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摘  要 

目的： 

乳腺癌是世界女性排名第一的恶性肿瘤，进入 21 世纪以来，乳腺癌的发病

率高速增长，到 2020 年全球新发乳腺癌病例已达到 226 万例，其中中国新增 42

万例。乳腺癌干细胞（breast cancer stem cells，BCSCs）是乳腺癌细胞中分布极

少但极其重要的肿瘤细胞群，其强大的自我更新能力和多向分化潜能是乳腺癌异

质性的重要因素，同时也被广泛认为是乳腺癌发生发展、复发转移和耐药的根本

原因。因此，研究 BCSCs 生物学特性及分子调控机制是具有重要的理论和临床

意义。长链非编码 RNA（long non-coding RNA，lncRNA）参与了 X 染色体沉默、

基因组印记以及染色质修饰、转录激活、转录干扰、核内运输等多种重要的调控

过程，lncRNA 的表达或功能异常与肿瘤的发生发展密切相关，其调控 BCSCs 的

分子机制研究也特别重要。LncRNA ST8SIA6-AS1 已被发现在众多癌症中高表

达，包括肝癌、肺癌、结肠癌等，但在乳腺癌的表达及调控的报道极少。本文研

究的主要目的是探究 lncRNA ST8SIA6-AS1 在 BCSCs 干性维持中的作用及分子

机制，并为以乳腺癌干细胞为靶点的治疗方案的开发提供相关理论依据。 

方法： 

利用生物信息学工具分析 ST8SIA6-AS1、miR-410-3p、COL3A1 在乳腺癌患

者中的表达及预后情况；利用实时荧光定量 PCR（Quantitative real-time PCR，

qRT-PCR）和蛋白质免疫印迹（Western Blot，WB）检测细胞中目的基因或 RNA

的差异表达；利用慢病毒包装技术构建敲降或过表达目的基因的人乳腺癌细胞模

型；利用细胞活力检测试剂盒-8（Cell Counting Kit-8，CCK8）检测细胞增殖能

力及对化疗药物紫杉醇和多柔比星的耐药能力；利用 Transwell 实验，检测细胞

迁移能力；利用克隆形成实验，检测细胞集落形成的情况；利用乳腺癌干细胞悬

浮成球实验，检测干细胞微球体形成能力；利用荧光素酶报告实验和回复实验，

验证 ST8SIA6-AS1、miR-410-3p、COL3A1 三者之间的调控关系；利用裸鼠异种

移植瘤模型检测细胞的体内成瘤能力。  

结果： 

（1）ST8SIA6-AS1 有助于维持 BCSCs 干性特征：ST8SIA6-AS1 在乳腺癌
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患者中高表达，且 ST8SIA6-AS1 高表达组的乳腺癌患者的总体生存率（Overall 

Survival，OS）、无病生存率（Disease Free Survival，DFS）和无远处转移的生存

率（Distant Metastasis-Free Survival，DMFS）更差；ST8SIA6-AS1 在乳腺癌细胞

系及 BCSCs 中高表达；敲低 ST8SIA6-AS1 后，细胞的增殖能力、耐药能力、迁

移能力、克隆形成能力、干细胞球体形成能力和 BCSCs 的干性标志物表达都显

著减弱；相反，过表达 ST8SIA6-AS1 后，细胞的增殖能力、耐药能力、迁移能

力、克隆形成能力、干细胞球体形成能力和 BCSCs 的干性标志物表达都显著增

强。 

（2）COL3A1参与调控BCSCs干性特征：COL3A1在乳腺癌患者中高表达，

且 COL3A1 高表达组的乳腺癌患者的总体生存率（OS）和无病生存率（DFS）

更差；COL3A1 在乳腺癌细胞系及 BCSCs 中高表达；敲低或过表达 ST8SIA6-

AS1 后，COL3A1 的表达随之减弱或增强；敲低 COL3A1 后，细胞的增殖能力、

耐药能力、迁移能力、克隆形成能力、干细胞球体形成能力和 BCSCs 的干性标

志物表达都显著减弱；相反，过表达 COL3A1 后，细胞的增殖能力、耐药能力、

迁移能力、克隆形成能力、干细胞球体形成能力和 BCSCs 的干性标志物表达都

显著增强；在敲低 ST8SIA6-AS1 的细胞系中过表达 COL3A1 后，细胞的迁移能

力、克隆形成能力、干细胞球体形成能力和 BCSCs 的干性标志物表达都得到显

著恢复；在过表达 ST8SIA6-AS1 的细胞系中敲低 COL3A1 后，细胞的迁移能力、

克隆形成能力、干细胞球体形成能力和 BCSCs 的干性标志物表达都得到显著削

弱。 

（3）miR-410-3p 参与调控 BCSCs 干性特征：miR-410-3p 在乳腺癌患者中

低表达，且 miR-410-3p 低表达组的乳腺癌患者的总体生存率（OS）更差；miR-

410-3p 在乳腺癌细胞系及 BCSCs 中低表达；过表达 miR-410 后，miR-410-3p 的

表达水平显著升高；过表达 miR-410 后，细胞的增殖能力、耐药能力、迁移能力、

克隆形成能力、干细胞球体形成能力和 BCSCs 的干性标志物表达都显著减弱。 

（4）ST8SIA6-AS1/miR-410-3p/COL3A1 轴调控 BCSCs 干性特征：敲低或

过表达 ST8SIA6-AS1 后，miR-410-3p 的表达随之增强或减弱；敲低或过表达

COL3A1 后，miR-410-3p 的表达也随之增强或减弱；过表达 miR-410 后，ST8SIA6-

AS1 和 COL3A1 的表达显著减弱；转染 miR-410-3p mimic 后，与对照组相比，



 

III 
 

ST8SIA6-AS1 和 COL3A1 的野生型荧光素酶活性更低；在敲低 ST8SIA6-AS1 的

细胞系中转染 miR-410-3p inhibitor 后，与对照组相比，COL3A1 的表达得到恢

复，细胞的迁移能力、克隆形成能力、干细胞球体形成能力和 BCSCs 的干性标

志物表达都得到恢复；ST8SIA6-AS1 和 COL3A1 促进乳腺癌细胞体内成瘤，miR-

410-3p 抑制乳腺癌细胞体内成瘤。 

结论： 

（1）ST8SIA6-AS1 和 COL3A1 在乳腺癌和 BCSCs 中高表达，而 miR-410-

3p 是低表达，且都与乳腺癌患者预后不良相关。 

（2）ST8SIA6-AS1 正向调控 BCSCs 干性特征。 

（3）COL3A1 有助于维持 BCSCs 干性特征，且是 ST8SIA6-AS1 下游的调

控因子。 

（4）miR-410-3p 负向调控 BCSCs 干性特征。 

（5）ST8SIA6-AS1/miR-410-3p/COL3A1 存在轴调控关系，且调控 BCSCs 干

性特征。 

 

关键词：ST8SIA6-AS1；miR-410-3p；COL3A1；BCSCs；干性维持 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

IV 
 

 

Abstract 

Objective: 

Breast cancer is the number one malignant tumor among women in the world. 

Since the 21st century, the incidence of breast cancer has been increasing rapidly, with 

2.26 million new cases of breast cancer worldwide by 2020, including 420,000 new 

cases in China. Breast cancer stem cells (BCSCs) are a very small but important 

population of breast cancer cells. Their strong self-renewal ability and multidirectional 

differentiation potential are important factors of breast cancer heterogeneity, and are 

also widely considered to be the root cause of breast cancer development, recurrence, 

metastasis and drug resistance. Therefore, it is of great theoretical and clinical 

significance to study the biological properties and molecular regulatory mechanisms of 

BCSCs. Long non-coding RNA (lncRNA) is involved in many important regulatory 

processes such as X chromosome silencing, genomic imprinting, chromatin 

modification, transcriptional activation, transcriptional interference, and intranuclear 

transport, etc. Abnormal expression or function of lncRNA is closely related to tumor 

development, and the study of its molecular mechanism of regulating BCSCs is 

particularly important. LncRNA ST8SIA6-AS1 has been found to be highly expressed 

in numerous cancers, including liver, lung, and colon cancers, but the expression and 

regulation in breast cancer have been rarely reported. The main objective of this study 

was to investigate the role and molecular mechanism of lncRNA ST8SIA6-AS1 in the 

maintenance of stemness in BCSCs and to provide a theoretical basis for the 

development of therapeutic regimens targeting BCSCs. 

Methods: 

Analysis of ST8SIA6-AS1, miR-410-3p, COL3A1 expression and prognosis in 

breast cancer patients using bioinformatics tools; detection of differential expression of 

target genes or RNAs in cells using quantitative real-time PCR (qRT-PCR) and western 

blot (WB); construction of human breast cancer cell models with knockdown or 

overexpression of target genes using lentiviral packaging technology; the cell counting 
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kit-8 (CCK8) was used to detect cell proliferation and resistance to chemotherapeutic 

agents paclitaxel and doxorubicin; the Transwell assay was used to detect cell migration; 

detection of cell colony formation using clone formation assays; the ability of stem cells 

to form microspheres was examined using a sphere-forming assay; the regulatory 

relationship between ST8SIA6-AS1, miR-410-3p and COL3A1 was verified using a 

luciferase reporter assay and reversion assay; the in vivo tumorigenic ability of tumor 

cells was examined using a nude mouse xenograft tumor model. 

Results: 

(1) ST8SIA6-AS1 contributes to the maintenance of stemness characteristics of 

BCSCs: ST8SIA6-AS1 was highly expressed in breast cancer patients, and the overall 

survival (OS), disease-free survival (DFS) and distant metastases-free survival (DMFS) 

of breast cancer patients in the high ST8SIA6-AS1 expression group were worse; 

ST8SIA6-AS1 was highly expressed in breast cancer cell lines and BCSCs; knockdown 

of ST8SIA6-AS1 significantly reduced the cell proliferation, drug resistance, cell 

migration, clone formation, stem cell sphere formation, and stemness marker 

expression of BCSCs; in contrast, overexpression of ST8SIA6-AS1 significantly 

enhanced the cell proliferation, drug resistance, cell migration, clone formation, stem 

cell sphere formation, and stemness marker expression of BCSCs.  

(2) COL3A1 is involved in regulating stemness characteristics of BCSCs: 

COL3A1 was highly expressed in breast cancer patients, and the overall survival (OS) 

and disease-free survival (DFS) of breast cancer patients in the high COL3A1 

expression group was worse; COL3A1 was highly expressed in breast cancer cell lines 

and BCSCs; knockdown or overexpression of ST8SIA6-AS1 is followed by diminished 

or enhanced COL3A1 expression; knockdown of COL3A1 significantly diminished the 

cell proliferation, drug resistance, cell migration, clone formation, stem cell sphere 

formation, and stemness marker expression of BCSCs; in contrast, overexpression of 

COL3A1 significantly enhanced the cell proliferation, drug resistance, cell migration, 

clone formation, stem cell sphere formation, and stemness marker expression in BCSCs; 

overexpression of COL3A1 in cell lines with knockdown of ST8SIA6-AS1 resulted in 

significant restoration of the cell migration, clone formation, stem cell sphere formation, 
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and expression of stemness markers in BCSCs; knockdown of COL3A1 in cell lines 

overexpressing ST8SIA6-AS1 significantly impaired the cell migration, clone 

formation, stem cell sphere formation, and stemness marker expression of BCSCs. 

(3) miR-410-3p is involved in regulating the stemness characteristics of BCSCs: 

miR-410-3p was lowly expressed in breast cancer patients, and the overall survival (OS) 

of breast cancer patients in the low miR-410-3p expression group was worse; miR-410-

3p was lowly expressed in breast cancer cell lines and BCSCs; the expression level of 

miR-410-3p was significantly increased after overexpression of miR-410; the cell 

proliferation ability, drug resistance ability, cell migration ability, clone formation 

ability, stem cell sphere formation ability, and stemness marker expression of BCSCs 

were significantly diminished after overexpression of miR-410. 

(4) ST8SIA6-AS1/miR-410-3p/COL3A1 axis regulates the stemness 

characteristics of BCSCs: the expression of miR-410-3p was subsequently enhanced or 

diminished after knockdown or overexpression of ST8SIA6-AS1; the expression of 

miR-410-3p was also enhanced or diminished after knockdown or overexpression of 

COL3A1; the expression of ST8SIA6-AS1 and COL3A1 was significantly attenuated 

after overexpression of miR-410; lower luciferase activity of wild-type ST8SIA6-AS1 

and COL3A1 group after transfection with miR-410-3p mimic compared to the control; 

restoration of COL3A1 expression, cell migration capacity, clone formation capacity, 

stem cell sphere formation capacity, and stemness marker expression in BCSCs after 

transfection of miR-410-3p inhibitor in cell lines with knockdown of ST8SIA6-AS1 

compared to controls; ST8SIA6-AS1 and COL3A1 promote cellular tumorigenesis in 

vivo, and miR-410-3p inhibits cellular tumorigenesis in vivo. 

Conclusion: 

(1) ST8SIA6-AS1 and COL3A1 were highly expressed in breast cancer and 

BCSCs, while miR-410-3p was lowly expressed, and both were associated with poor 

prognosis in breast cancer patients.  

(2) ST8SIA6-AS1 positively regulates the stemness characteristics of BCSCs.  

(3) COL3A1 contributes to the maintenance of stemness characteristics in BCSCs 

and is a downstream regulator of ST8SIA6-AS1.  
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(4) miR-410-3p negatively regulates the stemness characteristics of BCSCs.  

(5) ST8SIA6-AS1/miR-410-3p/COL3A1 has an axial regulatory relationship and 

regulates the stemness characteristics of BCSCs. 

 

Keywords: ST8SIA6-AS1; miR-410-3p; COL3A1; BCSCs; stemness maintenance 
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第1章 引言 

1.1 乳腺癌的临床现状 

1.1.1 乳腺癌的流行病学 

乳腺癌仍然是全球最常见的女性癌症。在女性癌症中，乳腺癌约占 1/4 的确

诊病例和 1/6 的死亡病例。根据世界卫生组织国际癌症研究机构（International 

Agency for Research on Cancer，IARC）发布的 2020 年全球最新癌症负担数据显

示，全球乳腺癌确诊新增人数达 226 万（11.7%），超越肺癌成为全球发病率第一

的癌症，其次是肺癌（11.4%），结直肠癌（10.0%），前列腺癌（7.3%）和胃癌（5.6%）；

乳腺癌死亡人数达 68 万（6.9%），死亡率位居世界第五[1]。乳腺癌的发病率在世

界所有区域都在增加，全球乳腺癌发病率以每年 3.1%的速度上升，从 1980 年的

64.1 万例增加到 2010 年的 160 万例，再到 2020 年的 226 万例[2]。全球范围内几

乎一半的病例发生在发达国家，这一趋势主要是由于所谓的西方生活方式，与不

良饮食、吸烟、过度压力和缺乏体育活动有关[3]。就全球来看，高收入发达地区

（北美地区每 10 万人确诊 92 人）的发病率是高于低收入不发达地区的（中非及

东亚地区每 10 万人确诊 27 人）[4, 5]。乳腺癌发病率最高的地区是北美、澳大利

亚、新西兰以及北欧和西欧。此外，在高收入发达国家，乳腺癌通常在早期就被

诊断出来，预后通常很好。然而，在低收入和中等收入不发达国家，如撒哈拉以

南非洲国家和亚洲发展中国家，尽管发病率较低，但乳腺癌往往在较晚的阶段被

诊断出来，且治疗途径有限，因此与较差的生存率有关[6]。一些研究还表明，乳

腺癌在亚洲女性（通常 40-50 岁）中比西方女性（通常 60-70 岁）更早出现 12-

17 岁。此外，发展中国家被诊断为乳腺癌的患者比发达国家的患者年轻 10 岁左

右。年轻患者（<35 岁）的比例从发达国家的约 10%到亚洲发展中国家的高达 25%

不等。事实上，由于人口增长及老龄化程度越来越高，无论地区发展如何，乳腺

癌都已经成为一个危险因素，严重威胁着全球女性的生命健康安全。 

 

1.1.2 乳腺癌的分型 

乳腺癌是非常异质性的，临床上按激素受体（雌激素受体，Estrogen receptor，

ER 和孕激素受体，Progesterone receptor，PR）及人表皮生长因子受体 2（Human 

epidermal growth factor receptor 2，HER2，也称 ERBB2）状态分为三种主要亚型：
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腔内 ER 阳性和 PR 阳性（70%的患者），再可细分为 Luminal A 和 Luminal B；

HER2 阳性（15%-20%的患者）；三阴性乳腺癌（Triple-Negative Breast Cancer，

TNBC，15%的患者）[7]。增殖标记蛋白 Ki-67（Ki-67 Proliferation Marker Protein，

Ki-67）的组织化学染色可用于区分 Luminal A 和 Luminal B 型乳腺癌，无需基因

表达谱[8]。然而，ER 阳性乳腺癌的发病率呈上升趋势[9-12]。 

乳腺癌也可以根据标准化的病理标准进行组织学诊断。最常见的乳腺癌组织

学是浸润性导管癌（50%-75%的患者），也称为无特殊类型；其次是浸润性小叶

癌（5%-15%的患者），其特征是上皮钙粘蛋白（Cadherin 1，CDH1）突变和分离

性生长模式；其余患者为导管/小叶混合癌和其他更罕见的组织学。 

 

1.1.3 乳腺癌的致病因素 

遗传和非遗传危险因素都影响乳腺癌的发展。遗传因素包括高危和中度癌症

易感性基因的致病突变（例如，BRCA1 或 BRCA2 和检查点激酶 2（Checkpoint 

Kinase 2，CHEK2））和乳腺癌相关的常见单核苷酸多态性（Single Nucleotide 

Polymorphisms，SNPs）[13]。最常见的乳腺癌易感基因 BRCA1 和 BRCA2 最早发

现于 20 世纪 90 年代中期[14, 15]。BRCA1 和 BRCA2 通过同源重组参与 DNA 双链

断裂的修复[16-18]。其他高外显率和中外显率乳腺癌易感性基因还包括 CDH1、

PTEN、丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 11（Serine/Threonine Protein Kinase 11，STK11；

也称为 LKB1）、TP53、共济失调毛细血管扩张突变、尼布林（Nibrin，NBN）和

BRCA2 的伴侣和定位子（Partner and localizer of BRCA2，PALB2）等，但所有这

些种系突变都是罕见的[19-33]。然而，他们仍然被包括在许多遗传风险基因检测小

组中，并为突变携带者提供额外的筛查、预防选择和遗传咨询。其他更常见的低

外显率 SNPs 也会影响乳腺癌风险。虽然它们单独带来的风险很小，但当总结为

多基因风险评分（Polygenic Risk Score，PRS）时，它们的综合影响可能是巨大

的[34-36]。非遗传危险因素包括年龄增长、个人乳腺病理史（如不典型增生和小叶

原位癌）、高乳腺 x 线摄影密度、接受胸部放射治疗（如霍奇金病的治疗）、高体

重指数、外源性女性激素使用（如绝经期激素治疗（Menopausal hormone therapy，

MHT）和激素类避孕药）、酒精、体育活动不足和生殖因素（月经初潮早、胎次

低、母乳喂养期短和绝经期晚）[37-47]。遗传和非遗传危险因素之间的区别不是绝

对的，因为许多“非遗传”危险因素可能具有尚未完全阐明的遗传成分[48-50]。 

 

1.1.4 乳腺癌的临床治疗 

乳腺癌的治疗是多学科的，它包括局部治疗（手术和放射治疗）和全身治疗，



武汉科技大学博士学位论文 

3 
 

乳腺癌的组织学和分子特征在很大程度上影响了治疗策略[51]。局部和区域性乳

腺癌治疗的主要手段仍然是手术干预。在 20 世纪上半叶，被诊断患有乳腺癌的

女性通常接受根治性乳房切除术[52]。而乳房保留手术是由Fischer等[53]和Veronesi

等[54]首创的，在早期乳腺癌的治疗中，乳房肿瘤切除术和放疗的治疗效果与乳房

切除术相当。全身治疗包括激素阳性疾病的激素治疗[55, 56]、化疗[57, 58]、HER2 阳

性疾病的抗 HER2 治疗[59]以及最近的免疫治疗[60, 61]。乳腺癌未来的治疗概念旨

在个体化治疗，并根据癌症生物学和治疗的早期反应来降低和加强治疗。 

对于非转移性乳腺癌，治疗的主要目标是根除乳房和区域淋巴结的肿瘤，防

止转移性复发，约 70-80%的早期非转移性乳腺癌患者是可以治愈的。非转移性

乳腺癌的局部治疗包括手术切除和腋窝淋巴结取样或切除，并考虑术后放疗。系

统治疗则可以是术前（新辅助治疗）、术后（辅助治疗）或两者兼有。乳腺癌亚

型指导的标准的全身治疗，包括所有 HR+肿瘤的内分泌治疗（一些患者也需要化

疗），所有 HER2+肿瘤的曲妥珠单抗定向抗体治疗加化疗（如果同时 HR 阳性，

还给予内分泌治疗），以及三阴性乳腺癌的单独化疗。 

对于转移性乳腺癌，治疗目标是延长生命和缓解症状。目前，几乎所有转移

性乳腺癌患者都无法治愈。在转移性乳腺癌中使用的系统治疗的基本类别与上述

的新辅助/辅助方法相同。局部治疗方式（手术和放疗）通常仅用于转移性疾病的

姑息治疗。 

 

1.2 非编码 RNA 

1.2.1 非编码 RNA 概述 

几十年来，对癌症生物学的研究主要集中在蛋白质编码基因的参与上。直到

最近，人们才发现一整类分子，称为非编码 RNA（non-coding RNA，ncRNA），

在塑造细胞活动中起着关键的调节作用。自那以后，对 ncRNA 生物学的大量研

究表明，它们代表了一组多样化和普遍的 RNA，包括致癌分子和那些以抑制肿

瘤的方式起作用的分子。ENCODE 项目报告说，人类基因组中至少有 80%具有

生物活性，但人类 DNA 中只有一小部分编码为蛋白质。大量转录但未翻译成蛋

白质的 RNA 可分为管家型 RNA（如核糖体 RNA，Ribosomal RNA，rRNA 和转

运核糖核酸，transfer ribonucleic acid，tRNA）和调节型 RNA（如 miRNA、piRNA、

lncRNA）[62]。到目前为止，已经有许多 ncRNA 已被证明在正常细胞功能和疾病

（包括癌症）中发挥关键作用，这些信息正在积极地转化为临床。一些小的

ncRNA 非常稳定，它们可以在血液中稳定存在，并可能成为在几滴血液中准确

和敏感筛查人类主要癌症的基础[63, 64]。此外，ncRNA 可以被靶向治疗，ncRNA
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的递送可以基于现有的 RNAi 和寡核苷酸递送的基础上，去针对蛋白质编码的

mRNA[65]。事实上，RNA 医学领域已经迎来了复兴，最近批准了第一种 RNAi 药

物 Onpattro，用于降低神经退行性疾病遗传性转甲状腺素淀粉样变的 TTR 水平
[66]。此外，基于 miRNA 的药物疗法已经开展相关临床试验，用于癌症治疗[67]。

癌症的特征是细胞生长（增殖）失控，能够扩散到其他组织（转移），并通过细

胞死亡的有序过程（凋亡）失去死亡的能力。ncRNA 的发现为了解癌症如何发

展以及如何治疗癌症提供了一个新的维度，为了解基因组其余部分的影响提供了

一个窗口。 

 

1.2.2 长链非编码 RNA 概述 

LncRNA 根据其与蛋白质编码基因的相对位置，可以至少分成四组：（1）基

因间 lncRNA，即从两个蛋白质编码基因之间的 DNA 序列转录而来的 lncRNA；

（2）内含子 lncRNA，是由蛋白质编码基因的内含子产生的 lncRNA；（3）重叠

的 lncRNA，定义为转录物重叠已知的蛋白质编码基因;（4）反义 lncRNA，即与

蛋白质编码基因转录方向相反。有趣的是，lncRNA 在进化上也不是高度保守的，

只有 5%-6%的 lncRNA 含有保守序列[68]。 

与小型 ncRNA 相比，lncRNA 表现出广泛的机制多样性来发挥其功能作用，

因此在这方面需要展开更多的讨论。首先，lncRNA 可以在顺式或反式中发挥作

用，这意味着它们可以在自己的转录位点（顺式）介导局部作用[69, 70]或者它们在

遥远的基因组或细胞位置（反式）运作[71]。其次，lncRNA 可使其他调控分子（如

mRNA、miRNA、DNA）彼此接近，并与蛋白质（如染色质修饰复合体、转录因

子、E3 连接酶、RNA 结合蛋白（RNA binding proteins，RBPs））接近，本质上创

建了一个灵活的分子支架，促进维持细胞活性所需的化学相互作用[72]。就 lncRNA

通过直接结合蛋白复合物发挥作用而言，最典型的机制之一是引导染色质修饰复

合物靶向基因启动子以影响转录抑制/激活[73]。lncRNA 通常也结合转录因子，这

可以对细胞转录程序产生广泛的下游影响[74]。lncRNA 通常也被发现与调控

mRNA 加工和稳定性的 RBPs 直接接触[75]。最后，lncRNA 可以作为核斑点和旁

斑点中发现的调控分子的支架[76]。除蛋白质外，lncRNA还可以直接与核酸结合，

介导其分子作用机制。另一种常见机制涉及 lncRNA 作为竞争性内源性 RNA

（competitive endogenous RNA，ceRNA），通过对 miRNA 的海绵吸附，削弱

miRNA 对下游靶基因的抑制作用，构建 ceRNA 调控网络，形成轴调控机制，影

响肿瘤的发生发展。考虑到广泛的调控机制和受影响的下游途径的多样性，许多

lncRNA（包括上面强调的几种）在体内实验中被发现是癌症进展的重要因素，并

代表可能的治疗靶点也就不足为奇了。 
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1.2.3 微小 RNA 概述 

MicroRNA（miRNA）是一类非编码 RNA 分子，长度大约是 22nt，高度保

守，存在于所有真核细胞中。一般来说，miRNA 是由编码或非编码转录本的内

含子编码的，而有些 miRNA 是由外显子区编码的[77]。成熟的 miRNA 在识别特

定的目标后，通过与靶 mRNA 的 3’非翻译区的目标位点结合，导致 mRNA 翻译

抑制或降解，在细胞分化、增殖和生存中发挥核心作用。miRNA 的天然结构允

许它们靶向数百个转录本，这表明它们是非常强大的调控者，其异常表达可以扰

乱大量的细胞信号通路，从而对癌症的发生和发展产生深远的影响[78, 79]。第一个

miRNA于1993年在秀丽隐杆线虫中发现，并鉴定为 lin-4位点转录的小RNA[80]；

在 7 年后，第一个哺乳动物 miRNA let-7 被发现[81]。在此以后的短短二十多年里，

miRNA 生物学领域得到了极大的发展。对 miRNA 在发育和疾病，特别是癌症中

的作用的深入了解和功能研究已经证实，miRNA 调控异常是许多癌症病例的原

因。miRNA 作为肿瘤抑制因子或致癌基因，牵涉到癌症的发生发展、转移和耐

药等过程。例如，已经证实，miRNA 特征可以区分正常和癌症组织以及特定癌

症的不同亚型[82]。在过去的几年里，miRNA 的研究已经深入调查了它们在耐药

性中的作用，阐明它们参与的化疗耐药性机制，可以通过采用更多的特定药物或

增加多种药物组合的协同效应来改善病人的治疗。化疗耐药癌细胞的 miRNA 表

达模式与它们的母体化疗敏感细胞的表达模式相比，往往有所不同[83]。 

 

1.3 肿瘤干细胞 

1.3.1 肿瘤干细胞的概念 

肿瘤干细胞（Cancer Stem Cells，CSCs），也被称为肿瘤起始细胞（Tumor 

Initiating Cells，TICs），是一种具有无限自我更新、多向分化和高度耐药的肿瘤

细胞[84]。CSCs 在肿瘤总质量中的百分比非常低（占总癌细胞的 0.05-3%），但具

有很强的自我更新能力，CSCs 可以对称分裂成两个 CSC 或不对称分裂成一个

CSC 和一个子细胞，以这种方式进行扩张，过度促进细胞生长，最终导致肿瘤形

成[85, 86]。CSCs 除了具有自我更新能力外，还具有分化成不同细胞类型的能力。

Bonnet 和 Dick7 在 1997 年证明了 CD34+/CD38−白血病干细胞（Leukemia stem 

cells，LSCs）在重度联合免疫缺陷（server combined immune deficiency，SCID）

小鼠中具有分化和增殖的能力[87]。CSCs 还可转分化为其他多系细胞以调节肿瘤

的发生。Bussolati 等发现，在注射人肾 CSCs 后，SCID 小鼠形成的肿瘤中，大
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部分肾 CSCs 分化为血管内皮细胞（Endothelial cells，ECs）[88]。同时，分化成血

管内皮细胞并促进血管生成的 CSCs 也在其它癌症中被发现，如胶质母细胞瘤[89]

和肝癌[90]。此外，CSCs 还具有复杂且有效的耐药机制。CSCs 可以高效表达 ATP

结合盒（ATP-binding cassette，ABC）转运蛋白，包括 MDR1（ABCB1）、MRP1

（ABCC1）、ABCG2 等多种耐药蛋白，这些蛋白保护白血病及部分实体肿瘤细

胞免受药物损伤及诱导耐药[91]。醛脱氢酶（Aldehyde dehydrogenase，ALDH）是

许多 CSCs 中的标记物，ALDH 可以消除氧化应激并增强对化疗药物的耐药性，

如唑烷、紫杉烷和铂类药物；ALDH 还能清除辐射引起的自由基，增强辐射抵抗

力[92]。 

 

1.3.2 肿瘤干细胞的分离鉴定 

已知肿瘤组织中 CSCs 的比例很低，且 CSCs 与正常干细胞还具有相似的转

录因子和信号通路。因此，分离和鉴定 CSCs 一直以来非常具有挑战性。然而，

越来越多的技术和手段已经出现。当前主流 CSCs 的分离鉴定技术有： 

（1）根据 CSCs 细胞表面的特定生物标记物进行分离鉴定；使用的主要分

离技术有荧光激活细胞分选（Fluorescence-activated cell sorting，FACS）和磁珠

激活细胞分选（Magnetic activated cell sorting，MACS）[93, 94]。自从 Dick JE 首次

使用 FACS 技术从白血病中筛选 CSCs 以来[87]，FACS 已成为应用最广泛的细胞

分离技术。它可以一次进行多个生物标志物的分选，纯度高，特异性强。MACS

分离相对简单，但技术繁琐。因此，该方法对 CSCs 的活性要求较高[95]。这两种

方法都能有效地从大量细胞中分离出 CSCs。 

（2）侧群细胞（side population，SP）分离法；1996 年，古德尔博士观察到，

在骨髓细胞培养中加入 Hoechst 33342 后，有少数细胞没有积累染料，他声称这

群少数细胞是侧群细胞。近年来，SP 细胞已在各种正常组织和肿瘤细胞中被发

现。SP 细胞具有较高的同源性、自我更新和多向分化潜能[96]。一些报道显示

ABCG2 在 SP 细胞中高度表达。ABCG2 与 CSCs 的耐药性高度相关，被用作

CSCs 的表型标志物[97, 98]，包括卵巢癌[99]、乳腺癌[100]、肺癌[101]、鼻咽癌[102]和肝

细胞癌[103]。SP 分选方法在 CSCs 的分离和鉴定中具有普遍适用性，特别是具有

未知细胞表面标记的 CSCs，是 CSCs 研究的一种有效方法。 

（3）CSCs 的克隆形成能力也被用于分离和鉴定：肿瘤组织消化成单细胞后，

在含上皮生长因子（Epithelial growth factor，EGF）和碱性成纤维细胞生长因子

（Fibroblast Growth Factor，FGF）的无血清培养基中进行不贴壁低密度细胞培养
[104]。在这种情况下，单个 CSC 会形成一个细胞集落或球体。Taylor 等利用这种

集落形成实验成功地从多种神经肿瘤中分离出 CSCs[105]。然而，该方法的细胞纯
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化率较低，CSCs 特异性较差。体内有限稀释试验（Limited dilution assay、LDA）

可用于评估 CSCs 活性。采用限制性稀释法对免疫缺陷小鼠进行低密度移植后，

通过 ELDA 软件分析可以鉴定 CSCs，该方法受小鼠细胞密度和微环境的影响
[106]。 

（4）传统化疗药物主要作用于癌细胞，而 CSCs 多被阻滞在 G0 期，相对静

止，从而规避了化疗药物的杀伤作用。因此，CSCs 的耐药特性可用于分离和鉴

定 CSCs[107]。既往研究表明，放疗联合低氧培养也可用于 CSCs 的富集[108]。最

近，Rahimi 等使用 miR-302 宿主基因启动子在癌细胞中过表达新霉素，并选择

和收集了新霉素耐药 CSCs[109]。 

 

1.3.3 肿瘤干细胞的调控因素 

CSCs 可以起源于至少四种细胞类型，包括正常干细胞、定向祖细胞、成熟

细胞以及干细胞和其他突变细胞的融合。因此，从正常细胞转化 CSCs 需要多个

基因突变、表观遗传变化、不受控制的信号通路以及微环境的持续调节。本段将

讨论转录因子、信号通路和微环境对 CSCs 存活、凋亡和转移的影响。详细描述

如下： 

（1）CSCs 中的主要转录因子：转录因子 Oct4、Sox2、Nanog、Klf4 和 Myc

在 CSCs 中都是处于过表达状态，这些转录因子在 CSCs 的生长调控中起着非常

重要的作用。 

①Oct4 是 Pit-Oct-Unc 家族的同源域转录因子，被认为是最重要的转录因子

之一，有研究报道 Oct4 在 CSCs 中高表达[110, 111]。Oct4 的高表达与胶质瘤等级

呈正相关[112]，并促进 HCC 干细胞的自我更新、化疗耐药性和致瘤性[113]。在乳

腺 CSCs 样细胞（CD44+/CD24−）中也观察到 Oct4 的高表达[114]。因此，这些研

究证明了 Oct4 在 CSCs 中是一个多能因子。 

②Sox2 属于高迁移率群转录因子家族，在未分化胚胎干细胞（Embryonic 

stem cell，ESCs）的早期发育和维持中起着重要作用。它也是 CSCs 的关键转录

因子之一。Rodriguez-Pinilla 等发现，基底样乳腺癌中 Sox2 表达增加可能有助于

表征低分化/干细胞表型[115]。Hagerstrand et al 也发现高水平的 Sox2 可诱导异种

移植胶质瘤[116]。进一步研究表明，敲除 Sox2 可抑制胶质母细胞瘤细胞增殖和致

瘤性，表明 Sox2 是维持肿瘤起始细胞（TICs）自我更新能力的基础[117]。 

③Nanog 是一种最早在 ESCs 中发现的同源异形盒（homeohox，HOX）结构

域蛋白，具有典型的自我更新和多功能转录调节功能。Nanog 在结直肠 CSCs 中

过表达促进体内集落形成和肿瘤发生[118]。在 43 例胰腺癌组织芯片分析中，

Kaplan-Meier分析显示Nanog高表达预示预后较差，与患者生存期呈负相关[119]。
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这些研究表明，Nanog 在调节 CSCs 的自我更新和增殖中起着重要作用。 

④Klf4 作为一种双功能转录因子，根据不同的靶基因，利用不同的机制激活

或抑制转录。因此，Klf4 可以发挥致癌或抗癌作用，这取决于所涉及的癌症类型。

例如，Klf4 在非小细胞肺癌[120]、肝癌[121]、间变性脑膜瘤[122]、膀胱癌[123]等其他

癌症中被发现表达下调。虽然这些数据清楚地证明了 Klf4 在这些癌症中具有抗

癌作用，但 Klf4 也可能是一种癌基因，这是近十年来首次被证明。Klf4 在转化

大鼠肾上皮细胞中过表达可诱导喉部鳞状细胞癌的发生[124]。此外，Klf4 的缺失

可抑制体内异种黑素瘤的生长[125]。这些研究表明 Klf4 在不同 CSCs 中具有不同

的功能。 

⑤Myc 有三个家族成员（C-Myc、N-Myc 和 L-Myc），它们由原癌基因家族

编码，是基本螺旋-环-螺旋（Basic helix-loop-helix，bHLH）超家族 DNA 结合蛋

白中的重要转录因子。Myc 调控大量蛋白质编码和非编码基因，协调干细胞中的

各种生物学过程，如细胞代谢、自我更新、分化和生长。Myc 家族的三个成员在

不同肿瘤中的表达不同，如白血病中的 C-Myc 高表达[126]，而非小细胞肺癌、前

列腺癌、神经母细胞瘤和成髓母细胞瘤中的 N-Myc 高表达[127, 128]，L-Myc 在造

血系统恶性肿瘤中高表达[129]。研究也表明 Myc 在多形性胶质母细胞瘤干细胞中

高表达，诱导细胞增殖侵袭，抑制细胞凋亡[130]。人类和小鼠前列腺 CSCs 中 Myc

基因拷贝数增加也已被发现[131]。这些研究表明 Myc 是在其他因素的帮助下诱导

肿瘤发生的。 

（2）CSCs 中的主要信号通路：许多有助于正常干细胞的生存、增殖、自我

更新和分化特性的信号通路在肿瘤发生或 CSCs 中被异常激活或抑制。许多内源

性或外源性基因和 miRNAs 调节这些复杂的通路。这些信号通路不是单一的调

节因子，而是由多种信号介质交织而成的网络来调节 CSCs 的生长。因此，本段

落将描述信号通路如何调节 CSCs 生长。 

①CSCs 中的 Wnt 信号通路：Wnt 信号通路的激活诱导休眠的 CSCs 转化为

活跃的 CSCs，通过 β-catenin 促进细胞周期进程，增加下游 cyclin D1 和 Myc 的

表达[132]。此外，长链非编码 RNA 和 miRNAs 也通过 Wnt 信号通路促进 CSCs 的

自我更新。LncTCF7 招募 SWI/SNF 复合物来调节肝脏 CSCs 中 TCF7 启动子的

表达[133]。miRNA-1246、miR-19 和 miR-92a 抑制 CSCs 中 AXIN 和 GSK3β 的表

达[134]。 

②CSCs 中的 Notch 信号通路：Notch 信号通路由 Notch 受体、Notch 配体、

CSL、DNA 结合蛋白等组成。许多关于 CSCs Notch 通路的研究表明，Notch 通

路的激活可促进细胞存活、自我更新和转移，并抑制细胞凋亡。异常 Notch 信号

通路（Notch1 和 Notch4）促进 BRCA 和 HCC 干细胞的自我更新和转移[135, 136]。

此外，一些细胞内基因也调控Notch信号通路。例如，MAP17（也称为PDZK1IP1，
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PDZK1 相互作用的蛋白 1，PDZK1 interacting protein 1），一种非糖基化的膜相关

蛋白，位于质膜和高尔基体上。MAP17 通过 PDZ 结合域与 NUMB 相互作用，

激活颈椎 CSCs 中的 Notch 通路[137]。诱导型一氧化氮合酶通过 TACE/ADAM17

激活调节 Notch1 信号通路，促进 CD24+CD133+肝 CSCs 的自我更新能力[138]。

在缺氧的情况下，Notch1 可诱导卵巢 CSCs 的迁移和侵袭[139]。缺氧诱导的 Jagged 

2 激活增强了乳腺 CSCs[140]和肺 CSCs[141]的细胞侵袭。这些研究表明 Notch 在调

节 CSCs 的自我更新、生长和转移中起重要作用。 

③CSCs 中的 JAK-STAT 信号通路：该信号通路是一种受细胞因子刺激的信

号转导通路。STAT3 的持续激活显著促进了乳腺 CSCs 的细胞存活和干性的维持
[142]。IL-10 在非小细胞肺 CSCs 中诱导细胞自我更新、迁移和侵袭[143]。IL-6 通

过激活下游的 Oct4 基因在乳腺癌中诱导非干细胞向癌干细胞样细胞的转化[144]。

HIF-1α 通过 JAK1/STAT3 途径增强胶质瘤干细胞样细胞的自我更新[145]。 

④CSCs 中的 NF-κB 信号通路：核因子-κB（Nuclearfactor kappa-B，NF-κB）

是一种快速诱导转录因子，由 5 种不同的蛋白（p65、RelB、c-Rel、NF-κB1 和

NF-κB2）组成。NF-κB 通路在调节 CSCs 的炎症、自我更新或维持和转移方面具

有重要的联系。CD44+细胞通过增加 RelA、RelB 和 IKKα 的表达并介导 p50/RelA 

（p50/p65）二聚体的核激活来促进卵巢 CSCs 的自我更新、转移和维持[146]。炎

症介质前列腺素 E2（Prostaglandin E2，PGE2）通过磷酸肌醇 3-激酶（Phosphatidyl 

inositide 3-kinases，PI3K）和 EP4-MAPK 通路激活 NF-κB 参与结直肠 CSCs 的肿

瘤形成、维持和转移[147]。此外，其他转录因子也通过 NF-κB 通路抑制 CSCs 的

自我更新和转移。FOXP3 与 NF-κB 相互作用，抑制 NF-κB 下游 COX2 的表达，

影响结直肠癌细胞的自我更新和转移[148]。过表达 miR-491 通过靶向抑制 ERKs

的 G 蛋白偶联受体激酶相互作用蛋白 1 阻断 NF-κB 在肝 CSCs 中的激活[149]。这

些数据表明 NF-κB 信号通路在调控 CSCs 的凋亡、增殖和转移中起重要作用。 

（3）CSCs的微环境：CSCs通过粘附分子和旁分泌因子与肿瘤微环境（Tumor 

microenvironment，TME）相互作用。肿瘤微环境为 CSCs 的自我更新和分化提供

了适宜的空间，保护了 CSCs 的遗传毒性，提高了 CSCs 的化学和放射耐受性。

TME 主要由肿瘤间质、邻近组织细胞、微血管、免疫细胞、免疫分子等组成。

CSCs 不仅能适应 TME 的变化，而且能影响 TME。同时，肿瘤微环境还能促进

CSCs 的自我更新，诱导血管生成，招募免疫细胞和基质细胞，促进肿瘤的侵袭

和转移。详细描述如下： 

①血管生态位微环境与 CSCs：正常的血管是由 ECs、基底膜和顶层细胞组

成，ECs 是血管内表面生成的基础。Calabrese 等人证明在脑肿瘤中 ECs 和 CSCs

之间可以直接接触[150]。在其他癌症中，如乳头状瘤和结直肠癌，CSCs 也在 ECs

附近发现[151, 152]。研究还表明，CD133+/CD144−胶质瘤干细胞样细胞分化为癌细
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胞和内皮祖细胞，最终分化为成熟的 ECs[153]。CSCs 可通过诱导血管内皮生长因

子（vascular endothelial growth factor，VEGF）和肝细胞生长因子（Hepatocyte 

growth factor，HGF）的分泌来促进肿瘤血管生成[154]。 

②低氧微环境与 CSCs：缺氧是 CSCs 形成和维持的关键因素，缺氧微环境

维持癌细胞的未分化状态，提高其克隆率，并诱导 CD133 作为 CSCs 特异性生

物标志物的表达[155, 156]。缺氧诱导因子（hypoxia inducible factors，HIFs）是调节

细胞缺氧反应和抑制细胞凋亡的重要转录因子。HIFs 是一种异源二聚体，由 HIFα

和 HIFβ 组成。HIF-1α 在多形性成神经管细胞瘤和胶质母细胞瘤中调控 CSCs 的

增殖和命运[157]，并激活 NF-κB 通路促进 CSCs 生存和肿瘤发生[158]。HIF-2α 维

持 CSCs 的存活和表型[159]。HIFs 还可以调节 CSCs 的干性。有研究表明，CSCs

需要激活 HIF-1α 和 HIF-2α 来保证其在低氧条件下的自我维持[160]，并通过上调

Sox2 和 Oct4 基因来获得多能性[156]。 

③肿瘤相关巨噬细胞和 CSCs：巨噬细胞有两种亚型：M1 和 M2 表型。M1

表型巨噬细胞具有抗炎和抗肿瘤作用，并分泌促炎因子，如白细胞介素-1

（Interleukin-1，IL-1）、IL-12、IL-23 和肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor α，

TNF-α）等。M2 表型巨噬细胞一般被认为是肿瘤相关巨噬细胞（Tumor-associated 

macrophages，TAMs）的表型，具有免疫抑制和促血管生成作用，被认为是一种

促肿瘤细胞类型[161, 162]。M2 表型巨噬细胞分泌 C-C 趋化因子配体 17（C-C motif 

chemokine ligand 17，CCL17）、CCL22、CCL24 和 IL-12 低表达，IL10 高表达。

巨噬细胞分泌的细胞因子通过多种信号通路影响CSCs的增殖、致瘤转化或凋亡。

有研究表明，M2 表型巨噬细胞分泌的 mucin-1 诱导非小细胞肺癌细胞转分化为

表达 CD133 和 Sox2 的 CSCs[163]。Jinushi 和同事还报道，TAMs 分泌 MFG-E8，

维持结肠和乳腺 CSCs 的自我更新能力，敲除 MFG-E8 可显著抑制 SCID 小鼠的

致瘤能力[164]。TAMs 通过分泌 EGF 激活小鼠乳腺 CSCs 中的 STAT3/Sox2 信号

通路，促进 CSCs 的自我更新能力 [165]。TAMs 分泌的 IL-8 也通过激活

JAK2/STAT3/Snail 通路诱导肝癌细胞的上皮细胞 -间充质转化（Epithelial-

Mesenchymal Transition，EMT）[166]。 

④癌症相关的成纤维细胞和 CSCs：癌症相关成纤维细胞（cancer-associated 

fibroblasts，CAFs）是 TME 最重要的组成部分之一，TME 中的 CAFs 在 CSCs 的

生成和维持中起着不可或缺的作用[167]。CAFs 可将癌细胞转化为 CSCs。研究表

明，CAFs 分泌转化生长因子-β（transforming growth factor-β，TGF-β）并激活相

关通路增加 ZEB1 转录，从而刺激肺癌细胞进行 EMT 和 CSCs 转化[168]。CAFs

分泌基质金属蛋白酶（Matrix metalloproteinases，MMPs），诱导 EMT 并促进肿

瘤中干细胞特异性成分的生长。CAFs 和脂肪细胞也分泌瘦素，这增加了体外乳

腺 CSCs 的球状率[169]。CAFs 还通过其他信号通路调节 CSCs 的增殖。例如，CAFs
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增加了 CCL2 的分泌，激活 Notch1/STAT3 通路，从而增加了干细胞标志物的表

达，上调了乳腺癌的球化率[170]。CAFs 通过 cMet/FRA1/HEY1 信号通路调控 HCC

的 CSCs 可塑性[171]。CAFs 分泌高水平的 IL-6，通过 STAT3 Tyr705 磷酸化激活

Notch 信号，从而促进 HCC 细胞的干细胞样特征[172]。 

⑤细胞外基质和 CSCs：细胞外基质（Extracellular matrix，ECM）是间充质

和上皮血管中基质的一种不溶性结构成分，包括胶原蛋白、弹性蛋白、氨基聚糖、

蛋白聚糖和非胶原蛋白糖蛋白。在 HCC 中，基质增加促进细胞增殖和化疗耐药

性，并增加 CSCs 相关标志物的表达，包括 CD44、CD133、c-kit、CXCR4、Oct4

和 Nanog[173]。ECM 中的透明质酸（Hyaluronic acid，HA）是 CD44 受体的配体，

可以在相互接触过程中调节 CSC 干性的获得和维持[174]。ECM 还通过分子 MMP3

结合 Wnt 配体 Wnt5b，导致乳腺上皮干细胞的扩增和增殖[175]。此外，ECM 中的

肌腱蛋白 C（Tenascin C，TN-C）通过增加 Wnt 和 Notch 信号通路的活性来维持

乳腺 CSCs 的稳定性[176]。 

 

1.3.4 基于肿瘤干细胞的治疗 

临床治疗肿瘤的方法很多，包括手术、化疗和放疗，以消除肿瘤细胞，但结

果并不令人满意，通常预后不佳。分子靶向治疗因其较高的特异性和有效性而表

现出巨大的潜力，在许多不同类型的癌症中取得了很多方面的成功，使肿瘤治疗

发生了革命性的变化。肿瘤干细胞在肿瘤的发生、发展、转移和复发中起着至关

重要的作用，是一种可行和潜在的肿瘤治疗靶点。在上文中列出了肿瘤干细胞独

特的生物学特性，在本节中，总结了近年来针对肿瘤干细胞治疗肿瘤的策略。 

（1）临床试验中靶向 CSCs 相关表面生物标志物的药物：靶向 CSCs 特异性

表面生物标志物的单克隆抗体（Monoclonal antibody，mAbs）已成为一种新兴的

癌症治疗技术。利妥昔单抗是一种 CD20 单抗，是治疗滤泡性淋巴瘤（follicular 

lymphoma，FL）和套细胞淋巴瘤（mantle cell lymphoma，MCL）的活性药物，

但也存在一些不可控的副作用[177]。人源化 CD52 抗体 alemtuzumab 已被批准用

于对烷基化剂和嘌呤无效的慢性淋巴细胞白血病（Chronic Lymphocytic Leukemia，

CLL）患者的治疗。此外，CD20 和 CD52 抗体联合治疗难治性 CLL 是安全、无

毒、可行和有效的[178]。上皮细胞粘附分子（Epithelial cell adhesion molecule，

EpCAM）是一种常见的 CSCs 生物标志物，在临床试验中也受到了关注。

Adecatumumab 是一种 EpCAM 抗体，用于激素抵抗性前列腺癌患者，结果表明

EpCAM 特异性抗体具有巨大的临床潜力[179, 180]。针对 CSCs 表面标志物的最新

抗体，如 XmAb14045（NCT02730312）、 flotetuzumab（NCT02152956）和

talacotuzumab（NCT02472145）也在临床研究中。此外，其他一些可以区分 LSCs
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与其他细胞的标记物正在临床开发中，如 IL-1 受体辅助蛋白、CD27/70、CD33、

CD38、CD138、CD93、CD99 等。然而，CSCs 表面表型在不同患者或不同癌症

中可能存在差异，具有不同表型的不同 CSCs 群体可能共存。CSCs 也可分化或

进化成不同的癌细胞，在复发时获得不同的表型。因此，临床试验中使用的策略

应根据不同癌症的表型来确定。同时，将不同的表面抗体与相关化疗药物联合使

用，可达到理想的治疗效果。 

（2）临床试验中靶向 CSCs 相关信号通路的药物：调控 CSCs 维持和存活的

信号通路已成为癌症治疗的靶点，主要信号通路有 Wnt、Notch、JAK-STAT 和

NF-κB 信号通路。 

到目前为止，针对 Wnt 信号通路的几种药物已经进入临床试验阶段。

Ipafricept（OMP-54F28）是一类首创的重组融合蛋白，可拮抗 Wnt 信号。在临床

实验 NCT02050178 中，ipafricept 联合 b-紫杉醇和吉西他滨治疗未治疗的 IV 期

胰腺癌患者；在临床实验 NCT02092363 中，ipafricept 联合紫杉醇和卡铂治疗复

发性铂敏感性卵巢癌患者；在临床实验 NCT02069145 中，ipafricept 联合索拉非

尼治疗 HCC 患者。 

目前临床上抑制 Notch 信号通路的方法主要有三种:分泌酶抑制剂（γ-

secretase inhibitor，GSI）、针对 Notch 受体或配体的抗体以及与其他方法联合治

疗。一种选择性 GSI，RO4929097 在临床前和早期试验中表现出良好的抗肿瘤活

性[181, 182]，但对转移性结直肠癌不佳[183]。一种口服 GSI，PF-03084014 在 I 期或

随后的 II 期研究中对纤维瘤均有良好疗效[184]。其它一些 GSI 如 BMS-906024

（NCT01292655）、BMS-986115（NCT01986218）、CB103（NCT03422679）、

LY3039478（NCT02836600）、LY900009（NCT01158404）等已进入临床试验阶段，

结果尚待验证。 

（3）针对 CSCs 微环境：CSCs 微环境有助于 CSCs 的自我更新和分化，并

通过分泌因子和细胞接触的形式来调节 CSCs 的命运。C-X-C 基序趋化因子受体

4（C-X-C motif chemokine receptor 4，CXCR4）已在大多数癌症中被发现，特别

是在 CSCs 中。最典型的 CXCR4 靶向药物是 plerixafor（AMD3100），该药物是

一种用于多发性骨髓瘤（multiple myeloma，MM）和非霍奇金淋巴瘤（Non-

Hodgkin's lymphoma，NHL）患者的有效造血干细胞动员剂[185]。LY2510924 是一

种小环肽，是 CXCR4 的一种有效的选择性拮抗剂，在 I 期试验中具有良好的耐

受性，无严重不良事件[186]。LY2510924 与其他治疗胶质瘤（NCT03746080、

NCT01977677 和 NCT01288573）和多发性骨髓瘤（NCT00103662、NCT0122 0375

和 NCT00903968）的药物的联合也在临床试验中。 

（4）免疫疗法：基于对细胞免疫调控的认识，癌症治疗的新方法不断涌现。

除了上述针对 CSCs 分子的抗体，一些新的抗 CSCs 免疫治疗方法，如免疫检查
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点（immune checkpoint，IC）阻断或 CAR-T 细胞疗法，已经被开发出来。一些

靶向免疫检查点受体的药物也已进入临床试验，比如细胞毒性 T 淋巴细胞相关

蛋白 4（cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4，CTLA-4）[187]、程序性死亡

受体 1（Programmed Cell Death 1，PD-1） [188, 189]和程序性死亡受体-配体 1

（Programmed Cell Death-Ligand 1，PD-L1）[190-192]。对于 CAR-T 细胞治疗，一

些靶点如 CD19、CD20、CD22、CD123、EpCAM 和 ALDH 已被用于 CSCs 定向

免疫治疗。 

 

1.4 本课题的目的和意义 

乳腺癌是世界范围内发病率最高的癌症，威胁着全球女性的生命健康。临床

上，治疗乳腺癌的手段正在不断更新和发展，但是对于转移性乳腺癌的患者，其

生存率极低，属于无法治愈的状态。造成乳腺癌复发转移的一个重要原因是，乳

腺癌是高度异质性的癌症，存在高度异质性的原因则是乳腺癌肿瘤干细胞的异质

性。由于乳腺癌干细胞的无限增殖、多向分化及药物耐受的特性，使得它在肿瘤

的发生发展、复发转移和耐药中发挥重要作用。然而，乳腺癌肿瘤干细胞是通过

何种机制去发挥作用却是值得探究的。最新研究报道，LncRNA ST8SIA6-AS1 作

为一种新发现的非编码 RNA，在多种癌症中异常表达，参与肿瘤细胞的增殖，

迁移，凋亡等过程，但是 ST8SIA6-AS1 在乳腺癌的表达情况以及其是否能够参

与肿瘤干细胞的调控则是未可知的。因此，本文以肿瘤干细胞为研究切入点，明

确 ST8SIA6-AS1 在乳腺癌中的表达和预后情况，并探讨 ST8SIA6-AS1 是否可以

影响肿瘤干细胞的干性维持状态；并在此基础上，进一步研究 ST8SIA6-AS1 调

控乳腺癌肿瘤干细胞干性维持的分子机制，为基于肿瘤干细胞的治疗方案和靶向

药物的开发提供理论和实验支持。 
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第 2 章 LncRNA ST8SIA6-AS1 正向调控 BCSCs 干

性维持 

2.1 前言 

Long non-coding RNA（lncRNA），含有超过 200个核苷酸的长链非编码RNA，

已被认为是癌症生物学中的新型调节因子[193]。LncRNA 曾被认为是转录噪音，

但已被证明在各种恶性肿瘤类型的发展中具有关键作用[194]。LncRNA 的异常表

达通过转录或转录后的基因调控影响癌细胞的增殖、转移、自我更新和凋亡，从

而促进各种癌症类型的发展[195, 196]。在这些 lncRNA 中，有一个研究较少的

lncRNA ST8SIA6-AS1（ST8SIA6 antisense RNA 1，ST8 α-N-乙酰-神经氨酸 α-2,8-

丙二酰转移酶 6 反义 RNA1），位于染色体 10p12.33，已被确认为肝癌[197-199]、垂

体腺瘤[200]、胆管癌[201]、结肠癌[202]的致癌基因。然而，ST8SIA6-AS1 是否与乳

腺癌的发生发展有关，缺乏报道；其是否可以参与乳腺癌肿瘤干细胞干性调控更

未可知。 

肿瘤干细胞（CSCs），也称为肿瘤启动细胞，被定义为具有自我更新、肿瘤

启动和肿瘤维持能力的肿瘤细胞亚群。CSCs 已在白血病和包括乳腺癌在内的许

多实体肿瘤中得到证实[203]。此外，CSCs 被认为是肿瘤发生、发展、复发、转移

和化疗耐药的“种子”[204, 205]。因此，研究 CSCs 特征的维持机制可能为乳腺癌的

治疗提供新的策略。 

微球体培养法（或称悬浮培养法）是实验室常用的富集肿瘤干细胞的方法，

即利用肿瘤干细胞的特性，在无血清和非贴壁的条件下获得具有干性能力的细胞

球体。目前已有众多文献报道，lncRNA 具有调控或维持 BCSCs 干性的能力，调

控机制也具有多样化，比如，lnc030 通过稳定 SQLE mRNA 和增加胆固醇合成来

维持 BCSCs 干性特征[206]；lnc408 通过招募 SP3 抑制 CBY1 转录和增加核 β-

catenin 水平维持 BCSCs 的干性[207]；低氧相关 lncRNA KB-1980E6.3 通过与

IGF2BP1相互作用促进 c-Myc mRNA的稳定性来维持BCSCs的干性[208]；lncRNA 

LUCAT1/miR-5582-3p/TCF7L2 轴通过 Wnt/β-catenin 途径调节乳腺癌干性[209]；

LncCCAT1 通过激活 WNT/β-catenin 信号促进 BCSCs 的功能[210]等，为临床靶向

乳腺癌肿瘤干细胞提供了大量的理论依据和实验数据支撑。 

本论文前期进行了大量的文献调研和生物信息学的预测，发现了 ST8SIA6-

AS1 在乳腺癌患者中的表达失调，并猜想其可能具有调控 BCSCs 干性维持的能

力，本部分将探讨及验证这个猜想。 
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2.2 实验材料 

2.2.1 细胞系 

本章所涉及到的细胞系如表 2.1 所示。 

 

表 2.1 细胞系信息 

Table 2.1 Cell line information 

细胞系名称 细胞系中文名称 来源 

MCF10A 人正常乳腺细胞系 武汉普诺赛生物，中国 

MCF7 人乳腺癌细胞系 武汉普诺赛生物，中国 

SKBR3 人乳腺癌细胞系 武汉普诺赛生物，中国 

MDA-MB-468 人乳腺癌细胞系 武汉普诺赛生物，中国 

MDA-MB-231 人乳腺癌细胞系 武汉普诺赛生物，中国 

Hs578T 人乳腺癌细胞系 武汉普诺赛生物，中国 

HEK-293T 人胚肾细胞系 武汉普诺赛生物，中国 

 

2.2.2 主要试剂 

本章所涉及到的试剂信息如表 2.2 所示。 

 

表 2.2 试剂信息 

Table 2.2 Reagent information 

试剂名称 生存厂家 货号 

DMEM 培养基 大连美仑，中国 PWL035 

RPMI1640 培养基 大连美仑，中国 PWL034 

DMEM/F12 培养基 大连美仑，中国 PWL016 

MCF10A 细胞专用培养基 武汉普诺赛，中国 CM-0525 

B27 细胞培养因子 Gibco 公司，美国 12587010 

碱性成纤维生长因子（bFGF） 北京同立海源，中国 GMP-TL401 

表皮细胞生长因子（EGF） 北京同立海源，中国 GMP-TL613 

二甲基亚砜（DMSO） 北京索莱宝，中国 D8371 

兔抗人 Oct4 抗体 上海艾比玛特，中国 T55781 

兔抗人 Nanog 抗体 上海艾比玛特，中国 T55611 
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兔抗人 Klf4 抗体 上海艾比玛特，中国 T56648 

兔抗人 Sox2 抗体 上海艾比玛特，中国 T55268 

兔抗人 c-Myc 抗体 上海艾比玛特，中国 T55150 

兔抗人 GAPDH 抗体 武汉艾伯泰克，中国 A19056 

青霉素/链霉素溶液 大连美仑，中国 PWL062 

胎牛血清（FBS） Gibco 公司，美国 10099-141 

无血清细胞冻存液 Biosharp 兰杰柯，中国 BL203B 

RIPA 裂解液（强） 大连美仑，中国 MA0151 

蛋白酶抑制剂 大连美仑，中国 MA0001 

β-巯基乙醇 Sigma-Aldrich 公司，美国 M6250 

BCA 蛋白定量试剂盒 大连美仑，中国 MA0082 

PAGE 凝胶快速制备试剂盒 上海雅酶，中国 PG111/PG112 

/PG113 

甲醇 国药集团，中国 67-56-1 

脱脂奶粉 武汉塞维尔，中国 G5002-100G 

双色预染蛋白 Marker 上海雅酶，中国 WJ102 

PVDF 膜 Millipore 公司，美国 32031613 

十二烷基硫酸钠（SDS） 北京索莱宝，中国 S8010 

三羟甲基氨基甲烷（Tris base） 北京索莱宝，中国 T8060 

甘氨酸 北京索莱宝，中国 G8200 

TBST 缓冲液 大连美仑，中国 MA0091 

BSA 上海碧云天，中国 ST025-100g 

Meilunbio®飞克特超敏 ECL 发

光液 

大连美仑，中国 MA0186 

TRZzon Reagent 江苏康为世纪，中国 CW0580S 

超纯 RNA 提取试剂盒 江苏康为世纪，中国 CW0581M 

HiScript III 1st Strand cDNA 

Synthesis Kit 

南京诺唯赞，中国 

 

R312-01 

Hieff qPCR SYBR Green Master 

Mix 

上海翊圣，中国 

 

11201ES03 

DEPC 处理水（无 DNA/RNA

酶） 

大连美仑，中国 MA0018 

无水乙醇 国药集团，中国 64-17-5 

100bp DNA Ladder 南京诺唯赞，中国 MD104-01/02 

DL2000 Plus DNA Marker 南京诺唯赞，中国 MD102-01/02 
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DL15000 DNA Marker 南京诺唯赞，中国 MD103-01/02 

Mut Express II Fast Mutagenesis 

Kit V2 

南京诺唯赞，中国 C214 

ClonExpress Ultra One Step 

Cloning Kit 

南京诺唯赞，中国 C115 

2 × Phanta Flash Master Mix 南京诺唯赞，中国 P510-01/02/03 

AxyPrep PCR 凝胶回收试剂盒 

AxyPrep PCR 清洁试剂盒 

Axygen 公司，美国 

Axygen 公司，美国 

AP-GX-250 

AP-PCR-250 

胰蛋白胨 OXOID，英国 LP0042 

酵母提取物 OXOID，英国 LP0021 

琼脂粉 北京索莱宝，中国 A8190 

氨苄青霉素（Amp）溶液 北京索莱宝，中国 A1170 

嘌呤霉素 北京索莱宝，中国 P8230 

CCK-8 试剂盒 上海碧云天，中国 C0038 

4%多聚甲醛固定液 上海碧云天，中国 P0099 

无内毒素质粒中提试剂盒 江苏康为世纪，中国 CW2105 

EcoRI 内切酶 

 

New England Biolabs，美

国 

R3101S 

BamHI 内切酶 

 

蛋白上样缓冲液 

吐温 20 

10 × NDA loading buffer 

氯化钠 

异丙醇 

氯仿 

氢氧化钠 

盐酸 

慢病毒滴度试剂盒 

PEG8000 

甘油 

转染试剂 lipofectamine3000 

结晶紫染色液 

琼脂糖 

New England Biolabs，美

国 

上海雅酶，中国 

大连美仑，中国 

南京诺唯赞，中国 

国药集团，中国 

国药集团，中国 

国药集团，中国 

国药集团，中国 

国药集团，中国 

北京博奥龙，中国 

上海碧云天，中国 

大连美仑，中国 

Thermo Fisher 公司，美国 

上海碧云天，中国 

大连美仑，中国 

R0136S 

 

LT103 

MB2483 

P022-01 

7647-14-5 

67-63-0 

8013-34-5 

1310-73-2 

7647-01-0 

BF06203 

ST483 

MB2489 

L3000150 

C0121 

MB2460 
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2.2.3 主要实验耗材 

本章所涉及的耗材信息如表 2.3 所示 

 

表 2.3 耗材信息 

Table 2.3 Material information 

耗材名称 生产厂家 货号/型号 

25 cm²/75 cm²细胞培养

瓶 

LabServe 公司，美国 310109014/16 

6/12/24/96 孔细胞培养板 LabServe 公司，美国 310109005/6/7/8 

超低吸附 6 孔板 Corning 公司，美国 3471 

35 mm/100 mm/150 mm

细胞培养皿 

LabServe 公司，美国 310109009/11/12 

15 mL/50 mL 离心管 LabServe 公司，美国 310109001/2 

1.5 mL/2 mL 微量离心管 LabServe 公司，美国 309101007/8 

0.2 mL PCR Tubes LabServe 公司，美国 309101009 

0.2 mL PCR 8 联管 

细胞刮刀 

LabServe 公司，美国 

LabServe 公司，美国 

309101010 

08-100-24 

细胞冻存管 Coring 公司，美国 430659/430663 

10 μL/200 μL/1 mL 吸头 Axygen 公司，美国 T300/200/1000 

滤纸 南京康洛达，中国 TB-625412118234 

封口膜 Parafilm 公司，美国 AM-PM996 

聚醚砜无菌滤器（0.22 

μm） 

Millipore 公司，美国 MPGP002A1 

聚醚砜无菌滤器（0.45 

μm） 

抗体孵育盒 

Millipore 公司，美国 

 

武汉塞维尔，中国 

SLHP033RB 

 

G6026 

 

2.2.4 主要实验仪器与设备 

本章所涉及的实验仪器与设备信息如表 2.4 所示 

 

表 2.4 仪器与设备信息 

Table 2.4 Instruments and equipment information 

仪器耗材名称 生产厂家 货号/型号 
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超净工作台 苏州安泰，中国 SW-CJ-2FD 

生物安全柜 苏州安泰，中国 BSC-1004 

恒温细胞培养箱 上海一恒，中国 BPN-150CW（UV） 

低速离心机 Eppendorf 公司，德国 5702 

冷冻式高速离心机 Eppendorf 公司，德国 5424 

超速离心机 Beckman 公司，美国 L-100XP 

迷你离心机 大龙兴创，中国 D1008 

海尔-86°C 超低温冰箱 青岛海尔，中国 W-86L490J 

2-8°C 冷藏箱 青岛海尔，中国 HYC-310S 

冰箱 青岛海尔，中国 BCD-216STPT 

高压灭菌锅 ALP 公司，日本 ALP CL-32L 

微波炉 广东格兰仕，中国 SRS-GF20 

半微量天平 METTLER-TOLEDO 公

司，瑞士 

MS205DU/A 

金属浴 北京大龙兴创，中国 HB105-S2 

液氮罐 青岛海尔，中国 YDS-10-125 

超纯水系统 Millipore 公司，美国 Milli-Q® IQ 7000 

摇床 上海拓赫机电，中国 TS-X 

蓝光切胶仪 上海拓赫机电，中国 THBC-470 

电热鼓风干燥箱 上海一恒，中国 BPG-9140A 

恒温水槽 上海一恒，中国 DK-8D 

超声波细胞破碎仪 上海沪析，中国 JY96-IIN 

凝胶成像系统 Bio-Rad 公司，美国 ChemiDoc XRS 

荧光定量 PCR 仪 Bio-Rad 公司，美国 CFX96 

PCR 仪 Bio-Rad 公司，美国 C1000 

水平电泳槽 Bio-Rad 公司，美国 Mini-Sub Cell GT Cell 

倒置荧光显微镜 Olympus 公司，日本 CKX53 

多功能酶标仪 Thermo Fisher 公司，美

国 

Thermo Varioskan LUX 

蛋白转印系统 Bio-Rad 公司，美国 Trans-Blot 

制冰机 上海锦玟，中国 ZB-25B 

单道/8 道移液器 

超声清洗机 

超微量分光光度计 

Eppendorf 公司，德国 

山东博科，中国 

Thermo Fisher 公司，美

国 

3120000/31220000 

TH40-7800-01L 

ND-ONE-W 
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2.2.5 质粒 

本章所涉及的质粒信息如表 2.5 所示。ST8SIA6-AS1 原序列被插入质粒

pLVX-EF1A-Puro 中用于构建 ST8SIA6-AS1 的过表达质粒 pLVX-ST8SIA6-AS1。

ST8SIA6-AS1 敲降质粒：pLKO.1-sh-ST8SIA6-AS1#1，pLKO.1-sh-ST8SIA6-AS1#2

和 pLKO.1-sh-ST8SIA6-AS1#3 委托武汉擎科生物科技有限公司设计与构建，敲

降位点序列信息如表 2.6 所示。质粒 VSVG 和 GAG-POL 被用于慢病毒包装。质

粒构建过程中使用的引物序列均委托武汉擎科生物科技有限公司合成。质粒载体

的图谱如附录 4 中 1-4 所示。 

 

表 2.5 质粒信息 

Table 2.5 Plasmid information 

质粒名称 来源 

pLVX-EF1A-Puro 

pLKO.1-Puro 

武汉科技大学生命科学与健康学院保存 

武汉科技大学生命科学与健康学院保存 

GAG-POL 武汉科技大学生命科学与健康学院保存 

VSVG 武汉科技大学生命科学与健康学院保存 

 

表 2.6 ST8SIA6-AS1 敲降位点序列信息 

Table 2.6 ST8SIA6-AS1 knockdown site sequence information 

敲降质粒名称 敲降序列 

pLKO.1-sh-ST8SIA6-AS1#1 GAAGAGGAGACTTATGTTAC 

pLKO.1-sh-ST8SIA6-AS1#2 GAGTTCTGCTACAGAGAAGA 

pLKO.1-sh-ST8SIA6-AS1#3 CAACCCTTGAATAGGGTTTG 

 

2.2.6 主要试剂配制 

（1）人乳腺癌细胞株培养基：500 mL DMEM 或 RPMI1640 培养基加入 5 mL 

青霉素/链霉素溶液，加入 50 mL FBS，混匀后 4°C 密封保存。 

（2）乳腺癌肿瘤干细胞成球培养基：50 mL DMEM/F12 培养基中，加入 1 

mL 2% B27、20 ng/mL bFGF（2 μl）、20 ng/mL EGF（1 µL），4ºC 保存，1 周内

尽快使用。 

（3）磷酸盐缓冲液（1×PBS）：1 L 超纯水中加入 PBS 干粉，超净工作台中，

0.22 μm 过滤分装，4°C 密封保存。 
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（4）细胞冻存液：9 mL FBS 中加入 1 mL DMSO，混匀，现配现用。 

（5）胰蛋白酶消化液：1 L PBS 溶液中，加入 2.5 g 胰蛋白酶干粉，加入 0.1 

g EDTA，混匀，超净工作台中，0.22 μm 过滤分装，4°C 存放使用，-20°C 密封

保存。 

（6）LB 培养基：1 L 超纯水中加入 10 g NaCl，10 g 蛋白胨，5 g 酵母粉，

搅拌均匀，121℃灭菌 30 min 后，4°C 密封保存。 

（7）WB 电泳液：1 L 超纯水中加入 3 g Tris Base，18.8 g 甘氨酸，1 g SDS，

搅拌均匀，现配现用。 

（8）WB 转膜液：在 800 mL 超纯水中加入 5.8 g Tris Base，2.9 g 甘氨酸，

搅拌均匀，再加入 200 mL 甲醇，4℃冰箱放置 2 h 使用。 

（9）蛋白封闭液：在 100 mL 的 TBST 溶液中加入 0.5 g 的脱脂奶粉或者

BSA，剧烈摇晃，使其充分溶解，现配现用。 

 

2.3 实验方法 

2.3.1 细胞培养 

本章所涉及到的细胞培养主要分为贴壁细胞培养和 Mammosphere 细胞培养：

其培养方式分别如下所述： 

（1）贴壁细胞培养 

人正常乳腺组织细胞 MCF10A 使用 MCF10A 专用培养基培养（购自武汉普

诺赛生物有限公司）；人乳腺癌细胞系MCF7和SKBR3使用含10% FBS的DMEM

培养基培养，人乳腺癌细胞系 MDA-MB-231、MDA-MB-468 和 Hs578T 使用含

10% FBS 的 RPMI1640 培养基培养，置于 37℃、5%CO2 无菌恒温培养箱中，当

细胞密度达到 80%左右时进行传代培养：吸弃原始培养基，PBS 溶液清洗细胞两

遍，加入胰蛋白酶消化液置于 37℃无菌恒温培养箱中消化 3-5 min，完全培养基

终止消化，吸置新的离心管，300 g 离心 5 min，弃上清，使用新鲜培养基重悬，

用于后续操作。 

（2）Mammosphere 细胞培养 

细胞消化重悬后，进行细胞计数，使用康宁超低吸附 6 孔板并提供肿瘤干细

胞成球培养基进行培养，放置培养箱内，每隔 3-4 天观察细胞成球情况，传代时

吸取细胞球体悬液至新的离心管，室温静置 10 min，尽可能的去除上清，PBS 清

洗细胞沉淀，静置 10 min，小心吸弃上清，加入适量胰蛋白酶溶液，消化重悬后，

细胞计数，继续培养，每隔 3-4 天观察细胞成球情况。 
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2.3.2 细胞复苏与冻存 

（1）细胞复苏。从-80℃或液氮罐中迅速取出需要使用的细胞冻存管，立即

放置 42℃水浴中，解冻过程中始终保持管帽高于水面，轻微摇晃至完全融化，迅

速拿至离心机中进行低速离心。喷洒适量酒精，用无菌布擦净冻存管，放入超净

工作台，小心吸弃上清液，加入 1 mL 完全培养基，轻轻吹打细胞，转入细胞培

养皿中，并补加适量完全培养基，置入 CO2 培养箱中培养。 

（2）细胞冻存。同细胞传代，当细胞密度达到 80%-90%时，此时细胞处于

对数生长期，状态较好，开始冻存。首先丢弃原始培养基，使用预冷的 PBS 溶液

清洗待冻存的细胞两遍，随后使用胰蛋白酶消化液进行消化，3-5 min 终止细胞

消化，轻轻吹打细胞，转移至 EP 管中离心去上清，使用现配的细胞冻存液或无

血清细胞冻存液对细胞进行重悬，分装至细胞冻存管中，最后放入细胞冻存盒中

置于-80℃冰箱过夜，24 h 后转移至液氮罐中长期保存。 

 

2.3.3 质粒构建与提取 

（1）质粒构建：本章所涉及到的质粒构建的方法均由同源重组的方法完成。

质粒构建可分为以下 4 个步骤：①线性目的基因片段的获取；②线性质粒载体的

获取；③同源重组；④转化大肠杆菌及测序验证。详细步骤如下： 

①线性目的基因片段的获取：对于 ST8SIA6-AS1 的过表达质粒 pLVX-

ST8SIA6-AS1，通过 NCBI 数据库获得其序列，使用 SnapGene 软件设计引物序

列，以基因组为模板，配制 PCR 反应体系。PCR 引物信息如表 2.7 所示，PCR

反应体系信息如表 2.8 所示。将配制完成的 PCR 反应体系放入 PCR 仪进行扩增

获得目的片段。PCR 反应程序如表 2.9 所示。得到上述目的片段后，使用 PCR 清

洗试剂盒进行片段清洗，然后直接以此溶液为模板，加入带有同源臂的引物继续

进行 PCR 反应，同源臂扩增引物如表 2.7 所示，其 PCR 反应体系和反应程序同

上，获得线性带同源臂的目的基因片段。 

 

表 2.7 质粒构建引物序列信息 

Table 2.7 Primer information for plasmid construction 

引物名称 序列（5'引物至 3'） 

ST8SIA6-AS1 
F: GAGAAGGGAGGAGTTATTCA 

R: TTTTTTTTTTTTTTTTTGCATGTATATAACTGAC 
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引物名称 序列（5'引物至 3'） 

pLVX-

ST8SIA6-AS1 

F: 

GATCTATTTCCGGTGAATTCGAGAAGGGAGGAGTTATTC

A 

R: 

GGGATCCGCGGCCGCTCTAGATTTTTTTTTTTTTTTTTGC

ATGTATATAACTGAC 

 

表 2.8 PCR 反应体系表 

Table 2.8 PCR reaction system 

成分 用量 

2 × Phanta 预混液 25 µL 

模板 DNA 
100-200 ng 基因组或 20 ng-40 ng 质粒或 2-4 µL 

cDNA 

上游引物（10 µmol / L） 2 µL 

下游引物（10 µmol / L） 2 µL 

去离子水 补足至 50 µL 

 

表 2.9 PCR 反应程序 

Table 2.9 PCR procedure 

循环步骤 温度 时间 循环数 

预变性 95℃ 4 min  

变性 95℃ 15 sec 

30 退火 56℃ 30 sec 

延伸 72℃ 30 sec / kb 

彻底延伸 72℃ 5 min  

 

②线性质粒载体的获取：在 pLVX-EF1A-Puro 空载上选择合适酶切位点，配

制相应酶切反应体系，反应体系如表 2.10 所示。将配制完成的酶切反应混合液

放置在 37℃恒温培养箱中孵育 3 h，使用 PCR 清洗试剂盒回收反应产物，便可

获得线性质粒载体片段，用于后续反应。 

 



武汉科技大学博士学位论文 

24 
 

表 2.10 核酸内切酶消化体系表 

Table 2.10 Nucleic acid endonuclease reaction system table 

成分 用量 

质粒 DNA 5-8 µg 

核酸内切酶 30 酶活单位（U） 

10 × Cutsmart 缓冲液 5 µL 

去离子水 补足至 50 µL 

 

③同源重组：在同时获得线性目的基因片段和线性质粒载体后，根据同源重

组试剂盒（ClonExpress Ultra One Step Cloning Kit）的方法说明，配制同源重组

反应混合液进行同源重组反应，反应体系如表 2.11 所示。 

 

表 2.11 同源重组连接体系 

Table 2.9 homologous recombination linkage system 

组分 用量 

线性质粒载体 载体质粒碱基对数 x 0.02 ng 

线性目的片段 插入片段碱基对数 x 0.04 ng 

2 × ClonExpress Mix 10 µL 

去离子水 补足至 20 µL 

 

④转化大肠杆菌及测序验证：获得上述连接产物后，从-80℃冰箱拿出大肠

杆菌感受态细胞，置于冰上解冻后，在超净工作台中加入适量连接产物，冰上静

置 10 min，然后 42℃水浴中热激 60 sec 后立刻置于冰上冷却 5 min，在带目的抗

性的 LB 平板中，均匀涂布转化后的感受态细胞，在 37℃恒温培养箱中倒置培养

过夜，第二天观察菌落生存状态。随机挑选多个单克隆菌落，借种至含目的抗性

的 LB 培养液中，在 37℃恒温摇床中培养 6 h，送至武汉擎科生物技术有限公司

进行菌液测序验证。测序正确的菌液将直接用于后续质粒提取和保存。 

（2）质粒提取：使用上述测序正确的单克隆菌液，扩大培养至 200 mL LB

培养液中，扩增培养结束后，使用无内毒素质粒中提试剂盒（康为世纪 CW2105S）

进行质粒提取，详细步骤如下：取 10 mL 菌液，在低速离心机中 3000 g 室温离

心 15 min，尽量弃尽上清来获取细菌沉淀；先加入 500 µL Buffer P1（已加入 RNase 

A），涡旋振荡 30 sec；再加入 500 µL Buffer P2，上下温和颠倒 8 次左右，让菌

体裂解充分，室温放置 3 min；最后加入 500 µL Buffer E3，立刻上下颠倒混匀，



武汉科技大学博士学位论文 

25 
 

室温放置 3 min；在冷冻离心机中以 6000 g 4℃离心 4 min；吸取上清到过滤柱

（Endo-Remover FM）中（已经装入收集管），11000 g 在 4℃冷冻离心 1 min；转

移滤液到新的 EP 管中，加入 450 µL 异丙醇，上下颠倒混匀；在吸附柱（Spin 

Columns DL）中提前装入收集管，加入 200 µL Buffer PS，11000 g 离心 2 min；

将上一步骤中滤液与异丙醇的混合液加入吸附柱中，11000 g 在 4℃离心 30 sec；

向吸附柱中加入 750 µL Buffer PW（提前加入无水乙醇），11000 g 在 4℃离心 1 

min，再次 11000 g 离心 2 min；将吸附柱置于新的 EP 管中，在吸附膜的中部加

入 150 µL Endo-Free Buffer EB，室温放置 3 min 后 11000 g 室温离心 2 min 得到

质粒溶液。 

 

2.3.4 细胞转染 

细胞的转染主要包括以下步骤：①准备细胞；②配制转染混合液；③转染及

换液。详细步骤如下： 

①准备细胞：在转染前一天进行细胞传代，去除细胞上清后，用胰蛋白酶溶

液消化处理细胞，加入完全培养基中止，用移液器吹打细胞悬液至其均匀，进行

细胞计数后，将细胞悬液配制到所需的浓度，并将细胞转移至相应培养容器中，

使其转染时细胞密度合适即可。 

②配制转染混合液：提前准备两个 1.5 mL 的无菌 EP 管，A 管中加入适量待

转染质粒并使用 100 µL 无血清培养基混合均匀，B 管中加入适量转染试剂如

Lipofectamine 3000 或 PEI 并同样使用 100 µL 无血清培养基混合均匀，室温静置

3 min 后，将两管溶液混合均匀，此刻得到转染混合液，室温静置 30 min。 

③转染及换液：将配制好的转染混合液加入到目的细胞中，置于 CO2培养箱

中培养，24 h 后弃掉培养液，更换新的完全培养基后，置于细胞培养箱继续培养

用于后续实验。 

 

2.3.5 慢病毒包装与侵染 

本章所涉及的慢病毒包装系统为第二代 3 质粒包装系统，主要包括以下步

骤：①准备细胞；②配制慢病毒转染混合液；③转染与换液；④病毒浓缩；⑤慢

病毒侵染。详细步骤如下： 

①准备细胞：将冻存的 293T 细胞进行复苏，将细胞放置在 37℃恒温培养箱

中扩增 2 代以上可用于转染。当 293T 细胞密度到 80%-90%左右时，准备转染。 

②配制慢病毒转染混合液：提前准备两个无菌 EP 管内，按照目的质粒：

VSVG：GAG=4:3:1 的比例加入三个质粒于 A 管内并加入 250 µL 无血清培养基
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混匀（总质量为 12 µg）；按照转染质粒与转染试剂 PEI 等于 1:3 的比例取 36 µL 

PEI 于 B 管内并加入 250 µL 无血清培养基混匀；两管室温静置孵育 5 min 后，

取 B 管溶液加入 A 管内吹打混匀，转移至 37℃培养箱中孵育 15-25 min。 

③转染与换液：将孵育结束的慢病毒转染混合液小心加入到 293T 细胞中，

轻微摇晃培养皿，放回细胞培养箱中继续培养；在转染 6-8 h 后弃掉所有培养基，

换成新鲜的完全培养基，继续放回细胞培养箱培养。 

④病毒浓缩：转染 72 h 后，收集所有细胞上清液于 50 mL 离心管中，在冷

冻离心机中以 3000 g 4℃离心 20 min，去除大部分细胞碎片后，使用 0.45 µm 聚

醚砜膜过滤器过滤，得到慢病毒原液；将慢病毒原液与慢病毒浓缩试剂 PEG8000

按规定比例混合均匀，每 30 min 对此混合液进行颠倒混匀操作，操作 4 次后，

4℃冰箱放置过夜；在冷冻离心机中以 6000 g 4℃离心 30 min，尽可能去除所有

上清，得到慢病毒沉淀，使用适量 PBS 溶液或者无血清细胞培养基进行重悬，

得到慢病毒浓缩液，取少量慢病毒原液进行病毒滴度分析。 

⑤慢病毒侵染：测定慢病毒滴度后，以适合的 MOI 将慢病毒浓缩液加入到

待侵染的细胞中，轻微摇晃 6 孔板，使其混合均匀；侵染 24 h 后，去除原培养

基，PBS 溶液清洗 2 遍，更换新鲜的完全培养基，继续培养用于后续操作。 

 

2.3.6 慢病毒滴度分析 

慢病毒滴度分析所采用的方法是 P24 ELISA 法，通过检测慢病毒外壳中的

P24 蛋白的含量，来确定慢病毒滴度的水平。本章使用的试剂盒为北京博奥龙免

疫技术有限公司的慢病毒滴度检测试剂盒 BF06203。详细步骤如下： 

（1）按要求将待测样品和对照品稀释成不同浓度梯度。 

（2）在反应孔中先加入裂解液，再加入待测样品和对照品，然后按步骤依

次加入酶结合物，底物，终止液，孵育时间均为 1 h。 

（3）使用酶标仪读取数值，波长为 450 nm。 

（4）绘制标准曲线，并计数待测样品的滴度值。 

（5）滴度计算注意事项：1 ng P24≈1.25 × 107 LPs。每 100-1000 LPs 中含有

一个具有感染活性的慢病毒颗粒，即 1 TU。 

 

2.3.7 qRT-PCR 实验 

（1）RNA 提取：本章中所涉及到的 RNA 提取为细胞总 RNA 提取，使用到

的试剂盒为超纯 RNA 提取试剂盒（康为世纪），详细步骤如下：收集细胞，使其

数量为 3-6 × 106 个，300 g 4℃离心 3 min，在细胞沉淀中加入 1 mL TRIzon 试剂，
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反复吹打几次，使细胞裂解充分；加入 200 μL 氯仿，涡旋剧烈震荡 30 sec，14000 

g 4℃离心 15 min，取上层水相中的无色液体，加入等体积 70%乙醇混匀，加入

到吸附柱（Spin Columns RM）中，置于收集管内，14000 g 4℃离心 30 sec，丢弃

废液，加入 700 µL Buffer RW1，14000 g 4℃离心 30 sec 后丢弃废液，加入 500 

µL Buffer RW2（提前加入无水乙醇），14000 g 4℃离心 30 sec 后丢弃废液，重复

上一步骤，14000 g 4℃离心 2 min 后丢弃废液，将吸附柱置于一个新的无 RNase

的 EP 管中，室温静置 10 min，在吸附柱的中部加入 30 μL RNase-Free Water，室

温静置 3 min，14000 g 离心 1 min 后，获取 RNA 溶液，-80℃保存。 

（2）cDNA 制备：本章中所涉及到的 cDNA 制备所用到的试剂盒为 HiScript 

II Q RT SuperMix for qPCR Kit（诺唯赞）试剂盒，详细步骤如下：去除基因组

DNA，需在 RNase-free 的 EP 管中配制如下反应体系，反应体系如表 2.12 所示。

混合液体系配制完成后，置于 42℃中反应 2 min。配制逆转录反应体系，可直接

在上一步骤中的反应管中加入 5 x HiScript II qRT SuperMix II，如表 2.13 所示。

然后进行逆转录反应，其反应过程条件如表 2.14。获得的产物可立即用于后续

qPCR 反应。 

 

表 2.12 基因组 DNA 去除体系 

Table 2.12 Genomic DNA removal system  

成分 用量 

RNase-free ddH2O 补足至 16 µL 

总 RNA 1 µg 

4 x gDNA wiper 混合液 4 µL 

 

表 2.13 cDNA 第一链合成体系 

Table 2.13 cDNA first strand synthesis system 

成分 用量 

上一步的混合液 16 µL 

5 x HiScript II qRT SuperMix II  4 µL 

 

表 2.14 逆转录反应程序 

Table 2.14 Reverse transcription reaction procedure 
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温度 时间 

50 ℃ 15 min 

85 ℃ 5 sec 

 

（3）实时荧光定量 PCR 分析：首先根据所需检测的目的基因，通过 NCBI

获取基因序列，使用引物设计软件进行 qPCR 引物设计，使用 NCBI Blast 对引

物的特异性进行检测。本章所使用到的引物序列如下表 2.15 所示： 

 

表 2.15 qPCR 引物序列信息 

Table 2.15 qPCR primer sequence information 

基因名称 引物序列（5'引物至 3'） 

ST8SIA6-AS1 
F: CCATCCATCATGGCCAAAGC 

R: CAGGGTTTCTTCGGTCGTCA 

GAPDH 
F: GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT 

R: GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG 

Nanog 
F: ACTCTTCCTACCACCAGGGATGC 

R: CTCCAGGACTGGATGTTCTGGGTC 

Oct4 
F: TTTTGGTACCCCAGGCTATGGGAG 

R: GTTTGAATGCATGGGAGAGCCCAG 

c-Myc 
F: GGCTCCTGGCAAAAGGTCA 

R: CTGCGTAGTTGTGCTGATGT 

Klf4 
F: AAGGTCAGTCCCGGGGATTTGTAG 

R: GAGCTCTAGGGGTGAAGAAGGTGG 

Sox2 
F: AGCTACAGCATGATGCAGGACCAG 

R: CGTTCATGTAGGTCTGCGAGCTG 

 

采用 SYBR Green 法进行 qPCR 分析，本章中所使用到的试剂盒为 Hieff 

qPCR SYBR Green Master Mix 试剂盒（翊圣），具体步骤是，以 cDNA 样本为

模板，加入特异性 qPCR 引物进行反应，其反应体系表 2.16 如下所示。在 PCR

管中配制反应体系完成后，置于 qRT-PCR 仪中进行反应，其反应程序如表 2.17

所示。 

 

表 2.16 qRT-PCR 体系表 
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Table 2.16 qRT-PCR reaction system  

成分 用量 

去离子水 补足至 20 µL 

Hieff qPCR SYBR 预混液 10 µL 

qRT-PCR 上游引物（10 uM） 

qRT-PCR 下游引物（10 uM） 

1 µL 

1 µL 

cDNA 1 µL（去离子水稀释 3 倍） 

 

表 2.17 qRT-PCR 反应程序表 

Table 2.17 qRT-PCR reaction procedure  

循环步骤 温度 时间 循环数 读取荧光值 

预变性 95℃ 5 min   

变性 95℃ 10 sec 

40 

否 

退火 60℃ 20 sec 否 

延伸 72℃ 20 sec 是 

溶解曲线 65-95℃每 0.5℃升温 5 sec  是 

 

程序完成后，用 BioRad CFX Manager 软件对数据进行分析，并用内参基因

进行半定量。检测编码基因的表达时用 GAPDH 作为内参基因。 

 

2.3.8 蛋白质免疫印迹分析 

（1）蛋白质提取：对于细胞收集，去除细胞培养皿中的上清后，用胰酶处理

细胞，用适量完全培养基中止消化，收集细胞悬液到 1.5 mL EP 管，300 g 离心 5 

min 去除上清，用 PBS 缓冲液清洗 1 次后，300 g 离心 5 min 去除上清，获得细

胞沉淀；提前将 RIPA 裂解液与蛋白酶抑制剂混匀后，适量加入含有细胞沉淀的

EP 管中，吹匀后置于冰上裂解 20 min；随后在细胞超声裂解仪下间断超声多次，

每次 5 sec，直至溶液澄清稀薄；超声结束后将 EP 管置于冰上静置 10 min 后，

预冷离心机 11000 g 4℃离心 15 min；转移上清至洁净 4℃预冷的 1.5 mL EP 管，

用 BCA 定量试剂盒（美仑））根据厂家说明对 EP 管中的蛋白溶液定量。用

5×loading Buffer配制成 100 μL的 2 μg / μL的蛋白质溶液后 100℃金属浴 10 min。 

（2）制备聚丙烯酰胺凝胶：使用雅酶 PAGE 凝胶快速制备试剂盒按厂家说

明制备相应浓度的聚丙烯酰胺凝胶凝胶，并配制 SDS-电泳液。 
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（3）电泳：待凝固后转移至电泳槽，向电泳槽添加电泳液直至没过凝胶的

加样孔。拔出梳子添加样品及 marker，正确组装电极，在 150V 的工作电压下恒

压运行至溴酚蓝指示带到达低端，停止运行。 

（4）转膜：采用湿转法。配制相应体积的转膜液并加入对应体积的甲醇置

于 4℃预冷。将 PVDF 膜置于甲醇中活化 3 min。在缓冲液体系中，将转印夹从

正极到负极以海绵-滤纸-PVDF 膜-聚丙烯酰胺凝胶-滤纸-海绵正确组装。将转印

夹转移至转膜槽，加入预冷的转膜液。以 200 mA 稳定运行相应时间。 

（5）封闭：转膜结束后，将 PVDF 膜放入装有 5%的脱脂奶粉溶液的容器内

在摇床上孵育 1 h。 

（6）抗体孵育：封闭结束后用 1×TBST 缓冲液润洗 PVDF 膜一次，随后将

PVDF 膜用杂交带包裹孵育相应一抗 4℃过夜。孵育结束后，将 PVDF 膜转移至

孵育盒，用 1×TBST 缓冲液在摇床上清洗 PVDF 膜 4 次，每次 5 min。随后用相

应的二抗室温孵育 1 h。取出 PVDF 膜用 1×TBST 缓冲液在摇床上清洗 4 次，每

次 5 min。WB 第一抗体信息如表 2.18 所示，WB 第二抗体信息如表 2.19 所示。 

 

表 2.18 WB 第一抗体信息 

Table 2.18 WB Primary Antibody Information  

名称 品牌 货号 WB 实际条带大小（kDa） 

Nanog Abmart T55611 37 

Oct4 Abmart T55781 45 

Sox2 Abmart T55268 34 

c-Myc 

Klf4 

GAPDH 

Abmart 

Abmart 

Abclonal 

T55150 

T55648 

AC033 

57 

54 

36 

 

表 2.19 WB 第二抗体信息 

Table 2.19 WB Secondary Antibody Information  

名称 品牌 货号 

HRP Goat Anti-Rabbit IgG （H+L） Abclonal AS014 

HRP Goat Anti-Mouse IgG （H+L） Abclonal AS003 

 

（7）显影：用 ECL 显色液的 A 液和 B 液等体积混合，配制 ECL 显色液。
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吸取少量显色液覆于 PVDF 膜上孵育 2 min 后置于暗室曝光成像。 

 

2.3.9 细胞活力分析 

去除培养在细胞培养皿的上清后，用胰酶处理并收集获得细胞悬液，用适量

完全培养基中止消化，300 g 离心 5 min 去除上清，用完全培养基重悬细胞后计

数。 

通过 CCK8 试剂盒测定细胞增殖速率。将 1000 / 100 μL 细胞在 96 孔板中以

5 次重复在 CO2 培养箱中预培养 24 小时。然后在 0 h、24 h、48 h 和 72 h 分别更

换为含有 10% CCK8 溶液的完全培养基。孵育 2 h 后测定 450 nm 处的吸光度。 

 

2.3.10 细胞迁移分析 

（1）采用对数生长期的细胞，去除细胞上清，用胰酶消化处理，用适量完全

培养基中止消化，300 g 离心 5 min 去除上清，用无血清培养基重悬细胞后进行

计数。 

（2）取 200 μL 细胞悬液，使其细胞总数为 5000 个且混匀，置于 8 μm 滤膜

直径的 Transwell 小室的上室。小室的下室加入 600 μL 含 20%血清的完全培养

基。将 Transwell 小室放入 CO2 培养箱培养 24 h。 

（3）培养结束后，去除 Transwell 小室上室和下室的培养基，用 PBS 溶液

润洗 2 次， 

（4）将小室取出置于 4%的多聚甲醛固定液中固定 20 min。 

（5）固定结束后，去除固定液，加入 0.1%的结晶紫染液于下室染色 15 min。 

（6）染色结束后，除去结晶紫染液，用棉签擦拭 Transwell 小室的上室，擦

去上室的结晶紫染液，用 PBS 缓冲液清洗 3 次。 

（7）待小室自然干燥后，在倒置显微镜下（200X）对 Transwell 小室的下室

成像。每个样本取 6 个视野成像。 

 

2.3.11 细胞克隆形成 

（1）采用对数生长期的细胞，首先去除培养在 6 孔板中的细胞上清液后，

PBS 溶液清洗两遍，再用胰酶消化处理，用适量完全培养基中止消化，300 g 室

温离心 5 min 去除上清，用完全培养基重悬细胞后计数。 

（2）取 2 mL 混匀的细胞悬液，使其含 1000 个细胞接种至 6 孔板中。将 6

孔板置于 CO2 培养箱中培养 10 天，每 3 天更换一次培养基。 
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（3）培养结束后，去除 6 孔板的上清，用 PBS 溶液清洗 2 次，加入 1 mL

的 4%多聚甲醛固定液，固定细胞 20 min。 

（4）固定结束后，去除固定液，用 PBS 溶液清洗 2 次，加入 0.1%的结晶紫

染液对固定后的细胞进行染色 15 min。 

（5）染色结束后，去除结晶紫染液，用 PBS 溶液清洗 2 次，至 6 孔板空白

背景无明显结晶紫染液附着，用相机对 6 孔板成像。 

 

2.3.12 生物信息学分析 

通过使用在线生物信息学分析网站及工具分析 TCGA 数据库中 ST8SIA6-

AS1 在乳腺癌患者中表达及在乳腺癌患者中的预后情况。具体使用的网站及工具

有 ： 仙 桃 学 术 （ https://www.xiantao.love/ ） 和 Kaplan-Meier Plotter

（https://kmplot.com/analysis/）。 

 

2.3.13 数据统计 

统计分析数据的结果用平均值±标准误差（Mean±SD）来呈现。两组数据之

间用 t 检验分析组间差异。多组数据采用单因素方差分析（one-way ANOVA），

然后进行 Tukey 检验，比较组间差异。采用 GraphPad Prism 软件进行数据统计分

析并导出图表。*代表 p<0.05，表示数据有显著性差异；**代表 p<0.01 表示数据

有极显著的差异。 

 

2.4 结果 

2.4.1 ST8SIA6-AS1 在乳腺癌中高表达且与预后不良相关 

之前的众多文献报道中，已经证实了 ST8SIA6-AS1 与癌症的发生发展存在

密切联系，且大多数是与肝癌相关。但是，ST8SIA6-AS1 在乳腺癌的表达与其预

后情况都还未曾报道。本章，通过生物信息学在线分析工具（仙桃学术）对 TCGA

数据库中乳腺癌（Breast invasive carcinoma，BRCA）患者的 ST8SIA6-AS1 的表

达谱进行了分析，其中乳腺癌组织的样本数是 1109 例，癌旁组织的样本数是 113

例。结果如图 2.1 A 所示，与 113 例癌旁组织相比，ST8SIA6-AS1 在 1109 例 BRCA

患者中表达显著上升。如图 2.1 B 所示，联合 TCGA 数据库的癌旁组织样本数与

GTEx 数据库中的正常样本组织数后，与 292 例正常样本相比，ST8SIA6-AS1 在

1109 例 BRCA 患者中表达依然是显著升高的。同样的，在 TCGA 数据库中，能
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够匹配到癌旁组织的样本数有 112 例，ST8SIA6-AS1 在这 112 例具有匹配癌旁

组织样本的 BRCA 患者中表达同样是显著升高的，如图 2.1 C 所示。为了确定

ST8SIA6-AS1 在乳腺癌患者中的预后价值，Kaplan-Meier Plotter 在线工具被用来

分析 TCGA 数据库中 ST8SIA6-AS1 的表达与乳腺癌患者总体生存率（OS）、无

病生存率（DFS）、无远处转移的生存率（DMFS）的关系，其中乳腺癌的高低表

达参数设置按网站默认参数即可。如图 2.1 D-F 所示，与 ST8SIA6-AS1 低表达组

相比，ST8SIA6-AS1 高表达组的乳腺癌患者的 OS（P = 0.0069）、DFS（P = 4.1E-

07）和 DMFS（P = 0.00023）都显著更低。 

 

 

 

图 2.1 ST8SIA6-AS1 在 BRCA 患者中表达升高且与预后不良相关 

A. TCGA_BRCA 数据库中 ST8SIA6-AS1 的表达水平；B. TCGA_BRCA & GTEx 联合数据库

中 ST8SIA6-AS1 的表达水平；C. TCGA_BRCA 数据库中配对患者中 ST8SIA6-AS1 的表达

水平；D-F. Kaplan-Meier Plotter 在线工具绘制 TCGA 数据库中 ST8SIA6-AS1 表达与 BRCA

患者 OS、DFS、DMFS 的关系。 

Figure 2.1 ST8SIA6-AS1 expression is elevated in BRCA patients and is associated with poor 

prognosis 
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A. Expression levels of ST8SIA6-AS1 in the TCGA_BRCA database; B. Expression levels of 

ST8SIA6-AS1 in the combined TCGA_BRCA & GTEx database; C. Expression levels of 

ST8SIA6-AS1 in paired patients in the TCGA_BRCA database; D-F. Kaplan-Meier Plotter online 

tool to plot the relationship between ST8SIA6-AS1 expression in the TCGA database and OS, DFS, 

and DMFS in BRCA patients. 

 

为了验证 ST8SIA6-AS1 是否在乳腺癌细胞系及 BCSCs 中高表达，通过 qRT-

PCR 分析了 ST8SIA6-AS1 在不同人乳腺癌细胞系中 mRNA 的表达水平，使用到

的细胞系有：人正常乳腺组织细胞 MCF10A 和人乳腺癌细胞系 SKBR3、MCF7、

MDA-MB-231、MDA-MB-468 与 Hs578T。结果如图 2.2 A 所示，与正常的人乳

腺组织细胞 MCF10A 相比，除了人乳腺癌细胞系 MCF7 和 MDA-MB-468 表达没

有显著变化以外，其余的人乳腺癌细胞系中 ST8SIA6-AS1 的 mRNA 表达水平都

发生了不同程度的上升，包括 SKBR3、MDA-MB-231 和 Hs578T；其中人乳腺癌

细胞系 SKBR3 和 Hs578T 的升高倍数更显著。因此，人乳腺癌细胞系 SKBR3 和

Hs578T 被用于开展后续实验。在接下来的乳腺癌干细胞富集实验结果中，与原

代贴壁细胞相比，SKBR3 和 Hs578T 获得的悬浮干细胞球体中 ST8SIA6-AS1 的

mRNA 表达水平也发生了显著的上调，如图 2.2 B 所示。 

 

 

 

图 2.2 ST8SIA6-AS1 在乳腺癌细胞系及 BCSCs 中表达升高 

A. ST8SIA6-AS1 在乳腺癌细胞系的表达水平；B. ST8SIA6-AS1 在 SKBR3 和 Hs578T 的肿

瘤干细胞的表达水平 

Figure 2.2 Elevated expression of ST8SIA6-AS1 in breast cancer cell lines 

A. Expression level of ST8SIA6-AS1 in breast cancer cell lines; B. Expression level of ST8SIA6-
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AS1 in tumor stem cells of SKBR3 and Hs578T 

 

2.4.2 敲低 ST8SIA6-AS1 的表达抑制 BCSCs 干性 

通过慢病毒包装技术对乳腺癌细胞系中 ST8SIA6-AS1 的表达进行稳定敲低，

按照 shRNA 慢病毒敲低技术的实验步骤，构建了 3 个不同敲低靶点的 shRNA 慢

病毒包装质粒，通过与慢病毒辅助质粒共用在 HEK-293T 细胞系产生活性慢病毒

颗粒后，侵染人乳腺癌细胞系 SKBR3 和 Hs578T。构建成功的细胞系有：SKBR3-

shNC 、 SKBR3-shST8SIA6-AS1#1 、 SKBR3-shST8SIA6-AS1#2 、 SKBR3-

shST8SIA6-AS1#3 和 Hs578T-shNC 、 Hs578T-shST8SIA6-AS1#1 、 Hs578T-

shST8SIA6-AS1#2、Hs578T -shST8SIA6-AS1#3。结果如图 2.3 A 所示，shRNA#2

的敲低效果优于 shRNA#1 和 shRNA#3，因此后续实验将使用 shRNA#2 慢病毒

侵染并筛选后的细胞系。首先，通过 CCK-8 细胞活力检测实验分析了 ST8SIA6-

AS1 敲低后 SKBR3 和 Hs578T 的细胞活力。如图 2.3 B-C 所示，在 48 h，72 h，

96 h 时，相较于对照组，敲低 ST8SIA6-AS1 后的 SKBR3 和 Hs578T 的细胞活力

都有所下降。此外，敲低 ST8SIA6-AS1 后的 SKBR3 和 Hs578T 的细胞迁移能力

显著下降（图 2.3 D-E）。 

 

 

 

图 2.3 敲低 ST8SIA6-AS1 抑制乳腺癌细胞的增殖与迁移 
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A. qRT-PCR验证 ST8SIA6-AS1的敲低效率；B. ST8SIA6-AS1敲低后SKBR3细胞活力检测；

C. ST8SIA6-AS1 敲低后 Hs578T 细胞活力检测；D-E. ST8SIA6-AS1 敲低后细胞迁移能力的

检测及量化。  

Figure 2.3 Knockdown of ST8SIA6-AS1 inhibits the proliferation and migration of breast 

cancer cells 

A. qRT-PCR to verify the knockdown efficiency of ST8SIA6-AS1; B. SKBR3 cell viability assay 

after ST8SIA6-AS1 knockdown; C. Detection of Hs578T cell viability after ST8SIA6-AS1 

knockdown; D-E. Detection and quantification of cell migration ability after ST8SIA6-AS1 

knockdown. 

 

为了验证 ST8SIA6-AS1 表达的降低是否会影响乳腺癌细胞系的干性维持的

能力，本文检测了多能干性转录因子 c-Myc、Sox2、Klf4、Nanog 和 Oct4 的表达

情况。结果如图 2.4 A-B 所示，敲低 ST8SIA6-AS1 后，c-Myc、Sox2、Klf4、Nanog

和 Oct4 的 mRNA 表达水平发生了显著的降低，其蛋白表达也同样的发生了显著

下调（2.4 C）。通过悬浮干细胞球体实验发现，敲低 ST8SIA6-AS1 后，SKBR3 和

Hs578T 的细胞成球大小和数量减少（图 2.4D-E）。同时，为了验证敲低 ST8SIA6-

AS1 后，细胞对紫杉醇和多柔比星的抵抗力的变化，CCK-8 实验也被用于此处。

结果如图 2.4F-G 所示，在随着紫杉醇和多柔比星的浓度的上升后，细胞的活力

也随之降低，这表明细胞对其的抵抗力也在下降。分别来看，细胞对紫杉醇更敏

感，抵抗力更低，当浓度达到 50 ng / mL 时，细胞已出现显著的活力下降，在浓

度达到 100 ng / mL 和 200 ng / mL 时，其活力下降更严重更显著；相对于细胞对

紫杉醇的高敏感性，细胞对多柔比星的敏感性稍微减低，当多柔比星的浓度处于

100 nM 时，实验组与对照组之间细胞活力没有发生显著变化，当药物浓度达到

300 nM 时，细胞活力才发生显著下降，当药物浓度达到 600 nM 时，细胞活力也

发生降低，但是下降程度都较低。最后，细胞克隆形成的数量也发生了大幅度减

少（图 2.4 H-I）。 
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图 2.4 敲低 ST8SIA6-AS1 抑制 BCSCs 的干性维持 

A. ST8SIA6-AS1 敲低后 SKBR3 细胞中干性标志物 mRNA 表达水平的检测；B. ST8SIA6-

AS1 敲低后 Hs578T 细胞中干性标志物 mRNA 表达水平的检测；C. ST8SIA6-AS1 敲低后细

胞中干性标志物蛋白表达水平的检测；D-E. ST8SIA6-AS1 敲低后干细胞悬浮球体形成能力

的检测；F-G. ST8SIA6-AS1 敲低后 SKBR3 细胞对紫杉醇和多柔比星的抵抗力检测；H-I. 

ST8SIA6-AS1 敲低后细胞克隆形成能力的检测。  

Figure 2.4 Knockdown of ST8SIA6-AS1 inhibits stemness maintenance of BCSCs   

A. Detection of stemness marker mRNA expression levels in SKBR3 cells after ST8SIA6-AS1 

knockdown; B. Detection of stemness marker mRNA expression levels in Hs578T cells after 

ST8SIA6-AS1 knockdown; C. Detection of stemness marker protein expression levels in cells after 

ST8SIA6-AS1 knockdown; D-E. Assay of stem cell suspension sphere formation ability after 

ST8SIA6-AS1 knockdown; F-G. Assay of resistance to paclitaxel and doxorubicin in SKBR3 cells 

after ST8SIA6-AS1 knockdown; H-I. Assay of cell clonogenic ability after ST8SIA6-AS1 

knockdown. 



武汉科技大学博士学位论文 

38 
 

 

2.4.3 过表达 ST8SIA6-AS1 促进 BCSCs 的干性维持 

为了进一步探究 ST8SIA6-AS1 对 BCSCs 的干性维持的影响，构建了过表达

ST8SIA6-AS1 的慢病毒包装质粒 pLVX-ST8SIA6-AS1，通过获得其活性慢病毒构

建了稳定过表达 ST8SIA6-AS1 的细胞模型 SKBR3-Vector、SKBR3-ST8SIA6-AS1

和 Hs578T-Vector、Hs578T-ST8SIA6-AS1。首先，利用 qRT-PCR 技术验证了

ST8SIA6-AS1 过表达效率（图 2.5 A）。CCK-8 细胞活力实验结果表明，过表达

ST8SIA6-AS1 后，SKBR3 和 Hs578T 的细胞活力显著上调（图 2.5 B-C）。同时，

Transwell 实验结果表明，过表达 ST8SIA6-AS1 后，细胞迁移能力大幅度上调（图

2.5 D-E）。 

 

 

 

图 2.5 过表达 ST8SIA6-AS1 促进乳腺癌细胞的增殖与迁移 

A. qRT-PCR 验证 ST8SIA6-AS1 的过表达效率；B. ST8SIA6-AS1 过表达后 SKBR3 细胞活力

检测；C. ST8SIA6-AS1 过表达后 Hs578T 细胞活力检测；D-E. ST8SIA6-AS1 过表达后细胞

迁移能力的检测及量化。 

Figure 2.5 Overexpression of ST8SIA6-AS1 promotes the proliferation and migration of 
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breast cancer cells 

A. qRT-PCR to verify the overexpression efficiency of ST8SIA6-AS1; B. SKBR3 cell viability 

assay after ST8SIA6-AS1 overexpression; C. Viability assay of Hs578T cells after ST8SIA6-AS1 

overexpression; D-E. Detection and quantification of cell migration ability after ST8SIA6-AS1 

overexpression. 

 

qRT-PCR 和免疫印迹法结果显示，过表达 ST8SIA6-AS1 后，细胞中多能干

性转录因子 c-Myc、Sox2、Klf4、Nanog 和 Oct4 的表达不同程度上调（图 2.6 A-

C）。悬浮干细胞成球实验结果表明，与对照组相比，ST8SIA6-AS1 的过表达增加

了 BCSCs 的成球能力，其大小和数量明显增加（图 2.6 D-E）。细胞对化药紫杉

醇和多柔比星的抵抗力上调（图 2.6 F-G）。细胞克隆实验结果表明，过表达

ST8SIA6-AS1 后，SKBR3 和 Hs578T 的细胞克隆形成的能力显著上升（图 2.6 H-

I）。 

 

 

 

图 2.6 过表达 ST8SIA6-AS1 促进 BCSCs 的干性维持 



武汉科技大学博士学位论文 

40 
 

A. ST8SIA6-AS1 过表达后 SKBR3 细胞中干性标志物 mRNA 表达水平的检测；B. ST8SIA6-

AS1 过表达后 Hs578T 细胞中干性标志物 mRNA 表达水平的检测；C. ST8SIA6-AS1 过表达

后细胞中干性标志物蛋白表达水平的检测；D-E. ST8SIA6-AS1 过表达后干细胞悬浮球体形

成能力的检测；F-G. ST8SIA6-AS1 过表达后 SKBR3 细胞对紫杉醇和多柔比星的抵抗力检

测；H-I. ST8SIA6-AS1 过表达后细胞克隆形成能力的检测。 

Figure 2.6 Overexpression of ST8SIA6-AS1 promotes the maintenance of BCSCs stemness 

A. Detection of stemness marker mRNA expression levels in SKBR3 cells after ST8SIA6-AS1 

overexpression; B. Detection of stemness marker mRNA expression levels in Hs578T cells after 

ST8SIA6-AS1 overexpression; C. Detection of stemness marker protein expression levels in cells 

after ST8SIA6-AS1 overexpression; D-E. Assay of stem cell suspension sphere formation ability 

after ST8SIA6-AS1 overexpression; F-G. Assay of resistance of SKBR3 cells to paclitaxel and 

doxorubicin after ST8SIA6-AS1 overexpression; H-I. Assay of cell clone-forming ability after 

ST8SIA6-AS1 overexpression. 

 

2.5 讨论 

转移性乳腺癌无法得到治愈的最重要的原因是乳腺癌肿瘤干细胞的存在。目

前为止，寻求对于该类患者的可能的治疗策略集中在乳腺癌肿瘤干细胞的机制研

究上。lncRNA ST8SIA6-AS1 已经被发现在其它癌症中发挥功能，比如在肝癌中

影响其增殖、迁移、侵袭和耐药等；在垂体腺癌中促进 EMT 转化和血管生成；

促进胃癌的发生发展等。但是目前关于乳腺癌的报道很少，对于 ST8SIA6-AS1 参

与肿瘤干细胞干性特征调控的文章更是没有。在本节中，发现 ST8SIA6-AS1 在

乳腺癌中的表达量显著高于癌旁组织的表达量，并且高表达 ST8SIA6-AS1 组的

患者比低表达 ST8SIA6-AS1 组的患者预后更差，提示 ST8SIA6-AS1 可能促进乳

腺癌的发生发展。首先构建了稳定敲低 ST8SIA6-AS1 的 SKBR3 和 Hs578T 细胞

系，CCK8 实验结果表明，敲低 ST8SIA6-AS1 的细胞生长减弱；细胞迁移实验结

果表明，敲低 ST8SIA6-AS1 的细胞迁移效率降低，提示 ST8SIA6-AS1 可以影响

乳腺癌的增殖和迁移。然后，为了探究 ST8SIA6-AS1 是否可以影响乳腺癌干细

胞的干性维持作用，检测了干性标志物的表达，qRT-PCR 和 WB 实验结果表明，

在 ST8SIA6-AS1 敲低后，干性标志物的表达显著下降；另外，干细胞球体形成

实验表明，ST8SIA6-AS1 敲低后，细胞形成干细胞悬浮球体的数量和大小都发生

了显著的下降；化疗药物抵抗实验表明，敲低 ST8SIA6-AS1 后的细胞耐药能力

明显减弱；克隆形成实验证明，敲低 ST8SIA6-AS1 后的细胞克隆形成能力下降

明显。另外，过表达 ST8SIA6-AS1 可以得到跟上述结果完全相反的现象。根据
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以上所有实验结果，可以得出初步结论，ST8SIA6-AS1 有可能可以成为乳腺癌的

一个新的生物标志物，并且可以影响乳腺癌的增殖迁移和肿瘤干细胞干性的维持。

为 ST8SIA6-AS1 调控 BCSCs 干性维持提供了前期的实验基础，在后续的研究

中，将试图寻找 ST8SIA6-AS1 的下游调控因子，进一步阐明 ST8SIA6-AS1 调控

BCSCs 干性维持的分子机制。 
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第 3 章 LncRNA ST8SIA6-AS1 通过调控 COL3A1

维持 BCSCs 干性 

3.1 前言 

III 型胶原蛋白在 1971 年首次被鉴定和描述[211]，是一种重要的结构蛋白，

被归类为主要的纤维状胶原蛋白之一[212]，约占人体整个胶原蛋白含量的 5-20%。

在人类基因组中，编码 III 型胶原蛋白 α1 链的 COL3A1 位于 2 号染色体的长臂

上 2q32.2[213]。COL3A1 基因的突变导致血管型埃勒斯-丹洛斯综合征（Vascular 

Ehlers-Danlos Syndrome，vEDS），这是一种罕见的、危及生命的遗传性疾病。一

些没有明显 vEDS 症状的动脉瘤患者也被发现有 COL3A1 基因突变[214]。其他与

COL3A1 相关的疾病表型包括以额叶多毛症为特征的脑部异常，以及许多纤维化

疾病，在这些疾病中，在不同的器官中发现有更多的 III 型胶原蛋白。 

一些证据表明，COL3A1 的表达受到转录后水平的调节。参与调控 COL3A1

表达的生物途径包括转化生长因子 β1（Transforming Growth Factor β1，TGF-β1）、

Wnt/β-catenin 和 p38 丝裂原活化蛋白激酶（Mitogen-Activated Protein Kinase，

MAPK）途径。Duval 等人表明，缺氧会改变 III 型胶原蛋白的表达，即缺氧导致

培养的软骨细胞中 COL3A1 的 mRNA 和蛋白水平下降[215]。Shaikh 等人表明，在

人类皮肤成纤维细胞中，腺苷通过其受体发挥作用，并通过经典和非经典的

Wnt/β-catenin 信号通路刺激 COL3A1 的表达[216]。有趣的是，在这个实验系统中，

Wnt/β-catenin 途径不参与 I 型胶原蛋白的表达。表皮生长因子（EGF）和碱性成

纤维细胞生长因子（bFGF；也叫 FGF2）通过 MAPK 信号增强了人类皮肤成纤

维细胞中 COL3A1 mRNA 和蛋白质的表达[217]。Mi 等人使用人类羊膜成纤维细

胞培养物和羊膜组织的外植体，证明皮质醇降低了 COL3A1 蛋白，但没有降低

mRNA 水平[218]。进一步的研究显示，蛋白质水平的降低可能是由于泛素-蛋白体

途径介导的降解。Yuan 等人用 TGFβ1 处理培养的人类皮肤成纤维细胞，发现

COL3A1 的 mRNA 水平增加[219]。 

一些实验表明，COL3A1 在人类癌症中表达异常，并参与癌症的发生发展，

比如肺癌[220]、胃癌[221]等。本章主要目的是探讨 COL3A1 在乳腺癌中的表达及预

后情况，以及 COL3A1 是否能够参与乳腺癌的恶性转化和干性维持。 
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3.2 实验材料 

3.2.1 细胞系  

同第二章实验材料中 2.2.1 所述。 

 

3.2.2 主要试剂  

同第二章实验材料中 2.2.2 所述。 

 

3.2.3 主要实验耗材 

同第二章实验材料中 2.2.3 所述。 

 

3.2.4 主要实验仪器与设备 

同第二章实验材料中 2.2.4 所述。 

 

3.2.5 质粒 

质粒信息同第二章实验材料中 2.2.5 所述，另外使用到的质粒有 pLVX-EF1A-

G418 和 pLKO.1-G418，质粒信息如表 3.1 所示。为了构建 COL3A1 过表达质粒， 

COL3A1 原序列被插入质粒 pLVX-EF1A 中用于构建过表达 COL3A1 质粒 pLVX-

COL3A1。COL3A1 敲降质粒：pLKO.1-sh-COL3A1#1，pLKO.1-sh-COL3A1#2 和

pLKO.1-sh-COL3A1#3 委托武汉擎科生物科技有限公司设计与构建，敲降位点序

列信息如表 3.2 所示。质粒构建过程中使用的引物序列委托武汉擎科生物科技有

限公司合成。质粒图谱如附录 4 中的图 5-6 所示。 

 

表 3.1 质粒信息 

Table 3.1 Plasmid information 

质粒名称 来源 

pLVX-EF1A-G418 

pLKO.1-G418 

武汉科技大学生命科学与健康学院保存 

武汉科技大学生命科学与健康学院保存 

 

表 3.2 COL3A1 敲降位点序列信息 
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Table 3.2 COL3A1 knockdown site sequence information 

敲降质粒名称 敲降序列 

pLKO.1-sh-COL3A1#1 GGAGAATGTTGTGCAGTTT 

pLKO.1-sh-COL3A1#2 CGATGAGATTATGACTTCA 

pLKO.1-sh-COL3A1#3 GATGCAAATTGGATGCTAT 

 

3.2.6 主要试剂配制 

同第二章实验材料中 2.2.6 所述。 

 

3.3 实验方法 

3.3.1 细胞培养 

同第二章实验方法中 2.3.1 所述。 

 

3.3.2 细胞复苏与冻存 

同第二章实验方法中 2.3.2 所述。 

 

3.3.3 质粒构建与提取 

同第二章实验方法中 2.3.3 所述。构建 COL3A1 过表达质粒过程中所使用到

的引物如表 3.3 所示。本章构建的质粒有 pLVX-COL3A1-Puro、pLVX-COL3A1-

G418、pLKO.1-sh-COL3A1#2-G418。 

 

表 3.3 质粒构建引物序列信息 

Table 3.3 Primer information for plasmid construction 

引物名称 序列（5'引物至 3'） 

COL3A1-CDS 
F: ATGATGAGCTTTGTGCAA 

R: TTATAAAAAGCAAACAGG 
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引物名称 序列（5'引物至 3'） 

pLVX-COL3A1-

CDS 

F: 

AGGATCTATTTCCGGTGAATTCATGATGAGCTTTGTGC

AA 

R: 

GGGAGGGAGAGGGGCGGGATCCTTATAAAAAGCAAA

CAGG 

 

3.3.4 细胞转染 

同第二章实验方法中 2.3.4 所述。 

 

3.3.5 慢病毒包装与侵染 

同第二章实验方法中 2.3.5 所述。 

 

3.3.6 慢病毒滴度分析 

同第二章实验方法中 2.3.6 所述。 

 

3.3.7 qRT-PCR 实验 

本章所涉及到的 qRT-PCR 实验信息同第二章实验方法中 2.3.7 所述。另外使

用的 COL3A1 的引物信息如表 3.4 所示。 

 

表 3.4 qPCR 引物序列信息 

Table 3.3 qPCR primer sequence information 

基因名称 引物序列（5'引物至 3'） 

COL3A1 
F: GGAGCTGGCTACTTCTCGC 

R: GGGAACATCCTCCTTCAACAG 

 

3.3.8 蛋白质免疫印迹分析 

本章所涉及到的蛋白质免疫印迹分析实验信息同第二章实验方法中 2.3.8 所

述。另外使用到的 COL3A1 的抗体信息如表 3.5 所示。 
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表 3.5 WB 第一抗体信息 

Table 3.5 WB Primary Antibody Information 

名称 品牌 货号 WB 实际条带大小（kDa） 

COL3A1 Abmart T510299 150 

 

3.3.9 细胞活力分析 

同第二章实验方法中 2.3.9 所述。 

 

3.3.10 细胞迁移分析 

同第二章实验方法中 2.3.10 所述。 

 

3.3.11 细胞克隆形成 

同第二章实验方法中 2.3.11 所述。 

 

3.3.12 生物信息学分析 

同第二章实验方法中 2.3.13 所述。 

 

3.3.13 数据统计 

同第二章实验方法中 2.3.13 所述。 

 

3.4 结果 

3.4.1 COL3A1 在乳腺癌中高表达且与预后不良相关 

本章，依然使用仙桃学术对 TCGA 数据库中 BRCA 患者的 COL3A1 的表达

谱进行了分析。与 113 例癌旁组织相比，COL3A1 在 1099 例 BRCA 患者中表达

显著上升（图 3.1 A）。同样的，联合 GTEx 数据库中的正常样本组织数后，与 292

例正常样本相比，COL3A1 在 1099 例 BRCA 患者中表达依然是显著升高的（图

3.1 B）。在配对的 112 列样本中，COL3A1 的表达依然是显著升高的（图 3.1 C）。
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为了确定 COL3A1 在乳腺癌患者中的预后价值，Kaplan-Meier Plotter 被用来分析

TCGA 数据库中 COL3A1 的表达与乳腺癌患者总体生存率（OS）和无病生存率

（DFS）的关系。如图 3.1 D-E 所示，与 COL3A1 低表达组相比，COL3A1 高表

达组的乳腺癌患者的 OS（P = 0.06）、DFS（P = 0.027）都显著更低。 

 

 

 

图 3.1 COL3A1 在 BRCA 患者中表达升高且与预后不良相关 

A. TCGA_BRCA 数据库中 COL3A1 的表达水平；B. TCGA_BRCA & GTEx 联合数据库中

COL3A1 的表达水平；C. TCGA_BRCA 数据库中配对患者中 COL3A1 的表达水平；D-E. 

Kaplan-Meier Plotter 绘制 TCGA 数据库中 COL3A1 表达与 BRCA 患者 OS，DFS 的关系。 

Figure 3.1 COL3A1 expression is elevated in BRCA patients and associated with poor 

prognosis 

A. Expression levels of COL3A1 in TCGA_BRCA database; B. Expression levels of COL3A1 in 

the combined TCGA _BRCA & GTEx database; C. Expression levels of COL3A1 in paired patients 

in TCGA_BRCA database; D-E. Kaplan-Meier Plotter plotting of TCGA database COL3A1 

expression in relation to OS, DFS in BRCA patients. 
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为了验证 COL3A1 是否在乳腺癌细胞系中高表达，通过 qRT-PCR 和 WB 分

析了 COL3A1 在人乳腺癌细胞系中 mRNA 和蛋白的表达水平。使用到的细胞系

有 MCF10A、SKBR3、MCF7、MDA-MB-231、MDA-MB-468 和 Hs578T。结果

如图 3.2 A 所示，在 mRNA 水平上来看，与 MCF10A 相比，只有人乳腺癌细胞

系 SKBR3 和 Hs578T 的上升显著；在蛋白水平上看，MDA-MB-468 表现出了下

降，SKBR3 和 Hs578T 表现出了显著上调（图 3.2 B）。跟上一章节的实验结果保

持一致，SKBR3 和 Hs578T 将被用于开展后续实验。在 BCSCs 富集实验中，与

原代贴壁细胞相比，悬浮干细胞球体中 COL3A1 的表达水平也发生了显著的上

调，如图 3.2 B-C 所示。 

 

 

 

图 3.2 COL3A1 在乳腺癌细胞系及 BCSCs 中表达升高 

A. COL3A1 在乳腺癌细胞系的 mRNA 表达水平检测；B. COL3A1 在乳腺癌细胞系的蛋白水

平检测；C. COL3A1 在 BCSCs 的 mRNA 表达水平检测；D. COL3A1 在 BCSCs 的蛋白表达

水平检测。 

Figure 3.2 Elevated expression of COL3A1 in breast cancer cell lines and BCSCs 

A. Detection of mRNA expression level of COL3A1 in breast cancer cell lines; B. Detection of 

protein level of COL3A1 in breast cancer cell lines; C. Detection of mRNA expression level of 
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COL3A1 in BCSCs; D. Detection of protein expression level of COL3A1 in BCSCs. 

 

3.4.2 敲低 COL3A1 抑制 BCSCs 干性 

同样的，构建了 3 个不同位点的 shRNA 慢病毒，用于构建稳定敲低 COL3A1

的细胞系，构建成功的细胞系有 SKBR3-shNC、SKBR3-shCOL3A1#1、SKBR3-

shCOL3A1#2、SKBR3-shCOL3A1#3 和 Hs578T-shNC、Hs578T-shCOL3A1#1、

Hs578T-shCOL3A1#2、Hs578T-shCOL3A1#3。结果如图 3.3 A 所示，跟 ST8SIA6-

AS1 敲降结果一致，shRNA#2 的敲低效果要明显优于 shRNA#1 和 shRNA#3，因

此后续实验将使用的细胞系是 SKBR3-shCOL3A1#2 和 Hs578T-shCOL3A1#2。如

图 3.3 B-C 所示，CCK-8 细胞活力实验结果表明，COL3A1 敲低后，SKBR3 和

Hs578T 的细胞活力，在 48 h，72 h，96 h 时，相较于对照组，细胞活力都有所下

降。此外，敲低 COL3A1 后的 SKBR3 和 Hs578T 的细胞迁移能力下降（图 3.3 

D-E）。 

 

 

 

图 3.3 敲低 COL3A1 抑制乳腺癌细胞的增殖与迁移 

A. qRT-PCR验证COL3A1的敲低效率；B. COL3A1敲低后SKBR3细胞活力检测；C. COL3A1

敲低后 Hs578T 细胞活力检测；D-E. COL3A1 敲低后细胞迁移能力的检测及量化。 
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Figure 3.3 Knockdown of COL3A1 inhibits the proliferation and migration of breast cancer 

cells 

A. qRT-PCR to verify the knockdown efficiency of COL3A1; B. SKBR3 cell viability assay after 

COL3A1 knockdown; C. Viability assay of Hs578T cells after COL3A1 knockdown; D-E. 

Detection and quantification of cell migration ability after COL3A1 knockdown. 

 

为了进一步验证 COL3A1 敲低对 BCSCs 的干性维持的影响，检测了多能干

性转录因子 c-Myc、SOX2、KLF4、Nanog 和 OCT4 的表达。结果如图 3.4 A-C 表

明，敲低 COL3A1 后，干性标志物的 mRNA 和蛋白表达水平发生了显著的降低。

通过悬浮干细胞球体实验发现，敲低 COL3A1 后，SKBR3 和 Hs578T 的细胞成

球大小和数量减少（图 3.4 D-E）。在耐药实验中，结果如图 3.4 F-G 所示，在随

着紫杉醇和多柔比星的浓度的上升后，SKBR3 细胞的活力也随之降低，这表明

细胞对其的抵抗力也在下降。敲低 COL3A1 后，SKBR3 和 Hs578T 细胞克隆形

成的数量也发生了大幅度减少（图 3.4 H-I）。 

 

 

 



武汉科技大学博士学位论文 

51 
 

图 3.4 敲低 COL3A1 抑制 BCSCs 的干性维持 

A. COL3A1 敲低后 SKBR3 细胞中干性转录因子 mRNA 表达水平的检测；B. COL3A1 敲低

后 Hs578T 细胞中干性转录因子 mRNA 表达水平的检测；C. COL3A1 敲低后细胞中干性转

录因子蛋白表达水平的检测；D-E. COL3A1 敲低后细胞悬浮球体形成能力的检测与量化；

F-G. COL3A1 敲低后 SKBR3 细胞对紫杉醇和多柔比星的抵抗力检测；H-I. COL3A1 敲低后

细胞克隆形成能力的检测。  

Figure 3.4 Knockdown of COL3A1 inhibits stemness maintenance in BCSCs 

A. Detection of stemness transcription factor mRNA expression levels in SKBR3 cells after 

COL3A1 knockdown; B. Detection of stemness transcription factor mRNA expression levels in 

Hs578T cells after COL3A1 knockdown; C. Detection of stemness transcription factor protein 

expression levels in cells after COL3A1 knockdown; D-E. Detection and quantification of cell 

suspension sphere formation ability after COL3A1 knockdown; F-G. Detection of resistance of 

SKBR3 cells to paclitaxel and doxorubicin after COL3A1 knockdown; H-I. Detection of clonogenic 

ability of cells after COL3A1 knockdown. 

 

3.4.3 过表达 COL3A1 促进 BCSCs 干性 

为了探究 COL3A1 过表达后对 BCSCs 的干性维持的作用，构建了过表达

COL3A1 的慢病毒包装质粒 pLVX-COL3A1，且成功构建了稳定过表达 COL3A1

的细胞模型 SKBR3-Vector、SKBR3-COL3A1 和 Hs578T-Vector、Hs578T-COL3A1。

利用 qRT-PCR 技术验证了 COL3A1 过表达效率（图 3.5 A）。CCK-8 细胞活力实

验结果表明，过表达 COL3A1 后，SKBR3 和 Hs578T 的细胞活力显著上调（图

3.5 B-C）。同时，过表达 COL3A1 后，SKBR3 和 Hs578T 细胞的迁移能力大幅度

上调（图 3.5 D-E）。 
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图 3.5 过表达 COL3A1 促进乳腺癌细胞的增殖与迁移 

A. qRT-PCR 验证 COL3A1 的过表达效率；B. COL3A1 过表达后 SKBR3 细胞活力检测；C. 

COL3A1 过表达后 Hs578T 细胞活力检测；D-E. COL3A1 过表达后细胞迁移能力的检测及量

化。 

Figure 3.5 Overexpression of COL3A1 promotes the proliferation and migration 

of breast cancer cells 

A. qRT-PCR to verify the overexpression efficiency of COL3A1; B. SKBR3 cell viability assay 

after COL3A1 overexpression; C. Viability assay of Hs578T cells after COL3A1 overexpression; 

D-E. Detection and quantification of cell migration ability after COL3A1 overexpression. 

 

qRT-PCR 和免疫印迹法结果显示，过表达 COL3A1 后，细胞中多能干性转

录因子 c-Myc、Sox2、Klf4、Nanog 和 Oct4 的表达不同程度上调（图 3.6 A-C）。

悬浮干细胞成球实验结果表明，与对照组相比，COL3A1 的过表达增加了 BCSCs

的成球能力，其大小和数量明显增加（图 3.6 D-E）。SKBR3 细胞对化药紫杉醇

和多柔比星的抵抗力上调（图 3.6 F-G）。细胞克隆实验结果表明，过表达 COL3A1

后，SKBR3 和 Hs578T 的细胞克隆形成的能力显著上升（图 3.6 H-I）。 
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图 3.6 过表达 COL3A1 促进 BCSCs 的干性维持 

A. COL3A1 过表达后 SKBR3 细胞中干性转录因子 mRNA 表达水平的检测；B. COL3A1 过

表达后 Hs578T 细胞中干性转录因子 mRNA 表达水平的检测；C. COL3A1 过表达后细胞中

干性转录因子蛋白表达水平的检测；D-E. COL3A1 过表达后细胞悬浮球体形成能力的检测

与量化；F-G. COL3A1 过表达后 SKBR3 细胞对紫杉醇和多柔比星的抵抗力检测；H-I. 

COL3A1 过表达后细胞克隆形成能力的检测。 

Figure 3.6 Overexpression of COL3A1 promotes stemness maintenance in BCSCs 

A. Detection of stemness transcription factor mRNA expression levels in SKBR3 cells after 

COL3A1 overexpression; B. Detection of stemness transcription factor mRNA expression levels in 

Hs578T cells after COL3A1 overexpression; C. Detection of stemness transcription factor protein 

expression levels in cells after COL3A1 overexpression; D-E. Detection and quantification of cell 

suspension sphere formation ability after COL3A1 overexpression; F-G. Detection of resistance of 

SKBR3 cells to paclitaxel and doxorubicin after COL3A1 overexpression; H-I. Detection of cellular 

clonogenic ability after COL3A1 overexpression. 
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3.4.4 ST8SIA6-AS1 通过调控 COL3A1 维持 BCSCs 干性 

另外，为了验证COL3A1是否能够被 ST8SIA6-AS1所调控，分析了 ST8SIA6-

AS1 敲低或过表达后 COL3A1 的 mRNA 和蛋白水平的变化情况，如图 3.7 A-B

所示，在 ST8SIA6-AS1 敲低后，COL3A1 的表达水平，在 SKBR3 和 Hs578T 中

显著下调；在 ST8SIA6-AS1 过表达后，COL3A1 的表达水平随之上调（图 3.7 C-

D）。其一致的表达结果表明，COL3A1 是 ST8SIA6-AS1 下游的一个调控因子。 

 

 

 

图 3.7 ST8SIA6-AS1 调控 COL3A1 表达 

A. 敲低 ST8SIA6-AS1 组中 COL3A1 的 mRNA 表达检测；B. 敲低 ST8SIA6-AS1 组中

COL3A1 的蛋白表达检测；C. 过表达 ST8SIA6-AS1 组中 COL3A1 的 mRNA 表达检测；D. 

过表达 ST8SIA6-AS1 组中 COL3A1 的蛋白表达检测。 

Figure 3.7 ST8SIA6-AS1 regulates COL3A1 expression 



武汉科技大学博士学位论文 

55 
 

A. mRNA expression assay of COL3A1 in the knockdown ST8SIA6-AS1 group; B. Protein 

expression assay of COL3A1 in the knockdown ST8SIA6-AS1 group; C. mRNA expression assay 

of COL3A1 in the overexpression ST8SIA6-AS1 group; D. Protein expression assay of COL3A1 

in the overexpression ST8SIA6-AS1 group. 

 

为了进一步确定 ST8SIA6-AS1 是否可以通过调控 COL3A1 维持 BCSC 干

性，开展了回复实验。如图 3.8 A 所示，在敲低 ST8SIA6-AS1 后的细胞系中过表

达 COL3A1 可以不仅可以引起 COL3A1 的增加，同时干性标志物 c-Myc、Sox2、

Klf4、Nanog 和 Oct4 的表达也会发生不同程度的上调（图 3.8 B）；在 SKBR3-

shST8SIA6-AS1-2 和 Hs578T-shST8SIA6-AS1-2 细胞系中过表达 COL3A1 后，细

胞迁移能力也得到了显著提高（图 3.8 C-D）。同样的，相对于 ST8SIA-AS1 敲降

细胞系，过表达 COL3A1 后，乳腺癌细胞悬浮干细胞球体形成的能力（图 3.8 E-

F）和细胞克隆形成能力（图 3.8 G-H）都得到了显著的恢复。 
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图 3.8 ST8SIA6-AS1 敲低后通过过表达 COL3A1 恢复 BCSC 干性 

A. 免疫印迹法检测对照组，敲低 ST8SIA6-AS1 组，同时敲低 ST8SIA6-AS1 和过表达
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COL3A1 组中 COL3A1 的表达；B. 干性标志物的表达。在对照组，敲低 ST8SIA6-AS1 组，

同时敲低 ST8SIA6-AS1 和过表达 COL3A1 组中检测 C-D. 细胞迁移能力；E-F. 干性球体形

成能力的变化；G-H. 克隆形成能力。  

Figure 3.8 Restoration of BCSC stemness by overexpression of COL3A1 after 

ST8SIA6-AS1 knockdown 

A. Immunoblotting assays to detect COL3A1 expression in control, knockdown ST8SIA6-AS1 

group, simμLtaneous knockdown ST8SIA6-AS1 and overexpression COL3A1 group; B. 

Expression of stemness markers. In the control group, knockdown ST8SIA6-AS1 group, 

simμLtaneous knockdown ST8SIA6-AS1 and overexpression COL3A1 group were detected in C-

D. cell migration ability; E-F. changes in stemness sphere formation ability; G-H. clone formation 

ability. 

 

反过来，在过表达 ST8SIA6-AS1 后的细胞系中敲低 COL3A1，得到了相反

的结果。如图 3.9 A-B 所示，在 SKBR3-ST8SIA6-AS1 和 Hs578T-ST8SIA6-AS1

细胞系中稳定敲低 COL3A1 后，COL3A1 的表达水平下调，干性标志物 c-Myc、

Sox2、Klf4、Nanog 和 Oct4 的表达也会发生不同程度的下降；相较于 ST8SIA6-

AS1 过表达的细胞系，敲降 COL3A 后，SKBBR3 和 Hs578T 细胞的迁移能力（图

3.9 C-D）、干性球体形成的能力（图 3.9 E-F）和克隆形成的能力（图 3.9 G-H）

都发生了大幅度减弱。 
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图 3.9 ST8SIA6-AS1 过表达后通过敲低 COL3A1 抑制 BCSC 干性 

A. 免疫印迹法检测对照组，过表达 ST8SIA6-AS1 组，同时过表达 ST8SIA6-AS1 和敲低

COL3A1 组中 COL3A1 的表达；B. 干性标志物的表达。 在对照组，过表达 ST8SIA6-AS1

组，同时过表达 ST8SIA6-AS1 和敲低 COL3A1 组中检测 C-D. 细胞迁移能力；E-F. 克隆形

成能力；G-H. 干性球体形成能力的变化。 

Figure 3.9 Inhibition of BCSC stemness by knocking down COL3A1 after ST8SIA6-AS1 

overexpression 

A. Immunoblotting assay to detect the expression of COL3A1 in the control group, overexpression 

of ST8SIA6-AS1 group, simultaneous overexpression of ST8SIA6-AS1 and knockdown of 

COL3A1 in the group; B. Expression of stemness markers. Changes in C-D. cell migration ability; 

E-F. clone formation ability; G-H. stemness sphere formation ability were detected in the control 

group, the group overexpressing ST8SIA6-AS1, the group simultaneously overexpressing 

ST8SIA6-AS1 and the group knocking down COL3A1. 

 

3.5 讨论 

近 50 年来对 III 型胶原蛋白的结构和功能的研究表明，它是血管、子宫和肠

道的一个重要结构成分。如果没有 III 型胶原蛋白，小鼠会在子宫内死亡，如果

有变异的 III 型胶原蛋白，人类会出现严重的临床表现，导致因动脉、肠道或子

宫自发破裂而过早死亡。此外，一些 COL3A1 的突变会导致严重的大脑异常和

发育迟缓。在许多获得性人类纤维化疾病，如肾脏和肝脏纤维化，以及系统性硬

化症中发现 III 型胶原蛋白的数量增加。已知 III 型胶原蛋白在纤维素形成过程中

与 I 型和 II 型胶原蛋白相互作用，是纤维素直径的重要调节器；III 型胶原蛋白

含量的增加将导致纤维素的形成更薄。III 型胶原蛋白也是血小板聚集的关键成

分，从而启动血液凝固级联。 

在本节中，发现 COL3A1 在乳腺癌中的表达量上调，并且高表达 COL3A1

组的患者比低表达 COL3A1 组的患者预后更差，提示 COL3A1 可能促进乳腺癌

的发生发展。同样的，首先构建了稳定敲低 COL3A1 的 SKBR3 和 Hs578T 细胞

系，CCK8 实验结果表明，敲低 COL3A1 的细胞生长减弱；细胞迁移实验结果表

明，敲低 COL3A1 的细胞迁移效率降低，提示 COL3A1 可以影响乳腺癌的增殖

和迁移。然后，为了探究 COL3A1 是否可以影响乳腺癌干细胞的干性维持作用，

检测了干性标志物的表达，qRT-PCR 和 WB 实验结果表明，干性标志物的表达

显著下降在 COL3A1 敲低后；另外，干细胞球体形成实验表明，COL3A1 敲低

后，细胞形成干细胞悬浮球体的数量和大小都发生了显著的下降；化疗药物抵抗

实验表明，敲低 COL3A1 后的细胞耐药能力明显减弱；克隆形成实验证明，敲低
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COL3A1 后的细胞克隆形成能力下降明显。另外，过表达 COL3A1 可以得到跟

上述结果完全相反的现象。 

另外，COL3A1 作为 ST8SIA6-AS1 的下游调控因子也得到了验证。发现，

在 ST8SIA6-AS1 敲低或者过表达后，COL3A1 的 mRNA 和蛋白表达水平也跟着

下降或者上调。根据回复实验结果得知，在敲降 ST8SIA6-AS1 的细胞株中重新

过表达 COL3A1，细胞的增殖和迁移得到显著恢复，另外细胞的肿瘤干性特征也

得到了显著的修复，表现在干性标志物表达的回升，悬浮干细胞球体的数量和大

小的上调，细胞克隆形成的能力的显著恢复。相反的是，在过表达 ST8SIA6-AS1

的细胞中，对 COL3A1 进行敲降，会得到跟之前完全相反的结果。 

根据以上所有实验结果，可以得出结论，COL3A1 有可能可以作为乳腺癌的

一个新的生物标志物，并且影响乳腺癌的增殖迁移和肿瘤干细胞干性的维持，同

时还是 lncRNA ST8SIA6-AS1 的一个下游调控因子。但是，ST8SIA6-AS1 是如何

调控 COL3A1 的表达是未可知的，其有可能是直接与 COL3A1 mRNA 相结合，

影响其稳定性；有可能参与调控了某个经典的信号通路，进而影响了通路中

COL3A1的表达；也有可能通过 ceRNA网络调控关系，通过一个未知的miRNA，

去影响 COL3A1 的蛋白表达等。在接下来的研究中，将进一步确认 ST8SIA6-AS1

调控 COL3A1 的具体分子机制。 
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第 4 章 LncRNA ST8SIA6-AS1/miR-410-3p/COL3A1

轴调控 BCSCs 干性维持 

4.1 前言 

一些实验表明，miRNA-410-3p 在人类疾病中表达异常，并参与癌症的发生

发展。miR-410-3p 可以被 circTMEM59 海绵状吸附去调控结直肠癌（Colorectal 

Cancer，CRC）细胞的增殖、迁移和侵袭，其模拟物也逆转了 circTMEM59 对 CRC

细胞增殖和转移的抑制作用[222]。miR-410-3p 通过靶向抑制 Smad7 介导了 Ang II

诱导的心脏肥大[223]。miR-410-3p 在鼻咽癌组织中的表达与配对正常组织相比下

调（P<0.001）[224]。miR-410-3p 表达水平在结直肠癌中显著升高，miR-410-3p 介

导的 ZCCHC10 抑制调节 NF-κB 活化，从而促进 EMT 过程、细胞迁移和 CRC 细

胞侵袭[225]。 

本章主要目的是探讨 miRNA-410-3p 在乳腺癌中的表达及预后情况，以及

miRNA-410-3p 是否能够参与乳腺癌的恶性转化和干性维持。另外，需要确认的

是 miRNA-410-3p 是否可以和 ST8SIA6-AS1 特异性结合，与 COL3A1 的 3’UTR

端是否可以特异性结合。同时验证 ST8SIA6-AS1/miRNA-410-3p/COL3A1 三者之

间的作用机制，并探讨他们是否参与了 BCSCs 的干性维持过程。 

 

4.2 实验材料 

4.2.1 细胞系 

同第二章实验材料中 2.2.1 所述。 

 

4.2.2 主要试剂 

同第二章实验材料中 2.2.2 所述。另外使用到的试剂如表 4.1 所示。 

 

表 4.1 试剂信息 

Table 4.1 Reagent information 

试剂名称 生存厂家 货号 
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荧光素酶报告试剂盒 大连美仑，中国 MA0517 

NheI New England Biolabs，美

国 

R0131S 

XhoI 

 

miRNA mimic NC 

New England Biolabs，美

国 

武汉擎科，中国 

R0146S 

 

- 

miR-410-3p mimic 武汉擎科，中国 - 

miR-410-3p inhibitor 

miRNeasy Mini Kit 

武汉擎科，中国 

QIAGEN 公司，美国 

- 

217004 

 

4.2.3 主要实验耗材 

同第二章实验材料中 2.2.3 所述。 

 

4.2.4 主要实验仪器与设备 

同第二章实验材料中 2.2.4 所述。 

 

4.2.5 质粒 

质粒信息同第二章实验材料中 2.2.5 所述，另外使用到的质粒有 Pmilglo，质

粒信息如表 4.2 所示，质粒图谱如附录 4 中图 7 所示。miR-410 过表达质粒直接

委托武汉擎科生物有限公司设计和合成。 

 

表 4.2 质粒信息 

Table 4.2 Plasmid information 

质粒名称 来源 

Pmilglo 武汉科技大学生命科学与健康学院保存 

 

4.2.6 主要试剂配制 

同第二章实验材料中 2.2.6 所述。 
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4.3 实验方法 

4.3.1 细胞培养 

同第二章实验材料中 2.3.1 所述。 

 

4.3.2 细胞复苏与冻存 

同第二章实验材料中 2.3.2 所述。 

 

4.3.3 质粒构建与提取 

同第二章实验材料中 2.3.3 所述。另外使用的引物序列信息如表 4.3 所示。 

表 4.3 质粒构建引物序列信息 

Table 4.3 Primer information for plasmid construction 

引物名称 序列（5'引物至 3'） 

 

 

Pmilglo-wild-

ST8SIA6-AS1 

 

 

F:  

GTTTAAACGAGCTCGCTAGCGAGAAGGGAGGAGTTA

TTCA 

R: 

AGGTCGACTCTAGACTCGAGTTTTTTTTTTTTTTTTTG

CATGTATATAACTGACATTTAA 

 

 

Pmilglo-mutant-

ST8SIA6-AS1 

 

 

F:  

GTTTAAACGAGCTCGCTAGCGAGAAGGGAGGAGTTA

TTCA 

R:  

AGGTCGACTCTAGACTCGAGTTTTTTTTTTTTTTTTTG

CATGTCTCTGAGTGACATTTAA 

 

COL3A1-3’UTR 

F: ACCAAACTCTATCTGAAATC 

R: GAATTTTAATATGATATT 

 

 

 

Pmilglo-wild-

F:  

GTTTAAACGAGCTCGCTAGCACCAAACTCTATCTGAA

ATC 

R:  
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COL3A1-3’UTR 

 

GCAGGTCGACTCTAGACTCGAGGAATTTTAATATGAT

ATT 

 

 

Pmilglo-mutant-

COL3A1-3’UTR 

 

 

F: 

CTTTATGATAACAACACTGTCTAAGAGTCTTTGAATC

CTAGCCCATC 

R: 

GATGGGCTAGGATTCAAAGACTCTTAGACAGTGTTG

TTATCATAAAG 

 

4.3.4 细胞转染 

同第二章实验材料中 2.3.4 所述。 

 

4.3.5 慢病毒包装与侵染 

同第二章实验材料中 2.3.5 所述。 

 

4.3.6 慢病毒滴度分析 

同第二章实验材料中 2.3.6 所述。 

 

4.3.7 qRT-PCR 实验 

实验信息同第二章实验材料中 2.3.7 所述。对于 miRNA 的提取，使用了新

的试剂盒（miRNeasy Mini Kit, QIAGEN）。其操作流程如下： 

（1）丢弃细胞培养皿中原始上清，PBS 清洗 2 遍，使用胰蛋白酶溶液消化，

消化结束用完全培养基重悬细胞，300 g 离心 3 min，使用 PBS 溶液清洗两遍，

获得细胞沉淀。 

（2）加入 700 µL QIAzol，涡旋震荡 1 min 使细胞充分裂解，室温静置孵育

5 min；然后加入 140 µL 氯仿，剧烈摇滚 15 sec，室温静置 2 min； 

（3）在提前 4℃预冷的离心机中 12000 g 离心 15 min，转移含有 RNA 的上

层水相溶液至新的 EP 管，加入 1.5 倍体积的乙醇，上下颠倒混匀。 

（4）取 700 µL 上述混合液至 RNeasy Mini 吸附柱（装入 2 mL 收集管），

12000 g 室温离心 15 sec。重复这一步骤。 

（5）加入 700 µL Buffer RWT，12000 g 室温离心 15 sec，丢弃废液。 
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（6）加入 500 µL Buffer RPE，12000 g 室温离心 15 sec，丢弃废液。重复这

一步骤。 

（7）转移 RNeasy Mini 吸附柱至一个新的 EP 管中，加入 30 µL RNase-free

水，12000 g 离心 1 min。 

对于 miRNA 的 qRT-PCR 检测采用茎环法，其逆转录反应是使用的引物是

GTCGTATCGACTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCAGTCGATACGACACAGGC 。

qPCR 实验中检测 miR-410-3p 的引物信息如表 4.4 所示。 

 

表 4.4 qPCR 引物序列信息 

Table 4.4 qPCR primer sequence information 

基因名称 引物序列（5'引物至 3'） 

miRNA-410-3p 
F: GCCGGCAATATAACACAGATG 

R: ACTGCAGGGTCCGAGGGTATT 

 

4.3.8 蛋白质免疫印迹分析 

同第二章实验材料中 2.3.8 所述。 

 

4.3.9 细胞活力分析 

同第二章实验材料中 2.3.9 所述。 

 

4.3.10 细胞迁移分析 

同第二章实验材料中 2.3.10 所述。 

 

4.3.11 细胞克隆形成 

同第二章实验材料中 2.3.11 所述。 

 

4.3.12 荧光素酶报告实验 

（1）提前将 SKBR3 和 Hs578T 细胞系进行传代，当细胞达到最合适的生长

密度时，将野生型荧光素酶报告基因质粒、突变型荧光素酶报告基因质粒、内参

质粒共转染至目的细胞系中。 
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（2）48 h 后，吸弃原始培养基，使用 PBS 缓冲液清洗一遍，然后加入裂解

液，室温裂解 20 min。 

（3）按照试剂盒说明书配制萤光素酶检测工作液。 

（4）裂解结束后，直接在裂解液中加入萤火虫萤光素酶检测工作液。 

（5）设置 Thermo Varioskan LUX 多功能酶标仪的参数，测定样品在 OD560 

nm 处的吸光度。 

（7）初次测定结束后，加入海肾萤光素酶检测工作液。 

（8）设置 Thermo Varioskan LUX 多功能酶标仪的参数，测定样品在 OD465 

nm 处的吸光度。 

 

4.3.13 裸鼠皮下成瘤 

（1）将 3-4 周龄的雌性裸鼠进行分组，每组 4 只，按照 100 μL / 107 个细胞

密度配制细胞溶液。 

（2）用 1 mL 无菌注射器将细胞混合液注射到裸鼠腋下皮下，继续喂养 4-5

周。 

（3）待肿瘤长到 0.8-1.4 cm 大小，用断颈方式杀死裸鼠，拍照获取图像，

用手术器械取出完整的肿瘤块，PBS 溶液洗 2 遍，置于白色背景下拍照获取图

像。 

（4）用钢尺量取肿瘤块大小数据，用分析天平称量肿瘤块重量。 

 

4.3.14 生物信息学分析 

通过使用在线生物信息学分析网站及工具分析 TCGA 数据库中 miR-410-3p

的在乳腺癌患者中表达及在乳腺癌患者中的预后情况。具体使用的网站及工具有：

UALCAN （ https://ualcan.path.uab.edu/index.html ） 和 Starbase

（https://starbase.sysu.edu.cn/index.php）。 

 

4.3.15 数据统计 

同第二章实验材料中 2.3.13 所述。 
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4.4 结果 

4.4.1 miR-410-3p 在乳腺癌中低表达 

本章，通过在线网站 Starbase 对 TCGA 数据库中 BRCA 患者的 miR-410-3p

的表达谱进行了分析。与 104 例癌旁组织相比，miR-410-3p 在 1085 例 BRCA 患

者中表达显著下降（图 4.1 A）。作为 miR-410-3p 的前体，又通过在线网站

UALCAN 对 TCGA 数据库中 BRCA 患者的 miR-410 的表达谱进行了分析，同样

的，与 76 例正常样本相比，miR-410 在 749 例 BRCA 患者中表达依然是显著降

低的（图 4.1 B）。为了确定 miR-410-3p 在乳腺癌患者中的预后价值，Kaplan-Meier 

Plotter 被用来分析 TCGA 数据库中 miR-410-3p 的表达与乳腺癌患者总体生存率

（OS）。如图 4.1 C 所示，与 miR-410-3p 高表达组相比，miR-410-3p 低表达组的

乳腺癌患者的 OS（P=6.1e-05）更低。在线网站 UALCAN 同样被用来分析 miR-

410 的生存情况，与 miR-410 高表达组（n=188）相比，miR-410 低表达组（n=560）

的乳腺癌患者的 OS（P=0.0033）更低（图 4.1 D）。 
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图 4.1 miR-410-3p 在 BRCA 患者中表达降低且与预后不良相关 

A. Starbase 预测 TCGA_BRCA 数据库中 miR-410-3p 的表达水平；B. UALCAN 预测

TCGA_BRCA 数据库中 miR-410 的表达水平；C. Kaplan-Meier Plotter 绘制 TCGA 数据库中

miR-410-3p 表达与 BRCA 患者 OS 的关系；D. UALCAN 绘制 TCGA 数据库中 miR-410 表

达与 BRCA 患者 OS 的关系。 

Figure 1.3 miR-410-3p expression is reduced in BRCA patients and associated with poor 

prognosis 

A. Starbase predicts the expression level of miR-410-3p in TCGA_BRCA database; B. UALCAN 

predicts the expression level of miR-410 in TCGA_BRCA database; C. Kaplan-Meier Plotter plots 

the relationship between miR-410-3p expression in TCGA database and OS in BRCA patients; D. 

UALCAN plots the relationship between miR-410 expression in the TCGA database and OS in 

BRCA patients. 

 

为了验证 miR-410-3p 是否在乳腺癌细胞系中低表达，通过 qRT-PCR 分析了

miR-410-3p 在人乳腺癌细胞系中 mRNA 的表达水平，使用到的细胞系有

MCF10A、SKBR3、MCF7、MDA-MB-231、MDA-MB-468 和 Hs578T。结果如图

4.2 A 所示，与 MCF10A 相比，只有人乳腺癌细胞系 SKBR3 和 Hs578T 的下降显

著，MCF7 和 MDA-MB-231 表达基本无差异，但是 miR-410-3p 在 MDA-MB-468

中表达显著上调。跟前面章节的实验结果保持一致，因此 SKBR3 和 Hs578T 将

被用于开展后续实验。在 BCSCs 富集实验中，与原代贴壁细胞相比，悬浮干细

胞球体中 miR-410-3p 的表达水平也发生了显著的下降，如图 4.2 B 所示。 

 

 

 

图 4.2 miR-410-3p 在乳腺癌细胞系中表达降低 
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A. miR-410-3p 在乳腺癌细胞系的表达水平检测；B. miR-410-3p 在 SKBR3 和 Hs578T 的肿

瘤干细胞中的表达水平检测。 

Figure 4.2 Reduced expression of miR-410-3p in breast cancer cell lines 

A. Expression levels of miR-410-3p in breast cancer cell lines were detected; B. Expression levels 

of miR-410-3p in tumor stem cells of SKBR3 and Hs578T were detected. 

 

4.4.2 稳定过表达 miR-410 在细胞水平抑制 BCSCs 干性 

为了探究 miR-410-3p 过表达后对 BCSCs 的干性维持的作用，构建了过表达

miR-410 的慢病毒包装质粒 pLVX-miR-410，构建了稳定过表达 miR-410 的细胞

模型 SKBR3-miR-410 和 Hs578T-miR-410。利用 qRT-PCR 技术验证了 miR-410 过

表达后 miR-410-3p 的表达水平（图 4.3 A）。CCK-8 细胞活力实验结果表明，过

表达 miR-410-3p 后，SKBR3 和 Hs578T 的细胞活力显著下降（图 4.3 B-C）。同

时，过表达 miR-410-3p 后，细胞迁移能力大幅度下调（图 4.3 D-E）。 

 

 

 

图 4.3 过表达 miR-410 抑制乳腺癌细胞的增殖与迁移 

A. qRT-PCR 验证 miR-410-3p 的过表达效率；B. miR-410 过表达后 SKBR3 细胞活力检测。 
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C. miR-410 过表达后 Hs578T 细胞活力检测；D-E. miR-410 过表达后细胞迁移能力的检测及

量化。 

Figure 4.3 Overexpression of miR-410 promotes the proliferation and migration of breast 

cancer cells 

A. qRT-PCR to verify the overexpression efficiency of miR-410-3p; B. SKBR3 cell viability assay 

after miR-410 overexpression; C. Viability assay of Hs578T cells after miR-410 overexpression; D-

E. Detection and quantification of cell migration ability after miR-410 overexpression. 

 

免疫印迹法结果显示，过表达 miR-410-3p 后，细胞中干性标志物 c-Myc，

Sox2，Klf4，Nanog 和 Oct4 的表达不同程度下降（图 4.4 A）。悬浮干细胞成球实

验结果表明，与对照组相比，miR-410-3p 的过表达降低了 BCSCs 的成球能力，

其大小和数量明显下降（图 4.4 B-C）。同样的，过表达 miR-410-3p 后，SKBR3

细胞对化药紫杉醇和多柔比星的抵抗力下降（图 4.4 D-E）。细胞克隆实验结果表

明，过表达 miR-410-3p 后，SKBR3 和 Hs578T 的细胞克隆形成的能力显著下降

（图 4.4 F-G）。 
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图 4.4 过表达 miR-410 抑制 BCSCs 的干性维持 

A. miR-410 过表达后细胞多能干性转录因子蛋白表达水平的检测；B-C. miR-410 过表达后

细胞悬浮球体形成能力的检测；D-E. 过表达 miR-410 后 SKBR3 细胞对紫杉醇和多柔比星

的抵抗力检测；F-G. miR-410 过表达后细胞克隆形成能力的检测。 

Figure 4.4 Overexpression of miR-410 inhibits stemness maintenance in BCSCs 

A. Detection of cellular pluripotent stemness transcription factor protein expression levels after 

miR-410 overexpression; B-C. Detection of cellular suspension sphere formation ability after miR-

410 overexpression; D-E. Detection of resistance of SKBR3 cells to paclitaxel and doxorubicin after 

miR-410 overexpression; F-G. Detection of cellular clone formation ability after miR-410 

overexpression. 
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4.4.3 荧光素酶实验验证 ST8SIA6-AS1/miR-410-3p/COL3A1 轴关系 

为了验证 ST8SIA6-AS1/miR-410-3p/COL3A1 是否存在轴调控的关系，通过

在线网站分析了 miR-410-3p 与 ST8SIA6-AS1 和 COL3A1 存在的特异性结合位

点。如图 4.5 A-B 所示，在 ST8SIA6-AS1 的序列上存在 miR-410-3p 的特异性结

合位点，且该位点与 COL3A1 的 3’UTR 上 miR-410-3p 的结合位点一致。这些生

物信息学上的预测表明，ST8SIA6-AS1 非常有可能通过内源竞争 RNA 的原理通

过 miR-410-3p 进而调控 COL3A1 的表达去调控 BCSC 的干性维持。 

为了验证 miR-410-3p 是否可以与 ST8SIA6-AS1 结合，构建了包含野生型和

点突变型ST8SIA6-AS1的荧光素酶报告基因质粒载体Pmilglo-ST8SIA6-AS1-WT

和 Pmilglo-ST8SIA6-AS1-MT。然后将其分别转染到 SKBR3 和 Hs578T 细胞中，

在共同转染 miR-410-3p mimic 24 小时后测定其荧光素酶活性。结果如图 4.5 C-

D 所示，与转染 miRNA-NC mimic 相比，miR-410-3p 的过表达可以下调 Pmilglo-

ST8SIA6-AS1-WT 荧光素酶报告基因的活性，而对 Pmilglo-ST8SIA6-AS1-MT 荧

光素酶报告基因的活性几乎没有影响。 

同样的，为了验证 miR-410-3p 是否可以与 COL3A1 结合，构建了包含野生

型和点突变型 COL3A1 的荧光素酶报告基因质粒载体 Pmilglo-COL3A1-WT 和

Pmilglo-COL3A1-MT。结果如图 4.5 E-F 所示，与转染 miR-NC mimic 相比，miR-

410-3p 的过表达可以下调 Pmilglo-COL3A1-WT 荧光素酶报告基因的活性，而对

Pmilglo-COL3A1-MT 荧光素酶报告基因的活性几乎没有影响。 
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图 4.5 ST8SIA6-AS1 通过竞争性结合 miR-410-3p 调控 COL3A1 的表达 

A. ST8SIA6-AS1 序列上与 miR-410-3p 特异性结合位点示意图；B. COL3A1 序列上与 miR-

410-3p 特异性结合位点示意图；C. SKBR3 和 Hs578T 细胞中 miR-410-3p 过表达后 ST8SIA6-

AS1 的荧光素酶活性；D. SKBR3 和 Hs578T 细胞中 miR-410-3p 过表达后 COL3A1 的荧光素

酶活性。 

Figure 4.5 ST8SIA6-AS1 regulates COL3A1 expression through competitive binding of miR-

410-3p 

A. Schematic diagram of the specific binding site to miR-410-3p on ST8SIA6-AS1 sequence; B. 

Schematic diagram of the specific binding site to miR-410-3p on COL3A1 sequence; C. Luciferase 

activity of ST8SIA6-AS1 after miR-410-3p overexpression in SKBR3 and Hs578T cells; D. 

Luciferase activity of COL3A1 after miR-410-3p overexpression in SKBR3 and Hs578T cells. 

 

4.4.4 ST8SIA6-AS1/miR-410-3p/COL3A1 轴调控 BCSCs 干性维持 

另外，为了进一步验证 miR-410-3p 是否跟 ST8SIA6-AS1 和 COL3A1 有调控

关系，分析了 ST8SIA6-AS1 敲低或过表达后 miR-410-3p 的表达情况。如图 4.6 

A 所示，在 ST8SIA6-AS1 敲低后，miR-410-3p 的表达水平，在 SKBR3 和 Hs578T

中显著上调；相反，在 ST8SIA6-AS1 过表达后，miR-410-3p 的表达水平随之下

降（图 4.6 B）。同样的，在 COL3A1 敲低和过表达后，miR-410-3p 的变化情况

与 ST8SIA6-AS1 敲低和过表达后保持一致（图 4.6 C-D）。最后，在过表达 miR-

410 后，验证了 SKBR3 和 Hs578T 细胞系中 ST8SIA6-AS1 和 COL3A1 的表达情

况。如图 4.6 E 所示，在过表达 miR-410 组中，ST8SIA6-AS1 的 mRNA 表达水

平得到了显著抑制；而 COL3A1 的 mRNA 和蛋白表达水平都发生了显著下调（图

4.6 F-G）。结果表明，miR-410-3p 与 ST8SIA6-AS1 和 COL3A1 分别存在调控关

系，但是他们三者之间是否存在调控关系，需要进一步验证。 
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图 4.6 ST8SIA6-AS1/miR-410-3p/ COL3A1 表达调控关系 

A. ST8SIA6-AS1 敲低后 miR-410-3p 的表达水平检测；B. ST8SIA6-AS1 过表达后 miR-410-

3p 的表达水平检测；C. COL3A1 敲低后 miR-410-3p 的表达水平检测；D. COL3A1 过表达后

miR-410-3p 的表达水平检测；E. miR-410 过表达后 ST8SIA6-AS1 的 mRNA 表达水平检测；

F. miR-410 过表达后 COL3A1 的 mRNA 表达水平检测；G. miR-410 过表达后 COL3A1 的蛋

白表达水平检测。 

Figure 4.6 ST8SIA6-AS1/miR-410-3p/ COL3A1 expression regulation relationship 

A. Expression level of miR-410-3p after ST8SIA6-AS1 knockdown was detected; B. Detection of 

miR-410-3p expression level after ST8SIA6-AS1 overexpression; C. Detection of miR-410-3p 

expression level after COL3A1 knockdown; D. Detection of miR-410-3p expression level after 
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COL3A1 overexpression; E. Detection of mRNA expression level of ST8SIA6-AS1 after miR-410 

overexpression; F. Detection of mRNA expression level of COL3A1 after miR-410 overexpression; 

G. Detection of protein expression level of COL3A1 after miR-410 overexpression. 

 

为了进一步验证ST8SIA6-AS1/miR-410-3p/COL3A1是否能够调控BCSCs的

干性维持，设置回复实验：空白对照组，敲低 ST8SIA6-AS1 组，敲低 ST8SIA6-

AS1 组中同时转染 miR-410-3p inhibitor。结果如图 4.7 A 所示，在 SKBR3 细胞

中，敲低 ST8SIA6-AS1 组表现出 COL3A1 mRNA 水平的下降，然而在共转染

miR-410-3p inhibitor 后，这一现象得到了回复。在 Hs578T 细胞中也观察到了同

样的现象（4.7 B）。WB 实验结果表明，共转染 miR-410-3p inhibitor 后逆转了

COL3A1 蛋白的表达（4.7 C）。同样的，验证了干性标志物的蛋白表达，如图 4.7 

D 所示，c-Myc，Oct4，Nanog，Klf4 和 Sox2 的蛋白表达水平得到了不同程度的

回复。紧接着，通过干细胞悬浮成球实验得知，相较于 ST8SIA6-AS1 敲低组，

共转染 miR-410-3p inhibitor 后干细胞悬浮球体的数量和大小得到显著上调（4.7 

E-F）。细胞克隆形成实验结果显示，共转染 miR-410-3p inhibitor 后，ST8SIA6-

AS1 敲低组的细胞克隆形成能力发生了显著的回升（4.7 G-H）。最后发现，细胞

迁移能力也得到了显著上调（4.7 I-J）。 
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图 4.7 ST8SIA6-AS1/miR-410-3p/ COL3A1 调控 BCSCs 干性维持 

A. SKBR3 细胞中 COL3A1 的 mRNA 表达检测；B. Hs578T 细胞中 COL3A1 的 mRNA 表达

检测；C. SKBR3 和 Hs578T 细胞中 COL3A1 蛋白表达水平检测；D. SKBR3 和 Hs578T 细胞

中干性标志物蛋白表达水平检测；E-F. 悬浮干细胞球体数量检测及量化；G-H. SKBR3 和

Hs578T 细胞克隆形成数量的检测及量化；I-J. SKBR3 和 Hs578T 细胞迁移能力的检测及量

化。 

Figure 4.7 ST8SIA6-AS1/miR-410-3p/ COL3A1 regulates stemness maintenance 

in BCSCs 

A. mRNA expression assay of COL3A1 in SKBR3 cells; B. mRNA expression assay of COL3A1 

in Hs578T cells; C. Detection of COL3A1 protein expression levels in SKBR3 and Hs578T cells; 

D. Stemness marker protein expression level assay in SKBR3 and Hs578T cells; E-F. Detection and 

quantification of the number of suspended stem cell spheroids; G-H. Detection and quantification 

of the number of clone formation in SKBR3 and Hs578T cells; I-J. Detection and quantification of 

the migration ability of SKBR3 and Hs578T cells. 

 

接下来，通过裸鼠异种移植瘤模型在体内验证 lncRNA ST8SIA6-AS1 及其下

游调控因子 miR-410-3p 及 COL3A1 的生长潜力。使用到的 SKBR3 细胞系有：

SKBR3-shNC 、 SKBR3-ST8SIA6-AS1 、 SKBR3-shST8SIA6-AS1#2 、 SKBR3-

COL3A1 、 SKBR3-shCOL3A1#2 、 SKBR3-miR410 、 SKBR3-ST8SIA6-

AS1+shCOL3A1、SKBR3-shST8SIA6-AS1+COL3A1。结果如图 4.8 A 所示，过表

达 ST8SIA6-AS1 组肿瘤生长状态良好，在体积上显著高于对照组；敲低 ST8SIA6-

AS1 组，肿瘤生长较差，体积明显低于对照组，且远远低于过表达 ST8SIA6-AS1

组；同样的，过表达 COL3A1 组的肿瘤体积要显著高于对照组，且和过表达

ST8SIA6-AS1 组相差无几；敲低 COL3A1 组的肿瘤体积要明显低于对照组，且

远远低于 COL3A1 过表达组，同时也远远低于 ST8SIA6-AS1 过表达组，和敲低

ST8SIA6-AS1 组差不多；过表达 miR-410 组的肿瘤体积明显小于对照组，远远

小于过表达 ST8SIA6-AS1 组和过表达 COL3A1 组，却高于敲低 ST8SIA6-AS1 组

和敲低 COL3A1 组；在过表达 ST8AIA6-AS1 细胞中敲低 COL3A1 后，细胞的体

内生长情况要弱于过表达 ST8SIA6-AS1 组，同样的，在敲低 ST8SIA6-AS1 组细

胞中过表达 COL3A1 后，细胞的体内生长情况要显著高于敲低 ST8SIA6-AS1 组。

对取出的肿瘤组织进行分析天平称重后，得到跟上述一致的结果。过表达

ST8SIA6-AS1 组和过表达 COL3A1 组的肿瘤组织质量上调显著；敲低 ST8SIA6-

AS1 组、敲低 COL3A1 组和过表达 miR-410 组的肿瘤组织质量降低显著；与

ST8SIA6-AS1 过表达组相比较，在 ST8SIA6-AS1 过表达的细胞中敲降 COL3A1
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可以下调其体内生长状态，质量下降明显；同样的，与敲低 ST8SIA6-AS1 组相

比较，在 ST8SIA6-AS1 敲低的细胞中过表达 COL3A1，可以显著恢复细胞在体

内的生长，质量恢复明显，但要略低于 COL3A1 过表达组（图 4.8 B）。 

以上实验结果表明，ST8SIA6-AS1 和 COL3A1 可以在体内促进乳腺癌的增

殖，而 miR-410-3p 则是抑制乳腺癌的体内增殖。 

 

 

 

图 4.8 ST8SIA6-AS1/miR-410-3p/ COL3A1 在动物水平调控乳腺癌增殖 

A. SKBR3 细胞体内成瘤的组织展示；B. 肿瘤组织质量分析。 

Figure 4.8 ST8SIA6-AS1/miR-410-3p/ COL3A1 regulates breast cancer proliferation at the 

animal level 

A. Tissue demonstration of tumorigenesis in SKBR3 cells in vivo; B. Tumor tissue quality analysis. 

 

4.5 讨论 

众多的研究报告显示，miR-410-3p 可以抑制癌症的发生进展，这表明 miR-

410-3p 是一个显著的抑癌因子。在本节中，发现 miR-410-3p 在乳腺癌中的表达

量下调，并且低表达 miR-410-3p 组的患者比高表达 miR-410-3p 组的患者预后更

差，提示 miR-410-3p 可能抑制乳腺癌的发生发展。同样的，首先构建了稳定过

表达 miR-410 的 SKBR3 和 Hs578T 细胞系，qRT-PCR 检测到 miR-410-3p 的表达

量显著上升。CCK8 实验结果表明，过表达 miR-410 的细胞生长减弱；细胞迁移

实验结果表明，过表达 miR-410 的细胞迁移效率降低，提示过表达 miR-410 可以

影响乳腺癌的增殖和迁移。然后，为了探究过表达 miR-410 是否可以影响乳腺癌
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干细胞的干性维持作用，检测了干性标志物的表达，qRT-PCR 和 WB 实验结果

表明，在过表达 miR-410 后，干性标志物的表达显著下降；另外，干细胞球体形

成实验表明，过表达 miR-410 后，细胞形成干细胞悬浮球体的数量和大小都发生

了显著的下降；化疗药物抵抗实验表明，过表达 miR-410 后的细胞耐药能力明显

减弱；克隆形成实验证明，敲低过表达 miR-410 的细胞克隆形成能力下降明显。

至此，可以发现 miR-410-3p 可以抑制乳腺癌的增殖、迁移与干性特征的维持，

表明 miR-410-3p 在乳腺癌中也是一个抑癌因子发挥功能。 

另外，miR-410-3p 作为 ST8SIA6-AS1 的下游调控因子也得到了验证。发现，

在 ST8SIA6-AS1 敲低或者过表达后，miR-410-3p 的 RNA 表达水平随之上调或

者下降。同样的，在 COL3A1 敲低或者过表达后，miR-410-3p 的 RNA 表达水平

也随之上调或者下降。当然，在 miR-410 过表达后，ST8SIA6-AS1 和 COL3A1

的表达也发生了显著的抑制。荧光素酶报告实验表明，miR-410-3p 可以特异性结

合 ST8SIA6-AS1，也可以跟 COL3A1 的非编码区域发生结合，去抑制 COL3A1

的 mRNA 的表达水平。因此，发现 miR-410-3p 是 ST8SIA6-AS1 的下游调控因

子，且是 COL3A1 的上游调控因子，可以初步断定，ST8SIA6-AS1、miR-410-3p、

COL3A1 存在 ceRNA 网络调控轴关系。在后续的回复实验中，将进一步确认。 

根据回复实验结果得知，在敲降 ST8SIA6-AS1 的细胞株中共转染 miR-410-

3p 的抑制剂，发现 COL3A1 的 mRNA 和蛋白表达水平显著下降，另外细胞的肿

瘤干性特征也得到了显著的抑制，表现在干性标志物表达的下降，悬浮干细胞球

体的数量和大小的减弱，细胞克隆形成的能力的显著降低。在探讨体内成瘤实验

时发现，过表达 ST8SIA6-AS1 和过表达 COL3A1 组的小鼠，SKBR3 细胞在体内

生长状态良好，且肿瘤组织和质量显著上调，而敲低 ST8SIA6-AS1 组、敲低

COL3A1 组和过表达 miR-410 组的小鼠在体内生长状态较差，肿瘤组织的体积和

质量下降。lncRNA ST8SIA6-AS1/miR-410-3p/COL3A1 存在轴调控关系，且调控

BCSCs 干性特征的维持。 

根据以上所有实验结果，可以得出结论，miR-410-3p 有可能作为乳腺癌的一

个新的生物标志物，并且影响乳腺癌的增殖迁移和肿瘤干细胞干性的维持，同时

还存在 lncRNA ST8SIA6-AS1/miR-410-3p/COL3A1 轴调控关系，可以影响 BCSCs

的干性维持状态。 
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第 5 章 结论与展望 

5.1 结论 

乳腺癌肿瘤干细胞是导致乳腺癌异质性的一个重要原因，也是导致乳腺癌复

发、转移和耐药的根本原因。以 lncRNA ST8SIA6-AS1 为出发点，探讨了 lncRNA

是否可以影响乳腺癌发生发展，并通过何种途径，哪些下游因子，去实现对乳腺

癌的影响，得出以下结果： 

（1）ST8SIA6-AS1 在乳腺癌患者中高表达，并与患者预后不良相关。稳定

敲低 ST8SIA6-AS1 可以抑制乳腺癌的增殖和转移，并显著抑制 BCSCs 的干性特

征，包括抑制干性标志物的表达，悬浮干细胞球体的减少，克隆形成能力的降低，

细胞耐药能力下下降。相反，过表达 ST8SIA6-AS1 得到完全相反的结果。 

（2）COL3A1 在乳腺癌患者中高表达，且高表达 COL3A1 组的患者预后更

差。稳定敲低 COL3A1 得到与稳定敲低 ST8SIA6-AS1 一样的结果，即抑制乳腺

癌细胞增殖和迁移，抑制 BSCSs 的干性维持。同样的，过表达 COL3A1 得到相

反的结果。而且，COL3A1 是 ST8SIA6-AS1 的下游调控因子。 

（3）miR-410-3p 在乳腺癌中低表达，且低表达 miR-410-3p 组的患者预后更

差。稳定过表达 miR-410 可以显著抑制乳腺癌细胞的增殖和迁移，且抑制 BCSCs

的干性特征。 

（4）miR-410-3p 可以和 ST8SIA6-AS1 特异性结合，抑制 ST8SIA6-AS1 的

表达，也可以和 COL3A1 的非编码区特异性结合，抑制 COL3A1 表达。ST8SIA6-

AS1/miR-410-3p/COL3A1 被证明存在轴调控关系，且调控 BCSCs 的干性维持。 

综上所述，得到以下结论：ST8SIA6-AS1、miR-410-3p、COL3A1 三者分别

有可能作为一个独立的因子，去作为乳腺癌的生物标志物，并且都能影响乳腺癌

的发展，包括影响乳腺癌的增殖、迁移和干性维持。另外，miR-410-3p 即可以跟

ST8SIA6-AS1 特异性结合，抑制 ST8SIA6-AS1 表达，也可以靶向 COL3A1 的

3'UTR 抑制 COL3A1 的表达，整体来讲 ST8SIA6-AS1 竞争性结合 miR-410-3p 拮

抗 miR-410-3p 对 COL3A1 表达的抑制。这些研究可以加深对乳腺癌发生发展的

理解，也为乳腺癌的临床诊断和治疗提供可能的检测指标和药物靶点，并为此提

供理论依据。 
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5.2 展望 

到目前为止，癌症仍然是导致人类死亡的重要因素之一。尽管，随着治疗手

段和技术的快速发展，但仍有很多癌症处于无法治愈的阶段，转移性乳腺癌就是

其中之一。肿瘤干细胞是导致乳腺癌复发，转移和耐药的重要原因，因此探究更

多的乳腺癌肿瘤干细胞的分子机制至关重要，该项工作对于开发新的药物和乳腺

癌的治疗手段具有重要的理论意义。然而，当前对乳腺癌肿瘤干细胞的了解依然

非常有限，许多问题依然存在且得不到更好的解释。 

本研究取得了一定的实验结果，创新性的得出了 ST8SIA6-AS1 通过 miR-

410-3p/COL3A1 轴调控 BCSCs 的结论，但也存在局限性，可以进一步探讨。比

如，对于 ST8SIA6-AS1 的下游因子，是否还存在其它的 miRNA，可以表现出比

miR-410-3p 更好的效果。同样的，是否还存在其它的 mRNA，可以让 ST8SIA6-

AS1 对乳腺癌的调控更加显著，对于乳腺癌肿瘤干细胞的调控也更加多样化，去

激发更多的信号通路的探究。另外，lncRNA 调控癌症发生发展的作用方式是多

样性的，是否可以探寻到其它更新的作用机制去解释其调控 BCSCs 的干性维持

的过程。 

随着科学技术高速的发展和乳腺癌研究的深入，可以相信，上述存在的问题

终将会得到解释和解决。在未来的研究中，lncRNA ST8SIA6-AS1 在乳腺癌肿瘤

干细胞中的机制会得到更多的验证，比如其是否会直接作用于某种蛋白质或者转

录因子去参与 BCSCs 的调控过程，又或者通过影响某种蛋白的表达去参与到某

种信号通路中参与 BCSCs 的调控过程，又或者通过跟肿瘤微环境中的免疫细胞

相互作用去影响 BCSC 生存和发展等。同时，在以肿瘤干细胞为靶点的治疗手段

中，是否可以使用新型材料或者药物去干扰 ST8SIA6-AS1 的表达，或者联合其

它小分子药物增强治疗效果，为开发新的乳腺癌的治疗方案提供新的思路。 
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附录 3 缩略语对照表 

英文缩写 英文全称 中文名称 

BCSCs breast cancer stem cells 乳腺癌干细胞 

BRCA Breast invasive carcinoma 乳腺癌 

lncRNA long non-coding RNA 长链非编码 RNA 

qRT-PCR Quantitative real-time PCR 实时荧光定量 PCR 

CCK8 Cell Counting Kit-8 细胞活力检测试剂盒-8 

IARC International Agency for Research on 

Cancer 

国际癌症研究机构 

WB Western Blot 蛋白免疫印迹 

TNBC Triple-Negative Breast Cancer 三阴性乳腺癌 

CDH1 Cadherin 1 上皮钙粘蛋白 

ER Estrogen receptor 雌激素受体 

PR Progesterone receptor 孕激素受体 

Ki-67 Ki-67 Proliferation Marker Protein 增殖标记蛋白 Ki-67 

CHEK2 Checkpoint Kinase 2 检查点激酶 2 

HER2 Human epidermal growth factor 

receptor 2 

人表皮生长因子受体 2 

SNPs Single Nucleotide Polymorphisms 单核苷酸多态性 

STK11 Serine/Threonine Protein Kinase 11 丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶

11 

NBN Nibrin 尼布林 

PALB2 Partner and localizer of BRCA2 BRCA2 的伴侣和定位子 

PRS Polygenic Risk Score 多基因风险评分 

ncRNA non-coding RNA 非编码 RNA 

MHT Menopausal hormone therapy 绝经期激素治疗 

RBPs RNA binding proteins RNA 结合蛋白 

CSCs Cancer Stem Cells 肿瘤干细胞 

TICs Tumor Initiating Cells 肿瘤起始细胞 

ECs Endothelial cells 血管内皮细胞 

ABC ATP-binding cassette ATP 结合盒 

ALDH Aldehyde dehydrogenase 醛脱氢酶 
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FACS Fluorescence-activated cell sorting 荧光激活细胞分选 

MACS Magnetic activated cell sorting 磁珠激活细胞分选 

SP side population 侧群细胞 

EGF Epithelial growth factor 上皮生长因子 

FGF Fibroblast Growth Factor 碱性成纤维细胞生长因子 

LDA Limited dilution assay 有限稀释试验 

bHLH Basic helix-loop-helix 基本螺旋-环-螺旋 

NF-κB Nuclearfactor kappa-B 核因子-κB 

PGE2 Prostaglandin E2 前列腺素 E2 

PI3K Phosphatidyl inositide 3-kinases 磷酸肌醇 3-激酶 

TME Tumor microenvironment 肿瘤微环境 

HGF Hepatocyte growth factor 肝细胞生长因子 

TAMs tumor-associated macrophages 肿瘤相关巨噬细胞 

CCL17 C-C motif chemokine ligand 17 C 趋化因子配体 17 

mAbs Monoclonal antibody 单克隆抗体 

CLL Chronic Lymphocytic Leukemia 慢性淋巴细胞白血病 

GSI γ-secretase inhibitor 分泌酶抑制剂 

vEDS Vascular Ehlers-Danlos Syndrome 血管型埃勒斯-丹洛斯综

合征 

TGF Transforming Growth Factor 转化生长因子 

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase 丝裂原活化蛋白激酶 

OS Overall Survival 总体生存率 

DFS Disease Free Survival 无病生存率 

DMFS Distant Metastasis-Free Survival 无远处转移的生存率 

LSCs Leukemia stem cells 白血病干细胞 

rRNA Ribosomal RNA 核糖体 RNA 

tRNA transfer ribonucleic acid 转运核糖核酸 

ceRNA competitive endogenous RNA 竞争性内源性 RNA 

SCID server combined immune deficiency 重度联合免疫缺陷 

ESCs Embryonic stem cell 胚胎干细胞 

HOX Homeohox 同源异形盒 

PDZK1IP1 PDZK1 interacting protein 1 PDZK1 相互作用的蛋白 1 

VEGF vascular endothelial growth factor 血管内皮生长因子 

HIFs hypoxia inducible factors 缺氧诱导因子 

IL-1 Interleukin-1 白细胞介素-1 
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TNF-α tumor necrosis factor α 肿瘤坏死因子 α 

EMT Epithelial-Mesenchymal Transition 上皮细胞-间充质转化 

CAFs cancer-associated fibroblasts 癌症相关成纤维细胞 

TGF-β transforming growth factor-β 转化生长因子-β 

MMPs Matrix metalloproteinases 基质金属蛋白酶 

ECM Extracellular matrix 细胞外基质 

HA Hyaluronic acid 透明质酸 

TN-C Tenascin C 肌腱蛋白 C 

FL follicular lymphoma 滤泡性淋巴瘤 

MCL mantle cell lymphoma 套细胞淋巴瘤 

EpCAM Epithelial cell adhesion molecule 上皮细胞粘附分子 

CXCR4 

 

C-X-C motif chemokine receptor 4 C-X-C 基序趋化因子受体

4 

MM multiple myeloma 多发性骨髓瘤 

NHL Non-Hodgkin's lymphoma 非霍奇金淋巴瘤 

IC immune checkpoint 免疫检查点 

CTLA-4 

 

cytotoxic T-lymphocyte associated 

protein 4 

细胞毒性 T 淋巴细胞相关

蛋白 4 

PD-1 Programmed Cell Death 1 程序性死亡受体 1 

PD-L1 Programmed Cell Death-Ligand 1 程序性死亡受体-配体 1 

ST8SIA6-

AS1 

 

ST8SIA6 antisense RNA 1 

 

ST8 α-N-乙酰-神经氨酸 α-

2,8-丙二酰转移酶 6 反义

RNA 1 

FBS fetal bovine serum 胎牛血清 

CRC Colorectal Cancer 结直肠癌 
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附录 4 质粒图谱 

 

图 1 PLVX-EF1A-Puro 质粒图谱 

Figure 1 Plasmid map of PLVX-EF1A-Puro 
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图 2 pLKO.1-Puro 质粒图谱 

Figure 2 Plasmid map of pLKO.1-Puro 
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图 3 GAG-POL 质粒图谱 

Figure 3 Plasmid map of GAG-POL 
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图 4 VSVG 质粒图谱 

Figure 4 Plasmid map of VSVG 
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图 5 PLVX-EF1A-G418 质粒图谱 

Figure 5 Plasmid map of PLVX-EF1A-G418 
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图 6 pLKO.1-G418 质粒图谱 

Figure 6 Plasmid map of pLKO.1-G418 
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图 7 Pmilglo 质粒图谱 

Figure 7 Plasmid map of Pmilglo 
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