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摘要： 目的　 研究青藤碱对体外人胆管癌细胞的抑制作用。 方法　 ＣＣＫ⁃８ 和平板克隆实验检测青藤碱对胆管癌细胞存

活率及增殖率的影响， 流式细胞术检测青藤碱对胆管癌细胞凋亡作用的影响， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测青藤碱对胆管癌细胞侵袭

能力的影响， 细胞划痕检测青藤碱对胆癌细胞迁移能力的影响， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测青藤碱对胆管癌细胞中凋亡相关蛋

白 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 和侵袭相关蛋白 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 表达的影响。 结果　 随着青藤碱浓度的提高以及时间的

延长， 胆管癌细胞的存活率逐渐下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 细胞集落形成数量逐渐减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 青藤碱

可呈剂量依赖性地促进胆管癌细胞凋亡 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 抑制胆管癌细胞的侵袭迁移 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并且可以使 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白以及 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达逐渐升高， ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达逐渐下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
结论　 青藤碱可以有效地抑制体外胆管癌细胞的增殖， 侵袭和迁移能力， 诱导细胞凋亡， 这可能与其上调 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 和 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达， 以及下调 ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达有关。
关键词： 青藤碱； 胆管癌； 增殖； 凋亡； 侵袭； 转移

中图分类号： Ｒ２８５􀆰 ５　 　 　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０１９）１１⁃２６０１⁃０８
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０１９􀆰 １１􀆰 ０１０

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ ｏｎ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ

ＬÜ Ｙａｎ⁃ｌｉｎ， 　 ＺＨＵ Ｃｈａｎｇ⁃ｈａｏ， 　 ＰＡＮ Ｙａｏ⁃ｚｈｅｎ， 　 ＣＨＥＮ Ｌｉｎｇ， 　 ＹＵ Ｃｈａｏ， 　 ＳＵＮ Ｃｈｅｎｇ⁃ｙｉ∗

（Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｈｅｐａｔｏｂｉｌｉａｒｙ Ｓｕｒｇｅｒｙ， Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｇｕｉｙａｎｇ ５５０００４， Ｃｈｉｎａ）

ＡＢＳＴＲＡＣＴ： ＡＩＭ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ ｏｎ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ．
ＭＥＴＨＯＤＳ　 Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ ｔｒｅａｔ⁃
ｍｅｎｔ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｃｏｌｏｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ． Ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｆ ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ． Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｗｏｕｎｄ⁃ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙ ｗｅｒｅ ｃｏｎ⁃
ｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｓ Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ａｎｄ ｖｉｍｅｎｔｉｎ． ＲＥＳＵＬＴＳ 　 Ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ ｉｎ ａ ｔｉｍｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｄ ｄｏｓｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ａｎｄ
ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｇｒａｄｕａｌｌｙ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｉｎ ａ ｄｏｓｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ， ｓｉｎｏ⁃
ｍｅｎｉｎｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ
（Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３， ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ ａｎｄ Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ， ａｎｄ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇ⁃
ｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｖｉｍｅｎｔｉｎ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 Ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ
ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｍｏｓｔ ｌｉｋｅｌｙ ｖｉａ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３， ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ ａｎｄ Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ， ａｎｄ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ

１０６２

２０１９ 年 １１ 月

第 ４１ 卷　 第 １１ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０１９

Ｖｏｌ． ４１　 Ｎｏ． １１



ｏｆ ｖｉｍｅｎｔｉｎ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ； ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ； ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； ｉｎｖａｓｉｏｎ； ｍｉｇｒａｔｉｏｎ

　 　 近些年来， 胆管癌已经成为南美和亚洲第二常

见的原发性肝癌， 且早期难以诊断， 大多数患者诊

断时已为晚期［１］。 尽管随着科技的发展， 对于胆

管癌的治疗有了很多先进的方法， 比如手术治疗、
放射治疗和化学药物治疗等， 但是在晚期患者中总

体预后较差， ５ 年生存率仅为 ２０％ ～ ３０％ ［２］。 最近

研究表明， 中国传统中药对包括胆管癌在内的多种

癌症都有治疗作用［３⁃４］。
青藤 碱 （ ７， ８⁃ｄｉｄｅｈｙｄｒｏ⁃４⁃ｈｙｄｒｏｘｙ３， ７⁃ｄｉｍｅ⁃

ｔｈｏｘｙ⁃１７⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃９ａ， １３ａ， １４ａ⁃ｍｏｒｐｈｉｎａｎ⁃６⁃ｏｎｅ， ＳＩＮ）
是一种从中草药青藤中提炼出来的活性成分， 在中

国已经有两千多年用治风湿病的历史［５］。 近年来

随着对青藤碱的深入研究， 发现青藤碱不仅在治疗

免疫相关疾病时具有抗炎［６］、 镇痛［７］、 免疫抑制

和抗血管生成［８］ 以及改善关节炎等作用， 而且其

抗肿瘤作用也尤为显著。 近年来， 许多研究人员做

了大量关于青藤碱在抗肿瘤方面的科学实验， 发现

青藤碱对胃癌［９］、 肝癌［１０］、 卵巢癌［１１］ 以及胰腺

癌［１２］等多种肿瘤具有明显的抑制作用。 然而， 青

藤碱是否对胆管癌也具有相同的抑制作用， 相关的

研究目前还比较少。
本研究通过研究青藤碱对人类胆管癌细胞系

ＨＵＣＣＴ⁃１ 及 ＴＦＫ⁃１ 生长增殖和侵袭转移的调节作

用， 探讨青藤碱对胆管癌的治疗作用， 为开发和寻

找新型抗胆管癌药物做积极探索。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株 　 ＨｕＣＣＴ⁃１、 ＴＦＫ⁃１ 胆管癌细胞株购

自湖北省武汉市同济医院肝胆胰外科实验室。
１􀆰 ２　 试药　 青藤碱 （Ｓｅｌｌｅｃｋ， 批号 Ｓ２３５９０１）， 胎

牛 血 清 （ Ｇｉｂｃｏ， 批 号 １９９２２７５ ）、 ＲＰＭＩ⁃１６４０
（ Ｇｉｂｃｏ， 批 号 ２２４００１０５ ）、 ０􀆰 ２５％ 胰 蛋 白 酶

（Ｇｉｂｃｏ， 批号 ２５２０００５６）、 ０􀆰 ０５％ 不含 ＥＤＴＡ 的胰

蛋白酶 （ Ｇｉｂｃｏ， 批号 １５４０００５４）， Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ
ｋｉｔ⁃８ （ＣＣＫ⁃８） （碧云天， 批号 Ｃ００３７）， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室 （Ｃｏｒｎｉｎｇ， 批号 ３４２２）， Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶 （ＢＤ， 批

号 ３５４２３４）、 ＡＶ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 凋亡试剂盒 （ Ｓｏｌａｂｉｏ，
批号 ＣＡ１０２０）， ＲＩＰＡ 裂解缓冲液 （Ｓｏｌａｂｉｏ， 批号

Ｒ００２０）， ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒 （ Ｓｏｌａｂｉｏ， 批

号 ＰＣ００２０ ）、 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝 胶 配 置 试 剂 盒

（ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ， 批 号 Ｖ９００８５８ ）， Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ３
（ＣＳＴ， 批号 ９６６１Ｓ）、 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ９ （ ＣＳＴ， 批

号 ９５０２Ｓ）、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ （ＣＳＴ， 批号 ５７４１Ｓ）、 Ｅ⁃ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ （ ＣＳＴ， 批号 ３１９５Ｓ）、 ＧＡＰＤＨ （ＣＳＴ， 批号

５１７４Ｓ）， 羊抗鼠 （Ｂｏｓｔｅｒ Ｂｉｏ， 批号 ＢＭ２００２）、 羊

抗兔 （Ｂｏｓｔｅｒ Ｂｉｏ， 批号 ＢＡ１０６６）。
１􀆰 ３　 青藤碱溶液的配制　 青藤碱首先溶于二甲基

亚砜 ＤＭＳＯ 溶液溶解， 配制终浓度为 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的

储存液， 放进 ４ ℃冰箱低温避光存放。 需使用时，
采用无血清 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 将贮备液稀释为 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
的工作液用以加药处理细胞。 使每组培养基中含有

ＤＭＳＯ 的浓度为 ０􀆰 １％ ， 来表明 ＤＭＳＯ 对胆管癌细

胞无毒性。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养　 ２ 种人类胆管癌细胞株 ＨｕＣＣＴ⁃１、
ＴＦＫ⁃１ 均用含 １０％ 胎牛血清的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养液，
放进恒温培养箱 （３７ ℃， ５％ ＣＯ２） 中进行孵育培

养， 待细胞铺满培养瓶底部 ７０％ ～ ８０％ 后用胰蛋白

酶进行消化后传代处理， 后续试验选取处于对数生

长期细胞。
２􀆰 ２　 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞存活率　 取对数生长期细胞，
ＰＢＳ 清洗， ０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶消化后， 用含 １０％ 血清

的培养基中和， 制备细胞悬液。 细胞计数后， 接种

４ ０００ 个细胞于 ９６ 孔板每孔中， 每个孔用培养基配

足 ２００ μＬ 体积。 实验分组分为 ６ 组， 空白对照组

（用不含青藤碱的 １６４０ 处理）、 ０􀆰 １２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 青藤

碱组、 ０􀆰 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 青藤碱组、 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 青藤碱

组、 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 青藤碱组、 ２􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 青藤碱组，
每组 ５ 个生物学重复， 培养 ２４ ｈ 后按照分组进行

加药处理， 处理完毕后封闭盖子， 置于细胞培养箱

中培养。 根据实验分组情况， 各组给予不用浓度的

青藤碱处理 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 后， 分别弃去 ９６ 孔板内

的培养基， 向每孔中加入 １１０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 显色液

（１０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 溶于 １００ μＬ 无血清培养基）。 加液

完毕后将 ９６ 孔板置于培养箱中孵育， 每隔 １ ｈ 用

酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 处的 ＯＤ 值， 测量 ３ 次； 最后

根据实验数据， 汇总分析并作图。 其公式为细胞存

活率＝ ［ （空白对照组 ＯＤ 值－实验组 ＯＤ 值） ／对
照组 ＯＤ 值］ ×１００％ 。
２􀆰 ３　 克隆平板检测长期细胞增殖抑制率　 取对数

生长期细胞， ＰＢＳ 清洗， ０􀆰 ２５％ 胰酶消化， 用含

１０％血清的培养基中和后得到细胞悬液。 细胞计数

后， 接种 ４ ０００ 个细胞于六孔板每孔中进行培养，
２０６２
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需要反复吹打混匀， 防止细胞抱团生长。 待细胞贴

壁后， 将细胞分为 ４ 组， 空白对照组 （用不含青

藤碱的 １６４０ 处理）、 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 青藤碱组、 １􀆰 ０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 青藤碱组、 ２􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 青藤碱组， 每组 ６
个生物学重复， 进行加药处理。 各孔中青藤碱和

ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基总体积配足 ３􀆰 ５ ｍＬ， 放入无菌

细胞培养箱继续培养。 培养 １０ ～ １４ ｄ 后终止培养，
用 ＰＢＳ 漂洗细胞后， 用 ４％ 多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ，
再用 １％ 结晶紫染色 ３０ ｍｉｎ， 最后使用 ＰＢＳ 清洗数

遍后放入烘箱， 烘干进行拍照处理并统计分析克隆

形成数量。
２􀆰 ４　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ 双染色检测细胞凋亡率 　 取对

数期生长胆管癌细胞， ＰＢＳ 清洗， ０􀆰 ２５％ 胰酶消

化， 用含 １０％ 血清的培养基中和后得到细胞悬液。
显微镜下计数后按每孔接种 ５ ×１０４个胆管癌细胞均

匀接种于六孔板中。 后放入培养箱中培养， 待细胞

贴壁后， 细胞分组同 “２􀆰 ３” 项下。 按照分组加入

不同浓度的青藤碱， 继续培养 ２４ ｈ 后， 收集各组

细胞。 将六孔板内各孔上清液收集于 １５ ｍＬ 离心

管， ＰＢＳ 清洗后收集于 １５ ｍＬ 离心管内， 再使用

１􀆰 ０ ｍＬ 不含 ＥＤＴＡ 的胰蛋白酶消化细胞， ２􀆰 ０ ｍＬ
含血清培养基中和后收集于 １５ ｍＬ 离心管， 后再用

ＰＢＳ 清洗一遍六孔板， 各收集于相应 １５ ｍＬ 离心管

内， 设置离心机 １ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ， 离心 ５ ｍｉｎ， 弃上

清。 后加入 ３ ｍＬ ＰＢＳ 于 １５ ｍＬ 离心管， 转移细胞

悬液于流式管内， 继续离心， １ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ， 离心

５ ｍｉｎ， 以清洗细胞。 弃上清后， 每管加入 ５００ μＬ
１×Ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ、 悬浮细胞数目为 １ ×１０６ ／ ｍＬ， 再

加入 ５ μＬ 的 ＡｎｎｅｘｉｎＶ ＦＩＴＣ 染液和 １０ μＬ ＰＩ 染色

液， 轻轻吹打均匀后， ４ ℃避光孵育 １５ ｍｉｎ， 流式

细胞仪上机检测， 分析记录结果。
２􀆰 ５　 划痕实验检测细胞迁移能力　 取对数期生长

胆管癌细胞， ＰＢＳ 清洗， ０􀆰 ２５％ 胰酶消化， 用含

１０％血清的培养基中和后得到细胞悬液。 显微镜下

计数后按每孔接种 ２×１０６ 个胆管癌细胞均匀接种于

六孔板中。 后放入培养箱中培养， 待细胞贴壁后，
将细胞分为 ４ 组， 分组情况同 “２􀆰 ３” 项下， 每组

设置 ５ 个生物学重复。 使用 ２００ μＬ 无菌枪头在六

孔板底部细胞层上划痕， 力度和角度一致， 使各条

划痕粗细均匀。 后用 ＰＢＳ 清洗两次将划痕脱落的

细胞清洗干净， 加入不含血清的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养

基后， 使用倒置相差显微镜观察划痕的宽度并拍

照， 计算并记录 ０ ｈ 划痕面积。 后按照分组按照各

组所设浓度加入青藤碱。 放入培养箱进行培养 ２４ ｈ

后， 再次使用倒置相差显微镜拍照并计算划痕面

积， 最后根据实验数据计算细胞迁移率 （％ ）。 细

胞迁移率 ＝ ［ （０ ｈ 划痕面积－４８ ｈ 划痕面积） ／ ０ ｈ
划痕面积］ ×１００％ 。
２􀆰 ６　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞侵袭能力　 将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ
与 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基按照 １ ∶ ５ 的比例稀释后， 取

５０ μＬ 均匀地涂覆到 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室的底部， 将 Ｔｒ⁃
ａｎｓｗｅｌｌ 小室放入 ２４ 孔板中， 室温通风过夜使之形

成凝胶状。 取对数期生长胆管癌细胞， ＰＢＳ 清洗，
０􀆰 ２５％胰酶消化， 用无血清培养基中和后得到细胞

悬液。 显微镜下计数后按每孔接种 ２×１０４ 个胆管癌

细胞均匀接种于上室中， 使用无血清培养基配足

２００ μＬ 体积。 下室加入 ６６０ μＬ 含 １０％ ＦＢＳ 的 １６４０
培养基后， 放入培养箱进行培养。 待细胞贴壁后进

行分组， 将细胞分为 ４ 组， 分组情况同 “２􀆰 ３” 项

下， 每组设置 ３ 个生物学副孔， 按照分组情况进行

加药处理， 后继续放入培养箱进行培养。 培养 ２４ ｈ
后终止培养， 用 ＰＢＳ 漂洗细胞后， 用 ４％ 多聚甲醛

固定 ３０ ｍｉｎ， 再用 １％ 结晶紫染色 ３０ ｍｉｎ， 最后使

用 ＰＢＳ 清洗数遍后放入烘箱， 烘干进行拍照处理

并计算穿膜细胞数。
２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测凋亡及侵袭相关蛋白表达　
取对数期生长胆管癌细胞， ＰＢＳ 清洗， ０􀆰 ２５％ 胰酶

消化， 用含 １０％ 血清的培养基中和后得到细胞悬

液。 显微镜计数后接种 ５×１０５个细胞于六孔板每孔

内， 放入培养箱进行培养。 待细胞贴壁后， 对细胞

进行分组， 分组情况同 “２􀆰 ３” 项下， 按照分组对

细胞进行加药处理。 药物处理 ２４ ｈ 后， 收集细胞

干粉。 使用 ＲＩＰＡ 裂解液在 ４ ℃环境下提取细胞总

蛋白， 使用 ＢＣＡ 蛋白测定浓度试剂盒测定蛋白浓

度， 按照蛋白上清液： ５×Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ ＝ ４ ∶ １ 的比

例加入 ５×ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ， ９５ ℃煮 １０ ｍｉｎ。 取每孔泳

道２０ μｇ 蛋白样品进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳， ９０ Ｖ，
２ ｈ。 后恒流 ３００ ｍＡ 电转 ２ ｈ 转至 ＰＶＤＦ 膜上， 用

５％ 脱脂牛奶室温封闭 ２ ｈ， 加入抗 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ
３、 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ ９、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 等一抗

于 ４ ℃摇床孵育过夜。 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次 １５ ｍｉｎ ／次。
加入 二 抗 室 温 孵 育 ２ ｈ， ＴＢＳＴ 再 洗 膜 ３ 次，
１５ ｍｉｎ ／次， 最后使用 ＥＣＬ 发光液曝光显色， 灰度

值分析使用 ＩｍａｇｅＪ １􀆰 ４５ ｓ 软件。
２􀆰 ８　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行统计

学分析处理。 实验数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比

较采用方差分析， ２ 组间比较采用 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５
差异有统计学意义。

３０６２
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３　 结果

３􀆰 １　 青藤碱抑制胆管癌细胞系 ＨｕＣＣＴ⁃１、 ＴＦＫ⁃１
增殖　 ＣＣＫ⁃８ 实验结果显示， 人类胆管癌细胞系

ＨｕＣＣＴ⁃１、 ＴＦＫ⁃１ 经过青藤碱处理后， ２ 种胆管癌

细胞生存率均明显降低， 且随着药物浓度增大以及

药物作用时间的延长， 抑制作用逐渐加强， 呈剂量

和时间依赖性。 除青藤碱 ０􀆰 １２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ２４ ｈ 这

组外， 与空白对照组比较， 青藤碱能显著抑制

ＨｕＣＣＴ⁃１、 ＴＦＫ⁃１ 细胞存活率（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
见图 １。 此外， 克隆平板表明青藤碱对于胆管癌细

胞的长期增殖具有明显抑制作用， 且抑制效果与药

物浓度呈剂量依赖性 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图

２。 表明青藤碱可以抑制胆管癌细胞系 ＨｕＣＣＴ⁃１、
ＴＦＫ⁃１ 增殖。

注： 与空白对照组 （青藤碱 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 １　 不同浓度的青藤碱对胆管癌细胞存活率的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ ｏｎ ｃｅｌｌｕａｒ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ

注： 与空白对照组 （青藤碱 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ２　 不同浓度的青藤碱对胆管癌细胞长期增殖能力的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ ｏｎ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ

３􀆰 ２　 青藤碱促进胆管癌细胞系 ＨｕＣＣＴ⁃１、 ＴＦＫ⁃１
凋亡　 流式细胞数表明， 随着青藤碱药物浓度的提

升， 胆管癌细胞凋亡率明显增加， 且呈剂量依赖性

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ３ ～ ４。 与空白对照组比较， 青藤

碱 显 著 促 进 凋 亡 关 键 蛋 白 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白表达， 且呈剂量依赖性 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ５～６。 表明青藤碱可以促进

胆管癌细胞系 ＨｕＣＣＴ⁃１、 ＴＦＫ⁃１ 凋亡。

注： 与空白对照组 （青藤碱 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ３　 不同浓度青藤碱对 ＨｕＣＣＴ⁃１细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＨｕＣＣＴ⁃１ ｃｅｌｌｓ

３􀆰 ３　 青藤碱抑制胆管癌细胞系 ＨｕＣＣＴ⁃１、 ＴＦＫ⁃１
侵袭迁移 　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果表明， 随着青藤碱

浓度的递增， 胆管癌细胞穿过铺有 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶小室

的细胞数目也相应减少， 胆管癌细胞的侵袭率逐渐
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注： 与空白对照组 （０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１青藤碱） 比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ４　 不同浓度青藤碱对 ＴＦＫ⁃１细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＴＦＫ⁃１ ｃｅｌｌｓ

注： 与空白对照组 （０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 青藤碱） 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ５　 不同浓度青藤碱对 ＨｕＣＣＴ⁃１ Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ ３、 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｅｐａｓｅ ９ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｓ ｉｎ ＨｕＣＣＴ⁃１ ｃｅｌｌｓ

注： 与空白对照组 （０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 青藤碱） 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ６　 不同浓度青藤碱对 ＴＦＫ⁃１ Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ ３、 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｅｐａｓｅ ９ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＴＦＫ⁃１ ｃｅｌｌｓ

下降， 且结果呈剂量依赖性 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ７。
划痕实验结果表明， 与空白对照组比较， 青藤碱组

划痕宽度增宽， 细胞迁移率显著下降， 细胞迁移能

力越来越慢， 呈剂量依赖性 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ８。
此外， 上皮⁃间叶转化 （ＥＭＴ） 为恶性肿瘤浸润的

　 　 　 　

机制， Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 ｖｉｍｅｎｔｉｎ 为上皮间质转化标记物

的表达， 与空白对照组比较， 青藤碱以剂量依赖的

方式显著升高 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 且降低 ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表

达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ９～１０。

注： 与空白对照组 （０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 青藤碱） 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ７　 不同浓度青藤碱对胆管癌侵袭能力的影响

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ ｏｎ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ
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注： 与空白对照组 （０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 青藤碱） 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ８　 不同浓度的青藤碱对胆管癌细胞迁移能力的影响

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ ｏｎ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ

注： 与空白对照组 （０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 青藤碱） 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ９　 不同浓度青藤碱对 ＨｕＣＣＴ⁃１ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ９ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ａｎｄ Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＨｕＣＣＴ⁃１ ｃｅｌｌｓ

注： 与空白对照组 （０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 青藤碱） 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 １０　 不同浓度青藤碱对 ＴＦＫ⁃１ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 １０　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｖｉｍ⁃
ｅｎｔｉｎ ａｎｄ Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＴＦＫ⁃１ ｃｅｌｌｓ

４　 讨论

胆管癌早期诊断困难， 是以高发病率和高死亡

率为特征的肝胆肿瘤。 目前针对胆管癌的治疗取得

了很大进展， 但是患者的 ５ 年生存率依旧很低［１３］。
现临床上应用的许多抗肿瘤药物不仅价格昂贵且不

良反应较多［１４］。 因此， 寻找一种新的、 廉价的、
不良反应较小的抗肿瘤药物， 从而提高患者的生活

质量是非常必要且紧要的。 据报道， 青藤碱可以在

体内体外发挥良好的抗肿瘤作用， 且不良反应较

小［１５］。 本次实验， 研究了青藤碱作用于胆管癌之

后产生的抗肿瘤作用。
本实验以人类胆管癌细胞为研究对象， 采用一

系列体外实验研究青藤碱对胆管癌的抗肿瘤作用。
ＣＣＫ⁃８ 与克隆平板实验表明， 青藤碱对胆管癌细胞

的存活及增殖能力有明显的抑制作用， 且成时间和

剂量依赖性。 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ 双染色法结果发现， 青

藤碱可以促进胆管癌细胞凋亡， 且该凋亡作用呈剂

量依赖性。 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验结果表明， 胆管癌

细胞的侵袭能力随着青藤碱浓度的升高逐渐降低。
划痕实验结果表明， 两株胆管癌细胞在相同的时间
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内的 迁 移 距 离 明 显 受 到 青 藤 碱 浓 度 的 影 响，
２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 浓度的青藤碱基本上使胆管癌细胞丧失

迁移能力。
细胞凋亡， 即细胞自主的有序的死亡。 细胞凋

亡在消除突变和恶性肿瘤细胞中发挥着重要作

用［１６］。 已知多种中药可以通过诱导肿瘤细胞凋亡

来达到抑制肿瘤生长的目的［１７⁃１９］。 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ
双染色法表明， 青藤碱以剂量依赖性地促进胆管癌

细胞凋亡。 ｃａｓｐａｓｅｓ 家族可以调节多种生物过程，
包括细胞凋亡、 分化、 炎症等。 其中 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 又归为促凋亡 ｃａｓｐａｓｅｓ。 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 如今视

为细胞凋亡过程中最主要的终末剪切酶， 而

ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 被归类为凋亡效应者。 活化的 ｃａｓｐａｓｅ⁃９
（ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃９） 可以进一步激活 ｃａｓｐａｓｅ⁃３， 而

活化的 ｃａｓｅｐａｓｅ⁃３ （ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３） 的作用主要

是催化多聚 （ ＡＤＰ⁃核糖） 聚合酶裂解， 该酶与

ＤＮＡ 修复和基因完整性监护有关， 从而诱导细胞

凋亡的发生［２０⁃２１］。 本实验结果表明， 青藤碱可能

通过促进胆管癌细胞凋亡以达到其抗肿瘤作用。
肿瘤转移全身往往是导致肿瘤患者死亡的主要

原因。 众所周知， ＥＭＴ 在肿瘤转移方面起着决定

性的作用， 是肿瘤细胞侵袭和迁移的主要因素［２２］。
当细胞发生 ＥＭＴ 时， 上皮标志物， 如 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
表达量下降； 而间质标志物， 如波形蛋白 ｖｉｍｅｎｔｉｎ
表达量上升［２３］。 本实验结果表明， 青藤碱可能通

过逆转胆管癌细胞 ＥＭＴ 来达到抑制胆管癌细胞侵

袭和迁移的目的。
总而言之， 青藤碱可以升高 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ ３、

ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ ９ 和 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 以及降低 ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋

白的表达水平， 有效地抑制胆管癌细胞增殖， 侵袭

迁移并促进凋亡。 研究表明青藤碱对胆管癌具有明

显的抗肿瘤作用， 可能为胆管癌的临床治疗提供新

的视角。 但是若要实现青藤碱的临床用药， 还需更

多的临床试验对青藤碱做出进一步研究。
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五味子乙素对大鼠心室肌细胞钠电流的影响
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摘要： 目的　 探讨五味子乙素对大鼠心室肌细胞钠电流 （ ＩＮａ） 的影响。 方法　 应用 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 主动脉逆向灌流、 单

酶解法获得单个大鼠心室肌细胞， 采用全细胞膜片钳技术记录不同浓度的五味子乙素对大鼠心室肌细胞膜上 ＩＮａ的影

响。 结果　 五味子乙素 （＞３ μｍｏｌ ／ Ｌ） 对 ＩＮａ可产生显著抑制作用 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈浓度依赖性。 五味子乙素

（１０、 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 可使钠通道的 Ｉ⁃Ｖ 曲线显著上移， 但 Ｉ⁃Ｖ 曲线的激活电位、 峰电位及形态未发生改变， 使 ＩＮａ的激活

曲线向去极化方向迁移 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 半数激活电位由给药前 （ － ５３􀆰 ９０ ± ５􀆰 ２１） ｍＶ 变为 （ － ４３􀆰 ６９ ± ５􀆰 ３４） ｍＶ 和

（－４０􀆰 ８０±３􀆰 ２３） ｍＶ。 五味子乙素能使 ＩＮａ失活曲线向超级化方向移动 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 半数失活电压 （对照、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ、
３０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 分别为 （－５７􀆰 ８０±６􀆰 ２１） ｍＶ、 （－７１􀆰 １６±６􀆰 ４５） ｍＶ 和 （－８１􀆰 ０３±７􀆰 ５３） ｍＶ。 此外， 五味子乙素还能显著延

长 ＩＮａ失活后恢复时间 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， τ （对照、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ、 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 分别为 （１６􀆰 ６８±１􀆰 ７２） ｍｓ、 （２５􀆰 ７３±２􀆰 ９３） ｍｓ
和 （４３􀆰 ７９±３􀆰 ８７） ｍｓ。 结论　 五味子乙素能浓度依赖性阻滞大鼠心室肌细胞 ＩＮａ， 对其激活、 失活和失活后恢复动力

学特征均有影响。
关键词： 五味子乙素； 心室肌细胞； 膜片钳； 钠通道
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