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【摘要】 目的 研究槟榔碱对口腔黏膜异常增生上皮通透性的影响及 Ca2+对其的调节作用。方法 建立口

腔黏膜异常增生上皮体外细胞模型；设置对照组、槟榔碱处理组及Ca2++槟榔碱处理组，以荧光黄表观通透系

数（Papp）评价槟榔碱及Ca2+对细胞模型通透性的影响。结果 在槟榔碱处理组，各亚组荧光黄 Papp均大于相应

对照组（P < 0.05），且荧光黄 Papp随槟榔碱浓度及干预时间增加而增大（P < 0.05）。在 Ca2++槟榔碱处理组，

10 μg/mL槟榔碱浓度下各亚组荧光黄Papp分别比相同浓度和时间点的槟榔碱处理组低（P > 0.05），4 h 10 μg/mL
小组的荧光黄 Papp与相应对照组的差异无统计学意义（P > 0.05），其他各小组荧光黄 Papp均大于对照组（P <

0.05），且荧光黄Papp随槟榔碱浓度及干预时间增加而增大（P < 0.05）。结论 槟榔碱干预使细胞模型通透性增

大，可能是上皮异常增生组织癌变的重要原因之一，钙离子预处理使槟榔碱增加上皮通透性的作用减弱。
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【Abstract】 Objective To study the effects of arecolineand Calcium ion (Ca2+) on the permeability of dysplastic oral
epithelia model in vitro. Methods To establish the dysplastic oral epithelia model in vitro by culturing oral keratinocyte
(DOK) and harvesting a DOK cell monolayer. The models were divided into control group, arecoline group and "Ca2++ are⁃
coline" group. The values of Lucifer Yellow Papp were used to estimate the permeability changes of models after treated⁃
with arecoline and Ca2+. Results In arecoline group, the lucifer yellow Papp values of each subgroup were higher than that
of control group (P < 0.05), and the values increased as arecoline concentration elevated and time lasted (P < 0.05).
When the "Ca2++ arecoline" group were pretreated with Ca2+, the values of subgroup "10 μg/mL" was lower than that of
the corresponding arecoline group (P > 0.05). However, the value of subgroup "4 h 10 μg/mL" of "Ca2++ arecoline" group
had no statistical difference with that of control group (P > 0.05), while the other subgroups were increased (P < 0.05); Be⁃
sides, these values in "Ca2++ arecoline" group were increased as the arecoline concentration elevated and time lasted too
(P < 0.05). Conclusion Intervention of arecoline contributes to the increase of permeability of DOK cell monolayer mod⁃
el, which maybe an important reason for the cancerization of dysplastic oral epithelia, however Ca2+might weaken these ef⁃
fects of arecoline in the process.
【Key words】 Arecoline; Dysplastic oral epithelia; In vitro model; Calcium; Permeability
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在世界上消耗量最大的几种精神活性物质

中，以槟榔碱为主要成分的槟榔果排列第四，仅

次于烟草、酒和咖啡因［1］。目前世界范围内有约

12 亿人咀嚼槟榔［2］，且咀嚼槟榔人群有低龄化趋

势。国内调查结果显示，湖南居民槟榔咀嚼率为

16.2%。研究表明，咀嚼槟榔与口腔潜在恶性病

损口腔黏膜下纤维性变（oral submucous fibrosis,
OSF）、口腔黏膜白斑以及口腔癌关系密切［3］。咀嚼

槟榔致病、致癌的前提是槟榔中所含的生物碱（以

槟榔碱为主）能顺利通过正常或已经发生病变的口

腔黏膜上皮屏障。口腔黏膜上皮屏障对外源性物

质具有防御作用，那么槟榔碱是否是通过改变口腔

上皮屏障的通透性来达到致病作用呢？ 如果是，这

种影响能否被一些物质减弱，目前相关文献鲜见报

道。口腔黏膜异常增生细胞株（dysplastic oral kera⁃
tinocyte, DOK）来源于舌白斑，该细胞的角蛋白谱与

其来源的异常增生组织呈现出惊人的相似，且其染

色体组为非整倍体［4］。本实验通过培养DOK细胞

建立DOK细胞上皮模型，体外模拟口腔黏膜异常增

生上皮，观察槟榔碱对此模型通透性的影响；并观

察在钙离子预处理后，这种影响是否被减弱。从一

种新的角度探讨槟榔碱的致癌作用，并为抑制或延

缓槟榔相关性疾病癌变寻找新的途径。

1 材料和方法

1.1 材料和试剂

DOK 细胞株（Sigma 公司，美国）；DMEM/F⁃12
培养基、青—链霉素双抗及胰蛋白酶 ⁃EDTA（Hy⁃
Clone，美国），胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）
（GIBCO，美国），氢化可的松（天津金耀氨基酸有限

公司）；HANK’S 平衡盐溶液（Hank􀆳s balanced salt
solution，HBSS）（北京索莱宝科技有限公司）；槟榔

碱、氯化钙及荧光黄二钠（Sigma，美国），12孔 Tran⁃
swellTM小室（1.2 cm直径，0.4 μm孔径，1.12 cm2生长

面积）及 96孔细胞培养板（Corning，美国）；倒置相

差显微镜（TS⁃100，Nikon，日本），CO2温箱（Thermo，
USA），细胞电位仪（EVOM，WPI，美国），多功能酶

标仪（Thermo，美国）。

1.2 溶液配制

精密称取 25 mg荧光黄、5.55 g氯化钙及 50 mg
槟榔碱分别溶于 50 mL HBSS（不含酚红）、50 mL蒸

馏水及 20 mL F12 培养基，得到母液浓度分别为

500 μg/mL、1 mol/L及 2 500 μg/mL的荧光黄溶液、

氯化钙溶液、槟榔碱溶液。实验前用相应溶剂稀

释得工作液浓度：荧光黄 100 μ g/mL，氯化钙

2 mmol/mL，槟榔碱 10 μg/mL、20 μg/mL、30 μg/mL，
并配制梯度浓度的荧光黄标准液（0.3 ～ 5.0 μg/mL）
以供建立标准曲线。

1.3 细胞培养及MTT实验

用含适量 FBS、青—链霉素双抗及氢化可的松

的DMEM/F⁃12培养液常规培养DOK细胞。取对数

增长期的DOK细胞以 1 × 105个/mL的密度接种于

96 孔板中，每孔 100 μL。37 ℃、5% CO2培养 24 h
后吸尽每孔培养液。实验组加含不同浓度槟榔碱

的培养液、对照组加不含槟榔碱的培养液 100 μL，
培养 4 h、8 h、12 h 后，每孔加 MTT 液（5 mg/mL）
20 μL，继续培养 4 h，终止培养，小心吸尽孔内培

养液，每孔加入 150 μL DMSO，摇床上低速摇晃约

10 min。用酶标仪检测 490 nm处各孔的光密度值

（OD值），计算各组细胞存活率。

1.4 DOK单层细胞模型的建立及紧密性、通透性

检测

DOK细胞按 3 × 105个/mL接种到 TranswellTM上
室聚碳酸酯膜上，隔天换液，CO2温箱中孵育。定

期观察细胞形态，第 3天起隔天用EVOM电位仪测

每孔跨膜电阻（transepithelial electrical resistances，
TEER）。实际跨膜电阻值为接种细胞的小室所测

电阻值与未接种细胞的小室所测电阻值之差乘

以聚碳酸酯膜面积，即 TEER =（R⁃R0）× A（Ω·
cm2）。（R与R0分别为接种、未接种细胞的小室所测

电阻值，A为膜面积 1.12 cm2）。

电阻值稳定后进行 4 h液面试漏试验：上下室

液面高度差为5 mm，4 h后高度差仍为5 mm者为阳

性。挑选结果阳性者进行荧光黄通透性试验：吸弃

小室内培养基，用预热至 37 ℃的HBSS洗细胞 3次，

每次 20 min；吸弃HBSS，下室加 1.5 mL HBSS，上室

加 0.5 mL荧光黄（100 μg/mL），CO2温箱中孵育 2 h；
分别取荧光黄标准液及下室待测样品 100 μL 至

96孔板，用多功能酶标仪检测荧光强度（激发波长

427 nm，发射波长 536 nm），得出待测样品浓度；根

据公式根据公式 Papp = dQ
dt · 1A·C0 （cm/s）计算荧光黄

在各小室的Papp值。Papp表示药物转运能力大小，dQ
表示 dt时间内药物转运量，A为膜面积（1.12 ㎝2），

C0为上室中药物的初始浓度，Papp的单位是 cm/s。
1.5 槟榔碱和钙离子对DOK单层细胞模型通透性

的影响

1.5.1 实验分组 分为 A组（对照组）、B组（槟榔

碱处理组）、C组（Ca2++槟榔碱处理组）。A组按干
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预时间（4 h、8 h、12 h）分为 3个亚组，B、C组按槟

榔碱浓度（10 μg/mL、20 μg/mL、30 μg/mL）及干预

时间（4 h、8 h、12 h）不同再各自细分为 9个亚组，

共 21个亚组，每组设 5个复孔。

1.5.2 实验步骤 ①将建好的DOK单层细胞模型

随机分为 21个亚组；②在C组的上、下室分别加入

含钙离子 2 mmol/mL的培养液 0.5 mL和 1.5 mL预

孵 2 h，2 h后弃去培养液；③按要求在 B、C组加入

不同浓度槟榔碱培养液，A组加入不含槟榔碱的培

养液，CO2温箱中孵育；④分别于 4 h、8 h、12 h取出

相应亚组，弃去各组培养液；⑤按 1.4所述方法检

测荧光黄Papp，比较各组Papp差异以观察槟榔碱和钙

离子对DOK单层细胞模型通透性的影响。

1.6 统计学方法

用 SPSS 19.0 软件进行数据分析，计量资料用

x̄ ± s 表示。显著性检验采用两独立样本 t检验和单

因素方差分析。在单因素方差分析中，若统计结

果间差异有统计学意义，则进一步进行 LSD检验

或 Dunnett t检验。以 α = 0.05作为检验标准，P <
0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 MTT法检测槟榔碱细胞毒性结果

本实验 MTT 结果示：用浓度为 10 μg/mL、

20 μg/mL、30 μg/mL 的槟榔碱刺激细胞 4 h、8 h、
12 h均不会对细胞产生明显毒性作用，细胞存活率

约为 100%，该浓度及处理时间可用于后续实验。

2.2 DOK单层细胞模型紧密性、通透性检测结果

DOK 细胞接种于 TranswellTM后，约 2 ～ 3 d可

长满，倒置显微镜下见细胞呈扁平的多角形，形态略

为瘦长,有些类似于成纤维细胞，表现出接触抑制，

为单层贴壁生长，融合成片，犹如铺路石状（图 1）。

第9 ～ 11天时，TEER值趋于稳定，约为60 Ω·cm2且

4 h液面试漏结果（+）。第9 ～ 11天荧光黄表观渗透

系数为（2.26 ± 1.18）× 10⁃7 cm/s（n = 10）。
2.3 槟榔碱和钙离子对DOK单层细胞模型通透性

的影响

2.3.1 槟榔碱处理组 槟榔碱及 Ca2++槟榔碱干

预后各组 DOK 单层细胞模型荧光黄 Papp 如表 1
所 示。以 10 μg/mL（F = 839.672）、20 μg/mL（F =
107.778）、30 μg/mL（F = 669.572）槟榔碱干预DOK
单层细胞模型不同时间后，总体差异均有统计学

意义（P < 0.05），各亚组荧光黄Papp均大于相应正常

对照组，差异有统计学意义（P < 0.001）。

当干预时间一致时，无论是 4 h（F = 146.143）、

8 h（F = 2 188.041），还是 12 h（F = 52.309），均为

槟榔碱浓度越高，荧光黄 Papp越大，差异有统计学

意义（P < 0.05）；当槟榔碱浓度一致时，无论是

10 μg/mL（F = 659.076）、20 μg/mL（F = 43.936），还

是 30 μg/mL（F = 422.750），均为干预时间越长，荧

光黄Papp越大，差异有统计学意义（P < 0.05）。

2.3.2 钙离子 + 槟榔碱处理组 在钙离子 + 槟

榔碱处理组，当干预时间一致时，无论是 4 h
（F = 1 748.957）、8 h（F = 1 346.851），还是 12 h（F =
322.320），槟榔碱浓度越高，荧光黄 Papp越大，差异

有统计学意义（P < 0.05）；当槟榔碱浓度一致时，

无论是 10 μg/mL（F = 4 327.230）、20 μg/mL（F =
869.023），还是 30 μg/mL（F = 318.330），干预时间越

长，荧光黄Papp越大，差异有统计学意义（P < 0.05）。

2.3.3 钙离子预处理对槟榔碱改变上皮通透性的

影响 用钙离子预处理后，10 μg/mL槟榔碱浓度

组别

对照组（A组）

槟榔碱处理组（B组）

钙离子+槟榔碱处理组

（C组）

10 μg/mL
20 μg/mL
30 μg/mL
10 μg/mL
20 μg/mL
30 μg/mL

4 h
2.27±0.66
2.39±0.63
2.59±0.31
2.77±0.59
2.23±0.40
2.35±0.38
2.51±0.21

8 h
2.23±0.33
2.56±0.21
2.79±0.33
3.03±0.18
2.37±0.56
2.56±0.27
2.79±0.41

12 h
2.29±0.56
2.81±0.30
3.12±0.43
3.40±0.68
2.59±0.36
2.85±0.19
3.16±0.60

表 1 槟榔碱及Ca2++槟榔碱干预后各组 DOK单层细胞

模型荧光黄Papp x ± s，× 10⁃6 cm/s
Table 1 Papp of lucifer yellow of different DOK cell monolayer

models after treated with arecoline or Ca2++ arecoline

注：对照组表示未用槟榔碱及钙离子干预；钙离子+槟榔碱处理组

表示用槟榔碱处理前先用钙离子预处理。

DOK：口腔黏膜异常增生细胞株。

图 1 DOK细胞形态倒置显微镜下观 × 200
Figure 1 Morphology ofDOKby invertedmicroscope × 200
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下各亚组荧光黄Papp分别比相同浓度和时间点的单

纯槟榔碱处理组低，差异有统计学意义（t4h = 49.262，
P < 0.001；t8h = 34.873，P < 0.001；t12h = 24.290，P <
0.001）。

此外，用钙离子预处理后，10 μg/mL 槟榔

碱浓度下，4 h 组的荧光黄 Papp 与相应正常对照

组差异无统计学意义（t = 46.695，P = 0.219），

8 h 组（P = 0.002）、12 h 组（P < 0.001）荧光黄

Papp 均 大 于 相 应 正 常 对 照 组 ，差 异 有 统 计 学

意义。

而 20 μg/mL、30 μg/mL 槟榔碱浓度下钙离子

预处理各亚组荧光黄 Papp比相同浓度和时间点的

单纯槟榔碱处理组低，但差异无统计学意义（P >
0.05），比相应正常对照组高，差异有统计学意义

（P < 0.001）。

3 讨 论

3.1 DOK单层细胞模型评价

单层细胞模型的完整性是评价化合物对模型

屏障性影响的前提，细胞生长情况及细胞间隙、

TEER值、液面试漏实验及荧光黄 Papp是常用的几

种验证上皮细胞模型完整性的方法。TEER值及

荧光黄 Papp 的大小与细胞来源有关。本实验中

TEER 最高值约为 60 Ω · cm2，比文献报道［5］的

TR146细胞模型 TEER值低，这可能是由于 TR146
细胞来源于人颊癌组织，可短时间内堆砌生长，在

模型中形成了 4～7层的复层结构。而 DOK细胞

在生长过程中有接触抑制，形成单层细胞模型。

口腔黏膜的通透性一般介于表皮和肠黏膜的通透

性之间。Caco⁃2细胞单层模型与正常肠上皮高度

相似，荧光黄 Papp 小于 0.5 × 10⁃6 m·s⁃1可认为模型完

整性良好［6］。但本实验中，DOK细胞模型的荧光

黄 Papp 为（2.26 ± 1.18）× 10⁃7 cm·s⁃1，大于前者。笔

者推测，相对较高的荧光黄渗透，除了与DOK细胞

模型为单层模型有关，还与DOK细胞形态学特点

有关。据周曾同等［7］报道，电镜下正常口腔角质细

胞表面有许多微绒毛，细胞之间有丰富的桥粒，而

DOK细胞间桥粒鲜见，胞间连接以微绒毛连接为

主，连接较松散。本实验中细胞生长融合成片，犹

如铺路石状，4 h液面试漏实验结果为阳性，综合

TEER值以及荧光黄 Papp 情况，认为 DOK单层细胞

模型可以作为体外模拟人口腔黏膜异常增生上皮

的雏形，用于初步探究槟榔碱对口腔黏膜异常增

生上皮屏障的影响。

3.2 槟榔碱对DOK单层细胞模型通透性的影响及

其与癌变的关系

口腔黏膜上皮屏障是口腔防御系统的重要组

成部分。膜被颗粒是一种细胞质颗粒，与细胞膜

融合后释放内容物（主要为脂质）至细胞间隙［8］。

上皮屏障作用主要由这些细胞间脂质决定，脂质

的类型、含量及结构与上皮的渗透性密切相关［9］。

DOK细胞为异常增生上皮细胞，分化能力差，易受

外界刺激影响［7］。本实验在单纯槟榔碱处理组，以

不同浓度槟榔碱刺激DOK单层细胞模型不同时间

后，各亚组荧光黄 Papp 均大于相应正常对照组（P <
0.05），且荧光黄 Papp 随槟榔碱浓度及刺激时间增加

而增大（P < 0.05）。荧光黄是特异性细胞旁路转

运标志物，槟榔碱使模型荧光黄 Papp增大，推测槟

榔碱所致的通透性增大可能是因为槟榔碱刺激

DOK细胞，通过某种途径干扰膜被颗粒的形成或

释放，使细胞间隙中脂质含量减少或脂质类型、结

构发生变化，致细胞旁路途径开放引起，且槟榔碱

浓度越高，干预的时间越长，这种干扰作用越明

显，具体机制尚需要证实。

DOK 细胞之间连接较松散和脆弱会使得该处

组织易受机械和化学损伤，从而易出现糜烂充血

状态［7］。白细胞介素⁃1β（interleukin⁃1β，IL⁃1β）是

慢性炎症的关键促炎因子并参与许多癌症的发生

发展，烟、酒、槟榔致癌物的刺激及慢性炎症与口

腔鳞状细胞癌（oral squamous cell carcinoma，OSCC）
关系密切［10-11］。Lee等［12］发现烟和槟榔相关致癌

物能诱导 IL⁃1β的产生，IL⁃1β通过提高DOK增殖

能力、刺激产生致瘤因子及增强OSCC侵袭性参与

到癌症发生发展的全过程。本实验提示，槟榔碱

使异常增生上皮通透性增大，这可能会增加槟榔

碱透过量，从而加剧槟榔碱的对异常增生组织的

毒性作用，促使局部 IL⁃1β分泌增多，进而促进了

癌变的进程。

3.3 Ca2+对槟榔碱改变DOK单层细胞模型通透性

的调节作用及其与癌变的关系

研究证明，Ca2+能与负电荷脂质连接，减小脂

质的流动性，在上皮屏障中起重要作用，降低胞外

Ca2+浓度能可逆性增加黏膜渗透性，促进药物吸

收［13］。那么，增加胞外Ca2+浓度或许能可逆性降低

黏膜渗透性。本实验发现，在钙离子 + 槟榔碱处

理组，10 μg/mL浓度下各亚组荧光黄 Papp分别比单

纯槟榔碱处理组中相同浓度和时间点的槟榔碱处

理组低，提示Ca2+预处理后，上皮通透性可能下降，
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进而使槟榔碱增加上皮通透性的作用减弱。此

外，在钙离子+槟榔碱处理组，4 h 10 μg/mL亚组的

荧光黄 Papp与相应正常对照组差异无统计学意义，

而其他各亚组荧光黄 Papp均大于相应正常对照组，

且荧光黄 Papp随槟榔碱浓度及干预时间增加而增

大。以上结果提示，在 4 h 10 μg/mL亚组，Ca2+的作

用能完全抵消槟榔碱对上皮通透性的影响，但当

槟榔碱浓度增大、作用时间延长时，Ca2+调节槟榔

碱对通透性的相应减弱。笔者推测，这除了与槟

榔碱的浓度与作用时间有关外，还可能与Ca2+干预

的方式、时间和浓度有关，若增加Ca2+浓度、延长其

干预时间，或许会发挥更大的作用。综上所述，

Ca2+可能在一定程度上降低上皮通透性，使上皮对

外源性物质的防御能力增强，进而减弱槟榔碱对

黏膜的致病作用。

桥粒是一种细胞间连接结构，通过增强连接、

阻止上皮间质转化及肿瘤进展而发挥肿瘤抑制功

能［14］。桥粒与癌变关系密切：一方面，桥粒成分减

少或缺失有助于肿瘤的侵袭和转移［15］。另一方

面，桥粒成分的表达会促进细胞连接并抑制其迁

移及侵袭。Tselepis 等［16］发现，在无黏着力、具侵

袭性的 L929成纤维细胞上转染桥粒成分后，其连

接能力形成且原有的侵袭能力受抑制，用抗黏着

肽处理转染细胞后，细胞的侵袭能力得到恢复。

胞外Ca2+的改变与桥粒形成密切相关，DOK细胞间

无桥粒存在，或桥粒连接较少而微绒毛连接较多，

连接较松散。本实验发现Ca2+预处理后，上皮的通

透性下降，进而使槟榔碱增加上皮通透性的作用

减弱，这除了可能与升高了的胞外Ca2+使脂肪酸钙

复合物形成增加进而减小脂质的流动性有关外，

高钙环境使DOK细胞桥粒表达增加、促进细胞连

接、细胞间隙变小可能也参与其中，具体机制还需

要进一步研究。
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