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ＭｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 通过靶向调控 Ｒａｂ１Ａ 抑制乳腺癌细
胞 ＭＤＡ⁃２３１ 的上皮⁃间质转化
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摘要　 先前的研究表明，ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 发挥抑癌基因的作用，调控肿瘤细胞的侵袭与转移。 然而，关
于其在乳腺癌细胞侵袭与转移中的机制尚不明确。 本实验旨在研究 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 负向调控 Ｒａｂ１Ａ
在乳腺癌细胞上皮⁃间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）中的作用。 双荧光素酶的结

果显示，ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 可负向调控 Ｒａｂ１Ａ。 荧光定量 ＰＣＲ （ｑＲＴ⁃ＰＣＲ） 结果显示，ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 在乳腺

癌细胞 ＭＣＦ⁃７ 及 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１（ＭＤＡ⁃２３１）中的表达水平明显低于正常乳腺上皮细胞 ＭＣＦ⁃１０Ａ； 在

ＭＤＡ⁃２３１ 中过表达 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 后， ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，Ｒａｂ１Ａ ｍＲＮＡ 的表达水平明显降低。
Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹结果显示，过表达 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 后，ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 组细胞中的 Ｒａｂ１Ａ、波形蛋白（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）
及 Ｎ⁃钙黏着蛋白（Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）的表达水平相对于对照组（ＮＣ）细胞明显降低，而 Ｅ⁃钙黏着蛋白（Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ）的表达水平明显增加。 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭和划痕实验显示，与 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋ Ｃｏｎ 组细胞相比，
ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋ Ｒａｂ１Ａ 组细胞的侵袭和迁移能力明显增加。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋ Ｒａｂ１Ａ
组细胞的 Ｒａｂ１Ａ ｍＲＮＡ 表达水平明显增加。 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹结果显示，ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋ Ｒａｂ１Ａ 组细胞中

的波形蛋白、Ｎ⁃钙黏着蛋白表达水平明显增加，而 Ｅ⁃钙黏着蛋白表达明显降低，过表达 Ｒａｂ１Ａ 后显

著逆转了 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 对 ＥＭＴ 的影响。 综上所述，ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 可以通过负向调控 Ｒａｂ１Ａ 抑制 ＥＭＴ，
进而抑制乳腺癌细胞的侵袭和迁移。
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ｃｅｌｌｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｒａｂ１Ａ ｍＲＮＡ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ
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ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｃｅｌｌｓ． Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｏｎ
ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｍｉＲ⁃１５０⁃ ５ｐ ＋ Ｒａｂ１Ａ ｇｒｏｕｐ ｃｅｌｌｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ
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ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ． Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ Ｒａｂ１Ａ ｎｏｔａｂｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ｉｎ ＥＭＴ． Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙ，
ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ＥＭＴ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ Ｒａｂ１Ａ， ｔｈｕｓ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ
ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ 　 ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ； ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ； Ｒａｂ１Ａ； ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ （ ＥＭＴ ）；
ｉｎｖａｓｉｏｎ； ｍｉｇｒａｔｉｏｎ

　 　 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ （ｍｉＲＮＡｓ） 是一类小的非编码的

ＲＮＡ 序列，参与基因的转录后调控［１⁃２］。 成熟的

ｍｉＲＮＡｓ 主要是通过结合靶基因 ｍＲＮＡ 序列的 ３′非
翻译区（３′ＵＴＲ）调节基因的表达水平［３］。 尽管大多

数 ｍｉＲＮＡｓ 的生物学功能尚未能揭示，但有报道发

现，诸多 ｍｉＲＮＡｓ 的差异性表达与乳腺癌的侵袭与

迁移密切相关［４⁃５］。 本实验室先前研究发现，ｍｉＲ⁃
５０７ 可通过抑制 Ｆｌｔ⁃１ 而抑制人乳腺癌的迁移与侵

袭［６］；垂体瘤转化基因 １（ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ｔｕｍｏｒ⁃ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｅｎｅ１， ＰＴＴＧ１）促进非小细胞肺癌的侵袭和迁移，且
受 ｍｉＲ⁃１８６ 的调控［７］。 近来我们证实，ｍｉＲ⁃５７７ 可

调控 Ｒａｂ２５ 而抑制乳腺癌细胞上皮⁃间质转化

（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）的发生和转

移［８］。 与此同时，本室发现 Ｒａｂ 家族的 Ｒａｂ１Ａ 也可

调控乳腺癌的侵袭与转移。 本文通过靶向预测软件

发现，ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 可结合 Ｒａｂ１Ａ ｍＲＡＮ 的 ３′非翻译

区，且发现 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 调控 Ｒａｂ１Ａ 的表达。 但是，
关于 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 负向调控 Ｒａｂ１Ａ 在调节乳腺癌细

胞侵袭和迁移的分子机制研究尚未见报道。 本文通

过转染单种质粒及共转染过表达 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 和过

表达 Ｒａｂ１Ａ 质粒，检测其对乳腺癌细胞侵袭与迁移

能力以及 ＥＭＴ 标志物的影响，以此研究 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ
在乳腺癌细胞侵袭和迁移中的作用机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

ＲＩＰＡ 裂解液购自索莱宝；Ｍａｔｒｉｇｅｌ 购自 ＢＤ 公

司； Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司；鼠抗人 β⁃肌
动蛋白单克隆抗体，兔抗人 Ｒａｂ１Ａ 多克隆抗体，兔

抗人 Ｅ⁃钙黏着蛋白单克隆抗体，兔抗人 Ｎ⁃钙黏着蛋

白多克隆抗体，兔抗人波形蛋白单克隆抗体购自

Ａｂｃａｍ 公司；ＭＥＭ、ＤＭＥＭ、ＲＰＭＩ１６４０ 培养基和胎牛

血清购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司；所用质粒均购自吉凯

公司；人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ⁃７、ＭＤＡ⁃２３１ 及正常乳

腺上皮细胞株 ＭＣＦ⁃１０ Ａ 购自 ＡＴＣＣ。
１􀆰 ２　 细胞培养

人正常乳腺上皮细胞 ＭＣＦ⁃１０ Ａ，乳腺癌细胞

ＭＣＦ⁃７、 ＭＤＡ⁃２３１ 分 别 培 养 在 含 １０％ ＦＢＳ 的

ＤＭＥＭ、ＭＥＭ、ＲＰＭＩ１６４０ 培养基中。 同时添加 １００
μｇ ／ ｍＬ 青霉素和链霉素，于 ５％ ＣＯ２、３７℃培养箱培

养，实验前 ２４ ｈ 不再添加抗生素。 转染步骤参照

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 操作说明。 参照文献［８］，细胞

转染及共转染分组为：１）ＭＤＡ⁃２３１ 组：常规培养，不
做处理；２） Ｓｃｒ 组：转入敲除 Ｒａｂ１Ａ 的对照质粒

（ＧＶ２４８）；３） ＳｉＲａｂ１Ａ 组：转入敲除 Ｒａｂ１Ａ 质粒

（ＧＶ２４８）；４）ＮＣ 组：转入过表达 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 的对照

质粒（ＧＶ２５１）；５）ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 组：转入过表达 ｍｉＲ⁃
１５０⁃５ｐ 质粒（ＧＶ２５１）；６）ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋ Ｃｏｎ 组：同时

转入过表达 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 质粒和过表达 Ｒａｂ１Ａ 的对

照质粒（ＧＶ２３０）；７）ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋ Ｒａｂ１Ａ 组：同时转

入过 表 达 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 和 过 表 达 Ｒａｂ１Ａ 质 粒

（ＧＶ２３０）。
１􀆰 ３　 双荧光素酶

将 Ｒａｂ１Ａ 的 ３′⁃ＵＴＲ 的野生型（ｐＧＬ３⁃Ｒａｂ１Ａ⁃３′
ＵＴＲ）和突变型（ｐＧＬ３⁃Ｒａｂ１Ａ⁃３′ＵＴＲ⁃ｍｕｔ）分别与对

照质粒 ＮＣ、过表达 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 质粒、对照质粒 ａｎｔｉ⁃
ＮＣ、敲除 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 质粒（ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ）进行共

转染处理。 该实验的操作过程参照文献［４］。
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１􀆰 ４　 荧光定量 ＰＣＲ
Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ，以 ２ μｇ ＲＮＡ 为模板进

行逆转录。 获得第一链 ｃＤＮＡ 后，分别用 Ｍｉｒ⁃ＸＴＭ

ｍｉＲＮＡ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ＳＹＢＲ􀳏 Ｋｉｔ 和 ＳＹＢＲ􀳏 Ｇｒｅｅｎ Ｉ 染
料进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ。 以 Ｕ６、β⁃肌动蛋白分别为内参。
ＲＴ⁃ＰＣＲ 结 果 分 析 采 用 ２ － ΔΔＣＴ， ΔＣＴ（ ｔｅｓｔ） ＝
ＣＴ（ ｔａｒｇｅｔ， ｔｅｓｔ） ⁃ ＣＴ（ｒｅｆ， ｔｅｓｔ） ，ΔＣＴ（ｃａｌｉｂｒａｔｏｒ） ＝ ＣＴ（ ｔａｒｇｅｔ， ｃａｌｉｂｒａｔｏｒ） ⁃
ＣＴ（ｒｅｆ， ｃａｌｉｂｒａｔｏｒ） ，ΔΔＣＴ ＝ ΔＣＴ（ ｔｅｓｔ） ⁃ ΔＣＴ（ｃａｌｉｂｒａｔｏｒ） 。 反应

条件参照文献［９］及 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 的茎环序列：５′⁃
ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴ
ＧＧＡＴＡＣＧＡＣＣＡＣＴＧＧ⁃３′，上游引物：５′⁃ ＧＣＧＴＣＴＣ
ＣＣＡＡＣＣＣＴＴＧＴＡ⁃３′，下游引物：５′ ⁃ ＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣ
ＣＧＡＧＧＴＡＴＴ⁃３′。 Ｒａｂ１Ａ 上游引物：５′⁃ＴＣＡＴＧＡＣＧ
ＡＴＧＧＣＡＧＣＴＧＡＧ⁃３′， 下 游 引 物 ５′⁃ＴＡＧＣＡＧＣＡＡ
ＣＣＴＣＣＡＣＣＴＧＡ⁃３′。
１􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹检测

ＭＣＦ⁃１０ Ａ、ＭＣＦ⁃７、ＭＤＡ⁃２３１ 细胞及转染后的

各组细胞用 ＲＩＰＡ 裂解液裂解后进行蛋白质抽提。
接着进行 １２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ，转膜，５％脱脂奶粉封闭，
孵育一抗 ４℃过夜；第 ２ ｄ，ＴＢＳＴ 洗膜，孵育二抗，再
次 ＴＢＳＴ 洗膜，添加 ＥＣＬ 曝光。 一抗浓度为：Ｒａｂ１Ａ
（１∶ １ ０００）、Ｅ⁃钙黏着蛋白（１ ∶ １ ０００）、Ｎ⁃钙黏着蛋

白（１∶ １ ０００）、波形蛋白（１∶ １ ０００）、β⁃肌动蛋白（１∶
１ ０００）。
１􀆰 ６　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭检测

参照文献［１０］，取 １５０ μＬ 细胞悬液（２ × １０５

个 ／ ｍＬ）于小室上室中，下室加入含 ２０％ ＦＢＳ 的培

养基。 于培养箱中继续培养 ２４ ｈ，用脱脂棉签擦去

未消化的基质胶，并用 ＰＢＳ 清洗干净，用 １００％甲醇

固定细胞 ５ ～ １０ ｍｉｎ。 Ｇｉｅｍｓａ 染色 ３０ ～ ４０ ｍｉｎ，ＰＢＳ
清洗，棉签擦拭。 室温晾干后，于光镜下观察拍照。
随机选取 １０ 个视野观察拍照计数，取平均值作为最

终结果。
１􀆰 ７　 划痕实验

将各组转染后细胞以 ２􀆰 ５ × １０５ 个 ／每孔接种到

６ 孔板中，继续培养 ２４ ｈ。 此时，细胞汇合度达到

７０％ ～８０％ 。 用 １０ μＬ 的枪头在单层贴壁细胞中间

画一条笔直的线。 用 ＰＢＳ 反复清洗 ３ 次，洗去未贴

壁细胞，换入含 ２％ ＦＢＳ 培养基。 光镜下观察，分别

在 ０ ｈ、２４ ｈ 拍照记录。 结果用 ＩｍａｇｅＪ 软件计算细

胞迁移的距离，计算方法参照文献［９］。
１􀆰 ８　 统计学分析

实验数据均采用 ＳＰＳＳ１８􀆰 ０ 统计学软件进行处

理，采用单因素方差分析或独立样本 ｔ 检验进行统

计学验证。 所有数据采用（ｍｅａｎ ± ＳＤ）表示，Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 认为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 Ｒａｂ１Ａ 是 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 的直接作用靶点

通过 ｍｉＲＮＡＭａｐ 和 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 两个预测软件获

得 Ｒａｂ１Ａ 与 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 存在靶向结合位点。 采用

双荧光素酶检测 Ｒａｂ１Ａ 与 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 是否存在相

互结合及调控。 结果（Ｆｉｇ． １）所示，ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 可特

异结合于 Ｒａｂ１Ａ 基因 ｍＲＮＡ 的 ３ ′ＵＴＲ，且两者间存

在负向调控。

Ｆｉｇ． １　 Ｒａｂ１ Ａ ｗａｓ ａ ｄｉｒｅｃｔ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ　 　
Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ ａｎｄ ｍｉＲＮＡＭａｐ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｐｒｅｄｉｃｔ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｓｉｔｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ａｎｄ Ｒａｂ１Ａ． Ｔｈｅ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ
ａｓｓａｙ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ⁃
１５０⁃５ｐ ａｎｄ Ｒａｂ１Ａ （∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｖｓ． ＮＣ；＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｖｓ．
ａｎｔｉ⁃ＮＣ）． Ｔｈｉｓ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ． Ｂａｒｓ，
ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

２􀆰 ２　 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 在乳腺癌细胞中的表达降低

采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 在正常乳腺上

皮细胞 ＭＣＦ⁃１０ Ａ，以及乳腺癌细胞 ＭＣＦ⁃７ 和 ＭＤＡ⁃
２３１ 中的表达。 同时检测过表达 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 后，其
转染效率及 Ｒａｂ１Ａ ｍＲＮＡ 的表达水平。 结果显示，
ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 在正常乳腺上皮细胞 ＭＣＦ⁃１０ Ａ 的表达

水平，明显高于乳腺癌细胞 ＭＣＦ⁃７ 和 ＭＤＡ⁃２３１
（Ｆｉｇ． ２ Ａ）；且相较于 ＮＣ 组，转染过表达 ｍｉＲ⁃１５０⁃
５ｐ 质粒后，ＭＤＡ⁃２３１ 中的 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 的表达水平

明显上升，而 Ｒａｂ１Ａ ｍＲＮＡ 的表达水平明显下降

（Ｆｉｇ． ２Ｂ）。
２􀆰 ３　 高表达 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 抑制了 ＥＭＴ 的发生

Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹检测转染 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 后对靶蛋白

Ｒａｂ１Ａ 及 ＥＭＴ 标志物的影响。 结果显示，与 ＮＣ 细

胞组相比，ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 细胞组中 Ｒａｂ１Ａ、Ｎ⁃钙黏着
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Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ｗａｓ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ　 　 （Ａ） Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ
ＭＣＦ⁃１０ Ａ， ＭＣＦ⁃７ ａｎｄ ＭＤＡ⁃２３１ｃｅｌｌｓ ｂｙ Ｔｒｉｚｏｌ． ＱＲＴ⁃ＰＣＲ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ
ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ （∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｖｓ． ＭＣＦ⁃１０ Ａ）； （Ｂ） Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ＭＤＡ⁃２３１， ＮＣ ａｎｄ ｍｉＲ⁃１５０⁃
５ｐ ｇｒｏｕｐ ｃｅｌｌｓ． ＱＲＴ⁃ＰＣＲ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ａｎｄ Ｒａｂ１Ａ ｍＲＮＡ ｉｎ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ （∗Ｐ ＜
０􀆰 ０５， ｖｓ． ＮＣ）． Ｕ６ ａｎｄ β⁃ａｃｔｉｎ ｗｅｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｌｏａｄｉｎｇ ｃｏｎｔｒｏｌ． Ｂａｒｓ， ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ． Ｔｈｉｓ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｒｅｐｅａｔｅｄ
ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ

蛋白、波形蛋白的表达水平显著降低，而 Ｅ⁃钙黏着

蛋白的表达水平明显增加（Ｆｉｇ． ３）。

Ｆｉｇ． ３　 Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ
ｏｆ ＥＭＴ　 　 Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ＮＣ ａｎｄ
ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ｇｒｏｕｐ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｒａｂ１Ａ ａｎｄ ＥＭＴ
ｍａｒｋｅｒｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ． Ｔｈｅ
ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｒａｂ１Ａ， Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ａｎｄ ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｉｎ ＮＣ ａｎｄ ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ
ｇｒｏｕｐ ｃｅｌｌｓ （∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｖｓ． ＮＣ）． β⁃ａｃｔｉｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａ
ｌｏａｄｉｎｇ ｃｏｎｔｒｏｌ． Ｂａｒｓ， ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ． Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｗｅｒｅ ｒｅｐｅａｔｅｄ ａｔ ｌｅａｓｔ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ

Ｆｉｇ． ４　 Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ Ｒａｂ１Ａ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｂｙ ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ　 　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ
ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｖａｒｉｏｕｓ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ． （ Ａ） Ｉｍａｇｅｓ ｏｆ
ｐｅｎｅｔｒａｔｅｄ ＮＣ， ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ， ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋ Ｃｏｎ ａｎｄ ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋ Ｒａｂ１Ａ ｇｒｏｕｐ ｃｅｌｌｓ； （Ｂ） Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｓｓａｙｓ ｏｎ ＮＣ， ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ， ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋ Ｃｏｎ ａｎｄ ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋ Ｒａｂ１Ａ ｇｒｏｕｐ ｃｅｌｌｓ （∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｖｓ． ＮＣ；＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
ｖｓ． ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋ Ｃｏｎ）． Ｓｃａｌｅ ｂａｒ ２００ μｍ． Ｂａｒｓ， ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ． Ｔｈｉｓ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ

２􀆰 ４　 过表达 Ｒａｂ１Ａ 逆转 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 对 ＭＤＡ⁃２３１
细胞侵袭能力的抑制作用

为检测 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 对乳腺癌细胞 ＭＤＡ⁃２３１
侵袭能力的影响，采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验检测转

染及共转染后 ＭＤＡ⁃２３１ 侵袭能力的变化。 结果显

示，与 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋ Ｃｏｎ 组细胞相比，ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ
＋ Ｒａｂ１Ａ 组细胞穿过人工基底膜的细胞数明显增

加（ ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｆｉｇ． ４Ｂ）。 结果提示，过表达 Ｒａｂ１Ａ
逆转了 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 对 ＭＤＡ⁃２３１ 细胞侵袭能力的

抑制作用。
２􀆰 ５　 过表达 Ｒａｂ１Ａ 逆转 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 对 ＭＤＡ⁃２３１
细胞迁移能力的抑制作用

为进一步检测 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 对乳腺癌细胞 ＭＤＡ⁃
２３１ 迁移能力的影响，划痕实验检测转染及共转染

后 ＭＤＡ⁃２３１ 细胞迁移能力的变化。 结果显示，与
ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋ Ｃｏｎ 组细胞相比，ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋ Ｒａｂ１Ａ
组细胞迁移的距离明显增加（ ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｆｉｇ． ５Ｂ）。
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结果提示，过表达 Ｒａｂ１Ａ 逆转了 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 对 ＭＤＡ⁃２３１ 细胞迁移能力的抑制作用。

Ｆｉｇ． ５　 Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ Ｒａｂ１Ａ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｂｙ ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ　 　 Ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｅｍｐｌｏｙｅｄ
ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｖａｒｉｏｕｓ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｇｒｏｕｐｓ． （Ａ） Ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｅｄ ＮＣ， ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ， ｍｉＲ⁃
１５０⁃５ｐ ＋ Ｃｏｎ ａｎｄ ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋ Ｒａｂ１Ａ ｇｒｏｕｐ ｃｅｌｌｓ ａｔ ０ ａｎｄ ２４ ｈｏｕｒｓ； （Ｂ） Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙｓ ｏｎ ＮＣ， ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ，
ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋ Ｃｏｎ ａｎｄ ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋ Ｒａｂ１Ａ ｇｒｏｕｐ ｃｅｌｌｓ （∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｖｓ． ＮＣ；＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｖｓ． ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋ Ｃｏｎ）． Ｓｃａｌｅ ｂａｒ ２００
μｍ． Ｂａｒｓ， ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ． Ｔｈｉｓ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ

２􀆰 ６ 　 过表达 Ｒａｂ１Ａ 逆转 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 对 Ｒａｂ１Ａ
ｍＲＮＡ 的下调

ＱＲＴ⁃ＰＣＲ 检测转染及共转染后各组 ＭＤＡ⁃２３１
细胞中 Ｒａｂ１Ａ ｍＲＮＡ 表达水平的变化。 结果显示，
敲除 Ｒａｂ１Ａ 的 ＳｉＲａｂ１Ａ 组细胞和过表达 ｍｉＲ⁃１５０⁃
５ｐ 的 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 组细胞中 Ｒａｂ１Ａ ｍＲＮＡ 产生了相

似的变化，相对于其对照组，Ｒａｂ１Ａ ｍＲＮＡ 的表达水

平明显下降。 与 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋ Ｃｏｎ 组细胞相比，过
表达 Ｒａｂ１Ａ 后逆转了 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 对 Ｒａｂ１Ａ ｍＲＮＡ
的下调作用（△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｆｉｇ． ６）。

Ｆｉｇ． ６ 　 Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ Ｒａｂ１Ａ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
Ｒａｂ１Ａ ｍＲＮＡ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ　 　 Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ
ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｓｃｒ， ＳｉＲａｂ１Ａ， ＮＣ， ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ， ｍｉＲ⁃
１５０⁃５ｐ ＋ Ｃｏｎ， ａｎｄ ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋ Ｒａｂ１Ａ ｇｒｏｕｐ ｃｅｌｌｓ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｂｙ ｕｓｉｎｇ Ｔｒｉｚｏｌ． Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｒａｂ１Ａ ｍＲＮＡ
ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ （∗Ｐ ＜
０􀆰 ０５， ｖｓ． Ｓｃｒ；＃Ｐ ＜０􀆰 ０５， ｖｓ． ＮＣ；△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｖｓ． ｍｉＲ⁃１５０⁃
５ｐ ＋ Ｃｏｎ）． β⁃ａｃｔｉｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｌｏａｄｉｎｇ ｃｏｎｔｒｏｌ． Ｂａｒｓ，
ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ． Ｔｈｉｓ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ

２􀆰 ７　 过表达 Ｒａｂ１Ａ 降低 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 对 ＥＭＴ 的

抑制

Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹检测转染及共转染后各组细胞中

ＥＭＴ 标志物表达水平的变化。 结果显示，敲除

Ｒａｂ１Ａ 的 ＳｉＲａｂ１Ａ 组细胞和过表达 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 的

ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 组细胞中 ＥＭＴ 标志物产生了相似的变

化。 与此同时，与 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋ Ｃｏｎ 组细胞相比，
ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋ Ｒａｂ１Ａ 组细胞中的波形蛋白、Ｎ⁃钙黏

着蛋白表达水平明显增加，而 Ｅ⁃钙黏着蛋白的表达

水平明显下降（△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｆｉｇ． ７）。 结果提示，过表

达 Ｒａｂ１Ａ 降低 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 对 ＥＭＴ 的抑制。

３　 讨论

近年来，乳腺癌发病率逐渐升高且日趋年轻

化［１１⁃１２］。 随着对其发生机制及遗传学上的了解，尽
管在治疗乳腺癌的方法和技术上获得了长远的发

展。 然而，一旦发生转移，患者死亡率大幅提升，且
目前其分子机制尚不清楚［１３⁃１４］。 因此，研究其侵袭

与迁移的分子机制，将为临床治疗乳腺癌提供新的

理论靶点。
Ｒａｂ１Ａ（ Ｒａｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ， Ｒａｂ１Ａ） 是小分子

ＧＴＰ 结合蛋白质，具有 ＧＴＰ 酶的活性，可以通过结

合相关蛋白质参与和调节细胞的信号传导及自

噬［１５］。 同时，它参与内质网和高尔基体间的膜泡运

输过程［１６］。 近来发现，Ｒａｂ１Ａ 在诸多肿瘤细胞的侵

袭与迁移中发挥重要的作用，例如：结肠癌［１７］ 和肝

癌［１８］。 同时，Ｒａｂ１Ａ 可通过 ｍＴＯＲ ／ Ｐ７０Ｓ６Ｋ 促进乳

腺癌细胞的 ＥＭＴ［１９］。 本文获得相同的结论，敲低

Ｒａｂ１Ａ，乳腺癌细胞的 Ｎ⁃钙黏着蛋白、波形蛋白显著

下调，Ｅ⁃钙黏着蛋白上调。
ｍｉＲＮＡｓ 的异常表达与肿瘤细胞的 ＥＭＴ 密切相

关。 先前研究表明，ｌｉｎｃ００６７３ 通过沉默 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ
促进肺癌细胞的 ＥＭＴ，进而加快肺癌细胞的增殖与

侵袭［２０］。 同时，ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 可分别靶向抑制 ＭＭＰ⁃
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Ｆｉｇ． ７　 Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ Ｒａｂ１Ａ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＭＴ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ　 　 Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ
Ｓｃｒ， ＳｉＲａｂ１Ａ， ＮＣ， ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ， ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋ Ｃｏｎ， ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋ Ｒａｂ１Ａ ｇｒｏｕｐ ｃｅｌｌｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ，
Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ａｎｄ ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ． Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ａｎｄ
ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｉｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ （∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｖｓ． Ｓｃｒ；＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｖｓ． ＮＣ；△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｖｓ． ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ＋
Ｃｏｎ）． β⁃ａｃｔｉｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｌｏａｄｉｎｇ ｃｏｎｔｒｏｌ． Ｔｈｉｓ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ｒｅｐｅａｔｅｄｌｙ ａｔ ｌｅａｓｔ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ． Ｂａｒｓ， ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

１４、ＭＴ１⁃ＭＭＰ 的表达，而抑制肺鳞癌［２１］、胶质瘤的

侵袭和迁移。 Ｋｏｓｈｉｚｕｋａ 等［２２⁃２３］发现，ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 靶

向结合 ＳＰＯＣＫ１，调控头颈鳞状细胞癌、食管鳞状细

胞癌的侵袭。 近来发现，ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 可调节 ＥＧＲ２
促进慢性病的发展［２４］。 本文同样发现，ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ
可调控乳腺癌细胞 ＥＭＴ 的发生。 双荧光素酶检测

验证，Ｒａｂ１Ａ 是 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 的直接靶点。 过表达

Ｒａｂ１Ａ 逆转了 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 对 Ｒａｂ１Ａ ｍＲＮＡ 的降低，
且逆转了 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 对乳腺癌细胞侵袭、迁移及

ＥＭＴ 的影响。 揭示了 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ、Ｒａｂ１Ａ、ＥＭＴ 在

乳腺癌细胞侵袭、迁移中的关系，证明了 ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ
通过靶向结合 Ｒａｂ１Ａ 调节乳腺癌细胞的 ＥＭＴ，进而

抑制侵袭和迁移。
综上所述，本研究证实，ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 可以通过

调控 Ｒａｂ１Ａ 靶蛋白抑制的 ＥＭＴ 的发生，进而抑制

乳腺癌细胞 ＭＤＡ⁃２３１ 的侵袭和迁移。 因此，研究

ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 和 Ｒａｂ１Ａ 在乳腺癌细胞侵袭、迁移中的

作用机制，将为临床治疗乳腺癌提供一个新的思路

与理论支撑。
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