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　 　 ［摘要］ 　目的 　研究杨梅酮体内外对人肾癌 ACHN 细胞株转移的影响 。方法 　体外实验应用不同浓度的杨梅酮（２５ 、

５０ 、１００ μmol／L）刺激 ACHN 细胞后 ，采用 CCK唱８实验 、划痕实验和 T ranswell实验检测杨梅酮对于细胞活力 、迁移和侵袭能

力的影响 。体内实验 ，首先通过尾静脉注射 ACHN 细胞建立肾癌肺转移模型 ，然后通过腹腔注射杨梅酮（１５ mg／kg） ，６周后

观察肾癌肺微转移灶评估杨梅酮对肾癌转移的影响 。结果 　 CCK唱８实验显示 ，与对照组相比 ，当杨梅酮浓度达到 ５０ μmol／L
作用 ２４ h后 ，能够显著降低细胞活性（P＝ ０ ．０１９） ，并且随着药物浓度增加或作用时间延长抑制效应会更加显著 。划痕实验和

T ranswell侵袭实验显示杨梅酮能显著抑制 ACHN细胞的迁移和侵袭能力 ，并呈药物浓度依赖特性 。体内实验也证实 ，与对

照组相比 ，腹腔注射杨梅酮可显著减少肾癌肺微转移灶的数目 。结论 　杨梅酮能够有效地抑制肾癌 ACHN细胞的活力 、迁移

和侵袭能力 ，具有潜在的应用于肾癌治疗的价值 。
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Inhibitory effect of myricetin on the metastasis of human renal cell carcinoma
TAN Haisong１ ，YE Chen２ ，WU Dengshuang１ ，BAO Yi１ ，LIU Bing１ ，HE Yi３ ，WANG Linhui１ （１ ．Department of Urology ，
Changzheng Hospital ，Second Military Medical University ，Shanghai ２００００３ ，China ；２ ．Department of Urology ，Changhai
Hospital ，Second Military Medical University ，Shanghai ２００４３３ ，China ；３ ．Department of Urology ，Jiaxing First Hospital ，
Jiaxing ３１４０００ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To evaluate the role of myricetin in the metastasis of human renal cancer ACHN cells both in v itro
and in v ivo ．Methods 　 With different concentration of myricetin （２５ ，５０ ，１００ μmol／L） acting on ACHN cells ，the cell viabili唱
ty ，migration and invasion were respectively measured with CCK唱８ assay ，wound healing migration assay and Transwell inva唱
sion assay in v itro ．A lung metastatic model for human renal cell carcinoma was developed by tail vein injection with ACHN
cells ．The effect of myricetin on the metastasis of renal cell carcinoma was explored by intraperitoneal injection of myricetin in
v ivo ．After ６ weeks ，the micro metastases of the lungs in nude mice was examined ．Results 　 Compared to the control group ，

CCK唱８ assay showed that the cell viability was significantly lower in the myricetin group at the concentration of ５０ μmol／L for
２４ h （P＝ ０ ．０１９） ．The inhibitory effect became more significant with the increase in drug concentration or action time ．In addi唱
tion ，myricetin also inhibits the migration and invasion of ACHN cells in a dose dependent manner ．Intraperitoneal injection of
myricetin significantly reduced the number of the micro metastases of renal cell carcinoma in the lungs of nude mice ．Conclusion
　 Myricetin effectively inhibits the cell viability ，migration and invasion of human renal cancer ACHN cells ．It has the potential
therapeutic value in the treatment of renal cell carcinoma ．

　 　 ［Key words］ 　 renal cell carcinoma ；myricetin ；migration ；invasion

　 　肾细胞癌是一类常见的 、恶性程度较高的泌尿 系统肿瘤 ，多数患者对放 、化疗不敏感 ，目前临床上

仍以手术治疗为主［１］
。但研究发现约 ２０％ ～ ４０％

的肾细胞癌患者即使经手术治疗后仍然会发生远处

转移或局部复发 ，这些患者的预后很差［２ ，３］
。虽然

分子靶向药物的出现意味着肾癌药物治疗的巨大进

步 ，但因其耐药或副反应等原因 ，在临床治疗中仍然

存在着一定的局限性［４］
。

　 　杨梅酮又名杨梅树皮素 、杨梅素或杨梅黄酮 ，是

９２２
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一类多羟基黄酮类化合物 ，主要存在于杨梅树的树

皮和树叶中［５］
。近期的研究发现杨梅酮能够抑制多

种肿瘤细胞生长和侵袭的能力 ，具有作为肿瘤治疗

药物的应用前景 ，但在肾癌中的相关研究还很少 。

因此 ，本研究对杨梅酮抑制肾癌 ACHN 细胞株的活
力 、迁移及侵袭能力的作用进行了体内外实验观察 ，

现报道如下 。

1 　材料和方法

1 ．1 　细胞系及试剂 　 人肾癌 ACHN 细胞（ATCC
公司） ，杨梅酮 （Selleck 公司） ，MEM 培养基 （Hy唱
clone公司） ，胎牛血清（Gibco 公司） ，T ranswell 侵
袭小室 （Corning 公司 ） 。 酶标仪 （Labsystems
MK３ ，上海雷勃） 、细胞无菌操作台（青岛海尔） 、倒

置显微镜（Olympus 公司）等实验仪器及常规试剂

由第二军医大学长海医院中心实验室提供 。

1 ．2 　细胞培养 　人肾癌 ACHN 细胞用含 １０％ 胎

牛血清的 MEM 培养基在 ３７ ℃ 、５％ CO２条件下置

于细胞孵箱中培养 ，每日用倒置显微镜观察细胞生

长情况 ，至生长融合至 ８０％ ～ ９０％ 时 ，按 １ ∶ ３ 传

代 ，取对数生长期的细胞用于后续实验 。

1 ．3 　细胞活力测定 　采用 CCK唱８法进行检测 。取

对数生长期的 ACHN 细胞 ，重悬后按 ３ × １０
３个／孔

接种在 ９６ 孔板内 ，每孔 ２００ μl ，设 ５ 个实验复孔 。

待细胞贴壁后 ，吸除原培养基 ，再更换为含或不含不

同浓度（０ 、２５ 、５０ 、１００ μmol／L）杨梅酮的培养基 ，

并分别继续培养 ０ 、１２ 、２４ 、４８ h后加入 ９０ μl的培
养液和 １０ μl的 CCK唱８ ，置于细胞孵箱培养 １ h后用
酶标仪在 ４５０ nm 下检测其光密度值（OD） ，计算细

胞存活率 。计算公式 ：细胞存活率（％ ） ＝ （OD药物 －

OD空白 ）／（OD溶剂 － OD空白 ） × １００％ 。

1 ．4 　体外划痕实验 　在 ６孔板中培养 ACHN 细胞
至生长融合达 ９０％ 时 ，用 ２００ μl 无菌移液枪头划
痕 ，用 PBS漂洗去除划痕脱落细胞后 ，分别加入含

或不含不同浓度（０ 、２５ 、５０ 、１００ μmol／L）杨梅酮的
无血清 MEM 培养基 ，置于细胞孵箱中 ３７ ℃ 、５％

CO２条件下培养 ，分别于 ０ h和 ４８ h置于倒置显微
镜下观察并拍照 。 每组设 ３ 个复孔 ，该实验重复

３次 。计算公式 ：划痕愈合率（％ ） ＝ （细胞迁移距离／

细胞划痕距离） × １００％ 。

1 ．5 　 T ranswell 侵袭实验 　 取对数生长期经无血

清培养基预处理的 ACHN 细胞 ，重悬后调整细胞密

度为 １ ．０ × １０
５个／ml ，在预铺基质胶的 T ranswell小

室的上层室分别加入 １００ μl含或不含不同浓度（０ 、

２５ 、５０ 、１００ μmol／L ）杨梅酮的无血清 MEM 培养

基 ，下层室加入 ６００ μl含 １０％ FPS 的 MEM 培养基
后置于细胞孵箱中 ３７ ℃ 、５％ CO２条件下培养 ２４ h 。
用棉签擦去上层室滤膜上的细胞 ，４ ℃ 下甲醇固定

１５ min ，PBS 漂洗 ３ 遍 ，０ ．１％ 结晶紫染色 ３０ min ，
PBS漂洗后置倒置显微镜下观察 ５ 个视野 ，细胞计

数并拍照 ，该实验重复 ３次 。计算公式 ：细胞侵袭抑

制率（％ ） ＝ ［１唱（药物组侵袭细胞数／对照组侵袭细

胞数）］ × １００％ 。

1 ．6 　尾静脉注射肺转移模型实验 　 本实验所用裸

鼠（BALB／c唱nu）购自中国科学院上海实验动物中
心 ，雄性 ，４周龄 ，小鼠平均体质量约 ２０ g ；饲养于第
二军医大学实验动物中心 ，饲养环境 SPF 级 。裸鼠

的饲养及实验操作均严格遵循第二军医大学实验动

物伦理委员会的相关规定 。实验组及对照组每组均

为 ６只裸鼠 ，首先取对数生长期的 ACHN 细胞 ，将

１ × １０
６个细胞重悬于 ２００ μl的 PBS ，再经尾静脉注

射建立肺转移动物模型 。 ３ d后待裸鼠生命体征平
稳后 ，开始腹腔注射杨梅酮 。实验组每周 ５次（每周

连续给药 ５ d ，停止给药 ２ d） ，应用杨梅酮粉剂溶解

于载体溶剂（４％ DMSO ＋ ３０％ PEG３００ ＋ ddH２ O）配
制杨梅酮注射液（药物浓度 ３ mg ／ml） ，按 １５ mg／kg
杨梅酮腹腔注射（例 ，２０ g 裸鼠注射１００ μl） ，对照组

注射等体积不含杨梅酮的载体溶剂 。 ６周后将裸鼠

处死 ，将肺组织取材进行 HE染色 ，并在光学显微镜

下计数肺微转移灶数目 。

1 ．7 　统计学处理 　应用统计软件 SPSS １８ ．０进行

数据分析 ，应用 t检验分析实验组和对照组之间的
差异 ，以 P＜ ０ ．０５为差异具有统计学意义 。

2 　结果

2 ．1 　杨梅酮对细胞活力的影响 　如图 １所示 ，当杨

梅酮作用于肾癌 ACHN 细胞株 ２４ h后应用 CCK唱８
法检测发现 ，５０ μmol／L 杨梅酮组细胞活力与空白
组相比 ，差异具有统计学意义（P ＝ ０ ．０１９） 。并且随

着药物浓度的增加以及作用时间的延长 ，抑制效应

也会逐渐增强 ，表明杨梅酮药物作用呈现浓度依赖

性及作用时间依赖性的特点 。

2 ．2 　杨梅酮可抑制肾癌细胞的迁移能力 　 如图 ２

所示 ，与空白组相比 ，经 ５０ μmol／L 和１００ μmol／L
的杨梅酮处理的 ACHN 细胞的迁移能力明显减弱
（P ＜ ０ ．０１ ） ，其划痕抑制率分别为 １３畅６％ 和

３２畅８％ 。并且 ５０ μmol／L 和 １００ μmol／L 杨梅酮组
间进行比较 ，差异也有统计学意义（P ＜ ０畅０１） ，划痕

实验结果显示杨梅酮对肾癌细胞迁移能力的抑制具

有浓度依赖性 。

０３２
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图1 　不同浓度的杨梅酮作用于肾癌 ACHN
细胞株不同时间对于细胞活力的影响
倡 P＜ ０ ．０５ ，倡 倡 倡 P ＜ ０ ．００１ ，与空白组比较

2 ．3 　杨梅酮可抑制肾癌细胞的侵袭能力 　 如图 ３

所示 ，与空白组相比 ，经 ５０ μmol／L 和１００ μmol／L
的杨梅酮处理的 ACHN 细胞 ，穿过滤膜的肿瘤细胞

数目明显减少（P ＜ ０ ．０１） ，其抑制率分别为 ２２畅９％

和 ５６ ．３％ 。此外 ，５０ μmol／L 和１００ μmol／L杨梅酮
组之间进行比较 ，差异也有统计学意义（P ＜ ０ ．０１） ，

表明杨梅酮对于肾癌 ACHN 细胞的侵袭能力的抑
制也具有浓度依赖性 。

2 ．4 　杨梅酮可抑制肾癌细胞肺转移能力 　 如图 ４

所示 ，与对照组相比 ，实验组腹腔注射杨梅酮显著减

少了小鼠肾癌肺微转移灶的数目（P＜ ０ ．０１） 。

图 2 　不同浓度的杨梅酮对肾癌 ACHN细胞株迁移能力的影响 （ × １００）

A ．不同浓度的杨梅酮（０ 、２５ 、５０ 、１００ μmol／L ）处理 ４８h 的肾癌 ACHN 细胞株划痕愈合情况 ；

B ．杨梅酮能够显著地抑制 ACHN 细胞的迁移能力 ；倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，倡 倡 倡 P ＜ ０ ．００１ ，与空白组比较

图 3 　不同浓度的杨梅酮对肾癌 ACHN细胞株侵袭能力的影响 （ × １００）

A ．不同浓度的杨梅酮（０ ，２５ ，５０ ，１００ μmol／L）作用下肾癌 ACHN 细胞株进行 T ranswell 侵袭实验 ；

B ．杨梅酮能够显著地抑制 ACHN 细胞的侵袭能力 ；倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，倡 倡 倡 P ＜ ０ ．００１ ，与空白组比较

图 4 　杨梅酮对于肾癌肺转移灶的抑制作用（ × １００）

A ．在肾癌肺转移裸鼠模型体内 ，腹腔注射杨梅酮（１５ mg ／kg）及不含杨梅酮的对照载体溶剂的肺组织 HE 染色 ；

B ．杨梅酮能够显著减少裸鼠肾癌肺微转移灶的数目 ；倡 倡 P＜ ０ ．０１ ，与对照组比较

并且经腹腔注射杨梅酮的裸鼠在实验期内全部存

活 ，且未发现毒副反应的症状 。肾癌肺转移模型体

内实验结果表明 ，杨梅酮是一种较为安全的 、能够有

效抑制肾癌肺转移的药物 。

3 　讨论

　 　转移是肾细胞癌病程进展中最重要的标志性事

件 ，也是导致患者死亡最主要的原因 。一些天然来

１３２
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源的中药成分 ，因其来源广泛 、费用便宜 、毒性较低 ，

并具备抗肿瘤生物活性作用等特点 ，在肿瘤治疗领

域中的作用逐渐受到研究者的重视［６］
。但这些天然

来源的药物成分比较复杂 ，生物体内作用靶点多 ，作

用机制还不清楚 ，并且药物的量效关系较难控制 ，因

此还需做进一步的研究 。

　 　近年来杨梅酮与肿瘤治疗的相关研究逐渐成为

热点 ，多项研究发现杨梅酮对胃癌 、卵巢癌 、膀胱癌 、

肝癌等肿瘤细胞有显著的抑制作用 ，能够诱导肿瘤

细胞凋亡以及抑制肿瘤细胞的增殖能力［７唱１０］
。郭海

清等［１１］研究发现杨梅酮能够通过细胞凋亡的线粒

体途径导致促凋亡因子 BAX 蛋白表达增高 、抗凋

亡因子 BCL唱２ 蛋白表达降低 ，从而显著诱导肝癌

HepG２细胞的凋亡 。杨梅酮通过调节 BCL唱２ 蛋白
家族的表达 ，从而诱导肝癌细胞的凋亡 ，抑制肿瘤细

胞的增殖 ，这在动物体内实验中得到证实［１２］
。李有

富等［１３］和刘师兵等［１４］的研究发现 ，杨梅酮能够促进

caspase唱３和 caspase唱９ 的蛋白表达 、抑制 survivin
蛋白表达 ，从而诱导人宫颈癌 HeLa细胞发生凋亡 ，

且具有浓度和时间依赖性 。此外 ，研究发现杨梅酮

能够通过阻断 ERK 信号通路减少 MMP唱２和 u唱PA
的活性 ，从而抑制肺腺癌 A５４９ 细胞的迁移和侵袭
能力［１５］

。

　 　 CCK唱８ 试剂中含有 ２唱（２唱甲氧基唱４唱硝苯基）唱３唱

（４唱硝苯基 ）唱５唱（２ ，４唱二磺基苯 ）唱２H唱四唑单钠盐
（WST唱８） ，而 WST唱８ 在细胞体内能够被还原为橙
黄色的甲瓒产物 ，而生成的甲瓒物的数量与活细胞

的数量是成正比的 ，因此在研究中 CCK唱８实验常常
可以用于细胞活性分析 。本实验中应用不同浓度的

杨梅酮刺激肾癌 ACHN 细胞 ，CCK唱８ 实验的结果
显示 ，与空白组相比 ，杨梅酮对于肾癌细胞的活力具

有显著的抑制作用 ，并且随着杨梅酮浓度的增加以

及药物作用时间的延长 ，肾癌细胞活力的抑制率随

之增加 。众所周知肿瘤细胞具有迁移和侵袭的能力

是肿瘤能够发生转移的基础 ，与肿瘤的转移密切相

关 。因此我们进一步通过体外划痕实验以及 T ran唱
swell 侵袭实验分别检测杨梅酮是否具备抑制肾癌
ACHN 细胞迁移和侵袭能力的生物学作用 ，实验结

果表明杨梅酮能够随着药物浓度的增加抑制肾癌

ACHN 细胞株的迁移以及侵袭的能力 。在动物体

内进行实验研究是具有初步转化医学特点的研究手

段 ，通过尾静脉注射肿瘤细胞是肿瘤相关研究中较

为公认的建立肿瘤肺转移模型的方法之一 。因此我

们在裸鼠体内通过尾静脉注射肾癌 ACHN 细胞建

立肾癌肺转移动物模型并通过腹腔注射给药的方式

在动物体内验证杨梅酮的药效 ，发现杨梅酮确实能

够抑制肾癌细胞发生肺转移 ，进一步证实了杨梅酮

对肾癌细胞转移具有抑制效应 ，预示着杨梅酮具有

潜在的用于抑制肾癌转移的应用前景 。

　 　综上所述 ，本实验通过体内和体外实验证实了

杨梅酮能抑制肾癌 ACHN 细胞的活力 、迁移及侵袭

能力 ，意味着杨梅酮具备作为抑制肾癌转移治疗药

物的潜力 ，进而为今后杨梅酮在肾癌药物治疗领域

的临床研究提供了前期实验的依据 ，可能为肾癌患

者的治疗提供了新的选择 。
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3 　讨论

　 　目前恶性肿瘤的死亡率已超过心脑血管疾病成

为人类的第一杀手 。肿瘤的侵袭和转移是造成恶性

肿瘤患者难以治疗及康复的关键性因素［１ ，２］
，肿瘤

转移的机制主要有肿瘤遗传异质性 、EMT 、失巢凋

亡抗性 、血管与淋巴管生成等 ，其中 EMT 被认为是
肿瘤转移和进一步恶化的重要机制之一［１１］

，其在肿

瘤转移中的作用已在实验动物模型中得到证实 。肿

瘤细胞发生 EMT 后 ，失去细胞极性 ，细胞间连接松

散杂乱 ，具有较强的侵袭迁移和抗凋亡的能力 ，细胞

形态也由排列紧密规则的多边形或立方形的“铺路

石样”变成似成纤维状的梭形或纺锤体形 。在这个

过程中 ，细胞标志物也发生了相应的变化 ，上皮细胞

标志分子 （E唱cadherin 、Desmoplakin 和 Cytokera唱
tin）在蛋白水平上表达上调而间质细胞标志分子
（N唱cadherin和 Vimentin）在蛋白水平上表达下调 ；

在一定的条件下 ，CONPs 也能抑制肿瘤细胞的
EMT 过程 ，使得肿瘤细胞失去间质细胞特征 ，获得

上皮细胞特点从而发生间质唱上皮转化（mesenchy唱
mal唱epithelialtransition ，MET ）［１２ ，１３］

。

　 　我们的实验结果显示 ，CONPs能明显地抑制小
鼠黑色素瘤 B１６ 细胞的增殖 ，并抑制 B１６ 细胞的
EMT 过程的发生 。 CONPs 作用后使得 B１６ 细胞
由似成纤维状 、部分细胞呈典型的梭形 、纺锤体形等

间质细胞形态特点转变为排列紧密 、呈多边形的细

胞形态 ，具有典型的上皮细胞特点 ，从形态学上说明

了 CONPs处理后小鼠黑色素瘤 B１６细胞发生了倾
向 MET 样的转化 。细胞免疫荧光和蛋白免疫印迹

实验结果也进一步验证了 CONPs抑制了 B１６细胞
的 EMT 过程 。

　 　综上所述 ，CONPs作为潜在的新型无机纳米药
物 ，能明显地抑制小鼠黑色素瘤 B１６ 细胞的 EMT
过程和抑制肿瘤的侵袭转移 。然而肿瘤转移是一个

多阶段 、多因素参与的复杂过程 ，其相关机制的阐明

还需要进一步的试验研究 。
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