
一 542 一  重庆医科大学学报 2009年第34卷第5期 (Journal of Chongqing Medical University 2009．Vo1．34 No．5) 

基础研究 文章编号：0253—3626(2009)05—0542—05 

siRNA沉默 FAK基因表达对乳腺癌 MCF一7细胞生物学 

特性的影响 
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【摘 要】目的：研究RNAi干扰粘着斑激酶(Focal adhesion kinase，FAK)的表达及对人类乳腺癌细胞生物学特性的影响。方法：构 

建表达 FAK基因siRNA的重组质粒 FAK—siRNA，在脂质体的介导下转染人人乳腺癌 MCF一7细胞，荧光倒置显微镜下观察转 

染效率，应用 RT—PCR和 Western blot检测 FAK mRNA和蛋白表达，流式细胞术分析细胞周期分布，体外实验测定肿瘤细胞穿 

透matrigel的能力。结果：成功转染FAK—siRNA后乳腺癌MCF一7细胞FAK基因的表达与阴性对照组、空白质粒转染组相比 

FAKmRNA和蛋白表达水平明显降低(P<0．05)，细胞增殖指数及侵袭力明显降低(P<0．O1)。结论：FAK—siRNA能有效抑制人乳 

腺癌细胞 FAK基因mRNA和蛋白的表达，降低细胞增殖能力及侵袭力。 
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更利于喉癌种子增殖和向淋巴转移的“土壤”。从而 

其迁移性、侵袭性以及增殖能力增强，喉癌细胞向 

淋巴管定向迁移的渗透能力进一步增强，这样癌细 

胞更容易通过淋巴管转移至局部淋巴结并定居下 

来，形成转移灶，提示 CXCR4／VEGF—C可能作为监 

测喉癌患者淋巴转移的参考指标。总之，CXCR4、 

VEGF—C在喉癌组织 中以及 SDF一1在转移淋 巴结 

组织中的高表达，且与喉癌的淋巴结转移密切相关， 

说明喉癌细胞中的 CXCR4 DF一1与VEGF—C在促 

进喉癌 的淋 巴结转移方面存在一个或多个共同通 

路，但其具体的分子机制还不清楚，有待于进一步 

实验研究。由于肿瘤淋巴结转移是影响喉癌患者预 

后的独立因素，故 CXCR4一SDF一1一VEGF—C高表达 

可能是判断喉癌是否发生转移的一个指标 。并预示 

患者的预后 ．阻断这一生物学轴可能成为喉癌治疗 

的一个新途径 。 
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Effect of silencing FAK gene expression by siRNA on characteristics of human 

breast cancer MCF-7 cellline 

MA Jie．et 

(Department ofGeneral Surgery，the SecondAffiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To study the effect of RNA interferenc(RNAi)on FAK gene expression and the biological characteristics of human 

breast cancer MCF一7．Methods：The constructed recombinant plasmid FAK—siRNA was transfected into human breast cancer MCF-7 cell 

using LipofectamineTM 2000．The transfection efficiency was observed under fluorescence confocal microscope．Expression of FAK mRNA 

and protein were detected by reverse transcription polymerase chain reaction (RT—PCR)and Western blot．Distribution of cell cycle was 

assessed by flow cytometry．Cell penetrate matrigel capacity were determined by invitro experiment．Results：FAK-siRNA effectively 

inhibited FAK mRNA and protein expression(尸<0．05)．The proliferation index and the invasion capability of MCF一7 cells were effectively 

degraded (尸．<0．O1)．Conclusion：FAK-siRNA inhibits the expression of FAK mRNA and protein，degrades the proliferation and the 

invasion capability of human breast cancer cel1． 

【Keywords】RNAinterference；Breast cancer；Focal adhesion kinase；Pmli ration；Tumorinvasion 

粘 着斑激 酶 (Focal adhesion kinase，FAK)是一 

种非受体型胞浆酪氨酸激酶，能通过多种信号通路 

在细胞周期调控、粘附、迁移、生存等多方面发挥重 

要的作用 2J。研究发现 FAK在多种上皮及间质来源 

的肿瘤中高表达或过度激活『3I41，其高表达可能是许 

多肿瘤获得侵袭转移潜能的共同途径，FAK已经成 

为新的肿瘤治疗靶点圈。RNA干扰(RNA interference， 

RNAi)技术是近年来新发展的一项基因沉 默技术 ， 

它通过一些小干扰 RNA(Small interfering RNA，siR． 

NA)特异性结合靶 mRNA序列促使其 mRNA降解 ， 

从而成为抑制细胞某一基因表达的有利工具同。本 

实验 旨在应用 RNAi技术探讨 FAK基因在人乳腺 

癌 MCF一7细胞增殖及侵袭能力中的作用。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 细胞株 人乳腺癌 MCF一7细胞株由重庆医科大学基 

础医学研究所提供。 

1．1．2 主要试剂 RPMI1640、小牛血清 由重庆医科大学基 

础医学研究所提供；RNA提取试剂盒购自上海华舜生物工程 

有限公司；脂质体转染剂 LipofectamineTM 2000购 自上海 in— 

vitrogen公司；G418、DNA marker购 白天根生化科技有限公 

司；RT—PCR试剂盒购 自大连宝生物公 司；PCR引物及 内参 

引物由上海生物工程有限公司合成 ，鼠抗人 FAK单克隆抗 

体(FAK：H一1)及鼠抗人 13一actin单克隆抗体购自美国Santa 

Cruz公司，羊抗鼠 IgG购自美国Pierce公司。 

1．2 方 法 

1．2．1设计合成 siRNA干扰序列 参考 GeneBank人粘着斑 

激 酶 FAK mRNA(GI：439874)，按 siRNA设计原则 ，通 过 

ambion公司的 siRNA设计工具 ，设计出阻断 FAK mRNA的 

特异性 siRNA序列一对，两端分别加人酶切位点 BamH I和 

HindDI，3’端酶切位点之前加入终止信号 1TI]-r，引物结构 ： 

BamH I—Sense—Loop—Antisense一终止信号 一Sa／I HindⅢ。正 

义 链 ：5’一GATCCCCACCTGGGCCAGTA 1TrA 几TrCA AGACGA 

TAATACTGGccCAGGTGGTITI’] TI．GTCGAcA一3’，反义链 ：3’ 

一 GCGGTGGACCCGGTCATAATAAAGTFCTGCTATFATGACC 

GGGTCCACCAAAAAACAGCTGTrCGA一5’；由武汉晶赛生物 

工程技术有限公司合成重组质粒。 

1．2．2 重组质 粒鉴定 将构 建好 的质 粒转化大肠 杆菌 

DH5 ，用含卡那霉素的平板筛选，挑取阳性菌落提取质粒 

酶切鉴定并送重庆医科大学感染性疾病分子生物学重点实 

验室测序，并将重组质粒命名为 FAK—siRNA，测序结果提示 

质粒构建成功。 

1．2．3 实验分组 将实验组分 3组：以未转染质粒为阴性对 

照组 ，转染空白质粒为空白质粒转染组 ，转染 FAK—siRNA重 

组质粒为干扰组。 

1．2．4 细胞培养 细胞株复苏后接种于含 lO％dx牛血清的 

RPMI1640培养液中，置于 3722、5％CO 培养箱中培养 ，用 

0．25％胰酶消化传代分瓶，取对数生长期细胞用于转染。 

1．2．5 转染 MCF一7细胞经胰酶消化后，铺于6孔板，使其 

生长密度达到 1×10s个／-fL，无抗生素 DMEM培养 24 h，细 

胞 75％以上铺满时转染 (操作按照 LipofectamineTM 2000试 

剂盒说明进行)。5％CO 、3722条件下 ，4 h后换成 10％胎牛血 

清的1640培养液。G418(200 g／m1)筛选24 h后观察荧光。 
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2 ． 4 流 式 细 胞 仪 检 测 细 胞 周 期 分 布 的 改 变

各 组 细 胞 经 流 式 细 胞 仪 检 测 细 胞 周 期 分 布 结

果 如 表 1 所 示 ， 干 扰 组 G 。 期 细 胞 比 例 显 著 增 高 ， G ：

期 和 S 期 细 胞 比 例 降低 ， 细 胞 的 P I 明 显 降低 。 阴 性

对 照 组 P I ( 3 8 ． 2 1 ±0 ． 5 6 ) 与 空 白 质 粒 转 染 组 ( 3 7 ． 9 6 +

0 ． 6 0 ) 相 比 差 异 无 统 计 学 意 义 ( P > O ． 0 5 ) ， 与 干 扰 组

( 2 5 ． 8 9 _

+ 0 ． 2 6 ) 相 比 有 显 著 性 差 异 (P < 0 ． 0 1 ) 。

2 ． 5 T r a n s w e l l 细 胞 小 室检 测 细 胞 侵 袭 力 的 改 变

转 染 4 8 h 后 ， M C F 一 7 细 胞 穿 膜 细 胞 数 阴 性 对

照 组 ( 1 2 5 ． 6 7 + 2 ． 5 2 ) 与 空 白质 粒 转 染 组 ( 1 2 4 ． 3 3 _

+ 1 ． 5 3 )

相 比 差 异 无 统 计 学 意 义 (P > O ． 0 5 ) ， 而 与 干 扰 组 细 胞

数 ( 3 0 ． 3 3 -

+ 1 ． 5 3 ) 相 比 有 显 著 性 差 异 (P < O． 0 1 ) 。 见 图

4 。

表 1 流 式 细 胞 仪 检 测 细 胞 周 期 分 布 结 果

3 讨 论

A ． 阴性 对 照 组 B ． 空 白质 粒 转 染 组 C ． 干 扰 组

图 4 T r a n s w e l l 细 胞 小 室 细 胞 穿膜情 况 ( 台盼 蓝 染 色 x 2 0 0 )

3 ． 1 R N A i 与 F A K 基 因表 达

自 1 9 9 8 年 F i r e 等 l7 l学 者 提 出 R N A 干 扰 以 来 ，

R N A i 很 快 就 成 为 科 学 领 域 的 研 究 热 点 之 一

。 R N A i

通 过 R N a s e m 内切 酶 D i c e r 的 作 用 产 生 有 活 性 的 小

的 2 1 ～ 2 3 n t 干 扰 性 R N A ， 介 导 目 的 基 因 互 补 同 源

m R N A 的 特 异 性 降解 ， 从 而 导 致 目 的 基 因 的 沉 默 ，

又 称 转 录 后 基 因 沉 默 ( P o s t — t r a n s c r i p t i o n a l g e n e

s i l e n c i n g ，
P T G S ) 。

R N A i 技 术 成 功 的 关 键 之 处 在 于 选 择 合 适 靶 基

因 。 F A K 是 一 种 分 子 量 为 1 2 5 k D 的 非 受 体 型 胞 浆

酪 氨 酸 激 酶 ， 在 多 种 上 皮 及 间 质 来 源 的 肿 瘤 中 高 表

达 或 过 度 激 活 ， 在 正 常 组 织 仅 有 微 量 表 达 。 肿 瘤 细

胞 在 整 合 素 介 导 下 与 细 胞 外 基 质 ( E x t r a c e l l u a r

m a t r i x
，

E C M ) 粘 附 是 细 胞 生 长 、 增 殖 的 必 要 条 件 ， 研

究 发 现 ， F A K 在 整 合 素 介 导 的 信 号 转 导 中起 关 键 作

用 。 F A K 被 激 活 后 表 现 为 磷 酸 化 ， 可 进 一 步 活 化S R C 、

磷 脂 酰 肌 醇 一 3 激 酶 ( P h o s p h a t i d y l I n o s i t o l 一 3 k i n a s e ，

P I 一 3 K ) 等 蛋 白 ， 对 细 胞 的 粘 附 、 增 殖 、 迁 移 等 进 行 调

节 。 因 此 ，
F A K 被 认 为 是 整 合 素 依 赖 性 信 号 传 导 通

路 的 基 础 分 子 ， 有 胞 内 第 一 信 号 之 称 ， 日 益 受 到 关

注 I8 l。1
， 其 高 表 达 可 能 是 许 多 肿 瘤 获 得 侵 袭 转 移 潜 能

的 共 同 途 径 ，
F A K 已 经 成 为 新 的 肿 瘤 治 疗 靶 点 。 阻

断 其 表 达 或 其 介 导 的 信 号 转 导 通 路 将 有 可 能 为 抗

肿 瘤 治 疗 提 供 一 些 新 的 思 路 。 因 此 。 本 研 究 选 取

F A K 为 靶 基 因 ， 以 期 能 为 肿 瘤 的 基 因 治 疗 提 供 实 验

依 据 。

本 研 究 利 用 R N A i 方 法 设 计 了 针 对 靶 基 因 F A K

的 特 异 干 扰 序 列 ． 并 构 建 重 组 质 粒 表 达 载 体 ， 应 用

脂 质 体 介 导 法 转 染 至 乳 腺 癌 M C F 一 7 细 胞 株 当 中 。

结 果 通 过 R T — P C R 分 析 发 现 ， 在 转 染 的 M C F 一 7 细

胞 中 ， 与 阴 性 对 照 组 相 比 干 扰 组 能 显 著 降 低 F A K

m R N A 的 表 达 (P < O． 0 5 ) ， 而 空 白质 粒 对 F A K m R N A

的 抑 制 效 果 不 显 著 (P > 0 ． 0 5 ) ， W e s t e r n b l o t 印 迹 方 法

检 测 表 明 ， 转 染 F A K — s i R N A 重 组 质 粒 能 明 显 降 低

F A K 蛋 白 的 表 达 (P < O． 0 5 ) 。 结 果 表 明 构 建 的 重 组 质

粒 F A K —

s i R N A 能 有 效 的 抑 制 人 乳 腺 癌 M C F 一 7 细

胞 中 F A K m R N A 和 蛋 白表 达 ， 使 其 表 达 水 平 显 著 降
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低，为RNAi技术应用于肿瘤治疗奠定实验基础。 

3．2 FAK与肿瘤细胞增殖能力 

FAK在多种上皮及间质来源的肿瘤中高表达 

或过度激活，具有促进肿瘤细胞增殖的作用 ，其促 

细胞增殖作用主要是通过调控细胞周期实现的。目 

前认为，3条以FAK为中心的信号转导通路与细胞 

周期调控密切相关，其共同的终末环节是在转录水 

平上诱导周期素 D1(cyclin D1)和 CDK的高表达 ， 

抑制 p27活性 ．促进肿瘤细胞 DNA合成和加快 

G，／S期的转换llOl。 

本研究运用流式细胞技术 ，研究 FAK siRNA对 

人乳腺癌 MCF一7细胞增殖 的影 响。流式细胞仪检 

测细胞周期 的结果显示干扰组 G 期 比率明显升高 ， 

增殖指数(25．89％±0-26％)下降，与阴性对照组相比 

差异有显著性(P<0．01)。结果提示 FAK基因的抑制 

可能影响肿瘤 内 DNA的复制和合成 ，抑制细胞正 

常分裂，使细胞在 C 期堆积，最终结果是抑制细胞 

的增殖能力。 

3．3 FAK与肿瘤细胞侵袭能力 

肿瘤细胞具有侵袭的特征，在侵袭过程中脱离 

原发部位与基底膜粘附，分泌降解酶降解周围组 

织，移动并穿过 ECM导致扩散与转移。肿瘤的侵袭 

和转移是一个多因素参与的极其复杂的过程．是导 

致肿瘤病人治疗失败和死亡的主要原因。因此 ，研 

究和阐明肿瘤侵袭和转移的机制 ，可为开发抗肿瘤 

靶向药物及基因治疗提供理论和实验依据。 

Weiner等【11】认为 85％的侵袭性肿瘤如结肠癌、 

甲状腺癌等 FAK表达升高，而伴有转移的肿瘤中 

100％FAK升高，说明 FAK高表达涉及肿瘤细胞的 

侵袭和转移。有研究显示 FAK可以通过调控蛋白裂 

解酶降解周围基质，从而达到侵袭作用_l2I。FAK在许 

多高侵袭、高转移的肿瘤组织中表达增加，在正常 

组织仅有微量表达的事实提示我们 FAK过表达可 

能是肿瘤细胞获得侵袭与转移潜能的一个共 同通 

路，可能成为判断肿瘤侵袭及预后的标志。 

本研究涉及的体外实验很好的反映了肿瘤侵 

袭转移的全过程一粘附、降解、移动，因而细胞穿越 

Matrigel的能力能够反映细胞的侵袭能力。结果显 

示转染了 FAK—siRNA重组质粒 的细胞组穿膜细胞 

数目(30．33+1．53)显著减少，阴性对照组(125．67± 

2．52)与空白质粒转染组(124．33_+1．53)相比差异无 

统计学意义(P>0．05)，而与干扰组相比有显著性差 

异(P<0．01)。结果表明siRNA沉默FAK表达后肿瘤 

细胞侵袭能力下降。我们分析可能与 siRNA沉默 

FAK表达后，肿瘤细胞粘附、降解周围组织及迁移 

运动能力的减弱有关 。 

综上所述，FAK的表达与乳腺癌细胞的增殖、 

侵袭能力密切相关，利用 RNAi技术能够降低 FAK 

基因的表达 ，并能有效的抑制乳腺癌细胞的增殖及 

侵袭能力 ，为质粒介导的 RNAi技术应用于乳腺癌 

的基因治疗提供一定的实验依据。 
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