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［摘　要］　目的　探讨南蛇藤提取物抑制人肝癌转移的分子机制。 方法　人肝癌 ＨＣＣＬＭ６细胞生长于培养液中进行传

代，取对数生长期细胞进行实验。南蛇藤提取物组共分为１０、２０、４０、８０、１６０ｍｇ／Ｌ　５个浓度，阳性对照组给予５－氟尿嘧啶（５－
Ｆｕ）注射液１８０ｍｇ／Ｌ，阴性对照组不做处理。分别观察南蛇藤提取物对ＨＣＣＬＭ６细胞增殖和迁移能力的影响，并检测南蛇藤

提取物对ＨＣＣＬＭ６细胞及其培养上清中血管内皮生长因子－Ｃ（ＶＥＧＦ－Ｃ）蛋白表达的影响。 结果　南蛇藤提取物组作用２４、

４８ｈ时１６０μｇ／ｍｌ对细胞增殖的抑制率最高（Ｐ＜０．０１）。南蛇藤提取物组和阳性对照组穿膜细胞数较阴性对照组明显减少
（Ｐ＜０．０１）；南蛇藤提取物组１０、２０、４０、８０μｇ／ｍｌ浓度穿膜细胞数多于阳性对照组，并呈浓度依赖性（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。

南蛇藤提取物组各浓度和阳性对照组ＶＥＧＦ－Ｃ蛋白水平均低于阴性对照组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。 结论　南蛇藤提取物能

抑制 ＨＣＣＬＭ６细胞的增殖、迁移及下调ＶＥＧＦ－Ｃ蛋白的表达水平，这可能是其抑制肝癌转移的部分机制。

［关键词］　南蛇藤提取物；肝癌；增殖；迁移；血管内皮生长因子－Ｃ
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　　原发性肝癌是临床最常见的恶性肿瘤之一，全
球每年有超过５０万人患有肝癌，其中一半以上在中
国［１］。高转移、易复发是肝癌重要的临床特征，严重
影响了患者的预后。已有研究表明血管内皮生长因
子－Ｃ（ＶＥＧＦ－Ｃ）高表达与肝癌淋巴管生成、转移及
预 后 密 切 相 关［２－３］。 南 蛇 藤 （Ｃ．ｏｒｂｉｃｕｌａｔｕｓ
Ｔｈｕｎｂ．）系卫矛科南蛇藤属植物，在我国及世界有
广泛分布。前期研究发现，南蛇藤乙酸乙酯提取物
具有显著的抗肿瘤活性［４］。本研究观察了南蛇藤乙
酸乙酯提取物对人肝癌细胞 ＨＣＣＬＭ６体外增殖、
迁移能力以及ＶＥＧＦ－Ｃ表达水平的影响，旨在探索
南蛇藤抑制肝癌转移的分子机制。

１　材料

１．１　药物及细胞
南蛇藤购自广州致信药业有限公司，批号

０７０５１０，经中国药科大学中药资源研究室秦民坚教
授鉴定为卫矛科南蛇藤Ｃ．Ｏｒｂｉｃｕｌａｔｕｓ　Ｔｈｕｎｂ．的
藤茎。人肝癌 ＨＣＣＬＭ６细胞购自上海复旦大学肝
癌研究所。

１．２　试剂
高糖ＤＭＥＭ培养基（批号６８１８４１）、胰蛋白酶

（批号２５２００）均购于 Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清（批号

ＮＷＣ０３８８），Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，批
号０２３１），Ａｍｒｅｓｃｏ公司；四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ，
批号２９８－９３－１），Ｓｉｇｍａ公司；人ＶＥＧＦ－Ｃ　ＥＬＩＳＡ试
剂盒（批号ＤＶＥＣ００），美国Ｒ＆Ｄ公司；ＶＥＧＦ－Ｃ多
克隆抗体（批号１２０３２１１），Ｓａｎｔａ　ｃｒｕｚ公司；ＳＡＢＣ
试剂盒（批号 ＳＡ１０２２）、ＤＡＢ 显色试剂盒（批号

ＡＲ１０２２）均购于武汉博士德生物工程有限公司；５－
氟尿嘧啶注射液（５－Ｆｕ，批号１０１１０６），上海旭东海
普药业有限公司。

１．３　仪器

８μｍ孔径Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，美国Ｃｏｒｎｉｎｇ　Ｃｏｓｔ－
ａｒ公司；８０００ＷＪ　ＣＯ２ 培养箱、ＣＬ３０Ｒ高速台式冷
冻离心机均为美国 Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｆｏｒｍａ公司
产品；ｉＭａｒｋ酶标仪，美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司；ＥＣＬＩＰＳＥ
８０Ｉ正置荧光相差显微镜，日本Ｎｉｋｏｎ公司。

２　方法

２．１　药物制备
将南蛇藤藤茎切断、粉碎成粉，烘干（１５ｋｇ），

９５％乙醇（１５０Ｌ）加热回流提取３次，每次３ｈ，合并
提取液，旋转蒸发仪回收乙醇，浸膏（９００ｇ）加水分
散后，石油醚萃取３次，再用乙酸乙酯萃取３次，收

集乙酸乙酯层，水洗涤３次，减压浓缩，真空冻干，得
南蛇藤茎乙酸乙酯提取物（２５０ｇ），每克提取物含生
药６０ｇ，４℃贮存。以ＤＭＳＯ（终浓度＜０．１％）助溶，
培养液稀释，０．２μｍ 孔径滤器过滤后，４℃避光保
存，２周内使用。用时调整至实验需要浓度。

２．２　细胞培养
人肝癌 ＨＣＣＬＭ６细胞生长于含１０％胎牛血

清、１×１０５　Ｕ／Ｌ青霉素和１００ｍｇ／Ｌ链霉素的高糖

ＤＭＥＭ培养液中，于３７℃含５％ＣＯ２ 及饱和湿度的
二氧化碳培养箱中培养，每２～３天传代１次，取对
数生长期细胞进行实验。

２．３　实验分组
南蛇藤提取物组共分为１０、２０、４０、８０、１６０ｍｇ／

Ｌ　５个浓度，阳性对照组给予５－Ｆｕ注射液１８０ｍｇ／

Ｌ，阴性对照组无特殊处理。

２．４　ＭＴＴ法检测南蛇藤提取物对 ＨＣＣＬＭ６细胞
增殖能力的影响
取对数生长期细胞，消化后计数，按１×１０５ 个／

孔的细胞密度接种于９６孔培养板中，细胞贴壁生长
良好后弃上清，分别加入含不同浓度南蛇藤提取物
或５－Ｆｕ的培养液，每组设５个复孔，３７℃、５％ＣＯ２
继续培养，分别于２４ｈ、４８ｈ后，小心吸除上清液，每
孔加入现配制的 ＭＴＴ溶液２０μｌ（５ｇ／Ｌ），继续培养

４ｈ，去除 ＭＴＴ溶液，加入ＤＭＳＯ（１５０μｌ／孔），微孔
板振荡器振荡１０ｍｉｎ，酶标仪４９０ｎｍ检测各孔吸光
度（Ａ值）。实验重复３次。分别于药物作用２４ｈ、

４８ｈ检测，并按公式计算细胞生长抑制率（ＩＲ），ＩＲ＝
［（空白组Ａ值－处理组Ａ值）／空白组Ａ值］×１００％
２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测南蛇藤提取物对 ＨＣ－
ＣＬＭ６细胞迁移能力的影响
不同浓度南蛇藤提取物或５－Ｆｕ作用 ＨＣＣＬＭ６

细胞２４ｈ，胰酶消化，以无血清培养液重悬，调整细
胞密度为１×１０６／ｍｌ，取１００μｌ细胞悬液至 Ｔｒａｎ－
ｓｗｅｌｌ培养小室中（聚碳酯膜孔径８μｍ），下室加入
含１０％胎牛血清培养液６００μｌ，３７℃培养１２ｈ后取
出小室，小心用棉签拭去滤膜上层细胞，风干，甲醇
固定，结晶紫染色，１００倍光镜下随机选择５个视野
进行细胞数计数，取其平均值作为穿过聚碳酯膜的
细胞数量。每组平行设３个小室，实验重复３次。

２．６　细胞免疫化学法检测南蛇藤提取物对 ＨＣ－
ＣＬＭ６细胞ＶＥＧＦ－Ｃ蛋白表达强度的影响
取对数生长期细胞，胰酶消化，制备密度为１×

１０５／ｍｌ细胞悬液，接种至放有盖玻片的６孔培养板
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表１　南蛇藤提取物对 ＨＣＣＬＭ６细胞增殖能力的影响（珚ｘ±ｓ）

　　组别
药物浓度
（μｇ／ｍｌ）

样本数 ２４ｈ
吸光度（Ａ值） 抑制率（％）

４８ｈ
吸光度（Ａ值） 抑制率（％）

阴性对照组 — ５　 ０．６９７±０．０２２ — ０．６５２±０．０６６ —

南蛇藤提取物组 １０　 ５　 ０．６６１±０．０２０△△ ５．１▲ ０．５９５±０．０６５＊△△ １２．１▲

２０　 ５　 ０．６３８±０．０１３△ ８．４▲ ０．４７３±０．０４０＊＊△△ ２７．５▲＃

４０　 ５　 ０．５９３±０．０３４＊ １４．９▲ ０．４５４±０．０１７＊＊△△ ３０．３▲＃

８０　 ５　 ０．５７６±０．０６７＊ １７．３　 ０．４０５±０．０５０＊＊ ３７．９▲＃

１６０　 ５　 ０．４７７±０．０６３＊＊ ３０．４　 ０．３１７±０．０３３＊＊△ ５１．４
阳性对照组 １８０　 ５　 ０．５２４±０．０２５＊＊ ２４．８　 ０．３６１±０．０１２＊＊ ３７．２

　　注：与阴性对照组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与阳性对照组比较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１；与南蛇藤提取物组１６０μｇ／ｍｌ浓度比较，

▲Ｐ＜０．０１；与南蛇藤提取物组１０μｇ／ｍｌ浓度比较，＃Ｐ＜０．０１

中，２ｍｌ／孔，细胞贴壁后弃去培养液，分别加入含不
同浓度南蛇藤提取液或５－Ｆｕ的培养液，阴性对照组
加入ＤＭＥＭ培养液，每孔２ｍｌ，３７℃、５％ＣＯ２，孵箱
中培养２４ｈ后收取细胞爬片，ＰＢＳ洗３次，５ｍｉｎ／
次，４％多聚甲醛室温固定３０ｍｉｎ，ＶＥＧＦ－Ｃ蛋白的
表达采用ＳＡＢＣ法检测，抗体浓度为１∶１００，具体
操作步骤严格按试剂盒说明书进行。阅片：１００倍
视野下随机选取５个视野，观察细胞浆中 ＶＥＧＦ－Ｃ
蛋白的表达，按照Ｆｒｏｍｏｗｉｔｚ综合计分法［５］进行结
果判定。

２．７　ＥＬＩＳＡ法检测南蛇藤提取物对 ＨＣＣＬＭ６细
胞培养上清液中ＶＥＧＦ－Ｃ蛋白水平的影响
将对数生长期 ＨＣＣＬＭ６细胞接种至２４孔培

养板，调整浓度至４×１０４／孔，细胞贴壁后弃去培养
液，分别加入含不同浓度南蛇藤提取物或５－Ｆｕ的培
养液，作用２４ｈ后收集培养上清，严格按照 ＶＥＧＦ－
Ｃ检测试剂盒推荐方法进行操作，并按照标准品曲
线计算ＶＥＧＦ－Ｃ蛋白水平（ｐｇ／ｍｌ）。

２．８　统计学方法
应用ＳＰＳＳ　１７．０统计软件处理，计量数据以均

数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，组间比较采用ｔ检验，率的
比较采用卡方检验。

３　结果

３．１　南蛇藤提取物对 ＨＣＣＬＭ６细胞增殖能力的
影响
表１示，作用２４ｈ时，南蛇藤提取物组４０、８０、

１６０μｇ／ｍｌ浓度和阳性对照组与阴性对照组相比，
吸光度值明显下降（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；作用
４８ｈ时，南蛇藤提取物组各浓度和阳性对照组与阴
性对照组相比，吸光度值亦明显下降（Ｐ＜０．０５或

Ｐ＜０．０１）。作用２４ｈ时南蛇藤提取物组１０、２０μｇ／

ｍｌ浓度吸光度值和４８ｈ南蛇藤提取物组１０、２０、

４０、１６０μｇ／ｍｌ浓度吸光度值与阳性对照组相比差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。南蛇藤提
取物组各浓度间进行比较，作用２４ｈ时１６０μｇ／ｍｌ
对细胞增殖的抑制率最高，与１０、２０、４０μｇ／ｍｌ浓度
比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；作用４８ｈ时

１６０μｇ／ｍｌ浓度对细胞增殖的抑制率最高，１０μｇ／ｍｌ
浓度抑制率最低，与其他各浓度比较差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０１）。

３．２　南蛇藤提取物对 ＨＣＣＬＭ６细胞迁移能力的
影响
表２示，南蛇藤提取物组和阳性对照组穿膜细

胞数较阴性对照组明显减少（Ｐ＜０．０１）；南蛇藤提
取物组１０、２０、４０、８０μｇ／ｍｌ浓度穿膜细胞数多于阳
性对照组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；南蛇藤提取物组
随浓度的升高，穿膜细胞数逐渐减少，呈浓度依赖性
（Ｐ＜０．０５）。

表２　南蛇藤提取物对 ＨＣＣＬＭ６细胞迁移

　　能力的影响（个，珚ｘ±ｓ）

　组别
药物浓度
（μｇ／ｍｌ）

样本数 细胞数

阴性对照组 — ５　 １１９±６
南蛇藤提取物组 １０　 ５　 ８５±３＊△△

２０　 ５　 ７４±４＊△△▲

４０　 ５　 ６１±２＊△△▲＃

８０　 ５　 ４３±４＊△▲＃

１６０　 ５　 ３１±２＊▲＃

阳性对照组 １８０　 ５　 ３５±３＊

　　注：与阴性对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与阳性对照组比较，△Ｐ＜

０．０５，△△Ｐ＜０．０１；与南蛇藤提取物组１０μｇ／ｍｌ浓度比较，▲Ｐ＜

０．０５；与南蛇藤提取物组２０μｇ／ｍｌ浓度比较，＃Ｐ＜０．０５；与南蛇藤

提取物组４０μｇ／ｍｌ浓度比较，Ｐ＜０．０５；与南蛇藤提取物组８０μｇ／

ｍｌ浓度比较，Ｐ＜０．０５

３．３　南蛇藤提取物对 ＨＣＣＬＭ６细胞 ＶＥＧＦ－Ｃ蛋
白Ｆｒｏｍｏｗｉｔｚ计分的影响

ＶＥＧＦ－Ｃ蛋白阳性染色表达主要定位于 ＨＣ－
ＣＬＭ６细胞胞浆，呈棕黄色染色。表３示，南蛇藤提
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取物组２０、４０、８０、１６０μｇ／ｍｌ浓度和阳性对照组

Ｆｒｏｍｏｗｉｔｚ计分较阴性对照组降低（Ｐ＜０．０５或

Ｐ＜０．０１）；南蛇藤提取物组１０、２０μｇ／ｍｌ浓度Ｆｒｏ－
ｍｏｗｉｔｚ计分高于阳性对照组，１６０μｇ／ｍｌ浓度Ｆｒｏ－
ｍｏｗｉｔｚ计分低于阳性对照组（Ｐ＜０．０５）。南蛇藤提
取物组各浓度之间比较，４０、８０、１６０μｇ／ｍｌ浓度

Ｆｒｏｍｏｗｉｔｚ计分低１０μｇ／ｍｌ浓度（Ｐ＜０．０５）；８０、

１６０μｇ／ｍｌ浓度Ｆｒｏｍｏｗｉｔｚ计分低于２０μｇ／ｍｌ浓度
（Ｐ＜０．０５）；１６０μｇ／ｍｌ浓度Ｆｒｏｍｏｗｉｔｚ计分低于阳
性对照组（Ｐ＜０．０５）；１６０μｇ／ｍｌ浓度Ｆｒｏｍｏｗｉｔｚ计
分低于４０、８０μｇ／ｍｌ浓度（Ｐ＜０．０５）。

表３　南蛇藤提取物对 ＨＣＣＬＭ６细胞ＶＥＧＦ－Ｃ蛋白

　　Ｆｒｏｍｏｗｉｔｚ计分的影响（分，珚ｘ±ｓ）

　组别
药物浓度
（μｇ／ｍｌ）

样本数 Ｆｒｏｍｏｗｉｔｚ计分

阴性对照组 — ５　 ６．６０±０．５５
南蛇藤提取物组 １０　 ５　 ６．２０±０．８４△

２０　 ５　 ５．８０±０．４５＊△

４０　 ５　 ５．００±０．７１＊＊▲

８０　 ５　 ４．４０±０．８９＊＊▲＃

１６０　 ５　 ２．８０±１．０９＊＊△▲＃

阳性对照组 １８０　 ５　 ４．６０±０．５５＊＊

　　注：与阴性对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与阳性对照组比较，△Ｐ＜

０．０５；与南蛇藤提取物组１０μｇ／ｍｌ浓度比较，▲Ｐ＜０．０５；与南蛇藤

提取物组２０μｇ／ｍｌ浓度比较，＃Ｐ＜０．０５；与南蛇藤提取物组４０μｇ／

ｍｌ浓度比较，Ｐ＜０．０５；与南蛇藤提取物组８０μｇ／ｍｌ浓度比较，

Ｐ＜０．０５

３．４　南蛇藤提取物对 ＨＣＣＬＭ６细胞培养上清液
中ＶＥＧＦ－Ｃ蛋白水平的影响
表４示，南蛇藤提取物组各浓度和阳性对照组

ＶＥＧＦ－Ｃ蛋白水平均低于阴性对照组（Ｐ＜０．０５或

Ｐ＜０．０１）。南蛇藤提取物组１０μｇ／ｍｌ浓度ＶＥＧＦ－
Ｃ蛋白水平高于其他各浓度组和阳性对照组（Ｐ＜
０．０５），其他各浓度间 ＶＥＧＦ－Ｃ蛋白水平比较差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
表４　南蛇藤提取物对 ＨＣＣＬＭ６细胞培养上清液中

　　ＶＥＧＦ－Ｃ蛋白水平的影响（ｐｇ／ｍｌ，珚ｘ±ｓ）

　组别
药物浓度
（μｇ／ｍｌ）

样本数 ＶＥＧＦ－Ｃ

阴性对照组 — ３　 ２９８．０６±２３．３５２
南蛇藤提取物组 １０　 ３　 ２３３．３９±２９．４３１＊△

２０　 ３　 １８９．６４±１６．６１０＊＊▲

４０　 ３　 １７４．５８±２１．４８９＊＊▲

８０　 ３　 １６６．３４±２６．４５０＊＊▲

１６０　 ３　 １５９．２２±２１．３３５＊＊▲

阳性对照组 １８０　 ３　 １７０．８１±２１．３２６＊＊

　　注：与阴性对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与阳性对照组比较，△Ｐ＜

０．０５；与南蛇藤提取物组１０μｇ／ｍｌ浓度比较，▲Ｐ＜０．０５

４　讨论
肝癌可归于中医学“肝积”、“癥瘕”、“臌胀”等范

畴。肝癌的发生发展被认为是外邪侵袭、正气虚损
等内外因素综合作用的结果。肿瘤转移属于中医传
舍，正气虚弱是肿瘤转移的根本因素，而肝癌邪毒更
易耗伤人体正气，加重转移，因此祛邪和扶正是治疗
肝癌的两大基本原则。近年来，针对中药的抗癌作
用和机制开展了广泛和深入的研究，发现多种中药
有效成分和复方制剂，如人参皂苷Ｒｇ３、姜黄素、槲
皮素、参麦注射液、复方苦参注射液等，可通过抑制
肿瘤细胞增殖、诱导凋亡、抑制肿瘤血管生成、控制
复发转移、增强机体免疫功能而发挥其抗癌效
应［６－７］。前期研究发现，南蛇藤提取物也在多方面

显示出较强的抗肿瘤作用［４，８－９］。

转移复发是影响肝癌远期疗效的关键［１０］。大
量临床资料表明，近１／３的肝癌患者发生淋巴途径
转移，肝癌预后的多变量分析提示淋巴结转移是重
要因素之一［１１－１２］。淋巴管生成是肿瘤发生淋巴结
转移的必然条件，血管内皮生长因子家族成员

ＶＥＧＦ－Ｃ是第１个被证实具有促进淋巴管生成作用
的淋巴管内皮生长因子。ＶＥＧＦ－Ｃ 与其受体 ３
（ＶＥＧＦＲ－３）是调控淋巴管生成的重要信号传导通
路［２］。淋巴管内皮细胞释放的旁分泌因子也可影响
肿瘤细胞的侵袭以及与胞外基质的黏附性，并增加
淋巴管通透性，促使肿瘤细胞进一步向淋巴管内渗
透、转移［１３－１６］。另有研究表明，在 ＶＥＧＦ－Ｃ促进肿
瘤淋巴管新生及诱导肿瘤细胞发生淋巴转移过程

中，可与其他相关的细胞因子发挥着协同作用，提示
干预和靶向这种协同作用可能是肿瘤治疗和预防转

移的新靶点［１７－２０］。

本研究结果显示，南蛇藤提取物可明显抑制人
肝癌细胞 ＨＣＣＬＭ６的增殖、迁移，并下调ＶＥＧＦ－Ｃ
蛋白的表达水平，且呈现量效关系，提示 ＶＥＧＦ－Ｃ
可能是南蛇藤抑制肝癌生长和转移的作用靶点之

一，这为阐明南蛇藤的抗肝癌机制提供了新的研究
思路，但具体机制还有待深入研究。
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欢迎邮购医学光盘
四大经典ＶＣＤ《黄帝内经》、《伤寒论》、《金匮要略》、

《温病学》全套２　５００元，其中《金匮要略》单套８００元，其余
每套６００元。四大基础ＶＣＤ《中医基础理论》、《中医诊断
学》、《中药学》、《方剂学》全套２　７００元，单套７００元。

“全国名老中医专家临床经验高级讲习班”自１９９９年
以来举办多期，得到了６０多位全国名老中医和专家的积
极响应和大力支持。授课内容为全国名老中医和专家个
人几十年临床经验的宝贵结晶。现已制作成光盘，可作为
中医医疗、教育和研究机构收藏以及开展继续教育的培训
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