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·实验研究·

ｐ５３突变型乳腺癌细胞系中１４３３σ对 ｐ７３基因
稳定性的影响

桑梅香　杨瑞玲　周军　周岩　耿翠芝　单保恩

　　【摘要】　目的　探讨在 ｐ５３突变的乳腺癌细胞系 ＭＤＡＭＢ２３１中，１４３３σ
对ｐ７３基因稳定性的影响。方法　采用基因转染、反转录聚合酶链反应（ＲＴ
ＰＣＲ）、蛋白质印迹检测（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）和放线菌酮（ＣＨＸ）蛋白抑制分析的方法研
究１４３３σ对ｐ７３基因稳定性的影响。结果　ＲＴＰＣＲ显示，单独转染１μｇｐ７３
后，ｐ７３与ＧＡＰＤＨ的灰度值比为０．６３５；转染１μｇｐ７３＋１μｇ１４３３σ和１μｇ
ｐ７３＋２μｇ１４３３σ后，ｐ７３与ＧＡＰＤＨ的灰度值比分别为０．６４３和０．６３１。Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ显示，单独转染１μｇｐ７３后，ｐ７３与ａｃｔｉｎ的灰度值比为０．３３３；转染１μｇ
ｐ７３＋１μｇ１４３３σ和１μｇｐ７３＋２μｇ１４３３σ之后，ｐ７３与ａｃｔｉｎ的灰度值比分别
为０．７９７和０．８２６。放线菌酮蛋白抑制分析显示：单独转染ｐ７３的对照组，放线菌
酮处理０、１、２、４、６ｈ后，ｐ７３与 ａｃｔｉｎ灰度比值分别为０．０７５、０．１６６、０．１２４、０．１００
和０．０９２；而共转染 ｐ７３和１４３３σ的实验组结果分别为０．９６３、０．２４４、０．２４４、
０．２３４和０．１８５。结论　在转录水平上，１４３３σ不影响ｐ７３基因的稳定性；而在蛋
白表达水平上，１４３３σ可以增加ｐ７３基因的稳定性。
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　　１４３３σ是１４３３基因家族中唯一能够被ＤＮＡ损伤所诱导的成员。它的活
化可以引起细胞周期 Ｇ２／Ｍ期阻滞。有研究表明，１４３３σ是人类乳腺上皮的一
个特异性标记，其低表达在乳腺癌的发生发展中起重要作用［１］。ｐ５３基因是１４
３３σ主要的调节基因，另外，ｐ５３家族的其他成员ｐ６３和ｐ７３也与１４３３σ之间存
在着一些调节关系。研究已经证实，ｐ７３基因可以正向调节１４３３σ［２］。美国ＭＤ
Ａｎｄｅｒｓｏｎ癌症研究中心在２００３年研究发现，１４３３σ是 ｐ５３的一个直接的靶基
因，并且可以增加ｐ５３基因的稳定性。本试验的目的旨在用基因转染、ＲＴＰＣＲ、
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和放线菌酮蛋白抑制分析的方法研究１４３３σ对 ｐ７３基因稳定性的
影响，从转录水平和蛋白水平上对两者的相互作用予以确认。

１　材料与方法
１．１　细胞培养
　　ｐ５３突变型人类乳腺癌细胞系ＭＤＡＭＢ２３１在ＤＭＥＭ培养液中培养。培养
液含１０％小牛血清，８％ＮａＨＣＯ３和１００μｇ／ｍｌ的青链霉素。培养条件均为３７℃、
５％ ＣＯ２及９５％相对湿度。细胞用０．０５％胰蛋白酶ＥＤＴＡ进行消化传代。
１．２　细胞转染
　　用Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂盒［３］，按试剂盒提供的说明书进

行转染。转染所用质粒均由日本千叶县癌中心生化学实验室提供。

１．３　反转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）
　　ＭＤＡＭＢ２３１细胞接种在４个直径为１０ｃｍ的培养皿中，待细胞覆盖培养皿
约８０％时，按以下设计进行转染：第 １组转染 ３μｇ空载体；第 ２组转染 １μｇ
ｐ７３＋２μｇ空载体；第３组转染１μｇｐ７３＋１μｇ１４３３σ＋１μｇ空载体；第４组转
染１μｇｐ７３＋２μｇ１４３３σ。转染４８ｈ后，用Ｑｉａｇｅｎ公司的ＲＮｅａｓｙｍｉｎｉｋｉｔ试剂
盒提取细胞总ＲＮＡ。用Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的反转录试剂盒，按照说明书进行从ＲＮＡ
到ｃＤＮＡ的制备。用Ｔａｋａｒａ公司的ＰＣＲ试剂盒进行ＰＣＲ扩增，总反应体系为：模
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板ｃＤＮＡ，１０×ｂｕｆｆｅｒ，２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ各１μｌ，１０μｍｏｌ／Ｌ的上下游引物（ＰＣＲ引物
序列见表 １）各０．５μｌ，ｒＴａｑ酶 ０．１μｌ，无菌双蒸水 ６μｌ。反应条件为：９５℃
２ｍｉｎ预变性，９５℃１５ｓ、５８℃１５ｓ、７２℃２０ｓ，ＧＡＰＤＨ反应２０个循环，ｐ７３、１４３
３σ反应２８个循环，最后７２℃延伸６ｍｉｎ。扩增产物于２％琼脂糖凝胶电泳观察
拍照。

表１　ＰＣＲ引物序列

基因 引物

ｐ７３ ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＴＧＧＡＡＣＣＡＧＡＣＡＧＣＡＣＣＴＡＣＴＴＣＧ３′

ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＴＧＣＴＧＧＡＡＡＧＴＧＡＣＣＴＣＡＡＡＧＴＧＧ３′

１４３３σ ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＧＡＧＣＧＡＡＡＣＣＴＧＣＴＣＴＣＡＧＴ３′

ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＣＴＣＣＴＴＧＡＴＧＡＧＧＴＧＧＣＴＧＴ３′

ＧＡＰＤＨ ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＡＣＣＴＧＡＣＣＴＧＣＣＧＴＣＴＡＧＡＡ３′

ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３′

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　ＭＤＡＭＢ２３１细胞接种在４个直径为１０ｃｍ的培养皿中，待细胞覆盖培养皿
约８０％时，按以下设计进行转染：第 １组转染 ３μｇ空载体；第 ２组转染 １μｇ
ｐ７３＋２μｇ空载体；第３组转染１μｇｐ７３＋１μｇ１４３３σ＋１μｇ空载体；第４组转
染１μｇｐ７３＋２μｇ１４３３σ。转染４８ｈ后，细胞用１×ＰＢＳ洗涤２次，离心沉淀，加
入含蛋白酶抑制剂的细胞裂解液Ａ（含ｐＨ７．５的２５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ、１３７ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ、２．７ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ和 １％ＴｒｉｘｏｎＸ１００）冰上放置３０ｍｉｎ，超声波充分裂解细
胞，２０６００×ｇ离心１０ｍｉｎ（４℃），收集上清液。聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＡＰＡＧＥ）垂
直电泳分离，转移蛋白质到聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，５％脱脂奶粉４℃封闭过
夜，一抗［鼠抗人 ｐ７３单抗 Ａｂ４（Ｎｅｏｍａｒｋｅｒｓ公司），羊抗人 １４３３σ多抗 Ｃ１８
（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）］室温孵育１ｈ，膜洗３次，辣根过氧化物酶标记的二抗（Ｃｅｌｌ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ公司）室温孵育１ｈ，膜洗３次，增强化学发光（ＥＣＬ，ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏｓｃｉ
ｅｎｃｅｓ公司）显影。
１．５　放线菌酮（Ｃｙｃｌｏｈｅｘｉｍｉｄｅ，ＣＨＸ）蛋白抑制分析
　　ＭＤＡＭＢ２３１细胞接种在１０个直径为１０ｃｍ的培养皿中，待细胞覆盖培养皿
约８０％时，其中５个培养皿（对照组）分别转染１μｇｐ７３质粒＋１μｇ空载体，另外
５个培养皿（实验组）分别转染１μｇｐ７３质粒 ＋１μｇ１４３３σ质粒。转染２４ｈ以
后，用终质量浓度为１００μｇ／ｍｌ的ＣＨＸ处理细胞，实验组和对照组都分别处理０、
１、２、４、６ｈ。然后收集细胞裂解液，用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐ７３蛋白的表达情况。
１．６　统计学处理
　　以上实验均重复３次。统计方法运用两样本的ｔ检验。
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２　结果
２．１　１４３３σ在转录水平上对ｐ７３基因稳定性的影响
　　采用半定量ＰＣＲ分析转染不同量的１４３３σ之后，ｐ７３基因在转录水平上的表
达。在阴性对照组，没有检测到ｐ７３基因的表达；单独转染１μｇｐ７３之后，ｐ７３条带
与ＧＡＰＤＨ条带的灰度值比为０．６３５±０．０２０；转染１μｇｐ７３＋１μｇ１４３３σ之后，ｐ７３
条带与ＧＡＰＤＨ条带的灰度值比为０．６４３±０．０１９；转染１μｇｐ７３＋２μｇ１４３３σ之
后，ｐ７３条带与ＧＡＰＤＨ条带的灰度值比为０．６３１±０．０１７。各组比值之间差异均无
统计学意义（Ｐ＞００５，图１），表明在转录水平上，１４３３σ不影响ｐ７３基因的表达。

ａ：阴性对照组，转染３μｇ空载体；ｂ：转染１μｇｐ７３＋２μｇ空载体；ｃ：转染１μｇ
ｐ７３＋１μｇ１４３３σ＋１μｇ空载体；ｄ：转染１μｇｐ７３＋２μｇ１４３３σ

图１　１４３３σ在转录水平上对ｐ７３基因稳定性的影响

２．２　１４３３σ在翻译水平上对ｐ７３基因稳定性的影响
　　用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析转染不同量的１４３３σ之后，ｐ７３基因在翻译水平上的表
达。在阴性对照组，没有检测到ｐ７３基因的表达；单独转染１μｇｐ７３之后，ｐ７３条
带与ａｃｔｉｎ条带的灰度值比为０．３３３±０．０１２；转染１μｇｐ７３＋１μｇ１４３３σ之后，
ｐ７３条带与ａｃｔｉｎ条带的灰度值比为０．７９７±０．０２１；转染１μｇｐ７３＋２μｇ１４３３σ
之后，ｐ７３条带与ａｃｔｉｎ条带的灰度值比为０．８２６±０．０２２。各组比值之间差异均
有统计学意义（Ｐ＜００１，图２），表明在翻译水平上，１４３３σ增加了ｐ７３基因表达
的稳定性，并且ｐ７３基因的稳定性和１４３３σ之间有一个浓度依赖关系。

ａ：阴性对照组，转染３μｇ空载体；ｂ：转染１μｇｐ７３＋２μｇ空载体；ｃ：转染１μｇ
ｐ７３＋１μｇ１４３３σ＋１μｇ空载体；ｄ：转染１μｇｐ７３＋２μｇ１４３３σ

图２　１４３３σ在翻译水平上对ｐ７３基因稳定性的影响
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２．３　放线菌酮蛋白抑制分析结果
　　转染１μｇｐ７３质粒 ＋１μｇ空载体的对照组，经放线菌酮处理０、１、２、４、６ｈ
后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测的 ｐ７３蛋白与 ａｃｔｉｎ蛋白灰度比值分别为 ０．０７５±０．００５、
０．１６６±０．００４、０．１２４±０．００５、０．１００±０．００７、０．０９２±０．００４；而转染１μｇｐ７３质
粒＋１μｇ１４３３σ质粒的实验组得出的结果则分别为０．９６３±０．００５、０．２４４±
０．００５、０．２４４±０．００５、０．２３４±０．００４、０．１８５±０．００４。两组间差异有统计学意义
（Ｐ＜００１，图３，表２），表明１４３３σ在蛋白水平上稳定了ｐ７３基因的表达。

图３　放线菌酮蛋白抑制分析

表２　放线菌酮蛋白抑制分析中，对照组和实验组ｐ７３
与ａｃｔｉｎ蛋白灰度值的比值

Ｔｉｍｅ／ｈ ｐ７３ ｐ７３＋１４３３σ ｔ值 Ｐ值

０ ０．７７５±０．００５ ０．９６３±０．００５ ４６．０８ Ｐ＜００１

１ ０．１６６±０．００４ ０．２４４±０．００５ ２１．１０ Ｐ＜００１

２ ０．１２４±０．００５ ０．２４４±０．００５ ２９．４１ Ｐ＜００１

４ ０．１００±０．００７ ０．２３４±０．００４ ９．１２ Ｐ＜００１

６ ０．０９２±０．００４ ０．１８５±０．００４ ９．０３ Ｐ＜００１

３　讨论
　　作为细胞周期负调控因子，１４３３σ在细胞周期中的作用与ｐ２１ＷＡＦ１基因的作
用相似，它的活化可以引起细胞周期 Ｇ２／Ｍ期阻滞，从而发挥其抑癌基因的作
用［４］。Ｐｒａｓａｄ等［５］研究发现，１４３３σ在人类乳腺肿瘤细胞中的表达呈下调趋势，
可以作为人类乳腺上皮的一个特异性标记。ＶｅｒｃｏｕｔｔｅｒＥｄｏｕａｒｔ等［６］也发现，和人

类乳腺正常组织相比，１４３３σ在乳腺癌组织中的表达显著降低。Ｆｅｒｇｕｓｏｎ等［７］

也发现，在大多数的乳腺癌中１４３３σ超低表达。以上研究提示，１４３３σ可以作
为一个抑癌基因在乳腺癌的发生、发展中起重要作用，１４３３σ抑癌作用的消失可
能是乳腺癌发生的一个重要原因。因此研究１４３３σ在基因水平上的调节，对乳
腺癌发生、发展及预后的研究可能会起到新的突破。

　　ｐ５３基因是１４３３σ主要的调节基因。另外一些研究表明，ｐ５３家族的其他
成员ｐ６３、ｐ７３也与１４３３σ之间存在着一些调节关系［８］。Ｙａｎｇ等［９］的研究表明，

１４３３σ是 ｐ５３的一个直接的靶基因，并且可以增加 ｐ５３基因的稳定性。
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２００６年，本研究所报道了ｐ５３基因家族成员ｐ７３基因对１４３３σ的靶向性的调节
作用［２］，并且推测１４３３σ有可能对ｐ７３基因的稳定性产生一定的影响。基于此
目的，我们采用了基因转染、ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和放线菌酮蛋白抑制分析的方
法研究了１４３３σ对ｐ７３基因稳定性的影响。ＲＴＰＣＲ结果证实，在转录水平上，
１４３３σ不影响ｐ７３基因的表达。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，在翻译水平上，１４３３σ
增加了ｐ７３基因表达的稳定性，并且ｐ７３基因的稳定性和１４３３σ之间有浓度依
赖关系。

　　放线菌酮是一种蛋白分子合成抑制剂［１０］。本研究用放线菌酮处理细胞以抑

制ｐ７３蛋白的合成。实验结果显示，单独转染ｐ７３的一组细胞在每个时间点的蛋
白合成受到明显的抑制，而共转染ｐ７３和１４３３σ的一组细胞的蛋白合成抑制率
明显降低。这进一步证实了１４３３σ在蛋白水平上增加 ｐ７３基因的稳定性。至
于１４３３σ为何不影响ｐ７３基因的转录稳定性，而只在蛋白水平上稳定ｐ７３基因
的表达，还需进一步的研究来证实。
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