
１５４４　 中 国 临 床 药 理 学 杂 志　
第４１卷　第１１期　２０２５年６月（总第４３３期）　　　　

车前子苷抑制非小细胞肺癌生长和转移的研究
Ｒｅｓｅａｒｃｈｏｆｐｌａｎｔａｍａｊｏｓｉｄｅｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆ
ｎｏｎ－ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ

作者简介：朱和平（１９８０－），男，副主任药师，主
要从事药物研究方面的工作

通信作者：查名宝，副主任中医师，硕士生导师

ＭＰ：１８８５５３５２２２９
Ｅ－ｍａｉｌ：９５３５２５２３０＠ｑｑｃｏｍ

朱和平１ａ，叶　鸣１ａ，陈　群１ａ，

查名宝１ｂ

（１．芜湖市中医医院，ａ．药剂科；ｂ．肿瘤科，

安徽 芜湖２４１０００）

ＺＨＵＨｅ－ｐｉｎｇ１ａ，ＹＥＭｉｎｇ１ａ，
ＣＨＥＮＱｕｎ１ａ，ＺＨＡＭｉｎｇ－ｂａｏ１ｂ

（１．ａ．ＰｈａｒｍａｃｙＤｅｐａｒｔｍｅｎｔ；ｂ．Ｏｎｃｏｌｏｇｙ
Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ， Ｗｕｈｕ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ
ＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｗｕｈｕ
２４１０００，ＡｎｈｕｉＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ）

摘要：目的　探讨车前子苷（ＰＭＳ）影响非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）生长和转移的调
控机制。方法　将 Ａ５４９细胞分为对照组（正常培养）、实验组（４０μｇ·ｍＬ－１

ＰＭＳ）、ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（４０μｇ·ｍＬ－１ＰＭＳ＋ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）、ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组（４０μｇ·ｍＬ－１ＰＭＳ＋ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）、ｓｈ－ＮＣ组（４０μｇ·ｍＬ－１

ＰＭＳ＋ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈ－ＮＣ）、ｓｈ－泛素结合酶 Ｅ２Ｃ（ＵＢＥ２Ｃ）组
（４０μｇ·ｍＬ－１ＰＭＳ＋ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ）。用穿透小室实验
检测细胞的侵袭能力；用原位末端转移酶标记法检测细胞凋亡情况。将小鼠注

射Ａ５４９细胞悬液（５×１０６／１００μＬ）以构建 ＮＳＣＬＣ模型，随机分为动物模型组、
ＰＭＳ组（５０ｍｇ·ｋｇ－１ＰＭＳ）、动物 ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（５０ｍｇ·ｋｇ－１

ＰＭＳ＋ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）、动物ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ组（５０ｍｇ·ｋｇ－１ＰＭＳ＋ｍｉＲ－
５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ），均每天给药１次，连续给药５ｄ。每７ｄ用直尺
测量各组小鼠移植瘤的体积大小，第２８天取出移植瘤并称质量。结果　对照
组、实验组、ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｓｈ－ＮＣ组和 ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ
组的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵 袭 数 目 分 别 为 （１７３６２±２３４６）、（８２０５±１４１７）、
（８４６９±１３８２）、（１４３４８±１９８１）、（１３９５７±１８２４）和（１０５９３±１６２５）个，
细胞凋亡率分别为（２２６５±４０１）％、（５３３４±８９３）％、（５１４６±８８１）％、
（３７５２±５８６）％、（３４８３±５２７）％和（４８７５±６１９）％，实验组的上述指标与
对照组比较、ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的上述指标与 ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较、
ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ组的上述指标与ｓｈ－ＮＣ组比较，在统计学上差异均有统计学意义
（均Ｐ＜００５）。在动物水平上，动物模型组、ＰＭＳ组、动物ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ组和动物 ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ组第 ２８天肿瘤体积分别为（９６６３０±１７６５３）、
（４９５７０±５２４０）、（８４１１０±１２１２５）和（６２３８０±１０５８５）ｍｍ３，第２８天肿瘤质
量分别为（１４３±０５２）、（０７５±０２１）、（１３２±０４３）和（０８５±０２６）ｇ，ＰＭＳ组的上
述指标与动物模型组比较，动物ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ组的上述指标与动物ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ组比较，在统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。结论　ＰＭＳ
能通过调控ｍｉＲ－５２５－５ｐ／ＵＢＥ２Ｃ轴显著抑制ＮＳＣＬＣ的生长和转移。
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　　非小细胞肺癌（ｎｏｎ－ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，
ＮＳＣＬＣ）作为肺癌的常见类型，发病率约占肺癌的
８５％，西医多用手术、放化疗、靶向治疗、免疫治疗等
手段，但易产生药物不良反应影响患者的生活质

量［１］。中药因药物不良反应轻微、治疗恶性肿瘤疗效

佳等优点逐渐引起肿瘤学术界的关注［２］。车前子苷

（ｐｌａｎｔａｍａｊｏｓｉｄｅ，ＰＭＳ）是提取于中药车前草的活性成
分，相关研究表明，ＰＭＳ能明显抑制膀胱癌、宫颈癌等
肿瘤细胞的增殖和转移［３］。泛素结合酶Ｅ２Ｃ（ｕｂｉｑｕｉｔ
ｉｎｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅＥ２Ｃ，ＵＢＥ２Ｃ）是泛素蛋白酶体
系统的关键成分，在多种恶性肿瘤中表达上调［４］。研

究指出，ＵＢＥ２Ｃ与肿瘤的发生、增殖、侵袭和凋亡密切
相关［５］。本研究通过建立 ＮＳＣＬＣ细胞及动物模型，
旨在探讨ＰＭＳ影响 ＮＳＣＬＣ生长和转移的作用机制，
以期为ＮＳＣＬＣ的靶向治疗提供新的治疗策略。

材料与方法

１　材料
动物　无特定病原体（ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎｆｒｅｅ，

ＳＰＦ）级别雄性ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠４０只，鼠龄４周，体质量
１８～２２ｇ，安徽医科大学提供。动物生产许可证号：
ＳＣＸＫ（皖）２０２２－００１。本实验经芜湖市中医医院动
物伦理委员会批准（伦理批号：２０２４０１３０）。

细胞　人非小细胞肺癌细胞（Ａ５４９）、人胚肾细胞
（ＨＥＫ２９３Ｔ），均购自上海思泰默生物科技有限公司。

药品与试剂　ＰＭＳ，规格：每瓶 ２０ｍｇ，纯度：
９９２６％，批号：３５０８４７，美国 ＭＣＥ公司生产。微小核
糖核酸 －５２５－５ｐ抑制剂（ｍｉｃｒｏＲＮＡ－５２５－５ｐｉｎｈｉ
ｂｉｔｏｒ，ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）、阴性对照抑制剂
（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）、ｍｉＲ－５２５－５ｐ
模拟物（ｍｉＲ－５２５－５ｐｍｉｍｉｃｓ）、阴性对照模拟物
（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃｓ，ＮＣｍｉｍｉｃｓ），均为上海汉恒生
物生产；Ｔｒｉｚｏｌ试剂，美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司生产；４％多
聚甲醛溶液，南京森贝伽生物科技有限公司生产；胎

牛血清，上海翌圣生物科技有限公司生产；胰酶、青霉

素－链霉素、实时荧光定量聚合酶链反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ－ＰＣＲ）检测试
剂盒，均为美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司生产；荧
光素酶活性检测试剂盒，均为北京索莱宝科技有限公
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司生产；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００试剂盒，美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司生产；４′，６－二脒基 －２－苯基吲哚（４′，６－ｄｉａ
ｍｉｄｉｎｏ－２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）染色液、原位末端转
移酶标记（ｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ－ｍｅｄｉ
ａｔｅｄｄＵＴＰｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）细胞凋亡检测试
剂盒，均为上海碧云天生物技术有限公司生产；

ｍｉＲ－５２５－５ｐ、ＵＢＥ２Ｃ、甘油醛 －３－磷酸脱氢酶
（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ － ３ － ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）、Ｕ６小核ＲＮＡ（Ｕ６ｓｍａｌｌｎｕｃｌｅａｒＲＮＡｐｒｉｍｅｒ，
Ｕ６）引物以及 ｓｈ－ＮＣ、ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ，均为上海生工生
物有限公司合成。

仪器　Ｃ－１０００ｑＲＴ－ＰＣＲ仪、０４３ＢＲ５００９５电泳
仪、ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ凝胶成像系统，均为美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ
公司产品；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＧＯ多功能酶标仪，美国 Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司产品；ＩＸ５３荧光显微镜，日本
Ｎｉｋｏｎ公司产品。
２　实验方法
２１　细胞实验
２１１　细胞培养［６］

ＨＥＫ２９３Ｔ细胞用含１０％胎牛血清、１％青霉素和
１％链霉素的杜氏改良 Ｅａｇｌｅ培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ
ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＥａｇｌｅ’ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）培养，细胞置
于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养；Ａ５４９细胞用含１０％
胎牛血清、１％青霉素和１％链霉素的ＲＰＭＩ１６４０培养
基培养，细胞置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养。待
细胞汇合率达到８０％以上时用胰酶消化收取，进行
实验。

２１２　细胞分组与给药方法
取对数生长的Ａ５４９细胞，随机分为对照组、实验

组、ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｓｈ－ＮＣ
组、ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ组，其中实验组给予 ４０μｇ·ｍＬ－１

ＰＭＳ孵育细胞，ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组给予４０μｇ·ｍＬ－１ＰＭＳ＋
转染 ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组给予
４０μｇ·ｍＬ－１ＰＭＳ＋转染ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ细胞，
ｓｈ－ＮＣ组给予４０μｇ·ｍＬ－１ＰＭＳ＋转染ｍｉＲ－５２５－５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈ－ＮＣ，ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ组给予４０μｇ·ｍＬ－１

ＰＭＳ＋转染ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和 ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ孵
育细胞，对照组正常培养。其中，ｓｈ－ＮＣ序列：５′－
ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ－３′、ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ序列：
５′－ＴＧＴＡＴＧＡＴＧＴＣＡＧＧＡＣＣＡＴＴＣ－３′。
２１３　 双荧光素酶实验体外验证 ＵＢＥ２Ｃ和
ｍｉＲ－５２５－５ｐ的靶标关系［７］

用ｓｔａｒＢａｓｅ数据库预测 ＵＢＥ２Ｃ和 ｍｉＲ－５２５－５ｐ
的靶标关系。构建 ＵＢＥ２Ｃ－ＷＴ和 ＵＢＥ２Ｃ－ＭＵＴ质

粒，并分别提取 ＵＢＥ２Ｃ－ＷＴ和 ＵＢＥ２Ｃ－ＭＵＴ质粒。
用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００试剂盒将 ＵＢＥ２Ｃ－ＷＴ与
ＵＢＥ２Ｃ－ＭＵＴ质粒分别与ＮＣｍｉｍｉｃｓ和ｍｉＲ－５２５－５ｐ
ｍｉｍｉｃｓ共转染至 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞中，待转染２４ｈ后，
收集各孔细胞并裂解，以３５０×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清
液２０μＬ，并加入萤火虫荧光素酶反应液１００μＬ，混
合均匀后，测定荧光素酶活性。

２１４　ｑＲＴ－ＰＣＲ检测Ａ５４９细胞经不同处理后细胞中
ｍｉＲ－５２５－５ｐ和ＵＢＥ２Ｃ的ｍＲＮＡ相对表达水平［７］

取处理后的Ａ５４９细胞，用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取不同处
理组细胞总 ＲＮＡ，依次反转录与扩增。循环参数：
９５℃１０ｍｉｎ、９５℃１５ｓ、６０℃１ｍｉｎ，扩增４０个循环。
以 ＧＡＰＤＨ和 Ｕ６作为内参，检测不同处理组细胞
ｍｉＲ－５２５－５ｐ和ＵＢＥ２Ｃ的ｍＲＮＡ相对表达水平。用
２－△△Ｃｔ法进行相对定量分析。
２１５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验评估Ａ５４９细胞经不同处理后
的侵袭能力［８］

将分装的基质胶放于４℃冰箱融化，取出小室，
将基质胶用ＲＰＭＩ１６４０培养基按照１∶８的比例稀释，
并于每个小室内加入１００μＬ，３７℃孵育１～２ｈ，待基
质胶凝固后，于 ２４孔板中加入含 １０％胎牛血清的
ＲＰＭＩ１６４０培养基８００μＬ，Ａ５４９细胞按“２１２”中处
理，取ＲＰＭＩ１６４０完全培养基１ｍＬ重悬细胞，取出细
胞悬液２００μＬ接种于小室内，置于３７℃培养箱中培
养２４ｈ，取出孔板，吸弃孔板内培养基，每孔加入４％
多聚甲醛８００μＬ，将小室放于其中，固定细胞１５ｍｉｎ，
清洗小室２次，再每孔加入１％结晶紫 ８００μＬ染色
１５ｍｉｎ，清洗小室１次，将小室倒扣晾干，拍照记录并
分析数据。

２１６　ＴＵＮＥＬ实验评估Ａ５４９细胞经不同处理后细
胞凋亡情况［７］

按“２１２”处理细胞，按照ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测
试剂盒说明书进行操作，加入 ＴＵＮＥＬ染色液避光孵
育１ｈ，ＤＡＰＩ避光染核１０ｍｉｎ。用封片液封片，用荧光
显微镜观察拍照，计算细胞凋亡率。细胞凋亡率（％）＝
ＴＵＮＥＬ阳性细胞数／总细胞数×１００％。
２２　动物实验
２２１　模型构建［６］

将４０只ＳＰＦ级别雄性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠适应性饲喂
１周后均进行制备非小细胞肺癌模型，模型制备步骤
如下：收集对数生长期且融合度达８０％的Ａ５４９细胞，
加入磷酸盐缓冲液将细胞重悬成５×１０６／１００μＬ密度
的细胞悬液，冰上保存备用。７５％乙醇消毒小鼠右侧
腋窝中后部皮肤，用１ｍＬ注射器将细胞悬液１００μＬ
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沿皮下注射至小鼠右侧腋窝中后部，缓慢退出针头，

用棉签轻轻按压小鼠皮肤进针点３０ｓ，防止细胞悬液
外渗。

２２２　动物分组与给药方法
将模型制备成功的４０只小鼠随机分为动物模型

组、ＰＭＳ组、动物ｍｉＲ－５２５－５ｐｍｉｍｉｃｓ组、动物 ｓｈ－
ＵＢＥ２Ｃ组，每组１０只。动物模型组：造模后２４ｈ开
始通过腹腔注射５０ｍｇ·ｋｇ－１０９％ ＮａＣｌ，每天１次，
连续给药５ｄ；ＰＭＳ组：造模后２４ｈ开始通过腹腔注射
５０ｍｇ·ｋｇ－１ＰＭＳ，每天 １次，连续给药 ５ｄ；动物
ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组：基于 ＰＭＳ组，尾静脉注射
ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，每天１次，连续给药５ｄ；动物
ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ组：基于动物 ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组，
尾静脉注射ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ，每天１次，连续给药５ｄ。
２２３　测量各组小鼠移植瘤的体积大小［８］

构建小鼠移植瘤模型，每７ｄ用直尺测量各组小
鼠移植瘤的长径和短径，按照公式：体积 ＝长径 ×短
径２÷２，计算并记录各组小鼠移植瘤体积，直至第
２８天。第２８天，处死各组小鼠，剥离肿瘤，称量并记
录各组小鼠移植瘤质量。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２６０软件进行统计分析。计量资料用

珋ｘ±ｓ表示，两组间比较用独立样本ｔ检验。

结　　果

１　体外验证ＵＢＥ２Ｃ是ｍｉＲ－５２５－５ｐ的直接靶标
ｓｔａｒＢａｓｅ数据库发现 ＵＢＥ２Ｃ是 ｍｉＲ－５２５－５ｐ的

潜在靶标，见图１。ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组和 ＮＣ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的 ｍｉＲ－５２５－５ｐ相对表达水平分别为
０３４±００８和１００±０１５，ＵＢＥ２ＣｍＲＮＡ相对表达
水平为 １９６±０２８和 １００±０１７，ｍｉＲ－５２５－５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞中 ｍｉＲ－５２５－５ｐ和 ＵＢＥ２ＣｍＲＮＡ的
相对表达水平与 ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，在统计学上差
异有统计学意义（均 Ｐ＜００５）。ＮＣｍｉｍｉｃｓ组与
ｍｉＲ－５２５－５ｐｍｉｍｉｃｓ组的ＵＢＥ２ＣＷＴ荧光素酶活性
分别为２３６±０１５和１６９±０１２，ＵＢＥ２ＣＭＵＴ荧光
素酶活性分别为 ２２８±０１８和 ２２４±０１６，
ｍｉＲ－５２５－５ｐｍｉｍｉｃｓ组ＵＢＥ２ＣＷＴ荧光素酶活性与
ＮＣｍｉｍｉｃｓ组比较，在统计学上差异有统计学意义
（Ｐ＜００５），而 ｍｉＲ－５２５－５ｐｍｉｍｉｃｓ组中 ＵＢＥ２Ｃ
ＭＵＴ荧光素酶活性与ＮＣｍｉｍｉｃｓ组比较，在统计学上
差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。

图１　ｓｔａｒＢａｓｅ预测泛素结合酶Ｅ２Ｃ（ＵＢＥ２Ｃ）和微小核糖核酸
（ｍｉＲ）－５２５－５ｐ的靶向关系及结合位点关系图
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｔａｒｇｅｔｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐａｎｄｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅＥ２Ｃ （ＵＢＥ２Ｃ） ａｎｄ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲ）－５２５－５ｐｐｒｅｄｉｃｔｅｄｂｙｓｔａｒＢａｓｅ

２　ＰＭＳ对Ａ５４９细胞中ｍｉＲ－５２５－５ｐ／ＵＢＥ２Ｃ表达
的影响

实验组给予 ４０μｇ·ｍＬ－１ＰＭＳ孵育细胞，ＮＣ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组给予４０μｇ·ｍＬ－１ＰＭＳ和ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ孵育
细胞，ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组给予 ４０μｇ·ｍＬ－１

ＰＭＳ和ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ孵育细胞，ｓｈ－ＮＣ组
给予 ４０μｇ·ｍＬ－１ＰＭＳ、ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和
ｓｈ－ＮＣ孵育细胞，ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ组给予 ４０μｇ·ｍＬ－１

ＰＭＳ、ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和 ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ孵育细
胞，对照组正常培养。

对照组、实验组、ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｍｉＲ－５２５－５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｓｈ－ＮＣ组和ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ组的ｍｉＲ－５２５－５ｐ
相对表达水平分别为 １００±０１６、２４３±０２９、
２２５±０２６、１６１±０２１、１６８±０２３和２１７±０２５，
ＵＢＥ２ＣｍＲＮＡ相对表达水平分别为 １００±０１４、
０５７±００８、０６２±００９、０９４±０１２、０９６±０１３和
０７１±０１０，实验组细胞中 ｍｉＲ－５２５－５ｐ和 ＵＢＥ２Ｃ
ｍＲＮＡ的相对表达水平与对照组比较，在统计学上差
异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）；ｍｉＲ－５２５－５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞中 ｍｉＲ－５２５－５ｐ和 ＵＢＥ２ＣｍＲＮＡ的
相对表达水平与 ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，在统计学上差
异有统计学意义（均 Ｐ＜００５）；ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ组
ｍｉＲ－５２５－５ｐ和 ＵＢＥ２ＣｍＲＮＡ的相对表达水平与
ｓｈ－ＮＣ组比较，在统计学上差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）。
３　ＰＭＳ通过调控 ｍｉＲ－５２５－５ｐ／ＵＢＥ２Ｃ轴影响
Ａ５４９细胞的凋亡与侵袭

对照组、实验组、ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｍｉＲ－５２５－５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｓｈ－ＮＣ组和 ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ组 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵
袭数目分别为（１７３６２±２３４６）、（８２０５±１４１７）、
（８４６９±１３８２）、（１４３４８±１９８１）、（１３９５７±１８２４）和
（１０５９３ ±１６２５）个，细 胞 凋 亡 率 分 别 为

（２２６５±４０１）％、（５３３４±８９３）％、（５１４６±８８１）％、
（３７５２±５８６）％、（３４８３±５２７）％和（４８７５±６１９）％。
实验组细胞侵袭个数、细胞凋亡率与对照组比较，在

统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）；
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ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞侵袭个数、细胞凋亡率
与ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，在统计学上差异均有统计学
意义（均Ｐ＜００５）；ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ组细胞侵袭个数、细
胞凋亡率与ｓｈ－ＮＣ组比较，在统计学上差异均有统
计学意义（均Ｐ＜００５），见图２。
４　ＰＭＳ通过调控 ｍｉＲ－５２５－５ｐ／ＵＢＥ２Ｃ轴抑制小
鼠皮下移植瘤生长

动物模型组：造模后 ２４ｈ开始通过腹腔注射
５０ｍｇ·ｋｇ－１０９％ＮａＣｌ；ＰＭＳ组：造模后２４ｈ开始通
过腹腔注射 ５０ｍｇ·ｋｇ－１ＰＭＳ；动物 ｍｉＲ－５２５－５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组：基于 ＰＭＳ组，尾静脉注射 ｍｉＲ－５２５－５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ；动物 ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ组：基于动物 ｍｉＲ－５２５－５ｐ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组，尾静脉注射ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ，各组均每天给药
１次，连续给药５ｄ。

动物模型组、ＰＭＳ组、动物 ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ组和动物ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ组小鼠移植瘤生长情况见表
１。第２８天时，ＰＭＳ组小鼠皮下移植瘤的体积与质量
与动物模型组比较，在统计学上差异有统计学意义

（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）；动物 ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组小鼠皮下移植瘤的体积与质量与 ＰＭＳ组比较，
在统 计 学 上 差 异 有 统 计 学 意 义 （Ｐ＜００１，
Ｐ＜０００１）；动物 ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ组小鼠皮下移植瘤的
体积与质量与动物ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，在
统计学上差异有统计学意义（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。

图２　车前子苷（ＰＭＳ）通过调控ｍｉＲ－５２５－５ｐ／ＵＢＥ２Ｃ轴影响Ａ５４９细胞的侵袭（×１００）
Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｐｌａｎｔａｍａｊｏｓｉｄｅ（ＰＭＳ）ａｆｆｅｃｔｓｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｍｉＲ－５２５－５ｐ／ＵＢＥ２Ｃａｘｉｓ（×１００）
１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，０μｇ·ｍＬ－１ＰＭＳｉｎｃｕｂａｔｅｄＡ５４９ｃｅｌｌｓ；２：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，４０μｇ·ｍＬ－１ＰＭＳｉｎｃｕｂａｔｅｄＡ５４９ｃｅｌｌｓ；３：ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，４０μｇ·ｍＬ－１

ＰＭＳ＋ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒｉｎｃｕｂａｔｅｄＡ５４９ｃｅｌｌｓ；４：ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，４０μｇ·ｍＬ－１ＰＭＳ＋ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｉｎｃｕｂａｔｅｄＡ５４９ｃｅｌｌｓ；５：ｓｈ－

ＮＣｇｒｏｕｐ，４０μｇ·ｍＬ－１ＰＭＳ＋ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈ－ＮＣｉｎｃｕｂａｔｅｄＡ５４９ｃｅｌｌｓ；６：ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃｇｒｏｕｐ，４０μｇ·ｍＬ－１ＰＭＳ＋ｍｉＲ－５２５－５ｐ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈ－ＵＢＥ２ＣｉｎｃｕｂａｔｅｄＡ５４９ｃｅｌｌｓ．

表１　不同组别处理对非小细胞肺癌肿瘤生长的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｎｏｎ－ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｖｏｌｕｍｅ（ｍｍ３） Ｗｅｉｇｈｔ（ｇ）

７ｄ １４ｄ ２１ｄ ２８ｄ ２８ｄ

Ｍｏｄｅｌ－Ｍ １０ １４８３０±２３８２ ２５５２０±７４３９ ６０７５０±１５２３７ ９６６３０±１７６５３ １４３±０５２
ＰＭＳ １０ １５４６０±２６３７ ２４１１０±８２７４ ４３８２０±１０６５８ ４９５７０±５２４０ ０７５±０２１

ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－Ｍ １０ １３９７０±１９０６ ２５９３０±７６５２ ５６２９０±１３１７３＃ ８４１１０±１２１２５＃＃＃ １３２±０４３＃＃

ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ－Ｍ １０ １４４８０±２４５４ ２７３４０±８６７６ ４５４３０±１２９６４ ６２３８０±１０５８５△△△ ０８５±０２６△△

ＰＭＳ：Ｐｌａｎｔａｍａｊｏｓｉｄｅ；Ｍｏｄｅｌ－Ｍｇｒｏｕｐ：０９％ ＮａＣｌ；ＰＭＳｇｒｏｕｐ：５０ｍｇ·ｋｇ－１ＰＭＳ；ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－Ｍｇｒｏｕｐ：５０ｍｇ·ｋｇ－１ＰＭＳ＋ｍｉＲ－５２５－５ｐ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ；ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ－Ｍｇｒｏｕｐ：５０ｍｇ·ｋｇ－１ＰＭＳ＋ｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈ－ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈ－ＵＢＥ２Ｃ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ－Ｍｇｒｏｕｐ，
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰＭＳｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｉＲ－５２５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－Ｍ

ｇｒｏｕｐ，△△Ｐ＜００１，△△△Ｐ＜０００１．

讨　　论

ｍｉＲ－５２５－５ｐ在多种癌症中发挥抑癌作用。左
伟等［９］研究发现，ｍｉＲ－５２５－５ｐ具有抑制胶质瘤细
胞增殖、侵袭和迁移的作用。刘盈等［１０］研究发现，

ＵＢＥ２Ｃ在肺腺癌组织中上调，且其高表达水平与患者
预后较差有关。ＺＨＡＮＧ等［１１］研究发现，ＵＢＥ２Ｃ通过

钙黏蛋白１／含ＤＥＰ结构域的西罗莫司相互作用蛋白
轴调控肺癌细胞周期进程与自噬，发挥促癌作用，在

小鼠肺癌模型中，ＵＢＥ２Ｃ缺失可抑制肺癌发生，延长
小鼠寿命。ＰＭＳ是车前草中的主要成分，具有抗肿
瘤、抗炎、抗氧化活性［１２］。本研究的细胞实验和小鼠模

型实验结果也证实了ＰＭＳ的抗ＮＳＣＬＣ作用。此外，本
研究还通过实验验证了 ＵＢＥ２Ｃ是 ｍｉＲ－５２５－５ｐ的
直接靶标，即ｍｉＲ－５２５－５ｐ可靶向负调控ＵＢＥ２Ｃ，并
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ１１Ｊｕｎｅ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３３）

且ＰＭＳ处理可升高 Ａ５４９细胞 ｍｉＲ－５２５－５ｐ水平，
降低 ＵＢＥ２Ｃ水平，这提示 ＰＭＳ可能通过调控
ｍｉＲ－５２５－５ｐ／ＵＢＥ２Ｃ轴发挥抗癌作用。

在张博达等［１３］研究中，冬凌草素具有抑制

ＮＳＣＬＣ活性的作用，其可下调微管相关蛋白１Ａ／１Ｂ－
轻链３－Ⅰ、微管相关蛋白１Ａ／１Ｂ－轻链３－Ⅱ、苄氯
素１表达，增加螯合体１表达，减少细胞自噬而诱发
细胞凋亡。丁万盛等［１４］研究发现，华蟾素可下调无

翅型ＭＭＴＶ整合位点家族成员４和 β－连环蛋白水
平，抑制ＮＳＣＬＣ细胞侵袭和增殖。黄健等［１５］研究发

现，敲低丝氨酸蛋白酶３通过调控成纤维细胞生长因
子受体２，影响 Ｊａｎｕｓ激酶信号通路激活和程序性死
亡配体１表达，从而减弱 ＮＳＣＬＣ细胞的增殖、迁移与
侵袭，抑制免疫逃逸。ＺＨＡＮＧ等［１６］研究发现，长链非

编码ＲＮＡ０１２０７通过与ＮＳＣＬＣ细胞中ｍｉＲ－５２５－５ｐ
的竞争性结合调节ＲｈｏＧＴＰ酶激活蛋白的表达，影响
癌细胞的增殖、迁移与侵袭，发挥致癌作用。ＴＡＮ
等［１７］研究发现，长链非编码ＲＮＡ小核仁ＲＮＡ宿主基
因１２通过抑制 ｍｉＲ－５２５－５ｐ和升高 Ｘ连锁凋亡抑
制蛋白表达来降低 ＮＳＣＬＣ细胞对顺铂的敏感性，增
强ＮＳＣＬＣ化疗耐药。由此可见 ｍｉＲ－５２５－５ｐ在调
控ＮＳＣＬＣ中发挥重要作用，上调其表达可能有利于
ＮＳＣＬＣ治疗。既往研究证实，ＵＢＥ２Ｃ的沉默表达能
抑制甲状腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭，促进肿瘤细

胞的凋亡［１８］，刘盈等［１０］和 ＺＨＡＮＧ等［１１］的研究也表

明，抑制ＵＢＥ２Ｃ可能有利于控制 ＮＳＣＬＣ进展。本研
究中，ＰＭＳ处理可增加Ａ５４９细胞凋亡水平，减少侵袭
数目，说明ＰＭＳ可能通过诱导肺癌细胞凋亡、抑制癌
细胞侵袭发挥抗癌作用，而抑制 ｍｉＲ－５２５－５ｐ表达
可部分逆转 ＰＭＳ的作用，在此基础上沉默 ＵＢＥ２Ｃ则
可以减弱抑制 ｍｉＲ－５２５－５ｐ表达的影响，这说明
ＰＭＳ通过调控 ｍｉＲ－５２５－５ｐ／ＵＢＥ２Ｃ轴诱导癌细胞
凋亡、抑制癌细胞侵袭，发挥抗癌作用。此外，在小鼠

肿瘤模型中也发现 ＰＭＳ通过调控 ｍｉＲ－５２５－５ｐ／
ＵＢＥ２Ｃ轴抑制小鼠肿瘤生长，共同验证了 ＰＭＳ通过
调控ｍｉＲ－５２５－５ｐ／ＵＢＥ２Ｃ轴发挥抗癌作用。

本研究提示，ＰＭＳ通过调控 ｍｉＲ－５２５－５ｐ／
ＵＢＥ２Ｃ轴诱导癌细胞凋亡、抑制癌细胞侵袭，并抑制
小鼠移植瘤生长，发挥抗癌作用，这为临床治疗

ＮＳＣＬＣ提供了新的实验基础。
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