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香叶木素调控ＳＴＸ１７ＡＳ１／ｍｉＲ３８３５ｐ轴对结直肠癌细胞增殖、凋亡和迁移的影响
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　　［摘要］　目的　探讨香叶木素对结直肠癌细胞增殖、凋亡和迁移的影响，分析其机制是否与调控
ＳＴＸ１７ＡＳ１／ｍｉＲ３８３５ｐ轴有关。方法　通过细胞计数试剂盒（ＣＣＫ８）、集落形成实验、划痕愈合实验、
流式细胞术、实时定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）分析香叶木素（１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ）对结直肠癌细胞ＨＣＴ１１６的活
力、集落形成数、划痕愈合率、凋亡以及 ＳＴＸ１７ＡＳ１、ｍｉＲ３８３５ｐ表达的影响。ＲＴｑＰＣＲ分析２０１９年本
院２９例结直肠癌患者癌组织和对应癌旁组织中ＳＴＸ１７ＡＳ１、ｍｉＲ３８３５ｐ相对水平。双荧光素酶报告实
验分析ＳＴＸ１７ＡＳ１和ｍｉＲ３８３５ｐ的靶向关系。分别转染 ＳＴＸ１７ＡＳ１的小干扰 ＲＮＡ、ｍｉＲ３８３５ｐ模拟
物至ＨＣＴ１１６细胞，观察抑制 ＳＴＸ１７ＡＳ１或过表达 ｍｉＲ３８３５ｐ对 ＨＣＴ１１６细胞增殖、迁移和侵袭的影
响。结果　香叶木素（１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ）处理显著降低 ＨＣＴ１１６细胞活力、集落形成数、划痕愈合率
（Ｐ＜０．０５），增加细胞凋亡率（Ｐ＜０．０５），降低 ＳＴＸ１７ＡＳ１表达水平（Ｐ＜０．０５），增加 ｍｉＲ３８３５ｐ表达水
平（Ｐ＜０．０５）。结直肠癌组织中ＳＴＸ１７ＡＳ１的表达水平较癌旁组织显著升高（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ３８３５ｐ的
表达水平较癌旁组织显著降低（Ｐ＜０．０５）。ＳＴＸ１７ＡＳ１与ｍｉＲ３８３５ｐ直接结合。抑制ＳＴＸ１７ＡＳ１表达
显著降低ＨＣＴ１１６细胞活力、集落形成数、划痕愈合率（Ｐ＜０．０５），增加细胞凋亡率（Ｐ＜０．０５），增加ｍｉＲ
３８３５ｐ表达水平（Ｐ＜０．０５）。过表达ｍｉＲ３８３５ｐ显著降低ＨＣＴ１１６细胞活力、集落形成数、划痕愈合率
（Ｐ＜０．０５），增加细胞凋亡率（Ｐ＜０．０５）。过表达ＳＴＸ１７ＡＳ１或抑制ｍｉＲ３８３５ｐ表达显著减弱香叶木素
对ＨＣＴ１１６细胞活力、集落形成数、划痕愈合率和凋亡率的影响（Ｐ＜０．０５）。结论　香叶木素通过下调
ＳＴＸ１７ＡＳ１／ｍｉＲ３８３５ｐ轴可抑制结直肠癌细胞增殖和迁移，诱导细胞凋亡。
　　［关键词］　 香叶木素；结直肠癌；ＳＴＸ１７ＡＳ１；ｍｉＲ３８３５ｐ；细胞增殖；迁移；凋亡
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　　结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）发病率、死亡率
在全球恶性肿瘤排行榜中分别居第三位和第四位［１］。

手术、放疗或辅助化疗是临床常用的ＣＲＣ治疗手段，然
而化疗药物的长期使用往往产生较大的毒副作用。此

外，化疗耐药可诱发 ＣＲＣ复发和转移，导致治疗失
败［２］。香叶木素是一种存在于豆类、橄榄叶和柑橘类植

物中的天然类黄酮，其对乳腺癌、鼻咽癌多种肿瘤细胞

具有细胞毒性作用［３－４］。研究表明香叶木素可诱导

ＣＲＣ细胞凋亡，抑制裸鼠移植瘤形成［５－６］。但香叶木素

对ＣＲＣ细胞迁移的影响及其对抗 ＣＲＣ的确切机制尚
不清楚。非编码ＲＮＡ（ｎｃＲＮＡ）是蛋白编码能力缺失的
功能性 ＲＮＡ，主要包括长链 ｎｃＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）和微小
ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）。多项研究表明ｌｎｃＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ的表达
失调与肿瘤细胞的增殖失控、凋亡抵抗和异常转移有

关，是癌症治疗的潜在靶点［７］。有报道指出 ｌｎｃＲＮＡ
ＳＴＸ１７ＡＳ１在ＣＲＣ组织中表达上调，ＳＴＸ１７ＡＳ１高表达
可增加ＣＲＣ细胞的增殖和转移能力，具有致癌作用［８］。

靶基因预测到 ｍｉＲ３８３５ｐ是 ＳＴＸ１７ＡＳ１的潜在靶点。
已有研究证实ｍｉＲ３８３５ｐ在ＣＲＣ患者血清中低表达，
上调ｍｉＲ３８３５ｐ可提高 ＣＲＣ患者新辅助化疗的敏感
性［９］。然而，ＳＴＸ１７ＡＳ１是否靶向 ｍｉＲ３８３５ｐ调控
ＣＲＣ细胞增殖、凋亡和迁移并不清楚。本研究分析了香
叶木素对 ＣＲＣ细胞增殖、凋亡、迁移以及 ＳＴＸ１７ＡＳ１、
ｍｉＲ３８３５ｐ表达的影响，并以 ＳＴＸ１７ＡＳ１／ｍｉＲ３８３５ｐ
为切入点探讨香叶木素抗ＣＲＣ的潜在分子机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　组织来源　　本研究收集２０１９年１－１２月在
本院确诊且接受手术治疗的 ２９例 ＣＲＣ患者（男性
１９例，女性１０例，年龄３６～６８岁，中位年龄５３岁）的
癌组织和癌旁组织。患者术前均未接受化疗或放疗，

患者或其家属均签订了书面知情同意书，本研究的开

展获得本院医学伦理委员会的批准［伦理（２０１８）１６
号］。组织样本切除后立即置于液氮中冷冻，后保存

在－８０℃冰箱直到用于实验。
１．１．２　细胞和试剂　　人结直肠癌细胞 ＨＣＴ１１６购
自中国科学院上海细胞库；香叶木素（纯度为９５．７％，
批号１１１７８８２００８０１）购于中国食品药品检定研究院；
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、ＴＲＩｚｏｌ试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司；ＳＴＸ１７ＡＳ１的小干扰ＲＮＡ（ｓｉＳＴＸ１７ＡＳ１）、小干扰
ＲＮＡ阴性对照（ｓｉＮＣ）、ｍｉＲ３８３５ｐ模拟物（ｍｉｍｉｃｓ）、
ｍｉＲＮＡ模拟物阴性对照（ｍｉＲＮＣ）、ｍｉＲ３８３５ｐ抑制
物 （ａｎｔｉｍｉＲ３８３５ｐ）、ＳＴＸ１７ＡＳ１ 过 表 达 质 粒
（ｐｃＤＮＡＳＴＸ１７ＡＳ１）、荧光素酶报告载体购自上海吉
玛制药公司；细胞计数试剂盒（ＣＣＫ８）购自上海碧云
天生物公司；膜联蛋白 Ｖ异硫氰酸荧光素（ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ）／碘化丙啶（ＰＩ）凋亡检测试剂盒购于北京百奥
莱博生物公司；ＴａｑＭａｎｍｉＲＮＡ检测试剂盒购于美国
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试
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剂盒、逆转录试剂盒购于美国ＭＣＥ公司；兔源Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３多克隆抗体（ａｂ２３０２）、兔源 ＧＡＰＤＨ多克隆
抗体（ａｂ９４８５）、山羊抗兔 ＩｇＧ二抗（ａｂ１２８９１５）、双荧
光素酶报告基因检测试剂盒购于美国Ａｂｃａｍ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养、转染和分组　　ＨＣＴ１１６细胞采用
ＤＭＥＭ培养基（补充 １０％胎牛血清、１％青链霉素）在
含５％ＣＯ２、３７℃、饱和湿度的培养箱中培养，每周换
液２～３次，０．２５％胰蛋白酶消化８０％融合细胞，１∶３比
例传代。将第５代对数期 ＨＣＴ１１６细胞以 ２×１０５个／
孔密 度 接 种 ６孔 板，细 胞 ５０％ 融 合 时 按 照
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００使用说明分别转染 ｓｉＳＴＸ１７ＡＳ１、
ｓｉＮＣ、ｍｉＲ３８３５ｐｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲＮＣ、ａｎｔｉｍｉＲ３８３５ｐ、
ｐｃＤＮＡＳＴＸ１７ＡＳ１至ＨＣＴ１１６细胞，转染４８ｈ后，ＲＴ
ｑＰＣＲ检测转染效果。
　　实验分组：正常培养的 ＨＣＴ１１６细胞记为对照组；
用含 １０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ香叶木素的培养液孵育
ＨＣＴ１１６细胞 ２４ｈ［３］，分别记为香叶木素 １０μｍｏｌ／Ｌ
组、２０μｍｏｌ／Ｌ组、４０μｍｏｌ／Ｌ组；转染 ｓｉＳＴＸ１７ＡＳ１、
转染 ｓｉＮＣ、转染 ｍｉＲ３８３５ｐｍｉｍｉｃｓ、转染 ｍｉＲＮＣ的
ＨＣＴ１１６细胞依次记为 ｓｉＳＴＸ１７ＡＳ１组、ｓｉＮＣ组、
ｍｉＲ３８３５ｐ组、ｍｉＲＮＣ组；用含 ４０μｍｏｌ／Ｌ香叶木素
的培养液孵育转染 ｐｃＤＮＡＳＴＸ１７ＡＳ１、转染 ａｎｔｉｍｉＲ
３８３５ｐ的 ＨＣＴ１１６细胞 ２４ｈ，依次记为香叶木素＋
ｐｃＤＮＡＳＴＸ１７ＡＳ１组、香叶木素＋ａｎｔｉｍｉＲ３８３５ｐ组。
１．２．２　ＣＣＫ８法检测细胞活力　　将５×１０３个转染
或未转染ＨＣＴ１１６细胞接种于９６孔板，细胞贴壁后按
照实验分组加入对应浓度的香叶木素孵育细胞，２４ｈ
后，更换为新鲜培养液，每孔加入１０μＬＣＣＫ８溶液，
继续孵育２．５ｈ。酶标仪分析各孔波长４５０ｎｍ处光密
度值［Ｄ（４５０）］表示细胞活力。
１．２．３　集落形成实验检测细胞克隆能力　　将各组
ＨＣＴ１１６细胞按照３×１０２个／孔接种到６孔板，轻轻旋
动平板使细胞分散均匀。放入３７℃、含５％ＣＯ２培养
箱孵育２周。每３天更换新鲜培养基。当出现肉眼可
见细胞集落时终止培养。ＰＢＳ清洗细胞后，室温下用
４％多聚甲醛固定细胞集落 １５ｍｉｎ，姬姆萨染色
２０ｍｉｎ。显微镜下统计大于 ５０个细胞的集落数表示
细胞克隆能力。

１．２．４　划痕愈合实验检测细胞迁移　　将各组
ＨＣＴ１１６细胞按照１×１０４个／孔接种到６孔板，培养２４ｈ
后细胞的融合度达到８０％左右。用１００μＬ移液枪头在
细胞表面划一直线。用培养基洗涤２次，以去除细胞碎
片。显微镜下测量初始划痕距离。放入３７℃、含５％

ＣＯ２培养箱孵育４８ｈ，显微镜下测量４８ｈ划痕距离。
　　划痕愈合率＝（划痕距离初始

－划痕距离４８ｈ）／划痕
距离初始×１００％
１．２．５　流式细胞术检测细胞凋亡　　用预冷的 ＰＢＳ
洗涤各组ＨＣＴ１１６细胞２次，悬于１×结合缓冲液中使
细胞数达到 １×１０６个／ｍＬ。将 ５μＬ的 ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ、５μＬ的ＰＩ依次加入到 １００μＬ细胞悬液重悬，
室温避光孵育１５ｍｉｎ，补加４００μＬ的１×结合缓冲液
混匀。１ｈ内上流式细胞仪检测细胞凋亡情况。
１．２．６　蛋白质印迹法检测 ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白表
达　　ＲＩＰＡ裂解液提取各组ＨＣＴ１１６细胞的总蛋白，
用ＢＣＡ法测定蛋白浓度。取 ４０μｇ变性蛋白进行十
二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），并
转移分离的蛋白至 ＰＶＤＦ膜上。然后用５％脱脂牛奶
在 ４℃ 下孵育 ＰＶＤＦ膜过夜，然后将膜与一抗
（ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３抗体 １∶５００稀释，内参 ＧＡＰＤＨ抗
体１∶１０００稀释）室温下孵育２ｈ，再与辣根过氧化物
酶结合的二抗（１∶１００００稀释）在室温下孵育２ｈ。化
学发光法进行条带显色，凝胶成像系统捕获图像，

ＩｍａｇｅＪ软件对目的蛋白灰度值进行量化分析。
１．２．７　实时定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）检测 ＳＴＸ１７ＡＳ１、
ｍｉＲ３８３５ｐ表达　　采用 ＴＲＩｚｏｌ试剂从临床组织样
本、各组ＨＣＴ１１６细胞中提取总ＲＮＡ，利用逆转录试剂
盒将１μｇ总ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ。利用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒检测 ＳＴＸ１７ＡＳ１表达水平。
利用ＴａｑＭａｎｍｉＲＮＡ检测试剂盒检测ＳＴＸ１７ＡＳ１表达
水平。ＧＡＰＤＨ、Ｕ６分别作为 ＳＴＸ１７ＡＳ１、ｍｉＲ３８３５ｐ
的内参对照，２－ΔΔＣｔ法分析 ＳＴＸ１７ＡＳ１、ｍｉＲ３８３５ｐ的
相对水平。ＳＴＸ１７ＡＳ１上游引物５′ＴＧＡＴＡＡＧＣＴＧＴＴ
ＴＡＡＡＣＣＡＧＡＡＣＣＧ３′，下游引物 ５′ＧＧＣＡＡＣＡＴＴＴ
ＣＡＧＴＴＣＣＡＧＴＧ３′；ＧＡＰＤＨ 上游引物 ５′ＴＧＣＡＣＣ
ＡＣＣＡＡＣＴＧＣＴＴＡＧＣ３′，下游引物 ５′ＧＧＣＡＴＧＧＡＣ
ＴＧＴＧＧＴＣＡＴＧＡＧ３′；ｍｉＲ３８３５ｐ上游引物５′ＧＧＧＡＧ
ＡＴＣＡＧＡＡＧＧＴＧＡＴＴＧＴＧＧＣＴ３′，下游引物 ５′ＣＡＧＴＧ
ＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴ３′；Ｕ６上游引物 ５′ＣＴＣＧＣＴＴＣ
ＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３′，下 游 引 物 ５′ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡ
ＴＴＴＧＣＧＴ３′。
１．２．８　双荧光素酶报告实验　　根据 Ｓｔａｒｂａｓｅ数据
库预测的ＳＴＸ１７ＡＳ１与ｍｉＲ３８３５ｐ的结合位点，合成
含有ｍｉＲ３８３５ｐ结合位点序列的野生型（ｗｔ）或突变
型（ｍｕｔ）ＳＴＸ１７ＡＳ１序列，上述序列分别插入荧光素
酶基本载体 ｐＧＬ３得到荧光素酶报告质粒 ｗｔＳＴＸ１７
ＡＳ１、ｍｕｔＳＴＸ１７ＡＳ１。然后将荧光素酶报告质粒分别
与ｍｉＲ３８３５ｐｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲＮＣ共转染 ＨＣＴ１１６细胞。
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转染４８ｈ后，采用双荧光素酶报告基因检测系统分析
各组ＨＣＴ１１６细胞的相对荧光素酶活性。
１．３　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１８．０进行统计分析，以３次独立重复
实验的 珋ｘ±ｓ表示各组数据，两组数据比较采用独立样
本 ｔ检验，多组间数据比较采用单因素方差分析和
ＬＳＤｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　香叶木素对结直肠癌细胞增殖、迁移和凋亡的影响
　　与对照组比较，香叶木素１０μｍｏｌ／Ｌ组、２０μｍｏｌ／Ｌ
组、４０μｍｏｌ／Ｌ组 ＨＣＴ１１６细胞活力、集落形成数、划痕
愈合率、ＳＴＸ１７ＡＳ１的相对水平均显著降低（Ｐ＜０．０５），
凋亡率、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达、ｍｉＲ３８３５ｐ的相
对水平显著升高（Ｐ＜０．０５）。见图１和表１。

２．２　ＳＴＸ１７ＡＳ１和ｍｉＲ３８３５ｐ在结直肠癌中的表达
　　结直肠癌组织中 ＳＴＸ１７ＡＳ１的相对水平较癌旁
组织显著升高（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ３８３５ｐ的相对水平较癌
旁组织显著降低（Ｐ＜０．０５），见图２Ａ和２Ｂ。结直肠癌
组织中ＳＴＸ１７ＡＳ１、ｍｉＲ３８３５ｐ表达水平呈负相关关
系，见图２Ｃ。
２．３　ＳＴＸ１７ＡＳ１和ｍｉＲ３８３５ｐ靶向关系的验证
　　Ｓｔａｒｂａｓｅ预测到ｍｉＲ３８３５ｐ与ＳＴＸ１７ＡＳ１序列间
存在特异性结合位点，见图３Ａ。荧光素酶活性检测结
果见图 ３Ｂ，ｍｉＲ３８３５ｐｍｉｍｉｃｓ与 ｗｔＳＴＸ１７ＡＳ１共转
染组的细胞相对荧光素酶活性显著低于 ｍｉＲＮＣ与
ｗｔＳＴＸ１７ＡＳ１共转染组（Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ３８３５ｐｍｉｍｉｃｓ
与ｍｕｔＳＴＸ１７ＡＳ１共转染组的细胞相对荧光素酶活性
同ｍｉＲＮＣ与 ｍｕｔＳＴＸ１７ＡＳ１共转染组相比差异无统
计学意义。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与香叶木素１０μｍｏｌ／Ｌ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与香叶木素２０μｍｏｌ／Ｌ组比较
Ａ：香叶木素抑制结直肠癌细胞中ＳＴＸ１７ＡＳ１的表达；Ｂ：香叶木素促进结直肠癌细胞中ｍｉＲ３８３５ｐ的表达；Ｃ：香
叶木素促进结直肠癌细胞中ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白的表达；Ｄ：香叶木素诱导结直肠癌细胞凋亡

图１　香叶木素对细胞凋亡的影响

表１　香叶木素可抑制细胞增殖迁移诱导凋亡（珋ｘ±ｓ）

组别 ＳＴＸ１７ＡＳ１ ｍｉＲ３８３５ｐ Ｄ（４５０）值 集落形成数（个） 划痕愈合率（％） 凋亡率（％） ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３

对照组 １．００±０．００ １．００±０．００ ０．８７±０．０８ １２７．５６±４．３２ ６４．２３±１．０２ ７．６８±０．５７ ０．１８±０．０１

香叶木素１０μｍｏｌ／Ｌ组 ０．７３±０．０５ａ １．８８±０．１２ａ ０．６３±０．０３ａ １０２．４４±２．７１ａ ５０．６５±０．７１ａ １１．８７±０．６０ａ ０．４０±０．０３ａ

香叶木素２０μｍｏｌ／Ｌ组 ０．４５±０．０３ａｂ ２．６７±０．１５ａｂ ０．４７±０．０３ａｂ ８２．４４±１．４２ａｂ ３９．８９±０．６５ａｂ １７．５２±０．６７ａｂ ０．６３±０．０３ａｂ

香叶木素４０μｍｏｌ／Ｌ组 ０．１４±０．０２ａｂｃ ４．２１±０．２１ａｂｃ ０．３１±０．０２ａｂｃ ６１．５６±１．３４ａｂｃ ２９．３６±０．５６ａｂｃ ２２．６７±０．８３ａｂｃ ０．８３±０．０５ａｂｃ

Ｆ值 １２９２．８４２ ８２５．６３０ ２３８．８８４ ９５８．７９９ ３５１５．７７４ ８４６．２７２ ６４８．５４６

Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与香叶木素１０μｍｏｌ／Ｌ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与香叶木素２０μｍｏｌ／Ｌ组比较

５４６１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１７）
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Ａ：ＳＴＸ１７ＡＳ１在结直肠癌组织中高表达；Ｂ：ｍｉＲ３８３５ｐ在结直肠癌组织中低表达；Ｃ：ＳＴＸ１７ＡＳ１和 ｍｉＲ３８３５ｐ
负相关；ａ：Ｐ＜０．０５

图２　ＳＴＸ１７ＡＳ１和ｍｉＲ３８３５ｐ表达的检测（ｎ＝２９）
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Ａ：ＳＴＸ１７ＡＳ１和ｍｉＲ３８３５ｐ互补序列；Ｂ：荧光素酶活性检测　ａ：Ｐ＜０．０５，与ｍｉＲＮＣ比较

图３　ＳＴＸ１７ＡＳ１和ｍｉＲ３８３５ｐ靶向关系的验证

２．４　抑制 ＳＴＸ１７ＡＳ１对结直肠癌细胞增殖、迁移和
凋亡的影响

　　与 ｓｉＮＣ组比较，ｓｉＳＴＸ１７ＡＳ１组 ＨＣＴ１１６细胞
ＳＴＸ１７ＡＳ１的相对水平、细胞活力、集落形成数、划痕
愈合率均显著降低（Ｐ＜０．０５），凋亡率、Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达、ｍｉＲ３８３５ｐ的相对水平显著升高
（Ｐ＜０．０５），见图４和表２。

２．５　过表达 ｍｉＲ３８３５ｐ对结直肠癌细胞增殖、迁移
和凋亡的影响

　　与 ｍｉＲＮＣ组比较，ｍｉＲ３８３５ｐ组 ＨＣＴ１１６细胞
ｍｉＲ３８３５ｐ的相对水平、凋亡率、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋
白表达显著升高（Ｐ＜０．０５），细胞活力、集落形成数、划
痕愈合率均显著降低（Ｐ＜０．０５），见图５和表３。
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１：ｓｉＮＣ组；２：ｓｉＳＴＸ１７ＡＳ１组；ａ：Ｐ＜０．０５，与ｓｉＮＣ组比较
Ａ：抑制ＳＴＸ１７ＡＳ１处理后 ＳＴＸ１７ＡＳ表达量降低；Ｂ：抑制 ＳＴＸ１７ＡＳ１处理后 ｍｉＲ３８３５ｐ表达量升高；Ｃ：抑制
ＳＴＸ１７ＡＳ１可促进ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白的表达；Ｄ：抑制ＳＴＸ１７ＡＳ１可诱导凋亡

图４　抑制ＳＴＸ１７ＡＳ１对细胞凋亡的影响

表２　抑制ＳＴＸ１７ＡＳ１可抑制细胞增殖、迁移，诱导凋亡（珋ｘ±ｓ）

组别 Ｄ（４５０）值 集落形成数（个） 划痕愈合率（％） 凋亡率（％） ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３

ｓｉＮＣ组 ０．８８±０．０７ １２６．８９±６．０３ ６４．３８±１．３２ ７．９１±０．５８ ０．１７±０．０１

ｓｉＳＴＸ１７ＡＳ１组 ０．２４±０．０２ａ ５３．２２±１．７５ａ ２４．５５±０．８６ａ ２４．２９±０．８３ａ ０．９６±０．０５ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与ｓｉＮＣ组比较

６４６１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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１：ｍｉＲＮＣ组；２：ｍｉＲ３８３５ｐ组
Ａ：过表达ｍｉＲ３８３５ｐ处理后ｍｉＲ３８３５ｐ表达量的检测　ａ：Ｐ＜０．０５，与ｍｉＲＮＣ组比较；Ｂ：过表达ｍｉＲ３８３５ｐ可
促进ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白的表达；Ｃ：过表达ｍｉＲ３８３５ｐ可诱导凋亡

图５　ｍｉＲ３８３５ｐ对细胞凋亡的影响

表３　ｍｉＲ３８３５ｐ可抑制细胞增殖、迁移，诱导凋亡（珋ｘ±ｓ）

组别 Ｄ（４５０）值 集落形成数（个） 划痕愈合率（％） 凋亡率（％） ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３
ｍｉＲＮＣ组 ０．９０±０．０５ １２７．８９±４．４１ ６４．１８±１．０５ ７．８１±０．５６ ０．１８±０．０２
ｍｉＲ３８３５ｐ组 ０．３５±０．０１ａ ５７．５６±２．０１ａ ２６．８０±０．６５ａ ２３．６１±０．７３ａ ０．８７±０．０５ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与ｍｉＲＮＣ组比较

２．６　过表达ＳＴＸ１７ＡＳ１或抑制ｍｉＲ３８３５ｐ逆转香叶
木素对结直肠癌细胞增殖、迁移和凋亡的影响

　 　 转染 ｐｃＤＮＡＳＴＸ１７ＡＳ１后 ＨＣＴ１１６细胞中
ＳＴＸ１７ＡＳ１的相对水平较转染 ｐｃＤＮＡ显著升高（Ｐ＜
０．０５）；转染 ａｎｔｉｍｉＲ３８３５ｐ后 ＨＣＴ１１６细胞中 ｍｉＲ
３８３５ｐ的相对水平较转染 ａｎｔｉｍｉＲＮＣ显著降低（Ｐ＜
０．０５）。与对照组比较，香叶木素组 ＨＣＴ１１６细胞活

力、集落形成数、划痕愈合率显著降低（Ｐ＜０．０５），凋亡
率、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达显著升高（Ｐ＜０．０５）；与
香叶木素组比较，香叶木素＋ｐｃＤＮＡＳＴＸ１７ＡＳ１组、香
叶木素＋ａｎｔｉｍｉＲ３８３５ｐ组ＨＣＴ１１６细胞活力、集落形
成数、划痕愈合率显著升高（Ｐ＜０．０５），凋亡率、
ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达显著降低（Ｐ＜０．０５），见图６
和表４。
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组别 组别

１：对照组；２：香叶木素组；３：香叶木素＋ｐｃＤＮＡＳＴＸ１７ＡＳ１组；４：香叶木素＋ａｎｔｉｍｉＲ３８３５ｐ组
Ａ：过表达ＳＴＸ１７ＡＳ１或抑制ｍｉＲ３８３５ｐ可减弱香叶木素对细胞凋亡的诱导作用；Ｂ：过表达 ＳＴＸ１７ＡＳ１处理后 ＳＴＸ１７
ＡＳ１表达量的检测　ａ：Ｐ＜０．０５，与 ｐｃＤＮＡ组比较；Ｃ：抑制 ｍｉＲ３８３５ｐ处理后 ｍｉＲ３８３５ｐ表达量的检测　ｂ：Ｐ＜０．０５，与
ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组比较；Ｄ：过表达ＳＴＸ１７ＡＳ１或抑制ｍｉＲ３８３５ｐ可减弱香叶木素对细胞中ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白的促进作用

图６　ＳＴＸ１７ＡＳ１或抑制ｍｉＲ３８３５ｐ对香叶木素处理的细胞凋亡的影响

７４６１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１７）



表４　ＳＴＸ１７ＡＳ１或抑制ｍｉＲ３８３５ｐ可逆转香叶木素对细胞增殖、迁移、凋亡的作用（珋ｘ±ｓ）

组别 Ｄ（４５０）值 集落形成数（个） 划痕愈合率（％） 凋亡率（％） ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３

对照组 ０．８７±０．０７ １２７．２２±４．１０ ６４．４１±１．００ ７．８４±０．５０ ０．１８±０．０１

香叶木素组 ０．３１±０．０３ａ ６２．４４±１．８３ａ ２９．２７±０．６７ａ ２２．５５±０．９８ａ ０．８１±０．０５ａ

香叶木素＋ｐｃＤＮＡＳＴＸ１７ＡＳ１组 ０．７５±０．０５ｂ １１４．４４±２．７５ｂ ５９．２６±０．７６ｂ ８．７１±０．２６ｂ ０．２４±０．０２ｂ

香叶木素＋ａｎｔｉｍｉＲ３８３５ｐ组 ０．６５±０．０４ｂ １０３．３３±３．１６ｂ ５４．７６±１．３３ｂ １０．６１±０．５６ｂ ０．２７±０．０２ｂ

Ｆ值 ２１０．７８８ ７５０．２５３ ２３１１．１０４ １０６０．３１６ ９０５．２９４

Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与香叶木素组比较

３　讨论

　　香叶木素通过调控细胞存活、周期进展、凋亡、血
管生成等多种细胞过程在多种恶性肿瘤中表现出抗癌

活性［１０］。ＣＨＯＩ等［１１］指出香叶木素可有效抑制黑色

素瘤细胞、人脐静脉内皮细胞增殖和迁移，抑制肿瘤进

展过程中肿瘤血管的生长和扩张，显著延缓肿瘤生长。

杨阳等［１２］指出香叶木素明显抑制肝癌细胞增殖，诱导

Ｇ２／Ｍ期阻滞和细胞凋亡。香叶木素通过下调基质金
属蛋白酶２（ＭＭＰ２）和 ＭＭＰ９表达水平来抑制肝癌
细胞转移［１３］。本研究结果表明，香叶木素处理显著降

低ＣＲＣ细胞ＨＣＴ１１６活力、集落形成能力和迁移能力，
增加细胞凋亡率，上调促凋亡蛋白ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的
表达水平，且表现出明显的剂量依赖性，这与ＫＯＯＳＨＡ
等［５］的研究结论相符合。以上结果表明，香叶木素对

ＣＲＣ细胞具有促凋亡、抗增殖、抗迁移作用。
　　ｌｎｃＲＮＡ富含 ｍｉＲＮＡ的结合位点，其通过或靶向
ｍｉＲＮＡ间接调控ＣＲＣ进展的多个过程［１４－１５］。本研究

发现ＣＲＣ组织中 ＳＴＸ１７ＡＳ１相对水平显著上调，而
ｍｉＲ３８３５ｐ的相对水平显著下调，表明 ＳＴＸ１７ＡＳ１、
ｍｉＲ３８３５ｐ可能参与ＣＲＣ发生。此外，荧光素酶报告
实验证实 ｍｉＲ３８３５ｐ是 ＳＴＸ１７ＡＳ１的靶基因，提示
ＣＲＣ中可能存在 ＳＴＸ１７ＡＳ１／ｍｉＲ３８３５ｐ调控分子
轴。体外功能检测显示，抑制 ＳＴＸ１７ＡＳ１表达显著降
低 ＨＣＴ１１６细胞增殖和迁移能力，促进 Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达和细胞凋亡，与 ＷＡＮＧ等［８］报道抗

肿瘤作用一致。ｍｉＲ３８３５ｐ已被鉴定为胃癌、乳腺
癌、肺癌等多种肿瘤的抑制因子［１６－１８］。据报道 ｍｉＲ
３８３５ｐ表达水平与胃癌肿瘤大小和分化程度显著相
关，ｍｉＲ３８３５ｐ低表达胃癌患者的生存时间较短［１９］。

ｍｉＲ３８３５ｐ通过靶向ＴＲＩＭ２７抑制卵巢癌细胞增殖并
增强其化疗敏感性［２０］。此外，ｍｉＲ３８３５ｐ介导抑制
ＬＩＮＣ０００９６表达对三阴性乳腺癌细胞增殖和迁移的抑
制作用［２１］。本研究表明，过表达 ｍｉＲ３８３５ｐ显著降
低 ＨＣＴ１１６细胞增殖和迁移能力，促进 Ｃｌｅａｖｅｄ

Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达和细胞凋亡，与 ＨＵＡＮＧ等［２２］报道

的抗癌作用一致。香叶木素处理后 ＨＣＴ１１６细胞中
ＳＴＸ１７ＡＳ１表达以浓度依赖方式降低，而 ｍｉＲ３８３５ｐ
表达以浓度依赖方式增加，且沉默ＳＴＸ１７ＡＳ１、过表达
ｍｉＲ３８３５ｐ与香叶木素对 ＣＲＣ细胞的抗肿瘤效果一
致，表明香叶木素可能通过调控 ＳＴＸ１７ＡＳ１／ｍｉＲ３８３
５ｐ在 ＣＲＣ中发挥抗肿瘤作用。回复实验显示，过表
达ＳＴＸ１７ＡＳ１或抑制 ｍｉＲ３８３５ｐ表达均可逆转香叶
木素对 ＨＣＴ１１６细胞的增殖、迁移、凋亡以及 Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的影响，进一步说明香叶木素通过
ＳＴＸ１７ＡＳ１／ｍｉＲ３８３５ｐ轴可调控 ＣＲＣ细胞恶性生物
学行为。

　　总之，本研究证实香叶木素可抑制ＣＲＣ细胞增殖和
迁移，促进细胞凋亡，其机制与下调ＳＴＸ１７ＡＳ１／ｍｉＲ３８３
５ｐ轴有关。这些发现为开发香叶木素防治ＣＲＣ提供了
理论依据，为ＣＲＣ的基因治疗提供潜在靶点。
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