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　　［摘要］　目的：探讨基质金属蛋白酶２（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２，ＭＭＰ２）及其调控子ｈａｓｍｉＲ１０６ｂ（ｍｉＲＮＡ１０６ｂ／

ｍｉＲ１０６ｂ）在乳腺癌骨转移中的作用及机制。方法：采用定量ＰＣＲ、免疫组织化学染色、Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法测定乳腺癌骨转移患

者ＭＭＰ２、ｍｉＲ１０６ｂ的表达，并分析ＭＭＰ２与乳腺癌骨转移患者临床特征的关系。细胞迁移和侵袭实验观察 ＭＭＰ２、ｍｉＲ

１０６ｂ表达变化体外对乳腺癌细胞迁移和侵袭的影响。荧光素酶报告基因检测ＭＭＰ２和ｍｉＲ１０６ｂ的靶向关系。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹

验证受调控的下游信号通路。结果：ＭＭＰ２在侵袭能力较强的细胞如ＳＵＭ１３１５ｂｏ中表达较高，在侵袭能力较弱的乳腺癌细

胞如ＭＣＦ７中表达较低；而ｍｉＲ１０６ｂ的表达与之相反。与未发生骨转移的乳腺癌患者相比，ＭＭＰ２蛋白在乳腺癌骨转移患

者原位肿瘤标本中表达较高；ｍｉＲ１０６ｂ的表达与之相反。ＭＭＰ２促进乳腺癌细胞的迁移和侵袭，ｍｉＲ１０６ｂ反之（犘＜０．０５）。

ｍｉＲ１０６ｂ可下调 ＭＭＰ２的表达，进而影响下游调控因子ｐＥＲＫ／ＥＲＫ的表达（犘＜０．０５）。在ＳＵＭ１３１５ｂｏ中下调 ＭＭＰ２基

因后，其培养基培养的骨髓间充质干细胞（ｈｕｍａｎｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＨＭＳＣ）定向分化为成骨细胞过

程中，细胞核因子κＢ受体活化因子配体（ＲＡＮＫＬ）／骨保护素（ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ，ＯＰＧ）轴失衡，即ＯＰＧ含量增加、ＲＡＮＫＬ含量

减少，导致破骨细胞分化减少（犘＜０．０５）。结论：ＭＭＰ２过表达是乳腺癌骨转移的危险因素，这可能与ｍｉＲ１０６ｂ失活有关；

ＭＭＰ２可能通过调节ＥＲＫ信号通路而促进乳腺癌溶骨性骨转移；ｍｉＲ１０６ｂＭＭＰ２ＥＲＫ信号通路是乳腺癌骨转移潜在的预

测因子及治疗靶标。
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　　［犓犲狔犠狅狉犱狊］　ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２；ｍｉＲ１０６ｂ；ｂｏｎｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ；ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ

　　乳腺癌在女性中发病率较高，达女性肿瘤总发

病率的３０％
［１］。乳腺癌常转移至骨［２］，导致病理性

骨折、神经压迫（包括脊髓压迫）、高钙血症等［３］，严

重影响患者生活质量。本研究前期在新型人源性

乳腺癌骨转移小鼠模型中发现，人乳腺癌细胞株

ＳＵＭ１３１５可在新模型的移植骨中形成自发的骨转

移［４５］。从ＳＵＭ１３１５在模型移植物中形成的原位

肿瘤和骨转移瘤中分别分离、提取、纯化了得到了

相应的原代细胞亚株（移植人乳腺来源ＳＵＭ１３１５

ｂｒ，移植人骨来源ＳＵＭ１３１５ｂｏ），并对这些亚株进

行基因表达谱、ｍｉＲＮＡ表达谱分析
［６］。

基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，

ＭＭＰｓ）与肿瘤的侵袭和转移相关
［７］。其中，ＭＭＰ２

可以分解基膜的主要构成成分Ⅳ型胶原酶和明胶
［８］。

ＭＭＰ２在多种肿瘤中高表达，且其表达与肿瘤的局部

浸润、淋巴结转移及患者生存率相关［９１２］。ＭＭＰ２是

乳腺微环境和肿瘤微环境的重要成分，其在人源性乳

腺癌骨转移小鼠模型中显著上调［６］。乳腺癌患者血

清中ＭＭＰ２水平增加与其不良预后相关
［１３］，但是目

前缺乏其与乳腺癌骨转移关系的相关研究。

微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）与乳腺癌的发

生、发展、侵袭及转移密切相关［１４１６］。本课题组通

过ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ软件发现，ｍｉＲ１０６ｂ能调控 ＭＭＰ２

的表达。ｍｉＲ１０６ｂ定位于染色体７ｑ２２的１３号内

含子区域的ｍｉＲｓ９３２５
［１７］。但ｍｉＲ１０６ｂ在乳腺癌

中的作用目前鲜有报道。因此，本研究探讨了

ＭＭＰ２、ｍｉＲ１０６ｂ在乳腺癌骨转移过程中的表达及

相关机制，以期为乳腺癌骨转移潜在机制探讨及治

疗靶点的筛选提供新思路。

１　材料与方法

１．１　乳腺癌细胞及来源　实验所用乳腺癌细胞

ＭＤＡＭＢ２３１、 ＢＴ４７４、 ＭＣＦ７、 ＭＤＡＭＢ４６８、

ＨＣＣ１９３７、Ｔ４７Ｄ、和ＺＲ７５３０均购自ＡＴＣＣ公司。乳

腺癌细胞ＳＵＭ１３１５由美国密歇根大学ＳｔｅｐｈｅｎＥｔｈｉｅｒ

教授馈赠。乳腺癌细胞ＳＵＭ１３１５ｂｒ来源于移植人乳

腺；ＳＵＭ１３１５ｂｏ来源于移植人骨。细胞均用含１０％

ＦＢＳ的ＤＭＥＭ在３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养。

１．２　乳腺肿瘤组织来源　选取在江苏省人民医院

乳腺外科及复旦大学附属中山医院普通外科确诊

为乳腺肿瘤Ⅰ期、Ⅱ期、Ⅲ期患者的乳腺肿瘤组织。

本研究通过医院伦理委员会审核批准，患者或家属

知情同意并签署知情同意书。

１．３　荧光定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）测定ＭＭＰ２表达　１０６

细胞或１００ｍｇ组织抽提ＲＮＡ，反转录成ｃＤＮＡ，

－２０℃保存。βａｃｔｉｎ引物为：５′ＣＴＣＣＡＴ ＣＣＴ

ＧＧＣＣＴＣＧＣＴＴＧＴ３′（Ｆ）；５′ＧＣＴ ＧＴＣ ＡＣＣ

ＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣ３′（Ｒ）。ＭＭＰ２引物为：５′

ＧＴＧＧＡＴＧＡＴＧＣＣＴＴＴＧＣＴＣ３′（Ｆ）；５′

ＣＡＧＧＡＧＴＣＣＧＴＣＣＴＴＡＣＣ３′（Ｒ）。引物序列

均由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，采用２－ΔΔＣｔ法计算。

１．４　免疫组化染色测定乳腺癌患者原位肿瘤标本

中ＭＭＰ２蛋白的表达　选取临床分期Ⅰ、Ⅱ或Ⅲ期

的５０例乳腺癌患者的原位肿瘤组织进行免疫组织

化学（ＩＨＣ）染色。染色程度定义为：阳性染色的肿

瘤细胞占被检组织区域的百分比。ＭＭＰ２染色共

分为０～７级：０～５级定义为低表达；６～７级定义

为高表达［１４］。免疫组织化学染色切片由２位资深

的病理学专家读片。采用９６％相同的读片结果。

意见不一致时请另一位病理学专家读片，采用其中

２位相同的读片结果。用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０

（ＩｍａｇｅＰｒｏ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤ，Ｕ．Ｓ．）软件分析。

１．５　细胞迁移和侵袭实验　

１．５．１　细胞迁移　在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ培养板上层加入

５００μＬ不含血清的 ＤＭＥＭ 培养液，下层加入

１．５ｍＬ含１０％血清的ＤＭＥＭ培养液，于３７℃、５％

ＣＯ２细胞培养箱中孵育１ｈ。胰酶消化制成单细胞

悬液，计数细胞，按１０５个／孔将细胞加入Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ

板，分为实验组、无关干涉对照组和未处理组（每组

设３个复孔）。将细胞于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中孵

育１２ｈ。取出滤膜，将附于滤膜上层的细胞用棉签擦

去，４％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３次，苏木精

染色１５ｓ，ＰＢＳ冲洗４次；显微镜下计数迁移至滤膜

外表面的细胞数，每张滤膜随机取５个视野（×２００）。

１．５．２　细胞侵袭　用１０ｍｇ／ＬＭａｔｒｉｇｅｌ１００μＬ／

孔包被 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室底部膜的上室面，在３７℃、

５％ＣＯ２细胞培养箱中干燥２～３ｈ；制备细胞悬液，

余步骤同细胞迁移。

１．６　 荧光素酶报告基因实验 　 采用 Ｄｕａｌ

Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ? ＲｅｐｏｒｔｅｒＡｓｓａｙＳｙｓｔｅｍ （Ｐｒｏｍｅｇａ公
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司）检测。培养ＳＵＭ１３１５ｂｏ细胞和 ＭＣＦ７细胞，

并分别接种于２４孔板中（５．０×１０４／２４孔培养板）。

待细胞生长至８０％融合度时，将ｍｉｃｒｏＲＮＡ及荧光

素酶报告质粒共转染细胞。４２ｈ后，每孔加入

５００μＬＰＬＢ裂解细胞，将１０μＬ细胞裂解液和

５０μＬＬＡＲⅡ混合，检测萤火虫荧光素酶（ｆｉｒｅｆｌｙ

ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ，ＦＬ）的活力；将１００μＬＳｔｏｐ＆Ｇｌｏ
ＴＭ试

剂加入荧光照度仪管中，湮灭萤火虫荧光素酶反

应，同时激活海肾荧光素酶反应，并立即检测海肾荧

光素酶（ｒｅｎｉｌｌａｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ，ＲＬ）的活力。１２ｓ内完成２

次测试。结果判断：ＦＬ／ＲＬ。

１．７　乳腺癌细胞ＳＵＭ１３１５ｂｏ对骨髓间充质干细

胞（ｈｕｍａｎｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ

ｃｅｌｌ，ＨＭＳＣ）分化的影响　ＳＵＭ１３１５ｂｏ细胞生长

融合至７０％～８０％，在无血清的培养基ＤＭＥＭ中

培养２４ｈ，收集培养液，离心、浓缩、分装，存储在

－２０℃备用。

ＨＭＳＣ（ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ公司）以（１．５～２）×１０５ 细

胞／孔接种于Ｔ７５培养瓶中，用３ｍＬ间充质干细

胞培养基（ＭＳＣＭ，ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ公司）于３７℃、５％

ＣＯ２培养箱中常规培养。２４～４８ｈ首次换液，以后

每隔３ｄ换液１次，共培养７～１０ｄ。细胞融合近

８０％时，胰酶消化，以５０００／孔接种于２４孔板，用

ＭＳＣＭ培养２４ｈ后，弃 ＭＳＣＭ培养液，加入成骨

细胞培养基（ＯＢＭ），诱导细胞向成骨细胞诱导分

化。培养第７天，以１×１０６／孔接种于２４孔板，加入

按１∶１比例混合的基本培养基／条件培养基（肿瘤

细胞在无血清培养基中培养２４ｈ后收集培养液，过

滤）。每２ｄ更换培养基。

１．８　统计学处理　细胞实验至少重复３次，培养时

均设置３个复孔。采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分

析，计量资料以珔狓±狊表示。组间变异度分析采用

ＡＮＯＶＡ方法。两两比较采用Ｓｔｕｄｅｎｔｓ’狋检验。

检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　乳腺癌细胞ＭＭＰ２、ｍｉＲ１０６ｂ的表达　结果

（图１）表明：ＭＭＰ２基因在侵袭能力较强的乳腺癌

细胞ＳＵＭ１３１５、ＭＤＡＭＢ２３１中表达较高，在侵袭

能力低的乳腺癌细胞 ＭＣＦ７中表达较低。ｍｉＲ

１０６ｂ的表达与 ＭＭＰ２的表达趋势相反，即其在

ＭＣＦ７中的表达最高，在ＭＤＡＭＢ２３１、ＳＵＭ１３１５

中的表达较低。

图１　乳腺癌细胞犕犕犘２、犿犻犚１０６犫的表达

　　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹显示，ＭＭＰ２蛋白在ＳＵＭ１３１５ｂｏ中表达最高；Ｂ：荧光定量ＰＣＲ显示，ｍｉＲ１０６ｂ在乳腺癌原代细胞ＳＵＭ１３１５ｂｏ中表达

最低；Ｃ：荧光定量ＰＣＲ显示，ＭＭＰ２ｍＲＮＡ在各种乳腺癌细胞中的表达；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹显示，ＭＭＰ２蛋白在各种乳腺癌细胞中的表达；Ｅ：

荧光定量ＰＣＲ显示，ｍｉＲ１０６ｂ在各种乳腺癌细胞中的表达
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２．２　乳腺癌骨转移患者原位肿瘤组织中ＭＭＰ２蛋

白的表达及其与骨转移的关系　免疫组织化学分

析（图２）显示：与未发生骨转移的乳腺癌患者原位

肿瘤组织中ＭＭＰ２的表达相比，发生骨转移的乳腺

癌患者原位肿瘤组织中 ＭＭＰ２蛋白表达较高。结

果（表１）显示：原位肿瘤组织ＭＭＰ２蛋白表达高的

患者骨转移发生率较高（犘＝０．００１）。

２．３　ＭＭＰ２基因促进乳腺癌细胞迁移和侵袭　结

果（图３）显示：ＳＵＭ１３１５ｂｏ中转染ＭＭＰ２干涉片

段１或２后，与无关干涉对照组相比，ＳＵＭ１３１５ｂｏ

的迁移和侵袭能力下降；ＭＣＦ７中过表达 ＭＭＰ２

基因后，迁移、侵袭能力升高（犘＜０．０１）。

图２　免疫组化染色测定乳腺癌骨转移患者

原位肿瘤组织中犕犕犘２蛋白表达

　　Ａ：正常乳腺组织；Ｂ：未发生骨转移的乳腺癌原位肿瘤标本；Ｃ：

发生骨转移的乳腺癌原位肿瘤标本．箭头所指为 ＭＭＰ２蛋白染色

结果．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

表１　不同临床特征乳腺癌患者犕犕犘２蛋白的表达

项目 犖 高表达ＭＭＰ２狀（％） 犘值

年龄

　≤５０岁 ２８ ９（３２．１） ０．０８５

　＞５０岁 ２２ ２（９．０）　
骨转移

　是 ２５ １３（５２．０） ０．００１

　否 ２５ ２（８．０）

肿瘤分期

　Ｔ１ ２０ ４（２０．０） ０．４３４

　Ｔ２ ２２ ４（１８．１）

　Ｔ３ ８ ３（３７．５）
淋巴结分期

　Ｎ０ ９ １（１１．１） ０．０９７

　Ｎ１ ２３ ３（１３．０）

　Ｎ２ １４ ６（４２．８）

　Ｎ３ ４ １（２５．０）

组织学分级

　１级 ２ ０（０）　 ０．７２８

　２级 ３９ ９（２３．０）

　３级 ９ ２（２２．２）

ＥＲ

　阳性 １７ ３（１７．６） ０．７２８

　阴性 ３３ ８（２４．２）

ＰＲ

　阳性 １４ ３（２１．４） １．０００

　阴性 ３６ ８（２２．２）

ＨＥＲ２

　阳性 １０ ３（３０．０） ０．６７１

　阴性 ４０ ８（２０．０）

　 ＥＲ：雌激素受体；ＰＲ：孕激素受体；ＨＥＲ２：人类表皮生长因子受体２

图３　犕犕犘２基因体外促进乳腺癌细胞迁移和侵袭

　　Ａ：ＳＵＭ１３１５ｂｏ转染ＭＭＰ２干涉片段１或２的Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果；Ｂ：ＳＵＭ１３１５ｂｏ中转染ＭＭＰ２干涉片段１或２后的结晶紫染色结果；

Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果示乳腺癌细胞ＭＣＦ７中过表达ＭＭＰ２基因；Ｄ：乳腺癌细胞ＭＣＦ７中过表达ＭＭＰ２基因后的迁移和侵袭能力．ｓｉＮＣ：

无关干涉片段；ｓｉＭ１：ＭＭＰ２干涉片段１；ｓｉＭ２：ＭＭＰ２干涉片段２；ＭＣＦ７：转染空质粒的ＭＣＦ７细胞；ＭＣＦ７ＭＯ：ＭＭＰ２过表达的ＭＣＦ７．

犘＜０．０１；狀＝３，珔狓±狊．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０（Ｂ，Ｄ）

２．４　ｍｉＲ１０６ｂ转染乳腺癌细胞后细胞迁移和侵袭

能力下降　定量ＰＣＲ结果（图４）显示：与对照组相

比，ＳＵＭ１３１５ｂｏ转染ｍｉＲ１０６ｂ后，ｍｉＲ１０６ｂ含量增

加约９０％（图４Ａ），细胞迁移、侵袭能力下降（图４Ｂ，
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犘＜０．０５）；与对照组相比，ＭＣＦ７中转染ｍｉＲ１０６ｂ

抑制剂后，ｍｉＲ１０６ｂ含量减少约８０％（图４Ｃ，犘＜

０．０５），细胞迁移、侵袭能力增强（图４Ｄ，犘＜０．０５）。

２．５　ｍｉＲ１０６ｂ调控ＭＭＰ２基因的表达　

２．５．１　荧光定量ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果　乳腺

癌患者原位肿瘤组织中ｍｉＲ１０６ｂ含量低于肿瘤周

围正常组织（图５Ａ）。ＳＵＭ１３１５ｂｏ中转染 ｍｉＲ

１０６ｂ模拟剂后，ｍｉＲ１０６ｂ表达上调、ＭＭＰ２基因表

达下调；ＭＣＦ７中转染 ｍｉＲ１０６ｂ抑制剂后，ｍｉＲ

１０６ｂ表达下调、ＭＭＰ２基因表达上调（图５Ｂ、５Ｃ，

犘＜０．０５、０．０１）。

２．５．２　荧光素酶报告基因实验结果　突变型荧光

报告质粒与ｍｉＲ１０６ｂ模拟物共转染ＳＵＭ１３１５ｂｏ

细胞（ｍｉＲ１０６ｂ＋ｐＧＬ３ＭＭＵＴ）后，其荧光比值

（萤火虫荧光素酶／海肾荧光素酶）与对照组（ｍｉＲ

ＮＣ＋ｐＧＬ３ＭＭＵＴ）差异无统计学意义，表明

ｍｉＲ１０６ｂ不能靶向结合 ＭＭＰ２基因３′ＵＴＲ区。

与突变组（ｍｉＲ１０６ｂ＋ｐＧＬ３ＭＭＵＴ）相比，野生

型荧光报告质粒组（ｍｉＲ１０６ｂ＋ｐＧＬ３ＭＷＴ）中

ＭＭＰ２表达减少（犘＜０．０１），表明ｍｉＲ１０６ｂ能特

异性结合ＭＭＰ２的３′ＵＴＲ（图５Ｄ）。

突变型荧光报告质粒与ｍｉＲ１０６ｂ抑制剂共转

染ＭＣＦ７（ｍｉＲ１０６ｂＩ＋ｐＧＬ３ＭＭＵＴ）后，其荧光

比值与对照组（ｍｉＲＮＣＩ＋ｐＧＬ３ＭＭＵＴ）差异无

统计学意义，表明ｍｉＲ１０６ｂ不能靶向结合 ＭＭＰ２

基因的３′ＵＴＲ区。野生型荧光报告质粒组（ｍｉＲ

１０６ｂＩ＋ｐＧＬ３ＭＷＴ）荧光比值显著高于对照组

（犘＜０．０１），表明 ｍｉＲ１０６ｂ受抑制后，ＭＭＰ２

ｍＲＮＡ的表达增加（图５Ｅ）。

图４　犿犻犚１０６犫抑制乳腺癌细胞迁移和侵袭能力

　　Ａ：ＳＵＭ１３１５ｂｏ转染ｍｉＲ１０６ｂ模拟剂后的ＰＣＲ结果；Ｂ：ＳＵＭ１３１５ｂｏ转染ｍｉＲ１０６ｂ模拟剂后的迁移和侵袭能力；Ｃ：ＭＣＦ７转染ｍｉＲ

１０６ｂ抑制剂后的ＰＣＲ结果；Ｄ：ＭＣＦ７转染ｍｉＲ１０６ｂ抑制剂后的迁移和侵袭能力．ｍｉＲＮＣ：ｍｉＲ１０６ｂ模拟剂的阴性对照；ｍｉＲ１０６ｂ：ｍｉＲ

１０６ｂ模拟剂；ｍｉＲＮＣＩ：ｍｉＲ１０６ｂ抑制剂的阴性对照；ｍｉＲ１０６ｂＩ：ｍｉＲ１０６ｂ抑制剂．犘＜０．０５，犘＜０．０１；狀＝３，珔狓±狊．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０（Ｂ，Ｄ）

２．６　ＭＭＰ２和ｍｉＲ１０６ｂ对乳腺癌细胞迁移和侵

袭能力的影响　免疫组织化学结果（图６）显示：

ＭＣＦ７共转染ｍｉＲ１０６ｂ抑制剂和 ＭＭＰ２无关干

涉片段（１０６ｂＩ＋ｓｉＮＣ）后，细胞迁移和侵袭能力较

对照组（ＮＣＩ＋ｓｉＮＣ）增强。ＭＣＦ７共转染 ｍｉＲ

１０６ｂ抑制剂和 ＭＭＰ２ 干涉片段 （１０６ｂＩ＋ｓｉ

ＭＭＰ２）后，细胞迁移和侵袭能力较对 照 组

（１０６ｂＩ＋ｓｉＮＣ）下降（犘＜０．０１）。

２．７　ｍｉＲ１０６ｂ下调对乳腺癌细胞ＥＲＫ表达的

影响　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果显示：ＳＵＭ１３１５ｂｏ中

转染ｍｉＲ１０６ｂ模拟剂或转染 ＭＭＰ２干涉片段

后，ｐＥＲＫ／ＥＲＫ 表 达 较 未 转 染 组 减 小（犘＜

０．０５，图７Ａ）；ＭＣＦ７细胞中转染 ｍｉＲ１０６ｂ抑

制剂，ｐＥＲＫ／ＥＲＫ较未转染组增大（犘＜０．０５，

图７Ｂ）。

无条件培养基的ＨＭＳＣ定向分化为成骨细胞

后，细胞中ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ比值＜１；ＳＵＭ１３１５ｂｏ

的培养上清作为条件培养基培养的ＨＭＳＣ定向分
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化为成骨细胞后，细胞中ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ比值＞１；

转染ＭＭＰ２干涉片段的ＳＵＭ１３１５ｂｏ的培养上清

作为条件培养基培养ＨＭＳＣ，其定向分化的成骨细

胞中ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ比值＜１（图７Ｃ）。

图５　犿犻犚１０６犫调控犕犕犘２基因的表达

　　Ａ：荧光定量ＰＣＲ示ｍｉＲ１０６ｂ在乳腺癌肿瘤组织及周围正常组织中的表达；Ｂ：荧光定量ＰＣＲ示ｍｉＲ１０６ｂ在ＳＵＭ１３１５ｂｏ（转染ｍｉＲ

１０６ｂ模拟剂）和ＭＣＦ７（转染ｍｉＲ１０６ｂ抑制剂）中的表达；Ｃ：荧光定量ＰＣＲ示，ＳＵＭ１３１５ｂｏ中转染ｍｉＲ１０６ｂ模拟剂、ＭＣＦ７中转染ｍｉＲ

１０６ｂ抑制剂对ＭＭＰ２蛋白表达的影响；Ｄ：荧光素酶报告基因实验检测野生型或突变型荧光报告质粒与ｍｉＲ１０６ｂ模拟物共转染ＳＵＭ１３１５ｂｏ

细胞后，ＭＭＰ２转录活性的改变；Ｅ：荧光素酶报告基因实验检测野生型或突变型荧光报告质粒与ｍｉＲ１０６ｂ抑制剂共转染 ＭＣＦ７细胞后，

ＭＭＰ２转录活性的改变．Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３、Ｐ４：４例乳腺癌患者原位肿瘤标本；ＮＣ：ｍｉＲ１０６ｂ模拟剂的阴性对照；１０６ｂ：ｍｉＲ１０６ｂ模拟剂；ＮＣＩ：ｍｉＲ

１０６ｂ抑制剂的阴性对照；１０６ｂＩ：ｍｉＲ１０６ｂ抑制剂．犘＜０．０５，犘＜０．０１；狀＝３，珔狓±狊

图６　犕犕犘２干涉片段能逆转犿犻犚１０６犫抑制剂的功能

　　Ａ：ｍｉＲ１０６ｂ和ＭＭＰ２对ＭＣＦ７迁移能力的影响；Ｂ：ｍｉＲ１０６ｂ和ＭＭＰ２对ＭＣＦ７侵袭能力的影响．ＮＣＩ：ｍｉＲ１０６ｂ抑制剂的阴性对

照；ｓｉＮＣ：ＭＭＰ２干涉片段的阴性对照；１０６ｂＩ：ｍｉＲ１０６ｂ抑制剂；ｓｉＭＭＰ２：ＭＭＰ２干涉片段．犘＜０．０１；狀＝３，珔狓±狊．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０
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图７　犿犻犚１０６犫下调对乳腺癌细胞犈犚犓表达的影响

　　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹显示ＳＵＭ１３１５ｂｏ中转染ｍｉＲ１０６ｂ模拟剂或

ＭＭＰ２干涉片段后，ｐＥＲＫ、ＥＲＫ的表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹显示，

ＭＣＦ７中转染ｍｉＲ１０６ｂ抑制剂或过表达 ＭＭＰ２后，ｐＥＲＫ、ＥＲＫ

的表达；Ｃ：ＳＵＭ１３１５ｂｏ及 ＭＭＰ２对 ＨＭＳＣ分化的成骨细胞中

ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ的影响．ＯＳ：无 条 件 培 养 基；ＳＵＭ１３１５ｂｏＯＳ：

ＳＵＭ１３１５ｂｏ的培养上清；ＭＭＰ２ｉＯＳ：转染 ＭＭＰ２干涉片段的

ＳＵＭ１３１５ｂｏ的培养上清．犘＜０．０５，犘＜０．０１；狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

乳腺癌是女性患病和死亡人数最多的恶性肿

瘤，约７０％的乳腺癌会发生骨转移
［２］，且骨转移不

能治愈。乳腺癌骨转移后的５年生存率约２０％
［１］。

本研究首次应用免疫组织化学的方法在５０例乳腺

癌患者中证实：乳腺原位肿瘤组织中ＭＭＰ２表达高

的患者乳腺癌骨转移率高。本研究还通过正向和

负向调节证实：ＭＭＰ２可促进乳腺癌细胞迁移和侵

袭，与研究［１８］结论相似。

研究表明，肿瘤细胞ｍｉＲＮＡ表达水平的异常

是肿瘤发生、发展的重要影响因素［１９］。本研究前期

的ｍｉＲＮＡ芯片结果
［６］表明：乳腺癌细胞从乳腺组

织到人骨组织的转移过程中，ｍｉＲ１０６ｂ表达下调。

本研究首次证实：ｍｉＲ１０６ｂ在侵袭能力较强的乳腺

癌细胞ＳＵＭ１３１５ｂｏ中表达较低；ｍｉＲ１０６ｂ可以抑

制乳腺癌细胞的迁移和侵袭；ｍｉＲ１０６ｂ可能参与靶

向下调ＭＭＰ２基因的表达及下游ＥＲＫ信号通路，

从而抑制肿瘤细胞的迁移和侵袭。

ＲＡＮＫ和其配体（ＲＡＮＫＬ）对骨骼改建、免疫

系统成熟有重要作用［２０］；ＯＰＧ作为游离的诱饵受

体，能够和ＲＡＮＫ竞争性结合ＲＡＮＫＬ。成骨细胞

表达ＲＡＮＫＬ和ＯＰＧ。ＯＰＧ是ＲＡＮＫＬ假受体

（ｄｅｃａｙｒｅｃｅｐｔｏｒ），它可以抑制体内及体外破骨细胞

的分化和骨质重吸收。ＲＡＮＫＬ和ＯＰＧ相对含量

的多少决定了破骨细胞的活性。ＭＭＰ２表达增高

导致ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ比值增加，使破骨细胞分化增

多［２１］。这是乳腺癌导致溶骨性骨转移的经典模式。

本研究证实，ｍｉＲ１０６ｂ／ＭＭＰ２／ＥＲＫ信号通路通过

影响ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ轴的平衡，从而诱导破骨细胞

的分化最终促进乳腺癌骨转移。这说明 ＭＭＰ２不

仅能增强肿瘤的侵袭，而且可通过影响肿瘤细胞、

成骨细胞、破骨细胞之间的溶骨性信号通路促进肿

瘤细胞定居于骨髓微环境。

综上所述，本研究在乳腺癌组织及多种乳腺癌

细胞中证实，ｍｉＲ１０６ｂ和 ＭＭＰ２的表达与癌细胞

的迁移和侵袭相关，其可能通过ＥＲＫ信号通路发

挥作用；靶向ｍｉＲ１０６ｂ／ＭＭＰ２／ＥＲＫ信号通路可能

成为乳腺癌骨转移治疗的潜在靶点。
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４９１５０１．

［１１］　ＬＯＵＬ，ＹＥ Ｗ，ＣＨＥＮＹ，ｅｔａｌ．Ａｒｄｉｐｕｓｉｌｌｏｓｉｄｅｉｎｈｉｂｉｔｓ

ｓｕｒｖｉｖａｌ，ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０１２，１９（７）：６０３６０８．

［１２］　ＣＨＥＮＪ，ＬＩＵ Ｘ，ＺＨＡＮＧＪ，ｅｔａｌ．ＴａｒｇｅｔｉｎｇＨＭＧＢ１

ｉｎｈｉｂｉｔｓｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｇｒｏｗｔｈａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｂｙｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ

ｍｅｄｉａｔｅｄＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，２０１２，２２７

（１１）：３６２９３６３８．

［１３］　ＬＡＷＩＣＫＩＳ，ＺＡＪＫＯＷＳＫＡＭ，ＧＬＡＺＥＷＳＫＡＥＫ，ｅｔａｌ．

ＰｌａｓｍａｌｅｖｅｌｓａｎｄｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｕｔｉｌｉｔｙｏｆＶＥＧＦ，ＭＭＰ２ａｎｄ

ＴＩＭＰ２ｉｎｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．

Ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ，２０１７，２２（２）：１５７１６４．

［１４］　ＬＥＱＵＥＳＮＥＪ，ＣＡＬＤＡＳＣ．ＭｉｃｒｏＲＮＡｓａｎｄｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ

［Ｊ］．ＭｏｌＯｎｃｏｌ，２０１０，４（３）：２３０２４１．

［１５］　ＹＵＺ，ＢＡＳＥＲＧＡ Ｒ，ＣＨＥＮＬ，ｅｔａｌ．ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｃｅｌｌ

ｃｙｃｌｅ，ａｎｄｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＡｍＪＰａｔｈｏｌ，２０１０，１７６

（３）：１０５８１０６４．

［１６］　ＣＡＭＰＯＳＰＡＲＲＡ Ａ Ｄ， ＭＩＴＺＮＡＨＵＡＴＬ Ｇ Ｃ，

ＰＥＤＲＯＺＡＴＯＲＲＥＳＡ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡｓａｓｐｏｔｅｎｔｉａｌ

ｐｒｅｄｉｃｔｏｒｓｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｓｙｓｔｅｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ：

ｆｕｔｕｒｅｃｌｉｎｉｃａｌｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０１７，１８（６）．

ｐｉｉ：Ｅ１１８２．

［１７］　ＫＩＭＹＫ，ＫＩＭＶＮ．ＰｒｏｃｅｓｓｉｎｇｏｆｉｎｔｒｏｎｉｃｍｉｃｒｏＲＮＡｓ［Ｊ］．

ＥＭＢＯＪ，２００７，２６（３）：７７５７８３．

［１８］　ＳＨＩＭＯＤＡ Ｍ， ＫＨＯＫＨＡ Ｒ． Ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ ｉｎ

ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｖｅｓｉｃｌｅｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ，２０１７，１８６４

（１１ＰｔＡ）：１９８９２０００．

［１９］　ＺＡＲＥ Ｍ，ＢＡＳＴＡＭＩ Ｍ，ＳＯＬＡＬＩＳ，ｅｔａｌ．Ａｂｅｒｒａｎｔ

ｍｉＲＮＡｐｒｏｍｏｔｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎａｎｄＥＭＴｉｎｖｏｌｖｉｎｇｍｉＲＮＡｓｉｎ

ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ： Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ

ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，２０１７．［Ｅｐｕｂａｈｅａｄｏｆｐｒｉｎｔ］

［２０］　ＳＩＳＡＹ Ｍ，ＭＥＮＧＩＳＴＵ Ｇ，ＥＤＥＳＳＡ Ｄ．Ｔｈｅ ＲＡＮＫ／

ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧｓｙｓｔｅｍｉｎｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆ

ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌ：ｐｏｔｅｎｔｉａｌｔａｒｇｅｔｓｆｏｒａｎｔｉｃａｎｃｅｒｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．

ＯｎｃｏＴａｒｇｅｔｓＴｈｅｒ，２０１７，１０：３８０１３８１０．

［２１］　ＭＡＲＴＩＮＴＪ，ＳＩＭＳＮＡ．ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ；Ｃｒｉｔｉｃａｌｒｏｌｅｉｎ

ｂｏｎｅｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＲｅｖＥｎｄｏｃｒＭｅｔａｂＤｉｓｏｒｄ，２０１５，１６（２）：

１３１１３９．
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