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槲皮素介导miR-21/PTEN信号轴抑制乳腺癌细胞

ABCC2表达改善药物吸收的研究
蔡轶伦1  林乐颖1  杨旺1  黄依翎1  付文涛1  陈雅雯1  雷辰霞1  祝珊珊1,2*

(1厦门医学院药学院, 厦门 361026; 2厦门医学院生物酶催化与药物合成创新中心, 厦门 361026)

摘要      该文探讨了槲皮素(quercetin, Que)靶向miR-21/PTEN信号调节乳腺癌细胞增殖、凋亡以

及抑制ABCC2表达改善药物吸收的影响。将乳腺癌MCF-7细胞分为4个大组: miR-21转染组、Que加
药处理组、miR-21联合Que处理组、sh-PTEN转染组。采用CCK-8法检测细胞增殖活性; Western blot
法检测PTEN、AKT、p-AKT、ABCC2、E-cadherin和vimentin的表达水平 ; qRT-PCR检测ABCC2、
PTEN、E-cadherin和vimentin的mRNA表达水平 ; 免疫荧光检测E-cadherin和vimentin表达水平 ; 流
式细胞术检测细胞凋亡和罗丹明123的吸收情况。结果显示 : (1) 与NC组相比 , miR-21组MCF-7细
胞活性显著增强 (P<0.01), PTEN和E-cadherin的表达水平下降 , p-AKT、vimentin以及ABCC2的表

达水平显著上升(P<0.01), 细胞迁移能力增强; (2) 与Control组相比, Que抑制miR-21的表达, 可逆转

miR-21诱导的PTEN、E-cadherin下调表达和ABCC2、vimentin的上调表达, 促进细胞凋亡, 抑制细

胞迁移 ; Que能改善miR-21对罗丹明123的吸收抑制作用 , 增强阿霉素对MCF-7的细胞毒性 , Que对
ABCC2的表达调控与激活PTEN的表达有关。该研究发现Que介导miR-21/PTEN信号促进乳腺癌

MCF-7细胞凋亡, 抑制细胞迁移和耐药, 促进药物吸收。

关键词      槲皮素; miR-21; PTEN; 乳腺癌细胞MCF-7; ABCC2; 罗丹明123

Quercetin Mediated miR-21/PTEN Signal Axis Inhibits the Expression 
of ABCC2 in Breast Cancer Cells and Improves Drug Absorption
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CHEN Yawen1, LEI Chenxia1, ZHU Shanshan1,2*

(1School of Pharmacy, Xiamen Medical University, Xiamen 361026, China; 
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Abstract       This study investigated the effects of Que (quercetin) on regulating breast cancer cell prolifera-
tion and apoptosis by targeting the miR-21/PTEN signaling pathway, as well as its role in inhibiting ABCC2 expres-
sion to improve drug uptake. MCF-7 breast cancer cells were divided into four main groups: miR‑21 transfection 
group, Que treatment group, miR‑21 combined with Que treatment group, and sh-PTEN transfected group. Cell pro-
liferation activity was assessed using the CCK-8 assay. Western blot was performed to detect the expression levels 
of PTEN, AKT, p-AKT, ABCC2, E-cadherin, and vimentin. mRNA expression levels of ABCC2, PTEN, E-cadherin, 
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and vimentin were measured by qRT-PCR. Immunofluorescence was used to examine the expression of E-cadherin 
and vimentin. Cell apoptosis and rhodamine 123 uptake were analyzed by flow cytometry. The results showed that: 
(1) compared with the NC group, the miR-21 group exhibited significantly enhanced MCF-7 cell viability (P<0.01), 
decreased expression levels of PTEN and E-cadherin, and significantly increased levels of p-AKT, vimentin, and 
ABCC2 (P<0.01), along with enhanced cell migration; (2) compared with the control group, Que inhibited miR-
21 expression, reversed the miR-21-mediated downregulation of PTEN and E-cadherin and upregulation of ABCC2 
and vimentin, promoted apoptosis, and suppressed cell migration; furthermore, Que attenuated the inhibitory effect 
of miR-21 on rhodamine 123 uptake and enhanced the cytotoxicity of doxorubicin against MCF-7 cells; the regula-
tory effect of Que on ABCC2 expression was associated with the activation of PTEN expression. This study reveals 
that Que mediates the miR-21/PTEN signaling pathway to promote apoptosis, attenuate cell migration and drug re-
sistance, and improve drug uptake in breast cancer MCF-7 cells.

Keywords      quercetin; miR-21; PTEN; breast cancer cell MCF-7; ABCC2; rhodamine 123

乳腺癌仍然是一个威胁全球女性健康的主要

疾病 , 其复杂的发病机制和多样的临床表现给有效

治疗和预防带来了重大障碍 [1]。虽然目前对乳腺癌

的认识和治疗水平有所提高 , 但由于缺乏有效的治

疗方案 , 乳腺癌死亡率仍占女性死亡总数的15%左

右 , 约九成乳腺癌患者死亡归因于肿瘤转移及其并

发症 [2-3]。研究发现 , 手术联合药物治疗对于乳腺癌

的复发和转移有一定的疗效 , 但是耐药性及频繁肿

瘤转移的发生仍然是乳腺癌治疗的主要挑战[4]。

槲皮素(quercetin, Que)是一种黄酮类化合物, 具有

显著的抗氧化、抗病毒、抗肿瘤和抗炎特性。前期研

究显示 , Que能激活抑癌基因PTEN表达并诱导乳腺癌

细胞凋亡、抑制PI3K/AKT和 JNK信号通路 [5]。这

些信号通路相关蛋白的异常缺失或激活与肿瘤细

胞耐药关键因子ABC-转运蛋白的表达息息相关 , 其
中, ATP结合盒转运蛋白C亚家族[ATP-binding cassette 
(ABC) transporters C, ABCC]具有将药物泵出体内的

功能 , 它的高表达会导致药物外排作用增加 [6]。Que
可调控ABCC2的上游信号通路PTEN和PI3K/AKT, 
而对ABCC2的调控作用目前研究仍不清晰。

多项研究显示 , 微小RNA(microRNA, miRNA)
能通过与其靶基因的mRNA 3ʹ端非翻译区完全或

部分的匹配结合 , 促使靶基因降解或者抑制其翻

译过程 [7]。已有研究表明 , miR-21在肝癌细胞中对

PTEN基因表达具有显著调节作用 [8]。PTEN正是

miRNA-21的靶基因之一, 研究发现miR-21在肿瘤中

能调控PTEN的基因和蛋白表达。本研究将结合前

期研究结果, 探索Que是否调控miR-21/PTEN信号通

路参与乳腺癌MCF-7细胞的增殖凋亡、转移及耐药

蛋白的表达和药物吸收 , 探讨Que改善乳腺癌细胞

耐药转移和药物吸收作用的可能机制。

1   材料与方法
1.1   细胞株  

本研究所用细胞乳腺癌MCF-7来自本实验室冻

存, 经过生工生物工程(上海)股份有限公司STR序列

检测无误。

1.2   实验材料  
细胞培养所用的培养基高糖DMEM和胎牛血

清 (fetal bovine serum, FBS)购自江苏美伦生物科技

有限公司 ; 青霉素 /链霉素、CCK-8细胞增殖检测试

剂购自北京兰博立德生物有限公司 ; 槲皮素 (quer-
cetin)、罗丹明123(rhodamine 123, Rdm123)、阿霉

素 (doxorubicin)和维拉帕米 (verapamil, 使用时用

DMSO将其溶解成100 mmol/L母液 )购自MCE公司 ; 
PTEN基因敲除质粒LV-GFP-PTEN1156(sh-PTEN1)、
LV-GFP-PTEN1361(sh-PTEN2)及对照组质粒LV-
GFP, 以及miR-21-NC、miR-21、miR-21-inhibitor
根据序列信息由上海吉玛生物工程有限公司合

成。实验所用一抗 : ABCC2(#4446)(美国CST公司 ), 
β-actin(66009-1-Ig)、上皮钙黏素(E-cadherin)(20874-
1-AP)、丝氨酸 /苏氨酸激酶B(AKT)(10176-2-AP)、
Phospho-AKT(Ser473)(66444-1-Ig)(Proteintech公司 ), 
第 10号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源蛋白

(PTEN)(ab267787)、波形蛋白(vimentin)(ab92547)抗
体(英国Abcam公司)。实验所用二抗: HRP-Goat anti 
Rabbit/mouse(美国Proteintech公司 )。荧光二抗 : 山
羊抗兔 IgG H&L(Alexa Fluor® 488)(ab150077)和山
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羊抗小鼠 IgG H&L(Alexa Fluor® 594)(ab150116)(英
国Abcam公司 )。凋亡试剂购自上海碧云天生物科

技有限公司。miR-21表达检测试剂购自美国Ther-
moFisher Scientific公司。 
1.3   主要仪器  

荧光倒置显微镜DMi8以及激光共聚焦显微镜

SP8购自德国Leica公司 ; 多功能酶标仪Pro1000购自

瑞士Tecan公司 ; 荧光定量PCR仪器 light96购自瑞士

Roche公司 ; 化学发光成像仪Touch ImagerS购自易

孛特生命科学(上海)有限公司; 流式细胞仪FC500购
自美国Beckman Coulter公司。

1.4   细胞培养  
人乳腺癌MCF-7细胞复苏后用高糖DMEM(含

10%胎牛血清以及1%青 /链霉素 ), 置于37 °C、5% 
CO2恒温培养箱内培养。

1.5   细胞转染及实验分组   
将对数生长期的MCF-7细胞接种于 6 cm细胞

皿 , 培养 24 h, 按照上海碧云天生物科技有限公司

Lipo8000™转染试剂说明书方法 , 按以下分组进行

实验 (miR-21-5P以及抑制剂和阴性对照的序列详见

表1): 
(1) miR-21转染分组 : ①NC组 ; ②miR-21组 ; 

③miR-21 inhibitor组; 转染时间48 h;
(2) Que加药实验分组 : ①未加药 (Control)组 ; 

②60 µmol/L Que处理(Que)组, 处理24 h; 
(3) Que联合miR-21处理组 : ①NC组 ; ②miR-

21组 ; ③60 µmol/L Que处理 (Que)组 ; ④60 µmol/L 
Que+miR-21(Que+miR-21)组; 

(4) sh-PTEN转染组 : ①LV-GFP(Ctrl); ②sh-
PTEN1; ③sh-PTEN2; ④Que+sh-PTEN1; ⑤Que+sh-
PTEN2。
1.6   CCK-8法检测细胞活性  

取对数生长期的 MCF-7细胞 ,  37 °C胰酶消

化5 min后 , 按照每孔5×103个接种于96孔板(每组

设置 3个复孔 ), 进行细胞转染 , 将转染 0 h设为对

照 , 按照CCK-8试剂盒说明书 , 按照转染miR-21
后24 h、48 h、72 h、96 h, 或Que(0、30、 60、 90、 
120 µmol/L)处理及 doxorubicin(0、1、2、4、6、
8 µmol/L), 或60 µmol/L Que联合doxorubicin(0、1、
2、4、6、8 µmol/L)加药24 h后, 加入10 µL CCK-8
溶液, 将其放置酶标仪上并检测其细胞活性。细胞活

力＝[(D实验组 –D无细胞对照)/(D对照组–D无细胞对照)]×100%。

1.7   细胞RNA提取以及qRT-PCR检测基因表达 
MCF-7细胞消化 (37 °C、5 min)后传代至6 cm

细胞皿 , 根据实验分组处理完成后 , 利用Trizol试剂

提取细胞内的总RNA, 并按照反转录试剂盒说明

书步骤将其反转成 cDNA, 进行 qRT-PCR实验 , 以
GAPDH为内参, 采用2–ΔΔCt法计算各组目的mRNA相

对表达量。其中 , miRNA-21表达按照ThermoFisher 
Scientific公司的Taqman microRNA试剂说明书进行

实验处理和检测。其他引物均委托上海生工生物工

程股份有限公司合成, 具体引物序列见表2。
1.8   Western blot

将MCF-7细胞根据实验分组处理后 , 用预冷

的PBS洗3次 , 加入RIPA裂解液于冰上裂解后超声

破碎细胞提取蛋白。BCA法测定蛋白浓度 , 按照

每孔 30 µg蛋白量上样于SDS-聚丙烯酰胺凝胶 , 转
膜 , 分别加入ABCC2(1000 3׃)、PTEN(1000 5׃)、E-
cadherin(1000 3׃)、vimentin(1000 5׃)、AKT(1000 1׃)、
p-AKT(1000 1׃)一抗 , 4 °C孵育过夜 , TBST洗涤后 , 
加入二抗 室温孵育1 h, 加入ECL显影液 ,(000 10׃1)

显影, 使用BioAnaly软件分析条带灰度值。

1.9   免疫荧光实验   
待MCF-7细胞长满后, 将其传代至3.5 cm共聚

焦玻璃皿 , 根据实验分组处理后 , PBS洗涤 , 4%多

聚甲醛室温固定细胞30 min, 10 mmol/L甘氨酸通透

5 min, 2%牛血清白蛋白室温封闭1 h, 加入E-cadherin
和vimentin一抗(1300׃)于4 ℃孵育过夜。后用PBS洗
涤3次(5 min/次), 加入荧光二抗(1500׃), 室温孵育1 h, 
最后加入含DAPI的防荧光淬灭剂孵育15 min(室温)。

表1   miR-21及其抑制剂序列

Table 1   The sequences of miR-21 and the inhibitor
miRNA和小干扰RNA
miRNA and siRNA

序列(5ʹ→3ʹ)
Sequence (5ʹ→3ʹ)

miR-21 UCA AGU CAC UAG UGG UUC CGU UUA G

miR-21 inhibitor UCA ACA UCA GUC UGA UAA GCU A

NC inhibitor CAG UAC UUU UGU GUA GUA CAA
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在激光共聚焦显微镜(Leica, SP8)下采集图片。

1.10   流式细胞凋亡检测   
待MCF-7细胞长满后, 传代至6孔板。细胞根据

实验分组处理后, 用PBS洗涤, 37 °C胰酶消化成单细

胞悬液, 随后, 每组细胞分别加入FITC和PI染液, 避
光染色15 min, 于流式细胞仪检测细胞凋亡。

1.11   流式细胞术检测罗丹明123(Rdm123)细胞

内吸收情况    
待MCF-7细胞长满后 , 传代至 6孔板。细胞根

据实验分组转染处理 , 加药前用含钙离子的HBSS
液(北京索莱宝生物科技有限公司)洗涤2次后, 加入

100 µmol/L Rdm123于 37 °C细胞培养箱避光孵育

10 min; 其中100 µmol/L verapamil组在Rdm123染色前

加入并37 °C孵育2 h。取出细胞后 , 仍用HBSS液洗

涤3次, 37 °C胰酶消化细胞5 min, PBS重悬细胞。流

式细胞仪上机分析Rdm123在细胞内的荧光强度。 
1.12   显微荧光法检测Rdm123荧光值   

将MCF-7按照 2.7实验方法加药处理后 , 取出

细胞 , 将其置于荧光倒置显微镜(Leica, DMi8)成像。

利用显微成像软件(Leica Application Suite X)分析各

组荧光值。

1.13   Transwell实验

将MCF-7按照2.7实验方法加药处理后, 在室温

条件下取出细胞 , 用4%多聚甲醛染色20 min, 再用

0.01%结晶紫染色10 min。随后用磷酸盐缓冲液清洗, 
于倒置显微镜 (Leica, DMi8)下拍照。根据各组迁移

细胞计数并分析。

1.14   数据统计   
本实验采用GraphPad Prism 6软件进行统计学

分析, 数据以均数±标准差(x
_
±s)表示。组间比较采用

单因素方差分析。采用 t检验法分析 , P<0.05为差异

有统计学意义。每组实验独立重复3次及以上。

2   结果
2.1   上调miR-21表达可促进MCF-7细胞活性 

如图1A所示: 与阴性对照NC组比较, miR-21过
表达组显著提高miR-21在MCF-7细胞的表达水平

(P<0.01), miR-21敲减组 (miR-21 inhibitor组 )显著降

低miR-21的表达水平(P<0.01)。其中, 随着时间推移, 
高表达miR-21的MCF-7细胞活性与阴性对照组相比

明显增强 (P<0.01), 低表达miR-21的细胞活性减弱

(P<0.01), 如图1B所示。

2.2   miR-21表达对PTEN、p-AKT蛋白表达的影响

如图2所示: 与对照组NC相比, miR-21过表达促

进p-AKT蛋白表达 (P<0.01), 抑制PTEN的蛋白表达

(P<0.01), miR-21敲减后降低p-AKT表达水平 , 促进

PTEN的表达。

2.3   miR-21表达对肿瘤上皮–间质转化 (epitheli-
al-mesenchymal transition, EMT)进程标记蛋白

表达的影响  
如图3A~图3C所示: 与对照组NC比较 , miR-21

过表达促进vimentin蛋白和mRNA表达 (P<0.01), 抑
制E-cadherin的蛋白和基因表达 (P<0.01)。免疫荧

光结果如图3D显示 : miR-21过表达后E-cadherin蛋
白表达水平降低 , vimentin蛋白表达水平升高 , 抑制

miR-21表达能逆转上述现象。Transwell实验结果如

图3E和图3F所示 : miR-21表达可促进细胞迁移 , 相
反, 抑制miR-21的表达后, 细胞迁移率则下降。

表2    引物序列

Table 2   The sequences of gene primer
基因名称

Gene name
引物序列列(5ʹ→3ʹ)
Primer sequence (5ʹ→3ʹ)

GAPDH sense TGA CCA CAG TCC ATG CCA TCA C

GAPDH anti-sense CGC CTG CTT CAC CAC CTT CTT

E-cadherin sense CGA GTG CCA ACT GGA CCA TTC A

E-cadherin anti-sense TCC TCT TCT CCG CCT CCT TCT T

Vimentin sense CGA CGC CAT CAA CAC CGA GTT 

Vimentin anti-sense TGC CAG AGA CGC ATT GTC AAC A 

PTEN sense GCT GGA AAG GGA CGA ACT GGT G

PTEN anti-sense ACA GGT AAC GGC TGA GGG AAC T

ABCC2 sense TCT TCT TCC TGA CGA CCA ACC A

ABCC2 anti-sense CAC ACT CTG ACC TGC TGC TAT G 
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2.4   miR-21表达对MCF-7细胞内ABCC2表达的

影响  
结果如图 4A~图 4C所示 : 与对照NC组比较 , 

miR-21过表达促进 ABCC2蛋白和 mRNA表达

(P<0.01), miR-21敲减后抑制ABCC2的蛋白和基

因表达。

2.5   Quercetin对miR-21表达的影响  
如图 5所示 : 与Control组相比 , 随着不同浓度

Que处理 , MCF-7细胞的miR-21表达水平呈梯度下

降 (P<0.01), 其中60 µmol/L Que处理MCF-7细胞后

miR-21表达水平降低了近一半。因此 , 后续实验将

采用60 µmol/L Que处理细胞。
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图1   miR-21表达促进MCF-7细胞增殖活性

Fig.1   Upregulate of miR-21 increases the proliferation of MCF-7 cells
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A: Western blot was taken to detect PTEN, AKT and p-AKT protein expression; B: relative protein expression levels of PTEN, AKT and p-AKT with 
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图2   miR-21表达对PTEN、AKT以及p-AKT蛋白表达的影响

Fig.2   Effects of miR-21 on PTEN, AKT and p-AKT expression
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2.6   Quercetin可逆转过表达miR-21诱导的MCF-7
细胞凋亡和迁移  

    如图6A和图6B所示: 与NC组相比, miR-21

对MCF-7细胞凋亡无影响 , Que组显著促进MCF-7
细胞凋亡(P<0.05); 与miR-21组相比 , miR-21+Que
组显著促进MCF-7细胞的凋亡 (P<0.05)。细胞迁
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A: Western blot检测E-cadherin和vimentin的蛋白表达水平 ; B: 以β‑actin为内参, E-cadherin和vimentin的相对蛋白表达量 ; C: qRT-PCR分析E-
cadherin和vimentin的mRNA水平; D: 免疫荧光实验检测E-cadherin和vimentin的表达水平; E: Transwell检测miR-21表达水平对MCF-7细胞迁移

能力的影响; F: 相对细胞迁移数。*P<0.05, **P<0.01, 与NC组相比。

A: Western blot was used to detect the protein expression of E-cadherin and vimentin; B: relative protein expression levels of E-cadherin and vimentin 
with β‑actin as the internal reference; C: qRT-PCR was used to analysis the mRNA levels of E-cadherin and vimentin; D: immunofluorescence assay 
was used to detect the expression of E-cadherin and vimentin; E: Transwell assay was used to investigate the effect of miR-21 expression level on the 
migration; F: relative cell migration number. *P<0.05, **P<0.01 compared with NC group.

图3   miR-21过表达促进MCF-7细胞迁移

Fig.3   miR-21 promotes the migration of MCF-7 cells
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移如图 6C和图 6D所示 : 与NC组相比 , 单独Que处
理显著抑制MCF-7细胞迁移 (P<0.01); 与miR-21
组相比 , miR-21+Que组显著抑制MCF-7细胞迁移

(P<0.01)。
2.7   Quercetin可逆转过表达miR-21引起的蛋白

表达水平变化   
结果 (图 7A~图 7C)所示 : 与 miR-21组相比 , 

Que+miR-21组的ABCC2蛋白表达水平显著下降

(P<0.01), PTEN蛋白表达水平显著上升 (P<0.01); 
qRT-PCR结果与Western blot结果一致, Que处理后逆

转miR-21过表达引起的PTEN和ABCC2基因水平变

化。免疫荧光实验结果(图7D)显示: Que处理miR-21
过表达的MCF-7细胞 , 与miR-21组相比 , vimentin蛋
白表达荧光信号减弱 , E-cadherin蛋白表达荧光信

号增强 , 说明Que处理miR-21过表达的MCF-7细胞

后, 可逆转miR-21诱导MCF-7细胞内蛋白表达水平
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NC组相比。

A: Western blot was used to detect ABCC2 expression; B: the relative protein expression of ABCC2 normalized to β‑actin; C: qRT-PCR was used to detect 
mRNA levels of ABCC2. **P<0.01 compared with NC group. 

图4   miR-21表达对ABCC2蛋白和基因表达的影响

Fig.4   Effects of miR-21 on ABCC2 expression in MCF-7 cells

Ctrl: 对照; Que 30: 30 mmol/L Que; Que 60: 60 mmol/L Que; Que 90: 90 mmol/L Que; **P<0.01, 与对照组相比。

Ctrl: Control; Que 30: 30 mmol/L Que; Que 60: 60 mmol/L Que; Que 90: 90 mmol/L Que; **P<0.01 compared with Control group.
图5   槲皮素对miR-21表达水平的影响

Fig.5   Effects of quercetin on the expression of miR-21
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的变化。

2.8   Quercetin可促进MCF-7细胞对药物的吸收

作用

与NC组相比 , 单独Que组能促进Rdm123的吸

收 ; 与miR-21组相比 , Que+miR-21组 , Rdm123吸收

量增加 , 说明Que能逆转miR-21导致的药物吸收利

用低的现象(P<0.01), 如图8A和图8B所示。此外, 采
用Que与doxorubicin联合处理检测细胞活性, 结果如

图8C所示, Que可增强doxorubicin在MCF-7细胞内的

药物活性。荧光数据同流式细胞结果一致 , 这表明

miR-21促进ABCC2表达后提高细胞对药物的外排

作用 , 而采用Que处理后的细胞药物吸收能力增强

(P<0.01), 实验结果见图8D。

2.9   PTEN敲除对ABCC2表达的影响

在MCF-7细胞中敲低PTEN后 , Western blot实
验结果显示PTEN敲低后ABCC2的表达水平上升 , 
而Que与 PTEN敲低共处理后ABCC2表达水平回

归 , 如图 9A和图 9B所示。qRT-PCR结果显示细胞

内PTEN表达水平降低后 , ABCC2基因表达水平升

高 , 同时E-cadherin基因表达水平下降 , vimentin基
因表达水平上升 (P<0.01), Que与PTEN敲低共处理

后 , ABCC2的mRNA表达水平回归到原始水平 , E-
cadherin的mRNA表达水平升高 , vimentin表达水平

下降(P<0.01), 如图9B所示。
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A,B: flow cytometry was used to analysis the cell apoptosis and apoptosis rates; C,D: Transwell assay was used to investigate the cell migration. 
*P<0.05, **P<0.01 compared with NC group; #P<0.05, ##P<0.01 compared with miR-21 group.

图6   槲皮素可逆转过表达miR-21诱导的MCF-7细胞凋亡

Fig.6   Quercetin reverses apoptosis induced by overexpression of miR-21 in MCF-7 cells
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3   讨论
近年来 , 天然化合物槲皮素 (Que)的抗肿瘤活

性研究取得显著进展。作为植物来源的黄酮类化

合物 , Que在炎症领域及肿瘤防治领域特别是在乳

腺癌细胞中展现出独特的药理学特性 [9-10]。Que的
抗癌作用体现在 : 抑制肿瘤细胞的侵袭、迁移 , 抑
制细胞存活和增殖有关的信号分子的表达 , 调节细

胞凋亡和细胞周期进程, 减少肿瘤的体积, 并逆转肿

瘤细胞耐药 [11-12]。其作用可通过各种细胞信号机制

和抑制致癌物激酶活性实现 , 例如槲皮素能通过调

节BAX/BCL-2和抑制PI3K-AKT通路调控乳腺癌细

胞MCF-7、MDA-MB-231的凋亡[13]。

肿瘤细胞中PI3K的异常激活往往伴随着肿瘤

抑制基因PTEN的缺失 , 进而导致PI3K/AKT通路异

常活化和ABC转运蛋白上调 , 最终增强肿瘤细胞的

A: Western blot检测PTEN和ABCC2的蛋白表达水平; B: PTEN和ABCC2相对β-actin的蛋白表达水平; C: qRT-PCR检测PTEN和ABCC2的mRNA
表达水平; D: 免疫荧光法检测E-cadherin和vimentin的表达。**P<0.01, 与NC组相比, ##P<0.01, 与miR-21组相比。

A: Western blot was used to detect PTEN and ABCC2 protein expression levels; B: protein expression levels of PTEN and ABCC2 relative to β-actin, 
C: qRT-PCR was used to detect PTEN and ABCC2 mRNA levels; D: immunofluorescence assay was used to detect the expression of E-cadherin and 
vimentin. **P<0.01 compared with NC group; ##P<0.01 compared with miR-21 group.

图7   槲皮素逆转过表达miR-21引起的细胞蛋白表达水平变化

Fig.7   Quercetin reverses apoptosis induced by overexpression of miR-21 in MCF-7 cells
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耐药性[14]。研究表明, 30%的原发性乳腺肿瘤和25%
的转移性乳腺肿瘤与PTEN的缺失有关 ; PTEN是一

种肿瘤抑制因子, 参与多种信号通路调控, 在肿瘤耐

药性的形成 (包括药物吸收减少和药物流出增加 )和
抗凋亡过程中发挥重要作用 [15-16]。miR-21作为一类

重要的非编码RNA, 能够通过碱基互补配对的方式 , 
在转录后水平调控乳腺癌患者血清PTEN基因的表

达 , miR-21与PTEN的关系是此消彼长的 , miR-21能
通过结合PTEN的3ʹUTR抑制其表达[17-18]。

本研究中 , 我们利用细胞转染技术过表达miR-
21后发现 : PTEN的mRNA及蛋白表达水平下降 , 
p-AKT蛋白水平上升 ; 上皮细胞标志物E-cadherin的
表达水平下降 , 间质标记物vimentin表达水平升高 ; 
MCF-7细胞迁移能力增强。与此同时 , 多药耐药蛋

白ABCC2水平随着miR-21的过表达而升高。这说明, 
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miR-21可能通过抑制PTEN的表达、促进p-AKT表
达诱导ABCC2表达。

ABCC2属于ABC-转运蛋白超家族成员之一 , 
也叫多药耐药蛋白 , 该家族成员的功能之一是促进

癌细胞药物排放从而减少细胞内药物的积累 [19]。随

着对肿瘤耐药的深入研究 , 研究人员发现多药耐药

蛋白的高表达是导致肿瘤药物治疗效果减弱的原因

之一 , 如何抑制耐药转运蛋白的表达将是肿瘤综合

化疗迫切需要解决的问题。

本研究中我们发现Que能抑制miR-21表达 , 在
miR-21过表达的乳腺癌MCF-7细胞加入Que处理后, 

PTEN、E-cadherin表达水平上升, ABCC2和vimentin
表达水平下降 , 此外 , Que能显著促进miR-21处理后

的MCF-7细胞凋亡 , 抑制细胞迁移 , 这提示Que在乳

腺癌MCF-7细胞中的作用正好与miR-21相反。多药

耐药蛋白的表达可抑制药物吸收 , 诱导药物外排。

ABCC2属于多药耐药蛋白超家族成员之一 , 其高

表达可能引发细胞对药物的吸收作用降低 [6]。为了

验证miR-21诱导ABCC2的表达是否引起MCF-7细
胞对药物吸收作用降低 , 我们将多药耐药蛋白抑制

剂维拉帕米 (verapamil)作为阳性对照组 , MCF-7细
胞对Rdm123的吸收值作为检测各组药物吸收实验
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A、B: 流式细胞术检测MCF-7细胞内罗丹明123的吸收情况; C: CCK-8检测Que与doxorubicin联合作用对MCF-7细胞增殖活性的影响; D: 罗丹

明123在MCF-7细胞内的荧光值。**P<0.01, 与NC组比较; ##P<0.01, 与miR-21组比较。

A,B: flow cytometry was used to analysis of rhodamine123 absorption; C: CCK-8 assay was used to detect the effect of quercetin combined with doxo-
rubicin on the viability of MCF-7 cells; D: fluorescence detection of rhodamine 123 absorption value. **P<0.01 compared with NC group; ##P<0.01 
compared with miR-21 group.

图8   不同方法检测罗丹明123在MCF-7细胞的吸收作用

Fig.8   Different methods for detecting rhodamine 123 absorption in MCF-7 cells
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的依据, 药物吸收实验结果显示, 与对照组相比, 多
药耐药蛋白抑制剂verapamil能显著促进Rdm123的
吸收, 而Que处理的MCF-7细胞对Rdm123的吸收能

力也显著增强 , 并逆转由miR-21导致的MCF-7细胞

对Rdm123吸收作用降低的现象。这也反映miR-21
促进ABCC2的表达可能导致细胞对Rdm123的吸收

作用低, 而Que协同处理后抑制这一作用, 提升了对

Rdm123的吸收能力。同时 , Que增强doxorubicin对
MCF-7细胞毒作用 , 降低细胞活性 , 说明槲皮素可

能具有增强化疗药对肿瘤细胞的疗效。

此外 , 通过敲低MCF-7细胞中的PTEN的表达 , 
发现ABCC2表达水平上升 , 而E-cadherin表达水平

下降和vimentin表达水平上升 ; 敲低PTEN后细胞与

Que共处理后, 上述蛋白表达改变可被逆转。这提示 
Que可通过调控PTEN进而影响ABCC2表达。

综上所述 , Que调控miR-21在乳腺癌治疗中具

有重要意义。在抗细胞增殖方面 , 通过靶向miR-
21, Que能够有效减弱乳腺癌细胞活性 , 促进细胞凋

亡。在降低耐药蛋白表达上 , Que可下调miR-21, 促
进PTEN和E-cadherin表达 , 减少ABCC2和vimentin
的蛋白水平。E-cadherin和vimentin是细胞上皮–间
质转化的关键蛋白 , E-cadherin为细胞间连接和细胞

完整性提供了支持 , 其高表达有助于维持细胞正常

结构与功能 , 利于药物摄取。而这种作用的发生与

miR-21/PTEN信号轴密不可分。研究表明 , PTEN作

A: 采用Western blot检测ABCC2、E-cadherin、vimentin和PTEN的蛋白表达水平; B: qRT-PCR检测PTEN、ABCC2、E-cadherin和vimentin的
mRNA表达水平。**P<0.01, 与Ctrl组比较; ##P<0.01, 与sh-PTEN1组或sh-PTEN2组比较。

A: Western blot was used to analysis protein expression of ABCC2, E-cadherin, vimentin and PTEN; B: qRT-PCR was used to detect the mRNA levels 
of PTEN, ABCC2, E-cadherin, and vimentin. **P<0.01 compared with Ctrl group; ##P<0.01 compared with sh-PTEN1 group or sh-PTEN2 group.

图9   PTEN敲除对ABCC2表达的影响

Fig.9   The effect of PTEN knockdown on ABCC2
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为抑癌基因 , 可抑制PI3K/AKT信号通路 , 促进细胞

凋亡并抑制增殖 , PTEN的低表达也与肿瘤细胞耐药

息息相关 , 同时 , miR-21与PTEN的关系是此消彼长

的 [20-21]。miR-21抑制PTEN表达 , 削弱其抑癌功能 , 
减弱MCF-7细胞药物吸收能力。Que通过抑制miR-
21表达, 减少其对PTEN的抑制, 使PTEN表达水平升

高 , 重新激活PTEN介导的抑癌信号通路 , 从而诱导

乳腺癌细胞凋亡、抑制耐药蛋白表达 , 从而发挥对

乳腺癌细胞的抑制作用。上述结果表明, Que具备调

节miR-21过表达引起的异常蛋白表达的能力 , 有效

逆转miR-21过表达引发的乳腺癌MCF-7细胞内蛋白

表达紊乱 , 有利于提高药物的摄取量、减少肿瘤细

胞药物外排, 具有显著的抗肿瘤药理学作用。
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