
乳腺癌是世界范围内最常见的女性恶性肿瘤，病死

率是所有女性恶性肿瘤的第2位，我国发病率年平均增

长速度约在3%~4%之间［1］。随着现代分子诊断技术的

发展，乳腺癌的早期诊断及分子靶向药物治疗，虽已取

得了实质性的进展，但其复发率及晚期患者的生存率仍

不乐观［2］。因此，进一步阐明乳腺癌发生发展的分子机

制，寻找新的治疗靶点，对提高乳腺癌的疗效具有极其

重要的作用。

研究显示微小RNA（miRNA）与乳腺癌临床特征

密切相关，可通过碱基互补配对原则与靶基因的3'非编

码区域结合，从而发挥对靶基因的调节作用，参与调控

乳腺癌的多种生理病理过程［3-5］。现约50%的miRNAs

可作为致癌或抑癌基因而发挥促癌或抑癌作用［6］。最

近研究表明，乳腺癌发生、发展的各阶段均有不同程度

的miRNAs相对表达失调［7］。如：Bahena等［8］研究发现

在乳腺癌细胞中过表达miR-10b可抑制PTEN的表达，

促进细胞EMT和干细胞标志物表达，从而促进乳腺癌

侵袭转移。Damiano等［9］发现发现miR-200b/c通过抑

制ZEB2表达，促进间充质细胞向上皮细胞转化MET，

促进乳腺癌细胞转移。Ding等［10］通过对乳腺癌和癌

旁组织检测，发现miR-145过表达可降低乳腺癌细胞
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摘要：目的 研究miR-671-3p对乳腺癌细胞增殖、侵袭生物学功能的影响及其可能的作用机制。方法 以实时荧光定量PCR方法

检测正常乳腺上皮细胞（MCF-10A）与乳腺癌细胞（MCF-7、MDA-MB-231、SK-BR3）中miR-671-3p表达情况；检测miR-671-3p

在MCF-7细胞中的转染效率；通过CCK-8法检测miR-671-3p对MCF-7细胞增殖的影响；通过Transwell实验、划痕实验检测

miR-671-3p对MCF-7细胞侵袭迁移能力的影响；Targetscan预测miR-671-3p的靶基因，并通过双荧光素酶法和Western blot法

对靶基因DEPTOR进行验证，并检测DEPTOR的表达。结果 miR-671-3p在乳腺癌细胞系MCF-7、MDA-MB-231、SK-BR3的

表达量低于乳腺正常上皮细胞MCF-10A的表达。通过mimics、inhibitor分别促进、抑制miR-671-3p在MCF-7细胞中的表达

后，结果显示miR-671-3p对乳腺癌细胞的增殖有抑制作用（P<0.05），对肿瘤细胞的侵袭和迁移有抑制作用（P<0.05）。双荧光素酶结果

显示DEPTOR蛋白为miR-671-3p的直接作用靶点，过表达miR-671-3p可直接抑制DEPTOR蛋白的表达。结论 miR-671-3p直

接靶向作用于DEPTOR蛋白从而抑制乳腺癌细胞的增殖和侵袭。
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Abstract: Objective To investigate the effects of miR-671-3p on the proliferation and invasion of breast cancer cells and explore
the possible mechanism. Methods We examined the expressions of miR-671-3p in human normal epithelial cells (MCF-10A)
and breast cancer cell lines (MCF-7, MDA-MB-231, and SK-BR3) using RT-PCR. The effects of transfection with a miR-671-3p
mimic or inhibitor on the proliferation, migration and invasion of MCF-7 cells were evaluated using CCK-8 assay and
Transwell chamber assay. The target gene of miR-671-3p was predicated with Targetscan and validated by a dual luciferase
reporter system and Western blotting. Results The expression of miR-671-3p was significantly lower in breast cancer cells than
in normal breast epithelial cells. Compared with negative control group, MCF-7 cells with miR-671-3p overexpression
exhibited significantly reduced proliferation and invasion, whereas inhibition of miR-671-3p obviously promoted the cell
proliferation and invasion. Luciferase reporter assay demonstrated that DEPTOR was the target gene of miR-671-3p, and
miR-671-3p overexpression caused significant down-regulation of the protein expression of DEPTOR. Conclusion MiR-671-3p
suppresses the proliferation and invasion of breast cancer cell line MCF-7 by directly targeting DEPTOR protein.
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增殖并抑制TGF的表达。TOYAMA等［11］研究表明，

miR-210高表达是日本乳腺癌患者预后不良的独立因

素。miR-671作为调控网络中的重要分子涉及肿瘤的

发生、发展［12］，然而miR-671-3p在乳腺癌当中的作用及

其机制还未明确。因此，本文旨在研究miR-671-3p对

乳腺癌细胞MCF-7增殖与侵袭迁移作用的影响及其作

用机制。为乳腺癌的诊断及靶向治疗提供新的靶点及

实验依据，现报道如下。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株 人乳腺癌细胞株 MCF-7、MDA-MB-

231、SK-BR-3和乳腺癌上皮细胞MCF-10A均来自中

国科学院上海生命科学研究院细胞资源中心；荧光报告

载体psiCHECK-2购于美国Promega公司。

1.1.2 仪器和试剂 低温高速离心机（Thermo Fisher）；二

氧化碳培养箱（Thermo Fisher）；实时荧光定量（RT-PCR）

仪（Stratagene）；Transwell小室（Corning）；BCA蛋白浓

度检测试剂盒（上海碧云天生物技术公司）；RPMI 1640/

DMEM 培养基（Life Techmologies）；Trizol（Takara）；

DEPC（Bio Basic）；胎牛血清（Gibco）；Lipofectamine

3000（Invitrogen）；miR-671-3p mimic/inhibitor（上海吉

玛有限公司）；双荧光素酶报告系统检测试剂盒

（Promega）；CCK-8试剂盒（同仁化学研究所）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 乳腺癌细胞MCF-7和MDA-MB-231

采用含10% FBS高糖DMEM培养基；SKBR-3采用含

10% FBS 的 RPMI 1640 培 养 基 ；MCF-10A 采 用

DMEM/F12含5%马血清、10 μg/mL胰岛素、20 ng /mL

EGF、100 ng/mL霍乱毒素、0.5 μg/mL氢化可的松培养

基，37 ℃、5% CO2及相对湿度条件下培养。

1.2.2 细胞转染 以（3~4）×105个细胞/孔的量取对数期

生长细胞铺于 6孔板中，待其生长至 80%融合时，按

lipofectmine 3000脂质体转染试剂盒说明书进行操作，

转染20 nmol/L miRNA到细胞中，分miR-671-3p mimic

组、inhibitor 组及其阴性对照组（NC）。转染后放于

37 ℃，5% CO2环境中培养。转染6~8 h后更换含10%胎

牛血清的DMEM培养基，细胞继续培养48 h后行后续

实验。

1.2.3 RNA提取及RT-PCR 收集转染48 h后的各组细

胞，用Trizol法提取总RNA，分光光度计Nanodrop上测

定 RNA浓度，并进行逆转录，逆转录具体操作步骤按照

TaqMan MicroRNA逆转录试剂盒说明书进行。按照

16 ℃ 30 min，42 ℃ 30 min，85 ℃ 5 min，反应条件进行逆

转录，将得到的产物保存于4 ℃。根据Real-time PCR

试剂盒说明书进行扩增，测定 miR-671-3p 的表达。

PCR 反应条件为 95 ℃预变性 2 min；95 ℃变性 10 s，

60 ℃退火30 s、72 ℃延伸30 s，共40个循环。每个实验

重复3次，每次检测均以U6为内参照结果以2-△△CT法计

算，用相对定量表示。

1.2.4 CCK-8法 通过CCK-8实验检测miR-671-3p对

MCF-7细胞增殖的影响。将MCF-7细胞接种到96孔

板中，将实验分为miR-671-3p mimic组、mimic NC组，

miR-671-3p inhibitor组、inhibitor NC组，每组设5个复

孔，培养24、48、72、96 h后分别向各孔中加入CCK-8溶

液10 μL将培养板放入37 ℃孵箱中继续培养2 h。用酶

标仪检测各组细胞吸光度（A450 nm）。

1.2.5 Transwell迁移实验 采用Transwell小室，预铺基

质胶，取5×104/L的细胞接种于小室上层，加入无血清培

养基，下室加入600 μL条件培养基（含有10% FBS），置

于37 ℃、5% CO2培养箱培养。每个处理组设3个复孔。

培养24 h后取出Transwell小室，弃小室内液体，棉签擦

除里面细胞，结晶紫染色15 min，显微镜下计数细胞。

1.2.6 划痕实验 取miR-671-3p mimic组、miR-671-3p

inhibitor组和其对照组MCF-7细胞，采用0.25%胰蛋白

酶消化，调整细胞浓度为 1×105/mL，接种于6孔板中，置

于37 ℃，5% CO2的培养箱中孵育培养，待细胞增长至汇

合度80%以上时，用10 μL微量移液头消毒后在6孔细

胞板上垂直划痕，采用PBS洗涤细胞3次，24 h后在倒

置显微镜下观察细胞的迁移情况。

1.2.7 双荧光素酶实验 将含有 miR-671-3p 靶点的

DEPTOR 3'-UTR插入萤光素酶基因编码区下游的报告

基因载体psiCHECK-2，构建psiCHECK-2-DEPTOR野

生型重组报告基因载体（psiCHECK-2-DEPTOR-WT），

后构建突变型报告基因载体（psiCHECK-2-DEPTOR-

Mut），将野生型和突变型报告基因载体与miR-671-3p

mimic和阴性对照分别共转染MCF-7细胞，48 h后去除

完全培养基，加入适量报告基因细胞裂解液，室温放置

15 min；而后每孔加入100 μL萤火虫荧光素酶检测缓冲

液（LARII），采用多功能酶标仪检测孔内相对光单位，

后每孔加入100 μL 海肾荧光素酶检测工作液（Stop &

Glo Reagent）后再次测定。 计算两种荧光素酶读数的

比值，取3个平行孔的平均值，并计算标准差。

1.2.8 Western blot实验 收集培养72 h的miR-671-3p

mimic组、miR-671-3p inhibitor组和其对照组MCF-7细

胞，提取细胞总蛋白，采用BCA蛋白浓度测定试剂盒测

定蛋白浓度。加入上样缓冲液，100 ℃煮沸10 min，取

50 μg蛋白样品，经SDS-PAGE分离后，电转移至PVDF

膜上，经5%脱脂奶粉室温置摇床封闭2 h；加入稀释好

的抗体，4 ℃过夜，TBST洗膜3次，再于稀释后HRP标

记的二抗工作液37 ℃孵育1 h。TBST再次清洗3次，

ECL化学发光。
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1.3 统计学处理

采用SPSS 22.0统计软件，计量资料用均数±标准

差表示，组间比较采用t检验，多组均数比较采用单因素

方差分析，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 miR-671-3p在乳腺癌细胞中的表达

Trizol法提取总RNA，Real-time PCR检测各种分

型乳腺癌细胞系中miR-671-3p的表达。

乳腺癌细胞系MCF-7、MDA-MB-231、SK-BR-3中

miR-671-3p表达水平低于正常乳腺上皮细胞系MCF-

10A，可见miR-671-3p在多个乳腺癌细胞系中水平均显

著下调（t=9.587，t=7.107，t=5.084，P<0.05，图1）。

2.2 miR-671-3p对乳腺癌细胞增殖活性的影响

分别将miR-671-3p mimic及miR-671-3p inhibitor

及对照组转染入MCF-7细胞中，采用RT-PCR检测不同

组中miR-671-3p的表达水平，结果显示，miR-671-3p

mimic组中miR-671-3p的表达水平显著升高（t=10.76，

P<0.01），miR-671-3p inhibitor组中miR-671-3p的表达

水平显著降低（t=12.03，P<0.01）。根据CCK-8法检测

结果绘制MCF-7细胞的生长曲线，miR-671-3p mimic

组细胞活力显著低于mimic NC组，48 h差异有统计学

意义（t=9.831，P<0.05），而miR-671-3p inhitibor组细胞

活力显著高于 inhibitor NC组，48 h差异有统计学意义

（t=8.793，P<0.05，图2）。

图1 miR-671-3p在正常乳腺上皮细胞和不同乳腺癌细
胞株中的表达水平
Fig.1 qPCR for comparing the expression of miR-671-3p
between 4 cell lines. *P<0.05 vs MCF-10A group.
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图2 MCF-7细胞被转染后miR-671-3p相对表达水平及生长曲线图
Fig.2 A, B: qPCR for comparing the expression of MCF-7 cells transfected with NC-mimic/inhibitor and miR-671-3p
mimics/inhibitor. *P<0.05 vs mimic NC group; C, D: CCK-8 assay of MCF-7 cells transfected with NC-mimic/inhibitor
and miR-671-3p mimics/inhibitor. *P<0.05 vs inhibitor NC group.
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2.3 miR-671-3p对乳腺癌细胞侵袭能力的影响

转染乳腺癌 MCF-7 细胞 miR-671-3p mimic 和

miR-671-3p inhibitor，培养48 h后，miR-671-3p mimic

组穿过小室的数目与mimic NC组比较，乳腺癌细胞的

侵袭能力均显著降低，差异有统计学意义（t=8.405，P<

0.05）；miR-671-3p inhibitor组较 inhibitor NC组乳腺癌

细胞的侵袭能力均显著升高，差异具有统计学意义（t=

5.866，P<0.05，图3）。
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图3 Transwell侵袭实验观察miR-671-3p对MCF-7细胞侵袭能力的影响
Fig.3 Migration ability of MCF-7 cells after NC-mimic/inhibitor and miR-671-3p mimics/inhibitor transfection assessed by
Transwell assay. A, B, D, E: Transwell assay; C, F: Quantitative analysis of cell migration. *P<0.05 vs NC group.

2.4 miR-671-3p对乳腺癌细胞迁移能力影响

转染乳腺癌细胞 MCF-7 miR-671-3p mimic 和

miR-671-3p inhibitor，培养24 h后，与NC对照组相比，

miR-671-3p mimic组细胞的迁移能力明显降低，差异有

统计学意义（t=5.464，P<0.05）；miR-671-3p inhibitor组

细胞的迁移能力明显升高（t=4.151，P<0.05，图4）。

图4 miR-671-3p对MCF-7细胞迁移能力的影响
Fig.4 Migration ability of MCF-7 cells after NC-mimic/inhibitor and miR-671-3p mimics/inhibitor transfection
assessed by wound healing assay.
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2.5 双荧光素酶实验验证miR-671-3p对蛋白的直接靶

向作用

通过靶基因预测网站 TargetScan（http://www.

targetscan.org/）和 miRanda（http://www.microrna.org）

进行生物信息学预测，结果显示miR-671-3p与DEPTOR

mRNA的3'UTR之间存在互补配对序列（图5）。WT组、

Mut组和对照组质粒共转染MCF-7细胞48 h后进行双

荧光素酶检测，结果表明共转染miR-671-3p mimic和

psiCHECK-2的乳腺癌细胞中荧光素酶活性强度显著

低于其他组（t=9.232，P<0.01，图6）。

2.6 miR-671-3p对DEPTOR蛋白表达的影响

分 别 转 染 miR-671-3p mimic 和 miR-671-3p

inhibitor至MCF-7细胞72 h后，通过Western blot检测

DEPTOR蛋白的表达情况。结果显示，经转染后miR-

671-3p mimic组DEPTOR的相对表达水平下调，miR-

671-3p inhibitor组DEPTOR相对表达水平上调（图7，

P<0.05）。

3 讨论

近年来，乳腺癌发病率急剧上升，并呈年轻化趋

势。由于其早期临床症状不明显，多数患者到确诊时已

属中晚期，预后不理想。因此，乳腺癌的早期诊断对于

提高乳腺癌的预后至关重要［13］。转移相关miRNA的发

现，为我们研究乳腺癌转移提供了新的思路。Ma等［14］

最早发现miR-10b可通过抑制转录因子HOXD10的翻

译引发转移基因RHOC的表达，促进肿瘤细胞的侵袭和

迁移。Wu等［15］发现诱导miR-340表达能够抑制肿瘤细

胞的侵袭和转移。还有研究表明，机体的细胞因子和基

因表达与患者治疗及预后密切相关［16］。因此，寻找影响

乳腺癌患者病情进展和预后的相关因素并进行积极干

预是改善预后的关键。

miRNA是一种长度约为22 nt的非编码RNA，能结

合mRNA 3'UTR区，导致mRNA降解或翻译受阻，在多

种肿瘤中扮演重要角色，它的调控作用参与到乳腺癌发

生、侵袭和转移的各个过程。研究表明，恶性肿瘤的肿

瘤组织、细胞系或血清样本中的miRNA表达谱较正常

人有明显改变，这些miRNA可能来源于坏死或者凋亡

细胞，或来自肿瘤细胞的主动释放，其中还包含mRNA，

微泡或外泌体的形式进行细胞间的物质交换［17］。对于乳

腺癌的筛查，缺乏血清学特异的标记，miRNA有望成为

乳腺癌早期诊断的分子标记。miR-671-3p属于miR-671

家族成员。有研究表明，miR-671-3p在胃癌组织和胃

癌细胞中表达升高，且与胃癌临床分期及淋巴结转移相

关［18］。唐佳佳等［19］研究发现，miR-671-3p 可正向调

控胃癌细胞的生长、迁移和侵袭。Yu等［12］研究发现，

miR-671-3p通过靶向肿瘤抑制因子SOX6促进前列腺

癌细胞增殖。雷奕等［20］研究表明miR-671-3p可能通过

调控RHOU基因来促进神经胶质瘤发展。以上研究表

图5 生物信息学预测位于miR-671-3p与DEPTOR的3'UTR的
匹配及突变位点
Fig.5 Matching of miR-671-3p with the target sites and mutations.
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图6 miR-671-3p对DEPTOR萤光素酶活性的比较
Fig.6 Luciferase analysis showing the inhibitory effect of
miR-671-3p on expression of the reporter gene by binding
with DEPTOR 3'UTR. *P<0.05 vs mimic NC group.
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图7 miR-671-3p对乳腺癌MCF-7细胞DEPTOR蛋白表

达的影响

Fig.7 Western blotting showing down- regulated DEPTOR
proteins in MCF-7 cells overexpressing miR-671-3p. *P<0.05
vs mimic NC group.
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明，miR-671-3p在胃癌、前列腺癌、神经胶质瘤等恶性

肿瘤的发生、发展过程中具有重要作用。但目前关于

miR-671-3p表达与乳腺癌细胞恶性生物学行为关系的

报道较少。

DEPTOR来源于染色体8q24.12，分子量为48 kDa

的蛋白［21］，是雷帕霉素靶蛋白（mTOR）的特异性抑制蛋

白。DEPTOR在体外以及细胞实验中均能够抑制mTOR

的活性，是 mTOR 信号通路体内的调控开关［22］，而

mTOR是一种调节细胞生长和增殖的关键蛋白激酶［23］。

DEPTOR在多种疾病，如肥胖、肝癌、甲状腺癌等中过表

达［24-26］。也有文献报道DEPTOR与甲状腺肿瘤及肝恶

性肿瘤的复发率也有相关联，且与患者的总体生存率呈

负相关，是肿瘤不良预后的一个指标［27］。然而，

DEPTOR在恶性肿瘤的表达水平因肿瘤的类型不同而

有差异，所发挥的功能也不一样。不同于其他类型的肿

瘤，最近研究发现DEPTOR高表达于多发性骨髓瘤细

胞系，高表达DEPTOR可以活化磷脂酰肌醇三磷酸激

酶PI3K/Akt通路，有研究从而调节细胞增殖、分化与凋

亡［28］。由于DEPTOR在肿瘤细胞的生长、凋亡、自噬、

EMT及耐药性等方面有着重要作用，它是否可以作为新

的治疗恶性肿瘤的药物靶点，成为目前研究的热门［29］。

在过表达的恶性肿瘤中，抑制剂的研究则是一种新的治

疗策略。过表达的DEPTOR可以通过减弱mTOR1对

于PI3K的负反馈抑制作用，从而激活PI3K/Akt通路，

在肿瘤发生、侵袭和转移中发挥重要作用［30］。

本研究结果表明在过表达miR-671-3p的情况下，

乳腺癌细胞的增殖、侵袭迁移能力受到明显抑制，而抑

制乳腺癌细胞中miR-671-3p的表达，乳腺癌细胞的增

殖、侵袭迁移能力则明显增加。进一步的机制研究中，

证明了miR-671-3p的直接靶基因是DEPTOR蛋白，过

表达miR-671-3p能显著抑制DEPTOR基因的表达，从

而影响乳腺癌细胞的生物学行为，即乳腺癌细胞增殖、

侵袭迁移能力受到抑制的原因是由于miR-671-3p通过

直接靶向DEPTOR基因，从而影响其下游基因的表达，

诱导乳腺癌细胞产生上述细胞学行为。在体外实验中，

乳腺癌细胞侵袭迁移能力和增殖能力发生显著改变，提

示乳腺癌的发生、发展与miR-671-3p表达水平密切相

关，miR-671-3p表达水平的检测可以作为乳腺癌诊断

的参考指标，对于临床上乳腺癌早期诊断和早期治疗提

供了新的思路和方向。
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