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摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 通过在人乳腺癌 Bcap37 细胞系中过表达 miRNA鄄429,检测 miRNA鄄429 对乳腺癌细

胞增殖和迁移能力的影响。 方法摇 用 miRNA鄄429 过表达慢病毒及无 miRNA鄄429 过表达作用的空白慢

病毒分别感染人乳腺癌 Bcap37 细胞后,建立稳定转染细胞株作为实验组和对照组,利用实时 PCR 探针

法检测两组 miRNA鄄429 的表达水平;运用 MTT 法检测 miRNA鄄429 对乳腺癌 Bcap37 细胞增殖的影响;利
用划痕实验及 Transwell 细胞迁移实验检测 miRNA鄄429 对人乳腺癌 Bcap37 细胞迁移能力的影响。 两组

以上的数据采用单因素方差分析,组间两两比较采用 LSD鄄t 检验;两组数据采用 t 检验;具有多个时间点

的组间比较采用重复测量资料的方差分析。 结果摇 感染 miRNA鄄429 过表达慢病毒后,实验组细胞株中

的 miRNA鄄429 表达水平较之于对照组细胞株明显上调(2郾 88依0郾 02 比 1郾 00依0郾 05,t= 10郾 33,P= 0郾 009);
过表达 miRNA鄄429 后,实验组细胞增殖能力较之于对照组增强( t = 11郾 95,P = 0郾 000),划痕实验和

Transwell 实验均显示实验组细胞的迁移能力较之于对照组明显增强[(605依23)个比(365依21)个,t =
13郾 30,P=0郾 001]。 结论摇 过表达 miRNA鄄429 可显著增加人乳腺癌 Bcap37 细胞的增殖和迁移能力。
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揖Abstract铱摇 Objective摇 To investigate the effect of miRNA鄄429 on proliferation and migration of human
breast cancer Bcap37 cells after overexpressing miRNA鄄429. Methods 摇 The miRNA鄄429鄄overexpressed
lentivirus and the blank lentivirus were infected into human breast cancer Bcap37 cells to establish stably
transfected cells as the experimental group and the control group respectively. Real鄄time PCR was used to detect
the expression level of miRNA鄄429 after infection; MTT assay was used to detect the effect of miRNA鄄429 on cell
proliferation of Bcap37; the scratch test and Transwell experiment were used to detect the effect of miRNA鄄429 on
migration ability of Bcap37 cells. The data from over 2 groups were analyzed by one鄄way variance analysis and
pairwise comparison was conducted by LSD鄄t test. The data between two groups were compared by t test. The data
from multiple time points were compared by analysis of variance of repeated measurement. Results 摇 After
infecting the miRNA鄄429鄄overexpressed lentivirus, the expression level of miRNA鄄429 in Bcap37 cells of
experimental group was significantly up鄄regulated compared with the control group (2郾 88依0郾 02 vs 1郾 00 依0郾 05,t=
10郾 33,P=0郾 009). The proliferation ability of Bcap37 cells in experimental group was enhanced compared with
the control group (F=189郾 410,P=0郾 000). The scratch test and Transwell experiment showed that the migration
ability of Bcap37 cells was increased after overexpression of miRNA鄄429 compared with the control group (605依23
vs 365依21,t = 13郾 30,P = 0郾 001). Conclusion 摇 The overexpressed miRNA鄄429 can significantly increase the
proliferation and migration abilities in human breast cancer cell line Bcap37.
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摇 摇 乳腺癌是一种异质性的疾病,包括了各种不

同的临床特征。 在过去的 10 年中,大量研究证实

乳腺癌可分为多个分子亚型,即 Luminal A 亚型、
Luminal B 亚型、HER鄄2 过表达亚型、基底样亚型

和正常细胞样亚型或更多分子亚型[1鄄2]。 其中,
Luminal 亚型的基因表达主要与 ER / PR 阳性的表

达相关;HER鄄2 过表达亚型表现为 HER鄄2 过表达

以及邻近基因 17q12鄄21 的扩增;基底样亚型是由

基底 /肌上皮标记表达来定义且普遍缺乏 ER、PR
和 HER鄄2 的表达。 重要的是,不同分子亚型有特

定的 mRNA 表达谱,这些特定的 mRNA 表达谱部

分归因于不同的 microRNAs (miRNAs) 表达[3]。
有研究通过将乳腺癌与癌旁组织的 miRNA 表达

谱进行对比,揭示了乳腺癌组织中 miRNAs 失调

的普遍模式,提示了在乳腺癌的发展中 miRNAs
失 调 的 重 要 性[4]。 miRNA鄄429 属 于 一 个

miRNA200 家 族, 该 家 族 包 括 miRNA鄄200c、
miRNA鄄141、 miRNA鄄200b 和 miRNA鄄200a[5]。
miRNA鄄429 在生物体内发挥着正常的生物学功

能[6鄄7],较特异性地表达于人类胚胎干细胞中[8],
但同时其异常表达也参与影响肿瘤干细胞和多种

肿瘤的功能[9鄄13],但其在乳腺癌中的表达情况及

功能情况尚不明确。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 细胞系及主要试剂

人乳腺癌细胞系 BT20、BT474、Bcap37、SK鄄
BR鄄3、MCF鄄7、T47D 和 MDA鄄MB鄄231 由第二军医

大学附属东方肝胆医院提供。 miRNA鄄429 过表达

慢病毒和空白对照病毒购于上海吉玛制药技术有

限公司。 miRNA鄄429 和内参 U6 的引物序列和购

于广州市锐博生物科技有限公司。 半透明聚对苯

二甲酸乙二醇酯(PET)膜及 8郾 0 滋m 孔径细胞培

养小室购于上海书吉生物科技有限公司。 胎牛血

清购于上海薇宏生物科技有限公司。 Bestar
SybrGreen qPCR mastermix 试剂购于上海大荆生

物科技服务中心。
1郾 2摇 筛选目标人乳腺癌细胞系

人乳腺癌细胞系 BT20、BT474、Bcap37、SK鄄
BR鄄3、MCF鄄7、T47D 和 MDA鄄MB鄄231 均用含 10%
的胎牛血清及 DMEM 细胞培养液,于 5% CO2、
37 益加湿恒温孵箱中进行培养,用 Trizol 法分别

提取各人乳腺癌细胞基因组 RNA,实时定量 PCR

检测 miRNA鄄429 在各乳腺癌细胞系中的表达差

异,筛选出 miRNA鄄429 表达量最低的 Bcap37 细

胞系作为此次实验的目标人乳腺癌细胞系。
1郾 3摇 过表达 miRNA鄄429 乳腺癌 Bcap37 细胞系的

建立

用含 10%的胎牛血清及 DMEM 细胞培养液,
于 5%CO2、37 益条件下培养 Bcap37 细胞,当单层

细胞基本铺满细胞培养板时,PBS 冲洗 2 次,用
0郾 1%胰蛋白酶消化细胞,将细胞收集于 15 ml 离
心管,800 r / min 离心 5 min(离心机半径 15 cm)、
重悬后,将细胞分为两组:转染对 miRNA鄄429 无

过表达作用的空白病毒为阴性对照组(对照组)
和转染特异性过表达 miRNA鄄429 的实验组病毒;
经筛选后得到稳定过表达 miRNA鄄429 的 Bcap37
细胞系(实验组),并用于后续实验。
1郾 4摇 RNA 提取和实时定量 PCR

用 Trizol 法提取两组人乳腺癌 Bcap37 细胞基

因组 RNA 后,用紫外分光光度计进行定量,测量

D260 nm / D280 nm比值,并检测其纯度,以此为模板逆

转录为 cDNA。 miRNA鄄429 引物序列为:正向 5忆鄄
GCCGATTAATACTGTCTGGTAA鄄3忆,反向 5忆鄄CAGT
GCAGGGTCCGAGGT鄄3忆;内参 U6 引物正向 5忆鄄
CTCGCTTCGGCAGCACA鄄3忆,反向 5忆鄄AACGCTTCA
CGAATTTGCGT鄄3忆。 PCR 扩增条件为: 预变 性

95 益 20 s,1 个循环;变性 95 益 10 s,退火 60 益
20 s,延伸 70 益 10 s,40 个循环;循环结束后立即

进行溶解曲线分析。 扩增过程、荧光信号检查、数
据储存和分析均由 PCR 仪自带软件自动完成,所
获数据导至 Excel 进行计算和分析。
1郾 5 摇 MTT 法检测 miRNA鄄429 过表达对 Bcap37
细胞增殖的影响

将两组 Bcap37 细胞,以每孔 3伊103 个细胞接

种于 96 孔培养板,每孔培养液总量 200 滋l,放入

含 5% CO2、37 益 加湿恒温孵箱培养。 培养 24、
48、72 h 后按照要求每孔加入 20 滋l 的 MTT
(5 mg / ml)溶液,继续培养 4 h 后,吸弃孔内培养

上清液,每孔加入 150 滋l 二甲基亚砜,摇床上低

速震荡 10 min,使结晶物充分溶解,在酶谱仪上

490 nm 处检测各孔吸光值。
1郾 6摇 划痕实验

收集两组 Bcap37 细胞,以每孔 5伊105 个细胞

接种于 6 孔板中培养 12 h。 用 200 滋l 枪头沿板中

线划痕,PBS 洗涤 3 次,加入含 10%的胎牛血清及
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DMEM 细胞培养液,分别在 0 和 24 h 时显微镜下

进行拍照。
1郾 7摇 Transwell 细胞迁移实验

该实验使用适配于 24 孔培养板的半透明

PET 膜 8郾 0 滋m 孔径细胞培养小室。 实验分为

miRNA鄄429 过表达组和空白病毒对照两个组,无
血清培养基重悬细胞,调整细胞数为 1 伊105 / ml,
200 滋l 加入上层小室内;下层加入 500 滋l 含 10%
胎牛血清的 DMEM 进行趋化作用。 将细胞置于

含 5% CO2、37 益加湿恒温孵箱培养 48 h 后,棉
签擦去上室内未发生迁移的细胞,PBS 洗涤后用

4%多聚甲醛进行固定,结晶紫进行染色,光学显

微镜下随机拍摄 6 个视野并进行细胞计数。
1郾 8摇 统计学处理

应用 SPSS 16郾 0 统计学软件,实验数据以 軃x依s
表示,两组以上的数据采用单因素方差分析,组间

两两比较采用 LSD鄄t 检验;两组数据采用 t 检验;
具有多个时间点的组间比较采用重复测量资料的

方差分析。 P<0郾 050 表示差异具有统计学意义。

2摇 结果

2郾 1摇 miRNA鄄429 在各乳腺癌细胞系中的表达

定量 PCR 检测结果显示:miRNA鄄429 在乳腺

癌细胞系都有不同程度表达,BT20 和 T47D 细胞

系表达量较高, BT474、 Bcap37、 SK鄄BR鄄3、MCF鄄7
和 MDA鄄MB鄄231 细胞系表达量相对较低,而其中

miRNA鄄429 在 Bcap37 细胞中表达量最低(表 1);
将 Bcap37 细胞与其余各乳腺癌细胞 miRNA鄄429
相对表达量进行两两比较差异具有统计学意义。

表 1摇 各乳腺癌细胞系 miRNA鄄429 相对表达量(軃x依s)

细胞 实验次数 miRNA鄄429 相对表达量

Bcap37 3 1郾 010依0郾 006a

BT474 3 1郾 197依0郾 032摇

SK鄄BR鄄3 3 1郾 243依0郾 020摇

MDA鄄MB鄄231 3 1郾 197依0郾 094摇

MCF鄄7 3 1郾 230依0郾 060摇

BT20 3 3郾 503依0郾 009摇

T47D 3 5郾 057依0郾 009摇

F 值 1675郾 114

P 值 摇 0郾 000

摇 摇 注:a 分别与乳腺癌细胞 BT474、 SK鄄BR鄄3、 MDA鄄MB鄄231、
MCF鄄7、BT20 及 T47D 相比,P 均<0郾 050

2郾 2摇 感染 miRNA鄄429 过表达慢病毒后对 Bcap37
细胞 miRNA鄄429 表达的影响

将 miRNA鄄429 过表达慢病毒感染人乳腺癌

Bcap37 细胞,经筛选后得到稳定过表达 miRNA鄄
429 的 Bcap37 细胞(图 1)。 实时定量 PCR 检测结

果显示,与对照组相比,实验组 Bcap37 细胞系中

miRNA鄄429 表达水平显著增加 (2郾 88 依 0郾 02 比

1郾 00依0郾 05,t=10郾 33,P=0郾 009)。
2郾 3摇 miRNA鄄429 过表达促进人乳腺癌 Bcap37 细

胞增殖

MTT 法检测 miRNA鄄429 过表达处理对细胞

增殖的影响(图 2)。 培养 24、48、72 h 后,实验组

和对照组在 490 nm 处的吸光度分别为 0郾 229 依
0郾 004、0郾 295 依 0郾 006、 0郾 383 依 0郾 006 和 0郾 207 依
0郾 003、0郾 245依0郾 002、0郾 303依0郾 003,两组吸光度与

培养时间存在交互作用(F = 43郾 732,P = 0郾 000),
其中,在 24 h 时两组间吸光度对比,差异无统计

学意义( t= 4郾 63,P = 0郾 010),48 h 及 72 h 处,实
验组比对照组的增殖能力显著提高,差异有统计

学意义( t=7郾 67,P=0郾 001;t=11郾 95,P=0郾 000)。
2郾 4摇 miRNA鄄429 过表达促进人乳腺癌 Bcap37 细

胞系的迁移

划痕实验显示,与对照组相比, miRNA鄄429
过表达稳定转染 Bcap37 细胞系的迁移能力显著

增强(图 3);miRNA鄄429 过表达稳定转染 Bcap37
细胞在 24 h 后划痕基本闭合,而空白病毒对照组

细胞闭合仅约 50% 。 Transwell 细胞迁移实验得

到与上述类似的结果(图 4);在培养 48 h 后,稳定

过表 达 miRNA鄄429 的 Bcap37 细 胞 迁 移 数 为

(605依23)个,而对照组细胞迁移数为(365依21)个,
差异具有统计学意义( t = 13郾 30,P = 0郾 000)。 这

些结果表明, miRNA鄄429 过 表 达 显 著 促 进 了

Bcap37 细胞的迁移。

3摇 讨论

miRNAs 是一类小的非编码 RNA,其调控转

录后基因表达主要通过识别靶 mRNAs 3爷鄄 UTR
并与之互补配对;或下调这些 mRNAs,或抑制蛋

白质的翻译[14];涉及诸多生物学过程,包括细胞

代谢、细胞增殖、细胞凋亡、形态形成和应激反应

等[15]。 有证据表明,miRNA 的调节与人类肿瘤和

功能相关,包括致癌基因和肿瘤抑制基因[16];同
时是潜在的诊断和判断预后的生物标记物[17鄄18],
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注:a、b 图所示 miRNA鄄429 过表达慢病毒感染人乳腺癌 Bcap37 细胞;c、d 图所示筛选得到 miRNA鄄429 过表达 Bcap37 稳定转染细胞

(实验组)进行扩增;e、f 图所示,为空白慢病毒感染人乳腺癌 Bcap37 细胞;g、h 图所示筛选得到空白慢病毒 Bcap37 稳定转染细胞(对照

组)进行扩增

图 1摇 荧光显微镜下观察实验组和对照组乳腺癌细胞 Bcap37 中 miRNA鄄429 蛋白的表达(伊100)

也是潜在的治疗靶点[19鄄20]。 目前研究表明,
miRNA 与家族性乳腺癌、雌激素相关受体、HER鄄2、

乳腺癌的复发转移以及相关化学治疗耐药等密切

相关。
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注:实验组为稳定过表达 miRNA鄄429 的乳腺癌 Bcap37;对照

组为无过表达作用的空白病毒感染乳腺癌 Bcap37

图 2摇 MTT 法检测过表达 miRNA鄄429 对乳腺癌 Bcap37 细

胞增殖的影响

miRNA鄄429 在多种肿瘤中已有研究,不同肿瘤中

miRNA鄄429 的表达水平有差异,如在转移性胰腺

癌细胞中,miRNA鄄429 的表达水平升高[21];在胃

癌组织中,miRNA鄄429 的表达水平是下调的[10]。
本研究选择了多个乳腺癌细胞系:BT20、BT474、
Bcap37、 SK鄄BR鄄3、 MCF鄄7、 T47D 和 MDA鄄MB鄄231
对 miRNA鄄429 的表达进行 RT鄄PCR 检测,从而发

现 miRNA鄄429 的表达在不同的乳腺癌细胞系中

存在差异,表明 miRNA鄄429 即使在同一恶性肿瘤

中,由于肿瘤细胞系的不同、肿瘤发生、发展的不

同阶段以及肿瘤的分级、分型的不同而出现差异

或动态变化。 在结直肠癌细胞 HT鄄29 中,上调

miRNA鄄429 的水平可抑制胚胎干细胞关键蛋白

(SOX2)及抑制细胞凋亡[22],但也有研究表明

miRNA鄄429 的表达在结直肠癌进展期是动态的,
在域 ~ 芋期结直肠癌 miRNA鄄429 的表达是下调

的[23]。 与之相似,本研究中,BT20 和 T47D 细胞

系表达量最高, BT474、 Bcap37、 SK鄄BR鄄3、MCF鄄7
和 MDA鄄MB鄄231 细胞系表达量相对较低,而其中

miRNA鄄429 在 Bcap37 细胞中表达量最低。 因此,
选择该细胞系作为研究对象,通过建立 miRNA鄄
429 过表达 Bcap37 稳定转染细胞系来研究其对

细胞增殖和迁移能力等的影响。
MTT 法检测结果说明 miRNA鄄429 过表达促

进 Bcap37 细胞增殖,同时与对照组细胞相比,无

注:实验组为稳定过表达 miRNA鄄429 的乳腺癌 Bcap37;对照

组为无过表达作用的空白病毒感染乳腺癌 Bcap37

图 3摇 划痕实验检测过表达 miRNA鄄429 对乳腺癌 Bcap37
细胞迁移的影响 (伊40)

注:实验组为稳定过表达 miRNA鄄429 的乳腺癌 Bcap37;对照组为无过表达作用的空白病毒感染乳腺癌 Bcap37

图 4摇 Transwell 实验检测过表达 miRNA鄄429 对乳腺癌 Bcap37 细胞迁移的影响(伊100)
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论是划痕实验还是 Transwell 实验,结果均表明过

表达 miRNA鄄429 的 Bcap37 细胞具有更强的迁移

能力。 再次证明 miRNA鄄429 促进乳腺癌细胞的

增殖及迁移。 肿瘤细胞增殖、迁移能力的增强与

其恶性程度高相关,从而认为 miRNA鄄429 上调具

有促进乳腺癌发展和转移的潜能,并可能对乳腺

癌的预后产生影响。 如在消化系统肿瘤中,肝细

胞癌和原发性肝癌起始细胞 ( tumor鄄initiating
cells,T鄄ICs) 中,miRNA鄄429 表达与 T鄄ICs 上皮细

胞黏附分子的表达正相关,而与生存期负相关,T鄄
ICs 通过内化的微泡包被的 miRNA鄄429 有助于自

我更新、恶性增殖、耐药和致瘤性[9]。 在肺癌中,
将非小细胞肺癌组织、血清与相匹配的健康组织

进行对比显示,miRNA鄄429 的血清水平上调,并被

证明是潜在独立的预后指标[17]。 在妇科肿瘤中,
如转移性卵巢癌,miRNA鄄429 高表达促进间质向

上皮转化,其表达水平的变化与预后相关[5, 24]。
在子宫内膜癌中,上调 miRNA鄄429 的表达具有明

显的致瘤作用[25]。 本研究是通过体外实验初步

探索了 miRNA鄄429 对 Bcap37 细胞增殖和迁移能

力的影响,存在一定的局限性,有待于进一步在动

物体内实验中进行研究,而 miRNA鄄429 过表达乳

腺癌 Bcap37 细胞系的建立,也为后续动物体内实

验奠定了基础。
综上所述,本研究结果表明过表达 miRNA鄄

429 能促进乳腺癌细胞 Bcap37 的增殖与迁移。
但是,miRNA鄄429 是否会影响乳腺癌细胞的凋亡

和代谢等,本实验并未进行研究;另外,miRNA鄄
429 是通过怎样的机制来调控 Bcap37 细胞的增

殖及迁移仍有待于进一步研究。
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