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氧化苦参碱联合全反式维甲酸干预大鼠肝癌变
进程中细胞因子的变化

李锦源,黄文涛,韦园园,吴　 琼∗

(广西医科大学附属肿瘤医院, 南宁　 530022)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察氧化苦参碱(oxymatrine, OMT)联合全反式维甲酸(all-trans retinoic acid, ATRA)抑制二

乙基亚硝胺(DEN)诱导的大鼠肝癌形成效果,并探讨其作用机制。 方法　 采用 DEN 诱导建立肝癌大鼠模型,造模

18 周,将 Wistar 大鼠随机分为空白组、模型组、干预组,分别在诱癌后 6、12、18 周处死大鼠,通过 HE 染色观察大鼠

肝组织病理变化,检测大鼠肝功能相关指标,ELISA 检测大鼠 IL-6 含量;采用 RT-qPCR 法检测大鼠 let-7a、NF-κB-
p65、IL-6,STAT3 mRNA 表达变化;采用 Western blot 检测大鼠 STAT3、p-STAT3 的蛋白变化。 结果　 HE 染色病理学

观察显示,干预组大鼠肝癌结节数明显少于模型组,肝细胞病变坏死减轻;与模型组比较,干预组大鼠血清 IL-6 及

肝功能指标 ALT、GGT、AST、ALP 水平均明显降低(P<0. 05);RT-qPCR 检测结果:与模型组比较,干预组大鼠肝组

织中 let-7a mRNA 表达水平明显上升,而 NF-κB-p65、IL-6 和 STAT3 mRNA 表达量均明显降低(P<0. 05)。 实验第

18 周,Western blot 检测结果干预组 STAT3、p-STAT3 蛋白表达均明显低于模型组(P<0. 05)。 结论　 氧化苦参碱联

合全反式维甲酸能够明显抑制 DEN 诱发的大鼠肝癌形成,在一定程度上延缓肿瘤生长。
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Effects of oxymatrine combined with all-trans retinoic acid on
cytokines during hepatocarcinogenesis in rats
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(Cancer Hospital Affiliated to Guangxi Medical University,Nanning 530022, China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To observe the inhibitory effect of oxymatrine (OMT) combined with all-trans retinoic acid
(ATRA) on diethylnitrosamine (DEN)-induced hepatocellular carcinoma in rats, and to explore its mechanism of action.
Methods　 A rat model of hepatocellular carcinoma was established by DEN induction for 18 weeks. Wistar rats were
randomly divided into control, model, and intervention groups. Rats were killed at 6, 12, and 18 weeks after cancer
induction. Pathological changes of the liver tissues were observed by hematoxylin and eosin (HE) staining, related indexes
of rat liver function were detected, and interleukin (IL)-6 expression was detected by enzyme-linked immunosorbent assay.
The mRNA expressions of let-7a, nuclear factor (NF)-κB-p65, IL-6, and signal transducer and activator of transcription
(STAT)3 were detected by quantitative real-time (RT-q) PCR, while the changes of STAT3 and p-STAT3 proteins were



detected by western blotting. Results 　 The pathological examination revealed a significantly decreased number of liver
cancer nodules in the intervention group compared with the model group (P<0. 05), while levels of serum IL-6, alanine
aminotransferase( ALT), glutamyl transpeptidase ( GGT), aspartate aminotransferase ( AST), and alkaline phosphatase
(ALP) were significantly lower (P < 0. 05). RT-qPCR results showed that the expression of let-7a was significantly
increased in the intervention group compared with the model group, while that of NF-κB-p65, IL-6, and STAT3 was
significantly decreased (P<0. 05). At the 18th week of the experiment, the expressions of STAT3 and p-STAT3 in the
intervention group were significantly lower than in the model group (P<0. 05). Conclusions　 OMT combined with ATRA
can significantly inhibit DEN-induced hepatocarcinogenesis in rats and delay the growth of tumors to some extent.

【Keywords】　 oxymatrine; all-trans retinoic acid; diethylnitrosamine; liver cancer; rats

　 　 肝癌是是最常见的消化系统恶性肿瘤之一,近
年来其发病率和死亡率呈逐年上升趋势[1-2]。 在中

国,肝癌的发病率仅次于肺癌和胃癌,居恶性肿瘤

的第三位[3-4]。 由于肝癌发病率高,治疗难度大,死
亡率高,预后差,故对其防治工作尤为重要。

苦参素( oxymatrine, OMT)是中药苦参中提取

的一种生物碱活性成分,具有消炎、阻止肝纤维化

和肝硬化、抗心律失常、抗肿瘤等作用[5]。 全反式

维甲酸( all-trans retinoic acid, ATRA)是一种维 A
酸类衍生产物,可调节细胞增殖、分化、凋亡等,还
具有很强的抗肿瘤作用。 本研究用二乙基亚硝胺

(N-nitroso-diethylamin,DEN)为诱变剂建立大鼠肝

癌模型[6],同时用全反式维甲酸联苦参素对其进行

干预,观察在诱癌及干预过程中大鼠的体征及组织

病理学的动态变化,为阐明肝癌的发展及有效预

防、治疗提供重要参考依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

SPF 级雄性 6 周龄 SD 大鼠、150 只,体重 120±
25 g,购自购自广西医科大学实验动物中心[SCXK
(桂)2015-0013],饲养于本院动物房 [SYXK(桂)
2015-0011]。 其中正常组 30 只,诱癌组 60 只,干
预组 60 只,饲养温度:22℃ ±4℃,相对湿度:50%±
5%,实验过程符合动物 3R 原则(伦理审批号:2018
-2-1-7)。
1. 2　 主要试剂与仪器

DEN(sigma 公司,批号 049K1613 V);苦参素注

射液 (山东方明药业集团股份有限公司,批号

180104);全反式维甲酸( Sigma-Aldrich 公司,批号

R2625);SYBR Green PCR Master Mix(日本 Toyobo 公

司,批号 QPK-346C);总 RNA 提取试剂盒 (美国

Invitrogen 公司,批号 15695-020); 辣根过氧化物酶

(HRP) 标记的二抗 (中杉金桥公司); p-STAT3、
STAT3 兔单克隆抗体 ( Genetex 公司,批号 2467、

3571);HRP 标记的内参 β-actin 抗体(上海康成生物

公 司 ); IL-6 ELISA 试 剂 盒 ( 上 海 通 蔚, 批 号

20170914);各基因引物由重庆威斯腾生物公司合成。
ELX800 型全自动酶标仪(美国 Biotek 公司);

PEPS301 型电泳仪(美国 GE 公司);AU500 型全自

动生化分析仪(美国贝克曼公司);XDS-2 型倒置显

微镜(南京米厘特)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 大鼠肝癌模型建立与给药方法

模型组:DEN 剂量为每周第一天灌胃 (10 mg / kg,
2. 5 mg / mL DEN 溶液),其余 6 日饮用 80 ppm 的 DEN
水溶液,至 18 周后正常饲养;干预组(ATRA+OMT):
DENA 剂量与模型组相同,将 ATRA(2 mg / kg)和 OMT
(200 mg / kg)混匀后,每 2 d 灌胃一次,持续 18 周。
正常组不做任何处理,作为空白对照。
1. 3. 2　 取材

自建模之日起,实验第 6、12、18 周各组随机抽

取 8 只大鼠,腹腔麻醉后腹主动脉取血,采用自动生

化分析仪检测碱性磷酸酶 ( ALP )、谷草转氨酶

(AST)、谷氨酰转肽酶 ( GGT)、血清谷丙转氨酶

(ALT)水平。 动物处死后,取肝组织,置于液氮中保

存;对所取肝形态,颜色,表面癌结节数进行观察和

记录。
1. 3. 3　 病理学观察

将取出的肝组织经 4%多聚甲醛溶液固定,包
埋,连续切片,厚度约 3 μm,行 HE 染色,光镜下观

察肝组织病理学改变。
1. 3. 4　 血清中 IL-6 含量检测

采用 ELISA 法检测血清中 IL-6 含量,操作严格

按照试剂盒说明书进行。
1. 3. 5　 RT- qPCR 检测肝组织 let-7a、NF-κB-p65、
IL-6 和 STAT3 mRNA 表达

分别取各组大鼠肝组织 30 mg,Trizol 试剂提取

总 RNA,根据 Revertaid First Strand CDNA Synthesis
Kit 说明书进行反转录反应,合成 cDNA,保存在-
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80℃。 GAPDH 作为内参,采用重庆威斯腾生物公

司合成的 let-7a、NF-κB-p6、IL-6 及 STAT3 的引物序

列,参照 SYBR Green 荧光 PCR 试剂盒说明书,配置

反应体系,依次进行逆转录及扩增反应。 独立实验

重复 3 次。 最后由计算机自动计算并读出各组 Ct
值,系统软件进行结果分析:采用 2-ΔΔCt 表示目的

mRNA 的含量。
1. 3. 6　 Western blot 检测

大鼠处死后,迅速取肝组织,采用 RIPA 裂解法

提取总蛋白,并用 BCA 法测定蛋白浓度并调至一

致。 进行 SDS-PAGE 凝胶电泳分离、转膜,然后脱脂

奶粉封闭 2 h,加适量一抗 STAT3、p-STAT3 在 4℃孵

育过夜,TBST 洗膜,加入辣根过氧化物酶(HRP)标
记的山羊抗兔二抗室温孵育 1 h,经 ECL 显色后胶

片曝光显影,并用 Image J 软件对条带进行分析,以
A目的蛋白 / AGAPDH的比值表示目的蛋白的相对表达量。
1. 4　 统计学方法

采用 SPSS 20. 0 软件对数据进行统计学处理。
数据以平均数±标准差(􀭰x±s)表示。 组间比较采用

单因素 AVOVA 分析,以 P<0. 05 为差异有统计学

意义。

2　 结果

2. 1　 OMT 联合 ATRA 对大鼠肝表面肝癌结节形

成的影响

正常组大鼠肝颜色淡红,质地柔软,光滑,无结

节。 在 DEN 诱导下,建模大鼠会依次经历肝炎,肝
硬化进而形成肝癌。 研究人员发现在第 6 周时,各
组大鼠肝没有结节出现,到第 12 周时出现少量结

节,而第 18 周时出现大量结节。 与模型组比较,干
预组肝表面结节数明显减少,见图 1。
2. 2　 HE 染色观察各组大鼠肝病理改变

第 18 周时,正常组肝细胞无变性、坏死,肝小叶

结构正常,无炎症及纤维化;模型组发生明显肝细

胞异型性增生,多数增生肝细胞核仁普遍增大,出
现核异质变以及癌变细胞,且周围组织肝细胞异型

性明显,伴癌细胞浸润,同时出现腺管样及柱状癌

巢结构,周围的肝组织内可见微小癌卫星灶。 癌周

组织肝细胞增生灶、脂肪变性、嗜酸性变、细胞水

肿,以及增生及非典型增生结节,呈典型的肝硬化

表现;干预组肝组织中发现有癌结节,但肝细胞变

性坏死较模型组程度轻、肿瘤病灶数减少。 见图 2。

图 1　 第 18 周时各组大鼠肝情况观察

Figure 1　 Gross appearance of the rat livers at the 18th week

注: 与正常组相比, aP<0. 05 ;与模型组相比,bP<0. 05。

图 2　 各组大鼠肝病理改变(n= 8)
Note. Compared with the normal group, aP<0. 05. Compared with the model group, bP<0. 05.

Figure 2　 Pathological changes of the rat livers in each group
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2. 3　 ELISA 法检测血清 IL-6含量

建模后第 6,12,18 周时与正常组比较,模型组

大鼠血清 IL-6 水平明显上升(P<0. 05);在第 12、18
周时与正常组比较,干预组大鼠血清 IL-6 水平也明

显上升(P<0. 05),而第 6,12,18 周时与模型组比

较,干预组血清 IL-6 水平均明显下降(P<0. 05),见
图 3。

注:与正常组相比, aP<0. 05 ;与模型组相比,bP<0. 05。

图 4　 各组大鼠 ALT、AST、GGT 和 ALP 水平变化(􀭰x±s,n= 8)

Note. Compared with the normal group,aP<0. 05. Compared with the model group,bP<0. 05.

Figure 4　 Changes of ALT, AST, GGT and ALP levels in the rats of each group

2. 4　 ATRA 联合 OMT 对大鼠肝功能的影响

第 6、12、18 周时与正常组比较,模型组、干预组

大鼠血清 ALT、AST、GGT、ALP 水平均明显升高(P<
0. 05);第 12、18 周时与模型组比较,干预组 AST、
GGT 水平均明显下降(P<0. 05),而第 6、12、18 周时

与模型组比较,干预组 ALT、ALP 水平均明显下降

(P<0. 05),详见图 4。

注:与正常组相比, aP<0. 05 ;与模型组相比,bP<0. 05。

图 3　 各组大鼠血清 IL-6 水平变化(􀭰x±s,n= 8)
Note. Compared with the normal group, aP<0. 05. Compared with

the model group, bP<0. 05.

Figure 3　 Changes of serum IL-6 levels in the rats of each group
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2. 5　 ATRA 联合 OMT 对大鼠肝组织 microRNA
let-7a、 NF-κB-p65、 IL-6 和 STAT3 mRNA 表达

变化

第 18 周时,模型组大鼠肝组织 microRNA let-7a
表达量低于正常组 (P<0. 05),而干预组 let-7a 表达

量明显上升 (P<0. 05);同时正常组与模型组或干

预组与模型组比较,大鼠肝组织中 NF-κB-p65,IL-6,
STAT3 mRNA 表达量差异均有统计学意义 ( P <
0. 05),详见图 5。
2. 6　 ATRA 联合 OMT 对大鼠肝组织 STAT3、p-
STAT3 蛋白表达的影响

注:与正常组相比, aP<0. 05 ;与模型组相比,bP<0. 05。

图 5　 各组大鼠肝组织中 microRNA let-7a、NF-κB-p65、IL-6,STAT3 mRNA 表达变化(􀭰x±s,n= 8)
Note. Compared with the normal group, aP<0. 05. Compared with the model group, bP<0. 05.

Figure 5　 Expression of microRNA let-7a, NF-κB-p65, IL-6 and STAT3 mRNA in the liver tissues of rats in each group

第 18 周时 Western blot 检测结果:与正常组相

比,模型组大鼠肝组织中 STAT3、p-STAT3 蛋白表达

均明显上升(P < 0. 05),而与模型组相比,干预组

STAT3、p-STAT3 蛋白表达均明显下降 (P<0. 05),
同时干预组 p-STAT3 蛋白表达较正常组也明显下

降(P<0. 05),见图 6。

3　 讨论

肝癌是临床上最常见的消化道恶性肿瘤之一,
每年全球范围内约有 69 万人死于肝癌,其中我国占

约 50%[7]。 通常早期肝癌治疗方式为手术,或经肝

动脉插管化疗栓塞、热疗、放疗等,由于多数病人就

诊时已到中、晚期,此时病人肝功能和体质较差,很
难耐受手术治疗,多选择接受化疗,常用的药物包

括顺铂、苦参素等[8-10]。
氧化苦参碱是中药苦参素的主要有效成分,具

有抗肿瘤、抗纤维化、免疫调节、抗炎镇痛的作用。
大量药理研究证实,氧化苦参碱对胃癌、肝癌、直肠

癌等细胞均具有较强的杀伤力[11];全反式维甲酸在

体内由维生素 A 转化而来,是维生素 A 的一种重要

活性代谢物,在癌细胞增殖,浸润、转移等各个阶段

来发挥其抑癌作用[12]。
DEN 对肿瘤的发生具有启动和促进的双重作

511中国比较医学杂志 2019 年 8 月第 29 卷第 8 期　 Chin J Comp Med, August 2019,Vol. 29,No. 8



注:与正常组相比, aP<0. 05 ;与模型组相比,bP<0. 05。

图 6　 各组大鼠肝组织中 STAT3、p-STAT3
蛋白表达(􀭰x±s,n= 8)

Note. Compared with the normal group,aP< 0. 05. Compared

with the model group,bP<0. 05.

Figure 6　 Expression of STAT3 and p-STAT3 proteins
in liver tissues of the rats in each group

用,具有重复性好、诱癌率高、操作简便等优点,被
广泛运用在肝癌的研究中[13]。 本实验 HE 结果显

示,模型组明显肝细胞异型性增生,多数增生肝细

胞核仁普遍增大,出现核异质变以及癌变细胞,同
时第 18 周时,模型组大鼠肝癌结节数较正常组显著

增多,这说明建模成功。
MicroRNA (miRNA) 是一类内源性小分子单链

非编码 RNA,MiRNA 参与调节多种癌症的发生与发

展,发挥负向调控基因表达的功能[14-15]。 let-7a 是

目前研究最广泛的 miRNA 之一,已被证实具有抑制

肿瘤细胞增殖、促进分化和凋亡的功能。 let-7a 抑

制肝癌细胞的生长主要是通过 microRNA 作用 IL-6,
Ras 等基因表达来实现[16-17];目前在肝癌与炎症的

关系中 IL-6 备受关注[18],它参与多种细胞的增殖

和分化、血细胞的生成及调节免疫反应。 STAT3 属

于胞浆蛋白家族,具有信号转导、转录调控的双重

功能,同时 STAT3 是 IL-6 重要的调节因子,两者相

互作用,形成互相激活的通路。
本实验主要考察 DEN 诱导肝癌中 IL-6 信号通

路的作用,采用 ATRA 联合 OMT 进行干预治疗后检

测肝癌发生过程中 IL-6 通过 STAT3 连接 NF-κB 构

成的炎症-癌症信号通路的改变[19-20],同时观察 IL-
6 及其上游正调控基因 NF-κB[20] 和负调控基因 1et-
7a[21]的改变。 HE 染色的病理学观察及肝功能检测

结果表明:干预组大鼠肝表面结节数,肝功能各指

标水平明显降低,这提示 ATRA 联合 OMT 对 DEN
诱发的肝癌具有生长抑制作用,受损肝细胞数量减

少;RT-qPCR 实验结果还显示:不同阶段干预组大

鼠肝组织中 IL-6、NF-κB-p65 mRNA 表达水平低于

模型组,而干预组 microRNA let-7a 表达量显著高于

模型组,这说明 ATRA 联合 OMT 抑制 IL-6 mRNA 表

达可能是通过上调 microRNA let-7a mRNA 表达和

下调 NF-κB-p65 mRNA 表达来实现,从而阻断 IL-6
信号通路活化。

Western blot 结果显示,干预组 STAT3 和 p-
STAT3 蛋白表达均显著低于模型组,提示 ATRA 联

合 OMT 干预治疗能够明显抑制大鼠肝癌,其机制与

下调 NF-κB-p65 的表达和上调 let-7a 表达,从而抑

制靶基因 IL-6 的表达,以及阻断 IL-6 / STAT3 信号

通路活化,进而抑制肝癌的发生和发展,起到防治

肝癌的作用。
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