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miＲ-210 对乳腺癌细胞生物学行为的影响
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摘要 目的 探讨 microＲNA-210(miＲ-210)对乳腺癌细胞
增殖、侵袭和凋亡的影响。方法 采用 ＲNA干扰技术，构建
针对 miＲ-210 的 shＲNA真核表达载体，转染 MCF-7 细胞，采
用实时荧光定量 PCＲ 技术检测转染后 miＲ-210 的表达情
况，观察转染后 MCF-7 细胞的增殖、侵袭和凋亡情况。结果
转染后MCF-7 细胞中 miＲ-210 表达明显下降，同时细胞增
殖和侵袭能力减弱、凋亡率上升。结论 miＲ-210 能够影响
乳腺癌的生物学行为。
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微小 ＲNA(micro ＲNA，miＲNA)能特异性与其
靶 mＲNA进行结合，导致降解靶 mＲNA，或者终止靶
mＲNA的翻译，在肿瘤的发生过程中起到重要的作
用
［1 － 2］。有文献［3 － 4］

报道，乳腺癌组织 miＲ-210 的
表达水平显著上升，并且与其临床病理特征紧密关

联。目前关于 miＲ-210 表达对乳腺癌细胞增殖、侵
袭和凋亡的影响研究较少，因此该研究通过抑制乳

腺癌 MCF-7 细胞中 miＲ-210 的表达，观察其抑制情
况，检测乳腺癌细胞的增殖、侵袭和凋亡情况，初步
分析 miＲ-210 对乳腺癌细胞生物学行为的影响，为
进一步阐明乳腺癌发生发展的机制奠定基础。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂和仪器 MCF-7 细胞来源于中国科
学院细胞库;DMEM 培养液为北京 Solarbio 公司的
产品;胎牛血清(四季青)为浙江天杭生物公司的产

品;0. 25%胰酶和 1 × Opti-MEM 培养液为 Gibco 公
司的产品;LipofectamineTM 2000 试剂盒为 Invitrogen
公司的产品;miＲ-210 的 shＲNA 质粒载体由武汉淅
玛公司设计;引物由北京赛百盛公司合成;MTT 细

胞增殖及细胞毒性检测试剂盒和 Annexin V-FITC
细胞凋亡检测试剂盒为上海碧云天公司的产品;总

ＲNA提取试剂盒、cDNA 第一链合成试剂盒和 Su-
perＲeal荧光定量预混试剂为北京天根公司的产品;
Transwell板(3422)为 Corning 公司的产品;CO2 培

养箱为 NuAire公司的产品;超净工作台为苏州安泰
公司的产品;核酸蛋白测定仪为 Eppendorf公司的产
品;荧光定量 PCＲ 仪为 Agilent公司的产品。
1． 2 实验方法
1． 2． 1 细胞培养及转染 MCF-7 细胞用 DMEM 培
养液(含 10%胎牛血清)置于 37 ℃、5% CO2 培养箱

中培养，胰酶消化细胞，按 1 × 105 /孔进行接种，细
胞密度约为 90%时进行转染。转染 A液:取 240 μl
1 × Opti-MEM培养液，加 10 μl Lipo 2000 混匀，室温
静置 5 min;转染 B液:取 246 μl 1 × Opti-MEM培养
液，加 4 μl 质粒体(转染组)或阴性对照(对照组)
混匀后，将 AB液混匀，室温静置 20 min。用 2 ml 1
× Opti-MEM培养液进行换液，然后加入 AB 混合液
混匀，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 6 h 后，用
DMEM培养液(含 10%胎牛血清)进行培养，48 h后
进行后续的检测。
1． 2． 2 qPCＲ 检测 miＲ-210 的表达 逆转录反应:
取 1 μg ＲNA为模板，反应体系为 20 μl，含 2 μl 10
× ＲT Mix，2 μl Super Pure dNTP，2 μl 引物，1 μl
Quant Ｒeverse Transcriptase;反应条件为 37 ℃ 孵育
60 min。PCＲ反应:1 μl逆转录产物为模板，反应体
系为 20 μl，含 10 μl 2 × SuperＲeal PreMix Plus，0. 6
μl引物，0. 4 μl 50 × ＲOX Ｒeference;反应条件为 95
℃ 15 min，95 ℃ 10 s，62 ℃ 31 s，45 个循环，miＲ-
210 的相对表达量以 2 － ΔΔCT值表示。
1． 2． 3 MTT法检测 MCF-7 细胞的增殖 用培养液
将 MCF-7 细胞配制成单个细胞悬液，按 1 000 ～
10 000个细胞 /孔接种于 96 孔板，待细胞密度达到
90%左右进行转染，转染后 48 h 每孔加入 20 μl (5
mg /ml)MTT 液，4 h 后每孔加入 150 μl 二甲基亚
砜，震荡 10 min，结晶物得到充分溶解。在 570 mn
的波长下，用酶标仪对各孔的光吸收值(A570)进行

测定，记录测试结果，计算细胞的相对增殖率(% )
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=实验组 A570值 /对照组 A570值 × 100%。
1． 2． 4 Transwell侵袭实验检测 MCF-7 细胞的侵袭
力 实验前 1 d将基质胶用无血清 DMEM培养液按
1 ∶ 8 进行稀释，每个 Transwell 上室加入 60 μl 稀释
液，晾干备用。细胞转染后 48 h，用 DMEM 培养液
(无血清)调整细胞密度至 4 × 105

个 /ml，每个 Tran-
swell上室加入 200 μl细胞悬液，下室加入 1 300 μl
DMEM培养液(含 10%胎牛血清)，置于 37 ℃、5%
CO2 培养箱中培养 24 h，取出上室，用棉签轻轻擦去
室内的细胞，4%多聚甲醛固定后，采用结晶紫进行
染色，在显微镜( × 100)下进行细胞计数，计算其均
值。
1． 2． 5 流式细胞术检测 MCF-7 细胞的凋亡情况
细胞转染后 48 h，用 DMEM 培养液(含 10%胎牛血
清)将细胞配制成单个细胞悬液，1 000 r /min离心 5
min，洗涤 1 次，1 000 r /min 离心 5 min; Annexin Ⅴ
重悬细胞，室温避光孵育 15 min;1 000 r /min 离心 5
min，洗涤 1 次，加入碘化丙啶(PI)4 ℃下避光孵育
20 min，流式细胞仪进行检测，记录检测结果。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 统计分析软件，
结果用珋x ± s表示。采用独立样本的 t检验分析比较
不同组间的差异，上述假设检验为双侧检验，检验水

平 α为 0. 05，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 转染后 MCF-7 细胞 miＲ-210 的表达 qPCＲ
的检测结果显示，转染组 MCF-7 细胞中 miＲ-210 的
相对表达水平(0. 212 ± 0. 028) 明显低于对照组
(0. 989 ± 0. 031)，差异有统计学意义( t = 32. 300，P
= 0. 001)。
2． 2 转染后 MCF-7 细胞的增殖情况 MTT 结果
显示，转染组 MCF-7 细胞的增殖率(62. 0 ± 1. 0)%
明显低于对照组(97. 9 ± 1. 9)%，差异有统计学意
义( t = 45. 259，P = 0. 001)。
2． 3 转染后 MCF-7 细胞的侵袭能力 Transwell
侵袭实验结果显示:转染组 MCF-7 细胞的穿过小孔
的细胞数明显少于对照组，差异有统计学意义( t =
30. 892，P = 0. 001)，见图 1。
2． 4 转染后 MCF-7 细胞的凋亡情况 FCM 检测
结果显示，转染组的 MCF-7 细胞凋亡率明显高于对
照组，差异有统计学意义( t = 32. 804，P = 0. 001)，
见图 2。

3 讨论

乳腺癌在女性恶性肿瘤中发病率为第一位，病

图 1 miＲ-210 对MCF-7 细胞侵袭力的影响 结晶紫染色 × 100

A:对照组;B:转染组;与对照组比较:* P ＜ 0. 05

图 2 miＲ-210 对MCF-7 细胞凋亡率的影响

A:对照组;B转染组; 与对照组比较:* P ＜ 0. 05

死率为第二位，近年来乳腺癌的发病人数、发病率和
病死率均有明显的上升趋势

［5 － 6］。miＲ-210 位于染
色体 11p15. 5，序列为“CUGUGCGUGUGACAGCG-
GCUGA”［7］。有文献［8］显示 miＲ-210 能够减弱细胞
的增殖能力，并能够抑制线粒体的新陈代谢，减弱

DNA损伤修复的能力，促进血管的再生，在肿瘤的
病理过程中起着重要作用。有研究［9 － 10］

显示，miＲ-
210 在乳腺癌组织和细胞中的表达水平明显高于癌
旁组织和正常乳腺细胞，而且与乳腺癌患者预后不

良相关。同时有研究［11 － 12］
显示，乳腺癌患者的外周
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血循环 miＲ-210 水平明显升高，并且与临床分期、淋
巴结转移、预后有密切关系，表明 miＲ-210 有可能成
为乳腺癌诊断和预后的标志物

［13 － 14］。本研究通过
瞬时转染将针对 miＲ-210 的 shＲNA 转染至 MCF-7
细胞中，建立 miＲ-210 低表达的人乳腺癌 MCF-7 细
胞模型，并设立对照组与之比较，结果显示，转染后

MCF-7 细胞的 miＲ-210 表达明显下降，细胞的增殖
和侵袭能力明显减弱，细胞凋亡率明显上升，这与张

楠 等
［3］
的研究结果相似，但是其研究对象为高转移

性乳腺癌 MDA-MB-231 细胞，转染物为 miＲ-210 的
抑制物 miＲ-210 inhibitor，结果显示 miＲ-210 对
MDA-MB-231 细胞的增殖、迁移和侵袭能力也起到
促进作用。说明无论较低恶性度雌激素受体阳性的
MCF-7 细胞，还是高转移性乳腺癌 MDA-MB-231 细
胞，miＲ-210 都能够影响乳腺癌细胞的生物学行为，
在乳腺癌的发生发展中起到重要作用，有可能成为

乳腺癌新的治疗靶点
［15］，同时结合 miＲ-210 外周血

水平对于乳腺癌的诊断价值，提示 miＲ-210 有望成
为乳腺癌诊断和治疗的生物标志物，但是 miＲ-210
如何调控其靶基因的表达从而影响乳腺癌的发生发

展还有待进一步研究。
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Effect of miＲ-210 on biological behavior of breast cancer cell
Lan Yonghong1，Niu Haiyan1，Wang Han2，et al

( 1Morphological Laboratoy，2Dept of Physiology，Hainan Medical College，Haikou 571199)

Abstract Objective To explore the effect of microＲNA-210 (miＲ-210) on proliferation，invasion and apoptosis
of breast cancer cell． Methods The plasmid expression vector of short hairpin ＲNA (shＲNA) targeting miＲ-210
was constructed and transfected into MCF-7 cell by LipofectamineTM2000． The expression of miＲ-210 was detected
by Ｒeal-time fluorescence quantitative PCＲ method after transaction，and proliferation，invasion，apoptosis of
MCF-7 cell were observed． Ｒesults The expression of miＲ-210 decreased significantly in MCF-7 cell，and prolif-
erative and invasive ability weakened，and cell apoptosis rate increased after transfection with miＲ-210 shＲNA．
Conclusion miＲ-210 expression can affect biological behavior of breast cancer．
Key words microＲNA-210; breast cancer; proliferation; invasion; apoptosis
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