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地锦草乙醇提取物通过circRHOT1/miR-29a-3p轴抑制结直肠癌SW480
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[摘 要] 目的：探讨地锦草乙醇提取物（EEEH）对人结直肠癌SW480细胞生物学行为的影响及其分子机制。方法：体外培养

SW480细胞，实验分为Con组、EEEH-L组、EEEH-M组、EEEH-H组、si-NC组、si-circRHOT1组、EEEH-H+pcDNA组、EEEH-H+

pcDNA-circRHOT1组，分别以 si-NC、si-circRHOT1、pcDNA、pcDNA-circRHOT1转染SW480细胞，采用CCK-8法、细胞克隆形成

实验、Transwell实验分别检测转染后各组细胞的增殖、迁移及侵袭能力，qPCR 法检测转染后各组SW480细胞 circRHOT1和

miR-29a-3p的表达，WB法检测各组细胞中MMP-2、MMP-9蛋白的表达。双荧光素酶报告基因实验检测 circRHOT1与miR-29a-3p

之间的靶向关系。结果：与Con组比较，EEEH-L组、EEEH-M组、EEEH-H组SW480细胞中MMP-2和MMP-9蛋白表达均明显降

低（均P<0.05），circRHOT1的表达均降低（均P<0.05）而miR-29a-3p的表达均升高（均P<0.05）且呈剂量依赖性；细胞的存活率、细

胞克隆形成数、迁移及侵袭细胞数均减少（均P<0.05）。circRHOT1可靶向负调控miR-29a-3p的表达。敲减 circRHOT1可抑制

SW480细胞的增殖、迁移及侵袭能力，而过表达 circRHOT1 则可减弱 EEEH对SW480细胞增殖、迁移及侵袭的抑制作用。结

论：EEEH可通过调控circRHOT1/miR-29a-3p轴而抑制结直肠癌SW480细胞的增殖、迁移及侵袭能力。
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Ethanol extract from Euphorbia humifusa inhibits the malignant biological
behaviors of colorectal cancer SW480 cells by regulating the circRHOT1/miR-29a-3p
molecular axis

FAN Honggea, DAI Weibob, ZHANG Xuefengc (a. Department of Anorectal Medicine; b. Laboratory of Pharmacology of Traditional

Chinese Medicine; c. the Third Department of Surgery, Zhongshan Hospital of Traditional Chinese Medicine, Zhongshan 528400,

Guangdong, China)

[Abstract] Objective: To explore the effect of ethanol extract from euphorbia humifusa (EEEH) on the biological behaviors of human

colorectal cancer SW480 cells and its molecular mechanism. Methods: Human colorectal cancer SW480 cells were cultured in vitro,

divided into the following experimental groups: Con group, EEEH-L group, EEEH-M group, EEEH-H group, si-NC group, si-circRHOT1

group, EEEH-H+pcDNA group and EEEH-H+pcDNA-circRHOT1 group and transfected with si-NC, si-circRHOT1, pcDNA and

PCDNA-circRHOT1 respectively. CCK-8 assay, cell clone formation assay, Transwell assay were used to detect cell proliferation,

migration and invasion ability in each group after transfection. qPCR method was employed to detect the expression of circRHOT1 and

miR-29a-3p in all the groups of SW480 cells after transfection, and the expressions of MMP-2 and MMP-9 proteins were detected by

WB. The dual luciferase reporter experiment was used to detect the targeting relationship between circRHOT1 and miR-29a-3p.

Results: Compared with the Con group, the protein expressions of MMP-2 and MMP-9 in SW480 cells in EEEH-L, EEEH-M, and

EEEH-H groups were significantly decreased (all P<0.05), the expression of circRHOT1 decreased (all P<0.05) and the expression of

miR-29a-3p increased (all P<0.05) in a dose-dependent manner. The cell survival rate, the number of cell clone formation and the

number of migration and invasive cells were decreased (all P<0.05). circRHOT1 can target and negatively regulate the expression of

miR-29a-3p. Knockdown of circRHOT1 can inhibit the proliferation, migration and invasion of SW480 cells, while overexpression

of circRHOT1 can attenuate the inhibitory effects of EEEH on the proliferation, migration and invasion of SW480 cells.

Conclusion: EEEH can inhibit the proliferation, migration and invasion of colorectal cancer SW480 cells by regulating the
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circRHOT1/miR-29a-3p axis.
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结直肠癌是中国常见的一种恶性肿瘤，其发病

率与病死率逐年上升，大部分结直肠癌患者早期症

状不明显，部分患者确诊时已处于中晚期甚至出现

转移[1]。化疗等传统治疗方法可促使结直肠癌患者

产生耐药性，因而寻找安全有效的中草药或制剂有

助于改善患者预后[2-4]。地锦草属于大戟科大戟属地

锦草植物，具有抗炎、抗菌等作用，并含有黄酮等多

种化合物。研究[5]表明，地锦草可抑制宫颈癌细胞增

殖及诱导其细胞凋亡。但地锦草乙醇提取物

（ethanol extract from Euphorbia humifusa，EEEH）对

结直肠癌细胞生物学行为的影响尚未可知。环状

RNA（circular RNA，circRNA）是一种由5'端与3'端以

共价键形成的闭合环状 RNA 分子，研究[6]表明，

circRHOT1在肝细胞癌中表达上调，并可促进肝细胞

癌细胞增殖及转移。StarBase 预测显示 circRHOT1

与miR-29a-3p存在结合位点。miR-29a-3p在结直肠

癌细胞中表达下调[7]。但 circRHOT1/miR-29a-3p 轴

在结直肠癌发生及发展过程中的作用仍不清楚。因

此，本研究主要探究 EEEH 是否通过 circRHOT1/

miR-29a-3p轴调控结直肠癌SW480细胞的恶性生物

学行为，为探究结直肠癌的治疗靶点和潜在新药提

供实验资料。

1 材料与方法

1.1 实验用细胞与试剂

人正常结直肠上皮细胞FHC及人结直肠癌细胞

SW480购自美国ATCC。地锦草购自亳州市安博药

业有限公司。TRIzol试剂、Lipofectamine2000购自美

国Thermo Fisher公司，逆转录与荧光定量 PCR试剂

购自北京TIANGEN 生化公司，CCK-8 试剂、BCA

蛋白测定试剂盒购自上海 Beyotime 生物公司，

miR-NC、miR-29a-3p mimic、si-NC、si-circRHOT1、

pcDNA、pcDNA-circRHOT1均购自上海吉码生物制

药公司，双荧光素酶报告基因载体及其活性检测试

剂盒购自美国Promega公司，兔抗人MMP-2、MMP-9

抗体与 HRP 标记的山羊抗兔 IgG 均购自美国 Santa

Cruz公司。

1.2 EEEH的制备[8]

取地锦草40 g，放置在已经过硫酸浸泡和高压处

理的锥形瓶中，加入400 mL 75%乙醇浸泡24 h后，将

锥形瓶置于 100 ℃水浴锅内，并将其与回流装置连

接，蒸馏3 h后冷却至常温，其上清液经滤纸过滤3次，

10 000×g离心5 min，采用旋转冻干法将其制成干粉，

用DMSO溶解（终浓度为 0.05%），即得 EEEH（获得

率为65.32%），用不含血清与双抗的培养基稀释浓度

至12.5、25、50、150 μg/mL。

1.3 EEEH处理FHC和SW480细胞实验剂量的探索

用不同质量浓度（12.5、25、50、150 μg/mL）的

EEEH分别处理FHC和SW480细胞，以不加EEEH处

理的细胞作为对照组，以DMSO（0.05%）作为溶剂对

照组（DMSO组）。利用CCK-8实验检测不同质量浓

度的EEEH对 FHC和 SW480细胞增殖的影响，由此

得出的结果中选择 3种浓度作为低、中、高剂量进行

后续实验。

1.4 实验分组与细胞转染

将 200 μL SW480细胞（2×105个/mL）接种于 6孔

板，加入含有不同质量浓度（25、50、150 μg/mL）

EEEH 的培养液培养 24 h，分别记为 EEEH-L 组、

EEEH-M组、EEEH-H组。同时将正常培养的SW480

细胞记为 Con 组。细胞转染：用 Lipofectamine2000

将 si-NC、si-circRHOT1 分别转染 SW480 细胞，分别

记为 si-NC 组、si-circRHOT1 组，将 pcDNA、pcDNA-

circRHOT1分别转染 SW480细胞，转染成功后加入

含 150 μg/mL EEEH 的培养液培养 24 h，分别记为

pcDNA 组、pcDNA-circRHOT1 组、EEEH-H+pcDNA

组、EEEH-H+pcDNA-circRHOT1组。

1.5 CCK-8 实验检测转染后各组 SW480 细胞的增

殖能力

将各组FHC细胞和SW480细胞接种于96孔板，

每孔 3×103个细胞，于 37 ℃、5% CO2培养箱内培养

24 h后，每孔加入10 μL的CCK-8溶液，再培养2 h后

应用酶标仪在 450 nm处检测光密度（D）值，细胞存

活率=（实验组D值/对照组D值）×100%。每组设置3

个复孔，实验重复3次。

1.6 细胞克隆形成实验检查转染后各组 SW480细

胞的克隆形成能力

将转染后各组SW480细胞（500个/孔）接种于6孔

板中，置于培养箱内培养14 d，弃培养基，预冷PBS洗涤，

甲醇固定细胞20 min，1%结晶紫染色液染色15 min，PBS

洗涤，在低倍镜下（×4）拍照并统计SW480细胞克隆形

成数。每组设置3个复孔，实验重复3次。

1.7 Transwell 实验检测转染后各组 SW480 细胞的

迁移及侵袭能力

将转染后各组SW480细胞（1×105个/孔）接种于
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预铺（侵袭实验）或未铺（迁移实验）基质胶的上室，

下室加入 600 μL含有 10%胎牛血清的培养液，于培

养箱内培养 48 h。迁移或侵袭的 SW480 细胞经

4%多聚甲醛固定 20 min，1%结晶紫染色 10 min，于

显微镜下观察统计侵袭或迁移细胞数。每组设置 3

个复孔，实验重复3次。

1.8 qPCR 检 测 转 染 后 各 组 SW480 细 胞 中

circRHOT1与miR-29a-3p的表达

取转染后各组SW480细胞，加入TRIzol试剂提取

细胞总RNA，逆转录合成cDNA。取cDNA 2 μL进行

qPCR实验，反应条件：95 ℃ 2 min，95 ℃ 15 s、60℃

30 s，共计40个循环。引物序列：circRHOT1正向引物

为5'-ATCACCATTCCAGCTGATGT-3' ，反向引物为

5'-TGCTGTCTTTGTCTGTTCTTTC-3'；GAPDH正向引

物为5'-GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT-3'，反向引物为

5'-GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG-3'；miR-29a-3p正

向引物为5'-ACCTTGACCAGAACACCATCGAG-3'，反

向引物为5'-CAGGGTCCAGGTCAGGTGTGTA-3'；U6

正向引物为5'-GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT-3'，

反向引物为5'-CGCTTCACGAATTTGCG TGTCAT-3'。

以GAPDH或U6作为内参照基因，通过2-ΔΔCt方法计算

目的基因的相对表达量。每组设置3个复孔，实验重复

3次。

1.9 双荧光素酶报告基因实验验证 circRHOT1 与

miR-29a-3p之间的靶向关系

StarBase预测circRHOT1与miR-29a-3p之间存在

互补序列。将circRHOT1的预测结合位点序列克隆至

pmirGLO载体上构建野生型载体 circRHOT1-WT，同

时将circRHOT1靶位点突变的序列克隆至 pmirGLO

载体上构建突变型载体 circRHOT1-MUT，采用

LipofectamineTM 2000 将 circRHOT1-WT、circRHOT1-

MUT分别与miR-NC或miR-29a-3p mimic共转染至

SW480细胞，继续培养24 h，用双荧光素酶检测试剂盒

检测各组SW480细胞的荧光素酶活性。每组设置3个

复孔，实验重复3次。

1.10 WB法检测各组SW480细胞中MMP-2、MMP-9

蛋白的表达

用RIPA裂解液裂解各组SW480细胞，并提取其

总蛋白，BCA法检测蛋白浓度，每个样本取 40 μg蛋

白进行SDS-PAGE，转膜，5%脱脂牛奶封闭2 h，加入

1∶1 000稀释的MMP-2、MMP-9一抗与 1∶2 000稀释

的内参GAPDH抗体后 4 ℃处理过夜，加入 1∶3 000

稀释的二抗后 37 ℃处理 2 h，ECL 显色液显色。以

GAPDH为内参，应用Quantity One软件分析目的蛋

白的相对表达量。每组设置 3 个复孔，实验重

复3次。

1.11 统计学处理

采用 SPSS21.0统计学软件分析数据，符合正态

分布的计量资料以 x̄±s 表示，两组间比较采用独

立样本 t检验，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 不同质量浓度的 EEEH 对 FHC 细胞及 SW480

细胞增殖能力的影响

与对照组比较，DMSO组及不同质量浓度EEEH

处理的各组 FHC 细胞的存活率均无明显变化（均

P>0.05，图 1A）；与 SW480 细胞对照组比较，25、50、

150 μg/mL EEEH处理的各组SW480细胞的存活率均

明显降低（均P＜0.05），但 12.5 μg/mL EEEH 处理组

SW480 细胞的存活率无明显变化（P>0.05，图 1B），

故用25、50、150 μg/mL EEEH进行后续实验。同时实

验结果还说明，EEEH选择性地抑制结直肠癌SW480

细胞而不抑制正常人结肠上皮FHC细胞的增值。

与对照组比较，*P<0.05

图1 不同质量浓度EEEH对FHC细胞（A）及SW480（B）细胞增殖能力的影响

2.2 EEEH呈剂量依赖性地抑制SW480细胞增殖

CCK-8实验和细胞克隆形成实验检测结果（图 2）

显示，与Con组比较，EEEH-L组、EEEH-M组和EEEH-H

组SW480细胞的存活率明显降低（均P<0.05），细胞

克隆形成数也显著减少（均 P<0.05），且呈剂量依

赖性。
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与Con组比较，*P<0.05；与EEEH-L组比较，
△P<0.05；与EEEH-M组比较，▲P<0.05

图2 CCK-8法（A）和细胞克隆形成实验（B）检测

不同质量浓度的EEEH对SW480细胞增殖的影响

2.3 EEEH呈剂量依赖性地抑制SW480细胞的迁移

及侵袭

Transwell实验检测结果（图 3A）显示，与Con组

比较，EEEH-L、EEEH-M、EEEH-H 组 SW480 细胞的

迁移及侵袭数目均明显减少（均P<0.05），且呈剂量

依赖性；WB法检测结果（图 3B）显示，与Con组比

较，EEEH-L、EEEH-M、EEEH-H 组 SW480 细胞中

MMP-2、MMP-9 蛋白表达水平也均显著降低（均

P<0.05），且呈剂量依赖性。

2.4 EEEH对SW480细胞中circRHOT1与miR-29a-3p

表达的影响

qPCR实验检测结果（图4）显示，与Con组比较，

EEEH-L组、EEEH-M组、EEEH-H组 circRHOT1的表

达均降低（均P<0.05），miR-29a-3p的表达均升高（均

P<0.05），且呈剂量依赖性。

2.5 circRHOT1靶向miR-29a-3p并负调控其表达

StarBase 网站预测 circRHOT1 与 miR-29a-3p 之

间存在互补结合位点（图5A）。双荧光素酶报告实验

检查结果（图 5B）显示，与 miR-NC+circRHOT1-WT

组比较，miR-29a-3p+circRHOT1-WT 组荧光素酶活

性显著降低（P<0.05）；与 miR-NC+circRHOT1-MUT

组比较，miR-29a-3p+MUT-circRHOT1 组荧光素酶

活性无明显变化；实验结果说明，circRHOT1 与

miR-29a-3p 之间存在靶向关系。 qPCR 实验结果

（图 5C）显示 ，与 si-NC 组比较 ，si-circRHOT1 组

miR-29a-3p的表达量升高（P<0.05）；与 pcDNA组比

较，pcDNA-circRHOT1组miR-29a-3p的表达量降低

（P<0.05）；实验结果说明，cirRHOT1靶向miR-29a-3p

并负调控其表达。

与Con组比较，*P<0.05；与EEEH-L组比较，△P<0.05；与EEEH-M组比较，▲P<0.05

图3 Transwell实验（A，×200）和WB法（B）检测不同质量浓度EEEH对SW480细胞迁移和侵袭及其相关蛋白表达的影响

2.6 敲减 circRHOT1 表达可抑制 SW480 细胞的增

殖、迁移及侵袭能力

qPCR检测结果显示，与si-NC组比较，si-circRHOT1

组SW480 细胞中，circRHOT1 表达水平显著降低，

miR-29a-3p表达显著升高（图6A，均P<0.05），说明在

SW480细胞中成功敲减了circRHOT1的表达，同时说
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明circRHOT1 负调控 miR-29a-3p 的表达。CCK-8法

实验（图6B）、细胞克隆形成实验（图 6C）、Transwell实

验（图 6D）和 WB 法（图 6E）检测结果显示，与 si-NC

组比较，si-circRHOT1 组 SW480 细胞的存活率降低

（P<0.05）、细胞克隆形成数目、迁移及侵袭细胞数

均减少（均P<0.05）和迁移和侵袭相关蛋白MMP-2、

MMP-9蛋白水平均降低（均P<0.05）。实验结果说明，

敲减circRHOT1通过上调miR-29a-3p表达抑制SW480

细胞的增殖、迁移和侵袭。

2.7 过表达 circRHOT1可抵抗EEEH对SW480细胞

增殖、迁移及侵袭的抑制作用

qPCR实验结果（图7A）显示，与EEEH-H+pcDNA

组比较，EEEH-H+pcDNA-circRHOT1组SW480细胞中

circRHOT1的表达显著升高而miR-29a-3p表达显著降

低（均P<0.05），说明在SW480细胞中成功过表达了

circRHOT，同时说明circRHOT1调控miR-29a-3p的表

达使其表达下调。CCK-8实验（图7B）、细胞克隆形成

实验（图7C）、Transwell实验（图7D）和WB法（图7E）检

测结果显示，与 EEEH-H+pcDNA 组比较，EEEH-H+

pcDNA-circRHOT1 组 SW480 细胞的存活率升高

（P<0.05），细胞克隆形成数目、迁移及侵袭细胞数均增

加（均P<0.05），迁移和侵袭相关蛋白MMP-2、MMP-9蛋

白水平均升高（均P<0.05）。实验结果说明，过表达

circRHOT1可以抵抗EEEH对circRHOT1表达的抑制

作用，通过下调miR-29a-3p表达促进了SW480细胞的

增殖、迁移和侵袭。

与Con组比较，*P<0.05；与EEEH-L组比较，△P<0.05；

与EEEH-M组比较，▲P<0.05

图4 不同质量浓度的EEEH对SW480细胞中circRHOT1

和miR-29a-3p表达的影响

与miR-NC组比较，*P<0.05；与 si-NC组比较，*P<0.05；与pcDNA组比较，△P<0.05

A：circRHOT1与miR-29a-3p之间的结合位点；B：双荧光素酶报告基因实验检测结果；

C：qPCR法检测敲减和过表达circRHOT1对miR-29a-3p的表达的影响

图5 circRHOT1靶向miR-29a-3p并负调控其表达

3 讨 论

结直肠癌是威胁人类生命安全的恶性肿瘤，探

寻控制结直肠癌复发、转移的新型药物及治疗方案

具有重要意义。既往研究[9]显示，某些中药具有抗结

直肠癌作用，并可调节结直肠癌细胞的生物学行为。

circRNA 在结直肠癌中表达异常，并可通过调节

miRNA/mRNA表达而参与结直肠癌发生发展过程，

还可能作为结直肠癌治疗的潜在靶点[10-11]。

地锦草可抑制肝癌组织新生血管生成及炎症反

应，从而抑制肝癌细胞的生长[12]。地锦草可抑制乳腺

癌细胞的侵袭及转移[13]。但EEEH与结直肠癌的关

系尚未可知。本研究结果显示，EEEH能够以质量浓

度依赖性方式降低SW480细胞的存活率、细胞克隆

形成数，提示 EEEH 可抑制 SW480 细胞的增殖。

MMP-2、MMP-9属于基质金属蛋白酶，可通过降解细
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与 si-NC 组比较，*P<0.05

A: qPCR法检测转染后SW480细胞中circRHOT1和miR-29a-3p的表达；B: CCK-8 法检测转染后SW480细胞的增殖；

C: 细胞克隆形成实验检测转染后SW480细胞的克隆形成能力；D: Transwell实验检测转染后SW480细胞的迁移及侵袭能力（×200）;

E: WB法检测迁移和侵袭相关蛋白MMP-2、MMP-9的表达

图6 敲减circRHOT1表达对各组SW480细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响

与EEEH-H+pcDNA组比较，*P<0.05

图7 EEEH联合过表达circRHOT1处理对SW480细胞circRHOT1和miR-29a-3p表达（A）、增殖（B、C）、

迁移和侵袭（D，×200）及其相关蛋白表达（E）的影响

胞外基质沉积而促进细胞转移[14]。本研究结果显示，

EEEH处理后结直肠癌迁移及侵袭细胞数减少，并可

抑 制 MMP-2、MMP-9 表 达 ，提 示 EEEH 可 抑 制

SW480细胞的迁移及侵袭，其作用机制可能与抑制
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MMP表达有关。

circRHOT1在胰腺癌细胞中呈高表达，并可通过充

当miR-125a-3p的海绵分子而促进胰腺癌细胞的增殖

及侵袭[15]。circRHOT1过表达可促进胰腺癌细胞的增

殖及侵袭[16]。有研究[17-18]表明，miR-29a-3p在乳腺癌细

胞中低表达，上调miR-29a-3p可抑制乳腺癌细胞增殖

及抑制乳腺癌、前列腺癌细胞转移。本研究初步证

实circRHOT1可充当miR-29a-3p 的海绵分子。EEEH

可降低 SW480 细胞 circRHOT1 的表达量，而增加

miR-29a-3p的表达量，同时敲减circRHOT1表达可通过

促进miR-29a-3p表达而抑制SW480细胞的增殖、细胞

克隆的形成、迁移及侵袭，而上调circRHOT1表达可通

过抑制miR-29a-3p表达而降低EEEH对SW480细胞的

增殖、细胞克隆的形成、迁移及侵袭的抑制作用。提

示EEEH可通过抑制circRHOT1表达而促进miR-29a-3p

表达，从而抑制 SW480 细胞的增殖及转移进而发挥

抗结直肠癌作用。总之 ，EEEH 可能通过抑制

circRHOT1/miR-29a-3p轴而发挥抗结直肠癌作用。

本研究重点在于讨论 EEEH 对结直肠癌细胞恶

性生物学行为的影响，至于 EEEH 的具体成分不明

确，而且 EEEH 是通过直接调控还是间接调控

circRHOT1/miR-29a-3p轴发挥抗结直肠癌作用尚需下

一步研究，同时是否有其他circRNA和miRNA参与其

中也需要进一步探讨。今后将收集大样本的结直肠癌

患者的肿瘤组织，分析circRHOT1、miR-29a-3p的表达

水平以及两者的关系，并通过动物实验深入分析EEEH

与circRHOT1/miR-29a-3p轴的调节作用，为结直肠癌

的临床治疗提供潜在靶点和治疗药物。
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