
乳腺癌是女性最为常见的恶性肿瘤之一，根据

最新的世界卫生组织统计数据，乳腺癌已成为危害妇

女健康的重大疾病，是导致女性死亡的主要原因［1］。

为了提高乳腺癌的治疗效果，提高患者的远期生存

率，需进一步研究乳腺癌的发病原因，寻找新的有

效生物治疗靶点。微小RNA（microRNA，miRNA）是
一类长度 18~25 nt的非编码内源性小分子RNA，这

些小分子RNA参与人体约 30%编码基因的调控，

通过直接或间接调控，在多种恶性肿瘤的发生发

展中发挥抑癌或促癌作用［2- 4］。已有研究表明，

miR⁃588在肺鳞状细胞癌中异常表达［5］，而其在乳

腺癌中的表达情况，在乳腺癌发生发展中发挥何
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［Abstract］ Objective：This study aims to investigate the expression of miR ⁃ 588 in breast cancer and its effects on proliferation，
migration and invasion of breast cancer cells. Methods：The miR⁃588 was synthesized by chemical synthesis（miR⁃588 mimic），and the
over expression rate of miR⁃588 was verified. MTT and clonogenic assay were used to detect the effect of miR⁃588 on the proliferation of
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种作用，国内外文献尚未见报道。本研究通过检

测miR⁃588在乳腺癌组织和细胞中的表达，并通过

功能实验观察过表达miR⁃588对乳腺癌细胞增殖、

侵袭的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

从宁夏医科大学总医院生物样本组织库中提

取2014年1月—2015年12月收集的原发性乳腺癌和

对应癌旁冻存组织各 60例为研究对象。60例均为

女性，中位年龄 49（32~68）岁，术前未行化疗、放射

治疗或内分泌治疗。术后病理类型：浸润性导管癌

52例，浸润性小叶癌5例，乳头状癌2例，黏液癌1例；

临床病理分期：Ⅰ期14例，Ⅱ期36例，Ⅲ期10例。癌

组织和癌旁正常组织均取自同一确诊乳腺癌患者，留

取的乳腺癌组织和癌旁正常组织（距肿瘤组织边缘大

于5 cm）均在离体30 min内放入液氮保存，收取标本

时均告知患者留取标本将用于科学研究，并签署知情

同意书。该研究得到医院伦理委员会批准。

人乳腺正常上皮细胞MCF10A及乳腺癌细胞

MCF7和MDA⁃MB⁃231均购自美国ATCC（American
Type Culture Collection），按说明进行培养。miR588
模拟物（miR ⁃588 mimic）（正向 5′ ⁃GCUUCCAAA⁃
GAUCAGGUAACATT ⁃ 3′，反向 5′ ⁃ UGUUACCUG ⁃
AUCUUUGGAAGCTT⁃3′）和阴性对照（miR⁃588 NC）
（上海吉玛制药技术有限公司设计并合成）。转染

试剂 lipofectmin2000（Invitrogen 公司，美国），总

RNA提取试剂盒、RNA反转录试剂盒和Real⁃time
PCR Taqman试剂（TaKaRa公司，日本）。

1.2 方法

1.2.1 Real⁃time PCR检测miR⁃588的表达

按照RNA提取试剂盒说明书中步骤提取组织

及细胞总RNA，按RNA反转录试剂盒逆转录合成

cDNA，以 cDNA为模板，按照Real⁃time PCR 试剂盒

说明书配制反应体系，反应以 U6 为内参照，在ABI⁃
7300实时荧光定量仪上进行PCR扩增。反应条件

为：95 ℃预变性3 min；95 ℃变性12 s，62 ℃退火40 s，
共 40个循环。实验结果采用 2-ΔΔCt法进行表达量相

对定量分析。

1.2.2 细胞瞬时转染

按照 lipofectmin2000转染试剂盒说明书步骤和

方法，将miR⁃588 mimic 和miR⁃588 NC转染至对数

生长期的乳腺癌细胞，转染 24 h后将细胞正常培

养，并储存于-80 ℃冰箱，供后续细胞实验使用。

1.2.3 MTT实验

将转染miR⁃588 mimic和miR⁃588 NC的乳腺癌

细胞MCF7和MDA⁃MB⁃231及未做转染的空白对照

组细胞以85个/mL的密度接种于96孔板中，每孔加

入 200 μL细胞培养液置于 37 ℃、5%CO2孵育箱中

分别培养12、24、36、48 h后，吸除培养液，每孔加入

10 μL MTT 后在 37 ℃细胞培养箱内继续孵育，1 h
后每孔加 DMSO 150 μL，放置摇床慢速震荡30 min，
在酶标仪 490 nm 波长处测定各孔吸光度值，计算细

胞增殖抑制率。每组平行重复 6孔，重复实验 3次。

1.2.4 克隆形成实验

收集对数生长期的乳腺癌细胞，计数后铺于6 孔

板，细胞密度为100个/孔。将其置于细胞培养箱中

正常培养。2周后，当细胞培养板中出现肉眼可见

克隆时，终止培养。用PBS小心冲洗 2次后，用 4%
中性甲醇固定细胞15 min后，用瑞氏⁃吉姆萨复合染

色液染色 30 min，流水缓慢洗涤后自然空气干燥。

在显微镜下计数大于50个细胞的克隆数，按照如下

公式计算克隆形成率：克隆形成率=克隆数/接种细

胞数×100%。

1.2.5 划痕愈合实验

将miRNA⁃588 mimic 和miRNA⁃588 NC 瞬时转

染MDA⁃MB⁃231细胞 24 h后接种至 6 孔板，待细胞

铺满孔底，用枪头在孔底划痕，PBS 清洗后加入含有

2.5%胎牛血清的低血清新鲜培养基，倒置显微镜下

拍照。沿划痕边缘等间距取 3 处测量划痕宽度，取

平均值，48 h后继续拍照，在相同观察点测量划痕宽

度。划痕愈合率=（0 h 划痕宽度-24 h 划痕宽度）/0 h
划痕宽度×100%。

1.2.6 Transwell侵袭实验

使用 8 μm 孔径的 Corning 小室检测乳腺癌细胞

的侵袭能力。单层Matrigel胶提前包被小室滤膜，在

上室孔中加入miRNA⁃588 mimic组和阴性对照miR⁃
NA⁃588 NC组的MDA⁃MB⁃231细胞（1×105 个/孔），在

下室中加入 DMEM 完全培养基，静置于 37 ℃培养

箱内培养 24 h 后。去除培养基，使用 4%多聚甲醛

固定，苏木精染色，置于显微镜下随机选取5个视野

进行细胞计数。细胞侵袭率=（转染组穿透细胞数/
空白对照组穿透细胞数）× 100% 。

1.3 统计学方法

数据分析应用Graphpad Prism 5.0统计软件完

成，数据采用均数±标准差（x ± s）表达，组间比较采

用单因素方差分析（one⁃way ANOVA），P ≤ 0.05为

差异有统计学意义。
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2 结 果

2.1 miR⁃588 在人乳腺癌组织及细胞中的表达

实时荧光定量 PCR检测 60例原发性乳腺癌患

者癌组织和匹配癌旁正常组织中miR⁃588的相对表

达量。在乳腺癌组织中，相对于管家基因U6，miR⁃
588相对表达量（3.03±0.35）明显低于癌旁正常组织

（5.63 ± 0.85），差异有统计学意义（P＜0.001，图

1A）。其在乳腺癌细胞MCF7和MDA⁃MB⁃231中的

相对表达量（4.86±0.4、1.63±0.15）亦明显低于乳腺

正常上皮细胞MCF10A（7.2±0.5），差异有统计学意

义（P＜0.001，图1B）。

2.2 miR⁃588过表达和转染效率鉴定

转染miR⁃588 mimic后MDA⁃MB⁃231和MCF细

胞的miR⁃588相对表达水平分别为空白对照组的

2.7倍和 2.2倍（P＜0.001），而阴性对照miR⁃588 NC
组与空白对照组的 miR⁃588 表达水平比较差异无统

计学意义（图2）。由此可以明确，miR⁃588 mimic已
成功转染至乳腺癌细胞并显著上调了miR⁃588在

MCF7和MDA⁃MB⁃231中的表达，可进行后续的功

能实验研究。

2.3 过表达miR⁃588对乳腺癌细胞增殖的影响

与阴性对照miR⁃588 NC组相比，过表达miR⁃
588能明显抑制乳腺癌细胞MCF7和MDA⁃MB⁃ 231
的体外增殖能力，差异有统计学意义（P＜0.001，图
3）。软琼脂克隆形成实验显示，过表达 miR⁃588能

明显抑制 MCF7和MDA⁃MB⁃231细胞克隆形成，与

阴性对照miR⁃588 NC组相比，差异有统计学意义

（P＜0.01，图4）。
2.4 过表达miR⁃588对乳腺癌细胞迁移的影响

划痕 48 h后比较miR⁃588 mimic组和阴性对照

miR⁃588 NC组细胞迁移的距离。结果显示：miR⁃
588 mimic组细胞迁移的距离为（23.58±3.46）μm，而阴

miR⁃588 NC组细胞迁移的距离为（62.34±4.25）μm，两

组比较差异有统计学意义（P＜0.01，图 5）。实验表

明，过表达miR⁃588能抑制乳腺癌细胞MDA⁃MB⁃
231的迁移能力。

2.5 过表达miR⁃588对乳腺癌细胞侵袭的影响

Transwell小室比较过表达miR⁃588对乳腺癌细

胞MDA⁃MB⁃231侵袭能力的影响。实验结果显示：

阴性对照miR⁃588 NC组穿膜细胞数明显高于miR⁃
588 mimic组，差异有统计学意义（P＜0.01，图 6）。

实验结果表明，过表达miR⁃588能够抑制 MDA⁃MB⁃
231 细胞的侵袭能力。

3 讨 论

肿瘤侵袭转移是一复杂的多因素调节过程，经

历肿瘤细胞从原发部位脱离、经淋巴和血液循环转

移及转移灶的形成，癌基因、抑癌基因及细胞因子

等多种因素参与这一过程［6］。其中miRNA的直接

或间接调控在肿瘤侵袭转移过程中发挥着举足轻
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图6 Transwell实验检测miR⁃588对乳腺癌细胞MDA⁃MB
⁃231侵袭能力的影响

Figure 6 The effect of miR ⁃ 588 on invasive ability of
breast cancer MDA⁃MB⁃231 cells detected by
Transwell assay

重的作用［7-12］。miRNA是存在于真核生物体内长度

约22个碱基高度保守的非编码小分子RNA，通过碱

图5 划痕愈合实验检测miR⁃588对乳腺癌细胞MDA⁃MB⁃
231迁移能力的影响

Figure 5 The effect of miR ⁃ 588 on migration of breast
cancer MDA ⁃ MB ⁃ 231 cells detected by the
scratch healing test
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图 3 MTT实验检测miR⁃588对乳腺癌细胞MCF7（A）和
MDA⁃MB⁃231（B）增殖的影响

Figure 3 The effect of miR⁃588 on proliferation of breast
cancer cells MCF7（A）and MDA⁃MB⁃231（B）
verified by MTT
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Figure 4 The effect of miR⁃588 on proliferation of breast
cancer cells MCF7（A）and MDA⁃MB⁃231（B）
verified by colony formation assay
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基配对特异性地与mRNA相结合，从而影响mRNA
降解和翻译成蛋白质的过程，间接调控靶基因的表

达，影响细胞周期和细胞凋亡等过程［13-15］。

最新文献报道，miR⁃588通过靶向调控颗粒体

蛋白（granulin，GRN）抑制肺鳞状细胞癌的侵袭和转

移［5］。但miR⁃588在乳腺癌中的表达及其在乳腺癌

发生发展中所发挥的作用尚无文献报道。miR⁃588
属于miRNA中一类非编码的小分子RNA，通过与靶

基因3′末端的非翻译区域（3′⁃UTR）结合，促进靶基

因mRNA的降解或抑制其翻译转录，从而参与调控

肿瘤细胞的增殖、凋亡及侵袭转移等。

本研究采用Real⁃time PCR法检测乳腺癌组织、

癌旁正常组织及乳腺癌细胞、乳腺正常上皮细胞中

miR⁃588的相对表达量。结果显示，其在乳腺癌组

织中的相对表达量明显低于癌旁正常组织，差异有

统计学意义。在细胞实验中也得出了相似结果，

miR⁃588在两株乳腺癌细胞中的表达均明显低于正

常乳腺上皮细胞，差异有统计学意义。接着采用

MTT和克隆形成实验检测miR⁃588对乳腺癌细胞增

殖的影响。采用瞬时转染技术将miR⁃588 mimic瞬
时转染至乳腺癌细胞MCF7和MDA⁃MB⁃231，构建

研究用细胞模型，经实时荧光定量PCR检测转染成

功后应用于生物学功能研究。MTT和克隆形成实

验结果显示：过表达miR⁃588能显著抑制乳腺癌细

胞株MCF7和MDA⁃MB⁃231的增殖能力，差异有统

计学意义。以上 MTT 和克隆形成实验提示 miR⁃
588具有抑制乳腺癌细胞增殖的作用。为进一步

考察miR⁃588对乳腺癌细胞侵袭和迁移能力的影

响，设计了细胞划痕愈合实验和 Transwell侵袭实

验，此两项实验结果显示：miR⁃588对乳腺癌细胞

MDA⁃MB⁃231的侵袭和迁移有明显抑制作用，与对

照组相比，差异有统计学意义。上述实验结果表

明，miR⁃588可能在乳腺癌疾病进展中发挥抑癌作

用，可作为新的潜在药物治疗靶点应用于乳腺癌

的基因治疗。

通过miRTarBase数据库（http：//mirtarbase.mbc.
nctu.edu.tw）检索，miR⁃588可能的靶标基因为GRN，

目前正在实验验证中。上述研究初步揭示了miR⁃
588可能在乳腺癌中发挥抑癌作用，为后续抑癌机

制的深入研究提供了基础。
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