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[摘  要]  目的：探讨 2',4'-二羟基查尔酮（D2）通过调控miR-7-5p诱导自噬，抑制结直肠癌细胞增殖、迁移及上皮间质转化

（EMT）的分子机制。方法：选取结直肠癌细胞系HCT-15、SW620为研究对象，分别用不同浓度（0、12.5、25、50 µmol/L）的D2处

理细胞，采用MTT法和平板克隆实验检测细胞增殖活力及克隆形成能力，划痕愈合实验及Transwell实验评估细胞迁移能力，WB

法检测EMT相关蛋白、自噬相关蛋白及PI3K/AKT/mTOR信号通路蛋白的表达情况，免疫荧光染色法观察自噬小体的形成。基

于TCGA数据库分析miR-7-5p在结直肠癌中的表达水平，并借助 KEGG 富集分析探究 miR-7-5p 与结直肠癌的关联。运用

RT-qPCR检测miR-7-5p的表达量，同时采用慢病毒转染技术构建miR-7-5p稳定敲低或过表达的细胞系。结果：D2抑制结直肠

癌细胞的增殖、迁移及EMT进程（P < 0.05或P < 0.01）。TCGA数据库分析及KEGG富集分析显示，miR-7-5p在结直肠癌中呈低

表达，且与结直肠癌的发生有密切关联。12.5、25、50 µmol/L D2 处理均可上调 HCT-15、SW620细胞miR-7-5p的表达水平（均

P < 0.01）。25 µmol/L D2处理组HCT-15、SW620细胞中 LC3、p-ULK1等自噬相关蛋白表达增加，而PI3K/AKT/mTOR信号通路

受到抑制（均P < 0.05），细胞内自噬小体数量增加（均P < 0.01）；与D2单独处理组相比，经 D2处理的miR-7-5p敲减细胞中LC3、

p-ULK表达量有所下降（P < 0.05或P < 0.01）。结论：D2通过调控miR-7-5p诱导自噬，抑制结直肠癌细胞的增殖、迁移及EMT

进程，其机制可能与抑制PI3K/AKT/mTOR信号通路有关。
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2', 4'-dihydroxychalcone inhibits the proliferation and migration of colorectal 
cancer cells by regulating miR-7-5p-induced autophagy
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[Abstract]  Objective: To investigate the molecular mechanism by which 2', 4'-dihydroxychalcone (D2) inhibits proliferation, 

migration, and epithelial-mesenchymal transition (EMT) in colorectal cancer cells through miR-7-5p-mediated autophagy. Methods: 

Human colorectal cancer cell lines HCT-15 and SW620 were treated with D2 at concentrations of 0, 12.5, 25, and 50 µmol/L. Cell 

proliferation and clonogenic capacity were evaluated using MTT and colony formation assays. Cell migration was assessed by wound 

healing and Transwell assays. WB assay was used to detect the expression of EMT-related proteins, autophagy-related proteins, and key 

components of the PI3K/AKT/mTOR pathway. Autophagosome formation was visualized by immunofluorescence staining. TCGA 

database and KEGG pathway analyses were performed to evaluate miR-7-5p expression and its association with colorectal cancer. 

RT-qPCR was used to quantify miR-7-5p expression, and lentiviral transduction was employed to establish stable miR-7-5p knockdown 
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or overexpression cell lines. Results: D2 significantly inhibited colorectal cancer cell proliferation, migration, and EMT (P < 0.05 or 

P < 0.01). TCGA and KEGG analyses revealed that miR-7-5p expression was downregulated in colorectal cancer and closely associated 

with disease progression. D2 treatment (12.5, 25, and 50 µmol/L) significantly upregulated miR-7-5p expression in HCT-15 and SW620 

cells (P < 0.01). At 25 µmol/L, D2 increased the expression of autophagy-related proteins (LC3 and p-ULK1) and inhibited the PI3K/

AKT/mTOR signaling pathway (P < 0.05), accompanied by increased autophagosome formation (P < 0.01). In miR-7-5p-knockdown 

cells treated with D2, the levels of LC3 and p-ULK1 were significantly reduced compared to D2-only treated cells (P < 0.05 or 

P < 0.01). Conclusion: D2 upregulates miR-7-5p to induce autophagy, thereby inhibiting colorectal cancer cell proliferation, migration, 

and EMT, possibly through suppression of the PI3K/AKT/mTOR signaling pathway.

[Key words]  colorectal cancer; 2',4'-dihydroxychalcone (D2); autophagy; cell proliferation; epithelial-mesenchymal transition (EMT)

[Chin J Cancer Biother, 2025, 32(7): 698-705. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2025.07.004]

在全球范围内，结直肠癌是高发恶性肿瘤，2020

年新发病例约193万例，发病率居恶性肿瘤第4位[1]。

该病具有发病隐匿，诊断时多已在晚期、预后差、晚

期患者放化疗效果不佳等特点[2]，亟需开发新靶点与

药物。2',4'-二羟基查尔酮（2',4'-dihydroxychalcone, 

D2）是提取自东北岩高兰的黄酮类化合物[3]。岩高兰

粗提物可明显抑制胆管癌细胞的增殖和迁移[4]。在

胃癌、前列腺癌等肿瘤中，D2通过诱导凋亡或阻滞细

胞周期来抑制肿瘤细胞的增殖[5-6]，但在结直肠癌中

的作用机制尚未明确。miRNA是长约 22 nt的非编

码 RNA，通过结合基因 3'/5' UTR 区抑制翻译[7]。

miR-7-5p 在透明肾母细胞癌[8]、结直肠癌[9-10]和乳腺

癌[11]中发挥抑癌作用。有研究表明，结直肠癌放射抵

抗细胞中miR-7-5p表达显著低于亲代细胞，其低表

达提示患者不良预后[10,12]；过表达miR-7-5p可抑制结

直肠癌细胞的增殖、迁移，且血清miR-7-5p水平有望

成为非侵入性预后标志物[10,12]。自噬作为细胞内的清

洁和防御机制，能够通过抑制炎症、维持基因组稳定

及增强免疫应答阻遏肿瘤发生[13]。结直肠癌治疗中，靶

向自噬可有效缓解化疗耐药性，已成为一种有吸引力的癌

症预防策略[14]。本研究旨在探究D2调控miR-7-5p与自

噬的分子机制，为结直肠癌治疗提供实验依据。

1  材料与方法

1.1  细胞及主要试剂

人结直肠腺癌细胞（HCT-15、SW620）由延边大

学肿瘤研究中心提供。HCT-15细胞用含10%的胎牛

血清和 1%双抗的RPMI 1640与DMEM混合培养基

（1∶1）培养，SW620细胞用含 10%的胎牛血清和 1%

双抗的RPMI 1640培养基常规培养。待细胞增殖至

70%～80%时，取对数生长期细胞进行下一步实验。

RPMI 1640 培养基、DMEM 培养基购自上海

absin（爱必信）公 司 ，胎 牛 血 清 购自奥普赛公

司，PI3K、p-PI3K、AKT、p-AKT 、mTOR 、p-mTOR、

E-cadherin、vimentin、微 管 相 关 蛋 白 1 轻 链 3β 

（microtubule-associated protein 1 light chain 3β, 

LC3B）、p62、unc-51 样激酶 1（unc-51 like autophagy 

activating kinase 1, ULK1）、磷酸化 ULK1（p-ULK1）

抗 体 均 购 美 国 Cell Signaling Technology 公 司 ，

MMP2、MMP9 、snail、slug、β-actin 抗体均购自美国

Proteintech公司，MTT、二甲基亚砜（DMSO）均购自

中国索莱宝生物公司。

1.2  MTT法检测D2对HCT-15、SW620细胞增殖的

影响

将HCT-15、SW620细胞接种于 96孔板，每孔加

入5 × 103个细胞，用 0、12.5、25、50 µmol/L 浓度的D2

处理 24、48、72 h，每孔加入100 µL质量浓度为 1 mg/mL

的MTT，继续培养 4 h后加入 100 µL DMSO，用全波

长酶标仪测量 490 nm处的光密度（D）值，并进行统

计学分析。细胞增殖率 = （实验组D 值−调零孔 D 

值）/（空白对照组D值 − 调零孔D值）× 100%。

1.3  克隆形成实验检测D2对HCT-15、SW620细胞

克隆形成能力的影响

将 HCT-15、SW620 细胞接种于 6 孔板中（每孔

500 个），次日加入终浓度 0、12.5、25、50 µmol/L 的

D2。继续培养约 2周或待生长至肉眼可见的细胞集

落时，终止培养。PBS清洗，使用多聚甲醛固定并加

结晶紫染色过夜，流水洗净后放置室温干燥。

1.4  划痕愈合实验检测D2对HCT-15、SW620细胞

迁移能力的影响

将细胞种于 6 孔板内，待细胞生长至 80% 汇合

后，用无菌移液器吸头在孔底划出“一”字形划痕，洗

去脱落的细胞后，用含0、12.5、25、50 µmol/L的D2的

培养液培养，于0、24、48、72 h时置于显微镜下观察、

拍照，计算划痕面积及划痕愈合率。划痕愈合率=（0 h

划痕面积 − 24 h划痕面积）/ 0 h划痕面积 × 100%。

1.5  Transwell实验检测D2对HCT-15、SW620细胞

迁移能力的影响

用含 1% 胎牛血清的细胞培养液将 HCT-15、

SW620 细胞悬液稀释至 5 × 105 个/mL 并接种于

Transwell小室上室，每孔100 μL，向下室加入700 μL

无血清培养液。培养细胞6~8 h至贴壁，向上室加无
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血清培养液，下室加终浓度为 0、12.5、25、50 µmol/L

的D2（含 20%~30%胎牛血清培养液配置）。继续培

养 48 h后弃去培养基，用棉棒小心擦净未迁移的细

胞，清洗后，用4%多聚甲醛溶液中固定30 min，0.1%

结晶紫染色30 min，用超轻水清洗，置于室温下干燥，

显微镜下观察、计数穿膜细胞并拍照。

1.6  WB 法检测 D2 对 HCT-15、SW620 细胞中 EMT

和自噬相关蛋白表达的影响

HCT-15、SW620细胞经 0、12.5、25、50 µmol/L的

D2处理24 h后提总蛋白，检测样品中EMT相关蛋白

（E-cadherin、MMP-2、MMP-9、snail、slug、vimentin）和

自噬相关蛋白（LC3B、P62、p-ULK1、ULK1）的表达水

平。各组取 40 µg总蛋白样品进行SDS-PAGE，经转

膜、5%脱脂奶粉封闭后，加入一抗溶液于4 ℃下处理

过夜。洗涤后加入对应二抗于室温下反应 1 h，加入

ECL 液曝光、拍照，分析蛋白表达水平。

1.7  免疫荧光染色法检测D2对HCT-15细胞内自噬

小体形成的影响

将对数期 HCT-15 细胞接种于 6 孔板，次日用

25 µmol/L D2处理24 h，随后再加入自噬抑制剂3-甲

基腺嘌呤（3-methyladenine, 3MA）处理24 h。免疫荧

光染色法检测D2和3-MA处理PBS清洗3次后用4%

多聚甲醛于室温下固定细胞 30 min，加入 0.1% 

TritonX-100进行透膜处理、3% BSA溶液进行封闭，

清洗后滴加LC3抗体（1∶100）于4 ℃下处理过夜。清

洗后滴加对应的荧光二抗，室温、避光反应 1 h，使用

含DAPI的抗荧光淬灭封片液封片。

1.8  慢病毒转染法构建miR-7-5p稳定过表达或敲减

的HCT-15细胞

miR-7-5p、sh-miR-7-5p和阴性对照（NC和 shNC

对照）由上海吉凯基因设计。将对数生长期HCT-15

细胞分为NC组、miR-7-5p组、shNC组和 sh-miR-7-5p

组，转染相应质粒，嘌呤霉素筛选获得稳定表达或敲

减miR-7-5p的细胞系。

1.9  RT-qPCR检测miR-7-5p的相对表达量

取各组细胞，用 1 mL TRIzol从 5 × 106个细胞中

提取细胞总 RNA，用100 μL去离子水溶解。将1 μg细

胞总 RNA 以 Oligo（dT）为引物逆转录为 cDNA。引

物由广州复能基因有限公司合成，95 ℃预变性1 min

后扩增并收集信号，每个检测进行 3 次重复，计算

miR-7-5p的相对表达量。

1.10  统计学处理

泛癌分析的数据、ROC曲线及KEGG富集分析均

借助 The Cancer Genome Atlas （TCGA）miRNome[15]

（https://doi. org/10.1093/nar/gkab784）完 成 。 采 用

GraphPad Prism 9.0统计软件对本文全部实验数据进行

分析处理。所有实验均独立重复3次，符合正态分布的

计量资料用 x̄ ± s表示，多组之间的比较采用单因素方

差分析，两个独立样本的比较采用 t检验。以P < 0.05

或P < 0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  D2 抑制 HCT-15、SW620 细胞的增殖和克隆形

成能力

MTT实验和克隆形成实验检测结果（图1）显示，

12.5、25、50 µmol/L的D2均能够抑制HCT-15细胞的

增殖和克隆形成能力（P < 0.05或P < 0.01）。

A：经梯度浓度D2处理24、48和72 h后的HCT-15、SW620细胞MTT检测结果；B、C：HCT-15、SW620细胞的克隆形成及其数据统

计图。与0 µmol/L组相比，*P < 0.05、**/△△/▽▽P < 0.01。

图1    D2抑制结直肠癌细胞增殖
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2.2  D2抑制HCT-15、SW620细胞的迁移能力

划痕愈合实验及Transwell实验检测D2对HCT-

15、SW620细胞迁移能力的影响，结果显示，用 12.5、

25、50 µmol/L D2处理 24 h后，HCT-15、SW620细胞

的横向迁移（图2A、B）和纵向迁移（图2C、D）能力均

明显被抑制（P < 0.05或P < 0.01）。

A、B：经0、12.5、25、50 µmol/L D2处理24 h的HCT-15、SW620细胞划痕愈合情况及数据统计图；

C、D：经0、12.5、25、50 µmol/L D2处理48 h的HCT-15、SW620细胞Transwell迁移实验图及数据统计图。

与0 µmol/L 组相比，*P < 0.05、**P < 0.01。

图2    D2抑制HCT-15、SW620细胞的迁移（× 100）

2.3  D2影响HCT-15、SW620细胞中EMT相关蛋白

的表达

WB法检测EMT相关蛋白表达结果（图3）显示，

0、12.5、25、50 µmol/L D2 处理后 HCT-15、SW620 细

胞中E-cadherin表达显著升高（P < 0.05或P < 0.01），

MMP2、MMP9、snail、slug、Vimentin 表达显著降低

（P < 0.05或P < 0.01）。

与0 µmol/L组相比，*P < 0.05、**P < 0.01。

图3    D2抑制HCT-15（（A、、B））、SW620（（C、、D））细胞EMT进程

2.4  D2诱导HCT-15、SW620细胞的自噬

WB法检测自噬相关蛋白表达结果（图4A、B）显

示，25 µmol/L D2 处理后 HCT-15、SW620 细胞中

LC3B、P62、p-ULK1表达显著升高（均P < 0.05）。免
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疫荧光检测结果显示，25 µmol/L D2处理后HCT-15、

SW620细胞质内自噬小体数量显著增加（均P < 0.01，

图 4C）；3MA处理可以部分逆转D2诱导自噬引起的

细胞增殖的抑制作用（P < 0.01，图4D）。

A、B：WB法检测经0、25 μmol/L D2处理后HCT-15细胞中LC3、p-ULK1、ULK1及p62蛋白表达；C：免疫荧光染色法分析D2处理

（0、25 μmol/L）对HCT-15细胞中LC3蛋白表达的影响（× 200）；D：MTT法检测D2（25 μmol/L）、3MA（5 μmol/L）和3MA+D2处理

24 h对HCT-15细胞增殖的影响。*P < 0.05、**P < 0.01。

图4    D2诱导结直肠癌细胞的自噬

2.5  miR-7-5p在结直肠癌中低表达且与结直肠癌发

生存在密切的关联

基于TCGA数据库的泛癌分析显示，miR-7-5p在

结直肠癌组织中的表达量显著低于癌旁组织（图5A、

B）。通过ROC曲线分析评估样本选取的可信度，结

果显示样本选择具有较高的可信度，上述分析结果

可靠（图5C）。为进一步深入探究miR-7-5p与结直肠

癌之间的关系，对miR-7-5p进行了KEGG富集分析

（图 5D）。分析结果表明，miR-7-5p与结直肠癌的发

生发展存在密切的关联。

2.6  D2 通过上调 miR-7-5p 诱导 HCT-15、SW620 细

胞自噬

RT-qPCR检测miR-7-5p表达水平，结果（图 6A）

显示，随着 D2 浓度升高，HCT-15、SW620 细胞中

miR-7-5p 表达增加（均 P < 0.01）。随后，为了验证

miR-7-5p对自噬的影响，用慢病毒转染方法构建过

表达或敲减miR-7-5p的HCT-15细胞，用WB实验检

测自噬相关蛋白表达水平，结果（图6B、C）显示，过表

达miR-7-5p后自噬相关蛋白 LC3B、P62、p-ULK1表

达水平增加（P < 0.05或P < 0.01），敲低miR-7-5p则呈

现出相反的结果（均P < 0.01）。随后进行回复实验

发现，敲低miR-7-5p能逆转D2对自噬的促进（P < 0.05

或P < 0.01，图6D、E）。

2.7  D2通过抑制PI3K/AKT/mTOR通路诱导HCT-15

细胞自噬

WB法检测信号通路蛋白表达结果（图7A、B）显

示，0、12.5、25、50 µmol/L D2处理后，HCT-15细胞中

PI3K、AKT、mTOR 的表达无明显变化，而 p-PI3K、

p-AKT、p-mTOR的表达量降低（P < 0.05或P < 0.01）。

HCT-15细胞敲低或过表达miR-7-5p后，WB法检测

PI3K/AKT/mTOR 信号通路蛋白表达 ，结果（图

7C~E）显示，过表达 miR-7-5p 后 PI3K、AKT、mTOR

的表达无明显变化，而p-PI3K、p-AKT、p-mTOR的表

达量降低，而敲低miR-7-5p得到相反的结果（P < 0.05

或 P < 0.01）。随后在HCT-15细胞敲低miR-7-5p并

添加D2处理，进行回复实验，WB检测结果显示，D2

能够部分逆转敲低 miR-7-5p 所导致的 PI3K/AKT/

mTOR通路的激活（P < 0.05或P < 0.01）。
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A：TCGA数据库分析的miR-7-5p泛癌表达情况；B：TCGA数据库分析的miR-7-5p在结直肠癌中的表达情况；C：ROC曲线；

D：miR-7-5p的KEGG富集分析。

图5    miR-7-5p在结直肠癌中低表达且与结直肠癌发生存在密切关联

A：采用RT-qPCR检测不同浓度D2处理的HCT-15细胞中miR-7-5p的表达情况；B、C：检测miR-7-5p敲低或过表达后HCT-15细

胞中自噬相关蛋白的表达情况及数据统计；D、E：自噬相关蛋白的表达情况及数据统计。与0 μmol/L或NC或 shNC组相比，
*P < 0.05、**P < 0.01。

图6    D2通过上调miR-7-5p来诱导自噬

3  讨  论

近年来，结直肠癌的发病率持续上升，由于其起

病隐匿、预后不良等特点，其病死率仅次于肺癌[2]。

多数患者确诊时已是晚期，而放化疗对晚期患者疗

效有限，因此寻找新的药物与分子靶点至关重要。

查尔酮是植物中黄酮类和异黄酮类化合物的生物前

体，广泛存在于植物中，是药物化学中新药发现的重

要先导化合物[16]。查尔酮衍生物对多种肿瘤具有抗

肿瘤活性，如结直肠癌[17]、卵巢癌[18]、黑色素瘤[19]。D2

作为类黄酮的一种，早在 1994年就被发现具有抑制

结肠腺癌的作用[20]。因此，本研究旨在探究D2对结

直肠癌细胞的影响。实验结果显示，D2能够抑制结

直肠癌细胞系的增殖、迁移能力及EMT进程。

miR-7作为肿瘤抑制因子，调节众多癌症基因。在

结直肠癌中，miR-7-5p的低表达与不良预后相关[7]。近

期研究发现，miR-7-5p参与多种疾病的自噬调控，如弥

漫性大B细胞淋巴瘤[21]、骨关节炎[22]。过表达miR-7-5p
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可促进膀胱癌细胞LC3-Ⅰ向LC3-Ⅱ转化，增强自噬活

性[13]。因此，本研究进一步探索结直肠癌中D2通过调

控miR-7-5p诱导自噬的作用机制。结果显示，使用D2

后，miR-7-5p表达水平及 LC3B 表达水平均升高，且

LC3-Ⅰ向LC3-Ⅱ转化增强。本研究表明，D2通过上

调miR-7-5p诱导细胞自噬。miR-7-5p与自噬相关，在

结直肠癌治疗中可能具有重要意义。

自噬可以诱导细胞死亡这一观点是由CLARKE

在 1990年首次提出的，后被归类为调节性细胞死亡

的一种形式，并被命名为自噬依赖性细胞死亡[24]。

PI3K/AKT/mTOR作为经典的自噬信号通路，是自噬

的关键调节因子。例如，紫草的主要成分天然萘醌

通过抑制 SNU-449 和 Hep3B 细胞中的 PI3K/AKT/

mTOR通路，发挥抗增殖活性[25]。从中药苦参中提取

的天然产物苦参碱 A 产生 ROS 抑制 PI3K/AKT/

mTOR轴，上调A549和H820细胞中的LC3-Ⅱ，减缓

A549原位异种移植模型中肿瘤的生长[26]。在前列腺

癌中，miR-7-5p通过抑制PI3K/AKT/mTOR通路诱导

细胞自噬，从而抑制细胞的增值迁移。2020年，研究

人员发现，非洲方铅草叶的乙醇提取物 KB2在乳腺

癌细胞中激活了自噬 [27]。D2是KB2的主要成分之

一[27]，本研究旨在探究结直肠癌中D2对自噬的影响。

结果显示，D2 通过上调 miR-7-5p 抑制 PI3K/AKT/

mTOR通路，诱导细胞自噬，进而抑制结直肠癌细胞

的增殖、迁移及EMT进程。D2上调miR-7-5p靶向自

噬，有望为结直肠癌患者带来新的治疗希望。

A、B：不同浓度D2对HCT-15细胞PI3K/AKT/mTOR信号通路蛋白的影响及数据统计，与0 μmol/L或NC或 shNC组相比，
*P < 0.05、**P < 0.01，；C~E：miR-7-5p对HCT-15细胞PI3K/AKT/mTOR信号通路蛋白的影响及数据统计。△P < 0.05、△△P < 0.01

图7    D2通过抑制PI3K/AKT/mTOR通路增加HCT-15细胞的自噬

本研究表明D2能够抑制结直肠癌细胞的增殖、

迁移及EMT进程，其机制可能是通过调控miR-7-5p

诱导自噬，且与抑制PI3K/AKT/mTOR通路相关。综

上所述，本研究为D2作为结直肠癌抗肿瘤药物的潜

力提供了理论依据，有望为其未来的临床应用奠定

基础。
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