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苦参素通过上调miR-204对人肝癌HepG2细胞的上皮

间质转化及细胞生物学特性的影响

张彩灵1,覃小珊1,2,黄赞松1,2

(1.右江民族医学院研究生学院,广西 百色 533000;

2.右江民族医学院附属医院,广西肝胆疾病临床医学研究中心,广西 百色 533000)

摘 要:目的 探究苦参素(OM)对转化生长因子-β1(TGF-β1)诱导人肝癌细胞 HepG2上皮细胞间充质转化(EMT)过

程的影响及其分子机制。方法 用10ng/mlTGF-β1诱导 HepG2细胞建立EMT模型,将建模成功的肝癌细胞分为5
组:模型组、OM1mg/ml组、OM2mg/ml组、OM4mg/ml组、OM8mg/ml组,以未建模的HepG2细胞(空白组)作为

对照组,采用实时荧光定量PCR(qRT-PCR)检测 HepG2中 miR-204表达情况,分别采用CCK8实验、划痕实验检测

HepG2细胞增殖、迁移情况,蛋白免疫印迹(WesternBlot)检测 HepG2细胞中钙黏附蛋白-E(E-cadherin)、波形蛋白(Vi-
mentin)表达情况。结果 模型组 HepG2细胞呈现梭形和纺锤形,且细胞间隙变大、排列松散,表明造模成功。与空白

组比较,模型组 HepG2细胞中 miR-204表达水平、HepG2细胞生长抑制率、迁移能力及Vimentin表达水平高于空白组

(P<0.05);与模型组相比,OM4mg/ml组 HepG2细胞中 miR-204表达水平、HepG2细胞增殖率、迁移能力及 Vim-
entin表达水平降低,E-cadherin表达水平升高(P<0.05)。结论 OM 可上调 HepG2细胞中 miR-204表达,进而抑制

TGF-β1诱导的人肝癌细胞 HepG2EMT过程。
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Effectofoxymatrineonepithelial-mesenchymaltransitionandcellbiologicalcharacteristics
ofhumanhepatomacarcinomacelllineHepG2byupregulatingmiR-204

ZhangCailing1,QinXiaoshan1,2,HuangZansong1,2

(1.GraduateSchool,YoujiangMedicalUniversityforNationalities,Baise533000,Guangxi,China;

2.TheAffiliatedHospitalofYoujiangMedicalUniversityforNationalities,GuangxiClinical
MedicineResearchCenterforHepatobiliaryDiseases,Baise533000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatetheeffectofoxymatrine(OM)onepithelial-mesenchymaltransition
(EMT)inducedbythetransforminggrowthfactor-β1(TGF-β1)inhumanhepatomacelllineHepG2andrelat-
edmolecularmechanism. Methods 10ng/mlTGF-β1wasusedtoinduceHepG2cellstoestablishEMT
model.Thehepatomacarcinomacells(HCC)successfullymodeledweredividedinto5groups:themodel
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group,1mg/mlOMgroup,2mg/mlOMgroup,4mg/mlOMgroup,and8mg/mlOMgroup.Unmodeled
HepG2cells(blankgroup)wereusedasthecontrolgroup.TheexpressionofmiR-204inHepG2wasdetected
byreal-timefluorescencequantitativePCR(qRT-PCR).TheproliferationandmigrationofHepG2cellswere
detectedbyCCK8experimentandscratchexperiment,respectively.TheexpressionsofE-cadherinandVimen-
tininHepG2cellsweredetectedbyWesternBlotexperiment. Results TheHepG2cellsinthemodelgroup
werecharacterizedbyfusiformandspindleshapes,andtheircellgapwasenlargedandlooselyarranged,indica-
tingthesuccessofmodeling.Comparedwiththoseoftheblankgroup,themiR-204expression,growthinhibi-
tionrateandmigrationabilityofHepG2cellsandVimentinexpressionsinthemodelgroupwerehigherthan
thoseintheblankgroup(P<0.05).Comparedwiththoseofthemodelgroup,themiR-204expression,pro-
liferationrateandmigrationabilityofHepG2cellsandVimentinexpressionsinthe4mg/mlOMgroupde-
creased,whiletheE-cadherinexpressionincreased(P<0.05). Conclusion OMcanup-regulatetheexpres-
sionofmiR-204inHepG2cells,therebyinhibitingtheEMTprocessofhumanhepatomaHepG2cellsinduced
byTGF-β1.
  Keywords: oxymatrine;carcinoma,hepatocyte;miR-204;epithelial-mesenchymaltransition;E-cadher-

in;Vimentin

  肝细胞癌(Hepatocellularcarcinoma,HCC)是最

常见的原发性肝癌,也是世界范围内最常见的癌症相

关死亡原因之一[1]。肝癌的主要治疗方法包括肝移

植、手术切除和化疗,然而,肝癌易发生转移,多数患者

确诊时已错过手术治疗的时机。即使是分子靶向治

疗,一线化疗药应答率也很低[1],而化疗具有化疗耐药

性[2],而部分肝癌患者甚至术后亦可能发生转移,因
此,HCC的治疗已成为目前全世界面临的难题。研究

表明上皮间质转化(Epithelial-mesenchymaltransi-
tion,EMT)与恶性肿瘤的转移与侵袭密切相关[3],还
有研究表明[4],miR-204在肿瘤细胞EMT过程中发

挥了重要的作用。因此,探究能够有效抑制EMT过

程的药物是控制细胞侵袭和转移的前提。苦参素

(oxymatrine,OM),是传统中药苦参的主要生物活性

成分,具有抗炎、抗过敏、抗纤维化、免疫调节及抗肿瘤

等多种药理活性,我们实验组前期实验证明,其在抑制

HCC的EMT作用中有明显作用[5],然而OM抑制肝

癌细胞EMT作用的机制尚未完全明确,因此本文将

探究OM抑制肝癌细胞EMT作用的可能机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株 人肝癌 HepG2细胞由右江民族医

学院基础医学院廖长秀博士惠赠。

1.1.2 主要试剂 胎牛血清、高糖DMEM 培养基购

自Gibco公司;OM 购自郑州卓峰制药有限公司(批
号:国药准字 H20033744,规格2ml:0.2g);CCK8购

自美国 MCE公司;6孔板、96孔板购于美国Thermo
公司,25cm2 细胞培养瓶购于美国Corning公司,上
皮转化因子-β1(TGF-β1)购于美国PEPROTECH 公

司,总RNA提取试剂盒RNAisoPlus(CodeNo.9108)、

逆转录试剂盒 miR-XTMII(CodeNo.RR820A)、氯
仿、异丙醇、国产分析纯75%的乙醇,其中用0.1%
DEPC水配制75%乙醇,将其放入4℃冰箱保存;提取

RNA、逆转录及扩增过程中所用的枪头、EP管等均购

自Axygen公司,以防RNA降解使用前均去RNA酶

处理。兔抗E-Cadherin、Vimentin、GAPDH购自美国

CellSignalTechnology公司,辣根过氧化物酶标记羊

抗兔免疫球蛋白G购自Affinity公司;高效RIPA裂

解液、蛋白标准品、蛋白 marker、BCA法蛋白定量试

剂盒、SDS-PAGE凝胶配制试剂盒、P-ECL化学发光

检测试剂盒购自雅酶公司;SDS-PAGE蛋白上样缓

冲液购自上海碧云天公司。

1.2 人肝癌细胞HepG2EMT模型建立与实验分组

1.2.1 HepG2细胞株的培养 人肝癌 HepG2细胞

株需在含10%胎牛血清的高糖 DMEM 细胞培养液

中,并在37℃、5%CO2 饱和湿度的培养箱中培养;细
胞贴壁生长于25cm2corning培养瓶中,取对数生长

期细胞用于实验。

1.2.2 人肝癌细胞 HepG2EMT模型建立 收集对

数期 HepG2细胞接种于6孔细胞培养板(100微升/
孔,每孔含2×105 个细胞),根据文献[6]的方法构建人

肝癌细胞EMT模型,在细胞培养板中加入 TGF-β1
使其终浓度为10ng/ml,以未用TGF-β1培养的细胞

作为对照组,将细胞培养板置于37℃、5% CO2 的潮

湿培养箱中培养24h,取出细胞培养板,在光学显微

镜下观察对照组和模型组细胞的形态变化。

1.2.3 实验分组 处理实验分为6个组,空白组、模
型组、OM1mg/ml组、OM2mg/ml组、OM4mg/

ml组、OM8mg/ml组,每组细胞均在6孔板中培养

48h。
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1.3 实验检测

1.3.1 CCK8检测各组 OM 对已发生EMT作用的

HepG2细胞的增殖抑制情况 取对数生长期细胞,胰
酶消化成单细胞悬液,调整至合适的细胞密度,接种至

96孔板,使每孔含1×104 个细胞,实验分为:空白组、
模型组、OM1mg/ml组、OM2mg/ml组、OM4
mg/ml组,OM8mg/ml组。次日,在模型组、OM1
mg/ml组、OM2mg/ml组、OM4mg/ml组、OM8
mg/ml组中各加入浓度为10ng/ml的TGF-β1,对照

组加等量培养基,作用24h。第3天,OM1mg/ml
组、OM2mg/ml组、OM4mg/ml组,OM8mg/ml
组各加入含 OM 浓度为1mg/ml、2mg/ml、4mg/

ml、8mg/ml的完全培养基,作用12h、24h、48h、72
h后,于450nm波长检测各组吸光度值(A值),实验

重复3次取均值。抑制率计算公式:抑制率=[1-(实
验组A值-空白对照组 A值)/(阴性对照组 A值-
空白对照组A值)]×100%。

1.3.2 实时定量聚合酶链反应(qRT-PCR)检测

HepG2细胞中miR-204表达水平 将对数期 HepG2
细胞接种于6孔板中,除空白组外,OM1mg/ml组、

OM2mg/ml组、OM4mg/ml组均使用TGF-β1诱

导24h,再使用1mg/ml、2mg/ml、4mg/mlOM 作

用48h。采 用 RNAisoPlus提 取 HepG2 细 胞 总

RNA,并用紫外分光光度计检测总RNA浓度;随后采

用Takara公司5×PrimeScriptRTMasterMix反转

录试剂盒进行反转录获得总cDNA,以Takara公司2
×SYBRPremixExTaqII试剂盒实时定量PCR检

测上述不同组细胞样本中 miR-204,miR-204引物由

上海宝生物公司合成,引物序列为:TCCCTTTGT-
CATCCTATGCCTAA。反应体系:ddH2O9.5μl,

SYBRPremixExTaqTMⅡ12.5μl,上下游引物各

0.5μl,cDNA模板2μl。PCR反应条件为:95℃30
s,95℃5s,60℃30s,共扩增40个循环。溶解曲线

分析:95℃5s,60℃60s,95℃30s。U6作为 miR-
NA表达的内参照,使用2-△△ 法分析结果。实验重复

3次取均值。

1.3.3 划痕实验检测 HepG2细胞迁移能力 将对

数期HepG2细胞接种于6孔板中,除空白组外,OM1
mg/ml组、OM2mg/ml组、OM4mg/ml组均使用

TGF-β1诱导24h,再使用1mg/ml、2mg/ml、4mg/

mlOM作用48h。将各组 HepG2细胞,制备单细胞

悬液并调整细胞数目(1×106/ml),接种至96孔板,细
胞培养板每孔加入1ml单细胞悬液,培养24h,细胞

密度达80%时,用灭菌过的10μl枪头划线,用PBS洗

去划痕中的细胞,加入空白培养基,培养24h后,计算

创面愈合率。创面愈合率计算:愈合率=(原始创面面

积-未愈合创面面积)/原始创面面积×100%。实验

重复3次取均值。

1.3.4 WesternBlot检测 HepG2细胞中钙黏附蛋

白-E(E-cadherin)、波形蛋白(Vimentin)表达情况 
将对数期HepG2细胞接种于6孔板中,除空白组外,

OM1mg/ml组、OM2mg/ml组、OM4mg/ml组均

使用TGF-β1诱导24h,再使用1mg/ml、2mg/ml、4
mg/mlOM作用48h。经 OM 作用48h后,提取各

组总蛋白,BCA法检测各组总蛋白浓度,100℃加热变

性,取30μg蛋 白 样 品 进 行 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

(SDS-PAGE)电 泳 反 应,湿 转 法 将 蛋 白 质 转 移 至

PVDF膜,转膜时间根据各蛋白分子量设定,60~150
min不等,加入无蛋白快速封闭液于室温封闭10min,
洗膜3次,每次5min,然后分别加入相应的一抗,4℃
孵育过夜,TBST洗去膜上未结合的一抗,10分/次,
洗3次,加入辣根过氧化物酶标记的羊抗兔免疫球蛋

白G,室温孵育2h,TBST洗去未结合的二抗,10分/
次,共洗3次,之后加入ECL发光液进行曝光显影,使
用ImageJ软件分析各条带灰度值,计算各蛋白表达

量(目的蛋白条带吸光度值/内参照条带吸光度值)。
实验重复3次取均值。

1.4 统计学方法 应用统计学软件SPSS23.0分析

数据并采用GraphPadPrism8软件进行作图,计量资

料符合正态分布且以(췍x±s)表示,两组间比较采用t
检验,多组间比较采用单因素方差分析;计数资料比

较采用χ2 检验,相关性分析采用Spearman检验。以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 人肝癌HepG2细胞EMT模型建立 从图1可

以看出,对照组人肝癌细胞 HepG2多为抱团生长,细
胞排列紧密,经TGF-β1诱导后其形态发生变化;模

型组人肝癌细胞 HepG2呈现梭形和纺锤形,且细胞

间隙变大、排列松散。表明人肝癌细胞 HepG2EMT
模型构建成功。

注:A:对照组;B:模型组。

图1 TGF-β1诱导的人肝癌细胞 HepG2EMT过程(100×)

2.2 CCK8实验检测 OM 对已发生EMT作用的人

肝癌细胞HepG2的影响 图2结果显示,OM对已发
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生EMT作用的HepG2细胞增殖呈抑制作用,OM 浓

度分别为1mg/ml、2mg/ml、4mg/ml、8mg/ml,随
着OM 浓度的增加,其对已发生EMT作用的人肝癌

细胞HepG2的增殖抑制率增加,且组间抑制率差异

有统计学意义(P <0.05)。由于 OM 浓度为8mg/

ml时肝癌细胞存活较少,无法进行后续实验,故后面

的实验将去掉OM8mg/ml组。

图2 OM对已发生EMT作用的人肝癌细胞

HepG2抑制率的比较 (n=3)

2.3 qRT-PCR检测人肝癌细胞 HepG2中 miR-204
表达水平  图3结果显示,模型组和 OM 组 HepG2
细胞中miR-204表达水平高于空白组(P<0.05);与
模型组相比,OM1mg/ml组、OM2mg/ml组、OM4

mg/ml组HepG2细胞中 miR-204表达水平增高(P
<0.05)。

注:与空白组比较,a:P<0.05;

与模型组比较,b:P<0.05。

图3 肝癌细胞 HepG2中 miR-204表达水平 (n=3)

2.4 划痕实验检测人肝癌细胞 HepG2迁移情况 
图4结果显示,模型组HepG2细胞迁移能力高于空白

组(P <0.05);与 模 型 组 相 比,OM 4 mg/ml组

HepG2细胞迁移能力降低(P<0.05)。

注:A:对照组;B:模型组;C:OM1mg/ml组;D:OM2mg/ml组;E:OM4mg/ml组。

图4 细胞划痕实验检测人肝癌细胞 HepG2迁移能力(40×)

2.5 WesternBlot检测 HepG2细胞中E-cadherin、

Vimentin表达情况 图5结果显示,模型组 HepG2
细胞中E-cadherin表达水平低于空白组(P<0.05),
而Vimentin表达水平升高(P<0.05);OM1mg/ml
组、OM2mg/ml组、OM4mg/ml组 HepG2细胞中

E-cadherin表达水平高于模型组(P<0.05),而Vim-
entin表达水平降低(P<0.05)。

2.6 OM作用48h后,HepG2细胞中 miR-204的表

达量与其增殖抑制率的相关性 经Spearman分析显

示,OM作用48h后,HepG2细胞中 miR-204的表达

量与其增殖抑制率呈正相关(r=0.965,P<0.05)。

2.7 OM作用48h后,HepG2细胞中 miR-204的表

达量与 E-cadherin、Vimentin表达量的相关性 经

Spearman分析显示,OM 作用48h后,HepG2细胞中

miR-204的表达量与其E-cadherin的表达呈正相关(r
=0.767,P<0.05),miR-204的表达量与其 Vimen-
tin的表达呈负相关(r=-0.765,P<0.05)。
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图5 HepG2细胞中 E-cadherin、Vimentin
相对表达量 (n=3)

3 讨论

我们的实验发现在建立EMT模型的基础上,使
用不同浓度的OM 处理 HepG2EMT模型,OM 可抑

制HepG2EMT模型的增殖并可以减弱已发生EMT
的HepG2细胞的的迁移能力;进一步的实验发现OM
可以上 调 HepG2细 胞 中 miR-204表 达 水 平、提 高

HepG2细胞中E-cadherin表达水平和下调 Vimentin
表达水平。

肝癌是最常见的消化道肿瘤,在中国,肝癌在癌症

相关死亡率中排名第二[7]。肝癌易转移的特性给肝癌

的治疗带来巨大的困难。EMT是指上皮细胞来源的

恶性肿瘤细胞转化为更具迁移和侵袭能力的间质细胞

的生物过程。有研究表明,EMT在原发性肿瘤的侵袭

和转移过程中发挥了重要的作用[8-9],且EMT与肝癌

细胞转移密切相关[10-12],因而,抑制肝癌细胞的EMT
过程对于肝癌的治疗和提高患者的生存率具有重要的

意义。OM是传统中药苦参的主要生物活性成分,具
有抗炎、抗过敏、抗纤维化、免疫调节及抗肿瘤等多种

药理活性。近年来有关中西药治联合疗肝癌的研究取

得较大进展,OM 也成为临床实验研究热点之一。研

究发现,氧化苦参碱具有抑制肿瘤细胞增殖[13]、诱导

肿瘤细胞分化凋亡[14]、抑制肿瘤细胞黏性与浸润转移

以及增强化疗药的作用[15]。本课题组前期实验发现,

OM可抑制人肝 HepG2细胞增殖,促进细胞凋亡[14]。
在进一步研究中证明,OM 可通过削弱人肝癌 HepG2
细胞的EMT作用,进而逆转肝癌细胞多药耐药[5],证

明OM可以削弱肝癌细胞的EMT作用,但其作用的

分子机制尚未完全明确。
本研究采用TGF-β1诱导人肝癌细胞 HepG2后,

模型组细胞呈现梭形和纺锤形,且细胞间隙变大、排列

松散,表明人肝癌细胞EMT模型构建成功;在建立

EMT模 型 的 基 础 上,使 用 不 同 浓 度 的 OM 处 理

HepG2EMT模型,发现OM 可抑制 HepG2EMT模

型的增殖,且呈现剂量效应。除此之外,为了进一步了

解OM作用于已发生EMT的HepG2细胞后,其迁移

能力的变化,我们做了划痕检测,发现模型组的细胞迁

移能力高于空白组,而OM1mg/ml组、OM2mg/ml
组、OM4mg/ml组 HepG2细胞迁移能力低于模型

组,且迁移能力随着OM浓度的升高呈降低趋势,结果

表明,OM可以减弱已发生EMT的 HepG2细胞的迁

移能力。而为了在分子水平上进一步确认 OM 组的

HepG2细胞是否发生EMT过程的减弱,本实验对E-
cadherin、Vimentin这两个上皮间质转化的标志性蛋

白进行检测,结果发现 OM 组 HepG2细胞中E-cad-
herin表达水平高于模型组,Vimentin表达水平低于

模型组,表明OM 能够逆转人肝癌细胞 HepG2EMT
过程,且其作用与浓度呈正比。

文献报道[16-21],miR-204在其他肿瘤的发生发展

中扮演着抑癌因子的角色,且其表达的变化可影响肿

瘤细胞EMT作用。有研究发现[22],miR-204参与肝

癌EMT过程,与肝癌的侵袭和迁移密切相关,为明确

miR-204在肝癌中与HepG2细胞的增殖以及EMT过

程的关系,我们使用qRT-PCR对 miR-204进行检测,
结果发现,OM 作用48h后,HepG2细胞中的 miR-
204表达量增高,且 miR-204的表达量随 OM 浓度的

增高而增高,且miR-204的表达量与HepG2细胞增殖

抑制率呈正相关,miR-204的表达量与 HepG2细胞中

E-cadherin的 表 达 呈 正 相 关,miR-204的 表 达 量 与

HepG2细胞中Vimentin的表达呈负相关,随着 miR-
204的表达量的增高,HepG2细胞的EMT作用呈削

弱趋势,推测 OM 可上调 HepG2细胞中 miR-204的

表达,并 且 OM 可 通 过 上 调 miR-204 表 达,减 弱

HepG2细胞的EMT作用,也可通过上调 miR-204表

达进而抑制HepG2细胞的增殖。
综上 所 述,我 们 的 初 步 研 究 发 现 OM 可 上 调

HepG2细胞中miR-204表达,进而抑制TGF-β1诱导

的人肝癌细胞HepG2的增殖、迁移及削弱其EMT过

程,其实验发现为 OM 治疗 HCC提供了新的实验依

据。
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