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摘 要! $目的% 探讨不同浓度川芎嗪
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后"

NNO-

检测不同给药组对
FK

与
FL

细胞
的增殖抑制作用" 采用人造基底膜实验与

DP28?Q;44

小室侵袭实验检测细胞黏附及侵袭能力
的差异) $结果%

DEF"D28!H

对
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&

FL

细胞增殖的影响随着浓度增加抑制率增高*随着作用
时间的延长"对

FK

细胞抑制作用增强"对
FL

细胞抑制作用减弱)

DEF"D28!H

对
FK

+

FL

细
胞黏附的抑制作用随着药物浓度的增加而增强*在侵袭实验中"

DEF"D28!H

对
FK

细胞侵袭
的抑制率高于

FL

细胞"其抑制作用也随着药物浓度的增加而增强) $结论%

DEF "D28!H

对
人肺巨细胞癌细胞高转移亚系

FK

&低转移亚系
FL

具有明显的增殖&黏附及侵袭抑制作用) 细
胞种系不同"药物的作用时间与浓度对细胞的抑制率也不同)
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中医理论认为血瘀证与肿瘤的发生发展有密切

关系"近年来实验研究与临床观察证明"癌症患者凝

血功能多有异常"晚期尤甚"由此"根据中医理论认

为肿瘤患者多为血瘀体质) 活血化瘀法是中医临床

治疗肿瘤的常用方法之一" 活血化瘀药在治疗肿瘤

方面应用的越来越多) 临床与实验研究表明活血化

论 著
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瘀代表药物川芎与丹参有一定的抗肿瘤作用! 本实
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巨细胞癌高转移亚系
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增殖"黏附与侵袭的影响!

2

材料与方法
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注射用盐酸川芎嗪%哈尔滨三联药业股份有限公司%

产品批号'
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细胞培养箱% 日本
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公司&酶标仪%美国贝斯特公司%
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成浓度为
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的储存液%
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保存备用% 用前稀

释至所需浓度!
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'H)JK+

将丹
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为
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的储存液%
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根据药物浓度%分别将两种细胞分为空白对照组
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小室侵袭实验检测

药物对细胞的影响!

2N!N8 ??DE

法检测
*0

!

*3

细胞的增殖能力

待细胞融合度达到
&"O

时弃去培养液%用胰蛋

白酶
'

含
"N"!O1H(,+2M<

消化细胞
2MB.

%后用培养

液终止消化%离心后弃去培养液%重悬于含
2"O

血

清的培养基中并计数调整细胞浓度为
2#2"

8 个
QM<

!

然后根据上述分组情况随机分组% 将细胞悬液置于

&$

孔板中%每组设
%

个复孔%每组接种
!""#<

%接种

细胞数目为
!"""

个! 将上述处理的细胞分别置于

I5$

"

%O ?K

!

培养箱中培养
!8T

%待细胞贴壁后按上

述分组分别加相应药物进行干预! 于第
!8T

"

8ET

"

5!T

后进行增殖能力的检测!检测时每孔加入
??DE

溶液
2"M<

%继续置于细胞培养箱中培养
!T

! 于酶标

仪上选择
8%".M

波长%检测各孔吸光值
'KH+

%计算

各组抑制率! 细胞增殖抑制率
U

(#对照组平均
KH

值
V

实验组平均
KH

值$

Q

对照组平均
KH

值)

%2""O

!

2N!N%

人造基底膜实验检测
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!

*3

细胞的黏附能力

将
*0

与
*3

细胞按上述分组用不同浓度梯度

的
()*R(-.!,

干预
8ET

后% 分别收集各组细胞%

用含
2"OP0J

的
6*)7 2$8"

培养基制备成浓度为

2#2"

% 个
QM<

的单细胞悬液! 将
)-AGBC><

基质胶用

*0J

按
2&I

比例在冰上稀释% 后滴加于
&$

孔板底

部%每孔滴加
I"#<

%轻轻晃动使其均匀铺满整个
&$

孔板底部%置
I5"

细胞培养箱中
I"MB.

!待基质胶凝

固后%将细胞悬液加入
&$

孔板中%每孔加液
!""M<

%

每组设
%

个复孔%置于培养箱中培养%

$ T

后取出
!8

孔板%弃去培养液%用
*0J

清洗每孔
I

遍%每孔加入

!""M<

含
2"O P0J

的
6*)7 2$8"

培养基%同时每孔

加入
%MCQM<

的
)(( !"M<

% 置于细胞培养箱中继续

培养
8 T

后吸干孔中培养基% 每孔加入
2%"M< H)!

JK

%于振荡器上轻轻震荡
2"MB.

%于酶标仪
8&" .M

波长处测各孔吸光值!计算各组细胞黏附抑制率!细

胞黏附抑制率
U

(#对照组平均
KH

值
V

实验组平均

KH

值$

Q

对照组平均
KH

值)
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小室侵袭实验

将
*0

与
*3

细胞按上述分组用药干预
8ET

后%

各组弃去含有药物的细胞培养液% 分别加入不含

P0J

的
6*)7 2$8"

的培养液% 置于细胞培养箱中

*饥饿+处理
2!T

! 用
6*)7 2$8"

的培养液按
2&8

比

论 著
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例稀释
;76(4A8C

胶#并涂于
:(73MN8CC

小室上室内表

面#每室涂
%E"C

#置于细胞培养箱中
GE@43

使其凝

固$ 收集各组细胞#重悬于不含
OPJ

的
Q<;2 K$,E

的培养液中#并调整浓度为
K"KE

$ 个
B@C

$ 将细胞悬

液 接 种 于
:(73MN8CC

小 室 上 室 中 # 接 种 体 积 为

KEE@C

# 下室中加入含
KE9OPJ

的
Q<;2 K$,E

的培

养液#置于培养箱中培养
!,-

$ 取出
:(73MN8CC

小室#

轻轻用棉签将
;76(4A8C

膜一侧未穿膜的细胞擦掉$

滤膜用
&%9

的乙醇固定
KE@43

#然后用
<PJ

洗
G

遍#

每遍
%@43

$然后用结晶紫染色液染滤膜
!E@43

#后用

<PJ

洗
G

遍$ 于
KEE"

倒置显微镜下观察视野下穿膜

细胞数$每张滤膜选择上下左右中
%

个视野#计数穿

膜的细胞数$ 并计算各组细胞的侵袭抑制率$ 侵袭

抑制率
R

%!对照组侵袭细胞数
S

实验组侵袭细胞数"

B

对照组侵袭细胞数&

"KEE9

$

!"#

统计学处理

采用统计软件
J<JJK/FE

#实验结果用!

!!M

"表示#

抑制率以百分率表示$ 多组间的比较采用单因素方

差分析# 多组内两组间比较采用
TJ1

检验#

<UEFE%

为差异有统计学意义$

!

结 果
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不同浓度
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对
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!

<T

细胞增殖的

影响

不同浓度梯度的
:;<=:73!>

对
<P

细胞增殖

的影响呈现一定浓度依赖性# 随着两种药物浓度的

升高#其增殖抑制率增加$ 除
%E=EF%E

组外#其余药

物联合组与空白对照组相比#差异均有统计学意义$

在作用的时间点上#
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对
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细胞的影

响#呈现出一定时效性#即随着作用时间延长#增殖

抑制作用增强$ 药物联合组对
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细胞的影响在
!,-

与
,.-

两个时间点上#随着两种药物浓度的升高#其

增殖抑制率增加$但作用时间上#随着作用时间的延

长#其抑制作用反而减弱$ 见
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细胞黏附的

影响
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'
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黏附抑制率的影响#随着浓度的升高#在
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浓度点抑制作用最强# 但各药物组的抑制作用均低

于顺铂组$ 见
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!23

不同浓度
4)(546.

!7

对
(8

!

(9

细胞侵袭的

影响

不 同 浓 度 梯 度 的

4)(546.!7

对
(8

!

(9

细

胞侵袭抑制作用随着浓度

的增加" 侵袭抑制作用逐

渐增强# 同时发现不同浓

度梯度的
4)(546.!7

对

(9

细胞的侵袭抑制率低

于
(8

细胞$各药物联合组

对细胞侵袭的抑制作用均

低于顺铂组$ 见
46:1; <

"

=>?@0; A

"

!

$

3
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有活血通经!祛淤止痛等功效" 近年来川芎!丹参等

活血药在临床肿瘤治疗上得到了广泛应用" 川芎有

效成分川芎嗪被越来越多研究证明可抑制肿瘤细胞

的增殖与细胞的黏附" 张加军等#

'

$研究表明%川芎嗪

可呈时间!剂量依赖性地抑制人肝癌细胞株
()*+!

增殖% 其抑制作用可能与下调突变性
*%,

蛋白的表

达有关" 肖敏等#

!

$观察川芎嗪!博来霉素及两者联合

应用时对皮肤鳞癌细胞系
-.,'

的影响% 结果证明

两者及联合应用时均可抑制
-.,'

的增殖"陈朝等#

,

$

研究结果显示川芎嗪通过周期阻滞而抑制人视网膜

母细胞瘤细胞的增殖" 林淑仪等#

.

$在研究川芎嗪和

苦参碱对乏氧环境中培养的人白血病细胞株
/%$!

及
0123

黏附!侵袭和转移的影响的实验中%发现不

同浓度川芎嗪对两种细胞的黏附! 侵袭和转移有一

定的抑制作用" 杨栋等#

%

$在研究川芎嗪对高转移性

人肺巨细胞癌
4+!56'

干细胞样细胞黏附能力的影

响时发现川芎嗪可通过抑制细胞表面的
!

整合素!

78..9$

蛋白的表达来抑制
4+!56'

干细胞样细胞

的黏附力" 丹参有效成分之一丹参酮
"-

近年来被

越来越多的基础实验证明具有一定的抗肿瘤作用"

:;<1=1>1

等#

$

$检测发现丹参酮
"-

对人宫颈癌
71?@3

%

?3(1

%

()>1

和
7,,1

细胞的增殖有抑制作用"

AB1<C

等 #

D

$发现丹参酮
"-

可以抑制急性早幼粒白血病细

胞的增殖及诱导其体内凋亡的作用"

AB1<C

等#

E

$研究

发现丹参酮
"-

可抑制细胞生长!侵袭!迁移!诱导

凋亡和分化" 肿瘤患者多有血瘀之证% 临床在治疗

肺恶性肿瘤时% 常将具有活血化瘀止痛功效的川芎

与丹参联合运用% 体现了中医中药运用中的相须作

用" 由此启发%在本实验研究中%将两种活血化瘀药

的有效成分联合起来运用%观察其对肺癌细胞增殖!

黏附及侵袭的影响"

本实验采用
,

个时间点动态观察
F:4GF1<"-

对
45

!

4H

细胞系增殖的影响%同时运用人造基底膜

实验与
FI1<JK)>>

小室侵袭实验观察其对细胞黏附

与侵袭的影响" 结果显示川芎嗪联合丹参酮
"-

具

有抑制肿瘤细胞增殖!黏附及侵袭的作用%较单独运

用川芎嗪或丹参酮
"-

对
45

!

4H

肿瘤细胞的抑制

作用增强"

F:4GF1<"-

对
45

细胞系的增殖抑制作

用显现出一定的时效性与浓度依赖性" 在
D!B

时间

点与
F:4GF1<"-

的最大浓度
%LMG'N!%

时抑制率

最高" 而
F:4OF1<"-

对
4H

细胞系的增殖抑制作

用所呈现浓度依赖性不如
45

明显" 在时效上%则显

示随着作用时间的延长其抑制作用减弱% 这种差异

可能由于细胞系对药物的敏感程度不同% 说明丹参

酮
"-

与川芎嗪的联合组在抗肿瘤方面有一定的作

用% 尽管这种抑制肿瘤增殖的作用不如西药顺铂组

明显" 肿瘤细胞的黏附在肿瘤侵袭和转移过程中发

挥重要作用%本实验中%设置不同浓度梯度的
F:4G

F1<"-

培养细胞并观察两种细胞对人造基底膜的

黏附能力"结果显示%药物组与对照组比较均有统计

学意义%说明不同剂量的
F:4GF1<"-

对细胞黏附

能力均有抑制作用% 为临床上运用中药抑制肿瘤的

转移提供了实验依据" 在
FI1<JK)>>

小室侵袭实验

中%其侵袭抑制率也随着浓度的增加而增高%说明中

药联合组在抑制
45

!

4H

侵袭方面存在一定的浓度

依赖性"

有关川芎嗪! 丹参酮
"-

等活血药的有效成分

对肺癌细胞干预的作用还需要更深入的研究" 在以

后探讨活血药抗肿瘤的研究中是否可以找出不同药

物针对不同肿瘤的最佳配伍来增强抗肿瘤的效率仍

需进一步研究"活血化瘀药种类较多%其不同药物之

间的相互作用又极其复杂% 这需要今后对更多的活

血化瘀药进行更全面深入细致的研究"
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