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  [摘要] 目的 探究白藜芦醇(RES)调控 miR-212-3p逆转人肝癌顺铂(DDP)耐药细胞株(Huh-7/DDP)
对DDP耐药的可能分子机制。方法 将0、2.5、5、10、20、40

 

μmol/L的 RES处理 Huh-7/DDP细胞,采用

CCK-8法检测 Huh-7/DDP细胞的增殖能力;RES处理 Huh-7/DDP细胞后,采用实时荧光定量PCR(RT-
qPCR)检测miR-212-3p的表达水平;将Huh-7/DDP细胞分为未处理组,DDP组,RES+DDP组,NC

 

mimic+
DDP组,miR-212-3p

 

mimic+DDP组,NC
 

inhibitor+DDP组,NC
 

inhibitor+RES+DDP组,miR-212-3p
 

in-
hibitor+DDP组,miR-212-3p

 

inhibitor+RES+DDP组,采用CCK-8法检测 Huh-7/DDP细胞的DDP半数抑

制浓度(IC50)值;采用流式细胞术检测 Huh-7/DDP细胞凋亡比例。采用 Western
 

blot法检测p-PI3K、p-Akt、

Bcl-2、Bax蛋白的表达水平。结果 单用 RES终浓度5
 

μmol/L对 Huh-7/DDP细胞生长无明显抑制作用

(P>0.05),为最大无毒剂量。RES+DDP组的DDP
 

IC50 明显低于DDP组(P<0.05)。DDP组和RES+
DDP组Huh-7/DDP细胞凋亡比例高于未处理组(P<0.05),且RES+DDP组明显高于DDP组(P<0.05)。
RES处理的Huh-7/DDP细胞中miR-212-3p的表达水平明显高于未处理组(P<0.05)。miR-212-3p

 

mimic+
DDP组中的DDP

 

IC50 值低于 NC
 

mimic+DDP组,miR-212-3p
 

mimic+DDP组中的细胞凋亡比例高于 NC
 

mimic+DDP组(P<0.05)。miR-212-3p
 

inhibitor+DDP组的DDP
 

IC50 明显高于NC
 

inhibitor+DDP组,NC
 

inhibitor+RES+DDP组DDP
 

IC50 明显低于NC
 

inhibitor+DDP组,而miR-212-3p
 

inhibitor+RES+DDP组

中的DDP
 

IC50 值高于NC
 

inhibitor+RES+DDP组。miR-212-3p
 

inhibitor+DDP组的细胞凋亡率明显低于

NC
 

inhibitor+DDP组,NC
 

inhibitor+RES+DDP组的细胞凋亡率高于NC
 

inhibitor+DDP组,而miR-212-3p
 

inhibitor+RES+DDP组的细胞凋亡率低于NC
 

inhibitor+RES+DDP组(P<0.05)。DDP组、RES+DDP组

中的p-PI3K、p-Akt、Bcl-2蛋白水平低于未处理组(P<0.05),Bax蛋白水平高于未处理组
 

(P<0.05),其中

RES+DDP组中的p-PI3K、p-Akt、Bcl-2蛋白水平低于DDP组(P<0.05);RES+DDP组中的Bax蛋白水平

高于DDP组(P<0.05)。结论 RES可能通过提高Huh-7/DDP细胞中miR-212-3p的表达水平,抑制PI3K/
Akt通路蛋白的磷酸化,发挥逆转肝癌DDP耐药的作用。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

possible
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

resveratrol
 

(RES)
 

regulating
 

miR-212-3p
 

to
 

reverse
 

the
 

resistance
 

of
 

human
 

hepatoma
 

drug-resistance
 

cell
 

line
 

(Huh-7/DDP)
 

to
 

cisplatin
 

(DDP).Methods The
 

Huh-7/DDP
 

cells
 

were
 

treated
 

with
 

different
 

concentrations
 

(0,2.5,5,10,20,40
 

μmol/
L)

 

of
 

RES.The
 

Huh-7/DDP
 

cell
 

proliferation
 

ability
 

was
 

detected
 

by
 

the
 

CCK-8
 

assay.After
 

treating
 

the
 

Huh-7/DDP
 

cells
 

by
 

RES,the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-212-3p
 

was
 

measured
 

by
 

RT-qPCR.The
 

Huh-7/DDP
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

non-treatment
 

group,DDP
 

group,RES+DDP
 

group,NC
 

mimic+DDP
 

group,miR-
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212-3p
 

mimic+DDP
 

group,NC
 

inhibitor+DDP
 

group,miR-212-3p
 

inhibitor+DDP
 

group,NC
 

inhibitor+
RES+DDP

 

group
 

and
 

miR-212-3p
 

inhibitor+RES+DDP
 

group.The
 

IC50 value
 

of
 

Huh-7/DDP
 

cells
 

was
 

de-
tected

 

by
 

the
 

CCK-8
 

assay.The
 

flow
 

cytometry
 

was
 

employed
 

to
 

detect
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

Huh-7/DDP
 

cells.The
 

expression
 

levels
 

of
 

p-PI3K,p-Akt,Bcl-2
 

and
 

Bax
 

proteins
 

were
 

examined
 

by
 

the
 

Western
 

blot
 

method.Results Singly
 

using
 

the
 

final
 

concentration
 

of
 

5
 

μmol/L
 

RES
 

had
 

no
 

significantly
 

inhibiting
 

effect
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

Huh-7/DDP
 

cells
 

(P>0.05),which
 

was
 

the
 

maximum
 

non-toxic
 

dose.IC50 of
 

the
 

RES+
DDP

 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

DDP
 

group
 

(P<0.05).The
 

apoptosis
 

rates
 

of
 

Huh-7/
DDP

 

cells
 

in
 

the
 

DDP
 

group
 

and
 

RES+DDP
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

non-treatment
 

group
 

(P<
0.05),moreover

 

the
 

RES+DDP
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

the
 

DDP
 

group
 

(P<0.05).The
 

expres-
sion

 

level
 

of
 

miR-212-3p
 

in
 

the
 

RES-treated
 

Huh-7/DDP
 

cells
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

non-
treatment

 

group
 

(P<0.05).The
 

IC50 value
 

of
 

the
 

miR-212-3p
 

mimic+DDP
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

NC
 

mimic+DDP
 

group.The
 

apoptosis
 

ratio
 

of
 

the
 

miR-212-3p
 

mimic+DDP
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

NC
 

mimic+DDP
 

group
 

(P<0.05).The
 

IC50 value
 

of
 

the
 

miR-212-3p
 

inhibitor+DDP
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

NC
 

inhibitor+DDP
 

group,while
 

the
 

IC50 value
 

of
 

the
 

NC
 

inhibitor+RES+DDP
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

the
 

NC
 

inhibitor+DDP
 

group.Whereas
 

the
 

IC50 value
 

of
 

the
 

miR-212-3p
 

inhibitor+RES+DDP
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

the
 

NC
 

inhibitor+RES+DDP
 

group.The
 

apoptosis
 

rate
 

in
 

the
 

miR-212-3p
 

inhibitor+DDP
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

the
 

NC
 

inhibitor+DDP
 

group,while
 

the
 

apop-
tosis

 

rate
 

in
 

the
 

NC
 

inhibitor+RES+DDP
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

the
 

NC
 

inhibitor+DDP
 

group.However,the
 

apoptosis
 

rate
 

in
 

the
 

miR-212-3p
 

inhibitor+RES+DDP
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

the
 

NC
 

inhibitor+RES+DDP
 

group
 

(P<0.05).The
 

protein
 

levels
 

of
 

p-PI3K,p-Akt,Bcl-2
 

in
 

the
 

DDP
 

and
 

RES+DDP
 

groups
 

were
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

non-treatment
 

group
 

(P<0.05),while
 

the
 

Bax
 

protein
 

level
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

non-
treatment

 

group
 

(P<0.05),in
 

which
 

the
 

p-PI3K,p-Akt
 

and
 

Bcl-2
 

protein
 

levels
 

in
 

the
 

RES+DDP
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

DDP
 

group
 

(P<0.05),while
 

the
 

Bax
 

protein
 

level
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

DDP
 

group
 

(P<0.05).Conclusion RES
 

may
 

play
 

a
 

role
 

in
 

reversing
 

the
 

DDP
 

resistance
 

of
 

liver
 

cancer
 

by
 

increas-
ing

 

the
 

level
 

of
 

miR-212-3p
 

in
 

Huh-7/DDP
 

cells
 

and
 

inhibiting
 

the
 

phosphorylation
 

of
 

PI3K/Akt
 

pathway
 

proteins.
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  肝癌致死率在所有癌症中排名第2[1]。原发性肝

癌始于肝组织,其中最常见的为肝细胞癌(hepatocel-
lular

 

carcinoma,HCC),占肝癌的90%[2]。HCC是一

种最常见的且在全球发病率不断增长的肿瘤。顺铂

(cisplatin,DDP)是用于治疗HCC最有效的化疗药物

之一,但耐药性的产生是限制其疗效的重要原因[3]。
因此,目前迫切需要寻找可以增强DDP抗肿瘤活性

的其他药物。白藜芦醇(resveratrol,RES)是一种天

然非黄酮类多酚化合物,可从膳食食物和植物中广泛

获得[4]。有研究报道,RES具有诸多药理作用,如抗

氧化、抗炎、抗病毒、抗高血脂活性等[5]。与DDP结

合,RES具有协同作用,可以逆转肿瘤细胞对DDP的

化学耐药[6]。然而,RES增加DDP化学敏感性的分

子机制仍需进一步探索。
微RNA(microRNA,miRNA)作为一类高度保

守的非编码单链小RNA,长度为19~24
 

bp,它们在

动植物中参与转录后基因表达调控,并影响着许多生

理和病理进程[7-8]。有报道显示,微 RNA-326(mi-
croRNA-326,miR-326)直接参与了RES诱导的乳腺

癌和宫颈癌的细胞凋亡[9]。此外,RES可通过促进

miR-663表达来抑制结肠癌的生长和侵袭[10]。研究

发现,miRNA在肿瘤细胞的耐药性方面也发挥了重

要作用,且药物抗性的分子靶点和机制也被逐渐阐

明,但关于RES调控miR-212-39逆转肝癌DDP耐药

研究鲜有报道。本研究拟在体外验证RES逆转人肝

癌耐药株Huh-7/DDP细胞的DDP耐药性,并探讨其

可能的分子机制。
1 材料与方法

1.1 细胞和主要试剂

  人肝癌细胞 Huh-7购自武汉普诺赛生命科技有

限公司;胎牛血清FBS和 DMEM 培养基购自美国

Gibco公司;RES、DDP购自北京索莱宝科技有限公

司;miR-212-3p
 

mimic和inhibitor相关试剂购自生工

生物工程(上海)股份有限公司;CCK-8试剂和磷脂结

合蛋白V(Annexin-V)/碘化丙啶(PI)凋亡试剂均购

自日本Dojindo公司;TRIzol、miRNA逆转录试剂盒、
TB绿色荧光定量试剂盒购自日本TaKaRa公司;所
有抗体均购自美国Cell

 

Signaling
 

Technology公司。
1.2 方法

1.2.1 耐药Huh-7/DDP细胞株构建
 

  Huh-7细胞培养于含有125
 

nmol/L
 

DDP培养

基中,以80%的密度传代。2周后,将细胞接种到新

的6孔板中,并在含有增加浓度(先前浓度的1.5倍)
DDP的培养基中培养。重复该过程,直到细胞在8
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μmol/L
 

DDP培养基中表现出稳定的生长和增殖。
1.2.2 CCK-8实验法检测单用RES对细胞的杀伤

效应

  取对数生长期 Huh-7/DDP细胞,以4
 

000/孔接

种于96孔板,置于培养箱中过夜培养,加入浓度分别

为0、2.5、5、10、20、40
 

μmol/L的RES,并设空白组对

照,6孔平行,继续培养48
 

h。每孔加入10
 

μL
 

CCK-8
溶液,37

 

℃培养3
 

h,用酶标仪检测各孔450
 

nm波长

处吸光度(A)值,实验重复3次。按照下列公式计算

药物对细胞活力的杀伤效应:细胞活力(%)=(试验

组A 值-空白组 A 值)/(对照组 A 值-空白组 A
值)×100%。
1.2.3 细胞转染

  按照公司提供的使用说明书。将 Huh-7/DDP细

胞以5×105/L的密度接种在6孔板中,用 Lipo-
fectamine

 

2000进行转染。转染6
 

h后,用PBS洗涤

细胞3次,换成普通培养基,继续培养48
 

h。通过实

时荧光定量 PCR(real
 

time
 

quantitative
 

PCR,RT-
qPCR)检测转染效率。细胞转染稳定后,与 DDP、
RES等各组联用,细胞分为未处理组、RES组、DDP
组、RES+DDP组、NC

 

mimic+DDP组、miR-212-3p
 

mimic+DDP组、NC
 

inhibitor+DDP组、NC
 

inhibi-
tor+Res+DDP组、miR-212-3p

 

inhibitor+DDP组、
miR-212-3p

 

inhibitor+Res+DDP组。
1.2.4 CCK-8法检测RES对细胞增殖的影响

 

  取对数生长期 Huh-7/DDP细胞,以4
 

000/孔接

种于96孔板,置于培养箱中过夜培养,加入DDP浓

度分别为8、16、32、64、128
 

μmol/L。其 中 联 用 组

RES终浓度为5
 

μmol/L,并设空白组对照,6孔平行,
继续培养48

 

h。每孔加入10
 

μL
 

CCK-8溶液,37
 

℃
培养3

 

h,用酶标仪检测各孔450
 

nm波长处A 值,实
验重复3次。使用GraphPad软件计算DDP半数抑

制浓度(IC50)。
1.2.5 流式细胞术检测RES对细胞凋亡的影响

 

  取对数生长期 Huh-7/DDP细胞,以6×105/孔

接种于6孔板。其中DDP终浓度为40
 

μmol/L,RES
终浓度为5

 

μmol/L。置于培养箱中培养48
 

h后,无
EDTA胰酶消化后收集各组细胞,PBS洗涤2次,加
入200

 

μL缓冲液重悬细胞,再加入5
 

μL
 

Annexin-V
和10

 

μL
 

PI染色液,轻轻混匀,室温避光反应15
 

min,
流式细胞术检测各组细胞凋亡率。
1.2.6 RT-qPCR检测miR-212-3p表达水平

 

  利用TRIzol法提取细胞总RNA,并按照逆转录

试剂盒步骤逆转录为cDNA。随后在37
 

℃下孵育

1
 

h,然后在85
 

℃下进行酶失活5
 

min。使用TB绿色

荧光试剂盒进行RT-qPCR检测。按以下参数进行:
95

 

℃
 

10
 

s;95
 

℃
 

5
 

s,60
 

℃
 

20
 

s,40个循环。miR-
212-3p以U6为内参对照,反应结束后以2-ΔΔCt 法量

化miR-212-3p表达水平。miR-212-3p的上游引物序

列为5'-AGC
 

ATC
 

CAC
 

GAG
 

CAA
 

GAG
 

AC-3',下
游引物序列为5'-GAT

 

GCT
 

ACT
 

AGT
 

GTG
 

GCG
 

GG-3';
 

U6的上游引物序列为5'-CGC
 

TTC
 

GGC
 

AGC
 

ACA
 

TAT
 

AC-3',下游引物序列为5'-AAA
 

ATA
 

TGG
 

AAC
 

GCT
 

TCA
 

CGA-3'。
1.2.7 Western

 

blot法检测相关蛋白水平
 

  提取各组实验的细胞总蛋白。使用十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)分离蛋白,然
后转移到聚偏氟乙烯(PVDF)膜上,用含有5%脱脂

奶粉的Tris缓冲盐水(TBST)缓冲液室温封闭2
 

h。
洗涤后,将膜与以下一抗以1∶1

 

000的稀释度在4
 

℃
下孵育过夜:p-PI3K、PI3K、p-Akt、Akt、Bcl-2、Bax、
GAPDH。随后,将膜与辣根过氧化物酶(HRP)标记

的二抗4
 

℃孵育2
 

h,通过ECL化学发光显色。
1.3 统计学处理

  采用SPSS22.0软件对从实验中获得的所有数据

进行统计分析,计量资料以x±s表示,组间比较采用

独立样本t检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 单用RES对Huh-7/DDP细胞的杀伤效应
 

  通过CCK-8实验检测RES对 Huh-7/DDP细胞

的最 大 无 毒 剂 量,结 果 显 示,当 RES 终 浓 度 为

5
 

μmol/L时,对 Huh-7/DDP细胞生长无明显抑制作

用(P>0.05),见图1。因此,本研究后续实验选用

5
 

μmol/L浓度为RES的联用剂量。

  a:P<0.05,与0
 

μmol/L
 

RES组比较。

图1  RES对 Huh-7/DDP细胞的杀伤效应

2.2 RES可以促进 Huh-7/DDP细胞对DDP的敏

感性并诱导凋亡

  通过CCK-8实验检测DDP组和RES+DDP组

Huh-7/DDP细胞的DDP
 

IC50,结果显示RES+DDP
组的 DDP

 

IC50 明显低于 DDP组(P<0.05),见图

2A、B。流式细胞术检测结果显示,与未处理组比较,
DDP组、RES+DDP组的细胞凋亡率均明显升高

(P<0.05),其中,RES+DDP组的细胞凋亡率明显

高于DDP组(P<0.05),见图2C、D。
2.3 RES对 Huh-7/DDP细胞中 miR-212-3p表达

的影响

  采用RT-qPCR检测 miR-212-3p在RES处理后

Huh-7/DDP细胞中的表达。结果显示,与未处理组

6833 重庆医学2023年11月第52卷第22期



比较,RES组miR-212-3p的表达水平明显升高(P< 0.05),见图3。

  A、B:CCK-8实验法检测 Huh-7/DDP细胞的 DDP
 

IC50 值;C、D:流式细胞术检测 Huh-7/DDP细胞的凋亡率;1:未处理组;2:DDP组;3:

RES+DDP组;a:P<0.05,与DDP组比较;b:P<0.05,与未处理组比较。

图2  RES和DDP对 Huh-7/DDP细胞增殖和凋亡的影响

  a:P<0.05,与未处理组比较。

图3  RES对 Huh-7/DDP细胞中 miR-212-3p表达的影响

2.4 过表达miR-212-3p可以逆转Huh-7/DDP细胞

的DDP耐药性

  利用NC
 

mimic和 miR-212-3p
 

mimic分别转染

Huh-7/DDP细 胞,通 过 RT-qPCR 证 实 转 染 miR-
212-3p

 

mimic的 Huh-7/DDP细胞 miR-212-3p的表

达水平较转染NC
 

mimic的 Huh-7/DDP细胞明显上

调(P<0.05),见 图4A。CCK-8实 验 法 检 测 NC
 

mimic+DDP组和miR-212-3p
 

mimic+DDP组Huh-
7/DDP细 胞 的 DDP

 

IC50,结 果 显 示,miR-212-3p
 

mimic+DDP组的DDP
 

IC50 明显低于 NC
 

mimic+
DDP组,见图4B、C。流式细胞术检测结果显示,与未

处 理 组 比 较,NC
 

mimic+DDP 组 和 miR-212-3p
 

mimic+DDP 组 的 细 胞 凋 亡 率 均 明 显 升 高(P<
0.05),其中,miR-212-3p

 

mimic+DDP组的细胞凋亡

率明显高于NC
 

mimic+DDP组(P<0.05)。
2.5 RES通过 miR-212-3p逆转 Huh-7/DDP细胞

的DDP耐药性

  将NC
 

inhibitor和 miR-212-3p
 

inhibitor分别转染

Huh-7/DDP细胞,通过RT-qPCR证实转染 miR-212-
3p

 

inhibitor的 Huh-7/DDP细胞 miR-212-3p表达水平

较转染NC
 

inhibitor的 Huh-7/DDP细胞明显下调,见
图5A。CCK-8实验法检测 NC

 

inhibitor+DDP组、
miR-212-3p

 

inhibitor+DDP组、NC
 

inhibitor+RES+
DDP组、miR-212-3p

 

inhibitor+RES+DDP组 Huh-7/

DDP 细 胞 的 DDP
 

IC50,结 果 显 示,miR-212-3p
 

inhibitor+DDP组的DDP
 

IC50 明显高于NC
 

inhibitor+
DDP组,NC

 

inhibitor+RES+DDP组DDP
 

IC50 明显低

于NC
 

inhibitor+DDP组,而 miR-212-3p
 

inhibitor+
RES+DDP组的DDP

 

IC50 明显高于NC
 

inhibitor+
RES+DDP组,见图5B。流式细胞术检测结果显示,
miR-212-3p

 

inhibitor+DDP组的细胞凋亡率明显低

于NC
 

inhibitor+DDP组,NC
 

inhibitor+RES+DDP
组的细胞凋亡率高于NC

 

inhibitor+DDP组,而miR-
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212-3p
 

inhibitor+RES+DDP组的细胞凋亡率低于 NC
 

inhibitor+RES+DDP组,见图5C、D。

  A:RT-qPCR检测miR-212-3p表达水平;B、C:CCK-8实验法检测Huh-7/DDP细胞的DDP
 

IC50 值;D、E:流式细胞术检测Huh-7/DDP细胞的

凋亡率;①:NC
 

mimic组;②:miR-212-3p
 

mimic组;1:未处理组;2:NC
 

mimic+DDP组;3:miR-212-3p
 

mimic+DDP组;a:P<0.05,与 NC
 

mimic
组比较;b:P<0.05,与NC

 

mimic+DDP组比较;c:P<0.05,与未处理组组比较。

图4  过表达 miR-212-3p对 Huh-7/DDP细胞增殖和凋亡的影响

  A:RT-qPCR检测miR-212-3p相对表达水平;B、C:CCK-8实验法检测 Huh-7/DDP的IC50 值;D、E:流式细胞术检测 Huh-7/DDP的凋亡比

例;①:NC
 

inhibitor组;②:miR-212-3p
 

inhibitor组;1:NC
 

inhibitor+DDP组;2:miR-212-3p
 

inhibitor+DDP组;3:NC
 

inhibitor+RES+DDP组;4:

miR-212-3p
 

inhibitor+RES+DDP组;a:P<0.05,与 NC
 

inhibitor组 比 较;b:P<0.05,与 NC
 

inhibitor+DDP组 比 较;c:P<0.05,与 NC
 

inhibitor+RES+DDP组比较。

图5  RES通过 miR-212-3p逆转 Huh-7/DDP细胞的DDP耐药

2.6 RES与DDP对 Huh-7/DDP细胞中p-PI3K、p-
Akt、Bcl-2、Bax蛋白的影响

  采用 Western
 

blot法检测p-PI3K、p-Akt、Bcl-2、

Bax蛋白的水平,结果发现,与未处理组比较,DDP
组、RES+DDP组的p-PI3K、p-Akt、Bcl-2蛋白水平

明显下调(P<0.05),其中RES+DDP组比DDP组
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下调更为明显(P<0.05);而Bax蛋白水平明显上调

(P<0.05),其中RES+DDP组比DDP组上调更为

明显(P<0.05),见图6。

  A:Western
 

blot;B:Western
 

blot定量分析;1:未处理组;2:DDP组;3:RES+DDP组;a:P<0.05,与未处理组比较;b:P<0.05,与DDP组比较。

图6  RES和DDP对 Huh-7/DDP细胞p-PI3K、p-Akt、Bcl-2、Bax蛋白水平的影响

3 讨  论

  HCC是最常见的原发性肝癌,其在全球的发病

率呈上升趋势[11]。HCC大多在疾病晚期才能被诊断

出来,而化疗药物DDP是治疗晚期 HCC患者的重要

手段。然而,DDP耐药性的产生大大降低了治疗晚期

或复发性HCC的疗效[12]。因此,寻求全新治疗手段

或克服DDP在 HCC中的耐药性是肿瘤治疗领域需

解决的关键问题之一。
 

RES是一种多酚化合物,在肿瘤发展和进展的多

个阶段均具有抗癌活性,并且对正常细胞的毒性较

小[4,13]。研究表明,RES可增强柔红霉素和多柔比星

等化疗药物对肿瘤的生长抑制和细胞毒活性[14]。此

外,RES与DDP具有协同作用,可促进线粒体中细胞

色素c的释放从而增加肿瘤细胞凋亡,以及调控Bcl-2
和Bax凋亡蛋白的异常表达[15]。本研究通过CCK-8
实验发现RES联用DDP可以明显降低 Huh-7/DDP
细胞的DDP

 

IC50 值。流式细胞术结果显示RES联用

DDP的细胞凋亡率明显高于单用DDP。提示RES具

有明显逆转 Huh-7/DDP细胞DDP耐药的作用及良

好的潜在应用前景。

MiRNAs是一种小型非编码RNA,它的主要功

能是在翻译水平上调节基因表达。目前的研究报道,
一些 miRNAs可以调节DDP在多种癌症中的敏感

性,包 括 HCC 在 内[16-17]。例 如,Let-7 通 过IL-6/

STAT3通路影响食管癌中 DDP的敏感性[18]。而

miR-214通过靶向卵巢癌中的PTEN导致DDP耐药

和抑制细胞凋亡[18]。此外,miR-27a的上调通过抑制

肺癌 细 胞 中 的 RKIP 表 达 来 促 进 DDP 的 化 学 抗

性[19]。而在 HCC中,一些研究证实了几种特定的

miRNA会影响 HCC对DDP的化学敏感性,其中包

括 miR-610、miR-3168、miR-27a-3p等[20-22]。然 而,

miR-212-3p在 HCC中与DDP敏感性间的关系尚不

明确。本研究对 RES处理的 Huh-7/DDP细胞中

miR-212-3p表达水平进行检测,发现RES能够上调

miR-212-3p的表达水平。在 Huh-7/DDP细胞中过

表达miR-212-3p可以明显降低DDP
 

IC50 值,并增加

DDP诱导的细胞凋亡。而在转染 miR-212-3p
 

inhibi-

tor的Huh-7/DDP细胞中,RES逆转DDP耐药的作

用被明显抑制。提示 miR-212-3p可能是 RES逆转

Huh-7/DDP细胞耐药的潜在靶标。

PI3K/Akt信号通路是细胞内重要信号转导通路

之一,它的激活可能与肿瘤细胞对 DDP耐药性有

关[23]。有研究显示抑制PI3K/Akt信号降低非小细

胞肺癌癌症化疗耐药性[24]。Akt信号的激活增加乳

腺癌和卵巢癌的耐药性[25]。此外,LY294002抑制剂

对PI3K/Akt活化的抑制使肿瘤细胞对DDP明显敏

感[26]。为初步探究 RES与 DDP协同逆转 Huh-7/

DDP细胞DDP耐药的分子机制,本研究采用 West-

ern
 

blot法检测了PI3K/Akt信号通路和凋亡相关蛋

白Bcl-2、Bax的表达水平。结果显示,RES联用DDP
可协同 下 调 p-PI3K、p-Akt、Bcl-2蛋 白 水 平,抑 制

PI3K/Akt信号通路的激活。同时可增强对 Bcl-2、

Bax蛋白水平的调控。初步揭示了RES逆转DDP对

Huh-7/DDP细胞耐药的分子机制。

综上所述,miR-212-3p参与了 Huh-7/DDP细胞

DDP耐药,RES可能通过调控 miR-212-3p表达水

平,抑制PI3K/Akt信号通路的活化,发挥逆转肝癌

细胞DDP耐药的作用,为RES改善肝癌临床治疗困

境提供了有力支持。
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