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[摘  要]  目的：探究连翘苷（Phi）通过调控Hippo/YAP信号通路对结肠癌LS180细胞增殖、迁移和侵袭的影响。方法：用不同

浓度（0、5、10、20、40、80 µmol/L）的Phi处理人结肠癌LS180细胞，MTT法检测24、48 和72 h时的细胞活力。将LS180细胞分为对

照组、Phi-L（5 µmol/L Phi）组、Phi-M（10 µmol/L Phi）组、Phi-H（20 µmol/L Phi）组、Phi-H+YAP抑制剂维替泊芬（VP）组（20 µmol/L 

Phi+5 µmol/L VP），各组均处理24 h。EdU法检测Phi对各组细胞增殖的影响，划痕愈合实验、Transwell小室法分别检测Phi对细

胞迁移和侵袭的影响，免疫荧光法和WB 法检测 Phi 对细胞 Ki-67 表达率和LATS1、YAP和p-YAP、MMP-2、MMP-9、E-cadherin、

N-cadherin表达的影响。构建LS180细胞移植瘤裸鼠模型，观察Phi对移植瘤体积和质量的影响，免疫荧光法和WB法检测移植

瘤组织中Ki-67表达率和LATS1、YAP和p-YAP蛋白的表达水平。结果：与对照组比较，Phi-L、Phi-M和Phi-H组LS180细胞EdU

阳性率、划痕愈合率、侵袭细胞数、Ki-67阳性率、MMP-2、MMP-9、N-cadherin表达均显著降低（均P<0.05），E-cadherin、LATS1和

p-YAP/YAP表达均显著升高（均P<0.05）；同时使用VP则部分逆转了Phi对LS180细胞增殖、迁移与侵袭的抑制作用（均 P<0.05）。

Phi显著抑制裸鼠移植瘤生长，与对照组比较，Phi组裸鼠移植瘤体积、质量和 Ki-67 阳性率均显著降低（均 P<0.05），LATS1

和 p-YAP/YAP 水平均显著升高（均P<0.05）。结论：Phi可能通过激活Hippo/YAP信号通路抑制结肠癌LS180细胞的恶性生物

学行为。
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Phillyrin inhibits the malignant biolgical behaviors of colon cancer LS180 cells 
through activation of the Hippo/YAP signaling pathway

ZHENG Chengfua, ZHOU Guifenga, LI Qingb, CHEN Yinga (a. Department of Anorectal Surgery; b. Department of Clinical Laboratory, 

Tengzhou Central People's Hospital, Tengzhou 277500, Shandong, China)

[Abstract]  Objective: To investigate the effects of phillyrin (Phi) on the proliferation, migration and invasion of colorectal cancer 

LS180 cells by regulating the Hippo/YAP signaling pathway. Methods: Human colon cancer LS180 cells were treated with Phi at 

different concentrations (0, 5, 10, 20, 40, 80 µmol/L), and cell vitality at 24, 48, and 72 h was detected by MTT assay. LS180 cells were 

divided into the Control group, the Phi-L (5 µmol/L Phi) group, the Phi-M (10 µmol/L Phi) group, the Phi-H (20 µmol/L Phi) group, 

and the Phi-H+YAP inhibitor verteporfin (VP) group (20 µmol/L Phi+5 µmol/L VP). EdU was applied to detect the effects of Phi on 

cell proliferation in each group; scratch healing test and Transwell chamber experiments were applied to detect the effects of Phi on cell 

migration and invasion, respectively; the effects of Phi on Ki-67 expression rate and LATS1, YAP, p-YAP, MMP-2, MMP-9, E-cadherin 

and N-cadherin expressions were detected by immunofluorescence and WB. A nude mouse model of LS180 cell transplanted tumor was 

constructed to observe the effects of Phi on the volume and mass of transplanted tumors. Ki-67 expression rate and the expression levels 

of LATS1, YAP and p-YAP proteins in transplanted tumor tissues were detected by immunofluorescence and WB methods. Results: 

Compared with the Control group, the cell EdU positive rate, scratch healing rate, cell invasion number, Ki-67 positive rate, MMP-2, 

MMP-9 and N-cadherin expression levels of LS180 cells in the Phi-L, Phi-M, and Phi-H groups decreased significantly (all P<0.05), 

while the expression levels of E-cadherin, LATS1 and p-YAP/YAP increased significantly (all P<0.05). The inhibition of Phi on the 

proliferation, migration and invasion of LS180 cells was partially reversed when VP was used simultaneously. Phi significantly 

inhibited tumor growth in nude mice. Compared with the Control group, the tumor volume, mass and Ki-67 positive rate of nude mice 

in the Phi group decreased significantly (all P<0.05), while the levels of LATS1 and p-YAP/YAP increased significantly (all P<0.05). 
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Conclusion: Phi may inhibit the malignant biological behaviors of colon cancer LS180 cells by activating the Hippo/YAP signaling 

pathway.

[Key words]  phillyrin (Phi); Hippo/YAP signaling pathway; colorectal cancer (CRC); LS180 cell; proliferation; migration; invasion; 

mouse model
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结直肠癌（colorectal cancer, CRC）是世界上发病

率位居第三、病死率位居第二的恶性肿瘤，目前其发

病患者的年龄正趋于年轻化[1]。由于CRC的早期临

床症状不明显，许多患者确诊时已处于疾病的晚期，

手术切除、放疗、化疗和免疫治疗是其临床主要治疗

手段，虽然取得了显著疗效，但患者的预后仍不乐

观，多数患者仍有复发和转移的风险。如何降低

CRC复发、转移是目前临床和基础研究的重点。连

翘苷（phillyrin，Phi）是中药连翘的关键活性化合物，

其具有抗氧化、抗炎、抗肿瘤等药理学作用，在抗肿

瘤方面具有巨大的潜力[2]。研究[3]认为，Phi对结肠癌

细胞活性、增殖有显著的抑制作用。然而，Phi的抗肿

瘤机制尚不完全明确。Hippo信号通路在器官发育、

组织生长和肿瘤发生中具有重要作用，Yes相关蛋白

（Yes-associated protein, YAP）是Hippo通路的核心效

应因子，其与细胞核中其他转录因子结合后，作为转

录辅激活因子启动靶基因的转录[4]。研究结果[5-6]显

示，通过促进YAP磷酸化水平增加，抑制CRC细胞的

增殖和迁移。WANG等[7]研究表明，抑制Hippo/YAP

信 号 转 导 可 降 低 哺 乳 动 物 STE20 样 激 酶 1

（mammalian STE20-like protein kinase, MST1）、大肿

瘤抑制激酶（large tumor suppressor kinase 1, LATS1）

和YAP的磷酸化水平，从而促进CRC的进展。目前，

有关Phi调控Hippo/YAP信号通路对CRC细胞增殖、

迁移与侵袭影响的机制尚不清楚。本研究基于

Hippo/YAP信号通路，通过体内外实验观察Phi对结

肠癌LS180细胞增殖、迁移和侵袭及裸鼠LS180细胞

移植瘤生长的影响，旨在为结肠癌的治疗提供参考

依据。

1  材料与方法

1.1  细胞、实验动物及主要试剂

人结肠癌LS180细胞（AW-CCH128）购自长沙艾

碧维生物科技有限公司。BALB/c裸鼠[实验动物合

格证号SCXK（滇）2022-0003]购自云南达生生物科技

有限公司。

Phi（HB0010，纯度>98%）购自江苏永健医药科技

有限公司，Hippo/YAP通路抑制剂维替泊芬（verteporfin，

VP；HY-B0146）购自MCE公司，MTT细胞活力检测试

剂盒（FKU0190）购自合肥万物生物科技有限公司，EdU

细胞增殖检测试剂盒（E-CK-A375）购自武汉伊莱瑞特

生物科技股份有限公司，Ki-67（ab16667）、LATS1

（ab243656）、MMP-2（ab92536）、MMP-9（ab76003）、

E-cadherin（ab227639）、N-cadherin（ab76011）、GAPDH

（ab128915）抗体、FITC标记的羊抗免 IgG和HRP标记

的山羊抗兔 IgG（ab150077）均购自Abcam公司，YAP

（4912）和 p-YAP（4911）抗 体 购 自 Cell Signaling 

Technology公司。

1.2  MTT法检测不同浓度的Phi对LS180细胞活力

的影响

将对数生长期LS180细胞接种于 96孔板中，使

用不同浓度（0、5、10、20、40、80 µmol/L）的Phi分别处

理24、48和 72 h，每孔中加入 20 μL MTT溶液处理

4 h，后加入100 μL 的 DMSO 溶液振荡摇匀，在酶标

仪 490 nm波长处检测各孔的光密度（D）值，并计算

细胞存活率。细胞存活率=（实验组D值-空白组D

值）/（对照组D值-空白组D值）×100%，筛选出适合

的Phi浓度进行后续实验。

1.3  细胞培养及分组处理

LS180 细胞在 RPMI 1640 培养基中，于 37 ℃、

5% CO2的培养箱中培养，细胞汇合度达到 80%以上

时进行消化并传代。

将对数生长期LS180细胞分为对照组、Phi低剂

量（Phi-L）组、Phi 中剂量（Phi-M）组、Phi 高剂量

（Phi-H）组、Phi-H+VP 组。Phi-L、Phi-M、Phi-H 组分

别使用5、10、20 µmol/L的Phi处理24 h；Phi-H+VP组

使用20 µmol/L的Phi和5 μmol/L的VP[8]处理24 h；对

照组细胞给予等量的生理盐水和DMSO处理24 h。

1.4  EdU法检测Phi对LS180细胞增殖的影响

将各组LS180细胞接种在 96孔板（1×105个/孔）

中，培养48 h后，向每个孔中加入100 μL的EdU溶液

处理 2 h后，在 4%多聚甲醛溶液中固定 30 min，加

入 500 μL的点击化学反应液作用 30 min，最后加入

500 μL的DAPI试剂染色 10 min。在荧光显微镜下

（×200）拍照、观察细胞的增殖情况，依据公式“EdU

阳性细胞率=EdU阳性细胞数/细胞总数×100%”计算

EdU阳性细胞率。

1.5  划痕愈合实验检测Phi对LS180细胞迁移的影响

将各组密度为 1×107个/mL 1 mL 的 LS180 细胞

接种于六孔培养板中培养，待细胞汇合度达到 90%

时，使用移液器吸头尖端在细胞板上沿纵轴划痕，用

PBS小心地将分离的细胞从平板上清除，加入含有
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10% FBS的培养基，在 37 °C、5%CO2培养箱中培养。

分别在0、24 h时，使用光学显微镜观察并拍照，并依

据公式“划痕愈合率=（24 h时划痕面积-0 h时划痕面

积）/0 h时划痕面积×100%”计算细胞划痕愈合率。

1.6  Transwell小室法检测 Phi对LS180细胞侵袭的

影响

取各组LS180细胞，将100 μL密度为 1×105个/mL

的细胞悬液注入预铺基质胶的Transwell上室中，下

室内加入 500 μL 10% FBS 完全培养基，在 37 °C、

5%CO2条件下培养 24 h，4% 甲醛溶液固定 20 min，

0.1%结晶紫溶液中染色15 min。在光学显微镜下观

察、拍照，并计算侵袭细胞数。

1.7  免疫荧光法检测Phi对LS180细胞Ki-67蛋白表

达的影响

取各组LS180细胞，4%甲醛溶液固定后，在山羊

血清中封闭30 min后与稀释比例为1∶100的Ki-67一

抗 4 ℃下处理过夜。次日，在稀释比例为 1∶200 的

FITC标记的羊抗兔二抗中室温处理 1 h，DAPI染色

后，荧光显微镜（×200）下选择 5个视野观察Ki-67表

达情况，计算这些视野中阳性细胞率。

1.8  WB法检测 Phi对LS180细胞迁移、侵袭、EMT

及Hippo/YAP通路相关蛋白表达的影响

使用RIPA裂解缓冲液提取各组LS180细胞总蛋

白，BCA 法测定蛋白质浓度，取等量蛋白样品进

行 10% SDS-PAGE，将蛋白质条带转移到 PVDF膜

上，在5% 脱脂牛奶中封闭1 h，加入稀释比例均为

1∶1 000 的 LATS1、YAP 和 p-YAP、MMP-2、MMP-9、

E-cadherin、N-cadherin和GAPDH一抗，4 ℃下处理过

夜。清洗后，在稀释比例为1∶4 000的HRP标记的二

抗中室温下处理1 h，用电化学法曝光、显影，Image J

软件分析蛋白质条带的灰度值。

1.9  LS180细胞移植瘤裸鼠模型的构建及观察

将 8周龄、体质量为（18±2）g的BALB/c裸鼠适

应性喂养 7 d后，于裸鼠前肢腋部皮下注射LS180细

胞（2×106个/只），待移植瘤长至 100 mm3大小时将裸

鼠分为对照组和Phi组（6只/组）。Phi组裸鼠腹腔注

射Phi溶液（50 mg/kg）0.1 mL/2 d[3]，对照组裸鼠以相

同方式注射等量的生理盐水。此后，每 10 d测量一

次移植瘤体积，30 d后颈椎脱臼法处死各组裸鼠，分

离移植瘤、测量体积并称质量。切取部分移植瘤组

织标本行免疫荧光染色检测Ki-67阳性表达率（方法

同 1.7），WB法检测 LATS1、YAP 和 p-YAP 蛋白的表

达水平（方法同1.8）。

1.10  统计学处理

以上主要实验均独立重复3次。采用SPSS 20.0

统计软件分析实验数据。符合正态分布的计量数

据以 x̄±s 表示，多组间数据比较采用单因素方差分

析，两组间数据比较采用 LSD-t检验。以P<0.05或

P<0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  Phi显著抑制LS180细胞活力

MTT法检测结果（图 1）显示，不同浓度的Phi处

理LS180细胞24、48和72 h后，细胞活力均显著降低

（均P<0.05）。其中，经 40和 80 µmol/L的Phi处理的

LS180细胞活力较低，因此选择5、10、20 µmol/L三个

剂量的Phi进行后续实验。

与对照（0 µmol/L）组比较，*P<0.05。

图1    MTT法检测不同浓度Phi对LS180细胞活力的影响

2.2  Phi可显著降低LS180细胞的增殖能力

EdU法检测结果（图 2）显示，与对照组比较，

Phi-L、Phi-M和Phi-H组LS180细胞EdU阳性率呈浓

度依赖性降低（均P<0.01）；与 Phi-H组比较，Phi-H+

VP 组细胞 EdU 阳性率显著升高（P<0.01）。结果表

明，低、中、高浓度的Phi均可抑制LS180细胞的增殖

能力，而同时使用VP则可部分逆转 Phi对细胞增殖

的抑制作用。

2.3  Phi可显著降低LS180细胞的迁移和侵袭能力

划痕愈合实验、Transwell 小室和 WB 法检测结

果（图 3）显示，与对照组比较，Phi-L、Phi-M和 Phi-H

组 LS180 细胞划痕愈合率、侵袭细胞数、MMP-2 和

MMP-9蛋白表达均呈浓度依赖性降低（均P<0.01）；

与Phi-H组比较，Phi-H+VP组细胞的划痕愈合率、侵

袭细胞数、MMP-2 和 MMP-9 蛋白表达均显著升高

（均P<0.01）。结果表明，低、中、高浓度的Phi均可抑

制LS180细胞的迁移和侵袭能力，同时使用VP则可

部分逆转Phi对细胞迁移和侵袭的抑制作用。

2.4  Phi对LS180细胞中Ki-67、E-cadherin、N-cadherin、

LATS1、p-YAP/YAP蛋白表达的影响

免疫荧光法、WB法检测结果（图4）显示，与对照

组比较，Phi-L、Phi-M 和 Phi-H 组 LS180 细胞 Ki-67

阳性率、N-cadherin 表达均显著降低（均 P<0.01），

·· 568



郑成富, 等 . 连翘苷通过激活Hippo-YAP信号通路抑制结肠癌LS180细胞恶性的生物学行为

E-cadherin、LATS1、p-YAP/YAP 水平均显著升高

（均 P<0.01）。与 Phi-H 组比较，Phi-H+VP 组细胞

E-cadherin、LATS1和 p-YAP/YAP 水平显著降低（均

P<0.01），Ki-67 阳性率、N-cadherin 表达均显著升高

（均P<0.01）。以上实验结果表明，低、中、高浓度的

Phi 均可抑制 LS180 细胞增殖、EMT 进程并激活

Hippo/YAP信号通路，同时使用VP则可部分逆转Phi

对细胞增殖、EMT的抑制作用及对Hippo/YAP信号

通路的激活作用。

2.5  Phi可显著抑制裸鼠LS180细胞移植瘤的生长

荷瘤裸鼠实验结果（图 5）显示，与对照组比较，

Phi组裸鼠移植瘤体积和质量、Ki-67阳性率均显著降

低（均 P<0.01），移植瘤组织中 LATS1和 p-YAP/YAP

水平均显著升高（均P<0.01）。结果表明，Phi在体内

显著抑制裸鼠LS180细胞移植瘤的生长。

与对照组比较，**P<0.01；与Phi-L组比较，△△P<0.01；与Phi-M组比较，▽▽P<0.01；与Phi-H组比较，▲▲P<0.01。

图2  EdU法检测Phi及PV对LS180细胞增殖的影响（×200）

A：划痕愈合实验检测细胞迁移能力（×50）；B：Transwell小室法检测细胞侵袭能力（结晶紫染色，×200）；C：WB法检测细胞中MMP-2和

MMP-9表达水平。与对照组比较，**P<0.01；与Phi-L组比较，△△P<0.01；与Phi-M组比较，▽▽P<0.01；与Phi-H组比较，▲▲P<0.01。

图3    Phi及PV对LS180细胞迁移和侵袭及MMP-2和MMP-9表达的影响
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A： 免疫荧光法检测Ki-67阳性率（×200）；B：WB法检测E-cadherin、N-cadherin的表达；C: WB法检测LATS1和 p-YAP/YAP蛋白

的表达。与对照组比较，**P<0.01；与Phi-L组比较，△△P<0.01；与Phi-M组比较，▽▽P<0.01；与Phi-H组比较，▲▲P<0.01。

图4    Phi及PV对LS180细胞增殖、EMT及Hippo/YAP通路相关蛋白表达的影响

A：两组裸鼠移植瘤外形比较；B：Phi对裸鼠移植瘤体积的影响；C：Phi对裸鼠移植瘤质量的影响；D：免疫荧光法检测移植瘤组织

中Ki-67表达率（×200）；E：WB法检测移植瘤组织中LATS1、YAP和p-YAP蛋白水平。与对照组比较，*P<0.05，**P<0.01。

图5    Phi对裸鼠LS180细胞移植瘤生长及Ki-67、LATS1、YAP和p-YAP蛋白表达的影响
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3   讨  论

CRC是消化道常见的恶性肿瘤之一，目前手术

及放疗的治疗方式虽有一定效果但预后较差[9]。因

此，寻找新的药物及治疗靶点对CRC的临床治疗具

有重大意义。天然药物在抗肿瘤方面有着多途径、

多靶点和不良反应小等优势，是极具潜力的抗肿瘤

药物[3]。Phi是连翘中的关键活性物质，具有抗肿瘤

作用[10]。研究[11]发现，Phi可降低食管上皮恶性转变

细胞及食管癌细胞的存活率。Phi可抑制体内外鼻咽

癌细胞生长，促进鼻咽癌细胞铁死亡[12]。此外，Phi在

体内外均能减弱结肠癌细胞增殖及干细胞特性[3]。

本研究结果显示，Phi可显著抑制LS180细胞的活力，

且细胞活力随着 Phi 浓度增加而降低，表明 Phi 对

CRC有抗肿瘤作用。

细胞异常增殖与分化、肿瘤细胞凋亡抵抗、侵袭

和转移等病理机制与CRC的发生发展密切相关[13]。

Ki-67是一种与细胞增殖相关的核蛋白，在CRC组织

中呈高表达，其高表达往往破坏正常细胞的增殖机

制，导致肿瘤的发生[14]。MMP-2 和 MMP-9 家族是

MMP 的主要成员，两者在 CRC 中表达增加，抑制

MMP-9和MMP-2的表达能诱导细胞凋亡、自噬并抑

制细胞迁移和侵袭[15]。此外，EMT是导致肿瘤细胞

转移的主要因素，上皮表型（E-cadherin表达下降）向

间质表型（N-cadherin表达升高）的转换是使肿瘤细

胞更具迁移和侵袭性的关键[16]。研究[17]显示，Phi能

降低 Ki-67、MMP-2、MMP-9 的表达，抑制胃癌 AGS

细胞的增殖、迁移和侵袭。本研究结果显示，Phi处理

后的LS180细胞增殖、侵袭和迁移能力均显著降

低，且 E-cadherin 的蛋白水平升高，Ki-67阳性率、

MMP-2、MMP-9、N-cadherin 的蛋白水平降低，表明

Phi能够抑制LS180细胞的恶性生物学行为。

Hippo通路失调和YAP过度激活常见于多种类

型肿瘤，与肿瘤的发生发展有关，YAP受Hippo途径

上游成分[大型肿瘤抑制同源物（LATS）激酶、哺乳动

物 STE20样蛋白（MST）激酶等，统称为Hippo激酶]

的负调控。当Hippo通路被激活时，MST激活后能磷

酸化LATS1，进一步磷酸化YAP，使其保留在细胞质

中，通过泛素-蛋白酶体通路被降解，进而阻止YAP向

细胞核转运，抑制其下游基因的转录。当Hippo通路

失调时，细胞质YAP易位到细胞核以形成与转录增

强因子（TEAD）的复合物，激活下游基因的转录，调

节细胞增殖、EMT、转移、细胞存活等[18-19]。SHEN

等 [20]研究发现，SNHG14 与 YAP 相互作用，从而使

Hippo通路失活，增强YAP靶向的KRAS在CRC中的

表达，促进CRC细胞增殖。另有研究[21]发现，在结肠

癌中YAP的高表达促进EMT进程及肿瘤迁移与侵

袭，通过激活Hippo/YAP信号传导，增加磷酸化YAP

水平，降低YAP蛋白水平，发挥抗肿瘤活性。本研究

结果显示，Phi 可上调 YAP 磷酸化水平和 LATS1 水

平，而通路抑制剂VP则部分逆转了 Phi对LS180细

胞增殖、迁移和侵袭的抑制作用。移植瘤裸鼠实验

也证实，Phi能显著抑制LS180细胞移植瘤的体内生

长，表明Phi可能通过激活Hippo/YAP信号通路抑制

LS180细胞的恶性生物学行为。

综上所述，Phi能抑制结肠癌LS180细胞的增殖、

迁移和侵袭等恶性生物行为，发挥抗肿瘤作用，其机

制可能与激活Hippo/YAP信号通路、上调YAP磷酸

化水平相关。本研究初步探究了Phi调控Hippo/YAP

信号通路对LS180细胞恶性生物行为的影响，但结肠

癌的发病机制复杂，Phi能否通过其他途径发挥抗结

肠癌活性仍需进一步探索。未来将采用其他结肠癌

细胞系并结合体内实验深入探索 Phi抗结肠癌的具

体作用机制。
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