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【 摘要 】 目的 分析miR-212在乳腺浸润性导管癌组织中的表达及与乳腺癌临床病理特征之间的相关性，并分析其效应。

方法 采用茎环 RT-qPCR方法检测 38例乳腺癌及癌旁正常乳腺组织标本中miR-212的表达，统计分析其表达水平与乳腺癌常用临

床病理指标间的关系。不同浓度 miR-212 inhibitor转染MCF7乳腺癌细胞，通过MTT法分析细胞活性，通过 Tran-swell实验检测细胞

的侵袭能力。 结果 与癌旁正常乳腺组织比较，乳腺癌组织中 miR-212的表达明显升高（P＜0.05）；分析 miR-212表达水平与乳腺

癌常用临床病理指标间的关系发现，miR-212表达水平与乳腺癌细胞与淋巴结转移、TNM分期相关及增殖指数（ki67）相关（P＜0.05），

与月经状况、肿块大小、雌激素和孕激素受体状态、Her-2表达未见显著相关性（P＞0.05）。细胞干预实验显示，与空白对照组、阴性对照

组比较，miR-212 inhibitor可明显抑制MCF7细胞增殖活性（P＜0.05）和细胞迁移（P＜0. 01）。 结论 乳腺癌组织高表达的 miR-212

在乳腺癌发展过程中发挥重要作用，有望成为乳腺癌防治的一个新靶点。

【 关键词 】 微小 RNA miR-212 乳腺癌

Analysis of the expression and effect in invasive ductal carcinoma of the breast miR-212

China

【 Abstract 】 Objective To investigate the expression of miR-212 in breast invasive ductal carcinoma and its correlation

with clinicopathological characteristics of the cancer. Methods The expression of miR-212 was detected by loop RT-qPCR in

cancer and pericancerous tissue specimens of 38 breast cancer patients. The relationship between miR-212 expression l and

clinicopathological characteristics was analyzed. MiR-212 inhibitor was transfected into human breast cancer MCF7 cells, then

cell proliferation was determined by MTT method and cell invasive ability was measured by Tran-swell assay. Results Com-

pared pericancerous breast tissues, the expression of miR-212 in cancer tissues was significantly higher (P＜0.05); the expres-

sion level of miR-212 was correlated with lymph node metastasis, TNM staging and proliferation index (Ki67) (P＜0.05), not cor-

related with menopausal status, tumor size, estrogen and progesterone receptor status, and Her-2 status (P＞0.05). Compared

with the blank control group and negative control group, miR-212 inhibitor significantly inhibited cell proliferation (P＜0.05) and

migration (P＜0.01) in MCF7 cells. Conclusion MiR-212 is high expressed in breast cancer, which may be involved in the de-

velopment of breast carcinoma, indicating miR-212 might be a new target in breast cancer therapy.
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miR-212在乳腺浸润性导管癌
组织中的表达及效应分析
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长度约 22nt的内源性小 RNA，即 micro RNA（miR原
NA），通过调控癌基因或抑癌基因的表达，在肿瘤的发
生、发展中起重要的调控作用，是目前肿瘤研究领域的

热点[1-2]。近年来的研究发现，microRNA-212（miR-212）
的表达与肺癌[3]、胰腺癌[4]、胃癌[5]等多种肿瘤相关，但其
表达与乳腺癌的相关性少有研究。为此，本研究采用茎

环 RT-qPCR 方法检测了 38 例乳腺浸润性导管癌中

mir-212的相对表达，分析其与临床病理特征的关系，
并通过化学合成的 miR-212 inhibitor转染乳腺癌细胞，
下调其表达，分析其对细胞增殖、侵袭和迁移的影响。

1 资料和方法

1.1 临床资料

1.1.1 标本来源及保存 2012 年 11 月至 2013 年 12
月温州医科大学附属第一医院肿瘤科及台州市肿瘤医

院肿瘤外科收治的乳腺浸润性导管癌患者 37例，年龄
32耀67岁，中位年龄 49岁；术前未行放、化疗。每例标本
留取肿瘤组织及对应的距肿瘤 5cm以上的癌旁正常乳

作者单位：325000 温州医科大学附属第一医院肿瘤外科

（瞿海江、张筱华、黄关立，瞿海江系在职研究生，现在台州市肿瘤

医院肿瘤外科工作）；台州市肿瘤医院肿瘤外科（胡哲、魏志平）
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腺组织，标本离体后 10min内置于液氮保存。
1.1.2 主要试剂 mirVanaTM miRNA 分离试剂盒、Lipo原
fectamin 2000 转染试剂购自美国 Life Technologies 公
司；M-MLV逆转录酶、RNA 酶抑制剂、SYBR Mastermix
购自日本东洋纺（上海）生物科技有限公司；细胞计数试

剂盒-8（cell counting kit-8，CCK-8）购自日本同仁化学
所；Matrigel购自美国 BD Bioscience公司；Tran-swell小
室购自美国 Costar 公司；DMEM为美国 Gibico 公司产
品，胎牛血清（FBS）为美国 Gibico公司产品。引物由上
海英骏生物技术有限公司合成；miR-212 inhibitor由上
海吉玛生物公司合成。MCF7乳腺癌细胞购自中国科学
院上海生科院细胞资源中心。

1.2 方法

1.2.1 小 RNA的提取 取液氮保存的乳腺肿瘤及正常

乳腺组织标本，在液氮中碾碎至粉状，按 mirVanaTM

miRNA 分离试剂盒说明书提取 miRNA，DEPC 处理水
溶解。采用德国 EPPENDORF 公司分光光度仪（Bio原
photometer）检测 RNA溶液 OD260/OD280吸光值，计算
RNA浓度和纯度。
1.2.2 miR-212表达检测 采用茎环 RT-qPCR方法，
以 U6作为内参，分析 miR-212表达。相关分析的引物
序列见表 1。0.1滋g 小 RNA以 U6和 miR-212茎环 RT
引物分别进行逆转录，反应条件为：16益 30min，42益
30min，75益 15min, 反应结束后-20益保存。以 15滋l反
应体系进行 Real-time定量 PCR。miRNA检测反应体系
包括：1滋l RT 产物，1伊SYBR Green I Mastermix，0.5滋M
特异前向引物、0.5滋M 特异反向引物。Real-time定量
PCR 条件为：95毅C 10min 后 , 95毅C 15s，60毅C 1min，40
循环。Real -time 定量 PCR 使用 Applied Biosystems
7500仪器进行。所有样品做 3复孔。采用定量 PCR中
的相对定量法，以 N=2-驻驻Ct 表示肿瘤组织 miRNA 表
达相对于配对的正常组织的变化倍数，其中 驻驻Ct=
（CtmiR-212-CtU6）肿瘤 -（CtmiR-212-CtU6）正常。

1.2.3 CCK-8检测 MCF7细胞 miR-212 inhibitor 转染

增殖能力 MCF7乳腺癌细胞常规培养于含 10% FBS
的 RPMI-1640培养基中，取对数生长期的细胞，胰酶消
化细胞并计数，以 2伊105/孔接种于 96孔培养板，按照
Lipofectamin 2000转染试剂说明书进行转染。实验分 3
组：（1）空白对照组，仅加入脂质体；（2）无关序列组，
加入无关序列和脂质体；（3）miR-212干预组, 加入 20、
40、80nM miR-212 inhibitor和相应剂量的脂质体。每
组设 3个复孔。分别在转染 24h、48h后，按 CCK-8试剂
盒说明书检测肿瘤细胞的活性。所有实验重复 3次。
1.2.4 Transwell 侵袭实验检测肿瘤细胞的侵袭能
力 按 TranswellTM说明书，将 Matrigel预冷成液态，用
无血清培养液 1 颐1 稀释，加入 Transwell 小室，每孔
15滋l，37 益包被 1 h，以无血清培养液洗 3次后备用。按
照 Lipofectamin 2000 转染试剂说明书进行转染的
MCF7细胞去培养基，PBS液洗 3次。在 Transwell小室
上部培养嵌室（insert）内加入 1伊104/孔细胞悬液，每组设
3 个复孔。向底部培养室加入 600滋l 含 15% FBS 的
RPMI 1640完全培养液。37益、5% CO2培养 24h。吸去嵌
室内的液体, 用棉棒擦去嵌室底部内表面上的细胞，将
嵌室浸入固定液（50%甲醇）固定 15min，PBS洗 3遍。结
晶紫染色 30min。风干后，荧光显微镜下每个培养孔随
机选择 10个视野拍照计数，并计算每个视野的平均数。
1.3 统计学处理 miRNA-212表达数据以中位数和四
分位数间距表示。采用 SPSS 16.0统计软件的非参数
Wilcoxon符号秩检验（配对的正常和肿瘤组），Mann-
Whitney U检验和 Kruskal-Wallis H检验进行统计处理。

2 结果

2.1 miR-212在乳腺癌及对应正常乳腺组织中的表
达 如图 1所示，miR-212及 U6的 RT-PCR产物的溶
解曲线为单峰，说明茎环 RT-qPCR可以特异检测 miR-
212及 U6。以 U6为内参，检测乳腺癌及对应正常乳腺
组织 miR-212的表达。结果显示（图 2）与对应正常乳腺
组织比较，miR-212在 37例乳腺癌组织中表达明显升
高，其相对表达量为 2.704（1.354，3.745）。采用配对样本
的Wilcoxon符号秩检验其差异有统计学意义（P＜0.0001）。
2.2 miR-212表达与乳腺癌临床病理特征的关系 见

表 2。
由表 2可见，miR-212在乳腺癌组织中的表达与

TNM分期、淋巴结转移及增殖指数（ki67）相关。有淋巴
结转移组 miR-212 的表达显著高于无淋巴结转移组
（P=0.003）；mir-212表达水平在玉、域、芋期 TNM分期
的乳腺癌组织中位表达值分别为 I 期 1.452、2.633、

表 1 引物序列

基因

miR-212

U6

引物

RT引物

前向引物

反向引物

RT引物

前向引物

反向引物

序列

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAG-

GTATTCGCACTGGATACGACTGGCCGTG

ATGGTTCGTGGGTAACAGTCTCCAGTC

GCAGGGTCCGAGGTATTC

CGCTTCACGATTTTGCGTGTCAT

CGGCGGTACATATACTAAAAT

CGCTTCACGATTTTGCGTGTCAT
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4.422，3个时期表达水平差异有统计学意义（P=0.015）；
此外mir-212的表达还和 ki67有关，在高 ki67组（ki67＞
10%）乳腺癌组织 miR-212的表达显著高于低 ki67组
（ki67臆10%，P=0.013）。mir-212的表达和月经状况、肿
块大小、雌激素和孕激素受体状态及 Her-2表达未见显
著相关性。

2.3 miR-212干预对MCF7乳腺癌细胞增殖的影响 为

分析 miR-212在乳腺癌中的作用，不同浓度 miR-212
inhibitor转染MCF7乳腺癌细胞，下调细胞内 miR-212
的表达，通过 MTT法分析细胞活性的影响。图 3结果显
示，与空白对照组、阴性对照组比较，20、40、80nM的
miR-212 inhibitor 转染均可显著抑制 MCF7细胞增殖
（P＜0.05），不同浓度间差异无统计学意义。

不同浓度 miR-212 inhibitor 转染 MCF7 细胞 48h
后, 采用 Tran-swell 侵袭实验检测各组细胞的侵袭能
力。图 4结果显示，与空白对照组、阴性对照组比较，20、

40、80nm的 miR-212 inhibitor转染组明显抑制细胞迁
移（P＜0.01）。
3 讨论

miRNA是在真核生物体内发现的一类内源性非编
码微小 RNA，广泛存在于动植物中，在进化上具有保守

图 1 miR-212及 U6茎环 RT-realtime PCR熔解曲线

图 2 miR-212在乳腺癌组织及其配对癌旁正常组织中的相对

表达水平（*P＜0.01）

*16

8

4

2

1

0.5

0.25
Breast cancer Adjacent normal tissues

表 2 乳腺浸润性导管癌中 mir-212表达和临床病理因素的相关性

临床病理因素

月经状况

绝经前

绝经后

肿块大小

≤2cm

＞2cm

TNM分期

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

ER

阳性

阴性

PR

阳性

阴性

Her-2

阳性

阴性

淋巴结转移

有

无

Ki67

≤10%

＞10%

n

14

24

15

22

9

18

10

25

12

17

20

8

29

21

16

16

21

mir-212的表达

1.773（1.168~3.525）

2.185（1.343~4.738）

1.519（1.363~3.458）

2.767（1.378~4.224）

1.452（1.424~1.519）

2.633（1.271~3.409）

4.422（2.936~6.439）

2.704（1.424~ 5.098）

2.633（1.291~ 3.310）

3.053（1.424~5.098）

2.030（1.341~3.310）

2.541（1.424~3.745）

2.714（1.249~3.564）

3.375（2.663~6.846）

1.452（1.244~2.784）

1.394（1.089~2.716）

3.260（1.548~4.384）

P值

0.521

0.511

0.015

0.689

0.478

0.786

0.003

0.013
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性及时间和空间特异性[6]。目前人类已发现超过 2 588
种成熟的 miRNA（http://www.mirbase.org），它们通过改
变互补序列的 miRNA的稳定性和翻译效率调控人类约
1 /3的编码基因[6-7]，广泛参与到细胞分化、增殖、衰老、
凋亡、迁移和侵袭等过程中[8-9]。自 2002 年 Galin等[10]首
次报道 miRNA 水平的异常表达可能与肿瘤相关，
miRNA在肿瘤发生、发展中的作用越来越受到重视。

miR-212是一种广泛调节效应的 miRNA，其基因
定位于 17p13.3区域。除外参与小鼠乳腺发育[11-12]、神经
元[13-14]、免疫细胞[15-16]功能的调节，miR-212还参与肿瘤
的发生、发展。但 miR-212在不同的肿瘤组织存在不同
的表达的模式。在非小细胞肺癌[17]、口腔癌[18]、胰腺癌[19]

等肿瘤上调表达，而在肝细胞肝癌[20]、胃癌[21]、结肠癌[22]、
前列腺癌[23]等却是下调表达。然而，乳腺癌组织 miR-
212表达及效应迄今尚未见报道。为分析 miR-212与乳
腺癌的关系，本研究以 U6为内参，应用茎环 RT-PCR
检测了 32例乳腺癌组织 miR-212的表达，结果显示，
miR-212在乳腺癌组织的表达高于对应的正常组织。进
一步分析 miR-212表达水平与乳腺癌临床病理特征的
关系发现，mir-212 表达与淋巴结转移、TNM 分期及
ki67相关。进一步通过瞬时转染 miR-212 inhibitor干预
实验发现，miR-212下调表达后明显抑制 MCF7乳腺癌
细胞的增殖及侵袭。这些结果提示，miR-212在乳腺癌
中可作为促癌基因参与乳腺癌的发生、发展过程。

已鉴定的miR-212靶基因包括：Patched-1（TCH1）[17]、
乙酰胆碱酯酶、CYP2E1[24]、Bcl-6[15]、锰超氧化物歧化酶
（MnSOD）[22]、IRAK4[16]、PTEN、FOXO3a、p300[14]等。不同
类型的肿瘤其调控的靶基因也不尽相同。Ma C等报道
miR-212过表达通过对 PTCH1的调控，促进胰腺癌的
发展和转移[17]。Lu等[25]报道，miR-212通过对乙酰胆碱
酯酶的调节是其非小细胞肺癌重要机制。此外，miR-

212通过调控视网膜细胞瘤结合蛋白 2（RBP2）表达参
与了肝癌[20]和胃癌[21]的发病过程。迄今 miR-212参与乳
腺癌的调控靶点尚未明确，miR-212 参与乳腺癌的发
生、发展机制过程的调控机制需进一步研究。
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