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　　［摘要］　目的　研究在缺氧环境下靶向针对解聚素金属蛋白酶１７（ＡＤＡＭ１７）的短发夹状ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）对人乳腺癌 ＭＣＦ

７细胞增殖的影响。方法　针对ＡＤＡＭ１７设计４个特异性的ＡＤＡＭ１７ｓｈＲＮＡ，经电穿孔法转染 ＭＣＦ７细胞。缺氧条件下培养

细胞。试验分为：对照组（空白磷酸盐缓冲液）、无义序列组（转染无义序列ＡＤＡＭ１７ｓｈＲＮＡ）和ｓｈＲＮＡ转染组（转染 ＡＤＡＭ１７

ｓｈＲＮＡ，选择沉默ＡＤＡＭ１７基因效率最高的ｓｈＲＮＡ用于后续试验）。分别采用实时荧光定量ＰＣＲ、ｉＣＥＬＬｉｇｅｎｃｅ、流式细胞仪检

测细胞ＡＤＡＭ１７ｍＲＮＡ的表达水平、细胞增殖活性和细胞周期变化。结果　４个ｓｈＲＮＡ转染组对 ＭＣＦ７细胞的ＡＤＡＭ１７基

因表达均有沉默作用，与对照组及无义序列组相比，差异具有统计学意义（犘＜０．０５），尤以ｓｈＲＮＡ１２１９抑制率最高（犉＝５．１１，

犘＜０．０１）。ｓｈＲＮＡ转染组的细胞生长速度和增殖活性较对照组和无义序列组显著降低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ｓｈＲＮＡ

转染组的绝大多数细胞停留在Ｇ０／Ｇ１ 期（７３．３５±２．４５），与对照组（６２．５６±２．３５）、无义序列组（６２．６８±１．２０）相比较，差异有统计

学意义（犘＜０．０５），细胞周期进展明显延缓。结论　ＡＤＡＭ１７ｓｈＲＮＡ在缺氧条件下抑制乳腺癌细胞 ＭＣＦ７的增殖。
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　　当今乳腺癌发病率呈逐年上升趋势，成为威胁女性健康的

重要恶性肿瘤。对乳腺癌的病因学及发病机制的研究成为热

点。解聚素金属蛋白酶１７（ＡＤＡＭ１７）是解聚素金属蛋白酶

家族的重要成员之一。具有解聚素和金属蛋白酶的活性。近

年来ＡＤＡＭ１７在乳腺癌中的作用也越来越被关注。课题组

前期研究提示ＡＤＡＭ１７在乳腺癌的发生、发展的整个进程中

起到了极其重要的作用［１］。然而肿瘤组织在快速增长过程中，

必然会造成局部组织缺氧，缺氧对肿瘤的生长、增殖、凋亡、转

移和侵袭等发挥重要且复杂的作用。研究已证实缺氧是乳腺

癌等实体肿瘤物理微环境的基本特征之一［２］。本研究通过在

缺氧条件下利用ＲＮＡ干扰技术靶向针对ＡＤＡＭ１７基因的短

发夹ＲＮＡ对人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞增殖的影响，从而揭示缺

氧条件下ＡＤＡＭ１７与肿瘤细胞增殖的关系。

１　材料与方法

１．１　材料　人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞由华北理工大学医学实验

中心提供；Ｔｒｉｚｏｌ、ＭＭＬＶ 逆转录试剂盒、ＰＩａｔｉｍｕｍＳＹＢＲ

ＰＣＲ试剂盒均由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司提供；ＡＤＡＭ１７ｓｈＲＮＡ 和

ＡＤＡＭ１７ｓｈＮＣ载体购于上海吉玛制药技术有限公司，每个载

体均包含绿色荧光蛋白ＧＦＰ的表达框架，根据绿色荧光蛋白

的表达情况来确定转染效率。靶序列见表１。

９２重庆医学２０１７年１月第４６卷第１期
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表１　　ＡＤＡＭ１７的不同靶序列

项目 ｓｈＲＮＡ 靶序列（５′３′）

ＡＤＡＭ１７ｓｈＲＮＡ ＡＤＡＭ１７ＳｈＲＮＡ１２１９ ＧＧＡＡＣＴＣＴＴＧＧＡＴＴＡＧＣＴＴＡＴ

ＡＤＡＭ１７ＳｈＲＮＡ１５０８ ＧＣＧＡＴＣＡＣＧＡＧＡＡＣＡＡＴＡＡＧＡ

ＡＤＡＭ１７ＳｈＲＮＡ１１３４ ＧＣＴＡＧＡＧＣＡＡＴＴＴＡＧＣＴＴＴＧＡ

ＡＤＡＭ１７ＳｈＲＮＡ２９７ ＧＣＴＣＴＣＡＧＡＣＴＡＣＧＡＴＡＴＴＣＴ

ＡＤＡＭ１７ｓｈＮＣ 阴性对照 ＧＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　将人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞用含有１０％胎牛

血清，１％青链霉素的ＤＭＥＭ高糖培养基，置于３７℃恒温，冲

入含１％Ｏ２、５％ＣＯ２、９４％Ｎ２ 的混合气体赛默Ｔｈｅｒｍｏ３１３１三

气水套式培养箱下行缺氧环境培养。

１．２．２　电穿孔法转染　收集细胞，吸取２０μＬＯｐｔｉＭＥＭ Ⅰ

悬浮细胞１×１０６，每个电击杯中添加５μＬ的 ＡＤＡＭ１７ｓｈＲ

ＮＡ表达载体，加入质粒。充分混匀细胞，上机操作。设置

ＣＵＹ２１ＥＤＩＴⅡ细胞电转化仪的输出电压（１２５Ｖ）、脉冲宽度

（１０ｍｓ）和电转时间（１ｍｉｎ），电处理结束后，加入完全培养液。

试验分为对照组、ｓｈＲＮＡ转染组和无义序列组，同样采用电穿

孔法转染对照组和无义序列组，对照组加入与转染试剂和

ＡＤＡＭ１７ｓｈＲＮＡ载体混合总量等量的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）；

无义序列组加入等量的转染试剂和无义序列 ＡＤＡＭ１７ｓｈＮＣ

载体。

１．２．３　实时荧光定量ＰＣＲ（ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）检测细胞的 ＡＤ

ＡＭ１７基因表达　转染成功后１２～２４ｈ，缺氧条件下培养２４～

４８ｈ后，收集各组细胞，经 Ｔｒｉｚｏｌ试剂说明书一步法提取总

ＲＮＡ，测定总 ＲＮＡ的纯度和浓度符合试验要求后采用 Ｍ

ＭＬＶ逆转录试剂盒合成ｃＤＮＡ，ＰＩａｔｉｍｕｍＳＹＢＲ试剂盒进行

ＰＣＲ扩增反应，根据 ＡＤＡＭ１７引物序列：上游５′ＡＴＣＡＡＡ

ＣＣＣＴＴＴＣＣＴＧＣＧ３′，下游５′ＣＡＡＡＣＣＣＡＴＣＣＴＣＧＴ

ＣＣＡ３′，扩增片段１５４ｂｐ；βａｃｔｉｎ内参引物序列：上游５′ＧＴＣ

ＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣＡ ＧＴＴＴＴ３′，下游５′ＴＴＣＴＴＴ

ＣＣＣＡＣＡＴＴＧＣＧＴＴＧＡＴＴＣ３′，扩增片段１７５ｂｐ；并通过

检测转染 ＡＤＡＭ１７ｍＲＮＡ 的表达情况，筛选出抑制 ＡＤ

ＡＭ１７ｍＲＮＡ 最高的ｓｈＲＮＡ，用于后续试验。对 Ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ的结果采用相对定量的方法进行数据分析。

１．２．４　ｉＣＥＬＬｉｇｅｎｃｅ检测细胞的增殖曲线　细胞成功转染

后，使用ｉＣＥＬＬｉｇｅｎｃｅ系统进行检测，取出ＥＰｌａｔｅＬ８，在孔中

加入３００μＬ混合均匀的３组细胞悬液，放到三气水套式培养

箱中的ｉＣＥＬＬｉｇｅｎｃｅ上行缺氧培养。采用ｉＣＥＬＬｉｇｅｎｃｅ系统

检测 ＭＣＦ７细胞的生长和增殖过程，系统传感器检测获得的

细胞阻抗参数细胞指数（ＣＩ），应用ｉＣｅｌｌｉｇｅｎｃｅＤＡＳｏｆｔｗａｒｅ

２．０软件进行试验数据分析和图像处理。

１．２．５　流式细胞技术仪分析细胞周期　转染后，缺氧条件下

培养２４ｈ后，收集各组细胞悬液，加入预冷的７０％乙醇２ｍＬ

充分悬浮细胞，置于４℃固定细胞２４ｈ以上。细胞固定好后，

加入浓度为５０μｇ／ｍＬ的碘化丙啶（ＰＩ）５００μＬ，常温下避光染

色３０ｍｉｎ。用钼滤网过滤细胞悬液，采用标准程序经流式细胞

仪检测结果。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ２０．０统计软件对试验数据进行

统计学处理。计量资料均采用狓±狊表示，组间比较采用狋检

验，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５表示为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ｓｈＲＮＡ载体转染乳腺癌 ＭＣＦ７细胞的效率评价　ｓｈＲ

ＮＡ表达载体转染后，连续培养４８ｈ后置于荧光倒置相差显微

镜下观察细胞转染效率，结果表明电穿孔转染法的效率高达

９５％以上，见图１。

　　Ａ：转染ｓｈＲＮＡ荧光图像；Ｂ：转染ｓｈＲＮＡ明场图像；Ｃ：Ａ和Ｂ的叠加图像。

图１　　荧光倒置相差显微镜下观察电穿孔法转染效率（×１００）

２．２　ＡＤＡＭ１７ｍＲＮＡ表达的水平　无义序列组（２－△△ＣＴ＝

０．９７±０．１４）与对照组比较，ＡＤＡＭ１７ｍＲＮＡ的表达无明显

变化，两者差异无统计学意义（犘＞０．０５）。与对照组及无义序

列组相比，ｓｈＲＮＡ转染组的４个序列中 ＡＤＡＭ１７ｍＲＮＡ表

达水平均（转染ｓｈＲＮＡ２９７，２－△△ＣＴ＝０．７６±０．０８；转染ｓｈＲ

ＮＡ１１３４，２－△△ＣＴ＝０．５９±０．１５；转染ｓｈＲＮＡ１２１９，２－△△ＣＴ＝

０．５２±０．０９；转染ｓｈＲＮＡ１５０８，２－△△ＣＴ＝０．５２±０．２１）明显降

低，差异有统计学意义（犘＜０．０５），尤以ｓｈＲＮＡ１２１９抑制率最

高（犉＝５．１１，犘＜０．０１），用于后续试验。在缺氧条件下特异性

的ＡＤＡＭ１７ｓｈＲＮＡ表达载体可显著地抑制ＡＤＡＭ１７ｍＲＮＡ

的表达。

２．３　细胞生长曲线和增殖活性　经ｉＣｅｌｌｉｇｅｎｃｅＤＡＳｏｆｔｗａｒｅ
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１．０软件处理分析后得到细胞生长曲线，并测得对照组、无义

序列组和ｓｈＲＮＡ转染组的ＣＩ分别为２．８６、２．７３和１．２７。无

义序列组和对照组的 ＭＣＦ７细胞的生长速度和增殖活性无明

显变化（犘＞０．０５）；但与对照组与无义序列组相比较，ｓｈＲＮＡ

转染组的 ＭＣＦ７细胞的生长速度减慢，增殖活性降低，差异有

统计学意义（犘＜０．０５），见图２。

２．４　细胞周期的变化　流式细胞仪检测ｓｈＲＮＡ转染组处于

Ｇ０／Ｇ１ 期的细胞比例显著高于无义序列组和对照组，处于Ｓ期

和Ｇ２／Ｍ期的细胞比例均显著低于无义序列组和对照组，差异

具有统计学意义（犘＜０．０５）；对照组和无义序列组间差异无统

计学意义（犘＞０．０５），见图３、表２。

图２　　各组细胞的生长曲线

　　Ａ：对照组；Ｂ：无义序列组；Ｃ：ｓｈＲＮＡ转染组。

图３　　各组细胞的流式细胞周期图

表２　　各组细胞周期的各期的情况（狓±狊）

组别 狀 Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

对照组 ３ ６２．５６±２．３５ａ ２６．４５±１．３８ａ １１．５２±２．８８ａ

无义序列组 ３ ６２．６８±１．２０ａ ２６．５１±２．０８ａ ９．６２±２．０５ａ

ｓｈＲＮＡ转染组 ３ ７３．３５±２．４５ ２１．６７±１．２５ ５．４３±０．５６

　　ａ：犘＜０．０５，与ｓｈＲＮＡ转染组比较。

３　讨　　论

　　ＡＤＡＭ１７是解聚素金属蛋白酶家族的重要成员之一，具

有解聚素和金属蛋白酶的活性，ＡＤＡＭ１７发挥蛋白剪切酶样

的作用，从而调节细胞的增殖、迁移运动等多种生物学行

为［３４］。目前研究发现ＡＤＡＭ１７在乳腺癌的发生和发展的过

程中扮演着很重要的角色。Ｇｉｒｉｃｚ等
［５］研究发现 ＡＤＡＭ１７可

以通过ＥＧＦＲＰＩ３ＫＡＫＴ信号通路途径，促进乳腺癌细胞的

增殖、侵袭和迁移能力。Ｓｔｅｒｎｌｉｃｈｔ等
［６］报道 ＡＤＡＭ１７可通过

激活双调蛋白来促进乳腺癌的发生和发展。原庆会等［７］发现

乳腺癌组织中 ＡＤＡＭ１７ｍＲＮＡ和蛋白水平与临床病理分期

密切相关，ＡＤＡＭ１７蛋白水平与ＴＮＭ分期呈正相关。Ｎａｒｉｔａ

等［８］研究发现 ＡＤＡＭ１７在乳腺癌组织中呈现高表达，并且随

组织的恶性程度、临床分期的增加和淋巴结转移而表达增高。

ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）表现为双链ＲＮＡ以序列

特异性的方式来沉默内源性基因的表达。目前大多数ｓｉＲＮＡ

表达载体被设计成能表达短发夹状ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ），从而使得

ｓｈＲＮＡ在细胞内表达，随后在体内加工生成ｓｉＲＮＡ，进一步发

挥基因沉默的作用。本研究首先针对 ＡＤＡＭ１７设计合成具

有特异性的ＡＤＡＭ１７ｓｈＲＮＡ，经电转染法转染乳腺癌 ＭＣＦ７

细胞，发现转染效率高达９０％以上。试验结果说明ｓｈＲＮＡ的

４个转染组中 ＡＤＡＭ１７ｍＲＮＡ的表达水平均明显降低（犘＜

０．０５）；ｓｈＲＮＡ转染组的 ＭＣＦ７细胞生长速度和增殖活性显

著降低（犘＜０．０５）；ｓｈＲＮＡ转染组的细胞周期进展延缓。彭晓

兵等［９］研究发现 ＡＤＡＭ１７ｓｈＲＮＡ转染的ＳＤ大鼠ＢＭＳＣ对

人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞的增殖能力有显著的抑制作用。丁华

等［１０］发现转染ＡＤＡＭ１７ｓｈＲＮＡ的大鼠骨髓间充质干细胞对

ＭＣＦ７细胞ＡＤＡＭ１７ｍＲＮＡ的表达有显著抑制作用，对细胞

的体外侵袭能力也有明显抑制作用。说明靶向针对 ＡＤＡＭ１７

基因的ｓｈＲＮＡ可以有效抑制 ＭＣＦ７细胞ＡＤＡＭ１７ｍＲＮＡ的

表达，进而抑制细胞的增殖，延缓细胞周期的进展。

同时，肿瘤细胞的生长还需考虑肿瘤内部的缺氧微环境对

肿瘤形成、进展和转移等的影响作用。恶性肿瘤快速增长，从

而使它对氧的需求量增加；另外，一部分肿瘤组织逐渐远离具

有丰富营养来源的血管而出现肿瘤血供不足，导致这一部分肿

瘤组织缺氧坏死。赵婷婷等［１１］发现缺氧降低乳腺癌 ＭＣＦ７

细胞的增殖能力，增加其侵袭、转移能力，但并没有阐明其作用

机制。杨雪飞等［１２］研究发现缺氧可以导致人非小细胞肺癌

Ａ５４９系凋亡，但能增加存活细胞的侵袭能力。

目前模拟细胞缺氧环境主要有两种方式：化学缺氧法和物

理缺氧法。本试验采用物理缺氧法，充入含１％的 Ｏ２、５％的

ＣＯ２、９４％的Ｎ２ 的赛默Ｔｈｅｒｍｏ３１３１三气水套式培养箱来模

拟肿瘤细胞的体外缺氧微环境，更近似体内肿瘤缺氧微环境来

研究缺氧对肿瘤细胞增殖的影响。本试验在缺氧条件下研究

靶向针对ＡＤＡＭ１７基因的ｓｈＲＮＡ对人乳腺癌ＭＣＦ７细胞增

殖的影响。结果同样说明 ＡＤＡＭ１７ｓｈＲＮＡ在缺氧条件下对

ＭＣＦ７细胞的ＡＤＡＭ１７基因具有沉默作用，从而导致细胞的

生长速度和增殖活性降低，细胞周期进展延缓，抑制了细胞增

殖。同样与本研究结果相似，张博等［１３］发现缺氧条件下通过

上调ｍｉＲＮＡ２１多个信号通路靶基因，诱导乳腺癌细胞凋亡率
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增加。王晗等［１４］研究发现ＲＮＡ干扰沉默缺氧诱导因子１α能

够促进 ＭＣＦ７凋亡，下调 ＶＥＧＦ表达，推迟细胞周期。ＡＤ

ＡＭ１７在乳腺癌的形成和发展的过程中起到重要的作用，因此

以ＡＤＡＭ１７作为治疗乳腺癌药物研究的一个靶点，在缺氧环

境下利用ＲＮＡ干扰技术的优势进行抗肿瘤药物的研究，是对

现有乳腺癌基因靶向治疗起到重要的补充和完善作用。因此，

该试验研究将能够进一步地为乳腺癌的靶向治疗领域提供新

的研究方向。
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