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摘摇 要:摇 目的摇 探讨 Rhoa / Rock 信号通路相关细胞因子在昆明小鼠 H22皮下移植肝肿瘤中的差异表达和机制。
摇 方法摇 以昆明小鼠颈部皮下移植 H22肝肿瘤细胞建立肿瘤模型,采用雷氏大疣蛛毒及抗癌中药作为干预手段,将小

鼠随机均分为模型对照(M)组,雷氏大疣蛛毒素(R)组和抗癌中药(A)组,每组 10 只。 测量肿瘤体积并绘制肿瘤生

长曲线。 6 周后禁食过夜,进行肿瘤组织取材。 做病理切片,观察肿瘤细胞形态结构;检测肿瘤组织中 RhoA / ROCK
信号通路及相关细胞因子蛋白水平的差异表达。 摇 结果摇 通过观察肿瘤的生长速度发现,在三组中,雷氏大疣蛛毒

素组生长速度最慢。 肿瘤细胞形态结构显示模型对照组小鼠肿瘤细胞排列紧密、规整。 雷氏大疣蛛毒素小鼠:细胞

排列稀疏、片状空泡样变性、坏死。 抗癌中药组:肿瘤细胞排列松散、出现坏死区。 抗癌中药组小鼠肿瘤组织 p21 阳性

表达均高于模型非干预组,而 RhoA、ROCK 阳性表达较模型组低(P < 0. 01)。 摇 结论摇 本研究发现雷氏大疣蛛毒及

中药通过有效改变 RhoA / ROCK 信号通路及相关细胞因子的表达水平,从而抑制或减慢肝肿瘤增殖与侵袭速度。
关键词:摇 RhoA / ROCK 信号通路;摇 H22肝肿瘤细胞;摇 雷氏大疣蜘蛛毒素;摇 小鼠;摇 抗癌中药
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摇 摇 肝癌是由遗传和表观遗传改变而发生的恶性肿

瘤[1]。 目前,临床上一般采取手术、放疗、化疗、生
物治疗、中药治疗以及综合治疗等疗法。 手术切除

和肝移植仍是肝癌治疗最佳方法,但由于肝脏肿瘤

恶性程度高,进展快,故临床上就诊患者约半数以上

患者已为中晚期,且接受手术治疗患者术后易转移、
复发。 对于可手术的肝癌患者,术后复发、转移是影

响治疗效果及预后的主要因素,对于不能手术的中

晚期肝癌患者尚缺乏有效的治疗方法。 因此,深入

了解肝癌的发生发展机制,寻找新的治疗手段对肝

癌患者临床治疗有极为重要的意义。
雷氏大疣蛛毒素已被研究证实是由神经毒性肽、

蛋白质和低分子量物质所构成的复杂混合物,具有多

种活性[2鄄3]。 有研究发现,雷氏大疣蛛毒可以抑制人

肝癌 BEL鄄7402、HepG2 细胞、宫颈癌Hela 细胞的生长

及增殖[4鄄6]。 其对多种癌细胞株增殖抑制作用的机制

仍未明确。 中医药在抗击肝癌的过程中发挥了重要

的作用,从中药中寻找有效的抗癌药物是当前的研究

热点之一。 本实验用的抗癌中药由白花蛇舌草和半

边莲等中草药组成,具有清热解毒、活血化瘀、提高机

体免疫力等功效;对治疗肿瘤则正虚邪实,扶正固本

与驱邪[7],其机制有待于进一步的研究。
RhoA(Ras homolog gene family,member A)是小

分子 Rho 家族的一员,它在参与维持细胞形态、细
胞的粘附作用及细胞周期调控中起重要作用。 研究

表明,RhoA 在许多肿瘤中异常表达,且促进了肿瘤

细胞的恶性化程度。 Rho 激酶(Rho associated ki鄄
nase,ROCK) 属于丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶,约有

1300 个氨基酸残基。 ROCK 是 RhoA 重要的效应蛋

白之一,通过对肌球蛋白轻链的磷酸化而参与细胞

聚集、黏附和纤维收缩,转染 ROCK 的癌细胞可不

依赖于血清而产生侵袭特性。 本研究采用雷氏大疣

蛛毒和抗癌中药干预的手段,通过 HE 染色观察肿

瘤组织细胞形态观察、免疫组织化学方法法检测小

鼠皮下移植的 H22肝肿瘤组织中 RhoA 和 ROCK 等

蛋白的表达,探讨其在 H22 肝肿瘤组织中的表达和

理论意义,为肝癌患者预后判断及临床治疗提供新

的实验依据。
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1摇 材料与方法

1. 1摇 动物及分组

摇 摇 成年健康雄性昆明(KM)小鼠,体重 18 ~22 g,由
湖南斯莱克景达实验动物中心 (许可证号:湘

scxk2003鄄003)提供,适应性喂养一周。 将 30 只 KM
小鼠随机均分为 3 组:模型组,雷氏大疣蛛毒素组和

中药组,每组 10 只。 各组小鼠分笼饲养,室温 23 ~
25 益,相对湿度 40 ~60%;自由进食、饮水,采用国家

标准啮齿类动物饲料(湖南斯莱克景达实验动物中心

提供)饲养。
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 动物模型构建摇 模型组,雷氏大疣蛛毒素组

和中药组小鼠均参照皮下注射法[8] 构建皮下移植瘤

模型。 具体操作:将浓度为 1 伊106 个 / mL 小鼠 H22肝

癌肿瘤培养细胞悬液,接种于 8 只 KM 小鼠后颈部皮

下,接种体积为 0. 5 mL /只。 待瘤体长至 1 ~ 1. 5 cm3

时(15 天左右),处死小鼠,选择生长良好的瘤组织,
无菌条件下制成瘤细胞悬液(约每毫升含瘤细胞2 伊
106 个),每只小鼠后颈部皮下接种 0郾 2 mL。
1. 2. 2摇 给药方案摇 雷氏大疣蜘蛛毒素由湖南师范

大学生命科学学院蛋白质化学与分子生物学实验室

提供。 临用前取无菌生理盐水按 1颐 10 的比例稀释,
制成雷氏大疣蜘蛛毒素输注液。 建模成功后第三天

开始尾静脉雷氏大疣蛛毒素,雷氏大疣蛛毒素组尾

静脉注射 0. 3 mL,连续给药 20 天。 中药方剂组成:
三棱 6 g、莪术 6 g、赤芍 6 g、鳖甲 5 g、当归 6 g、川芎

6 g、猪苓 6 g、玄胡 7 g、丹参 7 g、紫草根 6 g、白花蛇

舌草 12 g、半枝莲 12 g、蒲公英 12 g、大黄 3 g。 药液

制备:用 400 mL 水浸泡,加热煮沸,文火煎煮 1 h,趁
热过滤;同法再煮 2 次,合并 3 次滤液,经恒温水浴

浓缩至 100 mL,4 益保存备用。 按人与小鼠体表面

积 折 算 等 效 剂 量 经 口 灌 胃。 中 药 灌 胃 剂 量

0. 4 mL /次,共 6 周。 中药组和雷氏大疣蜘蛛毒素

组小鼠于术后 3 天开始每天(下午 6 时)干预。
1. 2. 3摇 试剂摇 RhoA、ROCK、P21、Bad、bcl鄄2 一抗由

武汉博士德生物工程有限公司提供,即用型二抗二

抗即用型 SABC 小鼠 /兔 IgG、抗体稀释液、DAB、
DAB Kit、Poly鄄L鄄Lysine、快捷免疫组化、Tween20 由

福州迈新生物有限公司提供。 0. 9%氯化钠注射液、
甲醇、无水乙醇、多聚甲醛等常用分析纯试剂均购于

上海化学试剂公司;10% 水合氯醛购自邵阳市中心

医院。

1. 2. 4 摇 样品采集与处理摇 6 周后各组小鼠禁食过

夜,用 10%的水合氯醛麻醉,颈椎脱臼处死。 取出

肿瘤组织并称重,取部分新鲜肿瘤组织保存于液氮

中,进行总 RNA 提取;另一部分置于 10% 多聚甲醛

溶液(0. 1M,pH =7. 4)中固定 12 小时以上,石蜡包

埋、组织切片,HE 染色观察及免疫组化染色分析。
1. 2. 5摇 小鼠肿瘤体积测量摇 H22肝癌肿瘤细胞悬液

接种后,每天观察小鼠肿瘤生长情况,自可见皮下酱

黑色肿块突起(平均第 3 天)起,每 4 天测量 1 次肿

瘤体积。 用游标卡尺测量瘤体的最长径(L)和最短

径(W),按公式(V =0. 5236 伊 L 伊 W)计算各瘤体体

积,绘制肿瘤生长曲线。
1. 2. 6摇 病理学观察 摇 取厚 3 滋m 石蜡切片,脱蜡、
脱水,苏木素和伊红 HE 染色,脱水,透明、中性树胶

封片,光学显微镜下观察肿瘤组织形态学。
1. 2. 7摇 免疫组织化学染色 摇 采用 SABC 法免疫组

织化学染色检测肿瘤组织 RhoA / ROCK 信号通路及

相关细胞因子蛋白水平的差异表达:多聚赖氨酸涂

片,厚 3 滋m 石蜡切片,高压锅沸腾柠檬酸热抗原修

复,一抗(1颐 500),室温孵育 1 h,PBS 冲洗干净,二
抗(即用型 SABC 小鼠 /兔 IgG),室温孵育 30 min,
PBS 冲洗干净,DAB 显色 5 ~ 10 min,苏木素复染

1 ~ 3 min,Olympus(日本)显微拍照。 PBS 代替一抗

作阴性对照。 用 Leica Qwin V3 图像分析系统(Lei鄄
ca 公司,德国)分析免疫组化阳性产物面积,每张切

片在 200 倍镜下选取不相重叠的 3 个代表性视野,
计算每个样本的阳性面积百分比(阳性反应面积 /
测量面积)。
1. 2. 8摇 质量控制摇 动物采用固定的饲养人员,实验

取材、指标检测人员固定,以消除人员异动引起的误

差。 小鼠灌胃动作要轻柔,从口角进入,防止损伤食

道。 尾静脉注射前要用酒精擦拭尾巴,扩充血管;选
择进针部位,遵循先远后近原则,以抽回血方式作为

针进入血管的标志。
1. 3摇 统计学分析

应用 SPSS19. 0 软件包进行统计学分析,用 Ex鄄
cel 软件作图。 数据以平均数 依标准差表示,组间比

较采用单因素方差分析,两两比较采用双侧 t 检验,
P < 0. 05 为差异具有显著统计学意义。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 动物一般行为学观察

摇 摇 模型构建过程中,各组未发生意外死亡情况。
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模型构建成功后,小鼠食欲较正常,精神状态尚可。
随肿瘤生长,小鼠食欲下降、精神状态逐渐变差。 雷

氏大疣蛛毒素组和中药组小鼠上述症状均轻于模型

非干预组。
2. 2摇 小鼠肿瘤生长状况

如表 1 显示,小鼠测量数目为每组 10 只,肿瘤测

量次数为 10 次,每 4 天测量一次。 由表可见:模型对

照组肿瘤体积生长速度最快,雷氏大疣蛛毒素干预组

最慢,中药干预组居间。 自第 2 次测量开始雷氏大疣

蛛毒组与模型组体积出现差异(P < 0郾 05),第 3、第 4
次测量显示中药组、雷氏大疣蛛毒组与模型对照组相

比有非常显著性差异(P < 0郾 01),且雷氏大疣蛛毒组

与中药组相比出现差异(P <0. 05)及(P <0. 01)。 第

5 次测量结果显示:与模型对照组相比中药组、雷氏

大疣蛛毒组均有显著性差异(P < 0. 05),雷氏大疣蛛

毒组与中药组相比存在显著性差异(P < 0. 05)。 第

6、7、8、9、10 次测量结果均显示中药组、雷氏大疣蛛毒

组与模型对照组相比存在非常显著性差异(P <
0郾 01),且雷氏大疣蛛毒组与中药组相比存在非常显

著性差异(P <0. 01)。

表 1摇 三组小鼠肿瘤体积 10 次测量结果

次数 模型对照组 中药组 雷氏大疣蛛毒组

1 0. 04 依 0. 01 0. 03 依 0. 01 0. 03 依 0. 01a

2 0. 05 依 0. 16 0. 05 依 0. 12 0. 03 依 0. 14b

3 0. 11 依 0. 01 0. 07 依 0. 03b 0. 04 依 0. 01bc

4 0. 20 依 0. 01 0. 14 依 0. 01b 0. 07 依 0. 02bd

5 0. 40 依 0. 04 0. 24 依 0. 02a 0. 17 依 0. 02ac

6 0. 81 依 0. 05 0. 45 依 0. 03b 0. 23 依 0. 01bc

7 1. 40 依 0. 07 0. 80 依 0. 08b 0. 36 依 0. 06bd

8 2. 72 依 0. 15 1. 42 依 0. 05b 0. 77 依 0. 04bd

9 5. 24 依 0. 21 2. 79 依 0. 12b 1. 79 依 0. 07bd

10 10. 65 依 0. 23 5. 23 依 0. 26b 3. 09 依 0. 16bd

摇 摇 与模型组相比,a:P < 0. 05,b:P < 0. 01;与中药组相比,c:P <
0郾 05,d:P < 0. 01

2. 3摇 三组小鼠肿瘤组织 HE 染色形态学观察

HE 染色结果(图 1)显示:模型非干预组小鼠肿

瘤细胞排列紧密、规整,核质比较大,核染色深且异

型性明显。 雷氏大疣蛛毒素组小鼠:细胞排列稀疏、
欠规则,可见异型细胞。 肿瘤细胞核固缩,片状空泡

样变性、坏死。 坏死区面积大于低剂量组。 中药组:
肿瘤细胞排列松散、无序,出现坏死区,胞核较小、破
坏不明显,可见少量空泡样变性。

图 1摇 三组小鼠肿瘤组织病理切片 HE 染色图( 伊 200)摇 A:模型组;B:雷氏大疣蛛毒素组;C:中药组

2. 4摇 三组小鼠肿瘤组织 RhoA、ROCK、p21 免疫组

化检测

从图 2 可以看出:RhoA、ROCK 表达定位于细

胞浆,偶见细胞膜。 p21 表达定位于细胞核。 RhoA、
ROCK 表达的强弱(棕黄色阳性颗粒的散布程度)
依次为模型组、抗癌中药、雷氏大疣蛛毒素干预组。
p21 表达的强弱(棕黄色阳性颗粒的散布程度)依次

为雷氏大疣蛛毒素干预组、抗癌中药组、模型组。
表 2 显示,与模型非干预组相比较,雷氏大疣蛛

毒素组 p21 表达最高,(P < 0. 01)。 模型组 RhoA、
ROCK 表达均最高,抗癌中药组、雷氏大疣蛛毒素组

表达与模型组相比较显著降低(P < 0. 01)。 且抗癌

中药组与雷氏大疣蛛毒素组比较差异有显著性差异

(P < 0. 01)。

3摇 讨摇 摇 论

肿瘤细胞转移,首先要黏附于宿主细胞表面,再
通过血液循环系统转移到远处。 这个过程涉及多种

基因产物之间的相互协调作用,其中重要的是调节

细胞形态、移动、粘附的细胞骨架肌动蛋白[9]。
RhoA 是小分子 G 蛋白 Rho 家族的一员,被认为与

细胞形态、运动、细胞骨架的组装和迁移有关[10鄄12]。
在肝癌组织中,RhoA表达量增高,并且其过量表达
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图 2摇 三组小鼠肿瘤组织中 RhoA、ROCK、p21 免疫组织化学染色结果( 伊 200) 摇 图 A1、B1、C1 为阴性对照,A2、A3、A4;B2、B3、B4;
C2、C3、C4 分别表示模型组、抗癌中药组、雷氏大疣蛛毒素组 RhoA、ROCK 和 p21 阳性表达

表 2摇 三组小鼠免疫组织化学染色阳性表达比较(% )

分组 n RhoA 阳性表达 ROCK 阳性表达 p21 阳性表达

模型对照组 10 79. 6 依 5. 30 59. 80 依 0. 89 7. 63 依 2. 26
抗癌中药组 10 45. 67 依 0. 69b 30. 60 依 3. 89a 23. 23 依 5. 20b

雷氏大疣蛛毒素组 10 25. 19 依 2. 31bc 19. 83 依 3. 20bd 36. 67 依 5. 26bd

摇 摇 与模型组相比,a:P < 0. 05,b:P < 0. 01;与中药组相比,c:P < 0. 05,d:P < 0. 01

与肝癌的分化程度、结节数目、有无静脉浸润以及有

无肝外转移灶有关[13鄄14]。 ROCK 属于丝氨酸 /苏氨

酸蛋白激酶,约有 1300 个氨基酸残基。 RhoA 蛋白

激活后,与 ROCK 的 RBD 结合将 ROCK 激活,同时

发生定向转位与肌球蛋白轻链(MLC)靠近。 ROCK
的激活本身可以将 MLC 磷酸化而发生肌丝收缩作

用,同时 MLCP 是活化 ROCK 的底物,在接受 RhoA /
ROCK 的活化信号后磷酸化,从而失活,阻止了磷酸

化的 MLC 脱磷酸失活,使得胞浆内磷酸化 MLC 水

平提高,肌球鄄肌动蛋白交联增加,促进 MLC 磷酸化

而促进肌丝收缩在癌细胞的迁移中起主要作用[15]。
此外,有研究显示 RhoA / ROCK 蛋白调节细胞周期

主要涉及在 G1 / S 转化过程[9]。
本实验中,抗癌中药组和雷氏大疣蛛毒素组的

RhoA、ROCK 蛋白水平表达比模型非干预组明显减

少,提示中药和雷氏大疣蛛毒素下调了 RhoA、
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ROCK 的含量,从而影响了 RhoA / ROCK 信号通路

开放,从而减缓了肿瘤的增殖和转移。
细胞周期进展涉及多种细胞周期蛋白依赖性激

酶(CDK)的连续激活。 p21 蛋白是目前已知的具有

最广泛激酶抑制活性的细胞周期抑制蛋白。 p21 可

与几乎每一个 Cyclin鄄CDK 复合物结合,广泛的抑制

各种 Cyclin鄄CDK 复合物,使细胞停滞在 G1 期而抑

制细胞增殖,还能结合并抑制细胞质中的 ROCK 活

性。 p21 不同区域对应于不同的靶位,其 N 端结合

并抑制 Cyclin鄄CDK,而 C 段则结合 PCNA,从而覆盖

PCNA 的某些功能区,使 PCNA 不能与 DNA 聚合酶

D 形成复合物,或使 DNA 全酶复合物不能在 DNA
单链上滑动,影响 DNA 复制。 已有研究证明,p21
的过表达可使细胞周期阻滞于 G1 期、G2 期或 S
期[16]。 p21 与肿瘤的分化、浸润深度、增生和转移

有关,具有判断预后的价值[17]。
抗癌中药与雷氏大疣蛛毒素干预后,p21 蛋白

表达量较高,尤以雷氏大疣蛛毒素组表达最高。 其

作用机制可能是抗癌中药和雷氏大疣蛛毒素提高了

p21 蛋白的含量,从而抑制了 H22肿瘤的增殖。 有研

究显示[18] 雷氏大疣蛛毒素能抑制人肝癌细胞

HepG2 增殖的可能机制之一是使 p21 基因和蛋白表

达增加,G2 / M 细胞周期被阻滞,从而诱导细胞凋

亡。 本实验结果表明,抗癌中药、雷氏大疣蛛毒能有

效的抑制小鼠 H22 肝癌组织的增殖,其中雷氏大疣

蛛毒素的抑制作用更为显著。 雷氏大疣蛛毒素中的

活性物质可能通过间接维持细胞内 p21 的含量,从
而增强了对肿瘤增殖的抑制作用。

综上所述,抗癌中药及雷氏大疣蛛毒素,对小鼠

皮下移植的 H22肝肿瘤生长和增殖有明显的抑制作

用,尤以后者效果更为显著。 其机制可能是雷氏大

疣蛛毒素可能通过调节 RhoA / ROCK 信号通路中

RhoA、ROCK 和 p21 等相关细胞因子的表达,从而

抑制了肿瘤的增殖。
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