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摘要： 目的 　 探究黄精多糖调控 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路对膀胱癌 ＵＭＵＣ３ 细胞转移能力的影响。 方法 　 将膀胱癌

ＵＭＵＣ３ 细胞随机分为对照组、 黄精多糖组 （１０ μｇ ／ ｍＬ） 和抑制剂组 （ＫＹＡ１７９７Ｋ， ５ μｍｏｌ ／ Ｌ）。 通过蛋白免疫印迹实

验分析 ＵＭＵＣ３ 细胞中 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路相关蛋白表达； ＭＴＴ 实验和细胞集落形成实验分析 ＵＭＵＣ３ 细胞增殖能

力； Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验分析 ＵＭＵＣ３ 细胞侵袭能力； 细胞划痕实验分析 ＵＭＵＣ３ 细胞迁移率； 流式细胞术检测 ＵＭＵＣ３ 细胞

凋亡率。 结果　 黄精多糖或抑制剂均可抑制膀胱癌 ＵＭＵＣ３ 细胞的增殖和侵袭能力 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 降低细胞迁移率 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 促进膀胱癌 ＵＭＵＣ３ 细胞凋亡 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 抑制 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的激活 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 黄精多糖

能够减弱膀胱癌 ＵＭＵＣ３ 细胞的增殖、 迁移以及侵袭能力， 并能促进膀胱癌 ＵＭＵＣ３ 细胞凋亡， 其作用可能与抑制

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路活化有关。
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　 　 膀胱癌是最常见的泌尿道恶性肿瘤， 也是全球常见的

癌症之一［１⁃２］ 。 虽然多年来膀胱癌的临床诊疗方法基本没有

变化， 但随着膀胱癌进展机制的深入研究， 多种相关分子

信号已被发现［３⁃４］ 。 其中， 整合位点家族成员 ／ β 连环蛋白

（Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ） 通路与膀胱癌进展的关系已成为研究热

点［５⁃６］ ， 以 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路为靶点的药物也在开发

当中。 中医药被认为是重要的治疗手段。 黄精作为一种天

然植物， 含有多种成分， 包括多糖、 甾体、 蒽醌、 生物碱、
强心苷、 木质素、 维生素、 各种酸等， 具有多种生物功

能［７］ 。 其中， 多糖类成分发挥重要药理作用［８⁃９］ 。 现代药

理学研究表明， 黄精多糖具有许多生物活性， 如抗氧化活

性、 抗衰老活性、 抗疲劳作用、 增强免疫作用、 抗菌作用、
抗炎作用、 降血脂和抗动脉粥样硬化作用、 抗骨质疏松作

用、 保肝作用、 治疗糖尿病以及抗癌作用［１０］ 。 然而黄精多

糖对膀胱癌的作用尚不明确。 因此， 本研究通过分析黄精

多糖对膀胱癌 ＵＭＵＣ３ 细胞增殖、 转移的影响， 以期为膀

胱癌的治疗提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 人膀胱癌细胞系 ＵＭＵＣ３ 细胞， 购自上海中乔

新舟生物科技有限公司。
１􀆰 ２　 试剂 　 黄精多糖 （纯度＞８０􀆰 ０％ ， 批号 ＪＫＢ１１０９， 上

海经科化学科技有限公司）。 Ｗｎｔ３α 抗体 （批号 Ｋ２７０２３⁃

ＮＩＤ， 北京百奥莱博科技有限公司）； β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 抗体 （批号

２６９８Ｓ， 美国 ＣＳＴ 公司）； ＧＡＰＤＨ 抗体 （批号 ６０００４⁃１⁃Ｉｇ，
武汉三鹰生物技术有限公司）； 胎牛血清 （批号 ＡＵ０６００，
上海中乔新舟生物科技有限公司）； Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路阻

断剂 ＫＹＡ１７９７Ｋ （批号 ＨＹ⁃１０１０９０， 美国 ＭＣＥ 公司）； 细

胞凋亡检测试剂盒 （批号 ＣＡ１０２０， 北京索莱宝科技有限公

司）； 结晶紫染色试剂 （批号 ＴＱＭＣ０１２１， 上海碧云天生物

技术股份有限公司）。
１􀆰 ３　 仪器　 ＴＭＲ⁃１００ 型全自动酶标仪 （上海净信实业发展

有限公司）； ＸＢ２２０Ａ 型电子天平 （美国普利赛斯公司）；
Ｇｅｌ⁃Ｖｉｅｗ ５０００Ｐｌｕｓ 型智能凝胶成像系统 （广州博鹭腾生物

科技有限公司）； ＭＦ５３⁃Ｎ 型荧光显微镜 （广州明美电子

公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养、 分组及给药 　 膀胱癌 ＵＭＵＣ３ 细胞在含

１０％ 胎牛血清的培养基中培养， 培养环境温度 （ ３７ ±
０􀆰 ５）℃、 相对湿度 （５５± １％ ）、 ５％ ～ ８％ ＣＯ２。 当 ＵＭＵＣ３
细胞生长至对数生长期时， 通过胰酶消化， 将细胞分为对

照组、 黄精多糖组和抑制剂组。 ＵＭＵＣ３ 细胞培养 ２４ ｈ 后，
黄精多糖组细胞使用 １０ μｇ ／ ｍＬ 黄精多糖处理， 抑制剂组细

胞使用 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 抑制剂处理， 对照组细胞不作处理， 各组

处理 ２４ ｈ 后进行后续检测。
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２􀆰 ２　 ＭＴＴ 实验和细胞集落实验分析 ＵＭＵＣ３ 细胞增殖能力

２􀆰 ２􀆰 １　 ＭＴＴ 实验 　 取对数生长期 ＵＭＵＣ３ 细胞， 以每孔

２􀆰 ０×１０３ 个的密度接种到 ９６ 孔板中， 按 “２􀆰 １” 项下方法

处理， 分别于培养 １２、 ２４、 ３６ ｈ 后每孔加入 １０ μＬ ＭＴＴ 溶

液， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 环境下继续孵育 ３ ｈ， 用酶标仪记录

４５０ ｎｍ 波长处光密度 （ＯＤ） 值。
２􀆰 ２􀆰 ２　 细胞集落形成实验　 按 “２􀆰 １” 项下方法处理细胞，
每组细胞收集 ２００ 个转移至含软琼脂培养基的培养皿中培

养 ２ 周， 随后使用 ０􀆰 １％ 结晶紫染色 ３０ ｍｉｎ， 于显微镜下观

察 ＵＭＵＣ３ 细胞的集落数量。
２􀆰 ３　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验分析 ＵＭＵＣ３ 细胞侵袭能力　 按 “２􀆰 １”
项下方法处理细胞， 收集细胞悬浮于无血清培养基中（３􀆰 ０×
１０５ ／ ｍＬ）， 接种于上室。 将含 １０％ 胎牛血清的培养基加入

基底外侧小室中， 于 ３７ ℃孵育 ２４ ｈ。 将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 培养物用

无菌磷酸盐缓冲液洗涤 ２ 次， 甲醇固定 ３０ ｍｉｎ， 然后在室

温下用 ０􀆰 １％ 结晶紫染色 ３０ ｍｉｎ， 于显微镜下观察细胞侵袭

数量。
２􀆰 ４　 细胞划痕实验分析 ＵＭＵＣ３ 细胞迁移能力　 按 “２􀆰 １”
项下方法处理细胞， 用 ２００ μＬ 规格的移液枪头垂直培养皿

底部， 在培养皿底部正中间位置划痕， 尽可能保证培养皿

每孔细胞的划痕笔直、 宽度一致， 划痕完成后， 使用磷酸

盐缓冲液漂洗 ＵＭＵＣ３ 细胞 ３ 次以除去漂浮的细胞， 更换含

胎牛血清的培养基， 此时在显微镜下记录划痕宽度， 并将

其记为 ０ ｈ 的结果。 ２４ ｈ 后再次于显微镜下记录各实验组

细胞划痕的宽度。
２􀆰 ５　 流式细胞术实验检测 ＵＭＵＣ３ 细胞凋亡率　 按 “２􀆰 １”
项下方法处理细胞， 用磷酸盐缓冲液洗涤 ＵＭＵＣ３ 细胞，
并调整密度至 １􀆰 ０×１０６ ／ ｍＬ。 将 ＵＭＵＣ３ 细胞悬浮于 １５０ μＬ
缓冲液中， 用 １０ μｇ ／ ｍＬ 膜联蛋白 Ｖ 异硫氰酸荧光素和

５ μＬ碘化丙锭于 ４ ℃下避光染色 ２０ ｍｉｎ， 用流式细胞仪分

析 ＵＭＵＣ３ 细胞凋亡情况。
２􀆰 ６　 蛋白免疫印迹法检测 ＵＭＵＣ３ 细胞 Ｗｎｔ３α、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
蛋白表达　 按 “２􀆰 １” 项下方法处理细胞， 收集各组细胞，
使用考马斯亮蓝进行蛋白定量。 通过 １０％ 十二烷基硫酸钠⁃
聚丙烯酰胺凝胶电泳分离总蛋白 （３０ μｇ） 并转移到硝酸纤

维素膜， 用 ５％ 脱脂牛奶封闭膜 １ ｈ， 以防止抗体的非特异

性结合， 加入一抗于 ４ ℃孵育过夜， 次日洗膜后加二抗孵

育， 通过化学发光法显影。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析， 事后检验采

用 Ｔｕｋｅｙ 法。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 黄精多糖对 ＵＭＵＣ３ 细胞增殖活性的影响 　 如图 １、
表 １ 所示， 与对照组比较， 黄精多糖组和抑制剂组 ＵＭＵＣ３
细胞增殖能力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ２　 黄精多糖对 ＵＭＵＣ３ 细胞侵袭能力的影响 　 如图 ２、
表 ２ 所示， 与对照组比较， 黄精多糖组和抑制剂组 ＵＭＵＣ３
细胞侵袭能力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 １　 黄精多糖对 ＵＭＵＣ３ 细胞集落形成的影响

表 １　 黄精多糖对 ＵＭＵＣ３ 细胞生长的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别
ＯＤ 值（４９０ ｎｍ）

１２ ｈ ２４ ｈ ３６ ｈ
集落形成

数量 ／ 个
对照组 ０􀆰 ５１±０􀆰 ０３ ０􀆰 ８５±０􀆰 ０５ １􀆰 ７７±０􀆰 ０２ ３５􀆰 ２７±３􀆰 ２２

黄精多糖组 ０􀆰 ４６±０􀆰 ０２ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０７ ０􀆰 ８２±０􀆰 ０３∗ １５􀆰 ３１±２􀆰 ０６
抑制剂组 ０􀆰 ４９±０􀆰 ０６ ０􀆰 ７２±０􀆰 ０５ １􀆰 ０３±０􀆰 ０３∗ １３􀆰 ０７±１􀆰 ８２

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 黄精多糖对 ＵＭＵＣ３ 细胞侵袭的影响 （×４００）

表 ２　 黄精多糖对 ＵＭＵＣ３ 细胞侵袭能力的影响 （ ｘ± ｓ，
ｎ＝３）

组别 侵袭数量 ／ 个
对照组 ８２􀆰 ２９±５􀆰 ３９

黄精多糖组 ３９􀆰 ２２±２􀆰 ６８∗

抑制剂组 ３５􀆰 ２３±５􀆰 ６３∗

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ３　 黄精多糖对 ＵＭＵＣ３ 细胞迁移能力的影响 　 如图 ３、
表 ３ 所示， 与对照组比较， 黄精多糖组和抑制剂组 ＵＭＵＣ３
细胞迁移能力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 ３　 黄精多糖对 ＵＭＵＣ３ 细胞迁移的影响 （×２００）

表 ３　 黄精多糖对 ＵＭＵＣ３ 细胞迁移能力的影响 （ ｘ± ｓ，
ｎ＝３）

组别 迁移率 ／ ％
对照组 １２􀆰 ６１±０􀆰 ９８

黄精多糖组 ５􀆰 ３８±０􀆰 ５２∗

抑制剂组 ５􀆰 ０２±０􀆰 ６３∗

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。
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３􀆰 ４　 黄精多糖对 ＵＭＵＣ３ 细胞凋亡率的影响　 如图 ４、 表 ４
所示， 与对照组比较， 黄精多糖组和抑制剂组 ＵＭＵＣ３ 细

胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ５　 黄精多糖对 ＵＭＵＣ３ 细胞 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的影

响　 如图 ５、 表 ５ 所示， 与对照组比较， 黄精多糖组和抑

制剂组 ＵＭＵＣ３ 细胞 Ｗｎｔ３α、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。

表 ４　 黄精多糖对 ＵＭＵＣ３ 细胞凋亡率的影响（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 凋亡率 ／ ％

对照组 ２􀆰 ５０±０􀆰 ０８
黄精多糖组 ８􀆰 ３３±０􀆰 ０５∗

抑制剂组 ７􀆰 ９９±０􀆰 １１∗

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 黄精多糖对 ＵＭＵＣ３ 细胞凋亡的影响

图 ５　 各组细胞 Ｗｎｔ、 β⁃ｃａｔｅｎｉ 蛋白条带图

表 ５　 黄精多糖对 ＵＭＵＣ３ 细胞 Ｗｎｔ、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达

的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 Ｗｎｔ３α β⁃ｃａｔｅｎｉｎ

对照组 ０􀆰 ９１±０􀆰 ０５ ０􀆰 ７９±０􀆰 ０９
黄精多糖组 ０􀆰 ５１±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０８∗

抑制剂组 ０􀆰 ５５±０􀆰 ０６∗ ０􀆰 ４０±０􀆰 ０６∗

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

４　 讨论

近年来， Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路广泛涉及人类癌症和

动物实验癌症模型［１１］ 。 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的异常激活

与患病率的增加、 恶性进展、 不良预后的发展， 甚至癌症

相关死亡率的上升密切相关［１２⁃１３］ 。 早期的实验研究提出，
有效抑制这一信号传导可能为治疗各种类型的癌症提供有

前景的治疗选择［１４］ 。 迄今为止， 许多针对癌症中 Ｗｎｔ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的治疗方法已经开发出来， 这将为临床开

发更满意和精确的治疗方法提供新的机会［１５⁃１６］ 。 本研究采

用 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路抑制剂处理膀胱癌 ＵＭＵＣ３ 细胞后发

现， 细胞的增殖、 侵袭和迁移能力下降， 同时凋亡率增加。
上述结果提示， 与 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在其他肿瘤中的

情况类似， Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路能够参与膀胱癌 ＵＭＵＣ３
细胞的转移。

目前， 国内外关于黄精多糖的抗癌作用已有报道， 例

如， 黄精多糖不仅能抑制肝细胞癌移植瘤的生长， 使癌细

胞停滞在 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期， 增加 ｃａｓｐａｓｅ ３、 ８、 ９ 的表达， 这一作

用与调节 Ｔｏｌｌ 样受体 ４ ／非经典核因子⁃κＢ 通路相关［１７］ 。 在

乳腺癌模型小鼠体内， 相关研究表明黄精多糖虽然对肿瘤

的体积变化方面没有改变作用， 但是能够使三阴性乳腺癌

小鼠体内的骨髓造血干祖细胞和常见淋巴样祖细胞比例增

加， 并减少肿瘤浸润免疫细胞中髓系细胞比例， 提示黄精

多糖能够通过维持造血和淋巴再生来辅助三阴性乳腺癌治

疗， 具有持久的抗肿瘤作用［１８］ 。 目前， 国内外尚未开展过

黄精多糖对膀胱癌的系统性研究。 本研究发现， 黄精多糖

能够降低膀胱癌 ＵＭＵＣ３ 细胞增殖、 侵袭、 迁移能力， 并能

促进膀胱癌 ＵＭＵＣ３ 细胞凋亡。 这一结果与黄精多糖对其他

肿瘤细胞的抑制作用相似， 然而目前已有的研究结果中，
少有报道黄精多糖对癌细胞侵袭和迁移的影响。 转移与侵

袭能力是癌细胞向其他组织转移活性的体现， 本研究结果

提示黄精多糖对膀胱癌细胞转移具有抑制作用。 本研究结

果还显示， 黄精多糖能够下调 Ｗｎｔ３α 和 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表

达。 由于既往研究与本研究结果均显示 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 对膀

胱癌进展的作用具有促进作用［５⁃６］ ， 由此推测， 通过抑制

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路活化可能是黄精多糖对膀胱癌

ＵＭＵＣ３ 细胞生长抑制作用的关键所在。 此外， 黄精多糖对

Ｗｎｔ 通路的调节作用已有报道， 例如， 黄精多糖通过抑制

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信 号 通 路 起 到 改 善 大 鼠 心 肌 梗 死 的 作

用［１９⁃２０］ 。 这些结论进一步证实了黄精多糖对 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
信号通路的调控作用。

综上所述， 黄精多糖能够有效抑制膀胱癌 ＵＭＵＣ３ 细胞

的增殖、 迁移和侵袭能力， 并能够促进膀胱癌 ＵＭＵＣ３ 细胞

凋亡， 其作用可能与抑制 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路活化

相关。
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