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白花蛇舌草对大肠癌耐药细胞 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ表达的影响
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摘要　目的：探讨白花蛇舌草（ＨｅｄｙｏｔｉｃＤｉｆｆｕｓａＷｉｌｉｄ，ＨＤＷ）对大肠癌５ＦＵ耐药细胞 ｍｉＲＮＡｓ表达的调控作用，进一步揭
示其逆转大肠癌多药耐药（ＭｕｌｔｉｄｒｕｇＲｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）作用机制。方法：通过体外培养 ＨＣＴ８／５ＦＵ细胞，经 ＨＤＷ处理，
采用ＭＴＴ检测细胞活力、倒置显微镜观察细胞形态、ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）表达谱芯片分析、ＱＰＣＲ验证差异 ｍｉＲＮＡ表达、
ＧＯ及Ｐａｔｈｗａｙ分析预测差异ｍｉＲＮＡ调控的信号通路。结果：ＨＤＷ可显著抑制大肠癌ＨＣＴ８／５ＦＵ耐药细胞的活力，降低
细胞密度；ＨＤＷ调控５７个ｍｉＲＮＡ差异表达，其中上调２３个，下调３４个；ＱＰＣＲ验证ＨＤＷ上调ｍｉＲ９２ｂ５ｐ、ｍｉＲ１２４７３ｐ、
ｍｉＲ４８００５ｐ的表达，下调 ｍｉＲ４４５４、ｍｉＲ４４４３、ｍｉＲ４８３５ｐ的表达；信号通路预测显示 ＨＤＷ可调控 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ、ＴＧＦβ／
Ｓｍａｄ、ＭＡＰＫ、Ｐ５３、Ｗｎｔ、ＪＡＫＳＴＡＴ等多条与细胞耐药、迁移、侵袭、增殖、凋亡有关的信号通路。结论：ＨＤＷ对大肠癌５ＦＵ
耐药细胞ＨＣＴ８／５ＦＵ具有显著的抑制作用，通过调控ｍｉＲＮＡｓ表达是其逆转大肠癌耐药的作用机制之一。
关键词　白花蛇舌草；大肠癌；ｍｉｃｒｏＲＮＡ；耐药
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　　大肠癌（ＣｏｌｏｒｅｃｔａｌＣａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）是常见的消化
道恶性肿瘤之一，据美国癌症协会调查研究报道，每

年全球逾６０万人死于 ＣＲＣ，具有高发病率和死亡
率，严重危害人类健康［１］。化疗是治疗 ＣＲＣ术后复
发及失去手术机会或转移性 ＣＲＣ的主要手段。５
氟尿嘧啶（５ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ，５ＦＵ）是临床上肠癌化疗的
基础用药，常导致ＣＲＣ细胞产生５ＦＵ耐药性，进而
产生继发性多药耐药，是导致５ＦＵ治疗失败的主要
因素。肿瘤细胞ＭＤＲ产生的机制非常复杂，与细胞

内药物的蓄积、药物在细胞的分布及ＭＤＲ基因过表
达密切相关，越来越多的研究表明肿瘤耐药与细胞

相关蛋白及信号通路有关，并受到相关信号通路的

调控。ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）表观遗传学调控与肿
瘤ＭＤＲ密切相关［２］。ｍｉＲＮＡ是一类分布广泛的由
约１９～２４个核苷酸组成的一类内源性非编码
（Ｎｏｎｐｒｏｔｅｉｎｃｏｄｉｎｇ）单链 ＲＮＡ［３］。ｍｉＲＮＡ在转录
后水平通过结合和降解耐药相关靶基因的ｍＲＮＡ抑
制其翻译，从而在肿瘤的耐药中也扮演了重要的角
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色［４］。

白花蛇舌草（ＨｅｄｙｏｔｉｓＤｉｆｆｕｓａＷｉｌｌｄ，ＨＤＷ）性
寒，味甘苦，归心、肝、大肠经，具有清热解毒、消痈散

结的功效［５］。白花蛇舌草广泛应用于中医临床抗

ＣＲＣ的治疗，具有显著疗效。研究表明白花蛇舌草
对多种恶性肿瘤疗效确切［６８］，前期证实白花蛇舌草

可通过多条途径诱导 ＣＲＣ细胞凋亡［９］、抑制 ＣＲＣ
细胞增殖［１０１２］、抑制 ＣＲＣ血管新生［１３］、逆转 ＣＲＣ
ＭＤＲ的作用［１４］。但白花蛇舌草逆转肿瘤 ＭＤＲ的
作用机制仍为阐明。为进一步揭示白花蛇舌草的作

用机制，对其干预 ＣＲＣ５ＦＵ耐药细胞后的 ｍｉＲＮＡｓ
表达进行芯片筛选，并结合生物信息学方法分析归

纳，以期为其调控 ｍｉＲＮＡ抑制 ＣＲＣ耐药细胞生长
提供实验依据。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　实验细胞　ＣＲＣ耐药细胞 ＨＣＴ８／５ＦＵ（南
京凯基生物科技发展有限公司）；ＨＤＷ（福建中医药
大学附属第三人民医院）。

１１２　试剂与仪器　无水乙醇（天津福晨化学工业
有限公司生产）；ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛血清
（ＦＢＳ）、胰酶、磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公
司）；ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、ＳＹＢＲＰｒｉｍｅＳｃｉｐｔｍｉＲＮＡＲＴＰＣＲ
试剂盒（中国宝生物工程有限公司生产）；酶标仪

（ＥＬＸ８００，美国 ＢｉｏＴｅｋ公司）；超微量核酸分析仪
（ＮＤ２０００Ｃ，美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；实时荧光定量 ＰＣＲ
仪（７５００Ｆａｓｔ，美 国 ｌｉｆｅ公 司）；倒 置 显 微 镜
（ＤＭＩ４０００Ｂ，德国Ｌｅｉｃａ公司）。
１２　方法
１２１　ＨＤＷ 提取物的制备　ＨＤＷ（０１ｋｇ）用
８５％乙醇 １Ｌ回流提取 ２次，合并后过滤，浓缩滤
液，真空干燥成粉末。ＨＤＷ提取物粉末用ＰＢＳ配制
成２００ｍｇ／ｍＬ溶液，－２０℃贮存备用。用前采用直
径０２２μｍ微孔滤膜过滤。
１２２　细胞培养　ＨＣＴ８／５ＦＵ细胞用含５ＦＵ（１５
μｇ／ｍＬ）的１０％ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养液置于３７℃
二氧化碳培养箱中培养。细胞生长汇合度达 ９０％
后，去除培养液加入０２５％含ＥＤＴＡ胰酶进行消化，
细胞变圆脱落后加入５倍胰酶体积的完全培养液终
止消化，收集单细胞悬液于离心管中，１０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ，弃上清，ＨＣＴ８／５ＦＵ细胞细胞用 ＲＰＭＩ
１６４０完全培养液重悬后进行传代或接种。
１２３　细胞活力分析　取对数生长期 ＨＣＴ８／５ＦＵ
消化计数，按１０×１０５个／ｍＬ接种于９６孔培养板

中，１００μＬ／孔。细胞生长至５０％～６０％时加入终浓
度为 ０５～２０ｍｇ／ｍＬＨＤＷ，对照组加等体积的
ＰＢＳ。ＨＤＷ干预 ２４ｈ后，每孔加入 ０５ｍｇ／ｍＬ的
ＭＴＴ溶液１００μＬ，３７℃孵育４ｈ，吸弃 ＭＴＴ，每孔加
入ＤＭＳＯ１００μＬ，室温振荡混匀后，ＥＬＸ８００酶标仪
（波长５７０ｎｍ）测定各孔吸光度值（即 Ａ值），细胞
活力（％）＝（ＨＤＷ干预组 Ａ值／对照组 Ａ值）×
１００％；细胞抑制率（％）＝对照组细胞活力药物组
细胞活力。

１２４　细胞形态学观察　取对数期生长的 ＨＣＴ８／
５Ｆｕ消化计数，按５×１０５个／ｍＬ接种于６孔培养板
中，细胞生长至５０％～６０％时加入终浓度为０５～
２０ｍｇ／ｍＬＨＤＷ。以不加药细胞作为对照组（加等
体积的ＰＢＳ），用ＤＭＩ４０００Ｂ倒置显微镜进行细胞形
态的观察并拍照。

１２５　ｍｉＲＮＡ芯片分析　取对数生长期 ＨＣＴ８／
５Ｆｕ细胞，按照 １０×１０６／孔的密度接种于 ６孔板
中。分为对照组和ＨＤＷ干预组（１０ｍｇ／ｍＬ），细胞
经药物干预 ２４ｈ后，弃上清，用 ＰＢＳ清洗，每孔加
ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ１ｍＬ提取总小ＲＮＡ，ＮＤ２０００Ｃ超微量
核酸分析仪测定 ＲＮＡ浓度和纯度并芯片分析。本
文选取上海欣景公司的 ｍｉＲＮＡ表达谱芯片进行实
验。芯片探针版本为 ＨｍｉＯＡ４１，ＨｕｍａｎｍｉＲＮＡ探
针有１０８７条，共涵盖人源相关 ｍｉＲＮＡ基因 １０９０
个。

１２６　定量ＰＣＲ（ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲｅａｌＴｉｍｅＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ＣｈａｉｎＲｅａｃｔｉｏｎ，ＱＰＣＲ）验证　取对数生长期的ＨＣＴ
８／５ＦＵ细胞，以５×１０５个／ｍＬ接种于６孔培养板，２
ｍＬ／孔，培养过夜后加入终浓度０５ｍｇ／ｍＬＨＤＷ干
预２４ｈ。按上述方法进行 ｍｉＲＮＡ提取。取５００ｎｇ
ＲＮＡ进行 Ｐｏｌｙ（Ａ）加尾反应。混匀后，３７℃ ６０
ｍｉｎ，８５℃５ｓ。向反应液中添加无ＲＮＡ酶的去离子
水至１００μＬ。ＱＰＣＲ反应体系２０μＬ，即：ｃＤＮＡ溶
液２μＬ，ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＩＩ（２×）１０μＬ，ＰＣＲ
ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ（１０μＭ）０８μＬ，ＵｎｉｍｉＲｑＰＣＲＰｒｉｍ
ｅｒ（１０μＭ）０８μＬ，ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅＩＩ（５０×）０４
μＬ，６μＬｄＨ２Ｏ。引物：ｍｉＲ９２ｂ５ｐ、ｍｉＲ１２４７３ｐ、
ｍｉＲ４８００５ｐ、ｍｉＲ４４５４、ｍｉＲ４４４３、ｍｉＲ４８３５ｐ、Ｕ６
由引物由中国宝生物工程（大连）有限公司提供。

混匀后，于 ７５００ＦａｓｔＱＰＣＲ仪进行 ｍｉＲＮＡ表达分
析。

１２７　ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）及 ｐａｔｈｗａｙ分析　采用
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ及其插件 ＢＩＮＧＯ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ．
Ｏｒｇ／）对ｍｉＲＮＡ靶基因进行 ＧＯ分析。ＧＯ分析包
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括了基因参与的生物过程（ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＰｒｏｃｅｓｓ）、发挥
的分子功能（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＦｕｎｃｔｉｏｎ）、所处的细胞位置
（ＣｅｌｌｕｌａｒＣｏｍｐｏｎｅｎｔ）等３个方面的功能信息，并用
ＢｉＮＧＯ进行 ＧＯ显著性分析，差异有统计学意义（Ｐ
＜００５）。将靶基因向 ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙ数据库映射，
使用分析软件 ＤＡＶＩＤ进行分析并根据统计检验方
法（Ｐｖａｌｕｅ）选显著富集的分类。通过 ＦｉｓｈｅｒＥｘａｃｔ
Ｔｅｓｔ计算分析表达差异 ｍｉＲＮＡｓ调控的信号转导通
路。

１３　统计学方法　用 ＳＰＳＳ１８０统计软件对数据
进行统计学分析，数据用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，
２组数据之间比较采用ｔ检验，以Ｐ＜００５为差异有
统计学意义。

２　结果
２１　ＨＤＷ对 ＣＲＣ耐药细胞 ＨＣＴ８／５ＦＵ生长的影
响　ＨＤＷ对人结肠癌５ＦＵ耐药细胞 ＨＣＴ８／５ＦＵ
生长具有显著的抑制作用。随 ＨＤＷ浓度的增加，
ＨＣＴ８／５ＦＵ细胞的活力逐渐降低，细胞的生长受到
抑制，呈剂量依赖效应。与对照组比较，差异有统计

学意义（Ｐ＜００１）。见表１。
表１　ＨＤＷ对ＨＣＴ８／５ＦＵ细胞生长的影响（珋ｘ±ｓ，％）

组别 细胞活力 抑制率

ＨＤＷ０ｍｇ／ｍＬ组（ｎ＝８） １００±８０６ ０
ＨＤＷ０５ｍｇ／ｍＬ组（ｎ＝８） ８１５７±５１９ １８４３
ＨＤＷ１０ｍｇ／ｍＬ组（ｎ＝８） ７４１７±６２４ ２５８３
ＨＤＷ１５ｍｇ／ｍＬ组（ｎ＝８） ５３１７±８０５ ４６８３
ＨＤＷ２０ｍｇ／ｍＬ组（ｎ＝８） ３４２１±３２６１ ６５７９

　　注：与ＨＤＷ０ｍｇ／ｍＬ组比较，Ｐ＜００５

２２　ＨＤＷ对ＣＲＣ耐药细胞ＨＣＴ８／５ＦＵ形态的影
响　ＨＣＴ８／５ＦＵ细胞经不同浓度 ＨＤＷ干预后，与
对照组比较，ＨＣＴ８／５ＦＵ细胞密度具有不同程度减
少。当ＥＥＨＤＷ浓度达到１ｍｇ／ｍＬ时，ＨＣＴ８／５ＦＵ
细胞密度明显减少，细胞形态发生改变，出现一些漂

浮的脱落细胞；当ＥＥＨＤＷ浓度达到２ｍｇ／ｍＬ时，细
胞密度进一步减少，细胞变圆、变小，大部分细胞脱

落死亡。该结果进一步表明了 ＨＤＷ可显著抑制
ＣＲＣ耐药细胞 ＨＣＴ８／５ＦＵ的生长，呈明显的剂量
效应。见图１。
２３　ＨＤＷ对 ＣＲＣ耐药细胞 ＨＣＴ８／５ＦＵｍｉＲＮＡ
表达的影响　ｍｉＲＮＡｓ表达谱芯片分析，结果发现
ＨＤＷ对ＣＲＣ耐药细胞ＨＣＴ８／５ＦＵ的ｍｉＲＮＡ表达
具有调控作用，共有５７个 ｍｉＲＮＡ发生了显著的表
达变化，ＨＤＷ上调 ２３个 ｍｉＲＮＡ表达，下调 ３４个
ｍｉＲＮＡ表达。进一步采用 ＱＰＣＲ验证，结果证实
ＨＤＷ 上调 ｍｉＲ９２ｂ５ｐ、ｍｉＲ１２４７３ｐ、ｍｉＲ４８００５ｐ

等表达，下调 ｍｉＲ４４５４、ｍｉＲ４４４３、ｍｉＲ４８３５ｐ等表
达，与芯片结果相符。见图２。
２４　通路分析预测结果　采用 ｍｉＲＮＡ靶标基因数
据库进行ｍｉＲＮＡ靶基因预测，结果显示，预测的靶
基因有１７７５个（略）。针对以上１７７５个靶基因，将
其分别投射至 ＧＯ的３个功能上，结果显示预测的
靶基因分别富集于肿瘤细胞耐药、迁移、侵袭、增殖、

凋亡有关的信号通路。在此基础上，进一步对基因

进行细胞信号通路富集分析。ＨＣＴ８／５ＦＵ细胞经
ＨＤＷ处理前后结果显示，在经典通路数据库 ＫＥＧＧ
中ｍｉＲＮＡ显著富集于 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路、ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ
通路、ＭＡＰＫ通路、Ｐ５３通路、Ｗｎｔ通路、ＪＡＫＳＴＡＴ通
路等许多重要的生物途径包括细胞耐药、迁移、侵

袭、增殖、凋亡等，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
见表２。

图１　ＨＤＷ对ＨＣＴ８／５Ｆｕ细胞形态的影响
　 　 注：ＡＨＤＷ０ｍｇ／ｍＬ组；ＢＨＤＷ０５ｍｇ／ｍＬ组；
ＣＨＤＷ１０ｍｇ／ｍＬ组；ＤＨＤＷ２０ｍｇ／ｍＬ组

图２　ＱＰＣＲ验证ＨＤＷ对ＨＣＴ８／５ＦＵ细胞
ｍｉＲＮＡ表达的影响

　　注：与ＨＤＷ０ｍｇ／ｍＬ组比较，Ｐ＜００５

表２　ｍｉＲＮＡ预测靶基因的通路富集分析

基因数量 信号通路 Ｐ

４２１ ＧｅｎｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎＣｅｌｌＣｙｃｌｅ １８３Ｅ０６
２６７ ＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ ２７５Ｅ１１
１５５ ＪａｋＳＴＡＴｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ １７７Ｅ０７
１３７ Ｄｉｒｅｃｔｐ５３ｅｆｆｅｃｔｏｒｓ ３９９Ｅ０７
４２１ ＧｅｎｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎＣｅｌｌＣｙｃｌｅ １８３Ｅ０６
６６ ＨＩＦ１ａｌｐｈａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｎｅｔｗｏｒｋ １３８Ｅ０６
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３　讨论
肿瘤细胞ＭＤＲ产生涉及到多条信号通路的异

常激活，以及下游耐药基因、药物代谢酶以及凋亡调

控因子的表达异常。近年来的研究表明 ｍｉＲＮＡ等
表观遗传学调控机制在 ＭＤＲ相关信号通路活化及
相关基因表达的调控中发挥了重要作用［１５１６］。前期

实验中，也发现ＨＤＷ可以增加ＣＲＣＨＣＴ８／５ＦＵ细
胞对５ＦＵ的敏感性，通过下调ＡＢＣ转运蛋白家族成
员ＡＢＣＧ２，从而增加５ＦＵ的蓄积［１４］，然而具体的机

制尚未完全阐明。为了进一步揭示 ＨＤＷ抑制耐药
ＣＲＣ细胞生长的机制，首先通过 ＭＴＴ实验观察
ＨＤＷ对 ＨＣＴ８／５ＦＵ耐药细胞活力的影响，结果表
明ＨＤＷ对ＨＣＴ８／５ＦＵ细胞具有显著抑制作用；并
从ｍｉＲＮＡ表观遗传学调控进一步探讨 ＨＤＷ抑制
ＣＲＣ耐药细胞的作用机制，采用ｍｉＲＮＡ表达谱芯片
分析，结果发现ＨＤＷ对ＨＣＴ８／５ＦＵ细胞的ｍｉＲＮＡ
表达具有显著的调控作用。为进一步验证 ｍｉＲＮＡ
表达谱芯片结果的正确性和可靠性，对部分差异表

达的 ｍｉＲＮＡｓ（ｍｉＲ９２ｂ５ｐ、ｍｉＲ１２４７３ｐ、ｍｉＲ４８００
５ｐ、ｍｉＲ４４５４、ｍｉＲ４４４３、ｍｉＲ４８３５ｐ）进行ＱＰＣＲ验
证，结果表明ＨＤＷ对ｍｉＲＮＡｓ表达的调控与芯片结
果相一致。通过生物信息学的方法，利用靶基因预

测软件对 ｍｉＲＮＡ靶基因进行分析，并进一步结合
ＧＯ分析和 Ｐａｔｈｗａｙ分析，发现 ＨＤＷ对 ＨＣＴ８／５ＦＵ
细胞包括 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ、ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ、ＭＡＰＫ、ｐ５３、Ｗｎｔ
和ＪＡＫＳＴＡＴ等许多重要的细胞信号转导通路均有
调控作用，涉及细胞的耐药、迁移、侵袭、增殖、凋亡

等多个方面，提示 ＨＤＷ可通过多靶点、多途径、多
环节发挥其抑制ＣＲＣ作用及逆转ＣＲＣ耐药作用。

总之，本文证实了 ＨＤＷ能通过抑制 ＣＲＣ耐药
细胞 ＨＣＴ８／５ＦＵ的活力发挥抑制细胞增殖的作
用；ＨＤＷ对 ＣＲＣ耐药细胞 ＨＣＴ８／５ＦＵ的 ｍｉＲＮＡｓ
表达具有显著的调控作用，提示 ＨＤＷ 通过调控
ｍｉＲＮＡ表达对其相关信号通路发挥调控作用，进一
步为临床应用ＨＤＷ治疗ＣＲＣ提供依据。但本研究
涉及ＨＤＷ调控耐药细胞的ｍｉＲＮＡｓ为首次报道，其
与药物敏感性的相关性还有待进一步深入探讨。
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