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摘 要:目的 研究苦参素对肿瘤源性内皮细胞(Td-EC)增殖、迁移及成管能力的作用及其可能的分子机制。方法 采

用人肝癌 HepG2细胞条件培养基将人脐静脉内皮细胞(HUVEC)诱导形成 Td-EC,CCK-8法检测浓度分别为0.375
mg/ml、0.75mg/ml、1.5mg/ml、3mg/ml、6mg/ml的苦参素作用Td-EC24h的细胞增殖抑制率,选择IC50浓度(3.5
mg/ml)的苦参素作用Td-EC24h,细胞划痕实验检测Td-EC的迁移能力及体外血管形成实验检测Td-EC的管形成能

力,qRT-PCR检测Ets-1mRNA的表达变化。结果 CCK-8结果显示,0.375mg/ml、0.75mg/ml、1.5mg/ml、3mg/

ml、6mg/ml苦参素作用Td-EC24h后,各组细胞增殖均受到抑制。经3.5mg/ml苦参素作用后,Td-EC的迁移能力及

管形成能力降低,Td-EC中的Ets-1mRNA表达降低,与阴性对照组相比,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 苦

参素可抑制Td-EC的增殖、迁移及成管能力,其分子机制可能与抑制Ets-1mRNA的表达有关。
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Effectofoxymatrineonbiologicalbehavioroftumor-derivedendothelial
cellsanditsmolecularmechanism
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  Abstract: Objective Toexploretheeffectofoxymatrineontheproliferation,migrationandtube-form-
ingabilityoftumor-derivedendothelialcells(Td-EC)andpossiblemolecularmechanism. Methods Human
umbilicalveinendothelialcells(HUVEC)wereinducedtoformTd-ECintheconditionedmediumofhuman
livercancerHepG2cells.CCK-8assaywasusedtodetectproliferationinhibitionrateofTd-ECtreatedfor24h
withoxymatrineatconcentrationsof0.375mg/ml,0.75mg/ml,1.5mg/ml,3mg/mland6mg/ml,respec-
tively.Theoxymatrinewith50%inhibitoryconcentration(3.5mg/ml)wasselectedtotreatTd-ECfor24h.
ThemigrationabilityofTd-ECwasdetectedbycellscratchtestandthetube-formingabilitybyinvitroangio-
genesistest.ThechangeofEts-1mRNAexpressionwasdetectedbyqRT-PCR. Results TheCCK-8assay
showedthattheproliferationofTd-ECwasinhibitedaftertreatmentfor24hwithoxymatrineatconcentrations
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of0.375mg/ml,0.75mg/ml,1.5mg/ml,3mg/ml,6mg/ml.Aftertreatedwith3.5mg/mloxymatrine,
themigrationabilityandtube-formingabilityofTd-ECdecreased,andtheexpressionofEts-1mRNAinTd-EC
decreased,comparedwiththenegativecontrolgroup,thedifferenceswerestatisticallysignificant(P<0.05).
 Conclusion Oxymatrinecaninhibittheproliferation,migrationandtube-formingabilityofTd-EC,andthe
molecularmechanismmayberelatedtotheinhibitionofEts-1mRNAexpression.
  Keywords: oxymatrine;primarylivercancer;tumor-derivedendothelialcells;angiogenesis;E26trans-

formation-specificsequence1

  在全球范围内,原发性肝癌(简称肝癌)在肿瘤死

亡率中排名第3位[1],而在我国,肝癌死亡率在主要恶

性肿瘤中排名第2位,仅次于肺癌[2]。尽管近几年来

肝癌的预防、检测和治疗方面取得了显著进展,但由于

肝癌早期无明显症状,导致诊断时已处于晚期,治疗效

果差,预后欠佳[3-4]。肝癌作为一种高度异质性的恶性

肿瘤,其组织血供丰富,因此抗肝癌血管生成的治疗具

有重大意义。
苦参素是从豆科植物苦参、苦豆子、山豆根中提取

的一种生物活性成分,以氧化苦参碱为主,具有抑制肿

瘤细胞增殖、抑制肿瘤细胞侵袭迁移、抑制肿瘤血管生

成等抗肿瘤特性,通过多种不同作用机制它也可以发

挥一定的抗肝癌作用[5-6]。转录因子E26转化特异性

序列1(E26transformation-specificsequence1,Ets-
1)是一种54kDa的核蛋白,是内皮细胞基因转录的主

要调控因子,研究表明[7]VEGF可以通过刺激Ets-1
的乙酰化来刺激RNA聚合酶Ⅱ暂停释放以驱动内皮

细胞的血管生成反应。有研究发现[8]通过上调人脐静

脉内皮细胞(HUVEC)中的Ets-1转录来提高 VEG-
FR1表达,可能抑制 VEGFR2介导的促血管生成反

应,但大量证据表明[9]Ets-1在肿瘤细胞及肿瘤相关基

质细胞中表达增高。肿瘤血管生成历经血管内皮基底

膜降解、内皮细胞增殖及迁移等过程,是肿瘤发生发展

的关键步骤,目前对于苦参素如何抑制肿瘤血管生成

的作用及机制仍不十分明确。本研究通过肝癌细胞条

件培养基将 HUVEC诱导形成肿瘤源性内皮细胞

(tumor-derivedendothelialcells,Td-EC),观察苦参

素对Td-EC增殖、迁移及血管形成等肿瘤细胞生物学

行为及Ets-1表达的影响,探讨其作用的可能分子机

制。

1 材料与方法

1.1 材料 HUVEC购自中国科学院昆明细胞库,人
肝癌HepG2细胞由右江民族医学院廖长秀博士惠

赠,苦参素注射液购自郑州卓峰制药有限公司(批号:
国号准字H20033744,规格:2ml,0.2g×10支/盒),
胎牛血清购自Gemini公司(批号:A24G00J),DMEM
高糖培养基购自Gibco公司(批号:8119272),内皮细

胞培养基ECM(包含500ml基础培养基、25ml胎牛

血清、5ml内皮细胞生长补充剂、5ml青霉素/链霉素

溶液)购自Sciencell公司(批号:No.28094),CCK-8
试剂盒购自 MCE公司(批号:No.42830),Matrigel
BasementMembraneMatrix(基质胶)购自BD公司

(货号:356234,批号:9246010),0.25%胰蛋白酶-ED-
TA消化液、二甲基亚砜购自北京索莱宝科技有限公

司,RNAisoPlus、逆转录试剂盒、TBGreen○RPremix
ExTaqTM试剂盒及引物购自宝生物工程(大连)有限

公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 HUVEC采用含5%胎牛血清、内
皮细胞生长补充剂(ECGS)的ECM 培养,置于37℃、
含5%CO2 培养箱中贴壁培养,细胞密度达70%~
80%时可进行传代,每2~3d传代1次,所有实验均

采用对数生长期细胞。HepG2细胞在含有10%胎牛

血清的DMEM培养基中培养,置于37℃、含5% CO2
培养箱中贴壁培养,所有实验均采用对数生长期细胞。
当细胞密度达70%时,更换为无血清的DMEM 培养

基继续培养48h后收集细胞上清液,1000r/min离心

5min,用0.22μm过滤器过滤,并在-80℃下储存作为

条件培养基。将HUVEC与含有50%HepG2细胞条

件培养基的内皮细胞培养基一起培养48h,以变成

Td-EC,检测肿瘤内皮标志物1(TEM1)和肿瘤内皮标

志物8(TEM8)来验证Td-EC的身份,可以有助于与

HUVEC区分[10]。通过检测TEM1、TEM8的表达升

高确认 HUVEC已向Td-EC转变,表明Td-EC细胞

模型成功,应用于后续实验。

1.2.2 CCK-8法检测苦参素对Td-EC的抑制作用 
收集Td-EC,胰酶消化重悬成单细胞悬液,计数,调整

细胞密度为5×104 个/毫升,100微升/孔接种于96
孔板中。设实验组(苦参素组)、阴性对照组(含等量完

全培养基)、空白对照组(只含完全培养基,不含苦参

素、细胞),每组设4个复孔。预培养24h后,弃旧培

养基,分别向实验组加入含苦参素浓度为0.375mg/

ml、0.75mg/ml、1.5mg/ml、3mg/ml、6mg/ml的完

全培养基,100微升/孔;向阴性对照组及空白对照组

加入等量完全培养基。继续培养24h后,每组分别加

入10微升/孔CCK-8溶液,继续孵育3h,用酶标仪测
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定在450nm波长处各组吸光度值(A值),计算苦参

素对细胞作用24h后的抑制率。实验非同日重复3
次。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%。选择半数抑制率(50%inhibitorycon-
centration,IC50)的药物浓度作为后续实验干预条件。

1.2.3 细胞划痕实验检测苦参素对Td-EC迁移的影

响 在6孔板孔底部背面画5条平行的直线做标记。
胰酶消化 HUVEC重悬成单细胞悬液,计数,调整细

胞密度为5×104 个/毫升,2毫升/孔接种到6孔板

中,诱导HUVEC变成Td-EC后当细胞密度至80%
~90%时,用无菌的10μl枪头垂直所画标记直线方

向在每孔内划2条痕。用无血清的ECM 基础培养基

轻洗2遍。实验分为2组,实验组加入含IC50浓度(经
计算为3.5mg/ml)苦参素的低血清浓度培养基(含

0.5%胎牛血清、含50%HepG2细胞条件培养基),阴
性对照组加入等量低血清浓度培养基,于不同时间点

(0h、24h)在划痕的同一位置观察拍照,每孔随机4
个拍照点,每组细胞设3个复孔。实验非同日重复3
次。用ImageJ软件统计划痕面积,计算各组细胞划

痕愈合率。计算公式:划痕愈合率(%)=(0h的划痕

面积-24h的划痕面积)/0h的划痕面积×100%。

1.2.4 体外血管形成实验检测苦参素对Td-EC管形

成的影响 取预冷的融解基质胶50微升/孔均匀涂布

96孔板,置于37℃培养箱中1h。实验组分为2组,实
验组加入含IC50浓度(经计算为3.5mg/ml)苦参素的

ECM,阴性对照组加入等量培养基,胰酶消化Td-EC
后用对应组别的培养基重悬成单细胞悬液,计数,调整

细胞密度为2×105 个/毫升,100微升/孔接种于基质

胶表面。于不同时间点(3h、24h)用倒置显微镜观察

每孔管形成变化,每孔随机4个拍照点,每组细胞设3
个复孔。实验非同日重复3次。用ImageJ软件统计

管形成的数量。

1.2.5 实时定量逆转录PCR(real-timequantitative
reversetranscriptionPCR,real-timeqRT-PCR)检测

Ets-1mRNA的表达 设 HUVEC组、Td-EC组,同
时将Td-EC作为实验对象分为2组,实验组加入含

IC50浓度(经计算为3.5mg/ml)苦参素的ECM,阴性

对照组加入等量培养基。药物干预24h后,采用RNA
isoPlus提取细胞总RNA,按PrimeScriptTMRTre-
agentKitwithgDNAEraser(PerfectRealTime)试
剂盒说明书制备cDNA。以cDNA为模板,GAPDH
为内参进行实时荧光定量PCR。Ets-1引物序列:上
游引物5′-GTCATTCCTGCTGCTGCCCTA-3′,下游

引 物 5′-AGTTTGAATTCCCAGCCATCTCC-3′,产
物长度137bp,TEM1引物序列:上游引物5′-GTG-

GACACAGATGAGTGCCAGA-3′,下 游 引 物 5′-
CCCTCGCTACAATAACACTCGAAG-3′,产物长度

89bp,TEM8引物序列:上游引物5′-CAAGATGC-
CGGAGCAGGAATA-3′,下游引物5′-AGGACCCA-
CAAGGCATCGAG-3′,产物长度126bp,GAPDH引

物 序 列:上 游 引 物 5′-GCACCGTCAAGGCT-
GAGAAC-3′,下 游 引 物 5′-TGGTGAAGACGC-
CAGTGGA-3′,产物长度138bp。反应条件:预变性

95℃30s;PCR反应95℃5s,60℃30s,共40个循

环。采用2-ΔΔCt方法计算目的基因的相对表达量,其中

ΔΔCt=(实验组目的基因Ct值-实验组内参基因Ct
值)-(对照组目的基因Ct值-对照组内参基因Ct
值)。

1.2.6 统计学方法 采用SPSS23.0软件进行数据

分析。计量资料以(췍x±s)表示,两组间均数比较采用t
检验,多组间均数比较采用单因素方差分析,以双侧P
<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度苦参素对Td-EC增殖的影响 苦参素

作用Td-EC24h后,各组 A值总体比较差异有统计

学意义(F=152.49,P<0.05),各浓度苦参素组对

Td-EC增殖均有不同程度抑制作用,与阴性对照组相

比差异有统计学意义(P<0.05),见表1。作用24h
的IC50为(3.58±0.37)mg/ml,故选择3.5mg/ml的

苦参素浓度作为后续实验干预条件。

表1 不同浓度苦参素作用Td-EC24h后A值

及细胞抑制率 (n=12)

组别 A值 抑制率/%

阴性对照组 0.728±0.063 -
苦参素组/(mg·ml-1)

 0.375 0.676±0.068a 7.55
 0.75 0.629±0.064a 14.19
 1.5 0.558±0.049a 24.38
 3 0.424±0.045a 43.45
 6 0.192±0.039a 76.72

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与阴性对照组比

较,a:P<0.05。

2.2 苦参素对Td-EC迁移能力的影响 细胞划痕实

验显示,3.5mg/ml浓度的苦参素作用Td-EC24h后

划痕愈合率明显下降,与阴性对照组相比差异有统计

学意义(t=-12.656,P<0.001),见图1。

2.3 苦参素对Td-EC管形成的影响 体外血管形成

实验显示,Td-EC在3h后逐渐出现管形成,3.5mg/

ml浓度的苦参素作用Td-EC3h后管形成数量与阴
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图1 苦参素对Td-EC迁移能力的影响 (×40)

性对照组相比差异无统计学意义(t=0.781,P =
0.479),3.5mg/ml浓度的苦参素作用Td-EC24h后

的管形成数量明显减少,与阴性对照组相比差异有统

计学意义(t=-5.276,P<0.05),见图2。

注:与阴性对照组比较,b:P<0.05。

图2 苦参素对Td-EC管形成能力的影响 (×40)

2.4 Ets-1、TEM1、TEM8在Td-EC中的表达水平及

苦参素对Td-EC中Ets-1mRNA表达的影响 实时

定量逆转录PCR显示,Ets-1在Td-EC中的相对表达

量增高,与 HUVEC相比,Ets-1mRNA表达量差异

有统计学意义(t=-5.556,P<0.05),见图3A。同

时3.5mg/ml浓度的苦参素对Td-EC中Ets-1mR-
NA的表达有抑制作用,与阴性对照组相比差异有统

计学意义(t=28.960,P=0.001),见图3B。与HU-
VEC相比,TEM1、TEM8在Td-EC中的相对表达量

均增高,差异有统计学意义(P<0.05),见图3C、3D。

图3 各组细胞Ets-1、TEM1、TEM8mRNA相对表达量比较

3 讨论

肿瘤可以诱导血管生成,肿瘤血管可以为肿瘤组

织输送氧气及营养、促进代谢等,以利于肿瘤生长、转
移,Td-EC是肿瘤血管生成的重要参与者,但Td-EC
的分离应用研究仍存在困难[11]。大量研究表明,通过

条件培养基共培养、三维细胞共培养等体外共培养模

式,可以构建与肝癌[10]、肺癌[12]、乳腺癌[13]等多种肿

瘤相关的Td-EC。肝癌是一种血管高度异质性的实

体肿瘤,血管生成模式多样,机制复杂,使得抗肝癌血

管生成治疗效果欠佳[14]。目前苦参素作用肝癌血管

内皮细胞方面的研究少有报道,本研究通过构建肝癌

细胞条件培养基共培养体系以了解苦参素有无抗肝癌

血管生成作用奠定基础。CroixBS等[15]采用基因序

列分析表达技术比较来源正常和恶性结直肠组织的血

管内皮细胞的基因表达模式,发现了9个在肿瘤血管

内皮细胞特异性表达的基因(TEM1-TEM9),并命名

为肿 瘤 内 皮 标 志 物 (tumorendothelialmarkers,

TEM)。其中肿瘤内皮标志物1(TEM1,又称内皮唾

液酸蛋白)是由757个氨基酸组成的Ⅰ型跨膜糖蛋白,
肿瘤内皮标志物8(TEM8,又称炭疽毒素受体-1)是由

564个氨基酸组成的Ⅰ型跨膜糖蛋白,已有研究表明,
它们在正常组织及其血管中不表达或少量表达,但在

肿瘤血管内皮细胞中表达明显增高,TEM1、TEM8高

表达的血管内皮细胞具有肿瘤特异性[10,16-17]。本实验

qRT-PCR 结 果 显 示,与 HUVEC 相 比,Td-EC 中

TEM1及TEM8mRNA表达量明显增高,从基因表

达水平上验证了在 HepG2细胞条件培养基作用下

HUVEC向Td-EC的转变。
苦参素能影响肿瘤的血管生成,有研究发现,苦参

素可抑制人肝癌SMMC-7721细胞条件培养基诱导的

血管内皮细胞增殖,可能通过抑制 MAPK/ERK信号

传导通路来抑制肺腺癌A549细胞条件培养基诱导的

HUVECs增殖与迁移,同时其联合化疗药物对肝癌、
胃癌 等 移 植 瘤 的 血 管 生 成 有 协 同 抗 血 管 生 成 作

用[12,18-20]。本研究结果显示,Td-EC增殖的抑制作用

随着苦参素作用浓度增加而增强,同时,经IC50浓度苦

参素作用24h后的Td-EC与对照组相比,细胞迁移

能力及小管形成能力明显下降,说明苦参素能抑制

Td-EC的细胞增殖、细胞迁移及成管能力,这些数据

表明苦参素可能有抗肝癌血管生成的作用,与前述文

献[12,18-20]中的研究结果是一致的。Ets转录因子家族

是一类含有高度保守DNA结合结构域的转录因子,
调控着机体许多正常发育及病理过程,在实体肿瘤中

通过驱动癌细胞自我更新、调节染色质表观遗传学等

方式调控肿瘤生长,Ets-1是最早被发现的Ets转录因

子,主要作为转录激活因子调节生理和病理条件下的
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血管生成[21]。有研究表明[22]Ets-1在非小细胞肺癌

癌组织中过表达并且与肿瘤组织中的微血管密度呈正

相关,它可以诱导非小细胞肺癌细胞向内皮样细胞分

化以促进肿瘤肝转移。FurlanA等[13]研究发现乳腺

癌细胞中过表达的Ets-1促进肿瘤细胞对内皮细胞黏

附而利于肿瘤毛细血管形成,并且内皮细胞也通过募

集肿瘤细胞分泌的基质金属蛋白酶-9(MMP-9)而诱

发血管生成。本研究通过qRT-PCR检测结果发现,
经HepG2细胞条件培养基诱导获得的Td-EC中Ets-
1mRNA表达高于 HUVEC,经过苦参素作用后,Td-
EC中Ets-1mRNA表达降低,提示苦参素可能通过

抑制Td-EC中Ets-1mRNA的表达,从而抑制Td-EC
的细胞增殖、细胞迁移及成管能力。

综上所述,本实验研究证实,HepG2细胞条件培

养基能促使 HUVEC向 Td-EC转变,苦参素能抑制

Td-EC增殖、迁移及成管能力,其分子机制可能与抑

制Ets-1mRNA表达有关。
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