
中国热带医学 2014年第14卷第01期 China Tropical Medicine，January 2014，Vol.14，No.01

·论 著·
白藜芦醇抑制H460肺癌细胞的增殖作用研究
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摘要：目的 探讨白藜芦醇对肺癌细胞H460增殖的影响，以探索小分子核酸miR-622在白藜芦醇抗癌中的作用。

方法 用不同浓度的白藜芦醇处理肺癌细胞H460，利用CCK8试剂盒检测细胞增殖，以miRNA定量试剂盒检测miR-
622的表达水平。利用Lipofectamine 2000将miR-622模拟物、miR-622抑制剂及其相应对照转染进入H460细胞内。

结果 50 μmol/L白藜芦醇处理 48 h即可使H460的细胞增殖明显降低至（49.77±1.33）%，差异有统计学意义（P<
0.01）。50 μmol/L白藜芦醇处理48 h后，miR-622的表达增高（13.48±2.16）倍，差异有统计学意义（P<0.01）。转染miR-
622模拟物可显著提高miR-622的表达，明显使H460细胞的增殖率降低至（60.27±5.93）%，P<0.01。在白藜芦醇处理组

中，转染miR-622抑制剂可明显降低miR-622的表达；与miR-622抑制剂对照组（51.67％±4.22%）相比，继而使H460细
胞的增殖率增高恢复至（86.67±1.11）%，差异有统计学意义（P<0.01）。结论 白藜芦醇可抑制H460细胞的生长，且这

种作用与miR-622的表达上调密切相关。
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Abstract;Subject To investigate the inhibition effect of resveratrol on proliferation of lung cancer cell H460 by up-
regulating the expression of miR-622. Methods H460 cells were treated with resveratrol with different concentrations. CCK-
8 assay was used for checking the proliferation in the H460 cells. The miRNA taqman assay was employed to analyze the
expression of miR-622. The oligos miR-622 simulant, miR-622 inhibitor and their control were transfected into in H460 cells
with aid of Lipofectamine 2000. Results The proliferation rate of H460 cells 48 hours after treated with 50 μmol/L
resveratrol was significantly dropped to (49.77±1.33)% (p<0.01). The miR-622 was highly expressed by (13.48±2.16) folds in
cells 48 hours after treated with resveratrol (p<0.01). Expression level of miR- 622 could be significantly enhanced after
transfection of miR-622 simulant and the proliferation rate of H460 cells would significantly reduced to (60.27±5.93)% ( p<
0.01). Transfection of miR-622 inhibitor could reduce the expression of miR-622 and the proliferation rate of H460 cells in
resveratrol treated group would increase to (86.67 ± 1.11)% ,significantly higher than the miR- 622 inhibitor control group
(51.67％± 4.22% ),showing significant difference( p<0.01). Conclusion Resveratrol can inhibit the proliferation of H460
lung cancer cells and the inhibition effect might be closely related to up-regulation of expression of miR-622.
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MicroRNA (miRNA)是一类非编码的小 RNA分

子，能够与其下游靶基因的 3’端非翻译区结合而发

挥癌基因或抑癌基因的作用。近十年研究显示miR⁃
NA可参与调节包括细胞分化、细胞增殖、细胞凋亡或

坏死以及发育等多种生物生命活动过程。miRNA是

与人类癌症的发生发展，癌症的治疗及其预后等密切

相关的。化学预防和抗癌的天然药物白藜芦醇具有

抑癌、抗癌的作用。既往研究表明miRNA在白藜芦

醇的抗癌活性中具有重要作用。我们课题组以白藜

芦醇作为抗癌药物进行体外治疗的研究时发现一个

具有抑癌基因的miRNA miR-622。 因此，本研究探

讨了miR-622在白藜芦醇抗癌活性中的作用，以揭示
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其在癌症治疗中的重要意义。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂 白藜芦醇（Resveratrol，Resv）和二甲基

亚砜（DMSO）购于德国 Sigma公司。RPMI 1 640培养

基、Trizol试剂和转染试剂Lipofectamine 2 000购自于

美国Life Tech公司。CCK-8试剂购买于日本DOJIN⁃
DO公司。胎牛血清（FBS）购于杭州四季青生物工程

材料研究所。miRNA 定量试剂盒是美国AB公司产

品。miR-622 模拟物（miR-622-M）、模拟物对照

（miR-622-NC）、抑制剂（anti-miR-622）和抑制剂对

照（anti-miR-NC）购自于上海吉玛制药技术有限公

司。

1.1.2 实验细胞 肺癌细胞株NCI-H460（H460）购买

自中国科学院细胞库。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养和传代 将肺癌细胞株H460置于

37°C、5%CO2 恒温培养箱中以含 10%FBS 的 RPMI
1640培养基进行培养，每3 d换一次培养基。当细胞

生长至80%融合时用0.25%胰蛋白酶消化、传代和收

集细胞。

1.2.2 细胞增殖测定 以 2 000个/孔的细胞密度将

H460细胞种于 96孔板中，分别加入 10、25、50和 100
μmol/L白藜芦醇，设一组空白对照，一组以等浓度

DMSO作为溶剂对照。加入白藜芦醇 48 h和 72 h后

用CCK-8试剂检测细胞增殖，读取 450 nm波长的吸

光度值（即A450）以反映细胞的增殖。细胞增殖率按各

组A450/空白对照组A450计算。细胞增殖抑制率以（1‐
处理组A450/空白对照组A450）来计算。将细胞增殖抑

制率按浓度梯度的对数进行曲线拟合，计算白藜芦醇

的 IC50。

1.2.3 RNA 提取 按照 Trizol 试剂说明书提取总

RNA。每1.0 ml Trizol试剂加0.4 ml氯仿，离心（4 °C，
12 000 g，15 min）以分离RNA。取上层水相，加入 0.5
ml异丙醇离心（4 °C，7 500 g，5 min）以沉淀RNA。弃

上清，加75%乙醇1 ml离心（4 °C，7 500 g，5 min）以洗

涤RNA。风干后的RNA沉淀以 50 μl 4 °C预冷的TE
缓冲液（pH 8.0）溶解。使用紫外/可见光分光光度计

测RNA的浓度；使用1.2%琼脂糖电泳检测总RNA的

完整性。

1.2.4 miRNA荧光实时定量 以Taqman miRNA as⁃
say的说明书定量miR-622的表达水平。以miR-622
和内参U6b的特异性茎环引物逆转录各自的 cDNA，

具体过程：16 °C 30 min，42 °C 30 min，85 °C 5 min，4 °
C。再以逆转录的 cDNA为模板，以各自的正反向引

物来扩增定量各自的表达量，具体过程：95 °C 10

min；95 °C 15 s，60 °C 1 min，45个循环。

1.2.5 miRNA模拟物或抑制剂的瞬时转染 以4 000
个/孔的细胞密度将H460细胞种于 96孔板，隔日按

Lipofectamine 2 000 说明书进行转染。 50 μmol/L
miR-622模拟物（miR-622-M）和模拟物对照（miR-
NC）以及100 μmol/L 抑制剂（anti-miR-622）和抑制剂

对照（anti-miR-NC）转染6 h后更换培养基，48 h后以

CCK-8检测细胞增殖。转染 100 μmol/L anti-miR-
622和 anti-miR-NC对照 12 h后给予 50 μmol/L白藜

芦醇处理 48 h，设DMSO处理为溶剂对照组，CCK-8
检测细胞增殖。

1.3 统计学方法 使用 IBM SPSS Statistics Base 20
统计软件，计量资料两组间比较采用 t检验。多组间

比较，且方差齐，采用方差分析；若方差不齐采用非参

检验。

2 结果

2.1 白藜芦醇对肺癌细胞 H460 增殖的影响 10、
25、50 和 100 μmol/L的白藜芦醇处理 48和 72 h后均

能显著抑制H460细胞的增殖，尤其是50 μmol/L白藜

芦醇处理 48 h 即可使细胞增殖率降低至（49.77±
1.33）%，100 μmol/L甚至降低至（36.66±0.26）%（见图

1）。48 h和 72 h 50%细胞增殖抑制率时白藜芦醇的

浓度（IC50）分别为（52.02 ~ 66.18）和（20.11 ~ 24.68）
μmol/L，相关系数R2值为 0.93和 0.96，说明曲线拟合

良好。
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注：白藜芦醇处理48和72 h后H460细胞增殖率的变化。#，与溶剂

对照组比较, P <0.01
The cell proliferation rate of cells treated with different concentration of

resveratrol at 48 and 72 h. #, compared with the solvent control group, P <
0.01.

图图 11 白藜芦醇对白藜芦醇对HH460460细胞增殖的影响细胞增殖的影响

Fig.Fig.11 Effect of resveratrol on cell proliferation in HEffect of resveratrol on cell proliferation in H460460 cellscells
2.2 白藜芦醇对H460细胞中miR-622的表达水平

的影响 提取细胞总 RNA 的质量良好。RNA 的

OD260/OD280均在1.8~2.1之间，说明RNA纯度高。RNA
样品经过1.2%琼脂糖凝胶电泳（图2-A），可见清晰的

28S、18S和 5S三条带，28S条带亮度与 18S条带亮度

比约为 2:1，说明RNA完整性良好，可用于下游实验
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(图 2-B)，50 μmol/L白藜芦醇处理后，与溶剂对照组

比较，miR-622 的表达上调了（13.48±2.16）倍，P<
0.01。说明白藜芦醇可引起miR-622的表达上调。

Solvent Resveratrol
注：A 1，control；2，溶剂对照；3，白藜芦醇处理；BH460细胞经 50

μmol/L白藜芦醇处理前后miR-622的表达. #，与溶剂对照组相比，P<
0.01.

A: 1, control; 2, the solvent control; 3, 50 mmol/L resveratrol treated
group. B miR-622 expression level of 50 mmol/L resveratrol treated H460
cell was measured. #, compared with the solvent control group, P<0.01.

图图 22 白藜芦醇处理后白藜芦醇处理后miR-miR-622622的表达的表达

Fig.Fig. 22 miR-miR-622622 expression level of Hexpression level of H460460 cells treated withcells treated with
resveratrolresveratrol

2.3 提高 miR-622 表达可抑制 H460 细胞的增殖

与miR-NC 组比较，miR-622-M组中miR-622的表达

水平提高了（511.49±77.87）倍，差异有统计学意义(P<
0.01)（图 3-A）; miR-622-M组中H460细胞增殖率降

低至（60.27±5.93）%，差异有统计学意义(P<0.01)（图

3-B）。这说明高表达的miR-622可抑制H460细胞的

增殖。与 anti-miR-NC 组比较，anti-miR-622组中

miR-622的表达水平降低了（0.35±0.09），差异有统计

学意义 (P<0.01）（图 3-A）。但与 anti-miR-NC 组

（97.99%±1.63%）比较，anti-miR- 622 组（97.43%±
1.34%）中 H460 细胞增殖率差异无统计学意义

(P＞0.05)。
2.4 抑制 miR-622 表达可逆转白藜芦醇的作用

白藜芦醇可抑制H460细胞增殖，也可增加miR-622
的表达；miR-622可抑制H460细胞的增殖。这提示

白藜芦醇的抗增殖作用与miR-622密切相关。图 4-
A显示，与（anti-miR-NC+白藜芦醇）组比较，(anti-
miR-622+白藜芦醇)组中miR-622表达水平降低了

（0.11±0.01），差异有统计学意义(P<0.01)。与（anti-
miR-NC+白藜芦醇）组中细胞的增殖率（51.67%±
4.22%）比较，(anti-miR-622+白藜芦醇)组中细胞的增

殖率提高到（86.67±1.11）%，差异有统计学意义 P<
0.01)（图 4-B）。这说明白藜芦醇的抗增殖作用与

miR-622密切相关。

3 讨论

白藜芦醇是一类具有预防肿瘤作用的天然多酚

类物质，广泛存在于日本虎杖、葡萄（或者红葡萄酒）、

花生、桑椹等植物中。1997年，John Pezzuto等发现白
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注：A 瞬时转染miR-622模拟物或抑制剂 48h后miR-622的表达

水平。#，miR-622-M与miR-NC相比较；anti-miR-622与 anti-miR-
NC相比较，P均<0.01。 B H460细胞转染miR-622模拟物或抑制剂

48h后细胞增殖率的变化。#，与miR-NC相比较，P <0.01。
A, The miR-622 levels in cells transfected with miR-622 mimic or

inhibitor were checked by miRNA taqman assay. #, miR-622-M vs miR-
NC, or anti- miR- 622 vs anti- miR- NC, all P <0.01. B, The cell
proliferation in cells transfected with miR- 622 mimic or inhibitor was
measured by CCK-8 assay. #, compared with the miR-NC group,P <0.01

图图 33 转染转染miR-miR-622622模拟物或抑制剂后细胞增殖的变化模拟物或抑制剂后细胞增殖的变化

Fig.Fig. 33 Cell proliferation of cells transfected with miR-Cell proliferation of cells transfected with miR-622622
mimic or inhibitormimic or inhibitor

藜芦醇具有抗癌活性，引起研究白藜芦醇的热

潮。目前，白藜芦醇的抗癌活性主要体现在：白藜芦

醇可抑制乳腺癌[1]、胃癌[2]、结肠癌[3]、前列腺癌[4]、白血

病[5]、卵巢癌[6]、皮肤癌[7]等多种恶性肿瘤细胞的生长的

作用；也可抑制动物癌症模型癌症的发生和进展 [8,]；

临床前期研究结果显示其预防和治疗癌症的作用[9]。

本研究也证实了白藜芦醇可抑制肺癌细胞的增殖，这

与既往研究[10]的结论是一致的。目前，白藜芦醇的抗

癌作用的机制涉及到对细胞周期和细胞凋亡的相关

基因的调控。有学者报道miRNA参与了白藜芦醇的

抗癌作用[11]，这促使我们进一步探讨和研究miRNA在

白藜芦醇抗癌中的作用。

MicroRNA是一类能够与其下游靶基因的3’端非

翻译区相结合的非编码小RNA分子。miRNA数据库

登记注册的人类的miRNA已超过 2 000个。近 10年
研究显示人癌细胞和癌组织中miRNA表达出现差异
[12]，且miRNA可作为癌基因或抑癌基因参与癌症的整

个过程 [13]。既往研究主要关注于高表达的miRNA。

近年来，有关具有抑癌活性且低表达的miRNA的研

究逐渐成为热点。这类miRNA还被开发利用在小鼠

癌症模型的治疗研究中[14,15]，为其在临床上治疗癌症

提供依据。本研究也是着手于具有抗癌作用的低表
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注：A H460细胞转染 anti-miR-622 12 h后再给予50 μmol/L白藜芦

醇处理48 h后miR-622的表达改变。*，与溶剂对照组中anti-miR-NC
相比较，P <0.05；#，与白藜芦醇处理组中 anti-miR-NC相比较，P <
0.01。B H460细胞转染miR-622抑制剂（anti-miR-622）后12 h再给予

50 μmol/L的白藜芦醇处理48 h后细胞增殖率的改变。#，与白藜芦醇

处理组中anti-miR-NC相比较，P <0.01。
A, miR-622 expression level in cells treated with 50 μmol/L resveratrol

for 48 h, 12 h before transfection with anti-miR-622 was determined by
miRNA taqman assay. *, compared with anti-miR-NC group in solvent
control treatment group, P <0.05. #, compared with anti-miR-NC group in
the resveratrol treatment group, P<0.01. B, cell proliferation of cells
transfected with anti-miR-622 and treated with 50 μmol/Lresveratrol 48h
after transfection was determined by CCK-8 assay. #, compared with anti-
miR-NC group in resveratrol-treated group,P<0.01.
图图44 降低降低miR-miR-622622表达对白藜芦醇处理后表达对白藜芦醇处理后HH460460细胞增殖的细胞增殖的

影响影响

Fig.Fig. 44 Effect of decreased miR-Effect of decreased miR-622622 expression on proliferationexpression on proliferation
of cells treated with resveratrolof cells treated with resveratrol

达miRNA的研究。虽然白藜芦醇的抗癌机制比较复

杂，目前仍没有完全弄清楚。白藜芦醇提供了一个制

造体外抗癌模型的工具。Tili等[16]的研究发现白藜芦

醇的抗癌作用中，miR-633是非常关键的一个调节因

素。我们课题组[17]利用miRNA芯片发现miR-622等
miRNA在白藜芦醇处理后出现表达升高。本研究首

次揭示了miR-622可抑制肺癌细胞H460的增殖，且

初步证实了白藜芦醇的抗癌作用是依赖于miR-622
这个抑癌因子来发挥作用的。由于 H460 细胞中

miR-622的表达水平比较低[22]，所以转染miR-622抑
制剂使miR-622表达水平进一步降低，但仍不能使细

胞的增殖发生改变。

总之，白藜芦醇可抑制肺癌细胞H460的增殖，且

这种作用可能依赖于miR-622的表达。本研究初步

探讨了白藜芦醇抗肺癌的作用及其与miRNA相关的

机制，这为白藜芦醇治疗癌症提供了新的理论依据。
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