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汉黄芩素通过调控上皮间质转化抑制胃癌细胞的侵袭转移 *
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摘要 目的：汉黄芩素是中药黄芩中的一种黄酮，具有体内外抗癌活性。然而，汉黄芩素对人胃癌细胞的作用尚不十分清楚。本研

究拟探讨汉黄芩素对人胃癌细胞 MGC-803 侵袭转移能力的影响及其对上皮间质转化（Epithelial to Mesenchymal Transition,

EMT）的作用机制。方法：采用MTT法测定汉黄芩素对人胃癌细胞MGC-803增殖能力的影响，通过划痕实验、Transwell试验检

测汉黄芩素对人胃癌细胞MGC-803迁移、侵袭能力的影响。通过免疫印迹法和免疫荧光法分析汉黄芩素对 EMT的影响。结果：

20 滋M以上浓度的汉黄芩素能抑制人胃癌细胞MGC-803的增殖，不同浓度的汉黄芩素能抑制人胃癌细胞MGC-803的迁移和侵

袭，且呈浓度依赖性。此外，汉黄芩素能抑制间质标记蛋白波形蛋白(Vimentin)和锌指蛋白 E-盒结合同源异形盒 -1(ZEB1)的表达，

促进上皮标记蛋白 E-钙黏蛋白(E-cadherin）的表达。结论：汉黄芩素能抑制胃癌细胞的侵袭和迁移，这一作用可能与其抑制 EMT

的发生有关。
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Wogonin Inhibition of Cell Migration and Invasion in Human Gastric Cancer
by Disruption of Epithelial-mesenchymal Transition*

Wogonin, a flavone identified in Scutellariae radix, shows in vitro and in vivo anti-cancer properties. How-

ever, the mechanism of action of wogonin on human gastric cancer (GC) cells remains unclear. Herein, this strudy was performed to in-

vestigate the influence of wogonin on cell migration and invasion in human GC cells MGC803 and its role in epithelial-mesenchymal

transition (EMT). Effection on cell proliferation of human GC cells MGC803 was assessed by 3-(4,5)-dimethyl-2-thiazolyl)-2,

5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) assay. Wound-healing, transwell migration, and invasion assays were carried out to determine

changes in MGC-803 cell migration and invasion. The influence of the wogonin on EMT was analyzed by both Western blotting and im-

munofluorescence. Wogonin with the concentration of more than 20 滋M effectively suppressed the proliferation of human GC

MGC-803 cells. Different concentrations of wogonin inhibited the migration and invasion of human GC MGC-803 cells in a concentra-

tion-dependent manner. Furthermore, the application of wogonin resulted in the down-regulation of the mesenchymal biomarkers

vimentin and ZEB1 but up-regulated the epithelial biomarker E-cadherin. Our findings indicate that wogonin imparts

inhibitory effects on cell invasion and migration in GC, possibly by disrupting EMT.
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前言

胃癌是世界上第四大常见的恶性肿瘤，也是癌症死亡的第

二个主要原因[1]。有研究表明，胃癌在中国是第三大恶性肿瘤，

死亡率是世界上最高的[2]。在大多数患者中，胃癌在肿瘤转移或

晚期才被发现。尽管胃癌的手术方法或辅助化疗已有很大的进

展，胃癌晚期患者的存活率仍然很低[3]。晚期或转移性胃癌患者

的总生存期中位数不到一年[4]。因此，寻找胃癌更有效的治疗措

施以提高治疗效果势在必行。

EMT是细胞失去上皮表型并获得间质表型的一种行为[5]，

是很多肿瘤的关键调控因素[6,7]。EMT诱导细胞发生改变，例如

间充质特异性标记物如 Vimentin的表达增加，上皮特异性蛋
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白如 E-cadherin的表达减少[8,9]，从而增加癌细胞的活性。据报

道，EMT在胃癌细胞转移和侵袭过程中起着重要作用[10-12]。因

此，EMT可能成为胃癌药物治疗的重要靶点。

汉黄芩素是植物黄芩中的一种黄酮类化合物。汉黄芩素具

有多种生物学活性，包括抗癌[13-15]、抗炎[16]、抗氧化[17]、抗血管生

成[18]、抗焦虑[19]、抗肝炎[20]、抗惊厥[21]和神经保护[22]作用。近年来，

汉黄芩素已被证实在体外能抑制乳腺癌[23]、胆囊癌[24]、黑色素

瘤[25]和肺癌[26,27]的转移。然而，汉黄芩素能否抑制胃癌细胞的侵

袭和迁移及其可能的作用机制目前尚不十分清楚。本研究探讨

汉黄芩素对胃癌细胞MGC-803的迁移和侵袭作用。此外，鉴于

EMT在癌细胞转移中的重要性，我们进一步研究了汉黄芩素

在 EMT中的作用。

1 材料和方法

1.1 主要试剂和材料

汉黄芩素、二甲基亚砜（Dimethyl sulfoxide, DMSO）、MTT

购自美国 Sigma公司。汉黄芩素溶解在 100% DMSO中作为原

溶液在 -20℃保存。本研究确定的 DMSO最佳浓度为 < 0.1%

(该浓度不影响细胞增殖或迁移)。兔抗 E-cadherin单克隆抗体、

兔抗 Vimentin单克隆抗体、兔抗 茁-肌动蛋白（茁-actin）单克隆
抗体购自 CST（Cell Signaling Technology）公司 ，山羊抗 ZEB1

多克隆抗体购自 Abcam公司。辣根过氧化物酶标记的鼠抗羊

二抗、辣根过氧化物酶标记的鼠抗兔二抗购自 Santa Cruz公

司。BCA试剂盒购自美国 Thermo公司。ECL化学发光试剂盒

购自 Pierce公司。

1.2 细胞培养

人MGC-803细胞由中国科学院细胞库提供。采用含 10%

胎牛血清和 100 U/mL 抗生素 （青霉素和链霉素）的

DMEM/F12培养基，在 37℃、5% CO2饱和湿度的恒温培养箱

中培养。

1.3 细胞活力测定

将细胞接种到 96孔板中，每个孔具有 1× 105的细胞密

度。将不同浓度 (0 滋M、10 滋M、20 滋M、40 滋M、80 滋M和 160

滋M)的汉黄芩素加入每个孔中培养 24小时。然后每个孔中加

入 0.5% MTT约 20 滋L，然后在 37℃下再孵育 4小时，每孔中

加入 100 滋L DMSO后振荡 10 min，最后，用酶标仪检测 细胞

在 570 nm波长下的吸光度值（A值）。实验重复 3次。

1.4 划痕实验

通过划痕实验评估细胞迁移能力。将 MGC-803细胞接种

于六孔板，当附着在平板上的细胞获得 80%的融合度时，使用

无菌的 200 滋L移液器吸头在板底划一直线，随后用磷酸盐缓
冲盐水(PBS)冲洗 2次以去除漂浮的细胞，随后用不同浓度的

汉黄芩素或不含汉黄芩素的培养液对细胞进行孵育，于 0h、24h、

48 h用倒置显微镜拍照确定划痕的宽度（细胞间距），细胞间距

越大，说明迁移能力越低。实验重复 3次。

1.5 Transwell实验

将Matrigel基质胶铺于 Transwell小室的上层，并在 37℃

孵育 1小时，将大约 5× 105/mL MGC-803细胞重新悬浮于含

不同浓度汉黄芩素的无血清培养基中，接种于 Transwell小室

上层，将含 10%胎牛血清的培养基加入 Transwell小室下层，

于 37℃培养 24小时后，使用棉签去除小室表面的细胞和Ma-

trigel基质胶。用 100%甲醇固定侵入下室表面的细胞，用吉姆

萨染液染色后在显微镜下拍照和计数，取细胞数平均值评估细

胞的侵袭能力。Transwell 迁移实验方法除了小室不需要加

Matrigel基质胶外，其余同侵袭实验。抑制率 =（对照组穿膜细

胞数 -实验组穿膜细胞数）/对照组穿膜细胞数× 100%。

1.6 Western blotting 试验

用蛋白裂解液从细胞中提取蛋白质，并采用 BCA试剂盒

测定蛋白浓度，然后，用十二烷基磺酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电

泳（SDS-PAGE）分离蛋白质，将蛋白质转移到硝酸纤维素（Ni-

trocellulose, NC）膜上，用含 5%牛血清白蛋白(BSA)和 0.1%吐

温 -20 (TBS-T)的 Tris盐缓冲液(TBS)封闭后，在 4℃下与一抗

孵育过夜，然后再与辣根过氧化物酶标记的二抗孵育，最后采

用化学发光试剂（ECL）显影。

1.7 细胞免疫荧光

细胞接种于盖玻片上，用含或不含汉黄芩素的 10%胎牛血

清培养基培养 24 h，将细胞用 4%多聚甲醛固定 30 min，然后用

0.1% Triton X-100通透 10-15 min，最后，在室温下在 5%牛血

清白蛋白中封闭 1 h，将样品与一抗在 4℃孵育过夜，此后，用

PBS洗涤细胞，在室温下用与异硫氰酸荧光素(FITC)标记的二

抗孵育 1 h，用 4',6-二脒基 -2-苯基吲哚(DAPI）染细胞核，在荧

光显微镜下观察细胞、拍照。

1.8 统计分析

每个实验重复三次，连续变量采用平均值± 标准差表示。

采用非配对 t检验评估各组之间的统计学差异。P值 <0.05表

示有统计学意义。所有数据均使用 SPSS 15.0软件进行分析。

2 结果

2.1 汉黄芩素对MGC-803细胞增殖的影响

MTT检测结果显示汉黄芩素对 MGC-803细胞有细胞毒

性。用汉黄芩素处理 24 h后，MGC-803细胞的增殖被抑制，且

这种抑制作用呈浓度依赖性(图 1)。0-20滋M浓度的汉黄芩素对
MGC-803细胞的细胞毒性作用较微弱。40 滋M以上浓度的汉
黄芩素对MGC-803细胞增殖有显著的抑制作用。为减少汉黄

芩素的细胞毒性作用对迁移、侵袭试验的影响，在后续的实验

中，我们采用 0-20 滋M的药物浓度。

图 1 汉黄芩素对MGC-803细胞活力的影响

Fig.1 Effect of wogonin on MGC-803 cell viability

Note: **P<0.01, ***P<0.001 relative to the control group.
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2.2 汉黄芩素对MGC-803细胞迁移的影响

根据MTT试验的结果，采用划痕试验和 Transwell迁移试

验研究 5, 10, and 20 滋M的汉黄芩素对 MGC-803细胞迁移的

影响。如图 2和图 3所示，汉黄芩素可以显著抑制MGC-803细

胞的迁移。

2.3 汉黄芩素对MGC-803细胞侵袭的影响

图 4显示，处理 24 h后，汉黄芩素显著抑制了MGC-803

细胞的侵袭。5、10和 20 滋M汉黄芩素对MGC-803细胞侵袭的

抑制率分别为 55.1%、68.3%和 80.7%。

图 2 划痕试验检测汉黄芩素对MGC-803细胞迁移的影响

Fig.2 Wound healing assay involving MGC-803 cells exposed to wogonin

图 3 Transwell试验检测汉黄芩素对MGC-803细胞迁移的影响

Fig.3 Effect of wogonin on MGC-803 cell migration determined by Transwell assays

Note: ***P<0.001 relative to the control group.
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图 5 免疫荧光检测汉黄芩素对MGC-803细胞中 E-cadherin和 Vimentin表达的影响

Fig.5 Immunofluorescence assay to assess the effect of wogonin on E-cadherin and vimentin expression in MGC-803 cells

图 4 Transwell试验检测汉黄芩素对MGC-803细胞侵袭的影响

Fig.4 Effect of wogonin on MGC-803 cell invasion determined by Transwell assays

Note: ***P<0.001 relative to the control group.
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图 6 EMT相关标记物 E-cadherin和 Vimentin以及 ZEB1蛋白在

MGC-803细胞中的表达

Fig.6 Western blotting of EMT-associated markers E-cadherin and

vimentin, as well as ZEB1 in MGC-803 cells

Note: *P<0.05, **P<0.01, and ***P<0.001 relative to the control group.

2.4 汉黄芩素对MGC-803细胞 EMT的影响

基于我们前期的研究发现，汉黄芩素能抑制 MGC-803细

胞体外的迁移和侵袭，于是我们进一步研究汉黄芩素对

MGC-803细胞 EMT的影响，以探讨其可能的作用机制。细胞

免疫荧光结果显示，汉黄芩素能使 E-cadherin表达上调，同时

可使 Vimentin表达下调(图 5)。Western blotting结果显示汉黄

芩素能增加 E-cadherin蛋白的表达，减少 Vimentin蛋白表达，

此外，汉黄芩素处理 24小时后，ZEB1蛋白表达下降，这与 Vi-

mentin表达一致，但与 E-cadherin表达相反(图 6)。

3 讨论

肿瘤转移是一个多步骤的复杂过程，与患者的发病率和死

亡率密切相关，其中肿瘤细胞的侵袭是最重要和最具特征的步

骤[28]。不幸的是，在中国，许多胃癌患者在肿瘤转移后才被诊断

出来[29]。目前，转移性胃癌的治疗方法仍然有限。汉黄芩素是一

种中药黄芩中的植物黄酮，具有体内外抗癌活性[23]。近年来，已

有研究表明汉黄芩素对胃癌有抑制作用。Zhao[30]等人的研究证

明汉黄芩素可以通过诱导胃癌细胞凋亡从而增强低剂量 5-氟

尿嘧啶的抗肿瘤作用。在Wang[31]等人的研究中，汉黄芩素呈时

间和浓度依赖性抑制胃癌 SGC-7901细胞增殖，并且还抑制了

SGC-7901细胞的能量代谢及血管生成。此外，有研究显示，汉

黄芩素可呈浓度依赖性抑制胃癌细胞 BGC-823、MGC-803、

MKN-45、HGC-27的增殖，并且与顺铂、紫杉醇有协同抑制作

用，体内研究也显示汉黄芩素与低剂量紫杉醇联合使用可协同

抑制胃癌增长[32]。汉黄芩素的抗肿瘤侵袭作用目前也得到了研

究证实[23-27]。然而，汉黄芩素是否对胃癌细胞有抗转移作用及其

可能的作用机制还不十分清楚。张永海[33]的研究显示汉黄芩素

能诱导 SGC-7901胃癌细胞凋亡，并能抑制其增殖、迁移和侵

袭。有研究发现汉黄芩素对胃癌细胞的增殖、迁移和侵袭作用

在胃癌细胞系 BGC-823和MKN45中也同样存在，并且汉黄芩

素能抑制 JAK1/2的表达，下调胃癌细胞的 JAK/STAT3通路活

性[34]。本研究结果显示汉黄芩素可呈浓度依赖性抑制MGC-803

胃癌细胞增殖，通过划痕及 Transwell实验观察到汉黄芩素对

MGC-803胃癌细胞的迁移和侵袭也有抑制作用，且这种抑制

作用呈浓度依赖性。我们的研究结果与现有的文献报道相一

致，此外，为探讨汉黄芩素抑制胃癌细胞迁移、侵袭的分子机

制，我们还进一步研究了汉黄芩素对MGC-803胃癌细胞 EMT

的影响。

EMT属于实体肿瘤进展的早期阶段，它可使肿瘤细胞从

低级恶性肿瘤转化为高级恶性肿瘤[35,36]。越来越多的证据表明，

EMT是肿瘤侵袭和转移的关键步骤[37,38]。上皮细胞中细胞 -细

胞黏附的丧失以及间质细胞特征的获得是 EMT的特征，这使

得细胞更具能动性和侵袭性。因此，抑制 EMT被认为是对抗肿

瘤转移的有效策略[39]。我们研究了汉黄芩素对 EMT的影响，特

别是在抑制胃癌MGC-803细胞转移方面。我们的研究结果显

示，汉黄芩素通过上调上皮标志物 E-cadherin和下调间质标志

物 Vimentin有效抑制 EMT过程。我们的研究表明汉黄芩素对

MGC-803细胞的抗侵袭作用可能部分归因于对 EMT的抑制。

在 EMT过程中，各种转录因子如 SNAIL、TWIST和 ZEB

诱导基因表达发生变化，这会抑制上皮表型并诱导间质表型的

表达[6]。ZEB1（也被称为 deltaEF1或 AREB6）和 ZEB2（通常被

称为 Smad相互作用蛋白 1 (SIP1)）属于锌指同源盒 E-钙粘蛋

白抑制物家族[40]。ZEB1和 ZEB2能够通过与 CDH1启动子内

的 E-box元件结合并相互作用来抑制其活性，从而激活 EMT[40,41]。

此外，ZEB1还可以通过下调基底膜成分和细胞极性蛋白表达

来促进 EMT的发生。有研究表明，ZEB1可以通过诱导一个与

microRNA相关的双负反馈回路来稳定 EMT。我们在研究中检

测了 ZEB1蛋白的表达水平，发现汉黄芩素能抑制 ZEB1蛋白

的表达，这表明汉黄芩素可以通过调节转录因子来抑制 EMT。

综上所述，我们的研究表明汉黄芩素具有抑制胃癌细胞

MGC-803体外侵袭和迁移的能力，该作用可能通过抑制细胞

EMT过程而产生。这些结果表明汉黄芩素可能用于胃癌的治

疗，特别是转移性胃癌。本研究为胃癌的药物治疗提供了新的

思路，为新药研发提供了研究基础。
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