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芪术抗癌方对肝癌细胞上皮间质化的影响

冯文杏， 胡锐， 孙新锋， 韩志毅， 马文峰， 张卫， 周小舟

（广州中医药大学第四临床医学院，广东深圳 518033）

摘要：【目的】探讨芪术抗癌方对肝癌HepG2细胞上皮间质化的影响。【方法】将HepG2细胞分为空白对照组，转化生长因子β1
（TGF-β1）组，TGF-β1+芪术抗癌方1 mg/mL组，TGF-β1+芪术抗癌方2 mg/mL组等4组，显微镜下观察处理24 h后细胞的

形态变化，划痕实验观察24 h细胞迁移能力，蛋白免疫印迹法检测细胞上皮间质化相关蛋白E钙黏蛋白（E-cadherin）、N钙

黏蛋白（N-cadherin）、Vimentin、Snail、纤黏蛋白（Fibronectin）的表达情况。【结果】HepG2细胞加入TGF-β1后出现上皮间质

化样多形改变，而芪术抗癌方2个治疗组均能抑制这一细胞形态改变。划痕实验结果显示，TGF-β1组划痕愈合百分比较空

白对照组显著增加（P < 0.05），而芪术抗癌方 2个治疗组划痕愈合百分比较TGF-β1组显著减小（P < 0.05）。蛋白免疫印迹

法结果显示：TGF-β1组E-cadherin表达水平较空白对照组降低，N-cadherin、Vimentin、Fibronectin和Snail表达水平较空白

对照组均升高，其中2组的Fibronectin表达水平比较，差异有统计学意义（P < 0.05）；与TGF-β1组比较，芪术抗癌方2个治

疗组E-cadherin表达水平均升高，N-cadherin、Vimentin、Snail和Fibronectin表达水平均降低，其中，芪术抗癌方1 mg/mL组

Vimentin、Snail 表达水平，与 TGF-β1 组比较，差异有统计学意义（均 P < 0.05），芪术抗癌方 2 mg/mL 组 E-cadherin、

N-cadherin、Vimentin、Snail、Fibronectin表达水平，与TGF-β1组比较，差异有统计学意义（P < 0.05或P < 0.01）。【结论】芪

术抗癌方对TGF-β1诱导的HepG2细胞上皮间质化具有抑制作用。
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Effects of Qizhu Anti-Cancer Recipe on Epithelial-Mesenchymal Transition
of Liver Cancer Cells

FENG Wen-Xing， HU Rui， SUN Xin-Feng， HAN Zhi-Yi，

MA Wen-Feng， ZHANG Wei， ZHOU Xiao-Zhou
（The Forth clinical Medical School of Guangzhou University of Chinese Medicine，Shenzhen 518033 Guangdong，China）

Abstract：Objective To explore the effects of Qizhu Anti-Cancer Recipe（QAR）on the epithelial-mesenchymal
transition（EMT）of HepG2 cells. Methods HepG2 cells were divided into blank control group， tumor growth
factor β1（TGF-β1）group，TGF-β1 plus QAR 1 mg/mL group，and TGF-β1 plus QAR 2 mg/mL group. The
changes of cell morphology were observed under the microscope after 24 hours of treatment. The cell migration
ability in 24 hours was detected by scratch test. Western blotting assay was used to detect the expression of EMT-
related protein E-cadherin，N-cadherin，Vimentin，Snail and Fibronectin. Results After the HepG2 cells were
dealt with TGF- β1， the EMT- like polymorphic changes were seen. The scratch test results showed that the
percentage of scratch wound healing in TGF-β1 group significantly was increased as compared with that in the
blank control group（P < 0.05），while the percentage of scratch wound healing in the two QAR groups significantly
was decreased as compared with that in TGF-β1 group（P < 0.05）. Western blotting assay results showed that the
expression level of E-cadherin was decreased and expression levels of N-cadherin，Vimentin，Fibronectin and
Snail were increased in TGF- β1 group as compared to those in the blank control group， in which there was
significant difference in Fibronectin expression level between the two groups（P < 0.05）. Compared with the TGF-β1
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group， the expression level of E-cadherin was increased and expression levels of N-cadherin，Vimentin，Snail
and Fibronectin were decreased in the two QAR groups， among which there were significant differences in the
expression levels of Vimentin and Snail between QAR 1 mg/mL group and TGF-β1 group（all P < 0.05），and there
were significant differences in the expression levels of N- cadherin，Vimentin， Snail and Fibronectin between
QAR 2 mg/mL group and TGF-β1 group（P < 0.05 or P < 0.01）. Conclusion QAR has an inhibitory effect on TGF-
β1-induced EMT in HepG2 cells.
Keywords：Qizhu Anti-Cancer Recipe； liver cancer；epithelial-mesenchymal transition（EMT）；metastasis；

HepG2 cells

原发性肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，

异质性强，死亡率高。约 90%与癌症相关的死亡

是由转移性疾病而不是原发性肿瘤引起的 [1-2]。侵

袭性肿瘤前缘细胞多表现出一种去分化的形态，

这种形态是由上皮标志物和细胞与细胞间连接的

丢失引起的，并获得间叶细胞标志物的表达 [3-4]，

这 种 细 胞 表 型 的 转 变 程 序 称 为 上 皮 间 质 化

（epithelial-mesenchymal transition，EMT）。上皮间

质化与多种肿瘤功能相关，包括肿瘤的发生、恶

性进展、肿瘤的干性、肿瘤细胞的迁移、侵入血

管、转移和对治疗的抵抗等方面[5]。中医学无“肝

癌”病名，根据相关症状其隶属于“鼓胀”“肝

积”“肝胀”等范畴，在病因病机上存在正虚邪实

的特点。基于这一特点，周小舟主任在临床中运

用芪术抗癌方治疗肝癌获得了良好的疗效[6]，但其

机制尚不明确。因此，本研究通过体外实验探讨

芪术抗癌方对肝癌 HepG2 细胞上皮间质化的影

响，以期为其临床应用提供理论依据，现将研究

结果报道如下。

1 材料与方法

1. 1 细胞株 人肝癌细胞株HepG2购自武汉博士

德公司。

1. 2 试剂与仪器 转化生长因子β1（TGF-β1）（美

国 R&D 公司）；E 钙黏蛋白（E-cadherin）抗体、

N 钙黏蛋白（N- cadherin）抗体、Vimentin 抗体、

Snail 抗体、纤黏蛋白（Fibronectin）抗体（美国

Abcam公司）；GAPDH抗体、β-actin抗体（美国

Sigma公司）。ChemiDocTM MP全自动凝胶成像和化

学发光图像分析系统、垂直电泳仪、转膜仪（美国

Bio-Rad公司）；倒置显微镜（日本Nikon公司）。

1. 3 芪术抗癌方冻干粉浸提液制备 芪术抗癌方

由黄芪10 g、炒白术15 g、柴胡5 g、白芍10 g、薏

苡仁 30 g、淮山药 15 g、鸡内金 10 g、莪术 10 g、
白花蛇舌草 15 g、炙甘草 5 g组成，各中药材冻干

粉由深圳市中医院制剂科制备。浸提液制备方

法：用微量天平称取冻干粉置于无菌离心管中，

以DMEM培养液充分溶解，用0.22 μm微孔滤器过

滤得到母液，以DMEM稀释获得1 mg/mL浓度的浸

提液，均现配现用。

1. 4 细胞培养与传代 人肝癌细胞株HepG2细胞

复苏后，以含体积分数10%胎牛血清（FBS）+1%青

霉素-链霉素的高糖 DMEM 培养，培养条件为

37 ℃、体积分数 95%湿度、体积分数 5%CO2。每

2 d换液 1次，当细胞生长融合达 80% ~ 90%时，

以 2.5 g/L 胰 蛋 白 酶 [ 含 0.2 g/L 乙 二 胺 四 乙 酸

（EDTA）]消化、传代。

1. 5 分组并镜下观察细胞形态 将指数生长的

HepG2细胞按 1×106个/孔接种在 6孔板，贴壁后，

空白对照组以DMEM培养液培养，TGF-β1组加入

TGF-β 10 ng/mL培养，中药组分别加入 TGF-β1
10 ng/mL+芪术抗癌方浸提液 1 mg/mL、TGF-β1
10 ng/mL+芪术抗癌方浸提液 2 mg/mL培养。培养

24 h后，显微镜下观察各组细胞形态变化并拍照。

1. 6 划痕实验观察细胞迁移能力 实验前在超净

台用记号笔在 6 孔板背后沿直尺均匀地划横线

5 ~ 6条，接种细胞量以隔夜能达到 80%为计。第

2天吸除培养基，用枪头比着直尺垂直于板背后的

横线划痕，然后用磷酸盐缓冲液（PBS）轻洗 3次，

洗去划下的细胞。分组培养方法同“1.5”项，分

别于 0 h和培养 24 h在同一划痕处显微镜下拍照。

用 ImageJ软件计算 0、24 h划痕面积，愈合百分

比 =（0 h划痕面积 - 24 h划痕面积）/0 h划痕面积

× 100%。
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1. 7 蛋白免疫印记法检测细胞 E-cadherin、
N-cadherin、Vimentin、Fibronectin、Snail的表达 将

指数生长的HepG2细胞按 1×106个/孔接种在 6孔

板，贴壁后分组培养方法同“1.5”项。48 h后吸

除培养液，将培养皿置于冰上提取细胞蛋白，蛋

白浓度及配平采用 Bradford 法，配平后于100 ℃水

浴 10 min变性，离心，置于-80 ℃冰箱保存备用。

根据蛋白分子量配制相应十二烷基硫酸钠-聚丙烯

酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）凝胶，将等量蛋白进行

电泳、转膜， 50 g/L脱脂奶粉室温封闭60 min，孵

育对应一抗4 ℃冰箱过夜，孵育对应二抗，曝光显

影、图像分析。采用 Image-Lab软件进行电泳条带

灰度值分析，结果以目的蛋白与内参蛋白（β-actin
或GAPDH）灰度值的比值表示。

1. 8 统计方法 采用SPSS 22.0统计软件进行数据

分析，计量数据均以均数 ± 标准差（x ± s）表示，多

组比较采用单因素方差分析，进一步两两比较，

方差齐时采用LSD检验，方差不齐时采用Games-
Howell检验。以P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 各组HepG2细胞形态变化比较 图 1结果显

示：HepG2细胞加入TGF-β1后，可见细胞形态呈

细长多形样间质表型转变（箭头处），而加入芪术

抗癌方共培养的2个治疗组，可见细胞呈钝圆，维

持紧密连接。

a. 空白对照组 b. TGF-β1 10 ng/mL组

c. TGF-β1 10 ng/mL+
芪术抗癌方1 mg/mL组

d. TGF-β1 10 ng/mL+
芪术抗癌方 2 mg/mL组

图1 各组HepG2细胞形态变化比较（×40）
Figure 1 Comparison of the morphological changes of

HepG2 cells in various groups（×40）

2. 2 各组HepG2细胞迁移能力比较 图 2结果显

示：HepG2细胞加入TGF-β1后，细胞划痕愈合百

分比增加，与空白对照组比较，差异有统计学意

义（P < 0.05）；加入芪术抗癌方共培养的 2个治疗

组细胞划痕愈合百分比较 TGF-β1组均显著减小

（P < 0.05）。

空白对照组 TGF-β1 10 ng/mL组

TGF-β1 10 ng/mL+
芪术抗癌方1 mg/mL组

TGF-β1 10 ng/mL+
芪术抗癌方 2 mg/mL组
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A. 0、24 h划痕实验HepG2细胞迁移情况（×40）；B.各组划痕愈合百分比（%）比较

①P < 0.05，与空白对照组比较；②P < 0.05，与单纯TGF-β1组比较

图2 各组HepG2细胞迁移能力比较

Figure 2 Comparison of the migration abilities of HepG2 cells in various groups

A B

2. 3 各组HepG2细胞上皮间质化蛋白表达情况

比较 图 3结果显示：TGF-β1组上皮表型标记物

E-cadherin表达水平较空白对照组降低，间质表型

标记物 N-cadherin、Vimentin、Fibronectin和 Snail
表达水平较空白对照组均升高，其中，2 组的

Fibronectin表达水平比较，差异有统计学意义（P <
0.05）。与TGF-β1组比较，芪术抗癌方 2个治疗组

E-cadherin表达水平均升高，N-cadherin、Vimentin、
Snail和Fibronectin表达水平均降低，其中：芪术

抗癌方 1 mg/mL组 Vimentin、Snail表达水平，与
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TGF-β1组比较，差异均有统计学意义（P < 0.05）；

芪术抗癌方 2 mg/mL 组 E-cadherin、N-cadherin、
Vimentin、Snail、Fibronectin表达水平，与TGF-β1
组比较，差异均有统计学意义（P < 0.05 或 P <
0.01）。表明芪术抗癌方对HepG2细胞上皮间质化

的抑制作用呈浓度依赖性，浓度越高，抑制效果

越大。

3 讨论

芪术抗癌方为周小舟教授在临床治疗肝癌患

者经验中总结创立的。周小舟教授认为肝癌的主

要病因是正气不足与外感疫毒相互作用所致，结

合现代医学有关乙型肝炎病毒（HBV）、丙型肝炎

病毒（HCV）、过度饮酒等病原因素与机体免疫失

调研究[7]的综合结果，通过临床调查发现肝癌的主

要证型是气虚血瘀[8]。芪术抗癌方以益气散结、疏

肝健脾为法，方中：黄芪益气扶正、莪术活血消

积为君，白术、鸡内金、山药补脾散结为臣，柴

胡、白芍疏肝柔肝，白花蛇舌草、薏苡仁养肝利

湿为佐，炙甘草调和诸药。突出了“见肝之病，

知肝传脾，当先实脾”的思想。周小舟课题组对

芪术抗癌方进行了系列临床研究，发现经导管肝

动脉化疗栓塞术（TACE）+抗癌方组与单纯行TACE
组比较，总有效率分别为 90.6%（29/32）、65.6%
（21/32），肿瘤初次复发率分别为 9.37%（3/32）、

34.38%（11/32），可明显改善患者的生存质量、减

少肿瘤的复发和转移并提高患者的生存率[9]。

上皮间质化是胚胎发育和器官形成过程中至

关重要的细胞重塑过程，是上皮细胞获得间质特

征的细胞生物学行为，表现为上皮细胞失去极性

和细胞间连接，变成多形和松散的间质状态。上

皮间质化是执行对特殊诱导转化因子即上皮间质

化转录因子（EMT-TFs）、miRNAs、表观遗传和转

化后调节子表达的反应[10]，诱导上皮细胞去分化，

抑制上皮细胞特征蛋白的表达，包括E-cadherin，
以及激活间质化表型蛋白，包括 N- cadherin、
Vimentin、Fibronectin等。SNAIL、TWIST、ZEB家

族被认为是主要的 EMT-TFs，已被大量实验证

实[11-12]。

癌细胞的上皮间质化以上皮细胞极性的丧
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图3 各组HepG2细胞上皮间质化蛋白表达情况比较

Figure 3 Comparison of the expression of EMT proteins in HepG2 cells from various groups
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失、E-cadherin相关的细胞与细胞间黏合剂的崩

解、间质标记阳性获得为特征，诱导肿瘤细胞的

迁移性增加[13]。在一定情况下多种经典生长因子均

可诱发上皮间质化，这些因子不仅仅由肿瘤细胞

分泌，也可以由肿瘤基质细胞分泌，其中 TGF-β
被认为是上皮间质化最有效的诱导因子之一 [14-15]。

中医药在肝癌的治疗中显示其独特优势，在对部

分中药单体（如姜黄素、槲皮素、木犀草素、白藜

芦醇等）及复方的研究中发现其有一定的抗上皮间

质化效果[16]。

综上所述，本研究用TGF-β1刺激HepG2细胞

后，HepG2细胞的形态向多形和狭长状间质样细

胞转变，间质表型蛋白表达增强，细胞迁移能力

增加，提示TGF-β1诱导HepG2 细胞发生了上皮间

质化。而加入芪术抗癌方共培养后，细胞可维持

在紧密连接状态，上皮表型蛋白表达增强，间质

表型蛋白表达较减弱，细胞迁移能力下降，表明

芪术抗癌方对TGF-β1诱导的HepG2细胞上皮间质

化具有抑制作用，但这种抑制效果的具体机制还

需要进一步研究。
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