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　　【摘要】　目的　观察桑白皮提取物在体外实验条件下对人肝癌细胞ＨｅｐＧ２细胞增殖、迁移及基质金属蛋白酶９

（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９，ＭＭＰ９）表达的影响，探讨桑白皮提取物对人肝癌细胞ＨｅｐＧ２细胞的抑制作用与分子机

制。方法　培养ＨｅｐＧ２细胞，将高、中、低三种浓度的桑白皮提取物血清分别加入体外培养的肝癌细胞株ＨｅｐＧ２细胞，

应用流式细胞检测法检测桑白皮提取物对人肝癌细胞ＨｅｐＧ２细胞周期的影响；应用细胞划痕实验观察桑白皮提取物对

ＨｅｐＧ２细胞迁移能力的影响；应用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测桑白皮提取物对ＨｅｐＧ２细胞ＭＭＰ９蛋白表达的影响；应用逆

转录聚合酶链式反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）方法检测桑白皮提取物对ＨｅｐＧ２细胞ＭＭＰ

９ｍＲＮＡ表达的影响。结果　桑白皮提取物血清中等浓度组ＨｅｐＧ２细胞与对照组比较，明显阻滞于Ｇ１期（犘＜０．０５）；中

等浓度组ＨｅｐＧ２细胞，迁移实验中细胞迁移面积明显少于对照组（犘＜０．００１）；中等浓度组桑白皮提取物还可明显下调

ＨｅｐＧ２细胞ＭＭＰ９蛋白表达（犘＜０．００１）及ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达（犘＜０．００１）。结论　桑白皮提取物能有效抑制人肝

癌细胞ＨｅｐＧ２细胞增殖与迁移，其作用机制可能与降低ＭＭＰ９蛋白的表达有关。
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　　近年来对肝癌的临床治疗虽有较大进展，疗效也

明显提高，但是肝癌患者的长期生存率仍不尽如人意。

因此，探索肝癌细胞侵袭转移的机制，寻找新的药物和

治疗靶点是提高治疗效果的关键。研究表明，基质金

属蛋白酶９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９，ＭＭＰ９）在

肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｃｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）的浸润、

转移机制中具有重要作用［１］。肝癌组织内ＭＭＰ９表

达与肝癌的侵袭、转移呈正相关［２］；肝癌组织过度表达

ＭＭＰ９与肿瘤生长、术后复发、甲胎蛋白（ａｌｐｈａｆｅｔａｌ

ｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＦＰ）升高密切相关
［３］，以上研究结果提示调
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控ＭＭＰ９在肝癌细胞中的表达，对肝癌的治疗有望

提供新的思路。

桑白皮（ＭｏｒｕｓａｌｂａＬ）即桑科植物桑的根皮，自

古以来就在民间用于消炎、利尿、解热、镇咳、祛痰等，

在方剂中亦广泛使用［４］。近年来，国内外学者对桑白

皮的多种药理活性和药效进行了深入研究和科学评

价，桑白皮提取物具有一定的抗肿瘤活性，已应用于治

疗肝细胞癌、胃癌、白血病、宫颈癌等多种癌症［５６］，但

其具体作用机制尚未明确。其是否通过调控 ＭＭＰ９

表达来抑制ＨｅｐＧ２细胞增殖、迁移而发挥抗肿瘤作

用，目前尚未见报道。本文旨在探讨桑白皮提取物对

人肝癌细胞ＨｅｐＧ２细胞生物学行为及 ＭＭＰ９表达

的影响，探索中西医结合治疗肝癌的作用与分子机制。

１　材料和方法

１．１　材料

２５０～３５０ｇ雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠，购于华中科技大学

实验动物中心ＳＣＸＫ（鄂）２００４００７。实验所用细胞及

生物试剂均购于武汉科瑞生物技术有限公司，包括：人

肝癌细胞ＨｅｐＧ２细胞株（编号：ｚｘｌ００６）；ＭＭＰ９抗体

（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ｓｃ１００５５８）；高糖 ＤＭＥＭ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ＇ｓ

ｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅ＇ｓｍｅｄｉｕｍ）培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；胰

蛋白酶（Ｓｉｇｍａ公司，批号：ＨＹ２７２５０）；胎牛血清（Ｇｉｂ

ｃｏ公司）。桑白皮提取物由江阴天江药业有限公司生

产（生产批号：１２０２０２５）。

１．２　方法

１．２．１　制备含药血清　取大鼠４０只（清洁级），均分

为４组［正常对照组（Ｃ组）、高浓度组（Ｈ组）、中等浓

度组（Ｍ组）、低浓度组（Ｌ组）］。给药组正常饲养，连

续７ｄ，每日７∶００ａｍ定时灌胃一次（颗粒药物浓度为

５．２５ｇ／ｍｌ，依据：根据公式换算给予大鼠与人的等效

剂量为０．５２５ｇ／１００ｇ，中等浓度为５．２５ｇ／１００ｇ，而大

鼠灌胃剂量通常在１～２ｍｌ／１００ｇ），剂量分别相当于

６５ｋｇ成人每日每公斤用药量的低、中及高剂量，对照

组按１ｍｌ／１００ｇ灌以生理盐水。末次给药后２ｈ，每只

大鼠断头取血５～１０ｍｌ于无菌试管（不加抗凝剂），室

温静置２ｈ后，１５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液即为

各浓度药物血清和对照血清，微孔滤膜除菌后分装于

１ｍｌ冻存管，标记后置于－８０℃冰箱备用。

１．２．２　细胞培养　ＨｅｐＧ２细胞于１０％胎牛血清的

高糖ＤＭＥＭ培养基中，３７℃，５％ＣＯ２ 条件下培养，

隔天换培养液，当细胞融合度达８０％时，用０．２５％胰蛋

白酶消化，以１∶４比例传代，２４ｈ后更换新鲜培养基，７２

ｈ再次传代，所有实验用细胞均处于对数增长期。

１．２．３　细胞分组及处理　将处于生长对数期的

ＨｅｐＧ２细胞以２×１０
５／ｍＬ密度接种于６孔板中，将

细胞进行相应的分组及处理。Ｃ组：正常培养基培养；

Ｈ、Ｍ、Ｌ成３组：用０．５％胎牛血清稀释药物血清处理

ＨｅｐＧ２２４ｈ后进行相应实验。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测ＭＭＰ９蛋白表达　收

集各组细胞，加适量预冷１５０ｍｍｏｌ／ＬＬｙｓｉｓｂｕｆｆｅｒ

（Ｃｏｃｋｔａｉｌ）裂解液，提取总蛋白。按照３０μｌ体系、２×ｌｅ

ａｍｎｌｉｂｕｆｆｅｒ制样，按实验设计顺序加样，电泳（９５Ｖ），

转膜７５ｍｉｎ。取出聚偏二氟乙烯膜（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ

ｆｕｌｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜，做标记后，用５％脱脂牛奶封闭液

封闭３０ｍｉｎ。倒掉封闭液后，加入一抗兔抗小鼠多克

隆抗体（ａｎｔｉＭＭＰ９，１∶１０００），摇床上４℃过夜，用１

×ＴＢＳＴ洗膜，加入用１×ＴＢＳＴ稀释的二抗室温孵

育１ｈ，电化学发光（ｅｌｃｅｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）

显影并用蛋白灰度值用ＩｍａｇｅＪ软件进行分析。

１．２．５　逆转录聚合酶链式反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐ

ｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）检测ＭＭＰ

９ｍＲＮＡ的表达　细胞培养达到８０％～９０％融合后，

弃去陈旧培养液，用适量灭菌的预热磷酸盐缓冲液

（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）洗两次去除残余培

养液，按Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒步骤说明进行操作提取总ＲＮＡ

并用核酸测仪测定总ＲＮＡ含量和纯度。取ｃＤＮＡ

５μｇ，利用逆转录试剂盒合成ｃＤＮＡ。根据Ｇｅｎｂａｎｋ

查找基因序列并设计引物：ＭＭＰ９引物序列：Ｆ５’

ＡＣＣＡＣＧＴＧＴＧＣＴＧＧＡＣＴＣＴＧ３’，Ｒ ５’ＣＣＡＴ

ＣＡＧＧＣＡＧＴＴＣＧＴＡＧ３’，长度１５６ｂｐ；甘油醛３硝

酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｒ

ｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）引物序列：Ｆ５’ＴＡＴＣＧＧＡＣＧＣＣＴＧ

ＧＴＴＡＣ３’，Ｒ５’ＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧ３’，

长度２０１ｂｐ。反应条件：９５℃预变性，５ｍｉｎ；９５℃变

性，３０ｓ；５８℃退火，３０ｓ；６８℃延伸，１０ｍｉｎ；４℃，终

止。ＰＣＲ产物经浓度为２％的琼脂糖凝胶电泳，用凝

胶成像分析系统进行扫描拍照，灰度值用ＩｍａｇｅＪ软件

进行分析。

１．２．６　流式细胞术检测细胞周期　设立阴性对照组，

并收集细胞１０６个；用１ｍｌＰＢＳ重新悬浮细胞，２０００ｒ／

ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，小心移去上清液；加入０．５ｍｌＳｏｌｕｔｉｏｎ

Ｂｕｆｆｅｒ，轻轻悬浮细胞（自此步骤起，操作中均不能剧烈

振荡），２０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，小心移去上清液；再加

入０．５ｍｌＳｏｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ，轻轻悬浮细胞，２０００ｒ／

ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，小心移去上清液；加入２５０μｌＳｏｌｕ

ｔｉｏｎＡ，轻轻悬浮细胞，２５℃孵育１０ｍｉｎ；溶液中加入

２００μｌＳｏｌｕｔｉｏｎＢ，轻轻悬浮细胞，２５℃孵育１０ｍｉｎ；

最后加入２００μｌＳｏｌｕｔｉｏｎＣ，轻轻悬浮细胞，４℃避光

１０ｍｉｎ；应用流式细胞仪检测并分析。

１．２．７　细胞划痕实验　先用记号笔在６孔板背后，均

匀的划横线，大约间隔０．５ｃｍ，横穿过孔，每孔至少穿
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过５条线。在孔中加入约５×１０５个细胞。第二天用

１０μｌ枪头垂直于背后的横线划痕，不能倾斜。用预热

的ＰＢＳ洗细胞３次，去除划下的细胞，加入无血清培

养基，放入培养箱培养，２４ｈ后取样，拍照并分析结果。

１．３　统计学处理

实验数据以均数±标准差（狓±狊）表示，采用ＳＰＳＳ

１３．０统计软件分析，组间比较采用单因素方差分析，

若方差不齐，则用非参数秩和检验，犘＜０．０５表示差异

具有统计学意义。

２　结果

２．１　不同浓度含桑白皮提取物血清处理的 ＨｅｐＧ２

ＭＭＰ９的表达

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ在７６ｋＤａ的位置上出现的阳性杂交

带为ＭＭＰ９蛋白表达，如图１Ａ所示。与正常对照组相

比，桑白皮提取物血清处理各组对ＭＭＰ９蛋白表达均具

有抑制效应；其中Ｍ组具有明显差异（犘＜０．００１），图１Ｂ。

注：Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ所示不同组别ＨｅｐＧ２ＭＭＰ９表达水平；

Ｂ：电泳条带光密度扫描分析比较，与正常对照组比较，犘＜０．００１

图１　不同浓度含桑白皮提取物对犎犲狆犌２犕犕犘９蛋白表达的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ９ｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ

ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＣｏｒｔｅｘＭｏｒｉ

２．２　不同浓度含桑白皮提取物血清处理的 ＨｅｐＧ２

ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达

各组在１５６ｂｐ处出现了 ＭＭＰ９基因的特异性条

带，２０１ｂｐ处出现了内参照ＧＡＰＤＨ的条带，见图２Ａ。

通过对电泳条带光密度扫描分析，正常对照组有较强

的ＭＭＰ９基因表达。与正常对照组比较，不同浓度桑

白皮血清处理的 ＨｅｐＧ２细胞中，ＭＭＰ９基因表达均

有下调现象；低、中、高浓度血清组ＭＭＰ９基因表达

分别为１．６７２±０．１５６，０．５３２±０．０７９，１．９８８±０．０９８，

其中Ｍ 组表达水平降低最明显 （犘＜０．００１），见图

２Ｂ。

注：Ａ：ＲＴＰＣＲ结果显示不同组别ＨｅｐＧ２ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达；Ｂ：电

泳条带光密度扫描分析比较，与正常对照组比较，犘＜０．００１

图２　不同浓度含桑白皮提取物对犎犲狆犌２犕犕犘９犿犚犖犃表达的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＭＭＰ９ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ

ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＣｏｒｔｅｘＭｏｒｉ

２．３　不同浓度桑白皮提取物血清处理的ＨｅｐＧ２细胞

周期的变化

应用流式细胞仪检测细胞周期的实验中，检测结果显

示：正常对照组ＨｅｐＧ２Ｇ１期细胞比例为（３２．６±１．１８）％，

Ｇ２期为（６．５９±１．０３）％，Ｓ期为（６０．０８±１．５６）％；Ｈ、

Ｍ、Ｌ３组２４ｈ后，Ｇ１期细胞数量增加，而Ｇ２期细胞显

著减少，细胞明显被阻滞于Ｇ１期（犘＜０．０５）。且以Ｍ组

抑制效果最佳，Ｇ１期细胞比例为（５９．６８±２．３２）％，Ｇ２期

为（３．６９±０．８６）％，Ｓ期为（３６．３６±１．０６）％（犘＜０．０１）；而

Ｌ组无明显抑制作用，Ｇ１ 期细胞比例为（４０．５２±１．

８９）％，Ｇ２ 期为（５．８４±０．９３）％，Ｓ期为（５３．６４±２．

４７）％；而Ｈ组抑制作用相对于Ｍ组抑制作用开始下

降，Ｇ１期细胞比例为（４８．９３±２．６５）％，Ｇ２期为（４．８９

±０．８１）％，Ｓ期为（４６．１７±２．３１）％，见图３。

２．４　不同浓度含桑白皮提取物血清对 ＨｅｐＧ２迁移

情况的影响

细胞划痕实验表明：桑白皮提取物血清处理的

ＨｅｐＧ２细胞与正常对照细胞相比，细胞的迁移面积均有

减少，其中Ｍ组迁移面积减少最显著（犘＜０．００１），见图

４。

３　讨论

肝癌发生侵袭转移是一个复杂的多基因调控和多

步骤发生过程，涉及肿瘤细胞增殖、黏附、基质降解、细

胞迁移等许多环节［７］。因此，阻断肿瘤细胞增殖和侵

袭过程的各环节均有可能抑制肿瘤的转移。
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特异性的抑制肿瘤细胞增殖、诱导肿瘤细胞凋亡

是目前肿瘤治疗的新途径［８］。多数抗肿瘤的化学药物

图３　不同浓度含桑白皮提取物对犎犲狆犌２细胞周期影响流式分析

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＣｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＣｏｒｔｅｘＭｏｒｉ

注：与正常对照组比较，犘＜０．００１

图４　不同浓度含桑白皮提取物血清对犎犲狆犌２迁移情况的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＭｉｇｒａｔｉｏｎａｒｅａｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＣｏｒｔｅｘＭｏｒｉｓｅｒｕｍ

就是通过干扰肿瘤细胞增殖、分化，从而触发凋亡级联

通路达到治疗效果［９］。由于化学药物的昂贵和高毒副

反应的缺点，使得研发高效、低毒、价廉的抗肿瘤药物

成为亟待解决的问题，这恰恰是中医药的优势所在。本

研究选用目前广泛用于肝癌研究的模式细胞

ＨｅｐＧ２
［１０］，通过桑白皮提取物血清干预 ＨｅｐＧ２后检

测其对ＨｅｐＧ２细胞增殖及侵袭转移能力的影响，结果

表明桑白皮提取物血清能够显著抑制ＨｅｐＧ２的增殖

能力（图３）。图４显示，干预后的肝癌细胞迁移能力与对

照组相比均明显下降（犘＜０．００１），说明桑白皮提取物

血清能够抑制或减弱 ＨｅｐＧ２的迁移、转移的能力。

图１和图２结果提示，桑白皮提取物血清可抑制

ＭＭＰ９表达，有效地破坏肿瘤细胞运动侵袭的动力系

统，抑制肿瘤细胞向外运动和侵袭。ＭＭＰｓ作为肿瘤

侵袭转移的促进因子，是βｃａｔｅｎｉｎ的下游基因
［１１］，

是一组锌离子依赖型内肽酶，其中ＭＭＰ９是降解ＩＶ

型胶原最主要的酶［１２］，在肝癌组织中高表达，并与肝

癌的的浸润转移及预后密切相关［１３］。本研究结果表

明，桑白皮提取物降低ＭＭＰ９蛋白及ｍＲＮＡ的表达

水平（犘＜０．００１）；提示桑白皮提取物可通过靶向抑制

ＭＭＰ９，从而有效地阻抑肿瘤细胞运动侵袭。本研究

证实桑白皮提取物可明显抑制肝癌细胞的增殖和转

移，下调ＭＭＰ９表达可能是其发挥作用的主要机制

之一。今后本文研究者还将针对其抑制肝癌细胞增

殖，诱导肝癌细胞凋亡的作用途径和作用靶点做进一

步的研究。
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ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓａｎｄｈｅｐａｔｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅＨｅｐｇ２ｗｉｔｈｒｅｇａｒｄｔｏｔｈｅｉｒ

ｂｉｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ［Ｊ］．ＤｒｕｇＭｅｔａｂＤｉｓｐｏｓ，２００３，３１

（８）：１０３５１０４２

［１１］ＤｗｉｖｅｄｉＡ，ＳｌａｔｅｒＳＣ，ＧｅｏｒｇｅＳＪ．ＭＭＰ９ａｎｄ１２ｃａｕｓｅＮｃａｄｈｅｒｉｎ

ｓｈｅｄｄｉｎｇａｎｄｔｈｅｒｅｂｙβｃａｔｅｎｉｎｓｉｇｎａｌｌｉｎｇａｎｄｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈ

ｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣａｒｄｉｏｖａｓｃＲｅｓ，２００９，８１（１）：１７８１８６

［１２］ＳａｔｏＨ，ＫｉｄａＹ，ＭａｉＭ，犲狋犪犾．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｅｎｅｓｅｎｃｏｄｉｎｇｔｙｐｅ

ＩＶｃｏｌｌａｇｅｎｄｅｇｒａｄｉｎｇｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓａｎｄｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆ

ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓｉｎｖａｒｉｏｕｓｈｕｍａｎｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，

１９９２，７（１）：７７８３

［１３］ＥｇｅｂｌａｄＭ，ＷｅｒｂＺ．Ｎｅｗｆｕｎｃｔｉｏｎｓｆｏｒｔｈｅｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ

ｉｎｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＣａｎｃｅｒ，２００２，２（３）：１６１１７４

（２０１４０３２０收稿　２０１４０４０８修回）

·０６０１· 华南国防医学杂志２０１４年１１月２８日 第２８卷 第１１期　ＭｉｌＭｅｄＪＳＣｈｉｎ，Ｖｏｌ．２８，Ｎｏ．１１，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２８，２０１４


