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基于 miR-320/E2F 转录因子 1 轴探讨天南星提取物
对肺癌细胞顺铂耐药的影响及相关机制

刘雪娇1，张雪云1，张勇2

【摘要】　目的　基于miR-320/E2F转录因子1（E2F1）轴探讨天南星提取物对肺癌细胞顺铂耐药的影响及

相关机制。方法　本实验时间为2020年9月至2021年6月。取对数期A549/DDP细胞分为空白组和天南星组，空白组

置于RPMI 1640培养基中常规培养，天南星组置于加入天南星提取物的RPMI 1640培养基中常规培养。另取对数期

A549/DDP细胞，转染miR-320抑制质粒后随机分为转染组、转染联合天南星组，转染组置于RPMI 1640培养基中常

规培养，转染联合天南星组置于加入天南星提取物的RPMI 1640培养基中常规培养。培养48 h后进行后续实验。采用

qRT-PCR检测不同细胞系及四组miR-320相对表达量，采用MTT法检测四组不同浓度顺铂处理后细胞增殖抑制率，

并计算半数抑制浓度（IC50）；采用流式细胞术检测细胞凋亡率，采用双荧光素酶实验验证miR-320与E2F1的靶向关

系，采用Western blotting法检测E2F1蛋白相对表达量。结果　16HBE细胞系miR-320相对表达量高于A549/DDP细胞系

（P＜0.001）。与空白组比较，天南星组miR-320相对表达量、不同浓度顺铂处理后细胞增殖抑制率、细胞凋亡率升

高，IC50、E2F1蛋白相对表达量降低，转染组miR-320相对表达量、不同浓度顺铂处理后细胞增殖抑制率、细胞凋亡

率降低，IC50、E2F1蛋白相对表达量升高（P＜0.05）；与天南星组比较，转染联合天南星组miR-320相对表达量、不

同浓度顺铂处理后细胞增殖抑制率、细胞凋亡率降低，IC50、E2F1蛋白相对表达量升高（P＜0.05）；与转染组比较，

转染联合天南星组miR-320相对表达量、不同浓度顺铂处理后细胞增殖抑制率、细胞凋亡率升高，IC50、E2F1蛋白相

对表达量降低（P＜0.05）。双荧光素酶实验结果显示，E2F1是miR-320的一个靶基因，两者结合位点是E2F1的3'-
UTR片段。结论　天南星提取物可逆转肺癌细胞顺铂耐药，促进肺癌细胞凋亡，其机制可能与调控miR-320，进而靶

向下调E2F1表达有关。
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【Abstract】　Objective　To investigation the impact and mechanism of araceae extract against cisplatin resistance on 
lung cancer cells based on miR-320/E2F transcription factor 1 axis. Methods　The experiment time was from September 2020 to 
June 2021. The logarithmic A549/DDP cells were selected and divided into blank group (group A) and araceae extract group (group 
B) . The group A was routinely cultured in RPMI 1640 medium, and the group B was routinely cultured in RPMI 1640 medium added 
with araceae extract. In addition, the logarithmic A549/DDP cells were transfected with miR-320 inhibitor plasmid and then 
randomly divided into transfection group (group C) and transfection combined with araceae extract group (group D) . The group C 
was routinely cultured in RPMI 1640 medium, and the group D was routinely cultured in RPMI 1640 medium added with araceae 
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extract extract. The follow-up experiment was carried out after 48 hours of culture. qRT-PCR was used to detect the relative 
expression of miR-320 in different cell series and four groups, respectively. MTT method was used to detect the inhibition rate of 
cell proliferation after different concentrations of cisplatin treatment in four groups, and the half inhibition concentration (IC50) was 
calculated; the apoptosis rate was detected by flow cytometry, the targeting relationship between miR-320 and E2F1 was verified 
by double luciferase assay, and the relative expression of E2F1 protein was detected by Western blotting. Results　The relative 
expression of miR-320 in 16HBE cell series was higher than that in A549/DDP cell series (P < 0.001) . Compared with the group 
A, the relative expression of miR-320, cell proliferation after different concentrations of cisplatin treatment and apoptosis rate in 
the group B were higher, and the IC50 and relative expression of E2F1 protein in the group B were lower, the relative expression of 
miR-320, cell proliferation after different concentrations of cisplatin treatment and apoptosis rate in the group C were lower, and 
the IC50 and relative expression of E2F1 protein in the group C were higher (P < 0.05) . Compared with the group B, the relative 
expression of miR-320, cell proliferation after different concentrations of cisplatin treatment and apoptosis rate in the group D 
were lower, and the IC50 and relative expression of E2F1 protein in the group D were higher (P < 0.05) . Compared with the group 
C, the relative expression of miR-320, cell proliferation after different concentrations of cisplatin treatment and apoptosis rate in 
the group D were higher, and the IC50 and relative expression of E2F1 protein in the group D were lower (P < 0.05) . The results of 
dual luciferase show that E2F1 was a target gene of miR-320, and the binding site of the two was the 3'-UTR fragment of E2F1. 
Conclusion　Araceae extract can reverse the cisplatin resistance of lung cancer cells and promote lung cancer cell apoptosis. Its 
mechanism may be related to the regulation of miR-320 to further target down-regulation of E2F1 expression.

【Key words】　Lung cancer; Cisplatin; Araceae extract; microRNA-320; E2F transcription factor 1; Molecular 
mechanisms of pharmacological action（TCD）

肺癌是临床常见的癌症类型，其好发于40岁及以上人

群，以恶性程度高、侵袭及转移性强为主要特征［1］。相关数

据显示，全球超过1/3的肺癌患者在我国，且近年我国肺癌发

病率有持续增长趋势，每年因肺癌死亡人数超过60万，其已

成为我国癌症发病及死亡的首要原因［2］。肺癌早期常以手术

切除为主要治疗方案，手术切除原发病灶可达到临床治愈或

缩小肿瘤体积的目的；肺癌中晚期及转移患者标准治疗方案

则是以顺铂为基础的两种联合化疗方案，其可明显延长患者

生存期，但长期使用顺铂会引发肿瘤耐药，进而影响化疗效

果［3］。天南星提取物是中药天南星的主要活性成分集合物，

具有抗惊厥、镇静、止痛、抗氧化等多重药理活性，近年其

被发现有一定抗肿瘤活性［4］。有研究发现，天南星提取物可

抑制胃癌细胞增殖，促进胃癌细胞凋亡，从而对胃癌大鼠发

挥治疗作用［5］。但目前关于天南星提取物对肺癌细胞顺铂耐

药的影响及相关机制鲜有报道。本研究采用天南星提取物干

预肺癌细胞，观察其对顺铂耐药的影响，并探讨相关机制。

1　材料与方法

1.1　一般材料　本实验时间为2020年9月至2021年6月。人肺

癌顺铂耐药株A549/DDP细胞系、人支气管上皮16HBE细胞系

购自中国科学院上海细胞库。

1.2　主要药物、试剂及仪器　天南星提取物（兰州沃特莱斯

生物科技有限公司），qRT-PCR试剂盒、LipofectamineTM3000
试剂盒、miR-320抑制质粒、双荧光素酶检测试剂盒、MTT试
剂盒购自上海群己生物科技有限公司，兔抗人E2F转录因子1
（E2F transcription factor 1，E2F1）一抗购自美国CST公司，

7300 qRT-PCR仪购自美国ABI公司，Spark酶标仪购自瑞士

Tecan公司，FACSAria流式细胞仪购自美国BD公司。

1.3　细胞培养　分别将A549/DDP细胞、16HBE细胞置于

RPMI 1640培养基（含10% FBS、1%青链霉素）中，在培养箱

标准条件下（37 ℃，5% CO2）培养，A549/DDP细胞额外加入

顺铂（终浓度为1 mg/L），隔天换液，待细胞融合至80%，胰

酶消化后传代培养，取对数期细胞用于后续实验。

1 . 4　转染及分组［6］　取对数期A 5 4 9 / D D P细胞分为空

白组和天南星组，空白组置于R P M I  1 6 4 0培养基中常

规培养，天南星组置于加入天南星提取物（终浓度为

8 mg/ml）的RPMI 1640培养基中常规培养。另取对数期

A549/DDP细胞，PBS洗涤，胰酶消化重悬，调整细胞密度

为1×106个/ml，接种至6孔板，待细胞融合至80%，根据

LipofectamineTM3000试剂盒说明书操作转染步骤，将miR-320 
抑制质粒转染至A549/DDP细胞，随机分为转染组、转染

联合天南星组，转染组置于RPMI 1640培养基中常规培

养，转染联合天南星组置于加入天南星提取物（终浓度

为8 mg/ml）的RPMI 1640培养基中常规培养。培养48 h 
后进行后续实验，每组细胞设置5个复孔。

1.5　qRT-PCR检测miR-320相对表达量　分别取对数期

A549/DDP细胞、16HBE细胞，经Trizol法提取总RNA，采

用Promega试剂盒反转录为cDNA，以U6为内参，定量后按

照qRT-PCR试剂盒说明书要求设定反应体系：双倍核酸

染料12 μl，上、下游引物（10 μmol/L）各1 μl，cDNA  
1 μl，加双蒸水至总体积为20 μl。反应条件：94 ℃预变性

4 min；94 ℃变性50 s，40 ℃退火1 min，72 ℃延伸5 min，
重复35个循环。采用2 -∆∆Ct法计算miR-320相对表达量。

miR-320上游引物：5'-TCCTTTTTCGCCCTCTCAAC-3'，
下游引物：5'-CTCCCCTCCGCCTTCTCTT-3'；U6上游

引物：5'-GAATCGGGCCTGCTCAAGT-3'，下游引物：

5'-CGAAACGGAGACCCAGGAAA-3'。培养48 h后，分别取

空白组、天南星组、转染组、转染联合天南星组细胞，检测

miR-320相对表达量，方法同上。
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1.6　MTT法检测细胞增殖抑制率、细胞半数抑制浓度（half 
inhibitory concentration，IC50）　培养48 h后，分别取空白组、

天南星组、转染组、转染联合天南星组细胞，PBS洗涤，胰

酶消化重悬，调整细胞密度为1×105个/ml，接种至6孔板，

待细胞融合至80%，分别加入不同浓度（2、4、8、16、32 
μg/ml）顺铂至RPMI 1640培养基中，干预48 h后加入MTT溶
液（20 μl/孔，5.00 g/L），静置2 h，吸去上清液，加入二

甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）150 μl/孔，振荡至结

晶溶解，采用酶标仪检测各孔490 nm位置吸光度值，计算细

胞增殖抑制率，细胞增殖抑制率=（1-观察孔吸光度值/对照

孔吸光度值）×100%。绘制折线图以计算顺铂对各组细胞

IC50。实验重复3次取平均值。

1.7　流式细胞术检测细胞凋亡率　培养48 h后，分别取空

白组、天南星组、转染组、转染联合天南星组细胞，PBS洗
涤，胰酶消化重悬，低温离心10 min（3 000 r/min，离心半径

8 cm），吸去上清，根据Annexin V-APC/PI细胞凋亡检测试剂

盒说明书操作实验步骤，采用binding buffer缓冲液重悬细胞，

加入Annexin V-FITC、PI各5 μl并混匀，避光孵育10 min，采

用流式细胞仪检测各组细胞凋亡率。实验重复3次取平均值。

1.8　双荧光素酶实验验证miR-320与E2F1的靶向关系　经

靶基因预测数据库TargetScan预测，E2F1 3'UTR可能存在与

miR-320结合的位点，鉴定工作在上海群己生物科技有限公

司进行。分别构建E2F1野生型和突变型3'UTR，并将其命名

为E2F1 3'-UTR-WT、E2F1 3'-UTR-MT，分别插入至双荧

光素酶载体，与miR-320质粒（miR-320 mimic-NC、miR-
320 mimic）共转染至293T细胞，分为作为E2F1 3'-UTR-
WT+miR-320 mimic-NC组、E2F1 3'-UTR-WT+miR-320 mimic
组、E2F1 3'-UTR-MT+miR-320 mimic-NC组、E2F1 3'-UTR-
MT+miR-320 mimic组。转染24 h后收集细胞，经双荧光素酶检

测试剂盒测定各组荧光素酶活性，计算相对荧光素酶活性，

相对荧光素酶活性=萤火虫荧光素酶活性/海肾荧光素酶活性。

实验重复3次取平均值。

1.9　Western blotting法检测E2F1蛋白相对表达量　培养48 h
后，分别取空白组、天南星组、转染组、转染联合天南星

组细胞，采用RIPA液裂解细胞，低温离心15 min（10 000 
r/min，离心半径10 cm），经BCA试剂盒测定总蛋白。取

40 μg样本蛋白，与上样缓冲液等比例混合，沸水浴变性蛋

白，同参数离心取上清液，行凝胶电泳分离、湿法转膜，采

用BSA液封闭2 h，加入兔抗人E2F1一抗（1∶500），4 ℃冰

箱冷藏过夜，TBST洗膜，加入二抗（1∶2 000），室温孵育 
2 h，TBST洗膜，浸入ECL发光液发光，置于暗室显色，经凝

胶成像仪拍照分析，并计算E2F1蛋白相对表达量，E2F1蛋白

相对表达量=E2F1蛋白条带灰度值/内参GAPDH灰度值。实验

重复3次取平均值。

1.10　统计学方法　应用SPSS 22.0统计学软件进行数据处理。

计量资料以（x±s）表示，多组间比较采用单因素方差分析，

组间两两比较采用LSD-t检验。以P＜0.05差异有统计学意义。

2　结果

2.1　不同细胞系miR-320相对表达量比较　16HBE细胞系

miR-320相对表达量为（0.93±0.10），高于A549/DDP细

胞系的（0.28±0.03），差异有统计学意义（t =13.921，
P＜0.001）。

2.2　四组miR-320相对表达量比较　空白组miR-320相对表达

量为（0.27±0.02），天南星组为（1.57±0.09），转染组为

（0.11±0.01），转染联合天南星组为（0.49±0.06）。四组

miR-320相对表达量比较，差异有统计学意义（F=711.257，
P＜0.001）。与空白组比较，天南星组miR-320相对表达量

升高，转染组降低，差异有统计学意义（t值分别为31.530、
16.000，P值均＜0.001）；与天南星组比较，转染联合天南星

组miR-320相对表达量降低，差异有统计学意义（t=22.326，
P＜0.001）；与转染组比较，转染联合天南星组miR-320相对

表达量升高，差异有统计学意义（t=13.969，P＜0.001）。

2.3　四组细胞增殖抑制率、IC50及细胞凋亡率比较　四组不

同浓度顺铂处理后细胞增殖抑制率、IC50及细胞凋亡率比较，

差异有统计学意义（P＜0.05）；与空白组比较，天南星组不

同浓度顺铂处理后细胞增殖抑制率和细胞凋亡率升高、IC50

降低，转染组不同浓度顺铂处理后细胞增殖抑制率和细胞凋

亡率降低、IC50升高，差异有统计学意义（P＜0.05）；与天

南星组比较，转染联合天南星组不同浓度顺铂处理后细胞增

殖抑制率和细胞凋亡率降低，IC50升高，差异有统计学意义

（P＜0.05）；与转染组比较，转染联合天南星组不同浓度顺

铂处理后细胞增殖抑制率和细胞凋亡率升高，IC50降低，差异

有统计学意义（P＜0.05），见表1、图1~2。
2.4　四组双荧光素酶实验结果比较　双荧光素酶实验结果显

示，E2F1 3'-UTR-WT+miR-320 mimic-NC组、E2F1 3'-UTR-
WT+miR-320 mimic组、E2F1 3'-UTR-MT+miR-320 mimic-
NC组、E2F1 3'-UTR-MT+miR-320 mimic组相对荧光素酶活

性分别为（1.30±0.14）、（1.29±0.15）、（1.30±0.15）、

（0.92±0.11）。与E2F1 3'-UTR-MT+miR-320 mimic组比

较，E2F1 3'-UTR-WT+miR-320 mimic-NC组、E2F1 3'-UTR-
WT+miR-320 mimic组、E2F1 3'-UTR-MT+miR-320 mimic-NC 
组相对荧光素酶活性升高，差异有统计学意义（t值分别为

4.772、4.448、4.568，P值均＜0.05）。E2F1是miR-320的一

个靶基因，两者结合位点为E2F1的3'-UTR片段，见图3。
2 . 5　四组E 2 F 1蛋白相对表达量比较　空白组、天南星

组、转染组及转染联合天南星组E2F1蛋白相对表达量分

别为（0.27±0.04）、（0.13±0.01）、（0.88±0.10）、

（0.72±0.07）。四组E2F1蛋白相对表达量比较，差异有统

计学意义（F=153.655，P＜0.001）；与空白组比较，天南星

组E2F1蛋白相对表达量降低，转染组升高，差异有统计学意

义（t值分别为7.593、13.664，P值均＜0.001）；与天南星组

比较，转染联合天南星组E2F1蛋白相对表达量升高，差异有

统计学意义（t=18.657，P＜0.001）；与转染组比较，转染

联合天南星组E2F1蛋白相对表达量降低，差异有统计学意义

（t=2.931，P=0.019），见图4。
3　讨论

肺癌是发源于支气管黏膜上皮组织的肺原发性恶性肿

瘤，起初沿主支气管壁或段支气管壁浸润生长，后向周围肺
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表1　四组不同浓度顺铂处理后细胞增殖抑制率、IC50及细胞凋亡率比较（x±s，n=3）
Table 1　Comparison of inhibition rate of cell proliferation after different concentrations of cisplatin treatment，IC50 and apoptosis rate among the four groups 

组别
细胞增殖抑制率（%） IC50

（μg/ml）
细胞凋亡率

（%）2 μg/ml顺铂处理 4 μg/ml顺铂处理 8 μg/ml顺铂处理 16 μg/ml顺铂处理 32 μg/ml顺铂处理

空白组 16.45±2.02 33.47±3.40 46.64±4.66 52.38±7.26 65.16±7.09 12.05±2.61 4.01±0.26

天南星组 36.14±3.65a 58.02±6.69a 69.90±8.39a 79.58±8.36a 88.53±7.63a 3.38±0.48a 37.56±5.05a

转染组 8.78±1.05a 19.23±2.66a 28.98±3.55a 39.84±4.86a 53.62±6.23a 29.54±4.02a 1.77±0.18a

转染联合天南星组 20.20±2.57bc 44.64±3.33bc 53.61±6.42bc 64.45±3.04bc 76.96±7.67bc 6.47±0.80bc 12.91±1.88bc

F值 105.777 72.941 39.380 37.058 21.960 144.522 184.330
P值 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

注：IC50=半数抑制浓度；a表示与空白组比较，P＜0.05；b表示与天南星组比较，P＜0.05；c表示与转染组比较，P＜0.05

肺癌多因症状不明而未能早期发现，多数患者确诊时已出现

远端转移，此时化疗是最有效的治疗手段，其中顺铂是肺癌

的一线化疗药物，其释放的铂离子可与细胞DNA链内交联，

形成复合体，影响DNA复制，从而抑制癌细胞增殖，但癌细

胞可降低顺铂吸收率、修复自身损伤DNA，从而产生耐药

性，影响化疗效果［10］。因此，寻找可逆转肺癌细胞顺铂耐药

的药物或手段对改善患者预后、降低病死率意义重大。

中医治疗肺癌具有独特优势，肺癌归于中医学“肺

积”“息贲”“肺萎”“咯血”等范畴，为五积之一，其

主要病机为禀赋不足、情志失调、邪毒侵入、伤于肌表、由

表入里、血行不畅、瘀血阻滞，以致脾胃失职、聚湿生痰、

痰聚于肺、肺行水失职，终因毒聚邪留、气机紊乱、发为肺

积，故治疗应以祛湿化痰、清肺健脾为主［11］。中药天南星取

自天南星科植物天南星、异叶天南星、东北天南星等块茎，

性温，味苦、辛，归肺、肝、脾经，可化痰、散结、燥湿、

消肿［12］。《本经逢原》［13］中记载，天南星可治寒热、结

气、利胸膈，治积聚伏梁、破坚积。天南星提取物含有植物

多糖、生物碱类、黄酮类、脂肪酸类等多种天然化合物，有

研究表明其与半夏配伍可抑制肿瘤血管生成、降低肺癌细胞

耐药性、诱导肺癌细胞周期停滞，进而发挥抗肿瘤效应，提

示其对肺癌具有潜在治疗作用［14］。本研究结果显示，与空白

组比较，天南星组不同浓度顺铂处理后细胞增殖抑制率和细

胞凋亡率升高、IC50降低，转染组不同浓度顺铂处理后细胞增

殖抑制率和细胞凋亡率降低、IC50升高；与天南星组比较，转

染联合天南星组不同浓度顺铂处理后细胞增殖抑制率和细胞

凋亡率降低，IC50升高；与转染组比较，转染组联合天南星不

同浓度顺铂处理后细胞增殖抑制率和细胞凋亡率升高，IC50降
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图1　四组不同浓度顺铂处理后细胞增殖抑制率变化的折线图
Figure 1　Broken line diagram of inhibition rate of cell proliferation after 
different concentrations of cisplatin treatment among the four groups

空白组 天南星组 转染组 转染联合天南星组

图2　四组流式细胞术检测的细胞凋亡情况
Figure 2　Apoptosis detected by flow cytometry among the four groups

图3　生物信息学分析结果
Figure 3　Bioinformatics analysis results

组织扩张，继续冲击脏层胸膜并扩散到胸壁、膈肌，最终通

过肺部各淋巴结及上腔静脉转移至脑、肝、肾等全身各处器

官［7］。吸烟是肺癌的主要危险因素之一，此外，职业环境、

电离辐射、肺部疾病及遗传等也是其重要影响因素［8］。肺癌

早期常表现为呼吸系统症状，以咳嗽、低热、胸痛为主，后

发展为咯血、面部水肿、声嘶、消瘦，并随着病灶远端转移

部位不同而伴有颅内压增高、肝肿大、腰痛等临床表现［9］。 图4　Western blotting法检测四组E2F1蛋白相对表达量的凝胶电泳图
Figure 4　Gel electrophoresis map of the relative expression of E2F1 
protein among the four groups detected by Western blotting
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低，提示天南星提取物可逆转肺癌细胞顺铂耐药，促进肺癌

细胞凋亡，其机制可能与天南星提取物调控miR-320有关。

miRNA是细胞内重要的非编码调控因子，可调控众多

基因表达转录，范围涉及机体的整个生命过程，且因数量及

分子量少，常被作为肿瘤耐药及预后评估的特异性分子标志

物。miR-320是新发现的保守型miRNA，其在乳腺癌、结直肠

癌、胃癌、膀胱癌等多种恶性肿瘤中呈异常表达，作为一种

抑癌因子在肿瘤的发生与发展过程中扮演着重要角色［15］。

E2F1是E2F家族转录因子家族成员，具有额外细胞周期蛋白

结合域，可改变细胞周期，调控细胞凋亡过程，诱导细胞上

皮间质转化，提高细胞侵袭、迁移能力，具有一定促癌作

用［16］。刘延锋等［17］研究表明，过表达miR-320可抑制E2F1
基因表达，从而抑制结直肠癌肿瘤细胞糖代谢，提示miR-
320-E2F1轴在恶性肿瘤中具有一定作用。本研究结果显示，

与16HBE细胞系比较，A549/DDP细胞系miR-320相对表达量

降低，提示miR-320在肺癌细胞中呈低表达；双荧光素酶实验

结果显示，miR-320与E2F1存在结合位点，E2F1是其靶向调

控基因之一。本研究结果还显示，与空白组比较，天南星组

E2F1蛋白相对表达量降低，转染组升高；与天南星组比较，

转染联合天南星组E2F1蛋白相对表达量升高；与转染组比

较，转染联合天南星组E2F1蛋白相对表达量降低，提示天南

星提取物逆转肺癌细胞顺铂耐药可能与调控miR-320，进而调

控下游靶基因E2F1表达有关。

综上所述，天南星提取物可逆转肺癌细胞顺铂耐药，促

进肺癌细胞凋亡，其机制可能与通过调控miR-320，进而靶向

下调E2F1表达有关。
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