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摘要　目的　探究ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９ａ（ｍｉＲ２９ａ）介导双氢青蒿素（ＤＨＡ）对肺腺癌（ＬＵＡＤ）免疫检查点分子Ｂ７Ｈ３的调控机制。方
法　利用公共数据库分析Ｂ７Ｈ３在肺腺癌中的表达水平和预后意义。采用小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）敲减肺腺癌细胞株 Ａ５４９和
ＨＣＣ８２７中Ｂ７Ｈ３分子，ＣＣＫ８法检测细胞增殖。将梯度浓度的ＤＨＡ（０、５、１０、２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）处理 Ａ５４９与 ＨＣＣ８２７细胞
４８ｈ，计算半数抑制浓度（ＩＣ５０），以ＩＣ５０浓度ＤＨＡ处理Ａ５４９和ＨＣＣ８２７细胞１、２、３ｄ，ＣＣＫ８法检测细胞增殖。采用 ｍｉＲ２９ａ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ转染Ａ５４９、ＨＣＣ８２７细胞，ＤＨＡ处理后 ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ２９ａ表达水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｂ７Ｈ３表达水平。结果　
Ｂ７Ｈ３在肺腺癌中过度表达，与预后不良相关。敲低Ｂ７Ｈ３后Ａ５４９、ＨＣＣ８２７细胞增殖能力显著降低（均 Ｐ＜０００１）。ＤＨＡ以
剂量和时间依赖形式抑制Ａ５４９、ＨＣＣ８２７细胞增殖，ＩＣ５０分别是３０１６μｍｏｌ／Ｌ和７５０μｍｏｌ／Ｌ。ＤＨＡ上调Ａ５４９、ＨＣＣ８２７细胞
ｍｉＲ２９ａ表达（Ｐ＜０００１，Ｐ＜００１），同时下调 Ｂ７Ｈ３表达（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。Ａ５４９、ＨＣＣ８２７细胞转染 ｍｉＲ２９ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
后，Ｂ７Ｈ３表达上调，并且部分逆转ＤＨＡ对Ｂ７Ｈ３的下调作用。结论　ｍｉＲ２９ａ介导双氢青蒿素对肺腺癌Ｂ７Ｈ３分子调控。
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ｍａｉｌ：ｃｈｅｎｌｉｗｅｎ＠ａｈｍｕ．ｃｎ

　　肺癌约占全球癌症总死亡病例的１８％，是与癌
症相关的死亡的主要原因，其中肺腺癌占比约

４０％［１］。近年来治疗肺腺癌的方法如放化疗、靶向

治疗等取得了一定成效，但其病死率仍居高不下，仍

需探索新的治疗方法。中药作为肿瘤的辅助治疗手

段，近年来备受关注。其中，抗疟药物双氢青蒿素

（ｄｉｈｙｄｒｏａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ，ＤＨＡ）对包括肺癌在内的多种癌
症具有抑制作用，但具体机制仍不明确［２］。Ｂ７Ｈ３
作为 Ｂ７配体家族的成员之一，是重要肿瘤相关抗
原和肿瘤免疫治疗的靶点［３］。该课题组前期研

究［４］表明ＤＨＡ通过下调 Ｂ７Ｈ３抑制肺腺癌的转移
和侵袭，但调控机制不明。微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，
ｍｉＲＮＡ）作为一类非编码 ＲＮＡ，是潜在的基因表达
调控因子。研究［５］表明，ｍｉＲ２９ａ能够靶向 Ｂ７Ｈ３
的３′ＵＴＲ区，抑制其表达。该研究旨在探讨 ＤＨＡ
是否通过 ｍｉＲ２９ａ／Ｂ７Ｈ３轴发挥抑癌作用，为肺腺
癌的治疗提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　数据来源　通过ＵＡＬＣＡＮ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｕａｌ
ｃａｎ．ｐａｔｈ．ｕａｂ．ｅｄｕ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）基于ＴＣＧＡ公开数据
分析Ｂ７Ｈ３ｍＲＮＡ表达以及 ＣＰＴＡＣ公开数据分析
Ｂ７Ｈ３蛋白表达；通过 ＨＰＡ（ｈｔｔｐ：／／ｕａｌｃａｎ．ｐａｔｈ．
ｕａｂ．ｅｄｕ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）数据库获得 Ｂ７Ｈ３免疫组化图
谱，从以上几个方面比较正常肺组织与肺腺癌中

Ｂ７Ｈ３的表达差异，采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒＰｌｏｔｔｅｒ（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｋｍｐｌｏｔ．ｃｏｍ／ａｎａｌｙｓｉｓ／）数据库评估肺腺癌中
Ｂ７Ｈ３分子的预后价值。
１．２　主要材料　Ａ５４９、ＨＣＣ８２７细胞系购自上海富
衡生物技术有限公司；ＲＰＭＩ１６４０培养基（货号：
Ｌ２１０ＫＪ）购自上海源培生物科技股份有限公司；胎
牛血清（货号：００２５）购自美国 ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ公司；ＣＣＫ
８试剂盒、０２５％胰酶消化液、１％青 －链霉素、二甲
基亚砜 ＤＭＳＯ、ＲＩＰＡ裂解液（货号：Ｃ００３７、Ｃ０２０１、
ＳＴ４８８Ｓ、ＳＴ０３８、Ｐ００１３Ｂ）购自上海碧云天生物技术
有限公司；双氢青蒿素ＤＨＡ（货号：Ｓ２２９０）购自美国
Ｓｅｌｌｅｃｋ公司；ＴＲＩｚｏｌ提取试剂（货号：Ｂ５１１３１１
０１００）购自上海生工生物工程有限公司；ＪｅｔＰｒｉｍｅ转
染试剂（１０１００００４６）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；Ｂ７Ｈ３
抗体（货号：ａｂ２２７６７０）购自美国 Ａｂｃａｍ公司；ＧＡＰ
ＤＨ抗体（货号：Ｔ０００４）购自美国ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
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公司；ｍｉＲＮＡ反转录试剂盒、ｍｉＲＮＡＰＣＲ试剂盒购
自南京诺唯赞有限公司；ＰＣＲ引物由上海生工生物
工程有限公司合成。

１．３　主要仪器　细胞培养箱（ＨＦ９０／ＨＦ２４０）购自
上海力康生物医疗科技有限公司；ＲＴｑＰＣＲ仪器
（Ａ３３１８５）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；酶标仪（ＳＴ９６０）
购自济南爱来宝仪器设备公司，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显影仪
（ＪＳ１０７０ＰＥＶ）购自上海天能科技有限公司。
１．４　方法
１．４．１　药物配置　ＤＨＡ用ＤＭＳＯ充分溶解并配置
成５０ｍｍｏｌ／Ｌ的母液，－２０℃保存。
１．４．２　细胞培养　Ａ５４９、ＨＣＣ８２７细胞使用含１０％
的胎牛血清和１％青－链霉素的ＲＰＭＩ１６４０培养基
在３７℃、５％ＣＯ２的培养箱中培养，待到细胞密度长
至８０％～９０％左右进行传代，培养２～３代进行后
续实验。

１．４．３　细胞转染　取对数生长期的 Ａ５４９、ＨＣＣ８２７
细胞消化、离心后铺入６孔板中。使用 ＪｅｔＰｒｉｍｅ转
染试剂，按照其说明书将由上海吉玛有限公司合成

的ｍｉＲ２９ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ及其 ＮＣ和由上海生工生物工
程有限公司合成的 ｓｉＣｏｎｔｒｏｌ、ｓｉＢ７Ｈ３转入细胞中。
转染４８ｈ后进行后续实验，干扰序列见表１。

表１　ｍｉＲ２９ａ及Ｂ７Ｈ３的干扰序列
Ｔａｂ．１　ＩｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｍｉＲ２９ａａｎｄＢ７Ｈ３

Ｎａｍｅ Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）
ｍｉＲＮＣ ＵＵＧＵＡＣＵＡＣＡＣＡＡＡＡＧＵＡＣＵＧ
ｍｉＲ２９ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＵＡＡＣＣＧＡＵＵＵＣＡＧＡＵＧＧＵＧＣＵＡ
ｓｉＣｏｎｔｒｏｌ Ｆ：ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ

Ｒ：ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ
ｓｉＢ７Ｈ３ Ｆ：ＣＵＧＡＡＡＣＡＣＵＣＵＧＡＣＡＧＣＡＡＡＴＴ

Ｒ：ＵＵＵＧＣＵＧＵＣＡＧＡＧＵＧＵＵＵＣＡＧＴＴ

１．４．４　ＣＣＫ８实验检测细胞活力　① ＤＨＡ处理：
将Ａ５４９、ＨＣＣ８２７细胞以每孔５０００个细胞铺入９６
孔板中，加入梯度浓度的 ＤＨＡ（０、５、１０、２５、５０、１００
μｍｏｌ／Ｌ）连续培养３ｄ；② Ｂ７Ｈ３敲减：将转染４８ｈ
后的ｓｉＣｏｎｔｒｏｌ和 ｓｉＢ７Ｈ３的 Ａ５４９、ＨＣＣ８２７细胞以
每孔３０００个细胞铺入９６孔板中，连续培养３ｄ；然
后根据 ＣＣＫ８试剂盒说明书，每孔加入 １０μｌ的
ＣＣＫ８试剂，继续孵育１～２ｈ，使用酶标仪测量每个
孔在４５０ｎｍ处的吸光度值。
１．４．５　ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ２９ａ的表达　使用 ＴＲ
Ｉｚｏｌ试剂按照说明书从细胞或分离总 ＲＮＡ，按照说
明书，使用ｍｉＲＮＡ反转录试剂盒将其逆转为ｃＤＮＡ，
然后使用 ｍｉＲＮＡＰＣＲ试剂盒进行检测。以 Ｕ６作

为内参基因，采用２－ΔΔＣＴ法计算表达量。引物序列
如下表２。

表２　ＰＣＲ引物序列
Ｔａｂ．２　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｎａｍｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）
Ｕ６ Ｆ：ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＧＣＡＧＣＡＣＡ

Ｒ：ＡＡＣＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ
ｍｉＲ２９ａ３ｐ Ｆ：ＡＧＣＧＡＧＧＣＴＡＧＣＡＣＣＡＴＣＴＧＡ

Ｒ：ＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧ
ＲＴ：ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ
ＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＴＡＡＣＣＧ

１．４．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｂ７Ｈ３蛋白表达　使用含
ＰＭＳＦ（体积比１∶１００）的 ＲＩＰＡ裂解液在冰上裂解
细胞以提取总蛋白，并使用 ＢＣＡ法进行蛋白定量。
取等量蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离蛋白质，将其
转移到ＰＶＦＤ膜（０４５μｍ），使用蛋白封闭液封闭１
ｈ，随后与 Ｂ７Ｈ３抗体（１∶５００稀释）、ＧＡＰＤＨ抗体
（１∶５０００稀释）４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ洗膜３次，每
次１０ｍｉｎ。将膜置于二抗之中，室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ
洗膜后于显影仪中显影，使用ＩｍａｇｅＪ软件进行灰度
分析。

１．５　统计学处理　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９５进行
数据分析及绘图，ＩｍａｇｅＪ软件对实验结果图像进行
量化分析，以平均值 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。使用 ｔ
检验进行两组之间的比较。多组之间的差异用单因

素方差分析进行比较。Ｐ＜００５为差异有统计学意
义。

２　结果

２．１　公共数据库分析肺腺癌中 Ｂ７Ｈ３的表达及预
后情况　从 ＵＡＬＣＡＮ数据库中获得肺腺癌 ＴＣＧＡ
数据及 ＣＰＴＡＣ数据，ＴＣＧＡ数据分析显示 Ｂ７Ｈ３
ｍＲＮＡ水平在肺腺癌中的表达明显高于正常组织
（Ｐ＜１０－１２），见图１Ａ；ＣＰＴＡＣ数据库分析进一步表
明Ｂ７Ｈ３蛋白水平在肺腺癌中亦呈高表达（Ｐ＜
１０－６），见图１Ｂ；并且ＨＰＡ数据库获得的Ｂ７Ｈ３在正
常组织与肺腺癌的免疫组化图谱也证明了这一点

（图１Ｃ）。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒＰｌｏｔｔｅｒ数据库显示肺腺癌中
Ｂ７Ｈ３表达水平越高，总生存期（ＯＳ）越低（Ｐ＝
０００４）（图 １Ｄ）。以上公共数据库结果分析表明
Ｂ７Ｈ３在肺腺癌中高表达，且与预后不良相关。
２．２　敲减 Ｂ７Ｈ３对 Ａ５４９、ＨＣＣ８２７细胞增殖的影
响　将ｓｉＢ７Ｈ３及其ｓｉＣｏｎｔｒｏｌ干扰片段转染Ａ５４９、
ＨＣＣ８２７细胞中，４８ｈ后采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
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Ｂ７Ｈ３蛋白表达验证敲减效率，结果显示（图 ２Ａ、
２Ｂ），转染 ｓｉＢ７Ｈ３后显著抑制 Ａ５４９和 ＨＣＣ８２７细
胞Ｂ７Ｈ３蛋白的表达（ｔ＝１７５９，Ｐ＜０００１；ｔ＝
１８４２，Ｐ＜０００１）。后续ＣＣＫ８实验显示Ｂ７Ｈ３敲

低后 Ａ５４９、ＨＣＣ８２７细胞增殖能力显著降低（ｔ＝
１２４７，Ｐ＜０００１；ｔ＝１５８５，Ｐ＜０００１）（图 ２Ｃ、
２Ｄ）。这些结果进一步提示了作为免疫检查点分子
的Ｂ７Ｈ３在肺腺癌中的促癌作用。

图１　公共数据库分析肺腺癌中Ｂ７Ｈ３的表达及预后情况

Ｆｉｇ．１　ＰｕｂｌｉｃｄａｔａｂａｓｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＢ７Ｈ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｉｓｉｎＬＵＡＤ

Ａ：ＴＣＧＡｄａｔａｔｏｃｏｍｐａｒｅＢ７Ｈ３ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ｂ：ＣＰＴＡＣｄａｔａｔｏｃｏｍｐａｒｅＢ７Ｈ３ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｎｏｒｍａｌ

ｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ｃ：ＨＰＡｄａｔａｂａｓｅｔｏｏｂｔａｉｎＢ７Ｈ３ｉｎｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｍａｐ×２００；Ｄ：Ｋａ

ｐｌａｎＭｅｉｅｒＰｌｏｔｔｅｒｄａｔａｂａｓｅｔｏｏｂｔａｉｎｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｏｆｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａＢ７Ｈ３．

图２　敲减Ｂ７Ｈ３对Ａ５４９、ＨＣＣ８２７

细胞增殖的影响

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＢ７Ｈ３ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ

ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＡ５４９

ａｎｄＨＣＣ８２７ｃｅｌｌｓ

Ａ，Ｂ：Ｔｏｖｅｒｉｆｙｔｈｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｅｆｆｉ

ｃｉｅｎｃｙｏｆｓｉＢ７Ｈ３ｉｎＡ５４９ａｎｄＨＣＣ８２７

ｃｅｌｌｓ；Ｃ，Ｄ：Ｔｏｃｏｍｐａｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｉ

Ｂ７Ｈ３ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＡ５４９ａｎｄ

ＨＣＣ８２７ｃｅｌｌｓ；Ｐ＜０００１ｖｓｓｉＣｏｎ

ｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．
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２．３　ＤＨＡ对 Ａ５４９、ＨＣＣ８２７细胞增殖的影响　
Ａ５４９、ＨＣＣ８２７细胞中加入梯度浓度的 ＤＨＡ（０、５、
１０、２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）处理４８ｈ后，以上各个处理
组与对照组（ＤＨＡ浓度为０μｍｏｌ／Ｌ）相比，Ａ５４９细
胞平均抑制率分别为 １４３％、２０９％、３０９％、
７６１％、８６８％，ＨＣＣ８２７细胞平均抑制率分别为
４１７％、５４８％、７７１％、９３３％、９８１％，ＤＨＡ呈剂
量依赖方式抑制细胞增殖，见图３Ａ、３Ｂ。ＤＨＡ处理
Ａ５４９和 ＨＣＣ８２７细胞 ４８ｈ的半数抑制浓度（ｈａｌｆ
ｍａｘｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ，ＩＣ５０）分别为 ３０１６
μｍｏｌ／Ｌ和 ７５０μｍｏｌ／Ｌ，选取 ３０μｍｏｌ／Ｌ和 １０
μｍｏｌ／Ｌ作为 ＩＣ５０浓度处理 Ａ５４９和 ＨＣＣ８２７细胞，
比较ＤＨＡ处理不同时间的细胞存活率。结果显示
在ＤＨＡ处理的１、２、３ｄ内，Ａ５４９细胞平均抑制率
分别为４９１０％、７３３０％、７６７２％，ＨＣＣ８２７细胞平
均抑制率分别为 ４４２０％、６２７０％、７７８０％，表明
ＤＨＡ以时间依赖方式抑制细胞增殖，见图３Ｃ、３Ｄ。
以上结果表明ＤＨＡ对肺腺癌具有抑癌作用，以剂量
和时间依赖方式抑制Ａ５４９、ＨＣＣ８２７细胞增殖。
２．４　ＤＨＡ对 ｍｉＲ２９ａ、Ｂ７Ｈ３的调控效果　ＤＨＡ
处理细胞４８ｈ后，采用ＲＴｑＰＣＲ技术检测 ｍｉＲ２９ａ
的表达。结果（图 ４Ａ、４Ｂ）显示实验组和对照组
（ＤＨＡ浓度为０μｍｏｌ／Ｌ）相比，ＤＨＡ显著上调Ａ５４９
和 ＨＣＣ８２７细胞 ｍｉＲ２９ａ的表达（ｔ＝４６６２，Ｐ＝
０００９６；ｔ＝１７２３，Ｐ＜０００１）。以两类细胞的 ＩＣ５０
作为参考，进一步采用梯度浓度的 ＤＨＡ分别处理
Ａ５４９细胞（０、５、２５、５０μｍｏｌ／Ｌ）和ＨＣＣ８２７细胞（０、
５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ），４８ｈ后通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

Ｂ７Ｈ３蛋白表达。结果显示与对照组（ＤＨＡ浓度为
０μｍｏｌ／Ｌ）相比，ＤＨＡ以浓度依赖方式下调Ａ５４９和
ＨＣＣ８２７细胞Ｂ７Ｈ３蛋白表达，见图４Ｃ、４Ｄ。
２．５　抑制 ｍｉＲ２９ａ表达对 ＤＨＡ调控 Ｂ７Ｈ３的影
响　将ｍｉＲ２９ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ及其对照 ｎｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ以浓
度５０ｎｍｏｌ／Ｌ转染至Ａ５４９、ＨＣＣ８２７细胞，４８ｈ后采
用ＲＴｑＰＣＲ检测转染效率，结果显示，与 ｎｃｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ相比，ｍｉＲ２９ａ的表达被ｍｉＲ２９ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ显著抑
制（ｔ＝１０４４，Ｐ＜０００１；ｔ＝４８６４，Ｐ＜００００１），见
图５Ａ、５Ｂ。实验分为 ４组：ｎｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｍｉＲ２９ａ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｎｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ＤＨＡ组和 ｍｉＲ２９ａｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ＋ＤＨＡ组，其中处理 Ａ５４９细胞 ＤＨＡ浓度为３０
μｍｏｌ／Ｌ，ＨＣＣ８２７细胞ＤＨＡ浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ，４８ｈ
后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｂ７Ｈ３蛋白表达。结果显示，
抑制ｍｉＲ２９ａ能够上调 Ｂ７Ｈ３表达，并且能够部分
逆转ＤＨＡ对Ｂ７Ｈ３的抑制，见图５Ｃ、５Ｄ。以上结果
表明ＤＨＡ可通过上调ｍｉＲ２９ａ抑制Ｂ７Ｈ３表达。

３　讨论

　　Ｂ７Ｈ３，也称为 ＣＤ２７６，是 Ｂ７家族的共信号分
子，在正常组织中低表达，但在多种恶性肿瘤中作为

肿瘤相关抗原过表达。有研究［６］表明Ｂ７Ｈ３参与促
进多种恶性肿瘤的发生和转移并且调节多种与肿瘤

免疫逃逸和代谢失调相关的信号转导途径，从而发

挥促癌作用。因此，Ｂ７Ｈ３是重要的免疫治疗靶点。
该研究首先通过生物信息学验证了 Ｂ７Ｈ３在肺腺癌
中过表达，并与预后不良相关；后续 ＣＣＫ８实验显
示敲减Ｂ７Ｈ３抑制了肺腺癌细胞株的增殖，进一步

图３　ＤＨＡ对Ａ５４９、ＨＣＣ８２７细胞增殖的影响

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＤＨＡｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＡ５４９ａｎｄＨＣＣ８２７ｃｅｌｌｓ

Ａ：ＴｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＤＨＡ；Ｂ：ＴｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｏｆＨＣＣ８２７ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ

ＤＨＡ；Ｃ：ＴｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＤＨＡａｔａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ３０μｍｏｌ／Ｌｆｏｒ３ｄａｙｓ；Ｄ：ＴｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｏｆＨＣＣ８２７ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＤＨＡａｔａ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ１０μｍｏｌ／Ｌｆｏｒ３ｄａｙｓ；Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓ０μｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐ；＆＆Ｐ＜００１，＆＆＆Ｐ＜０００１ｖｓ０ｄｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜

０００１ｖｓ１ｄｇｒｏｕｐ；＋Ｐ＜００５，＋＋＋Ｐ＜０００１ｖｓ２ｄｇｒｏｕｐ．
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图４　ＤＨＡ对ｍｉＲ２９ａ、Ｂ７Ｈ３的调控效果

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆＤＨＡｏｎｍｉＲ２９ａａｎｄＢ７Ｈ３

Ａ，Ｂ：ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ２９ａｂｙＲＴｑＰＣＲ；Ｃ，Ｄ：ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＢ７Ｈ３；
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓ０μｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐ．

图５　抑制ｍｉＲ２９ａ表达对ＤＨＡ调控Ｂ７Ｈ３的影响
Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｍｉＲ２９ａｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎＤＨＡｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＢ７Ｈ３

Ａ，Ｂ：ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｍｉＲ２９ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒｉｎＡ５４９ａｎｄＨＣＣ８２７ｃｅｌｌｓ；Ｃ，Ｄ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＢ７Ｈ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎ
Ａ５４９ａｎｄＨＣＣ８２７ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｅａｃｈｇｒｏｕｐ；ａ：ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｎｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ；ｃ：ｍｉＲ２９ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ；ｄ：ｎｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ；ｅ：ｍｉＲ
２９ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ；ｆ：ｎｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ＤＨＡｇｒｏｕｐ；ｇ：ｍｉＲ２９ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ＤＨＡｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０００１ｖｓｎｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｎｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｇｒｏｕｐ；＆Ｐ＜００５ｖｓｎｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ＤＨＡｇｒｏｕｐ．
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证明了Ｂ７Ｈ３的促癌作用。该研究结果与前期关于
Ｂ７Ｈ３在其他肿瘤中的作用结果一致［７］，也与 Ｗｕｅｔ
ａｌ［８］关于Ｂ７Ｈ３在肺腺癌中的结果一致，并且该团
队表明Ｂ７Ｈ３也促进肺腺癌的迁移以及通过 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ信号通路发挥促癌作用。该课题组前期也对
Ｂ７Ｈ３的促癌作用进行了一系列研究，通过实验表
明Ｂ７Ｈ３促进肺癌的增殖、转移和上皮间质化过程
等方面［４］以及Ｂ７Ｈ３通过ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路促进
肺癌血管拟态形成［９］从而发挥促癌作用。尽管对

Ｂ７Ｈ３的促癌作用有了一定的研究结果，但Ｂ７Ｈ３介
导的信号调控机制仍不明确。进一步探究 Ｂ７Ｈ３的
信号调控机制，提高对 Ｂ７Ｈ３介导的调控肿瘤发生
的分子过程的理解有利于开发人类癌症的新的治疗

策略。

青蒿素是从中药黄花蒿中提取的活性成分，作

为首选抗疟疾药被广泛关注。ＤＨＡ是其衍生物，抗
疟活性更强，且具有在体内代谢速度快、水溶性好、

毒性低等优点。除了高效的抗疟疾作用，ＤＨＡ还具
有显著的抗癌效果［２］。该课题组前期［４］研究表明

在非小细胞肺癌中 ＤＨＡ通过调控 Ｂ７Ｈ３影响其增
殖、转移、凋亡等方面发挥抗肿瘤作用。在该研究中

进一步验证了ＤＨＡ对肺腺癌细胞株增殖的抑制作
用及其对 Ｂ７Ｈ３表达调控作用。此外，Ｚｈａｎｇｅｔ
ａｌ［１０］研究表明ＤＨＡ可能通过ＲＯＳ介导的线粒体破
坏诱导细胞凋亡，并且诱导ＲＯＳ依赖性的铁死亡从
而抑制肺癌细胞。Ｚｈａｎｇｅｔａｌ［１１］研究结果显示ＤＨＡ
通过抑制 ＥＲＫ／ｃＭｙｃ信号通路导致葡萄糖摄取降
低和糖酵解通路关键酶类表达下调从而调节肺癌的

有氧糖酵解途径发挥抑癌作用。综上所述，ＤＨＡ作
为一种潜在的抗癌药物，展现出多途径、多靶点的抗

肿瘤作用，对肺癌抑制效果显著。深入探究ＤＨＡ对
免疫治疗靶点Ｂ７Ｈ３的调控机制可能为肺癌的治疗
提供新思路。

ｍｉＲＮＡ作为一类重要调节因子，通过与 ｍＲＮＡ
的３′非翻译区（３′ＵＴＲ）互补结合而发挥作用，导
致靶蛋白降解或者翻译抑制，从而参与基因调

控［１２］，在肿瘤中发挥着潜在的作用，因此，作为肿瘤

潜在的治疗靶点被广泛研究。ｍｉＲ２９ａ属于 ｍｉＲ２９
家族成员（ｍｉＲ２９ａ、ｍｉＲ２９ｂ、ｍｉＲ２９ｃ）之一，已被文
献［１３］报道在多种癌症中失调，有证据［１４］表明 ｍｉＲ
２９ａ在细胞增殖、凋亡、血管生成、侵袭转移、耐药等
多种细胞过程中发挥重要作用，可见 ｍｉＲ２９ａ在癌
症的发生发展过程中发挥着重要的作用。已有研

究［５］表明ｍｉＲ２９家族与 Ｂ７Ｈ３分子在多数实体肿

瘤中的表达水平呈负相关，并且在多个实体肿瘤细

胞系如 Ｈｅｌａ、ＮＢ１６９１细胞系中验证了 ｍｉＲ２９ａ对
Ｂ７Ｈ３的靶向调控效果，说明ｍｉＲ２９ａ可能通过靶向
调控Ｂ７Ｈ３参与对人类实体肿瘤的调控。该研究表
明ＤＨＡ通过上调ｍｉＲ２９ａ抑制 Ｂ７Ｈ３表达，进一步
阐明了ＤＨＡ对肺腺癌的抑制作用分子机制。这一
发现可能补充了ＤＨＡ的抑癌机制，为肺腺癌的治疗
提供了新的靶点和策略。
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ｂｌｏｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｂ７Ｈ３ｗａｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＬＵＡＤａｎｄａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｐｏｏｒｐｒｏｇｎｏｓｉｓ．Ａｆｔｅｒｋｎｏｃｋｉｎｇｄｏｗｎｏｆ
Ｂ７Ｈ３，ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＡ５４９ａｎｄＨＣＣ８２７ｃｅｌｌｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（ａｌｌＰ＜０００１）．ＤＨＡｉｎｈｉｂｉｔｅｄ
ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＡ５４９ａｎｄＨＣＣ８２７ｃｅｌｌｓｉｎｂｏｔｈｄｏｓｅａｎｄｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒｓ，ｗｉｔｈＩＣ５０ｖａｌｕｅｓｏｆ３０１６
μｍｏｌ／Ｌａｎｄ７５０μｍｏｌ／Ｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＤＨＡｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２９ａｉｎＡ５４９ａｎｄＨＣＣ８２７ｃｅｌｌｓ
（Ｐ＜０００１，Ｐ＜００１），ａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢ７Ｈ３ｉｎｂｏｔｈｃｅｌｌｌｉｎｅｓ（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）．
ＡｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｍｉＲ２９ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒｉｎｔｏＡ５４９ａｎｄＨＣＣ８２７ｃｅｌｌｓ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢ７Ｈ３ｗａｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ，ａｎｄ
ｔｈｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＢ７Ｈ３ｂｙＤＨＡｗａｓｐａｒｔｉａｌｌｙｒｅｖｅｒｓｅｄ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ｍｉＲ２９ａｍｅｄｉａｔｅｓｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｒｅｇｕｌａ
ｔｉｏｎｏｆｄｉｈｙｄｒｏａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎｏｎＢ７Ｈ３ｉｎＬＵＡＤ．
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Ｆｕｎｄｐｒｏｇｒａｍｓ　ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｊｅｃｔｏｆＡｎｈｕｉＥｄｕｃａｔｉｏｎａｌＣｏｍｍｉｔｔｅｅ（Ｎｏ．２０２３ＡＨ０５３１７０）；
ＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈＴｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌＰｒｏｊｅｃｔｏｆＡｎｈｕｉＰｒｏｖｉｎｃｅ（Ｎｏ．２０２３０４２９５１０７０２００１９）
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