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基因表达对乳腺癌细胞生长的抑制作用及其机制!为乳腺癌的基因诊断和治疗提供

理论依据$方法
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,将重组质粒导入乳腺癌
N@̀.*

细胞株!
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筛选获得稳定转染的细胞株,实验分为脂质体对照'阴性

质粒转染对照及
LAL';1HG<

重组质粒转染组!实时荧光定量
@̂H

法检测
LAL'/HG<

的表达的变化!用四甲基偶氮唑盐

"

N!!

#法测量细胞生长情况$结果
"

测序证实表达载体构建成功!在稳定转染重组质粒
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K,

*
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G"9
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LAL'

的

乳腺癌
N@̀.*

细胞株中!

LAL'/HG<

抑制率"

*'E

#明显高于阴性质粒对照组"

%8*E

#!

N@̀.*

细胞增殖活性显著低于阴性对

照组和脂质体对照组$结论
"

重组质粒
T̂@;1#"42"=
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K,

*

T̀ ^
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G"9
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LAL'

可抑制乳腺癌细胞中
LAL'

基因的表达!并抑制乳

腺癌细胞的生长$
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一!

L0##1\="14;

是一

类激素依赖型肿瘤相关多基因家族!

L0##1\="14'

#

LAL'

$是其

,)

个成员之一&据报道
LAL'

与乳腺癌的发生密切相关!癌

组织中
LAL'

的表达可能在早期乳腺癌的侵袭和转移中扮演

着重要的角色(

,

)

&本实验应用
HG<1

技术特异性沉默乳腺癌

细胞株
N@̀.*

中
LAL'

基因的表达!探讨
LAL'

基因的靶向

抑制对乳腺癌细胞增殖的影响!现报道如下&

!

"

材料与方法
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购

自上海吉凯公司%

N@̀.*

细胞株由本实验室保存!

Ĥ NZ,'+$

和小牛血清为
T1Y29

产品%

OXIHT=""4

为美国
</=";29

产品!

!HZV9#

试剂和
A1

>

96"2J0/14"

!N

%$$$

均为
Z4Q1J=9

M

"4

公司产

品%

/HG<O"#"2J1Q" @̂HW"=,8,

和
-]!0

a

!N

\1J

购自
!0L0.
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公司&
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方法
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靶向
LAL'

的
;1HG<

表达载体的构建
"

登陆
T"4.

I04\

#

<22";;1944S/Y"=96LAL'/HG<

"

F*(%$&

$获得
LAL'

/HG<

序列!依据
;1HG<

作用靶向序列的设计原则!设计
&

条

特异的
;1HG<

和
,

条阴性对照
;1HG<

!由上海吉凯公司用化

学合成!筛选出
,

条干扰效果最好的
;1HG<

!构建成表达载体

T̂@;1#"42"=!NK,

'

T̀ ^

'

G"9

'

LAL'

!该表达载体在脊椎动物

细胞内表达针对
LAL'

的
;3HG<

&同时构建阴性对照表达载

体
T̂@;1#"42"=!NK,

'

T̀ ^

'

G"9

'

G94

&
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细胞培养
"

人乳腺癌细胞株
N@̀.*

用含
,$E

胎牛血

清的
Ĥ NZ,'+$

培养基!在
&*c

!

)E@P

%

条件下培养!每
%

#

&

天进行传代&

!8"8#

"

稳定转染细胞株的筛选
"

质粒
T̂@;1#"42"=
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和
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分别转

染
N@̀.*

细胞株!具体操作步骤按照
A1

>

96"2J0/14"%$$$

的说

明进行!同时设未转染细胞对照!转染
%5

后弃去原培养液!加

入含
&$$

"

M

'

/AT+,(

的
Ĥ NZ,'+$

完全培养液#含
,$E

小

牛血清$!每
%

天换液
,

次!在标准环境下培养
%

周后转染组绝

大多数细胞死亡!未转染组细胞全部死亡!挑
T+,(

抗性的细

胞克隆在含
,)$

"

M

'

/AT+,(

的培养基中扩大培养&

!8"8$
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LAL'/HG<

表达的检测
"

实验分
&

组"脂质体对照
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月第
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卷第
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期



组!转染
T̂@;1#"42"=
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K,
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'

G"9
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载体组#阴性对照

组$!转染
T̂@;1#"42"=
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K,

'

T̀ ^

'

G"9

'

LAL'

载体组#

HG<

干扰组$&传代培养
+(3

后收集各组细胞!按
!HZV9#

试剂盒

提供的方法提取细胞总
HG<

&取
%

"

M

总
HG<

!反转录成
2F.

G<

&利用软件
=̂1/"= =̂"/1"=)8$

设计特异性引物及
LAL'

探针!并使上下游引物跨越
%

个内含子!以避免基因组
FG<

的污染&内对照
T<̂ FK

引物见参考文献(

%

)!由大连
!0L0.

H0

公司合成&

LAL'

"上游引物
)[.!!@@!T@@<TTT!T<

!!@!.&[

!下游引物
)[.@<@!!TT@@!T<<!TT!!!!.

&[

!扩增片段长
,'%Y

>

%

T<̂ FK

"上游引物
)[.T<<TT!T<<

TT!@TT <T! @.&[

!下游引物
)[.T<< T<! TT! T<!

TTT<!!!@.&[

!扩增片段长度
%%$Y

>

&

实时荧光定量
@̂H

检测各组细胞
LAL'/HG<

表达水

平!反应条件为"

7)c)/14

变性!

7)c,$;

!

)'c,$;

!

*%c

&$;

!

(+c$;

!

+$

个循环!

(+c

单次检测荧光!增益为
'$

&扩

增完毕后!进行熔解曲线分析!

7+c,/14

!

',c,/14

!

*%c

,/14

!然后以
$8,c

'

;

的速度升温到
7%c

!连续监测荧光&

对扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳分析特异性&采用样点拟合

法分析结果!得到标本中
LAL'

和
T<̂ FK

的
@J

值&为避免

HG<

提取和反转录造成的误差!以
T<̂ FK

作内对照!每份标

本同时检测
T<̂ FK

和
LAL'

!每批标本重复检测
%

次&用检

测到的
@J

和以
T<̂ FK /HG<

的量为内参照!计算
LAL'

/HG<

的相对量!计算公式为
%@J

#

T<̂ FK

$

f@J

#

LAL'

$&

!8"8K

"

N!!

法检测细胞增殖水平
"

用含
,$E

胎牛血清的

Ĥ NZ,'+$

培养液配成单个细胞悬液!以每孔
,$$$

个细胞接

种于
7'

孔培养板中!

&*c

,

)E@P

%

条件下培养!

%5

后每孔加

入
N!!

溶液#

)/

M

'

/A

$

%$

"

A

!

&*c

!继续孵育
+3

!终止培

养!小心吸弃孔内培养上清液!每孔加入
,)$

"

A

二甲基亚砜

#

FNOP

$!振荡
,$/14

!使结晶物充分溶解&在酶联免疫检测

仪上
)*$4/

波长检测各孔吸收值!记录结果&连续检测
'5

!

绘制细胞生长曲线&

"

"

结
""

果

"8!

"

靶向
LAL'

的
;1HG<

表达载体的构建与鉴定
"

重组质

粒
T̂@;1#"42"=

!N

K,

'

T̀ ^

'

G"9

'

LAL'

经测序证实 克 隆 的

HG<1

打靶序列
,$$E

正确!该载体可同时表达
T̀ ^

!表明该质

粒构建成功&

"8"

"

稳定转染细胞株的筛选
"

含重组质粒
T̂@;1#"42"=

!N

K,

'

T̀ ^

'

G"9

'

LAL'

的
N@̀.*

细胞株在
&$$

"

M

'

/AT+,(

的

Ĥ NZ,'+$

完全培养液中持续筛选
%

周后!细胞爬片!荧光显

微镜观察!结果显示经过抗性筛选!已获得稳定转染的细胞株!

见图
,

&

图
,

"

荧光显微镜下观察稳定转染质粒
T̂@;1#"42"=

!N

K,

)

T̀ ^

)

G"9

)

LAL'

的
N@̀.*

细胞

"8#

"

LAL'/HG<

表达水平的检测

"8#8!

"

电泳鉴定结果
"

扩增后
FG<

电泳图中没有杂带出

现!并且相对分子质量大小于与实际大小一致#

LAL'

"

,'%

Y

>

$!这表明没有出现非特异性扩增!见图
%

&

"8#8"

"

熔解曲线分析
"

熔解曲线分析显示"

LAL'

和
T<̂ .

FK

扩增产物特异!没有出现引物二聚体等非特异性扩增!见

图
&

&

图
%

"

H!.̂@H

扩增后
LAL'

电泳图

图
&

""

@̂H

扩增后
T<̂ FK

和
LAL'

熔解曲线分析

"8#8#

"

LAL'/HG<

相对定量
"

N@̀.*

细胞转染
;1HG<

后

LAL'/HG<

表达受到了明显的抑制!与脂质体对照组比较!

/HG<

抑制率达到了
*'E

&阴性对照质粒组转染
N@̀.*

细

胞后!

/HG<

的表达与脂质体对照组比较几乎无差异!见表
,

&

表
,

"

稳定转染后各组细胞
LAL'/HG<

的相对抑制率&

E

(

组别
LAL' T<̂ FK

!

@J

#

T<̂ FKL'

$

!!

@J ,f%

!!

@J

脂质体对照组
%'8(& %%8,) f+8+( f f

阴性对照组
%'8(% %%8&$ f+8)% f$8$+ %8*$

HG<

干扰载体组
%(8(* %%8++ f'8+& f,87) *'8$

"8$

"

四甲基偶氮唑盐#

N!!

$法观察细胞增殖活力
"

阴性对

照组和脂质体对照组
N@̀.*

细胞的增殖活性明显高于
HG<

干扰组#

!

$

$8$,

$!阴性对照组与脂质体对照组
N@̀.*

细胞

的增殖活性差异无统计学意义#

!

%

$8$)

$&结果表明!

HG<

干扰组细胞生长出现了明显的抑制!见图
+

&

图
+

""

阴性对照组*脂质体对照组和
HG<

干扰组
N@̀.*

细胞生长曲线

#

"

讨
""

论
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)于
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年首次提出
L0##1\="14

一词!

L0##1\="14

最

早是从胰腺#希腊语!

L0##1\="0;

$中分离出来的&研究发现!

L0##1\="14;

编码的丝氨酸蛋白酶家族#

3L;

$可能参与了多种激

素依赖型肿瘤的发生!并预测其可作为某些肿瘤的血清学标志

物(

+

)

&目前
3L&

#前列腺特异性抗原
Ô<

$已被美国食品和药

$(&,

重庆医学
%$,,

年
)

月第
+$

卷第
,+

期



物管理局#

F̀<

$批准作为前列腺疾病的生物学标志物!

3L%

也

被作为前列腺疾病的辅助标志物(

)

)

&不仅如此!最近的研究提

示该家族某些成员还可能参与了非激素依赖肿瘤的发生(

'.7

)

&

LAL

基因家族成员已成为肿瘤基因诊断和治疗的新的靶点和

热点&

LAL'

是
L0##1\="14;

基因家族成员之一!编码丝氨酸蛋白

酶
3L'

&

LAL'

基因长约
,'%Y

>

!该基因在卵巢,子宫,睾丸等

激素依赖性器官的肿瘤中异常表达!与预后相关!联合检测患

者血清
3L'

和
@<,%)

的水平将明显提高卵巢癌诊断的特异

性和敏感性(

,$.,,

)

&除此之外!

LAL'

还参与阿尔茨海默病和血

管性痴呆等中枢神经系统疾病的发生发展(

,%

)

&乳腺癌组织中

LAL'

的表达可能在早期乳腺癌的侵袭和转移中扮演着重要

的角色(

,

!

,&

)

&

0̂/

>

0#0=1;

等(

,+

)报道!

LAL'

在肿瘤进展中扮演

了一种保护角色!这种保护作用很可能是通过抑制上皮到间充

质细胞转变介导的&

HG<

干扰技术是研究基因功能和治疗中的一种全新的研

究手段!其具有高度特异性,高效性等特点&目前应用于体外

干扰的技术主要有反义核酸,质粒表达载体和
;1HG<

&应用

较为广泛的是
;1HG<

和体内合成的质粒表达载体&质粒表达

载体可以长期表达
;1HG<

!表现出长期沉默效应!适合于进行

体内,外的研究&汪欣等(

,)

)将重组质粒
>

T"4";1#.;3HG<.;S=.

Q1Q14

导入人腺样囊性癌
<@@.N

细胞株!成功抑制了
;S=Q1Q14

基因的表达!以研究其对腺样囊性癌细胞增殖的影响&

本实验应用
HG<1

技术!体外合成并构建
LAL'.;1HG<

表达载体及阴性载体!脂质体转染法导入
N@̀.*

细胞中!经

T+,(

筛选!获得了具有
T+,(

抗性的稳定转染的细胞株!将其

体外扩增培养后!通过实时荧光定量
@̂H

法检测
/HG<

表达

水平&实时荧光定量
@̂H

技术在检测基因水平时具有定量准

确,检测范围宽,敏感性好,精确度高等优点!相对于其他的基

因定量或半定量的方法而言!大大简化了实验过程!减少了实

验操作带来的误差&熔解曲线和电泳分析结果显示扩增产物

中没有出现引物二聚体等非特异性产物!确保了实验数据的准

确性&本文扩增结果证实!稳定转染细胞株的成功建立!

T̂@.

;1#"42"=

!N

K,

'

T̀ ^

'

G"9

'

LAL'

表达载体有效沉默了细胞中

LAL'

基因的表达&

进一步通过
N!!

法测定肿瘤细胞增殖活性!并建立其增

殖曲线!结果显示转染
T̂@;1#"42"=

!N

K,

'

T̀ ^

'

G"9

'

LAL'

表

达载体的
N@̀.*

细胞株增殖活性明显低于脂质体对照组和阴

性载体对照组!这表明下调乳腺癌细胞株
N@̀.*

中
LAL'

基

因的表达能够降低细胞的增殖能力!抑制肿瘤的生长&由此推

测!

LAL'

基因可能在乳腺癌细胞的增殖过程中起到一个促进

作用!很可能是一种促肿瘤生长因子!有望成为乳腺癌的基因

诊断和治疗的新靶点&
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