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湿生扁蕾总口山酮对NCM460细胞间质转化的影响
柳娜  刘越敏  薄双琴  陈晖  张尚智  景明*

(甘肃中医药大学, 兰州 730000)

摘要      该研究探究了湿生扁蕾总口山酮对人结肠上皮细胞(normal colon mucosa cell, NCM460)
间质转化的影响。采用2.5 μg/mL脂多糖(LPS)诱导NCM460细胞14天建立间质转化模型, 分别以湿

生扁蕾总口山酮(GPX)及吡菲尼酮(PFD)进行干预, 以免疫荧光(IF)和蛋白免疫印迹技术(WB)以及实

时荧光定量转录聚合酶链反应(RT-qPCR)分别检测E-cadherin和Vimentin蛋白和mRNA的表达。结果

显示, 与正常对照组相比, 模型对照组细胞中上皮细胞标志物E-cadherin蛋白和mRNA表达明显下调

(P<0.01), 间质细胞标志物Vimentin蛋白和mRNA表达明显上调(P<0.01), 与模型组相比, E-cadherin的
荧光强度与GPX剂量呈正相关, Vimentin荧光强度呈剂量依赖性降低。GPX中、高剂量组E-cadherin
蛋白和mRNA表达上调, Vimentin蛋白和mRNA表达下调(P<0.01), 以高剂量最为明显。研究表明, 湿
生扁蕾总口山酮能够有效抑制结肠上皮–间质转化, 这为其进一步研究开发提供理论依据。
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Effect of Xanthones from Gentianopsispaludosa on Mesenchymal 
Transformation of NCM460 Cells

LIU Na, LIU Yuemin, BO Shuangqin, CHEN Hui, ZHANG Shangzhi, JING Ming*
(Gansu University of Traditional Chinese Medicine, Lanzhou 730000, China)

Abstract       This study investigated the effects of Xanthones from Gentianopsispaludosa on human NCM460 
(normal colon mucosa cell) interstitial conversion. NCM460 cells were induced with 2.5 μg/mL LPS (lipopolysac-
charide) for 14 d to establish interstitial transformation model, and were treated with GPX and PFD respectively.  The 
expression of E-cadherin and Vimentin protein and mRNA were detected by IF (immunofluorescence), WB (Western 
blot) and RT-qPCR (real-time fluorescence quantitative transcription polymerase chain reaction), respectively. The 
results showed that compared with normal control group, the epithelial cell marker E-cadherin protein and mRNA 
in model control group were significantly down-regulated (P<0.01), interstitial cell marker Vimentin protein and 
mRNA were significantly up-regulated (P<0.01). Compared with the model group, the fluorescence intensity of E-
cadherin was positively correlated with the dose of GPX, while the fluorescence intensity of Vimentin was decreased 
in a dose-dependent manner. The expression of E-cadherin protein and mRNA was up-regulated and that of Vimen-
tin protein and mRNA was down-regulated in GPX medium and high dose groups (P<0.01), most obvious in high 
dose. The study showed that Xanthones from Gentianopsispaludosa could effectively inhibit colon EMT (epithelial-
mesenchymal transformation), which provided theoretical basis for further research and development.

Keywords        Xanthones from Gentianopsispaludosa; ulcerative colitis; colon epithelial-mesenchymal transformation
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溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种由免

疫介导的、特发性的、慢性的、反复发作的炎症性

肠道疾病(inflammatory bowel disease, IBD)[1-2]。其临

床特征为腹泻、常伴有黏膜脓液的直肠出血、腹部

绞痛、发烧和直肠急症[3], 在世界范围内发病率不断

上升且无特异性根治措施, 已被世界卫生组织(World 
Health Organization, WHO)列为难治病症之一[4]。肠道

纤维化是UC最为常见的并发症之一, 通常是由肠道

炎症和受损组织修复引起的, 是一种慢性、进行性过

程。其特征是胶原蛋白和其他细胞外基质(extracel-
lular matrix, ECM)成分的过度累积以及伴随着各种来

源间质细胞(mesenchymal cell)数量的局部增加。UC
及并发症结肠纤维化的发病机制是多因素的, 可能与

遗传易感性、上皮细胞缺陷、免疫反应失调、环境

因素、高龄、腹部胃肠手术以及改变有益菌和致病

菌之间的平衡等有关, 但具体机理仍不清楚[5-7]。研

究表明, 在UC肠纤维化过程中, 结肠上皮细胞–间质

化 (epithelial-mesenchymal transition, EMT)发挥了至

关重要的作用[8-9]。脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)
是革兰阴性菌外膜的主要组成成分, 大多数细菌的

LPS被证实是一种内毒素[10]。有研究表明, LPS在上

皮–间质转化的发生发展中是一个关键因素, 它可以

诱导EMT, 并在一些组织和器官中产生细胞外基质, 
是上皮细胞有效的EMT诱导剂[10-14]。

湿生扁蕾[Gentianopsispaludosa (Hook. f.) Ma], 
为龙胆科扁蕾属一年生草本植物, 传统藏药, 以全草

入药, 具有利肝、清热、解毒之功效, 主治结膜炎、

高血压、痔疮、肝炎、肾炎、消化不良、发烧、流

感和腹泻等症[15]。 酮(Xanthone)又名呫吨酮、氧杂

蒽酮或苯并色原酮, 是一类酚性化合物, 具有多样的

生物活性[16-18]。本课题组前期多项研究表明, 该味药

材在溃疡性结肠炎、肠纤维化的疾病中作用显著, 
而 酮类化合物可能是其主要的有效成分[15,19-26]。本

研究拟在前期研究工作基础上, 通过提取纯化工艺获

得湿生扁蕾总口山酮, 并建立结肠上皮细胞–间质转

化模型, 探究湿生扁蕾总口山酮能否抑制细胞EMT
的发生发展, 为其进一步研究开发提供科学依据。

1   材料与方法
1.1   实验试剂

吡菲尼酮(pifenidone, S290702)购于美国Selleck公
司; RPMI-1640培养基(AF32246309)、PBS(AF29526788)

购于美国HyClone公司 ; 脂多糖(LPS, 408Z033)购于北

京索莱宝科技有限公司 ; Anti-E-cadherin抗体(40860)购
于美国SouthernBiotech公司 ; Vimentin抗体(GTX43173)
购于美国GeneTex公司 ; TRIeasyTM总RNA提取试剂

(10606ES60)、Hifair® Ⅱ 1st Strand cDNA Synthesis Super-
Mix for qPCR(11123ES60)、Hieff® qPCR SYBR Green 
Master Mix(11203ES08)、CCK-8(cell counting kit-8, 
C1905401)、胎牛血清(FBS, 504050519)购于翌圣生物

科技(上海)股份有限公司。

1.2   湿生扁蕾总口山酮的制备

湿生扁蕾药材采自甘肃省定西市漳县大草滩, 
经甘肃中医药大学定西校区中药鉴定教研室张尚智

教授鉴定为龙胆科扁蕾属一年生草本植物湿生扁

蕾, 取其干燥全草, 粉碎过筛, 称取药末500 g, 加8倍
量的95%乙醇浸泡过夜, 加热回流提取2 h, 放冷后过

滤, 药渣再加8倍量的95%乙醇加热回流提取2 h, 放
冷后过滤。合并两次滤液, 再经减压回收乙醇后浓

缩为生药浓度1.5 g/mL浸膏。浸膏加入适量去离子

水制备成混悬液, 分别用石油醚、乙酸乙酯、正丁

醇逐级萃取, 并将各级性部位减压浓缩为浸膏。将

乙酸乙酯部位浸膏上DM130大孔树脂纯化, 得到纯

度为≥51%的湿生扁蕾 酮粉末, 密封, 低温保存, 备
用[27]。

1.3   NCM460细胞培养及EMT模型建立

NCM460细胞系购自北京北纳创联生物技术研

究院。在DMEM高糖培养基中加入10% FBS配制完

全培养基, 将细胞混悬液加入完全培养基中, 于37 °C、
5% CO2的恒温加湿环境中培养。取对数生长期的

人正常结肠上皮细胞NCM460, 将其分为6组: 正常

对照组, 模型组对照组, 湿生扁蕾总口山酮低、中、

高剂量(50、100、200 μg /mL)组, 阳性对照组(吡非

尼酮200 μg/mL), 除正常对照组外, 其余各组均以

LPS(2.5 μg/mL)持续处理细胞NCM460 14天以诱导

EMT进程, 模型建立成功之后给予不同浓度湿生扁

蕾总口山酮, 48 h后检测相关指标。

1.4   湿生扁蕾总口山酮及吡非尼酮溶液配制

称取湿生扁蕾总口山酮粉末100 mg, 溶于0.25 mL 
DMSO中, 用0.22 μm的无菌滤器过滤后, 取10 μL用
完全培养基稀释成0.4 mg/mL, 依据实验需求, 稀释

成所需浓度。称取吡非尼酮粉末15 mg, 溶于0.05 mL 
DMSO中, 吸取10 μL用完全培养基稀释成0.3 mg/mL, 
用0.22 μm的无菌滤器过滤, 再依次稀释到实验所需
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浓度。

吡非尼酮(pirfenidone)是一种合成小分子化合

物, 已被多个国家和地区批准用于治疗特发性肺纤

维化(idiopathic pulmonary fibrosis, PFD)。此外, 其
还具有广谱抗纤维化活性[28-29], 故本实验所用阳性

对照药选择吡非尼酮。

1.5   检测方法及指标

1.5.1   CCK-8法检测细胞活力      取对数生长期

NCM460细胞, 以5×104个/mL的密度接种于96孔板。

每孔体积100 μL, 置于5% CO2、37 °C恒温箱中培养, 
待细胞贴壁完全后, 各孔加入各100 μL终浓度为25、
50、100、200、300、400 μg/mL的湿生扁蕾总口山

酮和10、25、50、100、200、250、300 μg/mL的吡

菲尼酮药液, 每个浓度设6复孔, 继续培养24 h、48 h、
72 h。由于湿生扁蕾总 酮呈黄色, 对D值的测定有

一定的影响, 故培养至一定时间后, 吸掉湿生扁蕾总

酮药液, 各孔加入100 μL新鲜的完全培养基, 再向

各孔中加入10 μL CCK-8, 37 °C孵育2 h, 用酶标仪在

450 nm波长下检测各组细胞的D值。

1.5.2   免疫荧光检测NCM460细胞表面E-钙黏蛋白

(E-cadherin)和波形蛋白(Vimentin)表达情况      15 mm
激光共聚焦小皿中接种NCM460细胞, 细胞密度为

3×104个/mL, 置于37 °C、5% CO2恒温培养箱中培

养12 h后, 细胞刺激及给药同1.5.1项, 每孔设3复孔。

药物干预结束后封闭液室温封闭2 h, 洗涤液静置洗

涤10 min、重复3次, E-cadherin、Vimentin两种抗体

分别按照1500׃1、400׃的比例稀释后于4 °C孵育细

胞过夜, 洗涤液静置洗涤10 min, 重复3次, 二抗按照

000的比例稀释后, 室温孵育细胞1 h, 洗涤液静 1׃1

置洗涤10 min, 重复3次, 封片剂封片, 激光共聚焦显

微镜检测EMT标志物E-cadherin和Vimentin的表达

情况, 模型构建成功后给予药物干预, 48 h后, 同法

检测E-cadherin和Vimentin的表达情况。

1.5.3   免疫印迹检测NCM460细胞表面E-cadherin和
Vimentin      细胞刺激及给药过程同1.5.2项。收集细

胞, RIPA裂解液提取总蛋白, 核蛋白提取试剂提取核

蛋白。采用BCA法对蛋白进行浓度定量。十二烷基

磺酸钠−聚丙烯酰胺(SDS-PAGE)凝胶电泳, 每孔上样

量为50 μg, 电泳、转膜、封闭。然后按照1000 1׃的
比例分别稀释E-cadherin和Vimentin两种一抗, 4 °C
孵育细胞过夜。洗膜后按照1000 2׃的稀释比例加入

二抗室温孵育2 h。洗去二抗后, 加入曝光液进行曝

光, 并运用凝胶成像系统对免疫印迹进行成像。Im-
ageJ软件分析条带的灰度值, 以目的蛋白/内参蛋白

计算蛋白表达量。

1.5.4   RT-qPCR检测NCM460细胞表面E-cadherin
和Vimentin mRNA表达      细胞刺激及给药过程同

1.5.2, 运用TRIzol试剂提取各组细胞内的RNA, 并
鉴定RNA纯度。PCR引物由上北京博迈德生物技术

有限公司设计合成。运用Hifair Ⅱ 1st Strand cDNA 
Synthesis Super Mix试剂盒, 按照说明书, 将RNA逆

转录成cDNA, 运用后续的qPCR检测。反应条件如下: 
95 °C预变性2 min; 95 °C变性5 s, 60 °C退火60 s, 60 °C
延伸15 s, 40个循环。以GAPDH为内参, 以2–∆∆Ct方法

计算mRNA的相对表达量。引物序列为: E-cadherin
上游5′-ACG TAT ACC CTG GTG GTT CA-3′, 下游

5′-AAA TCC AAG CCC GTG GTG G-3′; Vimentin上
游5′-TCC GCA CAT TCG AGC AAA GA-3′, 下游5′-
AAC TTA CAG CTG GGC CAT CG-3′。
1.6   统计学分析

采用统计软件SPSS Statistics 21.0进行分析, 组
间比较采用单因素方差分析 (One-Way ANOVA), 数
据以x

_
±s表示 , P<0.05表示差异有统计学意义 , 采用

Graphpad Prism 9.0绘图软件进行绘图。 

2   结果
2.1   LPS诱导NC460细胞建立EMT模型

2.1.1   EMT前后细胞形态变化      如图1所示, 用
2.5 μg/mL LPS处理后14天后, 将细胞置于显微镜下

观察发现: 人正常上皮细胞NCM460呈不规则形状

(梭形、三角形、卵圆形等), 边界清晰, 形态均匀; 
LPS诱导细胞发生上皮–间质转化后, 细胞边界清晰, 
呈纺锤形生长。

2.1.2   EMT前后E-cadherin和Vimentin的荧光表达      
免疫荧光观察2.5 μg/mL LPS诱导EMT模型中上皮

表型标志物E-cadherin和间质标志物Vimentin的荧光

强度变化, 结果显示E-cadherin的荧光强度明显减弱, 
Vimentin的荧光强度明显增强(图2)。
2.2   湿生扁蕾总口山酮及吡菲尼酮对NCM460细
胞活力的影响

与正常对照组相比 , 0.1% DMSO溶剂组细胞

存活率无差异 (P>0.05), 说明 0.1% DMSO溶剂对

NCM460细胞无明显毒性; 与0.1% DMSO溶剂组相

比, 25、50、100、200 μg/mL湿生扁蕾总口山酮作
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用NCM460细胞24、48 h后, 存活率均无明显差异

(P>0.05), 提示在该范围内毒性较小; 而湿生扁蕾总

口山酮300、400 μg/mL可明显降低NCM460细胞存

活率(P<0.05)(图3)。因此, 25、50、100、200 μg/mL
湿生扁蕾总口山酮为细胞给药的安全浓度范围, 后
续实验选择50、100、200 μg/mL三个浓度作为中高

低剂量组开展研究。

与0.1% DMSO溶剂组相比, 10、25、50 μg/mL
吡菲尼酮作用NCM460细胞24、48、72 h后, 细胞存

活率均无明显差异(P>0.05); 100、200 μg/mL吡菲尼

酮作用NCM460细胞24、48 h后, 其存活率均无明显

差异(P>0.05), 而250、300 μg/mL吡菲尼酮可明显降

低细胞存活率(P<0.05)(图4)。因此, 后续实验以25、
50、100、200 μg/mL吡菲尼酮为细胞给药的安全浓

度范围, 后续实验以200 μg/mL吡菲尼酮作为阳性对

照。

2.3   湿生扁蕾总口山酮对NCM460细胞形态的影响

用不同浓度(25、50、100、200 μg/mL)湿生扁

蕾总口山酮处理NCM460细胞48 h后, 于显微镜下观

察发现: 人正常上皮细胞NCM460呈不规则形状(梭
形、三角形、卵圆形等), 形态均匀, 集落样贴壁生长; 
LPS诱导细胞发生上皮–间质转化后, 细胞边界清晰, 
均匀一致, 呈纺锤形生长; 加入不同剂量湿生扁蕾总

口山酮干预48 h后, 低剂量组细胞形态变化不明显, 
中剂量组可见部分细胞收缩变小呈短梭形, 高剂量

组细胞形态收缩变小, 部分细胞逐渐与正常细胞相

似(图5)。
2.4   湿生扁蕾总口山酮对NCM460细胞EMT标志

物蛋白表达的影响

与正常对照组相比, 模型组的上皮细胞标志E-
cadherin蛋白表达明显下调(P<0.01), 间质细胞标志

物Vimentin表达明显上调(P<0.01)。与模型组相比, 

A: 造模前细胞形态; B: 造模后细胞形态。

A: cell morphology before modeling; B: cell morphology after modeling.
图1   LPS诱导EMT模型前后细胞形态变化

Fig.1   Changes of cell morphology before and after LPS-induced EMT model

(A) (B)

Control Model

100 μm 100 μm

图2   LPS诱导EMT模型前后E-cadherin和Vimentin的表达

Fig.2   Expression of E-cadherin and Vimentin before and after LPS-induced EMT model

Control

Model

DAPI E-cadherin Merge MergeDAPI Vimentin

50 μm 50 μm 50 μm 50 μm 50 μm 50 μm

50 μm 50 μm 50 μm 50 μm 50 μm 50 μm
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TXG中、高剂量组可使E-cadherin蛋白表达上调, Vi-
mentin表达下调(P<0.01), 以高剂量最为明显。PFD
明显上调E-cadherin蛋白的表达水平, 下调Vimentin 
蛋白表达水平(P<0.01), 说明GPX能抑制LPS体外诱

导NCM460细胞的EMT(图6)。通过免疫荧光法检测

NCM460细胞中E-cadherin、Vimentin的表达, 评价

不同浓度湿生扁蕾总口山酮对EMT的影响, 结果显

示与模型组相比, 当湿生扁蕾总口山酮浓度分别为

50、100、200 μg/mL时, E-cadherin的荧光强度呈剂

量依赖性增强, 但仍弱于正常对照组, Vimentin的荧光

不同程度降低, 尤以200 μg/mL最为明显。200 μg/mL

的吡非尼酮作用于模型细胞时, E-cadherin的荧光强

度均有所增强, 而Vimentin的荧光强度均减弱(图7)。
2.5   湿生扁蕾总口山酮对NCM460细胞EMT标志

物mRNA水平的影响

由图8可知 , 与对照组相比 , 模型组的上皮细胞

标志物E-cadherin mRNA表达明显下调(P<0.01), 间
质细胞标志物Vimentin表达明显上调 (P<0.01), 自噬

标志物LC3的mRNA表达明显上调 (P<0.01)。与模

型组相比, GPX中、高剂量组E-cadherin mRNA表达

上调, Vimentin表达下调(P<0.01)。PFD的E-cadherin 
mRNA表达上调, Vimentin表达下调(P<0.01), 这说明

*P<0.05, 与0.1% DMSO溶剂组相比较。

*P<0.05 compared with 0.1% DMSO solvent group.
图3   不同浓度湿生扁蕾总口山酮对NCM460细胞存活率的影响

Fig.3   Effects of different concentrations of GPX on the survival rate of NCM460 cells
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图4   不同浓度吡非尼酮对NCM460细胞存活率的影响

Fig.4   Effects of different concentrations of PFD on the survival rate of NCM460 cell
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图5   GPX对细胞形态的影响

Fig.5   The effect of GPX on cell morphology

A: Western blot检测E-cadherin、Vimentin蛋白表达水平; B: E-cadherin蛋白表达水平统计图; C: Vimentin蛋白表达水平统计图; ##P<0.01, 与对照

相比, **P<0.01, 与LPS组相比。

A: the expression levels of E-cadherin and Vimentin were detected by Western blot; B: E-cadherin protein expression level statistics chart; C: Vimentin 
protein expression level statistics chart. ##P<0.01 compared with Control group, **P<0.01 compared with LPS group.

图6   湿生扁蕾总口山酮对NCM460中E-cadherin和Vimentin蛋白表达的影响

Fig.6   The effect of GPX on the expression of E-cadherin and Vimentin in NCM460
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在基因表达层面GPX对结肠上皮细胞EMT的影

响与其对结肠上皮细胞相关蛋白表达的干预效应

相同。

3   讨论
UC及其肠纤维化是世界难治病之一, 治疗困

难。首先是病因不明, 其次是现有的治疗药物只能
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缓解UC肠纤维化症状, 却不能逆转其发病进程, 且
随着用药时间的推移易产生耐药性和各种副作用, 
所以进一步阐明其发病机制和开发新药就成为应对

UC肠纤维化的当务之急。包括藏医药在内的中国

民族医药具有一套独立而完整的医学体系, 在预防

和治疗各种疾病特别是疑难杂症方面有独特的功

图7   湿生扁蕾总口山酮对NCM460中E-cadherin和Vimentin的表达的影响

Fig.7   The effect of GPX on the expression of E-cadherin and Vimentin in NCM460

A: E-cadherin mRNA表达水平; B: Vimentin mRNA表达水平; ##P<0.01, 与对照相比, **P<0.01, 与LPS组相比。

A: E-cadherin mRNA expression level; B: Vimentin mRNA expression level; ##P<0.01 compared with Control group, **P<0.01 compared with LPS group. 
图8   湿生扁蕾总口山酮对NCM460中E-cadherin和Vimentin mRNA表达的影响

Fig.8   Effects of GPX on E-cadherin and Vimentin mRNA expression in NCM460
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效, 所以从民族医药入手, 发现和开发新的抗UC肠
纤维化药物就成为有效途径之一。湿生扁蕾是一味

传统藏药, 常被用来治疗消化系统疾病。本课题组

致力于研究该味药材在消化系统疾病中的治疗作用, 
为本实验的研究提供了一定的理论依据和科学指导。

EMT是指在某些病理、生理及环境等因素作

用下, 上皮细胞失去细胞极性及细胞间连接, 且上皮

细胞标志物如E-钙黏蛋白、细胞角蛋白 (cytokeratin, 
CK)、紧密连接蛋白 (zonula occluden-1, ZO-1)逐渐消

失, 而间质细胞标志物如波形蛋白、成纤维细胞特异

蛋白1(fibroblastspecific protein 1, FSP1)、α-平滑肌肌

动蛋白(α-smooth muscle actin, α-SMA) 、N-钙黏蛋白

(N-cadherin)等逐渐增多的过程 [30]。目前 , 大量研究

已证实EMT是在炎症性肠病发病进程中的关键因

素。抑制EMT有望成为治疗炎症性肠病相关纤维化

的新途径[31]。本研究初步选择E-cadherin和Vimentin
作为重要评价指标, 发现湿生扁蕾总口山酮能够有

效上调上皮细胞标志E-cadherin的表达, 下调间质转

化标志物Vimentin的表达。故初步研究表明, 其具有

抗结肠上皮细胞–间质转化的作用, 这为本课题后期

深入研究湿生扁蕾总口山酮治疗结肠上皮–间质转化

诱发的炎症性肠病提供理论依据。
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