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摘要：目的　探讨汉黄芩素（ＷＯＧ）通过长链非编码核糖核酸小核仁核糖核酸宿
主基因１６（ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６）／微小核糖核酸（ｍｉＲ）－３０２ａ－３ｐ／Ｅ２Ｆ转录因子１
（Ｅ２Ｆ１）对胃癌细胞生物学行为的影响。方法　在细胞实验部分，将人胃癌细胞
（ＭＧＣ－８０３）分为细胞对照组（正常培养）、细胞高剂量实验组（１００μｍｏｌ·Ｌ－１

ＷＯＧ处理细胞）、ｏｅ－ＮＣ组（转染 ｏｅ－ＮＣ）、ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６组（转染
ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６）、ｍｉｍｉｃ－ＮＣ组（转染 ｍｉｍｉｃ－ＮＣ）、ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃ组
（转染ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃ）、汉黄芩素 ＋ｏｅ－ＮＣ组（在１００μｍｏｌ·Ｌ－１ＷＯＧ
处理组基础上转染 ｏｅ－ＮＣ）、汉黄芩素 ＋ｏｅ－ＳＮＨＧ１６组（在１００μｍｏｌ·Ｌ－１

ＷＯＧ处理组基础上转染 ｏｅ－ＳＮＨＧ１６）和汉黄芩素 ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６＋ｍｉＲ－
３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃ组（在１００μｍｏｌ·Ｌ－１ＷＯＧ处理组基础上转染 ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６
和ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃ）。在动物试验部分，在Ｂａｌｂ／ｃ雄性裸鼠中建立胃癌皮
下移植瘤模型，将建模成功的裸鼠随机分为动物低、中、高剂量试验组（１５、３０、
６０ｍｇ·ｋｇ－１ＷＯＧ灌胃处理），动物对照组裸鼠灌胃等体积生理盐水，每组
１０只。用实时荧光定量聚合酶链式反应（ｑＲＴ－ＰＣＲ）法检测 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６、
ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ和Ｅ２Ｆ１相对表达水平，用细胞计数试剂盒８（ＣＣＫ－８）法检测
细胞存活率，用５－乙炔基－２’脱氧尿嘧啶核苷（Ｅｄｕ）法、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法及原位末
端转移酶标记技术（ＴＵＮＥＬ）法分别检测细胞增殖、侵袭及凋亡情况。结果　在
细胞实验部分，细胞对照组、细胞高剂量实验组、ｍｉｍｉｃ－ＮＣ组、ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ
ｍｉｍｉｃ组、ｏｅ－ＮＣ组和ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６组的ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６相对表达水平分别
为 １００±０１３、０４７±００５、１００±０１０、０８１±０１２、１０２±００９和
３７６±０４１，ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ相对表达水平分别为 １００±０１１、３６０±０３９、
１００±００９、３７４±０３２、０９７±０１０和０２７±００３，Ｅ２Ｆ１ｍＲＮＡ相对表达水平
分别为 １００±０１４、０２３±００２、１００±０１０、０３３±００３、０９５±００８和
２１８±０２５，细胞高浓度实验组与细胞对照组相比、ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃ组与
ｍｉｍｉｃ－ＮＣ组对比、ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６组与ｏｅ－ＮＣ组相比，上述指标在统计学上
差异均有统计学意义（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。细胞对照组、细胞高剂量实验组、
汉黄芩素＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６组和汉黄芩素 ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６＋ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ
ｍｉｍｉｃ组的细胞增殖率分别为 （９５０４±１０１４）％、（３６３６±４７５）％、
（９７６４±１１０４）％和（３１８７±３５６）％，侵袭细胞个数分别为（１４７３６±１５０１）、
（４３３１±６２５）、（１５３４５±１５２２）和（３７３５±５０４）个，细胞凋亡率分别为
（７８３±０８３）％、（３５７７±４３８）％、（８４４±０８８）％和（２９３５±３０９）％，细胞
高剂量实验组的上述指标与细胞对照组比较、汉黄芩素 ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６组的
上述指标与实验组比较、汉黄芩素＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６组的上述指标与汉黄芩素
＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６＋ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃ组比较，在统计学上差异均有统计学
意义（均Ｐ＜０００１）。在动物试验部分，动物对照组和动物低、中、高剂量试验组
的 肿 瘤 体 积 分 别 为 （２５５４５０ ±２８０４１）、（２１９４１０ ±２３４２２）、
（１５１２４０±１６６７５）和 （１１４６２０±１２４３２）ｍｍ３，肿 瘤 质 量 分 别 为

（２１３±０２８）、（１８４±０２３）、（１６５±０２１）和（１３２±０１４）ｇ，动物低、中、高
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ７Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５３）

　　　剂量实验组的上述指标与动物对照组比较，在统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。结论　ＷＯＧ可以
抑制胃癌细胞的增殖和侵袭，并促进其凋亡，这可能与调控ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６／ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ／Ｅ２Ｆ１轴阻滞细胞周期有关。
关键词：汉黄芩素；长链非编码核糖核酸小核仁核糖核酸宿主基因１６；Ｅ２Ｆ转录因子１；胃癌；细胞周期；增殖；侵袭；凋亡
ＤＯＩ：１０１３６９９／ｊｃｎｋｉ１００１－６８２１２０２６０７００９
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｗｏｇｉｎｏｓｔａｔｉｎ（ＷＯＧ）ｏｎｔｈｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｂｅｈａｖｉｏｒｓｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ
ｔｈｒｏｕｇｈｌｏｎｇｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇＲＮＡｓｍａｌｌｎｕｃｌｅｏｌａｒＲＮＡｈｏｓｔｇｅｎｅ１６（ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６）／ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲ）－３０２ａ－３ｐ／Ｅ２Ｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１（Ｅ２Ｆ１）Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ｈｕｍａｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ（ＭＧＣ－８０３）ｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｎｏｒｍａｌｃｕｌｔｕｒｅ），ｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ（１００μｍｏｌ·Ｌ－１ＷＯＧｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ），ｏｅ－ＮＣ
ｇｒｏｕｐ（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｏｅ－ＮＣ），ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６ｇｒｏｕｐ（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６），ｍｉｍｉｃ－ＮＣｇｒｏｕｐ（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ｍｉｍｉｃ－ＮＣ），ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃｇｒｏｕｐ（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃ），ＷＯＧ ＋ ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ
（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｏｅ－ＮＣｂａｓｅｄｏｎ１００μｍｏｌ·Ｌ－１ＷＯＧｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ），ＷＯＧ ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６ｇｒｏｕｐ（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６ｂａｓｅｄｏｎ１００μｍｏｌ·Ｌ－１ＷＯＧｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ），ＷＯＧ ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６＋ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃ
ｇｒｏｕｐ（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６ａｎｄｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆ１００μｍｏｌ·Ｌ－１ＷＯＧｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ）Ｉｎａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ｔｈｅｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｔｕｍｏｒｍｏｄｅｌｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｉｎＢＡＬＢ／
ＣｍａｌｅｎｕｄｅｍｉｃｅＴｈｅｎｕｄｅｍｉｃｅｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ，－Ｍａｎｄ－Ｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓ
（１５，３０ａｎｄ６０ｍｇ·ｋｇ－１ＷＯＧｇａｖａｇｅ），ａｎｄｔｈｅａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗａｓｇａｖａｇｅｄｗｉｔｈｅｑｕａｌｖｏｌｕｍｅｏｆｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｓａｌｉｎｅ，ｗｉｔｈ１０ｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐＲｅａｌ－ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）ｗａｓ
ｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６，ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐａｎｄＥ２Ｆ１Ｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８（ＣＣＫ－８）Ｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇ
５－ｅｔｈｙｎｙｌ－２′－ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ（Ｅｄｕ），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌａｎｄｉｎｓｉｔｕｔｅｒｍｉｎａｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｌａｂｅｌｉｎｇｔｅｃｈｎｉｑｕｅ（ＴＵＮＥＬ）
Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｉｎｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６ｉｎｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ
ｇｒｏｕｐ，ｍｉｍｉｃ－ＮＣｇｒｏｕｐ，ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃｇｒｏｕｐ，ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐａｎｄｏｅ－ ＬｎｃＳＮＨＧ１６ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ
１００±０１３，０４７±００５，１００±０１０，０８１±０１２，１０２±００９ａｎｄ３７６±０４１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｗｅｒｅ１００±０１１，３６０±０３９，１００±００９，３７４±０３２，０９７±０１０ａｎｄ
０２７±００３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＥ２Ｆ１ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ１００±０１４，０２３±００２，
１００±０１０，０３３±００３，０９５±００８ａｎｄ２１８±０２５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＣｏｍｐａｒｅｄｔｈｅｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ
ｗｉｔｈｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｃｏｍｐａｒｅｄｍｉＲ －３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃｇｒｏｕｐｗｉｔｈｍｉｍｉｃ－ＮＣ ｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｍｐａｒｅｄ
ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６ｇｒｏｕｐｗｉｔｈｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｗｅｒｅａｌｌｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（Ｐ＜００１，
Ｐ＜０００１）Ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ，ＷＯＧ ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６
ｇｒｏｕｐａｎｄＷＯＧ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６＋ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（９５０４±１０１４）％，（３６３６±４７５）％，
（９７６４±１１０４）％ ａｎｄ（３１８７±３５６）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｖａｓｉｖｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅ（１４７３６±１５０１），
（４３３１±６２５），（１５３４５±１５２２）ａｎｄ（３７３５±５０４），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｗｅｒｅ（７８３±０８３）％，
（３５７７±４３８）％，（８４４±０８８）％ ａｎｄ（２９３５±３０９）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｒｅｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＷＯＧ
＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６ｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ，ａｎｄｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＷＯＧ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６ｇｒｏｕｐａｎｄ
ｔｈｅＷＯＧ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６＋ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃｇｒｏｕｐ（ａｌｌＰ＜０００１）Ｉｎａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ｔｈｅｔｕｍｏｒ
ｖｏｌｕｍｅｏｆａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ，－Ｍ，－Ｈ ｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ（２５５４５０±２８０４１），
（２１９４１０±２３４２２），（１５１２４０±１６６７５）ａｎｄ（１１４６２０±１２４３２）ｍｍ３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｔｕｍｏｒｍａｓｓｗａｓ
（２１３±０２８），（１８４±０２３），（１６５±０２１）ａｎｄ（１３２±０１４）ｇ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｒｅｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｂｅｔｗｅｅｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ，－Ｍ，－Ｈｇｒｏｕｐｓａｎｄａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＷＯＧｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌｓａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｉｒａｐｏｐｔｏｓｉｓＴｈｉｓｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６／ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ／
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Ｅ２Ｆ１ａｘｉｓ，ｗｈｉｃｈｂｌｏｃｋｓｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｗｏｇｉｎｏｓｔａｔｉｎ；ｌｏｎｇ－ｃｈａｉｎｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｓｍａｌｌｎｕｃｌｅｏｌａｒｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｈｏｓｔｇｅｎｅ１６；
Ｅ２Ｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１；ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ；ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｉｎｖａｓｉｏｎ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　胃癌是是全球高发且预后较差的消化系统恶性
肿瘤，其侵袭转移与化疗耐药是制约疗效的关键瓶

颈，因此探索新的治疗靶点与机制至关重要［１－２］。

汉黄芩素（ｗｏｇｏｎｉｎ，ＷＯＧ）作为天然黄酮类化合物，具
有显著抗肿瘤活性，但在胃癌中的具体作用机制仍需

进一步研究［３－４］。已有研究表明，长链非编码核糖核

酸小核仁核糖核酸宿主基因 １６（ｌｏｎｇｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡ ｓｍａｌｌｎｕｃｌｅｏｌａｒＲＮＡ ｈｏｓｔｇｅｎｅ１６，ＬｎｃＲＮＡ
ＳＮＨＧ１６）在胃癌等多种肿瘤中异常高表达，可作为
“分子海绵”吸附微小核糖核酸 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，
ｍＲＮＡ）；ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ参与多种病变如癌症的调
节，在多种肿瘤中起抑癌作用；Ｅ２Ｆ转录因子１（Ｅ２Ｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１，Ｅ２Ｆ１）是调控细胞周期与增殖
的关键因子［５－７］。因此，本研究旨在通过体内外实

验，系统阐明 ＷＯＧ通过干预ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６／
ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ／Ｅ２Ｆ１轴抑制胃癌细胞恶性表型的
作用与机制。

材料与方法

１　材料
细胞　人胃癌细胞（ＨＧＣ－２７、ＭＧＣ－８０３、ＭＫＮ－２８

及ＭＫＮ－４５）、人正常胃黏膜细胞（ＧＥＳ－１）和人胚肾细
胞（２９３Ｔ），均购自上海酶联生物科技有限公司。

动物　４０只 ６周龄 Ｂａｌｂ／ｃ雄性裸鼠，体质量
２０～２５ｇ，由山西省人民医院提供，动物生产许可证
号：ＳＣＸＫ（晋）２０２４－０００２，本研究经山西省人民医院
动物伦理委员会批准通过（伦理批号：２０２５省医科伦
审字第３８０号）。

药品与试剂　ＷＯＧ，规格：每瓶 ２０ｍｇ，纯度：
≥９８％，批号：２５０９３００１，四川成都曼思特生物科技有
限公司生产；ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、逆转录试剂盒、双萤光素
酶报告基因检测试剂盒、细胞计数试剂盒 ８（ｃｅｌｌ
ｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８）、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室和５－乙炔
基－２′脱氧尿嘧啶核苷（５－ｅｔｈｙｎｙｌ－２′－ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，
Ｅｄｕ）细胞增殖检测试剂盒，均由上海碧云天生物科技
有限 公 司 生 产；甘 油 醛 －３－磷 酸 脱 氢 酶
（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ － ３ － ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）、细胞周期蛋白 Ｄ１（ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｐｒｏｔｅｉｎＤ１，
ＣｙｃｌｉｎＤ１）、细胞周期蛋白依赖性激酶 ２（ｃｙｃｌｉｎ

ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ２，ＣＤＫ２）、Ｂ淋巴细胞瘤 －２相关 Ｘ
蛋白（Ｂｃｌ－２－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）抗体和辣根
过氧化物酶标记山羊抗兔免疫球蛋白Ｇ抗体，均由英
国 Ａｂｃａｍ公司生产；原位末端转移酶标记技术
（ｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ－ｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰ
ｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）检测试剂盒，北京索莱宝公
司生产。

仪器　ＮｉｋｏｎＥｃｌｉｐｓｅＴｉ－ＳＲ荧光显微镜，日本尼
康公司产品；ＱｕａｎＳｔｕｄｉｏ６荧光定量聚合酶链反应仪，
美国Ｔｈｅｒｍｏ公司产品；Ｉｎｆｉｎｉｔｅ２００ＰＲＯ酶标仪，瑞士
Ｔｅｃａｎ公司产品。
２　实验方法
２１　细胞实验
２１１　细胞培养［８］

细胞用含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ－１６４０完全培
养基，于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养。当融合度达
８０％～９０％时，用胰蛋白酶消化传代。
２１２　细胞分组与处理方法

取对数生长期的ＭＧＣ－８０３细胞，分为细胞对照
组（ＭＧＣ－８０３细胞正常培养不做任何处理）；细胞
低、中、高剂量实验组（分别用２０、６０、１００μｍｏｌ·Ｌ－１

ＷＯＧ处理ＭＧＣ－８０３细胞）；ｏｅ－ＮＣ组（ＭＧＣ－８０３
细胞转染 ｏｅ－ＮＣ）；ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６组（ＭＧＣ－８０３
细胞转染 ｏｅ－ＳＮＨＧ１６）；ｍｉｍｉｃ－ＮＣ组（ＭＧＣ－８０３
细胞转染 ｍｉｍｉｃＮＣ）；ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃ组
（ＭＧＣ－８０３细胞转染ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃ）；汉黄芩
素＋ｏｅ－ＮＣ组（在１００μｍｏｌ·Ｌ－１处理组基础上转染
过表 达 ＬｎｃＳＮＨＧ１６阴 性 对 照）；汉 黄 芩 素 ＋
ｏｅ－ＳＮＨＧ１６组（在１００μｍｏｌ·Ｌ－１处理组基础上过表
达 ＬｎｃＳＮＨＧ１６）和汉黄芩素 ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６＋
ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃ组（在 ＷＯＧ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６
组基础上转入ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃ）。
２９３Ｔ细胞共分为２组，分别为２９３Ｔｍｉｍｉｃ－ＮＣ

组（５０ｎｍｏｌ· Ｌ－１ ｍｉｍｉｃ－ＮＣ处 理）和 ２９３Ｔ
ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃ组（５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ
ｍｉｍｉｃ处理），２组细胞分别与 ＬｎｃＳＮＨＧ１６ＷＴ、
ＬｎｃＳＮＨＧ１６ＭＵＴ、Ｅ２Ｆ１ＷＴ和Ｅ２Ｆ１ＭＵＴ质粒共转染。
２１３　ＣＣＫ－８法检测细胞活力［６］

收集 各 组 细 胞，调 整 细 胞 悬 液 浓 度 为

１０×１０４ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１，接种至９６孔板，每孔细胞悬液



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　９５７　　

Ｖｏｌ４２Ｎｏ７Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５３）

１００μＬ，于培养箱中常规培养２４ｈ，待细胞贴壁后，每
孔加入ＣＣＫ－８试剂１０μＬ，于培养箱中孵育２ｈ，用
酶标仪检测４５０ｎｍ波长处的光密度，实验重复３次，
计算细胞存活率。

２１４　实时荧光定量逆转录聚合酶链式反应
（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ－ＰＣＲ）法检测 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６、
ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ和Ｅ２Ｆ１ｍＲＭＡ相对表达水平［９］

用ｄｂＤＥＭＣ数据库和 ＧＥＰＩＡ２数据库筛查影响
胃癌异常表达的基因。用 ＴＲｉｚｏｌ试剂从细胞中分离
总ＲＮＡ并鉴定其纯度及完整性，将总 ＲＮＡ反转录为
互补 ＤＮＡ，用２－△△Ｃｔ法计算目的基因的相对表达水
平。引物序列见表１。
２１５　 双荧光素酶报告实验法验证 ＬｎｃＲＮＡ
ＳＮＨＧ１６、ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ和Ｅ２Ｆ１的关系［１０］

ｓｔａｒＢａｓｅ 预 测 显 示，ＬｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ１６ 与

ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ存在结合位点，ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ与
Ｅ２Ｆ１存在结合位点。分别构建含有荧光酶素报告基
因载体ｐＧＬ３的ＬｎｃＳＮＨＧ１６ＷＴ和ＬｎｃＳＮＨＧ１６ＭＵＴ
重组质粒、Ｅ２Ｆ１ＷＴ和 Ｅ２Ｆ１ＭＵＴ重组质粒，并将重
组质粒分别与 ｍｉｍｉｃ－ＮＣ、ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃ共
转染至２９３Ｔ细胞中，置于３７℃培养箱继续培养４８ｈ，
收集并裂解细胞，测定荧光素酶活性。

２１６　Ｅｄｕ实验法检测细胞增殖能力［１１］

将各组转染后的细胞接种至９６孔板，每孔添加
Ｅｄｕ溶液１００μＬ，孵育２ｈ后，依据 Ｅｄｕ细胞增殖检
测试剂盒说明书的操作流程完成染色；同时用

４′，６－二脒基 －２－苯基吲哚（４′，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－
ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）对各组细胞的细胞核进行复染及
固定，用荧光显微镜观察并计算细胞增殖率。

２１７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞侵袭能力［１１］

将细胞接种于铺有基质胶的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室，
　　
表１　引物序列
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′－３′）

ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ Ｆ：５′－ＡＡＣＣＧＧＴＡＡＧＴＧＣＴＴＣＣＡＴＧＴＴＴ－３′
Ｒ：５′－ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ－３′

ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６ Ｆ：５′－ＣＡＧＡＡＴＧＣＣＡＴＧＧＴＴＴＣＣＣＣ－３′
Ｒ：５′－ＴＧＧＣＡＡＧＡＧＡＣＴＴＣＣＴＧＡＧＧ－３′

Ｕ６ Ｆ：５′－ＧＴＧＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ－３′
Ｒ：５′－ＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧ－３′

Ｅ２Ｆ１ Ｆ：５′－ＧＣＴＧＧＡＣＣＡＣＣＴＧＡＴＧＡＡＴＡＴＣＴ－３′

Ｒ：５′－ＧＧＡＧＧＧＧＣＴＴＴＧＡＴＣＡＣＣＡＴＡＡ－３′

ＧＡＰＤＨ Ｆ：５′－ＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣＴＧ－３′

Ｒ：５′－ＧＴＣＡＧＧＴＣＣＡＣＣＡＣＴＧＡＣＡＣＧ－３′

避光孵育２４ｈ，经０５％结晶紫染色后，用显微镜观
察、拍照并完成细胞计数。

２１８　ＴＵＮＥＬ染色法检测细胞凋亡率［１１］

重悬细胞至１×１０ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１并培养２４ｈ，依次
洗涤、固定后加入１％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００液，漂洗后加入
ＴＵＮＥＬ染色液室温避光孵育，再次漂洗后染核及封
片，用显微镜观察并计算细胞凋亡率。

２１９　蛋白免疫印迹法检测 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＣＤＫ２和
Ｂａｘ蛋白表达［１２］

用裂解缓冲液从细胞中提取总蛋白，４℃下以
１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，并收集上清液，用二喹啉
甲酸法测定蛋白浓度。之后依次行电泳、分离蛋白及

转膜，５％脱脂奶粉中封闭 １ｈ，洗膜 ３次后，加入
ＧＡＰＤＨ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＣＤＫ２和 Ｂａｘ一抗 ４℃孵育过夜
后，洗膜除去一抗，再加入辣根过氧化酶标记二抗，室

温孵育２ｈ。显影定量分析，计算蛋白相对表达水平。
２２　动物实验
２２１　裸鼠皮下移植瘤模型的建立、分组及处理
方法［１３］

将 ＭＧＣ－８０３细胞密度调整为 ３×１０７溶解于
０２ｍＬ培养基中制成细胞悬液，于裸鼠的右前背部皮
下注射。构建胃癌皮下移植瘤模型。将建模成功的

裸鼠分为４组，分别为动物对照组和动物低、中、高剂
量试验组，动物低剂量实验组用１５ｍｇ·ｋｇ－１ＷＯＧ灌
胃处理，动物中剂量实验组用３０ｍｇ·ｋｇ－１ＷＯＧ灌胃
处理，动物高剂量试验组用６０ｍｇ·ｋｇ－１ＷＯＧ灌胃处
理，每日１次，连续给药３ｗ，对照组进行等量生理盐水
灌胃，每组１０只。每７ｄ测量裸鼠的移植瘤体积，２１ｄ
后，处死小鼠并分离肿瘤，测量肿瘤的质量与体积。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２５０软件进行统计分析，计量资料以

珋ｘ±ｓ表示，多组间用单因素方差分析，进一步两两比较
用ＬＳＤ－ｔ检验。

结　　果

１　不同胃癌细胞系中ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６、ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ
和Ｅ２Ｆ１相对表达水平

ｄｂＤＥＭＣ数据库显示，ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ在胃癌组
织中呈现低表达。ＧＥＰＩＡ２数据库发现，ＬｎｃＲＮＡ
ＳＮＨＧ１６和 Ｅ２Ｆ１在胃癌组织中均呈现高表达。
ｑＲＴ－ＰＣＲ结果显示，与ＧＥＳ－１细胞相比，ＨＧＣ－２７、
ＭＧＣ－８０３、ＭＫＮ－２８和 ＭＫＮ－４５细胞系中 ＬｎｃＲＮＡ
ＳＮＨＧ１６和Ｅ２Ｆ１ｍＲＭＡ的相对表达水平均显著升高
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（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ相对表达水平
均显著降低（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），其中 ＭＧＣ－８０３
细胞的 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６、ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ和 Ｅ２Ｆ１
ｍＲＭＡ相对表达水平差异最显著，故后续实验均使用
ＭＧＣ－８０３细胞系进行，见表２。
２　不同浓度ＷＯＧ对细胞存活率的影响

ＷＯＧ处理 ＭＧＣ－８０３细胞 ２４、４８和 ７２ｈ后，
与０μｍｏｌ·Ｌ－１组相比，２０、６０、１００μｍｏｌ·Ｌ－１组细胞
存活率均显著降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），
其中１００μｍｏｌ·Ｌ－１ＷＯＧ处理对 ＭＧＣ－８０３细胞存
活率抑制效果最好，故后续细胞实验均用高浓度实验

组进行，见表３。
３　ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６通过ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ靶向调控
Ｅ２Ｆ１的表达水平

经ｓｔａｒＢａｓｅ数据库检索发现，ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６与
ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ之间、ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ与 Ｅ２Ｆ１之间均
存在靶向结合位点，见图１。双荧光素酶报告基因实
验显示，相较于２９３Ｔｍｉｍｉｃ－ＮＣ组，２９３ＴｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ
ｍｉｍｉｃ组可以显著降低转染ＬｎｃＳＮＨＧ１６ＷＴ质粒及转
染 Ｅ２Ｆ１ＷＴ质粒的 ２９３Ｔ细胞荧光素酶活性（均
Ｐ＜０００１），但转染 ＬｎｃＳＮＨＧ１６ＭＵＴ质粒和 Ｅ２Ｆ１
　　
表２　不同细胞系中长链非编码核糖核酸小核仁核糖核酸宿
主基因１６（ＬｎｃＳＮＨＧ１６）、微小核糖核酸（ｍｉＲ）－３０２ａ－３ｐ和
Ｅ２Ｆ转录因子１（Ｅ２Ｆ１）ｍＲＭＡ相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｌｏｎｇ
ｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ｓｍａｌｌ ｎｕｃｌｅｏｌａｒ ＲＮＡ ｈｏｓｔ ｇｅｎｅ １６
（ＬｎｃＳＮＨＧ１６），ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲ） －３０２ａ－３ｐａｎｄＥ２Ｆｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１（Ｅ２Ｆ１）ｍＲＭＡｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｌｌｌｉｎｅｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６ ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ Ｅ２Ｆ１

ＧＥＳ－１ ８ １００±００８ １００±０１７ １００±０１０

ＨＧＣ－２７ ８ １２９±０２１ ０７６±０１４ ３４３±０３９

ＭＧＣ－８０３ ８ ３７２±０４４ ０２５±００２ ５７７±０６１

ＭＫＮ－２８ ８ ２３６±０４７ ０３０±００４ ３１８±０４７

ＭＫＮ－４５ ８ １８３±０２８ ０５４±００５ １３１±０２１

ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＧＥＳ－１ｃｅｌｌｓ，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１

ＭＵＴ质粒的２９３Ｔ细胞荧光素酶活性在统计学上差异
均无统计学意义（均Ｐ＞００５），见表４。
４　ＷＯＧ对 ＭＧＣ－８０３细胞中 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６／
ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ／Ｅ２Ｆ１表达的影响

ｑＲＴ－ＰＣＲ检测显示，与细胞对照组相比，细胞高
浓度实验组的 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６和 Ｅ２Ｆ１ｍＲＭＡ相对
表达水平均显著降低（均Ｐ＜０００１），ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ
相对表达水平显著升高（Ｐ＜０００１）；与 ｍｉｍｉｃ－ＮＣ
组对比，ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃ组的 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６
和Ｅ２Ｆ１ｍＲＭＡ相对表达水平均显著下调（Ｐ＜００１，
Ｐ＜０００１），ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ相对表达水平显著上调
（Ｐ＜０００１）；而与 ｏｅ－ＮＣ组相比，ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６
组的ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６和 Ｅ２Ｆ１ｍＲＭＡ相对表达水平
均显著升高（均Ｐ＜０００１），ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ相对表达
水平显著降低（Ｐ＜０００１），见表５。
５　ＷＯＧ调控 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６／ｍｉＲ－２０５ａ－５ｐ／
Ｅ２Ｆ１分子轴对胃癌细胞生物学行为的影响

与细胞对照组相比，细胞高剂量实验组的细胞增

殖率和侵袭数量均显著减少（均 Ｐ＜０００１），细胞凋
亡率显著增多（Ｐ＜０００１）；与细胞高剂量实验组相
比，汉黄芩素＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６组的细胞增殖率和侵
袭数量均显著增多（均 Ｐ＜０００１），细胞凋亡率显著
降低（Ｐ＜０００１）；与汉黄芩素 ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６组
相比，汉黄芩素 ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６＋ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ
ｍｉｍｉｃ组的细胞增殖率和侵袭数量均显著降低（均
Ｐ＜０００１），细胞凋亡率显著增多（Ｐ＜０００１），见表６。

图 １　ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ与ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６和Ｅ２Ｆ１的结合位点
关系图

Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎ
ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ，ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６ａｎｄＥ２Ｆ１

表３　不同浓度汉黄芩素处理ＭＧＣ－８０３细胞对细胞存活率的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｗｏｇｏｎｉｎｏｎｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＭＧＣ－８０３ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（μｍｏｌ·Ｌ－１）
ｎ

Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ（％）

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

０ ８ １００００±３７２ １００００±４０５ １００００±３８４

２０ ８ ８９３５±９６３ ８７４６±９５２ ６５７４±７０７

６０ ８ ７６５６±８０３ ６７０４±７０８ ５１２７±６０５

１００ ８ ６５８８±７０４ ５３８４±５３２ ４４８７±４５６

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０μｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　９５９　　

Ｖｏｌ４２Ｎｏ７Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５３）

６　ＷＯＧ对ＭＧＣ－８０３细胞中 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＣＤＫ２和
Ｂａｘ蛋白表达的影响

如表７和图２所示，与细胞对照组相比，细胞高
　　

剂量实验组细胞的 ＣｙｃｌｉｎＤ１和 ＣＤＫ２蛋白相对表达
水平均显著下降（均Ｐ＜０００１），Ｂａｘ蛋白相对表达水
平显著升高（Ｐ＜０００１）；与细胞高剂量实验组相比，
　　

表４　双荧光素酶报告基因实验（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　Ｄｕａｌ－ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＬｎｃＳＮＨＧ１６ＷＴ ＬｎｃＳＮＨＧ１６ＭＵＴ Ｅ２Ｆ１ＷＴ Ｅ２Ｆ１ＭＵＴ

２９３Ｔｍｉｍｉｃ－ＮＣ ８ １００±００８ １００±０１０ １００±０１１ １００±０１０

２９３ＴｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃ ８ ０２３±００５ ０９５±００８ ０６７±００６ ０９７±００９

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ２９３Ｔｍｉｍｉｃ－ＮＣ，Ｐ＜０００１

表５　各组细胞中ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６、ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ和Ｅ２Ｆ１ｍＲＭＡ相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ５　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６，ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐａｎｄＥ２Ｆ１ｍＲＭＡｉｎｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６ ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ Ｅ２Ｆ１

Ｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌ ８ １００±０１３ １００±０１１ １００±０１４

Ｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ８ ０４７±００５ ３６０±０３９ ０２３±００２

ｍｉｍｉｃ－ＮＣ ８ １００±０１０ １００±００９ １００±０１０

ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃ ８ ０８１±０１２ΔΔ ３７４±０３２ΔΔΔ ０３３±００３ΔΔΔ

ｏｅ－ＮＣ ８ １０２±００９ ０９７±０１０ ０９５±００８

ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６ ８ ３７６±０４１＃＃＃ ０２７±００３＃＃＃ ２１８±０２５＃＃

Ｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：ＭＧＣ－８０３ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｎｏｒｍａｌｌｙｗｉｔｈｏｕｔａｎｙｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ：ＭＧＣ－８０３ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ

１００μｍｏｌ·Ｌ－１ＷＯＧ；ｍｉｍｉｃ－ＮＣｇｒｏｕｐ：ＭＧＣ－８０３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉｍｉｃ－ＮＣ；ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃｇｒｏｕｐ：ＭＧＣ－８０３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃ；ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ：ＭＧＣ－８０３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｏｅ－ＮＣ；ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６ｇｒｏｕｐ：ＭＧＣ－８０３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｉｍｉｃ－ＮＣｇｒｏｕｐ，ΔΔＰ＜００１，ΔΔΔＰ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１

表６　各组细胞增殖、侵袭及凋亡的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ６　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅ（％） Ｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｖａｓｉｖｅｃｅｌｌｓ（ｕｎｉｔｓ） Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ（％）

Ｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌ ８ ９５０４±１０１４ １４７３６±１５０１ ７８３±０８３

Ｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ８ ３６３６±４７５ ４３３１±６２５ ３５７７±４３８

ＷＯＧ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６ ８ ９７６４±１１０４＃＃＃ １５３４５±１５２２＃＃＃ ８４４±０８８＃＃＃

ＷＯＧ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６＋ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃ ８ ３１８７±３５６ΔΔΔ ３７３５±５０４ΔΔΔ ２９３５±３０９ΔΔΔ

ＷＯＧ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６ｇｒｏｕｐ：Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６ｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆ１００μｍｏｌ·Ｌ－１ＷＯＧｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ＷＯＧ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６＋ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ

ｍｉｍｉｃｇｒｏｕｐ：ＴｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｇｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆＷＯＧ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６ｇｒｏｕｐ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＷＯＧ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６ｇｒｏｕｐ，ΔΔΔＰ＜０００１

表７　各组细胞中细胞周期蛋白Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）、细胞周期蛋白依赖性激酶２（ＣＤＫ２）和 Ｂ淋巴细胞瘤 －２相关 Ｘ蛋白（Ｂａｘ）蛋白
表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ７　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｐｒｏｔｅｉｎＤ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１），ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ２（ＣＤＫ２）ａｎｄ
Ｂｃｌ－２－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂａｘ）ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＣｙｃｌｉｎＤ１ ＣＤＫ２ Ｂａｘ

Ｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌ ８ １００±０１５ １００±０１７ １００±０１４

Ｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ８ ０４３±００８ ０２１±００４ ３７５±０６２

ＷＯＧ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６ ８ ０７９±０１３＃＃＃ ０６７±０１３＃＃＃ １９２±０３６＃＃＃

ＷＯＧ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６＋ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃ ８ ０６１±０１１ΔΔ ０４４±００８ΔΔΔ ２８７±０５１ΔΔΔ

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＷＯＧ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６ｇｒｏｕｐ，ΔΔΔＰ＜０００１
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汉黄芩素 ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６组的 ＣｙｃｌｉｎＤ１和 ＣＤＫ２
蛋白相对表达水平均显著升高（均Ｐ＜０００１），Ｂａｘ蛋
白相对表达水平显著下降（Ｐ＜０００１）；与汉黄芩素＋
ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６组相比，汉黄芩素 ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６
＋ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃ组细胞中ＣｙｃｌｉｎＤ１和ＣＤＫ２
蛋白 相 对 表 达 水 平 均 显 著 下 降 （Ｐ ＜００１，
Ｐ＜０００１），Ｂａｘ蛋 白 相 对 表 达 水 平 显 著 升 高
（Ｐ＜０００１）。
７　ＷＯＧ对裸鼠胃癌肿瘤生长的影响

在第２１ｄ，动物低、中、高剂量实验组的肿瘤体积
和肿 瘤 质 量 均 显 著 低 于 对 照 组 （Ｐ ＜００５，
Ｐ＜０００１），且与剂量呈反比，见表８。

图２　蛋白质印迹法检测细胞中 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＣＤＫ２和 Ｂａｘ蛋白
相对表达水平

Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣｙｃｌｉｎＤ１，ＣＤＫ２ａｎｄ
ＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
１：Ｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：Ｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ；３：ＷＯＧ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６

ｇｒｏｕｐ；４：ＷＯＧ＋ｏｅ－ＬｎｃＳＮＨＧ１６＋ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃｇｒｏｕｐ

表８　不同剂量下ＷＯＧ对胃癌肿瘤生长的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ８　ＴｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＷＯＧａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｔｕｍｏｒｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｄｏｓｅ ｎ Ｖｏｌｕｍｅ（ｍｍ３） Ｗｅｉｇｈｔ（ｇ）

Ａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ ２５５４５±２８０４１ ２１３±０２８
Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １５ｍｇ·ｋｇ－１ １０ ２１９４１０±２３４２２ １８４±０２３

Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ３０ｍｇ·ｋｇ－１ １０ １５１２４０±１６６７５ １６５±０２１

Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ６０ｍｇ·ｋｇ－１ １０ １１４６２０±１２４３２ １３２±０１４

Ａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｇａｖａｇｅｄｗｉｔｈｅｑｕａｌｖｏｌｕｍｅｏｆｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｓａｌｉｎｅ；Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ，－Ｍａｎｄ－Ｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓ：ｇａｖａｇｅｄｗｉｔｈ１５，３０ａｎｄ

６０ｍｇ·ｋｇ－１ＷＯＧ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１

讨　　论

胃癌作为全球高发消化系统恶性肿瘤，其高复发

转移率和治疗耐药性亟需开发新的治疗策略［１４］。

ＷＯＧ作为天然黄酮类化合物，其在胃癌中的具体机
制，尤其是在ｃｅＲＮＡ调控网络层面的作用，仍需进一
步研究［１５］。ｃｅＲＮＡ网络是肿瘤进展的关键调控环
节，ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６、ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ及 Ｅ２Ｆ１均参与
肿瘤发生发展［１６－１７］，但３者在胃癌中是否形成调控轴
及ＷＯＧ是否通过该轴发挥作用仍需进一步研究。基
于此，本研究聚焦 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６／ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ／
Ｅ２Ｆ１分子轴，探究ＷＯＧ调控胃癌细胞生物学行为的
机制，为其临床转化及胃癌靶向治疗提供依据与思路。

从分子机制层面分析，ＷＯＧ对胃癌细胞恶性表
型的抑制效应可通过 ｃｅＲＮＡ轴的层级调控得到合理
解释。康娟等［１８］研究表明，ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６作为促
癌ＬｎｃＲＮＡ在胃癌组织及细胞中高表达，通过调控下
游靶分子促进肿瘤增殖、侵袭等恶性表型；杨春等［１９］

研究证实，ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ在胃癌中呈抑癌性低表达，
可通过靶向抑制ＶＥＧＦＡ表达阻滞肿瘤细胞增殖与迁
移；ＧＡＯ等［２０］研究表明，Ｅ２Ｆ１作为细胞周期调控核

心转录因子，高表达可推动细胞周期进程，与胃癌恶

性程度升高及预后不良密切相关。本研究通过荧光素

酶实验与功能挽救实验双重验证，确认ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ
可以直接靶向 Ｅ２Ｆ１，抑制其表达，且 ＷＯＧ通过此路
径下调 Ｅ２Ｆ１，进而抑制下游 ＣｙｃｌｉｎＤ１／ＣＤＫ２复合物
表达并上调促凋亡蛋白 Ｂａｘ，最终阻滞细胞周期并诱
导凋亡。这一分子表达模式与多数胃癌相关 ｃｅＲＮＡ
调控网络研究结论一致，如已有研究发现胃癌中促癌

ＬｎｃＲＮＡ常通过吸附抑癌 ｍｉＲＮＡ上调靶癌基因表
达［２１］。本 研 究 不 仅 验 证 了 ＬｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ１６／
ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ／Ｅ２Ｆ１轴在胃癌中的存在，更关键的
是揭示了 ＷＯＧ可通过靶向干预该轴实现抗肿瘤效
应，这为理解天然化合物的多靶点调控特性提供了新

的分子注解。

细胞增殖失控与侵袭增强、凋亡抑制是胃癌恶性

进展的核心特征，其分子机制与细胞周期调控及凋亡

通路紊乱密切相关［２２－２３］。本研究功能实验与蛋白质

印迹法显示，ＷＯＧ可医抑制胃癌细胞增殖、侵袭并促
进凋亡，同时下调 ＣｙｃｌｉｎＤ１和 ＣＤＫ２表达并上调 Ｂａｘ
表达，且这一调控效应可以被ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６过表达
逆转，补充 ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐｍｉｍｉｃ则可以恢复 ＷＯＧ
的作用。有研究表明，ＣｙｃｌｉｎＤ１与 ＣＤＫ２形成复合物
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可推动细胞从 Ｇ１期进入 Ｓ期，是促进肿瘤增殖的关
键分子，２者高表达在胃癌中已被证实与肿瘤恶性程
度正相关；而 Ｂａｘ作为经典促凋亡蛋白，其表达上调
可抑制肿瘤进展，胃癌组织中 Ｂａｘ低表达常提示预后
不良，与本研究结果相符［２４－２５］。此外，体内实验证实

ＷＯＧ可剂量依赖性抑制移植瘤生长，进一步证实其
抗肿瘤活性。但本研究未深入探究ＷＯＧ对肿瘤转移
的体内影响及分子轴在体内的调控模式。未来需开

展肿瘤转移相关体内实验，同时拓展 ＷＯＧ调控的其
他信号通路，为其临床转化提供更全面的依据。本研

究仍存在一定局限性，研究主要集中于１条ｃｅＲＮＡ通
路，ＷＯＧ作为多靶点药物，可能还存在其他信号网
络，未来需结合转录组学、蛋白质组学进行全局探索，

且ＷＯＧ调控 ＳＮＨＧ１６表达的上游机制尚未涉及，值
得深入探究。ＷＯＧ可能通过类似机制影响其他消化
系统肿瘤，建议后续研究拓展其他瘤种，以全面评估

其多靶点协同抗肿瘤机制，加速向临床应用的转化

进程。

本研究提示：ＷＯＧ可以抑制胃癌细胞的增殖和
侵袭，并促进其凋亡，这可能与调控ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１６／
ｍｉＲ－３０２ａ－３ｐ／Ｅ２Ｆ１轴阻滞细胞周期有关。
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