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  摘 要:目的 探讨干漆乙醇提取物调控同源盒基因A反义转录3(HOXA-AS3)/微小RNA(miR)-29b
分子轴对乳腺癌细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭的影响。方法 采用不同水平(0、25、50、75

 

μg/mL)的干漆乙醇提

取物处理乳腺癌T47D细胞48
 

h,CCK-8和克隆形成实验检测细胞增殖能力,流式细胞术检测细胞凋亡,Tran-
swell实验检测细胞的迁移和侵袭能力,qRT-PCR检测 HOXA-AS3和 miR-29b的表达。western

 

blot检测

P21、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶3(Caspase-3)、上皮细胞钙黏蛋白(E-cadherin)和基质金属蛋白酶2(MMP-2)蛋

白的表达。将 HOXA-AS3过表达载体(pcDNA3.1-HOXA-AS3)、miR-29b抑制物(anti-miR-29b)分别转染

T47D细胞,经75
 

μg/mL的干漆乙醇提取物干预后,采用上述方法检测T47D细胞的增殖、迁移、侵袭以及凋亡

变化。双荧光素酶报告基因实验以及qRT-PCR验证 miR-29b和 HOXA-AS3的靶向关系。结果 干漆乙醇

提取物处理可促进T47D细胞P21、Caspase-3和E-cadherin表达,抑制 MMP-2表达,抑制细胞增殖、迁移和侵

袭,促进细胞凋亡,并呈一定的剂量依赖性(P<0.05)。干漆乙醇提取物处理可抑制T47D细胞 HOXA-AS3
的表达,促进miR-29b的表达,并呈一定的剂量依赖性(P<0.05)。过表达 HOXA-AS3或抑制 miR-29b均可

逆转干漆乙醇提取物对T47D细胞增殖、迁移、侵袭以及凋亡的影响(P<0.05)。HOXA-AS3靶向负性调控

miR-29b表达。结论 干漆乙醇提取物通过下调HOXA-AS3/miR-29b分子轴可抑制乳腺癌细胞的增殖、迁移

和侵袭,诱导细胞凋亡。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

Toxicodendron
 

vernicifluum
 

ethanol
 

extract
 

on
 

the
 

prolif-
eration,apoptosis,migration

 

and
 

invasion
 

of
 

breast
 

cancer
 

cells
 

by
 

regulating
 

HOXA
 

cluster
 

antisense
 

RNA
 

3
(HOXA-AS3)/microRNA(miR)-29b

 

molecular
 

axis.Methods Breast
 

cancer
 

T47D
 

cells
 

were
 

treated
 

with
 

Toxicodendron
 

vernicifluum
 

ethanol
 

extract
 

of
 

different
 

concentrations(0,25,50,75
 

μg/mL)
 

for
 

48
 

h.Cell
 

proliferation
 

was
 

measured
 

by
 

CCK-8
 

and
 

clone
 

formation
 

experiments.Cell
 

apoptosis
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.Transwell
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

cell
 

migration
 

and
 

invasion
 

ability,and
 

qRT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

HOXA-AS3
 

and
 

miR-29b.Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

P21,
Caspase-3,E-cadherin

 

and
 

matrix
 

metalloproteinase-2(MMP-2)proteins.HOXA-AS3
 

overexpression
 

vector
(pcDNA3.1-HOXA-AS3)

 

and
 

miR-29b
 

inhibitor(anti-miR-29b)
 

were
 

transfected
 

into
 

T47D
 

cells
 

respective-
ly,and

 

after
 

intervention
 

with
 

75
 

μg/mL
 

Toxicodendron
 

vernicifluum
 

ethanol
 

extract,the
 

proliferation,migra-
tion,invasion

 

and
 

apoptosis
 

of
 

T47D
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

the
 

above
 

methods.Luciferase
 

reporter
 

gene
 

assay
 

and
 

RT-qPCR
 

were
 

used
 

to
 

verify
 

the
 

targeting
 

relationship
 

between
 

miR-29b
 

and
 

HOXA-AS3.Results Tox-
icodendron

 

vernicifluum
 

ethanol
 

extract
 

treatment
 

could
 

promote
 

the
 

expression
 

of
 

P21,Caspase-3
 

and
 

E-cad-
herin

 

in
 

T47D
 

cells,inhibit
 

the
 

expression
 

of
 

MMP-2,inhibit
 

the
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

of
 

T47D
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cells,and
 

promote
 

cell
 

apoptosis,and
 

it
 

was
 

dose-dependent(P<0.05).Toxicodendron
 

vernicifluum
 

ethanol
 

extract
 

treatment
 

could
 

inhibit
 

the
 

expression
 

of
 

HOXA-AS3
 

and
 

promote
 

the
 

expression
 

of
 

miR-29b
 

in
 

T47D
 

cells,and
 

it
 

was
 

dose-dependent(P<0.05).Overexpression
 

of
 

HOXA-AS3
 

or
 

inhibition
 

of
 

miR-29b
 

could
 

re-
verse

 

the
 

effects
 

of
 

Toxicodendron
 

vernicifluum
 

ethanol
 

extract
 

on
 

the
 

proliferation,migration,invasion
 

and
 

apoptosis
 

of
 

T47D
 

cells(P<0.05).HOXA-AS3
 

targeted
 

and
 

negatively
 

regulated
 

miR-29b
 

expression.Con-
clusion Toxicodendron

 

vernicifluum
 

ethanol
 

extract
 

could
 

inhibit
 

the
 

proliferation,migration,invasion
 

and
 

in-
duce

 

apoptosis
 

of
 

breast
 

cancer
 

cells
 

by
 

down-regulating
 

HOXA-AS3/miR-29b
 

molecular
 

axis.
Key

 

words:Toxicodendron
 

vernicifluum
 

ethanol
 

extract; HOXA
 

cluster
 

antisense
 

RNA
 

3; microRNA-
29b; breast

 

cancer; cell
 

proliferation; apoptosis; migration
 

invasion

  2020年全球女性乳腺癌新发病例2
 

260
 

000例,
死亡病例680

 

000例,已超越肺癌成为全球第一大癌

症[1-2]。乳腺癌病例发现时多数已经是中晚期,且复

发率高、五年生存期短,给患者及其家庭带来巨大的

经济压力和精神负担[3-4]。因此,寻找高效、低毒的抗

乳腺癌药物是当前亟待解决的重大课题。
干漆是我国传统中药之一。近年研究显示,干漆

乙醇提取物可抑制乳腺癌实体肿瘤生长及其相关的

肺转移[5],但其抗肿瘤机制目前尚未完全阐明。微小

RNA(miR)-29b是一种抑癌基因,与肝癌、胆管癌、结
直肠癌、前列腺癌等恶性肿瘤的发生、发展密切相

关[6-9];同时 miR-29b在乳腺癌中表达下调,高表达

miR-29b能抑制乳腺癌增殖,诱导凋亡等生物学进

程[10]。生物信息学分析显示长链非编码 RNA(ln-
cRNA)同源盒基因 A 反义转录3(HOXA-AS3)和
miR-29b之间存在相互作用。HOXA-AS3高表达能

促进肺癌[11]、胶质瘤[12]的进展,但干漆乙醇提取物能

否调控 HOXA-AS3/miR-29b分子轴进而影响乳腺

癌细胞的生物学行为尚不清楚。本研究拟通过观察

不同水平的干漆乙醇提取物对乳腺癌细胞 T47D增

殖、迁移、侵袭、凋亡以及 HOXA-AS3和 miR-29b表

达的影响,初步探讨干漆乙醇提取物调控乳腺癌生物

学行为的分子机制,为干漆乙醇提取物防治乳腺癌提

供科学依据。
1 材料与方法

1.1 细胞和试剂 人乳腺癌细胞T47D购于美国模

式培养物集存库;DMEM 培养基和胎牛血清购于美

国Gibco公司;干漆购于中药材批发市场;细胞转染

试剂LipofectamineTM
 

2000、TRIzol试剂盒购于美

国Ivitrogen公司;微小RNA(miRNA)抑制物阴性对

照(anti-miR-NC)、miR-29b抑制物(anti-miR-29b)、
空载体(pcDNA)、HOXA-AS3过表达载体(pcDNA-
HOXA-AS3)、HOXA-AS3小干扰 RNA(si-HOXA-
AS3)、HOXA-AS3小干扰RNA阴性对照(si-NC)由
上海生工生物工程有限公司提供;miR

 

cDNA第一链

合成试剂盒、PrimeScript
 

RT
 

reagent
 

Kit
 

with
 

gDNA
 

Eraser试剂盒、SYBR􀆿
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM 试剂盒购

于大连Takara公司;Transwell小室和基质胶购于美

国BD公司;CCK-8试剂盒、膜联蛋白 V异硫氰酸荧

光素/碘化丙啶(Annexin
 

V-FITC/PI)双染细胞凋亡

检测试剂盒购于杭州贝博生物技术公司;兔源P21、半
胱氨酸天冬氨酸蛋白酶3(Caspase-3)、上皮细胞钙黏

蛋白(E-cadherin)、基质金属蛋白酶2(MMP-2)和磷

酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)抗体购于美国CST公司;
山羊抗兔二抗购于南京金斯瑞生物技术有限公司。
1.2 方法

1.2.1 干漆乙醇提取物的制备[13] 将100
 

g干燥的

干漆粉碎为粗粉,置于容器内,以料液比1∶3比例加

入95%乙醇冷浸72
 

h,用纱布过滤,得滤液。重复冷

浸提取3次,合并滤液,在40
 

℃下减压浓缩并收回乙

醇至无醇味,冷冻干燥,得干漆乙醇提取物,-20
 

℃保

存备用。提取率为10.5%。
1.2.2 细胞培养和分组 乳腺癌细胞T47D采用含

有10%胎牛血清的DMEM培养基在37
 

℃、5%
 

CO2
的细胞培养箱中培养。采用不同水平(0、25、50、75

 

μg/mL)的干漆乙醇提取物处理T47D细胞48
 

h,检
测细胞增殖抑制率、克隆形成、迁移、侵袭、凋亡以及

HOXA-AS3和 miR-29b表达的变化,确定后续实验

干漆乙醇提取物使用水平。为验证干漆乙醇提取物

是通过调控 HOXA-AS3/miR-29b分子轴进而影响

乳腺 癌 细 胞 增 殖、凋 亡、迁 移 和 侵 袭,利 用 Lipo-
fectamineTM

 

2000 将 pcDNA3.1、pcDNA3.1-
HOXA-AS3、anti-miR-NC、anti-miR-29b 分 别 转 染

T47D细胞,转染成功的T47D细胞用75
 

μg/mL的干

漆乙醇提取物干预48
 

h,依次记为干漆75
 

μg/mL+
pcDNA3.1组、干漆75

 

μg/mL+pcDNA3.1-HOXA-
AS3 组、75

 

μg/mL+anti-miR-NC 组、干 漆 75
 

μg/mL+anti-miR-29b组,检测T47D细胞的增殖、迁
移、侵袭和凋亡变化。
1.2.3 CCK-8法检测细胞活力 将1×104 个T47D
细胞铺于96孔板,根据实验分组进行相应细胞处理

后,向各孔内加入10
 

μL的CCK-8试剂,继续孵育2
 

h,酶标仪检测450
 

nm处各孔的吸光度值,计算细胞

增殖抑制率。
1.2.4 克隆形成实验检测细胞克隆能力 细胞按照

上述分组进行干预后,用胰酶消化细胞,取2×103 个

细胞接种于6孔板,将细胞均匀分散后,置于细胞培

养箱常规培养7
 

d,当看到肉眼可见的集落时,弃去培
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养基,磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤细胞1次,分别加入多

聚甲醛和结晶紫染液进行固定和染色,PBS冲洗3
次,常温晾干后,显微镜下统计>50个细胞的集落数。
1.2.5 流式细胞术检测凋亡 收集上述各组细胞,
PBS洗涤细胞2次,离心后加入适量结合缓冲液调整

为1×106
 

cells/mL的单细胞悬液。取100
 

μL细胞

悬液加入到流式管,按照Annexin
 

V-FITC/PI细胞凋

亡试剂盒分别加入5
 

μL的Annexin
 

V-FITC和5
 

μL
的PI,避光孵育15

 

min,加入400
 

μL结合缓冲液混

匀,采用流式细胞术检测细胞凋亡情况。
1.2.6 Transwell实验检测细胞的迁移和侵袭能

力 侵袭实验:在小室内铺上用 PBS
 

1∶8稀释的

Matrigel(50
 

mg/L)基质胶备用。收集上述各组细

胞,采用不含血清的培养基调整细胞水平为3×106
 

cells/mL。将Transwell小室放入24孔板,向上室内

加入300
 

μL的细胞悬液,下室加入含20%血清的细

胞培养液,培养箱孵育24
 

h,小心擦去未过膜细胞,
4%的多聚甲醛固定10

 

min,0.1%的结晶紫染色5
 

min,PBS洗涤后,将Transwell小室倒置于显微镜下

拍照,随机选取3个视野拍照,记录过膜细胞数,其平

均值即为细胞侵袭数目。迁移实验采用未包被基质

胶的Transwell小室,其他步骤同上。
1.2.7 qRT-PCR检测HOXA-AS3和miR-29b的表

达 TRIzol试剂盒提取各组的细胞总RNA,并分别

应用 miR
 

cDNA 第一链合成试剂盒和PrimeScript
 

RT
 

reagent
 

Kit
 

with
 

gDNA
 

Eraser试剂盒合成cD-
NA模板,采用SYBR􀆿

 

Premix
 

Ex
 

TaqTM 进行qRT-
PCR检测。分别以U6和GAPDH为内参照检测miR-
29b和 HOXA-AS3的表达。应用2-ΔΔCt 法计算 miR-
29b和靶标HOXA-AS3的表达量。引物由北京华大基

因公司合成,序列如 下。HOXA-AS3上 游5'-GCT-
GAATTAACGGTGGCTCC-3',HOXA-AS3 下 游 5'-
ATGGCGAGCGAAGGGAAG-3';GAPDH 上 游 5'-
TTAAAAGCAGCCCTGGTGAC-3',GAPDH 下 游5'-
CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC-3';miR-29b 上 游 5'-
UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU-3';miR-29b下

游5'-CACUGAUUUCAAAUGGUGUUAUU-3';U6上

游 5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3',U6 下 游 5'-
AACGCTTCTCACGAATTTGCGT-3'。

1.2.8 Western
 

blot检测P21、Caspase-3、E-cadher-
in和MMP-2蛋白的表达 各组细胞进行相应处理后

弃去细胞培养液,加入4
 

℃预冷的细胞裂解液,冰上

裂解30
 

min后提取细胞总蛋白。BCA试剂盒测定细

胞蛋白水平。煮沸3
 

min变性细胞蛋白。配制分离

胶和浓缩胶,每孔上样30
 

μg,进行聚丙烯酰胺凝胶电

泳,分 别 加 入 稀 释 的 P21、Caspase-3、E-cadherin、
MMP-2和GAPDH抗体后,4

 

℃孵育过夜。TBST洗

膜3次后,加入稀释的二抗溶液,室温孵育1
 

h,TBST
洗膜3次 后,用 增 强 型 化 学 发 光 试 剂 盒 显 色。以

GAPDH为内参,采用图像处理软件ImageJ分析目

的条带灰度值。
1.2.9 双荧光素酶报告基因实验 采用Targetscan
数据库进行靶基因预测显示,HOXA-AS3与 miR-
29b之间存在部分连续结合的核苷酸序列,并采用双

荧光酶报告基因实验验证 miR-29b和 HOXA-AS3
的靶向关系。含有 miR-29b结合位点的野生型荧光

素酶报告基因载体 WT-HOXA-AS3和突变型荧光素

酶报告基因载体 MUT-HOXA-AS3的构建由上海吉

凯 基 因 提 供。将 WT-HOXA-AS3、MUT-HOXA-
AS3分 别 与 miR-con、miR-29b

 

mimics共 转 染 至

T47D细胞,转染48
 

h,检测各组细胞的荧光素酶活

性。为进一步验证 HOXA-AS3对 miR-29b的调控

关系,将pcDNA3.1、pcDNA3.1-HOXA-AS3、si-NC、
si-HOXA-AS3分别转染至T47D细胞,转染48

 

h,采
用qRT-PCR检测miR-29b的表达。
1.3 统计学处理 采用SPSS20.0统计软件进行数

据分析。符合正态分布的计量资料以x±s表示,组
间比较采用t 检验,多组间比较采用单因素方差分

析,各组间数据的两两比较采用SNK-q 检验进行分

析。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 干漆乙醇提取物对细胞T47D增殖、凋亡的影

响 与空白对照组比较,干漆乙醇提取物处理组

T47D细胞P21和Caspase-3蛋白的表达显著升高,
细胞抑制率显著升高,克隆形成数显著降低,细胞凋

亡率显著升高,差异均有统计学意义(P<0.05)。见

表1、图1。

表1  干漆乙醇提取物对细胞T47D增殖、凋亡的影响(x±s)

药物水平(μg/mL) P21 Caspase-3 细胞抑制率(%) 克隆形成数 细胞凋亡率(%)

0 0.14±0.01 0.23±0.02 1.03±0.11 152.00±15.01 7.29±0.86

25 0.29±0.03* 0.42±0.04* 17.26±1.75* 127.00±12.14* 15.12±1.38*

50 0.50±0.05* 0.59±0.06* 42.68±4.17* 91.00±8.84* 21.01±2.00*

75 0.71±0.07* 0.75±0.07* 58.31±5.66* 67.00±6.36* 26.37±2.46*

  注:与0
 

μg/mL比较,*P<0.05。

2.2 干漆乙醇提取物对细胞T47D迁移、侵袭的影 响 与空白对照组比较,干漆乙醇提取物处理组
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T47D细胞E-cadherin蛋白的表达显著升高,MMP-2
蛋白的表达显著降低,迁移和侵袭细胞数目显著减

少,差异均有统计学意义(P<0.05)。随着干漆乙醇

提取物水平的逐渐增加,其对 T47D细胞迁移、侵袭

的抑制作用逐渐增强。见图2、表2。

  注:A为干漆乙醇提取物对细胞T47D凋亡的影响;B为干漆乙醇提取物对细胞T47D中P21、Caspase-3蛋白表达的影响;a为0
 

μg/mL干漆

乙醇提取物组,b为25
 

μg/mL干漆乙醇提取物组,c为50
 

μg/mL干漆乙醇提取物组,d为75
 

μg/mL干漆乙醇提取物组。

图1  干漆乙醇提取物对细胞T47D增殖、凋亡的影响

  注:A为干漆乙醇提取物对细胞T47D迁移、侵袭能力的影响;B为干漆乙醇提取物对细胞T47D中E-cadherin、MMP-2蛋白表达的影响;a为

0
 

μg/mL干漆乙醇提取物组,b为25
 

μg/mL干漆乙醇提取物组,c为50
 

μg/mL干漆乙醇提取物组,d为75
 

μg/mL干漆乙醇提取物组。

图2  干漆乙醇提取物对细胞T47D迁移、侵袭的影响

表2  干漆乙醇提取物对细胞T47D迁移、侵袭的影响(x±s)

药物水平(μg/mL) E-cadherin MMP-2 迁移细胞数 侵袭细胞数

0 0.23±0.02 0.85±0.08 268.00±25.34 153.00±15.11

25 0.41±0.04* 0.67±0.07* 210.00±20.05* 123.00±12.22*

50 0.62±0.06* 0.43±0.04* 140.00±13.03* 99.00±10.01*

75 0.83±0.08* 0.24±0.02* 96.00±10.08* 65.00±6.28*

  注:与0
 

μg/mL比较,*P<0.05。
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2.3 干漆乙醇提取物对细胞T47D中 HOXA-AS3、
miR-29b表达的影响 与空白对照组比较,干漆乙醇

提取物处理组T47D细胞 HOXA-AS3的表达显著降

低(P<0.05),miR-29b的表达显著升高(P<0.05)。
随着干漆乙醇提取物水平的逐渐升高,其对T47D细

胞中 HOXA-AS3和 miR-29b表达的影响逐渐增强。
见表3。
2.4 过表达 HOXA-AS3能逆转干漆乙醇提取物对

细胞T47D增殖、凋亡的影响 与干漆75
 

μg/mL+
pcDNA3.1组 比 较,干 漆75

 

μg/mL+pcDNA3.1-
HOXA-AS3组T47D细胞P21和Caspase-3蛋白的

表达显著降低,细胞抑制率显著降低,克隆形成数显

著增多,细胞凋亡率显著降低,差异均有统计学意义

(P<0.05)。见图3、表4。
2.5 过表达 HOXA-AS3能逆转干漆乙醇提取物对

细胞T47D迁移、侵袭的影响 与干漆75
 

μg/mL+
pcDNA3.1组 比 较,干 漆75

 

μg/mL+pcDNA3.1-
HOXA-AS3组T47D细胞 HOXA-AS3的表达显著

升高,E-cadherin蛋白的表达显著降低,MMP-2蛋白

的表达显著升高,迁移和侵袭细胞数目显著增多,差
异均有统计学意义(P<0.05)。见图4、表5。

表3  干漆乙醇提取物对细胞T47D中 HOXA-AS3、

   miR-29b表达的影响(x±s)

药物水平(μg/mL) HOXA-AS3 miR-29b

0 1.02±0.10 0.99±0.10

25 0.82±0.08* 1.25±0.11*

50 0.56±0.05* 1.56±0.15*

75 0.37±0.03* 1.95±0.20*

  注:与0
 

μg/mL比较,*P<0.05。

  注:A为过表达 HOXA-AS3能逆转干漆乙醇提取物对细胞T47D凋亡的影响;B为过表达 HOXA-AS3能逆转干漆乙醇提取物对细胞T47D
中P21、Caspase-3蛋白表达的影响;a为干漆75

 

μg/mL+pcDNA3.1组,b为干漆75
 

μg/mL+pcDNA3.1-HOXA-AS3组。

图3  过表达 HOXA-AS3能逆转干漆乙醇提取物对细胞T47D增殖、凋亡的影响

表4  过表达 HOXA-AS3能逆转干漆乙醇提取物对细胞T47D增殖、凋亡的影响(x±s)

组别 P21 Caspase-3 细胞抑制率(%) 克隆形成数 细胞凋亡率(%)

干漆75
 

μg/mL+pcDNA3.1组 0.72±0.07 0.77±0.07 58.63±5.68 66.00±6.33 26.45±2.49

干漆75
 

μg/mL+pcDNA3.1-HOXA-AS3组 0.26±0.02* 0.34±0.03* 15.69±1.55* 134.00±13.15* 11.29±1.26*

  注:与干漆75
 

μg/mL+pcDNA3.1组比较,*P<0.05。

  注:A为过表达HOXA-AS3能逆转干漆乙醇提取物对细胞T47D迁移、侵袭能力的影响;B为过表达HOXA-AS3能逆转干漆乙醇提取物对细

胞T47D中E-cadherin、MMP-2蛋白表达的影响;a为干漆75
 

μg/mL+pcDNA3.1组,b为干漆75
 

μg/mL+pcDNA3.1-HOXA-AS3组。

图4  过表达 HOXA-AS3能逆转干漆乙醇提取物对细胞T47D迁移、侵袭的影响
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表5  过表达 HOXA-AS3能逆转干漆乙醇提取物对细胞T47D迁移、侵袭的影响(x±s)

组别 HOXA-AS3 E-cadherin MMP-2 迁移细胞数 侵袭细胞数

干漆75
 

μg/mL
 

+pcDNA3.1组 1.01±0.10 0.82±0.08 0.21±0.02 98.00±10.21 64.00±6.23

干漆75
 

μg/mL
 

+pcDNA3.1-HOXA-AS3组 2.25±0.22* 0.32±0.03* 0.75±0.07* 220.00±20.35* 109.00±10.31*

  注:与干漆75
 

μg/mL+pcDNA3.1组比较,*P<0.05。

2.6 抑制 miR-29b能逆转干漆乙醇提取物对细胞

T47D增殖、凋亡的影响 与干漆75
 

μg/mL+anti-
miR-NC组比较,干漆75

 

μg/mL+anti-miR-29b组

T47D细胞P21和Caspase-3蛋白的表达显著降低,
细胞抑制率显著降低,克隆形成数显著增多,细胞凋

亡率显著降低,差异均有统计学意义(P<0.05)。见

图5、表6。

2.7 抑制 miR-29b能逆转干漆乙醇提取物对细胞

T47D迁移、侵袭的影响 与干漆75
 

μg/mL+anti-
miR-NC组比较,干漆75

 

μg/mL+anti-miR-29b组

T47D细胞 miR-29b的表达显著降低,E-cadherin蛋

白的表达显著降低,MMP-2蛋白的表达显著升高,迁
移和侵袭细胞数目显著增多,差异均有统计学意义

(P<0.05)。见图6、表7。

  注:A为抑制miR-29b能逆转干漆乙醇提取物对细胞 T47D凋亡的影响;B为抑制 miR-29b能逆转干漆乙醇提取物对细胞 T47D中P21、

Caspase-3蛋白表达的影响;a为干漆75
 

μg/mL+anti-miR-NC组,b为干漆75
 

μg/mL+anti-miR-29b组。

图5  抑制 miR-29b能逆转干漆乙醇提取物对细胞T47D增殖、凋亡的影响

表6  抑制 miR-29b能逆转干漆乙醇提取物对细胞T47D增殖、凋亡的影响(x±s)

组别 P21 Caspase-3 细胞抑制率(%) 克隆形成数 细胞凋亡率(%)
干漆75

 

μg/mL+anti-miR-NC组 0.73±0.07 0.74±0.07 58.52±5.65 68.00±6.39 26.33±2.42
干漆75

 

μg/mL+anti-miR-29b组 0.33±0.03* 0.38±0.04* 22.31±2.24*119±12.03* 15.37±1.54*

  注:与干漆75
 

μg/mL+anti-miR-NC组比较,*P<0.05。

  注:A为抑制miR-29b能逆转干漆乙醇提取物对细胞T47D迁移、侵袭能力的影响;B为抑制miR-29b能逆转干漆乙醇提取物对细胞T47D中

E-cadherin、MMP-2蛋白表达的影响;a为干漆75
 

μg/mL+anti-miR-NC组,b为干漆75
 

μg/mL+anti-miR-29b组。

图6  抑制 miR-29b能逆转干漆乙醇提取物对细胞T47D迁移、侵袭的影响
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表7  抑制 miR-29b能逆转干漆乙醇提取物对细胞T47D迁移、侵袭的影响(x±s)

组别 miR-29b E-cadherin MMP-2 迁移细胞数 侵袭细胞数

干漆75
 

μg/mL+anti-miR-NC组 0.97±0.10 0.80±0.08 0.23±0.02 97.00±10.06 66.00±6.35
干漆75

 

μg/mL+anti-miR-29b组 0.21±0.02* 0.36±0.04* 0.66±0.06* 196.00±18.57* 102.00±10.04*

  注:与干漆75
 

μg/mL+anti-miR-NC组比较,*P<0.05。

2.8 HOXA-AS3靶向调控miR-29b Starbase预测

显示 HOXA-AS3与 miR-29b之间存在本分连续结

合位点,见图7。双荧光素酶报告实验显示,与 miR-
NC和 WT-HOXA-AS3共转染组比较,miR-29b和

WT-HOXA-AS3共转染组T47D细胞的荧光素酶活

性显著降低(P<0.05);与miR-NC和 MUT-HOXA-
AS3共转染组比较,miR-29b和 MUT-HOXA-AS3
共转染组T47D细胞的荧光素酶活性变化差异无统

计学意义(P>0.05),见表8。qRT-PCR检测显示,
与pcDNA3.1 组 比 较,pcDNA3.1-HOXA-AS3 组

T47D细胞miR-29b的表达显著降低(P<0.05);与
si-NC组比较,si-HOXA-AS3组T47D细胞 miR-29b
的表达显著升高(P<0.05),见表9。提示 HOXA-
AS3靶向miR-29b并负性调控其表达。

图7  HOXA-AS3靶向 miR-29b

表8  双荧光素酶报告实验(x±s)

组别 WT-HOXA-AS3 MUT-HOXA-AS3

miR-NC组 0.97±0.10 0.94±0.10

miR-29b组 0.26±0.02* 0.96±0.10

  注:与miR-NC组比较,*P<0.05。

表9  HOXA-AS3调控 miR-29b的表达(x±s)

组别 miR-29b

pcDNA3.1组 1.00±0.10

pcDNA3.1-HOXA-AS3组 0.31±0.03*

si-NC组 1.04±0.10

si-HOXA-AS3组 2.27±0.23#

  注:与miR-NC组比较,*P<0.05;与anti-miR-NC组比较,#P<
0.05。

3 讨  论

  近年来乳腺癌的发病率和病死率不断升高并呈

现年轻化趋势,虽然治疗手段及其方案不断完善,但
临床治疗效果并不显著。研究显示,中药辅助治疗在

提高乳腺癌患者5年生存率和延长生存期方面发挥

重要作用[14]。
干漆又名漆渣、漆底、漆脚、续命筒、黑漆,历版

《中国药典》均有收录,具有破瘀血、消积、杀虫等功

效,主要用于治疗妇女经闭、瘀血、虫积、肝脏疾病、胃
病和传染病等[15]。现代生物医学研究表明,干漆乙醇

提取物具有显著的抗炎、抗菌、抗氧化、抗肿瘤和神经

保护作用[16-18]。研究证实,干漆乙醇提取物可抑制人

肺癌细胞A549以及人慢性粒细胞白血病K562细胞

的生长并诱导凋亡作用[19-20],抑制胰腺癌细胞的迁移

和侵袭[21];与此同时,干漆乙醇提取物还可通过腺苷

酸活化蛋白激酶(AMPK)和p53途径分别调节乳腺

癌细胞的存活和凋亡[22-23]。本研究结果显示,干漆乙

醇提取物呈剂量依赖性地抑制乳腺癌细胞 T47D增

殖,抑制 MMP-2表达,促进P21、Caspase-3和E-cad-
herin表达,抑制其迁移和侵袭,并诱导细胞凋亡,抑
制乳腺癌细胞的恶性生物学行为。

miRNA广泛参与肿瘤进展的多个生物学过程,
近年来其被认为是中药化合物抗肿瘤的潜在靶点[24]。
miR-29b是miR-29家族成员之一,研究显示乳腺癌

等多种癌症中 miR-29b异常表达,与癌细胞增殖、分
化、凋亡、转移和药物耐受相关[25]。本研究结果显示,
干漆乙醇提取物呈剂量依赖性地促进 T47D 细胞

miR-29表达,抑制 miR-29表达可逆转干漆乙醇提取

物对T47D细胞的凋亡诱导以及增殖、迁移、侵袭抑

制的影响,提示miR-29b可能是干漆乙醇提取物抗乳

腺癌的作用靶点。HOXA-AS3是一种新型的ln-
cRNA,已有研究表明肝癌中 HOXA-AS3表达上调,
下调 HOXA-AS3表达通过抑制丝裂原活化蛋白激

酶/细胞外调节蛋白激酶(MEK/ERK)信号通路进而

抑制肝癌细胞增殖、转移和上皮间质转化(EMT)进
程[26]。下调 HOXA-AS3表达还可增强顺铂对非小

细胞肺癌的体内外疗效[27]。本研究结果显示,干漆乙

醇提取物呈剂量依赖性地抑制 T47D细胞 HOXA-
AS3表达;本研究还发现,过表达HOXA-AS3可逆转

干漆乙醇提取物对T47D细胞增殖、迁移、侵袭以及

凋亡的影 响。此 外,双 荧 光 素 酶 报 告 基 因 实 验 和

Western
 

blot证实,HOXA-AS3靶向 miR-29b并负

性调控miR-29b表达。因此,调控HOXA-AS3/miR-
29b分子轴是干漆乙醇提取物调控乳腺癌细胞恶性生

物学行为的重要机制。有研究报道,漆酚可能是干漆

乙醇提取物的主要化学成分[28-29],但漆酚是否是其发

挥抗癌作用的主要成分还有待后续试验进行深层次

研究。
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