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[摘  要]  目的：探究雷公藤内酯醇（TP）通过 miR-142-3p/HSP70 信号通路对人乳腺癌MCF-7细胞恶性生物学行为的影

响。方法：常规培养MCF-7细胞，将其分为6组：对照组、TP组、miR-142-3p inhibitor组、TP+inhibitor组、miR-142-3p mimic组和

TP+mimic组，用转染试剂将相应的核酸或质粒转染MCF-7细胞。qPCR法、EdU细胞增殖实验、Transwell小室实验、细胞划痕实

验、WB法分别检测转染后各组MCF-7细胞中miR-142-3p和HSP70 mRNA的表达，MCF-7细胞的增殖、侵袭、迁移能力和HSP70

蛋白表达水平。结果：TP或miR-142-3p过表达能显著促进MCF-7细胞中miR-142-3p和HSP70的表达，敲减miR-142-3p则可明

显抑制MCF-7细胞中miR-142-3p和HSP70的表达，TP可逆转由敲减miR-142-3p对MCF-7细胞中miR-142-3p和HSP70表达的影

响；TP、过表达miR-142-3p均可明显抑制MCF-7细胞的增殖、迁移和侵袭能力（均P<0.05），敲减miR-142-3p则均可促进MCF-7

细胞的增殖、迁移和侵袭能力（均 P<0.05），TP 可逆转由敲减 miR-142-3p对MCF-7细胞恶性生物学行为的影响（均P<0.05）。

结论：TP可通过调控miR-142-3p/HSP70信号通路，进而抑制MCF-7细胞的增殖、侵袭和迁移能力。
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Triptolide inhibits proliferation, invasion and migration of human breast cancer 
MCF-7 cells by regulating miR-142-3p/HSP70 pathway
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[Abstract]  Objective: To investigate the effects of triptolide (TP) on the malignant biological behaviors of human breast cancer MCF-7 cells 

through the miR-142-3p/HSP70 signaling pathway. Methods: MCF-7 cells were routinely cultured and divided into 6 groups: control group, 

TP group, miR-142-3p inhibitor group, TP+inhibitor group, miR-142-3p mimics group and TP+mimics group. The corresponding nucleic 

acids or plasmids were transfected into MCF-7 cells with transfection reagents. The mRNA expression of miR-142-3p and HSP70 

in MCF-7 cells was detected by qPCR method. The proliferation, invasion and migration abilities of MCF-7 cells were detected by EdU cell 

proliferation assay, Transwell chamber assay, and cell scratch assay, respectively. The protein expression of HSP70 in MCF-7 cells was 

determined by WB assay. Results: TP or miR-142-3p overexpression significantly promoted the expression of miR-142-3p and HSP70 in 

MCF-7 cells, while knockdown of miR-142-3p significantly inhibited the expression of miR-142-3p and HSP70 in MCF-7 cells. TP could 

reverse the effects of miR-142-3p knockdown on the expression of miR-142-3p and HSP70 in MCF-7 cells. TP and miR-142-3p 

overexpression could significantly inhibit the proliferation, migration and invasion of MCF-7 cells (all P<0.05), while knockdown of 

miR-142-3p could promote the proliferation, migration and invasion of MCF-7 cells (all P<0.05). TP could reverse the effect of miR-

142-3p knockdown on the malignant biological behavior of MCF-7 cells (all P<0.05). Conclusions: TP can inhibit the proliferation, 

invasion, and migration of MCF-7 cells by regulating the miR-142-3p/HSP70 signaling pathway.
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乳腺癌是全球女性最常见的恶性肿瘤，中国乳

腺癌的发病率和病死率均居女性恶性肿瘤之首[1]。

放化疗通常用于提高晚期乳腺癌患者生存率，较为

常用的乳腺癌新辅助化疗方案包含蒽环类药物与紫

杉醇类联合或顺序给药，但耐药性和不良反应仍然

是阻碍治疗效果的主要问题[2]。中药因其活性成分

多，易于获取、疗效好且无明显不良反应而被广泛应

用于疾病治疗，在乳腺癌防治中也发挥着至关重要

的作用。雷公藤内酯醇（triptolide，TP）是一种二萜类

三氧化二酯，是传统中药雷公藤中的主要成分之一，

具有多种药理活性[3-4]。据报道[5-6]，TP能诱导DNA断

裂，增强细胞凋亡，干扰肿瘤细胞增殖，抑制细胞迁

移、侵袭和转移，防止血管生成，并与抗肿瘤药物联

合产生协同作用，在多种肿瘤中均有明显疗效。一

些miRNA在乳腺癌中异常表达，调控肿瘤发生中的

各种靶基因和关键信号通路，表现出作为生物标志

物和肿瘤治疗靶点的潜力，并与药物治疗密切相

关[7]。研究[8]表明，miRNA也是TP介导肿瘤细胞活性

的关键调控元件。JUSOH等[9]研究指出，miR-142-3p

在乳腺癌患者中表达失调，可作为乳腺癌的潜在生

物标志物。MACKENZIE等[10]发现，TP能抑制热休

克蛋白（heat shock protein 70，HSP70）的表达，且

miR-142-3p 可独立于热休克因子 1 直接靶向调控

HSP70，影响胰腺导管腺癌细胞增殖和扩散[11]。然

而，在乳腺癌中，TP 对 miR-142-3p/HSP70 通路的调

控作用及对癌细胞迁移和侵袭的影响仍不清楚。因

此，本研究基于乳腺癌 MCF-7 细胞，从 miR-142-3p/

HSP70信号通路的角度，进一步探讨TP治疗乳腺癌

的可能机制。

1  材料与方法

1.1  细胞及主要试剂

人乳腺癌MCF-7细胞购自中国科学院上海细胞

库。胎牛血清（货号：FBS500-S）购自 AusGeneX 公

司，MEM 培养基（货号：TBD11095）、PBS（货号：

PB2004Y）购自 TBD 公司，TP（货号：T107399）购自

Aladdin公司（配制方法：用 100%二甲基亚砜稀释成

1.0 mg/L的储存液，然后用MEM培养基稀释成所需

浓度），Opti-MEM（货号：M293TI）购自义翘神州公

司，Lipofectamine® RNAiMAX（货号：13778030）购自

Invitrogen 公司，EdU 细胞增殖检测试剂盒（货号：

C10310-1）购自锐博公司，Matrigel 基质胶（货号：

SJ-JC15426）购自 Jichun公司，Transwell小室（货号：

3413）购自Corning公司，TRIzol（货号：15596026）购

自 Ambion 公司，SYBR FAST qPCR Master Mix（货

号：KM4101）购自KAPA Biosystems公司，反转录试

剂盒（货号：RR047A）购自TAKARA公司，裂解液和

BCA蛋白浓度测定试剂盒（货号：R0010和PC0020）

购自Solarbio公司，PVDF转移膜和化学发光试剂（货

号：IPVH00010和WBKLS0500）购自Millipore公司，

兔抗 HSP70 抗体（货号：PAB31286）和兔抗 GAPDH

（货号：PAB36269）和辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊

抗兔 IgG（货号：SAB43714）均购自Bioswamp公司。

1.2  细胞培养、转染与分组

将冻存的MCF-7细胞从液氮罐中取出，于37 ℃

水浴中解冻，使其迅速融化。将完全融化后的细胞

悬液转移至离心管中，加4 mL完全培养基，400 ×g离

心 3 min，弃上清液，加入 1 mL培养液重悬细胞后转

移至培养瓶中。加入 4 mL含 10%胎牛血清的MEM

培养基，将细胞置于37 ℃、5% CO2的培养箱内培养。

转染前24 h，将细胞接种于6孔板中，每孔约5×105个，

待细胞汇合度达到 90%时进行转染。取 100 pmol/L 

miRNA 稀释于 250 µL Opti-MEM 液 中 ；取 5 µL 

Lipofectamine® RNAiMAX加入 250 µL Opti-MEM液

中，室温下静置5 min。将两种稀释液混合，室温下处

理 20 min。将混合液加入到细胞悬液中，轻柔摇晃

细胞培养板，培养箱中培养 48 h。将MCF-7细胞分

为 6 组：对照组、TP 组、miR-142-3p inhibitor 组、TP+

inhibitor组、miR-142-3p mimic组和TP+mimic组。根

据课题组前期研究结果[12]，TP组用50 nmol/L TP处理

48 h；TP+inhibitor/mimic组同时加入 50 nmol/L TP、

miR-142-3p inhibitor、miR-142-3p mimic处理48 h。

1.3  EdU法检测各转染组MCF-7细胞的增殖能力

将转染各组 MCF-7 细胞（6×103 个 /孔）接种于

96孔板中，每孔加入 100 µL 50 µmol/L EdU溶液（用

MEM培养基1∶1 000稀释）处理2 h。PBS洗3次，每

次5 min。4%多聚甲醛室温处理30 min，PBS洗3次，

每次5 min。加入100 µL 0.5% TritonX-100 PBS脱色

摇床摇动 10 min。PBS 洗 5 min。每孔加入 100 µL 

Apollo染色反应液，避光处理30 min。除去染色反应

液后，加100 µL 0.5% TritonX-100 PBS脱色摇床洗2~

3次，每次 10 min。Hoechst 33258避光染色 30 min，

荧光显微镜下观察、拍照，并分析其累计光密度。

1.4  Transwell小室实验检测各转染组细胞的侵袭能力

接种前将 24 孔板和 Transwell 小室在 PBS 中浸

泡 5 min，在 Transwell 小室中铺 80 μL Matrigel 基质

胶，放置 30 min。采用无血清培养液洗涤细胞，调整

细胞密度为 1×105个/mL接种到Transwell小室内，每

个小室 0.5 mL细胞悬液；在Transwell小室下层加入

0.75 mL含10%胎牛血清的培养液，37 ℃、5% CO2培

养箱中培养 48 h。取出培养板，弃去培养液，加入 1 mL 

PBS清洗1次，每孔加入1 mL 4%甲醛固定液室温固定
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20 min。吸去固定液，PBS清洗 1次，每孔加入 1 mL 

0.5%结晶紫溶液染色30 min后PBS清洗3次，晾干。

用棉签擦去Transwell小室内未侵袭的细胞，显微镜

下观察，计数每个视野中的细胞数。

1.5  细胞划痕实验各转染组细胞的迁移能力

用笔在6孔板背后竖直均匀画出5条直线，横穿

过孔。收集各组细胞，每孔中加入 1×106个细胞，培

养过夜待细胞铺满孔板。用移液器吸头垂直于孔板

背后的直线划痕，然后PBS冲洗脱落细胞，加入无血

清培养液继续培养，在 0 h和 48 h时进行拍照，观察

细胞迁移情况。

1.6  qPCR 法检测各转染组细胞中 miR-142-3p、

HSP70的表达

收集转染各组细胞，加 1 mL TRIzol试剂提取总

RNA，反转录合成 cDNA，以 cDNA为模板进行 PCR

扩增。扩增体系为：10 μL SYBR FAST qPCR Master 

Mix，0.5 μL上游引物，0.5 μL下游引物，1 μL cDNA

模板，8 μL ddH2O。PCR 反应参数：95 ℃ 3 min，

95 ℃ 5 s、56℃10 s、72 ℃ 25 s，共 40个循环。其中

GAPDH和U6作为内参进行样品间的校正，使用2-ΔΔCt

法计算目的基因的相对表达量。引物序列见表1。

表1    qPCR引物序列

基因名称

miR-142-3p-F

miR-142-3p-R

HSP70-F

HSP70-R

U6-F

U6-R

GAPDH-F

GAPDH-R

序列（5ˈ~3ˈ）

GGGTGTAGTGTTTCCTACTT

AACTGGTGTCGTGGAGTCGGC

GTCCTTTGTGGAGGGTCTT

AATATCTCTGGCTGAACACTCT

CTCGCTTCGGCAGCACA

AACGCTTCACGAATTTGCGT

GGGAAACTGTGGCGTGAT

GAGTGGGTGTCGCTGTTGA

1.7  WB法检测各转染组细胞中HSP70的表达

收集各组细胞约1×106个，加200 μL裂解液，4 ℃

下裂解细胞，12 000 ×g离心 10 min，取上清液，BCA

蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度。以每孔 20 μg

蛋白上样量进行SDS-PAGE，将蛋白转移至PVDF膜

上。5% 脱脂奶粉 4 ℃下封闭过夜，分别加入兔

抗HSP70（稀释比 1∶1 000）和兔抗 GAPDH（稀释比

1∶1 000），室温下处理1 h。洗膜后，加入HRP标记的

羊抗兔 IgG，室温下处理 1 h。洗膜后加入化学发光

试剂，曝光显影后，读取蛋白条带灰度值。

1.8  统计学处理

以上所有实验均独立重复 3次。采用统计学软

件SPSS 19.0对所得实验数据进行统计分析。符合正

态分布的计量数据以 x̄±s 表示，多组间比较采用单因

素方差分析（one-way ANOVA）。以P<0.05或P<0.01

表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  TP能显著促进MCF-7细胞中miR-142-3p的表达

MCF-7 细 胞 分 别 转 染 miR-142-3p mimic、

inhibitor及其空载质粒 48 h后，用荧光显微镜发现，

几乎所有MFC-7细胞均呈现绿色荧光（图 1A），说

明质粒均成功转染。qPCR法检测结果（图 1B）显

示，与对照组相比，miR-142-3p inhibitor 组 miR-142-3p

表达显著下降（P<0.05），而 miR-142-3p mimic 组

miR-142-3p表达显著增加（P<0.05），实验结果表明，

miR-142-3p过表达与敲减质粒均成功转染。同时，

TP组MCF-7细胞中miR-142-3p mRNA表达量显著

升高（图 1B，P<0.05），实验结果表明，TP可明显促进

MCF-7细胞中miR-142-3p mRNA的表达。

A：荧光显微镜观察转染效率（×100）；B：qPCR法检测转染后各组MCF-7细胞中miR-142-3p的表达。与对照组比较，*P<0.05；与

miR-142-3p inhibitor组比较，DP<0.05；与miR-142-3p mimic组相比，▲P<0.05。

图1    过表达和敲减miR-142-3p转染效率鉴定及转染后各组MCF-7细胞中miR-142-3p表达

2.2  TP、过表达miR-142-3p可明显抑制MCF-7细胞

的增殖能力

EdU法检测结果（图 2）显示，与对照组相比，TP

和过表达miR-142-3p 处理可抑制 MCF-7 细胞增殖

（P<0.05），且 TP 和过表达 miR-142-3p 双重处理对

MCF-7细胞增殖的抑制作用更为明显（P<0.05）。与
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之相反，下调miR-142-3p的表达可促进MCF-7细胞

增殖（P<0.05），而 TP 可逆转下调 miR-142-3p 对

MCF-7细胞增殖的促进作用（P<0.05）。

2.3  TP、过表达miR-142-3p可明显抑制MCF-7细胞

的侵袭能力

Transwell小室实验检测结果（图 3）显示，与

对照组相比，TP 组和 miR-142-3p mimic组侵袭细

胞数显著减少（均 P<0.05），表明 TP 和过表达 miR-

142-3p处理可抑制MCF-7细胞侵袭。与miR-142-3p 

mimic组相比，TP+mimic 组侵袭细胞数显著减少

（P<0.05），表明TP和过表达miR-142-3p双重处理对

MCF-7 细胞侵袭的抑制作用更显著。与对照组相

比，miR-142-3p inhibitor 组侵袭细胞数显著增多

（P<0.05），表 明 下 调 miR-142-3p 的 表 达 可 促进

MCF-7 细胞侵袭。与 miR-142-3p inhibitor 组相比，

TP+miR-142-3p inhibitor 组 MCF-7 细胞数显著减

少（P<0.05），表明 TP 可逆转下调 miR-142-3p 对

MCF-7细胞侵袭的促进作用。

与对照组比较，*P<0.05；与miR-142-3p inhibitor组比较，DP<0.05；与miR-142-3p mimic组相比，▲P<0.05。

图2    EdU法检测各组MCF-7细胞的增殖能力（×200）

与对照组相比，*P<0.05；与miR-142-3p inhibitor组相比，DP<0.05；与miR-142-3p mimic组相比，▲P<0.05。

图3    Transwell小室法检测各组MCF-7细胞的侵袭能力（×100）

2.4  TP、过表达miR-142-3p可明显抑制MCF-7细胞

的迁移能力

细胞划痕实验检测结果（图4）显示，与对照组相

比，TP和过表达miR-142-3p处理后MCF-7细胞划痕

间距较大，迁移细胞数减少（P<0.05），且TP和过表达

miR-142-3p双重处理后的细胞划痕间距最大。下调

miR-142-3p的表达后MCF-7细胞划痕间距变小，迁

移细胞数增多（P<0.05）。与 miR-142-3p inhibitor 组

相比，TP+miR-142-3p inhibitor组MCF-7细胞划痕间

距变大，迁移细胞数减少（P<0.05），表明TP可逆转下

调miR-142-3p对MCF-7细胞迁移的促进作用。

2.5  TP、过表达miR-142-3p可明显抑制MCR-7细胞

中HSP70表达

用 qPCR、WB法检测结果（图 5）显示，与对照组

相比，TP和过表达miR-142-3p处理显著抑制HSP70 

mRNA和蛋白表达量（均P<0.05）；且TP+miR-142-3p 

mimic组HSP70 mRNA和蛋白表达量显著低于TP组

（P<0.05）；与对照组比较，miR-142-3p inhibitor 组
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MCF-7细胞中HSP70 mRNA和蛋白表达水平明显升

高（P<0.05）；与 miR-142-3p inhibitor 组相比 ，TP+

miR-142-3p inhibitor组MCF-7细胞中HSP70 mRNA

和蛋白表达量均显著下降（均P<0.05）。实验结果表

明，TP、过表达 miR-142-3p 可明显抑制 HSP70 的表

达，敲减 miR-142-3p 可促进 HSP70 的表达，TP 可逆

转敲减 miR-142-3p 对 MCF-7 细胞中 HSP70 表达的

影响。

与对照组相比，*P<0.05；与miR-142-3p inhibitor组相比，DP<0.05；与miR-142-3p mimic组相比，▲P<0.05。

图4    细胞划痕实验检测转染各组MCF-7细胞的迁移能力（×100）

1：对照组，2：TP组，3：miR-142-3p inhibitor组，4：TP+miR-142-3p inhibitor组，5：miR-142-3p mimics组，6：TP+mimic组。

对照组相比，*P<0.05；与miR-142-3p inhibitor组相比，DP<0.05；与miR-142-3p mimics组相比，▲P<0.05。

图5  qPCR法（A）和WB法（B）检测转染各组MCF-7细胞中HSP70 mRNA和蛋白的表达

3  讨  论

乳腺癌的复发和转移是患者死亡的主要原因，

因此，防治乳腺癌转移具有重要的临床意义。研

究[13-14]证实，TP对包括乳腺癌和神经母细胞瘤在内的

癌症均具有抗肿瘤作用，主要通过抑制肿瘤细胞增

殖和诱导细胞凋亡来实现。miRNA调控肿瘤细胞侵

袭和转移，参与肿瘤的发生发展的机制已成为研究

热点[15-16]。MA 等[17]发现，miR-142-3p 在三阴性乳腺

癌细胞中呈显著低表达，过表达miR-142-3p可抑制

MDA-MB-468和MDA-MB-231细胞增殖和迁移，促

进细胞凋亡，发挥有效的抑瘤作用。LIANG等[18]研
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究发现，过表达miR-142-3p可能通过靶向高迁移率

族盒 1蛋白抑制乳腺癌细胞自噬并增强对多柔比星

的药物敏感性。本研究发现TP和过表达miR-142-3p

处理均可显著抑制MCF-7细胞增殖，且TP和过表达

miR-142-3p共同作用比单一处理对MCF-7细胞增殖

的抑制作用更明显。与之相反，敲减miR-142-3p的

表达显著促进 MCF-7 细胞增殖，而 TP 可逆转敲减

miR-142-3p对MCF-7细胞增殖的促进作用。

乳腺癌细胞从原发肿瘤转移并扩散到远端处是

乳腺癌患者死亡的主要原因，抑制癌细胞的转移应

该作为其治疗的主要目标[19-20]。目前，乳腺癌主要通

过手术切除原发肿瘤并辅以放疗或化疗进行干预治

疗，然而这些方法主要影响细胞增殖、细胞周期和细

胞凋亡，不能阻止肿瘤细胞的转移。HONG等[21]研究

结果显示，TP通过抑制TPA诱导的细胞外信号调节

激酶的磷酸化，降低基质金属蛋白酶-9的表达，进而

抑制MCF-7细胞侵袭。本研究结果显示，TP和过表

达miR-142-3p处理均可显著抑制细胞侵袭和迁移。

同样的，TP可逆转敲减miR-142-3p对MCF-7细胞侵

袭和迁移的促进作用。这说明，TP 可能通过上调

miR-142-3p的表达来抑制乳腺癌MCF-7细胞增殖、

侵袭和迁移。

HSP是普遍存在且高度保守的蛋白质，HSP70是

其中的一员 ，已被公认为抗癌治疗的靶点[22]。

ALBAKOVA 等[23]综述了 HSP70 在癌症进展中的不

同作用，其具有抑制多种凋亡途径、调节细胞坏死和

衰老、干扰免疫反应、促进血管生成和侵袭及转移的

能力。JAGADISH等[24]检测了肿瘤组织和乳腺癌细

胞（MCF7、BT-474、SK-BR-3 和 MDA-MB-231）中

HSP70的表达，结果发现，大多数乳腺癌患者肿瘤组

织和细胞中 HSP70 呈高表达。ROTHAMMER 等[11]

调查了乳腺癌患者在放疗前、中、后三个阶段和随访

1年以上患者血清中HSP70水平，发现HSP70水平升

高可能提示存在慢性炎症反应，与肿瘤复发相关。

YU等[22]发现，HSP70与乳腺癌的细胞增殖、不良预后

和耐药性有关。靶向靶基因的 3ˈ-UTR是miRNA参

与细胞生物学调控的重要手段之一[25]。研究[19]表明，

miR-142-3p可直接靶向调控HSP70的表达。本研究

结果显示，TP可显著上调miR-142-3p的表达，抑制

HSP70 mRNA和蛋白表达量。此外，本研究结果也

显示，过表达miR-142-3p也显著抑制HSP70 mRNA

和蛋白表达量。表明TP可能是通过调控miR-142-3p/

HSP70信号通路对乳腺癌细胞MCF-7增殖、侵袭和

迁移产生影响。

综上所述，TP可能通过调控miR-142-3p/HSP70

信号通路，抑制乳腺癌 MCF-7 细胞增殖、侵袭和迁

移。本研究从miR-142-3p/HSP70信号通路的角度初

步探讨了TP对乳腺癌细胞的作用，后续可探讨TP对

miR-142-3p/HSP70信号通路下游因子的影响，更进

一步完善TP治疗乳腺癌的分子机制，以期为TP的临

床应用提供理论基础。
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