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僵蚕含药血清对肝癌细胞侵袭能力的影响
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［摘要］ 目的 探讨僵蚕抗肝癌转移的可能作用机制。 方法 10 只 SD 大鼠给予 630 mg /100 g 僵蚕水煎剂
溶液灌胃，10 只大鼠给予等体积生理盐水灌胃，连续灌胃 3 天后 1h 心脏采血，制备大鼠含药血清。将肝癌
Hepa1-6 细胞分为对照组和实验组，分别给予对照血清和僵蚕含药血清培养。用 5-乙炔基-2-脱氧尿苷
( EdU) 染色法检测各组 Hepa1-6 细胞染色阳性率判定增殖情况; 用 Transwell 小室法检测各组细胞侵袭能
力; 设立空白组，采用 ＲT-PCＲ法检测 Hepa1-6 细胞上皮细胞间充质转化标志物 E-cadherin、N-cadherin mＲ-
NA水平。 结果 实验组肝癌细胞 Hepa1-6 EdU 染色阳性率低于对照组，肝癌细胞侵袭数目亦低于对照组
( P ＜ 0. 01) 。与空白组比较，对照组 E-cadherin mＲNA下调，N-cadherin mＲNA上调 ( P ＜ 0. 05) ; 与对照组比
较，实验组 E-cadherin mＲNA表达增加，N-cadherin mＲNA 表达减少 ( P ＜ 0. 05) 。 结论 僵蚕含药血清能
抑制肝癌细胞 Hepa1-6 体外的增殖、侵袭，可能通过减弱上皮细胞间充质转化发挥抑制肝癌转移的作用。
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肝癌异质性强、死亡率高，其在我国病死率仅
次于肺癌、胃癌［1］。目前外科手术仍是肝癌的首
选治疗方式，但术后生存率并未明显提高，制约临

床疗效的主因是术后高复发率、转移率［2 － 4］。研究
表明，上皮细胞间充质转化 ( emergency medical
technician，EMT ) 是肿瘤转移过程的始动环
节［5 － 6］，因此抑制肝癌细胞 EMT 在肝癌防治中具
有重要价值。有学者从中医理论角度提出 “内风”
善行数变是引起肝癌转移的关键病机，并有相关风

药抗肿瘤作用的报道［7 － 8］。僵蚕具有熄风祛风功
效，长期以来广泛应用于肝癌等恶性肿瘤的辅助治

疗。本实验以鼠源性肝癌细胞 Hepa1-6 为研究对
象，观察单味中药僵蚕含药血清在体外对 Hepa1-6
增殖、侵袭的影响，为中药僵蚕的临床抗肝癌转移
应用提供理论依据。

1 材料与方法

1. 1 动物及细胞
清洁级雄性 SD 大鼠 40 只，7 周龄，体重

( 200 ± 30) g，购自第四军医大学动物实验中心，

实验动物许可证号: SCXK ( 军) 2012-0007。鼠源
性肝癌 Hepa1-6 细胞株由第四军医大学生化教研室
提供。
1. 2 实验药物
中药饮片僵蚕 ( 亳州市豪门中药饮片有限公

司生产，产地: 湖北，批号: 161001 ) ，取 50 g 常
规煎煮，浓缩制成 1 g /ml 水煎剂溶液，高温灭菌
后 4 ℃冰箱保存备用。
1. 3 试剂及仪器
胎牛血清 ( 美国 ZETA LIFE 公司，批号:

Z7181FBS-500) ; DMEM 培养液 ( 美国 Hyclone 公
司，批号: AB217804) ; 含有青霉素、链霉素的双
抗溶液 ( 北京索莱宝科技有限公司，批号:

20150925) ; 渗透剂 ( 美国 MP Biomedicals 公司，
批号: MＲ29539) ; Hoechst核染液 ( 广州市锐博生
物科技有限公司，批号: P1018 ) ; 基质胶 ( 美国
BD Biosciences公司，批号: 356234) ; 纤维粘连蛋
白 ( 美国 BD Biosciences公司，批号: 354008 ) ;
5-乙炔基-2-脱氧尿苷 ( EdU，广州市锐博生物科技
有限公司，批号: P1111 ) ; 鼠源性转化生长因子
β1 ( TGF-β1，上海近岸科技有限公司，批号:
0330437) ; ＲT试剂盒 ( 批号: AK3802) 、Taq DNA
聚合酶 ( 批号: AK7705 ) 、dNTPs ( 批号: 8904 )
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( 日本 TaKaＲa 公司 ) 。Transwell 小室 ( 膜孔径
8μm，美国 BD Biosciences 公司，批号: 353097 ) ;
倒置生物显微镜 ( Olympus 公司，型号: IX2-
ILL100) ; 全自动酶标仪 ( 北京普朗新技术有限公
司，型号: DNM-9602G) 。
1. 4 含药血清的制备
采用随机数字表法将 40 只 SD 大鼠分为对照

组和高、中、低剂量组，每组 10 只。高剂量组给
药剂量为临床成人 ( 体重 60 kg ) 等效剂量的 10
倍，中剂量组为临床成人等效剂量的 5 倍，低剂量
组为临床成人等效剂量的 2 倍。根据人和动物体表
面积折算的等效剂量比率表［9］换算得出高剂量组

给予 630 mg /100 g僵蚕水煎剂溶液，中剂量组给予
315 mg /100 g，低剂量组给予 126 mg /100 g，对照组
给予等体积生理盐水，连续灌胃 3 天。于第 3 天灌
胃后 1 h 心脏采血，3000 r /min 离心 15 min，吸取
上清液，即所需大鼠血清。含药血清在培养液中的
浓度为 10%。在预实验中发现，高剂量组含药血
清对 Hepa1-6 细胞增殖和迁移的抑制作用明显，因
此，本研究中所有实验均采用高剂量组含药血清。
1. 5 细胞培养
将冻存于液氮中的小鼠肝癌细胞株 Hepa1-6 于

37℃水浴锅复苏，离心洗涤后转入细胞培养皿，在
含有 10%胎牛血清和青霉素、链霉素各 100 U /ml
的 DMEM培养基中，37℃、5% CO2 培养箱内常规

培养。细胞贴壁生长，采用对数生长期的细胞进行
实验。
1. 6 EdU染色检测细胞增殖状态
每孔以 1 × 104 个细胞接种于 24 孔板，分对照

组 ( 对照血清进行培养) 和实验组 ( 采用高剂量

僵蚕含药血清培养) ，每组设 3 个复孔，各组加入
不同含药血清培养 48 h 后，完全细胞培养液按
1000 ∶ 1 稀释 EdU溶液，每孔 200μl EdU ( 50μM)
培养液孵育 2 h。弃培养液，PBS清洗后加 4%多聚
甲醛固定，每孔加 200μl EdU 染色反应液避光、
室温 30 min 后，弃反应液加入 200μl TritonX100
( 0. 5% ) 渗透剂通透 10 min，每孔加入 200μl
Hoechst核染液避光、室温孵育 30 min，每孔加 PBS
清洗，荧光显微镜观察，细胞核中红色信号为增殖

细胞。200 倍光镜下观察 10 个视野，计算阳性细
胞数占总细胞数的染色阳性率。
1. 7 体外侵袭实验
将基质胶用无血清 DEME按 1 ∶ 8 稀释，每个

Transwell小室加入 60μl 稀释过的基质胶，37℃孵

育 1 h，在 Transwell小室下表面涂 5μg 纤维粘连蛋
白。细胞分组及药物给予同上，37℃、5% CO2 孵

箱中培养 Hepa1-6 肝癌细胞 48 h，消化各组细胞，
用不含血清的 DMEM培养液重悬，使其浓度为 6 ×
105 个 /ml。在每个小室基质胶上层加入 150μl 细
胞悬液，下室加入 600μl 含有 10% 胎牛血清的
DMEM培养液，37℃、5% CO2 孵箱中静置培养

24 h。取出 Transwell 小室，棉签擦掉小室正面细
胞，洗涤后 4%多聚甲醛固定 15 min。结晶紫染色
30 min，PBS 清洗 3 遍后光学显微镜下观察
Ttranswell小室背面细胞。100 倍光镜下选择上、下、
左、右、中 5 个不同视野，计算穿过膜的细胞数。
1. 8 E-cadherin、N-cadherin mＲNA水平检测
采用 ＲT-PCＲ法，对照组和实验组细胞分别加

入 TGF-β1 ( 10 ng /ml) 诱导 72 h，各组药物给予方
式同上，增加不进行 TGF-β1 诱导的空白组，仅给
予对照血清干预。72 h 后对各组细胞提取总 ＲNA，
反转录为 cDNA 后，以 β-actin 为内参，检测样本
Ct值，用 CFX Manager软件 ( Bio-Ｒad 公司) 对细
胞上皮间质转化标志物E-cadherin、N-cadherin 的
mＲNA表达水平差异进行分析。引物由北京奥科鼎
盛生物科技有限公司合成，β-actin: 上游 GT-
GACGTTGACATCCGTAAAGA，下 游 GCCGGACT-
CATCGTACTCC; E-cadherin: 上游 CAGTTCCGAG-
GTCTACACCTT ， 下 游 TGAATCGGGAGTCTTC-
CGAAAA; N-cadherin: 上 游 AGGCTTCTGGT-
GAAATTGCAT，下 游 GTCCACCTTGAAATCTGCT-
GG。
1. 9 统计学方法
采用 SPSS 17. 0 统计软件进行数据分析。计量

资料用均数 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，多组间比较采
用单因素方差分析，两组间比较采用 t检验，检验
水准 α = 0. 05。

2 结果

2. 1 僵蚕含药血清对肝癌细胞 Hepa1-6增殖的影响
对照组细胞 EdU 染色阳性率为 ( 36. 40 ±

2. 52) %，实验组为 ( 25. 92 ± 1. 06 ) %，实验组低
于对照组 ( P ＜ 0. 01 ) ，表明僵蚕含药血清具有明
显的抑制肝癌细胞 Hepa1-6 增殖的作用。
2. 2 僵蚕含药血清对肝癌细胞 Hepa1-6侵袭的影响
对照组穿膜细胞个数为 ( 399. 00 ± 39. 85 ) ，

实验组为 ( 225. 10 ± 30. 14 ) ，实验组肝癌细胞
Hepa1-6 侵袭数目低于对照组 ( P ＜ 0. 01) ，表明僵
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蚕含药血清具有明显抑制肝癌细胞 Hepa1-6 侵袭的
作用。
2. 3 僵蚕含药血清对肝癌细胞 Hepa1-6 E-cadherin、
N-cadherin mＲNA水平的影响
表 1 示，与空白组比较，对照组 E-cadherin

mＲNA下调，N-cadherin mＲNA 上调，差异有统计
学意义 ( P ＜ 0. 05 ) 。与对照组比较，实验组
E-cadherin mＲNA 表达增加，N-cadherin mＲNA 表
达减少 ( P ＜ 0. 05) 。

表 1 各组细胞 E-cadherin、N-cadherin mＲNA
相对表达量比较 ( 珋x ± s)

组别 样本数 E-cadherin mＲNA N-cadherin mＲNA

空白组 4 1. 813 ± 0. 327 0. 404 ± 0. 029
对照组 4 0. 915 ± 0. 052* 1. 894 ± 0. 441*

实验组 4 2. 038 ± 0. 453△ 0. 828 ± 0. 132△

注: 与空白组比较，* P ＜ 0. 05; 与对照组比较，△P ＜ 0. 05

3 讨论

肝癌治疗后的复发转移严重制约其疗效和预

后。多数医家认为，正气虚，外邪侵，肝气郁，血
行瘀，痰、瘀、热毒结，发为肝癌［10 － 14］。有研究
提出，内风是肝癌转移的动力，使有形之痰、瘀、
毒邪得以流窜全身，形成转移灶，并进一步提出，

熄风药应为肿瘤辨证施治过程中的重要组成部

分［15］。传统虫类药物全蝎、蜈蚣、僵蚕等是临床
常用熄风药，已应用于临床抗癌治疗。作为临床常
用药物之一，近年来对僵蚕抗肿瘤有效成分的研究

多从其对肿瘤细胞的毒性作用以及促癌细胞凋亡的

机制方面进行［16 － 17］。
本研究采用传统的僵蚕水煎剂入药方式制备大

鼠含药血清，结果显示单味僵蚕含药血清表现出显

著的抑制肝癌细胞 Hepa1-6 增殖的作用，同时明显
减弱其侵袭能力。肿瘤转移是一个复杂的多步骤级
联过程，其首要阶段就是肿瘤细胞获得运动和侵袭

能力，EMT 是肿瘤转移的始发环节，使肿瘤细胞
表型发生转变从而侵袭能力增强［18］。EMT 的发生
以上皮细胞标记物 E-cadherin下调及间充质细胞标
记物 N-cadherin上调为标志［19］。本研究发现，僵蚕
含药血清干预后 E-cadherin 表达量上调，N-cadherin
表达量下调，表明僵蚕含药血清对细胞 EMT状态起
到了一定程度的抑制作用，说明僵蚕可能通过减弱

肝癌 EMT过程发挥抗癌肿进一步转移的作用。
综上所述，僵蚕含药血清表现出抑制肝癌

Hepa1-6 细胞增殖、侵袭能力的作用，并在一定程

度上减弱了 EMT 现象，为单味中药僵蚕的临床抗
肝癌应用以及熄风药的抗肝癌研究提供了理论依

据。但本实验仅进行了部分体外实验，缺乏在体研
究，下一步将建立动物实验模型，以进一步确认僵

蚕的抗肿瘤转移作用相关机制。
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Influence of Serum Containing Stiff Silkworm［Bombyx Batryticatus］on Invasion Ability of Hepatocarcinoma
YAN Yiquan1，2，ZHAO Xingcheng2，DU Yongping1，XIE Juan1

( 1． First Affiliated Hospital of the Fourth Military Medical University，Xi＇an，710032; 2． Department of Aerospace Medicine，the
Fourth Military Medical University)

ABSTＲACT Objective To explore the potential mechanism of the resistance of Jiangcan ( stiff silkworm) to liver
cancer metastasis． Methods Ten Sprague Dawley rats were given 630 mg /100 g solution of stiff silkworm decoction
orally，while another ten rats given equal volume of normal saline by gavage． They were treated for 3 days． One hour
after the administration on the 3rd day，blood from heart was drawn to prepare the rat serum containing medicine．
Hepa1-6 cells were divided into a control group and an experimental group，and were respectively cultured by the con-
trol serum and serum containing stiff silkworm． 5-ethynyl-2-deoxyuridine ( EdU) staining was used to detect the posi-
tive staining rate of Hepa1-6 cells in each group to determine the proliferation; Transwell chamber assay was used to
detect cell invasion ability; a blank group was established，and mＲNA expressions of E-cadherin and N-cadherin in
Hepa1-6 cells were detected by ＲT-PCＲ． Ｒesults The positive rate of Hepa1-6 EdU staining in experimental
group was lower than that in the control group，and the hepatocarcinoma invasion number was also lower than that in
the control group ( P ＜0. 01) ． Compared with the blank group，E-cadherin mＲNA was down-regulated and N-cadherin
mＲNA were up-regulated in the control group ( P ＜ 0. 05 ) ; compared with the control group，the expression of
E-cadherin mＲNA increased，and the expression of N-cadherin mＲNA decreased in the experimental group ( P ＜
0. 05) ． Conclusion Stiff silkworm-containing serum can inhibit the proliferation and invasion of Hepa1-6 in vitro，
which may inhibit the metastasis of hepatocellular carcinoma by attenuating the epithelial mesenchymal transition．
Keywords liver cancer; stiff silkworm; invasive ability; metastasis; epithelial mesenchymal transition
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