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水苏碱调节CXCL12/CXCR4轴对子宫内膜癌细胞

增殖、迁移和侵袭的影响
刘影1,2*  蔡悦1

(1首都医科大学附属北京世纪坛医院药学部, 北京 100038; 
2临床合理用药生物特征谱学评价北京市重点实验室, 北京 100038)

摘要      该研究主要探讨水苏碱(STA)对子宫内膜癌(EC)细胞增殖、侵袭和迁移的影响以及

对CXCL12/CXCR4轴的调节机制。将EC细胞分为对照组(Control组)、CXCL12/CXCR4抑制剂组

(AMD 3100组 )、STA-L组 (STA-L)、STA-H组 (STA-H)、STA-H+CXCL12组。采用CCK-8检测细

胞增殖情况; 克隆形成实验检测细胞克隆能力; 流式细胞术检测细胞凋亡情况; Transwell实验检测

细胞的迁移和侵袭能力; Western blot检测细胞中上皮钙黏蛋白(E-cadherin)、波形蛋白(Vimentin)、
CXCL12、CXCR4蛋白的表达情况; 建立小鼠EC移植瘤模型并观察各组小鼠的肿瘤生长情况。结

果发现与Control组相比, AMD 3100组和STA处理组细胞增殖活性、克隆数量、迁移和侵袭数以

及Vimentin、CXCL12、CXCR4蛋白表达水平降低, 细胞凋亡率和E-cadherin蛋白表达水平升高

(P<0.05); 与STA-H组相比, STA-H+CXCL12组细胞的增殖活性、克隆数量、迁移和侵袭数以及Vi-
mentin、CXCL12、CXCR4蛋白表达水平升高, 细胞凋亡率和E-cadherin蛋白表达水平降低(P<0.05); 
且体内实验AMD 3100组和STA处理组的肿瘤重量和体积均低于Control组(P<0.05)。因此, 水苏碱

可以通过抑制CXCL12/CXCR4轴来抑制EC细胞增殖、迁移和侵袭。
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Impacts of Stachydrine on Proliferation, Migration and Invasion 
of Endometrial Carcinoma Cells by Regulating CXCL12/CXCR4 Axis
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(1Department of Pharmacy, Beijing Shijitan Hospital, Capital Medical University, Beijing 100038, China; 
2Beijing Key Laboratory of Bio-characteristic Profiling for Evaluation of Rational Drug Use, Beijing 100038, China)

Abstract       This study mainly discusses the impacts of STA (stachydrine) on proliferation, invasion and mi-
gration of EC (endometrial carcinoma) cells and the regulatory mechanism of STA on CXCL12/CXCR4 axis. EC 
cells were separated into control group, CXCL12/CXCR4 inhibitor group (AMD 3100 group), low and high con-
centration STA groups, and high STA+CXCL12 group. CCK-8 was applied to detect cell proliferation; clonogenic 
assay was applied to detect the ability of cell cloning; the apoptosis was detected by flow cytometry; Transwell as-
say was applied to detect the migration and invasion of cells; Western blot was applied to detect the expression of 
E-cadherin, Vimentin, CXCL12, CXCR4 in cells; the EC transplanted tumor model of mice was established and the 
tumor growth of mice in each group was observed. Results found, compared with the control group, the cell prolif-
eration activity, clone number, migration and invasion numbers, and the expression of Vimentin, CXCL12, CXCR4 
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proteins in AMD 3100 group and STA treatment group decreased, the apoptosis rate and the expression of E-cadherin 
protein increased (P<0.05); compared with the STA high concentration group, the cell proliferation activity, clone 
number, migration and invasion numbers, and the expression of Vimentin, CXCL12, CXCR4 proteins in high 
STA+CXCL12 group increased, the apoptosis rate and the expression of E-cadherin protein decreased (P<0.05); 
In vivo experiments, the tumor weight and volume of AMD 3100 group and STA treatment group were lower than 
those of Control group (P<0.05). Therefore, STA inhibits the proliferation, migration and invasion of EC cells by 
inhibiting CXCL12/CXCR4 axis.

Keywords       stachydrine; endometrial carcinoma; CXCL12/CXCR4 axis; proliferation; migration; invasion

子宫内膜癌(endometrial carcinoma, EC)是最常

见的妇科恶性肿瘤之一, 也是女性第四大常见癌症, 
其主要发生在高龄产妇中, 但也会对尚未完成生育

的年轻患者产生影响[1]。目前EC的治疗方法包括手

术、放疗、化疗和激素治疗, 大多数EC患者被诊断

为早期疾病且预后良好, 但仍有部分患者预后较差, 
癌转移风险较高, 常规疗法效果不佳[2-3]。因此, 迫切

需要新的更有效且预后较好的治疗方法来阻止EC
的发展和转移。随着紫杉醇、人参皂苷-Rg3等一

些抗癌药物的出现, 中医的治疗理念也逐渐被大家

所接受。水苏碱(stachydrine, STA)是一种从益母草

中分离出来的化学生物碱, 具有抗炎、抗癌、心脏

保护和改善脑缺血等多种药理活性[4]。有研究发现, 
STA可以通过抑制CXCR4/ERK和CXCR4/Akt信号

转导来抑制人毛细胞型星形细胞瘤细胞的增殖、迁

移和侵袭[5]。但STA对EC的作用还尚不清楚。已知

CXCR4是一种趋化因子受体, 其配体是趋化因子基

质细胞衍生因子-1(stromal cell-derived factor 1, SDF-
1), 也被称为CXCL12。两者均在肿瘤中广泛表达, 
且与细胞增殖和迁移有关[6]。目前已有大量研究报

道CXCL12/CXCR4轴可以促进结直肠癌、胃癌等多

种癌细胞的增殖和转移, 但CXCL12/CXCR4轴在EC
细胞中的研究甚少[7-8]。因此, 基于以上描述, 本研究

旨在探讨STA是否可以通过调节CXCL12/CXCR4轴
来抑制EC细胞的增殖、侵袭和迁移。

1   材料和方法
1.1   材料

材料包括 : 人EC细胞系RL95-2细胞 (中科院

细胞典藏库 ); C57BL/6J雌性小鼠 (7周龄 , 22~24 g, 
辽宁长生生物技术股份有限公司 ,  许可证号 : 
SCXK(辽 )2020-0002); 水苏碱 (规格 :  100 mg, 
HPLC≥98%, 成都瑞芬思生物科技有限公司); AMD 

3100(货号 : HY-10046）、CXCL12蛋白 (货号 : HY-
P73411, 美国Med Chem Express公司 ); CCK-8细胞

增殖检测试剂盒(货号: 4202-250T, 上海雅吉生物

科技有限公司 ); 结晶紫 (货号 : C8470-25, 北京索莱

宝科技有限公司 ); Annexin V-FITC/PI荧光双染细

胞凋亡检测试剂盒 (货号 : P-CA-201, 武汉普诺赛生

命科技有限公司 ); Transwell 12孔板 (Corning, 货号 : 
3460, 上海雅吉生物科技有限公司 ); 上皮钙黏蛋白

(E-cadherin)小鼠单抗 (货号 : ab231303)、波形蛋白

(Vimentin)兔单抗(货号: ab92547)、CXCL12兔单抗(货
号: ab155090)、CXCR4兔单抗(货号: ab124824, 英国

Abcam公司); 山羊抗小鼠(货号: SSA013)、山羊抗兔

IgG二抗(货号: SSA010, 北京义翘神州科技股份有限

公司)。本研究已通过首都医科大学附属北京世纪坛

医院动物伦理委员会批准(批号: 22030056)。
1.2   方法

1.2.1   细胞培养      将人EC细胞系RL95-2细胞用含

有10%胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS)的DMEM
培养基于37 °C、5% CO2中培养, 当细胞融合率达到

80%后按照13׃的比例进行传代, 将传至第3代的细胞

用于后续实验。

1.2.2   CCK-8检测STA对细胞的毒性      将细胞接种

至96孔板(5×104个/孔)中, 然后用不同浓度(0、10、
20、40、80、160 μmol/L)的STA处理细胞48 h, 每孔

加入10 μL的CCK-8工作液, 在37 °C培养2 h。用酶

标仪测定每孔在450 nm处的吸光度(D)值, 并计算细

胞存活率和半数抑制浓度(IC50)。
1.2.3   细胞分组和处理      将RL95-2细胞分为对

照组 (Control)、CXCL12/CXCR4抑制剂组 (AMD 
3100)、STA-L组 (STA-L)、STA-H组 (STA-H)、
STA-H+CXCL12组。Control组细胞用普通培养基

培养 , CXCL12/CXCR4抑制剂组用AMD 3100浓度

为10 μg/mL的培养基培养[9], STA低、高浓度组分别
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用STA浓度为20 μmol/L、80 μmol/L的培养基培养[15], 
STA-H+CXCL12组用含有80 μmol/L的STA和100 ng/mL
的CXCL12[10]的培养基联合培养。

1.2.4   CCK-8检测细胞增殖      将细胞接种至96孔
板(5×104个/孔)中, 按照1.2.3的分组分别在培养12 h、
24 h、48 h、72 h时每孔加入100 μL的培养基培养48 h, 
然后按照1.2.2的实验方法检测各组细胞存活率, 每
组实验重复3次。

1.2.5   克隆形成实验      将细胞接种于6孔板(5×105

个/孔)中, 按照分组培养24 h后, 将细胞以每孔1×103

个接种到60 mm的平板中, 加入DMEM培养基并置

于培养箱中培养2周。然后将细胞用4%多聚甲醛在

42 °C下固定15 min, 用0.1%结晶紫室温染色30 min, 
用显微镜对可见菌落进行计数。

1.2.6   流式细胞术检测细胞凋亡情况      将细胞按照

分组培养48 h后收集细胞, 用PBS清洗后, 加入100 μL
的1× 结合缓冲液重悬细胞, 然后再分别加入10 μL
的Annexin V-FITC和10 μL的碘化丙锭(PI), 室温孵

育20 min后加入400 μL PBS缓冲液。最后用流式细

胞仪分析细胞凋亡率。

1.2.7   Transwell实验检测细胞的迁移和侵袭能力      
将细胞按照分组培养48 h后, 以5×104个/孔接种至

Transwell上室中, 侵袭实验则需将细胞接种至底部涂

有基质胶的上室中, 并加入无血清培养基, 下室中均

加入含10% FBS的培养基。24 h后清除上室膜内细胞, 
将膜外的细胞用4%多聚甲醛在室温下固定10 min后
再用结晶紫染色, 在显微镜下观察并计算迁移和侵

袭的细胞数。

1.2.8   Western blot检测细胞中E-cadherin、Vimentin、
CXCL12、CXCR4蛋白的表达情况      收集分组培

养48 h后的细胞, 加入RIPA裂解液提取总蛋白。用

BCA试剂盒测定蛋白浓度, 然后用10% SDS-PAGE分
离蛋白条带并转移至PVDF膜上。结束后将PVDF膜
放入5%的脱脂牛奶封闭液中4 °C孵育过夜, 然后将

膜清洗后与一抗稀释液(E-cadherin、Vimentin稀释比

例为1000 1׃, CXCL12稀释比例为1000 10׃, CXCR4
稀释比例为1100׃)在室温下孵育2 h, 再分别与羊抗

鼠二抗或羊抗兔IgG二抗稀释液(1500׃)在室温下孵

育2 h, 最后用ECL试剂显色。在凝胶成像仪中观察

蛋白条带, 并以GAPDH为内参, 用ImageJ软件分析

蛋白条带灰度值。

1.2.9   建立小鼠EC移植瘤模型并观察各组小鼠的肿

瘤生长情况      将C57BL/6J雌性小鼠适应性饲养1周, 
将各细胞组生长至对数期的RL95-2细胞用胰酶消化

后1 500 r/min离心10 min, 然后用无菌的PBS重悬细胞, 
在小鼠的右上肢的腋下注射接种密度为1×106个/mL
的RL95-2细胞悬液, 每只注射200 μL。每天观察裸鼠

及肿瘤的生长状况, 4周后用1%戊巴比妥钠麻醉并处

死小鼠后取出肿瘤组织, 称重并测量肿瘤的长(La)和
宽(Lb),  然后计算肿瘤体积(V), V=(La×Lb×Lb)/2。
1.3   统计学分析

利用软件Graphpad prism 8.0分析数据, 计量资

料均表示为均值±标准差(x
_
±s), 多组间比较采用One-

Way ANOVA分析, 两两多重比较采用Tukey’s分析, 
P<0.05表示差异有统计学意义。

2   结果
2.1   STA对细胞毒性的影响

与对照组相比, 10、20、40、80、160 μmol/L的
STA干预48 h后细胞的存活率均明显降低(P<0.05), 
且STA处理RL95-2细胞后的IC50为82.80 μmol/L。因

此, 本实验选择浓度为20 μmol/L和80 μmol/L作为后

续实验中STA的低、高浓度组(图1)。
2.2   STA对细胞增殖活性和克隆数量的影响

与Control组相比, AMD 3100组和STA组细胞的

增殖活力和克隆数量均降低(P<0.05), 且AMD 3100
组与STA-H组无显著差异(P>0.05); 与STA-H组相比, 
STA-H+CXCL12组细胞的增殖活力和克隆数量升高

(P<0.05)(图2)。
2.3   STA对细胞凋亡的影响

与Control组相比 , AMD 3100组和STA不同浓

度组细胞凋亡率升高 (P<0.05), 且AMD 3100组与

STA-H组无显著差异(P>0.05); 与STA-H组相比, STA-
H+CXCL12组细胞的凋亡率降低(P<0.05)(图3)。
2.4   STA对细胞迁移和侵袭能力的影响

与Control组相比 , AMD 3100组和STA不同浓

度组细胞的迁移数和侵袭数降低(P<0.05), 且AMD 
3100组与STA-H组无显著差异(P>0.05); 与STA-H组

相比, STA-H+CXCL12组细胞的迁移数和侵袭数升

高(P<0.05)(图4)。
2.5   STA对细胞中E-cadherin、Vimentin、CXCL12、
CXCR4蛋白表达的影响

与Control组相比 , AMD 3100组和STA不同浓

度组细胞中Vimentin、CXCL12、CXCR4蛋白表达
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A: 不同时间点细胞的增殖活性; B: 48 h时细胞的增殖活性; C: 细胞克隆形成图; D: 克隆形成数量。*P<0.05, 与Control组相比; #P<0.05, 与AMD 
3100组相比; &P<0.05, 与STA-H组相比。

A: proliferation activity of cells at different time points; B: proliferation activity of cells at 48 h; C: pictures of cell clone formation; D: number of 

clones formed. *P<0.05 compared with Control group; #P<0.05 compared with AMD 3100 group; &P<0.05 compared with STA-H group.
图2   各组细胞的增殖活性和克隆形成情况

Fig.2   Proliferation activity and clone formation number of cells in each group
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图1   不同浓度STA对RL95-2细胞存活率的影响

Fig.1   Effects of different concentrations of STA on the survival rate of RL95-2 cells
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*P<0.05, 与Control组相比; #P<0.05, 与AMD 3100组相比; &P<0.05, 与STA-H组相比。

*P<0.05 compared with Control group; #P<0.05 compared with AMD 3100 group; &P<0.05 compared with STA-H group.
图3   流式细胞术检测各组细胞的凋亡率

Fig.3   The apoptosis rate of cells in each group was detected by flow cytometry

(A)

(B)

Control

Annexin V-FITC
100

100

101

101

102

102

103

103

104

Annexin V-FITC
100 101 102 103 104

Annexin V-FITC
100 101 102 103 104

Annexin V-FITC
100 101 102 103 104

Annexin V-FITC
100 101 102 103 104

6.82%

12.85%0.18%

80.15%19.37%

45.42%0.27%

34.94%9.12%

19.17%0.25%

71.46%21.68%

41.16%0.28%

36.88%0.87%

1.02%0.32%

97.79%

104

P
I

100

101

102

103

104

P
I

100

101

102

103

104

P
I

100

101

102

103

104

P
I

100

101

102

103

104

P
I

AMD 3100 STA-L STA-H STA-H+CXCL12

C
on

tro
l

A
M

D
 3

10
0

STA
-L

STA
-H

STA
-H

+C
X

C
L12

80

60

40

20

0

A
p
o
p
to

si
s 

ra
te

 /
%

*

*#

*#&

*

*P<0.05, 与Control组相比; #P<0.05, 与AMD 3100组相比; &P<0.05, 与STA-H组相比。

*P<0.05 compared with Control group; #P<0.05 compared with AMD 3100 group; &P<0.05 compared with STA-H group.
图4   Transwell实验检测各组细胞的迁移和侵袭数量

Fig.4   Transwell experiment was used to detect the migration and invasion of cells in each group
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水平均降低 , E-cadherin蛋白表达水平升高 (P<0.05), 
且AMD 3100组与STA-H组无显著差异 (P>0.05); 与
STA-H组相比 , STA-H+CXCL12组细胞中Vimentin、
CXCL12、CXCR4蛋白表达水平均升高, E-cadherin
蛋白表达水平降低(P<0.05)(图5)。

2.6   STA对EC大鼠移植瘤生长的影响

与Control组相比 , AMD 3100组和STA不同浓

度组大鼠肿瘤质量、肿瘤体积均减小 (P<0.05); 与
STA-H组相比 , STA-H+CXCL12组大鼠肿瘤质量、

肿瘤体积均增加(P<0.05)(图6)。

*P<0.05, 与Control组相比; #P<0.05, 与AMD 3100组相比; &P<0.05, 与STA-H组相比。

*P<0.05 compared with Control group; #P<0.05 compared with AMD 3100 group; &P<0.05 compared with STA-H group.
图5   各组细胞中E-cadherin、Vimentin、CXCL12、CXCR4蛋白的表达

Fig.5   Expression of E-cadherin, Vimentin, CXCL12, CXCR4 protein in cells of each group
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图6   各组大鼠肿瘤组织的生长情况

Fig.6   Tumor growth of rats in each group
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3   讨论
EC是发达国家最常见的妇科癌症, 也是全球女

性癌症相关死亡的最重要原因之一。尽管诊断为早

期疾病的患者预后较好, 但患有复发或转移性疾病

的患者的治疗选择有限且总生存期较短[11-12]。因此

寻找新的且无副作用的抗癌药物很重要。天然存

在的化合物具有多种有效的植物化学物质, 通常毒

性低于化学疗法, 因此被广泛用于各种癌症的临床

治疗[13]。益母草在神农本草经典文献中被列为无毒

中药的最高等级。由于益母草具有促进血液循环的

作用, 因此其主要用于妇产科疾病的治疗[14]。STA
是一种从草药益母草中提取的生物活性成分, 在近

几年的研究中已经发现其具有抑制乳腺癌和前列腺

癌发展的作用[15], 但其对EC的作用尚未研究。因此, 
本研究使用RL95-2细胞探讨了STA对EC的作用, 发
现STA处理组细胞的增殖活性和克隆数量显著低于

Control组 , 而细胞凋亡率显著高于Control组。这揭

示了STA可以通过抑制EC细胞的增殖, 促进细胞凋

亡, 从而阻止EC的发展。

据了解 , 上皮–间质转化 (epithelial-mesenchymal 
transition, EMT)是一种表型可塑性过程, 在子宫内膜

癌的发病过程中赋予上皮细胞迁移和侵袭特性 , 使
癌细胞能够从原发肿瘤部位脱离并侵入周围组织或

血管组织[16]。E-cadherin表达的缺失和Vimentin表达

的增加是EMT发生的标志, 且E-cadherin和Vimentin
能够介导癌细胞的增殖、迁移和侵袭[17]。本研究通

过Transwell小室和Western blot实验发现, 与Control
组相比, STA处理组细胞的迁移和侵袭数减少, E-
cadherin蛋白表达水平升高, Vimentin蛋白表达水平

降低。这揭示了STA可以通过阻止上皮细胞向间充

质转化来抑制EC细胞的迁移和侵袭, 从而阻止EC转
移, 但具体的分子机制还尚未被了解。

已知趋化因子是一种独特的蛋白质, 能够控制

免疫细胞的趋化作用, 参与细胞的增殖、迁移和凋

亡。CXCL12, 也被称为SDF1, 是一种细胞外稳态

趋化因子。CXCR4属于G蛋白偶联受体超家族, 并
作为CXCL12的受体发挥作用。CXCL12/CXCR4
信号轴的激活可以促进EMT, 加剧癌症的侵袭和转

移 , 从而导致患者预后不良 [18-19]。研究显示 , STA可

以通过抑制CXCR4的活性及其下游信号通路来抑

制人毛细胞型星形细胞瘤的迁移和侵袭[5]。但研究

者们对STA调控CXCL12/CXCR4信号轴的作用了

解甚少。本研究结果显示, 与Control组相比, STA处

理组的细胞中CXCL12、CXCR4蛋白表达水平降

低 , 且CXCL12/CXCR4轴抑制剂AMD 3100组的细

胞增殖活性、迁移和侵袭细胞数、细胞凋亡率以

及CXCL12、CXCR4蛋白表达水平均与STA-H组无

显著差异。这表明STA可能与AMD 3100的作用一

致 , 可以阻断CXCL12与CXCR4结合发挥作用。而

在STA-H浓度培养物中加入CXCL12后, STA对EC细
胞恶性生物学特性的作用被逆转 , 这进一步揭示了

STA可能是通过阻断CXCL12/CXCR4信号轴来促进

EC细胞凋亡, 抑制EC细胞增殖、迁移和侵袭的。最

近有研究指出, 盐酸水苏碱能够抑制肝癌小鼠移植

瘤的生长[20], 因此, 本研究也将EC进行体内移植瘤实

验, 结果发现STA处理组的小鼠肿瘤组织的质量和

体积均低于Control组, 表明STA在体内也可以抑制

EC的发展。

综上所述, STA通过抑制CXCL12/CXCR4轴来

抑制EC细胞增殖、侵袭和迁移。本研究为EC的诊

断和转移提供了新的治疗药物以及研究思路。但

有研究显示 , CXCL12/CXCR4轴还能够激活下游

各种调节细胞生长的信号通路, 如磷酸肌醇3-激酶

(PI3K)/Akt等[6,21]。因此, 该信号轴在EC中的具体调

节机制还需进一步深入研究。
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