
中国肿瘤生物治疗杂志  http://www.biother.cn

Chin J Cancer Biother, Oct. 2023, Vol. 30, No.10

∙基础研究∙DOI：：10.3872/j.issn.1007-385x.2023.10.006              
       

[作者简介]  逯文娟（1982—），女，学士，主治医师，主要从事小儿神经内科疾病的治疗研究， E-mail: wex272@163.com

[通信作者]  史晓玲，E-mail: 15850030904@163.com

吴茱萸碱对神经母细胞瘤SK-N-SH细胞增殖、迁移及侵袭的影响
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[摘  要]  目的：探讨吴茱萸碱（Evo）是否通过调控 lncRNA LINC00858表达调控神经母细胞瘤SK-N-SH细胞的增殖、迁移及

侵袭。方法：在体外以3、6、12 μmol/L Evo处理人神经母细胞瘤SK-N-SH细胞，利用RNA干扰技术分别将 si-NC、si-LINC00858

转染至SK-N-SH细胞，将pcDNA、pcDNA-LINC00858转染至SK-N-SH细胞并经12 μmol/L Evo处理，实验分为对照组、Evo低剂

量组、Evo中剂量组、Evo高剂量组、si-NC组、si-LINC00858组、Evo+pcDNA组、Evo+pcDNA-LINC00858组。采用qPCR法检测各

组细胞LINC00858的表达量，MTT、Transwell实验分别检测细胞的增殖、迁移、侵袭能力，WB 法检测细胞中cyclinD1、MMP-2、

MMP-9和p21蛋白的表达。结果：与对照组相比，Evo低、中、高剂量组SK-N-SH细胞中LINC00858表达均显著降低（均P<0.05），

细胞增殖抑制率显著升高、迁移及侵袭细胞数显著减少（均 P<0.01），cyclinD1、MMP-2、MMP-9 蛋白表达降低、p21 蛋白

表达升高（均P<0.01）。与 si-NC组相比，si-LINC00858组细胞的增殖抑制率、迁移和侵袭细胞数及相关蛋白表达变化同Evo低、

中、高剂量组。与Evo+pcDNA组相比，Evo+pcDNA-LINC00858组细胞的增殖抑制率显著降低、迁移及侵袭细胞数均显著增多

（均P<0.01），cyclinD1、MMP-2、MMP-9蛋白表达升高、p21蛋白表达降低（均P<0.05）。结论：Evo通过下调LINC00858表达抑制

神经母细胞瘤SK-N-SH细胞的增殖、迁移及侵袭。
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Effects of evodiamine on the proliferation, migration and invasion of neuroblastoma 
SK-N-SH cells
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[Abstract]  Objective: To investigate whether evodiamine (Evo) regulates the proliferation, migration and invasion of neuroblastoma 

SK-N-SH cells by regulating the expression of lncRNA LINC00858. Methods: Human neuroblastoma SK-N-SH cells were treated 

with 3, 6 and 12 μmol/L Evo in vitro. si-NC and si-LINC00858 were transfected into SK-N-SH cells by RNA interference technique; 

pcDNA and pcDNA-LINC00858 were transfected into SK-N-SH cells and treated with 12 μmol/L Evo. The cells were divided into 

control group, low dose Evo group, medium dose Evo group, high dose Evo group, si-NC group, si-LINC00858 group, Evo+pcDNA 

group and Evo+pcDNA-LINC00858 group. qPCR was used to detect the expression level of LINC00858 in the cells of each group. 

Cell proliferation, migration and invasion abilities were detected by MTT and Transwell assay. The expressions of cyclinD1, MMP-2, 

MMP-9 and p21 proteins were detected by WB assay. Results: Compared with the control group, the expressions of LINC00858 in 

SK-N-SH cells in Evo low, medium and high dose groups decreased (all P<0.05). The inhibitory rate of cell proliferation increased 

significantly, and the number of migration and invasion decreased significantly (all P<0.01). The protein expressions of cyclinD1, 

MMP-2 and MMP-9 decreased, while the protein expression of p21 increased (all P<0.01). Compared with si-NC group, the cell 

proliferation inhibition rate, the numbers of migration and invasion and the expressions of related proteins in si-LINC00858 group were 

the same as those in low-dose, medium-dose and high-dose Evo groups. Compared with Evo+pcDNA group, the proliferation inhibition 

rate of Evo+pcDNA-LINC00858 group decreased significantly, and the numbers of migration and invasion cells increased significantly 

(all P<0.01).The protein expressions of cyclinD1, MMP-2 and MMP-9 increased, and the protein expression of p21 decreased (all 

P<0.05). Conclusion: Evo inhibits the proliferation, migration and invasion of neuroblastoma SK-N-SH cells by down-regulating the 

expression of LINC00858.
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神经母细胞瘤是一种常发生于儿童时期的恶性

肿瘤，具有高度异质性和转移能力，严重威胁儿童的

生命和健康安全[1]。目前主要采用手术切除、化疗等

方式进行治疗，但术后常出现转移和复发，术后转移

神经母细胞瘤患者的预后较差[2]。因此，阐明神经母

细胞瘤的发病机制和寻找新的治疗策略至关重要。

研究结果[3]表明，中药及其活性成分（如生物碱）具有

抗肿瘤作用，在抗神经母细胞瘤方面具有一定功效。

吴茱萸属于中国传统中药，吴茱萸碱（evodiamine，

Evo）是其主要活性成分，具有抗炎、抗肿瘤等作用[4]。

目前，Evo在神经母细胞瘤中的作用及其机制尚不明

确。lncRNA参与调控神经母细胞瘤发生及转移[5]。

LINC00858是一种致癌 lncRNA，在结直肠癌细胞中

呈高表达，并可促进癌细胞增殖、迁移及侵袭[6]。但

是，Evo能否通过调控LINC00858表达参与抗肿瘤过

程尚未可知。本研究通过探讨 Evo 能否通过调控

LINC00858对神经母细胞瘤 SK-N-SH细胞增殖、迁

移及侵袭产生影响，旨在为神经母细胞瘤的治疗拓

展新靶点及新型抗肿瘤药物的研发提供实验依据。

1  材料与方法

1.1  细胞及主要试剂

人神经母细胞瘤SK-N-SH细胞购自中国典型培

养物保藏中心。Evo购自荆门市东昕生物科技有限

公司（纯度：≥98%，批号：20190206）。TRIzol试剂、逆

转录试剂盒、qPCR 试剂盒均购自美国 Invitrogen 公

司，LipofectamineTM 2000试剂购自上海慧颖生物科

技有限公司，si-NC、si-LINC00858购自广州锐博生物

科技有限公司，pcDNA3.1购自深圳市伟通生物公司，

Transwell小室购自美国BD公司，MTT试剂盒购自北

京方程生物科技 有 限 公 司 ，cyclinD1、MMP-2、

MMP-9和p21一抗购自美国Santa Cruz公司，山羊抗

兔 IgG二抗购自美国Abcam公司。

1.2  细胞Evo处理及分组转染

将 SK-N-SH 细胞（2.5×105个/mL）接种于 6 孔板

（200 μL/孔），分别添加 3、6、12 μmol/L Evo处理

48 h[7]，记为Evo低剂量组、Evo中剂量组、Evo高剂量

组，未处理的细胞记为对照组。采用LipofectamineTM 

2000试剂分别将si-NC、si-LINC00858转染至SK-N-SH

细胞，记为 si-NC 组、si-LINC00858 组。此外，将

pcDNA、pcDNA-LINC00858分别转染至SK-N-SH细

胞，再加入浓度为12 μmol/L Evo处理细胞48 h，记为

Evo+pcDNA 组、Evo+pcDNA-LINC00858 组。通过

qPCR法检测转染效率。

1.3  qPCR法检测SK-N-SH细胞中LINC00858的表达

提取各组SK-N-SH细胞总RNA，并逆转录合成

cDNA，以cDNA为模板，行qPCR反应。qPCR反应体

系与反应程序均依照试剂盒方法操作，同时测定

LINC00858相对表达量。qPCR反应条件：95 ℃ 30 s；

95 ℃ 5 s、60℃ 10 s、72 ℃ 15 s，共计40个循环。PCR引

物序列：LINC00858上游引物为 5′-CCCAGCTCCTT 

ACACACGTT-3′，下游引物为 5′-TTCAGAGGCCTG 

CATCACTG-3′ ；GAPDH 上游引物为 5′-AACGGA 

TTTGGTCGTATTG-3′，下游引物为 5′-GGAAGATGG 

TGATGGGATT-3′。以GAPDH为内参照，采用2-△△Ct法

计算目的基因mRNA的相对表达量。

1.4  MTT法检测SK-N-SH细胞的增殖能力

将各组对数生长期 SK-N-SH 细胞接种于 96 孔板

（5×103 个 /孔）中，加入 MTT 溶液（20 μL/孔），培养

4 h 后弃上清，补充 DMSO（150 μL/孔），37 ℃振荡处

理10 min，酶标仪测定各孔波长490 nm处的光密度（D）

值，依据公式[细胞增殖抑制率=（1-实验组D 值/对

照组 D值）×100%]计算细胞增殖抑制率。

1.5  Transwell法检测SK-N-SH细胞的迁移和侵袭能力

细胞侵袭实验：Transwell上室加入40 μL稀释的

基质胶，置于培养箱处理5 h，加入200 μL密度为2.5×

105个/mL的 SK-N-SH细胞悬液，下室中加入 600 μL

含10%胎牛血清的DMEM培养液，24 h后取出小室，

分别经固定、结晶紫染色后，在光学显微镜下计数侵

袭细胞数。细胞迁移实验：除在Transwell上室不预

铺基质胶外，其余实验步骤同侵袭实验。

1.6  WB法检测SK-N-SH细胞中 cyclinD1、MMP-2、

MMP-9和p21蛋白的表达

提取各组SK-N-SH细胞总蛋白质，高温变性后，

进行 SDS-PAGE分离，转膜、封闭2 h，分别加入稀释比

例均为1∶1 000的cyclinD1、MMP-2、MMP-9和p21一

抗在4 ℃培养过夜。次日，洗去一抗，加入稀释比例为

1∶2 000 的山羊抗兔 IgG 二抗室温下反应 1 h，电化

学发光试剂法曝光、显影，以 GAPDH 为内参照，用

Image J 软件分析各蛋白质条带的灰度值。

1.7  统计学处理

qPCR、MTT、Transwell、WB 等实验均独立重复

3次。采用 SPSS 19.0软件对实验数据进行分析，呈

正态分布的计量数据用 x̄±s 表示，两组间数据比较采

用 t检验，多组间数据比较采用单因素方差分析，

进一步的两两比较采用 SNK-q 检验。以 P<0.05

或P<0.01表示差异有统计学意义。

2  结  果

2.1  Evo显著降低SK-N-SH细胞中LINC00858的表

达水平

qPCR法检测结果显示，与对照组比较，Evo低、
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中、高剂量组 SK-N-SH细胞中LINC00858表达均显

著降低（0.77±0.05、0.58±0.04、0.39±0.03 vs 1.00±0.08，

均P<0.05），其下降水平呈明显的计量依赖性。结果

表明，Evo 可显著降低 SK-N-SH 细胞中 LINC00858

表达水平。

2.2  Evo显著抑制 SK-N-SH细胞的增殖、迁移及侵

袭能力

MTT、Transwell实验结果（表 1，图 1A）显示，与

对照组比较，Evo低、中、高剂量组SK-N-SH细胞增殖

抑制率显著升高、迁移和侵袭细胞数明显减少（均

P<0.01），其抑制作用呈明显的剂量依赖性。WB法

检测结果（表 2，图 1B）显示，与对照组相比，Evo低、

中、高剂量组细胞中增殖相关蛋白cyclinD1表达显著

降低、p21表达显著升高（均P<0.01）；迁移与侵袭相

关蛋白 MMP-2 和 MMP-9 表达显著降低（图1C，均

P<0.01）。结果表明，Evo在体外可显著抑制SK-N-SH

细胞的增殖、迁移和侵袭能力，其抑制作用呈现明显

的剂量依赖性。

表1    不同剂量Evo对SK-N-SH细胞增殖、迁移和侵袭的影响

组  别      

对照组

Evo低剂量组

Evo中剂量组

Evo高剂量组

增殖抑制率/%

0.00±0.00

25.51±2.43**

48.82±4.27**△△

73.16±5.29**△△▲▲

迁移细胞数/个

96.41±7.65

76.76±6.01**

58.94±3.64**△△

41.68±3.57**△△▲▲

侵袭细胞数/个

85.41±5.26

67.70±3.82**

51.74±4.50**△△

35.80±3.51**△△▲▲

与对照组比较，**P<0.01；与Evo低剂量组比较，△△P<0.01；与Evo中剂量组比较，▲▲P<0.01。

表2  不同剂量Evo对SK-N-SH细胞中相关蛋白表达的影响

组  别      

对照组

Evo低剂量组

Evo中剂量组

Evo高剂量组

CyclinD1

0.64±0.04

0.51±0.03**

0.37±0.02**△△

0.20±0.02**△△▲▲

p21

0.14±0.02

0.28±0.02**

0.40±0.03**△△

0.55±0.03**△△▲▲

MMP-2

0.72±0.05

0.57±0.04**

0.43±0.04**△△

0.28±0.03**△△▲▲

MMP-9

0.58±0.04

0.44±0.03**

0.31±0.02**△△

0.19±0.02**△△▲▲

与对照组比较，**P<0.01；与Evo低剂量组比较，△△P<0.01；与Evo中剂量组比较，▲▲P<0.01。

A：Transwell实验检测细胞的迁移和侵袭能力（结晶紫染色，×200）；B、C：WB法检测细胞中cyclinD1、p21、MMP-2和MMP-9蛋白的表达。

图1  不同剂量Evo对SK-N-SH细胞迁移、侵袭及相关蛋白表达的影响
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2.3  抑制 LINC00858 表达可显著抑制 SK-N-SH 细

胞的增殖、迁移及侵袭能力

qPCR 法 检 测 结 果 显 示 ，与 si-NC 组 比 较，

si-LINC00858组SK-N-SH细胞中LINC00858表达显

著降低（0.43±0.04 vs 1.00±0.05，P<0.01），表明在

SK-N-SH 细胞中成功转染 si-LINC00858，可以进行

后续功能实验。

MTT、Transwell和WB实验结果（表3、4，图2）显

示，与 si-NC组比较，si-LINC00858组 SK-N-SH细胞

的增殖抑制率显著升高、迁移与侵袭细胞数显著

减少（均P<0.01），细胞中 cyclinD1、MMP-2、MMP-9

蛋白表达均显著降低、p21 蛋白表达显著升高（均

P<0.01）。结果表明，敲低LINC00858表达可显著抑

制SK-N-SH细胞的增殖、迁移和侵袭能力。

表3    抑制LINC00858表达对SK-N-SH细胞增殖、迁移和侵袭的影响

组  别                

si-NC组

si-LINC00858组

增殖抑制率/%

6.83±0.45

57.04±4.18**

迁移细胞数/个

99.35±7.86

49.23±4.56**

侵袭细胞数/个

83.62±7.88

41.27±3.77**

与 si-NC组相比，**P<0.01。

表4  抑制LINC00858表达对SK-N-SH细胞中相关蛋白表达的影响

组  别        

si-NC组

si-LINC00858组

CyclinD1

0.67±0.05

0.28±0.03**

p21

0.13±0.02

0.47±0.04**

MMP-2

0.74±0.04

0.35±0.03**

MMP-9

0.59±0.04

0.25±0.02**

与 si-NC组相比，**P<0.01。

A：Transwell实验检测细胞的迁移和侵袭能力（结晶紫染色，×200）；B：WB法检测细胞中cyclinD1、p21、MMP-2和MMP-9蛋白的表达。

图2    抑制LINC00858表达对SK-N-SH细胞增殖、迁移、侵袭及相关蛋白表达的影响

2.4  LINC00858过表达可逆转Evo对SK-N-SH细胞

增殖、迁移和侵袭的抑制作用

qPCR 法检测结果显示，与 Evo+pcDNA 组比

较 ，Evo+pcDNA-LINC00858 组 SK-N-SH 细 胞 中

LINC00858 表达水平显著升高（2.68±0.23 vs 1.00±

0.08，P<0.01），表明在 SK-N-SH 细胞中成功转染

pcDNA-LINC00858，可以进行后续功能试验。

MTT、Transwell和WB实验结果（表5、6，图3）显

示，与 Evo+pcDNA 组比较，Evo+pcDNA-LINC00858

组 SK-N-SH细胞的增殖抑制率显著降低、迁移及侵

袭细胞数均显著增多（均P<0.01），细胞中 cyclinD1、

MMP-2、MMP-9蛋白表达显著升高、p21蛋白表达显

著降低（均 P<0.01）。结果表明，LINC00858 过表达

可逆转Evo对 SK-N-SH细胞增殖、迁移和侵袭的抑

制作用。

3  讨  论

lncRNA SNHG1在神经母细胞瘤中表达水平升

高，并可促进神经母细胞瘤发展进程[8]。 lncRNA 

LINC01296 可促进神经母细胞瘤进展[9]。 lncRNA 

SNHG1 通过靶向 miR-15b-5p 激活 SIAH1 而促进神

经母细胞瘤 SH-SY5Y细胞增殖[10]。上述研究提示，

lncRNA参与调控神经母细胞瘤的发生与发展。近年

来，中药及其活性成分在神经母细胞瘤的治疗中取
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得了显著功效，但其作用的分子机制尚未阐明。研

究结果[11]显示，lncRNA可能是中药治疗神经母细胞

瘤的潜在靶标。

表5    LINC00858过表达对SK-N-SH细胞增殖、迁移与侵袭的影响

组  别         

Evo+pcDNA组

Evo+pcDNA-LINC00858组

增殖抑制率/%

74.67±5.01

21.77±2.46**

迁移细胞数/个

40.55±4.57

79.52±5.81**

侵袭细胞数/个

34.91±3.84

75.42±4.91**

与Evo+pCDNA组相比，**P<0.01。

表6    LINC00858过表达对SK-N-SH细胞中相关蛋白表达的影响

组  别         

Evo+pcDNA组

Evo+pcDNA-LINC00858组

CyclinD1

0.21±0.02

0.53±0.04**

p21

0.57±0.04

0.26±0.02**

MMP-2

0.25±0.02

0.61±0.06**

MMP-9

0.18±0.02

0.49±0.04**

与Evo+pCDNA组相比，**P<0.01。

A：Transwell实验检测细胞的迁移和侵袭能力（结晶紫染色，×200）；B：WB法检测细胞中cyclinD1、p21、MMP-2和

MMP-9蛋白的表达。

图3  LINC00858过表达对SK-N-SH细胞迁移与侵袭的影响

Evo是从中药吴茱萸中提取的具有抗肿瘤活性

的生物碱。Evo抑制宫颈癌HeLa细胞增殖并促进细

胞凋亡[12]。Evo可通过抑制FAK/AKT/mTOR信号通

路诱导胃癌细胞凋亡[13]。Evo还可通过抑制NF-κB

信号通路的活化，从而加速肝癌细胞凋亡[14]。本研究

结果显示，Evo处理可提高神经母细胞瘤SK-N-SH细

胞的增殖抑制率、降低迁移及侵袭细胞数，其作用呈

剂量依赖性，表明Evo可抑制神经母细胞瘤细胞增

殖、迁移及侵袭。此外，本研究结果显示不同剂量的

Evo 可明显下调 SK-N-SH 细胞中 MMP-2、MMP-9、

cyclinD1的表达，上调 p21的表达。CyclinD1、p21属

于细胞周期相关蛋白，cyclinD1可正向调控细胞周期

而促进细胞增殖，p21可抑制 cyclinD1对细胞周期的

作用；MMP-2、MMP-9可有效降解细胞外基质沉积，

继而促进细胞转移[15-16]。进一步证实了Evo可降低神

经母细胞瘤细胞的增殖、迁移及侵袭能力。

LINC00858 是一种新发现的 lncRNA，长度为

2 685个核苷酸。现有研究[17]表明，LINC00858在结

直肠癌、胃癌、肺癌、卵巢癌、骨肉瘤、宫颈癌等肿瘤

中具有异常高的表达水平，与多种肿瘤患者的预后

和临床病理特征有关，且LINC00858可通过调控多

种miRNA影响肿瘤细胞的增殖、侵袭和凋亡。例如，

LINC00858作为miR-3064-5p的竞争性内源RNA，从

而促进宫颈癌细胞增殖。 LINC00858 通过调控

miR-134-5p/TRIM44 轴而促进卵巢癌的进展[18]。

LINC00858在骨肉瘤组织中呈高表达，可通过调节

miR-139-CDK14轴对骨肉瘤细胞的增殖、迁移及侵

袭起促进作用[19]。这些研究表明，LINC00858作为重

要的致癌基因可在多种肿瘤中发挥促癌作用。本研

究发现，Evo可明显降低神经母细胞瘤SK-N-SH细胞

中LINC00858的表达水平，且随着药物剂量的增加

而显著降低；抑制LINC00858表达能有效干扰神经
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母细胞瘤SK-N-SH细胞增殖、迁移及侵袭；表明Evo

可能通过下调LINC00858的表达发挥抗神经母细胞

瘤的作用。同时进一步分析显示，LINC00858过表达

可逆转Evo对神经母细胞瘤 SK-N-SH细胞增殖、迁

移及侵袭的抑制作用。

综上所述，Evo可能通过抑制LINC00858表达从

而抑制神经母细胞瘤 SK-N-SH细胞的增殖、迁移及

侵袭，LINC00858可能是神经母细胞瘤的潜在治疗靶

点，但LINC00858如何调控下游基因及相关信号通

路等，仍需进一步验证。
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