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摘要
目的:研究水蛭提取液对人视网膜母细胞瘤 ＷＥＲＩ－ＲＢ－１
细胞的抑制作用ꎮ
方法: 采 用 不 同 浓 度 水 蛭 提 取 液 ( ０􀆰 ０２、 ０􀆰 ０４、 ０􀆰 ０８、
０􀆰 １６Ｕ / ｍＬ)作用于体外培养的 ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ 细胞 ０、２４、
４８、７２ｈꎬ经 ＣＣＫ－８ 法筛选最佳药物干预浓度和时间进行
后续实验ꎮ 将体外培养的 ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ 细胞分为对照组
(正常培养基培养)和实验组(含水蛭提取液培养基培
养)ꎬ采用流式细胞仪检测药物对细胞周期和细胞凋亡的
影响ꎬＴｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验检测药物对细胞侵袭能力的
影响ꎮ
结果:根据 ＣＣＫ－８ 法检测结果选择 ０􀆰 ０４、０􀆰 ０８Ｕ / ｍＬ 水蛭
提取液作用 ４８ｈ 为最佳干预条件进行实验ꎮ 水蛭提取液
干预的细胞主要阻滞在 Ｇ２ / Ｍ 期ꎬ其中 ０􀆰 ０４、０􀆰 ０８Ｕ / ｍＬ
实验组处于 Ｇ２ / Ｍ 期的阳性细胞率分别为 ( １２􀆰 ５９ ±
５􀆰 ３６)％、(１４􀆰 ７９ ± ４􀆰 １２)％ꎬ均明显高于对照组[(３􀆰 ００ ±
２􀆰 ３２)％ꎬＰ< ０􀆰 ０１]ꎮ 水蛭提取液可诱导细胞凋亡ꎬ其中
０􀆰 ０４、 ０􀆰 ０８Ｕ / ｍＬ 实 验 组 细 胞 凋 亡 率 分 别 ( ３７􀆰 ９１ ±
３􀆰 ４４)％、(３３􀆰 ０５ ± ２􀆰 ２５)％ꎬ均明显高于对照组[(４􀆰 ６４ ±
２􀆰 ５６)％ꎬＰ<０􀆰 ０１]ꎮ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验检测结果显示ꎬ实
验组 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室下细胞数明显少于对照组ꎬ表明水蛭
提取液能够抑制细胞侵袭ꎮ
结论:水蛭提取液在体外实验中能够抑制人视网膜母细胞
瘤细胞的增殖、侵袭ꎬ并诱导细胞凋亡ꎮ
关键词:水蛭提取液ꎻ视网膜母细胞瘤ꎻ细胞周期ꎻ细胞凋
亡ꎻ细胞侵袭
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０引言

视网膜母细胞瘤( ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａꎬＲＢ)是一种起源于

原始视网膜层的人类恶性肿瘤ꎬ是主要发生于儿童的常见

眼内恶性肿瘤[１－２]ꎮ 据估计ꎬ全世界每年约有 ８０００ 名儿

童发生 ＲＢꎬ占所有儿童癌症的 ３％ꎬ与 ＲＢ 相关的死亡约

占所有婴儿死亡的 １％ [３]ꎮ 在 ＲＢ 治疗中ꎬ最常用的治疗

方案是化疗联合免疫治疗[４]ꎬ但这种治疗易产生各种副作

用ꎬ包括对 ＲＢ 细胞产生的细胞毒性、ＲＢ 进程的加速、肿
瘤对化疗药物的耐药性等[５－６]ꎮ 此外ꎬＲＢ 多发生于儿童ꎬ
患者的身体功能较弱、长期化疗对儿童健康的影响不容忽

视ꎮ 这意味着开发其他毒副作用小的药物ꎬ或辅助化疗、
降低化疗药物副作用的药物非常必要[７－８]ꎮ

中药作为天然药物ꎬ具有不良反应少、遗传毒性低等

优点ꎬ可以在治疗癌症的同时对机体功能从根本上进行调

理[９]ꎮ 随着中药药理研究的进一步深入ꎬ临床应用日益广

泛ꎬ无论是中药单体有效成分ꎬ还是中药复方ꎬ中医中药在

防治肿瘤疾病方面均已取得重要进展ꎬ基础实验及临床研

究均揭示了中医中药在治疗肿瘤病变方面的显著优势ꎮ
目前ꎬ常用的抗肿瘤药物有通关藤、鸦胆子、人参、麦冬、黄
芪、苦参、薏苡仁、水蛭等[１０]ꎮ

视网膜母细胞瘤归属于中医“癥瘕积聚”的范畴ꎬ主
要治疗手段有清热解毒、活血化瘀、扶正培本、益气养阴、
软坚散结、以毒攻毒等ꎮ 水蛭能破血逐瘀ꎬ通经消症ꎬ主要

治疗血瘀经闭症 、瘕痞块及跌打损伤病ꎬ临床上水蛭被用

于治疗食管癌、胃癌、肠癌、子宫癌、乳腺癌等肿瘤具有较

好的疗效[１１]ꎮ 我们前期研究发现ꎬ水蛭具有抑制成纤维

细胞增生的作用[１２] ꎬ故推测水蛭对 ＲＢ 细胞可能也具有

抑制作用ꎮ 因此ꎬ本研究旨在评估水蛭提取液对人视网

膜母细胞瘤 ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ 细胞系的活性、周期、凋亡、侵
袭等方面的影响ꎬ为水蛭抗肿瘤的临床应用提供前期基

础数据ꎮ
１材料和方法

１􀆰 １材料

１􀆰 １􀆰 １实验细胞　 人视网膜母细胞瘤 ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ 细胞

系ꎬ来 源 于 中 国 科 学 院 上 海 生 命 科 学 研 究 院ꎬ 编

号:３１３１Ｃ０００１００１２０００１２ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２主要试剂　 水蛭干粉(兰州安泰堂中药饮片公司ꎬ
原产地:中国安徽ꎬ生产批号:１４０８２７０２ꎬＧＭＰ 证书号:甘
Ｊ００７１)ꎬ胎牛血清( ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳꎬＣｌａｒｋ)ꎬＲＰＭＩ－
１６４０ 培养基 ( Ｇｉｂｃｏ )ꎬ ＣＣＫ － ８ 试剂盒 ( Ｇｌｐｂｉｏ )ꎬ 双抗

(Ｈｙｃｌｏｎｅ)ꎬＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＡＰＣ / ＰＩ 双染细胞凋亡检测试剂盒

(ＢｅｓｔＢｉｏ)ꎬＭａｔｒｉｇｅｌ 基底胶( Ｓｏｌａｒｂｉｏ)ꎬＭＴＴ(Ｂｉｏｆｒｏｘｘ)ꎬ碘
化丙啶( ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅꎬＰＩꎬＡｍｒｅｓｃｏ)ꎬＲＮａｓｅＡ( Ｓｉｇｍａ)ꎬ
４％多聚甲醛 (Ｂｉｏｓｈａｒｐ)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３主要仪器设备　 细胞培养箱(三洋电机国际贸易有

限公司)ꎬ流式细胞仪 ( ＢＤ 公司)ꎬ 倒置生物显微镜

(Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎮ
１􀆰 ２方法

１􀆰 ２􀆰 １水蛭提取液的配制　 水蛭提取液采用水提法配制ꎮ
２０ｇ 水蛭干粉溶于 ４０ｍＬ ＰＢＳꎬ以此比例混合ꎬ根据«中华

药典»中使用凝血酶测定水蛭提取液中水蛭素的浓度ꎬ经

过多次反复提取及测定ꎬ水蛭提取液中水蛭素浓度稳定在

０􀆰 ０４Ｕ / ｍＬꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ ＣＣＫ－８试剂盒检测药物对细胞活性的影响　 (１)细
胞铺板:取对数生长期的 ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ 细胞ꎬ调节细胞密

度为 ２×１０５ ｃｅｌｌｓ / ｍＬꎮ 接种于 ９６ 孔细胞板中ꎬ每孔加入

１００μＬ 细胞悬液ꎬ细胞培养箱中培养过夜ꎮ (２)药物浓度

稀释:将上述配制的水蛭提取液用完全培养基稀释至终浓

度 ０(对照组)、０􀆰 ０２、０􀆰 ０４、０􀆰 ０８、０􀆰 １６Ｕ / ｍＬꎮ (３)药物处

理细胞:将 ９６ 孔细胞板中每孔中旧培养基吸去ꎬ添加

１００μＬ 含相应药物浓度的培养基ꎮ 每个药物浓度设 ６ 个

复孔ꎮ 以不含药物、仅在培养基中生长的细胞作为对照组

Ａꎻ以不含药物和细胞、仅有培养基作为对照组 Ｂꎮ 分别于

细胞培养箱中培养 ０、２４、４８、７２ｈꎮ (４)ＣＣＫ－８ 试剂处理:
根据 ＣＣＫ－８ 试剂盒说明书ꎬ按 ＣＣＫ－８ 试剂 ∶ 培养基 ＝
１ ∶ １０的比例配制工作液ꎮ 每孔加 １００μＬ ＣＣＫ－８ 工作液ꎬ
震荡细胞培养板混匀后ꎬ细胞培养箱孵育 ０􀆰 ５ ~ ４ｈꎮ (５)
检测:从添加 ＣＣＫ－８ 试剂开始计时ꎬ每 ３０ｍｉｎ 进行 １ 次酶

标仪检测ꎬ测定 ４５０ｎｍ 处的吸光度(ＯＤ)值ꎮ 取组间差异

显著的检测时间点数据进行分析ꎮ 计算药物对细胞增殖

的抑 制 率ꎬ 细 胞 增 殖 抑 制 率 ＝ ( ＯＤ对照组Ａ － ＯＤ实验组 ) /
(ＯＤ对照组Ａ－ＯＤ对照组Ｂ)×１００％ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ 流式细胞技术检测药物对细胞周期分布的影响　
将 ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ 细胞(５×１０５ｃｅｌｌｓ / ｍＬ)接种于 ６ 孔板中ꎬ置
于细胞培养箱中培养 ２４ｈꎮ 待细胞生长状态良好后ꎬ离心

更换终浓度为 ０􀆰 ０４、０􀆰 ０８Ｕ / ｍＬ 的水蛭提取液含药培养基

处理 ４８ｈ(实验组药物作用浓度和时间根据 ＣＣＫ－８ 检测

结果确定)ꎬ对照组加入不含水蛭提取液的培养基培养

４８ｈꎮ 离心弃去培养基后使用预冷的 ＰＢＳ 清洗 ２ 遍ꎬ分别

收集各组细胞ꎬ预冷的 ７０％乙醇固定细胞后－２０℃冰箱保

存固定 ４８ｈꎬ离心ꎬ收集细胞沉淀ꎬ加入终浓度为 １ｍｇ / ｍＬ
ＲＮａｓｅＡ 和 ５０μｇ / ｍＬ ＰＩ 染色液后进行流式细胞仪检测ꎬ分
析细胞周期的分布ꎮ 每组设 ６ 个重复ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４流式细胞技术检测药物对细胞凋亡的影响　 取对数

生长期的 ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ 细胞ꎬ调节细胞密度 ５×１０５ｃｅｌｌｓ / ｍＬꎬ
２ｍＬ / 孔接种于 ６ 孔板中ꎬ置于细胞培养箱中培养 ２４ｈꎬ
待细胞生长状态良好后ꎬ离心更换终浓 度 为 ０􀆰 ０４、
０􀆰 ０８Ｕ / ｍＬ 的水蛭提取液含药培养基处理 ４８ｈ(实验组

药物作用浓度和时间根据 ＣＣＫ－８ 检测结果确定)ꎬ对照

组加入不含水蛭提取液的培养基培养 ４８ｈꎮ 将细胞液移

入１􀆰 ５ｍＬ管中ꎬ１０００ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ｍｉｎꎬ吸除上清液ꎬＰＢＳ 洗

涤 １ 次ꎬ吸除上清液ꎬ用 ５００μＬ ４％多聚甲醛固定 ３０ｍｉｎꎬ
ＰＢＳ 洗涤 １ 次ꎬ吸除上清液ꎬ用 ５００μＬ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 重悬

细胞后ꎬ加入 ５μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＡＰＣ 轻轻吹匀ꎬ再加入 ５μＬ
ＰＩ 混匀ꎬ室温避光反应 １５ｍｉｎꎬ上机检测分析ꎮ 每组设６ 个

重复ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测药物对细胞侵袭能力的影

响　 从－２０℃冰箱中取出 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶ꎬ将其置于 ４℃冰

箱过夜融化ꎮ Ｍａｔｒｉｇｅｌ 与无血清培养基以 １ ∶ ８ 的比例稀

释ꎬ吸取 ８０μＬ 加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 的上室中ꎬ放置于培养箱中

孵育 ２ｈꎮ 取对数生长期的细胞ꎬ更换无血清培养基培养

过夜ꎬ收集细胞ꎬ１０００ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ｍｉｎꎬ吸除上清液ꎬ调节
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　 　表 １　 水蛭提取液对细胞增殖抑制率的影响 (􀭰ｘ±ｓꎬ％)

作用时间
水蛭提取液作用浓度(Ｕ / ｍＬ)

０􀆰 ０２ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０８ ０􀆰 １６
０ｈ ２􀆰 ７９±３􀆰 １４ －３􀆰 ５４±２􀆰 ８６ －１􀆰 ７７±２􀆰 ９３ ３􀆰 ０４±２􀆰 ４９
２４ｈ －２􀆰 ２４±３􀆰 ２８ ３􀆰 ５６±４􀆰 １７ ０􀆰 ４９±３􀆰 ８５ １５􀆰 ９±３􀆰 ２６
４８ｈ －０􀆰 ７８±２􀆰 ５９ ９􀆰 ７±３􀆰 ５９ ９􀆰 ９２±４􀆰 １７ ３０􀆰 ４±４􀆰 ６１
７２ｈ －２􀆰 ２３±４􀆰 ２８ １８􀆰 ４±２􀆰 １８ ２５􀆰 ６±３􀆰 ４２ ４４􀆰 ９±２􀆰 ５３

图 １　 水蛭提取液对ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ 细胞活性的影响　 Ｆ０ｈ ＝ ２􀆰 ３ꎬ
Ｐ０ｈ>０􀆰 ０５ꎻＦ２４ｈ ＝ ３７􀆰 ７ꎬＰ２４ｈ <０􀆰 ０５ꎻＦ４８ｈ ＝ １２４􀆰 １ꎬＰ４８ｈ <０􀆰 ０１ꎻＦ７２ｈ ＝
９８􀆰 ６ꎬＰ７２ｈ<０􀆰 ０１ ꎮａＰ<０􀆰 ０５ꎬ ｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 同时间 ０Ｕ / ｍＬꎮ

细胞密度为 １×１０６ ｃｅｌｌｓ / ｍＬꎬ２００μＬ / 孔接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小
室中ꎬ分为对照组 (培养基 ＋细胞)ꎬ０􀆰 ０４Ｕ / ｍＬ 实验组

(０􀆰 ０４Ｕ / ｍＬ 的 水 蛭 提 取 液 含 药 培 养 基 ＋ 细 胞 ) 和

０􀆰 ０８Ｕ / ｍＬ实验组(０􀆰 ０８Ｕ / ｍＬ 的水蛭提取液含药培养基＋
细胞)ꎬＴｒａｎｓｗｅｌｌ 下室加入 ６００μＬ 含 １０％血清的培养基ꎬ
细胞培养箱恒温培养 ４８ｈꎮ ＰＢＳ 洗涤ꎬ１００％ 乙醇固定

３０ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ０􀆰 １％结晶紫染色 １５ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗去

多余结晶紫ꎬ于显微镜下对下室细胞进行拍照ꎮ 因穿过细

胞过多无法通过计数获得准确的细胞数故本研究采用间

接计数法ꎬ于 ２４ 孔板中加入 ５００μＬ 含 ０􀆰 ５ｍｇ / ｍＬ ＭＴＴ 的

完全培养基ꎬ将下室置于其中ꎬ３７℃孵育 ４ｈ 后取出ꎬ于孔

板中加入 ５００μＬ ＤＭＳＯꎬ振荡 １０ｍｉｎꎬ取出下室ꎬ将 ２４ 孔板

中的液体吸至 ９６ 孔板中于酶标仪 ５７０ｎｍ 处检测 ＯＤ 值ꎮ
每组重复 ６ 次ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 软件进行统计学分析ꎬ
采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７ 软件制图ꎮ 计量资料均符合正态

分布ꎬ方差齐ꎬ采用均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ多组间比较

采用单因素方差分析ꎬ若差异有统计学意义进一步两两比

较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 认为差异有统计学意义ꎮ
２结果

２􀆰 １不同浓度水蛭提取液对细胞活性的影响　 ＣＣＫ－８ 法

检测水蛭提取液对 ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ 细胞活性(图 １)和增殖

抑制率(表 １)结果显示ꎬ作用 ２４、４８、７２ｈ 时ꎬ０􀆰 ０２Ｕ / ｍＬ 水

蛭提取液组细胞活性与对照组均无明显差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ
且细胞增殖抑制率均为负数ꎬ表明 ０􀆰 ０２Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液

可在一 定 程 度 上 促 进 细 胞 增 殖ꎻ 作 用 ２４ｈ 时ꎬ ０􀆰 ０４、
０􀆰 ０８Ｕ / ｍＬ水蛭提取液组细胞活性与对照组均无明显差异

(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ对细胞增殖具有一定的抑制作用ꎬ但细胞抑制

率较小ꎻ作用 ４８、７２ｈ 时ꎬ０􀆰 ０４、０􀆰 ０８Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液组细

胞活性均较对照组明显降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ且均可抑制细胞

增殖ꎻ作用 ２４、４８、７２ｈ 时ꎬ０􀆰 １６Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液组细胞活

性均较对照组明显降低(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ细胞增殖抑制率分别

为(１５􀆰 ９±３􀆰 ２６)％、(３０􀆰 ４±４􀆰 ６１)％、(４４􀆰 ９±２􀆰 ５３)％ꎬ表明

０􀆰 １６Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液作用 ４８、７２ｈ 时可产生明显的细胞

毒性ꎬ故本研究选择 ０􀆰 ０４、０􀆰 ０８Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液作用 ４８ｈ
为最佳干预条件进行后续实验ꎮ
２􀆰 ２水蛭提取液对细胞周期的影响　 流式细胞技术检测

结果显示ꎬ０􀆰 ０４、０􀆰 ０８Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液处理 ＷＥＲＩ－ＲＢ－１
细胞 ４８ｈꎬ细胞周期主要阻滞在 Ｇ２ / Ｍ 期(图 ２Ａ)ꎬ对照

组、０􀆰 ０４Ｕ / ｍＬ 实验组、０􀆰 ０８Ｕ / ｍＬ 实验组 Ｇ２ / Ｍ 期阳性细

胞率分别为(３􀆰 ００ ± ２􀆰 ３２)％、(１２􀆰 ５９ ± ５􀆰 ３６)％、(１４􀆰 ７９ ±
４􀆰 １２)％ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ ４７６􀆰 ３ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎬ且实

验组 Ｇ２ / Ｍ 期阳性细胞率均明显高于对照组(Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ
表 ２ꎬ图 ２Ｂ)ꎮ
２􀆰 ３水蛭提取液对细胞凋亡的影响　 流式细胞技术检测

结果显示ꎬ０􀆰 ０４、０􀆰 ０８Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液处理 ＷＥＲＩ－ＲＢ－１
细胞 ４８ｈꎬ 细 胞 凋 亡 率 明 显 升 高 ( 图 ３ )ꎮ 对 照 组、
０􀆰 ０４Ｕ / ｍＬ实验组、０􀆰 ０８Ｕ / ｍＬ 实验组细胞凋亡率分别为

(４􀆰 ６４±２􀆰 ５６)％、(３７􀆰 ９１±３􀆰 ４４)％、(３３􀆰 ０５±２􀆰 ２５)％ꎬ差异

有统计学意义(Ｆ ＝ ７９２􀆰 ６ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎬ且实验组细胞凋亡

率均明显高于对照组(Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ表 ３)ꎮ
２􀆰 ４水蛭提取液对细胞侵袭能力的影响 　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭

实验检测结果显示ꎬ０􀆰 ０４、０􀆰 ０８Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液处理

ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ 细胞 ４８ｈꎬ实验组 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室下细胞数明

显少于对照组ꎬ表明实验组细胞侵袭被抑制(图 ４)ꎮ ＭＴＴ
法统计 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 下室细胞数结果显示ꎬ对照组、０􀆰 ０４Ｕ / ｍＬ
实验组、 ０􀆰 ０８Ｕ / ｍＬ 实验组 ＯＤ 值分别为 １􀆰 ２１ ± ４􀆰 ３６、
０􀆰 ４４±２􀆰 ０８、０􀆰 ５３±３􀆰 ４２ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ ２５３７􀆰 ４ꎬ
Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ且实验组 ＯＤ 值均明显低于对照组(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
３讨论

水蛭(ｈｉｒｕｄｅ ｎｉｐｐｏｎｉｃａ ｗｈｉｔｍａｎ)作为一种传统的活血

化瘀类中药ꎬ其用于治疗肿瘤有较悠久的历史ꎮ 虫类药性

喜攻逐走窜ꎬ通经达络ꎬ搜剔疏利ꎬ无处不至ꎬ以治疗诸多

疑难杂症、沉疴痼疾而著称[１１]ꎮ 现代医学研究表明水蛭

主要通过抑制肿瘤细胞增殖、诱导肿瘤细胞凋亡、抑制肿

瘤血管生成、抗血小板聚集和抗凝血作用、提高机体免疫

力、抗肿瘤多药耐药性(ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ＭＤＲ)的途径

发挥其抗肿瘤作用[１２－１３]ꎮ 这为水蛭抗肿瘤的临床应用提

供了理论依据ꎬ也为临床治疗肿瘤提供了新的思路[１４]ꎮ
但是由于水蛭有效成分的多样性和视网膜母细胞瘤发病
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图 ２　 水蛭提取液对ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ 细胞周期的影响　 Ａ:流式细胞仪检测细胞周期结果图(Ａ１:对照组ꎻＡ２:０􀆰 ０４Ｕ / ｍＬ 实验组ꎻＡ３:
０􀆰 ０８Ｕ / ｍＬ 实验组)ꎻＢ:各组 Ｇ０ / Ｇ１、Ｓ、Ｇ２ / Ｍ 期阳性细胞率统计图ꎻａＰ<０􀆰 ０５ꎬｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 对照组ꎮ

图 ３　 流式细胞仪检测水蛭提取液对ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ 细胞凋亡的影响　 Ａ:对照组ꎻＢ:０􀆰 ０４Ｕ / ｍＬ 实验组ꎻＣ:０􀆰 ０８Ｕ / ｍＬ 实验组ꎮ

图 ４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验结果(Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室下细胞ꎬ×２００)　 Ａ:对照组ꎻＢ:０􀆰 ０４Ｕ / ｍＬ 实验组ꎻＣ:０􀆰 ０８Ｕ / ｍＬ 实验组ꎮ

表 ２　 水蛭提取液对细胞周期分布的影响 (􀭰ｘ±ｓꎬ％)
组别 Ｇ０ / Ｇ１ 期 Ｓ 期 Ｇ２ / Ｍ 期

对照组 ５０􀆰 ６４±４􀆰 ０８ ４５􀆰 ３５±５􀆰 ８１ ３􀆰 ００±２􀆰 ３２
０􀆰 ０４Ｕ / ｍＬ 实验组 ５３􀆰 ９９±３􀆰 ４９ ３３􀆰 ４２±４􀆰 ８７ａ １２􀆰 ５９±５􀆰 ３６ｂ

０􀆰 ０８Ｕ / ｍＬ 实验组 ５７􀆰 ４７±４􀆰 ７５ ２７􀆰 ７５±３􀆰 ３７ａ １４􀆰 ７９±４􀆰 １２ｂ

Ｆ ４１ ２７８􀆰 ２ ４７６􀆰 ３
Ｐ >０􀆰 ０５ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１

注:ａＰ<０􀆰 ０５ꎬｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 对照组ꎮ
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表 ３　 水蛭提取液对细胞凋亡的影响 (􀭰ｘ±ｓꎬ％)

组别 正常细胞 凋亡细胞 死亡细胞

对照组 ９４􀆰 ５２±３􀆰 １５ ４􀆰 ６４±２􀆰 ５６ ０􀆰 ８４±２􀆰 ５９
０􀆰 ０４Ｕ / ｍＬ 实验组 ５７􀆰 ８２±２􀆰 ４３ ３７􀆰 ９１±３􀆰 ４４ｂ ２􀆰 ４７±１􀆰 ８７
０􀆰 ０８Ｕ / ｍＬ 实验组 ６０􀆰 ４７±３􀆰 ３１ ３３􀆰 ０５±２􀆰 ２５ｂ ６􀆰 ４８±３􀆰 ２７

Ｆ ８５􀆰 １ ７９２􀆰 ６ ３６５􀆰 ９
Ｐ <０􀆰 ０１ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１

注:ｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 对照组ꎮ

机制的复杂性ꎬ关于水蛭对视网膜母细胞瘤细胞的益处的

研究目前还没有ꎮ 因此ꎬ深入研究水蛭素对视网膜母细胞

瘤的药理作用是十分必要的ꎮ
具有活性的细胞在正常生理条件下能够进行有丝分

裂ꎬ保持一定的细胞增殖状态ꎮ 在受到外界损伤性条件

(如药物、物理刺激)影响时ꎬ可以表现为细胞增殖减慢ꎬ
细胞非正常死亡增多ꎬ细胞形态学发生变化ꎮ 本研究中ꎬ
我们首先采用 ＣＣＫ－８ 法研究药物对细胞活性的影响ꎬ以
此筛选药物最佳干预浓度和时间点ꎮ 该实验方法简单易

行ꎬ实验条件可控性强ꎬ最重要的是无需更换培养液ꎬ适合

ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ 这样的悬浮细胞ꎬ在研究视网膜母细胞瘤的

基础实验方面可以提供良好的、稳定的实验结果ꎮ 分析实

验结果发现ꎬ０􀆰 ０４、０􀆰 ０８Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液干预 ４８ｈ 抑制活

细胞数量效果最佳ꎮ
　 　 ＣＣＫ － ８ 检测结果已经证实水蛭提取液对 ＷＥＲＩ －
ＲＢ－１细胞具有抑制增殖作用ꎬ活细胞数量减少是由于细

胞周期分布阻滞ꎬ还是凋亡数量增加导致ꎬ或是通过其他

的作用机制引起仍需深入研究ꎮ 细胞增殖过程中细胞周

期的调节进展是肿瘤进展、抗肿瘤治疗反应、免疫系统调

节的关键因素[１５－１６]ꎮ 细胞凋亡是一种生理现象ꎬ但在肿

瘤疾病中ꎬ诱导肿瘤细胞凋亡ꎬ是抑制肿瘤的关键[１７]ꎮ 本

研究中ꎬ我们采用流式细胞仪检测药物对细胞周期和凋亡

的影响ꎬ结果显示ꎬ０􀆰 ０４、０􀆰 ０８Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液使细胞周

期主要阻滞在 Ｇ２ / Ｍ(有丝分裂)期ꎬ且均可诱导 ＷＥＲＩ－
ＲＢ－１ 细胞凋亡率上调ꎮ 陶义丰等[１８]研究发现ꎬ水蛭素可

明显抑制鼻咽癌细胞增殖ꎬ该作用可能与水蛭素上调 Ｂａｘ
和 ｐ２１ ｍＲＮＡ 表达有关ꎮ 贺彬等[１９] 研究发现水蛭素和阿

霉素均对人舌鳞癌细胞株 ＴＣＡ８１１３ 具有抑制作用ꎬ水蛭

素的作用机制可能为诱导细胞凋亡并阻滞细胞周期于

Ｇ０ / Ｇ１(合成)期ꎬ水蛭素可增强阿霉素的敏感性ꎬ有助于

阿霉素化疗过程的增效减毒作用ꎮ 本研究发现ꎬ水蛭提取

液使 ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ 细胞周期主要阻滞在 Ｇ２ / Ｍ 期ꎬ这与上

述研究结果不同ꎬ分析其原因ꎬ可能与人视网膜母细胞瘤

细胞自身生物特性有关ꎬ或与抑制凝血酶引起周期细胞活

性改变有关ꎬ也可能与水蛭素与水蛭提取液本身成分不

同ꎬ影响细胞周期的成分靶点不同有关ꎮ 在随后的研究

中ꎬ我们将进一步研究ꎮ
转移是视网膜母细胞瘤最可怕的一面ꎬ肿瘤细胞转移

的可能性取决于其与促进肿瘤细胞生长、存活、血管生成、
侵袭和转移的体内平衡因子之间的相互作用[２０－２１]ꎮ 本研

究采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验检测药物对细胞侵袭能力的影

响ꎬ结果表明药物干预组 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 下室 ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ 细胞

数目均较对照组显著下调ꎮ Ｂｌａｎｋｅｎｓｈｉｐ 等[２２]从吸血水蛭

ｇｈｉｌｉａｎｉｉ 唾液腺中分离得到一种蛋白 Ｇｈｉｌａｎｔｅｎꎬ研究发现

其具有抑制黑色素瘤、乳腺癌、肺癌和前列腺癌转移的作

用ꎬ这与本研究结果相似ꎮ
综上所述ꎬ本研究从细胞生物学角度研究水蛭提取液

对人视网膜母细胞瘤 ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ 细胞的影响ꎬ结果证明

水蛭提取液可有效抑制细胞增殖和侵袭ꎬ并诱导细胞凋

亡ꎮ 水蛭提取液通过对视网膜母细胞瘤 ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ 细

胞活性抑制、周期阻滞、诱导凋亡、抑制侵袭发挥作用ꎬ有
望成为视网膜母细胞瘤的治疗药物ꎮ 然而ꎬ本研究也存在

不足之处ꎬ如药物的剂量效应关系、时间效应关系实验还

不够详细ꎬ未设立阳性常用药物对照组等ꎬ水蛭提取液抑

制视网膜母细胞瘤的分子机制还需深入研究ꎮ
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ｃａｎｃｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ: ｆｒｏｍ ｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ ｔｏ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｐｒａｃｔｉｃｅ. Ｆｒｏｎｔ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ ２０１９ꎻ １０: １６１４
１０ 裴晓华ꎬ 彭艳梅. 中医药治疗恶性肿瘤 ７０ 年. 中国肿瘤外科杂志

２０１９ꎻ １１(５): ３０５－３０８
１１ 黄秋阳ꎬ 冷静ꎬ 甘奇超ꎬ 等.水蛭及其制剂在心脑血管疾病中的应

用. 中成药 ２０１９ꎻ ４１(８): １９１５－１９２０
１２ Ｐｅｎｇ Ｌꎬ Ｐａｎ Ｘꎬ ＹｉｎＧꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎａｔｕｒａｌ ｈｉｒｕｄｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｒａｔ ｆｌａｐ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｂｙ ａｎｔｉ－ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｖｉａ ＰＡＲｓ / ｐ３８ / ＮＦ－κＢ ｐａｔｈｗａｙ. Ｂｉｏｍｅｄ
Ｒｅｓ Ｉｎｔ ２０１５ꎻ２０１５:５９７２６４
１３ 季漪ꎬ 李柳ꎬ吴勉华.水蛭抗肿瘤作用机制研究进展. 中国中医药

信息杂志 ２０１５ꎻ ２２(３): １３１－１３３
１４ Ｄａｉ Ｈꎬ Ｚｅｎｇ Ｗꎬ Ｌｕｏ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ.Ｃ－ＭＥＴ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ
ｍｅｄｉａｔｅｓ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｇｒｏｗｔｈ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＰＫＭ２ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ.
Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｆｕｎｃｔ ２０２０ꎻ３８(２):２０４－２１２
１５ Ｂｅｈｂｅｈａｎｉ ＧＫ. Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｙ ｍａｓｓ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ. Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｌ
Ｂｉｏｌ ２０１８ꎻ １６８６:１０５－１２４
１６ Ｓａｃｈｄｅｖａ ＵＭꎬ Ｏ􀆳Ｂｒｉｅｎ ＪＭ. Ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｐＲｂ: ｔｏｗａｒｄ ｔｈｅ ｎｅｃｅｓｓａｒｙ
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Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２０ꎬ Ｎｏ.１０ Ｏｃｔ. ２０２０　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ. Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔ ２０１２ꎻ
１２２(２): ４２５－４３４
１７ Ｐａｎ ＳＴꎬ Ｌｉ ＺＬꎬ Ｈｅ ＺＸꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｆｏｒ ｔｕｍｏｕｒ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ. Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ ２０１６ꎻ ４３(８):
７２３－７３７
１８ 陶义丰ꎬ 黄玲莎ꎬ 刘东华ꎬ 等. 水蛭素对人鼻咽癌细胞增殖的影

响及机制. 山东医药 ２０１８ꎻ ５８(３３): ４３－４６
１９ 贺彬ꎬ 苏承武ꎬ 蔡捷. 水蛭素联合阿霉素对人舌鳞癌细胞株

ＴＣＡ８１１３ 作用机制的研究. 现代中西医结合杂志 ２０１１ꎻ ２０(１２):

１４４７－１４５０
２０ Ｆｉｄｌｅｒ ＩＪ. Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｃａｎｃｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ: ｔｈｅ ‘ｓｅｅｄ ａｎｄ ｓｏｉｌ’
ｈｙｐｏｔｈｅｓｉｓ ｒｅｖｉｓｉｔｅｄ. Ｊ Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｃａｎｃｅｒ ２００３ꎻ ３(６): ４５３－４５８
２１ Ｔａｌｍａｄｇｅ ＪＥꎬ Ｆｉｄｌｅｒ ＩＪ. ＡＡＣＲ ｃｅｎｔｅｎｎｉａｌ ｓｅｒｉｅｓ: ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ
ｃａｎｃｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ. Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ ２０１０ꎻ ７０(１４): ５６４９－５６６９
２２ Ｂｌａｎｋｅｎｓｈｉｐ ＤＴꎬ Ｂｒａｎｋａｍｐ ＲＧꎬ Ｍａｎｌｅｙ ＧＢꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｇｈｉｌａｎｔｅｎ:ａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｎｔ－ａｎｔｉｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｕｔｈ
ａｍｅｒｉｃａｎ ｌｅｅｃｈ. Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ １９９０ꎻ １６６ ( ３ ):
１３８４－１３８９
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