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蛇床子素调节miR-433-3p/Tiam1抑制结肠癌

细胞的增殖、迁移和侵袭 
王甲正1  刘晓园2  张蕾2*  刘盼盼2  陈永学2  陈贺艳2  李东兴2

(1邯郸市中心医院麻醉科, 邯郸 056001; 2邯郸市中心医院肿瘤科, 邯郸 056001)

摘要      该文旨在探讨蛇床子素调节miR-433-3p/T细胞淋巴瘤侵袭和转移诱导蛋白1(Tiam1)
抑制结肠癌细胞增殖、迁移和侵袭的机制。体外培养SW480细胞, 并将其随机分为对照组、蛇床

子素低剂量组、蛇床子素高剂量组、miR-433-3p-NC组、蛇床子素高剂量+miR-433-3p抑制剂组。

检测各组SW480细胞增殖、凋亡、迁移、侵袭, 并检测各组SW480细胞Tiam1蛋白表达水平、凋

亡与上皮–间质转化相关蛋白表达水平, miR-433-3p及Tiam1 mRNA表达水平。体外培养SW480
细胞, 将其随机分为对照组、miR-433-3p mimics组、miR-433-3p mimics+pcDNA组、miR-433-3p 
mimics+pcDNA-Tiam1组, 分组处理后检测各组SW480细胞增殖、凋亡、迁移、侵袭情况。结果

显示, 与对照组相比, 蛇床子素低剂量组和高剂量组细胞生存率, 集落生成率, 迁移距离, 侵袭数, 
Tiam1 mRNA及蛋白表达水平, PCNA、Claudin-1与N-cadherin蛋白表达水平均降低(P<0.05); 增殖

倍增时间, 凋亡率与凋亡比例, E-cadherin及caspase-3、Bax蛋白表达水平, miR-433-3p表达水平升

高(P<0.05), 高剂量蛇床子素作用更强; miR-433-3p抑制剂可降低蛇床子素对细胞上述各指标的作

用(P<0.05)。上调miR-433-3p可对结肠癌细胞起到与蛇床子素相同的抗癌作用, 而过表达Tiam1可
减弱上调miR-433-3p对结肠癌细胞的抗癌作用。结果表明, 蛇床子素通过促进miR-433-3p表达而

下调Tiam1表达, 从而上调E-cadherin及caspase-3、Bax蛋白表达水平, 下调PCNA、Claudin-1与N-
cadherin蛋白表达水平, 最终抑制结肠癌细胞增殖、迁移和侵袭并促使其大量凋亡。
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Osthole Regulates miR-433-3p/Tiam1 to Suppress Colon Cancer Cell 
Proliferation, Migration and Invasion

WANG Jiazheng1, LIU Xiaoyuan2, ZHANG Lei2*, LIU Panpan2, CHEN Yongxue2, CHEN Heyan2, LI Dongxing2

(1Department of Anesthesiology, Handan Central Hospital, Handan 056001, China; 
2Department of Oncology, Handan Central Hospital, Handan 056001, China)

Abstract       The aim of this study is to investigate the mechanism of osthole regulating miR-433-3p/Tiam1 
(T-cell lymphoma invasion and metastasis-inducing protein 1) to inhibit the proliferation, migration and invasion 
of colon cancer cells. SW480 cells were cultured in vitro and randomly grouped into control group, low-dose os-
thole group, high-dose osthole group, miR-433-3p-NC control group, and high-dose osthole+miR-433-3p inhibi-
tor group. After grouping treatment, to detect the proliferation, apoptosis, migration and invasion of SW480 cells 
in each group, and to detect the expressions of Tiam1 protein, the expressions of apoptosis-related proteins and 
epithelial-mesenchymal transition-related proteins, the expressions of miR-433-3p and Tiam1 mRNA of SW480 
cells in each group. SW480 cells were cultured in vitro and randomly grouped into control group, miR-433-3p 
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mimics group, miR-433-3p mimics+pcDNA group, miR-433-3p mimics+pcDNA-Tiam1 group. After grouping 
treatment, detect the proliferation, apoptosis, migration and invasion of SW480 cells in each group. The results 
showed that compared with the control group, the cell survival rate, colony formation rate, migration distance, 
invasion number, Tiam1 mRNA and protein expressions, PCNA, Claudin-1 and N-cadherin protein expressions 
in the low- and high-dose osthole groups decreased (P<0.05), the proliferation doubling time, apoptosis rate and 
apoptosis ratio, the E-cadherin and caspase-3, Bax protein expressions, and the miR-433-3p expression increased 
(P<0.05), high dose osthole has a stronger effect; miR-433-3p inhibitor can reduce the effects of osthole on the 
above-mentioned cellular indicators. Upregulation of miR-433-3p can exert the same anti-cancer effect on colon 
cancer cells as osthol, while overexpression of Tiam1 can weaken the anti-cancer effect of upregulated miR-433-
3p on colon cancer cells. The results suggest that osthole down-regulates the expression of Tiam1 by promoting 
the expression of miR-433-3p, thereby upregulate E-cadherin and caspase-3, Bax protein expression, downregu-
late PCNA, Claudin-1 and N-cadherin protein expression, ultimately inhibite the proliferation, migration and 
invasion of colon cancer cells, and promote their massive apoptosis.

Keywords       osthole; miR-433-3p/Tiam1; colon cancer; proliferation; migration; invasion

结肠癌是发病率较高的常见消化系统恶性肿

瘤 , 晚期患者、复发患者及发生转移的患者生存

率很低 ,  因此 ,  限制结肠癌的复发转移是改善患

者预后的关键 [1-2]。近年来研究表明 , 微小RNA可

调控染色质重构与细胞增殖、凋亡等过程 , 在癌

变中发挥重要调节作用 , 其中miR-433-3p已被证

实与多种癌症形成和恶性进展相关 , 过表达miR-
433-3p可导致胶质瘤细胞增殖、迁移和侵袭的抑

制 [3], 上调 miR-433-3p可抑制结肠癌细胞生长增

殖和侵袭 , 发挥抗癌作用 [4], 通过查询 starbase数
据库进行生物信息学分析可知 , T细胞淋巴瘤侵袭

和转移诱导蛋白 1(T-cell lymphoma invasion and 
metastasis-inducing protein 1, Tiam1)可能是miR-
433-3p的下游直接作用靶点 , 在肿瘤发病机制中

起到重要作用 , 敲除Tiam1可抑制胶质母细胞瘤生

长和侵袭 [5], 并可降低小细胞肺癌细胞的生存能力

和致瘤性 [6], 还可抑制结肠癌细胞增殖、迁移和侵

袭 [7], 由此可知miR-433-3p/Tiam1是防治结肠癌的

重要靶点。蛇床子素是来自草本植物蛇床果实的

一种天然香豆素类化合物 , 具有显著抗癌活性 , 可
抑制人肝癌细胞增殖和侵袭 [8], 并可通过抑制人胃

癌细胞、肺腺癌细胞、乳腺癌细胞及结肠癌细胞

生长而发挥抗肿瘤作用 [9], 但蛇床子素是否可通过

调节miR-433-3p/Tiam1抑制结肠癌细胞增殖、迁

移和侵袭 , 目前尚不清楚 , 本文以不同浓度蛇床子

素处理人结肠癌细胞株 SW480, 来对上述问题进

行探究。

1   材料与方法
1.1   主要试剂材料与仪器

人结肠癌细胞SW480购自上海匹拓生物科技

有限公司 ; 人正常结肠上皮细胞NCM-460购自上

海淳麦生物科技有限公司 ; 一步法反转录荧光定

量试剂盒购自上海生工生物工程股份有限公司 ; 
空载质粒、Tiam1过表达质粒、miR-433-3p抑制

剂、mimics及miR-433-3p阴性对照 (miR-433-3p-
NC)、miR-433-3p mimics购自苏州吉玛基因股份

有限公司 ; CCK-8细胞活力检测试剂盒、Trizol总
RNA提取试剂购自南京建成生物工程研究所有限

公司 ; Hoechst 33258荧光染料、双荧光素酶报告

基因检测试剂盒、蛇床子素 (纯度 : HPLC≥ 98%, 
货号 IO0070)购自北京索莱宝科技有限公司 ; 山羊

抗兔 IgG二抗、Tiam1兔抗人一抗、caspase-3兔抗

人一抗、β-tubulin兔抗人一抗、Claudin-1兔抗人

一抗、PCNA兔抗人一抗、E-cadherin兔抗人一抗、

N-cadherin兔抗人一抗、Bax兔抗人一抗、Annex-
in V-FITC凋亡检测试剂盒、吉姆萨染色液购自英

国Abcam公司等。

Epoch连续波长酶标仪购自美国Bio-Tek公司 ; 
ForeQuant F4/F6实时荧光定量PCR仪购自美国Mo-
lecular Devices公司 ; CyFlow® Cube 6流式细胞仪购

自德国PARTEC公司; DYF-600荧光显微镜购自上海

点应光学仪器有限公司 ; Transilluminator化学发光

凝胶成像仪、1658033小型垂直电泳转印系统购自

美国Bio-Rad公司等。
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1.2   方法

1.2.1   通过CCK-8法筛选蛇床子素合适作用浓度      
快速解冻复苏SW480、NCM-460细胞后用DMEM
高糖培养基(含有1%青/链霉素+10%胎牛血清)培养, 
蛇床子素以DMEM高糖培养基溶解后制为4 mg/mL
的储备液备用。将SW480、NCM-460细胞传代后以

1×104/孔的密度接种在96孔板, 生长(5% CO2、37 °C) 
24 h, 分别以终浓度0、2.5、5、10、20、40 μg/mL
蛇床子素处理24 h[10], 采用CCK-8试剂孵育(5% CO2、

37 °C)细胞2 h, 然后以酶标仪测定各处理组细胞吸

光度(D)值后计算其生存率(记为R), 公式: R=D药物干预

组/D对照组×100%。

1.2.2   分组处理细胞及收集标本      SW480细胞

传代后以 1×105/孔的密度接种在 24孔板 , 生长 (5% 
CO2、37 °C) 24 h, 将其随机分为对照组、蛇床子素

低剂量组、蛇床子素高剂量组、miR-433-3p-NC组、

蛇床子素高剂量+miR-433-3p抑制剂组, 对照组细胞

不做任何处理 , 蛇床子素低剂量组、蛇床子素高剂

量组细胞分别以终浓度10、20 μg/mL的蛇床子素处

理, 蛇床子素高剂量+miR-433-3p抑制剂组以终浓度

20 μg/mL的蛇床子素处理的同时用脂质体2000转染

miR-433-3p抑制剂 , miR-433-3p-NC组转染miR-433-
3p-NC, 24 h后收集细胞进行后续检测。

1.2.3   检测各组细胞增殖与凋亡      平板集落形成

实验: 收集1.2.2中分组处理后的SW480细胞洗涤后制

备为单细胞悬液 , 每组取500个细胞接种在无菌培养

皿中培养(5% CO2、37 °C) 3周, 以PBS洗涤、4%多聚

甲醛37 ℃固定2 h, 行吉姆萨染色(37 °C、10 min), 光
镜下观察细胞集落形成并定量各组集落数 (记为N), 
算出各组集落生成率(记为C), 公式: C=N实验处理组/N对照

组×100%。

SW480细胞传代后以5×104/孔的密度接种在24
孔板中培养 (5% CO2、37 °C), 按“1.2.2”中方法分组

处理24 h后用细胞计数板对各组细胞进行计数并计

为第1天 , 连续计数7天后绘制细胞生长曲线 , 依据

Patterson公式计算细胞增殖倍增时间(记为H), 公式: 
H=T×log2/(logN1-logN0), N0表示初始细胞数 , N1表示

终末细胞数, T指N0到N1的时间。

CCK-8法 : SW480细胞传代后以1×104/孔的密

度接种在96孔板中生长(5% CO2、37 °C) 24 h, 以1.2.2
中方法分组处理24 h后依照1.2.1中CCK-8法检测各

组细胞生存率。

对 1.2.2中分组处理后的SW480细胞进行PBS
洗涤、4%多聚甲醛 37 ℃固定 2 h处理 , 行Hoechst 
33258染色(37 °C、10 min), 然后于荧光显微镜下观

察各组细胞形态并定量其凋亡比例。

对1.2.2中分组处理后的SW480细胞进行PBS洗
涤后制为单细胞悬液 , 计数后每组取约5×105个细胞

加入500 μL结合缓冲液进行重悬, 加入5 μL Annexin 
V-FITC和2.5 μL PI, 避光下进行双染(37 °C、10 min), 
流式上机后采用流式细胞仪测定各组细胞凋亡率。

1.2.4   检测各组细胞迁移侵袭      收集1.2.2中分组

处理后的SW480细胞洗涤后制备单细胞悬液 , 每组

取1×105个细胞接种在24孔培养板中生长 (5% CO2、

37 °C) 24 h, 于每孔中间划直线 , 镜下观察并拍照、

定量划痕宽度, 继续培养(5% CO2、37 °C) 24 h后再

次拍照、定量划痕宽度, 计算各组迁移距离。

1.2.2中分组处理后的SW480细胞洗涤后制为

单细胞悬液 , 每组取1×105个细胞接种在用基底胶包

被过的Transwell培养板上室 , 上室细胞用无血清培

养基培养同时于下室加适量含 10%血清的培养基 , 
培养 (5% CO2、37 °C) 24 h后对下室新行吉姆萨染

色 (37 °C、10 min), 镜下观察、拍照后定量各组细

胞侵袭数。

1.2.5   检测各组细胞Tiam1、PCNA、caspase-3、Bax、
Claudin-1、N-cadherin、E-cadherin蛋白表达情况      收
集1.2.2中分组处理24 h后的SW480细胞, 用RIPA裂解、

提取其中总蛋白后测定其浓度, 每组取20 µg总蛋白变

性(100 °C、5 min)后上样 , 电泳分离(120 V、80 min), 
湿转 (110 V、75 min), 封闭蛋白非特异抗原位点 (3%
牛血清白蛋白 , 37 °C、2 h), 截下N-cadherin、Tiam1、
Claudin-1、caspase-3、Bax、E-cadherin、β-tubulin, 进
行一抗、二抗孵育及洗涤、显色等系列操作 , 一抗稀

释比例为N-cadherin(1000 1׃)、Tiam1(1000 1׃)、Clau-
din-1(1000 1׃)、caspase-3(1000 2׃)、Bax(1000 2׃)、E-
cadherin(1000 1׃)、β-tubulin(1000 2׃), 二抗稀释比例

为1000 2׃, 拍照后定量各组蛋白灰度值 , 以β-tubulin
为内参量化各组N-cadherin、Tiam1、Claudin-1、
caspase-3、Bax、E-cadherin蛋白相对表达 , 对分

子量相近的蛋白 (如PCNA和 caspase-3、Claudin-1
和Bax、N-cadherin和E-cadherin)进行检测时 , 于
PCNA、Claudin-1、N-cadherin蛋白拍照后用洗脱液

洗脱相对应的一抗和二抗 , 然后孵育分子量相近的

caspase-3、Claudin-1、E-cadherin蛋白相应一抗 , 用
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同样方法进行抗体孵育、蛋白显色、拍照操作。

1.2.6   检测各组细胞miR-433-3p、Tiam1 mRNA表

达水平      收集1.2.2中分组处理后的SW480细胞 , 用
Trizol提取其中总RNA后以一步法做PCR扩增 , 具体

反应体系配制及反应条件设定参照一步法反转录荧

光定量试剂盒说明书进行操作(miR-433-3p内参为U6, 
Tiam1内参为β-actin), 各组基因循环阈值以2–ΔΔCt算法

分析量化得到其相对表达, 基因引物序列见表1。
1.2.7   SW480细胞中miR-433-3p对Tiam1靶向调控的

验证      取传代2次的SW480细胞传代后以1×105/孔
的密度接种在24孔板中 , 生长24 h后将其随机分为

Tiam1突变+miR-433-3p-NC组、Tiam1突变+miR-
433-3p mimics组、Tiam1野生+miR-433-3p-NC组、

Tiam1野生+miR-433-3p mimics组 , 将突变型、野生

型Tiam1 3′-UTR报告质粒分别和miR-433-3p mim-
ics、miR-433-3p-NC两两联合转染入SW480细胞中 , 
24 h后用双荧光素酶报告基因检测试剂盒测定各组

细胞双荧光素酶活性并量化其相对值。

1.2.8   检测miR-433-3p/Tiam1对SW480细胞增殖、

凋亡、迁移和侵袭的调控作用      SW480细胞传

代后以 1×105/孔的密度接种在 24孔板中生长 (5% 
CO2、37 °C) 24 h, 将其随机分为对照组、miR-433-
3p mimics组、miR-433-3p mimics+pcDNA组、miR-
433-3p mimics+pcDNA-Tiam1组 , 对照组细胞不做

任何处理 , miR-433-3p mimics组细胞转染miR-433-
3p mimics, miR-433-3p mimics+pcDNA组细胞联

合转染miR-433-3p mimics和空载质粒 , miR-433-
3p mimics+pcDNA-Tiam1组细胞联合转染miR-433-
3p mimics和Tiam1过表达质粒 , 24 h后采用 “1.2.3”
中CCK-8和平板集落形成实验方法测定各组细胞生

存率、集落生成率 , 采用“1.2.3”中Hoechst 33258染

色方法检测各组细胞凋亡率 , 采用 “1.2.4”中细胞划

痕实验方法检测各组细胞迁移距离 , 采用 “1.2.4”中
Transwell实验方法检测各组细胞侵袭数。

1.3   数据分析

本研究所得数据都是计量资料 , 用平均数±标
准差(x

_
±s)表示 , 并以GraphPad Prism 8.0软件进行统

计学分析, 多组间差异比较采用单因素方差分析, 两
两之间进一步差异比较行SNK-q检验 , P<0.05表示

差异有统计学意义。

2   结果
2.1   蛇床子素作用浓度确定

SW480细胞生存率在不同浓度蛇床子素处理下

均可降低 , 10 μg/mL、20 μg/mL接近蛇床子素的 IC50

值, 且10 μg/mL、20 μg/mL蛇床子素对NCM-460细胞

无毒性作用, 因而本文选择10 μg/mL、20 μg/mL的蛇

床子素进行后续实验。见图1。
2.2   蛇床子素对SW480细胞增殖的影响

蛇床子素低、高剂量组细胞增殖倍增时间、生

存率、集落生成率相比对照组均降低 (P<0.05); 蛇
床子素高剂量组细胞增殖倍增时间、生存率、集落

生成率相比蛇床子素低剂量组降低 (P<0.05)。蛇床

子素高剂量+miR-433-3p抑制剂组细胞增殖倍增时

间、生存率、集落生成率相比蛇床子素高剂量组升

高(P<0.05)。见图2、图3和表2。
2.3   蛇床子素对SW480细胞凋亡、迁移和侵袭的

影响

蛇床子素低、高剂量组细胞迁移距离、侵袭数

相比对照组均降低(P<0.05), 凋亡率、凋亡比例升高

(P<0.05); 蛇床子素高剂量组细胞迁移距离、侵袭

数相比蛇床子素低剂量组降低(P<0.05), 凋亡率、凋

表1   基因引物序列

Table 1   Gene primer sequence
引物名称

Primers
方向

Direction 
序列(5′→3′)
Sequence (5′→3′)

miR-433-3p F GGA GAA GTA CGG TGA GCC TGT

R GAA CAC CGA GGA GCC CAT CAT

U6 F CTC GCT TCG GCA GCA CA

R AAC GCT TCA CGA ATT TGC GT

Tiam1 F AGA TGG CAA GAG GGA GAA AGA AG

R GAC AGA ACC AGG ATG GAG TGA AAT AC

β-actin F ACT CTT CCA GCC TTC CTT CCT

R ACT CGT CAT ACT CCT GCT TGC T
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亡比例升高(P<0.05)。蛇床子素高剂量+miR-433-3p
抑制剂组细胞迁移距离、侵袭数相比蛇床子素高剂

量组升高(P<0.05), 凋亡率、凋亡比例降低(P<0.05)。
见图4~图7、表3。
2.4   蛇床子素对SW480细胞增殖、凋亡及上皮–
间质转化相关蛋白表达的影响

蛇床子素低、高剂量组细胞PCNA、N-cadherin、
Claudin-1蛋白表达水平相比对照组均降低 (P<0.05), 
Bax、caspase-3、E-cadherin蛋白表达水平升高

(P<0.05); 蛇床子素高剂量组细胞PCNA、N-cad-
herin、Claudin-1蛋白表达水平相比蛇床子素低剂量

组降低(P<0.05), Bax、caspase-3、E-cadherin蛋白表

达水平升高(P<0.05)。蛇床子素高剂量+miR-433-3p
抑制剂组细胞PCNA、N-cadherin、Claudin-1蛋白表

达水平相比蛇床子素高剂量组升高 (P<0.05), Bax、

caspase-3、E-cadherin蛋白表达水平降低 (P<0.05)。
见图8。
2.5   蛇床子素对SW480细胞miR-433-3p/Tiam1
表达的影响

蛇床子素低、高剂量组细胞miR-433-3p表达

水平相比对照组均升高 (P<0.05), Tiam1 mRNA及

蛋白表达水平降低 (P<0.05); 蛇床子素高剂量组

细胞miR-433-3p表达水平相比蛇床子素低剂量组

升高 (P<0.05), Tiam1 mRNA及蛋白表达水平降低

(P<0.05)。蛇床子素高剂量+miR-433-3p抑制剂组

细胞miR-433-3p表达水平相比蛇床子素高剂量组

降低 (P<0.05), Tiam1 mRNA及蛋白表达水平升高

(P<0.05)。见图9和表4。
 2.6   SW480细胞中miR-433-3p对Tiam1的靶向调控

miR-433-3p和Tiam1间结合位点通过查询 star-

x
_
±s, n=6; *P<0.05, 与0 µg/mL蛇床子素相比。

x
_
±s, n=6; *P<0.05 compared with 0 µg/mL osthole.

图1   不同浓度蛇床子素对SW480与NCM-460细胞生存率的影响

Fig.1   The effect of different concentrations of osthole on the survival rate of SW480 and NCM-460 cells

图2   蛇床子素对SW480细胞生长曲线的影响

Fig.2   The effect of osthole on the growth curves of SW480 cells
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base数据库可得 , 见图10。Tiam1野生+miR-433-3p 
mimics组相对荧光素酶活性相比Tiam1野生+miR-
433-3p-NC组降低(P<0.05); Tiam1突变+miR-433-3p-
NC组相对荧光素酶活性相比Tiam1突变+miR-433-
3p mimics组无明显差异(P>0.05)。见表5。
2.7   miR-433-3p/Tiam1对SW480细胞增殖、凋亡、

迁移和侵袭的调控作用

m i R - 4 3 3 - 3 p  m i m i c s组、m i R - 4 3 3 - 3 p 
mimics+pcDNA组细胞增殖倍增时间、生存率、集

落生成率、迁移距离、侵袭数相比对照组均降低

(P<0.05), 凋亡率、凋亡比例升高 (P<0.05)。miR-
433-3p mimics+pcDNA-Tiam1组细胞增殖倍增时间、

生存率、集落生成率、迁移距离、侵袭数相比miR-
433-3p mimics组升高 (P<0.05), 凋亡率、凋亡比例

降低(P<0.05)。见图11~图16和表6。

3   讨论
我国结肠癌发病率不断升高 , 且发病人群趋于

年轻化 , 如今虽然增加了生物靶向治疗、免疫治疗

等新型治疗手段 , 但晚期转移患者与复发患者仍预

图3   吉姆萨染色分析各组SW480细胞集落生成

Fig.3   Giemsa staining was used to analyze the colony formation of SW480 cells in each group 

Control group Low-dose osthole group High-dose osthole group

miR-433-3p-NC group High-dose
osthole+miR-433-3p

inhibitor group

表2   蛇床子素降低SW480细胞增殖倍增时间、生存率、集落生成率

Table 2   Osthole reduces the proliferation doubling time, survival rate, and colony formation rate of SW480 cells
组别

Group
增殖倍增时间/h
Proliferation doubling time /h

生存率/%
Survival rate /%

集落生成率/%
Colony formation rate /%

Control group 33.46±0.62 100.00±0.00 100.00±0.00

Low-dose osthole group 37.71±0.58*   65.78±7.84*   68.83±7.33*

High-dose osthole group 42.65±0.70*#   37.23±5.11*#   39.75±4.15*#

MiR-433-3p-NC group 33.12±0.54   95.82±16.50   97.15±16.13

High-dose osthole+miR-433-3p inhibitor group 34.03±0.73&   91.96±19.17&   92.46±15.84&

x
_
±s, n=6; *P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与蛇床子素低剂量组相比; &P<0.05, 与蛇床子素高剂量组相比。

x
_
±s, n=6; *P<0.05 compared with the control group; #P<0.05 compared with the low-dose osthole group; &P<0.05 compared with the high-dose ost-

hole group.
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后不佳 , 因此 , 深入探究结肠癌发病机制并积极寻

找新型治疗靶点临床意义重大 [11-12]。蛇床子素提取

自中药材蛇床子 , 具有广泛抗肿瘤作用 , 可通过抑

制自噬促进人舌鳞癌细胞凋亡 [13], 抑制卵巢癌、结

肠癌细胞增殖 [9,14], 还能通过促使免疫细胞浸润治疗

乳腺癌 [15], 本文以不同浓度蛇床子素处理体外培养

箭头指示凋亡细胞。

Arrows indicate apoptotic cells.
图4   Hoechst 33258染色分析各组SW480细胞凋亡情况

Fig.4   Hoechst 33258 staining was used to analyze the apoptosis of SW480 cells in each group 

Control group Low-dose osthole group

25 µm 25 µm

25 µm 25 µm

25 µm

High-dose osthole group

miR-433-3p-NC group High-dose
osthole+miR-433-3p

inhibitor group

图5   流式细胞实验分析SW480细胞凋亡

Fig.5   Flow cytometry assay was used to analyze the apoptosis of SW480 cells in each group

Control group Low-dose osthole group High-dose osthole group

miR-433-3p-NC group

High-dose
osthole+miR-433-3p

inhibitor group
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图6   划痕实验分析各组SW480细胞迁移

Fig.6   Scratch assay was used to analyze the migration of SW480 cells in each group

50 µm 50 µm

50 µm 50 µm

50 µm 50 µm

50 µm 50 µm

50 µm201.35 µm 64.53 µm

203.02 µm 55.86 µm

198.93 µm 119.09 µm

200.17 µm 87.83 µm

202.89 µm 57.87 µm

50 µm

Control group

0 h 24 h

Low-dose osthole group

High-dose osthole group

MiR-433-3p-NC group

High-dose
osthole+miR-433-3p

inhibitor group

图7   Transwell实验分析SW480细胞侵袭情况

Fig.7   Transwell experiment was used to analyze the invasion of SW480 cells in each group
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50 µm

Control group Low-dose osthole group High-dose osthole group

miR-433-3p-NC group

High-dose
osthole+miR-433-3p

inhibitor group



1975王甲正等: 蛇床子素调节miR-433-3p/Tiam1抑制结肠癌细胞的增殖、迁移和侵袭 

的人结肠癌细胞株SW480, 均可下调PCNA、Clau-
din-1与N-cadherin蛋白表达水平 , 升高E-cadherin及
caspase-3、Bax蛋白表达水平, 表明蛇床子素可下调

增殖与间充质细胞标志蛋白表达 , 上调促凋亡与上

皮细胞标志蛋白表达, 进而抑制结肠癌细胞上皮–间
充质转化、增殖、迁移与侵袭 , 并诱导其大量凋亡 , 
CCK-8法、平板集落形成、Hoechst 33258染色等细

胞功能实验结果证实了上述结论 , 最终本研究进一

步证实了蛇床子素可抑制结肠癌细胞生长及恶性进

展, 发挥明显抗癌功效。

miR-433-3p在调节肿瘤细胞生长及恶性表型方

面起着重要作用, 在食管鳞状细胞中表现出抗增殖、

抗迁移和抗侵袭能力 [16], 上调miR-433-3p可抑制非

小细胞肺癌耐药性和恶性进展 [17], 还可抑制骨肉瘤

表3   蛇床子素对SW480细胞凋亡率、凋亡比例、迁移距离、侵袭数的影响

Table 3   The effect of osthole on apoptosis rate, apoptosis ratio, migration distance and invasion number of SW480 cells 
组别

Group
凋亡率/%
Apoptosis rate /%

凋亡比例/%
Apoptosis ratio /%

迁移距离/µm
Migration distance /µm

侵袭数

Invasion number

Control group   4.69±0.95   3.97±1.25 145.02±14.24 245.50±33.48

Low-dose osthole group 30.78±3.43* 32.01±2.92* 112.34±8.13* 164.50±18.64*

High-dose osthole group 61.54±9.82*# 58.42±4.25*#   79.84±5.96*#   81.00±10.39*#

MiR-433-3p-NC group   5.01±1.04   3.63±1.16 147.16±13.60 235.00±31.07

High-dose osthole+miR-433-3p inhibitor group   6.32±1.96&   5.14±1.67& 136.82±12.04& 232.50±37.21&

x
_
±s, n=6; *P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与蛇床子素低剂量组相比; &P<0.05, 与蛇床子素高剂量组相比。

x
_
±s, n=6; *P<0.05 compared with the control group; #P<0.05 compared with the low-dose osthole group; &P<0.05 compared with the high-dose osthole group.
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A: 免疫印迹分析各组SW480细胞凋亡及上皮–间质转化相关蛋白表达情况。B: 半定量分析各组SW480细胞凋亡及上皮–间质转化相关蛋白

表达水平。1: 对照组; 2: 蛇床子素低剂量组; 3: 蛇床子素高剂量组; 4: miR-433-3p-NC组; 5: 蛇床子素高剂量+miR-433-3p抑制剂组。x
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±s, n=6; 

*P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与蛇床子素低剂量组相比; &P<0.05, 与蛇床子素高剂量组相比。

A: immunoblotting was used to analyze the expression of apoptosis and epithelial mesenchymal transition related proteins of SW480 cells in each 
group. B: semi quantitative analysis of protein expression levels related to apoptosis and epithelial mesenchymal transitions of SW480 cells in each 
group. 1: control group; 2: low-dose osthole group; 3: high-dose osthole group; 4: miR-433-3p-NC group; 5: high-dose osthole+miR-433-3p inhibitor 
group. x

_
±s, n=6; *P<0.05 compared with the control group; #P<0.05 compared with the low-dose osthole group; &P<0.05 compared with the high-dose 

osthole group.
图8   蛇床子素对SW480细胞凋亡及上皮–间质转化相关蛋白表达的影响

Fig.8   The effect of osthole on the expression of apoptosis and epithelial mesenchymal transition related proteins 
in SW480 cells in each group
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细胞侵袭 [18], 并通过抑制上皮 –间充质转化和细胞

增殖对结肠癌发挥抗癌功能 [4], 查询 starbase数据库

发现miR-433-3p和Tiam1间有结合位点 , 推测Tiam1
可能是miR-433-3p的下游直接作用靶点 , 且研究显
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A: 免疫印迹分析各组SW480细胞Tiam1蛋白表达。B: 半定量分析各组SW480细胞Tiam1蛋白表达水平。1: 对照组; 2: 蛇床子素低剂量组; 3: 蛇
床子素高剂量组; 4: miR-433-3p-NC组; 5: 蛇床子素高剂量+miR-433-3p抑制剂组。x
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±s, n=6; *P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与蛇床子素低剂

量组相比; &P<0.05, 与蛇床子素高剂量组相比。

A: immunoblotting was used to analyze Tiam1 protein expression of SW480 cells in each group. B: semi quantitative analysis of Tiam1 protein expres-
sion levels of SW480 cells in each group. 1: control group; 2: low-dose osthole group; 3: high-dose osthole group; 4: miR-433-3p-NC group; 5: high-
dose osthole+miR-433-3p inhibitor group. x

_
±s, n=6; *P<0.05 compared with the control group; #P<0.05 compared with the low-dose osthole group; 

&P<0.05 compared with the high-dose osthole group.
图9   蛇床子素对各组SW480细胞Tiam1蛋白表达的影响

Fig.9   The effect of osthole on Tiam1 protein expression in SW480 cells of each group

表4   蛇床子素对SW480细胞miR-433-3p、Tiam1 mRNA相对表达水平的影响

Table 4   The effect of osthole on the relative expression levels of miR-433-3p and Tiam1 mRNA of SW480 cells
组别

Group
miR-433-3p/U6 Tiam1/β-actin

Control group 1.02±0.16 1.06±0.12

Low-dose osthole group 1.71±0.23* 0.75±0.08*

High-dose osthole group 2.28±0.30*# 0.39±0.09*#

MiR-433-3p-NC group 1.03±0.14 1.04±0.15

High-dose osthole+miR-433-3p inhibitor group 1.09±0.20& 0.99±0.16&

x
_
±s, n=6; *P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与蛇床子素低剂量组相比; &P<0.05, 与蛇床子素高剂量组相比。

x
_
±s, n=6; *P<0.05 compared with the control group; #P<0.05 compared with the low-dose osthole group; &P<0.05 compared with the high-dose osthole group.

示, Tiam1作为一种促进癌细胞迁移和侵袭特性的癌

基因在多种肿瘤中高表达 [19], 敲低Tiam1表达 , 可抑

制结肠癌细胞增殖、迁移和侵袭 [7,20], 因此miR-433-
3p/Tiam1可作为结肠癌的重要防治靶点 , 本文结果

图10   miR-433-3p和Tiam1之间的结合位点

Fig.10   The binding site between miR-433-3p and Tiam1

Tiam1

miR-433-3p

5′ 3′

3′ 5′

cucuuguacauaagGUCAUGAc

UAGUACUauguggcuccucggg
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显示 , 以不同浓度蛇床子素处理体外培养的人结肠

癌细胞株SW480, 均可升高miR-433-3p表达水平, 降
低Tiam1 mRNA及蛋白表达水平 , 且双荧光素酶报

告基因实验结果表明miR-433-3p可靶向调控SW480
细胞Tiam1, 表明miR-433-3p可通过靶向调控Tiam1
参与介导蛇床子素对结肠癌增殖、迁移和侵袭的抑

制过程。以蛇床子素和miR-433-3p抑制剂联合处理

SW480细胞 , 相比蛇床子素单独处理 , 可升高细胞

生存率、集落生成率、迁移距离、侵袭数、Tiam1 
mRNA表达 , 上调Tiam1、PCNA、Claudin-1、N-
cadherin蛋白表达 ; 同时可降低细胞增殖倍增时间、

凋亡率、凋亡比例 , 下调E-cadherin、caspase-3、
Bax蛋白表达水平、miR-433-3p表达水平, 表明下调

miR-433-3p可减弱蛇床子素对结肠癌细胞增殖与间

表5   各组SW480细胞相对荧光素酶活性值比较

Table 5   Comparison of relative luciferase activity values of SW480 cells in each group
组别

Group
相对荧光素酶活性

Relative luciferase activity values

Tiam1 wild+miR-433-3p-NC group 1.04±0.12

Tiam1 wild+miR-433-3p mimics group 0.33±0.05*

Tiam1 mutation+miR-433-3p-NC group 0.96±0.15

Tiam1 mutation+miR-433-3p mimics group 0.97±0.13

x
_
±s, n=6; *P<0.05, 与Tiam1野生+miR-433-3p-NC组比较。

x
_
±s, n=6; *P<0.05 compared with the Tiam1 wild+miR-433-3p-NC group.

图11   吉姆萨染色分析SW480细胞集落生成

Fig.11   Giemsa staining was used to analyze the colony formation of SW480 cells

Control group MiR-433-3p mimics
group

MiR-433-3p
mimics+pcDNA group

MiR-433-3p
mimics+pcDNA-Tiam1

group

图12   蛇床子素对各组SW480细胞生长曲线的影响

Fig.12   The effect of osthole on the growth curves of SW480 cells in each group
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箭头指示凋亡细胞。

Arrows indicate apoptotic cells.
图13   Hoechst 33258染色分析SW480细胞凋亡

Fig.13   Hoechst 33258 staining was used to analyze the apoptosis of SW480 cells
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图14   流式细胞实验分析SW480细胞凋亡

Fig.14   Flow cytometry assay was used to analyze the apoptosis of SW480 cells

图15   划痕实验分析SW480细胞迁移

Fig.15   Scratch assay was used to analyze the migration of SW480 cells
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充质细胞标志蛋白表达的下调以及对促凋亡与上皮

细胞标志蛋白表达的上调作用 , 进而消除其对结肠

癌细胞迁移、侵袭和上皮–间充质转化的抑制作用 , 

拮抗其抗增殖、促凋亡功能 , 最终逆转蛇床子素对

结肠癌的抗癌作用; 另外本研究结果还显示, 以miR-
433-3p mimics上调SW480细胞miR-433-3p, 可对结

图16   Transwell实验分析SW480细胞侵袭

Fig.16   Transwell experiment was used to analyze the invasion of SW480 cell

50 µm 50 µm 50 µm 50 µm

Control group miR-433-3p mimics group miR-433-3p
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表6   蛇床子素对各组SW480细胞增殖倍增时间、生存率、集落生成率、凋亡率、凋亡比例、迁移距离与侵袭数的影响

Table 6   The effect of osthole on the proliferation doubling time, survival rate, colony formation rate, apoptosis rate, apoptosis 
ratio, migration distance, and invasion number of SW480 cells in each group 

组别

Group
增殖倍增时间/h
Proliferation 
doubling time /h

生存率/%
Survival rate 
/%

集落生成率/%
Colony forma-
tion rate /%

凋亡率/%
Apoptosis rate 
/%

凋亡比例/%
Apoptosis 
ratio /%

迁移距离/µm
Migration dis-
tance /µm

侵袭数

Invasion num-
ber

Control group 33.46±0.62 100.00±0.00 100.00±0.00   4.30±1.06   5.62±1.14 143.28±11.43 248.00±32.95

MiR-433-3p 
mimics group

37.71±0.58*   43.62±5.07*   45.20±4.80* 62.05±3.14* 60.43±2.91*   80.43±9.95*   82.50±23.10*

MiR-433-3p 
mimics+pcDNA 
group

42.65±0.70*   45.84±6.10*   47.50±5.35* 60.51±2.92* 58.01±3.06*   82.61±12.04*   85.00±21.76*

MiR-433-3p 
mimics+pcDNA-
Tiam1 group

33.12±0.54#   92.13±6.75#   93.10±5.80#   5.76±1.53#   7.27±2.30# 134.35±10.68# 223.50±27.25#

x
_
±s, n=6; *P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与miR-433-3p mimics组相比。

x
_
±s, n=6; *P<0.05 compared with the control group; #P<0.05 compared with the miR-433-3p mimics group.

图17   蛇床子素调节miR-433-3p/Tiam1抑制结肠癌细胞的增殖、迁移和侵袭的机制图

Fig.17   Mechanism diagram of osthole inhibiting the proliferation, migration, and invasion of colon cancer cells 
by regulating miR-433-3p/Tiam1
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肠癌细胞起到与蛇床子素相同的抗癌作用 , 而在上

调SW480细胞中miR-433-3p的同时过表达Tiam1, 可
减弱上调miR-433-3p对结肠癌细胞的抗癌作用 , 最
终揭示蛇床子素抑制结肠癌细胞增殖、上皮 –间充

质转化、迁移和侵袭的药理机制是通过上调miR-
433-3p而降低Tiam1表达水平。

综上所述 , 蛇床子素可通过促使miR-433-3p表
达而下调Tiam1, 从而抑制结肠癌细胞上皮–间充质

转化, 降低其迁移侵袭活性, 对其起到促凋亡及抗增

殖作用 , 调控miR-433-3p/Tiam1表达是其分子机制

之一。本文证实了蛇床子素可对结肠癌起到明显的

抗癌作用, 并初步探究了其作用机制, 这不仅有利于

全面阐释结肠癌发病机制 , 还为其临床筛查、防治

提供了新的作用靶点及备选药物 , 有助于其治疗方

法的改进。
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