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摘要　 目的　 探明秋水仙碱经由 Ｈｉｐｐｏ 信号通路对小鼠肝

癌的影响及其机制研究。 方法　 ６ 周龄的雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小

鼠随机分为 ３ 组：对照组、模型组、秋水仙碱组，建立二乙基

亚硝胺（ＤＥＮ） ／四氯化碳（ＣＣｌ４ ） ／乙醇（Ｃ２Ｈ５ＯＨ）诱导小鼠

肝癌模型及秋水仙碱（０. １ ｍｇ ／ ｋｇ）干预。 第 １ 至 ２ 周，模型

组和秋水仙碱组腹腔注射 １. ０ ％ ＤＥＮ，每周 １ 次；第 ３ 周至

第 ７ 周，灌胃４ 溶于橄榄油溶液（５ ｍｌ ／ ｋｇ）每周 ２ 次；第 ８ 周

至第 １８ 周，灌胃 ２０％ ＣＣｌ４ 溶于橄榄油溶液（６ ｍｌ ／ ｋｇ）每周 ２
次。 秋水仙碱组连续灌胃给药 ２０ 周。 对照组给予相应的溶

媒。 进行肝指数、谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、谷草转氨酶（ＡＳＴ）血

清生化指标的检测，蛋白印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）和免疫荧光检

测各组小鼠肝组织中 ＭＳＴ１、ｐＹＡＰ、ＹＡＰ、ｐＴＡＺ、ＴＡＺ 蛋白的

表达水平。 结果　 对照组小鼠肝脏表面光滑，质地柔软，模
型组肝脏粗糙，质地较硬，有颗粒状结节，秋水仙碱组以上病

变得到明显改善。 ＨＥ 染色显示，对照组小鼠肝小叶结构正

常，模型组肝小叶结构紊乱，可见少量脂滴，组织广泛坏死，
炎性细胞浸润，存在脂肪空泡，而秋水仙碱干预后小鼠肝脏

病变程度减轻。 免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，模型组

小鼠较对照组小鼠肝组织中 ｐＹＡＰ、ｐＴＡＺ 的蛋白表达水平降

低，ＭＳＴ１、ＹＡＰ、ＴＡＺ 的蛋白表达水平增加；秋水仙碱干预

后，上调 ＭＳＴ１、ｐＹＡＰ、ｐＴＡＺ 蛋白表达水平，下调 ＹＡＰ、ＴＡＺ
的蛋白表达水平。 结论　 秋水仙碱对小鼠肝癌的治疗作用

可能与其激活的 Ｈｉｐｐｏ 信号通路有关。
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　 　 肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ， ＨＣＣ）是我国常

见的恶性肿瘤之一，具有高发病率且难以治疗的特

点，是世界上第三大癌症相关死亡原因［１］。 近年

来，肝癌患者大多采用肿瘤切除、射频消融术等外科

手术治疗，但由于这些治疗手段费用昂贵，风险高，
化疗毒性大，肝癌患者的预期寿命显著缩短［２］。 因

此，迫切需要针对肝癌采取更多预防性、低费用的治

疗策略。
　 　 秋水仙碱（Ｃｏｌｃｈｉｃｉｎｅ）是被称为“草地藏红花”
植物中提取的有机生物碱［３］。 现有研究［４］ 表明，秋
水仙碱对原发性肝癌有一定的抑制作用，但秋水仙

碱对肝癌治疗的作用机制尚不明确。 据报道［５］，
Ｈｉｐｐｏ 信号通路的下游效应因子 ＹＡＰ 和 ＴＡＺ 不仅

与肝脏炎症和肝纤维化有关，而且还是肝癌肿瘤微

环境中不可或缺的信号枢纽。 然而秋水仙碱能否通

过调控 Ｈｉｐｐｏ 信号通路影响肝癌的发生发展目前未

见报道。 因此，该实验旨在探讨秋水仙碱对小鼠肝

癌的治疗作用，并进一步研究其介导 Ｈｉｐｐｏ 信号通

路的作用机制。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １ 　 实 验 动 物 　 ３０ 只 ６ 周龄的健康雄性

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，体质量 ２０ ～ ２２ ｇ，购自河南思科巴

斯生物科技有限公司 ［证书编号： ＳＹＸＫ （安徽）
２０２０⁃００１］。 小鼠饲养在具有独立通风的 ＩＶＣ 笼盒

中（ＳＰＦ 屏障系统），并喂以高压消毒饲料和水。 环

境恒定温度 ２４ ℃，相对湿度 ５０％ ，噪声小于 ６０ 分

贝，１２ ｈ 交替光 ／暗循环。 小鼠在上述条件下饲养 １
周，以适应实验前的实验室条件。 本课题中所涉及

的实验小鼠的日常饲养及各类实验皆严格遵守国家

和机构关于在科学实验中人道利用动物的公约和指

南（伦理批准代码：ＬＬＳＣ，２０１８００１５）。
１． １． ２ 　 主要药品与试剂 　 秋水仙碱 （纯度≥
９８. ０％ ，编号：ＰＳ０１９７⁃００２５） 购自成都 Ｐｕｓｈ 生物技

术公司；兔抗 ＭＳＴ１ （ ＃３６８２）、ｐＹＡＰ （ Ｓｅｒ１２７） （ ＃
１３００８Ｓ）、ＹＡＰ （ ＃１４０７４）、 ｐＴＡＺ （ ＃５９９７１）、 ＴＡＺ （ ＃
７２８０４） 抗体购自美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司；四
氯化碳（ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ， ＣＣｌ４）（编号：Ｃ８０５３３２；
纯度≥９８. ０％ ，相对分子质量：１５３. ８２） 购自江苏欣

诺科催化剂股份有限公司；二乙基亚硝胺 （ ｄｉｅｔｈ⁃
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ｙｌｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅ， ＤＥＮ） （编号：７３８６１；纯度≥９９. ０％ ，
分子量：１０２. １４） 购自焦作沃恩生物科技有限公司。
乙醇（ ｅｔｈａｎｏｌ，Ｃ２Ｈ５ＯＨ） （编号：１０００９２００８；纯度≥
９９. ７％ ，相对分子质量：４６. ０７）购自西格玛奥德里奇

（上海）贸易有限公司。
１． １． ３　 主要仪器　 高速冷冻离心机购自张家港市

腾鹰机械制造有限公司；病理组织包埋机购自德国

Ｌｅｉｃａ 公司；冷冻研磨仪购自上海净信公司；ＰＣＲ 仪

购自广州市华粤行仪器有限公司；ＹＪ⁃１４５０ 型医用

净化工作台购自苏州菲泰克环境技术有限公司；水
平电泳仪购自德诺杰亿生物科技有限公司（北京）；
荧光显微镜购自基恩士有限公司（上海）。
１． ２　 实验方法　
１． ２． １　 实验分组及处理　 选 ３０ 只体重相近的健康

雄性小鼠，随机均分为 ３ 组：对照组、模型组、秋水仙

碱组，建立 ＤＥＮ ／ ＣＣｌ４ ／ Ｃ２Ｈ５ＯＨ 诱导小鼠肝癌模型

及秋水仙碱干预。 模型组和秋水仙碱组按照以下方

式进行造模：① １ ～ ２ 周，腹腔注射 １. ０％ ＤＥＮ，每
周 １ 次；② ３ ～７ 周，灌胃 ２０ ％ 溶于橄榄油的 ＣＣｌ４
溶液（５ ｍｌ ／ ｋｇ），每周 ２ 次；③ ８ ～ １８ 周，灌胃 ２０ ％
溶于橄榄油的 ＣＣｌ４ 溶液（６ ｍｌ ／ ｋｇ），每周 ２ 次； ④
第 ３ 周开始，将含有 １０％ 的乙醇溶液作为饮用水，
置于鼠笼，任小鼠自行饮用；⑤ 第 １９ 周开始，停止

所有化学试剂，常规饮食饮水至第 ２０ 周末。 同时，
秋水仙碱组按体重 ０. １ ｍｇ ／ ｋｇ 每天给小鼠灌胃秋水

仙碱。 对照组给予相应的溶媒，常规饮食饮水。 ２０
周末，用异氟烷对小鼠进行麻醉后，摘除眼球取得血

清，置于沾有 １％肝素钠溶液 ＥＰ 管中，用试剂盒检

测转氨酶水平。 颈椎脱臼处死小鼠，取小鼠肝脏，注
意其完整性，用 ＰＢＳ 溶液清洗黏附的血液，在明亮

的环境下观察小鼠肝脏的大体形态并拍摄照片。 用

滤纸擦干肝脏表面，取部分小鼠肝小叶在 ４％ 多聚

甲醛中固定，进行石蜡切片。 其余部分冻存于 － ８０
℃，用于后期肝组织指标测定、免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 实验。
１． ２． ２　 小鼠肝脏指数的测定　 实验开始前对小鼠

进行称重并记录，解剖取出小鼠肝脏称重并记录，根
据公式计算，肝指数 ＝肝重 ／体质量 × １００％ 。
１． ２． ３　 小鼠血清中谷丙转氨酶（ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓ⁃
ｆｅｒａｓｅ， ＡＬＴ ）、 谷 草 转 氨 酶 （ ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓ⁃
ｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）检测

１． ２． ３． １　 血清的分离处理　 将采集的小鼠血液于

冰上静置 ２ ｈ，提前将高速冷冻离心机预冷至 ４ ℃，
将装有小鼠血液的 ＥＰ 管对齐放置于 ４ ℃冷冻离心

机中 ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，吸取上清液于新的

ＥＰ 管内，４ ℃保存备用。
１． ２． ３． ２　 血清生物标志物测定　 按照试剂盒说明

书指示，检测小鼠血清中 ＡＳＴ 和 ＡＬＴ 水平，并通过

酶标仪获得血清中各指标的吸光度（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，Ａ）
值，计算各样本中 ＡＳＴ 和 ＡＬＴ 的具体值。
１． ２． ４　 苏木精 －伊红（ＨＥ）染色法　 取出多聚甲醛

中固定的肝组织，进行组织标本固定并包埋在石蜡

中，用切片机切成 ３ ～ ５ μｍ 的切片。 组织切片依次

在不同浓度的二甲苯和无水乙醇中浸泡相应的时间

进行脱蜡和水化，苏木精中染色，流水中洗涤以显出

蓝色，然后伊红染色后置于盖玻片下封片。 光学显

微镜下对肿瘤和肝组织进行组织病理学检查。
１． ２． ５　 免疫荧光　 在封闭前用柠檬酸盐修复液对

组织切片进行抗原修复。 切片用磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）洗涤，然后与罗丹明缀合的山羊抗兔 ＩｇＧ 在

３７ ℃下孵育 ５０ ｍｉｎ。 用 ＰＢＳ 洗涤后，滴加适量 ＤＡ⁃
ＰＩ 溶液于室温孵育 １０ ｍｉｎ。 切片用 ＰＢＳ 冲洗并用

抗荧光淬灭剂封片，荧光显微镜下观察和拍照，通过

ＩｍａｇｅＪ 软件对阳性信号进行量化。
１． ２． ６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 　 从肝组织中提取总蛋白，用
ＢＣＡ 试剂盒定量样品中的蛋白浓度，将样品变性并

通过 １０％ 或 １５％ 十二烷基硫酸钠 － 聚丙烯酰胺凝

胶电泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）分离并转移到聚偏二氟乙烯膜

（ＰＶＤＦ）上。 用 ５％ 脱脂牛奶封闭 １ ｈ 后，一抗在 ４
℃下孵育过夜，用 Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓冲盐溶液（ＴＢＳＴ）洗脱

３ 次，然后与辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的山羊抗

兔 ＩｇＧ 在室温下孵育 １ ｈ。 用 ＴＢＳＴ 洗脱后，用增加

型化学发光试剂覆盖 ＰＶＤＦ 膜，并使用 Ｇｅｌ Ｐｒｏ 分析

软件检测不同的目标蛋白，对蛋白质条带强度进行

半定量分析。
１． ３　 统计学处理　 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 软件用于处

理定量数据。 采用单向方差分析（ＡＮＯＶＡ） 或 ｔ 检
验来检验统计显著性。 所有数据均用 �ｘ ± ｓ 表示。 Ｐ
＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 秋水仙碱对 ＤＥＮ ／ ＣＣｌ４ ／ Ｃ２Ｈ５ＯＨ 诱导的肝癌

期小鼠肝组织病理学改变的影响　 肝活检和组织病

理学检查结果显示，对照组小鼠肝脏边缘清晰，颜色

红润，有光泽，表面无斑点、结节，而模型组小鼠肝脏

表面粗糙，无光泽，边缘有皱纹，切面有明显的米黄

色颗粒状增生结节，质地较硬，相比于模型组，秋水

仙碱组小鼠肝脏表面略为光滑且边缘无褶皱，颗粒
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状结节斑块数量也减少，见图 １ Ａ。 ＨＥ 染色结果显

示，对照组小鼠肝小叶结构完整，肝细胞排列整齐，
大小均匀，无明显坏死或核碎裂区，模型组肝脏损

害，有可见斑点、碎片坏死，肝小叶广泛堆积，可见明

显的胶原纤维，肝细胞排列紊乱，肝窦体积变大，肝
细胞大小也发生改变。 与模型组比较，秋水仙碱组

炎症细胞浸润减轻，胶原束数量明显减少，肝细胞排

列趋于规则，见图 １ Ｂ。 如表 １ 所示，模型组小鼠肿

瘤发生率为 １００％ ，肿瘤结节直径均大于 １ ｍｍ，但
秋水仙碱处理后小鼠肿瘤发生率降低（Ｐ ＜ ０. ０１），
说明秋水仙碱降低肝癌结节的发生率和多样性。 上

述结果提示，秋水仙碱组小鼠肝组织病变程度减轻，
表明秋水仙碱具有一定抗肝癌作用。
２． ２　 秋水仙碱对 ＤＥＮ ／ ＣＣｌ４ ／ Ｃ２Ｈ５ＯＨ 诱导的肝癌

期小鼠体质量与肝脏指数的影响　 与对照组相比，
模型组小鼠的肝重、体质量都有所减少（Ｐ ＜ ０. ０５，Ｐ

＜ ０. ０１），体质量尤甚；与模型组相比，秋水仙碱组

小鼠的肝重、体质量均增加 （Ｆ ＝ ７. ６３７，Ｐ ＜ ０. ０５；Ｆ
＝１９０. ３， Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ２ Ａ、Ｂ。 小鼠肝脏指数结

果显示，模型组的肝脏指数高于对照组（Ｆ ＝ １０５，Ｐ
＜ ０. ０１），秋水仙碱组与模型组相比差异无统计学

意义，见表 ２、图 ２ Ｃ。 提示 ＤＥＮ ／ ＣＣｌ４ ／ Ｃ２Ｈ５ＯＨ 造

模对小鼠的肝脏造成一定的损伤，秋水仙碱对小鼠

肝脏有保护作用。
２． ３　 秋水仙碱改善 ＤＥＮ ／ ＣＣｌ４ ／ Ｃ２Ｈ５ＯＨ 诱导的肝

癌期小鼠肝功能　 在肝功能检查中，ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 是

反映肝细胞受损的指标。 与对照组相比，模型组小

鼠的 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 水平显著升高（均 Ｐ ＜ ０. ０１）；与模

型组相比，秋水仙碱组小鼠给药后 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 水平

有所降低（ＦＡＬＴ ＝ １３６. １，ＦＡＳＴ ＝ １４３. ７，均 Ｐ ＜ ０. ０１），
见表 ２、图 ３ 。 提示 ＤＥＮ ／ ＣＣｌ４ ／ Ｃ２Ｈ５ＯＨ 导致小鼠肝

脏发生病变，肝功能受损，秋水仙碱能够降低小鼠肝

图 １　 秋水仙碱对肝癌小鼠肝组织病理学的影响

Ａ：３ 组小鼠的代表性肝脏照片（黑色箭头表示肝癌结节）；Ｂ：ＨＥ 染色观察小鼠肝脏组织病理学特征；１： × ２００；２： × ４００

表 １　 秋水仙碱对诱导的小鼠肝组织肿瘤的影响（ｎ ＝ ８）

分组
剂量

［ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）］
肿瘤发生率

［ｎ（％ ）］
肿瘤最大直径

Ｒ≤１ ｍｍ １ ｍｍ ＜ Ｒ≤５ ｍｍ ５ ｍｍ ＜ Ｒ
多样性

对照 － ０ ／ ８（０） ０ ０ ０ ０
模型 － ８ ／ ８（１００． ０） ０ ５ ３ 　 ４． ７５ ± ３． ６４∗∗

秋水仙碱 ０． １ ５ ／ ８（６２． ５） ４ １ ０ １． ４４ ± １． ７２＃＃

　 　 与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ２　 秋水仙碱对肝癌小鼠肝指数的影响

　 　 Ａ：肝脏重量结果；Ｂ：体质量结果；Ｃ：肝脏指数结果；ａ：对照组；ｂ：模型组；ｃ：秋水仙碱组；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组

比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ３　 秋水仙碱对肝癌小鼠 ＡＬＴ（Ａ）与 ＡＳＴ（Ｂ）的影响

ａ：对照组；ｂ：模型组；ｃ：秋水仙碱组；与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

表 ２　 秋水仙碱对小鼠肝脏指数及血清 ＡＬＴ 和

ＡＳＴ 的影响（ｎ ＝ ８，�ｘ ± ｓ）

分组 肝指数（％ ） ＡＬＴ（Ｕ ／ Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ ／ Ｌ）
对照 ４． ５８ ± ０． １３ ７． ５０ ± １． １７ １１． ２４ ± １． １８
模型 ６． １２ ± ０． １４∗∗ ４２． ９４ ± １． ７４∗∗ ４３． ４１ ± １． ４３∗∗

秋水仙碱 ５． ８７ ± ０． １５ ２９． ６３ ± ２． ３７＃＃ ３４． １５ ± ３． ７１＃＃

　 　 与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

脏的病变程度，改善小鼠肝功能。
２． ４　 秋水仙碱对 ＤＥＮ ／ ＣＣｌ４ ／ Ｃ２Ｈ５ＯＨ 诱导的肝癌

期小鼠肝组织中 Ｈｉｐｐｏ 通路相关蛋白 ＭＳＴ１ 表达

的影响　 免疫荧光结果分析显示，对照组小鼠肝组

织中 ＭＳＴ１ 蛋白表达较少，与对照组相比，模型组小

鼠肝组织中 ＭＳＴ１ 蛋白表达增多（Ｐ ＜ ０. ０１），与模

型组相比，秋水仙碱治疗组小鼠肝组织中 ＭＳＴ１ 蛋

白表达进一步增强（Ｆ ＝ １４０． ７， Ｐ ＜ ０. ０１）。 提示秋

水仙碱能够促进小鼠肝组织中 ＭＳＴ１ 蛋白的表达，
见图 ４。
２． ５　 秋水仙碱对 ＤＥＮ ／ ＣＣｌ４ ／ Ｃ２Ｈ５ＯＨ 诱导的肝癌

期小鼠肝组织中 ＹＡＰ、ｐＹＡＰ 蛋白表达的影响　 免

疫荧光结果分析显示，与对照组相比，模型组小鼠肝

组织中 ＹＡＰ 蛋白表达明显增加（Ｐ ＜ ０. ０１），ｐＹＡＰ
蛋白表达明显减少（Ｐ ＜ ０. ０１）；与模型组相比，秋水

仙碱组小鼠肝组织中 ＹＡＰ 蛋白表达减少，ｐＹＡＰ 蛋

白表达增加 （ＦＹＡＰ ＝ ８１. ４４，ＦｐＹＡＰ ＝ ８５. ３４，均 Ｐ ＜
０. ０１）。 提示秋水仙碱能够促进小鼠肝组织中 ｐＹ⁃
ＡＰ 蛋白的表达，降低小鼠肝组织中 ＹＡＰ 蛋白的表

达，见图 ５。
２． ６　 秋水仙碱对 ＤＥＮ ／ ＣＣｌ４ ／ Ｃ２Ｈ５ＯＨ 诱导的肝癌

期小鼠肝组织中 ＴＡＺ、ｐＴＡＺ 蛋白表达的影响　 免

疫荧光结果分析显示，与对照组相比，模型组小鼠肝

组织中 ＴＡＺ 蛋白表达明显增加（Ｐ ＜ ０. ０１），ｐＴＡＺ 蛋

白表达明显减少（Ｐ ＜ ０. ０１）；与模型组相比，秋水仙

碱治疗组小鼠肝组织中 ＴＡＺ 蛋白表达减少，ｐＴＡＺ
蛋白表达增加（ＦＴＡＺ ＝ ９９. １０，ＦｐＴＡＺ ＝ ６８. １４，均 Ｐ ＜
０. ０１）。 提示秋水仙碱能够促进小鼠肝组织中 ｐＴＡＺ
蛋白的表达，降低小鼠肝组织中 ＴＡＺ 蛋白的表达，
见图 ６。
２． ７　 秋水仙碱对ＤＥＮ ／ ＣＣｌ４ ／ Ｃ２Ｈ５ＯＨ诱导的肝癌
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图 ４　 秋水仙碱对肝癌小鼠肝组织中 ＭＳＴ１ 蛋白表达的影响 免疫荧光染色 × ４０

ａ：对照组；ｂ：模型组；ｃ：秋水仙碱组；与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ５　 秋水仙碱对肝癌小鼠肝组织中 ＹＡＰ（Ａ）、ｐＹＡＰ（Ｂ）蛋白表达的影响 免疫荧光染色 × ４０
ａ：对照组；ｂ：模型组；ｃ：秋水仙碱组；与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

期小鼠肝组织中 Ｈｉｐｐｏ 通路相关蛋白表达的影响

　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果检测显示，与对照组相比，模型

组肝组织中 ＭＳＴ１、ＹＡＰ、ＴＡＺ 的蛋白表达水平升高

（Ｐ ＜ ０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０１，Ｐ ＜ ０. ０１），ｐＹＡＰ、ｐＴＡＺ 蛋白表

达水平降低（均 Ｐ ＜ ０. ０１）；与模型组比较，秋水仙碱

组肝组织中 ＭＳＴ１、ｐＹＡＰ、ｐＴＡＺ 蛋白表达水平升高

（ＦＭＳＴ１ ＝ ９３. ４４，Ｐ ＜ ０. ０１；ＦｐＹＡＰ ＝ ３５. ８３，Ｐ ＜ ０. ０５；
ＦｐＴＡＺ ＝ ４１. ０３，Ｐ ＜ ０. ０５），ＹＡＰ、ＴＡＺ 的蛋白表达水平

降低 （ ＦＹＡＰ ＝ ２１. ３０， Ｐ ＜ ０. ０１； ＦＴＡＺ ＝ １４. １５， Ｐ ＜
０. ０５）。 提示秋水仙碱在治疗肝癌的过程中，升高

ＭＳＴ１、ｐＹＡＰ、ｐＴＡＺ 蛋白表达水平，降低 ＹＡＰ、ＴＡＺ
的蛋白表达，见图 ７。
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图 ６　 秋水仙碱对肝癌小鼠肝组织中 ＴＡＺ（Ａ）、ｐＴＡＺ（Ｂ）蛋白表达的影响 免疫荧光染色 × ４０

ａ：对照组；ｂ：模型组；ｃ：秋水仙碱组；与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ７　 秋水仙碱对肝癌小鼠肝组织中 Ｈｉｐｐｏ 通路相关蛋白表达的影响

ａ：对照组；ｂ：模型组；ｃ：秋水仙碱组；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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３　 讨论

　 　 在肝癌的实验研究中，化学药物诱发肝癌动物

模型较常用，多以 ＤＥＮ 化学药物作为诱导剂，ＤＥＮ
对肝脏有特定毒性，使肝细胞大面积坏死，最终诱导

肝癌的发生［６］。 除了 ＤＥＮ 外，ＣＣｌ４ 也常作为肝癌

诱导剂，ＣＣｌ４是一种众所周知的肝毒素，会导致化学

性肝损伤，包括炎症和纤维化。 它在活性化合物或

其代谢物的毒性中起着特殊的作用，一旦被激活，
ＣＣｌ４就会影响细胞稳态和后续类型的毒性。 这种毒

性通过改变血浆、线粒体和溶酶体膜的通透性直接

损害肝细胞［７］。 乙醇可以促进 ＣＣｌ４的吸收，加剧中

毒症状。 本实验采用的是 ＤＥＮ ／ ＣＣｌ４ ／ Ｃ２Ｈ５ＯＨ 联合

诱导法建立稳定的小鼠肝癌模型，该法建立的小鼠

肝癌模型具有癌变率高、与人类肝癌的发生发展过

程类似、无肝转移的优点［８］。 随着造模的进行，小
鼠出现活动减少、食欲不振、萎靡的表现，２０ 周末，
小鼠肝脏重量和体质量均降低，肝脏大体可见颜色

明显暗淡且表面粗糙，出现米白色肿瘤病灶，ＨＥ 可

见大量炎性细胞浸润，以及大小不一的异型细胞核，
病理上已具备肝癌的基本特征。 以上实验结果表

明，ＤＥＮ ／ ＣＣｌ４ ／ Ｃ２Ｈ５ＯＨ 能够成功诱导小鼠肝癌模

型。
　 　 其他生物碱，如紫杉醇和长春新碱，它们的结构

复杂、合成难度大、生物利用度差且有毒副作用，尤
其在临床上存在多重耐药性问题，相比之下，秋水仙

碱是一种中性亲脂性生物碱，且结合位点空腔体积

较小，其相应抑制剂的结构较为简单［９］，它通过阻

断微管蛋白的聚合，从而影响微管的功能，集中在白

细胞，尤其是粒细胞中并干扰其功能，减轻炎性反

应，被用于治疗和预防自身炎症性疾病的发作［１０］。
同时，它也具有抗肿瘤作用，对乳腺癌疗效显著，对
肺癌、胃癌、宫颈癌可能也有一定疗效，它的抗癌作

用的主要机制是诱导细胞毒作用，而不是通过抑制

血管生成。 研究［４］报道，秋水仙碱浓度为 ０. ０１ ｍｇ ／
ｍｌ 时对肝癌有抑制作用。 因此，本次实验使用 ０. ０１
ｍｇ ／ ｍｌ 的秋水仙碱来治疗 ＤＥＮ ／ ＣＣｌ４ ／ Ｃ２Ｈ５ＯＨ 诱导

的小鼠肝癌期，与模型组相比，秋水仙碱治疗后炎性

细胞浸润得到明显改善，小鼠肿瘤的发生率和多样

性降低，小鼠的体质量、肝脏重量有所增加，肝细胞

坏死、细胞异型性均轻于模型组。 表明秋水仙碱对

ＤＥＮ ／ ＣＣｌ４ ／ Ｃ２Ｈ５ＯＨ 诱导小鼠肝癌有治疗作用。
　 　 本实验研究表明，秋水仙碱发挥抗肝癌作用可

能与 Ｈｉｐｐｏ 信号通路有关。 Ｈｉｐｐｏ 信号通路启动

后，ＭＳＴ１ 被磷酸化作用而激活 ＬＡＴＳ１ ／ ２，ＬＡＴＳ１ ／ ２
激活后可磷酸化并抑制 ＹＡＰ ／ ＴＡＺ 的活性［１１］。 其过

程是磷酸化的 ＹＡＰ ／ ＴＡＺ 与支架蛋白 １４⁃３⁃３ 结合，
在细胞质积聚，随后被 β⁃ＴｒＣＰ Ｅ３ 泛素连接酶介导

的泛素化和蛋白酶体降解，最终导致 ＹＡＰ 和 ＴＡＺ
促生长和抗凋亡的功能丧失［１２］。 本实验结果表明，
对照组小鼠 ＭＳＴ１、ＹＡＰ、ＴＡＺ 的蛋白表达均较少，
ｐＹＡＰ 和 ｐＴＡＺ 的蛋白表达较多。 相比于对照组，模
型组小鼠 ＭＳＴ１、ＹＡＰ、ＴＡＺ 的蛋白表达明显增多，
ｐＹＡＰ 和 ｐＴＡＺ 的蛋白表达明显减少；秋水仙碱干预

后，ＭＳＴ１、 ｐＹＡＰ 和 ｐＴＡＺ 的蛋白表达显著增加，
ＹＡＰ、ＴＡＺ 的蛋白表达明显抑制。 因此，秋水仙碱可

能上调 ＭＳＴ１ 激酶活性，增强 ＹＡＰ 和 ＴＡＺ 磷酸化的

分子机制，减少 ＹＡＰ 和 ＴＡＺ 进入核转录，从而发挥

抗肝癌作用。
　 　 综上所述，ＤＥＮ ／ ＣＣｌ４ ／ Ｃ２Ｈ５ＯＨ 诱导的小鼠肝

癌中，秋水仙碱可能通过增强 Ｈｉｐｐｏ 信号通路的上

游抑癌因子 ＭＳＴ１ 的表达而抑制下游基因 ＹＡＰ ／
ＴＡＺ 的表达，从而发挥其抗肝癌的治疗作用。
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