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蒲公英萜醇通过上调微小RNA-610表达抑制鼻咽癌细胞的
增殖、迁移侵袭

宗桃梅 1，李其银 1，杨登权 1，杨风波 2

作者单位：1宜宾市第二人民医院耳鼻咽喉科，四川 宜宾644000；
2川北医学院附属医院耳鼻咽喉科，四川 南充637000

摘要： 目的 探讨蒲公英萜醇对鼻咽癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响及分子机制。方法 2019年 4月至 2020年 1月，将鼻咽
癌细胞 SUNE1分为对照组、蒲公英萜醇低、中、高浓度组、微小RNA（miR）-NC组、miR-610组、蒲公英萜醇+anti-miR-NC组、蒲
公英萜醇+anti-miR-610组。MTT法检测 SUNE1细胞增殖；蛋白质印迹法检测细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂 1A（p21）、细胞
周期蛋白D1（cyclin D1）、基质金属蛋白酶（MMP）-2、MMP-9蛋白表达；Transwell检测细胞迁移和侵袭；实时荧光定量PCR（RT-

qPCR）检测miR-610表达水平。结果 不同浓度蒲公英萜醇处理鼻咽癌细胞 SUNE1后，细胞增殖抑制率［（16.72±1.42）%、
（31.95±2.95）%、（54.59±5.0）%比（0.00±0.00）%］和 p21、miR-610（1.68±0.14、2.37±0.21、3.09±0.29比 1.00±0.06）表达水平升高，
迁移（70.02±5.72、56.49±5.35、43.37±4.19比 86.71±7.05）、侵袭（50.70±4.41、39.12±3.89、26.28±2.78比 69.12±4.80）细胞数和Cy⁃
clinD1、MMP-2、MMP-9水平降低，呈浓度依赖性（P<0.05）。过表达miR-610可提高细胞增殖抑制率［（46.66±4.48）%比（7.11±
0.74）%］和 p21表达水平，降低迁移（52.18±5.35比 87.40±6.86）、侵袭（33.11±3.29比 70.27±5.39）细胞数和 CyclinD1、MMP-2、
MMP-9表达水平（P<0.05）。抑制miR-610表达逆转了蒲公英萜醇抗鼻咽癌 SUNE1细胞增殖、迁移和侵袭作用。结论 蒲公英

萜醇可抑制鼻咽癌细胞的增殖、迁移和侵袭，其机制可能与上调miR-610表达相关。
关键词： 鼻咽肿瘤； 五环三萜类； 细胞周期蛋白D1； 细胞周期蛋白质依赖激酶类； 基质金属蛋白酶 9； 基质金属蛋

白酶2； 蒲公英萜醇； 微小RNA-610； 增殖； 迁移； 侵袭

Taraxacinol inhibits the proliferation, migration and invasion of nasopharyngeal
carcinoma cells by up-regulating the expression of miR-610
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Abstract： Objective To investigate the effect and molecular mechanism of taraxerol on the proliferation, migration and invasion of
nasopharyngeal carcinoma cells.Methods From April 2019 to January 2020, the nasopharyngeal cancer cell SUNE1 was divided into
control group, taraxerol low, medium and high concentration group, microRNA (miR) -NC group, miR-610 group, taraxerol+anti-miR-

NC group, taraxerol+anti-miR-610 groups. MTT method was used to detect the proliferation of SUNE1 cells; Western blot method was
used to detect cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21), cyclin D1, matrix metalloproteinase (MMP) -2 and MMP-9 protein expres⁃
sion; Transwell method was used to determine cell migration and invasion; real-time fluorescence quantitative PCR (RT-qPCR) was
used to detect miR-610 expression.Results After treating nasopharyngeal carcinoma cell SUNE1 with different concentrations of
taraxerol, the cell proliferation inhibition rate [(16.72±1.42)%, (31.95±2.95)%, (54.59±5.0)% vs. (0.00±0.00)%] and the expression of
p21, miR-610 (1.68±0.14, 2.37±0.21, 3.09±0.29 vs. 1.00±0.06) were increased, the number of migrating (70.02±5.72, 56.49±5.35,
43.37±4.19 vs. 86.71±7.05) and invasive (50.70±4.41, 39.12±3.89, 26.28±2.78 vs. 69.12±4.80) cells, and the expression levels of Cy⁃
clinD1, MMP-2 and MMP-9 were decreased, all in a concentration-dependent manner (P<0.05). Overexpression of miR-610 increased
the cell proliferation inhibition rate [(46.66±4.48)% vs. (7.11±0.74)%] and the expression level of p21, and reduced the number of mi⁃
grated (52.18±5.35 vs. 87.40±6.86) and invasive (33.11±3.29 vs. 70.27±5.39) cells, and the expression levels of CyclinD1, MMP-2, and
MMP-9 were decreased (P<0.05). Inhibition of miR-610 expression reversed the anti-proliferation, migration and invasion effects of
taraxerol on nasopharyngeal carcinoma SUNE1 cells.Conclusion Taraxerol can inhibit the proliferation, migration and invasion of na⁃
sopharyngeal carcinoma cells, and the mechanism may be related to the up-regulating of miR-610 expression.
Key words： Nasopharyngeal neoplasms; Pentacyclic triterpenes; Cyclin D1; Cyclin-dependent kinases; Matrix metallopro⁃
teinase 9; Matrix metalloproteinase 2; Taraxerol; MiR-610; Proliferation; Migration; Invasion

鼻咽癌是一种来源于鼻咽黏膜的恶性肿瘤，晚

期病人生存率较低，主要治疗方式是放射治疗，导

致鼻咽癌治疗失败的关键原因之一是复发［1］。研究

显示中医药在鼻咽癌临床治疗中起重要作用［2］。蒲

公英萜醇是从蒲公英中提取的三萜五环类化合物，

具有抗炎、抗氧化的作用［3］。此外，还有抗肿瘤作

用，研究报道蒲公英萜醇可抑制人肺癌细胞H1299、
A549增殖以及肺癌细胞糖酵解水平［4］。乙酰蒲公
英萜醇可阻碍肝癌HepG2细胞迁移、侵袭［5］。蒲公
英萜醇对胃癌AGS细胞的生长有阻碍作用［6］。但目
前尚不清楚蒲公英萜醇对鼻咽癌细胞增殖、迁移和

侵袭的影响及机制。研究报道miRNA与肿瘤发病
机制相关，可作为肿瘤诊断、治疗、预后的靶点［7-8］。

研究报道 FEZF1-AS1靶向上调微小RNA（miR）-610
表达可显著抑制膀胱癌T24细胞增殖、侵袭和迁移、
抑制细胞分化、促进细胞凋亡［9］。过表达miR-610
可有效抑制口腔鳞状细胞癌细胞的增殖和转移［10］。

然而miR-610在鼻咽癌中的功能，以及其是否参与
蒲公英萜醇调控鼻咽癌生物学进展目前还不清楚。

因此，本研究于 2019年 4月至 2020年 1月，旨在探
讨蒲公英萜醇对鼻咽癌细胞增殖、迁移和侵袭的影

响及其与miR-610的调控关系。
1 材料与方法

1.1 材料 蒲公英萜醇（纯度 95%~99%）购自成都
普瑞法科技开发有限公司；NP69细胞，鼻咽癌细胞
6-10B、5-8F、SUNE1购自上海北诺生物科技有限公

司；RPMI-1640培养基、胎牛血清购自上海浩然生物
技术有限公司（货号 12633、10099-141）；MTT法试
剂盒（货号M2128）购自上海浩洋生物科技有限公
司；实时荧光定量PCR试剂盒（货号 218073）购自北
京麦瑞博生物科技有限公司；RIPA蛋白裂解液
（AR0105）、二辛可宁酸（BCA）试剂盒（PT0006）购自
上海恒斐生物科技有限公司；Matrigel（货号
356234）、Transwell小室（货号 354480）购自美国 BD
公司。细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂 1A（p21）
（货号 PL03-04487）、细胞周期蛋白 D1（CyclinD1）
（货号 PL0502539）、基质金属蛋白酶 2（MMP-2）（货
号 PL0401099）、基质金属蛋白酶 9（MMP-9）（货号
600274）多克隆抗体购自加拿大PLLABS公司；山羊
抗兔 IgG-HRP（货号ANR02-1）购自上海子起生物科
技有限公司。miR-610模拟物、miR-610抑制剂（an⁃
ti-miR-610）购自美国ABI公司。
1.2 细胞处理与分组 NP69细胞，鼻咽癌细胞 6-

10B、5-8F、SUNE1用 RPMI-1640培养液（含 10%胎
牛血清）在 37 ℃、含 5%二氧化碳的培养箱中培养。
用不同 （50、100、200 μmol/L）的蒲公英萜醇对浓度

，

对数生长期的 SUNE1细胞处理，记为蒲公英萜醇
低、中、高浓度组，正常培养且未经蒲公英萜醇处理

的细胞作为对照组。将模拟物对照miR-NC、miR-

610模拟物转染至 SUNE1细胞中，记为miR-NC组、
miR-610组；将抑制剂对照 anti-miR-NC、anti-miR-

610转染至 SUNE1细胞后再用 200 μmol/L的蒲公英
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萜醇处理，记为蒲公英萜醇+anti-miR-NC组、蒲公英
萜醇 +anti-miR-610 组。 miR-610 模拟物序列：
TGAGCTAAATGTGTGCTGGGA；anti-miR-610序列：
GGCTCAAATGTGTCCCAGC。
1.3 MTT检测 SUNE1细胞增殖 SUNE1细胞经
1.2中的方法处理，48 h后，加入噻唑蓝（MTT）溶液
20 μL反应 4 h，再加入DMSO 150 μL，孵育 10 min，
用酶标仪检测吸光度（OD490nm）值。抑制率（%）=（1−
OD值 /OD值 ）×100%。实验组 空白对照组

1.4 蛋白质印迹法检测蛋白CyclinD1、p21、MMP-2、
MMP-9表达 提取培养48 h后的各组SUNE1细胞总
蛋白，用BCA试剂盒测定浓度。蛋白经电泳、转膜后，
室温下用脱脂奶粉（5%）封闭1 h，加入一抗CyclinD1
（1∶600）、p21（1∶1 000）、MMP-2（1∶800）、MMP-9（1∶
800）4 ℃孵育过夜；加入1∶1 600稀释的山羊抗兔 IgG-

HRP 抗，室温孵育90 min，用ECL发光液显影，并用
ChemiDoc XRS+系统成像。用Quantity One软件分析
各组蛋白条带的灰度值，蛋白的相对表达水平=灰度
值 。

二

，

目的条带/灰度值GAPDH条带
1.5 Transwell检测 SUNE1细胞迁移和侵袭 迁

移：将 100 μL细胞悬液（1×105细胞/ mL）、600 μL
RPMI-1640完全培养液分别加入 Transwell小室的
上、下室，24 h后，用 4%多聚甲醛、0.1%结晶紫各固
定、染色 30 min；显微镜下观察并计数。侵袭：将
300 μL无血清的RPMI-1640培养液与 60 μL基质胶
（Matrigel）混匀，取 100 μL加入上室，凝固后按迁移
操作进行。

1.6 实时荧光定量 PCR检测 miR-610表达水平
提取 SUNE1细胞总 RNA，逆转录成互补 DNA（cD⁃
NA）后进行 PCR扩增。PCR反应体系：cDNA模板 2
μL、SYBR Green Mix 10 μL、正反向引物各 0.5 μL，
水 7 μL；循环条件：95 ℃、5 min，95 ℃、15 s，62 ℃、
60 s，72 ℃、10 s，共 40个循环。以U6为内参，采用
2−ΔΔCt法计算miR-610相对表达量。miR-610正向引
物序列 5'-TGAGCTAAATGTGTGCTGGGA-3'，反向
引物序列 5'-CCAGCACACATTTAGCTCATT-3'；U6

正向引物序列 5'-CGCTTCGGCAGCACATA-3'，反向
引物序列5'-TATGGAACGCTTCACGAATTTGC-3'。
1.7 统计学方法 计量资料用 x̄ ± s表示，两组间比
较行两独立样本 t检验，多组间比较行单因素方差
分析，多组间的两两比较采用 LSD-t检验。用 SPSS
20.0软件分析。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 蒲公英萜醇影响鼻咽癌SUNE1细胞增殖 蒲

公英萜醇低、中、高浓度组与对照组相比，抑制率和

p21表达依次升高，CyclinD1表达依次降低（P<
0.05），见图1，表1。

1

2

3

4 5 6 7

注：1—甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）；2—细胞周期蛋白依赖性
激酶抑制剂 1A（p21）；3—细胞周期蛋白D1（CyclinD1）；4—对照组；5
—蒲公英萜醇-低组；6—蒲公英萜醇-中组；7—蒲公英萜醇-高组。

图1 蒲公英萜醇对鼻咽癌SUNE1细胞增殖相关蛋白表达的影响

2.2 蒲公英萜醇影响鼻咽癌 SUNE1细胞迁移、侵
袭 蒲公英萜醇低、中、高浓度组与对照组相比，迁

移、侵袭细胞数、MMP-2、MMP-9表达依次下降（P<
0.05），见表2；图2，3。

1

2

3

4 5 6 7

注：1—甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）；2—基质金属蛋白酶 9
（MMP-9）；3—基质金属蛋白酶 2（MMP-2）；4—对照组；5—蒲公英萜
醇-低组；6—蒲公英萜醇-中组；7—蒲公英萜醇-高组。

图3 蒲公英萜醇对鼻咽癌SUNE1细胞迁移、
侵袭相关蛋白表达的影响

2.3 miR-610在鼻咽癌细胞中的表达 NP69细胞、
鼻咽癌细胞 6-10B、5-8F、SUNE1中miR-610表达水
平分别为（1.00±0.08、0.63±0.06、0.52±0.05、0.36±

组别

对照组

表1

重复次数

9

蒲公英萜醇对鼻咽癌SUNE1细胞增殖的影响/x̄ ± s
抑制率/%
0.00±0.00

CyclinD1蛋白
0.66±0.05

p21蛋白
0.32±0.03

蒲公英萜醇-低组 9 16.72±1.42① 0.54±0.04① 0.47±0.05①
蒲公英萜醇-中组 9 31.95±2.95①② 0.41±0.04①② 0.61±0.05①②
蒲公英萜醇-高组 9 54.59±5.06①②③ 0.25±0.03①②③ 0.78±0.06①②③
F值 533.48 168.91 146.15
P值 <0.001 <0.001 <0.001
注：CyclinD1为细胞周期蛋白D1，p21为细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂1A。
①与对照组比较，P<0.05。②与蒲公英萜醇-低组比较，P<0.05。③与蒲公英萜醇-中组比较，P<0.05。
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0.04），四个细胞系间相比差异有统计学意义（F=
188.83，P<0.05）。与 NP69细胞比较，鼻咽癌细胞
6-10B、5-8F、SUNE1中miR-610表达水平降低，且在
SUNE1细胞中表达水平最低（P<0.05）。故本研究
选择SUNE1细胞作为实验细胞。
2.4 蒲公英萜醇影响鼻咽癌 SUNE1细胞中miR-

610表达 对照组与蒲公英萜醇低、中、高浓度组

miR-610 表达水平分别为（1.00±0.06、1.68±0.14、
2.37±0.21、3.09±0.29）四组比较差异有统计学意义
（F=192.01，P<0.05）。与

，

对照组相比，蒲公英萜醇

低、中、高浓度组miR-610表达水平升高，且呈浓度
依赖性（P<0.05）。
2.5 miR-610过表达影响鼻咽癌 SUNE1细胞增
殖、迁移和侵袭 miR-610组与 miR-NC组相比，
miR-610表达水平、抑制率增高，迁移、侵袭细胞数
和 CyclinD1、MMP-2、MMP-9表达下降，p21表达增
高（P<0.05），见图4，5；表3。
2.6 抑制miR-610表达可逆转蒲公英萜醇抗鼻咽
癌SUNE1细胞增殖、迁移和侵袭的作用 蒲公英萜

醇+anti-miR-610组与蒲公英萜醇+anti-miR-NC组相

1

2

3

4

5

6 7

注：1—甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）；2—基质金属蛋白酶 9
（MMP-9）；3—基质金属蛋白酶 2（MMP-2）；4—细胞周期蛋白依赖性
激酶抑制剂 1A（p21）；5—细胞周期蛋白D1（CyclinD1）；6—miR-NC
组；7—miR-610组。

图5 miR-610过表达对鼻咽癌SUNE1细胞增殖、
迁移侵袭相关蛋白表达的影响

比，miR-610表达水平及细胞增殖抑制率降低，迁
移、侵袭细胞数和 CyclinD1、MMP-2、MMP-9表达水
平升高，p21表达水平降低（P<0.05），见图6，表4。
3 讨论

鼻咽癌的主要治疗方式是放疗，但其毒副作用

大，而中医药可减少放化疗的不良反应，提高机体

免疫力，改善病人生活质量［11］。研究报道蒲公英萜

表2 蒲公英萜醇对鼻咽癌SUNE1细胞迁移、侵袭的影响/x̄ ± s
组别 重复次数 迁移细胞数/个 侵袭细胞数/个 MMP-2蛋白 MMP-9蛋白
对照组 9 86.71±7.05 69.12±4.80 0.53±0.05 0.62±0.04
蒲公英萜醇-低组 9 70.02±5.72① 50.70±4.41① 0.41±0.04① 0.49±0.03①
蒲公英萜醇-中组 9 56.49±5.35①② 39.12±3.89①② 0.29±0.02①② 0.35±0.03①②
蒲公英萜醇-高组 9 43.37±4.19①②③ 26.28±2.78①②③ 0.18±0.02①②③ 0.21±0.02①②③
F值 96.48 182.25 167.69 296.45
P值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
注：MMP-2为基质金属蛋白酶2，MMP-9为基质金属蛋白酶9。
①与对照组比较，P<0.05。②与蒲公英萜醇-低组比较，P<0.05。③与蒲公英萜醇-中组比较，P<0.05。

表3 miR-610过表达对鼻咽癌SUNE1细胞增殖、迁移和侵袭的影响/x̄ ± s
组别 重复次数 miR-610 抑制率/% 迁移细胞数/个 侵袭细胞数/个 CyclinD1 p21蛋白 MMP-2蛋白 MMP-9蛋白
miR-NC 9 1.00±0.06 7.11±0.74 87.40±6.86 70.27±5.39 0.68±0.04 0.31±0.03 0.57±0.05 0.61±0.05
miR-610 9 2.95±0.28 46.66±4.48 52.18±5.35 33.11±3.29 0.29±0.03 0.71±0.05 0.25±0.03 0.29±0.02
t值 20.43 26.13 12.15 17.65 23.40 20.58 16.46 17.83
P值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
注：miR-NC为模拟物对照，miR-610为miR-610模拟物，CyclinD1为细胞周期蛋白D1，p21为细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂 1A，MMP-2

为基质金属蛋白酶2，MMP-9为基质金属蛋白酶9。
表4 抑制miR-610表达逆转了蒲公英萜醇阻碍鼻咽癌SUNE1细胞增殖、迁移和侵袭的作用/x̄ ± s

重复 MMP-2 MMP-9
组别

次数
miR-610 抑制率/% 迁移细胞数/个 侵袭细胞数/个 CyclinD1 p21蛋白

蛋白 蛋白

蒲公英萜醇+anti-miR-NC 9 1.00±0.08 55.23±5.66 41.60±4.04 23.15±2.84 0.23±0.02 0.79±0.06 0.16±0.02 0.20±0.02
蒲公英萜醇+anti-miR-610 9 0.59±0.05 20.54±2.04 77.82±7.46 57.88±4.45 0.56±0.05 0.39±0.03 0.42±0.04 0.51±0.04
t值 13.04 17.30 12.81 19.74 18.38 17.89 17.44 20.80
P值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
注：miR-610为miR-610模拟物，CyclinD1为细胞周期蛋白D1，p21为细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂 1A，MMP-2为基质金属蛋白酶 2，

MMP-9为基质金属蛋白酶9。
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醇可通过mTOR信号通路诱导乳腺癌细胞MCF-7自
噬［12］。蒲公英萜醇还可诱导 HeLa细胞和膀胱癌
T24细胞凋亡［13-14］。以上研究表明蒲公英萜醇具有

促进癌细胞凋亡，抑制癌细胞增殖、迁移的作用。

然而蒲公英萜醇是否对鼻咽癌具有抗癌作用还尚

不清楚。因此本研究主要目的即研究蒲公英萜醇

是否对鼻咽癌细胞的增殖、迁移和侵袭有影响。首

先本研究发现，蒲公英萜醇可剂量依赖地抑制鼻咽

癌细胞 SUNE1的增殖、迁移和侵袭，并下调 Cy⁃
clinD1、MMP-2、MMP-9表达，提高p21表达。本研究
结果证明了蒲公英萜醇对鼻咽癌具有抗癌作用，与

上述其他研究关于蒲公英萜醇抗癌的作用相同。

研究发现 miRNA影响肿瘤的进展过程，miR-

610是众多miRNA的一种，研究表明miR-610在膀
胱癌中低表达，其表达水平与组织分化程度、临床

分期相关［15］。miR-610对结肠直肠癌、神经胶质瘤
细胞的增殖，迁移和侵袭有抑制作用［16-17］。miR-610
靶向间隙连接α-3蛋白阻碍人肺癌细胞的侵袭和增
殖［18］。miR-610通过直接抑制CCND2和AKT3的表
达来介导人胶质母细胞瘤的抑癌作用［19］。上述研

究表明miR-610在多种癌症中起抗癌作用，因此，推
测miR-610或在鼻咽癌中也起抗癌作用。为验证本
研究假设，本研究首先检测了鼻咽癌细胞 6-10B、5-

8F、SUNE1中miR-610的表达水平降低，结果显示，
miR-610表达水平均显著降低，且在 SUNE1细胞中
表达最低，因此，本研究主要以 SUNE1为研究对象。
本研究进一步过表达 miR-610 后，鼻咽癌细胞
SUNE1的增殖，迁移和侵袭均被抑制，证实了miR-

610在鼻咽癌中起抑癌基因的作用。与在其他癌症
中的作用类似。此外，为研究蒲公英萜醇影响鼻咽

癌的机制是否与miR-610有关，本研究检测了不同
浓度蒲公英萜醇处理的鼻咽癌细胞 SUNE1中miR-

610的表达水平，结果发现miR-610表达水平升高，
表明蒲公英萜醇可影响鼻咽癌细胞 SUNE1中miR-

610的表达。此外，本研究进一步发现了抑制miR-

610表达可逆转蒲公英萜醇抗鼻咽癌 SUNE1细胞增
殖、迁移和侵袭的作用。以上结果均提示，蒲公英

萜醇可通过调控miR-610表达影响鼻咽癌SUNE1细
胞增殖、迁移和侵袭。但蒲公英萜醇是否直接调控

miR-610表达尚不清楚。
综上所述，蒲公英萜醇可能通过上调miR-610表

达抑制鼻咽癌细胞的增殖、迁移和侵袭；将可为鼻咽

癌的中药治疗提供理论及参考依据；但本研究仅在

体外细胞进行研究，是否在体内发挥影响尚不清楚，

且本研究蒲公英萜醇抗鼻咽癌细胞的增殖、迁移和

侵袭的机制是否与直接调控miR-610表达以及其是

否与调控一些信号通路有关也尚不清楚，这是本研

究的局限之处，均有待于进一步的实验研究。

（本文图2，4，6见插图12-3）
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