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　　摘　要：目的　验证在乳腺癌上皮细胞系中，ｍｉＲ２１７通过直接作用于ＤＮＭＴ１３′ＵＴＲ调控ＤＮＭＴ１表达，为后期动物实验

和临床试验提供实验基础。方法　利用瞬时转染技术，在对应细胞系中，过表达、抑制 ｍｉＲ２１７，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各实验组中

ＤＮＭＴ１蛋白表达，并用含有ｍｉＲ２１７野生型及突变型识别位点的ＤＮＭＴ１３′ＵＴＲ载体质粒分别转染２９３Ｔ细胞，检测相对荧光

素酶活性改变。结果　过表达 ｍｉＲ２１７，ＤＮＭＴ１表达下降；抑制 ｍｉＲ２１７，ＤＮＭＴ１表达增高；双荧光素酶检测实验，ＤＮＭＴ１

ＵＴＲＷＴ的相对荧光素酶活性显著低于ＤＮＭＴ１ＵＴＲＭＵＴ，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　在乳腺癌上皮细胞系中，

ｍｉＲ２１７对ＤＮＭＴ１表达具有调控作用，且ｍｉＲ２１７通过直接作用于ＤＮＭＴ１３′ＵＴＲ调控ＤＮＭＴ１表达。
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　　乳腺癌的发生、发展是一个多因素、多阶段的过程，其中组

蛋白甲基化及 ＤＮＡ甲基化等变化发挥了重要作用
［１２］。人

ＤＮＭＴ１（ＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１）定位于１９ｐ１３．２２ｐ１３．３，是

人体内最重要的甲基转移酶，维系着新合成的ＤＮＡ子链的甲

基化［３］，在肿瘤细胞中，抑癌基因的高度甲基化、细胞的异常增

殖分化等均与ＤＮＭＴ１活性增高有关。相关研究中曾利用经

典分子生物学方法，结合慢病毒ｌｅｎｔｉｍｉＲＮＡｓ文库筛选出了

包涵ｍｉＲ２１７在内的１７个靶向 ＥＺＨ２的 ｍｉＲＮＡｓ，ｍｉＲａｎｄａ

软件预测得到ＤＮＭＴ１是 ｍｉＲ２１７的靶基因
［４］。本研究通过

实时定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和双荧光素酶报告基

因等一系列实验方法，研究乳腺癌上皮细胞系中 ｍｉＲ２１７与

ＤＮＭＴ１之间的作用机制，为 ｍｉＲ２１７可能作为乳腺癌潜在治

疗靶点的体外实验研究提供实验基础。

１　材料与方法

１．１　材料　人正常乳腺上皮细胞系 ＨＢＬ１００，乳腺癌上皮细

胞系 ＭＣＦ７、ＭＤＡＭＢ２３１及人胚肾细胞２９３Ｔ均购自上海

中科院；杭州吉诺生物医药技术有限公司的ＤＭＥＭ 高糖培养

液 （ＧＮＭ１２８００）、胰 酶 （ＧＮＭ２７２５０）、青链 霉 素 溶 液

（ＧＮＭ１５１４０）、胎牛血清（ＧＩＢＣＯ１６００００４４）；ＴＲＩｇｏｌ试剂（北

京鼎国生物 ＮＥＰ０１９）；逆转录试剂盒（ＴａＫａＲａＤＲＲ０３７Ａ）；

ＲＴＰＣＲ仪（ＳＬＡＮ９６Ｐ）；ＲＴＰＣＲ用２×Ｍｉｘ、ＳｙｂｅｒＧｒｅｅｎ染

料、Ｍｇ
２＋（上海水源生物科技有限公司）；ＤＮＭＴ１，１８ｓ、Ｕ６引

物（上海捷瑞生物工程有限公司合成）；５×蛋白裂解液（碧云天

Ｐ００１３）；一抗 ＤＮＭＴ１（Ｐｒｏｍｅｇａｂａｓ０５８６）、βａｃｔｉｎ（碧云天

ＡＡ１２８）；二抗羊抗鼠（碧云天 Ａ０２１６）；免疫印迹凝胶配置试剂

（上海水源生物科技有限公司）；免疫印迹配胶、电泳、电转装置
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（ＢｉｏＲａｄ１６５８００１）；ＤＡＢ辣根过氧化物酶显色试剂盒（碧云天

Ｐ０２０３）；转染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔｅｒ（碧云天Ｃ０５１６）；ｍｉＲ２１７检测试剂

盒 （ＧｅｎｅＰｈａｒｍａ ＱＰＭ０１０）、ｍｉＲ２１７ ｍｉｎｉｃｓ（ＧｅｎｅＰｈａｒｍａ

Ｇ０４００３）、ｍｉＲ２１７ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ＧｅｎｅＰｈａｒｍａＧ０４００３）、ｓｉＲＮＡｍａｔｅ

（ＧｅｎｅＰｈａｒｍａＧ０４００３）；ｐｓｉＣＨＥＣＫＴＭ２双荧光素酶载体（Ｐｒｏ

ｍｅｇａＣ８０２Ａ）；双荧光素酶检测试剂盒（ＰｒｏｍｅｇａＥ１９１０）。

１．２　方法

１．２．１　ＲＴＰＣＲ　Ｔｒｉｚｏｌ法提取对数生长期的单层培养细胞

总ＲＮＡ，用逆转录试剂盒将总ＲＮＡ逆转录合成ｃＤＮＡ，进行

ＲＴＰＣＲ。ＤＮＭＴ１引物序列：５′ＡＧＣＣＧＡＧＣＧＡＧＣＣＡＧ

ＡＧＡＴＡＧ ＡＧＡ３′（上游），５′ＴＧＴ ＧＧＡ ＧＣＣ ＧＧＧ ＧＴＴ

ＧＴＴＣＡＧ３′（下游）；扩增产物１７９ｂｐ。反应条件：９４℃预变

性３ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３５

个循环。ｍｉＲ２１７引物序列：５′ＴＡＣＴＣＡ ＡＣＴＣＡＣＴＡＣ

ＴＧＣＡＴＣＡＧＧＡ３′（上游），５′ＴＡＴＧＧＴＴＧＴＴＣＴＧＣＴ

ＣＴＣＴＧＴＧＴＣ３′（下游）；扩增产物８４ｂｐ。反应条件：９５℃

预变性３ｍｉｎ，９５℃变性１２ｓ，６０℃退火、延伸２０ｓ，共４０个循

环。ＰＣＲ总反应体系（３０μＬ）：２×Ｍｉｘ１５μＬ，引物（目的基因／

内参基因）Ｐ３、Ｐ５各０．５μＬ，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ０．５μＬ，Ｍｇ
２＋２μＬ，

ｃＤＮＡ模板２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ９．５μＬ。实验重复２次，由ＰＣＲ反

应曲线得到域值循环数（Ｃｔ），以１８Ｓ或 Ｕ６作为内参照，计算

基因相对表达量。

１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　将收集的细胞加入１００μＬ５×蛋白裂

解液，摇床上冰浴裂解１５ｍｉｎ，再加２５μＬ蛋白ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ

颠倒混匀，１００℃干浴锅煮１０ｍｉｎ，室温冷却后，４℃保存待

用。每泳道２０μＬ蛋白样品进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺

凝胶 （ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳，转硝酸纤维素 （ＮＣ）膜，鼠 抗 人

ＤＮＭＴ１（１∶３００）过夜，二抗羊抗鼠（１∶３００）室温孵育３ｈ，暗

室中利用ＤＡＢ辣根过氧化物酶显色试剂盒进行显色。以β肌

动蛋白（βａｃｔｉｎ）作为参照。蛋白表达定量由ＬａｕｎｃｈＳｅｎｓｉａｎ

ｓｙｓ软件进行灰度分析获得。

１．２．３　ｍｉＲ２１７的靶基因预测　应用 ＤＩＡＮＡｍｉｃｒｏＴ、ｍｉ

Ｒａｎｄａ、ＰｉｃＴａｒ、ＴａｒｇｅｔＳｃａｎｓ软件共同预测ｍｉＲ２１７的靶基因。

１．２．４　ｍｉＲ２１７过表达与抑制实验　细胞以２×１０
５ 个／孔接

种于６孔培养板中，将１０ｎｍｏｌ／Ｌ的 ｍｉＲ２１７ｍｉｎｉｃｓ（实验组）

及ｍｉＲ２１７ｍｉｎｉｃｓｃｏｎｔｒｏｌ（对照组）转染到低表达 ｍｉＲ２１７的

ＭＤＡＭＢ２３１细胞中。５０ｎｍｏｌ／Ｌ的ｍｉＲ２１７ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（实验

组）及ｍｉＲ２１７ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌ（对照组）转染到高表达 ｍｉＲ

２１７的ＨＢＬ１００细胞中。采用ｓｉＲＮＡＭａｔｅＴＭ试剂转染ＲＮＡ，

３７℃，ＣＯ２ 培养箱孵育４８ｈ后收集细胞。

１．２．５　双荧光素酶检测实验　将含有野生型ｍｉＲ２１７识别位

点的３６１ｂｐ的ＤＮＭＴ１３′ＵＴＲ（ＤＮＭＴ１ＵＴＲＷＴ）进行ＰＣＲ

扩增，反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，６０℃退火

３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３０个循环。将ＰＣＲ产物亚克隆于ｐｓｉ

ＣＨＥＣＫＴＭ２双荧光素酶载体上（海肾荧光素酶位于插入片

段的上游，萤火虫荧光素酶位于插入片段的下游）。应用ＮＣＢＩ

ＢＬＡＳＴ比对，ｍｉＲ２１７与ＤＮＭＴ１３′ＵＴＲ有７个连续的互补

配对碱基，使这７个碱基发生突变（图１），构建含有 ｍｉＲ２１７

突变位点的ｐｓｉＣＨＥＣＫＴＭ２载体，即 ＤＮＭＴ１ＵＴＲＭＵＴ。

利用转染试剂ＬｉｐｏｆｅｃｔｅｒＣ０５１６将１μｇ的质粒和５０ｎｍｏｌ／Ｌ

的ｍｉＲ２１７ｍｉｎｉｃｓ转染到２９３Ｔ细胞中。３７℃下ＣＯ２ 培养箱

孵育４８ｈ后裂解细胞，进行荧光素酶活性检测。相对荧光素

酶活性由海肾／萤火虫得到。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件。数据用狓±狊表

示，用狋检验进行比较。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ｍｉＲ２１７在乳腺上皮细胞系中的转录与表达　ＲＴＰＣＲ

结果显示，与正常乳腺上皮细胞系 ＨＢＬ１００（相对表达量为

０．３１４５）比较，ｍｉＲ２１７在乳腺癌上皮细胞系 ＭＣＦ７（相对表

达量为０．００２６）和 ＭＤＡＭＢ２３１（相对表达量为０．０００６）中

显著低表达，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．２　过表达和抑制 ｍｉＲ２１７对 ＤＮＭＴ１表达影响　应用

ＤＩＡＮＡｍｉｃｒｏＴ、ｍｉＲａｎｄａ、ＰｉｃＴａｒ、ＴａｒｇｅｔＳｃａｎｓ软件共同预测

ｍｉＲ２１７靶基因，结果 ｍｉＲａｎｄａ软件预测得到 ＤＮＭＴ１是

ｍｉＲ２１７的靶基因。ＭＤＡＭＢ２３１细胞转染 ｍｉＲ２１７ｍｉｎｉｃｓ

后，实验组ｍｉＲ２１７相对表达量（１７９．０１）是对照组相对表达量

（８．２６）的２１．６７倍；与对照组相比，实验组ＤＮＭＴ１蛋白表达

量下降了９９．９５％（图２）。ＨＢＬ１００细胞转染 ｍｉＲ２１７ｉｎｈｉｂｉ

ｔｏｒ后，与对照组相对表达量（０．１６）相比，实验组 ｍｉＲ２１７相对

表达量（２．４９）下降了８５．６５％，ＤＮＭＴ１蛋白表达量增加了

７０％（图３）。

图１　　ｍｉＲ２１７与ＤＮＭＴ１３′ＵＴＲ的７个连续互补配对碱基

图２　　转染后４８ｈＭＤＡＭＢ２３１细胞中

ＤＮＭＴ１蛋白表达情况

图３　　转染后４８ｈＨＢＬ１００细胞中ＤＮＭＴ１蛋白表达情况

２．３　双荧光素酶报告系统验证ｍｉＲ２１７对ＤＮＭＴ１靶向调控

作用　双荧光素酶报告实验结果显示，２９３Ｔ细胞分别转染

ＤＮＭＴ１ＵＴＲＷＴ和ＤＮＭＴ１ＵＴＲＭＵＴ载体４８ｈ后，野生

型ＤＮＭＴ１ＵＴＲＷＴ的相对荧光素酶活性是３．４２５ＲＬＵ，突

变型 ＤＮＭＴ１ＵＴＲＭＵＴ 的相对荧光素酶活性是 ５．５４３

ＲＬＵ，两者相比，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

研究表明，ｍｉＲＮＡｓ通过与ＤＮＭＴ１的３′ＵＴＲ结合来调

节ＤＮＭＴ１表达，如ｍｉＲ１５２、ｍｉＲ１２６、ｍｉＲ１４０可分别在动脉

粥样硬化、系统性红斑狼疮（ＳＬＥ）及肝肿瘤中，通过作用于

ＤＮＭＴ１而参与相应疾病的治疗和肿瘤的发生
［５７］。

ｍｉＲ２１７作为ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ家族中的一员，是一种多功能

的ｍｉｃｒｏＲＮＡ，例如，ｍｉＲ２１７可以通过靶向作用于 ＫＲＡＳ抑

制胰腺导管癌的发生［８］；在大鼠肾小球系膜（下转第３２９１页）

·８８２３· 国际检验医学杂志２０１３年１２月第３４卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２４



Ｅｏｔａｘｉｎ的浓度在ＡＦＥ作用相同时间后并没有出现升高的趋

势，而且６５℃、３０ｍｉｎ对 ＡＦＥ进行热处理后作用不同时间，

１６ＨＢＥ细胞仍然能分泌Ｅｏｔａｘｉｎ，虽然在作用１２ｈ后Ｅｏｔａｘｉｎ

浓度与未进行热处理组相比有所降低，但是随作用时间的延长

依然呈上升趋势。可见，ＡＦＥ刺激支气管上皮细胞细胞合成

和分泌 Ｅｏｔａｘｉｎ并非依赖其蛋白酶活性，因此，Ｅｏｔａｘｉｎ浓度的

升高与ＡＦＥ蛋白浓度无关。在哮喘发生过程中，吸入的过敏

原活化肺部肥大细胞和Ｔｈ２型淋巴细胞，使之产生ＩＬ４、ＩＬ１３

和ＴＮＦα。这些细胞因子能诱导气道平滑肌细胞、鼻黏膜成

纤维细胞、支气管上皮细胞产生Ｅｏｔａｘｉｎ
［８］。有文献报道出芽

的烟曲霉孢子或菌丝能刺激肺泡上皮细胞分泌ＩＬ６、ＩＬ８、

ＴＮＦα的表达
［９１０］，笔者推测一定浓度的烟曲霉提取物中的菌

丝成分有可能刺激支气管上皮细胞分泌某些细胞因子，在细胞

因子的作用下支气管上皮细胞分泌Ｅｏｔａｘｉｎ增加，具体的机制

还需要进一步的研究。
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细胞（ＭＣ）中ｍｉＲ２１６ａ协同ｍｉＲ２１７靶向ＰＴＥＮ（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ

ａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇｕｅ）可促使ＴＧＦβ激活ＡＫｔ
［９］；人内皮细胞

中，随着年龄的增长 ｍｉＲ２１７逐渐增多从而抑制ＳｉｒＴ１（ｓｉｌｅｎｔ

ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ１）表达，诱导细胞的早期衰亡
［１０］等。但

在乳腺上皮细胞中，ｍｉＲ２１７与 ＤＮＭＴ１的作用机制尚不

清楚。

瞬时转染ｍｉＲ２１７ｍｉｎｉｃｓ和 ｍｉＲ２１７ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，过表达和

抑制ｍｉＲ２１７，结果显示过表达ｍｉＲ２１７，ＤＮＭＴ１蛋白表达下

降；抑制ｍｉＲ２１７，ＤＮＭＴ１蛋白表达增高，说明 ｍｉＲ２１７可以

下调ＤＮＭＴ１的表达。利用２９３Ｔ细胞作为双荧光素酶报告

实验的工具细胞，分别转染 ＤＮＭＴ１ＵＴＲＷＴ 及 ＤＮＭＴ１

ＵＴＲＭＵＴ载体质粒，４８ｈ后进行双荧光检测，结果显示两者

的相对荧光素酶活性具有统计学差异（犘＜０．０５），说明 ｍｉＲ

２１７通过直接作用于ＤＮＭＴ１３′ＵＴＲ下调ＤＮＭＴ１表达。

总之，本研究结果表明，在乳腺癌上皮细胞中 ｍｉＲ２１７对

ＤＮＭＴ１表达具有调控作用，且 ｍｉＲ２１７通过直接作用于

ＤＮＭＴ１３′ＵＴＲ调控ＤＮＭＴ１表达。这为 ｍｉＲ２１７可能作为

乳腺癌潜在治疗靶点的体外实验研究提供了实验依据。
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