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【摘要】 目的 探讨毛兰素（Erianin）对人口腔鳞状细胞癌（oral squamous cell carcinoma，OSCC）细胞增殖和凋

亡的影响，为 OSCC 的临床治疗提供研究基础。方法 使用 0、2.5、5、10 μmol/L 浓度的毛兰素处理 OSCC 细胞

CAL27 和 SCC9；采用 CCK⁃8 和软琼脂集落形成实验检测毛兰素对 OSCC 细胞增殖的抑制作用。通过蛋白免疫

印迹法（Western blot）分析毛兰素在 OSCC 细胞中对抗凋亡相关蛋白 B 细胞淋巴瘤⁃超大（B⁃cell lymphoma⁃extra 
large，Bcl⁃xL）、B细胞淋巴瘤⁃2（B⁃cell lymphoma⁃2，Bcl⁃2）、髓样细胞白血病⁃1（myeloid cell leukemia⁃1，Mcl⁃1）及凋

亡蛋白裂解型半胱天冬酶 3（cleaved⁃Caspase 3, c⁃Caspase 3）表达的影响。通过 caspase 3 活性检测试剂盒，进

一步分析毛兰素在 OSCC细胞中的促凋亡效应。通过质粒转染构建过表达 Mcl⁃1的 CAL27细胞，并通过 Western 
blot 和 caspase 3 活性测定分析 Mcl⁃1 对毛兰素作用于 CAL27 细胞的影响。获得湖南省肿瘤医院动物实验伦理

委员会审批，构建 CAL27 裸鼠移植瘤模型并随机分为两组（n = 5），给药组腹腔注射毛兰素（25 mg/kg），对照组

注射磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline，PBS）。利用免疫组化方法检测肿瘤组织中 Ki67 和 Mcl⁃1 的表达

水平。结果 毛兰素呈剂量依赖性地抑制 CAL27 和 SCC9 细胞的增殖，并下调了 Mcl⁃1 的蛋白表达，而对 Bcl⁃2 
和 Bcl⁃xL 的影响较小。此外，毛兰素诱导 OSCC 细胞发生凋亡，表现为 c⁃Caspase 3蛋白表达水平增加，caspase 3
的活性增强（P＜0.001）。过表达 Mcl⁃1 则可以抑制毛兰素诱导的 c⁃Caspase 3 蛋白水平的增加及 caspase 3 活性

水平。体内实验结果与体外一致，毛兰素处理后，CAL27 细胞在裸鼠体内的生长受到抑制（P＜0.001），肿瘤组

织中增殖相关分子 Ki67 及抗凋亡分子 Mcl⁃1 的表达水平下调（P＜0.001）。结论 毛兰素具有较好的抗肿瘤

效果，能够有效抑制 OSCC 细胞的增殖并促使其凋亡，其机制可能涉及下调促存活蛋白 Mcl⁃1 的表达水平。
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【Abstract】 Objective To investigate the effects of Erianin on cell proliferation and apoptosis in human oral squa⁃
mous cell carcinoma (OSCC) cells, providing a research foundation for the clinical treatment of OSCC. Methods　Eri⁃
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anin was applied to OSCC cells (CAL27 and SCC9) at concentrations of 0, 2.5, 5, and 10 μmol/L. The inhibitory effect 
of Erianin on OSCC cell proliferation was evaluated using CCK⁃8 and soft agar colony formation assays. Western blot⁃
ting (WB) was employed to analyze the expression levels of anti⁃apoptotic proteins B⁃cell lymphoma⁃extra large (Bcl⁃xL), 
B⁃cell lymphoma⁃2 (Bcl⁃2), myeloid cell leukemia⁃1 (Mcl⁃1), and apoptotic protein cleaved⁃Caspase 3 (c⁃Caspase 3) in 
OSCC cells. Caspase 3 activity was further assessed using a caspase 3 activity detection kit to examine the pro⁃apoptotic 
effect of Erianin in OSCC cells. Mcl⁃1 overexpression was induced in CAL27 cells via plasmid transfection, and the in⁃
fluence of Mcl⁃1 on the effects of Erianin in CAL27 cells was analyzed by WB and caspase 3 activity measurement. All 
animal experiments were approved by the Ethics Committee of Hunan Cancer Hospital. A CAL27 xenograft mouse mod⁃
el was established and randomly divided into two groups (n = 5): the treatment group received intraperitoneal injection 
of Erianin (25 mg/kg), while the control group was injected with phosphate⁃buffered saline (PBS) as the vehicle. Immu⁃
nohistochemistry (IHC) was used to detect the expression levels of Ki67 and Mcl⁃1 in the tumor tissues. Results Eri⁃
anin inhibited the proliferation of CAL27 and SCC9 cells in a dose⁃dependent manner and downregulated the protein ex⁃
pression of Mcl⁃1, with minimal effects on Bcl⁃2 and Bcl⁃xL. Furthermore, Erianin induced apoptosis in OSCC cells, as 
evidenced by increased expression of c⁃Caspase 3 and enhanced caspase 3 activity (P＜0.001). Overexpression of Mcl⁃1 
inhibited the Erianin⁃induced increase in c⁃Caspase 3 protein levels and caspase 3 activity. In vivo results were consis⁃
tent with the in vitro findings. After Erianin treatment, CAL27 cell growth in nude mice was suppressed (P＜0.001), and 
the expression levels of the proliferation marker Ki67 and the anti ⁃apoptotic protein Mcl ⁃ 1 in the tumor tissues were 
downregulated (P＜0.001). Conclusion Erianin exhibits potent anti⁃tumor effects, effectively inhibiting the prolifera⁃
tion of OSCC cells and inducing apoptosis. The underlying mechanism may involve the downregulation of the pro⁃survival 
protein Mcl⁃1.

【Key words】 oral squamous cell carcinoma; Erianin;  natural compounds; pro ⁃ survival proteins; myeloid cell 
leukemia⁃1; cell apoptosis; cell proliferation; anti⁃tumor mechanism
J Prev Treat Stomatol Dis, 2025, 33(3): 186⁃194.

【Competing interests】 The authors declare no competing interests. 
This study was supported by the grants from the Natural Science Foundation of Hunan Province (No. 2024JJ9261).

口腔癌主要包括舌、牙龈、颊黏膜、口底、硬腭

等部位［1］。90% 的口腔癌是口腔鳞状细胞癌（oral 
squamous cell carcinoma，OSCC），主要风险因素是

嚼槟榔、吸烟和长期饮酒［2］。目前，OSCC 患者的早

期标准治疗是手术，晚期是手术联合化疗、放疗或

靶向治疗［3］。尽管治疗方法不断迭代和完善，并在

一定程度上提高了 OSCC 患者的生活质量，但总体

生存率并未提高，晚期 OSCC 患者 5 年生存率仍然

小于 50%［4］。此外，癌细胞的耐药性也限制了OSCC
的治疗疗效［5⁃6］。因此，寻找可能的前景药物对于

提高 OSCC 的治疗效果至关重要。

毛兰素（Erianin，C18H22O5）是一种从石斛中提

取的天然二苄基化合物。具有解热镇痛、抗血管

生成、抗氧化和抗糖尿病的活性［7⁃9］。随着研究的

深入，毛兰素在多种癌症中的抗肿瘤活性已在研

究中得到广泛验证。例如，在胰腺癌中，毛兰素有

效抑制了胰腺癌细胞的增殖和迁移，并促进细胞

内活性氧（reactive oxygen species，ROS）的生成，从

而诱导细胞凋亡。进一步机制研究发现，毛兰素

是通过调控蛋白激酶 B（protein kinase B，AKT）/叉

头盒蛋白 O1（forkhead box O1，FOXO1）和凋亡信号

调 节 激 酶 1（apoptosis signal ⁃ regulating kinase 1， 
ASK1）/c⁃Jun N⁃末端激酶（c⁃Jun N⁃terminal kinase，
JNK）/p38 丝裂原活化蛋白激酶（p38 mitogen⁃acti⁃
vated protein kinase，p38 MAPK）信号通路，抑制胰

腺癌细胞增殖［10］。此外，毛兰素还通过触发铁死

亡机制，抑制肺癌细胞的干性特征，并显著增强其

对化疗的敏感性［11］。Chen 等［12］评估了毛兰素对

OSCC 的影响，并观察到细胞周期停滞、细胞凋亡

和自噬增加，Luo 等［13］发现毛兰素能显著抑制蛋白

棕榈酰硫酯酶 1（protein ⁃ palmitoyl thioesterase 1，
PPT1）和雷帕霉素靶蛋白（mechanistic target of rapa⁃
mycin，mTOR）信号的转达来发挥抗肿瘤作用，田

绣云［14］从 OSCC 癌细胞内铁死亡视角出发，揭示了

毛兰素可能通过抑制铁死亡相关蛋白 NF⁃E2 相关

因子 2（NF⁃E2⁃related factor 2，Nrf2），血红素加氧酶 1
（heme oxygenase 1，HO⁃1）及谷胱甘肽过氧化物酶 4
（glutathione peroxidase 4，GPX4）的表达来发挥抗肿

瘤的积极作用。尽管这些研究已初步揭示了毛兰

素在 OSCC 治疗中的潜力，但其深层次的作用机制
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及其在生物体内的抗肿瘤活性，仍是一个亟待全

面探讨与阐明的问题。因此，本研究旨在以 OSCC 
细胞系 CAL27 和 SCC9 为模型，评估毛兰素对 OS⁃
CC 增殖和存活的影响，并初步探讨其在 OSCC 中

的抗肿瘤作用及潜在分子机制。

1 材料和方法

1.1  细胞系及实验动物

CAL27、SCC9 细胞购自美国生物标准品资源

中心（American type culture collection，ATCC，Manas⁃
sas，VA），并根据制造商的说明，将细胞培养在含

有 10% 胎牛血清和 1% 青霉素 ⁃链霉素的 DMEM/
F12 培养基中，待细胞融合度达到 80% 时进行传

代。每 2 个月进行一次细胞遗传学检测。6 周龄 
SPF 级雌性裸鼠 10 只，平均体重 20 g，购自湖南斯

莱克景达实验动物有限公司，许可证：SCXK（湘）

2021⁃0002。动物实验经湖南省肿瘤医院动物实验

伦理委员会审查通过（审批号：2023⁃236）。

1.2  主要试剂和仪器

胎牛血清（Fetal Bovine Ser⁃um，FBS）、DMEM/
F12 培养基和双抗生素（青霉素和链霉素，P/S）
（C2910⁃0500、C3130⁃0500、C3420⁃0100，VivaCell，中
国）；PBS（G4202⁃500ML，Servicebio，中国）；一抗兔

单克隆髓样细胞白血病⁃1（myeloid cell leukemia⁃1，
Mcl ⁃ 1）抗 体（5453s，Cell Signaling Technology，美

国），一抗兔单克隆 cleaved⁃Caspase 3 抗体（9664，
Cell Signaling Technology，美国），一抗兔单克隆 B
细胞淋巴瘤⁃超大（B⁃cell lymphoma⁃extra large，Bcl⁃
xL）抗体（2764s，Cell Signaling Technology，美国），

一抗兔单克隆 B 细胞淋巴瘤⁃2（B⁃cell lymphoma⁃2，
Bcl⁃2）抗体（4223，Cell Signaling Technology，美国），

抗小鼠 IgG⁃辣根过氧化物酶标记抗体（7076，Cell 
Signaling Technology，美国），抗兔 IgG⁃辣根过氧化

物酶标记抗体（7074，Cell Signaling Technology，美
国），β⁃actin 抗体（A5316，Sigma，美国），Ki67 抗体

（ab16667，Abcam，英国）；毛兰素（HY⁃N0517，Med⁃
Chemexpress，美国）；Cell Counting Kit ⁃ 8（CCK ⁃ 8）
（HY ⁃ K0301，MedChemexpress，美国）；RIPA Buffer
（89900，Thermo Fisher Scientific，美国）；BCA 蛋白

定量试剂盒（23225，Thermo Fisher Scientific，美国）；

caspase 3 assay kit（ab39383，Abcam，英国）；Mcl⁃1质

粒（RC200521，OriGene，美国）；pCMV ⁃ Myc 质 粒

（VT1064，优宝生物，中国）。

1.3  方法

1.3.1 CCK⁃8 实验检测毛兰素处理后 OSCC 细胞活

力水平 将 OSCC 细胞 CAL27 和 SCC9（2×103 个细

胞/孔）分别接种到 96 孔板中，并用毛兰素处理（0、
0.1、0.3、1、3、10、30 μmol/L）24 h 后，将 CCK⁃8 加入

每个孔中，在 37 ℃，5%CO2 避光孵育 1~2 h。使用

酶标仪在 450 nm 波长下测定吸光度，并根据 OD
值计算每株细胞的 IC50值。细胞存活率=［（实验孔

吸光度⁃空白孔吸光度）/（对照孔吸光度⁃空白孔吸

光度）］×100%。实验孔：含 OSCC 细胞、培养基、

CCK⁃8 溶液和 Erianin；对照孔：含 OSCC 细胞、培养

基、CCK⁃8 溶液，不含 Erianin；空白孔：含培养基、

CCK⁃8 溶液，不含 OSCC 细胞、Erianin。
1.3.2 软琼脂集落形成实验检测毛兰素对 OSCC
的抑制作用 将 OSCC 细胞 CAL27 和 SCC9（8 × 
10³个细胞/孔）分别悬浮于 1 mL 含 10% FBS的 0.3%
琼脂溶液中，接种至含不同浓度毛兰素（0、2.5、5、
10 μmol/L）和 0.6% 琼脂基底的 6 孔板中，在室温下

水平放置 10 min，待上层琼脂凝固后移入培养箱，

在 37 ℃下培养 2 周，期间静置。最后用显微镜观

察并统计克隆形成情况。

1.3.3 Western blot 实验检测目的分子（Bcl⁃xL、Bcl⁃
2、Mcl⁃1、c⁃Caspase 3、β⁃actin）的蛋白表达水平 将

OSCC 细 胞 CAL27 和 SCC9 分 别 用 毛 兰 素（0、

2.5、5、10 μmol/L）处理 24 h 之后，使用 RIPA 裂解

液提取总蛋白，利用 BCA 蛋白定量试剂盒测定上

清液中的蛋白浓度。取等质量的蛋白样品，通过

变性不连续十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

（Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electro⁃
phoresis，SDS⁃PAGE）分离后，并转膜至硝酸纤维

膜。将膜置于 5% 脱脂牛奶中室温封闭 1 h，随后

与特异性一抗（Bcl⁃xL，1∶1 000；Bcl⁃2，1∶1 000；
Mcl⁃1，1∶1 000；c⁃Caspase 3，1∶1 000；β ⁃actin，1∶
10 000）在 4 ℃ 下孵育过夜。之后，用 1 × TBST 洗

涤 3 次，每次 10 min。接着，将膜与二抗（mouse/
rabbit IgG HRP，1∶10 000）在室温下孵育 1 h，再用

1 × TBST 洗涤 3 次，每次 10 min。最后，通过化学

发光法检测目的分子（Bcl⁃xL、Bcl⁃2、Mcl⁃1、c⁃Cas⁃
pase 3、β⁃actin）的蛋白表达水平。

1.3.4 caspase 3 活性检测证明毛兰素促进 OSCC 细

胞 凋 亡 将 CAL27 细 胞 用 毛 兰 素（0、2.5、5、

10 μmol/L）/顺铂（5 μmol/L） 处理后，收集细胞并

用PBS洗涤，随后使用 caspase 3 assay kit提供的裂解

缓冲液裂解细胞。离心后取上清液，加入反应缓冲
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a: CAL27 cells were treated with different concentra⁃
tions of Erianin, cell viability was assessed using the 
CCK ⁃ 8 assay, and the IC50 value was calculated; b: 
SCC9 cells were treated with different concentrations of 
Erianin, cell viability was assessed using the CCK⁃8 as⁃
say, and the IC50 value was calculated. Erianin inhibit⁃
ed the proliferation of CAL27 and SCC9 cellsb
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Figure 1 Cell viability of CAL27 and SCC9 cells treated with Erianin were detected by CCK⁃8

图 1 CCK⁃8 检测毛兰素处理 CAL27 和 SCC9 细胞后的细胞活力水平

液和 caspase 3 底物（DEVD⁃AFC），在荧光酶标仪中

测定 400 nm 激发和 505 nm 发射的荧光强度，以检

测 caspase 3 活性水平。为了评估毛兰素处理对

caspase 3 活性的影响，顺铂（5 μmol/L）作为阳性对

照组，0 μmol/L 毛兰素作为阴性对照组进行比较。

1.3.5 质粒转染构建过表达 Mcl⁃1 的 CAL27 细胞 
将 Mcl ⁃ 1 质粒转染到 CAL27 细胞中，使用 Lipo⁃
fectamine 2000 转染试剂进行转染。按照推荐比例

将 Mcl⁃1 质粒与 Lipofectamine 2000 混合［目的质粒

（μg）∶Lipofectamine 2000（μL）= 1∶2］，静置 5~20 min
以形成转染复合物，然后将其加入至 CAL27 细胞

培养基中，继续培养 48 h。以 pCMV⁃ Myc 质粒为阴

性对照，按上法转染。转染后，使用 Western blot 方
法检测 Mcl⁃1 的表达。

1.3.6 构建异种移植瘤模型体内验证毛兰素的抗

肿瘤作用 将 CAL27（2 × 106）细胞接种于 6 周龄

雌性裸鼠右侧腋下，建立异种移植瘤裸鼠模型。

每 2 d 检测一次肿瘤体积和裸鼠体重。当肿瘤体

积达到 100 mm3时，将已形成肿瘤的小鼠随机分为

两组（n = 5）。给药治疗组腹腔注射毛兰素（PBS 为

溶剂，25 mg/kg，2 d/次），对照组小鼠给予等量的

PBS 注射。肿瘤体积根据以下公式确定：长 × 宽 × 
宽/2（mm3）。达到实验终点后（本实验终点为对照

组裸鼠肿瘤体积达到 800 mm3），将裸鼠安乐死，取

出肿瘤组织，称重，用 4% 多聚甲醛固定，随后进行

免疫组化分析。

1.3.7 免疫组织化学分析检测异种移植肿瘤组织

中Ki67和Mcl⁃1的表达水平 将肿瘤组织切片进行

脱蜡并用二甲苯和乙醇再水化，然后浸入 10 mmol/L
柠檬酸盐缓冲液（pH=6.0） 中煮沸 10 min 以实现抗

原回收。用 ddH2O 洗涤 3 次后，将载玻片放置于含

3% 双氧水孵育 10 min 以淬灭过氧化物酶。然后

用 50% 山羊血清白蛋白封闭 1 h，封闭完成后，去

除上述封闭液，在组化圈内滴加配好的一抗稀释

液（Ki67，1∶200；Mcl⁃1，1∶100），将切片小心平放于

孵育盒（湿盒）内，并于 4 ℃冰箱孵育过夜。第二

天，吸去一抗，玻片用 PBS 洗涤，洗涤过程于脱色

摇床上进行，每次 5 min，洗 3 次。洗涤干净后，用

相应的二抗在室温下孵育 50 min。最后使用二氨

基联苯胺（diaminobenzidine，DAB）显色液观察，苏

木精用于复染，脱水封片后可用显微镜观察玻片。

Ki67 阳性信号主要位于细胞核内，表现为细胞核

染色；Mcl⁃1 阳性信号主要位于细胞质中，表现为

细胞质染色，阳性表达均呈棕褐色。

1.4  统计学分析

实验数据采用 GraphPad Prism 7.0 软件进行统

计学分析。数据以均值 ± 标准差表示。两组间比

较采用独立样本 t 检验；多组间比较采用单因素方

差分析。P＜0.05 为差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  毛兰素在体外抑制口腔鳞状细胞癌细胞的

活力

CCK⁃8 结果显示，随着毛兰素浓度的增加，

CAL27 和 SCC9 细胞的活力逐渐下降，且两者均表

现出明显的剂量依赖性。在 CAL27 细胞中，毛兰

素的 IC50值为 6.645 μmol/L（图 1a），而在 SCC9 细胞

中，IC50值为 5.094 μmol/L（图 1b）。这些结果表明，

毛兰素对 OSCC 细胞的活力具有浓度依赖性抑制

作用。

随着毛兰素浓度的增加，OSCC 细胞系的克隆

形成能力逐渐受到抑制（图 2a）。其中，5 μmol/L 的

毛兰素能够使克隆形成效率下降超过 50%，而

10 μmol/L 的毛兰素几乎完全阻断了 CAL27（图 2b）
和 SCC9（图 2c） 细胞的非依赖性停泊生长。这些

结果表明，毛兰素显著抑制了 OSCC 细胞的增殖，
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a: CAL27 and SCC9 cells were treated with different concentrations of Erianin, and whole cell lysates (WCE) were subsequently collected for 
Western blot analysis to detect the expression levels of c⁃Caspase 3 and β⁃actin proteins (β⁃actin as a loading control), with the Cisplatin group 
(5 μmol/L) as a positive control and 0 μmol/L Erianin group as a negative control; b: CAL27 (left) and SCC9 (right) cells were treated with differ⁃
ent concentrations of Erianin, and then caspase 3 activity was measured using a caspase 3 activity assay kit. The results were subjected to statisti⁃
cal analysis, with the Cisplatin group (5 μmol/L) as a positive control and 0 μmol/L Erianin group as a negative control. *P＜0.05, ***P＜0.001

Figure 4 Effects of Erianin treatment on c⁃Caspase 3 and caspase 3 expression levels in CAL27 and SCC9 cells
图 4 毛兰素对 CAL27 和 SCC9 细胞中 c⁃Caspase 3 和 caspase 3 表达水平的影响
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a: CAL27 and SCC9 cells were treated with different concentrations of Erianin, and soft agar colony formation assays were performed; b⁃c: the 
data obtained from figure 2a were subjected to statistical analysis, comparing the 2.5, 5, and 10 μmol/L treatment groups with the control 
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Figure 2 Colony formation ability of CAL27 and SCC9 cells treated with Erianin were assessed by soft agar assay
图 2 软琼脂实验检测毛兰素处理 CAL27 和 SCC9 细胞后的集落形成能力
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The CAL27 and SCC9 cells were treated with different concentrations of Erianin, and the 
whole cell lysates (WCE) were subsequently collected for Western blot analysis to detect 
the expression levels of Bcl⁃xL, Bcl⁃2, Mcl⁃1 and β ⁃actin proteins (β ⁃actin as a loading 
control). Bcl⁃xL: B⁃cell lymphoma⁃extra large; Bcl⁃2: B⁃cell lymphoma⁃2; Mcl⁃1: myeloid 
cell leukemia⁃1
Figure 3 Protein expression levels of Bcl ⁃ xL, Bcl ⁃ 2, Mcl ⁃ 1, and β ⁃ actin in 
CAL27 and SCC9 cells treated with Erianin were assessed by Western blot analysis
图 3 Western blot实验检测毛兰素处理CAL27和 SCC9细胞后Bcl⁃xL、Bcl⁃2、
Mcl⁃1 和 β⁃actin 的蛋白表达水平

且具有明显的剂量依赖性。

2.2  毛兰素抑制 Mcl⁃1 的蛋白表达并促进口腔鳞

状细胞癌细胞的凋亡

通 过 Western blot 检 测 促 存 活 蛋 白 Bcl⁃xL、

Bcl⁃2、Mcl⁃1 在毛兰素处理后的表达情况，结果显

示毛兰素处理后的 OSCC细胞中，抗凋亡蛋白 Mcl⁃1
的表达呈浓度依赖性下降，而 Bcl⁃2 和 Bcl⁃xL 的表

达未见明显变化（图 3）。

为了进一步证明毛兰素促进OSCC细胞凋亡，检

测毛兰素处理后的CAL27和SCC9细胞中，c⁃Caspase 3
的蛋白表达情况以及 caspase 3 的活性。结果表明

c⁃Caspase 3 的蛋白表达情况呈浓度依赖性上升（图

4a），同时 caspase 3 的活性随着毛兰素浓度的升高

显著增加（图 4b），进一步表明毛兰素可能通过内
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Figure 5 Effect of Mcl⁃1 overexpression on Erianin⁃induced c⁃Caspase 3 and caspase 3 expression levels 

图 5 过表达 Mcl⁃1 对毛兰素诱导的 c⁃Caspase 3 及 caspase 3 表达水平的影响
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Figure 6 Inhibitory effects of Erianin on tumor proliferation and volume changes in an oral squamous cell
carcinoma nude mouse model 

图 6 毛兰素处理对口腔鳞状细胞癌裸鼠模型中肿瘤增殖与体积变化的抑制作用
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源性途径诱导细胞凋亡。

此外，还使用了过表达 Mcl⁃1 的 CAL27 细胞以

探讨Mcl⁃1在毛兰素诱导凋亡中的作用。结果显示，

过表达 Mcl⁃1 显著抑制了毛兰素诱导的 c⁃Caspase 3
蛋白水平的增加（图 5a），并且 caspase 3 活性也受

到明显抑制（图 5b）。

2.3  毛兰素在体内可抑制口腔鳞状细胞癌细胞

生长

使用 CAL27 细胞构建异种移植瘤模型，与对

照组相比，毛兰素处理组的肿瘤体积（图 6a）、肿瘤大

小（图 6b）、肿瘤重量（图 6c） 和肿瘤细胞增殖（Ki67

染色，图 7a上、图 7b左） 均降低，差异有统计学意义

（P＜0.05）。IHC染色表明毛兰素处理可以降低Mcl⁃1
的蛋白质表达水平（图 7a下、图 7b右）。这些数据表

明，毛兰素在体内对OSCC细胞具有显著的抑制作用，

其作用可能与Mcl⁃1蛋白表达水平的降低密切相关。

3  讨  论

OSCC 作为最常见且致命的疾病之一，一直是

全球范围内严重的公共卫生挑战［15］。该疾病本质

上具有高度侵袭性，且通常被认为难以治愈，这也

导致了其较高的死亡率和不良预后［16］。研究表

明，OSCC 的发病率在世界范围内呈上升趋势［17］。

因此，深入研究 OSCC 的发病机制，探索新的治疗

药物及有效的靶向治疗策略具有重要的临床

意义。

近年来，具有抗炎、抗氧化药理活性的中医药

及其天然产物一直是研究的热点［18］。天然产物疗

法在各种肿瘤中也取得了一定的进展，如葫芦素 B
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Figure 7 Immunohistochemistry analysis of the effects of Erianin on Ki67 and Mcl⁃1 protein expression in
xenograft tumor tissues

图 7 免疫组织化学检测毛兰素对异种移植肿瘤组织中 Ki67 及 Mcl⁃1 蛋白表达水平的影响

（CuB） 在鼻咽癌中通过抑制肿瘤细胞迁移和侵

袭，阻滞细胞周期发挥抗肿瘤作用［19］；柠檬内酯

（nimbolide） 是一种提取自印楝树的一种天然产

物，通过调节 AKT 等信号通路克服细胞保护性自

噬的屏蔽作用，从而促进 OSCC 细胞凋亡［20］；伊拉

霉素（Ilamycin E） 可通过激活内质网应激，增加 C/
EBP 同源蛋白（C/EBP homologous protein，CHOP） 
表达、下调抗凋亡蛋白 Bcl⁃2 的表达来促进细胞凋

亡，以时间和剂量依赖性的方式在三阴性乳腺癌

中表现出强大的抗癌活性［21］。因此，研究天然产

物在肿瘤发生发展中的抑制作用为癌症治疗提供

了更多的潜在治疗剂，对于抗肿瘤具有非常重要

的意义。

毛兰素是从一种被收录于《神农本草经》中的

药用兰科植物石斛中提取的天然化合物。越来越

多的证据证明毛兰素对多种癌症有潜在治疗作

用，包括肝癌、膀胱癌［22］、乳腺癌［23］、结直肠癌［24］

等。现有研究表明，毛兰素的水溶性低，具有良好

的肠道吸收性，大部分可透过血脑屏障［25］，这一特

点对于临床应用具有重要的作用。据研究报道，

毛兰素与磷脂酰肌醇 3 激酶（phosphoinositide 3⁃ki⁃
nase，PI3K）/AKT 途径和细胞外信号调节激酶 1/2
（extracellular signal⁃regulated kinase 1/2，ERK1/2） 信
号通路均存在一定的关系，以此发挥抑制肿瘤细

胞增殖的作用［26⁃28］。在本研究中观察到，毛兰素抑

制了 CAL27 和 SCC9 细胞的活力水平，并且对这两

种细胞的软琼脂克隆形成能力也表现出了明显的

抑制作用。在体内实验中，与对照组相比，给予毛

兰素处理也能显著地抑制肿瘤细胞的生长，进一

步支持了毛兰素作为潜在抗肿瘤药物的有效性。

这些结果与现有文献中关于毛兰素能够抑制多种

人类肿瘤细胞生长的研究一致。例如，毛兰素通

过抑制细胞迁移并诱导肺癌细胞死亡来发挥其抗

癌活性［29］。另有研究表明，毛兰素通过调节 PISK/
AKT 信号通路抑制三阴性乳腺癌细胞的增殖，诱

导细胞周期停滞并促进细胞凋亡［23］。还有研究报

道，毛兰素通过诱导铁死亡来抑制胶质瘤干细胞

的恶性表型［30］。鉴于毛兰素具有诱导肿瘤细胞凋

亡的作用，进一步探讨了其对 OSCC 细胞凋亡的影

响。本研究结果显示，毛兰素以剂量依赖的方式

促进了 caspase 3 剪切体的形成，并增强了 caspase 3
的活性。以上发现提示，毛兰素不仅能抑制 OSCC
细胞的增殖，还能在一定程度上诱导 OSCC 细胞

凋亡。

抗凋亡的 Bcl⁃2 家族成员，包括 Bcl⁃2、Bcl⁃xL、
Bcl⁃w 和 Mcl⁃1 等，在调控内源性凋亡过程中起着至

关重要的作用［31］。作为 Bcl⁃2 家族的核心成员，

Mcl⁃1 在多种肿瘤中常常过度表达，并且被认为是

化疗和放疗耐药的关键因素之一［32⁃33］。Mcl⁃1 定位

于线粒体［34］，并能够与促凋亡的 Bcl-2 家族成员

（如 Bax、Bak、Bim、Puma、Noxa 和 Bid 等）相互作

用，通过拮抗这些促凋亡蛋白的作用，抑制由细胞

毒性刺激引发的凋亡反应［35］。肿瘤细胞在发生凋

亡之前，Bcl⁃2 家族促存活蛋白的下调是常见的分

子事件之一。本研究发现毛兰素处理 OSCC 细胞

后，未显著改变 Bcl⁃2 和 Bcl⁃xL 的表达水平，但有效

且明显地以剂量依赖的方式抑制了 Mcl⁃1 的表达，

提示毛兰素在诱导凋亡过程中具有一定的选择性

和靶向性。此外，本研究显示，过表达 Mcl⁃1可以显

著抑制毛兰素诱导的 c⁃Caspase 3 蛋白水平，并且
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caspase 3 活性也受到明显抑制。总之，这些发现揭

示了毛兰素通过选择性抑制 Mcl⁃1 来促进 OSCC 细

胞的凋亡，且 Mcl⁃1 在毛兰素诱导的凋亡过程中起

着重要的调控作用。这为进一步阐明毛兰素的抗

肿瘤机制提供了新的见解，同时也为开发靶向 Mcl
⁃1 的治疗策略提供了理论依据。尽管毛兰素下调

OSCC 中 Mcl⁃1 表达的现象已被观察到，但其作用

于 Mcl⁃1 并导致其表达下调的具体分子机制，诸如

是通过直接干扰 Mcl⁃1 的转录、翻译过程，还是通

过调节上游信号通路间接影响，仍需更为深入和

细致的探讨。本研究不仅为毛兰素在 OSCC 治疗

中的潜在应用价值提供了的实验依据，并进一步

揭示了其抗肿瘤的分子机制。
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