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ｍｉＲ４８３靶向调控 ＤＬＣ１对三阴性乳腺癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响
李丕嵩，陈宏繰，程晓宇，朱肖宇　（大连大学附属中山医院乳甲外科，辽宁 大连 １１６０００）

［摘　要］　目的　探讨 ｍｉＲ４８３靶向调控肝癌缺失基因 １（ＤＬＣ１）对三阴性乳腺癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响。方法
将ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞分为对照组、ｍｉＲＮＣ组、ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｍｉＲ４８３ｍｉｍｉｃｓ组，各组细胞设６个平行样，培养７２ｈ。采
用ＭＴＴ法检测各组细胞活力，结晶紫染色检测细胞单克隆形成数目，流式细胞仪测定细胞凋亡水平，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室测定细胞迁移
与侵袭水平，ＲＴｑＰＣＲ法及蛋白印迹法测定细胞 ｍｉＲ４８３、ＤＬＣ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平。结果　与对照组、ｍｉＲＮＣ组比较，
ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞ＯＤ值、存活率、单克隆形成数目、穿膜数、ｍｉＲ４８３ｍＲＮＡ表达水平降低／减少（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ４８３ｍｉｍｉｃｓ
组细胞ＯＤ值、存活率、单克隆形成数目、穿膜数、ｍｉＲ４８３ｍＲＮＡ表达水平升高／增加（Ｐ＜０．０５）；与 ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，
ｍｉＲ４８３ｍｉｍｉｃｓ组ＯＤ值、存活率、单克隆形成数目、穿膜数、ｍｉＲ４８３ｍＲＮＡ表达水平升高／增加（Ｐ＜０．０５）。与对照组、ｍｉＲＮＣ组
比较，ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组凋亡率、ＤＬＣ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平升高（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ４８３ｍｉｍｉｃｓ组凋亡率、ＤＬＣ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水
平降低（Ｐ＜０．０５）；与 ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，ｍｉＲ４８３ｍｉｍｉｃｓ组凋亡率、ＤＬＣ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平降低（Ｐ＜０．０５）。结论
ｍｉＲ４８３过表达能促进三阴性乳腺癌细胞增殖、侵袭，抑制其凋亡，其机制可能与ｍｉＲ４８３抑制ＤＬＣ１表达有关。
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　　乳腺癌是全球女性中最常见的癌症类型，其发病
率逐年增加［１］。三阴性乳腺癌是乳腺癌亚型中侵袭

性最强的一种，其缺乏 α雌激素、孕酮和 ＨＥＲ２
（ｅｒｂＢ２）受体的表达，特征是有丝分裂率高、淋巴细胞

浸润增加、病理级别高和肿瘤体积大［２］。寻求有效的

分子靶点对治疗三阴性乳腺癌具有重要意义。

ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类长度为１７～２４个核苷酸的
非编码 ＲＮＡ分子，可调节细胞分化、细胞周期进程和
细胞凋亡［３］，ｍｉＲＮＡ已被证明在机体致癌过程中发挥
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着重要作用［４］。最近有研究发现，ＩＧＦ２基因座在第
７个内含子中有１个 ｍｉＲＮＡ，即 ｍｉＲ４８３，在肝母细胞
瘤中ＩＧＦ２与ｍｉＲ４８３表达呈正相关［５］。有研究表明，

ｍｉＲ４８３可以作为各种癌症的潜在生物标志物［６７］，

但ｍｉＲ４８３表达升高影响癌症发展的机制目前尚不
完全清楚。肝癌缺失基因１（ｄｅｌｅｔｅｄｉｎｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒ１，
ＤＬＣ１）最初是作为一种潜在的肿瘤抑制因子被发现，
其在肝细胞癌中表达降低，后续研究发现其在其他

癌症中也存在表达降低或丢失，如在结直肠癌中

ｍｉＲ４８３表达的升高可以通过减少 ＤＬＣ１介导癌细胞
的生物学行为［８］。目前尚未见ｍｉＲ４８３在三阴性乳腺
癌细胞中表达及作用机制的研究报道，因此，本研究通

过研究ｍｉＲ４８３对三阴性乳腺癌细胞的促癌作用并分
析其潜在机制，旨在为三阴性乳腺癌的治疗靶点提供

进一步的支持。

１　材料与方法

１．１　细胞复苏培养及分组设计
人ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞购自中国科学院生

物化学与细胞生物学研究所，在Ｄｕｌｂｅｃｃｏ改良的Ｅａｇｌｅ
培养基（ＤＭＥＭ；美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｃ；批号：
４１５２０３２．３２）中培养，并补充１０％胎牛血清（ＦＢＳ；美国
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｃ；批号：ＢＣ４１５６３）、２μｍｏｌ／Ｌ
谷氨酰胺（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｃ；批号：
ＢＸ５４８９６）、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和 １００μｇ／ｍＬ链霉素
（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｃ；批号：１０２３６３、
３６５４７９）。所有细胞均于３７℃、５％ＣＯ２的加湿培养箱
中培养。

将细胞分为对照组、ｍｉＲＮＣ组、ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组、ｍｉＲ４８３ｍｉｍｉｃｓ组。对照组培养方法：将浓度为
５×１０６／ｍＬ的 ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞置于３７℃、５％
ＣＯ２、含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ中培养。ｍｉＲＮＣ组、ｍｉＲ４８３
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｍｉＲ４８３ｍｉｍｉｃｓ组培养方法：空白载体
（ｍｉＲＮＣ）、ｍｉＲＮＡ４８３低表达载体（ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）、
ｍｉＲＮＡ４８３过表达载体（ｍｉＲ４８３ｍｉｍｉｃｓ）均购自广州
ＲｉｂｏＢｉｏ，其载体序列分别为：５’ＴＧＧＣＴＡＧＣＴＧＡＴＣＧＡ
ＴＣＧＴＡＧＣＴＡＧＣＴＡＧＣＴＡＧＣＴＡＧＣＴＡＧＴＣＧＡＴＣＧＡＴＣＧ３’；
５’ＴＣＧＣＧＡＴＣＧＡＴＣＧＴＡＧＣＴＡＧＣＴＡＧＣＴＡＧＴＣＧＡＴＣＧＡＴ
ＧＣＴＡＧＣＴＧ３’；根据说明书将ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞
接种在６孔板中至７０％融合，并使用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｃ；批号：ＮＢ５１４８９６）分别
转染 ｍｉＲＮＣ、ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）、ｍｉＲ４８３
ｍｉｍｉｃｓ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ），转染７２ｈ后，采用逆转录定量聚合

酶链反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴｑＰＣＲ）检测ｍｉＲ４８３的表达。以上各
组细胞每孔设６个平行样。
１．２　ＭＴＴ法检测细胞活力及结晶紫染色检测细胞单

克隆形成数目

　　转染 ７２ｈ后，将各组 ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞
（１×１０４）置于３７℃的９６孔板中，再将２０μＬＭＴＴ溶
液（５ｍｇ／ｍＬ）添加到每个孔中培养 ４ｈ。随后吸出
ＤＭＥＭ，并向每个孔中加入１５０μＬＤＭＳＯ。将９６孔板
置于振荡器上 １０ｍｉｎ，然后在 ＭＫ３酶标仪（美国
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｃ）上使用６３０ｎｍ参考波长在
５７０ｎｍ处测定吸光度（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，ＯＤ）值。细胞存
活率＝（处理组 ＯＤ值 －空白组 ＯＤ值）／（对照组 ＯＤ
值－空白组ＯＤ值）。

将各组 ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞用０．２５％胰蛋
白酶消化成单细胞，并以４×１０５／孔的密度接种到６孔
板中，２４ｈ后将５０个细胞接种于６孔板中继续培养
２周。然后将细胞用结晶紫—福尔马林溶液染色
１０ｍｉｎ并计数。
１．３　流式细胞仪测定细胞凋亡水平

使用ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡检测试剂盒（广
州ＢｅｓｔＢｉｏ生物科技有限公司；批号：４１５２６３）检测细
胞凋亡水平。将ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞（１×１０６／ｍＬ）
悬浮在 １００μＬ的 ＰＢＳ中，根据说明书用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ／ＰＩ双染色１５ｍｉｎ。使用 ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞
仪（美国ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）评估细胞凋亡情况，并使用
ＭｏｄＦｉｔＬＴ２．０软件分析结果。
１．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室测定细胞迁移与侵袭水平

使用２４孔 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（孔径 ８ｍｍ；美国 ＢＤ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ；批号：２０２０３２．６）测定细胞迁移与侵袭情
况。在转染４８ｈ后收集转染细胞，悬浮在不含ＦＢＳ的
培养基中，并以５×１０４／孔的初始密度接种在上部小
室中。下室装有 ５００μＬＤＭＥＭ，其中含有 ２０％ ＦＢＳ
作为化学诱导剂。在３７℃下孵育４８ｈ后，用棉签小
心去除未迁移的细胞。迁移后的细胞用９５％甲醇室
温固定１５ｍｉｎ，０．１％结晶紫—福尔马林溶液室温染色
１５ｍｉｎ，用 ＩＸ７１倒置显微镜（日本 ＯｌｙｍｐｕｓＣｏｒｐｏｒａ
ｔｉｏｎ）捕获细胞。
１．５　ＲＴｑＰＣＲ测定细胞 ｍｉＲ４８３、ＤＬＣ１ｍＲＮＡ表达

水平

　　使用 ＴＲＩｚｏｌ试剂（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
Ｉｎｃ；批号：５２１３．３６）从细胞中分离总 ＲＮＡ。对于
ｍｉＲ４８３表达水平检测，使用ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒
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（日本ＴｏｙｏｂｏＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ；批号：１０２３０２）在 Ａｐｐｌｉｅｄ
ＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓＲｅａｌｔｉｍｅ７５００序列检测系统（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｃ）上进行ＲＴｑＰＣＲ。引物序列如下：
ｍｉＲ４８３正 向，５’ＴＣＧＣＧＡＴＣＧＡＴＣＧＡＴＣＧＡＴＣＧＴＡＧ
ＣＴＡＧＣＴＡＧＣＴＡＧＣＴＡＧＣ３’，反向，５’ＴＧＧＧＧＧＡＴＣＧＡ
ＴＧＴＡＧＣＴＡＧＴＣＧＡＴＣＧＡＴＣＧＡＴＧＣＴＡＧＣ３’；Ｕ６正向，
５’ＴＧＧＣＴＡＧＣＴＡＧＴＧＧＧＣＴＡＧＣＴＡＧＴＣＧＡＴＣＧＡＴＣＧＡＴＣ
ＧＡＴＣＧＣＣ３’，反向，５’ＴＧＧＴＣＧＡＴＣＧＡＴＧＣＴＡＧＣＴＡＧＣ
ＴＡＧＴＣＧＡＴＣＧＡＴＣＧＡＴＣＧＣＴＡＧＣＴＡＧＣ３’。对于 ＤＬＣ１
ｍＲＮＡ表达水平检测，使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ试剂盒
（大连ＴａｋａｒａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏＬｔｄ；批号：１２０３６５９．３）
进行逆转录，然后使用 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ（大连
ＴａｋａｒａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏＬｔｄ；批号：ＭＣ３２０１５６）进行
ＲＴｑＰＣＲ。引物序列如下：ＤＬＣ１正向，５’ＴＣＧＡＧＣＴ
ＡＧＴＣＧＡＴＣＧＡＴＣＧＴＡＧＣＡＣ３’，反向，５’ＴＧＴＣＧＡＴ
ＣＧＡＴＣＧＴＣＧＡＴＣＧＡＴＣＧＡＴＣ３’；βａｃｔｉｎ正向，５’ＴＧ
ＧＣＴＡＧＣＴＡＧＣＴＡＧＣＴＧＧＧＡＴＣＧＡＴＣＧＴＡＧＣＡ３’，反向，
５’ＧＣＴＧＡＴＣＣＡＣＡＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡ３’，将 ｍｉＲ４８３表达
标准化为 βａｃｔｉｎ表达，使用 ２－ΔΔＣｑ法分析相对表达
水平。

１．６　蛋白印迹法测定细胞ＤＬＣ１蛋白表达水平
使用含有蛋白酶抑制剂混合物（德国 Ｍａｎｎｈｅｉｍ；

批号：ＮＢ５２６３６３）的 ＲＩＰＡ裂解液从转染的细胞中分
离总蛋白质。用ＢＣＡ蛋白测定法（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｃ；批号：＃３４５８９６５）测量总蛋白的浓度。在
１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ上分离等量的蛋白，然后转移到聚偏
二氟乙烯膜（美国 ＢｉｏＲａｄＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓＩｎｃ；批号：
４１５９５４）。聚偏二氟乙烯膜的非特异性结合位点用含
０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０（ＴＢＳＴ）的ＴＢＳ溶液饱和。随后，将小鼠
抗人单克隆ＤＬＣ１一抗（１∶１０００；目录号：ｓｃ２７６５２５；美
国ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｃ）和小鼠抗人单克隆
ＧＡＰＤＨ抗体（１∶１０００；目录号：ｓｃ１５６９６；美国 Ｓａｎｔａ
ＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｃ）与聚偏二氟乙烯膜４℃孵育过
夜。ＴＢＳＴ洗涤３次后，将膜与相应辣根过氧化物酶偶
联的二抗（１∶１００００；美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｉｎｃ）室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗涤３次，使用增强型化学发
光试剂盒（美国ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ；批号：５２０２３６３）检测条
带水平，ＤＬＣ１相对蛋白水平被归一化为ＧＡＰＤＨ。
１．７　统计学分析

使用 ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计学分析，计量资料
以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较使用单
因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），多重比较采用 ＬＳＤｔ检验。
Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞ＯＤ值、存活率比较
与对照组、ｍｉＲＮＣ组比较，ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组

ＯＤ值、存活率均降低（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ４８３ｍｉｍｉｃｓ组
ＯＤ值、存活率均升高（Ｐ＜０．０５）；与 ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组比较，ｍｉＲ４８３ｍｉｍｉｃｓ组 ＯＤ值、存活率均升高
（Ｐ＜０．０５），见表１。
表１　ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞ＯＤ值、存活率比较（ｘ±ｓ）

组别 复孔数 ＯＤ值 存活率／％
对照组 ６ ０．７４±０．０５ ７８．２４±６．５８
ｍｉＲＮＣ组 ６ ０．７２±０．０７ ７６．３８±７．５２
ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ６ ０．４３±０．０６＃ ４２．５２±７．２５＃

ｍｉＲ４８３ｍｉｍｉｃｓ组 ６ ０．８９±０．０４＃△ ９０．５２±６．３６＃△

：与对照组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与 ｍｉＲＮＣ组相比，Ｐ＜０．０５；

△：与ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相比，Ｐ＜０．０５

２．２　ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞单克隆形成数目、凋亡
率比较

　　与对照组、ｍｉＲＮＣ组比较，ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组
单克隆形成数目减少、凋亡率升高（Ｐ＜０．０５），
ｍｉＲ４８３ｍｉｍｉｃｓ组单克隆形成数目增加、凋亡率降低
（Ｐ＜０．０５）；与 ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，ｍｉＲ４８３
ｍｉｍｉｃｓ组 单 克 隆 形 成 数 目 增 加、凋 亡 率 降 低
（Ｐ＜０．０５），见表２。
表２　ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞单克隆形成数目、凋亡率

比较（ｘ±ｓ）

组别 复孔数 单克隆形成数目／个 凋亡率／％
对照组 ６ ６０３．３２±６３．６９ １０．６２±２．５４
ｍｉＲＮＣ组 ６ ６１０．５２±５９．５４ １０．９６±２．９４
ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ６ ２４８．６５±４３．６５＃ １８．５９±２．５１＃

ｍｉＲ４８３ｍｉｍｉｃｓ组 ６ ３２１５．６３±５２．６９＃△ ５．５４±２．６９＃△

：与对照组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与 ｍｉＲＮＣ组相比，Ｐ＜０．０５；

△：与ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相比，Ｐ＜０．０５

２．３　ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞迁移能力比较
与对照组、ｍｉＲＮＣ组比较，ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组穿

膜数减少（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ４８３ｍｉｍｉｃｓ组穿膜数增加
（Ｐ＜０．０５）；与 ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，ｍｉＲ４８３
ｍｉｍｉｃｓ组穿膜数增加（Ｐ＜０．０５），见表３、图１。

表３　ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞穿膜数比较（ｘ±ｓ）

组别 复孔数 穿膜数／个
对照组 ６ ９５８．９６±２６５．９５
ｍｉＲＮＣ组 ６ １０５６．２９±２７９．６５
ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ６ ６５４．９３±２２３．３４＃

ｍｉＲ４８３ｍｉｍｉｃｓ组 ６ ２１５６．５４±５８３．６３＃△

：与对照组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与 ｍｉＲＮＣ组相比，Ｐ＜０．０５；

△：与ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相比，Ｐ＜０．０５
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２．４　ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞 ｍｉＲ４８３、ＤＬＣ１ｍＲＮＡ
和蛋白表达水平比较

　　与对照组、ｍｉＲＮＣ组比较，ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细
胞ｍｉＲ４８３ｍＲＮＡ表达水平降低、ＤＬＣ１ｍＲＮＡ和蛋白
表达水平升高（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ４８３ｍｉｍｉｃｓ组细胞
ｍｉＲ４８３ｍＲＮＡ表达水平升高、ＤＬＣ１ｍＲＮＡ和蛋白表
达水平降低（Ｐ＜０．０５）；与 ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，
ｍｉＲ４８３ｍｉｍｉｃｓ组细胞 ｍｉＲ４８３ｍＲＮＡ表达水平升
高、ＤＬＣ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平降低（Ｐ＜０．０５），
见表４、图２。

ａ：对照组；ｂ：ｍｉＲＮＣ组；ｃ：ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组；ｄ：ｍｉＲ４８３
ｍｉｍｉｃｓ组

图１　ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞穿膜数比较（×２００）
表４　ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞 ｍｉＲ４８３、ＤＬＣ１ｍＲＮＡ和蛋

白表达水平比较（ｘ±ｓ）

组别
复孔

数

ｍｉＲ４８３

ｍＲＮＡ

ＤＬＣ１

ｍＲＮＡ
ＤＬＣ１蛋白

对照组 ６ ３．９１±０．０８ ２．３０±０．３１ ０．９８±０．２１
ｍｉＲＮＣ组 ６ ３．９２±０．０９ ２．３１±０．３２ ０．９７±０．２７
ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ６ ２．９１±０．０７＃ ３．１１±０．３３＃ １．３８±０．２６＃

ｍｉＲ４８３ｍｉｍｉｃｓ组 ６ ５．９２±０．０６＃△ １．３１±０．３０＃△ ０．３９±０．１２＃△

：与对照组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与 ｍｉＲＮＣ组相比，Ｐ＜０．０５；
△：与ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相比，Ｐ＜０．０５

ａ：对照组；ｂ：ｍｉＲＮＣ组；ｃ：ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组；ｄ：ｍｉＲ４８３
ｍｉｍｉｃｓ组
图２　ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞ＤＬＣ１蛋白表达水平比较

３　讨论

三阴性乳腺癌具有较高的转移倾向和复发率，许

多基因和蛋白已被证实在三阴性乳腺癌中表达改变，

如表皮生长因子受体、血管内皮生长因子受体、拓扑异

构酶Ⅱα［９］。到目前为止，一些标志物已被用于临床
诊断及预后分析。然而，绝大多数现有的肿瘤侵袭和

进展标志物尚未通过严格的临床前和临床测试。因

此，寻找与三阴性乳腺癌相关的新靶点对于治疗三阴

性乳腺癌意义重大。

ｍｉＲＮＡ通过与目标 ｍＲＮＡ的３’非翻译区中的互
补核苷酸序列相互作用，导致其目标 ｍＲＮＡ的降解或
翻译抑制，从而在基因表达中发挥重要作用。ｍｉＲＮＡ
参与各种生物过程，包括发育、细胞增殖、细胞周期、细

胞凋亡、分化、转移和对化疗药物的抵抗等［１０］。基于

此，ｍｉＲＮＡ可作为癌症诊断、预防和治疗的靶点。研
究证明，ｍｉＲＮＡ的异常表达可影响人类乳腺癌的增
殖、侵袭或转移，如与乳腺癌患者疾病特异性存活率降

低显著相关的 ＨＥＲ２和 ＨＥＲ３（ｅｒｂＢ３）可以被
ｍｉＲ１２５ａ或ｍｉＲ１２５ｂ抑制；ｍｉＲ１４６ａ和ｍｉＲ２６ａ在三
阴性乳腺癌中过表达，而 ｍｉＲ１０ｂ和 ｍｉＲ１５３与三阴
性乳腺癌淋巴结转移的发生显著相关［１１］。这些结果

再次强调了 ｍｉＲＮＡ在乳腺癌中的作用。ｍｉＲ４８３干
扰多种肿瘤的进展，可预测结肠癌的无远处转移生

存［１２］。此外，ｍｉＲ４８３可在体内促进肝细胞癌的肿瘤
增殖，同时上调抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２和 ＢｃｌｘＬ的表
达［１３１４］。但ｍｉＲ４８３在三阴性乳腺癌中的作用尚不清
楚。本研究结果显示，与对照组、ｍｉＲＮＣ组比较，
ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ＯＤ值、存活率降低，单克隆形成
数目、穿膜数减少，凋亡率升高；ｍｉＲ４８３ｍｉｍｉｃｓ组ＯＤ
值、存活率升高，单克隆形成数目、穿膜数增加，凋亡率

降低；与 ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，ｍｉＲ４８３ｍｉｍｉｃｓ组
ＯＤ值、存活率升高，单克隆形成数目、穿膜数增加，凋
亡率降低，说明 ｍｉＲ４８３可促进三阴性乳腺癌细胞增
殖、侵袭，并抑制其凋亡。

有学者在 ｍｉＲ４８３上游的 ２ｋｂ片段中检测到
ＤＬＣ１启动子活性，表明ｍｉＲ４８３可能与由 ＤＬＣ１启动
子驱动的 ＤＬＣ１基因共转录［１５］。此外，ｍｉＲ４８３和
ＤＬＣ１在肝癌组织中表达呈负相关［１６］。因此，我们推

测ｍｉＲ４８３可能反向调节宿主 ＤＬＣ１的表达。据报
道，ＤＬＣ１可抑制多种肿瘤的发生发展，包括肾母细胞
瘤、肝细胞癌、乳腺癌、膀胱癌、前列腺癌、结直肠癌

等［１７］。异常印迹或印迹丢失被广泛认为是 ＤＬＣ１抑
制癌变的重要机制。有研究发现ＤＬＣ１在三阴性乳腺
癌中低表达，ＤＬＣ１可以抑制癌细胞增殖，ＤＬＣ１低表
达标志着癌前病变向恶性癌的转变，雌激素受体阴性

乳腺癌患者 ＤＬＣ１低表达预示着无复发生存率降

８０３ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０２２，３１（４）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



低［１８１９］。本研究结果显示，与对照组、ｍｉＲＮＣ组比
较，ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞 ｍｉＲ４８３ｍＲＮＡ表达水平
降低，ＤＬＣ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平升高，ｍｉＲ４８３
ｍｉｍｉｃｓ组细胞 ｍｉＲ４８３ｍＲＮＡ表达水平升高，ＤＬＣ１
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平降低；与ｍｉＲ４８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比
较，ｍｉＲ４８３ｍｉｍｉｃｓ组细胞 ｍｉＲ４８３ｍＲＮＡ表达水平
升高、ＤＬＣ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平降低。说明
ｍｉＲ４８３负向调控 ＤＬＣ１表达，同时也提示 ｍｉＲ４８３体
外转染乳腺癌细胞可降低ＤＬＣ１表达，抑制细胞增殖、
迁移和侵袭。

综上所述，ｍｉＲ４８３可促进三阴性乳腺癌细胞增
殖、侵袭，抑制其凋亡；其机制可能与 ｍｉＲ４８３抑制
ＤＬＣ１的表达有关。本研究首次报道了 ｍｉＲ４８３对三
阴性乳腺癌细胞的潜在促癌作用和机制，可为研究

ｍｉＲ４８３作为三阴性乳腺癌的治疗靶点提供进一步的
支持。
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