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Abstract
BACKGROUND
Many recent reports have shown that piperine has 
anticancer activity, but the specific roles and biological 
mechanisms of piperine in colon cancer are not well studied.

AIM
To investigate the effects and potential mechanisms of 
piperine on the proliferation, migration, and invasion of 
human colon cancer SW480 cells.

METHODS
SW480 cells were treated with 0 (blank control), 5, 10, and 
20 μg/mL piperine for 24 h, respectively. Cell viability was 
detected by cell counting kit-8 (CCK-8) assay. Proliferation 
was detected by 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EDU) staining. 
Cell migration and invasion were detected by Transwell 
assay. The protein expression levels of microtubule-associated 
light chain 3 (LC3), p53, B cell lymphoma/lewkmia-2 (Bcl-
2), Bcl-2 associated X protein (Bax), and cleaved cysteine 
aspartate proteinase-3 (Cleaved caspase 3) were detected by 
Western blotting.

RESULTS
Piperine inhibited cell viability, proliferation, migration, and 
invasion in a concentration-dependent manner. Western blot 
analysis showed that piperine increased the expression of 
p53, Bax, and Cleaved caspase 3 but decreased the expression 
of Bcl-2 in SW480 cells compared with control cells.

CONCLUSION
Piperine can inhibit the proliferation, migration, and 
invasion of SW480 cells, and the mechanism may be related 
to the up-regulation of p53 signaling pathway and the 
induction of autophagic cell death.

胡椒碱对人结肠癌SW480细胞增殖、迁移和侵袭的抑制
作用
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摘要

背景
最近许多报道显示胡椒碱(piperine, PIP)具有抗癌活
性, 而其在结肠癌中的具体作用及生物学机制的研
究并不完善. 

目的
探究PIP对人结肠癌SW480细胞增殖、迁移和侵袭能
力的影响及潜在机制. 

方法
分别用0(空白对照)、5、10和20 μg/mL的PIP处理
SW480细胞24 h, 采用细胞计数试剂盒8(cell counting 
kit-8, CCK-8)法检测细胞活性; 采用5-乙炔基-2’脱氧
尿嘧啶核苷(5-Ethynyl-2’-deoxyuridine, EdU)染色法
检测细胞增殖; 采用Transwell法检测细胞迁移和侵
袭; 采用蛋白质免疫印迹(Western blotting)法检测细
胞中微管相关蛋白轻链3(microtubule-associated light 
chain 3, LC3)、p53、B细胞淋巴瘤/白血病-2(B cell 
lymphoma/lewkmia-2, Bcl-2)、Bcl-2相关X蛋白(Bcl-
2 associated X protein, Bax)、劈裂的半胱氨酸天冬
氨酸蛋白酶-3(cleaved cysteine aspartate proteinase-3, 
Cleaved caspase 3)蛋白表达水平. 

结果
PIP浓度依赖性抑制细胞活力、增殖、迁移和侵袭. 
Western blotting结果显示, 与空白对照组相比, PIP能
升高SW480细胞中p53、Bax、Cleaved caspase 3的表
达并降低Bcl-2的表达. 

结论
PIP可抑制SW480细胞增殖、迁移和侵袭, 其机制可
能与上调p53信号通路和诱导自噬性死亡相关. 

© The Author(s) 2021. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

关键词: 结肠癌; 胡椒碱; 增殖; 迁移; 侵袭; 自噬

核心提要: 胡椒碱(piperine, PIP)能抑制SW480细胞的增

殖、迁移和侵袭, 并可上调细胞中p53表达和诱导其自噬

性死亡相关. 

文献来源: 邵忆闵, 吴湧. 胡椒碱对人结肠癌SW480细胞增殖、迁移和侵

袭的抑制作用. 世界华人消化杂志 2021; 29(12): 639-646 

URL: https://www.wjgnet.com/1009-3079/full/v29/i12/639.htm  
DOI: https://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v29.i12.639

0  引言

结直肠癌是一种常见的肠道恶性肿瘤, 其发病率和死亡

率呈逐年升高趋势, 且发病年龄呈年轻化趋势[1]. 我国

结直肠癌的发病率已跃居所有恶性肿瘤前5位[2]. 肿瘤

切除术后辅以化疗仍然是治疗结直肠癌的主要手段, 但
由于临床常用的化疗药物常具有较高的毒副作用, 从而

严重影响患者的生存质量[3,4]. 因此, 迫切需要寻找新型

高效低毒的药物来替代常用的化疗药物. 天然生药提取

物因具有丰富的药理活性以及毒性小的特点, 其在肿瘤

治疗方面可能具有良好的应用前景[5]. 胡椒碱(piperine, 
PIP)是一种从黑胡椒中提取的生物碱类活性化合物, 其
具有抗氧化、免疫调节、抗肿瘤和促进药物代谢等多

种药理活性[6-8]. 虽然, 目前关于PIP的抗肿瘤效应已经进

行了一些相关的基础研究[6,7], 但其对结直肠癌细胞的

具体生物学功能及机制的研究并不完善. 因此, 本研究

选用结肠癌SW480细胞作为研究对象, 旨在探究PIP对
SW480细胞细胞迁移和侵袭能力的影响以及潜在的生

物学机制, 以评估其作为潜在的抗结肠癌候选药物的可

能性. 

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠癌SW480和HT-29细胞株购于中科院

上海细胞库, 人正常结肠粘膜上皮细胞系FHC购于美

国典型菌种保藏中心(American Type Culture Collection, 
ATCC) 细胞库, 人正常结肠粘膜上皮细胞系NCM460
购于通派(上海)生物科技有限公司. 改良Eagle培养基

(Dulbecco’s modification of Eagle’s medium Dulbecco, 
DMEM)、L-15培养基和胎牛血清(fetal bovine serum, 
FBS)购自Gibco公司; PIP(纯度>98%)购自上海阿拉丁

生化科技股份有限公司; 二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, 
DMSO)试剂购自Sigma公司; 细胞计数试剂盒8(cell 
counting kit-8, CCK-8)试剂盒、5-乙炔基-2’脱氧尿嘧

啶核苷(5-Ethynyl-2’-deoxyuridine, EdU)试剂盒、β-
肌动蛋白(beta-Actin, β-Actin)抗体以及辣根过氧化物

酶(horseradish peroxidase, HRP)标记的二抗购自上海

碧云天生物科技有限公司; Ⅱ型微管相关蛋白轻链

3(microtubule-associated light chain 3Ⅱ, LC3Ⅱ)抗体购

自Abcam公司; LC3、p53、B细胞淋巴瘤/白血病-2 (B 
cell lymphoma/lewkmia-2, Bcl-2)、Bcl-2相关X蛋白 (Bcl-
2 associated X protein, Bax)、劈裂的半胱氨酸天冬氨酸

蛋白酶-3(cleaved cysteine aspartate proteinase-3, Cleaved 
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caspase 3)抗体购自Cell Signaling Technology公司. 
1.2 方法

1.2.1细胞培养与溶液制备: 将SW480和HT-29细胞培养

于含有10%FBS, 100 μU/mL青霉素-链霉素的L-15培养

基中, FHC和NCM460细胞培养于含有10%FBS, 100 μU/
mL青霉素-链霉素的DMEM培养基中, 上述细胞均置于

37 ℃、5%CO2的细胞培养箱中培养. 
1 . 2 .2  C C K-8法检测细胞活性 :  取对数生长期的

SW480、HT-29、FHC和NCM460细胞用胰蛋白酶消化

后将其接种在96孔板中(5×103细胞/孔)每孔做3个复孔, 
待细胞贴壁后, 分别用不同浓度的PIP(0、5、10、20 
μg/mL)处理细胞24 h, 用倒置相差显微镜观察细胞形态

后, 每孔加入10 μL CCK-8试剂, 并在37 ℃孵育2 h, 用酶

标仪在450 nm波长处检测吸光度值A. 细胞活性 = (A实验

组-A对照组)/A对照组×100%. 
1.2.3 EdU染色检测细胞增殖: 取对数生长期的SW480
细胞用胰蛋白酶消化后将其接种在96孔板中(5.0×103

细胞/孔)每孔做3个复孔, 待细胞贴壁后, 分别用不同

浓度的PIP(0、5、10、20 μg/mL)处理细胞24 h. 每孔

加入50 μM EdU试剂, 并在37 ℃孵育2 h, 按照试剂盒

说明书步骤, 对细胞固定和透化后, 每孔加入100 μL 
Appollo®567染色反应液避光孵育30 min, 然后用DAPI
染核. 在荧光显微镜下观察, 随机视野拍照并对EdU阳

性细胞计数. 
1.2.4 Tr a n s w e l l法检测细胞迁移和侵袭 :  用24孔
Transwell小室(聚碳酸酯膜, 8 μm孔径)检测细胞的迁移

以及侵袭. 收集已被0、5、10、20 μg/mL PIP处理24 h

的SW480细胞, 并将其用无血清培养基制成2.0×105个/
mL的单细胞悬液. 进行侵袭实验时, Transwell板上室内

膜表面铺有Matrigel基质胶, 并取100 μL细胞悬液加入

上室, 在下室中加入700 μL含10％FBS的培养基, 常规培

养24 h. 
迁移实验除了不进行铺Matrigel基质胶外, 其他步

骤同细胞侵袭实验. 用棉签擦除聚碳酸酯膜上表面的细

胞, 并将膜下表面的细胞用甲醇固定5 min后用0.1%结

晶紫染色30 min. 用倒置相差显微镜随机选取5个视野

的细胞图像, 并对染色的细胞计数. 
1.2.5 LC3Ⅱ免疫荧光染色: 将SW480细胞接种在24孔
板(2.0×105个/孔), 用不同浓度PIP(0、5、10、20 μg/
mL)处理24 h后, 收集细胞并用4%多聚甲醛固定20 min, 
然后在室温下用Triton X-100透化15 min. 用5%BSA封

闭细胞30 min, 然后室温孵育LC3Ⅱ(1:300)2 h. 用PBS洗
涤细胞后, 室温孵育荧光标记的二抗(1:300)1 h. 再次用

PBS洗涤后, 用DAPI染核, 并在荧光显微镜下观察. 
1.2.6 Western blot: 收集已被0、5、10、20 μg/mL PIP
处理24 h的SW480细胞, 并用RIPA缓冲液裂解细胞分离

得到总蛋白. 用BCA蛋白测定试剂盒测定蛋白浓度. 将
等量蛋白质经10% SDS-PAGE凝胶电泳分离后转移到

PVDF膜上. 用5%脱脂牛奶封闭2 h后, 分别4 ℃孵育一

抗LC3、p53、Bax、Bcl-2和Cleaved caspase 3(均1:1000
稀释比例)和β-Actin(1:5000稀释比例)过夜, 经TBS洗涤

3次后, 室温孵育1:2000稀释比例的HRP特异性标记的

二抗2 h, 最后使用化学发光检测试剂对条带显影. 使用

Image J软件对条带进行定量. 

图  1  PIP对SW480和HT29细胞的细胞活性和细胞形态的影响. A和B: CCK-8检测各组SW480(A)和HT-29(B)细胞的细胞活性; C: 倒置显微镜

观察各组细胞的细胞形态. n  = 3, aP<0.01, bP<0.01 vs  0 μg/mL组. PIP: 胡椒碱.
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统计学处理 所有数据均以mean±SD表示, 并应

用SPSS 16.0软件进行统计学分析. 多组间数据比较使

用单因素方差分析, 多重比较使用Tukey法. 以P <0.05
表示差异有统计学意义. 

图  2  PIP对FHC和NCM460细胞的细胞活性的影响. A和B: CCK-8检测各组FHC(A)和NCM460(B)细胞的细胞活性. n  = 3. PIP: 胡椒碱.
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图  3  PIP对SW480细胞增殖的影响. A: 各组细胞代表性的EdU染色图; B: 各组EdU阳性细胞比例的统计结果. n  = 3, aP<0.05, bP<0.01 vs  0 μg/

mL组. PIP: 胡椒碱.
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2  结果

2.1 PIP抑制SW480和HT-29细胞的细胞活性并诱导其

发生形态异常 用浓度梯度递增的PIP(0、5、10、20 μg/
mL)处理SW480和HT-29细胞24 h, CCK-8结果表明, PIP
处理的细胞活性显著降低并呈剂量依赖性(图1A、B), 
且在PIP浓度达到20 μg/mL时效果最显著. 形态学观察

结果表明, PIP处理后的SW480细胞形态萎缩变圆, 且随

着浓度增加, 细胞密度也逐渐降低(图1C), 同样, 当PIP
浓度达到20 μg/mL时出现明显的细胞碎片和形态学改

变. 另外, 在(5、10和20 μg/mL)剂量下的PIP对人正常结

肠粘膜上皮细胞系FHC和NCM460的细胞活性没有影

响(图2), 提示在该剂量下PIP对正常细胞无毒. 由此可

见, PIP能抑制结肠癌细胞的生长并诱导其凋亡. 
2.2 P IP抑制SW480细胞的增殖 用浓度梯度递增的

PIP(0、5、10、20 μg/mL)处理SW480细胞24 h, EdU染

色(图3)结果显示, 随着PIP浓度逐渐升高, EdU阳性细胞

比例逐渐降低, 提示SW480细胞增殖逐渐降低, 且PIP在
浓度为20 μg/mL时对细胞增殖的抑制作用最为明显. 
2.3 PIP抑制SW480细胞迁移和侵袭 Transwell结果(图4)
显示, 随着PIP浓度的升高, 细胞的迁移能力和侵袭能力

均呈浓度依赖性减弱, 且PIP在浓度为20 μg/mL时对细

胞迁移与侵袭的抑制作用最为明显. 
2.4 P I P诱导S W480细胞自噬并上调p53信号通路 

LC3Ⅱ的免疫荧光染色结果(图5A)显示, PIP能诱导

SW480细胞自噬. Western blot结果(图5B-G)显示, 随PIP
浓度升高, SW480细胞中p53、Bax和Cleaved caspase 3
表达以及LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值逐渐增加, Bcl-2表达逐渐降

低. 以上结果说明, PIP能诱导SW480细胞发生自噬性死

亡并上调p53信号. 

3  讨论

结肠癌是临床中十分常见的一种发病率和死亡率均居

高不下的恶性肿瘤性疾病[1,2], 据报道, 全球每年约新增

120万例, 且每年约60万例因结肠癌而死亡[9]. 目前手术

切除辅以术后化疗是结肠癌治疗中的最常用策略, 但随

着化疗时间的延长, 肿瘤细胞对化疗药物的敏感性降

低, 造成患者对化疗药物耐药性的产生从而阻碍治疗

进程[3]. 因我国传统中药具有药理活性丰富、治疗靶点

多、且毒副作用相对较低的特性, 其在肿瘤治疗方面的

应用中也受到越来越多的关注[5]. 从众多传统中药中筛

选具有高活性的抗肿瘤小分子可能会成为筛选新型抗

癌药物的潜在途径. PIP作为一种从黑胡椒内提取的具

有天然活性的生物碱, 其已被一些临床前研究证明具

有抗肿瘤活性[6,7]. 本研究显示, PIP能抑制SW480细胞增

殖、迁移与侵袭, 提示其有望成为抗结肠癌的潜在的替

代药物. 
肿瘤的发生发展与肿瘤细胞的自噬异常存在密切

图  4  PIP对SW480细胞的迁移和侵袭的影响. A: 各组细胞代表性的迁移与侵袭图(Transwell法, 结晶紫染色, 比例尺 = 200 μm). B: 细胞迁移

的统计结果; C: 细胞侵袭的统计结果. n  = 3, aP<0.01, bP<0.01 vs  0 μg/mL组. PIP: 胡椒碱.
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的关系[10,11]. 适度自噬可作为实体肿瘤细胞在对抗缺氧

缺营养的不利条件下而发挥促生存的一种保护机制, 但
过度自噬则会抑制肿瘤细胞的活性、增殖、迁移与侵

袭并最终导致细胞死亡[12]. 研究表明, 伊立替康、奥沙

利铂和5-FU等常见的化疗药物均能导致结肠癌细胞自

噬性死亡[13,14]. 因此, 诱导结肠癌细胞自噬性死亡已经

成为潜在的抗结肠癌治疗策略之一. 故本研究探索PIP
对SW480细胞自噬的影响, 结果显示, PIP能增强SW480

细胞的LC3Ⅱ的免疫荧光强度并增加LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比

值和Cleaved caspase 3表达, 说明PIP能诱导结肠癌细胞

自噬性细胞死亡, 提示PIP的抗结肠癌的作用至少部分

与其诱导结肠癌细胞自噬性细胞死亡相关. 
本研究继续对PIP的抗结肠癌的作用机制进行了探

索. 已有研究表明, p53可通过上调下游基因p21表达导

致G1期阻滞[15]和下调Cyclin B1导致G2/M期阻滞[16], 从
而抑制结肠癌细胞增殖; p53也可通过上调Bax和下调

图  5  PIP对SW480细胞的自噬以及p53信号通路的影响. A: 各组细胞代表性的LC3Ⅱ免疫荧光染色图; B: 各组细胞代表性的p53、Bcl-2、

Bax、Cleaved caspase 3以及LC3蛋白表达的Western blot条带图; C: p53相对表达水平的统计结果; D: Bcl-2相对表达水平的统计结果; E: Bax

相对表达水平的统计结果; F: Cleaved caspase 3相对表达水平的统计结果; G: LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值的统计结果. n  = 3, aP<0.01, bP<0.01, cP<0.01, 
dP<0.05, eP<0.01, fP<0.01, gP<0.01 vs  0 μg/mL组. PIP: 胡椒碱.
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Bcl-2的表达来达到促进结肠癌细胞凋亡的作用[17]. 另外, 
p53能通过下游多信号通路来抑制结肠癌细胞的迁移与

侵袭[18,19]. 本研究发现, PIP能浓度依赖性抑制SW480增
殖、迁移与侵袭的同时伴随着上调p53、Bax和Cleaved 
Caspase 3表达并下调Bcl-2的表达, 提示PIP抑制细胞增

殖、迁移与侵袭可能在一定程度上与其上调p53信号

通路相关. 而p53与细胞自噬的关系相对复杂, 一方面核

p53可通过发挥转录因子作用促进细胞自噬[20], 另一方

面浆p53以转录活性非依赖性抑制自噬[21]. 此外, 一些毒

性应激(比如某些化疗药物)和氧化应激刺激时, 结肠癌

细胞自噬也可不依赖p53发生自噬性细胞死亡[13]. 因此, 
PIP诱导SW480细胞发生自噬性细胞死亡是否通过p53
信号仍需进一步研究. 

4  结论

总之, 本研究目前结果显示, PIP能抑制SW480细胞增

殖、迁移和侵袭, 其作用机制可能与其诱导SW480细胞

自噬性细胞死亡和上调p53信号通路相关. 本研究结果

还提示, PIP是潜在的结肠癌治疗剂. 

文章亮点

实验背景

由于常用的化疗药物具有较高的毒副作用, 且易产生化

疗耐药, 造成目前结肠癌患者的化疗效果并不太理想. 
因此, 寻找新型高效低毒的结肠癌化疗替代药物显得尤

为迫切. 

实验动机

据最近研究显示胡椒碱(piperine, PIP)在多种肿瘤中具

有抗癌作用, 但其在结肠癌的作用和机制的评估尚不完

善. 

实验目标

探讨PIP是否具有抗结肠癌的作用. 

实验方法

分别通过细胞计数试剂盒8(cell counting kit-8, CCK-
8)法、5-乙炔基-2’脱氧尿嘧啶核苷(5-E t h y n y l-2’-
deoxyuridine, EdU)染色法和Transwell法检测PIP对
SW480细胞增殖、迁移以及侵袭的影响, 并用免疫荧光

法和蛋白质免疫印迹法分析其潜在的机制. 

实验结果

PIP在0-20 μg/mL浓度范围内能以剂量依赖性方式抑制

SW480细胞增殖、迁移和侵袭, 并上调细胞中p53表达

和诱导其自噬性死亡相关. 另外, 在此剂量范围内对结

肠癌上皮细胞无毒性. 

实验结论

PIP具有抗结肠癌的作用, 这一作用体现在PIP能抑制结

肠癌增殖、迁移和侵袭并能诱导其自噬性死亡. 

展望前景

PIP是潜在的结肠癌常用化疗药的替代药物. 
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《世界华人消化杂志》正文要求 

本刊讯 本刊正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号一律左顶格写, 后空1

格写标题; 2级标题后空1格接正文. 以下逐条陈述: (1)引言 应包括该研究的目的和该研究与其他相关研究的关系. (2)材料和

方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详细描述, 以前发表过的方法引用参考文献

即可, 有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述改进之处即可. (3)结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 在结果中

应避免讨论. (4)讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾. 图表的数量要精选. 

表应有表序和表题, 并有足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 表内非公

知通用缩写应在表注中说明, 表格一律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以

使其容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白图、线条图, 统一用一个注解

分别叙述. 如: 图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按●、○、■、□、

▲、△顺序使用标准的符号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05不注). 如同一表中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第

3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯

数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 表内个位数、小数点、±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或未测, “-”

代表阴性未发现, 不能用同左、同上等. 表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表

达. 黑白图请附黑白照片, 并拷入光盘内; 彩色图请提供冲洗的彩色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩色图片大小7.5 

cm×4.5 cm, 必须使用双面胶条黏贴在正文内, 不能使用浆糊黏贴. (5)志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
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