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miR-429对乳腺癌干细胞干性维持和体内成瘤能力的影响 *
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摘要目的：探究 miR-429在乳腺癌干性维持中所发挥的作用，并探索 miR-429对乳腺癌干细胞体内成瘤能力的影响。方法：无血

清悬浮培养法用于培养经流式细胞仪分选得到的 CD44+CD24-表型乳腺癌细胞系干细胞MCF-7-S、SKBR3-S、MDA-MB-231-S及

乳腺正常上皮干细胞MCF-10A-S，实时荧光定量聚合酶链式反应（qRT-PCR）用于检测 miR-429在上述 4株干细胞中的表达。将

包含 miR-429的重组慢病毒质粒及其阴性对照空载体质粒 vector分别以病毒：细胞数量为 15：1的比例感染 MDA-MB-231细

胞，经 2.0 滋g/mL嘌呤霉素筛选，成功构建稳定表达 miR-429或 vector的MDA-MB-231细胞，经流式分选出上述两株稳转细胞株

的 CD44+CD24-表型干细胞MDA-MB-231-Svector和MDA-MB-231-SmiR-429。无血清悬浮培养后，镜下观察过表达 miR-429对

肿瘤球形成能力的影响，流式细胞术检测过表达 miR-429对 CD44+CD24-表型细胞亚群比例的影响，Western Blot检测过表达

miR-429 对乳腺癌干 细胞干性相关因子 ALDH1、SOX2 和 Bmi1 蛋白表达的 影响，将 MDA-MB-231-Svector 和

MDA-MB-231-SmiR-429干细胞分别注射到 BALB/c裸鼠右侧胸壁第二对乳腺脂肪垫中，构建乳腺癌干细胞裸鼠移植瘤模型，观

察过表达 miR-429对裸鼠体内成瘤能力的影响。结果：与MCF-10A-S相比，miR-429在MCF-7-S、SKBR3-S和MDA-MB-231-S细

胞系中的表达水平均异常降低，其中，miR-429在MDA-MB-231-S细胞中表达最低（P<0.05）。与MDA-MB-231-Svector细胞相比，

经流式分选后的 CD44+CD24-表型MDA-MB-231-SmiR-429干细胞形成的肿瘤球的大小和数量、分选时 CD44+CD24-表型细胞亚

群的比例、ALDH1、SOX2和 Bmi1的蛋白表达水平以及裸鼠体内成瘤的体积和重量均显著降低（P<0.05）。结论：miR-429可降低
乳腺癌干细胞的干性和体内成瘤能力，其可能是抑制乳腺癌转移和耐药的关键分子。
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Effects of miR-429 on Stemness Maintenance
and Tumorigenesis in Vivo of Breast Cancer*

To explore the role of miR-429 in the stemness maintenance of breast cancer and explore the effect of

miR-429 on tumorigenic ability in vivo of breast cancer stem cells. The CD44+CD24- phenotype breast cancer stem cells

MCF-7-S, SKBR3-S, MDA-MB-231-S and normal mammary gland stem cells MCF-10A-S sorted by Flow Cytometry were cultured in

serum-free suspension culture. Real-time quantitative polymerase chain reaction (qRT-PCR) was used to detect the expression of

miR-429 in the above four stem cells. The recombinant lentiviral vector containing miR-429 and its negative control vector were

respectively transfected into MDA-MB-231 cells in the ratio of virus/cell number with 15:1, and screened with 2.0 滋g/mL puromycin to

construct stable expressing miR-429 and vector MDA-MB-231 cells, CD44+CD24- phenotype breast cancer stem cells

MDA-MB-231-Svector and MDA-MB-231-SmiR-429 were sorted by Flow Cytometry from the above two cells, then the cells were

serum-free suspension cultured. In order to assess the effects of miR-429 overexpression in MDA-MB-231 cells, Microscope was used to

observe of the mammosphere forming ability, Flow cytometry was used to detect of the percentage of CD44+CD24- phenotype cell

subsets, Western Blot was used to detect the expression of ALDH1, SOX2 and Bmi1 proteins expression. MDA-MB-231-Svector and

MDA-MB-231-SmiR-429 cells were respectively injected into the second pair of breast pat pad on the right side of the chest in BALB/c

nude mice to construct the transplanted tumor model of breast cancer stem cells in nude mice. The effects of overexpression miR-429 on

the tumorigenic ability in nude mice were observed. The expression of miR-429 in MCF-7-S, SKBR3-S and MDA-MB-231-S

was significantly lower than that of MCF-10A-S, which was lowest in MDA-MB-231-S (P<0.05). The size and number of tumor

mammospheres, the proportion of CD44+CD24- phenotype cell subsets after sorting, the protein expression levels of ALDH1, SOX2 and

Bmi1, the tumor volume and weight in nude from MDA-MB-231-SmiR-429 cells were both significantly less than or lower than that of
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MDA-MB-231-Svector cells(P<0.05). miR-429 can decrease the stemness and tumorigenicity of breast cancer stem cells and

may be a key molecule in breast cancer metastasis and drug resistance.

Breast cancer; Stem cells; Mammosphere forming ability; CD44+CD24-phenotype cell subsets; Tumorigenesis in vivo

前言

乳腺癌作为女性最常见的恶性肿瘤之一，发病率逐年上

升，且发病的年龄也趋于年轻化，虽然乳腺癌的诊疗技术不断

提高，乳腺癌可被早期发现并进行有效治疗，但仍然存在复发、

转移和治疗耐药的风险[1-3]。随着对乳腺癌发病及转移等机制的

研究，研究者认为乳腺癌干细胞具有极强的成瘤能力和自我更

新能力，并可在促分化条件下产生具腔上皮和肌上皮标记的癌

细胞后代，这也是乳腺癌发生复发转移或治疗耐药的关键性因

素[4，5]。目前“以 CD44+CD24-作为细胞表面分子标志物，通过流

式细胞分选技术来分选乳腺癌干细胞”为一种常见的乳腺癌干

细胞识别和分选的方法[6]。肿瘤干细胞的干性受多种因素的调

控，如肿瘤异质性、肿瘤微环境、DNA甲基化、组蛋白修饰、微

小 RNA（microRNAs, miRNAs）等[7]。其中 miRNAs是一种非编

码小 RNA，其能通过与靶 mRNA互补配对，抑制蛋白翻译或

使 mRNA降解而调节基因的表达，从而在肿瘤的发生发展中

发挥极其重要的生物学作用[8，9]。有研究显示作为 miR-429同家

族的 miR-200c 可通过抑制 Bmi1、ALDH1、SOX2 等公认的干

细胞干性调控相关因子的表达而调控肿瘤干细胞，从而抑制肿

瘤的转移、复发或治疗耐药[10，11]，因此我们推测 miR-429可能也

具有类似的干细胞调控作用。鉴于此，本研究从 miR-429的角

度来探究其在乳腺癌干细胞干性维持和体内成瘤能力中的作

用，以期望为乳腺癌复发、转移或治疗耐药的患者提供新的临

床治疗思路。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器

乳腺癌细胞 MCF-10A、MCF-7、SKBR3 和 MDA-MB-23

（中国科学院上海生命科学院生化细胞所），兔抗人 ALDH1、

SOX2、Bmi1单克隆抗体、兔抗人 GAPDH多克隆抗体（美国

CST公司），辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗（武汉博士德公

司），FITC标记 CD24抗人抗体、PE标记 CD44抗人抗体（美国

BD公司），miR-429慢病毒载体质粒及对照空载体质粒 vector

（美国 GeneCopoeia公司），Lipofectamine 2000转染试剂、Trizol

试剂（自美国 Invitrogen公司），RNA抽提试剂盒（美国 Applied

Biosystems公司），TaqMan逆转录试剂盒（英国 LifeTechnologies

公司），qSYBR-Green-containing PCR试剂盒（美国 Qiagen 公

司），蛋白提取试剂盒、ECL增强化学发光试剂盒和 BCA蛋白

定量检测试剂盒（美国 Thermo公司），ChemiDocTM触摸成像系

统（美国 Bio-Rad公司），奥林巴斯倒置显微镜 OLYMPUS IX71

（日本 Olympus公司），流式细胞分选仪（美国 BD公司），紫外

可见分光光度计（美国 Thermo公司）。

1.2 贴壁细胞和肿瘤球培养

贴壁细胞的培养：乳腺癌细胞 MCF-10A培养于含 10%马

血清、1mg表皮生长因子（EpidermalGrowth Factor, EGF）、100mg

胰岛素、2 mg霍乱毒素的 DMEM-F12（1:1）培养基；MCF-7、

SKBR3 和 MDA-MB-23 均培养于含 10%胎牛血清的 RP-

MI-1640培养基。

肿瘤球培养：无血清培养基由 DMEM-F12（1: 1）500 mL、

B27（1:50）10 mL、EGF（20 ng/ml）1 mL和碱性成纤维细胞生长

因子（Basic Fibroblast Growth Factor，bFGF）（20 ng/mL）500 滋L
（Gibco，USA）组成。由贴壁细胞MCF-7、SKBR3、MDA-MB-231

及MCF-10A经流式分选出的 CD44+CD24-表型的干细胞分别

为 MCF-7-S、SKBR3-S、MDA-MB-231-S及 MCF-10A-S，用于

实验结果 2.1 部分的实时荧光定量聚合酶链式反应

（qRT-PCR）检测。由转染 vector或 miR-429的 MDA-MB-231

稳转细胞株所分选出的 CD44+CD24-表型细胞亚群的干细胞分

别为MDA-MB-231-Svector和 MDA-MB-231-SmiR-429，用于

实验结果 2.2、2.3和 2.4部分的检测。所有干细胞均培养于含

无血清培养基的低吸附六孔板（Corning，USA）中。

统计肿瘤球数量的方法：经流式分选后的干细胞，于无血

清培养基中培养一周后，镜下观察，每次实验随机选取不同视

野拍照 3次，统计微尺数大于 100 滋m的细胞球（每次实验重复
3次）。

1.3 建立稳定表达 miR-429及 vector的细胞株

含 miR-429的重组慢病毒质粒及其阴性对照慢病毒空载

体质粒 ve ctor，分别 （病毒：细胞数量 =15：1） 感染

MDA-MB-231细胞，72h后，更换含 2.0 滋g/mL嘌呤霉素的培
养基，继续培养。至所有细胞均观察到绿色荧光时，即成功构建

稳定表达 miR-429及 vector的细胞株。

1.4 流式细胞术检测和分选 CD44+CD24-表型细胞亚群

收集细胞进行细胞计数，室温离心（1000 rpm，5min）后，

PBS洗涤细胞沉淀 2次后，调整细胞浓度为 5× 105，将细胞悬

液平均转移至 2支流式管中，其中一份加入 10 滋L CD24-FITC
及 CD44-PE抗体，另一份中加入 10 滋L FITC及 PE标记的对

照抗体。室温孵育 20 min，将标记后的细胞离心（1000 rpm，

5 min）弃上清，取沉淀，PBS清洗一次，上机检测 CD44+CD24-

表型细胞亚群的比例，分选出 CD44+CD24-表型细胞亚群，用于

后续研究。

1.5 RNA提取和 qRT-PCR检测

收集细胞，Trizol试剂提取细胞总 RNA，并检测 RNA浓度

和纯度（OD260/OD280），严格参照逆转录试剂盒说明书，将

RNA逆转为 cDNA。miR-429及内参 U6引物由 Invitrogen公

司合成，严格参照 qSYBR-Green-containing PCR试剂盒说明书

进行操作，设置三个复孔。miR-429相对表达量以 2-△ △ CT法计算。

1.6 蛋白提取和Western Blot检测

提取细胞总蛋白，严格参照蛋白提取试剂盒说明书进行操

作。测定蛋白浓度，严格参照 BCA蛋白定量检测试剂盒说明书
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图 2 ALDH1、SOX2和 Bmi1的蛋白表达图

Fig.2 Protein expression maps of ALDH1, SOX2 and Bmi1

图 1 CD44+CD24-表型细胞亚群比例图

Fig.1 CD44+CD24- ratio of phenotypic cell subsets

进行操作。10% SDS-PAGE分离蛋白，每组设置 3个复孔，湿转

法将蛋白转移至 PVDF膜，5%BSA室温封闭 1 h。分别加入一抗

孵育液（稀释比例 1：1000），4℃孵育过夜。TBST洗涤 3× 10min，

加入二抗，室温孵育 1 h，TBST洗涤 3× 10 min。ECL发光液，

ChemiDocTM成像系统，进行曝光并采集图像。目的蛋白相对表

达水平，以灰度比值表示。

1.7 移植瘤裸鼠模型

实验用 BALB/c免疫缺陷型裸鼠（SPF级）来源于华中科

技大学同济医学院附属同济医院，4-6周龄，雌性，体重 19.00±

4.32克。严格按清洁级动物饲养标准进行喂养，饲养环境恒温

（22.25± 3.14℃）、恒湿（52.56± 2.03%），且确保空气洁净层流

架内无特定病原体。裸鼠分两组，每组各 5只，将构建的稳定转

染 miR-429 及其阴性对照 vector 的 MDA-MB-231-S细胞，分

别注射到裸鼠右侧胸壁第二对乳腺脂肪垫上，注射前均需充分

混匀细胞悬液，每只裸鼠注射体 100 滋L细胞悬液（约含 5× 103

个细胞）。每日观察瘤体成长情况并记录，四周后处死裸鼠并取

出瘤体，称量瘤体的重量，以游标卡尺测量瘤体的长径及短径，

计算瘤体的体积 =（长径× 短径 2）/2，本研究经我院伦理委员会

批准且所有操作均符合动物伦理学。

1.8 统计学处理

采用 SPSS 22.0软件进行统计分析。计量资料以平均数±

标准差（x依s）表示，两独立样本间比较采用双尾 t检验，多组间

比较采用单因素方差分析（ANOVA）。检验标准琢=0.05。

2 结果

2.1 乳腺癌干细胞中 miR-429的表达水平

贴壁细胞 MCF-7、SKBR3、MDA-MB-231 及 MCF-10A 分

选出 的 CD44+CD24- 表 型 细 胞 亚 群 的 干 细 胞 分别 为

MCF-10A-S、MCF-7-S、SKBR3-S和MDA-MB-231-S，经无血清

悬浮培养后形成肿瘤球，镜下肿瘤球圆而亮，生长状态良好。

qRT-PCR检测四株干细胞中 miR-429的表达水平，结果显示：

miR-429 在正常乳腺上皮干细胞 MCF-10A-S 以及干细胞

MCF-7-S、SKBR3-S 和 MDA-MB-231-S 中的表达水平分别为

（1.13± 0.23）、（0.73± 0.24）、（0.58± 0.31）、（0.33± 0.09），与正

常乳腺上皮干细胞 MCF-10A-S 相比，miR-429 在干细胞

MCF-7-S、SKBR3-S和MDA-MB-231-S中均表达下调（t=2.691、

3.186、7.243，P=0.027、0.013、0.000）。
2.2 miR-429对乳腺癌肿瘤球形成能力和 CD44+CD24-表型细

胞亚群比例的影响

为探讨 miR-429对乳腺癌肿瘤干性的影响，选择 miR-429

表达最低的 MDA-MB-231 细胞进行进一步研究。分别转染

miR-429慢病毒质粒及其阴性对照 vector到 MDA-MB-231细

胞中 ，分选出 CD44+CD24- 表型 细 胞 亚 群 的 干细 胞

MDA-MB-231-Svector 和 MDA-MB-231-SmiR-429，经无血清

悬浮培养后形成细胞球，分别检测过表达 miR-429对成球能力

和 CD44+CD24-表型细胞亚型比例的影响。

结果显示：与MDA-MB-231-Svector相比，过表达 miR-429

可使MDA-MB-231-SmiR-429细胞形成的肿瘤球的大小减小；

过表达 miR-429在 MDA-MB-231-Svector细胞形成的肿瘤球

数量为（175.36± 26.89）个（每 104个 MDA-MB-231-Svector 或

MDA-MB-231-SmiR-429 细胞所形成的干细胞球的个数），在

MDA-MB-231-SmiR-429 细胞形成的肿瘤球数量为（79.85±

25.74）个，与MDA-MB-231-Svector相比，过表达 miR-429可使

MDA-MB-231-SmiR-429细胞形成的肿瘤球数量降低，差异具

有统计学意义（t=5.477，P=0.041）。MDA-MB-231-Svector细胞

分选时检出的 CD44+CD24-表型细胞亚群的比例为（1.93±

0.08）% ，MDA-MB-231-SmiR-429 细 胞 分 选 时 检 出 的

CD44+CD24-表型细胞亚群的比例为（0.56± 0.02）%，过表达

miR-429 可使 MDA-MB-231-SmiR-429 细胞分选时检出的

CD44+CD24-表型细胞亚群的比例显著降低，差异具有统计学

意义（t=5.143，P=0.028），见图 1。

2 .3 过表达 miR-429 对乳腺癌肿瘤干细胞相关调控因子

ALDH1、SOX2和 Bmi1蛋白表达的影响

分别转染 miR-429 慢病毒质粒及其阴性对照 vector 到

MDA-MB-231细胞中，分选出 CD44+CD24-表型细胞亚群的干

细胞MDA-MB-231-Svector和 MDA-MB-231-SmiR-429，经无

血清悬浮培养后形成细胞球，收集细胞提取蛋白，Western Blot

用以检测 ALDH1、SOX2和 Bmi1的蛋白表达。结果显示：在

MDA-MB-231-Svector细胞中，ALDH1、SOX2和 Bmi1的蛋白

表达水平分别为（0.98± 0.22）、（1.12± 0.31）、（1.03± 0.03），在

MDA-MB-231-SmiR-429细胞中，ALDH1、SOX2和 Bmi1的蛋

白表达水平分别为（0.26± 0.09）、（0.46± 0.10）、（0.29± 0.04），

与 MDA-MB-231-Svector 细胞相比，MDA-MB-231-SmiR-429

细胞中 ALDH1、SOX2 和 Bmi1 的蛋白表达水平均显著降低

（t=6.773、4.531、33.094，P=0.000、0.002、0.000），见图 2。
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2.4 过表达 miR-429对乳腺癌干细胞体内成瘤能力的影响

为评估 miR-429对乳腺癌干细胞体内成瘤能力的影响。将

MDA-MB-231-Svector和MDA-MB-231-SmiR-429细胞分别注

射到裸鼠的脂肪垫上（每组各 5只），构建裸鼠移植瘤模型，4

周后处死裸鼠并取出瘤体组织，称量重量。结果显示：

MDA-MB-231-SmiR-429组裸鼠成瘤体积为（602.23± 23.89）

mm3、重量为（1.32± 0.25）g，MDA-MB-231-Svector组裸鼠成瘤

体 积 为 （1001.59 ± 29.14）mm3、 重 量 为 （4.86 ± 0.32）g，

MDA-MB-231-SmiR-429组裸鼠成瘤体积（t=5.714，P=0.033）和
重量（t=4.885，P=0.041）均显著小于MDA-MB-231-Svector组。

3 讨论

乳腺癌具有易转移、复发率高的特点，同时乳腺癌的治疗

耐药性较强，这些因素导致患者存在一定的死亡风险[12-14]。随着

研究的深入和科学技术的进步，尽管乳腺癌的诊断及治疗已取

得巨大进展，但其复发、转移及治疗耐药仍未得到实质性的改

善[15]。研究显示，在肿瘤细胞中存在一群自我分裂和分化能力

较强，且能维持肿瘤细胞生长的细胞亚群，此部分细胞被称为

肿瘤干细胞[16，17]。肿瘤干细胞具有先天耐药性，常规化疗药物仅

能杀死部分增殖活跃的非肿瘤干细胞，而残留的肿瘤干细胞则

是导致肿瘤复发和转移的重要原因[18-20]。因此肿瘤干细胞可能

可以作为肿瘤治疗的重要靶向细胞，并根据靶向肿瘤干细胞寻

找出对应的靶点，而后对靶点进行干预以治疗肿瘤。

研究显示 miR-200 家族（miR-200a、miR-200b、miR-200c、

miR-141、miR-429）在多种恶性肿瘤如乳腺癌、宫颈癌、胃癌等

中低表达，miR-200家族的低表达可引起肿瘤患者的多种临床

症状改变，包括肿瘤的复发、转移或耐药[21-23]。其中 miR-200c作

为 miR-200家族中研究最为深入的 miRNAs已被报道其参与

了乳腺癌干细胞干性调控，可抑制乳腺癌的复发和转移[24，25]。我

们推测作为 miR-200家族成员之一的 miR-429可能也在乳腺

癌干细胞的干性维持及体内成瘤中发挥重要作用。本研究通过

无血清悬浮培养法，培养经流式细胞仪分选得到的

CD44+CD24-表型的乳腺癌细胞系干细胞MCF-7-S、SKBR3-S、

MDA-MB-231-S 及乳腺正常上皮干细胞 MCF-10A-S，比较

miR-429在这四株干细胞中的表达特点，结果显示 miR-429在

乳腺癌细胞系干细胞中表达下调，该研究结果与“miR-429在

乳腺癌细胞系中低表达”的研究相一致 [26，27]，即 miR-429在

CD44+CD24-表型的乳腺癌细胞系干细胞中也存在表达下调的

现象。

随后，本研究选择 miR-429表达最低的MDA-MB-231细

胞，通过转染慢病毒质粒，筛选并构建稳定表达 miR-429及其

阴性对照 vector 的稳转细胞株 MDA-MB-231，并分选出

CD44+CD24-表型细胞亚群的干细胞 MDA-MB-231-Svector和

MDA-MB-231-SmiR-429，经无血清悬浮培养后形成细胞球，分

别检测过表达 miR-429 对成球能力和 CD44+CD24-表型细胞

亚型的比例的影响，结果发现 miR-429 可显著降低

MDA-MB-231细胞的肿瘤球形成能力，同时降低 CD44+CD24-

表型细胞亚群的比例，抑制干性相关因子的蛋白表达，进而抑

制裸鼠的体内成瘤能力，这一结果与“miR-200 家族成员

miR-200c可通过抑制 Bmi1、Suz12、SOX2 等干细胞干性调控

相关因子的表达而调控肿瘤干细胞，从而抑制肿瘤的转移、复

发或治疗耐药”[28-30]相一致。即 miR-429与 miR-200c一样，在乳

腺癌的干性维持和复发、转移和耐药中发挥重要作用，其可能

也有潜力作为乳腺癌治疗的重要靶点，后续将继续研究miR-429

在乳腺癌干细胞的转移、复发和耐药中的具体作用机制。

综上所述，miR-429可显著抑制乳腺癌干细胞的生成，进

而降低其成瘤能力，因此，研发上调 miR-429表达的药物将可

能为乳腺癌的临床治疗提供新的思路。
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