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摘要：目的　探讨微小ＲＮＡ－１８３－５ｐ（ｍｉＲ－１８３－５ｐ）靶向ＲＮＡ结合基序单链
相互作用蛋白１（ＲＢＭＳ１）对乳腺癌细胞自噬和迁移的影响及其机制。方法　将
人乳腺癌细胞ＭＣＦ－７分为对照组、ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（转染 ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）、ｍｉＲ－
１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（转染 ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）、ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋
ｓｉ－ＮＣ组（转染空载体ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和ｓｉＮＣ）、ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋
ｓｉ－ＲＢＭＳ１组（转染ＲＢＭＳ１敲低质粒 ｓｉ－ＲＢＭＳ１）。蛋白质印迹法检测细胞自
噬和磷脂酰肌醇－３－激酶（ＰＩ３Ｋ）／苏氨酸蛋白激酶 Ｂ（Ａｋｔ）／雷帕霉素靶蛋白
（ｍＴＯＲ）通路相关蛋白的相对表达水平，划痕实验检测细胞的迁移率。结果　
对照组、ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣ
组和ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＲＢＭＳ１组微管相关蛋白轻链３Ⅱ（ＬＣ３－Ⅱ）／
微管相关蛋白轻链３Ⅰ（ＬＣ３－Ⅰ）蛋白的相对表达水平分别为０２９±００３、
０３１±００３、０８６±０１０、０８４±００９和０４３±００５，自噬效应蛋白（Ｂｅｃｌｉｎ－１）
的相对表达水平分别为０１８±００２、０２０±００２、０７４±００８、０７８±００９和
０３５±００４，自噬蛋白（Ｐ６２）蛋白的相对表达水平分别为 ０９３±０１２、
０８９±０１０、０５１±００６、０５４±００６和０８６±０１０，４８ｈ细胞迁移率分别为
（６２８７±７２６）％、（５９２３±６８９）％、（２４１３±３４９）％、（２６１４±４７２）％和
（４０１１±５７１）％，磷酸化 －（ｐ－）ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ蛋白的相对表达水平分别为
０６７±０１２、０６４±０１０、０３２±００６、０３５±００６和０７４±００９，ｍｉＲ－１８３－５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＲＢＭＳ１组的上述指标与ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣ组相比，
ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的上述指标与ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相比，在统计学上差异均
有统计学意义（均Ｐ＜００５）。结论　抑制ｍｉＲ－１８３－５ｐ表达能促进ＭＣＦ－７细
胞自噬，抑制细胞迁移，下调 ＲＢＭＳ１则有相反结果，其机制与 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ
通路有关。

关键词：微小ＲＮＡ－１８３－５ｐ；乳腺癌；细胞自噬；细胞迁移；ＲＮＡ结合基序单链
相互作用蛋白１；磷脂酰肌醇 －３－激酶／苏氨酸蛋白激酶 Ｂ／雷帕霉素靶蛋白
通路
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（ｍｉＲ－１８３－５ｐ）ｔａｒｇｅｔｉｎｇＲＮＡ－ｂｉｎｄｉｎｇｍｏｔｉｆｓｉｎｇｌｅ－ｓｔｒａｎｄｅｄ－
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１（ＲＢＭＳ１）ｏｎａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓａｎｄｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍＭｅｔｈｏｄｓ　Ｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ
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ｗｉｔｈＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）ａｎｄｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ
ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ），ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣｇｒｏｕｐ
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　　　（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｓｉ－ＮＣ），ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＲＢＭＳ１ｇｒｏｕｐ
（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄＲＢＭＳ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｐｌａｓｍｉｄｓｉ－ＲＢＭＳ１）Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
ａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ－３－ｋｉｎａｓｅ（ＰＩ３Ｋ）／ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ（Ａｋｔ）／ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ
（ｍＴＯＲ）ｐａｔｈｗａｙ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ａｎｄｔｈｅｍｏｂｉｌｉｔｙｏｆｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｓｃｒａｔｃｈｔｅｓｔＲｅｓｕｌｔｓ　Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，
ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣｇｒｏｕｐａｎｄｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＲＢＭＳ１ｇｒｏｕｐｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ
ｏｆｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３Ⅱ（ＬＣ３－Ⅱ）／ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３Ⅰ（ＬＣ３－Ⅰ）ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ０２９±００３，０３１±００３，０８６±０１０，０８４±００９
ａｎｄ０４３±００５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢｅｃｌｉｎ－１ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ０１８±００２，０２０±００２，
０７４±００８，０７８±００９ａｎｄ０３５±００４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ－１（Ｐ６２）
ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ０９３±０１２，０８９±０１０，０５１±００６，０５４±００６ａｎｄ０８６±０１０，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅ４８ｈｃｅｌｌ
ｍｏｂｉｌｉｔｙｗａｓ（６２８７±７２６）％，（５９２３±６８９）％， （２４１３±３４９）％， （２６１４±４７２）％ ａｎｄ
（４０１１±５７１）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐｈｏｓｐｈｏ－ （ｐ－）ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ
０６７±０１２，０６４±０１０，０３２±００６，０３５±００６ａｎｄ０７４±００９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｏｆ
ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＲＢＭＳ１ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣｇｒｏｕｐ，
ａｎｄｔｈｏｓｅｏｆｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｍｉＲ－１８３－５ｐｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃａｎｐｒｏｍｏｔｅａｕｔｏｐｈａｇｙ
ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎＭＣＦ－７ｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｌｅｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＲＢＭＳ１ｈａｓｔｈｅｏｐｐｏｓｉｔｅｅｆｆｅｃｔ，ｗｈｉｃｈｉｓｒｅｌａｔｅｄ
ｔｏｔｈｅＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｉｃｒｏＲＮＡ－１８３－５ｐ；ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ；ａｕｔｏｐｈａｇｙ；ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ；ＲＮＡ－ｂｉｎｄｉｎｇｍｏｔｉｆｓｉｎｇｌｅ－ｓｔｒａｎｄｅｄ－
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１；ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ－３－ｋｉｎａｓｅ／ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ／ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎｐａｔｈｗａｙ

　　乳腺癌是２５～４９岁女性恶性肿瘤死亡率最高的
肿瘤类型，发病率逐年上升，有年轻化趋势［１］，目前除

手术外尚无有效治疗手段［２］。年龄增长导致危险因

素累积，且乳腺癌患者身体功能退化，死亡率随之上

升。此外，乳腺癌患者的生存时间与转移相关。有研

究发现，乳腺癌患者死亡的主要原因是发生邻近组织

和淋巴结转移［３］。细胞自噬是细胞在缺氧、饥饿和氧

化应激状态下，由溶酶体介导的自我降解过程，自噬

的激活可抑制乳腺癌肿瘤细胞增殖，诱导细胞凋

亡［４］。本研究通过研究ｍｉＲ－１８３－５ｐ与ＲＮＡ结合基序
单链相互作用蛋白 １（ＲＮＡ－ｂｉｎｄｉｎｇｍｏｔｉｆｓｉｎｇｌｅ－
ｓｔｒａｎｄｅｄ－ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＲＢＭＳ１）的靶向关系，
并分析对乳腺癌细胞自噬和迁移的影响，旨在为乳腺

癌的靶向治疗提供新思路。

材料与方法

１　材料
细胞　人正常乳腺上皮细胞 ＭＣＦ－１０Ａ、人乳腺

癌细胞 ＭＣＦ－７、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、ＭＤＡ－ＭＢ－４６８、
人乳腺癌细胞 ＳＫＢＲ－３、人胚肾细胞２９３Ｔ，均购自武
汉尚恩生物技术有限公司。

试剂　微管相关蛋白轻链３Ⅱ（ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３Ⅱ，

ＬＣ３－Ⅱ）、微管相关蛋白轻链３Ⅰ（ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３Ⅰ，
ＬＣ３－Ⅰ）、自噬效应蛋白（Ｂｅｃｌｉｎ－１）、自噬蛋白
（ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ－１，Ｐ６２）、磷脂酰肌醇－３－激酶（ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ－３－ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）、苏氨酸蛋白激酶 Ｂ
（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，Ａｋｔ）、磷酸化 －Ａｋｔ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ－
Ａｋｔ，ｐ－Ａｋｔ）、甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－
３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）、二抗，均为英国
Ａｂｃａｍ公司生产；雷帕霉素靶蛋白（ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃｔａｒｇｅｔｏｆ
ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）抗体，上海雅吉生物科技有限公司
生产；ｐ－ＰＩ３Ｋ兔抗人抗体，上海沪震实业有限公司生
产；ｐ－ｍＴＯＲ兔抗人抗体，上海碧云天生物技术股份
有限公司生产。

仪器　ＣＦＸＯｐｕｓ９６实时定量聚合酶链反应
（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ｑＲＴ－ＰＣＲ）仪，美国伯乐公司产品；ＤＸＳ－３ＤＩＣ光学
显微镜、ＣＦＭ－２００荧光显微镜，均为上海梓梦科技有
限公司产品。

２　实验方法
２１　细胞培养［５］

将２９３Ｔ、ＭＣＦ－７、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、ＭＤＡ－ＭＢ－
４６８、ＳＫＢＲ－３细胞均培养于含１０％胎牛血清，１％青
链霉素溶液的 ＤＭＥＭ完全培养基中。ＭＣＦ－１０Ａ细
胞培养于ＤＭＥＭ／Ｆ１２全培养基中（含有１０％马血清、
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ５Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２７）

１０ｎｇ·ｍＬ－１霍乱毒素、５０ｎｇ·ｍＬ－１氢化可的松、
１０μｇ·ｍＬ－１胰岛素、２０ｎｇ·ｍＬ－１表皮生长因子以及
１％青链霉素）。将各细胞培养基放置于３７℃、５％
ＣＯ２的培养箱中培养。
２２　细胞分组与处置方法［５］

ＭＣＦ－７细胞分为对照组（正常培养未转染）、ＮＣ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（转染空载体 ｍｉＲ－ＮＣ）、ｍｉＲ－１８３－５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（转染 ｍｉＲ－１８３－５ｐ抑制药）、ｍｉＲ－１８３
－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣ组（ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组
基础上转染空载体 ｓｉ－ＮＣ）、ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
＋ｓｉ－ＲＢＭＳ１组（ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组基础上转
染ＲＢＭＳ１敲低质粒ｓｉ－ＲＢＭＳ１）、ｓｉ－ＮＣ组（转染阴
性对照ｓｉ－ＮＣ）和 ｓｉ－ＲＢＭＳ１组（转染 ＲＢＭＳ１敲低
质粒ｓｉ－ＲＢＭＳ１）。
２９３Ｔ细胞共分为 ＮＣｍｉｍｉｃ组（５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１

ｍｉＲ－ＮＣ处 理 组）和 ｍｉＲ －１８３－５ｐｍｉｍｉｃ组
（５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１ｍｉＲ－１８３－５ｐｍｉｍｉｃ处理组），分别与
ＲＢＭＳ１ＭＵＴ和ＲＢＭＳ１ＷＴ质粒共转染。
２３　ｑＲＴ－ＰＣＲ法检测各组细胞中 ｍｉＲ－１８３－５ｐ
和ＲＢＭＳ１ｍＲＮＡ的相对表达水平［６］

用Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，用逆转录试剂盒合成
ｃＤＮＡ。用实时定量荧光仪，加入反应液，按 ｑＲＴ－
ＰＣＲ试剂盒说明书进行 ＰＣＲ扩增反应。以 ＧＡＰＤＨ
为 ＲＢＭＳ１内参，以 Ｕ６为 ｍｉＲ－１８３－５ｐ内参，用
２－ΔΔＣｔ方法计算各相对表达水平。
２４　双荧光素酶报告基因实验验证靶向关系［５］

构建荧光素酶报告基因载体：野生型（ｗｉｌｄｔｙｐｅ，
ＷＴ）－ＲＢＭＳ１、突变型（ｍｕｔａｎｔ，ＭＵＴ）－ＲＢＭＳ１，将此
基因载体与ＮＣｍｉｍｉｃ或ｍｉＲ－１８３－５ｐｍｉｍｉｃ共同转
染进２９３Ｔ细胞，培养箱孵育２４ｈ，通过双荧光素酶活
性检测试剂盒检测细胞荧光素酶活性。

２５　蛋白质印迹法检测各组细胞自噬、通路相关蛋
白的相对表达水平［７］

ＭＣＦ－７细胞按每孔１×１０６个分别接种于６孔板
中培养１２ｈ，收集细胞并裂解提取总蛋白。测定蛋白
浓度并定量，进行电泳分离，随后转膜，５％脱脂奶粉
封闭１ｈ。洗膜后，加入一抗４℃孵育过夜，随后加入
二抗室温孵育１ｈ。化学发光显影，以ＧＡＰＤＨ为内参
计算蛋白相对表达水平。

２６　划痕实验检测细胞的迁移率［８］

根据上述细胞分组，培养１２ｈ后，用２００μＬ枪头
在每个孔中进行垂直和水平方向的划痕。用磷酸盐

缓冲液洗涤 ３次，除去脱落细胞，然后加入无血清
ＤＭＥＭ细胞培养基 ２ｍＬ，置于 ５％ ＣＯ２细胞培养箱

３７℃培养２４ｈ，在细胞划痕后的０、４８ｈ分别拍摄照
片，计算细胞迁移率。

３　统计学处理
用 ＳＰＳＳ２５０软件进行统计分析。计量资料用

珋ｘ±ｓ表示，组间比较用独立样本ｔ检验。

结　　果

１　各细胞系中 ｍｉＲ－１８３－５ｐ和 ＲＢＭＳ１ｍＲＮＡ的
表达

对照组细胞正常培养未转染；ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞
转染空载体ｍｉＲ－ＮＣ；ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞
转染ｍｉＲ－１８３－５ｐ抑制药；ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
＋ｓｉ－ＮＣ组细胞在 ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组基础上
转染空载体 ｓｉ－ＮＣ；ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－
ＲＢＭＳ１组细胞在ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组基础上转
染ＲＢＭＳ１敲低质粒 ｓｉ－ＲＢＭＳ１；ｓｉ－ＮＣ组细胞转染
阴性对照 ｓｉ－ＮＣ；ｓｉ－ＲＢＭＳ１组细胞转染 ＲＢＭＳ１敲
低质粒ｓｉ－ＲＢＭＳ１。

ＭＣＦ－１０Ａ组、ＭＣＦ－７组、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１组、
ＭＤＡ－ＭＢ－４６８组和 ＳＫＢＲ－３组的 ｍｉＲ－１８３－５ｐ
相对表达水平分别为 １００±００８、４６５±０９１、
３６９±０８７、２４２±０５３和 ３８７±０８５，ＲＢＭＳ１
ｍＲＮＡ相对表达水平分别为１００±００９、０４３±００５、
０５４±００６、０７７±００８和 ０５３±００５。ＭＣＦ－７、
ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、ＭＤＡ－ＭＢ－４６８和 ＳＫＢＲ－３细胞
中ｍｉＲ－１８３－５ｐ相对表达水平较ＭＣＦ－１０Ａ细胞均
显著上调（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），ＲＢＭＳ１ｍＲＮＡ相对表
达水平在ＭＣＦ－７、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、ＭＤＡ－ＭＢ－４６８和
ＳＫＢＲ－３细胞中的表达均较ＭＣＦ－１０Ａ细胞显著下调
（Ｐ＜０００１，Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），且在ＭＣＦ－７细胞中下
调最为显著，故后续用ＭＣＦ－７细胞系进行实验。
２　ｍｉＲ－１８３－５ｐ和ＲＢＭＳ１的靶向关系验证

通过Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ数据库预测发现 ｍｉＲ－１８３－５ｐ
与 ＲＢＭＳ１存在结合位点，见图 １。ＮＣｍｉｍｉｃ组和
ｍｉＲ－１８３－５ｐｍｉｍｉｃ组与 ＷＴ－ＲＢＭＳ１共转染的荧
光素酶活性分别为 １００±００９和 ０６１±００５，与
ＭＵＴ－ＲＢＭＳ１共转染的荧光素酶活性分别为
１００±０１０和０９８±００９，ＲＢＭＳ１ｍＲＮＡ的相对表达
分别为１００±００７和０７２±００６。与 ＮＣｍｉｍｉｃ组相
比，ｍｉＲ－１８３－５ｐｍｉｍｉｃ组与 ＷＴ－ＲＢＭＳ１共转染的
荧光素酶活性明显降低（Ｐ＜００１），与 ＭＵＴ－ＲＢＭＳ１
共转染的荧光素酶活性无显著性差异（Ｐ＞００５）。与
ＮＣｍｉｍｉｃ组相比，ｍｉＲ－１８３－５ｐｍｉｍｉｃ组 ＲＢＭＳ１
ｍＲＮＡ相对表达水平显著降低（Ｐ＜００１）。
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图 １　微小ＲＮＡ－１８３－５ｐ（ｍｉＲ－１８３－５ｐ）和 ＲＮＡ结合基序
单链相互作用蛋白１（ＲＢＭＳ１）结合位点预测
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓｏｆｍｉｃｒｏＲＮＡ－１８３－５ｐ
（ｍｉＲ－１８３－５ｐ）ａｎｄＲＮＡ－ｂｉｎｄｉｎｇｍｏｔｉｆｓｉｎｇｌｅ－ｓｔｒａｎｄｅｄ－ｉｎ
ｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１（ＲＢＭＳ１）

３　ｍｉＲ－１８３－５ｐ靶向ＲＢＭＳ１对乳腺癌细胞自噬的
影响

ｓｉ－ＮＣ组和ｓｉ－ＲＢＭＳ１组的ＲＢＭＳ１ｍＲＮＡ相对
表达水平分别为 １００±００８和 ０３７±００４，
ｓｉ－ＲＢＭＳ１组与ｓｉ－ＮＣ组相比，ＲＢＭＳ１ｍＲＮＡ相对表
达水平显著降低（Ｐ＜０００１）。ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组中
ＬＣ３－Ⅱ／ＬＣ３－Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ－１和Ｐ６２蛋白相对表达水
平相较于对照组均无显著性差异（均 Ｐ＞００５），而
ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组与 ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，
ＬＣ３－Ⅱ／ＬＣ３－Ⅰ和Ｂｅｃｌｉｎ－１的蛋白相对表达水平
均显著升高，Ｐ６２蛋白相对表达水平显著降低
（Ｐ＜０００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜００１）；ｍｉＲ－１８３－５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣ组中 ＬＣ３－Ⅱ／ＬＣ３－Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ－１
和Ｐ６２的蛋白相对表达水平相较于 ｍｉＲ－１８３－５ｐ
　　

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组均无显著性差异（均Ｐ＞００５）；ｍｉＲ－１８３－５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＲＢＭＳ１组与 ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋
ｓｉ－ＮＣ组相比，ＬＣ３－Ⅱ／ＬＣ３－Ⅰ和Ｂｅｃｌｉｎ－１的蛋白
相对表达水平均显著降低，而Ｐ６２蛋白表达水平显著
升高（均Ｐ＜００１），见表１。
４　ｍｉＲ－１８３－５ｐ靶向ＲＢＭＳ１对乳腺癌细胞迁移的影响

对照组、ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组、ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣ组和ｍｉＲ－１８３－
５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＲＢＭＳ１组细胞在４８ｈ的迁移率分别
为（６２８７±７２６）％、（５９２３±６８９）％、（２４１３±３４９）％、
（２６１４±４７２）％和（４０１１±５７１）％。ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组与对照组相比，细胞在４８ｈ的迁移率无显著性差异
（Ｐ＞００５）；ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组与 ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组相比，细胞在４８ｈ的迁移率显著降低（Ｐ＜００１）；
ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣ组与 ｍｉＲ－１８３－５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相比，细胞在４８ｈ的迁移率无显著性差异
（Ｐ＞００５）；ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＲＢＭＳ１组
与ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣ组相比，细胞在
４８ｈ的迁移率显著升高（Ｐ＜００５）。
５　ｍｉＲ－１８３－５ｐ靶向ＲＢＭＳ１对ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ
通路的影响

如表 ２所示：ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组与对照组相比，
　　

表１　各组细胞自噬相关蛋白的表达水平（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＬＣ３－Ⅱ／ＬＣ３－Ⅰ Ｂｅｃｌｉｎ－１ Ｐ６２

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ ０２９±００３ ０１８±００２ ０９３±０１２
ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ８ ０３１±００３ ０２０±００２ ０８９±０１０
ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ８ ０８６±０１０ ０７４±００８ ０５１±００６

ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣ ８ ０８４±００９ ０７８±００９ ０５４±００６
ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＲＢＭＳ１ ８ ０４３±００５△△ ０３５±００４△△ ０８６±０１０△△

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：ＭＣＦ－７ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｎｏｒｍａｌｌｙ；ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ：ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｍｉＲ－ＮＣ；ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ：Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ｗｉｔｈｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ；ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣｇｒｏｕｐ：ＯｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｓｉ－ＮＣ；
ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＲＢＭＳ１ｇｒｏｕｐ：ＯｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＲＢＭＳ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｐｌａｓｍｉｄｓｉ－ＲＢＭＳ１；
ＬＣ３－Ⅱ：Ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３Ⅱ；ＬＣ３－Ⅰ：Ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３Ⅰ；Ｐ６２：Ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ－１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍ

ｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣｇｒｏｕｐ，△△Ｐ＜００１

表２　各组通路相关蛋白的表达水平（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐａｔｈｗａｙ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｐ－ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０６７±０１２ ０８２±０１４ ０７３±００９
ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ０６４±０１０ ０７９±０１０ ０７０±００９
ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ０３２±００６ ０４７±００５ ０５２±００６

ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣ ０３５±００６ ０５０±００６ ０５５±００６
ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＲＢＭＳ１ ０７４±００９△△ ０７９±００９△△ ０７８±００９△

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；ｐ－ＰＩ３Ｋ：Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ－ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ－３－ｋｉｎａｓｅ；ＰＩ３Ｋ：Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ－３－ｋｉｎａｓｅ；ｐ－Ａｋｔ：Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ－
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ；Ａｋｔ：ＰｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ；ｍＴＯＲ：Ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ；ｐ－ｍＴＯＲ：Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ－ｍＴＯＲ；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　６７５　　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ５Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２７）

ｐ－ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ和 ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ水平
均无显著差异（均Ｐ＞００５）。ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组与ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相比，ｐ－ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ
和 ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ水平均显著降低（Ｐ＜００１，
Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）；ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣ
组与ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相比，ｐ－ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ、
ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ和 ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ水平均无显著差异
（均Ｐ＞００５）；ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＲＢＭＳ１
组与 ｍｉＲ－１８３－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉ－ＮＣ组相比，
ｐ－ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ和 ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ水平
均显著升高（Ｐ＜００１，Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）。

讨　　论

ｍｉＲ－１８３－５ｐ被发现在多种癌症中异常表达，参
与肿瘤细胞的生理行为调控：王前进等［９］研究发现，

结肠癌组织中 ｍｉＲ－１８３－５ｐ表达上调，加重结肠癌
的发展；褚旭等［１０］发现在乳腺癌中 ｍｉＲ－１８３－５ｐ高
表达，促进乳腺癌细胞的增殖和转移并抑制其凋亡，

这与本研究结果一致。ＢＭＳ１在乳腺癌细胞中低表
达［１１］。Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ数据库预测发现，ｍｉＲ－１８３－５ｐ与
ＲＢＭＳ１存在结合位点。进一步研究两者靶向关系发
现，ｍｉＲ－１８３－５ｐ靶向负调控 ＲＢＭＳ１的表达。分析
ＭＣＦ－７细胞行为发现，抑制 ｍｉＲ－１８３－５ｐ可促进
ＲＢＭＳ１表达进而抑制乳腺癌细胞的迁移能力。

正常细胞癌变时，错误折叠蛋白质和受损细胞器

在细胞中大量聚集，ＬＣ３是自噬体标记蛋白；自噬效
应蛋白调节自噬体形成，诱导结合蛋白进入自噬体囊

泡；Ｐ６２将广泛蛋白送入自噬体内，激活 ｍＴＯＲ下调
自噬活性。自噬体形成时，ＬＣ３－Ⅰ酶解为 ＬＣ３－Ⅱ，
自噬体清除时，ＬＣ３－Ⅱ与 Ｐ６２降解［１２］。ＬＣ３－Ⅱ／
ＬＣ３－Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ－１、Ｐ６２直接反映自噬活性水平［１３］。

本研究结果显示，抑制 ｍｉＲ－１８３－５ｐ表达能提高
ＬＣ３－Ⅱ／ＬＣ３－Ⅰ和Ｂｅｃｌｉｎ－１表达水平，降低Ｐ６２表
达水平，提升ＭＣＦ－７细胞的自噬活性。在此基础上
敲低ＲＢＭＳ１，则又抑制 ＭＣＦ－７细胞的自噬活性，表
明抑制ｍｉＲ－１８３－５ｐ促进 ＲＢＭＳ１表达进而可提升
乳腺癌细胞自噬能力。

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路涉及细胞增殖、生长、迁移、
凋亡等活动，细胞外生长因子等激活ＰＩ３Ｋ，ＰＩ３Ｋ水平
的上升激活下游分子 Ａｋｔ，Ａｋｔ通过激活 ｍＴＯＲ抑制
　　

细胞自噬。本研究中，抑制 ｍｉＲ－１８３－５ｐ表达后
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ蛋白和磷酸化水平降低，而敲低
ＲＢＭＳ１则表现出促进通路作用，表明抑制ｍｉＲ－１８３－５ｐ
促进 ＲＢＭＳ１表达进而抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路
激活。

本研究提示，ｍｉＲ－１８３－５ｐ靶向负调控 ＲＢＭＳ１
的表达，抑制 ｍｉＲ－１８３－５ｐ能促进人乳腺癌细胞
ＭＣＦ－７的自噬、抑制其迁移，可能与抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／
ｍＴＯＲ通路有关。
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