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Abstract
AIM: To investigate the effects of combined 
use of indole-3-acetic (IAA) and horseradish 
peroxidase (HRP) on the growth of human 
adenoid cystic carcinoma SACC-2 cells in vitro.

METHODS: After HRP (1.2 mg/L) and IAA at 
different concentrations (20, 40, 60, 80 and 100 
μmol/L) were co-incubated with SACC-2 cells 
for 48 h, the changes in cell morphology were 
observed under light microscopy, the growth in-
hibition rate was measured by the CCK-8 assay, 
and the expression level of caspase-3 mRNA 
was determined by semiquantitative RT-PCR. 

RESULTS: Compared with negative control 
cells, cells incubated with IAA/HRP underwent 

shrinkage, became small and round, and showed 
significant vacuole formation. The growth in-
hibition rates achieved in cells incubated with 
HRP (1.2 mg/L) and IAA at 40, 60, 80 and 100 
μmol/L were significantly higher than that in 
control cells (31.8%, 38.71%, 60.57% and 80.18% 
vs 0%, respectively; all P < 0.05). Combined use of 
HRP (1.2 mg/L) and IAA at 60 and 100 μmol/L 
could significantly upregulate the expression 
of caspase-3 mRNA when compared to control 
cells (0.835 ± 0.019 and 1.667 ± 0.022 vs 0.242 ± 
0.025, respectively; both P < 0.01). 

CONCLUSION: Combined use of IAA and HRP 
is able to significantly inhibit the growth of 
SACC-2 cells in vitro perhaps through upregula-
tion of caspase-3 mRNA expression to induce 
cell apoptosis. 

Key Words: Indole-3-acetic acid; Horseradish per-
oxidase; SACC-2 cells; Growth inhibition; CCK-8
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摘要
目的: 探讨吲哚乙酸(IAA)与辣根过氧化物酶
(HRP)在体外共同作用对人涎腺腺样囊性癌
细胞SACC-2生长抑制的影响.

方法:  用不同浓度的I A A/H R P(I A A 20、
40、60 、80、100 µmol/L+HRP 1.2 mg/L)与
SACC-2细胞共同培养48 h后, 光镜下观察癌细
胞的生长; CCK-8法测定细胞生长抑制率; 半
定量RT-PCR技术检测caspase-3 mRNA水平. 

结果: 与阴性对照组比较, 48 h后 SACC-2细胞
皱缩, 变小变圆, 空泡明显; 40、60、80、100 
µmol/L IAA组的细胞生长抑制率明显增高
(31.8%, 38.71%, 60.57%, 80.18%, 均P <0.05); 
半定量RT-PCR结果显示, 60、100 µmol/L 
IAA与1.2 mg/L HRP联合作用可上调caspase-3 
mRNA水平(0.835±0.019, 1.667±0.022 vs  
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■背景资料
涎腺腺样囊性癌
是最常见的口腔
颌面部恶性肿瘤
之一, 严重的威胁
了患者的健康. 近
年来的研究证实, 
吲哚乙酸(IAA)被
辣根过氧化物酶
(HRP)氧化后会产
生细胞毒特性, 可
作为一种新的肿
瘤治疗药物. 通过
对其作用机制的
探讨, 有望寻找到
治疗涎腺腺样囊
性癌的分子靶点.

■同行评议者
王 文 跃 ,  主 任 医
师, 中日友好医院
普通外科



0.242±0.025, 均P <0.01).

结论: I A A/H R P对人涎腺腺样囊性癌细胞
SACC-2生长有明显的抑制作用, 可通过激活
caspase-3 mRNA的表达, 诱导凋亡.
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0  引言

涎腺腺样囊性癌是口腔颌面部常见的恶性肿瘤, 
手术是其主要的治疗方法, 但其高侵袭及转移

的生物学特性, 使患者5年生存率不足50%, 10年
生存率不足20%[1], 因此寻找新的治疗方法和有

效抗癌药物势在必行. 吲哚乙酸(indole-3-acetic, 
IAA)是一种植物生长激素, 主要调节植物细胞

的分化、生长和分裂增殖[2]. 辣根过氧化物酶

(horseradish peroxidase, HRP)是一种亚铁血红素

酶, 能氧化包括IAA在内的一系列底物[3-4]. 近年

来研究表明, IAA的作用浓度取值不同, 但HRP 
的浓度一定, IAA/HRP共同作用时具有抑制肿

瘤细胞生长, 并可诱导凋亡等作用, 而当IAA和

H R P以二者联合作用时的相同浓度单独作用

时, 则不会产生任何毒性效应[5]. 鉴于不同细胞

对其敏感性存在差异, 本研究选择人涎腺腺样

囊性癌细胞系SACC-2进行体外实验, 观察其对

SACC-2细胞的生长抑制效果, 旨在探索腺样囊

性癌新的治疗方法.

1  材料和方法

1.1 材料 人腺样囊性癌细胞系S A C C-2(华西

口腔医学院惠赠); Cell counting kit-8(日本同

仁研究所); IAA, HRP与琼脂糖(美国Sigma公
司); RPMI 1640(美国Gibco公司); 胎牛血清(杭
州四季青公司); 二甲基亚砜(上海化学试剂厂);  
TRIzol(上海晶天生物科技有限公司). 酶标仪(美
国Thermo), 超净工作台(苏州净化), PCR仪(德
国Biometra), 凝胶成像系统(Synoptics Ltd), 消
毒柜(日本Tomy公司), 显微镜(中国Nikon). RT-
PCR引物序列由北京博尚生物工程有限公司合

成. 扩增产物大小: 人caspase-3 173 bp, 正向引物

5-GAGGCCGACTTCTTGTATGC-3, 反向引物: 
5-AATTCTGTTGCCACTTTGG-3; 人β-actin 409 
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bp, 正向引物5-ACCAACTGGGACGACATGGA
GAAAATC-3, 反向引物5-GTAGCCGCGCTCGG
TGAGGATCTTCAT-3.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人涎腺腺样囊性癌细胞SACC-2
培养于含100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640培养

基中, 置37℃、50 mL/L的CO2培养箱中. 待细胞

生长状态处于对数生长期进行传代, 当细胞达

到足够量时开始实验. 
1.2.2 光镜观察IAA/HRP对SACC-2细胞形态影

响: 取对数生长期的SACC-2细胞, 用胰酶消化

成单细胞悬液, 计数, 以细胞密度为5×107个/L, 
2 mL/孔接种于6孔培养板中, 贴壁24 h后弃去原

培养液, 分别加入对照组(完全培养基)和实验组

(IAA 20、40、60 、80、100 µmol/L+HRP 1.2 
mg/L)的培养基, 于48 h在光镜下观察实验组和

对照组肿瘤细胞的形态变化, 并摄片记录.
1.2.3 CCK-8法测IAA/HRP对SACC-2细胞增殖

的影响: 取对数生长期的SACC-2细胞, 接种于

96孔平底细胞培养板中, 每孔细胞接种的终浓

度为2×107个/L, 每孔100 µL. 4-6 h细胞贴壁后, 
加入不同浓度的IAA和HRP, 使不同组的IAA终

浓度分别为20、40、60、80、100 µmol/L, HRP
的终浓度均为1.2 mg/L, 并设加等浓度细胞和

培养基的对照孔, 只加培养基的调零孔, 每组设

5个复孔, 置37℃、50 mL/L的CO2培养箱中培

养48 h后加10 µL CCK-8溶液, 充分震荡后, 置
37℃、50 mL/L的CO2培养箱中孵育1 h, 置450 
nm波长酶标仪中测定A 450值, 生长抑制率IR(%) 
= (1-实验组A 450/对照组A 450)×100%.
1.2.4 RT-P C R检测凋亡相关基因c a s p a s e-3 
mRNA表达: (1)总RNA提取与保存: TRIzol一步

法提取总RNA, 具体步骤参照TRIzol说明书, 30 
µL DEPT(1%)水溶液置于液氮中贮存, RNA纯

度为1.7-1.9, 浓度为0.83-3.35 g/L. (2)逆转录合成

cDNA: 根据逆转录试剂盒操作步骤合成cDNA. 
(3)PCR扩增反应体系: 反应体系为50 µL. PCR反
应参数: 95℃预变性5 min, 94℃变性50 s, 58℃退

火30 s, 72℃延伸60 s, 29个循环; 72℃ 10 min, 然
后于-20℃保存. (4)PCR产物电泳: 取10 µL左右

PCR产物在10 g/L琼脂糖凝胶中电泳, 紫外灯下

观察扩增产物, 凝胶成像分析系统扫描扩增带, 
以β-actin为内参照, 与目的基因PCR产物条带灰

度Volume之比作为反映目的基因mRNA水平的

相对指标.
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 采
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■相关报道
Kim et al 报道在
一定的浓度范围
内 ,  激 活 的 吲 哚
乙酸对人黑色素
瘤G361细胞生长
有较强的抑制作
用, Liao et al 认为
IAA/HRP的杀伤
作用可能主要发
生在细胞增殖期.

■研发前沿
目前公认的治疗
涎腺腺样囊性癌
的方法是以手术
为 主 、 辅 以 化
疗、放疗, 免疫治
疗以及其他支持
治疗的综合方案. 
但术后复发和转
移是患者死亡的
重要原因 .  因此 , 
筛选出涎腺腺样
囊性癌治疗的靶
向药物, 减轻患者
的痛苦是目前研
究的热点及重点.
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用统计软件SPSS14.0进行单因素方差分析, 组间

两两比较用LSD检验.

2  结果

2.1 细胞形态学的观察 对照组细胞呈梭形, 核浆

比例大, 核大深染, 可见较多的核分裂相, 细胞相, 细胞, 细胞

异型性明显, 大小与形态不一(图1A). 实验组20 
µmol/L IAA+1.2 mg/L HRP处理48 h后, 细胞数

量有所减少, 形态变化不明显; 100 µmol/L IAA
组可见大部分细胞皱缩, 变小变圆, 胞内出现空

泡, 核浆比减小, 核浆难分清(图1B).
2.2 C C K-8法检测结果 与对照组相比, 除20 
µmol/L组无统计学意义外, 40 µmol/L浓度以

上的IAA与HRP结合均可抑制SACC-2细胞的

增殖, 随着浓度的增加, 细胞增殖能力下降, 其
生长抑制率分别为31.8%、38.71%、60.57%及

80.18%(表1), 与对照组相比差异有统计学意义

(P <0.05). 结果说明IAA/HRP可抑制SACC-2细
胞生长, 且其抑制作用呈较明显的时间-剂量依

赖性.
2.3 半定量RT-PCR检测caspase-3 mRNA表达的

结果 A 260/A 280为1.8-2.0, 说明所提取的RNA纯

度较好.不同浓度IAA作用SACC-2 48 h后, 细

胞caspase-3基因半定量分析结果显示(图2): 各
浓度的I A A处理组及对照组细胞都有等量的

β-actin扩增, 而caspase-3扩增结果却不同, 对
照组的表达量非常低, 只有0.242±0.025; 随着

IAA浓度的增高, caspase-3表达量依次上升, 60 
µmol/L及100 µmol/L组表达量分别为0.835±
0.019, 1.667±0.022, 两组间比较差异均有统计

学意义(P <0.01). IAA/HRP能有效上调SACC-2 
caspase-3 mRNA的表达, 诱导凋亡.

3  讨论

IAA作为一种植物激素, 被HRP氧化后会产生包

括活性氧自由基(ROS), 如H2O2在内的自由基. 自
由基会导致脂质过氧化, 引起细胞膜结构改变, 
导致细胞内损伤和凋亡[6-7]. 体外实验表明吲哚乙

酸联合辣根过氧化物酶对多种肿瘤细胞有抑制

或杀伤作用[8-9], 对Bxpc_3、K562、G361、LSCC
细胞有明显的抑制作用, 并能诱导分化和凋亡, 
且对正常细胞的损伤甚微[10]. 本实验发现, 40 
µmol/L以上的吲哚乙酸联合辣根过氧化物酶即

可对SACC-2细胞造成抑制(P <0.05), 并且随着浓

度和时间的增加存在量效和时效关系. 光镜下

可见细胞形态发生明显改变, 细胞皱缩, 变小变

圆, 空泡明显, 部分细胞脱落悬浮于培养液中.
恶性肿瘤的发生是多因素、多基因相互作

用, 且在多阶段发挥作用的极为复杂的生物学

表  1  IAA/HRP对SACC-2细胞增殖的影响 (mean±SD)

     
分组                                      A 值		                 IR(%)

IAA (μmol/L)		

    20		  0.404±0.021	             13.37

    40 		  0.364±0.025a	             31.80

    60 		  0.349±0.019a	             38.71

    80 		  0.302±0.023a	             60.57

    100 		  0.259±0.028a	             80.18

对照组		  0.433±0.032	               0

凋零组		  0.216±0.026	               -

aP<0.05 vs  对照组.

图  1  48 h后SACC-2细胞形态学(×200). A: 对照组；B: IAA 100 μmol/L+HRP 1.2 mg/L实验组.

A B

图   2   I A A / H R P 对
c a s p a s e - 3 的 R T -
PCR扩增. M:  DNA 

marker; 1: 对照组; 2: 

IAA 60 μmol/L+HRP 

1.2 mg/L; 3: IAA 100 

μm o l / L + H R P  1 . 2 

mg/L.

M       1      2        3

bp
2000

500
200
100

■应用要点
本研究表明 IAA
联合HRP对涎腺
腺样囊性癌细胞
有抑制作用, 其主
要效应机制是启
动细胞凋亡, 为其
进一步开发应用
奠定了基础.

■创新盘点
该实验选用 IAA
和HRP共同作用
于涎腺腺样囊性
癌细胞, 观察其对
细胞的抑制作用.
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过程. 高度增殖和无限分化是恶性肿瘤的重要

生物学特性之一, 也是临床患者复发和转移的

主要原因. 因此, 对肿瘤生长抑制的研究已经成

为肿瘤治疗学研究的主要内容. 涎腺腺样囊性

癌是口腔颌面部常见的恶性肿瘤, 其高侵袭及

转移的生物学特性多年来一直困扰着临床治疗

工作, 寻找新的高效低毒的抗癌药仍是目前研

究的热点. 细胞持续分裂和不断增殖是肿瘤区

别于正常细胞的一个重要特征, 因此观察对肿

瘤细胞的增殖活性的抑制作用是筛选抗癌药的

基本指标. CCK-8是测定单个细胞增殖能力及检

测细胞存活和生长的有效方法, 其原理类似于

MTT, 由于MTT法形成的甲臢物是非水溶性的, 
需要加有机溶剂溶解, 这不仅增加了工作量, 也
给实验带来了一定的误差. CCK-8法较MTT反
应灵敏、快捷, 重复性好[11]. 本研究显示, 除20 
µmol/L IAA组外, 其余各组与对照组相比, 差异

均有统计学意义(P <0.05), 且随着药物浓度的增

加, 其生长抑制率明显增高. 这与其他的研究报

道IAA作用最适浓度为50 µmol/L或100 µmol/L
的结论基本一致[12-13].

细胞凋亡(apoptosis)是一种由遗传决定的

细胞自杀程序活化所致的生理性细胞死亡, 在
细胞发育和内环境稳定中起着重要的生物学作

用[14]. caspases家族属于天冬氨酸特异的半耽氨

酸蛋白酶, 是凋亡的执行者. 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. 统计数据表明, caspase-3 mRNA在48 h时表

达较高; 同一时间点, 不同浓度的IAA/HRP实验

组caspase-3 mRNA表达存在显著性差异(P<0.01). 
这与国内外研究报道caspase-3在口腔正常黏膜、

癌前病变及口腔癌表达基本相符[15-16]. 这说明

IAA/HRP作用后SACC-2细胞增殖能力下降, 其中

caspase-3 mRNA表达增高, 从而启动细胞凋亡.
综合以上结果分析表明, 植物激素中的IAA

联合HRP与其他抗癌药物一样, 对SACC-2细胞

有抑制作用, 并且随浓度的增加其抑制作用明

显增强. 其主要效应机制是启动细胞凋亡, 这为

进一步研究IAA联合HRP对口腔癌治疗作用奠

定了实验基础.
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■同行评价
本文实验设计合
理 ,  结 果 详 实 可
靠, 结论有一定的
说服力.

■名词解释
活性氧(ROS): 自
由 基 的 一 种 ,  其
可以通过引起细
胞脂质过氧化、

DNA损伤、降低 
Bcl-2活性以及激
活凋亡相关基因
而诱导凋亡过程.


