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摘要： 目的　 探讨知母水提取物对人胃癌细胞 ＨＧＣ⁃２７ 的抑制作用。 方法 　 通过细胞粘附实验检测细胞黏附能力，
ＭＴＴ 法和细胞克隆形成实验检测细胞增殖能力， 细胞划痕实验检测细胞迁移能力， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验检测细胞侵袭能

力， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＨＧＣ⁃２７ 细胞中 ＭＭＰ⁃９、 ＭＭＰ⁃２、 Ｓｌｕｇ、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｅ⁃Ｓｅｌｅｃｔｉｎ 蛋白表达。 结果 　 知母水提取

物干预 ２４ ｈ 后， ＨＧＣ⁃２７ 细胞同质粘附能力增强 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 异质粘附能力、 细胞增殖能力、 迁移能力、 侵袭能力及

ＭＭＰ⁃９、 ＭＭＰ⁃２、 Ｓｌｕｇ、 Ｅ⁃Ｓｅｌｅｃｔｉｎ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 知母水提取

物具有抑制人胃癌细胞 ＨＧＣ⁃２７ 粘附、 增殖、 迁移及侵袭能力的作用。
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　 　 胃癌是最常见的消化道恶性肿瘤， 由于胃癌细胞具有

增殖迅速， 侵袭能力强， 易发生早期转移和对化疗药物具

有耐药性等原因， 使得其致死率高居第二位［１］ 。 目前， 胃

癌的治疗主要采取以手术为主化疗为辅的方案， 尽管治疗

技术不断改进， 但仍有部分胃癌患者就诊时已经出现了恶

性转移， 治疗效果不佳［２⁃３］ 。 所以， 除了加强早期诊断之

外， 探寻一种行之有效的天然抗肿瘤的药物具有重要的现

实意义。
知母为百合科植物知母的干燥根茎， 性苦、 甘、 寒，

归胃、 肺经， 是常用的清热泻火类药物， 具有降低血脂、
抗血栓形成、 预防老年痴呆、 保护脑损伤及免疫调节等作

用［４］ 。 除此之外， 知母还具有抑制肿瘤增殖和侵袭的作

用。 研究发现， 知母皂苷 ＡⅢ可以通过抑制 ＣＯＸ⁃２ 表达，
进而降低 ＮＦ⁃κＢ 信号通路蛋白表达来抑制黑色素瘤 Ｂ１６⁃
Ｆ１０ 细胞系与 ＷＭ⁃１１５ 细胞系迁移能力及裸鼠成瘤能力［５］ 。
测序分析及生物信息学技术指出知母水提取物可以通过调

节胃癌细胞系 ＳＧＣ７９０１ 中 ｍｉＲ⁃２６ｂ⁃５ｐ、 ｍｉＲ⁃１６⁃５ｐ、 ｍｉＲ⁃
１５ｂ⁃５ｐ、 ｍｉＲ⁃２０⁃５Ｐ 表达， 进而调控下游靶基因群来抑制胃

癌细胞的增殖能力［６］ 。 本实验选取胃癌细胞系 ＨＧＣ⁃２７ 为

对象， 深入研究知母对胃癌的作用机制， 为其临床应用提

供基础实验依据。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 人胃癌细胞系 ＨＧＣ⁃２７ 购自中国科学院上海细

胞生物学研究所。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 知母颗粒剂 （批号 １６０２０４３） 购自江阴

天江药业有限公司。 ＲＰＭＩ１６４０、 胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ
公司； 青链霉素、 胰蛋白酶购自上海碧云天生物技术有限

公司； 兔抗人 ＭＭＰ⁃９ （货号 ＲＬＴ１８９２）、 鼠抗人 β⁃ａｃｔｉｎ
（货号 ＲＬＭ３０２８）、 鼠抗人 ＭＭＰ⁃２ （货号 ＲＬＭ３６６７）、 兔抗

人 Ｓｌｕｇ （ 货 号 ＲＬＭ３３７１ ）、 兔 抗 人 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ （ 货 号

ＲＬＭ３３５３）、 兔抗人 Ｅ⁃Ｓｅｌｅｃｔｉｎ （货号 ＲＬＴ５７４５） 购自苏州

睿瀛生物技术有限公司； Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室购自美国 ＣｏＳｔａｒ 公
司； 纤维粘连蛋白 （货号 ３５６２３４） 购买自美国 ＢＤ 公司；
牛血清白蛋白封闭液 （货号 ＳＷ３０１５） 购自北京索莱宝科

技有限公司。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养 　 ＨＧＣ⁃２７ 细胞于含 １０％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ１６４０
培养基中， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中培养。 待细

胞融合率至 ９０％ ～９５％ 时进行传代。
２􀆰 ２　 知母水提取物制备与细胞分组　 使用 ＲＰＭＩ１６４０ 培养

基溶解知母颗粒剂，在无菌条件下制备成终质量浓度为 １、５、
１０、 １５ ｍｇ ／ ｍＬ 的药液， －２０ ℃储存备用。 将 “２􀆰 １” 项下

细胞分为对照组， 知母水提取物 １、 ５、 １０ ｍｇ ／ ｍＬ 组。
２􀆰 ３　 ＭＴＴ 法检测细胞增殖率　 取处于对数生长期的 ＨＧＣ⁃
２７ 细胞， 经细胞计数后种于 ９６ 孔板中， 每孔约 １×１０５ 个，
培养 １２ ｈ 后分别加入 １、 ５、 １０、 １５ ｍｇ ／ ｍＬ 知母水提取物，
继续培养 ３６ ｈ， 每孔加入 １５ μＬ １ ｍｇ ／ ｍＬ ＭＴＴ 溶液， ３７ ℃
孵育 ４ ｈ， 离心， 倒去培养液并加入 １００ μＬ ＤＭＳＯ， １０ ｍｉｎ
后使用酶标仪检测光密度 （ＯＤ） 值， 计算细胞增殖率。
２􀆰 ４　 克隆形成实验检测细胞存活情况　 用知母水提取物将

ＨＧＣ⁃２７ 细胞制成单细胞悬液， 经计数后， 按照每孔 ５００ 个

的密度接种于 ６ 孔板中， 加入含 １０％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ１６４０ 培

养基 ５ ｍＬ， 培养 ７ ｄ。 至长出肉眼可见细胞团后， ＰＢＳ 洗

去培养液， ４％ 多聚甲醛固定 １０ ｍｉｎ， 染色， 计算细胞团数
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（细胞大于 ５０）。
２􀆰 ５　 细胞同质粘附实验检测细胞粘附能力　 用知母水提取

物处理 ３６ ｈ 后， 将 ＨＧＣ⁃２７ 细胞制成密度为 １×１０５ ／ ｍＬ 的

细胞悬液， 每孔 ２００ μＬ， 接种于 ４８ 孔板， 孵育 １ ｈ 后 ＰＢＳ
洗去未粘附细胞， 计算同质粘附细胞数， 公式为同质粘附

细胞数＝每孔加入总细胞数⁃洗去未粘附细胞数。
２􀆰 ６　 细胞异质粘附实验检测细胞粘附能力　 使用 １５ ｍｇ ／ Ｌ
纤维粘连蛋白包被 ４８ 孔板， 置于无菌条件下吹干后， ２％
牛血清白蛋白封闭 ２ ｈ， 将各组细胞制成密度为 １×１０５ ／ ｍＬ
的细胞悬液， 每孔 ２００ μＬ 接种于 ４８ 孔板， 培养 ６０ ｍｉｎ 后

ＰＢＳ 洗去未粘附细胞， ４％ 多聚甲醛固定 １０ ｍｉｎ， 计算异质

粘附细胞数。
２􀆰 ７　 细胞划痕实验检测细胞迁移能力　 将 ＨＧＣ⁃２７ 细胞制

成密度为 ５×１０５ ／ ｍＬ 的细胞悬液， 每孔 ５００ μＬ、 接种 ２４ 孔

板中， 待到细胞融合率达到 ９５％ ～ １００％ 时， 用 ２０ μＬ 枪头

笔直在孔板中央进行划痕， ＰＢＳ 冲洗掉脱落细胞后， 加入

含 １、 ５、 １０ ｍｇ ／ ｍＬ 知母水提取物的无血清培养液培养 ２４ ｈ
后， 拍照观察。
２􀆰 ８　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室法检测细胞侵袭能力　 将各组 ＨＧＣ⁃２７
细胞用含 ０、 １、 ５、 １０ ｍｇ ／ ｍＬ 知母水提取物的无血清培养

液制成密度为 ５×１０６ ／ ｍＬ 的细胞悬液， 将 １００ μＬ 细胞悬液

加进提前用纤维黏连蛋白包被的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室上室， 下室

加入含 １０％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基， 培养 ２４ ｈ 后擦去上

室上面未侵袭的细胞， 多聚甲醛固定 １５ ｍｉｎ， 吉姆萨染色，
拍照观察。
２􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＭＭＰ⁃９、 ＭＭＰ⁃２、 Ｓｌｕｇ、 Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｅ⁃Ｓｅｌｅｃｔｉｎ 蛋白表达　 用知母水提取物处理 ＨＧＣ⁃
２７ 细胞 ４８ ｈ 后， 提取 ＨＧＣ⁃２７ 细胞总蛋白， ＢＣＡ 法检测各

　 　 　 　 　

组蛋白浓度。 每孔 １５ μＬ 蛋白上样， １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶

电泳分离， 半干转至 ＰＶＤＦ 膜， 室温封闭 １ ｈ， 加入 ＭＭＰ９
（１ ∶ ５００）、 ＭＭＰ２ （１ ∶ １５０）、 Ｓｌｕｇ （１ ∶ １５０）、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
（１ ∶ １００）、 Ｅ⁃Ｓｅｌｅｃｔｉｎ （ １ ∶ ２００） 一抗， ４ ℃ 孵育过夜，
ＰＢＳ 清洗后， 加入二抗孵育 １ ｈ， ＥＣＬ 发光显色， 通过成像

仪自带的软件测量条带的灰度值， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 计算

目的蛋白的相对表达。
２􀆰 １０　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行处理， 数据

以 （ｘ±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 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 知母水提取物对 ＨＧＣ⁃２７ 细胞增殖能力的影响　 与对

照组比较， 知母水提取物各剂量组细胞增殖率均降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 并呈剂量依赖性， 见图 １； 知母水提取物各剂量组

细胞克隆形成数均减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并呈剂量依赖性， 见

图 ２、 表 １， 提示知母水提取物能抑制 ＨＧＣ⁃２７ 细胞增殖。

注： 与对照组 （０ ｍｇ ／ ｍＬ） 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 知母水提取物对 ＨＧＣ⁃２７ 细胞增殖能力的影

响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

图 ２　 各组细胞克隆形成数

表 １　 知母水提取物对 ＨＧＣ⁃２７ 细胞克隆形成能力的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝５）

组别 克隆形成数 ／ 个
对照组 ５００±１２
知母水提取物 １ ｍｇ ／ ｍＬ 组 ４３７±１７∗

知母水提取物 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 组 ３１８±２３∗

知母水提取物 １０ ｍｇ ／ ｍＬ 组 ２７５±１９∗

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ２　 知母水提取物对 ＨＧＣ⁃２７ 细胞粘附能力的影响　 与对

照组比较， 知母水提取物各剂量组细胞同、 异质粘附细胞

数均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈剂量依赖性， 见图 ３。
３􀆰 ３　 知母水提取物对 ＨＧＣ⁃２７ 细胞迁移能力的影响　 与对

照组比较， 知母水提取物各剂量组细胞划痕面积均增加，
并呈剂量依赖性， 见图 ４， 提示知母水提取物能抑制 ＨＧＣ⁃
２７ 细胞迁移能力。
３􀆰 ４　 知母水提取物对 ＨＧＣ⁃２７ 细胞侵袭能力的影响　 与对

照组比较， 知母水提取物各剂量组 ＨＧＣ⁃２７ 细胞侵袭能力均

被抑制， 见图 ５。
３􀆰 ５　 知母水提取物对 ＨＧＣ⁃２７ 细胞中 ＭＭＰ⁃９、 ＭＭＰ⁃２、
Ｓｌｕｇ、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｅ⁃Ｓｅｌｅｃｔｉｎ 蛋白表达影响 　 与对照组比

较， 知母水提取物各剂量组细胞中 ＭＭＰ⁃９、 ＭＭＰ⁃２、 Ｓｌｕｇ、
Ｅ⁃Ｓｅｌｅｃｔｉｎ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并呈剂量依赖性， 见图 ６、 表 ２。
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注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 知母水提取物对 ＨＧＣ⁃２７ 细胞粘附能力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

图 ４　 知母水提取物对 ＨＧＣ⁃２７ 细胞迁移能力的影响 （×１００）

图 ５　 知母水提取物对 ＨＧＣ⁃２７ 细胞侵袭能力的影响 （×１００）

注： Ａ～Ｄ 分别为对照组， 知母水提取物 １、 ５、 １０ ｍｇ ／ ｍＬ 组。

图 ６　 各组细胞 ＭＭＰ⁃９、 ＭＭＰ⁃２、 Ｓｌｕｇ、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｅ⁃
Ｓｅｌｅｃｔｉｎ 蛋白表达

４　 讨论

我国目前东西部医疗水平发展极不平衡， 各级医院对

于胃癌的诊治水平也不尽相同， 许多患者在首诊时已经处

于胃癌的晚期阶段， 即使进行手术切除或放化疗， 胃癌复

发率、 致死率很高， ５ 年生存率低［７］ 。 知母作为抗肿瘤药

物之一， 近年来受到的关注也越来越多。
癌症出现转移的始动因素是癌细胞粘附能力的改变［８］ 。

肿瘤细胞出现粘附能力改变后， 原有的细胞连接被重新排

列。 本实验中同质细胞粘附能力是指胃癌 ＨＧＣ⁃２７ 细胞之间

粘附的能力， 异质细胞粘附能力是指胃癌 ＨＧＣ⁃２７ 细胞与正

常基底细胞之间的粘附能力， 结果发现， 通过知母水提取

物处理 ＨＧＣ⁃２７ 细胞后， 同质细胞粘附能力增强， 提示知母

水提取物可以使 ＨＧＣ⁃２７ 细胞相互连接更加紧密不易出现向

淋巴结转移、 远处转移的现象； 异质细胞粘附数减少， 提

示知母水提取物可以使 ＨＧＣ⁃２７ 细胞与人正常基底面细胞结

合能力下降， 从而减低了胃癌 ＨＧＣ⁃２７ 细胞转移后定植在局

部的可能性。 说明知母水提取物可以在癌症发生的第 １ 个

阶段就通过抑制粘附能力来降低胃癌 ＨＧＣ⁃２７ 细胞转移的可

能性。 本实验还发现， 知母水提取物可以抑制 ＨＧＣ⁃２７ 细胞

的生长。 研究发现， 对移植人脑胶质瘤 Ｕ８７ＭＧ 细胞的裸鼠
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　 　 　 　 　表 ２　 知母水提取物对 ＨＧＣ⁃２７ 细胞 ＭＭＰ⁃９、 ＭＭＰ⁃２、 Ｓｌｕｇ、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｅ⁃Ｓｅｌｅｃｔｉｎ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
组别 Ｓｌｕｇ ＭＭＰ⁃２ ＭＭＰ⁃９ Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｅ⁃Ｓｅｌｅｃｔｉｎ

对照组 ０􀆰 ９７±０􀆰 ０２ ０􀆰 ９８±０􀆰 ０４ ０􀆰 ９７±０􀆰 ０１ ０􀆰 ６１±０􀆰 ０３ ０􀆰 ９９±０􀆰 ０１
知母水提取物 １ ｍｇ ／ ｍＬ 组 ０􀆰 ８１±０􀆰 ０１∗ ０􀆰 ８６±０􀆰 ０１∗ ０􀆰 ８１±０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ７５±０􀆰 ０１∗ ０􀆰 ７８±０􀆰 ０２∗

知母水提取物 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 组 ０􀆰 ７０±０􀆰 ０１∗＃ ０􀆰 ７３±０􀆰 ０２∗＃ ０􀆰 ７５±０􀆰 ０２∗＃ ０􀆰 ８６±０􀆰 ０４∗＃ ０􀆰 ８９±０􀆰 ０１∗＃

知母水提取物 １０ ｍｇ ／ ｍＬ 组 ０􀆰 ５３±０􀆰 ０５∗＃▲ ０􀆰 ６９±０􀆰 ０１∗＃ ０􀆰 ５８±０􀆰 ０４∗＃▲ ０􀆰 ９４±０􀆰 ０１∗＃▲ ０􀆰 ８０±０􀆰 ０４∗▲

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与知母水提取物 １ ｍｇ ／ ｍＬ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与知母水提取物 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５。

接种知母皂苷 ＡⅢ后， 瘤体生长处于抑制状态， 并呈剂量

依赖性； 同时， 在体外使用知母皂苷 ＡⅢ处理 Ｕ８７ＭＧ 细胞

后， 作为粘附分子代表的 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 表达降低， 人脑胶质瘤

Ｕ８７ＭＧ 细胞异质粘附能力降低［９］ ， 与本实验结果一致。
肿瘤加强侵袭和迁移能力是癌症发生的又一重要阶段，

通过释放 ＭＭＰ⁃９、 ＭＭＰ⁃２ 蛋白致使癌细胞穿过基底膜继而

降解细胞外基质向远处组织或淋巴结进行转移［１０］ 。 本实验

结果显示， ＨＧＣ⁃２７ 细胞的迁移、 侵袭能力可被知母水提取

物抑制， 并呈剂量依赖性， 知母水提取物还可通过抑制

ＭＭＰ⁃９、 ＭＭＰ⁃２ 蛋白表达来调节 ＨＧＣ⁃２７ 细胞的迁移、 侵

袭能力。 本实验通过对在上皮间质转化进程中的 ２ 个关键

因子进行检测， 结果发现， 知母水提取物可以抑制转录因

子 Ｓｌｕｇ 及恢复 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达， 提示知母水提取物可

能通过上皮间质转化进程中来抑制对 ＨＧＣ⁃２７ 细胞的恶性进

程［１１］ 。 另外， Ｅ⁃Ｓｅｌｅｃｔｉｎ 是调节异质粘附能力的关键分

子［１２］ ， 而知母水提取物可以促进 Ｅ⁃Ｓｅｌｅｃｔｉｎ 蛋白表达， 这

与细胞异质粘附实验一致。
综上所述， 知母水提取物可能通过调节上皮间质转化

进程进而降低转录因子 Ｓｌｕｇ 与 ＭＭＰ⁃９、 ＭＭＰ⁃２、 Ｅ⁃Ｓｅｌｅｃｔｉｎ
蛋白表达， 升高 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达， 从而抑制 ＨＧＣ⁃２７ 细

胞的粘附、 增殖、 迁移和侵袭能力。
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