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朱砂莲甲素对口腔鳞癌大鼠模型 Ｐ６３、ＴＲＰＭ８的影响
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［摘　要］　目的　探讨朱砂莲甲素对口腔鳞癌大鼠模型Ｐ６３、ＴＲＰＭ８的影响。方法　选取２０只Ｗｉｓｔａｒ大鼠制作口腔鳞癌模
型，成功１６只，分为模型组和朱砂莲甲素组，每组８只；另外选择１０只Ｗｉｓｔａｒ大鼠作为正常组。朱砂莲甲素组给予朱砂莲甲素进行
治疗，其余２组大鼠采用无菌蒸馏水进行腹腔注射。３组大鼠进行平均体质量、肿瘤体积检查，病理形态学观察，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测Ｐ６３、ＴＲＰＭ８、ＨＧＦ、ｃＭｅｔ表达。结果　模型组大鼠平均体质量低于正常组，肿瘤体积大于正常组，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；朱砂莲甲素组大鼠平均体质量高于模型组，肿瘤体积小于模型组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。模型组大鼠 Ｐ６３、
ＴＲＰＭ８、ＨＧＦ、ｃＭｅｔ水平高于正常组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；朱砂莲甲素组大鼠Ｐ６３、ＴＲＰＭ８、ＨＧＦ、ｃＭｅｔ低于模型组，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　朱砂莲甲素可有效减小口腔鳞癌大鼠肿瘤体积，通过调节 ＨＧＦ／ｃＭｅｔ信号通路改善 Ｐ６３、
ＴＲＰＭ８水平，对临床治疗口腔鳞癌具有重要意义。
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　　口腔癌是一种临床上常见的恶性肿瘤，其患病人
群正趋于年轻化，其中口腔鳞状细胞癌占８０％［１］。口

腔鳞癌从鳞状上皮覆盖的皮肤开始，一些侵袭到皮肤

以及结膜的交界处，严重的会入侵患者的副鼻窦进入

颅内，还会通过淋巴结转移入侵全身，严重影响患者的

身体健康［２］。有研究发现，从中草药中提炼出来的有

效物质具有抗癌作用［３］。朱砂莲甲素（大黄素）是一

种蒽醌类的物质，具有抗炎、免疫抑制、降血压等作用，

对肿瘤的抑制率在３０％以上［３］。Ｐ６３在细胞的生长

和分化过程中起到重要的调控作用，其水平的异常会

导致肿瘤发生［４］。ＴＲＰＭ８属于一种前列腺特异性基
因，生理病理学效应较广，并参与炎症反应和能量代

谢［５６］。本文通过研究朱砂莲甲素对口腔鳞癌大鼠模

型Ｐ６３、ＴＲＰＭ８的影响，探究其抗癌机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
选取３０只雄性、健康、清洁的Ｗｉｓｔａｒ大鼠，年龄为

８～１０周龄，平均（９．０±０．５）周龄，体质量 ２００～
２２０ｇ，平均 （２１０．２±２０．４）ｇ，由河北医科大学实验动
物中心提供。所有大鼠在无病原菌的干净笼子里喂
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养，所饮用的水和食物均经过高温高压消毒，室温维持

在２３℃。所有大鼠在年龄、体质量上差异均无统计学
意义（Ｐ＞０．０５），具有可比性。本研究经过我院伦理
委员会批准。

１．２　方法
１．２．１　口腔鳞癌大鼠模型建立　　选取２０只大鼠制
作口腔鳞癌模型。所有大鼠制作前需要禁食和禁水

８ｈ，采用１０％水合氯醛进行腹腔注射，大鼠采取仰卧
位，将头和四肢固定，４ＮＱＯ采用蒸馏水稀释成０．１％
最终浓度为５ｇ／Ｌ的溶液，将其均匀涂抹在大鼠的口
腔腭黏膜上，２ｄ涂抹１次，连续２０ｄ，建模成功１６只。
另外１０只大鼠不做处理，待大鼠清醒后正常饲养。
１．２．２　分组及给药　　当大鼠舌背中部出现了灰白
色的外生肿物，牙龈、口底以及腭部和唇部发生溃疡和

肿物，质地坚硬，与周围组织粘连，进食困难，说明建模

成功。建模成功大鼠１６只，随机分为模型组和朱砂莲
甲素组，各８只；另１０只大鼠为正常组。朱砂莲甲素
组大鼠给予朱砂莲甲素进行治疗，１００ｍｇ的朱砂莲甲
素溶于２０ｍＬ０．１％的ＮａＯＨ溶液中，配置成５ｇ／Ｌ浓
度，按照２．５ｍｇ／１００ｇ的剂量进行腹部注射，第１天
每６ｈ１次，之后每天３次，连续治疗１周。模型组和
正常组大鼠与等体积的无菌蒸馏水进行腹腔注射，连

续治疗１周。在治疗过程中，所有大鼠均正常饲养，自
由饮水，每天保证人工排尿３次。
１．２．３　平均体质量、肿瘤体积检查　　所有大鼠在治疗
１周过程中，观察大鼠的活动情况以及大鼠毛色，称取大
鼠体质量。之后将大鼠断头处死，称取大鼠的肿瘤体积。

１．２．４　病理形态学观察　　选取大鼠上腭部分病变
黏膜组织，对模型组和朱砂莲甲素组大鼠的样本进行染

色处理，使用二甲苯进行常规脱蜡处理 ２次，每次
５ｍｉｎ，然后在梯度酒精下水花处理３ｍｉｎ，自来水冲洗
１次；使用苏木素染色５ｍｉｎ，自来水冲洗１次；使用浓度
为１％的盐酸酒精分化处理３０ｓ，在０．２％氨水中反蓝处
理２ｍｉｎ，自来水冲洗 １次；用浓度 ０．５％伊红染色
１０ｍｉｎ，自来水冲洗１次；使用乙醇梯度进行脱水处理，

最后用中性树胶进行封片。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｐ６３、ＴＲＰＭ８、ＨＧＦ、ｃＭｅｔ表达
水平　　将采集到的标本，使用ＰＢＳ缓冲液清洗３遍以
上，分离缓冲液，加入ＩＰ细胞裂解液裂解３５ｍｉｎ，提取
总蛋白，ＢＣＡ测定蛋白浓度。取每孔２０μｇ蛋白质，通
过１０％的ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶进行电泳，加入适量浓缩的
ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白缓冲液１５ｍｉｎ；１００Ｖ，电泳１０ｍｉｎ，结束
之后，将电转膜浸泡在１０％的牛奶中，在３７℃环境下的
摇床上封闭１．５ｈ；与一抗结合，加入 ＴＢＳＴ稀释按
（１∶１０００）稀释一抗Ｔｕｂｕｌｉｎ（内参照），在４℃的环境下
孵育过夜保存；第２天用ＴＢＳＴ缓冲液清洗，与二抗结合
在室温下孵育１ｈ，再次用ＴＢＳＴ缓冲液反复清洗。最后
加入显影剂，将其浸在底物溶液中进行显色，严格按照

显影定影试剂盒操作说明书进行。

１．３　统计学处理
采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行分析，计量资料采用

均数±标准差（ｘ±ｓ）进行描述，２组间比较采用独立样
本ｔ检验，Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　３组大鼠间病理学观察
正常组大鼠黏膜组织正常，未见炎性细胞浸润和

细胞增生，有角化现象，上皮角延长不显著。模型组大

鼠病变黏膜组织细胞呈弥漫性成片排列，细胞体积大，

细胞核体积大，增生严重，有大量炎性细胞浸润。朱砂

莲甲素组炎性细胞浸润得到缓解，增生情况降低，细胞

体积减小（图１）。
２．２　３组大鼠平均体质量、肿瘤体积比较

模型组大鼠平均体质量（１７０．４７±１８．０５）ｇ低于正
常组（２１０．７０±２２．５０）ｇ，肿瘤体积（９．８６±２．４５）ｍｍ３大
于正常组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；朱砂莲甲素
组大鼠平均体质量（１９０．８５±１２．６５）ｇ高于模型组，肿瘤
体积（０．９５±０．０５）ｍｍ３小于模型组，差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。模型组与朱砂莲甲素组大鼠肿瘤体积
比较见图２。

ａ：正常组；ｂ：模型组ｃ：朱砂莲甲素组
图１　３组大鼠病理学观察（×４００）
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图２　模型组与朱砂莲甲素组大鼠肿瘤体积比较

２．３　３组大鼠Ｐ６３、ＴＲＰＭ８、ＨＧＦ、ｃＭｅｔ表达水平比较
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：模型组大鼠 Ｐ６３、ＴＲＰＭ８、

ＨＧＦ、ｃＭｅｔ水平均高于正常组，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；朱砂莲甲素组大鼠 Ｐ６３、ＴＲＰＭ８、ＨＧＦ、
ｃＭｅｔ水平低于模型组，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），见图３。

ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；ｂ：３组大鼠 Ｐ６３、ＴＲＰＭ８表达水平比较；ｃ：３组大鼠 ＨＧＦ、ｃＭｅｔ表达水平比较　：与正常组比较，
Ｐ＜０．０５；＃：与模型组比较，Ｐ＜０．０５

图３　３组大鼠Ｐ６３、ＴＲＰＭ８、ＨＧＦ、ｃＭｅｔ表达水平比较

３　讨论

口腔鳞癌的主要特点是具有较高的恶性程度，其

生长速度较快，严重影响舌肌，最终会限制舌的运动，

使患者发生吞咽困难［７８］。有研究显示，患口腔鳞癌的

男性多于女性，吸烟和酗酒的男性患者常发［９］。本研

究建立的口腔鳞癌模型是通过４ＮＱＯ诱导建立，主要
是因为４ＮＱＯ对周围的组织不容易产生炎症反应而导
致坏死。４ＮＱＯ还原酶在癌症的发病过程中起到关键
性的作用，大鼠舌部黏膜的４ＮＱＯ还原酶具有较高的
含量，采用 ４ＮＱＯ诱导使大鼠病变器官存在靶
向性［１０］。

本研究主要通过采取朱砂莲甲素治疗口腔鳞癌大

鼠，研究其对Ｐ６３、ＴＲＰＭ８水平的影响以及作用机制。
结果显示，朱砂莲甲素组大鼠平均体质量增加，肿瘤体

积减小，说明朱砂莲甲素有助于改善大鼠身体状况，促

进大鼠恢复。朱砂莲甲素通过抑制巨噬细胞有助于减

少炎症因子释放，经过泻下作用，有助于肠道的蠕动，

细菌在肠道内的停留时间会大大缩短，减少内毒素的

生成和吸收［１１］。通过抑制内毒素避免炎症因子被激

活和释放，有助于细胞保持稳定。本研究中，朱砂莲甲

素组大鼠Ｐ６３水平降低，说明朱砂莲甲素有助于抑制
Ｐ６３水平。Ｐ６３属于一种抑癌基因，在鳞状上皮细胞
的生长和分化中起到参与作用。Ｐ６３发生突变会导致
转录的多种异构体表达出现异常，同时 Ｐ６３对细胞的
凋亡有诱导作用，异常表达的 Ｐ６３会造成肿瘤细胞分
化异常和增生［１２］。韩江［１３］指出，Ｐ６３在宫颈癌中显示

高表达。Ｐ６３在鳞癌中是一种肿瘤标志物，对口腔鳞
癌患者来说具有重要意义。本研究结果显示，朱砂莲

甲素组大鼠ＴＲＰＭ８水平降低，说明朱砂莲甲素可以改
善大鼠ＴＲＰＭ８水平。ＴＲＰＭ８能够通过刺激冷敏感通
道中的通道膜电位，促进通道保持开放。ＴＲＰＭ８被激
活后，会促进 Ｃａ２＋内流在细胞中产生生物效应，在细
胞的增殖、迁移、分化中起到调控作用［１４１５］。刘涛

等［１６］指 出 ＴＲＰＭ８在前列腺癌中显示高表达，
Ｌｉｕ等［１７］研究说明ＴＲＰＭ８在乳腺癌中也有表达。

本研究结果显示，朱砂莲甲素组大鼠 ＨＧＦ和
ｃＭｅｔ表达降低，说明朱砂莲甲素可以降低 ＨＧＦ和
ｃＭｅｔ的水平。ＨＧＦ和 ｃＭｅｔ经过特异性结合会促进
ＨＧＦ／ｃＭｅｔ信号通路建立形成。ＨＧＦ的主要来源在
间质细胞，ｃＭｅｔ的主要来源在上皮细胞，ＨＧＦ和ｃＭｅｔ
结合会调控上皮－间质细胞之间相互作用，促进结构
形成［１８１９］。有研究显示，ＨＧＦ和 ｃＭｅｔ在正常状态下
显示低表达，上皮细胞和间质细胞起到严格调控作

用［２０２１］。在肿瘤细胞中 ｃＭｅｔ和 ＨＧＦ可以通过自分
泌和旁分泌完成，导致表达水平升高。ＨＧＦ和 ｃＭｅｔ
在多种肿瘤中均显示表达异常，和口腔鳞癌之间也存

在紧密的联系。张敏等［２２］指出 ＨＧＦ／ｃＭｅｔ信号通路
参与口腔鳞癌的形成、浸润、转移等有关，在口腔鳞癌

的发病中起到关键性作用。朱砂莲甲素主要是对癌细

胞的ＤＮＡ、ＲＮＡ有抑制作用，抑制蛋白质的合成以及
癌细胞发生氧化脱氢［２３２４］。张凯亮等［２５］的研究显示，

朱砂莲甲素会抑制口腔鳞癌细胞增殖，促进细胞发生

凋亡。本研究结果显示朱砂莲甲素通过激活 ＨＧＦ／ｃ
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Ｍｅｔ信号通路，下调Ｐ６３、ＴＲＰＭ８水平。
综上所述，朱砂莲甲素可以有效减小口腔鳞癌大

鼠肿瘤体积，通过调节ＨＧＦ／ｃＭｅｔ信号通路改善Ｐ６３、
ＴＲＰＭ８水平，对临床治疗口腔鳞癌具有重要意义。
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