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  【摘要】 目的 探究山茶花提取物通 过 调 控 miR-526b-3p的 表 达 抑 制 磷 脂 酰 肌 醇3激 酶(PI3K)/蛋 白 激 酶B
(AKT)信号通路抑制胶质瘤细胞SW1088增殖、迁移和侵袭的分子机制。方法 收集对数期SW1088细胞,用浓度为

30、60、120
 

mg/L的山茶花提取物处理细胞,分别记为低剂量组、中剂量组、高剂量组,以正常培养SW1088细胞作为对

照组;按照脂质体法将 miR-NC、miR-526b-3p转染至SW1088细胞中分别记为 miR-NC组、miR-526b-3p组;将anti-

miR-NC、anti-miR-526b-3p转染至SW1088细胞中,并加入高剂量山茶花提取物分别记为anti-miR-NC+高剂量组、anti-

miR-526b-3p+高剂量组。MTT、Transwell分别检测细胞增殖活性和细胞迁移、侵袭能力;Western
 

blot检测细胞周期

素D1(CyclinD1)、基质金属蛋白酶2(MMP2)、基质金属蛋白酶9(MMP9)、磷酸化的PI3K(p-PI3K)、磷酸化的AKT(p-

AKT)蛋白表达水平;qRT-PCR检测 miR-526b-3p相对表达量。结果 山茶花提取物或过表达 miR-526b-3p可降低胶

质瘤细胞SW1088增殖活性,同时降低细胞迁移数量、侵袭数量,以及CyclinD1、MMP2、MMP9蛋白水平,增加 miR-

526b-3p相对表达量。此外,高剂量组可降低SW1088细胞中p-PI3K、p-AKT蛋白水平。抑制miR-526b-3p可减弱山茶

花提取物对胶质瘤细胞SW1088增殖、迁移和侵袭以及PI3K/AKT信号通路的影响。结论 山茶花提取物可能通过调

控 miR-526b-3p/PI3K/AKT信号通路抑制胶质瘤细胞SW1088增殖、迁移和侵袭。
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  【Abstract】 Objective To
 

explore
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

Camellia
 

japonica
 

flower
 

extract
 

in
 

inhibiting
 

the
 

proliferation,
 

migration
 

and
 

invasion
 

of
 

glioma
 

cell
 

line
 

SW1088
 

through
 

regulating
 

the
 

expression
 

of
 

miR-526b-3p
 

and
 

in-

hibiting
 

phosphatidylinositol
 

3
 

kinase
 

(PI3K)
 

/
 

protein
 

kinase
 

B
 

(AKT)
 

signaling
 

pathway.
 

Methods Logarithmic
 

SW1088
 

cells
 

were
 

collected
 

and
 

treated
 

with
 

30,
 

60
 

and
 

120
 

mg/L
 

camellia
 

japonica
 

flower
 

extract.
 

The
 

cells
 

were
 

clas-

sified
 

as
 

low-dose
 

group,
 

medium-dose
 

group
 

and
 

high-dose
 

group,
 

and
 

normal
 

culture
 

SW1088
 

cells
 

were
 

used
 

as
 

control
 

group.
 

SW1088
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

miR-NC
 

group,
 

miR-526b-3p
 

group,
 

anti-miR-NC+high-dose
 

group
 

and
 

anti-

miR-526b-3p+high-dose
 

group.
 

MTT,
 

Transwell
 

and
 

Western
 

blot
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

cell
 

proliferation
 

activity,
 

migra-

tion
 

and
 

invasion,
 

respectively.
 

The
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

CyclinD1,
 

matrix
 

metalloproteinases
 

2
 

(MMP2),
 

matrix
 

metalloproteinases
 

9
 

(MMP9),
 

phosphorylated
 

PI3K
 

(p-PI3K),
 

and
 

phosphorylated
 

AKT
 

(p-AKT)
 

were
 

measured.
 

qRT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

relative
 

expression
 

of
 

miR-526b-3p.
 

Results Camellia
 

japonica
 

flower
 

extract
 

or
 

overex-

pression
 

of
 

miR-526b-3p
 

could
 

reduce
 

the
 

proliferation
 

activity
 

of
 

glioma
 

cells
 

SW1088,
 

and
 

reduce
 

the
 

number
 

of
 

cell
 

mi-

gration
 

and
 

invasion,
 

as
 

well
 

as
 

the
 

protein
 

levels
 

of
 

CyclinD1,
 

MMP2
 

and
 

MMP9,
 

and
 

increase
 

the
 

relative
 

expression
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level
 

of
 

miR-526b-3p.
 

In
 

addition,
 

the
 

levels
 

of
 

p-PI3K
 

and
 

p-AKT
 

protein
 

in
 

SW1088
 

cells
 

were
 

decreased
 

in
 

the
 

high-
dose

 

group.
 

Inhibition
 

of
 

miR-526b-3p
 

could
 

weaken
 

the
 

effects
 

of
 

camellia
 

japonica
 

flower
 

extract
 

on
 

proliferation,
 

mi-

gration
 

and
 

invasion
 

of
 

glioma
 

cells
 

SW1088
 

and
 

PI3K/AKT
 

signaling
 

pathway.
 

Conclusion Camellia
 

japonica
 

flower
 

ex-
tract

 

may
 

inhibit
 

the
 

proliferation,
 

migration
 

and
 

invasion
 

of
 

glioma
 

cell
 

line
 

SW1088
 

by
 

regulating
 

miR-526b-3p/PI3K/

AKT
 

signaling
 

pathway.
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  胶质瘤是一种起源于神经胶质细胞的颅内肿瘤,
是中枢神经系统中最常见的恶性肿瘤,其治疗方式主

要有手术切除,并加以结合放疗或化疗,但治疗效果

欠佳,易出现复发等情况[1]。因此,寻找治疗胶质瘤

的药物具有重要意义。山茶花具有调胃、理气、散於

等功效[2]。有研究显示,山茶花挥发油对宫颈癌细胞

Hela、肝癌细胞 HepG2的增殖有抑制作用,且呈剂量

和时间依赖性[3]。然而,关于山茶花提取物对胶质瘤

细胞的影响与机制尚不清楚。据报道,在胶质瘤中

miR-526b-3p表达降低,其表达与分级、KPS评分及较

差的预后有关,过表达 miR-526b-3p能抑制胶质瘤细

胞增殖、迁移和侵袭[4]。磷脂酰肌醇3激酶(phos-
phatidylinositol

 

3
 

kinase,PI3K)/蛋白激酶B(Protein
 

kinaseB,AKT)信号通路是经典的信号转导途径,

PI3K、AKT磷酸化后能调节胶质瘤细胞生物学过

程[5]。研究显示,青藤碱酯衍生物可通过抑制PI3K/

AKT信号通抑制胶质瘤细胞增殖和诱导凋亡[6]。本

研究以胶质瘤细胞SW1088为研究对象,探究山茶花

提取物是否能够通过调控 miR-526b-3p/PI3K/AKT
信号通路影响胶质瘤细胞的恶性生物学行为。

1 材料与方法

1.1 细胞和主要试剂 山茶花购于浙江省大洋山,

75%乙醇购于北京伊塔生物科技有限公司,山茶花提

取物使用乙醇提取法进行提取。胶质瘤细胞SW1088
购于中国科学院上海细胞库,胎牛血清、DMEM 培养

基来源于美国的 Hyclone公司,Lipofectamine
 

2000
试剂盒来源于美国Invitrogen公司,模拟物阴性对照

(miR-NC)、miR-526b-3p模拟物(miR-526b-3p)、抑制

物阴性对照(anti-miR-NC)、miR-526b-3p抑制物(an-
ti-miR-526b-3p)、引物购于广州锐博生物科技有限公

司,MTT试剂盒、Transwell、BCA试剂盒、ECL试剂

购于北京索莱宝公司,基质胶 Matrigel购于美国BD
公司,细胞周期素D1(CyclinD1)抗体、基质金属蛋白

酶2(MMP2)抗体、基质金属蛋白酶
 

9(MMP9)抗体、
磷酸化的 PI3K(p-PI3K)抗 体、磷 酸 化 的 AKT(p-
AKT)抗体、β-肌动蛋白(β-actin)抗体购于英国 Ab-
cam公司,羊抗兔IgG二抗、Trizol试剂盒、TaqMan

 

MicroRNA试剂盒、荧光定量试剂盒购于美国Ther-

mo
 

Fisher公司。

1.2 细胞分组 胶质瘤细胞SW1088在含有10%胎

牛血清的DMEM培养基中培养,在5%
 

CO2 环境中

进行 细 胞 培 养,对 应 温 度 为 37
 

℃。收 集 对 数 期

SW1088细胞接种6孔板中,将山茶花提取物浓度为

30、60、120
 

mg/L处理细胞,分别记为低剂量组、中剂

量组、高剂量组,以正常培养SW1088细胞作为对照

组;按 照 脂 质 体 法 将 miR-NC、miR-526b-3p 转 染

SW1088细胞中,分别记为 miR-NC组、miR-526b-3p
组;将anti-miR-NC、anti-miR-526b-3p转染至SW1088
细胞中,加入高剂量山茶花提取物,分别记为anti-
miR-NC+高剂量组、anti-miR-526b-3p+高剂量组。
细胞转染以Lipofectamine

 

2000试剂盒作为参照,细
胞培养48

 

h进行实验。

1.3 qRT-PCR检测 miR-526b-3p相对表达量 利

用 Trizol试剂分离各组 SW1088细胞 中 总 RNA,

RNA浓度、纯度检测后,借助TaqMan
 

MicroRNA试

剂盒,将其反转录合成cDNA,以cDNA为模板,用荧

光定量试剂盒进行扩增反应。反应体系为10
 

μL的

2×TransStart􀆿Green
 

qPCR
 

SuperMix,正、反引物各

0.5
 

μL,cDNA模板2
 

μL,RNase-Free
 

H2O补充至20
 

μL。以U6做内参基因,使用2-△△CT 计算 miR-526b-
3p相对表达量。

1.4 MTT检测细胞增殖活性 将SW1088细胞收

集起来,接种在96孔板中,并依据1.2法处理后培养

48
 

h时,加入5
 

mg/mL(20
 

μL)的 MTT溶液,继续培

养4
 

h,每孔内加150
 

μL的二甲基亚砜溶液,结晶完

全溶解后,借助酶标仪于490
 

nm处,对细胞吸光度值

(A)进行检测。

1.5 细胞迁移及侵袭检测迁移和侵袭能力 迁移实

验:以Transwell进行检测,将各组SW1088细胞实验

中未含血清的完全培养基收集起来,其细胞密度对应

3×105 个/mL,分别在Transwell上室、下室加细胞悬

液、含血清的完全培养基,剂量分别对应100、500
 

μL,
于培养箱中培养24

 

h,取出小室,将未迁移的细胞轻

轻擦掉,多聚甲醛固定细胞、结晶紫染色,时间分别为

30、20
 

min,倒置显微镜观察细胞迁移数量。侵袭实

验:按比例将基质胶 Matrigel、培养基稀释,再取50
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μL铺于Transwell上室,凝固5
 

h之后,后续的实验

步骤同迁移实验一致。

1.6 Western
 

blot检测CyclinD1、MMP2、MMP9、p-
PI3K、p-AKT蛋白表达水平 收集各组SW1088细

胞在PBS内洗2次,加蛋白裂解试剂进行裂解细胞,

BCA试剂盒进行检测定量,以10%
 

SDS-PAGE将蛋

白样品分离,半干法转膜,室温下以脱脂奶粉封闭培

养,时间为2
 

h,分别加CyclinD1(1:600)、MMP2(1:

600)、MMP9(1:600)、p-PI3K(1:800)、p-AKT抗体

(1:800),4
 

℃条件下,过夜孵育,第二日室温下孵育带

有标记的羊抗兔IgG二抗(1:3000),时间为2
 

h,使用

ECL试剂显色,曝光。使用Image-J软件分析蛋白条

带密度值,以GAPDH 做内参基因。其中p-PI3K、p-
AKT抗体只检测对照组、高剂量组、anti-miR-NC+
高剂量组、anti-miR-526b-3p+高剂量组。

1.7 统计学分析 采用SPSS
 

21.0软件对实验数据

进行分析,计量资料以(􀭺x±s)表示,多组间比较以单

因素方差分析,两组间比较采用独立样本t检验。以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度山茶花提取物提高 miR-526b-3p表达

 与对照组相比,低 剂 量 组、中 剂 量 组、高 剂 量 组

SW1088细胞中 miR-526b-3p相对表达量增加,差异

有统计学意义(P<0.05)。见表1。

表1 不同浓度山茶花提取对 miR-526b-3p表达的影响
 

(􀭵x±s,n=9)

Table
 

1 Extraction
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

camellia
 

improves
 

the
 

expression
 

of
 

miR-526b-3p
 

组别 miR-526b-3p
对照组 1.00±0.10
低剂量组 1.86±0.14①

中剂量组 2.43±0.19①

高剂量组 2.91±0.22①

F 212.719
P <0.001

注:与对照组比较,①P<0.05。

2.2 不同浓度山茶花提取物抑制SW1088细胞增

殖、迁移和侵袭 与对照组相比,低剂量组、中剂量

组、高剂量组SW1088细胞中A值降低,细胞迁移数

量及侵袭数量减少(P<0.05)。见表2。

2.3 不同浓度山茶花提取物抑制SW1088细胞中

CyclinD1、MMP2、MMP9蛋白表达 与对照组相比,
低剂量组、中剂量组、高剂量组SW1088细胞中Cy-
clinD1、MMP2、MMP9蛋白表达水平降低,差异有统

计学意义(P<0.05)。见图1、表3。

2.4 miR-526b-3p抑制SW1088细胞增殖、迁移和侵

袭 miR-526b-3p组SW1088细胞中 miR-526b-3p相

  表2 不同浓度山茶花提取物对SW1088细胞增殖、迁移和侵袭的影响

(􀭵x±s,n=9)

Table
 

2 Different
 

concentrations
 

of
 

camellia
 

extract
 

inhibited
 

the
 

prolif-

eration,
 

migration
 

and
 

invasion
 

of
 

SW1088
 

cells

组别 A值 细胞迁移数量(个)细胞侵袭数量(个)
对照组 1.086±0.10 205.00±15.43 156.00±12.54
低剂量组 0.902±0.09① 171.00±12.91① 131.00±10.91①

中剂量组 0.732±0.07① 128.00±10.24① 83.00±7.54①

高剂量组 0.613±0.06① 91.00±7.63① 61.00±5.27①

F 57.460 145.777 188.418
P <0.001 <0.001 <0.001

注:与对照组比较,①P<0.05。

图1 不同浓度山茶花提取物对CyclinD1,
 

MMP2和 MMP9蛋白表达

Figure
 

1 Expression
 

of
 

CyclinD1,
 

MMP2
 

and
 

MMP9
 

proteins
 

detected
 

by
 

Western
 

Blot

表3 不同浓度山茶花提取物对CyclinD1,
 

MMP2
 

and
 

MMP9蛋白表

达水平(􀭵x±s,n=9)

Table
 

3 Different
 

concentrations
 

of
 

camellia
 

extract
 

inhibited
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

CyclinD1,
 

MMP2
 

and
 

MMP9
 

组别 CyclinD1 MMP2 MMP9
对照组 0.89±0.08 0.83±0.08 0.71±0.07
低剂量组 0.76±0.07① 0.72±0.07① 0.62±0.05①
中剂量组 0.61±0.05① 0.56±0.05① 0.46±0.04①
高剂量组 0.47±0.04① 0.41±0.04① 0.38±0.03①
F 77.513 79.013 81.545
P <0.001 <0.001 <0.001

注:与对照组比较,①P<0.05。

对表达量高于miR-NC组,细胞A值、细胞迁移数量、
细胞侵袭数量,以及CyclinD1、MMP2、MMP9蛋白表

达水平均低于miR-NC组(P<0.05)。见图2、表4。
 

图2 CyclinD1,
 

MMP2
 

和 MMP9蛋白表达

Figure
 

2 Expression
 

of
 

CyclinD1,
 

MMP2
 

and
 

MMP9
 

proteins
 

detected
 

by
 

Western
 

Blot
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表4 miR-526b-3p对SW1088细胞增殖、迁移和侵袭及对CyclinD1,
 

MMP2
 

and
 

MMP9蛋白表达水平的影响(􀭵x±s,n=9)

Table
 

4 miR-526b-3p
 

inhibits
 

the
 

proliferation,
 

migration
 

and
 

invasion
 

of
 

SW1088
 

cells

组别 miR-526b-3p A值 细胞迁移数量(个) 细胞侵袭数量(个) CyclinD1 MMP2 MMP9
miR-NC组 1.00±0.08 1.091±0.10 209.00±14.83 151.00±10.69 0.88±0.08 0.82±0.08 0.72±0.07
miR-526b-3p组 1.89±0.13① 0.563±0.05① 95.00±8.52① 73.00±6.13① 0.45±0.05① 0.39±0.04① 0.36±0.03①

t 17.492 14.168 19.996 18.989 13.674 14.423 14.181
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

注:与miR-NC组比较,①P<0.05。

2.5 anti-miR-526b-3p可以减弱山茶花提取物对

SW1088细胞增殖、迁移和侵袭的影响 anti-miR-
526b-3p+高剂量组SW1088细胞中 miR-526b-3p相

对表达量低于anti-miR-对照组+高剂量组,细胞 A
值、细胞迁移数量、细胞侵袭数量,以及 CyclinD1、

MMP2、MMP9蛋白表达水平均高于anti-miR-对照组+
高剂量组(P<0.05)。见图3、表5。

图3 CyclinD1,MMP2和 MMP9蛋白表达

Figure
 

3 Expression
 

of
 

CyclinD1,
 

MMP2
 

and
 

MMP9
 

proteins

2.6 PI3K/AKT信号通路蛋白表达情况 高剂量

  

组、anti-miR-NC+高剂量组SW1088细胞p-PI3K、p-
AKT蛋白表达水平较对照组降低(P<0.05);anti-
miR-526b-3p+高 剂 量 组 SW1088细 胞 p-PI3K、p-
AKT蛋白表达水平较anti-miR-NC+高剂量组升高

(P<0.05)。见图4、表6。

3 讨论

胶质瘤是神经外科最常见的恶性肿瘤,与基因突

变、遗传因素及环境因素有关,其发病率相对较低,但
病死率、复发率高,治疗效果仍不理想[7]。虽然目前

胶质瘤治疗模式多样,但是患者预后生存期限并未显

著提高[8]。近年的研究显示,天然药物在治疗肿瘤上

显现出独特优势[9],如毛蕊花糖苷呈剂量效应关系抑

制胶质瘤细胞增殖和侵袭,及上皮间质转化[10]。另有

研究发现,芦荟大黄素能抑制胶质瘤细胞增殖、侵袭

和迁移,阻滞周期在S期[11]。白头翁皂苷D具备抑制

胶质瘤细胞有迁移、侵袭的作用,且能有效加速细胞

凋亡进程[12]。山茶花有抗炎、抗氧化及抗肿瘤等药理

活性[13-14]。本研究结果显示,不同浓度山茶花提取物

对胶质瘤细胞增殖、迁移、侵袭发挥良好的抑制作用。

CyclinD1蛋白是特异性的周期蛋白,与细胞生长分化

  表5 anti-miR-526b-3p对SW1088细胞增殖、迁移和侵袭及对CyclinD1,
 

MMP2
 

和
 

MMP9蛋白表达水平的影响(􀭵x±s,n=9)

Table
 

5 Anti-miR-526b-3p
 

attenuated
 

the
 

effects
 

of
 

camellia
 

extract
 

on
 

the
 

proliferation,
 

migration
 

and
 

invasion
 

of
 

SW1088
 

cells

组别 miR-526b-3p A值 细胞迁移数量(个)细胞侵袭数量(个) CyclinD1 MMP2 MMP9
anti-miR-NC+高剂量组 1.00±0.09 0.616±0.06 93.00±8.25 63.00±5.19 0.48±0.04 0.40±0.04 0.37±0.03
anti-miR-526b-3p+高剂量组 0.46±0.04① 1.125±0.10① 218.00±17.56① 138.00±11.61① 0.92±0.08①0.85±0.08① 0.72±0.07①

t 16.449 13.094 19.328 17.693 14.758 15.093 13.787
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

注:与anti-miR-NC+高剂量组比较,①P<0.05。

图4 PI3K/AKT信号通路蛋白表达情况

Figure
 

4 Protein
 

expression
 

of
 

PI3K/AKT
 

signaling
 

pathway

  表6 
 

PI3K/AKT信号通路蛋白表达情况(􀭵x±s,n=9)

Table
 

6 
 

Protein
 

expression
 

of
 

PI3K/AKT
 

signaling
 

pathway

组别 p-PI3K p-AKT

对照组 0.89±0.11 0.81±0.07

高剂量组 0.46±0.04① 0.39±0.02①

anti-miR-NC+高剂量组 0.48±0.05 0.37±0.03

anti-miR-526b-3p+高剂量组 0.91±0.08② 0.79±0.07②

F 98.389 191.135

P <0.001 <0.001

注:与对照组比较,①P<0.05;与anti-miR-NC+高剂量组比较,②P<

0.05。
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有关,将细胞周期从G1期加速转向S期,继而使细胞

增殖进程加快[15]。MMP2、MMP9为基质金属蛋白

酶,其作用包括参与细胞外基质和基底膜降解过程,
并加快肿瘤细胞迁移、侵袭进展[16]。本研究发现,山
茶花提取物能降低胶质瘤细胞中CyclinD1、MMP2、

MMP9蛋白水平,且剂量依赖性,说明山茶花提取抑

制胶质瘤细胞增殖、迁移和侵袭,可能与降低 Cy-
clinD1、MMP2、MMP9有关。

研究显示,在肝癌细胞中 miR-526b-3p表达降

低,其过表达能靶向抑制TNKS2进而抑制肝癌细胞

增殖、迁移和侵袭[17]。据报道,miR-526b-3p在胶质

瘤中表达降低,上调 miR-526b-3p可抑制胶质瘤细胞

增殖、迁移和血管形成[18]。还有研究发现,miR-526b-
3p可通过下调IGF2BP1抑制胶质瘤细胞增殖和诱导

凋亡[19]。本研究结果显示,山茶花呈剂量依赖性增加

miR-526b-3p表达量,提示山茶花提取物可能调控

miR-526b-3p表达。将过表达 miR-526b-3p转染胶质

瘤细胞后,miR-526b-3p表达上调,胶质瘤细胞增殖、
迁移、侵袭能力均被抑制。另外,在高剂量山茶花提

取物干预的基础上,下调 miR-526b-3p表达能逆转高

剂量山茶花提取物对胶质瘤细胞增殖、迁移和侵袭的

影响,提示山茶花提取可能调控 miR-526b-3p表达影

响胶质瘤细胞发展。PI3K/AKT信号通路能调节多

种生物学过程,如增殖、迁移、侵袭等,进而参与胶质

瘤的发展[20]。文献报道,PI3K/AKT信号通路激活

受到抑制,也会对胶质瘤细胞的增殖、迁移、侵袭产生

抑制作用[21]。在本研究中,高剂量山茶花提取物降低

p-PI3K、p-AKT蛋白表达,将anti-miR-526b-3p转染

细胞后加高剂量山茶花提取后,p-PI3K、p-AKT蛋白

表达上调,说明PI3K/AKT信号通路与山茶花提取调

控miR-526b-3p影响胶质瘤细胞发展的有关。

4 结论

山茶花提取物可抑制胶质瘤细胞增殖、迁移、侵
袭,作用机制可能与 miR-526b-3p/PI3K/AKT信号

通路有关。关于山茶花提取物与PI3K/AKT信号通

路对胶质瘤细胞具体研究作用需要后一步实验研究。
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