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ＭｉｃｒｏＲＮＡ１０ｂ调控乳腺癌细胞生长增殖与凋亡的研究

顾　忆，李小曼，郑禄枫，杨　珏，奚　涛

（中国药科大学生命科学与技术学院，南京 ２１０００９）

摘　要　研究ＭｉｃｒｏＲＮＡ１０ｂ（ｍｉＲ１０ｂ）对乳腺癌细胞ＭＣＦ７、ＭＤＡＭＢ２３１的生长增殖和凋亡的调控作用。采用能模
拟内源ｍｉＲ１０ｂ的ｍｉＲ１０ｂ模拟物以及能特异靶向敲除内源 ｍｉＲ１０ｂ的 ｍｉＲ１０ｂ抑制剂分别转染乳腺癌细胞 ＭＣＦ７和
ＭＤＡＭＢ２３１。ＲＴＰＣＲ测定转染后细胞中ｍｉＲ１０ｂ的表达水平，ＭＴＴ检测ｍｉＲ１０ｂ对细胞增殖活力的影响，流式细胞仪检
测ｍｉＲ１０ｂ对细胞周期和凋亡的影响。生物信息学软件预测 ｍｉＲ１０ｂ潜在的靶基因，３′ＵＴＲ荧光素酶报告法验证其靶向
性，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｃａｓｐａｓｅ３、Ｐ２１的蛋白表达水平。研究证实，ｍｉＲ１０ｂ模拟物上调乳腺癌中 ｍｉＲ１０ｂ的表达水平，与对
照组相比，细胞增殖能力提高，细胞周期加速，细胞凋亡率降低；反之ｍｉＲ１０ｂ抑制剂能显著下调ｍｉＲ１０ｂ的表达，与对照组
相比，细胞增殖能力降低，细胞周期阻滞，细胞凋亡率上调。初步探讨 ｍｉＲ１０ｂ的作用机制可能是通过靶向作用于
ＴＰ５３ＩＮＰ１，抑制细胞周期与凋亡关键蛋白ｃａｓｐａｓｅ３、Ｐ２１的表达水平，从而促进乳腺癌的发生发展。
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　　乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，发病率
占女性肿瘤的第１位，每年夺走全球约５０万女性
的生命，且病死率以３％速度增长。据统计，２０１２
年乳腺癌占美国女性新确诊肿瘤的首位，占女性肿

瘤相关病死率第 ２位，严重威胁着女性的生命健
康［１－２］。随着分子生物学研究的深入，学者们期待

可以找到一个新的治疗靶点，能够从细胞或者基因

水平对乳腺癌的发生发展进行预防、诊断以及

２４２
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治疗。

ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是近年来研究的热点之
一。ｍｉＲＮＡ作为真核生物中存在的一类长度约１７
～２５个核苷酸的非编码小分子单链 ＲＮＡ，可通过
与靶ｍＲＮＡ的特异碱基配对引起靶ｍＲＮＡ的翻译
抑制或降解，调控基因转录后表达［３］，从而参与肿

瘤的生长、凋亡、侵袭以及转移等过程［４］。ｍｉＲ
１０ｂ定位于ＨＯＸ基因簇，而ＨＯＸ家族作为一类特
殊的转录调节因子，不仅维持正常组织的增殖分

化，而且在肿瘤的发生发展过程中也起到十分重要

的作用［５－６］。有研究表明，ｍｉＲ１０ｂ在多种常见恶
性肿瘤中存在异常表达［７］，Ｍａ等［８］研究发现，在

乳腺癌细胞系中，ｍｉＲ１０ｂ能通过阻遏抑癌蛋白
ＨＯＸＤ１０ｍＲＮＡ的翻译，提高细胞转移蛋白 ＲＨＯＣ
的表达水平，促进乳腺癌细胞的转移与侵袭。而

ｍｉＲ１０ｂ是否对人乳腺癌细胞的增殖、细胞周期以
及凋亡具有显著调控作用，此方面的研究尚未见

报道。

本研究在证实了 ｍｉＲ１０ｂ对乳腺癌细胞的生
长增殖与凋亡具有显著调控作用以后，利用生物信

息学软件预测到 ｍｉＲ１０ｂ的多个作用靶点并从中
进行筛选得到 ＴＰ５３ＩＮＰ１，从而对 ｍｉＲ１０ｂ靶向
ＴＰ５３ＩＮＰ１调控乳腺癌发生发展的作用机制展开了
初步研究。ＴＰ５３ＩＮＰ１最早由 Ｏｋａｍｕｒａ等［９］发现，

通过将Ｐ５３蛋白４６位丝氨酸（Ｓｅｒ４６）磷酸化从而
增强Ｐ５３蛋白的稳定性，引起一系列ｐ５３靶基因如
ｐ２１、ＰＩＧ３等基因的转录水平上调，参与调控细胞
生长以及细胞凋亡的发生，是Ｐ５３调控细胞凋亡网
络中起到关键作用的分子之一［１０－１１］。近年来的一

些研究表明，ＴＰ５３ＩＮＰ１在多种常见恶性肿瘤如乳
腺癌［１２］、胃癌［１３］、胰腺癌［１４］中显著下调甚至缺

失，提示其在肿瘤的发生发展过程中可能扮演着十

分重要的角色。

!

　材　料

１１　试　剂
ＤＭＥＭ培养基、ＲＰＭＩ１６４０培养基以及胎牛血

清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；青霉素、链霉素（上海生物
工程技术服务有限公司）；ｍｉＲ１０ｂ模拟物（ｍｉＲ
１０ｂｍｉｍｉｃｓ）和模拟物的参照物（ＭＮＣ）、ｍｉＲ１０ｂ
抑制剂（ｍｉＲ１０ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）和抑制剂的参照物
（ＩＮＣ）、ＥｚＯｍｉｃｓＴＭ ＳＹＢＲｑＰＣＲＫｉｔ（南通百奥迈科

生物技术有限公司）；转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；限制性内切酶和 Ｔ４ＤＮＡ
连接酶（立陶宛Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）；荧光素酶检测试
剂、β半乳糖苷酶检测试剂、ｐＭＩＲｒｅｐｏｒｔｅｒ报告质
粒和β半乳糖苷酶表达质粒（Ｐｒｏｍｅｇａ北京生物技
术有限公司）；ｃａｓｐａｓｅ３抗体（美国 Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ公
司）；ｐ２１单克隆抗体（沈阳万类生物科技有限公
司）；辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记二抗（北京中杉
金桥公司）。

１２　仪　器
ＰＣＲ仪、酶标仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；实时荧

光 ＰＣＲ仪（美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）；ＦＡＣＳ
Ｃａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国 ＢＤ公司）；ＣＯ２培养箱
（上海 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；电泳仪、水平电泳槽
（南京大学仪器厂）。

１３　细　胞
人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７、ＭＤＡＭＢ２３１，人胚

胎肾上皮细胞 ＨＥＫ２９３Ｔ均由中国药科大学江苏
省肿瘤发生与干预重点实验室保存。

"

　方　法

２１　细胞培养
ＭＣＦ７细胞使用ＲＰＭＩ１６４０培养基（含１００Ｕ／

ｍＬ青霉素，１００μｇ／ｍＬ链霉素）培养，ＭＤＡＭＢ２３１
和ＨＥＫ２９３Ｔ细胞使用ＤＭＥＭ培养基（含１００Ｕ／ｍＬ
青霉素，１００μｇ／ｍＬ链霉素）培养，放置于３７℃、５％
ＣＯ２饱和湿度环境的孵箱培养。
２２　细胞转染以及转染效率检测

将ＭＣＦ７和ＭＤＡＭＢ２３１细胞平均接种至６
孔板，每孔３×１０５～５×１０５个细胞。当细胞生长
至融合度到达 ５０％ ～８０％时，用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００与ＤＮＡ４μｇ或ＲＮＡ５０ｎｍｏｌ混合孵育，转染
细胞，具体操作方法参照转染试剂说明书。采用

ＲＴＰＣＲ法，提取转染４８ｈ以后的细胞的总 ＲＮＡ，
逆转录合成 ｃＤＮＡ第一链作为模板，使用 ＥｚＯｍｉｃｓ
ＳＹＢＲｑＰＣＲＫｉｔｓ试剂盒来扩增目的基因，实验结
果利用 ２－ΔΔＣｔ进行计算。
２３　ＭＴＴ法检测细胞增殖能力

将转染８～１２ｈ后的细胞，经胰酶消化后，按
每孔５×１０３个细胞，将单细胞悬液 ２００μＬ加入
９６孔板，边缘加入 ＰＢＳ防止出现边缘效应。每组
设立５～１０个复孔，置于３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度
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环境下分别培养１２，２４，４８，７２ｈ。取出９６孔板，每
孔加入ＭＴＴ２０μＬ，培养３～４ｈ后取出９６孔板并
将各孔中上清液吸出，向其中加入二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ）１５０μＬ，轻轻拍打使底部晶体溶解，酶标
仪检测并绘制生长曲线。

２４　流式细胞仪检测细胞周期及凋亡率
各组转染４８ｈ后的细胞经 ０２５％胰酶消化

后，离心收集细胞并用 ＰＢＳ洗涤２次，按照凋亡检
测试剂盒操作步骤处理细胞，并用流式细胞仪检测

细胞凋亡率。７０％预冷乙醇将收集下来的细胞
４℃固定过夜，用流式细胞仪检测细胞周期。
２５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｍｉＲ１０ｂ对 ｃａｓｐａｓｅ３、ｐ２１
蛋白表达水平的改变

收集转染 ４８ｈ后的细胞，利用蛋白裂解液
（ＲＩＰＡ）冰上裂解３０ｍｉｎ，蛋白定量后取蛋白样品
５０μｇ进行１２％ＳＤＳＰＡＧＥ，湿转法将凝胶中蛋白
质转移到 ＰＶＤＦ膜上，ＰＶＤＦ膜用５％的牛奶室温
封闭 ２ｈ后，分别加入兔抗人 ｃａｓｐａｓｅ３单抗
（１∶１０００稀释）、兔抗人ｐ２１单抗（１∶１０００稀释），放
置于４℃过夜孵育，然后用 ＴＢＳＴ洗膜３次，每次
１０～１５ｍｉｎ。分别加入 ＨＲＰ标记的羊抗兔 ＩｇＧ
（１∶５０００稀释），３７℃孵育１ｈ，ＥＣＬ发光液显影。
２６　荧光素酶报告法验证 ｍｉＲ１０ｂ与 ＴＰ５３ＩＮＰ１
的靶向性

根据靶点预测软件 ｍｉｃｒｏＲＮＡｏｒｇ预测 ｍｉＲ
１０ｂ的结合位点，设计并合成野生型和突变型
ＴＰ５３ＩＮＰ１的３′ＵＴＲ基因片段并引入ｐＭＩＲｒｅｐｏｒｔｅｒ
中，合成序列如下（划线部分为 ｍｉＲ１０ｂ结合位
点）：野生型上下游引物分别为 ５′ＣＴＡＧＴＡ
ＡＴＣＴＴＴＴＡＡＧＣＡＡＧＣＡＡＡＡＡＴＴＴＡＴＴＣＴＣＡＧＧＧＴ
ＣＡＧＣＴＧＴＡＣＡＣＴＴＴＡＴＴＡ３′和 ５′ＡＧＣＴＴＡＡＴＡ
ＡＡＧＴＧＴＡＣＡＧＣＴＧＡＣＣＣＴＧＡＧＡＡＴＡＡＡＴＴＴＴＴ
ＧＣＴＴＧＣＴＴＡＡＡＡＧＡＴＴＡ３′；突变型上下游引物分
别为 ５′ＣＴＡＧＴＡＡＴＣＴＴＴＴＡＡＧＣＡＡＧＣＡＡＧＧＧＡＡＡ
ＣＡＡＧＡＧＴＣＣＣＡＣＡＧＣＴＧＴＡＣＡＣＴＴＴＡＴＴＡ３′和 ５′
ＡＧＣＴＴＡＡＴＡＡＡＧＴＧＴＡＣＡＧＣＴＧＴＧＧＧＡＣＴＣＴＴＧＴＴ
ＴＣＣＣＴＴＧＣＴＴＧＣＴＴＡＡＡＡＧＡＴＴＡ３′。

引物退火后，通过限制性内切酶酶切及Ｔ４ＤＮＡ
连接酶连接，把目的片段插入到ｐＭＩＲｒｅｐｏｒｔｅｒ荧光
素酶报告质粒中。测序验证构建成功后，将构建好

的荧光素酶报告质粒野生型、突变型分别与 ｍｉＲ
１０ｂ模拟物或其阴性对照（ＭＮＣ）及 β半乳糖苷酶

表达质粒（βｇａｌ）共转染 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞。待转染
４８ｈ后收集且裂解细胞，使用荧光素酶检测系统
以及β半乳糖苷酶检测系统，检测荧光素酶和 β
半乳糖苷酶活性，最后计算各样品的相对荧光素酶

活力水平。

２７　数据统计和处理
结果先采用 ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ检验各组之间

差异，随后进行 ｔ检验分析，Ｐ＜００５代表具有显
著性差异，Ｐ＜００１代表具有统计学极显著差异。

#

　结　果

３１　转染ｍｉＲ１０ｂ模拟物或ｍｉＲ１０ｂ抑制剂对乳
腺癌细胞中ｍｉＲ１０ｂ表达量的影响

ＲＴＰＣＲ结果显示，在乳腺癌细胞 ＭＣＦ７、
ＭＤＡＭＢ２３１中，转染了ｍｉＲ１０ｂ模拟物组与对照
组比较，前者的 ｍｉＲ１０ｂ表达量显著上调（图１）；
转染ｍｉＲ１０ｂ抑制剂组与对照组组比较，前者的
ｍｉＲ１０ｂ表达量显著下调（图 ２）。因此，ｍｉＲ１０ｂ
模拟物和ｍｉＲ１０ｂ抑制剂能分别显著上调和下调
乳腺癌细胞中 ｍｉＲ１０ｂ的表达水平，是研究 ｍｉＲ
１０ｂ功能的有效工具。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡ１０ｂ（ｍｉＲ１０ｂ）ｉｎＭＣＦ７ａｎｄＭＤＡ
ＭＢ２３１ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
ＭＮＣ：Ｍｉｎｉｃｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１０ｂｉｎＭＣＦ７ａｎｄＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓ
ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ１０ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
ＩＮＣ：Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
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３２　上调ｍｉＲ１０ｂ对乳腺癌细胞增殖能力的影响
ＭＴＴ法检测转染 ｍｉＲ１０ｂ模拟物对于乳腺癌

细胞ＭＣＦ７、ＭＤＡＭＢ２３１增殖能力的影响，流式
细胞术检测细胞周期与凋亡率的改变。ＭＴＴ结果
显示，在ＭＣＦ７和ＭＤＡＭＢ２３１中，通过转染ｍｉＲ
１０ｂ模拟物上调ｍｉＲ１０ｂ的表达，能显著促进细胞
增殖（图３、图４），促进细胞周期进行（图５、图６），
凋亡结果显示上调 ｍｉＲ１０ｂ的表达可抑制细胞凋
亡发生（图７）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ检测细胞周期与凋亡
通路中的关键蛋白 ｃａｓｐａｓｅ３和 ｐ２１，并使用 Ｑｕａｎ
ｔｉｔｙＯｎｅ软件进行图像分析，发现随着 ｍｉＲ１０ｂ表
达量上升，ｃａｓｐａｓｅ３的激活型以及 ｐ２１蛋白表达
量都显著下调（图８），这些结果一致证明 ｍｉＲ１０ｂ
具有促进乳腺癌细胞生长增殖，抑制乳腺癌细胞凋

亡的作用。

３３　下调ｍｉＲ１０ｂ对乳腺癌细胞增殖能力的影响
同样应用ＭＴＴ法检测ｍｉＲ１０ｂ表达水平下调

对该两株乳腺癌细胞增殖能力的影响，流式细胞术

检测细胞周期与凋亡率的变化。ＭＴＴ和细胞周期
结果显示，在ＭＣＦ７和ＭＤＡＭＢ２３１中，通过转染
ｍｉＲ１０抑制剂下调 ｍｉＲ１０ｂ的表达，能显著抑制
细胞生长增殖（图 ９），造成乳腺癌细胞 Ｓ期阻滞
（图１０、图１１）。凋亡结果显示下调 ｍｉＲ１０ｂ的表
达可促进细胞凋亡发生（图１２）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ检
测细胞周期与凋亡通路中的关键蛋白 ｃａｓｐａｓｅ３和
ｐ２１，发现随着ｍｉＲ１０ｂ表达量下调，ｃａｓｐａｓｅ３的激
活型以及ｐ２１蛋白表达量都显著上调（图１３），这
些结果证明下调 ｍｉＲ１０ｂ能抑制乳腺癌细胞生长
增殖，促进细胞凋亡。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＣｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｍｉＲ
１０ｂｍｉｍｉｃｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｔｉｍｅｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＣｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
ｗｉｔｈｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｔｉｍｅｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ（ＦＣＭ）ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＭＣＦ７ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃｓ，ａｎｄａｖｅｒａｇｅｏｆＧ１，Ｓ，ａｎｄＧ２／Ｍｐｈａｓｅｐｏｐ
ｕｌａｔｉｏｎｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＦＣＭａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＭＤＡＭＢ２３１ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃｓ，ａｎｄａｖｅｒａｇｅｏｆＧ１，Ｓ，ａｎｄＧ２／Ｍｐｈａｓｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
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Ｆｉｇｕｒｅ７　ＣｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＭＣＦ７ａｎｄＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇｕｒｅ８　Ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃａｓｐａｓｅ３ａｎｄｐ２１ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）

—■— ＩＮＣ；—●— ｍｉＲ１０ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
Ｆｉｇｕｒｅ９　ＣｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＣＦ７（Ａ）ａｎｄＭＤＡＭＢ２３１（Ｂ）ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｍｉＲ１０ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｔｉｍｅｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇｕｒｅ１０　ＦＣＭａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＭＣＦ７ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｍｉＲ１０ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ａｎｄａｖｅｒａｇｅｏｆＧ１，Ｓ，ａｎｄＧ２／Ｍｐｈａｓｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ（珋ｘ±ｓ，
ｎ＝３）
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Ｆｉｇｕｒｅ１１　ＦＣＭａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＭＤＡＭＢ２３１ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｍｉＲ１０ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ａｎｄａｖｅｒａｇｅｏｆＧ１，ＳａｎｄＧ２／Ｍｐｈａｓｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇｕｒｅ１２　ＣｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＭＣＦ７ａｎｄＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｍｉＲ１０ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇｕｒｅ１３　Ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃａｓｐａｓｅ３ａｎｄｐ２１ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｍｉＲ１０ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）

３４　ｍｉＲ１０ｂ与ＴＰ５３ＩＮＰ１的靶向性验证
为了进一步研究 ｍｉＲ１０ｂ对乳腺癌细胞增殖

和凋亡的作用机制，通过 ｍｉｃｒｏＲＮＡｏｒｇ、ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ
等一系列靶点预测工具，筛选得到 ＴＰ５３ＩＮＰ１这个
与ｐ５３联系密切的基因，并根据结合位点设计荧光
素酶报告质粒的插入序列。荧光素酶报告法结果

显示，与 ＮＣ 组 相 比，ｍｉＲ１０ｂ可 显 著 抑 制
ＴＰ５３ＩＮＰ１野生型３′ＵＴＲ的荧光素酶活性，但是对
种子序列突变型３′ＵＴＲ的荧光素酶活性没有明显
抑制作用（图 １４）。在乳腺癌细胞 ＭＣＦ７以及
ＭＤＡＭＢ２３１中上调和下调 ｍｉＲ１０ｂ的表达量对
ＴＰ５３ＩＮＰ１的ｍＲＮＡ水平起到相反的调控作用（图
１５、图１６）。这些结果首次提出并证明了 ｍｉＲ１０ｂ
能够靶向作用于 ＴＰ５３ＩＮＰ１，在转录水平抑制靶基
因的表达，从而促进乳腺癌的发生发展。

Ｆｉｇｕｒｅ１４　ｍｉＲ１０ｂｄｉｒｅｃｔｌｙｔａｒｇｅｔｉｎｇ３′ＵＴＲｏｆＴＰ５３ＩＮＰ１（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
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%

　讨　论

ＭｉｃｒｏＲＮＡ是一类近年来发现的短序列、非编
码、具调控功能的单链小分子 ＲＮＡ，在恶性肿瘤的
发生发展过程中发挥着癌基因或抑癌基因的作

用［１５－１６］。研究发现ｍｉＲ１０ｂ表达上调可促进乳腺
癌的侵袭和转移，异位表达的ｍｉＲ１０ｂ可将体内无
侵袭性的乳腺癌细胞获得其侵袭能力［１７］。本研究

将ｍｉＲ１０ｂ模拟物和 ｍｉＲ１０ｂ抑制剂分别转染
ＭＣＦ７、ＭＤＡＭＢ２３１细胞，首次验证了 ｍｉＲ１０ｂ
能够增加乳腺癌细胞的增殖活性，促进细胞周期进

行并且抑制细胞凋亡，并对细胞周期与凋亡通路中

的关键蛋白 ｃａｓｐａｓｅ３［１８］、ｐ２１具有显著的下调作
用，这些研究结果表明ｍｉＲ１０ｂ在乳腺癌的发生发
展中扮演了类似癌基因的调控角色，对乳腺癌的诊

断与治疗有着重要的研究价值。

为了进一步探索 ｍｉＲ１０ｂ调控乳腺癌细胞生
物学行为的作用机制，利用生物信息学预测软件

筛选得到 ＴＰ５３ＩＮＰ１这个细胞周期监测点 ｐ５３的
靶基因［１９］。近年来研究发现，ＴＰ５３ＩＮＰ１能够受
到多种 ｍｉＲＮＡ的调控［２０－２１］，参与肿瘤的增殖、迁

移［２２］、凋亡、分化［２３］等过程，同时也与肿瘤化学

耐药性相关［２４］。本研究首次证明了 ｍｉＲ１０ｂ靶
向作用于 ＴＰ５３ＩＮＰ１，在转录水平抑制其表达。而
由于 ｍｉＲＮＡ的调节是一个十分复杂而庞大的网
络，ｍｉＲ１０ｂ可以调节多个靶基因，ＴＰ５３ＩＮＰ１作
为一个靶基因，也可能同时受到多个ｍｉＲＮＡ的调
控，ｍｉＲ１０ｂ在乳腺癌发生发展的过程中更多的
功能和作用机制尚需进一步研究阐明。２０１１年
Ｐａｎｄｏｌｆｉ提出了竞争性内源 ＲＮＡ假说（ｃｏｍｐｅｔｉｎｇ
ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓＲＮＡ，ｃｅＲＮＡ假说），解释了各靶点之
间如何通过 ｍｉｃｒｏＲＮＡ反应元件（ＭＲＥ）进行“对
话”，并 且 通 过 一 系 列 实 验 验 证 了 这 个 假

说［２５－２７］。相信随着研究的深入，ｍｉｃｒｏＲＮＡ与疾
病的发生发展关系将进一步得到明确，其参与形

成的调控作用网络在疾病的诊断和治疗中也将

提供新的研究思路。
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·校园信息·

中国药科大学与企业合作开发的抗血栓一类新药获得临床批件

近日，由中国药科大学与江苏威凯尔医药科技有限公司联合申报的化药１．１类抗血栓新药“维卡格雷片”（Ｖｉｃａｇｒｅｌ
Ｔａｂｌｅｔｓ）一次性获得了国家食品药品监督管理总局颁发的Ｉ至ＩＩＩ期药物临床试验批件（批件号：２０１５Ｌ００５３９等）。

维卡格雷是由中国药科大学药物科学研究院“长江学者”特聘教授孙宏斌课题组开发研制、并与江苏威凯尔医药科

技有限公司通过产学研合作共同开发的抗血小板聚集新药。临床前研究表明，维卡格雷与临床上广泛使用的抗血栓药

氯吡格雷的活性代谢物及作用机制相同，但有所不同的是，维卡格雷的关键代谢激活步骤是在肠道中进行，因而可避开

氯吡格雷的肝脏ＣＹＰ２Ｃ１９代谢激活途径，进而可防止ＣＹＰ２Ｃ１９弱代谢患者的药物抵抗及其诱发的支架内血栓形成等
血栓性心血管事件。维卡格雷除了可适用于ＣＹＰ２Ｃ１９弱代谢患者外，也可适用于ＣＹＰ２Ｃ１９正常代谢患者，且具有起效
快、剂量低和副作用小的特点。部分前期研究结果发表在 ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｅｄｉｃｉｎａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ（２０１２），并获 Ｎａｔｕｒｅ旗下刊物
ＳｃｉＢＸ的重点报道。

该项目获得了“十二五”国家“重大新药创制”科技重大专项等基金的资助。参与临床前研究的单位还包括中国科

学院上海药物研究所、国家上海新药安全评价研究中心和山东大学药学院等。这是中国药科大学与企业进行产学研合

作及多个单位协同创新开发新药的又一范例。

据悉，项目团队计划在今年６月份正式启动维卡格雷的Ⅰ期临床试验。

（本刊编辑部）
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