
一

1482一  重庆医科大学学报2010年第35卷第 lO期 (Journal of Chongqing Medical University 2010．Vo1．35 No．1o) 

翻 研究 文章编号：0253—3626(2010)10—1482—04 

使用hTERT启动子联合RNAi靶向逆转乳腺癌的耐药性 

黄金向，王继见，莫琳君 

(重庆医科大学附属第二医院普外科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：克隆人端粒酶逆转录酶启动子(Human telomerase reverse transcriptase，hTERT)，探讨对乳腺癌细胞的特异性Ⅲ， 

利用 RNAi技术靶向沉默耐药乳腺癌细胞 MCF一7／ADR乳腺癌耐药蛋白(Breast cancer resistance protein，BCRP)基因121的表达，观 

察 BCRP的mRNA变化，BCRP蛋白的表达以及对阿霉素耐药性的变化目。方法：构建重组质粒(pGenesil—CMV—shRNA、pGenesil— 

hTERT—shRNA)，分别转染端粒酶阴性及阳性细胞，检测 hTERT启动子的靶向性，应用 RT—PCR及 Western—blot技术检测不同 

组的细胞的 RNA、蛋白差异，MTT法分析药敏性变化l4l。结果：端粒酶阳性的细胞可见很强的荧光，明显强于端粒酶阴性的细 

胞 ；细胞实验 RT-PCR及 Westernblot检测结果显示 ：BCRP的mRNA和蛋白的表达受抑制与对照组其差异有显著性(P<0．05)； 

MTI"比色法结果显示：对阿霉素的药物敏感性明显提高。结论：使用 hTERT启动子联合 RNAi成功靶向沉默 BCRP基因，乳腺 

癌 MCF一7／ADR对阿霉素的敏感性明显增加，为进一步开发肿瘤的特异性基因沉默治疗奠定实验基础。 
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【Abstract]Objective：To clone the promoter of human telomerase reverse transeriptase (hTERT)and investigate its selective effect on 

breast cancer cell，and to observe changes of breast cancer resistance protein(BCRP)mRNA，its protein expression and changes of dmg 

resistance to doxorubicin with RNAi technology used in cell(MCF-7／ADR)．Methods：Plasmids(pGenesil—CMV—shRNA。pGenesil— 

hTERT—shRNA)were recombined and transfected into telomerase—negative and—positive cells。hTERT promoter targeting Was detected． 
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RT-PCR，and Western-blot were applied to detect RNA and 

protein of different groups of cells．MTF Was applied to analyze 

drug sensitivity．Results：Highly visible fluorescent Was seen in 

telomerase-positive cells，which was stronger than that of telom- 

点为进一步深入研究与 nbM相关的中枢神经系统疾病奠定 

了基础。 
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erase—negative cells．The results of RT-PCR，and Western-blot showed that the mRNA and protein expression of BCRP were inhibited； 

MTF results showed that the drug sensitivity to doxorubicin was significantly increased，which was of significant difference as compared 

with the control group (P<O．05)．Conclusion：hTERT promoter carl targeting silence BCRP gene combined with RNAi technology and 

drug resistance to doxombicin is reversed，which lays a solid experimental basis for the further development of tumor specific therapy in 

gene silencing． 

【Key words】Plasmid；hTERT promoter；RNAi；Breast cancer；MCF一7／ADR；Telomerace—positive cells 

乳腺癌是妇女第二大常见肿瘤 ，是导致癌症妇女死亡的 

第二大主要原因，化学治疗在乳腺癌治疗中起着不可替代的 

作用，化学治疗的成败直接关系患者生存率，但内在型或获 

得性的多重耐药(Muhidrug resistance，MDR)常导致化学治疗 

失败。药物转运蛋白(ATP binding cassette G2，ABCG2)膜转运 

蛋白的过度表达与肿瘤 MDR关系密切 ，一种新的乳腺癌耐 

药蛋白P(Breast cancer resistance protein，BCRP)，属于ABC超 

家族的一种。因此我们设想能否在基因水平靶向沉默乳腺癌 

细胞 BCRP，逆转肿瘤细胞的耐药性 ，以提高化学治疗疗效。 

1 材料与方法 

1．1 材料 与试剂 

1．1．1 人正常成纤维细胞株(BJ)、子宫成纤维细胞(UFC)、 

MCF一7／ADR均购于中国科学院上海细胞所 ；RPMI1640、小 

牛血清购自Gibco公司；PCR反应试剂盒(购 自Tiange公司)； 

TaqDNA聚合酶、琼脂糖凝胶 DNA回收试剂盒，DNA纯化试 

剂盒(购于 Takara公司)；RNA提取试剂盒(购于 Takara公 

司)；LipofectamineTM~~(购于 In vitrogen公司)；G 418、MTF 

(Gibco BRL USA)，BCRP一抗(购于武汉博士德生物科技有限 

公司)，Western及 IP细胞裂解液 、BCA蛋白浓度测定试剂 

盒、SDS—PAGE凝胶配制试剂盒、BeyoECL Plus(超敏 ECL化 

学发光试剂盒)，均购于碧云天。 

1．2 方法 

1．2．1 重组质粒的构建 ShRNA表达载体选用 pGenesil一1， 

含有绿色荧光蛋白(EGFP)。BCRP基因序列引自GenBank， 

采用ambion公司的siRNA在线设计工具 siRNA Target Find— 

er，选出 1条 21 nt的序列 5’一AAGAGTGGc1TITrCTACCTTG 

T一3’；全基因合成 hTERT启动子(共 260 bp)，与 GenBank 

中的 bTERT调控区序歹U相对照。构建重组质粒 pGene— 

sil—CMV～shRNA，重组质粒 pGenesil—hTERT—shRNA均由武 

汉晶赛生物工程公司构建、合成，质粒含量及测序 由该公司 

测定。 

1．2．2 细胞的培养及传代 人正常成纤维细胞株(BJ)、子宫 

成纤维细胞(UFC)、MCF一7／ADR细胞在 3722，50 ml／L CO2条 

件下，用 RPMI1640加入 10％小牛血清培养液及双抗 (100 

U／ml青霉素和 100U／ml链霉素)中常规培养，隔天传代 1次 ， 

处于对数生长期以备实验所用。 

1．2-3 脂质体介导的质粒的转染 参考脂质体(Lipofectin)a~~ 

转染试剂盒说明书：转染前 1 d，将 3种对数生长期细胞接种 

于 3个 6孔培养板中，并以 2ml无双抗的培养液培养，当细 

胞达到 80％ ～90％时开始转染，先以无血清及无双抗的培养 

液 250 m1分别加入脂质体及质粒，静置 5 min后，将两管混 

合，制备脂质体一质粒复合物，再静置15 min后，加入到细胞 

培养板中，每个培养板分为重组质粒 pGenesil—CMV—shRNA 

组、重组质粒 pGenesil—shRNA—hTERT组、脂质体对照组(只 

含脂质体的无血清 、无抗生素培养液)和空白组(无血清 、无 

抗生素培养液)。转染每隔 24 h就用质粒包裹体重复转染 1 

次，第 1次转染的当天定为 0 d，连续转染 4 d，第 1、2、3、4 d 

各收获细胞 1批，进行倒置荧光镜检查。 

1．2．4 M订 法测定不同浓度阿霉素对各组细胞存活率的影 

响 将转染后细胞 经 G418筛选 ，浓度 100 g／ml，将筛选后 

细胞培养生长至指数增长期，以 2×10 个／ml浓度接种 96孔 

培养板中。分别以6．26、12．5、25、50、100、200、400、800 ng／ml 

的阿霉素进行药物作用浓度分析，各组分别设 8个复孔 ，空 

白、对照组加入 10％血清的 RPMI1640培养液。终止前 4 h， 

每孑L加入 5 m#ml的 MIT液 20 l，继续放于 CO：培养箱中 

3722，5％CO：，饱和湿度条件下培养 4 h，取出培养板。小 吸 

去孔内液体，每空加入 150 l的DMSO，振荡溶解后 ，用全自 

动酶标仪测定各孔光密度(0D 值)各平行孔取均值后以下 

式计算细胞Ic (死细胞与全部细胞数之比等于50％时所对 

应的阿霉素的浓度)，各平行孑L取均值后以下式计算细胞相 

对存活率。细胞相对存活率％=(OD ／OD )×100％ 

(以空白组 OD值调零)。结果进行统计学分析。各组实验均 

重复 3次。 

1．2．5 RT—PCR检测 BCRP的mRNA表达 将未干预的及 2 

种重组质粒转染后的 MCF一7／ADR细胞提取 RNA，内参为 

NADPH，其上游引物为 5’一AcTGTGcCcATcTAcGAGG一3’， 

下游引物为 5’一GAAAGGGTGTAACGC AACTA一3’，扩增产物 

678 bp；BCRP上游弓l物 5一ATGAAAccTGGTCTCAACGC～3， 

下游引物为 5-TGGAGTCTGCCACTITATCC一3，扩增片段为 

319 bp，按照RT—PCR说明书检测 RNA的表达。 

1．2．6 Western blot检测 BCRP的蛋白的表达 将未干预的 

及 2种重组质粒转染后的 MCF一7／ADR细胞提取总蛋白，按 

说明书提取蛋白及检测蛋白的浓度 ，按照碧云天提供的说明 

书的步骤进行 Western blot，在蛋白凝胶成像仪上显影。 

1．2．7 统计学处理 文章中均为计量资料，以均数 ±标准差 

(互±s)表示。均采用单因素的方差分析，以P<O．05为有统计 

学意义。所有统计分析均采用 SPSS17．0统计软件完成。 
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3 讨 论 

目前国内外 RNAi基因治疗现状 ，RNAi在肿瘤基因治 

疗成为当前研究热点 ，然而存在的问题是 RNAi不具有靶向 

杀灭恶性肿瘤细胞的能力，使正常细胞和肿瘤细胞内的靶基 

因同时被敲出或抑制，造成 RNAi干扰的不确定性。 

使用肿瘤特异性启动子在转录水平控制目的基因的表 

达，以获得肿瘤治疗的特异靶向性，是近年肿瘤基因治疗的 

又一研究热点。研究表明，80％～90％的恶性肿瘤不同程度表 

达端粒酶[61，乳腺癌也不例外。而人体大多数体细胞无端粒酶 

潘l生，因此 ，端粒酶可成为肿瘤基因治疗的理想靶点 。人类端 

粒酶逆转录酶(Human telomerase reverse transcriptase，hTERT) 

是端粒酶催化亚单位 ，其表达与端粒酶活性相平行，是端粒 

酶活性的决定因素 。利用 hTERT启动子进行基因调控是 目 

前靶向基因治疗的常用手段之一。研究表明，hTERT启动子 

经修饰后可作用于乳腺癌 ，成骨肉瘤 ，膀胱癌等恶性肿瘤l圳， 

与对照组的差异有显著性(P<0．05)。 

本实验将修饰后的 hTERT启动子ll01，加载于 pGenesil载 

体上 ，成功构建重组质粒 pGenesil—hTERT—shRNA，用带有 

hTERT启动子及绿色荧光蛋白的重组质粒转染端粒酶阴性 

细胞人正常成纤维细胞株 、子宫成纤维细胞及端粒酶阳性 

的细胞 MCF一7／ADR后 ，不同时间用倒置荧光镜检测 ，只在端 

粒酶阳性细胞可见很强的荧光，而阴性细胞均不能见到荧 

光，因此，hTERT启动子可能成为肿瘤基因治疗的靶向治疗， 

这与国内外研究完全一致。 

应用 RNAi技术干预 BCRP mRNA，通过干预前和干预后 

对比，有明显的差异(P<0．05)，干预组间无统计学意义(P< 

0．05)，其干预的目的基因达到很好的干预的效果⋯]，且带有 

hTERT启动子较之带有 CMV启动子的干预效果无明显差异 

(P>0．05)，证实hTERT启动子功能与 CMV启动子一样强大_121。 

选择的小干扰序列在沉默 BCRP基因上效果是显著的，将转 

染后的细胞阿霉素进行药敏实验，与对照组比较其差异有统 

计学意义(尸<0．05)，MCF一7／ADR的耐药性被逆转。 

综上所述 ，使用 hTERT启动子联合 RNAi靶向逆转乳 

腺癌 MCF一7／ADR的耐药性，为肿瘤的基因治疗开辟了崭新 

的前景一既能够沉默掉我们想沉默的目的基因，又能够对目 

的基因外的基因毫发无损。据报道，乳腺癌耐药基因不是乳 

腺癌所特有，是很多肿瘤的共同的耐药机制，如大肠癌，胃癌 

等肿瘤组织 ，其研究有其广泛性及通用性，为肿瘤的基因治 

疗开辟了新的途径。将其应用于药物开发，有较强的临床应 

用价值。 
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