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[摘 要] 目的：探讨miR-103a-3p在乳腺癌组织及血清中的表达及其作用机制。方法：选用2017年3月1日至2017年8月31

日在海南医学院第二附属医院肿瘤外科手术切除、经病理确诊为乳腺癌的31例癌组织及对应的21例癌旁组织标本、38例乳腺癌

患者及22例健康体检者的血清标本，以及乳腺癌细胞系MCF-7和MDA-MB-231，分别利用慢病毒载体pHBLV-U6-Luc-T2A-Puro

和PLL3.7敲低乳腺癌细胞系MCF-7和MDA-MB-231中的miR-103a-3p和PDK4，qPCR法和Western blotting法检测miR-103a-3p

和PDK4在癌组织、血清及乳腺癌细胞系中mRNA和蛋白的表达，CCK-8细胞增殖实验检测转染的乳腺癌细胞MCF-7和MDA-

MB-231的细胞增殖水平，用Olympus AU5400检测葡萄糖消耗与乳酸生成。结果：乳腺癌患者组织和血清中miR-103a-3p表达

水平均显著低于癌旁组织（P<0.01，P<0.05）。敲低miR-103a-3p后，乳腺癌细胞系MCF-7和MDA-MB-231中葡萄糖消耗（P<

0.01）与乳酸生成增多（P<0.01）、细胞增殖增强（P<0.01）、PDK4表达上调（P<0.01）；在miR-103a-3p沉默的MCF-7和MDA-MB-

231细胞中，敲低PDK4导致减弱葡萄糖消耗（P<0.01）、乳酸生成（P<0.01）和细胞增殖（P<0.01）。结论：乳腺癌细胞中miR-103a-

3p通过抑制PDK4减弱糖酵解活动，从而抑制乳腺癌细胞增殖。
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Expression of miR-103a-3p in breast cancer tissues and its suppression on glycoly-
sis and proliferation of breast cancer cells via down-regulating PDK4

ZHANG Yazhena, HE Guishenga, WU Xiaominga, SONG Jiefengb, WU Huangfua(a. Department of Oncological Surgery，b. Department

of Radiology, The Second Affiliated Hospital of Hainan Medical University, Haikou 570311, Hainan, China)

[Abstract] Objective：：To explore miR-103a-3p expression in the tumor tissues and the serum of breast cancer patients, and its role and

mechanism in breast cancer development. Methods: Pathologically confirmed 31 cases of tumor tissues and 21 cases of para-cancerous

tissues resected at Department of Oncological Surgery of the Second Affiliated Hospital of Hainan Medical University (Haikou, China)

from March 1, 2017 to August 31，2017 were collected for this study; in addition, serum samples from 38 breast cancer patients and 22

healthy subjects as well as the breast cancer cell lines MCF-7 and MDA-MB-231 were used in this study. pHBLV-U6-Luc-T2A-Puro

and PLL3.7 lentivirus were applied to knock down miR-103a-3p and PDK4 in MCF-7 and MDA-MB-231 cells, respectively. qPCR and

Western blotting were performed to examine the mRNA and protein expressions of miR-103a-3p and PDK4 in tissues and serums of

breast cancer patients as well as the in cell lines, respectively; CCK-8 assay was applied to detect the proliferation of MCF-7 and MDA-

MB-231 cells; Olympus AU5400 was applied to detect the glucose consumption and lactate production in indicated cell line. Results：：

miR-103a-3p was significantly decreased in tumor tissues compared with the paracancerous tissues (P<0.01). miR-103a-3p knockdown

activated the glucos consumption and lactate production (all P<0.01), increased the PKD4 expression (P<0.01) in MCF-7 and MDA-

MD-231 cells, and promoted the proliferation of MCF-7 and MDA-MB-231 cells (P<0.01). Furthermore, knockdown of PDK4 sup-

pressed the glucose consumption, lactate production and proliferation in MCF-7 and MDA-MB-231 cells with miR-103a-3p silencing

(all P<0.01). Conclusion：：In the breast cancer, miR-103a-3p inhibited the proliferation of breast cancer cells through down-regulation
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of PDK4 and PDK4-mediated aerobic glycolysis.
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乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤之一[1]，有着较高

的发病率与病死率。乳腺癌的复发与转移是临床治

疗失败的最主要原因。大规模的基因组分析进一步

揭示了乳腺癌是一种复杂且具有多突变基因特征的

疾病[2-3]。尽管激素治疗与靶向治疗已取得一定的效

果，但是耐药问题却普遍存在[4]。尤其是针对三阴性

乳腺癌，目前尚无有效的治疗方法[5-6]。近年来，微小

RNA（microRNA，miRNA）在乳腺癌的发生发展中的

作用受到越来越多的关注[7-8]。有研究报道，miR-

NA133(miR-133)在乳腺癌MCF-7细胞的侵袭和迁移

中发挥重要作用[9]；miR -129 - 5p 可以影响乳腺癌

MCF-7 细胞对紫杉醇的敏感性[10]。有氧糖酵解作为

肿瘤细胞的典型生物学特征[11]，与丙酮酸脱氢酶激酶

（pyruvate dehydrogenase kinase 4，PDK4）在乳腺癌的

发生发展中有着重要的作用及其联系，但是具体的

作用机制还不是十分清楚[12]。本研究利用慢病毒载

体，观察沉默miR-103a-3p对乳腺癌细胞系MCF-7和

MDA-MB-231的增殖能力和有氧糖酵解的影响，并

探讨其相关作用机制，旨在为乳腺癌的诊治提供新

的参考依据。

1 资料与方法

1.1 组织标本

采集 2017年 3月 1日至 2017年 8月 31日期间海

南医学院第二附属医院肿瘤外科手术切除并经病理

确诊的 31例乳腺癌组织标本及对应的 21例癌旁组

织标本、38例乳腺癌患者血清样本，以及同期22例健

康体检者的血清样本。所有标本的采集前均告知患

者并签署知情同意书，研究方案得到本医院伦理委

员会的批准。

1.2 细胞系及主要试剂

乳腺癌细胞系 MCF-7 和 MDA-MB-231 购自

ATCC细胞库，正常乳腺细胞、293T细胞分别来自上

海拜力生物科技有限公司和赛默飞世尔。PDK4

（Abcam 公司），β -actin 一抗抗体、二抗抗体（Santa

Cruz Biotechnology），胎牛血清（Gibco公司），DMEM

培养基及胰蛋白酶（Hyclone 公司），TRIzol、Lipo-

fectamineTM 2000 转染试剂（Invireogen 公司），Rever-

Tra Ace qPCR RT Kit（TOYOBO 公司），TransStart

SYBR Green qPCR SuperMix（全式金公司），RNA酶

抑制剂和RNA酶 free water（Promega公司），pHBLV-

U6-Luc-T2A-Puro及miR-103a-3p sponge序列（汉恒

生物公司）。

1.3 细胞培养及转染

将乳腺癌 MCF-7、MDA-MB-231 及正常乳腺细

胞置于DMEM完全培养基（含 10%胎牛血清、1%青

链霉素混合液和 89%DMEM培养基）中，于 5%CO2、

37℃恒温培养箱中培养，培养至对数生长期的细胞

用于后续实验。

将 pHBLV-U6-Luc-T2A-Puro慢病毒载体中插入

miR-103a-3p sponge序列，并与包装质粒 pSPAX2和

pMD2G共转染到 293T细胞，72 h后收集病毒上清，

然后用0.45 μm滤器过滤，病毒液用于感染MCF-7和

MDA-MB-231细胞，用嘌呤霉素（puromycin）筛选稳

定敲低细胞株。pLL3.7载体中插入PDK4靶向序列，

293T细胞包装病毒，转染72 h后收集上清，感染目的

细胞。

1.4 生物信息学预测miR-103a-3p可能的靶基因

利用生物信息学预测软件 TargetScanHuman 进

行miR-103a-3p可能的靶基因预测。

1.5 qPCR法检测乳腺癌组织及血清中miR-103a-3p

表达

按照康为世纪RNA提取试剂盒提取乳腺癌细胞

的总 RNA，依据 miRNeasy Serum/Plasma Kit（QIA-

GEN）试剂盒提取血液总 RNA。用东洋纺（TOYO-

BO）去基因组反转录试剂盒进行RNA反转录，Trans

Star SYBR Green qPCR SuperMix用于qPCR反应，反

应条件：95 ℃ 10 min，45个循环；在 95 ℃变性 10 s，

在 60 ℃退火和延伸 60 s。用 2-△△Ct法计算乳腺癌组

织及血清中miR-103a-3p和PDK4表达水平。实验重

复3次。

1.6 Western blotting 检测 MCF-7 和 MDA-MB-231

细胞中PDK4蛋白表达

细胞蛋白用裂解液（1 g SDS、0.75 g DTT、3 ml

Tris, pH6.8、5 ml甘油，加水定容至50 ml，一定量溴酚

蓝）室温裂解5 min，98 ℃恒温金属浴10 min，13 800×

g离心 5 min，于-20 ℃保存待用。BCA蛋白试剂盒

用于测定蛋白浓度，取上述蛋白 50~80 μg，SDS -

PAGE分离，转移至PVDF膜，5%脱脂奶粉室温封闭

1 h，4 ℃孵育PDK4一抗过夜后，孵育PDK4二抗，化

学发光仪显色，凝胶成像系统成像扫描分析。

1.7 CCK-8法检测MCF-7和MDA-MB-231细胞增殖

使用CCK-8试剂盒检测细胞增殖。将 4×103个

细胞置于 96孔板，加入 200 μl完全培养基/孔，设定

4~6 h时细胞贴壁为 0 h。分别在培养 0、24、48、96 h

于每孔加入 20 μl CCK-8 溶液，并在 37 ℃孵育 2 h。
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酶标仪检测 450 nm处光密度（D）值，运用重复测量

方差分析与独立样本 t检验计算细胞相对增殖活力。

设3个复孔，实验重复3次。

表1 qPCR引物

Tab.1 Primers for qPCR

Gene

U6 RT primer

U6

miR-103a-3p RT primer

miR-103a-3p

PDK4

β-actin

Sequence (5’-3’)

AAAATATGGAACGCTTCACGAATTTG

F：CTCGCTTCGGCAGCACATATACT

R：ACGCTTCACGAATTTGCGTGTC

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCATAG

F：GCAGCAGCATTGTACAGGG

R：GTGCAGGGTCCGAGGT

F：GGAAGCATTGATCCTAACTGTGA

R：GGTGAGAAGGAACATACACGATG

F：GAGCTGCGTGTGGCTCCC

R：CCAGAGGCGTACAGGGATAGCA

1.8 Olympus AU5400 生化仪检测 MCF-7 和 MDA-

MB-231细胞葡萄糖与乳酸含量

将（6~8）×105 细胞铺置于 12 孔板并培养过夜。

测量之前，血细胞计数器对细胞进行计数。Olympus

AU5400与Dade Behring RXL MAX系统用于检测葡

萄糖消耗与乳酸生成。计算并标准化葡萄糖消耗与

乳酸生成。实验重复3次。

1.9 统计学处理

采用GraphPad Prism 7统计软件，两组之间比较

用 t 检验，多组之间比较用 One-way ANOVA 检验。

以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 miR-103a-3p在乳腺癌组织与血清中均低表达

qPCR 法检测结果（图 1A）显示，乳腺癌组织中

miR-103a-3p表达水平显著低于癌旁组织（t=15.21，P

<0.01）；乳腺癌患者血清中miR-103a-3p表达水平显

著低于健康人（t=3.22，P<0.05；图1B）。

**P<0.01 vs Paracancerous tissue group, *P<0.05 vs Normal group

图1 miR-103a-3p在乳腺癌组织（（A)与血清（（B)中的表达情况

Fig. 1 Expression of miR-103a-3p in tissue（（A) and serum samples（B) of breast cancer patients

2.2 下调 miR-103a-3p 增强 MCF-7 和 MDA-MB-231

细胞的增殖

利用慢病毒载体 pHBLV-U6-Luc-T2A-Puro 在

MCF 与 MDA-MB-231 细胞中敲低 miR-103a-3p 后，

qPCR检测结果（图2A、2C）显示，两组细胞miR-103a-

3p的表达水平均显著低于对照组（t=15.81，20.09；均

P<0.01）。CCK-8 细胞增殖实验结果（图 2B、2D）显

示，在 0 和 24 h的敲低miR-103a-3p的MCF与MDA-

MB-231细胞的增殖速率较对照细胞无显著差异（t=

1.03，1.33，0.54，0.20；均P>0.05）；但在 48、72和 96 h

时，敲低 miR-103a-3p 的 MCF 细胞与 MDA-MB-231

细胞较对照组细胞增殖速率显著增强（F=7.81，
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14.81，P<0.05；图2B、2D）。

*P<0.05,**P<0.01 Ctrl group

A, C: Expression of miR-103a-3p; B,D: Cell proliferation

图2 下调miR-103a-3p促进乳腺癌细胞MCF-7(A,B)和MDA-MB-231(C,D)的增殖

Fig. 2 miR-103a-3p knockdown promoted the proliferation of MCF-7(A,B) and MDA-MB-231(C,D) cells

2.3 miR-103a-3p抑制乳腺癌细胞糖酵解活动

Olympus AU5400检测结果显示，较MCF-7对照

组细胞，敲低miR-103a-3p的MCF-7细胞的葡萄糖消

耗显著增加（t=4.35，P<0.05；图3A）、乳酸生成增加（t

=17.68，P<0.01；图 3B）；敲低 miR-103a-3p 的 MDA-

MB-231 细胞的葡萄糖消耗显著增加（t=15.43，P<

0.01；图3C）、乳酸生成增多（t=12.39，P<0.01；图3D）。

2.4 miR-103a-3p抑制乳腺癌细胞中PDK4的表达

专业的预测软件 TargetScanHuman 显示，PDK4

的UTR区域能与miR-103a-3p结合（图4A）。

qPCR法及Western blotting法检测结果（图 4）显

示，敲低miR-103a-3p后，MCF-7细胞中PDK4 mRNA

和蛋白表达升高（t=11.27，26.31；均 P<0.01；图 4B）；

同样地，在 MDA-MB-231 细胞中敲低 miR-103a-3p

后，PDK4 mRNA和蛋白表达升高（t=8.06，23.22，均P

<0.01；图4C）。

2.5 下调 PDK4 抑制敲低 miR-103a-3p 的乳腺癌细

胞的糖酵解活性和细胞增殖

Olympus AU5400检测结果（图 5）显示，在miR-

103a-3p 稳定敲低的乳腺癌细胞中沉默 PDK4 基因

后，MCF-7 细胞的糖酵解活性减弱（t=4.33，P<0.05；

图 5A ）、乳酸产物减少（t=4.21，P<0.05；图 5B）、细胞

增殖被抑制（F=7.90, P<0.05 或 P<0.01；图 5C ）；

MDA-MB-231 细胞的糖酵解活性减弱（t=10.84，P<

0.01；图5A）、乳酸产物减少（t=11.61，P<0.01；图5B），

细胞增殖被抑制（F=8.71，P<0.05或P<0.01；图5D）。

3 讨 论

miRNA是一种高度保守的短序列非编码RNA，

它在转录后水平上调节基因表达[13]。越来越多的证

据[14]表明，miRNA在调控细胞增殖、分化与凋亡等重

要生物学过程中发挥着重要作用。miRNA表达异常

与人类癌症息息相关[15]。有研究[16]认为，miR-103a-

3p参与卵巢癌增殖、迁移、侵袭等重要活动。miR-

103a - 3p 被认为是结肠癌、乳腺癌的重要预后分

子[17-20]。本研究结果发现，乳腺癌组织与患者血清中

miR-103a-3p表达水平显著低于癌旁组织及正常人血

清（均P<0.01）。因此，本研究认为miR-103a-3p在乳
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腺癌中可能有抑癌作用。为验证以上推断，本课题

组在乳腺癌 MCF-7 及 MDA-MB-231 细胞中敲低

miR-103a-3p，通过检测乳腺癌细胞的增殖能力变化

发现，敲低 miR-103a-3p 的乳腺癌 MCF-7 与 MDA-

MB231 细胞的增殖能力显著增强。以上结果提示

miR-103a-3p在乳腺癌中是一个抑癌因子，此为乳腺

癌的诊断与治疗带来新的方向。

*P<0.05，**P<0.01 vs Ctrl group

A，C：Glucose consumption；B，D：Lactate production

图3 下调miR-103a-3p促进乳腺癌细胞MCF-7和MDA-MB-231的糖酵解活动

Fig. 3 miR-103a-3p knockdown promoted glycolysis in MCF-7 and MDA-MB-231 cells

**P<0.01 vs Ctrl group

A：miR-103a-3p binds 3’UTR of PDK4；B、C：The mRNA and protein level of PDK4

图4 miR-103a-3p调控PDK4的表达

Fig. 4 miR-103a-3p regulates the expression of PDK4
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*P<0.05，**P<0.01 vs Ctrl group

A: Glucose consumption; B: Lactate production；C: Proliferation of MCF-7 cells; D: Proliferation of MDA-MB-231 cells

图5 沉默PDK4抑制miR-103a-3p敲低的乳腺癌细胞糖酵解活动和细胞增殖

Fig. 5 Knockdown of PDK4 suppressed the glycolysis and cell proliferation in miR-103a-3p silenced breast cancer cells

在正常细胞中，糖酵解活动是由低氧环境引起

的；而肿瘤细胞即使在有氧条件下也偏向于通过糖

酵解方式进行葡萄糖代谢。这一现象被称为瓦博格

效应（Warburg effect）。如今，该效应已被认为是肿瘤

细胞代谢的典型特征。葡萄糖消耗或者乳酸生成增

加是糖酵解活动增强的两个重要指标。在本研究

中，miR-103a-3p敲低后乳腺癌细胞葡萄糖消耗增加

且乳酸生成速率增强，提示着糖酵解活动增强。此

外，在MCF-7细胞与MDA-MB-231细胞中敲低miR-

103a-3p，PDK4 mRNA与蛋白表达水平都显著上调。

由于PDK4是糖酵解活动重要的上游调节因子，本研

究认为miR-103a-3p可能是通过下调PDK4抑制糖酵

解活动。为了验证该猜想，在 miR-103a-3p 沉默的

MCF-7和MDA-MB-231细胞中进一步敲低PDK4，

观察结果显示，敲低 PDK4 的 MCF-7 和 MDA-MB-

231细胞增殖速率显著降低（均P<0.01）。

本研究首次阐明了 miR-103a-3p 在乳腺癌中的

抑癌作用。miR-103a-3p在乳腺癌组织与患者血清中

表达水平降低。稳定敲低miR-103a-3p促进乳腺癌

细胞增殖。此外，敲低miR-103a-3p后，乳腺癌细胞

中的PDK4表达增加并伴随糖酵解活动增强。进一

步地，笔者在miR-103a-3p稳定敲低的乳腺癌细胞中

沉默PDK4，细胞的糖酵解活动和细胞增殖能力受到

显著抑制。

综上所述，miR-103a-3p 是乳腺癌的重要抑癌

miRNA，它通过调控PDK4表达和影响有氧糖酵解抑

制乳腺癌细胞增殖。该研究可以为乳腺癌诊断和治

疗带来新的方向。
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