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川芎主要成分为川芎嗪，具有活血行气、祛风止痛

功效，临床多用于治疗瘀血阻滞的各种病症，称为“血中气

药”犤１犦。细胞因子诱导的杀伤（ＣＩＫ）细胞是新型免疫活性

细胞，增殖能力强，细胞毒作用强，具有一定的免疫特

性，拟用于心血管、呼吸系统、消化系统及泌尿系统

疾病的治疗犤２－３犦。本研究中分析了川芎嗪联合ＣＩＫ细胞

对裸鼠肝癌ＨｅｐＧ２细胞的影响。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 动物、细胞、仪器与试药
动物：裸鼠 ４６只，雄性，（５．５±０．６７）周龄，体质量

１７５～２２５ｇ，由南华大学医学院动物实验中心提供，实
验动物生产许可证号为 ＳＣＸＫ（湘）２００４－０００９。在无特
殊病原菌条件下分笼饲养，自由进食、饮水，适宜温度、

湿度，人工黑暗和光照交替。

细胞：ＨｅｐＧ２细胞（上海纪宁实业有限公司）；

川芎嗪联合ＣＩＫ细胞对裸鼠肝癌ＨｅｐＧ２细胞的影响

黄 芬 １，王 波 ２，卢彦达 １，曾江正 １，桑圣刚 １

（１．海南医学院第一附属医院，海南 海口 ５７０１０２； ２．海南省人民医院，海南 海口 ５７０１０２）
摘要：目的 探讨川芎嗪联合细胞因子诱导的杀伤（ＣＩＫ）细胞对裸鼠肝癌 ＨｅｐＧ２细胞的影响。方法 取 ＨｅｐＧ２细胞接种于裸鼠皮下，以
建立裸鼠肝癌模型。建模成功后，按随机数字表法分为川芎嗪 ５０ｍｇ／Ｌ联合 ＣＩＫ细胞组（Ａ组）、川芎嗪 １００ｍｇ／Ｌ联合 ＣＩＫ细胞组
（Ｂ组）和川芎嗪２００ｍｇ／Ｌ联合 ＣＩＫ细胞组（Ｃ组），各１２只，灌胃给药１次；经尾静脉一次性输注１．５×１０７个 ＣＩＫ细胞。另将１０只建
模成功的裸鼠设为模型组（Ｄ组）。检测细胞侵袭和迁移能力，检测基质金属蛋白酶－２（ＭＭＰ－２）和基质金属蛋白酶抑制剂－２（ＴＩＭＰ－２）

蛋白水平，检测细胞骨架蛋白 －肌动蛋白微丝面积。结果 与 Ｄ组比较，Ｂ组和 Ｃ组裸鼠迁移和侵袭细胞显著减少，抑制率显著升高
（Ｐ＜０．０５）；Ａ组、Ｂ组、Ｃ组裸鼠细胞 ＭＭＰ－２蛋白表达水平显著降低，ＴＩＭＰ－２蛋白表达水平显著升高（Ｐ＜０．０５），细胞骨架蛋白 －
肌动蛋白微丝面积显著缩小（Ｐ＜０．０５）。结论 川芎嗪联合 ＣＩＫ细胞能抑制裸鼠肝癌 ＨｅｐＧ２细胞的迁移及侵袭，作用机制可能与下调
细胞 ＭＭＰ－２和上调ＴＩＭＰ－２蛋白表达，以及抑制骨架微丝重排有关。
关键词：川芎嗪；细胞因子诱导的杀伤细胞；肝癌ＨｅｐＧ２细胞；基质金属蛋白酶－２；基质金属蛋白酶抑制剂 －２；肌动蛋白微丝
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｇｕｓｔｒａｚｉｎｅｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｃｙｔｏｋｉｎｅ－ｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒ（ＣＩＫ）ｃｅｌｌｓｏｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉ
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ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＣＩＫｃｅｌｌｓｇｒｏｕｐ（ｇｒｏｕｐＡ），１００ｍｇ／ＬｌｉｇｕｓｔｒａｚｉｎｅｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＣＩＫｃｅｌｌｓｇｒｏｕｐ（ｇｒｏｕｐＢ）ａｎｄ２００ｍｇ／Ｌｌｉｇｕｓｔｒａｚｉｎｅ
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ｇａｓｔｒｉｃａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｎｃｅ，ａｎｄ１．５×１０７ ＣＩＫ ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｕｓｅｄｖｉａｔａｉｌｖｅｉｎａｔｏｎｅｔｉｍｅ．Ａｎｏｔｈｅｒ１０ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｍｏｄｅｌｅｄｎｕｄｅ
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ｃａｎｔｌｙ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｉｎｇｒｏｕｐＢａｎｄｇｒｏｕｐＣｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０５），ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭＭＰ－２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎ
ｎｕｄｅｍｉｃｅｉｎｇｒｏｕｐＡ，ｇｒｏｕｐＢａｎｄｇｒｏｕｐＣｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＩＭＰ－２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｇｒｏｕｐＡ，ｇｒｏｕｐＢ
ａｎｄｇｒｏｕｐＣｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０５），ｔｈｅａｒｅａｏｆｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎｐｒｏｔｅｉｎ－ａｃｔｉｎｍｉｃｒｏｆｉｌａｍｅｎｔｉｎｇｒｏｕｐＡ，ｇｒｏｕｐＢａｎｄｇｒｏｕｐＣ
ｒｅｄｕｃｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ ＬｉｇｕｓｔｒａｚｉｎｅｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＣＩＫｃｅｌｌｓｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＨｅｐＧ２
ｃｅｌｌｓｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅ．Ｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＭＭＰ－２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＴＩＭＰ－２
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ａｓｗｅｌｌａｓｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｓｋｅｌｅｔａｌｍｉｃｒｏｆｉｌａｍｅｎｔｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｌｉｇｕｓｔｒａｚｉｎｅ；ｃｙｔｏｋｉｎｅ－ｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌｓ；ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ；ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－２；ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－２；ｐｒｏｔｅｉｎ－ａｃｔｉｎｍｉｃｒｏｆｉｌａｍｅｎｔｓ
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组别

Ａ组

Ｂ组

Ｃ组

Ｄ组

质量浓度

（ｍｇ／Ｌ）

５０
１００
２００

细胞黏附

率（％）

５９．１９±４．９７
３７．８７±４．９５
２１．９４±４．９６＃

９０．３９±４．９４

个 ／视野

２２５．４７±９．７７
１９７．５９±９．７８＃

１７９．４７±９．７９＃

２３５．５９±９．８１

抑制率（％）

４．２９±０．２９
１５．９７±０．３１＃

２２．２９±０．３２＃

个 ／视野

１６４．２７±１０．２５
１４６．１４±１０．２７＃

１２２．４７±１０．２６＃

１６７．２９±１０．２５

抑制率（％）

１．７９±０．２１
１１．２９±０．２３＃

２６．１２±０．２４＃

组别

Ａ组

Ｂ组

Ｃ组

Ｄ组

质量浓度（ｍｇ／Ｌ）

５０
１００
２００

２４ｈ
０．４７±０．１１
０．４４±０．０９
０．４５±０．１３
０．３６±０．１３

４８ｈ
１．６９±０．１５＃

１．６９±０．１４＃

１．７１±０．１６＃

１．２４±０．１６

７２ｈ
２．３９±０．１９＃

２．４１±０．２０＃

２．４０±０．２１＃

１．５１±０．２０

表１ 各组细胞侵袭和迁移能力比较（Ｘ±ｓ）

迁移细胞 侵袭细胞

注：与 Ｄ组比较，＃Ｐ＜０．０５。下表同。

表２ 各组细胞侵袭情况比较（Ｘ±ｓ，个／视野）

ＰＢ００３Ｆ－Ｃ单个核细胞（美国Ａｌｌｃｅｌｌｓ公司）。
仪器：ＨＮ－２５Ｓ型 ＣＯ２恒温培养箱（青岛聚创世纪

环保科技有限公司）；ＩＮＣｅｌｌＡｎａｌｙｚｅｒ２５００ＨＳ型高内涵
细胞成像分析系统（美国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司）；
ｘＣＥＬＬｉｇｅｎｃｅＲＴＣＡＳＰ型实时无标记细胞功能分析仪
（美国 ＡＣＥＡＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司）；ＬＷＤ３００－３８ＬＴ型倒置
生物显微镜（西安测维光电技术有限公司）。

试药：盐酸川芎嗪氯化钠注射液（湖南康都制药有

限公司，国药准字Ｈ２００４１４３７，规格为每１００ｍＬ含盐酸
川芎嗪４０ｍｇ）；细胞迁移分析试剂盒（美国 Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ公
司，货号为 Ｋ９０６－１００）；ＤＭＥＭ培养基、胰蛋白酶及胎
牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；４％多聚甲醛（美国 Ｓｉｇｍａ公
司）；注射用氨 西林钠（湖南科伦制药有限公司，国药准

字Ｈ４３０２２２１７，规格为每支１．０ｇ）；其余试剂均为分析纯。
１．２ 方法

ＨｅｐＧ２细胞培养：将 ＨｅｐＧ２细胞接种于含 １０％胎
牛血清的高糖 ＤＭＥＭ培养基中，于 ３７℃、５％ＣＯ２条件
下培养，壁贴，放置２～３ｄ。

ＣＩＫ细胞培养：用完全培养液（１００ｍＬ／Ｌ胎牛血
清，５０ｍｇ／Ｌ注射用氨 西林钠，１０ｍｍｏｌ／ＬＨｅｐｅｓ缓冲
液，５０μｍｏｌ／Ｌ２－疏基乙醇）将外周血单个核细胞
（ＰＢＭＣ）密度调至１．５×１０９／Ｌ，在 ＣＯ２恒温培养箱中培
养２４ｈ，即得ＣＩＫ细胞。

模型建立及分组、给药：取对数生长期的 ＨｅｐＧ２细
胞进行试验。将 ＨｅｐＧ２细胞经 ０．２５％胰蛋白酶消化后
接种于裸鼠皮下，其消化过程为将无血清的 ＤＭＥＭ培
养液重悬细胞并接种于事先预备的孔板上，再将培养板

置其上作用 ３０ｍｉｎ后注入裸鼠皮下。建模成功后，按
随机数字表法分为川芎嗪 ５０ｍｇ／Ｌ联合 ＣＩＫ细胞组
（Ａ组）、川芎嗪 １００ｍｇ／Ｌ联合 ＣＩＫ细胞组（Ｂ组）和川
芎嗪 ２００ｍｇ／Ｌ联合 ＣＩＫ细胞组（Ｃ组），各１２只，灌胃
给药 ３次，间隔 ８ｈ；经尾静脉一次性输注 １．５×１０７个
ＣＩＫ细胞。另将１０只建模成功裸鼠设为模型组（Ｄ组）。
１．３ 观察指标

细胞侵袭和迁移能力：采用 ＤＭＥＭ培养基调整细
胞浓度后再次加入细胞悬液，培养２４ｈ，用磷酸盐缓冲
液（ＰＢＳ）清洗，重复 ２次，加 ４％多聚甲醛固定 １５ｍｉｎ，
染色，显微镜下观察细胞迁移情况，并计算迁移抑制率。

细胞迁移抑制率＝（Ｄ组迁移或侵袭细胞数－用药组迁
移或侵袭细胞数）／Ｄ组迁移或侵袭细胞数×１００％。

基质金属蛋白酶 －２（ＭＭＰ－２）和基质金属蛋白酶
抑制剂 －２（ＴＩＭＰ－２）蛋白水平：采用流式细胞仪检测，
激发波长为 ４８８ｎｍ，采用 Ｅｘｐｏ３２ＡＤＣ系统分析免疫
荧光数据，结果均取平均值犤４犦。

细胞骨架蛋白 －肌动蛋白微丝：采用 ＩＮＣｅｌｌＡｎａ

ｌｙｚｅｒ２５００ＨＳ高内涵细胞成像分析系统检测，取消毒后
的钛板，置一次性培养皿中，接种细胞悬液 ８ｍＬ，培养
后转至一次性培养皿中用ＰＢＳ清洗，清洗２次后采用封
闭液封闭 ６０ｍｉｎ后染色，采用显微镜观察，采用 Ｌｅｉｃａ
ＴＣＳ软件测量视野中细胞的铺展面积。
１．４ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ２２．０统计学软件分析。计量资料以 Ｘ±ｓ
表示，行 ｔ检验；计数资料以率（％）表示，行 χ２检验。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 细胞侵袭和迁移能力
与 Ｄ组比较，Ｂ组和 Ｃ组迁移和侵袭细胞显著减

少，抑制率显著升高（Ｐ＜０．０５）。详见表 １。随着时间的
增加，Ａ组、Ｂ组和Ｃ组细胞迁移数均明显低于Ｄ组，且
Ｃ组＜Ｂ组＜Ａ组，迁移率与时间及剂量呈正相关。详
见图１和表２。

２．２ ＭＭＰ－２和ＴＩＭＰ－２蛋白表达水平
与Ｄ组比较，Ａ组、Ｂ组、Ｃ组细胞ＭＭＰ－２蛋白表

达显著降低，ＴＩＭＰ－２蛋白表达水平显著升高（Ｐ＜０．０５）。
详见表３。
２．３ 细胞骨架蛋白－肌动蛋白微丝

与Ｄ组比较，Ａ组、Ｂ组、Ｃ组细胞骨架蛋白 －肌动
蛋白微丝面积显著缩小（Ｐ＜０．０５）。详见表３。
３ 讨论

侵袭与转移是恶性肿瘤发展过程中的危险阶段，一

旦出现将对预后造成严重影响犤５犦。细胞黏附性丧失及细胞

骨架重建均会导致细胞运动和迁移犤６－７犦。川芎为无色针状

结晶，对心脏、血管牗尤其是冠状动脉牘及脑部等部位病变
有一定改善作用犤８犦。川芎嗪能抑制乳腺癌、肺癌细胞的

体外增殖，作用机制为抑制肿瘤新生血管形成、抑制肿

瘤细胞繁殖及逆转肿瘤细胞耐药性等犤９犦。ＣＩＫ细胞是影
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组别

Ａ组

Ｂ组

Ｃ组

Ｄ组

质量浓度

（ｍｇ／Ｌ）

５０
１００
２００

ＭＭＰ－２蛋白
表达

４０１．３９±２２．４９＃

３５９．０９±２２．５１＃

３０７．８９±２２．４８＃

５２９．１４±２２．４９

ＴＩＭＰ－２蛋白
表达

３２９．３９±１２．４９＃

３４９．０９±１２．５１＃

３７５．４９±１２．５２＃

２８５．４９±１２．５４

细胞骨架蛋白－肌
动蛋白微丝（ｍｍ２）

２６０１．８１±２７０．０１
２０００．７９±２６９．８４＃

１６８７．４９±２６９．９１＃

３４７９．６１±２６９．９４＃

２４ｈ ４８ｈ

Ｂ组
７２ｈ２４ｈ ４８ｈ

Ａ组
７２ｈ

２４ｈ ４８ｈ

Ｄ组
７２ｈ２４ｈ ４８ｈ

Ｃ组
７２ｈ

图１ 细胞迁移情况（×１００）

表３ 各组细胞 ＭＭＰ－２蛋白和 ＴＩＭＰ－２蛋白表达水平及细胞
骨架蛋白 －肌动蛋白微丝面积比较（Ｘ±ｓ）

响肿瘤的归巢能力及异常肿瘤微环境的重要因素犤１０犦。

本研究结果显示，随川芎嗪质量浓度的增加，

ＨｅｐＧ２细胞侵袭和迁移能力逐渐降低，且川芎嗪联合
ＣＩＫ细胞作用７２ｈ后抑制细胞侵袭能力明显强于２４ｈ
后，说明川芎嗪可抑制ＨｅｐＧ２细胞的迁移及侵袭，进而
具有抗肿瘤转移作用。Ａ组、Ｂ组、Ｃ组的 ＭＭＰ－２蛋白
表达水平均明显低于Ｄ组，但ＴＩＭＰ－２蛋白表达水平均
明显高于 Ｄ组，显示 ＭＭＰ－２表达量降低时，ＴＩＭＰ－２
表达量会随之升高。细胞骨架是由蛋白纤维交织而成的

立体网架结构，并充满整个细胞质，细胞骨架与细胞膜

及核膜存在结构联系，能保持细胞形状，且细胞骨架与

细胞运动具有一定联系；微管、微丝和纤维是组成细胞

骨架主要结构，微丝在肿瘤细胞中被修饰，与肿瘤细胞

生长特点相关，而肌动蛋白是构成微丝的主要成分，在

细胞迁移及侵袭中起至关重要的作用犤１１犦。本研究中，Ａ组、
Ｂ组、Ｃ组裸鼠的细胞骨架蛋白－肌动蛋白微丝面积明
显小于 Ｄ组，川芎嗪联合 ＣＩＫ细胞能降低肝癌 ＨｅｐＧ２
细胞骨架面积，可通过调节细胞松弛素达到减少微丝形

成的目的，但川芎嗪联合 ＣＩＫ细胞是否可以获得新的
间质表型仍有待研究。

综上所述，川芎嗪联合ＣＩＫ细胞能抑制裸鼠ＨｅｐＧ２
细胞迁移及侵袭，作用机制可能与下调细胞 ＭＭＰ－２
和上调ＴＩＭＰ２蛋白表达，以及抑制骨架微丝重排有关。
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