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　　［摘要］　目的　下调乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞Ｓｏｘ２基因表达，观察对细胞增殖、侵袭和凋亡的影
响以及信号因子βｃａｔｅｎｉｎ和ＴＩＦ１γ表达的影响。方法　将ＭＤＡＭＢ２３１细胞分为重组质粒转染组（转
染Ｓｏｘ２ｓｈＲＮＡ干扰载体）、阴性对照组（转染 ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡＮＣ质粒）、空白对照组（未经处理的
ＭＤＡＭＢ２３１细胞，ｎ＝６），并将ｓｈＲＮＡＳｏｘ２１瞬时转入乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞中Ｓｏｘ２蛋白表达水平，ＦＣＭ检测细胞凋亡的情况，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞的侵
袭能力，ＭＴＳ检测细胞活力和增殖能力。另外，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫组化检测靶向抑制Ｓｏｘ２对信号
因子βｃａｔｅｎｉｎ和ＴＩＦ１γ蛋白的表达与分布。结果　成功构建重组载体ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡＳｏｘ２。与空白
对照组（未转染组）和阴性对照组（转染 ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡＮＣ）相比，ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡＳｏｘ２转染至
ＭＤＡＭＢ２３１细胞后，Ｓｏｘ２蛋白的表达水平明显下调 （Ｐ＜０．０１），细胞凋亡率明显增加（Ｐ＜０．０５），细
胞的侵袭能力、活力和增殖能力均明显下降（Ｐ＜０．０５）。与空白对照组（０．７９±０．０７）和阴性对照组
（０７４±０１０）相比，重组质粒转染组βｃａｔｅｎｉｎ（０．１５±０．０４）蛋白的表达水平明显下调（Ｐ＜０．０５）；同
样，与空白对照组（０．７４±０．０５）和阴性对照组（０．６４±０．０７）相比，重组质粒转染组ＴＩＦ１γ蛋白（０．１１±
０．０１）的表达水平明显下调（Ｐ＜０．０５）。结论　靶向沉默 Ｓｏｘ２基因能促进细胞凋亡，抑制细胞的增殖
和侵袭，其作用可能与抑制Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路与ＴＩＦ１γ调控有关。
　　［关键词］　 乳腺癌；ＲＮＡ干扰；凋亡；侵袭；Ｓｏｘ２；βｃａｔｅｎｉｎ；ＴＩＦ１γ
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ｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓ．ＣｅｌｌｖｉｔａｌｉｔｙａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗｅｒｅｔｅｓｔｅｄｂｙＭＴＳａｓｓａｙ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆβｃａｔｅｎｉｎａｎｄＴＩＦ１γｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｓｔａｉｎｉｎｇ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒｏｆｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡＳｏｘ２ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ．Ｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｅｇａｔｉｖｅａｎｄｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｃｅｌｌｓ，ｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓｈａｄｏｂｖｉｏｕｓｌｙ
ｒｅｄｕｃｅｄｌｅｖｅｌｏｆＳｏｘ２ｐｒｏｔｅｉｎ（Ｐ＜０．０１），ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｒｅｍａｒｋａｂｌｙ
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ｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙａｎｄＴＩＦ１γ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ；ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｉｎｖａｓｉｏｎ；Ｓｏｘ２；βｃａｔｅｎｉｎ；ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ

ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｒｙｆａｃｔｏｒ１γ
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　　乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤，发病率为全身
恶性肿瘤的７％ ～１０％。乳腺癌恶性程度高，发病率
和病死率逐年上升，严重影响妇女身心健康甚至危及

生命。尽管对乳腺癌的研究日趋深入，但其生物学行

为尚未完全阐明［１］。性别决定相关基因簇（ｓｅｘｄｅｔｅｒ
ｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｇｉｏｎｏｆＹｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｒｅｌａｔｅｄＨＭＧｂｏｘ２，
Ｓｏｘ）基因家族是一类 Ｙ染色体上的性别决定区（ｓｅｘ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｇｉｏｎｏｆＹｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ，ＳＲＹ）的相关基因
构成的基因家族，编码一系列 Ｓｏｘ（ＳＲＹｒｅｌａｔｅｄＨＭＧ
ｂｏｘ）家族的转录因子，其产物都具有１个ＨＭＧ基序保
守区，因此为一类具有 ＨＭＧ特征性结构的编码转录
因子的基因［２］。Ｓｏｘ基因在个体发育过程中广泛参与
了早期胚胎发育、神经发育等多种发育过程［２］。其

中，转录因子 Ｓｏｘ２是 Ｓｏｘ基因家族的一个重要成员。
Ｓｏｘ２基因作为致癌基因近年来备受关注。有研究发现，
Ｓｏｘ２是在胚胎干细胞多能性维持和在肿瘤多个发育过
程起重要作用的转录因子［３］。另有研究证实，其在人类

许多恶性肿瘤 （前列腺癌、肺腺癌和宫颈癌等）中呈过

度表达状态，并且Ｓｏｘ２的过表达主要集中在某些癌症
低分化亚型，可以作为肿瘤的重要预测因子［４］。通过基

因组分析发现，在小细胞肺癌中Ｓｏｘ２是一个常见的扩
增基因，与肿瘤的发展与预后有强烈相关性［５］。不管如

何，Ｓｏｘ２基因对肿瘤的作用机制尚有待深入探讨。
　　转录中介因子１γ（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｒｙｆａｃｔｏｒ
１γ，ＴＩＦ１γ）是一种新型的转化生长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＴＧＦ）β／Ｓｍａｄ信号调控关键因子［６］。有

研究结果显示，在非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）中，ＴＩＦ１γ是 Ｓｏｘ２的１个重要下游靶
点［６］。而又有研究表明，ＴＩＦ１γ在肿瘤抑制 ＴＧＦβ／
Ｓｍａｄ信号中起着重要作用［７］。因此，我们推测在乳腺

癌发展过程中，Ｓｏｘ２是否调控 ＴＩＦ１γ的表达，从而进
一步影响 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号。另外，最近的研究揭露
了 Ｓｏｘ２和 ＷＮＴ信号通路相互之间复杂的作用关
系［８］。因此，本研究应用 ＲＮＡ干扰技术，将靶向 Ｓｏｘ２
的特异性短发夹 ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）转染乳腺癌 ＭＤＡＭＢ
２３１细胞，观察其对细胞 Ｓｏｘ２ｍＲＮＡ表达水平和细胞
增殖和凋亡以及侵袭能力的影响，并观察 Ｓｏｘ２对
ＴＩＦ１γ和ＷＮＴ信号因子的影响作用。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　人乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞由本实验室保存；质
粒ＤＮＡ抽提试剂盒购自德国 ＱＩＡＧＥＮ；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；改良１６４０培养基以及新生
小牛血清购自意大利 Ｇｉｂｉｃａｌ；反转录试剂盒购自日本
ＴａＫａＲａ；兔抗 Ｓｏｘ２、βｃａｔｅｎｉｎ多克隆抗体购自美国
ＳａｎｔａＣｒｕｚ；兔抗ＴＩＦ１γ多克隆抗体购自美国Ａｂｃａｍ公
司；βａｃｔｉｎ购自北京中杉金桥有限公司；Ｓｏｘ２基因引
物由上海生工生物工程股份有限公司合成；Ｓｏｘ２干扰
载体由上海生博医学生物工程科技有限公司合成。

１．２　方法
１．２．１　重组真核表达载体 ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡＳｏｘ２的
构建和测定根据　　ＧｅｎＢａｎｋ中人 Ｓｏｘ２基因序列
（ＮＭ＿００３１０６．３→ＮＰ＿００３０９７．１）。按照ｓｈＲＮＡ的设计
原则和表达质粒ｐＭａｆｉｃ７．１酶切位点的要求，设计４条
靶向Ｓｏｘ２基因的 ｓｈＲＮＡ（分别命名为 ｓｈＲＮＡＳｏｘ２１、
ｓｈＲＮＡＳｏｘ２２、ｓｈＲＮＡＳｏｘ２３、ｓｈＲＮＡＳｏｘ２４）和 １条
不针对任何靶基因的非特异性阴性对照 ｓｈＲＮＡ（命名
为ｓｈＲＮＡＮＣ），由上海生博生物医药科技有限公司合
成。由重庆医科大学生命科学学院进行序列测定。将

序列正确的重组载体分别命名为 ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡ
Ｓｏｘ２１、ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡＳｏｘ２２、ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡ
Ｓｏｘ２３、ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡＳｏｘ２４、ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡＮＣ。
１．２．２　细胞培养及质粒转染　　ＭＤＡＭＢ２３１细胞
使用含 １０％新生小牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和
１００μｇ／ｍＬ链霉素的改良 １６４０培养基，置于 ３７℃、
５％体积分数的ＣＯ２饱和湿度培养箱内培养，根据细胞
生长状况，每１天换液１次，每３天传代１次。取处于
对数生长期的细胞，接种于６孔板中，２×１０５个／孔，用
不含抗生素的改良１６４０培养液培养２４ｈ，待细胞融合
度为８５％～９０％时，按Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂盒
的说明书方法，将构建好的重组载体质粒进行转染，转

染时用不含血清和抗生素的改良１６４０培养基。转染后
细胞培养６ｈ，换成含血清不含抗生素的培养液，继续培
养４８ｈ，通过流式细胞仪测定转染效率，重组载体质粒
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转染７２ｈ后，在培养液中加入终质量浓度为５００μｇ／ｍＬ
（最佳筛选浓度）的Ｇ４１８，每３６小时换液１次，经２周
左右筛选得到稳定转染的细胞株，收集细胞后进行扩

大培养。

１．２．３　实验分组　　所有实验分为３组：①重组质粒
转染组（转染 Ｓｏｘ２ｓｈＲＮＡ干扰载体的 ＭＤＡＭＢ２３１
细胞）；②阴性对照组（转染 ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡＮＣ质
粒的ＭＤＡＭＢ２３１细胞）；③空白对照组（未经处理的
ＭＤＡＭＢ２３１细胞，ｎ＝６）。
１．２．４　ｑＰＣＲ检测 Ｓｏｘ２的 ｍＲＮＡ表达水平　　质粒
转染４８ｈ后，移去培养液，加入ＰＢＳ液清洗２遍后，用
细胞刮刀收集细胞于１．５ｍＬ离心管，每个离心管中分
别加入１ｍＬＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ，反复吹打，充分裂解，室温
静置５ｍｉｎ后于４℃低温离心５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ；然
后将上清液移入 ＥＰ管中，分别加入２００μＬ氯仿，剧
烈振荡后室温下静置１０ｍｉｎ，４℃低温离心机离心，
１２０００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ；再将上清液分别转移入另一 ＥＰ
管中，分别加入约６００μＬ异丙醇，剧烈震荡后室温下静置
１０ｍｉｎ，于４℃低温离心机中离心１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ；
小心移去上清液，向ＥＰ管中缓慢地加入１ｍＬ７５％的乙
醇清洗沉淀后，于低温离心机中离心５ｍｉｎ，７５００ｒ／ｍｉｎ；
移去乙醇后于室温下自然干燥，加入２０μＬＤＥＰＣ水
溶解ＲＮＡ沉淀，将提取的ＲＮＡ按照ＴａＫａＲａ逆转录试
剂盒说明书要求进行逆转录合成得到ｃＤＮＡ，以 ｃＤＮＡ
为模板进行 ＰＣＲ扩增，最后用 ＰＣＲ仪测定 Ｓｏｘ２的
ｍＲＮＡ表达水平。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　　将处理后的各
组细胞收集，预冷的 ＰＢＳ清洗２～３遍。加入预先准
备好的细胞裂解液（含蛋白酶、磷酸酶抑制剂等），冰

上充分混匀裂解提取总蛋白，使用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定总
蛋白浓度。加入１／４体积的５×ＢｕｆｆｅｒＳＤＳ上样缓冲
液。于沸水中煮１０ｍｉｎ以达到变性目的。分装后于
－２０℃或－８０℃冰箱中保存。配置８％ＳＤＳＰＡＧＥ聚
丙烯凝胶，按照每孔总蛋白为３０μｇ上样。电泳完毕
后将蛋白质转移至二氟化树脂（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｄｉｆｌｕ
ｏｒｅｄｅ，ＰＶＤＦ）膜上，转印完毕加入５％脱脂奶粉室温下
封闭２ｈ。封闭完毕加入兔抗人Ｓｏｘ２（１∶５００）、βｃａｔｅ
ｎｉｎ（１∶５００）、ＴＩＦ１γ（１∶５００）以及 βａｃｔｉｎ（１∶１０００）一
抗４℃过夜；室温复温 １ｈ后 ＴＢＳＴ洗涤 ３次；二抗
（１∶２０００）室温反应１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤３次，加入化学发
光显色剂显色。采用 ＩｍａｇｅＪ图像分析软件，测量
Ｓｏｘ２／βａｃｔｉｎ、βｃａｔｅｎｉｎ／βａｃｔｉｎ、ＴＩＦ１γ／βａｃｔｉｎ蛋白灰
度值。实验重复３次。
１．２．６　ＭＴＳ比色法细胞繁殖定量检测试剂盒检测
ｓｈＲＮＡＳｏｘ２对ＭＤＡＭＢ２３１细胞存活率和 ＬＤＨ的影
响　　将ＭＤＡＭＢ２３１细胞接种于９６孔板中，调整细

胞密度为１×１０４个／ｍＬ，培养２４ｈ后，每孔分别加入
１０μＬＭＴＳ试剂，培养２ｈ后，用酶标仪分别测定各组
Ｄ（４９０）值，并通过公式［实验组 Ｄ（４９０）－空白组
Ｄ（４９０）］／［对照组Ｄ（４９０）－空白组Ｄ（４９０）］计算出细
胞的相对存活率。同样，细胞接种于９６孔板，转染后培
养，收集各组培养液，按ＬＤＨ试剂盒说明操作，分别测
得各组Ｄ（４９０）值后，按照公式计算得出细胞的损伤率。
１．２．７　ＦＣＭ检测ｓｈＲＮＡＳｏｘ２对ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋
亡率的影响　　分别收集各实验组细胞，胰酶消化，ＰＢＳ
清洗后制成单细胞悬液，加入培养液使细胞密度约为１×
１０６个／ｍＬ，ＰＢＳ液洗涤细胞２次离心，将细胞沉淀送重
庆医科大学生命科学学院，ＢＤｉｎｆｌｕｘ检测细胞凋亡率。
１．２．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测 ｓｈＲＮＡＳｏｘ２对 ＭＤＡＭＢ２３１
细胞侵袭能力的影响　　按Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司的ＥＣＭ５５０
系列说明书要求，制备有基质胶的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，将
各组细胞分别接种２００μＬ于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室内，调整
密度为５×１０３个／ｍＬ，２４孔板下室内分别加入７００μＬ
含ＦＢＳ的培养液，培养２４ｈ后，吸除小室内的培养液，
用棉签轻轻擦去小室内的基质胶，用 ＰＢＳ清洗１遍后
风干，将小室浸泡于甲醛内 ２０ｍｉｎ后，用 ＰＢＳ清洗
１遍后风干，将小室浸泡于结晶紫中染色２０ｍｉｎ，染色
后，用ＰＢＳ清洗３遍后风干，于正置显微镜下成像。
１．２．９　细胞免疫组化　　细胞经过胰酶消化、离心、
计数。取６孔板，放消毒无菌盖玻片后种植细胞，加入
培养基。取出细胞爬片后，用ＰＢＳ洗３遍，然后用多聚
甲醛固定１０ｍｉｎ。取出后用ＰＢＳ洗３遍。进行细胞免
疫组化时，取出爬片，加入 ５％正常山羊血清封闭，
３７℃，１０ｍｉｎ。甩去血清，加入兔抗ＴＩＦ１γ多克隆抗体
（１∶１００，Ａｂｃａｍ，美国），３７℃，１ｈ。ＰＢＳ洗３遍，滴加
生物素化的二抗，３７℃，２０ｍｉｎ。再用ＰＢＳ洗３遍，滴加
三抗 （ＳＡＢ复合物），３７℃，２０ｍｉｎ。用 ＰＢＳ洗 ３遍，
ＤＡＢ显色，镜下观察，适时终止。苏木精复染，室温，
３０ｓ，自来水冲洗。自来水冲洗返蓝，１５ｍｉｎ。８０％、
９５％、１００％各５ｍｉｎ梯度酒精脱水。二甲苯Ⅰ、二甲
苯Ⅱ各透明５ｍｉｎ。中性树胶封片，光学显微镜采图。
１．３　统计学方法
　　实验数据采用 ＳＳＰＳ１９．０统计软件进行统计分
析。计量资料均以 珋ｘ±ｓ表示，组间差异采用单因素方
差分析（Ｆ检验），组间两两比较采用 ＳＮＫ方法（ｑ检
验）。Ｐ＜００５认为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ｓｈＲＮＡＳｏｘ２对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞 Ｓｏｘ２蛋白表
达的影响

　　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，４组 ｓｈＲＮＡＳｏｘ２重
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组质粒转染组 Ｓｏｘ２蛋白的表达水平较空白对照组和
阴性对照组均明显下降（图１）；ｑＰＣＲ检测结果同样地
显示了 ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡＳｏｘ２１、ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡ
Ｓｏｘ２２、ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡＳｏｘ２３、ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡ
Ｓｏｘ２４组的 Ｓｏｘ２ｍＲＮＡ表达水平分别下降了
８６１０％、７５．４４％、６３．６５％、３８．３８％（Ｐ＜０．０１）。通过
ｍＲＮＡ与蛋白表达结果，我们认为 ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡ
Ｓｏｘ２１片段是最有效的片段，后续实验都是用此片段
进行；空白对照组和阴性对照组Ｓｏｘ２ｍＲＮＡ表达水平
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
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１：空白对照组；２：阴性对照组；３：ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡＳｏｘ２１；
４：ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡＳｏｘ２２；５：ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡＳｏｘ２３；
６：ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡＳｏｘ２４
图１　ｓｈＲＮＡＳｏｘ２１对ＭＤＡＭＢ２３１细胞Ｓｏｘ２蛋白

表达的影响

２．２　ｓｈＲＮＡＳｏｘ２对ＭＤＡＭＢ２３１细胞存活率和ＬＤＨ
的影响

　　ＭＴＳ检测结果显示，重组质粒 ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡ
Ｓｏｘ２１转染ＭＤＡＭＢ２３１细胞后，经公式［实验组

Ｄ（４９０）－空白组 Ｄ（４９０）］／［对照组 Ｄ（４９０）－空白
组Ｄ（４９０）］计算细胞相对存活率为４９．３％，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。空白对照组和阴性对照组间差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。同样，通过测定 ＬＤＨ值
检测ｓｈＲＮＡＳｏｘ２对细胞损伤的影响，相对于空白对
照组（０．２２７±０．００９）和阴性对照组（０．２３５±０．００８），
ＬＤＨ释放率相对升高了３倍（０．８０６±０．００９）。
２．３　ｓｈＲＮＡＳｏｘ２对ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡的影响
　　ＦＣＭ检测结果显示，重组质粒 ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡ
Ｓｏｘ２１转 染 ＭＤＡＭＢ２３１细 胞 后，细 胞 凋 亡 率
（１４７０％）较空白对照组（３．４０％）和阴性对照组
（４６１％）明显增加，尤其是早期凋亡细胞增加明显
（Ｐ＜０．０５）。空白对照组和阴性对照组间差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５，图２）。
２．４　ｓｈＲＮＡＳｏｘ２对ＭＤＡＭＢ２３１细胞侵袭能力的影响
　　转染４８ｈ后，空白对照组、阴性对照组和重组质
粒转染组的侵袭个数分别为（２４．５±２．４）、（２７．５±
２８）、（１５．０±２．０）个。重组质粒转染组穿过基底膜
的细胞数目显著低于空白对照组（Ｐ＜０．０５），空白对
照组和阴性对照组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图
３）。这说明下调Ｓｏｘ２基因后，ＭＤＡＭＢ２３１细胞的侵
袭能力明显下降。
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Ａ：空白对照组；Ｂ：阴性对照组；Ｃ：重组质粒转染组
图２　ＦＣＭ检测ｓｈＲＮＡＳｏｘ２对ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡的影响
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Ａ：空白对照组；Ｂ：阴性对照组；Ｃ：重组质粒转染组
图３　Ｔｒａｓｗｅｌｌ检测ｓｈＲＮＡＳｏｘ２对ＭＤＡＭＢ２３１细胞侵袭能力的影响

８５ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图４　免疫组化检测ｓｈＲＮＡＳｏｘ２抑制ＭＤＡＭＢ２３１细胞βｃａｔｅｎｉｎ及ＴＩＦ１γ的表达　（ＳＡＢＣ×４００）

２．５　免疫组化检测 ｓｈＲＮＡＳｏｘ２抑制 ＭＤＡＭＢ２３１
细胞βｃａｔｅｎｉｎ和ＴＩＦ１γ表达与分布

　　免疫组化检测结果显示，空白对照组和阴性对照
组βｃａｔｅｎｉｎ主要表达于细胞质部位，重组质粒 ｐＭａｆｉｃ
７．１ｓｈＲＮＡＳｏｘ２１ 转 染 ＭＤＡＭＢ２３１ 细 胞 后，

βｃａｔｅｎｉｎ散在表达于个别细胞中，蛋白表达水平明显
减少（图４）。另外，免疫组化检测结果显示，空白对照
组和阴性对照组 ＴＩＦ１γ主要表达于细胞质部位，重组
质粒ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡＳｏｘ２１转染ＭＤＡＭＢ２３１细胞
后，ＴＩＦ１γ散在表达个别细胞中，蛋白表达水平明显减
少（图４）。
２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测βｃａｔｅｎｉｎ及ＴＩＦ１γ的表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，重组质粒ｐＭａｆｉｃ７．１
ｓｈＲＮＡＳｏｘ２１转染ＭＤＡＭＢ２３１细胞后，βｃａｔｅｎｉｎ蛋
白的表达水平（０．１５±０．０４）较空白对照组（０．７９±
００７）和阴性对照组（０．７４±０．１０）明显下调（Ｐ＜
００５）；而空白对照组和阴性对照组间差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５，图５）。
　　另外，重组质粒ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡＳｏｘ２１转染
ＭＤＡＭＢ２３１细胞后，ＴＩＦ１γ表达水平（０．１１±０．０１）
较空白对照组（０．７４±０．０５）和阴性对照组（０．６４±
００７）明显下调（Ｐ＜０．０５）；而空白对照组和阴性对照
组间的差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图５）。
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１：空白对照组；２：阴性对照组；３：重组质粒转染组

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｓｈＲＮＡＳｏｘ２抑制ＭＤＡＭＢ２３１

细胞βｃａｔｅｎｉｎ（Ａ）及ＴＩＦ１γ（Ｂ）的表达

３　讨论

　　本研究将靶向Ｓｏｘ２的特异性载体ｓｈＲＮＡＳｏｘ２转
染至人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞中，结果发现 Ｓｏｘ２
ｍＲＮＡ及蛋白的表达水平较对照组均明显下调，细胞
的增殖活性下降，细胞的损伤率和细胞凋亡率增加；

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，靶向沉默 Ｓｏｘ２基因后，
βｃａｔｅｎｉｎ蛋白和ＴＩＦ１γ的表达水平明显下降，故认为
Ｓｏｘ２基因可能是通过刺激经典的 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号
通路和 ＴＩＦ１γ介导的 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路起作用，
从而促进乳腺癌的发生与发展。

　　Ｓｏｘ２是相对分子质量约为３４×１０３的蛋白，位于
人类染色体３ｑ２６．３ｑ２７上，其表达的产物是一个包含
有３１７个氨基酸残基的蛋白。Ｓｏｘ２基因是ＳＲＹ相关基

９５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１）



因家族中的一种，其结构较复杂，能够编码一些转录因

子，参与性别决定、神经发育以及多种血细胞生成等多

种组织器官发育的调控［９－１０］。本研究结果显示，通过

对４条片段的筛选，ｐＭａｆｉｃ７．１ｓｈＲＮＡＳｏｘ２１片段是
最有效的片段。通过基因与蛋白表达实验进一步证实

了本实验设计的重组转染质粒能够有效敲除 Ｓｏｘ２的
基因和蛋白表达，为后续实验的研究铺垫良好基础。

而ｓｈＲＮＡＳｏｘ２转染 ＭＤＡＭＢ２３１细胞后，表现出明
显降低的细胞相对存活率（４９．３％）和细胞损伤率
（ＬＤＨ释放率升高了 ３倍）。这些数据说明 ｓｈＲＮＡ
Ｓｏｘ２对ＭＤＡＭＢ２３１细胞具有较好的调控能力，并且
转染后的细胞功能均相应改变。

　　另外，Ｓｏｘ２作为转录因子与多种肿瘤的发生、发
展密切相关，尤其是与某些特别的肿瘤亚型密切相

关［１１］，如研究发现 Ｓｏｘ２基因参与了卵巢癌、肺癌、乳
腺癌等多种恶性肿瘤的形成和发展［１２－１４］。Ｓｏｘ２以致
癌基因的形式在多种肿瘤（尤其是恶性肿瘤）中呈现

高表达状态［１５］，Ｓｏｘ２基因的高表达不仅与许多恶性肿
瘤的形成和发展密切相关，同时与肿瘤的临床治疗和

预后不良也密切有关［１６－１７］。由于肿瘤的发生不仅与

细胞的异常增殖和分化有关，也与细胞凋亡的异常有

关［１８］。因此，本研究进一步观察了干扰乳腺癌细胞

Ｓｏｘ２后对细胞凋亡的影响。结果发现 ｓｈＲＮＡＳｏｘ２转
染ＭＤＡＭＢ２３１细胞后，细胞凋亡率明显增加，尤其
是早期凋亡细胞增加明显。这些数据说明 ｓｈＲＮＡ
Ｓｏｘ２对ＭＤＡＭＢ２３１细胞具有较好的凋亡调控能力。
细胞凋亡受到阻碍，细胞的有序死亡将受到影响，从而

会导致肿瘤的发生，这个过程涉及一系列转录因子的

异常调节和表达。有研究发现，在胃癌组织中Ｓｏｘ２基
因的表达水平与细胞周期和凋亡也有密切关系，主要

表现为当 Ｓｏｘ２表达水平下调时，细胞周期将受到阻
滞，同时会促进细胞凋亡从而抑制细胞生长［１４］。而本

研究结果进一步说明 Ｓｏｘ２对乳腺癌细胞周期同样具
有阻滞作用，从而抑制了肿瘤细胞的生长。

　　又有研究表明，Ｓｏｘ２在肿瘤细胞侵袭和转移中起
着重要作用。比如在胰腺导管癌组织的研究中，Ｎｏｎａ
ｋａ等［１９］发现Ｓｏｘ２的表达水平与胰腺上皮内瘤变级别
呈正相关，而且在有神经血管侵犯、分化较差的胰腺导

管癌中表达最强，提示Ｓｏｘ２基因在胰腺癌后期的侵袭
和转移中起重要作用。最近另有研究表明，肿瘤干细

胞比那些分化的癌细胞更易生成肿瘤，而且转录因子

Ｓｏｘ２在维持非小细胞肺癌的这一属性上起着至关重

要的作用［２０］。而我们通过 ｓｈＲＮＡＳｏｘ２对 ＭＤＡＭＢ
２３１细胞侵袭能力的影响观察发现，下调 Ｓｏｘ２基因
后，ＭＤＡＭＢ２３１细胞的侵袭能力明显下降。ＴＧＦβ
具有广泛调节细胞行为的能力，包括细胞增殖、细胞凋

亡、细胞侵袭和癌症的转移潜能等，从而进一步调控

Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ４，促进肿瘤的转移［７］。本研究结果提示，

干扰Ｓｏｘ２的细胞能够影响到细胞转移能力，同时可以
明显调控ＴＩＦ１γ，说明 Ｓｏｘ２抑制细胞侵袭能力可能通
过ＴＩＦ１γ介导的 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号起作用。另外，β
ｃａｔｅｎｉｎ是一种具有多种功能的蛋白质，目前已经发现
βｃａｔｅｎｉｎ在许多的恶性肿瘤中都存在异常蓄积［１５］，其

中包括胃癌、子宫内膜癌、肺癌、肝细胞癌、前列腺癌

等。研究表明，经典 Ｗｎｔ信号通路在胚胎发育的各个
阶段均有参与，且有着非常重要的作用，然而它的异常

激活可导致肿瘤的发生与发展，尤其重要的是，在各种

肿瘤中，均发现Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路呈现异常激活
状态［２１］。最近的研究均揭露了 Ｓｏｘ２和 ＷＮＴ信号通
路之间复杂的相互作用。如文献［１６］报道 βｃａｔｅｎｉｎ
的高表达与恶性胶质瘤的各种生物学行为均有关系，

包括细胞增殖、侵袭转移和凋亡等。而我们通过进一

步的实验观察发现，Ｓｏｘ２转染后的细胞能够较好地调
控βｃａｔｅｎｉｎ蛋白，说明 Ｓｏｘ２抑制细胞侵袭能力可能
通过βｃａｔｅｎｉｎ信号起作用。
　　近年来，转录因子与肿瘤发生、发展的关系已成为
研究热点，Ｓｏｘ２作为全能型或多能性干细胞标记物，
是维持干细胞未分化状态、增殖等方面的关键因子之

一［２２］，同时研究表明，肿瘤干细胞与耐药基因ＭＤＲ密
切相关［２３］，而耐药性已经成为临床治疗乳腺癌的最大

障碍，故Ｓｏｘ２基因的进一步研究为乳腺癌的控制提供
了新思路。
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