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摘 要 目的：探讨蛇葡萄素（AMP）对皮离蛋白（DCD）过表达的大肠癌LoVo细胞迁移和侵袭能力的抑制作用。方法：通过质粒

瞬时转染使DCD在LoVo细胞中过表达，并以蛋白免疫印迹法检测转染后LoVo细胞中DCD的蛋白表达水平。将细胞分为空载

体组、正常对照组、阳性药物组（5-氟尿嘧啶，0.25 μg/mL）和AMP组（300 μmol/L），除空载体组采用转染空载体的LoVo细胞外，其

余组均采用转染 DCD 的 LoVo 细胞，以 Transwell 小室迁移实验和划痕实验考察 AMP 对相应 LoVo 细胞迁移能力的影响，以

Transwell侵袭实验考察AMP对相应LoVo细胞侵袭能力的影响。结果：蛋白免疫印迹法检测结果显示，与空白对照组和空载体组

比较，DCD组细胞中DCD的蛋白表达水平均显著升高（P＜0.01）。迁移实验和侵袭实验结果显示，与空载体组比较，正常对照组

跨膜细胞数均显著增多，细胞迁移率均显著升高（P＜0.01）；与正常对照组比较，阳性药物组和AMP组跨膜细胞数均显著减少，细

胞迁移率均显著降低（P＜0.01），且AMP对细胞迁移和侵袭能力的抑制作用均显著优于 5-氟尿嘧啶（P＜0.01）。结论：DCD过表

达能够促进肿瘤细胞迁移和侵袭；AMP对DCD过表达的LoVo细胞的迁移和侵袭能力均具有明显的抑制作用。

关键词 蛇葡萄素；大肠癌；LoVo细胞；皮离蛋白；迁移；侵袭

乙腈4种体系作为流动相时对结果的影响。最终发现，

采用0.1％磷酸溶液-乙腈为流动相时其色谱峰峰形对称
性好，基线平整，能够获得较好的分离效果。

本试验通过对10批白及药材样品的指纹图谱分析
可知，其共有峰的相对保留时间差异较小，但相对峰面
积差异较大。但采用《中药色谱指纹图谱相似度评价系
统》（2004 A版）对各批药材样品进行整体相似度评价的
结果显示，10批白及药材样品中有 9批相似度均大于

0.90，说明不同来源白及药材样品在化学组成方面具有
很好的相似性。

综上所述，本研究所建HPLC指纹图谱和聚类分析
结果可为白及药材的质量控制提供参考。
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图3 聚类分析树状图

Fig 3 Dendrogram of cluster analysis

􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊􀤊

··3053



中  
国  
药  
房  
网 

www
.chi
na-
phar
mac
y.co
m

China Pharmacy 2018 Vol. 29 No. 22 中国药房 2018年第29卷第22期

大肠癌是常见的恶性消化道肿瘤之一，在世界范围

内其发病率位居女性恶性肿瘤第 2位、男性恶性肿瘤第

3位[1]。随着生活和饮食方式的改变，大肠癌的发病率和

病死率呈逐年上升趋势[2]。目前大肠癌的治疗仍以手术

治疗为主，辅以放化疗、靶向治疗等，患者术后5年总生

存率为50％左右[3]，其中发生复发、转移的患者5年生存

率仅约为19％[4]。肿瘤的侵袭与转移是导致大肠癌患者

术后复发、治疗失败和死亡的主要原因，而放化疗和靶

向治疗药物又有一定的毒副作用，因此寻找抗肿瘤侵袭

和转移的药物，特别是高效低毒的抗肿瘤药物一直是临

床研究热点。

蛇葡萄素（Ampelopsin，AMP）是中药材藤茶的主要

活性成分，具有抗肿瘤、抗炎、抗病毒、改善循环、提高免

疫力等多种药理作用，其抗肿瘤作用较强、毒性低、副作

用小，且价廉易得，比靶向药物成本低[5]，作为一种天然

来源的抗肿瘤药具有一定优势。近年来研究发现，AMP

抗肿瘤机制主要包括：抑制肿瘤细胞增殖，诱导肿瘤细

胞凋亡，抑制新生血管形成，抑制肿瘤细胞的侵袭、运动

和黏附等[6]。

已有研究证实，皮离蛋白（Dermcidin，DCD）在肝癌

组织及细胞、肺癌组织及血清、大肠癌组织中的表达均

明显升高[7-9]，提示其可能是上述肿瘤的治疗靶点之一。

本课题组前期研究发现，DCD能促进肿瘤细胞的侵袭和

转移[10-11]。本研究选择迁移性和侵袭性均较强的大肠癌

LoVo细胞[12]为对象，通过质粒瞬时转染实现DCD在Lo-

Vo细胞中的过表达，并考察AMP对DCD过表达的Lo-

Vo细胞迁移和侵袭能力的抑制作用，为将AMP开发为

有效的临床抗肿瘤药物提供实验基础。

1 材料
1.1 仪器

HF-90型细胞恒温培养箱（力康生物医疗科技控股

有限公司）；细胞培养板（无锡耐思生物科技有限公司）；

Transwell细胞培养小室（美国Corning公司）；BDS200型

倒置光学显微镜（北京奥特伟业光学仪器有限公司）；

TGL-16R型高速冷冻离心机（珠海黑马医学仪器有限公

司）。

1.2 药品与试剂

AMP原料药（成都曼思特生物科技有限公司，批号：

MUST-17031501，纯度 ：98％）；5- 氟尿嘧啶注射液

（5-FU，上海旭东海普药业有限公司，批号：FA170507，

规格：10 mL ∶ 0.25 g）；DCD质粒（广州吉赛生物科技股

份有限公司，批号：170812L35）；Lipofectamine 2000试

剂（美国英杰生命技术有限公司）；DMEM/F12培养基

（美国 Gibco 公司）；兔抗人 DCD 单克隆抗体（英国 Ab-

cam公司）；鼠源GAPDH抗体（武汉三鹰生物技术有限

公司）；辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠 IgG（二抗，天

津三箭生物技术有限公司）；多聚甲醛（北京雷根生物技

术有限公司）；ECL 电化学发光液[安迪福诺生物科技

（武汉）有限公司]；Matrigel 胶（美国 BD 公司，批号：

MA01730）；胎牛血清[上海依科赛生物科技（太仓）有限

公司]；青霉素、链霉素、胰酶（广州碧云天生物技术有限

公司）；结晶紫（北京索莱宝科技有限公司）；其他试剂均

Study on Inhibitory Effect of Ampelopsin on Migration and Invasion Ability of Colorectal Cancer LoVo

Cells with Dermcidin Over-expression

LIU Lifang1，2，QIU Fanghua2，YANG Zetian1，2，LI Qiuming2（1. The Affiliated Guangzhou TCM Hospital of

Guangzhou University of TCM，Guangzhou 510405，China；2. Guangzhou Hospital of TCM，Guangzhou

510130，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the inhibitory effect of ampelopsin（AMP）on the migration and invasion ability of

colorectal cancer LoVo cells with dermcidin（DCD）over-expression. METHODS：DCD in LoVo cells was up-regulated by plasmid

transient transfection. Western blot method was used to detect the expression of DCD in transfected LoVo cells. Those cells were

divided into empty vector group，normal control group，positive drug group（5-fluorouracil，0.25 μg/mL）and AMP group（300

μmol/L）. Except LoVo cells transfected with empty vector were adopted in empty vector group，LoVo cells transfected with DCD

were adopted in other groups. The effects of AMP on migration ability of LoVo cells were studied by Transwell chamber migration

and scratch experiments. The invasion ability of LoVo cells was studied by Transwell invasion experiment. RESULTS：Western blot

analysis showed that compared with blank control group and empty vector group，the protein expression of DCD in DCD group

were increased significantly（P＜0.01）. Results of migration and invasion experiments showed that compared with empty vector

group，the number of transmembrane cells and the rate of cell migration were increased significantly in normal control group（P＜

0.01）. Compared with normal control group，the number of transmembrane cells and the rate of cell migration were decreased

significantly in positive drug group and AMP group（P＜0.01）；inhibitory effects on migration and invasion of AMP were better

than 5-fluorouracil（P＜0.01）. CONCLUSIONS：Over-expressed DCD could promote the migration and invasion of tumor cells.

AMP can significantly inhibit migration and invasion ability of LoVo cells with DCD over-expression.

KEYWORDS Ampelopsin；Colorectal cancer；LoVo cell；Dermcidin；Migration；Invasion
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为分析纯，磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.2）为实验室自制，

水为双蒸水。

1.3 细胞

人大肠癌LoVo细胞（广州吉赛生物科技股份有限

公司传代冻存）。

2 方法
2.1 细胞培养

用含 10％胎牛血清、100 u/mL 青霉素和 100 u/mL

链霉素的 DMEM/F12培养基（以下简称“培养基”），于

37 ℃、5％CO2培养箱中培养，取对数生长期的LoVo细

胞进行后续实验，调整细胞密度为1×106个/mL。

2.2 DCD瞬时转染LoVo细胞

取LoVo细胞接种于6孔板（5×105个/mL）中，待细胞

融合至 80％时进行转染。以无血清DMEM/F12培养基

（以下简称“无血清培养基”）100 μL 稀释 DCD 质粒 2.5

μg；另以无血清培养基 100 μL 稀释 Lipofectamine 2000

试剂 4 μL，室温放置 5 min；将稀释好的DCD质粒和Li-

pofectamine 2000试剂混合，室温放置 20 min，以形成

DCD质粒-Lipofectamine 2000复合物。取该复合物 200

μL 加至每孔含无血清培养基 800 μL 的培养板中，在

37 ℃、5％CO2培养箱中培养 5～6 h 后，完成 DCD 在大

肠癌LoVo细胞中的瞬时转染；然后吸弃无血清培养基，

更换新鲜培养基。另制备不含DCD的空载体转染LoVo

细胞，除不加入DCD质粒外，其他操作同上。

2.3 转染后LoVo细胞中DCD蛋白表达水平检测

采用蛋白免疫印记法检测。将细胞分为空白对照

组（LoVo 细胞）、空载体组（空载体转染 LoVo 细胞）、

DCD 组（DCD 转染LoVo 细胞）。取相应的对数生长期

LoVo 细胞，胰酶消化，以培养基制备细胞悬液（1×106

个/mL），接种于 6孔板中，在 37 ℃、5％CO2培养箱中培

养 24 h。然后加入蛋白裂解液冰上裂解细胞提取总蛋

白，并以二喹啉甲酸（BCA）法进行蛋白定量。取总蛋白

依次经聚丙烯酰胺凝胶电泳、转膜、封闭等，再加入DCD

单克隆抗体（1 ∶ 1 000）和GAPDH抗体（1 ∶ 5 000），4 ℃孵

育过夜，然后加入二抗（1 ∶ 5 000），室温孵育 40 min。采

用化学发光法（ECL）显影，以Quantity One 4.52分析软

件测定条带灰度值，对各组条带进行灰度分析。目的蛋

白的相对表达量（IOD）＝目的蛋白 DCD 灰度值/内参

GAPDH灰度值。

2.4 细胞迁移实验

2.4.1 Transwell小室迁移实验 将细胞分为空载体组、

正常对照组、阳性药物组和AMP组（除空载体组采用转

染空载体的 LoVo 细胞外，其余组均采用转染 DCD 的

LoVo 细胞进行实验）。取相应的对数生长期 LoVo 细

胞，经胰酶消化后，以无血清培养基制备细胞悬液（1×

106个/mL）。将 Transwell 细胞培养小室放置于 24孔板

底部，上室中加入细胞悬液 100 μL/孔，分别加入相应

药物（根据预实验，阳性药物 5-FU、AMP终质量浓度分

别设为 0.25 μg/mL、300 μmol/L；空载体组、正常对照组

加入等容无血清培养基），下室中加入600 μL培养基，在

37 ℃、5％CO2培养箱中培养 24 h。每组设置 3个复孔。

培养完毕后取出小室，用棉签擦去上室膜内表面残留细

胞，以4％多聚甲醛固定15 min，然后用0.1％结晶紫溶液

染色5 min。在倒置光学显微镜下随机选取6个视野，观

察细胞形态并拍照，读取各个视野中的平均跨膜细胞数。

2.4.2 细胞划痕实验 按“2.4.1”项下方法分组。取相

应的对数生长期LoVo细胞，经胰酶消化后，以无血清培

养基制备细胞悬液（5×105个/mL），接种于6孔板中，分别

加入相应药物，在37 ℃、5％CO2培养箱中培养24 h。待

细胞贴壁密度至80％～90％时，用移液枪取细胞液垂直

均匀划痕，以PBS清洗1次除去细胞碎片，加入培养基，

在 37 ℃、5％CO2培养箱中培养 0、24、48 h后，在倒置显

微镜下观察细胞并拍照。每组设置3个复孔。采用Pho-

toshop 7.0软件分析细胞的迁移距离，并计算细胞迁移

率。细胞迁移率（％）＝（0 h划痕间距－不同时间点划

痕间距）/0 h划痕间距×100％。

2.5 Transwell侵袭实验

按“2.4.1”项下方法分组。4 ℃下溶解Matrigel胶过

夜后，加入3倍体积比的预冷无血清培养基稀释。取稀

释后的Matrigel胶100 μL加入预冷的Transwell小室中，

37 ℃孵育 1.5 h使Matrigel胶凝固，吸弃多余的Matrigel

胶。然后按“2.4.1”项下“上室中加入细胞悬液100 μL/孔

……”起同法操作，读取倒置光学显微镜下视野中的平

均跨膜细胞数。

2.6 统计学方法

采用SPSS 22.0软件对数据进行统计分析。各实验

均独立重复 3次。计量资料用 x±s表示，采用 t检验进

行组间两两比较，并以 GraphPad Prism 6.0软件作柱形

图分析。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 LoVo细胞中DCD的蛋白表达水平检测结果

与空白对照组、空载体组分别比较，DCD组细胞中

DCD的蛋白表达水平均显著升高，差异均有统计学意义

（P＜0.01），表明DCD成功转染到LoVo细胞中。各组细

胞中DCD的蛋白表达电泳图见图 1，蛋白表达水平柱形

图见图2。

3.2 AMP对过表达DCD的LoVo细胞迁移能力的影响

3.2.1 Transwell小室迁移实验结果 空载体组、正常对

照组、阳性药物组和 AMP 组跨膜细胞数均值分别为

101.35±1.32、174.33±5.13、74.67±1.43、69.67±2.08。

与空载体组比较，正常对照组跨膜细胞数显著增多，差

异有统计学意义（P＜0.01），表明DCD转染后能促进Lo-

Vo 细胞的迁移。与正常对照组比较，阳性药物组和

AMP 组跨膜细胞数均显著减少，差异均有统计学意义
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（P＜0.01），提示 AMP 对过表达DCD 的 LoVo 细胞的迁

移能力均有明显抑制作用。各组细胞迁移实验显微图

见图3，跨膜细胞数柱形图见图4。

3.2.2 细胞划痕实验结果 0 h时，空载体组、正常对照

组、阳性药物组和AMP组细胞划痕间距基本相同；24、

48 h时，各组细胞划痕间距均变窄，正常对照组细胞在

48 h时划痕甚至已消失，各组细胞迁移率分别为 62％、

75％、61％、50％（24 h时）与85％、100％、95％、88％（48

h时）。与空载体组比较，24、48 h时，正常对照组细胞迁

移率均显著升高，差异均有统计学意义（P＜0.01），表明

DCD转染后能促进LoVo细胞的迁移。与正常对照组比

较，24、48 h时，阳性药物组和AMP组细胞迁移率均显著

降低，差异均有统计学意义（P＜0.01）；与阳性药物组比

较，24、48 h时，AMP组细胞迁移率均显著降低，差异均

有统计学意义（P＜0.01）。这提示，AMP对过表达DCD

的LoVo细胞的迁移能力有明显的抑制作用，且作用优

于5-FU。各组细胞划痕实验显微图见图5，迁移率柱形

图见图6。

3.3 AMP对过表达DCD的LoVo细胞侵袭能力的影响

空载体组、正常对照组、阳性药物组和AMP组跨膜

细胞数均值分别为 83.26±1.05、125.67±5.13、103.04±

3.01、60.67±2.08。与空载体组比较，正常对照组跨膜细

胞数显著增多，差异有统计学意义（P＜0.01），表明DCD

转染后能促进LoVo细胞的侵袭。与正常对照组比较，

阳性药物组和AMP组跨膜细胞数均显著减少，差异均

有统计学意义（P＜0.01）；与阳性药物组比较，AMP组跨

膜细胞数显著减少，差异有统计学意义（P＜0.01）。这

提示，AMP对过表达DCD的LoVo细胞的侵袭能力有明

显抑制作用，且作用优于5-FU。各组细胞侵袭实验显微

图见图7，跨膜细胞数柱形图见图8。

4 讨论
肿瘤细胞侵袭是肿瘤转移不可或缺的重要步骤，其

发生是一个多因素、多环节参与的复杂生物学过程，涉

及到肿瘤细胞黏附、迁移运动、基质降解、新生血管生

成、肿瘤微环境变化、肿瘤细胞免疫逃逸等多方面的作

用机制[10，13]。大量研究已证实，肿瘤细胞的侵袭和迁移

速度越快，肿瘤转移能力越强。寻找肿瘤的侵袭、转移

过程中能起到抑制作用的药物，避免肿瘤最终在机体内

扩散，成为肿瘤治疗亟待解决的问题。
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跨
膜

细
胞

数

200

150

100

50

0

# #
# #

＊＊

注：与空载体组比较，＊＊P＜0.01；与正常对照组比较，# #P＜0.01

Note：vs. empty vector group，＊＊P＜0.01；vs. normal control group，
# #P＜0.01

图4 各组跨膜细胞数柱形图（迁移实验）

Fig 4 Column diagram of transmembrane cells in

each group（migration experiment）

DCD

GAPDH

12 kDa

36 kDa

空白对照组 空载体组 DCD组

图1 各组细胞中DCD的蛋白表达电泳图

Fig 1 Electrophorograms of protein expression of

DCD in each group

空白对照组 空载体组 DCD组
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0.6

0.4

0.2

0.0

IO
D

＊＊
# #

注：与空白对照组比较，＊＊P＜0.01；与空载体组比较，# #P＜0.01

Note：vs. blank control group，＊＊P＜0.01；vs. empty vector group，
# #P＜0.01

图2 各组细胞中DCD的蛋白表达水平柱形图

Fig 2 Column diagram of protein expression levels of

DCD in each group

A.空载体组 B.正常对照组

C.阳性药物组 D.AMP组

图3 各组细胞Transwell小室迁移实验显微图（结晶紫

染色，×200）

Fig 3 Microscope diagrams of LoVo cells in Tran-

swell chamber migration experiment in each

group（crystal violet staining，×200）
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AMP作为一种源自中药材的天然活性物质，在抗肿

瘤方面有明显的优势。已有研究发现，AMP能通过下调

趋化因子基质细胞衍生因子1的特异受体（CXCR4），抑

制前列腺癌细胞PC-3细胞的迁移和侵袭[14]；在体内外均

能明显抑制黑色素瘤B16细胞的侵袭、运动和黏附[15]；能

通过抑制上皮-间质转化（EMT）来减少卵巢癌细胞的迁

移和侵袭[16]；能通过p38丝裂原活化蛋白激酶/基质金属

蛋白酶2（p38MAPK/MMP-2）信号通路抑制肿瘤坏死因

子α（TNF-α）诱导的骨肉瘤细胞的迁移和侵袭[17]。然而

AMP对大肠癌细胞侵袭和迁移能力的影响的研究较少。

图5 各组细胞划痕实验显微图（×100）

Fig 5 Microscope diagrams of LoVo cells in scratch experiment in each group（×100）

A.空载体组 B.正常对照组 C.阳性药物组 D.AMP组

0 h

24 h

48 h

空载体组

正常对照组

阳性药物组

AMP组

迁
移

率
，％

150

100

50

0
0 24 48

时间，h

# #
＊＊

# #

ΔΔ
# #

＊＊

ΔΔ
# #

注：与空载体组比较，＊＊P＜0.01；与正常对照组比较，# #P＜0.01；与

阳性药物组比较，Δ ΔP＜0.01

Note：vs. empty vector group，＊＊P＜0.01；vs. normal control group，
# #P＜0.01；vs. positive control group，Δ ΔP＜0.01

图6 各组细胞迁移率柱形图（划痕实验）

Fig 6 Column diagram of migration rate of LoVo cells

（scratch experiment）

A.空载体组 B.正常对照组

C.阳性药物组 D.AMP组

图7 各组细胞侵袭实验显微图（结晶紫染色，×200）

Fig 7 Microscope diagrams of LoVo cell in invasion

experiment in each group（crystal violet stai-

ning，×200）
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DCD是由一种新发现的由位于人类12号染色体上

的调控基因所编码的多肽[18]。研究发现，DCD与肝癌、黑

素瘤等的转移密切相关，能明显促进癌细胞迁移[10，19]。本

研究通过质粒瞬时转染法使 DCD 在大肠癌 LoVo 细胞

中过表达。蛋白免疫印迹法检测结果显示，DCD转染后

LoVo细胞中DCD的蛋白表达水平显著升高，表明DCD

已成功转染到LoVo细胞中。通过迁移实验和侵袭实验

发现，与空载体组比较，正常对照组跨膜细胞数和细胞

迁移率均显著升高，表明DCD能够促进肿瘤细胞的迁

移和侵袭。

5-FU是治疗胃肠道恶性肿瘤常用的药物。本研究

以其作为阳性对照药物，通过迁移实验和侵袭实验发

现，5-FU组和AMP组跨膜细胞数和细胞迁移率均显著

减少或降低，提示两者均能够有效抑制LoVo细胞的迁

移和侵袭；且与化疗药物5-FU比较，AMP对细胞迁移和

侵袭能力的抑制作用更强。

综上所述，AMP对过表达DCD的大肠癌LoVo细胞

的迁移和侵袭能力均有显著的抑制作用，提示其具有减

缓大肠癌细胞转移的潜力，有望开发为有效的临床抗肿

瘤药物。但本结论仅来自于体外研究，AMP在体内是否

也有类似的效果，另外DCD在大肠癌中的具体作用及

其机制仍需要进一步深入探索。
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图8 各组跨膜细胞数柱形图（侵袭实验）

Fig 8 Column diagram of transmembrane cells in

each group（invasion experiment）
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