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小白菊内酯对 U-87 MG 迁移、侵袭的影响及其机制研究 
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摘  要：目的  研究小白菊内酯对恶性人脑胶质瘤细胞系 U-87 MG 细胞迁移、侵袭的抑制作用，并探讨其作用机制。方法  采
用 CCK-8 比色检测法筛选小白菊内酯处理细胞的 IC50浓度；采用细胞划痕实验观察小白菊内酯处理 0、12、48 h 后 U-87 MG
细胞的迁移情况，并且测量 48 h 后迁移的距离；采用 Transwell 实验观察穿膜细胞数，判断细胞的侵袭能力；并采用 qPCR
以及 Western blotting 法研究了小白菊内酯处理后，U-87 MG 细胞的 SNAIL、E-Cadherin 的表达变化，以及 GSK3β-Ser9蛋白

质磷酸化变化。结果  CCK-8 比色检测法筛选的小白菊内酯 IC50浓度为 39 μmol/L。与对照组比较，在小白菊内酯处理 48 h
后，U-87 MG 细胞迁移的距离和穿膜细胞数都明显减少，且与浓度呈正相关（P＜0.01）；与对照组比较，小白菊内酯处理的

U-87 MG 细胞内 SNAIL 基因表达下降，同时 E-Cadherin 表达上调，且表达差异明显（P＜0.05）；GSK3β-Ser9残基磷酸化水

平下降。结论  小白菊内酯能够抑制 U-87 MG 细胞的迁移、侵袭，可能是通过下调 GSK3β磷酸化从而抑制了 SNAIL 蛋白

表达入核，从而促进了 E-Cadherin 蛋白的表达而引起的。 
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Effect of parthenolide on migration and invasion of human glioblastma U-87 MG 
cells and its mechanism 

ZHENG Jie-min, LIU Quan, CHEN Hong-mou, YAN Xian-lei, LI Yao, CHEN Jia-kang 
Fourth Affiliated Hospital of Guangxi Medical University, Liuzhou 545005, China 

Abstract: Objective  To study the inhibitory effect of parthenolide on migration and invasion of malignant human brain cell lines U87 
MG cell, and to explore its mechanism. Methods  Drug treatment IC50 concentration of cells was screened by CCK8 assay. Then 
wound healing tests were adopted to observe migration treated by parthenolide for 0, 12, and 48 h. And the migration distance was 
measured at 48 h. Transwell tests were used for cells penetrating observation to determine the invasive ability of the cells. Expressions 
of SNAIL and E-Cadherin, and GSK3β-Ser9 protein phosphorylation changes were studied by using qPCR and Western blotting 
methods U-87 MG cells treated by parthenolide. Results  IC50 concentration of parthenolide was 39 μmol/L by CCK8 assay. 
Compared with the control group, migration distance and the cell numbers through the membrane of U-87 MG cell were significantly 
reduced for 48 h after parthenolide treatment, and it was positively correlated with concentrations of the drug (P < 0.01). Compared 
with the control group, SNAIL gene expression in U-87 MG treated by parthenolide decreased, while that of E-Cadherin increased, 
and there were differences (P < 0.05). And the levels of GSK3β-Ser9 residue phosphorylation also decreased. Conclusion  
Parthenolide can inhibit the migration and invasion of U-87 MG cells, which possibly caused by down-regulating GSK3β 
phosphorylation, preventing SNAIL protein into the nucleus, thus promoting the expression of E-Cadherin proteins.  
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脑胶质瘤是一类神经系统最常见的颅内肿瘤，

占脑肿瘤的 33.3%～58.9%[1]。根据病理又可分为星

形细胞瘤、髓母细胞瘤、多形胶母细胞瘤、室管膜

瘤、少枝胶母细胞瘤等，而恶性的胶质母细胞瘤占 
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胶质瘤的 50%[2]。在临床上主要是以手术治疗及放

化疗为主[3]。但即使进行了手术及放化疗，术后 3
年生存率也不足 5%[4]，因此认为高侵袭转移是胶质

母细胞瘤致死的主要原因[5]。所以寻找一种能有效

杀死胶质瘤细胞，并且抑制侵袭以改善患者生存质

量的药物有极大的临床意义。小白菊内酯是从菊蒿

Tanacetum vulgare L.中纯化出的一种倍半萜稀内酯

化合物，是菊蒿中药理活性最强的成分之一[6]。有

研究发现，小白菊内酯在体外试验中可抑制骨肉瘤

增殖，并抑制血管内皮生长因子（VEGF）的表达，

从而抑制骨肉瘤细胞的迁移侵袭[7]。在乳腺癌的研

究中发现，小白菊内酯与紫杉醇联用能够抑制乳腺

癌的肺转移[8]。本实验以人脑胶质母细胞瘤细胞系

U-87 MG 为研究模型，使用小白菊内酯对其进行药

物处理，研究了小白菊内酯对恶性胶质瘤的迁移、

侵袭影响及其分子机制，从而探讨小白菊内酯对于

恶性胶质瘤辅助治疗的可行性。 
1  材料及仪器 

人脑恶性胶质瘤细胞系 U-87 MG 购自中国科

学院上海细胞生物及生化研究所。 
小白菊内酯（质量分数＞99.0%）由上海锐谷

生物科技有限公司生产。DMEM（High Glycose）
培养基、胎牛血清（FBS）、青霉素、链霉素双抗溶

液（PS）、0.25%胰蛋白酶均采购自美国 HyClone 公

司。Cell Counting Kit 8（CCK 8）试剂盒购自北京

索莱宝科技有限公司。二甲基亚砜购自美国 Sigma
公司。Matrigel 胶、Transwell 小室（8 μm 孔径）购

自美国 Millipore 公司。结晶紫购自上海碧云天生物

科技有限公司。SYBR® Green 2×Mix、qPCR 引物

均购自宝生物（大连）工程有限公司。抗体（兔抗

P53、Caspase3、Bax、P53-Ser392 磷酸化）、PVDF
膜、ECL 试剂盒均购自美国 Millipore 公司。引物由

宝生物（大连）工程有限公司定制合成。依托泊苷

注射液（5 mL∶100 mg，批号 90140301）购自四川

升和药业股份有限公司。 
37 ℃ 5% CO2 培养箱由美国赛默飞公司生产，

荧光显微镜为日本 Olympus 公司产品。EL-312E 酶

联 免 疫 检 测 仪 为 美 国 Bio-Tek 公 司 产 品 。

FACScalibur 流式细胞仪为美国 BD 公司生产。

SYBR Green 2×Mix、CFX-96 荧光定量 PCR 仪由

美国 Bio-Rad 公司生产，引物由生工生物工程（上

海）股份有限公司合成。电泳仪垂直电泳槽购自北

京六一厂。 

2  方法 
2.1  溶液的配制 
2.1.1  贮存液的配制  称取 2.48 mg 小白菊内酯粉

剂，吸取 1 mL DMSO 与小白菊内酯粉剂混合，使

用移液器反复吹打至完全溶解，继而加入无抗生素

的 DMEM 配制成 10 mmol/L 的贮存液，0.22 μm 滤
器滤过除菌，即得。 
2.1.2  工作液的配制  采用无抗生素的 DMEM 培

养基将贮存液稀释为 10、20 μmol/L 小白菊内酯工

作液，即得。 
2.2  人脑恶性胶质瘤细胞系 U-87 MG 的培养 

人脑恶性胶质瘤细胞株 U-87 MG 经复后传代

培养，使用 DMEM＋10% FBS＋1% PS 培养基，于

37 ℃、5% CO2 培养箱中培养，于倒置显微镜下观

察细胞的形态，实验用细胞均处于对数生长期。 
2.3  小白菊内酯对 U-87 MG 细胞影响 

在 U-87 MG 细胞达到对数生长期后，消化细胞

并进行细胞计数，将细胞浓度稀释至 3×105/mL，
并以每孔 100 μL 的量接种在 96 孔板中，12 h 后更

换培养基。在孔内加入小白菊内酯工作液，按照不

同浓度进行稀释并分别加入各个孔中，每孔加入稀

释液 10 μL，使终浓度分别为 1、10、20、50、100 
μmol/L，每种浓度各设 3 个复孔。由于溶剂为

DMSO，故对照组细胞加入 10 μL DMSO 处理。依

托泊苷组为 50 μmol/L 依托泊苷处理。同样对照组

和依托泊苷组各设 5 个复孔。培养 48 h 后，加入 5 
mg/mL CCK8 20 μL，继续培养 4 h 后，每孔加入 0.1 
mol/L HCl 溶液 10 μL，遮盖培养板，避光保存在室

温条件下。24 h 内在酶标仪上选择 450 nm 波长，

读出每孔的吸光度（A）值，计算药物抑制率，利

用概率单位法计算半数抑制浓度（IC50）。 
抑制率＝[A（对照）－A（加药）]/A（对照） 

2.4  细胞划痕实验 
将对数生长期的 U-87 MG 细胞消化计数，5×

105/孔铺 6 孔板。过夜培养至细胞融合为 90%。10 μL
无菌枪尖在孔中划线，形成无细胞的划痕区，枪尖

须与六孔板保持垂直。每孔用 PBS 冲洗细胞 3 次，

去除因划线而脱落的细胞，然后加入 IC50浓度及100 
μmol/L 小白菊内酯工作液，并以 DMSO 设置对照

组。放入 37 ℃，5% CO2培养箱中继续培养。分别

在 0、12、48 h 后取出培养细胞，倒置显微镜下观

察拍照，然后通过 Image J 软件测量细胞划痕的面

积比例，并比较。 



现代药物与临床    Drugs & Clinic    第 30 卷  第 6 期    2015 年 6 月 ·618· 

2.5  Transwell 小室细胞迁移侵袭实验 
取对数生长期的细胞，经 0.25%胰酶消化，调

整细胞至 1×106/mL，制备细胞悬液。将 60 μL 稀

释至 5×103 μg/L 的 Matrigel 加入 Transwell 上室聚

碳酸酯膜上，于 37 ℃放置 2 h，使 Matrigel 聚合成

凝胶，制备 Transwell 小室，备用。将 Transwell 小
室轻轻放入配套的 24 孔板中，下室加入 DMEM＋

20% FBS＋1% PS 培养基 600 μL，同时分别加入小

白菊内酯 IC50 浓度及 100 μmol/L 工作液，并用

DMSO 设置对照组。上室加入无血清细胞悬液 200 
μL，在 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 24 h。取出

24 孔板，弃去孔内培养基，PBS 冲洗小室 2 遍，甲

醇固定 30 s。固定结束后，小室适当风干，加入 0.1%
结晶紫 500 μL，染色 20 min。棉签擦去上室未迁移

的细胞，PBS 冲洗 3 遍，随机选取 400 倍显微镜下

观察上下左右中 5 个视野进行细胞计数。重复 3 次。 
2.6  小白菊内酯对 U-87 MG 细胞周期相关基因

mRNA 表达的影响 
取 IC50 浓度及 100 μmol/L 小白菊内酯处理

U-87 MG 细胞 48 h 后的细胞以及对照，裂解细胞提

取 RNA 进行反转录，使用 SYBR Green 2×Mix 进

行 qPCR。扩增条件为：95 ℃、5 min；95 ℃、5 s；
60 ℃、10 s，并读取荧光；第 2～3 步循环 45 次。

引物见表 1。 

表 1  qPCR 引物序列 
Table 1  qPCR primer 

名称 引物序列 

SNAIL CCACAAGCACCAAGAG 

SNAIL GGCAGGTATGGAGAGG 

E-Cadherin GTTCAGACTCCAG 

E-Cadherin CGGCTCCAAGG 

β-Actin TCGGCGGCTCCATCCTG 

β-Actin ACTCGTCATACTCCTGCTTGC 

 
2.7  小白菊内酯对 U-87 MG 细胞周期相关基因蛋

白表达的影响 
取 IC50 浓度及 100 μmol/L 小白菊内酯处理 48 h 后

的 U-87 MG 细胞及对照，裂解细胞提取蛋白质，

利用 Lowry 法测定总蛋白浓度，以每个泳道 20 μg
浓度的蛋白样品上样，经 30%变性 SDS-PAGE 电

泳后，经电转至 PVDF 膜上。封闭后，分别检测

SNAIL、E-Cadherin、GSK3β-Ser9、GAPDH，按

顺序加上一抗（1∶1 000），二抗（1∶5 000）进行

杂交，ECL 发光试剂盒进行显色，检测杂交信号。 
2.8  统计学处理 

实验数据以⎯x ± s 表示，使用 SPSS 12.0 统计软

件进行 ANOVA 单因素方差分析。 
3  结果 
3.1  不同浓度小白菊内酯对 U-87 MG 细胞增殖的

抑制作用 
不同浓度药物和细胞共同培养 48 h 之后，发现

1、10、20、50、100 μmol/L 小白菊内酯以及依托泊

苷处理 U-87 MG 细胞 48 h 后的增殖抑制率均远远

大于对照组。结果表明，小白菊内酯对于 U-87 MG
细胞的增殖抑制作用呈明显的剂量相关性，见表 2。
利用小白菊内酯处理 U-87 MG 细胞 48 h 的 IC50 为

（39.31±1.9）μmol/L。 

表 2  不同浓度小白菊内酯 48 h 处理后对 U-87 MG 细胞增

殖的抑制作用（⎯x ± s，n=5 ） 
Table 2  Effects of parthenolide with various concentrations 

on growth inhibition after 48 h of U-87 MG 
(⎯x ± s, n = 5 ) 

组 别 浓度/(μmol·L−1) 抑制率/% 

对照 0 3.41±1.62 

小白菊内酯 1 11.45±3.11* 

 10 25.87±4.83* 

 20 35.11±5.34** 

 50 56.32±3.86 ** 

 100 71.83±4.31** 

依托泊苷 50 82.23±7.43** 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P <0.05  **P <0.01 vs control group 

3.2  小白菊内酯抑制 U-87 MG 细胞迁移能力 
通过对于加药处理细胞进行划痕实验，观察药

物处理后 0、12、48 h 后细胞迁移的距离。39 μmol/L
（IC50 浓度）及 100 μmol/L 小白菊内酯处理后 48 h
细胞迁移的距离变小但未融合，而对照组划痕基本

融合。见表 3、图 1。 
3.3  小白菊内酯对 U-87 MG 细胞侵袭的影响 

小白菊内酯处理细胞后，细胞侵袭 Transwell
实验结果见图 2，显微镜下细胞计数结果见表 4。加
药组穿膜细胞数明显比对照组少（P＜0.01），小白

菊内酯100 μmol/L组穿膜细胞数明显比小白菊内酯

39 μmol/L 组少（P＜0.01），提示小白菊内酯处理

U-87 MG 细胞后，使得细胞的侵袭能力明显下降，

且该抑制作用与药物浓度有关。 
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表 3  不同浓度小白菊内酯对 U-87 MG 的细胞迁移划痕面积变化 
Table 3  Different concentrations of parthenolide for U87 MG cells migrate scratch area change 

划痕面积变化/% 
组 别 浓度/(μmol·L−1) 

0 h 12 h 48 h 

对照 0 45.13±3.91 8.31±1.52 2.42±3.46 

小白菊内酯 39 43.32±6.54 29.69±4.17* 14.33±3.22** 

 100 42.51±5.75 31.52±3.93** 25.27±4.78** 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P <0.05  **P <0.01 vs control group 

 

 

图 1  小白菊内酯对 U-87 M 细胞迁移的影响 
Fig. 1  Effect of parthenolide on the wound healing of U-87 

MG cells 

 

图 2  小白菊内酯对 U-87 MG 细胞侵袭的影响 
Fig. 2  Effect of parthenolide on the invasion of U-87 MG cells 

表 4  小白菊内酯对U-87 MG细胞侵袭Transwell 细胞计数

（⎯x ± s，n=3 ） 
Table 4  Effect of parthenolide on the invasion of U-87 MG 

cells transwell cell count (⎯x ± s, n = 3 ) 

组 别 浓度/(μmol·L−1) 细胞计数 

对照 0 81.9±9.8 

小白菊内酯 39 43.2±7.0** 

 100 23.1±11.8** 

与对照组比较：**P＜0.01 
**P <0.01 vs control group 

3.4  小白菊内酯对 U-87 MG 细胞迁移侵袭相关基

因的影响 
荧光定量 PCR 检测不同浓度的小白菊内酯处

理后的 U-87 MG 细胞的凋亡相关基因 SNAIL、
E-Cadherin基因的mRNA水平表达。结果显示，U-87 
MG 细胞经小白菊内酯处理 48 h 后，可明显下调

SNAIL 基因的 mRNA 表达水平，同时 E-Cadherin
基因的 mRNA 表达水平明显上升。见表 5。 

表 5  小白菊内酯对 U-87 MG 细胞迁移侵袭相关基因

mRNA 表达变化（⎯x ± s，n=3 ） 
Table 5  Invasion gene mRNA expression of U-87 MG cells 

after being treated by parthenolide (⎯x ± s, n = 3 ) 

组 别 浓度/(μmol·L−1) SNAIL E-Cadherin

对照 0 1.03±0.25 1.07±0.17 

39 2.65±0.19** 0.71±0.13*小白菊

内酯 100 3.12±0.06** 0.45±0.07*

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P <0.05  **P <0.01 vs control group 

用 Western blotting 法检测细胞凋亡相关蛋白，

结果与 qPCR 结果相互应证，即 U-87 MG 细胞经小

白菊内酯处理 48 h 后，可明显下调 SNAIL 基因的

蛋白表达水平，同时 E-Cadherin 基因的蛋白表达水

平明显上升，有一定的剂量效应（图 3）。 
U-87 MG 细胞经小白菊内酯处理 48 h 后，用

Western blotting 法检测 GSK3β、GSK3β-Ser9 残基的

磷酸化，结果表明小白菊内酯处理后可 GSK3β-Ser9

的蛋白质磷酸化受到了抑制（图 4）。 
4  讨论 

恶性胶质瘤是最常见的颅内肿瘤之一，国内 16
个单位统计资料表明神经胶质瘤占颅内肿瘤的

44.6%，欧洲报道的发生率占颅内肿瘤的 36.0%～

50.1%[9]。人脑胶质瘤是颅内最常见的原发肿瘤，是

人类最恶性、最具侵袭性的肿瘤之一，其中恶性胶 

 
                          小白菊内酯/(μmol·L−1)     
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图 3  小白菊内酯对 U-87 MG 细胞迁移侵袭相关基因蛋白

表达变化 
Fig. 3  Migration and invasion gene protein expression of 

U-87 MG cells after being treated by parthenolide 

 

图 4  小白菊内酯对 U-87 MG 细胞迁移侵袭相关基因

GSK-3β-Ser9蛋白磷酸化变化 
Fig. 4  Migration and invasion gene protean expression and 

GSK3β-Ser9 phosphorylation of U-87 MG cells after 
being treated by parthenolide 

质瘤约高达占 60%[10]。胶质瘤最重要的生物学特性

就是肿瘤细胞会侵袭到脑组织的重要功能区，形成

“卫星型的肿瘤灶”，术后经常会在原发灶周围 2 cm
以内复发[11]，使治疗难度加大，导致 5 年生存率不

超过 3%[12-13]。 
肿瘤细胞的浸润就是肿瘤细胞从原发灶向周围

组织聚集，获得一定的移动能力[14]。上皮–间质转

化（epithelial-mesenchymal transitions，EMT）是一

种基本的病理现象，在肿瘤的侵袭转移过程中，以

上皮表型缺失和间质表型获得为主要特征[15]。EMT
的过程中，E-Cadherin 蛋白表达会降低，导致了细

胞间粘附力降低，同时增强了细胞的运动性，从而

使得细胞能够侵入到周围的组织之中。在 EMT 的

过程中，E-Cadherin 受到了 SNAIL 的转录抑制，而

GSK3β 的磷酸化失活，可以上调 SNAIL，并阻碍

E-Cadherin 表达，诱发 EMT[16]。 
本研究通过划痕实验、小室 Transwell 实验表

明，小白菊内酯处理后的 U-87 MG 细胞迁移侵袭能

力明显降低。在同一时间内，有着明显的抑制药浓

度和处理时间相关性，即小白菊内酯的浓度越高，

或更长的处理时间，其对肿瘤生长抑制更明显。此

外，为了探究小白菊内酯对胶质母细胞瘤 U-87 MG
细胞迁移侵袭的抑制，实验首先检测了小白菊内酯

处理后的 U-87 MG 细胞的基因表达变化。发现经过

小白菊内酯处理后，U-87 MG 细胞内的 E-Cadherin
基因的表达量明显增高，同时 SNAIL 基因表达明显

下降。这说明了小白菊内酯对于 U-87 MG 细胞的细

胞凋亡影响可能是通过下调 SNAIL 基因，从而导致

下游的 E-Cadherin 基因上调，而起到对肿瘤细胞迁

移侵袭的抑制作用的。而对 GSK3β 基因 Ser9 残基

的磷酸化研究发现，加入小白菊内酯后，GSK3β基
因的 Ser9 残基位点磷酸化被明显抑制，而 GSK3β
基因的磷酸化受到了抑制，作为 SNAIL、E-Cadherin
基因的上游，其磷酸化抑制减弱可能就是促进这些

基因表达的关键原因。 
研究表明，小白菊内酯在肺部能有效地抑制

NF-kB 信号通路[17]，小白菊内酯可以有效地阻遏

MGO-BSA 诱导的 NF-kB 的活性[18]。NF-kB 与肿瘤

的发展转移密切相关[19]，作为多项功能调节的转录

因子，NF-kB 参与了多种基因的转录调控[20]，有研

究表明 GSK3β 的磷酸化与 NF-kB 密切相关[21]。小

白菊内酯还可通过调节 P53 基因的 Ser392 残基磷酸

化抑制其下游的细胞凋亡、细胞周期途径上 Caspase 
3、Bax、Cyclin D1 的基因表达,影响细胞周期及凋

亡,从而抑制肿瘤细胞的增殖[22]。另外小白菊内酯可

抑制 BEL-7402 增殖，并诱导其凋亡[23]。 
综上所述，小白菊内酯可能是通过抑制 NF-kB

信号通路，降低了 GSK3β 基因的 Ser9 残基的磷酸

化抑制，从而抑制了 SNAIL 的异位入核对

E-Cadherin 的转录抑制，使得 EMT 受到阻碍，最终

导致了胶质母细胞瘤细胞系 U-87 MG 的迁移和侵

袭的终止。 
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