
·实验研究·

ＲＮＡｉ抑制 ｈＴＥＲＴ基因治疗乳腺癌的实验研究
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　　【摘要】　目的　利用ｓｉＲＮＡ在乳腺癌细胞内诱导 ＲＮＡｉ，抑制 ｈＴＥＲＴ基
因表达，在体外细胞水平探讨 ＲＮＡｉ对乳腺癌治疗的可行性。方法　构建靶
向ｈＴＥＲＴ基因的ｓｉＲＮＡ（ｈＴＥＲＴｓｉＲＮＡ），转导入乳腺癌 ＭＣＦ７细胞，在瘤细
胞内诱导ＲＮＡｉ，采用细胞增殖抑制实验、ＲＴＰＣＲ法、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等技术检测
ｓｉＲＮＡ处理前后瘤细胞增殖及 ｈＴＥＲＴ基因表达变化。结果　ｈＴＥＲＴｓｉＲＮＡ
对乳腺癌细胞生长抑制率达４３％；ｈＴＥＲＴ基因的 ｍＲＮＡ表达明显降低，蛋白
表达平均下调了 ３９８％。结论　ｓｉＲＮＡ在体外明显抑制了乳腺癌细胞中
ｈＴＥＲＴ基因的表达和瘤细胞增殖。
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Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ｓｉＲＮＡｈＴＥＲＴｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｈＴＥＲＴｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄ
ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｖｉｔｒｏ．
　　【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　ＲＮＡｉ；Ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ；ｈＴＥＲＴ

　　乳腺癌的发生、发展及预后与端粒酶的异常表达密切相关，其在乳腺癌中
的表达阳性率高达９３％，癌旁组织和正常乳腺组织中几乎不表达［１］。而端粒

酶催化亚基（ｈＴＥＲＴ），与乳腺癌关系更为密切，在乳腺癌发生的早期就有表
达，随着肿瘤的进展，ｈＴＥＲＴ在单个肿瘤细胞中的表达量不断增加，且表达
ｈＴＥＲＴ的肿瘤细胞数也相应增多，表明端粒酶在乳腺癌发生早期就有激活，
并随肿瘤的发展而增加［２］。

　　本实验依据ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）原理，使用短发夹样ＲＮＡ
（ｓｍａｌｌｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）设计的ＲＮＡｉＤＮＡ载体方法［３］，以ｈＴＥＲＴ基因为
靶点，从体外细胞水平研究 ｓｉＲＮＡ特异诱导 ｈＴＥＲＴ基因转录后沉默，逆转乳
腺癌细胞恶性表型的能力，探讨ＲＮＡｉ治疗乳腺癌细胞的可行性。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　细胞株　　乳腺癌 ＭＣＦ７细胞株购自上海细胞生物研究所。在含
１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液，３７℃ ５％ ＣＯ２孵箱中培养。
１１２　质粒　　质粒ｐＧｅｎｅｓｉｌ１购自武汉晶赛生物工程技术有限公司。
１１３　试剂　　限制性内切酶ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ和ＥｃｏＲⅠ购自Ｔａｋａｒａ公司，
总ＲＮＡ提取试剂、转染试剂ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＰＣＲ试
剂购自Ｔａｋａｒａ公司；ＴＥＲＴ抗体购自博士德公司；ｓｉＲＮＡｈＴＥＲＴ转录模板由上
海生工生物工程技术服务有限公司合成。

１２　ｐＧｅｎｅｓｉｌｈＴＥＲＴｓｉＲＮＡ质粒构建
　　ｓｈＲＮＡ发夹结构序列长度为６５ｂｐ，两端分别为 ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ酶切位
点，中间为９ｂｐ茎环序列分隔的反向重复靶序列，并以６个Ｔ作为ＲＮＡ聚合
酶Ⅲ的转录终止子。质粒构建采用 ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ双酶切空质粒 ｐＧｅｎｅｓｉｌ
１，将 ｓｈＲＮＡｈＴＥＲＴ转录模板 ５′ＡＡＧＴＧＴＣＡＣＡＧＣＣＴＧＴＴＴＣＴＧ３′（ＡＦ０１５９５０
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ２９９５～３０１６）和阴性对照转录模板５′ＡＡＧＣＴＴＣＡＴＡＡＧＧＣＧＣＡＴ
ＡＧＣ３′（与人基因无同源性）分别设计成发夹结构，定向克隆至该载体上，经
筛选、酶切鉴定后，进行测序确定，命名为ｐＧｅｎｅｓｉｌｈＴＥＲＴｓｉＲＮＡ，阴性对照命
名为ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＫｓｉＲＮＡ。
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１３　质粒转染
　　采用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００脂质体转染法。转染前１ｄ，换取无抗生素培养
液后调整细胞浓度为２×１０５个／ｍｌ，以２ｍｌ／孔接种于６孔培养板中培养。待
细胞增至９０％～９５％时，将质粒脂质体复合物转染至细胞中（质粒∶脂质体
＝１∶４），３７℃，５％ ＣＯ２在无血清、无抗生素的培养液培养１６～１８ｈ后换
Ｇ４１８选择培养液，继续培养７２～９６ｈ后检测各指标。
１４　ＭＴＴ实验
　　收集对数生长期的乳腺癌 ＭＣＦ７细胞，接种９６孔板，细胞终密度为２×
１０４／孔，每个样本设 ３个平行孔，每孔总体系 ２００μｌ，试剂空白以无血清
ＤＭＥＭ培养液补足。３７℃，５％ ＣＯ２孵箱中培养２４ｈ，在每孔中加入四甲基偶
氮唑蓝（ＭＴＴ，浓度为０５ｍｇ／ｍｌ），继续培养４ｈ，弃上清，加入二甲基亚砜２００
μｌ，振荡５ｍｉｎ，酶标仪（５７０ｎｍ）读取Ａ值。细胞增殖抑制率＝（１－实验组平
均Ａ值／对照组平均Ａ值）×１００％。
１５　ＲＴＰＣＲ
　　ＲＴ采用说明书ＭＭＬＶ逆转录酶标准体系，３７℃反应６０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增
采用５０μｌ反应体系，内含ｃＤＮＡ４μｌ，相关引物２０ｐｍｏｌ，５μｌ１０×ｂｕｆｆｅｒ，４μｌ
２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，１μｌ１０μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，Ｔａｑ酶２５Ｕ。按下述条件进行循环：
ｈＴＥＲＴ９４℃ ６０ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃ ４５ｓ，３５ｃｙｃｌｅｓ；同时做 ＧＡＰＤＨ内对照。
ｈＴＥＲＴ引 物，正 义：５′ＣＧＧＡＡＧＡＧＴＧＴＣＴＧＧＡＧＣＡＡ３′；反 义：５′ＧＧＡＴ
ＧＡＡＧＣＧＧＡＧＴＣＴＧＧＡ３′（扩增产物１４５ｂｐ）。ＧＡＰＤＨ引物，正义：５′ＣＣＡＴＧ
ＧＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧ３′；反义：５′ＣＡＡＡＧＴＴＧＴＣＡＴＧＧＡＴＧＡＣＣ３′（扩增产物
２０８ｂｐ）［４］。以水作为阴性对照。扩增产物２％琼脂糖凝胶电泳３０ｍｉｎ（８０
Ｖ），ＥＢ（０５μｇ／ｍｌ）染色，用ＢＩＯＲＡＤ图象分析仪上观察并扫描制片，记录结
果。

１６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｈＴＥＲＴ蛋白表达变化
　　收集常规培养的乳腺癌细胞 ＭＣＦ７２×１０６个，提取核蛋白，通过聚丙烯
酰胺凝胶电泳分离蛋白样本和分子量标准，将蛋白样本转移至ＰＶＤＦ膜上，蛋
白封闭液３７℃封闭ＰＶＤＦ膜１小时，ＰＢＳＴ洗涤，加一抗（１∶３００）３７℃孵育４
ｈ，ＰＢＳＴ振荡洗涤２次，加二抗（１∶２００）３７℃孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗涤４次，５
ｍｉｎ／次，ＤＡＢ室温显色，显影，记录结果。
１７　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１００软件进行统计学分析，组间差异比较采用 ｔ检验。Ｐ＜
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００５为差异有统计学意义。

２　结果
２１　重组质粒的鉴定
　　质粒ｐＧｅｎｅｓｉｌｈＴＥＲＴｓｉＲＮＡ和 ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＫｓｉＲＮＡ经 ＨｉｎｄⅢ和 ＥｃｏＲⅠ双
酶切，同时做 ｐＧｅｎｅｓｉｌ１空载体双酶切对照。２０ｇ／Ｌ琼脂糖电泳，ｐＧｅｎｅｓｉｌ１
空载经双酶切后呈２条带，分别为４５４ｋｂ的载体片段和３６４ｂｐ的小片段；而
重组质粒则为４５４ｋｂ的载体片段和４２５ｂｐ的目的片段。测序结果均正确。
２２　细胞增殖抑制实验
　　ｐＧｅｎｅｓｉｌｈＴＥＲＴｓｉＲＮＡ处理组中，乳腺癌 ＭＣＦ７细胞平均增殖抑制率达
到４３％，明显高于ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＫｓｉＲＮＡ处理组（１７％），两者比较差异有统计学
意义（Ｐ＜００５），见图１。

图１　ＭＣＦ７细胞增殖抑制实验

２３　ＲＴＰＣＲ检测ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ表达
　　阴性对照 ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＫｓｉＲＮＡ组与未处理乳腺癌 ＭＣＦ７细胞组间无差
别；ｐＧｅｎｅｓｉｌｈＴＥＲＴｓｉＲＮＡ处理组中，ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ表达均明显降低，与阴性
对照 ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＫｓｉＲＮＡ处理组相比，两者比较差异具统计学意义（Ｐ＜
００５），见图２。
２４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｈＴＥＲＴ蛋白表达变化
　　与阴性对照ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＫｓｉＲＮＡ处理组相比，ｐＧｅｎｅｓｉｌｈＴＥＲＴｓｉＲＮＡ处理
组中ｈＴＥＲＴ蛋白表达明显降低（图３）。通过内参βａｃｔｉｎ进行定量分析，与阴
性对照组比较，ｐＧｅｎｅｓｉｌｈＴＥＲＴｓｉＲＮＡ处理组中ｈＴＥＲＴ蛋白表达平均降低了
３９８％，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
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图２　乳腺癌ＭＣＦ７细胞 ｈＴＥＲＴ的ｍＲＮＡ表达
Ｍ：Ｍａｋｅｒ；１：未处理组；２：ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＫｓｉＲＮＡ处理组；３：ｐＧｅｎｅｓｉｌｈＴＥＲＴｓｉＲＮＡ处理组

图３　乳腺癌ＭＣＦ７细胞ｈＴＥＲＴ蛋白表达变化
１：未处理组；２：ｐＧｅｎｅｓｉｌｈＴＥＲＴｓｉＲＮＡ处理组；３：ｐＧｅｎｅｓｉｌＰＫｓｉＲＮＡ处理组

３　讨论
　　端粒酶是一种核糖核蛋白酶，由 ＲＮＡ和蛋白质组成，具有逆转录酶的功
能，能以自身的ＲＮＡ为模板合成端粒ＤＮＡ，从而维持端粒的长度。在正常人
体细胞，端粒随细胞分裂而进行性缩短，当达到一定程度，细胞就衰老死亡。

端粒酶的激活可使端粒长度保持相对稳定，从而使细胞获得永生化，进一步发

生癌变，提示端粒酶的激活与恶性肿瘤发生、发展密切相关［５］。

　　由于ｈＴＥＲＴ在正常乳腺组织细胞中不表达，而特异性地表达在乳腺癌细
胞中，且在乳腺癌的发生、发展中起重要作用，因此，ｈＴＥＲＴ有望成为新的乳
腺癌治疗靶点。

　　近年来，利用端粒酶抑制剂治疗乳腺癌的研究取得一定进展，研究者发现
阳离子卟啉ＴＭＰ４能抑制 ＭＣＦ７细胞的端粒酶活性并具有时间及浓度依赖
性，且将细胞生长阻止于Ｇ２／Ｍ期［６］。逆转录酶抑制剂ＡＺＴ不仅能有效地抑
制乳腺癌细胞中端粒酶的活性，并能抑制乳腺癌细胞的生长以及软琼脂集落

形成能力［７］。这些研究结果表明，抗端粒酶治疗可能成为从分子水平上治疗

乳腺癌的一种新手段，端粒酶抑制剂可能达到治疗乳腺癌的目的。
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　　ＲＮＡｉ近年发展迅速，已成为分子生物学研究的主要技术手段之一，在人
类基因功能研究、信号转导研究及基因治疗方面已显示出巨大的前景。目前，

利用ＲＮＡｉ对白血病［８］、艾滋病［９］、乙型肝炎［１０］、丙型肝炎［１１］的治疗研究已取

得一定进展，成功地抑制了相关基因的表达。然而，利用ＲＮＡｉ抑制ｈＴＥＲＴ基
因进行乳腺癌的治疗性研究探讨，国内还鲜见报道。

　　在本研究中，我们利用 ＲＮＡｉＤＮＡ载体技术，以 ｈＴＥＲＴ基因为靶点，用
ｈＴＥＲＴ高表达的乳腺癌细胞为研究对象，设计、构建、筛选靶向ｈＴＥＲＴ基因的
小干扰ＲＮＡ，从体外细胞水平，研究 ｓｉＲＮＡ特异诱导 ｈＴＥＲＴ基因转录后沉
默，逆转乳腺癌细胞恶性表型的能力。试验结果显示，靶向 ｈＴＥＲＴ基因的
ｓｉＲＮＡ能在乳腺癌ＭＣＦ７细胞中特异诱导ＲＮＡｉ，从ＲＮＡ和蛋白水平降低了
ｈＴＥＲＴ基因的表达抑制了 ＭＣＦ７细胞的增殖，逆转了乳腺癌细胞的恶性表
型，为乳腺癌基因治疗的临床应用开辟了新的思路。
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