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Abstract
AIM: To study the role of Wnt-1 signal pathway 
in matrine–induced differentiation of rat oval 
cell line WB-F 344. 

METHODS: Hepatic oval cells were treated with 
different concentrations of matrine (0.001, 0.01, 0.05, 
0.2, 0.5, 1, 1.5, 2 g/L). The morphological changes 
were measured using HE staining and protein 
expressions of the albumin, AFP and Wnt-1 were 
detected using immunohistochemistry.   

RESULTS: Seventy two hours after the treat-
ment of matrine at concentrations of 0.05, 0.2 
and 1 g/L , the inhibitory rates were 24.16% 
± 2.03%, 40.25% ± 3.92% and 67.31% ± 6.04%, 

respectively. 0.01 g/L matrine induced mor-
phological changes of hepatic oval cell, includ-
ing diminished karyoplasmic ratio, bigger and 
rounder karyon and increased dikaryocyte. Im-
munohistochemical results showed that the ex-
pression of albumin was significantly increased, 
the expressions of AFP and Wnt-1 protein were 
significantly decreased compared with normal 
hepatic oval cell after treatment of 0.2 g/L ma-
trine.
 
CONCLUSION: Matrine induces rat hepatic oval 
cells to differentiate into mature hepatocytes, 
and inhibits the conduction of Wnt signal path-
way. 
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摘要
目的: 研究苦参碱干预体外培养的大鼠肝卵
圆细胞分化中Wnt-1信号通路的作用.  

方法: 体外培养大鼠肝卵圆细胞, 分别用不
同浓度的苦参碱(0.001、0.01、0.05、0.2、
0.5、1、1.5、2 g/L)处理卵圆细胞, HE染色观
察细胞的形态变化, 免疫细胞化学检测细胞内
甲胎蛋白、白蛋白、Wnt-1信号蛋白的表达.  

结果: 苦参碱对肝卵圆细胞的生长有抑制作用, 
且苦参碱浓度越大, 作用时间越长, 抑制作用
越明显, 0.05、0.2、1 g/L的苦参碱作用72 h后, 
对卵圆细胞的抑制率分别为24.16%±2.03%、

40.25%±3.92%和67.31%±6.04%. 0.01 g/L的苦
参碱即可使肝卵圆细胞的形态发生变化, 细胞
核变大、变圆, 核浆比例减小, 双核细胞增多; 
免疫细胞化学结果显示, 0.2 g/L的苦参碱能够
使肝卵圆细胞的ALB表达增高, AFP的表达降
低, Wnt-1信号蛋白的表达量降低. 
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■背景资料
W n t信号通路在
生物的正常发育
中起重要作用, 是
组织发育、分化
所必须的关键性
信号通路之一. 近
年研究发现, Wnt
信号通路与肿瘤
的发生、干细胞
分化增殖有密切
关系, 在正常干细
胞内, Wnt信号通
路有一定活性, 使
干细胞具有向正
常功能细胞分化
的趋势; Wnt信号
通路被异常激活
时, 干细胞也可以
分化为肿瘤细胞. 
肝卵圆细胞作为
肝脏的干细胞在
肝癌形成过程中
发挥的重要作用. 
现 阶 段 ,  对 卵 圆
细胞分化过程中
W n t信号通路的
作用还鲜有研究. 

■同行评议者
李玉明, 教授, 江
苏省南通市第一
人民医院消化内
科



结论: 苦参碱可以抑制Wnt信号通路的传导, 
使卵圆细胞向着成熟肝细胞的趋势分化.

关键词: 卵圆细胞; 苦参碱; Wnt信号通路
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0  引言

肝卵圆细胞是当肝脏受到严重损害, 肝细胞大

量缺失, 或者肝细胞的分裂增殖受到毒素或者

致癌因子抑制时, 在肝内汇管区出现的一种胞

质少、核呈卵圆形的小细胞, 具有分化为肝细

胞和胆管上皮细胞的双向分化能力. 在肝脏发

生发育过程及肝癌形成过程中, 同样可以发现

卵圆细胞的存在[1]. 本实验应用苦参碱干预体外

培养的大鼠卵圆细胞, 探讨苦参碱对体外培养

的肝卵圆细胞增殖和分化的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 苦参碱标准品购自中国药品生物制品

检定所, 1640培养基与胰酶均为Gibco产品, 多
克隆抗体ALB、AFP、Wnt-1均购自美国Santa 
c ruze公司, SP法山羊二抗试剂盒、PV法兔二

抗试剂盒、DAB试剂盒均购自北京中杉公司. 
HARRIS CO2培养箱, SW-CJ-IF垂直净化工作台, 
COIC-XSZ-D2光学显微镜和倒置显微镜. WB-F 
344细胞株, 购自北京中国医学科学院, 并在含

200 mL/L胎牛血清的1640培养基中, 37℃ 50 
mL/L CO2的恒温培养箱培养. 
1.2 方法 
1.2.1 MTT法绘制苦参碱的剂量曲线并筛选最

适剂量: 取生长良好、已长满融合的WB-F 344, 
0.25%胰酶消化、吹打成单细胞悬液, 调整细胞

密度为2.5×104/mL, 以1640培养液(200 mL/L胎
牛血清)接种于96孔板, 每组12个复孔, 每孔200 
mL, 细胞贴壁后更换成正常培养基和苦参碱浓

度为0.001、0.01、0.05、0.2、0.5、1、1.5、2 
g/L的8个浓度的含药培养基, 37℃ 50 mL/L CO2

的恒温培养箱培养24 h后取出培养板, 在倒置相

差显微镜下观察细胞生长情况, 任选4复孔, 细
胞计数板计数, 余8个复孔加入10 mL MTT(5 g/L)
于每孔中, 继续培养4 h后吸净每孔内液体, 加
入100 mL DMSO溶液, 并在微型振荡器上振荡

10 min以充分溶解结晶, 调零孔同样加入100 mL 
DMSO溶液. 酶联免疫检测仪测定各孔吸光度
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(A )值, 检测波长为490 nm, 计算不同浓度药物对

WB-F 344增殖的抑制率(抑制率 = 1-(各浓度药

物吸光度值-对照组吸光度值)/对照组吸光度值

×100%). 绘制浓度曲线, 选取1、0.2、0.05 g/L 
3个浓度进行时间曲线测定. 
1.2.2 在药物最适剂量干预下绘制时间曲线, 筛
选最适作用时间: 取以上3个药物浓度的培养基

干预培养板中细胞, 并在24、48、72、96 h进行

测定, 每个时间平行12个复孔. 余步骤同前. 
1.2.3 免疫细胞化学的细胞培养: 取生长良好、

已长满融合的WB-F 344, 0.25%胰酶消化、吹打

成单细胞悬液, 调整细胞密度为2.5×104/mL, 以
1640培养液(200 mL/L胎牛血清)接种于载玻片的

16孔板, 每孔500 mL, 细胞贴壁后更换成正常培

养基和苦参碱浓度0.2、0.05 g/L的培养基37℃、

50 mL/L CO2条件下干预培养48 h. 吸出培养基, 
PBS清洗三次, 40 g/L甲醛溶液固定15 min, 取出

细胞爬片, 室温干燥, 后冻存于-20℃备用. 
1.2.4 免疫细胞化学: 取细胞爬片, 30 mL/L过氧

化氢灭活内源性过氧化物酶, 血清封闭液封闭

内源性生物素, 加入一抗(山羊抗大鼠抗体ALB  
1∶80、AFP 1∶80、Wnt-1 1∶50)4℃过夜, 加
入二抗37℃处理15 min, 生物素标记的辣根过氧

化物酶37℃处理15 min, 二氨基联苯胺(DAB)显
色, 苏木素复染, 树脂封片后光镜下观察照像. 

统计学处理 SPSS10.0统计软件进行单因素

方差分析, P <0.05有统计学意义. 

2  结果

2.1 苦参碱对WB-F 344细胞生长的影响 用噻唑

蓝(MTT)测定细胞生长曲线的方法中490 nm处

的吸光度值大小与活细胞数的多少成正比即吸

光度值越大细胞数越多. 与对照肝卵圆细胞相

比, 用苦参碱处理后细胞的490 nm处的吸光度

值明显降低, 表明苦参碱对肝卵圆细胞的生长

有抑制作用, 且苦参碱浓度越大, 作用时间越长, 
抑制作用越明显(表1, 图1). 
2.2 苦参碱对WB-F 344细胞形态的影响 用不同

浓度的苦参碱干预WB-F 344细胞, 其中0.01 g/L
的苦参碱即可使肝卵圆细胞出现明显的形态改

变, 如细胞变大变圆, 核浆比减小. 用0.2 g/L的苦

参碱处理24 h后即可见细胞变大变圆, 核浆比减

小, 有双核细胞形成, 48 h后可见双核细胞明显

增多, 96 h后双核细胞约占总细胞数的50%左右

(图2). 而当苦参碱的浓度达到2 g/L时, 24 h后即

可见到约50%的细胞空泡样变, 进而出现细胞核

www.wjgnet.com

■研发前沿
癌前病变期虽然
细胞形态尚未发
生明显改变, 但已
出现一些酶学及
蛋白表达异常, 这
些细胞在某些因
素持续作用下可
发生癌变, 故深入
研究此阶段的病
理机制, 为早期干
预逆转这种初始
病变、阻断肿瘤
形成提供了理论
依据. 目前信号传
导在肿瘤形成过
程中的作用正在
逐步被阐明, 信号
传导通路已成为
抗肿瘤药物研究
的新靶点.

■相关报道
Plescia et al 发现
在二甲基亚砜诱
导肝卵圆细胞分
化为肝细胞的过
程中发现Wnt/β链
蛋白(β-catenin), 
纤连蛋白和层黏
连蛋白受体表达
下调, 而转录调控
因子(GATA)-4、
GATA-6等上调.
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量减少(图4).

3  讨论

肝细胞的分化过程是从骨髓干细胞到卵圆细胞

和小肝细胞, 再从卵圆细胞和小肝细胞到肝细

胞和胆管上皮细胞, 构成了一条骨髓干细胞横

向分化为肝细胞和胆管上皮的细胞的链[2]. 肝卵

圆细胞目前被认为具有干细胞潜能, 具有分化

为肿瘤细胞和正常肝细胞的二重潜能性. 我们

用苦参碱干预体外培养的肝卵圆细胞, 结果发

现, 随着苦参碱浓度的提高和干预时间的延长, 
肝卵圆细胞形态出现细胞核增大、核浆比例增

加、双核细胞增多等变化; 免疫细胞化学结果

显示, 苦参碱干预卵圆细胞后细胞内AFP的表达

量减少, ALB的表达量增高, 这说明苦参碱干预

后, 肝卵圆细胞有向近似于正常成熟肝细胞的

方向分化的趋势. 但随着苦参碱浓度的增加, 剩
余细胞量减少, 这说明苦参碱有一定的细胞毒

■创新盘点
本文从肝脏癌前
病变细胞-卵圆细
胞的分化、增殖
着眼, 研究了Wnt
信号通路的传导
的 变 化 ,  从 而 阐
明苦参碱抑制肝
脏癌前病变的发
生、发展. 

表  1  不同浓度的苦参碱作用于WB-F 344细胞后不同时
间的抑制率 (%)

     
                   0.05 g/L               0.20 g/L                   1.00 g/L 

24 h      13.36±1.55        24.50±3.24        47.20±5.23

48 h      19.62±1.74        31.06±3.67	    58.49±5.78

72 h      24.16±2.03        40.25±3.92	    67.31±6.04

A1 B1 C1

A2 B2 C2

图  3  ALB和AFP的表达. A1、A2 : 0.2 g/L的苦参碱干预后; B1、B2: 0.05 g/L的苦参碱干预后; C1、C2: 对照组. 

80
70
60
50
40
30
20
10
0

抑
制

率
(%

)

24 h
48 h
72 h

0.05               0.20                1.00
浓度(g/L)

图  1  不同浓度的苦参碱作用于WB-F 344细胞后不同时间
的抑制率. 图  2  0.2 g/L苦参碱干预96 h后. 

的溶解、碎裂, 出现细胞凋亡的形态学表现.
2.3 苦参碱对WB-F 344细胞的ALB、AFP含量

的影响 于对照肝卵圆细胞相比, 苦参碱干预的

肝卵圆细胞中的ALB含量增加, AFP含量减少, 
而且, 随苦参碱浓度的增高肝卵圆细胞的AFP含
量降低, ALB含量增加(图3).
2.4 苦参碱对WB-F 344细胞的Wnt-1含量的影响

Wnt-1主要表达于肝卵圆细胞的细胞质内, 与对

照组相比, 苦参碱干预后肝卵圆细胞的Wnt-1含
量降低, 且随苦参碱浓度的增高而Wnt-1的表达
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■名词解释
肝卵圆细胞: 是一
种多源性兼性细
胞, 具有分化成肝
细胞、胆管上皮
细胞及其它类型
细胞的潜力. 在肝
实质严重受损的
情况下卵圆细胞
可发生增殖、分
化 ,  修复肝组织 ; 
其间也可能参与
肝纤维化的形成
和发展; 同时其分
化异常可能诱导
原发性肝癌的发
生.  性作用. 

当肝脏受到严重损伤, 肝细胞大量缺失或

者肝细胞增殖受到毒素或者致癌因子的抑制时, 
就会激活卵圆细胞. 这些被激活的卵圆细胞迅

速生长, 最早出现于胆管旁, 然后迁移到肝脏实

质进一步分化为肝细胞和胆管细胞, 修复和重

建肝脏[3-4]. 在多种肝脏疾病和肝癌中都发现了

卵圆细胞, 他在增殖分化修复肝组织的同时, 受
细胞内外信号分子的作用和影响, 可能参与了

肝脏多种病理改变的形成和发展, 其分化异常

也可能诱导原发性肝癌的发生[5-6]. 卵圆细胞与

肝脏疾病的关系非常复杂. 在肝卵圆细胞增殖

与分化过程中, 细胞因子的调控及其信号的转

导机制, 起着极其重要和关键的作用, 而其调控

机制还不清楚. 
Wnt家族是成体干细胞的外源性调控因子, 

是一条控制动物胚胎发育、细胞命运及组织器

官形态发生的重要信号通路, 其编码蛋白在细

胞间有传递生长和发育信息功能, 可控制胚胎

轴向的正常发育[7-8]. Wnt基因是从小鼠乳腺癌

中克隆的一种原癌基因, Wnt-1是19个已知人类

Wnt基因中的最经典的成员[9-10]. 研究发现, Wnt
蛋白通过扩散与主动运输到达靶细胞时, 靶细

胞中Wnt的跨膜受体卷曲蛋白便与Wnt分子发生

特异性结合, 激活胞内散乱蛋白, 防止胞内游离

β-连环蛋白降解并使其逐渐在胞质内积聚, 进而

被运输到核内, 与LEF/TCF家族成员等典型转录

因子形成复合物, 激活相关基因的转录系统. 当
无Wnt信号分子作用时, 由糖原合酶激酶3、结

肠癌抑制因子和轴素形成复合物, 促使β-连环

蛋白发生磷酸化, 并被泛素化而降解, 导致核内

无β-连环蛋白, 使得辅阻遏物groucho、CtBP与
TCF作用, 抑制相关基因转录[11-14]. 

Wnt信号途径被异常激活时, 靶器官的分化

受到抑制, 仍保持干细胞特性, 进而导致细胞增

生和肿瘤形成. 由于Wnt信号对细胞增殖分化调

控的广泛性, 推测其对肝卵圆细胞的增殖分化

也有调控作用. Wnt基因通常在胚胎发育过程中

表达活跃, 在发育的不同时期表达不同Wnt蛋
白. 而在成年机体, Wnt基因多处于相对静止状

态[15-19]. 本研究在肝过程中观察到了苦参碱干

预后Wnt基因的表达减少. 免疫组织化学和免

疫荧光技术的结果均显示: 正常卵圆细胞表达

Wnt-1的量较高, 苦参碱干预后Wnt-1表达减少, 
其后随时间延长, Wnt-1表达逐渐减少, 结合细

胞形态的变化, 可发现苦参碱干预后Wnt-1的时

间和剂量依赖性表达与细胞形态的变化相吻合. 
Wnt-1在正常卵圆细胞中较高表达, 可能正是这

点使正常卵圆细胞得以维持增生的高活性状态, 
即此时信号通路处于“开放”状态. 苦参碱干

预后24 h, Wnt-1表达减少, 此时卵圆细胞逐渐分

化成熟, 之后随着分化的进行, Wnt-1表达进一

步逐渐减少, 则卵圆细胞进入成熟阶段. Wnt-1
的下调很可能是促使卵圆细胞向成熟肝细胞分

化的内在因素. 因此, 本研究表明, Wnt-1在卵圆

细胞增殖分化中起重要调控作用. 有关卵圆细

胞的分化过程中详细的Wnt信号途径还有待进

一步实验阐明. 深入开展Wnt信号通路与卵圆细

胞分化关系的研究将对研究和开发肝组织的再

生医学及其临床应用具有重大的指导意义.
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