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定量沉默c-Met基因表达对乳腺癌细胞 MDA-MB-231
增殖和化疗敏感性的影响*
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  [摘要] 目的 探讨定量沉默c-Met基因表达对人乳腺癌细胞 MDA-MB-231增殖、表阿霉素化疗敏感性

的影响及其可能机制。方法 设计3条针对c-Met基因不同位点短发夹RNA(shRNA)片段,瞬时转染 MDA-
MB-231细胞,挑选出沉默效率最佳的shRNA,并设定scramble为阴性对照组,MDA-MB-231细胞为空白对照

组。将沉默效率最佳的TA-shRNA连接到PSD400慢病毒载体中进行病毒包装,收集病毒液并感染 MDA-
MB-231细胞,利用嘌呤霉素筛选出稳定表达针对c-Met的shRNA细胞系(PSD400-c-Met-shRNA-MDA-MB-
231)及阴性对照组细胞(PSD400-scramble-MDA-MB-231)。利用多西环素(DOX)诱导稳定细胞系,Western

 

blot检测稳定细胞系c-Met蛋白表达水平,噻唑蓝(MTT)法检测敲低c-Met后对稳定细胞系增殖的影响。将

诱导的稳定细胞系加入不同浓度表阿霉素,MTT法检测不同浓度表阿霉素作用对稳定细胞系存活率的改变,
计算出药物半数抑制浓度(IC50);流式细胞技术检测细胞凋亡情况;Western

 

blot检测凋亡相关蛋白多聚二磷

酸腺苷(ADP)-核糖聚合酶(PARP)、天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶-3(caspase-3)的表达。结果 稳定细胞

系PSD400-c-Met-shRNA-MDA-MB-231经DOX诱导后细胞生长受到明显抑制,且加入不同浓度表阿霉素处

理细胞后,细胞的存活率和IC50 均明显降低(P<0.05);同时G0/G1 期细胞百分比明显升高,S期、G2/M 期细

胞百分比明显降低(P<0.05)。Western
 

blot检测凋亡相关蛋白PARP和caspase-3上调明显。结论 定量沉

默c-Met基因可以抑制 MDA-MB-231细胞的增殖,促进细胞凋亡,并提高了 MDA-MB-231细胞的化疗敏感

性,靶向c-Met基因可能是治疗乳腺癌的有效方法。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

quantitative
 

silencing
 

of
 

c-Met
 

gene
 

expression
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

human
 

breast
 

cancer
 

cell
 

line
 

MDA-MB-231
 

and
 

the
 

chemosensitivity
 

of
 

epirubicin
 

(EPI)
 

and
 

its
 

possible
 

mechanism.Methods Three
 

short
 

hairpin
 

RNA
 

(shRNA)
 

fragments
 

targeting
 

different
 

sites
 

of
 

the
 

c-Met
 

gene
 

were
 

designed
 

and
 

transiently
 

transfected
 

into
 

MDA-MB-231
 

cells.The
 

shRNA
 

with
 

the
 

best
 

silencing
 

efficiency
 

was
 

selected,scramble
 

was
 

set
 

as
 

the
 

negative
 

control
 

group,and
 

MDA-MB-231
 

cells
 

were
 

set
 

as
 

the
 

blank
 

control
 

group.The
 

TA-shRNA
 

with
 

the
 

best
 

silencing
 

efficiency
 

was
 

connected
 

to
 

the
 

PSD400
 

lentiviral
 

vector
 

for
 

virus
 

packaging,the
 

virus
 

liquid
 

was
 

collected
 

and
 

infected
 

with
 

MDA-MB-231
 

cells,and
 

puromycin
 

was
 

used
 

to
 

screen
 

out
 

the
 

cell
 

lines
 

that
 

stably
 

express
 

shRNA
 

against
 

c-Met
 

(PSD400-c-Met-shR-
NA-MDA-MB-231)

 

and
 

the
 

negative
 

control
 

cells
 

(PSD400-scramble-MDA-MB-231).The
 

stable
 

cell
 

lines
 

were
 

induced
 

by
 

doxycycline
 

(DOX),the
 

protein
 

expression
 

level
 

of
 

c-Met
 

in
 

stable
 

cell
 

lines
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot,and
 

the
 

effect
 

of
 

knockdown
 

of
 

c-Met
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

stable
 

cell
 

lines
 

was
 

detected
 

by
 

thiazolyl
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blue
 

(MTT)
 

assay.The
 

induced
 

stable
 

cell
 

lines
 

were
 

added
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

epirubicin,the
 

changes
 

in
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

stable
 

cell
 

lines
 

caused
 

by
 

the
 

effect
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

epirubicin
 

were
 

detected
 

by
 

MTT
 

assay,and
 

the
 

median
 

inhibitory
 

concentration
 

(IC50)
 

of
 

the
 

drug
 

was
 

calculated.Flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

cell
 

apoptosis.The
 

expression
 

levels
 

of
 

apoptosis-related
 

proteins,adenosine
 

diphosphate-ribose
 

polymerase
 

(ADP-PARP)
 

and
 

caspase-3,were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results The
 

growth
 

of
 

stable
 

cell
 

line
 

PSD400-c-Met-shRNA-MDA-MB-231
 

was
 

significantly
 

inhibited
 

by
 

DOX
 

induction,

and
 

the
 

cell
 

viability
 

and
 

IC50 were
 

significantly
 

decreased
 

after
 

treated
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

epiru-
bicin

 

(P<0.05).At
 

the
 

same
 

time,the
 

percentage
 

of
 

cells
 

in
 

G0/G1 phase
 

was
 

significantly
 

increased,and
 

the
 

percentage
 

of
 

cells
 

in
 

S
 

phase
 

and
 

G2/M
 

phase
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).The
 

results
 

of
 

Western
 

blot
 

showed
 

that
 

apoptosis-related
 

proteins,PARP
 

and
 

caspase-3,were
 

significantly
 

up-regulated.Conclusion Quantita-
tive

 

silencing
 

of
 

c-Met
 

gene
 

can
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

of
 

MDA-MB-231
 

cells,promote
 

cell
 

apoptosis,and
 

im-
prove

 

the
 

chemosensitivity
 

of
 

MDA-MB-231
 

cells.Targeting
 

c-Met
 

gene
 

may
 

be
 

an
 

effective
 

method
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

breast
 

cancer.
[Key

 

words] breast
 

cancer;MDA-MB-231
 

cell
 

lines;c-Met
 

gene;short
 

hairpin
 

RNA;epirubicin;chemo-
sensitivity

  乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一,其发病率

和病死率位居高位,且发病率有逐年升高的趋势,逐
渐成为影响女性健康的首位恶性肿瘤[1]。化疗是临

床治疗乳腺癌的主要手段之一,但随着化疗药物的长

期应用,患者易对化疗药物产生抗药性,影响化疗的

效果[2]。这一现象严重影响了乳腺癌患者的生存质

量及疾病预后[3-4]。作为传统的化疗药物,表阿霉素

被认为是治疗乳腺癌最常用和有效的药物。然而,如
何提高癌细胞对表阿霉素药物的敏感性目前已成为

一个重要的临床问题。c-Met是一种原癌基因,属于

酪氨酸激酶受体家族,其配体为肝细胞生长因子

(hepato-cyte
 

growth
 

factor,HGF)[5],c-Met与 HGF
结合形成同源二聚体,可使酪氨酸磷酸化并激活下游

信号通路。c-Met基因失调或活化与人类肿瘤的发

生、发展有密切联系。过去的几十年中,多项研究证

实c-Met在乳腺癌组织中过表达,与其相关的信号通

路与乳腺癌的发展、预后密切相关[6]。QUE等[7]研

究发现,在骨髓瘤细胞中抑制c-Met的表达可以提高

肿瘤细胞对阿霉素化疗的敏感性。严婧等[8]研究报

道,抑制c-Met信号通路可增加白血病细胞株对硼替

佐米的化疗敏感性。因此,针对c-Met的靶向治疗可

以为肿瘤耐药后的治疗提供新的策略及方法。

1 材料与方法
 

1.1 材料

乳腺癌 MDA-MB-231细胞株购于上海生命科学

院细胞库,胎牛 血 清 购 于 美 国 Hyclone公 司,RP-
MI1640培养基、DMEM培养基购于迈晨科技(北京)
有限公司,嘌呤霉素购于美国Sigma公司,鼠抗人c-
Met单抗购于德国CalBiochem公司,噻唑蓝(MTT)
及二甲基亚砜(DMSO)购于北京索莱宝生物技术有

限公司,鼠抗人Cleaved
 

多聚二磷酸腺苷(ADP)-核糖

聚合酶(PARP)、Cleaved
  

天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋

白酶-3(caspase-3)一抗、辣根过氧化物酶(HRP)标记

羊抗兔二抗IgG
 

均购于美国Cell
 

signaling公司;兔抗

人三磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)单抗购于美国San-
ta

 

Cruz公司。流式细胞检测用试剂盒购于美国In-
vitrogen公司;表阿霉素购于美国Sigma公司。

1.2 方法

首先参考文献查找针对c-Met的短发夹 RNA
(short

 

hairpin
 

RNA,shRNA),TA载体构建并筛选

沉默效果最佳的shRNA,进行慢病毒包装,收集病毒

液感染 MDA-MB-231细胞,用嘌呤霉素筛选出稳定

细胞 系 PSD400-c-Met-shRNA-MDA-MB-231,鉴 定

稳定细胞系[9]。

1.2.1 细胞培养

MDA-MB-231细 胞(空 白 对 照)、PSD400-c-Met-
shRNA-MDA-MB-231细胞、PSD400-scramble-MDA-
MB-231细胞(阴性对照)均培养于含10%胎牛血清、

100
 

U/mL青霉素和100
 

μg/mL链霉素的DMEM培

养基中,置于37
 

℃、5%
 

CO2 饱和湿度培养箱中培

养,每隔2
 

d更换培养基,0.25%的胰酶消化传代。

1.2.2 筛选最佳多西环素(Doxycycline,DOX)诱导

浓度

选择对数增长期的pSD400-c-Met-shRNA-MDA-
MB-231细胞接种于6孔板中,5×105/孔,向培养基中

加入DOX进行诱导,终浓度分别调整为0、0.1、0.2、

0.3、0.4、0.5
 

μg/mL。培养72
 

h后提取细胞蛋白,进行

Western
 

blot检测,根据c-Met蛋白表达水平筛选出最

适合的DOX浓度。最终选择0.4
 

μg/mL。

1.2.3 细胞诱导
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将对数生长期的3种细胞用0.25%胰酶消化,接
种于6孔板中,每孔加入5×105 个细胞、2

 

mL培养

基,设置复孔,加入DOX,使终浓度为0.4
 

μg/mL,吹
打均匀,诱导48

 

h。

1.2.4 MTT法检测适当敲除c-Met基因后对细胞

增殖的影响

把3种细胞接种在6孔板中,每孔接种4×105 个

细胞,每种细胞分成两组即有DOX诱导组(+DOX)
和无 DOX 诱导组(-DOX)。待细胞贴壁后加入

DOX(0.4
 

μg/mL)进行诱导,诱导3
 

d后将细胞接种

于96孔板中,每孔接种1.5×103 个细胞。设置6个

实验组(+DOX
 

shRNA、+DOX
 

scramble、+DOX
 

MDA-MB-231、-DOX
 

shRNA、-DOX
 

scramble、

-DOX
 

MDA-MB-231),每组设5个复孔,6个观察时

间点。为防止边缘效应周边各孔加入200
 

μL的磷酸

盐缓冲液(PBS)。各组细胞在37
 

℃、5%
 

CO2 条件下

培养。分别于12、24、48、72、96、120
 

h时间点检测。
检测时每孔加入

 

20
 

μL
 

MTT溶液(5
 

mg/mL),在37
 

℃温箱避光孵育4
 

h,然后去掉96孔板中的培养基,
每孔加入150

 

μL
 

DMSO,将96孔板振荡10
 

min。用

酶标仪检测490
 

nm 波长下的吸光度(A490)值,并处

理数据。

1.2.5 MTT检测细胞对表阿霉素的化疗敏感性

将诱导的3种细胞及对照组细胞胰酶消化后接

种于96孔板中,每孔按照2×103/mL接种,分别加入

终浓度为0、0.25、0.5、1、5、10
 

μg/mL的表阿霉素药

物,每个浓度设置3个复孔,并设置调零孔及空白对

照孔。用 MTT法检测 A490 值。计算细胞存活率。
使用GraphPad

 

Prism6.0软件计算细胞的药物半数

抑制浓度(IC50)并绘制细胞存活率曲线。

1.2.6 流式细胞仪检测细胞周期分布

将诱导的3种细胞及对照组细胞胰酶消化后接

种于6孔板中,每孔接种细胞5×105 个,置于37
 

℃、

5%
 

CO2 温箱孵育24
 

h后去掉原培养基,加入含表阿

霉素药物的培养基,使终浓度为5
 

μg/mL,培养48
 

h
后去掉原培养基,用无酶消化液[含0.04%乙二胺四

乙酸(EDTA)]处理细胞制成细胞悬液,用PBS洗涤

并重悬细胞,调整细胞密度为2×105/mL,取1
 

mL单

细胞悬液,离心去上清液,加入1
 

mL
 

70%的预冷乙

醇,4
 

℃固定过夜。染色前用PBS洗涤2次,加入100
 

mg/L核糖酸酶A(RNaseA),37
 

℃水浴30
 

min。再

加入500
 

μL(50
 

mg/L)碘化丙啶(PI)染色液混匀,

4
 

℃避光反应30
 

min后,转移至流式细胞仪进行检

测,每组重复3次。流式细胞仪检测细胞周期,计算
 

G0/G1 期、S期和G2/M期细胞百分比。

1.2.7 Western
 

blot检测细胞中PARP、caspase-3
表达

将3种细胞于37
 

℃、5%
 

CO2 孵育24
 

h后弃去

原培养基,加入含终浓度为5
 

μg/mL表阿霉素的培养

基,培养48
 

h后收集各组细胞,提取细胞总蛋白,每组

设3个复孔。经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酸胺凝胶电

泳(SDS-PAGE)、电转膜至甲醛预处理过的聚偏氟乙

烯(PVDF)膜密封2
 

h,洗膜并分别以鼠抗人Cleaved
 

PARP
 

、Cleaved
 

caspase-3单克隆抗体作为一抗,在4
 

℃下孵育过夜,洗膜加入辣根过氧化物酶标记的二

抗,于室温下孵育2
 

h。再用电化学发光(ECL)显示,
收集影像,以GAPDH 作为内参,采用凝胶图像处理

系统软件分析各组的条带灰度值。

1.3 统计学处理

采用SPSS16.0统计软件进行统计分析,计量资

料均以x±s 表示,各组数据进行单因素方差分析。
以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 筛选最佳DOX诱导浓度

将嘌呤霉素筛选出来的稳定细胞系pSD400-c-
Met-shRNA-MDA-MB-231用不同浓度的DOX进行

诱导,然后 Western
 

blot检测c-Met蛋白表达,结果

显示c-Met蛋白表达水平随着DOX浓度增加逐渐降

低,当DOX浓度在0.5
 

μg/mL时,c-Met蛋白几乎不

表达。为了避免因c-Met基因被完全敲除而导致细

胞死亡,选择DOX浓度为0.4
 

μg/mL,见图1。

  shRNA:pSD400-c-Met-shRNA-MDA-MB-231细胞组;scramble:

pSD400-scramble-MDA-MB-231细胞组。

图1  Western
 

blot检测不同浓度DOX诱导pSD400-c-
Met-shRNA-MDA-MB-231细胞后蛋白表达

2.2 适当沉默c-Met基因后对 MDA-MB-231细胞

增殖的影响
 

3种细胞株接种在96孔板中并加入DOX(浓度:

0.4
 

μg/mL)进行诱导,诱导时间分别为12、24、48、

72、96、120
 

h,在各时间点进行 MTT检测,读取 A490
值。由于可诱导shRNA是建立在四环素操纵子(Te-
tO)系统基础上的慢病毒载体,稳定细胞系在常规培

养时与一般细胞无明显差异,当培养基中加入DOX
后,便可诱导稳定细胞系合成shRNA,从而对目的基

因进 行 定 量 沉 默。实 验 结 果 显 示,pSD400-c-Met-
shRNA-MDA-MB-231细胞株中经过DOX诱导的细

胞(有DOX诱导组)c-Met基因被适当沉默,细胞增

殖受到抑制,随着时间的延长抑制越来越明显,与无

DOX诱导组相比有明显差异(P<0.05);而阴性对照

组及空白组细胞无论有无DOX诱导,细胞增殖无明
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显差 异(P>0.05)。DOX 诱 导 后 pSD400-c-Met-
shRNA-MDA-MB-231细胞c-Met基因被适当沉默,

较pSD400-scramble-MDA-MB-231细胞增殖明显受

到抑制(P<0.05),见图2。

  A:加/不加DOX适当沉默c-Met后对pSD400-c-Met-shRNA-MDA-MB-231细胞增殖的变化;B:加/不加 DOX对pSD400-scramble-MDA-

MB-231细胞增殖的变 化;C:加/不 加 DOX 对 MDA-MB-231细 胞 增 殖 的 变 化;D:DOX 诱 导 后pSD400-c-Met-shRNA-MDA-MB-231细 胞 和

pSD400-scramble-MDA-MB-231细胞增殖的变化;shRNA-c-Met:pSD400-c-Met-shRNA-MDA-MB-231细 胞;scramble:pSD400-scramble-MDA-

MB-231细胞。

图2  适当沉默c-Met后对细胞增殖的影响

2.3 适当沉默c-Met基因后 MDA-MB-231细胞对

表阿霉素的化疗敏感性检测
 

DOX诱导细胞后,给予不同浓度表阿霉素作用,
采用 MTT法检测其对细胞存活率的影响。结果显

示,适当沉默 MDA-MB-231细胞c-Met基因表达(有
DOX诱导组),其细胞存活率随着表阿霉素浓度的增

加较无沉默c-Met细胞(无DOX诱导组)呈现明显降

低的趋势,阴性对照组及空白细胞组无明显差异。经过

DOX诱 导、表 阿 霉 素 处 理 后pSD400-c-Met-shRNA-
MDA-MB-231细胞株IC50 为1.23

 

μg/mL,无DOX诱

导组IC50 为4.92
 

μg/mL,差异有统计学意义(P<
0.05)。pSD400-scramble-MDA-MB-231细胞株中有

DOX诱导组IC50 为5.56
 

μg/mL,无 DOX诱导组

IC50 为5.13
 

μg/mL;MDA-MB-231细胞株中有DOX
诱导组IC50 为5.46

 

μg/mL,无DOX诱导组IC50 为

5.68
 

μg/mL;两种细胞株有、无DOX诱导组IC50 比

较,差异均无统计学意义(P>0.05),见图3。

2.4 适当沉默c-Met基因表达联合表阿霉素作用后

对细胞凋亡的影响

3种细胞经DOX诱导后,加入4
 

μg/mL表阿霉

素,经48
 

h后利用流式细胞仪检测细胞的周期分布情

况。结果显示,pSD400-c-Met-shRNA-MDA-MB-231
细胞株经DOX诱导的细胞(有DOX诱导组)G0/G1
期细胞百分比为(53.7±1.42)%,S期及G2/M 期细

胞百 分 比 降 低,分 别 为(38.1±1.13)%、(8.2±
0.78)%,差异有统计学意义(P<0.05);而未经DOX
诱导的细胞(无DOX诱导组)G0/G1 期细胞百分比为

(33.5±1.18)%。pSD400-scramble-MDA-MB-231
细胞株中有、无 DOX诱导组 G0/G1 期细胞百分比

[(32.2±1.26)%
 

vs.
 

33.4±1.12%)]和 MDA-MB-
231细胞株中有、无DOX诱导组G0/G1 期细胞百分

比[(32.7±1.31)%
 

vs.
 

(33.1±1.42%)]均无明显

差异(P>0.05),见图4。

2.5 Western
 

blot检测细胞凋亡蛋白表达

适当敲除 MDA-MB-231细胞c-Met基因后联合

表阿霉素,Western
 

blot检测细胞中凋亡相关蛋白

PARP、caspase-3的表达变化。结果显示,pSD400-c-
Met-shRNA-MDA-MB-231细 胞 株 Cleaved

 

PARP、

Cleaved
 

caspase-3表 达 水 平 增 加 明 显,而 pSD400-
scramble-MDA-

 

MB-231细胞株无论有无 DOX 诱

导,Cleaved
 

PARP、Cleaved
 

caspase-3表达水平无明

显差异,见图5。

  A:加/不加DOX适当沉默c-Met后联合表阿霉素对pSD400-c-Met-shRNA-MDA-MB-231细胞存活率的影响;B:加/不加DOX联合表阿霉素

对pSD400-scramble-MDA-MB-231细胞存活率的影响;C:加/不加DOX对 MDA-MB-231细胞存活率的影响。

图3  DOX诱导3种细胞株后对表阿霉素化疗敏感性的检测

6991 重庆医学2022年6月第51卷第12期



  A:加/不加DOX适当沉默c-Met后联合表阿霉素pSD400-c-Met-shRNA-MDA-MB-231细胞周期的变化;B:加/不加DOX适当沉默c-Met后

联合表阿霉素pSD400-c-Met-shRNA-MDA-MB-231细胞不同周期细胞百分比;C:加/不加DOX联合表阿霉素pSD400-scramble-MDA-MB-231细

胞周期的变化;D:加/不加DOX联合表阿霉素pSD400-scramble-MDA-MB-231细胞不同周期细胞百分比;E:加/不加DOX
 

MDA-MB-231细胞周

期的变化;F:加/不加DOX
 

MDA-MB-231细胞不同周期细胞百分比。

图4  流式细胞仪检测定量沉默c-Met基因表达联合表阿霉素对3种细胞细胞周期的影响

  shRNA-c-Met:pSD400-c-Met-shRNA-MDA-MB-231细胞;scram-

ble:pSD400-scramble-MDA-MB-231细胞。

图5  适当沉默 MDA-MB-231细胞c-Met基因表达

联合表阿霉素对凋亡蛋白的影响

3 讨  论

  化疗目前仍为乳腺癌主要的治疗方法,但癌细胞

对化疗药物的耐药性是影响乳腺癌患者预后的主要

障碍。表阿霉素由于抗肿瘤效果好且价格低廉,目前

为乳腺癌化疗常用药物,但其严重的心脏毒性及骨髓

抑制,使不少乳腺癌患者不能完成整个化疗疗程。如

何增加乳腺癌细胞对表阿霉素的敏感性显得尤为

重要。

c-Met是一种原癌基因,HGF是其配体,属于受

体酪氨酸蛋白激酶家族成员[10]。肿瘤的侵袭性、脉管

浸润、淋巴结转移、远处转移、耐药性及预后与c-Met
过度表达密不可分[11]。因此,c-Met可能是一个潜在

的肿瘤治疗靶点,其抑制剂的研究现已成为肿瘤治疗

领域的热点。过去很多年的研究中证实,乳腺癌组织

中c-Met呈过表达,乳腺癌的发展及预后与c-Met相

关的信号通路有密切关系[12]。c-Met抑制剂SGX523
能明显抑制乳腺癌 MDA-MB-231细胞增殖并诱导细

胞凋亡,使细胞周期G0/G1 期阻滞,这一研究被冯炜

红等[13]证实,这为c-Met靶向治疗的临床转化提供了

良好的实验及理论基础。

RNA干扰(RNAi)是有效沉默或抑制目标基因

表达的过程。RNAi沉默机制是由小干扰RNA(siR-
NA)或shRNA诱导实现靶mRNA的降解,或者通过

微RNA(miRNA)诱导特定 mRNA翻译的抑制[14]。
目前shRNA慢病毒载体被广泛地用于 RNAi研究
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中,这得益于shRNA在宿主细胞中能高效、长期稳定

地表达。本研究所采用的可诱导shRNA是建立在

TetO系统基础上的诱导系统,它含有TetO序列,后
者可以与四环素阻遏蛋白(TetR)结合并能阻止TetO
的启动子启动shRNA的转录。四环素(Tet)或DOX
可以与TetR结合,可使TetR的结构发生改变,最终

导致 TetO 序 列 上 的 TetR 脱 落,使shRNA 转 录

表达。
多项实验研究证实,在多种肿瘤细胞中shRNA

对c-Met的沉默是有效的[15-16]。本次研究成功构建

针对c-Met的shRNA稳定细胞系,该细胞系常规培

养时与阴性对照组无差别,不表达shRNA,在加入

DOX诱导后,稳定细胞系可表达shRNA,从而导致

稳定细胞c-Met蛋白表达水平降低,细胞增殖能力受

到抑制。前期研究发现,如果完全敲除细胞c-Met基

因后细胞会死亡,所以本研究选择可调控沉默c-Met
基因的慢病毒载体系统进行后续实验。在实验中发

现DOX 浓 度 在0.4
 

μg/mL 时c-Met沉 默 率 可 达

80% 左 右,所 以 最 终 选 择 DOX 诱 导 浓 度 为

0.4
 

μg/mL。适当敲除 MDA-MB-231细胞c-Met基

因后加入表阿霉素联合作用,发现 MDA-MB-231细

胞的增殖明显受到抑制,同时促进了细胞的凋亡。乳

腺癌细胞对表阿霉素作用的IC50 由4.92
 

μg/mL降

至1.23
 

μg/mL,细胞增殖活性明显降低,这与 QUE
等[17]的研究结果一致。同时适当沉默c-Met基因与

表阿霉素联合作用诱导细胞出现G1 期阻滞,从而抑

制细胞的增殖。这些结果或许说明针对肿瘤细胞中

特定的原癌基因,调控其在肿瘤细胞中的表达,对于

有效提高化疗药物对肿瘤细胞的细胞毒性具有重要

作用。
本次研究结果也表明,适当沉默 MDA-MB-231

细胞c-Met基因表达联合表阿霉素作用后,细胞中凋

亡相关蛋白PARP和caspase-3表达水平增高。目前

已经证实caspase-3及其底物PARP在细胞凋亡中起

重要 作 用。当 细 胞 DNA 受 损 严 重 时 可 以 激 活

caspase-3,从而介导细胞凋亡,此时PARP被caspase-
3裂解。裂解的PARP切断烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

(NAD+)合成时对三磷酸腺苷(ATP)的消耗,促使细

胞凋亡的完成[17]。PARP常被用作细胞凋亡的指标。
本研究中适当敲除c-Met后,MDA-MB-231细胞上调

caspase-3和PARP表达,结果表明shRNA对c-Met
基因适当敲除联合表阿霉素引起caspase相关细胞凋

亡,这可能是导致细胞活性下降的部分原因。这与

QUE等[7]研究结果一致,该研究显示shRNA靶向c-
Met可诱发U266细胞caspase依赖性凋亡。本研究

显示,在 pSD400-c-Met-shRNA-MDA-MB-231细 胞

(有DOX诱导组)中细胞增殖能力的下降与凋亡率的

增加关系密切,并且细胞周期阻滞发生在G0/G1 期。
肿瘤耐药性是导致乳腺癌患者治疗失败和死亡

的重要原因。在本研究中,下调c-Met表达可以增加

乳腺癌细胞 MDA-MB-231对表阿霉素的敏感性,表
明c-Met可能是乳腺癌的辅助化疗靶点。作者认为,
除了 MDA-MB-231细胞以外,本研究还应分析更多

的乳腺癌细胞,以证实适当敲除c-Met基因对乳腺癌

细胞增殖、侵袭的抑制作用,以及增加乳腺癌细胞对

表阿霉素化疗敏感性的作用。此外,除了研究下调c-
Met对表阿霉素的化疗敏感性外,还应分析其他化疗

药物的化疗敏感性。因此,适当敲除c-Met基因产生

的抗癌作用有待进一步研究。
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