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摘要: 目的 通过检测健脾清热活血方基于 microＲNA － 222 － 3p 调控 TGF － β 通路对结肠癌 HCT － 116 细胞迁移的变化

以及 TGF － β1、CDKN1B /p27 的表达，探讨该方防治结肠癌的效用及可能机制。方法 参照血清药理学方法，制备大鼠含

药血清。应用 ＲNAi 技术构建稳定沉默 miＲ － 222 结肠癌 HCT － 116 细胞系。离体实验随机分为空白对照组( HCT －
116) 、阴性对照组( NC) 、阳性对照组( miＲ － 222 － 3p 沉默) 、治疗组( miＲ － 222 － 3p 沉默 + 低 /中 /高剂量中药) 。Tran-
swell 法检测细胞迁移能力，应用现代分子生物学技术检测 TGF － β1、CDKN1B /p27 表达。结果 成功构建 TUD － hsa －
miＲ － 222 － 3p Inhibitor 慢病毒载体并获得 miＲ － 222 稳定沉默的结肠癌 HCT － 116 细胞系，与正常组及 NC 组对比，miＲ
－ 222 沉默后 HCT － 116 细胞迁移能力明显下降，有显著差异( P ＜ 0． 05) ; 在治疗组中 HCT － 116 细胞迁移数目较 sh －
miＲ222 － 3p 组减少更为显著( P ＜ 0． 05 ) 。对于 TGF － β1 /CDKN1B /p27mＲNA 表达，与阳性对照组比较，治疗组 CD-
KN1B /p27mＲNA 表达下调，差异有统计学意义( P ＜ 0． 05 ) 。WB 结果显示，与阳性对照组相比，治疗组 TGF － β1 /CD-
KN1B /p27 蛋白表达均下调，有统计学意义( P ＜ 0． 05) 。结论 健脾清热活血方可能通过抑制 miＲNA － 222 － 3p 减少 TGF
－ β1、CDKN1B /p27 表达，降低细胞迁移能力，诱导结肠癌细胞凋亡，达到防治结肠癌的效用。
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近年来，结肠癌病死率持续攀升且呈早发表现［1］。根据大
规模流行病学研究发现，结肠癌在世界范围内的发病率约为
6． 1%，死亡率约为 9． 2%，死亡率位居全球癌症死亡总数的第二
位［2］。前期课题组研究认为，结肠癌基本病机为本虚标实，虚实
夹杂，以“脾胃虚弱为本、湿热瘀毒为标”贯穿始终，治疗上应以
健脾清热活血为基本大法［3］。课题组收集了 6 例结肠癌患者和
6 例健康志愿者的结肠组织黏膜，利用 Agilent 2100 Bioanalyzer 基
因芯片检测其基因表达谱的表达情况，发现 miＲNA － 222 － 3p 为
脾虚湿热型结肠癌中上调 Top10 的 microＲNAs，且在差异表达
microＲNAs 靶基因功能富集分析及 pathway 分析中发现 miＲNA －
222 － 3p 参与调节结肠癌细胞生长发育、TGF － β 信号通路等。
基于上述研究，课题组采用慢病毒转染技术成功构建了稳定沉默
miＲNA － 222 － 3p 结肠癌 HCT － 116 细胞系，将健脾清热活血方
含药血清作用于稳定沉默 miＲNA － 222 － 3p － HCT － 116 细胞
系，观察健脾清热活血方介导 miＲNA － 222 － 3p 调控 TGF － β 信
号通路防治结肠癌的可能机制，现汇报如下。
1 材料
1． 1 动物与细胞株 人结肠癌 HCT － 116 细胞购自中国科学院
上海细胞生物学研究所( 中国上海) ，并由本实验室长期保存。
293T 细胞( 人胚肾细胞) 购自中国科学院细胞库。SPF 级雄性
SD 大鼠，体重( 200 ± 20) g，购自广西医科大学实验动物中心，实
验动物生产许可证号: SCXK( 桂) 2009 － 0002，实验动物合格证
书: 0001869。

1． 2 药物与试剂 健脾清热活血方由救必应 15g，水蛭 10g，三七
10g，白术 10g，白芍 15g，炙甘草 6g 组成，专人对组成药味进行鉴

定评价，确保药材质量规范化，该中药饮片来源于广西中医药大

学第一附属医院草药房。HCT － 116 细胞培养相关试剂; 慢病毒

载体( GenePharma 提供的重组 Lentivirus 颗粒) ，LipofectamineTM
2000( invitation lipo2000 ) ，重组穿梭质粒和包装质粒 pGag /Pol、
pＲev、pVSV － G 由广州铭善上生物公司构建制备，Puromycin Di-
hydrochloride ( Thermo 公司提供，货号: A11138 － 03) 。Hepes AM-
ＲESCO 7365 － 45 － 9 ，LipofectamineTM 2000 转染试剂，Polybrene
Sigma H9268，T4 DNA Ligase 酶 ( 购 于 TaKaＲa 公 司，货 号:

D2011A) ，氨 苄 青 霉 素，DNA 凝 胶 回 收 试 剂 盒 ( DONGSHENG
BIOTECH) 。Anti － TGF beta － 1 抗体 Ｒabbit ( ab92486，购自 ab-
cam) ，Anti － p27 KIP 1 antibody ［SX53G8］Ｒabbit( ab193379，购自
abcam) ; Ｒabbit Anti － Mouse IgG ( 6170 － 05，购自 southern bio-
tech) 、Goat Anti － Ｒabbit IgG( 4050 － 05，购自 southern biotech) ; 过

氧化物酶标记兔抗山羊 IgG( BA1060) 、过氧化物酶标记兔抗大鼠
IgG ( BA1058) 均购自武汉博士德生物工程有限公司。
1． 3 主要仪器 洁净工作台( 苏州安泰，SW － CJ － IFD) ，细胞恒

温培养箱( Thermo scientific，HEＲACELL150i) ，低速离心机( 中

佳，SC3614) ，倒置光学显微镜 ( OLYMPUS CKX41，U － CTＲ30 －
2) ，倒 置 荧 光 显 微 镜 ( Leica，DMI6000B ) ，定 量 PCＲ 仪 ( ABI
PＲISM 7500 实时 PCＲ 系统) 来自美国加州福斯特城的应用生

物系统公司，Transwell 细胞培养板( BD，ＲEF353097 ) ，软件分析
( ImageJ 生产商 Java 型号: ImageJ 1． 4) 。ECL 成像仪购自基因公

司，NanoDrop2000 分光光度计购自 Thermo 公司。
2 方法
2． 1 含药血清的制备 根据课题组前期研究基础［3］，选择 SPF 级

雄性 SD 大鼠，采用血清药理学方法，制备大鼠含药血清。参照公

式: 给药剂量 = 临床常用量 × 动物等剂量系数 × 培养液内稀释度
( 动物等效剂量 × 培养基内稀释浓度) 。置于 － 20 ℃保存备用。
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2． 2 构建稳定沉默 miＲ － 222 － 3p － HCT － 116 结肠癌细胞系

根据 shＲNA 引物设计原则，设计并合成 miＲ － 222 － shＲNA 序
列，应用 TuD ＲNA( Tough Decoy ＲNA) 的设计方法构建 TUD － hsa
－ miＲ － 222 － 3p Inhibitor 慢病毒载体。plvx － shＲNAPuro 载体经
XhoI 与 EcoＲII 双酶切后，在 T4 DNA Ligase 连接酶的作用下与双
链 miＲ － 222 DNA 于 16° C 进 行 连 接 反 应 1h，将 连 接 产 物 与
DH5α 感受态细胞混匀发生产物转化，提取质粒，挑取若干阳性
单克隆质粒进行测序验证。将含目的序列的穿梭质粒和包装质
粒( pGag /Pol、pＲev、pVSV － G) 进行高纯度无内毒素抽提，转染
293T 细胞，制备高滴度慢病毒浓缩液。Polybrene ( 6μg /ml) 感染
HCT － 116 细胞筛选最佳 MOI 后，将慢病毒感染 HCT － 116，Puro-
mycin 筛选稳转细胞系。取阳性克隆细胞在倒置荧光显微镜下
观察细胞 GFP 荧光表达情况，评价感染效率，ＲT － PCＲ 检测转染
后 miＲ － 222 表达，以测定是否成功构建稳定沉默 miＲ － 222 结
肠癌 HCT － 116 细胞系。
2． 3 细胞培养及分组干预 以上述方法构建的稳定沉默 miＲ －
222 － 3p － HTC － 116 结肠癌细胞系为实验对象，分为空白对照组
( HCT － 116 cell) 、阴性对照组( NC) 、阳性对照组( miＲ － 222 － 3p
沉默) 、治疗组( miＲ － 222 － 3p 沉默 + 低 /中 /高剂量中药) 六组。
空白对照组为未经任何特殊处理的 HCT － 116 细胞，阴性对照组
为转染空序列慢病毒载体的细胞。除空白对照组及阴性对照组
外，其余各组均转染稳定沉默 miＲNA － 222 － 3p 慢病毒载体。治
疗组分别加入用培养液调至 2． 5%、5%、10% 浓度的健脾清热活
血方含药血清，即中药低、中、高剂量组。六组均在完全培养基
( 10% FBS + 1%青链霉素 + 89%ＲPMI － 1640) 中培养。
2． 4 Transwell 检测细胞迁移能力 将悬浮于无血清培养基中的
细胞接种于 Transwell 细胞培养板上室，细胞浓度为 1 × 105，下室
加入含 10% FBS 的完全培养基，进行迁移实验。置于细胞培养
箱孵育 48h 后，细胞向细胞膜的另一侧迁移，用棉签小心地将未
穿过的细胞从过滤器的上表面除去，1% 结晶紫染色 10min，显微
镜下计数并拍照，取平均值。
2． 5 qＲT － PCＲ 检测细胞 TGF － β1、CDKN1B /p27 的 mＲNA 表

达 提取 各 组 细 胞 总 ＲNA，cDNA 合 成 试 剂 盒 合 成 cDNA。用
SYBＲ Green qPCＲ SupreMix Ex Taq 和定量 PCＲ 仪进行定量实时
聚合酶链反应( qＲT － PCＲ) 。基因特异性引物由 Genecem 设计
合成，如表 1 所示。基因 mＲNA 水平的相对定量归一化为 U6 和
18s mＲNA 水平，并用 2 － ΔΔCT方法计算。

表 1 ＲT － PCＲ 引物序列

Sequence name Primer sequence
product length

/bp

miＲ －222 ＲT primer 5 ’ － CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCG-
GCAATTCAGTTGAGACCCAGTA －3’ 71

miＲ －222 forward primer 5’－ ACACTCCAGCTGGGAGCTACATCTG-
GCTACTG －3’

miＲ －222 reverse primer 5’－ CTCAACTGGTGTCGTGGA －3’
U6 ＲT primer 5’－ AACGCTTCACGAATTTGCGT －3’ 94

U6 forward primer 5’－ CTCGCTTCGGCAGCACA －3’
U6 reverse primer 5’－ AACGCTTCACGAATTTGCGT －3’

TGFB1 － F 5’－ TGGACATCAACGGGTTCACT －3’ 263
TGFB1 － Ｒ 5’－ GAAGTTGGCATGGTAGCCCT －3’
CDKN1B － F 5’－ AAGCACTGCAGAGACATGGA －3’ 130
CDKN1B － Ｒ 5’－ TGTAGTAGAACTCGGGCAAGCT －3’

18s － F 5’－ CCTGGATACCGCAGCTAGGA －3’ 112
18s － Ｒ 5’－ GCGGCGCAATACGAATGCCCC －3’

2． 6 Western Blotting 检测细胞 TGF － β1、CDKN1B /p27 的蛋白

表达 PBS 清洗各组细胞，抽提总蛋白。BCA 法测量蛋白浓度。
凝胶电泳 SDS － PAGE 分离蛋白，转移至 PVDF 膜。TBST 封堵斑

点 1h。室温下加入按 1 ∶ 1000 稀释过的一抗于 4℃ 孵育过夜，

TBST 清洗 3 次，分别加入二抗稀释液室温孵育 1h，TBST 洗膜

5min × 3 次、蒸馏水漂洗 2min × 3 次，加入化学发光试剂( ECL) 进

行显影，读取灰度值。
2． 7 统计学分析 应用 GraphPad PrismVersion8． 2． 1 统计软件，

所有实验 数 据 用 珋x ± s 表 示，两 组 间 差 异 分 析 采 用 t 检 验。
P ＜ 0． 05，差异有统计学意义。
3 结果

3． 1 成功构建稳定沉默 miＲ － 222 结肠癌 HCT － 116 细胞系 镜

下观察发现: 与 HCT － 116 － NC 组相比，HCT － 116 － hsa － miＲ －
222 Inhibitor 组镜下细胞大面积发出了绿色荧光，转染效率达 80%
以上，表明慢病毒转染成功并稳定表达( 图 1、图 2) 。应用 ＲT －
PCＲ 技术检测慢病毒感染后的 HCT －116 细胞，发现 miＲ －222 基

因的相对表达量降低了 53． 42%，表明 TUD － hsa － miＲ － 222 － 3p
Inhibitor 慢病毒载体有效抑制 miＲ － 222 表达( 图 3、图 4) 。综上，

TUD － hsa － miＲ － 222 － 3p Inhibitor 慢病毒载体构建成功并且获

得了 miＲ －222 稳定沉默的结肠癌 HCT －116 细胞系。
3． 2 健脾清热活血方对各组人结肠癌 HCT － 116 细胞迁移能力

的影响 通过检测各组穿过 PET 膜的细胞数，可评估其细胞迁移

能力。细胞迁移实验结果显示: HCT － 116 细胞迁移数量在阳性

对照组( sh － microＲNA － 222 － 3p) 中比在空白对照组和 sh － NC
组中明显减少，差异有统计学意义( P ＜ 0． 05) ; 在治疗组中 HCT
－ 116 细胞迁移数目较阳性对照组减少更显著( P ＜ 0． 05 ) ( 图

5) 。表明健脾清热活血方与稳定沉默 miＲNA － 222 － 3p 可协同

抑制 HCT － 116 细胞迁移。

图 1 HCT － 116 NC 稳定细胞株( 10 × 10 拍照)

图 2 HCT － 116 － hsa － miＲ － 222 Inhibitor 稳定细胞株( 10 × 10 拍照)
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A: miＲ － 222 扩增曲线 B: miＲ － 222 熔解曲线

C: U6 扩增曲线 D: U6 熔解曲线

图 3 miＲ － 222、U6 扩增及熔解曲线

图 4 转染慢病毒后各组细胞 miＲ － 222 的表达水平

3． 3 qＲT － PCＲ 检测健脾清热活血方对各组人结肠癌 HCT －
116 细胞 TGF － β1 /CDKN1B /p27 mＲNA 表达水平的影响 为了

进一步探讨沉默 miＲNA － 222 － 3p 对结肠癌细胞系 HCT － 116

调控的机制，我们检测了稳定沉默 miＲNA － 222 － 3p 对某些细胞

周期相关基因表达的影响。结果提示，与空白对照组、阴性对照

组( sh － NC) 相比，阳性对照组( sh － microＲNA － 222 － 3p) 中 TGF
－ β1 和 CDKN1B /p27 的 mＲNA 表达降低，经统计学分析，差异有

统计学意义( P ＜ 0． 05) ; 治疗组与阳性对照组比较，TGF － β1 和

CDKN1B /p27 的 mＲNA 表达明显降低，且中药高剂量组降低最为

显著( P ＜ 0． 05) ( 图 6、图 7) 。

A． HCT － 116 cell 组; B． sh － NC 组; C． sh － microＲNA －222 － 3p 组;

D． 中药低剂量组; E． 中药中剂量组; F． 中药高剂量组。
#P ＜ 0． 0 5，##P ＜ 0． 0 1，与空白对照组或与

sh － NC 组比较有显著性差异。* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 0 1，

与 sh － microＲNA －222 － 3p 组比较有显著性差异

图 5 sh － microＲNA －222 － 3p
及健脾清热活血方对各组细胞迁移的影响
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A: TGF － β1 扩增曲线 B: TGF － β1 熔解曲线

C: CDKN1B 扩增曲线 D: CDKN1B 熔解曲线

图 6 TGF － β1、CDKN1B 扩增、熔解曲线( 三次重复)

#P ＜ 0． 0 5，##P ＜ 0． 0 1，与空白对照组或

与 sh － NC 组比较有显著性差异。* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 0 1，

与 sh － microＲNA －222 － 3p 组比较有显著性差异

图 7 健脾清热活血方及稳定沉默 miＲ － 222
对各组细胞 TGF － β1 和 CDKN1B /p27 mＲNA 表达的影响

3． 4 Western Blot 检测健脾清热活血方对各组人结肠癌 HCT －
116 细胞 TGF － β1 /CDKN1B /p27 蛋白表达水平的影响 TGF －
β1、CDKN1B /p27 Western blot 结果显示: 与空白对照组、阴性对

照组( sh － NC) 比较，阳性对照组蛋白表达降低，差异有统计学意

义( P ＜ 0． 05) ; 治疗组与阳性对照组相比，蛋白表达明显降低，且

中药高剂量组降低最为显著( P ＜ 0． 05) ( 图 8) 。

#P ＜ 0． 0 5，##P ＜ 0． 0 1，与空白对照组或

与 sh － NC 组比较有显著性差异。* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 0 1，

与 sh － microＲNA －222 － 3p 组比较有显著性差异

图 8 健脾清热活血方及稳定沉默 miＲ － 222
对各组细胞 TGF － β1 和 CDKN1B /p27 蛋白表达的影响

4 讨论

迄今为止，我国结肠癌的死亡率依然高居不下，尤其是炎症

相关性结肠癌，作为溃疡性结肠炎的重要并发症，其死亡率占

15%［4］，这可能与尚无明确的靶向治疗药物相关，且耐药是严重

的治疗障碍之一［5］。目前，中药复方在肿瘤综合治疗中的地位

及作用已得到认可，但其确切机制仍需进一步研究，健脾清热活

血方是在全国名老中医劳绍贤教授的指导下，精心裁制而成，其

临床疗效确切［6 － 8］。课题组前期已经证实健脾清热活血方可介

导 PI3K 通路，调控磷酸化 β － catenin 核内转录，达到防治结肠癌

的效用，并且通过基因芯片发现 miＲNA － 222 － 3p 在脾虚湿热型

结肠癌中高表达，参与调节结肠癌细胞生长发育、TGF － β 信号

通路等，据此推测 miＲNA － 222 － 3p 是结肠癌发展进程中的一个

关键基因，起到肿瘤促进作用。于是本实验进一步分析了健脾清

热活血方对稳定沉默 miＲNA － 222 － 3p 后结肠癌 HCT － 116 细

胞的影响。
多种证据表明，microＲNAs 广泛参与了多种生命进程，包括

影响细胞周期以及参与肿瘤的发生［9］。microＲNAs 与目标基因

3’UTＲ 端结合，调节其蛋白表达水平而显著影响肿瘤细胞的增

殖以及耐药性［10］。其中，miＲ － 222 的过表达与多种恶性肿瘤预

后呈负相关［11 ～ 13］。miＲNA － 222 － 3p 基因簇位于 X 染色体 p113
位点，对炎症相关性结肠癌的负性调控作用相对明显。有研究显

示，过表达的 miＲNA － 222 － 3p 可促进结肠癌细胞的侵袭和迁

移，而抑制 miＲNA － 222 － 3p 的表达能阻止癌细胞扩散［14］。Liu
Sanhong 等［15］发现在人结肠癌组织中，miＲ － 222 表达水平高于

非肿瘤性结肠组织，miＲ － 222 抑制剂对结肠癌细胞的增殖和集

落形成有明显的抑制作用。TGF － β 信号通路是调节细胞周期

的关键通路，参与血管生成和炎症反应，在结肠癌的发展变化中

至关重要，尤其是炎症相关性结肠癌［16］。在正常细胞中，该通路

抑制细胞生长和肿瘤的发生，但随着肿瘤的进展，TGF － β 能促

进肿瘤细胞增殖和侵袭［17］。TGF － β1 作为 TGF － β 的主要存在

形式，与受体结合后，磷酸化下游的细胞信号传导物质 Smad2 蛋

白，并转 移 进 入 细 胞 核，诱 导 CDKN1B /p27 蛋 白 的 表 达。CD-
KN1B /p27 能抑制 Cyclin E 和 Cyc A 与 Cdk2 的复合物活性，限制

G1 － S 转换，在生理上控制细胞周期的进展［18］。miＲNA － 222 －
3p 已被证实参与靶向 TGF － β 通路［19］，但是关于健脾清热活血

方介导 miＲNA － 222 － 3p 调控 TGF － β 通路参与结肠癌相关机

制的研究还鲜有报道。
本研究探讨了 miＲNA － 222 － 3p 在结肠癌中的生物学效用，

并确定 miＲNA － 222 － 3p 的潜在靶基因，我们将成功构建的稳定
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沉默 miＲNA － 222 － 3p 慢病毒载体转染结肠癌 HCT － 116 细胞

系后发现: 与空白对照组、阴性对照组相比，转染稳定沉默 miＲ-
NA － 222 － 3p 慢病毒载体的 HCT － 116 细胞迁移能力减弱，TGF
－ β1 和 CDKN1B /p27 表达降低，这与先前的推测一致，表明下调

miＲNA － 222 － 3p 可能是治疗结肠癌的潜在策略。我们通过观

察健脾清热活血方介导 miＲNA － 222 － 3p 调控 TGF － β 通路相

关靶蛋白在结肠癌中的表达水平，发现与阳性对照组相比，治疗

组可进一步降低 TGF － β1、CDKN1B /p27 表达，且呈浓度依赖性，

充分证明了本方能下调 miＲNA － 222 － 3p 从而减少 TGF － β1、
CDKN1B /p27 表达，降低细胞迁移能力。综上，我们有理由相信

健脾清热活血方具有明确的减毒增效作用，能多靶点、多环节协

同发挥疗效。
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