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亍 7金荞麦提取物抑制肿瘤
细胞侵袭、转移和 

HT一1080细胞产生IV型胶原酶的研究 
刘红岩 韩 锐 Z趱  

(中国医学科学院、中国协和医科大学药物研究所，北京 100050) 呼 

中国图书分类号R 284．1；R 979．1 l 材料和方法 R 86、·7 f 
摘要 目的 探讨金荞麦提取物对肿瘤细胞侵袭和转移的 1

． 1 实验材料 B16一BL6小鼠黑色素瘤细胞高转 
影响。方法 以人工重组基底膜及小鼠黑色素瘤高转移株自 移株

，HT一1080人纤维肉瘤细胞，由日本国立富山 

兰竺 竺嚣 ： 竺 竺 医科药科大学和汉药研究所病态生化部门提供。 竺 凳 垌聚雨 量
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一 步观察了其对人纤维肉瘤 1080细胞Ⅳ型胶原酶的 ⋯ ‘。 ⋯ 一 ⋯ ⋯  
产生聂活性的影响；同时用ws『r法观察了该药的细胞毒 购得。Polyvinyl Pyrrolidone—Free(PVPF)滤膜，孔 

性 结果 金养麦提取物在i00mg．L一 剂量下能明显抑制 径 8·0 p．m，由美国Nucleopore公司购得。ELISA酶 

B16一BL6细胞侵袭；在 200 mg-kg一 剂量下能有效抑制 标仪，系 日本 Intermed社产 品，Immunomini NJ一 

移。该药对B16 BL6和HT一1080细胞无明显细胞毒怍用。该 8020型。C57BL／6小鼠，舌，18~22 g，由日本三协 

药能抑制HT一1080细胞Ⅳ胶原酶的产生t但对酶的活性无 株式会社提供
。  

- 

明显影响 结论 金养麦提取物具有明显的抗癌侵袭和转移 1
． 2 药品及试剂 金荞麦提取物(原花色素pr。a 一 

⋯ ⋯  

thocyanidine)“ ，由中国医学科学院药物研究所提 
关键词 金养麦{侵袭‘转移；Ⅳ型胶原酶 供

。 hematoxyllin，e。sin，human-fibr。一nection (h一 

生草本植物，在中国民间用以治疗肺脓疡及鼻咽癌 um dodeeyl suIfate(SDS)，N，N，Jvf，Jvf—tetra一 

等疾病。近年来我们发现其具有癌化学预防及抗癌 mamethylenediamine(TEMED)，ammonium perox一 

活性，对化学致癌物 DMBA和巴豆油诱发的小鼠皮 odisulfate(APS)均为 日本和光纯药业株式会社产 

肤乳头状瘤显示明显的抑制作用。 品。Matrige(MG)由美国 Cell—aborative Research 

癌的侵袭及转移是一复杂的过程。癌细胞在原 Ine购得。Eukitt由日本高桥技研硝子株式会社购 

发灶增殖后游离并粘附于基底膜，释放多种基质蛋 进。4一[3一(4一iodopheuy1)一2一(4一Nitro—pheny1)一2H一5一 

白酶破坏基底膜，侵入血管或淋巴管 ，在远处部位再 tetrazolio]一1，3-benzene disulfonate(water—soluble 

侵袭破坏血管内膜基底膜，侵入组织，在远隔部位形 sulfonated tetrazolium，WST)由 Dojindo Labora一 

成转移灶。Iv型胶原是基底膜的主要构成成分，而IV tories购得。trizma base为 Sigma公司产品。gelatin 

型胶原酶是降解Ⅳ型胶原的特异的一种基质水解 为日本岩城硝子试药株式会社产品。coommassie 

酶，在癌细胞侵袭降解基底膜的过程中发挥重要作 brilliant blue为Fluka产品。TIMP一2由济木育夫教 

用。因此，设法抑制 Ⅳ型胶原酶(MMPs)的分泌及活 授提供。 

性，可能是有效干预癌侵袭、转移过程的途径之一。 1．3 癌细胞增殖抑制实验 将对数增殖期的B1 6一 

本文观察了金荞麦提取物对 B1 6-BL6黑色素瘤细 BL6及 HT 1080细胞以 5×10 个 ·L 接种于 96 

胞高转移株的细胞毒性，体外抗侵袭作用及体内抗 孔培养板内，在 37℃，0．05 CO 恒温箝内培养 24 h 

转移作用，并进一步观察 了其对 HT一1080细胞 后，实验组加入不同浓度的药物 ，对照组加入等体积 

MMPs的产生及活性的影响。 的溶剂，继续培养 48 h。加入 1O倍稀释的 WST溶 

’

． 
： l24兰 ．Ⅷ ⋯ 用 酶标仪，波长 m，测定oD值。i ELISA 450 日车文部省富山医科药科大学和祝药研究所资盘货助 ⋯ ⋯⋯⋯⋯ ⋯⋯ 一⋯  

作者茼介：刘红岩．女圳 岁I曾在日本富山医科药科大学和慢药研 1-4 癌细胞侵袭和运动能力实验。 制备基质 

究所任客座研究员； 膜，将 PVPF滤膜贴于 Transwell chamber上，在滤 

韩锐·男 岁·研究员，博士生导师t曾在日本富山医科 膜上面涂趋化剂 Fibronectin 5 fig，在滤膜底面涂 
药科大学和祝药研究所任客座教授并被授予名誉博士 M etrigel 5 g

，在chamber内加入 2x lO 个瘤细胞 
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及不同浓度的药物，置于含有 0．1 BsA—EMEM 

的 24孔板内，37℃，0，05CO 恒温箱内温孵 4 h。用 

甲酵固定滤膜，HE染色 用棉签擦去膜背面的残余 

细胞，在 400倍光镜下每膜计数 5个视野，取平均 

值，进行统计学处理。细胞运动实验 ：滤膜不涂 Ma— 

trigel，余同侵袭实验。 

1．5 IV型胶原酶测定“ 将 HT一1080细胞接种 

于 3 cm培养皿内，37℃，0．05CO 条件下培养 24 h 

后，改用无血清 Hams—DMEM 培养，同时加入不同 

浓度的药物，并设空白对照及溶剂对照，继续培养 

24 h，收集各组上清液。测酶活性时，将细胞接种于 

培养瓶内培养 48 h后 ，再进行无血清培养 24 h，收 

集上清液。SDS聚丙烯酰胺凝胶制备：7．5 分离 

胶 ：29．2％ acrylamide／O．8 BIS 2．5 ml，18．2 

trizma base／0．4 SDS 2．5 ml，0．2 gelatin 5 ml， 

APS 15 mg，搅 拌 脱 气 后 加入 TEMED 10 l。 

4．36 浓缩胶：29．2 actylamide／0．8 BIS 0．68 

ml，6．1 trizma base／0．4． sDS 1．5 ml，APS 10 

mg，去离子水 3．82 ml，TEMED 5 l。将样品缓冲液 

与样品按 1：2混和，加入明胶孔内，4℃低温下电 

泳：开始以 10 mA走电泳，溴酚蓝至分离胶处 ，将电 

压加至 15 mA，继续电泳约 2～3 h。用去离子水将 

胶漂洗两次后，移入温孵缓冲液洗胶。测定酶活性时 

将胶切成若干段，分别装入含有不同浓度药物的塑 

料袋中，37~C水浴孵育 96 h 测定酶产生时将整胶 

封入温孵缓冲液塑料袋中，37℃水浴孵育 24 h。用 

去离子水洗胶两遍，用考马氏蓝染色 1 h，用脱色液 
· 脱色 2 h，可见IV型胶原酶 92 ku和 72 ku两条白色 

条带。 

1．6 体内自发转移实验 将生长良好的B1 6-BL6 

细胞用PBS配制成 1×1o 个 ·L 浓度的细胞悬 

液，每只小鼠后肢爪垫皮下接种 50 l(含 5×10 个 

瘤细胞)。随机分组，于接种后次 日口服给药，金荞麦 

提取物 200 mg·kg ·d～，以 Taxol为阳性对照， 

5mg·kg ·d～，腹腔注射。接种后 3～4wk，当瘤 

体≥10 mm 时，将小鼠用乙醚麻醉，无菌条件下切 

掉患肢。2 wk后处死动物，解剖取肺，Bouin液固 

定，于解剖 显微镜 下计数 肺转移结 节数。采用 

Mann Witney U一检验进行统计学处理”：。 

2 结果 

2．1 金荞麦提取物对癌细胞增殖的影响 结果表 

明金荞麦提取物对 BI6一BL6细胞及 HT一1080细胞 

增殖无明显抑制，其 1cs。大于 100 mg·L (表 1)。 

说明它无明显细胞毒作用 

2．2 金荞麦提取物对 BI6一BL6细胞侵袭和运动能 

力的影响 实验证明金荞麦提取物在 1 mg·L～、 

l0 mg·L 及 100 mg·L 时对 B16一BL6细胞侵 

袭均显示不同程度的抑制 ，且抑制强度呈剂量效应 

依赖性 。高浓度(100 mg·L )时，抑制率达 59 

(表 2)。它对 B16一BL6细胞的运动能力未显示明显 

的抑制作用(表 3)。 

衰 1 金养麦提取物对 BI6-BL6殛 

HT一1080细胞，-殖的髟响 

浓度 侵袭细胞 

／mg-L_。 ／个 -枧野 

抑制率 

／ 

与对照组相比，。P<O．05．一P<0．0l 

衰 3 盒养麦摄取物对 B16一BL6细胞罄动 

的髟响(i±⋯ =10) 

2．3 金荞麦提取物对Ⅳ型胶原酶的影响 实验表 

明金荞麦提取物在 100 mg·L 剂量下能明显抑制 

HT一1080细胞 MMP一2(分子质量 72 ku)和 MMP一9 

(分子质量 92 ku)的产生。72 ku和 92 ku两条带与 

对 照组相 比，明显减 弱 (图 1)，但对 MMP-2和 

MMP一9的活性无抑制作用(图 2)。 

一 92瞄u 

一 72瞄u 

围 1 盒莽蠹提取抽对 HT-1080 

细胞Ⅳ型胶厦酶产生的髟响 

1；空白对照 2t溶剂对照I 3．4：盒养麦提取物 0．1 mg-L一 

5，6：1 rag ·L一 7，8：10mg-L一 ；9，10：i00mg-L一 

2．4 

作用 

· d一 

金荞麦提取物对 B16-BL6细胞肺转移的抑制 

实验结果表明，金荞麦提取物 200 mg·kg 

口服 39 d，对 B16一BL6细胞的肺转移有 
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一 ~一92 Ku 
田 2 盘养囊提取物HT-1080 

绷胞Ⅳ型胶原酶活性的 响 

1；空白对照f2：溶剂对照；3，4．5：金养麦提取物 1 mg·L～，10 

mg·L一 ·10O nag·L一 ；6：TIMP 2 100 mg·L一 

明显的抑制作用。8只小鼠中有 4只肺组织表面未 

见转移结节，有2只肺转移结节仅为 l。而对照组9 

只小鼠则 100 发生肺转移(表 4)。 

衰4 垒养麦提取翱对小置 B16-BL6细胞转謦的押橱作用 

瘤侵袭的主要靶点，Ⅳ型胶原则是构成基底膜的主 

要成分。所以，Ⅳ型胶原酶在肿瘤侵袭过程中发挥十 

分重要的作用。普遍认为 Ⅳ型胶原酶水平可能是肿 

瘤的恶性程度的标志之一。 。Ⅳ型胶原酶主要有 72 

ku和 92 ku二种亚型。我们的实验证明金养麦提取 

物虽然对 HT一1080细胞 1V型胶原酶的活性无抑制 

作用，但能明显抑制Ⅳ型胶原酶的产生，使 72 ku和 

92 ku的表达明显减弱，提示这一作用是其抗侵袭 

活性的重要因素之一。 

临床肿瘤病人在确诊后需要干预肿瘤细胞侵袭 

及转移播散，金养麦是常用中草药，没有明显毒性， 

口服用药方便，将为临床控制肿瘤侵袭和转移提供 

有用药物，值得深入研究。 

(本I作在日本富山医科药科大学完成，得到济 

木育夫教授、奥亨先生和村田纯先生的支持与帮助， 

特此致谢 。) 
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7～ f 
白细胞介素 1对体外培养小鼠骨髓基质细胞 

增殖及细胞周期的影响 

竖 墨堕 
(第一军医大学药特研究gr 广州 510515) 

中国图书分类号 R 329．28；R 973 

摘要 目的 研究白细胞介素 1对小鼠骨髓基质细胞增殖 

的影响 方法 取出小鼠骨髓基质细胞作原代培养，用[ H] 

TdR参入法厦 MTT法观察其增殖情况 ，利用流式细胞仪观 

察其细胞周期的变化。结果 白细胞介素 1在 250×10 ～ 

1O00×10 U ·L 范围内可促进小鼠骨髓基质细胞的增殖 ， 

并引起S期细胞的增多。结论 白细胞介素 1可促进体外培 

养的小鼠骨髓基质细胞增殖。 

关镶词 白细胞介素 1I骨髓基质细胞；增殖；细胞周期 

骨髓基质细胞是造血微环境的重要组成部分 

它不仅为造血干细胞的生长提供附着的场所，而且 

还通过与造血干细胞的直接接触和分泌多种生长园 

子传递信息．调节和影响造血干细胞的成熟和分 

化。 。骨髓基质细胞结构和功能的异常可导致多种 

疾病的发生。同时，骨髓基质细胞的损伤也是化疗、 

放疗后造血功能迟迟不能恢复的原因之一。 。因此， 

其细胞的生长发育、分化功能等及其影响因素一直 

是研究的热点之一。 

1997—05 14收稿 ，1997-09—22修回 

国家自然科学基金资助课题，No 391700856 

作者茼历 肖学军，男，28岁，医学硕士，主要从事细胞日子药理学研 

究} 

昊曙光，男，43岁，教授 博士生导师 主要从事细胞 因子 

药理学研究 

／V'-l, 

白细胞介素 1(IL一1)是近年来发现的一种生物 

活性非常广泛的细胞因子，在造血功能的调控中起 

着非常重要的作用，对化疗和放疗引起的造血功能 

损伤也有很好的保护作用。 。研究表明，IL一1对造 

血干细胞的成熟和分化有重要的调节作用，且这种 

作用部分是通过促进骨髓基质细胞释放某些生长因 

子，如集落刺激因子等而实现的。 。但 IL一1对骨髓 

基质细胞调控及机理的研究尚少。 

我们利用原代培养的小鼠骨髓基质细胞，研究 

了 IL一1对骨髓基质细胞增殖及细胞周期的影响。 

1 材料与方法 

1．1 动物 c。H／HeN纯系小鼠， ，8～10wk龄． 

由第一军医大学实验动物中心提供。 

1．2 IL-1 重组人 白细胞介 素 la(recombinant 

human interleukin—la，rhIL—la)由大 日本制药公司 

提供。该制剂小鼠胸腺细胞有丝分裂活性(LAF)为 

2x10 U·mg 蛋白，蛋白浓度为 2．0 g·L一(Mi— 

cro—Kjeldabl法测定)，内毒素含量低于 0．05 g· 

g 蛋白(Limutus法测定)。 

1．3 原代细胞培养。 取健康成年舌实验小鼠，脊 

髓离位处死，取出双侧后肢长骨，剪开两端，无菌注 

射器吸取RPMI 1 640基础培养基反复冲洗骨髓腔 ， 

冲出的细胞经计数后按终浓度 2x 10。·L 接种于 

96孔培养板中，培养液为RPMI 1640基础培养基 

meissn on B16一BL6 melanoma cells (highly 

metastatic eell 1ine)and inhibitory effect on type 

Ⅳ collagenase production of HT一1080 cells． 

M ETHODS Reconstituted basement membrane 

invasion assay was utilized tO evaluate the invasive 

activity of cancer cells．Tyep Ⅳ collagenase pro— 

duction was assessed by PAGE substrate zymogra— 

phy．W ST assay was used to examine the cytotoxi 

city of fagopyrun cymosum meissn． RESULTS 

The extract of fagopyrun cymosum meissn signifi 

cantly inhibited membrane invasion of B16一BL6 

bearing C57／BL6 cell at a concentration of 1 O0 mg 

· L一 and effectively suppressed the spontaneous 

lung metastasis on B16-BL6 bearing C57／BL6 mice 

at the dosage of 200 mg·kg～．Extract of fagopy— 

run cymosum inhibited the production of type I＼r 

collagenases of human fibrosarcoma cells line HT一 

1080 but it has no effect on the activity of this en— 

zyme．CONCLUSION Extract of fagopyrun cy— 

mosum meissn has the notable inhibitory effects on 

tumor invasion and metastasis． Type Ⅳ collage— 

nase inhibition may correlate with the anti—invasive 

and anti—metastatic activities of Fagopyrun cymo— 

SUm ． 

KEY W ORDS fagopyrun cymosum meissn；inva— 

sion；metastasis；type Ⅳ collagenases 
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