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miRNA-639 在乳腺癌中表达及其意义
徐泰

（广东省梅州市人民医院 乳腺外科，广东 梅州 514000）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：探讨 miRNA-639（miR-639）在乳腺癌中的表达及其与乳腺癌生长、侵袭及转移的关系。

方法：采用荧光定量 PCR 方法检测 miR-639 在 60 例乳腺癌组织（转移性乳腺癌 30 例，非转移性 30 例）

与 30 例癌旁组织、以及人乳腺癌 MD231 细胞与 MCF-7 细胞中的表达；分析 miR-639 表达水平与乳

腺癌患者临床病理特征关系；分别通过 CCK-8 实验、细胞划痕实验、Boyden 小室实验检测 miR-639

在乳腺癌细胞增殖、迁移和侵袭中的作用。

结果：miR-639 的表达水平在乳腺癌组织中明显高于癌旁组织、在转移性乳腺癌组织中明显高于非转

移性乳腺癌组织、在高侵袭性 MD231 细胞中明显高于低侵袭性 MCF-7 细胞，差异均有统计学意义（均

P<0.05）。在各项临床病理因素中，miR-639 的表达与仅乳腺癌患者的 M 分期有关（P<0.01）。转

染 miR-639 抑制物后，MD231 细胞的增殖、迁移和侵袭能力明显降低，而转染 miR-639 后，MCF-7

细胞的增殖、迁移和侵袭能力明显升高（均 P<0.05）。

结论：miR-639 在乳腺癌中表达升高，且乳腺癌的增殖、迁移和侵袭能力随 miR-639 的表达水平升

高而增加。                                                                     [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(11):1506-1511]
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ABSTRACT Objective: To investigate miRNA-639 (miR-639) expression in breast cancer and its relations with growth, 
invasion and metastasis of the breast cancer.

Methods: The miR-639 expression in 60 specimens of breast cancer tissue (30 metastatic cases and 30 non-

metastatic cases) and 30 specimens of tumor adjacent tissue, along with human breast cancer MD231 and MCF-

7 cells were detected by using fluorescent quantitative PCR. The relationship between miR-639 expression level 

and clinicopathologic features of breast cancer patients was analyzed. The effects of miR-639 on the proliferation, 

migration and invasion of breast cancer were evaluated by CCK-8 assay, wound scratch assay and Boyden chamber 

assays, respectively.

Results: MiR-639 expression level in breast cancer tissues was significantly higher than that in adjacent tissue, 

in metastatic breast cancer tissue was significantly higher than that in non-metastatic tissue, and in highly 
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在 世 界 范 围 内， 女 性 乳 腺 癌 的 发 病 率 居 于 女

性恶性肿瘤的第 1 位，且乳腺癌的发病率以每年 2%

的速度递增 [1]。乳腺癌致死的主要原因是癌症的转

移。然而关于乳腺癌转移的机制目前研究的还不是

很清楚。microRNA（miRNA）是一种小的非编码

RNA， 对 细 胞 的 增 殖、 分 化、 凋 亡 以 及 应 激 等 生

物过程有广泛的调节作用 [2-3]。文献报道，在病理

状态下，miRNA-639（miR-639）的表达是异常的，

同时，文献还报道在膀胱癌患者的血清中 miR-639

的表达是失衡的 [4-5]。这些结果提示，miR-639 可

能 参 与 了 癌 症 的 发 生 发 展 过 程。 而 关 于 miR-639

在 乳 腺 癌 发 生 发 展 中 的 作 用 目 前 研 究 的 还 不 是 很

清楚。据此，本文希望通过对乳腺癌组织中 miR-
639 的表达，及其对乳腺癌细胞系增殖、迁移和侵

袭 能 力 的 影 响 研 究， 初 步 探 讨 miR-639 在 乳 腺 癌

发生发展中的作用。

1　材料与方法

1.1  材料

1.1.1  标本来源　选取 2012 年 8 月 1 日—2013 年

11 月 30 日在我科住院并行手术治疗的乳腺癌患者

60 例，均为女性；其中转移性乳腺癌患者 30 例， 

非转移性乳腺癌 30 例。患者术前均未接受化学 治

疗、放射治疗或免疫治疗，收取患者癌组织标本及 

30 例 患 者 癌 旁 组 织 标 本， 组 织 标 本 离 体 后 10 min 

内 冻 存 于 液 氮 中 保 存。 每 例 样 本 均 经 过 组 织 病

理 学 诊 断 证 实 为 乳 腺 癌。60 例 患 者 平 均 年 龄

（60.1±13.9）岁。

1.1.2  细胞及主要试剂　人乳腺癌 MD231 细胞（高

侵袭性）与 MCF-7 细胞（低侵袭性）均购自美国

ATCC， 细 胞 培 养 于 含 10% 胎 牛 血 清 的 DMEM 培

养 基 中。 转 染 试 剂 Lipofectamine2000 及 TRIzol

购自美国 Invitrogen 公司，SYBR Green PCR 试剂

盒、miR-639、miR-639 对 照、miR-639 抑 制 物、

miR-639 抑制物对照购自 Ambion 公司；侵袭实验

用 Boyden 小室购自美国 Millipore 公司。

1.2  实验方法

1.2.1  荧光定量 PCR　TRIzol 提取细胞总 RNA，

反 转 录 成 cDNA。PCR 反 应 条 件：95 ℃ 5 min，

95 ℃ 10 s，60 ℃ 20 s，共 40 个循环。以 2- △△ Ct

方法计数 miR-639 的相对表达量。

1.2.2  细胞转染　细胞长至 70% 融合时可用于转

染。严格按照 Lipofectamine2000 转染说明书进行

操作，转染 36 h 后可用于功能实验。

1.2.3  细胞增殖检测　按文献 [6] 方法，取对数生

长 期 细 胞， 接 种 于 96 孔 平 底 培 养 板。 在 37 ℃、

饱和湿度、5% CO2 孵箱中常规培养，继续培养 48 h，

然后加入 10 μL CCK-8 试剂，在培养箱内培养 2 h，

置酶联免疫检测仪测定 OD450 值。

1.2.4  迁移和侵袭能力检测　采用划痕愈合实验

方法检测细胞迁移能力，具体操作方法参见文献 [7]

方法。采用 Boyden 小室分析 [8] 检测细胞侵袭能力，

具体步骤：用于实验的细胞采用台盼蓝染色计数并

重悬。将 1×105 个细胞置于经过铺胶的上层小室

中，并补加培养基至 300 μL。下层小室中加入含

10% 胎牛血清的培养基 500 μL。孵育 12 h 后，未

发生侵袭的细胞用棉拭子从上层腔室除去。下层小

室中的细胞以 0.1% 结晶紫固定染色，计算出现侵

袭的细胞数。

1.3  统计学处理

采用 SPSS 16.0 统计软件进行数据分析。两组

数 据 间 比 较 采 用 t 检 验，P<0.05 为 差 异 具 有 统 计

学意义。

invasive MD231 cells was significantly higher than that in low invasive MCF-7 cells, with all differences reaching 

statistical significance (all P<0.05). Among the studied clinicopathologic factors, the miR-639 expression was 

only associated with the M stage of the breast cancer patients (P<0.01). The proliferative, migratory and invasive 

abilities of MD231 cells were significantly decreased after miR-639 inhibitor transfection, whereas in MCF-7 cells 

they were significantly increased after miR-639 transfection (all P<0.05).

Conclusion: MiR-639 expression is elevated in breast cancer, and the abilities of proliferation, migration and 

invasion of breast cancer are increased proportionately with the level of miR-639 expression.

[Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(11):1506–1511]
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2　结　果

2.1  miR-639 在乳腺癌组织及乳腺癌细胞系中

的表达

乳 腺 癌 癌 旁 组 织 中，miR-639 的 相 对 表 达 量

为 0.44±0.05， 乳 腺 癌 组 织 中 miR-639 的 相 对 表

达量为 1.54±0.11，前者明显高于后者，差异有统

计 学 意 义（P<0.05）。转 移 性 乳 腺 癌 组 织 中 miR-

639 的相对表达量为 2.11±0.32，非转移性乳腺癌

组 织 中 的 miR-639 的 相 对 表 达 量 为 1.04±0.15，

前者明显高于后者，差异有统计学意义（P<0.05） 

（ 图 1A）。 高 侵 袭 高 转 移 能 力 的 乳 腺 癌 细 胞 系

MD231 中 miR-639 的 相 对 表 达 量 为 1.89±0.26，

低侵袭低转移能力的乳腺癌细胞系 MCF-7 中 miR-

639 的相对表达量为 1.13±0.12，前者明显高于后

者，差异有统计学意义（P<0.05）（图 1B）。

2.2  miR-639 表达与乳腺癌临床病理特征关系

单因素分析结果显示，miR-639 在乳腺癌组织

的 表 达 水 平 仅 与 患 者 M 分 期 有 关（P<0.05），而

与患者年龄、病理分级、T 分期、是否吸烟和是否

饮酒等其他因素无明显关系（均 P>0.05）（表 1）。

2.3  miR-639 对乳腺癌细胞增殖的影响

与 各 自 的 对 照 组 比 较， 高 侵 袭 性 MD231 细

胞 在 转 入 miR-639 抑 制 物 后，增 殖 能 力 明 显 降 低

（P<0.05），而低侵袭性 MCF-7 细胞在转入 miR-639 

后，增殖能力明显升高（P<0.05）（图 2A-B）。

2.4  miR-639 对乳腺癌细胞迁移的影响

伤口愈合实验显示，划痕后 24 h，转染 miR-
639 抑制物的高侵 袭 性 MD231 细胞的划痕 距 离明

显大于其对照组（P<0.05），即迁移能力明显降低；

转染 miR-639 的低侵袭性 MCF-7 细胞的划痕距离

明显小于其对照组（P<0.05），即迁移能力明显增

加（图 3）。

2.5  miR-639 对乳腺癌细胞侵袭的影响

Boyden 小室实验结果显示，转染 miR-639 抑

制物的高侵袭性 MD231 细胞的侵袭细胞数明显少

于其对照组（P<0.05），即侵袭能力减弱，而转染

miR-639 的 低 侵 袭 性 MCF-7 细 胞 的 侵 袭 细 胞 数 明

显多于其对照组（P<0.05）；即侵袭能力增加（图 3）。

表 1　miR-639 表达量与乳腺癌临床病理特征的关系
Table 1　Relationship between miR-639 expression level and 

clinicopathologic features of breast cancer
参数 n miR-639 P 

年龄（岁）
　＜ 60 34 1.87±0.19

0.737
　≥ 60 26 1.80±0.23
病理分级
　I 21 1.55±0.22
　II 18 1.86±0.14 0.085
　III 21 1.99±0.16
T 分期
　T1 20 1.77±0.23
　T2 21 1.65±0.25 0.389
　T3 19 1.35±0.15
M 分期
　M0 30 1.04±0.15

0.009
　M1 30 2.11±0.32
是否吸烟
　是 21 1.49±0.27

0.652
　否 39 1.38±0.21
是否饮酒
　是 22 1.28±0.31

0.252
　否 33 1.35±0.29
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图 1　乳腺癌组织和乳腺癌细胞中 miR-639 表达检测　　A：乳腺癌组织；B：乳腺癌细胞
Figure 1　Determination of miR-639 expression in breast cancer tissue and cell lines　　A: Breast cancer tissues; B: Breast cancer cells
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图 2　miR-639 对乳腺癌细胞增殖的影响　　A：miR-639 抑制物对 MD231 细胞增殖的作用；B. miR-639 对 MCF-7 细胞增殖的
作用

Figure 2　Effect of miR-639 on proliferation of breast cancer cells　　A: Effect of miR-639 inhibitor on proliferation of MD231 cells;  B: 
Effect of miR-639 on proliferation of MCF-7cells
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图 3　miR-639 对乳腺癌细胞迁移的影响
Figure 3　Effect of miR-639 on migration of breast cancer cells 
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3　讨　论

全球乳腺癌发病率自 20 世纪 70 年代末开始一

直呈上升趋势。中国虽不是乳腺癌的高发国家，但

近年来我国乳腺癌发病率呈每年递增的趋势 [9-11]。

据 国 家 癌 症 中 心 和 卫 生 部 疾 病 预 防 控 制 局 的 数

据 显 示， 乳 腺 癌 发 病 率 已 越 剧 女 性 恶 性 肿 瘤 的 

第 1 位 [12-13]。 乳 腺 癌 已 成 为 当 前 社 会 的 重 大 公 共

卫生问题。目前已知乳腺癌致死的主要原因并非原

发肿瘤所致，而是癌症的转移所致。然而关于乳腺

癌转移的机制目前研究的还不是很清楚。

尽管文献记载在多数肿瘤组织中，miRNA 的

表 达 是 显 著 下 调 的， 且 这 些 miRNA 均 参 与 了 肿

瘤的转移过程 [14-16]，然而在肿瘤组织中也有少数

miRNA 的 表 达 是 出 现 上 调 的 [17-21]。 近 年 来， 多

种 miRNA 被 证 实 参 与 了 肿 瘤 的 转 移 过 程 [22]。 据

此， 在 乳 腺 癌 肿 瘤 转 移 过 程 中 具 有 重 要 的 作 用 的

miRNA 引起了许多研究者的关注。研究表明，在

病 理 状 态 下，miR-639 的 表 达 是 会 出 现 异 常 的，

同时，文献 [4-5] 报道在膀胱癌患者的血清中 miR-

639 的 表 达 是 失 衡 的。 而 关 于 miR-639 在 乳 腺 癌

发 生 发 展 中 的 作 用 目 前 研 究 的 还 不 是 很 清 楚。 据

此，本研究主要关注了 miR-639 在乳腺癌发生发

展中的作用。

本 研 究 中， 通 过 对 乳 腺 癌 组 织 中 miR-639

的 表 达 分 析， 发 现 乳 腺 癌 组 织 中 miR-639 的 表

达 量 显 著 高 于 癌 旁 组 织， 且 转 移 性 乳 腺 癌 组 织 中 

miR-639 的表达量显著高于非转移性乳腺癌组织，

提示 miR-639 参与了乳腺癌的发生发展过程，且与

乳 腺 癌 的 转 移 是 密 切 相 关 的。 进 一 步 对 miR-639

的 表达情况与乳腺癌临床病理特征关系进行分析

的结果显示 miR-639 表达仅与乳腺癌是否存在转

移 相 关， 而 与 患 者 年 龄、 病 理 分 级、T 分 期、 是

否 吸 烟 和 是 否 饮 酒 均 无 明 显 关 系。 转 染 miR-639

抑制剂可显著抑制高表达 miR-639 的乳腺癌细胞

系 MD231 的 增 殖 能 力， 而 转 染 miR-639 后 低 表

达 miR-639 的乳腺癌细胞系 MCF-7 的增殖能力显

著 升 高； 同 时， 转 染 miR-639 抑 制 物 可 显 著 抑 制

乳腺癌癌细胞 MD231 的迁移和侵袭能力，而转染 

miR-639 可 增 加 乳 腺 癌 癌 细 胞 系 MCF-7 的 迁 移 和

侵袭能力。

综 上 所 述， 本 研 究 结 果 提 示，miR-639 在 转

移性乳腺癌中的表达是出现显著上调的，且上调表

达 的 miR-639 参 与 了 乳 腺 癌 细 胞 的 增 殖、 迁 移 和

侵袭。初步提示，miRNA 表达异常参与了肿瘤的

发生发展，包括乳腺癌。
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图 4　miR-639 对乳腺癌细胞侵袭的影响 
Figure 4　Effect of miR-639 on invasion of breast cancer cells 
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