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摘要：目的　探讨白花丹醌（ｐｌｕｍｂａｇｉｎ）通过含纤连蛋白Ⅲ型结构域蛋白 ３Ｂ
（ＦＮＤＣ３Ｂ）对舌鳞癌细胞恶性生物学行为与糖酵解抑制作用的机制。方法　取
对数生长期的人舌鳞癌细胞（ＴＣＡ８１１３），将 ＴＣＡ８１１３细胞分为空白组（正常培
养）、低、中、高剂量实验组（分别用１、２、４μｍｏｌ·Ｌ－１　白花丹醌处理 ＴＣＡ８１１３
细胞）、ｏｅ－ＮＣ组（ＴＣＡ８１１３细胞转染阴性对照质粒 ｏｅ－ＮＣ）、ｏｅ－ＦＮＤＣ３Ｂ组
（ＴＣＡ８１１３细胞转染ｏｅ－ＦＮＤＣ３Ｂ）、高剂量实验组 ＋ｏｅ－ＮＣ组（基于高剂量实
验组，转染 ｏｅ－ＮＣ质粒）和高剂量实验组 ＋ｏｅ－ＦＮＤＣ３Ｂ组（基于高剂量实验
组，转染ｏｅ－ＦＮＤＣ３Ｂ质粒）。用实时荧光定量聚合酶链反应检测ＦＮＤＣ３ＢｍＲＮＡ
相对表达水平；用噻唑蓝法检测细胞存活率；用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验法检测细胞侵袭
水平；用免疫荧光法检测ＦＮＤＣ３Ｂ、己糖激酶２（ＨＫ２）和乳酸脱氢酶 Ａ（ＬＤＨＡ）
蛋白相对表达水平；用原位末端转移酶标记技术法检测细胞凋亡水平。结果　
空白组、高剂量实验组、高剂量实验＋ｏｅ－ＮＣ组和高剂量实验＋ｏｅ－ＦＮＤＣ３Ｂ组
细胞侵袭个数为（８９７１±１３５９）、（６９６７±１４７８）、（６２３３±１０１１）和
（１５８２３±２０９５）个，细胞凋亡率为（１００７±２４１）％、（２３３８±４７５）％、
（２０６５±５４３）％和（８４４±１１８）％，ＨＫ２蛋白相对表达水平分别为
１００±０１５、０５８±００９、０５５±００７和０７１±０１０，ＬＤＨＡ蛋白相对表达水平
水平分别为１００±０１２、０６３±０１１、０６１±００９和０８９±０１５，Ｐ５３蛋白相对
表达水平水平分别为１００±０１５、１５９±０３１、１６４±０２８和１２５±０２２，Ｐ２１
蛋白相对表达水平水平分别为 １００±０１３、１５１±０２６、１４８±０１９和
１１９±０１７，ＣＤＫ６蛋白相对表达水平分别为 １００±０１３、０２８±００４、
０３３±００６和０７９±０１２，高剂量实验组的上述指标与空白组比较，高剂量实
验＋ｏｅ－ＦＮＤＣ３Ｂ组的上述指标与高剂量实验＋ｏｅ－ＮＣ组比较，在统计学上差
异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）。结论　白花丹醌可能通过 ＦＮＤＣ３Ｂ调控
Ｐ５３／Ｐ２１／ＣＤＫ６信号通路来促进舌鳞癌细胞的凋亡，抑制癌细胞的侵袭和糖酵解。
关键词：白花丹醌；舌鳞癌；含纤连蛋白Ⅲ型结构域蛋白３Ｂ；恶性行为；糖酵解
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ｂｒｏｍｉｄｅ（ＭＴＴ）ａｓｓａｙＣｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓ
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（ＬＤＨＡ）ＣｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｄＵＴＰｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ
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ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ＋ｏｅ－ＦＮＤＣ３Ｂ ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（８９７１±１３５９），（６９６７±１４７８），
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（２３３８±４７５）％，（２０６５±５４３）％ ａｎｄ（８４４±１１８）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＨＫ２
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ｗｅｒｅ１００±０１２，０６３±０１１，０６１±００９ａｎｄ０８９±０１５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰ５３
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ｍａｌｉｇｎａｎｔｂｅｈａｖｉｏｒ；ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ

　　舌鳞状细胞癌是口腔中最常见的恶性肿瘤，具有
恶性程度和复发率高、侵袭性强、易淋巴结转移、存活率

低等生物学特点，严重威胁患者的生命健康［１］。舌癌

主要的治疗方法是手术切除病灶辅以放化疗的综合序

列疗法，但对患者生存率、口腔功能改善度有限，且化疗

药物的耐药性及副作用常会降低治疗效果［２］。研究发

现，中药单体白花丹醌（ｐｌｕｍｂａｇｉｎ）有抗菌、抗炎、抗氧
化及抗肿瘤等作用，可抑制多种肿瘤细胞增殖、血管生

成和转移［３］。纤维连接蛋白Ⅲ型结构域３Ｂ（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ
ｔｙｐｅⅢ ｄｏｍａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ３Ｂ，ＦＮＤＣ３Ｂ）作为
ＦＮＤＣ３家族的一员，ＦＮＤＣ３Ｂ的缺失抑制细胞的粘附、
迁移和增殖，且与舌鳞癌细胞的侵袭和转移密切相

关［４］。白花丹醌与 ＦＮＤＣ３Ｂ之间作用仍需进一步研
究，本研究探讨白花丹醌通过调控 ＦＮＤＣ３Ｂ抑制舌鳞
癌细胞恶性生物学行为与糖酵解的具体机制，以望为

舌鳞癌的治疗提供新的策略与思路。

材料与方法

１　材料
细胞　人舌鳞癌细胞（ＣＡＬ２７）、人正常口腔上皮

细胞（ＨＯＥＣ），均购自湖北武汉普诺赛生命科技有限
公司；人舌鳞癌细胞（ＴＣＡ８１１３），购自思泰默（上海）
生物科技有限公司。

药物与试剂　白花丹醌，规格：每瓶２５ｍｇ，纯度：
９８０％，四川成都普思生物科技股份有限公司生产；
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００试剂和 Ｔｒｉｚｏｌ试剂，均由美国赛默
飞世尔科技公司生产；噻唑蓝（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｄｉｐｈｅｎｙｌ－
ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ）溶液，由北京索宝来科技有
限公司生产；原位末端转移酶标记技术（ｔｅｒｍｉｎａｌ－
ｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ－ｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰ－ｂｉｏｔｉｎ
ｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇａｓｓａｙ，Ｔｕｎｅｌ）试剂，湖北武汉伊莱瑞
特生物科技股份有限公司生产；肿瘤蛋白 Ｐ５３（ｔｕｍｏｒ
ｐｒｏｔｅｉｎｐ５３，Ｐ５３）、依赖性激酶抑制剂１（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１Ａ，Ｐ２１）、细胞周期蛋白依赖性激酶６
（ｃｙｃｌｉｎ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ６，ＣＤＫ６）、辣根过氧化酶标
记的免疫球蛋白 Ｇ二抗、己糖激酶 ２（ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ２，
ＨＫ２）和乳酸脱氢酶 Ａ（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅＡ，
ＬＤＨＡ）荧光二抗，均由英国Ａｂｃａｍ公司生产。

仪器　ＭＡ－１６４０Ｑ实时荧光定量聚合酶链反
应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
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ｑＲＴ－ＰＣＲ）仪，江苏苏州雅睿生物技术股份有限
公司产品；Ｋ６６００－Ａ全波长酶标仪，北京凯奥科
技发展有限公司产品；ＤＭ５００光学显微镜，德国徕
卡公司产品；ＡｘｉｏＯｂｓｅｒｖｅｒ７荧光显微镜，德国卡尔
蔡司公司产品；ＤＹＣＺ－ＭＩＮＩ４电泳仪，北京六一生
物科技有限公司。

２　实验方法
２１　细胞培养［５］

将ＴＣＡ８１１３和 ＣＡＬ２７细胞培养于１０％胎牛血
清和１％青霉素／链霉素的杜氏改良伊格尔培养基 －
哈姆Ｆ１２培养基中，ＨＯＥＣ细胞培养于１０％胎牛血清
的杜氏改良伊格尔培养基中，培养基均置于５％ＣＯ２，
３７℃的培养箱培养。待细胞生长至贴壁程度达
８０％～９０％时，进行细胞传代，选取处于对数生长期
的细胞用于后续实验。

２２　细胞分组与处理方法［６］

将细胞分为 ＨＯＥＣ组（ＨＯＥＣ细胞正常培养）、
ＴＣＡ８１１３组（ＴＣＡ８１１３细胞正常培养）和 ＣＡＬ２７组
（ＣＡＬ２７细 胞 正 常 培 养）。ＦＮＤＣ３Ｂ ｍＲＮＡ 在
ＴＣＡ８１１３细胞中表达差异最显著，故选择ＴＣＡ８１１３细
胞系进行后续实验。将 ＴＣＡ８１１３细胞分为空白组
（正常培养）、低剂量实验组（用１μｍｏｌ·Ｌ－１白花丹醌
处理ＴＣＡ８１１３细胞）、中剂量实验组（用２μｍｏｌ·Ｌ－１

白花丹醌处理 ＴＣＡ８１１３细胞）、高剂量实验组
（用４μｍｏｌ·Ｌ－１白花丹醌处理 ＴＣＡ８１１３细胞）、
ｏｅ－ＮＣ组（ＴＣＡ８１１３细胞转染 ｏｅ－ＮＣ质粒）、
ｏｅ－ＦＮＤＣ３Ｂ组（ＴＣＡ８１１３细胞转染 ｏｅ－ＦＮＤＣ３Ｂ质
粒）、高剂量实验＋ｏｅ－ＮＣ组（基于高剂量实验组，转
染ｏｅ－ＮＣ质粒）和高剂量实验＋ｏｅ－ＦＮＤＣ３Ｂ组（基
于高剂量实验组，转染ｏｅ－ＦＮＤＣ３Ｂ质粒）。
２３　ｑＲＴ－ＰＣＲ法检测 ＦＮＤＣ３ＢｍＲＮＡ相对表达
水平［７］

用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取各处理组细胞的总 ＲＮＡ，检测
浓度并逆转录为ｃＤＮＡ，置于实时荧光定量 ＰＣＲ仪中
扩增，以β－肌动蛋白（ｂｅｔａ－ａｃｔｉｎ，β－ａｃｔｉｎ）为内参。
反应条件为９４℃预变性１０ｍｉｎ，９４℃变性１０ｓ，５０℃
退火３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，共循环４０次。用２－ΔΔＣｔ计
算ｍＲＮＡ的相对表达水平。引物序列为 ＦＮＤＣ３Ｂ上
游引物：５′－ＣＣＣＴＣＣＣＴＡＴＣＴＧＡＣＴＣＡＣＣＡ－３′，下游
引物：５′－ＧＧＴＣＣＧＧＴＡＡＣＡＧＧＴＧＧＧＴＡ－３′；β－ａｃｔｉｎ
上游引物：５′－ＣＴＣＣＡＴＣＣＴＧＧＣＣＴＣＧＣＴＧＴ－３′，下游
引物：５′－ＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣ－３′。
２４　ＭＴＴ法检测ＴＣＡ８１１３细胞存活率［８］

将不同浓度处理组的细胞进行消化、计数，配置

为细胞悬液为每毫升１×１０５个细胞，将细胞接种于
９６孔板中，每组设６个复孔，培养２４ｈ。清洗后，加入
ＭＴＴ溶液，恒温培养４ｈ，每孔加入二甲基亚砜１００μＬ
并振荡混匀，用酶标仪检测细胞光密度（ｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，并计算细胞活力。
２５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验法检测细胞侵袭情况［９］

在小室内平铺一层基质胶（５０μＬ），将细胞接种
于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室，下室中加入含１０％胎牛血清的杜
氏改良伊格尔培养基－哈姆Ｆ１２培养基６００μＬ，培养
２４ｈ。去除小室上层的未迁移细胞，清洗３次，４％多
聚甲醛固定，结晶紫染色１５ｍｉｎ，用显微镜进行观察
并拍照，用ＩｍａｇｅＪ图像分析软件处理。
２６　免疫荧光实验法检测 ＦＮＤＣ３Ｂ、ＨＫ２和 ＬＤＨＡ
蛋白相对表达水平［１０］

将各组细胞以每孔２×１０４个细胞接种于２４孔
板中，吸去板中培养基，清洗后，４％多聚甲醛固定
细胞１０ｍｉｎ，滴加１０％山羊血清室温封闭３０ｍｉｎ。
吸去封闭液，加入 ＦＮＤＣ３Ｂ、ＨＫ２和 ＬＤＨＡ一抗孵
育过夜，抗体比例分别为１∶２００、１∶１０００和１∶１００。
加入荧光二抗（１∶５０００）３７℃避光孵育 １ｈ，用含
４′，６－二脒基 －２－苯基吲哚（４′，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－
ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）的封片剂封片，用荧光显微镜观察
并记录。

２７　Ｔｕｎｅｌ实验法检测细胞凋亡率［１１］

将分组处理好的细胞接种于 ９６孔板中，依次
经固定、透化处理后，清洗细胞爬片，加入 Ｔｕｎｅｌ试
剂，参照试剂盒说明书要求在 ３７℃下湿盒中避光
反应１ｈ。ＤＡＰＩ室温避光染核１０ｍｉｎ，用荧光显微
镜拍照观察。

２８　蛋白印迹法检测 Ｐ５３／Ｐ２１／ＣＤＫ６信号通路蛋
白相对表达水平［１２］

收集各组细胞加入裂解液冰上裂解，收集上清

液，使用试剂盒定量后。取蛋白样品进行电泳，随后

转膜。室温下用 ５％脱脂牛奶封闭 ２ｈ，依次加入
ＬＣ３－Ⅱ／ＬＣ３－Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ－１、Ａｔｇ３、Ａｔｇ７、Ｐ５３、Ｐ２１、
ＣＤＫ６一抗（稀释度分别为１∶１０００、１∶１０００、１∶１０×１０４、
１∶１０×１０４、１∶１０×１０４、１∶１０００、１∶２０００），于４℃孵
育过夜，次日经洗３次后，与二抗（１∶２５×１０４）室温
反应１ｈ，化学增强发光剂显影，用 ＩｍａｇｅＪ软件分析
蛋白条带灰度值。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２３０软件进行统计分析，计量资料用

珋ｘ±ｓ表示，用单因素方差分析进行多组比较，用独立样
本ｔ检验进行两两比较。
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ７Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５３）

结　　果

１　舌鳞癌细胞系中ＦＮＤＣ３ＢｍＲＮＡ相对表达水平
ＨＯＥＣ、ＴＣＡ８１１３和 ＣＡＬ２７细胞均正常培养；

空白组为正常培养的ＴＣＡ８１１３细胞；低、中、高剂量实
验组分别用１、２、４μｍｏｌ·Ｌ－１白花丹醌处理ＴＣＡ８１１３
细胞；ｏｅ－ＮＣ组为 ＴＣＡ８１１３细胞转染 ｏｅ－ＮＣ质粒；
ｏｅ－ＦＮＤＣ３Ｂ组为ＴＣＡ８１１３细胞转染ｏｅ－ＦＮＤＣ３Ｂ质
粒；高剂量实验 ＋ｏｅ－ＮＣ组为基于高剂量实验组，转
染ｏｅ－ＮＣ质粒；高剂量实验 ＋ｏｅ－ＦＮＤＣ３Ｂ组为基
于高剂量实验组，转染ｏｅ－ＦＮＤＣ３Ｂ质粒。

ｑＲＴ－ＰＣＲ实验显示，ＨＯＥＣ组、ＴＣＡ８１１３组和
ＣＡＬ２７组的 ＦＮＤＣ３ＢｍＲＮＡ相对表达水平分别为
１００±０１６，３１７±０４４和２６５±０４８，ＴＣＡ８１１３组
和ＣＡＬ２７组ＦＮＤＣ３ＢｍＲＮＡ相对表达水平均显著高
于ＨＯＥＣ组（均 Ｐ＜００５），其中 ＦＮＤＣ３ＢｍＲＮＡ在
ＴＣＡ８１１３细胞中表达差异最显著，故选择ＴＣＡ８１１３细
胞系进行后续实验。

２　不同浓度白花丹醌影响 ＴＣＡ８１１３细胞的活力及
侵袭能力

ＭＴＴ实验显示，与空白组比较，低、中、高剂量实
验组 的 细 胞 存 活 率 均 显 著 降 低 （Ｐ ＜００５，
Ｐ＜０００１），见表１。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验显示，与空白组比
较，低、中和高剂量实验组的细胞侵袭个数均显著减

少（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），其中高剂量实验
组差异最显著，故选择高剂量试验组进行后续实验，

见表１。
３　白花丹醌影响ＦＮＤＣ３Ｂ相对表达水平

ｑＲＴ－ＰＣＲ和免疫荧光显示，高剂量实验组和空
白组的 ＦＮＤＣ３Ｂ ｍＲＮＡ相对表达水平 分 别 为
１００±０１３和０５４±００８，ＦＮＤＣ３Ｂ蛋白相对表达水
　　
表１　各组细胞存活率和侵袭个数比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｓａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎ
ｖａｄｅｄｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｖａｒｉｏｕｓｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ（％）Ｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ（ｃｅｌｌ）

Ｂｌａｎｋ ８ １００００±４７１ １４２３３±１７３４
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ８ ９４２３±５０４ １１９９５±１８７２

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ８ ７２８５±１１５７ １０８３６±１６６１

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ８ ６４１２±１２８２ ６４８３±７４７

Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ：Ｎｏｒｍａｌｃｕｌｔｕｒｅｄ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ：ＴＣＡ８１１３ｃｅｌｌｓｗｅｒｅ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１μｍｏｌ·Ｌ－１ｐｌｕｍｂａｇｉｎ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍｇｒｏｕｐ：ＴＣＡ８１１３

ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２μｍｏｌ·Ｌ－１ｐｌｕｍｂａｇｉｎ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ：

ＴＣＡ８１１３ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ４μｍｏｌ·Ｌ－１ｐｌｕｍｂａｇｉｎ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１

平分别为１００±０１５和０６３±０１１，高剂量实验组
的ＦＮＤＣ３ＢｍＲＮＡ和蛋白相对表达水平与空白组比
较，在统计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。
４　白花丹醌通过 ＦＮＤＣ３Ｂ对各组细胞侵袭、凋亡的
影响

ｏｅ－ＦＮＤＣ３Ｂ组和 ｏｅ－ＮＣ组的 ＦＮＤＣ３ＢｍＲＮＡ
相对表达水平分别为 １００±０１２和 ３０１±０４８，
在统计学上差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。高剂量实
验＋ｏｅ－ＦＮＤＣ３Ｂ组，高剂量实验 ＋ｏｅ－ＮＣ组，高剂
量实 验 组 和 空 白 组 的 细 胞 侵 袭 个 数 分 别 为

（１５８２３±２０９５），（６２３３±１０１１），（６９６７±１４７８）
和 （８９７１±１３５９）个，细 胞 凋 亡 率 分 别 为
（８４４±１１８）％，（２０６５±５４３）％，（２３３８±４７５）％和
（１００７±２４１）％，高剂量实验组的上述指标与空白
组比较，高剂量实验 ＋ｏｅ－ＦＮＤＣ３Ｂ组的上述指标与
高剂量实验＋ｏｅ－ＮＣ组比较，在统计学上差异均有
统计学意义（均Ｐ＜００５）。
５　白花丹醌通过ＦＮＤＣ３Ｂ影响各组细胞糖酵解

免疫荧光实验显示，与空白组比较，高剂量实验

组细胞的ＨＫ２和ＬＤＨＡ蛋白相对表达水平均显著降
低（均Ｐ＜０００１）；与高剂量实验组比较，高剂量实验＋
ｏｅ－ＮＣ组细胞的ＨＫ２和ＬＤＨＡ蛋白相对表达水平在
统计学上差异均无统计学意义（均 Ｐ＞００５）；与高剂
量实验＋ｏｅ－ＮＣ组比较，高剂量实验 ＋ｏｅ－ＦＮＤＣ３Ｂ
组细胞的ＨＫ２和ＬＤＨＡ蛋白相对表达水平均显著升
高（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），见表２。
６　白花丹醌通过 ＦＮＤＣ３Ｂ介导 Ｐ５３／Ｐ２１／ＣＤＫ６
信号通路

蛋白印迹法显示，与空白组比较，高剂量实验组

的Ｐ５３和 Ｐ２１蛋白相对表达水平均显著升高，ＣＤＫ６
蛋白相对表达水平显著降低（均 Ｐ＜０００１）；与高剂
量实验组比较，高剂量实验 ＋ｏｅ－ＮＣ组中 Ｐ５３、Ｐ２１
和 ＣＤＫ６蛋白相对表达水在统计学上差异均无统计
　　
表２　各组细胞中己糖激酶２（ＨＫ２）和乳酸脱氢酶 Ａ（ＬＤＨＡ）
荧光强度的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ
２（ＨＫ２）ａｎｄｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅＡ（ＬＤＨＡ）ｉｎｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＨＫ２ ＬＤＨＡ

Ｂｌａｎｋ ８ １００±０１５ １００±０１２
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ８ ０５８±００９０６３±０１１

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ＋ｏｅ－ＮＣ ８ ０５５±００７ ０６１±００９
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ＋ｏｅ－ＦＮＤＣ３Ｂ ８ ０７１±０１０＃＃ ０８９±０１５＃＃＃

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ＋

ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１
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学意义（均Ｐ＞００５）；与高剂量实验 ＋ｏｅ－ＮＣ组比
较，高剂量实验 ＋ｏｅ－ＦＮＤＣ３Ｂ组的 Ｐ５３和 Ｐ２１蛋白
对表达水平均显著降低（均 Ｐ＜００１），ＣＤＫ６蛋白相
对表达显著明显升高（Ｐ＜０００１），见图１和表３。

图１　蛋白印迹法检测各组中肿瘤蛋白 Ｐ５３（Ｐ５３）／依赖性激
酶抑制剂１（Ｐ２１）／细胞周期蛋白依赖性激酶６（ＣＤＫ６）信号通
路相关蛋白相对表述水平

Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅ
ｔｕｍｏｒｐｒｏｔｅｉｎｐ５３（Ｐ５３）／ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１Ａ
（Ｐ２１）／ｃｙｃｌｉｎ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ６（ＣＤＫ６）ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎ
ｅａｃｈｇｒｏｕｐｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
１：Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；２：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ；３：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ＋ｏｅ－ＮＣ

ｇｒｏｕｐ；４：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ＋ｏｅ－ＦＮＤＣ３Ｂｇｒｏｕｐ

表３　各组细胞中 Ｐ５３／Ｐ２１／ＣＤＫ６信号通路相关蛋白相对表
达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅＰ５３／Ｐ２１／ＣＤＫ６ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｐ５３ Ｐ２１ ＣＤＫ６

Ｂｌａｎｋ ８ １００±０１５ １００±０１３ １００±０１３
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ８ １５９±０３１１５１±０２６０２８±００４

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ
＋ｏｅ－ＮＣ

８ １６４±０２８ １４８±０１９ ０３３±００６

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ
＋ｏｅ－ＦＮＤＣ３Ｂ

８ １２５±０２２＃＃ １１９±０１７＃＃ ０７９±０１２＃＃＃

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ＋

ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１

讨　　论

舌鳞癌的治疗以手术为主，放化疗相结合，再

辅以靶向药物、生物治疗等手段，近年来，其诊断治

疗方法不断提高，但患者的５年生存率并未见显著
改善［１３］。由于淋巴转移和远处转移，舌鳞癌患者

的总体预后较差，肿瘤转移是患者死亡的主要原

因［１４］。有研究表明，正常分化的细胞中，细胞能量

的产生主要依赖于线粒体氧化磷酸化，而大多数肿

瘤细胞的生长与增殖依赖于有氧糖酵解［１５］。

因此，抑制癌细胞的恶性行为与糖酵解对于肿瘤的

控制具有重要意义。白花丹为一种常见消肿、祛

风、解毒的中药，其提取物白花丹醌属于萜烯类化

合物，可以有效抗纤维化，还能通过阻碍癌细胞周

期达到抗癌的目的［１６－１７］。ＳＨＵ等［１８］研究显示，白

花丹醌可以抑制人结肠癌细胞的生长，并诱导细胞

凋亡和细胞周期停滞。本研究发现，经白花丹醌处

理后，ＴＣＡ８１１３细胞存活率和侵袭情况均显著下
降，且高浓度白花丹醌更为有效，表明白花丹醌可

能具有良好抗舌鳞癌的活性。

ＦＮＤＣ３Ｂ是一种癌基因，在细胞增殖、扩散和迁
移中发挥作用，已被确定能够加剧肝癌细胞迁移［１９］。

研究指出，ＦＮＤＣ３Ｂ基因在不同类型的癌症中升高，
包括食管癌、肺癌、卵巢癌和乳腺癌中上调约

３０％［２０］。ＬＩ等［２１］研究发现，ＦＮＤＣ３Ｂ在宫颈癌组织
中高表达，过表达对宫颈癌细胞的恶性性质有促进作

用。本研究发现，ＦＮＤＣ３Ｂ在舌鳞癌细胞系中表达均
显著升高，与钟兆铭等［７］研究一致，其研究显示，舌鳞

癌细胞中ＦＮＤＣ３Ｂ蛋白相对表达水平显著高于人舌
正常上皮细胞，提示ＦＮＤＣ３Ｂ参与舌鳞癌的发生与发
展。ＣＨＥＮ等［２２］发现，双同源盒Ａ假基因８可以通过
ＦＮＤＣ３Ｂ促进鼻腔鼻窦鳞状细胞癌细胞的的增殖和
迁移。本研究发现，经过高浓度白花丹醌处理后，

细胞凋亡率显著升高，细胞侵袭个数和糖酵解相关蛋

白相对表达水平均显著降低，而过表达 ＦＮＤＣ３Ｂ后，
出现与白花丹醌处理相反的结果，细胞恶性行为和糖

酵解增强，结合本研究中白花丹醌可降低 ＦＮＤＣ３Ｂ表
达结论，推测白花丹醌可能通过下调 ＦＮＤＣ３Ｂ表达来
促进舌鳞癌细胞的凋亡，抑制细胞的侵袭与糖酵解，

从而发挥抑癌作用。当 ＤＮＡ受损时，Ｐ５３会激活
ＤＮＡ修复蛋白，肿瘤抑制蛋白Ｐ２１会在Ｐ５３作用下表
达，抑制依赖细胞周期蛋白激酶，停止细胞周期［２３］。

转录因子Ｐ５３通过激活线粒体凋亡途径，诱导裂解的
半胱天冬酶－３、半胱天冬酶－９蛋白表达从而诱导细
胞凋亡；Ｐ２１作为细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂，起
着负调控的作用［２４］。ＢＡＳＴＯＳ等［２５］研究发现，细胞

增殖的减少与 Ｐ５３／Ｐ２１基因的过度激活导致细胞周
期的停滞相关。另有研究发现，阿托伐他汀处理后的

舌鳞癌ＣＡＬ－２７细胞中 Ｐ５３和 Ｐ２１蛋白表达上调，
ＣＤＫ６蛋白表达下调［１］。本研究与上述研究相似，发

现高剂量实验组的 Ｐ５３和 Ｐ２１蛋白相对表达水平均



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　９６７　　

Ｖｏｌ４２Ｎｏ７Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５３）

显著升高，ＣＤＫ６蛋白相对表达水平显著降低，过表达
ＦＮＤＣ３Ｂ后，Ｐ５３和Ｐ２１蛋白相对表达水平均显著降
低，ＣＤＫ６蛋白相对表达水平显著升高，提示白花丹醌
可能通过下调 ＦＮＤＣ３Ｂ表达调控 Ｐ５３／Ｐ２１／ＣＤＫ６信
号通路抑制癌细胞的增殖。

本研究提示：白花丹醌抑制舌鳞癌细胞的恶性行

为与糖酵解，可能通过下调 ＦＮＤＣ３Ｂ表达调控 Ｐ５３／
Ｐ２１／ＣＤＫ６信号通路来实现，但白花丹醌调控 Ｐ５３／
Ｐ２１／ＣＤＫ６信号通路的具体机制还需进一步探究。
本研究仅涉及细胞实验，未来可通过动物实验和临床

样本研究并发挥中药多靶点、多通路、多途径的优势，

从而全面、深入地阐明白花丹醌影响舌鳞癌的机制，

为临床提供可靠的科学依据。

参考文献：

［１］　王开，黄汉阿托伐他汀对人舌鳞癌 ＣＡＬ－２７细胞增殖、凋亡

和迁移的影响及其机制［Ｊ］吉林大学学报（医学版），２０２３，

４９（２）：３２４—３３１

［２］　吕艳利，巴凯，方政微小 ＲＮＡ－３６５１过表达通过介导核因子

κＢ信号通路抑制人舌癌细胞 ＣＡＬ２７的生长与侵袭［Ｊ］中国

临床解剖学杂志，２０２３，４１（２）：１９４—１９９

［３］　刘欢，梁丽英，刘显，等白花丹醌对人结肠腺癌 Ｃａｃｏ－２细胞

凋亡、自噬及ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路的影响［Ｊ］中国病理

生理杂志，２０２１，３７（２）：２５５—２６２

［４］　ＺＨＯＮＧＺ，ＺＨＡＮＧ Ｈ，ＨＯＮＧ Ｍ，ｅｔａｌＦＮＤＣ３Ｂ ｐｒｏｍｏｔｅｓ

ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｔｏｎｇｕｅｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌ

ｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｉｎａｈｙｐｏｘｉｃｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ［Ｊ］ＯｎｃｏｌＲｅｐ，

２０１８，３９（４）：１８５３—１８５９

［５］　ＺＨＥＮＧＸ，ＴＩＡＮＸ，ＺＨＡＮＧＱ，ｅｔａｌＬｏｎｇｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇＲＮＡ

ＳＡＭＭＳＯＮａｓａｎｏｖｅｌｐｏｔｅｎｔｉａｌｄｉａｇｎｏｓｔｉｃａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｂｉｏｍａｒｋｅｒ

ｆｏｒｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］ＪＤｅｎｔＳｃｉ，２０２０，１５（３）：

３２９—３３５

［６］　ＱＩＵＪＸ，ＨＥＹＱ，ＷＡＮＧＹ，ｅｔａｌＰｌｕｍｂａｇｉｎｉｎｄｕｃｅｓｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｏｆｈｕｍａｎｔｏｎｇｕｅｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ－ｍｅｄｉａｔｅｄ

ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ／ＯＬ］ＭｅｄＳｃｉＭｏｎｉｔＢａｓｉｃＲｅｓ，２０１３，１９：２２８—２３６

２０１３－０８－２３［２０２６－０２－２０］ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄ．ｎｃｂｉ．

ｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／２３９８２４５７／

［７］　钟兆铭，洪敏，孙传政，等下调 ＦＮＤＣ３Ｂ表达对舌鳞癌细胞增

殖和侵袭迁移影响［Ｊ］中华肿瘤防治杂志，２０１８，２５（１６）：

１１３６—１１４１

［８］　侯东升，张静，冯丽，等熊果酸对甲状腺癌 ＴＰＣ－１细胞增殖
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细胞增殖和凋亡的影响［Ｊ］郑州大学学报（医学版），２０２０，
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