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紫花前胡素经Ｎｏｘ１／Ａｋｔ信号通路对口腔鳞癌细胞
增殖及侵袭的抑制作用
王 慧 １，邵义熊 １，阮自琴 １，毛 敏 ２△

（１．湖北省十堰市妇幼保健院口腔科，湖北 十堰 ４４２０００； ２．湖北医药学院附属太和医院口腔科，湖北 十堰 ４４２０００）
摘要：目的 探讨紫花前胡素通过 Ｎｏｘ１／Ａｋｔ信号通路抑制口腔鳞癌细胞增殖及侵袭的作用机制。方法 ＳＣＣ－２５组（Ａ组）及
紫花前胡素低、中、高剂量组（Ｂ１组、Ｂ２组、Ｂ３组）均取１０ｍＬＳＣＣ－２５细胞（密度为 ５×１０６／ｍＬ），置有 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基
中，分别加入紫花前胡素０，２０．０，４０．０，８０．０μｇ／ｍＬ，置 ＣＯ２培养箱（３７℃、５％ＣＯ２、２％Ｏ２、９３％Ｎ２）培养７２ｈ。采用四氮唑盐（ＭＴＴ）比色
法、结晶紫染色、ＭｉｌｌｉＣｅｌｌ室、流式细胞仪、逆转录 －定量聚合酶链反应（ＲＴ－ｑＰＣＲ）法、酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）法测定细胞增殖及凋亡
水平、单克隆形成数、穿膜数、Ｎｏｘ１ｍＲＮＡ及 Ｐ－ＡｋｔｍＲＮＡ表达水平，以及超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）、谷胱甘肽过氧化物
酶（ＧＳＨ－Ｐｘ）水平。结果 Ｂ１组、Ｂ２组、Ｂ３组吸光度（ＯＤ）值、存活率水平、克隆形成数、穿膜数、Ｎｏｘ１ｍＲＮＡ水平、Ｐ－ＡｋｔｍＲＮＡ水平、

ＭＤＡ水平明显低于Ａ组（Ｐ＜０．０５），且与剂量呈正相关；Ｂ１组、Ｂ２组、Ｂ３组细胞凋亡率水平、ＳＯＤ及ＧＳＨ－Ｐｘ水平明显高于Ａ组（Ｐ＜０．０５），
且与剂量呈正相关。结论 紫花前胡素能抑制口腔鳞癌细胞增殖、侵袭，并促进其凋亡，其机制与紫花前胡素抑制 Ｎｏｘ１活性降低 Ａｋｔ的
磷酸化水平，进而降低其氧化应激水平有关。

关键词：紫花前胡素；Ｎｏｘ１／Ａｋｔ信号通路；口腔鳞癌；增殖；侵袭；氧化应激；作用机制
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口腔鳞状细胞癌（简称口腔鳞癌）是常见的头颈部

肿瘤，患者 ５年生存率仅为 ５３％犤１－２犦。咀嚼槟榔、吸烟、

饮酒等会持续产生氧化应激产物。过量的氧化应激产物

产生会介导 ＤＮＡ损伤和 ／或脂质过氧化，这些均已被
证实能加快口腔鳞癌的发展犤３－４犦。研究表明，口腔鳞癌

患者唾液中的氧化应激标志物犤如 ８－羟基－２′－脱氧
鸟苷和丙二醛（ＭＤＡ）犦水平高于健康人群，而抗氧化剂
维生素 Ｃ和维生素 Ｅ水平则较低 犤５犦。还原型辅酶Ⅱ
牗ＮＡＤＰＨ牘氧化酶（Ｎｏｘ／Ｄｕｏｘ）家族是产生氧化应激产物
的酶家族，可在癌症的进程中发挥重要作用。上调Ｎｏｘ１

·研究·
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组别

Ａ组

Ｂ１组

Ｂ２组

Ｂ３组

质量浓度（μｇ／ｍＬ）

０
２０
４０
８０

克隆形成数目（Ｘ±ｓ）

８７０．４９±８．０９
５５０．４５±５．９０ａ

３２９．１２±８．３２ａｂ

２２１．１２±８．７４ａｂｃ

穿膜数（Ｘ±ｓ）

７６８±５４
５５７±１９ａ

４２３±４３ａｂ

２３４±２５ａｂｃ

组别

Ａ组

Ｂ１组

Ｂ２组

Ｂ３组

质量浓度（μｇ／ｍＬ）

０
２０
４０
８０

ＯＤ值

１．００±０．０７
０．８６±０．０１ａ

０．６４±０．０２ａｂ

０．３９±０．０５ａｂｃ

存活率（％）

１００．００±０．０１
７６．７６±９．７５ａ

５３．９８±８．０８ａｂ

２６．９８±９．５４ａｂｃ

凋亡率（％）

１．５２±０．８９
７．９４±２．１２ａ

１１．７０±２．５４ａｂ

１４．８４±２．８７ａｂｃ

表达和随后生成的氧化应激产物可促进癌细胞增殖犤６－７犦。

紫花前胡素为紫花前胡的醇提物，有祛痰解痉、抗血小板

聚集和抗炎作用，并可抑制癌细胞的生长和代谢犤８－９犦。

本研究中探讨了紫花前胡素通过 Ｎｏｘ１／Ａｋｔ信号通路
抑制口腔鳞癌细胞增殖及侵袭的作用，为口腔鳞癌的治

疗提供参考。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 仪器、试药与细胞
仪器：ＭｉｌｌｉＣｅｌｌ室（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ

Ｍ５型分光光度计（美国ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司）；ＩＸ７３型
倒置显微镜（日本奥林巴斯公司）；ＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ型流式
细胞仪（美国 ＢＤ公司）；ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００型分光光度计
（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｃ公司）；ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
７５００型实时荧光定量聚合酶链反应系统（ｑＰＣＲ，美国
ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）。

试药：１０％胎牛血清（ＦＢＳ），ＤＭＥＭ培养基，均购自
美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；四氮唑盐（ＭＴＴ，德国
Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司）；４′，６－二脒基 －２－苯基吲哚
（ＤＡＰＩ），０．５％结晶紫，均购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ
基质（美国ＢＤ公司）；ＲＮＡ试剂盒、ＥｘＴａｑ酶，均购自日
本Ｔａｋａｒａ公司。

细胞：口腔鳞癌 ＳＣＣ－２５细胞，源自美国典型培养
物保藏中心（ＡＴＣＣ）。
１．２ 方法

细胞培养及分组：ＳＣＣ－２５组（Ａ组）及紫花前胡素
低、中、高剂量组（Ｂ１组、Ｂ２组、Ｂ３组）取１０ｍＬＳＣＣ－２５
细胞（密度为５×１０６／ｍＬ）置有１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ
培养基中，各组分别加入紫花前胡素 ０，２０．０，４０．０，
８０．０μｇ／ｍＬ，置ＣＯ２培养箱（３７℃，５％ＣＯ２，２％Ｏ２，９３％Ｎ２）。
以上各组每孔设６个平行样，培养７２ｈ。

细胞增殖水平检测：采用四氮唑盐（ＭＴＴ）比色法评
估。取上述各组细胞，每孔中加入 ＭＴＴ溶液。孵育 ４ｈ
后，加入裂解缓冲液（１０％ＳＤＳ加入 ０．０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ
中）并孵育过夜。最后，使用分光光度计测定 ５５０ｎｍ波
长处的吸光度（ＯＤ），计算存活率及凋亡率。

细胞单克隆形成数目检测：取上述各组细胞，用

胰蛋白酶处理，计数，并在密度为 １０３细胞 ／孔的 ６孔
板中用完全培养基重新接种 ８ｄ。每 ３ｄ更换培养基，
以维持细胞生长。将菌落固定，并用 ０．５％结晶紫在
室温下染色 ３０ｍｉｎ。培养 ８ｄ后，在倒置显微镜下计
数菌落数。

细胞体外侵袭试验：在 ＭｉｌｌｉＣｅｌｌ（直径 １２ｍｍ，孔径
８μｍ）室上侧预涂Ｍａｔｒｉｇｅｌ。在补充有０．１％血清的培养
基中将 １×１０５个上述各组细胞加入上部隔室中，并
将该室置含有１０％胎牛血清的培养基的２４孔板中。在

３７℃下培养２４ｈ后，擦去膜上侧的细胞，将下膜表面上
的侵入细胞固定，并用 ＤＡＰＩ染色。通过计数每个室
１０个高功率毡的穿膜孔数来量化侵入活动。

细胞凋亡水平：使用基于ＡｎｎｅｘｉｎＶ（Ａｘｖ）－ＦＩＴＣ／ＰＩ
双染色的流式细胞（ＦＡＣＳ）分析。室温下在 Ａｘｖ－ＦＩＴＣ
和 ＰＩ（１０μｇ／ｍＬ）中温育 １５ｍｉｎ，使用流式细胞仪测定
荧光强度。

细胞 Ｎｏｘ１ＲＮＡ及 Ｐ－ＡｋｔＲＮＡ表达水平：采用逆
转录－定量聚合酶链反应（ＲＴ－ｑＰＣＲ）法测定。从上述
各组细胞中提取总 ＲＮＡ。以分光光度计测定 ＲＮＡ浓
度。确保浓度比值水平为 ２．６０～２．８０，ＰＣＲ系统上用
ＳＹＢＲ预混物 ＥｘＴａｑ进行ｑＰＣＲ。ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ用于标
准化 ＲＮＡ比对。引物序列如下，Ｎｏｘ１牗５′－ＧＣＡＡＣＣ
ＡＡＴＧＧＡＴＣＴＣＣＴＣＣＴ－３′和５′－ＧＧＧＧＡＧＡＡＡＡＡＣＡＣＣ
ＣＣＧＡＡ－３′牘，Ｐ－Ａｋｔ（５′－ＴＧＡＣＡＣＧＣＴＴＣＣＣＴＧＧＡＴＴ
Ｇ－３′和５′－ＴＣＣＧＧＧＧＡＣＡＧＣＡＴＣＡＡＡＴＣ－３′牘，ＧＡＰＤＨ
（５′－ＣＴＣＴＧＣＴＣＣＴＣＣＴＧＴＴＣＧＡＣ－３′和 ５′－ＧＣＧＣＣ
ＣＡＡＴＡＣＧＡＣＣＡＡＡＴＣ－３′牘。热循环条件，４０个循环，在
９５℃下变性１０ｓ，在６０℃下退火１０ｓ，在７２℃下延伸１５ｓ。
数据用２－ΔΔＣｔ法处理。平行测定３次。

细胞氧化应激水平：取上述各组细胞，５０００ｒ／ｍｉｎ
离心收集细胞，加入磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）制成细胞悬液
后，以酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）法测定培养液中超氧化物
歧化酶（ＳＯＤ）、ＭＤＡ、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ－Ｐｘ）
蛋白水平。

１．３ 统计学处理
采用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件分析。计量资料以 Ｘ±ｓ

表示，采用单因素方差分析，多重比较采用ＬＳＤ－ｔ检验。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

结果见表１至表４。

注：与 Ａ组比较，ａＰ＜０．０５；与Ｂ１组比较，ｂＰ＜０．０５；与Ｂ２组
比较，ｃＰ＜０．０５。下表同。

表１ 各组ＳＣＣ－２５细胞 ＯＤ值、存活率及凋亡率水平比较（ｎ＝６）

表２ 各组 ＳＣＣ－２５细胞克隆形成数目及穿膜数比较（ｎ＝６）

·研究·
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组别

Ａ组

Ｂ１组

Ｂ２组

Ｂ３组

质量浓度

（μｇ／ｍＬ）

０
２０
４０
６０

ＳＯＤ
（Ｘ±ｓ，Ｕ／ｍＬ）

２５４．２３±１９．３９
３８１．２６±２３．２１ａ

５８９．６５±４９．５４ａｂ

６０４．３５±３４．３８ａｂｃ

ＭＤＡ
（Ｘ±ｓ，μｍｏｌ／Ｌ）

５９５．２４±１９．３５
４２１．３６±２３．２１ａ

２５４．３６±１９．５６ａｂ

１５８．６９±１３．５８ａｂｃ

ＧＳＨ－Ｐｘ
（Ｘ±ｓ，μｍｏｌ／Ｌ）

１４８．５９±２２．６５
２４９．５４±１９．６９ａ

４０８．５４±１７．５９ａｂ

６３５．４９±１５．４３ａｂｃ

组别

Ａ组

Ｂ１组

Ｂ２组

Ｂ３组

质量浓度（μｇ／ｍＬ）

０
２０
４０
８０

Ｎｏｘ１（Ｘ±ｓ）

３．２３±０．１５
２．４５±０．２７ａ

１．０８±０．２３ａｂ

０．５４±０．１７ａｂｃ

Ｐ－Ａｋｔ（Ｘ±ｓ）

５．１２±０．３９
３．９９±０．４３ａ

２．３４±０．３６ａｂ

１．０１±０．２４ａｂｃ

表３ 各组ＳＣＣ－２５细胞Ｎｏｘ１及 Ｐ－ＡｋｔｍＲＮＡ表达水平比较（ｎ＝６）

表４ 各组 ＳＣＣ－２５细胞氧化应激水平比较牗ｎ＝３牘
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３ 讨论

口腔鳞癌为常见恶性肿瘤，对放射治疗和化学疗法

反应较差。紫花前胡素是一种天然的异丙基甲酚，具有

镇痛、抗菌、抗炎、抗氧化和抗血管生成的作用犤１０犦。肝癌

细胞体外试验证实，紫花前胡素可通过一系列生物学途

径抑制肝癌细胞的增殖，包括细胞周期调控、细胞凋亡、

肿瘤发生、黏附和侵袭。此外，紫花前胡素对肺癌、乳腺

癌和结肠癌细胞也具有一定抗增殖作用犤１１犦。本研究结

果显示，Ｂ１组、Ｂ２组、Ｂ３组的 ＯＤ值、存活率、细胞克隆
形成数目、穿膜数水平低于Ａ组，凋亡率水平高于Ａ组，
这与上述文献结论相符合。同时提示，紫花前胡素能抑

制口腔鳞癌细胞的增殖和侵袭，并促进其凋亡。

Ｎｏｘ／Ｄｕｏｘ家族由 ７名成员组成，被认为是氧化应
激产物生成的主要来源，其在癌症发生、发展中起重要

作用犤１２犦。据报道，对 Ｎｏｘ１活性的抑制可诱导许多癌细
胞（包括胰腺癌、间皮瘤和肉瘤）凋亡。ＲＴ－ＰＣＲ分析显
示，Ｎｏｘ１ｍＲＮＡ和 Ｎｏｘ４ｍＲＮＡ在肺癌细胞系的重要亚
组中呈高度表达犤１２犦。基因敲除Ｎｏｘ１，可显著抑制肺癌细
胞活力。Ｎｏｘ１还能抑制ｐ５３（Ｋ３８２）的乙酰化，后者是ＳｉＲＴ１
脱乙酰酶的靶标，并抑制了ｐ５３促凋亡转录活性犤１３犦。近期

研究发现，在卵巢细胞癌中，Ｎｏｘ１的敲低显著增强了顺铂
诱导的细胞凋亡。这一新发现提示了Ｎｏｘ１可能是癌细胞
治疗的一个重要潜在靶点犤１４犦。本研究结果显示，Ｂ１组、
Ｂ２组、Ｂ３组的Ｎｏｘ１ｍＲＮＡ表达水平低于Ａ组。说明紫花前
胡素能抑制Ｎｏｘ１的表达，进而降低口腔鳞癌细胞的活性。

Ａｋｔ是细胞存活的调节因子，通过其磷酸化活化抑
制凋亡，从而防止细胞死亡和延长细胞存活期犤１５－１６犦。选

择性抑制剂作用于磷脂酰肌醇 ３－激酶（ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ）对
非小细胞肺癌、血液系统恶性肿瘤和头颈部鳞状细胞癌

疗效较好犤１７犦。本研究中发现，Ｂ１组、Ｂ２组、Ｂ３组的 Ｎｏｘ１
ｍＲＮＡ和 Ｐ－ＡｋｔｍＲＮＡ表达水平低于 Ａ组，提示紫花
前胡素可通过抑制Ｎｏｘ１活性，降低Ａｋｔ的磷酸化水平，

进而加速口腔鳞癌细胞的凋亡。

由氧化应激产物水平分析结果可知，Ｂ１组、Ｂ２组、
Ｂ３组的 ＳＯＤ和 ＧＳＨ－Ｐｘ水平高于 Ａ组，ＭＤＡ水平低
于 Ａ组。提示紫花前胡素能明显降低氧化应激产物水
平，进而抑制癌细胞的增殖及侵袭。这与上述文献的结

果相符。

综上所述，紫花前胡素能抑制口腔鳞癌细胞增殖、

侵袭，并促进其凋亡，其机制与紫花前胡素抑制Ｎｏｘ１活
性并降低Ａｋｔ的磷酸化水平，从而降低其氧化应激水平
有关。但本研究中只探讨了紫花前胡素对 Ｎｏｘ１ｍＲＮＡ
及ＡｋｔｍＲＮＡ表达的影响，未探讨紫花前胡素对口腔鳞
癌细胞 Ｎｏｘ１／Ａｋｔ信号通路上下游细胞因子表达的影
响，这将在后续研究中进行。
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ＤａｒｋＧａｌａｘｉｅｓｉｎｔｈｅＡＬＦＡＬＦＡＳｕｒｖｅｙ：ＩｓｏｌａｔｅｄＨｉ－ｂｅａｒｉｎｇ
Ｕｌｔｒａ－ｄｉｆｆｕｓｅＧａｌａｘｉｅｓ犤Ｊ犦．ＴｈｅＡｓｔｒｏｐｈｙｓｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ，２０１７，

８４２（２）：１３３－１３７．


