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鸦胆亭上调miR-29a-3p抑制非小细胞肺癌H1299细胞增殖、迁移与侵袭
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摘要: 本研究主要探讨鸦胆亭 (bruceantin, BCT) 对非小细胞肺癌 (non-small cell lung cancer, NSCLC) 细胞的增

殖、侵袭与迁移的抑制作用及其机制。采用MTT法检测BCT对NSCLC细胞株的细胞毒作用; 采用集落形成、划

痕和Transwell实验分别检测细胞的增殖、迁移与侵袭能力; Western blot及RT-qPCR实验分别检测与细胞增殖、迁移

与侵袭等的相关蛋白及 miRNA、mRNA 的表达情况; 利用基因预测网站预测 miRNA 的下游靶基因。结果显示,

BCT对NSCLC细胞株有强大的细胞毒作用, 对H1299、PC-9和A549细胞的半数抑制浓度 (IC50) 分别为 0.12 ± 0.02、

0.31 ± 0.20 和 2.07 ± 0.70 μmol·L-1。当 0、0.03、0.15 和 0.75 μmol·L-1 BCT 分别作用 H1299 细胞 24 h 后 , 其增殖、迁

移与侵袭能力呈现浓度依赖性地抑制。值得关注的是 , 多种与细胞迁移与侵袭相关的 miRNA, 如 miR-29a-3p、

miR-21-3p、miR-183-5p与miR-34b-5p的表达水平随着BCT给药浓度的增加而增加, 尤其对miR-29a-3p的作用最为

明显; 通过基因预测网站预测整合素 β1 (integrin β1, ITGB1) 可能为miR-29a-3p的靶基因; Western blot结果进一步

显示, 多种与细胞增殖、迁移与侵袭相关的蛋白, 如整合素家族多种蛋白以及下游 β-catenin、p-Src和血管内皮生长

因子 (vascular endothelial growth factor, VEGF) 蛋白的表达均呈浓度依赖性减低, 其中 ITGB1蛋白降低最明显; 而

RT-qPCR 结果显示 ITGB1 的 mRNA 表达与给药浓度无关。由此推测 , BCT 有可能是通过上调 miR-29a-3p 抑制

ITGB1蛋白的表达, 且与其mRNA水平无关, 深入的机制仍需进一步探讨。本研究初步提示BCT在NSCLC的治疗

中具有继续开发的研究潜力。
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Abstract: We investigated the inhibitory effect and mechanism of action of bruceantin (BCT) on the prolifera‐

tion, invasion and migration of non-small cell lung cancer (NSCLC) cells. The cytotoxic activity of BCT was

measured by MTT assay; a colony forming assay, wound healing assay, and a Transwell assay were used to
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investigate the anti-proliferative, anti-migration, and anti-invasion effects, respectively; immunoblotting and RT-

qPCR were used to detect the expression of related proteins, miRNA, and mRNA, respectively, that were involved

in cell proliferation, migration, and invasion. Two gene prediction websites were used to predict the downstream

target gene of miRNA. Our results show that BCT has a potent cytotoxic effect on NSCLC cell lines, with a half

maximal inhibitory concentration (IC50) of BCT against H1299, PC-9, and A549 of 0.12 ± 0.02, 0.31 ± 0.20, and

2.07 ± 0.70 μmol·L-1, respectively. When H1299 cells were treated with 0.03, 0.15, and 0.75 μmol·L-1 BCT for

24 h, the proliferation, migration, and invasive ability were inhibited in a concentration-dependent manner. It is

worth noting that the expression level of miRNAs related to cell migration and invasion, such as miR-29a-3p, miR-

21-3p, miR-183-5p, and miR-34b-5p increased with the concentration of BCT, especially for miR-29a-3p. Using

the two gene prediction websites, we predict that integrin β1 (ITGB1) may be the target gene of miR-29a-3p;

immunoblot results further show that a variety of proteins related to cell proliferation, migration, and invasion,

such as various proteins of the integrin family, β-catenin, p-Src, and vascular endothelial growth factor, all decreased

in a concentration-dependent manner, among which the reduction of ITGB1 protein was the most obvious. RT-

qPCR results showed that there was no change in ITGB1 mRNA expression. We speculate that BCT might inhibit

the expression of ITGB1 protein by up-regulating miR-29a-3p independent of its mRNA level. The in-depth

mechanism needs to be further explored. This study suggests that BCT has the potential for further development in

the treatment of NSCLC.
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鸦胆子是苦木科植物鸦胆子的成熟果实, 性寒, 味

苦, 有小毒。鸦胆子又名老鸦胆、苦参子, 主产于我国

广东、广西、海南和云南等地, 常用于疟疾、痢疾、赘疣

和鸡眼等的治疗。近年来, 鸦胆子油乳注射液也常常

与其他化疗药物, 如紫杉醇、多柔比星等联合使用, 在

肺癌、乳腺癌、结肠癌和食管癌等治疗中有广泛的应

用。鸦胆亭 (bruceantin, BCT) 是鸦胆子中的主要有效

成分之一, 化学结构如图1所示, 在1973年首次被报道

从鸦胆子中分离 , 并发现其具有抗白血病的作用[1]。

在此之后, 研究人员进行了针对黑色素瘤和转移性乳

腺癌等的多项Ⅰ期与Ⅱ期的临床试验, 均以其较大的不

良反应和肿瘤消退不明显而告终[2,3]。然而, 在2004年,

Cuendet等[4]报道 BCT 通过下调 c-myc 与激活 caspase

级联通路诱导骨髓瘤细胞的凋亡, 同时, 在体内模型

中, 低剂量的鸦胆亭通过抑制癌细胞增殖与诱导癌细

胞凋亡, 使肿瘤消退, 而不产生明显的毒性, 表明鸦胆

亭的有效性在一定情况下应被重新评估, 这使得鸦胆

亭这一活性化合物重新受到关注。在此之后, Issa等[5]

发现, BCT能够抑制多发性骨髓瘤干细胞的增殖, 表

明了BCT具有进一步开发的潜力。

微小RNA (microRNA, miRNA) 是非编码RNA的

一种 , 成熟的 miRNA 能够通过与靶 RNA 的 3'非翻译

区特异性结合而抑制相关蛋白的翻译或使靶 mRNA

降解[6]。近年来众多研究表明, miRNA与癌症的发生

与进展有着密切的关系。在肿瘤的诊断与治疗方面,

miRNA表达谱不仅可以作为表征癌症发展良好的生

物标志物[7], 还可以作为一个有力的治疗工具, 用于降

解抗凋亡基因, 或被沉默从而上调抑癌基因[8]。

整合素是一种跨膜受体, 它可以通过细胞外基质调

控细胞内部的信号传导[9]。有研究表明, 整合素可以通

过表皮生长因子受体 (epidermal growth factor receptor,

EGFR) 调控乳腺上皮细胞的分化与转化, 诱导肿瘤的

发生[10]。它还能够介导肿瘤细胞与周围细胞和基质的

黏附作用, 定向地传导信号通路[11], 同时提高信号传导

的效率, 这有可能与肿瘤的转移有关[12]。其中, 整合素

β1 (integrin β1, ITGB1) 能在多种细胞类型中表达并参

与上皮、神经和骨骼的分化和发育等过程[13]。

肺癌是全世界最常见的死亡原因 , 每年估计有

180万人死于肺癌[14], 非小细胞肺癌属于肺癌的一类,

在肺癌中占比约 85%[15]。查阅文献后发现, 有关鸦胆

亭治疗非小细胞肺癌的研究很少。因此, 本研究主要

探讨了鸦胆亭通过调控miRNA从而抑制非小细胞肺

癌H1299细胞迁移与侵袭的相关作用机制。

材料与方法

细胞系 人肺癌细胞株H1299、A549和 PC-9 [赛

百慷 (上海) 生物技术股份有限公司]。

药物与试剂 鸦胆亭标准品 (质量分数≥98%, 南Figure 1 Chemical structure of bruceantin (BCT)
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京春秋生物工程有限公司); 细胞级二甲基亚砜 (DMSO,

MP Biomedicals公司); F-12K培养基、RPMI-1640培养

基、胰酶 (0.25% 胰酶+0.02% EDTA)、磷酸盐缓冲液

(phosphate buffer saline, PBS)、双抗 (青-链霉素) 溶液

(吉诺生物医药技术有限公司); 胎牛血清 (FBS, 美国

Gibco 公司); GAPDH (MB001)、HRP-鼠二抗、HRP-兔

二抗 (Bioworld Technology 公司); ITGB1 (ab52971)、

整合素 α2 (ITGA2, ab133557)、血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor, VEGF, ab32152)

(Abcam公司); 整合素 αv (ITGAV, 4711S)、α6 (ITGAV6,

3750S)、β3 (ITGB3, 4702S)、β4 (ITGB4, 14803S)、β8

(ITGB8, 88300)、β -catenin (8480)、p-Src (12432) (Cell

Signaling Technology公司); ECL试剂发光盒 (上海天

能科技有限公司); TRIzol (美国 Life Technologies 公

司); PrimeScript ™ RT Master Mix、Mir-XTM miRNA

First-Strand Synthesis、SYBR® Premix Ex Taq™ II (Tli

RNaseH Plus)、SYBR® Premix Ex Taq ™ (Tli RNaseH

Plus) (日本Takara公司)。

主要仪器 CO2 细胞培养箱 ; NanoDrop 1000

Spectrophotometer (美国 Thermo Scientific公司); 洁净

工作台 (SW-CJ-2FD, 苏州安泰空气技术有限公司); 台

式低速离心机 (湖南星科科学仪器有限公司); 光学显微

镜 (CKX53, Olympus Life Science公司);酶标仪 (Bio Tek

公司); 垂直电泳及印迹系统、凝胶成像仪 (ChemiDoc

XRS+) (Bio-Rad Laboratories公司); Agilent StrataGene

Mx3000P QPCR (Agilent Technologies公司)。

细胞培养与药物的配制 人肺癌细胞株H1299与

PC-9培养于含有10% FBS、1%青-链霉素溶液的RPMI-

1640培养基中; A549细胞培养于 10% FBS、1%青-链

霉素溶液的F-12K培养基中。细胞均培养于 5% CO2、

37 ℃的培养箱中。鸦胆亭标准品使用DMSO配制成

40 mg·mL-1储备液, 给药时用培养基稀释成不同的浓度。

MTT法检测细胞存活率 将处于对数生长期的

H1299、A549及PC-9细胞从培养皿上消化后, 在显微镜

下计数, 将3种细胞以4 000个/孔的密度种板于96孔板

中。细胞贴壁后, 将鸦胆亭母液梯度稀释后加入 96孔

板中孵育 68 h。将 96孔板从培养箱中取出, 每孔加入

5 mg·mL-1 MTT溶液20 μL, 放入培养箱中孵育4 h后取

出。用移液枪吸出孔板中的培养基与MTT溶液, 再在

每孔中加入DMSO溶液100 μL。摇床10 min震荡混匀

后放入酶标仪中, 540/655 nm双波长测定各组吸光度

(A值) 并计算细胞存活率。细胞存活率 (cell viability

rate)= (A值用药组- A值空白组) / (A值对照组- A值空白组) × 100%。

集落形成实验检测细胞增殖能力 将处于对数生

长期的H1299细胞消化后, 以 1 000个/孔的密度接种

于 12孔板中, 培养约 1周, 在显微镜下观察, 待每个细

胞集落有 30～40个细胞时, 加入不同浓度的鸦胆亭药

液。本研究的药液均由培养基稀释, 对照组均加入与

稀释后药液同体积的培养基。培养 24 h后, 在显微镜

下对每组细胞计数, 大于50个细胞为1个集落。计数完

成后吸去培养基, 每孔加入甲醇1 mL, 固定细胞30 min。

固定完成后, 弃甲醇, 加入 0.1%结晶紫溶液染色 1 h。

染色完成后, 用清水轻柔地冲洗结晶紫, 晾干, 拍照。

划痕实验检测细胞的平面迁移能力 在 6孔板底

部用马克笔画出 3条直线, 用于划痕拍照的定位。再

将 H1299 细胞以 3×105个/孔细胞密度种板于 6 孔板 ,

待细胞贴壁后, 用 200 μL枪头垂直于底部直线画出划

痕, 然后用 PBS轻柔地将悬浮的细胞洗去。将无血清

的含有不同浓度药液的培养基加入孔板中培养细胞,

并于 0、12、24 h三个时间点取样拍照, 测量划痕距离并

计算迁移率。迁移率公式: 划痕迁移率 (%) = (1 - 某

一时间点划痕面积 / 0 h划痕面积) × 100%。

Transwell实验检测细胞的空间迁移能力与侵袭

能力 将Transwell小室分成两组, A组用于检测细胞

的侵袭能力, B组用于检测细胞的空间迁移能力。按

照基质胶: 无血清培养基体积比 1∶8稀释基质胶, 在A

组小室中每孔加入 45 μL稀释后的基质胶, 放在培养

箱中 2.5 h使其凝固, B组小室不铺胶。当基质胶凝固

后 , 在下室加入含有 10% FBS 的完全培养基 600 μL,

小室上室以 105个/孔的密度接种细胞, 并加入不同浓

度的鸦胆亭药液, 放入培养箱中培养。24 h后, 弃去上

室培养基, 将小室浸泡在甲醇中固定 30 min, 使用结晶

紫染色 1 h。使用棉签轻柔地去除A组小室残留的基

质胶后, 用PBS将结晶紫轻柔地洗去, 显微镜下拍照。

RT-qPCR实验检测细胞中miRNA与mRNA的表

达 将H1299细胞培养于6孔板中, 待其生长到约80%

时加入不同浓度的鸦胆亭药液 , 培养箱中孵育 24 h。

消化细胞, 使用TRIzol法提取总RNA, 在NanoDrop分

光光度计上检测总RNA浓度。以mRNA或miRNA为

模板 , 使用 PrimeScript™ RT Master Mix 或 Mir-XTM

miRNA First-Strand Synthesis试剂盒合成 cDNA, 步骤

参照试剂盒说明书。合成cDNA后, 按照说明书上的步

骤, 使用 SYBR® Premix Ex Taq™ II (Tli RNaseH Plus)

或 SYBR® Premix Ex Taq™ (Tli RNaseH Plus) 试剂盒

与相关mRNA和miRNA的引物准备RT-qPCR的反应

体系, 在 Agilent StrataGene Mx3000P QPCR 仪器上按

照说明书上的规定程序运行反应。运行完毕后导出数

据, 检测所得CT值, 以ΔΔCT法分析结果, 得到mRNA

与miRNA相对表达情况。mRNA与miRNA的引物序

列如表1所示。
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miRNA 的靶基因预测 运用 TargetScan (http://

www.targetscan.org/vert_71/) 和miRDB (http://mirdb.org/)

预测miR-29a-3p的靶基因, 将两个网站上预测的靶基

因列表取交集。

Western blot实验检测蛋白表达水平 将 H1299

细胞从培养皿中消化后离心, 弃去培养基, 将细胞用

PBS清洗 3次以便将残留培养基清洗干净。根据细胞

数量加入裂解液, 在冰上使细胞充分裂解, 提取总蛋白。

测定蛋白浓度后, 以每孔 20 μg总蛋白在SDS-PAGE凝

胶中进行电泳分离, 电泳完毕后进行转膜步骤, 转膜条

件为 200 mA, 1～3 h, 具体转膜时间根据蛋白分子量

的不同有所变化。将转膜后的 PVDF膜置于用 TBST

配制的 5%脱脂牛奶中封闭 1 h。根据说明书推荐的浓

度配制一抗溶液, 将封闭完的膜放入一抗溶液中, 4 ℃

条件下过夜孵育。孵育完毕后用TBST溶液洗膜, 摇床

90 r·min-1, 5 min×3 次。在摇床上以 60 r·min-1的转速

孵育二抗 1 h。洗膜后, 使用化学发光法在凝胶成像仪

上曝光。选择GAPDH为内参。选择 ITGB1、ITGA2、

ITGA6、ITGAV、ITGB3、ITGB4、ITGB8、β -catenin、

p-Src和VEGF一抗测定上述蛋白的表达情况。

数据分析 数据均以
-
x ± s 表示 , 使用 SPSS 25.0

分析实验结果的统计学差异, P < 0.05表明差异有统计

学意义。使用GraphPad Prism 8.0作统计图。每项实

验至少重复3次。

结果

1 BCT对人肺癌细胞株H1299、PC-9和A549细胞活

力的影响

如图2A所示, BCT对H1299、PC-9和A549细胞增

殖有较好的抑制活性。 MTT 结果表明 , BCT 对

H1299、PC-9和A549细胞的半数抑制浓度 (IC50) 分别

为 0.12 ± 0.02、0.31 ± 0.20 和 2.07 ± 0.70 μmol·L-1。相

比之下, BCT对H1299细胞的 IC50更低, 因此, 后续选

定H1299细胞进行实验研究。

2 BCT对H1299细胞集落形成能力的影响

细胞集落形成实验结果如图 2B 所示 , 随着 BCT

给药浓度的增加 (0、0.03、0.15和 0.75 μmol·L-1), H1299

细胞的集落形成数量逐渐降低且集落大小逐渐减小,

统计结果如图 2C所示。以上结果表明, BCT能够浓度

依赖性地抑制H1299细胞的集落形成能力。

Table 1 The primer sequences employed in RT-qPCR

Primer name
GAPDH forward
GAPDH reverse
Integrin β1 forward
Integrin β1 reverse
U6 forward (5'--3')
U6 reverse (5'--3')
miR-29a-3p forward (5'--3')
miR-29a-3p reverse (5'--3')
miR-21-3p forward (5'--3')
miR-21-3p reverse (5'--3')
miR-183-5p forward (5'--3')
miR-183-5p reverse (5'--3')
miR-34b-5p forward (5'--3')
miR-34b-5p reverse (5'--3')

Primer sequence (5'--3')
GGAAGGTGAAGGTCGGAGTCA
GTCATTGATGGCAACAATATCCACT
GACGCCGCGCGGAAAAGATG
GCACCACCCACAATTTGGCCC
CGCAAGGATGACACG
GAGCAGGCTGGAGAA
UAACCGAUUUCAAAUGGUGCUA
CAGTGCGTGTCGTGGAGT
CAACAGCAGUCGAUGGGCUGUC
CAGTGCGTGTCGTGGAGT
GGTTTCATCCAGGATCGAGCAGG
CAGTGCGTGTCGTGGAGT
CGAGGCAGTGTAATTAGCTGATTGT
CAGTGCGTGTCGTGGAGT

Company
Invitrogen, Inc.
Invitrogen, Inc.
TaKaRa, Inc.
TaKaRa, Inc.
TaKaRa, Inc.
TaKaRa, Inc.
TaKaRa, Inc.
TaKaRa, Inc.
TaKaRa, Inc.
TaKaRa, Inc.
TaKaRa, Inc.
TaKaRa, Inc.
TaKaRa, Inc.
TaKaRa, Inc.

Figure 2 BCT inhibited colony formation of H1299 cells in a

concentration-dependent manner. A: After H1299, PC-9 and A549

cells were treated with BCT for 72 h, the relative survival rate

curves were observed; B: H1299 was treated in different concentra‐

tions of BCT and the colonies numbers could be observed; C:

Quantitative results of (B). n ≥ 3,
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01
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3 BCT对 H1299细胞平面迁移能力、空间迁移能力

以及侵袭能力的影响

细胞划痕实验结果如图 3A和B所示, 随着时间的

增加, 细胞迁移面积逐渐增加, 划痕面积逐渐减小; 随

着BCT给药浓度的增加, H1299细胞的迁移能力逐渐

减弱, 表明BCT能够浓度依赖性地抑制H1299细胞的

平面迁移能力。

Transwell迁移实验结果如图3C所示。与划痕实验

检测细胞平面迁移能力不同, Transwell迁移实验用于检

测细胞的空间迁移能力。结果表明, 当BCT处理细胞

24 h后, 随着BCT浓度的增加, H1299细胞穿过微孔滤

膜的数量逐渐减少, 统计数据如图 3D所示, 表明BCT

能够浓度依赖性地抑制H1299细胞的空间迁移能力。

Transwell侵袭实验结果如图 3E所示。BCT能够

明显抑制H1299细胞的侵袭, 且抑制程度与BCT的给

药浓度明显相关。当BCT处理H1299细胞 24 h后, 随

着给药浓度的增加, 穿过基质胶与微孔滤膜的细胞的

数量明显减少, 统计数据如图 3F所示, 表明BCT在抑

制H1299细胞侵袭能力方面有着较好的活性。

4 BCT能够下调miR-29a-3p并上调ITGB1蛋白的表达

通过 RT-qPCR 对多种与细胞迁移与侵袭能力相

关的 miRNA 进行初步筛选 , 结果如图 4A 所示 , miR-

29a-3p、miR-21-3p、miR-183-5p 与 miR-34b-5p 的表达

水平随着BCT的给药浓度的增加而增加。其中BCT

调控miR-29a-3p作用最为明显。因此, 选定miR-29a-

3p作为主要研究对象, 进行后续的实验。

以 TargetScan (http://www. targetscan. org/vert_71/)

和 miRDB (http://mirdb.org/) 网站为工具, 对 miR-29a-

3p的靶基因进行预测, 再将两个网站预测的靶基因列

表取交集, 见图 4B, 发现预测的下游靶基因包括与侵

袭和转移密切相关的 ITGB1 (图 4C)。Koshizuka等[16]

通过双荧光素酶报告基因, 发现与miR-29家族和携带

ITGB1 mRNA野生型3'非翻译区 (3' untranslated region,

3' UTR) 的载体共转染后 , 发光强度明显降低 , 证实

ITGB1 mRNA 中确实包含 miR-29 家族的结合靶点。

除此之外, He等[17]在其研究中也证实 ITGB1 mRNA的

确具有 miR-29a的结合靶点。因此 , 初步推测 ITGB1

可能为miR-29a-3p的靶基因, 具体的机制将在后续进

一步研究。

本研究通过 Western blot 法检测 BCT 作用于

H1299细胞后, ITGB1的蛋白表达情况。结果表明, 随

着BCT给药浓度的增加, ITGB1的表达下降 (图 4D)。

Figure 3 BCT inhibited the plane migration, spatial migration and invasion ability of H1299 cells. A: The plane migration ability of

H1299 cells was inhibited in a dose-dependent manner; B: Quantitative results of (A); C: The spatial migration ability of H1299 cells was in‐

hibited in a concentration-dependent manner; D: Quantitative results of (C); E: H1299 cells were treated in different concentrations of BCT

and invasive cells were shown; F: Quantitative results of (E). n ≥ 3,
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. ns: No significance
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此外, 通过RT-qPCR实验发现, 随着给药浓度的增加,

ITGB1 在 mRNA 水平上表达差异无统计学意义 (图

4E)。文献[18-21]表明, miRNA常与mRNA的3' UTR互补,

从而形成沉默复合体 (RNA-induced silencing complex,

RISC), 抑制 mRNA 翻译成蛋白的过程 , 但不影响

mRNA的表达, 这也是miRNA经典的作用模式之一。

因此推测, BCT作用于 H1299细胞后, 可能通过上调

miR-29a-3p, 影响 ITGB1 mRNA的转录后过程, 从而影

响了 ITGB1的蛋白表达。

5 BCT 抑制整合素家族多种蛋白以及 β-catenin、p-

Src和VEGF的表达

如图 5所示, 随着BCT给药浓度的增加, 整合素家

族的多种蛋白: ITGA2、ITGA6、ITGAV、ITGB3、ITGB4

和 ITGB8均被不同程度的抑制, 且抑制程度随着给药

浓度的增加而增加。p-Src为 ITGB1相关的下游蛋白,

Src的磷酸化能够增强肿瘤细胞的迁移与侵袭, 在肿瘤

的发展中具有重要的作用[22-24]。Src的激活能够影响

β-catenin的表达水平, 从而促进细胞增殖[25]。此外, 过

度活化的Src可以通过激活VEGF, 促进肿瘤新生血管

的生成[26]。Western blot实验表明, BCT能够浓度依赖

性地抑制β-catenin、p-Src和VEGF的表达。

讨论

非小细胞肺癌发病率较高, 临床治疗多采用手术、

放疗和化疗以及免疫疗法。然而, 由于预后不佳以及

耐药性的出现, 寻找有效、毒副作用小的药物仍然是新

药开发的重中之重。中药辅助疗法是癌症治疗的有效

手段之一, 在中药中寻找有效的活性化合物并探索其

作用机制非常必要。传统中药鸦胆子所衍生的鸦胆子

油乳已经在临床中得到了部分的应用。有文献[27,28]显

示, 运用鸦胆子油乳辅助治疗非小细胞肺癌, 能够改善

晚期非小细胞肺癌患者的肺功能与血脂水平, 增强患

者的免疫力。BCT在 1973年首次被从鸦胆子中分离

出, 此后, BCT抗癌作用及作用机制被不断探索。

miRNA 作为非编码 RNA 的一类 , 在肿瘤的发生

与发展中发挥着重要的作用, 它不仅能够作为指示疾病

发展程度的良好的生物标志物, 在新药的开发方面, 也

作为一种充满希望的新型药物, 正在不断的研究与完

善中。本研究显示, BCT对 3种人肺癌细胞株H1299、

A549与 PC-9均有良好的抑制活性 , 其中对 H1299的

Figure 4 BCT increased the expression of miR-29a-3p and decreased the expression of integrin β1 (ITGB1) protein. A: Relative expres‐

sion of miR-29a-3p, miR-21-3p, miR-183-5p, and miR-34b-5p in H1299 cells after treating BCT for 24 h. The expression of miR-29a-3p

was significantly increased in a dose-dependent manner; B: Venn diagram showed the overlapping predicted targeted mRNA of miR-29a-3p

in two different software; C: The potential binding sites for miR-29a-3p in the 3' untranslated regions (3' UTRs) of ITGB1; D: BCT inhibited

the expression of ITGB1 protein, GAPDH was used as a control to normalize expression levels; E: BCT did not affect the mRNA level of

ITGB1. n ≥ 3,
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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作用最强 , 因此本研究选取 H1299 细胞进行后续的

实验。结果显示, BCT能够浓度依赖性地抑制H1299

细胞的增殖、侵袭与迁移能力, 其作用机制可能与上调

miR-29a-3p和下调整合素家族等多种蛋白表达有关。

本研究结果不仅显示了BCT在治疗NSCLC方面具有进

一步的研究潜力 , 也为探索 miR-29a-3p 在 BCT 抑制

NSCLC恶性化的机制方面提供了一定的参考。结合

Western blot、RT-qPCR 结果及靶基因预测结果 , 本课

题组初步认为miR-29a-3p有可能通过miRNA经典的

转录后调控机制, 在不影响mRNA表达的前提下抑制

ITGB1 蛋白的表达 , 与文献报道的结论一致[18-21], 具

体的机制将在后续进一步研究。此外, 本研究还发现,

整合素家族的多种蛋白 , 以及 ITGB1 下游相关蛋白

VEGF、β-catenin和 p-Src的表达也因BCT的作用而被

抑制, 表明BCT也可能通过抑制多种整合素蛋白及其

下游通路相关蛋白的表达, 从而影响H1299细胞的迁

移与侵袭能力。

综上所述, BCT能够上调H1299细胞中包括miR-

29a-3p在内的多种miRNA的表达, 并下调 ITGB1在内

的整合素家族多种蛋白的表达, 从而抑制H1299细胞的

侵袭与迁移, 但其更深层次的作用机制亟待进一步的

研究。BCT在治疗NSCLC方面具有一定的潜力, 具备

继续研究的价值。本研究也可为BCT在治疗NSCLC

的研究与应用提供参考。
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