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Ｗｎｔ１基因在乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７／ＡＤＲ中的表达与

多柔比星化疗抵抗关系的研究

张战民，张晓华

（南昌大学第一附属医院肿瘤科，南昌３３０００６）

　　摘　要：目的　探讨 Ｗｎｔ１在乳腺癌细胞中的表达及其在多柔比星化疗抵抗中的作用。方法　采用逆转录聚合酶链反应

（ＲＴＰＣＲ）检测 Ｗｎｔ１基因在乳腺癌细胞中的表达；双链ｓｉＲＮＡ转染阻断 Ｗｎｔ１基因，ＲＴＰＣＲ和免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）

检测基因沉默效果；细胞毒实验（ＭＴＴ）法检测乳腺癌细胞的生长抑制率。结果　对照组、ｓｉＲＮＡ干扰组、多柔比星处理组，Ｗｎｔ１

沉默 ＭＣＦ７／ＡＤＲ＋ＡＤＭ组的细胞存活率分别为（１００±５．２）％，（８４．３±４．１）％，（６８．７±４．７）％和（４２．３±３．５）％，其他３组的

细胞存活率与对照组比较，差异有统计学意义（犉＝５．３８１，犘＜０．０５）。Ｗｎｔ１沉默 ＭＣＦ７／ＡＤＲ＋ＡＤＭ组与其他３组比较细胞的

存活率均降低，与对照组、ｓｉＲＮＡ干扰组和多柔比星处理组比较，差异均有统计学意义（犘＜０．０１）；Ｗｎｔ１在乳腺癌细胞呈高表达，

ｓｉＲＮＡ沉默 Ｗｎｔ１基因，可以显著下调 Ｗｎｔ１ｍＲＮＡ和蛋白的表达。结论　Ｗｎｔ１基因在乳腺癌细胞呈高表达，沉默 Ｗｎｔ１基因

下调 Ｗｎｔ１基因的转录和翻译，能显著增强乳腺癌细胞对多柔比星的敏感性，部分逆转其对多柔比星的耐药性。
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　　Ｗｎｔ信号通路是一个复杂的蛋白质作用通路，其参与细

胞的增殖、分化、代谢及凋亡，是细胞发育所必需的［１］，调节着

细胞行为及细胞的相互作用，因此，此通路不仅在胚胎发育调

控中起至关重要的作用，而且与肿瘤的发生和发展密切相

关［２］。研究表明，Ｗｎｔ信号通路与多种肿瘤的的生长、复发和

耐药有着密切的关系［３４］。本研究通过沉默 Ｗｎｔ１基因的表

达，观察乳腺癌细胞对多柔比星敏感性的变化，为寻找克服乳

腺癌耐药性的新靶点提供依据，现将研究结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　人乳腺癌 ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞株由中国医学科学

院血液学研究所提供，此细胞株的原代培养细胞供体均一，取

材部位及组织类型稳定，为已鉴定细胞；ＰＲＭＩ１６４０培养基和

胎牛血清购于美国Ｇｉｂｃｏ公司，四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）、青霉

素、链霉素、多柔比星为美国Ｓｉｇｍａ公司产品，总ＲＮＡ提取试

剂盒采用美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品，逆转录聚合酶链反应（ＲＴ

ＰＣＲ）试剂盒为日本 Ｔａｋａｒａ公司生产，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转

染试剂盒购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，Ｗｎｔ１ｓｉＲＮＡ双链干扰序

列由上海吉玛制药技术有限公司合成。

１．２　方法

１．２．１　ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞在 Ｗｎｔ１基因沉默前后对多柔比星

耐药性的比较

１．２．１．１　ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞的培养　采用含１０％胎牛血清，

１００Ｕ／ｍＬ青霉素，１００Ｕ／ｍＬ链霉素、ＲＰＭＩ１６４０的完全培养

基，在３７℃、５％ＣＯ２ 的饱和湿度条件下培养，每２～３ｄ换液

并传代１次，采用０．０２％乙二胺四乙酸二钠（ＥＤＴＡＮａ２ 和

０．２５％胰蛋白酶的１∶１混合液进行消化，且使多柔比星梯度

诱导浓度最终维持在１μｇ／ｍＬ。

１．２．１．２　细胞总ＲＮＡ的提取及光密度值的测定　培养出的
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ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞每（１～５）×１０６ 个细胞加１ｍＬＴＲＩｚｏｌ试

剂，吸管吹吸数次，１５～３０℃孵育５ｍｉｎ后，加０．２ｍＬ氯仿，

摇匀１５ｓ，１５～３０℃孵育２～３ｍｉｎ，４℃离心１５ｍｉｎ（离心半径

８ｃｍ，１２０００ｒ／ｍｉｎ）。上清液移入另一ＥＰ管内，加入０．５ｍＬ

异丙醇，４℃离心１０ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ，１２０００ｒ／ｍｉｎ），加

７５％乙醇１ｍＬ，震荡混匀，４℃离心５ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ，７

５００ｒ／ｍｉｎ），吸去上清液，晾干５～１０ｍｉｎ，加入焦碳酸二乙酯

（ＤＥＰＣ）水溶解，５５～６０℃促溶１０ｍｉｎ。采用紫外分光光度计

测定细胞总ＲＮＡ在２６０ｎｍ和２８０ｎｍ处的吸光度（Ａ）值，计

算ＲＮＡ的含量和纯度。所有样品的 Ａ２６０／Ａ２８０均介于１．９～

２．１之间，并根据２６０ｎｍ吸光度定量。

１．２．１．３　ＲＴＰＣＲ的检测　取ＤＥＰＣ处理过的细胞溶液０．２

ｍＬ，加入下列反应组分：２．６μｇＲＮＡ、１μＬ随机引物（５０ｎｇ／

μＬ），１μＬ三磷酸脱氧核糖核苷（ｄＮＴＰ）１０ｍｍｏｌ，４μＬ５×ＲＴ

缓冲液，１μＬ高效率逆转录酶（日本 ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅ公司），

ＤＥＰＣ溶液补足至２０μＬ，室温放置１０ｍｉｎ，３７℃保温３０ｍｉｎ，

９５℃５ｍｉｎ使酶失活，置于４℃１～５ｍｉｎ，完成ｃＤＮＡ的合

成，所得ｃＤＮＡ产物于－２０℃保存。于０．２ｍＬＰＣＲ反应管

中加入下列反应组分：２μＬｃＤＮＡ、２．２５μＬ１０×ＰＣＲ缓冲液、

０．５μＬｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ）、２５ｐｍｏｌ上游 Ｗｎｔ１引物、２５ｐｍｏｌ下

游 Ｗｎｔ１引物或０．５μＬ甘油醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）引物，

０．５μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶，灭菌水补足至２５μＬ。Ｗｎｔ１及βａｃ

ｔｉｎ的引物序列（表１），扩增反应条件：９４℃预变性２ｍｉｎ，９４

℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，扩增３０个循环；

７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃终止反应，１．５％琼脂糖凝胶电泳４５

ｍｉｎ。

表１　　引物序列

目的基因 引物序列

Ｗｎｔ１引物 正义：５′ＣＡＣＧＡＣＣＴＣＧＴＣＴＡＣＴＴＣＧＡＧ３′

反义：５′ＡＣＡＧＡＣＡＣＴＣＧＴＧＣＡＧＴＡＣＧＣ３′

βａｃｔｉｎ引物 正义：５′ＡＴＣＡＴＧＴＴＴＧＡＧＡＣＣＴＴＣＡＡＣＡ３′

反义：５′ＣＡＴＣＴＣＴＴＧＣＴＣＧＡＡＧＴＣＣＡ３′

１．２．１．４　ＲＮＡ干扰实验　ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞接种于６孔板，

当细胞达到５０％融合时，按照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂盒

说明书进行基因转染实验。化学合成的靶向 Ｗｎｔ１亚基的

ｓｉＲＮＡ双链干扰序列为：５′ＣＣＵＣＧＵＣＵＡＣＵＵＣＧＡＧＡＡ

ＡＴＴ３′（正义链），５′ＵＵＵＣＵＣＧＡＡＧＵＡＧＡＣＧＡＧＧＴ３′

（反义链）。

１．２．１．５　ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞的生长抑制实验　将 ＭＣＦ７／

ＡＤＲ细胞分为４组，（１）对照组：细胞中只采用培养基进行培

养；（２）Ｗｎｔ１沉默组：ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞加ｓｉＲＮＡ干扰处理；

（３）多柔比星组：用多柔比星处理 ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞；（４）Ｗｎｔ１

沉默联合多柔比星组：Ｗｎｔ１沉默 ＭＣＦ７／ＡＤＲ后用多柔比星

处理 。将细胞制成单细胞悬液，以每孔２×１０５ 个细胞接种于

９６孔培养板中，各组分设３个复孔，在３７℃、５％ ＣＯ２ 的饱和

湿度下培养２４ｈ，细胞贴壁后加入终浓度为２０μｇ／ｍＬ的多柔

比星，继续培养２４ｈ，每孔加入０．５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ反应４ｈ，弃

去培养基，加入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）１００μＬ，震荡１０ｍｉｎ，使结

晶物充分溶解，实验重复３次。选择５７０ｎｍ波长，在酶联免疫

检测仪上测定各孔 Ａ值，计算细胞生长抑制率，比较 Ｗｎｔ１基

因沉默前、后 ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞对多柔比星耐药性的变化。

细胞抑制率＝［１－实验组Ａ值／对照组Ａ值］×１００％。

１．２．２　免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测蛋白的表达　将各

组细胞重悬，分别收集１×１０６ 个细胞用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）

洗涤１次，离心去除上清液，加入细胞裂解液，室温匀浆１ｍｉｎ，

然后４℃离心１５ｍｉｎ。取上清液作为样品。５％聚丙烯酰胺凝

胶上电泳分离，离心１０ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ，１２０００ｒ／ｍｉｎ），上

清液即为细胞总蛋白。５０μｇ细胞总蛋白行十二烷基硫酸钠

聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），８０～１２０Ｖ电泳２ｈ，８０Ｖ

转印２ｈ；ＰＢＳ洗膜１０ｍｉｎ，加入包被液封闭过夜；再用ＰＢＳ洗

膜３次，加入 第一抗体（１∶４００）和βａｃｔｉｎ鼠抗人单克隆抗体

（１∶４００），室温孵育２ｈ；ＰＢＳ洗膜２次，与第二抗体室温孵育

２ｈ；ＰＢＳ洗膜２次，加入显色液显色１５ｍｉｎ，显色的硝酸纤维

素膜经ＵＰＶ扫描仪扫描成像。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计分析，计量

资料用狓±狊表示，组间比较采用方差分析，组间比较采用狋检

验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｗｎｔ１基因沉默前后 ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞对多柔比星敏感

性的变化　对照组、Ｗｎｔ１沉默组、多柔比星组及 Ｗｎｔ１沉默联

合多柔比星组的细胞存活率分别为（１００．０±５．２）％、（８４．３±

４．１）％、（６８．７±４．７）％和（４２．３±３．５）％，其中，Ｗｎｔ１沉默组、

多柔比星组及 Ｗｎｔ１沉默联合多柔比星组细胞的存活率与对

照组比较，差异有统计学意义（犉＝５．３８１，犘＜０．０５），Ｗｎｔ１沉

默联合多柔比星组细胞的存活率最低。

２．２　Ｗｎｔ１基因沉默前后 ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞中 Ｗｎｔ１基因及

蛋白质的表达　ＲＴＰＣＲ检测结果显示，空白对照组、脂质体

对照组及阴性对照组 ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞中 Ｗｎｔ１ｍＲＮＡ的扩

增产物呈清晰条带；用化学合成的双链ｓｉＲＮＡ沉默 Ｗｎｔ１基

因，转染４８ｈ后收集细胞，ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞中 Ｗｎｔ１ｍＲＮＡ

的表达明显下调（图１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测上述４组 Ｗｎｔ１

蛋白的表达情况，发现其与 Ｗｎｔ１基因 ｍＲＮＡ表达的变化一

致，说明ｓｉＲＮＡ转然后抑制了 Ｗｎｔ１基因的转录过程，同时也

抑制了相应蛋白的翻译和表达，见图１。

　　１：空白对照组；２：脂质体对照组；３：阴性对照组；４：Ｗｎｔ１ｓｉＲＮＡ

转染组。

图１　　ＲＴＰＣＲ检测转染后 ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞株中

Ｗｎｔ１ｍＲＮＡ的表达

３　讨　　论

肿瘤多药耐药（ＭＤＲ）是临床恶性肿瘤化疗的主要障碍，

也是乳腺癌患者化疗失败、复发转移的主要原因［５］。ＭＤＲ发

生机制复杂，已有许多研究阐述了乳腺癌化疗耐药的机制，如

Ｐ糖蛋白（Ｐｇｐ）
［６］、多药耐药相关蛋白（ＭＲＰ）

［７］和乳腺癌耐

药蛋白的过表达［８］，导致肿瘤细胞内化疗药物的浓度降低以及

谷肤甘肤Ｓ转移酶（ＧＳＴＳ）酶性解毒作用的增强等
［９］。随着细

胞技术的成熟，细胞信号通路与肿瘤多药耐药的关系已成为

ＭＤＲ机制和逆转治疗研究的新亮点。
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近年来的研究表明，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的激活，参与

了肿瘤的发生及其侵袭转移的过程，而且还与肿瘤干细胞的关

系密切，是调控肿瘤干细胞增殖与分化的一个重要信号通

路［１０１１］。Ｍｉｌｏｖａｎｏｖｉｃ等
［１２］在研究中用原位ＲＮＡ杂交法检测

了正常乳腺组织和恶性乳腺癌组织的 Ｗｎｔ配体 Ｗｎｔ１、Ｗｎｔ２、

Ｗｎｔ４、Ｗｎｔ５ａ、Ｗｎｔ５ｂ、Ｗｎｔ６、Ｗｎｔ７和 Ｗｎｔ１０ｂ的表达情况，发

现 Ｗｎｔ１和 Ｗｎｔ６在正常和恶性组织中均强烈表达，Ｗｎｔ７ｂ在

乳腺癌组织中下调。目前，认为，Ｗｎｔ通路致癌的关键是β

ｃａｔｅｎｉｎ降解障碍致使胞浆内游离的βｃａｔｅｎｉｎ聚集并与 Ｔｃｆ／

Ｌｅｆ结合进入细胞核，激活下游靶基因ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｃｍｙｃ的转

录，导致肿瘤的发生。ＣｙｃｌｉｎＤ１是调节细胞进入细胞周期中

增生期的主要因子，已被证实为原癌基因，其过度表达和失调

控均可导致细胞周期调控异常从而发生肿瘤［１３１５］。鉴于

Ｗｎｔ１在小鼠乳腺癌中的作用和人类乳腺癌中的表达，本文检

测了 Ｗｎｔ１基因的 ｍＲＮＡ在乳腺癌多药耐药细胞株 ＭＣＦ７

细胞中的表达，经ＲＴＰＣＲ检测结果发现 Ｗｎｔ１在乳腺癌细胞

呈高表达，使用化学合成的双链ｓｉＲＮＡ沉默 Ｗｎｔ１基因，可显

著下调 Ｗｎｔ１ｍＲＮＡ的表达，Ｗｎｔ１蛋白的表达也明显减弱，

说明ｓｉＲＮＡ转染后抑制了 Ｗｎｔ１基因的转录过程，同时也抑

制了相应蛋白的翻译和表达。本研究通过 ＭＴＴ试验发现，沉

默后的 ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞对多柔比星的敏感性明显增强，表

明沉默 Ｗｎｔ１基因可以部分逆转 ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞对多柔比

星的耐药性。

综上所述，Ｗｎｔ１基因在乳腺癌细胞呈高表达，沉默 Ｗｎｔ１

基因下调 Ｗｎｔ１基因的转录和翻译，能显著增强乳腺癌细胞对

多柔比星的敏感性，部分逆转其对多柔比星的耐药性，说明

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路可能在乳腺癌多药耐药中具有重要作

用，为寻求克服 ＭＤＲ开辟了新的方向。
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［Ｊ］．ＳｙｎｔｈｅｔｉｃＭｅｔａｌｓ，２０１０，１６０（１１／１２）：１３６５１３６７．

［１５］ＲｕａｎｇｃｈｕａｙＬ，ＳｉｒｉｖａｔＡ，ＳｃｈｗａｎｋＪ．Ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌｃｏｎｄｕｃｔｉｖ

ｉｔｙｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆｐｏｌｙｐｙｒｒｏｌｅｔｏａｃｅｔｏｎｅｖａｐｏｒ：ｅｆｆｅｃｔｏｆ

ｄｏｐａｎｔａｎｉｏｎｓａｎｄｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ［Ｊ］．Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ

Ｍｅｔ，２００４，１４０（１）：１５２１．

［１６］ＦａｎＬ，ＧｅＨ，ＺｈａｎｇＳＹ，ｅｔａｌ．Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｓｕｒｆａｃｅｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｓｏｒｂｅｄｍａｓｓｉｎｓｕｒ

ｆａｃｅａｃｏｕｓｔｉｃｗａｖｅｇａｓｓｅｎｓｏｒｓ［Ｊ］．ＳｅｎｓｏｒＡｃｔｕａｔＢ

Ｃｈｅｍ，２０１２，１６１（１）：１１４１２３．

（收稿日期：２０１２０７０２　修回日期：２０１２１０２５）

０７８３ 重庆医学２０１２年１２月第４１卷第３６期




