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也摘要页 目的 探讨南蛇藤总萜渊TTC冤对食管鳞状细胞癌渊ESCC冤细胞增殖和侵袭的影响袁并研究其是否通过调控 miR-96/回复

引导半胱氨酸丰富蛋白含 Kazal基元基因渊RECK冤通路实现遥方法 选取人 ESCC 细胞系 KYSE410为研究对象遥将 KYSE410 细胞分

为 8组袁每组设置 3个复孔院Ctrl组渊无药物处理冤尧L-TTC组渊40 滋g/mL的 TTC 处理 24 h冤尧M-TTC 组渊80 滋g/mL 的 TTC 处理 24 h冤尧
H-TTC 组渊160 滋g/mL 的 TTC 处理 24 h冤尧miR-96 NC 组渊转染阴性对照冤尧miR-96 NC+TTC 组渊转染阴性对照袁并用 160 滋g/mL 的

TTC处理 24 h冤尧miR-96 mimic 组渊转染miR-96 mimic冤和 miR-96 mimic+TTC 组渊转染 miR-96 mimic袁并用 160 滋g/mL的 TTC 处

理 24 h冤遥 MTT检测 TTC 对 ESCC细胞活力的影响遥 平板克隆实验尧细胞划痕以及 Transwell 实验检测 KYSE410细胞增殖尧迁移和

侵袭能力遥 RT-qPCR 检测 miR-96 表达水平遥 Western blot检测具有 Kazal 基序的逆转诱导 RECK尧基质金属蛋白酶渊MMP冤-9 和

MMP-2蛋白表达水平遥 结果 KYSE410 细胞经 20尧40尧80尧160 滋g/mL 的 TTC 处理后袁可显著抑制其细胞活力袁并呈剂量依赖性渊P<
0.05冤遥 与 Ctrl组相比袁L-TTC 组尧M-TTC 组和H-TTC组的细胞克隆数尧穿膜细胞数和细胞迁移率及miR-96 mRNA尧MMP-9尧MMP-2
蛋白表达水平均显著降低渊P<0.05冤袁RECK 蛋白表达水平显著增加渊P<0.05冤袁呈剂量依赖性遥 与 miR-96 NC 组相比袁miR-96 NC+
TTC 组的 miR-96 mRNA 表达水平尧细胞克隆数尧细胞迁移率和穿膜细胞数及 MMP-9尧MMP-2 蛋白表达水平显著降低渊P<0.05冤袁
RECK蛋白表达水平增加渊P<0.05冤遥 与 miR-96 NC 组相比袁miR-96 mimic组的 miR-96 mRNA表达水平尧细胞克隆数尧穿膜细胞数

和细胞迁移率及MMP-9尧MMP-2蛋白表达水平显著增加渊P<0.05冤袁RECK 蛋白表达水平显著降低渊P<0.05冤遥 与 miR-96 mimic 组相

比袁miR-96 mimic+TTC 组的 miR-96 mRNA 表达水平尧细胞克隆数尧穿膜细胞数和细胞迁移率及 MMP-9尧MMP-2 蛋白表达水平显

著降低渊P<0.05冤袁RECK蛋白表达水平显著增加渊P<0.05冤遥 结论 TTC 通过调控 miR-96/RECK 信号通路袁有效下调 MMP-9 和 MMP-2
的表达袁进而抑制 ESCC细胞的增殖尧迁移及侵袭能力遥

也关键词页 食管鳞癌曰南蛇藤总萜曰miR-96曰回复引导半胱氨酸丰富蛋白含 Kazal 基元基因曰增殖曰侵袭曰基质金属蛋白酶
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To investigate the effects of total terpenoids from Celastrus orbiculatus (TTC) on the proliferation and
invasion of esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) cells, and to study whether it is achieved by regulating the miR-96 / RECK
pathway. Methods Human ESCC cell line KYSE410 was selected as the research object. KYSE410 cells were divided into 8
groups, each with 3 replicates: Ctrl group (no drug treatment), L-TTC group (40 滋g/mL TTC treatment for 24 h), M-TTC group (80
滋g/mL TTC treatment for 24 h), H-TTC group (160 滋g/mL TTC treatment for 24 h), miR-96 NC group (transfected with negative
control), miR-96 NC+TTC group (transfected with negative control and treated with 160 滋g/mL TTC for 24 h), miR-96 mimic group
(transfected with miR-96 mimic), and miR-96 mimic+TTC group (transfected with miR-96 mimic and treated with 160 滋g/mL TTC
for 24 h). MTT assay was used to detect the effect of TTC on the viability of ESCC cells. Plate cloning assay, cell scratch assay,
and Transwell assay were used to detect the proliferation, migration, and invasion abilities of KYSE410 cells. RT-qPCR was used to
detect the expression level of miR-96. Western blot was used to check the protein expression levels of reversion-inducing cysteine-
rich protein with Kazal motifs (RECK), matrix metalloproteinase 9 (MMP-9), and matrix metalloproteinase 2 (MMP-2). Results After
KYSE410 cells were treated with 20, 40, 80, 160 滋g/mL TTC, the cell viability was significantly inhibited in a dose-dependent
manner (P<0.05). Compared with the Ctrl group, the number of cell clones, transmembrane cells, cell migration rate, the expression
levels of miR-96 mRNA, MMP-9 and MMP-2 proteins in the L-TTC group, M-TTC group, and H-TTC group were significantly
decreased (P<0.05), while the expression level of RECK protein was significantly increased (P<0.05), showing a dose-dependent effect.
Compared with miR-96 NC group, miR-96 mRNA expression level, cell clone number, cell migration rate, and transmembrane cell
number, MMP-9 and MMP-2 protein expression levels in miR-96 NC+TTC group were significantly decreased (P<0.05), and RECK
protein expression level was increased (P<0.05). Compared with the miR-96 NC group, the expression level of miR-96 mRNA, the
number of cell clones, the number of transmembrane cells, and cell migration rate, the expression levels of MMP-9 and MMP-2
protein in the miR-96 mimic group were significantly increased (P<0.05), and the expression level of RECK protein was significantly
decreased (P<0.05). Compared with miR-96 mimic group, miR-96 mRNA expression level, cell clone number, transmembrane cell
number, and cell migration rate, MMP-9 and MMP-2 protein expression levels in miR-96 mimic+TTC group were significantly
decreased (P<0.05), and RECK protein expression level was significantly increased (P<0.05). Conclusion TTC effectively down-
regulates the expression of MMP -9 and MMP -2 by regulating the miR -96/RECK signaling pathway, thereby inhibiting the
proliferation, migration, and invasion of ESCC cells.

也运藻赠憎燥则凿泽页 esophageal squamous cell carcinoma; total terpenoids from Celastrus orbiculatus; miR-96; recovery guide
cysteine-rich protein containing Kazal motif gene; proliferation; invasion; matrix metalloproteinase

食管癌是消化系统常见的恶性肿瘤袁位居全球

肿瘤相关死亡第 6 位袁其特点为早期难以诊断且易

转移[1]遥 食管鳞状细胞癌渊esophageal squamous cell
carcinoma, ESCC冤是食管癌的主要组织学亚型袁约
占中国新诊断病例的 90%[2]遥由于 ESCC 的隐匿性特

点袁患者通常于晚期确诊袁导致治疗效果不理想袁预
后较差袁5 年生存率仅为 20%[3]遥目前袁临床上尚无批

准的化学预防 ESCC 药物袁其治疗仍是一个重大挑

战[4]遥 因此袁迫切需要有效的抗癌药物遥 南蛇藤为卫

矛科植物袁其茎藤具有苦涩辛辣尧性温稍热的特性袁
在中医药学中常用于祛风除湿尧疏通经络尧缓解疼痛

及促进血液循环和解毒[5]遥 相关研究证实袁南蛇藤的

提取物要要要南蛇藤总萜渊the total terpenoids of Celas鄄
trus orbiculatus Thunb., TTC冤是一种很有潜力的抗

肿瘤候选药物袁对多种恶性肿瘤袁包括 ESCC袁具有

显著抗癌效果[6]遥 miRNA 属于一类高度保守的小型

非编码 RNA 分子群体袁通过诱导 mRNA 降解或经

由与非翻译区的部分序列配对来精细调控基因的

表达水平遥 miR-96 是 miRNA 家族重要成员之一袁
在ESCC 中显著高表达袁并促进其恶性进展[7]遥 具有

Kazal 基序的逆转诱导富含半胱氨酸蛋白渊rever
sion-inducing-cysteine-rich protein with Kazal motifs,
RECK冤是一种负调控基质金属蛋白酶渊matrix met鄄
alloproteinases, MMPs冤的新型肿瘤抑制基因遥 近期

研究显示袁RECK 能抑制癌细胞系的侵袭尧转移及肿

瘤血管生成袁其低表达与 ESCC 的淋巴结转移有关[8]遥
此外袁RECK 还受到 miR-96 的靶向抑制袁进而促

进食管癌的肿瘤侵袭[9]遥 然而袁关于 TTC 对ESCC 的
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有效性袁目前研究尚不充分遥 因此袁本研究旨在探讨

TTC 通过调控 miR-96/RECK 通路对 ESCC 细胞生

物学特性的影响袁并初步分析其作用机制遥
1 材料与方法

1.1 细胞尧主要试剂与仪器

人食管鳞系 KYSE410 细胞渊货号院BFN6021517冤
和正常食管上皮细胞 HEEC渊货号院BFN60806561冤
购自上海细胞库遥 南蛇藤购于广州至信中药饮片公

司曰DMEM 培养基渊货号院11965118冤尧胎牛血清渊货
号院A5256701冤购自美国 Gibco Invitrogen 公司曰MTT
试剂渊货号院CT01-5冤和双萤光素酶报告基因检测

试剂盒渊货号院LUC1-1KT冤购自美国 Sigma公司曰miR-
96 mimic 及其阴性对照渊无货号冤购自武汉金开瑞

生物工程有限公司曰野生型 RECK'UTR渊RECK-WT冤
序列5'-CUGCUACUUAUAUAAUUGCCAAA-3' 和突

变型 RECK'-UTR渊RECK-MUT冤序列 5'-CUGCUGCU鄄
CACAUAAUACUCUUC-3'报告载体由山东 Vigenebio
公司构建曰基质金属蛋白酶 9渊MMP-9冤抗体渊货
号院ab76003冤尧基质金属蛋白酶 2渊MMP-2冤抗体渊货
号院ab181286冤尧具有 Kazal 基序的逆转诱导富含半胱

氨酸蛋白渊RECK冤抗体渊货号院ab88249冤和 茁-肌动蛋

白渊茁-actin冤抗体渊货号院ab179467冤购自美国 Abcam
公司曰反转录试剂盒和 SYBR Green qPCR Mix 试

剂渊货号院FP201冤购自北京天根科技有限公司遥 多功能

酶标仪渊型号院SpectraMax Mini冤购自上海美谷分子

仪器渊上海冤有限公司曰流式细胞仪渊型号院FACSAria
TM Fusion冤购自美国 BD 公司曰荧光定量 PCR 仪渊型
号院QuantStudio冤购自美国赛默飞世尔科技公司遥
1.2 TTC的制备

参考既往研究[10]袁制备 TTC院南蛇藤经过粉碎处

理并干燥袁随后使用 95%乙醇进行 3 次加热回流提

取袁过滤袁得到醇提液袁减压浓缩得到醇浸膏曰将醇浸

膏加水混悬袁采用乙酸乙酯萃取 3 次袁合并萃取液袁
减压浓缩袁得到乙酸乙酯浸膏袁该浸膏的主要活性成

分为 TTC袁包括二萜和三萜类遥
1.3 细胞培养

ESCC 细胞系 KYSE410 均在含有 10%胎牛血清

及 1%青霉素/链霉素双抗的 DMEM 完全培养基中

培养袁在37 益尧5% CO2的细胞培养箱中进行孵育遥
1.4 细胞分组及处理

在培养好的 KYSE410细胞中袁加入 0尧20尧40尧80尧
160 滋g/mL 的 TTC 培养 24 h 和 48 h袁MTT 检测细

胞活力袁筛选 TTC的最佳干预浓度遥将 KYSE410细胞

分为 8 组院Ctrl 组渊无药物处理冤尧L-TTC 组渊40 滋g/mL
的 TTC 处理 24 h冤尧M-TTC 组渊80 滋g/mL 的 TTC 处

理 24 h冤尧H-TTC 组渊160 滋g/mL 的 TTC 处理 24 h冤尧
miR-96 NC 组渊转染阴性对照冤尧miR-96 NC+TTC 组

渊转染阴性对照袁并用 160 滋g/mL 的 TTC 处理 24 h冤尧
miR-96 mimic 组渊转染 miR-96 mimic冤和 miR-96
mimic+TTC 组渊转染 miR-96 mimic袁并用 160 滋g/mL
的 TTC 处理 24 h冤遥按照分组袁分别转染相应的miR-
96 mimic 及其阴性对照袁并用药物进行处理袁每组

设置 3 个复孔遥
1.5 MTT检测细胞活力

经过胰蛋白酶的消化步骤后袁将 KYSE410 和

HEEC 细胞以 1伊104 个细胞/孔的密度接种至 96 孔

培养板袁待细胞贴壁时分别加入浓度为 0尧20尧40尧
80尧160 滋g/mL 的 TTC 溶液分别干预 24 h 和 48 h遥
处理结束后袁向各孔中加入 20 滋L 浓度为 5 mg/mL
的 MTT 溶液袁并在室温条件下继续培养 4 h遥 随后

移除培养液袁并向每孔内加入 150 滋L 的 DMSO遥 经

过 10 min 的轻微振荡袁确保结晶物充分溶解遥 最

后袁在490 nm 波长下袁使用分光光度计测定各孔的

OD 值遥
1.6 平板克隆实验

从 KYSE410 细胞悬液中吸取 100 滋L渊细胞密

度为 1伊103 个/mL冤接种于 6 孔培养板中袁随后将细

胞置于含有不同浓度 TTC渊0尧40尧80尧160 滋g/mL冤的
DMEM 完全培养基渊含 10%胎牛血清及 1%青霉素/
链霉素双抗冤中袁在 37 益恒温且含有 5% CO2 的细

胞培养箱内连续培养 2~3 周遥 培养结束后袁使用PBS
清洗细胞袁4%多聚甲醛溶液室温固定 15 min袁再次

用 PBS 清洗袁并使用 0.1%结晶紫溶液染色 10 min袁
统计各孔中的细胞克隆数量遥
1.7 Transwell实验

在 Transwell 侵袭实验中袁首先将 Transwell 小室

置于冰上进行预处理袁随后将 KYSE410 细胞以 1伊
105 个/mL 细胞的密度接种至上室袁上室预先加入

了含有不同浓度 TTC渊0尧40尧80尧160 滋g/mL冤的无血

清 DMEM 培养基进行孵育遥 同时袁在下室中加入含

有 20%胎牛血清的 DMEM 培养基作为化学趋化因

子袁以诱导细胞迁移遥 经过 48 h 的培养周期后袁使用

4%多聚甲醛对细胞进行固定处理袁并采用 0.1%
结晶紫溶液染色 15 min遥 利用光学显微镜渊放大倍
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数伊10冤观察并拍摄细胞的侵袭情况袁对侵袭细胞的

数量进行计数与分析遥
1.8 细胞划痕实验

KYSE410 细胞被接种至 6 孔培养板中袁待其生

长至约 80%的融合状态遥 利用枪头在培养板底部垂

直划线袁并借助 PBS 冲洗步骤以去除游离的细胞遥
在 0 h 时间点袁记录划痕区域的面积并拍摄照片以

供后续比对遥向各孔中分别添加了含有不同浓度TTC
渊0尧40尧80尧160 滋g/mL冤的新鲜培养基袁并将细胞继

续培养 24 h遥 利用 ImageJ 图像分析软件袁对各时间

点的划痕面积进行量化分析袁并据此数据计算出细

胞的迁移速率遥
1.9 qRT-RCR

从各组细胞中提取总 RNA袁操作遵循 TRIZOL试
剂盒提供的指南遥随后袁利用反转录过程合成 cDNA遥
接下来袁准备 qRT-PCR 反应体系袁其中包含 2 滋L
cDNA尧2 滋L 正向引物 尧2 滋L 反向引物 尧7.2 滋L
ddH2O 以及 10 滋L SYBR Green Master Mix遥 使用

茁-actin 作为内参基因袁通过 qRT-PCR 反应检测目

标基因遥 最终袁采用 2-驻驻Ct 方法计算得出miR-96 mR鄄
NA 的相对表达水平遥 引物序列详见表 1遥

1.10 双萤光素酶实验

利用LipofectamineTM 3000试剂盒袁用miR-96 mimic
或 NC mimic 和 RECK-WT 和 RECK-MUT 共转染

KYSE410 细胞遥 转染 48 h后袁使用双萤光素酶报告

基因检测试剂盒测量荧光素酶活性遥

1.11 Western blot
收集 KYSE410 细胞后袁用 RIPA 裂解液提取蛋

白袁经 SDS-PAGE 分离后袁通过湿转法将蛋白转移

至 PVDF 膜袁用 5%脱脂牛奶封闭 2 h袁随后与一抗

渊RECK尧MMP-9尧MMP-2袁1颐1 000 稀释冤4 益孵育过

夜袁次日加二抗室温孵育 2 h袁ECL 显色并拍照记

录袁以 茁-actin 为内参袁用 Quantity One 4.6.6 软件

分析条带相对表达量遥
1.12 统计学分析

数据统计分析采用 SPSS 21.0 软件进行处理遥
计量资料符合正态分布以野曾依s冶的形式表示遥对于两

组间的差异比较袁采用独立样本 t 检验曰对于多组间

的差异分析袁选用单因素方差分析渊ANOVA冤袁进一

步利用 SNK-q 进行组间两两比较遥 以 P<0.05 表示

差异有统计学意义遥
2 结果

2.1 TTC 对 KYSE410细胞活力的影响

KYSE410 细胞经 20尧40尧80尧160 滋g/mL 的 TTC
处理后袁可显著抑制其细胞活力袁并呈剂量依赖性

渊P<0.05冤遥 详见表 2遥 20 滋g/mL 的 TTC 虽能抑制细

胞活力渊P<0.05冤袁但抑制效果相对较弱袁因此选择

40尧80尧160 滋g/mL 的 TTC 作为后续实验浓度遥
2.2 各组 KYSE410 细胞增殖尧迁移和侵袭的情况

与 Ctrl 组相比袁L-TTC 组尧L-TTC 组和 H-TTC
组的细胞克隆数尧穿膜细胞数和细胞迁移率均显著

降低渊P<0.05冤遥 详见图 1遥
2.3 各组 KYSE410 细胞 miR-96/RECK 信号通路

和 MMPs蛋白表达的情况

与 NC mimic组相比袁miR-96 mimic组的RECK-
WT 萤光素酶活性显著降低渊P<0.05冤袁RECK-WUT
萤光素酶活性无显著变化渊P>0.05冤遥与 Ctrl 组相比袁
L-TTC 组尧L-TTC 组和 H-TTC 组的 miR-96 mRNA及
MMP-9和 MMP-2 蛋白表达水平显著降低渊P<0.05冤袁
RECK 蛋白表达水平显著增加渊P<0.05冤袁并呈剂量

依赖性遥 详见图 2遥

表 1 qRT-PCR引物序列表

Table 1 qRT-PCR primer sequence table
组别

miR-96

茁-actin

序列 5'寅3'
正向院 CGAACTTTGGCACTAGGCACATT
反向院 TATGGTTTTGACGACTGTGTGAT
正向院 CAGAAGGAGATTACTGCT
反向院 TACTCCTGCTTGCTGATCCAC

引物长度/bp
95

128

表 2 南蛇藤总萜对 KYSE410 细胞活力的影响渊曾依s袁n=3冤
Table 2 Effects of total terpenoids from Celastrus orbiculatus on the viability of KYSE410 cells (曾依s, n=3)

时间

24 h
48 h
t值
P值

0 滋g/mL
100.00依0.46
100.00依0.51

0.000
1.000

20 滋g/mL
89.59依3.06*
80.64依4.11*

1.721
0.160

40 滋g/mL
75.58依6.85*#

68.87依4.67*#

3.025
0.039

80 滋g/mL
63.01依3.36*#吟

53.09依4.93*#吟

2.880
0.045

160 滋g/mL
49.16依5.23*#吟银

31.28依4.09*#吟银

4.648
0.010

F值
64.980

128.808

P值

<0.001
<0.001

注院与 0 滋g/mL 相比袁*P<0.05曰与 20 滋g/mL 相比袁#P<0.05曰与 40 滋g/mL 相比袁吟P<0.05曰与 80 滋g/mL 相比袁银P<0.05遥
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图 2 TTC对 KYSE410 细胞 miR-96/RECK信号通路和 MMPs蛋白表达的影响

Fig.2 Effects of total terpenoids from Celastrus orbiculatus on miR-96/RECK signaling pathway and MMPs
protein expression in KYSE410 cells

注院A.双萤光素酶实验院B.miR-96mRNA 相对表达量曰C.RECK 蛋白相对表达量曰D.MMPs 蛋白相对表达量遥 与 miR-96 mimic
组相比袁银P<0.05曰与 Ctrl 组相比袁*P<0.05曰与 L-TTC 组相比袁#P<0.05曰与 M-TTC 组相比袁吟P<0.05遥

图 1 TTC对 KYSE410 细胞增殖尧迁移和侵袭的影响

Fig.1 Effects of total terpenoids from Celastrus orbiculatus on proliferation, migration and invasion of KYSE410 cells
注院A.平板克隆实验曰B.Transwell 实验渊标尺院50 滋m冤曰C.细胞划痕实验遥 与 Ctrl 组相比袁*P<0.05曰与 L-TTC 组相比袁#P<0.05曰与 M-TTC
组相比袁吟P<0.05遥
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2.4 各组 miR-96 过表达 KYSE410 细胞增殖尧迁移

和侵袭的情况

与 miR-96 NC 组相比袁miR-96 NC+TTC 组的

miR-96 mRNA 表达水平尧细胞克隆数尧穿膜细胞数

和细胞迁移率显著降低渊P<0.05冤袁RECK 蛋白表达水

平显著增加渊P<0.05冤遥 与 miR-96 NC 组相比袁miR-
96 mimic组的miR-96 mRNA表达水平尧细胞克隆数尧
穿膜细胞数和细胞迁移率显著增加渊P<0.05冤袁RECK

蛋白表达水平显著降低渊P<0.05冤遥 与 miR-96 NC+
TTC 组相比袁miR-96 mimic+TTC 组的 miR-96 mR鄄
NA 表达水平尧细胞克隆数尧穿膜细胞数和细胞迁移

率显著增加渊P<0.05冤袁RECK 蛋白表达水平显著降低

渊P<0.05冤遥 与 miR-96 mimic 组相比袁miR-96 mimic+
TTC 组的 miR-96 mRNA 表达水平尧细胞克隆数尧穿
膜细胞数和细胞迁移率显著降低渊P<0.05冤袁RECK 蛋

白表达水平显著增加渊P<0.05冤遥 详见图 3遥

图 3 TTC对 miR-96 过表达 KYSE410 细胞增殖尧迁移和侵袭的影响

Fig.3 Effects of total terpenoids from Celastrus orbiculatus on proliferation, migration and invasion of KYSE410 cells
注院A.miR-96 mRNA 相对表达量曰B.RECK 蛋白相对表达量曰C.平板克隆实验曰D.Transwell 实验渊标尺院50 滋m冤曰E.细胞划痕实验遥 与

miR-96 NC 组相比袁*P<0.05曰与 miR-96 NC+TTC 组相比袁#P<0.05曰与 miR-96 mimic 组相比袁吟P<0.05遥
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2.5 各组 miR-96过表达 KYSE410细胞MMPs 蛋白

表达的情况

与 miR-96 NC 组相比袁miR-96 NC+TTC 组的

MMP-9 和 MMP-2 蛋白表达水平显著降低渊P<0.05冤遥
与 miR-96 NC 组相比袁miR-96 mimic 组的 MMP-9
和 MMP-2 蛋白表达水平显著增加渊P<0.05冤遥 与miR-
96 NC+TTC 组相比袁miR-96 mimic+TTC 组的 MMP-
9 和 MMP-2 蛋白表达水平显著增加渊P<0.05冤遥 与

miR-96 mimic 组相比袁miR-96 mimic+TTC 组的

MMP-9 和 MMP-2 蛋白表达水平显著降低渊P<0.05冤遥
详见图 4遥
3 讨论

目前袁食管癌的主要治疗手段包括手术切除尧化
疗尧放疗和分子靶向治疗[11]遥 化疗主要包括顺铂尧氟
尿嘧啶和紫杉醇袁在 ESCC 的治疗中发挥着重要作

用袁尤其针对于无法手术的晚期患者[12]遥 然而袁这些

药物存在非选择性毒性尧毒副作用显著及患者依从

性差等问题[13]遥 随着免疫疗法的发展袁曲妥珠单抗尧
拉穆单抗尧派姆单抗虽已获批用于治疗食管癌袁但常

与化疗联用才能达到理想疗效袁且成本高昂袁适用患

者有限[14]遥 因此袁探索一种新的 ESCC 化学预防药物

势在必行遥 中药作为一种很有前景的抗肿瘤疗法袁可
以通过促进癌细胞凋亡尧抑制癌细胞转移等方式发

挥抗肿瘤作用遥研究表明袁中药对 ESCC 有良好的治

疗作用[15-16]遥 而南蛇藤作为传统中草药袁具有消肿止

痛尧祛风活血及解毒等多重功效袁应用广泛遥 其乙酸

乙酯提取物 TTC 是抗癌作用的主要物质基础袁已在

胃癌尧胶质母细胞瘤及肺癌等多种肿瘤细胞增殖尧
侵袭与迁移抑制方面展现显著效果[17-18]遥 在ESCC 的

治疗袁研究发现袁南蛇藤的提取物能够联合 miR-
302 通过 PI3K/Akt 信号通路调控食管癌细胞增殖尧
侵袭和迁移[6]遥 另一项研究也表明袁TTC通过下调环氧

化酶-2 渊COX-2冤相关通路袁诱导人食管癌细胞 Eca-
109 凋亡袁抑制其侵袭转移[10]遥 本研究进一步发现袁
TTC 在抑制ESCC 细胞生长中起关键作用袁能抑制

锚定非依赖性生长遥 细胞运动是肿瘤细胞转移的必

要条件遥 癌细胞首先要有移动的能力才能转移袁这
意味着癌细胞的移动是癌细胞攻击周围组织的先

决条件遥 通过划痕愈合实验尧Transwell 实验等功能

实验发现袁TTC 对 ESCC 细胞的迁移和侵袭表现出

高度的抑制活性遥 进一步证实袁TTC 具有良好的抗

肿瘤活性袁能够显著抑制 ESCC 细胞的恶性行为遥
miRNAs 被广泛报道参与肿瘤的发病机制袁涵

盖增殖尧转移和凋亡等过程遥在 ESCC 中袁多种miRNA
已被确认为肿瘤促进因子袁例如 miR-503[19]尧miR-
301a-3p[20]和 miR-623[21]遥 作为 miR-183 家族的一

员袁miR-96 已被证明可通过抑制基因表达调节多种

恶性肿瘤的转移和增殖[22]遥 研究表明袁miR-96 可通

过竞争内源性 RNA 网络影响 EGFR 信号通路袁诱导

非小细胞肺癌细胞转移[23]曰也能够靶向调控叉头盒

转录因子 O1渊FOXO1冤袁抑制子宫内膜癌细胞的增殖尧
迁移及侵袭袁并促其凋亡[24]遥 RECK 作为一种肿瘤相

关基因袁在调节癌细胞增殖和迁移中起重要作用遥
先前研究证实袁RECK 在正常组织中广泛表达袁但在

ESCC 组织中显著降低袁且该基因的启动子高甲基

图 4 TTC对 miR-96 过表达 KYSE410 细胞 MMPs蛋白表达的影响

Fig.4 Effects of total triterpenoids from Celastrus orbiculatus on the expression of MMPs protein in
miR-96 overexpressed KYSE410 cells

注院与 miR-96 NC 组相比袁*P<0.05曰与 miR-96 NC+TTC 组相比袁#P<0.05曰与 miR-96 mimic 组相比袁吟P<0.05遥
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化与 ESCC 的低表达和低生存率相关[25]遥RECK 表达

的恢复可减少癌细胞侵袭[26]遥据报道袁miR-96 能通过

靶向RECK 的 3'UTR袁抑制 RECK 的表达袁从而促进

食管癌尧非小细胞肺癌等癌细胞的侵袭和转移[9袁27]遥
本研究结果显示袁TTC 能显著降低 ESCC 细胞中

miR-96 的表达量袁并上调 ESCC 细胞的 RECK 的表

达水平遥 提示 TTC 可能通过调控miR-96/RECK 信

号通路袁抑制 ESCC 细胞的增殖和侵袭遥 MMPs 是细

胞外基质降解的重要因子袁一直被认为是肿瘤转移

的重要因素遥 其中袁MMP-9 和 MMP-2 作为 MMPs家
族的核心成员袁能够通过降解基底膜和细胞外基质袁
从而推动恶性肿瘤细胞向其他器官或组织的侵袭和

转移[28]遥先前研究表明袁南蛇藤提取物能下调结肠癌

细胞中 MMP-9 和 MMP-2 的表达水平袁进而影响其

恶性生物学行为[29]遥 本研究同样发现袁TTC 能显著抑

制ESCC 细胞中 MMP-9 和 MMP-2 的蛋白表达遥 据

报道袁肿瘤细胞中 RECK 表达水平的恢复主要通过

降低 MMPs渊尤其是 MMP-2 和 MMP-9冤的表达抑制

迁移和侵袭活性[30]遥 基于上述研究袁推测 TTC 或可

通过调控 miR-96/RECK 信号通路袁降低 MMPs 的
表达袁从而抑制 ESCC 细胞的转移能力遥为深入验证

这一机制袁本研究在ESCC 细胞中转染了miR-96
模拟物渊miR-96 mimic冤及其阴性对照遥 实验结果显

示袁TTC 能够显著逆转 miR-96 mimic 对 ESCC 细

胞增殖尧迁移及侵袭的促进作用袁并减少 MMP-9和

MMP-2 的表达遥 这一发现进一步证实了本研究的

假设袁即 TTC 通过抑制 miR-26/RECK 通路袁进而

抑制 MMPs 的表达袁从而发挥对 ESCC 细胞增殖和

侵袭的抑制作用遥
综上所述袁TTC 通过调控 miR-96/RECK 信号通

路袁有效下调了 MMP-9 和 MMP-2 的表达袁进而抑

制了 ESCC 细胞的增殖尧迁移及侵袭能力遥本研究为

开发新型抗 ESCC 药物提供了新思路遥然而袁TTC 是

否通过调节其他 miRNA 或信号通路发挥抗 ESCC
作用袁仍有待进一步探究遥
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