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摘要 目的：研究健脾化瘀中药960复方(960)对人肝癌细胞恶性表型的逆转作用及机理。

方法：用960大鼠灌胃后采集的含药血清体外处理人肝癌SMMC7721细胞，MTT法检测细胞活力，

ELISA法检测AFP和白蛋白(Alb)，放免法检测环核苷酸水平，PCR—ELISA法检测端粒酶活性。结

果：中药血清处理组，细胞活力显著减弱，Alb生成明显增多，以作用6天组作用最为明显，AFP显

著降低，端粒酶活性显著低于对照组，与DDP组相近。细胞内cAMP明显高于对照组，DDP组无明

显变化。结论：中药960复方具有逆转人肝癌SMMC7721细胞恶性表型作用，作用机理与升高细胞内

环核苷酸水平和降低端粒酶活性有关。
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癌症的发生是由于原癌基因激活和抑癌基因的失

活等多种基因改变所致⋯。研究发现正常细胞恶性转

化需要经过获得恶性表型和永生等几个步骤‰⋯。诱

导分化，即诱导癌细胞再分化，逆转癌细胞恶性表

型，促使其向正常细胞转化已成为肿瘤治疗研究的热
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点。维甲酸类具有诱导分化作用，但其作用不稳定，

且有严重的毒副作用限制了临床应用”、5o。中医药对

原发性肝癌确有疗效”、“，但少有中药复方诱导分化

的报道。我们既往的研究”“21发现，健脾化瘀中药

960复方(960)具有较好的治疗原发性肝癌的作用。

其对小鼠移植瘤H。和S，。，以及人肝癌SMMC7721

细胞具有显著抑制作用，本文用血清药理学方法从细

胞活力、白蛋白(Alb)和AFP分泌，观察960对

SMMC7721细胞恶性表型的逆转作用，并从细胞内

cAMP水平和端粒酶活性研究其诱导细胞分化作用。
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1 稿精与杰法

1．1 健脾化瘀中药960复方药物血清制备960复

方由莪术、白术、苦参、白花蛇舌草等6味中药组

成，提取挥发油及水溶性成分，混合制成口服液。

Iml相当于生药1 09。根据既往研究”“方法，

1．6mL／kg，wt中药复方960给sD大鼠(广州中医药大

学动物中心提供)灌胃，2小时后以相同剂量再给药

一次，对照组给生理盐水，再过1小时，从下腔静脉

采血，静置4小时后3000rpm离心30分钟，分离血

清，56℃灭活30分钟，0．22／um滤膜过滤，临用时加

入PRMI 1640培养液(GIBCO)中制成终浓度10％的

药物血清温育液(DSM)。以正常大鼠血清为空白对

照。西药对照组：顺氯氨铂(DDP)用含10％正常大

鼠血清的RPMI 640培养液配制(浓度10t^g／m1)。

1．2 细胞人肝癌细胞系SMMC7721引自中国科学

院上海细胞生物学研究所细胞库。在含10％小牛血清

(FSC)．100U／ml青霉素和100mg／inl链霉素的PRMI

1640培养液，37℃，含5％CO：湿度条件下培养。

1．3试剂M．ITr和Triton X一100为Serva产品，羊

抗兔I如一HRP，兔抗人Alb、AFP单克隆抗体购于华

美生物公司，“5I—cAMP和”5I—cGMP试剂盒由上海

中医药大学同位素室提供。端粒酶PCR—ELISA试剂

盒为德国宝灵曼公司产品。

1．4 细胞活力检测用MTT法。1×106细胞接种于

96孔板．每孔1001xl，培养8小时后，去培养液，加

入DSM作用一定时间(12h，24h，48h，72h)后，

去DSM，加人2mg／ml的MTF，每孔1001xl，4小时

后，加入100¨L／孔的DMSO，于酶标仪492nm处比色

测吸光度A。

1．5 细胞分泌Alb和AFP能力检测用酶联免疫吸

附法。 (1～2)×106细胞接种于24孔培养板，

0．5ml／孔，培养4小时后去FCS一1640培养液，加

入DSM培养2—6天后，去DSM，加无血清培养液

(NSM)培养24小时，然后，收集培养液样品。901xl

样品加10“l包被液加入96孔酶标板(EIA板)，

4℃，24小时后取出，以0．1 mol／L的PBS(PH7．4)

洗3次，2分／次，加入兔抗人Alb或AFP，37％温育

2小时，按前法洗后，加入羊抗兔lgG—HRP温育2
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小时后，按前法洗3次，加入邻苯二胺底物显色液，

100¨L／孔，370C避光10分钟，加入1mol／L硫酸，

100山／孔，终止反应，于酶标仪492nm处测A值。

Alb增加率=(处理组A值一对照组A值)／对照组

A值x100％，AFP降低率=(对照组A值一处理组

A值)／对照组A值×100％。

1．6 细胞内cAMP和cGMP测定2×10’细胞接种

于12孔培养板，DSM培养5天，去DSM，换NSM培

养24小时，去NSM，加入一10℃的1％TritonX一10，

100FLL／}L，然后转入一20qC 2小时，4℃18小时，

3000转／分离心lo分钟，取上清，按”I—cAMP和”5

I—cGMP试剂盒说明书测cAMP和eGMP”“。

1．7 端粒酶活性测定离心收集细胞，洗涤缓冲液

[10ram HEPES—KOH(PH 7．5)一1．5 mM MgCl2—

10ram KCl—1mM Dqq"]冰上重悬，再次离心，106细

胞用151xl冰冻的裂解液，去上清，液氮快速冻熔，

一80℃保存，按PCR—ELISA端粒酶检测试剂盒说明

书检测端粒酶活性。(取细胞提取物2u!加入PCR反

应混合液进行eDNA合成扩增；扩增产物与地高辛标

记的探针杂交；杂交混合液移人预包被的反应板

(MTP)中，使之与MTP板上的链霉菌素蛋白结合；

将过氧化物酶标记的抗地高辛抗体加入MTP板，反

应后再加入酶反应底物，显色后置E960酶标仪于

450 nm、690 nm处测吸光度值(A)端粒酶阳性对

照：试剂盒提供的人肾293细胞裂解物端粒酶阴性对

照：RNA酶处理的细胞提取液。端粒酶活性(A)=

样本吸收值一阴性吸收值，>0．2时为阳性)

1．8 统计学处理采用EXCEL所附带的统计方法。

各组数据比较用t检验。

2结果

2．1 细胞活力经960血清作用后，SMMC7721细

胞活力明显减弱，与对照组比P<0．05。如图1所

示，随着作用时间的增加，960合剂组细胞活力逐渐

减弱，而对照组，逐渐增强。作用12h，960组较对

照组低30．7％，作用2411低40．3％，48h低56．9％

和72tl低67．7％。

 万方数据



中医药通报-药理药化

图1 健脾化瘀中药血清对SMMC7721细胞活力的影响

注：X轴为含药血清作用时间，Y轴为酶标仪492nm吸光度

(MqT法)。

2．2 白蛋白分泌能力经药物血清温育细胞3天后，

Alb生成明显增多，与对照组比较具有显著差异，以

作用6天组作用最为明显。(表1)

表1健脾化瘀中药血清对SMMC7721细胞分泌白蛋白的影响

A 492 am

注：与对照组比较：。P<0 05$。P<0．Ol

2．3 药物血清对人肝癌细胞生成AFP的影响药物

血清温育3天，AFP变化不明显，药物血清温育5

天，药物组AFP显著降低，比对照组低62．5％，与

DDP组接近(73．4％)。(表2)

2．4 药物血清对人肝癌细胞内环核苷酸水平的影响

药物血清温育6天，药物组细胞内cAMP明显高于

对照组，较对照组升高72．7％，DDP组无明显变化；

eGMP和cAMP／cGMP变化不明显。(表3)

表2药物血清对人肝癌细胞生成AFP的影响

注：与对照组比较，。*P<0．01

表3药物血清对人肝癌细胞内环核苷酸水平的影响

注：与对照组比较。P<0．05

2．5 药物血清对人肝癌细端粒酶活性的影响

经960药物血清处理组SMMC7721细胞端粒酶活

性较弱，而未处理的对照组细胞显示出很强的端粒酶

活性，处理24h、48hH和72h，差异非常显著。960

作用12h、24h、48h、72h，对端粒酶活性的抑制率分

别为12．58％、34．80％、50．04％和61．43％。时间

越长，作用越强。(见图2)
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图2 SMMC7721细胞端粒酶活性

注：X轴为检测端粒酶活性的于不同作用时间，Y轴为按

(Boehfinger Mannheim Telomerase PCR ELISA kit)检测说明书

于450nm检测的吸光度。

3讨论

3．1 细胞分化与细胞恶性表型的逆转肿瘤细胞是

由于内在基因结构和表达异常，由正常细胞恶变而来，

失控的增殖和去分化是恶性肿瘤的重要特征，癌细胞

种种恶性表型就是分化异常的结果，癌细胞由于去分

化从而表现出许多胚胎细胞的特征”””。。随着肿瘤研

究的深入，业已发现肿瘤细胞是可以逆转的，如维甲

酸类对白血病细胞的诱导分化研究取得了可喜的成

就”⋯。但由于化合物类药物作用周期短，且效果不稳
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定，临床运用可出现严重的副作用，已有学者进行从

中草药中筛选肿瘤细胞诱导分化剂的研究，如淫羊藿

甙对HL一印细胞⋯o、苦参碱对K562细胞”⋯、香茶

菜黄酮对人肝癌细胞GHC”“等的诱导分化研究。

Alb和AFP分别反应了肝癌细胞的分化程度和恶

性程度。肝细胞DNA及蛋白质合成是反映正常肝细

胞功能的重要指标”⋯，Alb是肝细胞特异性分泌的功

能性蛋白，肝细胞分化程度高，肝细胞功能正常，

Alb分泌量多，肝细胞受损，或分化异常时Alb分泌

减少”⋯。诱导分化剂Acyclic retioid促使人肝癌HuH

一7细胞Alb基因转录作用增强，培养液中Alb分泌

量增多”“。AFP为胎儿期肝细胞特有蛋白，出生以

后，肝细胞失去分泌AFP的功能，当肝细胞癌变时，

又回到胎儿期状态，而分泌AFP。AFP是肝癌的一个

重要标志物，AFP表达减弱或消失是肝癌细胞发生逆

转的特征性改变指征”“，AFP作为一癌症标志物，

具有免疫抑制作用，抑制脾脏淋巴细胞增殖，激活T

抑制细胞(Ts)，此外，AFP还有直接促瘤作用，人

AFP与小鼠肝癌(H22)细胞一起培养可刺激H22细

胞的生长，然而，当培养液中加人人血清白蛋白

(human semm albumin，I-ISA)，则对1t22细胞无生长

促进作用，抗AFP抗体可抑制H22增殖，说明AFP

与肝癌的发生、发展密切相关，AFP是肝癌治疗的重

要靶点。Oxa降低AFP mRNA及蛋白表达，诱导分化

剂维甲酸(RA)抑制人肝癌SMMC一7721中AFP

mRNA的表达⋯‘2⋯。羟基喜树碱诱导肝癌细胞G2分

化的机理与降低AFP和升高Alb有关9o。维甲酸和

异视黄酸(IRA)均可使人肝癌细胞分泌到培养液中

的AFP减少，免疫组化显示细胞内AFP亦减少”“。

本文结果，经960药物血清温育细胞后，培养液

中Alb浓度增高，说明细胞生成白蛋白的能力增强，

ELISA检测培养液中AFP，药物血清作用5天组，A

值显著低于对照组，表明药物血清作用后，AFP分泌

减少，说明细胞恶性程度降低，向正常肝细胞转化，

960有诱导人肝癌SMMC一7721分化作用。

关于肿瘤细胞诱导分化的机理至今尚未完全明了，

反全式维甲酸对急性早幼粒白血病的诱导分化作用是

通过其受体所调控的基因加以实现的，环磷酸腺苷的

受体蛋白有两种异构体RI和RII，生理条件下，二者处
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于平衡状态，发生肿瘤时，这一平衡被破坏，若使平

衡得以恢复，则肿瘤细胞停止生长，趋向分化⋯o。众

多研究表明，环磷酸腺苷(cAMP)是一种有效的诱导

分化剂，是ATP经腺苷酸环化酶催化的产物，是体内

很多激素的第二信使，其主要功能是激活蛋白激酶A

iPKA)，通过某些蛋白质的磷酸化来体现激素的生理

效应，研究证明cAMP能在体外引起某些癌基因转化细

胞分化，使细胞生长延缓，形态趋向正常，体内实验

也证明瘤内注射双丁酰一AMP可使脑恶性胶质瘤细胞

明显缩小“51⋯；cAMP及其类似物对人肝癌细胞的促分

化作用同样是通过细胞内cAMP依赖性蛋白激酶A发

挥生理效应的”“。用H一Ⅻ基因转染NIH333细胞，

使细胞转化成恶性后，细胞加速生长，接触抑制丧失，

细胞内cAMP浓度降低，再用双丁酰一cAMP，8一溴一

cAMP等处理细胞，可使细胞形态恢复成典型的正常纤

维母细胞”1，HL一60细胞的研究发现，一个化合物若

能升高细胞内cAMP含量，多可诱导HL一印细胞分

化，且分化程度与升高cAMP呈正相关”⋯。本文结果，

扶正抗癌方药物血清温育人肝癌细胞SMMC一7721后，

细胞内cAMP含量显著高于对照组，说明其诱导分化机

理可能与升高细胞内cAMP含量有关。

3．2 端粒酶与肝癌 端粒酶是合成染色末端端粒

DNA重复序列必须的一种核膜蛋白。端粒酶由染色体

末端6个重复核酸序列组成，他们使染色体彼此保持

距离形成结构变化。当正常细胞增殖，端粒变短，因

为DNA多聚不能终止DNA远端复制过程。因此认

为，端粒长度变短，预示着细胞老化或程序性死亡，

那么，阻止染色体进一步发生变化，可导致细胞恶性

转化。与正常细胞相反，“永生”细胞呈现出短而稳

定的端粒长度，端粒的长度由端粒酶(一种由RNA

组成的逆转录酶)维持。近来的研究表明，在多种人

类恶性肿瘤中有明显的端粒酶活性，如乳腺癌、肝

癌、结肠癌、前列腺癌和甲状腺癌。因而，目前端粒

酶被认为可能是不同器官肿瘤恶性行为的有用的标志

物。超过85％的人癌表达端粒酶活性，绝大部分人肝

癌端粒酶阳性。在大鼠肝癌的发生过程中，端粒酶活

性与动物衰老具有组织特异性和稳定性。肝脏和睾丸

组织中端粒酶阳性。端粒酶活性在2／3部分肝切除后

肝再生过程中轻度增加(2成)。端粒酶活性在WB—
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F344细胞增殖过程中明显不同。体外建立的非肿瘤

起源的WB—F344细胞在低级水平表达端粒酶活性。

在进一步的老化过程中这些细胞失去了端粒酶活性的

表达。在肿瘤来源的WB—F344细胞中有端粒酶表

达，但在选择的细胞周期，这些细胞亲本细胞中无表

达，由此说明在肝癌的发生过程中端粒酶起着一定作

用。端粒的不断缩短和端粒酶的激活，可能是肝脏疾

病恶性进展的一个早期检测的有用的标志物。所有

HCC都有端粒酶表达⋯1。端粒酶活性与细胞的分化

程度密切相关。在高分化肝癌组织中端粒酶阳性率

73％(11／15)，中分化肝癌中94％(16／17)，低分

化中100％(5／5)。分化好的HCC用其他方法检诊断

率较低，如AFP21％，P1VKA—11 0％H和血管造影

13％”⋯。经960药物血清处理过的SMMC7721细胞

端粒酶活性较弱，而未经处理的对照组细胞表现出较

强的端粒酶活性。说明960中药复方影响SMMC7721

细胞端粒酶活性表达。960复方逆转SMMC7721细胞

恶性表型的机理可与降低端粒酶活性表达有关。
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