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茶黄素通过上调环状RNA叉头框蛋白3表达调控结肠癌细胞
增殖及凋亡
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摘要： 目的 探讨茶黄素（TF）对结肠癌细胞增殖、凋亡的影响及其对环状RNA叉头框蛋白 3（circ-Foxo3）的调控作用。方

法 该研究于 2018年 10月至 2019年 12月进行，体外培养人结肠癌细胞HCT-8，分别使用不同剂量的TF处理细胞，分别将空

载体（pcDNA）、过表达 circ-Foxo3（pcDNA-circ-Foxo3）转染至 HCT-8细胞，分别将抑制物（si-NC）、抑制 circ-Foxo3（si-circ-
Foxo3）转染至HCT-8细胞，随后加入TF处理细胞；采用噻唑蓝（MTT）法检测细胞增殖；流式细胞术检测细胞凋亡率；采用实时

荧光定量 PCR（qRT-PCR）法检测 circ-Foxo3的表达量。结果 TF可明显降低细胞存活率［（100.00±0.12）%比（82.93±5.51）%、

（56.67±12.36）%、（32.26±6.10）%，P<0.05］，提高凋亡率［（5.96±0.58）%比（13.67±1.67）%、（17.23±0.52）%、（21.49±2.00）%，P<
0.05］，促进 circ-Foxo3的表达［（1.01±0.01）比（1.35±0.10）、（1.76±0.07）、（2.62±0.39），P<0.05］；转染 pcDNA-circ-Foxo3可明显降

低细胞存活率（P<0.05），提高凋亡率（P<0.05）；转染 si-circ-Foxo3可明显降低 TF对HCT-8细胞增殖及凋亡的作用。结论 TF
通过上调 circ-Foxo3表达抑制结肠癌细胞增殖及促进细胞凋亡。
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circ-Foxo3 expression
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Abstract： Objective To explore the effect of theaflavin on the proliferation and apoptosis of colon cancer cells and its regulation on
circular RNA forkhead box protein 3 (circ-Foxo3).Methods This study started in October 2018 and December 2019, human colon can‑
cer cells HCT-8 were cultured in vitro, cells were treated with different doses of theaflavins, respectively. and empty vector (pcDNA) and
overexpression of circ-Foxo3 (pcDNA-circ-Foxo3) were transfected into HCT-8 cells, respectively. The inhibitor (si-NC) and inhibition of
circ-Foxo3 (si-circ-Foxo3) were transfected into HCT-8 cells respectively, and then theaflavin was added to treat the cells. Thiazolyl Blue
(MTT) method was used to detect cell proliferation. Flow cytometry was used to detect the apoptosis rate. The expression of circ-Foxo3 was
detected by quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) method.Results Theaflavins significantly reduced the cell survival rate [(100.00±
0.12)% vs. (82.93±5.51)%, (56.67±12.36)%, (32.26±6.10)%, P<0.05], increased the apoptosis rate [(5.96±0.58)% vs. (13.67±1.67)%,
(17.23±0.52)%, (21.49±2.00)%, P<0.05], promoted the expression of circ-Foxo3 [(1.01±0.01) vs. (1.35±0.10), (1.76±0.07), (2.62±0.39),
P<0.05]. Transfection of pcDNA-circ-Foxo3 could significantly reduce cell survival rate (P<0.05), increase apoptosis rate (P<0.05).
Transfection of si-circ-Foxo3 could significantly reduce the effect of theaflavins on the proliferation and apoptosis of HCT-8 cells.Conclu⁃
sion Theaflavin inhibits the proliferation of colon cancer cells and promotes apoptosis by up-regulating circ-Foxo3 expression.
Key words： Teas; Catechin; Polyphenols; Theaflavin; Circ-Foxo3; Colon cancer; Proliferation; Apoptosis

结肠癌是临床常见的一种消化道恶性肿瘤，其

常发生于大肠底部与直肠内，环境、遗传因素及基

因改变均可能影响结肠癌发生及发展，目前临床主

要采用手术与化疗等方式进行治疗，但术后病人易

出现转移及复发等情况，近年来，结肠癌发病率逐

年上升，已严重威胁人类生命安全，因而寻找有效

的治疗方法成为研究重点［1-2］。中药具有毒副作用

小等特点，近年来，中药提取物在结肠癌等肿瘤治

疗过程中发挥重要作用，但关于其作用机制仍未完

全阐明［3-4］。茶叶具有抗癌等作用，其中茶黄素（TF）
是其主要成分，并可抑制肿瘤细胞增殖及转移［5］。

但TF对结肠癌的治疗效果及其作用机制尚未阐明。

环状RNA-叉头框蛋白 3（circ-Foxo3）在食管癌细胞

中表达水平降低，可抑制细胞增殖及促进细胞凋
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亡［6］。但 circ-Foxo3是否可介导 TF抗结肠癌的过程

尚未可知。因此，2018年 10月至 2019年 12月，本研

究主要探讨TF是否可调控 circ-Foxo3影响结肠癌细

胞增殖及凋亡。

1 资料与方法

1.1 一般资料 TF购自成都格纯生物医药有限公

司；人结肠癌细胞HCT-8购自美国ATCC细胞库；Li‑
pofectamine2000购自美国 Invitrogen公司；抑制物

（si-NC）、抑制 circ-Foxo3（si-circ-Foxo3）购自广州锐

博生物科技有限公司；空载体（pcDNA）、过表达 circ-
Foxo3（pcDNA-circ-Foxo3）购自武汉淼灵生物科技有

限公司；MTT、膜联蛋白 V-FITC/碘化丙啶（Annexin
V-FITC/PI）法凋亡检测试剂盒购自美国 Sigma公司；

Trizol试剂购自北京全式金生物技术有限公司；反转

录与荧光定量检测试剂盒购自美国 Thermo Fisher
公司；兔抗人细胞核增殖抗原-67（Ki-67）、增殖细胞

核抗原（PCNA）、B细胞淋巴瘤/白血病 -2（Bcl-2）、

Bcl-2相关X蛋白（Bax）、活化胱天蛋白酶 3（cleaved
caspase-3）抗体购自美国 Santa Cruz公司；HRP标记

的山羊抗兔二抗购自武汉艾美捷科技有限公司。

本研究符合《世界医学协会赫尔辛基宣言》相关

要求。

1.2 方法

1.2.1 实验分组 HCT-8细胞常规培养，取对数生

长期HCT-8细胞接种于 96孔板（5×103个/孔），分别

加入不同浓度（15 µmol/L、25 µmol/L、50 µmol/L）的

TF处理 24 h［7］，分别记作TF-L组、TF-M组、TF-H组。

同时将正常培养的细胞作为 Con组。按照 Lipo‑
fectamine2000转染试剂说明书分别将 pcDNA、pcD‑
NA-circ-Foxo3转染至HCT-8细胞，分别记作 pcDNA
组 、pcDNA-circ-Foxo3 组 。 分 别 将 si-NC、si-circ-
Foxo3转染至HCT-8细胞，加入含有浓度为 50 µmol/
L TF的培养基处理 24 h，分别记作 TF-H+si-NC组、

TF-H+si-circ-Foxo3组。

1.2.2 MTT法检测细胞增殖 收集各组 HCT-8细
胞（1×105个/毫升）接种于 96孔板（每孔 100 µL），每

孔加入MTT溶液 20 µL，置于培养箱继续培养 4 h，
弃上清，加入DMSO（每孔 150 µL），室温震荡孵育 5
min，应用酶标仪检测各孔在波长为 490 nm处的吸

光度值。

1.2.3 流式细胞术检测细胞凋亡率 HCT-8细胞加

入预冷 PBS洗涤后弃上清，加入 500 µL结合缓冲

液，参照凋亡检测试剂盒检测各组细胞凋亡率。

1.2.4 qRT-PCR检测细胞中 circ-Foxo3的表达水

平 采用 Trizol法提取HCT-8细胞总 RNA，参照反

转录试剂盒合成互补DNA（cDNA）。qRT-PCR反应

与反应体系均按照试剂盒说明书操作并检测 circ-
Foxo3相对表达量。

1.2.5 蛋 白 质 印 迹 法 检 测 Ki-67、PCNA、Bcl-2、
Bax、Cleaved Caspase-3蛋白表达 各组HCT-8细胞

加入 400 µL RIPA裂解液提取细胞总蛋白，SDS-

PAGE分离蛋白，转膜，封闭，分别加入一抗稀释液

（1∶1 000）与二抗稀释液（1∶2 000），室温孵育 1 h，
TBST洗涤，应用 ImageJ软件分析各条带灰度值。

1.3 统计学方法 采用 SPSS 21.0统计学软件分析

数据。计量资料以 x̄ ± s表示且均符合正态分布，两

组间比较采用独立样本 t检验，多组间比较采用单

因素方差分析，总体有差异进一步采用 SNK-q检验

进行两两比较。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 TF对结肠癌细胞HCT-8增殖的影响 与Con
组比较，TF-L组、TF-M组、TF-H组细胞存活率及Ki-
67、PCNA蛋白水平降低（P<0.05），且 TF-L组、TF-M
组、TF-H组各指标比较均差异有统计学意义（P<
0.05），见表1，图1。

2.2 TF对结肠癌细胞HCT-8凋亡及 circ-Foxo3表
达量的影响 与Con组比较，TF-L组、TF-M组、TF-H
组凋亡率及Bax、Cleaved Caspase-3蛋白水平升高（P
<0.05），Bcl-2蛋白水平降低（P<0.05），且 TF-L组、

TF-M组、TF-H组各指标比较均差异有统计学意义

（P<0.05）。与 Con组比较，TF-L组、TF-M组、TF-H
组 circ-Foxo3的表达水平升高（P<0.05），且 TF-L组、

TF-M组、TF-H组间 circ-Foxo3的表达水平比较差异

1
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B

注：1—甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）；2—增殖细胞核抗原（PC‑
NA）；3—细胞核增殖抗原-67（Ki-67）；4—对照组（Con）；5—低浓度茶黄

素组（TF-L）；6—中浓度茶黄素组（TF-M）；7—高浓度茶黄素组（TF-H）。
图1 Western blotting检测Ki-67、PCNA蛋白表达

表1 茶黄素对结肠癌细胞HCT-8增殖的影响/x̄ ± s
组别

Con
TF-L
TF-M
TF-H
F值

P值

重复次数

9
9
9
9

存活率/%
100.00±0.12
82.93±5.51①
56.67±12.36①②
32.26±6.10①②③

144.46
<0.001

Ki-67
0.89±0.05
0.70±0.05①
0.51±0.03①②
0.36±0.05①②③

227.00
<0.001

PCNA
0.92±0.03
0.77±0.05①
0.61±0.05①②
0.38±0.09①②③

137.31
<0.001

注：Ki-67为细胞核增殖抗原-67，PCNA为增殖细胞核抗原。

①与Con组比较，P<0.05。②与TF-L组比较，P<0.05。③与TF-M
组比较，P<0.05。
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有统计学意义（P<0.05）。见表2，图2。
2.3 circ-Foxo3过表达对HCT-8细胞增殖及凋亡

的影响 与 pcDNA组比较，pcDNA-circ-Foxo3组细

胞存活率及 Ki-67、PCNA、Bcl-2蛋白水平降低（P<
0.05），凋亡率及 Bax、Cleaved Caspase-3蛋白水平升

高（P<0.05），见表3，图3。
2.4 干扰 circ-Foxo3表达可降低TF对HCT-8细胞

增殖的作用 与 TF-H+si-NC组比较，TF-H+si-circ-
Foxo3组细胞存活率及 Ki-67、PCNA蛋白水平升高

（P<0.05），见表4。
2.5 干扰 circ-Foxo3表达可降低TF对HCT-8细胞

凋亡的作用 与 TF-H+si-NC组比较，TF-H+si-circ-
Foxo3组凋亡率及Bax、Cleaved Caspase-3蛋白水平降

低（P<0.05），Bcl-2蛋白水平升高（P<0.05），见表5。
3 讨论

中药提取物可通过抑制结肠癌细胞增殖及转

移从而发挥抗癌作用，但关于其作用机制尚未完全

阐明，circRNA在结肠癌发生过程中表达异常并可

能通过调控细胞增殖、迁移及侵袭等生物学过程从

而发挥作用，同时 circRNA还可能作为结肠癌靶向

治疗的潜在靶点［8-11］。

TF可抑制卵巢癌、卵巢癌干细胞增殖及转

移［12-14］。红茶 TF与茶红素还可抑制结肠癌、肺癌细

胞增殖、迁移及侵袭［15］。与上述研究结果相似，本研

究结果显示不同剂量的TF处理后结肠癌细胞存活率

降低，凋亡率明显升高，且呈剂量依赖性，提示TF可
抑制结肠癌细胞增殖及促进细胞凋亡。研究表明

Ki-67、PCNA在肿瘤中表达水平升高，并可参与细胞

周期过程从而促进细胞增殖［16］。Bcl-2表达上调可抑

制细胞凋亡，Bax表达上调可促进线粒体释放细胞色

素C而促进Caspase-3磷酸化形成Cleaved Caspase-3
从而诱导细胞凋亡［17］。本研究结果显示不同剂量的

TF处理后结肠癌细胞中Ki-67、PCNA、Bcl-2的表达

水平降低，Bax、Cleaved Caspase-3的表达水平升高，

且呈剂量依赖性，进一步证实TF可抑制结肠癌细胞

增殖及诱导细胞凋亡从而发挥抗癌作用。

表2 茶黄素对结肠癌细胞HCT-8凋亡及 circ-Foxo3表达量的影响/x̄ ± s
组别

Con
TF-L
TF-M
TF-H
F值

P值

重复次数

9
9
9
9

凋亡率/%
5.96±0.58
13.67±1.67①
17.23±0.52①②
21.49±2.00①②③

210.78
<0.001

Bcl-2
0.89±0.05
0.69±0.05①
0.51±0.07①②
0.34±0.05①②③

162.27
<0.001

Bax
0.29±0.05
0.52±0.04①
0.72±0.04①②
0.92±0.04①②③

359.47
<0.001

Cleaved Caspase-3
0.34±0.06
0.53±0.06①
0.72±0.04①②
0.86±0.03①②③

190.36
<0.001

circ-Foxo3
1.01±0.01
1.35±0.10①
1.76±0.07①②
2.62±0.39①②③

103.96
<0.001

注：Bcl-2为B细胞淋巴瘤/白血病-2，Bax为Bcl-2相关X蛋白，Cleaved Caspase-3为剪切的含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 3，circ-Foxo3
为环状RNA-叉头框蛋白3。

①与Con组比较，P<0.05。②与TF-L组比较，P<0.05。③与TF-M组比较，P<0.05。
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注：1—甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）；2—剪切的含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 3（Cleaved Caspase-3）；3—Bcl-2相关X蛋白（Bax）；

4—B细胞淋巴瘤/白血病-2（Bcl-2）；5—对照组（Con）；6—低浓度茶黄素组（TF-L）；7—中浓度茶黄素组（TF-M）；8—高浓度茶黄素组（TF-H）。

图2 茶黄素对结肠癌细胞HCT-8凋亡的影响：A为流式细胞术检测细胞凋亡率；B为Western blotting检测Bcl-2、Bax、Cleaved Caspase-3蛋白表达

表3 circ-Foxo3过表达对HCT-8细胞增殖及凋亡的影响/x̄±s
组别

pcDNA
pcDNA-circ-Foxo3
t值

P值

重复次数

9
9

circ-Foxo3
1.00±0.01
2.28±0.11
34.77
<0.001

存活率/%
98.76±2.34
63.17±8.95
11.54
<0.001

Ki-67
0.90±0.05
0.45±0.12
10.39
<0.001

PCNA
0.92±0.05
0.46±0.08
14.63
<0.001

凋亡率/%
5.95±0.31
18.56±1.92
19.45
<0.001

Bcl-2
0.90±0.05
0.48±0.10
11.27
<0.001

Bax
0.29±0.06
0.77±0.07
15.62
<0.001

Cleaved Caspase-3
0.33±0.06
0.80±0.08
14.10
<0.001

注：pcDNA为空载体，pcDNA-circ-Foxo3为过表达 circ-Foxo3，circ-Foxo3为环状RNA-叉头框蛋白 3，Ki-67为细胞核增殖抗原-67，PCNA为

增殖细胞核抗原，Bcl-2为B细胞淋巴瘤/白血病-2，Bax为Bcl-2相关X蛋白，Cleaved Caspase-3为剪切的含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶3。
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circ-Foxo3在急性髓细胞性白血病中表达水平

降低，并可能作用判断病人预后的辅助指标［18］。

circ-Foxo3在食管鳞状细胞癌中表达水平降低，并可

能通过调控miR-23a/PTEN分子轴从而抑制食管鳞

状细胞癌的进展［19］。circ-Foxo3在尿路上皮癌中表

达下调，并可能通过与miR-191-5p相互作用而诱导

尿路上皮癌细胞凋亡［20］。本研究结果显示不同剂

量的TF处理后结肠癌细胞中 circ-Foxo3的表达水平

升高，且随着药物剂量的增加而显著升高，提示 TF
可能通过上调 circ-Foxo3的表达从而发挥抗结肠癌

作用。本研究进一步分析显示 circ-Foxo3过表达后

结肠癌细胞存活率降低，凋亡率升高，并可抑制Ki-
67、PCNA、Bcl-2的表达及促进Bax、Cleaved Caspase-
3的表达，提示 circ-Foxo3过表达可抑制结肠癌细胞

增殖及促进细胞凋亡。为探究 TF是否可通过调控

circ-Foxo3的表达从而影响结肠癌细胞增殖及凋亡，

本研究将 si-circ-Foxo3转染至结肠癌细胞，使用 TF
处理细胞，结果显示细胞增殖能力明显增强，凋亡

率明显降低，提示干扰 circ-Foxo3表达可降低 TF对
结肠癌细胞增殖及凋亡的作用。

综上所述，TF可抑制结肠癌细胞增殖及促进细

胞凋亡，其作用机制可能与上调 circ-Foxo3的表达

有关，circ-Foxo3可能作为结肠癌靶向治疗的潜在靶

点，还可进一步揭示TF抗结肠癌的分子机制。
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注：1—甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）；2—剪切的含半胱氨酸

的天冬氨酸蛋白水解酶 3（Cleaved Caspase-3）；3—Bcl-2相关X蛋白

（Bax）；4—B细胞淋巴瘤/白血病-2（Bcl-2）；5—增殖细胞核抗原（PC‑
NA）；6—细胞核增殖抗原-67（Ki-67）；7—空载体（pcDNA）；8—过表

达 circ-Foxo3（pcDNA-circ-Foxo3）。

图3 circ-Foxo3过表达对HCT-8细胞增殖及凋亡的影响：A为流式细

胞术检测细胞凋亡率；B为Western blotting检测Ki-67、PCNA、Bcl-2、
Bax、Cleaved Caspase-3蛋白表达

表4 干扰 circ-Foxo3表达可降低茶黄素对HCT-8细胞

增殖的作用/x̄ ± s
组别

TF-H+si-NC
TF-H+si-circ-Foxo3
t值

P值

circ-
Foxo3

1.00±0.01
0.31±0.04
50.21
<0.001

存活率/%
32.18±7.93
92.15±5.92
18.18
<0.001

Ki-67
0.37±0.05
0.79±0.06
16.13
<0.001

PCNA
0.37±0.03
0.86±0.06
21.91
<0.001

注：TF-H+si-NC为高浓度茶黄素+抑制物 si-NC，TF-H+si-circ-
Foxo3为高浓度茶黄素+抑制物 circ-Foxo3，circ-Foxo3为环状RNA-叉

头框蛋白3，Ki-67为细胞核增殖抗原-67，PCNA为增殖细胞核抗原。

表5 干扰 circ-Foxo3表达可降低茶黄素对HCT-8细胞

凋亡的作用/x̄ ± s
组别

TF-H+si-NC
TF-H+si-circ-Foxo3
t值

P值

重复

次数

9
9

凋亡率/%
21.24±1.17
13.57±1.94
10.16
<0.001

Bcl-2
0.34±0.07
0.77±0.06
13.99
<0.001

Bax
0.92±0.05
0.45±0.13
10.12
<0.001

Cleaved
Caspase-3
0.85±0.05
0.41±0.12
10.15
<0.001

注：TF-H+si-NC为高浓度茶黄素+抑制物 si-NC，TF-H+si-circ-
Foxo3为高浓度茶黄素+抑制物 circ-Foxo3，Bcl-2为B细胞淋巴瘤/白
血病-2，Bax为Bcl-2相关X蛋白，Cleaved Caspase-3为剪切的含半胱

氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶3。
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阿米卡星调控微小RNA-223对脂多糖诱导的肺泡上皮细胞
凋亡以及肿瘤坏死因子α、白细胞介素6表达的影响

孙利平，宋亚玲，李春艳

作者单位：枣庄矿业集团中心医院儿科，山东 枣庄277000
通信作者：李春艳，女，主任医师，研究方向为新生儿疾病，Email：zf4ysy@163.com

摘要： 目的 探讨阿米卡星对脂多糖（LPS）诱导的肺泡上皮细胞凋亡以及肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白细胞介素（IL）-6表达

的影响和分子机制。方法 该研究于 2020年 1—7月完成，采用LPS诱导肺泡上皮细胞，构建急性肺损伤细胞模型。将肺泡上

皮细胞分为对照组、模型组（LPS处理 24 h）、实验组（由LPS和不同剂量的阿米卡星处理 24 h）、anti-miR-NC组（转染微小RNA
阴性对照后进行LPS处理）、anti-miR-223组（转染微小RNA-223抑制剂后进行LPS处理）、实验 3+miR-NC组（转染微小RNA阴

性对照后进行LPS和 15 µg/L阿米卡星处理）、实验 3+miR-223组（转染微小RNA-223激动剂后进行LPS和 15 µg/L阿米卡星处

理）。流式细胞术检测细胞凋亡；蛋白质印迹法（Western blotting）检测兔源裂解的胱天蛋白酶 3（cl-caspase3）表达。酶联免疫

吸附测定（ELISA）检测细胞上清液中 TNF-α和 IL-6含量。实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）检测miR-223（微小RNA-223）表达。

结果 与对照组比较，模型组肺泡上皮细胞凋亡率（25.81±1.82）%、cl-caspase3（0.81±0.06）和miR-223表达（0.17±0.02）、细胞上

清液中TNF-α（793.92±34.49）ng/L和 IL-6含量（412.04±23.94）ng/L升高（P <0.05）。与模型组比较，实验组肺泡上皮细胞凋亡率

（22.07±1.69）%、cl-caspase3（0.68±0.05）和 miR-223表达（0.28±0.03）、细胞上清液中 TNF-α（478.38±25.85）ng/L和 IL-6含量

（202.95±15.55）ng/L降低（P<0.05）。与 anti-miR-NC组比较，anti-miR-223组肺泡上皮细胞凋亡率（10.12±1.13）%、cl-caspase3
（0.27±0.03）和 miR-223表达（1.69±0.08）、细胞上清液中 TNF-α（403.48±29.94）ng/L和 IL-6含量（166.35±15.61）ng/L降低（P<
0.05）。与实验 3+miR-NC组比较，实验 3+miR-223组肺泡上皮细胞凋亡率（24.03±1.64）%、cl-caspase3（0.75±0.06）和miR-223表
达（4.67±0.22）、细胞上清液中 TNF-α（726.18±33.57）ng/L和 IL-6含量（385.07±22.15）ng/L升高（P<0.05）。结论 阿米卡星对

LPS诱导的肺泡上皮细胞具有明显的抗炎和抗凋亡作用，其机制可能与抑制miR-223表达有关。

关键词： 阿米卡星； 微小RNA-223； 肺泡上皮细胞； 细胞凋亡； 炎症反应； 急性肺损伤
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