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miR-129-5p通过HMGB1调控乳腺癌MCF-7细胞对紫杉醇的敏感性
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[摘 要] 目的：探讨miR-129-5p通过调控高迁移率族蛋白B1基因（high mobility group box 1，HMGB1）影响乳腺癌MCF-7细

胞对紫杉醇（paclitaxel，PTX）的敏感性。方法：采用脂质体转染技术将miR-129-5p mimics、HMGB1小干扰RNA（si-HMGB1）分

别转染入MCF-7细胞，用PTX刺激培养细胞后，用实时荧光定量PCR检测转染后MCF-7细胞miR-129-5p和HMGB1 mRNA的表

达，Western blotting检测转染后MCF-7细胞HMGB1蛋白的表达，CCK-8增殖实验检测转染后PTX对MCF-7细胞增殖的影响，流

式细胞术检测转染后对PTX诱导MCF-7细胞凋亡的影响。结果：转染miR-129-5p mimics后，MCF-7细胞中miR-129-5p的表达

水平明显高于阴性对照组细胞（P<0.01）；过表达miR-129-5p后可明显增强PTX抑制MCF-7细胞的增殖和诱导细胞凋亡的能力

（均P<0.05），并显著抑制HMGB1 mRNA和蛋白的表达（均P<0.05）。转染 si-HMGB1后，显著降低MCF-7细胞HMGB1 mRNA 和

蛋白的表达（均P<0.05）；干扰HMGB1表达进一步促进PTX抑制MCF-7细胞的增殖并诱导细胞凋亡（均P<0.05）。结论：miR-

129-5p通过下调HMGB1的表达增强乳腺癌MCF-7细胞对PTX的敏感性。
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MiR-129-5p influences the sensitivity of breast cancer MCF-7 cells to paclitaxel
by regulating HMGB1
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[Abstract ] Objective: To investigate the effect of miR-129-5p on the sensitivity of breast cancer MCF-7 cells to paclitaxel (PTX) by

regulating high mobility group box 1 (HMGB1). Methods: MCF-7 cells were transfected with miR-129-5p mimics or si-HMGB1 by li-

posomes transfection technology before stimulated with PTX, respectively. Then, the mRNA expressions of HMGB1 and miR-129-5p

in MCF-7 cells were detected by Real-time fluorescence quantitative PCR. Assessment of the expression of HMGB1 protein in MCF-7

cells was performed using Western blotting, and the effect of PTX on the proliferation of MCF-7 cells was performed by CCK-8 assay.

Finally, the effect of transfection on PTX-induced apoptosis of MCF-7 cells was detected by flow cytometry. Results: After being trans-

fected with miR-129-5p mimics, the expression of miR-129-5p was significantly higher than that of the negative control group (P<

0.01). Over-expression of miR-129-5p significantly enhanced the inhibition of MCF-7 cells proliferation by PTX (P< 0.05) and PTX-in-

duced apoptosis (P<0.05), meanwhile it also significantly inhibited the expression of HMGB1 mRNA and protein (all P<0.05). Trans-

fection with si-HMGB1 significantly reduced the expression of HMGB1 mRNA and protein (all P<0.05) in MCF-7 cells. HMGB1 inter-

ference further promoted PTX-induced proliferation inhibition and apoptosis of MCF-7 cells (all P<0.05). Conclusion: miR-129-5p en-

hanced the sensitivity of MCF-7 cells to PTX by down-regulating HMGB1.

[Key words] breast cancer；MCF-7 cell line；miR-129-5p；high mobility group box 1（HMGB1）；paclitaxel (PTX)；proliferation；

apoptosis
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，其病死率

位居女性肿瘤的第2位[1]。目前，紫杉醇（paclitaxel，PTX）

作为乳腺癌一线化疗药物，提高了乳腺癌患者生存率[2]，

但因耐药性的出现限制了其临床疗效，导致癌症复发

或转移[3]，因此，提高乳腺癌对PTX的敏感性显得十分

重要。有研究[4-6]发现，miRNA可通过调控其下游靶基

因参与肿瘤多药耐药（multidrug resistance，MDR）。miR-

129-5p是一种重要的肿瘤相关miRNA，在乳腺癌及其

他多种肿瘤中低表达，不仅与肿瘤细胞的增殖、侵袭、

迁移和凋亡相关，也可调控化疗耐药[7-9]；miR-129-5p可

靶向结合高迁移率族蛋白B 1基因（high mobility group

box 1，HMGB1）的3’-UTR区，后者作为一种高度保守

的DNA连接蛋白，可调控细胞中DNA转录、复制和修

复[10-11]，在乳腺癌及多种肿瘤中高表达，可参与肿瘤的发

生发展、增强肿瘤化疗敏感性[12-13]。miR-129-5p可通过

靶向抑制HMGB1表达抑制自噬，从而提高乳腺癌细胞

对放疗的敏感性[14]。放疗主要用于乳腺癌多处淋巴结

转移的高危患者，而化疗广泛用于不同的乳腺癌患者，

放疗的同时也需辅助化疗[15]。因此，研究miR-129-5p是

否通过调控HMGB1表达增强乳腺癌对化疗的敏感性，

将有助于改善乳腺癌患者的预后。本研究通过体外过

表达miR-129-5p，探讨其对MCF-7细胞PTX敏感性的

影响和HMGB1可能参与乳腺癌的发生机制，为深入研

究乳腺癌发病和耐药机制提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞株和主要试剂

人乳腺癌细胞株 MCF-7 购自美国 ATCC 细胞

库。胎牛血清购自浙江天杭生物科技股份有限公

司，RPMI 1640不完全培养基购自北京索莱宝科技有

限公司，PTX购自西安昊轩生物科技有限公司，miR-

129-5p模拟物（miR-129-5p mimics）、HMGB1小干扰

RNA（si-HMGB1）及其阴性对照（miR-NC）由生工生

物工程（上海）有限公司合成，脂质体转染试剂Lipo-

High、UNIQ-10柱式TRIzol总RNA和miRNA抽提试

剂盒均购自生工生物工程（上海）有限公司，兔抗人

HMGB1 单克隆抗体购自美国 Abcam 公司，兔抗人

GAPDH多克隆抗体和羊抗兔 IgG-HRP购自生工生

物工程（上海）有限公司，细胞凋亡检测试剂盒购自

美国BD公司，细胞增殖毒性检测（CCK-8）试剂盒购

自日本同仁化学研究所。

1.2 细胞培养和转染

乳腺癌MCF-7细胞培养于含10%灭活胎牛血清

的RPMI 1640完全培养基中，置于37℃、5% CO2培养

箱中培养，待细胞汇合度达到 80%~90%时进行传代

或用于后续实验。

将对数生长期MCF-7细胞接种到6孔板中（2.5×

105个/孔）。细胞转染按照脂质体LipoHigh试剂说明

书进行，根据转染的目的基因不同进行如下分组：

miR-129-5p组（转染miR-129-5p mimics）、miR-NC组

（转染miRNA阴性对照组）、si-HMGB1组（转染干扰

RNA）、si-NC组（转染 siRNA阴性对照）。将各组待

转染脂质体和LipoHigh分别用OPTI无血清培养基

稀释后，再将两者混匀静置20 min，加入各孔细胞中，

用无血清培养基继续培养6 h后，更换为完全培养基

培养用于后续实验。

1.3 miR-129-5p的靶基因预测

通过在线靶基因预测网站 Target genes（http://

www.targetscan.org/vert_71/）预测miR-129- 5p的靶基

因，并查询其与靶基因的结合位点。

1.4 CCK-8法检测PTX对MCF-7细胞增殖的影响

将对数生长期的 MCF-7 细胞接种到 96 孔板中

（8×103 个 /孔），转染 24 h 后，各孔加入相应浓度的

PTX（终浓度分别为 0、7.8、31.2、125.0、500.0 和

1 000.0 nmol/L）继续培养 24 h 后弃原培养基，加入

100 μl不完全培养基和 10 μl CCK-8溶液继续培养 1

h，然后使用酶标仪测定波长在 450 nm 处的光密度

（D）值，并按照公式[增殖抑制率（%）＝（1–实验组D

值/对照组D值）×100%]计算细胞的增殖抑制率，最后

根据计算所得的增殖抑制率通过 SPSS软件计算出

PTX 的 IC30 值，miR - NC 组 PTX 的 IC30 值约为 31.2

noml/L，后续实验均使用此浓度刺激培养MCF-7细

胞。每组设4个平行孔，实验重复3次。

1.5 流式细胞术检测PTX对MCF-7细胞凋亡的影响

取转染24 h的各组细胞，加入 IC30的PTX继续培

养 24 h，用不含EDTA的胰酶消化后收集各组细胞。

用预冷的 0.01 mol/L PBS洗涤 1～2次后加入 100 μl

结合缓冲液重悬细胞，再加入 5 μl异硫氰酸荧光素

（FITC）标记的磷脂结合蛋白Annexin V和 5 μl碘化

丙啶（PI）轻轻混匀，室温避光15 ~ 30 min，洗涤3次。

最后，加入 400 μl 结合缓冲液重悬细胞，30 min内上

机检测。细胞自动获取与数据分析由BD FACSDi-

va.8软件进行。细胞总凋亡率以早期凋亡率和晚期

凋亡率的总和进行计算。每组设3个平行孔，实验重

复3次。

1.6 实时荧光定量 PCR（qPCR）检测转染后MCF-7

细胞miR-129-5p的表达

取转染 48 h后的各组细胞，严格按照miRNA抽

提试剂盒说明书提取细胞中的 miRNA。按照 miR-

NA第一链cDNA合成（茎环法）试剂盒说明书逆转录

合成 cDNA，逆转录条件：37℃ 60 min，85℃ 5 min，

PCR反应体系为 20 μl。按照 qPCR试剂盒(染料法)
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说明书进行定量 PCR 检测，检测条件：95℃ 30 s；

95℃ 5 s，60℃ 30 s，共 40 个循环。引物序列：miR-

129-5p上游为5 ′ -CTTTTTGCGGTCTGGGCTTG-3 ′，

下游为 5 ′ -AACGCTTCACGAATTTGCGT-3 ′ ；U6上

游为 5 ′ -CTCGCTTCGGCAGCACA-3 ′ ，下游为 5 ′ -

AACGCTTCACGAATTTGC-3 ′ 。实验结果以 2-△△Ct

公式计算miR-129-5p的相对表达量。每组设 3个平

行孔，实验重复3次。

1.7 qPCR 检测转染后 MCF-7 细胞 HMGB1 mRNA

的表达

取转染24 h后的各组细胞，加入IC30的PTX继续培

养24 h，然后收集各组细胞。TRIzol法提取总mRNA，

按照总mRNA提取试剂盒说明书进行。按照M-MuLV

第一链 cDNA合成试剂盒说明书逆转录，逆转录条件：

42℃ 60 min，85℃ 5 min；PCR反应体系为25 μl。按照

mRNA荧光定量PCR试剂盒说明书进行扩增，扩增条

件：95℃ 3 min，95℃ 20 s，60℃ 30 s，共40个循环。引

物序列：HMGB1 上游为 5 ′ - ACAAGGCCCGTTAT-

GAAAGA-3 ′，下游为5 ′ -GAAGAGGAAGAAGGCC-

GAAG-3 ′；GAPDH上游为 5'-CAGGAGGCATTGCT-

GATGAT-3'，下游为5'-GAAGGCTGGGGCTCATTT-3'。

实验结果以2-△△Ct法计算目的基因的相对表达量。每组

设3个平行复孔，实验重复3次。

1.8 Western blotting检测转染后MCF-7细胞HMGB1

蛋白的表达

取转染48 h后各组细胞，加入 IC30的PTX继续培

养 24 h，然后按照RIPA蛋白裂解缓冲液使用说明提

取各组总蛋白。取 20 μg总蛋白加 1×上样缓冲液煮

沸变性，SDS-PAGE 后，将蛋白全部转移到 0.22 µm

PVDF膜上。5%脱脂奶粉封闭1 h，分别加入稀释后

的兔抗人HMGB1单克隆抗体（1∶10 000）和兔抗人

GAPDH多克隆抗体（1∶1 000），4℃孵育过夜，再用稀

释后羊抗兔 IgG-HRP（1∶10 000）为二抗室温孵育

1 h。TBST再次洗膜后，采用ECL显色并分析条带，

用 Image J软件进行灰度值分析。目的蛋白相对表达

水平=目的蛋白灰度值/GAPDH灰度值。每组设3个

平行孔，实验重复3次。

1.9 统计学处理

采用SPSS21.0统计软件，计量数据以 x̄±s表示，

细胞增殖抑制率采用两组定量资料 t检验或校正 t检

验，细胞转染后多组定量资料间的比较采用单因素

方差分析及LSD-t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 转染 miR-129-5p 后 MCF-7 细胞中 miR-129-5p

高表达

qPCR检测结果显示，miR-129-5p组MCF-7细胞

中的 miR-129-5p 的表达水平明显高于 miR-NC 组

（142.00±3.33 vs 1.16±0.05，t=73.15，P<0.01）。因此，

miR-129-5p组MCF-7细胞满足后续实验的要求。

2.2 过表达 miR-129-5p 增加 MCF-7 细胞对 PTX 的

敏感性

CCK-8检测结果（图1）显示，与miR-NC组比较，

过表达miR-129-5p后，不同浓度的PTX对MCF-7细

胞的增殖均有抑制作用，且随着药物浓度的升高，其

抑制率显著升高（P<0.05）。结果提示MCF-7细胞对

PTX的敏感性增强。

*P<0.05 vs miR-NC group

图1 过表达miR-129-5p对MCF-7细胞PTX的敏感性的影响

Fig. 1 Effect of miR-129-5p over-expression on sensitivity of

MCF-7 cells to paclitaxel

2.3 过表达miR-129-5p促进PTX诱导MCF-7细胞凋亡

流式细胞术检测结果（图2）显示，miR-129-5p组

细胞的凋亡率（Q2+Q4）明显高于miR-NC组[(12.87±

0.51)% vs (7.13±2.90)%，t=3.37，P<0.05]；miR-NC+

PTX 组细胞的凋亡率明显高于 miR-NC 组[(16.70±

0.80)% vs (7.13 ± 2.90)% ，t=5.51，P<0.05]；miR - 129-

5p+PTX组细胞的凋亡率明显高于miR-NC+PTX组

[(24.70 ± 2.71)% vs (16.70 ± 0.80)% ，t=4.91，P<0.05]。

实验结果提示，过表达miR-129-5p后，PTX对MCF-7

细胞凋亡的诱导活性明显增加。

2.4 miR-129-5p抑制HMGB1 mRNA和蛋白表达

靶基因预测网站Target genes结果（图3A）显示，

miR-129-5p与HMGB1的3’-UTR结构域有两个结合

区域。qPCR（图 3B）和Western blotting（图 3C、D）结

果显示，miR-129-5p组HMGB1 mRNA和蛋白的相对

表达水平明显低于 miR-NC 组（t=9.37，5.95；均 P<

0.05）；miR-NC+PTX组明显低于miR-NC组（t=6.95，

3.86；均P<0.05）；miR-129-5p+PTX组明显低于miR-

NC+PTX 组（t=5.74，9.938；均 P<0.05）。结果提示，
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miR-129-5p抑制HMGB1的表达。

图2 过表达miR-129-5p对PTX诱导MCF-7细胞凋亡的影响

Fig. 2 Effect of miR-129-5p over-expression on paclitaxel-induced MCF-7 cell apoptosis

2.5 HMGB1在转染 si-RNA的MCF-7细胞中低表达

qPCR和Western blotting（图4）检测结果显示，si-

HMGB1 组 MCF-7 细胞的 HMGB1 mRNA 及其蛋白

*P<0.05 vs miR-NC group; △P<0.05 vs miR-NC+PTX group

A: The predicted results of target genes; B: Detection of

HMGB1 mRNA level by qPCR;

C，D: Detection of HMGB1 protein level by Western blotting

图3 miR-129-5p调控HMGB1 mRNA和蛋白的表达

Fig. 3 miR-129-5p regulates the expressions of HMGB1

mRNA and protein

的表达水平明显低于 si-NC组（HMGB1 mRNA：0.31±

0.15 vs 1.22 ± 0.13，t=7.79，P<0.01；HMGB1 蛋白 ：

0.29±0.04 vs 0.68±0.08，t=36.68，P<0.05）。结果表明，

si-RNA有效抑制HMGB1的表达。

图4 HMGB1蛋白在转染 si-RNA的MCF-7细胞中的表达

Fig. 4 Expression of HMGB1 protein in si-RNA-transfected

MCF-7 cells

2.6 低表达HMGB1增加MCF-7细胞对PTX的敏感性

CCK-8检测结果（图5）显示，与 si-NC组比较，干

扰HMGB1表达后，不同浓度的PTX对MCF-7细胞均

有增殖抑制作用，且随着药物浓度的升高，其增殖抑

制率显著升高（P<0.05）。结果提示 MCF-7 细胞对

PTX的敏感性增强。

2.7 低表达HMGB1促进PTX诱导MCF-7细胞凋亡

流式细胞术检测结果（图 6）显示，si-HMGB1组

MCF-7 细胞的凋亡率（Q2+Q4）明显高于 si-NC 组

[(16.40±0.96)% vs (10.53±1.91)%，t=6.04，P<0.05]；si-

NC+PTX组细胞的凋亡率明显高于 si-NC组[(16.33±

5.17)% vs (10.53 ± 1.91)% ，t=3.81，P<0.05]；si -

HMGB1+PTX组细胞的凋亡率明显高于 si-NC+PTX

组[(23.87±2.84)% vs (16.33±5.17)%，t=3.61，P<0.05]。

结果提示，转染 si-HMGB1后，PTX对MCF-7细胞凋

亡的诱导活性明显增加。

3 讨 论

miR-129-5p 是新近发现的一种肿瘤抑制 miR-
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NA，在乳腺癌中低表达[9]。miR-129-5p除可抑制肿

瘤细胞的侵袭、迁移、上皮间质转化外[7-8]，还具有逆

转肿瘤耐药的重要功能[9,16]。过表达miR-129-5p可增

强 MCF-7/ADM 细胞对多柔比星、长春新碱的敏感

性[9]，还可直接靶向抑制脂肪前体细胞因子 1（delta-

like1 homologue，DLK1）基因影响非小细胞肺癌干细

胞的耐药[16]。本研究利用脂质体转染技术使MCF-7

细胞过表达miR-129-5p，结果发现 PTX明显增强对

MCF-7细胞的增殖抑制作用。凋亡是细胞的 I型程

序性死亡，许多研究[4-6]已证实，miRNA可通过促进肿

瘤细胞凋亡、增强化疗药物的敏感性。本研究发现，

过表达miR-129-5p后，PTX明显增加MCF-7细胞的

凋亡。以上结果表明，miR-129-5p可通过促进细胞

凋亡，增强MCF-7细胞对PTX的敏感性。

*P<0.05 vs si-NC group

图5 低表达HMGB1对MCF-7细胞PTX敏感性的影响

Fig. 5 Effect of down-regulating HMGB1 on sensitivity of

MCF-7 cells to paclitaxel

图6 低表达HMGB1对PTX诱导MCF-7细胞凋亡的影响

Fig. 6 Effect of down-regulating HMGB1 on paclitaxel-induced MCF-7 cell apoptosis

miRNA往往通过靶向调控其下游基因发挥生物

学功能。有研究[17]发现，miR-129-5p可通过靶向抑制

HMGB1表达抑制骨肉瘤细胞的增殖和迁移；也可通

过靶向抑制 HMGB1 表达增强乳腺癌 MCF - 7 和

MDA-MB-231细胞对放疗的敏感性[14]。本课题通过

靶基因预测网站发现HMGB1是miR-129-5p的靶基

因之一，并经实验证实 miR-129-5p 可能通过抑制

HMGB1表达影响MCF-7细胞对PTX的敏感性。

有研究[18-19]发现，PTX 通过 Caspase 家族和 Fas/

Fasl通路作用于P53、Bax和Bcl-2等基因促进细胞凋

亡，是PTX发挥抗肿瘤作用的机制之一。HMGB1则

可通过调控凋亡相关因子 Caspase 3、Casepase 8 和

Casepase 9的活性和Bcl-2的表达抑制细胞凋亡[20-21]；

可通过促进细胞凋亡增加骨肉瘤细胞对顺铂、甲氨

蝶呤和多柔比星的敏感性[22]。因此，HMGB1可能通

过凋亡影响PTX的抗肿瘤效果，从而影响PTX的敏

感性。本研究利用 si-RNA 技术干扰 HMGB1 表达

后，发现PTX诱导MCF-7细胞凋亡和抑制细胞增殖

的作用明显增强，结果表明抑制HMGB1表达可通过

促进细胞凋亡而增强MCF-7细胞对PTX的敏感性。

综上所述，miR-129-5p可通过抑制HMGB1表达促

进细胞凋亡，从而增强MCF-7细胞对PTX的敏感性，

Caspase家族和Fas/Fasl通路可能参与其发生机制。本

研究仅利用体外实验进行了验证，实验结果尚具有一

定的局限性，但本研究结果为进一步证实在miR-129-

5p低表达或缺失的耐药细胞株中通过靶向导入miR-129-

5p可以提高细胞对抗肿瘤药物的敏感性，以及为逆转

肿瘤细胞耐药提供了实验数据支持。
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