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ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００ａ通过抑制上皮 －间充质转化影响
乳腺癌细胞的恶性生物学行为
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　　［摘　要］　目的：探讨微小ＲＮＡ２００ａ（ｍｉＲ２００ａ）表达改变对乳腺癌细胞恶性生物学行为的影响及其调节机
制。方法：ＲＴｑＰＣＲ法检测人乳腺癌细胞株ＭＤＡＭＢ２３１、ＭＤＡＭＢ４６８和ＭＣＦ７中ｍｉＲ２００ａ的表达水平与正常
人乳腺上皮细胞株 ＭＣＦ１０Ａ的差异。ＣＣＫ８法检测转染 ｍｉＲ２００ａｍｉｍｉｃ和 ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后 ＭＤＡＭＢ２３１细胞活
力的变化。采用流式细胞术及 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测转染后 ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡及侵袭能力的变化。采用 ＲＴ
ｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测上皮钙黏素（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）、神经钙黏素（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）、ＳＩＰ１、Ｓｎａｉｌ、Ｔｗｉｓｔ、ＺＥＢ１和 ＺＥＢ２ｍＲ
ＮＡ及蛋白表达的变化。结果：与ＭＣＦ１０Ａ细胞相比，ｍｉＲ２００ａ在ＭＤＡＭＢ２３１细胞中表达显著降低（Ｐ＜００５）。
过表达ｍｉＲ２００ａ使ＭＤＡＭＢ２３１细胞活力降低（Ｐ＜００５），凋亡率升高（Ｐ＜００５），侵袭能力下降（Ｐ＜００５），
ＳＩＰ１、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｎａｉｌ、Ｔｗｉｓｔ、ＺＥＢ１和ＺＥＢ２的ｍＲＮＡ及蛋白表达显著下调（Ｐ＜００５），而Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的ｍＲＮＡ及蛋
白表达显著增加（Ｐ＜００５）；抑制 ｍｉＲ２００ａ的表达使上述结果逆转（Ｐ＜００５）。结论：上调 ｍｉＲ２００ａ能够抑制
ＭＤＡＭＢ２３１细胞的活力和侵袭，促进ＭＤＡＭＢ２３１细胞的凋亡。ｍｉＲ２００ａ可能通过抑制上皮－间充质转化调控
乳腺癌的恶性生物学行为。
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　　乳腺癌是世界范围内最常见的恶性肿瘤，目前
其发病率居世界第１位，死亡率居世界第５位［１］，是

女性死亡的首要原因。近年来，虽然手术治疗联合

新的放疗、化疗等手段已大大提高了早期乳腺癌患

者的生存率，但晚期患者的临床生存率仍不容乐

观［２］。分子靶向药物被认为是乳腺癌治疗的新途

径［３］，但仍有部分患者的分子分型难以匹配分子靶

点。因此，进一步阐明乳腺癌的发病机制，寻找新的

治疗靶点，对提高乳腺癌的疗效和改善患者的预后

具有重要的作用。

微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ，ｍｉＲ）是一种非
编码单链 ＲＮＡ分子，参与调控靶基因的翻译过程，
在多种恶性肿瘤的发生发展过程中发挥作用。ｍｉＲ
２００家族是一种上皮细胞标志物，是参与上皮间充
质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）的主
要调节分子［４］，其基因被认为是一种抑癌基因。然

而，综合目前的研究结果发现，ｍｉＲ２００家族成员在
不同肿瘤的发展中发挥的作用并不完全相同。ｍｉＲ
２００家族在鼻咽癌中表达下调，在鼻咽癌细胞系中内
源性ｍｉＲ２００ａ的表达随细胞分化程度的增加而增
加［５］。在肾癌中 ｍｉＲ２００ａ可以靶向 βｃａｔｅｎｉｎ，抑制
转化生长因子 β１诱导的近端肾小管的上皮间充质
转化［６］。在缺乏甲基饮食诱导的大鼠肝癌模型中

ｍｉＲ２００ｂ的表达也表现为下调［７］，而在相对于正常

的黑色素细胞中 ｍｉＲ２００家族的表达则是增加
的［８］，但增加 ｍｉＲ２００家族的表达水平并不能抑制
黑色素瘤细胞的侵袭，而只是引起癌细胞侵袭方式

的改变。ｍｉＲ２００ｃ表达高的胰腺癌患者预后指标更
好，但增加胰腺癌细胞中 ｍｉＲ２００ｃ的表达虽能抑制
胰腺癌的侵袭，却会增强胰腺癌细胞的增殖能力［９］。

这说明ｍｉＲ２００家族成员在不同肿瘤的发生发展中
发挥的作用并不一致。ｍｉＲ２００ａ是 ｍｉＲ２００家族的
成员，其在乳腺癌中的表达水平发生改变会发挥怎

样的作用尚不清楚。本实验筛选了乳腺癌细胞系中

ｍｉＲ２００ａ的表达情况，构建了 ｍｉＲ２００ａ的模拟物
（ｍｉｍｉｃ）及抑制剂（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ），并转染作用于乳腺癌
细胞，探讨其对乳腺癌恶性生物学行为的影响及其

作用机制，为乳腺癌的靶向治疗提供参考资料。

材　料　和　方　法

１　主要试剂
人乳腺癌细胞株ＭＤＡＭＢ２３１、ＭＤＡＭＢ４６８和

ＭＣＦ７购自中国科学院生物化学与细胞生物学研究
所；人乳腺上皮细胞株 ＭＣＦ１０Ａ购自上海丰寿生物
科技有限公司。ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、ＰＶＤＦ膜
和ＥＣＬ发光液购自中国上海碧云天生物技术有限公

司；凋亡试剂盒和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试剂盒购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ；
ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ提取试剂盒和逆转录试剂盒购自 Ｑｉａ
ｇｅｎ；ｍｉＲＮＡ荧光定量 ＰＣＲ试剂盒和反转录引物购
自广州市锐博生物科技有限公司；ｍｉＲ２００ａｍｉｍｉｃ
和ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ购自上海吉玛生物；Ｗｅｓｔｅｒｎ抗体购自
Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ；转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００购自 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ；ＣＣＫ８试剂购自日本同仁生物。
２　方法
２．１　细胞培养和转染　复苏乳腺癌细胞，培养于含
１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养液中，置于 ３７℃、５％
ＣＯ２标准培养箱中培养，显微镜下观察，当细胞状态
良好，密度达到 ８０％ 时开始传代。应用 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染，参照说明书进行，用不含有抗生
素含血清的 ＤＭＥＭ培养液重悬乳腺癌细胞，调整细
胞浓度，接种于９６孔细胞培养板中，放置于３７℃、
５％ＣＯ２孵箱中过夜。转染前２４ｈ细胞接种至６孔
板中，密度为 １×１０５，采用含有 １０％ 胎牛血清的
ＤＭＥＭ培养液培养细胞，使转染时的细胞密度能够
达到５０％～８０％。细胞转染按照ｒｉｂｏＦＥＣＴＴＭＣＰ转
染试剂盒说明书进行操作。实验设置３个组：阴性
对照（ｍｉＲｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ｍｉＲＮＣ）组，加入阴性对
照ｍｉｍｉｃ及ｒｉｂｏＦｅｃｔＴＭＣＰ试剂；模拟物（ｍｉＲｍｉｍｉｃ）
组，加入 ｍｉＲ２００ａｍｉｍｉｃｓ及 ｒｉｂｏＦｅｃｔＴＭ ＣＰ试剂；抑
制剂（ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）组，加入 ｍｉＲ２００ａ抑制剂及 ｒｉ
ｂｏＦｅｃｔＴＭＣＰ试剂。之后将６孔板放入ＣＯ２培养箱中
培养６ｈ。然后更换新鲜的含 １０％新生牛血清的
ＤＭＥＭ全培养液，培养４８ｈ后可直接收集细胞，检测
细胞周期和凋亡，检测相关蛋白表达。

２．２　ＣＣＫ８法检测细胞活力　使用 ＣＣＫ８试剂盒
检测细胞增殖能力，按照试剂盒说明书操作。选择

对数生长期的细胞，以３×１０６／Ｌ的密度接种于９６孔
细胞培养板，每孔加１００μＬ培养液，培养６ｈ，行瞬
时转染，转染细胞后的９６孔板置于标准细胞恒温培
养箱中培养。后续培养２４、４８和７２ｈ后分别加入１０
μＬＣＣＫ８试剂，３７℃孵育２ｈ，酶标仪上机检测波长
为４５０ｎｍ处的吸光度（Ａ）值，计算每组细胞增殖能
力，实验重复验证３次。
２．３　细胞凋亡检测　细胞转染处理４８ｈ后，收集培
养液上清，ＰＢＳ清洗细胞２次，加入２ｍＬ０２５％不含
ＥＤＴＡ的胰酶消化液处理细胞，显微镜下观察到细胞
形态开始变圆并脱离培养皿底部时，加入３ｍＬ含有
１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养液终止消化，轻柔吹打
分散细胞团；将含有细胞的混合液全部取到１５ｍＬ
无菌离心管中，６００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃掉上清，加入
５００μＬＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ悬浮细胞，加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ混匀，避光染色１５ｍｉｎ，加入５μＬＰＩ染液，
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室温避光染色 ５ｍｉｎ，流式细胞仪检测细胞凋亡，
ＦｌｏｗＪｏ软件分析凋亡检测结果。
２．４　细胞侵袭检测　无菌２４孔板按实验需求放置
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，小室内按１∶１０比例铺入８０μＬ基质
胶，将铺好基质胶的２４孔板置于细胞恒温培养箱中
沉降４ｈ，小室外的孔中加入６００μＬ含１０％胎牛血
清的ＤＭＥＭ培养液，小室内按２００μＬ不含血清的细
胞悬液中铺入５×１０４转染６ｈ后的细胞，２４孔板置
于细胞恒温培养箱中培养４８ｈ。４８ｈ后取出小室，
ＰＢＳ清洗小室底部２次，用棉棒将小室内面未穿透
的细胞擦干净，小室置于 ４％多聚甲醛中固定 ３０
ｍｉｎ，ＰＢＳ洗净固定液，结晶紫染液３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗
结晶紫２次，倒置晾干小室后在倒置显微镜下观察，
随机取５个视野计数细胞，比较各组细胞侵袭能力。
２．５　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ｍｉＲ２００ａ以及 ＥＭＴ相关
指标ｍＲＮＡ的表达水平　ＴＲＩｚｏｌ试剂盒提取细胞中
总 ＲＮＡ，用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００测量各组 ＲＮＡ浓度将
ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ。

用两步法染料试剂盒检测 ＳＩＰ１、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ
ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｎａｉｌ、Ｔｗｉｓｔ、ＺＥＢ１和ＺＥＢ２ｍＲＮＡ的表达情
况，以βａｃｔｉｎ为内参照；用两步探针法试剂盒检测
ｍｉＲ２００ａ的表达情况，以 Ｕ６为内参照。２－ΔΔＣｔ法表
示 ＳＩＰ１、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｎａｉｌ、Ｔｗｉｓｔ、ＺＥＢ１、
ＺＥＢ２和 ｍｉＲ２００ｃ的相对表达量，实验中所用到
ＰＣＲ引物见表１。反应程序为：预变性９４℃１０ｍｉｎ；
９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，４０个循环。熔解曲线分析：
９５℃ １５ｓ，６５℃ １ｍｉｎ，９５℃１５ｓ。采集信号进行
定量分析。

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　细胞转染处理４８ｈ后抽提蛋白，
采用ＢＣＡ蛋白浓度定量试剂盒检测蛋白样品的浓
度，计算上样量。取适量的蛋白与５×蛋白上样缓冲
液混合（４∶１），９５℃金属浴煮沸５ｍｉｎ蛋白变性。按
照实验需求配置聚丙烯酰凝胶。蛋白上样，电泳，转

膜，封闭，４℃孵育Ⅰ抗过夜，ＴＢＳＴ洗膜３次，加入相
应Ⅱ抗，室温摇床孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜２次，ＥＣＬ发
光，照相，ＳｃｉｏｎＩｍａｇｅ软件测灰度值定量分析。
３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１７０软件进行统计学分析，各组实验
数据以均数 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，用单因素方
差分析 （ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）进行统计学分析，以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。

结　　果

１　ｍｉＲ２００ａ在乳腺细胞系中的表达情况
ＲＴｑＰＣＲ结果显示，与正常乳腺上皮细胞 ＭＣＦ

１０Ａ相比，ｍｉＲ２００ａ在ＭＤＡＭＢ２３１和ＭＤＡＭＢ４６８

表１　ＲＴｑＰＣＲ引物序列
Ｔａｂｌｅ１．ＴｈｅｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒＲＴｑＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｎａｍｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｍｉＲ２００ａ Ｆ：５’ＣＣＣＴＣＧＴＣＴＴＡＣＣＡ３’

Ｒ：５’ＣＣＴＣＣＡＴＣＡＴＴＡＣＣＣ３’
ＳＩＰ１ Ｆ：５’ＡＧＧＣＡＴＡＴＧＧＴＧＡＣＧＣＡＣＡＡ３’

Ｒ：５’ＣＴＴＧＡＡＣＴＴＧＣＧＧＴＴＡＣＣＴＧＣ３’
ＥＣａ Ｆ：５’ＧＴＣＡＣＴＧＡＣＡＣＣＡＡＣＧＡＴＡＡＴＣＣＴ３’

Ｒ：５’ＴＴＴＣＡＧＴＧＴＧＧＴＧＡＴＴＡＣＧＡＣＧＴＴＡ３’
ＮＣａ Ｆ：５’ＣＣＡＴＣＡＡＧＣＣＴＧＴＧＧＧＡＡＴＣ３’

Ｒ：５’ＧＣＡＧＡＴＣＧＧＡＣＣＧＧＡＴＡＣＴＧ３’
Ｓｎａｉｌ Ｆ：５’ＡＴＧＡＧＧＡＡＴＣＴＧＧＣＴＧＣＴＧＴ３’

Ｒ：５’ＣＡＧＧＡＧＡＡＡＡＴＧＣＣＴＴＴＧＧＡ３’
Ｔｗｉｓｔ Ｆ：５’ＧＧＡＣＡＡＧＣＴＧＡＧＣＡＡＧＡＴＴＣＡＧＡ３’

Ｒ：５’ＴＣＴＧＧＡＧＧＡＣＣＴＧＧＴＡＧＡＧＧＡＡ３’
ＺＥＢ１ Ｆ：５’ＡＡＧＡＡＡＧＴＧＴＴＡＣＡＧＡＴＧＣＡＧＣＴＧ３’

Ｒ：５’ＣＣＣＴＧＧＴＡＡＣＡＣＴＧＴＣＴＧＧＴＣ３’
ＺＥＢ２ Ｆ：５’ＣＡＣＡＣＡＡＧＣＣＡＧＧＧＡＣＡＧＡＴ３’

Ｒ：５’ＣＴＣＧＴＡＡＧＧＴＴＴＴＴＣＡＣＣＡＣＴＧＴ３’
Ｕ６ Ｆ：５’ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴＡＡＡＡＴ３’

Ｒ：５’ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴ３’
βａｃｔｉｎ Ｆ：５’ＴＧＡＣＧＴＧＧＡＣＡＴＣＣＧＣＡＡＡＧ３’

Ｒ：５’ＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＣＧＡＧＧ３’

　Ｆ：ｆｏｒｗａｒｄ；Ｒ：ｒｅｖｅｒｓｅ．

细胞中表达降低（Ｐ＜００５），在 ＭＤＡＭＢ２３１细胞
中表达量最低，在ＭＣＦ７细胞中表达无显著差异，见
图１。后续实验选择ＭＤＡＭＢ２３１作为ｍｉＲ２００ａ的
转染对象。转染 ｍｉＲ２００ａｍｉｍｉｃ后，ｍｉＲ２００ａ在
ＭＤＡＭＢ２３１细胞中的表达显著增加，转染 ｍｉＲ
２００ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后ｍｉＲ２００ａ在ＭＤＡＭＢ２３１细胞中的
表达显著降低（Ｐ＜００５），见图２，说明 ｍｉＲ２００ａ序
列设计有效。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２００ａｉｎｈｕｍａｎｎｏｒｍａｌ
ｂｒｅａｓｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓａｎｄｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±
ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＭＣＦ１０Ａ
ｃｅｌｌｓ．

图１　正常乳腺上皮细胞及乳腺癌细胞中 ｍｉＲ２００ａ的表达
情况
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Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２００ａａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．
Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｍｉＲ
ＮＣｇｒｏｕｐ．

图２　转染处理后ＭＤＡＭＢ２３１细胞中ｍｉＲ２００ａ的表达情况

２　转染 ｍｉＲ２００ａ对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞恶性表型
的影响

转染ｍｉＲ２００ａｍｉｍｉｃ和 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组２４ｈ后，与
ｍｉＲＮＣ组相比，细胞增殖活力无显著差异（Ｐ＞
００５）；转染４８和７２ｈ后，ｍｉＲｍｉｍｉｃ组的细胞增殖
活力显著低于 ｍｉＲＮＣ组（Ｐ＜００５），见图３。转染

２４ｈ后，ｍｉＲｍｉｍｉｃ组ＭＤＡＭＢ２３１细胞的早期凋亡
率为（１２７±４２７）％，ｍｉＲＮＣ组ＭＤＡＭＢ２３１细胞
的早期凋亡率为（４６１±４０７）％，ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组
ＭＤＡＭＢ２３１细胞的早期凋亡率为（１４８±４８１）％，
即ｍｉＲｍｉｍｉｃ组的细胞凋亡率显著增加（Ｐ＜００１），
而ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的细胞凋亡率显著降低（Ｐ＜００１），
见图４。

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＴｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｍｉＲ２００ａ
ｍｉｍｉｃｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．
Ｐ＜００５ｖｓｍｉＲＮＣｇｒｏｕｐ．

图３　ｍｉＲ２００ａ转染后ＭＤＡＭＢ２３１细胞活力的改变情况

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＴｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｍｉＲ２００ａｍｉｍｉｃｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００１ｖｓｍｉＲ
ＮＣｇｒｏｕｐ．

图４　ｍｉＲ２００ａ转染后ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡的改变情况
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　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验结果显示，ＭＤＡＭＢ２３１细
胞转染２４ｈ后，ｍｉＲｍｉｍｉｃ组的跨膜细胞数较 ｍｉＲ
ＮＣ组显著减少（Ｐ＜００５），ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的跨膜

细胞数显著增多（Ｐ＜００５），即 ｍｉＲｍｉｍｉｃ组的细胞
侵袭力能力显著减弱，而ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的细胞侵袭
力显著增加，见图５。

Ｆｉｇｕｒｅ５．ＴｈｅｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｍｉＲ２００ａｍｉｍｉｃｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓ
ｍｉＲＮＣｇｒｏｕｐ．

图５　ｍｉＲ２００ａ转染处理后ＭＤＡＭＢ２３１细胞侵袭能力的改变情况

３　ｍｉＲ２００ａ表达改变对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞表型
及ＥＭＴ通路相关ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响

ＲＴｑＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＭＤＡＭＢ
２３１细胞转染 ２４ｈ后，ｍｉＲｍｉｍｉｃ组 ＳＩＰ１、Ｎｃａｄｈｅ
ｒｉｎ、Ｓｎａｉｌ、Ｔｗｉｓｔ、ＺＥＢ１和ＺＥＢ２的 ｍＲＮＡ和蛋白水平
上较阴性对照表达显著下调，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ在ｍＲＮＡ和
蛋白水平上较阴性对照表达显著上调（Ｐ＜００５）；
ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ＳＩＰ１、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｎａｉｌ、Ｔｗｉｓｔ、ＺＥＢ１
和ＺＥＢ２在ｍＲＮＡ和蛋白水平上较阴性对照表达显
著上调，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ在ｍＲＮＡ和蛋白水平上较阴性对
照表达显著下调（Ｐ＜００５），见图６、７。

讨　　论

ＭｉｃｒｏＲＮＡ是一类非编码小分子ＲＮＡ，可通过碱
基互补的方式与靶分子 ｍＲＮＡ特异性结合，影响
ｍＲＮＡ的降解和翻译，在调控基因表达、细胞周期、
生物体发育时序等生命过程中发挥着重要作用［１０］。

ｍｉＲ２００家族是上皮细胞的标志物，是 ＥＭＴ的主要
调节分子之一，在多种肿瘤和正常组织间存在差异

表达，其基因可作为癌基因或抑癌基因参与肿瘤的

发生发展［８９，１１１２］。然而，同一种 ｍｉＲ２００家族分子
在不同肿瘤中表现出不同的作用。在胰腺癌中ｍｉＲ
２００ａ呈低表达，在癌旁正常组织中呈高表达，高表达
ｍｉＲ２００ａ的胰腺癌患者预后更好，但 ｍｉＲ２００ａ高表
达的胰腺癌细胞的增殖能力更强。在黑色素瘤细胞

中，ｍｉＲ２００ｃ高表达导致较高比例的细胞以圆形“阿
米巴样”的方式侵袭，而 ｍｉＲ２００ａ高表达使细胞以
拉长“间质型”方式侵袭。研究证实，ｍｉＲ２００ａ能通
过促进ＰＴＥＮ的表达，抑制 ＴＧＦβ１诱导的胰腺形状
细胞的活化和细胞外基质的形成，并抑制 ＡＫＴ和
ｍＴＯＲ的磷酸化［１３］。ｍｉＲ２００ａ和 ｍｉＲ２００ｂ可靶向
抑制 ＰＴＥＮ的表达，促进子宫内膜细胞的体外增
殖［１４］。这些研究表明，ｍｉＲ２００家族的功能在不同
类型的肿瘤或细胞中有很大的异质性，其不同亚型

在乳腺癌中的具体作用尚未见报道。本项工作显

示，在乳腺癌中，ｍｉＲ２００ａ的过表达可抑制癌细胞的
增殖及侵袭，促进乳腺癌细胞的凋亡，提示 ｍｉＲ２００ａ
在乳腺癌中可发挥抑制乳腺癌恶性生物学行为的抑

癌作用。

　　恶性肿瘤的侵袭和转移由肿瘤细胞与其存在的
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Ｆｉｇｕｒｅ６．ＴｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｍｉＲ２００ａｍｉｍｉｃｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝
３．Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｍｉＲＮＣｇｒｏｕｐ．

图６　ｍｉＲ２００ａ转染处理后ＭＤＡＭＢ２３１细胞ｍＲＮＡ表达的改变情况

Ｆｉｇｕｒｅ７．ＴｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓｒｅｌａｔｅｄｔｏＥＭＴｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｍｉＲ２００ａｍｉｍｉｃｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒｔｒａｎｓ
ｆｅｃｔｉｏｎ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｍｉＲＮＣｇｒｏｕｐ．

图７　ｍｉＲ２００ａ转染处理后ＭＤＡＭＢ２３１细胞ＥＭＴ信号通路相关蛋白的改变情况

微环境相互作用而产生，其中 ＥＭＴ是肿瘤进展和肿
瘤恶性表型转化的首要迹象［１５］。ＥＭＴ可使上皮来
源的肿瘤细胞失去正常极性，失去与基底膜的连接，

促进细胞外基质的沉积，肿瘤细胞获得干细胞样特

性和较高迁移与侵袭能力，甚至获得耐药性［１６１７］。

新近研究表明，ｍｉＲＮＡ和 ＥＭＴ之间关系密切，过表
达ｍｉＲ１８６可抑制 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达从而促进肝癌
细胞的侵袭［１８］。在前列腺癌细胞中，ｍｉＲＮＡ２９ｂ的
高表达可以通过靶向 Ｓｎａｉｌ分子，逆转 ＥＭＴ进程，抑
制细胞的浸润表型［１９］。ｍｉＲ２００ａ一方面通过靶向
ＺＥＢ１／ＺＥＢ２，调节ｃａｄｈｅｒｉｎ复合体，从而影响Ｗｎｔ／β
ｃａｔｅｎｉｎ信号通路的活性，另一方面直接抑制 βｃａｔｅ
ｎｉｎ的表达，进而引起细胞内 βｃａｔｅｎｉｎ分布改变，抑

制Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的活性，抑制胃癌细胞的
恶性生物学表型［２０］。研究证实［２１］，Ｓｎａｉｌ、Ｓｌｕｇ、
ＺＥＢ１、ＺＥＢ２以及 ＳＩＰ１等转录因子可以直接结合在
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ基因上游的启动子区域，通过降低 Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ表达促进ＥＭＴ的发生，且这类转录因子还可以
促进细胞内 ＥＲＫ、ＮＦκＢ和 ＰＩ３Ｋ等信号通路的传
导，促进肿瘤的恶性生物学行为。本项工作显示，在

乳腺癌中ｍｉＲ２００ａ表达增加，癌细胞中ＳＩＰ１、Ｎｃａｄ
ｈｅｒｉｎ、Ｓｎａｉｌ、Ｔｗｉｓｔ、ＺＥＢ１和 ＺＥＢ２在 ｍＲＮＡ和蛋白水
平上较阴性对照均发生表达下调，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ在
ｍＲＮＡ和蛋白水平上表达显著上调，而转染ｍｉＲ２００ｃ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后上述结果被逆转，这表明 ｍｉＲ２００ａ在乳
腺癌中可抑制ＥＭＴ进程，而ｍｉＲ２００ａ表达增加乳腺
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癌细胞恶性生物学行为被抑制可能是通过抑制ＥＭＴ
的进程来实现的。

总之，我们通过体外研究证实，ｍｉＲ２００ａ可以抑
制乳腺癌细胞的增殖，侵袭，促进乳腺癌细胞的凋

亡，其可能机制是通过调节乳腺癌细胞的 ＥＭＴ来实
现的，ｍｉＲ２００ａ可作为乳腺癌患者潜在的生物治疗
靶点。但是ｍｉＲ２００ａ对乳腺癌细胞 ＥＭＴ表型的靶
向调控方式，ｍｉＲ２００ａ表达改变对乳腺癌细胞 ＥＭＴ
相关信号通路的影响，ｍｉＲ２００ａ表达水平与乳腺癌
患者临床病理特征及预后之间的关系等尚不清楚，

有待深入研究。

［参　考　文　献］

［１］　ＦｉｔｚｍａｕｒｉｃｅＣ，ＡｌｌｅｎＣ，ＢａｒｂｅｒＲＭ，ｅｔａｌ．Ｇｌｏｂａｌ，ｒｅ
ｇｉｏｎａｌ，ａｎｄｎａｔｉｏｎａｌｃａｎｃｅｒｉｎｃｉｄｅｎｃｅ，ｍｏｒｔａｌｉｔｙ，ｙｅａｒｓｏｆ
ｌｉｆｅｌｏｓｔ，ｙｅａｒｓｌｉｖｅｄｗｉｔｈｄｉｓａｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄｄｉｓａｂｉｌｉｔｙａｄｊｕｓ
ｔｅｄｌｉｆｅｙｅａｒｓｆｏｒ３２ｃａｎｃｅｒｇｒｏｕｐｓ，１９９０ｔｏ２０１５：ａｓｙｓ
ｔｅｍａｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｔｈｅｇｌｏｂａｌｂｕｒｄｅｎｏｆｄｉｓｅａｓｅｓｔｕｄｙ［Ｊ］．
ＪＡＭＡＯｎｃｏｌ，２０１７，３（４）：５２４５４８．

［２］　王照岩，杨玉玲，杨志一，等．ｍｉＲ１２５ａ５ｐ通过 ＧＳＫ
３β／Ｓｎａｉｌ信号通路抑制乳腺癌细胞的上皮间充质转
化［Ｊ］．中国病理生理杂志，２０１８，３４（６）：１００８１０１３．

［３］　范丹丹，刘启榆，赵凌凌．乳腺癌靶向治疗进展［Ｊ］．
世界最新医学信息文摘，２０１７，１７（６８）：３２３３．

［４］　ＧｒｅｇｏｒｙＰＡ，ＢｅｒｔＡＧ，ＰａｔｅｒｓｏｎＥＬ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｍｉＲ２００
ｆａｍｉｌｙａｎｄｍｉＲ２０５ｒｅｇｕｌａｔｅｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＺＥＢ１ａｎｄＳＩＰ１［Ｊ］．ＮａｔＣｅｌｌＢｉｏｌ，
２００８，１０（５）：５９３６０１．

［５］　ＸｉａＨ，ＮｇＳＳ，ＪｉａｎｇＳ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ２００ａｍｅｄｉａｔｅｄｄｏｗｎ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＺＥＢ２ａｎｄＣＴＮＮＢ１ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｉｎｈｉｂｉｔｓｎａ
ｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａ
ｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍ ＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２０１０，３９１
（１）：５３５５４１．

［６］　ＧｏｎｇＹ，ＱｉｎＺ，ＺｈｏｕＢ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００ａｉｎｈｉｂｉｔｓ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１ｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｘｉｍａｌｔｕｂｕｌａｒ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇβｃａｔｅｎｉｎ
［Ｊ］．Ｎｅｐｈｒｏｎ，２０１７，１３７（３）：２３７２４９．

［７］　ＴｒｙｎｄｙａｋＶＰ，ＲｏｓｓＳＡ，ＢｅｌａｎｄＦＡ，ｅｔａｌ．Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａ
ｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｉｃｒｏＲＮＡｓｍｉＲ３４ａ，ｍｉＲ１２７，ａｎｄｍｉＲ２００ｂ
ｉｎｒａｔｌｉｖｅｒｄｕｒｉｎｇｈｅｐａｔｏｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙａｍｅｔｈ
ｙｌｄｅｆｉｃｉｅｎｔｄｉｅｔ［Ｊ］．ＭｏｌＣａｒｃｉｎｏｇ，２００９，４８（６）：４７９
４８７．

［８］　ＥｌｓｏｎＳｃｈｗａｂＩ，ＬｏｒｅｎｔｚｅｎＡ，ＭａｒｓｈａｌｌＣＪ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ
２００ｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｒｅｇｕｌａｔｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙａｎｄｍｏｄｅｏｆｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎ［Ｊ］．ＰＬｏＳ
Ｏｎｅ，２０１０，５（１０）：ｅ１３１７６．

［９］　ＹｕＪ，ＯｈｕｃｈｉｄａＫ，ＭｉｚｕｍｏｔｏＫ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ，ｈｓａ

ｍｉＲ２００ｃ，ｉｓａｎｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｆａｃｔｏｒｉｎｐａｎｃｒｅ
ａｔｉｃｃａｎｃｅｒａｎｄｉｔｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｓｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ
ｉｎｖａｓｉｏｎｂｕｔｉｎｃｒｅａｓｅｓｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒ，
２０１０，９：１６９．

［１０］ＢａｒｔｅｌＤＰ．ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ：ｇｅｎｏｍｉｃｓ，ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ，ｍｅｃｈａ
ｎｉｓｍ，ａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２００４，１１６（２）：２８１２９７．

［１１］ＰａｒｋＳＭ，ＧａｕｒＡＢ，ＬｅｎｇｙｅｌＥ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｍｉＲ２００ｆａｍｉ
ｌｙｄｅｔｅｒｍｉｎｅｓｔｈｅｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｐｈｅｎｏｔｙｐｅｏｆｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｈｅＥｃａｄｈｅｒｉｎｒｅｐｒｅｓｓｏｒｓＺＥＢ１ａｎｄＺＥＢ２［Ｊ］．
ＧｅｎｅｓＤｅｖ，２００８，２２（７）：８９４９０７．

［１２］ＲｏｈＭＳ，ＬｅｅＨＷ，ＪｕｎｇＳＢ，ｅｔａｌ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ
２００ｃａｎｄｉｔｓｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｉｎｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＰａｔｈｏｌＲｅｓＰｒａｃｔ，２０１８，２１４
（３）：３５０３５５．

［１３］ＸｕＭ，ＷａｎｇＧ，ＺｈｏｕＨ，ｅｔａｌ．ＴＧＦβ１ｍｉＲ２００ａＰＴＥＮ
ｉｎｄｕｃｅｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｎｄｆｉｂｒｏｓｉｓｏｆ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｃｈｅｍ，２０１７，
４３１（１／２）：１６１１６８．

［１４］ＷｕＱ，ＬｕＲＬ，ＬｉＪＸ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ２００ａａｎｄｍｉＲ２００ｂ
ｔａｒｇｅｔＰＴＥＮｔｏｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ
ｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．ＡｓｉａｎＰａｃＪＴｒｏｐＭｅｄ，２０１７，１０（５）：４９８
５０２．

［１５］赵良中，崔家博，马　静，等．胡桃醌通过调节 Ｗｎｔ／
βｃａｔｅｎｉｎ／Ｓｎａｉｌ通路抑制前列腺癌细胞上皮间充质转
化［Ｊ］．中国病理生理杂志，２０１８，３４（１０）：１９１０
１９１３．

［１６］ＹｅｕｎｇＫＴ，ＹａｎｇＪ．Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｉｎ
ｔｕｍｏｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．ＭｏｌＯｎｃｏｌ，２０１７，１１（１）：２８３９．

［１７］李艳莉，邓金勇，王金龄，等．ｌｎｃＲＮＡＰＣＡＴ１表达下
调抑制口腔鳞状细胞癌细胞的增殖、生长、侵袭、迁移

及上皮间充质转化［Ｊ］．中国病理生理杂志，２０１８，３４
（１１）：２００４２０１０．

［１８］ＧｏｕＹ，ＺｈａｉＦ，ＺｈａｎｇＬ，ｅｔａｌ．ＲＵＮＸ３ｒｅｇｕｌａｔｅｓｈｅｐａｔｏ
ｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｍｅｔａｓｔａｓｉｓｖｉａｔａｒｇｅｔｉｎｇｍｉＲ１８６／
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ／ＥＭＴｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，２０１７，８
（３７）：６１４７５６１４８６．

［１９］ＲｕＰ，ＳｔｅｅｌｅＲ，ＮｅｗｈａｌｌＰ，ｅｔａｌ．ｍｉＲＮＡ２９ｂｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ
ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎ
ｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒＴｈｅｒ，２０１２，
１１（５）：１１６６１１７３．

［２０］ＳｕＪ，ＺｈａｎｇＡ，ＳｈｉＺ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００ａｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ
ｔｈｅＷｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｂｙｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｗｉｔｈ
Ｐｃａｔｅｎｉｎ［Ｊ］．ＩｎｔＪＯｎｃｏｌ，２０１２，４０（４）：１１６２１１７０．

［２１］阮水良，韩晨阳，官俏兵，等．ＩＬ９通过 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ
通路诱导胃癌 ＭＫＮ４５细胞上皮间充质转化［Ｊ］．中
国病理生理杂志２０１８，３４（１０）：１７４８１７５３．
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