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人乳腺癌细胞!"#$% 基因真核表达载体的构建及其在&’()* 和+,)*-)./
细胞中的表达
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))摘)要! 目的)构建人乳腺癌*+,-! 基因的真核表达载体并稳定转染 *+,-! 基因低表达的乳腺癌 ./0#1 和 23#
1$#4" 细胞株$为进一步探讨*+,-! 基因在乳腺癌的侵袭和转移中的作用奠定基础% 方法)采用 35#6/3技术从高表达
*+,-! 的人乳腺癌细胞株.7,#.8#%4$9中扩增透明质酸酶*+-,-! 基因$并将其插入真核表达载体 :;7<,4=!>?$#*@A#
5B6B中$构建的重组表达质粒经脂质体介导转染 *+,-! 基因低表达的乳腺癌 ./0#1 和 23#1$#4" 细胞% 结果)用 35#
6/3成功地扩增出 !条 ! 44& C:的7<,片段$经限制性内切酶酶切分析和7<,测序证明已经成功构建了人乳腺癌*+#
,-! 基因的真核表达载体% 35#6/3证明转染了重组质粒的乳腺癌./0#1 和23#1$#4" 细胞可以高效稳定的表达 *+,-!
基因$且其穿透细胞外基质的能力增强% 结论)成功构建了人乳腺癌 *+,-! 基因的真核表达载体$获得了稳定表达人
*+,-! 基因的./0#1 和23#1$#4" 细胞克隆$且其侵袭能力增强%
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))乳腺癌是妇女最常见的恶性肿瘤$近年其发病率呈
明显上升趋势$而乳腺癌的侵袭和转移是乳腺癌患者死
亡的主要原因% 因此$寻找能反映乳腺肿瘤侵袭’转移
潜能及预后的生物学标志一直是乳腺肿瘤研究的重点

之一% 我们前期工作中发现透明质酸酶"ORIHMUNG@YIAP$
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*RIAP#高表达的人乳腺癌细胞$其生长’增殖’侵袭’转
移能力较低表达的强$提示 *RIAP与肿瘤恶性潜能有
关&同时发现人乳腺癌细胞 .7,#.8#&4!’.7,#.8#
%4$9等细胞株*RIAP呈高表达$./0#1’23#1$#4" 等细
胞株呈较低表达(!$&) &应用35#6/3测定了人乳腺癌细
胞株 ./0#1’23#1$ 和 .7,#.8#%4$9 的 *+,-! 基因
表达水平$发现*+,-! 基因表达有显著差异$与酶学
表达呈正相关(4) % 因此我们推测肿瘤细胞 *+,-! 含
量和活性的变化能够很好地反映肿瘤的恶性程度和转

移能力%
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第 &期) 苏新良$等=人乳腺癌细胞*+,-! 基因真核表达载体的构建及其在./0#1 和23#1$#4" 细胞中的表达)

))本研究拟构建人 *+,-! 基因的真核表达质粒
:;7<,4=!#*+,-!$用脂质体转染到 *+,-! 低表达的
乳腺癌 ./0#1’23#1$#4" 细胞株$建立稳定表达 *+#
,-! 的细胞克隆% 为进一步研究 *RIAP的水平和活
性’细胞侵袭力的变化’诱导人脐静脉内皮细胞 K/?#
4"% 生成管腔潜能的变化等奠定基础%

%H材料与方法

!=!)材料
))人乳腺癌细胞株 .7,#.8#%4$9’./0#1 和 23#1$#4" 细胞
购自中科院上海细胞所$由本校实验室保存% 真核表达载体
:;7<,4=!>?$#*@A#5B6B试剂盒’脂质体转染试剂’ 5U@̂NH以及
引物均购自 _G[@VUNJPG 公司% 36._!(%" 培养基和小牛血清购
自*R/HNGP公司% 逆转录酶’高保真酶6U@WPU9VIU’U!"#酶’限制
性内切酶$%&!和’()!’7<,凝胶回收试剂盒和质粒提取试
剂盒均购自大连宝生物公司% <_*454 细胞和人脐静脉内皮细
胞K/?#4"% 为本实验室保存&K/.JPH购自 9@JWI公司&5UIG#
A]PHH小室购自.@HH@:NUP公司

!=&)方法
!=&=!)细胞培养))人乳腺癌细胞株 .7,#.8#%4$9’./0#1
和 23#1$#4" 细胞用含 !"‘小牛血清的 36._!(%" 培养液在
41 a$$‘/B&的培养箱内培养和传代%
!=&=&)引物设计和合成))根据</8_公布的人*+,-! 基因
"I;;PAA@NG GMWCPU!E"4"$(#序列设计合成上下游引物 6! 和
6&% 此引物对可以扩增*+,-! 基因;7<,"$D% b! D&$ C:的片
段$产物大小为 ! 44& C:$包含了 *+,-! 基因完整的编码区
"(!1 b! D&$ C:#% 6! 序列为 $c#55L5//5/L,//,L5///L5#
4c$6& 序列为 $c#,5/,//,/,5L/5/55//L/#4c% 设计合成内
参"L,67*#的引物64 和6%$该引物扩增的产物大小为%$" C:
左右$64 的序列为 $c#,//,/,L5//,5L//,5/,/#4c$6% 的序
列为 $c#5//,//,///5L55L/5L5,#4c%
!=&=4)35#6/3扩增人*+,-! 基因;7<,))收集人乳腺癌
细胞株.7,#.8#%4$9细胞$用5U@̂NH提取细胞总 3<,$再按试
剂盒说明进行逆转录% 以逆转录产物为模板进行6/3$反应条
件为!D’ a预变性 & W@G&D’ a !" A$(" a !$ A$1& a !=$ W@G$
4"个循环&最后 1& a延伸 $ W@G% 扩增产物用 !="‘的琼脂糖
凝胶进行电泳鉴定并回收目的片段% 回收的片段再进行加 ,
尾巴反应$反应体系为!U!"#酶"$ E>"H#"=$ "H$!" d6/3缓冲
液 $ "H$&$ WWNH>-.J/H& 4 "H$!=" WWNHY,56% "H$胶回收产
物 &" "H$补水至 $" "H% 反应条件为 1& a !$ W@G% 加 ,尾巴
的6/3产物再次进行凝胶电泳胶回收%
!=&=%)*+,-! 基因真核表达载体的构建及鉴定))按照 _G#
[@VUNJPG :;7<,4=!>?$#*@A#5B6B真核表达载体试剂盒的操作
说明进行*+,-! 基因的5#,克隆% 连接产物转化感受态大肠
杆菌5B6!"$将转化的大肠杆菌菌液涂布于含 !"" "J>WH氨苄
青霉素的-8平板中$41 a培养 !( O% 通过菌落6/3初步筛选
阳性克隆$阳性克隆经扩大培养后小量提取质粒$进行 $%& !

和’()!双酶切鉴定% 鉴定正确的重组质粒送交_G[@VUNJPG 公
司测序% 将*+,-! 基因插入方向和序列都正确的重组质粒命
名为 :;7<,4=!#*+,-!%
!=&=$)真核表达载体 :;7<,4=!#*+,-! 转染人乳腺癌./0#1
和23#1$#4" 细胞))将乳腺癌./0#1 和23#1$#4" 细胞接种于
( 孔培养板中$当细胞长满 ’"‘培养板时用脂质体将重组载体
:;7<,4=!#*+,-! 和空载体转染 ./0#1 和 23#1$#4" 细胞% 转
染 %’ O后$换用含有L%!’ 的36._!(%" 培养液进行筛选$然后
再扩大培养$得到稳定传代的细胞克隆%
!=&=()35#6/3鉴定 *+,-! 基因在 ./0#1 和 23#1$#4" 细胞
中的稳定表达))收集稳定转染 *+,-! 基因的乳腺癌 ./0#1
和23#1$#4" 细胞$用5U@̂NH提取细胞总 3<,$进行逆转录% 用
引物6! 和6& 进行半定量6/3鉴定$同时用引物64 和6% 扩增
L,67*基因作为内参%
!=&=1)侵袭实验))<_*454 细胞用含 !"‘小牛血清的 !(%"
培养基$41 a$ $‘/B&培养$离心收集培养基上清作为趋化因
子% 将细胞外基质凝胶均匀地铺在 5UIGA]PHH小室的膜上$%"
"H>孔$41 a 成胶 4" W@G% 稳定转染了 *+,-! 基因以及空质
粒的乳腺癌细胞株 ./0#1 和 23#1$#4" 用含 !"‘小牛血清的
!(%" 培养基$41 a$ $‘/B&培养% 分别设为实验组’阴性对照

组$取对数生长期的细胞按 &=" d!"$ >孔接种到成胶的 5UIG#
A]PHH小室中$将小室放置于 &% 孔板中$同时在 &% 孔板中加入
含趋化因子的培养基% &% O 后$取出小室$拭去膜上的细胞外
基质凝胶$用689清洗% 经瑞氏染色后在 !"" 倍光镜下计数 $
个视野的细胞数%

!=4)统计学方法
))两样平均数比较$采用*检验%

IH结果

&=!).7,#.8#%4$9细胞总3<,提取
))收集乳腺癌.7,#.8#%4$9细胞$用5U@̂NH试剂提取细胞总
3<,$用 !="‘琼脂糖凝胶进行电泳示总3<,提取完整%

&=&)*+,-! 基因的扩增
))用细胞总3<,进行35#6/3$扩增*+,-! 基因$扩增产物
经 !="‘琼脂糖凝胶电泳显示$在 ! 44& C: 处有明显的扩增条
带$与预期大小一致$阴性对照没有条带"图 !#%
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!!阴性对照& &!*+,-! 基因& 4!7<,标准

图 %H!"#$% 基因的扩增
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&=4)真核表达载体 :;7<,4=!#*+,-! 的酶切鉴定
))重组质粒经限制性内切酶$%& !和’()!双酶切后$经琼
脂糖凝胶电泳显示在 $ %"" C:和 ! 4"" C:处有 &个片段$分别
和 :;7<,4=!>?$#*@A#5B6B质粒以及 *+,-! 基因的大小一
致$证明我们已经成功构建了真核表达载体 :;7<,4=!#*+#
,-!% 见图 &%
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!!对照组&&!:;7<,4=!#*+,-!&4!7<,标准
图 IH重组质粒>6JK#.L%)!"#$% 的酶切鉴定

&=%)真核表达载体 :;7<,4=!#*+,-! 的测序鉴定
))重组质粒测序结果表明 *+,-! 基因已经正确的插入了
:;7<,4=!>?$#*@A#5B6B载体$插入方向正确$序列与 LPG8IG\
"E"4"$(#中*+,-! 基因的序列完全一致%

&=$)*+,-! 基因在乳腺癌 ./0#1 和 23#1$#4" 细胞
中的表达

))稳定转染重组 :;7<,4=!#*+,-! 质粒的 ./0#1 和 23#1$#
4" 细胞经35#6/3鉴定可以高表达*+,-! 基因$而未转染的
以及转染了空载体的./0#1 和23#1$#4" 细胞则几乎不见 *+#
,-! 基因的表达% 见图 4%
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!!7<,标准&&!未转染./0#1细胞&4!转染了空载体的./0#1细胞&
%!转染 :;7<,4=!#*+,-!质粒的./0#1&$!未转染的23#1$#4"&(!转
染了空载体的23#1$#4"&1!转染 :;7<,4=!#*+,-!质粒的23#1$#4"
图 .H!"#$% 基因在&’()* ;1C+,)*-)./ 细胞中的稳定表达

&=()*+,-! 基因过表达对乳腺癌细胞侵袭力的影响
))乳腺癌细胞受趋化因子的影响$穿过K/.JPH迁移到5UIG#
A]PHH小室的膜上$贴壁生长"图 %#% 细胞计数结果显示过表达
*+,-! 基因的./0#1 细胞"实验组#的侵袭细胞数"&D4 e&&#
明显高于对照组"!’! e!&# "+f"g"$#&同样$过表达 *+,-!
基因的23#1$#4" 细胞"实验组#的侵袭细胞数"&1& e!$#明显
高于对照组"!(4 e!!#"+f"g"$#$说明 *+,-! 基因在乳腺癌
细胞中的表达能增强其侵袭能力%

!!!"!# !$
,!./0#1 对照组& 8!./0#1 实验组& /!23#1$#4" 对照组& 7!23#1$#4" 实验组
图 MH乳腺癌细胞&’()* 和+,)*-)./ 的侵袭力变化H"瑞氏染色d!""#

.H讨论

))*RIAP与透明质酸"ORIHMUNG@;I;@Y$ *,#均是细
胞外基质"PTVUI;PHHMHIUWIVU@T$ K/.#的重要成分% 天
然的*,无血管生成作用$只有被*RIAP降解的*,片
段才具有血管生成作用% *RIAP可以降解 *,刺激血
管生成’降低细胞间黏附’促进细胞外基质去聚合$从
而促进肿瘤细胞的迁移(%) % 新血管的生成常伴随组
织中*RIAP活性的增强和 *,浓度的降低($) % *RIAP
是降解透明质酸的一家族酶% 目前发现人类共有 ( 种
*RIAP基因型$分别位于人染色体 4:&!=4 "*+,-!’
*+,-&’*+,-4 #和 1Z4!=4 "*+,-%’6*#&"’*+,-
6!#上$其中以*+,-H’*+,-& 和 6*#&" 最为重要(4) %
正常人体组织中*RIAP呈差异性分布!*+,-! 广泛存
在于人体基质$*+,-& 主要分布于溶酶体$而6*&" 仅
限于睾丸组织(() % 其中 *+,-! 有 $ 种 W3<,剪接变
异体$只有 *+,-!]V翻译的蛋白质才具有 *RIAP活
性(1) % *RIAP一方面通过降解 *,刺激血管生成$另
一方面能降低细胞间黏附’促进细胞外基质去聚合$从
而促进肿瘤细胞的迁移% 新血管的生成常伴随组织中
*RIAP活性的增强和*,浓度的降低%
))关于透明质酸与肿瘤的报道很多$但涉及透明质
酸酶与肿瘤的侵袭’转移之间的关系的报道却少$现有
的研究也主要局限于从临床角度分析*RIAP与肿瘤分
级及预后的关系(’$D) % 对 *RIAP和 *,如何调节肿瘤
细胞侵袭’转移的机制仍不清楚$而关于*RIAP与人乳
腺癌的相关研究则更少%
))我们前期研究发现$不同的乳腺癌细胞株 *+,-!
基因表达有显著差异$与酶学表达呈正相关(4) % 为了
进一步研究乳腺癌*RIAP基因表型与乳腺癌恶性行为
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的关系$我们构建了 :;7<,4=!#*+,-! 质粒$利用脂
质体将重组质粒转染到 *RIAP低表达的 ./0#1’23#
1$#4" 细胞株$并筛选到稳定表达的细胞克隆% 实验
表明过表达*+,-! 基因"转染重组载体#的./0#1 和
23#1$#4" 细胞的侵袭力生成潜力明显增强% 为进一
步的细胞侵袭力试验’诱导人脐静脉内皮细胞"K/?#
4"%#生成管腔潜能的变化试验和体内试验$以及为阐
明*RIAP的表达和*RIAP基因的表型特点在乳腺癌进
程中的作用$探索其对乳腺癌恶性行为的影响等提供
了实验基础%
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新生儿脐血单个核细胞N’OP与转录因子表达的观察

闫)莉$刘恩梅$黄)英))"重庆医科大学附属儿童医院呼吸内科$重庆 %"""!%#

))新生鼠及人脐血的研究均表明$新生儿5细胞有向5O& 细
胞发育的潜能% 可诱导共刺激因子"@GYM;@CHP;N#AV@WMHIVPXI;#
VNU$_/B9#是近年来发现表达在活化 5淋巴细胞表面的一种新
型膜分子$转录因子5#CPV’L,5,#4 和0NT:4 分别是5O!’5O& 和
/7% i/7&$ i调节性5细胞的特异性转录因子$它们均可影响5
细胞分化的上游调节% 我们比较了新生儿脐血与成人外周血
新鲜分离的单个核细胞及 6*,刺激活化后的单个核细胞
/74 i_/B9i阳性率$转录因子 5#CPV’L,5,#4’0NT:4 W3<,的
表达水平及相应的细胞因子的表达水平$以了解新生儿 5O!>
5O& 的功能状态%

%H材料与方法

!=!)标本
))收集足月’顺产’体质量 &=$ b% \J’41 周"孕周 f%& 周’
! W@G ,:JIU评分#’ 分’产前产时无异常的新生儿脐血$对照
组为健康成人$无特应性疾病家族史及个人史$无其他疾病史$
采血前 % 周无明显感染史及免疫调节剂用药史%

))基金项目!重庆市科委科技计划"&""4#%4#D1#
9M::NUVPY CRVOP9;@j5P;O 6UNkP;VNX/ONGJZ@GJ9;@PGV@X@;/NWW@VVPP
"&""4#%4#D1#

))作者简介!闫)莉$女$重庆市人$硕士$医师$主要从事小儿呼吸系统疾病方
面的研究$现在成都儿童专科医院% 电话! " "&’ # ’$!4’’41$
K#WI@H! :@:@’’!&l!&(=;NW

))通信作者!刘恩梅$电话!""&4#(4(&%"1%$K#WI@H!PWH@M!’(l!&(=;NW
))收稿日期!&""1#"(#"(&修回日期!&""1#"D#!"

!=&)实验方法
)) 分 离 培 养 脐 血 单 个 核 细 胞 " MWC@H@;IH;NUY CHNNY
WNGNGM;HPIU;PHHA$/8./#和人外周静脉血单个核细胞":PU@:OPU#
IHCHNNY WNGNGM;HPIU;PHH$68./#$进行细胞培养后通过流式细
胞仪检测 _/B9 表达$通过 35#6/3定量检测 5#CPV$L,5,#4$
0NT64 及内参照##I;V@G表达水平$并用K-_9,法测定培养上清
_-#%’_-#!" _0<#$水平%
!=4)统计学方法
))数据以 $.e/表示$用 9,9 (=" 统计软件进行分析$两组间
比较用*检验$多组间比较用双因素方差分析法%

IH结果

))培养前/8./的/74 i_/B9i阳性率显著高于68./"+f
"="!#$无 6*,刺激组与培养前无显著性差异"+m"="$#%
6*,刺激 %’ O 后$/8./的 /74 i_/B9i阳性率与 68./的
/74 i_/B9i阳性率均较培养前明显升高"+f"="!#% 6*,刺
激后/8./的 /74 i_/B9i阳性率仍然显著高于 68./"+f
"g"!#% 培养前’6*,刺激 %’ O 后 /8./5#CPV’ L,5,#4’
0NT:4 W3<,的表达强度均低于 68./$其中新生儿脐血 5#CPV
表达显著低于68./"+f"="$#$4 种转录因子无6*,刺激组
与培养前均无显著性差异 "+m"="$#$6*,刺激后 /8./
0NT:4 W3<,表达较培养前明显增高 "+f"="$#$同时显著高
于68./0NT:4 W3<,表达"+f"="!#% 6*,刺激培养 %’ O后$
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