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[摘要] 目的　检测石胡荽miRNA的表达谱，挖掘高丰度miRNA的表达量和二级结构，探讨石胡荽miRNA在鼻咽癌

细胞增殖与迁移中的作用。方法　采用miRNA高通量测序构建石胡荽miRNA表达谱，使用生物信息学工具比较石胡荽

miRNA与近亲物种miRNA在序列和结构上的差异。采用靶基因预测、转录组测序分析及双荧光素酶报告基因等方法明确

miRNA的下游靶基因。使用C666-1人鼻咽癌细胞系，采用CCK-8法及划痕实验分析石胡荽miRNA对细胞增殖及迁移的作

用。结果　高通量测序技术解析了石胡荽 miRNA 表达谱，共鉴定出 243 个 miRNA，其中 13 个是该植物独有的全新

miRNA，同时预测获得miRNA前体的二级结构。由于石胡荽表达丰度最高的miR396a-5p具有独特的成熟体与前体序列和

结构，因而将miR396a-5p命名为 cmi-miR396a-5p，后者在癌症相关途径中可预测到丰富的同源靶基因，显示出显著的对肿

瘤的调控潜力。双荧光素酶报告基因结果显示，cmi-miR396a-5p 直接作用于鼻咽癌进展相关基因 STAT3 的 3'非翻译区

(3'UTR)，并抑制 STAT3 mRNA及蛋白的表达。cmi-miR396a-5p可下调 STAT3下游细胞周期蛋白D1(Cyclin D1)及B细胞淋

巴瘤/白血病-2蛋白(Bcl-2)，促进细胞凋亡，明显抑制C666-1鼻咽癌细胞的体外增殖和迁移能力(P<0.05)。结论　本研究

揭示了石胡荽miRNA表达谱，其中石胡荽来源的 cmi-miR396a-5p可通过靶向负调控STAT3发挥显著的抗鼻咽癌活性。
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[Abstract] Objective　 To detect the expression profile of Centipeda minima miRNA, explore the expression levels and 

secondary structures of high-abundance miRNAs, and investigate their role in the proliferation and migration of nasopharyngeal 

carcinoma cells. Methods　 The miRNA expression profile of Centipeda minima was constructed by miRNA high-throughput 

sequencing. Bioinformatics tools were used to compare the sequence and structural differences between miRNA from Centipeda 

minima and those from closely related species. The downstream target genes of miRNA were identified using target gene prediction, 

transcriptome sequencing analysis and dual-luciferase reporter gene assays. The C666-1 human nasopharyngeal carcinoma cell line 
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was used to analyze the effects of Centipeda minima miRNA on cell proliferation and migration by means of cell viability and scratch 

assays. Results　The miRNA expression profile of Centipeda minima was analyzed by high-throughput sequencing technology. A 

total of 243 miRNAs were identified, among which 13 were novel miRNA unique to this plant, and the secondary structures of miRNA 

precursors were predicted. Since miR396a-5p, which is expressed in the highest abundance in Centipeda minima, has unique mature 

and precursor sequences and structures, we named it cmi-miR396a-5p. cmi-miR396a-5p was predicted to target abundant 

homologous target genes in cancer-related pathways, indicating significant anti-tumor regulatory potential. The dual-luciferase 

reporter gene results showed that cmi-miR396a-5p directly acted on the 3' untranslated region (3'UTR) of STAT3, a gene related to 

the progression of nasopharyngeal carcinoma, and inhibited the mRNA and protein expression of STAT3. cmi-miR396a-5p could 

down-regulate Cyclin D1 and B-cell lymphoma/leukemia-2 protein (Bcl-2), downstream targets of STAT3, promote cell apoptosis, 

and significantly inhibit the in vitro proliferation and migration ability of C666-1 nasopharyngeal carcinoma cells. Conclusion　This 

study revealed the miRNA expression profile of Centipeda minima. Among them, cmi-miR396a-5p derived from Centipeda minima can 

exert significant anti-nasopharyngeal carcinoma activity by targeting and negatively regulating STAT3.

[Key words] Centipeda minima; Nasopharyngeal carcinoma; miRNA cross-kingdom regulation; miR396a-5p

植物miRNA跨界调控指植物miRNA能够被其他

物种的生物个体(如昆虫、动物、病原真菌，甚至人

类)摄入并吸收，并进一步调控该物种生物体的基因

表达与生理病理过程。植物miRNA跨界调控是一个

全新的研究领域，植物来源的miRNA在恶劣的烹饪

条件(如蒸煮和煮沸)下可保持稳定，且可有效抵抗

唾液的消化作用[1]。值得注意的是，植物 miRNA 在

高温及 pH 为 1.2 的胃蛋白酶中均可存活至少

75 min[2-3]。因此，这些植物来源的 miRNA 表现出相

对较长的半衰期并维持其生物效应[1,4]。充足的证据

表明，植物miRNA的跨界调控是一个天然存在的自

然现象。例如，游离的植物miRNA主要通过胃部系

统性 RNA 干扰缺陷蛋白 1(SIDT1)的 pH 值依赖性摄

取[5]；水稻 miR168a-5p 与人类低密度脂蛋白受体衔

接 蛋 白 1(LDLRAP1) 的 mRNA 结 合 后 ， 可 抑 制

LDLRAP1 在肝脏中的表达，从而调节肝功能[4]；金

银花 miR2911 与甲型流感病毒的靶基因相互作用并

可抑制靶基因的复制和表达[6]。以上发现表明，植

物miRNA可特异性靶向和沉默哺乳动物和病毒中的

基因，且中草药(如金银花)miRNA 存在跨界调控的

作用。更重要的，包含miRNA的植物类外泌体纳米

囊泡可直接被胃肠道吸收而进入细胞[7]；进食的植

物miRNA可经由循环进入癌组织，从而发挥抑制乳

腺癌细胞增殖和迁移的作用[8-9]。石胡荽(Centipeda 
minima)，又称鹅不食草，是菊科石胡苣属中具有抗

癌活性分子的一年生草本药用植物[10-12]，其特有的

miRNA表达谱尚未见报道，石胡荽miRNA是否能成

为抗鼻咽癌的关键分子仍有待探讨。因此，本研究

采用miRNA测序、靶基因预测、双荧光素酶报告基

因等实验方法来挖掘石胡荽的miRNA表达谱，并探

讨该植物中miRNA的抗鼻咽癌作用及相关机制，旨

在为探讨石胡荽miRNA在鼻咽癌发生发展中的作用

提供参考。

1　材料与方法

1.1　材料、试剂及仪器　石胡荽样本采自中国广东

省佛山市。兔抗信号转导与转录激活因子 3(signal 
transducer and activator of transcription 3，STAT3)抗体

(AF1492)购自上海碧云天生物技术有限公司，B细胞

淋巴瘤-2 基因(Bcl-2)抗体(60178-1-Ig)、细胞周期蛋

白D1(Cyclin D1)抗体(26939-1-AP)和辣根过氧化物酶

(HRP)标记的聚合物偶联山羊抗兔 IgG(SA00001-2)购
自武汉三鹰生物技术有限公司，小鼠抗β-肌动蛋白

(β-actin)抗体(66009-1-Ig)购自柏奥易杰(北京)科技有

限 公 司 ， 人 鼻 咽 癌 细 胞 C666-1(BNCC337872)、
HONE-1(BNCC338405)及 HEK293T(BNCC353535)购
自河南信阳北纳创联生物科技有限公司，大鼠鼻咽

癌细胞系(FAT，YS1677C)购自上海雅吉生物科技有

限公司，细胞核染料(hoechst 33342，R37165)与细胞

膜染料(CellMaskTM细胞膜染色剂，C10046)购自美国

赛默飞世尔科技公司。细胞凋亡检测试剂盒

(40302ES60)购自上海翌圣生物科技股份有限公司。

pGL-basic、pRL-TK质粒以及超增强细胞计数试剂盒

-8(CCK-8)和双荧光素酶报告基因检测试剂盒购自上

海碧云天生物科技有限公司；Lipofectamine 2000、
Lipofectamine 3000、Trizol 试剂、DMEM及NanoDrop
分光光度计购自美国赛默飞世尔科技公司。人工合

成的 cmi-miR396a-5p模拟物(5'-UUCCACGGCUUUCU
UGAACUG-3')、miRNA 对照(5'-AUCGAUCGAUCGA
UCGAUCGA-3')、miRNA 抑制剂(5'-CAGUUCAAGAA
AGCCGUGGAA-3')和Cy3标记的miRNA(用于miRNA
示踪)购自上海捷瑞生物工程有限公司。Agilent 2100
生物分析仪购自美国安捷伦科技有限公司。NextSeq 
500 系统、NEBNext Ultra RNA 文库制备试剂盒购自

美国新英格兰生物公司。CKX53倒置显微镜购自日

本奥林巴斯公司，流式细胞仪(FACSAria IIIu)购自美

国 BD 公司，激光共聚焦显微镜(Zeiss LSM980)购自
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德国卡尔蔡司有限公司。 STAT3-WT 及 STAT3-
MUTANT(G5142261-5，G5142261-6)构建于上海迪赢

生物科技有限公司。

1.2　总 RNA 提取、miRNA 文库准备和测序　使用

Trizol 试剂提取石胡荽中的总 RNA，随后用 DNase Ⅰ
处理以去除污染的基因组DNA。通过变性琼脂糖凝

胶电泳评估RNA的完整性，采用NanoDrop分光光度

计定量检测 RNA 的浓度。所有 RNA 样本的浓度为

200 ng/µl，总产量为 2 µg。使用QIASeq miRNA 文库

试剂盒从总RNA构建miRNA测序文库。将预腺苷酸

化的DNA接头连接到miRNA的3'末端，然后将RNA
接头连接到 5'末端。通过在扩增过程中进行样本特

异性索引创建索引文库，随后进行文库清理。文库

在NextSeq 500系统上进行测序。

1.3　石胡荽中保守和新型的 miRNA 检测　通过

Blastn(http://www. ncbi. nlm. nih. gov)、Rfam 9.1(http://
rfam.xfam.org)和miRBase 15.0(http://www.mirbase)基因

功能预测网站以默认参数鉴定石胡荽中的保守

miRNA。将miRNA 候选者与石胡荽的基因组序列比

对以定义潜在的新型miRNA，参考基因组来自国家

生物信息中心(https://ngdc.cncb.ac.cn/gwh/Assembly/
18046/show)。
1.4　 miRNA 的 靶 基 因 和 二 级 结 构 预 测　 使 用

Miranda(http://www.microrna.org)和Targetscan(https://
www.targetscan.org)网站预测 miRNA 候选基因的靶基

因 。 使 用 mfold(http://www. mfold. org) 网 站 预 测

miRNA 的二级结构，成熟 miRNA 序列以蓝色突出

显示。

1.5　鉴定靶基因的功能富集和通路分析　通过

BlastX(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi？PROGRAM=
blastx&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome)
对蛋白质数据库进行相似性搜索，对此前预测的靶

基因进行注释。通过 DAVID 在线分析工具(https://
davidbioinformatics.nih.gov)进行功能聚类分析。使用

由 omicstudio(https://www. omicstudio. cn)提供的京都

基因与基因组百科全书(Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes，KEGG)分析来识别生物通路及相关的

人类基因。

1.6　细胞转染　如前所述构建过表达 cmi-miR396a-
5p的质粒[4]，转染空载质粒和 cmi-miR396a-5p表达质

粒(过表达组)的细胞互为对照，转染 STAT3-WT 与

STAT3-MUTANT质粒的细胞互为对照。转染miRNA
对照(对照组)与 cmi-miR396a-5p模拟物(实验组)的细

胞互为对照，观察 STAT3 表达、3'UTR 结合及后续

的细胞增殖、迁移情况。以 cmi-miR396a-5p 模拟物

(对照组)及模拟物+miRNA 抑制剂(实验组)转染细

胞，检测 STAT3 的 mRNA 和蛋白表达水平。Cy3 标

记的miRNA用于在细胞内示踪miRNA的水平和定位，

使用未连接 miRNA 的 Cy3 作为阴性对照。C666-1 和

HONE-1细胞接种至 24孔板中，cmi-miR396a-5p模拟

物等使用Lipofectamine 3000进行瞬时转染。转染48 h
后，转染细胞被选择用于后续转录组、报告基因、

细胞活性及划痕实验等操作，实验重复3~4次。

1.7　转录组分析　按照说明书使用 Trizol 试剂从细

胞中提取总RNA。使用Agilent 2100生物分析仪评估

RNA 的完整性，仅 RNA 完整性数值(RNA integrity 
number，RIN 值)>7.0 的样本可用于文库构建。使用

NEBNext Ultra RNA文库制备试剂盒，按照 Illumina制
造商的协议准备 RNA-seq 文库。在 Illumina HiSeq 平

台上由苏州金唯智生物科技有限公司使用配对末端

2×150 bp配置进行测序分析 STAT3和叉头框蛋白O3
(forkhead box O3，FOXO3)等mRNA的表达水平。

1.8　双荧光素酶报告实验　使用双荧光素酶检测试

剂盒按照说明书进行双荧光素酶报告实验。将预测

的 3'非翻译区(3'UTR)或相应的突变序列克隆到编码

萤火虫荧光素酶报告基因的 pGL-basic 载体中。将

HEK293T 细胞接种于 24 孔板，使用 Lipofectamine 
2000 将野生型或突变型序列同源重组后的 pGL-basic
质粒分别转染细胞，并以pRL-TK质粒作为内参照共

转染细胞。转染后 24 h 收集细胞进行萤火虫荧光素

酶活性分析，将海肾荧光作为对照进行标准化。

1.9　实时荧光定量聚合酶链反应(qRT-PCR)检测

STAT3 mRNA的表达　采用Trizol法提取总RNA，去

除残留基因组 DNA 后将 RNA 反转录为 cDNA。以

cDNA 为模板进行 PCR 扩增。反应条件与引物参考

文献[13]，结果以2−ΔΔCt法表示。

1.10　Western blotting 检测 STAT3 及下游蛋白的表

达　将细胞按照分组进行转染，提取总蛋白后进行

电泳、转膜、封闭，在 4 ℃冰箱过夜孵育 STAT3
(1: 2000)、 Cyclin D1(1: 2000) 及 Bcl-2(1: 2000) 抗体。

TBST 洗膜，加入山羊抗小鼠(1:5000)或山羊抗兔二

抗(1:5000)室温孵育 2 h；TBST再次洗膜，加入ECL 
Plus超敏发光液作为可视化信号进行曝光，检测 cmi-
miR396a-5p 对靶蛋白 STAT3、Cyclin D1 及 Bcl-2 表达

的影响。

1.11　CCK-8 法检测细胞的增殖能力　转染不同浓

度(0、0.5、1、2、4、8 µmol/L)的 cmi-miR396a-5p表

达质粒和人工合成的 cmi-miR396a-5p 模拟物，采用

CCK-8法检测C666-1细胞的活性。按说明书将CCK-8
溶液加入C666-1细胞并孵育2 h，采用微孔板读数器

在450 nm处测量吸光度(OD)值，并通过比较实验组

与对照组的OD值来计算细胞活性。

1.12　细胞划痕实验检测细胞迁移能力　将 C666-1
细胞在 6 孔板中使用 DMEM 培养液进行培养至 90%
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的细胞融合度。使用 200 µl 移液器尖端在单层细胞

中引入划痕，PBS洗涤 5 min去除漂浮细胞，然后在

无血清培养基中培养细胞 72 h。采用奥林巴斯

CKX53倒置显微镜在 0、24、48、72 h拍摄划痕的图

像，并使用 ImageJ软件分析细胞的迁移区域。

1.13　miRNA 示踪及细胞凋亡检测　使用 Cy3 标记

的 miRNA 孵育 C666-1 及 HONE-1 细胞 12 h，使用

Hochest与细胞膜染料共同孵育以定位细胞膜与细胞

核。采用激光共聚焦显微镜观察miRNA进入细胞的

情况。使用 miRNA 对照与 cmi-miR396a-5p 模拟物孵

育 C666-1 及 HONE-1 细胞 48 h 后，按照细胞凋亡检

测试剂盒说明书步骤处理细胞，并采用流式细胞仪

进行定量检测。

1.14　统计学处理　采用 GraphPad Prism 9.5 软件进

行统计分析。所有数据均为计量资料，采用

Kolmogorov-Smirnov检验进行正态性检验，均呈正态

分布，以 x±s表示。两组间比较采用Student's t检验；

多组间比较采单因素方差分析，进一步两两比较采

用Turkey检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　石胡荽中保守的和全新的miRNA　石胡荽具有

独特的形态特征(图 1A)：茎多枝，微被蛛丝状毛；

叶子互生，楔状倒披针形，叶背面也被蛛丝状毛；

花朵为圆润黄绿色，形状扁球形，其头状花序，总

苞半球形，苞片绿色椭圆状披针形；花朵外侧有多

层花为雌性，花冠细管状，淡黄或绿色。为探索石

胡荽潜在的活性miRNA，首先通过高通量测序检测

miRNA 序列的表达谱。在对 net reads 的分析(图 1B)
中，获得了来自石胡荽的高质量miRNA序列，其具

备高水平的完整性，未见明显的降解(RIN 值>7)。

通过高通量测序共鉴定出 243 个 miRNA，其中 13 个

miRNA 是在石胡荽中鉴定出的全新 miRNA(图 1C)，
230 个为保守 miRNA。这证实本研究选择了合适的

参考基因组，并获得了石胡荽特异性的miRNA表达

谱。此外，230 个保守的 miRNA 与数据库已报道的

多个物种的miRNA序列具有同源相似性，其中洋蓟

(56 种， 25%) 同源性最高，其次是大豆 (37 种，

16.44%)、菊芋 (34 种， 15.11%) 等。 230 个保守的

miRNA 按照丰度排序，前 5 位依次为：mtr-miR166a
(204 712 个 reads)、 cca-miR396a-5p_2ss7AG21TG
(124 165 个 reads)、htu-miR159a(82 217 个 reads)、cca-
miR396a-5p(60 723 个 reads)、 cca-MIR6113-p3_
1ss3AG_2(42 623.50 个 reads)；在 13 个全新 miRNA
中，丰度排名前 5 位的是：PC-5p-169_3141(3245 个

reads)、 PC-3p-839_633(708 个 reads)、 PC-3p-2929_
237(501 个 reads)、 PC-5p-3828_197(359 个 reads) 和

PC-5p-1132_490(319.50 个 reads)，其成熟形态对应的

丰度值及其序列如图 1D 及表 1 所示。鉴于与其他

miRNAs相比，miR396a-5p在石胡荽中的表达水平明

显高于其他 miRNA(丰度前 5 位的 miRNA，miR396a-
5p占了两位)，因此，本研究假设在石胡荽中发挥生

物学功能的主要miRNA为miR396a-5p。
2.2　石胡荽成熟miRNA和前体的序列和二级结构　

石胡荽中高表达两种保守 miR396a-5p 的序列及二级

结构见图 2。与 miRBase 数据库中报道的刺苞菜蓟

(Cynara cardunculus，cca)-miR396a-5p 参考序列相比，

石胡荽表达的 cca-miR396a-5p_2ss7AG21TG 的种子序

列的第 7 位核苷酸是 G，而不是 A，3'端最后一位核

苷酸是 G 而不是 U，将这种石胡荽的 miRNA 的成熟

体序列标记为 cmi-miR396a-5p_1，将另外一种与 cca-
miR396a-5p 序列完全一致的成熟体标记为 cmi-

表1　高丰度的前5个保守miRNA及前5个新型miRNA序列(由高到低展示)
Tab.1　Top 5 highly abundant conserved miRNAs and top 5 novel miRNAs (sequences presented from high to low)

miRNA名称

保守miRNA

mtr-miR166a

cca-miR396a-5p_2ss7AG21TG

htu-miR159a

cca-miR396a-5p

cca-miR6113-p3_1ss3AG_2

新型miRNA

PC-5p-169_3141

PC-3p-839_633

PC-3p-2929_237

PC-5p-3828_197

PC-5p-1132_490

长度(nt)

21

21

21

21

22

22

24

21

22

22

miRNA序列(5'-3')

UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC

UUCCACGGCUUUCUUGAACUG

UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUA

UUCCACAGCUUUCUUGAACUU

UCGCCUCUGAAACUCAAGAACA

UCGGGCAGCACCAAUGCAUAUC

CUAGGUCAUGCGGACAGCUUCACU

CAACACUGCACUCGAUUAUGU

UCAUCGCCUCUGAAACUCAAGA

CAUCUCUCCCUCAAAGACUUCU
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miR396a-5p_2(图 2A)。与 cca-miR396a-5p 比较，cmi-
miR396a-5p_1 和 cmi-miR396a-5p_2 序列长度为 21 个

核苷酸，且具有相似的种子序列(图 2A)。此外，

cmi-miR396a-5p_1 的前体序列对应两种不同的转录

本，将 cmi-miR396a-5p_1对应的两个转录本前体序列

标 记 为 cmi-MIR396a_1、 cmi-MIR396a_2； cmi-
miR396a-5p_2对应的前提序列标记为cmi-MIR396a_3。
cca-miR396a 的前体序列长度为 119 个核苷酸，cmi-
miR396a的 3种不同前体的序列长度分别为 133、167
和 133 个核苷酸(图 2B)。使用 mfold 预测的 3 种前体

序列的二级结构见图 2C。尽管石胡荽中 miR396a 的
前体(30.0%~42.0%)和成熟形式(90.5%)与 miRBase 中

的 cca-miR396a具有一定的相似性，但由于特定核苷

酸位置的差异，可能导致其二级结构和切割位点不

同，最终导致石胡荽中 cmi-miR396a的前体序列具有

独特的发夹结构和茎环构型，MIR396a前体的3种不

同二级结构如图2C所示。

2.3　石胡荽miR396a-5p对STAT3的跨界沉默作用　

为阐明石胡荽miRNA在跨界调控中的潜在作用，本

研究对石胡荽中最丰富的miRNA，特别是表达量最

高的 cmi-miR396a-5p(cmi-miR396a-5p_1)进行重点研

究，并采用同源靶基因预测方法鉴定其在多个物种

中的潜在同源靶基因。KEGG 富集结果显示与 cmi-
miR396a-5p 相关的重要途径(图 3A)。这些途径根据

富集分数进行排名，其中最重要的通路为“癌症通

路”。大鼠鼻咽癌细胞系(FAT)与人鼻咽癌细胞系

(C666-1)的转录组分析结果显示，与相应的对照组

相比，cmi-miR396a-5p 过表达组的 STAT3、MET 和

图1　石胡荽保守的及全新的miRNA序列的鉴定与表征

Fig.1　Identification and characterization of conserved and novel miRNA sequences in Centipeda minima
A. 新鲜的石胡荽实景图片(后续从该样本中提取 miRNA)；B. 生物分析仪对 RNA 样本进行质量控制检测(RIN 值>7)；C. 石胡荽中

miRNA的保守性、种类和相对丰度饼状图；D. 高丰度的前5个保守miRNA和前5个新型miRNA的读取计数(由高到低展示)
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FOXO3表达水平降低(图3B)。其中，cmi-miR396a-5p
过表达可使STAT3的表达降低约51.0%。基于此，可

以推测 cmi-miR396a-5p直接与STAT3的mRNA相互作

用发挥沉默效应。

为进一步研究 cmi-miR396a-5p 在不同物种间的

保护和潜在调控机制，继续对不同物种(包括人、大

鼠和小鼠)STAT3 mRNA 3' UTR区域内的miRNA结合

位点进行了序列比对分析(图 3C)。比对结果突出了

这些物种基因序列的保守性，特别强调了miR396a-5p
的种子区，这对靶标的识别和结合至关重要。随后

构建双荧光素酶报告载体，其中包含野生型(WT)或
突变型(MUT) STAT3的3'-非翻译区(3'-UTR)(图3D)。

双荧光素酶检测结果显示，cmi-miR396a-5p 模拟物

(终浓度为1 µmol/L)的共转染明显降低了表达STAT3 
WT 3'-UTR的细胞中的荧光素酶活性(P<0.05)；相比

之下，在表达STAT3 MUTANT 3'-UTR的细胞中，荧

光素酶活性没有明显变化(P>0.05)；此外，在表达

STAT3 WT 或MUTANT 的细胞中，miRNA 对照对荧

光素酶活性没有明显的影响(P>0.05，图3E)。
为进一步明确 cmi-miR396a-5p 对 STAT3 的调控

作用，qRT-PCR与Western blotting检测结果显示，与

miRNA 对照比较，孵育的 cmi-miR396a-5p(终浓度

1 µmol/L)可明显降低C666-1细胞中 STAT3 mRNA 和

蛋白表达水平(P<0.05)；与 cmi-miR396a-5p 比较，在

图2　石胡荽miR396a-5p的成熟体与前体的序列比对及二级结构的差异

Fig.2　Sequence alignment and secondary structure differences of mature and precursor miR396a-5p in Centipeda minima
A. 洋蓟 (Cynara scolymus， cca) miR396a-5p 与石胡荽 (Centipeda minima， cmi) miR396a-5p_1 和 cmi-miR396a-5p_2 序列比对； B. cmi-

MIR396a_1、cmi-MIR396a_2、cmi-MIR396a_3 与 cca-miR396a-5p 前体的序列比对(一致的 miRNA 序列以红色显示，不同的序列以蓝色显

示)；C. mfold预测的 cmi-MIR396a_1、cmi-MIR396a_2及 cmi-MIR396a_3的推定二级结构(这些结构用表示碱基配对的彩色圆点表示，其中

蓝色表示成熟体，黑色表示前体)
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图3　cmi-miR396a-5p的通路富集分析及对同源靶基因STAT3的调控

Fig.3　Enrichment analysis of pathways of cmi-miR396a-5p and its regulation of homologous target gene STAT3
A. cmi-miR396a-5p的靶基因预测，靶向癌症通路的京都基因与基因组百科全书(KEGG)分析；B. 转录组测序分析与表达差异基因，大鼠

与人鼻咽癌细胞系中 cmi-miR396a-5p过表达组与对照组所选基因的表达差异(小写基因名称代表大鼠基因，大写代表人的基因)；C. cmi-

miR396a-5p在人、大鼠和小鼠STAT3 mRNA 3'非翻译区(3'UTR)上的结合位点示意图；D. cmi-miR396a-5p双荧光素酶报告基因构建及结合位

点预测示意图。荧光素酶报告基因构建与STAT3基因3'UTR序列的野生型(STAT3-WT)或突变型(STAT3-MUTANT)的序列设计；E. STAT3

双荧光素酶活性的测定(n=3)；F. qRT-PCR检测STAT3 mRNA表达水平(n=4)；G. Western blotting检测STAT3蛋白表达水平(n=4)。*P<0.05
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cmi-miR396a-5p的基础上添加miRNA抑制剂(反义链)
可明显上调 STAT3 mRNA 和蛋白表达水平(P<0.05)
(图3F、G)。
2.4　cmi-miR396a-5p 对人鼻咽癌细胞增殖和迁移的

影响　CCK-8法检测结果显示，随着 cmi-miR396a-5p
质粒浓度的增加，C666-1 细胞活力呈剂量依赖性下

降，与对照(0 µg/ml)相比，2、4、8 µg/ml均可明显

下调细胞活性，其中 4 µg/ml 导致的下降最明显

(P<0.01)(图 4A)。转染 cmi-miR396a-5p 模拟物也显示

出细胞活力呈剂量依赖性降低，与对照(0 µg/ml)相
比，4 µmol/L导致的降低最明显(P<0.05)(图4A)。

进一步研究 cmi-miR396a-5p 对鼻咽癌细胞迁移

能力的影响，结果显示，cmi-miR396a-5p质粒(P<0.05)
和 cmi-miR396a-5p 模拟物(P<0.05)明显抑制 C666-1 细

图4　cmi-miR396a-5p对C666-1鼻咽癌细胞增殖和迁移的作用

Fig.4　Effect of cmi-miR396a-5p on the proliferation and migration of C666-1 nasopharyngeal carcinoma cells
A. 过表达 cmi-miR396a-5p质粒或 cmi-miR396a-5p模拟物对C666-1人鼻咽癌细胞活性的影响(n=4)；B. 在过表达 cmi-miR396a-5p质粒或

cmi-miR396a-5p模拟物处理C666-1细胞后，在0、24、48和72 h使用划痕实验检测细胞迁移能力(×100)；C. 细胞划痕实验后的0、24、48、

72 h，cmi-miR396a-5p质粒或 cmi-miR396a-5p模拟物处理对C666-1细胞迁移面积的定量分析(n=3)。*P<0.05，**P<0.01
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胞迁移(图4B－C)。
2.5　cmi-miR396a-5p的跨膜运输及促细胞凋亡作用　

使 用 100 nmol/L Cy3 标 记 的 cmi-miR396a-5p 孵 育

C666-1 与 HONE-1 细胞 12 h 后，使用 Hoechst 与

Cellmask 细胞膜染料定位细胞核(蓝色)与细胞膜(白
色)。 在 未 添 加 任 何 转 染 试 剂 的 情 况 下， cmi-
miR396a-5p 可直接进入细胞，并定位于细胞质，提

示 cmi-miR396a-5p 可自主跨膜运输并进入细胞发挥

作用(图 5A)。Western blotting 检测结果显示，cmi-
miR396a-5p 可下调 Cyclin D1 和 Bcl-2 蛋白的表达

(P<0.01，图 5B)。另外，流式细胞术检测结果显示，

cmi-miR396a-5p可明显增加C666-1与HONE-1的细胞

凋亡率(P<0.01，图5C)。

3　讨　　论

石胡荽是耳鼻喉疾病常用的一种传统中草药，

主要作用是抗炎和抗肿瘤，包括抑制慢性鼻炎、鼻

窦炎，以及通过靶向细胞凋亡与自噬来抑制鼻咽

癌[13-15]。其抗癌的基本活性成分包括 Brevilin A 和

Arnicolide C/D。该药物的乙醇提取物及单体化合物

(如 Brevilin A、Arnicolide C/D)可阻滞鼻咽癌细胞

(CNE-1)周期于G2/M期，并通过线粒体途径诱导癌

细胞凋亡[16-17]。然而，目前受限于小分子化合物半

衰期短的缺点，该药物发挥的作用有限，鉴于石胡

荽含有的活性成分多样，后续研究应着力于深度挖

掘全新的活性成分来解析其全新的药用价值。比如，

Wei 等[11]以石胡荽作为对象，鉴定出 12 种全新的活

性化合物，并验证其构效关系。本研究鉴定出石胡

荽中有 230 个现有数据库中提及的 miRNA 表达，以

及 13 个 全 新 的 miRNA； 同 时 比 较 高 丰 度 cmi-
miR396a-5p 在石胡荽基因组与成熟体序列的差异发

现，石胡荽所表达的 cmi-miR396a-5p具有3个不同的

转录本，且前体序列与其他物种不同，具有独特的

基因组信息。因此，本研究通过高通量测序解析石

胡荽独特表达的miRNA，并展示了其对应的基因组

信息和miRNA前体的二级结构。

越来越多的证据表明，植物来源的miRNA可通

过跨界调控的方式参与哺乳动物的代谢、免疫、癌

症及病毒的复制[4,6,8,18-20]。植物miRNA 的抗癌研究目

前仍处于起步阶段，其中检测到人类血清中的植物

miR159与乳腺癌呈负相关，可能的机制为miR159靶

向转录因子 7(TCF7)从而抑制乳腺癌细胞增殖[8]；

miR159 还可降低 TCF7 的转录活性及其下游髓细胞

瘤病癌基因(MYC)蛋白水平，而且其作用仅针对乳

腺癌细胞(如 MDA-MB-231)，不影响正常细胞(如
MCF-10A)[8]。最新的研究显示，花椰菜 miR156a 模
拟物通过靶向 JAMA 的 3'UTR 抑制 p-Akt 信号通路发

挥抑制鼻咽癌细胞上皮-间质转化(EMT)的作用[14]。

以上研究结果提示，植物miRNA可通过进食被递送

至哺乳动物癌细胞内，使具有生物学活性的miRNA
靶向降解相应的靶基因发挥抗癌疗效。然而，石胡

荽作为传统的临床药物，既往对于其是否存在可发

挥抑制鼻咽癌作用的miRNA尚不清楚。

本研究发现，cmi-miR396a-5p是石胡荽表达丰度

最高的 miRNA，对 cmi-miR396a-5p 进行了同源靶基

因分析，并发现富集度最高的通路为癌症通路，提

示 cmi-miR396a-5p 在调节与癌症发生和进展有关的

各种生物过程中具有潜在作用，可影响癌症相关途

径，并可能通过跨界调节在癌症中作为潜在的治疗

靶点或生物标志物，与先前的研究结果[8,14]一致。本

研究通过靶基因预测与转录组测序发现，过表达

cmi-miR396a-5p的大鼠与人的鼻咽癌细胞系中 STAT3
基因的表达水平均被明显抑制；同时，cmi-miR396a-5p
存在与大鼠、小鼠和人STAT3基因3'UTR的结合位点；

双荧光素酶报告基因的结果也确认 cmi-miR396a-5p可

与 STAT3 基因的 3'UTR 区直接结合来发挥基因沉默

的作用。

STAT3 作为鼻咽癌的核心致癌因子，通过调控

增殖、凋亡、侵袭、血管生成及治疗抵抗驱动肿瘤

进展。STAT3活化后与Cyclin D1启动子结合，可驱

动细胞周期进展，导致癌细胞无限增殖[21]。沉默

STAT3基因或上游调控因子(如突触结合蛋白-7、醛

脱氢酶1家族成员A3)可抑制STAT3活化，阻断肿瘤

生长和糖酵解代谢[22-23]。研究显示，小分子化合物

Stattic 可抑制 STAT3 磷酸化，降低 Cyclin D1 表达，

诱导鼻咽癌细胞凋亡，并增强其对顺铂和放疗的敏

感性[21]。在明确 STAT3 是 cmi-miR396a-5p 下游直接

作用的靶分子后，本研究进一步使用 cmi-miR396a-5p
质粒和 cmi-miR396a-5p模拟物分别转染C666-1细胞，

结果均发现 cmi-miR396a-5p 在下调 STAT3 表达的同

时，还可抑制鼻咽癌细胞的增殖与迁移。此外，

cmi-miR396a-5p可下调C666-1细胞中Cyclin D1与Bcl-2
的表达，并诱导多种人鼻咽癌细胞凋亡，提示 cmi-
miR396a-5p 可能通过下调 Cyclin D1 及 Bcl-2 的表达，

促进癌细胞凋亡，最终发挥抗肿瘤作用。

STAT3 是广泛被认可的癌性转录因子，在超过

70% 的实体肿瘤中存在异常活化现象，其中包括乳

腺癌[24-25]、非小细胞肺癌[26-27]、结直肠癌[28-29]、胃

癌[30]、胰腺癌[31-32]、肝细胞癌[33] 及其他实体肿

瘤[32,34]。高 STAT3/p-STAT3 表达普遍与较差的总体

生存或疾病特异性生存相关，尤其在乳腺癌、结直

肠癌、胃癌、肺癌、胰腺癌中[25,29,35]。STAT3直接诱

导 Bcl-2、BCL-XL、MYC、Cyclin D1 等基因的表达，

可导致细胞增殖、抗凋亡及免疫逃逸。由于其存在
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图5　cmi-miR396a-5p的跨膜运输及促细胞凋亡作用

Fig.5　Transmembrane transport and pro-apoptotic effect of cmi-miR396a-5p
A. 激光共聚焦显微镜检测人鼻咽癌细胞对 cmi-miR396a-5p(100 nmol/L)的摄取情况(蓝色示细胞核，白色示细胞膜，红色示Cy3标记

的 cmi-miR396a-5p)；B. Western blotting检测 cmi-miR396a-5p下游的Cyclin D1与Bcl-2蛋白表达水平；C. 流式细胞术检测 cmi-miR396a-5p对人

鼻咽癌细胞凋亡的影响(n=3)。**P<0.01
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多重促瘤功能，STAT3 已成为肿瘤治疗研究中的重

要靶点。由于 cmi-miR396a-5p 在多种癌症细胞中均

可抑制 STAT3的表达，因而有望成为一种广谱的抗

癌药物。

综上所述，本研究通过高通量测序、同源靶基因

预测及功能学验证，从多个维度证实 cmi-miR396a-5p
是石胡荽富集的miRNA，且该miRNA可进入肿瘤细

胞，靶向 STAT3而发挥抗鼻咽癌的作用。本研究不

仅发现了新型的中草药活性药物分子，还揭示其

miRNA 的跨界机制，提出了新的抗癌思路，为临床

治疗和基础研究提供了新的范式。然而，由于本研

究缺乏体内研究的数据支持，cmi-miR396a-5p的抗癌

作用仍有待进一步在哺乳动物体内验证。此外，类

外泌体纳米颗粒作为植物miRNA的重要载体，是否

通过递送 cmi-miR396a-5p 而发挥抗癌作用仍有待后

续进一步研究。
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