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[摘要] 目的：探讨山楂酸（MA）对鼻咽癌细胞迁移、侵袭的作用与机制。方法：将鼻咽癌细胞S18、S26分别

分为药物组（10、20、30、40、50、60、70、80 滋mol/L）、对照组和顺铂（CIS）组，采用噻唑蓝（MTT）比色法检测山楂酸

对鼻咽癌细胞增殖能力的影响。将鼻咽癌细胞S18、S26分别分为药物组（10、15、20 滋mol/L）、对照组和CIS组，采

用划痕实验、Transwell侵袭小室法检测鼻咽癌细胞迁移和侵袭情况。将鼻咽癌细胞S18、S26分别分为药物组（20、

40滋mol/L）、对照组和CIS组，采用蛋白免疫印迹法（Western blotting）检测细胞迁移蛋白Vimentin、N-cadherin表

达水平。构建鼻咽癌细胞裸鼠足垫-腹股沟淋巴结转移模型后，将造模成功的裸鼠随机分为对照组、MA组、CIS

组，每组6只。各组予相应药物干预20 d后观察裸鼠腹股沟淋巴结的大小和质量，称量肝、肾、脾质量，并评估淋

巴结转移情况。结果：MTT实验显示，干预36、48 h后，药物组S18、S26细胞相对增殖率均低于对照组（ <0.05或 <

0.01）。划痕实验显示，干预12、24、36、48 h后，药物组S18、S26细胞相对迁移率低于对照组（ <0.05或 <0.01）。

Transwell实验显示，药物组（15、20 滋mol/L）S18细胞相对侵袭率低于对照组（ <0.01）；药物组S26细胞相对侵袭

率低于对照组（ <0.05）。Western blotting实验显示，药物组S18、S26细胞Vimentin、N-cadherin蛋白相对表达量低于

对照组（ <0.05）。动物实验显示，MA组、CIS组裸鼠淋巴结转移率均低于对照组（ 约0.05），淋巴结、肝、脾质量均

低于对照组（ 约0.05）；HE染色示MA组转移灶明显少于对照组。结论：山楂酸可抑制鼻咽癌细胞增殖、迁移及侵

袭相关蛋白表达。
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Study on the Intervention Effect of Maslinic Acid on the Migration and

Invasion of Nasopharyngeal Carcinoma Cells

[Abstract] Objective: To investigate the effects and mechanisms of maslinic acid (MA) on the migration

and invasion of nasopharyngeal carcinoma (NPC) cells. Methods: NPC cell lines S18 and S26 were divided into

drug groups (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 滋mol/L MA), control group, and cisplatin (CIS) group. The MTT
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鼻 咽 癌 （ nasopharyngeal carcinoma ， NPC） 是 一 种 鳞 状 上

皮 细 胞 癌 ， 高 发 于 我 国 南 方 各 省 以 及 东 南 亚 地 区 、 北 非 地 区 [1]。

放 疗 联 合 顺 铂 化 疗 是 目 前 治 疗 鼻 咽 癌 的 主 要 方 法 ， 然 而 鼻 咽

癌 起 病 部 位 隐 匿 ， 原 发 癌 病 灶 小 ， 易 被 忽 略 或 误 诊 ， 局 部 /区 域

复 发 与 转 移 是 威 胁 鼻 咽 癌 患 者 生 存 期 的 最 大 威 胁 [2]。 超 过 90%

的 鼻 咽 癌 复 发 或 转 移 发 生 于 根 治 性 治 疗 结 束 后 的 5 年 内 ， 并

且 晚 期 （ T3~4或 N2~3） 患 者 具 有 更 高 的 复 发 率 或 转 移 率 [3]。 因 此 ，

探 究 防 治 鼻 咽 癌 转 移 和 复 发 的 治 疗 方 法 和 药 物 是 迫 切 需 要

解 决 的 问 题 [4]。

中 医 药 在 抗 肿 瘤 方 面 具 有 显 著 优 势 ， 目 前 从 天 然 产 物 中

提 取 治 疗 癌 症 有 效 成 分 是 医 学 科 研 工 作 者 关 注 的 热 点 。 山 楂

酸 （ maslinic acid ， MA） 是 一 种 天 然 五 环 三 萜 酸 ， 广 泛 存 在 于

橄 榄 、 山 楂 等 植 物 中 ， 具 有 抗 癌 、 抑 制 肿 瘤 细 胞 增 殖 [5] 与 凋

亡 [2-3， 6]、 抗 菌 、 抗 炎 、 抗 2 型 糖 尿 病 [7]等 作 用 。 前 期 研 究 发 现 MA

可 通 过 诱 导 自 噬 抑 制 鼻 咽 癌 细 胞 增 殖 ， 但 其 对 迁 移 和 侵 袭 的

影 响 尚 未 明 确 。 本 研 究 从 体 外 细 胞 实 验 和 体 内 动 物 模 型 两 方

面 ， 探 究 MA对 鼻 咽 癌 转 移 的 干 预 作 用 及 分 子 机 制 ， 旨 在 为 MA

的 临 床 应 用 提 供 依 据 。

1 材 料

1.1 细胞株及动物 人 鼻 咽 癌 细 胞 S18、 S26 、 5-8F 购 自 北 京

北 纳 创 联 生 物 技 术 研 究 院 （ 批 号 ： TP20181224） 。 SPF级 BALB/c-nu

裸 鼠 20 只 ， 3耀4 周 龄 ， 雄 性 ， 体 质 量 13.37~15.23 g ， 购 自 湖 南 斯

莱 克 景 达 实 验 动 物 有 限 公 司 ， 动 物 生 产 许 可 证 号 ： SYXK（ 湘 ）

2021-0002 。 实 验 动 物 质 量 合 格 证 号 ： ZS-202410150006 ，

随 机 选 取 18只 进 行 实 验 。 本 实 验 所 有 大 鼠 均 置 于 温 度 （ 25依1） 益 ，

湿 度 （ 55依5） % ， 明 暗 交 替 时 间 为 12/12 的 环 境 中 饲 养 。 许 可 证

号 ： SYXK（ 湘 ） 2024-0014 。 本 研 究 动 物 实 验 方 案 经 湖 南 中 医 药

大 学 动 物 实 验 伦 理 委 员 会 批 准 ， 伦 理 号 ： HNUCM21-2410-17 。

1.2 药物与试剂 胎 牛 血 清 （ 美 国 Gibco公 司 ， 批 号 ： 10099-141） ；

RPMI-1640 培 养 基 （ 美 国 Hyclone 公 司 ， 批 号 ： SH3080901B） ；

胰 蛋 白 酶 消 化 液 （ 北 京 索 莱 宝 公 司 ， 批 号 ： 20211125） ； 山 楂 酸

（ 上 海 阿 拉 丁 生 化 科 技 股 份 有 限 公 司 ， 批 号 ： M138840， 纯 度 97%） ；

顺 铂 （ cisplatin ， CIS） （ 齐 鲁 制 药 有 限 公 司 ， 批 号 ： H20023460） ；

二 甲 基 亚 砜 （ 北 京 索 莱 宝 公 司 ， 批 号 ： 710N0317） ； 蛋 白 Marker

（ 美 国 Thermo 公 司 ， 批 号 ： 26616） ； 甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶

（ GAPDH） （ 批 号 ： 5174S） 、 波 形 蛋 白 （ Vimentin） 抗 体 （ 批 号 ：

25） 、 神 经 钙 黏 蛋 白 （ N-cadherin） 抗 体 （ 批 号 ： 13116） 均 购 自 美

国 CST 公 司 ； 山 羊 抗 小 鼠 荧 光 二 抗 （ 批 号 ： D00115-03） 、 山 羊

抗 兔 荧 光 二 抗 （ 批 号 ： C70420-01） 均 购 自 美 国 LICOR 公 司 ； 结

晶 紫 （ 北 京 索 莱 宝 公 司 ， 批 号 ： 44240516002） ； 通 用 型 抗 体 稀

释 液 （ 美 国 NCM公 司 ， 批 号 ： 20210722） 。

1.3 主要仪器 CO2 培 养 箱 （ 美 国 赛 默 飞 世 尔 公 司 ， 型 号 ：

HERAcell150i） ； 精 密 恒 温 水 槽 （ 上 海 一 恒 科 学 有 限 公 司 ， 型 号 ：

BWS-12） ； 电 热 恒 温 干 燥 箱 （ 天 津 市 泰 斯 特 仪 器 有 限 公 司 ， 型

号 ： 202-1AB） ； 细 胞 成 像 多 功 能 检 测 系 统 （ 美 国 BioTek 公 司 ，

型 号 ： CytationTM5） ； 双 人 单 面 净 化 工 作 台 （ 苏 州 净 化 设 备 有 限

公 司 ， 型 号 ： SW-CJ-2FD） ； 台 式 高 速 冷 冻 离 心 机 （ 美 国 Beck原

man Coulter 公 司 ， 型 号 ： Microfuge 20R） ； 全 自 动 酶 标 分 析 仪

（ 美 国 BioTek 公 司 ， 型 号 ： ELX800） ； 蓝 箭 快 转 仪 （ 广 州 道 一 科

学 技 术 有 限 公 司 ， 型 号 ： FTB95） ； 台 式 高 速 离 心 机 （ 湖 南 湘 仪

实 验 室 仪 器 开 发 有 限 公 司 ， 型 号 ： TG16-WS） ； 电 泳 仪 （ 北 京 君

意 东 方 电 泳 设 备 有 限 公 司 ， 型 号 ： JY600HE） 。

2 方 法

2.1 细胞传代 将 鼻 咽 癌 S18 、 S26 细 胞 接 种 于 含 10% 胎 牛 血

assay was used to evaluate the inhibitory effect of MA on NPC cell proliferation. For migration and invasion

assays, S18 and S26 cells were divided into drug groups (10, 15, 20 滋mol/L MA), control group and CIS

group. Scratch wound healing and Transwell invasion chamber assays were performed to assess cell migration

and invasion. For protein analysis, S18 and S26 cells were divided into drug groups (20, 40 滋mol/L MA), control

group and CIS group. Western blotting was used to detect the expression levels of migration-related proteins

(Vimentin, N-cadherin). A nude mouse footpad-inguinal lymph node metastasis model was established using

NPC cells. Successfully modeled mice were randomly divided into control group, MA group and CIS group, 6

mice in each group. After 20 days of drug intervention, inguinal lymph node size and weight, liver/kidney/

spleen weights, and lymph node metastasis were evaluated. Results: MTT assays showed that the relative

proliferation rates of S18 and S26 cells in drug groups were significantly lower than those in the control group

at 36 and 48 h post-treatment ( <0.05 or <0.01). Scratch wound healing assays demonstrated that drug

groups showed lower relative migration of S18 and S26 cells than control group at 12, 24, 36, and 48 h post-

treatment ( <0.05 or <0.01). Transwell assays demonstrated that drug groups (15, 20 滋mol/L) showed lower relative

invasion rates of S18 cells than control group ( <0.01), and that drug groups showed lower relative invasion

rates of S26 cells than control group ( <0.05). Western blotting demonstrated that drug groups (S18, S26)

showed lower Vimentin and N-cadherin protein expression ( <0.05). Animal experiments showed that MA

group and CIS group showed lower lymph node metastasis rates than control group ( <0.05), with lower lymph

node/liver/spleen weights than control group ( <0.05). MA group showed fewer metastatic foci (HE staining) than

control group. Conclusion: Maslinic acid can inhibit NPC cell proliferation, migration and invasion related protein

expression.

[Keywords] nasopharyngeal carcinoma; maslinic acid; cell migration; cell invasion; epithelial-mesenchymal

transition
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清 的 RPMI-1640 培 养 基 ， 于 37 益 、 5%CO2培 养 箱 中 传 代 培 养 ，

取 对 数 生 长 期 细 胞 用 于 实 验 。 当 细 胞 生 长 至 融 合 度 为 80%耀90%

时 ， 即 可 进 行 传 代 。 先 加 适 量 磷 酸 盐 缓 冲 液 （ phosphate buffer

saline ， PBS） 清 洗 细 胞 1耀2 次 ， 然 后 吸 取 500 滋L 胰 蛋 白 酶 置 于

培 养 瓶 内 或 1 mL胰 蛋 白 酶 于 培 养 皿 内 ， 然 后 轻 轻 晃 动 使 胰 酶

充 分 浸 没 培 养 瓶 和 培 养 皿 底 部 ， 置 于 37 益 细 胞 培 养 箱 孵 育 2耀

4 min（ 根 据 细 胞 状 态 不 同 而 变 化 ） ， 细 胞 变 圆 胞 质 回 缩 时 加 入

2 mL 培 养 基 ， 用 1 mL 枪 头 反 复 轻 轻 吹 打 ， 当 细 胞 形 成 单 细 胞

悬 液 时 根 据 细 胞 状 态 及 生 长 速 度 将 细 胞 分 配 至 原 培 养 瓶 /培 养

皿 及 新 培 养 瓶 /培 养 皿 。 最 后 将 细 胞 放 入 细 胞 培 养 箱 继 续 培 养 。

2.2 药物制备 山 楂 酸 用 二 甲 基 亚 砜 （ DMSO， 臆1%） 溶 解 成

80 mmol/L 的 母 液 ， 分 装 后 80 益 避 光 保 存 ， 临 用 时 用 RPMI-

1640完 全 培 养 液 稀 释 ， 配 成 所 需 要 的 工 作 浓 度 。

2.3 噻唑兰（MTT）比色法检测鼻咽癌细胞增殖能力 取 对

数 生 长 期 的 细 胞 按 照 4伊103/ 孔 接 种 于 96 孔 板 中 培 养 。 将 细 胞

分 为 药 物 组 、 对 照 组 和 CIS组 。 待 细 胞 贴 壁 后 弃 上 清 ， 药 物 组

分 别 加 入 不 同 浓 度 MA（ 10、 20 、 30 、 40 、 50、 60、 70、 80 滋mol/L） ，

对 照 组 加 入 完 全 培 养 基 ， CIS 组 加 入 CIS（ 4 滋mol/L， 用 完 全 培 养

基 稀 释 ） ， 每 组 设 置 6 个 复 孔 ， 置 于 37.5 益 、 5%CO2 培 养 箱 中 培

养 。 分 别 培 养 24、 36、 48 h 后 ， 弃 培 养 液 ， 每 孔 加 入 100 滋L 现 配

的 MTT溶 液 ， 于 培 养 箱 中 继 续 培 养 3 h ， 3 h 后 将 MTT溶 液 吸 出 ，

每 孔 加 入 100 滋L DMSO， 避 光 摇 匀 ， 用 酶 标 仪 测 定 450 nm 处

的 吸 光 度 （ A） 值 。 实 验 重 复 3 次 。 以 细 胞 指 数 作 为 细 胞 增 殖

情 况 来 判 断 。 细 胞 增 殖 率 越（ A 实 验 组 原A空 白 ） /（ A溶 剂 对 照 原A空 白 ） 。

2.4 划痕实验检测细胞迁移能力 在 24 孔 板 背 面 用 记 号 笔

画 上 细 的 横 线 ， 每 隔 1 cm 画 一 条 横 线 ， 每 孔 3 条 横 线 ， 用 于 后

续 拍 照 时 定 位 。 制 备 细 胞 悬 液 加 入 孔 中 ， 每 孔 1伊106耀5伊106 个

细 胞 ， 细 胞 几 乎 完 全 融 合 成 单 层 时 ， 准 备 划 痕 。 取 一 个 200 滋L

无 菌 枪 头 ， 垂 直 于 上 述 3 条 横 线 划 痕 ， 同 一 次 实 验 尽 量 使 用 同

一 个 无 菌 枪 头 并 保 证 划 痕 的 宽 度 一 致 。 弃 掉 孔 中 的 旧 培 养

基 ， 同 时 将 划 痕 时 产 生 的 细 胞 碎 片 吸 走 。 用 无 菌 PBS 冲 洗 2耀3

次 ， 尽 量 将 悬 浮 细 胞 清 洗 干 净 。 将 细 胞 分 为 药 物 组 、 对 照 组

和 CIS 组 。 药 物 组 分 别 加 入 不 同 浓 度 MA（ 10、 15、 20 滋mol/L） ， 对

照 组 加 入 完 全 培 养 基 ， CIS 组 加 入 CIS（ 4 滋mol/L， 用 完 全 培 养

基 稀 释 ） ， 沿 壁 轻 打 入 孔 板 中 ， 每 隔 12 h 拍 照 记 录 划 痕 宽 度 ， 拍

照 时 间 分 别 为 0 h 、 12 h、 24 h 、 36 h、 48 h ， 用 ImageJ 软 件 测 量 划

痕 面 积 （ B） ， 计 算 迁 移 率 ， 每 组 设 置 5 个 复 孔 。 实 验 重 复 3 次 。 迁

移 率 =（ B实 验 组 原B空 白 ） /（ B溶 剂 对 照 原B空 白 ） 。

2.5 Transwell侵袭小室法（Matrigel侵袭实验）检测细胞侵袭

能力 取 500 滋L 无 血 清 细 胞 悬 液 （ 5伊104个 细 胞 ） 置 于 Matrigel

包 被 的 内 室 （ 上 室 ） ， 然 后 加 750 滋L 完 全 培 养 基 （ 10% 胎 牛 血

清 ） 于 下 室 ， 细 胞 沉 降 4 h 后 吸 出 Matrigel 胶 。 将 细 胞 分 为 药 物

组 、 对 照 组 和 CIS 组 。 药 物 组 分 别 加 入 不 同 浓 度 MA（ 10 、 15 、

20 滋mol/L） ， 对 照 组 加 入 完 全 培 养 基 ， CIS 组 加 入 CIS（ 4 滋mol/L，

用 完 全 培 养 基 稀 释 ） ， 垂 直 轻 打 入 上 室 中 。 培 养 24 h 后 取 出 小

室 ， 用 棉 签 轻 轻 擦 掉 未 穿 过 膜 的 细 胞 ， 甲 醇 固 定 ， 结 晶 紫 染

色 ， 用 蒸 馏 水 轻 轻 地 冲 洗 数 次 ， 空 气 中 风 干 。 显 微 镜 下 随 机 选

取 5 个 高 倍 视 野 计 穿 过 膜 的 细 胞 数 ， 以 平 均 数 作 为 穿 膜 细 胞

数 ， 每 组 设 置 5 个 复 孔 ， 实 验 重 复 3次 。

2.6 Vimentin、N-cadherin蛋白表达水平 取 对 数 生 长 期 细

胞 ， 消 化 重 悬 成 单 个 细 胞 ， 用 60 mm3培 养 皿 （ 3伊105个 细 胞 /皿 ）

待 细 胞 贴 壁 ， 长 至 皿 的 60%耀70% 后 ， 将 细 胞 分 为 药 物 组 、 对 照

组 和 CIS 组 。 药 物 组 分 别 加 入 不 同 浓 度 MA（ 20、 40 滋mol/L） ， 对

照 组 加 入 同 等 体 积 的 完 全 培 养 基 ， CIS组 加 入 CIS（ 4 滋mol/L， 用

完 全 培 养 基 稀 释 ） ， 24 h 后 提 取 蛋 白 样 品 ， 采 用 蛋 白 定 量 法 检

测 蛋 白 浓 度 。 取 80耀100 滋g 蛋 白 为 上 样 质 量 ， 依 据 其 浓 度 计 算

上 样 体 积 ， 即 上 样 量 。 充 分 混 匀 后 将 样 品 置 于 恒 温 金 属 浴 内 ，

加 热 变 性 （ 100 益 ， 10 min） 。 制 分 离 胶 为 10% SDS-PAGE 的 胶

并 点 样 ， 再 通 过 电 转 移 法 将 蛋 白 转 移 至 聚 偏 氟 乙 烯 （ PVDF）

膜 上 ， 用 含 5% 脱 脂 牛 奶 的 三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷 缓 冲 盐 吐 温 ， 洗

涤 缓 冲 液 （ TBST） 封 闭 1 h 后 ， 加 入 相 应 一 抗 稀 释 液 （ Vimentin、

N-cadherin、 GAPDH 稀 释 比 例 为 1颐1 000） ， 4 益 孵 育 过 夜 ， TBST

洗 膜 后 将 羊 抗 兔 或 羊 抗 鼠 免 疫 球 蛋 白 G（ IgG） 二 抗 稀 释 液

（ 1颐1 000） 在 室 温 下 孵 育 2 h（ 羊 抗 兔 二 抗 稀 释 液 用 于 Vimentin

蛋 白 ， 羊 抗 鼠 二 抗 稀 释 液 用 于 N-cadherin 、 GAPDH蛋 白 ） ， 最 后

在 Odyssey CLX荧 光 扫 描 系 统 上 测 定 蛋 白 表 达 水 平 。

2.7 动物实验检测MA对裸鼠足垫鼻咽癌移植瘤的影响

2.7.1 构 建 裸 鼠 足 垫 转 移 瘤 模 型 用 鼻 咽 癌 细 胞 5-8F 构 建

裸 鼠 足 垫 鼻 咽 癌 移 植 瘤 动 物 模 型 [8]。 裸 鼠 适 应 性 喂 养 3 d， 取 对

数 生 长 期 鼻 咽 癌 细 胞 5-8F， 用 PBS 重 悬 ， 调 整 细 胞 密 度 为 每 毫

升 5伊107个 细 胞 ， 用 碘 伏 消 毒 裸 鼠 左 脚 足 垫 ， 使 用 微 量 注 射

器 以 0.5 mL/min 的 速 度 将 鼻 咽 癌 细 胞 5-8F 悬 液 注 射 到 裸 鼠 左

脚 足 垫 ， 每 只 小 鼠 注 射 20 滋L 细 胞 悬 液 ， 注 射 1 次 ， 制 造 裸 鼠 移

植 瘤 模 型 ， 注 射 完 毕 后 缓 慢 取 出 注 射 针 ， 用 棉 球 按 压 小 鼠 出

血 部 位 30 s。 构 建 动 物 模 型 约 3 周 后 ， 肉 眼 观 察 裸 鼠 左 后 足 状

态 ， 用 手 触 及 左 侧 腘 窝 处 有 肿 大 淋 巴 结 ， 且 瘤 体 生 长 至 直 径

为 5mm表 明 动 物 模 型 构 建 成 功 [8-9]。 将 造 模 成 功 的 裸 鼠 随 机 分 为

MA 组 、 对 照 组 、 CIS 组 ， 每 组 6只 。 造 模 成 瘤 6 d后 给 药 ， MA组 MA

剂 量 为 30 mg/（ kg· d） [10]； 对 照 组 给 予 等 体 积 生 理 盐 水 ， 1 次 辕d ，

0.1 mL/（ kg· d） ， CIS 组 CIS 剂 量 为 2 mg/（ kg· d） [11]。 各 组 均 腹 腔

注 射 ， 连 续 干 预 20 d。 定 期 观 察 小 鼠 一 般 状 态 、 肿 瘤 生 长 以 及

腘 窝 淋 巴 结 肿 大 情 况 。 停 药 后 采 取 颈 椎 脱 臼 法 处 死 裸 鼠 ， 观

察 肿 瘤 区 域 淋 巴 结 转 移 情 况 ， 并 计 算 淋 巴 结 转 移 率 。 取 受 累

的 淋 巴 结 计 数 并 称 量 淋 巴 结 质 量 ， 拍 照 后 进 行 HE染 色 ； 取 裸

鼠 的 肝 、 肾 、 脾 ， 称 量 脏 器 质 量 。

2.7.2 淋 巴 组 织 HE 染 色 使 用 4% 多 聚 甲 醛 浸 泡 淋 巴 组 织 ，

室 温 过 夜 ， 固 定 淋 巴 组 织 ； 使 用 75% 乙 醇 浸 泡 淋 巴 组 织 1 h ，

85% 乙 醇 浸 泡 淋 巴 组 织 1 h ， 95% 乙 醇 浸 泡 淋 巴 组 织 2 h ； 使 用

二 甲 苯 浸 泡 淋 巴 组 织 约 10 min 至 组 织 变 得 透 明 ， 在 液 体 石 蜡

溶 液 中 过 夜 浸 泡 以 脱 水 处 理 ； 使 用 石 蜡 组 织 包 埋 机 将 淋 巴 组

织 包 埋 在 石 蜡 中 ， 将 淋 巴 组 织 切 成 厚 度 为 5 滋m 的 石 蜡 切 片 ，

并 转 移 至 黏 附 性 载 玻 片 上 ， 将 黏 附 性 载 玻 片 放 置 在 烤 片 机

（ 60 益， 2 h） 至 石 蜡 脱 落 ； 组 织 载 玻 片 放 入 二 甲 苯 中 ， 3 min/次 ，

3 次 ； 放 入 100% 乙 醇 中 ， 3 min/次 ， 3 次 ； 放 入 95% 乙 醇 溶 液 中 ，

3 min/次 ， 3 次 。 使 用 苏 木 精 滴 在 组 织 上 至 完 全 覆 盖 组 织 ， 染

色 30 s 至 3 min， 视 组 织 情 况 决 定 染 色 时 间 ， 载 玻 片 放 入 流 动

的 自 来 水 中 ， 放 置 10~15 min ； 使 用 伊 红 溶 液 浸 泡 30 s至 3 min ，

视 组 织 决 定 染 色 时 间 ， 95% 乙 醇 浸 泡 3 次 ， 3 min/次 ； 使 用 100%

乙 醇 浸 泡 3 次 ， 3 min/次 ； 二 甲 苯 中 浸 泡 3 次 ， 3 min/次 ， 在 通 风
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橱 中 晾 干 载 玻 片 。 将 中 性 树 脂 滴 在 载 玻 片 上 ， 使 用 盖 玻 片 覆

盖 ， 待 中 性 树 脂 晾 干 后 ， 放 入 扫 片 机 扫 描 拍 照 。

2.8 统计学方法 采 用 SPSS 29.0 统 计 软 件 分 析 数 据 ， 计 量 资

料 符 合 正 态 分 布 且 方 差 齐 ， 用 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 ， 多

组 间 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ， 采 用 LSD 检 验 进 行 多 重 比 较 。

计 数 资 料 比 较 采 用 字2检 验 。 约0.05 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。 使 用

GraphPad Prism 9.5.0软 件 绘 制 分 析 图 。

3 结 果

3.1 MA对鼻咽癌细胞增殖的影响 干 预 24 、 36 、 48 h 后 ， 药

物 组 S18细 胞 增 殖 率 均 低 于 对 照 组 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ <0.05） ；

干 预 24 h 后 ， 药 物 组 （ 50、 60 、 70 、 80 滋mol/L） S26 细 胞 增 殖 率 均

低 于 对 照 组 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ <0.01） ； 干 预 36 、 48 h 后 ， 药

物 组 S26细 胞 增 殖 率 均 低 于 对 照 组 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ <0.01

或 <0.05） 。 MA可 抑 制 鼻 咽 癌 细 胞 增 殖 ， 作 用 呈 时 间 和 浓 度 依

赖 性 。 （ 见 图 1）

注：与对照组比较，a 约0.05，b 约0.01。

图 1 各组鼻咽癌细胞 S18、S26增殖率比较 （x依s，n=6）

3.2 MA对鼻咽癌细胞迁移、侵袭的影响 干 预 12、 24、 36、 48 h

后 ， 药 物 组 鼻 咽 癌 细 胞 S18、 S26 迁 移 率 均 低 于 对 照 组 ， 差 异 有

统 计 学 意 义 （ <0.05或 <0.01） 。 （ 见 图 2耀3）

图 2 各组划痕实验的镜下结果 （伊40）

注：与对照组比较，a 约0.05，b 约0.01。

图 3 各组鼻咽癌细胞 S18、S26迁移率的比较 （x依s，n=6）

药 物 组 （ 15、 20 滋mol/L） S18 细 胞 相 对 侵 袭 率 低 于 对 照 组 ，

差 异 有 统 计 学 意 义 （ <0.01） ； 药 物 组 S26 细 胞 相 对 侵 袭 率 低

于 对 照 组 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ <0.05） 。 （ 见 图 4耀5）

图 4 各组 Transwell实验的镜下结晶紫染色结果 （伊100）
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注：与对照组比较，a 约0.05，b 约0.01。

图 5 各组鼻咽癌细胞 S18、S26侵袭率比较 （x依s，n=6）

3.3 MA对鼻咽癌细胞迁移蛋白Vimentin、N-cadherin表达的

影响 药 物 组 鼻 咽 癌 细 胞 S18、 S26 的 Vimentin 、 N-cadherin 蛋

白 相 对 表 达 量 低 于 对 照 组 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ <0.05） 。 （ 见

图 6耀7）

图 6 各组鼻咽癌细胞 S18、S26的 Vimentin、N-cadherin蛋白

表达Western blotting图

注：与对照组比较，a 约0.05。

图 7 各组鼻咽癌细胞 S18、S26的 Vimentin、N-cadherin

蛋白相对表达量比较 （x依s，n=3）

3.4 MA对鼻咽癌移植瘤生长的影响 MA 组 、 CIS 组 裸 鼠 淋

巴 结 转 移 率 均 低 于 对 照 组 （ 约0.05 或 约0.01） 。 （ 见 表 1） 裸 鼠 足

垫 成 瘤 模 型 原 发 灶 体 积 及 淋 巴 结 转 移 情 况 见 图 8A。 对 照 组 裸

鼠 足 垫 原 发 灶 的 瘤 体 体 积 大 于 MA 组 、 CIS 组 。 （ 见 图 8B） MA

组 、 CIS组 裸 鼠 肿 瘤 质 量 均 低 于 对 照 组 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ 约

0.01） 。 （ 见 图 9） MA 组 裸 鼠 腹 股 沟 转 移 淋 巴 结 体 积 小 于 对 照

组 。 MA 组 、 CIS 组 裸 鼠 淋 巴 结 质 量 均 低 于 对 照 组 ， 差 异 有 统 计

学 意 义 （ 约0.05） 。 （ 见 图 9） MA 组 、 CIS 组 裸 鼠 肝 、 脾 质 量 均 低

于 对 照 组 （ <0.05 或 <0.01） ； MA 组 裸 鼠 肝 、 脾 质 量 高 于 CIS 组

（ <0.05） ； CIS 组 裸 鼠 肝 脏 质 量 低 于 对 照 组 （ <0.01） ， 符 合 顺

铂 作 为 标 准 化 疗 药 物 的 抗 转 移 特 性 。 对 照 组 裸 鼠 肾 质 量 与

MA 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 病 理 检 测 结 果 显 示

足 掌 皮 下 成 瘤 后 ， 对 照 组 同 侧 淋 巴 结 内 出 现 多 个 转 移 灶 ， 淋

巴 结 正 常 组 织 结 构 破 坏 ， 肿 瘤 细 胞 排 列 紊 乱 ， 细 胞 边 界 不 清

或 呈 不 规 则 裸 核 ； MA 组 转 移 灶 减 少 ， 淋 巴 结 结 构 渐 趋 向 正

常 。 （ 见 图 10）

表 1 各组裸鼠淋巴结转移率比较

组 别 n 转 移 /只 未 转 移 /只 淋 巴 结 转 移 率 /%

对 照 组 6 6 0 100.00

MA组 6 5 1 83.33a

CIS 组 6 4 2 66.67b

字2 8.000

0.005

注：与对照组比较，a 约0.05，b 约0.01。

注：A.裸鼠足垫肿瘤模型；B.足垫原发灶瘤体比较的大体

图像；C.分离出的转移性腹股沟淋巴结。

图 8 裸鼠鼻咽癌移植瘤的生长及淋巴结转移大体图像

注：与对照组比较，a 约0.05，b 约0.01；与CIS组比较，c 约

0.05。

图 9 各组裸鼠肿瘤、淋巴结、肝、肾、脾质量比较 （x依s，n=3）

对 照 组 MA组 CIS 组

图 10 各组裸鼠淋巴结转移变化比较 （HE，伊400）

a
a a

a
a a

a

a

a
a

a
a

S18

S26

b b
a

a

aac

b

ac

b

S18 S26

31



2025年4月第31卷第4期 April.2025 Vol.31 No.4

4 讨 论

MA 是 一 种 天 然 的 烷 类 化 合 物 ， 具 有 广 泛 的 抗 癌 作 用 ， 对

于 治 疗 肺 癌 [12]、 宫 颈 癌 [13-14]、 结 肠 癌 [15]、 膀 胱 癌 [16]、 胃 癌 [17]、 前 列

腺 癌 [18]、 胰 腺 癌 [19]等 癌 症 具 有 重 要 作 用 。 山 楂 酸 可 以 通 过 诱 导

细 胞 凋 亡 来 抑 制 肺 癌 95D 细 胞 的 增 殖 ， 其 凋 亡 通 路 可 能 为 线

粒 体 凋 亡 通 路 [20]。 此 外 ， 山 楂 酸 不 仅 可 以 抑 制 肺 癌 细 胞 诱 导 的

破 骨 细 胞 分 化 ， 还 可 以 通 过 NF-资B通 路 抑 制 肺 癌 细 胞 的 增 殖 和

迁 移 [21]。 山 楂 酸 能 通 过 线 粒 体 凋 亡 通 路 诱 导 细 胞 凋 亡 ， 提 高 凋

亡 线 粒 体 内 膜 蛋 白 （ OMA1） 、 B 淋 巴 细 胞 瘤 -2（ Bcl-2） 相 关

X 蛋 白 （ Bax） 和 cleaved 胱 天 蛋 白 酶 -3（ cleaved Caspase-3） 蛋

白 表 达 ， 降 低 抗 凋 亡 视 神 经 萎 缩 蛋 白 1（ OPA1） 、 Bcl-2 蛋 白 水

平 ， 从 而 抑 制 宫 颈 癌 HeLa 细 胞 的 增 殖 、 迁 移 、 侵 袭 ， 促 进 细 胞

凋 亡 [22-23]。 山 楂 酸 不 仅 可 以 通 过 AMPK/mTOR 信 号 通 路 抑 制 结

肠 癌 细 胞 HCT116 与 SW480的 增 殖 、 迁 移 [15]， 还 能 通 过 降 低 IL-6

的 表 达 水 平 ， 抑 制 STAT3的 磷 酸 化 ， 降 低 抗 凋 亡 蛋 白 Bcl-2 的 表

达 ， 促 进 结 肠 癌 细 胞 CT26凋 亡 ， 抑 制 其 增 殖 [24]。 研 究 [5]表 明 ， MA

可 抑 制 鼻 咽 癌 细 胞 增 殖 ， 诱 导 鼻 咽 癌 细 胞 凋 亡 ， 但 机 制 尚 不

明 确 。 鼻 咽 癌 易 发 生 淋 巴 转 移 ， 且 在 临 床 诊 断 的 病 例 中 ， 有

60%耀85%的 患 者 在 诊 断 时 已 出 现 转 移 。 转 移 途 径 以 血 行 转 移

和 淋 巴 转 移 为 主 [25-27]。 抑 制 鼻 咽 癌 细 胞 的 迁 移 和 侵 袭 是 亟 待

解 决 的 问 题 。

本 研 究 探 讨 了 山 楂 酸 对 鼻 咽 癌 细 胞 增 殖 、 迁 移 和 侵 袭 的

抑 制 效 应 。 MMT 实 验 证 实 MA 能 抑 制 鼻 咽 癌 细 胞 S18 、 S26 增

殖 ， 且 呈 时 间 、 浓 度 依 赖 性 ， 提 示 MA 可 能 通 过 干 预 细 胞 生 长

来 发 挥 其 抑 制 作 用 。 此 外 ， 细 胞 迁 移 和 侵 袭 是 肿 瘤 转 移 的 关

键 步 骤 ， 细 胞 从 原 发 肿 瘤 部 位 迁 移 到 其 他 组 织 是 肿 瘤 扩 散 的

基 础 。 因 此 ， 阐 明 山 楂 酸 在 这 一 过 程 中 的 作 用 至 关 重 要 。 划 痕

实 验 结 果 表 明 ， MA可 降 低 鼻 咽 癌 细 胞 的 迁 移 能 力 ； Transwell 实

验 进 一 步 明 确 了 MA对 鼻 咽 癌 细 胞 侵 袭 的 抑 制 作 用 。 这 表 明 MA

可 能 通 过 影 响 细 胞 的 黏 附 性 和 穿 透 能 力 来 阻 止 肿 瘤 细 胞 的

侵 袭 。 Vimentin、 N-cadherin 是 细 胞 迁 移 和 侵 袭 过 程 中 的 重 要

生 物 标 志 物 ， 两 者 表 达 增 加 会 增 强 多 种 上 皮 癌 细 胞 的 迁 移 和

侵 袭 能 力 [28-31]， 且 其 高 表 达 与 肿 瘤 恶 性 程 度 及 预 后 呈 现 正 相

关 [32]。 上 皮 间 质 转 化 （ epithelial-mesenchymal transition， EMT）

是 肿 瘤 细 胞 从 非 运 动 上 皮 表 型 转 变 为 迁 移 性 间 充 质 表 型 的

关 键 过 程 。 Vimentin 在 EMT期 间 会 被 上 调 ， 从 而 促 进 细 胞 的 定

向 迁 移 并 增 强 细 胞 的 侵 袭 能 力 [33]。 同 时 ， 在 多 种 上 皮 性 癌 症 如

前 列 腺 癌 、 乳 腺 癌 、 中 枢 神 经 系 统 肿 瘤 、 恶 性 黑 色 素 瘤 、 肺 癌 [34]

组 织 中 N-cadherin呈 过 表 达 状 态 ， 且 N-cadherin在 EMT期 间 的 表

达 亦 上 调 。 本 实 验 结 果 表 明 ， MA干 预 后 ， 鼻 咽 癌 细 胞 Vimentin 、

N-cadherin 蛋 白 表 达 降 低 。

动 物 实 验 研 究 可 以 评 估 药 物 的 疗 效 、 安 全 性 和 毒 性 ， 为

临 床 试 验 提 供 重 要 依 据 。 小 鼠 足 垫 有 丰 富 的 淋 巴 管 ， 呈 单 向

淋 巴 引 流 ， 且 拥 有 腘 窝 淋 巴 结 、 髂 动 脉 旁 淋 巴 结 和 肾 门 淋 巴

结 等 三 级 淋 巴 回 流 ， 是 研 究 淋 巴 结 转 移 的 理 想 部 位 。 该 模 型

移 植 方 便 、 易 于 观 察 ， 移 植 成 功 率 高 ， 并 且 便 于 手 术 切 除 局 部

移 植 瘤 。 因 此 ， 本 实 验 选 择 小 鼠 足 垫 转 移 模 型 进 行 研 究 。 体 内

实 验 结 果 表 明 ， MA组 、 CIS组 裸 鼠 肝 、 脾 质 量 均 低 于 对 照 组 （ <

0.05 或 <0.01） ； MA 组 裸 鼠 肝 、 脾 质 量 高 于 CIS 组 （ <0.05） 。 表

明 MA 安 全 性 优 于 顺 铂 ， 且 MA 可 抑 制 肿 瘤 的 生 长 和 淋 巴 结 的

转 移 。

综 上 所 述 ， 山 楂 酸 能 抑 制 鼻 咽 癌 细 胞 的 迁 移 与 侵 袭 ， 这

与 其 在 其 他 癌 细 胞 类 型 中 表 现 出 的 抗 肿 瘤 活 性 一 致 。 本 实 验

也 存 在 不 足 之 处 ， 如 未 明 确 山 楂 酸 是 通 过 靶 向 何 种 信 号 通 路

发 挥 作 用 ， 后 续 研 究 将 进 一 步 探 究 其 作 用 机 制 。
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