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!基础研究!

启膈散对食管癌细胞微丝骨架重排的影响

史会娟#

"石冬璇!

"李"晶#

摘要"目的"研究启膈散对食管癌细胞微丝骨架的影响"并探讨其抑制转移的机制# 方法"采用高分

化人食管癌细胞
)<#

$

<->#";

及低分化人食管癌细胞
)<#%

"将细胞分为对照组 %未加药&及启膈散

%

#"" !BE=F

&组# 应用免疫荧光法观察各组食管癌细胞形态的变化"激光共聚焦显微镜观察启膈散对食管

癌细胞微丝排列的影响# 采用细胞阻抗检测技术检测启膈散对食管癌细胞同基质黏附力及细胞迁移能力的

影响# 结果"启膈散组食管癌细胞
)<#

$

)<#%

及
<->#";

中微丝排列更规则"伪足消失"对照组细胞中微丝

排列混乱"且以细胞膜微丝排列不规则更为明显"在细胞膜上微丝排列缺乏同向性"向外伸出伪足# 与对照

组比较"启膈散组食管癌细胞
)<#

和
)<#%

中形态规则的细胞数目明显增多%

G H"

!

":

&"

)<#

与
)<#%

细胞

经启膈散作用后细胞与基质的黏附力及迁移能力均明显降低%

G H"

!

":

"

G H"

!

"#

&# 结论"启膈散能够抑

制食管癌细胞发生微丝骨架重排"使食管癌细胞同基质之间的黏附力降低"从而抑制细胞的迁移#

关键词"启膈散' 食管癌' 细胞微丝骨架' 细胞迁移
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'全球癌症报告
!"#8

(报道!

!"#!

年全球食

管癌新发
8:D """

例!中国发生
!!% """

例!占

87

!

;`

!中国是世界上食管癌患病率和死亡率最高的

国家)

#

*

+ 河北磁县,涉县是我国食管癌集中高发区!

发病率是国内平均水平的
:

倍!是世界平均水平的

#"

倍!是全球最低水平地区的
#""

倍以上)

!

*

+ 河北

是食管癌的高发地区!河北省肿瘤医院每年都会收治

大量的食管癌患者!本课题组通过长期的临床观察发

现大多食管癌患者存在口干,便秘,消瘦,舌质红,脉细

等阴虚症候!即使食管癌术后的患者!阴虚体质仍然无

善!而应用启膈散治疗食管癌患者能够明显抑制转移!

延长患者生存期)

%

!

8

*

+ 结合临床所见患者症候!认为启

膈散为-甘润濡养.的代表方!能够针对食管癌-胃脘干

槁.的病机进行干预治疗!从而抑制食管癌的转移)

:

*

+

'医学心悟(中也指出-凡噎膈症!不出胃脘干槁四

字.

)

D

*

!应用启膈散-甘润濡养.以治噎膈+ 从临床实践

来看启膈散能够抑制食管癌转移!但具体机制不明确!

本研究旨在探讨启膈散抑制食管癌转移的机制+

材料及方法

#

"细胞"高分化人食管癌细胞
)<#

,

<->#";

及

低分化人食管癌细胞
)<#%

购买于中国科学院上海生

科院细胞资源中心!于河北省肿瘤研究所保存,培养,

传代!由河北省肿瘤研究所单保恩教授惠赠+

!

"主要试剂及仪器"

MG+( #D8"

培养液$美国

&/2A?AB

公司%&新生牛血清$美国
\?/4/B?->4

公司%&

荧光标记鬼笔环肽$

GL>44/?V?A

#

W()&

美国
+/41-T4>2

G2/01K

公司!货号#

N#!%$;

!批号#

#8:D;$%

%&荧光显

微镜$日本
,4O=QTK

公司!型号#

&a8#

%&激光共聚焦

显微镜$日本
,4O=QTK

公司!型号#

,FR8:""

%&

<&(R

细胞动态分析仪$美国
N\G

公司!型号#

<&(R b

%+

%

"药物"启膈散组成为#郁金
$: B

"沙参
$: B

丹参
:" B

"浮小麦
#: B

"浙贝母
%" B

"茯苓
%" B

"砂

仁
%" B

"荷叶
#: B

!所有药物均购自石家庄乐仁堂总店!

由石家庄以岭药业采用水提法制备提取物+ 分装并储存

于$

7"

%冰箱!应用时用完全培养基配置
# =BE=F

储存

液!并用滤器过滤!保存于无菌离心管中!封口膜封口!储

存于
8

%冰箱!应用时用完全培基倍比稀释+

8

"方法

8

!

#

"细胞培养及药物处理分组"食管癌细胞均

用含
#"`

胎牛血清的
MG+( #D8"

培养液!在
%$

%,

&,

!

体积分数为
:`

的饱和湿度条件下培养+ 倒置显

微镜下观察待细胞贴壁生长至融合度达
;"`

时!用

"

!

!:`

胰蛋白酶消化并传代+ 前期实验证实!在启膈

散浓度为
#"" !BE=F

时能够明显抑制食管癌细胞侵

袭)

$

*

!故本次实验将细胞分为对照组$未加药组%及启

膈散组$培养细胞!待细胞贴壁生长至融合度达
D"`

时!采用
#"" !BE=F

启膈散作用细胞
!8 L

%+

8

!

!

"免疫荧光法观察细胞形态的变化"

W()&

标

记的鬼笔环肽$

QL>44/?V?A

#

W()&

%可特异的与细胞的
W

#

>-.?A

结合!从而显示微丝骨架在细胞中的分布)

7

*

!可应

用鬼笔环肽标记观察食管癌细胞的形态+ 将食管癌细

胞
)<#

和
)<#%

$

#U#"

D

%接种于
!8

孔板!待细胞贴壁后

用启膈散$

#"" !BE=F

%作用细胞
!8 L

!并设对照组!每

组
%

个复空+将细胞用
G\R

洗
%

次!每次
: =?A

+

# =F

8`

多聚甲醛室温固定
!" =?A

!

# =F "

!

%` )2?./A a

#

#""

!室温透膜
#" =?A

!

G\R

洗
%

次!每次
: =?A

+

# =F #"`\RN

封闭
%" =?A

!室温! 加入用
!`

\RN #

&

#""

稀释的鬼笔环肽!

8

%过夜+ 用含
"

!

#`

)]11A!"

的
G\R

洗涤
%

次!每次
: =?A

+

G\R

洗涤

#

次!

: =?A

!甘油封片+ 荧光显微镜下观察结果!采集图

像+ 计数
#"

个高倍视野$ '

!""

%中形态规则的细胞数+

8

!

%

"激光共聚焦显微镜观察微丝排列变化"采

用
W()&

标记的鬼笔环肽标记人食管癌细胞
)<#

,

)<#%

及
<->#";

!具体步骤同免疫荧光!应用激光共

聚焦显微镜观察结果!采集图像+

8

!

8

"

<&(R

法检测细胞与基质间的黏附力及细

胞迁移能力"按照参考文献)

;

*的方法进行+ 将人食

管癌细胞
)<#

及
)<#%

分别接种于
<&(R

系统的
7

孔

检测板上!以形成一个完整的单层+ 每个培养小孔的

底板上含有一个金属膜电极片!

<&(R

系统可以记录细

胞与电极片接触后电极片上电阻值的变化+ 细胞种植

后!细胞逐渐贴壁!引起电阻值的改变!记录电阻值的

变化!可以反映细胞与小孔底部黏附力和黏附时间!从

而反映经启膈散作用细胞在与基质间的黏附力上与对

照组细胞的不同+ 当细胞贴满
7

孔检测板的底部!形

成单细胞层!电阻值进入平台期+ 此时给予固定范围

细胞持续
%" K

,电压为
D 3

的电击!该局域细胞电击

后死亡!引起电阻值降低+ 此后底部存活的细胞向周

围延伸,爬行!电阻值再一次逐渐升高+ 电击后记录电

阻值变化!反映了细胞的迁移能力+

:

"统计学方法"采用
RGRR !#

!

"

统计学软件

对实验数据进行统计分析+ 计量资料以
U

(

K

表示!

多组间比较采用单因素方差分析!组内两两比较采用

.

检验!

G H"

!

":

为差异有统计学意义+

结""果

#

"各组细胞中形态规则的细胞数目比较$表
#

!
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图
#

%"与对照组比较!经启膈散作用的食管癌细胞!

伪足消失!形状规则!更接近于正常的食管上皮细胞+

与对照组比较!启膈散组人食管癌细胞
)<#

和
)<#%

中形态规则的细胞数目明显增多$

G H"

!

":

%+

""注#

N

为
)<#%

细胞对照组&

\

为
)<#%

细胞启膈散组&

&

为
)<#

细胞对照组&

9

为
)<#

细胞启膈散组&箭头所指为细胞伪足

图
#

%各组鬼笔环肽免疫荧光结果%$

W()&

标记! '

!""

%

表
#

%两组细胞中形态规则的细胞数目比较%$

U

(

K

%

组别"

A )<# )<#%

对照"

% ;

)

%%

(

%

)

": $

)

DD

(

!

)

:#

启膈散
%

!D

)

""

(

%

)

D"

!

!$

)

%%

(

%

)

!#

!

""注#与对照组比较!

!

G H"

!

"#

""

!

"两组食管癌细胞微丝骨架比较$图
!

%"食管

癌细胞
)<#%

中$图
! N

!

\

%!启膈散组微丝排列更规

则!对照组细胞中微丝排列混乱!且以细胞膜微丝排列

不规则更为明显!在细胞膜上微丝排列缺乏同向性!向

外伸出细小伪足+ 食管癌细胞
)<#

中$图
! &

!

9

%!启

膈散对微丝排列的影响并不十分明显!仅能够看到相

较于启膈散组的细胞!对照组细胞微丝向细胞膜聚集

的趋势更明显+ 食管癌细胞
<->#";

$图
! <

!

W

%中!

启膈散组细胞微丝排列的同向性增强!微丝排列规律!

对照组细胞中微丝排列杂乱无章+

%

"两组细胞与基质黏附力及细胞迁移能力比较

$表
!

!图
%

%"与对照组比较!启膈散组
)<#%

细胞,

)<#

细胞与基质的黏附力及细胞迁移能力明显降低

$

G H"

!

":

!

G H"

!

"#

%+

讨""论

启膈散出自清"程国彭的'医学心悟(!其中沙参

滋阴生津,清热凉血!能养胃阴而复津液+ 郁金芳香宣

达!为血中之气药!故能行气化瘀!清心解郁!两药合用

可滋润干槁之胃脘!调理阻滞之气机!为君药+ 茯苓渗

湿化痰,益脾和胃,宁心安神&丹参活血祛瘀,清心除

烦&川贝润肺化痰,泄热散结+ 三药共奏益脾和胃,活

血化痰之功!合为臣药+ 砂仁!温脾胃!行滞气!为佐药!

""注#

N#

*

W#

为用
9NG(

染细胞核图片!

N!

*

W!

为
9NG(

未显色!单纯鬼笔环肽标记细胞微丝骨架显色结果&

N

为
)<#%

细胞对照

组&

\

为
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细胞启膈散组&

&

为
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细胞对照组&

9

为
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细胞启膈散组&

<

为
<->#";

细胞对照组&

W

为
<->#";

细胞启膈散组&箭

头所指为细胞微丝在细胞膜聚集并伸出细小伪足

图
!

%激光共聚焦显微镜观察启膈散对食管癌细胞中微丝排列的影响%$油镜! '

D""

%
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%两组细胞与基质黏附力及细胞迁移能力比较%$
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N

为两组
)<#

细胞基质黏附力比较&

\

为两组
)<#%

细胞基质黏附力比较&

&

为两组
)<#

细胞迁移力比较&

9

为两组
)<#%

细胞迁移力比较

图
%

%

<&(R

法观察食管癌细胞与基质间的黏附及食管癌细胞迁移

能辅诸药!使气血行而不滞+ 荷叶,浮小麦醒脾开胃!

为使药+ 全方针对干槁之胃脘共同起到了甘润濡养之

功!为治疗食管癌的经典方剂+ 针对启膈散治疗食管

癌的研究涉及细胞连接,免疫调节,细胞增殖及对血管

内皮的影响等方面)

$

!

#"

$

#!

*

!但针对进一步的机制研究

开展较少+

微丝是由肌动蛋白分子螺旋状聚合成的纤丝!又称

肌动蛋白丝!与微管和中间纤维共同组成细胞骨架!与

细胞贴附,内吞,细胞分裂及细胞极性,黏附与迁移等密

切相关)

#%

*

+ 细胞微丝骨架重构!不仅影响细胞形态!而

且会改变细胞的运动能力!使肿瘤细胞更易发生迁移!

侵袭和转移)

#8

*

!因此细胞微丝骨架重构是肿瘤进展的

一个重要方面)

#:

*

+ 启膈散中应用沙参,茯苓等甘淡之

品!稍佐砂仁等芳化之物!针对食管癌-胃脘干槁.之病

机能够做到-养阴不滋腻!化痰不燥湿.!明显抑制食管

癌细胞迁移+ 本次实验进一步证实经启膈散作用后食

管癌细胞形态的变化!从而明确启膈散抑制食管癌细胞

迁移的机制+ 用鬼笔环肽标记细胞微丝!比较食管癌细

胞经启膈散作用前后细胞形态的变化+ 结果证实!经启

膈散作用后食管癌细胞形态明显改变!伪足减少!细胞

形态变得更规则+ 有研究表明!中药及其复方对于恶性

肿瘤细胞骨架重组具有良好的抑制作用)

#D

!

#$

*

!但目前

针对启膈散对细胞微丝骨架的影响尚无相关报道+

细胞微丝参与的细胞骨架的重组不仅会致使细胞

形态改变!伸出伪足!还会使细胞膜表面粗糙度增

加)

#7

*

!从而导致肿瘤细胞与细胞外基质黏附性和迁移

能力增强+ 本次实验证实启膈散能够明显抑制食管癌

细胞微丝骨架重排+ 经启膈散作用后的食管癌细胞中

微丝排列更规则!而对照组细胞中微丝排列混乱!且以

细胞膜微丝排列不规则更为明显!在细胞膜上微丝排

列缺乏同向性!向外伸出细小伪足+ 本次实验进一步

通过细胞阻抗检测技术证实了经启膈散作用后食管癌

细胞与基质的黏附力明显降低!食管癌细胞的迁移能

力也显著下降+
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综上所述!启膈散是治疗食管癌的传统中药复方!

本研究认为该方为-甘润濡养.之品!能够针对食管癌

-血液衰耗!胃脘干槁.的根本病机给予治疗!从而达

到抑制食管癌细胞转移的作用+ 但本研究仍处于基础

研究阶段!有待临床试验的进一步证实+
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