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[摘 要] 目的：探索南蛇藤提取物齐墩果烷型五环三萜（28-hydroxy-3-oxoolean-12-en-2-oic acid）协同miR-451对人胃癌AGS

细胞增殖、迁移的影响及其可能的分子机制。方法：用miR-451过表达慢病毒感染AGS细胞，并用盐酸多西环素（DOX）10或

100 ng/ml诱导 24 h，构建过表达miR-451的细胞AGS/miR-451+。采用 10、20、40、80、160 μmol/L的齐墩果烷型五环三萜处理

AGS/miR-451+细胞，MTT法、划痕实验分别检测细胞增殖和迁移能力的变化，WB法检测细胞中mTOR通路及凋亡相关蛋白表达

水平的变化。结果：成功构建过表达miR-451的AGS/miR-451+细胞。与未加药对照组相比，齐墩果烷型五环三萜处理后AGS/

miR-451+细胞的增殖抑制率均呈时间和浓度依赖性升高（P<0.05或P<0.01），细胞迁移率均显著降低（P<0.05或P<0.01）。齐墩果

烷型五环三萜处理组细胞中，mTOR 信号通路相关蛋白的表达量均有所降低（P<0.05或P<0.01）；凋亡相关蛋白中，Bcl2的表达量

下降，BAX、caspase-3、caspase-1及细胞色素 c的表达量升高（P<0.05或P<0.01）。结论：齐墩果烷型五环三萜能够协同miR-451

抑制人胃癌AGS细胞的增殖与迁移，其机制可能与影响凋亡和mTOR信号通路相关蛋白的表达有关。
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28-hydroxy-3-oxoolan-12-en-2-oic acid and miR-451 synergistically inhibit the
proliferation and migration of gastric cancer AGS cells and its possible mechanism

SUN Hui, HUA Weiwei, CHEN Xiwen, LI Yajuan, QIN Wei, YIN Zixin, ZHAO Ya, LIU Yanqing, QIAN Yayun (Department of

Integrated Traditional Chinese and Western Medicine, Medical College of Yangzhou University, Yangzhou 225009, Jiangsu, China)

[Abstract] Objective: To explore the synergistic effect of 28-hydroxy-3-oxoolean-12-en-2-oic acid and miR-451 on the proliferation

and migration of human gastric cancer AGS cells and its possible molecular mechanism. Methods: AGS cells were infected with

miR-451 overexpression lentivirus and induced with DOX (10 or 100 ng/ml) for 24 h to construct AGS/miR-451+ cells overexpressing

miR-451. AGS/miR-451+ cells were treated with 28-hydroxy-3-oxoolean-12-en-2-oic acid of 10, 20, 40, 80, 160 μmol/L. The changes

in proliferation and migration ability of cells were detected by the MTT method and the scratch test, respectively; WB method was used

to detect the changes in the expression levels of mTOR signaling pathway-related and apoptosis-related proteins in cells. Results:

AGS/miR-451+ cells overexpressing miR-451 were successfully constructed. Compared with the untreated control group, the

proliferation inhibition rate of AGS/miR-451+ cells in the 28-hydroxy-3-oxoolean-12-en-2-oic acid treatment group increased in a time-

and concentration-dependent manner (P<0.05 or P<0.01), while the cell migration rate was significantly reduced (P<0.05 or P<0.01). In

the cells treated with 28-hydroxy-3-oxoolean-12-en-2-oic acid, the expression of mTOR signaling pathway-related proteins was reduced

(P<0.05 or P<0.01); among the apoptosis pathway-related proteins, the expression of Bcl2 was decreased, but the expression of BAX,

caspase-3, caspase-1, and cytochrome c was increased (P<0.05 or 0.01). Conclusion: The 28-hydroxy-3-oxoolean-12-en-2-oic and

miR-451 can synergistically inhibit the proliferation and migration of human gastric cancer AGS cells. The mechanism may be related

to their regulation of apoptosis signaling pathway- and mTOR signaling pathway-related proteins.
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胃癌是最常见的胃上皮组织恶性肿瘤[1]，传统的

抗肿瘤治疗和新兴的靶向治疗对部分患者的预后有

明显改善，但对伴有转移的患者疗效不佳。近年来

的研究[2]发现，监测肿瘤相关miRNA、靶蛋白及基因

组相关转移基因，有可能为胃癌治疗提供新的突破

点。南蛇藤（Celastrus orbiculatus）为卫矛科南蛇藤

属植物，其提取物有抗肿瘤活性[3-4]。本课题组研

究[5-6] 证实 ，南 蛇 藤 提 取 物（Celastrus orbiculatus

extract, COE）发挥抗肿瘤作用的主要活性物质是

南蛇藤总萜。进一步利用超临界萃取的方法优化提

取工艺，将南蛇藤乙酸乙酯提取物通过 HPLC-UV

法分离到更多的单体成分，经过药敏实验[7]筛选发

现，胃癌细胞对齐墩果烷型五环三萜（28-hydroxy-3-

oxoolean-12-en-2-oic acid）较为敏感，本研究选择该

组分进行深入研究。miR-451在胃癌的发生发展中

起重要作用，过表达miR-451可将胃癌细胞周期阻滞

于 G0/G1 期，抑制 miR-451 表达则促进胃癌细胞分

裂[8]。本研究构建过表达 miR-451 的人胃癌 AGS/

miR-451+细胞株，探索齐墩果烷型五环三萜对AGS/

miR-451+细胞增殖、凋亡及迁移的影响，并对相关分

子机制进行初步研究。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

齐墩果烷型五环三萜购自武汉天植生物技术有

限公司，5-氟尿嘧啶（5-fluorouracil，5-Fu）注射液购自

天津金耀药业有限公司。人胃癌AGS细胞购自中国

科学院研究所上海细胞库，用含 10% 胎牛血清的

RPMI 1640常规培养。293 T细胞、E.coli DH5α感受

态细胞和改良型慢病毒小RNA表达载体pTRIPZ（购

自美国Open Biosystems公司）[9]均为本实验室保存。

引物、限制性内切酶AgeⅠ和XhoⅠ、T4 DNA聚合酶

试剂盒、Taq聚合酶等均购自日本宝生物工程（大连）

有限公司，盐酸多西环素（doxycycline hyclate，DOX）

和BCA法检测试剂盒均购自上海碧云天生物技

术 有 限 公 司 ，LipofectamineTM 2000 购 自 美 国

Invitrogen公司，胎牛血清购自美国 Hyclone 公司，

胰蛋白酶、MTT粉均购自美国BD公司。一抗（兔抗

人 caspase-1、细 胞 色 素 c、caspase-3、BAX、Bcl2、

mTOR、Akt、p-Akt、4EBP1、PI3K、β-actin抗体）、二抗

（抗兔 IgG）均购自美国 Cell Signaling Technology 公

司。ChemiDoc XRS+型凝胶成像系统购自美国BIO-

RAD公司，倒置相差显微镜（CKX41-32PH）购自日本

Olympus公司，qPCR仪购自罗氏公司。

1.2 过表达miR-451的AGS细胞株的建立

改良型载体 pTRIPZ 为 DOX 诱导型慢病毒小

RNA表达载体，主要包括两个表达框：组成型启动子

UBC驱动的第三代 rtTA蛋白表达框；诱导型四环素

应答元件TRE驱动的红色荧光蛋白及位于其3’非翻

译区（3’-UTR）的基于 miR-26b 前体茎环结构的

miRNA 表达框。利用分子克隆的方法，以 miR-451

成熟体序列替换miR-26b成熟体序列。设计miR-451

的 pre-miRNA表达序列，化学合成两条分别带有

XhoⅠ和 AgeⅠ酶切位点黏性末端的互补配对单链

DNA序列，两链进行退火、加磷后，与pTRIPZ载体上

的XhoⅠ和AgeⅠ位点连接，得到重组慢病毒表达质

粒 pTRIPZ-miR-451与两种辅助包装质粒，将上述质

粒以LipofectamineTM 2000法共转染293 T细胞，收集

并浓缩富含慢病毒颗粒的细胞上清液，测定病毒滴

度。病毒感染AGS细胞后，利用被感染细胞的嘌呤

霉素抗性筛选阳性细胞，再经DOX诱导后，表达红色

荧光者即为过表达miR-451的AGS细胞，将其命名

为AGS/miR-451+细胞。

1.3 qPCR检测miR-451的表达水平

将对数生长期的 AGS/miR-451+细胞分为 3 组，

分别加入0、10和100 ng/ml的DOX，培养24 h后提取

RNA，逆转录合成 cDNA，用SYBR Green法 qPCR检

测 miR-451 的表达水平。Hsa-miR-451-3p 上游引物

为 5'-GCAAACCGTTACCATTACTGAGTTA-3'，Hsa-

miR-451-5p 上 游 引 物 为 5'-CGTAGCAAGAGA

ACCATTACCATTA-3'，miR-451下游引物为 qPCR试

剂盒中的miR通用下游引物。内参U6引物：上游为

5'-GGAACGATACAGAGAAGATTAGC-3'，下 游 为

5'-TGGAACGCTTCACGAATTTGCG-3'。 PCR 总反

应体系为 10 μ l，反应条件为 95 ℃预变性 30 s、

95 ℃ 5 s、60 ℃ 30 s，共 40个循环。以未使用DOX

诱导的AGS细胞作为对照组。用 2–△△Ct法计算目的

基因相对表达量。

1.4 MTT 实验检测齐墩果烷型五环三萜对 AGS/

miR-451+细胞增殖的影响

将对数生长期的AGS/miR-451+细胞以 5×103个/

孔接种于96孔板，加入无血清培养基配制的COE齐

墩果烷型五环三萜（10、20、40、80、160 μmol/L），分别

孵育 24、48和 72 h 后，加入 0.5%MTT 溶液 20 μl继

续培养4 h。弃上清液，加120 μl DMSO溶液，用多功

能酶标仪检测 490 nm波长处各孔光密度（D）值。增

殖抑制率=（1-D 药物组/D 对照组）×100%。每组设 5 个复

孔，实验重复3次。

1.5 细胞划痕实验检测齐墩果烷型五环三萜对

AGS/miR-451+细胞迁移的影响

将对数期AGS/miR-451+细胞以 2×104个/孔接种

于6孔板，待细胞贴壁、单层细胞长满孔底后，用移液
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器吸头在6孔板中间划一细痕，约2 mm宽，PBS冲洗

2次，于倒置显微镜下观察划痕内有无细胞并拍照、

测量划痕的宽度。分别设置空白对照组（NC组，亲

本AGS细胞）、AGS/miR-451+细胞未加药组、齐墩果

烷型五环三萜（30、60、90 μmol/L）处理组（COE组）、

阳性对照组（5-Fu，25 μg/L）。培养24 h 后，再次于倒

置显微镜下观察划痕并拍照、测量划痕的宽度。用

ImageJ图像处理软件分析实验结果、计算划痕愈合

率。划痕愈合率=（0 h时划痕宽度–24 h时划痕宽

度）/0 h时划痕宽度×100%。

1.6 WB 法检测齐墩果烷型五环三萜对 AGS/miR-

451+细胞中相关蛋白表达的影响

将对数期 AGS/miR-451+细胞以 5×104 个 /孔接种

于 6 孔板，分为 5组：阴性对照组（AGS/miR-451+细胞

未加药处理）、齐墩果烷型五环三萜（30、60、90 μmol/

L）处理组、阳性对照组（5-Fu，25 μg/L）。另设空白对照

组（亲本 AGS 细胞）。加药后培养24 h，PBS洗2次，

提取细胞的总蛋白并用BCA法测定总蛋白浓度。使用

SDS-PAGE分离蛋白，再将蛋白条带电转至PVDF膜上，

将膜置于含5% 脱脂奶粉的TBST中封闭2 h，加入一抗

（1∶1 000稀释），置于摇床上、4 ℃条件下孵育过夜，TBST

清洗膜3次，加入二抗（1∶2 000稀释），室温下孵育 2 h，

TBST 清洗 3 次后加入 ECL 试剂使蛋白条带显色，采

集并分析图像，用 ImageJ图像处理软件计算目的蛋

白的相对表达量。

1.7 统计学处理

采用SPSS 24.0统计软件处理，符合正态分布的

计量数据以 x̄±s 表示，多组间比较采用单因素方差分

析，以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 成功构建过表达miR-451的AGS细胞

pTRIPZ载体携带嘌呤霉素抗性基因，可通过嘌呤

霉素压力性筛选获得稳定转染的AGS细胞。在没有DOX

存在的情况下，pTRIPZ载体中的 rtTA蛋白表达框不能

与应答元件TRE结合，因而不能驱动红色荧光蛋白及

miRNA的表达；加入DOX后，rtTA即与TRE结合，驱动

红色荧光蛋白及其下游的miRNA表达，红色荧光的强

度与miRNA的表达量呈正相关。以不同浓度的DOX

（10或100 ng/ml）诱导miR-451的表达24 h，倒置荧光

显微镜下观察细胞红色荧光蛋白的强度，结果（图1）显

示，视野下所有细胞均能发出明显的红色荧光，表明已

成功构建过表达miR-451的AGS/miR-451+细胞；qPCR

法检测细胞中miR-451的表达水平，结果（图2）显示，用

100 ng/ml DOX处理24 h后，miR-451的表达量最高，由

此为依据进行后续实验。

图1 人胃癌AGS/miR-451+细胞株的建立（×200）

Fig.1 Construction of human gastric AGS/miR-451+

cell line (×200)

图2 qPCR法检测AGS/miR-451+细胞中miR-451的表达水平

Fig.2 The expression of miR-451 in AGS/miR-451+ cells was

detected by qPCR

2.2 齐墩果烷型五环三萜对 AGS/miR-451+细胞增

殖的影响

不同浓度（10、20、40、80、160 μmol/L）的齐墩果

烷型五环三萜分别处理 AGS/miR-451+ 细胞 24、48、

72 h 后，MTT 法分析药物对细胞增殖能力的影响。

结果（图 3）显示，齐墩果烷型五环三萜作用 24 h

后对AGS/miR-451+ 细胞的半数抑制浓度（IC50）约为

72.61 μmol/L；与未加药对照组相比，齐墩果烷型五环

三萜明显抑制 AGS/miR-451+细胞的增殖（P<0.05），

并具有时间和浓度依赖性。

2.3 齐墩果烷型五环三萜对人胃癌 AGS/miR-451+

细胞迁移的影响

细胞划痕实验检测结果（图4）显示，与NC组（野

生型AGS细胞）相比，AGS/miR-451+细胞划痕愈合率

显著降低（P<0.05），表明过表达miR-451可抑制人胃

癌AGS细胞迁移；加入30、60、90 μmol/L齐墩果烷型

五环三萜处理AGS/miR-451+细胞 24 h后，随着药物

剂量增加，细胞划痕愈合率有进一步降低的趋势。

2.4 齐墩果烷型五环三萜对 AGS/miR-451+细胞中

mTOR信号通路及凋亡相关蛋白表达的影响

WB法检测细胞中mTOR信号通路相关蛋白表
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达水平，结果（图5）显示，与空白对照组（亲本AGS细

胞）相比，AGS/miR-451+细胞中 p-Akt的表达量显著

降低（P<0.05）；加入齐墩果烷型五环三萜处理后，

AGS/miR-451+ 细胞中 mTOR、AKT、p-Akt、PI3K 和

4EBP1蛋白的表达量均明显降低，并呈浓度依赖性

（P<0.05或P<0.01）。

WB法检测细胞中凋亡相关蛋白表达，结果（图

6）显示，与对照组相比，齐墩果烷型五环三萜处理组

AGS/miR-451+细胞中 Bcl2 的表达量降低，BAX 和

caspase-3、caspase-1 及细胞色素 c 的表达量增加，

Bcl2/Bax比值降低（P<0.05或P<0.01）。

3 讨 论

胃癌根治术是治疗早期胃癌的方式，晚期胃癌

常常伴有广泛转移，传统的抗肿瘤和靶向治疗可以

改善患者症状，但对转移患者的预后没有明显的改

善[10-12]。迄今尚未发现特异性的生物标志物用来进

行胃癌早期诊断和预测是否有转移倾向。因此，检

测肿瘤相关miRNA[13]、靶蛋白[14]及转移相关基因[15]可

作为治疗胃癌的新突破点。卫矛科中草药南蛇藤的

抗炎消肿功效明显[16-17]。本课题组研究[18-19]表明，南

蛇藤提取物有较强的抗肿瘤活性，南蛇藤多萜是南

蛇藤提取物抗癌作用的主要物质基础[20]，在对分离技

术进行优化后，在南蛇藤多萜的基础上又成功分离

了多种单体成分，药敏实验显示，齐墩果烷型五环三

萜是其中抗肿瘤效果比较突出的一种。

*P<0.05, **P<0.01 vs 0 μmol/L COE group

图3 齐墩果烷型五环三萜对AGS/miR-451+细胞增殖能力的

影响

Fig.3 Effect of 28-Hydroxy-3-oxoolean-12-en-29-oic acid on

the proliferation of AGS/miR-451+ cells

*P<0.05, **P<0.01 vs NC group

图4 齐墩果烷型五环三萜对AGS/miR-451+细胞迁移能力的影响（标尺长度为500 μm））

Fig.4 Effect of 28-Hydroxy-3-oxoolean-12-en-29-oic acid on the migration of AGS/miR-451+ cells (Scale bar=500 μm)

mTOR可调节肿瘤细胞的增殖、生长、存活及血

管生成，PI3K/Akt/mTOR信号转导通路参与多种肿

瘤细胞的侵袭转移过程[21-23]。miRNA是影响肿瘤进

展的重要因素[24]。研究[25]发现，miR-451在胃肿瘤细

胞中表达降低。miR-451能否靶向mTOR，抑制胃癌

细胞的增殖和侵袭，迄今还未探明。本研究通过构

建慢病毒载体将miR-451质粒转染至人胃癌AGS细

胞中，获得稳定过表达 miR-451 的 AGS/miR-451+ 细

胞。通过该细胞模型研究齐墩果烷型五环三萜协同

miR-451抑制胃癌细胞迁移的作用。实验结果显示，

齐墩果烷型五环三萜明显抑制AGS/miR-451+细胞的

增殖和迁移。但是，这些研究仅限于体外实验，本课

题组后续将建立动物模型以更深入地研究齐墩果烷

型五环三萜对肿瘤的侵袭和转移的影响，为新型抗

肿瘤药物的研究提供充分的实验依据。
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*P<0.05, **P<0.01 vs 0 μmol/L COE group

图5 mTOR信号通路相关蛋白的表达

Fig.5 The expression of mTOR signaling pathway related proteins

*P<0.05, **P<0.01 vs 0 μmol/L COE group

图6 凋亡通路相关蛋白的表达

Fig.6 The expression of apoptosis pathway-related proteins
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