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莱菔硫烷下调miR-200c启动子甲基化水平
抑制肺腺癌干细胞的干性特征
梁广霞，覃喜团，谢维，谢有科
Sulforaphane Suppressed Stemness Characters of Lung Adenocarcinoma Stem Cells by 
Down-regulating Methylation of miR-200c Promoter
LIANG Guangxia, QIN Xituan, XIE Wei, XIE Youke
Department of Oncology, Ruikang Hospital Affiliated to Guangxi University of Chinese 
Medicine, Nanning 530011, China
Corresponding Author: XIE Youke, E-mail: xieyouke@163.com

Abstract: Objective  To investigate the effect of sulforaphane (SFN) on the proliferation and self-renewal 
of lung cancer stem cells and its regulatory mechanism. Methods  MTT method was used to detect the 
effect of SFN on the proliferation of lung adenocarcinoma cell lines H460 and A549; tumor sphere formation 
experiment was used to detect the ability of tumor sphere formation; Western blot was applied to explore the 
expression of stemness-related proteins (such as β-catenin, Klf4, c-myc) in lung adenocarcinoma cells before 
and after SFN treatment; NGS sequencing was used to analyze the effect of SFN on the expression profile 
of tumor cell miRNAs. qRT-PCR verified the changes in the transcription level of key miRNAs by SFN. 
Western blot was used to detect the effect of SFN on the expression of DNMTs in tumor cells. We constructed 
miR-200c promoter-GFP plasmid, and applied IF, methylation PCR and DNA sequencing methods to detect 
the effect of SFN on the methylation level of tumor spheres and miRNA promoter. Results  The miRNAs 
expression profile of lung adenocarcinoma tumor spheres changed significantly after SFN (5.0μmol/L) 
treatment, and miRNA-200c increased the most. Compared with the control group, the expression of 
β-catenin, Klf4, c-myc and Vimentin genes in H460 and A549 cells of SFN-S group decreased, and the protein 
expression levels of DNMT1 and DNMT3a were also significantly decreased. Compared with the control 
group, H460 and A549 cells stably expressing pEGFP-R200c plasmid in SFN-S group significantly reduced 
tumor sphere diameter, while tumor sphere fluorescence intensity increased, and GFP protein expression 
was up-regulated. There were 9 CpG-rich regions in the miR-200c promoter region in the above-mentioned 
pEGFP-R200c plasmid cell line, and the methylation levels were 88.9%, 44.4% and 38.8% in the control 
group, SFN-S group and 5-Aza-dC group, respectively. Conclusion  SFN may downregulate the expression 
of stem-related genes in lung cancer stem cells by epigenetically decreasing the methylation level of miR-
200c promoter and promoting the transcription of miR-200c. 
Key words: Sulforaphane; miR-200c; Lung cancer stem cells; Methylation
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摘  要：目的   探讨莱菔硫烷（SFN）对肺癌干细胞增殖与自我更新的影响及其调控机制。方
法  MTT法检测SFN对肺腺癌细胞株H460和A549细胞增殖的影响；肿瘤球形成实验、蛋白印迹法等

检测SFN处理前后肺腺癌细胞肿瘤球形成能力、干性相关基因（如β-catenin、Klf4、c-myc）表达水

平等；NGS测序法分析SFN对肿瘤细胞miRNAs表达谱的影响；qRT-PCR验证SFN对重点miRNAs转录

水平的改变；蛋白印迹法检测SFN对肿瘤细胞DNA甲基化转移酶（DNMTs）表达的影响；构建miR-
200c启动子-GFP质粒，细胞免疫荧光、甲基化PCR法和DNA测序法检测SFN对肿瘤球和miRNA启动

子甲基化水平的影响。结果  SFN（5.0 μmol/L）处理肺腺癌细胞肿瘤球后miRNAs表达谱发生显著

变化，其中miRNA-200c增高最为明显。与对照组比较，SFN-S组H460和A549细胞β-catenin、Klf4、

c-myc和Vimentin等蛋白表达下降，DNMT1和DNMT3a蛋白表达水平也明显降低。与对照组比较，

收稿日期：2021-04-07；修回日期：2021-08-26
作者单位：530011 南宁，广西中医药大学附属瑞康医

院肿瘤科 
通信作者： 谢有科（1979-），男，博士，副主任

医师，主要从事恶性肿瘤的基础与临床研究，E-mail : 
xieyouke@163.com

作者简介：梁广霞（1987-），女，硕士在读，主要从
事肺癌干细胞生物学与临床研究

·基础研究·

SFN-S组稳定表达pEGFP-R200c质

粒的H460和A549细胞肿瘤球直径显

著减少，而肿瘤球荧光强度增加，

GFP蛋白表达上调。上述表达pEGFP-
R200c质粒细胞株中miR-200c启动子

区域存在9个CpG丰富区域位点，其

甲基化水平在对照组、SFN-S组和

5-Aza-dC组分别为88.9%、44.4%、
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38.8%。结论  SFN可能经由表观遗传学水平下调miR-200c
启动子甲基化水平，促进miR-200c的转录，从而调控肺癌

干细胞的干性相关基因表达。

关键词：莱菔硫烷；miR-200c；肺癌干细胞；甲基化

中图分类号：R734.2          
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0  引言
肺癌是我国发病率和病死率均位居前列的

恶性肿瘤[1]。非小细胞肺癌（NSCLC）是最常见

的肺癌亚型，占肺癌病例的85%[2]。肿瘤干细胞

（cancer stem cells, CSCs）是恶性肿瘤复发或转

移的主要原因，具有自我更新、无限增殖和形成

异质性肿瘤细胞的肿瘤细胞亚群。CSCs对几乎

所有常规肿瘤药物具有抗药性或不敏感，能在多

数现有肿瘤治疗手段中存活下来并引起肿瘤复发

和转移。CSCs通过活化多种不同信号通路，如 
Wnt/β-catenin、Sonic Hedgehog、Notch、PI3K/
Akt/mTOR、STAT3等，获得强大的存活能力。醛

脱氢酶1（ALDH1）、致癌微RNA及上皮-间质转

化（EMT）[3]也参与了CSCs的干性维持和存活调

控。以CSCs为靶点的药物研究为肿瘤临床治疗提

供新的治疗思路[4]。

莱菔硫烷（sulforaphane, SFN）是从绿花椰菜

或其幼芽中提取的一种经葡糖异硫氰酸盐转化的天

然化合物，其预防和抗肿瘤的效果在乳腺癌、膀胱

癌、结肠癌、肺癌等多种恶性肿瘤中得到证实[5-8]。

本课题组前期研究表明，SFN不仅能有效抑制肺癌

细胞的增殖能力，还能在较低药物浓度下特异地抑

制肺癌干细胞的增殖；SFN处理后伴随着细胞内大

量miRNAs改变[8-9]，推测SFN可能通过调控肺癌干

细胞miRNAs转录水平而介导肺癌干细胞的活性，

但SFN与miRNAs的相互作用关系至今仍不清楚。

本研究旨在探索SFN在抑制肺癌干细胞的干性和

EMT特征过程中miRNA的调控机制。

1  材料与方法 
1.1  试剂 

莱 菔 硫 烷 购 于 美 国 S i g m a 公 司 ；鼠 抗 人

β-catenin、Klf4、c-myc和E-cadherin等单克隆抗体

购自美国Santa Cruz公司。莱菔硫烷用DMSO溶解

分装并贮存在-20℃冰箱中待用。miR-200c拮抗物

（iRNA-200c）由上海凯基生物科技公司合成，PCR
引物由美国Invitrogen公司合成，First strand cDNA 
synthesis Kit和QPCR premix（SYB）购于美国Fer-
mantas公司，Ase Ⅰ、Hind Ⅲ等核酸内切酶购于美

国NEB公司，psiCHECH-2购于美国Promega公司。

1.2  细胞株

人肺癌细胞株H460和A549购于中科院上海

细胞中心，常规培养备用，在10%新生牛血清

DMEM 高糖培养液中常规培养及备用。肿瘤球培

养以无血清培养基培养。iRNA-200c转染的肿瘤

细胞使用Lipofectamine2000（美国Thermo Fisher 
Scientific公司），按产品说明书操作。实验用细胞

均处于对数生长期。

1.3  MTT细胞增殖实验 
贴壁细胞经胰酶消化后制备单细胞悬液，计数

并调整细胞密度为（1.0~1.5）×104个/毫升，加入96
孔板中，每孔200 μl，即2 000~3 000个/孔，共9孔。

设3个重复孔。常规培养过夜后（12  h以上）加入

不同浓度SFN（0、0.5、1.0、 5.0、10、12.5、15、

20 μmol/L）处理72  h。加入噻唑蓝（MTT），MTT
终浓度为5.0 mg/ml，孵育4  h后弃上清液，加入

DMSO，每孔200 µl，37℃恒温摇床振荡10 min，用

酶标仪在490 nm波长处测定各孔吸光度值。 
1.4  肿瘤球形成实验  

细胞经胰酶消化后以1 000 r/min离心2 min，

弃上清液。以无菌PBS反复离心、洗涤3次后加入

无血清培养液，制备单细胞悬液。调整细胞密度

为50个/毫升，将单细胞悬液按5毫升/孔均匀地转

移到超低黏附6孔板内，进行肿瘤球培养72 h。分

为对照组和SFN-S组（5.0 μmol/L）。

1.5  蛋白印迹法实验 
细胞分为空白组和SFN-S组。按5×105个/毫升

密度接种于200 ml培养瓶中，接种8 h贴壁后加入

SFN（5.0 μmol/L）处理72  h，收获细胞并提取细

胞总蛋白测量蛋白含量，置入-20℃冰箱备用。加

入等量的3×SDS  PAGE缓冲液，96℃恒温水浴加

热5 min，各组取等量蛋白进行12%SDS  PAGE电

泳并转移到NC膜上，NC膜用5%脱脂奶粉4℃封闭

2  h，TBST洗涤后将膜与稀释的一抗置入4℃冰箱

中孵育过夜，TBST液充分洗膜3次，每次振摇10 
min。加入二抗室温孵育2 h。冲洗除去未结合过氧

化物酶标记的羊抗鼠二抗，TBST摇洗3次，每次

8 min。取出NC膜应用免疫发光反应，在数字成像

系统中显影。

1.6  NGS测序法

肿瘤细胞以无血清培养基培养并加入不同浓度

SFN（0、5.0 μmol/L），72 h后加入适量新鲜无血

清培养基。继续培养72 h后按600 r/min离心×3 min
收获肿瘤球。另取部分细胞常规培养72 h，以PBS
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洗涤3次后加入适量TRIzol裂解细胞。实验分组：

常规培养Control组（贴壁细胞）、Sphere组（肿瘤

球空白对照）和SFN-S组（以SFN处理肿瘤球），

按不同细胞沉淀量加入适量TRIzol裂解细胞，在干

冰条件下送测序公司，对细胞总miRNA进行高通

量测序。安诺优达基因科技（北京）有限公司提供

测序服务。

1.7  实时荧光定量PCR（qRT-PCR）检测 
实验分为Control组、Sphere组（即肿瘤球不

经任何处理）和SFN-S组（以SFN处理肿瘤球）。

SFN-S组在H460和A549细胞贴壁后更换培养液

（SFN终浓度5 μmol/L），对照组不作任何处理。

常规培养72 h后使用TRIzol试剂提取细胞总RNA。

利用SYBR Green试剂盒进行qRT-PCR验证，

GAPDH基因为内参。扩增程序为97℃ 3 min；95℃

变性30 s，56℃退火20 s，72℃延伸30 s，40个循

环。实验重复3次。结果以2-ΔΔCt表示。具体步骤参

考产品说明。miR-200c引物序列如下：miR-200c-
Forward：5'-GGTAATACTGCCGGGTAAT-3'，miR-
200c-Reverse：5'-CAGTGCGTGTCGTGGAGT-3'，
退 火 温 度 6 0 ℃ ， 长 度 6 3 b p 。 U 6 - F o r w a r d ：

5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'；U6-Reverse：

5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'。
1.8  构建转染miR-200c启动子-GFP质粒与筛选稳

定表达的细胞株

使用psiCHECH-2质粒为模板，经RT-PCR法

获得miR-200c CDS上游约350 bp启动子片段（序

列两端引入AseⅠ和HindⅢ两种酶切位点），即：

miR-200c Ase I-F: 5'-GAATTAATTC-GCCCGGTGA 
CAGGTAAAGG-3’；miR-200c HindⅢ-R: 5'-CTA 
AGCTTAGCAAACACTGCTGGGTAAGACG-3’。
将上述DNA片段重组到pEGFP质粒GFP基因上

游，获得pEGFP-R200c质粒，经转导至感受态大

肠杆菌后扩增，所提取的质粒DNA经双酶切后

电泳并经产物测序证实。pEGFP-R200c质粒使用

Lipofectamine2000试剂盒转染到A549和H460细

胞，经G418筛选获得稳定表达的细胞株。所得细

胞株用于肿瘤球形成实验和基因甲基化检测。

1.9  细胞免疫荧光检测

将一定数量的H460、A549细胞接种到预先放

置无菌盖玻片的6孔板，以10%新生牛血清RPMI 
1640培养基常规培养24 h后，对照组继续培养，

SFN-S组加入SFN处理，终浓度为5 μmol/L，处理

72 h后取出，PBS洗3次，4%多聚甲醛固定20 min，

去垢剂0.1%triton X-100处理10 min，PBS洗3次。

加入4%BSA封闭10 min；去除BSA后不需洗涤，

加入一抗（浓度按预实验确定），37℃下孵育

40 min。PBS洗3次，3分钟/次，加入荧光二抗，

37℃下孵育40 min。PBS洗3次，3分钟/次，加入抗

荧光猝灭封片剂和DAPI混合液（1:1，DAPI为原

液），放置于荧光显微镜观察并拍照。

1.10  亚硫酸氢盐法检测基因甲基化水平

使用稳定表达miR-200c启动子-GFP质粒的

A549细胞株，均以无血清培养基培养肿瘤球。

实验分为3组：Sphere组（肿瘤球空白培养）、

SFN-S组（SFN处理浓度为5 μmol/L）、5-氮杂胞

苷组（5-氮杂胞苷浓度为0.5 μmol/L ）。收获各

组细胞DNA，加入亚硫酸氢钠处理后备用。PCR
扩增亚硫酸氢钠处理过的DNA样品，将含有目的

DNA片段的PCR产物重组到EGFP质粒内。设计

PCR引物以扩增miR-200c启动子中CpG丰富区域，

跨度从转录启始位点上游-315 ~ -169 bp，此段

区域包含有9个CpG位点。甲基化引物为：-328 ~ 
-303, Forward: 5’-TAGGTAAAGGTTATTAGGGG
AGAGG-3’；-142 ~ -165, Reverse: 5’-ACCCAAA
TTACAATCCAAACAAA-3’。DNA产物大小为185 
bp，扩增条件与PCR相同。PCR扩增产物经琼脂糖

凝胶电泳分离并纯化，后连接到载体pEGFP内。

挑取至少10个菌落进行DNA测序以排除基因变

异。使用JASPAR database（http://jaspar.binf.ku.dk/
cgi-bin/）进行miR-200c启动子序列的转录因子结

合位点预测。验证序列的载体转染至A549细胞，

建立稳定表达细胞株。常规进行肿瘤球培养，使

用SFN或5-Aza-dC进行干预，72 h后收集肿瘤球

并提取质粒DNA，送检测公司测序（实验重复10
次），取所插入基因的主要甲基化位点甲基化程

度平均值代表该组插入片段甲基化程度。

1.11  统计学方法

 应用SPSS13.0软件进行统计分析，数据以

均数±标准差表示并进行单因素组间方差分析。

P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果
2.1  SFN有效抑制肺癌细胞的增殖活性

MTT实验结果表明，SFN处理后，A549和

H460细胞增殖活性呈剂量依赖性降低，在较低

浓度（1.0 μmol/L）下即能发挥抗肿瘤增殖活性，

H460和A549的IC50分别为12和10 μmol/L，见图1。

2.2  SFN处理肺腺癌细胞肿瘤球后部分miRNAs出

现差异性改变 
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与A549肿瘤球Sphere组比较，SFN-S组存在

39个miRNAs转录水平增高，35个miRNAs转录水

平下降（按变化>1倍）；在H460肿瘤球中，与

Sphere组比较，SFN-S组出现22个miRNAs转录水

平增高，31个miRNAs转录水平下降。其中，转录

水平变化>10倍的miRNAs在A549肿瘤球SFN-S组

存在15个miRNAs增高，4个miRNAs下降；H460肿

瘤球SFN-S组存在17个miRNAs增高，6个miRNAs
下降，见图2、表1。

SFN处理A549和H460肿瘤球后miR-200c的

转录变化水平最为明显。进一步行RT-PCR检测

发现，与Control组（贴壁细胞）相比，Sphere组

miR-200c的转录水平分别下降了54.1%和42.3%，而

在SFN-S组分别上升了119.7%和72.21%，见图3。

2.3  SFN经miR-200c调控肺癌肿瘤球干性基因的

蛋白表达

蛋白印迹法检测发现，A549肿瘤球培养72 h后

Sphere组肿瘤球中β-catenin、Klf4、c-myc等肿瘤干

性相关基因的蛋白表达水平较Control组（贴壁细

胞）显著增高，而SFN-S组较Sphere组明显下降；加

入iRNA-200c处理后上述基因蛋白表达较Sphere组

增高，而在联合组（iRNA-200c+SFN）中这些基因

蛋白表达水平低于iRNA-200c组，但高于SFN-S组。

Sphere组的E-cadherin蛋白表达水平低于Control组，

SFN-S组则明显高于Sphere组和Control组；与Sphere
组相比，iRNA-200c组稍有下降；联合组低于SFN-S
组，但高于iRNA-200c组，见图3~4。

2 . 4   S F N 对 D N A 甲 基 化 转 移 酶 （ D N M T 1 、 
DNMT3a、DNMT3b）表达的影响

SFN处理后肺癌细胞肿瘤球miR-200c转录

水 平 上 调 ， 提 示 S F N 可 能 参 与 m i R - 2 0 0 c 的 调

控。进一步检测SFN处理肿瘤球前后DNMT1、 
DNMT3a、DNMT3b mRNA转录水平，结果表

明，与Control组比较，Sphere组A549和H460细胞

株肿瘤球DNMT1（P=0.041、0.039）、 DNMT3a
（P=0.034、0.029）、DNMT3b（P=0.216、

图1  MTT法检测莱菔硫烷对肺癌细胞增殖活性的影响
Figure 1  Effect of sulforaphane on viability of lung cancer 
cells detected by MTT method

The control group was a blank tumor sphere; the expression change>1.0 
times was the threshold.

图2  莱菔硫烷处理肺癌细胞肿瘤球后差异表达miRNA的
变化
Figure 2  Changes of differentiated expression of miRNAs 
in lung cancer tumorospheres treated with sulforaphane

表1  莱菔硫烷处理肺癌肿瘤球后转录水平变化前10位
miRNAs
Table 1  Top 10 miRNAs with transcription level changes 
after sulforaphane treatment of lung cancer tumor spheres

Ran-
king

A549 H460

Gene Folds
change

Status
(Up/

down)
Gene Folds

change

Status
(Up/

down)
1 miR-200c-5p new Up miR-200c-5p 385.32 Up
2 miR-127-3p 268.26 Up miR-199b-5p 196.33 Up
3 miR-199b-5p 168.22 Up miR-133b 141.76 Up
4 miR-204-5p   53.14 Up miR-150-5p   77.74 Up
5 miR-133b   36.45 Up miR-148a-5p   62.19 Up
6 miR-141-3p   34.47 Up miR-214-3p   62.11 Up
7 miR-122-5p   28.71 Up miR-204-5p   57.65 Up
8 miR-141-5p   25.76 Up miR-136-3p   52.32 Up
9 miR-150-5p   23.45 Up miR-12-3p   42.26 Up
10 miR-133a-3p   20.80 Up miR-127-3p   41.96 Up

*: P<0.01, Sphere group vs. SFN-S group.

图3  莱菔硫烷对A549和H460肿瘤球miRNAs转录的影响
Figure 3  Effect of sulforaphane on transcription of 
miRNAs in A549 and H460 tumor spheres
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0.141）  mRNA转录水平均不同程度增高；而

SFN处理后SFN-S组DNMTs有不同程度下降，

其中DNMT1（P=0.028、0.031）和DNMT3a
（P=0.019、0.030）下降较为明显。5-Aza-dC组

对比Sphere组下降更为明显，见表2。同时，蛋白

印迹法检测A549和H460肿瘤球的结果提示，与

Sphere组比较，SFN-S组的DNMT1（P=0.003、

0.007）和DNMT3a（均P=0.000）蛋白表达水平均

显著下降，见图5。

2.5  SFN对miR-200c启动子-GFP质粒的影响

将稳定表达miR-200c启动子-GFP质粒的A549
和H460细胞株进行肿瘤球培养，加入SFN（5.0 
μmol/L）终浓度处理上述肿瘤球72 h，荧光显微镜

下观察对照组（质粒空载）和SFN-S组荧光强度。

结果表明，尽管SFN对A549和H460细胞肿瘤球形

成有不同程度的抑制作用，SFN-S组肿瘤球荧光强

度高于对照组。蛋白印迹法分析发现，SFN-S组

GFP蛋白表达水平高于空载组，见图6。      

2.6  SFN下调miR-200c启动子甲基化水平

   结果表明，上游跨越核苷酸-315至-169 bp
（总共9个CpG位点）存在丰富的甲基化位点。对

照组存在9个CpG甲基化位点，CpG残基1和7处的

MZF1转录因子结合位点被高度甲基化，甲基化水

平为（88.9±3.51）%，而SFN-S组和去甲基化剂

5-Aza-dC组MZF1甲基化分别为（44.4±1.53）%和

（38.8±2.46）%，SFN-S组或5-Aza-dC组与对照组

比较差异均具有统计学意义（P<0.05），见图7。  

3  讨论   
SFN长期以来被用于抗衰老和预防肿瘤发生。

近二十年来研究人员发现莱菔硫烷在治疗肿瘤方面

也有较强的作用。SFN不仅能有效抑制肺癌细胞的

增殖和其形成肿瘤球的能力，还能特异地通过干性

相关基因抑制肺癌干细胞的增殖[8]。SFN处理恶性

肿瘤细胞（如非小细胞肺癌、胶质瘤、前列腺癌、

鼻咽癌、结肠癌等）后可调控β-catenin、Klf4、

c-myc、STAT、GSK3β等多种信号通路蛋白的表达

水平，从而抑制肿瘤细胞增殖，诱导细胞凋亡，并

影响肿瘤干细胞的自我更新[10-12]。Li等[13]发现，SFN
通过miR-124-3p靶向STAT通路，诱导肿瘤细胞凋

亡并抑制鼻咽癌细胞增殖和自我更新。Georgikou
等[14]证实在人胰腺癌组织中高水平的miR-30a-3p
和低表达的缝隙连接蛋白Cx43提示肿瘤恶性程度

高；在移植瘤模型中转染miR-30a-3p抑制物的肿瘤

图4  莱菔硫烷与RNA-200c拮抗物(iRNA-200c)对肺癌肿瘤
球干性相关蛋白表达水平的影响
Figure 4  Effect of sulforaphane and RNA-200c antagonist 
on expression levels of stemness relative genes in tumor 
spheres of lung cancer

表2  莱菔硫烷对肺癌细胞DNMTs mRNA转录水平的影响 (x±s)
Table 2  Change of DNMTs mRNA level in lung cancer 
cells treated by SFN (x±s)

Cell line Control
 group

Sphere
 group

SFN-S
 group

5-Aza-dC
 group

DNMT1
  A549 0.29±0.045 0.47±0.054# 0.21±0.029* 0.15±0.033
  H460 0.34±0.018 0.53±0.039# 0.25±0.022* 0.13±0.045
DNMT3a
  A549 0.27±0.012 0.46±0.024# 0.24±0.009* 0.18±0.031
  H460 0.23±0.008 0.43±0.032# 0.19±0.011* 0.11±0.017
DNMT3b
  A549 0.29±0.007 0.36±0.019 0.13±0.004* 0.27±0.046
  H460 0.33±0.008 0.41±0.021 0.17±0.003* 0.31±0.027
Notes: #: P<0.05, compared with Sphere group; *: P<0.05, compared 
with Control group. Adherent cells treated with 1‰ DMSO were taken 
as negative control. Tumor spheres treated with 5-Aza-dC were taken 
as the positive control. SFN-S group was treated with 5μmol/L SFN.

*: P<0.05, compared to the Sphere group 

图5  莱菔硫烷处理肺癌细胞肿瘤球后DNMTs蛋白表达变化
Figure 5  Changes of DNMTs proteins level in tumor 
spheres of lung cancer cells treated by SFN 
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细胞组移植瘤体积减小且对吉西他滨敏感度增高；

SFN显著抑制miR-30a-3p的转录水平，促进缝隙连

接细胞间通讯，降低胰腺癌细胞的恶性程度。近年

研究发现，在乳腺癌中，SFN（10 μmol/L）同样影

响microRNA表达谱，引起60个microRNA的上调和

32个microRNA的下调；在3个乳腺癌细胞株中SFN
降低了miR-23b、miR-92b、miR-381和miR-382的表

达水平[15]。本团队既往研究也发现SFN处理胶质瘤

细胞SWO-38时明显改变多种miRNA（如miR-9、

21、221、124、128、181等）的转录水平[16]。本研

究应用全基因测序法检测SFN处理肺癌细胞肿瘤球

时发现，细胞miRNA表达谱发生明显改变，数十种

miRNA水平出现上升或下降，miRNA-200c的转录

水平上升最为明显。进一步研究发现，SFN处理后

E-cadherin表达水平升高，β-catenin、Klf4、c-myc
等干性相关基因和DNA甲基化转移酶（DNMT1和

DNMT3a）表达水平下降。这些结果提示SFN可能

通过影响多种不同miRNA组合的转录，调控一系

列细胞信号通路，特别是干细胞相关通路，从而有

效抑制肿瘤增殖。

对于SFN对miRNA转录水平的调控机制少有报

道。Zhou等[17]通过实验发现SFN可能促进Nrf2的去

甲基化启动子区域增加Nrf2的激活，从而诱导结肠

癌的化学预防。miR-200c是miR-200家族重要成员，

能显著抑制肿瘤增殖和转移，提高化疗药物敏感

度。冯浪[18]发现胃癌组织中miR-200c表达水平较癌

旁组织低，相关性分析证明癌组织miR-200c表达水

平与铂类化疗效果呈正相关关系，说明提高胃癌组

织miR-200c表达水平可以提高肿瘤细胞的化疗敏感

度。恢复miR-200c的表达可增加子宫内膜癌、卵巢

癌、乳腺癌细胞对化疗药物敏感度，逆转耐药性的

产生[19-21]。Gao等[22]的实验表明SFN处理人肺癌A549
细胞时在表观遗传水平调控miR-9-3启动子的CpG位

点去甲基化。张媛悦等[23]通过实验表明肝癌细胞中

miR-200c的过表达导致4个启动子甲基化水平显著

降低。本实验结果表明，SFN处理后肺癌细胞肿瘤

球的miRNA-200c转录水平明显升高。将miR-200c上

游启动子序列作为GFP启动子后，构建质粒后转染

图6  莱菔硫烷对pEGFP-miR200c质粒肿瘤球GFP表
达的影响
Figure 6  Effect of sulforaphane on expression of GFP 
in tumor spheres of lung cancer cells transfected with 
pEGFP-miR200c plasmid

*: P<0.05, compared with the Control group. The dotted graph showed 10 representative clones. 
Each horizontal line represented the sequencing result of one subclone. Methylated CpG sites were 
shown as solid circles, while empty circles represented unmethylated CpG sites.

图7  SFN处理A549肿瘤球前后miR-200c启动子甲基化水平
Figure 7  Methylation level of miR-200c promoter before and after SFN 
treatment of A549 tumor spheres
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到肺癌细胞株，发现SFN处理的肿瘤球GFP强度较
对照组增高；对插入的miR-200c上游启动子序列甲
基化水平检测提示，SFN降低了DNA序列甲基化水
平，与去甲基化药物5-Aza-dC效果类似。结合SFN处
理肺癌细胞后DNMT1和DNMT3a表达水平上升的实
验结果，提示SFN可能在表观遗传学水平下调miR-
200c启动子甲基化水平，从而调控miR-200c的转录。

总之，本研究证实，SFN可能经表观遗传学
水平下调miR-200c启动子甲基化水平，促进miR-
200c的转录，从而调控肺癌干细胞的干性相关基
因表达。不排除SFN经DNA甲基化水平调节，调
控其他miRNA转录水平。SFN展现出表观遗传机
制（包括DNA甲基化和去乙酰化等）调节基因及
miRNA水平的强大能力，说明其肿瘤预防和治疗
的应用潜力巨大，值得深入研究。
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