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ｍｉＲ６３０通过靶向 ＢＭＩ１抑制乳腺癌细胞增殖的作用机制研究
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［摘　要］　目的　 探讨ｍｉＲ６３０通过靶向ＢＭＩ１对乳腺癌细胞的生物学行为影响及其作用机制。方法　倒置显微镜下观察
检测ＭｉＲ６３０诱导乳腺癌细胞凋亡并抑制增殖的情况；流式细胞术和集落形成实验检测 ｍｉＲ６３０对细胞周期和集落形成的影响；
双荧光素酶实验检测ｍｉＲ６３０和ＢＭＩ１在乳腺癌细胞中的相互作用；流式细胞术和集落形成实验检测ＢＭＩ１对ｍｉＲ６３０在细胞周期
和集落形成过程中的逆转作用。结果　ｍｉＲ６３０可以抑制乳腺癌细胞的增殖，促进其凋亡进程；ｍｉＲ６３０的异位表达可以诱导细胞
凋亡和细胞周期阻滞，抑制乳腺癌细胞的克隆增殖行为；ＢＭＩ１是ｍｉＲ６３０的直接靶基因，ｍｉＲ６３０可以直接调控ＢＭＩ１的表达活性；
ＢＭＩ１异位恢复时，ｍｉＲ６３０的增殖和集落形成的抑制能力也得到了部分恢复。结论　ｍｉＲ６３０在乳腺癌的发生发展过程中起重要
作用，可以和ＢＭＩ１相互影响调控乳腺癌细胞的生物学行为。
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　　乳腺癌是女性恶性肿瘤中最常见的癌症之一，占
全球女性中所有新发癌症的２９％（２４６／６６０）［１］。越来
越多的证据支持乳腺肿瘤发生与癌基因的异常表达有

关［２］。例如，ＨＥＲ２高表达是 ＨＥＲ２＋乳腺癌的关键驱
动因素［３］；ＢＲＡＣ１和 ＢＲＡＣ２在病理性高级别乳腺癌
中经常出现启动子甲基化、体细胞突变和基因缺失的

异常表达［４］。乳腺肿瘤发生病理机制多样，值得注意

的是，癌症具有抵抗细胞死亡和逃避生长抑制因子的

特征，这也是导致肿瘤最终恶化的关键原因［５］。寻找

新的调节分子抑制癌细胞增殖，诱导细胞凋亡可能是

治疗乳腺癌的潜在治疗策略。

　　ｍｉｃｒｏＲＮＡ代表内源性非编码ＲＮＡ的大家族，并

在转录后调节基因表达［６］。有研究已经证明，ｍｉＲＮＡ
通过介导肿瘤发生的每一个步骤，包括增殖、凋亡、存

活、迁移和侵袭，许多 ｍｉｃｒｏＲＮＡ发挥着其作为促癌因
子或肿瘤抑制基因的功能［７８］。已有报道显示，位于染

色体区域１５ｑ２４．１的ｍｉＲ６３０的表达失调参与了几种
人类恶性肿瘤的进展［９］。例如，ｍｉＲ６３０的表达增加
与胃癌总体生存率差有关［１０］；在缺氧条件下，上调的

ｍｉＲ６３０促进卵巢癌进展［１１］。之前的研究表明，

ｍｉＲ６３０在各种乳腺癌细胞系以及临床乳腺癌组织中
下调。ｍｉＲ６３０通过靶向 ＭＴＤＨ抑制乳腺癌转移［１２］。

然而，除了抑制乳腺癌的迁移和侵袭外，ｍｉＲ６３０在乳
腺癌进展的其他步骤（如细胞增殖或凋亡）中是否发

挥其肿瘤抑制功能还需要进一步研究。

Ｂ细胞特异性病毒整合位点１（ＢＭＩ１）是ｐｏｌｙｃｏｍｂ
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群复合物１（ＰＲＣ１）的主要成分，在 ＤＮＡ损伤修复、染
色质稳定性、细胞周期、细胞永生化和衰老过程中扮演

着多重角色［１３１４］。重要的是，ＢＭＩ１的上调与某些癌
症患者的化疗耐药和肿瘤复发有关［１５］。在目前的研

究中，我们发现ｍｉＲ６３０通过诱导乳腺癌细胞凋亡，引
起肿瘤细胞周期阻滞，抑制肿瘤细胞增殖。此外，我们

将ＢＭＩ１鉴定为ｍｉＲ６３０的新靶基因，揭示了 ｍｉＲ６３０
通过直接调控乳腺癌细胞系 ＢＴ５４９中 ＢＭＩ１表达水
平发挥其功能机制。

１　材料与方法

１．１　材料
２０１４年３月至２０１５年３月在延安大学附属医院

收集了４０例组织标本，其中包括乳腺癌癌组织和相邻
的正常组织。所有样本均立即保存在液氮中。手术

后，储存在 －８０℃直到 ＲＮＡ提取。所有组织诊断都
具有病理和／或细胞学证据。本研究方案经医院医学
伦理委员会批准，患者知情同意。脂质体 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自上海吉凯基因，Ｔｒｉｚｏｌ购自美国
Ａｍｂｉｏｎ公司。ＰＣＲ试剂盒购自美国Ｋａｐａ公司。荧光
素酶活性检测试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司。荧光素酶报
告载体由Ｐｒｏｍｅｇａ公司合成。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ，ＭＡ），Ｍａｔｒｉｇｅｌ购自
ＢｉｏＲａｄ（ＢｉｏＲａｄ，Ｍａｄｒｉｄ，Ｓｐａｉｎ）。
１．２　细胞培养

人类乳腺癌细胞系（ＢＴ５４９）获自中国科学院细
胞库（中国上海）。所有细胞在含有１０％胎牛血清和
１００ｕ／ｍＬ青霉素或 １００ｍｇ／ｍＬ链霉素的 Ｄｕｌｂｅｃｃｏｓ
改良的Ｅａｇｌｅ培养基中培养，培养条件：３７℃含５％ＣＯ２
的恒温孵箱中。

１．３　ＲＮＡ分离和定量实时ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）分析
使用ＴＲＩｚｏｌ试剂从组织或细胞中分离总 ＲＮＡ，并

按照制造商的说明书用逆转录酶（ＴａＫａＲａ）和寡核苷
酸（ｄＴ）合成 ｃＤＮＡ。使用 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭＩＩ
试剂盒进行实时 ＰＣＲ。实时 ＰＣＲ的条件如下：９４℃
１０ｓ，９４℃ ５ｓ，５２℃ ３０ｓ退火，７２℃１５ｓ，然后４０个
循环。本实验使用ｍｉＲ６３０的特异性引物（正向引物，
５’ＴＴＧＡＧＣＴＧＧＡＴＴＧＧＣＧＧＧＡＴ３’和 反 向 引 物
５’ＴＴＧＡＣＧＧＡＴＧＣＧＧＡＧＧＧＣＴ３’）。作为对照，用特异
性引物（正向引物５’ＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＡＧＧＡＧＡＧＴＣＧ３’和
反向引物５’ＴＧＡＣＧＣＴＴＧＣＣＣＡＣＡＧＣＣＴＴ３’）扩增Ｕ６。
１．４　细胞转染

ｍｉＲ６３０模拟物和相应的阴性对照（ｍｉＲＮＣ）分
别转染到实验细胞株中。按照生产商的说明，使用Ｌｉ

ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）将模拟物或质粒转染到
细胞中。转染后２４ｈ，收集细胞并进行基因表达分析
和细胞增殖和侵袭测定。

１．５　双荧光素酶报告分析
ＢＭＩ１的野生型（Ｗｔ）和突变型（Ｍｕｔ）３’非转录区

（３’ＵＴＲ）由生物技术公司提供设计制备，并克隆到
ｐＭＩＲＲｅｐｏｒｔ质粒中，称为 ＢＭＩ１ＷＴ和 ＢＭＩ１Ｍｕｔ。对
于荧光素酶测定，将１×１０５个细胞铺板并在１２孔板
中培养以达到约７０％汇合。细胞与 ｍｉＲ６３０模拟物
或ＮＣ共转染，检测 ＢＭＩ１Ｗｔ／Ｍｕｔ报告质粒的荧光表
达活性。使用双荧光素酶报告基因测定试剂盒，转染

４８ｈ后进行萤光素酶测定。实验重复３次。
１．６　细胞增殖测定

细胞在转染后２４ｈ以每孔５０００个细胞接种于
９６孔板（每孔 ５０００个细胞）中。使用 ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇ
Ｋｉｔ８（ＣＣＫ８）在接种细胞２４、４８、７２ｈ后测量细胞增
殖。使用微孔板分光光度计在４５０ｎｍ处测定吸光度。
实验重复３次。
１．７　细胞周期分析

使用荧光激活细胞分选（ＦＡＣＳ）流式细胞仪
（ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ，ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ）测定细胞周期分布。
转染后４８ｈ收获细胞。将细胞消化并随后在４℃下
在７０％乙醇中固定过夜。然后将固定的细胞在室温
下用５０μｇ／ｍＬ碘化丙锭（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）在黑暗中染
色３０ｍｉｎ。用ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ系统和ＭｏｄＦｉｔ３．０软件分
析细胞周期分布。实验重复３次。
１．８　集落形成实验

进行集落形成试验以评估转染的 ＢＴ５４９细胞的
增殖能力，将ＢＴ５４９细胞在２４ｈ后收获，然后接种到
新的６孔板（２００细胞／孔）中并培养约２周，直到观察
到集落形成。然后，将细胞在４％多聚甲醛中固定，并
通过Ｇｉｅｍｓａ试剂染色。
１．９　统计学分析

定量数据采用 ＳＰＳＳ１９．０版（ＩＢＭ，ＵＳＡ）进行分
析，并用至少３次独立实验的平均值±标准偏差（ＳＤ）
表示。使用ＡＮＯＶＡ或双向 ｔ检验比较组间差异，以
Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＭｉＲ６３０诱导乳腺癌细胞凋亡并抑制增殖
为了确定ｍｉＲ６３０是否能诱导乳腺癌细胞凋亡，观

察分别转染了ｍｉＲ６３０模拟物或ｍｉＲＮＣ的侵袭性乳腺
癌细胞系ＢＴ５４９细胞的形态。实验结果显示ｍｉＲ６３０
异位过度表达的细胞呈泡状，萎缩和脱离基质，类似于
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细胞凋亡的特征（图１ａ）。此外，ｍｉＲ６３０转染的ＢＴ５４９
细胞中的ＴＵＮＥＬ阳性细胞数目与在２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ和

９６ｈ的ｍｉＲＮＣ转染的细胞相比显著增加，表明 ｍｉＲ
６３０可以抑制乳腺癌细胞的增殖，促进其凋亡（图１ｂ）。

ａ：经过ｍｉＲＮＣ转染的细胞；ｂ：ｍｉＲ６３０转染后凋亡的细胞；ｃ：Ｔｕｎｅｌ阳性细胞数　：与ｍｉＲＮＣ比较，Ｐ＜０．０５
图１　ｍｉＲ６３０诱导乳腺癌细胞凋亡并抑制增殖

２．２　ｍｉＲ６３０诱导细胞周期停滞并减少乳腺癌细胞
的集落形成

细胞周期变化总是与细胞生长停滞和凋亡相关，

细胞周期分析显示，在 ｍｉＲ６３０转染２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ
后，ｍｉＲ６３０在Ｇ１／Ｇ０期显著增加ＢＴ５４９细胞中的细
胞百分比（从４９％至７０％），见图２。除了细胞无限生
长和细胞凋亡抗性外，克隆增殖是肿瘤发生过程的另

一个重要步骤。因此，在 ｍｉＲ６３０异位表达的 ＢＴ５４９
细胞中使用集落形成测定法。如图３所示，与对照组
相比，在ｍｉＲ６３０过表达的细胞中形成显著较少的集
落。这些结果表明ｍｉＲ６３０的异位表达可以诱导细胞
凋亡和细胞周期阻滞，抑制乳腺癌细胞的克隆增殖。

＃：Ｐ＜０．０１
图２　ＭｉＲ６３０诱导细胞周期停滞

ａ：ｍｉＲＮＣ转染细胞集落形成；ｂ：ｍｉＲ６３０转染细胞集落形成；ｃ：转染细胞集落形成的定量分析　：与ｍｉＲＮＣ比较，Ｐ＜０．０５
图３　ｍｉＲ６３０减少乳腺癌细胞的集落形成

２．３　ＢＭＩ１是ｍｉＲ６３０的直接靶基因
为寻找ｍｉＲ６３０的有效功能目标，本实验采用３种

在线计算 ｍｉＲＮＡ靶标预测算法（ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ，ＰｉｃＴａｒ和
ｍｉＲａｎｄａ），并重点研究凋亡相关和细胞周期相关基因，
结果筛选出候选目标基因ＢＭＩ１。根据Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ预测，
ＢＭＩ１的３′非翻译区（ＵＴＲ）（１８１２１８１９）上有一个 ｍｉＲ
６３０结合位点（图４）。为了验证 ＢＭＩ１是否是 ｍｉＲ６３０
的直接靶标，我们将ＢＭＩ１３′ＵＴＲ的野生型和４ｂｐ突变
体形式分别插入海肾荧光素酶基因下游的ｐｓｉＣＨＥＣＫ２
载体中（图４），ｍｉＲ６３０显著抑制ＢＴ５４９中海肾荧光素
酶活性，当 ｍｉＲ６３０的结合位点发生突变时，ＨＥＫ２９３Ｔ
细胞受损，提示ＢＭＩ１是ｍｉＲ６３０的直接靶基因。

＃：Ｐ＜０．０１；△：Ｐ＜０．００１
图４　双荧光素酶实验检测ＢＭＩ１是ｍｉＲ６３０的直接靶基因
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２．４　ＢＭＩ１参与ｍｉＲ６３０调控的乳腺癌细胞凋亡细胞
周期阻滞和增殖抑制

在用ｓｉＲＮＡ消除 ＢＭＩ１使转染效率达到８５％后，
使用转染后的细胞进行凋亡率检测，在指定时间点，凋

亡率连续增加；同时，抑制ＢＭＩ１可阻断ＢＴ５４９细胞的

Ｇ０／Ｇ１期细胞周期。ＢＭＩ１沉默的 ＢＴ５４９细胞的增殖
和克隆形成能力也被显著抑制（图５）。上述实验数据
证实了 ＢＭＩ１介导 ｍｉＲ６３０抑制乳腺癌进展的功能的
观点。

ａ：ｓｉＮＣ干预乳腺癌细胞的克隆形成；ｂ：ｓｉＭＢＩ１１干预乳腺癌细胞的克隆形成；ｃ：ｓｉＭＢＩ１２干预乳腺癌细胞的克隆形成；ｄ：定量分析
不同干预乳腺癌细胞的克隆形成　：Ｐ＜０．０５；＃：Ｐ＜０．０１；△：Ｐ＜０．００１

图５　转染ＭＢＩ１后对细胞克隆形成能力的影响

３　讨论

ｍｉＲ６３０在非小细胞肺癌 Ａ５４９细胞中首次被发
现可以诱导顺铂耐药的产生，并在细胞周期的 Ｇ０／Ｇ１
期中增加了被阻滞的细胞的增殖，导致 Ａ５４９细胞对
顺铂耐药性增强［１６］。在随后的研究中，对于 ｍｉＲ６３０
在不同类型的肿瘤类型中已经提出了肿瘤抑制和肿瘤

促进的差异作用。ｍｉＲ６３０的表达在肝细胞癌组织中
显着增加，缺氧条件下在卵巢癌细胞中诱导其凋亡进

展［１７］。在乳腺癌组织中，ｍｉＲ６３０表达水平下调抑制
乳腺癌转移并增加药物敏感性［１８］。为了进一步揭示

ｍｉＲ６３０肿瘤抑制功能的机制，本研究检测了ｍｉＲ６３０
在乳腺癌细胞系中的凋亡、细胞周期调控和细胞生长

的功能机制。此外，我们还提出 ｍｉＲ６３０阻断细胞周
期过程并抑制乳腺癌细胞的再生。这与Ｚｈｏｕ等［１９］提

出的ｍｉＲ６３０异位过表达上调了细胞周期相关蛋白
ｐ２１、ｐ２７和 ＤＮＡ损伤敏感标记 ｐγＨ２ＡＸ等蛋白的表
达水平的实验结论相一致，进一步支持了 ｍｉＲ６３０的
细胞周期阻滞和凋亡诱导功能。

ＢＭＩ１是 ｐｏｌｙｃｏｍｂ组家族成员，在多种肿瘤组织
中表达上调［２０］。有研究显示其在正常干细胞和祖细

胞的细胞周期和增殖调控活性中起作用，其高表达与

化疗耐药呈正相关［２１］。ＢＭＩ１的高度激活可以绕过细
胞衰老，并因此通过促进细胞周期进程促进肿瘤发生

和细胞转化。同时，ＢＭＩ１通过结合并稳定催化亚基
ＲＩＮＧ２／ＲＩＮＧ１ｂ来催化组蛋白 Ｈ２Ａ（Ｈ２ＡＫ１１９Ｕｂ）赖
氨酸（Ｋ）１１９处的单泛素化，从而增强 ＰＲＣ１的 Ｅ３泛
素连接酶活性，进而修饰染色质并抑制多个基因位点，

其中定位了促进ｐ５３ｐＲｂ轴功能的肿瘤抑制基因［２２］。

在神经干细胞（ＮＳＣ）中，ｓｈＲＮＡ介导的 ＢＭＩ１减少导
致ｐ２１表达的显著增加，并且随后作为胚胎和成人
ＮＳＣ增殖和自我更新的关键介质［２３］。因此，ＢＭＩ１的
功能性失活频繁阻断细胞周期中 Ｇ１期至 Ｓ期的转变
并导致凋亡，说明 ＢＭＩ１是一个重要的癌基因。本研
究通过双荧光素酶报告基因测定证实 ＢＭＩ１是 ｍｉＲ
６３０的直接靶基因。此外，利用两种特异性靶向 ｓｉＢ
ＭＩ１的ＲＮＡ干扰技术抑制 ＢＭＩ１的表达，并成功模拟
ｍｉＲ６３０的功能，包括诱导细胞凋亡，引起肿瘤细胞
Ｇ０／Ｇ１期周期阻滞，抑制细胞增殖和集落形成能力。

近来，已经报道了几种ｍｉＲＮＡ，包括 ｍｉＲ１６、ｍｉＲ
１２８、ｍｉＲ１４１、ｍｉＲ１８３、ｍｉＲ２０３、ｍｉＲ２００ｃ、ｍｉＲ２００ｂ
能够靶向 ＢＭＩ１并影响其功能［２４］。例如，ｍｉＲ１５ａ和
ｍｉＲ１６介导ＢＭＩ１的表达下调，其阻碍 ＤＮＡ修复，而
升高的水平可以使乳腺癌细胞对阿霉素敏感，导致细

胞凋亡［２５］。ｍｉＲ１２８特异性阻断符合 ＢＭＩ１下调的胶
质瘤自我更新［２６］。众所周知，特定的 ｍｉＲＮＡ可以靶
向不同的基因，并且特定的蛋白质编码基因可以被不

同的 ｍｉＲＮＡ转录后调节。因此，包括 ｍｉＲ６３０、ｍｉＲ
１６、ｍｉＲ１２８、ｍｉＲ２００ｃ等在内的一组ｍｉＲＮＡ可能包含
一个复杂的网络，通过调控 ＢＭＩ１在乳腺癌进展中发
挥重要作用。

综上所述，本实验证实 ｍｉＲ６３０可以靶向 ＢＭＩ１，
从而诱导ＢＭＩ１介导的乳腺癌细胞凋亡和细胞周期停
滞，以及乳腺癌细胞的再生阻断。上述数据提供了

ｍｉＲ６３０依赖性ＢＭＩ１对乳腺癌细胞整体调控的机制，
以及抑制其进展的全面分析，并提供了治疗乳腺癌的

治疗潜力，为 ｍｉＲ６３０和 ＢＭＩ１成为乳腺癌临床治疗
靶点提供理论依据。
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