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Ｓｐｈｋ１基因对人乳腺癌ＭＣＦ７细胞增殖、凋亡和迁移能力的影响
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　　［摘要］　目的　通过抑制鞘氨醇激酶１（ｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ１，Ｓｐｈｋ１）基因表达，观察其对人乳腺癌ＭＣＦ７细胞增殖、
凋亡和迁移能力的影响。方法　 使用脂质体２０００将化学合成的靶向 Ｓｐｈｋ１基因的小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，
ｓｉＲＮＡ）转入人乳腺癌ＭＣＦ７细胞。使用流式细胞术（ＦＣＭ）检测转染效率，荧光定量 ＲＴＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
法检测Ｓｐｈｋ１的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平。利用ＣＣＫ８法检测细胞的增殖能力，流式细胞术检测细胞凋亡，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室
法检测细胞迁移能力。结果　 Ｓｐｈｋ１ｓｉＲＮＡ转染效率达８９％。转染ｓｉＲＮＡ后，ＭＣＦ７细胞的Ｓｐｈｋ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水
平均明显下降，以ｓｉＲＮＡ２效果最为显著（Ｐ＜０．０１）。转染Ｓｐｈｋ１ｓｉＲＮＡ２后，ＭＣＦ７细胞的增殖和迁移能力明显下降，凋
亡细胞比例增加，以上差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　 干扰Ｓｐｈｋ１基因表达可有效抑制 ＭＣＦ７细胞的增殖、
迁移能力，同时诱导细胞发生凋亡，Ｓｐｈｋ１基因可能成为一个潜在的乳腺癌治疗靶标。
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　　乳腺癌是严重危害女性健康的恶性肿瘤之一。研
究证实乳腺癌的发生一般经历乳腺导管上皮增生———

非典型增生———原位癌———浸润性癌一系列恶性转化

的过程［１－２］。其中细胞增殖失控是细胞恶性转化的本

质。近年研究表明：鞘磷脂的活性代谢产物１磷酸鞘
氨醇（ｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ１ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，Ｓ１Ｐ）既可以作为细胞内
第二信使发挥作用，又可以与细胞表面的特定受体结

合而调节细胞的增殖、凋亡、迁移及黏附分子表达

等［３－４］。在Ｓ１Ｐ生物合成过程中，鞘氨醇激酶（ｓｐｈｉｎ
ｇｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，Ｓｐｈｋ）起关键限速作用［５－６］。其中 Ｓｐｈｋ１
是细胞调节Ｓ１Ｐ生成的最主要分子，与多种肿瘤细胞
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的过度增殖有关。本研究以 Ｓｐｈｋ１基因作为靶点，利
用ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅＲＮＡｉ）技术，设计作用
于Ｓｐｈｋ１基因的ｓｉＲＮＡ，并转染人乳腺癌ＭＣＦ７细胞，
检测干扰Ｓｐｈｋ１对乳腺癌细胞增殖、凋亡及迁移能力
的影响。

１　材料与方法

１．１　主要材料及试剂
　　人乳腺癌ＭＣＦ７细胞（购自中科院上海细胞库）。ＤＭＥＭ
（高糖）培养基（购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），胎牛血清（购自 Ｇｉｂｃｏ公
司），Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂（购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＲＮＡｉ
ｓｏＰｌｕｓ和ｑＰＣＲ试剂盒（购自 ＴａＫａＲａ公司），ＣＣＫ８（购自碧云
天公司），兔抗人 Ｓｐｈｋ１单克隆抗体及 ＧＡＰＤＨ（购自 Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ
公司），ｓｉＲＮＡ（由上海吉玛合成），ＰＣＲ引物（由上海生工公司
合成）。ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和碘化丙锭（购自碧云
天生物公司）。流式细胞仪选用美国ＢＤ公司的产品。
１．２　细胞培养及传代
　　ＭＣＦ７细胞培养于含有１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ（高糖）培
养液，在３７℃，５％ＣＯ２的孵育箱中培养，常规用０．２５％胰酶消
化传代。实验所用细胞均处于对数生长期。

１．３　ｓｉＲＮＡ的设计
　　根据 ＧｅｎＢａｎｋ提供的 Ｓｐｈｋ１基因的 ｃＤＮＡ序列（序列号：
ＮＭ＿００１１４２６０１．１，ＮＭ＿００１１４２６０２．１，ＮＭ＿０２１９７２．３，ＮＭ＿
１８２９６５．２），利用Ａｍｂｉｏｎ公司网站上的在线设计软件设计并参
阅文献［７］的设计思路，设计３条 ｓｉＲＮＡ靶序列 Ｓｐｈｋ１ｓｉＲＮＡ
１、Ｓｐｈｋ１ｓｉＲＮＡ２、Ｓｐｈｋ１ｓｉＲＮＡ３及１条 Ｓｐｈｋ１ｓｉＲＮＡＮＣ序列
（携带ＦＡＭ绿色荧光标记）作为阴性对照。由上海吉玛公司合
成。经Ｂｌａｓｔ软件进行同源性比对分析确定靶序列特异性，无
效序列在人类基因组中无相同序列（表１）。

表１　设计用于干扰ＭＣＦ７细胞Ｓｐｈｋ１基因表达的ｓｉＲＮＡ序列

基因　 序列（５′→３′）　　
Ｓｐｈｋ１ｓｉＲＮＡ１ 正义链 ＧＣＡＧＧＣＡＵＡＵＣＧＡＧＵＡＵＧＡＴＴ

反义链 ＵＣＡＵＡＣＵＣＣＡＵＡＵＧＣＣＵＧＣＴＴ
Ｓｐｈｋ１ｓｉＲＮＡ２ 正义链 ＧＵＧＣＡＣＣＣＡＡＡＣＵＡＣＵＵＣＵＴＴ

反义链 ＡＧＡＡＧＵＡＧＵＵＵＧＧＧＵＧＣＡＣＴＴ
Ｓｐｈｋ１ｓｉＲＮＡ３ 正义链 ＧＡＧＧＣＵＧＡＡＡＵＣＵＣＣＵＵＣＡＴＴ

反义链 ＵＧＡＡＧＧＡＧＡＵＵＵＣＡＧＣＣＵＣＴＴ
Ｓｐｈｋ１ｓｉＲＮＡＮＣ 正义链 ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ

反义链 ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ

１．４　分组与转染
　　将ＭＣＦ７细胞以１×１０３／孔、５×１０３／孔浓度分别接种于９６
孔板和６孔板用于不同实验，待培养密度达到３０％～８０％汇合
时进行 ｓｉＲＮＡ的转染。转染采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂
进行，严格按试剂说明书操作。ｓｉＲＮＡ有效靶点筛选实验分组：
Ａ组：Ｓｐｈｋ１ｓｉＲＮＡ１；Ｂ组：Ｓｐｈｋ１ｓｉＲＮＡ２；Ｃ组：Ｓｐｈｋ１ｓｉＲＮＡ３；
Ｄ组（阴性对照组）：ＮＣ序列；Ｅ组（空脂质体组）：只加脂质体
２０００；Ｆ组（未转染组）：未进行转染的细胞。细胞增殖、凋亡及
迁移能力检测实验分组进行。实验重复３次。

１．５　实时荧光定量ＰＣＲ检测ｓｐｈｋ１ｍＲＮＡ表达水平
　　将ＭＣＦ７细胞按上述最佳转染序列进行转染。分组同

１４。转染４８ｈ后，提取细胞总ＲＮＡ，按ＴａＫａＲａ说明书操作进
行ＰＣＲ反应。Ｓｐｈｋ１及ＧＡＰＤＨ引物序列（５′→３′）：Ｓｐｈｋ１上游
ＣＡＡＴＧＡＡＧＡＣＣＴＣＣＴＧＡＣＣＡＡ；Ｓｐｈｋ１下游ＣＡＧＡＣＧＣＣＧ
ＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＣＴ。ＧＡＰＤＨ上游 ＣＴＴＴＧＧＴＡＴＣＧＴＧＧＡ
ＡＧＧＡＣＴＣ，下游ＧＴＡＧＡＧＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣＴ。反转
录条件：３７℃ １５ｍｉｎ→８５℃ ５ｓ→４℃ ５ｍｉｎ。ｑＲＴＰＣＲ反应
条件：９５℃ １：３０→（９５℃ ５ｓ→６０℃ ３０ｓ）×３９→６５℃ １ｓ。
实验重复３次，根据２－△△ｃｔ法计算相对表达量并进行统计。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｓｐｈｋ１蛋白表达水平
　　分组同１．４，转染４８ｈ后，用细胞裂解液提取各组细胞上
清总蛋白，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测浓度。取 ５０μｇ蛋白行 １２％的 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶电泳转ＰＣＤＦ膜，用含５％脱脂奶粉封闭液室温封闭
４ｈ，加１∶１０００稀释的一抗 ３７℃孵育 ４ｈ，ＴＢＳＴ漂洗后加
１∶２５００稀释的二抗３７℃孵育２ｈ后，加ＥＣＬ显色试剂在暗室
中进行曝光和显影。通过对胶片进行扫描，比较各组灰度变

化。实验重复３次。
１．７　ＣＣＫ８法检测细胞增殖，筛选最佳转染序列和作

用时间

　　分组同１．４。于转染后１２、２４、３６、４８ｈ进行ＣＣＫ８细胞增
殖实验。按试剂说明书操作，每组设５个复孔，另设５个复孔
只加ＤＭＥＭ培养液和ＣＣＫ８液做调零孔。通过ＴｈｅｒｍｏＶａｒｉｏｃ
ｋａｎ多功能读数仪测定波长４５０ｎｍ处光密度值［Ｄ（４５０）］。以
检测时间为Ｘ轴，Ｄ（４５０）为 Ｙ轴绘制细胞增殖曲线。实验重
复３次。根据ＣＣＫ８结果进行统计学分析，筛选出对细胞生长
抑制程度最高的转染序列和作用时间。

１．８　流式细胞术测定细胞凋亡
　　取生长良好的ＭＣＦ７细胞，以２×１０５个细胞终浓度培养于
６孔板，按预设实验分组分别处理细胞。细胞培养４８ｈ后收集细
胞，冷ＰＢＳ洗涤，４℃１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。弃上清，将细胞悬
浮于５００μｌ的ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ中，加入５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ混匀
后，加入５μｌ碘化丙锭（ＰＩ）轻轻混匀；室温、避光、反应１０ｍｉｎ。
１ｈ内进行流式细胞仪检测并分析结果。实验重复３次。
１．９　细胞迁移功能检测
　　实验分ｓｉＲＮＡ组和未转染组。使用含０．１％ＢＳＡ的无血清
培养基混悬、稀释，然后细胞计数，使得细胞数为２×１０５／ｍｌ，分
别吸取１００μｌ细胞悬液加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的上室，下室中加
入含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ高糖培养基。３７℃ ５％ＣＯ２细胞培养
箱培养１２ｈ，取出上室，自然风干，多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ
清洗２ｍｉｎ，０．１％结晶紫染色，在光镜下（２００倍）观察，随机选
取５个视野的细胞进行计数，结果取均值。实验重复３次。
１．１０　统计学方法
　　采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，计量资料以 珋ｘ±ｓ表
示，多组数据比较采用单因素方差分析，２组数据均值比较采用
ｔ检验。

２　结果

２．１　ｓｉＲＮＡ转染效率评价
　　荧光显微镜观察转染，ｓｉＲＮＡ转染效率大于８０％（图１）。
流式细胞术检测转染效率结果同样显示：与对照组相比，ｓｉＲＮＡ
组的转染效率达８９％。
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Ａ：荧光；Ｂ：荧光与白光合成
图１　ＭＣＦ７细胞转染ｓｉＲＮＡ后情况　（荧光显微镜 ×４００）

２．２　荧光定量ＲＴＰＣＲ检测Ｓｐｈｋ１ｍＲＮＡ表达水平
　　使用荧光定量 ＲＴＰＣＲ检测 Ｓｐｈｋ１ｍＲＮＡ表达，多重比较
结果显示：ｓｉＲＮＡ１、ｓｉＲＮＡ２与ｓｉＲＮＡ３相比，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）；其中 ｓｉＲＮＡ１和 ｓｉＲＮＡ２序列对 Ｓｐｈｋ１都有较
明显抑制作用，以 ｓｉＲＮＡ２的抑制效果最强，与未转染组差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０１），而ｓｉＲＮＡ３与未转染组相比，差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５，图２）。表明 ｓｉＲＮＡ２转染 ＭＣＦ７细胞
后显著抑制了Ｓｐｈｋ１的表达。
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１：ｓｉＲＮＡ１组；２：ｓｉＲＮＡ２组；３：ｓｉＲＮＡ３组；４：阴性对照组；５：空脂
质体组；６：未转染组

ａ：Ｐ＜０．０１，与未转染组比较
图２　ｑＲＴＰＣＲ检测ＭＣＦ７转染ｓｉＲＮＡ４８ｈ后各组细胞Ｓｐｈｋ１的

ｍＲＮＡ表达水平

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｓｐｈｋ１蛋白表达水平
　　ｓｉＲＮＡ２组蛋白表达量较未转染组明显下降（Ｐ＜０．０５），
结果见图３。

! " # $ % &

!'()*!!%!!!+

#

"

!,-./0!#&!!+

#

"

１：ｓｉＲＮＡ１组；２：ｓｉＲＮＡ２组；３：ｓｉＲＮＡ３组；４：阴性对照组；５：空脂

质体组；６：未转染组

图３　ｓｉＲＮＡ转染ＭＣＦ７细胞４８ｈ后Ｓｐｈｋ１的蛋白表达情况

２．４　ＣＣＫ８法检测细胞增殖
　　转染４８ｈ后，镜下观察发现转染组细胞开始出现形态上的
变化，表现为细胞轮廓稍有萎缩，漂浮物变多（图４）。进一步
使用ＣＣＫ８法检测，结果显示：各转染组与未转染组相比，
Ｓｐｈｋ１ｓｉＲＮＡ２序列转染后４８ｈ的光密度值显著降低，与未转

染组之间的差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图５）。进一步验
证了ｑＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ筛选的结果。
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Ａ：未转染组；Ｂ：转染组
图４　ｓｉＲＮＡ转染４８ｈ后ＭＣＦ７细胞形态变化　（倒置显微镜×４００）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与未转染组比较
图５　不同Ｓｐｈｋ１ｓｉＲＮＡ靶序列对ＭＣＦ７细胞生长曲线

２．５　流式细胞术检测抑制后细胞凋亡率
　　ＭＣＦ７细胞经转染 ｓｉＲＮＡ２４８ｈ后凋亡率［（５．５２±
２６６）％］较之与对照组［（２．３４±１．４６）％］显著增高（Ｐ＜
００５）。
２．６　细胞迁移功能检测
　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ体外细胞迁移实验结果（图６）显示，ｓｉＲＮＡ２干
扰组细胞视野迁移的细胞数为（１３８．００±４２．３８）个，而未转染
组的迁移细胞数分别为（２４０．００±５８．３１）个。ｓｉＲＮＡ２组的细
胞迁移能力显著降低（Ｐ＜０．０５）。

! "

Ａ：未转染组；Ｂ：ｓｉＲＮＡ组
图６　转染ｓｉＲＮＡ２后对ＭＣＦ７细胞迁移能力的影响

（结晶紫 ×２００）

３　讨论

　　Ｓｐｈｋ１不但是鞘脂代谢平衡的关键酶，还是调控
细胞生命活性的一个重要的代谢酶［８］。Ｓｐｈｋ１是细胞
调节Ｓ１Ｐ生成的最重要分子，与多种肿瘤细胞的过度
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增殖有关。同时，在众多的动物移植模型研究中发现，

过表达Ｓｐｈｋ１具有促进肿瘤的生长，血管生成和化疗
耐药作用；反之，干扰Ｓｐｈｋ１表达则具有抑制肿瘤的生
长，血管生成和化疗耐药作用［９－１０］。此外，还有研

究［１１－１２］表明，Ｓｐｈｋ１与糖尿病以及动脉粥样硬化等疾
病有密切关系。

　　已有的研究［１３］表明，Ｓｐｈｋ１的 ｍＲＮＡ表达水平在
多种肿瘤组织中都明显要高于正常的组织，如结肠癌、

胃癌、乳腺癌、肺癌、卵巢癌等。在乳腺癌方面的研究

也发现，Ｓｐｈｋ１在正常乳腺组织中无表达，在非典型增
生组织中有弱表达，而在乳腺癌中强表达，表明 Ｓｐｈｋ１
在乳腺癌发生过程中可能发挥了重要的作用［１４］。还

有研究［１５］发现，瘤体低表达 Ｓｐｈｋ１的乳腺癌患者的转
移风险也较低。有实验显示，抑制了 Ｓｐｈｋ１表达活性
后可以抑制细胞增殖并促进细胞发生凋亡［１６］。近期

的研究［１７］也表明，抑制Ｓｐｈｋ１的表达会导致肝癌细胞
的迁移能力显著降低。本研究也发现通过抑制 Ｓｐｈｋ１
的表达，人乳腺癌ＭＣＦ７细胞的增殖活性明显受到抑
制，同时细胞迁移能力也显著降低。利用流式细胞仪

对Ｓｐｈｋ１干扰前后细胞凋亡检测，发现抑制 Ｓｐｈｋ１表
达后凋亡比例增加，表明 Ｓｐｈｋ１基因可能在乳腺癌细
胞凋亡调控中具有重要作用。本研究结果提示 Ｓｐｈｋ１
基因在乳腺癌细胞增殖、迁移及细胞凋亡中的作用表

明其在乳腺癌发生、发展中可能发生调控作用，其调控

机制目前尚未完全清楚。已有研究发现，Ｓｐｈｋ１在细
胞内神经酰胺（Ｃｅｒ）、鞘氨醇（Ｓｐ）和 Ｓ１Ｐ三者之间的
动态平衡中发挥极为关键的作用。Ｓｐｈｋ１的活性降低
会导致细胞内 Ｃｅｒ、Ｓｐ水平升高，Ｓ１Ｐ水平降低，从而
导致细胞生长受到抑制及诱导细胞凋亡。反之，Ｓｐｈｋ１
表达增强则会降低 Ｃｅｒ、Ｓｐ水平，上调 Ｓ１Ｐ水平，促进
细胞增殖，对抗细胞凋亡。而外源性的 Ｓ１Ｐ也可通过
Ｇ蛋白偶联受体途径激活细胞内的ＭＡＰＫ等信号途径
产生抑制细胞凋亡的作用。此外，Ｒａｄｅｆｆ等［１８］进行胶

质瘤细胞增殖实验发现，Ｓｐｈｋ１能够刺激细胞增殖，且
ｃｙｃｌｉｎＤ１表达随Ｓｐｈｋ１活性强弱发生改变。据此我们
认为在乳腺癌发生、发展中 Ｓｐｈｋ１／Ｓ１Ｐ信号通路也可
能作为ｃｙｃｌｉｎＤ１上游信号，通过活化 ｃｙｃｌｉｎＤ１进而调
控细胞周期，从而对细胞增殖、迁移及凋亡产生调控作

用。然而 Ｓｐｈｋ１／Ｓ１Ｐ通路活化后通过什么机制活化
ｃｙｃｌｉｎＤ１基因，促进ｃｙｃｌｉｎＤ１过度表达，进而对乳腺癌
细胞周期发挥调控作用有待进一步研究。

　　Ｓｐｈｋ１基因具有促进肿瘤细胞生长，抑制凋亡等
作用，在肿瘤发生、发展中发挥了重要作用，通过深入

探讨Ｓｐｈｋ１在肿瘤发生、发展中的调控机制，将Ｓｐｈｋ１／
Ｓ１Ｐ信号通路作为靶点进行靶向治疗，可能成为肿瘤
治疗的一个有效的治疗策略。
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