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miR-1207-5p通过靶向LIMD1调控乳腺癌T47D干细胞的增殖、迁移和

侵袭

杨洁泉，崔猛胜，董文文（长治医学院附属和平医院 乳腺科，山西 长治 046000）

[摘 要] 目的：探讨miR-1207-5p对乳腺癌T47D干细胞增殖、迁移和侵袭的影响及其可能的机制。方法: 以 IGF-1、EGF、

bFGF诱导、富集乳腺癌T47D干细胞并进行成球培养，流式细胞术分离干细胞，采用WB法检测干细胞分子标志物。采用qPCR

检测干细胞中miR-1207-5p的表达水平，双荧光素酶报告基因实验分析miR-1207-5p和LIMD1的靶向关系。CCK-8、Transwell和

划痕实验检测T47D干细胞的增殖、迁移和侵袭能力。WB法检测干细胞中LIMD1蛋白的表达水平。结果: 分离的T47D干细胞

能够形成细胞球，细胞球体积随培养天数的增加而增加；干细胞分子标志物 ALDH1、ESA 和 OCT4 的表达水平较亲本 T47D细

胞显著升高（P<0.05或P<0.01），miR-1207-5p在干细胞中高表达（P<0.01）。过表达miR-1207-5p显著促进T47D干细胞的增殖、迁

移和侵袭（均P<0.01），敲降miR-1207-5p显著抑制T47D干细胞的增殖、迁移和侵袭（均P<0.01）。miR-1207-5p靶向下调LIMD1

的表达（P<0.01），miR-1207-5p通过靶向下调LIMD1 促进乳腺癌 T47D 干细胞的增殖、迁移和侵袭能力（P<0.05或P<0.01）。

结论：miR-1207-5p通过靶向下调LIMD1的表达来促进乳腺癌T47D干细胞的增殖、迁移和侵袭能力。
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miR-1207-5p regulates the proliferation, migration and invasion of breast cancer
T47D stem cells by targeting LIMD1

YANG Jiequan, CUI Mengsheng, DONG Wenwen (Department of Mammary Gland, Heping Hospital Affiliated to Changzhi Medical

College, Changzhi 046000, Shanxi, China)

[Abstract] Objective: To explore the effect of miR-1207-5p on the proliferation, migration and invasion of breast cancer T47D stem

cells and its possible mechanism. Methods: Breast cancer T47D stem cells were induced and enriched with IGF-1, EGF and bFGF and

cultured into spheroids. The stem cells were separated by Flow cytometry, and molecular markers of stem cells were detected by WB.

qPCR was used to detect the expression level of miR-1207-5p in stem cells, and Dual luciferase reporter gene assay was used to analyze

the targeting relationship between miR-1207-5p and LIMD1. CCK-8, Transwell and Cell scratch test were used to detect the

proliferation, migration and invasion ability of T47D stem cells. WB was used to detect the expression level of LIMD1 protein in stem

cells. Results: The isolated stem cells could form cell spheres, and the volume of the cell spheres increased with the increase of culture

days. The expressions of stem cell molecular markers ALDH1, ESA and OCT4 were significantly higher than those of the parental

T47D cells (P<0.05 or P<0.01), and miR-1207-5p was highly expressed in stem cells (P<0.01). Overexpression of miR-1207-5p

significantly promoted the proliferation, migration and invasion of T47D stem cells (all P<0.01), and knockdown of miR-1207-5p

significantly inhibited the proliferation, migration and invasion of T47D stem cell (all P<0.01). miR-1207-5p targetedly downregulated

the expression of LIMD1 (P<0.01), by which it promoted the proliferation, migration and invasion of breast cancer T47D stem

cells (P<0.05 or P<0.01). Conclusion: miR-1207-5p promotes the proliferation, migration and invasion of breast cancer T47D stem

cells by targeted downregulation of the expression of LIMD1.
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乳腺癌是全世界女性中最常见的癌症，并已成

为女性癌症相关死亡的第二大主要原因[1-3]。尽管目

前在乳腺癌的防治管理方面有所改善，但每年仍然

有约 140万女性被诊断为乳腺癌[2]。因此，探究乳腺

癌的早期诊断和及时治疗至关重要。近年来，

miRNA已成为肿瘤分子治疗中最新的研究热点，可

通过下调其靶点参与肿瘤进展的生物学步骤，如癌

症的起始、增殖、转移、上皮-间充质转化、干细胞维

持、治疗反应和耐药性等[4]，且已经证实miRNA与乳

腺癌生物进程密切相关[5-6]。随着分子生物学技术的

进步以及癌干细胞学说的提出，关于miRNA在乳腺

癌干细胞中表达的研究逐渐深入。现有研究[7]表明，

miR-1207-5p在乳腺癌组织及细胞中异常高表达，促

进乳腺癌的发生发展。但是关于miR-1207-5p在乳

腺癌干细胞中表达高低对乳腺癌干细胞恶性生物学

行为影响的研究较少。因此，本研究将进一步探究

miR-1207-5p在乳腺癌干细胞中的表达水平及其对

乳腺癌干细胞恶性生物学行为的影响。

1 材料与方法

1.1 细胞系及试剂

人乳腺癌T47D细胞（货号：CBP60397）购于南京

科佰生物科技有限公司。

胰蛋白酶、胎牛血清、不完全培养基购于Sigma公

司，青霉素、链霉素购于上海艾研生物科技有限公司，

CCK-8试剂盒、β-actin抗体（1A4，500 μg/ml）购于上海

碧云天生物公司，ALDH1（BYK-10162R，1 mg/ml）、

OCT4（EPR17929 ，0.8 mg/ml）、FHIT（EPR10931，

0.8 mg/ml）、LIMD1（ab225714，0.2 mg/ml）、FRY

（ab150876，0.8 mg/ml）购买于英国Abcam公司，ESA

（HD-0593R，500 μg/ml）购于北京恒大百盛公司，实

时定量 PCR（qPCR）试剂盒购于南京诺唯赞公司，蛋

白质提取试剂盒购于南京凯基生物公司，BCA蛋白测

定试剂盒购于 Thermo 公司，Transwell 小室购买于

Millipore公司，LipofectamineTM 2000 Reagent、TRIzol试

剂购于 Invitrogen公司，PrimeScriptTM RT reagent Kit、

miRNA PrimeScriptTM RT reagent Kit购于TaKaRa公司，

双荧光素酶报告基因试剂盒购于北京百奥莱博公司。

1.2 乳腺癌细胞培养

T47D细胞培养在含10%胎牛血清、双抗（0.08 U/L青

霉素和0.08 g/L链霉素）的不完全培养基中，在37 ℃、

5%CO2恒温培养箱中培养，每2 d换液1次，待细胞汇合

度接近80%时用0.25%的胰蛋白酶溶液进行消化、传代。

取对数生长期的细胞进行后续实验。

1.3 乳腺癌干细胞的分离及富集

将收集的T47D细胞以4×104个/孔接种到低黏附

6孔板，培养于无血清培养基中，加入20 ng/ml IGF-1、

20 ng/ml EGF和 10 ng/ml bFGF，2~3 d添加一次生长

因子，并进行半量换液，连续培养 10 d，以富集T47D

干细胞。观察细胞球的形成，并在显微镜下获取图

像[1]。使用流式细胞仪分离T47D干细胞。

1.4 细胞转染

取对数生长期的 T47D干细胞，配置成细胞悬

液，以 1 500 个/孔接种于 96 孔板，待干细胞长至约

70% 汇合度时，用 LipofectamineTM 2000 分别转染

miR-1207-5p inhibitor、miR-1207-5p mimic、si-LIMD1、

pc-LIMD1 及阴性对照物（miR-NC、si-NC和 pc-NC），

每组设3个重复。转染成分分别为250 μl Opti-DMEM+

50 nmol/L mimic/inhibitor/NC、250 μ l Opti-DMEM+

5 μl LipofectamineTM 2000。将上述两者轻摇混匀后

室温静置 20 min，缓慢加入 96孔板中。收集转染后

的干细胞进行后续试验。

1.5 qPCR法检测乳腺癌干细胞中相关基因mRNA

的表达

使用TRIzol法提取转染前后干细胞中总RNA，分

别 使 用 PrimeScriptTM RT reagent Kit 和 miRNA

PrimeScriptTM RT reagent Kit进行逆转录。qPCR反应体

系为10 μl，包括SYBR Green Real Time PCR Master Mix

5 μl、cDNA模板30 ng、10 pmol/L上下游引物各0.4 μl（引

物序列见表1），RNase Free dH2O补至10 μl。qPCR扩

增条件如下：95℃预变性5 min；95℃变性30 s，72 ℃复

性及延伸30 s，共进行45个循环以U6 snRNA作为内参。

采用2-ΔΔCt法计算目的基因相对表达量。每个时段3个

样品，每个样品重复实验3次。

表1 qPCR引物序列

Tab.1 Primer sequences for qPCR

Target

U6

miR-1204

miR-1206

miR-1207-5p

miR-1207-3p

miR-1208

Sequence

F: 5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'

R: 5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'

F: 5'-GUGGCCUGGUCUCCAUUACC-3'

R: 5'-CTCTACAGCTATATTGCCAGCCAC-3'

F: 5'-CAGTGTTCATGTAGATGTTTAAGCTCTTG-3'

R: 5'-GCATAATTTGGCAGCGTTCA-3'

F: 5'-GCTGGCTGGGTCTGGTAGTG-3'

R: 5'-GGTCAGCTAACAGAAGTGCTGTCTT-3'

F: 5'-TCAGCTGGCCCTCATTTC-3'

R: 5'-GAAATGAGGGCCAGCTGA-3'

F: 5'-TGGTGGGCAACAATGAATCA-3'

R: 5'-CCGTCTCCGCCTGTCTGA-3'

1.6 WB实验检测干细胞中相关蛋白的表达

使用总蛋白提取试剂盒提取转染前后干细胞中

的总蛋白，总蛋白上样量20 μg，依次进行电泳、转膜、
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封闭，加入一抗（ALDH1，1∶1 000；OCT4，1∶1 000；

FHIT，1∶1 000；LIMD1，1∶1 000；FRY，1∶1 000；ESA，

1∶1 000），4 ℃孵育过夜；次日加入HRP标记的二抗

（1∶5 000），室温孵育2 h，使用ECL显色，同时以β-actin

为内参。显影后拍照并使用 ImageJ测定条带灰度值。

1.7 CCK-8实验检测干细胞的增殖能力

收集转染前后处于对数生长期的T47D干细胞，

用胰酶消化，制备成细胞悬液，计数后以 1 000个/孔干

细胞接种于 96孔板，置于 37 ℃、5%CO2恒温培养箱

中预培养。向每孔中加含 10% CCK-8的完全培养

基溶液100 μl，放置在 37 ℃、5%CO2 培养箱内孵育

90 min。用酶标仪测定λ=450 nm处的光密度（D）值。

1.8 Transwell实验检测干细胞的侵袭能力

将转染24 h后的T47D干细胞用胰酶消化，重悬

于无血清培养液中 ，接种到预覆盖 Matrigel 的

Transwell小室上层，底部为常规培养基，24 h后取出

小室，甲醛和乙酸的混合液固定T47D干细胞 15 min，

PBS冲洗 3次，用棉签擦去未穿过小室的细胞，结晶

紫染色后使用PBS冲洗 3次。随机选择视野进行拍

照，计算发生侵袭的细胞数目。

1.9 划痕实验检测干细胞的迁移能力

将对数生长期的转染前后的T47D干细胞收集

后制备成细胞悬液，接种于包被基质胶的培养皿中，

培养至形成单细胞层。在底部划痕（划痕初始宽度

为 20 mm）后在含 10% 胎牛血清的培养液中培养

24 h，以显微镜观察划痕初始及培养 24 h后T47D干

细胞向划痕区域迁移的相对距离。

1.10 双荧光素酶报告基因实验验证miR-1207-5p与

靶基因的靶向关系

利用 miRanda（http://www. microna. org）、PicTar

（http：//pictar. mdc-berlin. de）和 miRDB（http：//www.

mirdb.org）在线预测和分析miR-1207-5p的靶基因及

其3'-UTR区可能的结合位点。将处于对数生长期的

T47D干细胞在96孔板中进行培养，汇合度达80%时

将野生型（WT）和突变型（MUT）的靶基因报告载体

分别与 miR-NC 或 miR-1207-5p mimic 共转染至

T47D 干细胞。转染后继续培养 48 h，在每孔加入

100 μl裂解液后离心并收集上清至96孔板中，再向每

孔中加入 40 μl萤火虫荧光素酶底物，轻摇 10 s混匀

后检测荧光强度。再向 96孔板中加入 40 μl海肾荧

光素酶底物，轻摇10 s舒缓匀后检测荧光强度。

1.11 统计学处理

采用SPSS 20.0软件进行统计学分析，上述 1.5~

1.10的实验均独立重复 3次。符合正态分布的计量

资料以 x̄±s 表示，两组间数据的差异比较采用 t 检

验，以 P<0.05、P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 乳腺癌T47D干细胞的富集和成功分离

流式细胞术分离经悬浮培养富集的T47D干细

胞，随后观察分离得到的T47D干细胞的成球能力。

结果发现，分离获取的 T47D 干细胞能够形成细胞

球，且随着培养天数的增加细胞球的体积也随之增

加（图1A）。WB实验结果表明，收集的T47D干细胞

分子标志物 ALDH1、ESA 和 OCT4 的表达较亲本

T47D细胞均显著升高（P<0.05或P<0.01，图1B）。

*P<0.05，**P<0.01 vs T47D cell group

A: Cell spheroidization experiment; B: WB was used to detect the expression level of related proteins in T47D CSC

图1 乳腺癌T47D干细胞的富集与鉴定

Fig.1 Enrichment and identification of breast cancer T47D CSC

2.2 miR-1207-5p对乳腺癌T47D干细胞增殖、迁移

和侵袭的影响

qPCR 法检测乳腺癌 T47D 干细胞中多癌敏

感性区域 8q24.2中miR-1204、miR-1206、miR-1207-3p、

miR-1207-5p、miR-1208表达，结果显示，miR-1207-5p在

T47D干细胞中表达最高（P<0.01，图2A）。CCK-8实验

检测结果显示，转染miR-1207-5p mimic的T47D干细

胞增殖活力高于miR-NC组（P<0.01，图2B）。划痕实验

结果表明，miR-1207-5p mimic组的T47D干细胞划痕后

愈合速度明显高于 miR-NC 组（P<0.01，图 2C）。

Transwell侵袭实验结果表明，miR-1207-5p mimic组的

T47D干细胞穿过小室膜的细胞数目为（586±15）个/视

野，miR-1207-5p inhibitor组穿过小室膜的细胞数为（53±

11）个/视野，而miR-NC组中穿过小室膜的T47D干细

胞数目为（176±6）个/视野，每两组间的差异具有统计学

意义（均P<0.01，图2D）。
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△△P<0.01 vs miR-1207-5p group; **P<0.01 vs miR-NC group

A: The expression level of miRNAs in breast cancer T47D stem cells were detected by qPCR assay; B: CCK-8 assay was used to detect

the proliferation activity of breast cancer T47D stem cells; C: The migration ability of breast cancer T47D stem cells was detected by

scratch test; D: Transwell assay was used to detect the invasiveness of breast cancer T47D stem cells (×100)

图2 miR-1207-5p对乳腺癌T47D干细胞增殖、迁移和侵袭的影响

Fig.2 Effects of miR-1207-5p on proliferation, migration and invasion of breast cancer T47D stem cells

2.3 T47D干细胞中LIMD1是miR-1207-5p的靶基因

利用 miRanda（http://www. microna. org）、PicTar

（http：//pictar. mdc-berlin. de）和 miRDB（http：//www.

mirdb.org）在线预测和分析miR-1207-5p的靶基因及其

3'-UTR区可能的结合位点，预测结果显示，FHIT、LIMD1

及FRY都与miR-1207-5p存在部分互补（图3A）。WB

实验结果表明，相较于亲本乳腺癌T47D细胞，FHIT、

LIMD1及FRY在T47D干细胞中的表达都有不同程度

降低，且LIMD1的表达水平最低（P<0.05，图3B）。双

荧光素酶报告基因实验结果显示，将miR-1207-5p mimic

和WT-LIMD1共转染T47D干细胞后，荧光素酶的活

性受到明显的抑制（P<0.05），而miR-1207-5p T47D和

MUT-LIMD1共转染T47D干细胞后，荧光素酶的活性

未受到明显抑制（图3C）。

*P<0.05，**P<0.01 vs T47D group or miR-1207-5p group

A: The binding site between miR-1207-5p and related genes; B: WB assay was used to detect the expression levels of related proteins;

C: Dual luciferase reporter gene assay verified the targeting relationship between miR-1207-5p and related genes

图3 T47D干细胞中LIMD1是miR-1207-5p的靶基因

Fig.3 LIMD1 in T47D stem cells was a target gene of miR-1207-5p
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2.4 miR-1207-5p 通过下调 LIMD1 促进乳腺癌

T47D干细胞的增殖、侵袭和迁移

WB 实验结果表明，转染 miR-1207-5p mimic 抑

制LIMD1蛋白的表达（P<0.01，图4A）；CCK-8实验结果

表明，转染pc-LIMD1使过表达LIMD1可有效抑制T47D

干细胞的增殖（P<0.01），但同时过表达miR-1207-5p和

LIMD1蛋白可逆转过表达LIMD1对T47D干细胞的

增殖的抑制作用（P<0.05或P<0.01，图 4B）。细胞划

痕实验结果表明，与 pc-NC 组相比，转染 pc-LIMD1

组能有效减缓细胞划痕的愈合速度（P<0.01），但同时

过表达 miR-1207-5p 和 LIMD1 蛋白可逆转过表达

LIMD1 对细胞划痕愈合的缓解作用（图 4C）。

Transwell实验结果表明，过表达LIMD1蛋白能有效

降低T47D干细胞的侵袭能力（P<0.01，图 4D），同时

过表达 miR-1207-5p 和 LIMD1 蛋白可逆转过表达

LIMD1对细胞侵袭能力的抑制作用（P<0.01，图4D）。

由此可知，miR-1207-5p可通过下调LIMD1的表达促

进T47D干细胞的增殖、侵袭和迁移。

▲▲P<0.01 vs miR-NC group；*P<0.05, **P<0.01 vs pc-NC group;△△P<0.01 vs pc-LIMD1 group

A: WB assay was used to detect protein expression level of LIMD1; B: CCK-8 was used to detect the proliferation activity of

breast cancer T47D stem cells; C: The migration ability of breast cancer T47D stem cells was detected by scratch test;

D: Transwell assay was used to detect the invasiveness of breast cancer T47D stem cells (×100)

图4 miR-1207-5p通过调控LIMD1影响乳腺癌T47D干细胞的增殖、侵袭和迁移

Fig.4 miR-1207-5p affected the proliferation, invasion and migration of breast cancer T47D stem cells by regulating LIMD1

3 讨 论

中国女性群体中乳腺癌的发病率和致死率处于

世界较低水平，但农村地区目前呈现迅速增长的趋

势。国内目前每年新发乳腺癌患者16.9万例，占全球

新发病例的 12.25%，位列世界第二（美国 18.2万）[8]。
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肿瘤干细胞（CSC）是具有自我更新和分化能力的癌

细胞亚群，已被证实有助于癌症的治疗抗性和转移，

从而导致患者癌症的复发和死亡[9-10]，靶向乳腺癌干

细胞可能会提高治疗效果[9]。因此，研究乳腺癌干细

胞的生物学过程对乳腺癌的治疗有重要意义。

从乳腺癌细胞中分离乳腺癌干细胞是研究其恶

性生物学特性的基础。目前，许多研究者都是通过

干细胞表面特有的抗原来识别干细胞，而ALDH1[10]、

ESA[11]和OCT4[12]都被认为是乳腺癌干细胞的重要标

志物，例如ROBB等[13]通过ALDH1、OCT4的表达水

平来判断雌激素对乳腺癌干细胞的影响。本研究采

用 WB 法检测 ALDH1、ESA 和 OCT4 的表达来鉴定

是否成功分离了乳腺癌干细胞，结果发现，在T47D

干细胞中ALDH1、ESA和OCT4的表达显著升高，表

明乳腺癌干细胞分离成功。

miRNA是一类非编码内源性小RNA，长度约为

20~24 nt。研究[10-14]表明，超过一半的miRNA与肿瘤

相关，控制着 30%左右基因的表达。miRNA通过影

响下游蛋白的表达发挥促癌或抑癌的生物学功能，

如miR-122通过靶向G9a促进肝细胞癌增殖、集落形

成和迁移侵袭能力[15]；miR-139 通过靶向 CXCR4 抑

制乳腺癌干细胞干性，抑制乳腺癌恶性进展[16]。

miR-1207-5p是近几年发现的一种能影响肿瘤发生

发展的miRNA，已被证实在多种癌症中均异常表达。

YAN等[17]发现，miR-1207-5p在乳腺癌组织及细胞系

中高表达，且可通过直接调节 STAT6促进乳腺癌细

胞的增殖；HOU等[18]发现，miR-1207-5p可通过抑制

LZTS1的表达调节三阴性乳腺癌细胞对紫杉醇

治疗的敏感性。miR-1207-5p可调控肿瘤干细胞

的生物学行为，例如 FARHANA 等 [19]发现高表达

的miR-1207-5p能显著促进结肠癌细胞干性。但关

于miR-1207-5p调控乳腺癌干细胞的研究鲜有报道。

本研究发现，miR-1207-5p在乳腺癌 T47D干细胞中

表达上调，敲降miR-1207-5p显著降低T47D干细胞

增殖、侵袭和迁移能力。

LIMD1 是广泛存在于肺癌[20-21]、乳腺癌[22-23]、胃

癌[24]、宫颈癌[25-26] 等实体瘤中的抑癌因子之一。

LIMD1 基因位于人染色体 3p213，与 zyxin、LPP、

TRIP6等一起构成ZYXIN家族，参与细胞信号转导、

细胞分化及细胞间黏附等，能有效维持正常细胞的

生理活动，同时也能有效抑制肿瘤细胞的增殖、生

长、浸润等[22]。研究[23,27-29]发现，LIMD1基因在人类多

种实体瘤中的表达下调，主要以基因缺失、启动子甲

基化、基因突变及基因沉默为主，其表达水平与癌症

的发生发展及预后相关。本研究通过 miRanda、

PicTar和miRDB预测获知，LIMD1是miR-1207-5p的

靶基因，再以双荧光素酶报告基因实验证实了两者

的靶向关系，同时发现 miR-1207-5p 可靶向下调

LIMD1的表达，且过表达LIMD1能显著抑制乳腺癌

干细胞的恶性生物学行为。

综上，miR-1207-5p通过靶向下调LIMD1的表达

促进乳腺癌T47D干细胞的增殖、迁移和侵袭，该结

果为乳腺癌的诊断和预后提供了一定的实验基础，

同时也为乳腺癌的治疗提供了新的潜在的治疗

靶点。
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