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对于舌鳞癌一般多采用综合治疗以尽量保存舌

的形态与功能，化疗在维持器官功能上的完整性、

提高患者的远期生存率和生存质量方面具有积极作

用。因此，寻找新型低毒高效的化疗药物对舌癌综

合治疗具有重要的意义。维生素E琥珀酸酯（vitamin

E succinate，VES）是天然维生素E的衍生物，能够

抑制多种肿瘤细胞的生长，且对正常细胞的生长无

毒性及抑制作用[1]，这种选择性抑制作用使之在肿

瘤化学治疗方面具有广阔前景。本研究旨在检测

VES对舌癌Tca8113细胞的生长抑制和凋亡诱导作

用，并分析其对凋亡诱导分子Fas蛋白的调控作用。

1 材料和方法

1.1 试剂

四甲基偶氮唑蓝（methyl thiazolyl tetrazolium，
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[摘要] 目的 探讨维生素E琥珀酸酯（VES）对人舌鳞癌Tca8113细胞的凋亡诱导作用及其可能的分子机制。方法

四甲基偶氮唑蓝（MTT）检测VES对舌鳞癌Tca8113细胞的抑制作用；应用流式细胞仪分析不同质量浓度VES处理后舌

鳞癌细胞的凋亡率；Fas中和抗体进行阻断实验；以细胞免疫化学法和流式细胞仪检测VES处理后肿瘤细胞Fas蛋白

水平和细胞表面Fas表达的变化。结果 不同质量浓度的VES处理后，舌鳞癌细胞的生长受到明显的抑制，肿瘤细

胞的凋亡率显著上升，呈现时间依赖性和剂量依赖性；Fas中和抗体进行阻断后，细胞凋亡率显著下降；VES处理

后细胞Fas蛋白表达增强；流式细胞仪检测细胞表面Fas平均荧光强度也显著升高。结论 VES对舌鳞癌细胞具有凋

亡诱导作用，其作用机制与肿瘤细胞表面Fas蛋白表达的上调有关。
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[Abstract] Objective To investigate the apoptosis induction effect of vitamin E succinate（VES） on Tca8113 cells

and its possible mechanisms. Methods The proliferative activity of Tca8113 was assessed by methyl thiazolyl tetra-

zolium（MTT） assay. After Tca8113 cells were treated with different concentrations of VES, apoptotic rates were ana-

lyzed by flow cytometry（FCM）. Fas monoclonal antibody was used for the blocking test. Fas expression was detected

by immuocytochemistry（SABC assay） and FCM. Results VES demonstrated a significant growth inhibitory effect and

apoptosis induced effect on the Tca8113 cells in a dose- and time- dependent manner. Fas neutralizing antibody can

block the apoptosis induced by VES. After the administration of VES, the expression of Fas protein increased and

the kytoplasm staining enhanced. Proteinum quantitative analysis showed that the mean fluorescence intensity in-

creased. Conclusion VES can induce apoptosis in human tongue cancer cells, and the up- regulation of the cell

surface Fas protein may play an important role in the process.
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MTT）、 碘 化 丙 锭（propidium iodide， PI）、 VES

（Sigma公司，美国），Fas中和性抗体（Coulter & Im-

munotech公司，美国），FITC标记鼠抗人Fas单抗

（Oncogene公司，美国），兔抗人Fas多克隆抗体试剂

盒（武汉博士德公司）。VES采用无水乙醇溶解，配

制成20 mg/mL的储备液，4 ℃避光保存，备用。

1.2 方法

1.2.1 细胞的培养 人舌鳞癌Tca8113细胞株由郑州

大学公共卫生学院冻存。在含10%小牛血清RPMI-

1640培养液中，青霉素质量浓度为100 μg/mL，链霉

素质量浓度为100 μg/mL，饱和湿度、37 ℃、5%CO2

的条件下培养，1～2 d换液1次。取对数生长期的细

胞用于实验。

1.2.2 MTT法测定细胞增殖活性 将舌鳞癌Tca8113

细胞以每毫升2×104个接种于96孔板，每孔200 μL，

每组设6个复孔。接种细胞24 h后更换含等量、不同

浓度VES（分别为5、10、20 μg/mL）的RPMI- 1640培

养基，分别作用24、48、72、96 h；空白对照组用

等体积RPMI- 1640替代VES。每个浓度组均设6个平

行对照。培养结束前4 h每孔加20 μL（5 mg/mL）MTT

继续培养4 h，培养结束时弃去培养基，每孔加

150 μL二甲基亚砜液，振荡10 min后于自动酶标仪

上进行比色，测定光密度值（A），测定波长为492 nm。

计算药物对舌鳞癌细胞的增殖抑制率。抑制率（%）=

（对照组平均A值- 实验组平均A值）/对照组平均A值×

100%。

1.2.3 流式细胞仪检测细胞凋亡率 将人舌鳞癌

Tca8113细胞约1.2×105个接种于培养瓶中，分别以

10、20 μg/mL VES处理24、48 h后收集细胞，并离

心弃去培养液制成单细胞悬液，70%冰乙醇固定后

加入PI，4 ℃黑暗处静置30 min后上机检测细胞凋亡

率。每个标本分析适量细胞，用随机所附软件对测

量值进行分析。

1.2.4 阻断实验 为检测Fas蛋白在VES诱导舌鳞癌

细胞凋亡过程中的作用，采用Fas中和性抗体行阻断

实验。使用20 μg/mL VES处理的同时加入0.5 μg/mL

Fas中和性抗体共同作用48 h，收集细胞，采用流式

细胞仪分析细胞凋亡率的变化。

1.2.5 免疫细胞化学法检测Fas的表达 载玻片经

10%的多聚赖氨酸作防脱片处理，20 μg/mL VES处

理细胞48 h后丙酮固定细胞爬片，1∶100稀释的兔抗

人Fas多克隆抗体、羊抗兔IgG二抗孵育40 min，最

后按照ABC试剂盒说明染色。结果判定为Fas阳性细

胞胞浆染色黄色或棕黄色，阴性细胞不着色或着色

很浅。

1.2.6 流式细胞仪检测细胞表面Fas蛋白表达 参照

步骤1.2.3，收集处理后的细胞，离心去除培养液，

PBS洗涤，加入FITC标记的兔抗人Fas单抗免疫染

色，FITC标记的兔IgG1同型抗体为对照，流式细胞

术（flow cytometry，FCM）检测Fas蛋白的平均荧光强

度（mean fluorescence intensity，MFI）。

1.3 统计学分析

运用SAS 8.2统计软件对数据进行卡方检验、重

复测量方差分析和析因方差分析组间差异。

2 结果

2.1 VES抑制Tca8113细胞的增殖活性

VES对Tca8113细胞生长抑制率的影响见表1。

不同浓度和不同作用时间的VES对Tca8113细胞的生

长均具有抑制作用，经重复测量方差分析，5 μg/mL

VES组在作用24、48 h时与对照组相比，差异无统

计学意义（P值分别为0.076、0.071），其余各组与对

照组相比，差异均有统计学意义（P<0.001）。

2.2 VES对Tca8113细胞凋亡率的影响

Tca8113细胞培养24、48 h自然凋亡率分别为

1.41%和2.34%，10 μg/mL VES作用于Tca8113细胞

24、48 h后，细胞的凋亡 率 分 别 上 升 至 10.14% 、

18.19%；20 μg/mL VES作用于Tca8113细胞24、48 h

后，细胞的凋亡率分别上升至23.79%、32.41%。不

同浓度和不同作用时间的处理组与对照组相比，差

异均有统计学意义（P<0.01）。其中20 μg/mL VES作

用于细胞48 h后，流式图上出现典型的细胞凋亡峰。

2.3 阻断实验

将0.5 μg/mL Fas中和性抗体与20 μg/mL VES共

同 作 用 于 舌 癌 细 胞 48 h 后 ， 细 胞 的 凋 亡 率 降 至

7.65%，与未经中和性抗体处理的细胞相比（32.41%），

差异有统计学意义（P<0.01）。

2.4 VES对Tca8113细胞Fas蛋白表达的影响

20 μg/mL VES作用于Tca8113细胞48 h后，采用

免疫细胞化学染色，显微镜下观察可见细胞呈明显

的黄棕色细胞轮廓以及细胞浆出现清晰的棕黄色，

对照组细胞浆着色很浅，胞浆呈现轻度的浅黄色

（图1）。

表 1 VES对Tca8113细胞生长抑制率的影响( % , x±s)

Tab 1 Growth inhibition of Tca8113 cells induced

by VES( % , x±s)

分组
细胞抑制率

24 h 48 h 72 h 96 h

5 μg/mLVES组 6.09±3.00 5.82±2.37 7.27±6.67 9.06±2.22

10 μg/mLVES组 10.20±6.70 23.82±6.07 44.61±3.34 66.00±3.06

20 μg/mLVES组 24.38±6.56 42.18±9.06 63.52±3.57 85.28±1.26
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A：对照组；B：20 μg/mL VES组

图 1 VES处理前后Tca8113细胞的Fas蛋白表达 SABC ×200

Fig 1 Immunocytochemistry of Fas protein after cultivated with

VES and without VES SABC ×200

2.5 VES对Tca8113细胞表面Fas蛋白表达的影响

细胞培养24、48 h后，对照组Tca8113细胞表面

Fas蛋白平均荧光强度分别为12、12.5。10 μg/mL

VES作用于Tca8113细胞24、48 h后，Tca8113细胞表

面Fas蛋 白 平 均 荧 光 强 度 分 别 升 高 至14.0、 20.7；

20 μg/mL VES 作 用 于 Tca8113 细 胞 24、 48 h 后 ，

Tca8113细胞表面Fas蛋白平均荧光强度分别升高至

20.7、27.1。

3 讨论

VES是α- 生育酚的衍生物，由琥珀酸与α- 生育

酚酯化而成。目前的研究表明，VES能够抑制多种

细胞系起源的肿瘤细胞的增殖。VES可选择性地诱

导肿瘤细胞凋亡，抑制生长，而对正常细胞却未表

现出毒副作用，这些研究提示，VES可作为一种潜

在的肿瘤化学预防/治疗剂[2]。本实验研究表明VES

对舌鳞癌Tca8113细胞的生长有抑制作用，并且这种

抑制作用呈现出显著的时间- 效应和剂量- 效应关

系。流式细胞仪分析细胞凋亡率显示，VES对舌鳞

癌Tca8113细胞具有较强的凋亡诱导作用，VES对舌

鳞癌细胞的凋亡诱导作用也呈现出明显的剂量- 效

应和时间- 效应关系。本实验结果提示VES是一种有

效的舌鳞癌细胞生长抑制剂。

研究发现，Fas/FasL凋亡信号途径的激活在VES

诱导肿瘤细胞凋亡过程中起到重要作用，VES能促

进Fas蛋白的合成，上调细胞膜表面Fas表达[3- 4]。也

有研究表明，VES能将Fas不敏感细胞系胞浆中的

Fas转移到细胞表面，从而将Fas不敏感细胞系转变

为Fas敏感型细胞[5]。徐昕昀等[6]通过动物实验发现，

VES能够抑制荷乳腺癌裸鼠的生长，采用FCM检测

发现，肿瘤组织及肿瘤表面Fas蛋白的表达均显著增

强。这些研究提示：Fas/FasL凋亡诱导途径的激活

可能是VES诱导肿瘤细胞凋亡的主要机制。本实验

采用免疫细胞化学技术显示VES处理后细胞Fas蛋白

表达水平升高，采用间接免疫荧光联合流式细胞仪

技术检测显示：药物处理后，细胞表面Fas蛋白表达

明显提高，而细胞凋亡主要由细胞表面的Fas分子介

导；应用Fas中和性抗体后，VES诱导的舌癌细胞的

凋亡被明显阻断。综合本实验研究结果，VES对舌

癌细胞的生长抑制作用与其对细胞的凋亡诱导作用

密切相关，细胞表面的凋亡诱导分子Fas表达的上调

在其中起到重要作用。

目前的研究表明，VES诱导肿瘤细胞的凋亡是

一个涉及多种机制和多种信号途径的复杂过程。本

实验在加入Fas中和抗体后，VES对细胞的凋亡诱导

作用并未被完全阻断，提示其他机制在此过程中也

发挥一定的作用，因此，对于各种途径之间的相互

关系以及它们之间是否相互影响还有待于深入的研

究。
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