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摘要：目的　检测ｍｉＲ１２４６、ＺＯ１、ｖｉｍｅｎｔｉｎ在乳腺正常上皮细胞 ＭＣＦ１０Ａ和乳腺癌癌细胞 ＭＣＦ７、ＭＤＡＭＢ２３１
中的表达，并探讨ｍｉＲ１２４６在促进乳腺癌上皮间质化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）中的作用。方法　
用荧光定量 ＰＣＲ法检测乳腺正常上皮细胞 ＭＣＦ１０Ａ、乳腺癌细胞 ＭＣＦ７、ＭＤＡＭＢ２３１中 ｍｉＲ１２４６的相对表达
量，用免疫印迹法检测乳腺正常上皮细胞ＭＣＦ１０Ａ、乳腺癌细胞 ＭＣＦ７、ＭＤＡＭＢ２３１中紧密连接蛋白 ＺＯ１、波形
蛋白ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达情况。采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件分析，用Ｕ检验、ｔ检验和Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析分析数据。结
果　ｍｉＲ１２４６和ＺＯ１在恶性乳腺癌细胞中的表达明显降低（Ｐ＜０．０５），ｖｉｍｅｎｔｉｎ在恶性乳腺癌细胞中的表达明
显增加（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ１２４６与 ＺＯ１表达呈正相关（ｒ＝０．９４０，Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ１２４６与 ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达呈负相关
（ｒ＝－０．７１４，Ｐ＜０．０５）。结论　ｍｉＲ１２４６表达水平与 ＥＭＴ标志物 ＺＯ１、ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达水平存在一定的相关
性，提示ｍｉＲ１２４６在促进乳腺癌ＥＭＴ过程中扮演重要角色。
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ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｂｙＳＰＳＳ１６．０．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１２４６ａｎｄＺＯ１ｉｎｍａｌｉｇｎａｎｔｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｗｅｒｅ
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（Ｐ＜０．０５）．ＭｉＲ１２４６ｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈＺＯ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（ｒ＝０．９４０，Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ１２４６ａｎｄｖｉｍｅｎｔｉｎｅｘ
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　　乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，严重危害
女性的健康。美国调查预测，仅２０１３年美国新发乳腺
癌患者约２３４５８０人，而其中约有４００３０人死于乳腺
癌［１］。而在亚洲，虽然乳腺癌的发病率较低，但是随着

生活条件的改善、环境恶化等因素，近年来，乳腺癌的

发病率在不断的上升。在我国，每年有高达３％ ～４％
的新增发病率，成为我国癌症中发病率上升最快的肿

瘤之一，并且呈现年轻化趋势［２３］。近年来随着乳腺癌

筛查技术不断改进和完善，使乳腺癌癌前病变早期诊

断和治疗率有所提高，但是乳腺癌的浸润、转移和复发

仍是乳腺癌患者死亡的主要原因。因此，筛选乳腺癌

浸润转移相关标志物，对于设计乳腺癌靶向治疗方
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案，提高乳腺癌治疗效果具有重要意义。

许多研究发现微小非编码 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）在多种
疾病特别是肿瘤的发生发展中起着十分重要的作用。

它主要通过与靶 ｍＲＮＡ３’ＵＴＲ的完全或不完全配对，
降解靶标基因或抑制其翻译，在转录后的水平上影响

细胞的分化、繁殖、转移、凋亡等多种病理生理过程。

ｍｉＲ１２４６位于染色体２ｑ３１．１上，通过生物信息学分
析其调控的靶基因功能富集在细胞周期、信号转导、转

录调控等生物学过程中。据报道，ｍｉＲ１２４６的一个靶
基因为 ＤＹＲＫ１Ａ，通过 ｍｉＲ１２４６ＤＹＲＫ１ＡＮＦＡＴ途
径，抑制ＤＹＲＫ１Ａ基因的表达，从而激活ＮＦＡＴ基因的
表达，最终引导细胞凋亡［４５］。也有不同的观点认

为［６］，ｍｉＲ１２４６也许参与 ＳＶ４０小 Ｔ抗原（ＳＶ４０ｓｍａｌｌ
Ｔａｎｔｉｇｅｎ）诱导的支气管上皮细胞的恶性转化的过程。
本研究拟通过检测乳腺癌细胞株中 ｍｉＲ１２４６的表达
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量，发现其与乳腺癌细胞上皮细胞间质化的相关性。

１　材料与方法
１．１　资料来源　ＭＣＦ７和 ＭＤＭＢ２３１由温州医科大
学实验室惠赠，ＭＣＦ１０Ａ细胞购自赛佰康公司。细胞
培养条件：用含１０％胎牛血清的 ＤＥＭＥ培养基，置３７
℃、５％ ＣＯ２饱和湿度培养箱中培养。
１．２　试剂和仪器　Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自美国 ｓｉｇｍａ公司，
ｍｉＲＮｅａｓｙＳｅｒｕｍ／ＰｌａｓｍａＫｉｔ、ｍｉＲＮｅａｓｙＳｅｒｕｍ／Ｐｌａｓｍａ
ＳｐｉｋｅＩｎＣｏｎｔｒｏｌ、ｍｉＳｃｒｉｐｔⅡ ＲＴＫｉｔ、ｍｉＳｃｒｉｐｔＰｒｉｍｅｒＡｓ
ｓａｙ、ｍｉＳｃｒｉｐｔＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＫｉｔ试剂盒均购自德国
Ｑｉａｇｅｎ公司，ｖｉｍｅｎｔｉｎ和 ＺＯ１抗体购自美国 ＣＳＴ公
司。ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ仪购自美国 Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司，电泳仪购自美国ＢＩＯＲＡＤ公司。
１．３　实验方法
１．３．１　ＲＮＡ提取　细胞 ＲＮＡ提取按照传统的 Ｔｒｉｚｏｌ
操作步骤进行，提取后的ＲＮＡ，放置－８０℃保存。
１．３．２　逆转录　取２μｌ模版ＲＮＡ配成２０μｌ反应体
系，按照ｍｉＳｃｒｉｐｔⅡ ＲＴＫｉｔ试剂盒说明书操作，得到的
ｃＤＮＡ加２００μｌ无ＲＮＡ酶水，－２０℃保存。
１．３．３　荧光定量ＰＣＲ　取２μｌ模版ｃＤＮＡ配成２０μｌ
反应体系，按照 ｍｉＳｃｒｉｐｔＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＫｉｔ试剂盒
说明书操作进行 ＰＣＲ反应。以外源性 ＣｅｌｍｉＲ３９为
内参，ｍｉＲ１２４６的相对表达量＝２$ΔΔＣｔ，ΔΔＣｔ＝（ＣｔｍｉＲＮＡ
－ＣｔｍｉＲ３９）肿瘤 －（ＣｔｍｉＲＮＡ－ＣｔｍｉＲ３９）正常组平均值。
１．３．４　蛋白质提取和ＷＢ检测　用ＲＩＰＡ裂解液提取
细胞总蛋白，ＢＣＡ法测蛋白浓度并调蛋白浓度一致，
按４∶１比例加入 ５×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，１００℃加热 １０
ｍｉｎ变性。用１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳、转膜、封闭，
一抗（兔抗人 ＺＯ１多克隆抗体１∶１０００，兔抗人 ｖｉｍ
ｅｎｔｉｎ多克隆抗体１∶１０００）４℃过夜，洗涤，二抗（山
羊抗兔１∶１０００）室温１ｈ，洗涤，显影，最后用ＩｍａｇｅＪ
软件分析条带灰度值。ＧＡＰＤＨ作为内参。
１．４　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１６．０统计学软件进行

统计学分析，实验数据用 ｘ±ｓ表示，采用 ＭａｎｎＷｈｉｔ
ｎｅｙＵ检验、ｔ检验分析 ｍｉＲ１２４６、ＺＯ１、ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表
达量，Ｓｐｅａｒｍａｎ分析 ｍｉＲ１２４６与 ＺＯ１、ｖｉｍｅｎｔｉｎ这 ２
种蛋白表达的关系，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果
２．１　ｍｉＲ１２４６在乳腺癌细胞株中的表达　ｍｉＲ１２４６
在乳腺正常上皮细胞 ＭＣＦ１０Ａ和管腔型乳腺癌细胞
ＭＣＦ７、基底型乳腺癌细胞 ＭＤＭＢ２３１中的相对表达
量分别为１．０００±０．０００、０．５９５±０．０８４和０．３０５±０．
０７９，随着乳腺癌细胞恶性程度的增高，ｍｉＲ１２４６的表
达量呈下降趋势，且两两比较差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５），见图１。

　　注：ａＰ＜０．０５。

图１　ｍｉＲ１２４６在 ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ７和 ＭＤＭＢ２３１三种细胞株
中的相对表达量

２．２　ＺＯ１和 ｖｉｍｅｎｔｉｎ在乳腺癌细胞株中的表达　
ＺＯ１在乳腺正常上皮细胞 ＭＣＦ１０Ａ和管腔型乳腺癌
细胞 ＭＣＦ７、基底型乳腺癌细胞 ＭＤＭＢ２３１中表达随
着乳腺癌细胞恶性程度的增高而降低，ｖｉｍｅｎｔｉｎ在乳
腺正常上皮细胞 ＭＣＦ１０Ａ和管腔型乳腺癌细胞
ＭＣＦ７、基底型乳腺癌细胞 ＭＤＭＢ２３１中表达随着乳
腺癌细胞恶性程度增高而增高，且差异具有统计学意

义（Ｐ＜０．０５），见图２。

　　注：图２Ａ示ＺＯ１和ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白的表达量；图２Ｂ示图２Ａ的灰度分析结果（ＩｍａｇｅＪ软件）。ａＰ＜０．０５。

图２　ＺＯ１和ｖｉｍｅｎｔｉｎ在ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ７和ＭＤＭＢ２３１三种细胞株中的表达

２．３　ｍｉＲ１２４６与ＺＯ１、ｖｉｍｅｎｔｉｎ在乳腺癌细胞株中表
达的关系　ｍｉＲ１２４６与 ＺＯ１在乳腺癌细胞株的表达

呈正相关（ｒ＝０．９４０，Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ１２４６与 ｖｉｍｅｎｔｉｎ
在乳腺癌细胞株的表达呈负相关（ｒ＝－０．７１４，Ｐ＜
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０．０５）。

３　讨　论
　　上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
ＥＭＴ）过程是由具有极性的整齐排列的上皮细胞丧失
粘附性，并转化成具有移动能力的梭型不稳定的间质

细胞的过程，因此在肿瘤侵袭转移中扮演着重要的角

色。已有大量研究表明，ＥＭＴ过程中会伴随着相关蛋
白的改变。ＺＯ１是第１个被确认的紧密连接相关蛋
白，属于膜相关鸟甘酸激酶家族一员，与 ＺＯ２和 ＺＯ３
形成复合体发挥作用。有研究发现，ＺＯ蛋白不仅参与
了组装紧密连接、调节细胞旁通透性，还参与了调节细

胞骨架组织和功能活动以及连接周围肌动球蛋白环，

与细胞的增殖、分化、形态改变密切相关［７］。研究发

现，在非小细胞肺癌中ＺＯ１的缺失可形成有利用肿瘤
生长的微环境［８］，而高表达则与疾病的良好预后密切

相关［９］。郭兴军等［１０］通过检测正常胆管组织、胆管癌

组织、胆管肝癌组织中 ＺＯ１后发现，胆管癌组织中
ＺＯ１表达量要比胆管正常组织中低，发生局部或远处
转移的要比没有发生转移的低，而在胆管肝癌组织中

的表达则缺失。ｖｉｍｅｎｔｉｎ即波形蛋白，通常在正常组
织的间质表达，属于Ⅲ型中间丝蛋白一种，与微丝、微
管等共同组成细胞骨架，对于维持和调节细胞功能起

着十分重要的作用。同时也是一种信号因子，参与细

胞内信息传递等过程［１１］。因此，ｖｉｍｅｎｔｉｎ与细胞生长、
凋亡、粘附和移行密切相关，并在多种肿瘤和组织中表

达升高，与肿瘤的侵袭和转移相关［１２１３］。刘志荣等［１４］

采用免疫组织化学法ＳＰ法检测正常乳腺组织、乳腺癌
癌旁组织和乳腺癌组织，发现随着乳腺癌的转变进展，

ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白的表达逐渐增强。姚乐申等［１５］采用 ＷＢ
法检测乳腺癌细胞发现，ｖｉｍｅｎｔｉｎ在乳腺癌细胞 ＭＤＡ
ＭＢ２３１中的表达高于ＭＣＦ７，与本研究结果一致。

本研究发现，ｍｉＲ１２４６的表达水平随着乳腺癌细
胞恶性程度的增加而降低，与 ＺｈａｎｇＹ等［４］的研究结

果一致，表明ｍｉＲ１２４６极有可能参与了乳腺癌细胞的
侵袭和迁移活动。ＥＭＴ相关蛋白 ＺＯ１的表达水平随
着乳腺癌细胞恶性程度的增加而减少，ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表
达在基底型乳腺癌细胞中显著增加，表明ＺＯ１和ｖｉｍ
ｅｎｔｉｎ也极有可能参与了乳腺癌细胞的侵袭和迁移活
动，且ｍｉＲ１２４６的表达与ＺＯ１表达正相关，与ｖｉｍｅｎ
ｔｉｎ表达呈负相关。因此，笔者推测在乳腺癌发生的过
程中，是否有条通路是通过 ｍｉＲ１２４６表达水平的改
变，导致ＺＯ１蛋白表达下调，ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达上调，
促进了乳腺癌细胞形态的改变，使得细胞粘附能力下

降，运动能力增强，最终导致乳腺癌的侵袭和转移，但

是需要进一步的实验研究证实。

综上所述，随着乳腺癌细胞株恶性程度的增加，

ｍｉＲ１２４６和ＺＯ１在细胞内的表达量明显降低，并呈
正相关；而 ｖｉｍｅｎｔｉｎ在细胞内的表达量明显升高，与
ｍｉＲ１２４６的表达量呈负相关。深入研究不同乳腺癌
细胞株的ｍｉＲ１２４６、ＺＯ１、ｖｉｍｅｎｔｉｎ异常表达水平及其
机制，并研究相应的有效干预措施，将有助于了解乳腺

癌的发生、发展、侵袭和转移等生物过程，并为乳腺癌

的靶向治疗提供新思路。
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