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甘草酸通过调控miR-142/ZEB1分子轴影响非小细胞肺癌HCC827和
A549细胞的恶性生物学行为

赵润杨，孟泳，王艳梅，侯从岭（河南中医药大学第二附属医院暨河南省中医院 呼吸科，河南 郑州 450003）

[摘 要] 目的：探讨甘草酸（GA）通过调控miR-142/锌指E盒结合的同源盒蛋白 1（ZEB1）分子轴对非小细胞肺癌（NSCLC）

HCC827和A549细胞增殖、侵袭和迁移的影响。方法：HCC827和A549细胞培养和转染完成后，分成 4组：NC组（未经转染+3

mmol/L GA）、miR-142 inhibitor组（敲降miR-142+3 mmol/L GA）、pcDNA3.1-ZEB1组（过表达ZEB1+3 mmol/L GA）和pcDNA3.1-

ZEB1+miR-142 mimic组（过表达ZEB1及miR-142+3 mmol/L GA）。采用qPCR检测不同浓度GA处理后HCC827和A549细胞中

miR-142的表达水平，WB实验检测HCC827和A549细胞中ZEB1蛋白的表达水平，采用MTT和Transwell检测HCC827和A549

细胞的增殖、侵袭和迁移能力，采用双荧光素酶报告基因检测miR-142与ZEB1的靶向关系。结果：GA显著抑制HCC827和

A549细胞的增殖、侵袭和迁移，且显著上调miR-142的表达水平（P<0.05或P<0.01）；miR-142通过靶向结合ZEB1的3'-UTR区域

下调ZEB1的表达水平（P<0.05或P<0.01）；进一步实验证实，GA通过上调miR-142抑制ZEB1的表达水平，进而抑制HCC827和

A549细胞增殖、侵袭和迁移（P<0.05或P<0.01）。结论：GA能够抑制NSCLC HCC827和A549细胞增殖、侵袭和迁移，其机制为

GA通过上调miR-142对ZEB1的抑制作用，从而抑制HCC827和A549细胞的恶性生物学行为。
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Glycyrrhizin affects malignant biological behaviors of non-small cell lung cancer
HCC827 and A549 cells via regulating miR-142/ZEB1 axis

ZHAO Runyang, MENG Yong, WANG Yanmei, HOU Congling (Department of Respiratory, the Second Affiliated Hospital of Henan

University of Traditional Chinese Medicine & Henan Hospital of Traditional Chinese Medicine, Zhengzhou 450003, Henan, China)

[Abstract] Objective: To explore the effect of glycyrrhizin (GA) on the proliferation, invasion and migration of non-small cell lung

cancer HCC827 and A549 cells via regulating miR-142/ZEB1 (Zinc finger E-box-binding homeobox 1) axis. Methods: After being cul‐

tured and transfected, HCC827 and A549 cells were divided into 4 groups: NC group (untransfected+3 mmol/L GA), miR-142 inhibitor

group (miR-142 knockdown+3 mmol/L GA), pcDNA3.1-ZEB1 group (ZEB1 over-expression+3 mmol/L GA) and pcDNA3.1-ZEB1+

miR-142 mimic group (ZEB1 over-expression+miR-142+3 mmol/L GA). qPCR was used to detect the expression level of miR-142 in

HCC827 and A549 cells treated with different concentrations of GA. MTT and Transwell assays were used to examine the proliferation,

invasion and migration of HCC827 and A549 cells. WB was used to detect the expression level of ZEB1 protein in HCC827 and A549

cells. Dual-luciferase reporter gene assay was used to explore the relationship between miR-142 and ZEB1. Results: GA significantly

inhibited the proliferation, invasion and migration of HCC827 and A549 cells, and up-regulated the expression level of miR-142 (P<

0.05 or P<0.01). Dual-luciferase reporter gene assay showed that miR-142 could targetedly combine with 3'-UTR of ZEB1 and down-

regulate the expression of ZEB1 (P<0.05 or P<0.01). Further experiment validated that GA inhibited ZEB1 expression via up-regulating

miR-142, thus suppressed proliferation, invasion and migration of HCC827 and A549 cells (P<0.05 or P<0.01). Conclusion: GA inhib‐

its the proliferation, invasion and migration of NSCLC HCC827 and A549 cells, the mechanism of which is that GA inhibits the malig‐

nant biological behavior of NSCLC HCC827 and A549 cells via up-regulating the inhibition effect of miR-142 on ZEB1.
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非 小 细 胞 肺 癌（non-small-cell lung cancer,

NSCLC）是最常见的肺癌之一，约占所有肺癌的

85%，且发病率及病死率均居所有恶性肿瘤首位，其

高侵袭性是导致患者预后极差的主要原因[1]。甘草

酸（glycyrrhizin，GA）是甘草中最主要的活性成分，具

有抗炎[2]、抗病毒[3]及免疫调节[4]等作用。近年来研究

发现，GA能有效抑制乳腺癌[5]、肝癌[6]、胃癌[7]等多种

恶性肿瘤的发生发展。MicroRNA（miRNA）是一类

长度为 22～24 个核苷酸的非编码单链 RNA 分子，

miRNA能够引起靶mRNA降解或者抑制其翻译，从

而调控基因转录后的表达[8]。研究[9]发现，miRNA参

与调控 NSCLC 的发生发展。SAKAI-SUGINO 等[10]

研究发现，GA可通过调控miRNA的表达水平影响癌

症的发展进程。研究[11-14]发现，miR-142在肺癌中作

为抑癌因子，抑制肺癌细胞的恶性生物学行为。但

目前尚无文献报道GA通过miR-142对NSCLC增殖、

侵袭和迁移的影响。锌指E盒结合的同源盒蛋白 1

（Zinc finger E-box-binding homeobox 1，ZEB1)是由

TCF8基因编码的转录因子，是锌指蛋白ZFH基因家

族的同源物。研究[15]发现，ZEB1参与调控胰腺癌细

胞的增殖和迁移。LI 等[16]研究发现，miR-142 和

ZEB1在乳腺癌中存在相互作用，并且调控乳腺癌的

发生发展，但无文献报道 miR-142/ZEB1 分子轴对

NSCLC恶性生物学行为的作用机制。本研究从细胞

水平探讨 GA 通过调控 miR-142/ZEB1 分子轴对

NSCLC细胞增殖、侵袭和迁移的影响，旨在为GA对

NSCLC临床治疗提供更多的实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞株、主要试剂及仪器

人 NSCLC 细胞株A549（货号：TCHu150）、NCI-

H358（货号：TCHu151）、NCI-H1650（货号：TCHu152）、

HCC827（货号：TCHu153）均购于中国科学院上海细

胞库。GA购自日本米诺发源制药株式会社（药品批

号：00808），RPMI 1640培养基和胎牛血清购自美国

Biological Industries 公司，qPCR 引物购自上海吉玛

公司，TRIzol 试剂盒、SYBR Green Real-Time PCR

Master Mix试剂盒、RAPI蛋白裂解、双荧光素酶报告

基因试剂盒和报告基因载体购于 Promaga公司，Li‐

pofectamine 2000、逆转录试剂盒购于 TaKaRa公司，

MTT试剂盒购于武汉华美生物工程有限公司，Tran‐

swell 小室购于美国 Corning Incorporated 公司，miR-

142 inhibitor、miR-142 mimic 和 pcDNA3.1-ZEB1 购

于山东维真生物科技有限公司。酶标仪、qPCR仪、

电泳仪、凝胶成像系统、超速冷冻离心机和电泳槽均

购于美国Thermo Fisher Scientific公司。

1.2 细胞培养

取 NSCLC 细胞株 A549、NCI-H358、NCI-H1650

及 HCC827 进行细胞复苏，当细胞汇合度达 80%～

90% 时，将细胞培养于含青霉素 100 U/ml、链霉素

100 μg/ml和 10%胎牛血清的RPMI-1640培养液中，

置于37 °C、5% CO2的细胞培养箱培养。

1.3 细胞转染

用 0.25% 胰酶消化细胞后，将 HCC827 和 A549

细胞接种到96孔板，调整细胞密度为2×103个/孔，过

夜培养。将 96孔中细胞培养液更换成含 5%胎牛血

清的RPMI-1640培养基暂时放入培养箱进行培养。

取 miR-142 inhibitor、miR-142 mimic 和 pcDNA3.1-

ZEB1、miR-NC各 0.5 μl，向其中分别加入无血清RP‐

MI 1640培养基 50 μl稀释为终浓度 50 nmol/L，然后

分别加入0.75 μl转染试剂并迅速涡旋混匀形成转染

混合物，放于室温10 min。从培养箱中取出96孔板，

向细胞悬液内逐滴缓慢加入上述转染复合物并轻轻

混匀。将 96孔板放回培养箱培养，转染 48 h后于荧

光显微镜下观察细胞的转染效果。实验分为 4组：

NC 组（未经转染+3 mmol/L GA）、miR-142 inhibitor

组（敲降 miR-142+3 mmol/L GA）、pcDNA3.1-ZEB1

组（过表达ZEB1+3 mmol/L GA）和pcDNA3.1-ZEB1+

miR-142 mimic组（过表达ZEB1及miR-142+3 mmol/

L GA）。

1.4 qPCR 检测转染前后 HCC827 和 A549 细胞中

miR-142的表达水平

应用TRIzol试剂盒提取HCC827 和A549 细胞中

的总 RNA，提取的总 RNA运用紫外吸收法检测RNA

的浓度。采用一步法按照逆转录试剂盒合成cDNA，然

后运用Primer Prenier 5.0软件进行引物设计，以U6为

内参，进行PCR扩增。反应体系（20 μl）为：2 μl逆转录

产物、10 μl SYBR Green Mix、上下游引物各0.5 μl。PCR

扩增程序为95℃5 min，94℃变性30 s，60 ℃退火30 s，

进行 45 个循环。引物序列 U6：F 为 ATTGGAAC‐

GATACAGAGA，R为GGAACGCTTCACGAATTCG；

miR-142 F 为 GTCACCTGTAGTGTTTC，R 为 TATG‐

GTTGTTCTGCTCTCTG。检测结果采用2-ΔΔCt法进行

计算。

1.5 WB实验检测HCC827和A549细胞中ZEB1蛋

白的表达水平

取生长良好的转染前后细胞，加入预冷的PBS，

2 ml/孔，清洗 3次；加入RIPA裂解液，每孔 100 μl，置

于冰上 20 min；将贴壁细胞刮下，加入适量的细胞裂

解液，并移入预冷的1.5 ml EP管中，4 ℃超微震荡30

min；4 ℃ 12 000×g 离心 20 min。随后进行 SDS-

PAGE 电泳，事先准备好滤纸和转膜液，将胶块、
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PVDF膜、海绵垫、滤纸依次放入转膜液中充分浸泡；

将黑转膜夹放置在托盘下，按照顺序放置并夹紧转

膜夹，正极对着 PVDF膜，凝胶对着负极；加入转膜

液，接通电源，90 V电压，90 min，随后放入4 °C冰箱；

转膜结束，用 TBST 洗膜 3 次，每次 3 min。最后用

ECL化学发光液进行显色，拍照记录，并用 Image J对

蛋白条带进行定量分析。

1.6 MTT法检测HCC827和A549细胞的增殖能力

观察转染后HCC827和A549细胞的生长状态，

待细胞长至对数生长期后，用常规胰酶处理细胞后，

配成单细胞悬液接种到96孔板(3×103个/孔)，加入单

细胞悬液体积 100 μl，并置于培养箱培养 4 d。转染

前丢弃每孔旧的培养液，加入RPMI 1640培养基。转

染 72 h后，每孔依次加入MTT溶液 20 μl，放回培养

箱静置4 h，然后吸弃每孔内培养上清液，加入200 μl

DMSO，混匀后振荡15 min。最后在酶标仪上测定各

孔570 nm处的光密度（D）值。细胞增殖率=（实验组

D值/对照组D值）×100%。

1.7 Transwell 检测 HCC827 和 A549 细胞侵袭及迁

移能力

侵袭实验：在冰上，用镊子将Transwell小室放入

24孔板内，将基质胶和无血清培养基按照10∶1稀释，

然后放入细胞培养箱内静置放置2 h。将800 μl完全

培养基缓慢加入到 24 孔板内，转染后各组细胞用

PBS清洗 2次，然后常规胰酶消化收集细胞，再用培

养基清洗细胞1次并制成单细胞悬液，细胞接种于24

孔板内，每孔3×105个细胞。最后放回细胞培养箱内

培养20 h。取出24孔培养板，用镊子取出小室，然后

用甲醇固定 15 min，用结晶紫染色 15 min，用去离子

水清洗 2次，静置干燥，同时将小室内残留的细胞轻

擦掉，最后在显微镜下照相。显微镜下拍照，使用

Image-Pro Plus软件进行细胞计数。

迁移实验：常规胰酶消化转染后各组细胞，每个

样品准备 1×106个/ml，1 200×g离心 5 min，加入无血

清培养基1 ml重悬细胞，将无血清培养基预热，然后

加入到小室中，室内静置2 h，将小室内无血清培养基

吸出丢弃，然后在没有小室的 24孔板中加入 500 μl

培养基。在预先加好培养基的孔中放入小室，每个

小室加入样品 300 μl，培养箱中培养 24 h后，从培养

箱中取出小室，将旧的培养液吸弃，在小室的24孔板

孔中加入 500 μl结晶紫染色液。在预先加好染色液

的24孔板孔中放入小室，镊子轻拿轻放小室，常温放

置20 min，进行染色。显微镜下拍照，使用 Image-Pro

Plus软件进行细胞计数。

1.8 双荧光素酶报告基因实验验证 miR-142 与

ZEB1的靶向关系

构建分别命名 pmirGLO-ZEB1-3'-UTR wild type

和 pmirGLO-ZEB1-3'-UTR mutant 的质粒，其分别插

入野生型和突变型ZEB1-3'-UTR的双荧光素酶。将

293T细胞接种到 48孔板，将报告子质粒和miRNA-

142 mimic 或 miR-NC 共转染。每孔加入 1×Passive

Lysis Buffer 100 μl，然后将培养板放在摇床 15 min。

将细胞裂解液加入到EP管内，4 °C 12 000×g离心10

min，将EP管内的上清液转移至新的EP管中。48孔

板中加入 Luciferase Assay Reagent II 100 μl，加入细

胞裂解液 20 μl，测定内参值。加入 stop&GLO@ Re‐

agent 100 μl，测定报告基因发光值。

1.9 统计学处理

qPCR、WB、MTT、Transwell、双荧光素酶报告基

因等实验均重复3次。采用SPSS 20.0软件进行统计

数据分析，用GraphPad Prism 7软件绘制图片。计量

数据以 x̄±s 表示，两组间比较采用 t检验，多组间比较

采用单因素方差分析。以P<0.05或P<0.01表示差异

有统计学意义。

2 结 果

2.1 GA显著抑制HCC827和A549细胞增殖、侵袭

和迁移能力

首先采用 3.0 mmol/L GA 处理 NSCLC 细胞系 ,

MTT结果显示，HCC827和A549细胞的增殖活力显

著低于其他 2 组细胞（P<0.05，图 1A），并选取

HCC827和A549细胞进行后续实验。随后，采用 0、

0.25、0.5、1.25、2.5、5.0 mmol/l的GA处理HCC827和

A549细胞 72 h，MTT检测结果显示，GA对两株细胞

增殖活力的抑制作用均呈剂量依耐性（P<0.05，图

1B），且 IC50值分别为2.67 mmol/L和2.53 mmol/L；且

随着作用时间增加，HCC827和A549细胞的存活率

显著降低（P<0.01，图 1C、D）。Transwell检测结果显

示，GA可显著抑制HCC827和A549细胞的侵袭和迁

移（P<0.01，图 1E-G）。上述结果表明，GA能显著抑

制HCC827和A549细胞增殖、侵袭和迁移能力。

2.2 GA通过miR-142调控HCC827和A549细胞的

增殖、侵袭和迁移

qPCR 检测结果显示，HCC827 和 A549 细胞中

miR-142的表达水平都随GA浓度的升高而显著上升

（P<0.01，图 2A、B）。敲降 miR-142 后，HCC827 和

A549细胞中miR-142的表达水平显著低于对照组（P<

0.05，图 2C）。采用 3 mmol/L GA 处理细胞后，MTT

检测结果显示，相比于NC组，敲降miR-142可以显著

促进细胞增殖活力（P<0.01，图2D）；Transwell检测结

果显示，敲降miR-142后，HCC827和A549细胞侵袭

和迁移能力显著高于NC组（P<0.01，图2E-H）。上述
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结果表明，GA通过上调NSCLC细胞中miR-142的表

达水平，从而抑制HCC827和A549细胞增殖、侵袭和

迁移。

*P<0.05, **P<0.01 vs 0 mmol group; ΔP<0.05 vs NCI-H358 or NCI-H1650 group

A: Cell viability of non-small cell lung cancer cell lines measured by MTT assay; B-D: Cell viability and IC50 value of HCC827 and

A549 cells measured by MTT assay; E-G: The invasion and migration of HCC827 and A549 cells detected by Transwell assay

图1 GA对HCC827和A549细胞增殖、侵袭和迁移的影响

Fig.1 Effect of GA on proliferation, invasion and migration of HCC827 and A549 cells

2.3 miR-142通过靶向结合ZEB1的 3'-UTR区域下

调ZEB1的表达水平

Starbase V2.0 数据库预测结果（图 3A）显示，

miR-142 能够结合 ZEB1 的 3'-UTR 区域。双荧光素

酶报告基因实验结果显示，miR-142 mimic、ZEB1 3'-

UTR野生型及突变型载体共转染后，miR-142 mimic

明显抑制了转染ZEB1 3'-UTR野生型载体的细胞荧

光素酶活性（P<0.01，图 3B），而对ZEB1 3'-UTR突变

型载体的荧光素酶活性无明显作用，表明miR-142直

接靶向 ZEB1。WB 检测结果显示，与 miR-NC 组相

比，过表达miR-142后，两株细胞中ZEB1的表达水平

均显著下降（P<0.01，图3C）；相比较于miR-NC组，经

3.0 mmol/L GA处理可显著下调HCC827和A549细

胞中ZEB1的表达水平（P<0.01，图3D）。上述结果表

明，miR-142能够靶向ZEB1，且负调控ZEB1的表达

水平，GA可明显抑制ZEB1的表达。

2.4 GA通过miR-142/ZEB1分子轴调控HCC827和

A549细胞增殖、侵袭和迁移

WB 检测结果显示，过表达 ZEB1 能显著上调

ZEB1 的表达水平（P<0.01，图 4A、B），同时过表达

miR-142 和 ZEB1 时 ZEB1 的表达水平与 NC 组相比

差异无统计学意义（P>0.05）。采用 3 mmol/L GA处

理HCC827和A549细胞后，MTT及Transwell检测结

果显示，过表达ZEB1能显著促进HCC827和A549细

胞的增殖、侵袭及迁移（P<0.01，图 4C-G），而同时过

表达miR-142和ZEB1时细胞的增殖、侵袭和迁移能

力与NC组相比差异无统计学意义（P>0.05）。上述

结果表明，GA 通过上调 miR-142 的表达水平抑制

ZEB1 的表达，进而抑制 HCC827 和 A549 细胞的增

殖、侵袭和迁移能力。

3 讨 论

NSCLC是发病率和病死率增长较快的恶性肿瘤

之一，对人群的健康和生命带了巨大的威胁[17-19]。

GA是甘草中提取出的一种三萜皂苷类物质，具有抗

炎、抗菌、解毒以及抗癌等重要作用[20]。研究[21-23]发

现，GA通过调控多种癌细胞恶性生物学行为，从而

抑制癌症的发生发展。如GA通过ROS线粒体诱导
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人乳腺癌细胞凋亡和自噬[24]；GA通过抑制NF-κB活

性，进而抑制人成胶质瘤细胞的增殖并诱导细胞凋

亡[25]。本研究发现，GA对HCC827和A549细胞的增

殖、侵袭及迁移具有显著的抑制作用。

*P<0.05, **P<0.01 vs NC group

A-C: The expression level of miR-142 detected by qPCR; D：The proliferation viability of HCC827 and A549 cells measured

by MTT assay; E-H：The invasion and migration of HCC827 and A549 cells detected by Transwell assay (×100)

图2 GA通过调控miR-142对HCC827和A549细胞增殖、侵袭和迁移的影响

Fig.2 Effect of GA on proliferation, invasion and migration of HCC827 and A549 cells via regulating miR-142

研究[26-27]发现，miRNAs通过靶向其下游mRNA

参与肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭等生物学过程。

miR-142在宫颈癌[28]、膀胱癌[29]、胰腺癌[30]等多种肿瘤

中作为抑癌基因，如miR-142的下调与胃癌预后不良

和复发显著相关，且miR-142在体外和体内抑制肿瘤

细胞迁移和侵袭[31]；miR-142通过靶向SIRT1抑制卵

巢癌的增殖及化疗耐药[32]；miR-142 通过抑制 ESR1

的表达水平，从而抑制乳腺癌细胞的恶性生物学行

为[33]。本研究发现，敲降miR-142能够促进HCC827

细胞的增殖、侵袭和迁移能力，而GA能够上调miR-

142的表达水平，进而逆转敲降miR-142对HCC827

细胞生物学行为的促进作用。

ZEB1被证明是多种肿瘤发展进程中的重要调

控因子，是肿瘤细胞侵袭、转移和放化疗耐药的重要

诱导剂[34]。ZHANG等[35]研究发现，miR-5702通过抑

制ZEB1的表达水平，从而抑制肺癌细胞的增殖和侵

袭；此外，WANG 等[36]研究发现，ZEB1 在 NSCLC 细

胞中高表达，且促进NSCLC细胞的侵袭和迁移。本

研究发现，过表达ZEB1显著促进HCC827和A549细

胞的增殖、侵袭和迁移，该结果与上述结果相一致，

但是关于ZEB1的下游调控机制尚待研究。此外，有

文献[37-39]报道，ZEB1作为EMT关键的转换分子，调控

E-cadherin及 β-catenin的表达水平，进而促进着肿瘤

的发生发展，因此推测在 HCC827 和 A549 细胞中，

ZEB1可能通过调控E-cadherin及β-catenin的表达水

平，从而促进 HCC827 和 A549 细胞 EMT，进而促进

其迁移、侵袭和抗凋亡。

综上所述，GA可明显抑制HCC827和A549细胞

增殖、侵袭和迁移，其分子机制为GA能够上调miR-

142的表达水平，从而抑制ZEB1的表达水平，进而抑

制HCC827细胞和A549细胞的恶性生物学行为。
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*P<0.01 vs miR-NC group
A: Starbase database was used to predict the interaction between miR-142 with ZEB1; B: Dual-luciferase reporter gene assay was ap‐

plied to detect interaction between miR-142 and ZEB1; C and D: WB was used to detect the expression level of ZEB1
图3 miR-142靶向结合ZEB1的3'-UTR区域

Fig.3 miR-142 targetedly bond to the 3'-UTR of ZEB1

*P<0.05, **P<0.01 vs NC group; ΔP<0.05, ΔΔP<0.01 vs pcDNA3.1-ZEB1 group

A and B: The expression of ZEB1 detected by WB; C and D: MTT assay was applied to detect cell viability of HCC827 and A549 cells;

E-G: The invasion and migration of HCC827 and A549 cells detected by Transwell assay

图4 GA通过miR-142/ZEB1分子轴调控HCC827和A549细胞增殖、侵袭和迁移

Fig.4 GA regulated proliferation, invasion and migration of HCC827 and A549 cells via miR-142/ZEB1 molecular axis
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