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  【摘要】 目的 探讨桔梗皂苷D调控上皮间质转化(EMT)对人子宫内膜癌Ishiwaka细胞迁移、侵袭的影响,及对

转化生长因子β(TGF-β)/Smad信号通路的调节作用。方法 取第4代对数生长期的人子宫内膜癌Ishiwaka细胞,随
机分为对照组、桔梗皂苷D组、激动剂组和桔梗皂苷D+激动剂组。桔梗皂苷D组细胞加入桔梗皂苷D

 

18
 

μmol/L培

养24
 

h,激动剂组细胞加入重组人TGF-β
 

20
 

ng/mL刺激24
 

h,桔梗皂苷D组+激动剂组细胞先加入重组人TGF-β
 

20
 

ng/mL刺激24
 

h后,再加入桔梗皂苷D培养24
 

h。MTT法检测细胞存活率,Transwell实验检测细胞侵袭能力,划痕

实验检测细胞迁移能力及蛋白印迹法检测TGF-β1、p-smad2/3、上皮钙粘蛋白(E-cad)和神经钙粘蛋白(N-cad)相对表

达量。结果 与对照组比较,桔梗皂苷D组细胞存活率及TGF-β1、p-smad2/3和 N-cad蛋白相对表达量降低,细胞迁

移和侵袭能力减弱,E-cad蛋白相对表达量升高,激动剂组TGF-β1、p-smad2/3和 N-cad蛋白相对表达量升高,细胞迁

移和侵袭能力增强,E-cad蛋白相对表达量降低(P<0.05);与桔梗皂苷组比较,桔梗皂苷D+激动剂组细胞存活率及

TGF-β1、p-smad2/3和N-cad蛋白相对表达量升高,细胞迁移和侵袭能力增强,E-cad蛋白相对表达量降低(P<0.05);
与激动剂组比较,桔梗皂苷D+激动剂组细胞存活率及TGF-β1、p-smad2/3和N-cad蛋白相对表达量降低,细胞迁移和

侵袭能力减弱,E-cad蛋白相对表达量升高(P<0.05)。结论 桔梗皂苷D可能通过抑制TGF-β1/Smad2/3信号通路

调控上皮间质转化降低人子宫内膜癌Ishiwaka细胞迁移及侵袭能力。
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  【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

platycodin
 

D
 

on
 

epithelial
 

mesenchymal
 

transformation
 

(EMT)
 

in
 

human
 

endometrial
 

carcinoma
 

Ishiwaka
 

cell
 

migration
 

and
 

invasion,and
 

the
 

regulation
 

of
 

transforming
 

growth
 

factor
 

β
 

(TGF-β)
 

/Smad
 

signaling
 

pathway.
 

Methods Ishiwaka
 

cells
 

in
 

the
 

fourth
 

generation
 

of
 

logarithmically
 

growing
 

stage
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

control
 

group,platycodin
 

D
 

group,agonist
 

group
 

and
 

platycodin
 

D+
 

agonist
 

group.
 

Cells
 

in
 

platycodin
 

D
 

group
 

were
 

added
 

with
 

platycodin
 

D
 

18
 

μmol/L
 

and
 

cultured
 

for
 

24
 

h.
 

Cells
 

in
 

the
 

agonist
 

group
 

were
 

added
 

with
 

20
 

ng/mL
 

recombinant
 

human
 

TGF-β
 

for
 

24
 

h,and
 

cells
 

in
 

the
 

platycodin
 

D
 

+
 

agonist
 

group
 

were
 

first
 

added
 

with
 

20
 

ng/mL
 

recombinant
 

human
 

TGF-β
 

for
 

24
 

h
 

and
 

then
 

cultured
 

with
 

platycodin
 

D
 

for
 

24
 

h.
 

Cell
 

viability
 

was
 

detected
 

by
 

MTT
 

assay,cell
 

invasion
 

ability
 

was
 

detected
 

by
 

transwell
 

assay,cell
 

migration
 

ability
 

was
 

detected
 

by
 

scratch
 

assay,

and
 

TGF-β1,p-Smad2/3,epithelial
 

cadherin(E-cad)
 

and
 

neural
 

cadherin
 

(N-cad)
 

were
 

detected
 

by
 

western
 

blotting.
 

Re-
sults Compared

 

with
 

the
 

control
 

group,cell
 

survival
 

rate
 

and
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

TGF-β1,p-Smad2/3,N-cad
 

and
 

cell
 

migration
 

and
 

invasion
 

ability
 

in
 

platycodin
 

D
 

group
 

were
 

decreased,and
 

the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

E-cad
 

protein
 

was
 

increased.
 

The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

TGF-β1,p-Smad2/3
 

and
 

N-cad,cell
 

migration
 

and
 

invasion
 

ability
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in
 

agonist
 

group
 

were
 

increased,and
 

the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

E-cad
 

protein
 

was
 

decreased
 

(P<0.05).
 

Compared
 

with
 

the
 

platycodin
 

D
 

group,the
 

cell
 

survival
 

rate
 

and
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

TGF-β1,p-Smad2/3
 

and
 

N-cad
 

protein,the
 

cell
 

migration
 

and
 

invasion
 

ability
 

were
 

increased
 

in
 

platycodin
 

D
 

+
 

agonist
 

group,and
 

the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

E-cad
 

protein
 

was
 

decreased
 

(P<0.05).
 

Compared
 

with
 

agonist
 

group,cell
 

survival
 

rate
 

and
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

TGF-β1,p-Smad2/3
 

and
 

N-cad,cell
 

migration
 

and
 

invasion
 

ability
 

in
 

platycodin
 

D
 

+
 

agonist
 

group
 

were
 

de-
creased,and

 

the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

E-cad
 

was
 

increased
 

(P<0.05).
 

Conclusion Platycodin
 

D
 

may
 

regulate
 

epi-
thelial-mesenchymal

 

transformation
 

by
 

inhibiting
 

TGF-β1/
 

Smad2/3
 

signaling
 

pathway
 

and
 

reduce
 

the
 

invasion
 

and
 

mi-

gration
 

of
 

human
 

endometrial
 

carcinoma
 

Ishiwaka
 

cells.
 

【Key
 

words】 Endometrial
 

cancer;Platycodin
 

D;Epithelial-mesenchymal
 

transformation;Transforming
 

growth
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β/Smad
 

signaling
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  子宫内膜癌常发生于围绝经期和绝经后女性,近
几年发病率有升高趋势,已成为女性生殖道发病率最

高的恶性肿瘤[1]。桔梗皂苷D是传统中药桔梗的有

效活性成分之一,具有广泛抗肿瘤作用,如胃癌、宫颈

癌和 肝 癌[2-4]。转 化 生 长 因 子 β(Transforming
 

growth
 

factor-β1,TGF-β1)/Smad信号通路参与细胞

生长、分化和细胞稳态等生理过程,研究发现,TGF-

β/Smad信号通路抑制剂可降低子宫内膜癌细胞增

殖、迁移和侵袭能力[5]。上皮间质转化(Epithelial-
Mesenchymal

 

Transition,EMT)在肿瘤细胞的侵袭

和浸润过程中起重要作用,研究发现,子宫内膜癌细

胞发生EMT,癌细胞侵袭和迁移能力增强[6]。高尔

基磷酸蛋白3通过调节EMT,促进子宫内膜癌细胞

侵袭和迁移[7]。已有研究表明,桔梗皂苷D可抑制子

宫内膜癌细胞侵袭和浸润,诱导癌细胞凋亡[8],但其

具体机制尚不清楚。本研究以人子宫内膜癌Ishiwa-
ka细胞为对象,探讨桔梗皂苷D对癌细胞增殖、迁移

和侵袭的调控机制,现报告如下。

1 材料与方法

1.1 细胞系 人子宫内膜癌Ishiwaka细胞购自中国

科学院上海细胞库。

1.2 试剂和仪器 桔梗皂苷D(纯度>98%)购自上

海源叶生物科技有限公司;重组人 TGF-β购自美国

Peprotech公司;兔抗人上皮钙粘蛋白(E-cadherin,E-
cad)、神经钙粘蛋白(N-cadherin,N-cad)、Smad2/3、p-
Smad2/3和TGF-β1抗体购自美国Santa

 

Cruz公司;

Transwell小室和基质胶购自美国 Thermo公司;酶
标仪购自美国Bio-Tek公司。

1.3 细胞培养与分组 人子宫内膜癌Ishiwaka细胞

培养于含10%胎牛血清的培养基,置于37℃、5%
 

CO2 和饱和湿度的培养箱中,待细胞融合到80%时,
预冷PBS清洗,胰蛋白酶消化传代,培养至第4代后

用于实验。取对数生长期的Ishiwaka细胞,DMEM
培养基将细胞重悬,制成单细胞悬液,以每孔1×105

个/孔的密度接种于96孔板,待细胞贴壁生长后,随

机分为对照组、桔梗皂苷D组、激动剂组、桔梗皂苷D
组+激动剂组,每组设定5个复孔。桔梗皂苷D组细

胞加入桔梗皂苷D
 

18
 

μmol/L培养24
 

h,激动剂组细

胞加入重组人TGF-β
 

20
 

ng/mL刺激24
 

h,桔梗皂苷

D组+激动剂组细胞先加入重组人TGF-β
 

20
 

ng/mL
刺激24

 

h后,弃掉原有培养基,加入新的培养基后,加
入桔梗皂苷D18

 

μmol/L培养24
 

h。

1.4 MTT法检测细胞存活率 收集Ishiwaka细

胞,将细胞制成密度为1×105 个/mL的单细胞悬液,
以每孔100

 

μL接种于96孔板,置于培养箱中培养24
 

h后,每孔加入20
 

μL
 

MTT工作液,37℃培养4
 

h,弃
去原有培养基,加入100

 

μL
 

DMSO,轻轻振荡混匀,
酶标仪测定490

 

nm处的吸光度(A)值,细胞存活率

(%)=实验组A值/对照组A值×100%。

1.5 划痕实验检测细胞迁移能力 收集Ishiwaka细

胞,将细胞制成密度为1×105 个/mL的单细胞悬液,
以每孔100

 

μL接种于6孔板,培养箱中培养,待细胞

融合度达到80%时,弃掉原有培养基,预冷PBS清洗

2次,200
 

μL无菌枪头垂直6孔板底部均匀划线,预
冷PBS清洗2次,培养箱中培养24

 

h后,显微镜下拍

照,观察划痕愈合程度,分别在0
 

h和24
 

h测量图像

中的划痕面积,计算细胞迁移率,细胞迁移率=[(0
 

h
划痕面积-24

 

h后划痕面积)/0
 

h划痕面积]×100%。

1.6 Transwell实验检测细胞侵袭能力 冰浴条件

下,10
 

mg/mL基质胶与等体积无血清培养基振荡混

匀,加入 Transwell小室上室,37℃培养 箱 中 静 置

4
 

h,基质胶凝固后,收集Ishiwaka细胞,制成单细胞

悬液,小室每孔加入200
 

μL密度为1×105 个/mL的

细胞悬液到Transwell小室上室,下室中加入500
 

μL
含10%胎牛血清的DMEM 培养基,置于培养箱中培

养24
 

h,弃去小室内的培养基,棉签轻轻擦掉小室底

部内面细胞,预冷PBS清洗2次,室温下4%多聚甲

醛固定15
 

min,0.4%结晶紫染色5
 

min,PBS清洗,置
于显微镜下观察并计数侵袭到微孔膜下层的细胞,每
孔取5个不重复视野,将5个视野细胞数的平均值记
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为该孔的侵袭细胞数。

1.7 蛋白印迹法检测各蛋白相对表达量 收集Ishi-
waka细胞,预冷PBS清洗2次,加入蛋白裂解液提取

蛋白,根据BCA试剂盒说明书测定蛋白浓度,100℃
煮沸使蛋白变性稳定,根据所需蛋白分子量配制10%
的分离胶,每孔加入20

 

μL蛋白样品,电泳2
 

h后,0.3
 

A恒流将蛋白湿转至 PVDF膜上,室温封闭1
 

h,

TGF-β1、p-smad2/3、Smad2/3、E-cad、N-cad和GAP-
DH一抗(1􀏑1000)4℃孵育过夜,二抗(1􀏑5000)室温

孵育1
 

h,ECL法显影,Image
 

J分析条带灰度值,目的

蛋白相对表达量=目的蛋白条带灰度值/GAPDH条

带灰度值。

1.8 统计学分析 采用SPSS
 

21.0软件进行统计学

分析,计量资料以(􀭺x±s)表示,多样本计量资料比较

采用单因素方差分析,进一步两两比较采用LSD-t
检验,P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 细胞存活率检测结果 细胞存活率组间比较,
差异有统计学意义(P<0.05)。与对照组比较,桔梗

皂苷D组细胞存活率降低(P<0.05);与桔梗皂苷D
组比较,桔梗皂苷D+激动剂组细胞存活率升高(P<
0.05);与激动剂组比较,桔梗皂苷D组+激动剂组细

胞存活率降低(P<0.05)。见表1。

2.2 细胞迁移能力检测结果 细胞迁移率组间比

较,差异有统计学意义(P<0.05)。与对照组比较,桔

表1 各组细胞存活率比较(􀭵x±s,n=5)

Table
 

1 Comparison
 

of
 

survival
 

rate
 

of
 

cells
 

in
 

each
 

group

组别 细胞存活率(×10-2)

对照组 100.0
桔梗皂苷D组 66.03±5.82①

激动剂组 98.15±6.76②

桔梗皂苷D+激动剂组 79.94±6.27①②③

F 43.692

P <0.001

注:与对照组比,①P<0.05;与桔梗皂苷D组比,②P<0.05;与激动

剂组比,③P<0.05

梗皂苷D组细胞迁移率降低,激动剂组细胞迁移率升

高(P<0.05);与桔梗皂苷D组比较,桔梗皂苷D+
激动剂组细胞迁移率升高(P<0.05);与激动剂组比

较,桔梗皂苷D组+激动剂组细胞迁移率降低(P<
0.05)。见表2、图1。

表2 各组细胞迁移率比较(􀭵x±s,n=5)

Table
 

2 Comparison
 

of
 

migration
 

rate
 

of
 

cells
 

in
 

each
 

group

组别 细胞迁移率(×10-2)

对照组 64.52±3.47
桔梗皂苷D组 25.66±3.28①

激动剂组 76.30±3.06①②

桔梗皂苷D+激动剂组 32.45±3.78①②③

F 206.772

P <0.001

注:与对照组比,①P<0.05;与桔梗皂苷D组比,②P<0.05;与激动

剂组比,③P<0.05

A B C D

0�h

24�h

图1 细胞划痕实验图

Figure
 

1 The
 

scratch
 

assay
 

of
 

cells
注:A.

 

对照组;B.
 

桔梗皂苷D组;C.
 

激动剂组;D.
 

桔梗皂苷D+激动剂组

2.3 侵袭细胞数检测结果 侵袭细胞数组间比较,
差异有统计学意义(P<0.05)。与对照组比较,桔梗

皂苷D组侵袭细胞数减少,激动剂组侵袭细胞数增多

(P<0.05);与桔梗皂苷D组比较,桔梗皂苷D+激

动剂组侵袭细胞数增多(P<0.05);与激动剂组比较,
桔梗皂苷 D 组+激动剂组侵袭细胞数减少(P<
0.05)。见图2、表3。
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A B C D

图2 细胞Transwell实验(200×)
 

Figure
 

2 The
 

transwell
 

assay
 

of
 

cells
注:A.

 

对照组;B.
 

桔梗皂苷D组;C.
 

激动剂组;D.
 

桔梗皂苷D+激动剂组

表3 各组侵袭细胞数比较(􀭵x±s,n=5)

Table
 

3 Comparison
 

of
 

the
 

number
 

of
 

invaded
 

cells
 

in
 

each
 

group

组别 侵袭细胞数(个)

对照组 108.47±10.62
桔梗皂苷D组 65.82±8.68①

激动剂组 159.35±11.96①②

桔梗皂苷D+激动剂组 87.26±8.55①②③

F 79.411
P <0.001

注:与对照组比,①P<0.05;与桔梗皂苷D组比,②P<0.05;与激动

剂组比,③P<0.05

2.4 蛋白印迹法检测结果 TGF-β1、p-smad2/3、E-

cad和N-cad蛋白相对表达量组间比较,差异有统计

学意义(P<0.05)。与对照组比较,桔梗皂苷D组

TGF-β1、p-smad2/3和N-cad蛋白相对表达量降低,E-
cad蛋白相对表达量升高,激动剂组TGF-β1、p-smad2/

3和N-cad蛋白相对表达量升高,E-cad蛋白相对表达

量降低(均P<0.05);与桔梗皂苷D组比较,桔梗皂苷

D+激动剂组TGF-β1、p-smad2/3和N-cad蛋白相对表

达量升高,E-cad蛋白相对表达量降低(均P<0.05);与
激动剂组比较,桔梗皂苷D组+激动剂组TGF-β1、p-
smad2/3和N-cad蛋白相对表达量降低,E-cad蛋白相

对表达量升高(均P<0.05)。见表4、图3。

表4 各组TGF-β1、p-smad2/3、E-cad和N-cad蛋白相对表达量比较(􀭵x±s,n=5)

Table
 

4 Comparison
 

of
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

TGF-β1,p-smad2/3,E-cad
 

and
 

N-cad
 

in
 

each
 

group

组别 TGF-β1 p-smad2/3 Smad2/3 N-cad E-cad

对照组 0.91±0.08 0.59±0.05 0.98±0.08 0.83±0.07 0.31±0.05
桔梗皂苷D组 0.52±0.06① 0.33±0.06① 0.96±0.07① 0.25±0.05① 0.56±0.07①

激动剂组 1.05±0.08①② 0.84±0.07①② 1.02±0.06①② 1.01±0.07①② 0.20±0.06①②

桔梗皂苷D+激动剂组 0.64±0.07①②③ 0.47±0.06①②③ 1.05±0.08①②③ 0.37±0.06①②③ 0.44±0.05①②③

F 55.399 64.053 1.526 165.828 36.185
P <0.001 <0.001 0.246 <0.001 <0.001

注:与对照组比,①P<0.05;与桔梗皂苷D组比,②P<0.05;与激动剂组比,③P<0.05

A B C D

TGF-茁1

N-cad

p-Smad2/3

Smad2/3

E-cas

GAPDH

图3 细胞中各蛋白表达

Figure
 

3 The
 

expression
 

level
 

of
 

proteins
 

in
 

cell

注:A.对照组;B.桔梗皂苷D组;C.激动剂组;D.桔梗皂苷D+激动剂组

3 讨论

近年来,子宫内膜癌发病人群逐渐趋于年轻化,

且呈升高趋势,严重威胁女性生命安全。根据病理特

征子宫内膜癌分为雌激素依赖性内膜样癌和非雌激

素依赖性浆液性癌,其中以发生于子宫内膜腺体上皮

的雌激素依赖性腺癌最为常见,在无孕激素拮抗的情

况下,雌激素长期刺激下,子宫内膜发生增生或不典

型增生,继而出现癌变[9]。研究发现,雌激素上调

HOTAIR表达促进子宫内膜癌细胞增殖,增强裸鼠

致瘤能力[10]。Liu等[11]研究发现雌激素上调UBE2C
通过p53促进EMT,从而增强子宫内膜癌的侵袭和

迁移。子宫内膜癌发病早期即已出现临床症状,且具

有相对惰性,因此早期子宫内膜癌具有较高的可治愈

性,而在疾病晚期或复发时,癌细胞侵袭性增强,病死

率显著升高[12]。雌、孕激素与子宫内膜癌的发生密切

相关,无论是内源性还是外源性雌激素长期刺激都会
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导致子宫内膜过度增生,而孕激素可拮抗雌激素的作

用,抑制上皮细胞增殖、分化并诱导细胞凋亡[13]。子

宫内分泌治疗是一种传统治疗方法,尤其对于希望保

留生育功能的年轻女性,该治疗方法尤为重要,临床

研究表明,外源性给予孕激素治疗的子宫内膜癌患

者,具有良好的疗效[14]。本研究以Ishiwaka细胞为

研究对象,探讨桔梗皂苷D抑制子宫内膜癌发生发展

的机制。
桔梗是一种始载于《神农本草经》的传统中药,其

活性成分包括多种皂苷、多聚糖和脂肪酸等,其中以

皂苷为主,而桔梗皂苷D是主要的皂苷成分,其含量

相对较高。桔梗皂苷D药理学作用广泛,在抗炎镇

痛、抗衰老、降脂降糖和抗肿瘤方面的作用多有报

道[15-16]。研究发现,桔梗皂苷 D可前列腺癌细胞增

殖,诱导其凋亡[17]。Li等[18]研究发现,桔梗皂苷 D
通过阻滞细胞周期,调节细胞凋亡相关蛋白,诱导细

胞凋亡。体内外研究均表明,miR-34a过表达或抑制

survivin均可增强胃癌对桔梗皂苷 D的敏感性[19]。
本研究用桔梗皂苷D处理人子宫内膜癌Ishiwaka细

胞,探讨其对子宫内膜癌细胞增殖、迁移和侵袭的影

响。结果显示,桔梗皂苷D处理后,癌细胞存活率降

低,迁移和侵袭能力减弱。这表明桔梗皂苷D能抑制

人子宫内膜癌Ishiwaka细胞增殖、迁移和侵袭。

EMT是上皮细胞逐渐失去上皮表型,而获得间

质细胞表型的过程,主要表现为上皮细胞极性消失、
细胞间黏附力降低,同时细胞迁移和运动能力增强,

EMT是肿瘤细胞发生浸润转移的关键步骤,是恶性

肿瘤进展的重要标志[20]。癌细胞发生 EMT时,E-
cad表达降低,N-cad表达升高,钙粘蛋白的这种变化

被称为“钙粘蛋白开关”。在子宫内膜癌中,DACH1
通过Notch1信号通路抑制EMT过程,逆转癌细胞对

孕激素的耐药性[21]。研究表明,多种细胞生长因子可

诱发EMT,其中TGF-β1促进肿瘤血管再生,在肿瘤

细胞的浸润转移中发挥重要作用,TGF-β1与细胞膜

表面其受体结合后,使Smad2/3磷酸化,磷酸化后的

Smad2/3与Smad4结合,形成三聚体复合物,进入细

胞核调控转录因子表达,诱导EMT发生,促进癌细胞

侵袭转移[22]。研究发现,TGF-β1促进喉鳞状细胞癌

侵袭和转移,阻断TGF-β1/Smad2/3信号通路后,可
逆转wnt1诱导信号蛋白1导致的EMT过程,降低癌

细 胞 迁 移 和 侵 袭 能 力[23]。NRP1 通 过 TGF-β1/

Smad2/3信号通路促进电离辐射诱导肺腺癌细胞

A549发生EMT及细胞形态学改变,同时癌细胞迁移

和侵袭能力增强[24]。Huo等[25]研究表明,miR-527
抑制 TGF-β/Smad信 号 通 路,抑 制 非 小 细 胞 肺 癌

EMT过程及癌细胞浸润。研究发现,水苏碱通过调

节TGF-β/Smad信号通路抑制 TGF-β1诱导的肝癌

细胞EMT[26]。本研究中,重组人TGF-β1激活子宫

内膜癌细胞TGF-β1/Smad2/3信号通路后,E-cad蛋

白表达降低,而 N-cad蛋白表达升高,给予桔梗皂苷

D治疗后,TGF-β1、p-Smad2/3和 N-cad蛋白表达降

低,而E-cad蛋白表达升高。结果表明,桔梗皂苷D
抑制TGF-β1/Smad2/3信号通路,逆转EMT过程。

4 结论

桔梗皂苷D抑制人子宫内膜癌增殖、迁移和侵

袭,其可能是通过抑制TGF-β1/Smad2/3信号通路逆

转EMT过程发挥作用,为临床治疗子宫内膜癌提供

理论依据。
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