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转录因子 ETS鄄1 对乳腺癌细胞增殖作用的影响

胡摇 嵩1,张岩巍2,姜鹏飞3,孙贝贝1

[摘要]目的:研究转录因子 ETS鄄1 通过调节 miR鄄96 对乳腺癌细胞增殖的影响。 方法:通过 RNAi 技术下调乳腺癌细胞 MCF鄄7
中 ETS鄄1 的表达后,检测 miR鄄96 的表达;运用生物信息学方法预测转录因子 ETS鄄1 的结合位点,染色体免疫共沉淀反应加以

验证;将 miR鄄96 转染入乳腺癌细胞 MCF鄄7,观察对乳腺癌细胞增殖和克隆形成的影响。 结果:抑制 ETS鄄1 表达,miR鄄96 在乳腺

癌细胞 MCF鄄7 中的表达明显上调(P < 0. 01);ETS鄄1 通过结合在 miR鄄96 启动子区域,调节 miR鄄96 的表达;与对照组比较,过表

达 miR鄄96 后,MCF鄄7 的增殖能力和克隆形成能力均明显增强(P < 0. 01)。 结论:ETS鄄1 通过调节 miR鄄96 的表达,影响乳腺癌

细胞增殖和克隆形成能力,有望在乳腺癌治疗中成为新的靶标。
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Effect of transcription factor ETS鄄1 on the proliferation of breast cancer cells
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[Abstract] Objective: To investigate the effects of transcription factors ETS鄄1 on the proliferation of the breast cancer cells by
regulating miR鄄96. Methods:The expression of miR鄄96 in breast cancer cell MCF鄄7 with silencing the ETS鄄1 expression induced by the
RNA interference technique was detected. The binding site of transcription factor ETS鄄1 was predicted using bioinformatics method,and
validated with chromatin immune precipitation reaction. The miR鄄96 was transfected into breast cancer cell MCF鄄7,and the effect of
which on the proliferation and clone information of breast cancer cells was observed. Results:The expression of miR鄄96 in breast cancer
cells was significantly increased after inhibiting the expression of ETS鄄1(P < 0. 01). The expression of ETS鄄1 was regulated by the ETS鄄
1 binding to the promoter region of miR鄄96. Compared with the control group,the abilities of proliferation and clone formation of MCF鄄
7 were significantly increased after the overexpression of miR鄄96(P < 0. 01). Conclusions:ETS鄄1 can affect the proliferation and clone
formation ability of breast cancer cells by regulating the expression of miR鄄96,which is expected to become a new target in the treatment
of breast cancer.
[Key words] breast neoplasms;cell proliferation;ETS鄄1;miR鄄96;clone formation

摇 摇 ETS 转录因子家族包括 30 多个成员,通过调节

细胞增殖、分化、凋亡及细胞与细胞间的作用,在许

多生理病理过程中发挥重要调控作用[1]。 ETS鄄1 是

ETS 转录因子家族的重要成员,在白血病和淋巴瘤

中,均能检测到 ETS鄄1 过表达[2]。 过去的数据表明,
过表达的 ETS鄄1 与乳腺癌[3]、肺癌[4] 的恶性增殖有

关。 MicroRNA(miRNA)是一类大小在 21 ~ 25 个核

苷酸的内源小分子非编码 RNA,普遍存在于动物、
植物及微生物中[5 - 6]。 随着基因组测序技术和生物

信息学技术的发展,迄今为止,已在不同物种中发现

超过 9 500 种 miRNA,miRNA 参与到肿瘤发生的各

个步骤中,对肿瘤发生起到重要的调节作用,如本文

研究的 miR鄄96。 Monzo 团队首先发现了 miR鄄96 在

结肠直肠癌中明显高表达[7],表明 miR鄄96 在肿瘤发

生中起到重要作用;深入研究揭示,在结肠癌和恶性

滑膜肉瘤中,miR鄄96 通过抑制核转录早期生长因子

1(EGR1)蛋白表达,导致抑癌蛋白第 10 号染色体

缺失的磷酸酶及张力蛋白同源基因(PTEN)表达水

平下降,促进了肿瘤细胞迁移[8]。 ETS鄄1 作为转录

因子与 miRNA 间的关系还不明晰,需要进一步探

索。 本研究基于分子生物学实验手段,在细胞水平

探讨转录因子 ETS鄄1 对 miR鄄96 的调控作用及相应

的生物学功能。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料与试剂摇 人乳腺癌细胞株 MCF鄄7 购于美

国模式培养物集存库(ATCC);DMEM 培养基(美国
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Gbico);胎牛血清(奥地利 PAA);胰酶鄄EDTA 溶液

(美国 Sigma);Lipofectamine 2000(美国 Invitrogen);
青霉素、链霉素(美国 Ameresco);RNA 提取试剂盒、
逆 转 录 试 剂 盒、 SYBR Green PCR Mix ( 日 本

TakaRa);MTT 试剂、二甲基亚砜 DMSO、多聚甲醛

(美国 Sigma);ETS鄄1 兔源多克隆抗体(Santa Cruz,
CAT#sc鄄350),茁鄄actin 鼠源单克隆抗体和辣根过氧

化物酶 偶 联 的 二 抗 均 购 自 美 国 ( Sigma, CAT #
A3854)。
1. 2摇 细胞培养与传代摇 人乳腺癌细胞株 MCF鄄7 用

含有 10%血清的 DMEM 高糖完全培养基,培养基中

加入青霉素 - 链霉素合剂,浓度为:青霉素 1 伊 105

U / L,链霉素为 0. 1 g / L,在 5% CO2、饱和水蒸汽 37
益培养箱中培养,培养 2 ~ 3 d 后至细胞融合度为

80% ~90%后,胰酶消化 2 ~ 3 min 后进行传代。 所

有细胞操作都在无菌超净台中进行。
1. 3摇 细胞转染脂质体转染法摇 转染前 1 天将对数

期 MCF鄄7 细胞接种到六孔板中,待细胞密度达到

60% ~80% 后进行转染,使用 lipofectamine 2000 进

行转染,转染前更换无青霉素 -链霉素合剂培养基,
转染剂量按照说明书进行操作,转染后 6 h 更换成

含血清培养基继续培养,48 h 进行后续实验操作。
1. 4摇 细胞总 RNA 提取与实时荧光定量 PCR摇 提取

细胞总 RNA 时,先胰酶消化 MCF鄄7 细胞,离心沉淀

至离心管底部,然后按照试剂盒说明书进行提取操

作,得到 RNA 用 DEPC 水溶解后,用移液枪缓缓吹

打后测其纯度与浓度,1% 琼脂糖凝胶电泳检测

RNA 的完整性,然后按照逆转录试剂盒说明书进行

逆转录,RNA 逆转录成 cDNA 后,进行荧光定量

PCR 反应,总体积为 20 滋L,在 ABI 喻 Real鄄time
PCR System 上进行二步法检测,反应条件为 95 益
预变性 30 s,95 益变性 5 s,60 益退火 34 s,40 次循

环,添加熔解曲线,以小核 U6 snRNA 作为内参基

因,按照 2 - 驻驻CT法计算表达的变化量。
1. 5摇 MTT 法检测细胞增殖摇 首先将对数期 MCF鄄7
细胞用胰酶消化后,转移到 96 孔板中,每孔 100 滋L
培液含有 104 个细胞,每组设 6 个复孔,之后进行转

染,分别于转染 24 h、48 h、72 h、96 h 后,每孔加入

20 滋L 的 MTT 溶液,继续培养 4 h 后,弃去上清液

后,加入 100 滋L 的 DMSO 溶解结晶,震动混匀沉淀

10 min,酶标仪检测 490 nm 处吸光度值,以空白对

照组细胞为对照,收集数据统计分析。
1. 6摇 软琼脂集落实验摇 首先用无菌双蒸水配置2 伊
DMEM 培养基,加入 10% 青链霉素合剂,20% 胎牛

血清,同时用 0. 2 滋m 的滤膜过滤培液于空瓶中,
42 益水浴保温;无菌水配置上层 0. 6%琼脂糖溶液,
下层 1. 2%琼脂糖溶液,42 益水浴保温。 底层胶由

1 mL 2 伊完全培养基和 1 mL 1. 2%琼脂糖溶液混合

而成,混合均匀加入到六孔板的孔中。 室温放置

30 min凝固后配置下层胶。 细胞用胰酶消化,1 500 g
离心 5 min 收集细胞,用 1 mL 不含血清的培液重悬

细胞,按上述方法配置上层胶(2 伊 完全培养基与

0. 6%琼脂糖溶液混合),每孔加入 20 000 个细胞,
混匀后加入到底层胶上。 室温静置 0. 5 h 保证充分

凝固,置于 37 益培养箱培养。 每隔 10 d 每个孔滴

加 50 滋L 培养液,30 d 后,用结晶紫染色并记录。
1. 7摇 染色体免疫共沉淀摇 首先染色体交联,空白组

和对照组细胞加入终浓度 1%多聚甲醛的 DMEM 高

糖培液,在 37 益细胞培养箱中交联 15 min。 之后

滴加2. 5 mol / L 甘氨酸溶液, 使其终浓度达到

125 mmol / L,37 益培养 5 min,终止多聚甲醛的交联

作用。 4 益1 000 g 离心 5 min,15 mL 冰 PBS 重悬清

洗细胞 3 次,1 000 g 离心 5 min 收集细胞。
超声破碎交联染色体。 用 1 mL FA lysis buffer

(50 mmol / L HEPES鄄KOH pH 7. 5, 140 mmol / L
NaCl,1 mmol / L EDTA pH 8,1% TritonX鄄100,0. 1%
Sodium Deoxycholate,0. 1% SDS,100 mmol / L PMSF)
重悬细胞,冰上孵育 15 min 后,4 益超声裂解细胞,
调节非接触式超声破碎仪(Bioruptor UCD鄄300)功率

为 30 W,通过设置时间梯度,将 DNA 破碎为 200 ~
1 000 bp 片段,每个时间段取出 50 滋L,然后酚 - 三

氯甲烷抽提 DNA,琼脂糖电泳检测片段大小。
免疫沉淀 IP,根据实验加 2 滋g 特异性抗体到

500 滋L 裂解液中,4 益 旋转混合 5 h,然后加入

30 滋L protein A / G Plus Agarose BSA,4 益旋转混合

过夜,同时添加鼠源 IgG 作为阴性对照组,此外预留

50 滋L作为阳性对照。 第二天 2 000 g 离心 1 min 去

上清液,冰上洗脱液 a(0. 1% SDS,1% TritonX鄄100,
2 mmol / L EDTA pH 8,150 mmol / L NaCl,20 mmol / L
Tris鄄HCl pH 8)洗脱 3 次,洗脱液 b(0. 1% SDS,1%
TritonX鄄100, 2 mmol / L EDTA pH 8, 500 mmol / L
NaCl,20 mmol / L Tris鄄HCl pH 8)洗脱 1 次,离心去上

清液,加 400 滋L Elution Buffer(50 mmol / L Tris鄄HCl,
1% SDS,10 mmol / L EDTA) 25 滋L 5 mol / L NaCl,
65 益水浴过夜解交联。 根据生物信息学预测位点

设计引物进行 PCR 检测,琼脂糖电泳确定。
1. 8摇 统计学方法摇 采用 t 检验。
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2摇 结果

2. 1 摇 ETS鄄1 表达下调促进了 miR鄄96 的表达 摇
Western blot 免疫印迹实验结果显示,与对照组比

较,ETS鄄1 siRNA 显著抑制了 ETS鄄1 在乳腺癌细胞

MCF鄄7 中的表达(见图 1)。 荧光定量 PCR 结果显

示,下调 ETS鄄1 表达后,miR鄄96 表达高于对照组(P
< 0. 01)(见表 1)。

表 1摇 ETS鄄1 siRNA 上调 miR鄄96 的表达(n = 4;x 依 s)

分组 miR鄄96 d 依 sd t P

ETS鄄1 siRNA
Control 组

5. 834 依 1. 976
1. 015 依 0. 212

4. 819 依 1. 848 5. 22 < 0. 01

2. 2摇 ETS鄄1 在 miR鄄96 启动子区域的结合位点摇 通

过 TF search 分析软件预测得到 miR鄄96 启动子区域

的 ETS鄄1 结合位点(见图 2)。 染色体免疫共沉淀结

果显示,ETS鄄1 确实结合在 - 840 到 - 641 区域(见
图 3)表明转录因子 ETS鄄1 通过结合在 miR鄄96 启动

子区域调控 miR鄄96 的表达。

2. 3摇 过表达 miR鄄96 促进乳腺癌细胞 MCF鄄7 增殖

摇 MTT 结果显示,与对照组比较,过表达 miR鄄96
后,明显促进了乳腺癌肿瘤细胞 MCF鄄7 的增殖,且
在 72 h 时作用最强(P < 0. 01) (见表 2)。 Western
blot 免疫印迹结果显示,与空白对照组(Mock)和阴

性对照组(Control)比较,过表达 miR鄄96 后增殖细胞

核抗原 PCNA 表达水平增加(P < 0. 01) (见图 4、

表 3)。

表 2摇 过表达 miR鄄96 促进乳腺癌细胞 MCF鄄7 增殖(x 依 s)

分组 n
相对细胞活力

摇 24 h摇 摇 48 h摇 摇 72 h摇

实验组 3 1. 36 依 0. 05 2. 40 依 0. 21 4. 92 依 0. 36

对照组 3 1. 49 依 0. 08 1. 97 依 0. 18 3. 37 依 0. 28

t — 2. 39 2. 69 5. 89

P — >0. 05 > 0. 05 < 0. 01

表 3摇 组间 PCNA 表达水平(ni = 3;x 依 s)

分组 PCNA t P

miR鄄96 组

Control 组
5. 80 依 0. 06
1. 31 依 0. 04

107. 85 < 0. 01

2. 4摇 过表达 miR鄄96 促进乳腺癌细胞 MCF鄄7 克隆

形成摇 软琼脂集落实验结果显示,实验组过表达

miR鄄96 后,软琼脂上形成的克隆数目明显多于对照

组(P < 0. 01)(见图 5、表 4)。

表 4摇 miR鄄96 促进乳腺癌细胞 MCF鄄7 克隆形成(ni = 3;x 依 s)

分组 克隆数目 t P

miR鄄96 组

Control 组
126. 33 依 23. 007
49. 33 依 2. 517

5. 76 < 0. 01

3摇 讨论

摇 摇 迄今为止,科学家已经发现了超过 9 500 种

miRNA,随着分子生物学技术的发展,越来越多的

(下转第 33 页)
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号通路,增强 Runx2 的表达,从而促进间充质干细

胞定向成骨分化[10]。 而 miR鄄637 通过靶向 Osterix
基因能够抑制间充质干细胞的成骨分化[11]。 本研

究运用生物信息学方法对 miR鄄186 和 OPN 基因的

靶向配对关系进行预测,发现二者靶向配对良好,采
用荧光素酶报告系统鉴定发现 miR鄄186 能够抑制

OPN mRNA 表达;脂质体 2000 转染 miR鄄186 模拟物

以及干扰 RNA 后,Real鄄time PCR 和 Western blot 检
测结果表明过表达 miR鄄186 能够降低 OPN mRNA
和蛋白的表达。 由此可见,miR鄄186 能够负性调控

OPN 基因表达,抑制 bMSCs 的成骨分化。
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(上接第 29 页)
miRNA 的功能被解读,其在肿瘤发生中的过程也受

到大家的重视。 ETS鄄1 作为重要的转录因子,通过

与目的基因启动子区域相结合,调控基因表达,在血

管发生和免疫系统发生过程中发挥重要作用[9]。
然而二者的关系,却极少有人阐述。

本研究证明,ETS鄄1 作为重要转录因子,通过直

接结合到 miR鄄96 基因的启动子区域对 miR鄄96 的表

达起到负反馈调节。 乳腺癌细胞中过表达 miR鄄96
后,MCF鄄7 的增殖能力和克隆形成能力均明显提高。
可见,ETS鄄1 通过 miR鄄96 起到调控肿瘤增殖的重要

作用。 转录因子作为基因的重要调控因子,在肿瘤

发生发展的过程中扮演着重要角色,ETS鄄1 与其他

miRNA 的相互作用以及 miR鄄96 的生物学功能,将
是我们下一步研究的目标,希望能够更多的了解肿

瘤发生的机制,为临床诊断、治疗提供帮助。
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