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基于 Wnt5a/Ca2+/NFAT 信号通路研究小陷胸汤调控 Ca2+载量

抑制 MGC-803细胞侵袭迁移和上皮间质转化作用
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［摘要］ 目的：探讨小陷胸汤对转化生长因子-β1（TGF-β1）诱导胃癌 MGC-803 细胞侵袭转移及上皮间质转化的影响，并探

讨其可能的机制。方法：通过 CB-DOCK 在线平台（http：//clab. labshare. cn /cb-dock /）预测小陷胸汤与活化 T 细胞核转录因子

（NFAT）分子对接。使用质量浓度为 10 μg·L-1的 TGF-β1建立人胃癌 MGC-803 细胞侵袭转移模型，将 MGC-803 细胞分为空白

组、模型组、小陷胸汤组（0.1、0.2、0.4 g·L-1），为进一步探讨 Wnt5a/Ca2+/NFAT 信号通路在小陷胸汤抑制胃癌中的关键参与作

用，将 Wnt5a 过表达质粒转染 MGC-803 细胞，分为空白质粒组、Wnt5a-OE 组、空白质粒+小陷胸汤（0.4 g·L-1）组和 Wnt5a-OE+

小陷胸汤（0.4 g·L-1）组。分别使用细胞增殖与活性检测（CCK-8）法、Transwell 小室实验、划痕愈合实验、蛋白免疫印迹法

（Western blot）、免疫荧光法检测 MGC-803 细胞活力、侵袭能力、迁移能力、E-钙黏蛋白（E-cadherin）、N-钙黏蛋白（N-cadherin）、
波形蛋白（Vimentin）、锌指蛋白（Snail）、Wnt5a/Ca2+/NFAT 信号通路关键蛋白 Wnt5a、钙调神经磷酸酶（CaN）、NFAT1、磷酸化

（p）-NFAT1 和 NFAT1 核蛋白表达以及细胞 Ca2+浓度变化。结果：分子对接提示小陷胸汤作用于 Wnt5a/Ca2+/NFAT 信号通路。

与模型组比较，小陷胸汤（0.1、0.2、0.4 g·L-1）能明显促进 MGC-803 细胞活力的丧失，可通过基质凝胶侵入 Transwell 下室抑制

细胞，并以剂量依赖性的方式减缓细胞划痕愈合，并促进 E-cadherin 的表达，抑制 N-cadherin、Vimentin 和 Snail的表达（P<0.05，

P<0.01）。进一步实验表明，与模型组比较，小陷胸汤可以抑制 Wnt5a、CaN、NFAT1 和 p-NFAT1 的表达，降低 NFAT1 核表达和

NFAT1 介导的转录活性，从而降低细胞 Ca2+浓度，且可逆转 Wnt5a 的作用（P<0.05，P<0.01）。结论：小陷胸汤可通过 Wnt5a/

Ca2+/NFAT 通路减弱人胃癌 MGC-803 细胞的侵袭转移和上皮间质转化（EMT），从而减弱 TGF-β1诱导的促瘤作用。这提示小

陷胸汤可能通过调节胃癌的侵袭、转移和 EMT 来预防和治疗胃癌。

［关键词］ 小陷胸汤；胃癌；侵袭转移；上皮间质转化；Wnt5a/Ca2+/活化 T 细胞核因子（NFAT）信号通路

［中图分类号］ R22；R242；R2-031；R285.5 ［文献标识码］ A ［文章编号］ 1005-9903（2022）12-0001-11

［doi］ 10.13422/j.cnki.syfjx.20220727

[网络出版地址] https://kns.cnki.net/kcms/detail/11.3495.R.20220129.1445.008.html

[网络出版日期] 2022-01-29 17:05

Xiao Xianxiongtang Regulates Ca2+ Load and Inhibits Epithelial-mesenchymal Transition，

Invasion，and Migration of MGC-803 Cells：Based on Wnt5a/ Ca2+/NFAT Signaling Pathway

DING Rui1，ZHOU Peng1，2，3，WANG Xiang1，TANG Tong-juan1，WANG En-yu1，

HONG Xing-hui1，2，3，WANG Liang1，2，3，HUANG Jin-ling1，2，3*

（1. Anhui University of Chinese Medicine， Hefei 230012， China；2. Institute of Integrated Traditional

Chinese and Western Medicine， Anhui Academy of Chinese Medicine， Hefei 230012， China；
3. Anhui Province Key Laboratory of Chinese Medicinal Formula， Hefei 230012， China）

［收稿日期］ 2021-12-08

［基金项目］ 国家自然科学基金面上项目（81573864）
［第一作者］ 丁芮，在读博士，从事中药复方抗肿瘤作用研究，E-mail：584831330@qq. com

［通信作者］ * 黄金玲，教授，博士生导师，从事中药抗肿瘤作用及其分子机制研究，E-mail：jinling6181@126. com

·经典名方·

··1



第 28 卷第 12 期
2022年 6 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 28，No. 12

Jun. ，2022

［［Abstract］］ Objective：： To explore the effect of Xiao Xianxiongtang（XXXT）on the transforming

growth factor（TGF）-β1-induced invasion，metastasis，and epithelial-mesenchymal transition（EMT）of gastric

cancer MGC-803 cells and the underlying mechanism. Method：： The molecular docking between XXXT and

nuclear factor of activated T cells（NFAT）was performed by CB-DOCK（http：//clab.labshare.cn/cb-dock/）. The

invasion and metastasis model of MGC-803 cells was established with 10 μg·L-1 TGF-β1. MGC-803 cells were

classified into blank group，model group，0.1 g·L-1 XXXT group，0.2 g·L-1 XXXT group，and 0.4 g·L-1 XXXT

group. For further clarifying the key role of Wnt5a/Ca2+/NFAT signaling pathway in the inhibition of XXXT on

gastric cancer，MGC-803 cells were transfected with Wnt5a overexpression plasmid，and then the cells were

classified into blank plasmid group，Wnt5a-OE group，blank plasmid + XXXT（0.4 g·L-1）group，and Wnt5a-

OE + XXXT（0.4 g·L-1）group. Cell viability was determined by cell counting kit-8（CCK-8）assay，cell

invasion and migration ability by Transwell invasion assay and wound healing assay，expression of EMT-related

proteins（E-cadherin，N-cadherin，Vimentin， Snail） and Wnt5a/Ca2+/NFAT signaling pathway-related key

proteins［Wnt5a，calcineurin（CaN），NFAT1，and p-NFAT1］by Western blot，and changes in intracellular Ca2+

concentration by immunofluorescence assay. Result：：Molecular docking suggested that XXXT acted on Wnt5a/

Ca2+/NFAT signaling pathway. XXXT（0.1，0.2，0.4 g·L-1）significantly promoted the loss of MGC-803 cell

viability（P<0.05，P<0.01）. It inhibited cells from invading the transwell lower chamber and slowed down the

healing of cell wounds in a dose-dependent manner（P<0.05，P<0.01）. Moreover，it promoted the expression of

E-cadherin while suppressed the expression of N-cadherin，Vimentin，and Snail（P<0.05，P<0.01）. Further

experiments showed that XXXT could inhibit the expression of Wnt5a，CaN，NFAT1，and p-NFAT1，and

reduce the nuclear expression of NFAT1 and the transcription activity mediated by NFAT1，so as to reduce the

cellular Ca2+ concentration（P<0.05，P<0.01）. XXXT can reverse the effect of Wnt5a（P<0.05，P<0.01）.
Conclusion：： XXXT can attenuate the invasion，metastasis，and EMT of MGC-803 cells via the Wnt5a/Ca2+/

NFAT pathway，thereby weakening the tumor-promoting effect of TGF- β1. In summary，XXXT may exert

therapeutic effect on gastric cancer by regulating the invasion，metastasis，and EMT of gastric cancer cells.

［［Keywords］］ Xiao Xianxiongtang； gastric cancer； invasion and metastasis； epithelial-mesenchymal

transition；Wnt5a/Ca2+/ nuclear factor of activated T cells（NFAT）signaling pathway

胃癌（GC）是最常见的胃肠道恶性肿瘤之一。

国际癌症研究机构（IARC）关于 GC 病例的最新数

据显示，2018 年新增 100 万例，死亡约 78 万例。与

2012 年全球 93 万多例新发 GC 病例比较，GC 发病

率明显上升，GC 已成为第五大高发癌症，且死亡率

位居世界第三［1］。目前，虽然手术、放疗、化疗、免疫

治疗和分子靶向治疗可以缓解 GC 患者的临床症

状，但由于缺乏可靠的早期标志物和晚期诊断，GC

患者的预后并未得到根本改善［2］。侵袭、转移和复

发被认为是癌症患者治疗失败并最终导致死亡的

最重要的决定因素［3］。侵袭转移是 GC 患者复发和

死亡的基础。上皮间质转化（EMT）已被证实是 GC

细胞侵袭转移的关键环节，使 GC 细胞更具侵袭

性［4］。在 EMT 过程中，上皮细胞表型转化通过细胞

极性的丧失和上皮标记物 E-钙黏蛋白（E-cadherin）
的抑制发生。上皮细胞通过获得间充质标记物 N-

钙黏蛋白（N-cadherin）、波形蛋白（Vimentin），成为

间充质细胞，细胞间黏附减少，运动增强，最终使

GC 细胞获得侵袭转移能力［5］。EMT 也受到多种途

径的调控，其中 Wnt5a/Ca2+/活化 T 细胞核转录因子

（NFAT）信号通路是调节 EMT 过程的重要途径之

一［6-7］。癌细胞 Wnt5a/Ca2+/NFAT 信号通路异常激活

可导致下游 EMT 相关蛋白的高表达，增强侵袭转移

性能［8-9］。大量临床报道证实中药方剂对 GC 有治疗

作用［10-11］。小陷胸汤出自《伤寒论》，由黄连、半夏和

瓜蒌组成，临床上广泛用于治疗各种恶性肿瘤，具

有广泛的实践基础，且此方有效性已经被相关的药

理研究证实［12-15］。小陷胸汤含有靶向多种与肿瘤相

关的病理通路的天然化合物［16-18］。本课题组前期体

内外实验研究发现加味小陷胸汤方可通过经典 Wnt

信号通路有效抑制 GC 细胞的 EMT 及侵袭迁移，但

经方小陷胸汤在 GC 发生发展中的分子机制尚不清

楚。考虑到人 GC MGC-803 细胞的侵袭转移作用

以及小陷胸汤通过调节侵袭转移能力治疗 GC 的潜
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力，本研究基于前期研究成果建立 TGF- β1 诱导

MGC-803 细 胞 侵 袭 转 移 细 胞 模 型 。 通 过 研 究

Wnt5a/Ca2+/NFAT 参与侵袭和迁移的信号通路，进一

步探讨其潜在机制。

1 材料

1.1 细胞株 人 GC 细胞株 MGC-803 购自中国科

学院上海细胞库，编号 H001，传至 7~8代。

1.2 药物与试剂 瓜蒌、半夏、黄连饮片均购自安

徽 普 仁 药 业 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 2003101、

2010132、2007211，经安徽中医药大学俞年军教授

鉴定为道地药材，符合 2020 年版《中华人民共和国

药典》标准。制备方法为水提醇沉法［19］，按饮片 -水

1∶10 质量比煎煮 45 min，3 次后将所得药液合并浓

缩至 35.8%，待冷却后加入乙醇（浓缩液中乙醇终体

积分数为 75%），封口冷藏 24 h，用无菌纱布滤过，用

75% 乙醇再次洗涤沉淀，得到精制液，70 ℃旋转蒸

发回收乙醇后，85 ℃蒸发浓缩药液并冷冻成干燥粉

末 ，每 克 粉 末 含 生 药 10.38 g，封 口 避 光 保 存 。

DMEM/High Glucose（ 美 国 HyClone 公 司 ，批 号

8119064），细胞增殖与活性检测（CCK-8）试剂盒（美

国 Abmole 公 司 ，批 号 M4852），TGF- β1、

Lipofectamine 2000 Reagent、OPTI-MEM（ 美 国

Invitrogen 公 司 ，批 号 分 别 为 2209775、2102758、

2125763），Transwell 小室（美国 Coning 公司，批号

353097），Matrigel 基 质 胶（美 国 BD 公 司 ，批 号

BD356234），胎牛血清（FBS）、细胞渗透性荧光探针

（Fluo-4）、青-链霉素溶液、胰蛋白酶、BCA 蛋白定量

试剂盒（上海碧云天生物科技有限公司，批号分别

为 20200930、 082019261365、 062019181134、

052019120482、052319190729），细胞蛋白提取、细

胞磷酸化蛋白提取、细胞核蛋白提取试剂盒（上海贝

博 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 BB20050、

BB20051、 BB20052） ， E-cadherin、 N-cadherin、

Vimentin、锌指蛋白（Snail）、Wnt5a、钙调神经磷酸酶

（CaN）、NFAT1、β -肌动蛋白（β -actin）、PCNA 一抗

（美国 Cell Signaling 公司，批号分别为 06、07、11、

12、13、14、15、18、19），磷酸化（p）-NFAT1 一抗（北京

安诺伦生物科技有限公司，批号 1913064），ECL 化

学发光试剂盒（美国 Thermo 公司，批号 QE228005），
结 晶 紫（ 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ，批 号

20200525），合成并克隆到 pcDNA 3.1 载体的 Wnt5a

过表达质粒由安徽通用生物公司提供。

1.3 仪器 Forma 370 型细胞培养箱（美国 Thermo

公司），Tanon5200 化学发光成像系统（上海天能科

技有限公司），PowerPac 型电泳转膜仪、SDS-PAGE

型凝胶电泳槽（美国 Bio-Rad 公司），Olympus BX51

型正置显微镜、u-HGLGPS 型倒置荧光显微镜（日本

奥林巴斯有限公司）。
2 方法

2.1 小陷胸汤主要有效成分的对接预测 利用

CB-DOCK 平台预测蛋白空腔，计算空腔中心的大

小，最后进行配体与受体的分子对接。NFAT（PDB

ID：2AS5）的蛋白质三维结构从 PDB 数据库（http：//

www1. rcsb.org/）［20］下载。将 NFAT 的 PDB 格式和

SDF 格式的小陷胸汤主要组分输入 CB-DOCK 进行

分子对接［21］。配体类型设置为“spacefill”，受体类型

设置为“cartoon”。

2.2 细胞培养 采用含 10% FBS、100 U·mL-1青霉

素和链霉素的 DMEM 高糖培养基，37 ℃，5% CO2培

养 MGC-803细胞，选取对数生长期细胞进行实验。

2.3 细 胞 转 染 根 据 说 明 书 使 用 Lipofectamine

2000 Reagent 进行 Wnt5a 过表达质粒转染，转染 6 h

后替换新鲜培养基。细胞转染 24 h，蛋白免疫印迹

法（Western blot）检测 pcDNA 3.1-Wnt5a 的转染效

率，收集用于后续检测。将空载体 pcDNA3.1 作为

阴性对照，按照上述操作重复 Lipofectamine 2000 试

剂转染。

2.4 模型复制 参考文献［19］调整人 GC MGC-

803 细胞密度至 5×105 个/mL，TGF-β1（10 μg·L-1）处
理对数生长期 MGC-803 细胞 24 h，建立细胞侵袭迁

移及 EMT 模型。

2.5 分 组 及 处 理 参 考 相 关 文 献［22-23］，将

MGC-803 细胞暴露于 10 μg·L-1 TGF-β1。24 h 后，将

MGC-803 细胞分为空白组、模型组、小陷胸汤组

（0.1、0.2、0.4 g·L-1）。 为 进 一 步 探 讨 Wnt5a/Ca2+/

NFAT 信号通路在小陷胸汤抑制 GC 中的关键参与

作用，将 Wnt5a 过表达质粒转染 MGC-803 细胞，分

为空白质粒组、Wnt5a-OE 组、空白质粒+小陷胸汤

组（0.4 g·L-1）和 Wnt5a-OE+小陷胸汤组（0.4 g·L-1）。
2.6 细胞活力检测 参照说明书将 MGC-803 细胞

接种于 96 孔板，密度为 2×104 个/孔。细胞培养于

37 ℃，5% CO2环境，每孔加入 CCK-8 试剂 10 μL 孵

育 1.5 h，用微孔板读卡器测定 490 nm 处吸光度 A。

2.7 小陷胸汤对人 GC MGC-803 细胞侵袭、迁移

能力的影响

2.7.1 Transwell 小室实验检测细胞侵袭能力 将

Matrigel 基质胶均匀包被 Transwell 小室，置于细胞

培养箱中 4 h 待凝固；用无血清的 DMEM 培养液将
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对数生长期 MGC-803 细胞调整至 1×105 个/mL，接

种于 24 孔板内，按照前述 2.4 项下模型复制方法进

行造模，用 2.5 项下分组及处理方法处理细胞，继续

培养 24 h；预冷 4% 多聚甲醛固定 Transwell 小室外

下室细胞，清洗后将其浸泡于 0.1% 结晶紫染液中

20 min染色，清洗多余染液后置于载玻片上部，于显

微镜下观察各组染色是否均匀，随机选取 5 个视野

拍照，并记录各组细胞穿过 Matrigel 胶侵袭进入

Transwell 下室的数目。实验反复 3 次。侵袭抑制

率=1−（药物组穿膜细胞数−空白组穿膜细胞数）/（模

型组穿膜细胞数−空白组穿膜细胞数）×100%。

2.7.2 划痕愈合实验检测细胞迁移能力 在 6 孔板

背面每间隔 0.8 cm 画直线，将对数生长期 MGC-803

细胞调整至 1.0×106 个/孔，接种于 6 孔板，待细胞贴

壁；按照 2.4 项下模型复制方法进行造模，观察细胞

密度达到 90% 时进行划痕，选取划痕区域拍照，并

记录 0 h 各组细胞划痕面积；按照 2.5 项下分组及处

理方法处理细胞，再次选取划痕区域拍照，记录 24 h

各组细胞划痕面积。用 Image J 软件分析 0、24 h 各

组 MGC-803 细胞划痕图片，并计算细胞划痕愈合

率。划痕愈合率=（0 h 细胞划痕愈合面积−24 h 细胞

划痕愈合面积）/0 h细胞划痕愈合面积×100%。

2.8 Western blot 检测 EMT 和 Wnt5a/Ca2+/NFAT 信

号通路关键蛋白 提取各组细胞蛋白。用 BCA 法

测定蛋白浓度，电泳，转膜及封闭，孵育一抗（1∶

1 000），4 ℃过夜，二抗（1∶2 万）孵育 2 h，发光显影，

使用 Image J软件分析条带灰度值。

2.9 免疫荧光法检测细胞内 Ca2+浓度变化 参考

文献［24］将细胞接种于 96 孔板中，加入 4 mmol·L-1

的 Fluo-4 和 HBSS 溶液共同孵育 30 min。将 1 体积

的胎牛血清加入 100 体积 HBSS 溶液混匀，继续孵

育 40 min，每孔加入 HEPES buffer saline 100 µL 摇

晃清洗 2 min，3 次，继续培养 10 min，对该细胞进行

Ca2+浓度检测。激发波长为 494 nm，发射波长为

516 nm，用 Image J 软件分析荧光强度变化。用 Fo

表示细胞外荧光强度数值，F 表示细胞内检测到的

荧光强度数值。荧光强度 ΔF/Fo=（F−Fo）/Fo。

2.10 统计学处理 统计分析采用 SPSS 24.0 和

GraphPad Prism 6.0 软件。所有数据比较均采用单

因素方差进行统计分析，进行 S-N-K 检验。数据用

x̄ ± s表示，P<0.05表示差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 小陷胸汤主要组分与 NFAT 对接 分子对接表

明，小陷胸汤的主要成分与 NFAT 具有良好的结合

活性。黄芩苷的 VINA 评分接近 MA242（NFAT 抑

制剂），排名靠前的化合物为槲皮素和羟基芫花素。

结果表明，小陷胸汤可能作用于 Wnt5a/Ca2+/NFAT

信 号 通 路 。 小 陷 胸 汤 主 要 组 分 与 NFAT 对 接 、

MA242 和小陷胸汤前 3 个有效组分与 NFAT 分子对

接图见增强出版附加材料。

3.2 小陷胸汤对MGC-803细胞增殖抑制作用 小陷

胸汤对 GC 细胞的增殖具有抑制作用，24 h 与空白

组比较，小陷胸汤组细胞存活率均降低。考虑到对

细胞的抑制和损伤作用，在后续实验中设置小陷胸

汤组，使用小陷胸汤 0.1、0.2、0.4 g·L-1质量浓度梯度

进行干预。见表 1。

3.3 小陷胸汤抑制 TGF-β1诱导的 MGC-803 细胞的

侵袭和迁移能力 TGF-β1 处理 MGC-803 细胞 24 h

后，与空白组比较，TGF-β1 组部分细胞由椭圆形变

为扁梭形，细胞间隙明显增大，呈现明显的 EMT 细

表 1 小陷胸汤对 MGC-803细胞增殖能力的影响（x̄± s，n=3）

Table 1 Effect of Xiao Xianxiongtang on proliferation ability of MGC-803 cells（x̄± s，n=3） %

组别

空白组

TGF-β1组

小陷胸汤组

质量浓度/g·L-1

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

24 h细胞存活率

100.00±0.12

100.00±0.54

95.28±0.252）

86.52±1.452）

80.97±6.133）

74.60±4.693）

70.09±3.48

68.28±2.56

59.93±2.92

50.51±1.38

48 h细胞存活率

100.00±2.63

104.00±4.21

88.43±1.45

76.88±2.38

55.82±2.89

47.61±3.64

41.94±6.21

35.73±3.54

26.73±4.26

16.73±1.68

72 h细胞存活率

100.00±4.21

109.00±2.32

91.94±1.96

81.53±1.35

41.81±2.43

18.96±2.89

15.42±3.45

13.80±2.35

9.93±3.64

4.24±3.92

注：与空白组比较 1）P<0.01；与 TGF-β1组比较 2）P<0.05，3）P<0.01（表 2-表 5同）

··4



第 28 卷第 12 期
2022年 6 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 28，No. 12

Jun. ，2022

胞形态；与 TGF-β1 组比较，小陷胸汤组（0.1、0.2、

0.4 g·L-1）扁梭形细胞及细胞间隙明显减少。表明

小陷胸汤能明显抑制 TGF-β1 介导 MGC-803 细胞

EMT 形态改变。与空白组比较，TGF-β1组细胞穿过

基质凝胶侵入 Transwell 下室的 MGC-803 细胞数量

增多及划痕愈合率显著上升，差异有统计学意义

（P<0.01）；与 TGF-β1 组比较，小陷胸汤组（0.1、0.2、

0.4 g·L-1）细胞侵入 Transwell下室数目显著减少，划

痕愈合率明显降低，差异有统计学意义（P<0.05，P<

0.01）。见图 1、图 2和表 2。

3.4 小陷胸汤调控 EMT 标记蛋白的表达 与空白

组比较，TGF-β1 组细胞 E-cadherin 蛋白表达显著降

低，N-cadherin、Vimentin、Snail 蛋白表达显著升高

（P<0.01）；与 TGF-β1 组比较，小陷胸汤组（0.1、0.2、

0.4 g·L-1）促 进 细 胞 E-cadherin 表 达 ，降 低

N-cadherin、Vimentin、Snail 蛋 白 水 平（P<0.05，P<

0.01）。见表 3、图 3。

3.5 小陷胸汤调控 Wnt5a、CaN、NFAT1 的表达水

平及细胞内 Ca2+载量变化 与空白组比较，TGF-β1

组细胞 Wnt5a、CaN、NFAT1 水平及细胞内 Ca2+ 载

量升高（P<0.01）；与 TGF-β1 组比较，小陷胸汤组

（0.1、0.2、0.4 g·L-1）Wnt5a、CaN、NFAT1 水平及细

胞 内 Ca2+ 降 低（P<0.05，P<0.01）。 见 图 4、图 5

和表 4。

注：A. 空白组；B. TGF-β1组；C~E. 小陷胸汤组（0. 1、0. 2、0. 4 g·L-1）（图 2-图 5同）
图 1 小陷胸汤对 TGF-β1诱导的 MGC-803细胞侵袭能力的影响（结晶紫，×100）
Fig. 1 Effect of Xiao Xianxiongtang on invasion ability in TGF-β1-treated MGC-803 cells（crystal violet，×100）

图 2 小陷胸汤对 TGF-β1诱导的 MGC-803细胞迁移能力的影响（倒置显微镜，×200）
Fig. 2 Effect of Xiao Xianxiongtang on migration ability in TGF-β1-treated MGC-803 cells（inverted microscope，×200）
表 2 小陷胸汤对 TGF-β1诱导的 MGC-803细胞侵袭和迁移能力的

影响（x̄± s，n=3）

Table 2 Effect of Xiao Xianxiongtang on invasive and migration

ability of MGC-803 cells mediated by TGF-β1（x̄± s，n=3）

组别

空白组

TGF-β1组

小陷胸汤组

质量浓度/g·L-1

0.1

0.2

0.4

细胞侵袭数/个

10.88±2.54

116.02±9.001）

78.45±5.422）

53.28±3.543）

30.45±5.283）

划痕愈合率/%

10.58±1.03

70.62±3.631）

62.30±1.372）

34.04±4.283）

20.88±3.563）

表 3 小陷胸汤对 TGF-β1诱导的 MGC-803细胞 EMT标记蛋白表达水平的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of Xiao Xianxiongtang on expression of EMT marker protein of MGC-803 cells mediated by TGF-β1（x̄± s，n=3）

组别

空白组

TGF-β1组

小陷胸汤组

质量浓度/g·L-1

0.1

0.2

0.4

E-cadherin/β-actin

1.24±0.05

0.50±0.121）

0.58±0.022）

0.74±0.213）

0.98±0.083）

N-cadherin/β-actin

0.85±0.21

1.01±0.161）

0.99±0.242）

0.84±0.763）

0.83±0.473）

Snail/β-actin

0.64±0.13

1.12±0.141）

1.01±0.182）

0.80±0.463）

0.64±0.573）

Vimentin/β-actin

0.74±0.18

1.35±0.171）

1.18±0.072）

0.98±0.253）

0.79±0.293）
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3.6 小陷胸汤对 Wnt5a 过表达诱导 MGC-803 细胞

侵袭和迁移的影响 与空白组比较，Wnt5a 组有更

多细胞通过基质凝胶侵入 Transwell下腔，划痕愈合

率升高（P<0.01）。与 Wnt5a组比较，空白质粒+小陷

胸汤组（0.4 g·L-1）和 Wnt5a+小陷胸汤组（0.4 g·L-1）细
胞侵入 Transwell 下室数量和划痕愈合率减少和降

低（P<0.05，P<0.01）。见表 5和图 6、图 7。

3.7 小陷胸汤对 Wnt5a 过表达诱导 MGC-803 细胞

EMT 标记蛋白表达的影响 与空白组比较，Wnt5a

组 E-cadherin 降低，N-cadherin、Vimentin、Snail 升高

（P<0.01）。与 Wnt5a组比较，空白质粒+小陷胸汤组

（0.4 g·L-1）和 Wnt5a+ 小 陷 胸 汤 组（0.4 g·L-1）E-

cadherin 表达上调，N-cadherin、Vimentin 和 Snail 表

达下调（P<0.05，P<0.01）。见表 6和图 8。

3.8 小陷胸汤对 Wnt5a 过表达诱导的 MGC-803 细

胞 Wnt5a/Ca2+/NFAT 通路的影响 与空白组比较，

Wnt5a 组 Wnt5a、CaN、NFAT、p-NFAT 活 性 增 强 ，

NFAT 核转运活跃，胞内 Ca2+载量升高（P<0.01）。与

Wnt5a 组比较，空白质粒+小陷胸汤（0.4 g·L-1）组和

Wnt5a-OE + 小 陷 胸 汤（0.4 g·L-1）组 Wnt5a、CaN、

NFAT、p-NFAT 的表达降低、NFAT 的核转运减少以

及细胞内 Ca2+载量降低（P<0.05，P<0.01）。见图 9、

图 10和表 7。

4 讨论

侵袭转移是癌症恶性发展的一种标志，能促进

癌细胞从原发肿瘤中分离出来，侵袭基底膜，并通

过血管和淋巴管扩散，不断形成新的癌转移，侵袭

周围组织并向远处的活性部位迁移［3］。EMT 是促

进 GC 侵袭转移的首要步骤，已被证实在促进 GC 侵

袭转移中起关键作用［4］。EMT 发生时，细胞黏附和

连接的重要组分 E-cadherin 的表达通常是受损的，

图 3 TGF-β1诱导的 MGC-803细胞 EMT标记蛋白表达电泳

Fig. 3 Electrophoresis of EMT marker proteins in TGF- β1-

treated MGC-803 cells

图 4 小陷胸汤对 TGF-β1诱导的 MGC-803细胞内 Ca2+载量的影响（免疫荧光，×100）
Fig. 4 Xiao Xianxiongtang regulated changes of intracellular Ca2+ concentration in TGF-β1-treated MGC-803 cells（IF，×100）

表 4 小陷胸汤对 TGF-β1诱导的 MGC-803细胞 Wnt5a、CaN、NFAT1表达水平及胞内 Ca2+载量的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Xiao Xianxiongtang regulated expression levels of Wnt5a、CaN、NFAT1 and changes of intracellular Ca2+ concentration in TGF-β1-

treated MGC-803 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

TGF-β1组

小陷胸汤组

质量浓度/g·L-1

0.1

0.2

0.4

Wnt5a/β-actin

0.75±0.05

1.20±0.161）

1.10±0.172）

0.95±0.023）

0.79±0.123）

CaN/β-actin

0.57±0.16

0.99±0.121）

0.90±0.162）

0.80±0.233）

0.62±0.673）

NFAT1/β-actin

0.42±0.12

0.83±0.161）

0.75±0.092）

0.69±0.193）

0.50±0.153）

p-NFAT1/β-actin

0.78±0.17

1.52±0.181）

1.38±0.652）

1.02±0.563）

0.85±0.743）

核 NFAT1 /PCNA

0.45±0.85

1.04±0.681）

0.95±0.892）

0.73±0.343）

0.59±0.313）

Ca2+荧光强度

15.12±7.48

60.52±4.151）

40.54±2.132）

36.45±8.793）

21.54±8.963）

图 5 TGF-β1诱导的 MGC-803细胞 EMT标记蛋白表达水平电泳

Fig. 5 Electrophoresis of EMT marker proteins in TGF- β1-

treated MGC-803 cells

··6



第 28 卷第 12 期
2022年 6 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 28，No. 12

Jun. ，2022

N-cadherin 和 Vimentin 的表达增强，导致细胞间黏

附减少，促进了肿瘤细胞的浸润和转移，从而进一

步加速 GC 发展［25］。Vimentin 是纤维蛋白家族的主

要功能成员，具有维持细胞完整性和抗应激的功

能。Vimentin 的过度上调常提示肿瘤生长，侵袭及

预后不良［26］。Snail是重要的调节因子，促进细胞间

黏 附 丧 失 和 增 强 细 胞 的 运 动 性 。 Snail 作 为

E-cadherin 的负调控因子，通过激活间充质基因的

表达，促进细胞向间充质状态过渡，与肿瘤分级、侵

袭转移增强呈正相关［5］。

Wnt5a/Ca2+/NFAT 信 号 转 导 轴 被 认 为 在 调 节

EMT 程序和增强癌细胞侵袭转移表型中发挥重要

作用［6-9］。Wnt5a 是一种重要的肿瘤信号转导调节

因子，通过调节 GC 中整合素黏附转换率来促进侵

袭和迁移［27］。上调 Wnt5a 已被证明可诱导炎症因

子的分泌，而炎症因子的持续存在与癌症高度相

关，而敲除 Wnt5a 可显著降低转移性癌症负担［28-29］。

Ca2+被称为第二信使，通过调节细胞活化、分裂、增

殖、凋亡和基因转录等生物学过程，发挥转导信号

的作用。CaN 在细胞内 Ca2+浓度升高时被激活，而

完全激活需要钙调蛋白（CaM）的参与［30］。CaN 能

直接将 Ca2+与蛋白质磷酸化状态联系起来，涉及广

泛的信号转导过程，并在多种恶性肿瘤中激活，包

括 GC［31-32］。经典的 NFATC 信号通路参与 Ca2+/CaN

轴的调节，Ca2+/CaN 是 NFAT 激活的主要通路。当

细胞内游离 Ca2+继续积累，CaN 被刺激与 NFAT 的

NHR 位点结合，导致 NFAT 的去磷酸化和降解，使胞

浆内 NFAT 集聚到细胞核，增强其与 DNA 的结合

性，从而调节多种细胞因子的转录表达水平［33］。

NFAT 是一种 DNA 结合因子，存在于 T 细胞中，响应

外界刺激，通过参与 T 细胞和其他免疫细胞的激活

和分化，发挥其转录调控作用［34-35］。NFAT 通过调控

癌症的发生、侵袭、免疫激活或抑制发挥免疫调节

转录的生物学作用，NFAT 信号调节失调参与多种

癌症的恶性转化和进化［36-37］。NFAT 过表达已被证

实有助于基因转录、ECM 合成和重塑，而 NFAT 沉

默的癌细胞的增殖和侵袭能力也被显著抑制［38-39］。

在本研究中发现，小陷胸汤能逆转 TGF-β1 诱导的

注：A. 空白质粒组；B. Wnt5a 组；C. 空白质粒 +小陷胸汤组

（0. 4 g·L-1）；D. Wnt5a+小陷胸汤组（0. 4 g·L-1）（图 7-图 9同）
图 6 小陷胸汤对 Wnt5a过表达诱导的 MGC-803细胞侵袭的影响

（结晶紫，×100）
Fig. 6 Effect of Xiao Xianxiongtang on invasion ability in Wnt5a-

induced MGC-803 cells（crystal violet，×100）

图 7 小陷胸汤对 Wnt5a过表达诱导的 MGC-803细胞迁移的影响（倒置显微镜，×200）
Fig. 7 Effect of Xiao Xianxiongtang on migration ability in Wnt5a-induced MGC-803 cells（inverted microscope，×200）

表 5 小陷胸汤对 Wnt5a过表达诱导的 MGC-803细胞侵袭和迁移

的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of Xiao Xianxiongtang on invasion and migration

ability in Wnt5a-induced MGC-803 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白质粒组

Wnt5a组

空白质粒+小陷胸汤组

Wnt5a+小陷胸汤组

质量浓度

/g·L-1

0.4

0.4

细胞侵袭数/个

55.33±6.41

130.45±5.131）

36.54±4.522）

64.15±5.403）

划痕愈合率/%

32.12±4.10

69.53±6.541）

25.49±5.402）

39.52±4.153）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与 Wnt5a 组比较 2）P<0.05，3）P<0.01

（表 6-表 8同）
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MGC-803 细胞形态学改变，并通过调节 EMT 过程

抑制侵袭和迁移能力。上游机制的特点还有待研

究。因此，本研究通过 Wnt5a 过表达，激活 MGC-

803 细胞中 Wnt5a/Ca2+/NFAT 信号通路，进一步探讨

小陷胸汤在 GC 中的调控作用及潜在机制。

中医认为 GC 发生多因正气亏损，毒瘀内蕴，情

志不畅，饮食不节，劳逸失常，气滞血瘀，寒凝痰阻

蕴结于胃，多因素共同作用而形成本病。小陷胸汤

出自《伤寒论》，由黄连、半夏和瓜蒌组成，方中黄连

气寒味苦，清热燥湿，泻火解毒；半夏气温味辛，化

痰和胃，宽胸散结；瓜蒌气寒味甘，清热涤痰，开结

而兼润下。药代动力学研究证实，小陷胸汤含有小

檗碱、巴马汀、黄连碱、黄柏酮、槲皮素、黄芩素、黄

芩苷、香叶木素、羟基芫花素、β-谷甾醇、豆甾醇、菠

菜甾醇［40-44］。小陷胸汤主要活性成分具有良好的

Ca2+调节活性［45-49］。小檗碱不仅能减轻细胞氧化应

激状态，提高钙通道敏感性，升高细胞内 Ca2+水平，

诱导Ca2+内流，还可下调Wnt5a水平，上调E-cadherin，

从而减弱了 GC 的侵袭转移表型［45，50-51］。黄连碱通

过电压依赖性的 L 型 Ca2+通道（VDLCCs）和非选择

性阳离子通道（NSCCs）以剂量依赖性的方式改变

细胞内 Ca2+浓度［52］。槲皮素抑制 Wnt5a 上调以减轻

神经炎症，并通过降低细胞内钙水平调节微白蛋白

表达以维持钙稳态［53-54］。黄芩苷通过增加细胞间

Ca2+含量和螯合游离 Ca2+来诱导线粒体膜电位的丧

失并最终导致线粒体凋亡［55］。香叶木素抑制了细

胞外钙再灌注引起的浓度依赖性收缩［56］。

黏附连接的关键成分 E-cadherin、N-cadherin、

Vimentin 和 Snail 可间接影响 GC 的侵袭转移，因此

研究了小陷胸汤是否具有抗侵袭性迁移活性。为

充分评估小陷胸汤的抑制作用，本研究选择 TGF-β1

作为诱导因子，是细胞侵袭和迁移过程的重要诱导

剂［57］。研究结果表明，用小陷胸汤预处理可以抑制

图 10 小陷胸汤对 Wnt5a 过表达诱导的 MGC-803 细胞 Wnt5a/

Ca2+/NFAT通路的影响

Fig. 10 Wnt5a/Ca2+/NFAT pathway of Xiao Xianxiongtang-

mediated on MGC-803 cells induced by Wnt5a

图 9 Wnt5a 过表达诱导的 MGC-803 细胞 Wnt5a/Ca2+/NFAT 通路

蛋白电泳

Fig. 9 Electrophoresis of Wnt5a/Ca2+/NFAT in Wnt5a-induced

MGC-803 cells

图 8 Wnt5a过表达诱导的 MGC-803细胞 EMT标记蛋白表达电泳

Fig. 8 Electrophoresis of EMT marker proteins in Wnt5a-

induced MGC-803 cells

表 6 小陷胸汤对 Wnt5a过表达诱导的 MGC-803细胞 EMT标记蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of Xiao Xianxiongtang on expression levels of EMT marker proteins in Wnt5a-induced MGC-803 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白质粒组

Wnt5a组

空白质粒+小陷胸汤组

Wnt5a+小陷胸汤组

质量浓度/g·L-1

0.4

0.4

E-cadherin/β-actin

1.25±0.52

0.71±0.121）

1.54±1.522）

1.01±5.243）

N-cadherin/β-actin

0.67±0.24

1.35±3.411）

0.50±0.542）

0.77±5.263）

Snail/β-actin

0.75±5.21

1.64±4.561）

0.67±4.182）

0.86±5.263）

Vimentin/β-actin

0.64±4.30

1.15±4.551）

0.85±5.412）

0.71±5.633）
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MGC-803 细胞的侵袭和迁移。此外，小陷胸汤还调

控 EMT 相 关 标 志 物 E-cadherin、N-cadherin 和

Vimentin 的蛋白表达，抑制 EMT 转录因子 Snail 的

蛋白水平。研究结果提示，小陷胸汤对 TGF-β1诱导

的 MGC-803 细胞的抑制作用可能与下调侵袭和迁

移能力有关，能够有效阻止 MGC-803 细胞向间质状

态转化，从而抑制 EMT 过程。

小陷胸汤抑制 Wnt5a、CaN、NFAT1 和 p-NFAT1

蛋白表达，减少 NFAT1 核易位，降低细胞内 Ca2+载

量。在此基础上，通过转染 Wnt5a 过表达载体激活

Wnt5a/Ca2+/NFAT 信号通路。结果表明，小陷胸汤能

够抑制 Wnt5a 和 FRZ 的结合，激活 G 蛋白，减少细

胞内 Ca2+的积累，下调 CaN、NFAT1 和 p-NFAT1 蛋白

的表达，防止 NFAT1 在细胞质中聚集入核。这也证

实了本研究的假设，Wnt5a/Ca2+/NFAT 在 GC 的远距

离入侵和迁移程序中起着至关重要的作用，提示小

陷胸汤可能通过调控 Wnt5a/Ca2+/NFAT 信号通路来

抑制 MGC-803细胞的入侵和迁移。

本研究报道了小陷胸汤对 MGC-803GC 细胞侵

袭和迁移的抑制作用是通过调控 Wnt5a /Ca2+/NFAT

通路介导的。综上，小陷胸汤通过抑制侵袭和迁移

对 MGC-803 细 胞 具 有 显 著 的 抑 制 作 用 。 此 外 ，

Wnt5a 过表达增加了 MGC-803 细胞内 Ca2+的积累，

导致细胞间黏附减少，侵袭迁移增强，这可能是 GC

发生的原因之一。这些结果表明，小陷胸汤可能是

一种治疗 GC 的潜在有效药物。此外，本研究仍然

存在局限性。虽然小陷胸汤的使用由来已久，但本

研究只在体外研究了小陷胸汤的抗 GC 机制，尚未

在动物实验中得到验证，进一步实验可在动物体内

验证小陷胸汤的作用及其机制。
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