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桃叶珊瑚苷通过活化 miR - 1294 / YWHAZ 信号通路
抑制宫颈癌细胞的增殖和迁移

尹 　 恒 　 罗全慧 　 殷 　 浩 　 刘毅力 　 赵 　 琳

摘 　 要 　 目的 　 研究桃叶珊瑚苷调控 miR - 1294 / 酪氨酸 3 单加氧酶 - 色氨酸 5 单加氧酶激活蛋白 ζ( tyrosine 3 - monooxy-
genase / tryptophan 5 - monooxygenase activation protein zeta, YWHAZ)分子轴对宫颈癌 C - 33A 细胞增殖和迁移的影响。 方法 　 采

用 DMEM 细胞培养基配制桃叶珊瑚苷培养液,分别采用 0、20、40、60、80、100μmol / L 桃叶珊瑚苷处理宫颈癌 C - 33A 细胞,噻唑

蓝(methylthiazolyldiphenyl - tetrazolium bromide, MTT)实验分析 C - 33A 细胞的增殖情况。 将 C - 33A 细胞分为对照组(0μmol / L
桃叶珊瑚苷处理)和桃叶珊瑚苷组(80μmol / L 桃叶珊瑚苷处理),以细胞划痕实验检测 C - 33A 细胞的迁移情况。 实时荧光定量

聚合酶链反应( real - time quantitative fluorescence polymerase chain reaction, qRT - PCR)检测两组 C - 33A 细胞中 miR - 1294 的表

达。 采用 MicroRNAdb 数据库和双荧光素酶基因报告实验分析和验证 miR - 1294 与 YWHAZ 之间的调控关系。 qRT - PCR 和

Western blot 法分别检测 YWHAZ 基因和 Akt 信号通路蛋白 p - Akt、p - PRAS40、mTORC1、SGK1 的表达。 结果 　 0、20、40、60、80、
100μmol / L 桃叶珊瑚苷处理后宫颈癌 C - 33A 细胞增殖活性( A)值分别为 1. 02 ± 0. 17、0. 75 ± 0. 06、0. 61 ± 0. 10、0. 41 ± 0. 05、
0. 17 ± 0. 09、0. 47 ± 0. 12,桃叶珊瑚苷能够明显抑制 C - 33A 细胞的增殖活力(F = 28. 90,P < 0. 05)。 对照组和桃叶珊瑚苷组 C -
33A 细胞划痕愈合率分别为 59. 28% ± 9. 93% 和 25. 75% ± 9. 29% ,差异有统计学意义( t = 4. 93,P < 0. 05)。 对照组和桃叶珊瑚

苷组 miR - 1294 的表达分别为 1. 01 ± 0. 62 和 10. 14 ± 2. 02,差异有统计学意义 ( t = 8. 65,P < 0. 01)。 miR - 1294 可靶向结合

YWHAZ( t = 8. 76,P < 0. 01)。 对照组和桃叶珊瑚苷组 C - 33A 细胞中 YWHAZ mRNA 表达分别为 4. 74 ± 1. 22 和 1. 01 ± 0. 22,
miR - 1294 可负调控 YWHAZ 基因表达( t = 6. 00,P < 0. 01)。 与对照组比较,桃叶珊瑚苷组 YWHAZ 蛋白和 Akt 信号通路蛋白

p - Akt、p - PRAS40、mTORC1、SGK1 表达明显降低。 结论 　 桃叶珊瑚苷通过调控 miR - 1294 / YWHAZ 分子轴抑制宫颈癌 C -
33A 细胞的增殖和迁移。
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Aucubin Inhibits the Proliferation and Migration of Cervical Cancer Cells by Activating miR - 1294 / YWHAZ Signaling Pathway. 　 YIN
Heng, LUO Quanhui, YIN Hao, et al. Obstetrics and Gynecology Center, Taihe Hospital Affiliated to Hubei Medical College, Hubei
442000, China

Abstract　 Objective　 To study the effect of aucubin on the proliferation and migration of cervical cancer C - 33A cells by regula-
ting the miR - 1294 / tyrosine 3 - monooxygenase / tryptophan 5 - monooxygenase activation protein zeta (YWHAZ) molecular axis. Meth-
ods　 DMEM cell culture medium was used to prepare the aucubin culture medium. Cervical cancer C - 33A cells were treated with 0,
20, 40, 60, 80, 100μmol / L aucubin, respectively, and the proliferation of C - 33A cells was analyzed by methylthiazolyldiphenyl - tet-
razolium bromide (MTT) experiment. The C - 33A cells were divided into control group (0μmol / L aucubin treatment) and aucubin group
(80μmol / L aucubin treatment) . The migration of C - 33A cells was detected by cell scratch assay. The expression of miR - 1294 in the
two groups of C - 33A cells was detected by real - time quantitative fluorescence polymerase chain reaction ( qRT - PCR) . The regulatory
relationship between miR - 1294 and YWHAZ was analyzed and verified using the MicroRNAdb database and dual - luciferase gene re-
porter experiments. The expressions of YWHAZ gene and Akt signaling pathway proteins ( p - Akt, p - PRAS40, mTORC1, SGK1) were
detected by qRT - PCR and Western blot, respectively. Results 　 The proliferative activity ( A) values of cervical cancer C - 33A cells
treated with 0, 20, 40, 60, 80 and 100μmol / L aucubin were 1. 02 ± 0. 17, 0. 75 ± 0. 06, 0. 61 ± 0. 10, 0. 41 ± 0. 05, 0. 17 ± 0. 09,
0. 47 ± 0. 12, aucubin can significantly inhibit the proliferation of C - 33A cells (F = 28. 90, P < 0. 05) . The scratch healing rates of C -
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33A cells in the control group and the aucubin group were 59. 28% ± 9. 93% and 25. 75% ± 9. 29% , respectively, and the difference was
statistically significant ( t = 4. 93, P < 0. 05) . The expression of miR - 1294 in the control group and the aucubin group was 1. 01 ± 0. 62
and 10. 14 ± 2. 02, respectively, and the difference was statistically significant ( t = 8. 65, P < 0. 01) . miR - 1294 could be targeted to
YWHAZ ( t = 8. 76, P < 0. 01) . The expression of YWHAZ mRNA in C - 33A cells in the control group and the aucubin group was
4. 74 ± 1. 22 and 1. 01 ± 0. 22, respectively, and miR - 1294 could negatively regulate the expression of YWHAZ gene ( t = 6. 00, P <
0. 01) . Compared with the control group, the expressions of YWHAZ protein and Akt signaling pathway proteins ( p - Akt, p - PRAS40,
mTORC1, SGK1) in the aucubin group were significantly decreased. Conclusion　 Aucubin inhibits the proliferation and migration of cer-
vical cancer C - 33A cells by regulating the miR - 1294 / YWHAZ molecular axis.
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　 　 宫颈癌起源于宫颈上皮,是女性最常见的泌尿生

殖道恶性肿瘤之一 [1] 。 宫颈癌发病机制尚不明确,
与乳头瘤病毒感染、吸烟、炎症等关系密切 [2, 3] 。 早

期宫颈癌患者的临床症状不明显,中晚期宫颈癌患者

的治疗效果较差,预后不良 [4, 5] 。 细胞增殖和迁移在

宫颈癌的发生和进展中发挥重要作用 [6 ~ 8] 。 桃叶珊

瑚苷提取自车前草、玄参、地黄等传统中药材,是一种

环烯醚萜苷化合物 [9] 。 桃叶珊瑚苷在细胞氧化、增
殖、凋亡、转移等过程中发挥调节作用,具有抗炎、抗
肿瘤的功效 [10] 。 桃叶珊瑚苷对宫颈癌细胞恶性生物

学行为的影响尚未明确。 本研究旨在探讨桃叶珊瑚

苷对宫颈癌细胞增殖和迁移的影响,结合双荧光素酶

报告基因实验探究桃叶珊瑚苷可能的作用机制。
材料与方法

1. 细胞、药品和试剂:宫颈癌 C - 33A 细胞系购

自中国科学院细胞库(上海)。 桃叶珊瑚苷购自美国

MedChemExpress 公司 (分析纯、批号: N20151634 )。
DMEM 培养基购自美国 Gibco 公司。 胎牛血清购自

浙江天杭生物科技股份有限公司。 双荧光素酶报告

基因检测试剂盒、荧光素酶报告野生型载体 WT - 酪

氨酸 3 单加氧酶 - 色氨酸 5 单加氧酶激活蛋白 ζ
( tyrosine 3 - monooxygenase / tryptophan 5 - monooxy-
genase activation protein zeta,YWHAZ)和突变型载体

MUT - YWHAZ 购自美国 Promega 公司。 miR - 1294
序列、无意序列 (miR - NC)购自上海吉玛制药技术

有限公司。 二代测序由广州锐博生物科技有限公司

完成。 噻 唑 蓝 ( methylthiazolyldiphenyl - tetrazolium
bromide, MTT)试剂盒购自南京博恩生物技术有限公

司。 qRT - PCR 试剂盒购自美国 Thermo 公司。 一抗

β - actin、 YWHAZ、 p - Akt、 p - PRAS40、 mTORC1、
SGK1 抗体均购自英国 Abcam 公司。

2. 细胞培养和处理:宫颈癌 C - 33A 细胞培养在

含有 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基,培养参数为

37℃ 、5% 浓度 CO2。 C - 33A 细胞生长至对数期,分

别采用 0、20、40、60、80、100μmol / L 桃叶珊瑚苷处理。
经 0μmol / L 桃叶珊瑚苷处理的 C - 33A 细胞为对照

组,经 80μmol / L 桃叶珊瑚苷处理的 C - 33A 细胞为

桃叶珊瑚苷组,48h 后收集各组细胞进行二代测序检

测 miRNA 表达差异。
3. MTT 法检测 C - 33A 细胞增殖活性:将不同浓

度桃叶珊瑚苷处理的 C - 33A 细胞按照 2. 5 × 104 个 /
毫升接种于 96 孔细胞板,每孔 200μl,培养 36h,在每

个孔中加入 10% 质量浓度的 MTT 试剂 15μl,培养箱

中反应 5h。 真空吸去上清液,每孔添加 130μl 二甲

基亚砜试剂,震荡 30min,采用全自动酶标仪检测每

孔 C - 33A 细胞在 490nm 波长处的吸光度(A)值。
4. 细胞划痕实验检测 C - 33A 细胞迁移情况:将

对照组和桃叶珊瑚苷组 C - 33A 细胞悬液按照 2. 5 ×
105 个 / 毫升接种于 24 孔板,每孔 3ml。 细胞贴壁后,
经 10μl 移液器吸头在孔底直线划痕,10 倍光学显微

镜观察并分析划痕宽度 C1。 在培养箱内孵育 24h,继
续用光学显微镜观察并分析划痕宽度 C2。 对照组和

桃叶 珊 瑚 苷 组 C - 33A 细 胞 划 痕 愈 合 率 (% ) =
(C1 - C2) / C1 × 100% 。

5. qRT - PCR 检测 miR - 1294 和 YWHAZ mRNA
表达:Trizol 法提取 C - 33A 细胞总 RNA,琼脂糖凝胶

分析 RNA 的纯度和浓度。 采用反转录试剂盒将

RNA 反转录为 cDNA。 qRT - PCR 扩增程序设置为

97℃预变性 10min,97℃ l5s,60℃ 退火 40s,70℃ 延伸

40s,41 次循环。 引物如下:miR - 1294 上游引物:
5′ - CTCACGAGAGAGGAAGGCA - 3′, 下 游 引 物:
5′ - ACCTCAAGAACAGTATTTCCAGG - 3′; β - actin
上游引物:5′ - CACCATTGGCAATGAGCGGTTC - 3′,
下游引物:5′ - AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT - 3′;
YWHAZ 上游引物:5′ - CCTGCATGAAGTCTGTAACT-
GAG - 3′, 下 游 引 物: 5′ - GACCTACGGGCTCCTA-
CAACA - 3′;U6 上游引物:5′ - TGCGGGTGCTCGCT-
TCGGCAGC - 3′, 下 游 引 物: 5′ - GTGCAGGGTC-
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CGAGGT - 3′。 miR - 1294 表达变化以 U6 为内参,
YWHAZ mRNA 表达变化以 β - actin 为内参。

6. 靶基因预测和鉴定:通过 MicroRNAdb 数据库

预测 miR - 1294 具 有 互 补 结 合 位 点 的 基 因 是

YWHAZ。 分别将 WT - YWHAZ、MUT - YWHAZ 与

miR - 1294、miR - NC 共转染至 C - 33A 细胞,培养箱

孵育 48h。 裂解细胞,采用双荧光素酶报告基因试剂

盒分别检测 C - 33A 细胞的萤火虫荧光素酶活性以

及海肾荧光素酶活性,相对荧光素酶活性为二者的

比值。
7. Western blot 法检测 YWHAZ 和 Akt 信号通路

蛋白表达:细胞裂解液裂解 C - 33A 细胞,13000r / min
离心 40min,取上清加入蛋白缓冲液。 经 15% 十二烷

基苯磺酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离和硝酸纤维

素膜转膜后,通过 30g / L 的脱脂牛奶封闭,分别添加

一抗 YWHAZ(1∶ 4000 稀释)、p - Akt(1 ∶ 1000 稀释)、
p - PRAS40(1∶ 1000 稀释)、β - actin(1 ∶ 4000 稀释)、
mTORC1(1∶ 2000 稀释)、SGK1(1 ∶ 2000 稀释),4℃ 摇

床孵育 10h。 TBST 溶液洗膜,添加二抗山羊抗鼠,室
温摇床孵育 2. 5h。 加入 ECL 发光显影液,在 Bio -
Rad 成像仪中曝光、显影。

8. 统计学方法:应用 SPSS 23. 0 统计学软件对数

据进行统计分析,计量数据以均数 ± 标准差( x ± s)表
示,多组间数据比较采用单因素方差分析,两组间数

据比较采用 t 检验,以 P < 0. 05 为差异有统计学

意义。

结 　 　 果

1. 桃叶珊瑚苷对 C - 33A 细胞增殖活性的影响:
MTT 结果显示,0、20、40、60、80、100μmol / L 桃叶珊瑚

苷处理后宫颈癌 C - 33A 细胞 A 值分别为 1. 02 ±
0. 17、0. 75 ± 0. 06、0. 61 ± 0. 10、0. 41 ± 0. 05、0. 17 ±
0. 09、0. 47 ± 0. 12,与 0μmol / L 比较,不同浓度的桃叶

珊瑚苷处理后的 C - 33A 细胞增殖活性明显降低

(F = 28. 90,P < 0. 05,图 1),选择对 C - 33A 细胞增

殖活性抑制作用最明显的 80μmol / L 桃叶珊瑚苷做

后续实验。

图 1　 桃叶珊瑚苷对 C - 33A 细胞增殖活性的影响

与 0μmol / L 比较,∗ P < 0. 05,∗∗ P < 0. 01

　

2. 桃叶珊瑚苷对 C - 33A 细胞迁移能力的影响:
细胞划痕实验结果显示,对照组和桃叶珊瑚苷组 C -
33A 细胞的划痕愈合率分别为 59. 28% ± 9. 93% 和

25. 75% ± 9. 29% ,差异有统计学意义( t = 4. 93,P <
0. 01,图 2),表明桃叶珊瑚苷可抑制 C - 33A 细胞的

迁移能力。

图 2　 桃叶珊瑚苷对 C - 33A 细胞迁移能力的影响

A. C - 33A 细胞划痕愈合图( × 10) ;B. C - 33A 细胞划痕愈合率统计分析

　

　 　 3. 桃叶珊瑚苷对 C - 33A 细胞 miR - 1294 表达

的影响:二代测序结果显示,对照组和桃叶珊瑚苷组

C - 33A 细胞中 miR - 1294 的表达差异最明显(P <
0. 01)。 qRT - PCR 结果显示,对照组和桃叶珊瑚苷

组 C - 33A 细胞中 miR - 1294 的表达分别为 1. 01 ±

0. 62 和 10. 14 ± 2. 02,差异有统计学意义( t = 8. 65,
P < 0. 01)。

4. 生物信息学预测 miR - 1294 的靶基因:采用

MicroRNAdb 数据库预测 miR - 1294 具有互补结合位

点的基因是 YWHAZ,YWHAZ mRNA 野生型位点和
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突变型位点详见图 3。

图 3　 miR - 1294 与 YWHAZ mRNA 的互补结合位点

　

5. 双荧光素酶报告基因实验验证 miR - 1294 靶

向结合 YWHAZ mRNA:双荧光素酶报告基因实验结

果显示,WT - YWHAZ + miR - NC 和 WT - YWHAZ +
miR - 1294 相对荧光素酶活性分别为 0. 99 ± 0. 16 和

0. 20 ± 0. 08,差异有统计学意义( t = 8. 76,P < 0. 01);
MUT - YWHAZ + miR - NC 和 MUT - YWHAZ +
miR - 1294 相对荧光素酶活性分别为 0. 98 ± 0. 11 和

1. 01 ± 0. 24,差异无统计学意义( t = 0. 17,P > 0. 05,
图 4)。

6. 桃叶珊瑚苷对 YWHAZ mRNA 表达的影响:
qRT - PCR 结果显示,对照组和桃叶珊瑚苷组 C -
33A 细胞中 YWHAZ mRNA 表达分别为 4 . 74 ± 1 . 22

图 4　 双荧光素酶报告基因实验验证 miR - 1294
与 YWHAZ mRNA 的结合

与 miR - NC 比较,∗ P < 0. 01

　

和 1. 01 ± 0. 22,差异有统计学意义 ( t = 6. 00,P <
0. 01)。

7. 桃叶珊瑚苷对 YWHAZ 和 Akt 信号通路蛋白

表达的影响:Western blot 法结果显示,桃叶珊瑚苷处

理 C - 33A 细胞后,YWHAZ 蛋白表达明显下降,Akt
信号通路蛋白 p - Akt、 p - PRAS40、mTORC1、SGK1
表达明显下降(图 5)。

图 5　 桃叶珊瑚苷对 C - 33A 细胞 YWHAZ 蛋白和 Akt 信号通路蛋白表达的影响

与对照组比较,∗ P < 0. 01

　

讨 　 　 论

传统中药提取物已成为抗肿瘤药物研发的重要

途径之一,越来越多的中药及其活性成分被发现能够

抑制宫颈癌的发生和发展 [11 ~ 13] 。 Yao 等 [14] 研究表

明,黄豆苷对宫颈癌细胞能够产生毒性作用,具有对

宫颈癌细胞黏附的抑制特性,同时能够通过调控宫颈

癌细胞线粒体膜的通透性,诱导宫颈癌细胞的凋亡。
Xue 等 [15] 研究表明,不同浓度的柴胡舒肝散对宫颈

癌 HeLa 细胞系均具有明显的抗肿瘤作用,抑制宫颈

癌 HeLa 细胞的生长和转移。 Lin 等 [16] 研究表明,柚

皮苷能够诱导宫颈癌 C - 33A、SiHa 和 HeLa 细胞的

凋亡,触发细胞周期停滞,发挥明显的抗增殖作用。
桃叶珊瑚苷是多种中草药如杜仲等的关键活性成分,
能够减少活性氧的形成,具有显著的抗癌、抗炎作

用 [17] 。 本研究结果显示,宫颈癌 C - 33A 细胞给予

桃叶珊瑚苷处理后,C - 33A 细胞的增殖活性和迁移

能力显著下降,提示桃叶珊瑚苷能够抑制宫颈癌细胞

的恶性生物学行为。
微小 RNA(miRNA)是一种长度约为 22 个核苷

酸的低分子 RNA,不具有编码蛋白的潜力,在转录水
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平发挥表观遗传调节作用,对靶基因的表达产生显著

的负调节作用,其表达改变是中药活性成分发挥抗癌

的关键调节机制 [18,19] 。 miR - 1294 在肝癌、非小细胞

肺癌、 肾 透 明 细 胞 癌 等 恶 性 肿 瘤 中 低 表 达, 恢 复

miR - 1294 表达能够显著抑制恶性肿瘤的进展 [20,21] 。
Chen 等 [22] 研究显示,miR - 1294 在宫颈癌组织和细

胞系表达明显降低,过表达 miR - 1294 可抑制宫颈

癌细胞的增殖、迁移、侵袭和糖酵解。 本研究显示,宫
颈癌 C - 33A 细胞给予桃叶珊瑚苷处理后,miR -
1294 表达明显增加,提示桃叶珊瑚苷通过调控miR -
1294 表达发挥抗癌作用。

本研 究 进 一 步 通 过 MicroRNAdb 数 据 库 预 测

miR - 1294 与 YWHAZ 具有互补结合位点。 双荧光

素酶报告基因实验显示,miR - 1294 能显著降低野生

型载体 WT - YWHAZ 的相对荧光素酶活性,而对突

变型载体 MUT - YWHAZ 的相对荧光素酶活性没有

明显作用,证实 YWHAZ 能够靶向结合 miR - 1294。
YWHAZ 在哺乳动物细胞中是一种高度保守的基因,
其编码的蛋白通过结合含磷酸丝氨酸的蛋白,参与调

控多种分子信号通路的活化和抑制。 研究显示,
YWHAZ 基因在宫颈癌组织中高表达,是一种癌基

因,其可显著促进宫颈癌的发生和发展 [22] 。
本研究结果显示,宫颈癌 C - 33A 细胞给予桃叶

珊瑚苷处理后,C - 33A 细胞中 YWHAZ 基因表达显

著减少,进一步证明 YWHAZ 是 miR - 1294 的靶基

因。 YWHAZ 蛋白主要通过激活 Akt 信号通路发挥

促癌作用,而 Akt 信号通路在促进宫颈癌细胞增殖和

迁移方面发挥关键作用 [23 ~ 25] 。 本研究结果显示,桃
叶珊瑚苷处理 C - 33A 细胞后,Akt 信号通路蛋白

Akt 信号通路蛋白 p - Akt、 p - PRAS40、 mTORC1、
SGK1 表达明显下降,间接证明桃叶珊瑚苷在宫颈癌

细胞中通过调节 miR - 1294 / YWHAZ 表达发挥抑癌

作用。
综上所述,本研究探究了桃叶珊瑚苷通过活化

miR - 1294,抑制 YWHAZ 基因表达和 Akt 信号通路

转导,进而降低宫颈癌 C - 33A 细胞的增殖和迁移能

力。 本研究丰富了桃叶珊瑚苷的抗癌作用机制,为其

临床应用提供了一定的实验基础。
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