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[摘　要]	 目的：探讨miR-101在乳腺癌组织中的表达变化。方法：收集乳腺癌组织及对应的癌旁组织，以

qRT-PCR方法测定miR-101在乳腺癌组织中的表达变化。在乳腺癌细胞中转染miR-101 mimics、

mimics control，以qRT-PCR方法检测上调效果，MTT方法测定细胞增殖变化，流式细胞术测定

细胞凋亡变化，Transwel l小室测定细胞迁移和侵袭数目变化，蛋白质印迹法测定细胞中cleaved 

caspase-3和MMP-2蛋白表达变化。结果：miR-101在乳腺癌组织中的表达水平明显低于癌旁组织

(P<0.05)。与miR-NC比较，miR-101细胞中miR-101表达水平升高，细胞增殖能力降低，细胞凋亡

率升高，细胞侵袭和迁移数目下降，细胞内的cleaved caspase-3蛋白水平表达升高，MMP-2蛋白表

达水平减少(P<0.05)。结论：MiR-101在乳腺癌组织中表达下调，上调miR-101抑制乳腺癌细胞增

殖、侵袭和迁移并诱导细胞凋亡。
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Abstract Objective: To detect the expression of MiR 101 in breast cancer tissues. Methods: The expression of MiR 101 in 

breast cancer tissues and their adjacent tissues were detected by qRT-PCR. miR-101 mimics and mimics control 

were transfected into breast cancer cells. The up-regulation effect was detected by qRT-PCR, cell proliferation was 

measured by MTT, cell apoptosis was measured by flow cytometry, cell migration and invasion were measured by 

Transwell chamber, and the expression of cleaved caspase-3 and MMP-2 protein were measured by Western blot. 
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乳 腺 癌 是 全 球 范 围 内 妇 女 最 为 常 见 的 恶 性

肿瘤之一，每年全世界内有大约新增乳腺癌患者

130万，有50万妇女因乳腺癌致死 [1]。随着人们对

乳腺癌发病机制的不断研究，发现乳腺癌的发生

与基因的异常表达有关，这些基因包括miR NA和

lncR NA等 [2]。研究 [3]表明：绝大多数的miR NA发

挥生理作用具有明显的组织特异性、保守性及时

序性，其参与人体组织生长、器官形成、病毒防

御、肿瘤进展等过程。MiR-101是目前发现的与肿

瘤有关的miR NA分子之一，其在肿瘤进展中表达

水平降低，重建miR-101的表达可能是肿瘤治疗的

有效途径之一[4]。

1  对象与方法

1.1  对象

收集2017年12月至2018年6月保定市第一中心

医院收治的乳腺癌患者手术切除的乳腺癌组织和

对应的癌旁组织(距肿瘤边缘5  c m的乳腺组织)各 
50例。所有乳腺癌患者均为女性，中位年龄为42
岁，术前均为进行过放射治疗、化学药物治疗及内

分泌等任何治疗)，收集的组织标本保存在液氮中。

1.2  主要试剂

R P M I - 1 6 4 0培养基、青霉素、链霉素购自美

国 S i g m a 公司；胎牛血清购自美国 G I B CO公司；

L i p o f e c t a m i n e  2 0 0 0 转染试剂、 T R I z o l 购自美国

Invitrogen公司；miR-101 mimics、mimics control购
自上海吉玛制药公司；Annex in V-FITC/PI凋亡试

剂盒购自江苏凯基生物公司；MTT购自上海生工

公司；Transwel l小室购自美国Corning公司；PCR
引物购自南京金斯瑞公司；S Y B R ®  Pre m i x  E xTaq 
TMII、Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
购自上海索宝生物科技有限公司；miR NA反转录

试 剂 盒 购 自 宝 生 物 工 程 ( 大 连 ) 有 限 公 司 ； S Y B R 
Green Realtime PCR Master Mix购自美国Thermo公

司；兔抗MMP-2抗体、兔抗cleaved caspase-3抗体

购自美国Cell Signaling公司。

1.3  细胞培养和转染

所用乳腺癌细胞MDA-MB-231购自上海中国科

学院细胞库。细胞培养于含10%胎牛血清、链霉素 
(100 U/mL)、青霉素(100 U/mL)的RPMI-1640培养

液中。所有实验均使用处于对数生长期、状态良

好的细胞。在显微镜下观察细胞汇合度为50%时进

行细胞转染，转染后48 h进行下一步实验。

1.4  MTT方法测定细胞增殖

取乳腺癌细胞，胰蛋白酶消化后，将细胞接

种到96孔细胞培养板中，每孔添加5 000个细胞。

观察细胞贴壁以后进行细胞转染，在转染后4 8  h
分别在每个孔中添加 1 0  μ L 的 M T T 溶液，继续放

在培养箱中培养4 h。把上清溶液吸弃以后，添加 
150 μL的DMSO溶液，在避光条件下震荡后混合均

匀，10 min后观察结晶物溶液以后，用酶标仪检测

490 nm的OD值。

1.5  流式细胞术测定细胞凋亡

细胞转染4 8  h后，胰蛋白酶消化细胞，离心

后 弃 上 清 溶 液 ， P B S 洗 涤 细 胞 1 次 ， 再 次 离 心 。

添加5 0 0  μ L的结合缓冲液把细胞悬浮，依次添加

Annexin V-FITC和PI染色液各5 μL；在室温、避光

条件下孵育1 5  m i n，上流式细胞仪检测细胞凋亡 
变化。

1.6  Transwell小室测定细胞迁移和侵袭数目

侵袭实验：Matrigel和不含血清的培养液按1:9
比例混合均匀，添加到Trans wel l小室的上室中，

将整个聚碳酸酯膜包被，37 ℃孵育4 h，Matr igel
凝聚成胶。把残余的液体吸除，以不含血清的培

养液将小室湿化3 0  m i n，将乳腺癌细胞配制成含

有 4 × 1 0 5个 细 胞 / m L 的 单 细 胞 悬 浮 液 ； 在 上 室 加 
100 μL的细胞悬液，在下室加入500 μL含血清的培

养液；将小室置于培养箱中培养48 h后，PBS洗涤

Results: The expression level of miR-101 in breast cancer tissues was significantly lower than that in adjacent 

tissues (P<0.05). Compared with miR-NC, the expression of miR-101 decreased, cell proliferation ability 

decreased, cell apoptosis rate increased, cell invasion and migration decreased, the expression of cleaved caspase-3 

protein increased, and the expression of MMP-2 protein decreased in miR-101 cells (P<0.05). Conclusion: The 

down-regulation of the expression of miR-101 in breast cancer tissue and up-regulation of miR-101 inhibit the 

proliferation, invasion and migration of breast cancer cells and induce apoptosis.

Keywords breast cancer; miR-101; invasion; apoptosis; proliferation
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1次；4%的多聚甲醛溶液固定20 min；结晶紫染色

20 min；棉签将没有侵袭的细胞擦掉，置于400倍

显微镜下随机选取5个视野计数细胞侵袭数目。迁

移实验前不用Matrigel湿化，其余步骤相同。

1 .7   qRT-PCR检测乳腺癌组织中miR-101的表达  
水平和乳腺癌细胞转染miR-101 mimics效果

取液氮中保存的乳腺癌组织或转染 m i R - 1 0 1 
mimics的乳腺癌细胞，TRIzol试剂提取RNA，按试

剂盒说明加入特异性引物和其他相关试剂，qRT-
PCR反应条件：95 ℃ 5 min，95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s， 
72 ℃ 30 s，72 ℃ 5 min，40个循环(表1)。MiR-101
的内参设置为U6，结果以2−ΔΔCt表示并进行分析。

1 .8   蛋白质印迹法测定乳腺癌细胞中 c l e a v e d 
caspase-3和MMP-2蛋白表达

以G A P D H作为内参，检测c l eaved  c a s pa s e - 3
和M M P- 2蛋白表达，使用扫描仪扫描X胶片，用

Quantity One软件分析条带的灰度值。蛋白表达水

平=目的蛋白灰度值÷GAPDH灰度值。

1.9  统计学处理

采用SP S S 2 1 . 0软件进行数据分析，计量资料

用 均 数 ± 标 准 差 ( x ± s ) 表 示 ， 两 组 间 比 较 采 用 t 检

验 ， 多 组 差 异 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ， 组 间

比较采用S N K- q检验，以P < 0 . 0 5为差异有统计学

意义。

2  结果

2.1  MiR-101在乳腺癌组织中表达下调

检测乳腺癌组织和对应正常癌旁组织中m i R -
101的表达变化发现：乳腺癌组织中miR-101的表

达 水 平 明 显 低 于 正 常 癌 旁 组 织 ( 图 1 ， P < 0 . 0 5 ) 。

MiR-101在乳腺癌组织中表达下调。

2.2  MiR-101 mimics上调乳腺癌细胞中miR-101的
表达水平

在乳腺癌细胞中转染m i R - 1 0 1  m i m i c s，经过

qRT-PCR检测发现：miR-101-mimics转染后的乳腺

癌细胞中miR-101表达水平明显升高(图2)。

2.3  上调miR-101抑制乳腺癌细胞增殖能力

乳腺癌细胞中转染m i R - 1 0 1  m i m i c s后，经过

MTT方法测定发现：miR-101 mimics转染可以明显

下调乳腺癌细胞增殖能力(图3)。

图 1 miR-101 在乳腺癌组织中表达下调

Figure 1 Down-regulation of microRNA-101 expression in 

breast cancer

与正常组织相比，*P<0.05。

Compared with the normal tissues, *P<0.05.
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图2 miR-101 mimics上调乳腺癌细胞中miR-101表达水平

Figure 2 miR-101 mimics up-regulates the expression of miR-

101 in breast cancer cells

与miR-NC比较，*P<0.05。
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表1 PCR引物

Table 1 PCR primer

基因 PCR引物序列

miR-101

正向引物 5'-TACAGTACTGTGATAACTGAA-3'

反向引物 5'-CTCAACTGGTGTCGTGGA-3'

U6

正向引物 5'-CGCTTCGGCAGCACATATAC-3'

反向引物 5'-TTCACGAATTTGCGTGTCAT-3'
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2.4  上调miR-101促进乳腺癌细胞凋亡

乳腺癌细胞中转染miR-101 mimics后，经流式

细胞术检测发现：转染miR-101 mimics能够提高乳

腺癌细胞凋亡率(图4A，4B)。Cleaved caspase-3是

一个细胞凋亡发生的标志蛋白，蛋白质印迹法发

现miR-101 mimics转染还可以促进细胞中凋亡蛋白

cleaved caspase-3表达(图4C，4D)。

2.5  上调miR-101抑制乳腺癌细胞侵袭和迁移

乳 腺 癌 细 胞 中 转 染 m i R - 1 0 1  m i m i c s 后 ， 经

Transwell小室检测发现：转染miR-101 mimics能够

减少细胞侵袭和迁移数目(图5A，5B)。MMP-2是

一个与细胞侵袭和迁移有关的基质金属蛋白酶，

蛋白质印迹法发现miR-101 mimics转染促进细胞中

MMP-2蛋白表达(图5C，5D)。

图3 上调miR-101抑制乳腺癌细胞增殖

Figure 3 Upregulation of miR-101 inhibits proliferation of 

breast cancer cells

与miR-NC比较，*P<0.05。

Compared with miR-NC, *P<0.05.
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图4 上调miR-101诱导乳腺癌细胞凋亡和cleaved caspase-3蛋白表达

Figure 4 Upregulates the expression of cleaved caspase-3 and apoptosis of breast cancer cells induced by miR-101

(A)流式细胞术检测上调miR-101后乳腺癌细胞凋亡变化；(B)乳腺癌细胞凋亡率比较；(C)蛋白质印迹法检测上调miR-101

后乳腺癌细胞中cleaved caspase-3蛋白表达变化；(D)以GAPDH作为参照，分析cleaved caspase-3蛋白表达变化。与miR-NC比

较，*P<0.05。

(A) Flow cytometry was used to detect the apoptotic changes of breast cancer cells after up-regulation of miR-101; (B) Comparison of 

apoptotic rate of breast cancer cells; (C) Western blot was used to detect the expression changes of cleaved caspase-3 protein in breast cancer 

cells after up-regulation of miR-101; (D) GAPDH was used as a reference to analyze the expression changes of cleaved caspase-3 protein. 

Compared with miR-NC, *P<0.05.
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3  讨论

根据非编码RNA的大小将RNA划分为 lncRNA
和miRNA。miRNA是一个长19~25 nt的内源性小分

子RNA，与 lncRNA一样，没有开放阅读框，因此

没有编码蛋白质的功能[5]。MiRNA在真核生物体内

广泛存在，常常以多拷贝、单拷贝或者基因簇的方

式存在，其在生成过程中遵循高度保守且独特的模

式[6]。研究[7]报道lncRNA调控肿瘤进展的机制与靶

向下游miRNA的表达有关，同一个 lncRNA可以同

时靶向调控多个miRNA发挥多种功能。MiR-101是

一个小分子RNA，其同样不含有开放阅读框，其在

肿瘤组织中表达缺失与肿瘤的进展有关[8]。

本研究结果发现： m i R - 1 0 1 在乳腺癌组织中

表达较对应的癌旁组织中明显降低；进一步采用

miR-101 mimics转染乳腺癌细胞，上调乳腺癌细胞

miR-101表达，经过MTT、流式细胞术、Transwell
小室等多个实验证实，上调miR-101后的乳腺癌细

胞的增殖、侵袭和迁移能力下降，且细胞凋亡增

多，这说明 m i R - 1 0 1 在乳腺癌发生中扮演抑制作

用。此外，经过蛋白质印迹法实验证实上调miR-
101表达后的乳腺癌细胞中cleaved caspase-3蛋白水

平升高，这与流式细胞术检测细胞凋亡结果相符

合；上调miR-101后的乳腺癌细胞中的MMP-2蛋白

表达水平降低，这与Transwell小室检测结果一致，

提示上调miR-101能够抵抗乳腺癌转移潜能。

综上所述，上调乳腺癌细胞中miR-101表达，

可以抑制细胞增殖、侵袭和迁移能力，并且使乳

腺癌细胞凋亡增加。miR-101的表达和乳腺癌的发

生相关，具体机制待进一步研究。
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图5 上调miR-101抑制乳腺癌细胞侵袭迁移和MMP-2蛋白表达

Figure 5 Upregulates the expression of miR-101 and MMP-2 in breast cancer cells

(A)Transwell小室检测上调miR-101后乳腺癌细胞迁移数目变化(结晶紫染色，×400)；(B)Transwell小室检测上调miR-101后

乳腺癌细胞侵袭数目变化(结晶紫染色，×400)；(C)蛋白质印迹法检测上调miR-101后乳腺癌细胞中MMP-2 蛋白表达变

化；(D)以GAPDH作为参照，分析MMP-2蛋白表达变化。与miR-NC比较，*P<0.05。

(A) Transwell chamber was used to detect the change of the number of breast cancer cell migration after up-regulation of miR-101 (crystal violet 

staining, ×400); (B) Transwell chamber was used to detect the change of breast cancer cell invasion after down-regulation of SNHG1 (crystal 

violet staining, ×400); (C) Western blot was used to detect the change of MMP-2 protein expression in breast cancer cells after up-regulation 

of miR-101; (D) GAPDH was used as a reference to analyze the change of MMP-2 protein expression. Compared with miR-NC, *P<0.05.
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