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也摘要页 目的 本研究旨在评估蜂斗菜素对肝细胞癌细胞系 2渊hepatocellular carcinoma cell line 2, HepG2冤的抗肿瘤活性袁并
探讨蜂斗菜素通过调控环状 SET结构域蛋白 1渊circular RNA SET domain bifurcated histone lysine methyltransferase 1, circSETDB1冤
和微小 RNA-345-5p渊microRNA-345-5p, miR-345-5p冤的mRNA 表达对细胞增殖尧凋亡和迁移的影响遥方法 将 HepG2细胞分为多

个处理组遥 对照组不做任何处理曰蜂斗菜素处理包括蜂斗菜素 L组渊25 mol/L冤尧蜂斗菜素M组渊50 mol/L冤尧蜂斗菜素H组渊100 mol/L冤尧蜂
斗菜素组渊100 mol/L冤曰siRNA干扰包含环状 SET结构域蛋白 1小干扰RNA渊small interfering RNA targeting circular SET domain bi鄄
furcated histone lysine methyltransferase 1袁si-circSETDB1冤组尧小干扰RNA阴性对照渊small interfering RNA negative control, si-NC冤
组曰过表达环状 SET结构域蛋白 1过表达质粒渊overexpression vector for circular SET domain bifurcated histone lysine methyltrans鄄
ferase 1, pcDNA-circSETDB1冤组和蜂斗菜素+pcDNA-circSETDB1 组遥 采用 qRT-PCR 检测肝癌组织及癌旁组织的circSETDB1和

miR-345-5p 的 mRNA 表达水平曰CCK-8 检测细胞增殖活性曰流式细胞术检测细胞凋亡情况曰Western blot 检测半胱氨酸天冬氨

酸特异性蛋白酶-3渊cleaved cysteinyl aspartate-specific proteinase-3, Cleaved-Caspase-3冤蛋白表达水平曰克隆形成实验检测细胞集

落形成曰划痕实验和 Transwell 实验分别检测细胞愈合率和迁移曰双荧光素酶报告基因实验验证 circSETDB1 与 miR-345-5p 的靶

向关系遥结果 与癌旁组织相比袁肝癌组织中 circSETDB1 mRNA表达升高渊P<0.05冤袁miR-345-5p mRNA表达降低渊P<0.05冤遥与对照

组相比袁蜂斗菜素各剂量组HepG2 细胞的细胞活性尧集落形成数降低渊P<0.05冤袁细胞凋亡率和 Cleaved-Caspase-3 蛋白表达升高渊P<
0.05冤袁且呈剂量依赖性渊P<0.05冤遥 与 si-NC 组相比袁si-circSETDB1组 HepG2细胞的 circSETDB1表达尧细胞活性尧集落形成数尧迁移

细胞数和划痕愈合率降低渊P<0.05冤袁miR-345-5p 表达尧细胞凋亡率和 Cleaved-Caspase-3 蛋白表达升高渊P<0.05冤遥 与蜂斗菜素组相

比袁蜂斗菜素+pcDNA-circSETDB1 组 HepG2 细胞中 circSETDB1 表达尧细胞活性尧集落形成数尧迁移细胞数和划痕愈合率升高渊P<
0.05冤袁miR-345-5p表达尧细胞凋亡率和 Cleaved-Caspase-3 蛋白表达降低渊P<0.05冤遥 结论 蜂斗菜素可抑制肝癌细胞 HepG2增殖和

迁移袁并诱导细胞凋亡袁其机制可能与抑制 circSETDB1 表达而上调miR-345-5p表达有关遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To evaluate the anti-tumor activity of petasin on hepatocellular carcinoma cell line 2 (HepG2) and to
investigate its effects on cell proliferation, apoptosis, and migration by regulating the mRNA expressions of circular RNA SET
domain bifurcated histone lysine methyltransferase 1 (circSETDB1) and microRNA-345-5p (miR-345-5p). Methods Except for control
group which received no treatment, HepG2 cells were additionally divided into multiple treatment groups, including petasin L (25
滋mol/L), petasin M (50 滋mol/L), and petasin H (100 滋mol/L) groups, as well as small interfering RNA targeting circular SET domain
bifurcated histone lysine methyltransferase 1 (si-circSETDB1) group, small interfering RNA negative control (si-NC) group, overexp鄄
ression vector for circular SET domain bifurcated histone lysine methyltransferase 1 (pcDNA-circSETDB1) group, petasin+pcDNA-
circSETDB1 group, and petasin group (100 滋mol/L). The mRNA expression levels of circSETDB1 and miR-345-5p in hepatic
cancerous tissues and paracancerous tissues were measured by qRT-PCR. Cell proliferation activity was measured using CCK-8,
and apoptosis was assessed by flow cytometry. The protein expression level of cleaved cysteinyl aspartate-specific proteinase-3
(Cleaved-Caspase-3) was determined by Western blot. Cell colony formation was assessed using the clone formation assay. Cell
wound healing rate and migration were checked by wound healing assay and Transwell assay, respectively. A dual-luciferase
reporter assay was performed to validate the targeting relationship between circSETDB1 and miR-345-5p. Results Compared with
paracancerous tissues, the circSETDB1 mRNA expression was higher (P<0.05) while miR-345-5p mRNA expression was lower (P<0.05)
in hepatic cancerous tissues. Compared with control group, the cell viability and number of colonies of HepG2 cells in the petasin
L, M, and H groups were lower, while the apoptosis rate and Cleaved-Caspase-3 protein expression were higher (P<0.05), in a dose-
dependent manner (P<0.05). Compared with si-NC group, the circSETDB1 expression, cell viability, number of cell colonies and
migrated cells, and wound healing rate were lower (P<0.05), while the miR-345-5p expression, apoptosis rate, and Cleaved-Caspase-3
protein expression were higher in the si-circSETDB1 group of HepG2 cells (P<0.05). Compared with petasin group, the circSETDB1
expression, cell viability, number of cell colonies and migrated cells, and wound healing rate were higher (P<0.05), while the miR-345-
5p expression, apoptosis rate, and Cleaved-Caspase-3 protein expression were lower in the petasin+pcDNA-circSETDB1 group of
HepG2 cells (P<0.05). Conclusion Petasin can inhibit the proliferation and migration of HepG2 cells and induce the apoptosis,
possibly by downregulating circSETDB1 expression and upregulating miR-345-5p expression.

也运藻赠憎燥则凿泽页 petasins; hepatocellular carcinoma; circular RNA SET domain bifurcated histone lysine methyltransferase 1;
microRNA-345-5p; cell proliferation; apoptosis; migration

肝癌病情严重且预后极差袁极大程度影响患者的

生存质量[1]遥目前袁肝癌的治疗手段包括根治性手术尧
放化疗及靶向药物治疗[2]遥 然而袁肝癌细胞对化学药

物治疗的敏感性极低袁可能导致患者出现原发性耐

药遥因此袁探索高效且安全的新药物对改善肝癌预后

具有重要意义[3]遥 蜂斗菜素主要来源于蜂斗菜属植

物掌叶蜂斗菜渊Petasites tatewakianus冤和毛裂蜂斗菜

渊Petasites tricholobus冤遥 蜂斗菜具有清热解毒尧活血

化瘀的功效袁其根茎提取物常用于治疗偏头痛尧哮
喘尧变应性鼻炎等疾病[4]遥 现代研究表明袁蜂斗菜素具

有抗炎尧抗肿瘤和抗过敏等生物活性袁蜂斗菜素可能

通过促进细胞中 p53 蛋白表达及抑制细胞外信号调

节激酶1/2渊extracellular signal-regulated kinases 1/2袁
ERK1/2冤磷酸化水平袁从而抑制胃癌细胞增殖和细

胞周期进程及诱导胃癌细胞凋亡[5]遥 蜂斗菜素可通

过抑制蛋白激酶 B/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白渊pro鄄
tein kinase B/mammalian target of rapamycin袁Akt/
mTOR冤信号传导通路袁抑制结肠癌细胞恶性生物学

行为[6]遥 目前袁蜂斗菜素对肝癌细胞的恶性生物学

行为的影响尚未明确遥
环状 RNA渊circular RNA袁circRNA冤和微小RNA

渊microRNA袁miRNA冤可靶向结合靶基因后抑制表达

而影响靶基因功能袁可调控细胞增殖尧分化尧物质代

谢等多种生理反应袁在恶性肿瘤的发病机制中扮演

重要角色[7-8]遥环状 SET 结构域蛋白 1渊circular RNA
SET domain bifurcated histone lysine methyltrans鄄
ferase 1袁circSETDB1冤是由 1 号染色体上的组蛋白赖

氨酸 N 端甲基转移酶 SET 结构域分支型 1渊SET
domain bifurcated histone lysine methyltransferase
1袁SETDB1冤形成的闭合环状 RNA袁与多种恶性肿瘤

的发病机制密切相关遥 研究表明袁肺腺癌患者血清

circSETDB1 含量升高袁血清 circSETDB1 含量与疾病

发展阶段密切相关曰低氧诱导的肺腺癌细胞外泌体

中 circSETDB1 表达上调袁敲低 circSETDB1 可抑制肺

腺癌细胞的恶性表型袁这可能与 circSETDB1 竞争性

吸附微小 RNA-7渊microRNA-7袁miR-7冤并正向调控
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特异性蛋白 1渊specificity protein 1袁Sp1冤表达有关[9]遥
目前袁circSETDB1 对肝癌细胞恶性生物学行为的影

响尚未明确遥 研究显示袁下调微小 RNA-345-5p
渊microRNA-345-5p, miR-345-5p冤的 mRNA 表达

可以增强肝癌细胞生长尧侵袭和迁移能力袁并抑制肝

癌细胞凋亡和自噬[10]遥 半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋

白酶渊cleaved cysteinyl aspartate-specific proteinase,
Cleaved-Caspase-3冤是细胞凋亡过程中关键的执行

酶之一袁其激活标志着细胞凋亡的发生[11]遥 研究发

现袁敲低胚胎发育相关基因 2渊engrailed homeobox 2袁
EN2冤后袁肝癌细胞的 Cleaved-Caspase-3 和Cleaved-
Caspase-9 蛋白水平显著升高袁伴随细胞凋亡率的增

加[12]遥
因此袁本研究旨在探讨蜂斗菜素对肝癌细胞

HepG2 的增殖尧凋亡和迁移的影响袁进一步研究其

是否通过调控 circSETDB1 和 miR-345-5p 的表达

发挥作用遥 通过系统实验为蜂斗菜素作为肝癌治疗

的潜在药物提供理论依据遥
1 材料与方法

1.1 一般资料

选择 2020 年 1 月至 2022 年 1 月收治于西北大

学第一医院的 57 例原发性肝细胞癌患者为研究对

象袁样本分为肝癌组织组和癌旁组织组遥 其中肝癌

组织组 57 例渊男性 30 例尧女性 27 例曰年龄 48.6依7.2
岁曰玉耀域期 36 例袁芋耀郁期 21 例冤曰癌旁组织组 57例
渊每例患者手术或病理过程中获取的与肝癌组织配

对的相邻正常肝组织冤遥 两组样本一般临床资料比

较袁差异均无统计学意义渊P>0.05冤袁具有可比性遥 本研

究经西北大学第一医院伦理委员会审核批准渊伦理审

批号院LLSNCH20190024冤遥
1.2 主要试剂

肝细胞癌细胞系 2渊hepatocellular carcinoma cell
line 2, HepG2冤渊武汉普诺赛生命科技有限公司袁批
号院2019023冤曰蜂斗菜素渊陕西斯诺特生物技术有限

公司袁批号院2018456冤曰CCK-8 试剂盒尧双荧光素酶

活性检测试剂盒渊武汉科鹿生物科技有限责任公司袁
批号院2020115尧2020121冤曰LipofectamineTM 2000试剂盒

渊武汉回盛生物科技股份有限公司袁批号院2020231冤曰
SYBR GreenER qPCR SuperMix通用试剂盒渊赛默飞

世尔科技公司袁批号院A1158-C冤曰Cleaved-Caspase-3
抗体尧甘油醛-3-磷酸脱氢酶渊glyceraldehyde-3-phos鄄
phate dehydrogenase primer袁GAPDH冤渊武汉基因美

生物科技有限公司袁批号院2021344尧2021045冤遥
1.3 主要仪器

PCR 仪器渊美国 ABI 公司袁型号院HT9700冤曰Tran鄄
swell 小室渊武汉艾美捷公司袁型号院AMJ-TW-24冤曰
流式细胞仪渊美国 BD 公司袁型号院FACSCanto 域冤曰分
光光度计渊美国安捷伦公司袁型号院Cary 60 UV-Vis冤遥
2 方法

2.1 circSETDB1和miR-345-5p的mRNA表达检测

采用 qRT-PCR 检测肝癌组织和癌旁组织 circ鄄
SETDB1 和 miR-345-5p 的 mRNA 表达遥用 Trizol 试
剂提取肝癌组织尧癌旁组织和各组细胞总 RNA袁用
miRcute miRNA 提取分离试剂盒提取 miRNA遥然后

用 MLV 逆转录酶或 miRNA 第一链 cDNA 合成试剂

盒从提取的 RNA 合成 cDNA遥
qRT-PCR反应使用 SYBR GreenER qPCR Supe鄄

rMix 通用试剂盒袁并在 PCR 仪上进行遥 引物序列院
circSETDB1 正向引物 5'-TCCTGTGAAGCCTGAAG鄄
GAC-3'袁反向引物 5'-TTAGTTGATGGCAGGCACAC-
3'袁引物长度 145 bp曰GAPDH 正向引物 5'-AAAAT鄄
CAAGTGGGGCGATGC-3'袁反向引物 5'-GATGACC鄄
CTTTTGGCTCCCC-3'袁引物长度 224 bp曰miR-345-
5p 正向引物 5'-TGAGGGGCAGAGAGCGAGACTTT-
3'袁反向引物 5'-CTCAACTGGTGTCGTGGA-3'袁引物

长度 219 bp曰U6 小核 RNA渊U6 small nuclear RNA
primer袁U6冤 正向引物 5'-ACCCTGAGAAATACCCT
CACAT-3'袁反向引物 5'-GACGACTGAGCCCCTGATG-
3'袁引物长度 187 bp遥 PCR 体系为 25 L袁总共进行

28个循环袁最后一轮延伸 8 min遥 以 U6为内参袁使用

2-吟吟Ct 法计算 circSETDB1尧miR-345-5p 相对表达量遥
2.2 HepG2细胞培养和转染

HepG2 细胞完全培养基成分为 10%胎牛血清

及 90%DMEM遥 将对数生长期 HepG2 接种并完全培

养基培养 24 h袁根据转染试剂操作说明将环状 SET
结构域蛋白 1 小干扰 RNA渊small interfering RNA
targeting circular SET domain bifurcated histone lysi鄄
ne methyltransferase 1, si-circSETDB1冤尧小干扰RNA
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阴性对照渊small interfering RNA negative control袁
si-NC冤尧环状 SET 结构域蛋白 1 过表达质粒渊overex鄄
pression vector for circular SET domain bifurcated
histone lysine methyltransferase 1袁pcDNA-circSET鄄
DB1冤分别转染至 HepG2 细胞袁转染 12 h 后更换完

全培养基培养 24 h袁qRT-PCR 检测 HepG2 细胞中

circSETDB1 表达计算转染效率遥
2.3 细胞分组与处理

HepG2 细胞在未转染的情况下分为对照组和

蜂斗菜素低剂量渊L冤尧中剂量渊M冤尧高剂量渊H冤组遥 对

照组仅加入完全培养基袁蜂斗菜素 L尧M尧H 组细胞

分别用含 25尧50尧100 滋mol/L[5]蜂斗菜素的完全培养

基处理 24 h遥
转染 si-circSETDB1尧si-NC 的 HepG2 细胞均用

完全培养基培养 24 h袁记为 si-circSETDB1 组尧si-
NC 组遥 转染 pcDNA-circSETDB1 的 HepG2 细胞分

别用完全培养基或含 100 滋mol/L 蜂斗菜素的完全

培养基培养 24 h袁记为 pcDNA-circSETDB1 组尧蜂
斗菜素+pcDNA-circSETDB1 组遥 HepG2 细胞用含

100 滋mol/L 蜂斗菜素的完全培养基培养 24 h袁记为

蜂斗菜素组遥
2.4 细胞活性检测

采用 CCK-8 试剂检测细胞增殖活性 遥 将

HepG2 细胞按照每孔 1伊104 个细胞的密度接种于

96 孔板中袁接种体积 100 滋L袁接种后培养 24 h遥 每

组加入不同浓度的蜂斗菜素或转染特定的 siRNA尧
质粒处理 24 h遥 处理完成后袁每孔加入 10 滋L
CCK-8 试剂袁将培养板置于 37 益的培养箱中孵育

4 h遥 使用酶标仪于 450 nm 波长下测量各孔的光密

度渊optical density袁OD冤值遥 OD 值越高袁细胞代谢活

性越强袁细胞增殖越活跃遥
2.5 细胞凋亡检测

HepG2 细胞于完全培养基中培养 24 h袁胰酶消

化后 4 益以 1 000 r/min渊离心半径 10 cm冤离心 5
min袁收集细胞遥 弃上清液并将细胞重悬袁用 Annexin
V-FITC 和 PI 室温下避光孵育 10 min袁再次重悬细

胞袁立即用流式细胞仪检测细胞凋亡情况遥
2.6 Cleaved-Caspase-3 蛋白表达检测

采用 Western blot 检测 Cleaved-Caspase-3 蛋白

表达遥用蛋白提取试剂盒提取各组 HepG2 细胞总蛋

白袁BCA 法定量后袁取等量蛋白样品经凝胶电泳分

离袁用硝化纤维素膜进行湿转移遥 在脱脂乳中阻断

后袁用 Cleaved-Caspase-3尧GAPDH一抗渊1颐1 000冤4 益
孵育膜过夜袁用二抗渊1颐5 000冤室温孵育 2 h遥 用 E鄄
CL检测信号袁以 GAPDH 为内参袁采用 Image J 图像

分析软件计算 Cleaved-Caspase-3 蛋白相对表达量遥
2.7 细胞集落形成检测

采用克隆形成实验检测细胞集落形成遥 HepG2
细胞进行药物干预和质粒转染后袁接种至 6 孔板

渊1 000 个/孔冤袁每天更换培养基袁每 2 天换液 1 次袁
连续处理 14 d 后洗涤去掉培养基袁采用结晶紫染色

后显微镜下观察袁计算细胞集落形成数遥
2.8 细胞划痕愈合率检测

采用划痕实验检测细胞划痕愈合率遥 HepG2 细

胞接种在 6 孔板中渊每孔 2伊105 个细胞冤袁用药物干

预或转染质粒遥 当细胞几乎达到 100%融合后袁使用

200 滋L 移液器枪头划线袁测量划痕间距渊记为 d0 h冤袁
用无血清培养基 37 益尧5% CO2 培养 24 h 后袁再次测

量细胞间间距渊记为 d24 h冤袁划痕愈合率=渊d0 h-d24 h冤/
d0 h伊100%遥
2.9 细胞迁移检测

采用 Transwell 检测细胞迁移数目遥HepG2 细胞

于完全培养基中培育 24 h 后袁将 1伊105 个细胞悬浮

于无血清 DMEM 培养基中袁并加入 Transwell 小室

的上腔遥下腔中加入含 10%胎牛血清的 DMEM 培养

基袁作为化学引诱剂遥 细胞在 37 益条件下孵育 24
h 后袁移去上腔未迁移的细胞袁用 4%多聚甲醛固定

下腔细胞 20 min袁并用 0.1%结晶紫染色 30 min遥在

光学显微镜下计数迁移细胞遥
2.10 双萤光素酶报告基因实验

构建 circSETDB1 野生型萤光素酶报告基因载

体渊wild-type circSETDB1 luciferase reporter vector,
WT-circSETDB1冤尧circSETDB1 突变型萤光素酶报

告基因载体渊mutant circSETDB1 luciferase reporter
vector, MUT-circSETDB1冤遥 HepG2 细胞分别共转染

WT-circSETDB1 与 miR-345-5p mimics尧WT-circ鄄
SETDB1与微小 RNA模拟对照序列渊microRNA mim鄄
ic negative control袁miR-NC冤尧MUT-circSETDB1 与

miR-345-5p mimics尧MUT-circSETDB1 与 miR-NC袁
48 h 后用酶标仪检测萤光素酶活性袁判断 circSET鄄
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对照组 蜂斗菜素 L 组 蜂斗菜素 M 组 蜂斗菜素 H 组

图 2 各组 HepG2 细胞集落形成水平比较渊伊200冤
Fig.2 Comparison of colony formation levels of HepG2 cells among different groups 渊伊200冤

DB1 与 miR-345-5p 靶向关系遥
2.11 统计学分析

采用 Sigmaplot 12.5 进行统计学分析遥 计量资

料以野曾依s冶表示袁符合正态分布的两组间比较采用独

立样本 t 检验袁多组间的比较采用单因素方差分析袁
并进行最小显著差异法事后检验遥不符合正态分布

的数据袁采用 Kruskal-Wallis 检验遥 采用 Spearman
秩相关系数分析 circSETDB1 与 miR-345-5p 之间

的表达关系遥 以 P<0.05 表示差异有统计学意义遥
3 结果

3.1 肝癌组织和癌旁组织 circSETDB1尧miR-345-
5p 的 mRNA表达比较

与癌旁组织组比较袁肝癌组织组中circSETDB1
mRNA 表达升高 渊P<0.05冤袁miR-345-5p mRNA 表

达降低渊P<0.05冤遥 详见表 1遥

3.2 蜂斗菜素对肝癌细胞HepG2增殖和凋亡的影响

与对照组比较袁蜂斗菜素各剂量组肝癌细胞

HepG2 的细胞活性和集落形成数降低渊P<0.05冤袁细
胞凋亡率和Cleaved-Caspase-3蛋白表达升高渊P<0.05冤遥
蜂斗菜素 L尧M尧H 组肝癌细胞 HepG2 的细胞活性尧
集落形成数的降低以及细胞细胞凋亡率尧Cleaved-

Caspase-3 蛋白表达的升高呈剂量依赖性渊P<0.05冤遥
详见图 1要2尧表 2遥

3.3 蜂斗菜素对肝癌细胞 HepG2 迁移能力的影响

与对照组比较袁蜂斗菜素各剂量组的迁移细胞

数和划痕愈合率降低渊P<0.05冤遥蜂斗菜素 L尧M尧H 组

肝癌细胞 HepG2 的迁移细胞数和划痕愈合率降低

呈剂量依赖性渊P<0.05冤遥 详见图 3尧表 3遥
3.4 蜂斗菜素对肝癌细胞 HepG2 中 circSETDB1 和
miR-345-5p的 mRNA表达水平的影响

与对照组比较袁蜂斗菜素各剂量组 circSETDB1

A

B

图 1 各组肝癌细胞 HepG2 增殖和凋亡率情况

Fig.1 Proliferation and apoptosis rates of HepG2 cells
in each group

注院A.各组 HepG2 细胞凋亡率情况曰B.各组 HepG2 细胞Cleaved-
Caspase-3 蛋白的表达情况遥

表 1 肝癌组织组和癌旁组织组 circSETDB1尧miR-345-
5p mRNA表达比较渊曾依s袁n=57冤

Table 1 Comparison of circSETDB1 and miR-345-5p
mRNA expressions between hepatic cancerous tissue
group and paracancerous tissue group (曾依s, n=57)
分组

癌旁组织组

肝癌组织组

circSETDB1
0.31依0.04夷

0.92依0.11

miR-345-5p
0.75依0.09夷

0.27依0.04
注院与癌旁组织组比较袁夷P<0.05遥
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表 2 各组对肝癌细胞 HepG2 增殖和凋亡率比较渊曾依s袁n=3冤
Table 2 Comparison of the proliferation and apoptosis rates of HepG2 cells among different groups (曾依s, n=3)

注院与对照组比较袁*P<0.05曰与蜂斗菜素 L 组相比袁#P<0.05曰与蜂斗菜素 M 组比较袁&P<0.05遥

组别

对照组

蜂斗菜素 L 组

蜂斗菜素 M 组

蜂斗菜素 H 组

OD 值

1.14依0.05
0.97依0.04*
0.70依0.02*#

0.49依0.03*#&

集落形成数/个
126.33依3.68
103.00依2.16*
80.33依1.89*#

59.33依1.25*#&

细胞凋亡率/%
7.12依0.22

12.33依0.34*
17.03依0.36*#

23.54依0.71*#&

Cleaved-caspase-3
0.17依0.02
0.28依0.02*
0.43依0.04*#

0.68依0.04*#&

的 mRNA 表达水平降低渊P<0.05冤袁miR-345-5p 表达

升高渊P<0.05冤遥 与蜂斗菜素 L尧M尧H 组 circSETDB1
表达降低和 miR-345-5p mRNA 表达升高呈剂量依

赖性渊P<0.05冤遥 详见表 4遥
3.5 下调 circSETDB1 表达对HepG2 增殖尧凋亡和

迁移水平的影响

与 si-NC 组比较袁si-circSETDB1 组 circSETDB1
mRNA 表达尧细胞活性尧集落形成数尧迁移细胞数和

划痕愈合率降低渊P<0.05冤袁miR-345-5p mRNA表达尧
细胞凋亡率尧Cleaved-Caspase-3 蛋白表达升高渊P<
0.05冤遥 详见图 4要5尧表 5遥
3.6 上调 circSETDB1 表达对蜂斗菜素处理的

HepG2增殖尧凋亡和迁移水平的影响

与对照组比较袁蜂斗菜素组 circSETDB1 的mR鄄
NA 表达尧细胞活性尧集落形成数尧迁移细胞数和划

痕愈合率降低渊P<0.05冤袁miR-345-5p mRNA 表达尧细

组别

对照组

蜂斗菜素 L 组

蜂斗菜素 M 组

蜂斗菜素 H 组

迁移细胞数/个
151.00依4.55
128.33依2.87*
98.33依2.05*#

67.33依1.70*#&

划痕愈合率/%
68.02依2.31
56.24依1.21*
44.09依1.07*#

34.53依0.95*#&

表 3 蜂斗菜素对肝癌细胞 HepG2 迁移数和划痕愈合率

的影响渊曾依s袁n=3冤
Table 3 Effects of petasin on the number of migrated
cells and wound healing rate of HepG2 cells (曾依s, n=3)

注院与对照组比较袁*P<0.05曰与蜂斗菜素 L 组相比袁#P<0.05曰与蜂

斗菜素 M 组比较袁&P<0.05遥

图 3 各组细胞划痕愈合水平比较渊伊100冤
Fig.3 Comparison of cell wound healing levels among different groups 渊伊100冤

0 h

24 h

对照组 蜂斗菜素 L 组 蜂斗菜素 M 组 蜂斗菜素 H 组

表 4 蜂斗菜素对肝癌细胞 HepG2 中 circSETDB1 和miR-
345-5p 的 mRNA表达水平的影响渊曾依s袁n=3冤

Table 4 Effects of petasin on the mRNA expressions of
circSETDB1 and miR-345-5p in HepG2 cells (曾依s, n=3)

组别

对照组

蜂斗菜素 L 组

蜂斗菜素 M 组

蜂斗菜素 H 组

注院与对照组比较袁*P<0.05曰与蜂斗菜素 L 组相比袁#P<0.05曰与蜂

斗菜素 M 组比较袁&P<0.05遥

circSETDB1
1.00依0.00
0.79依0.04*
0.46依0.03*#

0.24依0.02*#&

miR-345-5p
1.00依0.00
1.39依0.04*
1.91依0.07*#

3.25依0.09*#&
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表 5 下调 circSETDB1 表达后 HepG2 细胞增殖尧凋亡和迁移水平的比较渊曾依s袁n=3冤
Table 5 Comparison of proliferation, apoptosis, and migration levels of HepG2 cells after downregulating

circSETDB1 expression (曾依s, n=3)
组别

si-NC 组

si-circSETDB1 组

circSETDB1
1.00依0.00
0.30依0.03吟

miR-345-5p
1.00依0.00
2.67依0.08吟

OD 值

1.14依0.06
0.57依0.03吟

集落形成数/个
127.00依3.56
65.00依1.63吟

细胞凋亡率/%
7.12依0.30

20.69依0.67吟

迁移细胞数/个
151.00依3.27
74.67依2.05吟

划痕愈合率/%
67.71依2.88
37.34依0.96吟

Cleaved-Caspase-3
0.16依0.02
0.57依0.03吟

注院与 si-NC 组比较袁吟P<0.05遥

胞凋亡率尧Cleaved-Caspase-3蛋白表达升高渊P<0.05冤遥
与蜂斗菜素组比较袁蜂斗菜素+pcDNA-circSETDB1
组 circSETDB1 mRNA 表达尧细胞活性尧集落形成

数尧迁移细胞数和划痕愈合率升高渊P<0.05冤袁miR-
345 - 5p mRNA 表达尧细胞凋亡率尧Cleaved-Cas鄄
pase-3 蛋白表达降低渊P<0.05冤遥与蜂斗菜素+pcDNA-
circSETDB1 组比较袁pcDNA-circSETDB1 组的 circ鄄
SETDB1 mRNA 表达尧细胞活性尧集落形成数尧迁移

细胞数和划痕愈合率升高渊P<0.05冤袁miR-345-5p
的mRNA 表达尧细胞凋亡率尧Cleaved-Caspase-3 蛋

白表达降低渊P<0.05冤遥 详见图6要7尧表 6遥
3.7 circSETDB1与 miR-345-5p的靶向调控关系

共转染 WT-circSETDB1 与 miR-345-5p mim鄄
ics 的细胞萤光素酶活性低于共转染 WT-circSET鄄
DB1 与 miR-NC 的 HepG2 细胞渊P<0.05冤袁而共转染

MUT-circSETDB1尧miR-345-5p mimics 与共转染

图 5 下调 circSETDB1 后 HepG2 克隆渊伊200冤尧迁移渊伊100冤及划痕水平渊伊100冤比较

Fig.5 Comparison of colony formation 渊伊200冤, migration渊伊100冤, and wound healing
渊伊100冤 levels of HepG2 cells after silencing circSETDB1

图 4 下调 circSETDB1 后肝癌细胞 HepG2 凋亡及 Cleaved-Caspase-3的蛋白表达

Fig.4 Apoptosis and Cleaved-Caspase-3 protein expression of HepG2 cells after silencing
circSETDB1

A B

注院A.两组 HepG2 细胞凋亡率情况曰B.两组 HepG2 细胞 Cleaved-Caspase-3 蛋白的表达情况遥
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克隆

迁移

0 h

24 h

对照组 蜂斗菜素组

蜂斗菜素+
pcDNA-circSETDB1 组 pcDNA-circSETDB1 组

图 7 上调 circSETDB1 表达后蜂斗菜素处理的 HepG2 克隆渊伊200冤尧迁移渊伊100冤及划痕水平渊伊100冤的比较

Fig.7 Comparison of colony formation 渊伊200冤, migration 渊伊100冤, and wound healing 渊伊100冤 levels of
HepG2 cells treated with petasin after upregulating circSETDB1 expression

图 6 上调 circSETDB1 表达后蜂斗菜素处理的 HepG2 增殖尧凋亡和迁移水平的比较

Fig.6 Comparison of proliferation, apoptosis, and migration levels of HepG2 cells treated with
petasin after upregulating circSETDB1 expression

A

B

注院A.两组 HepG2 细胞凋亡率情况袁B.各组 HepG2 细胞 Cleaved-Caspase-3 蛋白的表达情况遥
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MUT-circSETDB1尧miR-NC 细胞萤光素酶活性差异

无统计学意义渊P>0.05冤遥 详见表 7遥

4 讨论

肝癌发病机制尚未完全明确袁目前因缺乏高效

安全的药物而导致其疗效较差遥在中医理论中袁蜂斗

菜具有清热解毒尧活血化瘀的功效遥 其用于治疗因

热毒引发的疾病袁如咳嗽和咽喉肿痛等袁能够有效

减轻炎症反应[13]遥 中医学认为袁血液循环不畅是多种

疾病的根源袁蜂斗菜素通过促进血液循环袁有助于

缓解疼痛并改善相关症状[14]遥 此外袁基于现有的研究

推测袁细胞凋亡与多种基因调控密切相关 袁circ鄄
SETDB1 及 miR-345-5p 具有调控细胞增殖及凋亡

功能[15]袁蜂斗菜素可能对肝癌细胞具有一定的抑制

作用遥
本研究发现袁在肝癌组织中袁circSETDB1 的平

均表达量高于癌旁组织遥 相反袁miR-345-5p 在肝癌

组织中的表达量低于癌旁组织袁表明 circSETDB1 和

miR-345-5p 在肝癌发展中呈负相关关系遥Caspase-3
受到上游信号激活后可磷酸化激活产生 Cleaved-
Caspase-3袁激活下游靶基因而产生细胞凋亡遥 本研

究发现袁蜂斗菜素处理可降低 HepG2 细胞的 OD值袁
且呈剂量依赖性袁说明蜂斗菜素可抑制肝癌细胞

HepG2 增殖和迁移袁诱导肝癌细胞凋亡袁其具有治

疗肝癌的潜在价值遥 本研究进一步发现袁蜂斗菜素可

促进肝癌细胞中 Cleaved-Caspase-3 蛋白表达袁推测

蜂斗菜素可能通过促进 Caspase 级联反应诱导肝癌

细胞凋亡并死亡遥 研究表明袁circ102209尧circ100084 和

circHIPK3 等多种 circRNA 在肝癌中异常表达袁参与

调控肝癌细胞恶性表型袁为肝癌的治疗提供潜在分

子靶点 [16-17]遥 circSETDB1 是近年来新发现的一种

circRNA袁其在高级别浆液性卵巢癌患者血清中表达

上调袁且与患者 Figo 分期尧淋巴结转移及生存期密

切相关袁可作为高级别浆液性卵巢癌诊断的生物标

志物[18]遥
此外袁本研究通过蜂斗菜素对肝癌细胞 HepG2

的作用袁进一步验证了 circSETDB1 与 miR-345-5p
的关系遥 结果表明袁蜂斗菜素能够显著抑制 HepG2
细胞的增殖和迁移袁并诱导细胞凋亡袁且呈现剂量依

赖性遥 在蜂斗菜素作用下袁肝癌细胞中 circSETDB1
的表达显著降低袁而 miR-345-5p 的表达显著升高袁
表明 circSETDB1 可能通过调控 miR-345-5p 影响

肝癌细胞的生物学行为遥 通过沉默 circSETDB1袁本
研究进一步探讨了其在肝癌中的具体作用遥 结果显

示袁circSETDB1 的沉默显著抑制了 HepG2 细胞的增

殖和迁移袁并促进细胞凋亡袁表明 circSETDB1 可能

通过调控多条信号通路参与肝癌的发生发展遥此外袁
上调 circSETDB1 表达能够逆转蜂斗菜素对肝癌细

胞的抑制作用袁证明 circSETDB1 在肝癌中具有促癌

作用遥 研究发现袁抑制 miR-345-5p 表达可引起动力

相关蛋白 1的激活袁进而促进乳腺癌侵袭和转移[15]袁过
表达 miR-345-5p 可靶向抑制扭转相关蛋白 1 的表

达阻碍胆管癌细胞增殖尧迁移尧侵袭尧上皮间质转化

及血管生成袁同时诱导胆管癌细胞凋亡[19]遥 甲状腺乳

表 6 上调 circSETDB1 表达后蜂斗菜素处理的 HepG2 增殖尧凋亡和迁移水平的比较渊曾依s袁n=3冤
Table 6 Comparison of proliferation, apoptosis, and migration levels of HepG2 cells treated with

petasin after upregulating circSETDB1 expression (曾依s, n=3)

注院与对照组比较袁*P<0.05曰与蜂斗菜素组相比袁银P<0.05曰与蜂斗菜素+pcDNA-circSETDB1组相比袁荭P<0.05遥

组别

对照组

蜂斗菜素组

蜂斗菜素+pcDNA-
circSETDB1 组

pcDNA-circSETDB1 组

circSETDB1
1.00依0.00
0.24依0.01*
0.82依0.07银

1.43依0.09*银荭

miR-345-5p
1.00依0.00
3.25依0.07*
1.35依0.05*银

0.72依0.08*银荭

OD 值

1.14依0.05
0.49依0.04*
1.03依0.04银

1.28依0.05*银荭

集落形成数/个
126.67依4.50
59.67依2.05*

105.67依3.30*银

142.25依5.11*银荭

细胞凋亡率/%
7.13依0.26

23.59依0.77*
11.18依0.35*银

5.31依0.47银荭

迁移细胞数/个
152.00依4.55
67.33依1.25*

132.67依3.86*银

161.84依5.21银荭

划痕愈合率/%
68.14依3.16
34.56依0.69*
57.89依1.23*银

71.25依3.18银荭

Cleaved-Caspase-3
0.16依0.02
0.69依0.04*
0.25依0.02*银

0.12依0.01银荭

表 7 萤光素酶活性检测结果渊曾依s袁n=3冤
Table 7 Luciferase activity assay results (曾依s, n=3)

组别

miR-NC 组

miR-345-5p 组

WT-circSETDB1
1.03依0.09
0.36依0.04@

MUT-circSETDB1
1.02依0.09
0.98依0.08

注院与 miR-NC 组比较袁@P<0.05遥
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头状癌渊papillary thyroid carcinoma袁PTC冤组织中的

miR-345-5p 表达降低袁转染 miR-345-5p 模拟物

的 PTC 细胞活力及集落形成能力降低袁而凋亡加剧袁
这与 miR-345-5p 靶向抑制 PTC 细胞中含 SET 域赖

氨酸甲基转移酶 7渊SET domain containing lysinemethy鄄
ltransferase 7, SETD7冤表达有关袁miR-345-5p/SETD7
轴为 PTC 的治疗提供了潜在分子靶点[20]遥研究显示袁
miR-345-5p 表达的上调可促进肝癌细胞凋亡袁并增

强肝癌细胞放射敏感性[21]遥
综上所述袁circSETDB1 通过调控 miR-345-5p

表达袁抑制肝癌细胞的增殖尧凋亡和迁移能力袁蜂斗

菜素通过调控该通路展现出良好的抗癌潜力遥 在未

来的临床治疗中袁靶向 circSETDB1 的治疗手段可能

成为肝癌治疗的新方向袁因此袁进一步探讨 circSET鄄
DB1 作为肝癌治疗靶点的临床应用具有重要意义遥
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