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摘要 目的 探究红景天苷( SD) 对人肾癌细胞生长、侵袭

和迁移的作用。方法 以 0、2、5、10 μmol /L SD 作用于体外

培养的人肾癌细胞 Ketr-3，利用 CCK-8 法检测培养不同时间

( 0、1、2、3、4 d ) 细胞的增殖情况，用 Transwell 实验检测细

胞侵袭能力，用划痕实验检测细胞迁移能力，用 Western blot

检测 Ki67、血管内皮生长因子( VEGF) 、基质金属酶蛋白-9
( MMP-9) 蛋白表达水平。结果 SD 浓度达到 20 μmol /L 及

以上时，Ketr-3 细胞活性降低; SD ( 2、5、10 μmol /L) 作用 4 d

后，与 Control 组比较，SD ( 2、5、10 μmol /L) 组 Ketr-3 和 Ca-
ki-1 细胞增殖倍数显著降低( P ＜ 0. 01) ，Ki67 的表达水平显

著降低( P ＜ 0. 01) ; SD( 2、5、10 μmol /L) 作用 24 h 后，Ketr-3

和 Caki-1 细胞侵袭能力明显减弱( P ＜ 0. 01) ，与 Control 组相

比，SD( 5、10 μmol /L) 组迁移能力均显著减弱( P ＜ 0. 01 ) ，

VEGF 和 MMP-9 的表达水平显著降低( P ＜ 0. 01 ) 。结论

SD 能够抑制人肾癌细胞 Ketr-3 和 Caki-1 的生长、侵袭和迁

移。
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肾细胞癌是一种起源于肾上皮的癌症，占所有

肾恶性肿瘤的 90% 以上［1］。约 30% 的肾细胞癌患

者在初次诊断中被诊断为癌症晚期，由于其预后差，

60%的患者由于转移性肾细胞癌具有更高的死亡

率，其 5 年生存率低于 10% ［2］。由于肾细胞癌是一

种化疗抵抗性癌症，而手术治疗不能完全清除癌细

胞，且术后复发率达 20%，导致目前肾细胞癌的治

疗效果较差［3］。因此，迫切需要探究新的肾癌治疗

手段。红景天苷( salidroside，SD) 提取于传统中药

红景天，是其重要活性成分之一( 图 1 ) ，具有抗缺

氧、抗疲劳、抗衰老、防辐射以及保护心血管等重要

作用［4］。已有研究［5］表明，SD 具有较强抗癌特性，

其能够抑制肿瘤生长、阻滞细胞周期，在多种癌症中

( 乳腺癌、肺癌、结肠癌、膀胱癌、胶质瘤等) 诱导细

胞凋亡。除了能抑制癌细胞的生长，同样能够抑制

肿瘤转移、减少新生血管的形成［6］。目前 SD 对人

肾细胞癌的研究仅限于细胞增殖，对细胞侵袭和迁

移能力的研究尚未见报道。该研究旨在探究 SD 对

人肾癌细胞 Ketr-3 的生长、侵袭和迁移的影响，为将

SD 开发用于肾癌的治疗提供实验依据。

图 1 SD 结构

1 材料与方法

1． 1 主要试剂 人肾癌细胞株 Ketr-3 和 Caki-1 购

自美国 ATCC 公 司; SD ( 纯 度 ＞ 98% ) 购 自 美 国

MedChemExpress 公司; 胎牛血清和 ＲPMI 1640 细胞

培养 基 购 自 美 国 Cell Signaling Technology 公 司;

CCK8 试剂盒购自日本株式会所; Ki67、血管内皮生

长因子( vascular endothelial growth factor，VEGF) 和

基质金属酶蛋白-9 ( matrix metalloproteinase-9，MMP-
9) 一抗购自美国 Millipore 公司; 二抗购自英国 Ab-
cam 公司; Transwell 小室购自美国 Costar 公司。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 细胞培养 Ketr-3 和 Caki-1 细胞培养在含

有 10%胎牛血清的 ＲPMI 1640 培养基中，在 37 ℃、
5% CO2 恒温细胞培养箱中培养。隔天更换培养

液，0. 25%胰酶溶液消化，以 1 ∶ 2 的比例传代。
1． 2． 2 细胞毒性实验 以 0、0. 05、0. 1、0. 2、0. 5、
1、2、5、10、20、50、100、200、500 μmol /L SD 处理细

胞，每个处理设 6 个复孔。细胞培养 48 h 后，每孔

加入 CCK-8 溶液 10 μl，于 37 ℃、5% CO2 恒温细胞

培养箱中孵育 2 h 后，酶标仪测定其在 450 nm 波长

处的吸光度( absorbance，A) 值。以 0 μmol /L SD 处

理为对照计算细胞活性百分比。
1． 2． 3 实验分组 以 0. 25% 胰酶溶液消化，磷酸
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盐缓冲液( PBS) 洗涤后，以无血清 ＲPMI 1640 培养

基混悬细胞密度为 1 × 106 个 /ml。接种于 96 孔板，

每孔 100 μl，于 5% CO2、37 ℃培养箱中培养 12 h，

根据毒性实验结果将细胞分为 Control 组、SD ( 2
μmol /L) 组、SD ( 5 μmol /L) 组和 SD ( 10 μmol /L)

组，分别加入 SD 0 μmol /L、2 μmol /L、5 μmol /L 和

10 μmol /L 继续培养 24 h，每组 6 个复孔。
1． 2． 4 细胞增殖实验 分别在细胞培养第 0、1、2、
3、4 天，进行 0. 25%胰酶溶液消化，并用酶标仪测定

其在 450 nm 波长处的 A 值。各组比较增殖程度，

以 Ketr-3 组增值的倍数表示。
1． 2． 5 细胞侵袭实验 制备细胞悬液，以 0. 25%
胰酶溶液消化，磷酸盐缓冲液( PBS) 洗涤后，以无血

清 ＲPMI 1640 培养基混悬细胞密度为 1 × 106 个 /
ml。取 2 ml 细胞混悬液加至 Transwell 小室，基于

1． 2． 3 分组，添加 SD。于 37 ℃、5% CO2 的恒温细

胞培养箱中孵育 24 h。取出 Transwell 小室用棉签

小心拭去基质胶及上室细胞，4% 多聚甲醛固定 10
min，结晶紫室温染色 25 min。显微镜下随机选 5 个

视野进行拍照计数，计算平均每个视野的细胞数。
1． 2． 6 细胞划痕实验 用记号笔在 6 孔板背后划

平行的直线。取细胞悬液以 0. 25% 胰酶溶液消化

重悬，接种在培养皿中，且每个加入培养皿内 5 ×
105 个细胞。显微镜观察细胞融合度达到 90% 时，

用枪头比对着直尺，尽量垂直于背后的横线划痕，吸

去培养基，PBS 洗细胞 3 次，加入无血清培养基培

养，基于 1． 2． 3 分组，添加 SD。在 0 h 和 24 h 取样，

拍照记录并进行统计学分析。
1． 2． 7 Western blot 检测蛋白表达 基于 1． 2． 3 分

组及细胞培养。在培养 48 h 后，利用 ＲIPA 裂解液

提取蛋白，用 BCA 蛋白定量试剂盒检测蛋白质浓度

后调平，每组分别取 30 μg 蛋白用 10% SDS-PAGE
分离蛋白并转移蛋白到 PVDF 膜，用 5% 脱脂奶粉

室温封闭 2 h 后，加入适宜浓度一抗于 4 ℃ 封闭过

夜。第 2 天用缓冲液清洗 PVDF 膜 3 次，加入二抗，

室温孵育 1 h 后，加入显色液曝光显影。
1． 3 统计学处理 用 SPSS 17. 0 软件进行统计分

析，对数据进行正态分布和方差齐性检验后，符合条

件者采用单因素方差分析，以 P ＜ 0. 05 为差异有统

计学意义。

2 结果

2． 1 SD 对肾细胞癌细胞活性的影响 CCK8 实验

结果表明，SD 浓度在 0 ～ 10 μmol /L 之间时，Ketr-3

细胞活 性 保 持 在 80% 以 上，当 SD 浓 度 达 到 20
μmol /L 及以上时，Ketr-3 细胞活性降至 80% 以下，

浓度达到 50 μmol /L 及以上时，Caki-1 细胞活性降

至 80% 以下。故选择 0 μmol /L 为对照组，选择 2、
5、10 μmol /L 的 SD 进行后续试验( 图 2) 。

图 2 SD 对 Ketr-3 和 Caki-1 细胞活性的影响

2． 2 SD 对肾细胞癌细胞增殖的影响 与 Control
组比较，各浓度 SD( 2、5、10 μmol /L) 作用于 Ketr-3
和 Caki-1 细胞 0 ～ 3 d，SD( 2、5、10 μmol /L) 组 Ketr-
3 和 Caki-1 细胞增殖倍数差异无统计学意义( P ＞
0. 05) ，作用 4 d 后，SD( 2、5、10 μmol /L) 组 Ketr-3 和

Caki-1 细胞增殖倍数显著低于 Control 组( P ＜ 0. 05，

P ＜ 0. 01) ( 图 3) 。同时与 Control 组比较，SD( 2、5、
10 μmol /L) 组 Ketr-3 和 Caki-1 细胞增殖相关蛋白

Ki67 的表达水平显著降低( P ＜ 0. 01) ，见图 4、表 1、
2。
2． 3 SD 对肾细胞癌细胞体外侵袭的抑制作用 对

4 组实验细胞经过 24 h 侵袭实验，计数后显示，SD
( 2、5、10 μmol /L) 组 Ketr-3 和 Caki-1 细胞侵袭细胞

数均明显低于 Ketr-3 组( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) ，见图

5。
2． 3 SD 对肾细胞癌细胞迁移 能 力 的 影 响 与

Control 组比较，SD( 2 μmol /L) 处理后其创口愈合率

差异无统计学意义( P ＞ 0. 05 ) ，表明 2 μmol /L SD
不能影响 Ketr-3 和 Caki-1 细胞的迁移能力; SD( 5、
10 μmol /L) 组细胞创口愈合率均显著低于 Control
组( P ＜ 0. 01 ) ( 图 6 ) 。同时，与 Control 组比较，SD
( 2、5、10 μmol /L) 组与细胞侵袭和增殖相关蛋白

VEGF 和 MMP-9 的 表 达 水 平 均 显 著 降 低 ( P ＜
0. 01) ，见图 4、表 1、2。

3 讨论

近年来，天然药物因其毒性低、生物活性高而广
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图 3 SD 对 Ketr-3 和 Caki-1 细胞增殖的影响

A: Ketr-3 细胞增殖倍数; B: Caki-1 细胞增殖倍数; 与 Control 组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

表 1 SD 对 Ketr-3 细胞 Ki67、VEGF 和 MMP-9 表达的影响( n = 6，珋x ± s)

蛋白 Control 组 SD ( 2 μmol /L) 组 SD ( 5 μmol /L) 组 SD ( 10 μmol /L) 组

Ki67 0． 64 ± 0． 06 0． 45 ± 0． 06＊＊ 0． 31 ± 0． 04＊＊ 0． 25 ± 0． 04＊＊

VEGF 0． 72 ± 0． 03 0． 60 ± 0． 04＊＊ 0． 48 ± 0． 04＊＊ 0． 34 ± 0． 03＊＊

MMP-2 0． 75 ± 0． 04 0． 58 ± 0． 03＊＊ 0． 41 ± 0． 03＊＊ 0． 35 ± 0． 02＊＊

与 Control 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

表 2 SD 对 Caki-1 细胞 Ki67、VEGF 和 MMP-9 表达的影响( 珋x ± s)

蛋白 Control 组 SD ( 2 μmol /L) 组 SD ( 5 μmol /L) 组 SD ( 10 μmol /L) 组

Ki67 0． 65 ± 0． 06 0． 43 ± 0． 06＊＊ 0． 31 ± 0． 05＊＊ 0． 19 ± 0． 03＊＊

VEGF 0． 72 ± 0． 08 0． 55 ± 0． 05＊＊ 0． 41 ± 0． 04＊＊ 0． 26 ± 0． 04＊＊

MMP-2 0． 69 ± 0． 06 0． 54 ± 0． 03＊＊ 0． 37 ± 0． 06＊＊ 0． 22 ± 0． 03＊＊

与 Control 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 4 SD 对肾细胞癌细胞中 Ki67、VEGF、MMP-9 表达的影响

A: Ketr-3 细胞 Ki67、VEGF、MMP-9 的蛋白表达情况; B: Caki-1

细胞 Ki67、VEGF、MMP-9 的 蛋 白 表 达 情 况; 1: Control 组; 2: SD ( 2

μmol /L) 组; 3: SD( 5 μmol /L) 组; 4: SD( 10 μmol /L) 组

泛应用于临床和医学研究。红景天是我国传统中药

材，SD 是从红景天中提取的活性物质，在众多体内

和体外实验研究中，都起到多种药理作用，如抗氧

化、抗炎、抗病毒、抗癌及细胞凋亡等［4］。本研究通

过 CCK-8 实验证实，0. 05 ～ 500 μmol /L SD 能够制

人肾癌细胞 Ketr-3 和 Caki-1 的细胞活性。本研究

选择 2、5、10 μmol /L 3 个浓度进行后续试验。
抑制肿瘤细胞的生长是防治肿瘤恶化的最主要

的目标，异常的细胞增殖是癌症发展的标志。研

究［7］表明，SD( 10、20、50 μg /ml) 能够显著抑制人结

肠癌细胞 SW1116 的增殖。本文结果显示，SD 能够

明显抑制人肾癌细胞和 Caki-1 的增殖，且抑制作用

呈现时间和浓度依赖性。Lv et al［8］研究发现，SD
( 20、40、60、80 μmol /L ) 能 够 显 抑 制 人 肾 癌 细 胞

A498 和 786-0 的增殖，本实验研究结果与之一致。
Ki67 是存在于增殖细胞核中的一种非组蛋白性核

蛋白。研究［9］证实，Ki67 能够定义细胞增殖状态并

且是肾细胞癌预后标志物，高水平 Ki67 能够反映高

的细胞增殖情况，与多种恶性肿瘤的发展、转移相

关。本 实 验 显 示 ，SD能 够 显 著 降 低 人 肾 癌 细 胞
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图 5 SD 对 Ketr-3 和 Caki-1 细胞侵袭能力的影响 × 400

A: Ketr-3 细胞侵袭情况; B: Caki-1 细胞侵袭情况; 1: Control 组; 2: SD( 2 μmol /L) 组; 3: SD( 5 μmol /L) 组; 4: SD( 10 μmol /L) 组; 与 Control 组

比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

图 6 SD 对 Ketr-3 和 Caki-1 细胞迁移能力的影响 × 200

A: Ketr-3 细胞迁移情况; B: Caki-1 细胞迁移情况; 1: Control 组; 2: SD( 2 μmol /L) 组; 3: SD( 5 μmol /L) 组; 4: SD( 10 μmol /L) 组; 与 Control 组

比较: ＊＊P ＜ 0. 01

Ketr-3 和 Caki-1 中 Ki67 的蛋白表达水平，说明 SD
能够抑制 Ketr-3 细胞的增殖，这与本实验细胞增殖

结果相呼应。
Transwell 侵袭实验结果表明，SD 能显著减弱人

肾癌细胞 Ketr-3 和 Caki-1 的体外侵袭能力。划痕

实验结果显示，SD 能够显著减弱人肾癌细胞 Ketr-3
和 Caki-1 的体外迁移能力。研究［10］显示，肿瘤的生

长、侵袭和迁移与癌症的转移有关。Sun et al［11］研

究发现，SD 能够抑制人纤维肉瘤细胞 HT1080 的增

殖，并且减弱其侵袭和迁移能力。肿瘤细胞的侵袭

和迁移能力是多步骤、多因素的复杂过程。基质金

属蛋白酶在肿瘤细胞的侵袭、迁移过程中都起到关

键作用［12］，主要通过降解基底膜以及其他细胞外基

质成分促 进 癌 细 胞 的 侵 袭 和 迁 移［11］。MMP-9 是

MMPs 家族中的 IV 型胶原蛋白酶，对恶性肿瘤的侵

袭和迁移起着重要作用。Sun et al［11］研究发现，SD
处理能够降低人纤维肉瘤细胞 HT1080 的 MMP-9
的活性。VEGF 被称为血管通透因子，其能够提高

血管的通透性，为肿瘤的浸润及转移提供合适的基

础［12］。Bhattacharya et al［13］在结直肠癌细胞研究中
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发现，siＲNAs 对 VEGF 的消耗显著减弱了结直肠癌

细胞的迁移和侵袭能力。Sun et al［7］研究发现，SD
( 10、20、50 μg /ml) 处理人结肠癌细胞 SW1116 能显

著下调 VEGF 的表达。本实验结果显示，SD 能够显

著抑制人 肾 癌 细 胞 Ketr-3 和 Caki-1 中 MMP-9 和

VEGF 蛋白的表达，提示 SD 可能通过抑制 MMP-9
和 VEGF 的蛋白表达，减弱人肾癌细胞 Ketr-3 和 Ca-
ki-1 的侵袭和迁移能力。
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Effects of salidroside on cell growth，invasion and migration
in human renal cell carcinoma cells

Zhao Wei，Wang Yan，He Tao，et al
( Dept of Urology Surgery，The Third Affiliated Hospital of Zunyi Medical College，

First People’s Hospital of Zunyi，Zunyi 563000)

Abstract Objective To investigate the effects of salidroside ( SD) on cell growth，invasion and migration in hu-
man renal cell carcinoma cells． Methods After treated with 0，2，5，10 μmol /L SD for 0，1，2，3，4 days，the
rate of cell growth was detected by CCK-8 assay． Transwell assay was used to investigate the effects of SD on cell
invasion． Wound healing assay was used to investigate the effects of SD on cell migration． The effects of SD on pro-
tein expressions of Ki67，VEGF，MMP-9 were determined by Western blot assay． Ｒesults After treated with SD
( ＞ 20 μmol /L) ，cell viability was declined compared with Control group． After treated with SD ( 2，5，10 μmol /
L) for 4 days，cell growth ( folds) of Ketr-3 and Caki-1 cells was decreased significantly compared with group Con-
trol( P ＜ 0. 01) ． Protein expression of Ki67 was decreased significantly compared with Control group( P ＜ 0. 01) ．
After treated with SD ( 2，5，10 μmol /L) for 24 h，the ability of cell invasion of Ketr-3 and Caki-1 cells was weak-
ened ( P ＜ 0. 01) ． Compared with Control group，the ability of migration in SD ( 5，10 μmol /L) group were de-
creased significantly ( P ＜ 0. 01) ． Protein expressions of VEGF and MMP-9 were decreased significantly compared
with Control group ( P ＜ 0. 01) ． Conclusion Salidroside can inhibit cell growth，invasion and migration in human
renal cell carcinoma Ketr-3 and Caki-1 cells．
Key words salidroside; human renal cell carcinoma cell; proliferation; invasion; migration
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