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摘　 要　 目的:探讨丹参素(Dss)对膀胱癌 5637 细胞类固醇受体共激活因子 / 黏着斑激酶(Src / FAK)信号通路及上皮间质转化

(EMT)的影响。 方法:用不同浓度的 Dss(0、40、60 和 80
 

μg / mL)处理膀胱癌 5637 细胞 24
 

h 后,分别命名为 Dss-0 组、Dss-40 组、
Dss-60 组和 Dss-80 组;采用实时荧光定量聚合酶链反应检测膀胱癌 5637 细胞中 EMT 标志基因[E-钙黏蛋白(E-cadherin)、N-钙黏

蛋白(N-cadherin)和波形蛋白(Vimentin)的信使核糖核酸(mRNA)]表达水平,采用蛋白质印迹法检测膀胱癌 5637 细胞中 Src /
FAK 信号通路相关蛋白表达水平,采用细胞计数试剂盒 8(CCK-8)法检测膀胱癌 5637 细胞增殖情况,采用划痕实验检测膀胱癌

5637 细胞的迁移能力。 结果:Dss-0 组、Dss-40 组、Dss-60 组和 Dss-80 组膀胱癌 5637 细胞 E-cadherin
 

mRNA 表达水平依次升高,
N-cadherin

 

mRNA、Vimentin
 

mRNA、磷酸化 Src(p-Src) / Src 蛋白、磷酸化 FAK(p-FAK) / FAK 蛋白表达水平以及吸光度、迁移率依

次降低,呈浓度依赖性(P<0. 05)。 结论:Dss 可能通过抑制 Src / FAK 信号通路来阻碍膀胱癌 5637 细胞 EMT 过程,进而抑制膀胱

癌 5637 细胞增殖和迁移。
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ABSTRACT　 OBJECTIVE:
 

To
 

probe
 

into
 

the
 

effects
 

of
 

Danshensu
 

( Dss)
 

on
 

steroid
 

receptor
 

coactivator / focal
 

adhesion
 

kinase
 

(Src / FAK)
 

signaling
 

pathway
 

and
 

epithelial-mesenchymal
 

transition
 

(EMT)
 

in
 

bladder
 

cancer
 

5637
 

cells.
 

METHODS:
 

Bladder
 

cancer
 

5637
 

cells
 

were
 

treated
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

Dss
 

(0
 

μg / mL,
 

40
 

μg / mL,
 

60
 

μg / mL
 

and
 

80
 

μg / mL)
 

for
 

24
 

h,
 

and
 

were
 

named
 

Dss-0
 

group,
 

Dss-40
 

group,
 

Dss-60
 

group
 

and
 

Dss-80
 

group,
 

respectively.
 

Real
 

time
 

fluorescence
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

mRNA
 

expression
 

level
 

of
 

EMT
 

marker
 

genes
 

[E-cadherin,
 

N-cadherin,
 

Vimentin
 

messenger
 

RNA
 

(mRNA)]
 

in
 

bladder
 

cancer
 

5637
 

cells.
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

related
 

proteins
 

in
 

the
 

Src / FAK
 

signaling
 

pathway
 

in
 

bladder
 

cancer
 

5637
 

cells.
 

Cell
 

count
 

kit
 

8
 

(CCK-8)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

proliferation
 

of
 

bladder
 

cancer
 

5637
 

cells.
 

The
 

scratch
 

test
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

bladder
 

cancer
 

5637
 

cells
 

migration.
 

RESULTS:
 

In
 

Dss-0
 

group,
 

Dss-40
 

group,
 

Dss-60
 

group
 

and
 

Dss-80
 

group,
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

E-cadherin
 

mRNA
 

in
 

bladder
 

cancer
 

5637
 

cells
 

increased
 

in
 

sequence,
 

N-cadherin
 

mRNA,
 

Vimentin
 

mRNA,
 

phosphorylated
 

Src
 

( p-Src ) / Src
 

protein,
 

phosphorylated
 

FAK
 

(p-FAK) / FAK
 

protein
 

expression
 

levels,
 

absorbance
 

(OD)
 

and
 

migration
 

rate
 

decreased
 

in
 

a
 

concentration
 

dependent
 

manner
 

(P<0. 05).
 

CONCLUSIONS:
 

Dss
 

may
 

inhibit
 

the
 

EMT
 

process
 

of
 

bladder
 

cancer
 

5637
 

cells
 

by
 

inhibiting
 

the
 

Src / FAK
 

signaling
 

pathway,
 

thereby
 

inhibiting
 

the
 

proliferation
 

and
 

migration
 

of
 

bladder
 

cancer
 

5637
 

cells.
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　 　 膀胱癌是一种常见的泌尿系统恶性肿瘤,尽管其治疗方

法有所改进,但其发病率和死亡率依然很高[1-2] 。 晚期膀胱癌

患者因恶性肿瘤细胞转移,预后极差[3-4] 。 因此,复发和转移

成为治疗膀胱癌的主要难题。 上皮间质转化 ( epithelial-
mesenchymal

 

transition,EMT)是具有极性的上皮细胞转变为间

质细胞的过程,其能通过增强恶性肿瘤细胞的迁移、侵袭和对

凋亡刺激的抵抗力,使恶性肿瘤细胞具有转移特性及治疗耐

药性[5-7] 。 已有研究报道,EMT 与人膀胱癌 T24 细胞的侵袭有

关[8] 。 鉴于上述特性,靶向 EMT 相关通路构成了膀胱癌治疗

的一个有吸引力的策略。 丹参素( danshensu,Dss)为中药丹参

中重要的水溶性成分,具有抗氧化、抗炎和抗肿瘤等作用[9] 。
相关研究结果表明,Dss 可抑制口腔鳞癌细胞 CAL-27 增殖、迁
移及侵袭[10] ; Dss 在 20 ~ 100

 

μg / mL 浓度时能抑制宫颈癌

Hela 细胞增殖,降低细胞迁移能力[11] 。 有研究结果显示,类
固醇受体共激活因子 / 黏着斑激酶(steroid

 

receptor
 

coactivator /
focal

 

adhesion
 

kinase,Src / FAK)信号通路可触发 EMT,增强膀

胱癌的恶性程度[12] 。 但 Dss 对膀胱癌细胞 Src / FAK 信号通路

及 EMT 的影响尚不清楚。 为了明确 Dss 在膀胱癌治疗中的价

值,本研究探讨了 Dss 对膀胱癌 5637 细胞中 EMT 标志基因表

达的影响及对 Src / FAK 信号通路相关蛋白的调节作用,旨在

为 Dss 治疗膀胱癌提供一定的理论依据。
1　 材料与方法
1. 1　 实验细胞

膀胱癌 5637 细胞(批号为 TCHu
 

1)购自中国科学院上海

细胞库。
1. 2　 仪器

WJ-3-330 型 CO2 培养箱、Illumina
 

ECO 型荧光定量聚合酶

链反应(PCR)仪、E-Gel 型凝胶成像仪均购自上海微速生物科

技有限公司;HBS-4009 型全自动酶标仪、XDS-100C 型倒置相

差显微镜均购自北京恒奥德科技有限公司。
1. 3　 药品与试剂

Dss(原料药,纯度为 99. 99%,批号为 76810-24-7)购自南

京春秋生物工程有限公司; RPMI
 

1640 培养基 ( 批号为

CLB3187)、胎牛血清(批号为 CLB4519) 均购自美国 Thermo
 

Fisher 公司; 链霉素 ( 批号为 Z-30791L)、 青霉素 ( 批号为

Z-30572L)、胰蛋白酶(批号为 Z-10198L)均购自南京赛图金生

物科技有限公司; Trizol 试剂 (批号为 90124)、电化学发光

(ECL)试剂盒(批号为 95113)均购自济南中楚亨通生物技术

有限公司;逆转录试剂盒(批号为 GH101-09)购自北京全式金

生物科技有限公司;荧光定量 PCR 试剂盒(TransStart 􀅺
 

Green
 

qPCR
 

SuperMix,批号为 SK207-3)、蛋白提取试剂盒(批号为

SK211-2)、BCA 试剂盒(批号为 SK325-7)、细胞计数试剂盒 8
(CCK-8,批号为 SK479-3)均购自郑州天驰生物试剂公司;兔
抗鼠 Src ( 批 号 为 ab20194 )、 磷 酸 化 Src ( p-Src, 批 号 为

ab20197)、FAK(批号为 ab40337)、磷酸化 FAK( p-FAK,批号

为 ab40339)、甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH,批号为 ab19745)
等单克隆抗体以及羊抗兔二抗(批号为 ab17027)均购自美国

Abcam 公司。
1. 4　 细胞培养及分组处理

将膀胱癌 5637 细胞培养在含 10%胎牛血清的 RPMI
 

1640
培养基中,并加入 1%青霉素 / 链霉素,将细胞培养瓶置于 5%

 

CO2 、37
 

℃ 培养箱中进行培养。 将培养至对数期的膀胱癌

5637 细胞,用 0. 25% 胰蛋白酶消化后接种于 6 孔细胞板

(1×106 个 / 孔)中,待细胞融合度至 80%时,对膀胱癌 5637 细

胞进行处理。 参照文献[10],设置 Dss 处理浓度依次为 0、40、
60 和 80

 

μg / mL,并分别命名为 Dss-0 组、Dss-40 组、Dss-60 组

和 Dss-80 组。 其中,Dss-0 组用不含 Dss 的 RPMI
 

1640 培养基

培养,Dss-40 组、Dss-60 组和 Dss-80 组分别用含有 40、60 和

80
 

μg / mL
 

Dss 的 RPMI
 

1640 培养基培养。 待 Dss 处理 24
 

h
后,收集各组膀胱癌 5637 细胞,进行后续实验。 每组设置 6 孔

重复。
1. 5　 实时荧光定量 PCR 检测膀胱癌 5637 细胞中 EMT 标志

基因表达水平

待不同浓度 Dss 处理 24
 

h 后,分别收集各组膀胱癌 5637
细胞,利用 Trizol 试剂提取各组细胞总 RNA,然后采用逆转录

试剂盒将 RNA 反转录为 cDNA。 而后按照 TransStart 􀅺
 

Green
 

qPCR
 

SuperMix 试剂盒操作说明书,对 EMT 标志基因[ E-钙黏

蛋白 ( E-cadherin )、 N-钙黏蛋白 ( N-cadherin ) 和 波 形 蛋 白

(Vimentin)的信使核糖核酸(mRNA)]表达水平进行检测。 反

应体系为:TransStart 􀅺
 

Green
 

qPCR
 

SuperMix
 

10
 

μL,正、反向

引物(10
 

μmol / L)各 0. 5
 

μL,cDNA 模板(1
 

μg) 2
 

μL,去 RNA
酶水补足至 20

 

μL。 扩增条件:95
 

℃ ,30
 

s;95
 

℃ ,5
 

s;60
 

℃ ,
30

 

s;72
 

℃ ,10
 

s;40 个循环。 最后以 β-actin 为内参基因,采用

2-ΔΔCT 计算 E-cadherin、N-cadherin 和 Vimentin
 

mRNA 相对表达

水平。 引物由深圳华大基因股份有限公司合成,具体引物序

列见表 1。
表 1　 E-cadherin、N-cadherin、Vimentin 和 β-actin 引物序列

Tab
 

1　 E-cadherin,
 

N-cadherin,
 

Vimentin
 

and
 

β-actin
 

primer
 

sequence
基因名称 正向引物(F) 反向引物(R)
E-cadherin AGTCACTGACACCAACGATAAT ATCGTTGTTCACTGGATTTGTG
N-cadherin TCATCATCCTGCTTATCC ATTATCTCTTACATCATCTTCTG
Vimentin ATGTCCACCAGGTCCGTGT TTCTTGAACTCGGTGTTGATGG
β-actin TAGTTGCGTTACACCCTTTCTTG TCACCTTCACCGTTCCAGTTT

1. 6　 蛋白质印迹法检测膀胱癌 5637 细胞中 Src / FAK 信号通

路相关蛋白表达水平

待不同浓度 Dss 处理细胞 24
 

h 后,弃去细胞培养液,收集

各组细胞。 分别加入含蛋白酶抑制剂的蛋白裂解液 1
 

mL,混
匀后冰浴 30

 

min,再 10
 

000
 

r / min 离心 10
 

min(离心半径为

10
 

cm),收集上清液即为总蛋白,利用 BCA 试剂盒测定蛋白浓

度。 凝胶电泳上样量 50
 

μg 总蛋白,100
 

V 恒压电泳至跑胶结

束;100
 

V 电压湿法转膜 1
 

h;5%脱脂奶粉,封闭 1
 

h;分别加入

Src、p-Src、FAK、p-FAK 和 GAPDH 一抗(均为 1 ∶ 1
 

000),4
 

℃孵

育过 夜; 用 PBST 洗 膜 3 次, 紧 接 着 加 入 羊 抗 兔 二 抗

(1 ∶ 2
 

000),室温( 25
 

℃ ) 孵育 1
 

h,再用 PBST 洗膜 3 次。 用

ECL 试剂盒进行显色,最后使用 Image-J 软件,以 GAPDH 为内

参,分析目的蛋白相对表达水平。
1. 7　 CCK-8法检测膀胱癌 5637 细胞增殖情况

收集对数生长期的膀胱癌 5637 细胞制成单细胞悬液后,接
种至 96 孔板(1. 0×105 个 / 孔)中,分别使用不同浓度 Dss(0、40、
60 和 80

 

μg / mL)处理 24、48 和 72
 

h 后,加入
 

CCK-8 试剂 10
 

μL
于每个孔中,孵育 2

 

h,以全自动酶标仪检测 450
 

nm 波长下各

孔细胞吸光度(OD)值,OD 值越大,表示细胞增殖能力越强。
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1. 8　 划痕实验检测膀胱癌 5637 细胞迁移能力

待不同浓度的 Dss 处理细胞 24
 

h 后,将各处理组细胞

接种于 6 孔板内( 1 × 106 / mL) ,当细胞生长达到单层贴壁

生长接近 100%融合时,在保证划痕宽度一致的情况下用

无菌的 10
 

μL 移液枪头轻轻在 6 孔板中央刮擦单层 2 次。
刮擦后,用培养基轻轻洗涤以除去分离的细胞碎片。 使用

无血清培养基继续培养细胞,分别于划痕 0、24
 

h 时在倒置

相差显微镜下拍照,观察细胞迁移情况,并计算细胞迁移

率。 细胞迁移率 = ( 0
 

h 划痕宽度- 24
 

h 划痕宽度) / 0
 

h 划

痕宽度×100%。
1. 9　 统计学方法

采用 SPSS
 

25. 0 软件进行数据的统计分析,所有数据均采

用 􀭰x±s 表示,单因素方差分析进行多组间比较,进一步两组间

比较利用 SNK-q 检验,P<0. 05 为差异有统计学意义。
2　 结果
2. 1 　 不 同 浓 度 Dss 对 膀 胱 癌 5637 细 胞 E-cadherin、
N-cadherin 和 Vimentin

 

mRNA 表达水平的影响

Dss-0 组、Dss-40 组、Dss-60 组和 Dss-80 组膀胱癌 5637 细

胞 E-cadherin
 

mRNA 表 达 水 平 依 次 升 高, N-cadherin 及

Vimentin
 

mRNA 表达水平依次降低,差异均有统计学意义(P<
0. 05),见表 2。
表 2　 不同浓度 Dss对膀胱癌 5637细胞 E-cadherin、N-cadherin

和 Vimentin
 

mRNA 表达水平的影响(􀭵x±s,n=6)
Tab

 

2　 Effects
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

Dss
 

on
 

expression
 

levels
 

of
 

E-cadherin,
 

N-cadherin
 

and
 

Vimentin
 

mRNA
 

in
 

bladder
 

cancer
 

5637
 

cells(􀭵x±s,n=6)
组别 E-cadherin

 

mRNA N-cadherin
 

mRNA Vimentin
 

mRNA
Dss-0 组 1. 09±0. 05 1. 05±0. 13 1. 06±0. 12
Dss-40 组 1. 30±0. 07a 0. 82±0. 09a 0. 84±0. 08a

Dss-60 组 1. 62±0. 11ab 0. 68±0. 07ab 0. 57±0. 07ab

Dss-80 组 2. 17±0. 16abc 0. 49±0. 05abc 0. 42±0. 06abc

　 　 注:与 Dss-0 组比较,aP<0. 05;与 Dss-40 组比较,bP<0. 05;与 Dss-60 组比较,cP<0. 05
Note:

 

vs.
 

the
 

Dss-0
 

group,
 aP<0. 05;

 

vs.
 

the
 

Dss-40
 

group,
 bP<0. 05;

 

vs.
 

the
 

Dss-60
 

group,
 

cP<0. 05

2. 2　 不同浓度 Dss 对膀胱癌 5637 细胞 Src / FAK 信号通路相

关蛋白表达水平的影响

Dss-0 组、Dss-40 组、Dss-60 组和 Dss-80 组膀胱癌 5637 细

胞 p-Src / Src、p-FAK / FAK 蛋白表达水平依次降低,差异均有统

计学意义(P<0. 05),见图 1—2。
2. 3　 不同浓度 Dss 对膀胱癌 5637 细胞增殖的影响

同一时刻下,Dss-0 组、Dss-40 组、Dss-60 组和 Dss-80 组膀

胱癌 5637 细胞的 OD 值依次降低,差异均有统计学意义(P<
0. 05),见表 3。
表 3　 不同浓度 Dss对膀胱癌 5637细胞增殖的影响(􀭵x±s,n=6)

Tab
 

3　 Effects
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

Dss
 

on
 

proliferation
 

of
 

bladder
 

cancer
 

5637
 

cells(􀭵x±s,n=6)

组别
OD 值

24
 

h 48
 

h 72
 

h
Dss-0 组 1. 57±0. 13 1. 72±0. 15 1. 98±0. 18
Dss-40 组 1. 18±0. 10a 1. 36±0. 12a 1. 57±0. 16a

Dss-60 组 0. 87±0. 08ab 0. 94±0. 10ab 1. 19±0. 13ab

Dss-80 组 0. 49±0. 05abc 0. 51±0. 05abc 0. 54±0. 06abc

　 　 注:与 Dss-0 组比较,aP<0. 05;与 Dss-40 组比较,bP<0. 05;与 Dss-60 组比较,cP<0. 05
Note:

 

vs.
 

the
 

Dss-0
 

group,
 aP<0. 05;

 

vs.
 

the
 

Dss-40
 

group,
 bP<0. 05;

 

vs.
 

the
 

Dss-60
 

group,
 

cP<0. 05

图 1　 各组膀胱癌 5637 细胞 Src / FAK 信号通路
相关蛋白质印迹图

Fig
 

1　 Western
 

blot
 

of
 

Src / FAK
 

signaling
 

pathway
 

in
 

bladder
 

cancer
 

5637
 

cells
 

in
 

each
 

group

与 Dss-0 组比较,aP<0. 05;与 Dss-40 组比较,bP<0. 05;
与 Dss-60 组比较,cP<0. 05

vs.
 

the
 

Dss-0
 

group,
 aP<0. 05;

 

vs.
 

the
 

Dss-40
 

group,
 

bP<0. 05;
 

vs.
 

the
 

Dss-60
 

group,
 cP<0. 05

图 2　 不同浓度 Dss 对膀胱癌 5637 细胞 Src / FAK 信号
通路相关蛋白表达水平的影响

Fig
 

2　 Effects
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

Dss
 

on
 

expression
 

levels
 

of
 

Src / FAK
 

signaling
 

pathway
 

related
 

proteins
 

in
 

bladder
 

cancer
 

5637
 

cells

2. 4　 不同浓度 Dss 对膀胱癌 5637 细胞迁移的影响

Dss-0 组、Dss-40 组、Dss-60 组和 Dss-80 组膀胱癌 5637 细

胞迁移率依次降低,差异均有统计学意义(P<0. 05),见图 3、
表 4。

图 3　 各组膀胱癌 5637 细胞 0 和 24
 

h 划痕宽度(×100)
Fig

 

3　 The
 

0
 

h
 

and
 

24
 

h
 

scratch
 

width
 

of
 

bladder
 

cancer
 

5637
 

cells
 

in
 

each
 

group
 

(×100)

3　 讨论
目前,膀胱癌治疗的重要方法之一为化疗,但在长期化疗

过程中,肿瘤细胞会产生耐药性,从而导致治疗失败[13-14] 。 因

此,探究膀胱癌的发病机制以及开发治疗膀胱癌的新药具有
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　 　 　 　表 4　 不同浓度 Dss 对膀胱癌 5637 细胞迁移的影响
(􀭵x±s,%,n=6)

Tab
 

4　 Effects
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

Dss
 

on
 

migration
 

of
 

bladder
 

cancer
 

5637
 

cells(􀭵x±s,%,n=6)
组别 细胞迁移率
Dss-0 组 75. 21±9. 83
Dss-40 组 53. 41±8. 15a

Dss-60 组 30. 92±5. 39ab

Dss-80 组 15. 24±2. 18abc

　 　 注:与 Dss-0 组比较,aP<0. 05;与 Dss-40 组比较,bP<0. 05;与 Dss-60 组比较,cP<0. 05
Note:

 

vs.
 

the
 

Dss-0
 

group,
 aP<0. 05;

 

vs.
 

the
 

Dss-40
 

group,
 bP<0. 05;

 

vs.
 

the
 

Dss-60
 

group,
 

cP<0. 05

重要意义。
Dss 的抗肿瘤活性已在口腔鳞癌、宫颈癌等肿瘤中得到证

实[10-11] 。 但 Dss 在膀胱癌中的具体作用尚不明确。 有文献报

道,EMT 失调能够驱动膀胱癌的进展[15] 。 EMT 过程中细胞上

皮或间质表型区分常用 EMT 标志基因来衡量,如 E-cadherin
为上皮标志基因,N-cadherin、Vimentin 为间质标志基因[16] 。
在 EMT 过程中会出现上皮表型减弱、E-cadherin 表达降低、细
胞极性减弱,而间质表型增强、N-cadherin 及 Vimentin 表达升

高、细胞的运动性增强现象[17] 。 为了探究 Dss 在膀胱癌中的

治疗价值,本研究用不同浓度 Dss 对膀胱癌 5637 细胞进行处

理,对细胞中 EMT 标志基因 mRNA 水平变化进行分析,结果

发现,不同浓度 Dss 均能提高 E-cadherin
 

mRNA 表达水平,降
低 N-cadherin 及 Vimentin

 

mRNA 表达水平,且呈浓度依赖性,
表明 Dss 能够抑制膀胱癌 5637 细胞 EMT 过程。

EMT 存在于多种恶性肿瘤中,且受到 Src / FAK 信号通路

调控[18] 。 Hong 等[19] 报道,肾癌细胞的迁移、侵袭和 EMT 过

程与 Src / FAK 信号通路中 Src 及 FAK 蛋白的高度磷酸化有

关。 Lee 等[20] 报道,Src / FAK 信号的激活与乳腺癌细胞迁移、
转移有关。 Liu 等[21] 阐明 Src / FAK 信号通路在膀胱癌细胞中

呈激活状态。 为了确定 Dss 是否通过 Src / FAK 信号通路来调

控膀胱癌 5637 细胞的 EMT 过程,本研究用不同浓度 Dss 对膀

胱癌 5637 细胞进行处理,对细胞中 Src / FAK 信号通路相关蛋

白磷酸化水平进行分析,结果发现,不同浓度 Dss 均能降低

p-Src / Src、p-FAK / FAK 蛋白表达水平。 说明 Dss 通过抑制

Src、FAK 蛋白的磷酸化来阻碍膀胱癌 5637 细胞中 Src / FAK 信

号通路的激活,提示 Dss 可能通过抑制 Src / FAK 信号通路来

阻碍细胞 EMT 过程。 本研究通过增殖、迁移实验进一步验

证,发生 EMT 的膀胱癌 5637 细胞的增殖和迁移能力均提高,
而 Dss 可以缓解这一过程。

综上所述,Dss 能够抑制膀胱癌 5637 细胞的 EMT 过程,
且该调控作用可能与 Src / FAK 信号通路受到抑制有关。 但

Dss 对膀胱癌 5637 细胞具体的作用机制以及 Src / FAK 信号通

路对 EMT 的调控作用较为复杂,有待进一步深入挖掘。
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