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摘要：目的　研究千金藤素通过调控微小ＲＮＡ－３７８ｃ（ｍｉＲ－３７８ｃ）／高尔基体运输
１Ａ蛋白（ＧＯＬＴ１Ａ）轴对乳腺癌细胞凋亡、能量代谢及血管生成的影响。方法　将
处于对数生长期ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞分为对照组（不做任何处理）、ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组（转染ｍｉＲ－３７８ｃ抑制剂阴性对照）、ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（转染ｍｉＲ－３７８ｃ抑
制剂）、ｓｉ－ＮＣ组（转染ｓｉ－ＮＣ质粒）、ｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ组（转染ｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ质粒）、
千金藤素组（２０μｍｏｌ·Ｌ－１的千金藤素）、千金藤素联合ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（千
金藤素组基础上转染ｍｉＲ－３７８ｃ抑制剂）和ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ联合ｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ
组（千金藤素组基础上共转染ｍｉＲ－３７８ｃ抑制剂和ｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ质粒）。用实时
荧光定量聚合酶链反应检测 ｍｉＲ－３７８ｃ、ＧＯＬＴ１Ａ、血管内皮生长因子 Ａ（ＶＥＧ
ＦＡ）、血小板反应蛋白－１（ＴＨＢＳ１）的 ｍＲＮＡ相对表达水平，用试剂盒法检测能
量代谢指标，用免疫荧光法检测ＶＥＧＦＡ、ＴＨＢＳ１蛋白相对表达水平。结果　对照
组和千金藤素组的 ｍｉＲ－３７８ｃ相对表达水平分别为１００±０１４和３２６±０４８，
ＧＯＬＴ１ＡｍＲＮＡ相对表达水平分别为１００±０１５和０４３±００７。对照组、千金
藤素组、千金藤素联合 ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组和ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ联合
ｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ组 的 谷 氨 酰 胺 浓 度 分 别 为 （２２０３±３１４）、（８２７±１９４）、
（１７２５±２８６）和（１３１１±２２８）ｎｍｏｌ·１０－７ｃｅｌｌｓ，乙酰辅酶 Ａ浓度分别为
（１１３２±２０６）、（５７１±１１９）、（９６２±１８５）和（６６７±１６３）ｎｍｏｌ·１０－６ｃｅｌｌｓ，琥珀
酸浓度分别为（５３６７±６９２）、（２１２４±３８７）、（３９８２±４３９）和（３０３６±４２１）
ｎｍｏｌ·ｍｇ－１·Ｐｒ－１，腺苷三磷酸生成量分别为（２３２±０４２）、（０９６±０１２）、
（１９１±０３３）和（１１６±０２６）ｍｍｏｌ·ｍｇ－１·Ｐｒ－１，ＶＥＧＦＡｍＲＮＡ相对表达水平分
别为１００±０１４、０５６±０１０、０８４±０１３和０６９±０１０，ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ相对表
达水平分别为１００±０１２、３４３±０５７、２０４±０３６和３１０±０５２，ＶＥＧＦＡ相对
荧光强度分别为１００±０１１、０３７±００５、０７６±００９和０４８±００６，ＴＨＢＳ１相
对荧光强度分别为１００±００９、３７１±０６２、１８８±０３１和２５５±０３７；对照组
的上述指标与千金藤素组比较，千金藤素组的上述指标与千金藤素联合

ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，千金藤素联合 ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的上述指标与
ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ联合ｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ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　千金藤素能够促进乳腺癌细胞凋亡并
抑制其能量代谢及血管生成，可能与其调控ｍｉＲ－３７８ｃ／ＧＯＬＴ１Ａ轴有关。
关键词：千金藤素；微小ＲＮＡ－３７８ｃ；乳腺癌；高尔基体运输１Ａ蛋白；细胞凋亡；
能量代谢；血管生成
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ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉＲ－３７８ｃ，
ＧＯＬＴ１Ａ，ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＡ（ＶＥＧＦＡ）ａｎｄｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ－１（ＴＨＢＳ１）；ｋｉｔｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔ
ｅｎｅｒｇｙｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ；ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔＶＥＧＦＡ ａｎｄＴＨＢＳ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉＲ－３７８ｃｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＣｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１００±０１４
ａｎｄ３２６±０４８，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＧＯＬＴ１ＡｍＲＮＡｗｅｒｅ１００±０１５ａｎｄ０４３±００７，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｇｌｕｔａｍｉｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｃｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅｇｒｏｕｐ，Ｃｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈ
ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐａｎｄｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（２２０３±３１４），
（８２７±１９４），（１７２５±２８６）ａｎｄ（１３１１±２２８）ｎｍｏｌ·１０－７ ｃｅｌｌｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅａｃｅｔｙｌｃｏｅｎｚｙｍｅＡ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｗｅｒｅ（１１３２±２０６），（５７１±１１９），（９６２±１８５）ａｎｄ（６６７±１６３）ｎｍｏｌ·１０－６ｃｅｌｌｓ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｓｕｃｃｉｎａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｗｅｒｅ（５３６７±６９２），（２１２４±３８７），（３９８２±４３９）ａｎｄ
（３０３６±４２１）ｎｍｏｌ·ｍｇ－１·Ｐｒ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅＡＴＰｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｖａｌｕｅｓｗｅｒｅ（２３２±０４２），（０９６±０１２），
（１９１±０３３）ａｎｄ（１１６±０２６）ｍｍｏｌ·ｍｇ－１·Ｐｒ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＶＥＧＦＡｍＲＮＡ
ｗｅｒｅ１００±０１４，０５６±０１０，０８４±０１３ａｎｄ０６９±０１０，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＨＢＳ１
ｍＲＮＡｗｅｒｅ１００±０１２，３４３±０５７，２０４±０３６ａｎｄ３１０±０５２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆＶＥＧＦＡｗｅｒｅ１００±０１１，０３７±００５，０７６±００９ａｎｄ０４８±００６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆＴＨＢＳ１ｗｅｒｅ１００±００９，３７１±０６２，１８８±０３１ａｎｄ２５５±０３７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ａｌｌ
ｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｓｈｏｗｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＣｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ
ＣｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＣｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＣｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｗｉｔｈｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｃｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅｃａｎｐｒｏｍｏｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｅｎｅｒｇｙｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｉｔｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｉＲ－３７８ｃ／ＧＯＬＴ１Ａａｘｉｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｃｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅ；ｍｉｃｒｏＲＮＡ－３７８ｃ；ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ；Ｇｏｌｇｉｔｒａｎｓｐｏｒｔｐｒｏｔｅｉｎ１Ａ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｅｎｅｒｇｙ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ

　　乳腺癌是一种起源于乳房腺上皮组织的常见恶
性肿瘤类型，患病率、死亡率均较高且具有年轻化趋

势。临床治疗方案包括手术、放化疗等，虽取得一定

效果，但仍存在肿瘤复发和转移率高及药物不良反应

多等问题［１］。因此，积极寻找治疗药物对于乳腺癌治

疗具有重要意义。千金藤素是由中药千金藤中分离

得到的一种生物碱类物质，在多种肿瘤疾病如食管鳞

状细胞癌、乳腺癌、肝癌等中可发挥抗癌作用［２］。然

而，其在乳腺癌中的具体作用机制尚未明确。微小

ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一种小型非编码 ＲＮＡ，长
度约为２２个核苷酸大小，可参与调控乳腺癌细胞的
增殖、侵袭、迁移等生物学行为［３］。ｍｉＲ－３７８ｃ参与肿
瘤疾病的发生发展［４］，但在乳腺癌中的具体作用并未

明确。高尔基体运输 １Ａ蛋白（Ｇｏｌｇｉｔｒａｎｓｐｏｒｔ１Ａ，

ＧＯＬＴ１Ａ）在肺癌中表达上调［５］。基于此，本研究拟从

ｍｉＲ－３７８ｃ／ＧＯＬＴ１Ａ轴入手，旨在探究千金藤素对乳
腺癌细胞凋亡、能量代谢及血管生成的影响。

材料与方法

１　材料
细胞　人乳腺癌细胞系（ＭＤＡ－ＭＢ－２３１），购自

深圳市豪地华拓生物科技有限公司；人胚肾细胞

（２９３Ｔ），购自上海雅吉生物科技有限公司。
药品与试剂　千金藤素，规格：每瓶２０ｍｇ，纯度：

９８０％（ＨＰＬＣ），批号：２０２４０４２２，成都普思生物科技
股份有限公司生产。兔抗人 Ｂ淋巴细胞瘤 －２（Ｂ－
ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２，Ｂｃｌ－２）、兔抗人 Ｂｃｌ－２相关 Ｘ蛋
白（Ｂｃｌ－２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）、兔抗人髓样细胞
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白血病－１（ｍｙｅｌｏｉｄｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａ－１，Ｍｃｌ－１）、兔抗人
裂解的半胱氨酸蛋白酶（ｃｌｅａｖｅｄｃｙｓｔｅｉｎｅ－ａｓｐａｒｔｉｃａｃｉｄ
ｐｒｏｔｅａｓｅ，ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ）－３、兔抗人血管内皮生长
因子Ａ（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＡ，ＶＥＧＦＡ）、
兔抗人血小板反应蛋白 －１（ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ－１，
ＴＨＢＳ１）、辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔免疫球蛋
白Ｇ、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８荧光标记的山羊抗兔免疫球蛋
白Ｇ、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５９４荧光标记的山羊抗兔免疫球蛋
白 Ｇ，均为英国 Ａｂｃａｍ公司生产；兔抗人 ｃｌｅａｖｅｄ－
ｃａｓｐａｓｅ－９，美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司生产；ｍｉＲ－３７８ｃ
抑制剂（ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）及其阴性对照（ＮＣ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）、ＧＯＬＴ１Ａ干扰质粒（ｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ）及其阴性
对照（ｓｉ－ＮＣ）、ｍｉＲ－３７８ｃ模拟物（ｍｉＲ－３７８ｃ
ｍｉｍｉｃ）及其阴性对照（ＮＣｍｉｍｉｃ）、引物序列，均由吉
玛基因公司提供；细胞计数试剂盒 －８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇ
ｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８）、琥珀酸比色测定试剂盒，均为上海
经科化学科技有限公司生产；小量总 ＲＮＡ提取试剂
盒，简石生物技术（北京）有限公司生产；ｃＤＮＡ第一
链合成试剂盒，翌圣生物科技（上海）股份有限公司生

产；ＥＺＭｅｔａＴＭ双荧光素酶报告基因检测试剂盒，武汉
佰瑞得生物技术有限公司生产；谷氨酰胺测定试剂

盒，上海西格生物科技有限公司生产；乙酰辅酶 Ａ测
定试剂盒，上海齐源生物科技有限公司生产；腺苷三

磷酸（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）含量测定试剂盒，
北京索莱宝科技有限公司生产；二喹啉甲酸法试剂

盒，天根生化科技（北京）有限公司生产。

仪器　ＩｎｆｉｎｉｔｅＭＮａｎｏ酶标仪，瑞士 ＴＥＣＡＮ公
司产品；ＤＹＣＺ－２４ＦＮ电泳仪，北京六一生物科技有
限公司产品；ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ３实时荧光定量聚合酶链反
应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ｑＲＴ－ＰＣＲ）系统、ｉＢｒｉｇｈｔＴＭ ＣＬ１５００成像系统，均为美
国赛默飞世尔科技公司产品；ＷＹＳ－３７ＸＢＹ倒置荧光
显微镜，天津微仪光学仪器有限公司产品。

２　实验方法
２１　细胞培养

将ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞接种在含１０％胎牛血
清 ＋１％链青霉素的 Ｌ－１５培养基中，２９３Ｔ细胞接
种在含 １０％胎牛血清 ＋１％链青霉素的 ＲＰＭＩ－
１６４０培养基中，最后均置于３７℃，５％ ＣＯ２细胞培
养箱中培养。

２２　细胞转染、分组与处理方法
用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染试剂进行ｓｉＲＮＡ转染，

具体操作步骤及试剂用量依据说明书进行。ｓｉ－ＮＣ
序列：５′－ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵ－３′和 ５′－

ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡ－３′；ｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ序列：
５′－ＧＡＵＵＣＵＵＣＡＧＣＣＵＣＵＵＵＡＡＧＧ －３′和 ５′－
ＵＵＡＡＡＧＡＧＧＣＵＧＡＡＧＡＡＵＣＣＧ－３′。将处于生长对
数期ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞分为对照组、ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组、ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｓｉ－ＮＣ组、ｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ
组、千金藤素组、千金藤素联合 ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组、ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ联合ｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ组。对照组
细胞 不 做 任 何 处 理；ＮＣ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 细 胞 转 染
ｍｉＲ－３７８ｃ抑制剂阴性对照；ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细
胞转染 ｍｉＲ－３７８ｃ抑制剂；ｓｉ－ＮＣ细胞转染 ｓｉ－ＮＣ
质粒；ｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ组细胞转染 ｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ质粒；千
金藤素组用２０μｍｏｌ·Ｌ－１千金藤素处理细胞；千金藤
素联合ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组在千金藤素组基础上转
染ｍｉＲ－３７８ｃ抑制剂；ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ联合 ｓｉ－
ＧＯＬＴ１Ａ组在千金藤素组基础上共转染 ｍｉＲ－３７８ｃ
抑制剂和ｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ质粒。
２３　ＣＣＫ－８法检测细胞存活率［６］

取ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞调整密度为每孔５×１０３

个接种至 ９６孔板上，用 ０、２５、５０、１００、２００、
４００μｍｏｌ·Ｌ－１千金藤素处理 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞
４８ｈ，分别记为０、２５、５０、１００、２００和４００μｍｏｌ·
Ｌ－１组，每孔加入 ＣＣＫ－８溶液 ２０μＬ，置于细胞培
养箱中孵育 ２ｈ，用酶标仪检测波长 ４５０ｎｍ处的
光密度值。

２４　ｑＲＴ－ＰＣＲ检测ｍｉＲ－３７８ｃ、ＧＯＬＴ１Ａ、ＶＥＧＦＡ
和ＴＨＢＳ１的ｍＲＮＡ相对表达水平［６］

按照小量总 ＲＮＡ提取试剂盒说明书提取各组细
胞中的总ＲＮＡ，再按照ｃＤＮＡ第一链合成试剂盒将其
逆转录为ｃＤＮＡ。以Ｕ６和 β－ａｃｔｉｎ为内参，以 ｃＤＮＡ
为模板进行扩增反应，扩增程序为９５℃预变性２ｍｉｎ，
９４℃变性５ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共进行
４０个循环，用 ２－△△Ｃｔ方法计算 ｍｉＲ－３７８ｃ、ＧＯＬＴ１Ａ、
ＶＥＧＦＡ和ＴＨＢＳ１的ｍＲＮＡ相对表达水平。
２５　双荧光素酶报告基因法验证 ｍｉＲ－３７８ｃ和
ＧＯＬＴ１Ａ的靶向关系［６］

通过 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗｔａｒｇｅｔｓｃａｎｏｒｇ／）预
测发现ｍｉＲ－３７８ｃ和ＧＯＬＴ１Ａ存在结合位点。根据两
者的结合位点，构建含有靶向结合位点序列的野生型

质粒（ＧＯＬＴ１ＡＷＴ）或突变型质粒（ＧＯＬＴ１ＡＭＵＴ），
将处于生长对数期 ２９３Ｔ细胞分为 ＮＣｍｉｍｉｃ组
（５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１ｍｉＲ－ＮＣ处理）和 ｍｉＲ－３７８ｃｍｉｍｉｃ
组（５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１ｍｉＲ－３７８ｃ模拟物处理），置于细胞
培养箱中培养４８ｈ，根据双荧光素酶报告基因检测试
剂盒检测荧光素酶活性。
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２６　蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）法检测凋亡相
关蛋白相对表达水平［７］

取各组ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞加入裂解液提取总
蛋白，二喹啉甲酸法测定蛋白浓度，选取样本 ３０μｇ
经凝胶电泳、转膜、封闭，加入Ｂｃｌ－２（１∶２０００）、Ｂａｘ、
（１∶１０００）、Ｍｃｌ－１（１∶１０００）、ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３
（１∶５００）、ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－９（１∶１０００）抗体稀释液
４℃孵育过夜，洗涤后加入辣根过氧化物酶标记
的二抗（１∶２０００）室温孵育 ２ｈ，洗涤 ３次，滴加
化学发光液显影，再用 ＩｍａｇｅＪ软件分析蛋白条带
的灰度值。

２７　试剂盒检测能量代谢指标［７］

将对数生长期的 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞以每孔
１×１０５个接种于 １２孔板中，根据“２１”中分组处理
后，弃培养液，磷酸盐缓冲液冲洗，收集细胞悬液，离

心取上清液，分别用谷氨酰胺测定试剂盒、乙酰辅酶

Ａ测定试剂盒、琥珀酸比色测定试剂盒、ＡＴＰ含量测
定试剂盒检测各组细胞中谷氨酰胺、乙酰辅酶Ａ和琥
珀酸浓度及ＡＴＰ生成量。
２８　免疫荧光法检测ＶＥＧＦＡ和ＴＨＢＳ１的表达水平［６］

取 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞用 ４％多聚甲醛固定
１５ｍｉｎ、０１％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００透化１５ｍｉｎ、５％牛血清
白蛋白室温封闭 １ｈ，洗涤后加入 ＶＥＧＦＡ（１∶５００）、
ＴＨＢＳ１（１∶１０００）抗体稀释液４℃孵育过夜，洗涤 ３
次，加入荧光标记的相应二抗（１∶１０００）室温避光孵
育１ｈ，洗涤３次，加入４′６－二脒基－２－苯基吲哚进
行细胞核染色５ｍｉｎ，用含有抗荧光淬灭剂的封片液
进行封片，用荧光显微镜观察。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２６０软件进行统计分析。计量资料以

珋ｘ±ｓ表示，组间比较用独立样本ｔ检验。

结　　果

１　不同浓度千金藤素对 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞存活
率的影响

ＣＣＫ－８结果显示，０、２５、５０、１００、２００和
４００ μｍｏｌ· Ｌ－１ 组 的 细 胞 存 活 率 分 别 为
（１００００±４５３）％、（９５７１±４１２）％、（８９１４±６５３）％、
（７５６４±７５９）％、（６４２１±８９４）％和（３３４９±７２０）％。
随着千金藤素浓度的增加，细胞存活率逐渐下降，与

０μｍｏｌ·Ｌ－１组相比，当浓度为５０～４００μｍｏｌ·Ｌ－１

时，细胞存活率均显著降低（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），计
算半数抑制浓度（５０％ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）
值为２６３３μｍｏｌ·Ｌ－１，后续选用２０μｍｏｌ·Ｌ－１作为

千金藤素组的处理浓度。

２　千金藤素对 ｍｉＲ－３７８ｃ和 ＧＯＬＴ１ＡｍＲＮＡ在
ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞表达的影响

对照组不做任何处理；ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组转染
ｍｉＲ－３７８ｃ抑制剂阴性对照；ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组转
染ｍｉＲ－３７８ｃ抑制剂；ｓｉ－ＮＣ组转染 ｓｉ－ＮＣ质粒；
ｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ组转染ｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ质粒；千金藤素组用
２０μｍｏｌ·Ｌ－１千金藤素处理；千金藤素联合ｍｉＲ－３７８ｃ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组在千金藤素组基础上转染 ｍｉＲ－３７８ｃ抑制
剂；ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ联合ｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ组在千金藤
素组基础上共转染 ｍｉＲ－３７８ｃ抑制剂和ｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ
质粒。

对照组和千金藤素组的 ｍｉＲ－３７８ｃ相对表达水
平分别为１００±０１４和３２６±０４８，ＧＯＬＴ１ＡｍＲＮＡ
相对表达水平分别为１００±０１５和０４３±００７，千
金藤素组与对照组相比，细胞中 ｍｉＲ－３７８ｃ相对表达
水平显著升高，ＧＯＬＴ１ＡｍＲＮＡ相对表达水平显著降
低（均Ｐ＜０００１）。
３　ｍｉＲ－３７８ｃ和ＧＯＬＴ１Ａ的靶向关系验证

通过 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗｔａｒｇｅｔｓｃａｎｏｒｇ／）预
测发现，ｍｉＲ－３７８ｃ和 ＧＯＬＴ１Ａ存在结合位点（见图
１）。ｑＲＴ－ＰＣＲ结果显示，ＮＣｍｉｍｉｃ组、ｍｉＲ－３７８ｃ
ｍｉｍｉｃ组中 ｍｉＲ－３７８ｃ的相对表达水平分别为
１００±０１０和６２７±０８１，ｍｉＲ－３７８ｃｍｉｍｉｃ组与ＮＣ
ｍｉｍｉｃ组相比，ｍｉＲ－３７８ｃ的相对表达水平显著升高
（Ｐ＜０００１）。双荧光素酶报告基因实验结果显示，
ＮＣｍｉｍｉｃ组、ｍｉＲ－３７８ｃｍｉｍｉｃ组ＷＴ－ＧＯＬＴ１Ａ表达
分别为１００±０１３和０５３±００７，Ｍｕｔ－ＧＯＬＴ１Ａ表
达分别为１００±０１２和０９６±０１１，与 ＮＣｍｉｍｉｃ组
相比，ｍｉＲ－３７８ｃｍｉｍｉｃ与ＷＴ－ＧＯＬＴ１Ａ共转染的荧
光素酶活性明显降低（Ｐ＜０００１），而 ｍｉＲ－３７８ｃ
ｍｉｍｉｃ与Ｍｕｔ－ＧＯＬＴ１Ａ共转染的荧光素酶活性在统
计学上差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。ｑＲＴ－ＰＣＲ结
果显示，ＮＣｍｉｍｉｃ组和 ｍｉＲ－３７８ｃｍｉｍｉｃ组的
ＧＯＬＴ１ＡｍＲＮＡ相对表达水平分别为１００±０１５和
０６８±０１０，ｍｉＲ－３７８ｃｍｉｍｉｃ组与 ＮＣｍｉｍｉｃ组相比，
ＧＯＬＴ１ＡｍＲＮＡ相对表达水平显著降低（Ｐ＜０００１）。

图１　微小 ＲＮＡ（ｍｉＲ）－３７８ｃ和高尔基体运输 １Ａ蛋白
（ＧＯＬＴ１Ａ）结合位点预测
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓｆｏｒｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲ）－３７８ｃ
ａｎｄＧｏｌｇｉｔｒａｎｓｐｏｒｔ１Ａ（ＧＯＬＴ１Ａ）
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４　千金藤素通过ｍｉＲ－３７８ｃ／ＧＯＬＴ１Ａ轴对ＭＤＡ－
ＭＢ－２３１细胞凋亡的影响

ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组和 ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的
ｍｉＲ－３７８ｃ相对表达水平分别为 １００±０１２和
０２４±００３，ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组与 ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组
相比，细胞中 ｍｉＲ－３７８ｃ的表达水平显著降低
（Ｐ＜０００１）。ｓｉ－ＮＣ组和 ｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ组细胞
ＧＯＬＴ１ＡｍＲＮＡ的表达水平分别为 １００±０１４和
０３２±００５，ｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ组与 ｓｉ－ＮＣ组相比，细胞
ＧＯＬＴ１ＡｍＲＮＡ相对表达水平显著降低（Ｐ＜０００１）。
千金藤素组与对照组相比，细胞 Ｂｃｌ－２和 Ｍｃｌ－１蛋
白相对表达水平均显著降低，Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３
和ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－９蛋白相对表达水平均显著升
高（均Ｐ＜０００１）；千金藤素联合 ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组与千金藤素组相比，细胞 Ｂｃｌ－２和 Ｍｃｌ－１蛋白相
对表达水平均显著升高，Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３和
ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－９蛋白相对表达水平均显著降低
（均 Ｐ＜０００１）；ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ联合 ｓｉ－
ＧＯＬＴ１Ａ组与千金藤素联合 ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相
比，细胞Ｂｃｌ－２和Ｍｃｌ－１蛋白相对水平均显著降低

（Ｐ＜００１、Ｐ＜００５），Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３和
ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－９水平均显著升高（Ｐ＜００５、
Ｐ＜０００１）。结果见表１。
５　 千金藤素通过 ｍｉＲ －３７８ｃ／ＧＯＬＴ１Ａ 轴 对
ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞能量代谢的影响

千金藤素组与对照组相比，细胞中谷氨酰胺的浓

度显著降低（Ｐ＜０００１），千金藤素联合 ｍｉＲ－３７８ｃ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组与千金藤素组相比，细胞中谷氨酰胺的浓
度显著升高（Ｐ＜０００１），ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ联合
ｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ组与千金藤联合 ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组
相比，细胞中谷氨酰胺的浓度显著降低（Ｐ＜００１）。
千金藤素组与对照组相比，细胞中乙酰辅酶 Ａ浓度、
琥珀 酸 浓 度 和 ＡＴＰ生 成 量 均 显 著 降 低 （均
Ｐ＜０００１），千金藤素联合 ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组与
千金藤素组相比，细胞中乙酰辅酶 Ａ浓度、琥珀酸浓
度和 ＡＴＰ生成量均显著升高 （均 Ｐ＜０００１），
ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ联合 ｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ组与千金藤素
联合ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相比，细胞中乙酰辅酶 Ａ
浓度、琥珀酸浓度和 ＡＴＰ生成量均显著降低
（Ｐ＜００１、Ｐ＜０００１），见表２。

表１　各组细胞凋亡相关蛋白的相对表达水平比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｂｃｌ－２ Ｂａｘ Ｍｃｌ－１ ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－９

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ １００±００８ １００±０１０ １００±００９ １００±０１２ １００±０１４
Ｃｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅ ８ ０６７±００６ ２５５±０３２ ０７０±００８ １９４±０３１ ３８７±０５６

ＣｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｍｉＲ－３７８ｃ
　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

８ ０９１±０１１△△△ １６４±０２９△△△ ０９５±０１３△△△ １２４±０１９△△△ １９２±０３５△△△

ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈ
　ｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ

８ ０７５±００９▲▲ ２０４±０３４▲ ０８３±００８▲ １４９±０２０▲ ２７９±０４３▲▲▲

Ｂｃｌ－２：Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２；Ｂａｘ：Ｂｃｌ－２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ；Ｍｃｌ－１：Ｍｙｅｌｏｉｄｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａ－１；Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ：Ｃｌｅａｖｅｄｃｙｓｔｅｉｎｅ－ａｓｐａｒｔｉｃａｃｉｄ

ｐｒｏｔｅａｓｅ；Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：ＭＤＡ－ＭＢ－２３１ｃｅｌｌｓｒｅｃｅｉｖｅｄｎｏｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｃｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅｇｒｏｕｐ：ＭＤＡ－ＭＢ－２３１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｃｅｐｈａ

ｒａｎｔｈｉｎｅ；ＣｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ：ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏｃｅｌｌｓｉｎａｄｄｉｔｉｏｎｔｏｔｈｅＣｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ；

ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａｇｒｏｕｐ：ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａｐｌａｓｍｉｄｗｅｒｅｃｏ－ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏｃｅｌｌｓｉｎａｄｄｉｔｉｏｎｔｏｔｈｅ

Ｃｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅｇｒｏｕｐ，△△△Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅ

ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜００５，▲▲Ｐ＜００１，▲▲▲Ｐ＜０００１．

表２　各组细胞中谷氨酰胺（Ｇｌｎ）、乙酰辅酶Ａ（ａｃｅｔｙｌＣｏＡ）和琥珀酸浓度以及腺苷三磷酸（ＡＴＰ）产生比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇｌｕｔａｍｉｎｅ，ａｃｅｔｙｌｃｏｅｎｚｙｍｅＡ（ａｃｅｔｙｌＣｏＡ），ｓｕｃｃｉｎａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｎｄａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ＡＴＰ）
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｇｌｎ

（ｎｍｏｌ·１０－７ｃｅｌｌ）

ＡｃｅｔｙｌＣｏＡ

（ｎｍｏｌ·１０－６ｃｅｌｌ）

Ｓｕｃｃｉｎｉｃａｃｉｄ

［ｎｍｏｌ·（ｍｇＰｒ）－１］

ＡＴＰｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

［ｍｍｏｌ·（ｍｇＰｒ）－１］

Ｃｏｎｔｒｏｌ ２２０３±３１４ １１３２±２０６ ５３６７±６９２ ２３２±０４２
Ｃｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅ ８２７±１９４ ５７１±１１９ ２１２４±３８７ ０９６±０１２

ＣｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １７２５±２８６△△△ ９６２±１８５△△△ ３９８２±４３９△△△ １９１±０３３△△△

ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ １３１１±２２８▲▲ ６６７±１６３▲▲ ３０３６±４２１▲▲▲ １１６±０２６▲▲▲

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅｔ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅ

ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，▲▲Ｐ＜００１，▲▲▲Ｐ＜０００１．
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ１１Ｊｕｎｅ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３３）

表３　各组细胞血管内皮生长因子 Ａ（ＶＥＧＦＡ）、血小板反应蛋白 －１（ＴＨＢＳ１）的 ｍＲＮＡ相对表达水平和相对荧光强度的比较
（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＡ（ＶＥＧＦＡ）ａｎｄｔｈｒｏｍ
ｂｏｓｐｏｎｄｉｎ－１（ＴＨＢＳ１）ｉｎｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
ＶＥＧＦＡ

ｍＲＮＡ

ＴＨＢＳ１

ｍＲＮＡ

ＶＥＧＦＡｒｅｌａｔｉｖｅ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

ＴＨＢＳ１ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００±０１４ １００±０１２ １００±０１１ １００±００９
Ｃｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅ ０５６±０１０ ３４３±０５７ ０３７±００５ ３７１±０６２

ＣｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ０８４±０１３△△△ ２０４±０３６△△△ ０７６±００９△△△ １８８±０３１△△△

ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ ０６９±０１０▲ ３１０±０５２▲▲▲ ０４８±００６▲▲▲ ２５５±０３７▲▲

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅｔ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅ

ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜００５，▲▲Ｐ＜００１，▲▲▲Ｐ＜０００１．

６　千金藤素通过ｍｉＲ－３７８ｃ／ＧＯＬＴ１Ａ轴对ＭＤＡ－
ＭＢ－２３１细胞血管生成相关标志物水平的影响

ｑＲＴ－ＰＣＲ结果显示：千金藤素组与对照组相比，
细胞中ＶＥＧＦＡｍＲＮＡ相对表达水平显著降低，ＴＨＢＳ１
ｍＲＮＡ相对表达水平显著升高（均 Ｐ＜０００１），千金
藤素联合ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组与千金藤素组相比，
细胞中ＶＥＧＦＡｍＲＮＡ相对表达水平显著升高，ＴＨＢＳ１
ｍＲＮＡ相对表达水平显著降低（均Ｐ＜０００１），ｍｉＲ－
３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ联合 ｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ组与千金藤素联合
ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相比，细胞中 ＶＥＧＦＡｍＲＮＡ相
对表达水平显著降低（Ｐ＜００５），ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ相对
表达水平显著升高（Ｐ＜０００１）。

免疫荧光结果显示：千金藤素组与对照组相比，

细胞中ＶＥＧＦＡ的表达显著降低，ＴＨＢＳ１的表达显著
升高（均Ｐ＜０００１），千金藤素联合ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ组与千金藤素组相比，细胞中 ＶＥＧＦＡ的表达显著
升高，ＴＨＢＳ１的表达显著降低（均 Ｐ＜０００１），
ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ联合 ｓｉ－ＧＯＬＴ１Ａ组与千金藤素
联合ｍｉＲ－３７８ｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相比，细胞中ＶＥＧＦＡ的表
达显著降低（Ｐ＜０００１），ＴＨＢＳ１的表达显著升高
（Ｐ＜００１），见表３。

讨　　论

乳腺癌早期症状缺乏典型性，主要表现为皮肤异

常、乳房肿块及乳头溢液等，多数患者确诊时已为中

晚期，此阶段接受治疗的患者预后不佳。因此，有必

要深入探索其发病机制并开发新型治疗药物，以期改

善乳腺癌患者的预后状况。千金藤素是一种天然活

性生物碱，展示出显著抗炎、抗氧化及抗癌等效果，近

年来其抗癌特征备受关注，可能的作用机制包括诱导

癌细胞自噬、抑制癌细胞增殖和迁移及逆转化疗耐药

等［８］。张岩昊等［９］研究发现，千金藤素能够增加乳腺

癌细胞 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、ＭＤＡ－ＭＢ－４６８对多柔比
星的敏感性，诱导癌细胞内大量活性氧的产生、线粒

体自噬体的堆积，导致线粒体受损，进而诱导细胞凋

亡。本研究发现，不同浓度的千金藤素处理后，

ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞存活明显被抑制，这表明，千金
藤素可能成为乳腺癌治疗的新型药物，具体作用机制

需进一步阐明。

研究显示，ｍｉＲＮＡ能够与靶 ｍＲＮＡ结合而诱导
其降解或抑制其翻译过程，进而调控癌细胞增殖、转

移等生物学行为［１０］。ｍｉＲ－３７８ｃ在多种癌症中存在
异常表达，能够发挥肿瘤抑制因子或肿瘤启动因子的

作用。刘平等［１１］研究发现，ｍｉＲ－３７８ｃ在宫颈癌组织
中表达升高，过表达ｍｉＲ－３７８ｃ可通过靶向伪足富非
典型激酶 １表达来促进癌细胞迁移、愈合。而 ＹＵ
等［１２］研究发现，过表达 ｍｉＲ－３７８ｃ可通过负调控钙／
钙调蛋白依赖性蛋白激酶２表达，进而抑制肾母细胞
瘤细胞转移。研究表明，高尔基体相关蛋白对于调控

癌症进展具有重要意义［１３－１４］。柯淑红等［１５］研究发

现，ＧＯＬＴ１Ａ在甲状腺癌组织和细胞中表达上调，可促
进癌细胞的增殖、迁移以及上皮 －间充质转化过程。
另有研究表明，ＧＯＬＴ１Ａ在乳腺癌组织中表达上调，低
表达 ＧＯＬＴ１Ａ与乳腺癌患者生存率良好有关，
ｍｉＲ－３７８ａ－３ｐ可以通过靶向调节 ＧＯＬＴ１Ａ表达来提
高乳腺癌细胞 ＭＣＦ－７对他莫昔芬的敏感性［１６］。本

研究发现，千金藤素能上调 ｍｉＲ－３７８ｃ表达，下调
ＧＯＬＴ１Ａ表达，并且 ｍｉＲ－３７８ｃ和 ＧＯＬＴ１Ａ存在结合
位点，经过验证可知 ｍｉＲ－３７８ｃ可负向调控 ＧＯＬＴ１Ａ
表达，猜测ｍｉＲ－３７８ｃ／ＧＯＬＴ１Ａ轴可能是千金藤素发
挥抗癌作用的重要靶标。

研究显示，肿瘤细胞的一个重要特征是能量代谢

重编程，这一过程涉及脂肪酸合成、谷氨酰胺代谢及

糖酵解等多条代谢通路，以此来满足肿瘤细胞快速增

殖的需求［１７］。其中，糖酵解是葡萄糖代谢的主要途
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径，生成的丙酮酸在丙酮酸脱氢酶催化下，通过脱羧

氧化转化为乙酰辅酶 Ａ，进入三羧酸循环生成大量
ＡＴＰ以供细胞能量需求［１８］。此外，血管生成可为肿

瘤微环境提供所需营养物质和氧气，对肿瘤细胞的侵

袭、生长等过程具有重要影响［１９－２０］。ＶＥＧＦＡ是促血
管生成因子中最强的亚型，能够促进肿瘤生长［２１］。

ＴＨＢＳ１是一种细胞外基质蛋白，能够抑制血管生
成及肿瘤的发生［２２］。本研究发现，经过千金藤素

处理后，促凋亡蛋白 Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３、
ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－９水平和 ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ水平显
著升高，抗凋亡蛋白 Ｍｃｌ－１、Ｂｃｌ－２水平、谷氨酰
胺浓度、乙酰辅酶 Ａ浓度、琥珀酸浓度、ＡＴＰ生成
量和ＶＥＧＦＡｍＲＮＡ水平显著降低，同时ｍｉＲ－３７８ｃ
低表达后结果相反，而进一步低表达 ＧＯＬＴ１Ａ可逆
转 ｍｉＲ－３７８ｃ低表达对乳腺癌细胞凋亡、能量代谢
及血管生成的作用，猜测千金藤素可能通过

ｍｉＲ－３７８ｃ／ＧＯＬＴ１Ａ轴来影响乳腺癌细胞凋亡、能
量代谢及血管生成过程。

本研究提示：千金藤素能够促进乳腺癌细胞凋亡

并抑制其能量代谢及血管生成，其机制可能与调控

ｍｉＲ－３７８ｃ／ＧＯＬＴ１Ａ轴有关。
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［９］　张岩昊，胡金娇，高宁．千金藤素增敏多柔比星抑制三阴性乳腺

癌细胞增殖活性的机制研究［Ｊ］．第三军医大学学报，２０１９，４１

（２２）：２２２９—２２３７．

［１０］　ＤＡＯＵＤＡＺ，ＭＵＬＨＯＬＬＡＮＤＥＪ，ＣＯＬＥＧ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡｓｉｎ

ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ：Ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ，ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ，ａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｍｏｄｕｌａ

ｔｏｒｓ［Ｊ］．ＢＭＣＣａｎｃｅｒ，２０１９，１９（１）：１１３０．

［１１］　刘平，柯小平，马成斌，等．ｍｉＲ－３７８ｃ对宫颈癌细胞增殖、迁移

和愈合的影响及其机制［Ｊ］．山西医科大学学报，２０２２，５３（６）：

６６３—６６８．

［１２］　ＹＵＱ，ＺＨＥＮＧＢ，ＪＩＸ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ－３７８ｃｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓＷｉｌｍｓｔｕｍｏｒ

ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｖｉａｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＣＡＭＫＫ２［Ｊ］．ＡｃｔａＢｉｏｃｈｉｍ

ＢｉｏｐｈｙｓＳｉｎ（Ｓｈａｎｇｈａｉ），２０２１，５３（６）：７３９—７４７．

［１３］　ＢＡＪＡＪＲ，ＷＡＲＮＥＲＡＮ，ＦＲＡＤＥＴＴＥＪＦ，ｅｔａｌ．Ｄａｎｃｅｏｆｔｈｅ

Ｇｏｌｇｉ：ＵｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇＧｏｌｇｉｄｙｎａｍｉｃｓｉｎｃａｎｃｅｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．

Ｃｅｌｌｓ，２０２２，１１（９）：１４８４．

［１４］　ＳＰＡＮＯＤ，ＣＯＬＡＮＺＩＡ．Ｇｏｌｇｉｃｏｍｐｌｅｘ：Ａｓｉｇｎａｌｉｎｇｈｕｂｉｎｃａｎｃｅｒ

［Ｊ］．Ｃｅｌｌｓ，２０２２，１１（１３）：１９９０．

［１５］　柯淑红，徐朱俊，周杨，等．高尔基运输１Ａ蛋白促进甲状腺癌细

胞的增殖和转移［Ｊ］．中山大学学报（医学科学版），２０２４，４５

（１）：６９—７５．

［１６］　ＩＫＥＤＡＫ，ＨＯＲＩＥ－ＩＮＯＵＥＫ，ＵＥＮＯＴ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ－３７８ａ－３ｐ

ｍｏｄｕｌａｔｅｓｔａｍｏｘｉｆｅｎｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒＭＣＦ－７ｃｅｌｌｓ

ｔｈｒｏｕｇｈｔａｒｇｅｔｉｎｇＧＯＬＴ１Ａ［Ｊ／ＯＬ］．ＳｃｉＲｅｐ，２０１５，５：１３１７０．

２０１５—０８—１０［２０２４—１０—２２］．ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．

ｎｉｈ．ｇｏｖ／２６２５５８１６／．

［１７］　ＹＡＮＧＫ，ＷＡＮＧＸ，ＳＯＮＧＣ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｃ

ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇｉｎｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓ，２０２３，

１３（６）：１７７４—１８０８．

［１８］　刘珊，李璇，尹晓岚，等．基于生物信息学的中药调控糖酵解用

药规律探究及实验验证［Ｊ］．世界中医药，２０２４，１９（１８）：

２７６２—２７７０．

［１９］　ＬＵＧＡＮＯＲ，ＲＡＭＡＣＨＡＮＤＲＡＮＭ，ＤＩＭＢＥＲＧＡ．Ｔｕｍｏｒａｎｇｉｏ

ｇｅｎｅｓｉｓ：Ｃａｕｓｅｓ，ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓａｎｄｏｐｐｏｒｔｕｎｉｔｉｅｓ［Ｊ］．

ＣｅｌｌＭｏｌＬｉｆｅＳｃｉ，２０２０，７７（９）：１７４５—１７７０．

［２０］　李辉，黄俊峰，周静，等．促血管和血管拟态生成因子 ＶＥＧＦＡ、

ＭＭＰ－１４在肺腺癌中的表达及临床意义［Ｊ］．安徽医科大学学

报，２０２３，５８（７）：１１７１—１１７７．

［２１］　苏伟谦，刘泳琪，刘思颖，等．ＩＬ－２３、ＶＥＧＦＡ和ＴＧＦ－β对小鼠

肿瘤免疫微环境的影响［Ｊ］．中国兽医科学，２０２５，５５（２）：

２６３—２７１．

［２２］　张宏明，廖妍琪，连继勤，等．ｍ６Ａ甲基化修饰在前列腺癌中的

研究进展［Ｊ］．检验医学与临床，２０２４，２１（１８）：２７７５—２７７９．

（收稿日期２０２４－１２－２５）


