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LncRNA MCM3AP-AS1调节 miR-424-5p/PSAT1轴
对乳腺癌恶性进展的影响 *

冯佳梅 万 华 高晴倩 瞿文超 邵士珺 孙佳晔 吴雪卿△

（上海中医药大学附属曙光医院乳腺科 上海 200011）

摘要 目的：探讨长链非编码核糖核酸（lncRNA）微小染色体维持蛋白 3相关蛋白 -反义链 1（MCM3AP-AS1）调节微小核糖核酸

（miR）-424-5p/磷酸丝氨酸氨基转移酶 1（PSAT1）轴对乳腺癌恶性进展的影响。方法：采用实时荧光定量聚合酶链式反应

（RT-qPCR）法检测人正常乳腺上皮细胞 MCF-10A和乳腺癌细胞株 MDA-MB-231、BT549、BT20 中 LncRNA MCM3AP-AS1、

miR-424-5p和 PSAT1信使核糖核酸（mRNA）的表达水平。构建 LncRNA MCM3AP-AS1低表达模型、miR-424-5p敲低与过表达

模型，并使用 RT-qPCR方法验证转染模型构建的成功。分别采用四氮甲基唑蓝（MTT）法、Transwell实验检测乳腺癌细胞株的增

殖、迁移、侵袭能力。免疫印迹法检测各组MDA-MB-231细胞中细胞周期蛋白 D1（CyclinD1）、E-钙黏蛋白（E-cadherin）、N-钙黏

蛋白（N-cadherin）和 PSAT1蛋白的表达。经生物信息学分析后，采用双荧光素酶报告基因实验与 RNA免疫共沉淀（RIP）实验分

别验证 LncRNA MCM3AP-AS1与 miR-424-5p、miR-424-5p与 PSAT1之间的靶向关系。结果：在乳腺癌细胞株 MDA-MB-231、

BT549、BT20 中 MCM3AP-AS1、PSAT1 mRNA 的表达水平显著高于 MCF-10A（P＜0.05），miR-424-5p 表达水平显著低于

MCF-10A（P＜0.05）。敲低MCM3AP-AS1或过表达 miR-424-5p均可以降低MDA-MB-231细胞的吸光度（OD490）值、细胞迁移数

目和细胞侵袭数目、CyclinD1、N-cadherin和 PSAT1蛋白表达水平（P＜0.05），提高细胞 E-cadherin蛋白表达水平（P＜0.05）。敲低

miR-424-5p的表达逆转了下调MCM3AP-AS1对MDA-MB-231细胞增殖、迁移和侵袭以及相关蛋白表达的影响。双荧光素酶报

告基因实验与 RIP实验证实 MCM3AP-AS1靶向负调控 miR-424-5p表达，miR-424-5p靶向负调控 PSAT1的表达。结论：LncR-

NA MCM3AP-AS1在乳腺癌中呈高表达，其低表达可通过靶向调节 miR-424-5p/PSAT1轴抑制乳腺癌的恶性进展。
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Effect of LncRNA MCM3AP-AS1 on Malignant Progression of Breast
Cancer by Regulating miR-424-5p/PSAT1 Axis*

To investigate the effect of long non-coding RNA (lncRNA) microchromosome maintenance protein 3-as-

sociated protein-antisense chain 1 (MCM3AP-AS1) on malignant progression of breast cancer by regulating microribonucleic acid (miR)

-424-5p/phosphoserine aminotransferase 1 (PSAT1) axis. The expression levels of LncRNA MCM3AP-AS1, miR-424-5p and

PSAT1 mRNA in human normal breast epithelial cells MCF-10A and breast cancer cell lines MDA-MB-231, BT549 and BT20 were de-

tected by real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). LncRNA MCM3AP-AS1 low expression model,

miR-424-5p knockdown and overexpression model were constructed, and the success of transfection model construction was verified by

RT-qPCR method. The proliferation, migration and invasion of breast cancer cell lines were detected by methyl thiazolyl tetrazolium

(MTT) assay and Transwell assay respectively. The expressions of cyclin d1 (CyclinD1), E-cadherin (E-cadherin), N-cadherin (N-cad-

herin) and PSAT1 proteins in MDA-MB-231 cells were detected by Western blotting. After bioinformatics analysis, the targeting rela-

tionship between LncRNA MCM3 AP-AS1 and miR-424-5p, miR-424-5p and PSAT1 was verified by double luciferase reporter gene as-

say and RNA immunoprecipitation (RIP) assay respectively. The expression levels of MCM3AP-AS1 and PSAT1 mRNA in

breast cancer cell lines MDA-MB-231, BT549 and BT20 were significantly higher than those in MCF-10A (P<0.05), and the expression

level of miR-424-5p was significantly lower than that in MCF-10A (P<0.05). Knockdown of MCM3AP-AS1 or overexpression of

miR-424-5p could reduce the absorbance (OD490) value of MDA-MB-231 cells, the number of cell migration and cell invasion, the ex-

pression levels of CyclinD1, N-cadherin and PSAT1 proteins (P<0.05), and increase the expression level of E-cadherin protein (P<0.05).
Knockdown of miR-424-5p reversed the effects of down-regulation of MCM3AP-AS1 on the proliferation, migration and invasion of
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MDA-MB-231 cells and the expression of related proteins. The dual luciferase reporter gene assay and RIP assay confirm that

MCM3AP-AS1 targeted and negatively regulated the expression of miR-424-5p, and miR-424-5p targeted and negatively regulated the

expression of PSAT1. LncRNA MCM3AP-AS1 is highly express in breast cancer, and its low expression can inhibit the ma-

lignant progression of breast cancer by targeting the miR-424-5p/PSAT1 axis.

MCM3AP-AS1; miR-424-5p; PSAT1; Breast cancer

前言

乳腺癌是位居女性癌相关死亡原因第二位的恶性肿瘤，发

病率高，由于其发病隐匿、迅速，且筛查率较低，导致诊治不及

时，患者预后较差[1-3]。因此探寻与乳腺癌的发生与恶性进展密

切相关的分子对指导临床诊治、改善预后具有重要意义。长链

非编码核糖核酸（lncRNA）是一类长度超过 200bp且不编码蛋

白质的 RNA分子，其在多种癌症如结直肠癌、肺癌、乳腺癌中

异常表达[4]。有研究发现，lncRNA微小染色体维持蛋白 3相关

蛋白 -反义链 1（MCM3AP-AS1）在乳腺癌细胞系中高水平表

达，且通过提高 lncRNA MCM3AP-AS1的表达可以加速乳腺

癌恶性进展[5]。微小核糖核酸（miR）也是一类非编码 RNA，其通

常与 lncRNA存在竞争性结合的关系，能够参与机体细胞增

殖、生长、凋亡、信号传导等生理过程，也是癌症治疗中的重要

靶点 [6]。通过靶基因预测发现，lncRNA MCM3AP-AS1 与

miR-424-5p 存在相同的结合位点。Zhang 等 [7] 研究发现

miR-424-5p 在乳腺癌组织和细胞中呈低表达，促进

miR-424-5p的表达能够阻碍乳腺癌细胞生长、侵袭迁移和上皮

间质转化过程。磷酸丝氨酸氨基转移酶 1（PSAT1）是控制细胞

丝氨酸和琢-酮戊二酸产生的关键酶，在许多肿瘤的进展中发挥
关键作用[8]。Wang等[9]研究发现过表达 PSAT1能够促进三阴性

乳腺癌的恶性进展，且与不良预后有关。相关研究显示，通过下

调 miR-424-5p表达水平增加 LCC9和 ZR细胞株中 PSAT1表

达，可恢复对内分泌治疗的敏感性。目前关于 lncRNA

MCM3AP-AS1能否通过调控 miR-424-5p/PSAT1轴对乳腺癌

细胞的恶性进展的关系尚不明确。本研究拟探讨

MCM3AP-AS1对 miR-424-5p/PSAT1轴的调控作用以及对乳

腺癌恶性进展的影响，旨在为临床乳腺癌的治疗提供新思路。

1 材料与方法

1.1 细胞系

人正常乳腺上皮细胞 MCF-10A、人乳腺癌细胞系

MDA-MB-231、BT20、BT549均购自美国 ATCC公司。

1.2 主要试剂及仪器

胰蛋白酶、杜氏改良 Eagle培养基（DMEM）细胞培养基、

胎牛血清购自美国 Gibco公司；反转录试剂盒、RNA提取试剂

盒、聚合酶链式反应（PCR）试剂盒购自日本 TOYOBO公司；细

胞凋亡检测试剂盒、四氮甲基唑蓝（MTT）试剂盒购自武汉博士

德生物工程有限公司；双荧光素酶报告基因检测试剂盒和相应

载体购自美国 Promega公司；Transwell小室购自美国 Corning

公司；脂质体（Lipofectamine）3000试剂盒购自广州锐博生物科

技 有 限 公 司 ；sh-MCM3AP-AS1、sh- 阴 性 对 照 组（NC）、

miR-NC、anti-miR-424-5p、miR-424-5p 模 拟 物（mimics）、an-

ti-miR-NC 购自美国 Thermo Fisher 公司；RNA 免疫共沉淀

（RIP）试剂盒、双荧光素酶报告基因实验系统购自美国

Promega公司；兔源细胞周期蛋白 D1（CyclinD1）、E-钙黏蛋白

（E-cadherin）、N-钙黏蛋白（N-cadherin）和 PSAT1 一抗和羊抗

兔二抗购自英国 Abcam公司。Varioskan LUX多功能酶标仪购

自美国 Thermo Fisher公司。

1.3 细胞培养

在 37℃、5%二氧化碳（CO2）、饱和湿度的细胞培养箱环境

中，将人正常乳腺上皮细胞 MCF-10A、乳腺癌细胞系

MDA-MB-231、BT20、BT549细胞分别放置在含 10%胎牛血清

的 DMEM细胞培养基中进行常规培养，且两种培养基中均添

加青霉素和链霉素。适时进行传代，传代 3次后取对数期细胞

用于实验。

1.4 细胞转染与分组

将对数期的MDA-MB-231细胞于转染前接种于 6孔板中

（浓度为 1× 106个 /mL），以保证在瞬时转染时的细胞汇合度在

50%以上。严格按照 Lipofectamine 3000试剂盒的方法将不同

的转染载体转染至MDA-MB-231细胞中，并根据转染载体不

同将 MDA-MB-231 细胞分为 sh-NC 组 （转染 sh-NC）、

sh-MCM3AP-AS1 组（转染 sh-MCM3AP-AS1）、miR-NC 组（转

染 miR-NC）、miR-424-5p 组 （转 染 miR-424-5p mimics）、

sh-MCM3AP-AS1+anti-miR-NC 组（sh-MCM3AP-AS1 与 anti-

miR-NC 共转染） 和 sh-MCM3AP-AS1+anti-miR-424-5p 组

（sh-MCM3AP-AS1与 anti-miR-424-5p共转染）。转染 48h后，

检测转染效率，进行后续实验。

1.5 实时荧光定量聚合酶链式反应（RT-qPCR）法检测

MCM3AP-AS1、miR-424-5p 和 PSAT1 信使核糖核酸（mRNA）

的表达水平

取人正常乳腺上皮细胞 MCF-10A、人乳腺癌细胞系

MDA-MB-231、BT20、BT549，使用 RNA提取试剂盒提取细胞

总 RNA，使用反转录酶将 RNA反转录，产生第一链互补脱氧

核糖核酸（cDNA）。在 PCR系统中，使用 SYBR预混剂进行

PCR扩增反应。引物序列设计与合成均由生工生物工程（上海）

有限公司完成。引物序列设计如表 1所示。以 GAPDH作为

MCM3AP-AS1、PSAT1 的内参，U6 作为 miR-424-5p 的内参，

基因表达量应用 2-△ △ Ct方法分析计算。

1.6 MTT法检测MDA-MB-231细胞增殖能力

取转染后的MDA-MB-231细胞，消化离心后以密度 4× 103

个 /孔接种于 96孔板中，置于含 5%CO2的 37℃细胞培养箱常

规培养 48 h。每孔中加入 20 滋L MTT试剂（新鲜配制，浓度为

5 mg/mL），在细胞培养箱中继续孵育 4 h后弃去上清液，加入
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二甲基亚砜（DMSO）并在摇床上震荡 10 min，待结晶溶解，使

用多功能酶标仪检测各组细胞在 490 nm 下的吸光度值

（OD490）。

1.7 Transwell实验检测MDA-MB-231细胞迁移和侵袭能力

迁移实验：收集转染后的MDA-MB-231细胞并使用无血

清培养基重悬，调整密度为 1× 106个 /mL。在 Transwell的下室

中加入 500 滋L 含血清的细胞培养基作为迁移趋化物。在
Transwell上室中加入细胞悬液，并置于 24孔板中培养 24 h，

棉签擦去上层未迁移的细胞，下室加入多聚甲醛进行固定，使

用结晶紫染色，显微镜下对细胞迁移的数量进行计数。侵袭实

验：采用基质胶包被后的 Transwell小室，之后实验操作按迁移

实验进行，分析细胞侵袭能力。

1.8 免疫印迹法检测 MDA-MB-231 细胞中 CyclinD1、E-cad-

herin、N-cadherin和 PSAT1蛋白的表达

收集转染后的MDA-MB-231细胞，室温下加入放射性免

疫沉淀法裂解液进行超声破碎，提取细胞蛋白并使用二喹啉甲

酸法检测蛋白的浓度。将蛋白进行煮沸，提前制备分离胶，将蛋

白上样后进行凝胶电泳，湿法转膜，室温下置于封闭液中缓慢

摇荡 1 h。加入 CyclinD1（1：1000）、E-cadherin（1：800）、N-cad-

herin（1：500）、PSAT1（1：800）一抗孵育过夜（4℃），洗膜后加入

相应稀释后的二抗（1：5000）室温孵育 2 h，进行显色，以

GAPDH为内参蛋白，观察蛋白质条带并计算表达水平。

1.9 RIP实验

使用 RIP 检测试剂盒处理 MDA-MB-231 细胞，验证

MCM3AP-AS1与 miR-424-5p的结合力。用于 RIP测定的抗体

包括 Argonaute 2 （AGO2）和对照免疫球蛋白（Ig）G，将

MDA-MB-231 细胞与 RIP 裂解缓冲液共孵育，将 AGO2 和

IgG抗体与细胞裂解物在 4℃下孵育过夜，以捕获 RNA蛋白抗

体。将共沉淀的 RNA合成 cDNA，并通过 RT-qPCR进行评估。

1.10 双荧光素酶报告基因实验

构 建 MCM3AP-AS1、PSAT1 野 生 型 质 粒

（MCM3AP-AS1-WT 与 PSAT1-WT） 和 突 变 型 质 粒

（MCM3AP-AS1-MUT与 PSAT1-MUT）。用 Lipofectamine2000

试剂盒将构建的野生型与突变型质粒分别与 miR-NC 或

miR-424-5p mimic共转染于MDA-MB-231细胞中。48 h后，检

测荧光素酶活性。每组实验重复 3次。

1.11 统计学方法

本实验数据采用 Graphpad Prism 7.0进行统计分析。两组

间数据比较采用 t检验，多组间数据比较采用单因素方差分析

方法，进一步两组间比较采用 LSD-t检验方法。P＜0.05表示数

据间的差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 正常乳腺上皮细胞与乳腺癌细胞中 PSAT1 mRNA、

MCM3AP-AS1、miR-424-5p的表达水平

与 MCF-10A 相比，MDA-MB-231、BT549、BT20 细胞中

MCM3AP-AS1、PSAT1 mRNA 的表达水平显著升高（P＜
0.05），miR-424-5p 的表达量显著下降（P＜0.05）。其中在

MDA-MB-231 细胞中这三种因子的表达差异最大，故选择

MDA-MB-231细胞进行后续实验。见图 1。

2.2 各组MDA-MB-231细胞转染效率的验证

与 sh-NC 组 相 比 ，sh-MCM3AP-AS1 组 细 胞 中

MCM3AP-AS1、PSAT1 mRNA 表达显著降低 （P＜0.05），

miR-424-5p 表达显著升高（P＜0.05）。与 miR-NC 组相比，

miR-424-5p组细胞中 MCM3AP-AS1 表达变化无显著性差异

（P＞0.05），miR-424-5p 表达显著升高（P＜0.05），PSAT1 mR-

NA表达显著降低 （P＜0.05）。与 sh-MCM3AP-AS1+an-

ti-miR-NC 组相比，sh-MCM3AP-AS1+anti-miR-424-5p 组细胞

中MCM3AP-AS1表达无显著性差异（P＞0.05），miR-424-5p表

达显著降低（P＜0.05），PSAT1 mRNA 表达显著升高（P＜
0.05）。见图 2。

2.3 各组MDA-MB-231细胞增殖能力的比较

与 sh-NC组相比，sh-MCM3AP-AS1组细胞 OD490值显著

降低（P＜0.05）。与 miR-NC组相比，miR-424-5p组细胞 OD490

值显著降低（P＜0.05）。与 sh-MCM3AP-AS1+anti-miR-NC组相

比，sh-MCM3AP-AS1+anti-miR-424-5p 组细胞 OD490值显著升

高（P＜0.05）。见图 3。

2.4 各组MDA-MB-231细胞迁移和侵袭能力的比较

与 sh-NC组相比，sh-MCM3AP-AS1 组细胞迁移数目、细

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

Genes Primer sequences（5'-3'）

MCM3AP-AS1 F: GCTGCTAATGGCAACACTGA

R: AGGTGCTGTCTGGTGGAGAT

miR-424-5p
F: GCGGCCAGCAGCAATTCATG

R: CAGCCACAAAAGAGCACAAT

PSAT1
F: CTAAGCGTTGGTCTGGCAGGAAG

R: AGAAGTGGAGAGCAGATGGAGGAG

U6
F: CTCGCTTCGGCAGCACA

R: AACGCTTCACGAATTTGCGT

GAPDH
F: CAGGAGGCATTGCTGATGAT

R: GAAGGCTGGGGCTCATTT

图 1 MCM3AP-AS1、miR-424-5p和 PSAT1 mRNA在乳腺癌细胞与正

常乳腺上皮细胞中的表达

Fig.1 Expression of MCM3AP-AS1, miR-424-5p and PSAT1 mRNA in

breast cancer cells and normal breast epithelial cells

Note: Compared with MCF-10A, *P<0.05.
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胞侵袭数目显著减少 （P＜0.05）。与 miR-NC 组相比，

miR-424-5p组细胞迁移数目、细胞侵袭数目显著减少（P＜
0.05）。 与 sh-MCM3AP-AS1+anti-miR-NC 组 相 比 ，

sh-MCM3AP-AS1+ anti-miR-424-5p组细胞迁移数目、细胞侵

袭数目显著增多（P＜0.05）。见图 4~6。

图 2 MCM3AP-AS1、miR-424-5p和 PSAT1 mRNA在各组

MDA-MB-231细胞中的表达

Fig.2 The expression of MCM3AP-AS1, miR-424-5p and PSAT1 mRNA

in MDA-MB-231 cells in each group

Note: Compared with sh-NC group,*P<0.05; Compared with miR-NC
group, #P<0.05; Compared with sh-MCM3AP-AS1+anti-miR-NC,

&P<0.05.

图 3 各组MDA-MB-231细胞的增殖能力

Fig.3 Proliferation ability of MDA-MB-231 cells in each group

Note: Compared with sh-NC group, *P<0.05; Compared with miR-NC
group, #P<0.05; Compared with sh-MCM3AP-AS1+anti-miR-NC,

&P<0.05.

图 4 各组MDA-MB-231细胞迁移和侵袭细胞数目的比较

Fig.4 Comparison of the number of migration and invasion cells of MDA-MB-231 cells in each group

Note: Compared with sh-NC group, *P<0.05; Compared with miR-NC group, #P<0.05; Compared with sh-MCM3AP-AS1+anti-miR-NC, &P<0.05.

2.5 各组 MDA-MB-231 细胞 CyclinD1、E-cadherin、N-cadherin

和 PSAT1蛋白表达的比较

sh-MCM3AP-AS1 组细胞 E-cadherin 蛋白表达水平比

sh-NC组更高（P＜0.05），N-cadherin、CyclinD1和 PSAT1蛋白

表达比 sh-NC组更低（P＜0.05）。miR-424-5p组细胞 E-cadherin

蛋白表达高于 miR-NC 组，CyclinD1、N-cadherin 和 PSAT1 蛋

白表达低于 miR-NC 组（P＜0.05）。 sh-MCM3AP- AS1+an-

ti-miR-424-5p 组 细 胞 E-cadherin 蛋 白 表 达 低 于

sh-MCM3AP-AS1+anti-miR-NC 组（P＜0.05），CyclinD1、N-cad-

herin和 PSAT1蛋白表达高于 sh-MCM3AP-AS1+anti-miR-NC

组（P＜0.05）。见图 7、8。

2.6 lncRNA MCM3AP-AS1 与 miR-424-5p、miR-424-5p 与

PSAT1之间的靶向关系

生 物 信 息 学 分 析 发 现 ，lncRNA MCM3AP-AS1 与

miR-424-5p、miR-424-5p 与 PSAT1 之间存在结合位点。见图

9~10。同时，RIP实验显示，AGO2抗体可以同时富集 lncRNA

MCM3AP-AS1与 miR-424-5p；而 miR-424-5p与 PSAT1也均

可以被 AGO2抗体富集，见图 11。双荧光素酶报告基因实验结

果显示，miR-424-5p 过表达可以抑制共转染野生型载体

MCM3AP-AS1-WT细胞的荧光素酶活性（P＜0.05）；而过表达

miR-424-5p不能抑制共转染突变型载体 MCM3AP-AS1-MUT

细胞的荧光素酶活性（P＞0.05）。同样，miR-424-5p过表达可以

抑制共转染野生型载体 PSAT1-WT 细胞的荧光素酶活性

（P＜0.05）；而过表达 miR-424-5p不能抑制共转染突变型载体

PSAT1-MUT细胞的荧光素酶活性（P＞0.05），见图 12。这验证

了生物信息学的预测，lncRNA MCM3AP-AS1与 miR-424-5p、

miR-424-5p与 PSAT1之间存在一定的靶向调控关系。

3 讨论

乳腺癌是常见的女性恶性肿瘤，异质性强，且容易复发和
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图 5 Transwell实验测定MDA-MB-231细胞迁移能力（× 400）

Fig.5 Transwell assay was used to determine the migration ability of MDA-MB-231 cells（× 400）

图 6 Transwell实验测定MDA-MB-231细胞侵袭能力（× 400）

Fig.6 Transwell assay was used to determine the invasion ability of MDA-MB-231 cells（× 400）

转移，进展迅速[10]。随着医疗技术的快速发展，乳腺癌的治疗效

果和预后在逐步改善，但中晚期患者的预后仍不理想[11]。因此，

探寻乳腺癌新的治疗靶点和方法对提高乳腺癌患者的预后具

有重要意义。

lncRNA是与恶性肿瘤的发生发展过程相关的一类 RNA

分子，具有 200多个核苷酸转录本，能发挥调控肿瘤细胞多种

生物学行为的作用，参与肿瘤发生进展[12,13]。相关报道显示，部

分 lncRNA参与了乳腺癌的恶性进展，可能有望成为乳腺癌治

疗、诊断的新靶点 [14]。 Tang 等 [15] 研究发现 lncRNA

MCM3AP-AS1在乳腺癌中显著上调，且与患者的临床病理特

征有关；下调 MCM3AP-AS1能够显著抑制乳腺癌细胞的增

殖、迁移和侵袭，诱导其凋亡。Ren等[16]研究发现在三阴性乳腺
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图 7 各组MDA-MB-231细胞 CyclinD1、E-cadherin、N-cadherin和

PSAT1蛋白表达的比较

Fig.7 Comparison of CyclinD1, E-cadherin, N-cadherin and PSAT1

protein expression in MDA-MB-231 cells in each group

Note: Compared with sh-NC group, *P<0.05;
Compared with sh-MCM3AP-AS1+anti-miR-NC, &P<0.05;

Compared with miR-NC group, #P<0.05.

图 8 各组MDA-MB-231细胞 CyclinD1、E-cadherin、N-cadherin和

PSAT1蛋白表达

Fig.8 The expression of CyclinD1, E-cadherin, N-cadherin and PSAT1

protein in MDA-MB-231 cells of each group

Note: A: sh-NC group; B: sh-MCM3AP-AS1 group; C: miR-NC group;

D: miR-424-5p group; E: sh-MCM3AP-AS1+anti-miR-NC group;

F: sh-MCM3AP-AS1+anti-miR-424-5p group.
图 9 lncRNAMCM3AP-AS1与 miR-424-5p的结合位点

Fig.9 Binding sites of lncRNAMCM3AP-AS1 and miR-424-5p

图 10 miR-424-5p与 PSAT1的结合位点

Fig.10 Binding sites of miR-424-5p and PSAT1

图 11 免疫沉淀物中 lncRNA MCM3AP-AS1与 miR-424-5p的表达水

平（与 IgG组相比，*P＜0.05）

Fig.11 Expression levels of lncRNAMCM3AP-AS1 and miR-424-5p

in immunoprecipitates (Compared with IgG group, *P＜0.05)

癌细胞中，lncRNA M3M3AP-AS1的过表达导致母系表达基因

3表达的下调，且导致癌细胞的增殖速率加快。本研究结果显

示，在乳腺癌细胞株 MDA-MB-231、BT549、BT20 中 lncRNA

MCM3AP-AS1的表达水平高于正常乳腺上皮细胞，而且，敲低

lncRNA MCM3AP-AS1 可以降低 MDA-MB-231 细胞的 OD490

值、细胞迁移数目和细胞侵袭数目、CyclinD1、N-cadherin 和

PSAT1蛋白表达水平，提高细胞 E-cadherin蛋白表达水平。提

示敲低 lncRNA MCM3AP-AS1 可以抑制 MDA-MB-231 细胞

的增殖、迁移和侵袭，抑制乳腺癌恶性进展。

研究显示，lncRNAs可以部分互补性竞争 miRNA的结合

位点，导致 miRNA水平的降低或活性受损，这种调控作用可以

影响肿瘤进展[17-19]。Dastmalchi等[20]研究发现 miR-424-5p能够

增强乳腺癌细胞对紫杉醇的敏感性，降低细胞的耐药性。同时，

该课题组的研究还发现 miR-424-5p 在乳腺癌组织标本中下

调，miR-424-5p 能够通过调节细胞凋亡和自噬途径降低

MDA-MB-231细胞的活力 [21,22]。本研究通过生物信息学预测

miR-424-5p是 lncRNA MCM3AP-AS1潜在作用靶点，二者存

在互补碱基对，且通过双荧光素酶报告基因实验、RIP实验验

证了二者之间的调控作用。本研究结果显示，乳腺癌细胞株

BT549、MDA-MB-231、BT20中 miR-424-5p表达水平低于正常

乳腺上皮细胞。同时，过表达 miR-424-5p 可以降低

MDA-MB-231细胞的 OD490值、细胞迁移数目和细胞侵袭数

目、N-cadherin、CyclinD1和 PSAT1蛋白表达水平，提高细胞

E-cadherin蛋白表达水平。提示过表达 miR-424-5p可以阻止

MDA-MB-231细胞的增殖、迁移和侵袭，抑制乳腺癌的恶性生

物学行为，发挥抑癌活性。

本研究在生物信息学预测中还发现，miR-424-5p 与

PSAT1存在结合位点。Pan等[23]研究发现 PSAT1在卵巢癌细胞

中高表达，miR-145-5p能通过敲低 PSAT1的表达抑制卵巢癌

细胞的生长、迁移和侵袭。Li等[24]研究发现 PSAT1在非小细胞

肺癌中的组织中过表达，且与患者的总生存率低、预后不良相

关，敲低 PSAT1后，非小细胞肺癌细胞的增殖、迁移和侵袭受

到抑制 [25]。本研究结果显示，PSAT1 在乳腺癌细胞系

MDA-MB-231、BT549、BT20中呈过表达。而且，敲低 lncRNA

MCM3AP-AS1 下调了 PSAT1 的表达，下调 miR-490-3p 对

PSAT1蛋白表达起促进作用。提示 lncRNA MCM3AP-AS1可

能通过调控 miR-424-5p/PSAT1轴，影响乳腺癌的恶性进展。

综上所述，lncRNA MCM3AP-AS1在乳腺癌中呈高表达，

其低表达可通过靶向调节 miR-424-5p/PSAT1轴抑制乳腺癌的
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图 12 荧光素酶活性比较（A：与miR-NC+MCM3AP-AS1-WT组相比，*P<0.05；B：与 miR-NC+PSAT1-WT组相比，#P<0.05）
Fig.12 Comparison of luciferase activity (A: Compared with miR-NC+MCM3AP-AS1-WT group, *P<0.05;

B: Compared with miR-NC+PSAT1-WT group, #P<0.05)

恶性进展。本研究为进一步分析乳腺癌的发生发展机制、开发潜在

治疗靶点提供了科学依据和参考。相关机制还需进一步验证。
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