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基于 ＲOS /HIF － 1 通路探讨白花蛇舌草多糖对鼻咽癌裸小鼠肿瘤的

抑制作用及机制

钟伦坤，周兴玮，朱佳丽，何 娴，何 露，陈 龙，胡文健，孙永东

Exploring the tumor suppressive effect and mechanism of polysaccharides extracts from
hedyotis diffusa on nasopharyngeal carcinoma nude mice based on ＲOS/HIF －1 pathway
ZHONG Lunkun，ZHOU Xingwei，ZHU Jiali，HE Xian，HE Lu，CHEN Long，HU Wenjian，SUN Yongdong
Department of Otolaryngology，the Affiliated Traditional Chinese Medicine Hospital of Southwest Medical University，Sichuan Luzhou
646000，China．

【Abstract】 Objective: To investigate the tumor suppressive effect of polysaccharides extracts from hedyotis diffusa
on nasopharyngeal carcinoma mice based on reactive oxygen species ( ＲOS) /hypoxia － inducible factor － 1 ( HIF － 1)

pathway and to elucidate its possible mechanism of action． Methods: Fifty － six BALB /c nude mice were inoculated
with CNE － 2 cell suspension in the right axilla to induce nasopharyngeal carcinoma tumor formation． The tumor －
forming nude mice were randomly divided into model group，cisplatin group ( DDP，5 mg /kg) ，polysaccharides extracts
from hedyotis diffusa low － dose group ( 50 mg /kg) ，polysaccharides extracts from hedyotis diffusa medium － dose
group ( 100 mg /kg) ，polysaccharides extracts from hedyotis diffusa high － dose group ( 200 mg /kg) ，negative control
group ( NC － siＲNA) ，si － HIF － 1α group，si － HIF － 1α + polysaccharide extracts from hedyotis diffusa group，6
mice in each group，and the remaining 6 nude mice as a control group． Each group was administered intraperitoneally
at the corresponding doses for 14 consecutive days． The tumor weight and tumor volume of nude mice were measured．
The histopathological changes of tumor were observed by hematoxylin － eosin ( HE) staining． The number of Treg cells
in tumor tissues was detected by flow cytometry． The expression of Foxp3 in tumor tissues was detected by immunohis-
tochemical staining． The apoptosis in tumor tissues was detected by fluorescent TUNEL staining． The ＲOS content in
tumor tissues was detected by ELISA． The real － time fluorescence real － time PCＲ and Western blot were used to de-
tect HIF － 1α，GLUT1 and HK2 mＲNA and protein expression in tumor tissues，respectively． Ｒesults: Compared with
the model group，the high － dose group of polysaccharides extracts from hedyotis diffusa significantly reduced tumor
weight，decreased Foxp3，HIF － 1α，GLUT1，and HK2 expression，significantly reduced tumor volume，decreased Treg
cells，and significantly increased apoptosis and ＲOS content ( P ＜ 0． 01) ． Compared with si － HIF － 1α group，the ex-
pression of HIF － 1α，GLUT1 and HK2 was significantly decreased in si － HIF － 1α + polysaccharides extracts from
hedyotis diffusa group ( P ＜ 0． 05) ． Compared with the model group，the ＲOS content of si － HIF － 1α + polysaccha-
rides extracts from hedyotis diffusa group was significantly increased，and the tumor weight and tumor volume were
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significantly reduced ( P ＜ 0． 05) ． Conclusion: Polysaccharides extracts from hedyotis diffusa has inhibitory effect on
nasopharyngeal carcinoma tumors in nude mice，and its mechanism of action may be related to the reduction of HIF －
1α，GLUT1 and HK2 expression．
【Key words】polysaccharides extracts from hedyotis diffusa，nasopharyngeal carcinoma，ＲOS /HIF － 1 pathway，tumor
microenvironment
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【摘要】 目的: 基于活性氧( ＲOS) /缺氧诱导因子 － 1( HIF － 1) 通路探讨白花蛇舌草多糖对鼻咽癌裸小鼠肿

瘤的抑制作用及其可能作用机制。方法: 56 只 BALB /c 裸小鼠于右侧腋下接种 CNE － 2 细胞悬液诱导鼻咽癌

成瘤，成瘤后的裸小鼠随机分为: 模型组、顺铂组( DDP，5 mg /kg) 、白花蛇舌草多糖低剂量组( 50 mg /kg) 、白花

蛇舌草多糖中剂量组( 100 mg /kg) 、白花蛇舌草多糖高剂量组 ( 200 mg /kg) 、阴性对照组( NC － siＲNA) 、si －
HIF － 1α组、si － HIF － 1α + 白花蛇舌草多糖组，每组 6 只，剩余 6 只裸小鼠作为空白组。各组按相应剂量分

别腹腔注射给药，连续 14 天。测定裸小鼠瘤重及肿瘤体积; 苏木素 － 伊红( HE) 染色观察肿瘤组织病理学变

化; 流式细胞术检测肿瘤组织 Treg 细胞数量; 免疫组化染色检测肿瘤组织 Foxp3 表达; 荧光 TUNEL 染色检测

肿瘤组织细胞凋亡; 酶联免疫吸附测定法( ELISA) 检测肿瘤组织中 ＲOS 含量; 实时荧光定量聚合酶链式反应

( real － time PCＲ) 和蛋白免疫印迹法( Western blot) 分别检测肿瘤组织 HIF － 1α、GLUT1、HK2 mＲNA 及蛋白表

达。结果: 与模型组比较，白花蛇舌草多糖高剂量组可明显降低肿瘤重量，降低 Foxp3、HIF － 1α、GLUT1、HK2
表达，明显缩小瘤体积，降低 Treg 细胞数量，明显增加细胞凋亡及 ＲOS 含量( P ＜ 0． 01) 。与 si － HIF － 1α 组

比较，si － HIF － 1α + 白花蛇舌草多糖组 HIF － 1α、GLUT1、HK2 表达明显降低( P ＜ 0． 05) 。与模型组比较，si －
HIF － 1α + 白花蛇舌草多糖组 ＲOS 含量明显升高，瘤重及肿瘤体积明显减小( P ＜ 0． 05) 。结论: 白花蛇舌草

多糖对鼻咽癌裸小鼠肿瘤具有抑制作用，其作用机制可能与降低 HIF － 1α、GLUT1、HK2 表达有关。
【关键词】白花蛇舌草多糖; 鼻咽癌; ＲOS /HIF － 1 通路; 肿瘤微环境
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鼻咽癌( nasopharyngeal carcinoma，NPC) 是一种具有明显

种族和地理分布的头颈部恶性肿瘤，在中国南部、北非和阿

拉斯加等地发病率较高［1］。NPC 已被证明是全世界与癌症

相关的第三大死亡原因，环境因素在 NPC 发生中起重要作

用，但遗传因素也参与 NPC 的发生［2］。目前，NPC 的治疗主

要采用放射治疗和( 或) 化学治疗相结合的方法，然而，放化

疗相关不良反应( 如周围器官损害、黏膜炎、口干症、口臭和

视力障碍等) 仍然是 NPC 不可避免的问题［3］。因此，寻找一

种更有效且毒性更低的治疗方式，以提高 NPC 患者的治疗

效果，是急需解决的问题。
近年来，中医药靶向治疗在各类疾病治疗中逐渐凸显，

如可减轻不良反应、增强抗肿瘤疗效等［4］。白花蛇舌草多糖

( polysaccharides extracts from hedyotis diffusa，PEHD) 是白花

蛇舌草化学成分之一，研究者发现白花蛇舌草的乙醇提取物

可抑制结肠癌 HT － 29 细胞的增殖并诱导细胞凋亡，可通过

活化 Caspase9、Caspase3，激活 Bax 并下调 Bcl － 2、PCNA 的基

因表达，抑制结肠癌进展［5］。白花蛇舌草亲脂性提取物和粗

多糖可抑制骨肉瘤 S － 180 增殖［6］。白花蛇舌草粗多糖还对

化学药物如环磷酰胺所致的免疫系统和造血系统损伤具有

一定的保护作用［7］。此外，已有报道其对肝癌、肺癌、胃癌、
宫颈癌、卵巢癌等亦有较好疗效［8 － 9］。由此，白花蛇舌草在

抗肿瘤方面存在广阔前景，景艳等［10］报道白花蛇舌草多糖

在一定浓度范围内能够明显抑制鼻咽癌 CNE2 细胞的增殖，

诱导 CNE2 细胞凋亡，但其对鼻咽癌的作用机制仍不清楚。
活性氧( reactive oxygen species，ＲOS) 作为短寿命的化学

反应自由基，可由氧气通过胞内不同生理活动产生［11］。低

氧诱导因子 1( hypoxia inducible factor1，HIF － 1) 在细胞适应

氧供应改 变 中 起 关 键 作 用，可 作 为 转 录 因 子 改 变 基 因 表

达［12］。然而，白花蛇舌草多糖能否通过 ＲOS /HIF － 1 通路来

抑制鼻咽癌的进展还有待进一步研究。因此，本研究旨在探

讨白花蛇舌草多糖通过 ＲOS /HIF － 1 通路对鼻咽癌裸小鼠

肿瘤微环境中 Treg 细胞凋亡的影响，以期为白花蛇舌草的开

发利用提供依据，也为临床治疗鼻咽癌提供理论依据。
1 材料与方法

1． 1 细胞株及实验动物

人鼻咽癌 CNE － 2 细胞株购自中国科学院上海细胞库;

BALB /c 裸小鼠 56 只 ( 雌雄各半) ，SPF 级，5 周龄，体质量

( 18 ± 2) g，由成都达硕生物科技有限公司提供，使用许可证

号: SYXK( 川) 2019 － 189，生产许可证号: SCXK( 川) 2020 －
030，裸小鼠饲养于恒温 22 ～ 25 ℃、恒湿的 SPF 层流罩中。
1． 2 主要试剂及仪器

ＲPMI 1640 培养基( 货号: C11875500BT) 、胎牛血清( 货

号: 16140063) 购自美国 GIBCO; 白花蛇舌草多糖［白花蛇舌

草( g) ∶ 水( mL) 为 1 ∶ 14，超声提取 30 ～ 40 min，重复提取 3
次，合并上清液，旋转蒸发至原体积的 1 /4，sevage 脱蛋白，加

入乙醇，使乙醇浓度达到 60%，静置 4 h，析出多糖，质量分数

达 56%］购自四川省维克奇生物科技有限公司; 顺铂( 批号:

20181021) 购自江苏恒瑞医药; ＲOS 测定试剂盒( 货号: ZC －
A4108) 购自上海茁彩生物科技有限公司; 相关一抗 Foxp3
( 货 号: ab20034 ) 、HIF － 1α ( 货 号: ab1 ) 、GLUT1 ( 货 号:

ab115730) 、HK2( 货号: ab209847 ) 及生物素化山羊抗兔 IgG
( H + L) ( 货号: ab6721 ) 购自英国 Abcam; TB GreenTM Premix
Ex TaqTMⅡ ( 货号: ＲＲ820A) 购自宝日医生物; Western 细胞

裂解液 ( 货号: P0013 ) 、BCA 蛋 白 浓 度 测 定 试 剂 盒 ( 货 号:

P0009) 购自 Beyotime; ECL 发光试剂盒 ( 货号: KF001 ) 购自

Affinity; Cytoflex Beckman 流式细胞仪购自美国贝克曼公司，

·9962·现代肿瘤医学 2022 年 08 月 第 30 卷第 15 期 MODEＲN ONCOLOGY，Aug． 2022，VOL. 30，No. 15



型号: cytoflex。
1． 3 鼻咽癌 CNE －2 细胞裸小鼠移植瘤模型构建

人鼻咽癌 CNE － 2 细胞用含 10%胎牛血清的 ＲPMI 1640
培养基于 37 ℃、5%CO2 的培养箱中培养，细胞贴壁生长，取

对数生长期细胞，采用 PBS 缓冲液调整细胞浓度为 5 × 1010 /
L 细胞悬液。裸小鼠适应性饲养 7 d 后，其中随机选取 48 只

裸小鼠于右侧腋下接种上述细胞悬液 0． 2 mL，以肿瘤直径

0． 5 cm 为成瘤，皮下接种 7 d 后裸小鼠皮下均见结节。成瘤

后的裸小鼠随机分为: 模型组 ( NPC) 、顺铂组 ( DDP，5 mg /
kg) 、白花蛇舌草多糖低剂量组 ( PEHD － L，50 mg /kg) 、白花

蛇舌草多糖中剂量组 ( PEHD － M，100 mg /kg) 、白花蛇舌草

多糖高剂量组 ( PEHD － H，200 mg /kg) 、阴性对照组 ( NC －
siＲNA) 、si － HIF － 1α组、si － HIF － 1α + 白花蛇舌草多糖组

( si － HIF － 1α + PEHD － H) ，每组 6 只，剩余 6 只裸小鼠作为

空白组( Control，Con) 。
1． 4 给药方法

参考贾羲等［8］的报道剂量，PEHD － L 组、PEHD － M 组、
PEHD － H 组分别按 50 mg /kg、100 mg /kg、200 mg /kg 腹腔注

射给药，DDP 组按 5 mg /kg 腹腔注射给药。NC － siＲNA、si －
HIF － 1α组、si － HIF － 1α + PEHD － H 组，首先将针对 si －
HIF － 1α表达质粒采用 LipofectamineⓇ 2000 按制造商说明转

染 CNE － 2 细胞，制备细胞悬液，于右侧腋下接种，si － HIF －
1α + PEHD － H 组再按 200 mg /kg 腹腔注射给药。Con 组及

NPC 组给予同等体积生理盐水腹腔注射，每天 1 次，共 14 d。
1． 5 观察指标

1． 5． 1 测定裸小鼠肿瘤重量及肿瘤体积 第 3 d、6 d、9 d、
12 d、14 d 采用游标卡尺测定一次移植瘤的长径 ( a) 和短径

( b) ，并计算各组肿瘤体积 ( V = 1 /2 × a × b2 ) ，2 周后裸小鼠

经戊巴比妥钠( 35 mg /kg) 腹腔注射麻醉，处死，剥离移植瘤，

称重。后将肿瘤组织分为 2 份，一份于 4%多聚甲醛固定; 另

一份置于 － 80 ℃冰箱保存，用于后续检测，Con 组采集裸小

鼠鼻黏膜组织。
1． 5． 2 HE 染色观察肿瘤组织病理学变化 取肿瘤组织，经

4%多聚甲醛固定 24 h 后，将组织标本放入含 30% 蔗糖的

4%多聚甲醛中保存，石蜡包埋，连续切片，厚度 5 μm，苏木

精 － 伊红( HE) 染色，镜检观察组织病理情况。
1． 5． 3 流式细胞术检测肿瘤组织 Treg 细胞数量 取肿瘤

组织，眼科剪剪成 1 ～ 2 mm 小块，于含 20% PBS 匀浆液中研

磨至单细胞悬液，于 1 500 r /min 离心 25 min，沉淀 PBS 重

悬，配成每 EP 管 1 × 106 个细胞，按照 Annexin VFITC /PI 双

染试剂盒说明书的步骤，向各组加入相应的荧光标记单抗

( anti － CD4 － FITC、anti － CD25 － APC) ，轻轻混匀，置于冰上

孵育 30 min。流 式 细 胞 仪 检 测 并 分 析 各 组 CD4 + CD25 +

Foxp3 + Treg 细胞在肿瘤组织中的百分率。
1． 5． 4 免疫组化染色检测肿瘤组织 Foxp3 表达 取肿瘤组

织，经脱水、包埋、切片处理，使用 0． 3%过氧化氢抑制这些切

片中的内源性过氧化物酶活性，滴加 10%的正常山羊血清封

闭，加入 Foxp3 抗体( 1∶ 200) 4 ℃过夜，后与辣根过氧化物酶

标记的抗兔 IgGs 二抗 37 ℃孵育 30 min，苏木素染色，镜检观

察，并使用 Image － J 图像分析软件根据积分光密度 ( IOD) /
面积值确定 Foxp3 阳性染色的强度。
1． 5． 5 荧光 TUNEL 染色检测肿瘤组织细胞凋亡 取肿瘤

组织，经脱水、包埋、切片处理，滴加 TUNEL 反应混合液，37
℃孵育 60 min，PBS 清洗 3 次，滴加 DAPI 核染，甘油封片，荧

光显微镜观察并拍片分析。
1． 5． 6 ELISA 检测肿瘤组织中 ＲOS 含量 取肿瘤组织，眼

科剪剪成 1 ～ 2 mm 小块，加入 5 mL PBS 在冰上用玻璃匀浆

器匀浆，再进行 2 次反复冻融，进一步破碎细胞膜，匀浆物以

5 000 r /min 离心 20 min，取上清液，按 ELISA 试剂盒测定

ＲOS 含量。
1． 5． 7 qＲT － PCＲ 检测肿瘤组织 HIF － 1α、GLUT1、HK2
mＲNA 表达 使用 TＲIzol 试剂盒按照制造商说明裂解组织

提取总 ＲNA，每个样品的总 ＲNA 约 5 μg 被逆转录成第一链

cDNA 用于 qＲT － PCＲ 分析。使用 Takara TB GreenTM PreMix
Ex TaqTM定量基因表达水平，以 β － actin 作为内参。qＲT －
PCＲ 反应条件: 95 ℃初始变性 10 min，随后 95 ℃变性 10 s，
60 ℃退火 10 s，72 ℃延伸 10 s，45 个循环，记录 CT 值，采用

2 －△△CT分析相对表达水平。引物序列如表 1。

表 1 引物序列

Tab． 1 Primer sequences

Primer Forward primer( 5＇－ 3＇) Ｒeverse primer( 5＇－ 3＇)

HIF － 1α AAGCAGTTCCGCAAGCCCTGAAAGC TGGCAGTGGTAGTGGTGGCATTAGCA
GLUT1 GGAACAGCCAGCCTACGCCACCATA AGCAGCAGAGCCACCGTCATCAAGAT
HK2 AGCCGAACAGCCTGGACGAGAGCATT CCACAGTGTCATTCACCACGGCAACC
β － actin CTCCATCGTCCACCGCAAATGCTTCT GCTCCAACCGACTGCTGTCACCTTC

1． 5． 8 Western blot 分析肿瘤组织 HIF － 1α、GLUT1、HK2
蛋白表达 采用 ＲIPA 裂解组织提取蛋白质，冰上孵育离心

后，收集上清液，用 BCA 蛋白检测试剂盒检测蛋白浓度。后

将上清液与 SDS － PAGE 样品加载缓冲液混合，并转移到

PVDF 膜上，在 5% 脱脂牛奶中室温封闭 2 h 后，将膜与抗

HIF － 1α、GLUT1、HK2( 1∶ 500) 或 β － actin( 1∶ 2 000) 的一抗

一起在 4 ℃孵育过夜。随后与辣根过氧化物酶( HＲP) 偶联

的二级抗体( 1 ∶ 3 000 ) 室温孵育 1 h，ECL 暗室显色，Bio －
Ｒad 全功能成像系统采集图像，Image － ProPlus 分析光密度，

以 β － actin 为内参，对照组目标蛋白质相对含量为 1，计算各

组蛋白质的相对表达量，实验重复 3 次。
1． 6 统计学方法

使用 SPSS 22． 0 软件( IBM Corp． ) 对数据进行统计分析，

数据表示为平均值 ± 标准差 ( �x ± s) ，两组间均数比较采用

LSD － t 检验，多组间比较采用单因素方差分析 ( one － way
ANOVA) ，P ＜ 0． 05 表示差异具有统计学意义。
2 结果

2． 1 白花蛇舌草多糖对鼻咽癌荷瘤裸小鼠移植瘤生长的影

响

与 NPC 组比较，DDP 组、PEHD － L 组、PEHD － M 组、
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PEHD － H 组肿瘤重量均明显降低 ( P ＜ 0． 01 ) ; 与 DDP 组比

较，PEHD － L 组、PEHD － M 组、PEHD － H 组肿瘤重量均明

显降低( P ＜ 0． 01) ; 给药后 9 d、12 d，与 NPC 组相比，PEHD －
L 组、PEHD － M 组、PEHD － H 组 瘤 体 积 明 显 缩 小 ( P ＜
0． 01) ; 给药后 14 d，与 NPC 组、DDP 组相比，PEHD － H 组裸

小鼠肿瘤体积明显减小( P ＜ 0． 01，图 1A) 。NPC 组: 肿瘤细

胞生长良好，肿瘤细胞间纤维组织将肿瘤分为小岛状，瘤细

胞排列紧密，胞质丰富，胞核形态不一，可见核分裂象，偶见

少量细胞凋亡。DDP 组: 肿瘤组织体积较小，瘤细胞胞质丰

富，胞核形态不一，凋亡细胞增多，部分瘤细胞排列松散，胞

质空泡化。PEHD － L 组: 局部肿瘤细胞排列松散，瘤细胞间

少量淋巴细胞和多量中性粒细胞浸润。PEHD － M 组: 肿瘤

细胞排列松散，胞质减少，瘤细胞间较多淋巴细胞和少量中

性粒细胞浸润。PEHD － H 组: 肿瘤组织体积明显缩小，肿瘤

边缘肿瘤细胞胞核固缩，伴有少量淋巴细胞浸润( 图 1B) 。

图 1 各组裸小鼠移植瘤生长及组织病理变化

A: 肿瘤重量及肿瘤体积; B: 各组 HE 染色( × 400) 。与 NPC 组比较，＊＊P ＜ 0． 01; 与 DDP 组比较，##P ＜ 0． 01。
Fig． 1 Growth and histopathological changes of transplanted tumors in each group of nude mice

A: Tumor weight and tumor volume． B: HE staining in each group ( × 400 ) ． Compared with the NPC group，＊＊P ＜ 0． 01． Compared with the DDP
group，##P ＜ 0． 01．

2． 2 白花蛇舌草多糖对鼻咽癌荷瘤裸小鼠肿瘤细胞凋亡及

Treg 细胞的影响

TUNEL 荧光染色检测结果显示，与 NPC 组比较，DDP
组、PEHD － L 组、PEHD － M 组、PEHD － H 组肿瘤细胞凋亡

明显增加( P ＜ 0． 01) ; 与 DDP 组比较，PEHD － M 组、PEHD －
H 组肿瘤细胞凋亡明显增加( P ＜ 0． 05，图 2) 。

免疫组化检测结果显示，与 Con 组比较，NPC 组 Foxp3
表达明显增加( P ＜ 0． 01) ; 与 NPC 组 比 较 ，PEHD － L 组、
PEHD － M 组、PEHD － H 组 均 明 显 降 低 Foxp3 表 达 ( P ＜
0． 05，图 3A － 3B) 。流式细胞检测结果显示，与 Con 组比较，

NPC 组 CD4 + CD25 + Foxp3 + Treg 细胞明显增加( P ＜ 0． 01 ) ;

与 NPC 组比较，DDP 组、PEHD － L 组、PEHD － M 组、PEHD －
H 组 CD4 + CD25 + Foxp3 + Treg 细胞均明显降低 ( P ＜ 0． 01 ) ;

与 DDP 组 比 较，PEHD － M 组、PEHD － H 组 CD4 + CD25 +

Foxp3 + Treg 细胞明显降低( P ＜ 0． 05，图 3C － 3D) 。
2． 3 白花蛇舌草多糖对鼻咽癌荷瘤裸小鼠肿瘤组织 ＲOS/

HIF －1 通路的影响

Western blot 检 测 结 果 显 示 ，与 Con 组 比 较 ，NPC 组

HIF － 1α、GLUT1、HK2 蛋 白 表 达 明 显 升 高 ( P ＜ 0． 01 ) ; 与

NPC 组比较，DDP 组、PEHD － M 组、PEHD － H 组 HIF －
1α、HK2 蛋 白 表 达 明 显 降 低 ( P ＜ 0． 05 ) ; 与 DDP 组相比，

仅 PEHD － H 组 HIF － 1α、GLUT1、HK2 蛋白表达明显降低( P
＜ 0． 05，图 4A － 4B) 。qＲT － PCＲ 检测结果显示，与 Con 组比

较，NPC 组 HIF － 1α、GLUT1、HK2 mＲNA 表达明显升高( P ＜
0． 01) ; 与 NPC 组比较，PEHD － M 组、PEHD － H 组 HIF － 1α、
GLUT1、HK2 mＲNA 表达明显降低( P ＜ 0． 05 ) ; 与 DDP 组相

比，仅 PEHD － H 组 HIF － 1α、GLUT1、HK2 mＲNA 表达明显

降低( P ＜ 0． 05，图 4C) 。ELISA 检测结果显示，与 Con 组比

较，NPC 组 ＲOS 含量明显降低 ( P ＜ 0． 01 ) ，与 NPC 组比较，

PEHD － M 组、PEHD － H 组 ＲOS 含 量 明 显 升 高 ( P ＜ 0． 05，

图 4D) 。
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图 2 各组裸小鼠 TUNEL 荧光染色( × 400)

Fig． 2 TUNEL fluorescence staining of nude mice in each group ( × 400)

2． 4 ＲOS /HIF － 1 通路抑制对鼻咽癌荷瘤裸小鼠移植瘤生

长及 Treg 细胞的影响

病理染色结果显示，NPC 组和 NC － siＲNA 组肿瘤细胞

生长良好，肿瘤细胞间纤维组织将肿瘤分为小岛状，瘤细胞

排列紧密，胞质丰富，胞核形态不一，可见核分裂象，偶见少

量细胞凋亡。si － HIF － 1α 组和 PEHD － H 组局部肿瘤细胞

排列松散，部分细胞胞质减少，肿瘤细胞间少量淋巴细胞和

多量中性粒细胞浸润。si － HIF － 1α + PEHD － H 组细胞间

见少量淋巴细胞和中性粒细胞浸润，偶见少量凋亡肿瘤样细

胞( 图 5A) 。与 NPC 组比较，si － HIF － 1α组、si － HIF － 1α +
PEHD － H 组瘤重及肿瘤体积明显减小 ( P ＜ 0． 05，图 5B －

5C) 。流式细胞术检测结果显示，与 NPC 组比较，si － HIF －
1α 组、PEHD － H 组、si － HIF － 1α + PEHD － H 组 CD4 +

CD25 + Foxp3 + Treg 细胞明显降低( P ＜ 0． 01，图 5D) 。West-
ern blot 检测结果显示，与 NPC 组 比 较 ，si － HIF － 1α 组、
PEHD － H 组、si － HIF － 1α + PEHD － H 组 HIF － 1α、GLUT1、
HK2 蛋白表达均明显降低; 与 si － HIF － 1α 组及 PEHD － H
组比较，si － HIF － 1α + PEHD － H 组 HIF － 1α、GLUT1、HK2
蛋白表达明显降低 ( P ＜ 0． 05，图 5E － 5F) 。ELISA 检 测 结

果显 示 ，与 NPC 组 比 较 ，si － HIF － 1α 组、PEHD － H 组、
si － HIF － 1α + PEHD － H 组 ＲOS 含量明显升高( P ＜ 0． 05，图

5G) 。
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图 3 各组裸小鼠 Treg 细胞变化

A: Foxp3 免疫组化染色代表性图片; B: 免疫组化 Foxp3 定量分析; C: 流式细胞图; D: CD4 + CD25 + Foxp3 + Treg 细 胞 比 例。与 Con 组 比 较 ，

＊＊P ＜ 0． 01; 与 NPC 组比较，#P ＜ 0． 05，##P ＜ 0． 01; 与 DDP 组比较，ΔP ＜ 0． 05。
Fig． 3 Changes of Treg cells in each group of nude mice

A: Ｒepresentative pictures of Foxp3 immunohistochemical staining． B: Quantitative analysis of immunohistochemical Foxp3． C: Flow cytometry． D: CD4 +

CD25 + Foxp3 + Treg cell ratio． Compared with the Con group，＊＊P ＜ 0． 01． Compared with the NPC group，#P ＜ 0． 05，##P ＜ 0． 01． Compared with the
DDP group，ΔP ＜ 0． 05．

图 4 各组裸小鼠 ＲOS /HIF － 1 通路相关因子变化

A: 相关因子蛋白表达; B: 蛋白条带; C: 相关因子 mＲNA 表达; D: ＲOS 含量。与 Con 组比较，＊＊P ＜ 0． 01; 与 NPC 组比较，#P ＜ 0． 05，##P ＜
0． 01; 与 DDP 组比较，ΔP ＜ 0． 05。

Fig． 4 Changes of ＲOS /HIF － 1 pathway related factors in nude mice of each group
A: Ｒelative factors protein expression． B: Protein bands． C: Ｒelated factors mＲNA expression． D: ＲOS content． Compared with the Con group，＊＊P ＜
0． 01． Compared with the NPC group，#P ＜ 0． 05，##P ＜ 0． 01． Compared with the DDP group，ΔP ＜ 0． 05．
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图 5 各组裸小鼠移植瘤生长及 Treg 细胞变化

A: 各组 HE 染色; B: 肿瘤重量; C: 肿瘤体积; D: CD4 + CD25 + Foxp3 + Treg 细胞比例; E: 相关因子蛋白表达; F: 蛋白条带; G: ＲOS 含量。与 NPC
组比较，* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01; 与 si － HIF － 1α 组比较，ΔP ＜ 0． 05; 与花蛇舌草多糖组比较，▲P ＜ 0． 05。

Fig． 5 Growth of transplanted tumor and changes of Treg cells in nude mice in each group
A: HE staining in each group． B: Tumor weight． C: Tumor volume． D: Proportion of CD4 + CD25 + Foxp3 + Treg cells． E: Ｒelative factors protein expres-
sion． F: Protein bands． G: ＲOS content． Compared with NPC group，* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01． Compared with si － HIF － 1α group，ΔP ＜ 0． 05． Com-
pared with flowering serpentine polysaccharide group，▲P ＜ 0． 05．

3 讨论

肿瘤的发生发展不仅与肿瘤细胞本身相关，也与其生存

的肿瘤微环境密切相关［13］。其中，T 细胞作为特异性免疫尤

其是细胞免疫的主要成分在肿瘤的发生发展中发挥重要作

用。在 T 细胞中，调节性 T 细胞( Treg) 是具有显著免疫抑制

作用的 T 细胞亚群，其特征在于表达 Foxp3、CD25 和 CD4 的

细胞表型［14 － 15］。研究发现 Treg 在肿瘤等疾病中可以抑制其

他细胞的免疫反应，是自我耐受的主要控制者，Treg 的缺失

或功能异常会导致多种自身免疫相关疾病的发展，包括肿

瘤［16］。Treg 数量在乳腺癌、胰腺癌患者中明显增加，且可抑

制抗肿瘤免疫应答进而促进肿 瘤 进 展［17 － 18］。因 此，抑 制

Treg 数量可能成为调节肿瘤微环境的重要靶点。此外，研究

显示肺炎宁汤可降低 Lewis 肺癌裸小鼠肿瘤组织中 Treg 细

胞数量，西黄丸可改善 T 淋巴细胞比例进而发挥抑 瘤 作

用［19］。本研究首先从瘤重、肿瘤体积、肿瘤组织病理变化角

度观察花蛇舌草多糖对鼻咽癌的影响，结果发现花蛇舌草多

糖高剂量组明显降低肿瘤重量、缩小肿瘤体积并改善肿瘤组

织病理变化。同时发现在鼻咽癌裸小鼠中肿瘤组织 Treg 细

胞明显增加，Foxp3 表达明显升高，白花蛇舌草多糖高剂量组

Treg 细胞明显减少，Foxp3 表达明显降低，且 Treg 细胞的减

少与白花蛇舌草多糖剂量呈正相关。推测白花蛇舌草多糖

可能通过降低 Treg 细胞从而抑制鼻咽癌进展。为了阐释

Treg 细胞减少的原因，本实验应用 TUNEL 荧光染色检测了

细胞凋亡，结果显示白花蛇舌草多糖中、高剂量组细胞凋亡

明显增加，且凋亡与剂量呈正相关，表明白花蛇舌草多糖可

能是通过促进细胞凋亡进而减少 Treg 细胞。
目前，鼻咽癌的发生发展机制尚不清晰，但研究显示

ＲOS 产生率的增加可抑制肿瘤细胞生长［20］。此外，HIF － 1α
在各类癌症中上调，促进肿瘤细胞的存活、血管生成和转

移［21］。研究报道 HIF － 1α在缺氧条件下促进 MCF － 7 乳腺

癌细胞增殖，且 HIF － 1α的下调抑制了非小细胞肺癌 NCI －
H157 细胞的增殖［22 － 23］。此外，ＲOS 在肿瘤微环境中对浸润

型 T 细胞活化的调控可能依赖代谢途径［24］。谢文强等［25］

研究 显 示 环 境 中 的 ＲOS 与 T 细 胞 表 型 变 化 高 度 相 关。
GLUT1、HK2 作为 HIF － 1α 的下游基因，是参与肿瘤微环境

糖酵解的关键基因［26］。本 研 究 结 果 表 明 ，鼻 咽 癌 裸 小 鼠

HIF － 1α、GLUT1、HK2 mＲNA 及蛋白表达明显升高，ＲOS 含

量明显降低，而白花蛇舌草多糖高剂量组 HIF － 1α、GLUT1、
HK2 mＲNA 及蛋白表达明显降低，ＲOS 含量明显升高。提示

鼻咽癌进展与 ＲOS /HIF － 1 通路相关。进一步抑制 ＲOS /
HIF － 1 通路发现，si － HIF － 1α + 白花蛇舌草多糖组 Treg 细

胞明显降低，肿瘤重量及肿瘤体积明显减小，表明白花蛇舌

草多糖可能依赖 ＲOS /HIF － 1 通路使 Treg 细胞减少进而抑

制鼻咽癌的进展。
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综上所述，本研究表明白花蛇舌草多糖可减少 Treg 细

胞，并促进鼻咽癌细胞凋亡，其潜在机制可能与 ＲOS /HIF － 1
通路相关。
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中子、137 Cs γ 射线及混合辐射对淋巴细胞微核的影响

张睿凤，张忠新，柴栋静，孟倩倩，原雅艺，柴栋良，杨 彪，段志凯，党旭红

Effects of neutrons，137Cs γ rays and mixed radiation on the micronuclear rate in lym-
phocytes
ZHANG Ｒuifeng，ZHANG Zhongxin，CHAI Dongjing，MENG Qianqian，YUAN Yayi，CHAI Dongliang，YANG Biao，

DUAN Zhikai，DANG Xuhong
China Institute for Ｒadiation Protection，Shanxi Taiyuan 030006，China．

【Abstract】 Objective: To compare the effects of neutrons，137Cs γ rays and mixed radiation of neutrons and γ rays
on micronucleus ( MN) rate，nuclear bridge ( NPB) rate，and nuclear bud ( NBD) rate in human lymphocytes．Meth-
ods: Peripheral blood lymphocytes from the two volunteers were divided into control group，neutron group，137Cs γ rays
group，and neutron /γ rays mixed group． Cytokinesis － block analysis was used to analyze micronuclear rates，nuclear
bridge rates，and nuclear bud rates in human lymphocytes． Ｒesults: The CB micronuclear rates exposed neutron，137Cs
γ rays and mixed radiation were significantly higher than control ( P ＜ 0． 01 ) ． The CB micronuclear rates exposed
neutron，mixed radiation were significantly higher than 137Cs γ rays ( P ＜ 0． 01) ． The CB micronuclear rates exposed
neutron /γ rays mixed radiation were significantly higher than neutron radiation( P ＜ 0． 01) ． The nucler bridge rates
and nuclear bud rates induced by neutron /γ rays mixed radiation were significantly higher than control ( P ＜ 0． 05) ．
Conclusion: With the micronuclear rate as the biological endpoint，the damage caused by neutron /γ ray mixed radia-
tion was significantly worse than the same dose of single － energy neutrons and 137Cs γ ray，indicating there may be
some synergistic effect of on mixed radiation．
【Key words】neutron radiation，137Cs γ rays，neutron/γ ray mixed radiation，micronuclear，nuclear bridge，nuclear bud

Modern Oncology 2022，30( 15) : 2706 － 2710

【摘要】 目的: 比较中子、137Cs γ射线及中子 /γ射线混合照射对人淋巴细胞微核、核质桥和核芽的影响。方

法: 将两名志愿者的外周血淋巴细胞随机分为对照组、中子、137Cs γ射线和中子 /γ射线混合照射组，用胞质分

裂阻滞法分析不同处理组人淋巴细胞微核率、核质桥率以及核芽率的 差 异 ; 结 果 : 外 周 血 淋 巴 细 胞 经 中

子、137Cs γ射线和混合照射后的 CB 微核率高于对照组，经中子和混合照射后的 CB 微核率高于137 Cs γ 射线

照射组，中子 /γ射线混合照射后的人淋巴细胞微核率高于中子照射组，差异具有统计学意义( P ＜ 0． 01 ) ; 中

子 /γ射线混合照射诱导的核质桥率和核芽率高于对照组，差异具有统计学意义( P ＜ 0． 05) 。结论: 以微核率

为生物终点，中子 /γ射线混合照射对人淋巴细胞引起的损伤严重，说明混合照射可能存在一定的协同作用。
【关键词】中子辐射; 137Cs γ射线; 中子 /γ射线混合辐射; 微核; 核质桥; 核芽
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