
２０２１ 年 １ 月 １０ 日　 第 １ 期

Ｎｏ． １　 　 １０ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

中　 医　 学　 报
ＡＣＴＡ ＣＨＩＮＥＳＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
第 ３６ 卷　 总第 ２７２ 期

Ｖｏｌ． ３６　 　 　 Ｎｏ． ２７２

∗基金项目：国家自然科学基金项目（８１９０４１０９）；中央引导地方科技发展专项资金项目———抗肿瘤中药创新平台建设项目

（２０１８ＣＴ５００５）；湖南省自然科学基金项目（２０１９ＪＪ５０３４４）；湖南省中医药研究院重点项目（２０１８０２）

健脾消癌方对结肠癌 ＨＣＴ１１６ 细胞迁移、侵袭的影响研究∗

简小兰１，２，曾普华１，２，杜佳３，何凤姣１，２，李克雄３，蒋益兰１，２

１． 湖南省中医药研究院附属医院，湖南 长沙 ４１０００６； ２． 中医肿瘤学湖南省重点实验室，湖南 长沙 ４１０００６；
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摘要：目的：研究健脾消癌方含药血清对 ＨＣＴ１１６ 细胞迁移、侵袭的影响，并初步探讨其机制。 方法：１０％ 、１５％ 、２０％ 的健

脾消癌方含药血清处理 ＨＣＴ１１６ 细胞，划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验检测细胞迁移及侵袭能力，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞内

基质金属蛋白酶 ２（ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ － ２，ＭＭＰ － ２）、基质金属蛋白酶 ９（ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ － ９，ＭＭＰ － ９）的表

达。 结果：处理 ２４ ｈ、４８ ｈ，与相同浓度鼠血清对照组相比，１０％ 、１５％ 、２０％的含药血清组划痕距离均增宽（Ｐ ＜ ０． ０５，Ｐ ＜
０． ０１）；与相同浓度鼠血清对照组相比，１０％ 、１５％ 、２０％ 的含药血清组的迁移抑制率及侵袭抑制率均明显增大（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），均与浓度正相关。 与 １５％的鼠血清对照组比较，１５％ 的含药血清组 ＭＭＰ － ２、ＭＭＰ － ９ 蛋白表达显著下调（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 结论：健脾消癌方抗复发转移机制可能是通过下调 ＭＭＰ － ２、ＭＭＰ － ９ 蛋白表达，从而抑制 ＨＣＴ１１６ 细胞迁移、
侵袭。
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　 　 结直肠癌（Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ）在全球的发病率及

死亡率均处于第 ３ 位。 近年来随着医疗技术的发

展，在早期诊断方面有所进展，仍有 １ ／ ３ 的患者在确

诊时已发现转移［１ － ２］，５ 年总体生存率低于 ５０％ ［３］。
引起结直肠癌患者死亡的主要原因———侵袭及转

移［４ － ５］，积极探索复发转移机制并进行阻断是提高

结直肠癌患者生存率的关键。 大量的临床研究均显

示中医药在结直肠癌的综合治疗中发挥重要作

用［６ － ８］。 中医药具有抗肿瘤、抗复发转移、调节免疫

力、提高生活质量、延长生存期等作用。 多年的临证

研究证实，健脾消癌方抗结直肠癌术后复发转移具

有良好疗效［９ － １２］，但其机制尚未完全阐明。 本研究

从癌细胞迁移、侵袭力方面，运用血清药理学方法研

究健脾消癌方对结肠癌细胞迁移及侵袭作用的影

响，进一步探讨健脾消癌方抗复发转移疗效机制，为
临床应用提供科学依据。

１　 材料

１． １　 动物和细胞株　 ＳＤ 大鼠购自湖南斯莱克景达

实验动物有限公司，体质量（２００ ± ２０） ｇ，雌雄各半，
合格证号：ＳＹＸＫ（湘）２０１５ － ００８。 人结肠癌细胞株

ＨＣＴ１１６ 购买于中国科学院细胞库，编号 ＴＣＨｕ ９９。
１． ２　 药物　 健脾消癌方主要药物是人参 １０ ｇ，薏苡

仁 ３０ ｇ，重楼 １０ ｇ，半枝莲 ３０ ｇ，郁金 １５ ｇ，莪术

１０ ｇ，从湖南省中医药研究院附属医院中药房购买。
取上述 ２ 倍量药物，用水浸泡 １ ｈ，水量超出药物

３ ～ ５ ｃｍ，大火煮沸后转小火煎 ３０ ｍｉｎ，过滤，药渣按

前法再煎煮 ２ 次，将 ３ 次药液混匀、过滤，减压浓缩

为相当于生药 １． ５ ｇ·ｍＬ － １，４ ℃保存，１ 周内用完。
１． ３　 试剂与仪器　 胎牛血清（以色列 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎ⁃
ｄｕｓｔｒｉｅｓ 公司，批号：１６１６３１６）；ＤＭＥＭ 培养基（美国

Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司，批号：ＮＺＤ１１３１）；ＢＣＡ 蛋白浓度测定

试剂盒 （上海碧云天生物技术有限公司，批号：
Ｐ００１２）；ＲＩＰＡ 裂解液（上海碧云天生物技术有限公

司，批号：Ｐ００１３ｂ）；结晶紫（上海碧云天生物技术有

限公司，批号：Ｃ０１２１）；ＭＭＰ － ２（美国 Ａｂｃａｍ 公司，
货号：ａｂ９２５３６）；ＭＭＰ － ９（美国 Ａｂｃａｍ 公司，货号：
ａｂ２２８４０２）； β － ａｃｔｉｎ （ 美 国 Ａｂｃａｍ 公 司， 货 号：
ａｂ６２７６）；山羊抗兔 ＩｇＧ（康为世纪生物科技有限公

司，货号：０１３２５）；山羊抗小鼠 ＩｇＧ（康为世纪生物科

技有限公司，货号：５０２３７）。
细胞培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；Ｈｏｅｆｅｒ 电泳（美

国 Ｈｏｅｆｅｒ 公司）；凝胶成像系统（美国 Ｓｙｎｇｅｎｅ 公司）；
ＥＩＸ８０８Ｕ 型全自动酶标仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）。

２　 方法

２． １　 含药血清的制备 　 ＳＤ 大鼠 ２０ 只，雌雄各半，
随机分成 ２ 组，每组 １０ 只。 实验组按 １０． ８ ｇ·ｋｇ － １

（相当于 ７０ ｋｇ 成年人 １２０ ｇ·ｄ － １的等效量）灌胃；
对照组以等容积的生理盐水灌胃。 每天灌胃 １
次，连续 ７ ｄ，第 ７ 天灌胃 １ ｈ 后，１０％ 水合氯醛

（０． ３ ｍＬ·１００ ｇ － １）腹腔麻醉，腹主动脉采血，血液

４ ℃保存，２４ ｈ 内离心，收集合并同组动物血清，微
孔滤膜（０． ２２ μｍ）过滤除菌，保存于 － ２０ ℃冰箱。
２． ２　 细胞培养 　 ＨＣＴ１１６ 细胞培养于含 １０％ 胎牛

血清、１％ 青链霉素的 ＤＭＥＭ 高糖培养液中，置于

３７ ℃，５％的 ＣＯ２ 细胞培养箱中培养。 细胞长满培

养皿底约 ９０％时，进行细胞传代，更换培养液，传代

比率为 １􀏑２ 或 １􀏑３。 需要进行实验处理时，取汇

合率为 ８０％的对数期细胞。
２． ３　 细胞划痕实验　 取对数生长期 ＨＣＴ１１６ 细胞，
调整细胞密度为 ５ × １０５ ｍＬ － １，按每孔 ２ ｍＬ 接种于

６ 孔板中，待细胞长满后，吸弃培养液，将一张事先

画有直线的纸放于 ６ 孔板下，各直线间隔适中，用
１００ μＬ 枪头沿直线划痕，每孔 ３ 条，ＰＢＳ 沿壁轻轻

冲洗细胞 ３ 遍，吸弃 ＰＢＳ，分别加入浓度为 １０％ 、
１５％ 、２０％ 的含药血清培养液 ２ ｍＬ，１０％ 、１５％ 、
２０％的鼠对照血清培养液 ２ ｍＬ，及 １０％胎牛血清为

阴性对照组，每组设置 ３ 个复孔，培养 ２４ ｈ、４８ ｈ 后

取出培养板，有脱落细胞影响观察则予以更换培养

液，倒置显微镜（ × ５０）任意选取 ５ 个不同视野拍

照，测量划痕的距离。
２． ４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测细胞迁移、侵袭能力 　 侵袭实

验选用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室（孔径 ８ μｍ），首先制备含Ｍａ⁃
ｔｒｉｇｅｌ 胶的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室。 取对数期生长 ＨＣＴ１１６
细胞，调整细胞密度为 ５ × １０５ ｍＬ － １，接种于 ６ 孔板，
分别以 １０％ 、１５％ 、２０％ 含药血清和 １０％ 、１５％ 、
２０％鼠对照血清，１０％ 胎牛血清处理细胞。 ２４ ｈ 后

收集细胞，用 ＤＭＥＭ 高糖培养基重悬细胞均调整密

度为 ２ × １０６ ｍＬ － １，分别取 １００ μＬ 各组细胞悬液加

入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室上室，２４ 孔板下室加入 ６００ μＬ 含

１５％的胎牛血清（ＦＢＳ）培养液。 培养 ２４ ｈ 后，取出

小室清洗，４％的多聚甲醇固定 １５ ｍｉｎ，晾干 １０ ｍｉｎ，
０． １％结晶紫染色 ２０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 清洗 ３ 遍，３３％ 的醋

酸将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 膜上细胞洗涤下来，酶标仪 ５７０ ｎｍ
波长读取 ＯＤ 值，计算细胞迁移抑制率。 迁移实验

除不在小室铺胶外，其余步骤同侵袭实验。
迁移抑制率 ＝ ［（胎牛血清对照组平均吸光

·３３１·
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值 －实验组平均吸光值） ／ 胎牛血清对照组平均吸

光值］ × １００％
２． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测基质金属蛋白酶 ２（ｍａ⁃
ｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ － ２，ＭＭＰ － ２）、基质金属蛋

白酶 ９（ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ － ９，ＭＭＰ － ９）蛋
白的表达　 以 １５％的有效浓度处理细胞，１５％ 鼠血

清对照组、１０％的 ＦＢＳ 为阴性对照组，干预 ４８ ｈ，收
集细胞，预冷 ＰＢＳ 洗细胞 ３ 次，加入含有 ４ μＬ 的含

ＰＭＳＦ 的 ＲＩＰＡ 缓冲液 ４００ μＬ，冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，
４ ℃、１２ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎ，取上清，ＢＣＡ 试剂盒进

行蛋白定量，按照比例加入 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 蛋白缓冲

液，煮沸 ５ ｍｉｎ，立即分装，置 － ８０ ℃备用。 取 ５０ μｇ
蛋白上样，ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 凝胶电泳后转膜至 ＰＶＤＦ
膜，封闭，一抗室温孵育 ４ ｈ、二抗室温孵育 ２ ｈ，ＥＣＬ
发光，分别检测 ＭＭＰ － ２、ＭＭＰ － ９ 蛋白的表达水

平，β － ａｃｔｉｎ 为内参。 以 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析结果。
２． ６　 数据统计　 统计分析采用 ＳＰＳＳ １９． ０ 软件，计

量资料采用均数 ±标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，多组间比较

采用单因素方差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤ 检

验，以 Ｐ ＜ ０． ０５ 为差异有统计学意义。

３　 结果

３． １　 健脾消癌方对细胞划痕的影响　 健脾消癌方

含药血清处理 ２４ ｈ、４８ ｈ 后，含药血清划痕距离宽于

相同浓度空白血清组。 处理 ２４ ｈ，与相同浓度鼠血

清对照组相比，１０％ 、１５％ 、２０％ 的含药血清组划痕

距离均较明显增宽（Ｐ ＜ ０． ０５）；处理 ４８ ｈ，与相同浓

度鼠血清对照组相比，１０％ 、１５％ 、２０％ 的含药血清

组划痕距离均较显著增宽（Ｐ ＜ ０． ０１），且浓度越大

划痕距离越大。 同浓度含药血清，对细胞迁移抑制

能力 ４８ ｈ 优于 ２４ ｈ。 说明健脾消癌方能够抑制

ＨＣＴ１１６ 细胞的迁移，其抑制作用与浓度和时间呈

正相关。 见图 １、图 ２、图 ３，表 １。

图 １　 含药血清对 ＨＣＴ１１６ 细胞划痕距离的影响

·４３１·
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图 ２　 对照鼠血清对 ＨＣＴ１１６ 细胞划痕距离的影响

图 ３　 胎牛血清对 ＨＣＴ１１６ 细胞划痕距离的影响

３． ２　 健脾消癌方对细胞迁移的影响 　 处理 ２４ ｈ
后，与相同浓度鼠血清对照组相比，１０％ 、１５％ 、２０％
的含药血清细胞迁移抑制率增大（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜
０􀆰 ０１），且随浓度增加迁移抑制率增大。 说明健脾

消癌方能够抑制 ＨＣＴ１１６ 细胞迁移，与浓度呈正相

关。 见表 ２。

３． ３　 健脾消癌方对细胞侵袭的影响 　 处理 ２４ ｈ
后，与相同浓度鼠血清对照组相比，１０％ 、１５％ 、２０％
的含药血清细胞侵袭抑制率增加（Ｐ ＜ ０． ０５；Ｐ ＜
０􀆰 ０１），且随浓度增加侵袭抑制率增高。 说明健脾

消癌方能够抑制 ＨＣＴ１１６ 细胞侵袭，与浓度呈正相

关。 见表 ３。

·５３１·
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表 １　 含药血清对 ＨＣＴ１１６ 细胞迁移

距离的影响 （ｎ ＝ ３ × ５，􀭰ｘ ± ｓ）

组别 ０ ｈ（ｌ ／ ｃｍ） ２４ ｈ（ｌ ／ ｃｍ） ４８ ｈ（ｌ ／ ｃｍ）
１０％含药血清组 ７． １１ ± ０． ２４ ４． ４７ ± ０． ３２∗＃ ５． １０ ± ０． ３８△▲　

１５％含药血清组 ６． ９８ ± ０． ３１ ５． ０４ ± ０． ４５∗＃ ５． ５６ ± ０． ５１△▲

２０％含药血清组 ７． １０ ± ０． ２５ ５． １２ ± ０． ３７∗＃ ６． ０３ ± ０． ４１△▲○

１０％对照鼠血清组 ７． ２２ ± ０． ３６ ３． ５６ ± ０． ３９ ０． ５５ ± ０． ３６∗

１５％对照鼠血清组 ６． ８０ ± ０． ３４ ３． ２０ ± ０． ４０ ０． ３８ ± ０． ３０
２０％对照鼠血清组 ６． ８６ ± ０． ２５ ２． ９５ ± ０． ３１ ０． １５ ± ０． ２３
１０％胎牛血清组 ７． ０４ ± ０． ２３ ３． ０５ ± ０． ３４ ０． １０ ± ０． ０６

　 注：与胎牛血清组比较，∗Ｐ ＜ ０． ０５，△Ｐ ＜ ０． ０１；与相同浓度对照组

比较，＃Ｐ ＜ ０． ０５，▲Ｐ ＜ ０． ０１；含药血清 ４８ ｈ 与 ２４ ｈ 比较，○Ｐ ＜ ０． ０５

表 ２　 健脾消癌方含药血清对细胞

迁移的影响 （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别 ＯＤ 值 迁移抑制率 ／ ％
１０％含药血清组 ２． ２１ ± ０． １５∗ ２１． ９
１５％含药血清组 ２． １７ ± ０． ２３∗＃ ２３． ３
２０％含药血清组 １． ３９ ± ０． ２５△▲ ５０． ９

１０％对照鼠血清组 ２． ５２ ± ０． ２６ １０． ９
１５％对照鼠血清组 ２． ６０ ± ０． １４ ８． １
２０％对照鼠血清组 ２． ８１ ± ０． ２０ ０． ７
１０％胎牛血清组 ２． ８３ ± ０． １８ ／

　 注：与胎牛血清组比较，∗Ｐ ＜ ０． ０５，△Ｐ ＜ ０． ０１；与相同浓度对照

组比较，＃Ｐ ＜ ０． ０５，▲Ｐ ＜ ０． ０１

表 ３　 健脾消癌方含药血清对细胞

侵袭的影响 （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别 ＯＤ 值 侵袭抑制率 ／ ％

１０％含药血清组 ０． ７９ ± ０． １４∗ ２５． ５

１５％含药血清组 ０． ６６ ± ０． １２△＃ ３７． ７

２０％含药血清组 ０． ５４ ± ０． １５△▲ ４９． １

１０％对照鼠血清组 ０． ９４ ± ０． １１ １１． ３

１５％对照鼠血清组 ０． ９７ ± ０． １３ ８． ５

２０％对照鼠血清组 １． ０２ ± ０． １０ ３． ８

１０％胎牛血清组 １． ０６ ± ０． ０９ ／

　 注：与胎牛血清组比较，∗Ｐ ＜ ０． ０５，△Ｐ ＜ ０． ０１；与相同浓度对照

组比较，＃Ｐ ＜ ０． ０５，▲Ｐ ＜ ０． ０１

３． ４　 健脾消癌方对 ＭＭＰ － ２、ＭＭＰ － ９ 蛋白表达

的影响　 与 １５％鼠血清对照组比较，１５％ 的含药血

清细胞的 ＭＭＰ － ２、ＭＭＰ － ９ 蛋白表达显著下调

（Ｐ ＜ ０． ０１）。 说明健脾消癌方能够下调 ＭＭＰ － ２、
ＭＭＰ －９ 蛋白表达。 见表 ４，图 ４。

表 ４　 ＭＭＰ －２、ＭＭＰ －９ 蛋白

相对表达水平 （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别 ＭＭＰ －２ ／ β － ａｃｔｉｎ ＭＭＰ － ９ ／ β － ａｃｔｉｎ

１５％含药血清组 ０． ５８ ± ０． ０４△▲ ０． ３４ ± ０． ０２△▲

１５％对照鼠血清组 １． ０６ ± ０． ０２ ０． ５８ ± ０． ０３△

１０％胎牛血清组 １． １１ ± ０． ０３ ０． ７２ ± ０． ０２

　 注：与胎牛血清组比较，△Ｐ ＜ ０． ０１；与相同浓度对照组比较，
▲Ｐ ＜ ０． ０１

注：１：１０％胎牛血清组，２：１５％鼠血清对照组，３：１５％含药血清组

图 ４　 ＭＭＰ －２、ＭＭＰ －９ 蛋白表达水平

４　 讨论

大肠癌属于中医学“肠覃” “肠癖” “脏毒” “癥
瘕”“锁肛痔”等范畴。 我院肿瘤中心长期从事中医

药抗结直肠癌复发转移临床及基础研究，总结肠癌

基本病机为“脾虚、瘀积、癌毒”，当以健脾益气，化
瘀解毒为治疗法则。 拟定健脾消癌方，主要药物组

成有人参、薏苡仁健脾益气，郁金、莪术活血化瘀，重
楼、半枝莲清热解毒，全方配伍，寒温并用，标本兼

顾，攻补兼施。
转移是引起肿瘤患者死亡的主要原因［１３］。 肿

瘤细胞的黏附、迁移能力与癌转移密切相关。 单个

肿瘤细胞从原发肿瘤脱落游离是肿瘤侵袭转移的第

一步，肿瘤细胞与细胞之间黏附因子的损失是肿瘤

细胞脱离的要素。 脱落的肿瘤细胞即为循环肿瘤细

胞，与脉管内皮细胞及细胞外基质细胞黏附，迁移到

特定的组织器官，并发展成为继发癌灶的过程，即是

转移。 迁移是肿瘤细胞转移过程中必不可缺的环节

之一［１４］。 故抑制肿瘤细胞转移的关键之一乃是抑

制肿瘤细胞向外迁移。
ＭＭＰｓ 是一类高度保守的锌原子依赖内肽酶家

族，大部分成员具有降解细胞基膜及细胞外基质功

能，是肿瘤细胞转移过程中的重要分子。 ＭＭＰｓ 在

肿瘤转移的多个步骤均有参与，包括肿瘤的迁移、侵
袭、免疫逃逸、血管的生成、肿瘤的生长［１３］。 ＭＭＰ －
２ 和 ＭＭＰ －９ 是 ＭＭＰｓ 的明胶酶组成员，通过降解

基底膜的胶原成分、细胞外基质和细胞黏附分子，促
进血管生成和调节细胞黏附，从而导致癌细胞运动

性增强，促进癌细胞侵袭和转移［１５ － １７］。 端传友［１８］

检测 ８６ 例结肠癌组织及正常结肠组织中 ＭＭＰ － ２、
ＭＭＰ － ９ 的表达， 发现结肠癌组织中 ＭＭＰ － ２、
ＭＭＰ －９ 表达水平及阳性率均显著高于正常结肠组

织，其中有淋巴结转移的结肠癌组织中 ＭＭＰ － ２、
ＭＭＰ － ９ 阳性表达率高于无淋巴结转移者，提示

·６３１·
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ＭＭＰ －２、ＭＭＰ －９ 高表达与肿瘤转移密切相关。 故

通过降低 ＭＭＰ － ２ 及 ＭＭＰ － ９ 的表达，可以抑制肿

瘤细胞的脱落、迁移，从而降低转移率。
本研究结果发现，健脾消癌方能够抑制细胞迁

移及侵袭，并下调 ＭＭＰ － ２、ＭＭＰ － ９ 蛋白表达水

平，健脾消癌方抗复发转移机制可能是通过下调

ＭＭＰ －２、ＭＭＰ －９ 蛋白表达，从而抑制 ＨＣＴ１１６ 细

胞迁移、侵袭力。
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