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摘   要	 目的：研究二氢杨梅素（DHM）对肝癌细胞黏附、侵袭和迁移能力的影响及其可能机制。

方法：用不同浓度 DHM 处理肝癌 MHCC97L 细胞后，分别检测细胞的黏附能力、迁移与侵袭能力，以

及 E-cadherin、MMP-2、MMP-9 和 VEGF 蛋白表达。

结果：与空白对照细胞比较，DHM 处理后的 MHCC97L 细胞黏附力明显降低、侵袭与迁移力明显减弱（均

P<0.05）；E-cadherin 表达明显上调，而 MMP-9、VEGF 蛋白表达明显下调的水平（均 P<0.05），但

MMP-2 蛋白的表达无明显改变（均 P>0.05）。

结论：DHM 可能通过调控 E-cadherin、MMP-9 和 VEGF 蛋白的表达抑制肝癌细胞的黏附、迁移和侵袭。
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Abstract	 Objective: To investigate the effect of dihydromyricetin (DHM) on adhesion, invasion and migration abilities of 

hepatocellular carcinoma (HCC) cells and the possible mechanisms.

Methods: HCC MHCC97L cells were exposed to different concentrations of DHM, and then, the adhesion, 

invasion and migration abilities of the cells were examined, and the protein expressions of E-cadherin, MMP-2, 

MMP-9 and VEGF were also determined.

Results:  In MHCC97L cells treated with DHM compared with blank control cells, the abilities of adhesion, 

invasion and migration were all significantly deceased (all P<0.05), the E-cadherin expression was upregulated, 

and the MMP-9 and VEGF expressions were downregulated significantly, but the MMP-2 expression showed no 

significant change (P>0.05). 

Conclusion: DHM can inhibit the adhesion, invasion and migration of HCC cells by regulation of E-cadherin, 

MMP-9 and VEGF expressions.
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二 氢 杨 梅 素 （ d i h y d r o m y r i c e t i n ， D H M ） 是

来 源 于 葡 萄 科 蛇 葡 萄 属 的 一 种 野 生 木 质 藤 本 植

物 。 具 有 解 除 醇 中 毒 、 预 防 酒 精 肝 、 脂 肪 肝 、 抑

制肝细胞恶化、降低肝癌的发病率等作用 [1-2]。肝

细 胞 癌 是 一 种 高 侵 袭 性 的 实 体 肿 瘤 ， 肿 瘤 细 胞 可

以 通 过 原 发 部 位 脱 落 、 黏 附 、 降 解 、 运 动 和 血 管

形 成 等 复 杂 步 骤 发 生 肿 瘤 远 处 转 移 [ 3 ]， 目 前 缺 乏

有效治疗手段，本研究旨在观察DHM对肝癌细胞

MHCC97L黏附、侵袭及迁移的抑制作用并探讨其

可能机制。

1　材料与方法

1.1  主要实验材料

肝 癌 M H C C 9 7 L 细 胞 株 购 自 于 上 海 中 国 科

学 院 细 胞 库 ， D H M 购 自 于 S i g m a 公 司 ， 纯 度 超

过 9 9 . 9 0 % ， 贮 存 浓 度 为 1 0 0  m m o l / L ， 最 终 浓 度

通 过 与 相 应 的 培 养 基 稀 释 。 M M P - 2 、 M M P - 9 、

E - c a d h e r i n ， V E G F 和 β - a c t i n 抗 体 购 买 于 c e l l 

signaling公司，胎牛血清（FBS）及培养基DMEM

购自GBICO公司，Transwell小室购于康宁公司。

1.2  实验方法

1.2.1  细胞及细胞培养　人肝癌细胞株 MHCC97L

用 含 10% 胎 牛 血 清 的 DMEM 培 养 液 培 养；0.25%

胰蛋白酶消化传代培养，按实验所需细胞密度接种。

1.2.2  MTT 法检测肝癌 MHCC97L 细胞黏附能力

　 制 作 含 基 质 的 培 养 板（ 用 PBS 将 Matrigel 原 液 

（8 mg/mL） 稀 释 160 倍 加 入 96 孔 板 中， 每 孔 加

入 5 μL，置于超净台风干备用，用 1%BSA 封板，

每 孔 加 40 μL， 置 于 37 ℃， 孵 育 1 h，PBS 冲 洗 

3 次将对数生长期的肝癌细胞，胰酶消化，以含有

1% 的 BSA 的 DMEM 混悬细胞，细胞计数后，调整

细 胞 密 度 以 1×105/mL 接 种 于 96 孔 板 中， 使 每 孔

药 物 终 浓 度 分 别 是 0、10、25、50、100 μmol/L，

常规培养 24 h，取出培养板后，PBS 液冲洗 3 次，

取 出 培 养 板 后，PBS 液 冲 洗 3 次， 加 入 180 μL 

PBS 液和 20 μL MTT 液（5 mg/mL）继续培养 4 h，

低速摇床 10 min，在酶联免疫检测仪 490 nm 处测

量各孔的吸光值。

1.2.3  划痕实验　取无菌六孔板，用封口膜 将六

孔 板 盖 封 好， 倒 置 在 超 净 台 上， 用 标 记 笔 沿 着 直

尺 均 匀 得 划 横 线， 每 横 线 之 间 相 隔 0.5 cm。 将 对

数 生 长 期 的 细 胞 胰 酶 消 化， 稀 释 成 适 当 的 细 胞 密

度接种于六孔板，贴壁培养 24 h 后，进行划痕。

使用枪头垂直这 5 条横线进行划痕，枪头要垂直与

六 孔 板， 保 证 划 痕 的 宽 度 一 致。 划 痕 完 毕 后， 用

枪 缓 慢 吸 出 培 养 液， 同 时 抽 吸 的 力 度 要 轻， 避 免

引起细胞脱落。加入适量的 PBS 将细胞清洗 3 遍，

除去细胞碎片。弃去 PBS，每孔补充无血清培养液

并给予（0、50、100 μmol/L）浓度的 DHM 处理。

观察时对十字交叉处的 5 点分别进行拍照，观察划

痕愈合的程度。

1.2.4  Transwell 检 测 细 胞 的 迁 移 能 力　 复 苏、

培 养 肝 癌 细 胞， 取 200 μL 无 血 清 的 培 养 基 加 入

Transwell 上室，且上室细胞数为 5×105 细胞 / 孔，

待 细 胞 贴 壁 后， 再 加 入（0、50、100 μmol/L） 浓

度 的 DHM 处 理，Transwell 下 室 加 入 600 μL 含

20%FBS 的培养液，37 ℃、5%CO2 培养 24 h，将

小 室 浸 润 甲 醛 中 室 温 固 定 5 min， 吸 出 固 定 液，

加 入 素 木 精 100 μL， 染 色 15 min， 自 来 水 轻 轻

冲洗 1 min，再加伊红染色，染色 5 min，自来水

冲 洗 干 净， 用 棉 签 擦 去 上 室 内 的 细 胞， 完 整 撕 下

Transwell 小室基底膜，置于载玻片上，观察底模

细胞数目，拍照，统计。

1.2.5  侵袭实验　准备 Transwell 小室将 Matrigel

放 在 冰 上 而 后 放 入 冰 箱 中 隔 夜 使 其 解 冻， 在 膜 上

表 面 铺 上 25 μL Matrigel（l mg/mL）， 置 于 超 净

台 中 风 干， 形 成 一 个 基 质 屏 障 膜。 无 血 清 DMEM

培 养 基 培 养 细 胞 过 夜， 使 其 饥 饿， 弃 去 培 养 液，

用 PBS 洗 净， 胰 酶 消 化 消 化， 加 入 培 养 基 终 止 消

化制备细胞悬液，离心，以含 0.1%BSA 的 DMEM

培 养 基 混 悬 细 胞 成 密 度 106/100 μL 单 细 胞 悬 液，

加入 Transwell 上室中 100 μL，待细胞贴壁后，再

加 入 相 应（0、50、100 μmol/L） 浓 度 的 DHM 处

理。 在 24 孔 板 中 加 入 含 20% 胎 牛 血 清 的 DMEM

培养液，每孔 600 μL，将小室浸于 24 孔板的培养

液中，37 ℃，5%CO2 培养箱培养 24 h，后取出小室，

撕下滤膜，用甲醇固定，HE 染色，染色后用棉签

Key words	 Carcinoma, Hepatocellular; Dihydromyricetin; Neoplasm Invasiveness

CLC number: R735.7
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擦 掉 膜 上 层 未 穿 过 的 细 胞， 用 中 性 树 脂 封 片。 于 

100 倍显微镜下计数侵袭细胞，并拍照，每膜计数

上下左右 5 个不同视野透过细胞数，计算平均值。

1.2.6  Western blot 检 测 蛋 白 表 达　0、10、50、

100 μmol/L 浓度的 DHM 处理肝癌细胞 24 h，细胞收

集后用 PBS 洗涤 2 次，加入含蛋白酶抑制剂的 RIPA 

buffer（1×PBS，1% NP-40，0.1% SDS，5 mmol/L 

EDTA，0.5% 脱氧胆酸钠和 1 mmol/L 正钒酸钠）

裂 解 细 胞。 蛋 白 样 品 定 量 后， 于 12% SDS-PAGE

上进行分离，并电转至 PVDF 膜上，用 5% 脱脂奶

粉溶液进行封闭。加入稀释到合适浓度 E-cadherin、

MMP-2、MMP-9 和 VEGF 一 抗， 于 4 ℃ 孵 育 过 夜

进行免疫杂交。然后加入相应 HRP 标记的二抗，

最后加入化学发光检测底物（PIERCE）进行反应，

显影检测。

1.3  统计学处理

用SPSS 17.0统计软件分析数据，采用方差分

析及t检验进行检验。

2　结　果  

2.1  DHM 抑制肝癌细胞 MHCC97L 的细胞黏附

对照组（0 μmol /L）比较，不同浓度（10、

25、50、100  μmol /L）的DHM作用MHCC97L细

胞24 h后，MHCC97L细胞的黏附力均有明显抑制

（均P<0 .05），且有一定的浓度依赖趋势，但各

浓度间差异不明显（图1）。
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图 1　DHM 对 MHCC97L 黏附能力的影响 
Figure 1　Effect of DHM on adhesion ability of MHCC97 cells

2.2  DHM 抑制肝癌细胞 MHCC97L 的侵袭能力

对照组（0 μmol /L）比较，不同浓度（50、

100 μmol /L）的DHM作用24 h，与对照组比较，

MHCC97L细胞的侵袭力均明显降低（均P<0.05）

（图2）。

2.3  DHM 抑制肝癌细胞 MHCC97L 的迁移与侵

袭能力

D H M （ 5 0 、 1 0 0  μ m o l / L ） 分 别 作 用 后 ，

与 对 照 组 （ 0  μ m o l / L ） 比 较 ， 在 划 痕 实 验 中 ，

M H C C 9 7 L 的 细 胞 迁 移 能 力 均 明 显 降 低 （ 均

P<0.05）（图3）；在Transwell小室迁移实验中，

穿 过 T r a n s w e l l 小 室 聚 碳 烯 膜 的 细 胞 数 明 显 减 少

（均P<0.05）（图4）。
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图 2　DHM 对 MHCC97L 细胞侵袭能力的影响
Figure 2　Effect of DHM on invasion ability of MHCC97 cells
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2.4  DHM 对 肝 癌 细 胞 MHCC97L MMP-9 与

MMP-2 的蛋白影响

DHM（0、10、50、100 μmol/L）处理肝癌细

胞24 h后，MMP-9蛋白相对表达量均随着药物浓度

增 加 而 呈 递 减 趋 势 ， 各 组 间 灰 度 值 相 比 较 呈 明 显

差异（P<0.001）；MMP-2蛋白相对表达量随着药

物浓度增加而无明显变化（P>0.05）（图5）。
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图 3　划痕实验
Figure 3　Scratch wound healing assay
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图 4　Transwell 小室迁移实验（×100） 
Figure 4　Transwell invasion assay (×100)
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2.5  DHM 对肝癌细胞 MHCC97L 的 E -cadherin

与 VEGF 的蛋白影响

DHM（0、10、50、100 μmol/L）处理肝癌细

胞24 h后，E-cadherin蛋白相对表达量均随着药物

浓 度 增 加 而 呈 递 减 趋 势 ， 各 组 间 灰 度 值 相 比 较 均

有统计学差异（均P<0.05），VEGF蛋白相对表达

量随着药物浓度增加而呈递减趋势，各组间的灰度

值相比较均有统计学差异（均P<0.05）（图6）。

 3　讨　论

研 究 [ 4 - 6 ]证 明 ， D H M 能 引 起 肝 癌 细 胞 周 期 阻

滞 、 抑 制 膀 胱 癌 增 殖 和 抑 制 乳 腺 癌 细 胞 侵 袭 ， 还

能抑制前列腺癌细胞在小鼠肺部转移[7]。本研究发

现DHM不仅能明显抑制肝癌细胞的迁移和侵袭，

还可以显著抑制MHCC97L细胞附着力，说明DHM

在 一 定 的 浓 度 范 围 内 能 够 抑 制 肝 癌 细 胞 的 转 移 。

但是本研究所选取的肝癌MHCC97L细胞是一种转

移潜能较低的肝癌细胞，为了更好地探讨DHM对

肝 癌 细 胞 转 移 的 抑 制 作 用 ， 需 要 选 取 多 种 细 胞 株

进一步研究。

MMP -9是一个降解细胞外基质和基底膜重要

的蛋白酶，其在肿瘤侵袭和血管生成中具有重要的

作用[8-9]。因此，切断基质金属蛋白酶MMP-9的活动

是抑制癌细胞侵袭的重要策略[10-11]。在本研究中，

DHM可以明显抑制MMP-9蛋白在MHCC97L细胞中

的表达（图5），但对MMP-2的表达没有影响。

VEGF在肿瘤的生长，浸润和转移过程中起到

重要作用[12-13]。目前VEGF是作用最强的促血管内

皮生长因子 [14-15 ]，研究 [16]表明，在肝癌组织中，

VEGF表达上调可能与肝癌的侵袭性密切相关。它

目 前 被 认 为 调 节 血 管 生 成 的 正 调 节 因 素 ， 它 促 使

肿 瘤 周 围 微 血 管 的 生 成 ， 并 且 增 加 内 皮 血 管 的 通

透性[17]。同时，VEGF还能诱导多种蛋白酶包括基

质金属蛋白酶（MMPs）表达，从而导致细胞外基

图 6　E-cadherin 与 VEGF 蛋白的表达
Figure 6　Protein expressions of E-cadherin and VEGF
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图 5　MMP-2 与 MMP-9 蛋白的表达
Figure 5　Protein expressions of MMP-2 and MMP-9
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质血管[18]的解散。因此，抑制VEGF的表达能够抗

肿 瘤 血 管 生 成 ， 而 起 到 抗 肿 瘤 的 作 用 。 本 研 究 结

果显示DHM能明显抑制VEGF的表达，说明DHM可

能通过抑制VEGF的表达，从而抑制肿瘤的血管生

成、限制肿瘤营养支持及抑制肿瘤的生长与转移。

E-cadherin是维持上皮细胞的完整性及细胞可

塑性的重要因素[19-21]。肿瘤发生远处转移时必须破

坏细胞之间的完整性，而E-cadherin表达上调则可

以维持肿瘤细胞的完整性。本研究发现DHM能明

显上调肝癌细胞E -cadher in的表达，提示DHM可

能通过上调E-cadherin表达，维持肿瘤细胞的完整

性，从而抑制肝癌细胞的转移。

综 上 所 述 ， D H M 可 能 通 过 调 节 M M P - 9 、

E-cadherin和VEFG蛋白的表达，从而抑制人类肝

细胞癌的MHCC97L细胞迁移和侵袭，但其具体机

制尚需进一步研究。
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