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近几年来研究表明，肿瘤为了逃避代谢压力，发生

了转移，这个过程需要能量支持，同时伴随着物质代

谢[1-3]。正常细胞的能量代谢以有氧糖代谢为主，而肿瘤
细胞以无氧糖酵解的代谢方式为主，这种代谢方式可以

使得肿瘤获得更高的侵袭能力，逃避正常的细胞凋亡程

序。正常细胞中糖类代谢的主要方式是有氧代谢，在缺

氧条件下则发生糖酵解，产生乳酸[4-5]。研究证实，肿瘤细
胞即使在有氧环境中依然进行无氧糖酵解，而不经过

线粒体的氧化磷酸化过程[6]，因此调控肿瘤物质能量代

微小 RNA-122 降低乳腺癌细
胞 Warburg 效应抑制其增殖、
侵袭的作用机制研究
王瑾 杨毅 盛泳佳 李文燕 韩晨阳

【摘要】 目的 研究微小 RNA-122（miRNA-122）通过降低 Warburg效应抑制乳腺癌细胞增殖、侵袭的机制。 方法 荧光

素酶报告基因验证 miRNA-122与 M型丙酮酸激酶（PKM）和柠檬酸合酶（CS）的关系。以人乳腺癌 MCF-7细胞株为对象，将细胞分

为 Con组和 miRNA-122组，Con组不作转染，miRNA-122组转染 miRNA-122类似物。以流式细胞术检测细胞周期的改变，CCK-8

法检测细胞增殖能力，克隆形成实验检测肿瘤细胞克隆形成能力，Transwell小室试验检测肿瘤细胞侵袭能力，同时检测细胞的葡萄

糖消耗量和乳酸产生水平，Western blot检测糖代谢关键酶 PKM、CS、己糖激酶（HK）的表达水平。 结果 荧光素酶报告基因结果

显示，PKM和 CS是 miRNA-122的靶基因。MCF-7细胞转染 miRNA-122类似物后，G0/G1期细胞比例显著增高，而 G2/M、S期细

胞比例下降；细胞增殖率下调，miRNA-122组细胞增殖率低于 Con组，差异有统计学意义（P＜0.05）。与 Con组比较，miRNA-122

组细胞克隆形成能力、肿瘤侵袭能力下降，同时葡萄糖利用率和乳酸水平降低，HK、PKM表达水平下降，差异均有统计学意义（均 P＜
0.05）。 结论 miRNA-122可以通过靶向抑制肿瘤细胞糖代谢酶的表达，降低细胞糖代谢水平，从而抑制乳腺癌的转移和侵袭。

【关键词】 乳腺癌 微小 RNA-122 糖代谢 转移 增殖

MicroRNA-122 inhibits proliferation and invasion of breast cancer cells through decreasing Warburg effect WANG Jin, YANG
Yi, SHENG Yongjia, et al. Department of Pharmacy, the Second Hospital of Jiaxing, Jiaxing 314001, China
【Abstract】 Objective To investigate the effect of microRNA-122 (miRNA-122) on the proliferation and invasion of breast

cancer cells and its mechanism. Methods Luciferase reporter gene was used to validate the relationship between M pyruvate

kinase (PKM) and citrate synthase (CS) targeting by miRNA-122. Breast cancer MCF-7 cells were transfected with miRNA-122

analogues. Flow cytometry was used to detect cell cycle changes, CCK-8 assay was used to detect cell proliferation,

clonogenesis assay was used to detect tumor cell clonogenesis, Transwell chamber was used to detect tumor cell invasion. Cell

utilization of glucose and lactate production was also detected, and the expression of glycometabolism enzymes PKM, CS and

hexokinase (HK) was detected with Western blot. Results Luciferase reporter gene analysis showed that PKM and CS were the

target genes of miRNA-122. After transfected with miRNA-122 analogue, the proportion of G0/G1 phase increased significantly in

MCF-7 cells, while the proportion of G2/M and S phase decreased, and the cell proliferation rate decreased (P＜0.05). Compared

with control group, the ability of cell clone formation and tumor invasion were decreased, the utilization rate of glucose was

decreased, the level of lactic acid was decreased, and the expression levels of HK and PKM was down-regulated in miRNA-122

group (P＜0.05). Conclusion MicroRNA-122 can reduce glycometabolism by targeting the expression of glycometabolism en-

zymes in breast cancer cells, resulting in the inhibition of cell proliferation and invasion.

【Key words】 Breast cancer MicroRNA-122 Glycometabolism Metastasis Proliferation

DOI：10.12056/j.issn.1006-2785.2019.41.16.2019-391

基金项目：浙江省医药卫生科技计划面上项目（2019KY695）

作者单位：314001 嘉兴市第二医院药学部

通信作者：韩晨阳，E-mail：691513770@qq.com

●论 著

窑1696窑



浙
江
医
学
杂
志
社
官
方
网
站
网
址
：
ww
w.
zj
yx
zz
s.
co
m

浙江医学 2019年第 41卷第 16期

谢成了肿瘤治疗新的方向。

微小 RNA-122（microRNA，miRNA）是一种＜20nt
的非编码 RNA，可以结合到 mRNA编码区，影响蛋白质
合成，在细胞生理和病理过程中发挥着重要的调控作

用。乳腺癌存在多种 miRNA的异常表达，其中 miRNA-
122在乳腺癌中呈低表达。研究表明，miRNA-122在乳
腺癌中的表达水平直接影响到肿瘤患者的预后，但是

miRNA-122低表达的调控原因不明，其作用机制也尚
未明确[7-8]。课题组前期研究发现，miRNA-122是 M型
丙酮酸激酶（pyruvate kinase M，PKM）和柠檬酸合酶
（citrate synthase，CS）的调控非编码 RNA。PKM和 CS是
糖代谢的关键酶，其表达水平可以影响糖酵解过程，尤

其是 PKM表达增高可以促进肿瘤细胞对于葡萄糖的摄
取和利用，提高其代谢水平。本研究拟以人乳腺癌细胞

为对象，从能量代谢的角度探讨 miRNA-122抑制乳腺
癌细胞增殖、侵袭的作用机制。

1 材料和方法

1.1 细胞和试剂 人乳腺癌细胞株 MCF-7、DMEM高
糖培养基购于武汉普诺赛生命科技有限公司（批号：CL-
0149、158758）。miRNA-122 mimic 购于德国 QiAGEN
公司（批号：Q1854241）；cDNA试剂盒购于凯基生物技
术有限公司（批号：KGA1311）；实时定量 PCR 试剂盒/
SYBR Green Real time PCR Master Mix购于 Sinobio 公
司（批号：E090）；总 RNA 提取试剂盒（Trizol 法）购于
BioTeKe公司（批号：RP2041）；双荧光素酶检测试剂盒、
T4 DNA连接酶和感受态大肠杆菌 DH5琢购于 Promega
公司（批号：A18243654、M1794185、D1814522）；Opti -
MEM 无血清培养基购于 Gibco 公司（批号：15685）；
CCK-8检测试剂盒购于碧云天生物技术有限公司（批
号：C0037）；PKM 和 CS 单克隆抗体购于 Cell signaling
technology公司（批号：3827、14309）；GOD-POD 法葡萄
糖检测试剂盒、乳酸检测试剂盒（乳酸脱氢酶法）购于北

京雷根生物技术有限公司（批号：TC0711、TC0731）。
1.2 方法

1.2.1 荧光素酶报告基因验证 miRNA-122和 PKM、CS
的调控关系 设计野生型 PKM的 3忆非翻译区（untrans原
lated region，UTR）片段，序列为 3忆-CUGUCCUHCAGCA-
AACACUCCA-5忆，突变型序列为 3忆-CUGUCCUGCAG-
CAACCUCACAC-5忆。野生型 CS的 3忆UTR片段序列为
3忆-GAAAGGAUUAAGAUACAACUCCU-5'，突变型序列
为 3'-GAAAGGAUUAAGAUCUACGACU-5忆。序列设计
合成由吉玛生物公司完成，并进行质粒的构建，试验所

用的质粒为实验室原有。PCR扩增条件为：反应体系
50滋l，95益预热 4min，95益变性 30s，55益退火 30s，72益
延伸 90s，5个循环；95益变性 30s，60益退火 30s，72益延
伸 90s，25个循环；72益延伸 10min，4益保存。将切胶回
收的产物和载体酶切，T4 DNA 连接酶线性化后与
CD163 3忆UTR片段连接，取连接产物转化至感受态大肠
杆菌 DH5琢筛选阳性克隆。将 miRNA-122转染后，PBS
洗涤 1次，加入裂解缓冲液后剧烈震荡 15min，然后移入
1.5ml离心管，10 000r/min离心 1min后，取上清液 20滋l
加入 96孔板，采用多功能酶标仪检测荧光素酶活性。
1.2.2 细胞分组及 miRNA-122 类似物（mimic）转染
MCF-7细胞体外采用 DMEM高糖培养基培养，待细胞
长至对数期后消化，将细胞分为 Con组和 miRNA-122
组，Con组为未行 miRNA-122转染的细胞；miRNA-122
组进行 mimic的转染。将 mimic加入用 DEPC处理的双
蒸水，稀释浓度为 100nmol/滋l，将细胞接种至培养皿中，
调节细胞浓度为 7伊105/ml，每孔体积 1ml。细胞贴壁后进
行转染，500滋l 的 opti -MEM 培养基中加入 20滋l 的
mimic溶液，将细胞培养基更换成混合了 mimic的无血
清 DMEM 培养基。转染后 12h 弃去培养基，更换成
DMEM完全培养基过夜培养。
1.2.3 流式细胞术检测细胞周期 Con 组和 miRNA-
122组细胞接种在 6孔板中贴壁培养 24h，之后弃去培
养基，加入 500滋l胰蛋白酶消化细胞，以 PBS洗涤 2耀3
次后，3 000r/min离心 10min，收集细胞，加入 PI染液 50滋l，
避光染色 15min，洗去染液后上机检测。
1.2.4 CCK-8法检测细胞增殖能力 将 Con组和miR原
NA-122组细胞接种到 96孔板中，设置 3组平行对照，
待细胞贴壁后继续培养 6、12、24、48h后检测细胞活力。
弃去每孔的培养基后加入新鲜培养基 100滋l，同时加入
10滋l的 CCK-8溶液继续孵育 4h。轻轻摇匀培养板后，
在 450nm处检测 OD值，同时设置空白培养基为空白对
照。细胞增殖能力（%）=（OD实验组-OD空白对照）/OD
空白对照伊100%。
1.2.5 克隆形成实验 收集 Con组和 miRNA-122组细
胞，调整细胞浓度为 500耀1 000 个/孔，接种到 6 孔板
中，每组设置 3 个复孔，同时采用含有 30% FBS 的
DMEM培养基培养，每隔 3d观察细胞状态。待细胞形
成克隆后（2周时间），弃去培养基，PBS 清洗 2 次后加
入多聚甲醛固定，每孔加入结晶紫染色液 1ml，摇匀后
染色 2min，弃去染色液后双蒸水洗 2耀3次，拍照后计算
克隆形成数。

1.2.6 Transwell小室实验检测细胞侵袭能力 Con组
窑1697窑
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和 miRNA-122组细胞加入 Transwell小室，待细胞贴
壁后，上室用无血清的 DMEM 培养基培养，下室加入
10%FBS 的 DMEM 完全培养基培养，培养 24h 后取出
小室，弃去培养基，甲醇固定后用 0.1%的结晶紫染
色，棉签擦去上层未迁移的细胞后，镜下计算迁移的

细胞数。

1.2.7 Western blot检测糖代谢关键酶 HK、PKM、CS的
表达水平 Con 组和 miRNA-122 组细胞培养 48h后，
弃去培养基，收集细胞，PBS洗涤 2次，加入 RIPA蛋白
裂解液冰上裂解细胞 30min，离心后取上清液，BCA试
剂盒测定蛋白浓度，经过 SDS-PAGE凝胶电泳，PVDF
转膜、脱脂奶粉封闭，加入一抗孵育过夜后以 TBST漂
洗，加入 IgG-HRP二抗孵育，ECL显色液显色后，成像
系统成像，条带采用凝胶定量分析软件 Quantity One
4.4处理后，以 GAPDH为内参校正。
1.2.8 葡萄糖消耗量及乳酸水平的检测 细胞培养前，

按照说明书操作检测 MCF-7 培养基以及 DMEM 高糖
培养基中葡萄糖浓度，结果以 mmol/L为单位表示，换算
后作为初始葡萄糖含量 A（mmol）。将 Con组和 miRNA-
122组细胞接种到 6孔板后，设置 3组平行孔，待细胞
贴壁后继续培养 48h后，参照说明书操作再次检测葡萄
糖含量，结果为 A1（mmol），细胞对于葡萄糖的消耗量
（mmol/h）=（A-A1）/48h。乳酸水平的检测采用试剂盒进
行，最终乳酸水平以 mmol/L为单位表示。
1.3 统计学处理 采用 SPSS 17.0统计软件。计量资料
以 表示，多组间比较采用单因素方差分析。P＜0.05为
差异有统计学意义。

2 结果

2.1 荧光素酶报告基因验证 miRNA -122 与 CS 及
PKM的靶向关系 空载体转染后，对荧光素酶活性无

影响。miRNA-122转染后，miRNA-122组细胞中野生
型 PKM荧光素酶活性为（4.52依0.85），突变型 PKM荧光
素酶活性为（8.35依0.95），突变型 PKM荧光素酶活性明
显高于野生型，差异均有统计学意义（均 P＜0.05)；miR原
NA-122 组细胞中野生型 CS 荧光素酶活性为（3.57依
0.35），突变型 CS荧光素酶活性为（8.75依0.67），突变型
CS荧光素酶活性明显高于野生型，差异均有统计学意
义（均 P＜0.05）。Con组细胞中野生型 PKM荧光素酶活
性为（8.13依0.87），突变型 PKM 荧光素酶活性为（8.39依
0.65），差异无统计学意义（P＞0.05）；野生型 CS的荧光
素酶活性为（8.05依0.74），突变型 CS 荧光素酶活性为
（8.32依2.35），差异无统计学意义（P＞0.05），见图 1。

2.2 两组细胞的细胞周期检测结果比较 miRNA-122
组细胞中 S期和 G1/G0期细胞比例高于 Con组，差异
有统计学意义（P＜0.05），而 G2期细胞比例与 Con组比
较无统计学差异（P＞0.05）。细胞周期检测提示，miRNA-
122组中细胞周期阻滞在 G0/G1期，见图 2-3。

2.3 两组细胞增殖能力比较 miRNA-122 转染后 6、
12、24、48h，CCK-8检测显示，miRNA-122 组细胞增殖
能力显著低于 Con组，差异有统计学意义（P＜0.05）。说
明 miRNA-122类似物可以抑制细胞的增殖，见图 4。
2.4 两组细胞克隆实验结果形成比较 在克隆实验的

2周内，Con组细胞形成的克隆数为（58.65依8.15）个，显
著高于 miRNA-122组的（19.35依3.58）个，差异有统计学
意义（P＜0.05），见图 5（见插页）。
2.5 各组细胞侵袭能力比较 Con组和 miRNA-122组

图 1 荧光素酶报告基因实验结果（与 Con组比较，*P＜0.05）
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图 2 流式细胞术检测细胞周期（a：Con组；b：miRNA-122组）
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图 3 两组细胞的细胞周期分布比较（与 Con组比较，*P＜0.05）
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图 7 两组细胞糖酵解关键酶的表达比较（a：蛋白电泳条带图；b：

蛋白相对表达量统计柱状图；与 Con组比较，*P＜0.05）
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细胞均具有侵袭能力，在同一条件下培养 24h后，Con
组侵袭细胞（112.55依19.32）个，而 miRNA -122 组为
（65.85依19.36）个，两组比较差异有统计学意义（P＜0.05），
见图 6（见插页）。
2.6 各组细胞糖酵解关键酶 HK、PKM、CS的蛋白表达
比较 Con 组细胞中糖酵解关键酶 HK、PKM 和 CS 的
蛋白水平显著低于 miRNA-122组，差异均有统计学意
义（均 P＜0.05），说明细胞糖酵解被抑制，见图 7。
2.7 两组细胞葡萄糖利用率和乳酸水平比较 培养

48h后，Con组中葡萄糖的消耗水平显著高于 miRNA-
122组，而乳酸的产生水平也显著高于 miRNA-122组，
差异均有统计学意义（均 P＜0.05），见图 8。

3 讨论

肿瘤细胞的能量代谢不同于正常细胞，1930 年
Warburg就发现肿瘤细胞中糖代谢的主要方式是无氧
糖酵解，这种代谢方式不依赖于环境，称为 Warburg效
应。相比有氧代谢，糖酵解能够消耗更多的葡萄糖，产生

乳酸，有利于维持肿瘤微环境。研究发现，绝大多数实体

肿瘤中都存在代谢异常，Warburg效应广泛存在[9-10]。肿
瘤细胞葡萄糖有氧代谢减少后，丙酮酸脱氢酶激酶

（pyruvate dehydrogenase kinase，PDK）、乳酸脱氢酶
（lactate dehydrogenase，LDH）等的高表达可以进一步促
进糖酵解的发生，而糖酵解作为肿瘤糖代谢的主要方

式，可以产生三磷酸腺苷（adenosine triphophate，ATP）提
供能量，也可以维持肿瘤微环境的乳酸供给，从而提高

了肿瘤细胞抗凋亡能力，也为延长肿瘤细胞生存期提供

了物质和能量的保证[11-12]。乳腺癌是一种转移能力较高
的恶性肿瘤，随着病情的发展，往往会发生骨转移、肺转

移、脑转移等[13]，转移过程中需要大量的能量供给，所以
乳腺癌细胞的代谢异常旺盛，这种代谢能力也和

Warburg效应直接相关。
miRNA能结合到 mRNA 3忆UTR区，导致 mRNA降

解或翻译受阻，从而下调靶基因的表达。miRNA表达失
调与肿瘤的发生、进展和转移等有着密切联系，外周血

液循环中的 miRNA 可作为肿瘤诊断和预后的分子标
志之一。miRNA 可通过小囊泡作为载体（如：外泌体
exosomes）分泌到细胞外微环境中。越来越多的证据表
明，miRNA能够通过这些小囊泡被转运到邻近或远处
的细胞中，参与细胞功能调节[14]。研究发现，miR-122能
调节细胞胆固醇外流、肝脏甘油三酯含量及 茁氧化率，
PKM是 miR-122潜在的靶基因之一[15-16]。由于脂代谢和
糖代谢密切相关，以往的研究已经证实 miRNA-122与
脂代谢的关系，而 miRNA-122也是 PKM的重要调控非
编码 RNA之一，因此在脂代谢和糖代谢中 miRNA-122
可能都有一定的作用，除了可以调节脂的代谢水平外，

也可以降低糖代谢的水平[17]。研究已经发现，在乳腺癌
细胞中 miRNA-122低表达，而外周血中 miRNA-122表
达增高，这提示 miRNA-122可能通过细胞外分泌的方
式产生生物学效应，但是 miRNA-122是否影响乳腺癌
细胞糖代谢还需要进一步深入的研究[18-19]。

本研究采用荧光素酶报告基因法证实了 miRNA-
122 是 PKM 和 CS 的调控基因，miRNA-122 可以抑制
PKM和 CS翻译过程。而 PKM和 CS是糖酵解的关键
酶，对于葡萄糖转化成乳酸的关键环节具有调控作用。

图 8 细胞葡萄糖利用率和乳酸水平（a：葡萄糖消耗水平；b：乳酸

产生水平；与 Con组比较，*P＜0.05）
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图 4 细胞增殖能力的检测结果（与 Con组比较，*P＜0.05）
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后续实验中也发现，miRNA-122类似物转染后，糖酵解
相关的酶活性受到抑制，葡萄糖利用率下降，乳酸水平

也下降，这表明，miRNA-122抑制了细胞的 Warburg效
应，降低了乳酸的产生。同时细胞周期发生阻滞，细胞增

殖率也下调，细胞克隆形成能力和侵袭能力也减弱，笔

者认为这也是因为细胞能量供应不足所致[20]。综合上述
实验结果，笔者得出结论，miRNA-122可以通过靶向抑
制 PKM和 CS基因表达，抑制蛋白质的翻译，同时抑制
了细胞Warburg效应，降低乳腺癌细胞转移侵袭的能力。

综上所述，本研究发现 miRNA-122可以通过调节
乳腺癌细胞 Warburg效应，抑制乳腺癌细胞转移和侵
袭，这是 miRNA-122在肿瘤细胞内的作用，而在细胞外
和细胞间信息传递和功能依旧需要进一步深入研究。
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