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摘　要　为了探究ｌｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１是否会通过与组蛋白甲基化酶ＳＭＹＤ３间的相互调控对乳腺癌细胞的增殖和迁移产生
影响，采用ｓｉＲＮＡ敲低ＭＣＦ７、ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞中的内源性ＭＡＬＡＴ１后，然后应用划痕和ＭＴＴ法检测细胞迁移和
增殖情况；实时定量ＰＣＲ（ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）、免疫蛋白印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）等方法检测ｓｉＭＡＬＡＴ１对ｍｉＲＮＡ１２４、ＳＭＹＤ３及其
下游基因ｍＲＮＡ及蛋白质水平的影响。结果显示：ｓｉＲＮＡ靶向敲低ＭＡＬＡＴ１后可降低乳腺癌细胞的迁移和增殖速度，同时
抑制ＳＭＹＤ３及其下游靶基因 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、ＭＹＬ９、ＭＭＰ９、ＣＹＲ６１等的转录表达，并上调 ｍｉＲ１２４。ｍｉＲ１２４的过表达可降低
ＳＭＹＤ３在乳腺癌细胞中的表达，且ＭＡＬＡＴ１的敲低可以缓解 ｍｉＲ１２４抑制剂对 ＳＭＹＤ３蛋白质水平表达的促进作用。此
外，转染外源质粒使ＳＭＹＤ３过表达可激活ＭＡＬＡＴ１转录，反之 ｓｉＲＮＡ干扰 ＳＭＹＤ３后则会下调 ＭＡＬＡＴ１。研究结果表明：
ｌｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１可以作为ｍｉＲ１２４的ｃｅＲＮＡ调控ＳＭＹＤ３，同时ＳＭＹＤ３可反馈性激活ＭＡＬＡＴ１的转录，这一相互调控作用
将影响到乳腺癌细胞的增殖与迁移能力。
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　　乳腺癌是严重威胁女性生存的重大疾病，据
２０１８年美国肿瘤学会发表的 ＧｌｏｂａｌＣａｎｃｅｒＳｔａｔｉｓ
ｔｉｃｓ２０１８报道，在８６０万女性肿瘤中，乳腺癌的新
发率占到了２４２％，死亡率占１５０％，均高居第一
位［１］。组蛋白甲基转移酶ＳＭＹＤ３（ＳＥＴａｎｄＭＹＮＤ
ｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ３）可以特异性使 Ｈ３Ｋ４、
Ｈ４Ｋ５、Ｈ４Ｋ２０发生组蛋白甲基化［２］，并可作为转

录因子调控基因转录表达、参与信号转导过程，其

过表达在包括乳腺癌在内的多种肿瘤［２－４］中具有

关键的作用，此外，研究发现 ＳＭＹＤ３很可能对心
血管系统也有着重要的作用［５－６］。然而，目前对于

ＳＭＹＤ３的功能及调控机制还并不十分清楚。
非编码 ＲＮＡ（ｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡｓ，ｎｃＲＮＡｓ）是不

编码蛋白质的 ＲＮＡ。人们曾认为 ｎｃＲＮＡ不具有
具体生理功能，然而随着研究的深入，人们逐渐发

现ｎｃＲＮＡ在基因转录表达调控中发挥着十分重要
的作用。其中，微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是
目前被研究的最多的一类 ｎｃＲＮＡ，其最为常见的
作用机制是通过与目标 ｍＲＮＡ的３′非翻译区（３′
ＵＴＲ）结合来调节基因的表达，导致目标 ｍＲＮＡ降
解，蛋白质的翻译受到抑制。目前已经发现：ｍｉＲ
１２４可通过直接靶向 ＳＭＹＤ３ｍＲＮＡ的 ３′ＵＴＲ，在
转录后水平抑制ＳＭＹＤ３的表达［７］。

此外，另一类倍受研究者关注的 ｎｃＲＮＡ是长
度为 ２００～１０００个核苷酸的长链非编码 ＲＮＡ
（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡｓ，ｌｎｃＲＮＡｓ）［８］。ｌｎｃＲＮＡ
ＭＡＬＡＴ１（ｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ１）又称为 ＮＥＡＴ２（ｎｕｃｌｅｒａｅｎｒｉｃｈｅｄａｕｔｏ
ｓｏｍａｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ２），属于 ｌｎｃＲＮＡ家族重要成员，其
不仅在血管生成过程中［９］发挥着重要作用，而且

在肿瘤中也有十分重要关系。ＭＡＬＡＴ１在乳腺
癌［１０－１１］、肝癌［１２－１３］、胃癌［１４－１５］、舌鳞癌［１６］等恶性

肿瘤中均呈现出异常的高表达，促进肿瘤细胞的迁

移和增殖［１７］，影响肿瘤细胞耐药［１８］且与多种实体

肿瘤的不良预后相关［１９－２０］。然而，尽管 ＭＡＬＡＴ１
和ＳＭＹＤ３都与肿瘤的发生发展相关，但二者间是
否存在内在的调控关系，迄今尚属未知。鉴于此，

本课题组将对此展开分析研究。
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１１　试　剂
胎牛血清（天津康源生物技术有限公司）；ＲＰ

ＭＩ１６４０培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；ｓｉＲＮＡ和 ｍｉＲ
ＮＡｍｉｍｉｃｓ／ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（中国 Ｒｉｂｏｂｉｏ公司）；ＳＭＹＤ３
一抗（英国Ａｂｃａｍ公司）；ＧＡＰＤＨ一抗（中国优抗
公司）；荧光二抗（美国 ＬｉｃｏＲ公司）；Ｔｒｉｚｏｌ试剂、
ＭＭＬＶ逆转录试剂盒（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；
ＳＹＢＲＧＲＥＥＮ染料（德国ＤＢＩ公司）；青霉素、链霉
素、胰酶、ＭＴＴ及ＲＮａｓｅＡ（北京索莱宝科技有限公
司）。ｐｃＤＮＡ５ＴＯ／ＴＡＰＤＥＳＴＳＭＹＤ３质粒由美国
ＯＳＩ制药公司 ＫｅｎｎｅｔｈＷＦｏｒｅｍａｎ博士馈赠。
ＰＧＬ３ＭＡＬＡＴ１ｐｒｏｍｏｔｅｒ质粒由台湾国立成功大学
的ＹｉＣｈｉｎｇＷａｎｇ教授馈赠。ＰＧＬ３ＳＭＹＤ３启动子
质粒由本实验室自己构建。

１２　仪　器
ＡＢＩＳｔｅｐＯｎｅＴＭ型实时荧光定量ＰＣＲ仪（美国

ＡＢＩ公司）；Ｏｄｙｓｓｅｙ红外激光成像系统（美国 Ｌｉ
ｃｏＲＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司）。
１３　细　胞

人胃癌细胞系 ＭＧＣ８０３，人乳腺癌细胞系
ＭＣＦ７、ＭＤＡＭＢ２３１和Ｔ４７Ｄ均购自上海中科院，
并在本实验室长期保存。

&

　方　法

２１　细胞培养
人胃癌细胞系ＭＧＣ８０３，使用ＤＭＥＭ培养基；

人乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７、ＭＤＡＭＢ２３１和 Ｔ４７Ｄ细
胞使用 ＲＰＭＩ１６４０培养基，培养基中均加入１０％

５４３
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的胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、０１ｍｇ／ｍＬ链霉
素，在饱和水蒸气、５％ ＣＯ２恒温培养箱中进行
３７℃贴壁培养。待细胞汇合度达到 ７０％ ～９０％
时，采用０２５％胰酶温和消化传代。
２２　细胞转染

设计特异性干扰 ＳＭＹＤ３的 ｓｉＲＮＡ靶序列分
别为：ＳＭＹＤ３１，５′ＡＡＣＡＴＣＴＡＣＣＡＧＣＴＧＡＡＧＧＴＧ
３′；ＳＭＹＤ３２，５′ＣＡＡＧＧＡＴＧＣＴＧＡＴＡＴＧＣＴＡ３′；
ＳＭＹＤ３３，５′ＧＧＡＡＧＴＴＧＧＴＧＴＴＧＧＣＣＴＡ３′。干扰
ＭＡＬＡＴ１使用的是 ３个位点混合的 ｓｉＲＮＡ，分别
是：５′ＧＣＣＣＧＡＧＡＣＴＴＣＴＧＴＡＡＡＧ３′；５′ＧＣＡＧＣ
ＣＣＧＡＧＡＣＴＴＣＴＧＴＡ３′； ５′ＧＧＧＣＴＴＣＴＣＴＴＡＡ
ＣＡＴＴＴＡ３′。用高纯度质粒提取试剂盒提取质粒：
ｐｃＤＮＡ５ＴＯ／ＴＡＰＤＥＳＴＳＭＹＤ３、 ＰＧＬ３ＭＡＬＡＴ１
ｐｒｏｍｏｔｅｒ以及 ＰＧＬ３ＳＭＹＤ３启动子质粒。将胰蛋
白酶消化的细胞接种于６孔培养板；次日，将孔板
中换为无血清的基础培养基，用脂质体 Ｔｕｒｂｏｆｅｃｔ
进 行 对 ｓｉＲＮＡ；ｐｃＤＮＡ５ＴＯ／ＴＡＰＤＥＳＴＳＭＹＤ３、
ＰＧＬ３ＭＡＬＡＴ１ｐｒｏｍｏｔｅｒ以及 ＰＧＬ３ＳＭＹＤ３启动子
质粒；ｍｉｃｒｏＲＮＡｍｉｍｉｃｓ或 ｍｉｃｒｏＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒ进
行转染，将待转的质粒或 ｓｉＲＮＡ和脂质体按比例
预混于无血清基础培养基中，静置２０ｍｉｎ，将混合
液转移至待转染的孔板中，并补充无血清的基础培

养基至２ｍＬ，置于培养箱中培养６ｈ，然后换成ＲＰ
ＭＩ１６４０完全培养基，继续培养。
２３　ＭＴＴ法

在９６孔板中接种细胞，转染后置于 ＣＯ２培养
箱培养，并分别在相应时间，向每孔加入５ｍｇ／ｍＬ
ＭＴＴ溶液１０μＬ，避光３７℃反应４ｈ后随即弃去培
养基，加入 ＤＭＳＯ１５０μＬ溶解甲攒结晶。在酶标
仪中检测４９０ｎｍ波长下的吸收度。
２４　实时荧光ＰＣＲ（ＲｅａｌｔｉｍｅＲＣＲ）

处理过的细胞培养２４ｈ后，加入 Ｔｒｉｚｏｌ１ｍＬ，
４℃下裂解提取ＲＮＡ。取总ＲＮＡ２μｇ加入ＭＭＬＶ
及随机引物，进行逆转录得到ｃＤＮＡ，随后即可进行
ＰＣＲ。ＰＣＲ所用到的引物序列为：ＧＡＰＤＨ，上游５′
ＡＣＣＣＡＣＴＣＣＴＣＣＡＣＣＴＴＴＧＡＣ３′，下 游 ５′ＴＣＣＡＣ
ＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧ３′；ＳＭＹＤ３，上游 ５′ＣＣＣＡＧ
ＴＡＴＣＴＣＴＴＴＧＣＴＣＡＡＴＣＡＣ３′，下游５′ＡＣＴＴＣＣＡＧＴ
ＧＴＧＣＣＴＴＣＡＧＴＴＣ３′；ＭＡＬＡＴ１，上 游 ５′ＡＡＡＧ
ＣＡＡＧＧＴＣＴＣＣＣＣＡＣＡＡＧ３′，下 游 ５′ＧＧＴＣＴＧＴ
ＧＣＴＡＧＡＴＣＡＡＡＡＧＧＣＡ３′；ＭＹＬ９，上 游 ５′ＣＡＣ

ＣＣＡＣＣＡＧＡＡＧＣＣＡＡＧＡＴ３′，下游５′ＴＧＣＣＣＴＣＣＡＧ
ＧＴＡＴＴＣＧＴＣＴ３′；ＭＭＰ９， 上 游 ５′ＧＡＧＣＡＣＧ
ＧＡＧＡＣＧＧＧＴＡＴ３′，下 游 ５′ＧＧＡＣＣＡＣＡＡＣＴＣＧＴ
ＣＡＴＣＧ３′；ＣＹＲ６１，上游 ５′ＡＧＣＡＧＣＧＴＴＴＣＣＣＴＴＣ
ＴＡＣ３′，下游５′ＴＧＡＧＴＣＣＣＡＴＣＡＣＣＣＡＣＡ３′。ＰＣＲ
反应条件为：９５℃预变性１０ｍｉｎ；９５℃ １５ｓ，６０℃
１ｍｉｎ，共４０个循环，并以ΔΔＣｔ法对结果进行计算。
２５　免疫蛋白印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

细胞转染４８ｈ后，用预冷的 ＰＢＳ冲洗细胞２
～３次，加入蛋白裂解液后４℃裂解３０ｍｉｎ。细胞
刮刀刮下皿底的细胞，收集于１５ｍＬ的 ＥＰ管中。
取蛋白裂解液４０μＬ加入上样缓冲液８μＬ，漩涡
振荡后置于１００℃沸水中１０ｍｉｎ，离心备用。上
样，蛋白经ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，然后转
移到硝酸纤维素膜上。将转好的硝酸纤维素膜置

于封闭液中，室温下振荡２ｈ，然后用相应的一抗
ＳＭＹＤ３（兔抗人单克隆抗体；稀释度，１∶１０００）、
ＧＡＰＤＨ（小鼠抗人；稀释度，１∶５０００）封闭过夜。
随后，将一抗弃去，ＰＢＳ冲洗 ３次后，加入荧光二
抗：山羊抗兔抗体和山羊抗鼠抗体，孵育 ２ｈ后，
ＰＢＳ清洗３次后，使用Ｏｄｙｓｓｅｙ扫膜仪进行扫膜。
２６　荧光素酶活性检测（ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙ）

细胞接种于２４孔板中，然后置于培养箱培养
２４ｈ后，预冷 ＰＢＳ清洗２～３次，每孔加入蛋白裂
解液１００μＬ，置于冰上裂解 ３０ｍｉｎ，随后刮取细
胞，取蛋白裂解液５μＬ于考马斯亮蓝 Ｇ２５０２００
μＬ的透明孔板中，置于酶标仪于５９５ｎｍ检测蛋白
质含量，在白板中加入蛋白裂解液５０μＬ，以及荧
光底物，同样置于酶标仪进行检测。

２７　数据与统计
所有实验结果均至少重复３次，数据由Ｇｒａｐｈ

ｐａｄＰｒｉｓｍ５０进行统计分析。

$

　结果与分析

３１　敲低ＭＡＬＡＴ１会抑制乳腺癌细胞增殖和迁移
为了探讨ＭＡＬＡＴ１是否参与乳腺癌细胞的增

殖与迁移，利用 ｓｉＲＮＡ技术抑制 ＭＣＦ７和 ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞中 ＭＡＬＡＴ１内源性的表达，然后分别
应用ＭＴＴ法及划痕愈合实验于不同时间检测细胞
增殖和迁移情况。结果如图 １所示：相对于 ｓｉ
ｃｏｎｔｒｏｌ转染组，转染 ｓｉＭＡＬＡＴ１的细胞划痕愈合
速度（图 １Ａ）更加缓慢，同样的，在 ＭＣＦ７细胞
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中，相对于ｓｉｃｏｎｔｒｏｌ转染组，转染 ｓｉＭＡＬＡＴ１的细 胞增殖速度也更加缓慢（图１Ｂ）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＫｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＭＡＬＡＴ１ｂｙｓｉＲＮＡｓｉｎｈｉｂｉｔｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
ＡｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈＭＡＬＡＴ１ｓｐｅｃｉｆｉｃｓｉＲＮＡｓ（ｓｉＭＡＬＡＴＩ），ｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙａｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｓｓａｙ（Ａ），ａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒ
ａｔｉｏｎｃａｐａｃｉｔｙｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＭＴＴ（Ｂ）

３２　敲低ＭＡＬＡＴ１会抑制 ＳＭＹＤ３及其下游相关
基因的表达

为了探究 ＭＡＬＡＴ１与 ＳＭＹＤ３在乳腺癌细胞
中转录表达水平的相关性，利用特异性 ｓｉＲＮＡ敲
低ＭＡＬＡＴ１的转录表达，然后应用实时定量 ＰＣＲ、
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的方法对 ＭＡＬＡＴ１、ＳＭＹＤ３及其下游
基因的转录表达水平进行了检测。ｓｉＲＮＡ特异性
靶向敲除 ＭＡＬＡＴ１的效率，如图２Ａ所示，ｓｉＲＮＡ
成功干扰ＭＡＬＡＴ１的表达；由图２Ｂ和２Ｃ可以看
出，在 ＭＣＦ７和 ＭＤＡＭＢ２３１细胞中，ＲＮＡｉ抑制
内源性 ＭＡＬＡＴ１可使 ＳＭＹＤ３的 ｍＲＮＡ和蛋白质
水平明显下调；在人胃癌细胞系 ＭＧＣ８０３以及人
乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７、ＭＤＡＭＢ２３１、Ｔ４７Ｄ检测
ＳＭＹＤ３ｍＲＮＡ的表达，由图 ２Ｄ所示，在 ＭＣＦ７、
ＭＤＡ２３１和Ｔ４７Ｄ细胞等不同的人乳腺癌细胞系
中，ＳＭＹＤ３均显著高表达。除此以外，进一步应用
荧光素酶报告分析方法检测了在 ＭＣＦ７细胞中，
ＭＡＬＡＴ１的干扰对 ＳＭＹＤ３启动子的影响，结果显
示：ｓｉＲＮＡ特异性干扰 ＭＡＬＡＴ１后，可以使 ＳＭＹＤ３

启动子驱动下荧光素酶活性呈现出一定程度的下

调（图２Ｅ），这表明ＭＡＬＡＴ１可直接对ＳＭＹＤ３的启
动子产生一定的转录激活作用，但较为微弱。同时

实验结果也显示：在ｓｉＲＮＡ干扰ＭＡＬＡＴ１后，ＭＹＬ９、
ＭＭＰ９、ＣＹＲ６１、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ等受到ＳＭＹＤ３调控的下
游基因的转录表达也均呈现出了显著的下

降［４，２１－２２］。这些结果表明 ＳＭＹＤ３的转录表达会受
到ＭＡＬＡＴ１的调控，其中涉及到对启动子的直接转
录调控作用，但很可能同时还存在其他作用机制。

３３　ＭＡＬＡＴ１作为ｍｉＲ１２４的ｃｅＲＮＡ调控ＳＭＹＤ３
的表达

为了进一步了解 ＭＡＬＡＴ１对 ＳＭＹＤ３的调控
分子机制，使用生物信息学软件 ｓｔａｒｂａｓｅ网站（ｈｔ
ｔｐ：／／ｓｔａｒｂａｓｅｓｙｓｕｅｄｕｃｎ／ｉｎｄｅｘｐｈｐ）对与 ＭＡＬ
ＡＴ１存在结合位点的 ｍｉＲＮＡｓ进行了分析预测。
结果显示：可靶向ＳＭＹＤ３３′ＵＴＲ对ＳＭＹＤ３产生负
调控作用的 ｍｉＲ１２４同时也可以靶向与 ＭＡＬＡＴ１
结合，提示彼此间可能会存在竞争性关系（图 ３
Ａ）。进一步的ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ分析发现：在 ＭＣＦ７
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细胞中应用ｓｉＲＮＡ靶向干扰ＭＡＬＡＴ１后可使ｍｉＲ
１２４的含量增加（图３Ｂ），转染 ｍｉＲ１２４模拟物可
使ＳＭＹＤ３受到抑制，反之 ｍｉＲ１２４抑制剂则使
ＳＭＹＤ３的表达显著升高（图３Ｃ和３Ｄ），而将ＭＡＬ
ＡＴ１的ｓｉＲＮＡ和ｍｉＲ１２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ在ＭＣＦ７细胞中
进行共转染后，免疫蛋白印迹检测显示在ＭＣＦ７细

胞中ＲＮＡｉ下调ＭＡＬＡＴ１可以明显缓解ｍｉＲ１２４抑
制剂对ＳＭＹＤ３表达的促进作用（图３Ｅ）。这些结
果表明ＭＡＬＡＴ１可通过与ＳＭＹＤ３竞争ｍｉＲ１２４的
结合，从而间接调控了ＳＭＹＤ３的表达水平，即ＭＡＬ
ＡＴ１可以作为 ｍｉＲ１２４的“海绵（ｓｐｏｎｇｅ）”，以
ｃｅＲＮＡ的形式对ＳＭＹＤ３表达进行调控。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＫｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＭＡＬＡＴ１ｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＭＹＤ３ａｎｄｉｔｓｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：ＩｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＭＡＬＡＴ１ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ；Ｂ，Ｃ：ＰｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＭＹＤ３ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
ａｎｄＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ；Ｄ：ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆＳＭＹＤ３ｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌＭＧＣ８０３ｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙＲｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ；Ｅ：ＥｆｆｅｃｔｏｆＭＡＬＡＴ１ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｏｎｔｈｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＭＹＤ３ｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｐｏｒｔｅｒｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｓｓａｙｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ；Ｆ：ｍＲＮＡ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＭＹＬ９，ＭＭＰ９，ＣＹＲ６１ａｎｄＮｃａｄｈｅｒｉｎｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＭＡＬＡＴ１ａｃｔｅｄａｓａｃｏｍｐｅｔｉｎｇｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓＲＮＡ（ｃｅＲＮＡ）ｏｆｍｉＲ１２４ｔｏｒｅｇｕｌａｔｅｓｔａｒｇｅｔｇｅｎｅＳＭＹＤ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，
ｎ＝３）
Ａ：ＢｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓｏｆｍｉＲ１２４／ＭＡＬＡＴ１ａｎｄＳＭＹＤ３３′ＵＴＲ；Ｂ：ＡｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈＭＡＬＡＴ１ｓｐｅｃｉｆｉｃｓｉＲＮＡｓ，ｔｈｅｍｉＲ１２４ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＭＣＦ７ｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ；Ｃ，Ｄ：ＡｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｍｉＲ１２４ｍｉｍｉｃｓ／ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＳＭＹＤ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＣＦ７ｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｅ：ＡｆｔｅｒｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｍｉＲ１２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄＭＡＬＡＴ１ｓｉＲＮＡ，ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＳＭＹＤ３ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

８４３



第５０卷第３期　　徐曼丽，等：ＭＡＬＡＴ１通过竞争ｍｉＲ１２４上调ＳＭＹＤ３并促进乳腺癌细胞增殖与迁移

３４　ＳＭＹＤ３表达可反馈激活ＭＡＬＡＴ１转录
很多研究发现，在 ｌｎｃＲＮＡ调节基因转录中，

时常也同时存在着靶基因对 ｌｎｃＲＮＡ的反馈式调
节作用［２３］。因此，本研究进一步探讨了 ＳＭＹＤ３是
否也会影响ＭＣＦ７细胞中ＭＡＬＡＴ１的表达。首先，
如图４Ａ和 ４Ｂ，ＳＭＹＤ３的 ｓｉＲＮＡ可以成功干扰
ＳＭＹＤ３的表达。实时定量ＰＣＲ和免疫蛋白印迹分
析结果显示：相对于对照组，转染特异性 ｓｉＲＮＡ干

扰ＳＭＹＤ３后会抑制 ＭＡＬＡＴ１的转录水平（图 ４
Ｃ），反之，瞬时转染 ＳＭＹＤ３的过表达质粒则会引
起ＭＡＬＡＴ１的显著上调（图４Ｄ）。进而，为了确定
ＳＭＹＤ３对 ＭＡＬＡＴ１启动子转录活性是否存在影
响，进行了启动子荧光素酶报告基因活性检测，结

果显示ＳＭＹＤ３的过表达可以剂量依赖性的促进
ＭＡＬＡＴ１的启动子活性（图４Ｅ）。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＳＭＹＤ３ｃａｎｆｅｅｄｂａｃｋａｃｔｉｖａｔｅｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆＭＡＬＡＴ１（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ，Ｂ：ＩｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＳＭＹＤ３ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ；Ｃ，Ｄ：ＥｆｆｅｃｔＳＭＹＤ３ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｎＭＡＬＡＴ１ｍＲＮＡｌｅｖｅｌ；
Ｅ：ＥｆｆｅｃｔｏｆＳＭＹＤ３ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＭＡＬＡＴ１ｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｐｏｒｔｅｒｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｓｓａｙｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

+

　讨　论

表观遗传是指在基因的ＤＮＡ序列没有发生改
变的情况下，基因功能发生了可遗传的变化，并最

终导致了表型的变化。其中包括 ＤＮＡ修饰、
ｎｃＲＮＡ调控、组蛋白修饰等。目前发现，不同的表
观遗传修饰之间存在着错综复杂的彼此调控关系。

其中非编码ＲＮＡ调控是通过某些机制实现对基因
转录的调控，例如 ｍｉＲＮＡ可以通过结合靶基因
ｍＲＮＡ导致基因沉默，而 ｌｎｃＲＮＡ可以通过竞争性
地结合 ｍｉｃｒｏＲＮＡ，以 ｃｅＲＮＡ的形式来调节靶基因
表达［２４－２５］。

ｌｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１广泛表达于哺乳动物正常组
织，并在包括乳腺癌在内的多种肿瘤中异常表达，

虽然ＭＡＬＡＴ１不直接编码蛋白，但其对肿瘤的增
殖、凋亡、侵袭转移以及耐药等都有不同程度的影

响，发挥重要作用。如，ＭＡＬＡＴ１的内源性缺失可
以抑制宫颈癌细胞的增殖和迁移［２６］。ｈｓａｍｉＲ
１２５ｂ可以通过下调ＭＡＬＡＴ１的表达而抑制膀胱癌
的发展［２７］。ＭＡＬＡＴ１作为 ｍｉＲ１０６ｂ５ｐ的 ｃｅＲＮＡ
通过ＳＬＡＩＮ２增强微管移动性促进结直肠癌的侵
袭和转移［１７］。在口腔鳞癌中，ＭＡＬＡＴ１可能通过
调控ＥＭＴ促进的增殖和侵袭过程［２８］。在三阴性

乳腺癌中ＭＡＬＡＴ１通过靶向ｍｉＲ１２９５ｐ促进增殖
和侵袭。异常表达的 ＫＤＭ５Ｂ通过 ＭＡＬＡＴ１过表
达和下调 ｈｓａｍｉＲ４４８来促进侵袭性乳腺癌［２９］。

ＭＡＬＡＴ１通过竞争性结合 ｍｉＲ１调节 ｃｄｃ４２表达
来诱导人乳腺癌细胞的迁移和侵袭［３０］。在本研究

中显示 ＲＮＡｉ抑制 ＭＡＬＡＴ１后使乳腺癌 ＭＣＦ７和
ＭＤＡＭＢ２３１增殖和迁移能力的受到抑制，同时研
究中也发现ｓｉＲＮＡ靶向干扰ＭＡＬＡＴ１后使ＳＭＹＤ３
的ｍＲＮＡ和蛋白质水平也受到了抑制，且值得注
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意的是，ＭＡＬＡＴ１与 ＳＭＹＤ３之间的调控关系未见
报道。

ＳＭＹＤ３已被证实在乳腺癌、肝癌、结肠癌等多
种肿瘤癌组织中都有异常的高表达，而在相应的正

常组织中表达量低［２］，这与肿瘤患者的存活率密

切相关［３］。并且本课题组研究发现［３２－３３］，干扰

ＳＭＹＤ３可抑制宫颈癌细胞的增殖与迁移；ＳＭＹＤ３
的过表达可上调迁移基因 ＭＹＬ９，与 ＭＲＴＦＡ协同
促进乳腺癌发生迁移［４］。ＳＭＹＤ３通过金属蛋白酶
ＭＭＰ９的表观遗传上调促进肿瘤侵袭［２１］。ｍｉＲ
２００ｃ可能是乳腺癌细胞迁移过程中 ＳＭＹＤ３介导
通路的下游负调控因子［３４］。除此以外，ＳＭＹＤ３可
以促进乳腺癌的上皮细胞间质转化（ＥＭＴ）［２２］。由
此可见，ＳＭＹＤ３已被视为是非常有潜力的肿瘤基
因治疗及药物研发新靶点之一。在本研究中也发

现，ＭＡＬＡＴ１ｓｉＲＮＡ特异性干扰 ＭＡＬＡＴ１后，使受
ＳＭＹＤ３调控的下游相关基因（如：ＥＭＴ标志基因
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、迁移基因 ＭＹＬ９、金属蛋白酶 ＭＭＰ９
等）的表达也发生了下调。

研究表明，ｍｉＲ１２４可通过下调肝内胆管癌细
胞中ＳＭＹＤ３的表达来抑制迁移和侵袭［７］。在本

研究中发现，在乳腺癌细胞中 ＲＮＡｉ抑制 ＭＡＬＡＴ１
后促进了ｍｉＲ１２４基因水平的表达，ｍｉＲ１２４也会
影响ＳＭＹＤ３的表达，且 ｍｉＲ１２４抑制剂对 ＳＭＹＤ３
的促进作用可因 ＭＡＬＡＴ１的抑制而减弱，说明
ＭＡＬＡＴ１可能介导其中，除此以外，本研究也发现
ＳＭＹＤ３可 反 馈 激 活 ＭＡＬＡＴ１转 录，这 提 示
ＳＭＹＤ３、ＭＡＬＡＴ１、ｍｉＲ１２４三者之间很可能会通过
这种反馈式的恶性循环调节方式，加剧乳腺癌的发

展进程。本研究为乳腺癌的防治提供了一些新的

思路。
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ａｓｅＭＭＰ９［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１２，７２（３）：８１０－８２０

［２２］ＦｅｎｉｚｉａＣ，ＢｏｔｔｉｎｏＣ，ＣｏｒｂｅｔｔａＳ，ｅｔａｌ．ＳＭＹＤ３ｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｅｐｉ

ｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓ
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ｐｒｏｍｏｔｅｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｖｉａｔａｒｇｅｔｉｎｇｍｉＲ１２９５ｐｉｎ
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