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熊果酸对甲状腺乳头状癌细胞 ＬＩＮＣ０１０８９
及其靶基因表达的影响

伊琳１，何亚丽１，吕红英１，王晓科１，２，杨鑫１，２，顾远晖１，２

（１．甘肃中医药大学，甘肃 兰州 ７３００００；２．甘肃省人民医院，甘肃 兰州 ７３００００）

　　摘要：目的 分析熊果酸对甲状腺乳头状癌（Ｐａｐｉｌｌａｒｙｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＰＴＣ）长链非编码ＲＮＡ（Ｌｏｎｇｃｈａｉｎｎｏｎｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）－ＬＩＮＣ０１０８９及其靶基因表达的影响。方法 ＬＩＮＣ０１０８９为前期通过转录组测序筛选并通过验证的差异
表达ｌｎｃＲＮＡ，体外常规培养甲状腺乳头状癌ＴＰＣ－１细胞、正常人甲状腺细胞（Ｎｔｈｙ－Ｏｒｉ３－１）。将细胞分为正常组（正
常人甲状腺细胞组）、对照组（ＴＰＣ－１细胞组）、不同浓度熊果酸（Ｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ，ＵＡ）干预组（１０、２０、４０μｍｏｌ·Ｌ－１）。
ＣＣＫ－８法检测各组甲状腺乳头状癌ＴＰＣ－１细胞的存活率；划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测不同浓度ＵＡ对ＴＰＣ－１细胞
水平、垂直迁移以及侵袭的影响作用；利用ＲＴ－ｑＰＣＲ法检测ＴＰＣ－１细胞中ＬＩＮＣ０１０８９的相对表达量及熊果酸的干预
作用；ＲＴ－ｑＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测靶基因丝状伪足相关基因（ＲａｓｈｏｍｏｌｏｇｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒＦ，ＲＨＯＦ）、４－羟基苯丙酮酸
双加氧酶（４－Ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌｐｙｒｕｖａｔｅｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＨＰＤ）的ｍＲＮＡ及蛋白表达水平以及熊果酸的干预作用。结果 不同浓

度的ＵＡ（１０、２０、４０、８０μｍｏｌ·Ｌ－１）作用不同时间（１２～４８ｈ）后均能抑制 ＴＰＣ－１细胞的增殖，当 ＵＡ浓度为１０～４０

μｍｏｌ·Ｌ－１时，在１２～２４ｈ内随着浓度的增加和作用时间的延长，细胞的抑制效应逐渐增强，差异具有统计学意义（Ｐ＜
００５），ＵＡ处理ＴＰＣ－１细胞２４ｈ后，细胞增殖缓慢，随着ＵＡ（１０、２０、４０μｍｏｌ·Ｌ－１）浓度的增高，细胞出现凋亡的形态
学改变；与对照组相比，ＵＡ（１０、２０、４０μｍｏｌ·Ｌ－１）组可抑制ＴＰＣ－１细胞迁移和侵袭，呈明显浓度依赖性，差异具有统计学
意义（Ｐ＜００１）。熊果酸能不同程度上调ＬＩＮＣ０１０８９的表达量，下调ＲＨＯＦ、ＨＰＤ的ｍＲＮＡ及蛋白表达水平。结论 熊果酸

对甲状腺乳头状癌细胞具有一定的抑制作用，其机制可能通过上调ＬＩＮＣ０１０８９作用于靶基因ＲＨＯＦ发挥抑癌效应。
　　关键词：长链非编码ＲＮＡ；甲状腺乳头状癌；熊果酸；基因
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＯｂｊｅｃｔｉｖｅＴｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｌｏｎｇｃｈａｉｎｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）－
ＬＩＮＣ０１０８９ａｎｄｉｔｓｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓｉｎｐａｐｉｌｌａｒｙｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＰＴＣ）．ＭｅｔｈｏｄＬＩＮＣ０１０８９ｗａｓａｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｌｎｃＲＮＡ
ｔｈａｔｗａｓｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙｓｃｒｅｅｎｅｄａｎｄｖｅｒｉｆｉｅｄｂｙｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｉｎｔｈｅｅａｒｌｙｓｔａｇｅ．ＴＰＣ－１ｃｅｌｌｓａｎｄｎｏｒｍａｌｈｕｍａｎｔｈｙｒｏｉｄ
ｃｅｌｌｓ（Ｎｔｈｙ－ｏｒｉ３－１）ｗｅｒｅｒｏｕｔｉｎｅｌｙｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｎｏｒｍａｌｈｕｍａｎｔｈｙｒｏｉｄｃｅｌｌｇｒｏｕｐ，ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄ
ＵＡｇｒｏｕｐｓ（１０，２０，４０μｍｏｌ·Ｌ－１）．ＴｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＴＰＣ－１ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣＣＫ－８ａｓｓａｙｓ．Ｓｃｒａｔｃｈ
ａｎｄＴｒａｎｓｗｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｗｅｒｅｃｏｎｄｕｃｔｅｄｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄｏｎｔｈｅｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ，
ｖｅｒｔｉｃａｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＴＰＣ－１ｃｅｌｌｓ．ＲＴｑＰＣＲｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＬＩＮＣ０１０８９
ｉｎＴＰＣ－１ｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ．ＲＴ－ｑＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏ
ｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓＲａｓＨｏｍｏｌｏｇＦａｍｉｌｙＭｅｍｂｅｒＦ（ＲＨＯＦ）ａｎｄ４－ＨｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌｐｙｒｕｖａｔｅＤｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ

１１



第４３卷　第９期
２０２５年 ９月

中　华　中　医　药　学　刊
ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ

Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．９
Ｓｅｐ．２０２５

（ＨＰＤ）ａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ．ＲｅｓｕｌｔｓＤｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＵＡ（１０，２０，４０ａｎｄ８０μｍｏｌ·Ｌ－１）
ｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＴＰＣ－１ｃｅｌｌｓｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓｏｆｔｉｍｅ（１２～４８ｈｏｕｒｓ）．Ｗｈｅｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｕｒｓｏｌｉｃ
ａｃｉｄｗａｓ１０～４０μｍｏｌ·Ｌ－１，ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｇｒａｄｕａｌｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｌｏｎｇａ
ｔｉｏｎｏｆａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｗｉｔｈｉｎ１２ａｎｄ２４ｈｏｕｒｓ（Ｐ＜００５）．ＡｆｔｅｒｔｒｅａｔｉｎｇＴＰＣ－１ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄｆｏｒ２４ｈｏｕｒｓ，ｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆ
ｅｒａｔｉｏｎｗａｓｓｌｏｗ，ａｎｄａｓｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ（１０，２０ａｎｄ４０μｍｏｌ·Ｌ－１）ｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｄｉｎｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ（１０，２０，４０μｍｏｌ·Ｌ－１）ｇｒｏｕｐｓｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎ
ｏｆＴＰＣ－１ｃｅｌｌｓｉｎａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ（Ｐ＜００１）．Ｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄｃａｎｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＬＩＮＣ０１０８９，ａｎｄｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＲＨＯＦａｎｄＨＰＤ．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＵｒｓｏｌｉｃａｃｉｄｈａｓａｃｅｒ
ｔａｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｙｒｏｉｄｐａｐｉｌｌａｒｙｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ，ａｎｄｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅＬＩＮＣ０１０８９ａｎｄｉｔｓｔａｒｇｅｔ
ｇｅｎｅＲＨＯＦ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｌｏｎｇｃｈａｉｎｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ；ｔｈｙｒｏｉｄｐａｐｉｌｌａｒｙｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ；ｇｅｎｅｓ

　　甲状腺癌（ｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＴＣ）是内分泌系统和头颈部
肿瘤中最常见的恶性肿瘤［１］，甲状腺乳头状癌（Ｐａｐｉｌｌａｒｙｔｈｙ
ｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＰＴＣ）是其最主要的病理类型［２］，越来越多的证

据表明［３］，长链非编码 ＲＮＡ（ＬｏｎｇｃｈａｉｎｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎ
ｃＲＮＡ）与ｍｉＲＮＡ及其下游靶基因的相互调控模式与肿瘤的发
生密切相关，夏枯草为中医诊治甲状腺癌文献统计研究中应用

排名第一的中药［４－５］，而熊果酸（Ｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ，ＵＡ）为夏枯草三
萜类中抗肿瘤的主要活性物质［６］。本课题组前期进行了 ＴＰＣ
患者肿瘤组织全转录组测序，研究结果发现ＬＩＮＣ０１０８９为 ＴＰＣ
肿瘤组织中显著下调的差异表达基因并进行了初步验证［７］，

另外，生信分析发现ＨＰＤ及ＲＨＯＦ为ＬＩＮＣ０１０８９的靶基因，本
文在此基础上探讨熊果酸对 ＬＩＮＣ０１０８９及相关靶基因表达的
影响。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　细胞购买　甲状腺乳头状癌 ＴＰＣ－１细胞、人甲状腺
正常细胞Ｎｔｈｙ－ｏｒｉ３－１细胞，均购自上海富衡生物科技有限
公司，并在甘肃中医药大学中心实验室传代培养。本研究经甘

肃省人民医院伦理委员会批准（伦理批号：２０１９－１３６）。
１．１．２　主要试剂与药品　熊果酸，纯度：９５％，生产批号：
ＬＯ３Ａ６Ｙ１，上海源叶生物科技有限公司；ＤＭＥＭ，批号：
ＡＦ２９４９８４０６，美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司；胎牛血清，批号：５０４０５０５１９，
上海翊圣生物科技有限公司；ＲＨＯＦ抗体，批号：４０３４４、ＨＰＤ抗
体，批号：３９８９７、ＧＡＰＤＨ抗体，批号：０００６８６６８，北美 Ａｎｔｉｂｏｄｙ
Ｇｅｎｅｔｅｘ公司；青霉素／链霉素双抗，批号：２０２００９１２，北京 Ｓｏｌａｒ
ｂｉｏ公司；辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记羊抗兔二抗购自美国
Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ公司；ＣＣＫ－８试剂，批号：Ｃ８００１４２０、细胞／组织总
ＲＮＡ提取试剂盒，批号：Ｍ１９０７６５１、ｑＲＴ－ＰＣＲ扩增及逆转录
试剂盒，批号：Ｈ３００１０１０，均购自上海翊圣生物科技有限公司；
ＬＩＮＣ０１０８９和ＲＨＯＦ、ＨＰＤ以及内参引物由北京博迈德公司设
计合成。

１．１．３　主要仪器　细胞培养箱（日本三洋公司，ＳＤＫ－８ＣＳ）；
酶标仪（美国ＢＩＯ－ＲＡＤ，Ｂｅｎｃｈｍａｒｋｐｌｕｓ）；倒置显微镜（日本
ＯＬＹＭＰＵＳ，６Ｂ４０３３０）；Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ仪（杭州博日科技股份
有限公司，ＦＴ８０００）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电泳仪及转膜仪（Ｍｉｎｉ－ＰＲＯ

ＴＥＡＮＴｅｔｒａｃｅｌｌ）；低温高速离心机（Ｓｉｇｍａ，Ｄ－３７５２０Ｏｓ
ｔｅｒｏｄｅ）。所有仪器均由甘肃中医药大学实验室提供。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养［８］与分组　将含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培
养基（含青霉素１００Ｕ／ｍＬ、链霉素１００ｍｇ·Ｌ－１）置于３７℃、
５％ＣＯ２恒温箱内培养人甲状腺乳头状癌ＴＰＣ－１细胞，１０％胎
牛血清的ＲＰＭＩ－１６４０培养基培养甲状腺Ｎｔｈｙ－ｏｒｉ３－１细胞。
待细胞处于对数生长期时，用０．２５％ＥＤＴＡ胰蛋白酶消化和传
代，进行实验，本研究将细胞分为正常人甲状腺细胞组、ＴＰＣ－
１细胞组、ＵＡ不同剂量干预组（１０、２０、４０、８０μｍｏｌ·Ｌ－１）。
１．２．２　ＣＣＫ－８法［９］检测熊果酸对 ＴＰＣ－１细胞增殖的影响
　收集对数生长周期的ＴＰＣ－１细胞，以５×１０４／孔的密度接
种于９６孔板中，每孔１００μＬ，置入３７℃，５％ＣＯ２的培养箱中
培养过夜，分别加入不同浓度的 ＵＡ（１０、２０、４０、８０μｍｏｌ·
Ｌ－１），继续培养１２、２４、３６、４８ｈ后取出培养板于倒置相差显微
镜下观察细胞形态，每孔加入 １０μＬＣＣＫ－８溶液，３７℃继续
培养孵育１ｈ后，取出培养板，置于酶标仪４５０ｎｍ波长处测其
吸光度（ＯＤ值）。计算各组细胞增殖抑制率，细胞增殖抑制率
（％）＝（１－实验组Ａ值／对照组Ａ值）×１００％。
１．２．３　细胞形态学观察　倒置显微镜下，观察 ＴＰＣ－１细胞
和不同浓度的ＵＡ（１０、２０、４０μｍｏｌ·Ｌ－１）干预后的ＴＰＣ－１细
胞的生长情况，各组细胞培养２４ｈ后，置于倒置显微镜下观察
细胞的形态与密度，并照相记录。

１．２．４　划痕实验［１０］检测熊果酸对ＴＰＣ－１细胞水平迁移的影
响　将ＴＰＣ－１细胞，以密度为５×１０５个／ｍＬ的 ＴＰＣ－１细胞
每孔２ｍＬ接种于６孔板中，置恒温箱培养２４ｈ，细胞生长融合
达８０％左右时用２００μＬ移液器枪头均匀划痕，用ＰＢＳ洗涤去
除漂浮细胞，实验组加入含ＵＡ（１０、２０、４０μｍｏｌ·Ｌ－１）培养液，
ＴＰＣ－１细胞对照组更换新的 ＤＭＥＭ完全培养液。分别于０、
１２、２４ｈ观察伤口愈合情况，并在同一部位拍照，用 ＩｍａｇｅＪ图
像处理软件分别测量０、１２、２４ｈ的划痕面积并计算其迁移率。
迁移率（％）＝（０ｈ划痕面积 －２４ｈ划痕面积）／０ｈ划痕面
积×１００％，实验重复３次。
１．２．５　ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验［１１］检测熊果酸对 ＴＰＣ－１细胞垂直迁移
和侵袭的影响　（１）Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验：取对数生长期的
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ＴＰＣ－１细胞，实验组加入含ＵＡ（１０、２０、４０μｍｏｌ·Ｌ－１）培养液

２４ｈ后收集细胞，无血清ＤＭＥＭ重悬，调整细胞浓度为５×１０５

个／ｍＬ。
将２４孔板放入超净台中，取出 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，向２４孔板

中加入含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养基６００μＬ／孔，将小室放入加
培养基的２４孔板中。室温５ｍｉｎ后，上室中加入配制好的细
胞悬液２００μＬ／孔，每个浓度设３个复孔，将细胞置于３７℃，

５％ＣＯ２饱和湿度的恒温培养箱中培养１６ｈ。取出 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小

室，ＰＢＳ清洗３遍，加入 ４％的多聚甲醛 ６００μＬ固定 １５ｍｉｎ
后，用０．１％结晶紫２００μＬ室温染色１０ｍｉｎ，再用ＰＢＳ缓冲液
充分清洗并干小室，然后用棉签轻轻擦去上室表面和边缘处

的细胞。在倒置显微镜下随机选取３个视野计数小室底部细
胞，并计算细胞数目的均值和照相。实验重复３次。

（２）Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验：预先用无血清 ＤＭＥＭ培养基将
５０ｍｇ／Ｌ的Ｍａｔｒｉｇｅｌ１∶４稀释后，包被 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室底部膜，４
℃风干，水化基底膜。其余步骤同迁移实验。
１．２．６　ＲＴ－ｑＰＣＲ检测熊果酸对 ＬＩＮＣ０１０８９和 ＲＨＯＦｍＲＮＡ、
ＨＰＤｍＲＮＡ表达的影响　不同浓度ＵＡ处理细胞２４ｈ后，Ｔｒｉｚｏｌ
法提取细胞的总 ＲＮＡ，按试剂盒说明合成 ｃＤＮＡ。总体积２０

μＬ；反应条件为２５℃ ５ｍｉｎ，５５℃ １５ｍｉｎ，８５℃ ５ｍｉｎ。随后用
无霉无菌水稀释５倍的ｃＤＮＡ２μＬ作为扩增模板，反应总体积
２０μＬ；扩增条件为９５℃预变性５ｍｉｎ，９５℃ １０ｓ，６０℃ ３０ｓ，
４０个循环，ＬＩＮＣ０１０８９和 ＲＨＯＦ、ＨＰＤ以及内参引物由北京博
迈德公司合成。见表１。

表１　双向引物序列

名称 引物序列
温度／

（℃）

长度／

（ｂｐ）
ＬＩＮＣ０１０８９ Ｆ：ＣＡＧＡＡＧＴＧＧＡＡＧＧＡＧＣＡＧＡＡＣＧ ６０ １３６

Ｒ：ＧＡＡＡＧＡＴＴＧＴＣＣＡＴＴＣＧＧＧＧ ６０
ＲＨＯＦ Ｆ：ＡＧＣＴＧＡＡＧＡＴＣＧＴＧＡＴＣＧＴＧＧ ６０ ２２７

Ｒ：ＣＡＣＧＡＧＧＴＧＧＧＴＧＴＴＣＴＧＧＴＡＧ ６０
ＨＰＤ Ｆ：ＣＣＣＴＡＣＴＴＣＣＴＡＡＡＣＴＧＣＣＣＡＡ ６０ １４２

Ｒ：ＧＴＧＴＣＡＴＣＣＡＣＧＧＡＣＣＡＧＡＡＧ ６０
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＧＧＡＡＧＣＴＴＧＴＣＡＴＣＡＡＴＧＧＡＡＡＴＣ ６０ １６８

Ｒ：ＴＧＡＴＧＡＣＣＣＴＴＴＴＧＧＣＴＣＣＣ ６０

１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测熊果酸对ＴＰＣ－１细胞中ＲＨＯＦ、ＨＰＤ
蛋白表达的影响　提取细胞总蛋白，测定蛋白浓度，以化学发
光成像系统检测蛋白电泳条带灰度值，以 ＧＡＤＰＨ为内参，蛋
白相对表达量＝目的蛋白灰度值／ＧＡＤＰＨ灰度值，计算蛋白相
对表达量。

１．２．８　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２６．０软件，符合正态分布的
计量资料数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，两组间比较用独立
样本ｔ检验，多组间比较用单因素方差分析，以Ｐ＜００５或Ｐ＜
００１表示差异有统计学意义。
２　结果
２．１　ＵＡ对甲状腺乳头状癌细胞增殖的影响

ＣＣＫ－８结果表明，在一定范围内，ＵＡ对 ＴＰＣ－１细胞具
有增殖抑制作用，并呈明显的浓度及时间依赖性。与对照组相

比，实验组中不同浓度的ＵＡ（１０、２０、４０、８０μｍｏｌ·Ｌ－１）均能抑

制ＴＰＣ－１细胞的增殖，当ＵＡ浓度为１０～４０μｍｏｌ·Ｌ－１时，在

１２～２４ｈ内随着作用时间的延长，细胞的抑制效应逐渐增强，

差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）（表２，插页Ⅰ图１）。当ＵＡ浓

度为８０μｍｏｌ·Ｌ－１时细胞增殖几乎停止。因此后续实验中选

用１０、２０、４０μｍｏｌ·Ｌ－１３个药物浓度值进行后续实验研究。
表２　ＵＡ对甲状腺乳头状癌ＴＰＣ－１细胞增殖的影响（珋ｘ±ｓ）

单位：％

组别 １２ｈ ２４ｈ ３６ｈ ４８ｈ

ＴＰＣ－１组 ０ ０ ０ ０
ＵＡ１０μｍｏｌ·Ｌ－１组 １２．１０±１．３７＃ １９．７１±２．３１＃ ２１．０８±３．２３＃ ２６．７１±２．８９＃

ＵＡ２０μｍｏｌ·Ｌ－１组 ２５．８５±０．８４＃ ２８．５４±１．７９＃ ４５．３２±１．９０＃ ６０．５８±３．６１＃

ＵＡ４０μｍｏｌ·Ｌ－１组 ５８．５８±０．８４＃ ６７．０５±３．５０＃ ７９．２６±０．４１＃ ８１．１７±２．０５
ＵＡ８０μｍｏｌ·Ｌ－１组 ７９．９１±２．５３ ８０．０３±２．２１ ８１．１２±１．２８ ８２．０６±２．３０

　　注：与ＴＰＣ－１组比较，不同浓度 Ｐ＜００１；＃与ＴＰＣ－１组比较，不同时间 Ｐ＜００５。

２．２　ＵＡ对甲状腺乳头状癌细胞形态的影响

倒置显微镜下观察（插页Ⅰ图２），对照组 ＴＰＣ－１细胞呈

梭形，边界清晰，形态相似，胞体较大，胞质均匀，贴壁生长良

好，细胞排列紧密，随着作用时间的延长，形态无明显改变。与

对照组相比，经不同浓度的ＵＡ（１０、２０、４０μｍｏｌ·Ｌ－１）处理２４

ｈ后，实验组细胞增殖缓慢，发生形态学改变，且随着 ＵＡ浓度

的增高，细胞体积逐渐变小，间隙增大，形态不规则，胞质出现

空泡，核质比增大，核仁数目减少，核浓缩等细胞凋亡的形态学

改变。

２．３　ＵＡ对甲状腺乳头状癌细胞水平迁移的影响

划痕结果显示（如表３、插页Ⅰ图３、插页Ⅱ图４），与ＴＰＣ－

１细胞组相比，各 ＵＡ（１０、２０、４０μｍｏｌ·Ｌ－１）组细胞迁移率明

显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００１），提示 ＵＡ（１０、２０、４０

μｍｏｌ·Ｌ－１）组细胞水平迁移能力明显降低，４０μｍｏｌ·Ｌ－１时

最为明显。与０ｈ相比，１２和２４ｈ后细胞迁移率增高，且随时

间的延长迁移率逐渐增高，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。
表３　ＵＡ对ＴＰＣ－１细胞水平迁移的影响（珋ｘ±ｓ） 单位：％

组别 １２ｈ ２４ｈ

ＴＰＣ－１组 ２２．７７±１．７０ ７０．２２±１．５２
ＵＡ１０μｍｏｌ·Ｌ－１组 １３．３７±２．４９ ３１．３７±４．００

ＵＡ２０μｍｏｌ·Ｌ－１组 １１．６０±３．１３ １７．７４±２．２５

ＵＡ４０μｍｏｌ·Ｌ－１组 ７．９１±１．６８ １１．８８±１．１３

　　注：与ＴＰＣ－１组比较，Ｐ＜００１。

２．４　ＵＡ对甲状腺乳头状癌细胞垂直迁移和侵袭的影响

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移侵袭结果显示（表４、插页Ⅲ图５），与ＴＰＣ－

１细胞组相比，ＵＡ（１０、２０、４０μｍｏｌ·Ｌ－１）组细胞迁移、侵袭穿

膜细胞数量明显减少，提示 ＵＡ（１０、２０、４０μｍｏｌ·Ｌ－１）组细胞

垂直迁移能力和侵袭能力明显降低，呈明显浓度依赖性，具差

异有统计学意义（Ｐ＜００１）。

２．５　ＵＡ对 ＬＩＮＣ０１０８９和 ＲＨＯＦｍＲＮＡ、ＨＰＤｍＲＮＡ表达的

影响

ＲＴ－ｑＰＣＲ结果显示（表５、插页Ⅱ图６），与Ｎｔｈｙ－ｏｒｉ３－１
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细胞组相比，ＬＩＮＣ０１０８９、ＲＨＯＦ的 ｍＲＮＡ、ＨＰＤ的 ｍＲＮＡ的表

达水平在ＴＰＣ－１细胞以及不同浓度的 ＵＡ（１０、２０、４０μｍｏｌ·

Ｌ－１）干预后差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）；ＬＩＮＣ０１０８９在

ＴＰＣ－１中低表达，随着 ＵＡ浓度的升高，ＬＩＮＣ０１０８９的表达量

逐渐升高，具有浓度依赖性，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。

ＲＨＯＦｍＲＮＡ在 ＴＰＣ－１中高表达，随着 ＵＡ浓度的升高，

ＲＨＯＦｍＲＮＡ的表达量逐渐降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜

００５）。ＨＰＤｍＲＮＡ在ＴＰＣ－１中低表达，ＵＡ干预后表达量进

一步降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。
表４　ＵＡ对ＴＰＣ－１细胞垂直迁移和侵袭的影响（珋ｘ±ｓ）

单位：个

组别 细胞迁移数量 细胞侵袭数量

ＴＰＣ－１组 ８３７±２０ ９８６±２５
ＵＡ１０μｍｏｌ·Ｌ－１组 ４３６±１１ ７６７±１９

ＵＡ２０μｍｏｌ·Ｌ－１组 ３３２±１０ ５２４±１４

ＵＡ４０μｍｏｌ·Ｌ－１组 ５２±３ ２８４±９

　　注：与ＴＰＣ－１组比较，Ｐ＜００１。

表５　ＵＡ对ＴＰＣ－１细胞ＬＩＮＣ０１０８９、ＲＨＯＦｍＲＮＡ、

ＨＰＤｍＲＮＡ表达的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＬＩＮＣ０１０８９ ＲＨＯＦｍＲＮＡ ＨＰＤｍＲＮＡ

Ｎｔｈｙ－ｏｒｉ３－１组 ３ ３．３２±０．１０ ０．１２±０．０１ １．９１±０．２４

ＴＰＣ－１组 ３ １．００±０．１２＃ １．００±０．０５＃ １．０２±０．２１＃

ＵＡ１０μｍｏｌ·Ｌ－１组 ３ １．４６±０．１５＃ ０．７３±０．０６＃ ０．６０±０．３０＃

ＵＡ２０μｍｏｌ·Ｌ－１组 ３ １．５０±０．１１＃ ０．３１±０．０４＃ ０．４９±０．１８＃

ＵＡ４０μｍｏｌ·Ｌ－１组 ３ ２．１６±０．０２＃ ０．２１±０．０３＃ ０．３８±０．０８＃

　　注：＃与Ｎｔｈｙ－ｏｒｉ３－１组比较，Ｐ＜００５；与ＴＰＣ－１组比较，Ｐ＜００５。

２．６　ＵＡ对ＲＨＯＦ、ＨＰＤ蛋白表达的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示（表６、图７），与Ｎｔｈｙ－ｏｒｉ３－１细胞

组相比，ＲＨＯＦ蛋白在 ＴＰＣ－１细胞中高表达，不同浓度 ＵＡ

（１０、２０、４０μｍｏｌ·Ｌ－１）干预后，ＲＨＯＦ蛋白的表达逐渐降低

（Ｐ＜００５），具有明显的浓度依赖性。ＨＰＤ蛋白在 ＴＰＣ－１细

胞中表达降低，不同浓度ＵＡ（１０、２０、４０μｍｏｌ·Ｌ－１）干预后，表

达量进一步降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。
表６　不同组中ＲＨＯＦ、ＨＰＤ蛋白相对表达量水平（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＲＨＯＦ ＨＰＤ

Ｎｔｈｙ－ｏｒｉ３－１组 ３ ０．２５±０．０２ ０．７１±０．０２

ＴＰＣ－１组 ３ ０．６９±０．０５＃ ０．２３±０．０１＃

ＵＡ１０μｍｏｌ·Ｌ－１组 ３ ０．５２±０．０２＃ ０．２２±０．０１＃

ＵＡ２０μｍｏｌ·Ｌ－１组 ３ ０．４５±０．０２＃ ０．１９±０．０１＃

ＵＡ４０μｍｏｌ·Ｌ－１组 ３ ０．３２±０．０１＃ ０．１３±０．０１＃

　　注：＃与 Ｎｔｈｙ－ｏｒｉ３－１组比较，Ｐ＜００５；与 ＴＰＣ－１组比较，

Ｐ＜００５。

３　讨论

甲状腺癌属中医“瘿瘤”的范畴。中医认为肿瘤多为有形

之肿块，为邪气聚结而成，并由此产生了“坚者削之……结者

散之”的治疗原则。在中医药诊治甲状腺癌的文献统计中，排

名居于首位的中药是夏枯草［４］，具有清肝明目、软坚散结的功

效。研究表明，夏枯草中的三萜类具有较好的抗肿瘤作用，最

图７　不同组中ＲＨＯＦ、ＨＰＤ蛋白相对表达量水平

主要包括齐墩果酸和ＵＡ［１２］。ＵＡ具有抗肿瘤、抗心血管疾病、

抗炎等功能［１３］。研究发现ＵＡ的抗肿瘤作用机制与下调促肿

瘤生长、侵袭和转移相关基因的水平，增强凋亡基因的表达有

关，并能通过调节多种细胞信号转导通路，杀灭肿瘤细胞，延缓

肿瘤组织生长［１４－１５］。ＬＥＥＮＲ等［１６］研究发现，ＵＡ通过诱导

活性氧依赖的自噬以剂量依赖性的方式降低食管癌细胞的存

活率。通过ＵＡ对多种癌细胞系的细胞毒性试验发现ＵＡ对白

血病Ｐ－３８８等多种细胞具有显著的细胞毒性作用［１７－１８］。在

倒置显微镜下观察，与对照组相比，经ＵＡ干预后的ＴＰＣ－１细

胞增殖缓慢，且随着ＵＡ浓度的增高，出现细胞体积逐渐变小、

核浓缩等形态学改变，这为进一步研究 ＵＡ抑制 ＴＰＣ－１细胞

的分子机制奠定了基础。

ＰＴＣ是一种分化型甲状腺癌，它是目前世界范围内发病率

增长最快的恶性肿瘤之一［２］。随着ＲＮＡ测序和微阵列等高通

量技术的出现，越来越多的研究聚焦在了 ｌｎｃＲＮＡ与甲状腺癌

中［１９－２０］。ｌｎｃＲＮＡ被认为是重要的表观遗传调控因子之一，可

以作为信号调节器、诱饵、导向和支架，影响肿瘤细胞生长、凋

亡、浸润和转移，调控癌细胞的扩散、血管内转运和转移定

植［２１］。现已发现了数条与甲状腺癌相关的 ｌｎｃＲＮＡ，包括

ＢＡＮＣＲ、ＰＴＣＳＣ３、ＮＡＭＡ、Ａｋ０２３９４８。多项研究发现ＬＩＮＣ０１０８９

在肺癌［２２］、胃癌［２３］、乳腺癌等多种癌细胞中差异表达。本课

题组前期实验验证了ＬＩＮＣ０１０８９在ＴＰＣ－１细胞中表达降低，

提示ＬＩＮＣ０１０８９可能抑制ＴＰＣ的发生发展［６］。本研究发现通

过ＵＡ干预后能促进ＬＩＮＣ０１０８９的表达，随着ＵＡ浓度的升高，

ＬＩＮＣ０１０８９的表达量呈浓度依赖性升高，由此推测 ＵＡ对 ＴＰＣ

细胞的增殖、迁移和侵袭具有抑制作用，其机制可能与促进

ＬＩＮＣ０１０８９的表达有关。生信分析发现 ＨＰＤ及 ＲＨＯＦ为

ＬＩＮＣ０１０８９的靶基因。ＨＰＤ是铁离子依赖型的非血红素加氧

酶，在不同肿瘤组织中呈现不同的趋势。ＨＰＤ在肺癌组织中

高表达，可促进肺癌细胞的存活及成瘤能力，增强肺癌细胞的

迁移能力［２４］；但在肾癌和肝癌组织中ＨＰＤ的表达则低于正常

组织［２５］。本研究结果显示 ＨＰＤ在 ＴＰＣ－１细胞中低表达，推

测ＨＰＤ在ＴＰＣ中可能起抑癌作用，但在ＵＡ干预后ＨＰＤ表达
量未见有上升趋势，可能与实验本身存在误差有关，也可能ＵＡ

没有通过ＨＰＤ基因发挥作用，需要在后续研究中进行双向重
复验证；ＲＨＯＦ是Ｒａｓ相似物小分子 Ｇ蛋白超家族中的一员，

参与细胞骨架、细胞形态改变、细胞移动与黏附和ＤＮＡ转录激
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活等。Ｒｈｏ家族成员在乳腺癌、胰腺癌等多种癌细胞中高表

达，提示 Ｒｈｏ家族成员可能成为新的肿瘤标志物［１６］。ＬＩＳ

等［２６］研究发现肝癌组织中 ＲＨＯＦ的表达明显上调，能影响细

胞形态，促进肝癌细胞系的迁移、侵袭和上皮－间充质转化，发

挥促肿瘤作用。ＲＨＯＦ在 ＴＰＣ－１细胞中高表达，随着 ＵＡ干

预浓度的增高，ＲＨＯＦ的表达逐渐降低，提示 ＵＡ对 ＲＨＯＦ的

表达具有抑制作用，而 ＲＨＯＦ又为 ＬＩＮＣ０１０８９的靶蛋白，推测

ＵＡ可能通过上调ＬＩＮＣ０１０８９的表达，负反馈调节 ＲＨＯＦ基因

发挥抗肿瘤作用。见插页Ⅳ图８。

本实验仅限于体外实验阶段，后续还需通过体内外研究及

双向验证进一步说明其间的调控关系，对于甲状腺乳头状癌中

具体的分子机制需要后续更深入研究，为甲状腺癌的早期诊疗

及预后方面提供新的准确方法。
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熊果酸对甲状腺乳头状癌细胞 LINC01089 及其靶基因表达的影响

（正文见 1 1 -15 页）

注：*与 TPC -1 组比较，不同浓度 P<0.01；#与 TPC -1 组比较，不同时间 P<0.05。
图 1　不同浓度 UA干预不同时间后 TPC -1 细胞的增殖抑制率

图 2　不同浓度的 UA处理 24 h后 TPC -1 细胞的形态变化（x10）

注：*与 TPC -1 组比较，P<0.01。
图 3　UA对 TPC -1 细胞水平迁移的影响
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图 4　不同浓度不同时间点的划痕比较

注：#与 Nthy -ori3 -1 组比较，P<0.05；*与 TPC -1 组比较，P<0.05。
图 6　不同浓度的 UA处理细胞 24 h后 LINC01089、RHOF、HPDmRNA表达量的变化
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图 5　UA对 TPC -1 细胞垂直迁移和侵袭能力的影响
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图 8　UA对甲状腺乳头状癌的作用机制

白术挥发油化学成分及药理作用研究进展

（正文见 179 -185 页）

图 3　白术挥发油药理研究文献内容分布


