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　　［摘要］　目的　研究ｍｉＲ６３０在人体三阴性乳腺癌组织中的表达情况，探讨ｍｉＲ６３０是否通过下调Ｓｏｘ４影响三阴性乳腺癌

细胞系 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的侵袭。方法　收集１５７例行乳腺癌根治术患者癌组织标本及癌旁正常乳腺组织，其中三阴性乳腺癌

３６例，通过实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）检测各组（正常乳腺组、非三阴性乳腺癌组、三阴性乳腺癌组）组织中与乳腺癌相关的

ｍｉＲ６３０、ｍｉＲ２１、ｍｉＲ１９５、ｍｉＲ１３４、ｍｉＲ２００ａ、ｍｉＲ３８１、ｍｉＲ１２２８的表达情况；蛋白免疫印迹试验（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测３组标本

中细胞侵袭相关蛋白ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ１Ａ５、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达情况；进一步在细胞实验中，通过转染 ｍｉＲ６３０ｍｉｍｉｃ或空质粒

后，再转染过表达Ｓｏｘ４的质粒或空质粒至离体培养的细胞中，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中 ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ１Ａ５、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、

Ｓｏｘ４的表达情况，划痕实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法观察细胞迁移侵袭情况，利用荧光素酶实验验证Ｓｏｘ４是 ｍｉＲ６３０的靶基因。结果　

相比于正常乳腺组，ｍｉＲ６３０、ｍｉＲ２１在三阴性乳腺癌组织中的表达降低（犘＜０．０１）；ｍｉＲ１９５、ｍｉＲ１３４、ｍｉＲ２００ａ、ｍｉＲ３８１、ｍｉＲ

１２２８的表达在３组间差异无统计学意义（犘＞０．０５）；相比于正常乳腺组及非三阴性乳腺癌组，三阴性乳腺癌组织中ＣＯＬ１Ａ１、

ＣＯＬ１Ａ５、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、Ｓｏｘ４的表达增多（犘＜０．０５）。在细胞实验中，相比于空质粒组，转染ｍｉＲ６３０ｍｉｍｉｃ后，ＭＤＡＭＢ２３１

细胞中ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ１Ａ５、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、Ｓｏｘ４的表达减少（犘＜０．０５），ＭＤＡＭＢ２３１细胞的迁移侵袭能力减弱（犘＜０．０１）；荧

光素酶实验结果显示，ｍｉＲ６３０能够显著降低Ｓｏｘ４３′ＵＴＲ质粒的荧光素活性（犘＜０．０５）；相比于过表达ｍｉＲ６３０＋空质粒组，转

染过表达ｍｉＲ６３０＋过表达Ｓｏｘ４组，ＭＤＡＭＢ２３１细胞中ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ１Ａ５、ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９表达增加（犘＜０．０５），细胞的迁

移侵袭能力增强（犘＜０．０１）。结论　在三阴性乳腺癌组织中，ｍｉＲ６３０低表达；ｍｉＲ６３０可以通过下调Ｓｏｘ４从而抑制 ＭＤＡＭＢ

２３１的迁移和侵袭。
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　　微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）在肿瘤细胞的增殖和侵 袭中具有重要的调控作用［１］，其中乳腺癌领域热门的包括
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ｍｉＲ６３０、ｍｉＲ２１、ｍｉＲ１９５、ｍｉＲ１３４、ｍｉＲ２００ａ、ｍｉＲ３８１、ｍｉＲ

１２２８。Ｚｈａｎｇ等
［２］的研究发现ｍｉＲ２１在乳腺癌组织中表达增

加，并可以通过下调ＳＴＡＴ３从而参与乳腺癌的进展。Ｏ′Ｂｒｉｅｎ

等［３］通过检测乳癌患者血清中 ｍｉＲ１３４的表达情况，发现

ｍｉＲ１３４在乳腺癌患者血清中升高，并具有较好的敏感性和特

异性，提示ｍｉＲ１３４可作为乳腺癌诊断的一个指标
［３］。最近国

内研究发现 ｍｉＲ１３８和 ｍｉＲ２００ａ都可以抑制乳腺癌细胞中

Ｃｘ４３的表达。ｍｉＲ６３０已被证实是一种抑癌 ｍｉＲＮＡｓ，可调

节多种与肿瘤生长、转移、侵袭有关的抑癌基因或蛋白，从而发

挥抑制肿瘤进展的作用［４］。但是目前为止这７种 ｍｉＲＮＡｓ在

乳腺癌领域的研究都局限于细胞实验或人体非三阴性乳腺癌

组织，在人体三阴性乳腺癌组织中的表达情况及作用尚未

阐明。

Ｓｏｘ４基因（ＳＲＹｒｅｌａｔｅｄｈｉｇｈｍｏｂｉｌｅｇｒｏｕｐｂｏｘ４）属于Ｓｏｘ

基因家族中的Ｃ亚族，其编码的蛋白质通过高迁移率组蛋白

（ＨＭＧ）盒（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ）与ＤＮＡ

结合，从而调控靶基因的转录活化或抑制，与干细胞的分化密

切相关［５］。Ｓｏｘ４已被证实参与多种肿瘤的发生发展，具有癌

基因和抑癌基因双向调节功能［６］。最近的研究显示，抑制

Ｓｏｘ４的表达可以抑制食管癌细胞、乳腺癌细胞、肺癌细胞、宫

颈癌细胞等的增殖和侵袭［７］。本研究拟通过用 ｍｉＲ６３０干预

三阴性乳腺癌细胞，探索 ｍｉＲ６３０是否是通过下调Ｓｏｘ４发挥

对乳腺癌细胞迁移侵袭的抑制作用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１０－２０１４年河北大学附属医院肿瘤

科１５７例行乳腺癌根治术患者癌组织标本及癌旁正常乳腺组

织，年龄３５～７１岁，平均（５３．０±８．６）岁，样品采集后立即在液

氮中保存。所有患者术前均未行任何放、化疗。术后病理诊断

三阴性乳腺癌３６例，非三阴性乳腺癌患者１２１例。本研究中

患者均签署知情同意书，并由河北大学附属医院伦理委员会审

核通过。

１．２　实验试剂　三阴性乳腺癌细胞株 ＭＤＡＭＢ２３１（上海拜

力生物公司）；ＤＭＥＭ培养液、胰蛋白酶（Ｓｉｇｍａ公司）；胎牛血

清（Ｇｉｂｃｏ公司）；限制性内切酶犅犪犿ＨⅠ、犡犺狅Ⅰ、Ｔ４ＤＮＡ连

接酶，ＲＮＡ提取试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；Ｔａｋａｒａ逆转录试剂盒

（大连宝生物公司）；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光染料试剂盒（Ｒｏｃｈｅ公

司）；无内毒素质粒小、大提取试剂盒，兔或鼠抗人ＣＯＬ１Ａ１、

ＣＯＬ１Ａ５、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、Ｓｏｘ４、βａｃｔｉｎ、ＧＡＰＤＨ多克隆抗体

（Ａｂｃａｍ公司）；脂质体２０００（上海英骏公司）；４′６二咪基２苯

基口吸染色（ＤＡＰＩ，Ｒｃｏｈｅ公司）；噻唑蓝（ＭＴＴ，Ｅｍｒｅｓｃｏ公

司）；辣根过氧化酶标记的山羊抗兔或者抗鼠二抗、ＦＩＴＣ标记

的山羊抗兔ＩＧｇ（Ｊａｃｋｓｏｎ公司）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ相关试剂（江苏

碧云天生物技术研究所）。

１．３　方法

１．３．１　实验分组　手术取下的组织根据病理结果分为正常乳

腺组（狀＝７０）、非三阴性乳腺癌组（狀＝１２１）、三阴性乳腺癌组（狀

＝３６）；细胞实验中，在 ｍｉＲ６３０ｍｉｍｉｃ转染 ＭＤＡＭＢ２３１细

胞后，将细胞分为空白对照组、过表达 ｍｉＲ６３０组和空质粒组

３组；最后在用过表达Ｓｏｘ４的质粒转染 ＭＤＡＭＢ２３１细胞

后，将细胞分为过表达 ｍｉＲ６３０组、过表达 ｍｉＲ６３０＋过表达

Ｓｏｘ４组、过表达ｍｉＲ６３０＋空质粒组。

１．３．２　荧光定量 ＲＴＰＣＲ检测基因表达　提取组织或细胞

中总ＲＮＡ，将提取的ＲＮＡ进行逆转录成ｃＤＮＡ，反应体系为

２０μＬ，反应条件为：１６℃３０ｍｉｎ，４５℃３０ｍｉｎ，８５℃５ｍｉｎ。

运用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ法检测 ｍｉＲ６３０、ｍｉＲ２１、ｍｉＲ１９５、ｍｉＲ１３４

、ｍｉＲ２００ａ、ｍｉＲ３８１、ｍｉＲ１２２８的表达情况，运用的反应条件

为：９４℃１５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ；６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，共循环４０

次；最后７２℃延伸８ｍｉｎ。每组样品重复３次，实验重复３次，

统计分析各标本中 ｍｉＲ６３０、ｍｉＲ２１、ｍｉＲ１９５、ｍｉＲ１３４、ｍｉＲ

２００ａ、ｍｉＲ３８１、ｍｉＲ１２２８的表达。

１．３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达量　提取组织或细胞中总

蛋白，ＢＣＡ法定量蛋白，十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电

泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）胶每孔加入３０μＬ的样品，７０Ｖ３０ｍｉｎ进行

蛋白浓缩，１００Ｖ２ｈ进行蛋白电泳，并用孔径０．４５μｍ的聚偏

氧乙烯（ＰＶＤＦ）膜２５０ｍＡ９０ｍｉｎ进行转膜。转膜后常温下

ＴＢＳＴ洗膜３次、封闭１ｈ后，以１∶１０００浓度加入兔（鼠）抗

人一抗（抗ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ１Ａ５、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、Ｓｏｘ４、βａｃｔｉｎ、

ＧＡＰＤＨ一抗），４℃孵育过夜，常温下ＴＢＳＴ洗膜３次，辣根过

氧化物酶标记羊抗兔（鼠）二抗孵育后ＥＣＬ化学发光法检测。

柯达胶片暗室显影，Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件分析。

１．３．４　转染细胞株　过表达质粒的构建：ｍｉＲ６３０ｍｉｍｉｃ由

上海吉玛公司设计合成，ｍｉＲ６３０ｍｉｍｉｃ序列为，上游引物：５′

ＡＧＵＡＵＵＣＵＧＵＡＣＣＡＧＧＧＡＡＧＧＵ３′，下游引物：３′

ＡＣＣＵＵＣＣＣＵＧＧＵＡＣＡＧＡＡＵＡＣＵ５′
［８］。Ｓｏｘ４过表达

质粒由上海吉玛公司设计合成，通过Ｐｕｂｍｅｄ查找Ｓｏｘ４基因

的序列，引物根据 Ｇｅｎｅｂａｎｋ中Ｓｏｘ４ｍＲＮＡ序列设计引物。

其 上 游 引 物：５′ＣＴＴＧＡＣＡＴＧ ＡＴＴ ＡＧＣＴＧＧＣＡＴ

ＧＡＴＴ３′；下游引物：５′ＣＣＴ ＧＴＧ ＣＡＡ ＴＡＴ ＧＣＣ ＧＴＧ

ＴＡＧＡ３′。Ｓｏｘ４基因和质粒ＤＮＡ连接后，筛选重组质粒，测

序验证。转染：将 ＭＤＡＭＢ２３１细胞系接种至６孔板，生长至

５０％～７０％密度时，以脂质体２０００分别转染 ｍｉＲ６３０ｍｉｍｉｃ

或对应的空质粒（ｍｉｍｉｃ对照）；Ｓｏｘ４过表达质粒或空质粒，各

１００ｐｍｏｌ，２４ｈ后，提取总ＲＮＡ／蛋白后，ＰＣＲ／Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴

定转染效率，进行后续实验。

１．３．５　细胞划痕实验测 ＭＤＡＭＢ２３１细胞迁移　ＭＤＡＭＢ

２３１细胞先用１．８ｍｍｏｌ／Ｌ羟基脲作用１２ｈ以抑制细胞增殖，

１００μＬ枪头垂直孔板制造细胞划痕，弃细胞培养液，ＰＢＳ冲洗

孔板３次。培养细胞，拍照记录０、１２、２４、４８、７２ｈ图片，用Ｉｍ

ａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ６．０软件分析计算细胞迁移面积，以迁移面积和原

划痕面积比值表示各组 ＭＤＡＭＢ２３１相对迁移面积的多少。

１．３．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞侵袭　ＭＤＡＭＢ２３１细胞先用

血清饥饿使细胞同步化，１．８ｍｍｏｌ／Ｌ羟基脲作用１２ｈ用以

抑制细胞增殖，用０．２５％胰蛋白酶消化 ＭＤＡＭＢ２３１细胞

后，用 ＤＭＥＭ培养基（１％血清）配成细胞悬液并计数（５×１０４

个／ｍＬ）。各组２４孔板配套Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（０．８μｍ）上室加

入２００μＬ的细胞悬液，下室加入含有１０％ＦＢＳ的培养液５００

μＬ，分别培养４、８、１２、２４、４８ｈ。以棉签擦去上层未穿透膜的

ＭＤＡＭＢ２３１细胞，取下 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ半透膜，ＰＢＳ洗３次，用

３．７％多聚甲醛室温固定５ｍｉｎ，再ＰＢＳ清洗３次，用２μｇ／ｍＬ

的６ＤＡＰＩ染核，ＰＢＳ清洗３次，荧光显微镜每组取５个视野观

察计数并记录穿膜细胞数。

１．３．７　荧光素酶实验　设计合成Ｓｏｘ４３′ＵＴＲ的序列及突

变序列，以Ｓｏｘ４质粒为载体，分别构建能够表达荧光素酶的包

含Ｓｏｘ４３′ＵＴＲ 和 Ｓｏｘ４３′ＵＴＲ 突变序列的质粒，然后将

ＭＤＡＭＢ２３１细胞系按每孔１×１０５ 个接种至２４孔板，２４ｈ

后以脂质体２０００共转染２００ｎｇ包含Ｓｏｘ４３′ＵＴＲ或Ｓｏｘ４

３′ＵＴＲ突变序列的荧光素酶质粒和８０ｎｇ海肾荧光质粒及

６０ｐｍｏｌｍｉＲ６３０ｍｉｍｉｃ或对照，４８ｈ后用荧光检测仪检测荧
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光强度，海肾荧光作为内参照，每组实验重复３次。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２０．０软件统计分析数据。计量

资料以狓±狊表示，两组均数间比较用单因素方差分析（Ｏｎｅ

ｗａｙＡＮＯＶＡ，多组均数比较用ＬＳＤ法，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　乳腺癌相关的 ｍｉＲｓ和蛋白质在三阴性乳腺癌组织、非

三阴性乳腺癌组织和正常乳腺组织中的表达　实时荧光定量

ＰＣＲ检测３组中 ｍｉＲ６３０、ｍｉＲ２１、ｍｉＲ１９５、ｍｉＲ１３４、ｍｉＲ

２００ａ、ｍｉＲ３８１、ｍｉＲ１２２８的表达情况，结果发现相比对正常乳

腺组，三阴性乳腺癌组、非三阴性乳腺癌组织中 ｍｉＲ６３０的表

达降低（犘＜０．０５）；相比于非三阴性乳腺癌组，三阴性乳腺癌

组中ｍｉＲ６３０、ｍｉＲ２１的表达减少（犘＜０．０１）。ｍｉＲ１９５、ｍｉＲ

１３４、ｍｉＲ２００ａ、ｍｉＲ３８１、ｍｉＲ１２２８的表达量在两组之间差异

无统计学意义（犘＞０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，相比

于正常乳腺癌组织，非三阴性乳腺癌组中ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ１Ａ５、

Ｓｏｘ４的表达增加（犘＜０．０１）；三阴性乳腺癌组中 ＣＯＬ１Ａ１、

ＣＯＬ１Ａ５、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、Ｓｏｘ４表达增多（犘＜０．０１）。相比

于非三阴性乳腺癌组，三阴性乳腺癌组中ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ１Ａ５、

ＭＭＰ２、ＭＭＰ、９、Ｓｏｘ４表达增多（犘＜０．０１）。见图１。

　　Ａ：７个基因 ＲＮＡ 分析图；Ｂ：Ｓｏｘ４ｍＲＮＡ 电泳图；Ｃ：各蛋白

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图；Ｄ：各蛋白表达分析图；ａ：犘＜０．０１，与正常乳腺组比

较；ｂ：犘＜０．０１，与非三阴性乳腺癌组比较。

图１　　各组乳腺组织中乳腺癌相关的ｍｉＲｓ

和细胞侵袭相关蛋白的表达情况

２．２　ｍｉＲ６３０对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞侵袭迁移的影响　ｍｉＲ

６３０ｍｉｍｉｃ转染 ＭＤＡＭＢ２３１细胞后，实时荧光定量ＰＣＲ检

测结果发现过表达 ｍｉＲ６３０组中 ｍｉＲ６３０的表达较对照组和

空质粒组明显升高（犘＜０．０１），图２Ａ。ｍｉＲ６３０ｍｉｍｉｃ转染

ＭＤＡＭＢ２３１细胞后，相比于对照组和空质粒组，过表达ｍｉＲ

６３０组中 ＭＤＡＭＢ２３１的迁移减弱（犘＜０．０１），图２Ｂ；侵袭能

力降低（犘＜０．０１），图２Ｃ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，相比于对

照组和空质粒组，过表达 ｍｉＲ６３０组 ＭＤＡＭＢ２３１细胞中

ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ１Ａ５、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９细胞侵袭迁移相关蛋白

表达减少（犘＜０．０１，图２Ｄ、Ｅ）。

２．３　ｍｉＲ６３０通过识别３′ＵＴＲ抑制Ｓｏｘ４的表达　分别构

建包含Ｓｏｘ４３′ＵＴＲ和其突变序列的荧光素酶质粒（图３Ａ），

与ｍｉＲ６３０ｍｉｍｉｃ或者空质粒对照共转 ＭＤＡＭＢ２３１细胞，

培养２４ｈ后，检测各组细胞荧光素酶活性。结果显示，ｍｉＲ

６３０ｍｉｍｉｃ＋ＷＴＳｏｘ４３′ＵＴＲ组荧光素酶活性显著低于空质

粒＋ＷＴＳｏｘ４３′ＵＴＲ组（犘＜０．０１），见图３Ｂ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

检测结果显示，相比于对照组和空质粒组，ｍｉＲ６３０组 ＭＤＡ

ＭＢ２３１细胞中Ｓｏｘ４的表达明显降低（犘＜０．０１），见图３Ｃ。

　　Ａ：各组细胞中ｍｉＲ６３０的相对表达分析图；Ｂ：干预４８ｈ后各组

细胞的迁移能力分析；Ｃ：干预２４ｈ后各组细胞侵袭能力分析；Ｄ：各组

细胞中肿瘤侵袭相关蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图；Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析图。ａ：

犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与空质粒组，对照组比较。

图２　　ｍｉＲ６３０抑制 ＭＤＡＭＢ２３１

细胞的侵袭和迁移

　　Ａ：ｍｉＲ６３０与Ｓｏｘ４序列作用图；Ｂ：荧光酶素分析图；Ｃ：各组Ｓｏｘ４

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析图。ａ：犘＜０．０１，与空质粒组

比较。

图３　　ｍｉＲＭＤＡＭＢ２３１通过识别３′ＵＴＲ抑制Ｓｏｘ４的表达

２．４　过表达Ｓｏｘ４可以逆转ｍｉＲ６３０抑制 ＭＤＡＭＢ２３１细胞

侵袭的作用　过表达Ｓｏｘ４的质粒转染 ＭＤＡＭＢ２３１细胞后

（Ｓｏｘ４组），相比于空质粒组，Ｓｏｘ４组 ＭＤＡＭＢ２３１细胞中

Ｓｏｘ４的表达增加（犘＜０．０１），见图４Ａ；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，

相比于过表达ｍｉＲ６３０组和过表达ｍｉＲ６３０＋空质粒组，过表

达ｍｉＲ６３０＋过表达Ｓｏｘ４组 ＭＤＡＭＢ２３１细胞中ＣＯＬ１Ａ１、

ＣＯＬ１Ａ５、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９细胞侵袭迁移相关蛋白表达增加

（犘＜０．０１，图４Ｃ、Ｄ）。相比于过表达 ｍｉＲ６３０组和过表达
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ｍｉＲ６３０＋空质粒组，过表达 ｍｉＲ６３０＋过表达 Ｓｏｘ４组中

ＭＤＡＭＢ２３１的迁移增加（犘＜０．０１），见图５。

　　Ａ：转染Ｓｏｘ４过表达质粒后，ＭＤＡＭＢ２３１中Ｓｏｘ４表达增强；Ｂ：

各组细胞中肿瘤侵袭相关蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

图。ａ：犘＜０．０５；ｂ：犘＜０．０１，与ｍｉＲ６３０＋空质粒组，ｍｉＲ６３０组比较。

图４　　过表达Ｓｏｘ４增加 ＭＤＡＭＢ２３１细胞

的侵袭和迁移

图５　　干预４８ｈ后各组细胞的迁移能力分析

３　讨　　论

　　侵袭转移是恶性肿瘤的基本生物学特征，不仅与肿瘤细胞

的侵袭性增强、黏附能力下降有关，还与肿瘤的血管生成、细胞

外基质的降解及间质重构等密切相关［８９］。因此，抑制肿瘤细

胞侵袭迁移对临床治疗肿瘤有重要意义。

ｍｉＲＮＡｓ是一类进化上高度保守的非编码小分子单链

ＲＮＡ，越来越多的证据显示 ｍｉＲＮＡｓ参与了对肿瘤细胞迁移

侵袭和细胞表型的调控。ｍｉＲ６３０是一种抑癌 ｍｉＲＮＡｓ，可调

节多种与肿瘤生长、侵袭、转移调节有关的抑癌基因或蛋白，从

而调控多种肿瘤的发生发展。Ｓｈｕ等
［１０］通过检测２３６例未行

放化疗的胃癌患者胃癌组织和癌旁正常胃组织中 ｍｉＲ６３０的

表达情况，发现ｍｉＲ６３０在胃癌组织中表达降低，并进一步通

过对这些病例的随访发现 ｍｉＲ６３０的表达与胃癌患者的预后

相关。最近的研究又发现 ｍｉＲ６３０在结肠癌和肝癌的发展中

具有重要的作用。另外，Ｓｏｎｇ等
［１１］的研究发现 ｍｉＲ６３０可以

通过靶向抑制ＬＭＯ３从而参与调节肺癌细胞的增殖与恶化；

与上述研究结果相符，笔者通过检测１５７例行乳腺癌根治术患

者癌组织标本及癌旁正常乳腺组织中７种与乳腺癌相关的

ｍｉＲＮＡｓ的表达，发现在三阴性乳腺癌组织中 ｍｉＲ６３０的表达

明显降低；在之后的离体实验中笔者进一步证实ｍｉＲ６３０可以

抑制与肿瘤细胞侵袭相关的蛋白ＣＯＬ１Ａ１１、ＣＯＬ１Ａ５、ＭＭＰ

２、ＭＭＰ９的表达，抑制 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的迁移侵袭。

Ｓｏｘ４基因属于ＳｏｘＣ亚族，主要表达于胚胎发育过程中

的中枢神经系统、心脏和胸腺，此外，Ｓｏｘ４还在干细胞中高表

达，对干细胞的稳定具有重要作用。因此，Ｓｏｘ４基因的突变、

缺失或过表达不仅会引起先天性疾病的发生，而且与肿瘤的发

生发展密切相关。过去的研究结果显示，在多种肿瘤组织中

Ｓｏｘ４基因表达增加。之后 Ｗａｎｇ等
［１２］的研究都发现Ｓｏｘ基因

的表达与肿瘤患者预后相关，Ｓｏｘ４可以作为肿瘤治疗的一个

靶向位点。此外，还有研究发现 ｍｉＲ２１１可以通过靶向抑制

Ｓｏｘ４的表达从而抑制胃癌细胞的增殖和迁移；与此同时，Ｊｉｎ

等［１３］的研究结果也显示ｍｉＲ３８８可以通过下调Ｓｏｘ４的表达，

抑制乳腺癌细胞的侵袭。与上述实验结果相符，本研究发现相

比于正常乳腺组织，Ｓｏｘ４在乳腺癌组织中的表达增加。而且，

相比于非三阴性乳腺癌组织，三阴性乳腺癌组织中Ｓｏｘ４的表

达进一步升高。在用 ｍｉＲ６３０ｍｉｍｉｃ干预 ＭＤＡＭＢ２３１细胞

后，细胞中Ｓｏｘ４的表达减少。之后本研究通过荧光素酶素实

验发现ｍｉＲ６３０可以与Ｓｏｘ４的３′ＵＴＲ靶向结合，从而减少

Ｓｏｘ４的表达。鉴于Ｓｏｘ４在肿瘤细胞侵袭中的重要性，进一步

用Ｓｏｘ４过表达质粒转染 ＭＤＡＭＢ２３１细胞，发现Ｓｏｘ４过表

达质粒的转染可以逆转ｍｉＲ６３０抑制 ＭＤＡＭＢ２３１侵袭的作

用，最终证实ｍｉＲ６３０是通过下调Ｓｏｘ４的表达，从而发挥抑制

ＭＤＡＭＢ２３１细胞侵袭的作用。

本实验通过ＲＴＰＣＲ检测正常乳腺组织、非三阴性乳腺

癌组织及三阴性乳腺癌组织中 ｍｉＲ６３０、ｍｉＲ２１、ｍｉＲ１９５、

ｍｉＲ１３４、ｍｉＲ２００ａ、ｍｉＲ３８１、ｍｉＲ１２２８ 的表达情况，发现

ｍｉＲ６３０在三阴性乳腺癌中表达减少、Ｓｏｘ４在三阴性乳腺癌

组织中表达增加。之后在离体实验中证实 ｍｉＲ６３０可以抑制

ＭＤＡＭＢ２３１细胞的侵袭迁移，并进一步通过萤光素酶和转

染过表达Ｓｏｘ质粒的方法证明其机制是通过靶向抑制Ｓｏｘ４的

表达，为三阴性乳腺癌的治疗提供新的思路。
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３　讨　　论

ＹＢ１蛋白是一种冷休克蛋白
［１１］，其主要在转录和翻译水

平控制基因的表达［１２］。它在多种恶性肿瘤中存在高表达，且

研究发现［１３１４］，ＹＢ１蛋白还可以与抑癌基因Ｐ５３蛋白结合，抑

制Ｐ５３启动子转录，从而降低Ｐ５３活性，因此被认为是一种原

癌基因。

本研究结果显示：ＹＢ１蛋白的阳性表达主要集中在细胞

核。在慢性宫颈炎组织中无表达，在ＣＩＮⅠ级组、ＣＩＮⅡ～Ⅲ

级组、ＳＣＣ组中阳性表达呈逐渐增高趋势，而ＳＣＣ组中 ＹＢ１

蛋白阳性表达明显高于慢性宫颈炎组、ＣＩＮⅠ级组、ＣＩＮⅡ～

Ⅲ级组（犘＜０．０５），说明ＹＢ１蛋白在癌组织中高表达，而在非

癌组织中低表达，这与其他学者的报道类似［１５］，表明 ＹＢ１蛋

白的表达随宫颈病变程度加重而增加。探讨其原因，可能与其

激活信号传导通路，促进细胞增殖，影响细胞凋亡有关。同时

研究发现，ＹＢ１阳性表达与ＳＣＣ临床病理学特征差异均无统

计学意义（犘＞０．０５），虽在Ⅱ期的表达强于Ⅰ期，在深肌层和

全层浸润组的表达强于浅肌层浸润，但差异并无统计学意义

（犘＞０．０５），这与刘小满等
［１５］的研究结果不尽一致，原因可能

在于：（１）肿瘤组织的特异性；（２）样本量的限制。因此尚不能

认为ＹＢ１在ＳＣＣ中的表达与上述病理因素无关，具体原因可

待进一步的研究后再明确。

综上所述，ＹＢ１蛋白在宫颈癌的发生发展过程中具有一

定的促进作用，可能作为一种新的评估癌症的生物标记物。但

能否通过对ＹＢ１蛋白的检测，推测宫颈癌患者的预后，有待

进一步研究。
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ｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１ ｐｒｏｍｏｔｅ ｍａｌｉｇｎａｎｔｐｏｔｅｎｔｉａｌｉｎ

ｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌ［Ｊ］．ＢＪＵＩｎｔ，２０１１，１０８（２Ｐｔ２）：Ｅ１４２

１４９．

［１０］ＢａｒｇｏｕＲＣ，ＪｕｒｃｈｏｔｔＫ，ＷａｇｅｎｅｒＣｅｔａｌ．Ｎｕｃｌｅａｒｌｏｃａｌｉｚａ

ｔｉｏｎａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｌｅｖｅｌｓｏｆＴｒａｎｓｃｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＹＢ１ｉｎ

ｐｒｉｍａｒｙｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｓａｒｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｉｎｔｒｉｎ

ｓｉｃＭＤＲ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，１９９７，３（４）：４４７

４５０．

［１１］ＧｒａｎｔＣＥ，ＤｅｅｌｅｙＲＧ．Ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｃｈｉｃｋｅｎ

ＹＢｌ：ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｌ，

１９９３，１３（７）：４１８６４１９６．

［１２］ＤｅＬｕｃａＡ，ＭａｉｅｌｌｏＭＲ，Ｄ′ＡｌｅｓｓｉｏＡ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＲＡＳ／ＲＡＦ／

ＭＥＫ／ＥＲＫａｎｄｔｈｅＰＩ３Ｋ／ＡＫＴｓｉｇｎａｌｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓ：ｒｏｌｅｉｎ

ｃａｎｃｅｒｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｐｐｒｏａ

ｃｈｅｓ［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＯｐｉｎＴｈｅｒＴａｒｇｅｔｓ，２０１２，１６：１７２７．

［１３］ＬａｓｈａｍＡ，ＳａｍｕｅｌＷ，ＣａｏＨ，ｅｔａ１．ＹＢｌ，ｔｈｅＥ２Ｆｐａｔｈ

ｗａｙ，ａｎｄｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ［Ｊ］．ＪＮａｔｌＣａｎｃ

ｅｒＩｎｓｔ，２０１２，１０４（２）：１３３．

［１４］ＳｃｈｉｔｔｅｋＢ，ＰｓｅｎｎｅｒＫ，ＳａｕｅｒＢ，ｅｔａ１．Ｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＹｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１ｉｎｍｅｌａｎｏｍａｓｔｉｍｕ

ｌａｔｅｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｔｕｍｏｒｉｎｖａｓｉｏｎ，ａｎｔａｇｏｎｉｚｅｓａｐｏｐ

ｔｏｓｉｓａｎｄｅｎｈａｎｃｅｓｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣａｎｃｅｒ，

２００７，１２０（１０）：２１１０．

［１５］刘小满，谭志军．ＹＢ１蛋白在结肠癌组织中的表达部位

及意义［Ｊ］．中国中西医结合外科杂志，２０１４，２（２）：１２７

１３０．

（收稿日期：２０１６１０２６　修回日期：２０１６１１２８）

（上接第７７６页）

　　 ｃｅｌｌｓｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｈｅＥＭＴｒｅｇｕｌａｔｏｒＳｏｘ４［Ｊ］．ＡｍＪ

ＴｒａｎｓｌＲｅｓ，２０１５，７（８）：１３９０１４０３．

［９］ ＨａｎｉｅｈＨ．ＡｒｙｌｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒｍｉｃｒｏＲＮＡ２１２／１３２

ａｘｉｓｉｎｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｍｅｔａｓｔａｓｉｓｂｙｔａｒｇｅ

ｔｉｎｇＳｏｘ４［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒ，２０１５，１４：１７２１８２．

［１０］ＳｕｎＲ，ＪｉａｎｇＢ，ＱｉＨ，ｅｔａｌ．Ｓｏｘ４ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏｔｈｅｐｒｏ

ｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒａｎｄｔｈｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｔｈｅｃｈｅ

ｍｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｄｒｕｇｔｈｒｏｕｇｈＡＢＣＧ２［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｓ，

２０１５，６（１）：１６２０，３７４０．

［１１］ＳｏｎｇＹＦ，ＨｏｎｇＪＦ，ＬｉｕＤＬ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ６３０ｔａｒｇｅｔｓＬＭＯ３

ｔｏｒｅｇｕｌａｔｅｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｉｎｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．

ＡｍＪＴｒａｎｓｌＲｅｓ，２０１５，７（７）：１２７１１２７９．

［１２］ＷａｎｇＣＹ，ＨｕａＬ，ＳｕｎＪ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ２１１ｉｎｈｉｂｉｔｓｃｅｌｌｐｒｏ

ｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｂｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａ

ｔｉｎｇＳｏｘ４［Ｊ］．ＩｎｔＪＣｌｉｎＥｘｐＰａｔｈｏｌ，２０１５，８（１１）：１４０１３

１４０２０．

［１３］ＪｉｎＹ，ＺｈａｏＭ，ＸｉｅＱ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ３３８３ｐｆｕｎｃｔｉｏｎｓ

ａｓｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＳｏｘ４

［Ｊ］．ＩｎｔＪＯｎｃｏｌ，２０１５，４７（４）：１５９４１６０２．

（收稿日期：２０１６１０２８　修回日期：２０１６１１２６）
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