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健脾复方对结直肠癌细胞增殖及侵袭迁移的影响
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　　【摘要】　目的　探讨健脾复方对结直肠癌细胞增殖、侵袭和迁移及ＭＡＬＡＴ１表达

的影响。方法 　通过ＣＣＫ８法检测健脾复方对ＬｏＶｏ细胞增殖的影响；根据ＣＣＫ８法

检测结果，设立空白对照组和健脾复方高、中、低浓度组，然后采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测健

脾复方对ＬｏＶｏ细胞侵袭和迁移能力的影响；采用ＲＴＰＣＲ检测健脾复方对ＬｏＶｏ细胞

长链非编码ＲＮＡＭＡＬＡＴ１表达的影响。结果　ＬｏＶｏ细胞的生长抑制率与健脾复方

浓度呈正相关；侵袭实验显示与对照组相比，到达侵袭小室底部的ＬｏＶｏ细胞数量随着健

脾复方浓度增高而减少；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验显示健脾复方能够抑制ＬｏＶｏ细胞的迁移

能力，并且随着健脾复方浓度的增高，其迁移能力显著降低。健脾复方亦能对ＭＡＬＡＴ１

表达起抑制作用。结论　健脾复方可抑制结直肠癌细胞增殖、侵袭和转移并降低

ＭＡＬＡＴ１表达，其抑制ＬｏＶｏ细胞侵袭转移的机制可能与降低ＭＡＬＡＴ１表达有关。
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　　结直肠癌是临床上常见的恶性肿瘤，发病率居

全球恶性肿瘤的第３位
［１］，病死率居全球恶性肿瘤

的第４位
［２］。中国结直肠癌发病率居肿瘤发病率第

４位，在城市肿瘤发病率中居第２位；在中国结直肠

癌是主要的恶性肿瘤致死病因之一［３］。结直肠癌一

旦被确诊，２０％～３０％患者已处于疾病晚期阶段，

失去手术机会，远处转移是结直肠癌患者主要的死

亡原因之一［４５］。伴有远处转移的结直肠癌患者５

年生存率不高于１２．５％
［６］。结直肠癌侵袭转移是

导致临床疗效降低、患者生存期缩短、预后较差的

关键因素。中医药治疗是目前抗肿瘤研究的热点，

晚期结直肠癌患者配合中药治疗可以延长生存期，

提高生活质量。本文初探健脾复方对人结直肠癌

细胞生长增殖、侵袭、迁移能力的影响，并检测与结

直肠癌细胞侵袭转移密切相关的长链非编码ＲＮＡ

ＭＡＬＡＴ１的表达情况。

１　材料与方法

１．１　实验材料

人结直肠癌ＬｏＶｏ细胞由复旦大学细胞库提

供。ＰｈｏｓｐｈａｔｅＢｕｆｆｅｒＳａｌｉｎｅ（１Ｘ，批号：２０１７０４１３）、

胰酶 溶 液ＥＤＴＡ（含 酚 红，批 号：２０１６０８０９）、

ＲＰＭＩ１６４０不完全培养基（１Ｘ，含青霉素８０Ｕ／ｍＬ，

链霉素０．０８ｍｇ／ｍＬ，批号：２０１７０４１４）、ＣＣＫ８法细

胞增殖检测试剂盒（批号：２０１６０４０５）购自江苏凯基

生物技术股份有限公司，胎牛血清购自ｇｉｂｃｏ公司

（批号：４２Ａ０１５９Ｋ），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭小室盒购自

Ｃｏｒｎｉｎｇ公司（批号：６０５５００１），逆转录及ＲＴＰＣＲ

试剂盒购自ＴａＫａＲａ公司（ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ

批号：ＡＫ７００７，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ批

号：ＡＫ３８０２）。健脾复方颗粒剂（由黄芪、炒白术、

薏苡仁、党参、半夏、蒲公英等中药构成），上述中药

药材取自上海市中医医院中药房。采用天平准确

称取健脾复方颗粒剂１ｇ，溶于１ｍＬＲＰＭＩ１６４０无

血清培养基中，均匀振荡１２ｈ之后，经０．４５μｍ和

０．２２μｍ规格的过滤器过滤除菌，形成１ｇ／ｍＬ浓

度的健脾复方溶液原液，后续实验中所需不同浓度

的健脾复方溶液由此原液稀释而得。

１．２　细胞培养

培养基为ＲＰＭＩ１６４０（含１０％ｇｉｂｃｏ胎牛血清，

１％双抗），每个细胞培养瓶中培养液为５～６ｍＬ，复

苏细胞时维持细胞浓度在５．５×１０６～１×１０
７个／ｍＬ，

之后置于３７℃、含５％ＣＯ２恒温无菌培养箱中培

养。待细胞增殖至覆盖细胞培养瓶底部８０％～

９０％时，去除旧培养液，并用ＰＢＳ液轻轻冲洗，吸尽

ＰＢＳ液后，添加０．５ｍＬ胰酶，置于上述培养箱中消

化，待细胞外形变圆时，迅速去除胰酶，添加１ｍＬ

含血清ＲＰＭＩ１６４０培养基，在吹打均匀后，均匀移

至新的培养瓶中，添加５ｍＬＲＰＭＩ１６４０完全培养

基，培养条件同上。

１．３　检测项目与方法

１．３．１　人结直肠癌ＬｏＶｏ细胞增殖情况　采用

ＣＣＫ８试剂盒检测。灭菌９６孔板每孔注入１００μＬ

生长良好的ＬｏＶｏ细胞（浓度５．５×１０４个／ｍＬ），置

于３７℃、５％ＣＯ２无菌恒温培养箱中；１０ｈ后弃去

旧液更换含１％胎牛血清的培养液，继续培养２４ｈ

后，将上述细胞分为７组，每组设立３个复孔，每组

健脾 复 方 作 用 浓 度 分 别 为 ０、１０ ｍｇ／ｍＬ、

８０ｍｇ／ｍＬ、１６０ｍｇ／ｍＬ、５００ｍｇ／ｍＬ、１０００ｍｇ／ｍＬ、

１５００ｍｇ／ｍＬ。培养４８ｈ后，吸弃旧液，加入９０μＬ

ＲＰＭＩ１６４０无血清培养基和１０μＬＣＣＫ８溶液，继

续培养３ｈ后，用酶联检测仪（双波长４９０ｎｍ／

６３０ｎｍ）检测吸光值ＯＤ，统计细胞生长抑制率。计

算公式：细胞生长抑制率（％）＝１－［Ａ（加药）－

Ａ（空白）］／［Ａ（０加药）－Ａ（空白）］×１００；Ａ（加药）

指具有细胞、ＣＣＫ８溶液和药物溶液的孔的吸光

度，Ａ（空白）指具有培养基和ＣＣＫ８溶液而没有细

胞的孔的吸光度，Ａ（０加药）指具有细胞、ＣＣＫ８溶

液而没有药物溶液的孔的吸光度。

１．３．２　人结直肠癌ＬｏＶｏ细胞侵袭情况　采用

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭法检测。将冻存于－８０℃冰箱的基

质胶置于４℃无菌条件下过夜（２４ｈ）；取３００μＬ

ＲＰＭＩ１６４０无血清培养基，加入６０μＬＭａｔｒｉｇｅｌ混

匀，加入上室各１５０μＬ；放入３７℃培养箱中，孵育

５ｈ；消化细胞，用 ＲＰＭＩ１６４０无血清培养基洗涤

３次，计 数，以 含 有 不 同 浓 度 的 健 脾 复 方 的

ＲＰＭＩ１６４０无血清培养基调配成细胞悬液（细胞浓

度为３．６×１０５个／ｍＬ），分别设立空白对照组、低浓

度组、中浓度组和高浓度组；每孔加入１５０μＬ细胞

悬液；下室中加入５００μＬ含有２０％ＦＢＳ条件培养

基；３７℃培养箱中，孵育３６ｈ；取出Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ用

ＰＢＳ洗２次，８５％甲醇固定５０ｍｉｎ，４℃；加入结晶

紫（０．１％）染色２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗２次，用棉球擦去小

室上表面细胞，显微镜下观察小室底部细胞并计

数，每个小室随机取３个镜下计数，计算其平均数。

１．３．３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移法　实验步骤同上述侵袭

方法，且不需铺基质胶。
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１．３．４　人结直肠癌ＬｏＶｏ细胞 ＭＡＬＡＴ１表达情

况　采用ＲＴＰＣＲ法检测。不同浓度健脾复方作

用于ＬｏＶｏ细胞４８ｈ后，用ＴＲＩＺＯＬ分别提取不同组

别ＲＮＡ，每管统一定量２μｇ，逆转录（３７℃１５ｍｉｎ，

８５℃５ｓ，４℃１０ｍｉｎ）。ＲＴＰＣＲ设定每孔２５μＬ体

系，反应条件：９５℃３０ｓ，循环１次；９５℃５ｓ，６０℃

３０ｓ，循环４０次；９５℃１５ｍｉｎ，６０℃３０ｓ，循环１次。

反应结束后确认扩增曲线和溶解曲线，并分析

ＣＴ值。

１．４　统计学方法

采用ＧｒａｐｈＰａｄ．Ｐｒｉｓｍ５软件统计分析数据并

制图，犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　健脾复方对人结直肠癌ＬｏＶｏ细胞增殖的

作用

在健脾复方作用４８ｈ后，通过ＣＣＫ８法检测

ＬｏＶｏ细胞增殖情况。经统计发现，ＬｏＶｏ细胞生长

抑制率随着健脾复方浓度的增加而升高，ＩＣ５０值为

２４０ｍｇ／ｍＬ；根据ＩＣ５０值，在后续实验中健脾复方

低、中、高浓度组的浓度依次为 ６０ ｍｇ／ｍＬ、

１２０ｍｇ／ｍＬ、２４０ｍｇ／ｍＬ。见图１。

２．２　健脾复方对人结直肠癌ＬｏＶｏ细胞侵袭的

作用

随着健脾复方浓度的升高，ＬｏＶｏ细胞的侵袭

能力不断下降。相对于空白对照组，健脾复方低浓

度组、健脾复方中浓度组、健脾复方高浓度组中到

达Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室底部的ＬｏＶｏ细胞数量明显减

少，其中高浓度组细胞数量最少，差异均有统计学

意义（犘均＜０．０５）。见图２。

图１　健脾复方对人结直肠癌ＬｏＶｏ细胞增殖的作用

图２　健脾复方对人结直肠癌细胞ＬｏＶｏ细胞侵袭能力的作用　×１００　　犃　空白对照组　犅　健脾复方低浓度组　犆　健

脾复方中浓度组　犇　健脾复方高浓度组

２．３　健脾复方对人结直肠癌ＬｏＶｏ细胞迁移的作用

随着健脾复方浓度的升高，ＬｏＶｏ细胞的迁移

能力受到显著抑制。相对于空白对照组，健脾复方

低浓度组、中浓度组、高浓度组中到达Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小

室底部ＬｏＶｏ细胞数量明显下降，差异均有统计学

意义（犘均＜０．０１）。见图３。

图３　健脾复方对人结直肠癌细胞ＬｏＶｏ细胞迁移能力的作用　×１００　　犃　空白对照组　犅　健脾复方低浓度组　犆　健

脾复方中浓度组　犇　健脾复方高浓度组

２．４　健脾复方对人结直肠癌ＬｏＶｏ细胞ＭＡＬＡＴ１

表达的影响

与空白对照组相比，健脾复方低浓度组已显示

出抑制ＬｏＶｏ细胞中 ＭＡＬＡＴ１表达的作用（犘＜

０．０５），而在中浓度组和高浓度组中对ＭＡＬＡＴ１的

抑制作用更加显著，差异具有统计学意义（犘＜

０．０１）。随着健脾复方浓度升高，ＬｏＶｏ细胞中

ＭＡＬＡＴ１的表达受到抑制，ＭＡＬＡＴ１的表达水平
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与健脾复方浓度呈负相关。

　　注：与空白对照组相比，犘＜０．０５，犘＜０．０１

图４　健脾复方对人结直肠癌ＬｏＶｏ细胞ＭＡＬＡＴ１表达的

作用　犃　空白对照组　犅　健脾复方低浓度组　犆　健脾

复方中浓度组　犇　健脾复方高浓度组

３　讨论

结直肠癌晚期患者发生侵袭转移是临床工作

中亟需解决的问题，它是一个涉及多种基因和蛋

白，具有不同作用机制，多条信号通路共同作用的

复杂过程。研究人员从多种角度挖掘关键蛋白和

ＲＮＡ的作用，期望揭示结直肠癌侵袭转移的机制。

ＭＡＬＡＴ１定位于人染色体１１ｑ１３，在结直肠癌、肝

细胞癌、乳腺癌等恶性肿瘤组织中高表达［７］。

ＭＡＬＡＴ１在多种肿瘤发生发展过程中扮演着重要

角色，特别是近年来在结直肠癌的侵袭转移及临床

诊断中得到深入研究［８９］。ＭＡＬＡＴ１在结直肠癌

中的表达水平高于腺瘤，其表达水平与结直肠癌的

转移程度呈正相关［１０］。细胞实验表明，ＭＡＬＡＴ１

在细胞侵袭与转移中发挥重要作用［１１］。研究发现，

敲除ＭＡＬＡＴ１可抑制β链蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）从细胞

质到细胞核的移位，导致Ｃｍｙｃ、基质金属蛋白酶７

（ＭＭＰ７）表达水平下降，从而实现对 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ

信号通路的负性调控，并最终抑制结直肠癌侵袭和

转移，而当 ＭＡＬＡＴ１过表达时则恰好相反
［１２１３］。

ＭＡＬＡＴ１可通过多种方式和途径介导结直肠癌细

胞侵袭转移［１４１５］。杨孜欢等［１６］发现，通过调节

ＭＡＬＡＴ１可影响基因Ｒａｃ１ｂ表达，而Ｒａｃ１ｂ高表

达有利于间质化发生，进而促进结直肠癌侵袭转

移。肿瘤细胞在侵袭转移过程中亦与血管新生密

切相关，上调人结直肠癌细胞ＳＷ４８０中 ＭＡＬＡＴ１

表达水平，能够促进血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）和

缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）蛋白表达，促进血管形

成［１７］。标志性蛋白有Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，其含

量发生变化伴随上皮间质转化，可影响结直肠癌细

胞侵袭转移［１８］。与ＶＥＧＦ密切相关的血管生成有

利于结直肠癌细胞侵袭转移，可通过靶向环氧化酶

２（ＣＯＸ２）／前列腺素Ｅ２（ＰＧＥ２）／βｃａｔｅｎｉｎ通路调

节人结直肠癌细胞ＨＣＴ１１６侵袭转移
［１９］。ＭＭＰ７

有利于降解胞外基质，促进结直肠癌细胞冲破胞外

阻拦而发生转移，ＭＭＰ７蛋白在人结直肠的正常黏

膜、腺瘤、癌组织中表达水平依次升高，且淋巴结和

远处转移组织中 ＭＭＰ７含量均高于结直肠癌未转

移组织［２０］。中医药防治结直肠癌的研究表明，针对

“脾虚证”可通过健脾防止结直肠癌的发生发展，改

善患者生活质量，抑制远处转移，从而延长患者生

存期［２１２２］。以健脾为核心的方剂在结直肠癌临床

治疗和基础研究中得到深入研究。健脾方剂可以

通过多种环节和通路调控结直肠癌侵袭转移。体

外实验发现，健脾解毒方可以抑制ＣＯＸ２表达，进

而阻断βｃａｔｅｎｉｎ在 ＬｏＶｏ细胞核中积累，下调

ＭＭＰ７表达，从而发挥抑制肿瘤转移作用
［２３］。一项

体内研究显示，健脾复方可通过抑制 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ

信号通路，降低 ＭＭＰ７蛋白表达，进而抑制裸鼠皮

下移植瘤的生长［２４］。

本研究发现，健脾复方能够抑制人结直肠癌

ＬｏＶｏ细胞增殖、侵袭和转移，并且抑制 ＭＡＬＡＴ１

基因表达。健脾复方显示出抑制结直肠癌细胞生

长及转移的作用，并且其抑制作用随着健脾复方浓

度升高而增强。健脾复方对结直肠癌细胞的抑制

作用在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭及迁移实验的高浓度组中体

现尤为显著。健脾复方抑制肠癌侵袭转移的作用

机制可能是通过调节 ＭＡＬＡＴ１这一环节实现，这

为进一步揭示ＭＡＬＡＴ１在侵袭转移中的作用和机

制奠定了基础。
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