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摘要：目的　研究白头翁皂苷Ｂ４通过微小ＲＮＡ－１４２－３ｐ（ｍｉＲ－１４２－３ｐ）介导
高迁移率族蛋白Ａ１（ＨＭＧＡ１）表达对非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）细胞恶性生物学行
为的影响机制。方法　将 Ａ５４９细胞分为 Ａ５４９组（正常培养）、白头翁皂苷 Ｂ４
组（１００μｇ·ｍＬ－１白头翁皂苷 Ｂ４处理）、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组（１００μｇ·ｍＬ－１白头翁
皂苷Ｂ４＋转染ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ处理）、ｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（１００μｇ·ｍＬ－１白
头翁皂苷Ｂ４＋转染ｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ处理）、ｓｉ－ＮＣ组（１００μｇ·ｍＬ－１白
头翁皂苷Ｂ４＋共转染 ｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和 ｓｉ－ＮＣ处理）、ｓｉ－ＨＭＧＡ１组
（１００μｇ·ｍＬ－１白头翁皂苷 Ｂ４＋共转染 ｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和 ｓｉ－ＨＭＧＡ１
处理）。用实时荧光定量逆转录聚合酶链反应和蛋白质印迹法分别检测

ｍｉＲ－１４２－３ｐ、ＨＭＧＡ１的相对表达水平，用 ５－乙炔基 －２′脱氧尿嘧啶核苷
（Ｅｄｕ）、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ、原位末端标记（ＴＵＮＥＬ）法检测细胞的增殖、迁移及凋亡情况。
结果　Ａ５４９组、白头翁皂苷Ｂ４组、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组和ｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的
ｍｉＲ－１４２－３ｐ相对表达水平分别为 １００±０１４、１５８±０１８、１６０±０２１和
１１２±０１６，ＨＭＧＡ１蛋白相对表达水平分别为 １００±０２３、０５６±００７、
０５９±００８和０９５±０２１，增殖率分别为（８４６２±９１１）％、（６２１５±７２０）％、
（６３８９±７７７）％和（７６３５±８１１）％，迁移数量分别为（１５６２３±１７５４）、
（８０６５±８６７）、（８２１５±８９６）和（１１１５５±１２７５）个，凋亡率分别为
（８９６±０９５）％、（３２５６±３５６）％、（３３９５±３７９）％和（１６８９±１９２）％。
ｓｉ－ＮＣ组和ｓｉ－ＨＭＧＡ１组的增殖率分别为（７５９８±８０５）％和（６４５２±７２５）％，迁
移数量分别为 （１１８８５±１２９８）和 （８６９５±９２１）个，凋亡率分别为
（１７５８±２０２）％和（２８１５±３１３）％。Ａ５４９组的上述指标与白头翁皂苷Ｂ４组
比较，ｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的上述指标与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组比较，ｓｉ－ＨＭＧＡ１
组的上述指标与 ｓｉ－ＮＣ组比较，在统计学上差异均有统计学意义（均
Ｐ＜００５）。结论　白头翁皂苷Ｂ４可能通过调控ｍｉＲ－１４２－３ｐ／ＨＭＧＡ１轴抑制
ＮＳＣＬＣ细胞的增殖和迁移，并促进其凋亡。
关键词：白头翁皂苷Ｂ４；高迁移率组Ａ１；非小细胞肺癌；细胞凋亡；生物学行为
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ｓｉ－ＨＭＧＡ１ｇｒｏｕｐ（１００μｇ·ｍＬ－１ａｎｅｍｏｓｉｄｅＢ４＋ｃｏ－ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄｓｉ－ＨＭＧＡ１
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ）Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）ａｎｄ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ（ＷＢ）ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ－１４２－３ｐａｎｄＨＭＧＡ１Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ５－ａｃｅｔｙｌｉｄｅｎｅ－２′－ｄｅｏｘｙｕｒａｃｉｌｒｉｂｏｓｉｄｅ（Ｅｄｕ），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌａｎｄｔｅｒｍｉｎａｌ
ｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ－ｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰ－ｂｉｏｔｉｎｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇａｓｓａｙ（ＴＵＮＥＬ）Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｍｉＲ－１４２－３ｐ
ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＡ５４９ｇｒｏｕｐ，ａｎｅｍｏｓｉｄｅＢ４ｇｒｏｕｐ，ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣｇｒｏｕｐａｎｄｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅ１００±０１４，１５８±０１８，１６０±０２１ａｎｄ１１２±０１６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＨＭＧＡ１
ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±０２３，０５６±００７，０５９±００８ａｎｄ０９５±０２１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｓｗｅｒｅ
（８４６２±９１１）％，（６２１５±７２０）％，（６３８９±７７７）％ ａｎｄ（７６３５±８１１）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒｗａｓ（１５６２３±１７５４），（８０６５±８６７），（８２１５±８９６）ａｎｄ（１１１５５±１２７５）ｃｅｌｌｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｗｅｒｅ（８９６±０９５）％，（３２５６±３５６）％，（３３９５±３７９）％ ａｎｄ（１６８９±１９２）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
Ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｓｉ－ＮＣｇｒｏｕｐａｎｄｓｉ－ＨＭＧＡ１ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（７５９８±８０５）％ ａｎｄ（６４５２±７２５）％，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｎｕｍｂｅｒｗａｓ（１１８８５±１２９８）ａｎｄ（８６９５±９２１）ｃｅｌｌｓ，ａｎｄｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｗｅｒｅ
（１７５８±２０２）％ ａｎｄ（２８１５±３１３）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｉｎＡ５４９ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ａｎｅｍｏｓｉｄｅＢ４ｇｒｏｕｐ，ｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣｇｒｏｕｐ，ｓｉ－ＨＭＧＡ１ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｉ－ＮＣｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅａｌｌｗｉｔｈｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
ＡｎｅｍｏｓｉｄｅＢ４ｍａｙｉｎｈｉｂｉｔｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＮＳＣＬＣｃｅｌｌｓａｎｄｐｒｏｍｏｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅ
ｍｉＲ－１４２－３ｐ／ＨＭＧＡ１ａｘｉｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｎｅｍｏｓｉｄｅＢ４；ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｐｒｏｔｅｉｎＡ１；ｎｏｎ－ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ；ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｂｅｈａｖｉｏｒ

　　肺癌是世界范围内发病率和死亡率最高的疾病，
其中非小细胞肺癌（ｎｏｎ－ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，
ＮＳＣＬＣ）占８０％左右，大部分肺癌患者在首诊时已为
晚期，放化疗、手术及免疫治疗是肺癌患者的主要治

疗方案，但存在耐药性及其他药物不良反应［１－２］。白

头翁皂苷Ｂ４是提取自毛茛科植物白头翁的活性成分
之一，其具有抗肿瘤、抗炎、抗菌、抗病毒、肾损伤保护

及免疫调节等药理作用［３］。研究表明，白头翁皂苷

Ｂ４改善慢性哮喘大鼠的氧化应激和炎症反应的机制
可能与其调控转化生长因子β１／ｐ３８丝裂原活化蛋白
激酶信号通路有关［４］。本研究以 ＮＳＣＬＣ系 Ａ５４９、
Ｈ５２２细胞为研究对象，考察白头翁皂苷 Ｂ４通过微小
ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲ）－１４２－３ｐ／高迁移率组 Ａ１
（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｐｒｏｔｅｉｎＡ１，ＨＭＧＡ１）轴对 ＮＳＣＬＣ
恶性生物学行为的影响机制。

材料与方法

１　材料
细胞　人正常支气管上皮细胞系 ＢＥＡＳ－２Ｂ、人

正常胚肾细胞系 ２９３Ｔ、非小细胞肺癌细胞系 Ｈ５２２、
Ａ５４９，均购自湖南丰晖生物科技有限公司。

药品与试剂　白头翁皂苷 Ｂ４，规格：每支２５ｍｇ，
纯度：９８０４％，批号：１５９０７６，购自上海陶术生物科技
有限公司。细胞计数试剂盒－８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，
ＣＣＫ－８）、ＴＲＩｚｏｌＴＭ试剂、逆转录试剂盒、５－乙炔基－２′
脱氧尿嘧啶核苷（５－ｅｔｈｙｎｙｌ－２′－ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，Ｅｄｕ）
检测试剂盒、原位末端标记（ｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌ
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ－ｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）
检测试剂盒、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室、ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ６０００试
剂，均购自碧云天生物技术股份有限公司；ＨＭＧＡ１
抗体、辣根过氧化物酶标记羊抗兔二抗，均购自英国

Ａｂｃａｍ公司。ｓｉ－ＨＭＧＡ１（５′－ＧＧＡＣＡＡＧＧＣＵＡＡ
ＣＡＵＣＣＣＡＴＴ－３′）及其对照 ｓｉ－ＮＣ（５′－ＣＣＴＡＡＧ
ＧＴＴＡＡＧＴＣＧＣＣＣＴＣＧ－３′）、ＨＭＧＡ１突 变 型 质 粒
（ｍｕｔａｎｔｔｙｐｅ，ＭＵＴ）及其野生型质粒（ｗｉｌｄｔｙｐｅ，
ＷＴ）、ｍｉＲ－１４２－３ｐ引物及探针、ＨＭＧＡ１、甘油醛 －
３－磷 酸 脱 氢 酶 （ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）及 Ｕ６引物，均购自上海生
工生物工程公司。

仪器　ＮｉｋｏｎＥｃｌｉｐｓｅＴｉ－ＳＲ荧光显微镜、Ｔｓ２Ｒ－ＦＬ
倒置显微镜，均为日本尼康公司产品；ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ
４８０Ⅱ荧光定量聚合酶链反应仪，瑞士 Ｒｏｃｈｅ公司
产品；Ｒｔ－６１００多功能酶标仪，美国 Ｒａｙｔｏ公司
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产品。

２　实验方法
２１　细胞分组与处置方法

①ＢＥＡＳ－２Ｂ、Ｈ５２２细胞：ＢＥＡＳ－２Ｂ组正常培养
不作任何处理，Ｈ５２２组正常培养不作任何处理。
②Ａ５４９细胞：Ａ５４９组（正常培养不作任何处理）；用
不同质量浓度白头翁皂苷 Ｂ４处理 Ａ５４９细胞，分为
０μｇ·ｍＬ－１组、１０μｇ·ｍＬ－１组、５０μｇ·ｍＬ－１组、
１００μｇ·ｍＬ－１组；白头翁皂苷 Ｂ４组（１００μｇ·ｍＬ－１

白头翁皂苷 Ｂ４处理 Ａ５４９细胞）；ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组
（１００μｇ·ｍＬ－１白头翁皂苷 Ｂ４处理转染 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ
的 Ａ５４９ 细 胞）；ｍｉＲ －１４２ －３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组
（１００μｇ·ｍＬ－１白头翁皂苷Ｂ４处理转染ｍｉＲ－１４２－３ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ的Ａ５４９细胞）；ｓｉ－ＮＣ组（１００μｇ·ｍＬ－１白
头翁皂苷 Ｂ４处理共转染 ｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和
ｓｉ－ＮＣ的Ａ５４９细胞）；ｓｉ－ＨＭＧＡ１组（１００μｇ·ｍＬ－１

白头翁皂苷Ｂ４处理共转染ｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和
ｓｉ－ＨＭＧＡ１的 Ａ５４９细胞）。③２９３Ｔ细胞：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ＮＣ－２９３Ｔ组（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ处理组）、ｍｉＲ－１４２－３ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－２９３Ｔ组（ｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ处理组）。
各组细胞均培养２４ｈ。
２２　ＣＣＫ－８法检测细胞的增殖能力［５］

取生长良好的各组细胞进行细胞转染后，接种

于９６孔板，每孔 ４０００个细胞（各 ３个复孔），在
２４、４８、７２ｈ时，每孔加入 ＣＣＫ－８溶液 １０μＬ，
３７℃处理２ｈ，用酶标仪检测 ４５０ｎｍ处的光密度
值，以光密度值代表细胞增殖活力，绘制细胞活力

曲线，并计算细胞存活率。细胞存活率 ＝（实验组
光密度值 －空白组光密度值）／（对照组光密度
值 －空白组光密度值）×１００％。
２３　实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（ｑｕａｎｔｉｔａ
ｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ｑＲＴ－ＰＣＲ）法检测 ｍｉＲ－１４２－３ｐ和 ＨＭＧＡ１
ｍＲＮＡ的表达水平［６］

用ＴＲＩｚｏｌＴＭ试剂提取各组细胞总 ＲＮＡ，用逆转录
试剂盒进行逆转录合成互补脱氧核糖核酸，并进行扩

增。反应条件：预变性９５℃ ３０ｓ，变性９５℃ １０ｓ，退
火５６℃ １０ｓ，延伸７２℃ ３０ｓ，共４０个循环。ＧＡＰＤＨ
和Ｕ６作为内参进行样品间的校正，用２－△△Ｃｔ法计算
相对表达水平。

２４　蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ，ＷＢ）法检测
ＨＭＧＡ１蛋白的相对表达水平［５］

提取待分析细胞的总蛋白，并用二喹啉甲酸

（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白浓度测定试剂盒测

定蛋白浓度，以 ＧＡＰＤＨ为内参，上样蛋白３０μｇ进
行电泳，通过湿转法将蛋白转到聚偏二氟乙烯膜

上，５％脱脂奶粉中 ３７℃封闭 １ｈ后添加 ＨＭＧＡ１
一抗，４℃孵育过夜，Ｔｒｉｓ盐缓冲液漂洗４次后添加
辣根过氧化酶标记的二抗，室温孵育 １ｈ后漂洗
４次，最后用化学发光检测试剂盒显色，采集图像
并分析灰度值。

２５　荧光原位杂交（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａ
ｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）检测ｍｉＲ－１４２－３ｐ水平［７］

各组细胞经多聚甲醛固定、磷酸盐缓冲液

（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）冲洗、乙醇脱水后，
冲洗后滴加适量预杂交液，３７℃恒温箱孵育 １ｈ，
倾去预杂交液，滴加适量含 ｍｉＲ－１４２－３ｐ探针
（探针序列：５′－ＤＩＧ－ＡＣＣＣＡＴＡＡＡＧＴＡＧＡＡＡＧＣ
－ＤＩＧ－３′）杂交液，３７℃恒温箱杂交过夜，倾去杂
交液，梯度清洗后用４′，６－二脒基 －２－苯基吲哚
（４′，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）试剂避
光染色１５ｍｉｎ，洗涤后滴加抗淬灭剂封片，在荧光
显微镜下观察并进行判读。

２６　双荧光素酶报告基因法验证 ｍｉＲ－１４２－３ｐ与
ＨＭＧＡ１靶向关系［５］

通过ｓｔａｒＢａｓｅ数据库预测ｍｉＲ－１４２－３ｐ与ＨＭＧＡ１
的靶向结合位点。根据两者结合位点，由上海生工

生物公司设计并合成 ＨＭＧＡ１－ＭＵＴ和 ＨＭＧＡ１－
ＷＴ序列，并分别将其插入到 ｐＧＬ３荧光素酶载体
中，构建荧光素酶质粒。将对数生长期的各组细胞

以每孔２×１０４个接种至 ９６孔板上，将构建好的荧
光素 酶 报 告 质 粒 ４００ｎｇ联 合 ５０ｎｍｏｌ· Ｌ－１

ｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ或 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ共转染到
２９３Ｔ细胞，于 ３７℃、５％ ＣＯ２细胞培养箱中培养
４８ｈ，根据双荧光素酶报告基因检测试剂盒测定各
组细胞的荧光素酶活性。

２７　Ｅｄｕ法检测细胞增殖情况［８］

在９６孔板中转染细胞，培养细胞４８ｈ后，吸去
细胞培养液，每孔加入含 Ｅｄｕ（２５μｍｏｌ·Ｌ－１）培养
基５００μＬ孵育２ｈ，磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）清洗 ３次，加入 ４％多聚甲醛（每孔
２００μＬ）固定 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗 ３次，加入 ０５％
ＴｒｉｔｏｎＸ－１００渗透液（每孔 ２００μＬ）通透 １０ｍｉｎ，放
置１０ｍｉｎ，用ＰＢＳ清洗１次，加入Ａｐｏｌｌｐ染色反应液
５００μＬ，常温避光放置 ３０ｍｉｎ，再用渗透液清洗 ３
遍，每遍１０ｍｉｎ，用 ＤＡＰＩ进行细胞核染色 ３０ｍｉｎ，
ＰＢＳ清洗２次，最后用荧光显微镜获取图像并定
量分析。
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ６Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２８）

２８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞的迁移情况［７］

在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ下室加入５００μＬ含有２０％胎牛血清
的空白培养基，用无血清培养基重悬细胞并加入

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室，置于 ３７℃、５％ ＣＯ２恒温箱中温育
２４ｈ，弃掉小室内培养基后，用 ＰＢＳ轻轻冲洗，加入
４％多聚甲醛室温固定细胞１５ｍｉｎ，结晶紫室温染色
２０ｍｉｎ，冲洗后室温晾干，用中性树胶对样本进行封
片，通过显微镜观察和拍摄结果，并用ＩｍａｇｅＪ软件分
析迁移细胞的数量。

２９　ＴＵＮＥＬ法检测细胞的凋亡情况［９］

各组Ａ５４９细胞接种在预先放置盖玻片的２４孔
细胞培养板中，培养２４ｈ，细胞充分贴壁后，弃掉培养
基加入磷酸盐缓冲液漂洗１次，加入４％多聚甲醛室
温固定３０ｍｉｎ，随后用０３％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００室温孵育
５ｍｉｎ，经 ＰＢＳ漂洗２次后，每孔加入 ＴＵＮＥＬ检测液
１００μＬ，放在 ３７℃条件下避光孵育 ６０ｍｉｎ，最后用
１μＬ·ｍＬ－１ＤＡＰＩ染色液室温孵育２ｍｉｎ，经充分漂
洗后，取出盖玻片，用封片剂制备临时装片，显微镜下

观察。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２５０软件进行统计分析。计量资料用

珋ｘ±ｓ表示，２组间比较用 ｔ检验，多组间比较用单因素
方差分析。

结　　果

１　ｍｉＲ－１４２－３ｐ和ＨＭＧＡ１在肺癌细胞中的表达
ＢＥＡＳ－２Ｂ组、Ｈ５２２组和Ａ５４９组的ｍｉＲ－１４２－３ｐ

相对表达水平分别为 １００±０１２、０６１±００８和
０５１±００６，ＨＭＧＡ１ｍＲＮＡ相对表达水平分别为
１００±０１５、１４８±０１８和１７３±０２１，ＨＭＧＡ１蛋白
相对表达水平分别为１００±０２２、１３８±０２６和
１７８±０３２。Ａ５４９组中ｍｉＲ－１４２－３ｐ与ＨＭＧＡ１ｍＲＮＡ
和蛋白相对表达水平差异最为明显，后续细胞实验均用

Ａ５４９细胞系进行。
２　白头翁皂苷Ｂ４对Ａ５４９细胞增殖的抑制作用

７２ｈ时，与０μｇ·ｍＬ－１组相比，５０μｇ·ｍＬ－１组、
１００μｇ·ｍＬ－１组中 Ａ５４９细胞增殖率均明显降低，且
呈剂量依赖性（均 Ｐ＜００５）。用１００μｇ·ｍＬ－１白头
翁皂苷Ｂ４进行后续实验，见表１。
３　白头翁皂苷Ｂ４通过ｍｉＲ－１４２－３ｐ调控ＨＭＧＡ１表达

Ａ５４９组细胞正常培养，白头翁皂苷 Ｂ４组细胞用
１００μｇ·ｍＬ－１白头翁皂苷 Ｂ４处理；ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组细
胞用１００μｇ·ｍＬ－１白头翁皂苷 Ｂ４处理，同时转染

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ；ｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞用
１００μｇ·ｍＬ－１白 头 翁 皂 苷 Ｂ４处 理，同 时 转 染
ｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ；ｓｉ－ＮＣ组细胞用１００μｇ·ｍＬ－１

白头翁皂苷 Ｂ４处理，同时共转染 ｍｉＲ－１４２－３ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和ｓｉ－ＮＣ；ｓｉ－ＨＭＧＡ１组细胞用１００μｇ·ｍＬ－１

白头翁皂苷 Ｂ４处理，同时共转染 ｍｉＲ－１４２－３ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和ｓｉ－ＨＭＧＡ１。

ｓｔａｒＢａｓｅ数据库筛查发现，ｍｉＲ－１４２－３ｐ和
ＨＭＧＡ１存在结合位点。ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ－２９３Ｔ组、
ｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－２９３Ｔ组与 ＨＭＧＡ１ＷＴ共转
染的荧光素酶活性分别为１００±０１２和１７３±０１８
（Ｐ＜００５），ＨＭＧＡ１ＭＵＴ共转染的荧光素酶活性分
别为１００±０１１和１０２±０１２（Ｐ＞００５）。

Ａ５４９组、白头翁皂苷 Ｂ４组、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组和
ｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的 ｍｉＲ－１４２－３ｐ相对表达
水平分别为 １００±０１４、１５８±０１８、１６０±０２１和
１１２±０１６，ｍｉＲ－１４２－３ｐ荧光水平分别为１００±０１９、
１７６±０２４、１７２±０２２和１１８±０２０，ＨＭＧＡ１ｍＲＮＡ相
对表达水平分别为１００±０１５、０６２±００８、０６０±００７
和０９２±０１０，ＨＭＧＡ１蛋白相对表达水平分别为
１００±０２３、０５６±００７、０５９±００８和０９５±０２１。白头
翁皂苷Ｂ４组的上述指标与Ａ５４９组相比，ｍｉＲ－１４２－３ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的上述指标与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组相比，在统计
学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００１）。
４　白头翁皂苷 Ｂ４通过 ｍｉＲ－１４２－３ｐ／ＨＭＧＡ１轴
抑制Ａ５４９细胞增殖、迁移及凋亡

如表２和图１所示，白头翁皂苷Ｂ４组与Ａ５４９组
相比，增殖率和迁移数量均明显降低，凋亡率明显上

升（均Ｐ＜００１）；ｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组与 ｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒＮＣ组相比，增殖率和迁移数量均明显升高，凋亡
率明显降低（均 Ｐ＜００１）；ｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋
ｓｉ－ＨＭＧＡ１组与ｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣ组
相比，增殖率和迁移数量均明显降低，凋亡率明显升

高（均Ｐ＜００１）。

表１　不同浓度白头翁皂苷Ｂ４对Ａ５４９细胞增殖的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆａｎｅｍｏｓｉｄｅＢ４ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ

（μｇ·ｍＬ－１）
ｎ

Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅ（％）

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

０ ８１００００±１０１２ １００００±１０６２ １００００±９５２

１０ ８ ９８３２±９７７ ９５１２±９６２ ９４２４±９５１

５０ ８ ９２１５±９３３ ８６２３±８８５ ８１８５±８９９

１００ ８ ８７６５±８７３ ８０２５±８５８ ７２８６±７９８

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０μｇ·ｍＬ－１ｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１
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表２　各组细胞增殖、迁移及凋亡率比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅ（％） Ｍｉｇｒａｔｉｏｎｎｕｍｂｅｒ（ｎ） Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ（％）

Ａ５４９ ８ ８４６２±９１１ １５６２３±１７５４ ８９６±０９５
ＡｎｅｍｏｓｉｄｅＢ４ ８ ６２１５±７２０ ８０６５±８６７ ３２５６±３５６
ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ ８ ６３８９±７７７ ８２１５±８９６ ３３９５±３７９
ｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ８ ７６３５±８１１＃＃ １１１５５±１２７５＃＃ １６８９±１９２＃＃

ｓｉ－ＮＣ ８ ７５９８±８０５ １１８８５±１２９８ １７５８±２０２
ｓｉ－ＨＭＧＡ１ ８ ６４５２±７２５ΔΔ ８６９５±９２１ΔΔ ２８１５±３１３ΔΔ

Ａ５４９ｇｒｏｕｐ：Ｎｏｒｍａｌｃｕｌｔｕｒｅ；ＡｎｅｍｏｓｉｄｅＢ４ｇｒｏｕｐ：１００μｇ·ｍＬ－１ａｎｅｍｏｓｉｄｅＢ４ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣｇｒｏｕｐ：１００μｇ·ｍＬ－１ａｎｅｍｏｓｉｄｅＢ４＋ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ：１００μｇ·ｍＬ－１ａｎｅｍｏｓｉｄｅＢ４＋ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ｓｉ－ＮＣｇｒｏｕｐ：

１００μｇ·ｍＬ－１ａｎｅｍｏｓｉｄｅＢ４＋ｃｏ－ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄｓｉ－ＮＣｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ｓｉ－ＨＭＧＡ１ｇｒｏｕｐ：１００μｇ·ｍＬ－１ａｎｅｍｏｓｉｄｅＢ４＋

ｃｏ－ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄｓｉ－ＨＭＧＡ１ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＡ５４９ｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣｇｒｏｕｐ，
＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｉ－ＮＣｇｒｏｕｐ，ΔΔＰ＜００１

图 １　各组细胞增殖、迁移及凋亡情况
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ａ：ＥｄＵｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，×１００）；Ｂ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓｅｓｓｅｓｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ（ｉｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，×１００）；Ｃ：ＴＵＮＥＬ

ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔａｐｏｐｔｏｓｉｓ（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，×１００）；Ｇｒｏｕｐ１：Ａ５４９ｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ２：ＡｎｅｍｏｓｉｄｅＢ４ｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ３：ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ４：

ｍｉＲ－１４２－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ５：ｓｉ－ＮＣｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ６：ｓｉ－ＨＭＧＡ１ｇｒｏｕｐ
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ６Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２８）

讨　　论

肺癌是当今全球分布最广、发病率最高的恶性肿

瘤，目前临床以化疗药物联合治疗为首选，但患者生

存率仍较差，易产生耐药性等仍是影响肺癌治疗的主

要因素［１０］。有研究表明，白头翁总皂苷提取物能够

抑制肺癌小鼠的肺部炎性反应，可以通过下调血管内

皮因子表达来抑制肿瘤细胞的增殖与迁移［１１］。白头

翁皂苷Ｂ４含量丰富、价格低廉、易转化为临床药物，
具有抗肿瘤细胞增殖、增强免疫功能、抗炎等药理活

性［１２］。另有研究指出，白头翁皂苷 Ｂ４对包括肝癌在
内的多种肿瘤均具有不同程度的抑制作用，可以通过

诱导细胞凋亡、抑制血管生成等多种途径发挥抑瘤作

用［１３］。官紫等［１４］研究证实，白头翁皂苷可以通过

ＭＡＰＫ通路及调控Ｃａｓｐａｓｅ途径抑制癌细胞核糖体相
关蛋白表达，从而抑制恶性生物学行为。在本研究

中，用不同剂量的白头翁皂苷 Ｂ４处理 Ａ５４９细胞，发
现其可呈剂量依赖性抑制癌细胞增殖，表明白头翁皂

苷Ｂ４具有抑制ＮＳＣＬＣ细胞增殖的作用，与石珊珊［１５］

的研究结果类似。

ｍｉＲ－１４２－３ｐ位于染色体１７ｑ２２，在宫颈癌、黑色
素瘤和肝细胞癌中发挥抑癌作用，有研究指出，过表

达ｍｉＲ－１４２－３ｐ可抑制癌细胞的增殖、迁移及侵袭，
参与调控结直肠癌进展［１６］。ＨＭＧＡ蛋白家族是一类
结构性转录因子，其通过改变染色体结构调节与ＤＮＡ
复制、转录、重组和修复等相关基因的表达，可以分为

ＨＭＧＡ１和ＨＭＧＡ２亚型，其中 ＨＭＧＡ１蛋白的过度表
达与ＮＳＣＬＣ的发生、发展及侵袭转移密切相关［１７］。李

雪龙等［１８］研究发现，ＨＭＧＡ１在胃癌组织和细胞中表达
上调，可以通过刺激上皮间质转化而加速胃癌的恶性

进展。本研究发现，Ａ５４９细胞中ｍｉＲ－１４２－３ｐ呈显著
低表达，ＨＭＧＡ１高表达，且二者存在靶向关系，与陆晓
云等［１９］的 结 果 类似。同时，本研究发现，抑制

ｍｉＲ－１４２－３ｐ表达可以显著降低白头翁皂苷 Ｂ４处理
对Ａ５４９细胞增殖、迁移的抑制作用，降低凋亡率，而敲
低ＨＭＧＡ１可逆转此作用，提示白头翁皂苷Ｂ４可能通
过ｍｉＲ－１４２－３ｐ／ＨＭＧＡ１分子轴抑制 ＮＳＣＬＣ细胞的
增殖、迁移，并促进其凋亡，从而发挥抗癌作用。

本研究提示：白头翁皂苷 Ｂ４可以通过抑制
ＮＳＣＬＣ细胞增殖与迁移，诱导细胞凋亡，从而抑制
ＮＳＣＬＣ的进程，这可能是通过靶向调控ｍｉＲ－１４２－３ｐ／
ＨＭＧＡ１轴实现的。
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