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Abstract
AIM: To explore the effect and mechanism of 
serum containing ganzheng solution on invasion 
and metastasis of human hepatocellular line 
BEL-7402.

METHODS: Using a serum pharmacologic 
method, the human hepatocellular line BEL-7402 
was cultured with serum from hepatocellular 
cancer (HCC) patients before and after taking 
ganzheng solution. Invasion and adhesion as-
says were conducted in a Boyden chamber, and 
cell migration and morphology observed. The 
protein expression of matrix metalloproteinase 
2 (MMP2), tissue inhibitor of MMP2 (TIMP2), 
integrin β1, and E-cadherin (E-cd) of the human 
hepatocellular line BEL-7402 were determined 
by flow cytometry.   

RESULTS: Serum containing ganzheng solution 
inhibited invasion (25.79 ± 2.31 vs 49.54 ± 4.32, 
P < 0.05), adhesion (42.38 ± 3.19 vs 68.67 ± 5.36, 
P < 0.05) and migration (34.72 ± 3.43 vs 54.16 ± 
5.35, P < 0.05) of hepatocellular BEL-7402 cells. 
As well, the expression of MMP2 and integrin β1 
was decreased (MMP2, 289.61 ± 25.32 vs 439.28 
± 22.45; and integrin β1, 286.05 ± 28.47 vs 389.57 
± 21.23, both P < 0.05), and the expression of 
TIMP2 and E-cd was significantly increased 
(TIMP2, 348.75 ± 34.58 vs 250.53 ± 16.48; and 
E-cd, 385.57 ± 26.36 vs 230.72 ± 13.41, both P < 
0.05). The MMP2/TIMP2 ratio was significantly 
decreased (0.83 vs 1.76, P < 0.05). Morphologi-
cally, cells treated with serum not containing 
ganzheng solution showed variously shaped 
pseudopods, while those treated with serum 
containing ganzheng solution stayed round with 
relatively fewer pseudopods. 

CONCLUSION: Serum containing ganzheng 
solution inhibits the invasion and adhesion of 
the human hepatocellular line BEL-7402. This 
may be associated with decreases in the MMP2/
TIMP2 ratio and the expression of integrin β1, 
and with increased expression of E-cd.
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摘要
目的: 探讨肝癥口服液含药血清对人肝癌
BEL-7402细胞系侵袭和转移的影响及其机制. 

方法: 应用细胞培养技术培养人肝癌细胞株
BEL-7402, 采用血清药理学的方法, 以原发性
肝癌患者服用肝癥口服液前后血清处理肝癌
细胞, 通过Boyden小室模型测定其侵袭力和
黏附力, 细胞迁移实验测定细胞运动能力, 同
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■背景资料
原发性肝癌是一
种高侵袭性、高
转移性肿瘤, 疗效
欠佳. 阻断肿瘤细
胞的侵袭、转移
是肿瘤治疗的重
要途径. 自研中药
肝癥口服液经临
床和基础实验证
实对肝癌癌前病
变及癌变有明显
的阻断作用, 表现
为促进肝癌细胞
凋亡, 抑制肝癌细
胞增殖等, 是否能
阻断肝癌细胞侵
袭、转移尚缺乏
研究. 



时观察细胞形态, 流式细胞术测定肝癌细胞基
质金属蛋白酶2(MMP2), 基质金属蛋白酶抑制
剂2(TIMP2), 整合素β1(integrinβ1)和上皮钙黏
附素(E-cd)表达的改变. 

结果: 肝癥口服液含药血清能明显抑制肝
癌细胞侵袭力(25.79±2.31 vs  49.54±4.32, 
P <0.05)、黏附力(42.38±3.19 vs  68.67±5.36, 
P <0.05)及运动能力(34.72±3.43 vs  54.16±
5.35, P <0.05). 形态学观察发现, 服药后血清
组细胞形态较圆, 伪足数目较少, MMP2阳
性表达细胞减少(289.61±25.32 vs  439.28
±22.45, P <0.05), TIMP2阳性表达细胞增多
(348.75±34.58 vs  250.53±16.48, P <0.05), 
MMP2/TIMP2比值下降(0.83 vs  1.76, P <0.05); 
integrinβ1表达减少(286.05±28.47 vs  389.57±
21.23, P <0.05), E-cd的表达则增加(385.57±
26.36 vs  230.72±13.41, P <0.05).

结 论 :  肝癥口服液含药血清能抑制肝癌
BEL-7402细胞侵袭与转移, 其机制可能与直
接抑制细胞迁移运动, 抑制细胞基质溶解相关
基因蛋白MMP2表达, 促进TIMP2表达; 抑制
黏附分子integrinβ1的表达, 促进E-cd表达有关. 

关键词: 肝细胞癌; 侵袭; 黏附; 肿瘤转移; 肝癥口服

液; 含药血清; 流式细胞术
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0  引言

侵袭和转移是恶性肿瘤的显著特点, 转移是肿

瘤治疗失败的主要原因. 原发性肝癌(pr imary 
hepatocellular carcinoma, PHC)是一种高侵袭

性、高转移性肿瘤, 疗效欠佳. 阻断肿瘤细胞

的侵袭、转移是肿瘤治疗的重要途径. 自研中

药肝癥口服液经临床和基础实验证实对肝癌

癌前病变及癌变有明显的阻断作用 [1-3].  本实

验观察了肝癥口服液含药血清对人肝癌细胞株

BEL-7402侵袭和转移的影响, 并探讨其作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌BEL-7402细胞株由河北医科

大学细胞室冻存; Matrigel基质为美国Becton 
Dickinson公司产品; Boyden小室为Coster公司产

品; 抗金属蛋白酶2(MMP2)mAb及其兔抗组织

抑制因子(TIMP2)多抗为北京中山生物技术有
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限公司产品; 上皮钙黏附素(E-cd)、抗β1-整合素

(integrinβ1)mAb为Santa公司产品; 羊抗鼠FITC-
IgG为北京中山生物技术有限公司产品. 肝癥口

服液由半支莲、白花蛇舌草、三棱、莪术、黄

芪等组成, 由河北医科大学第四医院制剂室经水

煎、浓缩及醇沉制成. 
1.2 方法 
1.2.1 含药血清的制备 原发性肝癌(HCC)患者,   
根据1999年第四届全国肝癌学术会议修订的

HCC的诊断标准和临床分期标准, 选择Ⅱb期或

Ⅲ期, 但没有远处转移、肝功能Child-Pugh B级, 
不能手术的并且无任何治疗干预的HCC患者. 
给予肝癥口服液40 mL/d, 持续8 wk, 分别于服药

前及服药8 wk末采集清晨空腹血10 mL, 分离血

清, 0.22 μm滤器过滤, -70℃低温冰箱冻存, 临用

前用含50 g/L的FCS的RPMI 1640培养液稀释成

10 g/L浓度. 
1.2.2 细胞培养 人肝癌BEL-7402细胞株常规培

养于含100 mL/L小牛血清, 100 U/L青霉素, 100 
μg/L链霉素的RPMI 1640培养液中, 在37℃, 50 
mL/L CO2培养箱内培养. 实验分为2组: (1)服药

前血清组: 加入HCC患者服药前血清100 μL; (2)
服药后血清组: 加入HCC患者服药后血清100 
μL. 药物作用48 h, 收集细胞, 作以下检查, 每组

设5个副孔.
1.2.3 Boyden小室法检测细胞体外侵袭力和运动
能力 实验在Boyden小室中进行, 上下室之间置8 
μm微孔聚碳酸酯滤膜, 膜上铺Matrigel 25 μL, 胶
干后, 上室加预处理的细胞悬液0.5 mL(5×105/
室), 下室加入培养液200 μL; 50 mL/L培养箱中

培养24 h, 取出滤膜, 以湿棉签小心擦除滤膜上

室面的细胞; 苏木素染色, 随机取5个视野, 显微

镜200倍下计数侵袭至滤膜背面的细胞数, 取均

值. 细胞运动能力的检测方法与体外侵袭力的

检测相同, 只是不在聚碳酸酯滤膜上铺Matrige 
25 μL, 置于培养箱中12 h后取出.
1.2.4 黏附测定 96孔培养板覆以Matrigel 100 μg/
孔, 胶干后, 加入预处理的细胞悬液50 μL(5×
105孔), 37℃摇床100 r/min, 作用30 min; 每孔加

无血清RPMI 1640培养液150 μL及MTT(1 g/L)50 
μL, 37℃继续作用4 h; 弃上清, 每孔加入DMSO
原液100 μL; 10 min后上酶标仪, 在490 nm单波

长下测定A值. 细胞黏附率 = (试验组A值/对照

组A值)×100%.
1.2.5 形态学观察及MMP2, TIMP2, integrinβ1和

E-cd的测定 将对照组与处理组细胞置于倒置显
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■相关报道
此前对肝癥口服
液进行了系列研
究 ,  包括其对肝
癌细胞增殖、凋
亡、细胞周期、
信号转导等广泛
领域, 崔刘福 et al
发现其药物血清
可抑制肝癌细胞
血管内皮生长因
子的表达, 提示肝
癥口服液可能能
抑制肝癌细胞侵
袭、转移, 但未对
侵袭转移的影响
做直接的观察.

■创新盘点
本文从抑制肝癌
细胞侵袭、转移
方面研究肝癥口
服液的作用机制, 
视角新颖, 研究方
法符合中药研究
现代化的要求.
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微镜下观察. 取单细胞悬液1×109/L, 加入鼠抗

人mAb工作液0.1 mL, 室温孵育30 min, 加入PBS 
10 mL洗涤1次, 弃上清, 加入羊抗鼠FITC-IgG二

抗工作液100 μL, 避光室温孵育30 min, 加入PBS 
10 mL, 500 r/min离心2 min, 弃上清以除去未结

合的荧光二抗, 上机检测前加入PBS 0.1 mL经
500目铜网过滤后上机检测. 采用美国Beckman 
Coulter公司生产的Epics-XLⅡ流式细胞仪, 激
发光源为15 mW氩离子激光器, 激发波长为488 
nm, 应用Expo 32 ADC进行免疫荧光数据分析. 
以均道值表示蛋白含量.
统计学处理 全部数据用SPSS10.0软件包进

行统计处理, 计量资料用mean±SD表示, 各组比

较用t检验.

2  结果

2.1 肝癥口服液含药血清对人肝癌细胞体外侵
袭力及黏附力的影响 本研究引入Matr ige l基
质胶, 模拟体外侵袭与黏附模型中细胞外基质

(ECM)的作用, 观察肝癥口服液含药血清对肝癌

细胞侵袭力、黏附力的影响, 可以看出服药后

血清组肝癌细胞侵袭力、黏附力和迁移能力明

显下降(表1).  
2.2 肝癥口服液含药血清对人肝癌细胞形态及
MMP2, TIMP2, integrinβ1和E-cd表达的影响 服
药后组表现出纤维母细胞样形态, 伸出形态各

异的伪足, 而服药前组细胞形态较圆, 伪足数目

相对较少. 对照组MMP2、TIMP2表达分别为

439.28±22.45、250.53±16.48, MMP2/TIMP2
比值为1.76; 肝癥口服液作用后MMP2表达降低, 
TIMP2表达增高, MMP2/TIMP2比值明显下降. 
肝癥口服液组细胞integrinβ1表达较对照组降低, 
E-cd的表达则增加(表1).

3  讨论

肿瘤细胞的侵袭与转移是恶性肿瘤的基本特征

之一, 尤其是在肿瘤发展的最后阶段, 控制转移

是决定患者预后的关键因素. 目前认为恶性肿

瘤的侵袭能力在其恶性转化的早期即可获得, 
部分肿瘤随着病情进展, 其侵袭能力还有逐渐

增强的趋势, 黏附和侵袭的过程增加了恶性肿

瘤的增殖和转移能力. 如何阻断癌细胞的侵袭

与转移, 实现带瘤生存是目前肿瘤治疗研究的

热点之一, 已有研究表明某些中草药具有抑制

肿瘤侵袭与转移的作用. 我们体外观察了肝癥

口服液含药血清对肝癌细胞侵袭、黏附及转移

的影响, 发现他在抑制肝癌细胞黏附、侵袭、

转移方面具有显著作用, 其机制可能与影响某

些基质金属蛋白酶及黏附分子的表达有关. 
癌的侵袭与转移是一个多因素、多步骤、

多阶段的复杂过程[4], 按Liotta et al [5]提出的癌

细胞侵袭 、转移的3步假说, 从分子水平将这

个过程分为黏附, 降解和运动. 其中细胞外基

质(ECM)的降解和基底膜的破坏是一个关键步

骤, ECM是肿瘤侵袭和转移的天然屏障. 肿瘤

细胞通过自身或诱导宿主细胞产生多种基质蛋

白溶解酶, 如基质金属蛋白酶(MMP)、纤溶酶

原激活物、胱氨酸蛋白酶等. 其中MMP家族是

其中关键因素之一. 在肿瘤组织中, 肿瘤细胞和

基质细胞均可表达并分泌MMP, 导致ECM的降

解, 然而MMP的活性受其组织抑制因子(TIMP)
调节, TIMP、MMP之间存在着动态平衡, 二者

按1∶1化学比形成非共价牢固结合, 从而抑制

MMP活性, 使机体内的ECM的代谢更新处于动

态平衡中[6]. 一旦调节失控, MMP和TIMP的蛋白

水解平衡向MMP转变, 就成为肿瘤细胞侵袭和

转移的重要条件. MMP2、TIMP2是这两个家族

中具有代表性的两个因子[7]. 我们的研究表明肝

癥口服液能明显抑制人肝癌细胞的体外侵袭能

力, 使MMP2表达下降, TIMP2表达上升, MMP2/
TIMP2比值下降. 提示肝癥口服液通过影响肝癌

细胞基质降解相关蛋白MMP2和TIMP2表达及

其MMP2/TIMP2比值, 而达到抑制癌细胞侵袭

的作用. 
恶性肿瘤细胞在侵袭和转移过程中, 与宿

主组织成分发生多次黏附. 新近资料表明, 这一

现象与细胞黏附分子的作用有密切关系[8]. 其中

引人注目的是钙黏附素、整合素家族成员. 钙

表  1  肝癥口服液含药血清对人肝癌细胞体外侵袭力, 黏
附力, 迁移能力, MMP2, TIMP2, integrinβ1和E-cd表达的影
响(mean±SD)

     
		    服药前血清	   服药后血清

侵袭力		  49.54±4.32	 25.79±2.31a

黏附力		  68.67±5.36	 42.38±3.19a

迁移能力		  54.16±5.35	 34.72±3.43a

MMP2	                439.28±22.45         289.61±25.32a

TIMP2	                250.53±16.48         348.75±34.58a

MMP2/TIMP2	   1.76		    0.83a

integrinβ1	              389.57±21.23         286.05±28.47
a

E-cd	               230.72±13.41         385.57±26.36a

aP<0.05 vs  服药前血清.

■应用要点
肝癥口服液经近
20 a的临床验证
和一系列基础研
究表明对肝癌具
有显著作用, 本研
究结果加深了其
作用及作用机制
的认识, 为其进一
步开发应用奠定
了基础.



www.wjgnet.com

2712                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2007年9月8日      第15卷     第25期

黏附素主要介导正常和肿瘤组织中细胞与细胞

间的黏附[9]. E-cd属钙黏附素超家族经典Ⅱ族成

员, 依赖细胞外Ca2+介导同种亲和性的细胞与细

胞间的黏附, 在相邻细胞间形成钙黏附拉链, 参
与建立和维持细胞间连接, 在同种细胞间起着

相互联系、相互制约的作用. 他的表达程度及

功能活性直接影响着细胞的脱离和再附着[10-11]. 
多数学者认为, 如果E-cd介导的黏附功能受损或

表达减少, 肿瘤细胞连接松散, 易脱落[12-13]. 许
多癌组织中均出现E-c d的表达缺失或基因突

变[14]. 某些恶性肿瘤导入E-cd基因后, 能明显

降低肿瘤细胞侵袭和转移的能力. integrinβ1是

由α、β亚单位通过二硫键形成的二聚体跨膜

蛋白, 可以同时与细胞基质成分及细胞骨架结

合而形成配体-integrinβ1-细胞骨架跨膜信息系

统, 介导肿瘤细胞的黏附和转移. Strobel et al [15]

的实验研究表明阻断卵巢癌integrinβ1可以有效

抑制肿瘤的腹膜播散. Fujita et al [16]研究了包括

肝癌在内的27种癌细胞系, 结果表明全部细胞

均不同程度的表达integrinβ1. Reinmuth et al [17]

将integrinβ1的抗体用于结肠癌肝转移鼠原位模

型, 发现能显著抑制结肠癌肝转移灶的形成, 及
转移灶的血管生成. 褚忠华 et al [18]研究表明肝癌

多种黏附分子基因mRNA表达量与肿瘤大小、

有无转移, 结节数目有关, E-cd与肿瘤大小、有

无转移, 结节数目呈负相关, integrinβ1与之呈正

相关. 我们的研究结果表明肝癥口服液具有抗

肝癌细胞黏附的作用, 同时发现含药血清组E-cd
表达增多、integrinβ1表达下降, 认为肝癥口服液

通过促进E-cd表达, 抑制integrinβ1表达而使癌细

胞间连接紧密, 避免了癌细胞从原发灶处的脱

落、游离, 达到抑制肿瘤侵袭转移的作用. 这可

能是其抑制肿瘤侵袭转移的机制之一. 另外, 有
研究表明整合素可以调控基质金属蛋白酶的生

成和活性. Brooks et al [19]发现integrinβ1与MMP2
共同定位于血管生成细胞表面和黑色素瘤细胞

的表面, MMP2直接连接于integrinβ1上. 在乳腺

癌细胞中共同表达MMP1和integrinβ1可明显加

强MMP2的自动催化成熟. 本研究显示服药前组

具有高表达的integrinβ1与MMP2, 服药后组二者

的表达均降低, 表明二者具有协同作用, 验证了

上述结果. 
肿瘤细胞的运动性在侵袭转移过程中的作

用已被众多实验所证实, 运动能力与侵袭之间

的关系呈正相关[20]. 在肿瘤转移过程中的某些

阶段, 他表现出较强的运动能力. 如肿瘤细胞从

原发瘤灶分离并侵入邻近组织以及再穿过血管

壁进入血循环和穿出血管壁进入继发部位等. 
1979年Roos et al将瘤细胞接种到门静脉内, 观察

了瘤细胞在肝内侵袭过程的超微结构变化. 他
们观察到瘤细胞在肝内的侵袭过程有3个起始

步骤: (1)瘤细胞伸出伪足, 进入内皮细胞, 内皮

细胞形成一个小的隔离; (2)瘤细胞的伪足深入

内皮细胞, 使内皮细胞形成一个开口; (3)瘤细胞

穿过内皮细胞又形成一个大的突起伪足, 呈锯

齿状与肝细胞接触, 进而增殖形成小的瘤细胞

灶. 肿瘤细胞的运动能力与细胞形态尤其是伪

足密切相关. 本试验中服药前组肝癌细胞表现

出纤维母细胞样形态, 伪足数目不等; 服药后组

细胞形态较圆, 伪足数目也较少, 过河实验显示

服药后组较服药前组运动能力明显下降, 这可

能是肝癥口服液抑制肝癌细胞转移的机制之一.
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