
ｄｏｉ：１０．１１６５９／ｊｊｓｓｘ．０６Ｅ０２１０１２ ·基础研究·

ｍｉＲ１２９靶向调节 Ｔｗｉｓｔ１抑制乳腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭

黄方杰１，苏仕新１，成玉嫦２　［１．中国科学院大学深圳医院（光明）甲乳外科，广东 深圳 ５１８０００；２．中国科学院大学深圳医院
（光明）肾内科，广东 深圳 ５１８０００］

［摘　要］　目的　研究ｍｉＲ１２９对乳腺癌细胞增殖、迁移及侵袭的影响及其作用机制。方法　选取乳腺癌 ＳＫＢＲ３、ＡＵ５６５细
胞系，建立过表达与敲低ｍｉＲ１２９细胞系，将细胞分为Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ组、ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ组和ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ＋ｍｉＲｍｉｍｉｃｓｈＲＮＡ组。
采用ＲＴＰＣＲ检测ＳＫＢＲ３、ＡＵ５６５细胞系中ｍｉＲ１２９的表达水平，ＣＣＫ８法检测ＳＫＢＲ３、ＡＵ５６５细胞系的增殖能力，通过划痕实验及
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验测定ＳＫＢＲ３、ＡＵ５６５细胞系的迁移及侵袭能力。采用生物信息学和双荧光素酶报告系统检测ｍｉＲ１２９与Ｔｗｉｓｔ１的互
补结合位点，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对ｍｉＲ１２９是否是Ｔｗｉｓｔ１的转录靶点进行分析验证。结果　ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ组ＳＫＢＲ３和ＡＵ５６５细胞
中ｍｉＲ１２９的表达水平显著高于 Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ组（Ｐ＜０．０５）。ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ组 ＳＫＢＲ３和 ＡＵ５６５细胞的增殖能力明显低于
Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ组（Ｐ＜０．０１），而ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ＋ｍｉＲｍｉｍｉｃｓｈＲＮＡ组逆转了 ｍｉＲ１２９过表达导致的细胞增殖能力降低。与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
ｍｉｍｉｃ组比较，ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ组中 ＳＫＢＲ３和 ＡＵ５６５细胞的迁移及侵袭能力明显下降（Ｐ＜０．０１）。生物信息学软件分析显示，
ｍｉＲ１２９与Ｔｗｉｓｔ１的３’ＵＴＲ端有互补结合位点，且双荧光素酶试验结果显示，ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ组中 ＷＴ３’ＴｗｉｓｔＵＴＲ的荧光素酶活
性明显低于Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ组（Ｐ＜０．０１）；而 ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ组中 Ｍｕｔ３’ＴｗｉｓｔＵＴＲ的荧光素酶活性与 Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ组比较，差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ组比较，ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ组ＳＫＢＲ３和ＡＵ５６５细胞中Ｔｗｉｓｔ１蛋白水平
明显下降（Ｐ＜０．０１）。结论　ｍｉＲ１２９可通过靶向调节 Ｔｗｉｓｔ１抑制乳腺癌细胞增殖、迁移和侵袭，是乳腺癌诊断及治疗的潜在
靶点。
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　　乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤之一，具有较高的
病死率［１］。早期乳腺癌临床症状不明显，容易造成误

诊、漏诊，导致错失最佳治疗时机［２］。探究临床诊断

及病理监测的生物学指标对乳腺癌的治疗及预后具有

重要意义。ｍｉＲＮＡ为非编码的小分子ＲＮＡ，其通过结
合靶基因的３’ＵＴＲ区影响 ｍＲＮＡ转录，抑制蛋白质
翻译，是理想的肿瘤标记物。ｍｉＲ１２９家族成员在人
类癌症中发挥着重要作用［３］，且与多种恶性肿瘤（如

宫颈癌、食管癌、直肠癌等）的发生、发展密切相关［４］。

研究发现ｍｉＲ１２９在乳腺癌组织中呈低表达，可能与
乳腺癌细胞的迁移及侵袭有关［５］。然而，目前关于

ｍｉＲ１２９在乳腺癌细胞增殖、迁移中的作用尚不明确，
因此本研究选取人乳腺癌 ＳＫＢＲ３、ＡＵ５６５细胞系作为
研究对象，探讨ｍｉＲ１２９对乳腺癌细胞增殖、迁移及侵
袭的影响，并研究其潜在的生物学机制。

１　材料与方法

１．１　实验细胞
ＳＫＢＲ３和ＡＵ５６５细胞系由中国科学院细胞库提供，

所有细胞株均在３７℃、１０％胎牛血清、１００μｇ／ｍＬ链霉素
和１００Ｕ／ｍＬ青霉素的 ＰＲＭＩ１６４０培养基中进行培养。
采用等分冷冻法进行保存，可供６个月内使用。
１．２　试剂与仪器

柠檬酸钠溶液购自北京普析生物科技有限公司；

ＰＢＳ购自潍坊中汇化工有限公司；乙醇购自济南乐俊
化工有限公司；氯仿购自上海渊诺试剂有限公司；异丙

醇购自天津大茂试剂有限公司；胎牛血清购自北京亚

米生物科技有限公司；去离子水由天津科技大学制

备。Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲｍｉｍｉｃｓｈＲＮＡ
质粒、ｍｉＲ１２９引物及Ｕ６引物均由南京金斯瑞合成。

Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒、反转录试剂盒、实时荧光定量 ＰＣＲ
试剂盒（ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ）、ＥＣＬ显色液购自Ａｇｅｎ
ｃｏｕｒｔＡＭＰｕｒｅＸＰ；ＲＮＡ提取试剂盒购自上海酶联生物
科技有限公司；实时荧光定量ＰＣＲ仪购自美国ＡＢＩ公
司；离心机购自上海卢湘仪器有限公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００试剂盒、流式细胞仪、恒温培养箱、凝胶成像系统
及全自动酶标仪均购自赛默飞世尔科技有限公司。

１．３　方法
１．３．１　细胞转染　　将ＳＫＢＲ３或ＡＵ５６５细胞系均匀
铺在６孔板中，待生长密度达６０％时进行细胞转染。将
细胞分为Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ组、ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ组、ｍｉＲ１２９
ｍｉｍｉｃ＋ｍｉＲｍｉｍｉｃｓｈＲＮＡ组。利用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
试剂盒将 ＳＫＢＲ３、ＡＵ５６５细胞系分别转染 Ｃｏｎｔｒｏｌ
ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ和 ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ＋ｍｉＲｍｉｍｉｃ

ｓｈＲＮＡ，所有转染步骤均按照试剂盒说明书执行，转染
２４ｈ后收集细胞用于后续研究。
１．３．２　ＲＴＰＣＲ检测细胞系中ｍｉＲ１２９的表达水平　
　取转染４８ｈ后的细胞，采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取细胞中的
ＲＮＡ，采用ｍｉｃｒｏＲＮＡ茎环法逆转录试剂盒合成ｃＤＮＡ，
采用ＲＴＰＣＲ试剂盒进行实时定量ＰＣＲ，条件设置为：
预变性９０℃、５ｍｉｎ，变性９５℃、１０ｓ，退火６０℃、３０ｓ，
延伸７０℃、３０ｓ，共 ４０个循环，以上所有操作严格按
照 说 明 书 进 行。ｍｉＲ１２９ 上 游 引 物 序 列 为
３’ＧＡＴＡＣＴＣＡＣＴＴＴＴＴＧＣＧＧＴＣＴ５’，下游引物序列为
３’ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ５’；Ｕ６上游引物序列为
３’ＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣ５’，下游引物序列为
３’ＣＡＧＧＧＧＣＣＡＴＧＣＴＡＡＴＣＴＴ５’。
１．３．３　ＣＣＫ８法检测细胞增殖能力　　将细胞以
３×１０４／ｍＬ的密度接种于 ９６孔培养板中，每孔接种
１５０μＬ细胞，置于３７℃、５％ＣＯ２的恒温培养箱中培养
过夜，然后加入质粒处理，继续在恒温培养箱过夜。培

养结束后，在每孔中加入１０μＬＣＣＫ８试剂，继续培养
４ｈ。用酶标仪检测各孔的ＯＤ值，计算细胞生长速率。
１．３．４　划痕实验检测细胞迁移能力　　用 ＰＢＳ将细
胞制成混悬液，各取５×１０５个细胞置于６孔板中孵育，
确保细胞融合率达到１００％，用枪头在培养皿中进行
划痕，ＰＢＳ洗涤后，置于不含血清的ＰＲＭＩ１６４０培养基
中，拍照记录初始划痕宽度，然后置于培养基中培养

４８ｈ，再次拍照记录培养后划痕宽度，两次划痕的差值
即为细胞的迁移距离。

１．３．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞侵袭能力　　采用预
先铺好基质胶的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，取２００μＬ细胞铺于
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的上室，在下室加入５００μＬ含１５％胎
牛血清的ＰＲＭＩ１６４０培养基，于３７℃、５％ＣＯ２条件下
培养４８ｈ，使用甲醛固定细胞，结晶紫染色后，每个小
室取５个视野，计算细胞侵袭能力。
１．３．６　靶向基因预测及双荧光素酶报告系统　　采
用生物信息学软件 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ预测 ｍｉＲ１２９与 Ｔｗｉｓｔ１
的３’ＵＴＲ端是否存在结合位点。使用 Ｐｒｏｍｅｇａ荧光
素酶检测试剂盒对 Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ组与 ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ
组细胞荧光强度进行检测：１２孔板每孔加入细胞裂解
液２５０μＬ，室温振荡１５ｍｉｎ，吸取２０μＬ细胞裂解液，加
入１００μＬ双荧光素酶底物后立即放入生物发光检测仪
检测 Ｆｉｒｅｆｌｙ荧光强度。在原管加入 １００μＬＳｔｏｐ＆Ｇｌｏ
Ｒｅａｇｅｎｔ，轻柔混匀后立即检测Ｒｅｎｉｌｌａ荧光强度。
１．３．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｍｉＲ１２９对 Ｔｗｉｓｔ１蛋白的
影响　　取转染４８ｈ后的细胞，用含蛋白酶抑制剂
（ＲｏｃｈｅＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ）的细胞裂解液（２０ｎｍ
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ＴｒｉｓＨＣｌｐＨ７．４，５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１％ ＴｒｉｔｉｏｎＸ１００，
１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１％ ＤＴＴ）进行裂解，提取总蛋白，进
行ＳＡＳＰＡＧＥ凝胶电泳，转膜后用５％的脱脂奶粉进行封
闭，然后分别用相应的一抗、二抗对ＰＶＤＦ膜进行孵育，充
分洗涤后加入ＥＣＬ底物显色液，采用凝胶成像系统进行
曝光。采用 ＩｍａｇｅＪ测定 Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ组与 ｍｉＲ１２９
ｍｉｍｉｃ组中Ｔｗｉｓｔ１蛋白的灰度值并统计表达差异。
１．４　统计学方法

采用ＳＰＳＳ２６．０统计学软件进行数据处理。计量
资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用独立
样本ｔ检验；计数资料以率（％）表示，组间比较采用
χ２检验。细胞的增殖能力采用重复测量分析，组间差
异采用Ｔｕｋｅｙ法分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｍｉＲ１２９的表达水平检测
相比于Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ组，ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ组ＳＫＢＲ３

细胞和 ＡＵ５６５细胞中 ｍｉＲ１２９的表达水平显著上调
（ｔ＝３．４５、３．２１，Ｐ＜０．０５），见图１。
２．２　ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ抑制乳腺癌细胞的增殖

ＳＫＢＲ３和 ＡＵ５６５细胞中转染 ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ
后，ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ组细胞的增殖能力显著低于
Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ组（Ｐ＜０．０１）；ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ＋ｍｉＲ
ｍｉｍｉｃｓｈＲＮＡ组逆转了 ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ导致的细胞增
殖能力降低（Ｐ＜０．０１），但与Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ组相比，其
增殖能力无明显变化（Ｐ＞０．０５），见图２。

２．３　ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ抑制乳腺癌细胞迁移及侵袭
与 Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ组比较，ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ组中

ＳＫＢＲ３和ＡＵ５６５细胞的迁移及侵袭能力明显下降，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），提示 ｍｉＲ１２９具有抑
制乳腺癌细胞侵袭及迁移的作用，见图３。

：与Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ组比较，Ｐ＜０．０５
图１　ＳＫＢＲ３细胞和ＡＵ５６５细胞中ｍｉＲ１２９的表达水平

ａ：ＳＫＢＲ３细胞增殖能力；ｂ：ＡＵ５６５细胞增殖能力　：与
ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ组比较，Ｐ＜０．０１

图２　细胞的增殖曲线

ａ：细胞迁移实验结果；ｂ：细胞侵袭实验结果　：与Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ组比较，Ｐ＜０．０５；：与Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ组比较，Ｐ＜０．０１
图３　Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ组与ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ组中迁移及侵袭作用
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２．４　ｍｉＲ１２９靶向调控Ｔｗｉｓｔ１
生物信息学软件分析显示，ｍｉＲ１２９与 Ｔｗｉｓｔ１的

３’ＵＴＲ端有互补结合位点，见图４。双荧光素酶试验
结果显示，ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ组中 ＷＴ３’ＴｗｉｓｔＵＴＲ的荧
光素酶活性明显低于 Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ组（Ｐ＜０．０１）；而
ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ组中 Ｍｕｔ３’ＴｗｉｓｔＵＴＲ的荧光素酶活
性与 Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ组比较，差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），见图５。
２．５　上调ｍｉＲ１２９对Ｔｗｉｓｔ１蛋白的影响

在 ＳＫＢＲ３、ＡＵ５６５细胞中，与 Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ组
比较，ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ组ＳＫＢＲ３细胞和ＡＵ５６５细胞

图４　ｍｉＲ１２９与Ｔｗｉｓｔ１的３’ＵＴＲ端的互补结合位点

中 Ｔｗｉｓｔ１蛋白水平下降，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０１），见图６。

：与Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ组比较，Ｐ＜０．０１
图５　相对荧光素酶活性

：与Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ组比较，Ｐ＜０．０１
图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｔｗｉｓｔ１蛋白的表达水平

３　讨论

我国乳腺癌患者约占全球乳腺癌患者的１２％［６］。

乳腺癌侵袭性强、恶性程度高，并且其组织学异质性

大，患者预后往往不够理想［７］。随着分子生物学的不

断发展，基因治疗成为了乳腺癌治疗的新方向［８］。但

乳腺癌的发生、发展受多种分子机制的影响，因此，研

究乳腺癌的发病机制对其治疗具有重要意义。

ｍｉＲＮＡｓ是一类长度为２０～２４个核苷酸的非编码
ＲＮＡ，通过与内源性 ｍＲＮＡ碱基配对抑制靶基因的表
达来发挥其生物学功能，进而影响肿瘤的发生、发

展［９］。ｍｉＲ１２９为一种常见的ｍｉＲＮＡｓ，可影响炎症因
子及血管上皮细胞的生成，且对肿瘤细胞增殖、迁移、

侵袭等过程均具有一定的调控作用［１０］。有研究表明

ｍｉＲ１２９在膀胱癌、肝细胞癌及甲状腺癌中呈低表
达［１１］。本研究中 ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ组 ＳＫＢＲ３和 ＡＵ５６５
细胞Ｄ的增殖能力明显低于 Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ组，说明
ｍｉＲ１２９在一定程度上能够抑制乳腺癌细胞的增殖。

细胞的迁移与侵袭是影响恶性肿瘤患者预后的关

键，出现肿瘤细胞迁移的乳腺癌患者往往具有较高的

耐药性，治疗较为复杂，生存期短。肿瘤细胞的迁移、

侵袭与上皮—间质转化密切相关，会导致肿瘤细胞失

去极性，表现出一定的迁移性，进而侵袭正常组

织［１２１４］。贺炳胜等［１５］研究表明，ｍｉＲ１２９能够在一定
程度抑制乳腺癌细胞的迁移及侵袭，进而抑制病情的

进展，延长患者的生存期。本研究结果显示，ｍｉＲ１２９
ｍｉｍｉｃ能够使人乳腺癌细胞ＳＫＢＲ３、ＡＵ５６５的迁移及
侵袭能力明显下降，说明ｍｉＲ１２９在一定程度上能够抑
制乳腺癌细胞的迁移、侵袭，对肿瘤的发展起到一定的

调控作用。

研究表明ｍｉＲ１２９对乳腺癌存在多种调控途径。
ｍｉＲ１２９可通过调控 Ｎｏｔｃｈ信号通路影响乳腺癌肿瘤
干细胞自我更新的能力，也可靶向 ＣＡＭＫ２Ｎ１干预乳
腺癌细胞增殖［１６１７］。但ｍｉＲ１２９对乳腺癌迁移与侵袭
的作用机制尚不明确，且其靶点尚未发现。本研究通

过生物信息学方法证实了 ｍｉＲ１２９与 Ｔｗｉｓｔ１的
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３’ＵＴＲ端有互补结合位点，且 ｍｉＲ１２９中 Ｔｗｉｓｔ１的荧
光素酶活性明显下降；进一步通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发
现，转染了ｍｉＲ１２９ｍｉｍｉｃ的ＳＫＢＲ３和ＡＵ５６５细胞中
Ｔｗｉｓｔ１表达水平降低。因此推测 ｍｉＲ１２９通过靶向调
节Ｔｗｉｓｔ１发挥生物学作用。

综上所述，ｍｉＲ１２９与乳腺癌的发生、发展密切相
关，其能够在一定程度上靶向调节 Ｔｗｉｓｔ１进而影响肿
瘤细胞的增殖、迁移及侵袭，是乳腺癌诊断及治疗的潜

在靶点。
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