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苦参碱通过调控miR-122对肝癌HepG2

细胞迁移和侵袭的影响及机制
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摘 要:目的 探讨苦参碱通过 miR-122调控肝癌 HepG2细胞侵袭转移的作用及其分子机制。方法 采用瞬时转染法

转染 miR-122至低表达 miR-122的肝癌 HepG2细胞,荧光显微镜下观察转染效率;采用CCK-8检测浓度分别为0.5
mg/mL、1mg/mL、2mg/mL、4mg/mL、8mg/mL的苦参碱对 HepG2细胞存活率的影响;细胞划痕、Transwell法检测

苦参碱抗肝细胞癌的侵袭转移能力的影响;采用qPCR检测苦参碱作用于 HepG2细胞后 miR-122的表达,采用 West-
ernBlot法检测苦参碱对上皮-间质转化相关蛋白E-cadherin、N-cadherin、Vimentin的表达。结果 苦参碱作用48h
能显著抑制 HepG2细胞的细胞活性,苦参碱能抑制细胞的迁移率及侵袭,miR-122mimic+苦参组、苦参组、miR-122
mimic组的划痕愈合率均小于阴性对照组(P<0.001),miR-122mimic+苦参组、苦参组、miR-122mimic组的穿膜细胞

数均少于阴性对照组(P<0.001);miR-122mimic+苦参组、苦参组、miR-122mimic组E-cadherin的相对表达量均高

于阴性对照组的表达量(P<0.001),N-cadherin的相对表达量均低于阴性对照组相对表达量(P<0.001),Vimentin
的相对表达量均低于阴性对照组相对表达量(P<0.001)。结论 苦参碱对肝癌 HepG2细胞的增殖、侵袭及迁移具有

抑制作用,其机制可能与上调 miR-122、抑制上皮-间质转化有关。
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  Abstract: Objective ToinvestigatetheeffectofmatrineoninvasionandmigrationofhepatomaHepG2
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cellsbyregulatingmiR-122anditsmolecularmechanism. Methods TheHepG2cellsweretransfectedinto
oneswithlowexpressionofmiR-122bytransienttransfection,andthetransfectionefficiencywasobservedun-
derfluorescencemicroscope.CCK-8wasusedtodetecttheeffectofmatrinewithconcentrationsof0.5mg/

mL,1mg/mL,2mg/mL,4mg/mLand8mg/mLonthesurvivalrateofHepG2cells.Theeffectofmatrine
ontheinvasionandmigrationofhepatocellularcarcinomawasdetectedbywoundhealingassayandTranswell
method.qPCRwasusedtodetecttheexpressionofmiR-122inHepG2cellsaftermatrinetreatment,and
WesternBlotwasusedtodetecttheexpressionofE-cadherin,N-cadherinandVimentin,whichwererelatedto
epithelal-mesenchymaltransformation. Results MatrinecouldsignificantlyinhibittheactivityofHepG2
cellsafter48hoftreatment,andmatrinecouldinhibitcellmigrationandinvasion.WoundhealingratesofmiR-
122mimic+matrinegroup,matrinegroupandmiR-122mimicgroupwerelowerthanthoseofthenegative
controlgroup(P<0.001).ThenumberofmembranepenetratingcellsofmiR-122mimic+matrinegroup,

matrinegroupandmiR-122mimicgroupwerelessthanthoseofthenegativecontrolgroup(P<0.001).The
relativeexpressionofE-cadherininmiR-122mimic+matrinegroup,matrinegroupandmiR-122mimicgroup
werehigherthanthoseinthenegativecontrolgroup(P<0.001);therelativeexpressionsofN-cadherininthe
threegroupswerelowerthanthoseinthenegativecontrolgroup(P<0.001),andtherelativeexpressionsof
Vimentininthethreegroupswerelowerthanthoseinthenegativecontrolgroup(P<0.001). Conclusion 
Matrinecaninhibittheproliferation,invasionandmigrationofhepatocellularcarcinomaHepG2cells,andits
mechanismmayberelatedtoup-regulationofmiR-122andinhibitionofepithelialmesenchymaltransformation.
  Keywords: matrine;hepatocellularcarcinoma;HepG2cells;epithelial-mesenchymaltransformation

  肝细胞癌(hepatocellularcarcinoma,HCC)素有

“癌中之王”的称号,病程短、治疗困难、手术率低[1],是
我国主要的常见恶性肿瘤。由于疾病早期缺乏特定症

状,大多数HCC患者直到晚期才被诊断[2-3]。尽管手

术是肝癌治疗的最佳选择之一,但晚期肝癌患者通常

不适合手术,全身治疗仍然是姑息治疗的唯一选择[4],
因此,寻找有效的治疗药物和方法对降低病死率及延

长寿命至关重要。苦参碱(苦参碱C15H24N2O)是从

苦参根中分离得到的重要四环喹啉类生物碱之一[5]。
研究显示苦参碱有抑制肝癌细胞增殖、促进其凋亡、抑
制肝癌血管内皮细胞增殖和恶性细胞的侵袭转移的作

用[6]。有研究证实 HCC的增殖、迁移和侵袭与 mi-
RA-122的表达呈负相关[7],而苦参碱可上调肝癌

HepG2细胞的 MicroRNA-122表达,促进肿瘤细胞凋

亡[8],因此推测苦参碱是通过上调 miR-122调控肝癌

的侵袭转移。但miR-122在HCC中的生物学作用及

靶基 因 仍 未 完 全 明 确。本 研 究 选 用 人 肝 癌 细 胞

HepG2细胞为研究对象,以期探讨苦参碱通过作用于

miR-122调控肝癌侵袭转移的作用及分子机制,为苦

参碱用于HCC的治疗提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料 人肝癌 HepG2细胞由右江民族医学院

附属医院邓益斌博士惠赠,苦参碱购自上海阿拉丁生

化科技股份有限公司(规格:M109803-1g),胎牛血清

(批号:FBSST-01033-500),DMEN高糖培养基(批号:

D6429-500ML)、CCK-8(批号:CK04-500T)、TRIzOL

(批号:15596-026)、生工 miRNA第一链cDNA合成

(茎环法)均购自广西卓一生物技术有限公司;PTG
GAPDHRabbitPolyclonalAntibody(批号:10494-1-
AP)、E-cadherinRabbitPolyclonalAntibody(批号:

20874-1-AP)、N-CadherinRabbitPolyclonalAnti-
body(批 号:22018-1-AP)、VimentinRabbitPoly-
clonalAntibody(批号:10366-1-AP)均购自广西卓一

生物技术有限公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 HepG2细胞用含10%胎牛血清、

100μg/mL青链霉素的DMEM 培养基,置于37℃、

5%CO2 培养箱中培养,待细胞密度达到80%进行传

代培养,每2~3d传代1次,取处于对数生长期的细

胞用于实验。

1.2.2 CCK-8法检测不同浓度苦参碱对 HepG2细

胞的抑制作用 取对数生长期的细胞,胰酶消化后重

悬成细胞悬液,以细胞密度为5×104 个/毫升,接种于

96孔板中,每孔100μL细胞悬液。分为实验组、阴性

对照组、空白对照组,实验组含不同浓度的苦参碱,阴
性对照组含完培的细胞悬液,空白组只含完全培养基,
不含细胞及药物,每组设4个复孔。放入培养箱中培

养24h后,弃旧培养基,实验组分别加入不同浓度的

苦参碱100mL,浓度为0.5mg/mL、1mg/mL、2mg/

mL、4mg/mL、8mg/mL;向阴性对照组及空白对照

组加入等量完全培养基。培养箱中继续培养48h后,
每孔分别加入10μLCCK-8溶液,继续孵育3h,在全
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自动酶标仪450nm波长处测定(OD)值,计算苦参碱

对HepG2细胞作用48h后的抑制率(IR)。选择半数

抑制率(IC50)的药物浓度作为后续实验干预条件。

1.2.3 实时 定 量 PCR(real-timeqRT-PCR)检 测

miR-122的表达 取对数生长期的细胞消化重悬后以

细胞密度为5×104 个/孔,接种于24孔板中,培养24
h后,弃旧培养基,用PBS清洗两遍,每孔加入0.5mL
悬浮稀释的慢病毒(hsa-miR122-5P),同时以对照阴性

慢病毒转染目的细胞建立对照组细胞株(LV3-NC),
细胞常规于37℃、5%CO2 培养箱培养。转染后12h
观察细胞生长状态,如无明显毒性作用,约48h后更

换成完全培养基。72h后可用胰酶消化重悬加入嘌

呤霉素(1mg/L)筛选去除转染差的细胞,qPCR检测

各组转染后细胞中 miR-122表达变化情况,细胞荧光

高表达及生长稳定后可继续培养进行后续细胞实验。
实验分为4组,miR-122mimic+苦参组、苦参组、

miR-122mimic组、阴性对照组,苦参组加入含IC50
浓度(经计算为1.0mg/mL)为苦参碱的完全培养基,
其余两组加入完全培养基,孵育箱培养48h后,加入

Trizol,提取各组细胞总RNA,待RNA浓度和纯度测

定后,反转成cDNA。以cDNA为模板,U6为内参进

行实时荧光定量PCR。Hsa-minR-122-5P引物序列:
上游引物5′-GCGTGGAGTGTGACAATGG-3′,下游

引物5′-GTGCAGGGTCCGAGGT-3′,按照预变性95
℃,5min,变性95℃,10s,退火60℃,30s,40个循

引环的程序进行,使用2-△△Ct法分析结果。

1.2.4 细胞划痕实验 将转染的细胞及未转染的细

胞进行消化,并制成单细胞悬液,每孔取5×105 个/孔

细胞置于6孔板中,当细胞密度达到80%~90%时,
用200μL无菌枪头垂直于孔板在细胞表面划痕,用

PBS清洗两遍,实验分为4组,miR-122mimic+苦参

组、苦参组、miR-122mimic组、阴性对照组,有苦参的

组加入含IC50浓度(经计算为1.0mg/mL)苦参碱的

无血清DMEM培养基,其余两组加入无血清DMEM
培养基,分别于0h、48h在划痕的同一位置进行观察

和拍照,最后用ImageJ软件计算细胞划痕愈合率。计

算公式:划痕愈合率(%)=(0h的划痕面积-48h的

划痕面积)/0h的划痕面积×100%。

1.2.5 细胞侵袭实验 从-20℃的冰箱中取出 ma-
trigel在冰上溶解,用DMEM 培养基进行稀释(质量

浓度为1mg/mL),于每孔100μLmatrigel添加到上

室中凝成胶状。实验分为4组,miR-122mimic+苦参

组、苦参组、miR-122mimic组、阴性对照组,调整细胞

密度为5×104/mL的细胞悬液200μL加到 Tran-
swell小室,下室分别加入含苦参碱及不含苦参碱的完

全培养基,48h后用PBS洗涤小室2次,用多聚甲醛

固定15min,再用结晶紫染色15min。在显微镜下进

行观察和拍照,最后使用ImageJ对细胞进行计数。

1.2.6 WesternBlot 提取干预后各组细胞中总蛋

白,用BCA 试剂盒对蛋白裂解产物进行定量,SDS-
PAGE 凝 胶 电 泳 分 离 蛋 白 裂 解 物,将 蛋 白 转 移 到

PVDF膜上,快速封闭液封闭30min。TBST洗涤3
次,每次10min,PVDF 膜与一抗在4℃孵育过夜,

TBST洗涤3次,每次10min,用二抗在室温下孵育1
h,然后再洗涤3次,每次10min,最后蛋白显影及对

蛋白条带灰度值定量分析。

1.2.7 统计学方法 应用Graphpad9.0软件进行统

计学分析,多组间比较采用单因素分差分析,两两比较

采用t检验,P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 苦参碱对 HepG2细胞增殖的影响 不同浓度

苦参碱作用于 HepG2细胞48h后,苦参碱各浓度组

对HepG2细胞增殖均有不同程度抑制作用,各浓度

组细胞活力与阴性对照组相比差异有统计学意义(P
<0.001),见表1。GraphPadPrims9.0软件计算

IC50,IC50值为(1.026±0.138)mg/mL,故选择苦

参碱浓度为1.0mg/mL作为后续实验的干预条件。

表1 不同浓度苦参碱对 HepG2细胞增殖的影响

组别 n Cellviability/%

对照组 3 100.00±7.79
0.5mg/mL组 3 75.34±9.84a

1mg/mL组 3 57.60±7.95a

2mg/mL组 3 36.09±3.21a

4mg/mL组 3 27.77±10.96a

8mg/mL组 3 23.77±10.14a

F 119.045
P <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与阴性对照组相

比,a:P<0.001。

2.2 miR-122的表达水平及苦参碱对 miR-122表达

的影 响 实 时 荧 光 定 量 PCR 结 果 显 示,miR-122
mimic+苦参组、苦参组、miR-122mimic组的相对表

达量增高,与阴性对照组相比差异有统计学意义(P
<0.001),见图1、表2。

2.3 苦参碱对 HepG2迁移和侵袭的影响 划痕实

验反应细胞的水平迁移能力,miR-122mimic+苦参

组、苦参组、miR-122mimic组的划痕愈合率均小于阴

性对照组(P 均<0.001)。Transwell实验反映细胞

的垂直侵袭能力,miR-122mimic+苦参组、苦参组、

miR-122mimic组的穿膜细胞数均少于阴性对照组,
其差异有统计学意义(P<0.001),见图2、表3。

—872—

2023年             右江民族医学院学报              第2期



图1 苦参碱对 miR-122表达的影响

表2 各组 miR-122相对表达量

组别 n miR-122相对表达量

miR-122mimic+苦参组 3 1044.35±164.46b

苦参组 3 265.05±15.88a

miR-122mimic组 3 288.12±18.62a

对照组 3 1.00±0.00
F 87.550
P <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与阴性对照组相

比,a:P<0.01,b:P<0.001。

注:A.miR-122mimic+苦参组,B.苦参组,C.miR-122mimic组,D.阴性对照组。

图2 苦参碱对 HepG2迁移的影响(×40)

表3 各组划痕愈合率及Transwell穿膜细胞数

组别 n
划痕愈

合率/%

Transwell
穿膜细胞数/个

miR-122mimic+苦参组 3 8.14±0.43b 11.00±3.61b
苦参组 3 21.99±1.53a 35.67±8.33b

miR-122mimic组 3 16.02±2.64b 43.33±12.22a
对照组 3 29.80±1.05 106.30±9.29
F 95.047 62.151
P <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与阴性对照组相

比,a:P<0.001,b:P<0.0001。

2.4 WesternBlot法 检测E-cadherin、N-cadherin、

Vimentin蛋白表达情况,经苦参碱过表达 miR-122干

预后上皮细胞标志性蛋白E-cadherin表达高于阴性对

照组(P<0.001),而 N-cadherin表达低于阴性对照

组(P<0.001),Vimentin表达低于阴性对照组(P<
0.001),见表4。

表4 苦参碱作用 HepG2细胞后E-cadherin、N-cadherin、Vimentin蛋白水平变化

组别 n E-cadherin/GAPDH N-cadherin/GAPDH Vimentin/GAPDH

miR-122mimic+苦参组 3 94.77±8.01b 45.36±8.73c 65.23±9.81c

苦参组 3 81.83±12.76b 55.86±3.53b 82.46±5.03b

miR-122mimic组 3 74.82±9.53a 75.55±7.86a 84.73±5.91b

对照组 3 41.22±9.06 107.07±16.66 113.84±9.44
F 15.649 20.626 19.851
P <0.001 <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与阴性对照组相比,a:P<0.05,b:P<0.01,c:P<0.001。
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3 讨论

本研究发现,分别将浓度为0.5mg/mL、1mg/
mL、2mg/mL、4mg/mL、8mg/mL的苦参碱作用于

HepG2细胞48h后,各浓度组对 HepG2细胞增殖均

有不同程度抑制作用,根据计算出的IC50,选择1mg/
mL浓度作为后续实验研究条件。划痕试验及侵袭试

验提示苦参碱能抑制肝癌细胞的迁移及侵袭能力,进
一步研究发现苦参碱可以上调肝癌 HepG2细胞中的

miR-122表达,提高 E-cadherin蛋白表达水平、下调

N-cadherin、Vimentin蛋白表达水平。
苦参碱是从经典中药苦参根中分离得到的一种主

要生物碱成分[9-10],长期以来一直用于抗炎、抗病毒、
抗肿瘤、免疫调节等方面的治疗[11]。其中抗肿瘤作用

具有良好的前景,目前研究发现其抗肿瘤作用与抑制

细胞侵袭及迁移等相关。杨静波等[12]发现苦参碱及

氧化苦参碱均可抑制肝癌SMMC-7721细胞的增殖及

迁移,促进细胞凋亡。张贝贝等[13]研究发现氧化苦参

碱可抑制乳腺癌 MCF-7细胞增殖、侵袭及迁移,其作

用机制与抑制 Wnt/β-catenin通路激活、逆转上皮-间
充质转化(epithelial-mesenchymaltransition,EMT)
机制有关。张彩灵等[14]发现,苦参素能抑制肝癌的增

殖及迁移,其机制是通过上调HepG2细胞miR-204的

表达来抑制TGF-β1进而抑制EMT的发生。黎梨[15]

研究发现苦参素通过影响ZEB1及 EC表达来削弱

EMT作用,进而抑制 P-gp的表达来逆转 HCC中化

疗耐药性。戴美琴[16]发现苦参碱能抑制肝癌 Bel-
7402和SMMC-7721细胞迁移、侵袭,其机制是通过诱

导miR-199a-5p表达,抑制 HIF-1α的功能,进而产生

抗EMT的作用。EMT与肿瘤起始、侵袭、转移和治

疗耐药性有关[17],它有助于肿瘤进展,并被认为是多

种类型肿瘤扩散的驱动因素[18]。EMT的特点是上皮

指标 N-cadherin、Vimentin的水平升高和E-cadherin
的水平降低[19],故检测 N-cadherin、Vimentin及 E-
cadherin表达程度可反映EMT水平。本实验研究显

示,苦参碱作用后,肝癌细胞侵袭迁移能力减弱,E-
cadherin蛋白表达上调,N-cadherin及Vimentin蛋白

表达下调,提示苦参碱可能通过抑制EMT而抑制肝

癌侵袭及迁移水平。
为进一步研究苦参碱抑制肝癌侵袭迁移的机制,

本实验通过转染miR-122上调其表达后检测细胞侵袭

迁移能力及相关因子的表达。结果显示苦参碱能上调

miR-122的表达,苦参碱组、miR-122mimic组和 miR-
122mimic+苦参组均能抑制肝癌 HepG2细胞侵袭和

转移,且 miR-122mimic+苦参组抑制作用最明显。
张轩等[20]发现氧化苦参碱能提高肝细胞中 miR-122
表达,对乙型肝炎病毒的复制有明显的抑制作用。向

发良[21]发现苦参素能上调 MicroRNA-122表达和下

调 MicroRNA-21,进而抑制人肝癌 HepG2细胞增殖,

促进其凋亡。孙秀光等[22]研究发现上调肝癌 HepG2
细胞miR-122的表达后能下调N-myc下游调节基因3
(NDRG3)的表达进而抑制肝细胞癌的细胞增殖、侵袭

及迁移。王静等[23]研究发现转染 miR-122mimic上

调miR-122后,肝癌 MHCC-97H 细胞迁移能力受到

抑制,而转染miR-122inhibitor抑制miR-122表达后,
细胞迁移能力则增强,进一步研究发现 miR-122可调

控EMT,表明miR-122可通过调控肝癌细胞EMT抑

制肝癌的侵袭与迁移。以上研究提示苦参碱可能作用

于miR-122,而miR-122表达增加后可抑制侵袭转移,
本研究发现苦参碱作用后 miR-122表达增加,提示苦

参碱能上调miR-122的表达,通过转染 miR-122使其

过表达后,苦参碱对肝癌侵袭及迁移的抑制作用更加

显著,提示苦参碱可上调mi-122的表达进而抑制肝癌

侵袭迁移。而苦参碱组、miR-122mimic组及联合组

均能上调E-cadherin蛋白表达、下调 N-cadherin、Vi-
mentin蛋白表达,且联合组作用最明显,提示苦参碱

抑制肝癌细胞侵袭及迁移能力可能是通过上调 miR-
122表达进而影响EMT水平实现的。

综上所述,苦参碱能抑制肝癌 HepG2细胞增殖、
迁移及侵袭,其机制可能与上调miR-122表达,从而抑

制EMT发生有关。
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