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摘要：目的 探讨健脾化瘀方（JHD）通过外泌体对肝癌细胞迁移、侵袭及上皮间质转化（EMT）的影响。方法

利用转化生长因子 β1（TGF-β1）刺激 MHCC97H 细胞，构建肝癌细胞 EMT 模型。根据处理条件，将细胞分为

4 组，①对照组：不进行干预；②模型组：TGF-β1（10 ng·mL-1）；③JHD 低浓度组：TGF-β1（10 ng·mL-1）+健

脾化瘀方（2 mg·mL-1）；④JHD 高浓度组：TGF-β1（10 ng·mL-1）+健脾化瘀方（4 mg·mL-1）。干预 48 h 后，采用

超速离心法提取各组细胞培养上清液的外泌体，通过透射电镜（TEM）、纳米颗粒追踪分析（NTA）、Western
Blot 法检测外泌体标志蛋白（CD63、CD81、HsP70、CD9），以及外泌体内吞实验对外泌体进行鉴定。将提取的

4 组外泌体分别与 MHCC97H 细胞共培养 24 h/48 h 后，分离 MHCC97H 细胞，进行划细胞划痕实验、Transwell
细胞侵袭实验及 Western Blot 法检测 EMT 相关蛋白（E-cadherin、N-cadherin、Vimentin）。结果 透射电镜下观

察到外泌体的形态呈囊泡状，分布不一，有单个分布，也有聚集成组，背景清晰，无明显污染物，各组外泌体

形态相近，无明显差异，直径在 30~140 nm 之间；纳米颗粒追踪分析仪检测到 4 组外泌体粒径的峰值在 130~
150 nm 之间，与电镜观察结果基本一致；各组均可检测到外泌体标志蛋白 CD63、CD81、HsP70、CD9 表达。

被 PKH26 标记的外泌体可被 MHCC97H 细胞重新吸收内化。与对照组比较，模型组的 MHCC97H 细胞迁移能

力（24、48 h）及侵袭能力均显著增强（P＜0.01），E-cadherin 蛋白表达显著下调（P＜0.01），Vimentin、

N-cadherin 蛋白表达显著上调（P＜0.01）。与模型组比较，JHD 高、低浓度组的 MHCC97H 细胞迁移能力（24、
48 h）及侵袭能力显著减弱（P＜0.01），E-cadherin 蛋白表达显著上调（P＜0.01），Vimentin、N-cadherin 蛋白表

达显著下调（P＜0.01）。结论 健脾化瘀方体外可通过外泌体抑制 MHCC97H 细胞的迁移、侵袭及上皮间质

转化。
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Jianpi Huayu Decoction Inhibits Migration， Invasion and EMT of Hepatoma Carcinoma Cell through
Regulation of Exosome
FENG Kunliang1，2，3，CHEN Qinglian1，2，3，XIE Chunfeng1，2，3，ZHONG Chong2，3（1. Guangzhou University of Chinese
Medicine，Guangzhou 510405 Guangdong， China； 2. Department of Hepatobiliary Surgery， the First Affiliated
Hospital of Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou 510405 Guangdong，China；3. Lingnan Medical
Research Center，Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou 510405 Guangdong，China）
Abstract：Objective To study the effects of Jianpi Huayu decoction（JHD）on migration，invasion and epithelial-
mesenchymal transition（EMT） of liver cancer cells by regulation of exosome. Methods The liver cancer cells of
MHCC97H strain were stimulated with TGF-β1 to establish the EMT model. The MHCC97H cells were cultured in
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原发性肝癌（简称肝癌）是最常见的恶性肿瘤之

一，根据最近的全球癌症统计数据[1]，2018 年新增肝

癌患者约 84 万人，在全部恶性肿瘤中排第 6 位，新

增死亡人数约 78 万人，在肿瘤致死病因中排第

4 位。

上皮间质转化（EMT）是上皮肿瘤细胞失去上皮特

征并获得间质表型的过程，它被认为是肿瘤细胞获

得更高侵袭和转移能力的关键步骤[2]。转化生长因子

（TGF）β1 是 TGF-β 家族最重要的成员之一，它可以

导致癌细胞的上皮间质转化 [3-4]。外泌体是细胞分泌

的一种微小囊泡（直径 30~150 nm），其中包含大量的

生物活性物质，包括 DNA、RNA 和蛋白质 [5]。外泌

体通过多种机制在细胞间通讯中发挥重要作用，进

而影响癌症的发生发展[6]。肿瘤细胞分泌的外泌体可

以通过自分泌、旁分泌和内分泌机制被相同或其他

类型的细胞内化，从而促进肿瘤生长、侵袭和转

移[7]。外泌体在肝脏的生理、病理（尤其是肝细胞癌）

过程中发挥了重要作用。临床研究[8]表明，健脾化瘀

方（JHD）联合西医手段治疗肝癌可以提高临床疗效。

本课题组前期通过体内外实验研究[9]发现，健脾化瘀

方可以抑制肝癌细胞的 EMT，进而抑制其侵袭及转

移。故本研究拟从外泌体分泌的角度探讨健脾化瘀

方抑制肝癌侵袭转移的机制。

1材料与方法
1.1 细胞 高转移性人肝癌细胞株 MHCC97H，购自

中国科学院上海细胞库。

1.2 中药及其制备 健脾化瘀方组成：人参 20 g（批

号：201269）、白术 15 g（批号：201001）、茯苓 15 g
（批号：2011010）、山药 12 g（批号：200901）、丹参

15 g（批号： YPB0C0002）、牡丹皮 10 g（批号：

Q0970111）、莪术 10 g（批号：201201）、郁金 10 g
（批号：201102681）、柴胡 15 g（批号：201101681）、

甘草 6 g（批号：2011001061），均由广州中医药大学

vitro，and divided into four groups according to the stimulations， including Control group cells（ no intervention），

Model group cells（TGF-β1 group，10 ng·mL-1），JHD low dose group（TGF-β1 10 ng·mL-1 + JHD 2 mg·mL-1），

and JHD high dose group（TGF-β1 10 ng ·mL- 1 + JHD 4 mg ·mL- 1）. After treatment for 48 hours， cell culture
supernatants were collected and exosomes were isolated by ultracentrifugation. The exosomes were then identified
using transmission electron microscope（TEM）， nanoparticle tracking analysis（NTA）. Western Blot was used to
detect the marker proteins of exosomes（CD63，CD81，HsP70， and CD9）； and were identified by endocytosis
experiment. The exosomes from four groups isolated as above were respectively cocultured with MHCC97H cells for
48 hours，then the MHCC97H cells were collected for wound healing assay，transwell assay，and Western Blot was
used to detect EMT related proteins（E-cadherin，N-cadherin，and Vimentin）. Results TEM observation showed
that， the exosomes extracted from different groups were vesicles of different types， similar in morphology， some
were singly distributed，and some were gathered together，with a diameter of 30-140 nm. The background was clear
without obvious pollutants. NTA revealed the peak values of exosomes from four groups were between 130-150 nm，

almost the same with those observed under TEM. All extracted nanoparticles expressed CD63，CD81，HsP70 and
CD9，which were further confirmed that the isolated nanoparticles were exosomes. Exosomes labeled with PKH26
can be absorbed and internalized by MHCC97H cells. Compared with the Control group， the cell migration（24 h，
48 h）and invasion abilities of Model group cells were significantly increased（P＜0.01）；expression of E-cadherin
was significantly downregulated（P＜0.01）； the expression levels of Vimentin and N- cadherin were upregulated
obviously（P＜0.01）. Compared with Model group， the vertically-migrating（24 h，48 h）and invasion abilities of
JHD low dose group and JHD high dose group were significantly reduced（P＜0.01）. The expression levels of E-
cadherin in JHD low dose group and JHD high dose group were higher（P＜0.01）；the expression levels of Vimentin
and N- cadherin were lower than those in Model group（P＜0.01）. Conclusion Jianpi Huayu decoction inhibits
migration，invasion and EMT of MHCC97H cells possibly through regulation of exosomes.
Keywords： Jianpi Huayu decoction； hepatocellular carcinoma； exosome； epithelial- mesenchymal transition；
migration；invasion
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第一附属医院中药房统一提供来源于道地产区的中

药饮片，符合《中华人民共和国药典》标准。健脾化

瘀方药液制备：取 5 剂量药材，加 10 倍量的水煎

煮、浓缩，微波真空干燥得到粗粉；用 PBS 配制成浓

度为 1 g·mL-1的药液（以生药量计），以 5 000 r·min-1

（离心半径 16 cm）反复离心 3 次，每次 10 min；取

上清液用滤膜过滤，灭菌备用。

1.3 主要试剂 TGF- β1（货号： 100- 21），美国

Peprotech 公司；PKH26 荧光标记试剂盒（货号：

MINI26-1KT），美国 Sigma-Aldrich 公司；BCA 蛋白

定量检测试剂盒（货号：KGP903），南京凯基生物科

技公司；兔一抗 CD63（货号： ab205718）、CD81
（货号：ab109201）、HsP70（货号：ab194360），CD9
（货号：ab263019）、E-cadherin（货号：ab40772）、

N-cadherin（货号： ab207608）及 Vimentin（货号：

ab52942），均购自英国 Abcam 公司；兔抗 β-actin
（货号：A01011）、羊抗兔 HRP 标记二抗（货号：

A21020），均购自武汉 Abbkine 生物技术公司。

1.4 主要仪器 NU- 5800E 型细胞培养箱，美国

Nuair 公司；Epoch 全波长酶标仪，美国 Bio-Tek 公

司；1645050 型电泳仪，美国 Bio-Rad 公司；GL-21B
型高速离心机，上海安亭科学仪器厂；Optima MAX-
TL 超高速离心机，美国 Beckman Conlter 公司；

CKX53 型荧光显微镜，日本 Olympus 公司；JEM-
1230 型透射电镜（TEM）显微镜，日本 JEOL 公司；

Nanosight LM10 型纳米颗粒跟踪分析（NTA）仪，英国

Malvern 公司；WES 全自动蛋白质免疫印迹定量分析

系统，美国 Proteinsimple 公司。

1.5 细胞分组及干预 将 MHCC97H 细胞按以下方法

分为 4 组并进行相应干预，①对照组：不进行干

预；②模型组：TGF-β1（10 ng·mL-1）；③JHD 低浓

度组：TGF-β1（10 ng·mL-1）+健脾化瘀方（2 mg·mL-1）；

④JHD 高浓度组：TGF-β1（10 ng·mL-1）+健脾化瘀方

（4 mg·mL-1）。干预 48 h 后，从细胞培养液提取外泌

体，所得 4 组外泌体再分别与 MHCC97H 细胞共

培养。

1.6 超速离心法提取外泌体 收集体外培养并经过不

同干预处理的 4 组 MHCC97H 细胞培养液，4 ℃下以

300×g 离心 10 min；取上清，4 ℃下以 2 000×g 离心

10 min；取上清，4 ℃下以 10 000×g 离心 30 min；取

上清，4 ℃下以 100 000×g 离心 70 min；吸弃上清，

加入 PBS重悬，4 ℃下以 100 000×g离心 70 min；吸弃

上清，沉淀即为外泌体，保存备用。

1.7 透射电镜观察外泌体颗粒形态 将各组外泌体用

100 μL 2%多聚甲醛重悬；取 5 μL 外泌体悬液至封

口膜上，将铜网有膜面漂浮在液滴上，室温下静止

20 min；PBS 漂洗 3 次，每次 5 min；以 1%戊二醛

固定 5 min；双蒸水漂洗 10 次，每次 2 min；4%醋

酸双氧铀负染 5 min；滤纸吸去残液，室温下晾干

后，进行透射电镜观察。

1.8 纳米颗粒追踪分析仪检测外泌体大小及粒径

分布 将各组外泌体用 300 μL 的 PBS 进行重悬，向

外泌体重悬液加入 10 mL 的 PBS 溶液进行稀释；向

样品池加入 1 mL 的二次稀释液样品，启动纳米颗粒

追踪分析仪完成测试。

1.9 WES 全自动蛋白质免疫印迹定量分析系统检测

外泌体标志蛋白 分别提取 4 组外泌体蛋白，并进

行蛋白定量、变性，取等量蛋白加入上样板中；稀

释一抗（CD63、CD81、HsP70、CD9，1∶2 000）、二

抗（1∶3 000），并加入到 WES 全自动蛋白质免疫印

迹定量分析系统。设置参数：分离胶吸取时间 200 s；
浓缩胶吸取时间 15 s；样品吸取时间 9 s；电泳时间

25 min；电泳恒压 375 V；凝胶清除时间 230 s；洗

涤 3 次，每次浸泡 150 s；封闭时间 5 min；一抗孵

育时间 30 min；二抗孵育时间 30 min；发光液曝光

时间：自动。

1.10 外泌体内吞实验 将对照组外泌体沉淀用

100 μL PBS 重悬后，加入适量 PKH26 染料工作液，

涡旋振荡器混匀 1 min，再静置孵育 10 min；向孵育

后的外泌体-染料复合物中加入 10 mL 的 PBS，混

匀；按照外泌体提取步骤再次提取外泌体以去除多

余染料；取 100 μL PBS 重悬沉淀物；将 PKH26 标

记的外泌体与 MHCC97H 细胞共培养 48 h 后，用 4%
多聚甲醛固定；加入 2 mL DAPI 染色液，孵育 10 min
后，用 PBS 漂洗 3 次；然后在荧光显微镜下观察、

拍照。

1.11 细胞划痕实验 收集经过不同对应组别外泌体

共培养处理的 4 组 MHCC97H 细胞，分别接种到 6 孔

板（每孔 5×105 个细胞），待细胞铺满后进行划痕操

作，显微镜下拍照记录；继续培养 24 h、48 h 后，

再次在显微镜下拍照记录。采用 ImageJ 软件测量划

痕宽度，计算：细胞迁移率（%）=（实验组给药前距

离 -实验组给药后距离）/（对照组给药前距离 -对照

组给药后距离）×100%。

1.12 Transwell 细胞侵袭实验 收集经过不同对应组

别外泌体共培养处理的 4 组 MHCC97H 细胞，分别接
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种到铺有 Matrigel 胶的 24 孔板上室中（每孔 5×104个

细胞），下室加入 500 μL 含 20%血清的培养基；继

续培养 24 h 后，取出小室并擦去上室细胞，甲醇固

定后以 0.1%结晶紫染色；显微镜下拍照记录，采用

ImageJ 软件统计侵袭细胞数。

1.13 Western Blot 法检测 EMT 相关蛋白表达 收

集经过不同对应组别外泌体共培养 48 h 处理的 4 组

MHCC97H 细胞；以 RIPA 裂解液提取蛋白，采用

BCA 法进行蛋白质定量；将等量蛋白通过 10% SDS-
PAGE 分离，转移到 PVDF 膜上；以 5%脱脂牛奶在

室温下封闭 90 min；加入一抗 E-cadherin（1∶1 000）、

N-cadherin（1∶1 000）、Vimentin（1∶1000）、β-actin
（1∶5 000），4 ℃下孵育过夜，TBST 洗膜 3 次，每

次 10 min；加入羊抗兔二抗（1∶3 000），室温下孵育

1 h，TBST 洗膜 3 次，每次 10 min；最后，加入化学

荧光发光试剂后曝光、显影，以 β-actin 为内参，采

用 ImageJ 软件对目的蛋白进行半定量分析。

1.14 统计学处理方法 采用 SPSS 25.0 统计软件进行

数据分析；计量资料以均数±标准差（x ± s）表示；多

组间比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA），

两两比较采用 Tukey 检验；以 P＜0.05 为差异有统计

学意义。

2结果
2.1 外泌体的分离与鉴定 结果见图 1。透射电镜下

观察到外泌体的形态呈囊泡状，分布不一，有单个

分布，也有聚集成组，背景清晰，无明显污染物，

各组外泌体形态相近，无明显差异，直径在 30~
140 nm 之间（图 1-A）。纳米颗粒追踪分析仪检测到

4 组外泌体粒径的峰值在 130~150 nm 之间（图 1-B），

与电镜观察结果基本一致。WES 全自动蛋白质免疫

印迹定量分析系统检测到各组外泌体标志蛋白

CD63、CD81、HsP70、CD9 均有表达（图 1- C）。上

述结果说明，超速离心法提取外泌体的方法可靠。

图 1 经健脾化瘀方（JHD）干预后 MHCC97H细胞来源外泌体的形态特征（A）、粒径分布（B）及标志蛋白表达（C）
Figure 1 Morphological characteristics，particle size distribution and related protein expression of MHCC97H cell-derived exosomes
after Jianpi Huayu decoction intervention
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2.2 外泌体内吞实验 结果见图 2。对提取所得的对

照组外泌体进行了 PKH26 荧光探针标记，然后与

MHCC97H 细胞共培养 48 h 后，外泌体位于该细胞

的细胞质中。结果表明，MHCC97H 细胞来源的外泌

体可被 MHCC97H 细胞重新吸收内化，“1.6”项下制

备获得的外泌体是可靠的。

图 2 外泌体被 MHCC97H细胞重新吸收内化（PKH26 荧光探针，×200）
Figure 2 Exosomes can be endocytosed by MHCC97H cells（PKH26 fluorescent probe，×200）

2.3 健脾化瘀方通过外泌体抑制 MHCC97H 细胞的

迁移、侵袭及 EMT 结果见图 3、图 4、图 5。与对

照组比较，模型组的 MHCC97H 细胞迁移能力（24、
48 h）及侵袭能力均显著增强（P＜0.01），E-cadherin
蛋白表达显著下调（P＜0.01），Vimentin、N-cadherin
蛋白表达显著上调（P＜0.01）。与模型组比较，JHD

高、低浓度组的 MHCC97H 细胞迁移能力（24、48 h）
及侵袭能力显著减弱（P＜0.01），E-cadherin 蛋白表

达显著上调（P＜0.01），Vimentin、N-cadherin 蛋白表

达显著下调（P＜0.01）。结果表明，健脾化瘀方体外

可通过外泌体抑制 MHCC97H 细胞的迁移、侵袭及

EMT。

注：与对照组比较，
**
P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01

图 3 健脾化瘀方（JHD）体外通过外泌体抑制

MHCC97H细胞的迁移（×40；x ± s，n=3）
Figure 3 Jianpi Huayu decoction inhibits invasion of
MHCC97H cell through regulation of exosomes（×40；
x ± s，n=3）

a. 对照组 b. 模型组 c. JHD 低浓度组 d. JHD 高浓度组
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3 讨论
原发性肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，目前

西医对肝癌的治疗方法主要有肝癌切除术、肝动脉

插管化疗栓塞术、消融、放化疗、分子靶向药物

等[10]。但由于肝癌细胞侵袭能力强，导致其早期转移

率及术后复发率较高，2012~2015 年中国肝癌患者

5 年生存率仅有 12.1%[11]。近年来，临床研究 [12]表

明，中西医结合治疗肝癌可改善患者的症状及预后。

肝癌属中医的“积聚”范畴，病位主要在于肝

脾。“正气亏虚”为肝癌发生的基本病机之一，“健

脾益气”是其治疗的重要原则。此外，积聚的主要

病理变化为气滞、血瘀、痰结，其中聚证以气滞为

主，而积证以血瘀为主，因此“化瘀消癥”也是治

疗肝癌的重要方法。健脾化瘀方正是针对“肝郁脾

虚”“气滞血瘀”两大基本证型而组方，具有活血化

瘀，健脾益气的功效。其中人参为君药以大补脾

气，山药、白术、茯苓三药为臣，共奏健脾渗湿之

功；牡丹皮、丹参、郁金及莪术用于活血、止痛、

化瘀，均为佐药；柴胡引诸药入肝经，甘草调和诸

药，为使药。临床研究[8，13]表明，健脾化瘀法配合化

疗、手术治疗，可提高肝癌患者生活质量，改善预后。

研究[14-16]表明，健脾化瘀方可通过诱导凋亡、抑

制上皮间质转化、抑制细胞增殖、抑制肿瘤新生血

管生成等多种机制来抑制肝癌进展。近年来大量研

究[17-19]表明，外泌体被认为是肝癌的潜在治疗靶点，

外泌体能通过多种途径促进肝细胞癌的进展，包括

上皮间质转化、血管生成、免疫应答等。此外，外

泌体是细胞膜衍生的纳米颗粒，免疫原性低，可作

为药物载体[20]。外泌体在肝癌微环境的建立以及肝癌

的发生、发展、侵袭、转移乃至诊断、治疗和预后

注：与对照组比较，
**
P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01

图 4 健脾化瘀方（JHD）体外通过外泌体抑制 MHCC97H细胞的侵袭（结晶紫染色，×200；x ± s，n=3）
Figure 4 Jianpi Huayu decoction inhibits metastasis of MHCC97H cell through regulation of exosomes（Crystal violet staining，×200；
x ± s，n=3）
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图 5 健脾化瘀方（JHD）体外通过外泌体对 MHCC97H细胞上皮间质转化相关蛋白表达的影响（x ± s，n=3）
Figure 5 Jianpi Huayu decoction regulates the expression of EMT related proteins in MHCC97H cells through regulation of exosomes
（x ± s，n=3）
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中起着重要作用。本课题组前期研究[8]发现，健脾化

瘀方可抑制肝癌细胞的迁移、侵袭及转移。故本研

究尝试从外泌体的角度探讨了健脾化瘀方抑制肝癌

侵袭转移的机制。

本研究采用超高速离心法提取健脾化瘀方处理后

的 MHCC97H 细胞的外泌体，并通过透射电镜观察、

纳米颗粒追踪分析仪检测及 WES 全自动蛋白质免疫

印迹定量分析系统检测证明，所获得的外泌体是可

靠的。此外，进一步通过外泌体内吞实验显示，

PKH26 标记的外泌体可被 MHCC97H 细胞重新吸收

内化。研究结果显示，经过健脾化瘀方处理的肝癌

细胞所分泌的外泌体能重新进入肝癌细胞并发挥抑

癌作用，使肿瘤细胞的 E-cadherin 蛋白表达上调，

N-cadherin 及 Vimentin 蛋白表达下调，上皮间质转

化水平降低，从而显著降低了肝癌细胞的迁移及侵

袭能力。本研究验证了健脾化瘀方可体外通过外泌

体抑制 MHCC-97H 细胞的迁移、侵袭及上皮间质转

化，进一步阐明了健脾化瘀方抑制肝癌进展的机制。

近期还有研究发现，外泌体的促癌作用与其携带

的小分子相关，You 等 [21]发现，Linc00161 可通过抑

制 miR-590-3p，激活 ROCK2 信号通路，从而促进

肝癌的发生；Fang 等 [22]发现，高转移肝癌细胞可通

过外泌体分泌 miR-1247-3p，调节 B4GALT3，进而

促进癌症进展。推测健脾化瘀方通过外泌体抑制肝

癌细胞的上皮间质转化可能与抑制外泌体的形成，

从而减少一些促癌分子的传递，以及调控外泌体中

某些促癌分子的表达有关。

综上所述，健脾化瘀方可能通过外泌体途径抑制

肝癌细胞的侵袭、转移及上皮间质转化，但其调控

外泌体的具体机制仍有待进一步研究。
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