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乳腺癌细胞过表达 !"#$$对顺铂作用的影响

李) 强!，程) 湘&，孙守勋!，刘) 莹! ) ) （第三军医大学新桥医院：! 检验科，& 妇产科，重庆 %"""(*）

) ) 摘) 要：目的) 构建过表达 +,-..的乳腺癌细胞株，分析过表达 +,-.. 对顺铂（/+0#1+/234541+67+89 :36;+8<7，==.）作
用下乳腺癌细胞的影响。方法 ) 采用 >?#.@> 方法在乳腺组织中扩增出 +,-..，转染入 A@B#*，C%!’ 筛选获得过表达
+,-..的乳腺癌细胞株，A??和流式细胞仪分析过表达 +,-..的乳腺癌细胞株在 ==.作用下增殖和凋亡情况。结果) 成
功构建了过表达 +,-..的乳腺癌细胞株，过表达 +,-..可明显降低 ==. 对乳腺癌细胞增殖的抑制作用（! D "E "!），并降
低细胞凋亡的百分数（! D "E "!）。结论) 过表达 +,-..可以明显降低乳腺癌细胞 A@B#* 对 ==.作用的敏感性。
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) ) 顺铂（/+0#1+/234541+67+89 :36;+8<7，==.）是临床广
泛使用的抗肿瘤基础药物之一，目前认为 ==.可以诱
导 :$( 基因的表达，当 :$( 被激活后，可诱导细胞生长
停滞、衰老、分化、凋亡，这可能是 ==. 抗肿瘤的细胞
凋亡机制之一［!，&］。:$( 是重要的抑癌基因之一，新近
发现的 ,-..（6:4:;40+0 0;+7<36;+8J :54;9+8 4R :$(）家族
是能特异性地调节 :$( 抑癌功能的蛋白质［(，%］，其中
+,-..（ +82+S+;45T 797S95 4R ;29 ,-.. R67+3T）与 :$( 结
合能干扰 :$( 的细胞凋亡能力。研究还显示在肿瘤中
有少量的 ,-..! 和 ,-..& 的表达下降，但是以 +,-..
表达明显增高为主［$］。乳腺癌细胞中 +,-.. 的高表
达作用和机制并不清楚。本研究通过构建高表达

+,-..的乳腺癌细胞株，分析过表达 +,-.. 对 ==. 作
用下乳腺癌细胞的影响，探讨 ==. 临床耐药的原因，
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为乳腺癌的治疗提供依据。

=> 材料与方法

!E !) 材料
!E !E !) 质粒、菌株和细胞株) ) 大肠杆菌 =K$! 菌株、A@B#*
细胞均由本室保存；:/=M,(E " 真核表达质粒购自 H8W+;54J98公
司。

!E !E &) 引物及主要试剂) ) .@> 引物（上海生工生物工程公
司），"#$ =M, 聚合酶、限制性内切酶（M9Y L8J3681），?% =M,
连接酶（.5479J6 公司），C%!’、A??、脂质体（ H8W+;54J98 公司），
细胞培养液、B]-（C+S/4 公司），==.（ -+J76 公司，美国），抗
+,-..抗体由卢欣教授提供（本校特聘海外教授），其他试剂均
为国产分析纯。

!E &) 方法
!E &E !) :/=M,(E " ^ +,-.. 质粒的构建) ) 乳腺癌标本来自手
术切除组织，取约 !"" 7J 组织标本，匀浆至组织完全裂解，用
?5+:<59试剂提取 >M,，标准 >?#.@> 进行扩增，上游引物：$_#
C@@,,C@??,?C?CC,?C,,CC,@@@?C?#(_，下游引物：$_#C@#
CC,,??@?@,C,@???,@?@@???C,CC@??@,@@@?C#(_。产物
双酶切后连接到载体质粒 :/=M,(E " 上，然后转化到 =K$!中，
阳性克隆为相应的内切酶消化，电泳鉴定与插入片段大小相
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同，最后送公司进行全自动测序仪自动测序鉴定，并用 )*&’+
进行基因比对。

!$ ,$ ,# -./01 细胞的培养 # # 取液氮冻存的 -./01 细胞复
苏，接种于含 !23 /)’的 45678’9 -4-常规培养基中，另分别
加 !22 : ; <7的青霉素和链霉素，"3 .=,、>1 ?恒温恒湿培养，
每 ! @ , 天更换培养基。
!$ ,$ > # 细 胞 的 转 染 和 筛 选 # # 按 A%BCD 公 司 *%ED0
F8CG5<%H8,222试剂盒使用手册进行转染。已在细胞瓶中长满
的 -./01 用胰酶消化收集后计数，按 I J !2"个 ;孔接种至 K 孔
细胞板，!23 /)’ 无抗生素的 L-4- 培养基培养至 123 @
M23满密度（ !M @ ,I N），取 ! !6 ECLO&>$ 2 ; %&’(( 质粒
（ECLO&>$ 2载体质粒为对照）LO&加 , !7的 *%EDF8CG5<%H8,222
进行转染实验。每孔加 2$ M <7 无血清、无抗生素的培养基，转
染 " N后每孔补加 ! <7含 !"3 /)’的 L-4-，培养 >K N后，将
AI!M 浓度为调整到 ! 222 !6 ; *继续培养，筛选 I 周后，阳性细
胞大量扩增，用于实验。

!$ ,$ I# P+0(.P检测 %&’((表达# # 以 "05CG%H为内参照，P+0
(.P检测转染载体质粒和 ECLO&>$ 2 ; %&’(( 后，筛选到细胞中
%&’(( PO&的表达。%&’(( 上游引物："Q0.....&+.&.+A&AA0
A&+0>Q，下游引物："Q0A....A+...&A&A.&A...0>Q；"05CG%H 上
游引物："Q0+A&.AAAA+.&...&.&.+A+A...&+.+&0>Q，下游
引物："Q0.+&A&&A.&+++A.AA+AA&.A&+AA&AAA0>Q。
!$ ,$ "# R89G8SH B7DG# # AI!M筛选阳性的 -./01细胞总蛋白提
取按分子克隆实验指南［K］蛋白提取方法进行，!22 !6 的总蛋白
在 !23’L’0(&A4中电泳，半干电转仪上转膜，"3的低脂牛奶中
封闭。染色反应按试剂盒说明书进行，抗体稀释度为 !T "22。
!$ ,$ K # -++ 实验检测细胞增殖 # # -./01 细胞、转染
ECLO&>$ 2载体的 -./01 细胞、过表达 %&’(( 的 -./01 细胞按
M 222个 ;孔，加入浓度分别为 2$ "、!$ 2、,$ "、"$ 2、!2$ 2 !6 ; <7 的
LL(，每组 K 孔，接种于 UK 孔培养板中，按前述适宜条件培养
,I N后，加入 ,2 !7 -++（I <6 ; <7），>1 ?稳育 M N，去掉上清
液，加入 ,22 !7 二甲亚砜，最后在波长 K22 H<［!（K22）］处比
色。按公式计算细胞生长抑制率：细胞生长抑制率 V［! W实验
组平均 !（K22）;对照组平均 !（K22）］J !223。
!$ ,$ 1# 流式细胞仪分析细胞周期分布和凋亡 # # 根据 -++
结果选取，LL(浓度 "$ 2 6 ; <7 作用 IM N后收获细胞，用流式细
胞仪分析细胞周期分布与凋亡率。

!$ ># 统计学方法
# # 采用 ’(’’ !2$ 2 统计软件进行分析，多组均数间比较采用
方差分析，均数间的两两比较采用 *’L方法，单样本用 "检验。

!" 结果

,$ !# 表达 %&’((的乳腺癌细胞株的建立
,$ !$ !# P+0(.P扩增 %&’(( CLO&结果# # 取 P+0(.P产物各
" !7 在 !$ ,3琼脂糖凝胶上电泳，结果显示在突变体构建中，
(.P 产物在相应相对分子质量处均有一条带，与预期构建
4PP! 突变体的片段大小一致（图 !）。
,$ !$ , # ECLO&>$ 2 ; %&’’( 阳性质粒的鉴定 # # 重组的
ECLO&>X 2 ; %&’’( 质粒用 #$%P #与 &’() $双酶切（图 ,），可
以切出与目的片段大小一致的插入片段，可以初步认为其为阳性

克隆。阳性重组质粒通过测序进行进一步验证，证实上述所得的

质粒正确克隆了 %&’’(编码区 CLO&，插入方向及阅读框均正确。
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图 #" $%&’’ ()*%的 +,-’.+扩增产物电泳图
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-：LO&标准（L* ,222）；!：ECLO&>$ 2 ; %&’((
图 !" !"#+!与 $%&’"双酶切鉴定

,$ !$ ># 过表达 %&’((的 -./01 细胞的鉴定# # 为了获得高表
达 %&’((的 -./01 细胞株，我们将 ECLO&>$ 2 ; %&’((质粒转染
-./01 细胞，! 222 !6 ; * 的 AI!M 筛选 I 周以上。提取所获得
的 AI!M 阳性细胞的总 PO&，通过 P+0(.P 分析 %&’(( <PO&
的表达（图 >），筛选到的转染 ECLO&>$ 2 ; %&’(( 质粒的 -./01
细胞表达的 %&’(( <PO&明显高于对照（转染 ECLO&>$ 2 载体
的 -./01 细胞），表明我们初步获得 %&’(( <PO& 高表达细胞
株。为了进一步验证我们筛选得到的阳性细胞中 %&’(( 蛋白
是否高表达，我们又用抗 %&’((抗血清进行 R89G8SH B7DG 实验，
检测 %&’((的蛋白表达情况（图 I），筛选到的转染 ECLO&>$ 2 ;
%&’((质粒的 -./01 细胞 %&’(( 蛋白水平的表达明显高于对
照（* Y 2X 2"），上述实验表明我们筛选得到了高表达 %&’((
<PO&的 -./01 乳腺癌细胞株。
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-：LO&标准（L* ,222）；!：质粒对照；,：转染 ECLO&>$ 2 ; %&’((
图 /" +,-’.+ 分析 $%&’’ 0+*%在转染乳腺癌细胞的表达
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!：质粒对照；"：转染 #$%&’() * + ,’-..
图 !" #$%&$’( )*+&分析 ,-.//蛋白在转染乳腺癌细胞的表达

") "/ 过表达 ,’-..对 %%.作用下乳腺癌细胞的影响
") ") !/ 011法检测过表达 ,’-.. 对 %%. 作用下乳腺癌细胞
的增殖抑制/ / 浓度分别为 *) 2、!) *、") 2、2) *、!*) * !3 + 45 的
%%.作用 "6 7后，转染 #$%&’() * 的对照细胞 !（8**）随浓度
下降，呈剂量依赖性；转染 #$%&’() * + ,’-.. 的实验组细胞
!（8**）明显低于各浓度对照（" 9 *) *2）；转染 #$%&’() * + ,’-..
的实验组对应对照的生长抑制率明显增加，呈剂量依赖性。上

述结果说明转染 #$%&’() * + ,’-.. 后，,’-.. 的过表达明显抑
制了 %%.的作用（表 !）。

表 0" 过表达 ,-.//对 11/作用下乳腺癌细胞增殖的影响（!# : $）
!（8**）

%%.（!3 + 45） 抑制率（;）
#$%&’() * 载体 #$%&’() * + ,’-..

*) * !) 8<= : *) !"2 !) =*8 : *) !(2
*) 2 !) 2(8 : *) !"< !) 8== : *) !86> ?) "*
!) * !) 628 : *) !(8 !) 86= : *) !6=> !() !*
") 2 !) ("! : *) !=6 !) 2=8 : *) !?<> !?) (*
2) * !) !68 : *) "*8 !) 6<= : *) "6"> "?) <*
!*) * *) ?=< : *) "62 !) (6= : *) "=<> (=) =*

>：" 9 *) *2，与 #$%&’() * 载体比较

") ") "/ 流式细胞仪分析过表达 ,’-..对 %%.作用下乳腺癌细
胞周期和凋亡的影响 / / 转染 #$%&’() * 载体的对照组细胞
在 %%.作用下与不加 %%. 相比，6< 7 后显示 @" + 0 期细胞明
显增多，@!期细胞比例减少，凋亡率升高，差异有统计学意义

（" 9 *) *2）。而过表达 ,’-..的实验组与转染 #$%&’() * 载体
的对照组细胞在 %%.作用下，显示 @" + 0 期细胞明显降低，@!

期细胞比例增高，凋亡率降低，差异有统计学意义（" 9 *) *2）。
表明过表达 ,’-..降低了乳腺癌细胞对 %%.的敏感性（表 "）。

表 2" !3 4后过表达 ,-.//对 11/作用下乳腺癌细胞周期
和凋亡的影响（;，!# : $）
组别 @! - @" + 0 凋亡率

#$%&’() *载体 22) 6" :6) "! (*) 22 :() << !6) *( :") !* !) <" :*) 28
#$%&’() *载体 A%%. (<) !< :6) 28> !8) "2 :!) !6 62) 2= :6) 8<> !=) 28 :() 26>

,’-.. A%%. 2*) 8" :() <?B "2) 8< :") !8 "() =* :() !< 2) "( :") !6B

>：" 9 *) *2，与 #$%&’() * 载体比较；B：" 9 *) *2，与 #$%&’() * 载
体 A %%.比较

5" 讨论

/ / 顺铂（%%.）耐药可能与耐药基因的过表达有关，
同时也与顺铂作用机制中某些信号转导的改变有关。

对顺铂耐药机制进行有效干预，可望增强顺铂的疗效。

若 #2( 基因突变，采用顺铂治疗乳腺癌时，尽管有大量
#2( 表达，但突变的 #2( 蛋白并无活性，也可导致顺铂
治疗失败。由此看起来 #2( 的突变可引起顺铂治疗无
反应性，但对许多肿瘤的分析结果显示：在半数肿瘤中

#2( 有突变，而 #2( 的突变 2;发生在调节区，?2;发

生在中心区域。研究表明，#2( 在中心区域外的突变在
对 #2(丧失细胞凋亡功能中起重要作用，绝大部分突变
并不影响 #2( 诱导的细胞凋亡功能［=］。因此 #2( 突变
并不是导致顺铂治疗乳腺癌无反应的主要原因，也有人

认为 #2(的抑制蛋白的过度表达或 #2( 的共刺激因子
的缺乏才是引起 #2( 抑癌功能丧失的主要原因。这些
#2(抑制蛋白的过度表达或 #2( 共刺激因子的缺乏可
能才是导致顺铂治疗乳腺癌无反应的重要原因［<］。找

到这些抑制蛋白或共刺激因子并对其进行相应的干预，

则可能提高顺铂治疗乳腺癌的疗效。

/ / ’-..（>CDEF,C FG#G>H，-I( JK4>,C，#F>5,CG JK4>,CL
F,$7 $KCH>,C,C3 #FKHG,CM）蛋白家族是与 #2( 功能活性密
切相关的一组蛋白。目前已经鉴定的家族成员有

’-..!、’-.." 和 ,’-..。’-.. 与 #2( 结合形成
’-..L#2(复合物，增强 #2( 与 %&’ 的结合能力，促进
#2( 凋亡基因启动子的活化，增强 #2( 的细胞凋亡功
能，使细胞程序性死亡，以清除机体内多余的细胞。

,’-..在人类是由 ...!N!(O基因编码的，有 (!2 个氨
基酸组成，是一个 #82 结合蛋白，它的功能是同
’-..!、’-.." 竞争性的与 #2( 的结合位点结合，阻止
#2( 的细胞凋亡功能，从而抑制 #2( 的抑癌功能［(，6］。
/ / 本实验结果显示过表达 ,’-..的乳腺癌细胞在顺
铂的作用下，细胞凋亡明显被抑制。由此推测乳腺癌

中 ,’-..的高表达能抑制 #2( 引起的乳腺癌细胞凋
亡，阻断顺铂诱导的通过 #2( 诱导的乳腺癌细胞的凋
亡信号通路，可能是顺铂治疗无反应的重要原因，而降

低 ,’-..的表达能促进 #2( 诱导的乳腺癌细胞凋亡功
能。因此，如果抑制乳腺癌细胞中的 ,’-..表达，就能
增进顺铂的治疗效果，则可望提高乳腺癌的治疗水平。
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