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miR-335 通过下调 Fra-1 表达抑制人乳腺癌细胞增殖 
机制的实验研究
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摘　要：目的　探讨微小核糖核酸（microRNA，miR）-335 对人乳腺癌细胞增殖能力的影响，以及其可能存在的机制。

方法　体外培养乳腺癌细胞及正常乳腺组织细胞，检测 miR-335 及 Fros 相关抗原 1(fros related antigent-1,Fra-1) 的表达量；

体外转染 miR-335 mimics 后，通过细胞活力检测试剂盒 (cell counting kit-8,CCK-8) 检测细胞的增殖能力，检测 Fra-1 的

表达变化及下游细胞增殖相关蛋白分子基质金属蛋白酶 9（matrix metalloproteinase-9，MMP-9）、血管内皮生长因子

C(vascular endothelial growth factor- C,VEGF-C) 的表达量；生物信息学预测及双荧光霉素报告基因验证 Fra-1 为 miR-335
作用靶基因。结果　乳腺癌细胞中 miR-335 的表达量（0.755±0.034）低于正常乳腺细胞（1.495±0.029），Fra-1 蛋白

的表达量（2..347±0.120）高于正常乳腺细胞（1.319±0.038），差异均有统计学意义（t=0.075，4.191, 均 P ＜ 0.001）。

转染 miR-335 mimic 后 48，72 h 乳腺癌细胞增殖能力（0.881±0.062，0.887±0.082）低于对照组细胞（1.326±0.051，
1.493±0.038），差异均有统计学意义（t=44.096，59.307, 均 P ＜ 0.001）；转染 miR-335 mimic 后乳腺癌细胞中 Fra-1
的蛋白表达量（0.567±0.091）低于未转染细胞（2.347±0.204），差异有统计学意义（t=3.763, P<0.001）；转染 miR-
335 mimic 后细胞中 MMP-9（0.469±0.027），VEGF-C（0.540±0.041）的蛋白表达量低于对照组（0.958±0.058，
1.024±0.171），差异均有统计学意义（t=1.953，7.856, 均 P ＜ 0.001）；荧光霉素报告基因实验结果显示 miR-335 下调

Fra-1 启动子核心转录区域（-164 ～ -52nt）的转录活性。结论　miR-335 通过抑制 MMP-9 和 VEGF-C 的表达，并下调

Fra-1 启动子转录活性，抑制了体外乳腺癌细胞的增殖。
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Abstract: Objective　To explore the effect of microRNA (miR) -335 on the proliferation of human breast cancer cells and its 
possible mechanism. Methods　Breast cancer cells and normal breast tissue cells were cultured in vitro, and the expression of 
miR-335 and Fros related antigent-1（Fra-1）were detected. MiR-335 mimics were transfected into breast cancer cells, the 
proliferation ability of breast cancer cells was detected by cell counting kit-8 (CCK-8). Real-time PCR and Western blotting were 
used to detecte the expression of Fra-1 mRNA and protein, and detected the expression of cell proliferation-related molecules 
matrix metalloproteinase 9(MMP-9) and vascular endothelial growth factor-C(VEGF-C); Bioinformatics prediction and luciferase 
reporter gene assay were comfirmed that Fra-1 was the potential target genes of miR-335. Result　The expression level of miR-
335 in breast cancer cells （0.755±0.034）, which was lower than that in normal breast cells (1.495±0.029)，the expression 
level of Fra-1 protein （2.347±0.120）, which was higher than that in normal breast cells (1.319±0.038), the differences were 
statistically significant (t=0.075,4.191, all P ＜ 0.001). MiR-335 mimic was transfected into breast cancer cells and cultured for 
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48 and 72 hours, the proliferation ability of breast cancer cells were 0.881±0.062 and 0.887±0.082, which were lower than that 
of control cells by 1.326±0.051 and 1.493±0.038, the differences were statistically significant(t=44.096, 59.307, all P ＜ 0.001). 
The protein expression of Fra-1 in breast cancer cells which transfected with miR-335 mimic was 0.567±0.091, which was lower 
than that  untransfected cells (2.347±0.204), the difference was statistically significant (t=3.763，P ＜ 0.001). MiR-335 mimic 
was transfected into breast cancer cells ,the protein expressions of MMP-9 and VEGF-C in the cells were 0.469±0.027 and 
0.540±0.041, which were lower than the control group by 0.958±0.058 and 1.024±0.171, the differences were statistically 
significant(t=1.953，7.856，all P ＜ 0.001). Luciferase reporter gene assay showed that miR-335 could down-regulate the 
transcription activity of the core transcription region of Fra-1 promoter (-164 ～ -52nt). Conclusion　MiR-335 inhibited the 
proliferation of breast cancer cells in vitro by down-regulating the expression of MMP-9, VEGF-C and the transcriptional activity 
of Fra-1 promoter.
Keywords: microRNA-335；fros related antigen-1；breast cancer；gene expression

乳腺癌（breast cancer）是一种高发于女性的恶

性肿瘤，我国近年来呈现出高发趋势，乳腺癌的发

生发展与体内多种癌基因的活化密切相关 [1]。微小

核糖核酸（microRNA，miR）是一类参与体内基因

表达的内源性单链小分子 RNA 片段，参与体内多

种生理病理过程的调控 [2]。研究表明，miR-335 在

不同类型的肿瘤细胞中表达存在差异，在乳腺癌、

胃癌、肝癌等多种癌细胞中表达下降，可以抑制上

述肿瘤细胞的侵袭转移 [3]；原癌基因 Fros 相关抗

原 -1(fros related antigent-1, Fra-1) 是 FOS 基因家族

的一员，其表达产物是转录因子激活蛋白 -1(activator 
protein-1, AP-1) 的重要组成部分， Fra-1 参与调控

体内肿瘤细胞的分化凋亡，与肿瘤的转移、血管生

成密切相关 [4]。本研究通过上调 miR-335 在乳腺癌

细胞中的表达，探讨 miR-335 在调控乳腺癌细胞增

殖相关基因 Fra-1 的表达及 miR-335 影响 Fra-1 启

动子转录的分子机制，为后续研究针对 miR-335 和

Fra-1 靶向治疗提供实验依据。

1　材料与方法

1.1　细胞来源　人乳腺癌细胞系 MCF-7，人正常

乳腺细胞系 MCF-10A 均购于美国模式菌种收集中

心（American Type Culture Collection, ATCC）。

1.2　仪器与试剂　RNA 提取试剂盒、逆转录试剂

盒、PCR 试剂盒、Lipofectamine 2000 转染脂质体

试剂盒（Invitrogen 公司）；Fra-1, MMP-9, VEGF-C
鼠源单克隆抗体（Cell Signaling 公司）；miR-335 
mimic 及 mimic control（广州锐博公司）；CCK-8
试剂盒（上海汉恒生物有限公司），荧光素酶报

告基因试剂盒（美国 Promega 公司）；引物由上

海生物工程公司合成；胎牛血清（Sigma 公司）；

DMEM 培养液（Gibco 公司）。

1.3　方法

1.3.1　细胞培养：复苏 MCF-7 和 MCF-10A 细胞，

置于 37℃ , 5ml/dl CO2 培养箱中，细胞培养使用含

10g/dl 胎牛血清的 DMEM 培养液，待细胞生长至

对数生长期使用 0.25g/dl 的胰酶消化，抽提总 RNA

及总蛋白备用。

1.3.2　细胞转染：使用胰酶消化处于对数生长期的

MCF-7 细胞，将细胞密度调整至 2×105/ 孔接种于

6 孔板中培养，24h 后将浓度为 50nmol/L 的 miR-
335 mimic 转染细胞 ，同时设转染 mimic control 的

细胞为对照组，48h 后提取细胞总 RNA，总蛋白用

于后续实验。

1.3.3　细胞增殖实验：miR-335 mimic 转染 MCF-7
细胞，48h 后消化细胞并计数，转种到 96 孔板中，

向贴壁细胞中加入 10μl/ 孔的 CCK-8 试剂溶液，

待培养 24, 48, 72h 后用酶标仪测定 450nm 处的吸光

度数据绘制细胞生长曲线。

1.3.4　蛋白检测：提取各实验组和对照组培养细

胞的总蛋白，测定提取蛋白的浓度，按照 Western-
blot 法检测各组蛋白表达水平。

1.3.5　mRNA 检 测： 收 集 转 染 后 的 各 组 细 胞，

总 RNA 提 取 依 据 Trizol 试 剂 盒 说 明 书 进 行，

Invitrogen 试剂盒说明书进行逆转录反应获取 cDNA
进行 RT-PCR 扩增检测，引物序列见表 1。

1.3.6　Fra-1 启动子转录活性检测：分别构建 Fra-1
启动子双荧光霉素报告载体（命名为 pGL3B-2163） 
及不同长度的短截报告载体（根据长度分别命名为

pGL3B-1475, pGL3B-880, pGL3B-676, pGL3B-386, 
pGL3B-256）， 取 对 数 生 长 期 的 MCF-10A 和

MCF-7 细胞至 24 孔细胞培养板中培养，待细胞完

全贴壁后转染 Fra-1 启动子报告载体，同时分别转

染 miR-335 mimic 及 mimic control 作为实验组和

对照组，转染荧光霉素内参报告载体 pRL-TK，

培养 5h 后更换完全培养液（含 10g/dl 胎牛血清）

培养 48h 后收集细胞，裂解细胞并检测荧光蛋白 
活性。

1.4　统计学分析　采用 SPSS.22.0 软件分析数据，

所有实验均重复三次，计量资料采用均数 ± 标准

差（x±s）表示，两组比较采取 t 检验，不同时间

比较采用重复测量设计方差分析，以 P ＜ 0.05 为

差异具有统计学意义。
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表 1　miR-335，U6，Fra-1，MMP-9，VEGF-C，
　　　　　　GAPDH 的引物序列表

类　　别 序  列

miR-335 逆转录引物 上游 5’-AGGTATTCGCACTGGATACGACA-3’

下游 5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCG-3’

miR-335 扩增引物 上游 5’-AGCCGTCAAGAGCAATAACGAA-3’

下游 5’-GTGCAGGGTCCGAGGT-3’

U6 扩增引物 上游 5’-CTCGCTTCGGCAGCACA-3’

下游 5’-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3’

Fra-1 扩增引物 上游 5’-CAGGCGGAGACTGACAAACT-3’

下游 5’-CTTCCAGCACCAGCTCTAGC-3’

MMP-9 扩增引物 上游 5’-GACTCGGTCTTTGAGGAGCC-3’

下游 5’-GAACTCACGCGCCAGTAGAA-3’

VEGF-C 扩增引物 上游 5’-AGCTACCTCAGCAAGACGTTA-3’

下游 5’-GCAGGAAGTGTGATTGGCAAA-3’

内参引物 GAPDH 上游 5’-GGGAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3’

下游 5’-AGCAGAGGGGGCAGAGATGAT-3’

2　结果

2.1　 乳 腺 癌 MCF-7 细 胞 系 中 miR-335，Fra-1 表

达情况　乳腺癌 MCF-7 细胞中 miR-335 的表达量

（0.755±0.034）低于正常乳腺细胞 MCF-10A 的表 
达量（1.495±0.029），Fra-1 蛋白的表达量（2.347 
±0.120）高于正常乳腺细胞 MCF-10A 的表达量 
（1.319±0.038），差异均有统计学意义（t=0.075, 
4.191, 均 P ＜ 0.001）。

2.2　miR-335 调控 Fra-1 蛋白表达对乳腺癌细胞增

殖的影响　见表 2。RT-PCR 结果显示转染 miR-335 
mimic 后细胞中 miR-335（1.761±0.059）的表达量

高于对照组（0.735±0.029），差异有统计学意义

（t=1.465, P<0.001）；Western blot 检 测 显 示 上 调

miR-335 后细胞中 Fra-1（0.567±0.091）的蛋白表

达量低于对照组（2.347±0.204），差异有统计学意

义（t=3.763, P<0.001）。转 染 miR-335 mimic 后 分

别于 24，48 和 72h 检测乳腺癌细胞增殖率，结果

显示时间、组别对乳腺癌细胞 MCF-7 的增殖能力

有明显影响（F 时间 =226.395, F 组别 =98.733, F 时间 * 组别

=12.081, 均 P ＜ 0.001）；与对照组相比，共培养

48 和 72h 实验组的细胞增殖能力低于对照组，差异

均有统计学意义（t=44.096, 59.307, 均 P ＜ 0.001）。

2.3　miR-335对乳腺癌细胞增殖相关蛋白MMP-9及

VEGF-C 的调控　见表 3。RT-PCR 结果显示 MMP-9 
和 VEGF-C 的 mRNA 表达量低于对照组，差异均

有统计学意义（t=1.722，2.202，均 P ＜ 0.001）；

Western blot 检测结果显示上调 miR-335 后的乳腺

癌 细 胞 中 MMP-9 和 VEGF-C 的 蛋 白 表 达 量 低 于

对照组，差异有统计学意义（t=1.953, 7.856, 均 P
＜ 0.001）。

表 2           miR-335 对 MCF-7 细胞增值能力的

                              影响（n=3，x±s）

时间（h）
miR-335 mimic

实验组
mimic control

对照组
t 值 P 值

24 0.851±0.043 0.874±0.094 2.072 0.211

48 0.881±0.062 1.326±0.051 44.096 ＜ 0.001

72 0.887±0.082 1.493±0.038 59.307 ＜ 0.001

表 3       miR-335 对乳腺癌 MCF-7 细胞 MMP-9，
　　　　VEGF-C 表达水平影响（n=3，x±s）

项目
miR-335 mimic

实验组
mimic control

对照组
t 值 P 值

MMP-9 mRNA 0.462±0.038 0.902±0.070 1.722 ＜ 0.001

蛋白表达 0.469±0.027 0.958±0.058 1.953 ＜ 0.001

VEGF-C mRNA 0.409±0.020 1.023±0.081 2.202 ＜ 0.001

蛋白表达 0.540±0.041 1.024±0.171 7.856 ＜ 0.001

2.4　miR-335 调控 Fra-1 启动子转录活性分析　见

表 4，图 1。Fra-1 启动子转录活性分析显示，乳腺

癌细胞系 MCF-7 中 Fra-1 启动子的转录活性（5.384 
±0.431）高于正常人乳腺细胞 MCF-10A 的转录活

性（3.238±0.103），差异有统计学意义（t=8.977, 
P ＜ 0.05）；MCF-7 细 胞 转 染 miR-335 后 Fra-1
启动子的转录活性低于对照组，差异有统计学意

义（t=9.293, P ＜ 0.05）；Fra-1 启 动 子 系 列 短 截

荧光霉素报告基因分析结果显示，转染 miR-335 
mimic 及 mimic control 的 乳 腺 癌 细 胞 Fra-1 启 动

子 系 列 短 截 报 告 载 体（pGL3B-1475, pGL3B-880, 
pGL3B-368）分别与全长报告载体（pGL3B-2163）

荧光活性比较，差异均无统计学意义（t=0.722, 0.501, 
0.917, 均 P ＞ 0.05），短截报告载体 pGL3B-256 荧

光活性则低于全长启动子报告载体（pGL3B-2163）

的活性，差异有统计学意义（t=28.747, P ＜ 0.05）。

以上实验结果说明乳腺癌细胞 MCF-7 中 Fra-1 启动

子上游 -164nt ～ -52nt 区域中有着重要的调控转

录区域；分别转染 miR-335 mimic 及 mimic contro
的 乳 腺 癌 细 胞 中，miR-335 mimic 转 染 组 短 截 报

告 载 体 pGL3B-256 与 mimic control 组 报 告 载 体

pGL3B-256 相比，差异无统计学意义（t=0.401, P
＞ 0.05）。说明 miR-335 调控 Fra-1 启动子活性的

核心调控区域也是在 -164nt ～ -52nt 区域。

3　讨论

乳 腺 癌 是 女 性 患 者 中 最 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之

一，高发于 40 ～ 60 岁更年期前后的女性患者，
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流行病调查结果显示，乳腺癌的全球女性发病率

为 24.2%[5]，乳腺癌是一种多因素、多阶段、多基

因参与的疾病，与遗传易感基因的多态性、遗传性

相关的疾病 [6]。研究表明，miR-335 在乳腺癌、胃

癌、宫颈癌及前列腺癌中低表达，并发挥着抑癌

基因的作用，但在非小细胞肺癌中高表达，并发

挥着促癌基因的作用 [7]，miR-335 可调节转录因子

SP1（transcription factor SP1）、Rho 相 关 卷 曲 螺

旋形成蛋白激酶 1(Rho associated coiled coil forming 
protein kinase 1, ROCK1) 等多个靶基因来调节肿瘤

细胞的增殖和分化 [8]，在乳腺癌细胞中，miR-335
可通过靶向生存素抑制乳腺的增殖，从而抑制肿瘤

的侵袭 [9]。Fra-1 作为 Fos 家族中的一员，参与了多

种肿瘤的恶性进展，Fra-1 过表达启动了肿瘤恶性

进展相关基因的转录并诱导上皮细胞间质化，使肿

瘤细胞获得较强的侵袭转移能力 [10]。Fra-1 在高侵

袭性的乳腺癌中表达明显增高，可促进乳腺癌细胞

的增殖、黏附和迁移的能力 [11]，研究表明，在体外

培养的乳腺癌细胞株中，反式作用因子 AP1 通过激

活 Fra-1 基因启动子上调其表达 [12]。
表 4       乳腺癌 MCF-7 及正常乳腺 MCF-10A 

         细胞 Fra-1 启动子转录活性分析（n=3，x±s）

类  别
miR-335 mimic

实验组
mimic control

对照组
t 值 P 值

pGL3B-2163 3.304±0.156 5.384±0.431 9.293 <0.001

pGL3B-1475 3.028±0.406 5.071±0.393 8.628 <0.001

pGL3B-880 2.936±0.441 4.987±0.405 9.455 <0.001

pGL3B-368 2.869±0.402 4.702±0.411 7.894 <0.001

pGL3B-256 2.276±0.379 2.288±0.309 1.202 0.318

图 1　miR-335 调控靶基因 Fra-1 启动子转录活性分析

miR-335 和 Fra-1 与乳腺癌的发生发展有着密

切的关系，我们前期的实验研究发现 miR-335 与

Fra-1 在乳腺癌组织学水平和细胞学水平呈负相关

关系，课题组在先期研究结果的基础上进一步深入

探讨乳腺癌细胞中 miR-335 表达与 Fra-1 及下游肿

瘤侵袭转移相关蛋白之间相互影响机制。通过 RT-
PCR 和蛋白质免疫印迹技术检测人乳腺癌细胞株

MCF-7 中 miR-335 和 Fra-1 的表达情况，与正常人

乳腺细胞 MCF-10A 相比，MCF-7 中 miR-335 表达

下调，而 Fra-1 表达上调，上述研究结果与杨浚沨

等 [13] 人的研究结果一致。研究表明，在胃癌、直肠癌、

非小细胞肺癌、乳腺癌等肿瘤组织中基质金属蛋白

酶（MMP-9）均高表达，MMP-9 以酶原的形式分泌 ,
被激活后形成Ⅳ型胶原酶可以降解破坏细胞外基质

中的Ⅳ型、Ⅴ型胶原和明胶 , 促进肿瘤细胞沿着缺

失的基底膜向周围组织浸润 [14]；血管内皮生长因子

C(VEGF-C) 可以增强血管的通透性从而促进血浆蛋

白外渗形成临时血管基质，有利于肿瘤组织血管形

成，在肺癌、胃癌、肝癌等多种实体肿瘤中均高表达，

可以促使肿瘤组织中新血管形成增加肿瘤供血从而

促进了肿瘤组织的生长 [15]。研究表明 Fra-1 可以通

过激活诱导 MMP-9 和 VEGF-C 的表达促进细胞的

侵袭能力，也可以直接与 MMP-9 结合诱导靶基因

的转录 [16]。在乳腺癌细胞中混合谱系激酶 3（mixed 
lineage kinase 3, MLK3）可以诱导 Fra-1 的表达上

调，并伴有 MMP-9 和 VEGF-C 的表达升高，从而

促进肿瘤的增殖与侵袭 [17]。我们因此推断在乳腺癌

细胞中 miR-335 可能在下调 Fra-1 表达的同时也会

影响 MMP-9 和 VEGF-C 的表达，从而抑制细胞的

增殖、侵袭和转移，为进一步证实我们的想法，通

过上调乳腺癌细胞株 MCF-7 中 miR-335 的表达量，

发现上调 miR-335 后的乳腺癌细胞中 Fra-1 的表达

量明显受到了抑制，同时检测与乳腺癌细胞增殖转

移能力相关的蛋白 MMP-9 和 VEGF-C 的表达情况，

二者的表达明显均受到了抑制。CCK-8 法检测上

调 miR-335 表达后的乳腺癌细胞的细胞增殖能力，
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发现其细胞增殖能力也明显受到了抑制。基因启动

子是调控基因表达的重要序列，RNA 聚合酶可以

特异性识别从而控制转录的起始，启动子区域还存

在着多个转录因子调控位点，转录因子和 RNA 聚

合酶共同调节基因在细胞内的表达 [18]。为进一步

探明乳腺癌细胞中 miR-335 调控 Fra-1 表达的分子

机制，我们构建了 Fra-1 启动子全长的荧光霉素报

告载体，同时利用生物信息学预测软件并结合相关

的文献报道构建了系列 Fra-1 启动子荧光霉素短截

报告载体，通过分析上述启动子的活性，研究发

现乳腺癌 MCF-7 细胞株 Fra-1 启动子上游 -164nt~ 
-52nt 区域中有着重要的调控转录区域，miR-335
通过调控该区域的启动子转录来抑制 Fra-1 的转录

启动，上述研究结果与周秋媛等 [19] 人关于乳腺癌

细胞中 Fra-1 启动子高转录活性分子机制的研究结

论是一致的。基因启动子是调控基因表达的关键序

列，是被 RNA 聚合酶识别辨认的区域，是基因转

录起始的开关 [20]，上述实验结果说明乳腺癌细胞中

miR-335 可以影响 Fra-1 启动子的转录起始来抑制

基因的表达。通过生物信息软件预测分析显示，该

区域有 SP1，AP1，AP2 和 EGR1 等多个转录因子

结合位点，我们推测 miR-335 可能是通过影响上述

转录因子与 Fra-1 启动子的结合来调控 Fra-1 基因

在乳腺癌细胞中的转录，我们将在后续通过凝胶迁

移阻滞实验和染色质免疫共沉淀技术来进一步寻找

miR-335 影响 Fra-1 启动子调控的分子机制。

综 上 所 述， 本 课 题 阐 明 乳 腺 癌 细 胞 中 miR-
335 通过调控 Fra-1 启动子核心转录区域（-164nt~ 
-52nt）抑制转录，同时抑制 MMP-9 和 VEGF-C 的

表达来抑制乳腺癌细胞的增殖转移能力。miR-335
作为一种肿瘤抑制小分子 miRNA，可能通过调节

细胞内多个信号转导通路的靶基因的表达来改变信

号转导通路的活性 [21]，从而影响肿瘤细胞的增殖转

移，miR-335 对 Fra-1 的负性调控作用可能是上述

信号转导通路中多个靶基因中的一个，本课题研究

结果对后续研究乳腺癌增殖转移机制有一定的参考

价值，随着研究的进一步深入，miR-335 调控 Fra-1
表达可能成为治疗乳腺癌的一个新策略。
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