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ＲＮＡｉ介导的ＩＢＰ表达抑制对人乳腺癌

ＭＤＡＭＢ２３１细胞细胞骨架的影响


陈忠蛟，李　鹏，杨明珍，陈　安，胡川闽△

（第三军医大学医学检验系临床生物化学教研室，重庆４０００３８）

　　摘　要：目的　研究干扰素调节因子４结合蛋白（ＩＢＰ）的表达抑制对人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞中微丝、微管的影响。

方法　设计并合成针对人犐犅犘ｍＲＮＡ的ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）序列，构建ＲＮＡｉ慢病毒表达载体，与包装质粒共转染人胚肾２９３ＦＴ

细胞获得病毒颗粒，以病毒感染 ＭＤＡＭＢ２３１细胞。采用免疫印迹及实时聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）确定能有效抑制ＩＢＰ的

ＲＮＡｉ序列，筛选出获得稳定感染的细胞株并进行微丝、微管染色。结果　成功构建了ＩＢＰ特异性的ＲＮＡｉ慢病毒表达载体和对

照载体，对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞ＩＢＰ的沉默效率为６９．９％；通过微丝、微管染色证实ＩＢＰ表达下调后，细胞形态出现明显变化，细

胞体增大，丝状伪足减少，片状伪足增多，微管排列紊乱。结论　ＩＢＰ蛋白通过影响微管、微丝的排列而改变 ＭＤＡＭＢ２３１细胞

生物学行为。
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ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１３．０１．００１ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１３）０１０００１０５

犈犳犳犲犮狋狊狅犳犚犖犃犻犿犲犱犻犪狋犲犱犐犅犘犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犺犻犫犻狋犻狅狀狅狀犮狔狋狅狊犽犲犾犲狋狅狀狅犳犺狌犿犪狀犫狉犲犪狊狋犮犪狀犮犲狉犕犇犃犕犅２３１犮犲犾犾狊


犆犺犲狀犣犺狅狀犵犼犻犪狅，犔犻犘犲狀犵，犢犪狀犵犕犲狀犵狕犺犲狀，犆犺犲狀犃狀，犎狌犆犺狌犪狀犿犻狀△

（犜犲犪犮犺犻狀犵犪狀犱犚犲狊犲犪狉犮犺犛犲犮狋犻狅狀狅犳犆犾犻狀犻犮犪犾犅犻狅犮犺犲犿犻狊狋狉狔，犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犕犲犱犻犮犪犾犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔犛犮犻犲狀犮犲，

犜犺犻狉犱犕犻犾犻狋犪狉狔犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犆犺狅狀犵狇犻狀犵４０００３８，犆犺犻狀犪）

　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ４ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ（ＩＢＰ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎｍｉ

ｃｒｏｆｉｌａｍｅｎｔａｎｄｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｏｆｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓ．犕犲狋犺狅犱狊　ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ（ＲＮＡｉ）ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｔａｒｇｅｔｉｎｇ

ｈｕｍａｎ犐犅犘ｍＲＮＡｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄａｎｄｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ．ＬｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎＲＮＡｉｗｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｄｔｈｅｎｗｅｒｅｃｏｔｒａｎｓ

ｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐａｃｋａｇｉｎｇｐｌａｓｍｉｄｓｉｎｔｏｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙ２９３ＦＴｃｅｌｌｓｔｏｏｂｔａｉｎｖｉｒｕｓｐａｒｔｉｃｌｅｓｆｏｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｏｆＭＤＡＭＢ２３１

ｃｅｌｌｓ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎｄｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴＰＣＲ）ｗｅｒｅｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｃｏｎｆｉｒｍｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｈｉｃｈｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔ

ＩＢＰｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｓｔａｂｌｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｏｕｔａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｉｒｍｉｃｒｏｆｉｌａｍｅｎｔａｎｄｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｗｅｒｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｓｔａｉ

ｎｉｎｇ．犚犲狊狌犾狋狊　ＬｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎＩＢＰｓｐｅｃｉｆｉｃＲＮＡｉａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｖｅｃｔｏｒｗｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ．ＩＢＰｓｉｌｅｎｃｅｅｆｆｉｃｉｅｎ

ｃｙｉｎＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓｗａｓ６９．９％．ＭｉｃｒｏｆｉｌａｍｅｎｔａｎｄｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｓｔａｉｎｉｎｇｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈａｔＩＢＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｏｗｎ

ｒｅｇｕｌａｔｅｄ．Ｏｂｖｉｏｕｓｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｃｅｌｌｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄ，ｓｕｃｈａｓｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｃｅｌｌｂｏｄｙ，ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇｆｉｌｏｐｏｄｉａ，ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｌａｍｅｌ

ｌｉｐｏｄｉａａｎｄｄｉｓｏｒｄｅｒｏｆｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＩＢＰｐｒｏｔｅｉｎａｌｔｅｒｔｈｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｂｅｈａｖｉｏｒｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓｖｉａｉｎ

ｆｌｕｅｎｃｉｎｇｔｈｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔｏｆｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｓａｎｄｍｉｃｒｏｆｉｌａｍｅｎｔｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ；ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ；ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ；ｇｅｎｅ，ＩＢＰ

　　干扰素调节因子４结合蛋白（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ

４ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＩＢＰ）是Ｐｅｒｎｉｓ研究小组于２００２年利用酵母

双杂交系统从人淋巴细胞ｃＤＮＡ文库中筛选出来的具有与干

扰素调节因子４（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ４，ＩＲＦ４）潜在结

合作用的蛋白［１］。研究发现ＩＢＰ是在人免疫系统中大量表达

并具有重要功能的蛋白质，主要表达于 Ｔ淋巴细胞中
［２］。除

此之外，ＩＢＰ具有鸟苷酸交换因子（ｇｕａｎｉｎｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｅｘｃｈａｎｇｅ

ｆａｃｔｏｒｓ，ＧＥＦ）的作用，能够激活 ＲｈｏＧＴＰ酶家族的部分成

员［３］。所有研究结果均提示ＩＢＰ可参与细胞骨架的重构、细

胞极化、细胞间的信息传递等多种重要过程［４５］。目前对ＩＢＰ

在人体其他组织和细胞中的表达及其功能的研究较少，部分人

乳腺癌细胞中有ＩＢＰ高表达。为探讨ＩＢＰ是否参与人乳腺癌

细胞的功能及分子机制的调节，本研究以人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ

２３１细胞为模型，通过表达 ＲＮＡ 干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，

ＲＮＡｉ）的慢病毒系统
［６］，建立ＩＢＰ表达下调的稳定细胞株和对

照细胞株［７］，并对其进行微丝、微管染色，发现ＩＢＰ的缺失可导

致细胞发生系统性骨架改变。本研究旨在确定ＩＢＰ缺失对人

乳腺癌细胞骨架改变的影响，为后续研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与材料　ＰＬＶＴＨＭ、ＰＳＰＡＸ２、ＰＭＤ２．Ｇ质粒，

人胚肾２９３ＦＴ细胞株，人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞株及ＩＢＰ

鼠单克隆抗体（克隆号２Ａ２）为第三军医大学医学检验系临床

生物化学教研室提供；大肠杆菌菌株ＤＨ５α、磷酸钙转染试剂、

ＴＵＢＵＬＩＮ鼠单克隆抗体、ＴＵＢＵＬＩＮＴｒａｃｋｅｒＲｅｄ（微管红色
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表１　　ＲＮＡｉ引物序列

ＲＮＡｉ 引物序列

ＲＮＡｉ１ 正义链 ５′ＣＧＣＧＴＣＣＣＣＧＴＴＣＡＴＣＴＧＧＡＣＡＴＴＣＣＡＧＴＧＴＴＴＣＡＡＦＡＦＡＡＣＡＣＴＧＧＡＡＴＧＴＣＣＡＧＡＴＧＡ

ＡＣＴＴＴＴＴＧＧＡＴＣＣＧＧＡＡＡＴ３′

反义链 ５′ＣＧＡＴＴＴＣＣＧＧＡＴＣＣＡＡＡＡＡＧＴＴＣＡＴＣＴＧＧＡＣＡＴＴＣＣＡＧＴＧＴＴＣＴＣＴＴＧＡＡＡＣＡＣＴＧＧＡＡＴ

ＧＴＣＣＡＧＡＴＧＡＡＣＧＧＧＧＡ３′

ＲＮＡｉ２ 正义链 ５′ＣＧＣＧＴＣＣＣＣＡＴＴＣＡＡＧＴＧＴＴＴＣＡＣＧＴＴＧＴＴＧＴＴＣＡＡＧＡＧＡＣＡＣＣＡＡＣＧＴＧＡＡＡＣＡＣＴＧＧＡ

ＡＴＴＴＴＴＴＧＧＡＴＣＣＧＧＡＡＡＴ３′

反义链 ５′ＣＧＡＴＴＴＣＣＧＧＡＴＣＣＡＡＡＡＡＡＴＴＣＣＡＧＴＧＴＴＴＣＡＣＧＴＴＧＧＴＧＴＣＴＣＴＴＧＡＡＣＡＣＣＡＡＣＧＴＧ

ＡＡＡＣＡＣＴＧＧＡＡＴＧＧＧＧＡ３′

对照 正义链 ５′ＣＧＣＧＴＣＣＣＣＧＡＡＡＴＧＴＡＣＴＧＣＧＣＧＴＧＧＡＣＡＣＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＧＴＣＴＣＣＡＣＧＣＧＣＡＧＴＡＣＡＡ

ＴＴＴＣＴＴＴＴＴＧＧＡＴＣＣＧＧＡＡＡＴ３′

反义链 ５′ＣＧＡＴＴＴＣＣＧＧＡＴＣＣＡＡＡＡＡＧＡＡＡＴＧＴＡＣＴＧＣＧＣＧＴＧＧＧＡＧＡＣＴＣＣＴＴＧＡＡＧＴＣＴＣＣＡＣＧＣ

ＧＣＡＧＴＡＣＡＴＴＴＣＧＧＧＧＡ３′

荧光探针）购自海门市碧云天生物技术研究所；普通质粒提取

试剂盒、胶回收试剂盒、去内毒素质粒ＤＮＡ大量提取试剂盒

及ＲｅａｌＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ）试剂盒购自天根生化科技（北

京）有限公司；限制性内切酶和Ｔ４ 连接酶购自日本ＴＡＫＡＲＡ

公司；Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ改良Ｅａｇｌｅ培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａ

ｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）、胎牛血清、胰蛋白酶购自美国 ＧＩＢＣＯ

公司；高扩增效率实时聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）试剂盒购自日本ＴＯＹＯＢＯ公司；Ａｌ

ｅｘａＦｌｕｏｒ６４７Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．２　ＲＮＡｉ慢病毒表达载体的构建　根据基因信息设计合成

３对针对犐犅犘ｍＲＮＡ的ＲＮＡｉ寡核苷酸序列，见表１。将３对

ＯｌｉｇｏＤＮＡ退火形成双链 ＤＮＡ与双酶切后的 ＰＬＶＴＨＭ 慢

病毒载体进行连接反应，随后转化感受态大肠杆菌并挑选阳性

的重组克隆进行测序鉴定。

１．３　慢病毒包装　将２９３ＦＴ细胞以２．０×１０
６ 个／皿的密度

接种于６０ｍｍ培养皿中，使用含１０％胎牛血清、非必需氨基

酸、丙酮酸钠、谷氨酰胺的新鲜ＤＭＥＭ 完全培养基培养。当

细胞 生 长 至 ８０％ ～９０％ 融 合 时，将 重 组 的 病 毒 载 体

ＰＬＶＴＨＭＲ１、ＰＬＶＴＨＭＲ２、ＰＬＶＴＨＭ对 照 与 包 装 质 粒

ＰＳＰＡＸ２和穿梭质粒ＰＭＤ２．Ｇ用磷酸钙共转染至病毒包装

２９３ＦＴ细胞，培养７ｈ后弃去含有转染混和物的培养基，加入

新鲜的培养基继续培养。４８ｈ后收集细胞上清液，离心以去

除细胞碎片，采用０．４５μｍ滤器（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏ公司）过滤后分

装，置于－８０℃冰箱中保存。取１ｍＬ病毒溶液采用１０倍稀

释后感染以１．０×１０５ 个／孔的密度接种于２４孔板的 ＭＤＡ

ＭＢ２３１细胞，继续培养４８ｈ后通过慢病毒载体上绿色荧光蛋

白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）的荧光观察感染效果。

１．４　ＲＮＡｉ效果验证　收集病毒感染４８ｈ的细胞，提取细胞

蛋白，应用免疫印迹方法验证犐犅犘ＲＮＡｉ慢病毒对 ＭＤＡＭＢ

２３１细胞ＩＢＰ蛋白表达的抑制效果：采用小鼠ＩＢＰ单克隆抗体

（１∶１０００稀释）进行蛋白印迹检测，以甘油醛３磷酸脱氢酶

（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＤＰＨ）蛋白作

为内参。ＲＴＰＣＲ检测分析病毒感染后 ＭＤＡＭＢ２３１细胞

犐犅犘ｍＲＮＡ的表达情况：收集病毒感染４８ｈ的细胞，提取总

ＲＮＡ，参照 ＴＯＹＯＢＯ 高扩增效率 ＲＴＰＣＲ试剂盒说明，用

Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）２０引物逆转录。参照ＲｅａｌＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ）

试剂盒说明，对细胞ＩＢＰ蛋白的表达进行荧光定量分析。实验

中使用的犐犅犘ｍＲＮＡ的上游引物和犌犃犇犘犎 ｍＲＮＡ内参引

物序列，见表２。

表２　　犐犅犘和犌犃犇犘犎 ｍＲＮＡ的引物序列

基因 引物序列

犐犅犘 正义链 ５′ＧＡＡＡＧＣＴＣＧＧＣＧＡＧＡＴＧＡＡＧ３′

反义链 ５′ＧＡＴＧＴＡＧＣＧＣＴＣＣＴＧＣＴＣＣＴ３′

犌犃犘犇犎 正义链 ５′ＴＣＡＣＣＣＡＣＡＣＴＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡＣＧＡ３′

反义链 ５′ＣＡＧＣＧＧＡＡＣＣＧＣＴＣＡＴＴＧＣＣＡＡＴＧＧ３′

１．５　细胞骨架染色　将ＩＢＰ蛋白低表达细胞和阴性对照细胞

以１．０×１０４ 个／孔的密度接种于１２孔板中（内置经无菌处理

的盖玻片），每孔添加ＤＭＥＭ 完全培养基至０．５ｍＬ。常规培

养２ｄ后，采用磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，

ＰＢＳ）漂洗３次；加入免疫荧光固定液，３７℃固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ

漂洗３次；每孔加入１ｍＬ破膜液洗３次，ＰＢＳ漂洗２次；用免

疫荧光封闭液于３７℃封闭３０ｍｉｎ；加入ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７Ｐｈａｌ

ｌｏｉｄｉｎ工作液和ＴＵＢＵＬＩＮＴｒａｃｋｅｒＲｅｄ工作液，３７℃避光孵

育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次；再用４′，６二脒基２苯基吲哚（４′，６ｄｉ

ａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）工作液避光孵育３ｍｉｎ，ＰＢＳ洗

３次，将玻片上的液体吸干，用抗荧光淬灭封片剂封片，ＦＶ

１０００共聚焦激光扫描显微镜（ｃｏｎｆｏｃａｌｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｍｉｃｒｏ

ｓｃｏｐｅ，ＣＬＳＭ）（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）进行观察。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，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　ＲＮＡｉ慢病毒表达载体的构建　将３对犐犅犘 ｍＲＮＡ的

ＲＮＡｉ序列进行退火形成双链 ＤＮＡ，与酶切后的 ＰＬＶＴＨＭ

慢病毒载体连接，转化感受态大肠杆菌并挑选阳性的重组克

隆，测序鉴定显示序列无误，见图１。

２．２　慢病毒感染　慢病毒感染 ＭＤＡＭＢ２３１细胞４８ｈ后，
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激光共聚焦下观察各孔中细胞ＧＦＰ的表达量，结果显示慢病

毒感染 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的效率达９０％以上，病毒感染成

功，见图２。

２．３　ＲＮＡｉ效果验证　采用免疫印迹及ＲＴＰＣＲ检测 ＭＤＡ

ＭＢ２３１细胞、阴性对照细胞及 ＲＮＡｉＩＢＰ２３１细胞的ＩＢＰ蛋

白和 ｍＲＮＡ 的表达情况，结果显示，ＲＮＡｉＩＢＰ２３１细胞中

ＩＢＰ蛋白的表达量明显下调（犘＜０．０１），见图３左；ＲＮＡｉＩＢＰ

２３１细胞的犐犅犘ｍＲＮＡ表达量显著降低（犘＜０．０１），沉默效率

为６９．９％，见图３中；３种细胞中犌犃犇犘犎 的表达量无明显差

异（犘＞０．０５），见图３右。

２．４　细胞骨架染色　通过微丝、微管染色证实，ＩＢＰ表达下调

后，细胞形态出现明显变化，细胞体增大，丝状伪足减少，片状

伪足增多，微管排列紊乱，失去正常 ＭＤＡＭＢ２３１细胞典型形

态。见图４、５。

图１　　ＲＮＡｉ慢病毒表达载体测序鉴定图

图２　　慢病毒感染 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的形态学表现

　　左：ＩＢＰ蛋白表达的免疫印迹验证；中：犐犅犘ｍＲＮＡ表达的ＲＴＰＣＲ验证；右：犌犃犇犘犎 表达的ＲＴＰＣＲ检测。ＭＤＡＭＢ２３１为未感染慢病毒

的 ＭＤＡＭＢ２３１细胞；阴性对照为感染含有无关对照序列慢病毒的 ＭＤＡＭＢ２３１细胞；ＲＮＡｉＩＢＰ２３１为感染含有ＩＢＰＲＮＡｉ慢病毒的 ＭＤＡ

ＭＢ２３１细胞。

图３　　ＩＢＰＲＮＡｉ慢病毒感染 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的基因沉默验证
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　　Ａ：细胞自身荧光；Ｂ：细胞微丝染色；Ｃ：细胞核染色；Ｄ：细胞自身荧光、微丝染色、细胞核共染色。

图４　　细胞微丝的荧光染色

　　Ａ：细胞自身荧光；Ｂ：细胞微管染色；Ｃ：细胞核染色；Ｄ：细胞自身荧光、微管染色、细胞核共染色。

图５　　细胞微管的荧光染色
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３　讨　　论

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，虽然现代医学对乳

腺癌的综合治疗取得了重要进展，但仍有３０％以上的患者死

于肿瘤复发和转移，淋巴道与血道转移是导致乳腺癌治疗失败

的主要原因。肿瘤细胞侵袭及转移发生的前提是细胞本身在

基质中运动能力的改变［６］。研究乳腺癌侵袭、转移的机制，寻

找新的乳腺癌早期转移标志物及治疗靶点已成为目前乳腺癌

诊疗研究中关注的重要问题。

ＩＢＰ是Ｐｅｒｎｉｓ研究小组于２００２年利用酵母双杂交系统从

人淋巴细胞ｃＤＮＡ文库中筛选出来的具有与ＩＲＦ４潜在结合

作用的蛋白［１］。目前国际上对ＩＢＰ的研究主要集中于免疫系

统，并发现免疫系统中存在ＩＢＰ的大量表达
［８］。２００９年第三

军医大学医学检验系临床生物化学教研室发现ＩＢＰ是一个与

人乳腺癌发生、发展密切相关的重要分子［９］。ＩＢＰ作为一种与

ＧＥＦ家族具有相似结构的蛋白分子，ＧＥＦ是改变细胞骨架组

装，调控细胞迁移的关键因子，参与肿瘤细胞的转移［１０１１］。

ＧＥＦ的作用可激活ＲｈｏＧＴＰ酶家族的部分成员，其中包括细

胞分裂周期蛋白４２（ｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎｃｙｃｌｅ４２，Ｃｄｃ４２）、Ｒａｓ相关的

Ｃ３肉毒素底物１（ＲａｓｒｅｌａｔｅｄＣ３ｂｏｔｕｌｉｎｕｍｔｏｘｉｎｓｕｂｓｔｒａｔｅ１，

Ｒａｃ１）和ＲｈｏＡ分子
［１２］。ＲｈｏＡ能够参与黏着斑复合体（ｆｏｃａｌ

ａｄｈｅｓｉｏｎｃｏｍｐｌｅｘｓ，ＦＡＣ）的组装；Ｃｄｃ４２可促进丝状伪足形成；

Ｒａｃ１可促进层状伪足和胞膜皱褶形成。ＦＡＣ是促细胞迁移的

重要成分之一，而伪足形成和细胞形态改变是侵袭转移的起始

步骤，由于整合素、ＲｈｏＧＴＰ酶蛋白家族、ＧＥＦ活性及与激活

型Ｒａｃ１结合，进而影响了细胞骨架和转移。由于ＩＢＰ和ＧＦＰ

家族分子有相似结构，人们认为ＩＢＰ具有 ＧＥＦ特性，可激活

Ｒｈｏ家族，改变细胞骨架。细胞骨架是真核细胞内蛋白质组成

的复杂网状结构，是横越在真核细胞细胞核和细胞膜内侧的一

种纤维蛋白基质，它由微丝、微管和中间纤维组成。其中，微管

具有维持细胞形态、参与细胞收缩与伪足运动等功能；微丝具

有参与肌肉的形成，脏器、肌体及血管等的运动。研究发现微

丝、微管骨架与许多细胞功能相关，肿瘤的转移与细胞骨架功

能有密切联系［１３１４］。

为证实ＩＢＰ可以改变人乳腺癌细胞的骨架形态，本课题选

择自身高表达ＩＢＰ的人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞作为研究对

象，设计并合成ＩＢＰ的 ＲＮＡｉ靶序列，利用慢病毒技术，构建

ＩＢＰ低表达的稳定细胞模型。通过微丝、微管染色，发现ＩＢＰ

低表达细胞的形态发生明显变化，微管排列紊乱，失去正常的

ＭＤＡＭＢ２３１细胞形态，提示ＩＢＰ参与了细胞骨架重构。结

合以上结果，作者推测ＩＢＰ与乳腺癌的转移相关，其原因可能

是通过参与乳腺癌细胞骨架重构影响乳腺癌细胞的迁移。然

而，是ＩＢＰ的表达促进了乳腺癌细胞转移，还是乳腺癌细胞转

移促进ＩＢＰ表达，以及其中的分子机制需要进一步研究证实。
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