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ｍｉＲ３８２通过ＰＧＣ１α对三阴性乳腺癌细胞株４Ｔ１生物学特性的影响
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　　［摘要］　目的　研究乳腺癌４Ｔ１细胞内ｍｉＲ３８２下调ＰＧＣ１α对细胞生物学特性的影响。方法　
①以４Ｔ１细胞作为研究对象，ｍｉＲ３８２ｍｉｍｉｃｓ或抑制性探针 ａｎｔｉｍｉＲ３８２转染４Ｔ１细胞后，以 ｑＲＴＰＣＲ
检测４Ｔ１中ｍｉＲ３８２水平变化，ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ＰＧＣ１α的表达水平变化；②荧光素
酶报告基因检测 ｍｉＲ３８２与 ＰＧＣ１α３′ＵＴＲ的结合位点；③将 ｍｉＲ３８２ｍｉｍｉｃｓ或对照 ｍｉＲ分别与
ｐＣＤＮＡ３．１或ｐＣＤＮＡＰＧＣ１α共转染于４Ｔ１细胞，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验检测细胞迁移能力的变化；ＣＣＫ８
实验检测细胞增殖活力的变化；皮下移植瘤实验和尾静脉肺移植瘤实验分别检测小鼠体内肿瘤生长及

肺转移的变化。结果　转染ｍｉＲ３８２ｍｉｍｉｃｓ之后乳腺癌细胞ＰＧＣ１α表达明显降低（Ｐ＜０．０５），转染抑
制性探针ａｎｔｉｍｉＲ３８２后ＰＧＣ１α表达明显升高（Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ３８２与 ＰＧＣ１α存在靶向调控核心序
列，其作用位点位于ＰＧＣ１α３′ＵＴＲ５６５５８２（核心序列ＡＣＡＡＣＴＴ）。相比对照＋ｐＣＤＮＡ３．１组，ｍｉＲ３８２＋
ｐＣＤＮＡ３．１组的细胞迁移和增殖活力明显降低，４Ｔ１皮下移植瘤体积和尾静脉移植瘤肺转移灶的面积
显著减小（Ｐ＜０．０５）；对照＋ｐＣＤＮＡＰＧＣ１α较对照＋ｐＣＤＮＡ３．１组，细胞迁移和增殖活力明显提高，４Ｔ１
皮下移植瘤体积和尾静脉移植瘤肺转移灶的面积显著增加（Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ３８２的抑瘤效应因 ＰＧＣ１α
过表达而被阻断。结论　ｍｉＲ３８２可能通过ＰＧＣ１α抑制４Ｔ１细胞株的增殖和肺转移能力，其作用位点
可能位于ＰＧＣ１α３′ＵＴＲ５６５５８２。
　　［关键词］　 三阴性乳腺癌；ｍｉｃｒｏＲＮＡ３８２；ＰＧＣ１α
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ＰＧＣ１α，ａｎｄｔｈｅｓｉｔｅｗａｓａｔＰＧＣ１α３′ＵＴＲ５６５５８２．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ＋ｐＣＤＮＡ３．１ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ
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ｓｉｚｅｏｆｔｈｅ４Ｔ１ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｔｕｍｏｒａｎｄｔｈｅａｒｅａｏｆｍｅｔａｓｔａｔｉｃｔｕｍｏｒｉｎｔｈｅｌｕｎｇｗｅｒｅｎｏｔａｂｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．
Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ＋ｐＣＤＮＡ３．１ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｍｉＲ３８２＋ｐＣＤＮＡＰＧＣ１αｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｓｉｚｅｏｆ４Ｔ１ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｔｕｍｏｒａｎｄｔｈｅａｒｅａｏｆ
ｍｅｔａｓｔａｔｉｃｔｕｍｏｒｉｎｔｈｅｌｕｎｇｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）；ＴｈｅａｎｔｉｔｕｍｏｒｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ３８２ｗａｓ
ｂｌｏｃｋｅｄｂｙｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＧＣ１α．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＭｉＲ３８２ｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｌｕｎｇｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆ
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　　三阴性乳腺癌（ＴｒｉｐｌｅＮｅｇａｔｉｖｅＢｒｅａｓｔＣａｎｃｅｒ，ＴＮＢＣ）
是一种特殊类型的乳腺癌，ＴＮＢＣ中雌激素受体
（ＥＲ）、孕激素受体（ＰＲ）和人表皮生长因子受体 ２
（Ｈｅｒ２）均阴性表达。此类乳腺癌具有复发率高，易转
移的特点，治疗和预后较差［１］。

　　ＰＧＣ１α是 ＰＧＣ１家族的亚型之一，是过氧化物
酶体增殖物激活受体 γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａ
ｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγ，ＰＰＡＲγ）的辅激活因子［２］。主要存在于

高能量、高代谢、含有线粒体较多的细胞中。有研究表

明，在浸润性乳腺癌中 ＰＧＣ１α通过增强线粒体的功
能促进癌细胞的远处转移［３］。ＰＧＣ１α上游的许多微
小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）参与了对 ＰＧＣ１α的表
达调控。我们通过在线软件预测分析（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｍｉｃｒｏｒｎａ．ｏｒｇ）发现，小鼠 ＰＧＣ１α的 ３′ＵＴＲ端非翻译
区有 １１个潜在的 ｍｉＲＮＡ结合位点。ｍｉＲＮＡ是小型
非编码ＲＮＡ，约含２０－２２个核苷酸，主要通过与靶信
使 ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）的３′非翻译区（３′ＵＴＲ）进行特异性
结合，从而促进或抑制靶信使 ｍＲＮＡ３′ＵＴＲ的翻译，
促进和抑制癌细胞的作用。许多研究都表明，ｍｉＲＮＡ
在细胞生长过程，包括代谢、稳态、增殖和凋亡的过程

中都发挥着重要的作用［４］。有研究发现ｍｉＲ３８２的表
达水平与乳腺癌的预后密切相关［５］。我们前期研究

发现在肿瘤相关巨噬细胞 （ｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍａｃｒｏｐｈａ
ｇｅｓ，ＴＡＭｓ）可以通过细胞内的 ｍｉＲ３８２抑制 ＰＧＣ１α
的表达，从而阻止ＴＡＭｓ的 Ｍ２型分化及其后 ＰＧＣ１α
介导的氧化过程，进而抑制肿瘤环境代谢重编程和癌

细胞的转移［６－７］。但是在乳腺癌细胞中本身就存在的

ｍｉＲ３８２是否通过调节 ＰＧＣ１α介导乳腺癌细胞的转
移目前尚不清楚。本课题主要研究ＴＮＢＣ的４Ｔ１细胞
株中ｍｉＲ３８２对 ＰＧＣ１α及细胞生物学特征的影响，

以便为ＴＮＢＣ的诊治提供更多的实验数据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器
　　质粒和细胞株４Ｔ１细胞株、２９３Ｔ细胞株购自中国
科学院上海生命科学研究院细胞库；ｐｃＤＮＡ３．１与
ｐｃＤＮＡ３．１ＰＧＣ１α质粒（＃１０２６，ａｄｄｇｅｎｅ，ＵＳＡ）；
ｐＭＩＲＲＥＰＯＲＴ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓＩｎｃ公司）；ｍｉＲ
３８２以及ＡｎｔｉｍｉＲ３８２（＃４４６４０６６，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）及Ｃｏｎ
ｔｒｏｌｍｉＲ（＃４４６４０５８，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；逆转录试剂盒和
ｑＲＴＰＣＲ试剂盒（ＴａＫａＲａ）；ＧＡＰＤＨ（碧云天公司）；
抗ｐｇｃ１抗体（Ａｂｃａｍ公司），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ其他相关试
剂（鼎国公司）；质粒大提无内毒素试剂盒（ＱＩＡＧＥＮ
公司）、荧光素酶检测试剂盒（ｐｒｏｍｅｇａ）、ｏｐｔｉＭＥＭ
（ＴＢＤ）、ＴｒａｎｓＩＴ２９３ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ２７００（Ｍｉｒｕｓ
ＢｉｏＬＬＣ）、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（孔径 ０．４ｍ）购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ
公司、ＰＲＯＭＥＧＡ２０／２０ＬＵＭＩＮＯＭＥＴＥＲＧＬＯＭＡＸ（ｐｒｏ
ｍｅｇａ）。细胞培养瓶、细胞培养板（Ｃｏｒｎｉｎｇ）、ＤＭＥＭ高
糖培养基、ＲＰＭＩ１６４０培养基和胎牛血清（ＧＩＢＣＯ）；
ＢＢ５０６０ＵＶ二氧化碳培养箱（Ｈｅｒａｅｕｓ）、倒置相差显微
镜（Ｌｅｉｃａ）。
１．２　细胞培养
　　４Ｔ１细胞培养于含１０％胎牛血清（ＦＢＳ）、１％的青
霉素链霉素双抗的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，在培养箱中
常规培养，３７℃、５％ＣＯ２，饱和湿度。２９３Ｔ细胞培养于
含有１０％胎牛血清（ＦＢＳ）的 ＤＭＥＭ中，在培养箱中常
规培养，３７℃、５％ＣＯ２，饱和湿度。
１．３　小鼠喂养
　　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，雌性，ＳＰＦ级，６～８周龄，每只１８～
２０ｇ，共４０只，饲养于重庆医科大学动物实验中心。
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１．４　实验分组
１．４．１　４Ｔ１（ｍｉＲ３８２和 ＰＧＣ１α相关表达）　　实
验分组：①对照组：对照 ｍｉＲ转染 ４Ｔ１细胞；②ｍｉＲ
３８２实验组：ｍｉＲ３８２ｍｉｍｉｃｓ转染４Ｔ１细胞；③ａｎｔｉｍｉＲ
３８２实验组：ｍｉＲ３８２的抑制性探针ａｎｔｉｍｉＲ３８２转染
至４Ｔ１细胞 。每组实验重复 ３次。
１．４．２　细胞荧光素酶实验分组　　①野生对照组：将
对照 ｍｉＲ与含有核心互补序列的３′ＵＴＲ报告质粒共
转染４Ｔ１细胞；②野生实验组：将ｍｉＲ３８２ｍｉｍｉｃｓ与含
有核心互补序列的３′ＵＴＲ报告质粒共转染４Ｔ１细胞；
③突变对照组：将对照 ｍｉＲ与含有突变的核心互补序
列的３′ＵＴＲ报告质粒共转染 ４Ｔ１细胞；④突变实验
组：将ｍｉＲ３８２ｍｉｍｉｃｓ与含有突变的核心互补序列的
３′ＵＴＲ报告质粒共转染４Ｔ１细胞。每组实验重复３次。
１．４．３　检测４Ｔ１细胞生物学特征及动物成瘤模型实
验分组　　①对照ｍｉＲｐＣＤＮＡ３．１组：对照ｍｉＲｐＣＤ
ＮＡ３．１共转染于 ４Ｔ１细胞；②对照 ｍｉＲｐＣＤＮＡＰＧＣ
１α组：对照 ｍｉＲｐＣＤＮＡＰＧＣ１α共转染于４Ｔ１细胞；
③ｍｉＲ３８２＋ｐＣＤＮＡ３．１组：ｍｉＲ３８２ｍｉｍｉｃｓ和 ｐＣＤ
ＮＡ３．１共转染于 ４Ｔ１细胞；④ｍｉＲ３８２＋ｐＣＤＮＡＰＧＣ
１α组：ｍｉＲ３８２ｍｉｍｉｃｓ和 ｐＣＤＮＡＰＧＣ１α共转染于
４Ｔ１细胞。每组实验重复 ３次。
１．５　ｑＲＴＰＣＲ实验
　　收集各组细胞，使用 ＴＲＩｚｏｌ提取 ＲＮＡ，之后使用
逆转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ再进行 ｑＲＴＰＣＲ检测，小鼠
ＰＧＣ１αｍＲＮＡＰＣＲ引物：正义链：５′ＡＡＣＣＡＣＡＣ
ＣＣＡＣＡＧＧＡＴＣＡＧＡ３′；反义链：５′ＴＣＴＴＣＧＣＴＴＴＡＴＴ
ＧＣＴＣＣＡＴＧＡ３′。反应条件及 ＲＮＡ的相对表达水平
计算同前期研究［６］。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　收集各组细胞后 ＢＣＡ法蛋白定量，测定蛋白浓
度，具体方法见文献［６］报道。
１．７　双荧光素酶实验
　　利用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ和 ＰｉｃＴａｒ软件预测 ｍｉＲ３８２靶
基因筛选出预测结果一致的靶基因。结合ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ
和ＮＣＢＩ数据库，我们利用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５软件设计
ＰＧＣ１３ＵＴＲＰＣＲ引物：（正义链：５′ＧＣＡＡＧＣＴＴＣＧＴ
ＧＴＴＣＣＣＡＧＧＣＴＧＡＧＧＡＡＴＧ３′反义链：５′ＣＧＧＡＧＣＴ
ＣＧＴＣＴＧＣＴＣＣＴＣＡＧＡＡＧＧＡＧＣＣＡ３′。以 ＤＮＡ为模板
进行ＰＣＲ扩增，合成３′ＵＴＲ序列片段扩增产物经２％
琼脂糖凝胶电泳鉴定，胶回收ＰＣＲ产物，选择ＨｉｎｄⅢ／
ＳａｃⅠ限制性内切酶加入引物５′端，并加上碱基 ＧＣ做
保护，３７℃酶切过夜。将质粒和目的片段纯化，加入

Ｔ４连接酶在４℃反应过夜，然后将连接产物转化至感
受态细胞中。之后挑取单菌落进行培养，使用质粒抽

提试剂提取质粒后进行测序验证，测序由上海吉凯公

司完成。测序正确后提取质粒，２９３Ｔ细胞培养至对数
生长期，接种于２４孔板，每孔细胞数为５×１０４个，使用
Ｍｉｒｕｓ转染试剂转染，按照实验分组要求，取对照、正常
或突变质粒，分别用 ｏｐｔｉＭＥＭ５０μＬ稀释，并加入
ｍｉＲ３８２轻柔混匀；ｏｐｔｉＭＥＭ５０μＬ加入 Ｍｉｒｕｓ２μＬ，
室温孵育５ｍｉｎ；将以上两步骤溶液混合在一起，常温
孵育２０ｍｉｎ；将混合物 １次加入 ２４孔板中并十字混
匀；在培养箱中温育５～６ｈ后，用正常培养基替换，然
后进行荧光素酶测定。

１．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共培养实验
　　将 ｍｉＲ３８２或对照 ｍｉＲ分别与 ｐＣＤＮＡ３．１或
ｐＣＤＮＡＰＧＣ１α共转染于 ４Ｔ１细胞，使细胞处于对数
生长期，用 ＤＨａｎｋｓ液充分洗涤 ２次，再加入无血清
ＲＰＭＩ１６４０培养基，使细胞饥饿生长 １２ｈ。用 ０．２５％
胰酶消化后加入无血清 ＲＰＭＩ１６４０培养基制备细胞悬
液，调整至细胞密度为 １．３３×１０６／ｍＬ。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板中
加入５００μＬ含２０％ＦＢＳ的完全培养基，将小室放入
板中。在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中加入 ２００μＬ的细胞悬液，
将Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板３７℃下于ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ。将
小室取出，用ＰＢＳ洗去培养基，结晶紫染色１０ｍｉｎ；自
来水将表面的结晶紫洗除干净，用棉签将上室中接种

侧的细胞擦除干净，于显微镜下对非细胞接种侧拍照。

在显微镜下观察并计数穿膜细胞数，随机取 ５个视野
取均值。

１．９　ＣＣＫ８检测
　　将 ｍｉＲ３８２或对照 ｍｉＲ分别与 ｐＣＤＮＡ３．１或
ｐＣＤＮＡＰＧＣ１α共转染于４Ｔ１细胞，在９６孔培养板中
配置１００μＬ（约１００００个细胞）的细胞悬液，每组设５个
复孔。将培养板在培养箱预培养４８ｈ，使细胞贴壁。然
后在培养板加入１００μＬ各组待测物质。将培养板在培
养箱干预６、１２、２４、４８ｈ后，每孔分别加入１０μＬＣＣＫ８
溶液，将培养板继续放在培养箱内孵育。用酶标仪测定

在４５０ｎｍ处的光密度值Ｄ（４５０）。所得数值以细胞数
量为Ｘ轴，光密度值为Ｙ轴，就可以制作标准曲线。
１．１０　皮下移植瘤实验
　　将 ｍｉＲ３８２或对照 ｍｉＲ分别与 ｐＣＤＮＡ３．１或
ｐＣＤＮＡＰＧＣ１α共转染于４Ｔ１细胞，取 ５×１０６／１００μＬ
细胞悬液接种于小鼠右侧腹股沟下方，每只注射０．２ｍＬ
（细胞数为 １×１０７／只），同时在左侧腹股沟下方注射
０．２ｍＬ的生理盐水作为阴性对照，每天观察小鼠注射
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部位肿瘤生长情况。并用游标卡尺测量和计算小鼠肿

瘤体积。

１．１１　尾静脉移植瘤实验
　　将 ｍｉＲ３８２或对照 ｍｉＲ分别与 ｐＣＤＮＡ３．１或
ｐＣＤＮＡＰＧＣ１α共转染于４Ｔ１细胞，取５×１０６／１００μＬ
细胞悬液，在无菌条件下通过尾静脉注射接种，每只注

射 ０．２ｍＬ（细胞数为１×１０７／只 ）。１０ｄ后处死小鼠，
取其肺脏组织，使用 ４％多聚甲醛固定后用石蜡包埋
切片，之后苏木精和伊红染色，封片后在显微镜下观

察。使用ＯｌｙｍｐｕｓＣＸ４１显微镜系统对图像进行分析，
圈定肿瘤面积利用软件分析系统计算各组切片肿瘤面

积，记录面积的数据后算出肿瘤相对面积的比值 。

１．１２　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计处理，数据以 珋ｘ±ｓ表
示，组间比较行方差分析及ｔ检验。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ｍｉＲ３８２对ＰＧＣ１α表达的影响
２．１．１　过表达 ｍｉＲ３８２对 ＰＧＣ１α表达水平的影响
　　通过生物信息学在线网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｉｃｒｏｒｎａ．
ｏｒｇ／ｍｉｃｒｏｒｎａ）发现小鼠ＰＧＣ１α基因３′ＵＴＲ存在多个
潜在的 ｍｉＲ结合位点，分别是：ｍｍｕｍｉＲ３８２、ｍｍｕ
ｍｉＲ５３９、ｍｍｕｍｉＲ２１８、ｍｍｕｍｉＲ２０２３ｐ、ｍｍｕｍｉＲ
４５１、ｍｍｕｍｉＲ３２０、ｍｍｕｍｉＲ３７５、ｍｍｕｍｉＲ１２９５ｐ、
ｍｍｕｍｉＲ３３５５ｐ、ｍｍｕｍｉＲ３６２３ｐ、ｍｍｕｍｉＲ５４３。取
预测分数前５位的ｍｉＲｓ，转染小鼠乳腺癌细胞４Ｔ１，如
图１所示，ｍｉＲ３８２对 ＰＧＣ１α的 ｍＲＮＡ的表达水平
（０．３０±０．０９）的抑制作用最为显著。４８ｈ收集蛋白，
行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，如图 ２所示，与对照组（０．３８±
０．０３）相比，ｍｉＲ３８２可大幅抑制 ＰＧＣ１α蛋白水平
［（０．１４±０．０２），Ｐ＜０．０５］。
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１：空白；２：对照；３：ｍｉＲ３８２；４：ｍｉＲ５３９；５：ｍｉＲ２１８；６：ｍｉＲ
２０２３ｐ；７：ｍｉＲ４５１；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图１　在线预测的潜在ｍｉＲ对ＰＧＣ１αｍＲＮＡ的表达的影响
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１：对照组；２：ｍｉＲ３８２实验组

图２　过表达ｍｉＲ３８２对ＰＧＣ１α蛋白表达的影响

２．１．２　抑制 ｍｉＲ３８２表达对 ＰＧＣ１α表达的影响　
　抑制性探针 ａｎｔｉｍｉＲ３８２或对照 ｍｉＲ转染 ４Ｔ１细
胞，４８ｈ后行ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。
如图３所示，与对照组（０．３２±０．０２）相比，ａｎｔｉｍｉＲ３８２
显著上调 ＰＧＣ１α的ｍＲＮＡ水平（０．５６±０．０７）和蛋白
水平（Ｐ＜０．０５）。
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１：对照组；２：ａｎｔｉｍｉＲ３８２实验组；Ａ：ＱＴＰＣＲ检测 ＰＧＣ
１αｍＲＮＡ相对表达量　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；
Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果

图３　抑制ｍｉＲ３８２对ＰＧＣ１α表达的影响

２．２　荧光素酶实验检测 ｍｉＲ３８２与 ＰＧＣ１α的可能
作用位点

　　如图４所示，小鼠ｍｉＲ３８２（ｍｍｕｍｉＲ３８２）的序列
与小鼠野生型ＰＧＣ１α３′ＵＴＲ有较高互补性，作用位点
位于 ＰＧＣ１α ３′ＵＴＲ ５６５５８２，核心互补序列为
ＡＣＡＡＣＵＵ。构建核心互补序列被突变为 ＵＡＡＡＵＣＵ
的质粒，转染２９３Ｔ细胞行荧光素酶报告基因检测，结
果显示：相比对照［相对荧光素酶活性为（１．００±
０．１４）］，ｍｉＲ３８２显著抑制野生型报告质粒的活性［相
对荧光素酶活性为（０．３１±０．０９），Ｐ＜０．０５］；而在突变
型报告质粒组，ｍｉＲ３８２无明显抑制效应。

８１４１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：在线软件预测两者之间的作用位点；Ｂ：荧光素酶实验

结果读值　１：野生对照组；２：野生实验组；３：突变对照组；

４：突变实验组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图４　荧光素酶实验检测ｍｉＲ３８２与ＰＧＣ１α的作用位点

２．３　ｍｉＲ３８２／ＰＧＣ１α信号通路对４Ｔ１细胞生物学特
性的影响

２．３．１　对 ４Ｔ１细胞增殖能力的影响　　将 ｍｉＲ
３８２ｍｉｍｉｃｓ或对照 ｍｉＲ分别与 ｐＣＤＮＡ３．１或 ｐＣＤＮＡ
ＰＧＣ１α共转染于４Ｔ１细胞，应用ＣＣＫ８法检测细胞增
殖活力，如图５所示，根据第４８小时的数据，与对照＋
ｐＣＤＮＡ３．１组（１．２７±０．１１）比较，ｍｉＲ３８２可显著抑制
４Ｔ１细胞体外增殖［（０．８７±０．０８），Ｐ＜０．０５］；对照＋
ｐＣＤＮＡＰＧＣ１ａ的表达值为（１．６１±０．１７），证明过表达
ＰＧＣ１α可明显促进细胞增殖活力，抵消了ｍｉＲ３８２对
ＰＧＣ１α的抑制作用（Ｐ＜０．０５）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照＋ｐＣＤＮＡ３．１组比较

图５　ＣＣＫ８检测 ｍｉＲ３８２／ＰＧＣ１α信号通路对４Ｔ１细胞

体外增殖的影响

２．３．２　 对４Ｔ１细胞迁移能力的影响　　 如图 ６所
示，对照＋ｐＣＤＮＡ３．１组的穿膜细胞数（８３０±１１９）个；
ｍｉＲ３８２＋ｐＣＤＮＡ３．１组为（２１９±３１）个，ｍｉＲ３８２可显
著抑制４Ｔ１细胞的迁移能力（Ｐ＜０．０５）；对照＋ｐＣＤＮＡ
ＰＧＣ１α组细胞数为（３４８０±２４６）个，证明过表达
ＰＧＣ１α可明显促进 ４Ｔ１细胞的迁移活性，抵消了
ｍｉＲ３８２对ＰＧＣ１α的抑制作用（Ｐ＜０．０５）。
２．３．３　对皮下移植瘤生长的影响　　如图７所示，将
ｍｉＲ３８２ｍｉｍｉｃｓ或对照ｍｉＲ分别与ｐＣＤＮＡ３．１或ｐＣＤ
ＮＡＰＧＣ１α共转染于４Ｔ１细胞，后建立小鼠皮下移植
瘤模型，参照第 １０天的数据，结果显示：对照＋ｐＣＤ
ＮＡ３．１组移植瘤体积为（０．９８±０．１７）ｃｍ３，ｍｉＲ３８２＋
ｐＣＤＮＡ３．１组为（０．３６±０．１０）ｃｍ３，ｍｉＲ３８２可显著抑
制４Ｔ１移植瘤的生长（Ｐ＜０．０５）；对照＋ｐＣＤＮＡＰＧＣ
１α组为（１．８９±０．１９）ｃｍ３，过表达 ＰＧＣ１α可明显促进
移植瘤的生长（Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ３８２的抑瘤效应因
ＰＧＣ１α过表达而被阻断，过表达 ＰＧＣ１α可明显促进
移植瘤的生长。
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１：对照＋ｐＣＤＮＡ３．１组；２：ｍｉＲ３８２＋ｐＣＤＮＡ３．１组；３：对照＋
ｐＣＤＮＡＰＧＣ１α组；４：ｍｉＲ３８２＋ｐＣＤＮＡＰＧＣ１α组；Ａ：各
组细胞镜下穿膜图片；Ｂ：各组细胞穿膜相对速率柱状统计
分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照＋ｐＣＤＮＡ３．１组比较

图６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测 ｍｉＲ３８２／ＰＧＣ１α信号通路对４Ｔ１细胞
迁移能力的影响

９１４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（１５）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照＋ｐＣＤＮＡ３．１组比较

图７　皮下移植瘤实验检测 ｍｉＲ３８２／ＰＧＣ１α信号通路对
４Ｔ１细胞皮下移植瘤成瘤能力的影响

２．３．４　对尾静脉肺移植灶生长的影响　　如图８所示，
对照＋ｐＣＤＮＡ３．１组转移瘤面积为（７９９６±１６１７）μｍ２，
ｍｉＲ３８２＋ｐＣＤＮＡ３．１组为（２８４８±１６６）μｍ２，ｍｉＲ３８２可
显著抑制４Ｔ１肿瘤肺部转移灶的形成（Ｐ＜０．０５）；对照＋
ｐＣＤＮＡＰＧＣ１α组为（２９２３３±４２６８）μｍ２，过表达ＰＧＣ
１α可明显促进４Ｔ１细胞的肺部转移能力（Ｐ＜０．０５）；
ｍｉＲ３８２的抑制转移效应因ＰＧＣ１α过表达而被阻断，过
表达ＰＧＣ１α可明显促进移植瘤的生长。
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１：对照＋ｐＣＤＮＡ３．１组；２：ｍｉＲ３８２＋ｐＣＤＮＡ３．１组；３：对照＋
ｐＣＤＮＡＰＧＣ１α组；４：ｍｉＲ３８２＋ｐＣＤＮＡＰＧＣ１α组；ａ：Ｐ＜
０．０５，与对照＋ｐＣＤＮＡ３．１组比较

图８　尾静脉肺移植灶实验检测 ｍｉＲ３８２与ＰＧＣ１α对
４Ｔ１细胞肺转移瘤生长的影响

３　讨论

　　三阴性乳腺癌中是一种起源复杂的异质性疾病，其
发生、发展与环境、遗传等因素息息相关［８］，占所有乳腺

癌的１５％～２０％，具有独特的临床病理特征，如病理组织
学分级高、易局部复发、转移早、侵袭性强、预后差等特

点［９－１０］。目前，随着手术水平的不断提高，放射治疗和

化疗方案的进一步规范，乳腺癌的诊断和治疗水平也取

得了很大进展。然而，远处转移仍然是治疗瓶颈，是乳

腺癌的研究热点之一。

　　这ＰＧＣ１α是ＰＧＣ１家族的亚型之一，是过氧化物
酶体增殖物激活受体γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒγ，ＰＰＡＲγ）的辅激活因子［１１］。人ＰＧＣ１基因
位于染色体 ４ｐ１５，分子量为 ９１ｋＤＡａ，最早是 ＰＵＩＧ
ＳＥＲＶＥＲ［１２］利用酵母双杂交技术从小鼠的棕色脂肪组
织构建的 ｃＤＮＡ库中发现的，并且ＳＴＰＩＥＲＲＥ等［１３］研

究发现，ＰＧＣ１α能有效抑制 ＲＯＳ生成，促进线粒体复
制和转录，增加ＡＴＰ生成，进而促进肿瘤细胞转移。在
乳腺癌方面，血浆 ＰＧＣ１α水平高的患者相比血浆
ＰＧＣ１α水平低的乳腺癌患者预后和生存率要差［１２］。

在浸润性乳腺癌中 ＰＧＣ１α通过增强线粒体的功能来
促进癌细胞的远处转移［１４］。但调控 ＰＧＣ１α的上游具
体机制尚未明确。

　　我们通过基因在线预测软件发现 ＰＧＣ１α基因３′
ＵＴＲ存在多个潜在的ｍｉＲ结合位点。ｍｉＲＮＡ是转录后
调控因子中最大的一组。ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是转录后
调控因子之一［１５］，其５’末端可与靶基因的３’非翻译区
（３′ＵＴＲ）结合，从而使基因翻译退化并减少蛋白质表
达［１６］。ｍｉＲＮＡ参与一系列生物过程，包括细胞周期，生
长，凋亡，分化和应激反应［１７］，多种ｍｉＲＮＡ通过靶向基
因调节乳腺癌的细胞增殖、血管生成、侵袭和转移。首

次发现与乳腺癌相关的ｍｉＲＮＡ是ｍｉＲ２０６。乳腺癌组
织中ｍｉＲ２０６显著下降，低ｍｉＲ２０６水平与晚期临床分
期也和总体生存率较短密切相关［１８］。ｍｉＲ１２５也可通
过ＲＴＮＫ抑制ＥｒＢｂ２，ｍｉＲ１４５对乳腺癌的转移也起到
一定作用［１４，１９］。有研究表明，ｍｉＲ３８２也与癌症的发生
发展息息相关。例如，ｍｉＲ３８２通过抑制ＳＥＴＤ８表达参
与非小细胞肺癌发生和转移［２０］。结直肠癌中，ｍｉＲ３８２
调节ＮＲ２Ｆ２促进癌症的发生发展［２１］。但ｍｉＲ３８２在乳
腺癌中是否与 ＰＧＣ１α有靶向调节关系仍待确定。我
们前期研究发现在ＴＡＭｓ中ｍｉＲ３８２通过降低ＰＧＣ１α
表达，阻止有氧氧化依赖的 Ｍ２巨噬细胞活化，进而抑

０２４１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



制癌细胞转移［６－７］。但在乳腺癌细胞中两者的关系还

不清楚。

　　所以本实验首先利用生物信息学网站发现有多个
ｍｉＲＮＡ对ＰＧＣ１α潜在的结合位点，分别是 ｍｍｕｍｉＲ
３８２、ｍｍｕｍｉＲ５３９、ｍｍｕｍｉＲ２１８、ｍｍｕｍｉＲ２０２３ｐ、
ｍｍｕｍｉＲ４５１、ｍｍｕｍｉＲ３２０、ｍｍｕｍｉＲ３７５、ｍｍｕｍｉＲ
１２９５ｐ、ｍｍｕｍｉＲ３３５５ｐ、ｍｍｕｍｉＲ３６２３ｐ、ｍｍｕｍｉＲ
５４３。其中ｍｉＲ３８２可以明显抑制ＰＧＣ１α的基因和蛋
白表达，抑制ｍｉＲ３８２后ＰＧＣ１α的表达显著增高，说明
ＰＧＣ１α受ｍｉＲ３８２的调控，但是作用位点尚不清楚。
　　于是我们构建ＰＧＣ１α双荧光素酶报告质粒和突变
质粒，与ｍｉＲ３８２ｍｉｍｉｃｓ共转染２９３Ｔ细胞，检测荧光素酶
活性的变化。荧光素酶报告基因的原理在于ｍｉＲＮＡ主
要通过作用于靶基因的３′ＵＴＲ起作用，可以将目的基因
３′ＵＴＲ区域构建至载体中报告基因Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ的后面，
构建荧光素酶质粒。然后转染至细胞中，通过比较过表

达或者干扰ｍｉＲＮＡ后，监测荧光素酶的活性变化，检测
报告基因表达的改变从而可以定量反映ｍｉＲＮＡ对目的
基因的抑制作用。本实验发现 ｍｉＲ３８２可明显降低
ＰＧＣ１α的荧光素酶活性的表达，证明ｍｉＲ３８２对ＰＧＣ
１α有调节作用，作用位点位于ＰＧＣ１α３′ＵＴＲ５６５５８２。
　　虽然我们通过上述两部分实验说明 ｍｉＲ３８２对
ＰＧＣ１α有调节作用，作用位点位于 ＰＧＣ１α３′ＵＴＲ
５６５５８２，但是ｍｉＲ３８２对 ＰＧＣ１α的调控具体在乳腺
癌生物学特征方面的作用尚不清楚，因此我们运用

ｐｃＤＮＡ３．１与 ｐｃＤＮＡ３．１ＰＧＣ１α质粒改变 ｍｉＲ３８２／
ＰＧＣ１α信号通路在４Ｔ１细胞的增殖、迁移、成瘤及肺
转移方面的作用，结果发现过表达 ｍｉＲ３８２能明显降
低细胞体外增殖和迁移能力，并显著抑制癌细胞的成

瘤和肺转移；而过表达 ＰＧＣ１α可显著增加细胞体外
增殖和迁移能力，并明显促进癌细胞的成瘤和肺转移。

　　综上，ｍｉＲ３８２可能通过 ＰＧＣ１α抑制 ４Ｔ１细胞
株的增殖和肺转移；其作用位点位于 ＰＧＣ１α３′ＵＴＲ
５６５５８２位点，本实验为我们后续研究人体乳腺癌组织
中两者关系进行了进一步探究，为 ＴＮＢＣ的治疗提供
了新的实验数据，为该型靶向药物的研究提供的新的

思路。
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