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miR-26b 的表达及其与 Foxf2 相互作用在乳腺癌细胞 

生物学行为中的作用
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摘   要 目的：探讨 miR-26b 在乳腺癌细胞中的表达及其对乳腺癌细胞生物学行为的的影响。

方法：比较正常乳腺细胞系 MCF-10A 及乳腺癌细胞系 MCF-7 中 miR-26b 的表达差异。以无处理的

MCF-7 细胞为空白对照，分别检测 MCF-7 细胞转染 miR-26b 模拟物（miR-26b 组）、空质粒（阴性对

照组）后的 miR-26b 表达与增殖、迁移、侵袭能力，以及 Foxf2 的 mRNA 与蛋白表达的变化。用双荧

光素酶报告系统检测 miR-26b 对 MCF-7 细胞中 Foxf2 转录活性的影响。

结果：miR-26b 在 MCF-7 细胞中的表达水平明显低于 MCF-10A 细胞（P<0.05）。与空白对照组和阴

性对照组比较，miR-26b 组 miR-26b mRNA 表达水平明显升高、细胞增殖迁移、侵袭能力明显降低，

Foxf2 的 mRNA 和蛋白表达量均明显下调（P<0.05）。转染 miR-26b 模拟物后，MCF-7 细胞中 Foxf2-

3'UTR 的转录活性明显抑制（P<0.05）。

结论：miR-26b 在乳腺癌细胞中表达降低、增加其表达能抑制乳腺癌细胞的恶性生物学行为，机制可

能与其下调 Foxf2 的表达有关。
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Effects of miR-26b expression and its interaction with Foxf2 
on the biological behaviors in breast cancer cells
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Abstract Objective: To investigate the miR-26b expression and its influence on the biological behaviors in breast cancer 

cells.

Methods: The differences of miR-26b expressions in normal breast cell line MCF-10A and breast cancer cell 

line MCF-7 were compared. Using untreated MCF-7 cells as blank control, the changes in miR-26b expression, 

abilities of proliferation, migration and invasion, and Foxf2 mRNA and protein expressions in MCF-7 cells after 

transfection with miR-26b mimics (miR-26b) group or empty plasmid (negative control group) were determined. 

The influence of miR-26b on transcriptional activity of Foxf2 in MCF-7 cells was determined by dual-luciferase 

reporter assay system.
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乳 腺 癌 是 女 性 常 见 的 恶 性 肿 瘤 ， 其 发 病 率 居

于 女 性 恶 性 肿 瘤 首 位 ， 具 有 较 高 的 复 发 率 和 病 死

率[1]。因此，寻找能够抑制乳腺癌细胞侵袭迁移的

的 分 子 靶 点 对 改 善 患 者 预 后 、 延 长 生 存 期 具 有 重

要意义。微小RNA（miRNA）是一种由17~25个

氨基酸组成的短片段非编码RNA，其能够通过与

靶 基 因 的 m R N A 结 合 ， 调 控 基 因 转 录 翻 译 ， 进 而

参 与 细 胞 增 殖 、 分 化 等 生 物 学 进 程 ， 在 恶 性 肿 瘤

的 疾 病 进 展 中 发 挥 重 要 作 用 。 近 年 来 有 研 究 发 现

miR-26b在肝癌、胃癌、乳腺癌等多种恶性肿瘤中

均 出 现 表 达 异 常 ， 研 究 表 明 其 乳 腺 癌 细 胞 中 呈 低

表达，但其具体分子机制尚不明确 [2-4]。生物信息

学分析预测miR -26b是Foxf2的一种miRNA调节因

子，以往有研究[5-6]显示叉头框转录因子Foxf2的表

达 水 平 升 高 与 乳 腺 癌 、 宫 颈 癌 的 迁 移 侵 袭 具 有 密

切相关性。因此，本研究通过转染技术使miR-26b

在人乳腺癌细胞MCF-7过表达，旨在探讨miR-26b

对细胞迁移、侵袭及Foxf2表达的影响。

1　材料与方法

1.1  实验材料及设备

1.1.1  细胞系　人乳腺癌细胞系 MCF-7 细胞株、

人乳腺上皮细胞 MCF-10A，购自于中国科学院细

胞典藏库。

1.1.2  主要试剂　胎牛血清、RPMI 1640 培养基，

购 自 美 国 Gibco 公 司；miR-26b minic， 购 自 美 国

Applied biosystems 公 司； 脂 质 体 Lipofectamine 

2000、TRIZOL® Reagent Cat 购 自 美 国 Invitrogen

公 司；MTT， 购 自 美 国 Sigma 公 司； 引 物， 由 上

海生工生物工程有限公司合成；miScript Reverse 

Transcription Kit 逆 转 录 试 剂 盒、SYBR Premix 

EX Taq 荧光定量试剂盒，购自日本 Takara 公司；

Dual-Glo® 双萤光素酶报告基因检测系统购自美国

Promega 公司；PVDF 膜购自美国 Millipore 公司；

RIPA 蛋白裂解液、BCA 蛋白浓度测定试剂盒，购

自北京康为世纪生物技术有限公司；鼠抗人 Foxf2

抗 体、β-actin 抗 体， 购 自 美 国 Abcam 公 司； 兔

抗鼠免疫球蛋白 G（IgG）二抗，购自北京博奥森

生 物 技 术 有 限 公 司；ECL 显 色 剂， 购 自 上 海 西 唐

生物科技有限公司。

1.1.3  主要仪器　CO2 培养箱，购自美国 Thermo

公司；细胞培养瓶、培养板，购自于美国 Corning

公 司； 倒 置 显 微 镜 及 数 码 采 集 系 统， 购 自 日 本

Olympus 公司；Mastercycler PCR 仪、全波长酶标

仪，购自德国 Eppendorf 公司；荧光定量 PCR 仪，

购自美国 ABI 公司；流式细胞仪，购自于美国 BD

公 司； 离 心 机 购 自 美 国 Beckman 公 司； 电 泳 仪、

转膜仪，购自北京六一仪器公司；全自动凝胶成像

系统购自美国 Bio-Rad 公司。

1.2  实验方法

1.2.1  细胞培养和转染　将 MCF-7、MCF-10A 细

胞 接 种 于 含 10% 胎牛 血 清 的 RPMI 1640 培 养 基

中， 其 中 含 100 U/mL 青 霉 素 和 100 mg/mL 链 霉

素， 于 37 ℃、5% CO2 饱 和 湿 度 培 养 箱 中 进 行 培

养， 根 据 生 长 情 况 进 行 换 液 或 传 代， 经 3 次 稳 定

传 代 后， 可 取 对 数 期 细 胞 进 行 实 验。 根 据 实 验 设

计将 MCF-7 细胞分为空白对照组、阴性对照组和 

miR-26b 组，其中空白对照组细胞不做任何处理，阴

性对照组按照说明书要求转染空质粒，miR-26b 组

Results: The miR-26b expression level in MCF-7 cells was significantly lower than that in MCF-10A cells 

(P<0.05). In miR-26b group compared with the blank control group or negative control group, the miR-26b 

expression level was significantly increased, the abilities of proliferation, migration and invasion were significantly 

decreased, and the mRNA and protein expression levels of Foxf2 were significantly down-regulated (all P<0.05). 

The transcriptional activity of Foxf2-3'UTR was significantly inhibited in MCF-7 cells after miR-26b mimics 

transfection (P<0.05).

Conclusion: MiR-26b expression is decreased in breast cancer cells, increasing its expression can suppress the 

malignant biological behaviors of breast cancer cells, and the mechanism may be related to its down-regulating 

Foxf2 expression.

Key words Breast Neoplasms; MicroRNAs; Forkhead Transcription Factors; Neoplasm Invasiveness
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转染 miR-26b 模拟物；转染完成后通过 qRT-PCR

法 检 测 miR-26b mRNA 及 蛋 白 表 达 情 况 评 估 转 染

效果。

1.2.2  MTT 检 测 细 胞 增 殖　 将 转 染 24 h 后 的

MCF-7 细胞以 7 000 个 / 孔的密度接种于 96 孔培养

板中，置于 37 ℃、5% CO2 饱和湿度培养箱中培养，

分 别 于 24、48、72、96 h 向 每 孔 中 加 5 mg/mL 的

MTT 20 μL，继续培养 4 h，吸弃培养基加入 150 μL 

DMSO，水平震荡 10 min 后于酶标仪 490 nm 波长

下进行吸光值测定，每孔设 3 个重复。

1.2.3  细 胞 划 痕 实 验　 将 转 染 24 h 后 的 MCF-7

细 胞 接 种 于 6 孔 板 中 进 行 培 养， 待 细 胞 融 合 度 在

90% 以 上 时， 吸 弃 培 养 基 采 用 磷 酸 盐 缓 冲 液 PBS

洗涤 3 次，使用 200 μL 枪头在孔中央对细胞作水

平 划 线， 划 线 完 成 后 采 用 PBS 吸 取 脱 落 细 胞， 加

入 2 mL 含 10% 胎 牛 血 清 的 RPMI 1640 培 养 基 进

行培养，于划线后 0、48 h 采用倒置显微镜观察细

胞迁移情况，并进行拍照记录，通过测定划痕宽度

变化评估 miR-26b 对 MCF-7 细胞迁移的影响。

1.2.4  Transwell 迁 移 实 验　 将 Transwell 小 室 置

于 24 孔 培 养 板 中， 先 在 Transwell 小 室 的 膜 上 室

加入 100 μL 含有 1×1640 培养基稀释基质胶进行

包被，再将转染 48 h 后的 MCF-7 细胞悬浮于无血

清 培 养 基 中， 以 每 孔 250 μL 接 种 于 Transwell 小

室的膜上室，在培养孔中加入 500 μL 含 10% 血清

的 RPMI 1640 培养基，置于培养箱中进行培养，

24 h 后吸弃上室培养基，采用无菌棉签擦拭上室，

对 下 室 细 胞 采 用 4% 多 聚 甲 醛 进 行 固 定，0.1% 结

晶紫染色，显微镜下对下室细胞数量进行计数。

1.2.5  qRT-PCR　 采 用 TRIzol 法 提 取 细 胞 总

RNA， 采 用 miScript Reverse Transcription Kit

将 RNA 逆 转 录 为 cDNA， 采 用 qRT-PCR 法 检 测

MCF-7、MCF-10A 细 胞 中 miR-26b mRNA 表 达 量

及转染 miR-26b 模拟物后的 MCF-7 细胞中 miR-26b

和 Foxf2 mRNA 表 达 量。 采 用 ABI 公 司 7500 荧 光

定 量 测 定 仪 进 行 测 定， 反 应 程 序 95 ℃ 10 min，

95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 60 s 扩增 40 个循

环，72 ℃ 10 min， 共 40 个 循 环； 反 应 体 系 为：

2SYBR Premix 12.5 μL， 上 下 游 引 物 各 1.0 μL 

（10 mmol/L），cDNA 样本 2 μL，ddH2O 8.5 μL。

最 终 结 果 以 β-actin 作 为 内 参， 采 用 2−ΔΔCt 法 计

算 miR-26b、Foxf2 mRNA 相对表达量，每组重复

3 次。引物序列见表 1。

表 1　基因的引物序列
Table 1　The primer sequences

基因 序列
miR-26b 上游：5'-GAA GAT CTA TGG CCC ATC TGA-3'

下游：5'-CCA AGC TTA AAA ACC TCC AC-3'
Foxf2 上游：5'-TGC ACT CCA GCA TGT CCT CC-3'

下游：5'-GCT AGC TGA GGG ATG GAA-3'
β-actin 上游：5'-CTG TTG TAG CTG TGG CTG-3'

下游：5'-AGA GGT CTT TAC GGA TGT CAA-3'

1.2.6  Western blot　采用 RIPA 法裂解细胞提取

总蛋白，采用 BCA 蛋白浓度检测试剂盒检测蛋白

浓度，并调整抑制后，上样 20 μL 通过 10% 十二

烷基磺酸钠 - 聚丙烯酰胺（SDS-PAGE）凝胶电泳

分离蛋白，将蛋白电转至 PVDF 膜上，采用 5% 的

脱脂乳进行室温封闭 1 h，吸弃封闭液，加入预先

按照说明书推荐比例稀释后的一抗，置于 4 ℃孵

育过夜，采用 TBST 洗涤膜 3 次，每次 5 min，加

入 IgG 二 抗， 室 温 孵 育 2 h，TBST 洗 涤 膜 3 次，

每次 5 min，加入 ECL 显色剂进行显色，采用全自

动 凝 胶 成 像 仪 采 集 图 片， 并 使 用 Quantity One 软

件 进 行 条 带 灰 度 值 分 析， 本 研 究 结 果 以 目 的 蛋 白

Foxf2 与内参蛋白 β-actin 条带的比值表示目的蛋

白的相对表达量。

1.2.7  双荧光素酶报告实验　通过 TargetScan 软

件 预 测 miR-26b 的 可 能 靶 基 因， 并 分 析 其 相 互 作

用 的 序 列 位 点， 扩 增 Foxf2 基 因 的 3'-UTR， 其 中

包含 miR-26b 的结合序列，同时通过重叠 PCR 法

构建 Foxf2 基因 3'-UTR 中 miR-26b 结合区域的突

变位点，构建表达海肾荧光素酶的载体，构建完成

后 与 miR-26b 模 拟 物 或 空 质 粒 和 荧 光 素 酶 报 告 载

体共转染 MCF-7 细胞，主要分为 Foxf2 3'-UTR 与

miR-26b 或 空 质 粒 共 转 染、 突 变 体 与 miR-26b 或

空质粒转染 4 组，转染 48 h 后，收集细胞，采用

双 萤 光 素 酶 报 告 基 因 检 测 试 剂 盒 检 测 各 组 荧 光 素

酶活性，以萤火虫荧光素酶与海肾荧光素酶的比值

代表各组报告基因的转录活性。

1.3  统计学处理

采用SPSS 19.0对实验数据进行统计分析，计

量资料采用均数±标准差（x±s）表示，多组间比

较采用One-Way ANOVA分析，两两比较方差齐次

用LSD法，方差非齐次用Dunnett 's  T3法，P<0.05

为差异有统计学意义。
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2　结　果

2.1  miR-26b 在乳腺癌细胞中的表达情况

m i R - 2 6 b 在 乳 腺 癌 细 胞 系 M C F - 7 中 的 相 对 表

达量为0.47±0.03，在乳腺上皮细胞系MCF -10A

中 的 相 对 表 达 量 为 0 . 9 5 ± 0 . 0 5 ， m i R - 2 6 b 在 乳 腺

癌 细 胞 中 的 表 达 水 平 明 显 低 于 正 常 乳 腺 上 皮 细 胞

（P<0.05）。

2.2  miR-26b 模拟物转染效果评价

与 空 白 对 照 组 和 阴 性 对 照 组 比 ， m i R - 2 6 b 组

miR-26b相对表达量明显升高，差异有统计学意义

（P<0.05）（图1）。

2.3 miR-26b 对 MCF-7 细胞增殖的影响

转染miR-26b模拟物后，MCF-7细胞的增殖率

随着时间延长逐渐降低，且在48、72、96 h活力

均 明 显 低 于 空 白 对 照 组 和 阴 性 对 照 组 ， 差 异 有 统

计学意义（均P<0.05）（图2）。

2.4  miR-26b 对 MCF-7 细胞迁移的影响

与空白对照组比较和阴性对照组比较，miR-26b组 

细 胞 的 迁 移 能 力 明 显 降 低 ， 差 异 有 统 计 学 意 义

（均P<0.05）（图3）。

2.5  miR-26b 对 MCF-7 细胞侵袭的影响

与空白对照组和阴性对照组比较，miR-26b组

Transwel l小室内细胞穿膜数量明显减少，差异有

统计学意义（均P<0.05）（图4）。

图 1　各组细胞 miR-26b 的表达水平比较
Figure 1　Comparison of the miR-26b expression levels among 

groups of cells
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图 2　各组细胞增殖情况比较
Figure 2　Comparison of the proliferation abilities among groups of 

cells
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图 3　各组细胞迁移能力检测
Figure 3　Determination of the migration ability in each group of cells
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2.6  miR-26b 模 拟 物 转 染 MCF-7 细 胞 后 Foxf2

的 mRNA 与蛋白表达情况

与空白对照组和阴性对照组比较，miR-26b组

Foxf2 mRNA与蛋白表达水平均明显降低，差异有

统计学意义（均P<0.05）（图5）。

2.7  miR-26b 对 Foxf2 基因 3’-UTR 的调控

双荧光素酶报告基因检测结果显示，miR-26b

能够明显抑制MCF-7细胞中Foxf2-3'UTR的荧光素

酶活性（P<0.05），但对Foxf2-3'UTR突变体的荧

光素酶无明显抑制作用（P>0.05）（图6）。
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Figure 4 　Determination of the invasion ability in each group of cells (×200)
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图 6　miR-26b 对 MCF-7 细胞中 Foxf2 基因转录活性的影响
Figure 6　The influence of miR-26b on transcriptional activity of 

Foxf2 in MCF-7 cells

3　讨　论

近年来miRNA参与肿瘤进展成为多数研究学

者关注的热点，其能够与靶基因的3' -UTR结合，

降 解 靶 基 因 或 抑 制 靶 基 因 转 录 ， 进 而 调 控 细 胞 增

殖、分化、凋亡等生理过程 [7-8]。MiR -26b与miR -

2 6 a 、 m i R - 1 2 9 7 、 m i R - 4 4 6 5 共 同 构 成 m i R - 2 6 家

族，其中miR-26b主要存在于2号染色体CTDSP1基

因的第4个内含子上，最早对miR -26b的研究多集

中 于 脂 肪 细 胞 、 骨 髓 间 充 质 干 细 胞 等 正 常 细 胞 的

分化 [9-10]。近年来不断有研究 [11-12]显示miR-26b亦

参 与 恶 性 肿 瘤 的 增 殖 分 化 。 目 前 有 关 恶 性 肿 瘤 与

miR-26家族成员miR-26a的研究较为成熟，但有关

miR-26b的研究相对较少，其发挥抗肿瘤作用的具

体功能及相关机制尚未阐明。

陈政纲等[13]发现miR-26b在神经胶质瘤中表达

降 低 ， 且 与 肿 瘤 级 别 具 有 密 切 相 关 性 ， 随 着 级 别

的升高表达呈下降趋势，上调miR-26b的表达能够

抑 制 胶 质 瘤 细 胞 体 外 增 殖 、 迁 移 和 侵 袭 ； 叶 劲 军

等 [14]显示miR -26b在胃癌细胞系MGC803、MKN -

4 5 中 均 表 达 下 调 ， 而 过 表 达 m i R - 2 6 b 后 则 会 抑 制

MKN-45细胞增殖，促进正常胃上皮细胞增殖。本

研 究 通 过 将 m i R - 2 6 b 模 拟 物 转 染 人 乳 腺 癌 细 胞 系

MCF -7细胞株使miR -26b过表达， 结 果 显 示 m i R -

2 6 b 过 表 达 会 抑 制 乳 腺 癌 细 胞 的 增 殖 分 化 。 结 合

过 往 研 究 推 测 [ 1 5 - 1 6 ]， m i R - 2 6 b 过 表 达 能 够 阻 断 细

胞 周 期 G 1 / S 时 相 的 转 化 ， 进 而 抑 制 肿 瘤 细 胞 增

殖 。 乳 腺 癌 后 期 的 淋 巴 结 及 肝 脏 、 肺 部 等 远 端 器

官 的 转 移 是 导 致 其 病 死 率 高 的 主 要 原 因 之 一 ， 因

此 抑 制 癌 细 胞 迁 移 、 侵 袭 是 控 制 疾 病 进 展 、 改 善

预后的关键 [17]。本研究采用划痕实验和Transwel l

小 室 实 验 对 转 染 m i R - 2 6 b 后 的 M C F - 7 细 胞 的 体 外

迁 移 、 侵 袭 能 力 进 行 检 测 ， 结 果 显 示 ， m i R - 2 6 b

的 过 表 达 对 M C F - 7 细 胞 的 迁 移 侵 袭 具 有 显 著 抑 制

作 用 ， 提 示 m i R - 2 6 b 在 乳 腺 癌 疾 病 进 展 中 发 挥 重

要作用。

Foxf2是叉头框转录因子Fox家族的主要成员，

该 家 族 具 有 高 保 真 D N A 编 码 区 和 组 织 特 异 性 ，

在 胚 胎 形 成 、 发 育 及 细 胞 生 长 分 化 中 发 挥 重 要 作

用 。 最 近 研 究 证 实 F o x 家 族 能 够 介 导 上 皮 间 质 转

化，与肿瘤的转移侵袭进程具有密切相关性[18-19]。 

刘 丽 敏 等 [ 2 0 ]研 究 显 示 采 用 s i R N A 沉 默 宫 颈 癌 细 胞

中 F o x f 2 的 表 达 能 够 增 强 癌 细 胞 的 增 殖 能 力 和 迁

移能力，促进癌细胞体外转移；朱麟等 [ 21]研究显

示在低氧环境诱导下，Foxf2在胰腺癌细胞中表达

升高，促进细胞间质化。目前有关Foxf2与乳腺癌

的 研 究 相 对 不 足 ， 尚 存 在 部 分 争 议 ， 有 研 究 指 出

Foxf2的表达缺失能够促进乳腺上皮细胞间质化，

进 而 增 强 基 底 样 乳 腺 癌 细 胞 的 转 移 ， 另 有 研 究 证

实Foxf2启动子区CpG岛甲基化能够促进乳腺癌细

胞 的 增 殖 ， 推 测 F o x f 2 可 能 在 乳 腺 癌 发 展 中 通 过

不 同 作 用 机 制 发 挥 双 重 作 用 [ 1 1 , 1 3 - 2 3 ]。 近 年 来 ， 有

研究 [24]表明微小RNA miR -182能够通过靶向抑制

Foxf2的表达抑制乳腺癌细胞的增殖迁移，目前尚

无miR -26b对Foxf2基因的影响的相关报道。本研

究通过多过表达miR -26b的MCF -7细胞中Foxf2基

因及蛋白表达水平进行测定，结果显示miR-26b过

表达组，Foxf2的mRNA和蛋白水平均明显降低，

同 时 通 过 双 荧 光 素 酶 报 告 系 统 进 行 验 证 ， 结 果 显

示miR -26b能够靶向调控Foxf2的转录，结合前期

miR-26b转染后MCF-7细胞迁移侵袭能力下降的结

果，初步表明下调Foxf2表达可能是miR -26b抑制

乳腺癌转移侵袭的分子机制之一。

综上所述，miR-26b具有抑制乳腺癌细胞体外

增殖、迁移、侵袭的作用，提高MCF -7细胞miR -

26b表达水平可使Foxf2表达下调，这可能是miR -

26b发挥抑制乳腺癌转移的机制之一。故miR -26b

可 能 成 为 后 期 乳 腺 癌 诊 断 及 分 子 靶 向 治 疗 的 分 子

标志物。
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