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基金项目# 国家自然科学基金资助课题$

2/1 3#"4!5$6

%&广东省

自然科学基金资助课题$

2/1 5#%#"%#%"#"""""$

%&广东省中医药管理

局基金资助课题$

2/1 #"%"#!3

%

作者单位#

#1

南方医科大学第一临床医学院 $广州
%#"%#%

%&

!1

南

方医科大学中医药学院 $广州
%#"%#%

%

通讯作者# 贺松其"
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#
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"

8#863!64
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鳖甲煎丸抑制肝癌细胞增殖'黏附及侵袭

作用的实验研究

程$#

$贺松其!

$朱$云#

$范$钦!

$杨$爽#

$陈$瑞#

摘要$目的$研究鳖甲煎丸对肝癌细胞生长增殖!黏附及侵袭能力的影响"初步探讨鳖甲煎丸抗肝癌细

胞的转移!侵袭作用机制# 方法$运用血清药理学方法"以高!中剂量的鳖甲煎丸含药血清和空白血清分别

培养肝癌细胞
E7FG!

"采用
+))

比色法!细胞黏附实验和
HI,>=J700

侵袭实验检测药物对细胞生长!黏附和

侵袭作用的影响"以进一步阐明鳖甲煎丸抗肝癌细胞的转移!侵袭作用机制# 结果$高剂量和中剂量含药血

清可显著抑制肝癌细胞生长增殖"对基底膜的黏附及侵袭穿越迁移亦有抑制作用"且该作用与药物浓度有

关# 结论$鳖甲煎丸能显著抑制肝癌细胞的生长增殖!黏附及转移侵袭#

关键词$鳖甲煎丸$原发性肝癌$增殖$黏附$侵袭
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$$原发性肝细胞癌 $
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%"简称肝癌( 是我国常见的恶性肿瘤之一( 近

年来"其发病率呈持续上升趋势)

#

*

( 生长增殖速度

快'转移和侵袭能力强是肝癌的基本特征"也是影响肝

癌治疗效果的重要因素( 目前"对肝癌转移和侵袭的

基础研究已经展开"

*>H^!

#

D,H7>;>

信号通路在调控

细胞的生长'运动'分化以及在胚胎发育和肿瘤发生及

侵袭转移过程中起重要作用)

!

"

$

*

"该信号通路作为近

年来肿瘤分子生物学领域研究的热点受到广泛关

注)

6

*

"研究发现"肝癌的转移侵袭与
*>H^!

#

D,H7>;>

信

号通路有密切的关系)

%

*

( 已有的临床研究表明"鳖甲

煎丸具有较好的抑制肝癌生长"防止肝癌转移的作

用)

8

*

"如早期肝癌术后防止复发"提高
%

年生存率&与

介入治疗配合提高疗效"减轻毒副反应等)

4

*

( 但其具

体抗癌机制仍不甚明确( 本研究以肝癌细胞
E7FG!

为模型"运用血清药理学方法研究鳖甲煎丸对肝细胞

生长增殖'迁移及侵袭作用的影响"为鳖甲煎丸的临床

应用提供进一步的理论依据(

材料与方法

#

$材料
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#

$动物及分组$
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周龄
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大鼠"体重

$
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?

"雌雄各半"清洁级"动物许可证号#
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"批号
2/

!

""46$%3

"由南方医

科大学实验动物中心提供"在南方医科大学中医药学

院实验动物中心普通饲料喂养"自由饮水( 随机分为

高药物剂量组$简称
E

组%'中药物剂量组$简称
+

组%和阴性对照组$简称
2

组%"每组
3

只(

#

!

!

$细胞株$肝癌细胞株$

E7FG!

%由南方医科

大学药学院抗病毒中心提供(

#

!

$

$药物$鳖甲煎丸由杭州胡庆余堂药业有限

公司提供"产品批号#

#""5"#

(

#

!

6

$试剂及仪器$

]+9+

培养基$高糖%'胎牛

血清系美国
G(K&[

产品&

+))

试剂'胰蛋白酶'二甲

基亚砜$

]+U[

%由
U;?:,

公司提供&

HI,>=J700

小室

$

3 ":

%'层粘连蛋白$

0,:;>;>

"

`2

%'纤维粘连蛋白

$

O;MI/>7DH;>

"

Y2

%'

+,HI;?70

人工基底膜胶由
K]

公

司提供&

8

'

!6

'

58

孔板由
&/I>;>?

公司提供&磷酸盐

缓冲液$

LKU

%系按照配方配制"并经过高压灭菌&恒

温
&[

!

细胞培养孵箱系美国
YI/:, UD;7>H;O;D

产品&

超净工作台系苏州医疗仪器厂产品&显微镜系日本
[

#

0-:FX=

产品&

G92;/=

多功能酶标仪系瑞士
)9&P2

公司产品(

!

$方法

!

!

#

$含药血清制备$参照文献)

3

*(

E

'

+

组分

别以成人$

8"a?

%临床剂量的
!"

'

#"

倍的鳖甲煎丸用

生理盐水溶解$

#! ?^a?

'

8 ?^a?

%"按
#" :`^a?

灌胃

给药"

2

组用等量生理盐水灌胃"

!

次
^

天"连续给药
$

天"于第
6

天给药
! <

后
$b

异戊巴比妥钠腹腔注射

麻醉"腹主动脉取血"静置
# <

后"

6 """ I ^:;>

离心

$" :;>

分离血清"经
%8

&灭活
$" :;>

"

"

!

!! ":

过

滤除菌后"置"

!"

&保存(

!

!

!

$细胞培养$用含
#"b

$体积分数%小牛血

清
]+9+

$高糖%培养基$简称完全培养基%在
$4

&"

%b &[

!

"饱和湿度的孵箱内常规培养
E7FG!

细胞"

每
$

'

6

天传代
#

次(

!

!

$

$细胞增殖$将对数生长期的
E7FG!

细胞悬

液以
8 """^

孔浓度接种于
58

孔培养板培养
63 <

&弃去

培养液"将细胞分为
6

组$

E

'

+

'

2

'空白对照组%并分别

处理#

E

'

+

'

2

组细胞加入含对应组药物血清$终浓度

#"b

%的完全培养基"空白对照组$简称对照组%细胞仅

加入完全培养基而不加药物血清"另设调零组仅加入完

全培养基而不加入细胞"以上各组均
6

孔重复"常规培

养
63 <

&加
!" "̀ ^

孔
+))

$无血清
]+9+

溶解"

% :?^:`

%"培养
6 <

&弃上清"加入
]+U[ #%" "̀ ^

孔"

震荡
#" :;>

"待甲
!

完全溶解"于
G92;/=

多功能酶标

仪上用
%4" >:

波长测定各孔吸光度$

P

%值(

!

!

6

$细胞黏附$利用
+))

法)

5

*测定细胞的黏

附情况#倍比稀释的
!

!

%

'

6"

!

" "?^

孔
`2

'

Y2

和
+,

#

HI ;?70

分别包被
58

孔平底细胞培养板"风干过夜"

KUP

为对照基底( 每孔加入
%" "̀

含
"

!

#bKUP

的

无血清培养液"

$4

&"

# <

"水化基底膜( 取按前述方

法处理
63 <

的不同组$

E

'

+

'

2

及对照组%

E7FG!

细

胞"经消化'

LKU

洗涤后"

"

!

#bKUP

#

]+9+

调细胞浓

度为
8

(

#"

6

^:`

"分别加入处理后的
58

孔平底细胞培

养板
#"" "̀ ^

孔"

6

孔重复"

$4

&'

%b &[

!

条件下温育

$"

'

#!" :;>

( 温育结束后弃去各孔培养液"

LKU

冲

洗除去未黏附肿瘤细胞&弃
LKU

后加
+)) %" "̀ ^

孔"

&[

!

箱温育
6 <

&吸弃
+))

"

]+U[ #%" "̀ ^

孔溶解甲

!

(

G92;/=

多功能酶标仪上
%4" >:

测各孔
[]

值(

分别计算细胞在
+,HI;?70

和
Y2

'

`2

上的黏附率和黏

附抑制率( 计算公式#

黏附率$

b

%

c

)$

+,HI;?70

或
Y2

或
`2

组细胞

[]

值
^KUP

组细胞
[]

值% "

#

* (

#""b

(

黏附抑制率$

b

%

c

)

#

"$用药组细胞黏附率
^

未

用药组细胞黏附率%* (

#""b

(

!

!

%

$细胞侵袭$取按前述方法处理
63 <

的不同

组$

E

'

+

'

2

及对照组%

E7FG!

细胞"吸去培养液和死

亡悬浮细胞"将贴壁细胞消化"

LKU

洗涤后用
"

!

#b

KUP

#

]+9+

将细胞悬液密度调整为
%

(

#"

% 个
^:`

"

以
!"" "̀ ^

孔对应地移入
HI,>=J700

小室的上室"上室

面覆盖孔径
3 ":

的聚碳酸酯膜"接触细胞的一面铺

+,HI;?70

"另一面铺
Y2

"下室加入
%"" "̀

含
%bYKU

的
]+9+

"

6

孔重复"于
$4

&"

%b&[

!

培养箱中培养

#!

'

63 <

"轻轻刮去膜上室面的
E7FG!

细胞"

!6

孔板

中加入
%"" "̀ ^

孔
"

!

% :?^:`

的
+))

"将小室置于其

中"使膜浸没在培养基中"

$4

&

6 <

后取出(

!6

孔板中

加入
%"" "̀ ^

孔
]+U[

"将小室置于其中"使膜浸没在

]+U[

中"振荡
#" :;>

"使甲
!

充分溶解( 取出小室"

!6

孔板于
G92;/=

多功能酶标仪上
%4">:

测
[]

值(

!

!

8

$统计学方法$采用
ULUU #4

!

"

统计软件"

数据以
R

%

=

表示"组间比较采用单因素方差分析"两

两比较采用
U2\

#

@

检验(

L d"

!

"%

为差异有统计学

意义(

结$$果

#

$各组细胞增殖情况比较$图
#

%$

E7FG!

细胞

加不同组的药物血清$

E

'

+

'

2

组%及正常血清$对照

组%培养
63 <

后"

E

组和
+

组活细胞数目$

[]

值%与

对照组及
2

组比较" 差异均有统计学意义 $

L d

"

!

"%

%(
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表
#

#各组
+,HI;?70

'

Y2

'

`2

的黏附率及抑制率比较$$

b

"

R

%

=

%

组别
>

黏附率

+,HI;?70 Y2 `2

抑制率

+,HI;?70 Y2 `2

E #!

!8

)

4#

%

#3

)

45

!"

!6

)

!8

%

#"

)

6"

!"

!8

)

8#

%

#3

)

"#

!"

4"

)

6%

%

#6

)

$3

!"

4"

)

38

%

#%

)

!6

!"

88

)

%#

%

##

)

3%

!"

+ #!

%"

)

"!

%

#8

)

6#

!

68

)

46

%

#4

)

!"

!

66

)

84

%

!#

)

#3

!

66

)

$4

%

#!

)

!!

!

6$

)

43

%

#"

)

65

!

6$

)

6$

%

4

)

46

!

2 #! 3$

)

84

%

!#

)

$! 3!

)

#"

%

!!

)

8$ 4%

)

64

%

#!

)

"# 8

)

56

%

#

)

%3 #

)

!4

%

"

)

6$ 6

)

#!

%

"

)

3#

$$注# 与
2

组比较"

!

L d"

)

"#

&与
+

组比较"

"

L d"

)

"#

$$注#与对照组比较"

!

L d "

!

"%

& 与
2

组比较"

"

L d

"

!

"%

& 与
+

组比较"

#

L d"

!

"%

图
#

#各组
E7FG!

细胞增殖
[]

值比较

!

$各组癌细胞黏附情况比较$表
#

%$从量效实

验可看出"不同基底膜成分$

+,HI;?70

'

Y2

'

`2

%

6" "?^

孔时各基底膜成分都能达到最大黏附率( 而时效实验

则表明#温育时间
H$! <

时各基底膜成分都能达到最

大黏附率( 根据公式分别计算各组细胞的黏附率和抑

制率可见"

E

'

+

组黏附率显著小于
2

组 $

L d"

!

"#

%(

$

$各组癌细胞侵袭情况比较$图
!

%$在培养
63

<

时"

E

组和
+

组中癌细胞侵袭的百分比与
2

组及对

照组比较"差异均有统计学意义$

L d"

!

"%
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$$注#与对照组比较"
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2

组比较"
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& 与
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组比较"
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图
!

#各组癌细胞侵袭百分比比较

讨$$论

每年全球肝癌发病率位居恶性肿瘤的第
%

位"病

死率位居第
$

位"而
%%b

的肝癌患者分布在中国)

#"

*

(

肝癌恶性程度高"转移率高"病死率高( 肝癌迁移和侵

袭是肝癌进展的关键"而肿瘤的迁移是一个多阶段的

复杂过程"

`;/HH, `P

等)

##

*提出肿瘤侵袭和转移的三

步学说"即黏附'降解和移动( 肝癌的侵袭转移与肝癌

细胞的生长'肝癌细胞对细胞外基质成分的黏附及肝

癌细胞的侵袭作用有密切关系(

中医学认为"肝癌转移病机复杂"属多系统'多组

织'多器官受累"寒热交错"虚实夹杂)

#!

*

( 针对肝癌转

移的病机特点"中医药防治原则涉及扶正培本'解毒散

结及活血化瘀等
$

个方面( 鳖甲煎丸出自东汉医家张

仲景所著+金匮要略,"具有寒热并用"攻补兼施"益气养

血"活血化瘀"解毒散结之功( 本实验选取具有高转移

性的肝癌细胞
E7FG!

作为研究对象"建立癌细胞生长'

黏附和侵袭的相关模型"并通过设置空白对照"探究鳖

甲煎丸含药血清对肝癌细胞增殖'黏附和侵袭的影响(

细胞增殖不仅与肿瘤的发生'发展密切相关"且与

肿瘤的治疗直接相关( 如何特异性地抑制肿瘤细胞增

殖"诱导其凋亡是肿瘤治疗的新方向( 我们根据肝癌

E7FG!

细胞生长规律"用含药血清培育
E7FG!

细胞

特定时间$

63 <

%后"与正常生长的
E7FG!

细胞比较(

本研究发现"鳖甲煎丸对肝癌
E7FG!

细胞有抗增殖

作用"并且该作用与药物在血清中的浓度相关(

肝癌的转移与肝癌细胞对不同组织的黏附有密切

关系(

T,:,:/H/ T

)

#$

*曾指出"肿瘤细胞与细胞外基

质的多种成分$如
`2

'

Y2

等%的相互黏着"是肿瘤转

移过程的重要环节( 我们分别采用具有促进肿瘤细胞

黏附作用的人工基底膜胶
+,HI;?70

及
Y2

'

`2

"人为模

拟基底膜及细胞外基质成分"测定肝癌细胞的黏附性

及含药血清对其的影响( 实验发现"含药血清表现出

抑制
E7FG!

细胞黏附的作用"随着含药血清浓度的

增加"这种抑制作用更加明显"呈一定的剂量依赖关

系( 表明抑制癌细胞黏附可能是鳖甲煎丸防治肝癌'

改善肝癌预后的机制之一(

在肝癌转移的过程中"细胞外基质$

9&+

%是其主

要屏障)

#6

"

#%

*

( 肿瘤细胞通过表面特定受体与基底膜

的
`2

'

Y2

和
#

型胶原等相粘连"然后在蛋白水解酶

和相关因子的作用下"侵袭基底膜"降解
9&+

"肿瘤细

胞一旦突破基底膜即在基质内较快侵袭性生长并发生
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转移( 将
+,HI;?70

铺在
HI,>=J700

小室膜上"能形成

与天然基底膜极为相似的基底膜结构"可以有效地在

体外模拟肿瘤细胞的侵袭过程( 本研究采用
+,HI;?70

模型"检测细胞的黏附能力"探究含药血清对
E7FG!

侵袭性的影响( 该实验结果证明#与空白血清比较"含

药血清可以显著降低
E7FG!

的侵袭性"且这种抑制

作用与鳖甲煎丸的血清浓度相关(

以上这些结果证明了鳖甲煎丸对肝癌细胞的增

殖'迁移及侵袭具有抑制作用"为下一步研究这种抑制

作用与
*>H^!

#

D,H7>;>

通路的关系提供了实验依据(
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第十六届全国中西医结合大肠肛门病学术交流会征文通知

由中国中西医结合学会大肠肛门病专业委员会主办"中山大学附属第六医院%中山大学附属胃肠

肛门病医院&!'中华胃肠外科杂志(承办的第十六届全国中西医结合大肠肛门病学术交流会于
!"#$

年
3

月在广东省广州市召开"现将会议有关事宜通知如下#

会议内容$%

#

&大会将邀请国内外肛肠界的同道%包括影像!消化内镜&及知名专家就结!直肠肛

门外科领域的肛肠良性疾病"结!直肠肿瘤"顽固性便秘等有关的新理论!新技术!新方法!新材料!新

器械等"紧扣临床实际问题做专题发言"供大家交流切磋学习$%

!

&中国中西医结合学会大肠肛门病专

业委员会!青年委员会换届改选工作会议#

会议征文$欢迎参会人员针对上述内容踊跃投稿"全文一般不超过
6 """

字"中文!英文稿件均

可"文内请注明通讯作者的姓名!工作单位!

9

#

:,;0

!联系电话及地址!邮政编码# 投稿为电子邮件形

式"稿件一般以全文形式发表"大会发言材料以
LL)

形式提交#

截稿时间$

!"#$

年
4

月
!"

日# 联系人)李丽"

#$8$!6"4%86

$万星阳"

#%5555%#3$$

$地址)广

州市天河区员村二横路
!8

号%邮编
%#"8%%

& 中山六院$

9

#

:,;0

)

BR-A<!"#$C#8$1D/:

#


