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[摘要 ]　目的　探讨紫花前胡苷( N D K )通过调控上皮 -间质转化

(EMT)影响宫颈癌细胞侵袭迁移的可能机制，并分析其对miR-324-3P/

WNT3a轴的影响。方法　取对数生长期人宫颈癌HeLa细胞，分为4组：空

白组(于37 ℃、5%CO2、饱和湿度培养箱中培养)、miR-324-3P inhibitor组 

(转染hsa-miR-324-3p inhibitor)、NDK组(加入20 mmol/L浓度的NDK培养)、

miR-324-3P inhibitor+NDK组(转染miR-324-3P inhibitor后加入20 mmol/L 

浓度的NDK培养)，均处理48 h。采用Transwel l实验检测各组细胞侵袭

能力；细胞划痕实验检测各组细胞的迁移能力；qRT-PCR检测各组细

胞中miR-324-3P、W NT3a  mRNA表达水平；Western blott ing检测各组

EMT相关标志蛋白E-钙黏素(E-cadherin)、波形蛋白、神经型钙黏蛋白

(N-cadherin)、WNT3a、β-catenin蛋白表达水平；双荧光素酶报告基因检测

miR-324-3P与WNT3a基因的靶向关系。结果　与空白组比较，miR-324-3P 

inhibitor组HeLa细胞的穿膜细胞数增多，划痕愈合率增高，miR-324-3P 

mRNA表达水平下降，WNT3a mRNA表达水平升高，E-cadherin蛋白相对

表达量降低，波形蛋白、N-cadherin、WNT3a和β-catenin蛋白相对表达量

升高(P<0.05)；而NDK组、miR-324-3P inhibitor+NDK组HeLa细胞的穿膜

细胞数减少，划痕愈合率降低，miR-324-3P mRNA表达水平升高，WNT3a 

m R N A表达水平降低，E - c a d h e r i n蛋白相对表达量升高，波形蛋白、

N-cadherin、WNT3a和β-catenin蛋白相对表达量降低(P<0.05)；且NDK组

上述各指标均低于miR-324-3P inhibitor+NDK组。双荧光素酶报告基因检

测结果显示，miR-324-3P mimic可降低WNT3a WT荧光素酶活性(P<0.05)，

但不影响WNT3a mut荧光素酶活性(P>0.05)。结论　NDK可通过调控

EMT抑制宫颈癌细胞的侵袭及迁移，其作用机制可能与调节miR-324-3P/

WNT3a轴有关。

[关键词]　紫花前胡苷；宫颈癌；细胞侵袭；细胞迁移；上皮-间质

转化；miR-324-3P/WNT3a轴
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[Abstract]　Objective　To explore the mechanism of nodakenin (NDK) affecting the invasion and migration of cervical 

cancer cells by regulating epithelial-mesenchymal transformation (EMT), and analyze its effect on microRNA (miR)-324-3P/

WNT3a axis. Methods　Human cervical cancer HeLa cells in logarithmic growth phase were divided into four groups: blank group 

(cultivated in a 37 ℃, 5% CO2-saturated humidity incubator), NDK group (20 mmol/L NDK was added to culture), miR-324-3P 
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inhibitor group (hsa-miR-324-3p inhibitor transfection), and miR-324-3P inhibitor+NDK group (after transfection of miR-324-3P 

inhibitor, 20 mmol/L NDK was added to culture) all were treated for 48 h. Transwell test was used to detect the invasion ability of 

cells in each group. Cell scratch test was performed to detect cell migration ability of each group. qRT-PCR to detect the mRNA 

level of miR-324-3P and WNT3a in each group of cells. Western blotting was carried out to detect the expression of EMT-related 

marker proteins E-cadherin, vimentin, Neural cadherin (N-cadherin), WNT3a, and β-catenin protein in each group of cells. Dual 

luciferase reporter gene was used to detect the targeting relationship between miR-324-3P and WNT3a gene. Results　Compared 

with the blank group, the number of transmembrane HeLa cells increased in miR-324-3P inhibitor group, the scratch healing rate 

increased, the mRNA expression level of miR-324-3P decreased, and of WNT3a increased; the relative expression of E-cadherin 

protein decreased, while the relative expressions of vimentin, N-cadherin, WNT3a and β-catenin increased (P<0.05). While for 

NDK group and miR-324-3P inhibitor+NDK group, the number of transmembrane HeLa cells decreased, the scar healing rate was 

also decreased, the mRNA expression level of miR-324-3P increased, the expression level of WNT3a mRNA decreased, the relative 

expression of E-cadherin protein increased, and the relative expression of vimentin, N-cadherin, WNT3a and β-catenin protein 

decreased (P<0.05); All the indexes mentioned above were lower in NDK group than those in miR-324-3P inhibitor+NDK group. 

The dual luciferase reporter gene results showed that miR-324-3P mimic could reduce WNT3a WT luciferase activity (P<0.05), but 

did not affect WNT3a mut luciferase activity (P>0.05). Conclusion　NDK can inhibit the invasion and migration of cervical cancer 

cells by regulating EMT, and the mechanism of such action may be related to the regulation of miR-324-3P/WNT3a axis.

[Key words]　precursor glycosides; cervical cancer; invasion; cell migration; epithelial-mesenchymal transition; miR-324-3P/

WNT3a axis

宫颈癌为常见的妇科恶性肿瘤，与人乳头瘤

病毒感染、肥胖、激素替代治疗及口服避孕药等因

素有关，肿瘤发生侵袭转移是患者死亡的主要原

因，但其分子机制尚不清楚[1-3]。近年来，关于微

小核糖核酸(microRNA，miRNA)调节基因表达与恶

性肿瘤侵袭迁移关系的研究已成为热点，miRNA存

在多种靶基因，且通过调控不同靶基因发挥不同生

物学功能，如miR-324-3P可通过靶向调控Wnt2b抑
制鼻咽癌的发生发展[4]。WNT3a为经典Wnt信号通

路的重要蛋白，在细胞分化成熟中发挥重要作用，

并与恶性肿瘤的发生发展有关 [5]。上皮-间质转化

(epithelial-mesenchymal transition，EMT)可促进细胞

的侵袭和迁移等，因而可能成为抑制肿瘤侵袭、迁

移的靶点。紫花前胡苷(nodakenin，NDK)是紫花前

胡的有效成分，具有抗氧化、抗炎、免疫调节等作

用，付琼等[6]报道NDK具有抑制宫颈癌细胞增殖的

作用，但相关研究较少，其作用机制尚未阐明。本

研究探讨了NDK通过调控EMT对宫颈癌细胞侵袭

迁移的影响及其可能机制，旨在为研发治疗宫颈癌

的新药提供实验依据。

1　材料与方法

1.1　细胞株、药物、主要试剂与仪器　人宫颈癌

永生化HeLa细胞株(上海极威生物科技有限公司)，
N D K (纯度>9 8 %，分子式：C 2 0H 2 4O 9，分子量为

408.4，南京森贝伽生物科技有限公司)。miR-324-3P 
mimic、hsa-miR-324-3p inhibitor(南通百奥迈科生物

技术有限公司)。Transwell小室(美国Corning公司)， 
鼠抗人E-钙黏蛋白(E-cadherin)、波形蛋白、N-钙

黏蛋白(N-cadherin)、WNT3a、β-catenin、GAPDH
一抗(Abcam公司)，辣根过氧化物酶标记的兔抗鼠

IgG二抗(美国Bioworld Technology公司)。Instrument 
QuantStudioTM 3型实时荧光定量PCR仪(美国Thermo 
Scientific公司)，PowerPacUniversal通用电泳仪(美国

Bio-Rad公司)。
1.2　细胞培养　使用含10%胎牛血清的RPMI 1640
培养基培养HeLa细胞，置于37 ℃、5%CO2、饱和

湿度培养箱中培养，0.25%胰酶消化传代。所有实

验均选用对数生长期细胞。

1 . 3　细胞转染与分组　将He L a细胞密度调整为

5×104个/ml，每孔2.5 ml接种于6孔板中。采用脂质

体lipofectamine 2000转染HeLa细胞，分为4组：空

白组(于37 ℃、5%CO2、饱和湿度培养箱中培养)， 
NDK组(加入20 mmol/L NDK培养)，miR-324-3P 
inhibitor组(转染hsa-miR-324-3p inhibitor)，miR-324-3P 
inhibitor+NDK组(转染miR-324-3P  inhibitor后加入

20 mmol/L NDK培养)，均处理48 h。
1.4　Transwell实验检测细胞侵袭能力　各组细胞转

染48 h后，消化、重悬，加至Transwell小室上室底

部微孔膜上，置入含500 μl高糖完全培养基的24孔
板内，使微孔膜下室面与24孔板培养基接触。培养

12 h后取出，下室面细胞用95%乙醇固定10 min，并

行结晶紫染色，计算穿膜细胞数。

1.5　细胞划痕实验检测细胞迁移能力　将细胞接

种于6孔板，细胞完全融合后，用无菌Tip头在6孔
板中间划痕，无血清培养基培养。在划痕后0、
72 h镜下观察细胞划痕愈合情况并拍照，计算划痕

愈合率。划痕愈合率(%)=(0 h划痕宽度－72 h划痕
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宽度)/0 h划痕宽度×100%。实验重复3次，取平 
均值。

1.6　qRT-PCR检测细胞miR-324-3P、WNT3a mRNA
表达水平　取各组细胞，用Tr i z o l 提取细胞总

RNA，反转录为cDNA。以cDNA为模板，按SYBR 
Premix EX TaqTMⅡ qRT-PCR配制反应体系，反应条

件为：95 ℃ 5 s；95 ℃ 5 s、65 ℃ 34 s，40个循环。

检测各孔循环阈值，用2–ΔΔCt法计算miR-324-3P、

WNT3a mRNA相对表达量，分别以U6、β-actin作为

内参照。miR-324-3P、WNT3a、U6和β-actin引物序

列均由日本TaKaRa公司设计合成(表1)。

夜，次日加二抗(1:2000)室温孵育2 h，ECL化学发

光法曝光蛋白条带。蛋白相对表达量为目的蛋白条

带灰度值/内参蛋白条带灰度值。

1.8　双荧光素酶报告基因检测miR-324-3P与WNT3a
基因的靶向关系　用TargetScan7.1软件(http://www.
targetscan.org)预测miR-324-3P与WNT3a的结合片

段，采用PCR扩增插入荧光素酶报告载体PGL3，
构建WNT3a野生型(W T)质粒。用基因突变技术对

WNT3a序列上与miR-324-3P结合位点上的个别核

苷酸进行突变，构建WNT3a突变型(mut)质粒。将

miR-324-3P mimic与WNT3a WT或WNT3a mut共同转

染HeLa细胞，24 h后检测荧光素酶活性，以海肾荧

光素酶活性作为内参照，计算荧光素酶活性。

1.9　统计学处理　采用SPSS 24.0软件进行统计分

析。计量资料以x ± s表示，多组间比较采用单因

素方差分析，进一步两两比较采用L S D - t检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2 . 1　NDK对HeL a细胞侵袭能力的影响　结晶紫

染色结果显示，与空白组 [ ( 4 9 . 2 2±3 . 2 4 )个/视
野]比较，miR-324-3P inhibitor组[(87.12±4.12)
个 / 视野 ] 的穿膜细胞数明显增多，而 N D K 组

[(11.48±2.46)个/视野]及miR-324-3P inhibitor+NDK
组[(34.32±3.68)个/视野]的穿膜细胞数明显减少

(P<0.05)；与NDK组比较，miR-324-3P inhibitor组及

miR-324-3P inhibitor+NDK组的穿膜细胞数明显增多

(P<0.05)；与miR-324-3P inhibitor比较，miR-324-3P 
inhibitor+NDK组的穿膜细胞数明显减少(P<0.05)
(图1)。

1.7　Western blotting检测细胞中E-cadherin、波形蛋

白、N-cadherin、WNT3a和β-catenin蛋白的表达水

平　各组细胞用RIPA裂解后提取总蛋白，BCA法检

测各蛋白浓度，加上样缓冲液，沸水浴变性，上样

行SDS-PAGE电泳，湿转PVDF膜，5%脱脂牛奶封闭

2 h。用鼠抗人E-cadherin、波形蛋白、N-cadherin、
WNT3a、β-catenin和GAPDH一抗(1:1000)孵育过

表1　RT-PCR引物序列

Tab.1　Primer sequence of RT-PCR

基因 序列

miR-324-3P
正义：5'-ACTGCCCCAGGTGCTGCTGG-3'

反义：5'-GCGAGCACAGAATTAATACGAC-3'

WNT3a
正义：5'-ACCATGTTCGGGACCTATTCCA-3'

反义：5'-GCCTGTAGCATCTCGCTTCCA-3'

U6
正义：5'-CTCGCTTCGGGCAGCACA-3'

反义：5'-AACGCTCTCACGAATTTGCGT-3'

β-actin
正义：5'-TGCTATGTTGCCCTAGACTTCG-3'

反义：5'-GTTGGCATAGAGGTCTTTACGG-3'

图1　NDK对宫颈癌HeLa细胞侵袭能力的影响

Fig.1　Effect of NDK on invasion ability of cervical cancer HeLa cells in each group
　　A. 结晶紫染色(×100)；B. 各组穿膜细胞数比较(n=3)；与空白组比较，(1)P<0.05；与NDK组比较，(2)P<0.05，与miR-324-3P 

inhibitor组比较，(3)P<0.05
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2 . 2　NDK对HeL a细胞迁移能力的影响　与空白

组(60.68%±6.85%)比较，miR-324-3P inhibitor组
(74.95%±6.32%)的划痕愈合率明显增高，而NDK
组(30.35%±3.14%)及miR-324-3P inhibitor+NDK
组 ( 4 8 . 3 6 %± 5 . 1 1 % )的划痕愈合率则明显降低

(P<0.05)；与NDK组比较，miR-324-3P inhibitor组及

miR-324-3P inhibitor+NDK组的划痕愈合率明显增高

(P<0.05)；与miR-324-3P inhibitor组比较，miR-324-3P 
inhibitor+NKD组的划痕愈合率明显降低(P<0.05)
(图2)。

图2　NDK对HeLa各组细胞迁移能力的影响

Fig.2　Effect of NDK on migration ability of HeLa cells in each group
　　A. 划痕实验(×100)；B. 各组细胞的划痕愈合率比较(n=3)；与空白组比较，(1)P<0.05；与NDK组比较，(2)P<0.05；与miR-324-3P 

inhibitor组比较，(3)P<0.05
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2.3　各组细胞miR-324-3P、WNT3a  mRNA表达情

况比较　与空白组比较，miR-324-3P inhibitor组
的miR-324-3P  mRNA表达水平明显降低、WNT3a 
mRNA表达水平明显升高，NDK组及miR-324-3P 
inhibitor+NDK组miR-324-3P及WNT3a mRNA表达水

平明显降低(P<0.05)；与NDK组比较，miR-324-3P 

inhibitor组及miR-324-3P inhibitor+NDK组miR-324-3P 
mRNA表达水平明显降低，WNT3a mRNA表达水平

明显升高(P<0.05)；与miR-324-3P inhibitor比较，

miR-324-3P inhibitor+NDK组miR-324-3P mRNA表达

水平明显升高，WNT3a  mRNA表达水平明显降低

(P<0.05)(图3)。

图3　各组细胞miR-324-3P、WNT3a mRNA表达情况比较

图3　Comparison of the expression of miR-324-3P and WNT3a mRNA in each group of cells
与空白组比较，(1)P<0.05；与NDK组比较，(2)P<0.05；与miR-324-3P inhibitor组比较，(3)P<0.05
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图4　各组细胞E-cadherin、波形蛋白、N-cadherin、WNT3a和β-catenin蛋白表达情况(n=3)

Fig.4　Expressions of E-cadherin, vimentin, N-cadherin, WNT3a and β-catenin protein of cells in each group (n=3)
与空白组比较，(1)P<0.05；与miR-324-3P inhibitor组比较，(2)P<0.05；与miR-324-3P inhibitor+NDK组比较，(3)P<0.05

图5　miR-324-3P和WNT3a的结合位点

Fig.5　The binding site of miR-324-3P and WNT3a

图6　miR-324-3P与WNT3a的靶向关系

Fig.6　The targeting relationship of miR-324-3P and WNT3a
与miR-324-3P mimic比较，(1)P<0.05
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2.4　各组细胞E-cadherin、波形蛋白、N-cadherin、
WNT3a和β-catenin蛋白表达情况比较　与空白组

比较，miR-324-3P inhibitor组细胞中E-cadherin蛋
白相对表达量明显降低，波形蛋白、N-cadherin、
W N T 3 a和β - c a t e n i n蛋白相对表达量明显升高

(P<0.05)，miR-324-3P inhibitor+NDK组和NDK组细

胞中E-cadherin蛋白相对表达量明显升高，波形蛋

白、N-cadherin、WNT3a和β-catenin蛋白相对表达

量明显降低(P<0.05)；与miR-324-3P inhibitor组比

较，miR-324-3P inhibitor+NDK组及NDK组细胞中

E-cadherin蛋白相对表达量明显升高，波形蛋白、

N-cadherin、WNT3a和β-catenin蛋白相对表达量明

显降低(P<0.05)；与miR-324-3P inhibitor+NDK组比

较，NDK组细胞中E-cadherin蛋白相对表达量明显

升高，波形蛋白、N-cadherin、WNT3a和β-catenin
蛋白相对表达量明显降低(P<0.05)(图4)。
2.5　miR-324-3P与WNT3a的靶向关系　TargetScan7.1
软件预测结果显示，miR-324-3P和WNT3a存在连续

结合位点(图5)。双荧光素酶报告基因检测结果显

示，miR-324-3P mimic与WNT3a WT转染后荧光素酶

活性明显低于mimic NC(0.43±0.05 vs. 0.99±0.08，
P<0.05)，但miR-324-3P mimic与WNT3a mut转染后

荧光素酶活性与mimic NC比较差异无统计学意义

(0.98±0.09 vs. 0.97±0.08，P>0.05)(图6)。

3　讨　　论

宫颈癌发生、发展及转归是个极其复杂的过

程，涉及多阶段、多环节、多基因调控，其发病

机制尚未阐明[7-8]。细胞侵袭迁移能力的变化，以

及原癌基因过度激活和抑癌基因异常表达是癌症发

生发展的基本病理特征[9-10]。现有的宫颈癌化疗方

案受到肿瘤转移等问题的困扰，研究新的抗癌药物

具有一定临床意义。植物源性天然产物在癌症药物

制作中已有数千年历史，如紫杉醇即取自于红豆 
杉[11]。NDK是线型四氢呋喃型香豆素苷类化合物，

柯昌康等[12]发现其具有诱导癌细胞凋亡的作用，故

本研究尝试采用NDK来抑制宫颈癌的侵袭迁移，并

分析其可能的作用机制，以期为宫颈癌治疗药物的

研发提供候选小分子单体结构。

本研究结果显示，与空白组比较，NDK组穿

膜细胞数减少、划痕愈合率明显降低，提示NDK
可抑制宫颈癌HeLa细胞的侵袭迁移。转移作为恶
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性肿瘤最突出的生物学特征，是一个多基因、多步

骤的动态变化过程，涉及肿瘤细胞黏附与侵袭等环

节，其中EMT在肿瘤转移中发挥了重要作用 [13]。 
EMT是指上皮性癌细胞失去上皮特征，获得间叶

细胞特征的一过性过程。E-cadherin是钙黏蛋白家

族成员之一，分布于上皮组织，是上皮细胞的主

要标志物，其表达缺失或降低是EMT发生的重要

标志[14]。据报道，E-cadherin功能异常在肿瘤侵袭

和转移过程中起关键作用，与正常上皮组织比较，

其在低分化肿瘤中的表达往往下调甚至丧失 [15]。

E-cadherin表达降低可导致细胞失去极性，细胞间

黏附性减弱，是癌细胞侵袭转移的分子基础。上皮

标志物(E-cadherin)表达下调，间质标志物(波形蛋

白、N-cadherin)表达上调被认为是癌细胞获得EMT
的标志。本研究结果显示，与空白组比较，NDK
组细胞中E-cadherin蛋白相对表达量明显升高，波

形蛋白、N- cad her in蛋白相对表达量明显降低，

提示NDK可抑制HeLa细胞的EMT过程，从而抑制

细胞的侵袭和转移。同时，与空白组比较，miR-
324-3P inhibitor组穿膜细胞数和划痕愈合率明显升

高，E-cadherin蛋白相对表达量明显降低，波形蛋

白、N-cadherin蛋白相对表达量明显升高，而miR-
324-3P inhibitor+NDK组的穿膜细胞数、划痕愈合

率及EMT相关蛋白表达水平的变化与miR-324-3P 
inhibitor组相反，提示NDK对宫颈癌细胞侵袭迁移

和EMT的抑制作用可能与miR-324-3P表达有关。

miR-324-3P被证实与多种恶性肿瘤相关，具有促

癌、抑癌的双重作用[16]。Liu等[17]报道，miR-324-3P 
过表达可抑制卵巢癌的侵袭迁移能力。Xie等[18]发

现，miR-324-3P表达水平升高可抑制非小细胞肺癌

的细胞增殖和侵袭，可能是通过调控EMT相关蛋白

表达而发挥作用的。本研究经PCR检测发现，miR-
324-3P inhibitor组、miR-324-3P inhibitor+NDK组、

NDK组HeLa细胞中miR-324-3P  mRNA表达水平逐

渐升高，WNT3a  mRNA表达水平逐渐降低，提示

NDK可能通过上调miR-324-3P、下调WNT3a发挥其

抑制宫颈癌细胞侵袭迁移的作用。WNT3a是WNT
蛋白家族成员之一，在启动WNT/β-catenin信号通

路中发挥重要作用。WNT/β-catenin信号通路在癌

症的发生发展及转移过程中起关键作用，WNT3a
为典型Wnt配体，与包括癌症在内的多种疾病病

理学有关，可增强或抑制癌细胞的侵袭转移 [19]。 
Feng等[20]发现，WNT3a激活可促进宫颈癌的发生。

β -catenin为WNT/β -catenin信号通路中的功能蛋

白，与转录因子互相作用促进信号途径转导[21-22]。 
本研究Western blotting检测结果显示，miR-324-3P 
inhibitor组、空白组、miR-324-3P inhibitor+NDK

组、N D K组细胞中W N T 3 a和β - c ate n i n蛋白相对

表达量逐渐降低，提示NDK可能通过抑制WNT/
β-catenin信号通路发挥作用。双荧光素酶报告基因

检测结果提示miR-324-3P可靶向调控WNT3a。上述

研究结果表明，NDK可能通过过表达miR-324-3P抑
制WNT/β-catenin信号通路，实现对宫颈癌细胞侵

袭迁移和EMT的抑制作用。

综上所述，本研究发现，NDK可能通过调控

miR-324-3P/WNT3a轴抑制宫颈癌细胞的侵袭迁移

和EMT过程。但本研究仍存在不足之处：(1)未能

观察NDK对宫颈癌细胞凋亡的影响；(2)药物调控

细胞生物学行为的信号通路比较复杂，NDK抑制

宫颈癌细胞增殖、侵袭和迁移等过程是否涉及其他

通路尚未可知；(3)仅通过体外细胞实验初步分析

了NDK作用的可能机制等。后续研究可进一步分析

NDK对宫颈癌细胞生物学行为的影响，并在体内验

证NDK对宫颈癌的治疗作用及作用途径，为NDK
的研发提供科学依据。
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