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ＳＹＢＲ实时荧光定量ＰＣＲ检测人乳腺癌细胞

ＡｎｎｅｘｉｎⅡｍＲＮＡ方法的建立及应用
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　　摘　要：目的　建立检测人ＡｎｎｅｘｉｎⅡｍＲＮＡ水平的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ实时荧光定量ＰＣＲ方法，并用其测定人乳腺癌细胞 ＭＤＡ

ＭＢ２３１和 ＭＣＦ７中ＡｎｎｅｘｉｎⅡｍＲＮＡ水平。方法　根据人ＡｎｎｅｘｉｎⅡ ｍＲＮＡ的保守序列设计特异性引物，提取人乳腺癌细胞

总ＲＮＡ，并逆转录为ｃＤＮＡ，胶回收纯化ＰＣＲ产物，并与ｐＧＭＴ载体连接构建质粒标准品，进一步通过ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ实时荧光定

量ＰＣＲ检测人乳腺癌细胞中ＡｎｎｅｘｉｎⅡｍＲＮＡ水平。结果　该方法标准曲线的狉２ 为０．９９７，融解曲线分析显示单个峰，ｐＧＭＴ

ＡｎｎｅｘｉｎⅡ质粒标准品高、低拷贝数的批内、批间变异系数分别为６．２％、７．８％（高拷贝）和９．１％、１２．３％（低拷贝）。进一步研究

表明人乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１中ＡｎｎｅｘｉｎⅡｍＲＮＡ水平显著高于 ＭＣＦ７细胞（犘＜０．０１）。结论　建立的检测人 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ

ｍＲＮＡ水平的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ实时荧光定量ＰＣＲ方法特异性、重复性好，可用于人乳腺癌细胞中ＡｎｎｅｘｉｎⅡ ｍＲＮＡ的定量检测。
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　　ＡｎｎｅｘｉｎⅡ最早是作为Ｒｏｕｓ肉瘤病毒转化基因的酪氨酸

激酶底物于１９８２年被发现的，属于Ａｎｎｅｘｉｎｓ蛋白家族成员之

一，是一种Ｃａ２＋依赖的磷脂结合蛋白
［１］。目前研究表明，Ａｎ

ｎｅｘｉｎⅡ在多种恶性肿瘤中呈高表达
［２４］。本课题拟建立一种

检测人ＡｎｎｅｘｉｎⅡ ｍＲＮＡ的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ实时荧光定量ＰＣＲ

方法，进一步检测人乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１及 ＭＣＦ７中

ＡｎｎｅｘｉｎⅡｍＲＮＡ水平，为深入研究 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ在乳腺癌中的

功能作用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　乳腺癌细胞系　ＭＤＡＭＢ２３１细胞株、ＭＣＦ７细胞株

（中科院上海细胞研究所）；ＲＮＡｒｏｓｅ提取试剂盒、质粒抽提试

剂盒、胶回收试剂盒（上海华舜生物制品公司）；逆转录ＰＣＲ

（ＲＴＰＣＲ），ＳＹＢＲ实时荧光定量ＰＣＲ试剂盒（Ｔａｋａｒａ公司）；

ＡｎｎｅｘｉｎⅡ、βａｃｔｉｎ引物（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＰＧＭＴ（ＴＩＡＮ

ＧＥＮ公司）；ＡＭＰ（上海闪晶公司）；ＲＰＭＩ１６４０和小牛血清

（Ｇｉｂｃｏ公司）。

１．１．２　引物设计　根据 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ（ｇｉ：１５４２６６１２，ｇｉ：５０８４５３８７，

ｇｉ：５０８４５３８，ｇｉ：５０８４５３８９），βａｃｔｉｎ（ｇｉ：２８２５１）序列，在其高保守区

应用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计各自的引物，ＡｎｎｅｘｉｎⅡ引物序列，

正向引物：５′ＡＣＴＴＴＧＡＴＧＣＴＧＡＧＣＧＧＧＡＴＧ３′，反向

引物：５′ＣＧＡＡＧＧＣＡＡＴＡＴＣＣＴＧＴＣＴＣＴＧＴＧ３′，扩增

长度为１２６ｂｐ；βａｃｔｉｎ引物序列：正向引物：５′ＴＣＡ ＴＧＡ

ＡＧＴＧＴＧＡＣＧＴＧＧＡＣＡＴＣ３′；反向引物：５′ＣＡＧＧＡＧ

ＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴＧＡＴＣ３′，扩增长度为１５６ｂｐ。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　人乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１、ＭＣＦ７接种

于含１０％小牛血清，ｐＨ 为７．４的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，置

３７℃，５％ＣＯ２ 培养箱中培养，取对数生长期进行实验。

１．２．２　总ＲＮＡ的提取和ＲＴＰＣＲ反应　取对数生长期的细

胞，其融合达到９０％，每瓶（２５ｃｍ２）加入ＲＮＡｒｏｓｅ１ｍＬ充分

吹打，冰上裂解３０ｍｉｎ转移至１．５ｍＬＥＰ管中，按ＲＮＡｒｏｓｅ

提取试剂盒说明进行，核酸紫外分析仪检测 ＲＮＡ纯度和浓

度。逆转录得到ｃＤＮＡ 第一链，分装置于－２０℃冰箱备用。
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５０μＬＰＣＲ反应的体系为：１０×ＰＣＲ缓冲液５μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘ

ｔｕｒｅ：２μＬ，正向引物：０．５μＬ，反向引物：０．５μＬ，反转录液：５

μＬ，Ｔａｑ酶：０．５μＬ，双蒸水：３６．５μＬ，ＡｎｎｅｘｉｎⅡ，βａｃｔｉｎ的反

应条件为９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃１７

ｓ，３０个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。

１．２．３　目的片段的纯化及ＴＡ克隆

１．２．３．１　目的片段的纯化　将５０μＬ的ＰＣＲ产物全部上样

电泳，在紫外灯下将目的条带切下并按说明书进行胶回收。回

收的纯化产物再电泳鉴定其纯化效果，另取５μＬ用核酸分析

仪测浓度。

１．２．３．２　ＴＡ 克隆　１０×连接缓冲液１μＬ、ｐＧＭＴ载体

１μＬ，Ｔ４ＤＮＡ 连接酶１μＬ，目的片段的纯化产物０．２５μＬ

Ｈ２Ｏ；６．７５μＬ用移液器吹打连接反应液，混匀，置１６℃７ｈ。

１．２．４　感受态细胞的制备及转化　采用ＣａＣｌ２ 法制得感受态

细胞ＤＨ５α，取１管感受态细胞（２００μＬ），加入１０μＬＴＡ 克

隆产物进行转化，在转化后的２００μＬ大肠埃希菌混合液中加

入１ｍＬＬＢ液体培养基（不含氨苄西林），混匀后，３７℃振荡培

养１ｈ，将此菌液摇匀后取１００μＬ涂布于含氨苄西林（１００μｇ／

ｍＬ）的ＬＢ固体培养基上，３７℃孵箱培养过夜。

１．２．５　阳性克隆的鉴定

１．２．５．１　菌落ＰＣＲ　挑数个单菌落分别溶于１０μＬ无菌水

中，在ＰＣＲ仪内９９℃加热１０ｍｉｎ裂解细菌，１２０００ｒ／ｍｉｎ离

心１ｍｉｎ，分别取上清２μＬ做模板，用 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ引物进行

ＰＣＲ扩增，电泳检测是否有目的片段。

１．２．５．２　测序　挑产生目的片段的单菌落接种于２ｍＬＬＢ

（含氨苄西林）液体培养基，３７℃过夜，取１ｍＬ放入ＥＰ管内

送上海生工测序。

１．２．６　质粒定量及稀释

１．２．６．１　质粒的定量　测序结果证实为ＡｎｎｅｘｉｎⅡ片段成功

克隆至ＰＧＭＴ载体后，按照上海华顺质粒抽提试剂盒说明大

量制备质粒，以质粒为模板，用 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ引物进行验证。用

核酸分析仪检测３次抽提质粒的浓度，并取平均值，采用公式：

质粒浓度（ｎｇ／μＬ）×６．０２×１０
２３×１０－９／［载体碱基（３０１２）＋目

的片段碱基（２５２）×３２４．５］，得出ＰＧＭ７ＡｎｎｅｘｉｎⅡ的浓度

（拷贝／μＬ）。

１．２．６．２　质粒的稀释　用双蒸馏水将重组ＡｎｎｅｘｉｎⅡ质粒标

准品原液作梯度稀释，用于后续ＡｎｎｅｘｉｎⅡｍＲＮＡ定量。

１．２．７　特异性的评价　将标准品及乳腺癌细胞ｃＤＮＡ 的

ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳，并分析实时荧光定量ＰＣＲ的

溶解曲线，验证该方法的特异性。

１．２．８　重复性的分析　以ＰＧＭＴＡｎｎｅｘｉｎⅡ质粒标准品相

对低拷贝数（１０４ 拷贝／μＬ）和相对高拷贝数（１０
７ 拷贝／μＬ）在

批内和批间均重复检测１０次作为重复性实验，获取各自的变

异系数。

１．２．９　ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ实时荧光定量ＰＣＲ检测人乳腺癌细胞中

ＡｎｎｅｘｉｎⅡｍＲＮＡ 水平　２０μＬ 的 ＰＣＲ 反应体系：ＳＹＢＲ

ｐｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（２×）１０．０μＬ，正向引物：０．３μＬ，反向引物：

０．３μＬ，ＲｏｘＤｙｅ（５０×）０．４μＬ，ｃＤＮＡ：２．０μＬ，ｄＨ２Ｏ：７．０μＬ。

９５℃１０ｓ，１个循环，９５℃５ｓ，６２℃３１ｓ，４０个循环，９５℃１５

ｓ，６０℃２０ｓ，９５℃１５ｓ，１个循环，ＡＢＩ７０００ＰＣＲ仪检测标准品

ＡｎｎｅｘｉｎⅡ的线性范围及人乳腺癌细胞中ＡｎｎｅｘｉｎⅡｍＲＮＡ水平。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０软件行相关数据分析，计

量资料采用狓±狊表示，两组均数的比较采用狋检验，以犘＜

０．０１为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＲＮＡ 质量　核酸分析仪测抽提总 ＲＮＡ 吸光度比值

（犃２６０／犃２８０）在１．８～２．０之间，提示总 ＲＮＡ纯度较好，总

ＲＮＡ浓度为１０００～２５００μｇ／ｍＬ。

２．２　ＲＴＰＣＲ扩增乳腺癌细胞中 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ ｍＲＮＡ　ＲＴ

ＰＣＲ检测人乳腺癌细胞中 ＭＣＦ７及 ＭＤＡＭＢ２３１中Ａｎｎｅｘ

ｉｎⅡ ｍＲＮＡ，产物电泳显示清晰的目的条带。所有产物均上

样电泳，纯化、回收，ＡｎｎｅｘｉｎⅡ浓度为５６．４ｎｇ／μＬ，见图１。

　　ｍａｒｋｅｒ：标记物；１、２：ＭＤＡＭＢ２３１；３、４、５：ＭＣＦ７。

图１　　ＲＴＰＣＲ检测 ＭＣＦ７、ＭＤＡＭＢ２３１

中ＡｎｎｅｘｉｎⅡ ｍＲＮＡ水平

２．３　阳性克隆的鉴定

２．３．１　菌落ＰＣＲ　细菌经高温裂解后，用 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ引物进

行ＰＣＲ，产物电泳显示清晰的目的条带，见图２。

图２　　ＰＣＲ检测菌落ＡｎｎｅｘｉｎⅡ ｍＲＮＡ

２．３．２　菌落测序结果　产生目的片段的单菌落测序结果显

示：所测ＡｎｎｅｘｉｎⅡ序列与目的片段序列完全相同，见图３。

图３　　ＡｎｎｅｘｉｎⅡ阳性克隆菌落测序结果

２．４　质粒的定量及稀释　以含 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ质粒为模板，使用

ＡｎｎｅｘｉｎⅡ的引物进行ＰＣＲ扩增，产物电泳显示清晰的目的条

带，表明ＡｎｎｅｘｉｎⅡ片段成功克隆至ＰＧＭＴ载体上，可用于标

准品的制备。ＰＧＭＴＡｎｎｅｘｉｎⅡ质粒浓度：１３６ｎｇ／μＬ，通过

公式计算得出，ＰＧＭＴＡｎｎｅｘｉｎⅡ质粒原液浓度为７．７２×１０１０

拷贝／μＬ，用双蒸馏水将ＰＧＭＴＡｎｎｅｘｉｎⅡ标准品原液作梯度

稀释，稀释后为７．７２×１０９、７．７２×１０８、７．７２×１０７、７．７２×１０６、

７．７２×１０５、７．７２×１０４、７．７２×１０３、７．７２×１０２ 拷贝／μＬ。

２．５　ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ实时荧光定量ＰＣＲ检测ＡｎｎｅｘｉｎⅡ熔解解

曲线和标准曲线

２．５．１　溶解曲线　主要呈单个熔解曲线峰，表明定量ＰＣＲ产

物ＡｎｎｅｘｉｎⅡ具有特异性，见图４Ａ。

２．５．２　标准曲线　成功地建立了人 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ ｍＲＮＡ的标

准曲线，其线性范围可达６个数量级，重组质粒 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ在

７．７２×１０３～７．７２×１０
８ 拷贝／μＬ，Ｃｔ值与起始浓度的ｌｇ值具

有很好的线性（ｓｌｏｐｅ＝－３．０９，狉
２＝０．９９７）。见图４Ｂ。

４２３２ 重庆医学２０１４年６月第４３卷第１８期



　　Ａ：ＰＧＭＴＡｎｎｅｘｉｎⅡ溶解曲线；Ｂ：ＰＧＭＴＡｎｎｅｘｉｎⅡ标准曲线。

图４　　ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ实时荧光定量ＰＣＲ检测ＡｎｎｅｘｉｎⅡ

ｍＲＮＡ的标准曲线和溶解曲线

２．６　ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ实时荧光定量ＰＣＲ检测ＡｎｎｅｘｉｎⅡ ｍＲＮＡ

标准品的重复性　ＰＭＧＴＡｎｎｅｘｉｎⅡ质粒标准品相对低拷贝

数（１０４ 拷贝／μＬ）批内和批间变异系数分别为９．１％、１２．３％；

ＰＭＧＴＡｎｎｅｘｉｎⅡ质粒标准品相对高拷贝数（１０７ 拷贝／μＬ）批

内和批间变异系数分别为６．２％、７．８％。

２．７　ＡｎｎｅｘｉｎⅡｍＲＮＡ在人乳腺癌细胞中的水平　高转移人

乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１中 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ ｍＲＮＡ水平显著高

于低转移人乳腺癌细胞 ＭＣＦ７（犘＜０．０１），见表１。

表１　　ＡｎｎｅｘｉｎⅡ ｍＲＮＡ在人乳腺癌细胞中的

　　　　水平（狀＝３，狓±狊）

细胞株 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ βａｃｔｉｎ ＡｎｎｅｘｉｎⅡ／βａｃｔｉｎ

ＭＣＦ７ （１９．２３±０．６０）×１０３ （４．７４±０．７１）×１０８ （４．０６±０．８１）×１０－５

ＭＤＡＭＢ２３１ （２．７５±０．０２）×１０７ （２．４２±０．０７）×１０８ ０．１１±０．０３ａ

　　ａ：犘＜０．０１，与 ＭＣＦ７比较。

３　讨　　论

ＡｎｎｅｘｉｎⅡ又名Ｐ３６、ＡＮＸ２，其基因位于１５ｑ２１～ｑ２２，编

码的蛋白有３３９个氨基酸，相对分子质量３６×１０３，在人体内

皮细胞、单核／巨噬细胞、骨髓细胞和某些肿瘤细胞中表达丰

富［１］。并参与多种重要的生物学功能，如细胞分泌、增殖、有丝

分裂和纤溶等［５７］，但其确切的作用机制尚不十分清楚；此外，

ＡｎｎｅｘｉｎⅡ还是一种新颖的ＲＮＡ结合蛋白，能直接结合到Ｃ

ｍｙｃｍＲＮＡ上，并上调Ｃｍｙｃ蛋白
［８］。研究表明，ＡｎｎｅｘｉｎⅡ

在多种肿瘤中高表达：在结肠癌中，ＡｎｎｅｘｉｎⅡ过表达与肿瘤的

大小、组织学类型、浸润程度及 ＴＮＭ 分期相关，与转移性无

关，但和ＴｅｎａｓｃｉｎＣ的共同表达却与结肠癌的进展和转移相

关，并提示预后不良［２］；此外，有研究发现ＡｎｎｅｘｉｎⅡ蛋白的表

达水平与星形细胞瘤恶性程度的分级相关，恶性程度越高，表

达水平越高，可以作为胶质瘤分级的指标，提示预后［９］。但

ＡｎｎｅｘｉｎⅡ并非在所有肿瘤中均呈现高表达状态，相反，Ａｎ

ｎｅｘｉｎⅡ在某些肿瘤中表达下调，如：前列腺癌
［１０］、食管癌［１１］，

转染ＡｎｎｅｘｉｎⅡ基因的前列腺腺癌细胞恢复表达，对肿瘤细胞

的增殖和凋亡无影响，但迁移能力被抑制；ＡｎｎｅｘｉｎⅡ ｍＲＮＡ

和蛋白在人食管鳞状细胞癌组织中低表达，在中分化和低分化

肿瘤中，蛋白表达明显低于高分化肿瘤。

Ｓｈａｒｍａ等
［１２］研究报道ＡｎｎｅｘｉｎⅡ在正常和增生的乳腺导

管上皮细胞ＡｎｎｅｘｉｎⅡ无表达，而乳腺浸润性导管癌和原位癌

中有表达。据此，推测ＡｎｎｅｘｉｎⅡ在乳腺癌的发生中可能起着

重要作用。本课题拟建立一种检测人 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ ｍＲＮＡ的

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ实时荧光定量ＰＣＲ方法，为进一步深入探讨Ａｎ

ｎｅｘｉｎⅡ在乳腺癌发生中的作用奠定基础。ＰＧＭＴＡｎｎｅｘｉｎⅡ

质粒标准品在１０３～１０
８ 拷贝／μＬ，标准曲线的狉

２＝０．９９７，说明

该方法的线性较好；此外，溶解曲线呈单个峰，经琼脂糖凝胶电

泳分析，只有目的基因而无引物二聚体等非特异性扩增产物，

说明该方法的特异性较好；另外，重复性分析显示：批内和批间

的变异系数均在可接受的范围内。因此，本研究建立的检测人

ＡｎｎｅｘｉｎⅡ ｍＲＮＡ的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ实时荧光定量ＰＣＲ方法特

异重复性好，能够准确检测 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ ｍＲＮＡ的含量。本研

究应用成功构建的 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ质粒标准品，通过ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ

实时荧光定量ＰＣＲ检测人乳腺癌细胞高转移株 ＭＤＡＭＢ

２３１与低转移株 ＭＣＦ７中ＡｎｎｅｘｉｎⅡ ｍＲＮＡ水平，结果显示：

ＭＤＡＭＢ２３１中ＡｎｎｅｘｉｎⅡ ｍＲＮＡ显著高于 ＭＣＦ７，由此作

者推测ＡｎｎｅｘｉｎⅡ可能在乳腺癌的转移中起一定作用，这将在

进一步的研究中加以证实。
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ｔｒｏｃｙｔｉｃｂｒａｉｎｔｕｍｏｒｓｏｆｈｉｇｈｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃｇｒａｄｅ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｌ

Ｒｅｓ，１９９４，１２（６）：５６１５６７．

［１０］ＬｅｈｎｉｇｋＵ，ＺｉｍｍｅｒｍａｎｎＵ，ＷｏｅｎｃｋｈａｕｓＣ，ｅｔａｌ．Ｌｏｃａｌｉ

ｚａｔｉｏｎｏｆａｎｎｅｘｉｎｓⅠ，Ⅱ，ⅣａｎｄⅦｉｎｗｈｏｌｅｐｒｏｓｔａｔｅｓｅｃ

ｔｉｏｎｓｆｒｏｍｒａｄｉｃａｌｐｒｏｓｔａｔｅｃｔｏｍｙｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＨｉｓｔｏｌＨｉｓ

ｔｏｐａｔｈｏｌ，２００５，２０（３）：６７３６８０．

［１１］张洵，支会英，张健，等．钙磷脂结合蛋白Ⅱ在人食管鳞状

细胞癌中的表达［Ｊ］．中华肿瘤杂志，２００３，２５（４）：３５３

３５５．

［１２］ＳｈａｒｍａＭＲ，ＫｏｌｔｏｗｓｋｉＬ，ＯｗｎｂｅｙＲＴ，ｅｔａｌ．Ａｎｇｉｏｇｅｎｅ

ｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎａｎｎｅｘｉｎⅡｉｎｂｒｅａｓｔＣａｎｃｅｒ：ｓｅｌｅｃ

ｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｉｎｖａｓｉｖｅｂｒｅａｓｔＣａｎｃｅｒａｎｄｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

ｔｏｔｕｍｏｒｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＥｘｐＭｏｌＰａｔｈｏｌ，

２００６，８１（２）：１４６１５６．

（收稿日期：２０１４０１１２　修回日期：２０１４０３１２）
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