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上海市黄浦区中心医院乳腺外科#上海
!""""!
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上海市黄浦区中心医院病理科#上海
!""""!

!!

!摘要"

!

目的
!

观察
DL+4#"

基因沉默对多柔比星抑制耐药乳腺癌细胞株
7IQHD

"

(AN

体内成瘤作用的影响)

方

法
!

采用慢病毒系统在
7IQHD

"

(AN

细胞中进行
DL+4#"

基因沉默)将基因沉默后的肿瘤细胞及对照肿瘤细胞接种至裸鼠

皮下#通过裸鼠尾静脉连续给予多柔比星或生理盐水
!

周并停药
#

周#测量肿瘤体积#分析
:K)X#"

沉默对多柔比星抑制

7IQHD

"

(AN

体内成瘤作用的影响)采用蛋白质印迹分析检测瘤体中的
:K)X#"

及
JI]H!

蛋白含量#分析
:K)X#"

与肿瘤细

胞化疗敏感性之间的调控关系)

结果
!

通过慢病毒实验系统成功建立
DL+4#"

基因沉默细胞株
7IQHD

"

(AN:K)X#"H

N@(.

)经过
&

周给药处理#多柔比星组肿瘤体积与对照组比较差异无统计学意义#肿瘤抑制率为
%>#'S

*基因沉默
`

多柔比

星组肿瘤体积与对照组差异有统计学意义$

-

$

">"$

'#肿瘤抑制率为
%#>FS

)瘤体内蛋白含量检测结果显示#对照组(多柔比

星组(基因沉默
`

多柔比星组
:K)X#"

蛋白表达量分别为
">F#n">#'

(

">DFn">#!

(

">#Fn">"%

#基因沉默
`

多柔比星组其余

两组比较差异均有统计学意义$

-

$

">"$

'*

JI]H!

蛋白表达量组间差异与
:K)X#"

一致#二者之间具有正相关性)

结论

DL+4#"

基因沉默可以显著增强多柔比星抑制耐药乳腺癌细胞
7IQHD

"

(AN

的体内成瘤作用)

!关键词"

!

乳腺肿瘤*

7IQHD

"

(AN

*基因沉默*

:K)X#"

*肿瘤抗药性*体内成瘤
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汪
!

成#等
>:K)X#"

基因沉默联合多柔比星抑制耐药乳腺癌细胞体内成瘤实验

!!

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一+

#

,

#化疗

是乳腺癌重要的治疗手段#然而化疗过程乳腺癌容

易对药物产生耐受#严重影响了乳腺癌化疗的效果)

随着近年来对肿瘤分子生物学和基因功能学研究的

深入#人们逐渐认识到某些肿瘤产生耐药的内在原

因)因此#寻找调控乳腺癌耐药的关键基因#明确其

在乳腺癌耐药机制产生过程中的病理机制#是乳腺

癌治疗领域重要的研究方向)

近期有关
:K)X#"

的研究表明#

:K)X#"

与多

种恶性肿瘤的发生(发展有着明显的相关性+

!H%

,

)

E,22088*

等+

$

,通过免疫检测发现#

:K)X#"

在肺癌中

高表达#其可以作为肿瘤恶性分级的标志物#

:K)X#"

还可以作为膀胱癌手术治疗的预后观测指

标+

'

,

#通过
N@(.

靶向沉默
:K)X#"

#在体内体外研

究中都取得了良好的肠癌抑制效果+

D

,

)然而

:K)X#"

与肿瘤耐药的相关研究报道较少#

fO*0

等+

F

,在肺癌相关研究中发现#

:K)X#"

在肺癌中表

达异常#可以作为肺癌分级的标志基因#通过抑制

DL+4#"

基因的表达可以增强肺癌细胞对化疗的敏

感性#而在乳腺癌的耐药相关基因研究中#目前未见

与
:K)X#"

相关的报道)

本研究拟将
DL+4#"

基因沉默后的乳腺癌耐药

细胞株
7IQHD

"

(AN

接种裸于鼠皮下#制作体内肿

瘤模型#同时#通过尾静脉注射给予多柔比星处理#

最终通过肿瘤体积变化观察
DL+4#"

基因干预对多

柔比星抑制耐药乳腺癌细胞株成瘤作用的影响*同

时#检测瘤体中耐药相关蛋白
JI]H!

的表达情况#

寻找
:K)X#"

与乳腺癌耐药之间可能存在的调控

关系)

=

!

材料和方法

#>#

!

材
!

料
!

7IQHD

细胞购于中国科学院上海生

命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所#

7IQH

D

"

(AN

为第二军医大学长征医院中心实验室诱导

建立*

">!$S

胰蛋白酶(胎牛血清(

A7R7

培养基和

WNC[04

均购于
C3;.820

L

,3

公司)慢病毒实验系统为

6

9

<8,2-K.0

公司产品*反转录试剂盒及荧光定量试

剂盒等购于大连宝生物工程有限公司)细胞培养箱

为日本三洋公司产品#定量
EIN

仪均为
W*M*N*

公

司产品*多柔比星购于
6.

L

-*

公司)蛋白一抗及二

抗购于
6*38*I21[

公司)蛋白提取(定量试剂盒及

RI]

发光试剂盒均为
E.,2),

公司产品#垂直电泳及

转膜设备购于
J.0HN*+

公司#实验动物购于上海斯

莱克动物实验有限公司)

#>!

!

7IQHD

%

(ANH:K)X#"HN@(.

稳定表达细胞株

的建立
!

针对
:K)X#"

的
<.N@(

序列$

$aHU(IIWU

(UUW(W((UIWIWH&a

'为课题组前期筛选的

有效序列#

@I

序列$

$aHU((UII(U(WII(UI

WWIIH&a

'也经过前期实验证实其对
DL+4#"

基因

表达不产生影响)根据
<.N@(

序列#设计并合成互

补的
<ON@(

序列#

<ON@(

双链经退火后克隆至

=

<ON@(

表达载体#重组克隆经序列分析后#扩增转

化细菌并使用无内毒素质粒抽提试剂盒进行不含内

毒素质粒的提取)使用
].

=

05,)8-*.3,!"""

转染试

剂共转染病毒包装质粒混合物和表达载体至病毒包

装细胞系
!G&W

#进行慢病毒的包装和生产#收集病

毒液并且使用梯度稀释法测定重组病毒滴度)使用

重组病毒感染
7IQHD

"

(AN

细胞#单细胞悬液法筛

选稳定表达细胞株#分别提取细胞总
N@(

和总蛋

白#进行
:K)X#"-N@(

及蛋白含量检测)

#>&

!

:K)X#"-N@(

及蛋白含量检测
!

取对数生

长期的每组细胞约
$b#"

' 个#用
%m

预冷的
+EJ6

洗细胞
!

次#每孔加入
">$-]WNC[04

#使用
#-]

移液器反复吹打细胞#直至液体变得黏稠而透明#酚

氯仿法提取细胞总
N@(

)使用
EPA

M

ER:#F

作为反

转录引物#取
#

*

L

N@(

反转录制备
)A@(

#然后取

#

*

]

反转录产物作为
EIN

检测模板#使用荧光染

料法进行
EIN

检测#操作步骤严格按照试剂盒说明

书进行)基因相对含量分析使用
!

c

))

I8法进行分

析#以
&

H*)8.3

$

@7

0

""##"#>&

'作为基因参照)

EIN

扩增引物如下!

&

H*)8.3

正向引物序列为
$aHIIW

UW(IUII((I(I(UWUIH&a

#反向引物序列

为
$aH(W(IWIIWUIWWUIWU(WIIH&a

#

EIN

产物长度为
!##K

=

*

:K)X#"

正向引物序列为
$aH

(IIIWI(WU(WUWIWUUIU(W(((H&a

#

反向引物序列为
$aHUWU (W( UI( UUUIUW

U(UU((IWWH&a

#

EIN

产物长度为
#G!K

=

)

EIN

的反应总体系为
!"

*

]

!

W*M*N*6eJNE2,-.YRY

W*

L

#"

*

]

#正(反向引物$

!"

*

-04

"

]

'各
">!

*

]

#

)A@(!

*

]

#

+X

!

B

补足反应体系至
!"

*

]

)反应条

件!

G$m$-.3

#

'"m!"-.3

#

D!m!"-.3

#共
%"

个

循环)

-

G#%

-
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分别收集各组稳定表达细胞株
#b#"

D个#加入

细胞裂解液$

$"--04

"

]

=

XF>"W2.<

#

#-

L

"

-]

亮

抑肽酶#

#$"--04

"

]@*I4

#

">$S @03.+,8EH%"

#

$--04

"

]RAW(

#

#""--04

"

]

苯甲基磺酰氟#

#-04

"

]

二硫苏糖醇#

#-

L

"

-]

抑肽酶'提取细胞

总蛋白#

JI(

法检测总蛋白浓度)每组样本取
#"

*

]

进行
#"S6A6HE(UR

垂直电泳#湿法转膜#转膜

条件为
%""-(

横流
G"-.3

#转膜完成后丽春红染

色观察转膜效果)将膜用
$S

脱脂牛奶常温封闭
!

O

#加入
WJ6W

稀释后的一抗$

:K)X#"

#

#q&""

*

&

H*)8.3

#

#q$""

'#

%m

过夜*取出后
WJ6W

洗膜
&

次

再加入二抗$羊抗鼠#

#q&"""

'#

&Dm

孵育
!O

#再洗

膜
&

次#添加
RI]

发光液反应底物#进行
T

线曝片#

采用相关图像分析软件进行条带光密度扫描分析)

:K)X#"

蛋白相对含量
h

目的条带光密度值"

&

H*)8.3

条带光密度值)

#>%

!

裸鼠皮下肿瘤模型制作及多柔比星干预
!

取

对数生长期
7IQHD

"

(AN

及其稳定表达细胞株

7IQHD

"

(ANH:K)X#"HN@(.

和
7IQHD

"

(ANH@I

#

胰酶消化法制备细胞悬液#

#"""b

M

离心
!-.3

收

集沉淀#使用
+EJ6

重悬细胞两次#锥虫蓝染色后使

用血小球计数板进行活细胞计数#并使用
+EJ6

调

整细胞密度至
#b#"

F个"
-]

)使用
#-]

注射器吸

取
">#-]

细胞悬液#接种细胞到
$

周龄裸鼠腋下)接

种后第
#%

天#皮下可见有瘤体形成#大小约
&--b

&--

)实验组通过尾静脉注射多柔比星#注射前使

用生理盐水配制
!-

L

"

-]

溶液#每次注射量为

$-

L

"

Z

L

体质量#每
!+

注射
#

次#连续注射
!

周#共

D

次*对照组用等体积生理盐水同法给药)每组动

物数量为
#"

只)停药后
#

周处死小鼠#剥离肿瘤#

去掉瘤体上的脂肪(血管及淋巴管组织#测量肿瘤长

径和短径#计算肿瘤体积
?h#

"

!b+#b+!

!

#其中

+#

(

+!

分别为瘤体长径和短径)每组肿瘤测量

&

次#计算体积并求平均值)

#>$

!

瘤体中
:K)X#"

和
JI]H!

蛋白含量检测
!

取

出
cF"m

保存的瘤体组织#切取
#""-

L

大小转移到

#>$-]

无菌离心管#用
%m

预冷的
+EJ6#-]

洗

#

次#去掉
+EJ6

*用组织蛋白提取试剂盒进行蛋白

提取和定量#提取过程按照试剂盒说明书进行)采

用蛋白质印迹法蛋白含量#检测和数据分析方法同

前)

:K)X#"

(

JI]H!

和
&

H*)8.3

一抗稀释比分别为

#q!""

(

#q&""

和
#q$""

)

#>'

!

统计学处理
!

采用
6E66#&>"

统计软件分析数

据#定量数据采用
%

Nn(

表示#采用析因分析进行组间

差异及组内差异的比较)检验水准$

#

'为
">"$

)

>

!

结
!

果

!>#

!

7IQHD

%

(ANH:K)X#"HN@(.

细胞株构建成

功
!

通过慢病毒实验系统成功构建
7IQHD

"

(AN

:K)X#"HN@(.

及其对照细胞株#实时定量
EIN

检

测结果表明#

7IQHD

"

(AN

(

7IQHD

"

(ANH:K)X#"H

N@(.

和
7IQHD

"

(ANH@I

中
:K)X#"

基因含量分

别为
#>""n">#!

(

">!#n">"&

和
#>"!n">#D

#基

因沉默组与对照组比较差异有统计学意义

$

-

$

">"$

'*蛋白检测结果与之一致$图
#

')

图
=

!

W:+!=[

蛋白在三组
GCB5P

细胞中的表达

B)

7

=

!

6'%'+%)$-$*W:+!=[

#

.$%')-0'/'0(

GCB5P+'00()-A

7

.$1

#

(

!>!

!

基因沉默对多柔比星抑制耐药肿瘤细胞体内

成瘤作用的影响
!

动物经过
!

周给药并停药
#

周

后#生理盐水对照组(多柔比星组(多柔比星
`(ANH

@I

对照组(多柔比星
`

基因沉默组肿瘤体积分别

为$

&!!>#n%$>!

'($

&"F>Dn%#>'

'($

&#$>Dn

%$>'!

'($

#FD>'n!$>!

'

--

&

#多柔比星
`

基因沉默

组肿瘤体积小于生理盐水对照组$

-

$

">"#

'#生理

盐水对照组(多柔比星组(多柔比星
`(ANH@I

对

照组间差异无统计学意义)与生理盐水对照组相

比#多柔比星组(多柔比星
`(ANH@I

对照组(多柔

比星
`

基因沉默组的肿瘤抑制率分别为
%>#'S

(

#>GGS

(

%#>FS

)说明多柔比星处理对于耐药肿瘤

无抑制效果#

:K)X#"

基因沉默可以明显增强耐药

肿瘤对于化疗药物的敏感性)

!>&

!

瘤体内
:K)X#"

和
JI]H!

蛋白含量检测
!

瘤

体内蛋白含量检测结果显示#生理盐水对照组(多柔

比星组(多柔比星
`(ANH@I

对照组(多柔比星
`

基因沉默组
:K)X#"

蛋白表达量分别为
">F#n

-

"!%

-
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第
%

期
>

汪
!

成#等
>:K)X#"

基因沉默联合多柔比星抑制耐药乳腺癌细胞体内成瘤实验

">#'

(

">DFn">#!

(

">D%n">#%

(

">#Fn">"%

#

JI]H!

蛋

白表达量分别为
">'!n">"G

(

">D"n">#!

(

">'Dn

">#&

(

">!#n">"!

#多柔比星
`

基因沉默组与其他组

比较差异有统计学意义$

-

$

">"$

'#蛋白分子量见图

!

)提示
:K)X#"

蛋白低表达可以增强
7IQHD

"

(AN

对于多柔比星治疗的敏感性#其作用与
DL+4#"

基因

沉默引起
JI]H!

基因的表达降低有关)

图
>

!

肿瘤组织中
W:+!=[

和
?CV5>

蛋白含量检测

B)

7

>

!

W:+!=[,-2?CV5>

#

.$%')-0'/'0)-

(1:+1%,-'$1(%13$.(

A

!

讨
!

论

泛素调节的蛋白降解是体内一种重要的蛋白修

饰和降解途径#是泛素活化酶(泛素结合酶(泛素连

接酶和蛋白酶体等共同参与的生物学进程#与细胞

生命过程密切相关#对靶蛋白的特异性降解主要与

泛素结合酶(泛素连接酶有关#

:K)X#"

即是一种泛

素结合酶)泛素"蛋白酶体介导的蛋白质降解途径

$

1K.

\

1.8.3H

=

208,*<0-,

=

208,04

9

8.)

=

*8OV*

9

#

:EE

途径'是真核细胞内蛋白质转录后降解的重要方式

之一#与细胞增殖(凋亡等生命现象密切相关)

R!

蛋白酶家族成员之一的泛素结合酶
:K)X#"

$

:JR!I

'在泛素化途径中具有重要作用#研究发

现#其与肿瘤的形成和发展具有密切的关系#在多种

组织来源的肿瘤组织出现过表达+

G

,

)本课题组在前

期研究中发现#

:K)X#"

在乳腺癌组织与癌旁组织

及乳腺良性肿瘤中的表达存在显著差异*通过对肿

瘤组织的免疫组化检测发现#

:K)X#"

的表达与
M.H

'D

和
XRNH!

蛋白表达有相关性*而对手术切除后

辅助化疗的乳腺癌患者的跟踪调查中发现#

:K)X#"

高表达患者具有预后差且生存期短的特点+

#"

,

)

对耐药基因进行干预#可增强耐药肿瘤细胞对

化疗药物的治疗敏感性)

(0-*8<1

等+

##

,研究发现#

碳酸酐酶
G

$

)*2K03.)*3O

9

+2*<,G

#

I(G

'与乳腺癌化

疗敏感性具有密切关系#

I(G

可以作为预测临床乳

腺癌化疗的敏感性的标志物#

I(G

基因的表达可以

用来判断乳腺癌患者手术切除肿瘤之前是否适合紫

杉醇处理)

T.3

L

等+

#!

,对于肠癌中
/:KD!"

基因研

究则表明#

/:KD!"

基因可以抑制肠癌细胞
XIWHF

及其耐药细胞株
XIWHF

"

$HQ:

对于化疗药物的敏

感性#这种影响可能是通过抑制
EH

L=

和
7NE#

的表

达来实现的#认为
QWeD!"

可以作为一个潜在的协

同辅助治疗方式)

-.N#!%

被证实与神经胶质瘤耐

药有关#可以通过其靶基因
NHN*<

和
@HN*<

来影响

肿瘤的化疗敏感性+

#&

,

)

6O0

P

.

等+

#%

,通过实验证实#

成纤维细胞生长因子受体
!

$

QUQN!

'可以抑制前列

腺癌细胞的化疗敏感性)

N]CED'

是已知的与细胞

生长有关的基因#与多种恶性肿瘤细胞的化疗敏感

性相关)

e*0

等+

#$

,发现敲除白血病细胞中的

N]CED'

#可以增强
J(T

蛋白表达#降低
)

9

)4.3A#

和
)

9

)4.3R

的表达#并最终增强细胞对于柔红霉素

的治疗敏感性)以上研究均说明#基因干预联合化

疗药物处理#是增强肿瘤细胞对于化疗药物敏感性

的一个有效手段)在乳腺癌耐药的相关研究中#也

有类似的发现和研究#如
N(JRTH$

与人乳腺癌细

胞
7IQHD

对表柔比星产生耐药的过程密切相

关+

#'

,

)

-.NH#F#

可以通过抑制靶基因
JI]H!

的表

达来增强乳腺癌细胞对多柔比星的药物敏感性+

#D

,

)

EAIA$

蛋白在
7A(H7JH!&#

的紫杉醇治疗过程中

明显上调#

EAIA$

虽然不直接对肿瘤细胞增殖产生

作用#却可以大大提高紫杉醇对乳腺癌的抗肿瘤作

用#这说明重组人
EAIA$

是一个提高乳腺癌细胞紫

杉醇敏感性的潜在治疗剂+

#F

,

)

:K)X#"

作为一种在

多种来源肿瘤中异常表达的%枢纽基因$

O1K

L

,3,

'&#可能与乳腺癌的发生发展过程密切相关)

因此#探讨
:K)X#"

参与乳腺上皮细胞癌变的分子

病理生理机制#有助于更好地理解乳腺癌的恶性生

物学行为及机制#有可能为乳腺癌临床治疗提供新

的分子靶标+

#%

,

)

本研究通过慢病毒实验系统#在耐药乳腺癌细

胞
7IQHD

"

(AN

中高效沉默
DL+4#"

基因并且建立

基因稳定长期沉默的细胞株#经体内成瘤实验证实

DL+4#"

基因沉默可明显增强耐药肿瘤对化疗药物

的敏感性)鉴于
JI]H!

与肿瘤耐药之间的密切关

系+

!"H!#

,

#我们对各组瘤体中的
JI]H!

进行了检测#

-

#!%

-
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卷

结果发现
JI]H!

的变化与
:K)X#"

一致#这说明

DL+4#"

基因沉默引起耐药细胞中
1;56!

基因会表

达降低#这可能是耐药乳腺癌细胞对化疗变得敏感

的分子调控途径之一)本研究为乳腺癌临床治疗中

解决耐药问题和提高化疗的敏感性提供了新的理论

依据)
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