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　 　 摘 　 要:　 目的 　 探究连翘苷通过调控微小 RNA-34c-5p( miR-34c-5p)表达对鼻咽癌( NPC)细胞系 CNE-1、
CNE-2 增殖抑制及凋亡诱导的影响及其作用机制。 方法　 体外培养 NPC 细胞 CNE-1、CNE-2,采用 MTT 法筛选连

翘苷对 NPC 细胞增殖的作用浓度。 将 CNE-1、CNE-2 细胞分别分为对照组、连翘苷组、阴性对照模拟物( miR-NC)
组、miR-34c-5p 模拟物( miR-34c-5p) 组、连翘苷+阴性对照抑制剂( in-miR-NC) 组和连翘苷+ miR-34c-5p 抑制剂

(in-miR-34c-5p)组。 采用集落形成实验、EdU 法、TUNEL 法及流式细胞术检测各组细胞的增殖与凋亡情况,利用

Western
 

blot 检测各组 NPC 细胞增殖与凋亡相关蛋白的表达。 结果　 CNE-1 和 CNE-2 细胞增殖活力随着连翘苷浓

度的升高呈剂量依赖性降低(P<0. 05),8
 

μmol / L 连翘苷对 CNE-1 和 CNE-2 细胞增殖活力的抑制率接近 50%。 与

对照组比较,连翘苷组 CNE-1 和 CNE-2 细胞中 miR-34c-5p 表达、TUNEL 阳性细胞率、细胞凋亡率、p53 水平及 FasL
水平均显著升高,集落形成、EdU 阳性细胞比例、c-Myc、PCNA、Survivin 均降低(P<0. 05);与 miR-NC 组比较,miR-
34c-5p 组 CNE-1 和 CNE-2 细胞中 miR-34c-5p 表达、TUNEL 阳性细胞率、细胞凋亡率、p53 水平、FasL 水平均升高,
集落形成、EdU 阳性细胞比例、c-Myc、PCNA、Survivin 均降低(P<0. 05);与连翘苷+in-miR-NC 组比较,连翘苷+in-
miR-34c-5p 组 CNE-1 和 CNE-2 细胞中 miR-34c-5p 表达、TUNEL 阳性细胞率、细胞凋亡率、p53 水平、FasL 水平均降

低,集落形成、EdU 阳性细胞比例、c-Myc、PCNA、Survivin 均升高(P<0. 05)。 结论　 连翘苷可通过上调 miR-34c-5p
表达,有效抑制 NPC 细胞 CNE-1 和 CNE-2 增殖并促进细胞凋亡。
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　 　 Abstract:　 Objective　 To
 

explore
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

pillyrin
 

on
 

the
 

proliferation
 

inhibition
 

and
 

apoptosis
 

induction
 

of
 

nasopharyngeal
 

carcinoma
 

(NPC)
 

cell
 

lines
 

CNE-1
 

and
 

CNE-2
 

by
 

regulating
 

the
 

expression
 

of
 

microRNA-34c-5p
 

(miR-34c-5p).
 

Methods　 CNE-1
 

and
 

CNE-2
 

cells
 

were
 

cultured,
 

and
 

the
 

effect
 

of
 

pillyrin
 

on
 

the
 

proliferation
 

activity
 

of
 

NPC
 

cells
 

was
 

screened
 

by
 

methyl
 

thiazolyl
 

tetrazolium
 

( MTT)
 

assay.
 

The
 

CNE-1
 

and
 

CNE-2
 

cells
 

were
 

respectively
 

assigned
 

into
 

control
 

group,
 

pillyrin
 

group,
 

negative
 

control
 

mimic
 

( miR-NC)
 

group,
 

miR-34c-5p
 

mimic
 

( miR-34c-5p)
 

group,
 

pillyrin + negative
 

control
 

inhibitor
 

( in-miR-NC)
 

group,
 

and
 

pillyrin + miR-34c-5p
 

inhibitor
 

( in-miR-34c-5p)
 

group.
 

The
 

colony
 

formation
 

assay,
 

EdU
 

method,
 

TUNEL
 

method
 

and
 

flow
 

cytometry
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

proliferation
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and
 

apoptosis
 

of
 

cells
 

in
 

each
 

group.
 

Western
 

blot
 

was
 

adopted
 

to
 

analyze
 

the
 

expression
 

of
 

proliferation
 

and
 

apoptosis-
related

 

proteins
 

in
 

NPC
 

cells
 

of
 

each
 

group.
 

Results　 The
 

proliferation
 

activities
 

of
 

CNE-1
 

and
 

CNE-2
 

cells
 

decreased
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

pillyrin
 

concentration
 

(P < 0. 05).
 

At
 

8
 

μmol / L
 

of
 

pillyrin,
 

the
 

inhibitory
 

ability
 

of
 

the
 

proliferation
 

activities
 

of
 

CNE-1
 

and
 

CNE-2
 

was
 

close
 

to
 

50%.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

expression
 

of
 

miR-34c-5p,
 

the
 

rate
 

of
 

TUNEL
 

positive
 

cells,
 

the
 

apoptosis
 

rate,
 

the
 

level
 

of
 

p53,
 

and
 

the
 

level
 

of
 

FasL
 

in
 

CNE-1
 

and
 

CNE-2
 

cells
 

of
 

the
 

pillyrin
 

group
 

were
 

all
 

increased,
 

while
 

the
 

colony
 

formation,
 

the
 

proportion
 

of
 

EdU
 

positive
 

cells,
 

c-Myc,
 

PCNA,
 

and
 

Survivin
 

were
 

all
 

decreased
 

(P< 0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

miR-NC
 

group,
 

the
 

expression
 

of
 

miR-34c-5p,
 

the
 

rate
 

of
 

TUNEL
 

positive
 

cells,
 

the
 

apoptosis
 

rate,
 

the
 

level
 

of
 

p53,
 

and
 

the
 

level
 

of
 

FasL
 

in
 

CNE-1
 

and
 

CNE-2
 

cells
 

of
 

the
 

miR-
34c-5p

 

group
 

were
 

all
 

increased,
 

while
 

the
 

colony
 

formation,
 

the
 

proportion
 

of
 

EdU
 

positive
 

cells,
 

c-Myc,
 

PCNA,
 

and
 

Survivin
 

were
 

all
 

decreased
 

(P<0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

pillyrin
 

+
 

in-miR-NC
 

group,
 

the
 

expression
 

of
 

miR-34c-5p,
 

the
 

rate
 

of
 

TUNEL
 

positive
 

cells,
 

the
 

apoptosis
 

rate,
 

the
 

level
 

of
 

p53,
 

and
 

the
 

level
 

of
 

FasL
 

in
 

CNE-1
 

and
 

CNE-2
 

cells
 

of
 

the
 

pillyrin+in-miR-34c-5p
 

group
 

were
 

all
 

decreased,
 

while
 

the
 

colony
 

formation,
 

the
 

proportion
 

of
 

EdU
 

positive
 

cells,
 

c-Myc,
 

PCNA,
 

and
 

Survivin
 

were
 

all
 

increased
 

( P < 0. 05 ).
 

Conclusions 　 Pillyrin
 

can
 

effectively
 

promote
 

the
 

proliferation
 

of
 

NPC
 

cells
 

CNE-1
 

and
 

CNE-2
 

and
 

promote
 

their
 

apoptosis
 

by
 

up-regulating
 

the
 

expression
 

of
 

miR-34c-5p.
　 　 Keywords:Nasopharyngeal

 

carcinoma
 

cells;
 

Pillyrin;
 

MiR-34c-5p;
 

Proliferation;
 

Apoptosis

　 　 鼻咽癌(nasopharyngeal
 

carcinoma,NPC)是一种

发生于鼻咽黏膜上皮的恶性肿瘤,在我国南方地区

发病率较高[1] 。 由于 NPC 发病位置隐匿,早期症状

不典型,多数患者确诊时已进展为中晚期,不仅增大

了治疗难度,而且预后情况不容乐观[2] 。 目前,NPC
的治疗主要涵盖手术、放疗以及综合治疗等方面。
然而,由于高耐药性和高复发率的存在,其治疗效果

难以快速提高[3] 。 因此迫切需要挖掘新的治疗靶

点,开发有效的、无副作用的治疗药物。
连翘苷是一种从传统中药连翘中提取的具有抗

炎、抗病毒等多种生理活性的化合物。 已有大量研

究证实,连翘苷可通过多靶点机制抑制肺癌、肝癌等

多个肿瘤细胞的增殖,并诱导细胞凋亡来发挥抗癌

功能[4-5] 。 例如李绍霄等[6] 研究证实,连翘苷可通

过上调微小 RNA-545-3p 抑制 NPC 细胞生长,促进

NPC 细胞铁死亡进而发挥抗癌效应。 值得注意的

是,微小 RNA( microRNA,miRNA)在肿瘤中常形成

复杂调控网络,同一药物可通过不同 miRNA 介导多

重生物学效应[7] 。 微小 RNA-34c-5p ( miRNA-34c-
5p,miR-34c-5p)作为一种在 NPC 细胞中明显下调

的 miRNA,前期研究证实,抑制 miR-34c-5p 的表达

可通过靶向 FOS 样抗原 1 促进 NPC 的恶性行为[8] 。
基于上述研究,本研究推测连翘苷可通过上调 miR-
34c-5p 表达从而在 NPC 中发挥抗癌功能,这一假设

不仅揭示了连翘苷的抗癌机制,也为 NPC 的多途径

治疗提供了新视角。
鉴于 miR-34c-5p 和连翘苷之间潜在的抗癌特

性,推测连翘苷可通过调控 miR-34c-5p 表达影响

NPC 的生长和死亡。 本研究通过分析连翘苷对

NPC 细胞 CNE-1 和 CNE-2 增殖和凋亡以及对 miR-
34c-5p 表达的影响来分析连翘苷在 NPC 中的具体

作用机制,旨在为 NPC 的治疗提供新的理论依据。

1　 材料与方法

1. 1　 实验材料

人 NPC 细胞系 CNE-1(CM-H361)和 CNE-2(CM-
H362), 购自美国 ATCC。 连翘苷 ( 纯度 ≥ 97%,
F104482)购自上海阿拉丁;miR-34c-5p 模拟物(miR-
34c-5p)、阴性对照模拟物(miR-NC)、miR-34c-5p 抑

制剂(in-miR-34c-5p)及阴性对照抑制剂(in-miR-NC)
均由上海生工定制合成;MTT 试剂(C0009M)、结晶紫

(C0121)、EdU 试剂(ST067)、TUNEL 试剂(C1082)、
RIPA 试剂(P0013D)均购自上海碧云天;一抗 c-Myc
(5605)、PCNA (2586)、Survivin (2803)、p53 (9282)、
FasL(68405)均购自美国 CST。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 细胞培养　 CNE-1 和 CNE-2 细胞均使用含

10%胎牛血清和 1%双抗的 RPMI1640 培养基培养,
在 37℃ 、5%

 

CO2 培养箱中培养后更换培养基,待细

胞密度超过 80%时进行后续实验。
1. 2. 2 　 MTT 法检测 　 将对数增殖期的 CNE-1 和

CNE-2 细胞以 5
 

000 个细胞的密度接种于 96 孔细

胞板中,每孔体积是 200
 

μL,常规培养 24
 

h 细胞贴

壁后, 使 用 不 同 浓 度 的 连 翘 苷 ( 0、 2、 4、 8、
16

 

μmol / L) [6]替换培养基,继续培养 48
 

h,在实验结

束前 4
 

h 相应添加 10
 

μL
 

MTT 溶液,孵育后替换为

150
 

μL
 

DMSO,振荡 10
 

min。 通过酶标仪在 490
 

nm
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处检测各孔细胞吸光度值,并计算细胞增殖活力。
1. 2. 3　 细胞分组　 将 CNE-1 和 CNE-2 细胞分为对

照组(常规培养)、连翘苷组( 8
 

μmol / L 连翘苷)、
miR-NC 组 ( 转染 miR-NC )、 miR-34c-5p 组 ( 转染

miR-34c-5p)、连翘苷+ in-miR-NC 组(转染 in-miR-
NC

 

24
 

h 后 8
 

μmol / L 连翘苷处理) 和连翘苷+in-
miR-34c-5p 组(转染 in-miR-34c-5p

 

24
 

h 后 8
 

μmol / L
连翘苷处理)。 各组细胞均处理 48

 

h。
1. 2. 4　 qRT-PCR 检测　 收集分组处理的 CNE-1 和

CNE-2 细胞, 提取 RNA 后逆转录为 cDNA, 结合

qRT-PCR 试剂盒和 miR-34c-5p 引物进行扩增。 使

用 2-ΔΔct 表示 miR-34c-5p 的相对表达水平。 miR-
34c-5p 引物序列:5′-GCGCATCCCTTGCATGGT-3′和
5′-AGTGCAGGGTCCGAGGTATT-3′; U6 引物序列:
5′-GGAACGATACAGAGAAGATTAGC-3′ 和 5′-TGG-
AACGCTTCACGAATTTGCG-3′。
1. 2. 5　 细胞增殖检测　 集落形成实验:将分组处理

的 CNE-1 和 CNE-2 细胞以每孔 200 个接种于 6 孔

板,培养 2 周至肉眼可见的克隆时去除培养基,多聚

甲醛固定后用结晶紫染色。 晾干后进行集落计数。
EdU 实验:将分组处理的 CNE-1 和 CNE-2 细胞以每

孔 1×105 个接种到 96 孔板中,培养 24
 

h,每孔添加

100
 

μL
 

EdU 染色液孵育 2
 

h。 去除培养基,用多聚

甲醛固定后 DAPI 染色 10
 

min,在荧光显微镜下对

EdU 阳性细胞数进行统计。
1. 2. 6　 细胞凋亡检测 　 TUNEL 实验:将分组处理

的 CNE-1 和 CNE-2 细胞以每孔 1 × 106 个接种到

6 孔板中,培养 24
 

h 后,收集细胞。 使用 TUNEL 染

色液染色 1
 

h 后在荧光显微镜下观察并对 TUNEL
阳性细胞数进行统计。 流式细胞术:将分组处理的

CNE-1 和 CNE-2 细胞以每孔 1×105 个接种到 24 孔

板中, 培养 24
 

h 后收集细胞, 分别使用 Annexin
 

FITC / PI 处理后经流式细胞仪检测细胞凋亡率。
1. 2. 7　 细胞蛋白检测　 收集分组处理的 CNE-1 和

CNE-2 细胞,提取总蛋白。 将蛋白变性后经电泳转

移到 PVDF 膜上,使用 5%脱脂牛奶封闭 2
 

h。 分别

添加一抗 c-Myc、PCNA、Survivin、p53、FasL 进行过

夜孵育,隔天补充相应二抗孵育后进行显影。 最后

在凝胶成像系统中拍照,并计算蛋白的灰度值进行

半定量分析。
1. 3　 统计学分析

实验数据使用 GraphPad
 

Prism
 

8. 0. 1 进行统计

分析,计量资料以 􀭰x±s 表示。 多组比较采用单因素

方差分析(SNK-q 检验)。 P<0. 05 为差异具有统计

学意义。

2　 结果

2. 1　 连翘苷对 NPC 细胞增殖活力的影响

CNE-1 和 CNE-2 细胞增殖活力随着连翘苷浓

度的升高而降低(F1 = 133. 5、F2 = 135. 0,P<0. 05),
并且在连翘苷 8

 

μmol / L 时,对 CNE-1 和 CNE-2 细

胞增殖活力的抑制能力接近 50%,故选用此浓度作

为后续实验浓度。 见图 1。
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图 1　 MTT 法检测不同浓度连翘苷对 CNE-1 和 CNE-2 细胞

增殖活力　 注:∗P<0. 05
 

vs. 连翘苷 0
 

μmol / L。

2. 2　 各组 NPC 细胞 miR-34c-5p 表达及增殖情况分析

与对照组比较,连翘苷组 CNE-1 和 CNE-2 细胞

中 miR-34c-5p 表达升高,集落形成和 EdU 阳性细胞

比例降低 ( q = 12. 56 和 13. 51、 18. 40 和 20. 37、
21. 33 和 21. 71,P 均< 0. 05);与 miR-NC 组比较,
miR-34c-5p 组 CNE-1 和 CNE-2 细胞中 miR-34c-5p
表达升高,集落形成和 EdU 阳性细胞比例降低(q =
18. 22 和 21. 65、17. 85 和 20. 06、19. 98 和 20. 85,
P 均<0. 05);与连翘苷+in-miR-NC 组比较,连翘苷+
in-miR-34c-5p 组 CNE-1 和 CNE-2 细胞中 miR-34c-5p
表达降低,集落形成和 EdU 阳性细胞比例升高(q =
7. 25 和 7. 001、12. 26 和 10. 71、11. 06 和 10. 19,
P 均<0. 05)。

 

见图 2。
2. 3　 各组 NPC 胞凋亡情况分析

与对照组比较,连翘苷组 CNE-1 和 CNE-2 细胞

中 TUNEL 阳性细胞率和细胞凋亡率均升高 ( q =
22. 73 和 18. 11、18. 62 和 22. 75,P 均 < 0. 05);与

miR-NC 组比较,miR-34c-5p 组 CNE-1 和 CNE-2 细

胞中 TUNEL 阳性细胞率和细胞凋亡率均升高( q =
19. 54 和 16. 63、23. 68 和 21. 84,P 均<0. 05);与连

翘苷+in-miR-NC 组比较,连翘苷+in-miR-34c-5p 组

CNE-1 和 CNE-2 细胞中 TUNEL 阳性细胞率和细胞

凋亡率均降低(q= 18. 65 和 11. 74、16. 80 和 18. 06,
P 均<0. 05)。 见图 3。
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图 2　 连翘苷对 NPC 细胞增殖的影响　 A:各组 CNE-1 和 CNE-2 细胞中 miR-34c-5p 表达柱状图;B:各组 CNE-1 和 CNE-2 细胞

集落形成数量柱状图;C:各组 CNE-1 和 CNE-2 细胞 EdU 阳性率柱状图;D:各组 CNE-1 和 CNE-2 细胞集落形成数量　 (结晶

紫
 

×200);E:各组 CNE-1 和 CNE-2 细胞 EdU 阳性率　 ( EdU
 

×200) 　 注:∗P<0. 05
 

vs. 对照组;#P<0. 05
 

vs.
 

miR-NC 组;&P<
0. 05

 

vs. 连翘苷+in-miR-NC 组。 下同。

2. 4　 各组 NPC 细胞增殖、凋亡相关蛋白表达

与对照组比较,连翘苷组 CNE-1 和 CNE-2 细胞

中 c-Myc、PCNA、Survivin 蛋白水平降低,p53、FasL
蛋白水平升高(q= 27. 14 和 24. 96、27. 08 和 29. 79、
32. 40 和 29. 14、23. 84 和 24. 33、31. 70 和 24. 76,
P 均< 0. 05 ); 与 miR-NC 组比较, miR-34c-5p 组

CNE-1 和 CNE-2 细胞中 c-Myc、PCNA、Survivin 蛋白

水平降低, p53、 FasL 蛋白水平升高 ( q = 30. 75 和

29. 05、28. 04 和 29. 79、32. 40 和 29. 14、25. 90 和

24. 73、32. 75 和 27. 12,P 均 < 0. 05);与连翘苷 +
in-miR-NC 组比较,连翘苷+in-miR-34c-5p 组 CNE-1
和 CNE-2 细胞中 c-Myc、PCNA、Survivin 蛋白水平升

高,p53、FasL 蛋白水平降低( q = 12. 21 和 12. 28、
12. 09 和 14. 90、14. 18 和 12. 24、16. 03 和 16. 62、
17. 43 和 14. 94,P 均<0. 05)。 见图 4、表 1。

3　 讨论

NPC 是一种高发的头颈部恶性肿瘤,早期无明

显特异性,致使多数患者确诊即为晚期[9] ,在增大

疾病治疗难度的同时也降低了治疗的有效性。 随着

现阶段精准医疗和免疫治疗的快速发展,虽然肿瘤

的耐药和复发问题得到了缓解,但依旧是疾病治疗

的主要瓶颈, 5 年内患者的生存率难以得到改

善[2-3] 。 CNE-1 和 CNE-2 均为低分化 NPC 细胞株,
可能共享相似的蛋白表达谱(如 c-Myc、p53),但在

实验过程中通过细胞形态、生长曲线及功能实验

(如增殖能力差异)以确认细胞株。 因此,以 CNE-1
和 CNE-2 为基础,探寻高效和低毒性的药物是当前

NPC 临床治疗急需攻克的关键难题。
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图 3　 连翘苷对 NPC 细胞凋亡的影响　 A:各组 CNE-1 和 CNE-2 细胞 TUNEL 阳性细胞率　 (TUNEL
 

×200);B:各组 CNE-1 和

CNE-2 细胞 TUNEL 阳性细胞率柱状图;C:各组 CNE-1 和 CNE-2 细胞凋亡率柱状图;D:各组 CNE-1 和 CNE-2 细胞凋亡率 　
(Annexin

 

FITC / PI
 

×200)

　 　 连翘苷是一种从连翘中获取的木脂素糖苷,大
量研究证实,其具有抗炎、抗氧化以及抗肿瘤等活

性[10] 。 比如,研究显示,连翘苷通过激活 Nrf2 信号

通路抑制高糖诱导肾小球系膜细胞的氧化应激和炎

症[11] 。 Tang 等[12]研究证实,连翘苷通过降低铁蛋

白重链 1 和 SLC7A11 蛋白表达进而促进铁死亡进

程,从而在非小细胞肺癌中发挥抗肿瘤活性。 然而,
连翘苷在 NPC 中的作用及其潜在机制,尚未得到清

晰的报道。 本研究首先通过严密的实验设计发现,
NPC 细胞系 CNE-1 和 CNE-2 的增殖活力随着连翘

苷浓度的升高呈现依赖性降低。 而当连翘苷浓度超

过 8
 

μmol / L 时,对 NPC 细胞的抑制率接近 50%,这
一结果初步证实了连翘苷在 NPC 治疗中的潜在价

值,并且为后续研究确定了浓度。 后续集落形成、

EdU 等实验证实了连翘苷对 NPC 细胞的增殖和凋

亡具有调控作用。 通过对相关蛋白 c-Myc、PCNA、
Survivin、p53、FasL 的表达检测发现,连翘苷可明显

抑制 c-Myc、 PCNA、 Survivin 蛋白水平,上调 p53、
FasL 蛋白水平。 据报道,原癌基因 c-Myc 在细胞增

殖过程中发挥关键作用,可通过调控细胞周期相关

基因的表达加速细胞增殖;PCNA 是 DNA 修复、合
成中的关键蛋白,其表达水平为细胞的增殖提供了

必要条件[13] 。 Survivin 是凋亡家族的关键成员,通
过抑制半胱天冬酶的活性进而抑制细胞凋亡,从而

有效增强细胞的存活力;p53 和 FasL 作为肿瘤抑制

因子,在细胞受到损伤无法修复时,可启动凋亡程

序, 招 募 凋 亡 相 关 蛋 白 从 而 抑 制 细 胞 发 生

癌变[14-15] 。
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图 4　 Western
 

blot 检测各组 CNE-1(A、B)和 CNE-2(C、D)细胞中增殖、凋亡相关蛋白水平　 注:a ~ f 依次表示为对照组、连翘

苷组、miR-NC、miR-34c-5p 组、连翘苷+in-miR-NC 组和连翘苷+in-miR-34c-5p 组。

表 1　 各组 CNE-1 和 CNE-2 细胞中 c-Myc、PCNA、Survivin、p53、FasL 表达检测　 (n= 6,􀭰x±s)

组别
CNE-1

c-Myc PCNA Survivin p53 FasL
对照组 1. 02±0. 03 0. 87±0. 08 0. 67±0. 04 0. 29±0. 04 0. 32±0. 03
连翘苷组 0. 42±0. 05∗ 0. 31±0. 02∗ 0. 19±0. 02∗ 0. 87±0. 07∗ 0. 92±0. 04∗

miR-NC 1. 08±0. 09 0. 82±0. 05 0. 70±0. 05 0. 32±0. 02 0. 35±0. 04
miR-34c-5p 组 0. 40±0. 04# 0. 24±0. 03# 0. 22±0. 03# 0. 95±0. 08# 0. 97±0. 06#

连翘苷+in-miR-NC 组 0. 45±0. 03 0. 33±0. 04 0. 20±0. 04 0. 91±0. 08 0. 95±0. 06
连翘苷+in-miR-34c-5p 组 0. 72±0. 06& 0. 58±0. 06& 0. 41±0. 03& 0. 52±0. 04& 0. 62±0. 04&

组别
CNE-2

c-Myc PCNA Survivin p53 FasL
对照组 1. 05±0. 06 0. 90±0. 07 0. 70±0. 04 0. 31±0. 05 0. 35±0. 04
连翘苷组 0. 44±0. 03∗ 0. 30±0. 02∗ 0. 20±0. 03∗ 0. 91±0. 08∗ 0. 98±0. 10∗

miR-NC 1. 12±0. 10 0. 84±0. 06 0. 74±0. 06 0. 35±0. 04 0. 37±0. 04
miR-34c-5p 组 0. 41±0. 03# 0. 26±0. 04# 0. 24±0. 02# 0. 96±0. 07# 1. 06±0. 06#

连翘苷+in-miR-NC 组 0. 47±0. 05 0. 35±0. 04 0. 25±0. 04 0. 96±0. 07 1. 05±0. 04
连翘苷+in-miR-34c-5p 组 0. 77±0. 06& 0. 62±0. 05& 0. 46±0. 05& 0. 55±0. 04& 0. 67±0. 07&

　 　 近年来,随着对非编码 RNA 的研究不断深入,
miRNA 的作用也逐渐凸显出来。 众多研究证实,
miRNA 的表达失调与肿瘤细胞的增殖和凋亡密切

相关[16] 。 比如,miR-92b-3p 在放疗敏感的 NPC 患

者中明显高表达,且与患者预后良好相关,上调其表

达可通过靶向 FHL2 抑制 NPC 细胞的增殖和集落

形成[17] 。 Jin 等[18] 研究发现,miR-22-3p 在 NPC 组

织和细胞中低表达,可通过调控 FOXP1 促进肿瘤细

胞活力和迁移。 此外,miR-34c-5p 已被证实在 NPC
中低表达,可通过作为 circ-NOTCH1 下游基因参与

NPC 恶性表型的发展过程[19] 。 上述结果提示,多个

miRNA 可能通过介导不同的抗肿瘤机制参与 NPC
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发展。 本研究在此基础上对 NPC 细胞中 miR-34c-
5p 的表达进行上调发现,其表达升高可通过下调

c-Myc、PCNA、Survivin 蛋白和上调 p53、FasL 蛋白进

而抑制 CNE-1 和 CNE-2 增殖,促进 CNE-1 和 CNE-2
细胞凋亡。 同时发现,连翘苷处理后 miR-34c-5p 的

表达也得到了明显的上调,提示连翘苷极有可能通

过上调 miR-34c-5p 参与 NPC 恶性行为的调控过

程。 为了进一步探究其内在机制,本研究在连翘苷

处理的同时抑制了 miR-34c-5p 的表达,结果显示,
下调 miR-34c-5p 表达可明显削弱连翘苷对 CNE-1
和 CNE-2 细胞增殖和凋亡的影响,证实了连翘苷通

过抑制细胞增殖、促进细胞凋亡进而缓解 NPC 恶性

行为。
综上,本研究结果显示,连翘苷可通过上调

miR-34c-5p 的表达,抑制 NPC 细胞 CNE-1 和 CNE-2
增殖并促进细胞凋亡。 本研究虽然采用了两种细胞

系对连翘苷的功能及机制进行了探究,但仍然存在

一定的不足。 比如,并未明确 miR-34c-5p 的下游具

体靶基因,同时也并未系统地进行体内病理学研究。
因此,未来研究需围绕上述不足,进行多方面研究来

完善连翘苷在 NPC 治疗中的临床转化。
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