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积雪草酸对人下咽癌细胞生物学行为的影响

陈　霞　欧阳坚　何　旺
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摘　要：目的 探究积雪草酸对人下咽癌 Fadu 细胞增殖、迁移、侵袭等生物学行为的影响。方法：分别用不同浓度 0μmol/L（CN

组）、10μmol/L（LN 组）、20μmol/L（MN1 组）、30μmol/L（MN2 组）和 40μmol/L（HN 组）的积雪草酸体外干预 Fadu 细胞，

倒置显微镜观察细胞形态改变、MTT 法检测细胞增殖率，划痕实验检测细胞迁移能力，Transwell 实验检测细胞侵袭能力的改变。

结果：与对照组比较，用药组可明显抑制 Fadu 细胞增殖，迁移和侵袭能力。结论：积雪草酸可体外抑制人下咽癌 Fadu 细胞的

增殖、迁移和侵袭。
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Abstract:Objective To investigate the effects of Asiatic acid(AA) on the proliferation, migration and invasion of human 
hypopharyngeal carcinoma Fadu cells. Methods: Fadu cells were treated with  different concentrations (0 μmol/L for CN, 
10 μmol/L for LN, 20 μmol/L for MN1,30 μmol/L for MN2 and 40 μmol/L for HN) in vitro. Cell morphology was 
observed by inverted microscope; cell proliferation was detected by MTT assay; cell migration was detected by scratch test; 
and cell invasion was detected by Transwell test. Results: Fadu cell proliferation, migration and invasion were significantly 
inhibited in the treatment group compared with the control group. Conclusion: AA can inhibit the proliferation, migration 
and invasion of human hypopharyngeal carcinoma Fadu cells in vitro. 
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积雪草酸 (Asiatic acid,AA) 是一种从植物积雪

草中提取出来的天然药物成分，近年来研究表明，它主

要具有抗炎、抗阿茨海默病、护肝和抗肿瘤等作用，在

心血管疾病中的保护作用也日渐报道。研究证实积雪草

酸能够抑制结肠癌细胞增殖、诱导乳腺癌、肝癌等肿瘤

细胞凋亡，目前积雪草酸已应用于大部分肿瘤研究，但

头颈部肿瘤研究较少，对下咽癌的研究几乎没有。因此，

本研究以人下咽癌 Fadu 细胞为研究对象，采用不同浓

度的积雪草酸体外干预 Fadu 细胞，探讨 AA 在体外对下

咽癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响，拟为进一步研究人

AA 抗下咽癌发病机制及治疗方案提供实验室基础。

一、材料

人下咽癌 Fadu 细胞购自中科院生物化学与细胞生

物学研究所；AA 购自南京景竹生物科技有限公司；胎

牛血清购自浙江天杭生物科技股份有限公司；DMEM 培

养液购自赛默飞世尔（苏州）仪器有限公司；细胞增

殖检测试剂盒（MTT）购于上海碧云天生物技术有限公

司；Transwell 小室购自美国 Corning costar 公司，

Matrigengel 胶购自美国 BD 公司。

二、方法

（一）细胞培养

Fadu 细胞用 10% 胎牛血清和 1x105U/L 青链霉素的

DMEM 培养液于 5%CO2、37℃饱和湿度的培养箱中培养，

每 2 天传代 1 次，取对数生长期细胞进行观察及下一步

研究。

（二）形态学观察

取对数生长期 Fadu 细胞胰酶消化传代后，分成五

组，计数 2x105 个 /mL 的密度接种到 6 孔培养板中，待

细胞贴壁后，分别加入不同浓度 0μmol/L（CN 组）、

10μmol/L（LN组）、30μmol/L（MN1组）、30μmol/L（MN2

组）和40μmol/L（HN组）的AA溶液进行干预共同培养，

24 小时后，采用倒置显微镜观察细胞形态的改变。

（三）MTT 比色法检测细胞增殖率	

取对数生长期 Fadu 细胞悬液 100ul，细胞密度

1x104 个接种到 96 孔板，每孔培养液为 100ul，孔板

边缘用 PBS 缓冲液封闭，于 37℃、5％ CO2 培养箱中

培养至贴壁，加入不同浓度（0μmol/L、10μmol/L、

20μmol/L、30μmol/L、40μmol/L）的 AA 溶液，设置

5 个复孔，边缘改用 DMEM 封闭，于 37℃、5％ CO2 培养

箱中培养 24h 后，每孔加入 20μl 的 MTT 溶液，37℃、

5％ CO2 培养箱中培养 4h，小心弃去 96 孔板中液体，

加入 150ml 的 DMSO，振荡 10 分钟，用酶标仪在 490nm

波长下测定吸光度（A）值并记录。计算细胞增殖抑制

率 =(1-A 给药组 /A 空白对照组 )×100%。
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（四）划痕实验检测细胞迁移能力

取对数生长期的 Fadu 细胞接种到 6 孔板中，每孔

培养液为 3ml，细胞数量为 1.5x105 个细胞，于 37℃、

5％ CO2 培养箱中培养至贴壁，移液枪垂直在每孔细胞

中间画线，PBS 液清洗 3次，加入不同浓度（0μmol/L、

10μmol/L、20μmol/L、30μmol/L、40μmol/L） 的

AA 溶液，设置 2 个复孔，培养箱中培养，按 0h，12h，

24h，观察细胞并拍照记录。

（五）Transwell 实验检测细胞侵袭能力

4℃过夜融化 Matrigengel 胶，垂直加入使之均匀

平铺于 Transwewll 上室中，放入培养箱（37℃，5%CO2)

中孵育 3h，每孔中加入 100 µL 无血清培养基后，于

培养箱放置 30min，进行基底膜水化；孔板下室加入

500µL 含 10%FBS 培养基，取对数生长期 Fadu 细调至

2.5×105/mL，取 200µL 悬液加入 Transwell 上室中，

培养箱培养 24h 后进行 4％多聚甲醛固定和 0.1% 结晶

紫染色，适当风干后，10 倍显微镜下选取 5 个视野观

察细胞并计数。

三、结果

（一）形态学观察

与 CN 组比较，用药组细胞数量减少，细胞形态皱

缩或变形，细胞膜内陷，并出现触角样改变，随着药物

剂量浓度加大，细胞皱缩愈明显。

图 1：不同浓度 AA 溶液干预培养后 Fadu 细胞形态结果

（二）细胞增殖能力的影响

结果显示，与 CN 组比较用药组细胞增殖明显受抑

制，抑制率差异明显（P<0.05）；不同浓度给药组（LN

组、MN1 组、MN2 组和 HN 组）组间相互比较，MN 组之

间无明显差异，LN 组与 HN 组间比较，细胞增殖抑制率

差异较显著（P<0.05）（见表 1），药物抑制程度呈现

剂量和时间依赖性（见图 2）。

图 2：24、48 和 72 小时不同浓度 AA 对 Fadu 细胞的

增殖抑制率的影响

（三）细胞迁移能力的影响

细胞划痕实验结果显示 , 与 CN 组比较用药组细胞

的迁移指数明显减少，能力减弱，差异有统计学意义

（P<0.05）（见图 3）。

图 3：不同浓度 AA 溶液细胞划痕实验的镜下结果

（四）细胞侵袭能力的影响

Transwell 细胞侵袭实验结果显示 , 与 CN 组相

比 ,HN 组侵入的细胞数量明显减少 , 差异有统计学意义

(P<0.01);MN 组间相比 , 差异无统计学意义 (P>0.05,

图 4)。

图 4：不同浓度 AA 溶液对 Fadu 细胞侵袭能力的影响

四、讨论

人下咽癌是一种头颈部恶性肿瘤，大部分患者在

诊断时即已发生周围组织肿瘤浸润及淋巴结远处转移

等，因此治疗效果欠佳、预后极差。下咽癌细胞的易侵

袭性、易转移性严重影响了下咽癌的治愈率，让患者复

表 1：积雪草酸（AA）对 Fadu 细胞的增殖抑制率的影响（ x ±ｓ）

分组 浓度
（μmol/L）

Fadu 细胞增殖抑制率（%）

24h 48h 72h

CN 组 0mol/L 0.587±0.041 0.801±0.005 0.364±0.039

LN 组 10mol/L 0.578±0.021 0.462±0.032* 0.336±0.047

MN1 组 20mol/L 0.514±0.002* 0.384±0.024* 0.305±0.027

MN2 组 30mol/L 0.506±0.035* 0.376±0.045* 0.300±0.085*

HN 组 40mol/L 0.496±0.070* 0.273±0.021* 0.249±0.038*

注：与空白对照组比较 *P<0.05。
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发率及死亡率居高不下 [1]。目前下咽癌主要使用顺铂

等抗癌药物进行术后化学治疗，此类药物毒副作用较大，

且费用昂贵，因此寻找一种更加有效、安全且经济的方

法对于下咽癌患者具有十分重要的临床价值和意义。

AA 是一种从植物积雪草中提取出来的天然药物成

分，近年来，国内研究发现积雪草酸具有许多生物活性，

引起了人们极大的研究兴趣。研究显示：积雪草酸是促

进肿瘤细胞凋亡且毒副作用小的天然产物，裸鼠成瘤模

型上证实，积雪草酸可以抑制肺癌肿瘤的生长，而对正

常细胞无明显影响 [2]；另有研究表明积雪草酸可以抑

制大鼠结肠癌模型中的癌前病变、炎症、细胞增殖和诱

导细胞凋亡，而对结肠黏膜细胞无毒性作用 [3]。以上

研究结果说明，积雪草酸有可能作为低毒高效的抗肿瘤

药物应用。

更多研究已经证实：积雪草酸在体内或体外对乳

腺癌、卵巢癌、胃癌、胆管癌、淋巴瘤、黑色素瘤均

有抗癌作用 [4.5.6]。国外已发现积雪草酸可诱导人乳腺

癌 MCF-7 和 MDA-MB-231 细胞株经历 S-G2/M 期阻滞和

凋亡 [7]；可通过降低 Bcl-2 和增加 bax、caspase-3 和

caspase-9 的表达在大鼠结肠癌模型中诱导细胞凋亡
[8]；积雪草酸还可通过 p38 途径和 ERK 信号转导途径诱

导顺铂耐药的人咽癌细胞凋亡，其抗癌作用呈现剂量依

赖性和时间依赖性 [9]。

总之，AA 可抑制人下咽癌 Fadu 细胞的增殖，抑制

细胞的迁移和侵袭能力，但具体是通过什么信号途径或

方式使细胞发生这些生物学行为的改变，仍需要进一步

的研究。
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