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miR-512-3p在乳腺癌中的表达及其功能研究*

梁 挺 王培军

摘要 目的：观察miR-512-3p在浸润性乳腺癌和癌旁组织中的表达，以及对乳腺癌细胞系MDA-MB-231增殖、凋亡、周期

和克隆形成能力的影响，并分析其可能机制。方法：运用荧光定量PCR检测浸润性乳腺癌和癌旁组织中的miR-512-3p的表达

量。运用MTT法、流式细胞仪和平板克隆形成实验分析miR-512-3p对细胞增殖、凋亡、周期和克隆形成能力的影响。通过Tar⁃
getScan、PicTar和 miRanda软件寻找miR-512-3p可能靶基因，应用RT-PCR和Western blot技术进行验证。结果：乳腺癌组织中

miR-512-3p表达明显低于正常组织（P<0.05）。MTT试验中，72 h浓度为100 nmol/L时，miR-512-3p对乳腺癌细胞增殖的抑制作

用最明显，抑制率为 45.38%。miR-512-3能明显诱导细胞发生早期凋亡（9.32±0.41）%，与空白对照组（3.1±0.54）%，负对照组

（2.9±0.39）% 比较，差异有统计学意义（P<0.05）。与空白对照组比较，G0/G1期细胞明显增多，G2/M期细胞明显减少（P<0.05）。平

板克隆试验显示过表达miR-512-3p可显著抑制细胞的克隆形成能力，并与对照组差异性显著。荧光定量PCR和Western bolt实
验结果显示100 nmol/L miR-512-3p显著抑制 c-FLIP mRNA和蛋白表达水平。结论：miR-512-3p在乳腺癌组织中表达明显低于

正常组织，其可能通过作用于下游基因 c-FLIP抑制乳腺癌细胞株MDA-MB-231的增殖和克隆形成能力，诱导凋亡，其在肿瘤发

生发展中可能担任着抑癌基因的角色，可能成为未来乳腺癌诊断和治疗的一个新的靶点。
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Abstract Objective: This study aims to investigate the expression pattern of miR-512-3p in breast cancer and noncancerous paired

specimens as well as the effects of miR-512-3p on the proliferation, apoptosis, cell cycle, and cloning of MD-MBA-231 breast cancer cells.

The study also aims to identify the miR-512-3p target gene. Methods: Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) was

conducted to quantify the miR-512-3p expression in breast cancer and noncancerous paired specimens. Methylthiazol tetrazolium (MTT)

assay, flow cytometry, and clone formation assay were used to characterize the function of miR-512-3p in breast cancer. Target prediction

was performed using the TargetScan, PicTar, and miRanda software. The results were validated using RT-PCR and western blot target

validation. Results: The relative expression of miR-512-3p in breast cancer specimens was significantly lower than those in normal breast

specimens (P<0.05). MTT assay revealed that 48 h after transfection, miR-512-3p significantly repressed the proliferation of MD-MBA-231

cells at a suppression rate of 45.38% and at a concentration of 100 nmol/L. MiR-512-3p increased the percentage of early apoptotic cells

in the treatment groups (9.32 ± 0.41)% compared with those in the blank controls (3.1 ± 0.54)% and in the negative controls (2.9 ± 0.39)%

(P<0.05). Significant differences were found in the percentages of the G0/G1- and G2/M-phase cells after miR-512-3p transfection compared

with those in the controls (P<0.05). In the cloning assay, clone formation was inhibited in the miR-512-3p-transfected groups compared with

those in the control groups. RT-PCR and western blot results indicate that miR-512-3p significantly inhibited the c-FLIP mRNA and protein

expression. Conclusion: MiR-512-3p expression is relatively decreased in breast cancer specimens compared with those in the normal

samples. The negative effect of miR-512-3p on cell proliferation and clone formation and its positive effect on early apoptosis through c-FLIP

targeting suggest that miR-512-3p acts as a tumor suppressor gene in breast cancer. Therefore, miR-512-3p may be a new target for the

diagnosis and treatment of breast cancer in the future.
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MicroRNAs（miRNA）是近年来发现的一类小分子

RNA，但2000年以后才引起重视。miRNAs是由长约

22个核苷酸组成的非编码蛋白RNA，作用机制是通

过与mRNA的 3'端非翻译区（3'untranslated regions，
UTRs）进行序列特异性的结合从而抑制基因的转录

后表达［1］。大量的研究表明，miRNAs在多种肿瘤中

都有其独自的表达谱［2-4］。目前尚无miR-512-3p在

乳腺癌中确切表达情况及其功能的研究报道，因此

本研究运用荧光定量 PCR检测miR-512-3p在浸润

性乳腺癌癌组织和癌旁组织中表达水平，后行功能

试验探索其对于MDA-MB-231细胞增殖、周期和克

隆形成能力的影响，并寻找其可能靶基因，为临床诊

断治疗乳腺癌提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 一般资料 人乳腺癌细胞MDA-MB-231细胞

株购于中国科学院。实验标本取自 2012年 1月至

2012年8月上海第十人民医院甲乳科诊治的20例女

性乳腺癌患者。并取患者距离肿瘤组织>5 cm正常

乳腺组织 20例作为对照。本组中年龄为 33～86岁，

中位年龄 57岁，30～40岁 1例；41～50岁 3例；51～
60岁 7例；61～75岁 7例，75岁以上 2例。术前均未

行化疗、放疗及内分泌治疗。

1.1.2 主要试剂与耗材 RPMI-1640培养基、胎牛血

清（购自美国Hyclone公司），Lipofectamine 2000转染

试剂（购自美国 Invitrogen公司），转染用无血清培养基

OPTI-MEM（购自美国GIBCO公司），MTT细胞增殖/毒
性检测试剂盒（购自美国Promega公司），Transwell侵
袭小室（8.0 m孔径PC膜，购自美国Corning公司），基

质 胶（购 自 美 国 BD 公 司），Hsa-miR-512-3p
（miR-512-3p）及其 NC（购自上海吉玛公司）。靶基因

通过TargetScan、PicTar和 miRanda软件预测。

1.2 方法

1.2.1 miRNAs提取和逆转录 按照 TIANGEN公司

miRcute microRNA 提取分离试剂盒说明书进行操

作。microRNAs逆转录参照Chen等［5］的方法，通过特异

茎环引物，按照下列顺序在PCR试管中加入反应物（体积

为8.6 μL）：超纯水 2 μL，5×buffer 1.7 μL，microRNAs茎
环引物（各个microRNAs及内参U6）1.9 μL，逆转录酶

（Primescript RT Enzyme MixI）1 μL，microRNAs sam⁃
ple2 μL。反应条件为：16℃ 30 min，42℃ 30 min，85℃
8 min，4℃ 10 min，反应结束后置于4℃冰箱保存。

1.2.2 实时定量 RT-PCR 按照 Takara 公司 SYBR
Premix Ex Taq（Perfect Real Time）DRR041A说明书完

成加样，反应条件为95℃预变性2 min；变性95℃ 30 s，
退火、延伸 60℃ 45s，重复 35个循环，70～95℃绘制

融解曲线。反应结束后，RQ manager分析软件统计

处理，获取Ct值，并根据熔解曲线判断产物的纯度。

1.2.3 MDA-MB-231 细胞计数 用含 10%FBS 的

DMEM培养基以按 2.5×105个细胞/孔接种于 6孔板

上。待 6孔板细胞密度长到约 30%～50%时，按照

TIANGEN公司脂质体说明书完成miR-512-3p转染，

并使miR-512-3p终浓度分别达到50、100、细胞增殖

检测 150 nmol/L，空白对照组为脂质体处理组，负对

照组为NC转染组。5～6 h后，细胞消化重悬计数，以

5 000细胞/孔分别接种入 96孔板。按 24、48、72和

96，4个细胞培养时间段进行如下操作；每孔加入20 μL
MTT溶液（5 mg/L），继续培养4 h。吸取上清弃掉，每

孔加入150 μL二甲基亚砜（DMSO），置摇床上低速震

荡10 min，使结晶物充分溶解。在酶联免疫检测仪测

量 490 nm处各孔的吸光值。抑制率计算公式如下：

抑制率（%）=（空白对照组吸光值-实验组吸光值）/空
白对照组吸光值×100%。

1.2.4 细胞凋亡、周期检测 miR-512-3p 转染同

MTT 试验，使 miR-512-3p 终浓度达到 100 nmol/L。
转染48 h后细胞消化重悬离心，PBS洗涤2次。凋亡

检测：配置标记液：Buffer以ddH2O 4倍稀释；Annexin V
液：50 μL Buffer+2.5 μL Annexin V；PI液：250 μL Buf⁃
fer+5 μL PI；标记：每1×105个细胞加入52.5 μL Annex⁃
in V液，混匀，避光反应 15～20 min；加入 255 μL PI
液，避光反应3～5 min；混匀上机检测，统计结果。周

期检测：加入预冷70%乙醇，4℃固定过夜；RNase（终

浓度为0.1 g/L）消化30 min；细胞染色：加入0.05 g/L碘
化丙锭（PI）250 μL，室温避光染色 30 min，流式细胞

仪检测，统计结果。

1.2.5 平板细胞克隆形成试验 细胞６孔板铺板及

miR-512-3p转染同MTT试验，转染后消化细胞成单

细胞悬液，６孔板每孔接种4×102个细胞，轻轻转动使

细胞分散均匀。置细胞培养箱中培养3周，PBS小心

浸洗2次，然后用95%乙醇固定10 min，风干；用0.1%
结晶紫染色 10 min，自来水冲洗 3次，空气干燥。计

数>10个细胞的克隆数，计算克隆形成率=（克隆数/
接种细胞数）×100%。

1.2.7 蛋白免疫印迹 实验分组和miR-512-3p转

染同细胞周期检测，分别收集实验组和对照组细胞，

用预冷的RIPA裂解液裂解后取上清，以Bradford法

蛋白定量，10％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶

（SDS-PAGE）电泳，然后电转移至硝酸纤维素（NC）
膜上，分别加入 1∶1 000稀释的 c-FLIP单克隆抗体

（Santa Cruz biotechnology）4℃孵育过夜，1∶500稀释

的二抗稀释液中孵育，PBST洗膜后进行奥德赛系统

扫描。
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1.3 统计学方法

实时荧光定量检测，结果分析根据 Livak等［6］的

描述，采用半定量分析。本实验用两独立样本 t检验

检测miR-512-3p在浸润性乳腺癌癌组织和癌旁组

织中的表达水平，P<0.05为差异有统计学意义。细

胞功能试验所有标本均重复检测3次，去除异常值后

取平均值行 t检验统计数据分析MDA-MB-231细胞

株转染组及对照组之间的差异。

2 结果

2.1 Real-time PCR结果

Real-time PCR 结 果 显 示 正 常 乳 腺 组 织 中

miR-512-3p表达水平为配对乳腺癌标本的8.013倍，癌

组织中miR-512-3p表达明显低于正常组织（P<0.05，
图1）。
2.2 MTT试验结果分析

与对照组比较，miR-512-3p抑制作用一定程度

上呈剂量及时间依赖性。当作用时间为72 h、浓度为

100 nmol/L时，对该株细胞的增殖抑制最强，抑制率

为45.38%（P<0.05，图2）。

图1 乳腺癌组织及癌旁正常组织中miR-512-3p相对表达水平

Figure 1 RT-PCR results reveal the relative expression of miR-512-3p
in breast cancer and paraneoplastic tissues

图2 MTT试验结果

Figure 2 MTT assay results

2.3 细胞凋亡、周期检测

用 100 nmol/L miR-512-3p 转染 MDA-MB-231
细胞株 48 h后，流式细胞仪分析显示miR-512-3p能
明显诱导其发生早期凋亡（9.32±0.41）%，与空白对照

组（3.1±0.54）%，负对照组（2.9±0.39）% 比较，差异有

统 计 学 意 义（P<0.05，图 3）。 G0/G1 期 细 胞 数 量

（69.46+0.65）%，G2/M期细胞数量（10.65+0.037）%，S
期细胞数量（19.89+0.077）%，与空白对照组、负对照

组数据差异明显，G0/G1期细胞明显增多，G2/M期细胞

明显减少，表明细胞增殖指数明显降低（图4）。

2.4 平板细胞克隆形成试验

乳腺癌MDA-MB-231细胞中过表达miR-512-3p
可显著抑制细胞的克隆形成能力，与空白对照组

（0.560+0.003 657）和负对照组（0.493+0.004 537）相

比，实验组（0.270+0.007 031）克隆形成率明显降低，

细胞增殖活力显著降低（图5）。
2.5 C-FLIP基因Real-time PCR结果分析

TargetScan、PicTar和 miRanda软件预测 c-FLIP可能
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Figure 3 Flow cytometry re⁃
sults show that MiR-512-3p
can induce the early apoptosis
of MDA-MB-231 cells（Q4）
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为miR-512-3p下游基因，图 5中显示结合位点。通

过荧光定量PCR检测转染前后 c-FLIP基因的表达变

化。结果显示 c-FLIP mRNA相对表达水平在实验组

（0.273+0.057）对比负对照组（0.978+0.064）及空白对

照组（1.078+0.047）差异明显（P<0.05，图 6），表明上

调miR-512-3p的表达可明显抑制 c-FLIP mRNA的

表达。

2.6 Western blot结果分析

空 对 照 组 及 负 对 照 组 相 比 ，miR-512-3p
（100 nmol/L）作用乳腺癌MD-MBA-231细胞株 48 h
后，c-FLIP 蛋白的表达量明显减少，表明上调

miR-512-3p的表达可明显抑制 c-FLIP蛋白的表达

（图6）。

图 5 平 板 克 隆 形 成 试 验 结 果 ，与 空 白 对 照 和 NC 组 相 比 ，

miR-512-3p转染组MDA-MB-231细胞克隆形成能力受到抑制

Figure 5 In the plate clone formation test, the cloning ability was inhibit⁃
ed in the miR-512-3p-transfected groups compared with those in the con⁃
trols and in the negative control groups

图6 c-FLIP mRNA、蛋白水平表达情况

Figure 6 The expression levels of c-FLIP mRNA and protein were deter⁃
mined in the MDA-MB-231 cells. MiR-512-3p significantly inhibited the
c-FLIP mRNA and protein expression

3 讨论

miRNAs是一类内源性非蛋白质编码的RNA分

子，广泛分布在病毒、植物到高等哺乳动物中。多数

的miRNAs具有高度保守性、时序性、组织细胞特异

性，受到发育和空间的调控，并参与细胞的分化、增

殖、死亡。大量研究证明，miRNAs与多种肿瘤的存

在密切相关，它的作用靶点可为抑癌基因，定位于扩

增区，使其表达下调，则发挥原癌基因样作用；其靶

点也可为癌基因，当癌基因mRNA表达水平升高时，

miRNAs则发挥阻止细胞的恶性转化的作用。越来

越多的研究发现miRNAs通过作用于下游基因参与

了乳腺癌细胞增殖、凋亡、转移侵袭及放化疗抵抗

等，在乳腺癌的发生发展中扮演着重要的角色［7］。

CFLIP是一种凋亡抑制蛋白，通过与 Caspase-8
争夺Fas相关蛋白（FADD）的N端两个DED位点，阻

断Fas信号的传入。动物实验［8］证实小鼠 cFLIP转基

因肿瘤细胞在体内能逃避Fas介导的T淋巴细胞的免

疫监视，并且肿瘤细胞的 cFLIP表达水平同其抵抗

Fas诱导的细胞凋亡的活性具有显著的相关性，说明

cFLIP能阻断Fas介导的凋亡信号转导，导致肿瘤逃

避机体免疫细胞的监视。目前已经研究发现FLIP过

表达与乳腺癌［9］、恶性黑色素瘤［10］、Kaposi肉瘤、非霍

奇金氏淋巴瘤［11］、大肠癌［12］、子宫内膜癌［13］、肺癌［14］、

胃癌［15］等多种肿瘤的发生发展相关。

Xiong等［16］检测乳腺癌细胞系和临床标本结果显

示miR-512-3p在乳腺癌细胞系和乳腺癌组织中的

表达量普遍小于正常乳腺组织细胞。到现在为止，

均未见关于 miR-512-3p 的研究。本研究发现

miR-512-3p在浸润性乳腺癌癌组织中表达低于配对

正常组织，与其研究结果一致。本次研究发现 100
nmol/L的 miR-512-3p在作用 72 h对MD-MBA-231
抑制细胞增殖作用最强，抑制率为 45.38%，说明

miR-512-3p 能够显著抑制MD-MBA-231细胞的增

殖。100 nmol/L miR-512-3p 转染 MD-MBA-231 细

胞株 48 h后，流式细胞仪分析显示早期凋亡细胞明

显增加，细胞周期中G0/G1期细胞比例明显增加，G2/M
期细胞减少，表明miR-512-3p能够诱导细胞早期凋

亡，并使细胞周期停滞在G0/G1期，以此发挥抑制细胞

增殖的效应。平板克隆试验表明miR-512-3p能够

显著抑制细胞的克隆形成能力。miR-512-3p在乳腺

癌中表达明显下调，功能实验证明其能够显著抑制

乳腺癌细胞株的增殖能力，诱导细胞发生早期凋亡，

促进细胞周期停滞在G0/G1期，抑制细胞的克隆形成

能力，这些研究结果表明miR-512-3p在乳腺癌发生

发展中扮演着抑癌基因的角色。TargetScan 预测

miR-512-3p 的 下 游 靶 基 因 研 究 发 现 cFLIP 与
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miR-512-3p有两处互补结合位点。荧光定量PCR和

westbolt实验结果显示 100 nmol/L miR-512-3p显著

抑制 cFLIP mRNA和蛋白表达水平。这从实验基础

上证明miR-512-3p可能通过作用于 cFLIP基因参与

乳腺癌细胞的增殖过程，有望成为未来乳腺癌诊断

和治疗的一个新的靶点。
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第十三届中国抗癌协会全国淋巴瘤学术大会

暨2013年Best of 12-ICML（Lugano）国际淋巴瘤大会通知

由中国抗癌协会淋巴瘤专业委员会主办、广东省抗癌协会协办、中山大学肿瘤防治中心和深圳大学医学院承

办的“第十三届中国抗癌协会全国淋巴瘤学术大会暨2013年Best of 12-ICML（Lugano）国际淋巴瘤大会”将于

2013年10月19日至20日在深圳福田香格里拉酒店举行。作为全国淋巴瘤界一次最重要的学术交流盛会，组委会

力邀前国际抗癌联盟（UICC）主席、现任欧洲肿瘤学院（ESO）科学委员会主席、Lugano国际淋巴瘤大会创办者

Franco Cavalli教授携多位欧美淋巴瘤领域的著名专家们来华讲座与交流。本届全国淋巴瘤大会是首届唯一获得

官方指定的Lugano国际淋巴瘤大会，今后亦将由中国抗癌协会淋巴瘤专业委员会继续定期在中国主办该会议。

本届全国淋巴瘤大会将本着求真务实、促进学术交流、提高规范化诊治水平的原则，邀请国内外淋巴瘤临床、

病理、基础研究领域的著名专家、学者，全方位和及时地传达国际淋巴瘤基础和临床研究热点，检阅国内外淋巴瘤

新进展，促进与国际淋巴瘤界的合作交流，不断提高国内淋巴瘤的诊治和研究水平。

（会议信息查询网站：http：//www.sysucc.org.cn/，http：//www.ccchina.net/）

·读者·作者·编者·
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