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暋暋暰摘要暱暋目的暋应用短发夹RNA(shorthairpinRNA,shRNA)抑制乳腺癌 MDA灢
MB灢231细胞胰岛素样生长因子1型受体(type栺insulin灢likegrowthfactorreceptor,

IGF灢1R)的表达,探讨IGF灢1R对乳腺癌体外增殖和迁移的作用。方法暋构建携带有绿

色荧光蛋白报告基因的IGF灢1RshRNA 质粒载体,脂质体介导转染 MDA灢MB灢231细

胞,通过倒置荧光显微镜检测转染效率,CCK灢8法检测细胞增殖能力,体外迁移实验检

测细胞迁移能力。细胞增殖实验结果的组间比较采用重复测量方差分析和多元方差分

析,RT灢PCR定量结果和迁移实验结果的组间比较采用单因素方差分析。结果暋成功

构建IGF灢1RshRNA质粒载体,转染效率为55%~60%。IGF灢1RshRNA转染 MDA灢
MB灢231细胞后,MDA灢MB灢231细胞IGF灢1RmRNA与蛋白表达水平显著下降;细胞体

外增殖和迁移能力受到显著抑制(P 均<0.05)。结论暋IGF灢1RshRNA 表达质粒可以

有效抑制 MDA灢MB灢231细胞IGF灢1R的表达,显著抑制乳腺癌细胞的体外增殖和迁移

能力。
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暰Abstract暱暋Objective暋ToinvestigatetheeffectofshorthairpinRNA(shRNA)灢

mediatedinhibitionoftype栺insulin灢likegrowthfactorreceptor(IGF灢1R)onbreast
cancercellMDA灢MB灢231.Methods暋BreastcancercellMDA灢MB灢231wastransfected
withanIGF灢1RshRNAplasmidvectorlabledwithgreenfluorescentprotein.The
transfectedcellswerevisualizedbyfluorescentmicroscope.Theexpressionlevelsof
IGF灢1RmRNAandproteinweredetectedrespectivelybyRT灢PCRandWesternblot.
ThecellproliferationwasevaluatedbyCCK灢8assay,andcellmigrationcapacitywas
evaluatedbytranswellmigrationassay.RepeatedmeasuresANOVAandmultivariate
analysisofvariancewerecarriedoutforcomparisonofcellproliferationbetween
groups,andanalysisofvariancewasusedforcomparisonofcellmigrationandthe
resultsbyRT灢PCRbetweengroups.Results暋IGF灢1RshRNAplasmidvectorwas
successfullyestablished.Thetransfectionefficiencywas55%-60%.IGF灢1RshRNA
effectivelydown灢regulatedIGF灢1R mRNAandproteinexpression.Theproliferation
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andmigrationcapacityof MDA灢MB灢231cellswerealsoeffectivelyinhibited when
comparedtocontrolshRNA (allP<0.05).Conclusion暋IGF灢1RshRNAexpression
plasmidcaneffectivelydecreaseIGF灢1Rgeneexpression,andinhibittheproliferation
andmigrationcapacityofMDA灢MB灢231cellinvitro.

暰Keywords暱暋type栺insulin灢likegrowthfactorreceptor;breastneoplasms;short
hairpinRNA;RNAinterference

暋暋胰岛素样生长因子1型受体(type栺insulin灢likegrowthfactorreceptor,
IGF灢1R)是一种跨膜分布的受体酪氨酸激酶,在体内主要介导胰岛素样生长
因子灢1(insulin灢likegrowthfactor灢1,IGF灢1)和IGF灢2的生物学活性。IGF灢1R
与多种恶性肿瘤的发生、发展有关,尤其与乳腺癌细胞的生物学行为关系密
切[1]。研究发现,IGF灢1R 不仅促进乳腺癌的生长,也能促进其转移[2],因此

IGF灢1R很可能成为乳腺癌未来基因治疗的有效基因靶点。本研究以乳腺癌

MDA灢MB灢231细胞为研究对象,通过转染IGF灢1R短发夹 RNA(shorthairpin
RNA,shRNA)质粒载体,观察IGF灢1RshRNA对乳腺癌细胞体外增殖和迁移能
力的影响,为RNA干扰(RNAinterference,RNAi)技术应用于乳腺癌基因治疗
提供实验依据。

1暋材料与方法

1.1暋主要材料与试剂
人乳腺癌细胞株 MDA灢MB灢231购自南京凯基生物公司;pGCsi灢U6/Neo/

GFP质粒由上海交通大学医学院附属瑞金医院消化研究所提供;D15000+2000
和DH5毩感受态细胞购自天根生化科技公司;细胞计数试剂盒(CCK灢8)和
BeyoECLPlus试剂盒购自碧云天生物技术研究所;放射免疫沉淀试验(RIPA)
缓冲液和抗IGF灢1R毬多克隆抗体购自CellSignalingTechnology公司;Transwell
小室(3422型)购自Costar公司,纤维连接蛋白(FN)购自BD公司。
1.2暋IGF灢1RshRNA质粒载体的构建

1.2.1暋IGF灢1RshRNA序列的设计:根据shRNA的设计原则,参照文献[3]中小
分子干扰RNA(smallinterferenceRNA,siRNA)的作用靶点,并连上BamH栺和

Hind栿酶切位点,用于形成茎环结构的9bp序列和终止序列,局部序列比对基本
检索工具(basiclocalalignmentsearchtool,BLAST)分析以保证序列的特异性。另
设计一条阴性对照shRNA序列,即controlshRNA。DNA序列由上海生工生物公
司合成。序列如下:

IGF灢1RshRNA正义链:5曚灢GATCCATACGGATCACAAGTTGAGTTCAAG
AGACTCAACTTGTGATCCGTATTTTTTGGAAGCTAGCA灢3曚,反义链:5曚灢AG
CTTGCTAGCTTCCAAAAAATACGGATCACAAGTTGAGTCTCTTGAACTCA
ACTTGTGATCACAACGTATG灢3曚;controlshRNA正义链:5曚灢GATCCATGAAC
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GTGAATTGCTCAATTTTCAAGAGAAATTGAGCAATTCACGTTCATTTTTT
GGAAGCTAGCA灢3曚,反义链:5曚灢AGCTTGCTAGCTTCCAAAAAATGAACGTG
AATTGCTCAATTTCTCTTGAAAATTGAGCAATTCACGTTCATG 灢3曚。
1.2.2暋构建表达shRNA的质粒载体:参照笔者之前研究中质粒构建的方法[4],
编码shRNA的正义链和反义链退火后,在T4DNA连接酶的作用下与线性化

pGCsi灢U6/Neo/GFP质粒连接,连接产物转化DH5毩感受态细胞。转化后菌液
均匀涂布于含氨苄青霉素(终质量浓度50毺g/ml)的LB琼脂平板上,37曟恒温

箱培养过夜。从每个培养皿上挑取3个单克隆菌落接种于3ml含氨苄青霉素
(终质量浓度50毺g/ml)的 LB 培养液中,37 曟恒温摇床(250r/min,振幅

2.6cm)培养过夜。抽提质粒,Nhe栺酶切验证,符合设计要求的重组质粒进一步

作测序验证。
1.3暋细胞培养和转染

MDA灢MB灢231细胞用含10%胎牛血清的RPMI1640培养基,于37曟、5%
CO2 的孵箱内培养,细胞生长至90%融合时传代。取对数生长期的 MDA灢MB灢
231细胞进行质粒转染。细胞分IGF灢1RshRNA组、controlshRNA组和磷酸盐

缓冲液(PBS)组(空白组),转染过程按照LipofectamineTM2000试剂说明书操
作。重组质粒带有绿色荧光蛋白(greenfluorescentprotein,GFP)报告基因,因
此转染成功的细胞能够产生绿色荧光。转染后48h在倒置荧光显微镜下使用

470nm蓝光作激发光,观察绿色荧光细胞的数目,计算转染效率。
1.4暋RT灢PCR检测转染后细胞IGF灢1RmRNA的表达水平

转染后48h,使用总RNA抽提试剂盒分别抽提IGF灢1RshRNA组、control
shRNA组和空白组细胞的总RNA。取0.5毺g总RNA用于RT灢PCR反应,参照

RT灢PCR说明书进行操作。IGF灢1R的引物序列:上游引物为5曚灢GGAGGCTGAAT
ACCGCAAAGTC灢3曚,下游引物为5曚灢AAAGACGAAGTTGGAGGCGCT灢3曚,扩增

片段为325bp。以磷酸甘油醛脱氢酶(glyceral灢dehydephosphatedehydrogenase,
GAPDH)作为内参,其引物序列:上游引物为5曚灢AGAAGGCTGGCTCATTTG灢3曚,
下游引物为5曚灢AGGGGCCATCCACAGTCTTC灢3曚,扩增片段为258bp。反应条件
为:94曟,3min预变性;94曟,30s变性;59曟,30s退火;72曟,1min延伸(30次循

环扩增),末次延伸72曟,5min。以100bpDNAMarker作为相对分子质量标准,
1.1%琼脂糖凝胶电泳,使用 GeneGenius凝胶成像分析系统进行扫描分析。以

IGF灢1R扩增条带的灰度值与GAPDH扩增条带灰度值的比值作为该组细胞IGF灢
1RmRNA的相对表达量,实验重复3次,取平均值。
1.5暋Westernblot检测转染后细胞IGF灢1R蛋白表达水平

转染后72h,使用RIPA缓冲液抽提各组细胞总蛋白,蛋白定量、变性,取
30毺g蛋白样品于十二烷基硫酸钠灢聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS灢PAGE)分离后电
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转于PVDF膜上,室温封闭1h后,加入抗IGF灢1R毬和抗GAPDH 的一抗,4曟
孵育过夜,TBST(tris灢bufferedsalinewithtween灢20)漂洗5次后加入相应的
辣根过氧化物酶(HRP)标记二抗,室温摇床孵育2h,TBST漂洗5次,使用超
敏电化学发光(ECL)试剂盒BeyoECLPlus显影,通过ImageStation4000R
凝胶成像系统照相并分析蛋白表达水平。
1.6暋CCK灢8法检测转染后细胞增殖

CCK灢8试剂盒是一种基于 WST灢8的高灵敏度检测细胞增殖的试剂盒。细
胞转染后48h收集各组细胞(3暳107L灢1),以每孔100毺l接种于96孔板,每组设

3个副孔。培养12h后换成含0.1%牛血清白蛋白(BSA)的无血清RPMI1640
培养液继续培养12h,使细胞静止于G0/G1 期。将细胞置于含10%胎牛血清的

RPMI1640培养液中培养1~4d。每孔加入CCK灢8溶液10毺l,孵育2h后,于
酶标仪450nm波长测吸光度[D(450)]值。实验重复3次,绘制细胞生长曲线。
细胞增殖抑制率=(1-实验组[D(450)]值/对照组[D(450)]值)暳100%。
1.7暋体外迁移实验检测转染后细胞迁移能力

在Transwell小室聚碳酸酯微孔滤膜的下室面滴加40毺lFN(质量浓度

25毺g/ml)后风干。各组细胞转染后48h取100毺l(5暳107L灢1)接种于上室,每
组设3个副孔。下室加入500毺l含15%胎牛血清的RPMI1640培养基,置于

37曟、5% CO2 孵箱内培养24h。弃上室液体,湿棉签擦去滤膜上室面未迁移
的细胞,4%多聚甲醛固定15min,0.1%结晶紫(crystalviolet,CV)染色20min,
清水漂洗3遍后风干,10%乙酸脱色20min,洗脱液于酶标仪上570nm 波长测
吸光度[D(570)]值,间接反映迁移细胞数目。实验重复3次。
1.8暋统计学处理

用软件SPSS14.0进行统计学分析。数据以煀x暲s表示,使用Shapiro灢
Wilk法进行正态分布检验,P>0.05为满足正态分布;使用Levene暞test进
行方差齐性检验,P>0.05为满足方差齐性;在满足正态分布和方差齐性的条
件下进行方差分析。对细胞增殖实验结果使用 Mauchly暞stestofsphericity
进行球形检验,P<0.05表明4个时间点重复测量的数据间存在高度相关性,
故采用重复测量方差分析和多元方差分析;RT灢PCR定量结果和细胞迁移实
验结果采用单因素方差分析,P<0.05为差异有统计学意义。

2暋结果

2.1暋shRNA表达质粒的构建和转染

IGF灢1RshRNA表达质粒和controlshRNA 表达质粒经 Nhe栺酶切电
泳,可见一条630bp的DNA条带(图1),符合设计要求。经上海生工生物公
司测序,重组质粒中插入的shRNA片段与设计的序列完全一致。
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M:D15000+2000;1:pGCsi灢U6/Neo/GFP质粒;

2:IGF灢1RshRNA表达质粒;3:controlshRNA表达质粒

图1暋重组质粒的酶切验证

2.2暋IGF灢1RshRNA在 MDA灢MB灢231细胞中的转染效率
转染后48h在倒置荧光显微镜下观察,转染成功的细胞产生绿色荧光。

shRNA表达质粒在 MDA灢MB灢231细胞的转染效率为55%~60%(图2)。

图2暋转染成功的 MDA灢MB灢231细胞内表达绿色荧光蛋白(暳200)

2.3暋IGF灢1RshRNA抑制 MDA灢MB灢231细胞IGF灢1RmRNA表达

IGF灢1RshRNA组IGF灢1RmRNA相对表达量比controlshRNA组、空
白组均低(P<0.05);controlshRNA 组与空白组IGF灢1R mRNA 表达水平
的差异无统计学意义(P>0.05,表1、图3)。

表1暋转染IGF灢1RshRNA对 MDA灢MB灢231细胞IGF灢1RmRNA表达量的影响

组别 IGF灢1RmRNA表达量 F值 P 值

IGF灢1RshRNA组 0.32暲0.02a 30.596 0.01

controlshRNA组 0.66暲0.09b

空白组暋暋暋暋暋 0.67暲0.06

暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋a:P<0.05,与controlshRNA组和空白组比较;b:P>0.05,与空白组比较
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M:100bpDNA marker;1:IGF灢1RshRNA组;2:controlshRNA组;3:空白组

图3暋IGF灢1RshRNA抑制 MDA灢MB灢231细胞IGF灢1RmRNA表达

2.4暋IGF灢1RshRNA抑制 MDA灢MB灢231细胞IGF灢1R蛋白表达

shRNA表达质粒转染 MDA灢MB灢231细胞72h后,与controlshRNA组
和空白组相比,IGF灢1RshRNA组IGF灢1R蛋白表达量显著下降(图4)。

1:IGF灢1RshRNA组;2:controlshRNA组;3:空白组

图4暋IGF灢1RshRNA抑制 MDA灢MB灢231细胞IGF灢1R蛋白表达

2.5暋IGF灢1RshRNA抑制 MDA灢MB灢231细胞体外增殖能力

shRNA表达质粒转染后,IGF灢1RshRNA组细胞增殖减慢,与controlshRNA
组相比,第2~4天的增殖抑制率分别为28.09%、35.13%和25.16%;而control
shRNA组与空白组间细胞体外增殖能力的差异无统计学意义(P>0.05,表2、图
5)。

表2暋转染IGF灢1RshRNA对 MDA灢MB灢231细胞体外增殖能力的影响

D(450)值
组别

1d 2d 3d 4d
IGF灢1RshRNA组 暋暋0.20暲0.02 暋暋0.23暲0.02a 暋暋0.33暲0.02a 暋暋0.46暲0.04a

controlshRNA组 暋暋0.21暲0.02 暋暋0.32暲0.01 暋暋0.50暲0.02 暋暋0.62暲0.03
空白组 暋暋0.21暲0.02 暋暋0.31暲0.01 暋暋0.51暲0.02 暋暋0.63暲0.03

暋暋暋暋a:P<0.01,与controlshRNA组和空白组比较

2.6暋IGF灢1RshRNA抑制 MDA灢MB灢231细胞的体外迁移能力

IGF灢1RshRNA组细胞的体外迁移抑制率为33.98%,与controlshRNA
组、空白组比较,差异有统计学意义(P 均<0.05);controlshRNA 组与空白
组之间,迁移细胞数目的差异无统计学意义(P>0.05)(表3、图6)。
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a:P<0.01,与controlshRNA组比较

图5暋转染IGF灢1RshRNA对 MDA灢MB灢231细胞体外增殖能力的影响

表3暋转染IGF灢1RshRNA对 MDA灢MB灢231细胞体外迁移能力的影响

组别 D(570)值 F值 P 值

IGF灢1RshRNA组 0.08暲0.01a 81.438 0.00

controlshRNA组 0.13暲0.01b

空白组暋暋暋暋暋 0.13暲0.01

暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋a:P<0.05,与controlshRNA组和空白组比较;b:P>0.05,controlshRNA组与空白组比较

a:P<0.01,与controlshRNA组比较

图6暋转染IGF灢1RshRNA对 MDA灢MB灢231细胞体外迁移能力的影响

3暋讨论
乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤。以往的研究发现,IGF灢1R在乳腺癌组织

中的表达水平高于正常[5]。过表达IGF灢1R的转基因小鼠于8周龄即可形成乳
腺肿瘤[6]。RNAi是指双链RNA分子诱导同源目标RNA降解,导致特定基因
表达沉默的现象。在细胞质核酸酶 Dicer的作用下,shRNA降解为21~23bp
的siRNA,siRNA 结合其他元件形成 RNA 沉默诱导复合物(RNA灢induced
silencingcomplexes,RISCs),然后siRNA引导RISCs结合到与之互补的 mRNA
序列上,降解相应的 mRNA,导致蛋白表达水平下降,最终实现目的基因表达沉
默[7]。RNAi技术已广泛应用于基因功能研究和基因治疗领域。

本研究成功构建并转染了表达IGF灢1RshRNA的质粒载体,对转染后乳
腺癌细胞的IGF灢1R基因与蛋白的检测发现IGF灢1RmRNA与蛋白的表达显
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著下降,表明IGF灢1RshRNA 转染实现了对IGF灢1R基因表达抑制的作用。
shRNA表达质粒转染后,IGF灢1RshRNA组细胞增殖减慢,与controlshRNA
组相比,第2~4天的增殖抑制率分别为28.09%、35.13%和25.16%,与文
献[8]中IGF灢1RshRNA抑制乳腺癌细胞生长的报道一致。体外迁移实验结
果显示,IGF灢1RshRNA 组细胞的体外迁移抑制率为33.98%,与control
shRNA组和空白组比较,体外迁移抑制力受到显著抑制。该结果表明IGF灢
1R在乳腺癌细胞体外迁移过程中发挥重要作用。肿瘤细胞的转移过程包括侵
袭、进入脉管、癌栓形成和继发组织内生长等步骤。IGF灢1R有可能通过增强乳
腺癌细胞的迁移能力而促进肿瘤的转移。转染IGF灢1RshRNA的 MDA灢MB灢
231细胞的体外增殖和迁移能力显著下降,提示通过RNAi技术沉默IGF灢1R可
以实现抑制乳腺癌细胞体外增殖和迁移的能力。

综合辅助治疗是乳腺癌的重要治疗方法。对于雌激素受体(estrogen
receptor,ER)阳性的乳腺癌患者,采取内分泌治疗可以显著降低死亡率,但有
研究显示1/4的患者会对内分泌治疗形成耐药[9]。Song等[10]研究发现,长期
内分泌治疗可能导致乳腺癌细胞上调IGF灢1R信号通路的活性。阻断IGFs
通路则能够抑制雌激素对乳腺癌细胞的刺激作用[11]。因此,若将ER阻断剂
和IGF灢1R的靶向治疗联合使用,就有可能产生协同作用以进一步改善乳腺
癌患者的预后[12]。对于ER阴性的乳腺癌患者,特别是ER、孕激素受体和人
表皮生长因子受体2均为阴性的三阴性乳腺癌,现有的治疗方法效果不佳,患
者预后差,激酶受体更可能成为潜在的药物靶点[13]。本研究为乳腺癌靶向

IGF灢1R的基因治疗提供了实验依据,但通过RNAi技术沉默IGF灢1R的方法
应用于临床的可行性仍有待进一步研究。
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