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siRNA干扰对乳腺癌(MCF一7)ATX表达和侵袭力的影响 
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(重庆医科大学附属第二医院普外科 ，重庆 400010) 

【摘 要】目的：研究针对自分泌运动因子(Autotaxin，ATX)的小干扰 RNA(Small interfering RNA，siRNA)对人乳腺癌细胞ATX 

基因表达的影响，探讨 RNA干扰技术治疗乳腺癌的前景。方法：参考人黑色素瘤 ENPP2基因序列，设计合成 ATX—siRNA及随 

机阴性对照。在阳离子脂质体的介导下转染人乳腺癌细胞 MCF一7，转染后 48 h收集细胞 ，用半定量 RT—PCR和western blot检 

测转染后 ATX mRNA和 ATX蛋白的表达，体外实验测定肿瘤细胞穿透 matrigel的能力。结果：体外合成的 siRNA在转染乳腺癌 

细胞 48 h后 ATX mRNA和蛋白表达降低，转染48 h后测定乳腺癌 MCF一7细胞的侵袭力明显降低(P<0．01 o结论：ATX—siRNA 

能有效抑制人乳腺癌细胞株ATX基因和蛋白的表达，降低人乳腺癌细胞的侵袭力。 
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升高也被抑制，且呈剂量依赖性。据此我们分析，在 

GH诱导睾酮分泌过程 中．ATP50可能通过作用于 

GH受体从而影响睾酮的分泌。ATP50与问质细胞 

上的特异性受体结合后，在G蛋白的介导下激活腺 

苷酸环化酶，使 ATP转变成 cAMP，cAMP使无活性 

的 PKA激活。当 PKA的催化亚基进入细胞核 内后 ， 

可催化 CREB磷酸化。动员胆固醇进入线粒体 内膜 ， 

启动呼吸链活动。线粒体通过氧化呼吸提供Leydig细 

胞代谢的能量，从而促进睾酮合成[11,12 ；当ATP50缺 

乏时，特异性 GH受体不能充分结合 ATP50，从而使 

G蛋 白介导的腺苷酸环化酶激活过程受抑制 ，ATP 

不能正常转变成cAMP，引起cAMP缺乏，无活性PKA 

不能正常激活．CREB磷酸化相应被抑制，胆固醇进 

入线粒体内膜活动受阻，最终使线粒体呼吸链被抑 

制，从而导致睾酮分泌减少。这些结果提示，ATP50 

的表达可能是影响睾丸问质 Leydig细胞睾酮分泌 

十分关键的环节之一，为后续老年男性雄激素部分 

缺乏综合征的研究提供了一定的理论基础，但在老 

年男性睾丸间质细胞中ATP50表达降低的原因与 

机制尚不清楚，有待于将来更进一步的研究。 
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Effect of silencing ATX by RNA interference on expression and invasive 

potentiaI of human breast cancer cell Iines 

GUHal—tao，et 

(Department ofGeneralSurgery，the SecondAffiliatedHospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To study the effect of RNA interference(RNAi)on ATX—mRNA expression and the invasive petenti~of human 

breast cancer cell lines．Methods：Chemically synthesizeddouble stranded RNA(dsRNA)targeting ATX was transfected into human breast 

cancer cell MCF一7 using SiPORT Lipid．The transfection efficiency was observed under fluorescence confocal microscope．Expression of 

ATX mRNA and protein was detected by reverse transcription polymerase chain reaction(RT-PCR)and Western blot．Cell penetrate 

matrigel capacity were determined by in vitro experiment．Results：ATX—siRNA effectively inhibited ATX—mRNA and protein expression 

(P<0．05)，and degraded invasion capability of MCF-7 cells(P<O．01)．Conclusion：ATX-siRNA inhibits ATX-mRNA and protein 

expression，and degrades invasion of human breast cancer cel1． 

【Key words】small interfering RNA(siRNA)；MCF一7；Autotoxin(ATX)；Breast cancer 

肿瘤转移和侵袭的重要环节是细胞运动。癌细 

胞的转移是通过局部扩散 、淋 巴结转移 、血运转移 

为主要途径进行的_l1。癌细胞 自身分 泌的物质大大 

促进其转移的进程，自分泌运动因子(Autotaxin，ATX) 

便是其中之一。有研究证实 ATX在乳腺癌中有较高 

的表达水平[21。RNA干扰技术能高效、特异的阻断体 

内特定基因的表达，诱使细胞出现特异基因表型缺 

失。本研究旨在探讨体外合成的小干扰 RNA(Small 

interfenng RNA，siRNA)对 ATX表达的影响 ，进而探 

讨 siRNA干扰ATX在乳癌治疗中的前景。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

总 RNA提取试剂盒购 自上海华舜生物工程有限公司； 

质粒购 自武汉晶赛生物科技有限公 司；人乳腺癌细胞株 

MCF一7由本实验室提供 ；脂质体转染剂 Lip0 ctamineTM2o00 

购自上海 invitrogen公司；G418、DNA marker购 自天根生化科 

技有限公司；RT—PCR试剂盒购 自大连宝生物公司；总 RNA 

提取试剂购自上海华舜生物工程有限公司；鼠抗兔单克隆抗 

体和兔抗人 autotaxin单克隆抗体购 自美国 SANTA CRUZ生 

物技术有限公司；PCR引物及 内参(13一actin)引物 由上海生 

物工程有限公司合成。 

1．2 设计合成 siRNA干扰序列 

参考Gene Back人黑色素瘤 ATX mRNA(ENPP2／k35594 

Gene ID：5 168，HUGO Gene Nomenclaturc Committee)，按 El— 

bashir等【引的siRNA设计原则设计出阻断 ATXmRNA的 siR— 

NA序列 1对 ，其正义链 ：5’一GGUCCUCCUACAGUGCUAU 

一 3’
，反义链：5’一AUAGcACuGUAGGAGGACCTT一3’；并随 

即设计 1对阴性对照：其正义链：5’一GGUCUCCCAAACGGU— 

CUAUTr一3’，反义链：5’一AUGAGCCGUGAuGAGGACCTT一3’。 

1-3 实验 分组 

将实验组分为 3组：空白对照组，阴性对照组 ，ATX—iR— 

NA组 。 

1．4 细胞培养 

MCF一7人乳腺癌细胞株用含 10％／1~牛血清和 100 U／ml 

卡那霉素的 RPMI1640培养液，于 37℃、5％CO：的恒温培养箱 

中培养，常规换液传代至指数生长期用于本实验。 

1．5 细胞 转染 

转染前 24 h，胰酶消化处于指数生长期的细胞并计数，用 

无抗生素 RPMI1640新鲜生长培养基稀释细胞后 ，传代于 6孑L 

板，在无抗生素的生长培养基中培养 24 h后，细胞生长达至 

80％～90％时开始转染。操作按 LipofectamineTM 2000试剂说 

明书进行。 

1．6 绿色荧光蛋白表达情况 

转染 24 h后 ，在荧光显微镜下观察 ，转染成功的 MCF一7 

细胞有 EGFP表达，发出特异性的绿色荧光。分别记录每个 

转染细胞培养孔四周和中央 5个视野内明视野和暗视野所 

观察到的细胞数 ，按转染率 =暗视野所见发强绿色荧光的细 

胞数／明视野所见细胞总数 X 100％。 

1．7 半定量 RT—PCR测定 ATX基因 mRNA水平的 变化 

对 ATX进行 RT—PCR分 析 ，阴性对 照组 和未转 染 

ATX—siRNA细胞作对照。按总 RNA提取试剂盒说明书分别 

提取 3种细胞总 mRNA作为逆转录模板 ，进行 RT—PCR。根 

据 ATX基因序列设计引物序列：上游引物：5’一ATFACAGC— 

CACCAAGCAA一3’，下游引物：5’～GAAGGCATAGACCGAAG 

G一3’，扩增长度 213 kbp。内参(B—actin)上游引物：5’一GAC— 

TACCTCATGAAGATC一3’，下游引物 ：5’一GATCCACA3TI'GC 

TGGAA一3’，预计扩增长度为 325 kbp。PCR反应条件为：94~C 

预变性 2min后，94 变性 45 S，53℃退火45 S，72℃延伸 90 S， 

循环 35次；0．8％琼脂糖凝胶电泳鉴定 PCR产物大小。 

1．8 Westem blot检测 ATX蛋白表达 

收集 MCF一7细胞，用裂解液提取蛋 白，以蛋白提取液样 

品做 SDS—PAGE电泳后转膜，封闭，转至PVDG膜，兔抗人 
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A T X 单 克 隆抗 体 及 小 鼠抗 人 p —

a e t i n 抗 体 ， 4 ℃ 冰 箱 过 夜 ；

0 ． 0 1 m o l／L P B S T 洗 涤 3 次 ， 每 次 5 m i n ；用 鼠抗 兔 单 克 隆抗 体

二 抗室 温 孵 育 1 h ， 0 ． 0 1 m o l／L P B S T 洗 涤 4 次 ， 每次 5 m i n ， D A B

显 色 。 结 果 用 美 国 Qu a n t i t y O n e 4 ． 4 ． 0 软 件分 析 ， 所 得 灰 度 值

与 p — a c t i n 蛋 白两 者对 应 条带 的灰 度 值 之 比 ， 进 行 分 析 。

1 ． 9 肿 瘤 细 胞 的 体 外侵 袭 实验

将 m a t r i g e l 胶 按 1 ：3 均 匀 地 铺 在 8 ¨ i n P C F 细 胞 小 室 膜

上 成 胶 3 0 m i n ， 实验 前 3 0 m i n 再 次 成 胶 。 将 小 室 置 于 2 4 孔 板

内 ， 同时在 2 4 孔板 内加入 含 有肿 瘤细胞 趋 化 因子 的小 鼠成纤

维 细胞 N I H 一 3 T 3 培 养基 上 清液 和 R P M l l 6 4 0 培养 基 4 0 0 LL l

比例 为 1 ：3 ， 细 胞 计数 池 计数 各组 细 胞 加 入 到 小 室 内 ， 细 胞 数

目约为 1 × 1 0 ’
， 并加入 培养基 1 0 0 斗 1 ， 3 7

~

C 、 5 ％ C O ： 孵 育 。 4 8 h

后 取 出小 室 ， 撕 取 小 室 底 层 膜 ， 用 棉 签 擦 去 上 层 细 胞 ， P B S 冲

洗小 室 膜 3 次 ， 9 5 ％ 乙 醇 固定 5 m i n ， H E 染 色 ， 倒 置 显 微 镜 下

计算 5 个 视 野 的肿 瘤 细 胞 数 ， 干 扰 片 段 转 染组 、 空 白质 粒 转

染 对 照 组 、 阴性 对 照 组 ， 每组 实 验重 复 3 次 。

1 ． 1 ． 0 统 计 学 处 理 所 有 检 测 实 验 均 重 复 3 次 ， 数 据 以 互± s

表示 ， 使用 S P S S l l ． 5 统计 软 件 ， 对 数据采用 t 检验 。

2 结 果

2 ． 1 乳 腺 癌 M C F 一 7 细 胞 株 目 的 基 因 s i R N A 的 转 染

及 效 率观 察

取 生 长 良 好 的 乳 腺 癌 M C F 一 7 细 胞 株 ， 从 细 胞

培 养 瓶 中 消 化 并 转 移 至 6 孔 板 中 ， 加 入 含 有 1 0 ％ 胎

A ． 未 转 染 细 胞 B ． 转 染 后 细 胞

图 1 乳 腺 癌 M C F 一 7 细 胞 株 转 染 图 ( x 2 0 0 )

2 3 M

6 0 0 b p
5 0 0 b p
4 0 0 b p
3 0 0 b p

2 0 0 b p

1 0 0 b p

M ． D L 6 0 0 M a r k e r ；1 、 2 、 3 的条带分别为 ：阴性对 照 组 、 空 白质粒 转染 组

干扰 片段 转 染组 P C R 产物

图 2 R T — P C R 检 测 各 组 A T X 表 达 图

A ． 空 白对 照组

5 5 k D

3 4 k D

2

3 4 k D ： p — a c t i n 5 5 k D ：A T X 蛋 白

1 ． 阴性 对 照 组 ；2 ． 干 扰 片 段 转 染 组 ；3 ． 空 白质 粒 转 染 组

图 3 W e s t e r n b l o t 检 测 各 组 A T X 蛋 白表 达 图

B ． 阴性 对 照 组 c ． 干扰 片段 转染 组

图 4 转 染后 乳 腺 癌 细 胞 ( M C F 一 7 )穿膜情 况 ( x 2 0 0 ， H E 染 色 )
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牛血清的RPMI1640培养基置于 37℃、5％CO 中孵 

养 24 h，至细胞长满整个培养板。实验发现脂质体 

16 和已构建的目的基因siRNA 4／xg配比细胞转 

染效率较高，如图 1所示。荧光倒置显微镜观察，细 

胞转染效率达 60％，荧光表达较强。 

2．2 RT—PCR结果 

转染 48 h后 ，提取细胞 mRNA并合成 cDNA细 

胞 空 白质粒 转染 株 的 ATX mRNA表 达水 平 ATX 

(1．097+0．184)与阴性对照组 (0．965+0．076)比较 P> 

0．05，无明显差异；与阳性对照组(0．746+0．721)比较 

P<0．05，差异有显著性：见图2。 

2．3 Western blot结果 

转染48 h后，各组分别用 Western blot分析，干 

扰组与空白对照组及阴性对照组分别比较，结果显 

示：干扰组 0．501±0．023与空白组 0．680+0．052比较 

P<0．05，ATX／B—actin蛋白表达有显著性差异；干扰组 

0．501±O．023与 阴性 对 照 组 0．713±O．027比较 P< 

0．05，ATX／[3一actin蛋白表达有显著性差异；空白组与 

阴性对照组 比较 P>0．05，ATX／[3一actin蛋 白表达 无 

差异 ：见图 3。 

2-4 细胞侵袭实验结果 

转染 48 h后，MCF一7细胞阴性对照组穿膜细 

胞数(130．0+4．690)与空白质粒转染对照组(141．2± 

6．693)无明显差异，而干扰片段转染组细胞数(26．O± 

1．532)明显减少，差异有显著性(P<0．01)；空白对照 

组穿膜细胞数与 阴性对 照组 问差异无 统计学 意义 

(P>0．05)；见图 4。 

3 讨 论 

ATX是一种肿瘤细胞运动刺激因子，最初是由 

人黑色素瘤细胞株 A2058血清培养基 中分离 、纯化 

出的细胞 因子 ，由肿瘤细胞产生分泌并能体外刺激 

细胞定向和随机运动。后来发现正常细胞和肿瘤细 

胞均表达ATX基因产物。但肿瘤细胞过度表达并伴 

有蛋白选择性分泌。该因子的分子量在还原状态为 

60 kD，非还原状态为 55 kD，其结构与磷酸己糖异 

构酶(Phosphohexoseisomerase，PHI)SH同；其受体(Auto 

crine motility factor receptor．ATXR)为一种细胞表面 

糖蛋 白 ，分子量 为 78 kDt 一l，当 ATX和 ATXR发生 

特异性结合 ，肿瘤细胞骨架就发生重排 ，同时释放 

组织蛋白酶等溶解酶。使肿瘤细胞对血管、淋巴管内 

皮细胞及周围正常细胞的粘附性、融合性增强，抗 

凋亡及活动能力提高。从而增强肿瘤细胞的侵犯性 

和转移能力嘲。 

RNAi现象 自 1998年由 Fire A等发现以来 ， 

RNAi技术迅速发展。研究显示 RNAi技术比同源重 

组、反义、核酶等生物学技术更为有效[81。其基本原 

理是内源或外源双链 RNA(dsRNA)进入细胞后降 

解为21-25个核苷酸组成siRNA，诱导同源特异性mR— 

NA降解，使特异性蛋白合成减少，从而导致特定基 

因沉默(Post transcriptional gene silencing，PTGS) 。 

本实验使用人工合成的SiRNA干扰 ATX基因的表 

达 ，通过 RT—PCR和 WEST—BLOT测定 ，结果表明： 

SiRNA—AXT链的 mRNA和 ATX蛋白水平较阴性 

对照组和空 白对照组明显下降，差别具有显著性 

(P<0．05)。RNAi抑制 MCF一7细胞 ATX基因后可使 

其侵袭力明显下降。体外侵袭实验验证，干扰组的 

穿膜细胞数与其他组比较 ，数量明显减少，具有显 

著差别 。 

综上所述，本研究表明体外合成的 ATX基因特 

异性 siRNA，通过脂质体转染乳腺癌细胞后，可以特 

异性 的抑制 ATX—mRNA和蛋 白的表达 。从 而抑制 

ATX刺激肿瘤细胞运动并降低肿瘤细胞的侵袭力。 
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