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　　［摘要］　目的　探讨乳腺癌肿瘤相关巨噬细胞（ｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ＴＡＭｓ）中ｍｉＲ３８２５ｐ
的表达对巨噬细胞极化表型以及乳腺癌生物学特性的影响和可能机制。方法　收集２０１８－２０２０年本
院２５例临床乳腺癌患者的肿瘤相关巨噬细胞及配对癌旁组织巨噬细胞，用 ｑＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲ３８２５ｐ
的表达；利用ｍｉＲ３８２５ｐ过表达慢病毒转染小鼠腹腔巨噬细胞（ｍｏｕｓｅｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ＰＭｓ），
ｑＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测巨噬细胞的Ｍ１／Ｍ２极化指标（ｉＮＯＳ、ＴＮＦα、Ａｒｇ１、ＩＬ１０等）、ｍｉＲ３８２５ｐ以
及Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路变化，采用流式细胞仪检测 ＣＤ８６、ＣＤ２０６的表达；将４Ｔ１细胞与 ＴＡＭｓ、过表达
ｍｉＲ３８２５ｐ的ＴＡＭｓ共培养或培养上清液处理后，ＣＣＫ８实验检测４Ｔ１细胞的增殖能力，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验
检测４Ｔ１细胞的侵袭能力，细胞划痕实验检测４Ｔ１细胞的迁移能力。结果　２５例临床标本的乳腺癌
ＴＡＭｓ的ｍｉＲ３８２５ｐ表达水平较配对癌旁组织巨噬细胞明显降低（Ｐ＜０．０５）；与对照组比较，过表达
ｍｉＲ３８２５ｐ的ＴＡＭｓ的Ｍ１型极化标记物（ｉＮＯＳ、ＴＮＦα、ＣＤ８６等）的表达水平升高，Ｍ２型极化标记物
（Ａｒｇ１、ＩＬ１０、ＣＤ２０６）的表达水平降低（Ｐ＜０．０５）；Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路相关蛋白磷酸化水平明显降低
（Ｐ＜０．０５）；４Ｔ１细胞的增殖、侵袭、迁移能力被抑制（Ｐ＜０．０５）。结论　ｍｉＲ３８２５ｐ可能通过改变乳腺癌
ＴＡＭｓ的极化状态影响乳腺癌细胞的侵袭、迁移等过程；其机制可能与ｍｉＲ３８２５ｐ介导Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号
通路调节巨噬细胞极化相关。
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　　巨噬细胞是一种具有高度可塑性的细胞，在不同
的环境刺激下可分化为 Ｍ１和 Ｍ２极化表型［１］。Ｔｏｌｌ
样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲ）的配体（如 ＬＰＳ或
ＩＦＮγ）可诱导巨噬细胞极化为 Ｍ１表型，促进炎症反
应，对肿瘤细胞具有杀伤作用；而当巨噬细胞受到辅助

型Ｔ细胞 ２（Ｔｈｅｌｐｅｒ２，Ｔｈ２）型细胞因子（如 ＩＬ４或
ＩＬ１３）的刺激时，则会转化为 Ｍ２表型，抑制炎症反应
并促进肿瘤的进展。肿瘤相关巨噬细胞（ｔｕｍｏｒ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ＴＡＭｓ）占间质细胞的比例可达
５０％以上，通过介导免疫抑制、促进血管生成和肿瘤转
移等，在肿瘤微环境（ｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，ＴＭＥ）中
起着至关重要的作用［２－４］。研究表明，ＴＡＭｓ多为 Ｍ２
样巨噬细胞［５］，其浸润数量与乳腺癌的恶性程度和转

移风险等高度相关［６］。ＴＡＭｓ从 Ｍ１表型向 Ｍ２表型
的转化是肿瘤进展的关键事件，而阻断 ＴＡＭｓ在肿瘤
微环境中的功能可能是抑制肿瘤发展的潜在治疗策

略［１－２］。因此，一些针对Ｍ２分化巨噬细胞的策略已经
在临床环境中进行了测试，例如，抑制 ＴＡＭｓ分化，阻
断ＴＡＭｓ激活和将 ＴＡＭｓ重编程到 Ｍ１型［７－９］等。然

而，导致ＴＭＥ中ＴＡＭｓ不同表型转化的分子机制尚不
完全清楚。

　　微 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一类小型非编码
ＲＮＡ，长度为１８～２５个核苷酸，通过与靶基因的３’ＵＴＲ
非编码区结合导致 ｍＲＮＡ降解或阻断其翻译从而在
转录后水平抑制基因表达［１０］。近年来，ｍｉＲＮＡｓ通过
调控巨噬细胞极化相关基因的表达，已成为巨噬细胞

极化的重要调节因子［１１－１２］。ｍｉＲ３８２５ｐ作为一种抑
癌性ｍｉＲＮＡ，在包括乳腺癌在内的多种肿瘤的发生、
发展过程中具有重要的作用［１３－１５］，但 ｍｉＲ３８２５ｐ在
ＴＭＥ中的作用机制目前尚不清楚。本研究探讨了

ｍｉＲ３８２５ｐ在乳腺癌 ＴＡＭｓ中的表达和功能，发现
ｍｉＲ３８２５ｐ在乳腺癌 ＴＡＭｓ中表达水平显著降低，可
能通过改变巨噬细胞的极化状态，在乳腺癌进展和转

移等过程中发挥了重要作用。

１　材料与方法

１．１　主要材料及试剂
　　４Ｔ１小鼠乳腺癌细胞株、ＴＨＰ１人外周血的单核
细胞株、Ｒａｗ２６４．７小鼠巨噬细胞株购自中国科学院上
海生 命 科 学 研 究 院 细 胞 库；ｍｉＲＮＡｕｐ慢 病 毒
（ＭＩ００００７９９）购自上海吉凯基因化学技术有限公司；
ＲＰＭＩ１６４０培养基和南美胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ公司；
ＴＮＦα抗体、ＩＬ１０抗体购自 Ａｂｃａｍ公司；ｐＡｋｔ抗体、
Ａｋｔ抗体、ｐｍＴＯＲ抗体、ｍＴＯＲ抗体购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；ＩＬ６抗体、Ａｒｇ１抗体、βａｃｔｉｎ抗体购
自上海碧云天生物技术公司；ＣＤ８６（Ｆｉｔｃ标记）、ＣＤ２０６
（ＡＰＣ标记）抗体购自ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；反
转录试剂盒和 ＴＢＧｒｅｅｎＴＭ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（ＴｌｉＲＮａｓｅ
ＨＰｌｕｓ）试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司；ＰｏｌｙＡ加尾法
ｍｉｃｒｏＲＮＡ反转录试剂盒和ＰＣＲ引物购自生工生物工
程（上海）股份有限公司；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ相关试剂购自碧
云天生物技术公司。

１．２　方法
１．２．１　临床标本　　乳腺癌临床样本及配对癌旁组
织来自２０１８－２０２０年本院行手术治疗的２５例乳腺癌
患者，均经术后病理确诊乳腺癌，临床病理资料完整。

本研究由重庆医科大学附属第二医院伦理研究委员会

批准（２０１８年科伦审第４２号），所有患者知情同意。
１．２．２　原代巨噬细胞的分离及培养　　将收集的乳
腺癌组织及配对的癌旁组织（至少离肿瘤２ｃｍ）转移
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至培养皿中，用灭菌ＰＢＳ浸泡并洗涤。将组织剪碎成
约１ｍｍ３的碎块，加入Ⅳ型胶原蛋白酶（２ｍｇ／ｍＬ）和
透明质酸酶（０．２５ｍｇ／ｍＬ）后转移至离心管中。恒温
摇床（３７℃，１８０ｒ／ｍｉｎ）消化２ｈ，每１５ｍｉｎ吹打１次。
消化所得细胞悬液经４０μｍ筛网过滤，ＰＢＳ冲洗残留
在筛网上的组织块，将滤过的液体收集至离心管，高速

离心（２０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）后，ＰＢＳ重悬细胞，利用
ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ密度梯度离心法分离巨噬细胞［１６］，吸

取交界处的环状白色细胞层，ＰＢＳ洗涤２次，离心后收
集细胞用于后续实验。

１．２．３　细胞株培养及传代　　４Ｔ１、ＴＨＰ１、Ｒａｗ２６４．７
细胞培养在饱和湿度的培养箱（３７℃、５％ＣＯ２）中，培
养基采用 ＲＰＭＩ１６４０培养基（１０％ ＦＢＳ、１％双抗），胰
酶（０．２５％）消化传代，每２～３天传代１次。
１．２．４　ＰＭｓ的提取及培养　　小鼠处死后在７５％酒
精浸泡１～２ｍｉｎ，仰卧位固定于解剖板上，注射器吸取
５ｍＬ含双抗的 ＲＰＭＩ１６４０培养基注射进小鼠腹腔，棉
球轻揉小鼠腹部，利用注射器将小鼠腹腔液转移至

１５ｍＬ离心管中，离心（４℃，１０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），弃
上清，用含双抗的 ＲＰＭＩ１６４０培养基洗涤 １次，收集
ＰＭｓ细胞培养在 ＲＰＭＩ１６４０培养基（１０％ ＦＢＳ、１％双
抗）中，置于饱和湿度的培养箱（３７℃、５％ＣＯ２）中常
规培养［１７］，收集对数生长期细胞，用于后续实验。

１．２．５　实验分组　　为检测过表达 ｍｉＲ３８２５ｐ后
ＴＡＭｓ极化指标、Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路蛋白表达的变化，将
ＴＡＭｓ细胞分２组，①对照组：正常培养的ＴＡＭｓ细胞；
②ｍｉＲ３８２５ｐ组：转染ｍｉＲ３８２５ｐ过表达慢病毒颗粒
的ＴＡＭｓ。为检测过表达 ｍｉＲ３８２５ｐ的 ＴＡＭｓ对 ４Ｔ１
乳腺癌细胞生物学特性的影响，实验分为３组，①对照
组：正常培养的 ４Ｔ１细胞；②ＴＡＭｓ组：４Ｔ１细胞与
ＴＡＭｓ细胞共培养或ＴＡＭｓ的培养上清液处理；③ｍｉＲ
３８２５ｐ组：４Ｔ１细胞与过表达 ｍｉＲ３８２５ｐ的 ＴＡＭｓ共
培养或ＴＡＭｓ的培养上清液处理。
１．２．６　细胞转染　　将 ＰＭｓ原代细胞消化后重悬，
细胞计数板计数，接种至 ６孔板中（５×１０５／孔），每孔
加入２ｍＬ培养基，２４ｈ后更换培养基并加入感染增
强液Ａ，分别加入慢病毒颗粒液或阴性慢病毒转染液，

轻摇混匀，３７℃培养１２ｈ后根据细胞状态可更换培养
基，转染７２ｈ后，在显微镜下通过绿色荧光强弱判断
ＰＭｓ细胞转染效率。加入嘌呤霉素（２μｇ／ｍＬ）筛选稳
转株，ｑＲＴＰＣＲ进行验证。
１．２．７　巨噬细胞体外诱导　　ＴＡＭｓ：ＰＭｓ原代细胞
与４Ｔ１细胞利用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（０．４μｍ）共培养
２４ｈ［１８］；Ｍφ型巨噬细胞：Ｒａｗ２６４．７细胞培养贴壁或
ＴＨＰ１细胞用５０ｍｇ／ｍＬＰＭＡ诱导贴壁；Ｍ１型巨噬细
胞：Ｒａｗ２６４．７细胞或贴壁的 ＴＨＰ１细胞用 ２０ｎｇ／ｍＬ
ＩＦＮγ联合 ５００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ诱导 ２４ｈ；Ｍ２型巨噬细
胞：Ｒａｗ２６４．７细胞或贴壁的 ＴＨＰ１细胞用 ２０ｎｇ／ｍＬ
ＩＬ４诱导２４ｈ。
１．２．８　ｑＲＴＰＣＲ实验　　采用ＴＲＩｚｏｌ法提取细胞总
ＲＮＡ，将总ＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ（反应条件：４２℃２ｍｉｎ
→４℃；３７℃１５ｍｉｎ→８５℃５ｓ→４℃）后进行 ｑＲＴ
ＰＣＲ检 测；ｍｉＲ３８２５ｐ检 测 用 ＰｏｌｙＡ 加 尾 法 将
ｍｉｃｒｏＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ（反应条件：３７℃６０ｍｉｎ→
８５℃５ｍｉｎ→４℃）后再进行ｑＲＴＰＣＲ检测。ＴＮＦα、
ｉＮＯＳ、ＩＬ１０、Ａｒｇ１等以 βａｃｔｉｎ为内参，ｍｉＲ３８２５ｐ以
Ｕ６为内参，具体引物序列见表１。反应条件：９６℃３０ｓ
→（９５℃５ｓ→５５℃／６０℃３０ｓ）×４０ｃｙｃｌｅｓ。反应结
束后，实验结果采用２－ΔΔＣｔ法计算并分析。
１．２．９　流式细胞仪检测极化指标　　收集６孔板中
的ＰＭｓ细胞，ＰＢＳ重悬细胞洗涤 ２次，细胞计数后加
入４％多聚甲醛固定细胞（１０ｍｉｎ），ＰＢＳ吹打重悬洗涤
２次，加入适量０．１％Ｔｒｉｔｏｎ通透５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次，
离心后加入 ＣＤ８６（Ｆｉｔｃ标记）、ＣＤ２０６（ＡＰＣ标记）抗
体，在避光环境下冰上孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次后弃
上清，加入４００μＬＰＢＳ，把离心后已孵育好抗体的细
胞吹打重悬，流式细胞仪检测细胞极化指标。

１．２．１０　ＣＣＫ８检测细胞增殖能力　　将各组 ＰＭｓ
细胞（１×１０６个／皿）接种于６ｃｍ培养皿中，体外培养
２４ｈ后收集上清液，离心（２０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）后吸取上
清液，按１∶１比例加入含２０％ＦＢＳＲＭＰＩ１６４０培养基混
合后制成巨噬细胞上清液。将４Ｔ１细胞以５×１０３／孔，
接种于９６孔细胞培养板，每组设４个复孔，待细胞贴
壁后记为０ｈ，换液并加入各组 ＴＡＭｓ上清液 １００μＬ
或等量１０％ＦＰＳ培养基，分别于２４、４８、７２ｈ各时间点

表１　ｑＲＴＰＣＲ引物
引物名称 上游序列 下游序列

ＴＮＦα ５′ＣＧＣＴＧＡＧＧＴＣＡＡＴＣＴＧＣＣＣＡＡＧＴＡＣ３′ ５′ＧＧＧＧＧＣＴＧＧＧＴＡＧＡＧＡＡＴＧＧＡＴＧ３′
ＩＬ１０ ５′ＡＡＧＧＣＡＧＴＧＧＡＧＣＡＧＧＴＧＡＡＧＡＧ３′ ５′ＧＣＡＧＧＴＧＴＴＴＴＡＧＣＴＴＴＴＣＡＴＴＴＴＧ３′
ｉＮＯＳ ５′ＣＣＴＴＧＧＴＧＡＡＧＧＧＡＣＴＧＡＧＣ３′ ５′ＣＡＡＣＧＴＴＣＴＣＣＧＴＴＣＴＣＴＴＧＣ３′
Ａｒｇ１ ５′ＣＴＴＧＧＣＴＴＧＣＴＴＣＧＧＡＡＣＴＣ３′ ５′ＧＧＡＧＡＡＧＧＣＧＴＴＴＧＣＴＴＡＧＴＴＣ３′
βａｃｔｉｎ ５′ＡＣＣＣＣＧＴＧＣＴＧＣＴＧＡＣＣＧＡＧ３′ ５′ＴＣＣＣＧＧＣＣＡＧＣＣＡＧＧＴＣＣＡ３′
ｍｉＲ３８２５ｐ ５′ＧＡＡＧＴＴＧＴＴＣＧＴＧＧＴＧＧＡＴＴＣＧ３′
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加人１０μＬＣＣＫ８溶液，３７℃，５％ＣＯ２，细胞培养箱中
孵育２ｈ后，利用酶标仪分别检测各孔细胞４５０ｎｍ波
长处的光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．２．１１　划痕实验　　在６孔板的背面用黑色记号笔画
６条标线。将４Ｔ１细胞均匀接种至６孔板中（５×１０５／
孔），将各组巨噬细胞接种至Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室内（５×１０５／
孔），分开培养至细胞贴壁，当４Ｔ１细胞长满９０％视野
后，用２００μＬ移液枪枪头在６孔板内垂直背面的横线
进行均匀划痕，ＰＢＳ洗涤２次，去除漂浮的细胞，加入
无血清培养基，电子显微镜下拍照并记为０ｈ。将各组
的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室移至对应分组的６孔板中共培养，更
换为无血清培养基，２４ｈ后移除上室，显微镜下拍照
并记录。

１．２．１２　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验　　水化 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶
基底膜，将 ４Ｔ１细胞接种于上室（１×１０４／孔）并加入
１００μＬ含ＢＳＡ（０．２％）无血清培养基，下室加入５００μＬ
的ＰＭｓ、ＴＡＭｓ、过表达ｍｉＲ３８２的ＴＡＭｓ细胞悬液（１×
１０５／ｍＬ，１０％ＦＢＳ）。２４ｈ后弃上层培养基，用 ４％多
聚甲醛进行固定（３０ｍｉｎ），ＰＢＳ洗涤 ２次，０．１％结晶
紫染色３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，棉签拭去上室未迁移细
胞，适当风干后显微镜下随机选取５个视野拍照并计
数穿膜细胞数。

１．２．１３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　　取对数生长期细胞，
ＲＩＰＡ裂解液提取总蛋白，ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度，
煮沸（１００℃，１０ｍｉｎ），－２０℃冰箱保存。凝胶按分子
量要求制备，每孔蛋白上样量为３０μｇ，电泳（恒压１００Ｖ，
１００ｍｉｎ），０．２μｍＰＶＤＦ转膜（恒流 ２５０ｍＡ，６０～
１２０ｍｉｎ），快速封闭液室温摇床封闭 ３０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ洗
膜后孵育一抗（１∶１０００）４℃冰箱过夜，ＴＢＳＴ洗膜
３次（１０ｍｉｎ／次），加对应的二抗（１∶５０００）室温摇床
孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次（１０ｍｉｎ／次），ＥＣＬ特超敏化
学发光液按１∶１比例避光混合后在显像仪中显色成像。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２４．０软件进行统计学分析，计量资料
以 珋ｘ±ｓ表示，两组配对样本采用配对样本 ｔ检验，两组
独立样本采用独立样本ｔ检验。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ｍｉＲ３８２５ｐ在肿瘤相关巨噬细胞中的表达变化
２．１．１　ｍｉＲ３８２５ｐ在乳腺癌临床样本中的表达　　
ｍｉＲ３８２５ｐ在乳腺癌 ＴＡＭｓ中相对表达量为 １．７９±
２．０２，明显低于癌旁巨噬细胞（４．５６±５．１７，Ｐ＜０．０５）。
２．１．２　ｍｉＲ３８２５ｐ在不同极化巨噬细胞株中的表达
　　ＴＨＰ１细胞株中，与对照组比较，Ｍ１型巨噬细胞
的ｍｉＲ３８２５ｐ表达升高，Ｍ２型巨噬细胞的ｍｉＲ３８２５ｐ
表达降低，而与Ｍ２型比较，Ｍ１型巨噬细胞的ｍｉＲ３８２５ｐ

表达升高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；在Ｒａｗ２６４．７
细胞株中结果相同，见图１。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｍ１型比较

图１　ｍｉＲ３８２５ｐ在不同极化巨噬细胞中的表达

２．２　过表达ｍｉＲ３８２５ｐ对巨噬细胞极化表型的影响
２．２．１　ｍｉＲ３８２５ｐ过表达慢病毒转染效率验证　　
转染ｍｉＲ３８２５ｐ过表达慢病毒后，ＴＡＭｓ中ｍｉＲ３８２５ｐ
表达水平较空白对照组升高（９．６２±０．４２）倍，较阴性
对照组升高（９．５５±０．４２）倍，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５，图２）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组和阴性对照组比较

图２　ＴＡＭｓ中ｍｉＲ３８２５ｐ过表达慢病毒转染效率验证

２．２．２　ｍｉＲ３８２５ｐ对巨噬细胞极化标志物 ｍＲＮＡ表
达的影响　　与对照组比较，ｍｉＲ３８２５ｐ组 ＴＮＦα、
ｉＮＯＳ的ｍＲＮＡ表达升高；而 Ａｒｇ１、ＩＬ１０的 ｍＲＮＡ表
达降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图３）。

!"#

$%&

$%#

#%&

#

'
(
)
*

相
对
表
达
量

+

+

+

+

对照组

',(!-.!!&/

组

0)1!! ,)23 *45!$ 67!$8

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图３　ｍｉＲ３８２５ｐ对极化标志物ｍＲＮＡ表达的影响
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２．２．３　ｍｉＲ３８２５ｐ对巨噬细胞极化标志物蛋白表达
的影响　　与对照组相比，ｍｉＲ３８２５ｐ组 ＴＮＦα、ＩＬ６
的蛋白表达升高；而 Ａｒｇ１、ＩＬ１０的蛋白表达降低，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图４）。
２．２．４　流式细胞仪检测ｍｉＲ３８２５ｐ对巨噬细胞极化的
影响　　与对照组比较，ＴＡＭｓ组 ＣＤ８６阳性细胞数比
例降低，ＣＤ２０６阳性细胞数比例升高，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５，表 ２）；与 ＴＡＭｓ组比较，ｍｉＲ３８２５ｐ组
ＣＤ８６阳性细胞数比例升高４５．９７％，ＣＤ２０６阳性细胞数
比例降低４７．６４％，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，表２）。

表２　ｍｉＲ３８２５ｐ对ＴＡＭｓ中ＣＤ８６和ＣＤ２０６蛋白表达
的影响 （％，珋ｘ±ｓ）

组别 ＣＤ８６（Ｍ１型细胞） ＣＤ２０６（Ｍ２型细胞）
对照组 ０．２４±０．１８ ０．２６±０．１７
ＴＡＭｓ组 ０．１２±０．０４ａ ４９．５１±３．１４ａ

ｍｉＲ３８２５ｐ组 ４６．０９±４．８１ｂ １．８７±０．３７ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＴＡＭｓ组比较

２．３　ｍｉＲ３８２５ｐ对 Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路蛋白表达水
平的影响

　　与对照组比较，过表达 ｍｉＲ３８２５ｐ组 ＴＡＭｓ中

ｐＡｋｔ表达量降低 ０．７４±０．１４，ｐｍＴＯＲ降低 ０．９６±
０．２３，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图５）；而 Ａｋｔ降
低０．１３±０．１５，ｍＴＯＲ降低０．０７±０．１４，差异无统计学
意义（图５）。
２．４　过表达ｍｉＲ３８２５ｐ的巨噬细胞对乳腺癌细胞生

物特性的影响

２．４．１　ＴＡＭｓ中过表达 ｍｉＲ３８２５ｐ对４Ｔ１细胞增殖
能力的影响　　细胞培养 ７２ｈ时，与对照组比较，
ＴＡＭｓ组在４５０ｎｍ处光密度值升高０．６３±０．１７，差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图６）；而与 ＴＡＭｓ组比较，
ｍｉＲ３８２５ｐ组在４５０ｎｍ处光密度值降低０．８８±０．１３，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图６）。
２．４．２　ＴＡＭｓ中过表达 ｍｉＲ３８２５ｐ对４Ｔ１细胞侵袭
能力的影响　　如图７所示，对照组、ＴＡＭｓ组和ｍｉＲ
３８２５ｐ组穿膜细胞数分别为（５４．６７±７．０２）、（１００．６７±
１４．０１）、（３２．６７±９．０２）个。与对照组比较，ＴＡＭｓ组穿
膜细胞数增加０．８４倍，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
而与 ＴＡＭｓ组比较，ｍｉＲ３８２５ｐ组穿膜细胞数减少
０．６８倍，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：蛋白相对表达量　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图４　ｍｉＲ３８２５ｐ对极化标志物蛋白表达的影响

!!"#$

（
%&"'&

(）
!

)#$

（
%&"*+

(）
!

!!,$-.

（
/01"*+

(）
!

,$-.

（
/01"*+

(）
!

!!23456

（
7/"*&

(）
!

对照组
,5.!(0/!8!

组
/98

/9+

'98

'9+

+98

+

蛋
白
相
对
表
达
量

!!)#$ )#$ !!,$-. ,$-.

2

对照组

,5.!(0/!8!

组

:

2

)

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：蛋白相对表达量　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图５　ｍｉＲ３８２５ｐ对Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路蛋白表达的影响
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Ａ：ＣＣＫ８实验结果；Ｂ：７２ｈ各组光密度值比较　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＴＡＭｓ组比较

图６　ＣＣＫ８实验检测ＴＡＭｓ中过表达ｍｉＲ３８２５ｐ对４Ｔ１细胞增殖能力的影响
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Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验（０．１％结晶紫）；Ｂ：各组侵袭细胞数比较　１：对照组，２：ＴＡＭｓ组，３：ｍｉＲ３８２５ｐ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照
组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＴＡＭｓ组比较

图７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测各组４Ｔ１细胞侵袭能力
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图８　细胞划痕实验检测ＴＡＭｓ中过表达ｍｉＲ３８２５ｐ对４Ｔ１细胞迁移能力的影响

２．４．３　ＴＡＭｓ中过表达 ｍｉＲ３８２５ｐ对４Ｔ１细胞迁移
能力的影响　　如图８所示，对照组３个视野细胞的
相对迁移率为 １．００±０．１４，ＴＡＭｓ组的相对迁移率为
２．４６±０．４４，ｍｉＲ３８２５ｐ组的相对迁移率为 １．３３±
０．０９；与对照组比较，ＴＡＭｓ组的细胞迁移率增加１．４６
倍，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与 ＴＡＭｓ组比较，

ｍｉＲ３８２５ｐ组细胞迁移率减少０．４６倍，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

　　ｍｉＲＮＡ是一类调节基因表达的小核糖核酸，目前
已有多种 ｍｉＲＮＡｓ被证实参与巨噬细胞极化。例如，

３６３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１４）



ｌｅｔ７ｃ通过靶向 Ｃ／ＥＢＰδ促进 ＴＡＭｓ的 Ｍ２极化［１９］；

ｍｉＲ２１通过靶向 ＳＴＡＴ３抑制 ＴＡＭｓ向 Ｍ２极化［２０］；

ｍｉＲ２２２可抑制ＴＡＭｓ向肿瘤部位的募集等［２１］。本研

究通过检测临床乳腺癌标本及其配对癌旁组织，发现

ｍｉＲ３８２５ｐ在乳腺癌ＴＡＭｓ中的表达水平明显低于癌
旁组织的巨噬细胞。由于 ＴＡＭｓ多为 Ｍ２型的巨噬细
胞，本研究检测了ｍｉＲ３８２５ｐ在不同极化表型巨噬细
胞中的表达水平，结果显示在ＴＨＰ１细胞和Ｒａｗ２６４．７
细胞中均出现了相同的变化趋势：与对照组比较，Ｍ１
型巨噬细胞的ｍｉＲ３８２５ｐ相对表达量升高，而 Ｍ２型
巨噬细胞的ｍｉＲ３８２５ｐ相对表达量降低，这与在临床
乳腺癌标本中观察到的现象一致。为探究ｍｉＲ３８２５ｐ
对巨噬细胞极化的影响，通过 ＬＶｍｉＲ３８２５ｐ过表达
慢病毒转染 ＴＡＭｓ，发现过表达 ｍｉＲ３８２５ｐ后，ＴＡＭｓ
中Ｍ１型细胞因子（ＴＮＦα、ｉＮＯＳ等）的 ｍＲＮＡ和蛋白
表达水平增加，而Ｍ２型细胞因子（Ａｒｇ１、ＩＬ１０等）的
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平明显降低。同时，流式细胞分
析结果显示过表达 ｍｉＲ３８２５ｐ的 ＴＡＭｓ的 ＣＤ２０６表
达水平降低，ＣＤ８６水平升高，提示 ｍｉＲ３８２５ｐ可能影
响巨噬细胞中Ｍ１／Ｍ２型细胞因子的释放，诱导 ＴＡＭｓ
向Ｍ１型极化，并抑制Ｍ２型极化。
　　Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路是一条高度进化和保守的信
号通路，广泛参与细胞的增殖、凋亡、分化等过程［２２］。

研究表明，Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路是影响巨噬细胞极化
的重要通路之一：Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路受到抑制后可诱导
巨噬细胞向 Ｍ１型极化，并释放促炎症因子；相反，
Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路的激活可导致Ｍ２型分化，并抑制促炎
因子的分泌［２３］。为进一步探究 ｍｉＲ３８２５ｐ调节巨噬
细胞极化的分子机制，本研究检测过表达 ｍｉＲ３８２５ｐ
后ＴＡＭｓ中 Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路相关蛋白的表达水
平，结果显示，尽管Ａｋｔ、ｍＴＯＲ蛋白表达变化差异无统
计学意义，但 ｐＡｋｔ、ｐｍＴＯＲ蛋白表达水平被明显抑
制，提示 ｍｉＲ３８２５ｐ可能抑制 ＴＡＭｓ的 Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通
路磷酸化水平。因此，我们推测 ｍｉＲ３８２５ｐ可能通过
Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路介导了 ＴＡＭｓ的可塑性调节。而
在ｍｉＲ３８２５ｐ的靶分子预测中，发现 ＮＫＡＰ（ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒκＢａｃｔｉｖａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ）可能是其潜在的靶基因。
有报道 ＮＫＡＰ是 Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路的重要调节分子，可
促进Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路及其下游分子激活［２４］。有趣的

是，ＮＫＡＰ同样可能参与Ｎｏｔｃｈ信号通路［２５］、ＮＦκＢ的
调节［２６］，而这些分子和信号通路在巨噬细胞极化中同

样具有重要意义［２７］。在后续的实验中，我们将针对这

些分子和信号通路间的相互作用展开更深入的研究。

　　细胞的增殖、侵袭和转移能力是肿瘤细胞主要的
恶性生物学行为。在肿瘤微环境中，ＴＡＭｓ可刺激血

管生成，促进肿瘤转移，抑制免疫等［１－４］。本研究显

示，ＴＡＭｓ能明显提高４Ｔ１细胞的增殖、侵袭和迁移能
力。这些结果表明ＴＡＭｓ对乳腺癌细胞的恶性生物学
行为具有促进作用，而过表达ｍｉＲ３８２５ｐ能在一定程
度上逆转这些改变，从而抑制乳腺癌细胞的进展。

　　综上，本研究显示，ｍｉＲ３８２５ｐ在 ＴＡＭｓ和 Ｍ２极
化的巨噬细胞中表达下调；其可能通过影响 Ａｋｔ／
ｍＴＯＲ信号通路介导巨噬细胞极化状态的调节；而过
表达ｍｉＲ３８２５ｐ可以逆转 ＴＡＭｓ的促乳腺癌增殖、迁
移的作用。本研究揭示了 ｍｉＲ３８２５ｐ在 ＴＭＥ中的作
用和可能机制，为临床上开展以 ＴＡＭｓ为靶点的抗癌
策略提供新的数据支持和潜在目标分子。
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