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[摘要] 目的 探讨miR-429对乳腺癌细胞增殖和迁移的影响及其机制。方法 采用实时荧光定量PCR
(RT-qPCR)法和免疫印迹法,分别检测乳腺癌 MCF-7、MDA-MB-231、MDA-MB-468、BT-549细胞及正常乳腺上皮

细胞 MCF-10A的eIF4E mRNA和蛋白相对表达量。在 MCF-7细胞中转染 miR-429mimics(A组)、mimicsNC
(B组)、miR-429inhibitors(C组)及inhibitorsNC(D组),采用RT-qPCR法、CCK8法、细胞划痕实验和免疫印迹法

检测A~D组细胞miR-429表达情况、细胞增殖和迁移情况、eIF4E mRNA和蛋白相对表达量。在293T细胞中

转染eIF4E-3'UTR-Wt+miR-429mimics(E组)、eIF4E-3'UTR-Wt+mimicsNC(F组)、eIF4E-3'UTR-Mut+miR-
429mimics(G组)、eIF4E-3'UTR-Mut+mimicsNC(H组),检测E~H组细胞相对荧光素酶活性,分析 miR-429
对eIF4E 的靶向调控作用。结果 RT-qPCR与免疫印迹检测结果显示,MCF-7、MDA-MB-231、MDA-MB-468、

BT-549细胞中的eIF4E mRNA以及蛋白的相对表达量均明显高于正常乳腺上皮细胞 MCF-10A(F=74.414、

1981.243,P<0.01)。RT-qPCR法检测结果显示,A组细胞的miR-429相对表达量明显高于B组(t=25.390,P<
0.01),而eIF4E mRNA相对表达量明显低于B组(t=-6.363,P<0.05),C组细胞miR-429相对表达量明显低于

D组(t=-4.652,P<0.05),而eIF4E mRNA相对表达量明显高于B组(t=-2.928,P<0.05)。CCK8实验检测

结果显示,与B组细胞相比,A组细胞第24、48、72小时时的增殖活力明显降低(F=26.148~40.997,P<0.01);与

D组细胞相比,C组细胞第24、48、72小时增殖活力明显增高(F=6.410~82.593,P<0.05)。细胞划痕实验显示,

A组细胞愈合率明显低于B组(t=-22.584,P<0.01),C组细胞愈合率明显高于D组(t=11.464,P<0.01)。免

疫印迹法检测结果显示,A组细胞中eIF4E蛋白相对表达量明显低于B组(t=-20.355,P<0.01),C组细胞

eIF4E蛋白相对表达量明显高于D组(t=3.622,P<0.01)。双荧光素酶报告基因实验结果显示,各组细胞相对荧

光素酶活性比较差异具有显著性(F=366.823,P<0.05),而且E组细胞相对荧光素酶活性显著低于F组(t=
-42.961,P<0.01)。结论 miR-429或通过靶向调控eIF4E 基因进而抑制乳腺癌细胞的增殖和迁移。
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[ABSTRACT] Objective ToinvestigatetheeffectofmiR-429ontheproliferationandmigrationofbreastcancercellsandits

mechanism. Methods RT-qPCRandWesternblottingwereusedtomeasuretherelativemRNAandproteinexpressionlevelsof

eIF4EinbreastcancerMCF-7,MDA-MB-231,MDA-MB-468,andBT-549cellsandnormalbreastepithelialMCF-10Acells.

MCF-7cellsweretransfectedwithmiR-429mimics(groupA),mimicsNC(groupB),miR-429inhibitors(groupC),andinhibi-

torsNC(groupD),andRT-qPCR,CCK-8assay,woundhealingassay,andWesternblottingwereusedtomeasuretheexpression

ofmiR-429,cellproliferationandmigration,andtherelativemRNAandproteinexpressionlevelsofeIF4EingroupsA-D.The

293TcellsweretransfectedwitheIF4E-3'UTR-Wt+miR-429mimics(groupE),eIF4E-3'UTR-Wt+mimicsNC (groupF),

eIF4E-3'UTR-Mut+miR-429mimics(groupG),andeIF4E-3'UTR-Mut+mimicsNC(groupH),andrelativeluciferaseactivity

wasmeasuredforgroupsE-H.ThetargetedregulatoryeffectofmiR-429oneIF4E wasanalyzed. Results RT-qPCRand

WesternblottingshowedthattherelativemRNAandproteinexpressionlevelsofeIF4EinMCF-7,MDA-MB-231,MDA-MB-

468,andBT-549cellsweresignificantlyhigherthanthoseinnormalbreastepithelialMCF-10Acells(F=74.414,1981.243,P<

0.01).RT-qPCRshowedthatcomparedwithgroupB,groupAhadasignificantlyhigherrelativeexpressionlevelofmiR-429(t=

25.390,P<0.01)andasignificantlylowerrelativemRNAexpressionlevelofeIF4E (t=-6.363,P<0.05);groupChadasigni-

ficantlylowerrelativeexpressionlevelofmiR-429thangroupD(t=-4.652,P<0.05)andasignificantlyhigherrelativemRNA

expressionlevelofeIF4EthangroupB(t=-2.928,P<0.05).CCK8assayshowedthatcomparedwithgroupB,groupAhada

significantreductioninproliferationactivityat24,48,and72hours(F=26.148-40.997,P<0.01),andcomparedwithgroupD,

groupChadasignificantincreaseinproliferationactivityat24,48,and72hours(F=6.410-82.593,P<0.05).Woundhealing
assayshowedthatgroupAhadasignificantlylowerhealingratethan

groupB(t=-22.584,P<0.01),andgroupChadasignificantly
higherhealingratethangroupD (t=11.464,P<0.01).Western
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blottingshowedthatgroupAhadasignificantlylowerrelativeproteinexpressionlevelofeIF4EthangroupB(t=-20.355,P<

0.01),andgroupChadasignificantlyhigherrelativeproteinexpressionlevelofeIF4EthangroupD(t=3.622,P<0.01).Dual-

luciferasereporterassayshowedthattherewasasignificantdifferenceinrelativeluciferaseactivitybetweengroups(F=366.823,

P<0.05),andgroupEhadasignificantlylowerrelativeluciferaseactivitythangroupF(t=-42.961,P<0.01). Conclusion

ThisstudyshowsthatmiR-429mayinhibittheproliferationandmigrationofbreastcancercellsthroughtargetedregulationofthe

eIF4Egene.
[KEYWORDS] Breastneoplasms;MicroRNAs;Eukaryoticinitiationfactor-4E;Cellproliferation;Cellmovement

  乳腺癌的发病率远高于其他女性肿瘤,严重威

胁着女性生命健康,已成为全球第一大常见肿瘤[1]。
微小RNA(miRNA)是在真核生物中内源性的具有

调控功能的一类小分子非编码RNA,其作用机制为

通过与目的基因mRNA的3'非翻译区(UTR)碱基

互补配对结合,以转录后调节的方式调控靶基因的

表达水平,影响细胞增殖、迁移等的生物学行为[2]。

miR-429属于 miRNA-200家族,作为癌基因或抑

癌基因在多种肿瘤的发生发展中发挥着重要的调控

作用[3-4]。相关研究表明 miR-429在乳腺癌中呈低

表达,扮演抑癌基因的角色[5]。真核细胞翻译起始

因子4E(eIF4E)可在翻译起始时特异性识别结合

真核mRNA的5'端帽子结构[6],通过使5'UTR解

旋影响mRNAs的代谢、加工、运输、翻译等,在帽依

赖的翻译起始阶段发挥限制调控作用,调控蛋白质

合成[7-9]。近年研究发现,eIF4E 在乳腺癌组织中

可能呈高表达,且其表达水平与乳腺癌的发生、浸润

和转移密切相关[10]。目前关于miR-429在乳腺癌

发生进展中的调控机制尚不明确。本研究主要验证

和探讨miR-429与eIF4E 在乳腺癌中的靶向关系

及其在乳腺癌细胞增殖、迁移中的作用,以求为乳腺

癌的早期诊断、治疗提供新的靶点。

1 材料与方法

1.1 细胞与试剂

人正常乳腺上皮细胞MCF-10A、人乳腺癌细胞

系 MDA-MB-231、MDA-MB-468、MCF-7、BT-549
以及293T细胞获自青岛大学医学部分子生物学与

生物化学实验室。DMEM 培养基购于武汉普诺赛

生命科技有限公司,胰蛋白酶消化液、青/链霉素混

合液、CCK-8试剂盒、蛋白浓度测定试剂盒购于自

北京索莱宝生物科技有限公司,双荧光素酶报告基

因检测试剂盒购买于北京全式金生物;转染试剂

RNAi购于上海汉恒生物科技有限公司,TrizolRe-
agent购于美国Invitrogen公司,eIF4E抗体购于英

国Abcam公司,GAPDH单克隆抗体购于武汉爱博

泰克生物科技有限公司。

1.2 细胞培养及分组

将 MCF-7、MDA-MB-231、MDA-MB-468、BT-
549、MCF-10A、293T细胞置于含体积分数0.10胎

牛血清和青/链霉素溶液的DMEM 培养基中(其中

青霉素浓度为1000U/L,链霉素浓度为1mg/L),
于37℃、含体积分数0.05CO2的细胞培养箱中常规

培养,传1~2代且待细胞融合度达到80%~90%
时备用。在6孔板中培养 MCF-7细胞,当其融合度

达到60%~70%时,细胞分别转染miR-429mimics
(A组)、mimicsNC(B组)、inhibitors(C组)以及

inhibitorsNC(D组)。构建eIF4E-野生型(Wt)和

eIF4E-突变型(Mut)重组质粒,接种239T细胞于6
孔板中,37℃下培养,待其融合度约达40%时,分别

转染eIF4E-3'UTR-Wt+miR-429mimics(E组)、

eIF4E-3'UTR-Wt+mimicsNC(F 组)、eIF4E-3'
UTR-Mut+miR-429mimics(G组)以及eIF4E-3'
UTR-Mut+mimicsNC(H组)。

1.3 实时荧光定量PCR(RT-qPCR)法和免疫印迹

法检 测 乳 腺 癌 细 胞 MCF-7、MDA-MB-231、MDA-
MB-468、BT-549以及正常乳腺上皮细胞 MCF-10A
中eIF4E mRNA、蛋白相对表达量

使用 Trizol试剂提取 MCF-7、MDA-MB-231、

MDA-MB-468、BT-549、MCF-10A细胞RNA,逆转

录构建cDNA,eIF4E mRNA以GAPDH 为内参

照,采用RT-qPCR法检测各细胞系eIF4E mRNA
的表达。上机反应条件为:95℃预变性5min;然后

95℃变性10s,60℃退火/延伸30s,共循环40次。
各样本重复检测3次,以2-△△CT 方法计算eIF4E
mRNA相对表达量。各引物序列见表1。

以RIPA裂解液裂解提取上述细胞中的蛋白,

BCA试剂盒测定蛋白浓度,然后在SDS-PAGE上

80V电泳30min,转膜,室温下以50g/L脱脂奶粉

封闭2h,加入内参GAPDH一抗(1∶1000)、目的

基因eIF4E一抗(1∶2000),4℃下过夜,1×TBST
洗膜3次,每次10min;二抗室温孵育1h,用1×
TBST洗膜3次,每次10min;ECL发光液1∶1加

到PVDF膜上,室温放置1min,采用成像系统显
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影、拍照并测量灰度值,以计算eIF4E蛋白的相对

表达量。eIF4E蛋白相对表达量=eIF4E蛋白条带

灰度值/内参GAPDH蛋白条带灰度值。

1.4 CCK-8法检测A~D组细胞增殖活力

收集转染后各组 MCF-7细胞以2000个/孔接

种至96孔板,37℃常规培养,每组设置5个复孔,
待细胞贴壁后转染,第0、24、48、72小时时分别向各

孔细胞中加入10μLCCK8检测试剂,细胞培养箱

内孵育2h,酶标仪测定波长450nm 处各孔吸光

(A)值,以吸光度值反映细胞的增殖活力。

1.5 细胞划痕实验检测A~D组细胞迁移能力

准备6孔板,用马克笔在6孔板背后画横线,横
线相隔1cm。将A~D组细胞接种于6孔板内,待
细胞生长至铺满整孔时,用200μL枪头垂直于6孔

板背后横线划痕,此时可出现一条无细胞区域,用无

血清培养基冲洗除去所有被刮下的细胞及碎片,在

6孔板中每孔加入2mL无血清培养基,拍照显微镜

在第0、24小时时拍摄划痕愈合的情况,并计算愈合

率。愈合率=(24h痕迹面积-0h痕迹面积)/0h
痕迹面积×100%。

1.6 E~H组细胞双荧光素酶报告基因活性检测

在37℃下培养E~H组细胞48h,收集各组细

胞并接种于96孔板中。裂解细胞,离心取上清液备

用,使用双荧光素酶报告基因试剂盒于多功能酶标

仪中测定萤火虫荧光素酶和海肾荧光素酶的活性

值,并计算相对荧光素酶的活性值。相对荧光素酶

的活性值=萤火虫荧光素酶活性值/海肾荧光素酶

活性值。

1.7 RT-qPCR法检测 A~D组细胞中 miR-429、

eIF4E mRNA相对表达量

使用Trizol试剂提取A~D组细胞总RNA,逆
转录构建cDNA,miR-429以U6为内参照,eIF4E
mRNA以GAPDH 为内参照,采用RT-qPCR法检

测各组细胞miR-429及eIF4E mRNA的表达。上

机反应条件同1.3。各引物序列见表1。

1.8 免疫印迹法测定A~D组 MCF-7细胞eIF4E
蛋白相对表达量

收集A~D组 MCF-7细胞,RIPA裂解液裂解

提取蛋白,BCA试剂盒测定蛋白浓度。采用免疫印

迹法检测各组细胞eIF4E蛋白的表达量。

1.9 统计学方法

使用SPSS26.0软件对实验数据进行统计学分

析,以ImageJ软件处理图像。所有实验均独立重

复3次,结果取均值。各细胞系中eIF4E mRNA

及蛋白均以 MCF-10A作为对照,A、C组miR-429、

eIF4E mRNA及蛋白以B、D组为对照,将数据进

行归一化处理。正态分布的计量资料以x±s 表

示,两组比较采用t检验,多组数据比较采用单因素

方差分析,两组不同时间比较采用重复测量设计方

差分析。以P<0.05为差异有统计学意义。

表1 引物名称及其序列

名称 序列
长度
(bp)

miR-429 F:5'-GCGCTAATACTGTCTGGTAA-3' 20
R:5'-TGCAGGGTCCGAGGTATT-3' 18

eIF4E F:5'-AAACAAACGGGGAGGACGA-3' 19
R:5'-GAGGCTGAAGTGGGAGGAT-3' 19

GAPDH F:5'-ACAACTTTGGTATCGTGGAAGG-3' 22
R:5'-GCCATCACGCCACAGTTTC-3' 19

U6 F:5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3' 17
R:5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3' 20

2 结  果

2.1 各乳腺癌细胞系及正常乳腺上皮细胞eIF4E
mRNA及蛋白表达情况

RT-qPCR法检测结果显示,乳腺癌 MDA-MB-
468、MCF-7、BT549、MDA-MB-231细胞以及正常

乳腺上皮细胞 MCF-10A的eIF4E mRNA相对表

达量分别为2.077±0.119、1.443±0.055、1.175±
0.064、1.113±0.041、1.000±0.057,各组比较差异有

显著性(F=74.414,P<0.01)。免疫印迹结果显

示,上述各细胞系中eIF4E蛋白相对表达量分别为

3.483±0.025、2.675±0.038、2.038±0.019、1.635±
0.039、1.000±0.027,各组比较差异有显著性(F=
1981.243,P<0.01)。

2.2 A~D组细胞miR-429相对表达量比较

RT-qPCR结果显示,A~D组细胞miR-429相

对表达量分别为41.565±2.259、1.000±0.048、

0.578±0.087、1.000±0.094,各组细胞miR-429相

对表达量比较差异均具有显著性(F=647.102,P<
0.01);其中A组较B组细胞miR-429相对表达量

显著增高(t=25.390,P<0.01),C组较D组细胞

miR-429的相对表达量显著降低(t=-4.652,P<
0.05),说明转染成功,可进行后续实验。

2.3 A~D组细胞增殖活力比较

重复测量设计的方差分析结果显示,时间、组
别、时间与组别交互作用对 A、B组 MCF-7细胞增

殖活力均具有显著的影响(F时间=1146.338,F组别=
39.809,F时间*组别=14.510,P<0.01)。单独效应分
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析结果显示,A组细胞第0、24小时时的增殖活力相

比,B组细胞第0、24小时时的增殖活力相比,差异

均有显著性(F=332.338、827.901,P<0.01);培养

至第24、48、72小时时,A组细胞增殖活力明显低于

B组(F=26.148~40.997,P<0.01)。重复测量设

计的方差分析结果显示,时间、组别、时间与组别交

互作用对C、D组 MCF-7细胞增殖活力均具有明显

的影响(F时间=682.353,F组别=32.159,F时间*组别=
4.321,P<0.01)。单独效应分析结果显示,C组细

胞第0、24小时时的增殖活力相比,D组细胞第0、

24小时时的增殖活力相比,差异均具有显著性(F=
756.132、209.376,P<0.01);培养至第24、48、72小

时时,C组细胞的增殖活力较D组显著性增强(F=
6.410~82.593,P<0.05)。见表2。

表2 A~D组 MCF-7细胞增殖活力比较(n=15,x±s)

分组 第0小时 第24小时 第48小时 第72小时

A组 0.473±0.010 0.518±0.011 0.938±0.061 1.152±0.038
B组 0.462±0.026 0.560±0.012 1.088±0.029 1.311±0.020
C组 0.473±0.025 0.640±0.024 1.200±0.024 1.451±0.052
D组 0.485±0.051 0.518±0.013 1.077±0.047 1.318±0.086

2.4 A~D组细胞迁移能力比较

细胞划痕实验结果显示,A~D组的细胞愈合

率分别为16.497±0.419、31.806±0.862、39.293±
0.715、31.428±0.656,各组细胞愈合率比较差异有

显著性(F=392.425,P<0.01);其中A组细胞较B
组细胞愈合率明显降低(t=-22.584,P<0.01);而
C组细胞较D组细胞愈合率明显增高(t=11.464,

P<0.01)。见图1。

图1 转染后A~D组 MCF-7细胞迁移能力比较(40倍)

2.5 E~H组细胞双荧光素酶报告基因活性检测

双荧光素酶报告基因实验检测结果显示,E~H
组细胞相对荧光素酶活性值分别为0.503±0.008、

0.997±0.014、0.995±0.031、0.995±0.011,各组细

胞相对荧光素酶活性比较差异均具有显著性(F=
366.823,P<0.05);其中E组较F组细胞相对荧光

素酶活性显著性下调(t=-42.961,P<0.01),G组

与H组细胞比较相对荧光素酶活性无显著性变化

(P>0.05)。

2.6 A~D组细胞eIF4E mRNA相对表达量比较

RT-qPCR法结果显示,A~D组细胞eIF4E
mRNA的相对表达量分别为0.304±0.050、1.000±
0.144、1.727±0.328、1.000±0.126,各组细胞中

eIF4E mRNA相对表达量比较差异有显著性(F=
18.342,P<0.01);其中 A 组较B组细胞eIF4E
mRNA的相对表达量显著降低(t=-6.363,P<
0.05),C组较D组细胞eIF4E mRNA的相对表达

量显著升高(t=-2.928,P<0.05)。

2.7 A~D组eIF4E蛋白相对表达量比较

免疫印迹结果显示,A~D组细胞eIF4E蛋白

相对表达量分别为0.309±0.012、1.000±0.046、

1.166±0.058、1.000±0.028,各组细胞eIF4E蛋白

相对表达量比较差异具有显著性(F=178.306,P<
0.01);其中A组较B组细胞eIF4E蛋白相对表达

量显著降低(t=-20.355,P<0.01),C组较D细胞

eIF4E蛋白的相对表达量显著升高(t=3.622,P<
0.05)。见图2。

图2 转染后A~D组 MCF-7细胞eIF4E蛋白免疫印迹结果

3 讨  论

乳腺癌是一种十分常见女性恶性肿瘤,目前其

发病率呈逐年上升趋势,因此发现并了解参与乳腺

癌发生发展的可能基因位点,探讨乳腺癌发生的分
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子机制,具有十分重要的意义[11]。

miRNA通过与目的基因 mRNA的3'UTR碱

基互补配对结合,降解或抑制靶基因转录,从而抑制

转录后蛋白质的翻译,负性调节基因表达,影响癌细

胞生物学功能[2-3,12]。有研究发现,miR-429在多种

肿瘤中存在表达并发挥调控作用。如 miR-429在

肾细胞癌[13]、胰腺导管腺癌[14]、子宫颈癌[15]等肿瘤

中呈低表达,可发挥抑癌基因作用;但在肺癌[16]、前
列腺癌[17]、子宫内膜癌[18]等肿瘤中呈高表达,发挥

癌基因作用。目前相关的研究发现,miR-429可通

过调控Bcl-2、LRP1、ZEB1/ZEB2等靶基因来参

与细胞增殖[4]、侵袭及上皮间质转化等过程[19]。
研究发现,eIF4E 的过表达在体外可促进细胞

的增殖和恶性转化,在体内实验中则可促进小鼠肿

瘤的形成并增加肿瘤侵袭性[20]。eIF4E 作为正常

的翻译起始因子存在于所有正常细胞中,但在多种

恶性肿瘤中被检测到其高表达,因此eIF4E 可能作

为癌基因在肿瘤发病中起着重要作用[21]。eIF4E
表达水平与肿瘤的发生、进展和转移等恶性生物学

行为密切相关,elF4E 表达升高时可以促进一部分

eIF4E敏感性的基因(如c-Myc[22]、VEGF[23]以及

MMP-9等)的出核和翻译启动,进而促进癌基因表

达。eIF4E蛋白磷酸化在eIF4E 致癌机制中起决

定性的作用[6],eIF4E的磷酸化水平在多种肿瘤中

升高并与肿瘤进展和预后相关。研究证实,磷酸化

的eIF4E可以使肿瘤细胞获得最大的侵袭和转移

潜能[24-25],转移性肿瘤细胞中磷酸化eIF4E水平远

高于非侵袭性或非转移性细胞[26]。miR-429是否

参与调控eIF4E磷酸化过程以及是否能够调控磷

酸化eIF4E蛋白参与肿瘤细胞恶性行为,有待进一

步实验验证和探讨。
本研究采用生物信息学方法预测 miR-429与

eIF4E 靶向关系,结果显示eIF4E 基因3'UTR与

miR-429存在互补配对的结合位点;E组细胞较F
组细胞相对荧光素酶活性显著下调,双荧光素酶实

验表明 miR-429与eIF4E 间存在结合作用;A组

细胞较B组细胞miR-429表达水平增高,细胞增殖

及迁移能力被显著抑制,eIF4E mRNA和蛋白表

达水平显著降低;而C组细胞较D组细胞miR-429
表达被抑制,细胞增殖、迁移能力明显增强,eIF4E
mRNA和蛋白表达水平升高。故而证明 miR-429
通过靶向eIF4E 调控乳腺癌的增殖、迁移能力,从
而抑制乳腺癌的发生发展。miR-429与eIF4E 基

因3'UTR互补结合以实现调控作用,调控机制可

能为miR-429抑制或降解eIF4E mRNA,进而抑

制翻译产生eIF4E蛋白,最终减少翻译起始复合物

的形成,影响基因5'UTR解旋,减少其他相关癌蛋

白的合成。
综上所述,miR-429可通过靶向调控eIF4E 抑

制乳腺癌细胞的增殖和迁移,从而抑制乳腺癌发生

进展。生物信息学预测发现miR-429参与调控多

个靶基因以及信号通路,其调控更多靶基因的机制

以及eIF4E 促癌的机制尚需进一步研究。
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