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[摘 要] 目的：探讨miR-520d通过调控自噬逆转三阴性乳腺癌（TNBC）细胞化疗耐药的作用及分子机制。方法：以人TNBC

细胞系MDA-MB-231和MDA-MB-468为亲本株细胞构建多西他赛（Doc）耐药细胞株MDA-MB-231/Doc和MDA-MB-468/Doc，

实验分为空白组（亲本细胞）、对照组（耐药细胞组）和过表达miR-520d组。用qPCR检测空白组和耐药细胞组细胞中miR-520d的

表达水平，MTT实验检测过表达miR-520d的耐药细胞对Doc的敏感性，MDC染色后荧光显微镜观察细胞中自噬小体的发生情

况、共聚焦显微镜观察过表达miR-520d的耐药细胞中自噬相关蛋白LC3阳性的细胞数。用荧光素酶报告基因实验验证miR-

520d与Beclin1的靶向关系。用WB实验检测过表达miR-520对细胞中自噬相关蛋白Beclin1和LC3Ⅰ、LC3Ⅱ表达的影响。结果：
TNBC耐药细胞中miR-520d的表达水平明显低于空白组细胞（P<0.01）。过表达miR-520d的耐药细胞对Doc的敏感性显著提高

（P<0.01）、细胞的自噬活性明显降低（P<0.01）。荧光素酶报告基因实验证明Beclin1是miR-520d可能的靶分子。Doc与miR-

520d mimics联合使用可降低TNBC耐药细胞中LC3-Ⅱ/Ⅰ比值和自噬蛋白Beclin1的表达水平（均P<0.05）。结论：通过调控miR-

520d水平可能改变自噬蛋白Beclin1表达，从而逆转TNBC细胞Doc化疗耐药性。
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miR-520d over-expression reverses chemotherapy resistance of TNBC via inhibit-
ing autophagy protein Beclin1
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to Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 200062, China; 2. Department of General Surgery, Minhang Dis-
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[Abstract] Objective: To investigate the role and molecular mechanism of miR-520d in reversing the chemoresistance of triple nega-

tive breast cancer (TNBC) by regulating autophagy. Methods: Docetaxel (Doc) resistant cell lines MDA-MB-231/Doc and MDA-MB-

468/Doc were constructed by using human TNBC cell lines MDA-MB-231 and MDA-MB-468 as parental cells, and the cells were di-

vided into blank group (parental cells), control group (drug-resistant group), and miR-520d over-expression group. The expression lev-

els of miR-520d in cells of the blank and drug-resistant groups were detected by qPCR. The Doc-sensitivity of resistant cells over-ex-

pressing miR-520d was detected by MTT assay. After MDC staining, the generation of autophagosome in cells was observed under fluo-

rescence microscopy; the number of miR-520d over-expressed resistant cells with positive LC3 expression was observed under confo-

cal microscopy. The luciferase reporter gene assay was used to verify the targeting relationship between miR-520d and Beclin1. The ef-

fect of miR-520d mimics on the expression of autophagy-associated protein Beclin1, and LC3Ⅰ, LC3Ⅱ in cells was detected by WB as-

say. Results: The results of qPCR showed that the expression of miR-520d in the drug-resistant TNBC cells was significantly lower

than that of normal cells (P<0.01). In drug-resistant cells over-expressing miR-520d, the Doc-sensitivity was significantly improved,

while the autophagy activity was significantly reduced (all P<0.01). At the same time, luciferase experiments demonstrated that Beclin1

was a possible target molecule of miR-520d (P<0.05). WB results showed that the combination of docetaxel and miR-520d mimics re-

duced the LC3-II/I ratio and the expression of autophagy protein Beclin1 in drug-resistant TNBC cells (all P<0.05). Conclusion: The
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regulation of miR-520d levels may alter the expression of autophagy protein Beclin1, thereby reversing Doc chemotherapy resistance in

TNBC cells.
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三阴 性 乳 腺 癌（triple-negative breast cancer，

TNBC）是指雌激素受体（ER）、孕激素受体（PR）和人

表皮生长因子受体-2（HER-2）均为阴性的一类乳腺

癌，其预后差、复发转移率高、病死率高[1]。化疗耐药

是影响TNBC疗效的重要原因[2]。过度自噬是肿瘤

耐药发生的机制之一。Beclinl是自噬激活/启动的一

个标志蛋白，在肿瘤细胞中Beclin1可以通过调控自

噬参与肿瘤细胞耐药发生[3]。多西他赛（docetaxel，

Doc）作为肿瘤的主要化疗药物之一，其耐药已被证

实与自噬相关[4]。miRNA作为一类非编码单链小分

子，可以与其靶基因的 3'非编码区（3'UTR）特异性结

合，抑制靶基因表达。研究[5]显示，miRNA可以通过

调控自噬相关基因转录后表达水平，进而调控细胞

自噬水平，影响肿瘤细胞耐药。但在TNBC中其具体

机制尚未明了。本研究通过探讨miRNA-自噬信号

轴对TNBC细胞耐药的影响，旨在为临床治疗耐

药性TNBC提供实验依据和新的策略。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

TNBC 细胞系 MDA-MB-231、MDA-MB-468 购

自中国科学院上海细胞库。

DMEM培养基和 0.25%胰蛋白酶购自上海源培

生物科技股份有限公司，胎牛血清购自Gibco公司，

Doc 购自江苏恒瑞制药，MTT 试剂购自 SangonBio-

tech 公司，qPCR 试剂盒购自日本 TaKaRa 公司，

DMSO购自 Sigma 公司，兔抗人Beclin1、LC3和 β-

actin（内参照）单克隆抗体、辣根过氧化物酶（HRP）标

记的山羊抗兔 IgG购自美国Abcam公司，miR-520d

mimics购自美国Qiagen公司，MDC染液、GFP-LC3

试剂盒购自上海普盛生物科技有限公司，pGL3-

Beclin1 3'UTR-promotor重组质粒构建由上海基科生

物有限公司设计完成。

1.2 细胞培养、转染与分组

MDA-MB-231 和 MDA-MB-468 细胞用含 10%

胎牛血清、100 U/ml 青霉素和 100 μg/ml 链霉素的

DMEM培养液，在 37 ℃、5%CO2饱和湿度的培养箱

中培养。取对数生长期细胞在10 nmol/L Doc培养基

中培养 2~3个月，以构建Doc耐药细胞株MDA-MB-

231/Doc和MDA-MB-468/Doc。

耐药细胞株构建成功后，选取对数生长期的细

胞，胰酶消化后 ，将用 DMEM 培养基调整密度为

1×105个/ml的细胞接种到6孔板（2 ml/孔），于37 ℃、

5%CO2培养箱中培养 24 h。按照说明书进行 miR-

520d minics转染，转染 48 h后于荧光显微镜下观察

细胞的转染效果。实验分为空白组（亲本细胞）、对

照组（耐药细胞组）和过表达miR-520d组。

1.3 qPCR检测各组乳腺癌细胞中miR-520d miRNA

的表达水平

培养对照组和过表达miR-520d组细胞至汇合度

达 40%时，用TRIzol提取细胞中总RNA，用TaqMan

miRNA逆转录试剂盒进行逆转录，用PCR进行扩增，

根据试剂盒说明书用 qPCR 试剂盒进行定量分析。

PCR所需引物序列：miR-520d F为ACACTCCAGCT-

GGGCTACAAAGGGAAGC，R 为 CTCAACTGGTG

TCGTGGA；β - actin F 为 ATTGCCGACAGGATG-

CAGAA，R为GCTGATCCACATCTGCTGGAA。PCR

反应条件：50 ℃孵育 2 min，95 ℃反应 10 min，共 40

个循环，以 β-actin作为内参。每个样本做 3个复孔，

取平均值为Ct值，采用2-ΔΔCt法计算miR-520d的表达

水平。

1.4 MTT法检测不同浓度Doc对乳腺癌耐药细胞增

殖的影响

取对数生长期空白组和对照组细胞，以5×103/孔

接种于 96孔板（100 µl/孔），贴壁生长 12 h后加入不

同浓度（0、3.125、6.25、12.5、25、50、100 μmol /L）的

Doc继续培养 24 h，每孔加入 100 µl（0.5 mg/L）MTT

液，置于37 ℃、5%CO2培养箱培养4 h，吸弃旧的培养

液，加入100 µl/孔甲臜溶解液，充分混匀后置入37 ℃

培养箱孵育4 h，后于酶标仪测定波长490 nm处的光

密度（D）值。计算细胞的增殖率（实验组D值/对照组

D值），确定药物 IC50。

1.5 MDC染色法检测过表达miR-520d对耐药细胞

自噬小体形成的影响

MDC染色检测过表达miR-520d组细胞自噬的

影响。离心，收集对照组和过表达miR-520d组细胞；

用 1×清洗缓冲液清洗细胞后重悬至 1×106个细胞/

ml。取适量细胞至新EP管内，加入MDC染液轻轻

混匀，避光孵育细胞 30~45 min，然后用 1×冲洗缓冲

液清洗细胞2~3次。加入抗荧光淬灭封片剂，荧光显

微镜下观察细胞中自噬小体的形成情况。

1.6 共聚焦显微镜观察过表达miR-520d对耐药细

胞自噬相关蛋白LC3的影响

取对照组和过表达miR-520d组细胞，以5×104细
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胞/孔的密度接种于 6孔板，置入细胞培养箱中过夜

培养。次日细胞完全贴壁后，更换新鲜培养基，加入

GFP-LC3。24 h后，吸出培养液，PBS清洗后，4 ℃离

心收集细胞，在 4%多聚甲醛中 4 ℃固定 15 min，吸

出，PBS洗涤两次后，防淬灭封片剂封片，在共聚焦显

微镜下观察自噬相关蛋白LC3阳性的细胞数。

1.7 WB检测过表达miR-520d对耐药细胞自噬相关

蛋白表达的影响

分别收集处于对数生长期的各组细胞5×106个，

加入300 μl RIPA裂解液提取细胞总蛋白，用BCA试

剂盒检测各组总蛋白浓度，调平蛋白浓度后，取等量

蛋白用10% SDS-PAGE 分离，转移至 PVDF 膜，5%

脱脂牛奶室温封闭PVDF膜1 h，随后分别加入兔抗

人Beclin1、LC3和β-actin单克隆抗体（1∶1 000），4 ℃

封闭过夜，第 2天弃去一抗，加入HRP标记的山羊抗

兔 IgG二抗（1∶3 000）室温封闭1 h，滴加ECL显色液

显色，在凝胶成像系统中显影并获取蛋白质条带图

片，以目的蛋白LC3、Beclin1与内参（β-actin）蛋白的

比值作为目的蛋白的相对表达量。

1.8 荧光素酶报告基因实验验证 Beclin1 与 miR-

520d的靶向关系

将 Beclin1 3’UTR 克隆连接入 pGK-Gluc 载体

上，构建 pGK-Gluc-Beclin13’UTR载体，将其与miR-

520d mimics共转染TNBC细胞，检测荧光素酶活性。

通过生物信息学方法预测 Beclin1 上存在的 miR-

520d 结合位点。用 qPCR 扩增 Beclin1 上含有 miR-

520d结合位点的 3'UTR区域基因片段，将该片段插

入pGL3-promoter荧光素酶载体，构建Beclin1 3'UTR

野生（Wt）质粒；再利用基因位点突变技术对结合位

点的部分核苷酸进行突变，构建Beclin1 3'UTR突变

（Mut）质粒。用 Beclin1 3'UTR Wt 质粒或 Beclin1

3'UTR Mut质粒、海肾荧光素酶对照质粒 pRL-SV40

与 miR-520d mimics 对 MDA-MB-231/Doc 细胞进行

共转染，将构建的质粒及不同浓度（0、20、40、80

μmol/L）的 miR-520d mimics 共转染进入 MDA-MB-

231/Doc细胞中。根据双荧光素报告基因试剂盒说

明书避光测定荧光素酶活性。

1.9 统计学处理

qPCR、WB、MTT 等实验均重复 3 次。采用

SPSS 24.0版软件进行数据处理，用 GraphPad Prism

7 软件绘制图片。组间比较方差齐且服从正态分

布时用 One-Way ANOVA 检验，反之则用非参数检

验。以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 成功构建Doc耐药细胞系

qPCR实验结果（图1A）表明，不同浓度的Doc处

理形成的耐药细胞MDA-MB-231/Doc和MDA-MB-

468/Doc中miR-520d相对表达水平显著低于空白组

细胞（均P<0.01）。结果提示，Doc耐药细胞中miR-

520d呈低表达。

MTT 实验结果（图 1B、C）表明，耐药细胞组

MDA-MB-231/Doc（IC50=38 μmol/L）、MDA-MB-468/

Doc（IC50=60 μmol/L）细胞的增殖率显著高于空白组

MDA-MB-231（IC50=3.8 μmol/L）、MDA-MB-468（IC50

=6 μmol/L）（均P<0.01）。

**P<0.01 vs Parental or MDA-MB-231/MDA-MB-468 group

图1 TNBC细胞中miR-520d的表达（（A））及不同浓度Doc对空白组和耐药组细胞增殖（B、C））的影响

Fig.1 The expression of miR-520d (A) in TNBC cells and effects of different concentrations of

Doc on proliferation of cells in the blank and drug-resistant groups (B,C)

2.2 过表达miR-520d增加耐药细胞对Doc的敏感性

MTT实验结果（图2）显示，过表达miR-520d后，

过表达组 MDA-MB-231/Doc（IC50=13.25）和 MDA-

MB-468/Doc（IC50=18.54）对Doc的敏感性显著高于

对照组MDA-MB-231/Doc（IC50=44.76）和MDA-MB-

468/Doc（IC50 =63.43）细胞（均P<0.01）。结果提示，提

高 miR-520d 的表达水平可逆转 TNBC 耐药细胞对

Doc的耐药性。

2.3 过表达miR-520d可降低细胞的自噬活性

MDC 染色结果（图 3A）显示，与对照组比较，

miR-520d mimics组自噬小体显著减少，提示过表达

miR-520d可以抑制耐药细胞的自噬能力。GFP-LC3
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检测结果（图 3B）表明，与对照组比较，过表达miR-

520d 组细胞中自噬相关蛋白 GFP-LC3 被抑制（P<

0.01）。实验结果表明，过表达 miR-520d 可以抑制

TNBC耐药细胞的自噬能力。

**P<0.01 vs Ctrl group

图2 Doc对耐药细胞组和过表达

miR-520d组细胞增殖的影响

Fig.2 Effects of Doc on proliferation of cells in the drug-

resistant group and miR-520d mimics group

**P<0.01 vs Ctrl group

A: MDC stained cytolysosomes (×600);

B: GFP-LC3 stained cells

图3 MDC染色法和共聚集显微镜检测过表达miR-520d

对TNBC耐药细胞自噬的影响

Fig. 3 MDC staining and congregated microscopy were used

to detect the effect of miR-520d over-expression on the

autophagy of drug-resistant TNBC cells

2.4 Beclin1与miR-520d的靶向调控关系

通过miRanda网站（http://www.microrna.org/mi-

crorna/getDownloads.do）预测与Beclin1相关的miR-

NA结果（图4A）发现，miR-520d 与其3’UTR结合，其

可能是miR-520d的靶分子。荧光素酶报告基因实验

结果（图4B）显示，miR-520d mimics呈浓度依赖性降

低Doc耐药细胞的相对荧光素酶活性（P<0.05或P<

0.01）。结果提示，miR-520d能够抑制Beclin1 3' UTR

区域活性；同时在不含有结合位点的质粒组中，耐药

细胞的荧光活性未受到抑制，表明miR-520d仅通过

该位点抑制Beclin1的表达，进而降低细胞的自噬水

平，逆转TNBC耐药细胞对Doc的耐药。

*P<0.05, **P<0.01 vs Ctrl plasmid

A: miR-520d contains 1 action site in the 3 'UTR of Beclin1;

B: Detection of fluorescence activity intensity

of MDA-MB-231/Doc

图4 荧光素酶报告基因检测 miR-520d 与与 Beclin1 3’’UTR

序列的结合

Fig.4 miR-520d bound to 3'UTR of Beclin1 verified

by luciferase reporter gene assay

2.5 过表达miR-520d降低耐药细胞中自噬相关蛋

白的表达水平

WB检测结果（图5）显示，在Doc的作用下，细胞

中自噬相关蛋白 Beclin1 表达水平明显上升（均 P<

0.05），说明Beclin1的高表达可能是TNBC细胞耐药

的主要原因之一；Doc+过表达 miR-520d 组细胞中

Beclin1和LC3Ⅱ/LC3Ⅰ相对表达水平显著下降（均P<

0.05），提高了耐药株对Doc的敏感性。结果表明，过

表达miR-520d能够抑制耐药细胞中自噬相关蛋白的

表达，而miR-520d可能通过作用于Beclin1影响耐药

细胞的自噬过程。

3 讨 论

TNBC作为一类难治性、病死率高的乳腺癌，内

分泌治疗效果不佳，化疗为其重要治疗手段，Doc为

其常用化疗药，然而，TNBC容易对化疗药物产生耐

药性，严重影响其疗效[6]。因此，研究TNBC的化疗

耐药机制对提高其疗效具有重要意义。

在肿瘤细胞中，Beclin1可以通过调控自噬参与

肿瘤细胞耐药发生[7]。研究[8]发现，Doc诱发细胞内

质网应激，轻微应激可促进应激活化信号分子 c-Jun
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氨基末端激酶-1 介导的 Bcl-2 磷酸 化 ，进 而 导致

Beclin1的释放促进自噬发生；同时释放的Beclin1可

与Bax结合抑制细胞凋亡，使得肿瘤细胞拮抗凋亡，

最终导致肿瘤耐药。GU等[9]研究证实，在乳腺癌细

胞中降低Beclin1表达水平可提高其化疗敏感性。

*P<0.05 vs Ctrl group；△P<0.05 vs or Doc group

图5 Doc和miR-520d mimics对TNBC耐药细胞自噬

相关蛋白的影响

Fig.5 Effects of Doc and miR-520d mimics on autophagy-

associated proteins in drug-resistant TNBC cells

miRNA可以通过靶向自噬相关的基因调控人类

肿瘤细胞中的自噬水平[10]。研究[11]证明，miRNA可

以通过调控细胞自噬相关基因转录后表达水平，进

而调控细胞的自噬水平。有研究者[12]发现，miRNA

可以通过调控细胞自噬水平进而影响肿瘤细胞的耐

药。体内外实验研究结果[13]证实，miR-381靶向Wnt

信号通路抑制 TNBC 的发展。DENG 等[14]阐述了

hsa-miRNA-143-3p/CIAPIN1耐药途径的潜在机制。

hsamiRNA-143-3p作为肿瘤抑制性miRNA，可能是

有效逆转TNBC细胞耐药的新靶点。近年来，miR-

520d与肿瘤的关系也逐渐被重视。miR-520d通过下

调EphA2的表达能够抑制胃癌细胞的增殖、迁移和

侵袭[15]。尽管现有一部分针对miR-520d的报道，但

是对miR-520d逆转TNBC细胞化疗耐药的研究仍然

不足，尤其是其在细胞自噬中的调控作用机制尚未

明了，因此探讨miR-520d表达调控机制对TNBC化

疗耐药的影响有极其重要的临床意义。

本研究发现，成功构建的 TNBC 耐药株 MDA-

MB-231/Doc和MDA-MB-468/Doc中miR-520d的表

达明显低于非耐药的MDA-MB-231和MDA-MB-468

细胞，提示miR-520d可能是TNBC治疗潜在的靶点。

miR-520d在Doc耐药细胞中的低表达，表明miRNA

表达水平在肿瘤发生中可能发挥着关键作用。有研

究[16]发现，miR-520d可能是诊断乳腺癌的一个特异

性生物标志物，其在乳腺癌中高表达，尤其是HER-2

阴性乳腺癌；在 TNBC MDA-MB-231细胞研究[17]中

发现，过表达miR-520d可以减弱细胞的增殖和迁移，

然而却没有进一步探索其具体机制。本研究发现，

过表达miR-520d的TNBC耐药细胞对Doc的敏感性

显著提高，说明 miR-520d 可能通过某些机制逆转

TNBC细胞的耐药；MDC和GFP-LC3染色结果同时

证实，在过表达miR-520d的TNBC耐药细胞中自噬

活性明显降低；同时生物信息学软件预测和荧光素

酶基因实验证明Beclin1是miR-520d的可能靶分子；

WB结果再次验证了Doc与miR-520d mimics联合使

用可降低TNBC细胞中自噬相关蛋白Beclin1的表达

和LC3-II/I比值。

总之，本研究证实在人TNBC细胞中上调miR-

520d水平可抑制自噬相关蛋白Beclin1的表达，导致

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值的下降，从而逆转TNBC细胞化疗耐

药。miR-520d在TNBC细胞自噬调控中的作用和分

子机制为TNBC细胞化疗耐药提供了新的靶点。
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