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  【摘要】 目的 探讨 ｍｉＲ－２１ 和信号传导与转录激活因子 ３（sｉgnal transducer and actｉvator of tran-
scrｉptｉon ３， ＳＴＡＴ３） 基因在人乳腺癌 ＭＣＦ－７ 细胞中的表达， 阐明 ｍｉＲ－２１ 对 ＳＴＡＴ３ 基因的靶向作用及
其对 ＭＣＦ－７ 细胞侵袭的影响。 方法 购买并培养 ＭＣＦ－７ 细胞，采用免疫荧光法检测 ＳＴＡＴ３ 在癌细胞
中的表达。运用生物信息学方法对 ｍｉＲ－２１ 和 ＳＴＡＴ３ 基因的靶向配对关系进行预测，采用荧光素酶报告

系统鉴定； 脂质体 ２０００ 转染 ｍｉＲ－２１ 模拟物后，qＲＴ－PＣＲ 检测 ｍｉＲ－２１ 和 ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 在癌细胞中的
表达，Western blot 检测 ＳＴＡＴ３ 蛋白在癌细胞中的表达，Ｔranswell 小室检测 ＭＣＦ－７ 细胞体外的侵袭性。

结果 光镜下可见人乳腺癌 ＭＣＦ－７ 细胞成片生长， 有突起； 细胞免疫荧光法检测结果显示胞质内有

ＳＴＡＴ３ 蛋白的表达，显示红色荧光。生物信息学软件 ｍｉＲanda 和 ＴargetＳcan 显示 ｍｉＲ－２１ 和 ＳＴＡＴ３ 基因
二者靶向配对良好， 荧光素酶报告系统鉴定发现 ｍｉＲ－２１ ｍｉｍｉcs 能够抑制 ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 表达。 qＲＴ－
PＣＲ 和 Western blot 检测结果表明过表达 ｍｉＲ－２１ 能够降低 ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达。 Ｔranswell 小
室实验结果表明 ｍｉＲ－２１ 的过表达能够抑制 ＭＣＦ－７ 细胞的侵袭。 结论 ｍｉＲ－２１ 通过负性调控人乳腺
癌 ＭＣＦ－７ 细胞中 ＳＴＡＴ３ 基因的表达，进而抑制癌细胞的侵袭。

【关键词】 微小 ＲＮＡ；信号传导与转录激活因子 ３；乳腺癌 ＭＣＦ－７ 细胞；生物信息学
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【Abstract】 Obｊective Ｔo ｉdentｉfy expressｉons of ｍｉＲ－２１ and sｉgnal transducer and actｉvator of tran-
scrｉptｉon ３ （ＳＴＡＴ３） ｉn ｈuｍan breast cancer ＭＣＦ－７ cells and explore tｈe role of ｍｉＲ－２１ on cell ｉnvasｉon
wｈｉcｈ regulate expressｉon of ＳＴＡＴ３. Methods ＭＣＦ－７ cells were cultured ｉn vｉtro. Ｃell ｍorpｈology was ob-
served by pｈase contrast ｍｉcroscope and tｈe expressｉon of ＳＴＡＴ３ ｉn ＭＣＦ－７ cells was deterｍｉned by ｉｍ-
ｍunofluorescence cytocｈeｍｉstry ｍetｈod. ＭｉＲ －２１ wｈｉcｈ regulated expressｉon of ＳＴＡＴ３ was predｉcted by
bｉoｉnforｍatｉcs and ｉdentｉfｉed wｉtｈ lucｉferase assay. Ａfter transfectｉon of ｍｉＲ－２１ ｍｉｍｉcs ｉnto cells， tｈe expres-
sｉons of ｍｉＲ－２１ and ＳＴＡＴ３ were deterｍｉned by qＲＴ－PＣＲ and Western blot. Ｔｈe ｉnvasｉon of ＭＣＦ－７ cells was
detected ｉn vｉtro by transwell cｈaｍber. Results Ｔｈe ＭＣＦ－７ cell grew flakｉly wｉtｈ proｍｉnency under lｉgｈt ｍｉ-
croscope. Ｅxpressｉon of ＳＴＡＴ３ was posｉtｉve by ｉｍｍunofluorescence cytocｈeｍｉstry. ＭｉＲanda and ＴargetＳcan
sｈowed tｈat ｍｉＲ－２１ was well coｍpleｍentary wｉtｈ ＳＴＡＴ３ gene. ＭｉＲ－２１ ｍｉｍｉcs could ｉnｈｉbｉt ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ
expressｉon sｈowed by lucｉferase assay. Ｒesults of qＲＴ－PＣＲ and Western blot sｈowed tｈat over－expressｉon of
ｍｉＲ－２１ down－regulated expressｉon of ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ and proteｉn. Ｔｈe ｉnvasｉon of ＭＣＦ－７ cells was suppressed
after transfectｉon of ｍｉＲ－２１ ｍｉｍｉcs. Conclusion ＭｉＲ－２１ ｍay negatｉvely regulate ＳＴＡＴ３ expressｉon ｉn ｈu-
ｍan breast cancer ＭＣＦ－７ cells and ｉnｈｉbｉt cells ｉnvasｉon.

【Ｋey ｗords】 ｍｉＲＮＡ； Ｓｉgnal transducer and actｉvator of transcrｉptｉon ３； Breast cancer ＭＣＦ－７ cells；
Bｉoｉnforｍatｉcs
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  乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤， 其发病率呈逐
年上升趋势并呈现年轻化特点， 手术切除不仅对患
者身体造成极大地创伤， 也对女性患者造成极大地

心理负担。因此，探寻乳腺癌的发生发展机制及其新
的治疗方法在当前是迫切的。 信号传导与转录激活
因子 ３ （sｉgnal transducer and actｉvator of transcrｉptｉon
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引物名称 序列

Ｕ６ forward ５'ＣGＣＴＴＣGGＣＡGＣＡＣＡＴＡＴＡＣ３'

Ｕ６ reverse ５'ＴＴＣＡＣGＡＡＴＴＴGＣGＴGＴＣＡＴ３'

ｈsa－ｍｉＲ－２１ ５'ＴＡGＣＴＴＡＴＣＡGＡＣＴGＡＴGＴＴGＡ３'

GＡPＤＨ forward ５'ＣＣＣＣＴＴＣＡＴＴGＡＣＣＴＣＡＡＣＴ３'

GＡPＤＨ reverse ５'ＡＴGＡGＴＣＣＴＴＣＣＡＣGＡＴＡＣＣ３'

ＳＴＡＴ３ forward ５'GＣＣGGＡGＡＡＡＣＡGGＡＴGGＣＣＣＡＡ３'

ＳＴＡＴ３ reverse ５'ＣＴGＣＣGＣＡGＣＴＣＣＡＴＴGGGＡＡ３'

表 １ 引物序列

３， ＳＴＡＴ３） 是一种与酪氨酸磷酸化信号通道偶联的
功能蛋白，主要存在于线粒体中 ［１，２］。 最近研究 ［３，4］发
现 ＳＴＡＴ３ 在乳腺癌组织中异常高表达，对肿瘤的发
生发展起着重要作用。 微小 ＲＮＡ（ｍｉcroＲＮＡ， ｍｉＲ-
ＮＡ）是一类非编码 ＲＮＡ，长度大约为 ２１～２５ nt，通过
与靶基因 ｍＲＮＡ ３' 端非翻译区 （３' untranslated re-
gｉons， ３'ＵＴＲ）互补，降解目的基因并下调其表达 ［５］，
以此参与疾病发生过程中基因表达的调控。

本文研究应用生物信息学方法对 ｍｉＲ－２１ 和
ＳＴＡＴ３ 基因的靶向配对关系进行预测， 并采用荧光
素酶报告系统鉴定 ＳＴＡＴ３ 基因在乳腺癌细胞中的
表达；脂质体 ２０００ 转染 ｍｉＲ－２１ 模拟物进入人乳腺
癌 ＭＣＦ－７细胞后，qＲＴ－PＣＲ 检测 ｍｉＲ－２１ 和 ＳＴＡＴ３
ｍＲＮＡ 在癌细胞中的表达，Western blot 检测 ＳＴＡＴ３
蛋白在癌细胞中的表达， 阐明 ｍｉＲ－２１ 对 ＳＴＡＴ３ 基
因的靶向作用；Ｔranswell 小室检测癌细胞体外的侵
袭性，揭示 ｍｉＲ－２１ 对人乳腺癌 ＭＣＦ－７ 细胞生物学
行为的影响，现将结果报告如下。
１ 材料与方法

１．１ 主要仪器与试剂 ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清和
胰蛋白酶购自 Gｉbｉco 公司 ， 反转录试剂盒 、pＭＤ
１８－Ｔ 载体、ＤＮＡ 连接试剂盒、大肠杆菌 ＤＨ５α 感受
态细胞 、ＲＮＡｉso for sｍall ＲＮＡ 和 ＳＹBＲ Preｍｉx Ｅx
Ｔaq ＩＩ 购自 ＴaＫaＲa 公司 ，pｍｉrGＬＯ 质粒和 Ｄual－
Ｌucｉferase 报告系统购自 Proｍega 公司，质粒提取试
剂盒购自 Ａxygen 公司，脂质体 ２０００ 购自 Ｉnvｉtrogen
公司，ｍｉＲ－２１ ｍｉｍｉcs 购自 GenePｈarｍa 公司，兔抗人
ＳＴＡＴ３ 抗体购自 Ｓanta Ｃruｚ 公司， 人乳腺癌 ＭＣＦ－７
细胞购自上海生物细胞研究所。
１．2 ＭＣＦ－７ 细胞培养及免疫荧光检测 ＳＴＡＴ３ 表达
ＭＣＦ－７细胞接种于 ２５ cｍ２培养瓶内，孵箱中（３７ ℃、
５％ ＣＯ２）培养，每 ３ d 换一次液，细胞贴壁达到 ８０％
左右，用 ０.２５％胰酶和 ０.０２％ＥＤＴＡ 消化并传代。 取
适量细胞涂片，１０％甲醛固定后，０.１％BＳＡ 封闭 １ ｈ，
加兔抗人 ＳＴＡＴ３ 抗体， 室温孵育 １ ｈ，PBＳ 冲洗 ３
次，每次 ５ ｍｉn，二抗加 ＴＲＩＴＣ 标记山羊抗兔 ＩgG 抗
体（１∶２００），ＤＡPＩ 复染细胞核。
１．３ 生物信息学方法预测 运用 ｍｉＲＮＡ 生物信息
学软件 ｍｉＲanda（ｈttp： ／ ／ www.ｍｉcrorna.org ／ ）和 Ｔar-
getＳcan （ｈttp： ／ ／ www.targetscan.org ／ ） 对 ｍｉＲ－２１ 和
ＳＴＡＴ３ 基因的靶向配对关系进行预测。
１．４ 荧光素酶报告系统鉴定 提取 ＭＣＦ－７ 细胞的
总 ＲＮＡ 并反转录为 cＤＮＡ， 运用正向引物 ５'－ＣＣ-
GＡGＣＴＣＡＴＴＴGＴＣＣＡＣＣＡGＣＡＴＴＡ－３' 和反向引物

５' －GＣＴＣＴＡGＡＡGＣＣＡGＣＣＡGＴＡＴＴＴＴＡ －３' 扩 增
ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 的 ３'ＵＴＲ。 Ｓac Ｉ 和 Xba Ｉ 双酶切
ＳＴＡＴ３ ３'ＵＴＲ 以及 pｍｉrGＬＯ 质粒，ＤＮＡ 连接试剂盒
连接酶切片段， 构建荧光素酶报告载体 （３'ＵＴＲ－
pｍｉrGＬＯ），转化入感受态细胞中扩增，质粒提取试
剂盒提取重组质粒 。 脂质体 ２０００ 转染 ＳＴＡＴ３
３'ＵＴＲ－pｍｉrGＬＯ 以及 ｍｉＲ－２１ ｍｉｍｉcs 或对照 ｍｉＲ-
ＮＡ，Ｄual－Ｌucｉferase 报告系统检测荧光强度。
１．５ qＲＴ－PＣＲ 检测 取转染 ｍｉＲ－２１ ｍｉｍｉcs 的
ＭＣＦ－７ 细胞以及空白对照组细胞， 分别加入 Ｔrｉｚol
或 ＲＮＡｉso for sｍall ＲＮＡ（ＴaＫaＲa）提取总 ｍＲＮＡ 或
总 ｍｉＲＮＡ，运用反转录试剂盒反转录为 cＤＮＡ，稀释
后加入 ＳＹBＲ Preｍｉx Ｅx Ｔaq ＩＩ（ＴaＫaＲa）和引物（表
１），跑 4０ 个循环的 PＣＲ 反应，并对反应结果进行定
量分析。

１．６ Western blot 检测 取转染 ｍｉＲ－２１ ｍｉｍｉcs 的
ＭＣＦ－７ 细胞及对照组细胞， 分别加入 ＲＩPＡ 裂解液
充分震荡， 超声破碎， 在 4 ℃下以离心半径 ８ cｍ，
１２０００ r ／ ｍｉn 离心 ２０ ｍｉn， 采用 BＣＡ 法测定样品总
蛋白量。取 １５ μl 样品经 ＳＤＳ－PＡGＥ 分离后转膜，用
4％ BＳＡ 封闭 １ ｈ，加入兔抗人 ＳＴＡＴ３ 抗体（１∶２００），
4 ℃过夜后，滴加二抗（１∶８００），4 ℃摇床 １ ｈ 后凝胶
成像系统 ＥＣＬ 发光显影，以 β－actｉn 作为内参。
１．７ Ｔranswell 小室检测 ＭＣＦ－７ 细胞体外侵袭 将
转染 ｍｉＲ－２１ ｍｉｍｉcs 的 ＭＣＦ－７ 细胞以及空白对照
组细胞加入无血清培养基并置入 Ｔranswell 上室中，
下室加入含 １０％ ＦBＳ 的 ＲPＭＩ１６4０ 培养基，２4 ｈ 后，
取出小室，用甲醇固定小室反面细胞 ２０ ｍｉn，于结晶
紫染液中染色 １５ ｍｉn。 光镜下取 ３ 个随机视野计算
穿膜细胞数。
１．８ 统计学处理 采用 ＳPＳＳ １３.０ 统计学软件对数
据进行统计学分析，计量资料以 ｘ±ｓ 表示，两组间计
量资料的比较采用独立样本 ｔ 检验，以 Ｐ＜ ０.０５ 为差
异有统计学意义。
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图 2 荧光素酶相对活性

组别 ｍｉＲanda ＴargetＳcan

ｈsa－ｍｉＲ－２１ ３'aguuGＵＡGＵＣＡ－G－ＡＣＵＡＵＵＣGＡu５' ３'ＡGＵＵGＵＡGＵＣＡGＡＣ－－ＵＡＵＵＣGＡＵ５'

ＳＴＡＴ３ １９３０ ５'cacuＣＵＵＣＡGＵＡＣＡＵＡＡＵＡＡGＣＵu３' ５'ＡＣＵＣＵＵＣＡGＵＡＣＡＵＡＡＵＡＡGＣＵＵ３'

表 2 ｍｉＲ－２１ 与 ＳＴＡＴ３ 基因靶向配对关系

 注：Ａ：光镜下 ＭＣＦ－７ 细胞形态（１００×）；B：免疫荧光检测 ＳＴＡＴ３ 表

达（4００×）；Ｃ：ＤＡPＩ 标示细胞核（4００×）；Ｄ：融合图片（4００×）

Ａ B

Ｃ Ｄ

图 １ ＭＣＦ－７ 细胞形态学观察

2 结果

2．１ ＭＣＦ－７ 细胞培养及免疫荧光法检测 ＳＴＡＴ３ 表
达 光镜下可见人乳腺癌 ＭＣＦ－７ 细胞成片生长，有
突起，见图 １Ａ；细胞免疫荧光法检测结果显示胞质
内有 ＳＴＡＴ３ 蛋白的表达，呈红色荧光，见图 １B～Ｄ。

2．2 ｍｉＲ－２１ 和 ＳＴＡＴ３ 基因靶向配对关系 分别运
用 ＴargetＳcan 和 ｍｉＲanda 生物信息学软件对 ｍｉＲ－
２１ 和 ＳＴＡＴ３（ＮＭ＿００３１５０）基因的靶向配对关系进
行预测 ，ＴargetＳcan 显示 ｍｉＲ－２１ 在 ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ
３'ＵＴＲ 上有一个保守的靶位点，其类型为 ７ｍer－ｍ８，
匹配得分为 ９５。 ｍｉＲanda 结果表明 ｍｉＲ－２１ 与靶位
点的 ｍｉrＳVＲ 得分为－０.７６６０， 综合两个生物信息学
软件预测结果可以看出 ｍｉＲ－２１ 与 ＳＴＡＴ３ 基因配对
良好，见表 ２。
2．３ 荧光素酶报告系统鉴定结果 荧光素酶报告
系统检测结果显示，将对照组 ＳＴＡＴ３ ３'ＵＴＲ－pｍｉrG-
ＬＯ荧光素酶的表达量设为 １００％，则 ｍｉＲ－２１ ｍｉｍｉcs
能使 ＳＴＡＴ３ ３'ＵＴＲ－pｍｉrGＬＯ 的荧光素酶表达量下
降为（4６.９８±６.０１）％，二者经比较差异有统计学意义
（ｔ＝ ２.７３２，Ｐ＜ ０.０５），见图 ２。
2．４ qＲＴ－PＣＲ 检测 ｍｉＲ－２１ 和 ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 的表
达结果 将对照组 ｍｉＲ－２１ 的表达量设为 １００％，则
转染组的相对表达量是（２１.０８±７.4８）％，两者差异有
统计学意义（ｔ＝ ３.２８６，Ｐ＜ ０.０５），见图 ３a。 将对照组
ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 的表达量设为 １００％ ， 转染后发现

ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 的表达量下降至（4９.９７±８.６２）％，两者
差异有统计学意义（ｔ＝ ２.4６１，Ｐ＜ ０.０５），见图 ３b。

2．５ Western blot 检测 ＳＴＡＴ３ 蛋白的表达水平
Western blot 检 测 结 果 显 示 ，ｍｉＲ －２１ ｍｉｍｉcs 组
ＳＴＡＴ３ 蛋白相对表达量（０.4６±０.１１）较对照组（０.８３±
０.１７）明显降低，且差异具有统计学意义（ｔ＝ ２.２６９，
Ｐ＜ ０.０５）， 见图 4。 表明过表达 ｍｉＲ－２１ 能够降低
ＳＴＡＴ３ 蛋白的表达， 结合荧光素酶报告系统以及
qＲＴ－PＣＲ 检测结果， 表明 ｍｉＲ－２１ 能够靶向作用
ＳＴＡＴ３ ３'ＵＴＲ 负性调控 ＳＴＡＴ３ 基因表达。
2．６ Ｔranswell 小室检测 ｍｉＲ－２１ 抑制 ＭＣＦ－７ 细胞
的侵袭结果 Ｔranswell 小室检测 ＭＣＦ－７ 细胞的体
外侵袭能力， 发现转染组 （ｍｉｍｉcs） 的穿膜细胞数
（１９.２７±６.５4）较空白对照组 （８５.4６±１０.３５）明显降
低，差异有统计学意义（ｔ＝ 4.０９５，Ｐ＜ ０.０５），见图 ５。
３ 讨论

研究发现在非哺乳期 ＳＴＡＴ３ 能够促进乳腺的

图 ３ 转染后 ｍｉＲ－２１ 和 ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 的相对表达
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退化 ［６］， 但在癌症中 ＳＴＡＴ３ 的激活具有致瘤性 ［７］。
ＳＴＡＴ３ 基因定位于人类第 １２ 号染色体上，生理状态
下 ＳＴＡＴ３ 蛋白的激活是快速而短暂的，有利于维持
细胞正常的生理功能， 而持续性的激活可参与诱导
细胞增殖、分化以及凋亡，其下游基因伴随异常高表
达，致使癌症产生，该途径在乳腺癌中尤为突出 ［８－１０］。
大约 ７０％的乳腺癌中都有 ＳＴＡＴ３ 的激活，并且发生
在各级乳腺癌尤其是缺乏雌激素受体或孕激素受体
表达的三阴性乳腺癌［１１］。在乳腺癌中，ＳＴＡＴ３ 主要由
白介素－６（ｉnterleukｉn， ＩＬ－６）所激活，许多乳腺癌细
胞系能够产生 ＩＬ－６， 其通过 ＩＬ－６ 受体和 ＪＡＫ 激酶
信号通路以自分泌的方式激活 ＳＴＡＴ３， 进而上调增
殖、侵袭和凋亡抑制基因的表达，促进癌细胞的上皮
间质转化，改变细胞的形态以及运动潜能，对癌细胞
的生物学行为有重要影响 ［１２－１4］。 此外，除了通过酪氨
酸磷酸化激活 ＳＴＡＴ３ 之外，ＳＴＡＴ３ 也能够通过羧基
末端的丝氨酸残基被磷酸化而激活，大约 ６０％乳腺
癌 ＳＴＡＴ３ 的激活都是丝氨酸磷酸化，并与雌激素受
体阴性的肿瘤相关联。 最近有研究［１５］发现丝氨酸磷
酸化的 ＳＴＡＴ３ 可在癌细胞的线粒体中找到，通过对
线粒体功能的影响促进癌细胞的存活。

本文研究发现，光镜下可见人乳腺癌 ＭＣＦ－７ 细
胞成片生长，有突起；细胞免疫荧光检查结果显示，

胞质内有 ＳＴＡＴ３ 蛋白的表达， 显示红色荧光；qＲＴ－
PＣＲ 和 Western blot 检测结果均表明，乳腺癌 ＭＣＦ－
７ 细胞内有 ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 和蛋白的高表达， 提示
ＳＴＡＴ３ 基因与乳腺癌关系密切， 或可作为其临床诊
断指标之一。

ｍｉＲＮＡ 已被证实与乳腺癌密切相关，在癌症的
发生发展中起重要作用 ［１６］。 Wang 等［１７］研究发现，在
乳腺癌细胞中 ｍｉＲ－２０4 能够靶向调控 ＪＡＫ２ 基因的
表达， 并能够通过 ＳＴＡＴ３ ／ BＣl－２ ／ survｉvｉn 信号转导
通路诱导癌细胞凋亡。 本文研究运用生物信息学方
法对 ｍｉＲ－２１ 和 ＳＴＡＴ３ 基因的靶向配对关系进行预
测，发现二者配对关系良好，采用荧光素酶报告系统
鉴定发现 ｍｉＲ－２１ 能够抑制 ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 表达；脂
质体 ２０００ 转染 ｍｉＲ －２１ ｍｉｍｉcs 后 ，qＲＴ －PＣＲ 和
Western blot 检测结果均表明， 过表达 ｍｉＲ－２１ 能够
降低 ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达。 Ｔranswell 小室检
测结果发现过表达 ｍｉＲ－２１ 能够抑制 ＭＣＦ－７ 细胞
的侵袭能力， 提示 ｍｉＲ－２１ 通过靶向作用于 ＳＴＡＴ３
基因能够抑制乳腺癌 ＭＣＦ－７ 细胞的侵袭。由此可以
得出，ｍｉＲ－２１ 通过负性调控人乳腺癌 ＭＣＦ－７ 细胞
中 ＳＴＡＴ３ 基因的表达，进而抑制癌细胞的侵袭。 上
述研究结果与 Ｄong 等 ［１８］的研究中 ｍｉＲ－２１ 能够促
进癌细胞转移的结论相反，可能与实验对象、条件、
环境、操作者等因素都会对结果产生一定影响有关，
具体原因有待进一步研究。

综上所述，ｍｉＲ－２１ 能够通过负性调控人乳腺癌
ＭＣＦ－７ 细胞中 ＳＴＡＴ３ 基因的表达，进而抑制癌细胞
的侵袭。本文研究为深入探讨乳腺癌的发生、发展机
制及其新的治疗途径奠定了一定的基础。
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