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乳腺癌组织中 miR-34a 与 VEGF 的关系及临床意义

迟婷，姜晓燕

（甘肃省肿瘤医院 乳腺外科，甘肃 兰州 730050）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要	 目的：探讨乳腺癌组织中 miR-34a 与 VEGF 的关系及临床意义。

方法：检测 40 对乳腺癌及其癌旁组织组织中 miR-34a 与 VEGF 的表达，分析乳腺癌中 miR-34a 表达

与临床病理因素及 VEGF 表达的关系；用双荧光素酶报告系统检测 miR-34a 对乳腺癌细胞 MCF-7 中

VEGF 转录活性的影响；用 miR-34a 模拟物转染 MCF-7 细胞后，检测细胞增殖情况与 VEGF 及下游

Akt 蛋白表达的变化。

结 果： 与 癌 旁 组 织 比 较， 乳 腺 癌 组 织 中 miR-34a 表 达 明 显 降 低， 而 VEGF 表 达 明 显 升 高（ 均

P<0.05）；乳腺癌中 miR-34a 的表达与 TNM 分期有关（P<0.05），且与 VEGF 的表达呈负相关（r2=0.4469，

P=0.0033）。miR-34a 模拟物转染后，MCF-7 细胞中 VEGF 的转录活性明显抑制；增殖率明显降低，

VEGF 的表达以及 Akt 的磷酸化水平明显下调（均 P<0.05）。

结论：miR-34a 在乳腺癌组织中表达降低，削弱了对 VEGF 及其下游 Akt 磷酸化的抑制，从而促进了

乳腺癌的生长。
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Relationship between miR-34a and VEGF expressions in breast 
cancer tissue and the clinical significance
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Abstract	 Objective: To investigate the relationship between miR-34a and VEGF expressions in breast cancer and the 

clinical significance.

Methods: The miR-34a and VEGF expression in 40 paired specimens of breast cancer and adjacent tissue were 

detected, and the relations of miR-34a expression with clinicopathologic factors and VEGF expression in breast 

cancer were analyzed. The influence of miR-34a on transcriptional activity of VEGF in breast cancer MCF-7 cells 

was determined by dual-luciferase reporter assay system. In MCF-7 cells after transfection with miR-34a mimics, 

the changes in cell proliferation and expression of VEGF and its down-stream Akt protein were determined. 

Results:  In breast cancer tissue compared with adjacent tissue, the miR-34a expression was decreased while 

VEGF expression was increased significantly (both P<0.05), and the miR-34a expression was significantly related 

to TNM stage of breast cancer tissue (P<0.05) and was negatively correlated to VEGF expression in breast cancer 
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乳 腺 癌 作 为 女 性 最 常 见 的 恶 性 肿 瘤 ， 其 发 病

率和病死率均处于世界女性肿瘤的首位[1]。目前乳

腺 癌 虽 然 有 各 种 手 段 可 以 提 早 发 现 进 行 早 期 预 防

或治疗，但是约30%的患者即使进行了早期治疗，

最终仍然会发生复发或者转移[2]。与此同时对于在

诊 断 时 就 已 经 发 生 转 移 的 患 者 ， 采 用 常 规 治 疗 的

手 段 即 使 初 期 能 够 有 效 地 控 制 疾 病 的 发 生 发 展 ，

但 是 随 着 时 间 的 推 移 ， 大 多 数 患 者 最 终 会 病 情 恶

化[3]。由此可见有必要研发新的诊疗策略来提早发

现乳腺癌并且对其进行更有效地治疗。

微小RNA（miRNA）在很多生物学过程中发

挥 重 要 的 调 节 作 用 [ 4 ]。 m i R N A 可 以 通 过 与 特 异 性

靶 基 因 的 m R N A 特 定 位 点 的 碱 基 进 行 互 补 配 对 结

合，抑制该把蛋白的表达或者诱导靶蛋白的mRNA

发生降解，从而发挥调节基因的表达调控功能[5]。

miRNA可以通过调节一些促进肿瘤发生发展的蛋

白来起到抑制肿瘤发生发展的作用 [6]。miR -34a已

经 被 报 道 可 以 对 前 列 腺 癌 、 胰 腺 癌 及 胃 癌 等 起 到

抑 制 作 用 [ 7 ]。 在 乳 腺 癌 中 也 有 报 道 指 出 其 表 达 降

低 [ 8 ]， 但是miR -34a是否可以通过抑制VEGF来抑

制乳腺癌目前尚未见报道。

本研究以40对乳腺癌标本为研究对象，检测

miR -34a和VEGF在乳腺癌中的表达情况以及他们

之间的联系，并且探讨了miR-34a在乳腺癌的发展

中 的 作 用 。 进 一 步 通 过 M C F - 7 细 胞 进 行 了 细 胞 实

验，探索miR -34a如何通过调节VEGF蛋白的表达

调节乳腺癌的增殖。

1 　材料与方法

1.1  标本来源 

甘肃省肿瘤医院2009—2010年中40例术前未

接受过放化疗的乳腺癌患者，其中45岁以下23例，

4 5 岁 以 上 1 7 例 ； T N M 分 期 I 期 4 例 、 I I 期 2 7 例 、 

III期8例、IV期1例；所有患者均经诊断确诊为乳

腺 癌 ， 取 其 肿 瘤 组 织 及 癌 旁 组 织 ， 组 织 取 下 后 置

于液氮中备用。

1.2  细胞与主要试剂 

M C F - 7 细 胞 株 （ 实 验 室 冻 存 ） ， D M E M

培 养 基 购 自 美 国 G i b c o ， T R I z o l 购 自 美 国 l i f e 

technologies，氯仿、异丙醇购自北京鼎国生物，

抗体：VEGF，Akt，AktpSer -473和GAPDH购自

美国Santa，SYBR Green购自美国Promega。

1.3  实验方法

1.3.1  MTT 实 验　 分 别 将 miR-34a 模 拟 物（F：

5'-UGG CAG UGU CUU AGC UGG UUG U-3'；R：

5'-AAC CAG CUA AGA CAC UGC CAU U-3'） 及

阴 性 对 照 序 列（F：5'-UUC UCC GAA CGU GUC 

ACG UTT -3 '；R：5' -ACG UGA CAC GUU CGG 

AGA ATT-3'）（上海，吉玛）转染到处于对数生

长期的 MCF-7 细胞中，细胞培养 12 h 后，分别取 0、

12、24、36、48 h 5 个时间点检测细胞增殖情况，

在 490 nm 处记录吸光值。细胞增殖的抑制率计算

公式为：抑制率 =1-（剂量组平均 OD 值 / 对照组

平均 OD 值）×100%。

1.3.2  双荧光素酶报告实验　分 别 将 miR-34a 模

拟物及 TK-VEGF（含荧光素酶报告基因载体的阳

性 对 照） 共 同 转 染 到 处 于 对 数生长期的 VEGF WT

及 VEGF DEL（去除 VEGF 与 miR-34a 结合的突变质粒，

质粒购自上海，吉玛）MCF-7 细胞中，使用双荧光素

酶报告实验测得荧光值。

1.3.3  RT-PCR　用 1 mL TRIzol 裂解组织或细胞后，

加 0.2 mL 氯仿，振摇 15 s，室温静置 2~3 min。离

心 15 min。吸取上层水相，加入 0.5 mL 异丙醇，

混匀。离心 10 min 弃上清。加入 75% 乙醇，振摇。

离 心 5 min 干 燥 后， 用 DEPC 处 理 水 溶 解 沉 淀，

55~60 ℃ 孵 育 10~15 min。 将 得 到 的 RNA 反 转 录

成 cDNA， 进 行 REALTIME PCR 反 应。 所 用 引

物 VEGF 为 F：5'-GGT GAG AGG TCT AGT TCC 

CG-3'，R：5'-CCA TGA ACT TTC TGC TCT TC-
3'；miR-34a 为 F：5'-ACA CTC CAG CTG GGC 

C A G  T G T  T G G - 3 ' ； R ： 5 ' - A T T  G T C  G G T  G T C 

tissue (r2=0.4469, P=0.0033). After miR-34a mimics transfection in MCF-7 cells, the transcriptional activity of 

VEGF was inhibited, proliferation rate was reduced, and the VEGF expression and phosphorylation level of Akt 

protein was down-regulated significantly (all P<0.05). 

Conclusion: MiR-34a expression in breast cancer tissue is decreased, which reduces the inhibition on VEGF and 

its down-stream Akt phosphorylation, and thereby facilitate the growth of breast cancer.

Key words	 Breast Neoplasms; proliferation; Vascular Endothelial Growth Factors

CLC number: R737.9
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GTG GAG TCG GCA ATT CAG TTG AGC AGA 

TAA C-3'；U6 为 F：5'-CTC GCT TCG GCA GCA 

CA-3'，R：5'-AAC GCT TCA CGA ATT TGC GT-
3'；GAPDH 为 F：5'-CAT CCC TTC TCC CCA CAC 

AC-3'，R：5'-AGT CCC AGG GCT TTG ATT TG-3'。

1.3.4  Western blot　裂解液裂解组织或细胞后，取

等量蛋白上样，通过 10% SDS-PAGE 电泳；4 ℃，

70 V， 转 膜 3 h； 丽 春 红 染 色， 切 膜；5 % 脱 脂

奶粉常温封闭 1 h；上一抗，4 ℃孵育过夜；次日

TBST 清洗 3 次；上二抗，常温孵育 2 h；TBST 清

洗 3 次；ECL 发光。

1.4  统计学处理

采用SPSS统计软件进行统计学分析，数据的

显著性比较使用非配对 t检验分析，P<0.05为差异

有统计学意义。肿瘤组织中40例乳腺癌组织与相

应癌旁组织作为对照,所得结果行χ2检验及相关分

析进行比较。

2　结　果

2.1  乳腺癌组织中 miR-34a 与 VEGF 的表达

应 用 R T - P C R 的 方 法 检 测 组 织 中 R N A 含 量 与

癌旁组织比较，乳腺癌组织中miR-34a表达降低，

而 V E G F 的 表 达 增 高 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 均

P<0.05）（图1）。
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图 1　乳腺癌组织与癌旁组织中 miR-34a 与 VEGF 的表达　

　注：与癌旁组织比较， １）P=0.0031；2）P=0.0042
Figure 1　The expression of miR-34a and VEGF in breast cancer 

and adjacent tissue　　Note: 1) P=0.0031; 2) P=0.0042  vs. 
adjacent tissue

2.2  乳腺癌中 miR-34a 表达与临床病理因素及

VEGF 的关系

通 过 对 4 0 例 乳 腺 癌 患 者 进 行 分 析 ， 结

果 发 现 m i R - 3 4 a 的 表 达 与 乳 腺 癌 的 分 级 有 关

（P=0 . 0 4 0 ） ， 而 与 患 者 的 年 龄 无 关 （P>0 . 0 5 ）

（ 表 1 ） 。 相 关 性 分 析 显 示 ， 乳 腺 癌 组 织 中

m i R - 3 4 a 的 表 达 与 V E G F 的 表 达 呈 明 显 负 相 关

（r2=0.4469，P=0.0033）（图2）。

表 1　miR-34a 表达与乳腺癌临床病理因素的关系 [n（%）]
Table 1　The relations of miR-34a expression with clinicopathologic 

factors of breast cancer [n (%)]

变量 n miR-34a 表达
χ2 P

低 高
年龄（岁）
　＜ 45 23 13（56.5） 10（43.5）

2.973 0.085
　≥ 45 17 14（82.4） 3（17.6）
TNM 分期
　I 4 2（50.0） 2（50.0）

8.323 0.040
　II 27 22（81.5） 5（18.5）
　III 8 3（37.5） 5（62.5）
　IV 1 0（0.0） 1（100.0）
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图 2　乳腺癌组织中 miR-34a 与 VEGF 表达的相关性
Figure 2　Correlation between miR-34a and VEGF expressions 

in breast cancer

2.3  双荧光素酶报告实验检测结果

双荧光素酶报告实验结果显示，miR-34a可明

显抑制VEGF -WT MCF-7细胞中VEGF的转录活性

（P<0.05），而对VEGF-DEL MCF-7细胞中VEGF

的转录活性无明显影响（P>0.05）（图3）。

2.4  MTT 检测结果

分 别 用 转 染 m i R - 3 4 a 模 拟 物 与 阴 性 对 照 序 列

后，检测MCF -7细胞增殖情况，结果显示，miR -
3 4 a 模 拟 物 转 染 后 的 M C F - 7 细 胞 增 殖 明 显 抑 制 ，

与阴性序列组比较，12、24、36、48 h的抑制率

分别为（12.30±4.82）%、（14.72±5.52）%、

（15.33±3.55）%、（18.63±9.35）%，差异均

有统计学意义（均P<0.05）（图4）。



迟婷，等：乳腺癌组织中miR-34a与VEGF的关系及临床意义第 5 期 683

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://pw.amegroups.com

2)1)

1.5

1.0

0.5

0.0

相
对

荧
光

素
酶

活
性

VEGF-WT

1)

2)

VEGF-DEL

■ TK-VEGF
■ MiR-34a 模拟物

图 3　miR-34a 对 VEGF 启动子转录活性的影响　　注： 

与 TK-VEGF 比较，１）P=0.0013；2）P=0.6714
Figure 3　Influence of miR-34a on transcriptional activity of 

VEGF　　Note: 1) P=0.0013; 2) P=0.6714 vs. TK-VEGF
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图 4　miR-34a 对 MCF-7 细胞增殖的影响
Figure 4　 Influence of miR-34a on proliferation of MCF-7 cells

2.5  RT-PCR 检测结果

分 别 用 m i R - 3 4 a 模 拟 物 与 阴 性 对 照 序 列 转 染

24 h后，RT-PCR检测MCF-7细胞中VEGF的表达，

结果显示，与阴性对照序列转组比较，染miR-34a

模 拟 物 后 ， M C F - 7 细 胞 中 的 m i R - 3 4 a 表 达 明 显

升 高 （ P < 0 . 0 5 ） ， V E G F  m R N A 表 达 明 显 降 低

（P<0.05）（图5）。
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图 5　RT-PCR 检测 miR-34a 与 VEGF 表达　　注： 与阴性

对照比较，１) P=0.0007；2）P=0.0002
Figure 5　RT-PCR determination of miR-34a and VEGF expressions

　　Note: 1) P=0.0007; 2) P=0.0002 vs. negative control

1)

2)

2.6  Western blot 检测结果

分 别 用 m i R - 3 4 a 模 拟 物 与 阴 性 对 照 序 列 转 染

24 h后，Western  b lo t检测MCF -7细胞中VEGF、

Akt、磷酸化Akt蛋白的表达，结果显示，miR-34a

能 明 显 下 调 V E G F 与 磷 酸 化 A k t 蛋 白 的 表 达 （ 均

P < 0 . 0 5 ） ， 而 对 总 A k t 蛋 白 的 表 达 无 明 显 影 响

（P>0.05）（图6）。
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图 6　Western blot 检测 VEGF 与 Akt 蛋白表达　　注：与阴性对照比较， １）P=0.0052；2）P=0.0043；3）P=0.2864
Figure 6　Western blot analysis for protein expressions of VEGF and Akt　　Note: 1) P=0.0052; 2) P=0.0043; 3) P=0.28642 vs. negative 

control
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3　讨　论

随 着 分 子 生 物 学 技 术 的 飞 速 发 展 ， 人 们 越 来

越 认 识 到 肿 瘤 是 一 种 基 因 相 关 的 疾 病 ， 癌 基 因 的

激 活 与 抑 癌 基 因 的 失 活 均 可 以 导 致 细 胞 能 够 更 好

地 逃 避 机 体 正 常 生 理 功 能 的 调 控 ， 进 一 步 出 现 细

胞增殖异常、凋亡失控、侵袭转移增强等现象[9]。

miRNA是一类大小为21~24 n t的非编码单链小分

子RNA，可以通过与蛋白质的3'UTR结合抑制该蛋

白翻译或者降解该蛋白的mRNA，进而对细胞的增

殖 、 凋 亡 、 侵 袭 转 移 、 分 化 等 产 生 影 响 ， 来 起 到

调节生物体生长发育等生命活动[10]。

乳 腺 癌 作 为 女 性 最 常 见 的 恶 性 肿 瘤 ， 目 前 随

着 诊 疗 技 术 的 不 断 提 高 ， 其 早 期 手 术 切 除 结 合 放

化 疗 的 综 合 治 疗 手 段 帮 助 很 多 乳 腺 癌 患 者 取 得 了

很好的治疗效果 [ 11]，但是乳腺癌仍然是女性肿瘤

死 亡 的 主 要 原 因 ， 而 且 一 旦 肿 瘤 发 生 转 移 ， 患 者

的预后较差无有效的防治手段[12]。

目 前 已 经 有 很 多 m i R N A 被 发 现 在 肿 瘤 中 异

常 表 达 ， 例 如 m i R -2 1 、 m i R -2 1 4 和 m i R -3 3 8 在 胃

癌中明显上调 [13]；miR -7、miR -443和miR -30a被

发现在胃癌中下 调 [ 14]；大肠癌患者中往往会出现

miR-92与miR-23的上调[15]，以上这些研究均说明

miRNA可以作为一种潜在的肿瘤标志物用于肿瘤

的诊断或者预后评估。

m i R - 3 4 a 广 泛 的 存 在 于 各 种 真 核 生 物 中 [ 1 6 ]，

miR-34a在细胞中可以起到诱导细胞周期阻滞、促

进caspase介导的凋亡途径、抑制细胞侵袭转移和

促进细胞衰老等多种功能[17]。目前miR-34a已经被

报道在多种肿瘤中功能缺失或者表达降低，例如白

血病、多发性骨髓瘤、胶质瘤等[18]，miR-34a可以

通过调节不同的靶蛋白来影响细胞的增殖、侵袭、

凋亡、自噬等多种生物学功能[19]。有研究[20]表明，

在前列腺癌中miR -34a可以下调CD44的表达进一

步 抑 制 肿 瘤 细 胞 的 增 殖 。 也 有 报 道 [ 2 1 ]指 出 m i R -
34a可以调节p53的表达来诱导肿瘤细胞的凋亡。

本 实 验 通 过 分 析 4 0 位 患 者 的 乳 腺 癌 组 织 发

现，miR-34a在乳腺癌中低表达，并且其表达与肿

瘤分期密切相关。并且RNA水平实验发现miR-34a

在乳腺癌中的含量与VEGF的表达具有相关性，乳

腺 癌 组 织 中 两 者 呈 负 相 关 。 双 荧 光 素 酶 报 告 实 验

结果显示在MCF-7细胞中miR-34a可以特异性的打

靶并且抑制VEGF的表达。同时MTT试验发现miR-
34a过表达后MCF-7细胞的增殖情况受到抑制，很

多文献已经证实VEGF与细胞增殖密切相关，本研

究对过表达miR -34a的MCF -7细胞系中VEGF进行

了检测，发现VEGF的表达下降，并且其下游Akt

通 路 的 磷 酸 化 水 平 也 受 到 一 定 程 度 的 抑 制 。 这 也

证实了miR-34a对MCF-7细胞增殖的调节可能是通

过VEGF/Akt通路来实现的。

综上所述，miR-34a在乳腺癌组织中低表达并

且可以通过调节VEGF的表达来调节乳腺癌细胞的

增殖。这意味着miR-34a可以作为乳腺癌的诊治的

潜在靶点。
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