
乳腺癌组织 ｍｉＲ２０ａ的表达及其对乳腺癌细胞自噬的影响
韩涛ａ，曹明ｂ

（芜湖市第一人民医院，ａ乳腺外科，ｂ病理科，安徽 芜湖　２４１０００）

摘要：目的　探究乳腺癌患者肿瘤组织中ｍｉＲ２０ａ的表达情况及其对乳腺癌细胞自噬功能的作用。方法　收集芜湖市第一人
民医院２０１６年１月至２０１７年１２月间收治的接受手术治疗的乳腺癌患者５６例，逆转录实时定量聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）检
测肿瘤组织与癌旁组织ｍｉＲ２０ａ与自噬相关基因Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３、ＡＴＧ５及ＡＴＧ７ｍＲＮＡ的表达水平。脂质体法转染ｐｃＤＮＡ３／ｐｒｉ
ｍｉＲ２０ａ质粒至ＭＣＦ７细胞，免疫蛋白印记实验检测Ｂｅｃｌｉｎ１与饥饿条件下ＬＣ３Ⅱ表达水平，免疫荧光实验检测自噬斑点。结
果　肿瘤组织ｍｉＲ２０ａ的平均表达水平为２１１．３５±６７．４３，癌旁组织ｍｉＲ２０ａ的平均表达水平为１２６．７２±２４．３７，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。此外，肿瘤组织较癌旁组织Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ表达量降低（Ｐ＜０．０５），ＡＴＧ５、ＡＴＧ７与 ＡＴＧ１２ｍＲＮＡ的表达
量差异无统计学意义 （Ｐ＞０．０５）。过表达ｍｉＲ２０ａ后ＭＣＦ７细胞 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达量降低，饥饿刺激下 ＬＣ３Ⅱ表达水平降低
且自噬斑点减少。结论　乳腺癌组织中ｍｉＲ２０ａ呈高表达，并且降低自噬调节蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１的表达以抑制自噬活化。
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　　乳腺癌是我国最为常见的恶性肿瘤之一，近年
来发病率仍呈增高趋势［１２］。晚期乳腺癌可转移至

骨、肺等重要脏器，致死率较高，严重威胁我国女性

健康，因此进一步探究乳腺癌发生发展的分子机

制、寻找早期诊断与评估预后的分子指标具有重要

意义［３４］。细胞自噬作为真核细胞的自我降解机

制，消除废旧蛋白、衰老细胞器及胞内病原体以维

持内环境稳态，而自噬功能障碍可作为细胞癌变的

因素之一［５］。微小非编码 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类长
度仅１８～２４个核苷酸、高度保守的单链 ＲＮＡ，通过
靶向目的ｍＲＮＡ并使之降解，发挥转录后基因表达
的调控功能，目前已证明多种ｍｉＲＮＡ参与乳腺癌的
发生发展［６］。在宫颈癌中 ｍｉＲ２０ａ可通过降低
ＡＴＧ７的表达抑制自噬，促进宫颈肿瘤的发生与淋
巴结转移，然而 ｍｉＲ２０ａ在乳腺癌中的作用仍有待
进一步研究［７］。本研究观察了乳腺癌组织中
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ｍｉＲ２０ａ及多种自噬相关基因的表达，并利用乳腺癌
细胞系ＭＣＦ７细胞初步探究了二者的相互作用，报
告如下。

１　资料与方法
１．１　一般资料　选取芜湖市第一人民医院乳腺外
科于２０１６年１月至２０１７年１２月间收治的接受手
术治疗的乳腺癌患者５６例，年龄（５０．９±１１．３）岁，
年龄范围为３３～８２岁，其中右乳手术２１例，左乳
３５例。患者接受乳腺癌保乳术３１例，改良乳腺癌
根治术２０例，肿块切除术３例，单纯乳房切除术２
例。根据术后病理检查，患者中 ＬｕｍｉｎａｌＡ型乳腺
癌１７例，ＬｕｍｉｎａｌＢ型乳腺癌２３例，三阴性乳腺癌
９例，Ｈｅｒ２（３＋）乳腺癌５例，Ｈｅｒ２（２＋）乳腺癌２
例。合并高血压患者８例，合并糖尿病患者３例，所
有患者均无饮酒史或吸烟史。本研究获我院伦理

委员会批准，患者或近亲属对研究方案签署知情同

意书。

１．２　材料　ＤＭＥＭ基础培养基购自Ｇｉｂｃｏ公司；Ａｌ
ｅｘａＦｌｕｏｒ５５５标记的山羊抗兔 ＩｇＧ、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００Ｒｅａｇｅｎｔ由ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司提供；ｍｉｒＶａｎａＴＭｍｉＲ
ＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎ试剂盒购自美国 Ａｍｂｉｏｎ公司。ＲＴｃＤ
ＮＡ第一链合成试剂盒为Ｆｒｄｂｉｏ公司产品；焦碳酸二
乙酯（ｄｉｅｔｈｙｌｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ，ＤＥＰＣ）购自广州捷倍斯
生物科技有限公司，兔抗人Ｂｅｃｌｉｎ１多克隆抗体、兔源
抗ＬＣ３多克隆抗体、兔抗人ＧＡＰＤＨ单克隆抗体购自
Ａｂｃａｍ公司。ｐｃＤＮＡ３／ｐｒｉｍｉＲ２０ａ表达载体由上海
ＴｏｌｏＢｉｏｔｅｃｈ生物科技有限公司构建，所用引物序列
为ｐｒｉｍｉＲ２０ａＳ：５′ＧＣＧＡＧＡＴＣＴＡＧＴＴＧＴＧＣＡＡＡＴＣ
ＴＡＴＧＣ３′、ｐｒｉｍｉＲ２０ａＡ：５′ＧＧＣＧＡＡＴＴＣＴＡＡＣＣＡ
ＴＡＧＡＡＣＡＧＴＧＴＴＣ３′，酶切位点分别为 ＢａｍＨ１、
ＥｃｏＲ１。ＭＣＦ７细胞购自中国科学院典型培养物保
藏委员会细胞库。各引物均由上海生工生物有限公

司合成，序列如表１。
１．３　方法
１．３．１　组织的总ＲＮＡ提取与逆转录实时定量ＰＣＲ
检测　将乳腺癌患者手术切取的新鲜肿瘤组织与
癌旁组织置于－８０℃冰箱冻存。提取总ＲＮＡ时取
适量冻存组织，迅速称重后置于 ＤＥＰＣ预处理的研
钵中，加入液氮迅速研磨至粉末状后，按质量体积

比为 １∶２加入裂解液继续匀浆，继而采用 ｍｉｒ
ＶａｎａＴＭｍｉＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎ试剂盒严格按说明书操作以
提取并纯化大片段 ＲＮＡ与小片段 ＲＮＡ，采用紫外
分光光度计测定 ＲＮＡ浓度后冻存于 －８０℃备用。
逆转录实时定量聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）时先应
用ＲＴＰＣＲ逆转录试剂盒合成ｃＤＮＡ第一链，采用

表１　实时定量ＰＣＲ扩增引物序列

引物名称 引物序列

ｍｉＲ２０ａ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＧＣＧＧＣＧＧＴＡＡＡＧＴＧＣＴＴＡＴＡＧＴＧ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴ３′

Ｕ６ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３′

Ｂｅｃｌｉｎ１ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＴＧＧＡＧＧＡＧＴＧＧＧＴＧＴＣＧ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＡＡＣＡＧＣＧＴＴＴＧＴＡＧＴＴＣＴＧＡＣＡ３′

Ａｔｇ５ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＣＡＧＡＴＧＡＣＡＡＡＧＡＴＧ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＣＴＣＡＴＡＡＣＣＴＴＣＴＧＡＡＡＧＴＧ３′

Ａｔｇ７ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＡＴＧＧＧＧＧＡＣＣＣＴＧＧＡＣＴＧＧ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＧＣＡＧＡＧＴＣＡＣＣＡＴＴＧＴＡＧ３′

Ａｔｇ１２ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＡＴＧＴＣＧＧＡＡＧＡＴＴＣＡＧＡＧＧ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＴＴＴＣＴＴＧＧＴＧＴＣＴＣＣＧＧＧＡＧ３′
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ＳＹＢＲｇｒｅｅｎⅠ染料法在 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ＲＴＰＣＲ仪
上分别检测ｍｉＲ２０ａ及自噬相关基因Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３、
ＡＴＧ５及 ＡＴＧ７ｍＲＮＡ的表达水平。ｍｉＲ２０ａ检测
以 Ｕ６ｓｎｏＲＮＡ为内参，ｍＲＮＡ检测以 ＧＡＰＤＨ
ｍＲＮＡ为内参，相对定量法算得标准曲线及各待检
ＲＮＡ的相对表达量［８］。

１．３．２　脂质体法转染 ｐｃＤＮＡ３／ｐｒｉｍｉＲ２０ａ至
ＭＣＦ７细胞　乳腺癌细胞系ＭＣＦ７细胞采用含１０％
胎牛血清与１０Ｕ·ｍＬ－１青霉素／链霉素的 ＤＭＥＭ
完全培养基培养。常规条件下培养细胞至融合率

约８５％，以细胞消化液消化细胞并按２×１０５个每孔
接种至六孔细胞培养板培养１２ｈ。３μｇ·ｍＬ－１的
ｐｃＤＮＡ３／ｐｒｉｍｉＲ２０ａ质粒与ｐｃＤＮＡ３空白质粒分别
按质量体积比１∶３与 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００Ｒｅａｇｅｎｔ混
悬并转染细胞，倒置显微镜观察细胞状态。

１．３．３　免疫蛋白印记实验检测ＭＣＦ７细胞Ｂｅｃｌｉｎ１
与饥饿条件下ＬＣ３Ⅱ的表达　ＭＣＦ７细胞转染４８ｈ
后，弃去培养基并以预冷的 ＰＢＳ冲洗细胞，加入细
胞裂解液充分吹打细胞，并置于水平摇床平摇 ２０
ｍｉｎ后获得裂解产物，转移至 ＥＰ管后以１５０００ｒ·
ｍｉｎ－１低温离心 １５ｍｉｎ，收集上清并加入上样缓冲
液，煮沸５ｍｉｎ并冷却后，样本按等体积进行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳分离。电转至 ＰＶＤＦ膜并封闭后，采用
兔抗人Ｂｅｃｌｉｎ１单克隆抗体或兔抗人 ＧＡＰＤＨ单克
隆抗体按１∶１０００稀释后孵育ＰＶＤＦ膜，在４℃水平
摇床慢摇 １０ｈ后洗膜，尔后加入 １∶３０００稀释的
ＨＲＰ标记的山羊抗兔 ＩｇＧ室温孵育１ｈ，化学发光
法显示信号。成像系统采集图像后，分析条带灰度
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值，以目的蛋白与内参条带灰度值的比值表示目的

蛋白的相对表达量。检测饥饿条件下 ＭＣＦ７细胞
ＬＣ３Ⅱ的表达前，弃去转染后细胞的培养基，加入
Ｈａｎｋ′平衡盐溶液处理２０ｍｉｎ后进行 ＬＣ３Ⅱ的免疫
蛋白印记实验检测。一抗孵育时采用１∶１０００稀释
的兔源抗 ＬＣ３多克隆抗体，其他条件与检测 Ｂｅｃｌｉｎ
１时相同。
１．３．４　免疫荧光实验观察饥饿条件下 ＭＣＦ７细胞
ＬＣ３蛋白的分布　ＭＣＦ７细胞转染 ｐｃＤＮＡ３／ｐｒｉ
ｍｉＲ２０ａ质粒或ｐｃＤＮＡ３空白质粒后，采用 Ｈａｎｋ′平
衡盐溶液饥饿细胞。２０ｍｉｎ后弃去溶液，轻柔滴加
预冷的甲醇，尔后将细胞培养板置于－２０℃冰箱固
定细胞２０ｍｉｎ。弃去甲醇，滴加３％ ＢＳＡ并于３７℃
恒温箱封闭６０ｍｉｎ，继而以１∶３００稀释的兔源 ＬＣ３
多克隆抗体于３７℃孵育６０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗涤后加入
ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５５５标记的山羊抗兔 ＩｇＧ。室温孵育６０
ｍｉｎ后以０．０１μｇ·ｍＬ－１ＤＡＰＩ溶液对细胞核着色，
用荧光倒置显微镜观察图像。

１．４　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２１．０软件进行统计
分析。计量资料以ｘ±ｓ表示，两组间比较采用 ｔ检
验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　乳腺癌组织中ｍｉＲ２０ａ的表达高于癌旁组织
通过ｑＲＴＰＣＲ技术对５６例乳腺癌患者肿瘤组织与
癌旁组织的 ｍｉＲ２０ａ表达水平的检测发现，肿瘤组
织ｍｉＲ２０ａ的平均表达水平为２１１．３５±６７．４３，明
显高于癌旁组织１２６．７２±２４．３７，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５），初步表明 ｍｉＲ２０ａ的表达上调与乳
腺癌的发生存在一定的相关性。

２．２　乳腺癌组织中 Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ的相对表达量
低于癌旁组织　在检测 ｍｉＲ２０ａ表达的同时，我们
还采用ｑＲＴＰＣＲ技术检测了６例患者肿瘤组织与
癌旁组织４种自噬相关基因 ｍＲＮＡ的表达。结果
显示该组患者肿瘤组织 Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ的相对表达
量明显低于癌旁组织（Ｐ＜０．０５），而 ＡＴＧ５、ＡＴＧ７
及ＡＴＧ１２ｍＲＮＡ表达水平的两组间比较，差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５），见表２。

表２　乳腺癌与癌旁组织中４种自噬相关基因ｍＲＮＡ的
相对表达量／ｘ±ｓ

类别 例数 Ｂｅｃｌｉｎ１ ＡＴＧ５ ＡＴＧ７ ＡＴＧ１２

肿瘤组织 ６ １．１３±０．３１ ３．０８±０．６４ １．９８±０．４１４．６５±１．０３

癌旁组织 ６ １．９８±０．２４ ２．８５±０．７５ ２．１６±０．３５４．４３±１．２２

ｔ值 ５．３１１ ０．５７１ ０．８１８ ０．３３８

Ｐ值 ０．０００ ０．５８０ ０．４３２ ０．７４３

２．３　过表达ｍｉＲ２０ａ抑制ＭＣＦ７细胞Ｂｅｃｌｉｎ１的
表达　为探究乳腺癌组织中ｍｉＲ２０ａ表达升高是否
参与Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ表达水平的下调，我们采用乳腺
癌细胞系ＭＣＦ７细胞，通过脂质体转染ｐｃＤＮＡ３／ｐｒｉ
ｍｉＲ２０ａ重组质粒过表达 ｍｉＲ２０ａ，以表达载体
ｐｃＤＮＡ３质粒作为对照，免疫蛋白印记实验检测Ｂｅ
ｃｌｉｎ１表达水平。结果显示，过表达 ｍｉＲ２０ａ后
ＭＣＦ７细胞Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白相对表达量为０．１８±０．１２，
较载体对照组 ０．７２±０．１１及空白对照组 ０．７０±
０．４５细胞显著降低（Ｐ＜０．０５），而载体对照组与空
白对照组之间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见
图１。
２．４　过表达ｍｉＲ２０ａ抑制饥饿条件下ＭＣＦ７细胞
ＬＣ３Ⅱ的表达　在自噬通路激活与自噬体构建的过
程中，Ｂｅｃｌｉｎ１作为调节分子发挥了关键性作用。为
观察乳腺癌组织及乳腺癌细胞系中 Ｂｅｃｌｉｎ１表达下
调对自噬功能的影响，我们采用 Ｈａｎｋ′平衡盐溶液
替代培养基对细胞进行饥饿处理，进而检测功能状

态下的自噬标记蛋白ＬＣ３Ⅱ的表达水平。免疫蛋白
印记显示过表达 ｍｉＲ２０ａ后，饥饿刺激下的 ＭＣＦ７
细胞ＬＣ３Ⅱ的表达量低于载体对照组与空白对照组
细胞，显示其自噬活化受到抑制（图２）。
２．５　过表达ｍｉＲ２０ａ抑制饥饿条件下ＭＣＦ７细胞
的自噬体构建　自噬体的构建是显示自噬水平增
高的重要依据，因此我们采用免疫荧光实验标记自

噬体膜蛋白 ＬＣ３，根据 ＬＣ３聚集为斑点状反映自噬
体形成。荧光倒置显微镜下可见，通过饥饿诱导

ＭＣＦ７细胞自噬后载体对照组与空白对照组细胞中
分布大量红色荧光斑点，而过表达 ｍｉＲ２０ａ后
ＭＣＦ７细胞的细胞质之中红色斑点较少，进一步反
映了ｍｉＲ２０ａ抑制ＭＣＦ７细胞的自噬活化（图３）。
３　讨论

近年来，对于ｍｉＲＮＡ在肿瘤发生发展中作用的
研究愈加广泛和深入。其中，ｍｉＲ２０ａ参与了多种
癌症进展的分子病理过程［９］。在非小细胞肺癌中，

ｍｉＲ２０ａ通过靶向早期生长反应蛋白２促进癌细胞
的扩散与侵袭［１０］，并且患者外周血中高循环 ｍｉＲ
２０ａ与非小细胞肺癌的不良预后呈正相关［１１］。此

外，有证据显示 ｍｉＲ２０ａ参与了对细胞自噬功能的
负向调节。ＧｕｏＬ等［１２］发现ｍｉＲ２０ａ通过降低巨噬
细胞ＡＴＧ７与 ＡＴＧ１６Ｌ１的表达抑制自噬，从而有助
于结核分支杆菌的存活，而ＬｉＳ等［１３］报道了在乳腺

癌中ｍｉＲ２０ａ可靶向于 ＲＢ１ＣＣ１／ＦＩＰ２００复合物降
低自噬水平。为进一步探究ｍｉＲ２０ａ在乳腺癌中扮
演的角色，我们首先检测了乳腺癌组织中 ｍｉＲ２０ａ
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的表达水平。与先前的报道一致，乳腺癌组织中

ｍｉＲ２０ａ的平均相对表达量高于癌旁组织。
此外，我们检测了 Ｂｅｃｌｉｎ１、Ａｔｇ５、Ａｔｇ７及 Ａｔｇ１２

共４种自噬相关基因 ｍＲＮＡ的表达量。结果显示，
肿瘤组织Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ的表达水平显著低于癌旁
组织，而 Ａｔｇ５、Ａｔｇ７与 Ａｔｇ１２ｍＲＮＡ表达量的两组
间比较差异无统计学意义。目前认为，细胞自噬对

肿瘤的发生与生长具有双向作用。由于肿瘤组织

代谢旺盛，生长较快时能量需求更高，在周围环境

提供能量不足时自噬可通过降解长寿命蛋白为其

提供营养，维持肿瘤细胞的存活。特别在患者接受

放疗或化疗时，物理及化疗药物对细胞的杀伤作用

和细胞功能的干扰，可导致蛋白质和细胞器的大量

损伤［１４］。而自噬活化可对其降解为营养物质并再

利用，在放化疗的应激条件下对癌细胞发挥保护作

用。与此同时，自噬对肿瘤的发生具有抑制作用，

自噬水平过低可增加 ＤＮＡ损伤与基因突变，而
Ｂｅｃｌｉｎ１是第一个被确认的自噬相关抑癌基因［１５１６］。

在观察到乳腺癌组织中 ｍｉＲ２０ａ表达升高与
Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ表达降低后，我们利用了乳腺癌细胞
系ＭＣＦ７探究了二者之间的相互关系。通过重组质
粒载体过表达 ｍｉＲ２０ａ后，免疫蛋白印记实验显示
Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达水平降低。进而，我们发现过表达
ｍｉＲ２０ａ后ＭＣＦ７细胞ＬＣ３Ⅱ蛋白表达量与自噬体
数量均明显降低，显示 ｍｉＲ２０ａ对于乳腺癌细胞的
自噬功能具有负向调节作用。

综上所述，我们首次发现了在乳腺癌中ｍｉＲ２０ａ
通过降低自噬调节蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１的表达以抑制自噬
的作用。后续我们将进一步探究ｍｉＲ２０ａ与Ｂｅｃｌｉｎ１
ｍＲＮＡ的直接相互作用，为乳腺癌发生、发展的分子
机制提供更多的理论依据。

（本文图１～３见插图１０２）
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