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ｓｉＲＮＡ沉默Ｌｉｖｉｎ基因对乳腺癌 ＭＣＦ７细胞化学治疗增敏作用的研究
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　　摘　要：目的　观察小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）沉默Ｌｉｖｉｎ基因对人乳腺癌细胞 ＭＣＦ７细胞生物学影响及ｓｉＲＮＡ沉默 ＭＣＦ７细

胞Ｌｉｖｉｎ基因对４种化学治疗药物的增敏作用。方法　Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００脂质体转染法转染ＭＣＦ７。分组：空白组（无转染）、脂

质体组、反义组、错义组、联合组。ＭＴＴ法测定氟尿嘧啶（５ＦＵ）、表柔比星（ＥＰＩ）、多西紫杉醇（ＤＸＴ）、吉西他滨（ＧＥＭ）单药（单

药组）对乳腺癌细胞 ＭＣＦ７增殖的抑制作用。免疫组织化学检测Ｌｉｖｉｎ蛋白在 ＭＣＦ７细胞中的表达及转染联合化学治疗药物对

Ｌｉｖｉｎ蛋白的表达变化。实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）检测转染ＬｉｖｉｎｓｉＲＮＡ后乳腺癌 ＭＣＦ７细胞的Ｌｉｖｉｎ基因表达变化。同时

利用ＡｎｎｅｘｉｎＶ检测乳腺癌细胞的凋亡及ｓｉＲＮＡＬｉｖｉｎ联合５ＦＵ、ＥＰＩ、ＤＸＴ、ＧＥＭ 诱导乳腺癌细胞凋亡的影响。结果　Ｌｉｖｉｎ

在 ＭＣＦ７细胞中高表达，４种化学治疗药物对Ｌｉｖｉｎ表达无明显影响，转染Ｌｉｖｉｎ基因４８、７２ｈ后联合４种药物后能明显下调

Ｌｉｖｉｎ蛋白表达，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。５ＦＵ、ＥＰＩ、ＤＸＴ、ＧＥＭ治疗乳腺癌 ＭＣＦ７细胞４８、７２ｈ均能明显的引起细胞的

凋亡，且呈剂量依赖性。转染Ｌｉｖｉｎ基因４８ｈ联合４种药物后乳腺癌 ＭＣＦ７细胞的凋亡率明显高于单药处理的细胞，差异有统

计学意义（犘＜０．０１）。结论　ｓｉＲＮＡ沉默Ｌｉｖｉｎ基因能促进由化学治疗药物５ＦＵ、ＥＰＩ、ＤＸＴ、ＧＥＭ引起的细胞凋亡，具有化学治

疗增敏作用。
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　　当前，乳腺癌是严重威胁女性健康的最常见的恶性肿瘤，

在过去几十年里，尽管在乳腺癌的早期诊断和综合治疗方面取

得了很大发展，但是其进展期的治疗效果依然不佳。从治疗的

细胞学层面来看，一般的放射治疗、化学治疗和免疫治疗对凋

亡调控缺陷的肿瘤细胞无法发挥有效的杀伤作用。Ｌｉｖｉｎ是近

年来发现的一个凋亡抑制基因，Ｙａｇｉｈａｓｈｉ等
［１］报道在乳腺癌

患者的血清中针对Ｌｉｖｉｎ的抗体比健康人有显著增高。有研

究表明，Ｌｉｖｉｎ蛋白在正常乳腺组织、乳腺增生性病变、乳腺非

浸润性癌和浸润性癌组织中阳性表达率为７．１％、２９．８％、

６５．０％、７３．１％
［２］。有研究结果显示，Ｌｉｖｉｎ可能参与乳腺癌的

发生、发展，Ｌｉｖｉｎ可能成为治疗乳腺癌一个潜在的靶基因。笔

者通过研究乳腺癌化学治疗的主要药物氟尿嘧啶（５ＦＵ）、表

柔比星（ＥＰＩ）、多西紫杉醇（ＤＸＴ）、吉西他滨（ＧＥＭ）联合小干

扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）沉默Ｌｉｖｉｎ基因表达对人乳腺癌细胞 ＭＣＦ７
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细胞凋亡的影响，为探讨化学治疗增敏及Ｌｉｖｉｎ的基因功能提

供一些实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料　乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７购自中国科学院上海生命

科学研究所细胞库。胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司。５ＦＵ，

每支２５０ｍｇ；ＥＰＩ，每支１０ｍｇ；ＤＸＴ，每支２０ｍｇ；ＧＥＭ，每支１

ｇ；分别购自天津金耀有限公司、辉瑞制药（无锡）有限公司、江

苏恒瑞医药股份有限公司、法国礼来制药有限公司。ＭＴＴ、二

甲基亚砜（ＤＭＳＯ）购自Ｓｉｇｍａ公司。兔抗人Ｌｉｖｉｎ多克隆抗体

购自Ｉｍｇｅｎｅｘ公司。免疫组织化学试剂盒ＳＰ９００１购自北京

中杉金桥生物有限公司。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、ＰＣＲ扩增引物

由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司提供。ＰｅｍｉｎＴａｇＨＯＴｓｔａｒｔｖｅｒｔｉｏｎ２×

ＰＣＲ购自大连宝生物公司。ＰＣＲ所用Ｔａｑ酶及ＲＴＰＣＲ试剂

盒购自ＴａＫａＲａ公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７培养于１０％胎牛

血清ＲＰＭＩ１６４０完全培养液中，置于３７℃、５％ ＣＯ２ 饱和湿

度ＣＯ２ 培养箱中培养。

１．２．２　 细胞转染 　 根据文献设计合成反义寡合甘酸

（ＡＳＯＤＮ）序列为：５′ＧＣＡＣＴＧＴＣＴＴＴＡＧＧＴＣＣＣＡＴ３′。

无关错义序列（ＮＳＯＤＮ）序列为：５′ＣＡＴＣＴＧ ＧＣＣＴＧＣ

ＡＴＴＧＴＴＣＡ３′作为对照，以证明ＡＳＯＤＮ具有序列特异性。

由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００进行转染。

１．２．３　ＭＴＴ测定药物敏感性　取对数生长期 ＭＣＦ７细胞，

调整悬液细胞浓度为１×１０５ 个／ｍＬ；按２００μＬ／孔接种于９６

孔板上，待细胞贴壁后分别加入５ＦＵ、ＥＰＩ、ＤＸＴ、ＧＥＭ 各２０

ｍＬ。药物终浓度如下，ＥＰＩ：０．６２５０、１．２５００、２．５０００、

５．００００、１０．００００ μｇ／ｍＬ；５ＦＵ：１２．５００ ０、２５．０００ ０、

５０．００００、１００．００００、２００．０００ ０ μｇ／ｍＬ；ＤＸＴ 和 ＧＥＭ：

０．３１２５、０．６２５０、１．２５００、２．５０００、５．００００μｇ／ｍＬ。每组药

物浓度设５个复孔，另设不加药物的阴性对照组、空白凋零组。

分别于加药后２４、４８、７２ｈ后加入５ｍｇ／ｍＬ的 ＭＴＴ液孵育４

ｈ后，用酶标仪测定各孔光密度（犗犇）值，测定波长为４９０ｎｍ。

计算各个浓度细胞抑制率，肿瘤细胞抑制率＝（空白对照组

犗犇值－实验组犗犇 值）／空白对照组犗犇 值。采用ＳＰＳＳ１７．０

计算药物半数抑制浓度（ＩＣ５０）。

１．２．４　免疫细胞化学法检测Ｌｉｖｉｎ在乳腺癌 ＭＣＦ７中的表达

　取对数生长的细胞，以１×１０５ 个／ｍＬ接种于２４孔培养板

中，１ｍＬ／孔（内置１０ｍｍ×１０ｍｍ玻片，用于爬片）。实验分

为空白组、反义组及错义组。以１／３（ＩＣ５０）的５ＦＵ、ＥＰＩ、

ＤＸＴ、ＧＥＭ处理细胞，４８ｈ后收集细胞用４％多聚甲醛固定。

用ＰＢＳ冲洗加３％ Ｈ２Ｏ２ 室温２０ｍｉｎ，ＰＢＳ再冲洗。正常山羊

血清３７℃封闭３０ｍｉｎ，倾去。加一抗（兔抗人Ｌｉｖｉｎ单克隆抗

体，ＰＢＳ稀释，１∶１００００），以ＰＢＳ代替一抗作阴性对照，４℃

过夜。依次加入二抗、三抗后３７℃孵箱各孵育３０ｍｉｎ。各步

骤间以ＰＢＳ冲洗，最后ＤＡＢ染色。以ＰＢＳ代替一抗作为阴性

对照。在高倍镜下选５个不同视野，每个视野均进行阳性细胞

百分比计分和着色强度计分，计数阳性细胞与总细胞数比例。

免疫组织化学结果的判读采用人工计数方法阳性判断标准：光

镜下细胞质内出现棕色颗粒表示Ｌｉｖｉｎ免疫反应呈阳性，阴性

对照中无棕色颗粒出现。阳性细胞百分比计分，按视野内细胞

阳性所占总细胞数的比例计分：≤２５％、２６％～５０％、５１％～

７５％、＞７６％分别计分为０、１、２、３、４分。着色强度计分：按阳

性细胞着色无、弱（淡黄）、中（棕黄）、强（棕褐）分别计分为０、

１、２、３分。结果判定：本实验中每张切片随机取５个４００倍视

野，每个视野均进行阳性细胞百分比计分和着色强度计分，上

述２种计分结果相加，０分为阴性；２～３分为弱阳性；４～５分

为中等阳性；６～７分为强阳性。

１．２．５　ＲＴＰＣＲ检测转染ＬｉｖｉｎｓｉＲＮＡ及转染后分别联合４

种化学治疗药物乳腺癌 ＭＣＦ７细胞Ｌｉｖｉｎ基因表达水平　收

集经小片段 Ｌｉｖｉｎ基因转染、联合化学治疗药物处理后的

ＭＣＦ７细胞制备成单个核细胞悬液，提取细胞的ＲＮＡ，采用

Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒进行提取。以上述步骤提取的总 ＲＮＡ作为模

板，使用 ＭＯＭＬＲ逆转录酶合成ｃＤＮＡ，扩增引物序列如下：

Ｌｉｖｉｎ上游：５′ＴＴＣＴＡＴＧＡＣＴＧＧＣＣＧＣＴＧＡＴ３′；Ｌｉｖｉｎ

下游：５′ＧＧＧＣＴＧＣＧＴＣＴＴＣＣＧＧＴＴＣＴ３′；扩增长度为

２８３ｂｐ。βａｃｔｉｎ上游：５′ＧＧＧＡＣＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＡＣＣＴＣ

３′；βａｃｔｉｎ下游：５′ＧＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴ３′；扩

增长度为５４０ｂｐ。ＰＣＲ反应条件９４℃变性３０ｓ；６０℃退火６０

ｓ；７２℃延伸１ｍｉｎ。反应３５～４５个循环。然后７２℃再延伸５

ｍｉｎ。９４℃３０ｓ，７２℃３ｍｉｎ查看溶解曲线。

１．２．６　ＡｎｎｅｘｉｎＶ流式细胞仪检测细胞凋亡　将对数生长的

细胞培养于５０ｍＬ培养瓶中，各组于处理后４８ｈ收集经过不

同浓度药物处理的细胞株，用０．２５％胰酶消化培养细胞，用

０．１ｍｏｌＰＢＳ洗２遍，用预冷７０％乙醇在－２０℃固定２４ｈ，再

用０．１ｍｏｌＰＢＳ洗２遍，弃上清液；细胞沉淀中加入０．１％

ＲＮＡ酶Ａ溶液１５０μＬ，重悬细胞，４℃３０ｍｉｎ；将细胞悬液混

匀，用２００目铜网过滤 ＭＣＦ７细胞到流式专用细胞管中，以除

去细胞团块，留下单个悬浮细胞。加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ＋１９５

μＬＰＢＳ室温下１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗１次，加入１０μＬＰＩ＋１９０μＬ

ＰＢＳ。ＦＡＣＳｃａｎ流式细胞仪检测。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　免疫细胞化学法检测Ｌｉｖｉｎ在乳腺癌 ＭＣＦ７中的表达　

免疫细胞化学结果显示 Ｌｉｖｉｎ在 ＭＣＦ７细胞中高表达，用

ＲＮＡｉ小片段Ｌｉｖｉｎ基因转染后的 ＭＣＦ７细胞中表达下调明

显，提示转染后细胞Ｌｉｖｉｎ基因受到抑制且Ｌｉｖｉｎ蛋白明显下

调。与空白组及错义组的 ＭＣＦ７细胞的表达差异有统计学意

义（犘＜０．０１）。见图１。

２．２　ＭＴＴ法检测４种化学治疗药物对乳腺癌 ＭＣＦ７细胞增

殖的影响　５ＦＵ、ＥＰＩ、ＤＸＴ、ＧＥＭ 处理 ＭＣＦ７细胞４８ｈ和

７２ｈ均能明显抑制乳腺癌 ＭＣＦ７细胞的增殖且呈剂量依赖

性。单因素方差分析结果显示，空白组与各药物组比较差异有

统计学意义（犘＜０．０１）。ＩＣ５０分别为ＥＰＩ０．１１８μｇ／μＬ，５ＦＵ

１９．７００μｇ／μＬ，ＤＸＴ０．９７５μｇ／μＬ，ＧＥＭ３．３７５μｇ／μＬ。

２．３　转染ＬｉｖｉｎｓｉＲＮＡ后分别联合４种化学治疗药物对Ｌｉｖｉｎ

基因蛋白表达的影响　以５ＦＵ、ＥＰＩ、ＤＸＴ、ＧＥＭ４种药物对

ＭＣＦ７的半数抑制浓度的１／３的浓度作为联合用药的浓度，

应用小干扰Ｌｉｖｉｎ基因片段转染乳腺癌ＭＣＦ７细胞，同时联合

４种药物，观察Ｌｉｖｉｎ蛋白表达。结果显示４种药物对Ｌｉｖｉｎ蛋
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白表达无明显影响，干扰Ｌｉｖｉｎ联合４种药物后Ｌｉｖｉｎ蛋白明

显下调，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。见表１。

２．４　ＡｎｎｅｘｉｎＶ流式细胞仪检测药物联合小干扰 ＲＮＡ 对

ＭＣＦ７细胞凋亡的影响　转染后４８ｈ联合组的乳腺癌 ＭＣＦ

７细胞的凋亡率明显高于单药组，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。空白组与脂质体组比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。见图２。

　　Ａ：空白组；Ｂ：反义组；Ｃ：错义组。

图１　　各组细胞Ｌｉｖｉｎ蛋白表达差异比较（免疫组织化学×４００）

　　Ａ：５ＦＵ；Ｂ：ＥＰＩ；Ｃ：ＤＸＴ；Ｄ：ＧＥＭ；Ｅ：转染＋５ＦＵ；Ｆ：转染＋ＥＰＩ；

Ｇ：转染＋ＤＸＴ；Ｈ：转染＋ＧＥＭ。

图２　　流式细胞仪分析单药组和联合组

ＭＣＦ７凋亡率的变化

２．５　各组乳腺癌 ＭＣＦ７细胞Ｌｉｖｉｎ基因表达水平　转染ｓｉＲ

ＮＡＬｉｖｉｎ４８ｈ后ＲＴＰＣＲ结果显示可明显下调Ｌｉｖｉｎ的 ｍＲ

ＮＡ表达，ＰＣＲ产物的条带亮度明显变淡；联合组与空白组、脂

质体组、错义组及反义转染组比较，联合组与反义组的乳腺癌

ＭＣＦ７细胞中的Ｌｉｖｉｎ基因表达明显下调，差异有统计学意义

（犘＜０．０１）。联合组Ｌｉｖｉｎ基因表达水平与反义组比较，差异

无统计学意义（犘＞０．０５），见图３。

表１　　４种药物与ｓｉＲＮＡＬｉｖｉｎ联合对Ｌｉｖｉｎ表达的

　　　结果分析（狓±狊，狀＝６）

组别 阴性 弱阳性 阳性 强阳性 犣

反义组 ２２ ５ ３ ０ ８３．０２

转染＋５ＦＵ ２５ ２ １ ０ ７１．６１

转染＋ＥＰＩ ２６ １ １ ０ ６９．１６

转染＋ＤＸＴ ２７ １ ０ ０ ６６．４５

转染＋ＧＥＭ ２７ １ ０ ０ ６６．４５

　　Ａ：空白组；Ｂ：脂质体组；Ｃ：反义组；Ｄ：错义组；Ｅ：联合组，Ｍ：

Ｍａｒｋｅｒ。

图３　　５组Ｌｉｖｉｎ／βａｃｔｎＰＣＲ产物电泳图

３　讨　　论

近年来，随着凋亡抑制蛋白ＩＡＰｓ家族的发现和深入研

究，各国学者发现，高表达的ＩＡＰｓ抑制了放射治疗、化学治疗

引起的肿瘤细胞的凋亡调节失衡，使得本来应该进入凋亡的肿

瘤细胞得以存活并加剧了突变积累，同时促成了肿瘤细胞的耐

药性［３５］。Ｌｉｖｉｎ作为ＩＡＰｓ家族的一员，主要定位于细胞核内

或以丝状形式定位于细胞质，拥有一个 ＢＩＲ结构域和一个

ＲＩＮＧ指基序。其中，ＲＩＮＧ指基序在一些别的ＩＡＰｓ成员中

有过深入研究，被认为主要负责泛素化凋亡调控蛋白并将其降
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解，因此在ＩＡＰｓ的功能发挥上起着重要作用
［６７］。但与其他

ＩＡＰｓ成员不同的是，Ｌｉｖｉｎ定位于细胞核内，研究发现 ＲＩＮＧ

指基序可能对Ｌｉｖｉｎ的亚细胞定位起着重要作用，在本研究采

用的 ＭＣＦ７乳腺癌细胞中，野生型Ｌｉｖｉｎ也分布于整个细胞

质［８］，提示Ｌｉｖｉｎ在乳腺癌的发生、发展中有着更加独特的作

用。目前在乳腺癌细胞中针对Ｌｉｖｉｎ基因进行的相关研究甚

少，本研究首先采用免疫组织化学方法检测Ｌｉｖｉｎ在乳腺癌

ＭＣＦ７中的表达情况，结果显示，Ｌｉｖｉｎ在 ＭＣＦ７细胞中高表

达。免疫细胞化学的结果还显示，Ｌｉｖｉｎ主要在细胞质中聚集，

这与文献报道相同［９］，表明其主要在细胞质中发挥调控凋亡通

路的作用。

促凋亡和抗凋亡系统的平衡在肿瘤的发病机理中扮演了

重要角色，寻找一种新的途径能有效抑制肿瘤细胞生长和增加

其对化学治疗的敏感性有重要的意义［１０１１］。Ｌｉｖｉｎ可作为肿瘤

恶性改变的分子标记和预后指标。本研究结果显示Ｌｉｖｉｎ基

因在 ＭＣＦ７细胞中增强了恶性细胞对化学治疗药物诱导调亡

的敏感性。Ｄｉｎｇ等
［１２］在结直肠癌中也得出了相似的结论，在

ＨＣＴ１１６、ＲＫＯ、ＫＭ１２Ｃ、ＳＷ６２０等结直肠癌细胞系中，Ｌｉｖｉｎ

基因的表达水平与细胞对顺铂诱导的凋亡的相应水平有关，而

顺铂处理的细胞中 Ｌｉｖｉｎ基因的 ＲＮＡ 水平显著升高，提示

Ｌｉｖｉｎ基因的转录被上调。本研究通过 ＭＴＴ法观察转染ｓｉＲ

ＮＡＬｉｖｉｎ及分别联合化学治疗药物对乳腺癌 ＭＣＦ７细胞的

影响结果显示，对Ｌｉｖｉｎ基因的干扰能够有效地增强乳腺癌

ＭＣＦ７细胞对４种乳腺癌常用化学治疗药物的敏感性。处理

ＭＣＦ７４８ｈ和７２ｈ均能明显的引起 ＭＣＦ７的凋亡，且呈剂量

依赖性。４种化学治疗药物对 Ｌｉｖｉｎ蛋白表达无明显影响，

ｓｉＲＮＡＬｉｖｉｎ转染使乳腺癌细胞 ＭＣＦ７的Ｌｉｖｉｎ蛋白的表达

明显下调。ｓｉＲＮＡＬｉｖｉｎ联合５ＦＵ、ＥＰＩ、ＤＸＴ、ＧＥＭ 能有效

地诱导乳腺癌细胞的凋亡。通过流式细胞仪的分析，转染后

４８ｈ后联合组的乳腺癌 ＭＣＦ７细胞的凋亡率比各单药组显著

上调。这提示靶向ＬｉｖｉｎｓｉＲＮＡ可能会增强乳腺癌细胞 ＭＣＦ

７对于ＥＰＩ、５ＦＵ、ＤＸＴ、ＧＥＭ 的敏感性，ＬｉｖｉｎｓｉＲＮＡ对化学

治疗药物治疗起到辅助作用。在后续研究中，还需要用更多种

类的乳腺癌细胞及化学治疗药物，以分析Ｌｉｖｉｎ的表达与化学

治疗敏感性之间的关系。

综上所述，本研究采用ＬｉｖｉｎｓｉＲＮＡ实现了乳腺癌 ＭＣＦ７

细胞转录后的基因沉默，诱导癌细胞发生凋亡使Ｇ１、Ｇ０ 期细

胞进入细胞周期，可能克服了乳腺癌细胞的耐药，有效地增强

乳腺癌细胞对化学治疗药物的敏感性，抑制癌细胞的增殖，促

进凋亡。
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《重庆医学》开通微信公众平台

《重庆医学》已开通微信公众平台（微信号：ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃｉｎｅ），《重庆医学》将以微信平台渠道向广大读作者发送终审

会动态报道、各期杂志目录、主编推荐文章、学术会议、《重庆医学》最新资讯等消息。欢迎广大读作者免费订阅。读作者可

以点击手机微信右上角的＂＋＂，在＂添加朋友＂中输入微信号＂ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃｉｎｅ＂，或在＂添加朋友＂中的＂查找公众号＂一栏

输入＂重庆医学＂，添加关注。
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