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金龙蛇颗粒含药血清对人淋巴管内皮细胞

体外成管'迁移及凋亡的影响
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摘要$目的$观察金龙蛇颗粒含药血清!
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#对

人淋巴管内皮细胞!

AI<=E 4?<LA=.>- 1EJ/.A14>=4 -144G

"

MN;&G

#体外成管$迁移及凋亡的影响% 方法

制备
'H

#

CK

&将第
%

代
MN;&G

分为
!

组'对照组!采用生理盐水血清进行培养#和实验组!采用
'H

#

CK

培养#% 两组细胞培养
#! A

后"采用
+=.2>F14

基质胶成管实验检测
MN;&G

成管能力&

)2=EGO144

法检测

MN;&G

迁移能力&采用流式细胞术$

PEE1Q>E

#

!

#

R()&DS(

双染法检测
MN;&G

凋亡率% 结果$

#"T 'H

#

CK

作用
#! A

后"

MN;&G

小管总长度为!

% "79

!

9U

%

%!$

!
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#
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"明显低于对照组的!

8 ":7

!

U%

%

9 :$8

!

%U

#
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" 差异有统计学意义!

S V "

!

"#

#&

MN;&G

迁移指数为!

UU

%

!$

#个"明显低于对照组的

!

#$"

%

%!

#个"差异有统计学意义 !

S V "

!

":

#% 两组
MN;&G

凋亡率比较"差异无统计学意义 !

S W

"

!

":

#% 结论$金龙蛇颗粒对
MN;&G

体外成管及迁移有抑制作用"可能是其抑制肿瘤微淋巴管生成的

机制之一%
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$$人淋巴管内皮细胞$

AI<=E 4?<LA=.>- 1EJ/.A1

#

4>=4 -144G

!

MN;&G

%是淋巴管腔内表面的一种单层扁平

上皮细胞层!是构成淋巴管壁的主要结构(

MN;&G

的

重要性表现在许多生理病理过程中!不仅能维持体液平

衡'参与淋巴细胞的再循环'组织液蛋白质的运输及机

体免疫反应!还在疾病过程中扮演重要角色!如炎症的

扩散或肿瘤细胞的淋巴结转移)

#

*

( 淋巴管新生的基本

过程包括淋巴管内皮细胞增殖'迁移和管状结构的形

成)

!

*

( 研究发现!在发生淋巴结转移的肿瘤中常有淋巴

管的增生和扩张!表明淋巴管新生在肿瘤淋巴转移中具

有重要作用)

%

"

:

*

( 微淋巴管密度 $

4?<LA=.>- <>

#

-2/Y1GG14 J1EG>.?

!

N+3C

%是评价肿瘤淋巴管生成的

重要指标!血管内皮生长因子#

&

$

Y=G-I4=2 1EJ/.A14>=4

F2/O.A X=-./2 &

!

3;HR

#

&

%及受体血管内皮生长因子

受体"

%

$

Y=G-I4=2 1EJ/.A14>=4 F2/O.A X=-./2 21-1L

#

./2 %

!

3;HRa

#

%

%目前被认为是淋巴管生成中的关键性

因子( 近年来研究发现!通过影响淋巴管内皮细胞的迁

移'凋亡及管样结构的形成!可影响肿瘤微淋巴管的生

成)

$

"

7

*

( 本课题组前期研究表明!消痰散结方可降低人

胃腺癌
+b6

#

9:

原位移植瘤组织
N+3C

!下调
3;HR

#

&

及
3;HRa

#

%

表达水平)

U

*

!但相关机制尚不明确( 本研

究通过体外培养
MN;&G

!采用基质胶成管实验'凋亡'

迁移等方法!探讨金龙蛇颗粒含药血清抑制肿瘤微淋巴

管生成的机制(

材料与方法

#

$细胞来源$

MN;&G

原代细胞购自美国
K->

#

1E&144

公司$批号#

!:""

!规格#

:

&

#"

:

DY>=4

%(

!

$动物$健康
KC

大鼠
#$

只!雌雄各半!

7

周

龄!体重
#$" c!"" F

!由中国科学院上海实验动物中

心提供! 实验动物生产许可证号#

K&\b

$沪 %

!"#!"""!

!动物使用许可证号#

K[\b

$沪%

!"#!""!

(

实验动物于
KSR

级条件下饲养(

%

$药物$金龙蛇颗粒由半夏
#: F

$天南星
#: F

茯苓
#: F

$白芥子
U F

$陈皮
U F

$全蝎
$ F

$鸡内

金
#: F

$炙甘草
$ F

组成!原生药均购自上海雷允上

药物有限公司!产地明确!经第二军医大学药学院生药

学教研室鉴定!由长征医院药材科制剂室制备( 常规

方法煎煮!浓缩至含生药
#"

!

%$ F

'

<N

$

$

倍颗粒浓

度%的金龙蛇颗粒浓浸膏备用(

9

$试剂与仪器$

;&+

培养基$批号#

#""#

%'内皮

细胞生长补充物$

1EJ/.A14>=4 -144G F2/O.A GILL41

#

<1E.G

!

;&HK

! 批号#

#":!

%'

SDK

双抗$批号#

":"%

%'

胰蛋白酶$批号#

"#"%

%'胰蛋白酶中和液$批号#

"##%

%'

R>02/E1-.>E

$批号#

7977

%均购自美国
K->1E&144

公司&

基质胶购自美国
`C

公司$批号#

%:9!%9

%&胎牛血清购

自
H(`&,

#

`aN

公司$批号#

":""

%&

)2=E-1O144

非接

触式共培养小室购自
&/2E>EF

公司 $批号#

%9!!

'

%9!7

%&结晶紫细胞群落染色试剂盒购自
H1E+1J

公司

$批号#

H+K#"""8

%&

PEE1Q>E 3

#

R()&DS(

双染法细胞

凋亡检测试剂盒购自上海锐赛生物技术有限公司$批

号#

&C""%

"

!

%( 流式细胞仪购自
`1-./E C>-d>EG/E

公司$型号#

RPKP2>= &144 K/2.12

%(

:

$药物血清制备及样本采集$采用随机数字表

法将
#$

只大鼠分为实验组及对照组!每组
7

只( 从

第一天开始!实验组大鼠每天以
#

!

! <N

金龙蛇颗粒

浓浸膏灌胃$相当于
#"

倍临床用量%&对照组灌服等

量生理盐水!均每日
!

次!共
:

天!第
:

天末次灌胃

! A

后!摘眼球取血( 取血后室温静置
# A

!

: """ 2D<>E

离心
#" <>E

!

:$

(水浴灭活
%" <>E

!经
"

!

!! "<

滤膜

除菌!分装!"

!"

(冻存(

$

$细胞培养$以
! <N R>02/E1-.>E

$

#" "FD<N

%

包被培养皿!

MN;&G

贴壁生长于含
:T

胎牛血清'

#T

SDK

双抗'

#T ;&HK

的
C&+

培养基中!置于含
: T

&,

!

'

%8

(恒温培养箱!隔日换液
#

次!

: c8

天传代

#

次!传至第
%

代后!取状态良好的细胞进行实验(

8

$观察指标及检测方法

8

!

#

$

MN;&G

成管能力检测$采用
+=.2>F14

基

质胶成管实验法( 参照参考文献)

#"

*!

!9

孔板每孔

加
`C

胶
9"" "N

!待胶凝固后!以备种细胞( 选择处

于对数期的
MN;&G

!消化悬浮细胞后!细胞计数!按每

孔
#

&

#"

:个细胞种于
$

孔板中!

!9 A

后同步化
#! A

$同步化液#

;&+ e#T

血清
e#T;&HK e#TSDK

%!

按以下分为
!

组加入不同的培养基刺激
#! A

#对照组

予
# 7"" "N ;&+

完全培养基
e!"" "N

生理盐水血

清
e! "N 3;HR

#

&

&实验组予
# 7"" "N ;&+

完全培

养基
e !"" "N #"T

金龙蛇含药血清
e! "N 3;HR

#

&

(

将上步骤中处理过的细胞消化'离心'重悬后!按每孔

#

&

#"

9个细胞接种于铺好基质胶的
!9

孔板中!每组
$

个复孔!置于
%8

(!

:T &,

!

孵箱分别培养
9

'

$

'

7

'

#! A

!置于倒置显微镜下观察!在
#""

倍视野下拍照(

每个样本镜下随机选取
%

个视野!应用
(<=F1

#

S2/

S4IG

软件计算形成的平均淋巴小管总长度(

8

!

!

$

MN;&G

迁移能力检测$采用
)2=EG1O144

迁移实验( 参照参考文献)

##

*!按每孔
#

&

#"

:个细

胞种于
$

孔板中!

!9 A

后同步化
#! A

!按步骤
8

!

#

分

为
!

组#对照组$生理盐水血清组%和实验组$金龙蛇

含药血清组%!培养
#! A

后!同步化
#! A

!将处理过的
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"!"#'%"

细胞接种至小室内( 选择孔径为
7 "<

的上室和

!9

孔培养板 $下室%建立
)2=EGO144

迁移系统!将

"

!

# <N

$含细胞
#

&

#"

9个%

MN;&G

接种于上室中!

将
"

!

$: <N

完全培养基加入下室(

97 A

后取出上

室!用棉签擦去内表面的
MN;&G

( 将上室置于
9T

多

聚甲醛固定
#: <>E

!参照结晶紫细胞群落染色试剂盒

说明书行结晶紫染色( 倒置相差显微镜下照相!计数

迁移到上室外表面的细胞数目( 每组
%

个样本!每个

样本计数
:

个视野$ &

!"

%的细胞数!取平均值进行

比较(

8

!

%

$流式细胞仪检测细胞凋亡率$参照参考文

献)

#!

*!选择处于对数期的
MN;&G

!消化悬浮细胞

后!细胞计数!按每孔
#

&

#"

:个细胞种于
$

孔板中!

%8

(

:T &,

!

培养箱培养!待细胞融合度达到约

%"T c 9"T

!按以下分组加入不同的培养基刺激

#! A

(对照组予
!"" "N

生理盐水血清
e ! "N 3;HR

#

&

&实验组予
!"" "N

金龙蛇颗粒含药血清
e ! "N

3;HR

#

&

!分别收集各孔中上清!

9

('

# """ 2 D<>E

离

心
: <>E

!收集细胞&并将两组贴壁细胞用
"

!

!:T

胰

酶消化后!

9

('

# """ 2 D<>E

离心
: <>E

收集细胞!将

!

次细胞混合!

S`K

洗涤细胞
!

次!

# """ 2 D<>E

离心

: <>E

!收集细胞( 参照
PEE1Q>E 3

#

R()&DS(

双染法细

胞凋亡检测试剂盒说明书!分别加入
: "N PEE1Q>E

3

#

R()&

'

#" "N S(

及
9"" "N

结合缓冲液后!采用流

式细胞仪上样检测( 每组设
%

个复孔(

7

$统计学方法$采用
KSKK #8

!

"

统计软件进

行分析( 计量资料以
Q

%

G

表示!两组比较采用
NKC

#

.

检验!

S V"

!

":

为差异有统计学意义(

结$$果

#

$

MN;&G

形态观察$图
#

%$复苏后
$ c7 A

可

见有淋巴管内皮细胞贴壁生长!在铺有纤维连接蛋白

R6

的培养皿内能较好地贴附'生长!外形呈典型的扁

椭圆或铺路石状&约
%

天形成细胞集落!可见细胞聚集

成团!呈短梭形!放射状展开&约
:

天梭形淋巴管内皮

细胞生长铺满培养皿(

!

$两组
MN;&G

体外成管情况及淋巴管长度比

较$倒置相差显微镜观察发现!

$ A

时两组管样结构

形成最为明显!实验组
MN;&G

形成不完全的'松散的

管状结构&对照组均形成完整的管状结构$图
!

%( 实

验组微淋巴管形成长度为$

% "79

!

9U

%

%!$

!

!8

%

"<

!

明显短于对照组的$

8 ":7

!

U%

%

9 :$8

!

%U

%

"<

!差异

有统计学意义 $

S V"

!

"#

%(

$$注#

P

为
9"

倍视野&

`

为
#""

倍视野

图
#

%

MN;&G

形态观察

$$注#

P

为对照组&

`

为实验组干预
$ A

图
!

%两组
MN;&G

成管情况$$倒置相差显微镜! &

#""

%

%

$两组
MN;&G

迁移数目比较$图
%

%$干预

97 A

后!对照组
MN;&G

迁移数目为$

#$"

%

%!

%个!

实验组为 $

UU

%

!$

%个!较对照组明显减少 $

S V

"

!

":

%(

$$注#

P

'

`

为对照组&

&

'

C

为实验组&

P

'

&

及
`

'

C

分别为&

9

!

&

!"

倍视野

图
%

%两组
MN;&G

迁移数目比较$结晶紫细胞群落染色%

9

$两组
MN;&G

凋亡率比较$图
9

'表
#

%$两组

细胞凋亡率比较!差异无统计学意义$

S W"

!

":

%(

表
#

%两组
MN;&G

凋亡率比较$

T

%

组别
E NN Za e Na

对照
% U#

)

7%" 9

)

UU"

实验
% U!

)

"%" 9

)

7U8

$$注#

NN

为阴性对照的正常细胞&

Na

为早期凋亡细胞&

Za

为晚期

凋亡及死亡细胞
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P

为对照组&
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为实验组

图
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%两组流式细胞仪检测结果比较

讨$$论

浸润与转移是恶性肿瘤的重要生物学特性!淋巴

管是实体肿瘤转移的最早通路之一( 淋巴管生成

$

4?<LA=EF>/F1E1G>G

%作为肿瘤淋巴转移的机制已

被多数学者认可!但其分子机制尚未明确)

#%

"

#:

*

( 研

究发现!

N+3C

与多种肿瘤淋巴浸润'淋巴结转移'

)6+

分期'恶性程度'不良预后等相关 )

#$

"

!"

*

( 淋巴

转移是肿瘤发展过程中的早期事件及影响预后的关键

因素!高密度的淋巴管可能促使肿瘤细胞与扩增的淋

巴管接触并侵入淋巴管导致淋巴结及远处转移!加速

病程的进展( 因此!针对新生淋巴管为治疗靶点!抗肿

瘤淋巴管生成及淋巴转移治疗将有望成为继抗肿瘤血

管治疗之后的又一抗肿瘤转移的生物治疗新模式(

肿瘤淋巴管生成的机制十分复杂!目前尚无定论(

有研究认为!肿瘤淋巴管生成是从循环中的淋巴内皮

祖细胞生成新的淋巴管)

!#

*

( 目前多项研究认为!肿瘤

淋巴管生成是指在肿瘤原位癌组织周围或癌组织内形

成新的毛细淋巴管!为宿主脉管胚胎主静脉或已存在

的淋巴管通过芽生及进一步分化从而形成新的毛细淋

巴管的过程)

!!

"

!$

*

( 淋巴管生成和血管生成的过程相

似!同样可由淋巴管内皮细胞分化而成!在趋化因子和

大量生长因子的作用下!淋巴管内皮细胞迁移'增殖和

形成管样结构!形成新的淋巴管)

!8

"

!U

*

(

3;HR

家族中!

3;HR

#

&

和
3;HR

#

C

通过作用于

3;HRa

#

%

在淋巴管形成过程中起重要作用)

!9

!

%"

!

%#

*

(

在肿瘤中!基质细胞和肿瘤细胞都可以过量表达淋巴

管新生因子
3;HR

#

&

和
3;HR

#

C

!通过激活
3;HRa

#

%

刺激肿瘤周围淋巴内皮细胞增殖'向肿瘤迁移!形成新

生的淋巴管!增强肿瘤细胞的转移能力(

N>I C

等)

%!

*

研究发现!通过增强肿瘤细胞中
3;HR

#

&

表达!同源

盒基因
K>Q#

具有促进体外培养的淋巴管内皮细胞的

迁移和管样结构形成的作用!同时体内研究也证实其

具有诱导淋巴管生成的作用&

K>Q#

促进
)HR

#

#

诱导

激活
K+PC! D %

并与
K+PC

通路共同调节
3;HR

#

&

的表达&

)HR

#

#

除能促进
3;HR

#

&

表达!还可通过直接

抑制淋巴管内皮细胞管样结构形成从而抑制淋巴管的

生成( 此外!许多血管生成抑制因子!如内皮抑素)

%%

*

'

血小板因子 "

9

及活化受体
&N;&

#

!

)

7

!

%9

* 和干扰

素
$

)

%:

*等对淋巴管内皮细胞的增殖和游走有明显抑

制作用!并可促进细胞凋亡!从而抑制淋巴管的生成(

KA>E b

等)

%$

*研究表明!

)M!

细胞及其细胞因子
(N

#

9

和
(N

#

#%

可下调淋巴管内皮细胞必需的转录因子!并抑

制其管样结构形成!对淋巴管形成有抑制作用(

金龙蛇颗粒是根据魏品康教授抗肿瘤临床经验方

+消痰散结方,研制而成!通过多项实验研究发现!能多

靶点'多途径抑制胃癌增殖!预防其复发转移)

%8

"

%U

*

( 前

期研究发现!消痰散结方能减低
KH&

#

8U"#

胃原位移植

瘤局部浸润和淋巴转移)

9"

*

&降低人胃腺癌
+b6

#

9:

原

位移植瘤组织中微淋巴管的密度和
3;HR

#

&

及
3;H

#

Ra

#

%

的表达)

U

*

( 本研究以
3;HR

#

&

刺激
MN;&G

!模

拟肿瘤组织周围微环境!以体外实验观察金龙蛇颗粒对
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MN;&G

管样结构形成'迁移及凋亡活动的影响( 通过

体外成管及迁移实验发现!生理盐水血清组
MN;&G

能

形成明显的管样结构并且发生明显迁移!提示
MN;&G

管样结构形成及细胞迁移活动参与淋巴管生成过程(

与对照组比较!金龙蛇颗粒含药血清能直接作用于

MN;&G

!显著抑制其在基质胶中延伸生长'抑制其管样

结构形成及迁移能力!验证了金龙蛇颗粒对
MN;&G

淋

巴管生成能力的抑制作用&但两组凋亡影响率未见明显

差异!可能与药物血清浓度设定有关!未达到有效抑制

凋亡浓度!对于药物血清浓度的设定及时间'剂量依赖

效应有待后续研究(

综上!本研究观察给予金龙蛇颗粒药物血清干预

后
MN;&G

体外成管及迁移活动的变化!结果表明金

龙蛇颗粒能较好抑制
MN;&G

体外成管及迁移活动!

从而直接抑制新生淋巴管生成( 这可能是抗淋巴管生

成的机制之一!也为金龙蛇颗粒临床防复发转移提供

部分理论依据(
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