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珠子参多糖通过靶向 let-7a/CDK6分子轴调控胃癌MKN45细胞的增殖

与凋亡

王炳淑 a，梁荣珍 b，戢楠楠 c（海南医学院第二附属医院 a. 病理科；b.老年病科；c.放疗科，海南海口 570311）

[摘 要] 目的：探讨珠子参多糖（panax japlcus var polysaccharide，PJPS）对胃癌MKN45细胞增殖和凋亡的影响及其调控机

制。方法：选用人胃癌细胞系HGC27、MGC803、MKN45和胃黏膜上皮细胞株GES-1，分别将 let-7a mimics、let-7a inhibitor转染

进MKN45细胞；以 100 μg/ml PJPS处理胃癌细胞系并挑选后续实验细胞株为MKN45细胞；分别添加 0、10、50、100、120 μg/ml

PJPS处理转染后各组MKN45细胞，用CCK-8法、流式细胞术分别检测MKN45细胞增殖活力和细胞凋亡率，用Western blotting

检测MKN45细胞中细胞周期依赖性激酶6（cycle dependent kinase 6，CDK6）和凋亡相关蛋白的表达，用qPCR法检测调控胃癌细

胞增殖的miRNAs表达水平。用双荧光素酶报告基因实验验证let-7a和CDK6的靶向关系。结果：与其他胃癌细胞比较，100 μg/ml

PJPS可显著抑制 MKN45 细胞的增殖活力（P<0.01）；同时，100 μg/ml PJPS 处理后，可显著上调MKN45细胞中 let-7a的表达

（P<0.01）。双荧光素酶报告基因实验证实CDK6是 let-7a的靶基因。进一步实验显示，PJPS通过上调 let-7a靶向抑制CDK6的表

达，从而抑制MKN45细胞的增殖并诱导其凋亡（均P<0.01）。结论：PJPS通过调控 let-7a/CDK6分子轴抑制胃癌MKN45细胞的

增殖并诱导其凋亡。
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Panax japlcus var polysaccharide regulates proliferation and apoptosis of gastric

cancer MKN45 cells by targeting let-7a/CDK6 molecular axis
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[Abstract] Objective: To investigate the effect of panax japlcus var polysaccharide (PJPS) on the proliferation and apoptosis of gastric

cancer MKN45 cells and its regulatory mechanism. Methods: Human gastric cancer cell lines (HGC27, MGC803, MKN45) and gastric

mucosal epithelial cell line GES-1 were selected for this study. Let-7a mimics and let-7a inhibitor were transfected into MKN45 cells;

Gastric cancer cell lines were treated with 100 μg/ml PJPS and MKN45 was selected as the subsequent experimental cell line. MKN45

cells were cultured with 0, 10, 50, 100 and 120 μg/ml PJPS, respectively. The proliferation and apoptosis rate of MKN45 cells

were detected by CCK-8 and flow cytometry, respectively. Expressions of cell cycle dependent kinase 6 (CDK6) and apoptosis-related

proteins in MKN45 cells were detected by Western blotting, and the expression level of miRNAs regulating the proliferation of gastric

cancer cells was detected by Real-time quantitative PCR (qPCR). The Dual luciferase reporter gene assay was used to validate the targeting

relationship between let-7a and CDK6. Results: Compared with other gastric cancer cells, 100 μg/ml PJPS significantly inhibited

the proliferation of MKN45 cells (P<0.01). At the same time, 100 μg/ml PJPS significantly up-regulated the expression of let-7a in

MKN45 cells (P<0.01). The Dual luciferase reporter gene assay confirmed that CDK6 was the target gene of let-7a. Furthermore, PJPS

inhibited the expression of CDK6 by up-regulating let-7a, thereby inhibiting the proliferation and inducing apoptosis of MKN45 cells

(all P<0.01). Conclusion: PJPS inhibits proliferation and induces apoptosis of gastric cancer MKN45 cells by regulating the let-7a/

CDK6 axis.
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胃癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一，是导致肿

瘤相关死亡的第二大因素[1]。目前，胃癌治疗的主要策

略是手术切除、化疗、放疗和靶向治疗[2]，由于治疗产生

的不良反应和胃癌细胞的高耐药性导致治疗效果并不

理想[3]，亟需寻找更有效的胃癌治疗方法。近年来，中

药及其提取物在抑制胃癌细胞增殖和诱导细胞凋亡中

的重要作用引起了广泛关注，为胃癌治疗提供了新思

路。据报道[4]，珠子参水煎液有显著抑瘤作用；进一步

研究发现[5]，珠子参多糖（panax japlcus var polysac‐

charide，PJPS）能显著抑制肝癌细胞增殖并诱导细胞凋

亡。目前，尚未见PJPS在胃癌中的作用及其机制的研

究报道。已有研究表明，let-7a表达与胃癌的发生发展

相关[6]，例如中药方剂养正散结汤可通过恢复 let-7a的

表达抑制胃癌细胞的增殖并诱导凋亡 [2]，但 PJPS 对

let-7a的调控作用还尚未见报道。生物学信息分析提示，

细胞周期蛋白依赖性激酶6（cyclin dependent kinase 6，

CDK6）是 let-7a的靶基因，且在胃癌组织中高表达，敲

降CDK6则可抑制胃癌恶性生物学进展[7]。根据报道[8-12]，

miR-29c、miR-139、miR-145、miR-375、let-7a均是调控

胃癌细胞增殖的miRNAs。本研究通过体外用不同浓

度的PJPS处理胃癌MKN45细胞后，观察PJPS对MKN45

细胞增殖和凋亡的影响，并探究其对 let-7a/CDK6分子

轴相关的作用机制。

1 材料与方法

1.1 细胞系与主要试剂

人胃癌细胞系HGC27、MGC803和MKN45购自南

京康佰生物科技有限公司，人胃黏膜上皮细胞株GES-

1购自武汉原生原代生物医药科技有限公司。

PJPS购自西安青芷生物技术有限公司。RPMI 1640

培养基、胎牛血清和LipofectaminTM2000转染试剂盒购

自赛默飞世尔科技有限公司，CCK-8细胞增殖试剂盒

购自上海翊圣生物科技有限公司，Annexin V-FITC/PI细

胞凋亡检测试剂盒和SYBR Green Real-time PCR Master

Mix购自索莱宝科技有限公司，总RNA提取试剂盒和

逆转录试剂盒购自大连TaKaRa公司，总蛋白提取试剂

盒购自美国Sigma-Aldrich公司，抗CDK6、抗caspase-3、

抗caspase-8、抗Bcl-2抗体和羊抗兔 IgG（H+L）抗体均

购自英国Abcam公司，let-7a mimics和 let-7a inhibitor购

买于百奥迈科生物技术有限公司，pcDNA3.1载体购自

美国 Invitrogen公司。

1.2 细胞培养及药物处理

将胃癌MKN45细胞置于含10%胎牛血清和1%

青霉素、1% 链霉素的 RPMI 1640 培养基中，37 ℃、

5%CO2培养箱中培养，细胞汇合度达 80%时传代培

养。取生长良好的 MKN45 细胞，分别添加 10、50、

100和 120 μg/ml的 PJPS，空白组作为对照（Ctrl），常

规培养以用于后续实验。

1.3 细胞转染及分组

取对数生长期MKN45细胞，接种于6孔板（2×105

个/孔）。当细胞汇合度达80%时，在LipofectaminTM2000

转染试剂盒说明书指导下进行转染。转染分组：阴性

对照组（NC组）、100 μg/ml PJPS处理并转染 let-7a in‐

hibitor组（PJPS+let-7a inh组）、let-7a mimics转染组（let-

7a mim组）、100 μg/ml PJPS处理+CDK6转染组（PJPS+

CDK6组）、100 μg/ml PJPS处理+let-7a mimics+CDK6

共转染组（PJPS+let-7a mim+CDK6组）。

1.4 CCK-8法检测MKN45细胞的增殖能力

收集各组待测细胞，培养 72 h后添加CCK-8溶

液，置于 37 ℃、5%CO2培养箱中常规培养，每孔加入

CCK-8试剂继续培养2 h后，于酶标仪检测各组细胞

波长450 nm处的光密度（D）值。

1.5 Annexin V-FITC/PI 染 色 流 式 细 胞 术 检 测

MKN45细胞的凋亡率

收集各组待测细胞，PBS洗 2次，用结合缓冲液

重悬细胞，配成细胞密度为 1×106个/ml的细胞悬液。

加入10 μl Annexin V-FITC，轻轻混匀，室温下避光孵

育10 min，后加入5 μl PI，避光孵育5 min。使用流式

细胞仪检测细胞的凋亡情况，细胞凋亡早期和中晚

期比率即为细胞的凋亡率。

1.6 Western blotting（WB）实验检测MKN45细胞中

CDK6和凋亡相关蛋白的表达

收集各组待测细胞，PBS 洗 3 次，加入RIPA裂解

缓冲液并提取总蛋白。取 200 μg 蛋白进行 SDS-

PAGE、转膜，5%牛血清蛋白封闭1 h，加入稀释比例均为

1∶1 000的一抗（抗 CDK6、抗 caspase-3、抗 caspase-8

和抗Bcl-2抗体），4 ℃孵育过夜。次日，加入羊抗兔IgG

（H+L）（1∶500）二抗，室温孵育1.5 h后，加入ECL发光

液后，用凝胶成像仪获得蛋白条带，用Image J软件统计

分析蛋白条带的灰度值，计算蛋白的相对表达量。

1.7 qPCR检测MKN45细胞中增殖相关miRNAs的表达

按RNA提取试剂盒要求提取各组待测MKN45

细胞总 RNA，按逆转录试剂盒说明进行操作，获得

cDNA，根据 SYBR Green Real-time PCR Master Mix

说明书配置qPCR反应体系，按95℃ 10 min、95 ℃ 10 s、

60 ℃ 20 s、72 ℃ 30 s，40个循环的反应条件进行实

验。引物序列见表1。结果采用2-△△Ct表示。

1.8 双荧光素酶报告基因验证 let-7a与CDK6的靶

向关系

构建含有 CDK6 3'-UTR 片段的 CDK6-Wt 型和

CDK6-Mut型荧光素酶报告基因载体，分别转染 let-7a

mimics，使用双荧光素酶报告基因检测试剂盒检测各
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组细胞中双荧光素酶的活性。

表1 qPCR引物序列

Tab.1 Sequences of qPCR primer

Primer

miR-29c

miR-139

miR-145

miR-375

Let-7a

U6

Sequence (5'-3')

F：TAGTAGTGGTTGTTTGTTTTTTTTTGA
R：CCACTCTACTAAAAACTCCATCTCC
F：CAGCGGTCTACAGTGCACGT
R：CAGTGCAGGGTCCGAGGT
F：GTCCAGTTTTCCCAGGAATCCCT
R：GCTGTCAACGATACGCTACCTA
F：CAGGGTCCGAGGTATT
R：CTGCTTTGTTCGTTCG
F: 5'-GGTGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT
R: 5'-CTCGCTTCGGCAGCACATATA
F: 5'-CTCGCTTCGGCAGCACA
R: 5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT

1.9 统计学处理

CCK-8、流式细胞术、WB、qPCR等实验均重复3次。

用SPSS 20.0统计学软件分析数据，以GraphPad Prism6.0

软件绘图。两组间比较采用 t检验，多组间比较采用单

因素方差分析，多组中两两检验采用LSD-t法。以P<

0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 PJPS抑制胃癌细胞增殖并诱导其凋亡

CCK-8实验结果显示，经PJPS（100 μg/ml）处理后，

与GES-1细胞比较，HGC27、MGC803、MKN45细胞的

增殖活力均显著降低（均P<0.01），且以 MKN45细胞增

殖抑制作用最明显（P<0.01，图1A）；同时，PJPS对MKN45

细胞增殖活力的影响与药物质量浓度有关，MKN45细

胞培养72 h后，与Ctrl组比较，10、50、100、120 μg/ml PJPS

处理组细胞增殖活力均随质量浓度的增加不断显著降

低（P<0.01；IC50=94.84；图1B）。

根据 IC50=94.84，选择100 μg/ml PJPS处理MKN45

细胞后，流式细胞术检测结果（图1C）显示，与Ctrl组比

较，PJPS组细胞凋亡率显著增高（P<0.05）；WB实验结

果（图1D）显示，与Ctrl组比较，PJPS 组细胞中 caspase-

3、caspase-8 表达增高（均 P<0.01）、Bcl-2 表达降低

*P<0.05, **P<0.01 vs Ctrl group or GES-1 cells，△△P<0.01 vs HGC27 or MGC803 or 10 or 50 μg/ml PJPS group

A and B: The cell proliferation viability was measured by CCK-8 assay; C: The apoptosis rate was evaluated by Flow cytometry；

D: The expressions of apoptosis-related proteins were detected by WB

图1 PJPS对胃癌细胞增殖和凋亡的影响

Fig.1 Effect of PJPS on proliferation and apoptosis of gastric cancer cells
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（P<0.01）。上述结果表明，PJPS抑制MKN45细胞增

殖并诱导其凋亡。

2.2 PJPS 通过上调 let-7a 抑制 MKN45 细胞增殖并

诱导其凋亡

qPCR检测结果显示，经PJPS处理后，在调控胃

癌细胞增殖的5个miRNA中以 let-7a miRNA（let-7a）

表达水平最高（P<0.01，图 2A）。经PJPS进一步处理

后，MKN45细胞中 let-7a表达显著上调（P<0.01）；而

同时敲降 let-7a后，let-7a表达与NC组比较差异无统

计学意义（P>0.05，图2B）。

CCK-8实验结果（图 2C）显示，经 PJPS处理后，

与 NC 组比较，MKN45 细胞增殖活力显著降低（P<

0.01）；而同时敲降 let-7a后，MKN45细胞增殖活力较

PJPS组显著提高（P<0.01）。

流式细胞术检测结果（图2D）显示，经PJPS处理

后，与NC组比较，MKN45细胞凋亡率显著上调（P<

0.01）；而同时敲降 let-7a 后，MKN45 细胞凋亡率较

PJPS组显著降低（P<0.01）。

WB 实验结果（图 2E）显示，经 PJPS 处理后，与

NC组比较，MKN45细胞中 caspase-3和 caspase-8表

达上调（P<0.01，P<0.05）、Bcl-2表达下调（P<0.01）。

实验结果表明 ，PJPS 通过上调 let-7a 抑制

MKN45细胞增殖并诱导其凋亡。

*P<0.05，**P<0.01 vs NC group；△△P<0.01 vs PJPS group

A and B: The expressions of miRNAs were measured by qPCR; C: The cell proliferation viability of MKN45 cells was evaluated by CCK-8

assay; D: The apoptosis rate was detected by Flow cytometry; E: The expressions of apoptosis-related proteins were detected by WB

图2 PJPS通过上调 let-7a抑制MKN45细胞增殖并诱导其凋亡

Fig.2 PJPS inhibited proliferation and induced apoptosis of MKN45 cells by up-regulating let-7a
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2.3 CDK6是 let-7a的靶基因

生物信息学数据库TragetScan和PITA分析结果

显示，CDK6可能是 let-7a的靶基因（图3A）。双荧光

素酶报告基因证实，与对照组比较，过表达 let-7a后

CDK6-Wt 荧光素活性下调（P<0.01），而 CDK6-Mut

荧光素活性未下调（P>0.05；图 3B）。WB 实验结果

（图 3C）显示，与对照组比较，过表达 let-7a后CDK6

表达显著下调（P<0.01）。

**P<0.01 vs NC group

A: The bioinformatics analysis showed that CDK6 had a binding site with Let-7a; B: The relative luciferase activity was detected by

Dual-luciferase reporter gene assay；C: The expression of CDK6 was evaluated by WB

图3 CDK6是 let-7a的靶基因

Fig.3 CDK6 was a target gene of let-7a

2.4 PJPS通过调控 let-7a/CDK6分子轴抑制MKN45

细胞增殖并诱导其凋亡

qPCR和WB实验结果显示，与PJPS组和PJPS+

let-7a mim+CDK6组比较，PJPS+CDK6组MKN45细

胞中 let-7a表达下调（均P<0.01，图 4A）、CDK6蛋白

表达上调（P<0.01，图4B）。

CCK-8实验结果（图4C）显示，与PJPS组和PJPS+

let-7a mim+CDK6组比较，PJPS+CDK6组中MKN45细

胞的增殖能力明显上调（均P<0.01），结果表明，CDK6

缓解PJPS对MKN45细胞增殖的抑制作用。

流式细胞术检测结果（图4D）显示，与PJPS组和

PJPS+let-7a mim+CDK6组比较，PJPS+CDK6组MKN45

细胞的凋亡率显著上调（均P<0.01）。结果表明，CDK6

缓解PJPS对MKN45细胞凋亡的促进作用。

WB 实验结果（图 4E）显示，与 PJPS 组和 PJPS+

let-7a mim+CDK6组比较，PJPS+CDK6组MKN45细

胞中 caspase-3 和 caspase-8 表达显著下调（均 P<

0.01）、Bcl-2表达显著上调（均P<0.01）。

上述结果表明，PJPS通过调控 let-7a/CDK6分子

轴抑制MKN45细胞增殖并诱导其凋亡。

3 讨 论

胃癌是全球最常见的恶性肿瘤之一，每年约有100

万新病例被确诊为胃癌[13]。化疗联合手术切除是胃癌

治疗的常用手段，但该治疗手段常伴随恶心、呕吐、脱

发和白细胞下降等严重不良反应，且治疗效果不理

想 [14]。近年来，多项研究报道了中药植物及其提取物

在胃癌治疗中的重要作用。例如：小叶黄杨的主要

活性成分环维黄杨星 D 抑制胃癌细胞增殖并诱导

其凋亡 [1]；中药方剂养正散结汤通过上调 let-7a 的

表达调控胃癌细胞的增殖和凋亡 [7]。PJPS 是从中

药材珠子参中提取而来，珠子参具有抗炎、镇痛、

抗肿瘤、保护心血管等作用 [15]；天然多糖在免疫调

节、抗氧化、抗病毒、抗肿瘤等方面发挥着重要作

用，因此天然多糖成为新药开发的宠儿 [16]。此外，

PJPS 可有效抑制H22 肝癌小鼠肿瘤生长，并延长小

鼠生存时间[17]，但PJPS 对胃癌的作用尚未见报道。

本研究发现，PJPS 抑制胃癌MKN45细胞增殖并诱导

其凋亡。

miRNA是一种内源性非编码小型RNA，其长度

为 20~25个核苷酸[18]。多项研究表明，let-7a抑制多

种肿瘤细胞增殖并诱导其凋亡[19]。let-7a靶向EZH2

抑制鼻咽癌细胞增殖并诱导凋亡[20]；let-7a通过TGF-

β/SMAD信号通路抑制宫颈癌细胞增殖[21]；let-7a在

胃癌组织及细胞系中低表达[22]，过表达 let-7a抑制胃

癌细胞增殖[23]并诱导其凋亡[24]。本研究发现，PJPS通

过上调 let-7a 表达抑制 MKN45 细胞增殖并诱导其

凋亡。
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**P<0.01
A: The expression of let-7a was measured by qPCR；B and E: The expressions of CDK6 and apoptosis-related proteins were detected
by WB; C: The cell proliferation of MKN45 cells was evaluated by CCK-8 assay；D0 and D1: The apoptosis rate of MKN45 cells was

measured by Flow cytometry
图4 PJPS通过调控 let-7a/CDK6分子轴抑制MKN45细胞增殖并诱导其凋亡

Fig.4 PJPS inhibited the proliferation and induced apoptosis of MKN45 cells by regulating let-7a/CDK6 axis

细胞周期依赖性激酶（cyclin dependent kinase，

CDK）催化并结合细胞周期蛋白是促进细胞周期进

展的必要条件[25]。CDK6能够与 cyclin D结合[26]，促

进多种癌细胞增殖[27]。例如，MKL1与CDK6启动子

结合，能上调胃癌细胞中 CDK6 表达，促进细胞增

殖[28]。生长特异抑制物 5（growth arrest-specific 5,

GAS5）通过下调 CDK6 表达抑制胃癌细胞增殖[29]。

过表达 miR-143 通过下调 CDK6 抑制胃癌细胞增

殖[30]。CDK6是miR-363的靶基因，上调CDK6表达

促进胃癌细胞增殖并抑制细胞凋亡[31]。本研究发现，

CDK6是 let-7a的靶基因，PJPS通过上调 let-7a表达下

调CDK6，从而抑制MKN45细胞增殖并诱导其凋亡。

综上所述，本研究证实了 PJPS通过调控 let-7a/

CDK6分子轴抑制胃癌MKN45细胞增殖并诱导其凋

亡，为胃癌治疗提供了新的思路。但本研究仍存在

不足之处，如本研究只是通过体外实验证实了PJPS

对单个胃癌MKN45细胞株有抑制作用，今后可通过

多个胃癌细胞株和动物实验来进一步探讨PJPS对胃

癌MKN45细胞的作用及其机制。
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