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miR-10b-5p通过靶向SUFU介导乳腺癌细胞
对放疗的敏感性★

覃 波，陆 录，赵 涛*

（利川市人民医院 肿瘤科，湖北 利川，445400）

摘要： 目的　探讨 miR-10b-5p 在乳腺癌细胞放疗敏感性中的作用及相关机制。方法　采用 qPCR 和 West‐

ern blotting 检 测 正 常 乳 腺 细 胞 MCF-10A 和 乳 腺 癌 细 胞 MCF-7、SKBR-3、MDA-MB-231 中 miR-10b-5p 

mRNA、SUFU mRNA 和蛋白的表达。在 MDA-MB-231 细胞中转染 miR-10b-5p inhibitor 对 miR-10b-5p 进行

敲减，6 Gy 60Co γ-射线照射 2 h，分别采用克隆形成实验和流式细胞术检测细胞的增殖和凋亡水平；双荧光素酶报

告实验验证靶基因 SUFU，回补实验验证 miR-10b-5p 是否通过靶向 SUFU 介导乳腺癌细胞对放疗的敏感性。结

果　3 种乳腺癌细胞系中 miR-10b-5p 的表达均显著高于正常乳腺细胞 MCF-10A（P<0.05）。与 miR-NC 组相比，

miR-10b-5p inhibitor 组细胞增殖水平明显下降（P<0.05），凋亡水平显著上升（P<0.05）。敲减 miR-10b-5p 可增加

野生型 SUFU 3'UTR 的荧光强度（P<0.05），而对突变型 SUFU 3'UTR 的荧光强度无明显影响（P>0.05）。此外，

miR-10b-5p inhibitor 组 SUFU 蛋白表达水平显著高于 miR-NC 组（P<0.05）。与 miR-NC+si-NC 组相比，miR-

10b-5p inhibitor+si-NC 组细胞增殖水平显著降低（P<0.05），miR-10b-5p inhibitor+si-SUFU#2 组细胞增殖水平

明显回升，且高于 miR-10b-5p inhibitor+si-NC 组（P<0.05）。结论　乳腺癌细胞中 miR-10b-5p 呈高表达，敲减

miR-10b-5p可增强乳腺癌细胞对放疗的敏感性，其机制可能与靶向抑制 SUFU 相关。
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miR-10b-5p mediates the sensitivity of breast cancer cells to 
radiotherapy by targeting SUFU★

QIN Bo, LU Lu, ZHAO Tao*

(Department of Oncology, Lichuan People's Hospital, Lichuan, 445400, Hubei, China)

Abstract: Objective To investigate the role and mechanism of miR-10b-5p in radiosensitivity of breast cancer cells. 
Methods The expressions of SUFU mRNA, SUFU protein and miR-10b-5p in normal breast cells MCF-10A and breast 
cancer cells MCF-7, SKBR-3 and MDA-MB-231 were detected by qPCR and Western blotting. miR-10b-5p in MDA-
MB-231 cells was knocked down by transfected with miR-10b-5p inhibitor, and then treated with 6 Gy 60Co γ-ray for 2 h. 
Cell proliferation and apoptosis levels were detected respectively by clone formation assay and flow cytometry. The dual lu⁃
ciferase reporter assay was used to validate the target gene SUFU, and the remediation experiment was performed to verify 
whether miR-10b-5p mediated the sensitivity of breast cancer cells to radiotherapy by targeting SUFU. Results The ex⁃
pression of miR-10b-5p in the three breast cancer cell lines was significantly higher than in the normal breast cells (P<
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0.05). Compared with the miR-NC group, the cell proliferation of miR-10b-5p inhibitor group was decreased significantly 
(P<0.05), and the cell apoptosis rate was significantly increased in miR-10b-5p inhibitor group (P<0.05). The dual lucifer⁃
ase report showed that miR-10b-5p knockdown increased the fluorescence intensity of the wild-type SUFU 3′UTR, but 
had no effect on the fluorescence intensity of the mutant SUFU 3′UTR. In addition, the SUFU protein expression of miR-
10b-5p inhibitor group was significantly higher than that of miR-NC group, with statistically significant difference (P<
0.05). Compared with miR-NC+si-NC group, the cell proliferation level was significantly decreased in miR-10b-5p inhibi⁃
tor+si-NC group (P<0.05), while it was significantly increased in miR-10b-5p inhibitor+si-SUFU#2 group, which was also 
higher than in miR-10b-5p inhibitor+ si-NC group (P<0.05). Conclusion miR-10b-5p is highly expressed in breast can⁃
cer cells. Knockdown of miR-10b-5p can enhance the sensitivity of breast cancer cells to radiotherapy, and the mechanism 
may be related to the targeted inhibition of SUFU.  

Keywords: miR-10b-5p; SUFU; Breast cancer; Radiation therapy

前言

乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤，在全世界范围

内的年发病率约为 2%。据估计，全球每年确诊的

乳腺癌新发病例超过 100 万，而中国的乳腺癌发病

率和死亡率也呈逐年上升趋势［1-3］。放射治疗通过

使用高能光子或粒子杀死肿瘤细胞，常用于乳房切

除或肿块切除术，以减少肿瘤的复发，是乳腺癌综

合治疗必不可少的部分，也是晚期乳腺癌的主要治

疗手段，放射敏感性的差异决定了治疗效果。同

时，放疗也是术后辅助治疗的一种方式，可以降低

乳腺癌的局部复发率和死亡风险［4-6］。然而，乳腺癌

细胞的放化疗耐药往往可导致复发率增加以及预

后不良。患者一旦出现耐药，则常规临床干预手段

不再有效，而微小 RNA（microRNA， miRNA）的发现

为肿瘤耐药的治疗提供了新的解决途径和思路［7］。
miRNAs是一种长度为 19～24个核苷酸的小分

子 非 编 码 RNA，通 过 靶 向 靶 基 因 3′ 非 翻 译 区

（3′UTR）参与转录后的基因沉默。miRNA几乎在每

个生物过程中发挥至关重要的作用，包括细胞生

长、细胞周期调节、细胞分化、凋亡、炎症和应激反

应等［8-9］。此外，miRNAs 通过充当肿瘤抑制因子或

致癌基因而与肿瘤发生相关，并影响多种肿瘤标志

物水平。miRNAs 表达失调有助于肿瘤的发生、维

持、发展、侵袭和转移［10-12］。作为 miRNA 家族成员

之一，miR-10b-5p与乳腺癌的发生密切相关。有研

究表明，与正常乳腺组织相比，miR-10b-5p在原发

性乳腺癌中表达显著上调，在转移性乳腺癌细胞中

高表达，且与肿瘤细胞的迁移和侵袭呈正相关［13］。
此外，外泌体介导的 miR-10b-5p 转移可显著促进

乳腺癌细胞的侵袭［14］。本研究旨在探讨 miRNA-
10b-5p在乳腺癌细胞放疗敏感性中的作用，并阐明

相关潜在机制。

1　材料与方法

1.1　细胞与试剂　人乳腺癌细胞系 MDA-MB-
231、SKBR-3、MCF-7，正常人乳腺细胞系MCF-10A
均购自美国典型培养物保藏中心。Lipofectamine 
2000及逆转录试剂盒（TaKaRa公司，日本），PCR 引

物序列由浙江格鲁斯特生物科技公司合成。基础

培养基和胎牛血清（Biological Industries，美国），，

miR-10b-5p inhibitor（Sigma 公司，美国），青霉素和

链霉素（伊力特公司，中国），，酶标仪（Invitrogen 公

司，美国），Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂盒

（生物工程有限公司，美国），SUFU、β-catenin、His⁃
tone H3单克隆抗体（CST公司，美国），甘油醛-3-磷
酸脱氢酶（glyceraldehyde-3- phosphate dehydroge⁃
nase，GAPDH）一抗和羊抗兔 IgG二抗（碧云天公司，

中国）。

1.2　细胞培养与转染　将正常乳腺细胞与乳腺癌

细 胞 分 别 置 于 含 青 霉 素 100 U·mL-1、链 霉 素

100 µg·mL-1、15% 胎牛血清的 DMEM 培养液中培

养。选取对数生长期 MDA-MB-231 细胞，胰酶消

化，用基础培养基调整细胞密度为 1×106个/mL。将

细胞接种于 6 孔板，37 ℃孵育 24 h。按照制造商说

明书分别使用 miR-10b-5p inhibitor、pre-miR-10b-
NC靶向 SUFU的 siRNA及其空白对照 siRNA转染细

胞，检测转染效率。

1.3　克隆形成实验检测细胞增殖　分别转染miR-
10b-5p inhibitor、pre-miR-10b-NC 后，将细胞分为

miR-10b-5p inhibitor 组和 miR-NC 组；转染后再次

进行 SUFU siRNA 及其空白对照转染，同时选择敲

减效率较高的 si-SUFU#2 进行后续实验，并分为

miR-NC+si-NC 组、miR-10b-5p inhibitor+si-NC 组
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和 miR-10b-5p inhibitor+si-SUFU#2 组。将细胞培

育至对数生长期，胰酶消化，用基础培养基调整细

胞密度为 1×106个/mL。将细胞接种至 6孔板，37 ℃
孵育 24 h，用 6 Gy 60Co γ-射线照射 2 h，培养 1 周。

当出现肉眼可见的细胞克隆时，弃培养液，PBS清洗

3次，4%多聚甲醛固定 0.5 h，2%结晶紫染色 5 min，
洗去染色液，肉眼观察并计算克隆数（≥50个细胞为1
个克隆）。实验重复5次。

1.4　流式细胞术检测细胞凋亡　收集 6 Gy 60Co γ-
射线照射 2 h后培育至对数生长期的MDA-MB-231
细胞，PBS 清洗 3 次，加入 1 mL 1×结合缓冲液和 10 
µL Annexin V-FITC，均匀混合后，室温避光孵育 30 
min，5 µL PI染色，使用荧光激活细胞分选FACS Ar⁃
ray生物分析仪（Biosciences，美国）检测染色强度。

1.5　实时定量 PCR检测miR-10b-5p、SUFU的表

达　取对数生长期 MDA-MB-231 细胞及转染 24 h
的MDA-MB-231细胞，采用TRIzol法提取组织和细

胞总 RNA，紫外分光光度法检测 RNA 浓度和纯度。

逆转录体系：1 µg 总 RNA，5 µL 10×Mix、1 µL Ran⁃
dome 6 primer、1 µL oligo dT Primer，ddH2O 补充至

20 µL；逆转录条件：37 ℃ 30 min、95 ℃ 15 s，-4 ℃保

存，将 1 µg 总 RNA 反转录为 cDNA，用 IDTE 缓冲液

（pH=8.0， Integrated DNA Technologies，美国）稀释至

10 ng·µL-1。qPCR 反应体系：25 µL SYBR Premix 
Ex Taq Ⅱ 、20 ng cDNA 和 上 下 游 引 物 共 40 
µmol·L-1，ddH2O 补充至 50 µL。依据 qPCR 说明书

进行检测，反应条件：95 ℃预变性 30 s，95 ℃变性

5 s，60 ℃ 45 s，70 ℃ 45 s，共 40个循环。相应mRNA
表达量检测以参考基因（U6）进行归一化处理。实

验重复5次。qPCR引物见表1。

1.6　Western blotting 检测 SUFU 蛋白表达　PBS
稀释 40 µg 总蛋白（1∶1 000），加热 5 min 变性后上

样，120 V Mini-PROTEAN TGX 凝胶电泳（25%， 
CST 公司，美国）30 min；置于含 15% 甲醇的 Tris-甘
氨酸缓冲液中平衡 10 min，35 V 转移至 PVDF 膜

（Billerica 公司，美国）；置于含 5% 脱脂牛奶的 TBS
中室温封闭 1 h，加入一抗，4 ℃孵育过夜；TBST清洗

PVDF 膜 4 次，加入羊抗兔 IgG 二抗室温孵育 2 h；
TBST洗涤，加入化学发光试剂ECL显影；以GAPDH
为内参，采用 Image J 软件对蛋白条带进行定量分

析。实验重复5次。

1.7　双荧光素酶报告实验　取对数生长期细胞接

种于 96 孔板，分别转染 miR-10b-5p inhibitor 400 
ng、靶基因 SUFU 检验载体 pmirGLO-miR-424-SU⁃
FU 3′UTR 800 ng、miR-10b-5p 表达载体与空质粒

载体阴性对照 60 pmmol·L-1；将 4 µL Lipofectamine 
2000试剂用 100 µL Opti-MEMⅠ培养基稀释，37 ℃
孵育 15 min；混匀稀释后的 Lipofectamine 2000 和待

转染 DNA，37 ℃孵育 25 min；将混匀体系加入含 0.8 
mL Opti-MEM Ⅰ培养基的细胞中振晃混匀，培养

4 h；更换含 15%胎牛血清但不含抗生素的基础培养

基培养 24 h，收集细胞。按照双荧光素酶报告基因

试剂盒说明书检测荧光素酶活性，使用酶标仪检测

海肾和萤火虫荧光值，以海肾荧光值作为内参。

1.8　统计学方法　采用 SPSS 19.0统计学软件进行

数据分析，多组间比较采用ANOVA方差分析，以P<
0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　乳腺癌细胞系中 miR-10b-5p、SUFU 的表

达　本研究结果显示，3 种乳腺癌细胞系 MCF-7、
SKBR-3、MDA-MB-231中 miR-10b-5p表达水平均

显著高于正常乳腺细胞 MCF-10A（图 1A）（P<
0.05）；3 种乳腺癌细胞系中 SUFU mRNA 和蛋白的

表达水平均显著低于正常乳腺细胞MCF-10A（图1B、
1C）（P<0.05）。因 MDA-MB-231 细胞中 miR-10b-
5p 表达水平最高，选择此细胞系开展后续功能

实验。

2.2　敲减 miR-10b-5p对乳腺癌细胞 MDA-MB-
231放射治疗后增殖和凋亡的影响　与 miR-NC 组

表 1　qRT-PCR 实验引物序列

Tab. 1　qRT-PCR experimental primer sequence

基因

U6
GAPDH
SUFU

miR-10b-5p

正向引物

5′-GATTTCTCCCTCATCGCTTACAG-3′
5′-GGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3′

5′-GAACTCACACAACGTCTTTCAC-3′
5′-CCCTGTAGAACCAATTTGTGTAA-3′

反向引物

5′-CTGCTTCATGATCGTTGTTGCTTG-3′
5′-CAAAGTTGTCATGGATGHACC-3′

5′-AAGGGACAGCAAGGCTTAAACAC-3′
5′-GACCCTGTGACTATTTTTAAAAA-3′
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相比，miR-10b-5p inhibitor 组 miR-10b-5p 相对表

达量显著降低（P<0.05）（图 2A），提示 miR-10b-5p
敲减成功。乳腺癌细胞 MDA-MB-231 经 6 Gy 60Co 
γ-射线照射2 h后，克隆形成实验结果显示，与miR-
NC组比较，miR-10b-5p inhibitor组细胞增殖水平明

显下降（P<0.05）（图 2B）；流式细胞术结果显示，与

miR-NC 组比较，miR-10b-5p inhibitor 组细胞凋亡

水平显著增加（P<0.05）（图2C）。

2.3　敲减miR-10b-5p对Wnt/β-catenin信号通路

的影响　与 miR-NC 组相比，miR-10b-5p inhibitor
组细胞核中 β-catenin 蛋白表达下调，细胞质中 β
-catenin蛋白表达上调（P<0.05）（图3）。

2.4　miR-10b-5p 靶向调控 SUFU　TargetScan 网

站预测结果表明，SUFU 是 miR-10b-5p 的靶基因

（图 4A）；双荧光素酶报告实验显示，敲减miR-10b-
5p 可增加野生型 SUFU 3′UTR 的荧光强度（P<
0.05），而对突变型 SUFU 3′UTR 的荧光强度无影响

（P>0.05）（图 4B）；Western blotting 结果显示，miR-
10b-5p inhibitor 组 SUFU 蛋白表达水平显著高于

miR-NC组（P<0.05）（图4C）。

2.5　miR-10b-5p通过 SUFU调控 MDA-MB-231
细胞放射治疗后的增殖水平　本研究结果显示，si-
SUFU#1 和 si-SUFU#2 组 SUFU 蛋白表达水平均显

著下调（P<0.05）（图 5A），故选择敲减效率较高的

si-SUFU#2 组进行后续实验。实验分为 miR-NC+
si-NC 组 、miR-10b-5p inhibitor+si-NC 组 和 miR-
10b-5p inhibitor+si-SUFU#2 组。克隆形成实验结

果显示，放射治疗后，与 miR-NC+si-NC 组比较，

miR-10b-5p inhibitor+si-NC 组细胞增殖水平显著

降低（P<0.05），而 miR-10b-5p inhibitor+si-SUFU#2
组细胞增殖水平明显回升，且高于 miR-10b-5p in⁃
hibitor+si-NC 组（P<0.05）（图 5B），提示敲减 SUFU
可以逆转放疗后 miR-10b-5p 对细胞的增殖抑制

作用。

3　讨论

乳腺癌是全世界女性最常见的恶性肿瘤，其发

病率迅速上升，给世界各地女性带来了巨大的经济

压力和极高的健康风险［15］。既往研究报道，靶向类

固醇受体和肿瘤相关信号转导通路抑制剂在乳腺

癌的诊断和治疗上取得了较大进展，但乳腺癌患者

的长期生存率仍然不能令人满意。miRNAs是多种

类型人类肿瘤发生和发展过程中的重要调控因

子［16-17］，miRNAs 的异常表达在肿瘤发生、发展中发

挥重要作用，影响着肿瘤细胞的增殖、分化、侵袭和

凋亡等，且多种 miRNAs 被证实能够增加肿瘤细胞

的放疗敏感性［18-19］。作为 miRNA 家族成员之一，

miR-10b参与调节包括乳腺癌在内多种人类肿瘤的

发生和发展［20］。miR-10b-5p的表达水平与乳腺癌

的恶性程度及细胞迁移和侵袭呈正相关，沉默miR-
10b-5p 可显著抑制小鼠肿瘤模型中肿瘤细胞的迁

移；miR-10b-5p在乳腺癌中过表达，与患者的生存

期和不良预后密切相关；miR-10b-5p既可以表征为

原发性乳腺癌的标志物，也是乳腺癌治疗的关键靶

点之一［21-22］，然而，miR-10b-5p 在乳腺癌中的确切

生物学作用及其潜在的分子机制仍未明确。因此，

更好地了解 miR-10b-5p在乳腺癌中的生物学作用

及其对乳腺癌患者放疗敏感性的潜在影响，可能有

注：（A） miR-10b-5p在4种乳腺细胞中的表达；（B） SUFU mRNA在4种乳腺细胞中的表达；（C） SUFU蛋白在4种乳腺细胞中的表达。
*P<0.05。

Note: (A) The expression of miR-10b-5p in four kinds of breast cells; (B) The expression of SUFU mRNA in four kinds of breast cells; (C) The ex⁃
pression of SUFU protein in four kinds of breast cells.*P<0.05.

图1　乳腺癌细胞系中miR-10b-5p、SUFU的表达情况

Fig.  1　The expressions of miR-10b-5p and SUFU in breast cancer cell line
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助于临床探索治疗乳腺癌的新型辅助方法。

Hh信号通路控制着机体的各种发育过程，包括

细胞增殖、分化和存活等［23］。Hh通路失调可导致细

胞过度增殖，并促进包括肺癌、乳腺癌、胰腺癌和前

列腺癌在内多种类型肿瘤的形成和发展。近年来，

Hh 信号通路在乳腺癌中的作用得到了广泛研究。

Hh信号通路通过 Hh配体与其受体 Patched（PTCH）
结合，在无Hh的情况下，PTCH通过抑制 7个平滑化

跨膜受体（SMO）来抑制Hh通路活性；与Hh结合后，

PTCH 对 SMO 的抑制功能被削弱，导致 SMO 被激

图3　敲减miR-10b-5p对Wnt/β-catenin信号通路的影响

Fig.  3　Effects of miR-10b-5p knockdown on Wnt/β-catenin signaling pathway

注：（A） qPCR检测miR-10b-5p表达量；（B）克隆形成实验检测细胞增殖；（C）流式细胞术检测细胞凋亡。*P<0.05。
Note: (A) The expression of miR-10b-5p detected by qPCR; (B) The cell proliferation detected by clone formation assay; (C) The cell apoptosis de⁃

tected by flow cytometry. *P<0.05.
图2　敲减miR-10b-5p对乳腺癌细胞MDA-MB-231放射治疗后增殖和凋亡的影响

Fig.  2　Effects of miR-10b-5p knockdown on proliferation and apoptosis of MDA-MB-231 cells after radiotherapy

−− 756



肿瘤药学 2022 年 12 月第 12 卷第 6 期
Anti-tumor Pharmacy, December 2022, Vol. 12, No.6

活，激活的 SMO能够通过神经胶质瘤相关癌基因同

源物 1（GLI1）转录激活因子激活信号转导级联，并

调节 Hh 目的基因（包括 GLI1、PTCH）的表达［24-26］。

SUFU 是 Hedgehog 信号级联反应的负调节剂，可通

过抑制 Hedgehog 信号通路下游效应子 Gli 的表达，

在胰腺癌、膀胱癌、神经胶质瘤和横纹肌肉瘤中发

挥抑癌作用，并且生信网站 TargetScan 预测显示，

SUFU是miR-10b-5p的靶基因［27-30］。

本研究通过检测乳腺细胞中 miR-10b-5p的表

达及敲减miR-10b-5p对 60Co γ-射线放射治疗后细

胞增殖和凋亡的影响，证实 3 种乳腺癌细胞系中

miR-10b-5p表达水平均显著高于正常乳腺细胞，且

敲减 miR-10b-5p 可能通过靶向抑制 SUFU 来增强

乳腺癌细胞对放疗的敏感性。
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