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摘要 目的 研究重楼皂苷Ⅰ对低氧喉癌 Hep-2 细胞增殖
及缺氧诱导因子-1α( HIF-1α) 、血管内皮生长因子( VEGF)

表达的影响。方法 采用 MTT法检测重楼皂苷Ⅰ对细胞增
殖的影响，实时定量 PCＲ( ＲT-PCＲ) 法检测低氧条件下重楼
皂苷Ⅰ对 Hep-2 细胞 HIF-1α mＲNA、VEGF mＲNA表达的影
响。采用 Western blot 法检测低氧条件下，重楼皂苷Ⅰ对
Hep-2 细胞 VEGF、HIF-1α、信号传导与转录激活因子 3
( STAT-3) ，磷酸化信号传导与转录激活因子 3 ( p-STAT-3 )

蛋白表达的影响。结果 重楼皂苷Ⅰ对低氧喉癌 Hep-2 细
胞的增殖有抑制作用; 其中，1. 5、3、6 μg /ml浓度组重楼皂苷
Ⅰ可下调低氧 Hep-2 细胞 HIF-1α、VEGF mＲNA和蛋白的表
达。同时，重楼皂苷Ⅰ抑制了 STAT-3、p-STAT-3 的表达。结
论 重楼皂苷Ⅰ能抑制低氧条件下喉癌 Hep-2 细胞增殖和
HIF-1α、VEGF的表达，可能与其下调 STAT-3 表达及抑制
STAT-3 的磷酸化有关。
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喉鳞状细胞癌为常见头颈部恶性肿瘤，我国喉

癌发病率约占头颈部肿瘤的 13. 9%，为全身恶性肿
瘤的 2. 1%［1］。虽然近来喉癌治疗方式已有很大提
高，但喉癌患者总的生存率仍然很低。喉癌的综合
治疗已成为一种治疗趋势。寻找高效、低毒的抗喉
癌药物十分重要。低氧是实体恶性肿瘤增殖中一种
常见现象［2］，缺氧诱导因子-1α ( hypoxia inducible
factor 1-α，HIF-1α) 是喉癌肿瘤低氧中的中枢环节，
调控相关基因的转录［3］。血管内皮生长因子( vas-
cular endothelial growth factor，VEGF) 是促血管生成
因子，目前是抑制肿瘤血管生成的主要靶点［4］。信
号传导及转录激活因子 3 ( signal transducers and ac-

tivators of transcription3，STAT-3) 参与肿瘤细胞的增
殖，并可以调节 HIF-1α和 VEGF的表达［5］。重楼是
中医治疗肿瘤的常用药物之一，目前研究［6］表明，

重楼有效成分重楼皂苷Ⅰ对某些肿瘤细胞具有抑制
作用，但对喉癌肿瘤细胞作用如何，目前暂无报道。
该研究观察重楼皂苷Ⅰ对低氧条件下喉癌 Hep-2 细
胞增殖活性的影响，以及对低氧 Hep-2 细胞 HIF-
1α、VEGF和 STAT-3 表达的影响，探讨重楼皂苷Ⅰ
治疗喉癌的可能机制。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂及仪器 重楼皂苷Ⅰ 粉剂( 中国药
品生物制品检定所) ; Hep-2 喉癌细胞株［中国科学
院( 上海) ］; 100 U /L 青霉素、100 μg /L 链霉素和
MTT试剂盒( 武汉博士德生物公司) ; DMEM 培养
基、小牛血清和胰蛋白酶( 美国 Gibco 公司) ; TＲIzol
总 ＲNA提取试剂( 美国 Invitrogen 公司) ; Quanton-
estep ＲT-PCＲ 试剂盒、SYBＲ green 荧光实时定量
PCＲ试剂盒( 北京天根生化公司) ; 多克隆兔抗
VEGF、多克隆兔抗 STAT3、多克隆兔抗 HIF-1α、多
克隆兔抗 p-STAT3、β-actin 试剂盒( 美国 Santa Cruz
公司) ; 辣根酶标记抗兔 lgG 抗体( 英国 Abcam 公
司) ; 辣根酶标记的 β-actin 抗体( 上海兴悠生物科
技有限公司) ; ECL 试剂盒( 瑞典 Amersham Biosci-
ences 公司) 。分光光度仪( 芬兰 Multiskan MS 公
司) ; 细胞培养箱( 美国 Thermo Electron公司)
1． 2 细胞培养 将 Hep-2 细胞在 37 ℃、5% CO2

空气，含 100 U /ml 青霉素、100 μg /ml 链霉素和
10%胎牛血清的培养基内培养，在细胞聚集达 60%
～70%时，置于 37 ℃，含 1% O2、5% CO2、94% N2 的

低氧培养箱中继续培养 36 h，提取细胞总 ＲNA及总
蛋白。
1． 3 MTT法检测细胞增殖实验 将 Hep-2 细胞接
种于 96 孔板( 5 × 104 个 /孔) ，细胞生长至 60% ～
70%融合状态时，加入重楼皂苷Ⅰ，各组终浓度分别
为 0、0. 75、1. 5、3. 0、6. 0 μg /ml( 预实验显示以上浓
度对人角质形成细胞无细胞毒作用) ，每组 6 个平
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行孔，低氧培养 36 h，加入 20 μl 5 mg /ml MTT，培养
4 h，再加入 DMSO 振荡，调零，于酶标仪 570 nm 波
长处检测各组的光密度( optical density，OD) 值。细
胞生长抑制率( IＲ) = 1 － OD1 /OD2，OD1 表示实验

组细胞 OD值，OD2 表示空白对照组 OD 值，实验重
复 3 次。
1． 4 测定低氧条件下重楼皂苷Ⅰ对 HIF-1α mＲ-
NA、VEGF mＲNA表达的影响 Hep-2 细胞培养同
1. 3。设计相关基因上、下游引物，HIF-1α 上游引
物: 5'-CAACCGGTTTAAGGACACATTCTG-3'，下游引
物: 5'-TCTGGGTTGAAACTCAAGCAACTG-3'，扩增产
物片段长度 150 bp; VEGF 上游引物: 5'-AAGTG-
GTCCCAGGCTGCA-3'，下游引物: 5'-CTCCAGGC-
CCTCGTCA-3'，扩增长度为 216 bp; GAPDH 上游引
物: 5'-CCTCAAGATCATCAGCAAT-3'，下游引物: 5'-
CCATCCACAGTCTTCTGGGT-3'，扩增长度为 141
bp。提取总 ＲNA，反转录合成 cDNA; 取 cDNA 1 μl，
加入 2. 5 × ＲealMasterMix /20 × SYBＲ Solution 11. 25
μl，上下游引物各为 1 μl，加无 Ｒnase 水，反应体积
共 25 μl; PCＲ反应条件: 95 ℃预变性 2 min，循环条
件为 95 ℃变性 15 s，50 ℃退火 30 s，68 ℃延伸 50
s。采用 ΔCt值法计算结果，ΔCt =样品的 Ct均值 －
内参的 Ct均值，2 － ΔΔCt即为初始 cDNA的相对含量。
1． 5 Western blot 法检测 Hep-2 细胞培养同
1. 3，收集细胞，提取细胞总蛋白，用 BCA 法蛋白定
量，上样，SDS-PAGE 凝胶电泳后，转膜，PBS 洗膜，
5%脱脂牛奶封闭 l h; PBS洗膜，加一抗( 兔抗 VEGF
1 ∶ 500、兔抗 STAT3 1 ∶ 500、兔抗 HIF-1α 1 ∶ 500、兔
抗 p-STAT3 1 ∶ 400) ，4 ℃过夜; PBS洗膜; 加入二抗
( 辣根酶标记抗兔 IgG抗体 1 ∶ 3 000) 孵育 0. 5 h，洗
膜，采用 ECL试剂盒检测。以 β-actin为内参校正。
1． 6 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行分析，
组间均数比较采用 t检验。

2 结果

2． 1 MTT 法检测 Hep-2 细胞的生长活性 低氧
条件下培养 36 h 后，重楼皂苷Ⅰ 6 μg /ml 组( t =
35. 22，P ＜ 0. 01) 、3 μg /ml组( t = 21. 14，P ＜ 0. 01) 、
1. 5 μg /ml 组( t = 9. 33，P ＜ 0. 01 ) 与空白对照组抑
制率比较差异有统计学意义; 3 μg /ml组( t = 12. 06，
P ＜ 0. 01) 、1. 5 μg /ml 组( t = 23. 89，P ＜ 0. 01 ) 与 6
μg /ml组抑制率比较差异有统计学意义。结果表明
重楼皂苷Ⅰ对低氧条件下 Hep-2 细胞的生长有抑制
作用，其作用具有浓度依赖性。见图 1。

图 1 重楼皂苷Ⅰ对低氧条件下
Hep-2 细胞增殖作用的影响 × 400

A: 空白对照组; B ～ E: 重楼皂苷Ⅰ 0. 75、1. 5、3. 0、6. 0 μg /ml

组; 与空白对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 2 重楼皂苷Ⅰ对低氧条件下 Hep-2 细胞 HIF-1α
mＲNA、VEGF mＲNA 表达的影响 与空白对照组
比较，6 μg /ml组( t = 14. 89，P ＜ 0. 01) 、3 μg /ml 组
( t = 10. 65，P ＜ 0. 01) 和 1. 5 μg /ml组( t = 7. 11，P ＜
0. 01) 重楼皂苷Ⅰ对低氧条件下 Hep-2 细胞 HIF-1α
mＲNA表达均有抑制作用。与空白对照组比较，6
μg /ml组( t = 17. 21，P ＜ 0. 01 ) 、3 μg /ml 组( t =
12. 84，P ＜ 0. 01 ) 和 1. 5 μg /ml 组( t = 7. 83，P ＜
0. 01) 重楼皂苷Ⅰ对低氧条件下 Hep-2 细胞 VEGF
mＲNA表达均有抑制作用。见图 2。
2． 3 重楼皂苷Ⅰ对低氧条件下 Hep-2 细胞 HIF-
1α、VEGF、p-STAT3、STAT3 表达的影响 与空白
对照组比较，6 μg /ml 组( t = 23. 97，P ＜ 0. 01 ) 、3
μg /ml组( t = 14. 04，P ＜ 0. 01) 和 1. 5 μg /ml组( t =
9. 51，P ＜ 0. 01 ) 重楼皂苷Ⅰ对低氧条件下 Hep-2
细胞 p-STAT3 蛋白表达有明显抑制作用。与空白
对照组比较，6 μg /ml 组( t = 8. 36，P ＜ 0. 01 ) 和 3
μg /ml组( t = 4. 33，P ＜ 0. 01) 重楼皂苷Ⅰ对低氧条
件下 Hep-2 细胞 STAT3 蛋白表达有明显抑制作用。
与空白对照组比较，6 μg /ml 组( t = 23. 03，P ＜
0. 01) 、3 μg /ml组( t = 18. 58，P ＜ 0. 01) 和 1. 5 μg /

·4161· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2016 Nov; 51( 11)



ml组( t = 13. 21，P ＜ 0. 01) 重楼皂苷Ⅰ对低氧条件
下 Hep-2 细胞 HIF-1α 蛋白表达有抑制作用。与空
白对照组比较，6 μg /ml组( t = 22. 56，P ＜ 0. 01) 、3
μg /ml组( t = 13. 00，P ＜ 0. 01) 和 1. 5 μg /ml组( t =
9. 09，P ＜ 0. 01 ) 重楼皂苷Ⅰ对低氧 Hep-2 细胞
VEGF蛋白表达有抑制作用。见图 3。

图 2 重楼皂苷Ⅰ对低氧条件下 Hep-2 细胞

HIF-1α mＲNA、VEGF mＲNA表达的影响

A: 空白对照组; B ～ E: 重楼皂苷Ⅰ 0. 75、1. 5、3. 0、6. 0 μg /ml

组; 与空白对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

3 讨论

由于喉癌肿瘤组织生长过快，肿瘤细胞往往存

在低氧情况。研究［7］显示，随着低氧时间的延长，
Hep-2 细胞计数会逐渐增高。这说明一定程度的低
氧会促进喉癌 Hep-2 细胞的增殖。经过重楼皂苷Ⅰ
处理后，抑制了低氧诱导的 Hep-2 细胞的增殖，提示
重楼皂苷Ⅰ具有抑制喉癌肿瘤细胞增殖的活性。以
往研究［6］表明重楼皂苷Ⅰ对多种肿瘤细胞具有抑
制作用，并能通过线粒体途径诱导耐药性肝癌细胞

的凋亡。但在喉癌 Hep-2 细胞中，重楼皂苷Ⅰ是通
过何种途径发挥抑制作用还需要进一步研究。

图 3 重楼皂苷Ⅰ对低氧条件下 Hep-2 细胞 HIF-1α、

VEGF、p-STAT3、STAT3 蛋白表达的影响
A: 空白对照组; B ～ D: 重楼皂苷Ⅰ 1. 5、3. 0、6. 0 μg /ml组; 与空

白对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

研究［8］表明 HIF-1α 在细胞低氧中发挥重要作
用，HIF-1 是一种由 HIF-1α 和 HIF-1β 组成的异源
二聚体。在正常情况下，HIF-1α 通过羟基化而降
解，低氧条件下，HIF-1α羟基化降解被抑制，与 HIF-
1β组成异源二聚体，转入核内调节靶基因的转
录［8］。靶基因包括 VEGF、促红细胞生成素、转铁蛋
白、内皮素 1、诱导型一氧化氮合酶和胰岛素样生长
因子等［9］，从而促进肿瘤细胞的生长。VEGF 是血
管内皮细胞的特异性丝裂原，能够介导新生血管的

形成，在喉癌的生长、侵袭中发挥重要作用［10］。且
与喉癌的分化程度、淋巴结有无转移和 TNM分期有
关［11］。研究［12］表明重楼皂苷Ⅰ能够抑制低氧情况
下 Lewis 肿瘤细胞 HIF-1α、VEGF mＲNA 和蛋白的
表达。本研究也表明重楼皂苷Ⅰ对低氧 Hep-2 细胞
HIF-1α mＲNA和蛋白的表达均有抑制作用。
在肿瘤中，各种蛋白激酶的活化已被证实，虽然

不同的激酶转导途径不同，但 STAT3 在多数信号通
路中发挥重要作用［13］，STAT3 蛋白通过上调细胞凋
亡抑制基因( 如 MCL1 等) 的转录和细胞周期调节
蛋白( 如 MYC 等) 的表达，参与和促进肿瘤的发
生［14］。STAT3 的活化是许多恶性肿瘤的重要特
征［15］。先前的一些研究［5］表明，STAT3 对于 HIF-
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1α表达是非常重要的，STAT3 抑制剂能下调 HIF-
1α表达。STAT3 也可通过诱导 VEGF 的产生参与
肿瘤进展［16］。STAT3 抑制剂能有效抑制 VEGF 生
产与肿瘤血管的形成［5］。Zhang et al［17］发现 STAT3
抑制剂 AG490 能明显抑制喉癌 Hep-2 细胞的增殖。
本研究结果表明重楼皂苷Ⅰ能够下调低氧状态下喉
癌 Hep-2 细胞 STAT3 的表达，并抑制 STAT3 的磷酸
化。这可能是重楼皂苷Ⅰ抑制低氧喉癌 Hep-2 细胞
增殖和 HIF-1α、VEGF表达的原因之一。
综上所述，重楼皂苷Ⅰ能够抑制低氧喉癌 Hep-

2 细胞增殖和 HIF-1α、VEGF表达，这可能与其下调
Hep-2 细胞 STAT3 的表达，并抑制 STAT3 的磷酸化
有关。
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Effect of Polyphylin I on proliferation and expressions of HIF-1α，
VEGF in laryngeal carcinoma cell line Hep-2 under hypoxia

Deng Bifan，Liao Min，Qiu Ｒongmin，et al
( Dept of Otolaryngology Head and Neck Surgery，Hezhou People's Hospital，Hezhou 542899)

Abstract Objective To investigate the effects of Polyphyllin I on proliferation and expressions of HIF-1α，VEGF
in laryngeal carcinoma cell line Hep-2 under hypoxia． Methods MTT assay was performed to investigate the effect
of Polyphyllin I on the proliferation of Hep-2 cells under hypoxic conditions． Ｒeal-time quantitative reverse tran-
scriptase polymerase chain reaction was used to detect the effect of Polyphyllin I on the expressions of HIF-1α mＲ-
NA and VEGF mＲNA． Western blot was used to detect the effect of Polyphyllin I on the expressions of VEGF，
HIF-1α，STAT-3 and p-STAT-3． Ｒesults Polyphyllin I inhibited Hep-2 cells proliferation under hypoxia condi-
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tion． Polyphyllin I treatment ( 1. 5，3，6 μg /ml) down-regulated the mＲNA and protein expressions of HIF-1α，
VEGF in Hep-2 cells under hypoxia． Meanwhile，Polyphyllin I treatment inhibited the protein expressions of STAT-
3 and p-STAT-3 in Hep-2 cells under hypoxia． Conclusion Polyphyllin I inhibits Hep-2 cells proliferation and
down-regulates the expressions of HIF-1α and VEGF in Hep-2 cells under hypoxia． It may be related to reduced
STAT-3 expression and inhibition of the phosphorylation of STAT-3 in Hep-2 cells under hypoxia．
Key words Polyphyllin I; Hep-2 cell; cell proliferation; HIF-1α; VEGF
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ILK介导 Akt信号通路诱导人晶状体上皮细胞转分化的研究
朱玉广，朱 艳，孙宝琪，陈 晨，李 珺，李 霞

摘要 目的 研究 ILK抑制剂 QLT0267 对转分化人晶状体
上皮细胞( HLECs) E-钙黏蛋白( E-cadherin) 、α-平滑肌肌动
蛋白( α-SMA) 、磷酸化 Akt( p-Akt) 和磷酸化糖原合酶激酶-
3β( p-GSK3β) 的影响，探讨 ILK介导 Akt信号通路在 HLECs
转分化的作用。方法 选择传 3 代 HLECs 进行实验，实验
分三组: TGF-β2 组加入含有浓度为 100 ng /L 的 TGF-β2 培
养基，ILK抑制剂组加入 10 nmol /L QLT0267 预处理 1 h 后，
再加入浓度为 100 ng /L TGF-β2 培养基培养 48 h，对照组加
入无血清培养基。Western blot法检测 HLECs E-cadherin、α-
SMA、p-Akt 和 p-GSK3β 的变化。采用免疫荧光技术检测
HLECs E-cadherin、α-SMA、p-Akt、p-GSK3β 的表达。结果
与对照组比较，TGF-β组 E-cadherin 表达减弱，α-SMA、p-Akt
和 p-GSK3β的表达增强，差异有统计学意义。与 TGF-β 组
比较，ILK抑制剂组 α-SMA、p-Akt 和 p-GSK3β 表达明显减
弱，E-cadherin的表达明显增强，差异有统计学意义( F =
12. 325、17. 686、8. 547、6. 812，P ＜ 0. 001 ) ，QLT0267 部分逆
转 TGF-β 诱导的 HLECs α-SMA、p-Akt、p-GSK3β 和 E-cad-
herin的表达。结论 ILK介导 Akt信号通路参与 TGF-β2 诱
导的 HLECs 转分化过程，QLT0267 通过特异性结合 ILK，影
响下游信号的传导，降低了 HLECs 的转分化。ILK 介导 Akt
信号通路可能在后囊膜混浊过程中发挥重要作用。
关键词 ILK; Akt信号通路; 晶状体上皮细胞; 转分化; 转化
生长因子-β2
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白内障是常见的致盲性眼病，后囊膜混浊( pos-
terior capsular opacification，PCO) 是现代白内障术后
影响视力提高的主要因素［1］。人晶状体上皮细胞
( human len epithelialcells，HLECs) 的转分化是 PCO
的主要病理改变，转化生长因子-β2 ( transforming
growth factor-β2，TGF-β2 ) 以诱导 HLECs 的转分
化［1 － 2］。前期研究［3 － 4］显示整合素 β1 参与 TGF-β2
诱导 HLECs转分化，并且抑制整合素 β1 的表达可
以抑制 HLECs 转分化。整合素激活后主要通过整
合素连接激酶( integrin-linked kinase，ILK) 发挥核心
作用，ILK参与体内多个信号传导通路，ILK 及其信
号通道在 HLECs 转分化中的作用还未见报道。该
研究利用 HLECs转分化细胞模型，探讨 Akt 信号通
道在 HLECs转分化中的作用。

1 材料与方法

1． 1 细胞株 人晶状体上皮细胞 HLEC-h3 细胞
株( 上海复蒙基因生物科技有限公司) 。
1． 2 主要试剂 兔抗人 α-平滑肌肌动蛋白( α-
SMA) 单克隆抗体( 美国 Sigma 公司) ; 兔抗人磷酸
化 Akt( p-Akt) 多克隆抗体、兔抗人磷酸化糖原合酶
激酶-3β( p-GSK-3β) 单克隆抗体( 美国 Cell Signa-
ling Technology公司) ; 兔抗人 E-钙黏素( E-cadher-
in) 单克隆抗体( 美国 Santa Cruz 公司) ; Ｒecombi-
nant Human TGF-β2 ( 美国 Ｒ＆D Systems 公司) ;
FITC-标记羊抗兔二抗( 美国 BETHYL公司) ; DMEM
细胞培养液、胎牛血清( 美国 GIBCO 公司) ; ILK 抑
制剂 QLT0267( 加拿大 QLT公司) 。
1． 3 HLECs的复苏、培养与传代 取液氮冻存的
HLEC-h3 细胞株，放置于 37 ℃水浴箱快速解冻，将
细胞悬液移到离心管，加入 DMEM 细胞培养液( 含
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