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微小RNA⁃25⁃3p靶向下调甘油磷酸二酯酶磷酸结构域 5基因
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摘要：目的 探讨微小RNA⁃25⁃3p（miR⁃25⁃3p）靶向甘油磷酸二酯酶磷酸结构域5（GDPD5）对乳腺癌细胞顺铂耐药性的影响及

分子机制。方法 本研究起止时间为2018年10月至2019年6月，人乳腺癌细胞MCF⁃7和乳腺癌顺铂耐药细胞MCF⁃7/DDP购

于中国科学院上海细胞研究所，采用实时荧光定量PCR（qRT⁃PCR）和蛋白质印迹法（Western blot）检测正常乳腺癌细胞MCF⁃7
和乳腺癌顺铂耐药细胞MCF⁃7/DDP中miR⁃25⁃3p、GDPD5和谷胱甘肽巯基转移酶π（GST-π）的表达水平。四甲基偶氮唑盐比

色（MTT）法检测过表达miR⁃25⁃3p或过表达miR⁃25⁃3p联合顺铂对MCF⁃7/DDP细胞的增殖抑制作用，蛋白质印迹法检测

GDPD5、GST⁃π和细胞周期蛋白D1（Cyclin D1）蛋白的表达水平。双荧光素酶报告基因实验和蛋白质印迹法验证miR⁃25⁃3p和
GDPD5的靶向关系。结果 与MCF⁃7细胞相比，MCF⁃7/DDP细胞中miR⁃25⁃3p的表达显著下调，GDPD5和GST⁃π的表达显著

上调。过表达miR⁃25⁃3p后，MCF⁃7/DDP细胞存活率显著降低［（50.36±5.04）%比（100.00±10.11）%］，CyclinD1相对表达水平降

低（0.40±0.05）比（1.12±0.11），GST⁃π表达水平降低（0.35±0.04）比（1.15±0.12）；且过表达miR⁃25⁃3p可降低MCF⁃7/DDP细胞的

顺铂耐药性。miR⁃25⁃3p可靶向负性调控GDPD5的表达。过表达GDPD5可部分逆转miR⁃25⁃3p对MCF⁃7/DDP细胞增殖和顺

铂耐药性的影响。结论 miR⁃25⁃3p通过靶向下调GDPD5抑制MCF⁃7/DDP细胞存活，进而降低MCF⁃7/DDP细胞对顺铂的耐

药性。

关键词：乳腺肿瘤； 抗药性，肿瘤； miR⁃25⁃3p； 甘油磷酸二酯酶磷酸结构域5； 顺铂； 谷胱甘肽转移酶
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Effect of miR⁃25⁃3p targeted down⁃regulation of
glycerophosphodiester phosphodiesterase domain 5 gene

on cisplatin resistance of breast cancer cells
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Abstract：Objective To investigate the effect of microRNA⁃25⁃3p（miR⁃25⁃3p）targeting glycerophosphodiester phosphodiester⁃
ase domain 5（GDPD5）on cisplatin resistance in breast cancer cells and its molecular mechanism.Methods The study was con⁃
ducted from October 2018 to June 2019.Human breast cancer cells MCF⁃7 and cisplatin⁃resistant breast cancer cells MCF⁃7/DDP
were purchased from Shanghai Institute of Cell Research，Chinese Academy of Sciences.Real ⁃ time fluorescent quantitative PCR
（qRT⁃PCR）and Western blot were used to detect the expression level of miR⁃25⁃3p，GDPD5 and glutathione transferase（GST⁃π）
in breast cancer cells MCF⁃7 and cisplatin⁃resistant breast cancer MCF⁃7/DDP cells.Methyl thiazolyl tetrazolium assay（MTT）assay
was used to detect the inhibitory effect of over⁃expressing miR⁃25⁃3p or over⁃expressing miR⁃25⁃3p combined with cisplatin on the
proliferation of MCF⁃7 /DDP cells，and Western blot was used to detect the expression of GDPD5，GST⁃π and CyclinD1 proteins.
The dual luciferase reporter gene assay and Western blot were used to verify the targeting relationship between miR⁃ 25⁃3p and
GDPD5.Results Compared with MCF⁃7 cells，the expression of miR⁃25⁃3p in MCF⁃7/DDP cells was significantly down⁃regulated，
while the expression of GDPD5 and GST⁃π was significantly up⁃regulated.After overexpression of miR⁃25⁃3p，the survival rate of
MCF⁃7/DDP cells was significantly reduced［（50.36±5.04）% vs.（100.00±10.11）%］，and the relative expression of CyclinD1 was
decreased（0.40±0.05)vs.(1.12±0.11）；the expression of GST⁃π wasdecreased（0.35±0.04）vs.（1.15±0.12）；and overexpression of
miR⁃25⁃3p could reduce the cisplatin resistance of MCF⁃7/DDP cells.miR⁃25⁃3p negatively regulated the expression of GDPD5.Over
⁃expression of GDPD5 partially reversed the effect of miR⁃25⁃3p on the proliferation and cisplatin resistance of MCF⁃7/DDP cells.
Conclusion miR⁃25⁃3p inhibits the survival of MCF⁃7/DDP cells by down⁃regulating GDPD5，thereby reducing the resistance of
MCF⁃7/DDP cells to cisplatin.
Key words：Breast neoplasms； Drug resistance，neoplasm； microRNA⁃25⁃3p； Glycerophosphodiester phosphodiesterase do⁃
main 5； Cisplatin； Glutathione transferase

乳腺癌是一种常见的癌症，是世界范围内女性

癌症相关死亡的主要原因［1］。顺铂作为一种高效广

谱的抗癌药物，其通过与DNA交联，阻断DNA复制

和转录，诱导肿瘤细胞凋亡，在乳腺癌的临床化疗

中发挥着重要作用［2］。然而，随着顺铂在临床化疗

中的长期重复使用，将不可避免地引起乳腺癌细胞

对顺铂产生耐药性［3］。近年来的研究表明，微小

RNA（miRNA）的异常表达与肿瘤细胞的顺铂耐药

有关。如上调微小RNA⁃192（miR⁃192）［4］、微小RNA
⁃34a（miR⁃34a）［5］或下调微小RNA⁃19a（miR⁃19a）［6］

可提高肿瘤细胞的顺铂敏感性，逆转肿瘤细胞对顺

铂的耐药性。微小RNA⁃25⁃3p（miR⁃25⁃3p）是微小

RNA⁃106b（miR⁃106b）家族中的一员，研究发现，

miR⁃25⁃3p通过靶向信号素4C（Sema4C）可增加宫颈

癌细胞对顺铂的敏感性［7］。甘油磷酸二酯酶磷酸结

构域 5（GDPD5）位于 11q13.5 位置，研究发现，

GDPD5除具有渗透调节甘油磷酸胆碱的生理作用

外，其还是乳腺癌肿瘤发生的阳性调控因子［8⁃9］。此

外，有研究报道，沉默GDPD5可增加结直肠癌细胞

的顺铂敏感性［10］。因此，2018年 10月至 2019年 6

月，本研究通过检测乳腺癌顺铂耐药（MCF⁃7/DDP）
细胞中miR⁃25⁃3p和GDPD5的变化，探讨miR⁃25⁃3p
及GDPD5调控乳腺癌细胞顺铂耐药的机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料 DMEM培养基和胎牛血清，Hyclone
公司；Lipofectamine TM 2000相关转染试剂和TRIzol试
剂，Invitrogen公司；顺铂（DDP），齐鲁制药有限公司；

四甲基偶氮唑盐比色（MTT）和二甲基亚砜（DMSO试

剂），Sigma公司；蛋白质印迹法相关试剂，上海碧云天

公司；引物、miR⁃25⁃3p过表达载体（miR⁃25⁃3p mim⁃
ics）、miR⁃25⁃3p过表达空载体（miR⁃con）、GDPD5过

表达载体（pcDNA ⁃ GDPD5）、GDPD5 过表达载体

（pcDNA⁃con）、miR⁃25⁃3p抑制表达空载体（anti⁃miR⁃
con）、miR⁃25⁃3p抑制表达载体（anti⁃miR⁃25⁃3p）、

GDPD5野生型荧光素酶报告载体（WT⁃GDPD5）和

GDPD5突变型荧光素酶报告载体（MUT⁃GDPD5）的构

建和测序，北京华大基因有限公司；β⁃actin抗体，San⁃
ta Cruz公司；甘油磷酸二酯酶磷酸结构域5（GDPD5）、
谷胱甘肽巯基转移酶π（GST⁃π）、细胞周期蛋白D1
（Cyclin D1）抗体和HRP标记的Ⅱ抗，Abcam公司。
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1.2 细胞培养和转染 人乳腺癌细胞MCF⁃7和乳

腺癌顺铂耐药细胞MCF⁃7/DDP购于中国科学院上

海细胞研究所，分别培养于含有 10% 胎牛血清的

DMEM培养基中，培养条件为37 ℃、湿度饱和、二氧

化碳体积分数为 5%的细胞培养箱。miR⁃25⁃3p过

表达载体的转染：取对数生长期的MCF⁃7/DDP细胞

按照每孔 2×105细胞接种于 6孔板，当细胞生长至

50%~60% 时，利用 LipofectamineTM 2000 进行转染。

设为NC组（正常培养的MCF⁃7/DDP细胞）、miR⁃con
组（转染miR⁃con）和miR⁃25⁃3p组（转染miR⁃25⁃3p
mimics）。转染48 h后，检测转染效率并进行后续实

验分析。同时设置DDP干预组，用不同终浓度DDP
（60、120、240、480、960 μmol/mL）处理各组细胞24 h
后，检测各组细胞的生长抑制率。

为进一步验证miR⁃25⁃3p通过调控GDPD5表达

影响MCF⁃7/DDP细胞的增殖和对顺铂的耐药性，将

miR⁃25⁃3p mimics和 pcDNA⁃GDPD5同时转入MCF⁃
7/DDP细胞，检测MCF⁃7/DDP细胞的增殖情况。实

验分为miR⁃25⁃3p+pcDNA⁃con组（miR⁃25⁃3p mimics
和pcDNA⁃con共转染）和miR⁃25⁃3p+pcDNA⁃GDPD5
组（miR⁃25⁃3p mimics 和 pcDNA⁃GDPD5 共转染）。

同时设置DDP干预组，方法同上。

1.3 qRT⁃PCR检测 利用 TRIzol 试剂分别提取

MCF⁃7、MCF⁃7/DDP和各转染组细胞的总RNA，检

测其浓度后，取适量RNA将其逆转录为cDNA，采用

SYBR Green real⁃time PCR方法检测miR⁃25⁃3p（以

U6为参照）、GDPD5 mRNA和GST⁃π mRNA（以β⁃ac⁃
tin为参照）的表达，按照2-ΔΔCt法计算其相对表达量。

1.4 双荧光素酶报告基因检测 TargetScan软件预

测显示，miR⁃25⁃3p与GDPD5存在部分特异性结合

位点，GDPD5可能是miR⁃25⁃3p的潜在靶基因，并利

用双荧光素酶报告基因实验进行验证。构建野生

型WT⁃GDPD5和突变型MUT⁃GDPD5的GDPD5⁃3’
UTR 荧光素酶报告基因载体，利用 LipofectamineTM

2000 将 miR⁃25⁃3p mimics 和 miR⁃con 分别与 WT⁃
GDPD5或MUT⁃GDPD5转染到MCF⁃7/DDP细胞，细

胞培养箱常规培养48 h后，检测各组MCF⁃7/DDP细

胞的荧光素酶活性。

1.5 MTT法检测细胞活力 取生长良好的MCF⁃7/
DDP细胞和各转染组MCF⁃7/DDP细胞，按照每孔2×
103细胞接种于96孔板中，培养24 h后，更换细胞培

养液为含 DDP 的培养液（DDP 终浓度分别为 60、
120、240、480、960 μmol/mL），另分别设置不加DDP
组。继续培养24 h后，每孔加入MTT溶液15 µL，培
养箱孵育4 h后，弃去各孔内的细胞培养液，再向每

孔加入150 μL的DMSO，继续孵育2 h后，490 nm处

用酶标仪测定各孔的吸光度值，并计算细胞存活率

或细胞抑制率。

1.6 蛋白质印迹法（Western Blot）检测 消化收

集各组细胞，用适量的 RIPA 裂解液于冰上裂解

30 min，12 000 r/min离心 30 min收集细胞蛋白，用

BCA 试剂盒测定蛋白浓度，并将各组蛋白稀释至

相等浓度。经过 SDS⁃PAGE 电泳，常规湿法转膜，

5% 脱脂牛奶室温封闭 2 h，稀释的抗 GDPD5、Cy⁃
clinD1 和 GST⁃π 蛋白的Ⅰ抗室温孵育 2 h，洗膜后

稀释的Ⅱ抗孵育 2 h，用 ECL 试剂盒于暗处显影，

并利用Bio⁃Rad凝胶成像系统获取图像，分析目的

条带的灰度值。

1.7 统计学方法 采用SPSS 22.0软件进行数据处

理和分析，所有数据均用 x̄ ± s表示，两组间比较采

用 t检验，多组间比较进行单因素方差分析，总体有

差异进一步采用 LSD⁃t检验进行两两比较，以P＜

0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 miR⁃25⁃3p、GDPD5和GST⁃π在正常乳腺细

胞、乳腺癌细胞和乳腺癌顺铂耐药细胞中的表达

图1和表1显示，与MCF⁃7细胞相比，MCF⁃7/DDP细

胞 miR ⁃ 25 ⁃ 3p 的表达显著下调，GDPD5 mRNA、

GDPD5蛋白、GST⁃π mRNA和GST⁃π蛋白的表达均

显著上调（P＜0.05）。提示，miR⁃25⁃3p、GDPD5 和

GST⁃π的异常表达可能与乳腺癌细胞的顺铂耐药

有关。

MCF-7 MCF-7/DDP

GDPD5

GST-π

β-actin

注：MCF⁃7为乳腺癌细胞；MCF⁃7/DDP为耐药性细胞；GDPD5为
甘油磷酸二酯酶磷酸结构域 5蛋白；GST⁃π为胎盘型谷胱甘肽巯基

转移酶π。

图1 蛋白质印迹法检测GDPD5、GST⁃π蛋白的表达量

2.2 miR⁃25⁃3p过表达对MCF⁃7/DDP细胞增殖的

影响 图2和表2显示，与miR⁃con组相比，miR⁃25⁃
3p组MCF⁃7/DDP细胞miR⁃25⁃3p的表达显著升高，

表明成功构建了过表达miR⁃25⁃3p的MCF⁃7/DDP细

胞株。与miR⁃con组比较，miR⁃25⁃3p组MCF⁃7/DDP
细胞CyclinD1和GST⁃π蛋白的表达显著降低，细胞

存活率显著降低（P＜0.05）。表明，过表达miR⁃25⁃3p
可抑制MCF⁃7/DDP细胞增殖。
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表1 用qRT⁃PCR检测GDPD5 mRNA的表达，蛋白质印迹法检测GDPD5、GST⁃π蛋白的表达量/x̄ ± s
细胞

MCF⁃7
MCF⁃7/DDP
t 值

P 值

重复次数

9
9

miR⁃25⁃3p
1.00±0.10
0.26±0.03
12.348
0.000

GDPD5 mRNA
1.02±0.16
2.89±0.29
12.500
0.000

GST⁃πmRNA
1.02±0.10
2.12±0.20
14.758
0.000

GDPD5 protein
0.95±0.10
1.50±0.16

8.745
0.000

GST⁃πprotein
0.41±0.06
1.15±0.11
17.718
0.000

注：MCF⁃7为乳腺癌细胞，MCF⁃7/DDP为乳腺癌顺铂耐药性细胞，miR⁃25⁃3p为微小RNA⁃25⁃3p，GDPD5 mRNA为甘油磷酸二酯酶磷酸结

构域5mRNA，GST⁃π mRNA为胎盘型谷胱甘肽巯基转移酶π mRNA，GDPD5 protein为甘油磷酸二酯酶磷酸结构域5蛋白，GST⁃π protein为胎

盘型谷胱甘肽巯基转移酶π蛋白

NC miR-con miR-25-3p

CyclinD1

GST-π

β-actin

注：NC为乳腺癌细胞未做处理组，miR⁃con为空载体处理组；

miR⁃25⁃3p为转染miR⁃25⁃3p处理组；CyclinD1为G1/S⁃特异性周期蛋

白⁃D1；GST⁃π为胎盘型谷胱甘肽巯基转移酶π。

图2 蛋白质印迹法检测CyclinD1和GST⁃π蛋白的表达

表2 miR⁃25⁃3p过表达抑制MCF⁃7/DDP增殖/x̄ ± s
组别

NC
miR⁃con
miR⁃25⁃3p
F 值

P 值

重复
次数

9
9
9

miR⁃25⁃3p
1.00±0.10
1.02±0.15
2.56±0.25a

227.634
0.000

CyclinD1
1.10±0.11
1.12±0.11
0.40±0.05a

170.023
0.000

GST⁃π
1.12±0.11
1.15±0.12
0.35±0.04a

197.584
0.000

细胞存活
率/%

100.00±10.16
100.00±10.11
50.36±5.04a

96.072
0.000

注：NC为乳腺癌耐药细胞未做处理组；miR⁃con为空载体处理组；

miR⁃25⁃3p为miR⁃25⁃3p过表达转染处理组；CyclinD1为G1/S⁃特异性

周期蛋白⁃D1；GST⁃π为胎盘型谷胱甘肽巯基转移酶π。与miR⁃con组
比较，at=18.596，15.740，16.877，12.005，P=0.000，0.000，0.000，0.000
2.3 miR⁃25⁃3p过表达对MCF⁃7/DDP细胞顺铂的

耐药性的影响 表 3显示，与miR⁃con组比较，miR⁃
25⁃3p组MCF⁃7/DDP细胞的生长抑制率显著增加（P

＜0.05），且呈一定的剂量依赖性。这表明过表达

miR⁃25⁃3p可提高MCF⁃7/DDP细胞对顺铂敏感性。

表3 miR⁃25⁃3p过表达联合不同浓度DDP处理

对MCF⁃7/DDP细胞的生长抑制率/（%，x̄ ± s )
组别

NC
miR⁃con
miR⁃25⁃3p
F 值

P 值

DDP/（μmol/mL）
60

12.96±1.26
13.05±1.31
28.49±2.81a

192.693
0.000

120
20.01±1.58
19.46±1.56
38.49±2.43a

292.369
0.000

240
40.25±2.04
40.16±3.46
75.71±3.49a

400.713
0.000

480
56.36±3.04
53.86±3.89
88.41±6.19a

159.870
0.000

960
66.79±4.13
62.37±2.46
95.26±4.56a

195.964
0.000

注：本试验重复 9次；NC为乳腺癌耐药细胞未做处理组，miR⁃
con为空载体处理组，miR⁃25⁃3p为miR⁃25⁃3p过表达转染处理组；与

miR⁃con 组比较，t=17.050，20.628，24.486，14.873，15.787，P=0.000，
0.000，0.000，0.000，0.000，aP＜0.05
2.4 miR⁃25 ⁃3p靶向调控 GDPD5的表达 Tar⁃
getScan 软件预测显示，见图 3A，miR ⁃ 25 ⁃ 3p 和

GDPD5之间存在连续结合位点。表 4显示，当上调

miR⁃25⁃3p表达后，转染GDPD5⁃WT的3’⁃UTR报告

基因的MCF⁃7/DDP细胞的相对荧光素酶活性显著

下降（P＜0.05），而转染 GDPD5⁃MUT 的 3’⁃UTR 报

告基因的MCF⁃7/DDP细胞的相对荧光素酶活性无

显著变化（P＞0.05）。表 5显示，当上调miR⁃25⁃3p
表达后，MCF⁃7/DDP细胞GDPD5蛋白的表达量显著

降低；当下调miR⁃25⁃3p表达后，MCF⁃7/DDP细胞

GDPD5蛋白的表达量显著升高（P＜0.05）。以上结

果提示，miR⁃25⁃3p可靶向负性调控GDPD5的表达。

GDPD5-3’UTR-WT  5...CAGGAGGAAGCCAGCUGGAAUG...3’

miR-25-3P  3’ ... AGUCUGGCUCUGUUCACGUUAC ...5’

GDPD5-3’UTR-MUT 5’...CAGGAGGAAGCCAGCGUAGCGU...3’

GDPD5
a b c d

β-actin

A

B

注：GDPD5为甘油磷酸二酯酶磷酸结构域5蛋白，a为过表达空

载体处理组，b过表达转染处理组，c为低表达空载体处理组，d为

miR⁃25⁃3p低表达转染组

图3 miR⁃25⁃3p靶向GDPD5，调控GDPD5表达：A为生物信息软件预

测miR⁃25⁃3p与GDPD5靶向关系，B为蛋白质印迹法检测GDPD5蛋白

表达量

表4 miR⁃con或miR⁃25⁃3p与报告质粒共转染MCF⁃7/DDP
细胞后双荧光素酶活性检测/x̄ ± s

组别

miR⁃con
miR⁃25⁃3p
t 值

P 值

重复次数

9
9

荧光素酶活性

WT
1.01±0.11
0.35±0.05
16.387
0.000

MUT
1.03±0.11
1.00±0.10

0.605
0.553

注：miR⁃con为过表达空载体处理组,miR⁃25⁃3p为miR⁃25⁃3p过

表达转染处理组 ,WT 为 GDPD5 野生型报告质粒转染组 ,MUT 为

GDPD5突变型报告质粒转染组

2.5 过表达GDPD5可以部分逆转miR⁃25⁃3p对
MCF⁃7/DDP细胞增殖和顺铂耐药性的影响 图4、
表 6和表 7显示，与miR⁃con 组相比，miR⁃25⁃3p组

MCF⁃7/DDP细胞GDPD5、CyclinD1和GST⁃π蛋白的

表达量显著降低，细胞存活率显著降低，MCF⁃7/DDP
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表5 蛋白质印迹法检测GDPD5的表达/x̄ ± s
组别

miR⁃con
miR⁃25⁃3p
anti⁃miR⁃con
anti⁃miR⁃25⁃3p
F 值

P 值

重复次数

9
9
9
9

GDPD5
1.00±0.10
0.42±0.05a

0.95±0.09
1.55±0.15b

178.135
0.000

注：GDPD5为为甘油磷酸二酯酶磷酸结构域5蛋白，miR⁃con为

过表达空载体处理组，miR⁃25⁃3p为转染过表达miR⁃25⁃3p处理组，

anti⁃miR⁃con为低表达空载体处理组，anti⁃miR⁃25⁃3p为miR⁃25⁃3p低
表达转染组。与 miR⁃con 组比较，at=11.853，P=0.000，与 anti⁃miR⁃
con组比较，bt=12.262，P=0.000
细胞对顺铂的耐药性显著降低；与miR⁃25⁃3p+pcD⁃
NA⁃con组相比，miR⁃25⁃3p+pcDNA⁃GDPD5组MCF⁃
7/DDP细胞GDPD5、CyclinD1和GST⁃π蛋白的表达

量显著升高，细胞存活率显著升高，MCF⁃7/DDP细胞

对顺铂的耐药性显著升高（P＜0.05）。这表明miR⁃
25⁃3p通过下调GDPD5的表达提高MCF⁃7/DDP细胞

的顺铂敏感性。

GDPD5

a b c d

GyclinD1

GST-π

β-actin

注：GDPD5为甘油磷酸二酯酶磷酸结构域5蛋白，CyclinD1为G1/S
⁃特异性周期蛋白⁃D1，GST⁃π为胎盘型谷胱甘肽巯基转移酶π，a为空载体

处理组，b为过表达miR⁃25⁃3p转染组，c为miR⁃25⁃3p过表达和pcDNA⁃
con空载体共转染组,d为miR⁃25⁃3p和GDPD5过表达共转染组

图4 蛋白质印迹法检测GDPD5、CyclinD1和GST⁃π蛋白的表达

3 讨论

自从1978年顺铂首次被用于治疗睾丸癌以来，

至今已有40余年。然而，由于顺铂在恶性肿瘤中的

长期且重复使用，导致了严重的耐药性。肿瘤细胞

表6 过表达GDPD5可以部分逆转miR⁃25⁃3p对MCF⁃7/DDP
细胞增殖的抑制作用/x̄ ± s

组别

miR⁃con
miR⁃25⁃3p
miR⁃25⁃3p+

pcDNA⁃con
miR⁃25⁃3p+

pcDNA⁃GDPD5
F 值

P 值

GDPD5
1.48±0.13
0.42±0.05a

0.45±0.05

1.25±0.13b

275.814
0.000

CyclinD1
1.10±0.11
0.40±0.05a

0.42±0.05

0.91±0.09b

177.274
0.000

GST⁃π
1.13±0.12
0.38±0.04a

0.40±0.13

1.02±0.11b

126.793
0.000

细胞存活率
/%

100.00±10.01
48.24±4.82a

50.17±5.02

87.16±8.72b

109.677
0.000

注：本试验重复9次，GDPD5为甘油磷酸二酯酶磷酸结构域5蛋
白，GST⁃π为胎盘型谷胱甘肽巯基转移酶π，CyclinD1为G1/S⁃特异

性周期蛋白⁃D1，miR⁃con为空载体处理组，miR⁃25⁃3p为过表达miR⁃
25⁃3p转染组，miR⁃25⁃3p+pcDNA⁃con为过表达miR⁃25⁃3p和pcDNA⁃
con 空载体共转染组，miR⁃25⁃3p+pcDNA⁃GDPD5 为 miR⁃25⁃3p 和

GDPD5 过表达共转染组。与 miR⁃con 组比较，at=22.831，18.708，
15.000，14.651，均 P＜0.001，与 miR⁃25⁃3p+pcDNA⁃con 组比较，bt=
17.231，13.096，12.400，10.470，均P＜0.001
对顺铂的耐药主要与以下几种机制有关［11］：谷胱甘

肽（GSH）及其转移酶（GST⁃π）的过量表达对化疗药

物的解毒作用；肿瘤细胞的凋亡途径异常；肿瘤细

胞增加对胞内顺铂的泵出；减少进入肿瘤细胞内的

顺铂量。最近的研究表明，调控miRNAs的表达水

平在一定程度上可提高顺铂抗性肿瘤细胞对顺铂

的敏感性，增强顺铂的治疗效果［12⁃13］。

miR⁃25⁃3p定位于人基因组7号染色体，是miR⁃
106b⁃25簇成员之一。有研究显示，miR⁃25⁃3p在胶

质瘤组织和细胞中呈高表达，且miR⁃25⁃3p通过靶

向 FBXW7 和 DKK3 促进胶质瘤细胞的增殖和迁

移［14］。然而，miR⁃25⁃3p在舌鳞癌组织和细胞中呈

低表达，上调miR⁃25⁃3p通过抑制 cyclinD1、蛋白激

酶 B（AKT）、叉头转录因子 O1（FOXO1）等蛋白表

达，促进细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂 1A（p21）
和细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂1B（p27）蛋白表

表7 各组细胞转染条件联合不同浓度DDP处理对MCF⁃7/DDP生长抑制率的影响/（%，x̄ ± s）

组别

miR⁃con
miR⁃25⁃3p
miR⁃25⁃3p+pcDNA⁃con
miR⁃25⁃3p+pcDNA⁃GDPD5
F 值

P 值

重复次数

9
9
9
9

DDP/（μmol/mL）
60

12.46±1.21
26.13±2.06a

27.16±2.15
17.79±1.49b

140.980
0.000

120
18.56±1.53
36.18±3.01a

37.49±2.79
25.52±1.89b

128.647
0.000

240
38.25±2.61
72.13±3.89a

70.28±4.01
45.14±3.01b

228.429
0.000

480
50.35±3.88
85.26±5.26a

83.18±5.38
57.12±5.46b

112.862
0.000

960
63.79±4.96
93.26±6.01a

92.46±5.58
70.46±4.02b

76.082
0.000

注：miR⁃con为空载体处理组，miR⁃25⁃3p为过表达miR⁃25⁃3p转染组，miR⁃25⁃3p+pcDNA⁃con为过表达miR⁃25⁃3p和pcDNA⁃con空载体共转

染组，miR⁃25⁃3p+pcDNA⁃GDPD5为miR⁃25⁃3p和GDPD5过表达共转染组;与miR⁃con组比较，at=16.371，15.671，20.948，14.703，12.030，均P＜

0.001；与miR⁃25⁃3p+pcDNA⁃con组比较，bt=11.221，10.646，15.544，10.976，8.981，均P＜0.001
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达，进而抑制肿瘤细胞增殖［15］。进一步研究发现，

miR⁃25⁃3p 在顺铂耐药宫颈癌细胞中表达显著下

调，上调miR⁃25⁃3p通过靶向Sema4C抑制顺铂耐药

宫颈癌细胞异种移植瘤的生长，逆转宫颈癌顺铂耐

药细胞的EMT表型，增强对顺铂的敏感性［7］。胆碱

磷脂代谢异常是肿瘤的一个新特征，与肿瘤的发

生、发展密切相关［16］。最近的研究表明，GDPD5在

乳腺肿瘤细胞和恶性程度较高的雌激素受体阴性

乳腺癌细胞中呈过表达，沉默GDPD5可改变乳腺癌

模型体内磷脂代谢产物的分布［17］。同时，Cao等［18］

研究发现，沉默GDPD5可抑制乳腺癌细胞的增殖、

迁移和侵袭。此外，Feng等［10］研究表明，miR⁃195⁃
5p通过靶向下调GDPD5诱导结直肠癌细胞凋亡，增

加结直肠癌细胞的化学敏感性。提示miR⁃25⁃3p和

GDPD5与肿瘤细胞的耐药明显相关。

本研究结果显示，MCF⁃7/DDP细胞中miR⁃25⁃
3p的表达较对顺铂敏感的MCF⁃7细胞显著下调，

MCF⁃7/DDP细胞中GDPD5的表达较对顺铂敏感的

MCF⁃7细胞显著上调。GST⁃π是药物代谢的功能

酶，GST⁃π可加速抗肿瘤药物的降解，增加肿瘤细

胞的耐药性［19］。我们发现MCF⁃7/DDP细胞中GST⁃
π 的表达较 MCF⁃7 细胞显著上调。提示 miR⁃25⁃
3p、GDPD5 和 GST⁃π 可能参与调控 MCF⁃7 细胞对

顺铂的耐药。随后，我们用脂质体转染法上调miR⁃
25⁃3p，发现过表达 miR⁃25⁃3p 可抑制 CyclinD1 和

GST⁃π蛋白表达，抑制MCF⁃7/DDP细胞增殖，并提高MCF
⁃7/DDP细胞对顺铂敏感性。TargetScan在线预测显

示，GDPD5是miR⁃25⁃3p的潜在靶基因。同时蛋白

质印迹法和双荧光素酶实验显示，miR⁃25⁃3p可靶向

负性调控GDPD5的表达。为了进一步证实miR⁃25
⁃3p通过靶向下调GDPD5表达参与对MCF⁃7/DDP
细胞顺铂敏感性的调控，进行回复实验，发现过表

达GDPD5可以部分逆转miR⁃25⁃3p对MCF⁃7/DDP
细胞增殖、CyclinD1 和 GST⁃π 蛋白表达的抑制作

用，增强MCF⁃7/DDP细胞对顺铂的耐药性。提示，

miR⁃25⁃3p 通过靶向调控下调 GDPD5 表达抑制细

胞存活，进而降低MCF⁃7/DDP 细胞对顺铂的耐药

性。

综上所述，miR⁃25⁃3p通过靶向下调GDPD5表

达，降低MCF⁃7/DDP细胞对顺铂的耐药性。上调

miR⁃25⁃3p有望为顺铂耐药乳腺癌的治疗提供新的

思路。
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