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知母皂苷 B-Ⅱ 抑制人胃癌细胞增殖和迁移的作用机制
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[摘要] 目的 研究知母皂苷 B-Ⅱ 抑制人胃癌细胞株 BGC-823 和 MGC-803 增殖及迁移的作用机制。方法 使用终

浓度为 50 ng/mL 的知母皂苷 B-Ⅱ 处理 BGC-823 和 MGC-803 细胞 48 h，用 qPCR 和蛋白质印迹实验分别检测细胞内清

道夫受体 A5（SCARA5）的 mRNA 含量及蛋白表达；采用生物信息学方法预测 hsa-miRNA-766-3p 与 SCARA5 3′UTR 

区的结合位点，并通过荧光素酶报告基因实验进行验证；转染 hsa-miRNA-766-3p mimic 或 siRNA-SCARA5 至 BGC-
823、MGC-803 细胞，24 h 后使用 50 ng/mL 知母皂苷 B-Ⅱ 处理细胞 48 h，用 qPCR 和蛋白质印迹实验检测细胞内 hsa-

miRNA-766-3p 相对含量和 SCARA5 蛋白表达，MTT 法检测细胞的增殖活性及迁移能力。结果 50 ng/mL 知母皂

苷 B-Ⅱ处理 BGC-823、MGC-803 细胞 48 h 能增强肿瘤细胞中 SCARA5 蛋白表达（P＜0.01），而 SCARA5 mRNA 
相对含量变化差异无统计学意义（P＞0.05）。与报告基因表达载体单独转染比较，hsa-miRNA-766-3p mimic 和 hsa-
miRNA-766-3p inhibitor 与野生型荧光素酶报告基因共转染可分别抑制和增强细胞内荧光素酶活性（P＜0.05，
P＜0.01）；hsa-miRNA-766-3p mimic 和 hsa-miRNA-766-3p inhibitor 转染对突变型荧光素酶报告基因载体荧光素酶活性

无明显影响（P＞0.05）。50 ng/mL 知母皂苷 B-Ⅱ处理 BGC-823、MGC-803 细胞 48 h，细胞内 hsa-miRNA-766-3p 含量

均降低，SCARA5 蛋白表达则升高（P＜0.01）；hsa-miRNA-766-3p mimic 转染＋皂苷处理与单纯皂苷处理比较，细胞

内 hsa-miRNA-766-3p 含量上升（P＜0.01）、SCARA5 蛋白表达降低（P＜0.01）；siRNA-SCARA5 转染＋皂苷处理与

单纯皂苷处理比较，细胞内 hsa-miRNA-766-3p 含量无明显变化（P＞0.05），但 SCARA5 蛋白表达降低（P＜0.01）。

细胞增殖及迁移实验检测结果表明，与细胞对照或溶媒对照比较，经知母皂苷 B-Ⅱ处理的胃癌细胞 BGC-823 和 
MGC-803 增殖活性及迁移能力均降低（P＜0.01），siRNA-SCARA5 转染＋皂苷处理的细胞增殖活性和迁移能力与

单纯皂苷处理的细胞相比增强（P＜0.01）。结论 知母皂苷 B-Ⅱ能够抑制 hsa-miRNA-766-3p 的表达，进而上调其靶

基因 SCARA5 的表达，最终抑制胃癌细胞 BGC-823 和 MGC-803 的增殖和迁移。
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Inhibitory mechanism of timosaponin B-Ⅱagainst proliferation and migration of human gastric cancer cells

PANG Tao△, LU Wen-quan△, CHEN Xiao-ling, CHEN Wan-sheng*

Department of Pharmacy, Changzheng Hospital, Navy Medical University (Second Military Medical University), Shanghai 200003, China

[Abstract]　Objective　To explore the inhibitory mechanism of timosaponin B-Ⅱ against the proliferation and migration of 
human gastric cancer cell lines BGC-823 and MGC-803. Methods　BGC-823 and MGC-803 cells were treated with timosaponin 
B-Ⅱ (50 ng/mL) for 48 h, and the mRNA and protein expressions of scavenger receptor A5 (SCARA5) were measured by 
qPCR and Western blotting, respectively. The binding site of hsa-miRNA-766-3p in SCARA5 gene 3′UTR was predicted by 
bioinformatics, and was validated by luciferase report assay. After transfecting with hsa-miRNA-766-3p mimic or siRNA-SCARA5 
for 24 h, the BGC-823 and MGC-803 cells were treated with timosaponin B-Ⅱ(50 ng/mL) for 48 h. The relative levels of hsa-
miRNA-766-3p and SCARA5 protein expression were detected by qPCR and Western blotting, respectively. The proliferation and 
migration abilities of cells were determined by MTT. Results　The expressions of SCARA5 protein in BGC-823 and MGC-803 
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cells treated with timosaponin B-Ⅱ (50 ng/mL) for 48 h were significantly increased versus the control group (P＜0.01), while 
no significant difference was found in relative mRNA level of SCARA5 between the timosaponin B-Ⅱ treated cell group and the 
control group (P＞0.05). Compared with transfection of reporter gene expression vector alone group, the luciferase activity was 
significantly inhibited or enhanced in the cells co-transfected with hsa-miRNA-766-3p mimic or hsa-miRNA-766-3p inhibitor and 
wild-type luciferase reporter gene (P＜0.05, P＜0.01). No change was observed between the cells co-transfected with hsa-miRNA-
766-3p mimic or hsa-miRNA-766-3p inhibitor and mutant-type luciferase reporter gene expression vector and the cells transfected 
with reporter gene expression vector alone (P＞0.05). Hsa-miRNA-766-3p levels were significantly decreased and SCARA5 protein 
expressions were significantly increased in BGC-823 and MGC-803 cells treated with 50 ng/mL timosaponin B-Ⅱ (P＜0.01). 
Compared with the timosaponin B-Ⅱ treatment group, hsa-miRNA-766-3p levels were significantly increased and SCARA5 protein 
expressions were significantly decreased in the BGC-823 and MGC-803 cells of the hsa-miRNA-766-3p mimic transfection＋
timosaponin B-Ⅱ treatment group (P＜0.01). There were no differences in the hsa-miRNA-766-3p levels between the hsa-miRNA-
766-3p mimic transfection＋timosaponin B-Ⅱtreatment group and the timosaponin B-Ⅱ treatment group (P＞0.05), but SCARA5 
protein expressions were significantly decreased (P＜0.01). Compared with cell control group and vehicle control group, the 
proliferation and migration abilities of BGC-823 and MGC-803 cells were significantly inhibited by timosaponin 
B-Ⅱ (P＜0.01). Compared with the timosaponin B-Ⅱ treatment group, the proliferation and migration abilities of BGC-823 and 
MGC-803 cells were significantly increased in the siRNA-SCARA5 transfection＋timosaponin B-Ⅱ treatment group (P＜0.01). 
Conclusion　Timosaponin B-Ⅱ can inhibit the proliferation and migration of BGC-823 and MGC-803 cells via suppressing hsa-
miRNA-766-3p and upregulating the target gene SCARA5.
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在全球范围内，胃癌致死率位居所有恶性肿

瘤第 2 位[1]；在我国，胃癌发病率位居恶性肿瘤

首位，且首次检出即发生淋巴结转移的比例高达 
50%～75%，而胃癌转移是导致胃癌患者预后不良

或死亡的主要原因[2]。近年来，各种新的疗法被用

于临床治疗胃癌，但是由于胃癌患者绝对数量的增

加，胃癌导致的病死率依然没有得到明显控制。胃

癌临床治疗以手术切除为主，术前、术后化疗为

辅，但术后仍然具有较高的复发率和转移率，晚期

胃癌患者 5 年生存率小于 30%[3]。因此，研究配合

手术使用的新高效化疗药物是降低胃癌术后复发的

有效手段。

知母皂苷 B-Ⅱ（timosaponin B-Ⅱ）为知母总皂

苷的主要化学成分和活性物质，研究表明其具有抗

炎[4-6]、抗抑郁[7]等作用，对于其抗肿瘤活性研究较

少。我们发现知母皂苷 B-Ⅱ 对于胃癌细胞的增殖

和迁移具有良好的抑制效果，本研究通过利用知母

皂苷 B-Ⅱ 干预人胃癌细胞，以期初步阐明知母皂

苷 B-Ⅱ 抑制胃癌细胞增殖和迁移的作用机制。

1　材料和方法

1.1　实验材料　人胃癌细胞 BGC-823、MGC-803 
和 293 工具细胞株均购于中国科学院典型培养物保

藏委员会细胞库；DMEM 高糖培养液、0.25% 胰
蛋白酶、胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）、

转染试剂 Lipofectamine 3000、TRIzol 试剂、反转

录试剂盒（M-MLV）和 qPCR 检测试剂盒均购于

美国 Invitrogen 公司；荧光素酶报告基因表达载体

和荧光素酶检测试剂盒均购于美国 Promega 公司；

清道夫受体 A5 (scavenger receptor A5，SCARA5）
蛋白一抗及二抗均购于英国 Abcam 公司；细胞

总蛋白提取定量试剂盒、化学发光试剂盒均为美

国 Thermo 公司产品；RNA 和 DNA 合成由生工

生物工程（上海）股份有限公司完成；四甲基偶

氮唑盐[3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-
2-H-tetrazolium bromide，MTT]和二甲基亚砜

（dimethyl sulphoxide，DMSO）均购于美国 Sigma 
公司。AB0311 型细胞培养箱、Multiskan MK3 型
酶标仪和 NanoDrop 2000 型紫外分光光度检测仪均

为美国 Thermo 公司产品；电泳仪、垂直电泳槽及

转膜仪购于北京六一生物科技有限公司；7500 型 
PCR 仪为美国 ABI 公司产品。

1.2　细胞培养　BGC-823 和 MGC-803 细胞均为贴壁

生长，在含 10% FBS 的 DMEM 培养液中，37 ℃、

5% CO2 条件下培养至细胞贴壁密度达 70% ，用 
0.25% 胰蛋白酶消化，传代培养。以 DMSO 为溶
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媒，将知母皂苷 B-Ⅱ配制成 50 μg/mL 的母液，使

用时培养液中的终浓度为 50 ng/mL。
1.3　知母皂苷 B-Ⅱ对 BGC-823 和 MGC-803 细胞

内 SCARA5 基因转录及蛋白表达的影响　接种对

数生长期的 BGC-823 和 MGC-803 细胞至 6 孔培

养板，每孔接种 2×105 个细胞，正常条件下过夜

培养。使用 2 mL 含 10% FBS 的 DMEM 培养液对

细胞全量换液，将细胞分为 3 组：细胞对照组、

溶媒对照组和皂苷处理组。其中，皂苷处理组加

入终浓度为 50 ng/mL 的知母皂苷 B-Ⅱ [半数抑制

浓度（IC50）＝50 ng/mL]，溶媒对照组加入 1 μL 的 
DMSO，细胞对照组不做任何处理。加药后细胞在正

常条件下继续培养 48 h，收集细胞，分别提取细胞

总 RNA 和细胞总蛋白，qPCR 和蛋白质印迹法分

别检测各组细胞内  SCARA5  的  mRNA 和蛋白

表达。

1.4　荧光素酶报告基因表达载体构建　根据 hsa-
miRNA-766-3p 与 SCARA5 基因 3′UTR 区的结合

位点预测结果，设计包含结合位点且与 SCARA5  
3′UTR 区完全同源的长链 DNA，上游序列 5′-
CTA GAG GTT CAG AGG CTG GAG CGG TTC 
AGA GGC TGG AGC GGT TCA GAG GCT GGA 
GC-3′，下游序列 5′-AGA TCG CTC CAG CCT 
CTG AAC CGC TCC AGC CTC TGA ACC GCT 
CCA GCC TCT GAA CC-3′。长链 DNA 经退火形

成双链后克隆至荧光素酶报告基因表达载体 pGL3-
promoter，构建荧光素酶报告基因表达载体 pGL3-
WT-SCARA5（含有野生型 hsa-miRNA-766-3p 
结合位点）。同时，将预测结合位点进行错义突

变，即由 5′-GCU GGA G-3′突变为 5′-AGG CUG 
G-3′，用相同方法构建突变型荧光素酶报告基因表

达载体 pGL3-MT-SCARA5（hsa-miRNA-766-3p 结合

位点突变型）。重组载体经序列分析无误后，扩增

转化菌株，进行无内毒素质粒 DNA 提取，提取过程

严格按照试剂盒说明书进行。提取完成后用紫外分

光光度法测定质粒 DNA 浓度，并使用无菌水将质粒 
DNA 终浓度调整至 500 ng/μL，于 －20 ℃ 保存。

1.5　RNA 合成　从 NCBI 数据库中查找 SCARA5
（NM_173833.5）基因信息，根据 SCARA5 基因编

码区信息，使用在线设计软件设计针对其编码区

的 siRNA 序列 5′-GGU GCA GGA CGC GCU GCA 
Gtt-3′及错义（NC）序列 5′-CUC GAG GCG UGC 

AAG CGG Gtt-3′，然后合成互补的 siRNA 序列。同

时化学合成 hsa-miRNA-766-3p mimic（5′-CGA CUC 
CGA CAC CCC GAC CUC Att-3′）、hsa-miRNA-
766-3p inhibitor（5′-TGA GGU CGG GGU GUC GGA 
GUC Gtt-3′），转染实验前均先退火形成双链。

1.6　Hsa-miRNA-766-3p 与 SCARA5 靶位关系验证　选取

对数生长期的 BGC-823 细胞，用 0.25% 胰蛋白酶

消化，制备细胞悬液，锥虫蓝染色并进行活细胞

计数，使用 DMEM＋10% FBS 完全培养液重悬细

胞并调整细胞密度为 1×105/mL，接种细胞至 24 
孔板，每孔加 0.5 mL 细胞悬液，正常条件下培养 
24 h，进行质粒 DNA 与 RNA 共转染实验。转染

分为 9 组：293 细胞对照组、pGL3-WT-SCARA5 
转染组、pGL3-MT-SCARA5 转染组、hsa-miRNA-
766-3p mimic＋pGL3-WT-SCARA5 转染组、hsa-
miRNA-766-3p mimic＋pGL3-MT-SCARA5 转染

组、hsa-miRNA-766-3p NC＋pGL3-WT-SCARA5 
转染组、hsa-miRNA-766-3p NC＋pGL3-MT-
SCARA5 转染组、hsa-miRNA-766-3p inhibitor＋
pGL3-WT-SCARA5 转染组、hsa-miRNA-766-3p 
inhibitor＋pGL3-MT-SCARA5 转染组。转染试剂及 
DNA、RNA 用量严格参照 Lipofectamine 3000 转
染试剂说明书的要求，同时，每组细胞转染 40 ng 
海肾荧光素酶表达质粒（pGL3-TK）作为荧光素酶

活性的参照。细胞转染 24 h 后，使用完全培养液

全量换液后在正常条件下继续培养 48 h，使用双荧

光素酶检测系统检测各组细胞荧光素酶活性。

1.7　BGC-823 和 MGC-803 细胞共转染实验　实验

分为 5 组：细胞对照组（不做处理）、溶媒对照

组（DMSO）、皂苷处理组（50 ng/mL 知母皂苷 
B-Ⅱ）、hsa-miRNA-766-3p mimic 转染＋皂苷处

理组（hsa-miRNA-766-3p mimic 转染后 24 h 以 
50 ng/mL知母皂苷 B-Ⅱ处理）和 siRNA-SCARA5 
转染＋皂苷处理组（siRNA-SCARA5 转染 24 h 后
以 50 ng/mL 知母皂苷 B-Ⅱ处理）。取对数生长期

的 BGC-823 和 MGC-803 细胞，用 0.25% 胰酶消化

后收集细胞，1 000×g 离心 2 min，收集细胞，使

用含 10% FBS 的 DMEM 培养液重悬细胞，并调整

细胞密度至 1×105/mL，接种细胞至 6 孔培养板，

每孔添加 2 mL 细胞悬液，37 ℃、5% CO2 条件下

培养 24 h，然后进行转染实验，转染过程及 RNA 
用量完全参照 Lipofectamine 3000 转染试剂说明书
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的要求。转染 24 h 后，使用含 10% FBS 的 DMEM 
培养液对细胞进行全量换液，正常条件下继续培养 
48 h。收集细胞，提取细胞总 RNA，用 qPCR 法检

测 hsa-miRNA-766-3p 含量；提取细胞总蛋白，用蛋

白质印迹法检测细胞内 SCARA5 蛋白表达量。

1.8　细胞增殖活性检测　实验分为 4 组：细胞对照

组、溶媒对照组、皂苷处理组、 siRNA-SCARA5 转
染＋皂苷处理组，处理方式与 1.7 项相同。细胞接种

于 96 孔培养板，每孔 1×105 个细胞。活性检测前

每孔加入 10 μL 质量浓度为 5 mg/mL 的 MTT 溶液，

轻晃使其分布均匀，正常条件下继续培养 4 h，去

上清，每孔加入 100 μL DMSO 溶液，37 ℃ 孵育 15 
min，酶标仪检测读取各孔在 490 nm 波长处的光密度

（D）值，然后根据 D 值绘制细胞增殖生长曲线。

1.9　细胞迁移能力检测　实验分组和处理方式与 
1.8 项相同，细胞接种于 6 孔培养板，每孔 2×105 个
细胞，细胞转染且经皂苷处理 48 h 后，用胰酶消

化细胞，重新接种至 6 孔培养板，过夜培养后全量

换液，使用无菌 200 μL 枪头划痕，显微镜记录划

痕，再使用无血清培养液冲洗 2 次，加入含 10% 
FBS 的 DMEM 培养液 2 mL，正常条件下培养 48 h 
后用显微镜拍同一划痕位置。

1.10　qPCR 检测　细胞经离心收集后，加入 1 mL 
经 4 ℃ 预冷的 TRIzol 试剂，使用 1 mL 移液器

反复吹打至细胞充分裂解，裂解液于  4  ℃
下  12 000×g 离心 2 min，收集上清，酚氯仿法

提取细胞总 RNA。提取完成后行琼脂糖凝胶电

泳检测 RNA 条带完整性，紫外分光光度法测定 
RNA 浓度。每组样本取 2 μg 总 RNA，反转录制

备 cDNA，反转录过程使用特异反转录引物 hsa-
snRNA U6（5′-TAC CTT GCG AAG TGC TTA 
AAC-3′）和 hsa-miRNA-766-3p（5′-GTC GTA 
TCC AGT GCG TGT CGT GGA GTC GGC AAT 
TGC ACT GGA TAC GAT GAG G-3′），SCARA5 
反转录使用 Oligo dT18 引物，反转录体系及实验

条件严格按照 M-MLV 试剂盒说明书进行。取 2 μL 
反转录产物作为 PCR 反应模板，qPCR 检测 hsa-
miRNA-766-3p 和 SCARA5 mRNA 相对含量。PCR 
特异引物序列：U6 上游引物 5′-GTG CTC GCT 
TCG GCA GCA CAT-3′，下游引物 5′-TAC CTT 
GCG AAG TGC TTA AAC-3′； hsa-miRNA-766-3p 
上游引物 5′-GCC GGC GCC CGA GCT CTG GCT 

C-3′，下游引物 5′-CGA CTC CGA CAC CCC GAC 
CTC A-3′；SCARA5 上游引物 5′-GGC CCT GAC 
TCG CAA TGT G-3′，下游引物 5′-AAC GAG TCT 
GAC TGG TTC TGC-3′；β-actin（NM_001101.3）
上游引物 5′-CCC AAG GCC AAC CGC GAG AAG 
ATG-3′，下游引物 5′-GTC CCG GCC AGC CAG 
GTC CAG A-3′。PCR 反应体系：SYBR Premix Ex Taq 
10 μL，上、下游引物（20 μmol/L）各取 0.2 μL，模

板使用量为 2 μL，反应体系用 dH2O 补足至 20 μL。
PCR 反应条件：95 ℃ 变性 10 s；58 ℃退火 10 s；
72 ℃ 延伸 10 s，共 42 个循环。数据分析使用 
2－ΔΔCt 法，目的基因相对于内参基因的表达量为 2ΔCt＝

2Ctm－Ctn（m 为目的基因；n 为内标基因）。

1.11　蛋白质印迹检测　细胞经离心收集后，每

样本加入 1 mL 细胞裂解液 M-PER，充分裂解后

用 BCA 法进行蛋白定量。蛋白提取及定量过程严

格按照试剂盒说明书进行。每样本取 10 μg 总蛋

白进行十二烷基硫酸钠（SDS）-聚丙烯酰胺凝胶

电泳，对凝胶进行丽春红染色观察蛋白条带是否

完整，转膜；5% 脱脂牛奶封闭 2 h，TBST 洗膜 3 
遍，4 ℃ 一抗过夜孵育；SCARA5 和 β-actin 一抗

稀释（TBST 稀释）比分别为 1︰300 和 1︰1 000，
TBST 洗膜 3 次，二抗孵育 2 h，兔抗鼠二抗稀释

比为 1︰3 500；TBST 洗膜 3 次，添加化学发光液

反应底物，暗室曝光，扫描曝光底片，目的蛋白与

内参蛋白条带 D 值的比值即为 SCARA5 蛋白的相

对表达量。

1.12　统计学处理　应用 SPSS 13.0 软件进行统计

学分析，实验所得数据均以 x±s 表示，组间比较

采用单因素方差分析，其中多组资料两两比较采用 
LSD 多重检验。检验水准（α）为 0.05。 

2　结　果

2.1　知母皂苷 B-Ⅱ对 BGC-823 和 MGC-803 细胞

内 SCARA5 基因转录及蛋白表达的影响　qPCR 
检测结果（图 1A、1C）显示，与细胞对照组或

溶媒对照组比较，50 ng/mL 知母皂苷 B-Ⅱ处理

细胞 48 h，BGC-823 和 MGC-803 细胞内 SCARA5 
mRNA 含量无明显变化（P＞0.05），而细胞内 
SCARA5 蛋白表达增强，皂苷处理组的 SCARA5 
蛋白表达与细胞对照组或溶媒对照组比较差异有统

计学意义（P＜0.01，图 1B、1D）。
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图 1　知母皂苷 B-Ⅱ 处理后 BGC-823 (A, B) 和 MGC-803 细胞 (C, D) 内 SCARA5 的 mRNA (A, C) 和蛋白 (B, D) 表达结果

Fig 1　Expressions of SCARA5 mRNA (A, C) and protein (B, D) in BGC-823 (A, B) and MGC-803 cells (C, D) treated with TB-Ⅱ

SCARA5: Scavenger receptor A5; TB-Ⅱ: Timosaponin B-Ⅱ. **P＜0.01. n＝3,  x±s

2.2　知母皂苷 B-Ⅱ 处理及 SCARA5 沉默对细胞增

殖和迁移的影响　细胞增殖活性检测结果（图 2A、

2C）显示，50 ng/mL 知母皂苷 B-Ⅱ处理 BGC-823 和 
MGC-803 细胞 48 h 后，细胞增殖活性低于细胞对照

组或溶媒对照组，差异有统计学意义（P＜0.01）；

siRNA-SCARA5 转染＋皂苷处理组与皂苷处理组比较细

胞增殖活性增强，差异有统计学意义（P＜0.01）；

溶媒对照组与细胞对照组比较，细胞增殖活性差异

无统计学意义（P＞0.05）。

细胞迁移能力检测结果（图 2B、2D）显示，

50 ng/mL 知母皂苷 B-Ⅱ 处理 BGC-823 和 MGC-
803 细胞 48 h 时，两组细胞划痕宽度均大于细胞对

照组和溶媒对照组，提示知母皂苷 B-Ⅱ 可有效抑

制细胞迁移；48 h 时 siRNA-SCARA5 转染＋皂苷

处理组与皂苷处理组比较，细胞划痕宽度明显变

窄，表明经 siRNA-SCARA5 转染后，细胞迁移能

力增强；溶媒对照组与细胞对照组比较，细胞迁移

能力无差异。

2.3　荧光素酶验证 hsa-miRNA-766-3p 与 SCARA5 
基因结合位点　生物信息学预测结果显示，

hsa-miRNA-766-3p 在 SCARA5 基因 3′UTR 区有 7 个
碱基的结合位点，即种子区（图 3A）。分别将 
hsa-miRNA-766-3p mimic、hsa-miRNA-766-3p 

inhibitor、hsa-miRNA-766-3p NC 与两组荧光素酶

报告基因表达载体 pGL3-WT-SCARA5 和 pGL3-
MT-SCARA5 进行共转染，转染 48 h 后收集细

胞进行荧光素酶活性检测，检测结果（图 3B）

显示，hsa-miRNA-766-3p mimic 能抑制野生型

荧光素酶报告基因表达载体的荧光素酶活性，从 
8.12±1.12 降至 2.28±0.32，差异有统计学意义

（P＜0.01），而 hsa-miRNA-766-3p inhibitor 能增

强野生型荧光素酶报告基因表达载体的荧光素酶

活性，从 8.12±1.12 上升至 11.56±0.89，差异有

统计学意义（P＜0.05）；对于突变型荧光素酶报

告基因表达载体，hsa-miRNA-766-3p mimic 和 hsa-
miRNA-766-3p inhibitor 对其均无明显影响。

2.4　Hsa-miRNA-766-3p 过表达及 SCARA5 沉默对知

母皂苷 B-Ⅱ 处理后两组胃癌细胞中 hsa-miRNA-766-
3p 含量和 SCARA5 蛋白表达的影响　50 ng/mL 知
母皂苷 B-Ⅱ处理 BGC-823 和 MGC-803 细胞 48 h 
后，与细胞对照组和溶媒对照组比较，细胞内 hsa-
miRNA-766-3p 含量均降低（P＜0.01）、SCARA5 
蛋白表达升高（P＜0.01）；hsa-miRNA-766-3p 
mimic 转染＋皂苷处理组与皂苷处理组比较，细

胞内 hsa-miRNA-766-3p 含量上升（P＜0.01）、

SCARA5 蛋白表达降低（P＜0.01）；s iRNA- 
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S C A R A 5  转染＋皂苷处理组与皂苷处理组比

较，细胞内  h s a - m i R N A - 7 6 6 - 3 p  含量无明显

图 3　荧光素酶活性检测结果

Fig 3　Luciferase activity test results 
A: Bioinformatics analysis of hsa-miRNA-766-3p and SCARA5 
gene 3′UTR binding site; B: Luciferase activity test results 
of BGC-823 cells after 48 h of transfection. G1: BGC-823 
control group; G2: pGL3-WT-SCARA5 transfection group; 
G3: pGL3-MT-SCARA5 transfection group; G4: Hsa-miRNA-
766-3p mimic＋pGL3-WT-SCARA5 transfection group; G5: 
Hsa-miRNA-766-3p mimic＋pGL3-MT-SCARA5 transfection 
group; G6: NC＋pGL3-WT-SCARA5 transfection group; 
G7: NC＋pGL3-MT-SCARA5 transfection group; G8: Hsa-
miRNA-766-3p inhibitor＋pGL3-WT-SCARA5 transfection 
group; G9: Hsa-miRNA-766-3p inhibitor＋pGL3-MT-SCARA5 
transfection group. SCARA5: Scavenger receptor A5; UTR: 
Untranslated region. NC: Non-specific control; WT: Wild-type; 
MT: Mutant-type. *P＜0.05, **P＜0.01. n＝3,  x±s

3　讨　论

SCARA5 基因位于人第 8 号染色体，在原发性

肝癌[8-9]、骨肉瘤[10]、乳腺癌[11]和非小细胞肺癌[12]

的进展中具有重要作用，SCARA5 的缺失或者低

表达会导致肿瘤细胞增殖、侵袭和迁移能力的增

强[13]。目前，SCARA5 基因与胃癌关系的研究较少。

MiRNA 与肿瘤关系密切，其通过调节肿瘤细

胞的凋亡、周期、增殖和迁移对肿瘤进程产生多

样化影响[14-15]。MiRNA 与胃癌关系的研究较多，

Zhang 等[16]研究表明，上调 miRNA-802 可以通过

抑制癌基因 RAB23 的表达，抑制胃癌细胞的肿瘤

活性。转移是胃癌高病死率和低预后的主要原因，

有研究者指出，miRNA-143 和 miRNA-145 通过共

同的目标基因 MYO6 调节胃癌的上皮间质转化和

抑制转移[17]。Eun 等[18]发现，miRNA 与转录组调

控网络间可以进行复杂的相互作用，并且同时针对

多个基因；miRNA-495-3p 作为一种有效的肿瘤抑

制基因调控胃癌细胞的表观遗传修饰，进而促进

胃上皮细胞的增殖和恶性转化。上述研究表明，

miRNAs 是多种肿瘤发病机制的内在原因，其与胃

癌的关系是复杂而全面的，因而其也可以成为胃癌

肿瘤基因治疗的切入点。 

图 2　BGC-823 (A, B)、MGC-803 细胞 (C, D) 增殖活性 (A, C) 和迁移能力 (B, D) 检测结果

Fig 2　Proliferation activity (A, C) and migration ability (B, D) of BGC-823 (A, B) and MGC-803 cells (C, D)
G1: Cell control group; G2: Vehicle control group; G3: 50 ng/mL Timosaponin B-Ⅱtreatment group; G4:  50 ng/mL Timosaponin B-Ⅱ treatment 

plus siRNA-SCARA5 transfection group. SCARA5: Scavenger receptor A5.**P＜0.01. n＝3, x±s. Original magnification: ×160 (B, D)

变 化 （P＞0.05），但 SCARA5 蛋白表达降低

（P＜0.01）。见图 4。
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hsa-miRNA-766-3p 来完成；（2）知母皂苷 B-Ⅱ
抑制胃癌细胞的增殖和迁移，主要是通过抑制肿

瘤细胞内 hsa-miRNA-766-3p 含量来上调抑癌基因 
SCARA5 表达完成。

本研究首次证实了知母皂苷 B-Ⅱ可以抑制人

胃癌细胞株 BGC-823 和 MGC-803 的增殖与迁移

能力，首次解释了知母皂苷 B-Ⅱ抑制胃癌的作用

途径为 hsa-miRNA-766-3p 表达抑制和其靶蛋白 
SCARA5 的表达上调。知母皂苷 B-Ⅱ如何抑制肿

瘤细胞内 hsa-miRNA-766-3p 表达将是未来研究工

作的重点，根据现有数据，知母皂苷 B-Ⅱ很可能

通过与某个可调控 hsa-miRNA-766-3p 转录的转录

因子结合，抑制转录因子活性。
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