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３，６二羟黄酮抗乳腺癌发生过程中ｍｉＲＮＡ表达谱的变化
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　　摘　要：目的　观察Ｎ甲基Ｎ亚硝脲（ＭＮＵ）诱导大鼠乳腺癌发生过程中 ｍｉＲＮＡ表达谱的变化及３，６二羟黄酮膳食干预

的影响。方法　雌性ＳＤ大鼠分为自然对照组、模型对照组和实验组，实验组给予３，６二羟黄酮灌胃（２０ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１），两对

照组给予生理盐水灌胃，实验组和模型对照组一次注射 ＭＮＵ５０ｍｇ／ｋｇ，诱发乳腺癌，各组分组喂养１８周，观察肿瘤发生率。另

取雌性ＳＤ大鼠以前述方法分组和处理，分别于 ＭＮＵ注射０、４、８、１８周取材，提取乳腺组织总ＲＮＡ并分离 ｍｉＲＮＡ，利用微阵列

杂交，通过芯片扫描和数据分析获得ｍｉＲＮＡ表达谱。结果　实验组乳腺癌发生率显著低于模型对照组。ｍｉＲＮＡ表达谱分析结

果表明，ＭＮＵ注射４、８、１８周时分别检测到１１、１２和１７个ｍｉＲＮＡ表达显著上调，１８、１７和１８个 ｍｉＲＮＡ表达显著下降；与模型

对照组相比，实验组在４、８、１８周时分别检测到１０、１５和１１个ｍｉＲＮＡ表达显著上调，９、１０和１２个ｍｉＲＮＡ表达显著下降。结论

　３，６二羟黄酮可显著抑制 ＭＮＵ诱导的大鼠乳腺癌发生，并影响ｍｉＲＮＡ表达谱变化。
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　　微ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是小 ＲＮＡ的一种，可与其

靶ＲＮＡ的３′端非特异区结合，引起靶信使ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）的翻

译抑制或降解。研究发现，某些 ｍｉＲＮＡ在肿瘤的发生和发展

过程中扮演非常重要的角色，起到癌基因或抑癌基因的作

用［１３］。ｍｉＲＮＡ的发现与研究为乳腺癌的防治提供了新的途

径［４６］。植物黄酮抗肿瘤作用研究一直受到关注，但其抗肿瘤

机制是否涉及对ｍｉＲＮＡ表达和功能的影响，国内外尚少见报

道。本研究前期药效学筛选试验发现３，６二羟黄酮具有很强

的抗肿瘤作用［７９］，但其体内抗肿瘤发生效应尚缺乏研究。本

研究观察３，６二羟黄酮对Ｎ甲基Ｎ亚硝脲（ＭＮＵ）诱导大鼠

乳腺癌发生的抑制作用，同时利用基因芯片技术检测大鼠乳腺

组织ｍｉＲＮＡ表达谱的变化，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　６～７周龄健康雌性ＳＤ大鼠，体质量１４５～１６５ｇ，

由第三军医大学实验动物中心提供［ｓｃｘｋ（军）２００７０１５］，饲养

于ＳＰＦ动物实验室。雌性ＳＤ大鼠依照完全随机设计原则均

分为自然对照、模型对照和实验组，自然对照组８只，模型对照

和实验组各１４只。ＭＮＵ和３，６二羟黄酮购自Ｓｉｇｍａ公司，

Ｔｒｉｚｏｌ为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品，ＧｅｎｅＣｈｉｐ?ｍｉＲＮＡ芯片及相关

试剂盒均为美国Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ公司产品，本芯片覆盖了７１个物

种的ｍｉＲＮＡ，针对７８１５个 ｍｉＲＮＡ设计了共计４６２２８个探

针，数据来自ＳａｎｇｅｒｍｉＲＢａｓｅｍｉＲＮＡｄａｔａｂａｓｅＶ１１（ｈｔｔｐ：／／

ｍｉｃｒｏｒｎａ．ｓａｎｇｅｒ．ｕｋ）。

１．２　方法

１．２．１　动物处理　实验组给予３，６二羟黄酮灌胃（２０ｍｇ·

ｋｇ
－１·ｄ－１），两对照组给予生理盐水灌胃，实验组和模型对照

组一次注射 ＭＮＵ５０ｍｇ／ｋｇ，制造乳腺癌动物模型，自然对照

组注射生理盐水，分组喂养１８周，观察各组肿瘤发生率。另取
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雌性ＳＤ大鼠，以前述方法分组和处理，每组１２只，分别于

ＭＮＵ注射０、４、８、１８周取材，提取乳腺组织总 ＲＮＡ并分离

ｍｉＲＮＡ，通过芯片扫描和数据分析获得ｍｉＲＮＡ表达谱。

１．２．２　乳腺组织总ＲＮＡ的提取　剪取大鼠乳腺组织０．１ｇ，

制备组织匀浆，利用Ｔｒｉｚｏｌ试剂抽提数次，常规提取总ＲＮＡ。

每个样品取１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ稀释２００倍后用核酸蛋白定量仪测

定ＲＮＡ含量与纯度。整个过程所有使用的器械及液体均经

０．１％焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）水处理，戴消毒手套操作，防止

ＲＮＡ酶污染。

１．２．３　ｍｉＲＮＡ表达谱的检测　取５０～１００μｇ总ＲＮＡ，利用

ｍｉＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ分离小ＲＮＡ，采用ＰｏｌｙＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ加

尾，利用Ｔ４ＲＮＡ连接酶将带有生物素标记的信号分子与之

连接，进行标记，然后将生物素标记的小分子ＲＮＡ溶于１６μＬ

杂交液中［１５％甲酰胺，０．２％聚丙烯酰胺（ＳＤＳ），３×柠檬酸钠

缓冲液（ＳＳＣ），５０×纯化试剂（Ｄｅｎｈａｒｄｔｓ）］。于４２℃与微阵

列杂交过夜。杂交结束后，微阵列玻片于４２℃下用含０．２％

ＳＤＳ的２×ＳＳＣ漂洗４ｍｉｎ，再在０．２×ＳＳＣ室温漂洗４ｍｉｎ。

玻片甩干后，用ＬｕｘＳｃａｎ１０Ｋ／Ａ双通道激光扫描仪进行扫描，

采用微阵列显著点分析（ＳＡＭ）２．１版软件分析有统计学意义

的差异表达位点。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行单因素方差

分析，肿瘤发生率的比较采用χ
２ 检验，两组间差异比较采用狋

检验，所有数据均以狓±狊表示，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　３，６二羟黄酮膳食干预对乳腺癌发生的抑制作用　实验

结束时，３组大鼠之间体质量差异无统计学意义，表明３，６二

羟黄酮膳食处理对大鼠无明显毒副作用。自然对照组大鼠无

乳腺肿瘤发生。与模型对照组相比，实验组乳腺肿瘤发生率降

低了３５．８％，显著低于模型对照组，表明３，６二羟黄酮膳食处

理能够显著抑制化学致癌剂 ＭＮＵ诱导的大鼠乳腺肿瘤发生，

见表１。

表１　　３组膳食干预对 ＭＮＵ诱导大鼠乳腺

　　　肿瘤发生率及体质量的影响

组别 狀 肿瘤发生率（％） 大鼠体质量（狓±狊，ｇ）

自然对照组 ８ ０．０ ２９１±５

模型对照组 １４ ９２．９ ２８１±４

实验组 １４ ５７．１ ２７８±５

　　：犘＜０．０５；与模型对照组比较。

２．２　大鼠乳腺肿瘤发生过程中ｍｉＲＮＡ表达谱的变化及３，６

二羟黄酮膳食干预的影响　ｍｉＲＮＡ芯片检测结果表明，致癌

剂 ＭＮＵ注射后，大鼠乳腺组织 ｍｉＲＮＡ表达谱发生显著变

化，其中 ＭＮＵ注射４周时，模型对照组检测到１１个 ｍｉＲＮＡ

表达显著上调，１８个ｍｉＲＮＡ表达显著下降；８周时１２个ｍｉＲ

ＮＡ表达显著上调，１７个显著下降；１８周时１７个显著上调，１８

个显著下降，见表２。与模型对照组相比，实验组４周时检测

到１０个ｍｉＲＮＡ表达显著上调，９个 ｍｉＲＮＡ表达显著下降；８

周时１５个ｍｉＲＮＡ表达显著上调，１０个显著下降；１８周时１１

个显著上调，１２个显著下降，见表３。这些 ｍｉＲＮＡ可能在３，

６二羟黄酮抗乳腺癌发生过程中发挥作用。

表２　　ＭＮＵ诱导大鼠乳腺肿瘤发生过程中ｍｉＲＮＡ表达谱的变化

表达变化 ４周 ８周 １８周

显著上调
ｍｉｒ２１，ｍｉｒ７ａ，ｍｉｒ１９３，ｍｉｒ２７ａ，ｍｉｒ

１０ｂ，ｍｉｒ１８１ｂ，ｍｉｒ２９３，ｍｉｒ３０１ａ，ｍｉｒ

３７９，ｍｉｒ１９９ａ，ｍｉｒ１２８

ｍｉｒ３０１ａ，ｍｉｒ１８１ｂ，ｍｉｒ１２８，ｍｉｒ１４４，

ｍｉｒ３７４，ｍｉｒ２９１ｂ，ｍｉｒ１９３，ｍｉｒ１８１ｄ，

ｍｉｒ２７ａ，ｍｉｒ１９１，ｍｉｒ２５，ｍｉｒ２１

ｍｉｒ２９ｃ，ｍｉｒ１９３，ｍｉｒ２１，ｍｉｒ１０ｂ，ｍｉｒ

２５，ｍｉｒ３６５，ｍｉｒ３７４，ｍｉｒ１２８，ｍｉｒ１５４，

ｍｉｒ３６１，ｍｉｒ１８５，ｍｉｒ２０３，ｍｉｒ３３９，ｍｉｒ

３０１ａ，ｍｉｒ９８，ｍｉｒ１９１，ｍｉｒ２７ａ

显著降低

ｍｉｒ２０６，ｍｉｒ３１，ｍｉｒ２４，ｍｉｒ４９４，ｍｉｒ

１２６，ｍｉｒ１２５ａ，ｌｅｔ７ａ，ｍｉｒ１００，ｍｉｒ１３２，

ｍｉｒ３０ａ，ｍｉｒ６３２，ｍｉｒ１４１，ｍｉｒ２９ａ，ｍｉｒ

４２３，ｍｉｒ３４ａ，ｍｉｒ２００ｃ，ｍｉｒ４９７，ｍｉｒ

１２２４

ｍｉｒ１７，ｍｉｒ２０６，ｍｉｒ２４，ｍｉｒ１２５ａ，ｍｉｒ

２００ｃ，ｍｉｒ１００，ｍｉｒ１４３，ｌｅｔ７ａ，ｍｉｒ２０ｂ，

ｍｉｒ１２５ｂ，ｍｉｒ１８ａ，ｍｉｒ９９ａ，ｌｅｔ７ｂ，ｍｉｒ

１４５，ｍｉｒ４９７，ｍｉｒ３４ａ，ｍｉｒ３０ａ

ｍｉｒ１７，ｍｉｒ３２０，ｍｉｒ２１０，ｌｅｔ７ａ，ｍｉｒ

１００，ｍｉｒ１３２，ｍｉｒ２００ｃ，ｍｉｒ９９ａ，ｍｉｒ

４９７，ｍｉｒ１２５ａ，ｍｉｒ３４ａ，ｍｉｒ４９４，ｌｅｔ７ｂ，

ｍｉｒ１４５，ｍｉｒ２６ａ，ｍｉｒ１３０ａ，ｍｉｒ１２６，

ｍｉｒ１９ｂ

表３　　与模型对照组相比实验组大鼠ｍｉＲＮＡ表达谱的变化

表达变化 ４周 ８周 １８周

显著上调
ｍｉｒ３１，ｍｉｒ３４ａ，ｍｉｒ２４，ｍｉｒ４９４，ｌｅｔ７ａ，

ｍｉｒ３３９，ｍｉｒ６３２，ｍｉｒ９８，ｍｉｒ１４１，ｍｉｒ

４２３，

ｍｉｒ１８ａ，ｍｉｒ３４ａ，ｍｉｒ１２５ａ，ｍｉｒ２０６，

ｍｉｒ９３，ｍｉｒ３４２，ｍｉｒ４２３，ｍｉｒ２０５，ｍｉｒ

１２５ｂ，ｌｅｔ７ａ，ｍｉｒ２２１，ｍｉｒ１４５，ｍｉｒ１０ａ，

ｍｉｒ１６，ｍｉｒ１５ｂ

ｍｉｒ３４ａ，ｍｉｒ３２０，ｍｉｒ２１０，ｍｉｒ１２５ａ，

ｍｉｒ４２９，ｍｉｒ９９ａ，ｍｉｒ１７，ｍｉｒ４９７，ｍｉｒ

１８ａ，ｍｉｒ１３０ａ，ｍｉｒ２６ａ

显著降低 ｍｉｒ２１，ｍｉｒ７ａ，ｍｉｒ１９３，ｍｉｒ２７ａ，ｍｉｒ

１８１ｂ，ｍｉｒ２２，ｍｉｒ２６ａ，ｍｉｒ３０１ａ，ｍｉｒ３７９

ｍｉｒ１８１ｂ，ｍｉｒ１２８，ｍｉｒ３０１ａ，ｍｉｒ１４４，

ｍｉｒ２２，ｍｉｒ１９１，ｍｉｒ１９３，ｍｉｒ１８１ｄ，ｍｉｒ

２１，ｍｉｒ１３２

ｍｉｒ２１，ｍｉｒ３１，ｍｉｒ２９ｃ，ｍｉｒ１８５，ｍｉｒ

３６１，ｍｉｒ３６５，ｍｉｒ１９１，ｍｉｒ２００ｂ，ｍｉｒ

２２，ｍｉｒ３３９，ｍｉｒ３０ａ，ｍｉｒ２０６

３　讨　　论

植物黄酮为一类天然植物多酚化合物，具有抗氧化、抗炎

症、抗肿瘤等生物学效应，特别是其抗肿瘤活性以其天然、低

毒、高效而备受关注［１０１１］。本研究前期药效学筛选实验发现，

３，６二羟黄酮具有很强的体外抗肿瘤活性，对乳腺癌细胞、结

肠癌细胞、前列腺癌细胞、白血病细胞均表现出强细胞毒性和

凋亡诱导作用［７９］。３，６二羟黄酮的抗肿瘤作用国内外尚少见

报道，特别是其体内抗肿瘤效应如何尚不清楚。ＭＮＵ诱导大

鼠乳腺癌发生是研究乳腺癌发生的经典动物模型，本课题利用

此动物模型观察了３，６二羟黄酮抗乳腺癌发生的效应，结果表
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明，３，６二羟黄酮膳食干预可显著抑制致癌剂诱导的大鼠乳腺

肿瘤发生，显示出较强的乳腺癌化学预防作用。

ｍｉＲＮＡ是一类由内源基因编码的长度约为２２个核苷酸

的非编码单链ＲＮＡ分子，它可以抑制蛋白质翻译，剪切 ｍＲ

ＮＡ，调节靶基因的表达，在动植物中参与转录后基因表达调

控。越来越多的研究表明，ｍｉＲＮＡ参与包括肝癌、肺癌、乳腺

癌、结肠癌及白血病在内的多种肿瘤的发生、发展［１２１３］。乳腺

癌是女性最常患的一种肿瘤，男性由于缺乏对乳腺癌的免疫能

力，同样容易罹患此病。有研究发现作为抑癌基因和原癌基因

的乳腺癌特异性ｍｉＲＮＡ，在乳腺癌发生、发展中的作用对于防

治乳腺癌具有重要意义［１４１５］。

植物黄酮抗乳腺癌作用机制中是否涉及对 ｍｉＲＮＡ表达

和功能的影响，尚少见报道，本实验研究发现，３，６二羟黄酮抗

乳腺癌发生过程中，伴随着 ｍｉＲＮＡ表达谱的改变，提示某些

ｍｉＲＮＡ可能在３，６二羟黄酮抗乳腺癌作用机制中扮演重要角

色，黄酮化合物可能通过调节 ｍｉＲＮＡ的表达进而影响某些关

键靶蛋白的活性。本研究结果对深入探讨 ｍｉＲＮＡ在植物黄

酮抗肿瘤机制中的作用提供了参考。
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［８］ 王英，车宇，苗建亭，等．新生大鼠海马神经元原代培养方

法的研究［Ｊ］．细胞与分子免疫学杂志，２００３，１９（２）：１９７

１９９．

［９］ＬｅｓｕｉｓｓｅＣ，ＭａｒｔｉｎＬＪ．Ｌｏｎｇｔｅｒｍｃｕｌｔｕｒｅｏｆｍｏｕｓｅｃｏｒｔｉ

ｃａｌｎｅｕｒｏｎｓａｓａｍｏｄｅｌｆｏｒｎｅｕｒｏｎａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ａｇｉｎｇ，

ａｎｄｄｅａｔｈ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｂｉｏｌ，２００２，５１（１）：９２３．

［１０］ＶｅｒｇｕｎＯ，ＳｏｂｏｌｅｖｓｋｙＡＩ，ＹｅｌｓｈａｎｓｋｙＭＶ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｌｏ

ｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｏｌｅｏｆｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓｉｎｇｌｕｔａｍａｔｅ

ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙｉｎｒａｔｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｅｓｉｎｃｕｌｔｕｒｅ［Ｊ］．Ｊ

Ｐｈｙｓｉｏｌ，２００１，５３１（Ｐｔ１）：１４７１６３．

［１１］陈秀，陈丽芬，吴万福，等．缺氧对离体培养的海马神经元

兴奋性的影响［Ｊ］．重庆医学，２０１１，４０（１３）：１２６７１２６２．

［１２］徐祖才，刘华，陈阳美．海马神经元癫痫样放电后ＥＲＫ１／

２信号通路与Ｃｆｏｓ的相关性［Ｊ］．中华医学杂志，２００８，

８８（２３）：１６３９１６４２．

［１３］ＸｕＺＣ，ＣｈｅｎＹＭ，ＸｕＰ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｌｅｐｔｉｆｏｒｍｄｉｓｃｈａｒｇｅｕｐ

ｒｅｇｕｌａｔｅｓｐＥＲＫ１／２，ｇｒｏｗｔｈａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ４３ａｎｄ

ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｒａｔｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓ［Ｊ］．

Ｓｅｉｚｕｒｅ，２００９，１８（１０）：６８０６８５．

［１４］徐祖才，徐平，陈阳美，等．无镁损伤海马神经元后

ＥＲＫ１／２核转移的动态变化［Ｊ］．中华创伤杂志，２００９，２５

（８）：７３５７３８．

［１５］ＡｒｔｈｕｒＪＬ，ＳｃａｒｐｉｎｉＣＧ，ＣｏｎｎｏｒＶ，ｅｔａｌ．Ｈｅｒｐｅｓｓｉｍｐｌｅｘ

ｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１ｐｒｏｍｏｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙｄｕｒｉｎｇｌａｔｅｎｃｙｅｓｔａｂｌｉｓｈ

ｍｅｎｔ，ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ，ａｎｄｒｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｐｒｉｍａｒｙｄｏｒｓａｌｒｏｏｔ

ｎｅｕｒｏｎｓｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌ，２００１，７５（８）：３８８５３８９５．

（收稿日期：２０１２０４２４　修回日期：２０１２０７２５）

５４２３重庆医学２０１２年１１月第４１卷第３１期




