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　　ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一种广泛存在的非编码小分子

ＲＮＡ，在重要生命过程如细胞生长、发育、代谢中等扮演着重

要角色，其表达异常与肿瘤的发生发展关系密切，可能发挥

促进或抑制癌细胞生长的重要作用。ｍｉＲ２１是一种较早在

人体中发现、并且存在相对广泛的 ｍｉＲＮＡ，在多种肿瘤细胞

及组织中都具有较高水平的表达［１３］。研究发现乳腺癌患者

血清中ｍｉＲ２１水平较健康对照组明显增高，且 ｍｉＲ２１水平

升高与癌细胞在内脏中的转移显著相关［１］，提示 ｍｉＲ２１可

能作为一种致癌ｍｉＲＮＡ在乳腺癌的发展过程中发挥重要作

用。本研究以反义寡核苷酸技术（ＡＳＯＤＮ）抑制 ｍｉＲ２１在

乳腺癌中的表达，观察了 ｍｉＲ２１下调后乳腺癌细胞的存活

和凋亡情况以及肿瘤抑制相关蛋白ＴＩＭＰ１、Ｃａｓｐａｓｅ３和肿

瘤增殖相关蛋白Ｂｃｌ２的表达变化，为探寻乳腺癌的基因治

疗靶点提供依据。

１　材料和方法

１．１　细胞培养和基因转染　在ＤＭＥＭ 完全培养液中对乳

腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞株（中国科学院上海细胞库 ＡＴＣＣ）

进行常规培养。实验分组：（１）空白对照组，给予２０μｌＰＢＳ
对照处理；（２）无义寡核苷酸对照组，取无义寡核苷酸（５′

ＡＡＧＧＣＡＡＧＣＵＧＡＣＣＣＵＧＡＡＧＵ３′，上海生工生物工

程技术服务有限公司合成）６μｇ与１０μｌＯｌｉｇｏＦｅｃｔａｍｉｎｅ
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，美国）混匀，加入 ＭＤＡＭＢ２３１细胞培养

液中；（３）ｍｉＲ２１ＡＳＯＤＮ（ＡＳｍｉＲ２１）转染组，方法同无义

寡核 苷 酸 对 照 组，以 ２’ＯＭｅＡＳｍｉＲ２１（５′ＧＵＣ ＡＡＣ

ＡＵＣＡＧＵＣＵＧＡＵＡＡＧＣＵＡ３′［２］，上海生工生物工程技

术服务有限公司合成）取代无义寡核苷酸加入培养液中。转

染４８ｈ后收获细胞，按照Ｅ．Ｚ．Ｎ．ＡｍｉＲＮＡ试剂盒（Ｏｍｅ

ｇａ，美国）说明书抽提总 ｍｉＲＮＡ并进行反转录，参照 Ａｌｌｉｎ

ＯｎｅｍｉＲＮＡＱＲＴＰＣＲ检测试剂盒说明书（ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ，美

国）进行ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，采用韩国ＢＩＯＮＥＥＲ公司生产的Ｅｘ

ｉｃｙｃｌｅｒＴＭ９６荧光定量仪进行荧光定量分析，计算２－ΔΔＣｔ值以

衡量ｍｉＲ２１表达水平。

１．２　ＣＣＫ８法检测转染后 ＭＤＡＭＢ２３１细胞存活率　随

机挑选对数生长期 ＭＤＡＭＢ２３１细胞阳性克隆扩增充分后

常规消化，分别接种于９６孔板，每孔２０００个细胞。接种

１２ｈ后，按１．１项下方法进行分组并转染细胞。７２ｈ后加入

ＣＣＫ８试剂（ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ，同仁化学研究所，日本），

１０μｌ／孔，至３７℃培养箱中孵育１ｈ，４５０ｎｍ下测定光密度

（Ｄ４５０）值，按照公式（细胞存活率＝转染组细胞Ｄ４５０值／对照

组细胞Ｄ４５０值×１００％）计算细胞存活率。

１．３　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色检测转染后 ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋

亡　随机挑选对数生长期 ＭＤＡＭＢ２３１细胞阳性克隆扩增

充分后常规消化，分别接种于含盖玻片的６孔细胞培养板，

接种１２ｈ后，按１．１项下方法进行分组并转染细胞。２４ｈ
后，进行 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８细胞染色，共聚焦显微镜下观察并采

集图像。

１．４　Ｂｃｌ２、ＴＩＭＰ１和Ｃａｓｐａｓｅ３表达情况检测

１．４．１　ＲＴＰＣＲ检测　收集１×１０７细胞样本，按试剂盒（北

京天根生化科技有限公司）说明书，分别提取各组样本的总

ＲＮＡ，定量后，应用随机引物进行反转录反应，以βａｃｔｉｎ为

内参，进行ＲＴＰＣＲ检测。设计引物序列如下，Ｂｃｌ２Ｆ：５′

ＣＡＣＣＡＡＧＡＡ ＡＧＣＡＧＧＡＡＡＣＣ３′，Ｒ：５′ＧＣＡＧＧＡ

ＴＡＧＣＡＧ ＣＡＣ ＡＧＧ ＡＴ３′；ＴＩＭＰ１Ｆ：５′ＧＡＧ ＡＴＣ

ＡＡＧＧＴＣＣＴＴＴＣＣＧ３′，Ｒ：５′ＴＧＴＡＣＴＴＣＡＧＴＴＴＣＴ

ＧＡＧＣＧＴＡ３′；Ｃａｓｐａｓｅ３Ｆ：５′ＧＧＴＴＣＡＴＣＣＡＧＴＣＧＣ

ＴＴＴＧ３′，Ｒ：５′ＣＡＴＣＴＴＣＴＣＡＣＴＴＧＧＣＡＴＡＣＡ３′。

１．４．２　蛋白质印迹法检测　将５×１０７待检细胞培养２４ｈ
后加入ＲＩＰＡ裂解液和１％体积的ＰＭＳＦ裂解细胞收获蛋

白，将其稀释至适当浓度，２０μｌ上样量进行电泳。转膜，一

抗杂交（１１０００），再加 ＨＲＰ偶联的二抗进行反应（１

１０００），ＥＣＬ显色，记录到胶片上，采用凝胶图像分析系统进

行灰度分析。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件包，单因素方
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差分析比较组间差异，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＡＳｍｉＲ２１转染后 ＭＤＡＭＢ２３１细胞中 ｍｉＲ２ｌ表达

水平下调　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ 结果表明，ＡＳｍｉＲ２１转染组

ｍｉＲ２ｌ表达下调，仅为对照组的（０．１３±０．０１），与对照组相

比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；无义寡核苷酸对照组中

ｍｉＲ２１表达水平未发生明显改变。

２．２　ＡＳｍｉＲ２１ 转 染 后 ＭＤＡＭＢ２３１ 细 胞 存 活 率 下

降　设定对照组细胞存活率为１００％，ＡＳｍｉＲ２１转染组

ＭＤＡＭＢ２３１细胞存活率为（４０．８２％±０．８９％），与对照组

相比明显下降，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；无义寡核苷酸

组细胞存活率为（９５．４５％±７．０９％），与对照组相比差异无

统计学意义。

２．３　ＡＳｍｉＲ２１ 转 染 后 ＭＤＡＭＢ２３１ 细 胞 凋 亡 率 升

高　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色结果见图１，可见转染 ＡＳｍｉＲ２１的

ＭＤＡＭＢ２３１细胞与对照组相比，细胞核浓缩现象加剧，表

现为致密浓染，说明细胞凋亡加剧；无义寡核苷酸组与对照

组相比无明显差异。

图１　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色检测转染后 ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡情况

Ａ：对照组；Ｂ：无义寡核苷酸对照组；Ｃ：ＡＳｍｉＲ２１转染组．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１０００

２．４　ＡＳｍｉＲ２１转染后 ＭＤＡＭＢ２３１细胞Ｂｃｌ２、ＴＩＭＰ１
和Ｃａｓｐａｓｅ３表达变化　应用 ＲＴＰＣＲ 方法检测 Ｂｃｌ２、

ＴＩＭＰ１和Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ水平的表达变化，结果发现在

转染ＡＳｍｉＲ２１的 ＭＤＡＭＢ２３１细胞中，Ｂｃｌ２表达较空白

组和无义寡核 苷 酸 对 照 组 ＭＤＡＭＢ２３１ 细 胞 降 低；而

ＴＩＭＰ１及Ｃａｓｐａｓｅ３表达均升高（Ｐ＜０．０１，图２）。蛋白质

印迹检测结果与ＲＴＰＣＲ结果一致（Ｐ＜０．０１，图３）。

图２　ＲＴＰＣＲ检测转染后 ＭＤＡＭＢ２３１
细胞各基因表达情况

Ｐ＜０．０１与对照组相比；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　乳腺癌作为严重威胁女性健康的常见恶性肿瘤之一，目

前主流的治疗手段仍集中在手术及放化疗等方面，但总生存

率一直并不理想，寻找治疗乳腺癌新的分子靶标将是今后研

究的主要方向［３］。近年人们对于 ｍｉＲＮＡ在肿瘤发生、发展

中的作用以及针对ｍｉＲＮＡ进行基因治疗进行了多层面的研

究。一种ｍｉＲＮＡ通常会对多个靶基因起调控作用，因此如

果以其为治疗靶点，则治疗效率远高于针对单一靶基因［４］。

ｍｉＲ２１作为在许多恶性肿瘤细胞中表达上调的ｍｉＲＮＡ代

表，在乳腺癌组织中的表达水平远高于正常组织。而研究表

明ｍｉＲ２ｌ的反义寡聚核苷酸能在体外明显抑制多种肿瘤细

胞的生长并诱导其凋亡［５］。为此，本研究采用 ＡＳｍｉＲ２１体

外转染乳腺癌细胞株 ＭＤＡＭＢ２３１，观察抑制 ｍｉＲ２１表达

对乳腺癌细胞增殖及凋亡的影响，对体外以 ｍｉＲ２１为靶点

的乳腺癌基因治疗进行了初步探讨。

图３　蛋白质印迹检测Ｂｃｌ２、ＴＩＭＰ１和Ｃａｓｐａｓｅ３表达

１：对照组；２：无义寡核苷酸对照组；３：ＡＳｍｉＲ２１转染组．Ｐ＜

０．０１与对照组相比；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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　　纽约大学比较功能基因组中心提供的ＰｉｃＴａｒ预测，可能

受ｍｉＲ２１调控的靶标约１９０个［６］。Ｂｃｌ２是肿瘤组织中重要

的原癌基因，其编码的Ｂｃｌ２蛋白的高度表达能够抑制细胞

凋亡，促进细胞增生［７］。Ｃａｓｐａｓｅ３作为凋亡机制的核心蛋

白〗酶，是重要的凋亡调控因子，其表达水平可能作为乳腺癌

临床评价及预后判断的参考指标。基质金属蛋白酶抑制剂

（ＴＩＭＰｓ）家族主要抑制基质金属蛋白酶 ＭＭＰｓ的活性，从而

影响肿瘤的生长、浸润和转移，也有研究显示在乳腺癌组织

中ＴＩＭＰ１表达量较高，其机制仍不清楚，但对ＴＩＭＰ１进行

的ｓｈＲＮＡ干扰试验并未对肿瘤细胞产生影响［８］。根据上述

研究，推 测 ｍｉＲ２１ 表 达 水 平 下 调 后，Ｂｃｌ２、ＴＩＭＰ１ 和

Ｃａｓｐａｓｅ３的表达可能会受到不同程度影响。因此，本研究采

用ＲＴＰＣＲ和蛋白质印迹法考察了三者的表达。

　　本研究结果证实，经 ＡＳｍｉＲ２１转染后，肿瘤细胞凋亡

比例明显增高；Ｂｃｌ２蛋白在转染后肿瘤细胞中表达降低，表

明经过ＡＳｍｉＲ２１转染后肿瘤细胞ＤＮＡ复制、增殖活性降

低；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色结果显示在下调 ｍｉＲ２１表达水平后

肿瘤细胞凋亡程度加剧，而抑癌基因ＴＩＭＰ１及Ｃａｓｐａｓｅ３表

达量升高，也证明肿瘤细胞增殖可能受到抑制。推测 ｍｉＲ２１
可能通过对肿瘤抑制相关蛋白ＴＩＭＰ１及Ｃａｓｐａｓｅ３和肿瘤

增殖相关蛋白Ｂｃｌ２等的表达调控以及诱导凋亡抑制肿瘤细

胞生长，这为进一步鉴定ｍｉＲ２１下游的靶标蛋白，阐明乳腺

癌发病、增殖、迁移机制，制定有效的乳腺癌基因治疗策略提

供了依据。
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