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目前舌鳞状细胞癌的治疗仍采用以手术为主辅

以其他治疗方法，但多年来的临床实践表明患者术

后的生存状况并未得到明显的改善[1]。寻找更为理

想的治疗方法势在必行。本实验采用植物类生理活

性物质脱落酸（abscisic acid，ABA）对人舌鳞癌

Tca8113细胞进行诱导分化研究，旨在探索口腔鳞癌

新的诱导分化治疗方法。

1 材料和方法

1.1 细胞株及主要实验试剂

人舌鳞癌Tca8113细胞（四川大学生命科学院提

脱落酸对Tca8113细胞诱导分化影响的体外实验

赵洪伟1, 2, 李龙江2, 潘 剑2, 韩 波2, 温玉明2

( 1.口腔生物医学工程教育部重点实验室 , 四川大学;

2.四川大学华西口腔医学院 口腔颌面外科学教研室 , 四川 成都 610041)

[摘要] 目的 探讨植物激素中脱落酸（ABA）对人舌鳞癌Tca8113细胞的诱导分化作用。方法 采用脱落酸处理

Tca8113细胞，观察Tca8113细胞生长和形态变化，SABC免疫组化检测细胞表面分化标志物Involucrin、RARβ及原

位杂交检测Caspase- 3 mRNA的表达变化，并比较细胞表面分化标志物的表达水平与Caspase- 3 mRNA表达两者间

相关性。结果 Tca8113细胞经ABA作用后，细胞生长抑制明显（P<0.05），Tca8113细胞表现出向正常细胞转化的趋

势。脱落酸作用24 h时细胞Involucrin、RARβ蛋白以及Caspase- 3 mRNA表达均增高，不同浓度实验组中其表达存在

显著性差异（P<0.05）。1×10-2 mmol/L ABA作用12 h和24 h时，Involucrin、RARβ和Caspase- 3 mRNA表达之间呈正相

关（P<0.05）。结论 脱落酸可通过提高Involucrin、RARβ表达水平，激活Caspase- 3 mRNA的表达，从而促进肿瘤

细胞分化及凋亡。
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Effect on induction of differentiation of Tca8113 cells affected by abscisic acid in vitro ZHAO Hong- wei1,2,
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[Abstract] Objective To approach the effects on induction of differentiation of Tca8113 cells affected by abscisic

acid. Methods The changes of surface differentiation markers, cell configuration, restrain of cell growth and the

expression of Caspase - 3 mRNA were examined by using inverted- phase contrast microscope, immunohistochemistry

（IHC）and in situ hybridization in vitro. The dependablity between the surface differentiation markers and Caspase- 3

mRNA was analysed. Results The restraint of cell growth in ABA groups was higher than that of the control group

（P<0.05）. There was a trend that the tumor cell had transformed the normal cell. Furthermore, the time - dosage

dependent relationship existed in the inhibition rate of tumor cells. The results showed that the expressions of

Involucrin protein, retinoic acid receptor β（RARβ） and Caspase- 3 mRNA in experimental group had been higher

than that of control group. There was a significance between the different concentration experimental groups at 24 h

（P<0.05）. Moreover, the positive correlation existed among the Involucrin, RARβ and Caspase- 3 mRNA at the time

of 12 hour and 24 hour（P<0.05）. Conclusion The possible mechanism is that abscisic acid acted on the tumor

cell and raised the level of RARβgene through combining the correlative receptors so that increased the expression

of Involucrin protein and promoted the activity of Caspase- 3 and resulted in apoptosis of tumor cell.

[Key words] squamous cell carcinoma； abscisic acid； induction of differentiation
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供），脱落酸（Aldrich公司，美国），包壳蛋白（In-

volucrin）和维甲酸受体β（retinoic acid receptor β，

RARβ）（NeoMarker公司，美国），四甲基偶氮唑蓝

（methyl thiazolyl tetrazolium，MTT）（Sigma公司，美

国），免疫组织化学试剂盒和Caspase- 3 ISH Detec-

tion Kit（武汉博士德生物公司）。

1.2 实验方法

1.2.1 Tca8113细胞形态学观察和MTT检测 分别用

PBS（对照液）和含体积分数为10%小牛血清的RMPI

1640细胞培养液将脱落酸稀释成所需浓度（1×10-1、

1×10-2、1×10-4 mmol/L）后，加入已培养24 h的Tca8113

细胞培养瓶中，于12、24、48、72 h在倒置相差显

微镜下观察实验组和对照组肿瘤细胞的形态变化，

并摄片记录。

调整细胞浓度为5×107个/L，分为实验组、细胞

对照组和空白对照组。每组样本3个复孔，分别用

脱落酸作用不同时间，终止培养4 h后加入MTT

（5 mg/mL），每孔20μL，37℃置酶联免疫检测仪下

测A值，检测波长为570 nm，测定各孔光吸收值，

记录结果并计算抑制率。抑制率（%）=（1-实验组A/

对照组A）×100%。

1.2.2 Tca8113细胞表面分化标志物 Involucrin和

RARβ的SABC免疫组化检测 将对照组和实验组的

细胞爬片用体积分数为10%中性甲醛固定30 min，

PBS洗片，使用SABC免疫组化检测Tca8113细胞In-

volucrin和RARβ的表达，按使用说明书进行操作。

以实验过程中未滴加一抗作阴性对照，用已知阳性

组织切片作阳性对照。实验结果判断标准为：In-

volucrin蛋白以细胞胞浆或胞膜上出现棕黄色为阳

性，而RARβ蛋白产物以细胞核出现棕黄色颗粒为

阳性。

1.2.3 Tca8113细胞Caspase- 3 mRNA的原位杂交检

测 细胞在多聚赖氨酸处理的玻片上进行培养，条

件为37 ℃和体积分数为5%的CO2，所用培养基为

Dulbecco基础培养基。细胞长好后0.1 mol/L PBS

（pH=7.4）洗2 min，3次。培养细胞用下述方法固定：

固定液为体积分数为4%多聚甲醛和浓度为0.1 mol/L

PBS（pH 为7.2~7.6），室温固定20~30 min。

原位杂交采用胃蛋白酶暴露mRNA核酸片段，

严格参照试剂说明书操作步骤对Caspase- 3 mRNA

进行检测，以细胞胞浆内出现棕黄色颗粒为阳性杂

交信号，无阳性信号为阴性。分别用不加探针和阴

性标本作对照。

每张切片选取5个阳性染色最明显的高倍视野，

计数500个肿瘤细胞中阳性细胞所占的百分比，用

细胞出现的阳性率表示。

1.2.4 统计学方法 应用SPSS 11.0统计软件，用t

检验和Pearson多元相关分析对实验数据进行统计学

处理，P<0.05表示具有统计学意义。

2 结果

2.1 脱落酸对Tca8113细胞形态学和增殖的影响

在倒置相差显微镜下，对照组Tca8113细胞贴壁

生长良好，细胞排列紧密，为上皮样形态。实验组

见部分细胞脱落，贴壁细胞胞浆内颗粒多，细胞界

限不清；培养液中细胞排列疏松，有较多的悬浮死

亡细胞，贴壁细胞较对照组细胞圆（图1、2）。

图 1 24 h时对照组Tca8113细胞可见双核、核浆比例倒置 倒

置相差显微镜 ×100

Fig 1 Two nucleuses and the inverse proportion of nucleus and

plasm existed in control group of Tca8113 cell at 24 h

inverted- phase contrast microscope ×100

图 2 1×10-2 mmol/L ABA作用Tca8113 24 h后，可见细胞洋葱

样改变 倒置相差显微镜 ×100

Fig 2 The onion- like change existed in Tca8113 cell affected

by 1×10-2 mmol/L ABA at 24 h inverted- phase contrast

microscope ×100

Tca8113细胞经ABA作用后生长速度明显减慢，

其中浓度为1×10-1 mmol/L ABA处理后，大部分细胞

从培养板壁上脱落，处理24 h后，细胞几乎全部脱

落。ABA对Tca8113细胞抑制作用的A值及抑制率见

表1，由表1可见，实验组与对照组两者的细胞生长

抑制程度有显著差异（P<0.05），在12、24 h两个时

间点，随浓度增加细胞生长抑制差异较为明显。
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2.2 Tca8113细胞表面分化标志物的检测

2.2.1 Involucrin蛋白表达 ABA作用Tca8113细胞后

Involucrin和RARβ蛋白表达的阳性表达见表2和图3。

由表2可见，Involucrin蛋白在24 h表达较高。同一时

间点，不同浓度的脱落酸实验组Involucrin蛋白表达

有显著性差异（P<0.01）。除在1×10-1 mmol/L时，12 h

和48 h之间Involucrin蛋白表达差异无统计学意义外，

其余同一浓度不同时间之间Involucrin蛋白表达差异

均有统计学意义（P<0.05）。

表 1 ABA对Tca8113细胞抑制作用的A值及抑制率

Tab 1 The inhibition rate and A value of Tca8113 cell caused by ABA

组别
12 h 24 h 48 h 72 h

A 抑制率（%） A 抑制率（%） A 抑制率（%） A 抑制率（%）

对照组 0.71±0.01 - 0.75±0.03 - 0.80±0.03 - 0.93±0.03 -

1×10-4 mmol/L组 0.52±0.03 67.6 0.70±0.02 41.7 0.78±0.02 27.5 0.98±0.04 2.1

1×10-2 mmol/L组 0.48±0.01 73.2 0.66±0.03 48.0 0.78±0.01 27.5 0.95±0.02 5.4

1×10-1 mmol/L组 0.42±0.03 81.7 0.62±0.02 50.7 0.76±0.02 42.5 0.92±0.04 8.6

图 3 1×10-1mmol/L ABA作用Tca8113细胞24 h后，细胞Involucrin

蛋白阳性表达 SABC ×200

Fig 3 The expression of Involucrin protein existed in Tca8113

cells affected by 1×10-1 mmol/L ABA at 24 h SABC

×200

2.2.2 RARβ蛋白表达 ABA作用Tca8113细胞后

RARβ蛋白表达呈增高趋势，其中在24 h表达较高。

同一时间点，不同浓度的脱落酸实验RARβ蛋白表

达存在显著性差异（P<0.001）。除在1×10-2 mmol/L和

1×10-4 mmol/L时，12 h和48 h相比RARβ蛋白表达无

统计学意义外，其余同一浓度不同时间之间RARβ

蛋白表达差异均有统计学意义（P<0.05），见表2。

2.3 Tca8113细胞Caspase- 3 mRNA的表达

ABA作用Tca8113细胞后，Caspase- 3在胞浆呈

棕黄色，部分细胞胞核也呈棕黄色（图4）。凋亡细胞

呈典型的形态特征。而对照组的Tca8113细胞胞浆不

着色。

图 4 1×10-1 mmol/L ABA作用Tca8113细胞12 h后，细胞胞浆中

Caspase- 3 mRNA阳性表达 原位杂交 ×200

Fig 4 The positive expression of Caspase - 3 mRNA existed in

the plasm of Tca8113 cell affected by 1×10-1 mmol/L ABA

at 12 h in situ hybridization ×200

Caspase- 3 mRNA在ABA作用24 h时表达较高，

1×10 -1、1×10 -2、1×10 -4 mmol/L分别为0.35±0.03、

0.25±0.02、0.21±0.02。同一时间点，不同浓度的脱

落酸实验组Caspase- 3 mRNA的表达存在着显著性

差异（P<0.05）。除在1×10-2 mmol/L（12 h和48 h）和

1×10-4 mmol/L时，Caspase- 3 mRNA的表达差异无统

表 2 ABA作用Tca8113细胞后Involucr in和RARβ蛋白表达的阳性率比较( %)

Tab 2 The expression of Involucr in and RARβ protein in Tca8113 cell affected by ABA( %)

组别
12 h 24 h 48 h

Involucrin RARβ Involucrin RARβ Involucrin RARβ

对照组 8.1±0.3 14.7±1.2 8.2±0.2 14.6±1.2 8.4±0.2 14.0±1.2

1×10-1 mmol/L组 55.5±1.9 38.8±3.1 58.7±1.4 47.0±2.0 56.3±3.6 42.7±1.3

1×10-2 mmol/L组 47.0±2.8 32.4±1.2 53.8±1.1 36.8±0.9 52.1±1.1 33.0±1.4

1×10-4 mmol/L组 26.0±1.5 24.1±1.8 32.8±1.4 28.5±2.1 30.8±0.5 25.1±1.5

注：“-”示无
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计学意义外，其余同一浓度不同时间之间Caspase- 3

mRNA的表达差异均有统计学意义（P<0.05），见表

3。

2.4 Caspase- 3 mRNA与细胞表面分化标志物表达

的关系

统计分析表明在1×10-1 mmol/L ABA 12 h和24 h

时，Involucrin与RARβ之间的表达有相关性（P=0.018

和0.040，Pearson′s r=0.724和- 6.550），且Involucrin

与Caspase- 3 mRNA的表达亦有相关性（P=0.047和

0.047，Pearson′s r =- 0.638和 - 6.390），而RARβ与

Caspase- 3 mRNA的表达无相关性（P=0.214和0.650，

Pearson′s r=- 4.300和0.604）；1×10-2 mmol/LABA 12 h

和24 h时，Involucrin、RARβ和Caspase- 3 mRNA表

达之间呈正相关（P=0.027和 0.006，Pearson′s r =

0.690和0.791；P=0.041和0.004，Pearson′s r=6.520

和 0.818； P =0.015和 0.045， Pearson′s r =7.380和

0.642）；1×10-4mmol/L ABA12 h和24 h时，Involucrin、

RARβ与Caspase - 3 mRNA表达之间无相关性（P>

0.05）。不同浓度的ABA作用时间为48 h时，Involucrin、

RARβ与Caspase - 3 mRNA表达之间无相关性（P>

0.05）。

3 讨论

肿瘤的诱导分化疗法不同于传统的化疗与放

疗。其区别在于不杀伤肿瘤细胞，而是在分化诱导

剂的作用下，诱导肿瘤细胞转变为成熟的或接近成

熟的正常细胞，恢复细胞的正常或接近正常的表型

与功能，从而达到降低肿瘤的恶性程度和治疗目

的。尽管相关研究报道很多，但临床上取得成功的

诱导分化治疗模式仍仅局限于急性早幼粒细胞性白

血病等非实体性肿瘤，如何有效诱导恶性实体肿瘤

细胞分化，一直是困扰医学界的一个难题。Davies

等[2]和Cheson等[3]两位学者认为，细胞成瘤性的改变、

细胞在体内增殖活性的下降及形态学上的分化成熟

是肿瘤细胞分化的生物学指标。

目前，肿瘤诱导分化剂按其来源大致可分为内

源性和外源性两大类，前者是指肿瘤或宿主细胞所

产生具有分化诱导作用的化学物质，如集落刺激因

子、前列腺素等；后者是指外界供给的分化诱导剂，

如维甲酸、一些植物激素等。本研究选用的天然脱

落酸是植物激素之一，它的主要功能是诱导植物产

生对不良生长环境的抗性，如诱导植物产生抗旱性、

抗病性等，是植物的“抗逆诱导因子”，主要影响葡

聚糖的合成[4]。ABA在动物胚胎的发育中影响核苷的

合成。研究[5]表明，一些植物激素对肿瘤细胞的生

长有抑制和诱导凋亡的作用，且对正常细胞的损伤

甚微。

作为表皮细胞终末分化的标记蛋白———Involucrin,

是上皮角朊细胞从基底层向表层上方迁移分化的过

程中合成的一种具有分化特异性的蛋白质，是角化

被膜的主要蛋白质前体，也是角朊细胞终末分化的

特征之一[6]。研究[7]表明，角质细胞不但能在这种细

胞外基质中继续培养增殖，而且能保持良好的分化

能力，可以移行至创面表层形成复层高度角化上皮。

因此，Involucrin的出现说明该细胞已达到终末分

化，并且该细胞具备成熟角质形成细胞应具备的功

能蛋白。RARβ是另一个与上皮分化有关的受体，

参与肿瘤的分化及恶性转化，是一种潜在的肿瘤抑

制基因。成年组织中RARβ表达明显高于胚胎组织，

提示RARβ参与细胞的分化及成熟。有研究者采用

原位杂交技术检测结果显示：随大鼠口腔癌变的进

展，RARβmRNA阳性率不断下降。用1μmol/L全反

式维甲酸作用Tca8113细胞后，表达量极低的RARβ

mRNA出现上升，说明癌细胞RARβ基因结构没有破

坏，而是转录发生了抑制，是可逆的，进一步支持

了癌变是细胞分化异常的理论，采用诱导分化治疗

肿瘤和逆转癌前病变是可行的。

本研究结果提示，经过ABA作用后的Tca8113细

胞，与恶性表型有关的成分均有不同程度减少，并

出现一些正常细胞的表现。Tca8113细胞实验组生长

受到抑制并有部分细胞脱落，贴壁细胞胞浆内颗粒

多，细胞界限不清。培养液中细胞排列疏松，有较

多的悬浮死亡细胞，贴壁细胞较对照组细胞变圆。

MTT检测证实上述效应存在浓度和时间依赖性。实

验组免疫组化结果提示Involucrin蛋白表达于癌细胞

的胞浆或膜上，而RARβ蛋白表达则位于癌细胞的

胞核。笔者认为RARβ在口腔癌发生中的规律性变

化足以说明它是一个有潜在价值的分子标志，其检

测对癌前病变的诊断、恶变预测和防治效果评价提

供了较特异和较高价值的预警标志；对其表达进行

有效调控为口腔癌的诱导分化治疗提供了有价值的

表 3 ABA作用Tca8113细胞后Caspase- 3 mRNA的

阳性表达率( %)

Tab 3 The positive expression of Caspase- 3 mRNA

in Tca8113 cell affected by ABA( %)

组别
Caspase- 3 mRNA的阳性表达率

12 h 24 h 48 h

对照组 0.16±0.02 0.18±0.02 0.17±0.02

1×10-1 mmol/L组 0.29±0.03 0.35±0.03 0.32±0.03

1×10-2 mmol/L组 0.22±0.03 0.25±0.02 0.22±0.02

1×10-4 mmol/L组 0.19±0.02 0.21±0.02 0.19±0.01
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理论和实验依据。由此推断ABA可能是通过上调

RARβ表达而实现其对口腔鳞癌细胞诱导分化作用，

导致Involucrin蛋白表达增强，使肿瘤细胞向正常细

胞转化，从而降低肿瘤细胞的恶性程度[8]。

经ABA诱导作用后的人Tca8113细胞是否具有正

常或接近正常细胞的表型和功能，本研究又对在凋

亡执行阶段起中心作用的Caspase- 3 mRNA进行了

检测。Caspase- 3 mRNA阳性表达于胞浆，少数在

胞核。统计数据表明，Caspase- 3 mRNA在24 h时表

达较高；同一时间点，不同浓度的ABA实验组

Caspase- 3 mRNA表达存在显著性差异（P<0.05）。这

与国内外研究报道Caspase- 3在口腔正常黏膜、癌前

病变及鳞状细胞癌表达基本相符[9- 12]。这说明经ABA

作用后Tca8113细胞可以向正常细胞转化，并且转化

后的鳞癌细胞具有正常细胞的表型和功能，其中

Caspase- 3 mRNA表达增高，从而启动细胞凋亡。同

时，本研究还发现, 经1×10-2 mmol/L ABA作用12 h

或24 h后的鳞癌细胞中Involucrin、RARβ的表达与

Caspase- 3 mRNA的表达呈正相关，这证实了脱落酸

可通过提高Involucrin、RARβ的表达水平，从而激

活Caspase- 3 mRNA的表达，启动并促进细胞凋亡。

由此，笔者推测ABA对Tca8113细胞诱导分化的

可能机制是：适当浓度的ABA作用Tca8113细胞一定

时间后，可能首先进入细胞作用细胞核并上调

RARβ基因转录表达水平，导致Involucrin表达增加，

促使癌细胞向正常细胞转化，进而出现成熟角质形

成细胞，实现肿瘤细胞向趋于成熟或接近正常细胞

转化并发挥细胞生理功能，启动并上调Caspase- 3的

活性，从而促进和导致癌细胞产生凋亡。说明植物

激素中的脱落酸与其他抗癌药物一样，对Tca8113细

胞有诱导分化作用，其主要效应机制是启动细胞凋

亡，这为进一步研究脱落酸对口腔癌治疗作用奠定

了实验基础。
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