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紫甘薯花色苷通过 circ_0003998/miR-145轴调控乳腺癌MDA-MB-231
细胞的增殖、迁移和侵袭

马建萍 a，宋连川 b，赵成茂 a，吕永 a，李华 c，汪学昌 c（青海省第五人民医院 a. 乳腺科；b. 病理科；c. 放疗科，青海

西宁 810000）

[摘 要] 目的：探讨紫甘薯花色苷（purple sweet potato anthocyanin, PSPA）是否通过 circ_0003998/miR-145 轴调控乳腺癌

MDA-MB-231细胞的增殖、迁移和侵袭。方法：选用乳腺癌MDA-MB-231细胞，将其分为对照组，200、400和 800 μg/ml PSPA

组，pcDNA 组、pcDNA-circ_0003998 组、si-NC 组、si-circ_0003998 组、si-circ_0003998+anti-miR-145 组、PSPA+pcDNA 组、PSPA+

pcDNA-circ_0003998组和 PSPA+anti-miR-145组。用 qPCR法检测细胞中 circ_0003998和miR-145的表达，CCK-8法、Transwell

小室法分别检测转染前后细胞的增殖、迁移和侵袭能力，WB法检测细胞中Ki-67、MMP-2 和 MMP-9 蛋白的表达。用双荧光素

酶报告基因实验验证 circ_0003998与miR-145 的靶向关系。结果：与对照组比较，各剂量PSPA组 MDA-MB-231细胞的增殖抑

制率、miR-145表达水平均显著升高（均P<0.01），Ki-67、MMP-2、MMP-9蛋白和circ_0003998的表达水平、细胞迁移和侵袭细胞数

均显著降低（均P<0.01），并呈现浓度依赖性。circ_0003998可以靶向负调控miR-145的表达。敲减circ_0003998后，MDA-MB-231细

胞的增殖抑制率、miR-145表达水平显著升高，Ki-67、MMP-2 和 MMP-9 蛋白表达水平、细胞迁移和侵袭细胞数均显著减少（均

P<0.01）。共转染 si-circ_0003998和 anti-miR-145则可逆转敲减 circ_0003998表达对MDA-MB-231细胞增殖、迁移和侵袭的抑制

作用，过表达circ_0003998或抑制miR-145表达可逆转PSPA对MDA-MB-231细胞增殖、迁移和侵袭的抑制作用。结论：PSPA通

过circ_0003998/miR-145轴抑制乳腺癌MDA-MB-231细胞的增殖、迁移和侵袭。
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Purple sweet potato anthocyanin regulates the proliferation, migration and invasion
of breast cancer MDA-MB-231 cells through circ_0003998/miR-145 axis

MA Jianpinga, SONG Lianchuanb, ZHAO Chengmaoa, LYU Yonga, LI Huac, WANG Xuechangc (a. Department of Breast Medicine,

b. Department of Pathology, c. Department of Radiotherapy, the Fifth People's Hospital of Qinghai Province, Xining 810000, Qinghai,

China)

[Abstract] Objective: To investigate whether purple sweet potato anthocyanin (PSPA) regulates the proliferation, migration and

invasion of breast cancer MDA-MB-231 cells through the circ_0003998/miRNA-145 axis. Methods: Breast cancer MDA-MB-231

cells were divided into control group, PSPA groups (200, 400, 800 μg/ml PSPA), pcDNA group, pcDNA-circ_0003998 group, si-NC

group, si-circ_0003998 group, si-circ_0003998+anti-miR-145 group, PSPA+pcDNA group, PSPA+pcDNA-circ_0003998 group and

PSPA+anti-miR-145 group. The expressions of circ_0003998 and miR-145 in MDA-MB-231 cells were detected by qPCR method. The

cell proliferation, migration and invasion abilities were measured by CCK-8 method and Transwell chamber method, respectively. WB

was used to detect the protein expressions of Ki-67, MMP-2 and MMP-9 in cells. Dual luciferase reporter gene assay was used to

analyze the targeting relationship between circ_0003998 and miR-145. Results: Compared with the control group, the proliferation

inhibition rate and miR-145 expression level in MDA-MB-231 cells of various PSPA groups increased significantly, while the

expression of circ_0003998 and protein expression levels of Ki-67, MMP-2, MMP-9, as well as the number of migrated and invaded

cells were significantly reduced (all P<0.01), all of which were in a concentration-dependent manner. circ_0003998 could target and

negatively regulate the expression of miR-145. After inhibiting circ_0003998, the proliferation inhibition rate and the expression level

of miR-145 in MDA-MB-231 cells were significantly increased, while the protein expression levels of Ki-67, MMP-2 and MMP-9, and
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the number of migrated and invaded cells were significantly reduced (all P<0.01). After co-transfection of si-circ_0003998 and

anti-miR-145, the suppression effect of circ_0003998 inhibition on the proliferation, migration and invasion of MDA-MB-231 cells

were reversed. circ_0003998 overexpression or miR-145 inhibition could reverse the inhibitory effects of PSPA on the proliferation,

migration and invasion of MDA-MB-231 cells. Conclusion: PSPA inhibites the proliferation, migration and invasion of breast cancer

MDA-MB-231 cells through the circ_0003998/miR-145 axis.

[Key words] purple sweet potato anthocyanin (PSPA); circ_0003998; miR-145; breast cancer; MDA-MB-231 cell; proliferation;

migration; invasion
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤，其治疗仍然是

一个医学挑战[1]。因此，迫切需要开发经济上可持续、

有效的治疗乳腺癌的药物。紫甘薯是旋花科一年或多

年生草本植物，富含花青素。紫甘薯花色苷（purple sweet

potato anthocyanin，PSPA）是包含有许多花色苷品种的

一类化合物，其化学结构主要由花青素和芍药色素以

单酰化和二乙酰化形式组成[2]。研究[3-4]表明，PSPA可

诱导膀胱癌和肝癌细胞凋亡并抑制细胞增殖，但其在

乳腺癌中的作用及其机制尚不清楚。circ_0003998已

被证明在肝细胞癌组织及细胞系 HepG2、HuH7、

MHCC97H和非小细胞肺癌组织中表达上调，可作为肝

癌诊断和预后的新型潜在生物标志物[5-6]。研究[7-8]发现，

miR-145在乳腺癌和宫颈癌组织中低表达。一些circRNA

在抗肿瘤药物疗效中起着关键作用[9]。但PSPA是否通

过circ_0003998/miR-145轴调控乳腺癌MDA-MB-231

细胞的增殖、迁移和侵袭目前还尚未可知。本研究通

过检测PSPA对乳腺癌MDA-MB-231细胞增殖、迁移和侵

袭的影响，并分析circ_0003998/miR-145轴的作用和探

讨其潜在的分子机制。

1 材料与方法

1.1 细胞系与主要试剂

乳腺癌细胞 MDA-MB-231 购自美国典藏培养

物保存中心。pcDNA、pcDNA-circ_0003998、si-NC、

si-circ_0003998、miR-NC、miR-145 mimics、miR-145

inhibitor（anti-miR-145）购 自 广 州 RiboBio 公 司 ，

TRIzol购自美国 Invitrogen公司，CCK-8细胞增殖检

测试剂盒购自美国ApexBio公司，PrimeScript RT试

剂盒、SYBR Green PCR 试剂盒购自日本 TaKaRa 公

司，RIPA 缓冲液、Bradford 试剂、增强化学发光法

（ECL）试剂购自美国 Pierce公司，Matrigel基质胶购

自美国BD Biosciences公司，pGL3荧光素酶载体购

自美国Promega公司。

PSPA按文献[3]进行提取，并用细胞培养基稀释

成不同质量浓度（200、400、800 μg/ml）备用。

1.2 细胞培养、转染与分组

乳腺癌 MDA-MB-231 细胞在含 10% 胎牛血清

（FBS）的达尔伯克改良的 DMEM 培养基中常规培

养。将MDA-MB-231细胞以1×106个/ml的密度接种

到 6孔板中，实验分组：对照组，200、400、800 μg/ml

PSPA 组 ，pcDNA 组（转染 pcDNA）、pcDNA-circ_

0003998组（转染 pcDNA-circ_0003998）、si-NC组（转

染 si-NC）、si-circ_0003998组（转染 si-circ_0003998）、

si-circ_0003998+anti-miR-145 组（ 转 染 si-circ_

0003998+anti-miR-145）、PSPA+pcDNA 组（ 转 染

pcDNA+800 μg/ml PSPA）、PSPA+pcDNA-circ_0003998

组（转染 pcDNA-circ_0003998+800 μg/ml PSPA）、

PSPA+anti-miR-145 组（转染 anti-miR-145+800 μg/ml

PSPA）。24 h后按照Thermo Fisher制造商说明书的

操作方法，使用Lipofectamine 2000试剂按照实验分组

进行转染。转染48 h后进行细胞分析。另取转染pcDNA

和pcDNA-circ_0003998的 MDA-MB-231 细胞，分别

给予800 μg/ml PSPA处理48 h。

1.3 qPCR法检测MDA-MB-231细胞中circ_0003998

和miR-145的表达水平

收集各组转染后MDA-MB-231细胞，用TRIzol试

剂提取细胞中总RNA并用NanoDrop2000量化。根据

PrimeScript RT试剂盒说明书的方法，将提取的RNA逆

转录为cDNA。用SYBR Green PCR试剂盒在ABI 7900

仪器上进行qPCR分析。反应条件：95 oC 3 min，95 oC

30 s，55 oC 30 s，72 oC 30 s；共 40 个循环。GAPDH 和

U6 分别作为 circRNA和miRNA的内参。circ_0003998

引物序列：上游为5'-TCCACAGGATCCTTATTCTGC-

3'，下游为 5'-GGCTAGGGATAAATCCCCAGGA-3'；

GAPDH上游为5'-CGCTCTCTGCTCCTCCTGTGTTC-3'，

下游为5'-ATCCGTTGACTCCGACCTTCAC-3'；miR-145

上游为5'-GTCCAGTTTTCCCAGGAATCCCT-3'，下游

为 5'-TGGTGTCGTGGAGTCG-3'；U6 上游为 5'-GCT

CGGCAGCACATATACTAAAAT-3'，下游为 5'-CGC

TTCACGAATTTGCGTGTCAT-3'。通过 2-ΔΔCT法计算

circ_0003998和miR-145的相对表达量。

1.4 CCK-8法检测MDA-MB-231细胞的增殖能力

将MDA-MB-231细胞以每孔4×105/ml的密度接种

到96孔板中。根据1.2所述进行分组转染处理，在第

48 h时将10 μl CCK-8试剂添加到每孔中，孵育2 h后，

使用酶标仪测量450 nm波长处的光密度（D）值。细胞
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增殖抑制率＝（1-实验组D450/对照组D450）×100%。

1.5 Transwell 小室法检测 MDA-MB-231 细胞的迁

移和侵袭能力

在预铺基质胶的Transwell小室中进行细胞侵袭

实验。以无血清DMEM培养基稀释细胞，将 5×104个

MDA-MB-231 细胞加入上室中，同时将 500 μl 含有

10% FBS的DMEM作为营养引诱剂添加到下室中。

孵育48 h后取出Transwell小室，用4%多聚甲醛固定

穿过膜侵入的细胞，然后将细胞用 0.1%结晶紫染色

30 min，在光学显微镜下计数穿膜细胞。细胞迁移实

验除了上室膜上不预铺基质胶外，其余实验方法均

与侵袭实验相同。

1.6 双荧光素酶报告基因实验验证 circ_0003998与

miR-145的靶向关系

将包含miR-145结合位点的野生型（WT）和突变

型（MUT）circ_0003998克隆到pGL3荧光素酶载体中。

将 5×104 个 MDA-MB-231 细胞接种于 6 孔板中，将

WT-circ_0003998 或 MUT-circ_0003998 和 miR-145

mimic或miR-NC共转染48 h后，用 Promega双荧光素

酶报告基因系统测定荧光素酶活性。

1.7 WB法检测MDA-MB-231细胞中Ki-67、MMP-2

和MMP-9的表达水平

用RIPA缓冲液分离出各组转染后MDA-MB-231

细胞中的总蛋白，Bradford法检测蛋白质的浓度。将

40 μg蛋白进行 10% SDS-PAGE、转膜，5%脱脂奶

粉封闭 2 h，加入相应的 Ki-67（1∶1 000）、MMP-2

（1∶1 000）、MMP-9（1∶1 000）一抗4 oC孵育过夜。次

日用PBS洗涤4次，加入HRP标记的羊抗兔 IgG二抗

（1∶5 000）室温下孵育1 h后，加入ECL发光剂进行显

影，ImageJ软件分析蛋白条带与GAPDH条带灰度值

的比值。

1.8 统计学处理

上述所有实验均重复 3次。采用SPSS22.0统计

学软件对实验数据进行统计分析，呈正态分布的计

量数据以 x̄±s 表示，两组间比较采用 t检验，多组间比

较采用单因素方差分析。以P<0.05或P<0.01表示差

异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 PSPA抑制MDA-MB-231细胞的增殖能力

用 200、400、800 μg/ml PSPA分别处理细胞 48 h

后，CCK-8法和WB检测结果（图 1）显示，与对照组

比较，各剂量组MDA-MB-231细胞的增殖抑制率均

显著升高（均P<0.01）、Ki-67蛋白的表达水平均显著

降低（均 P<0.01），并呈现浓度依赖性。结果表明，

PSPA显著抑制MDA-MB-231细胞的增殖能力。

**P<0.01 vs Ctrl group; △△P<0.01 vs 200 μg/ml group; ▲▲P<0.01 vs 400 μg/ml group

图1 PSPA对MDA-MB-231细胞增殖（A）和Ki-67（B）表达的影响

Fig.1 Effects of PSPA on proliferation (A) and Ki-67 expression (B) in MDA-MB-231 cells

2.2 PSPA降低MDA-MB-231细胞的迁移和侵袭能力

用 200、400、800 μg/ml PSPA分别处理细胞 48 h

后，Transwell小室法和WB法检测结果（图 2）显示，

与对照组比较，各剂量组 MDA-MB-231 细胞的迁

移和侵袭细胞数均显著下降、MMP-2 和 MMP-9

蛋白表达水平显著降低（均P<0.01），并呈现浓度依赖

性，以800 μg/ml剂量组细胞最为明显。结果表明，

PSPA 显著抑制 MDA-MB-231 细胞的迁移和侵袭

能力。

2.3 PSPA 下调 MDA-MB-231 细胞中 circ_0003998

和上调miR-145表达水平

用 200、400、800 μg/ml PSPA分别处理细胞 48 h

后，qPCR法检测结果（图 3）显示，与对照组比较，各

剂量组MDA-MB-231细胞中 circ_0003998表达水平

显著降低（均P<0.01），而miR-145表达水平显著升高

（均P<0.01），并呈现浓度依赖性。

2.4 circ_0003998靶向调控miR-145的表达

在生物信息学Circular RNA Interactome软件中

预测到 miR-145 是 circ_0003998 的潜在靶基因（图

4A）。双荧光素酶活性检测结果（图4B）显示，共转染

miR-145 mimic与WT-circ_0003998的MDA-MB-231

细胞的荧光素酶活性显著降低（P<0.01），而共转染

miR-145 mimic与MUT-circ_0003998的MDA-MB-231

细胞的荧光素酶活性无明显变化（P>0.05）。qPCR法
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检测结果（图 4C）显示，pcDNA-circ_0003998 组细

胞中miR-145的表达水显著低于pcDNA组（P<0.01），

而 si-circ_0003998 组细胞中 miR-145 表达水平显著

高于 si-NC组（P<0.01）。

**P<0.01 vs Ctrl group; △△P<0.01 vs 200 μg/ml group; ▲▲P<0.01 vs 400 μg/ml group

图2 PSPA对MDA-MB-231细胞迁移、侵袭（A,×200）及其相关蛋白表达（B）的影响

Fig.2 Effects of PSPA on migration and invasion (A,×200) as well as their related protein expression (B) MDA-MB-231 cells

**P<0.01 vs Ctrl group; △△P<0.01 vs 200 μg/ml group; ▲▲P<0.01 vs 400 μg/ml group

图3 PSPA对乳腺癌MDA-MB-231细胞中circ_0003998（A）和miR-145（B）表达的影响

Fig.3 Effects of PSPA on the expressions of CIRC_0003998 (A) and miR-145 (B) in breast cancer MDA-MB-231 cells

2.5 敲减 circ_0003998降低MDA-MB-231细胞的增

殖、迁移和侵袭能力

转染 si-circ_0003998后，CCK-8法、qPCR法等实

验检测结果显示，与对照组比较：（1）circ_0003998表

达显著降低（P<0.01，图 5A），miR-145表达显著升高

（P<0.01，图5B）；（2）si-circ_0003998 组 MDA-MB-231

细胞的增殖抑制率显著升高（P<0.01，图 5C）；（3）迁移

和侵袭细胞数显著减少（均P<0.01，图 5D）；（4）Ki-67、

MMP-2和MMP-9表达均显著降低（均P<0.01，图5E）。

共转染 si-circ_0003998 和 anti-miR-145，则可逆转敲

减 circ_0003998 表达对 MDA-MB-231 细胞增殖、迁

移和侵袭的抑制作用。

2.6 过表达circ_0003998或抑制miR-145表达可逆转

PSPA对MDA-MB-231细胞增殖、迁移和侵袭能力的抑

制作用

转染 pcDNA-circ_0003998 或 anti-miR-145 并给

予800 μg/ml PSPA处理后，qPCR法、CCK-8法等实验

检测结果显示，与 PSPA+pcDNA 组比较：（1）PSPA+

pcDNA-circ_0003998 组 MDA-MB-231 细胞中 circ_

0003998 表达显著升高（P<0.01，图 6A）;（2）PSPA+

pcDNA-circ_0003998 组和 PSPA+anti-miR-145 组细

胞中miR-145表达均显著降低（均P<0.01，图6B），细

胞的增殖抑制率均显著下降（均P<0.01，图 6C），迁

移和侵袭细胞数均显著增多（均 P<0.01，图 6D），

细胞中 Ki-67、MMP-2和MMP-9表达均显著升高（均

P<0.01，图6E）。结果表明，过表达circ_0003998或抑

制 miR-145 表达均可逆转 PSPA 对 MDA-MB-231 细

胞增殖、迁移和侵袭能力的抑制作用。
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**P<0.01 vs miR-NC or pcDNA or si-NC group

A: The sequence of circ_0003998 contains nucleotide sequence complementary to miR-145;

B: Dual luciferase reporter gene assay; C: circ_0003998 regulated the expression of miR-145

图4 circ_0003998靶向调控miR-145的表达

Fig.4 circ _0003998 targetedly regulated the expression of miR-145

**P<0.01 vs si-NC group; △△P<0.01 vs si-circ_0003998 group

A and B: The expressions of miR-145 and circ_0003998 in cells were detected by qPCR; C: CCK-8 assay was used to detect the

proliferation inhibition rate of cells; D: Transwell assay was used to assess the migration and invasion ability of cells (×200);

E: WB assay was used to detect the expression of related proteins in cells

图5 敲减circ_0003998对乳腺癌MDA-MB-231细胞增殖、迁移和侵袭的影响

Fig.5 Effects of circ_0003998 knockdown on proliferation, migration

and invasion of breast cancer MDA-MB-231 cells
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**P<0.01 vs PSPA+pcDNA group

A and B: The expressions of miR-145 and circ_0003998 in cells were detected by qPCR; C: CCK-8 assay was used to detect the

proliferation inhibition rate of cells; D: Transwell assay was used to assess the migration and invasion ability of cells (×200); E: WB

assay was used to detect the expression of related proteins in cells

图6 过表达circ_0003998或抑制miR-145表达可逆转PSPA对MDA-MB-231细胞增殖、迁移和侵袭的抑制作用

Fig.6 Overexpression of circ_0003998 or inhibition of miR-145 reversed the inhibitory effects of PSPA on proliferation,

migration and invasion of MDA-MB-231 cells

3 讨 论

PSPA具有多种生物活性，包括抗氧化、抗菌、降

血糖、抗肿瘤等 [10-13]。据报道 [14]，PSPA 对乳腺癌

MCF-7、结直肠癌HCT-116和宫颈癌HeLa细胞均具

有潜在的抗增殖特性。100、300 和 500 μg/ml PSPA

以剂量依赖方式抑制膀胱癌细胞的增殖活力，促进

细胞凋亡并诱导G2/M期阻滞，在膀胱癌细胞中发挥

抗肿瘤作用[15]。紫甘薯台农73的提取物可以浓度和

时间依赖方式抑制某些癌细胞的增殖，例如人乳腺

癌MCF-7细胞、胃癌SNU-1细胞和结肠腺癌WiDr细

胞，还能以浓度依赖的方式有效抑制乳腺癌MCF-7

细胞的迁移并诱导其凋亡[16]。然而，PSPA在乳腺癌

MDA-MB-231细胞中发挥的作用机制尚未明了。本

研究以 200、400、800 μg/ml质量浓度的PSPA分别处

理MDA-MB-231细胞48 h后，发现该细胞的增殖、迁

移和侵袭能力均被减弱，相关蛋白 Ki-67、MMP-2、

MMP-9的表达也被抑制，且这种抑制作用随PSPA质

量浓度的增加而逐渐增强，表明 PSPA 对乳腺癌

MDA-MB-231细胞增殖和迁移的抑制作用，此结果

为PSPA用于乳腺癌的临床治疗提供了新的依据。

共价闭合的 circRNA通过外显子（3'和5'末端）或

前体mRNA内含子的反向剪接产生[17]。研究[18]表明，

circRNA在肿瘤中异常表达，并且在生物学过程中起

着至关重要的作用。circ_0003998在骨肉瘤组织和

细胞中表达上调，下调其表达可抑制骨肉瘤细胞的

增殖和侵袭[19]。肺腺癌组织和多西他赛耐药细胞

A549/DTX 和 H1299/DTX 中的 circ_0003998 表达上
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调，敲减 circ_0003998可降低耐多西他赛肺腺癌细胞

的化疗耐药性，抑制细胞增殖并促进凋亡[20]。与邻近

的正常肝组织相比，肝癌组织中 circ_0003998的表达

明显上调，且与肝癌的侵袭性相关，circ_0003998在

体外和体内均可促进肝癌细胞的上皮间质转化[21]。上

述研究表明，circ_0003998是一种促癌因子，具有加速

肿瘤发生发展的作用。在本研究中，PSPA以浓度依赖

的方式降低MDA-MB-231细胞中 circ_0003998表达

水平，提示PSPA抗乳腺癌细胞增殖和迁移的作用与

下调 circ_0003998的表达有关；体外功能实验表明，

敲减 circ_0003998表达能抑制MDA-MB-231细胞的

增殖、迁移和侵袭能力，此与其他相关研究结果[9,18]

一致。

最近的研究表明了 circRNA 的关键功能，如对

miRNA或RNA结合蛋白的海绵化，对蛋白质翻译、转

录和剪接调控[22-23]。研究[19]证实，circRNA可通过调

控miRNA表达发挥其生物学功能，例如circ_0003998

通过与miR-197-3p结合上调Krüppel样因子 10的表

达，从而促进骨肉瘤细胞的增殖与侵袭，并加速骨肉

瘤的发展。circ_0003998通过靶向miR-326促进肺腺

癌细胞化疗药物耐受性[18]。因此推测，circ_0003998

可能通过调控某些miRNA的表达促进乳腺癌的进展。

通过生物信息学预测，miR-145为 circ_0003998可能的

结合靶点。miR-145已被鉴定为多种肿瘤中的抑癌

因子，在乳腺癌中具有抑制细胞增殖和迁移的作用[24-25]。

在MDA-MB-231细胞中过表达 circ_0003998可以减弱

miR-145 表达，敲减 circ_0003998 可以上调 miR-145

的表达水平，表明 circ_0003998对miR-145表达具有

负调控作用。敲减circ_0003998产生抗MDA-MB-231

细胞增殖、迁移和侵袭作用可被抑制miR-145表达所

逆转。过表达 circ_0003998或抑制miR-145表达后，

PSPA对MDA-MB-231细胞增殖、迁移和侵袭的抑制

作用，以及上调miR-145表达的抑制作用则均可被逆

转。研究结果表明，PSPA通过circ_0003998/miR-145

轴发挥抑制乳腺癌 MDA-MB-231细胞增殖、迁移

和侵袭的作用。

总之，本研究结果表明PSPA在乳腺癌中通过抑

制MDA-MB-231细胞的增殖、迁移和侵袭发挥抗肿

瘤作用，这与 circ_0003998/miR-145 轴有关，研究结

果为乳腺癌的治疗方案提供了一种潜在的抗肿瘤

药物。
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