，
封片后使用正置荧光显微镜观察，ImageJ软件进行
荧光强度分析。

1.2.6 细胞内 ATP含量测定 实验分组同 1.2.3。每
孔 10 000个细胞接种于黑孔白底 96孔细胞培养板
中，药物作用 24 h后，取出培养板室温平衡 30 min，
每孔加入 100 滋L的 CellTiter-Glo2.0溶液，摇床震
荡 2 min，室温静置 10 min后，使用多功能微孔板检
测仪测发光值，根据 ATP标准曲线进行分析。
1.2.7 实时荧光定量 PCR 实验分组同 1.2.3。细胞
接种于 6孔板，37益培养 24 h加入半数抑制浓度的
SFN，对照组不加药。在加药 24 h、48 h、72 h后，分别
提取细胞总 RNA，逆转录成 cDNA，进行 RT-qPCR，
反应条件为：预变性阶段：95 益，15 min；扩增阶段：
95益，10 s；60益，30 s。采用 2-驻驻Ct法计算 mRNA的相
对表达量。实时荧光定量 PCR引物序列：（5’-3’）
茁-actin：（F：CATGTACGTTGCTATCCAGGC，R：CTC-
CTTAATGTCACGCACGAT）；FASN：（F：CTGGCTCA-
GCACCTCTATCC，R：CAGGTTGTCCCTGTGATCCT）；
ACC1：（F：ACCACCAATGCCAAAGTAGC，R：CTGC-
AGGTTCTCAATGCAAA）；CPT1A：（F：TCCAGTTGG-
CTTATCGTGGTG，R：TCCAGAGTCCGATTGATTTT-
TGC）；Axin2：（F：CTCCCCACCTTGAATGAAGA，R：
GATACAGAAACGTGGTCGGT）；C-Myc：（F：CGTC-
TCCACACATCAGAGCACAA，R：TCTTGGCAGCAG-
GATAGTCCTT）；CyclinD1：F：TGAGGCGGTAGTAGG-
ACAGG，R：TGTCTCCCGTTGCTTCCAG）。
1.2.8 细胞总蛋白提取和免疫印迹实验 实验分为

对照组（0 滋mol/L）和 SFN处理组（5、10、15 滋mol/L）。
药物作用 48 h后取出细胞培养板，加入细胞裂解液
（RIPA 颐 PMSF=100 颐 1）于冰上裂解 30 min，刮下细
胞，离心后取上清用 BCA法测定蛋白浓度；蛋白变
性后进行 SDS-PAGE凝胶电泳，随后将蛋白转移到
PVDF膜上，用 5%脱脂牛奶室温封闭 2 h。一抗：茁-
catenin（1 颐 1 000）、Axin 2（1 颐 1 000）、C-Myc（1 颐
1 000）、Cyclin D1（1 颐 1 000）、茁-actin（1 颐 5 000）于
4益条件下孵育过夜；次日，室温下孵育二抗（1 颐
3 000）1 h，进行 ECL显色和曝光。
1.3 统计学处理 应用 GraphPadPrism 9.0软件进
行数据分析及作图。数据符合正态分布，使用 t检验
和单因素方差分析，P<0.05表示有统计学意义。
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2 结果

2.1 SFN对 MPNST细胞的半数抑制浓度 实验结

果显示，对于 STS26T和 ST88-14细胞，SFN的半数
抑制浓度分别为 13.67 滋moL/L和 14.02 滋mol/L（图1）。
2.2 SFN对 MPNST细胞增殖的影响 与对照组相

比，STS26T细胞 SFN处理组（13.67 滋mol/L）和ST88-
14 细胞 SFN 处理组（14.02 滋mol/L）中细胞增殖活
力均下降（t=18.70、11.20，均 P<0.05），见图 2A、B；
同时，与对照组相比，SFN处理组中两种细胞克隆数
量减少（t=7.28、3.148，均 P<0.05），见图 2C、D。

2.3 SFN对 MPNST细胞内脂肪含量的影响 Nile
Red染色结果显示，与对照组相比，STS26T和ST88-14
细胞 SFN处理组（13.67 滋mol/L、14.02 滋mol/L）脂肪
含量均有所减少（t=3.411、5.75，均 P<0.05），见图 3。

2.4 SFN对 MPNST细胞 ATP含量的影响 与对照

组相比，STS26T 和 ST88-14 细胞使用 SFN 处理
（13.67 滋mol/L、14.02 滋mol/L）24 h后，细胞内 ATP
含量均下降（t=14.75、13.53，均 P<0.05），见图 4。

2.5 SFN对脂肪代谢关键酶 mRNA表达水平的影
响 RT-qPCR结果显示，使用 SFN处理细胞 72 h，
与对照组相比，STS26T细胞 SFN处理组（13.67 滋mol/
L）中 FASN、ACC1、CPT1A的 mRNA水平均显著下
降（t =4.189、5.898、38.72，均 P<0.05），见图 5A，
ST88-14 细胞 SFN 处理组（14.02 滋mol/L）中 FASN

图 2 SFN对MPNST细胞增殖的影响
Fig.2 Effect of SFN on MPNST cell proliferation

注：A：STS26T；B：ST88-14；MPNST：恶性周围神经鞘瘤；SFN：萝
卜硫素

图 1 SFN对MPNST细胞的半数抑制浓度
Fig.1 Half inhibitory concentration of SFN on MPNST cells

注：A、B：CCK-8检测细胞增殖曲线；C、D：细胞克隆形成；与对
照组相比，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1；Control：
对照组
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图 4 SFN对MPNST细胞内 ATP含量的影响
Fig.4 Effect of SFN on intracellular ATP content in MPNST cells

注：A、B：细胞内 ATP含量；***P<0.001；Control：对照组

*** ***

图 3 SFN对MPNST细胞内脂肪含量的影响
Fig.3 Effect of SFN on intracellular fat content in MPNST cells

注：A、B：Nile Red染色（20伊）及相对荧光强度分析；与对照组相
比，*P<0.05，**P<0.01；Control：对照组
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图 5 SFN对脂肪代谢关键酶mRNA表达水平的影响
Fig.5 Effect of SFN on mRNA expression levels of key enzymes in fat metabolism

注：A、B：实时荧光定量 PCR检测细胞内 FASN、ACC1、CPT1AmRNA表达水平；FASN：脂肪酸合酶；ACC1：乙酰辅酶 A羧化酶 1；CPT1A：肉

碱棕榈酰转移酶 1A；与对照组相比，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001
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图 6 SFN对Wnt/茁-catenin信号通路的影响
Fig.6 Effect of SFN onWnt/茁-catenin signaling pathway

注：A、B：Western blotting检测细胞 茁-catenin蛋白表达水平；C、D：Western blotting检测细胞 Axin 2、C-Myc、Cyclin D1蛋白表达水平；茁-
catenin：茁-连环蛋白；Axin 2：Axis抑制蛋白 2；C-Myc：髓细胞瘤病病毒致癌基因同源物；Cyclin D1：细胞周期蛋白 D1；与对照组相比，*P<0.05，
**P<0.01

1.5

1.0

0.5

0
Axin 2 Cyclin D1C-Myc

STS26T 0 滋mol/L
5 滋mol/L
10 滋mol/L
15 滋mol/L

**
**

**
* **

D
SFN（滋mol/L）

-100 kD

-45 kD

-35 kD

-45 kD

0 155 10

1.5

1.0

0.5

0
Axin 2 Cyclin D1C-Myc

ST88-14 0 滋mol/L
5 滋mol/L
10 滋mol/L
15 滋mol/L

Axin 2

C-Myc

Cyclin D1

茁-actin

*

*

**

*

**

和 CPT1A的 mRNA水平明显下降（t=6.645、16.12，
均 P<0.05），ACC1 mRNA表达水平无显著统计学差
异（t=2.552，P>0.05），见图 5B。
2.6 SFN对Wnt/茁-catenin信号通路的影响 免疫印迹

实验结果显示，与对照组相比，使用浓度为 15 滋mol/L
的 SFN处理细胞 48 h后，STS26T、ST88-14细胞中

茁-catenin蛋白水平下降（t=4.016、7.66，均 P<0.05），
见图 6A、B；与对照组相比，STS26T、ST88-14 细胞
SFN处理组（15 滋mol/L）中 Axin 2（t=4.53、6.87，均
P<0.05）、C-Myc（t=17.20、14.05，均 P<0.05）、CyclinD1
（t=5.22、13.90，均 P<0.05）蛋白表达水平降低（图
6C、D）。

108



第 2期

3 讨论

NF-1是一种肿瘤易感综合征，典型特征是周
围神经鞘肿瘤的频繁发生。MPNST是继发于 NF-1
的恶性肿瘤之一[1]，可分为 NF-1相关型、散发型和辐
射相关型，分别占 50%、40%、10%[11]，其中 NF-1相
关型是 MPNST中最主要的部分。尽管散发型 MP原
NST的发生机制与 NF-1相关型 MPNST有着一定
差异，但部分病例也存在 NF-1基因突变现象[12]。因

此，本研究选用两种不同来源的 MPNST细胞—NF-
1 相关型 MPNST 细胞（ST88-14）和散发型 MPNST
细胞（STS26T）进行研究。

SFN 的抗癌作用已经在多项癌症研究中得到
证实，其抗癌机制具有多样性，包括促进自噬、诱导

表观遗传修饰、抑制脂肪代谢[13]。据报道，SFN 能够
下调前列腺癌中 ACC1、FASN 及 CPT1A 的表达水
平，通过抑制脂肪酸合成和 茁-氧化来预防转基因小
鼠前列腺癌的发生[14]。先前的研究表明，MPNST细
胞中存在脂滴异常积累现象，且抑制脂肪酸从头合

成能够降低 MPNST细胞存活率[15]。因此，笔者假设

SFN 或许能够靶向脂肪代谢抑制 MPNST 细胞生
长，进而发挥癌症化学预防的作用。本研究结果显

示，使用 IC50浓度的 SFN处理细胞 72 h后，STS26T
和 ST88-14细胞中 FASN和 CPT1A的 mRNA水平
下降，在 STS26T 细胞中，SFN 还降低了 ACC1 的
mRNA水平，从而抑制细胞内脂肪合成和 茁-氧化，
表明 SFN对 MPNST细胞脂肪代谢具有抑制作用。

Wnt信号通路的激活被认为是良性神经纤维瘤
和 MPNST的潜在驱动因素[16]，且激活程度随着肿瘤

分级的增加而增加[17-18]。本课题组在前期研究中通

过对微阵列比较基因组杂交（aCGH）生物信息的分
析，发现Wnt靶基因 MYC水平在 MPNST中显著上
调，证实了 MPNST中Wnt信号通路的激活。因此，
本研究进一步探讨了 SFN对Wnt信号通路的影响。
结果显示，浓度为 15滋mol/L的 SFN降低了 茁-catenin
及下游靶基因 Axin 2、C-Myc及 CyclinD1的蛋白水
平，进而抑制Wnt/茁-catenin信号通路。与笔者的结
果一致的是，在人膀胱癌[10]、乳腺癌[19]和结直肠癌[20]

中，SFN通过降低 茁-catenin活性或诱导无活性 茁-
catenin转录复合物的形成来抑制 Wnt/茁-catenin信
号通路。总之，这些结果支持使用 SFN进行癌症的
化学预防。

另外，研究发现，在乳腺癌细胞中，茁-catenin的
表达水平与脂肪合成关键酶（如柠檬酸载体 CiC、
ATP-柠檬酸裂解酶 ACLY）的表达呈正相关，敲低
茁-catenin降低了 CD36和微囊蛋白-1（CAV1）的表

达，从而导致乳腺癌细胞脂肪摄取减少[21]。Yao等[22]

发现，与对照组相比，斑马鱼 Tg（Myc）组中甘油三酯
向甘油磷脂的转化明显增加，尤其是在 Kras激活的
背景下，表明由 MYC介导的经典Wnt信号通路能
够促进脂质成分重塑。Zheng等[23]报道，在 RNF43突
变型胰腺导管腺癌细胞（PDAC）中，胆固醇通过与
Frizzled 5结合控制其成熟和转运到质膜，从而特异
性地调节由 Frizzled 5介导的Wnt/茁-catenin信号通
路。这些研究提示了Wnt信号通路和癌症脂肪代谢
之间可能存在的相互作用关系。本研究通过初步探

索发现 SFN能够同时抑制 Wnt信号通路和脂肪代
谢，因此推测在 MPNST中二者之间也存在一定的
联系，其作用机制有待进一步实验验证。

综上所述，本研究证明了 SFN通过抑制 MP原
NST细胞脂肪合成和 茁-氧化、抑制 Wnt/茁-catenin
信号通路来抑制其增殖，具有预防 NF-1恶性转化
为 MPNST的潜力，为临床治疗策略的开发提供了
新的依据。
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