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鱼藤素抑制舌鳞癌细胞增殖及诱导裸鼠移植瘤细胞凋亡机制的研究

黄莹莹 裴浩

【摘要】 目的: 探索鱼藤素( DEG) 对舌鳞癌( TSCC) 的体外及体内抗癌作用及其作用机制。方法: CCK-8 实验检测 DEG 对舌

鳞癌细胞系 CAL27 细胞的增殖的影响，流式细胞术检测细胞凋亡及活性氧( ＲOS) 水平。构建裸鼠移植瘤模型并分组处理，测

量瘤体体积、质量及肿瘤抑制率; TUNEL 检测细胞凋亡; Western blot 实验检测 PI3K /AKT 信号通路相关蛋白表达。结果: DEG
对 CAL27 细胞具有增殖抑制和诱导凋亡作用; DEG 能够通过上调 CAL27 细胞中的 ＲOS 水平，抑制 PI3K /AKT 信号通路; 体内

实验证明 DEG 能够以浓度依赖性的方式抑制裸鼠移植瘤的生长，相同浓度下抑制效果强于顺铂，30 mg /kg 的 DEG 对瘤体的

抑制率高达 72． 6%。结论: DEG 对舌鳞癌细胞具有抑制增殖及诱导凋亡作用，其机制与调节肿瘤细胞中

ＲOS 以及 PI3K /AKP 信号通路有关。
【关键词】 鱼藤素; 舌鳞状细胞癌; 裸鼠移植瘤小鼠; PI3K /AKT 信号通路

【中图分类号】Ｒ739． 8 【文献标志码】A 【doi】10． 3969 / j． issn． 1001－3733． 2022． 03． 009

Deguelin inhibits the proliferation of tongue squamous cell carcinoma cells and induces cell apoptosis of
transplanted tumor in nude mice
HUANG Yingying，PEI Hao． 473000，Department of Stomatology，The First Affiliated Hospital of Nanyang Medical
College，China
【Abstract】Objective: To explore the anti-cancer effects and mechanism of deguelin ( DEG) on tongue squamous cell carcinoma
( TSCC) in vitro and in vivo． Methods: CCK-8 assay was used to detect the proliferation of TSCC CAL27 cells treated by DEG． Flow
cytometry was used to detect cell apoptosis and reactive oxygen species( ＲOS) ． In vivo tumor model was established by transplantation
of CAL27 cells in 30 nude mice and the mice were divided into 5 groups． After corresponding treatment，the tumor volume，mass and
tumor inhibition rate were measured． Tumor cell apoptosis was detected by TUNEL assay． The PI3K /AKT signaling pathway related
protein expression was examined by Western blot． Ｒesults: DEG inhibited the proliferation and induced the apoptosis of CAL27 cells．
DEG inhibited PI3K /AKT signaling pathway by up-regulating ＲOS levels in CAL27 cells． In vivo experiments showed that DEG inhibi-
ted the growth of transplanted tumors in nude mice in a concentration-dependent manner． The inhibitory effect is stronger than that of
cisplatin at the same concentration． The inhibitory rate of 30 mg /kg DEG on tumor was as high as 72． 6%． Conclusion: DEG can in-
hibit the proliferation and induce apoptosis of tongue squamous cell carcinoma cells by regolating ＲOS and PI3K /AKP signling path-
way．

【Key words】 Deguelin; Tongue squamous cell carcinoma; Nude mice with transplanted tumor; PI3K /AKT signa-
ling pathway

舌鳞状细胞癌 ( tongue squamous cell carcinoma，

TSCC) 简称舌鳞癌，是口腔颌面部常见的恶性肿瘤之

一，恶性程度及淋巴结转移率较高，同时具有很高的发

病率和死亡率［1］。舌鳞癌的发病原因至今还没有明

确，大量研究认定其发生与环境因素有关［2］。在近三

十年的临床治疗中形成了以手术为主，放化疗为辅的

综合治疗体系，然而舌鳞癌的五年生存率仍然处在非

常低的水平，主要治疗瓶颈卡在化疗药物的选择上，当

前的大部分化疗药物都存在一定的毒副作用，所以很

多患者会受到很多的额外困扰［3－4］。鱼藤素 ( degue-
lin，DEG) 是一种豆科植物鱼藤属的毛鱼藤根茎部提

取出来的拟鱼藤酮类药物，同属黄酮类化合物。近年

来的研究发现鱼藤素能够能增加多种肿瘤细胞对化疗

药物和放射线的敏感性，具有很强的辅助治疗作用;

多项体外研究表明鱼藤素对肺癌、乳腺癌、消化道癌

等多种癌症产生明显的抗癌效果［5－8］。但是目前国内

外对鱼藤素的抗癌作用并没有明确的研究结论。本课

题用不同浓度 DEG 加药干预 TSCC 细胞，构建裸鼠

移植瘤小鼠模型，探讨鱼藤素对舌鳞癌细胞的作用机
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制。

1 材料与方法

1． 1 细胞株和动物分组

CAL27 细胞( 中国科学院细胞研究所) ; HOK 细

胞( 人正常口腔上皮角质细胞) ( 上海通派生物科技有

限公司) ，均用 10% FBS 的 DMEM 培养液，置于孵育

箱中( 37 ℃、5% CO2 ) 常规培养，取对数生长期细胞

用于实验; SPF 级 BALB /c 雌性裸鼠 ( 18 ～ 20 g，5 ～ 6
周龄) ［动物许可证号: SCXK( 京) 2016-0006，北京维

通利华实验动物技术有限公司］。分为空白组、顺铂

组、低剂量鱼藤素组、中剂量鱼藤素组和高剂量鱼藤素

组，每组 6 只。分别用生理盐水，30 mg /kg 顺铂，10
mg /kg 鱼藤素，20 mg /kg 鱼藤素和 30 mg /kg 鱼藤素处

理，动 物 实 验 经 过 伦 理 委 员 会 批 准 ( 批 号: 2020-
xxgnk012) 。
1． 2 试剂与仪器

顺铂( CAS: 15663-27-1，纯度≥98%) ［华中海威

( 北京) 基因科技有限公司］; DMEM 培养基( Gibco 公

司，美国) ; 一抗和二抗( 北京中杉金桥生物技术有限

公司) ; TUNEL 试剂盒 ( 武汉菲恩 生 物 科 技 有 限 公

司) ; CCK-8 试剂盒 ( 南京博研生物科技有限公司) ;

BCA 蛋白浓度测定试剂盒( 合肥莱尔生物科技有限公

司) ; ECL 发光试剂盒 ( 厦门仑昌硕生物科技有限公

司) 。
CQ-80L 二氧化碳培养箱 ( 常州金坛良友仪器有

限公司) ; 汇松酶标分析仪 MB-580 ( 济南欧莱博科学

仪器有限公司) ; FACSCanto II 流式细胞仪( BD 有限公

司，美国) ; Western blot 电泳仪及转膜仪 ( Bio-Ｒad 公

司，美国) 。
1． 3 实验方法

1． 3． 1 CCK-8 检测增殖 当细胞满度约为 70%后换

液处理，用 1% FBS 的 DMEM 孵育 2 h，分成空白组、5
μmol /L DEG、10 μmol /L DEG、20 μmol /L DEG、30
μmol /L DEG、40 μmol /L DEG 及 50 μmol /L 8 组进行

加药处理，设置相同浓度的顺铂组实验。24 h 后加入

15 μL CCK-8 溶液，490 nm 波长重复 3 次测量吸光度

值，计算细胞存活率和半数致死浓度( IC50 值) 。
1． 3． 2 Hochest /PI 双染检测细胞凋亡 选择恰好处

于对数生长期的 CAL27 细胞接种于六孔板中，待细

胞密度 达 到 75% 左 右 时，加 入 不 同 浓 度 的 鱼 藤 素

( 5、10、30 及 50 μmol /L) ，培养箱中继续培养 24 h
后，加入 Hochest /PI 染色剂，随后通过倒置荧光显

微镜观察细胞凋亡情况，并对其进行拍照记录。

1． 3． 3 流式细胞术法检测细胞凋亡 将 CAL27 细胞

接种至 6 孔板，过夜培养。按浓度为 IC50 的 DEG 分别

处理 CAL27 细胞 3、6、12 和 24 h，随后收集细胞于

Tube 管中，5 000 r /min 离心 4～5 min，舍去上层清液，

按照试剂盒说明书将 1×结合缓冲液、Annexin V-FITC
及 PI 染料以 195 ∶ 3 ∶ 2 重悬细胞将细胞染色，流式细

胞仪上机检测凋亡细胞比例。
1． 3． 4 流式细胞术检测活性氧( ＲOS) 水平变化 用

IC50 值为终浓度的 DEG 分别处理细胞 3、6、12 和 24
h 后，将细胞收集到 Tube 管中，PBS 清洗并重悬，加入

5 μL DCFH-DA 并置于 37 ℃ 恒温水浴锅中避光孵育

0． 5 h，离心后用 PBS 重悬洗涤 1 次，500 μL PBS 重悬

细胞后流式细胞仪检测细胞内活性氧水平。随后进一

步检测加入 ＲOS 清除剂 NAC 之后 DEG 对 CAL27 细

胞凋亡变化情况。
1． 3． 5 构建裸鼠移植瘤模型及分组药物处理 将细

胞密度为 2×107 /mL 的 CAL27 以 5×106 个细胞 /只的

浓度以腋下接种的方式注入到裸鼠皮下，注入细胞后

用指肚轻轻按压注射的位置，每天观察裸鼠及肿瘤状

况。当接种裸鼠均出现直径大 5 mm3 的皮下质硬结

节时，将 30 只荷瘤鼠根据分组的实验方案，灌胃给药，

每两天一次并持续 4 周，停药后牺牲裸鼠并剥离肿瘤。
1． 3． 6 对裸鼠瘤小鼠肿瘤体积及重量的测定 隔 2 d
用游标卡尺测量瘤体，通过公式 V = 1 /2×长径×短径2

计算瘤体体积; 实验周期完成后剥离肿瘤，记录瘤体质

量; 肿瘤抑制率计算公式为: ( 空白对照组瘤重均值－
实验组瘤重均值) /空白组对照瘤重均值×100%。
1． 3． 7 检测组织中的凋亡细胞状况 OTC 包埋组

织，调整切片机厚度为 4 μm 连续切片，并参照 TUNEL
检测试剂盒说明书对肿瘤组织中的细胞凋亡情况进行

检测。在 400 倍的光学显微镜下观察计数，细胞凋亡

率=凋亡细胞数 /肿瘤细胞总数。
1． 3． 8 Western blot 检测相关蛋白变化 利用超声波

破碎仪将组织中的蛋白裂解出来，在 4 ℃离心机中离

心后取上清蛋白配样，将蛋白通过 10% ～ 15%的 SDS-
PAGE 凝胶分离，然后将凝胶转移至 NC 膜表层，将 NC
膜用脱脂乳封闭 2 h。随后用 PBS 洗去脱脂乳浮液，

然后一抗加入 NC 膜上 4 ℃过夜，TBST 洗膜，随后二

抗室温孵育 2 h，ECL 显色，再通过化学发光成像系统

进行拍照、ImageJ 软件对蛋白条带进行灰度分析。
1． 4 统计学分析

采用 SPSS 22． 0 软件进行统计分析，资料数据以 �x
±s 表示，两组间比较采用 Tukey＇s 检测，以 P＜0． 05 为

差异有统计学意义。
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2 结 果

2． 1 CCK-8 实验检测 CAL27 细胞的增殖情况

从表 1 中可以看出，随着鱼藤素处理浓度的不断

提升细胞存活率逐渐降低，具有明显的浓度依赖性，当

50 μmol /L DEG 处理 24 h 时，细胞存活率仅为 14． 6%
±3． 3%，经计算 IC50 为 17． 8 μmol /L; 对正常口腔上皮

细胞的检测结果显示，鱼藤素对正常细胞的毒副作用

较小，当 50 μmol /L DEG 处理 24 h 时，细胞存活率为

81． 3%±1． 9%。
2． 2 鱼藤素对舌鳞癌 CAL27 细胞的诱导凋亡作用

鱼藤素对 CAL 27 细胞形态的影响如图 1，当处理

浓度较小时，CAL27 细胞体积有所增大，细胞密度逐

渐变得稀疏; 处理浓度增大后，CAL27 细胞大量漂浮，

细胞间隙明显增大。在荧光条件下，CAL27 细胞的红

色荧光强度随着鱼藤素的处理时间逐渐增强，说明细

胞出现凋亡。流式细胞术的结果如图 2，鱼藤素处理 6

h 后，细胞开始出现明显的凋亡，并且在处理 24 h 时，

凋亡细胞比例达到最高 57． 5%±3． 2%。同时凋亡相

关蛋白检测结果如图 3，Caspase-9 和 pro-caspase-3 表

达量降低，cleaved-caspase-3 表达量升高。

表 1 鱼藤素对 CAL27 细胞和 HOK 细胞的增殖抑制作用

( �x±s，n= 8)

Tab 1 The inhibitory effect of DEG on the proliferation of CAL27
and HOK cells ( �x±s，n= 8)

分组
CAL 27 viability( %) HOK viability( %)

DEG Cisplatin DEG Cisplatin

空白组 100． 0 100． 0 100． 0 100． 0

5 μmol /L 83． 4±3． 6① 92． 5±2． 8① 95． 9±2． 6 92． 8±3． 7

10 μmol /L 68． 6±1． 8① 81． 3±3． 6① 92． 7±1． 8 85． 4±1． 6

20 μmol /L 48． 5±2． 6① 63． 7±1． 4① 86． 8±3． 5 75． 6±3． 2

30 μmol /L 29． 2±1． 5① 48． 9±2． 5① 83． 5±2． 4 68． 7±2． 7

40 μmol /L 14． 6±3． 3① 32． 6±2． 7① 81． 3±1． 9 60． 3±3． 1

注: ①与 HOK 比较，P＜0． 05

图 1 鱼藤素对 CAL27 细胞的诱导凋亡作用

Fig 1 The apoptosis effect of DEG on CAL27 cells

图 2 CAL27 细胞凋亡流式细胞术检测结果
Fig 2 The apoptosis of CAL27 cells examined by flowcytometry
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图 3 CAL27 细胞中凋亡相关蛋白的表达

Fig 3 Apoptosis related protein expression in CAL27 cells

2． 3 鱼藤素对舌鳞癌 CAL27 细胞的 ＲOS 调控作用

为了探究鱼藤素诱导 CAL27 细胞发生凋亡是否

与细胞内活性氧水平有关，以 IC50 浓度的鱼藤素处理

CAL27 细胞 不 同 时 间 ( 3、6、12 及 24 h ) 后，加 入

DCFH-DA 荧光探针，并通过流式细胞术 检 测 细 胞 内

活性氧水平变化情况。从图 4 中可以看出，随着鱼藤

素处理时间的不断增加，CAL27 细胞中 ＲOS 水平呈现

时间依赖性逐渐升高。在鱼藤素处理后再加入 ＲOS
清除剂 NAC 后，细胞凋亡情况被明显抑制，与鱼藤素

处理组相比具有显著性差异( 图 5) 。
2． 4 鱼藤素上调 ＲOS 水平调节 PI3K /AKT 信号通路

Western blot 结果如图 6，鱼藤素处理组的 PI3K
和 p-AKT 的表达量降低，但是当鱼藤素和 NAC 共同

处理后，PI3K 和 p-AKT 的表达量升高，基本恢复到与

对照组相近的水平，说明 ＲOS 处于 PI3K /AKT 通路的

上游。
2． 5 鱼藤素抑制舌鳞癌裸鼠移植瘤生长

与对照组相比，裸鼠移植瘤的瘤体积随着 DEG
剂量的加大而明显减小( P＜0． 05) ，平均瘤重明显减轻

图 4 鱼藤素增强 CAL27 细胞的 ＲOS 水平

Fig 4 DEG enhances the level of ＲOS in CAL27 cells

图 5 DEG 和 NAC 对 CAL27 细胞凋亡的影响

Fig 5 The effects of DEG and NAC on the apoptosis of CAL27 cells

图 6 鱼藤素通过调节 ＲOS 水平来抑制 PI3K /AKT 信号通路

Fig 6 DEG inhibits PI3K /AKT signaling pathway by regulating
ＲOS

( P＜0． 05) ( 图 7) 。TUNEL 实验结果显示( 图 7) ，随

着鱼藤素处理剂量的不断增加，凋亡细胞数量逐渐增

加，具有一定的浓度依赖性( 图 7) 。经计算，DEG 低、
中、高 剂 量 组 肿 瘤 抑 制 率 和 瘤 重 如 表 2，分 别 为

20． 1%，56． 1%和 72． 6%，与相同浓度的顺铂相比，

DEG 的肿瘤抑制效果要更强 ( P＜0． 05) ，表明鱼藤素

能够在一定范围内以浓度梯度来抑制体内肿瘤的生

长。
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图 7 DEG 促进裸鼠移植瘤中细胞凋亡

Fig 7 DEG promotes tumor cell apoptosis in nude mice

表 2 DEG 对裸鼠移植瘤抑制率的影响 ( �x±s，n= 3)

Tab 2 The effect of DEG on tumor suppression rate in nude mice
( �x±s，n= 3)

组 别 剂量 瘤重( g) 肿瘤抑制率( %)

空白组( %) 0． 9 NaCl 1． 574±0． 26 —
顺铂组( mg /kg) 30 0． 727±0． 34 53． 8
低 DEG 组( mg /kg) 10 1． 257±0． 17 20． 1
中 DEG 组( mg /kg) 20 0． 691±0． 11 56． 1
高 DEG 组( mg /kg) 30 0． 432±0． 07 72． 6

3 讨 论

舌 鳞 癌 患 者 的 五 年 生 存 率 近 年 来 一 直 徘 徊 在

50%左右，这一数字在晚期患者的身上则降为 25%，已

经严重危害了人类的健康和生存［9］。传统的治疗手

段中化疗特异性低，毒副作用较大，所以寻找更安全有

效的化疗药物是提高舌鳞癌患者生存率和生存质量的

重点。鱼藤素是近年来被发现的 Akt 特异性抑制剂，

对多种癌症均具有很强的抗癌效果，有研究显示，鱼藤

素发挥作用主要是通过抑制前列腺癌、肺癌及乳腺癌

等多 种 癌 细 胞 的 Akt ( Thr308 ) 、PTEN ( Ser380 ) 和

PDK1( Ser241) 的磷酸化有关，但是其上游的调控机制

是如何进行的还尚不明确［10－11］。本研究首先验证了

鱼藤素对舌鳞癌 CAL27 细胞的增殖抑制作用，可以看

出鱼藤素能够以浓度依赖性的方式抑制 CAL27 细胞

增殖，与阳性对照药物顺铂相比，鱼藤素的增殖抑制效

果要更强。同时验证其对正常细胞的毒副作用发现，

鱼藤素对人正常口腔上皮角质 HOK 细胞的毒副作用

要低于顺铂。经计算，鱼藤素对舌鳞癌 CAL27 细胞的

半数致死浓度( IC50 ) 为 17． 8 μmol /L，这也与文献报道

的对其他癌症的半数致死浓度在相近的范围内。
虽然临床上常用的化疗药物具体的作用机制不尽

相同，但是都有一个相同的“目的”———诱导癌细胞凋

亡，以诱导细胞凋亡为方向来开发抗化疗药物已经逐

渐被认可，并发展成为肿瘤治疗研究中的新热点［12］。
在凋亡过程中可以在显微镜下观察到细胞体积缩小，

结构更加紧密，胞膜不断出芽、脱落，细胞变成数个大

小不等的凋亡小体。Caspase-3 和 Caspase-9 蛋白在各

类癌的发生、发展中都起着十分重要作用［13］。在凋亡

过程中，pro-caspase-3 会 被 剪 切 成 具 有 执 行 功 能 的

cleaved-caspase-3 执行凋亡“任务”。本研究双染实验

结果可以初步看出，鱼藤素能够改变 CAL27 细胞形

态，随后的流式细胞术进一步证明了鱼藤素能够诱导

CAL27 细胞发生细胞凋亡，并进行了 Western blot 实验

检测凋亡相关蛋白的表达，从分子水平上证明了鱼藤

素的诱导凋亡能力。
当癌细胞中的 ＲOS 水平过高后会直接调控细胞

中的多条信号通路及多个信号因子，细胞中的多种生

理进程会因此而改变，其中就包括细胞凋亡［14］。在鱼

藤素处理后，CAL27 细胞中的活性氧水平逐渐升高，

并且具有明显的时间依赖性，为了验证 ＲOS 水平上升

是否和凋亡有关，加入了 NAC 后继续检测细胞凋亡情

况，可以看出 NAC 大幅降低了鱼藤素诱导的细胞凋亡

比例。PI3K /AKT 通路是一条经典的信号通路，鱼藤

素被认为是 Akt 抑制剂，但是鱼藤素是怎样调控 Akt
信号通路的还尚不明确，在查阅了大量文献后得知

ＲOS 可 以 直 接 调 控 Akt 的 磷 酸 化，进 而 调 控 整 条

PI3K /AKT 信号通路［15－16］。所以为了验证鱼藤素是否

是通过上调 ＲOS 水平来实现对 Akt 通路的抑制的，加

入 NAC 检测 Akt 通路蛋白的表达，可以看出鱼藤素和

NAC 共同处理组的 p-Akt 和 PI3K 表达量要远高于鱼

藤素单独处理组，说明调控 ＲOS 水平是鱼藤素发挥

Akt 抑制剂作用的关键要素。
体内裸鼠瘤实验是验证药效和检测毒副作用的关

键，有研究表明 30 mg /kg 顺铂对大部分瘤体的生长抑

制较强，因此本研究同样选取了 30 mg /kg 顺铂为阳性

对照组。从结果中可以看出鱼藤素能够抑制裸鼠移植

瘤的生长，并且具有一定的浓度依赖性，相同浓度下对

瘤体的抑制效果要强于顺铂，30 mg /kg 的鱼藤素对瘤
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体的抑制率高达 72． 6%，并且在实验过程中，小鼠没

有死亡，体重也没有明显的变化，说明鱼藤素的体内毒

副作用较小。
综上所述，Akt 抑制剂鱼藤素对舌鳞癌细胞具有

很强的抑制增殖作用，其作用机制是通过上调细胞中

ＲOS 水平，进而抑制 PI3K /Akt 信号通路，最终引起舌

鳞癌细胞发生凋亡，为中药鱼藤素在舌鳞癌中的应用

提供了一定的基础。
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■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■

本刊中、英文摘要的写作要求

“口腔基础医学研究”与“口腔临床医学研究”栏目文章中、英文摘要以 300 个实词为宜。撰写结构为: 目的

( Objective) : 研究的目的和任务，所涉及的主题范围; 方法( Methods) : 所用的原理、方法、对象、材料、程序等; 结

果( Ｒesults) : 研究的结果、得出的数据、确定的关系、观察的结果等; 结论( Conclusion) : 结果的分析、研究、比较、

评价、应用、得到的启发、建议等。以第三人称过去式叙述，首次出现的英文缩写应标注相应的英文全称。

短篇报道和病例报告等指标性摘要以 150 个实词为宜。主要是介绍论文的论题、论文内容要点的具体总结

或概括研究的目的，讲述论文的主体思想等。
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