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目的
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研究人参皂苷
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对于人结直肠癌细胞
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侵袭和迁移的影响及其机制%方法
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处理组%利用细胞划痕实验检测
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细胞在不同浓度人参皂苷
D2$

影响下体外迁移能力差

异#用
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对
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细胞体外侵袭能力的影响#用酶联免疫吸附试验
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处理组细胞穿过基质胶的数量分
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处理组比较差异无统计意义"
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$!其余组两两比较差

异有统计学意义"
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结直肠癌是一种常见的人类恶性肿瘤%据统计每

年有
$%%

万患者受到结直肠癌的影响)在我国%结直

肠癌在癌症相关死因中已跃居第
'

位%成为男性第三

大常见肿瘤和女性第二大常见肿瘤'

$

(

)结直肠癌早

期不易诊断%往往直至手术时才发现多数肿瘤已经穿

过浆膜%且多有淋巴结转移%这为结直肠腺癌的治疗

增加了难度'

1

(

)影响结直肠癌的侵袭和迁移的原因

及影响因素较多'
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)有研究表明%细胞外基质#
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$

的被动酶解是结直肠癌侵袭*迁移过程中的重要环

节)其中%基质金属蛋白酶类#
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$是参与破坏细

胞外基质的一种重要的蛋白水解酶%尤其是
FF>.(

%

其表达产物在癌细胞侵袭*迁移过程中能使基底膜的

主要成分
(

型胶原酶解%还可以酶解细胞间基质成

分'

0.-
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(经研究发现%

FF>.(

的选

择性抑制剂可减慢原位移植结直肠癌模型小鼠肿瘤

细胞的生长速度%降低肿瘤转移率)目前有研究提

示%人参皂苷
D2$

对人肝癌*恶性胶质瘤的发生*发展

产生影响%并可以抑制肿瘤的侵袭和迁移'

(.$%
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)而人

参皂苷
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是通过 抑 制 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶

#

FJ>\

$信号通路相关蛋白的磷酸化和转录%从而激

活活化蛋白
.$

#

J>.$

$%进而抑制了
FF>.(

及其他

FF>

蛋白的表达)同时有研究证明%人参皂苷
D2$

抑制
FJ>\

信号通路的方式不完全相同%这种差异

可能来自肿瘤细胞本身的影响%但是都可以在转录水

平抑制
J>.$
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)本研究的目的是探究人参皂苷

D2$

对人结肠癌细胞
@H0/%

侵袭和迁移的影响%初

步探索其分子机制)
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材料与方法
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材料
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从中国科学院上海生科院细胞资源中心

购得人结肠癌细胞株
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浓度为

(/&-)_

%购自海永恒生物科技有限公司&佛波酯
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及提取蛋白质的

相关试剂材料购自上海锐赛生物技术有限公司)
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细胞划痕实验
!
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细胞在普通培养瓶中

培养换液%当细胞浓度达到
/%_

时%用胰蛋白酶消化

并计数)调整细胞浓度为
;d$%

;

"

8E

%按照细胞
$d

$%

)

"孔的密度接种于
)

孔板中%

)

孔板底部用黑色标

记笔做好标记线%每孔
'

条平行线%间距
%&;68

左

右)按在
'-k

及
;_S?

1

条件下孵育%

102

后细胞面

积至少达到
(%_

)第
1

天%用高压灭菌
$%%

)

E

黄枪

头垂直且快速地进行细胞划痕%与标记线垂直划出
'

条线%建立损伤模型)后用无菌磷酸盐缓冲液#

>U@

$

洗涤细胞
1

次%除去划下的细胞)板上
)

个孔分为
)

组%每孔分别加入含或不含
>FJ

和人参皂苷
D2$

#

%
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*
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$无血清培养基#人参皂苷
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预先

处理细胞
$2

%

>FJ

后处理$%继续孵育)此后通过光学

显微镜每
10

小时记录细胞划痕进程)无菌
>U@

洗涤
1

次%光学显微镜低倍#

d$%

$观察并拍照%每孔选取
0

个

划痕区视野拍摄划痕宽度%应用
C89

M
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4
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软

件进行处理%划痕宽度
B

测量空隙的面积"长度)
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细胞侵袭实验#
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小室法$
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使用
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!7,

室#
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%美国$评估细胞侵袭和

迁移)实验前无血清
AF=F

培养基#不含双抗$*

K<.

9,+Q7::

小室*

10

孔板*枪头等实验用品放入
W1%k

冰箱过夜进行预冷%将小量分装好的
F93<#

M

7:

胶从

W1%k

冰箱移入
0k

冰箱进行解冻)#

$

$包被基底

膜!冰浴操作%将丙酸倍氯米松#

UA

$胶用基础培养基

$̀ /

稀释)均匀铺开且不能产生气泡)每孔
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小室中%

'- k

孵育
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孔板
0

#

;2
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1

$水化基底膜!用
$d>U@

轻轻

润洗
$

#

1

次%去掉未凝的胶)贴壁
@H0/%

细胞与各

组
AF=F

完全培养基作用
0/2

后#人参皂苷
D2$

预

先处理细胞
$2

%

>FJ

后处理$%制备
@H0/%

细胞悬

液%即胰酶消化将细胞分散成单个制备细胞悬液%离

心
$%%%<

"

8#,;8#,

%用无血清
AF=F

培养液重悬
$

次细胞%除去培养基中的血清%调整细胞密度至
;d
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)往已包被好
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凝胶的上室加入
1%%

)

E

无

血清培养基细胞重悬液%下层的培养液中加入
;%%

)

E

含
$%_

胎牛血清的
AF=F

培养基#含
;%%

)

E

肿瘤细

胞趋化因子$)将接种完毕的
10

孔板移入
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%
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细胞培养箱培养
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)孵育结束后用棉签擦去

上室未穿过的细胞)将小室下端提起%浸润于
(;_

乙

醇中固定
$%8#,

)
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结晶紫染液染色
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酶联免疫吸附试验#

=EC@J

$检测
FF>.(

蛋

白水平
!

取生长良好的对数期
@H0/%
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培养基%

102

后终止培养%用
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细胞裂解液和
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蛋白%使用
USJ

蛋白质分析盒确定蛋白水平)蛋白

以
$%_

的十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺#

@A@.>J]=

$

电泳%再将蛋白转到硝酸纤维素#

>cAZ

$膜上)常规

;_

脱脂牛奶封闭%

KU@K'

次
;8#,

洗膜后%加一抗
0

k

孵育过夜)后继续
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近年来%越来越多的研究团队开始研究人参皂苷

D2$

在肿瘤治疗中的作用)孙倩'

$1

(研究发现人参皂

苷
D2$

在人宫颈癌
G7:9

细胞系及白血病
\;)

细胞

中发挥了重要的作用%可以抑制
U

细胞淋巴瘤
1

#

U6:.

1

$的表达及促进
U6:.1

相关
[

蛋白#

U9R

$的表达增
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的表达水平与结肠癌分期及预后密切相

关%然而大部分
FF>

抑制剂因为不良反应大导致作

用效果欠佳)因此%研发新的*不良反应小的
FF>

选择性抑制剂用于结肠癌临床治疗具有重要意义)

有一些天然药物表现出
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抑制特性)芒果苷就

是通过
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一道屏障的重要部分%当肿瘤细胞发生侵袭时%通过

膜表面受体与基底膜成分进行黏附%然后释放并激活

蛋白酶降解基底膜%定向运动穿越基底膜形成的缺损

部位)人参皂苷
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的能力%降低发生远处转移的概率)本研究使用细胞

划痕模拟这一环节%实验结果显示
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组明显下降)本研究结

果进一步说明了人参皂苷
D2$

在结肠癌细胞侵袭和

转移中发挥了重要作用%作用机制可能是抑制了

FF>.(

的表达%但其更为详细的作用机制还不清楚%

因此%人参皂苷
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在结肠癌细胞侵袭和转移的作用

机制还需进一步研究)
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