
细胞生物学杂志 Chines巳 Journal of Cell Biology 2005, 27: 445-450 http://www .cjcb.org 

金雀异黄素对不同淋巴转移能力的小鼠肝癌

细胞株的抑制作用

阮妹琴李继承*

(浙江大学细胞生物学研究所，杭州 310031)

摘要 MTT法检测大豆提取物全雀异黄素(genistein ， Gen)对不同淋巳转移能力的腹水型小

鼠肝癌细胞株HepA-H和 HepA-L的生长抑制作用。应用电镜观察细胞形态和流式细胞术检测细胞

凋亡。将 HepA-H和 HepA-L接种NIH 小鼠，制备荷瘤动物模型， Gen腹腔给药后第 14天取淋巳结

观察，并计算转移率。 TUNEL 法检测淋巳结凋亡细胞，并计算凋亡指数。实验发现: (I)Gen 对两

林细胞均具有良好的生长抑制作用，且对 HepA-H 的抑和j优于 HepA-L; (2)Gen在体外诱导两株细

胞发生凋亡，且HepA-H 的凋亡率高于 HepA-L，并呈量效关系; (3)Gen抑制荷瘤动物肿瘤生长和

肿瘤淋巳转移，且对HepA-H 的抑制强于 HepA-L，实验纽H的凋亡指数(3.87%)也显著高于实验纽

L( 1.69%)。故研究认为 Gen显著抑制 HepA-H 和 HepA-L肝癌细胞淋巳转移的作用机制，可能与诱

导细胞凋亡有关，对高淋巳转移细胞的抑制作用强于低淋巳转移细胞，提示 Gen 抗肿瘤作用具有

一定的选择性。

关键词 金雀异黄素:肿瘤;淋巴转移;调亡

金雀异黄素(genistein ， Gen) ，即 5 ，7 ，4'-主程

基异黄酬，主要来自于大豆类食物，是大豆异黄酣

类化合物的主要成分。研究资料显示， Gen 对多种

不同来源的肿瘤具有较好的防治作用 [1]。肿瘤细胞

转移是肿瘤治疗中最大的难题，而淋巴转移是肿瘤

最常见转移途径。 Schleicher 等[2]和 Hillman 等[3]在各

自的研究中均观察到 Gen 能抑制癌细胞淋巴结转

移，但并未解释其原因。且以前均未报道 Gen 对同

一来源但不同转移能力肿瘤细胞的研究。本实验采

用的高淋巴转移细胞株HepA-H和低淋巴转移细胞株

HepA-L，是本所对小鼠肝癌 HepA 腹水瘤细胞进行

单细胞分离(克隆)培养和局部淋巴结转移筛选而建

立。该 HepA-H 和 HepA-L 细胞株，在生长、游走

和贴壁能力等生物学特性方面具有明显的差异，是

研究肿瘤淋巴转移的有力工具[4] 0 本文研究 Gen 抑

制不同淋巴转移能力的肿瘤，探讨其机制，为 Gen

对肿瘤的预防和治疗，提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂 Gen 购自陕西慧科植物开发有限公

司，纯度为 98.2% ，用二甲基亚枫(DMSO)溶解配

制成 20 mg/ml 储备液，用培养液稀释至所需浓

度， DMSO 在各组培养液中的终浓度均为 0.1% 。

四甲基 l哇氨蓝(MTT)为上海生工生物工程公司产

品。 RPMI1 640 培养基为 Gibco BRL 公司生产。小

牛血清为杭州四季青生物工程研究所产品。腆化口tt

院(PI)购自北京鼎国生物试剂公司。细胞凋亡检测

试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司。

1.1.2 细胞株 腹水型小鼠肝癌细胞株HepA-H和

HepA-L ，为浙江大学细胞生物学研究所建立，并

保存[4] 。

1.1. 3 动物 成年健康雌性 NIH 小鼠，体重 18-

22 g ，由浙江大学实验动物中心提供。

1.2 方法

1.2.1 MTT 实验 取对数生长期细胞接种于96孔

板，每孔 100μ1，密度为 1 X 10 5 个 Iml。加入不

同浓度的 Gen，使其在细胞培养子L中的终浓度分别

为 20 mg/L 、 50 mg/L 和 100 mg/L ， 每个浓度及对

照组均设 6 个复孔，以加有细胞而不含药物的培养

液孔(含 O.I%DMSO)为对照孔，与实验孔平行设不
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加细胞和药物，而只加培养液(含 0.1%DMSO)为空

白孔。在 37 oc 、 5%C02，饱和湿度的培养箱中，

培养 48 h 后，分别取出培养板，弃上清液:每孔

加入浓度为 5 mg/ml 的 20μ1 MTT，继续培养 4 h , 

弃上清液:每孔加 100μ1 DMSO 细胞榕解液，震

荡 15 min，完全显色后，用 Clinibio 公司 128-C 酶

联免疫检测仪测定各孔的 A 值，波长 492 nm，并

按下列公式计算细胞生长抑制率。

细胞生长抑制率(%)=0 实验组A 值/对照组

A{直) X 100% 

1.2.2 细胞形态学观察 取对数生长期细胞与Gen

(50 mg/L)共培养 48 h 后，收集细胞，按扫描电镜

及透射电镜标本制样要求取材，常规制样，用

CAMBRIDGE STEREOSCAN 260扫描电子显微镜和

PHILIPS TECN AI 10 透射电子显微镜观察和摄影。

1.2.3 细胞周期时相中 DNA含量测定 取对数生

长期细胞，以 105 个 Iml 密度接种于 50 ml 培养瓶中

培养，加入 Gen，终浓度为 20 mg/L 、 50 mg/L 和

100 mg/L ， 作用 48 h , PBS 洗涤， 4 oC 70% 乙醇

固定 20 min , PBS 洗涤， PI( 内含 RNAse)染色 1 h, 

过 400 目筛网， LSR 流式细胞仪测定(B-D 公司) , 

激发波长 488 nmo 

1.2.4 动物实验分组及荷瘤动物模型的建立 清

洁级 NIH 小鼠 48 只，随机分为对照组 H、实验组

H(高淋巴转移)和对照组 L、实验组 L(低淋巳转

移)，每组 12 只。 Gen 以 2% 卵磷脂泪悬，于接种

肿瘤细胞前一天小鼠腹腔给药，剂量为每天 200

mgl峙，共 14 天，两对照组用等量生理盐水腹腔注

射。以 HepA-H 和 HepA-L 细胞株，小鼠腹腔传代。

取腹腔接种 7 天的瘤性腹水，用 D-Hanks 液洗涤 2

次，细胞密度调至 1 X 108 个 Iml ， 给药第 2 天接种

在小鼠左侧足垫内，制作荷瘤动物模型。给药后第

7天和第 14天，同一实验者用游标卡尺测量小鼠足垫

肿瘤直径、横径和厚度(活体)。

肿瘤体积=(直径×横径×厚度)Xπ16

给药后第 14 天处死小鼠，取同侧腼窝淋巴结，常

规石蜡切片， HE 染色，光镜观察，并计算腼窝肿

瘤转移率，同时用 TUNEL(terminal deoxynucleotidyl 

transferase dUTP nick end labeling)法检测凋亡细胞。

1.2.5 TUNEL法检测细胞凋亡 按细胞凋亡检测

试剂盒说明操作。光镜观察，调亡细胞核染色呈棕

黄色。在 5 个高倍视野记数 1000 个肿瘤细胞中的阳

性细胞，每个视野细胞凋亡指数(apoptosis index , 

AI)按以下公式计算:

AI=TUNEL 阳性细胞数/检测的总细胞数×

100%(Al<1.5% 属低调亡指数， AI 二三1.5% 属高调

亡指数)。

1.2.6 统计学方法 实验数据以王:t s 表示，用

SPSS 1 1. 5 统计软件对实验数据进行统计分析，根

据统计对象的特征选择统计右法。具有正态分布和

方差齐性特征的数据组，进行方差分析(多组均数

的两两比较用 LSD-t 检验)，其余进行秩和检验，率

的比较用 χ2 检验 ， P<0.05 为有显著性差异。

2 结果

2.1 Gen 对 HepA-H 和 HepA-L 的生长抑制作用

Gen对HepA-H和 Hep-L均具有较强的生长抑制

作用，呈量效关系(P<0.05) 0 Gen 对 HepA-H 抑制

作用强于 HepA-L(图 1) 。

2.2 Gen 对 HepA-H 和 HepA-L ì.用亡的诱导作用

2.2.1 电镜下细胞形态的改变 正常对照的HepA­

H 比 HepA-L 细胞表面具有里乍富的做绒[;(罔 2A ，

图 2B) 。在 50 mg/L Gen 作用 48 h 后，两株细胞

均发生收缩，微绒毛显著减少甚至消失，扫描电镜

F可见细胞膜表面有泡状突起，并可见分离出的调

亡小体(图 2C) 。透射电镜 F可见细胞膜完整，胞

浆空泡化，核缩小变形，染色质国缩，常聚集于

核膜(图 2D) 。

2工2 细胞周期时相中 DNA含量变化 HepA-H 

和 HepA-L 凋亡率与 Gen 呈量效关系(P<O.OI)(表 1) ，

HepA-H 细胞的凋亡率明显高于 HepA-L 细胞(P < 

0.01) , 100 mg/L 作用 48 h 后， HepA-H 的凋亡率

达到 7.19% ，而 HepA-L 的凋亡率仅为1.86% ，但

细胞周期改变不明显。

2.3 Gen 在体内抑制 HepA-H 和 HepA-L 肝癌细

胞淋巴转移的作用

2.3.1 Gen对小鼠肿瘤体积的影响 实验第 7 天，

100 , • HepA-H 
90f I 口 HepA-L

80 
~ 70 
至 60
草 5。
这 40

30 
20 

。 20 
AV AU 1 

50 
Gen (mg/L) 

图 1 Gen对 HepA-H 和 HepA-L增殖的抑制作用
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图 2 电镜下的细胞形态

(A) 11>,:,\ HepA-H 细胞， SEM ， 6290 x , (B) Il:前日epA-L 细胞， SEM , 5950 x , (C)50 mg/L Gen 处J型 48 h 日， ì],\J 1 、 IJ、休形 )J且 (;~ì H)r 1);) , 

SEM , 6630 x; (D)刊 mg/L Gen 处 JIJ1 48 h]口，细胞染巳l员国衔，细胞表内做绒毛消失， TEM , 3700 X 。

表 1 HepA-H和 HepA-L细胞经不同浓度 Gen作用 48b后的

流式细胞术分析结果(%)

Gen(mg/L) G LJ, 

0.00 H 

L 

20.0 H 

L 

50.0 H 

L 

100.00 H 

L 

27.19 

16.98 

32.09 

11.48 

32.11 

31.56 

36.61 

34.54 

S G, jjIJT:-~二(%)

43.78 29.03 0.00 

53.14 29.88 。 .00

42 .49 25 .42 2.04 

60.35 28.17 1. 19 

42.67 25.23 2 .4 1 

36.65 3 l.79 l. 28 

38.53 24.87 7.19 

46.70 18.75 l. 86 

表 2 Gen 对腼窝淋巴结转移率的影响

))-~II 

1、lJ!U 纠 lH

实!快纠I. H

J(-J)j(( 纠 IL

'0~*H'11 L 

IJI叫肉， l林巴士7l转移

11 /1 2 

3/1 2 

3/1 2 

1112 

转移率(%)

9 l. 67 

25.00 

25.00 

8.33 

实ÌY;:~细 H !j X才!甘、组 H 比较，肿瘤体积有思若性差异

(P<O.05) 。第 14 天两实验组与各自的对照组比较，

均有显著t'l:开异(实验组 HP<O.Ol ， 实验组 LP<O.O日，

H伞 Gen 对实!tl~H H 肿咱体积的抑制作用大f实验组

L( I~ 3) 。

2.3.2 Gen 对小鼠Bl11 窝林巳结转移的影口向 l可实

验细的 )J[lj ~5-;J淋巳结肿咱转移卒，比对照组明显降

低，有、BJ阜问:羌异 (P<O.O l)(表匀，且 Gen 抑制实

验WH 淋U转移的能力强于实验组 L

450 
.;{、J )K\自 IH

400 图实!)(v.纠 IH

.x、J)!(("'IIL
350 口实'J(，)九 IL

300 

EE 250 

主奇去 200 
古军
fE EF l50 

100 

50 

。
7 大 14)( 

图 3 Gen 对肿瘤体积的影响

细胞淋巴结转移 H才，且同形或多边形，体和(较大，

大小较一致，旦片状生长(1剖 4A); 在实~7.细，打转

移的淋巳结IIJ 见肿脑细胞缩小， lE 刚形或卵圆形，

核浓缩，世巢状或散tt='t长( I刽 4B) 。

2.3 .4 细胞凋亡的原位检测 光镜下 11J 见对照、封1

月中暗细胞回形且正多边形，体和(较大，胞浆丰富，核

大，核鲜见棕黄色，细胞皇片状~I: 长(国 5A); 实验

组口l 见大量调亡细胞旱因形或卵 IU11形，有的 51板块

状或月牙状，胞核浓缩， i11 棕黄色，细胞周边无

炎性反应，散在分布或成放分有í(1到 5B) 。

两实验组细胞jmj 亡指数明显高于各自的对!在:、组

2.3.3 月IJI 窝淋巳结一般形态学观察 对j苦、细肿瘤 (图 6) ， bl具有显著性差异(P<O.O 1) ，实验组 H 惆
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(A) 

. jj}f':i~ 论文.

图 4 HepA-H 细胞发生捆窝淋巴结转移(HE 染色， 200 X) 

(A)刑 'j宙细胞甲片状生 1((箭头所不);但)经 Gen 作用后、 HepA-H 细胞发生的脑窝淋巴约转移，肿瘤细胞缩小，染包J反 li'的0. 发斗:转移的细胞

数较少且分 11)( 斗牛长(箭头所指 /'i 散在的肿瘤细胞)。

(A) 
B 

图 5 TUNEL5去检测腼窝淋巴结(400 X) 

(A)肿瘤细胞剧形土l且多.ìll斤;;.，体积较大，胞浆丰富，核大，校鲜见棕1!{巴，细胞旦片状 '1. l之(箭头所指 J'i 11中仰纠1111包) ; 而 )TUNEL ìJ;丰台 ìVW

G 巳 n 竹用}r:;的 Mw肖淋巴古'i ， ì)古~ ìL 细胞胞核 J，J 棕黄色，染色质同缩't:'分散 IJX 族:识分有i( 箭头所拍 JJ 发生 )!iJ( 的 )J中 :J\y{ 细胞)

4.5 

4.0 

~ 3.5 

三 3.0
<
运 2.5

丑;:; 2.0 

~ 1.5 

1.0 

0.5 

。 对J!司纠I.H "j:址:纠H ;<J!!在 tllL 实'l:if!LL

图 6 TUNEL 法检测 Gen 作用的肿瘤细胞凋亡指数

亡指数自'JT实验细 L(P<O.Ol) 。

3 讨论

Gen 赴大豆异黄闸的主要成分，具有较强的生

物活性。以往的体外癌细胞培养研究证实， Gen 对

乳牒癌、胃癌、月1 店、白血病及其他 A些癌细胞

系的生长、增殖具有拍i制作用。 JJ~布的 i;)J~切实验资

料显辰，以含 Gen 的饲料喂养动物， IIJ 降低乳腺

癌、前列腺癌、结)J和自、肝睛、皮肤附和l 胃癌甘宁

肿瘤的发生率，延长肿瘤的潜伏期，减少INl峭的发

生。本研究也观察到 Gen 对体外生长的 HepA-H 平11

HepA-L 细胞系均具有明显的拥制作用(P<O.OI) ， M 
量效关系。动物实验也发现，用 Gen 腹腔给药的实

验组小鼠肿瘤体积较对照组 Iljj 显减小 (P<O.O 1) 。

Gen 抑制肿瘤转移是其抗捕机制之 [51。在肿

瘤组织巾，肿础细胞也同时在在增娟和I ìJ司亡状态，

目前认为细胞调亡与转移抑制密切相关[6.71 ，细胞问

亡作为一种重要的位点控制机制参与肿瘤转移过科

中的瘤细胞脱离国发瘤，逃出免疫细胞示;但，]&:!-t远

隔脏器的细胞积累等步骤，抑制问亡的作用可迦过

阻止细胞在~I:锚着状态 F调亡 IITJ促进转移l8] ，反之

亦然。故诱导转移过料中的肿fti细胞调亡，从而抑
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制肿瘤转移具有可行性。 Buchler 等[9]的研究表明，

Gen 在体外叮诱导各膜腺癌细胞株的凋亡，在体内能

有效提高膜腺癌荷瘤小鼠的生存率，几乎完全抑制

肿恼转移，并诱导月亮腺癌细胞发生凋亡，提示 Gen

抑制肿瘤转移的作用，可能与其能诱导肿瘤细胞发

生饲亡有关。本研究采用的细胞株HepA-H和 HepA­

L 是专 4的淋巴道转移细胞，具有不同的转移能

力。本实验从细胞形态学观察和细胞周期时相中

DNA 定量分析，证实了 Gen 在体外对 HepA-H 和

HepA-L均具有屑导凋亡的作用。电镜下可观察到典

型的调亡细胞特征，如凋亡小体出现，染色质边集

等。流式细胞术对细胞周期时相中 DNA含量的检测

结果也提辰， Gen 能诱导 HepA-H 和 HepA-L 细胞凋

亡，且随浓度加大，凋亡率升高。故 Gen诱导 HepA­

H和 HepA-L细胞凋亡，可能是其抑制肿瘤转移的原

因之一。

对多数癌症而言，肿瘤细胞通过淋巴转移是肿

瘤扩散的最常见途径之一，肿瘤细胞经各级淋巴结

向远隔器官转移，淋巴结是肿瘤淋巴转移过程中的

"中转站"，如果能诱导淋巴结里肿瘤细胞的调

亡，减少肿瘤细胞在淋巴结的累积，就可能抑制远

隔器官转移瘤的发生，但以往对药物抑制肿瘤淋巴

转移的研究甚少。 Schleicher 等[2]通过 Gen 体内抑制

移植性小鼠附属性腺瘤 K1 的研究，发现 Gen 能抑制

K1 细胞的多部位淋巴结转移。 Hillman 等[3]研究认

为， Gen 能增强放射疗法对前列腺癌的治疗作用，

并抑制癌细胞淋巴结转移。但均未进一步探讨 Gen

抑制肿瘤细胞淋巴转移的机制。本研究以 HepA-H 和

HepA-L 细胞建立荷瘤动物模型，研究 Gen 抑制

HepA-H 和 HepA-L 细胞淋巳转移的作用，两实验组

肿瘤腼窝淋巳结转移率明显降低。我们的实验指

出， Gen 可有效抑制肿瘤的生长和淋巳转移。同时，

进 A步拍g，J 了 Gen 的作用机制，实验用 TUNEL 法

检测捆窝淋巳结肿瘤细胞凋亡，两实验组凋亡指数

明显高于对照组， 且伞具有显著性差异(P<O.Ol) ， 表

明 Gen 能诱导淋巴结内的肿瘤细胞凋亡。

目前在脑星形母细胞瘤、膀脱癌、乳腺癌和

食管癌研究中，观察到肿瘤的凋亡指数和增殖指数

与肿瘤的恶性程度呈正比， 且增殖大于凋亡，故肿

瘤细胞表现出较强的增殖能力 [10]0 Gen 如果能够改

变肿瘤细胞原有的增殖大于凋亡的相对平衡，使调

亡增加的程度大于增殖，就可能抑制肿瘤细胞的生

长。本研究中发现 Gen对高淋巴转移的 HepA-H 细胞

株抑制增殖和诱导凋亡的能力均强于低淋巴转移的

HepA-L 细胞株。用 50 mg/L Gen 作用 48 h , HepA-H 

和 HepA-L 的抑制率分别为 50.70% 和 35.159毛，凋亡

率分别为 2.4 19毛和1.28%。在小鼠肿瘤模型中， Gen 

给药后第 14 天，对照组 H和实验组 H 的肿瘤体积分

别为(394.63 士 89.77) mm3 和(1 22.53 ::l::: 22.73) mm3 , 

淋巴结转移率分别为 9 1. 679毛和 25.00%; 对照 L 组

和实验L组的肿瘤体积分别为(188 .43 士 68.74) mm3 

和(73.72 ::l::: 49.18)mm3，淋巴结转移率仅为 25.00%

和 8.339奋。 TUNEL 法也检测到实验 H 组的凋亡指数

为 3.879毛，实验 L 组为1.69%。实验结果表明， Gen 

诱导淋巴结内肿瘤细胞凋亡的作用对高转移肿瘤细胞

更敏感。对此，作者认为， Gen 可能是分别作用于

HepA-H 和 HepA-L 细胞的不同靶点，通过不同的信

号转导途径或凋亡相关基因(或抑癌基因)，激活

两株细胞各自的内在调亡机制Illl，最终导致高转移

肿瘤细胞的增殖/凋亡〈低转移细胞的增殖/凋亡，表

现为对高转移的 HepA-H 细胞的作用更为明显。但

尚有待实验进一步证实。

本研究发现 Gen 在体外能通过诱导不同转移能

力的 HepA-H 和 HepA-L 细胞凋亡，而抑制其增殖，

在体内能抑制这两株细胞的淋巴转移，并能诱导淋

巴结内的肿瘤细胞凋亡。故 Gen 诱导肿瘤细胞的凋

亡，可能与抑制肿瘤淋巴转移有关。且 Gen 对高转

移的HepA-H细胞的抑制作用强于HepA-L.提示Gen

抗肿瘤作用具有一定的选择性。本研究为 Gen 治疗

肿瘤提供了一条新的思路。
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450 ·研究论文-

Effeds of Genistein on the Proliferation and Metastasis of 岛lurine

Hepatocarcinoma Cell Line with Different 

L ymphatic Metastatic Potential 

Shu-Qin Ruan, Ji-Cheng Li* 
(/nstitute ofCell Biology, Zhejiang University, Hangzhou 310031 , China ) 

Abstract In vitro, the inhibitory effects of genistein (Gen) on the growth of murine hepatocarcinoma cell 

lines with different lymphatic potential, HepA-H and HepA-L cells, were evaluated by MTT assay. Gen-inducing 

apoptosis was observed by scanning electron microscopy (SEM) ,transmission electron microscopy (TEM) and 

flow cytometry (FCM). In vivo, Gen was administered at the concentration of 200 mg/(kg.d)-l by intraperitoneal 

injection daily from the day before HepA-H and HepA-L were injected subcutaneously to foot pad of NIH mice. The 

popliteallymph nodes were taken and the metastatic rates were calculated after Gen treatment for 14 days. The 

apoptosis was checked by using TUNEL method. The results showed that in vitro , Gen exhibited antiproliferative 

activity. The proliferation inhibition rate of Gen on HepA-H was higher than that on HepA-L. The apoptotic rates 

induced by Gen were on dosage dependent by using FCM, and the apoptotic rates of HepA-H was higher than that 

of HepA-L. In vivo , Gen could inhibit the metastasis of tumor cells and reduce the volume of tumor. The prohibition 

of Gen on the tumor of HepA-H was be忧.er than that on the tumor of HepA-L.AI of tumor come from HepA-H (3.87%) 

was higher than that from HepA-L(1 .69%). In conclusion, Gen has a remarkable antitumor activity and could inhibit 

the tumor cells from invading into lymphtic vessels, especially. The inhibition of Gen on HepA-H is better than that 

on HepA-L. The antitumor effect of Gen is relative to the induction of tumor cell apoptosis and the therapy of Gen 

on tumor has selectivity. 

Key words genistein; tumor; lymphatic metastasis; apoptosis 
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