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裂果薯总皂苷对大鼠肝卵圆细胞系WB-F344
上皮间质转化的影响

李锦华 1，莫宇雪 1，郭心怡 1，梁梓樱 1，李 昊 1，吕美娴 1，王燕雪 1，梁 钢 1，2

（1.广西医科大学药学院，南宁 530021；2.省部共建靶向肿瘤学国家重点实验室，南宁 530021）

摘要 目的：探讨裂果薯总皂苷（SSPHs）对转化生长因子-β1（TGF-β1）诱导的大鼠肝卵圆细胞系WB-F344上皮间质转化

（EMT）的影响及作用机制。方法：将WB-F344细胞分为对照组、模型组，SSPHs低、中、高剂量组和PI3K/AKT信号通路抑制剂

LY294002组。除对照组外，其余各组均以10 μg/L TGF-β1诱导WB-F344构建EMT模型。采用MTT法、细胞划痕实验分别检

测细胞增殖、迁移能力，实时荧光定量PCR（RT-qPCR）、western blotting法分别检测E-钙黏蛋白（E-cadherin）、N-钙黏蛋白（N-

cadherin）、波形蛋白（Vimentin）的mRNA和蛋白表达，western blotting法检测PI3K/AKT信号通路关键蛋白表达。结果：SSPHs

可抑制TGF-β1诱导的WB-F344细胞的增殖，24 h的细胞半数抑制浓度（IC50）为 3.02 μg/mL。与对照组比较，模型组N-cad-

herin、Vimentin的mRNA及蛋白表达水平显著升高，E-cadherin mRNA及蛋白表达水平显著降低，p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT比

值显著升高（均 P＜0.05）。与模型组比较，SSPHs 中、高剂量组 N-cadherin 和 Vimentin mRNA 及蛋白表达下调，E-cadherin

mRNA及蛋白表达上调，p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT比值降低（均P＜0.05），结果与LY294002组相似。结论：SSPHs可抑制

TGF-β1诱导的WB-F344细胞EMT进程，其机制可能与抑制PI3K/AKT信号通路有关。
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Abstract Objective: To investigate the effect and mechanism of total saponins of Schizocapsa plantaginea

Hance (SSPHs) on epithelial mesenchymal transformation (EMT) of rat hepatic oval cells WB-F344 induced by

transforming growth factor- β1 (TGF- β1). Methods: WB- F344 cells were divided into control group, model

group, low - , medium - and high- dose SSPHs groups and PI3K/AKT signaling pathway inhibitor LY294002

group. Except the control group, all the other groups were induced with 10 μg/L TGF-β1 to establish the EMT

model. MTT assay and cell scratch assay were used to detect cell proliferation and migration. Reverse transcrip-

tion-quantitative PCR (RT-qPCR) and western blotting were used to detect the mRNA and protein expression of

E-cadherin, N-cadherin and Vimentin, respectively. The expression of key proteins in PI3K/AKT signaling path-

way was detected by western blotting. Results: SSPHs inhibited the proliferation of TGF-β1-induced WB-F344

cells, with a half maximal inhibitory concentration (IC50) value of 3.02 μg/mL at 24 hours. Compared with the

control group, the model group showed significantly increased mRNA and protein expression levels of N-cad-
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herin and Vimentin, significantly decreased mRNA and protein expression of E- cadherin, and significantly in-

creased ratio of p-PI3K/PI3K and p-AKT /AKT (all P＜0.05). Compared with the model group, N-cadherin and

Vimentin mRNA and protein expression was down-regulated, E-cadherin mRNA and protein expression was up-

regulated, and P-PI3K/PI3K and P-AkT/AKT ratios were decreased in the THE SSPHs medium and high-dose

groups (all P＜0.05), with results similar to those observed in the LY294002 group (all P＜0.05). Conclusion:

SSPHs can inhibit the EMT process in TGF-β1-induced WB-F344 cells, and its mechanism may be related to the

inhibition of PI3K/AKT signaling pathway.

Keywords total saponins of Schizocapsa plantaginea Hance; hepatic oval cells; PI3K/AKT; epithelial-mesen-

chymal transition; hepatic precancerous lesion; transforming growth factor-β1

原发性肝癌是高度致命的恶性肿瘤，是全球排

名第三的癌症相关死亡原因，其中肝细胞癌（hepa-

tocellular carcinoma, HCC）约 占 原 发 性 肝 癌 的

75%～85%[1]。由于HCC发病隐匿性高，恶性程度

高，患者确诊时往往已处于中晚期，错过最佳治疗

时机。肝癌前病变阶段（即肝纤维化、肝硬化）被认

为是阻止癌变的理想阶段。肝卵圆细胞（hepatic

oval cells, HOC）的上皮间质转化（epithelial-mesen-

chymal transition，EMT）与 肝 癌 前 病 变 密 切 相

关[2,8]。因此，抑制HOC的EMT进程可能为阻止肝

癌前病变进一步恶化的有效手段。

PI3K/AKT信号通路在调控细胞增殖、分化、迁

移等过程中扮演着关键角色，并参与EMT的信号传

导 [3]。裂果薯（Schizocapsa plantaginea Hance）为广

西地区特色中草药，裂果薯总皂苷（total saponins of

Schizocapsa plantaginea Hance, SSPHs）是从裂果薯

中分离得到的皂苷类化合物，含量为92.01%[4-5]。研

究表明，SSPHs对人肝癌细胞增殖、迁移有较强的抑

制作用[6]，还可降低胶原沉积，抑制大鼠肝纤维化进

程[4]。然而，SSPHs能否抑制HOC的EMT进程，进

而阻止肝癌前病变恶性转化的作用及其机制尚不

明确。基于此，本研究通过转化生长因子-β1（trans-

forming growth factor-β1, TGF-β1）诱导大鼠 HOC

WB- F344 构建 EMT 模型，初步探讨 SSPHs 干预

WB-F344细胞EMT的作用及其潜在机制，为其防

治肝癌前病变的临床应用提供实验依据，以期促进

广西药用资源的研发利用。

1 材料与方法

1.1 细胞、药物与主要试剂 大鼠HOC WB-F344

细胞购自武汉普诺赛生命科技有限公司，并由本课

题组传代培养。SSPHs由本实验室自行提取与鉴

定，含量为 92.01% [4]；TGF-β1（美国 MedChemEx-

press公司）；DEME/F12培养基、胎牛血清（美国Gib-

co公司）；胰蛋白酶/EDTA消化液、青霉素/链霉素混

合溶液、二甲基亚砜（DMSO）、MTT（北京索莱宝生

物科技公司）；总RNA提取试剂盒、逆转录试剂盒、

SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱ（日本TaKaRa公司）；E-

钙黏蛋白（E-cadherin）、N-钙黏蛋白（N-cadherin）、波

形蛋白（Vimentin）、PI3K、β-actin 抗体及荧光二抗

（美国Cell Signaling Technology公司）；磷酸化（p-）

PI3K（美国Abcam公司）；AKT、p-AKT抗体〔艾比玛

特医药科技（上海）有限公司〕。

1.2 细胞培养与分组 WB-F344细胞用含10 %胎

牛血清的 DMEM/F12 培养基，置于 37 ℃、5% CO2

细胞培养箱中培养。将细胞分为对照组、模型组

（10 μg/L TGF- β1）、SSPHs 低剂量组（1 μg/mL）、

SSPHs中剂量组（2 μg/mL）、SSPHs高剂量组（4 μg/

mL）和PI3K/AKT信号通路抑制剂组（LY294002组）

（20 μmol/L）。除对照组外，其余各组均以 10 μg/L

的TGF-β1预处理1周后，构建EMT模型，再加入不

同剂量药物干预24 h。

1.3 MTT 法检测细胞增殖 将 WB-F344 细胞以

8 000 个/孔的细胞密度接种于 96 孔板中，每孔

100 μL，每组设6个复孔。设置空白组、对照组及不

同剂量药物组。空白组仅加入100 μL的培养基，对

照组和给药组分别加入含有不同剂量药物的培养

基，设置给药剂量为 0 μg/mL（对照组）、0.5 μg/mL、

1 μg/mL、2 μg/mL、4 μg/mL、8 μg/mL、16 μg/mL、

32 μg/mL、64 μg/mL。孵育24 h后，每孔加入0.5 g/L

的MTT溶液10 μL，4 h后弃去MTT溶液，每孔加入

150 μL DMSO，摇床上孵育 20 min。用酶标仪检测

490 nm波长处各孔的吸光度（OD）值。计算细胞增

殖抑制率，细胞增殖抑制率（%）=1－（给药组 OD

值－空白组 OD 值）/（对照组 OD 值－空白组 OD
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值）×100 %，以细胞增殖抑制率和给药浓度作图，计

算半数抑制浓度（IC50）。

1.4 划痕实验检测细胞迁移 将WB-F344细胞以

8 000个/孔的细胞密度接种于96孔板中，每孔100 μL，

每组设6个复孔，待细胞汇合度达到80%时，用200 μL

的枪头于正中央垂直划一条痕，24 h后在显微镜下

观察细胞迁移距离。利用 Image J 软件分析、计算

24 h 细胞迁移率。细胞迁移率=（0 h 划痕宽度－

24 h划痕宽度）/0 h划痕宽度×100%。

1.5 实时荧光定量 PCR（RT-qPCR） 提取各组细

胞中的总RNA，逆转录为 cDNA，行PCR扩增反应，

以GAPDH为内参，采用 2－△△CT法计算E-cadherin、

N-cadherin、Vimentin基因相对表达量，引物序列见

表1。

基因名称

E-cadherin

N-cadherin

Vimentin

GAPDH

上游引物（5’～3’）

AGGTCGGTGCCCGTATTG

TGGAAGGCAATCCCACTTATG

CTGCTGGAAGGGGAGGAGA

GGCAAGTTCAACGGCACAG

下游引物（5’～3’）

CGTTGGTCTTGGGGTCTGT

GGTGACAGTCAGGTTGGCTACA

TTATTCAAGGTCATCGTGGTGC

CGCCAGTAGACTCCACGACAT

表1 PCR引物序列

1.6 Western blotting 提取各组细胞总蛋白，测定

蛋白浓度后进行电泳分离蛋白，采用湿转法将蛋白

转移至PVDF膜，5% BSA封闭液室温封闭 30 min，

加入一抗N-cadherin、Vimentin、E-cadherin、p-PI3K、

p-AKT、PI3K、AKT稀释液（均为 1∶1 000）4 ℃孵育

过夜，洗膜后加入荧光二抗（稀释倍数为1∶10 000）

室温避光孵育 1 h。使用Odysse Clx双色红外荧光

成像系统检测，Image J软件分析蛋白条带灰度值。

1.7 统计学方法 以上所有实验重复 3 次，采用

SPSS 21.0统计软件处理数据，计量资料以均数±标

准差（x̄ ± s）表示，多组间比较采用单因素方差分析，

组间两两比较采用LSD-t检验，以P＜0.05为差异有

统计学意义。

2 结 果

2.1 SSPHs对TGF-β1诱导后WB-F344细胞增殖的

影响 MTT结果显示，SSPHs能抑制TGF-β1诱导

后的WB-F344细胞增殖，其24 h的IC50为3.02 μg/mL，

见图 1。根据 IC50确定后续实验给药剂量，SSPHs

低、中、高剂量分别为1 μg/mL、2 μg/mL和4 μg/mL。

图1 SSPHs对WB-F344细胞24 h抑制率

2.2 SSPHs对TGF-β1诱导后WB-F344细胞迁移能

力的影响 与对照组（0.64 ± 0.05）比较，模型组

（0.90±0.02）细胞迁移率升高（P＜0.01）；与模型组

（0.90 ± 0.02）比较，SSPHs 低剂量组（0.73 ± 0.04）、

SSPHs 中剂量组（0.53 ± 0.07）、SSPHs 高剂量组

（0.37±0.09）细胞迁移率降低（均P＜0.05），见图2。

A：对照组；B：模型组；C：SSPHs低剂量组；D：SSPHs中剂量组；E：SSPHs高剂量组。

图2 SSPHs对TGF-β1诱导后WB-F344细胞迁移能力的影响（×50，标尺250 mm）
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2.3 SSPHs 对 TGF-β1 诱导后 WB-F344 细胞 EMT

相关基因表达的影响 与对照组比较，模型组的N-

cadherin 和 Vimentin 的 mRNA 表达水平均显著升

高，E-cadherin mRNA 表达水平显著降低（均 P＜

0.01）；与模型组比较，SSPHs 低、中、高剂量组 N-

cadherin 和 Vimentin 的 mRNA 表达水平均显著降

低，E-cadherin mRNA 表达水平显著升高（均 P＜

0.05），见表2。

2.4 SSPHs 对 TGF-β1 诱导后 WB-F344 细胞 EMT

相关蛋白的影响 与对照组比较，模型组间质细胞

标志蛋白N-cadherin、Vimentin表达显著上调，上皮

细胞标志蛋白 E- cadherin 表达显著下调（均 P＜

0.01）；与模型组比较，SSPHs 中、高剂量组 N-cad-

herin、Vimentin蛋白表达显著下调，E-cadherin蛋白

表达显著上调（均P＜0.01），见图3、表3。

2.5 SSPHs 对 TGF- β1 诱导后 WB- F344 细胞 p-

PI3K、p-AKT蛋白表达的影响 与对照组比较，模

型组 p-PI3K、p-AKT蛋白表达水平升高（P＜0.01）；

与模型组比较，SSPHs中、高剂量组 p-PI3K、p-AKT

蛋白表达水平降低（均P＜0.05），见图4、表4。

表2 SSPHs对TGF-β1诱导后WB-F344细胞N-cadherin、E-

cadherin、Vimentin基因表达的影响

x̄ ± s，n=3

组别

对照组

模型组

SSPHs低剂量组

SSPHs中剂量组

SSPHs高剂量组

E-cadherin

1.00±0.08

0.32±0.01##

0.45±0.03*

0.56±0.03**

0.93±0.05**

N-cadherin

1.00±0.06

2.38±0.06##

2.11±0.09**

1.55±0.05**

1.17±0.07**

Vimentin

1.00±0.06

1.34±0.03##

1.12±0.03**

0.97±0.05**

0.91±0.04**

与对照组比较，##P＜0.01；与模型组比较，*P＜0.05，**P＜

0.01。

A：对照组；B：模型组；C：SSPHs低剂量组；D：SSPHs中

剂量组；E：SSPHs高剂量组。

图 3 Western blotting 检测 EMT 相关蛋白 N-cadherin、Vi-

mentin、E-cadherin表达

表 3 SSPHs对EMT相关蛋白N-cadherin、Vimentin、E-cad-

herin蛋白表达的影响

x̄ ± s，n=3

组别

对照组

模型组

SSPHs低剂量组

SSPHs中剂量组

SSPHs高剂量组

E-cadherin/
β-actin

0.53±0.05

0.34±0.02##

0.38±0.05

0.51±0.07**

0.56±0.04**

N-cadherin/
β-actin

0.69±0.05

0.97±0.03##

0.85±0.08

0.72±0.08**

0.62±0.07**

Vimentin/
β-actin

0.52±0.05

0.92±0.05##

0.83±0.08

0.67±0.02**

0.65±0.03**

与对照组比较，##P＜0.01；与模型组比较，**P＜0.01。

A：对照组；B：模型组；C：SSPHs低剂量组；D：SSPHs中

剂量组；E：SSPHs高剂量组。

图4 Western blotting检测PI3K/AKT通路相关蛋白表达

表4 SSPHs对PI3K/AKT信号通路相关蛋白表达的影响

x̄ ± s，n=3

组别

对照组

模型组

SSPHs低剂量组

SSPHs中剂量组

SSPHs高剂量组

p-PI3K/PI3K

0.46±0.06

0.72±0.07##

0.63±0.07

0.52±0.06*

0.44±0.03**

p-AKT/AKT

0.47±0.02

0.77±0.11##

0.71±0.08

0.57±0.07*

0.50±0.04**

与对照组比较，##P＜0.01；与模型组比较，*P＜0.05，**P＜

0.01。

2.6 SSPHs和 PI3K/AKT通路抑制剂 LY294002对

TGF-β1诱导后WB-F344细胞迁移能力的影响 与

对照组（0.55±0.12）比较，模型组（0.88±0.04）细胞迁

移率升高（P＜0.01）；与模型组（0.88±0.04）比较，

SSPHs中剂量组（0.47±0.03）和 LY294002组（0.32±

0.08）细胞迁移率降低（P＜0.01），见图5。

2.7 SSPHs和LY294002对TGF-β1诱导后WB-F344

细胞EMT、PI3K/AKT通路相关蛋白表达的影响

与对照组比较，模型组N-cadherin、Vimentin蛋

白表达水平及 p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT比值均显

著升高，E-cadherin表达水平显著降低（均P＜0.05）；
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与模型组比较，SSPHs中剂量组和 LY294002组N-

cadherin、Vimentin蛋白表达水平及 p-PI3K/PI3K、p-

AKT/AKT比值显著降低，E-cadherin蛋白表达水平

显著升高（均P＜0.05），见图6、表5。

A：对照组；B：模型组；C：SSPHs中剂量组；D：LY294002

组。

图 5 SSPHs和 LY294002对 TGF-β1诱导后WB-F344细胞

迁移能力的影响（×50，标尺=250 mm）

A：对照组；B：模型组；C：SSPHs中剂量组；D：LY294002

组。

图 6 Western blotting 检测 EMT、PI3K/AKT 通路相关蛋白

表达

组别

对照组

模型组

SSPHs中剂量组

LY294002组

E-cadherin

0.36±0.07

0.13±0.02##

0.29±0.04*

0.32±0.05**

N-cadherin

0.52±0.03

0.71±0.05##

0.57±0.06*

0.48±0.03**

Vimentin

0.50±0.07

0.88±0.03##

0.64±0.04**

0.66±0.03**

p-PI3K/PI3K

0.56±0.02

0.73±0.03#

0.48±0.05**

0.51±0.07**

p-AKT/AKT

0.38±0.08

0.63±0.04##

0.27±0.06**

0.29±0.04**

表5 SSPHs和LY294002对TGF-β1诱导后WB-F344细胞EMT、PI3K/AKT信号通路相关蛋白表达的影响

x̄ ± s，n=3

与对照组比较，##P＜0.01；与模型组比较，*P＜0.05，**P＜0.01。

3 讨 论

EMT是指在一定条件下，细胞从上皮细胞表型

改变为间充质细胞表型形态，迁移、侵袭能力增强

的可逆性改变，在这个过程中还伴随着EMT标志蛋

白的变化，表现为上皮标志物（E-cadherin）减少和间

充质标志蛋白（N-cadherin、Vimentin）增加[7]。在肿

瘤微环境中，EMT可以由多种细胞因子诱导发生，

其中TGF-β1为诱导EMT的细胞因子[8]。HOC是肝

脏内源性的具有多向分化潜能的肝干细胞或肝前

体细胞，正常情况下，可分化为胆管上皮细胞和成

熟肝细胞参与肝损伤的修复以及维持正常肝功能，

在持续性肝损伤或致癌因素刺激后，也可发生异常

分化增殖，成为癌前病变细胞，向肝癌细胞转变，即

HOC 的恶性转化 [8- 13]。TGF-β1 能够诱导 WB-F344

细胞获得间质细胞特征，促进 EMT 的发生 [8]；而

TGF-β1长期刺激可促使其进一步获得肝癌起始细

胞的特征，进而促进肝癌发展[13]。本研究结果显示，

TGF-β1诱导后WB-F344细胞迁移能力增强，间质

细胞标志蛋白 N-cadherin、Vimentin 表达水平显著

升高，上皮细胞标志蛋白 E-cadherin 表达水平降

低。表明TGF-β1诱导后可促使WB-F344细胞发生

EMT。

裂果薯具有清热凉血解毒、散瘀消肿、理气止

痛、收敛止血等功效，可用于多种肿瘤治疗和肝炎、

腮腺炎等治疗 [4]。本课题组前期研究表明，SSPHs

在体内、外均具有诱导肝癌细胞凋亡，抑制人肝癌

生长、侵袭转移、癌组织血管生成和协同增强部分

化疗药的作用，其分子作用机制与 MAPK/ERK、

PI3K/AKT/mTOR、 IL- 6/JAK2/STAT3、TGF- β1/

smads和HGF/c-Met等信号通路和阻止肝癌细胞的

EMT形成有关[4-6,14-18]。本研究结果表明，SSPHs可以

抑制TGF-β1诱导后的WB-F344细胞迁移能力，并

有效抑制WB-F344细胞的EMT进程。
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PI3K/AKT信号通路是调控细胞增殖、分化、迁

移运动和维持肿瘤细胞的迁移、侵袭、EMT等恶性

生物学行为的关键信号传导通路[19]。TGF-β1不仅

可以通过激活经典的 Smad信号通路，还可以激活

PI3K/AKT信号通路等非经典Smad信号通路，参与

调控细胞EMT[20-22]。Xing[23]等发现，TGF-β1诱导后

激活 PI3K/AKT 信号通路，促使 HCC 细胞发生

EMT，并增强其迁移和侵袭的能力。PI3K/AKT信

号通路抑制剂LY294002可通过促进GSK-3β的核

转位而降低 Snail 的表达，进而抑制 HCC 细胞的

EMT进程[24]。提示PI3K/AKT信号通路可能是阻滞

TGF-β1诱导HOC EMT进程的重要靶点。本研究

发现，TGF-β1 可通过促进 WB-F344 细胞 PI3K 和

AKT的磷酸化，激活PI3K/AKT信号通路，进而促使

EMT的发生；而SSPHs干预后，p-PI3K、p-AKT蛋白

表达水平降低。提示在TGF-β1诱导的WB-F344细

胞EMT模型中，SSPHs可以抑制PI3K/AKT信号通

路的激活。本研究使用PI3K/AKT信号通路抑制剂

LY294002进一步验证，发现LY294002可抑制TGF-

β1诱导后的细胞迁移能力，下调EMT相关蛋白表

达，SSPHs的作用与之相似。研究结果进一步表明，

SSPHs 可能是通过阻断 PI3K/AKT 信号通路抑制

TGF-β1诱导的WB-F344细胞EMT进程。

综上所述，SSPHs能够抑制TGF-β1诱导的大鼠

HOC EMT进程，进而发挥抗肝癌前病变的作用，其

作用机制可能与抑制PI3K/AKT信号通路有关。但

本研究仅为体外细胞实验研究，存在一定的局限

性。今后将构建肝癌前病变动物模型进一步探究

SSPHs抗肝癌前病变的作用及其确切机制。
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