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摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 探讨微 RNA(miRNA)鄄3178 和三羟异黄酮(genistein, Gen)在三阴性乳腺癌化疗敏

感性中的作用。 方法摇 (1)分别用不同浓度的单药多柔比星(DOX, 0郾 125、0郾 250、0郾 500 滋mol / L)、紫杉

醇(PTX, 0郾 20、0郾 40、0郾 80 滋mol / L)或联合 Gen(2郾 5 滋mol / L)处理 MDA鄄MB鄄231 细胞后,用 MTT 法检测

细胞生长情况,并计算药物的 IC50;(2)采用小分子干扰 RNA(siRNA)干扰技术,将 miRNA鄄3178 小干扰

片段瞬时转染 MDA鄄MB鄄231 细胞(miRNA鄄3178 siRNA 组),以转染无义 siRNA 的细胞作为阴性对照组,

再用 real鄄time PCR 法检测干扰结果,并分别用不同浓度 DOX 或 PTX 处理 miRNA鄄3178 siRNA 组及阴性

对照组细胞,检测 2 组细胞间化疗药物敏感性的差异;(3)分别用 0郾 250 滋mol / L DOX、0郾 40 滋mol / L PTX

及 2郾 5 滋mol / L Gen 处理 MDA鄄MB鄄231 细胞,再用 real鄄time PCR 法检测所有处理组与未处理组细胞

miRNA鄄3178 表达量的差异。 2 组细胞间生长抑制率及 miRNA鄄3178 表达量的比较采用 t 检验,多组细

胞间 miRNA鄄3178 表达量的比较采用单因素方差分析,组间两两比较采用 LSD 法。 结果摇 (1)MTT 结

果显示:用 0郾 125、0郾 250、0郾 500 滋mol / L DOX 单药处理 MDA鄄MB鄄231 细胞 48 h 后,细胞生长抑制率分别

为 16郾 7% 依0郾 4% 、25郾 9% 依0郾 1%及 44郾 9% 依0郾 1% ,联合 2郾 5 滋mol / L Gen 处理后细胞生长抑制率均显著

增加,分别为 29郾 8% 依0郾 3% 、45郾 3% 依0郾 4% 及 68郾 5% 依0郾 4% ,组间比较,差异均有统计学意义( t =

38郾 12、61郾 57、82郾 70,P 均< 0郾 001);用 0郾 20、0郾 40、0郾 80 滋mol / L PTX 单药处理 MDA鄄MB鄄231 细胞 48 h

后,细胞生长抑制率分别为 15郾 3% 依0郾 3% 、27郾 9% 依0郾 5% 及 39郾 2% 依0郾 1% ,联合 2郾 5 滋mol / L Gen 处理

后细胞生长抑制率也显著增加,分别为 32郾 7% 依0郾 7% 、48郾 3% 依0郾 1%及 63郾 3% 依0郾 2% ,组间比较,差异

也均有统计学意义 ( t = 34郾 41、 58郾 63、 213郾 91, P 均 < 0郾 001 )。 DOX 单独作用于细胞的 IC50 为

1郾 230 滋mol / L,联合 2郾 5 滋mol / L Gen 后, IC50 降低为 0郾 440 滋mol / L;PTX 单独作用于细胞的 IC50 为

0郾 64 滋mol / L,联合 2郾 5 滋mol / L Gen 后,IC50 降低为 0郾 27 滋mol / L。 (2)在不同浓度 DOX(0郾 125、0郾 250、

0郾 500 滋mol / L)或 PTX(0郾 20、0郾 40、0郾 80 滋mol / L)的作用下,miRNA鄄3178 siRNA 组 MDA鄄MB鄄231 细胞生

长抑制率均明显低于其阴性对照组(转染无义 siRNA)(12郾 3% 依0郾 6% 比 16郾 7% 依0郾 4% ,21郾 2% 依0郾 9%

比 25郾 9% 依0郾 1% ,27郾 2% 依0郾 9% 比 44郾 9% 依0郾 1% ,t = 8郾 99、7郾 33、27郾 34,P 均<0郾 050;8郾 8% 依0郾 5% 比

15郾 3% 依0郾 3% ,13郾 4% 依1郾 1%比 27郾 9% 依0郾 5% ,20郾 2% 依0郾 9%比 39郾 2% 依0郾 1% ,t=16郾 80、17郾 57、30郾 48,

P 均< 0郾 001)。 (3)所有处理组及未处理组细胞间 miRNA鄄3178 表达量的差异具有统计学意义(F =

66郾 57,P<0郾 001)。 组间两两比较显示,与未处理组相比, DOX(0郾 250 滋mol / L)及 PTX(0郾 40 滋mol / L)处

理组 MDA鄄MB鄄231 细胞 miRNA鄄3178 表达量无明显变化(P=0郾 611、0郾 235),而 Gen(2郾 5 滋mol / L)可显著

增加 MDA鄄MB鄄231 细胞 miRNA鄄3178 的表达量(11郾 10依0郾 33 比 5郾 77依0郾 21,P<0郾 010)。 结论 摇 Gen 和

miRNA鄄3178 可能增加三阴性乳腺癌细胞 MDA鄄MB鄄231 对 PTX 和 DOX 化疗的敏感性。
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揖Abstract铱摇 Objective摇 To investigate the effect of miRNA鄄3178 and genistein on chemosensitivity of
triple negative breast cancer MDA鄄MB鄄231 cells. Methods摇 ( 1 ) MDA鄄MB鄄231 cells were treated by
doxorubicin (0郾 125, 0郾 250, 0郾 500 滋mol / L) and paclitaxel (0郾 20, 0郾 40, 0郾 80 滋mol / L) alone or combined
with genistein (2郾 5 滋mol / L). MTT assay was performed to detect the cell growth. IC50 was also determined.
(2 ) Using small interfering RNA ( siRNA) technique, MDA鄄MB鄄231 cells were transfected with small
interference fragment miRNA鄄3178 (miRNA鄄3178 siRNA group), and the cells transfected with nonsense
siRNA served as negative control. The real鄄time PCR was used to detect the interference results. The miRNA鄄
3178 siRNA group and negative control group were treated with different concentrations of doxorubicin or
paclitaxel respectively to detect the chemosensitivity of cells between two groups. (3) MDA鄄MB鄄231 cells were
treated with 0郾 250 滋mol doxorubicin, 0郾 40 滋mol / L paclitaxel and 2郾 5 滋mol / L genistein, respectively, and
the expression of miRNA鄄3178 in all treated and untreated groups was detected by real鄄time PCR. The t test
was used to compare the growth inhibition rate of cells and miRNA鄄3178 expression between two groups. One鄄
way analysis of variance was used to compare the expression of miRNA鄄3178 among multiple groups. The LSD
method was used for pairwise comparison. Results摇 (1) After being treated with 0郾 125, 0郾 250, 0郾 500 滋mol / L
doxorubicin for 48 h, the growth inhibition rate of MDA鄄MB鄄231 cells was 16郾 7% 依0郾 4% , 25郾 9% 依0郾 1% and
44郾 9% 依0郾 1% , respectively. If combined with 2郾 5 滋mol / L genistein, the growth inhibition rate was 29郾 8% 依
0郾 3% , 45郾 3% 依 0郾 4% and 68郾 5% 依 0郾 4% , respectively, indicating a significant difference ( t = 38郾 12,
61郾 57, 82郾 70, P<0郾 001). After MDA鄄MB鄄231 cells were treated with 0郾 20, 0郾 40, 0郾 80 滋mol / L paclitaxel
for 48 h, the growth inhibition rate was 15郾 3% 依0郾 3% , 27郾 9% 依0郾 5% and 39郾 2% 依0郾 1% respectively. If
combined with 2郾 5 滋mol / L genistein, the growth inhibition rate was 32郾 7% 依0郾 7% , 48郾 3% 依0郾 1% and
63郾 3% 依0郾 2% , respectively, indicating a significant difference ( t= 34郾 41, 58郾 63, 213郾 91, all P<0郾 001).
The IC50 was 1郾 230 滋mol / L when MDA鄄MB鄄231 cells were treated with doxorubicin alone, and decreased to
0郾 440 滋mol / L if combined with 2郾 5 滋mol / L genistein. The IC50 was 0郾 64 滋mol / L when MDA鄄MB鄄231 cells
were treated with paclitaxel alone, and decreased to 0郾 27 滋mol / L if combined with 2郾 5 滋mol / L genistein.
(2) Under different concentrations of doxorubicin (0郾 125, 0郾 250, 0郾 500 滋mol / L) or paclitaxel (0郾 20,
0郾 40, 0郾 80 滋mol / L), the growth inhibition rate of MDA鄄MB鄄231 cells in miRNA鄄3178 siRNA group was
significantly lower than that in negative control group (transfected with non鄄sense siRNA) (12郾 3% 依0郾 6% vs
16郾 7% 依 0郾 4% , 21郾 2% 依 0郾 9% vs 25郾 9% 依 0郾 1% , 27郾 2% 依 0郾 9% vs 44郾 9% 依 0郾 1% , t = 8郾 99,
7郾 33, 27郾 34, all P<0郾 050; 8郾 8% 依0郾 5% vs 15郾 3% 依0郾 3% , 13郾 4% 依1郾 1% vs 27郾 9% 依0郾 5% , 20郾 2% 依
0郾 9% vs 39郾 2% 依0郾 1% , t = 16郾 80, 17郾 57, 30郾 48, all P<0郾 001). (3) The difference in miRNA鄄3178
expression was statistically significant between treatment groups and untreated groups (F=66郾 57, P< 0郾 001).
The results of pairwise comparison showed that compared with untreated group, the expression of miRNA鄄3178
in MDA鄄MB鄄231 cells treated with 0郾 40 滋mol / L paclitaxel and 0郾 250 滋mol / L doxorubicin treatment group
presented no significant difference (P = 0郾 611, 0郾 235), and the combination with 2郾 5 滋mol / L genistein
significantly increased the expression of miRNA鄄3178 in MDA鄄MB鄄231 cells (11郾 10依0郾 33 vs 5郾 77依0郾 21, P<
0郾 010). Conclusion 摇 miRNA鄄3178 combined with genistein may increase the chemosensitivity of triple
negative breast cancer MDA鄄MB鄄231 cells to paclitaxel and doxorubicin.

揖Key words 铱 摇 Breast neoplasms; 摇 MicroRNAs; 摇 Genistein; 摇 Doxorubicin; 摇 Paclilaxel; 摇
Triple negative breast cancer

摇 摇 三阴性乳腺癌 ( triple negative breast cancer,
TNBC)占所有类型乳腺癌的 15% ~ 20% [1鄄2]。 与其

他类型乳腺癌相比,TNBC 预后最差[3],目前缺乏有

效的靶向治疗措施,化疗是 TNBC 全身辅助治疗的

重要手段[4]。 但 TNBC 是一类异质性极强的肿瘤,
化疗疗效存在明显的个体差异,总体预后较差[5]。
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寻找新的联合治疗方案,提高 TNBC 的化疗疗效将

是乳腺癌研究的重点和难点,而寻找新的化疗增敏

剂是重要途径之一。
化疗增敏剂是能够增加肿瘤化疗药敏感性的药

物,使化疗药能更大程度的提高疗效并减少不良反

应,在恶性肿瘤的治疗中具有重要作用。 天然植物

的提取物受到越来越多的关注。 三羟异黄酮

(genistein, Gen)是一种重要的天然植物雌激素,是
大豆异黄酮的主要成分,对人体几乎无不良反应[6]。
既往研究发现,Gen 可有效抑制乳腺癌细胞增殖、诱
导细胞凋亡,并可促进乳腺癌细胞分化[7鄄8]。 然而,
Gen 是否可提高 TNBC 对化疗药物的敏感性国内外

研究报道甚少。 既往国内外学者在前列腺癌、肾癌

等研究中发现,Gen 可调节多种微 RNA(microRNA,
miRNA)的表达水平,从而发挥一系列的生物学作

用[9],提示 miRNA 可能在 Gen 抗肿瘤作用中发挥重

要的调节作用。
本实验选取人 TNBC 细胞 MDA鄄MB鄄231,通过

体外研究 Gen 联合乳腺癌化疗药物多柔比星

(doxorubicin,DOX)或紫杉醇(paclitaxel,PTX)对细

胞生长的作用,初步探讨 Gen 及 miRNA鄄3178 是否

可以对 TNBC 化疗敏感性产生影响。

材料与方法

一、主要材料和试剂

人乳腺癌细胞株 MDA鄄MB鄄231 购自美国 ATCC
公司;DMEM 培养基购自美国 Hyclone 公司;胎牛血

清、胰酶、青霉素鄄链霉素购自美国 Gibco 公司;反转

录试剂盒、real鄄time PCR 试剂盒购自日本 TakaRa 公

司;MTT 购自美国 Sigma 公司;引物购自上海英骏生

物有 限 公 司; Trizol、 脂 质 体 2000 ( Lipofectamine
2000)购自美国 Invitrogen 公司。 CO2 细胞培养箱为

美国 Thermo Forma 公司产品;荧光定量 PCR 机

7300 为美国 ABI 公司产品;台式低温离心机为德国

Eppendorf 公司产品;AE鄄100 电子分析天平为瑞士

Mettler 公司产品。
二、细胞培养

将 MDA鄄MB鄄231 细胞加入含有 10% 胎牛血清、
100 U / ml 青霉素、100 滋g / ml 链霉素的 DMEM 培养

基中,置于 37 益、5% CO2 细胞培养箱中培养,每
2 ~ 3 d 更换培养液。

三、研究设计

本研究拟通过化疗药物 DOX、PTX 及 Gen 体外

单独或联合处理细胞,初步探讨 Gen 及 miRNA鄄3178
在 TNBC 细胞 MDA鄄MB鄄231 化疗敏感性中的作用。

实验步骤如下:(1)初步探讨 Gen 增加 MDA鄄MB鄄231
化疗敏感性的作用。 实验分为不同浓度单药 DOX
(0郾 125、0郾 250、0郾 500 滋mol / L) 处理组、单药 PTX
(0郾 20、0郾 40、0郾 80 滋mol / L) 处理组及其分别联合

Gen(2郾 5 滋mol / L)处理组,作用于 MDA鄄MB鄄231 细

胞 48 h 后,采用MTT 法检测细胞生长情况并计算药

物的 IC50。 (2)运用细胞克隆形成实验验证 Gen 增

加 MDA鄄MB鄄231 细胞化疗敏感性的作用。 实验分

为未 处 理 组、 Gen ( 2郾 5 滋mol / L ) 处 理 组、 DOX
(0郾 250 滋mol / L) 处理组、PTX(0郾 40 滋mol / L) 处理

组、Gen(2郾 5 滋mol / L)+DOX(0郾 250 滋mol / L)处理组

及 Gen(2郾 5 滋mol / L) +PTX(0郾 40 滋mol / L)处理组,
10 d 后检测细胞的克隆形成率。 (3) 初步探讨

miRNA鄄3178 在 TNBC 细胞 MDA鄄MB鄄231 化疗敏感

性中的作用。 采用小干扰 RNA ( small interfering
RNA,siRNA)干扰技术,将 miRNA鄄3178 小干扰片段

瞬时转染 MDA鄄MB鄄231 细胞 ( miRNA鄄3178 siRNA
组),以转染无义 siRNA 的 MDA鄄MB鄄231 细胞作为

阴性对照组,用 real鄄time PCR 法检测干扰结果,然
后,分别用不同浓度的 DOX、PTX 处理 miRNA鄄3178
siRNA 组与其阴性对照组细胞,检测 2 组细胞对化

疗药物敏感性的差异。 (4)检测 Gen、DOX 及 PTX
对 MDA鄄MB鄄231 细胞中 miRNA鄄3178 表达的影响。
实验分为未处理组、DOX(0郾 250 滋mol / L)处理组、
PTX(0郾 40 滋mol / L)处理组及 Gen(2郾 5 滋mol / L)处

理组,用 real鄄time PCR 法检测各组细胞中 miRNA鄄
3178 表达量的差异。

本研究所述药物浓度均为加入培养液后的药物

终浓度。
四、MTT 法检测药物处理后 MDA鄄MB鄄231 细胞

增殖活性并计算药物 IC50

将 MDA鄄MB鄄231 细胞以每孔 5 伊103 个接种于

96 孔板,培养 24 h,分别用单药 DOX(0郾 125、0郾 250、
0郾 500 滋mol / L)、PTX(0郾 20、0郾 40、0郾 80 滋mol / L)或

联合 Gen(2郾 5 滋mol / L)处理 MDA鄄MB鄄231 细胞 48 h
后,采用 MTT 法检测细胞生长情况。 通过 siRNA 干

扰技术,将 miRNA鄄3178 小干扰片段瞬时转染 MDA鄄
MB鄄231 细胞,下调其 miRNA鄄3178 表达,以转染无

义 siRNA 为阴性对照组, 分别用 DOX ( 0郾 125、
0郾 250、 0郾 500 滋mol / L ) 或 PTX ( 0郾 20、 0郾 40、
0郾 80 滋mol / L)处理 MDA鄄MB鄄231 细胞 48 h,同样用

MTT 法检测细胞生长情况。 每组 3 个复孔,每孔加

入 5 g / L MTT 20 滋l,37 益避光孵育 4 h 后终止培

养,小心吸尽培养液,每孔加入 150 滋l 的 DMSO,避
光至完全溶解后,用酶标仪在 490 nm 处检测每个孔
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的吸光度值(D 值)。 计算细胞生长抑制率及药物

的半数抑制浓度( IC50 )。 细胞生长抑制率(% ) =
[1-实验组 D(490 nm)值 /对照组 D(490 nm)值] 伊
100% ;计算细胞生长抑制率时,根据不同浓度的药

物与对应的细胞生长抑制率制作直线回归曲线,从
而可计算出药物的 IC50

[10]。
五、细胞克隆形成实验检测处理后 MDA鄄MB鄄

231 细胞增殖活性

将 MDA鄄MB鄄231 细胞以每孔 3 伊102 个接种于

6 孔板,轻轻转动使细胞分散均匀,细胞接种 24 h 后

行药物干预。 实验分为未处理组、Gen(2郾 5 滋mol / L)
处 理 组、 DOX ( 0郾 250 滋mol / L ) 处 理 组、 PTX
(0郾 40 滋mol / L) 处理组、 Gen (2郾 5 滋mol / L) + DOX
(0郾 250 滋mol / L)处理组及 Gen(2郾 5 滋mol / L) +PTX
(0郾 40 滋mol / L)处理组, 将细胞置于培养箱中培养

10 d 后,弃去培养液,用 PBS 小心浸洗 2 次,加甲醇

室温固定 15 min,弃去固定液,加适量吉姆萨染色液

进行染色 20 min,用流水缓慢洗去染色液,置于空气

中干燥后计数,检测接种细胞后贴壁细胞成活形成

克隆的情况。 实验重复 3 次。 细胞克隆形成率(%)=
细胞克隆数 /接种细胞数伊100% 。

六、MDA鄄MB鄄231 细胞中 miRNA鄄3178 的干扰

将对数生长期 MDA鄄MB鄄231 细胞用胰酶消化

并计数后接种于 6 孔细胞培养板中,每孔 1伊105 个,
用无抗生素的 DMEM 培养基培养,24 h 后,细胞融

合度达 50%左右时应用 Lipofectamine 2000 进行转

染,分别加入 miRNA鄄3178 抑制剂鄄 Lipofectamine
2000 混合液,将 miRNA鄄3178 小干扰片段瞬时转染

MDA鄄MB鄄231 细胞(miRNA鄄3178 siRNA 组),以转染

无义 siRNA 的细胞作为阴性对照组,混匀放置于 37 益
CO2 培养箱中培养 48 h。 为避免 Lipofectamine
2000 对细胞的毒性作用,转染 6 h 后换成 DMEM 完

全培养基。 转染 48 h 后收集各组细胞,用 real鄄time
PCR 法检测 miRNA鄄3178 的表达情况。 每个样品设

3 个复孔,以 U6 作为内参,按以下方法计算细胞中

miRNA鄄3178 表达量及其抑制率:计算 CT ( cycle
threshold) 平均值,按照 2-驻CT 值计算 miRNA鄄3178
siRNA 组的表达量; 抑制率 (% ) = ( 1 - 干扰组

miRNA鄄3178 表达量 /阴性对照组 miRNA鄄3178 表达

量)伊100% 。
七、real鄄time PCR 检测 miRNA鄄3178 表达

收集药物作用后的各组细胞,用 Trizol 方法提

取细胞总 RNA,将 RNA 反转录为 cDNA。 以 cDNA
为模板,用 PCR 试剂盒对 miRNA鄄3178 的 mRNA 水

平进 行 检 测。 miRNA鄄3178 引 物 序 列: 正 向 5忆鄄

GGGGCGCGGCCGGATCG鄄3忆,反向 5忆鄄GCTGTCAACG
ATACGCTACGTAACG鄄3忆;内参 U6 引物序列:正向

5忆鄄CTCGCTTCGGCAGCACA鄄3忆,反向 5忆鄄AACGCTTC
ACGAATTTGCGT鄄3忆。 PCR 的扩增条件为:预变性

95 益 20 s,1 个循环;变性 95 益 10 s,退火 60 益
30 s,延伸 75 益 10 s,40 个循环。 扩增过程及荧光

信号检测、数据储存和分析均由美国 ABI 公司荧光

定量 PCR 机 7300 完成。 按以下方法计算细胞中

miRNA鄄3178 表达量:计算 CT 平均值,按照 2-驻CT值

计算 miRNA鄄3178 的表达量。
八、统计学分析

应用 SPSS 20郾 0 统计软件分析和 Graphpad
Prism 6 作图。 实验数据均为定量资料,数据表达用

軃x依s 表示。 2 组间细胞生长抑制率及 miRNA鄄3178
表达量的比较采用 t 检验; 多组间细胞克隆形成率

及 miRNA鄄3178 表达量的比较采用单因素方差分

析,组间两两比较采用 LSD 法。 以 P < 0郾 050 为差

异有统计学意义。

结摇 摇 果

一、Gen 与 DOX 或 PTX 联合应用对 MDA鄄MB鄄
231 细胞生长的影响

MTT 结果显示,用 0郾 125、0郾 250、0郾 500 滋mol / L
DOX 处理 MDA鄄MB鄄231 细胞 48 h 后,细胞生长抑制

率分别为 16郾 7% 依0郾 4% 、25郾 9% 依0郾 1% 及 44郾 9% 依
0郾 1% ,联合 2郾 5 滋mol / L Gen 后细胞生长抑制率均

显著增加,分别为 29郾 8% 依0郾 3% 、45郾 3% 依0郾 4% 及

68郾 5% 依0郾 4% ,组间比较,差异均有统计学意义( t =
38郾 12、61郾 57、82郾 70,P 均 < 0郾 001)。 同样,Gen 与

PTX 联合应用,亦具有协同抑制 MDA鄄MB鄄231 细胞

增殖的作用。 用 0郾 20、0郾 40、0郾 80 滋mol / L 单药 PTX
处理 MDA鄄MB鄄231 细胞 48 h 后,细胞生长抑制率分

别为 15郾 3% 依 0郾 3% 、 27郾 9% 依 0郾 5% 及 39郾 2% 依
0郾 1% ,而联合 2郾 5 滋mol / L Gen 后细胞生长抑制率

均显著增加,分别为 32郾 7% 依0郾 7% 、48郾 3% 依0郾 1%
及 63郾 3% 依0郾 2% ,组间比较,差异也均有统计学意

义( t= 34郾 41、58郾 63、213郾 91,P 均<0郾 001)。 此外,
DOX 单独作用于细胞的 IC50为 1郾 230 滋mol / L,联合

2郾 5 滋mol / L Gen 后,IC50降低为 0郾 440 滋mol / L;PTX
单独 作 用 于 细 胞 的 IC50 为 0郾 64 滋mol / L, 联 合

2郾 5 滋mol / L Gen 后,IC50降低为 0郾 27 滋mol / L。
二、Gen 与 DOX 或 PTX 联合应用对 MDA鄄MB鄄

231 细胞克隆形成能力的影响

克隆 形 成 实 验 结 果 显 示, 未 处 理 组、 Gen
(2郾 5 滋mol / L)处理组、DOX(0郾 250 滋mol / L)处理组、
PTX(0郾 40 滋mol / L)处理组、Gen( 2郾 5 滋mol / L) +

·662· 中华乳腺病杂志(电子版) 2018 年 10 月 第 12 卷 第 5 期 Chin J Breast Dis(Electronic Edition),October 2018,Vol郾 12,No郾 5



DOX(0郾 250 滋mol / L)处理组及 Gen(2郾 5 滋mol / L) +
PTX(0郾 40 滋mol / L)处理组 MDA鄄MB鄄231 细胞的克

隆形成率分别为 64郾 3% 依 4郾 2% 、46郾 3% 依 3郾 3% 、
36郾 7% 依 2郾 4% 、27郾 3% 依 4郾 1% 、 14郾 0% 依 2郾 9% 和

10郾 0% 依1郾 6% ,6 组比较,差异有统计学意义(F =
80郾 81,P< 0郾 001)。 其中,Gen(2郾 5 滋mol / L) +DOX
(0郾 250 滋mol / L)处理组细胞克隆形成率均显著低

于单药 Gen ( 2郾 5 滋mol / L ) 处 理 组 和 单 药 DOX
(0郾 250 滋mol / L) 处理组(P 均 <0郾 001),并且 Gen
(2郾 5 滋mol / L)+PTX(0郾 40 滋mol / L)处理组细胞克隆

形成率也均显著低于单药 Gen(2郾 5 滋mol / L)处理组和

单药 PTX(0郾 40 滋mol / L)处理组(P 均<0郾 001)(图 1)。
三、下调细胞中 miRNA鄄3178 表达后,化疗药物

对 MDA鄄MB鄄231 细胞生长的抑制减弱

阴性对照组(转染无义 siRNA)MDA鄄MB鄄231 细

胞 miRNA鄄3178 表达量为 5郾 72 依 0郾 59,而 miRNA鄄
3178 siRNA 转染后 MDA鄄MB鄄231 细胞 miRNA鄄3178
表达量显著降低为 1郾 33依0郾 35,2 组细胞比较,差异

有统计学意义( t=11郾 05,P = 0郾 004)。 miRNA鄄3178
siRNA 对 miRNA鄄3178 的抑制率为 76郾 1% 依8郾 2% 。

MTT 实验结果显示,不同浓度 DOX (0郾 125、
0郾 250、0郾 500 滋mol / L)对阴性对照组 MDA鄄MB鄄231
细胞生长的抑制率分别为 16郾 7% 依0郾 4% 、25郾 9% 依
0郾 1%及 44郾 9% 依0郾 1% ,而对 miRNA鄄3178 siRNA 组

细胞生长的抑制作用均显著减弱,抑制率分别为

12郾 3% 依0郾 6% 、21郾 2% 依0郾 9% 及 27郾 2% 依0郾 9% ,组
间比较, 差异均有统计学意义 ( t = 8郾 99、 7郾 33、
27郾 34,P = 0郾 001、0郾 002、0郾 001) (图 2a)。 同样,不
同浓度 PTX(0郾 20、0郾 40、0郾 80 滋mol / L)对 MDA鄄MB鄄
231 细胞生长的抑制率分别为 15郾 3% 依 0郾 3% 、
27郾 9% 依 0郾 5% 及 39郾 2% 依 0郾 1% , 而 对 miRNA鄄
3178siRNA 组 MDA鄄MB鄄231 细胞生长的抑制作用均

显著减弱,抑制率分别为 8郾 8% 依 0郾 5% 、13郾 4% 依
1郾 1%及 20郾 2% 依0郾 9% ,组间比较,差异也均有统计

学意义( t=16郾 80、17郾 57、30郾 48,P<0郾 001)(图 2b)。
四、 化 疗 药 物 及 Gen 对 MDA鄄MB鄄231 细 胞

miRNA鄄3178 表达量的影响

分别用 Gen(2郾 5 滋mol / L)、DOX(0郾 250 滋mol / L)
及 PTX(0郾 40 滋mol / L)单药处理细胞 48 h 后,real鄄
time PCR 检测发现:所有处理组及未处理组细胞

miRNA鄄3178 表达量的差异有统计学意义 ( F =
66郾 57,P<0郾 001)。 其中,DOX 处理组和 PTX 处理

组细胞 miRNA鄄3178 表达量分别为 6郾 00 依0郾 49 和

6郾 33依0郾 62,与未处理组细胞的(5郾 77依0郾 21)相比,
差异均无统计学意义 (P = 0郾 611、0郾 235);用 Gen
(2郾 5 滋mol / L)处理细胞 48 h 后,同样用 real鄄time
PCR 检测发现,Gen 可显著增加细胞中 miRNA鄄3178
的表达量(11郾 10依0郾 33)(P < 0郾 010,图 3)。

注:Gen 为三羟异黄酮;DOX 为多柔比星;PTX 为紫杉醇

图 1摇 Gen 可增强 DOX 和 PTX 抑制 MDA鄄MB鄄231 细胞克隆形成的能力摇 a ~ f 图分别为未处理组、PTX
(0郾 40 滋mol / L)处理组、DOX(0郾 250 滋mol / L)处理组、Gen(2郾 5 滋mol / L)处理组、Gen(2郾 5 滋mol / L)+DOX
(0郾 250 滋mol / L)处理组和 Gen(2郾 5 滋mol / L)+PTX(0郾 40 滋mol / L)处理组的细胞克隆形成情况
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注; a 图中各 miRNA鄄3178 siRNA 组与其阴性对照组(转染无义 siRNA)相比, t = 8郾 99、7郾 33、27郾 34,P = 0郾 001、0郾 002、
0郾 001;b 图中各 miRNA鄄3178 siRNA 组与其阴性对照组(转染无义 siRNA)相比,t=16郾 80、17郾 57、30郾 48,P<0郾 001;DOX 为多柔

比星;PTX 为紫杉醇

图 2摇 下调 MDA鄄MB鄄231 细胞 miRNA鄄3178 表达后,DOX 及 PTX 抑制细胞增殖的作用均减弱摇 a、b 图分

别显示不同浓度 DOX 或 PTX 抑制细胞增殖的情况

注:ab与未处理组比较,P = 0郾 611、0郾 235;c 与未处理组比较,
P<0郾 010;DOX 为多柔比星;PTX 为紫杉醇;Gen 为三羟异黄酮

图 3 摇 单药 Gen、DOX 及 PTX 对 MDA鄄MB鄄231 细胞

miRNA鄄3178 表达量的影响

讨摇 摇 论

乳腺癌的发病率在世界范围内居于女性恶性肿

瘤的首位[11]。 其中,TNBC 是指 ER、PR 及 HER鄄2
表达均为阴性的一类乳腺癌,好发于年轻女性,预后

最差,易复发转移,5 年生存率低于 15% [2鄄3]。 如何

提高 TNBC 化疗的敏感性,改善患者的预后是临床

亟待解决的难题。 寻找新的联合治疗方案,提高

TNBC 的化疗疗效将是乳腺癌研究的重点和难点,
而寻找新的化疗增敏剂是重要途径之一。

目前,天然植物的提取物越来越受到学者们关

注。 与常规化疗药相比,它不仅不良反应小,而且可

以靶向作用于多条信号通路[12]。 临床试验证实,大
豆异黄酮的摄入能够显著降低乳腺癌的复发风险及

死亡风险[13]。 以往研究表明,Gen 能够抑制肿瘤细

胞的细胞周期、诱导细胞凋亡并促进细胞分化[7鄄8]。

笔者在前期研究工作中发现,Gen 同样可抑制 TNBC
细胞 MDA鄄MB鄄231 生长,诱导其凋亡及阻滞细胞周

期[14]。 然而,Gen 是否可提高 TNBC 对化疗药物的

敏感性,国内外研究报道甚少。 本研究中,笔者选取

人 TNBC 细胞株 MDA鄄MB鄄231,体外将 Gen 与 DOX
或紫 杉 醇 联 合 应 用, 结 果 显 示 低 剂 量 Gen
(2郾 5 滋mol / L) 即可显著增加 PTX 及 DOX 抑制

TNBC 细胞 MDA鄄MB鄄231 生长的作用,并可降低药

物的 IC50,增加药物的敏感性。 据此推测,Gen 可能

增加 TNBC 对 PTX 和 DOX 的化疗敏感性。 然而,其
作用机制并未明确。

miRNA 是恶性肿瘤研究的一个热点[15鄄16]。
miRNA 是一类长约 21 ~ 23 个核苷酸的非编码单链

小分子 RNA,不编码蛋白质,在基因转录后的调控

中发挥着重要作用。 miRNA 从 DNA 转录而来,其
通过与互补下游 mRNA 特异性结合,从而抑制转录

后基因翻译的过程[17鄄19]。 miRNA 就像调节基因表

达的“总开关冶,一种 miRNA 分子可以调节数十甚

至上百个下游靶基因的表达,通过对多个靶基因及

基因网络的调控,参与多种生理、病理过程,并且与

肿瘤的发生、发展及预后密切相关[20鄄22]。 近年来,
研究发现 miRNA 可能与肿瘤化疗的敏感性存在一

定的相关性[23鄄24]。 随着这方面实验证据的不断积

累,使得 miRNA 的调控可能成为干预肿瘤化疗耐药

的一个新手段。
本研究下调 MDA鄄MB鄄231 细胞中 miRNA鄄3178

的表达量后进行药物干预,结果显示,PTX 及 DOX
对细胞的生长抑制作用显著减弱,均呈现一定的耐

药性,进一步证实 miRNA鄄3178 参与了 TNBC 化疗耐

药性的产生。
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既往国内外学者在前列腺癌、肾癌等研究中发

现,Gen 可调节多种 miRNA 的表达,同时靶向作用

于多个基因,从而发挥一系列的生物学作用,如细胞

增殖、凋亡、侵袭、迁移等[9],提示 miRNA 可能在

Gen 的作用中发挥重要的调节作用。 据此笔者推

测:Gen 可能通过调节特定的耐药相关 miRNA 的表

达,从而发挥增加 TNBC 对化疗药物敏感性的作用。
本研究用 2郾 5 滋mol / L Gen 处理细胞 48 h 后,用 real鄄
time PCR 检测显示,miRNA鄄3178 表达量显著增加,
初步表明,Gen 及 miRNA鄄3178 可以增加 TNBC 细胞

MDA鄄MB鄄231 对 PTX 和 DOX 化疗的敏感性。
为进一步探讨 miRNA鄄3178 促进 TNBC 化疗敏

感性的具体机制,笔者采用多个生物信息学靶基因

预测软件(TargetScan、miRanda 以及 PicTar)预测了

miRNA鄄3178 的靶基因,将每个软件预测到的靶基因

进行 GO(gene ontology)功能聚类分析,并进行了生

物学通路分析,将报道可能与化疗敏感性有关的靶

基因作为候选基因,随后将所有软件的候选靶基因

取交集。 其中,Notch鄄1 被 3 款靶基因软件预测到,可
能为 miRNA鄄3178 的作用靶标。 文献报道,Notch鄄1
高表达与乳腺癌预后差相关[25]。 笔者将在后续的

研究中进一步探讨 Gen 是否通过影响 miRNA鄄3178
的表达,进而调节 Notch鄄1 信号通路,从而提高

TNBC 对化疗药的敏感性。
综上所述,本研究初步显示了 Gen 及 miRNA鄄

3178 在 TNBC 化疗中的潜在应用价值,进一步的深

入研究有望为 TNBC 的药物治疗提供新的思路,开
辟一条新的、有效的途径。
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