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　　摘　要：　目的　观察汉黄芩苷对鼻咽癌裸鼠移植瘤放疗的增敏效应，并探讨其与核转录因子ＮＦκＢ的关系。
方法　取低分化鼻咽癌５８Ｆ细胞接种于雌性裸鼠皮下（共接种２４只），待肿瘤结节约４～６ｍｍ时，将裸鼠随机分
为４组，每组６只。分别为对照组、汉黄芩苷组［２０ｍｇ／（ｋｇ·ｗ）］、放疗组、汉黄芩苷［２０ｍｇ／（ｋｇ·ｗ）］联合放疗
组。依照各组不同治疗措施处理，定期测量瘤体体积，３周后处死裸鼠，剥离瘤体称重，分别计算各组抑瘤率；并采
用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测瘤体组织中ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达水平。结果　汉黄芩苷联合放疗组移植瘤的体积和重量显
著下降，相比对照组、汉黄芩苷组及放疗组差异均具有统计学意义（Ｐ均＜０．０５）；汉黄芩苷联合放疗组ＮＦκＢｍＲ
ＮＡ表达水平明显下降，与其他各组相比，差异均具有统计学意义（Ｐ均 ＜０．０５）。结论　汉黄芩苷能增强鼻咽癌
裸鼠移植瘤对放疗的敏感性，其作用机制可能与抑制核转录因子ＮＦκＢ的作用相关。
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　　鼻咽癌是头颈部最常见的恶性肿瘤之一，其发
病率在近年来呈现出明显的上升趋势。随着调强放

疗和放化疗综合治疗模式的应用，早期鼻咽癌患者

（Ⅰ、Ⅱ期）的５年总生存率超过８０％，尽管如此，晚期
（Ⅲ、Ⅳ期）鼻咽癌的５年总生存率仍然不容乐观，仅
达３０％～４０％［１２］。导致晚期鼻咽癌复发和转移、影

响肿瘤治疗的主要因素为肿瘤抗性细胞的存在，因
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此，针对肿瘤抗性细胞，寻找新的药物以提高放疗敏

感性，对改善鼻咽癌的治疗现状显得尤为重要。

汉黄芩苷是从唇形科植物黄芩根部提取的一种

单体成分，属于黄酮类化合物。既往研究报道汉黄

芩苷具有显著的抗肿瘤、免疫增强、抗氧化作

用［３４］，其抗肿瘤的机制主要包括抑制细胞核内基

因转录、诱导肿瘤细胞凋亡、抑制新生血管生成等多

方面的作用，同时对正常细胞无毒性作用［５６］。而

关于汉黄芩苷对肿瘤放疗敏感性的研究，国内外尚

不多见。同时，既往研究表明核转录因子 ＮＦκＢ的
持续活化能引起肿瘤细胞的放疗耐受，Ｖｏｂｏｒｉｌ等［７］

研究发现发现放射治疗可导致鼻咽癌细胞的ＮＦκＢ
的活性继发性升高，并且其升高程度与鼻咽癌细胞

中ＮＦκＢ的基础活性呈正相关。因此，本研究旨在
探讨汉黄芩苷是否对人鼻咽癌裸鼠移植瘤模型存在

放疗增敏作用，并进一步探讨其与 ＮＦκＢ的关系，
以期为汉黄芩苷在鼻咽癌治疗的临床应用提供实验

室数据。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
汉黄芩苷购自上海融禾公司，纯度为９９％；人

低分化鼻咽癌５８Ｆ细胞株来源于中国科学院典型
培养物保藏委员会细胞库；ＲＰＩＭ１６４０培养基和胎
牛血清购自ＧＩＢＣＯ公司；逆转录试剂盒及Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲｋｉｔ购自ＴＡＫＡＲＡ公司；引物由上海生工合成，
ＮＦκＢ引物序列：上游５’ＣＣＡＧＡＣＣＡＡＣＡＡＣＡＡＣ
ＣＣＣＴ３’和下游５’ＣＡＣＴＧＴＣＡＣＣＴＧＧＡＡＧＣＡＧＡ
３’；ＧＡＤＰＨ引物序列：上游５’ＡＡＡＧＣＣＴＧＣＣＧＧＴ
ＧＡＣＴＡＡ３’和下游５’ＡＧＧＡＡＡＡＧＣＡＴＣＡＣＣＣＧ
ＧＡＧ３’。ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠（雌性，４～６周龄，体重１６
～２０ｇ），购自北京华阜康生物科技股份有限公司。
１．２　细胞及动物培养

人鼻咽癌５８Ｆ细胞常规培养于 ＲＰＭＩ１６４０＋
１０％ＦＢＳ的培养液中，置于３７℃、５％ ＣＯ２饱和湿度
环境条件下进行培养。当５８Ｆ细胞处于对数生长
期时，取出进行实验。汉黄芩苷用生理盐水溶解，调

至浓度为成１０ｇ／Ｌ，用０．２２μｍ微孔过滤器过滤，
４℃保存备用。裸鼠饲养于恒温（２２～２５℃）、恒定
湿度的ＳＰＦ层流罩中，经高压灭菌的标准饲料和水
供动物自由饮食。

１．３　裸鼠移植瘤模型建立
取对数生长期５８Ｆ细胞，消化后加入５～１０ｍｌ

培养基并吹打成单细胞悬液，离心，使用 Ｂｉｏｍｅｄ细
胞计数仪进行细胞计数，计数完毕后离心，加入ＰＢＳ
重悬，使细胞终浓度为１．０×１０７个／ｍｌ。１ｍｌ一次
性注射器吸取按上述方法调整的 ５８Ｆ细胞悬液
０．２ｍｌ（含细胞２×１０６个），络合碘消毒裸鼠皮肤接
种部位，接种于裸鼠右侧腋窝皮下，共接种裸鼠

２４只。整个操作过程在 ＳＰＦ环境内进行。接种后
定期观察裸鼠注射点附近皮肤有无肿瘤形成，每隔

３ｄ测量裸鼠体重，游标卡尺测量肿瘤体积大小，成
瘤标准为肿瘤直径５ｍｍ×５ｍｍ。
１．４　实验动物的分组和处理方法

皮下注射１周后，测得所有裸鼠均已成瘤（瘤
体长短径为４～６ｍｍ）。按照随机分组表法，将裸鼠
随机分为４组：对照组、汉黄芩苷组、放疗组、放疗＋
汉黄芩苷组，每组６只。各组处理措施如下：①对照
组：每２ｄ一次给予生理盐水腹腔注射，注射量为
２００μＬ；②汉黄芩苷组：每２ｄ一次给予汉黄芩苷腹
腔注射，给药量为２５ｍｇ／（ｋｇ·ｗ）；③放疗组：每５ｄ
一次给予电子直线加速器照射，每只局部５Ｇｙ，共
计２０Ｇｙ；④放疗＋汉黄芩苷组：同时给予②组和③
组处理。给药第１天开始测量肿瘤的长径和短径，
每３ｄ测量１次，肿瘤体积［Ｖ＝１／２（ａ×ｂ）２］；在给
药处死裸鼠，剥离瘤体，称重记录瘤体重量。计算各

组的肿瘤抑瘤率。抑瘤率（％）＝（１－实验组瘤体
重量的均数／对照组瘤体重量的均数）。
１．５　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测不同组别瘤体中 ＮＦκＢ
ｍＲＮＡ的表达

提取裸鼠移植瘤标本组织中的总 ＲＮＡ，紫外分
光光度计测 ＲＮＡ纯度及浓度。ＲＴＰＣＲ采用
ＴＡＫＡＲＡ逆转录试剂盒２０μｌ体系，其中ＲＮＡ模板
为１μｇ，ＯｌｉｇｏｄＴ引物和随机引物各１μｌ，ＰＣＲｂｕｆｆ
ｅｒ为４μｌ（包含镁离子、ｄＮＴＰｓ、甘油等），逆转录酶
为１μｌ，其余用ＤＥＰＣ水补足，ＲＴＰＣＲ反应条件为：
３７℃１５ｍｉｎ，８５℃５ｓ，４℃ ∞；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ：本实
验采用２０μｌ反应体系，其中模板为１００ｎｇ，ＮＦκＢ
上下游引物各使用１μｌ，ＴＡＫＡＲＡＳＹＢＲＧＲＥＥＮ为
１０μｌ，其余用 ＤＥＰＣ水补足；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应条
件为：９５℃预变性 ３ｍｉｎ，９５℃ ３０ｓ＋５７℃３０ｓ＋
７２℃３０ｓ共计４０个循环，７２℃３ｍｉｎ，４℃∞，并在退
火时采集荧光值。

１．６　统计学方法
采用ＳＰＳＳ１５．０统计学软件进行统计，计量资

料表示为 珋ｘ±ｓ，多个样本均数之间的比较采用单因
素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），多个样本均数两两
·４８３·
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比较，方差齐者采用 ＳＮＫ检验，方差不齐者进行
Ｔａｍｈａｎｅ’ｓＴ２检验。组间比较采用χ２检验，以Ｐ＜
０．０５时为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　治疗前后各组瘤体的体积
治疗前，各组裸鼠移植瘤体积组间进行两两比

较，均无统计学意义（Ｐ均 ＞０．０５）。经过不同的处
理措施治疗３周后，如表１所示，汉黄芩苷组、放疗
组和放疗＋汉黄芩苷组与对照组相比，瘤体体积差
异均具有统计学意义（χ２值分别为 ３．０６、５．７３、
６．２８，Ｐ均 ＜０．０５），其中放疗 ＋汉黄芩苷组处理组
瘤体体积最小，与单独放疗组相比，差异同样具有统

计学意义（Ｐ＜０．０５），根据各组瘤体体积绘制移植
瘤生长曲线，如图１所示，可见放疗＋汉黄芩苷组移
植瘤增长速率最低，说明汉黄芩苷治疗联合放疗，可

有效增加裸鼠鼻咽癌移植瘤模型对放疗的敏感性。

表１　治疗前与治疗３周后各组移植瘤的
体积比较　（ｍｍ３，珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

治疗时间 对照组 汉黄芩苷组 放疗组
放疗＋

汉黄芩苷组

治疗前 ７５．３±１３．１ ８２．４±１１．２ ７９．３±６．６ ８０．７±８．２
治疗３周后９７９．３±１０５．１８０５．２±６８．２４３５．４±８１．３３０２．２±７７．８

对照组

汉黄芩苷组
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图１　各组移植瘤生长曲线

２．２　治疗前后各组瘤体的质量
经过上述处理措施分别治疗３周后，各实验组

移植瘤质量与对照组相比均显著下降，其中放疗 ＋
汉黄芩苷组移植瘤质量最小，与对照组相比差异具

有统计学意义（Ｐ＜０．０１），与放疗组相比，差异同样
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。根据公式计算各实验
组抑瘤率，可知汉黄芩苷组、放疗组和放疗＋汉黄芩

苷组的抑瘤率分别为１９．８％、６４．７％、８０．６％，放疗
＋汉黄苓苷组与汉黄苓苷组及放疗组比较差异均具
有统计学意义（Ｐ均＜０．０５），见图２。
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图２　治疗３周后各组移植瘤的质量

２．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＮＦκＢｍＲＮＡ在各组瘤体
中的表达差异

ＴＲＩＺＯＬ法提取鼻咽癌瘤体组织标本的 ＲＮＡ，
经ＲＴＰＣＲ之后，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测核转录因 ＮＦ
κＢ在４组裸鼠中的表达情况（图３）。结果提示对
照组、单纯放疗组、汉黄芩苷组以及放疗＋汉黄芩苷
组的 ＮＦκＢｍＲＮＡ相对表达量依次为为：０．３８±
０．１１、０．４５±０．０９、０．２６±０．０３、０．１３±０．０９。与对
照组相比，放疗组ＮＦκＢｍＲＮＡ表达水平上升，而放
疗＋汉黄芩苷组 ＮＦκＢｍＲＮＡ表达水平显著下降，
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），说明汉黄芩苷治疗
联合放疗对鼻咽癌裸鼠移植瘤模型的放疗增敏作用，

可能是通过对核转录因ＮＦκＢ的调控来实现的。
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图３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测各组移植瘤ＮＦκＢｍＲＮＡ表达变化
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３　讨论

鼻咽癌是我国常见的恶性肿瘤之一，主要多发

于我国南方的广东、广西等省份，据统计每年１０万
人中发病例数为１５～５０例［８９］。鼻咽癌对放射线的

高敏感性以及其特殊的解剖结构和生物学行为，决

定了放射治疗一直是非转移鼻咽癌治疗的基本方

法［１０］。随着调强放疗技术和化疗的联合应用，近年

来鼻咽癌的治疗现状有了明显的改善。对于早期鼻

咽癌患者，单纯的放射治疗即可获得良好的疗效。

但是对于大部分晚期鼻咽癌患者而言，由于转移的

发生和鼻咽部解剖结构的限制，单纯放疗难以取得

良好的疗效［１１］。因此，寻找新的方法提高鼻咽癌对

放射治疗的敏感性，成为改善鼻咽癌患者生存质量

以及远期疗效的重要环节之一，同时也是鼻咽癌治

疗的重点和难点［１２１３］。

近年来，中药复方及单体有效成分的抗肿瘤潜

力越来越受到国内外学者们的重视。黄芩属唇形科

植物，是自古代以来治温热病、抗炎及抗氧化的药物

之一。多项研究表明，黄芩的主要活性成分汉黄芩

苷可发挥显著的抗肿瘤作用［１４］。大量的流行病学

调查及体内外的实验已证实，汉黄芩苷可在血液系

统肿瘤、肝癌、胃癌及小细胞肺癌等肿瘤中发挥显著

的抗肿瘤作用，主要表现在抑制肿瘤细胞增殖，诱导

肿瘤细胞凋亡，以及抑制血管生成等［１５１６］。本研究

结果发现，给予鼻咽癌裸鼠移植瘤模型定期腹腔注

射一定浓度的汉黄芩苷，能有效增加鼻咽癌裸鼠移

植瘤模型对放疗的敏感性。与对照组相比较，汉黄

芩苷组、放疗组、放疗＋汉黄芩苷组鼻咽癌移植瘤的
增长均受到了不同程度的抑制，抑瘤率分别为

１９．８％、６４．７％、８０．６％，其中以放疗 ＋汉黄芩苷组
抑制最明显，与单纯放疗组和单纯汉黄芩苷组相比，

差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），说明汉黄芩苷能
有效提高鼻咽癌对放疗的敏感性。

为对汉黄芩苷放疗增敏作用的机制进行进一步

研究，我们采用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测各组瘤体组织中
ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达变化。结果发现，放疗组裸鼠
瘤体中ＮＦκＢｍＲＮＡ表达水平相比对照组升高，而
汉黄芩苷组及放疗＋汉黄芩苷组裸鼠瘤体中ＮＦκＢ
ｍＲＮＡ表达水平相比对照组降低，差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。ＮＦκＢ是由一组 Ｒｅｌ／ＮＦＪＢ家族
的多肽成员组成的，在不同的生理过程中调节基因

表达的转录因子。哺乳动物 ＮＦκＢ家族包括５种

亚基，分别为 ｐ６５、ＲｅｌＢ、ＣＲｅｌ、ｐ５０／ｐ１０５（ＮＦκＢ１）
和ｐ５２（ＮＦκＢ２）［１７］。ＮＦκＢ在多种肿瘤细胞中过
表达，其活性可受到肿瘤内外环境中多种因素的调

节，例如微生物和其他的促炎性细胞因子等刺激。

近年来大量研究报道，ＮＦκＢ的持续活化能引起肿
瘤细胞对放化疗的耐受［１８］。我们的研究发现，放疗

组裸鼠瘤体中 ＮＦκＢｍＲＮＡ表达水平相比对照组
升高，进一步证明了在鼻咽癌中放射治疗可导致

ＮＦκＢ的活性继发性升高，通过检测鼻咽癌中 ＮＦ
κＢ基础活性水平可以预测其对放疗的敏感程度。
国外学者进行进一步的机制研究发现，其作用机制

可能与肿瘤细胞和肿瘤间质细胞 ＤＮＡ损伤有
关［１９］。Ｓｕｎ等［２０］研究发现在乳腺癌中，肿瘤组织中

来源于成纤维细胞的ＮＦκＢ的激活，可进一步激活
Ｗｎｔ信号通路，从而促进肿瘤细胞的存活，抵制化学
放疗造成的肿瘤杀伤作用。Ｄｉｄｅｌｏｔ等［２１］研究发现，

在头颈肿瘤放疗不敏感 κＢ细胞株中，ＮＦκＢ与
ＤＮＡ的结合活性明显低于其放疗敏感亚系 κＢ３细
胞株，在κＢ３细胞株中过表达 ＮＦκＢ，可引起该细
胞凋亡率的下降以及对放疗的耐受。与以上实验结

果相符，我们的研究发现，汉黄芩苷可通过抑制放疗

时ＮＦκＢ的激活来增强肿瘤对放疗的敏感性。
综上所述，本研究发现汉黄芩苷对人鼻咽癌裸

鼠移植瘤模型存在显著的放疗增敏作用，进一步机

制研究发现其作用可能是通过抑制放疗时 ＮＦκＢ
信号通路的激活来实现的。放疗耐受是影响鼻咽癌

患者治疗和预后的主要因素之一。汉黄芩苷在体内

动物模型中，可有效的增加鼻咽癌的化疗敏感性，具

有相当可观的抗肿瘤潜能。关于汉黄芩苷在鼻咽癌

中的研究，还需更深入的动物在体实验和Ⅰ期临床
试验，以期为进一步提高鼻咽癌患者的放、化疗效

果，以及在鼻咽癌中进行 ＮＦκＢ靶向治疗奠定理论
基础。
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·消息·

远程投稿、查稿系统启事

　　本刊采用远程稿件采编系统进行投稿、查稿等，现就有关问题说明如下。
１．作者投稿：登陆在线投稿系统（中文版），按操作提示投稿。第一次需先注册，原则上不再受理邮寄稿

件和Ｅｍａｉｌ稿件。
２．稿件查询：使用作者注册用户名和密码，可查询作者稿件审理进程和费用信息等。
有关投稿要求，请登陆本刊网站浏览。

网站登陆：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｘｙｏｓｂｓ．ｃｏｍ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍ
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