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miR-126靶向EGFL7抑制乳腺癌细胞MDA-MB-231 

上皮-间质转化

姜青明，周文文，李光新，肖觉

(重庆大学附属肿瘤医院，重庆市肿瘤研究所，重庆市肿瘤医院病理科，重庆 400030)

[摘　要] 目的：探讨表皮生长因子样结构域7(epidermal growth factor-like domain 7，EGFL7)参与肿瘤细胞

侵袭的可能分子机制。方法：设计构建miR-126过表达质粒，将该质粒转染并筛选培养乳腺癌细胞

MDA-MB-231，Western印迹法检测EGFL7，Wnt-1，β-catenin，E-cadherin蛋白的表达变化，免疫

组织化学检测Vimentin蛋白的表达并观察细胞形态变化，RT-PCR检测Twist和Slug转录因子mRNA

表达，Transwel l小室体外侵袭实验观察肿瘤细胞的体外侵袭能力。结果：成功建立过表达miR-

126的转染乳腺癌细胞株MDA-MB-231/miR-126，稳定转染细胞株EGFL7蛋白表达下调(P<0.01)，

并下调Wnt-1/β-catenin蛋白水平(P=0.02/P<0.01)，E-cadherin蛋白表达上调(P<0.01)，Vimentin蛋

白表达下调，且细胞形态由梭形间充质样向多边形上皮样转化；Tw i st和Slug转录因子表达下调

(P<0.01)，肿瘤细胞体外侵袭能力减弱(P<0.01)。结论：miR-126通过靶向调节EGFL7调控Wnt-1/
β-catenin信号通路及Twist，Slug转录因子，抑制乳腺癌细胞MDA-MB-231上皮-间质转化(epithelial-

mesenchymal transition，EMT)，降低了乳腺癌细胞MDA-MB-231体外侵袭能力，EGFL7可作为一

种预测乳腺癌转移的重要生物标志物，并可能成为一种潜在的治疗靶点。
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MiR-126 targeting EGFL7 inhibits epithelial mesenchymal 
transition in breast cancer cell line MDA-MB-231

JIANG Qingming, ZHOU Wenwen, LI Guangxin, XIAO Jue
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Abstract Objective: To investigate the possible molecular mechanism of epidermal growth factor-like domain 7 (EGFL7) 

involvement in tumor cell invasion. Methods: The recombinant miR-126 overexpression plasmid was designed 

and transfected. The plasmid was transfected into MDA-MB-231, and the protein expression of EGFL7, Wnt-1, 

β-catenin and E-cadherin was detected by Western blot. The protein expression of Vimentin was detected by 
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一。肿瘤

转移(cancer metastasis)是恶性肿瘤的最重要的一个

基本特征，也是导致恶性肿瘤患者死亡的主要原

因。肿瘤转移是一个多步骤、多阶段、多基因调控

的动态过程，涉及多种分子生物学过程以及与微环

境的相互作用[1]。在众多有关肿瘤转移的学说中，

上皮-间质转化(epithelia1-mesenchymal transition，

E M T ) 是 近 年 来 被 广 泛 探 讨 的 热 点 之 一 [ 2 - 3 ] 。 
表皮生长因子结构域-7(epidermal growth factor-like 
domain7，EGFL7)是2003年首先发现的一种血管

内皮特异性表达的基因 [4-5]。EGFL7基因编码的蛋

白在胰腺癌 [ 6 - 7 ]、肝细胞癌 [ 8 ]、胶质瘤 [ 9 ]、上皮性

卵巢癌 [10]、结直肠癌 [11]等恶性肿瘤组织中表达上

调，预示EG F L 7与恶性肿瘤的发生、进展密切相

关。miRNA是一种长度为18~24 nt的内源性非编码

的核苷酸分子，广泛表达于身体的各种组织，参

与细胞的发育、增殖和凋亡等生命过程。miR-126
定位于EGFL7基因第7号内含子，Tavazioe等 [12]研

究发现：miR-126与乳腺癌转移密切相关，组织标

本低表达miR-126的患者复发转移的中位时间短于

高表达miR-126的患者，即miR-126的表达与乳腺

癌的转移呈负相关。β-catenin基因是Wnt信号通路

的下游基因，其表达蛋白是一种单链多肽，存在

于细胞膜和细胞质，介导细胞黏附及信号转导，

在肿瘤发生过程中具有重要作用 [13]。乳腺癌细胞

形态多样，包括有上皮样多边形和间充质梭形特

征，其中具有间充质梭形特征的肿瘤细胞恶性程

度高，进展快，推测E MT可能参与乳腺癌的侵袭

转移。本研究以具有间充质梭形细胞特征的乳腺

癌细胞MDA-MB-231为模型，观察通过转染过表达

miR-126的重组质粒至MDA-MB-231细胞并筛选培

养，发现乳腺癌MDA-MB-231细胞EGFL7蛋白表达

下调，抑制了Wnt-1/β-catenin信号通路，伴随核转

录因子Slug，Twist的失活，观察乳腺癌细胞MDA-
MB -231细胞形态的变化对肿瘤细胞体外侵袭力的

影响，从而探讨 m i R - 1 2 6 靶向调节 EG F L 7 蛋白表

达，进而调控乳腺癌细胞在E MT过程中的可能分

子机制。

1  材料与方法

1.1  材料 
乳腺癌细胞MDA-MB-231由重庆医科大学病理

学教研室张徽教授馈赠，RPMI Medium 1640 购自

美国Gibco公司，EGFL7单克隆鼠抗人(Q9QXT5-1)
抗体(50472-M07B)购于北京Sino Biological试剂有

限公司；TRIzol RNA提取试剂购自美国Invitrogen
公司，鼠抗人单克隆抗体 Vi m e n t i n ( Z A - 0 2 6 0 ) ，

E-cadherin(ZM-0092)和β-catenin(ZM-0442)购于北

京中杉金桥生物技术有限公司，鼠抗人单克隆抗

体Wnt-1(TA319584)购于美国OriGene试剂有限公

司；辣根过氧化物酶(HRP)标记二抗为P V-9000D
增强型检测试剂盒购自北京中杉金桥试剂公司；

质粒小量提取试剂盒购自美国OMEGA公司，重组

质粒pEGFP-N1-miR-126购自美国Invitrogen公司，

空载体质粒 p E G F P- N 1 购自湖南优宝生物公司，

哺乳动物细胞蛋白提取试剂购自上海novoprotein
公司(PX004-01B)，蛋白浓度测定试剂盒购自美国

immunohistochemistry and the morphological changes were observed. The mRNA expression of Twist and 

Slug transcription factors was detected by RT-PCR. The in vitro invasion ability of tumor cells was observed by 

Transwell chamber invasion assay. Results: The transfected breast cancer cell line MDA-MB-231/miR-126 with 

expression of miR-126 was successfully established, and the expression of EGFL7 protein in stably transfected cell 

line was down-regulated (P<0.01), and protein expression of Wnt-1/β-catenin were down-regulated (P=0.02/

P<0.01), E-cadherin protein expression was up-regulated (P<0.01), Vimentin protein expression was down-regulated, 

and cell morphology was transformed from fusiform mesenchyme to polygonal epithelial; the mRNA of Twist and 

Slug transcription factors were down-regulated (P<0.01), and the invasive ability of tumor cells in vitro was weakened 

(P<0.01). Conclusion: miR-126 regulates Wnt-1/β-catenin signaling pathway and Twist and Slug transcription 

factors by targeting EGFL7, inhibits epithelial-mesenchymal transition of breast cancer cells MDA-MB-231, and 

reduced invasive ability of breast cancer cell MDA-MB-231 in vitro, EGFL7 can be used as an important biomarker 

for predicting breast cancer metastasis and may be a potential therapeutic target.

Keywords miR-126; epidermal growth factor-like domain 7; Wnt-1/beta-catenin; epithelial mesenchymal transition; breast 

tumor
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Pierce公司；细胞体外侵袭实验使用Transwell小室

购自美国Corning Costar Corp公司。

1.2  方法

1.2.1  针对靶基因 EGFL7 的 miR-126 过表达质粒的

设计、构建

通过使用 Ta r g e t S c a n 和 m i R a n d a 软件对 m i R -
126进行靶向预测，发现EGFL7的3'-UTR具有miR-
126的结合位点，位于EGFL7第7号内含子上，通

过以上分析，针对靶基因EG F L 7 (N P _ 0 5 7 2 9 9 )，

设计、构建直接靶向于分泌型EG F L 7的重组质粒

p E G F P - N 1 - m i R 1 2 6 ， 并 对 靶 序 列 进 行 同 源 性 分

析，排除非特异性m i R N A，m i R - 1 2 6序列如下：

5'-CAUUAUUACUUUUGGUACGCG-3'，同时设置

对照序列。转化重组质粒到感受态细菌，培养细

菌及进行质粒纯化抽提备用。

1.2.2  miR-126 过表达质粒转染乳腺癌细胞并筛选

转 染 前 1  d ， 取 对 数 生 长 期 的 人 乳 腺 癌 细 胞

M D A - M B - 2 3 1 以 每 孔 1 × 1 0 5 个 接 种 于 1 2 孔 培 养

板，次日观察细胞长至约 9 0 % 聚合开始转染。转

染方法按 L i p o f e c t a m i n eT M 2 0 0 0 ( 美国 I n v i t r o g e n 
C o r p 公司 ) 说明书操作，转染 3 6  h 后在荧光显微

镜下观察绿色荧光显色情况，镜下计数 1 0 个 4 0 ×

视野发绿色荧光的细胞数占总细胞的百分率作为

转染效率的近似值。转染72 h后开始用400 µg/mL
的G 4 1 8 (美国S i g m a公司)选择培养液进行筛选，

每3 d换液1次，1周后用200 µg/mL的G418选择培

养 液 维 持 筛 选 6 周 ， 收 集 该 时 段 的 细 胞 进 行 实 验

分析检测。 q RT-P C R 检测转染前后 m i R - 1 2 6 表达

的变化 [14]。

1.2.3  Western 印迹法检测 EGFL7，Wnt-1，β-catenin
和 E-cadherin 蛋白

收集细胞，PBS洗3次，加入哺乳动物细胞蛋

白提取试剂，裂解细胞(每10 mg细胞加100 µL裂解

液)，室温置10 min，15 300 r/min离心15 min，吸

取上清，测蛋白浓度，以蛋白上样量60 µg行稳流

(合成胶10 mA，分离胶15 mA)，10%SDS-PAGE， 
4  ℃ 条 件 下 电 泳 ， 稳 压 冰 浴 电 转 至 N C 膜 ( 美 国

Gibco BRL公司)，5 g/100 mL TBST(20 mmol/L 
Tris-Hcl，pH 8.0，150 mmol/L NaCl，0.05% Tween 
2 0 )溶解的脱脂奶粉室温封闭1  h，分别加入鼠抗

人单克隆抗体EGFL7，鼠抗人单克隆抗体Wnt-1，

鼠抗人单克隆抗体β - c aten i n，鼠抗人单克隆抗体

E - c ad h er i n，4  ℃孵育过夜；次日T BST洗膜，加

HRP标记的二抗(北京中杉金桥生物技术有限公司

产品，工作浓度1:2 000)，室温孵育1 h，TBST洗

膜，ECL(北京中杉金桥生物技术有限公司产品)化

学发光法显影，以β-Actin为内参照。

1.2.4  qRT-PCR 检测转录因子 Twist，Slug
采取TRIzol(美国Gibco BRL公司)一步法提取

总 R N A ， 紫 外 分 光 光 度 法 和 1 % 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳

定量，取2 µg总R NA用M-MLV反转录酶进行逆转

录，分别取2 µL cDNA 行PCR扩增Slug，Twist，以

1 8 Sr R N A作内参照。1 8 Sr R N A引物序列为：上游

引物：5'-TTGACGGA AGGGCACCACCAG -3'，下

游引物：5'-GCACCACC A ACGGA ATCG-3'，PCR
反应条件：94 ℃  5 s，56.5 ℃  5 s，72 ℃  20 s，共

25个循环，扩增片段长度130 bp。Twist(157 bp)上

游引物：5'-GGCGGCCAGGTACATCG ACTT-3'，
下游引物：5'-G CTAGTGGG ACGCGG ACAT-3'，
P C R 反 应 条 件 ： 9 4  ℃  5  s ， 5 9  ℃  5  s ， 7 2  ℃ 
2 0  s ， 共 3 0 个 循 环 。 S l u g ( 1 5 8  b p ) 上 游 引 物 ：

5'-ATGCATATTCGGACCCACACATTAC-3'，下游引

物：5'-AGATTTGACCTGTCTGCAAATGCTC-3 '，
PCR反应条件：94 ℃ 5 s，55 ℃ 5 s，72 ℃ 20 s，共

30个循环。产物经紫外分光光度计(Gel Doc 1000，

美国BIO RAD Corp公司)用1.5%琼脂糖凝胶电泳分

离，Slug，Twist mRNA表达以其光密度/18S rRNA光

密度的比值表示。

1.2.5  免疫组织化学观察 Vimentin 表达强度及细胞

形态变化

经转染后筛选培养的细胞爬片至85%~90%的

细胞密度，用95%的酒精室温下固定20 min；免疫

组织化学方法采用 E nv i s i o n 二步法。步骤如下：

1)预实验测定一抗试剂的最优浓度为1:100表达较

好。2)3%的过氧化氢去离子水孵育10 min，阻断

内源性过氧化物酶，降低非特异性染色。3 )滴加

一抗(鼠抗人单克隆抗体Vimentin)，4 ℃冰箱孵育

过夜；PBS洗涤5 min ×3次，滴加二抗试剂 (辣根过

氧化物酶标记得羊抗鼠/兔IgG聚合物)，37 ℃孵育

30 min，PBS洗涤5 min ×3次。4)DAB显色。5)蒸馏

水冲洗、苏木精复染、梯度酒精脱水、二甲苯透

明、中性树脂封片。6 )光学显微镜下观察，用已

知阳性标本作为阳性对照，以PBS缓冲液代替一抗

作阴性对照。

1.2.6  Transwell 小室体外侵袭实验观察

细胞侵袭实验使用 Tr a n s w e l l  c h a m b e r ( 美国

Corning Costar Cor p公司)，按照说明书操作。向

Tr a n s w e l l 小室下室各孔加入 8 0 0  µ L 按 1 : 1 混合的

条件培养液(无血清培养2 4  h的N I H 3 T 3细胞上清

液 和 完 全 培 养 液 ) ， 上 室 小 孔 每 孔 加 入 细 胞 悬 液  
200 µL(细胞数约1×105/mL)[15-16]。37 ℃培养24 h，
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用棉签檫去微孔滤膜上层未侵袭的细胞， 9 5 % 乙

醇固定，4%台盼蓝染色，镜下计数穿膜细胞数。

设穿过无Matrigel胶的微孔滤膜细胞数为对照，各

实验组穿过Matrigel胶的细胞数与其相比得到相对

百分率，以此百分率表示细胞体外侵袭指数，每

孔重复3次。

1.2.7  图像分析 
应用Quantity One 4.5图像分析系统对Western

印迹法和qRT-PCR结果进行图像分析，计算条带的

光密度OD值，每条条带测3次。

1.3  统计学处理

采用SPSS 18.0软件进行分析。数据以均数±标

准差(x±s)表示，对样本的平均光密度采用完全随

机设计两总体均数方差齐性检验和t检验，检验水

准α为0.05。P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  MDA-MB-231 转 染 细 胞 miR-126 表 达 分 析 
及对细胞形态的影响

qRT-PCR检测转染前后miR-126表达的变化，

转染后MDA-MB-231细胞内miR-126表达量显著高

于转染前(P<0.05，表1)。细胞形态通过荧光显微

镜观察，由梭形间充质细胞样变成多边形上皮样

细胞(图1)。

表1 qRT-PCR检测转染前、后乳腺癌细胞内miR-126的表达

Table 1 Real-time quantitative PCR was used to detect the expression of miR-126 in breast cancer cells before and after 

transfection

组别 miR-126 P(方差齐性检验) P(t检验)

MDA-MB-231/转染前 0.9267±0.2028

MDA-MB-231/空载体 0.9633±0.1528 0.519 0.070

MDA-MB-231/miR-126 2.1733±0.2517 0.812*，0.468# <0.01*，<0.01#

*：转染空载体与转染前比较；#：转染miR-126与转染空载体比较。

*: transfection of empty vector compared with transfection before; #: transfection miR-126 compared with transfected empty vector.

图1 MDA-MB-231细胞转染miR-126前、后细胞形态变化：转染前肿瘤细胞呈梭形间充质样，转染miR-126后肿瘤细胞呈多

角型上皮样(荧光显微镜观察图片)

Figure 1 Morphological changes of MDA-MB-231 cells before and after miR-126 transfection: The tumor cells were spindle-shaped 

mesenchymal cells before transfection, and the tumor cells were polygonal epithelial after transfection with miR-126 (fluorescence 

microscope observation picture)
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2.2  Western 印迹法检测 EGFL7，Wnt-1，β-catenin
和 E-cadherin 的蛋白表达

转染后G418筛选培养乳腺癌MDA-MB -231细

胞后，提取蛋白采用Western印迹法检测EGFL7，

Wnt-1，β-catenin，E-cadherin的蛋白表达变化，可

见EGFL7蛋白表达下调(P<0.05)，Wnt-1蛋白表达

下调(P<0.05)，β-catenin蛋白表达下调(P<0.05)，

E-cadherin蛋白表达上调(P<0.05，图2)。

2.3  EMT 相关转录因子在转染 MDA-MB-231 细胞

前后的表达变化 
RT- P C R 检 测 细 胞 中 E M T 相 关 转 录 因 子 S l u g

及Tw i s t的表达变化，经转染后筛选培养的M DA -
MB-231细胞转录因子Slug及Tw ist的表达较转染前

显著下调，差异有统计学意义(图3)。

2.4  免疫组织化学观察乳腺癌 MDA-MB-231 细胞

Vimentin 蛋白表达及细胞形态变化

经转染筛选培养后，免疫组织化学检测乳腺

癌MDA-MB-231细胞Vimentin蛋白表达下调，且细

胞形态由为梭形间充质细胞样转变为多边形上皮

样(图4)。

2.5  转染筛选培养和乳腺癌细胞 MDA-MB-231 后

体外侵袭能力变化观察 
经转染筛选培养后乳腺癌细胞MDA-MB-231体

外侵袭力观察采用Transwell小室侵袭实验进行，以

转染前的侵袭指数作为对照，MDA-MB-231细胞经

转染筛选培养后侵袭力(侵袭指数)减弱，差异有统

计学意义(P<0.05，图5，表2)。

图2  M DA - M B - 2 3 1细胞E G F L 7，Wn t - 1，β - c a t e n i n，

E-cadherin蛋白表达变化

Figure 2 E x pression of  EGFL7,  Wnt-1,  β- catenin and 

E-cadherin proteins in MDA-MB-231 cells

1：转染前，EGFL7，Wnt-1，β-catenin蛋白较高表达，

E-cadherin蛋白较低表达；2：转染筛选培养MDA-MB-231

细胞后EGFL7，Wnt-1，β-catenin蛋白表达下调，E-cadherin

蛋白表达上调。

1: Before transfection, EGFL7, Wnt-1, β-catenin protein is highly 

expressed, E-cadherin protein is down-regulated; 2: the expression 

of EGFL7, Wnt-1 and β-catenin was down-regulated and the 

expression of E-cadherin was up-regulated in MDA-MB-231 cells.

图3 miR-126过表达质粒转染MDA-MB-231前后细胞转录 

因子表达情况

Figure 3 Expression of transcription factors in cells before and 

after transfection of MRA-MB-231 by miR-126 overexpressing 

plasmid

M：DNA标志物；1：转染前Slug mRNA表达；2：转染筛

选培养后Slug mRNA表达下调；3：转染前Twist mRNA表

达；4：转染筛选培养后Twist mRNA表达下调。

M: DNA marker; 1: Expression of Slug mRNA before transfection; 

2: Down-regulation of Slug mRNA after transfection screening. 3: 

Twist mRNA expression before transfection; 4: Down-regulation 

of Twist mRNA expression after transfection screening.
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图4 乳腺癌MDA-MB-231细胞Vimentin蛋白表达及细胞形态变化(IHC，×200)

Figure 4 Vimentin protein expression and cell morphology in breast cancer MDA-MB-231 cells (IHC, ×200)

(A)转染前乳腺癌MDA-MB-231细胞，Vimentin蛋白表达较强；(B)转染筛选培养后乳腺癌MDA-MB-231细胞，Vimentin蛋白

表达减弱。

(A) Pre-transfection breast cancer MDA-MB-231 cells, strong expression of Vimentin protein; (B) Transfection screening for cultured breast 

cancer MDA-MB-231 cells, Vimentin protein expression is diminished.

图5 Transwell小室侵袭实验观察转染筛选培养乳腺癌细胞MDA-MB-231后体外侵袭力的变化(×200)

Figure 5 Transwell chamber invasion assay to observe the invasive ability of transfected breast cancer cells MDA-MB-231 (×200)

(A)转染前乳腺癌MDA-MB-231细胞，Transwell小室侵袭实验穿膜细胞较多；(B)转染筛选培养后乳腺癌MDA-MB-231细胞，

Transwell小室侵袭实验穿膜细胞减少。

(A) Before transfection, the Transwell cell invasion test of breast cancer MDA-MB-231 cells was more frequent. (B) Transfection screening 

for cultured breast cancer MDA-MB-231 cells Transwell chamber invasion assays reduced transmembrane cells.

A B

A B

表2 Transwell小室评估转染前、后MDA-MB-231细胞体外侵袭指数(侵袭力)的变化

Table 2 Transwell chamber assessment of changes in invasive index (invasiveness) of MDA-MB-231 cells before and after transfection

组别 体外侵袭指数/% P(方差齐性检验) P(t检验)

MDA-MB-231/转染前 56.65±1.68

MDA-MB-231/miR-126 38.46±1.59 0.921 <0.01

3  讨论

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，据国家

癌症中心2015年的统计数据[15]，其发病率和病死率

已位居城市女性恶性肿瘤的首位，发病率逐年增加

且趋于年轻化。据国家癌症研究机构预计，到2030年 
我国乳腺癌每年新发病将达23.4万例以上，因乳腺

癌死亡超过7.0万例，病死率上升至47.94%[16]。

肿瘤转移涉及复杂的基因遗传学的改变，是

导致患者死亡的主要原因，肿瘤转移的早期监测和
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治疗是需要关注的重要课题。EGFL7是Soncin以及

Park的实验室分别于2003年和2004年发现的一个在

血管内皮特异性表达的基因，分别将其命名为VE-
statin 和EGFL7[5,17-18]。哺乳动物EGFL7基因编码的

蛋白相对分子质量为30 kD (1 D=1 u)，该蛋白包含

一个信号肽序列，提示EGFL7是一种分泌蛋白；同

时在其氨基端存在EMI样结构，与调节细胞间的黏

附作用有关[17]。

MicroRNA(miRNA)是一组广泛分布于各种生

物体内的非编码小RNA，长度18~24 nt，能够在转

录后水平调节基因 [19]。近年的研究 [20]显示：约有 
1  000多种miR NA存在，有1/3的基因表达受其调

控。miR NA参与了一系列重要生命进程，在细胞

的增殖、分化、凋亡，与肿瘤的发生发展密切相

关，扮演癌基因或抑癌基因的角色。miR-126定位

于EGFL7基因7号内含子上，由3个不同的EGFL7基

因转录产生，它参与多种病理生理过程，包括细

胞增殖、分化以及调控血管生成。miR-126在大多

数肿瘤中发挥抑癌基因的作用，调控肿瘤侵袭与

转移。Tavazioe等 [12]研究发现：miR-126的表达与

乳腺癌的转移呈负相关。
β - c a t e n i n 基因是 Wn t 信号通路的下游基因，

其表达的β-连环蛋白(β-catenin)是一种多功能蛋白

质，据文献[21]报道：可以通过参与E - cad her in/
β - c a t e n i n 复 合 体 的 形 成 ， 在 细 胞 黏 附 中 发 挥 作

用，而且可作为 Wn t 信号传导通路的中心环节，

参与肿瘤细胞的分化增殖，迁移及凋亡的调控。

有研究 [22]发现：β- catenin酪氨酸磷酸化可以破坏

E-cadherin/β-catenin复合物的结构，导致细胞黏附

力下降，异常活化的Wnt信号可以使β-catenin蛋白

水平上调，从而进入细胞核与TCF/LEF信号通路

发生作用，激活下游靶基因的表达，促进肿瘤侵

袭转移。Zhang等 [23]研究发现：BCL9可通过Wnt/
β-catenin途径诱导NSCLC细胞EMT的发生，增强

干细胞特性，促进肿瘤细胞的侵袭，并导致顺铂

耐药。

本实验以具有间充质梭形细胞样乳腺癌MDA-
MB-231细胞为模型，通过转染过表达miR-126质粒

至MDA-MB-231细胞并筛选培养，检测发现乳腺癌

MDA-MB-231细胞EGFL7蛋白表达下调，Wnt-1和
β-catenin蛋白表达下调，Vimentin蛋白表达下调，

而E-cadherin蛋白表达上调，肿瘤细胞形态由梭形

间充质细胞样转化为多角形上皮样，且转录因子

Twist和Slug mRNA表达下调，Transwell体外侵袭实

验显示转染筛选后穿膜肿瘤细胞数减少。通过实

验结果，探讨EGFL7可能存在调控肿瘤细胞E MT

的分子机制，即通过miR-126靶向抑制EGFL7蛋白

表达，进而抑制了Wnt-1/β-catenin信号通路，伴随

核转录因子Snai l，Tw ist的失活下调，从而负向调

控乳腺癌细胞MDA-MB -231 EMT，表现为细胞形

态由梭形向上皮样转化，EMT相关蛋白Vimentin表

达减弱，提示上皮转化与细胞黏附性相关的蛋白

E-cadherin表达上调，而且肿瘤细胞体外侵袭能力

减弱。

有关 EG F L 7 调控肿瘤细胞 E M T 的研究， L u o
等 [24]研究发现：EGFL7通过激活EGFR-AKT- Snai l
信号通路，调控胃癌细胞E MT，促进肿瘤细胞侵

袭、转移。而本实验结果提示：EG F L 7在调控肿

瘤细胞E M T的机制除了Lu o等 [ 2 4 ]所报道的外，还

可能经由Wnt/β-catenin信号通路以及核转录因子

Slug，Tw ist等共同参与调控。另据文献[9]报道：

上调EGFL7蛋白表达水平还可通过Akt/β-catenin/
TC F 4 信 号 通 路 促 进 胶 质 瘤 的 肿 瘤 发 生 与 恶 性 进

展。另外m i R - 1 2 6也可通过P I 3 K / A KT / Sna i l信号

通路抑制肺癌细胞的E MT [25]。总之EGFL7调控肿

瘤E MT过程中，存在不同的分子途径组成复杂的

调控网络，相互之间可能存在协同或拮抗作用。

本实验 m i R - 1 2 6 可能协同参与了 EG F L 7 调控肿瘤

EMT这一过程。

本实验结果表明miR-126负向调控EGFL7蛋白

表达，同时抑制乳腺癌细胞Wnt-1/β- catenin信号

通路，伴随下调核转录因子Slug，Tw i st，负向调

控乳腺癌细胞上皮-间质转化，减弱肿瘤细胞体外

侵袭力。EG F L 7可能成为一种预测乳腺癌转移的

重要分子标志物和潜在的治疗靶点，而miR-126与

EGFL7和Wnt/β-catenin之间在调控肿瘤EMT的内

在联系及相互作用方面尚需要深入研究。
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