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Abstract:Objective暋Toinvestigatetheeffectofbreastcancercellgrowth,weutilizedRNAitragedy
toinhibithTERTgeneinMCF灢7cellsofbreastcancer.Methods暋SmallintererenceRNA (siRNA)

homologoustohTERTgene(hTERT灢siRNA)wasrecombinedwithpGenesil灢1vector,thentrans灢
fectedintoMCF灢7cellsofbreastcancertoinduceRNAi,andthenhTERTgeneexpressionalterations
andtumorcellproliferationinbothhTERT灢siRNAtreatmentgroupsandcontrolgroupsweredetected
byMTTassay,RT灢PCRandWesternblot.Results暋TheexpressionofhTERThadbeenobviously
inhibitedbysiRNA.Theinhibitionrateofcellproliferationwas61.94%.ThemRNAlevelofhTERT
wasobviouslydecreasedby61.7%,anditsproteinexpressionreducedby52.8%.Conclusion暋siR灢
NA灢hTERTeffectivelyinhibitedhTERTgeneexpressionandbreastcancercellproliferationinvitro.
Keywords:RNAi;Breastcancer;hTERT
摘暋要:目的暋利用siRNA在乳腺癌细胞内诱导 RNAi,抑制人端粒酶催化亚基(humantelomerase
reversetranscriptase,hTERT)基因表达,在体外细胞水平探讨 RNAi对 MCF灢7乳腺癌细胞生长的影

响。方法暋构建靶向hTERT基因的siRNA(hTERT灢siRNA),转导入 MCF灢7乳腺癌细胞,在瘤细胞

内诱导 RNAi,采用细胞增殖抑制实验、RT灢PCR法、Westernblot等技术检测siRNA 处理前后瘤细

胞增殖及hTERT 基 因 表 达 变 化。结果暋hTERT灢siRNA 对 乳 腺 癌 细 胞 生 长 抑 制 率 达 61.94%;

hTERT的 mRNA表达降低了61.7%,蛋白表达平均降低了52.8%。结论暋siRNA在体外明显抑制

了乳腺癌细胞中hTERT基因的表达和瘤细胞增殖。
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0暋引言

人端粒酶逆转录酶(Humantelomerasereverse
transcriptase,hTERT),即端粒酶催化亚单位是端

粒酶的重要组分,被认为是端粒酶的催化亚基,是端

粒酶活化和细胞癌变的限速步骤[1],在乳腺癌组织

中,端粒酶活性表达显著升高,并且与乳腺癌病理类

型和分化程度密切相关,而在正常乳腺组织中不表

达,与乳腺 癌 的 发 生、发 展 有 着 密 切 的 关 系[2灢3],

hTERT在乳腺癌中高表达也提示预后较差[3灢4]。

本实验依据 RNA 干扰原理,使用短发夹样 RNA
(smallhairpinRNA,shRNA)设计的 RNAi灢DNA
载体方法[5],以hTERT基因为靶点,构建针对该基

因的siRNA 表达载体,从细胞水平siRNA 特异诱

导hTERT 基因转录后沉默,逆转乳腺癌细胞恶性

表型的能力,探讨该表达载体对 MCF灢7乳腺癌细胞

生长的影响及其hTERT表达的抑制作用。

1暋材料与方法

1.1暋材料

MCF灢7乳腺癌细胞株购自上海细胞生物研究

所。在含10%胎牛血清的 DMEM 培养液,37曟、

5% CO2孵箱中培养。质粒pGenesil灢1购自武汉晶

赛生物工程技术有限公司。限制性内切酶BamH1、
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Hind栿和EcoRI购自 Takara公司,总 RNA 提取

试剂、转染试剂 LipofectamineTM2000购自Invitro灢
gen公司;PCR试剂购自 Takara公司;TERT 抗体

购自博士德公司;siRNA灢hTERT 转录模板由上海

生工生物工程技术服务有限公司合成。

1.2暋pGenesil灢hTERT灢siRNA质粒构建

shRNA发夹结构序列长度为65bp,两端分别

为BamH1、Hind栿 酶切位点,中间为9bp茎环序

列分隔的反向重复靶序列,并以6个 T 作为 RNA
聚合酶栿的转录终止子。质粒构建采用BamH1、

Hind栿 双 酶 切 空 质 粒 pGenesil灢1,将 shRNA灢
hTERT 转 录 模 板 5曚灢AAGTGTCACAGCCT灢
GTTTCTG灢3曚(AF015950nucleotides2995灢3016)
和阴性对照转录模板5曚灢AAGCTTCATAAGGCG灢
CATAGC灢3曚(与人基因无同源性)分别设计成发夹

结构,定向克隆至该载体上,经筛选、酶切鉴定后,进
行测序确定,命名为pGenesil灢hTERT灢siRNA,阴性

对照命名为pGenesil灢PK灢siRNA。

1.3暋质粒转染

采用LipofectamineTM2000脂质体转染法。转

染前一天,换取无抗生素培养液后调整细胞浓度为

2暳105/ml,以每孔2ml接种于6孔培养板中培养。
待细胞增至90%~95%时,将质粒灢脂质体复合物

转染至细胞中(质粒暶脂质体=1暶4),37曟、5% CO2

在无血清、无抗生素的培养液培养16~18h后换

G418选择培养液,继续培养72~96h后检测各指标。

1.4暋细胞增殖抑制实验(MTT法)
收集对数生长期的 MCF灢7乳腺癌细胞,接种

96孔板,细胞终密度为每孔2暳104,每个样本设3
个平行孔,每孔总体系200毺l,试剂空白以无血清

DMEM 培养液补足。37曟、5%CO2孵箱中培养24
h,在每孔中加入四甲基偶氮唑蓝(MTT,浓度为

0.5mg/ml),继续培养4h,弃上清,加入二甲基亚

砜200毺l,振荡5min,酶标仪(570nm)读取A 值。
细胞增殖抑制率=(1-实验组平均A 值/对照组平

均A 值)暳100%。

1.5暋RT灢PCR检测hTERT的 mRNA表达

RT采用说明书 M灢MLV 逆转录酶标准体系,

37曟反应60min。PCR 扩增采用50毺l反应体系,
内含cDNA4毺l,相关引物20pmol,5毺l10暳buff灢
er,4毺l25mmol/L MgCl2,1毺l10毺mol/LdNTP,

Taq酶2.5u。按下述条件进行循环:hTERT94曟
60s,60曟30s,72曟45s,35次循环;同时做GAPDH
内 对 照。hTERT 引 物 序 列 为:正 义:5曚灢CG灢
GAAGAGTGTCTGGAGCAA灢3曚;反 义:5曚灢GGAT灢
GAAGCGGAGTCTGGA灢3曚(扩 增 产 物 145bp)。

GAPDH引物正义:5曚灢CCATGGAGAAGGCTGGGG灢
3曚;反义:5曚灢CAAAGTTGTCATGGATGACC灢3曚(扩增

产物208bp)。以水作为阴性对照。扩增产物2%琼

脂糖凝胶电泳30min(80v),EB(0.5毺g/ml)染色,用

BIO灢RAD图像分析仪上观察并扫描制片,记录结果。

1.6暋Westernblot检测hTERT的蛋白表达

收集常规培养的乳腺癌细胞 MCF灢72暳106

个,提取核蛋白,通过聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白

样本和分子量标准,将蛋白样本转移至 PVDF 膜

上,蛋白封闭液37曟封闭PVDF膜1h,PBST洗涤,
加一抗(1暶300)37曟孵育4h,PBST振荡洗涤2次,
加二抗(1暶200)37曟孵育20min,PBST 洗涤4次,

5min/次,DAB室温显色,显影,记录结果。

1.7暋统计学方法

采用SPSS10.0软件进行统计学分析,组间差异

比较采用t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2暋结果

2.1暋重组质粒的鉴定

质粒pGenesil灢hTERT灢siRNA和pGenesil灢PK灢
siRNA经 Hind栿和EcoRI双酶切,同时做pGene灢
sil灢1空 载 体 双 酶 切 对 照。20g/L 琼 脂 糖 电 泳,

pGenesil灢1空载经双酶切后呈2条带,分别为4.54
kb的载体片段和364bp的小片段;而重组质粒则

为4.54kb的载体片段和425bp的目的片段。测

序结果证实:pGenesil灢1的BamH1/Hind栿间有一

65bp的插入片段,其序列和方向与我们设计的一

致。因此,我们认为已成功构建了hTERT灢pGene灢
sil灢siRNA重组质粒。

2.2暋细胞增殖抑制实验(MTT法)

pGenesil灢hTERT灢siRNA处理组中,MCF灢7乳

腺癌细胞平均增殖抑制率(ProliferationInhibition
rate,PIR)达61.94%,明显高于阴性对照pGenesil灢
PK灢siRNA处理组(9.48%),两组相比差异具有统

计学意义(P<0.01),见图1。

图1暋MCF灢7乳腺癌细胞增殖抑制试验

Figure1暋Theproliferationinhibitionresult
ofMCF灢7breastcancercells

2.3暋RT灢PCR检测hTERT 的 mRNA表达

半定量 RT灢PCR检测结果以琼脂糖电泳条带
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的亮度来判断hTERT 的 mRNA 表达高低。实验

结果显示见图2,阴性对照pGenesil灢PK灢siRNA 组

与未处理 MCF灢7乳腺癌细胞组间无差别;pGenesil灢
hTERT灢siRNA处理组中,hTERT mRNA 表达均

明显降低,与阴性对照pGenesil灢PK灢siRNA 处理组

相比,hTERT的 mRNA 表达下降了61.7%,其差

异具有统计学意义(P<0.05)。

M:Maker;1:untreatedgroup;2:negativecontrolgroup
(pGenesil灢PK灢siRNA);3:pGenesil灢hTERT灢siRNAgroup

图2暋MCF灢7乳腺癌细胞hTERT的 mRNA表达

Figure2暋ThemRNAexpressionofhTERTofMCF灢7
breatcancercells

2.4暋Westernblot检测hTERT 的蛋白表达

阴性对照pGenesil灢PK灢siRNA组与未处理 MCF灢
7乳腺癌细胞组间无显著性差别;与阴性对照pGene灢
sil灢PK灢siRNA 处理 组 相 比,pGenesil灢hTERT灢siRNA
处理组中hTERT 蛋白表达明显降低,见图3。通

过内参毬灢actin进行定量分析,与阴性对照组比较,

pGenesil灢hTERT灢siRNA处理组中hTERT 蛋白表

达平均降低了52.8%,其差异具有统计学意义(P<
0.05)。

1:Controlgroup;2:hTERT灢siRNAgroup;3:PK灢siRNAgroup
图3暋MCF灢7乳腺癌细胞hTERT的蛋白表达

Figure3暋ThehTERTproteinexpressionof
MCF灢7breastcancergroup

3暋讨论

hTERT基因仅在精原细胞、卵母细胞和造血

祖细胞等低分化细胞中呈现表达,而在正常成熟细

胞和组织中无表达[6]。在恶性肿瘤中hTERT基因

在90%以上的不同肿瘤细胞上均出现不同程度的

高表达[7],在乳腺癌中的表达高达88%[8],说明肿

瘤细 胞 主 要 通 过 激 活 hTERT 而 激 活 端 粒 酶,

hTERT的异常激活是肿瘤形成的重要原因之一。
通过对hTERT 启动子的改造或敲除,即提高了该

启动子对基因表达调控作用的特异性,达到了使

hTERT失活的同时降低了对正常细胞毒性作用,
还能增强对化疗药的敏感性,提高杀伤肿瘤的靶向

性[9灢10]。我们采用了pGenesil灢1质粒,其启动子是

RNA聚合酶栿 启动子(pol栿),插入的 hTERT灢
siRNA转录模板被克隆到 RNA 聚合酶栿 启动子

下游。当这种带有pol栿 启动子和shRNA编码序

列的质粒转染哺乳动物细胞时,pol栿总是在离启

动子一个固定距离的位置开始转录合成RNA,当遇

到4~5个连续的 U 即终止转录。在hTERT靶基

因的siRNA转录模板选择、设计时,选择了hTERT
基因外显子的一siRNA 片段,为21bp。于是shR灢
NA 在 细 胞 内 自 动 被 加 工 成 为 siRNA 而 诱 导

RNAi,下调靶基因的表达。由于siRNA 表达质粒

的选择标记,siRNA 载体能够稳定、长效地抑制目

的基因表达。本研究结果显示,hTERT灢pGenesil灢
siRNA处理组中,乳腺癌 MCF灢7细胞平均增殖抑

制率达61.94%,对照pGenesil灢PK灢siRNA 处理组

细胞增殖抑制率几乎无变化。Westernblot检测乳

腺癌 MCF灢7细胞 hTERT 蛋白表达,发现乳腺癌

MCF灢7细胞经hTERT灢pGenesil灢siRNA 处理后,与
内参actin吸光度相比,对照pGenesil灢PK灢siRNA处理

组hTERT蛋白几乎无变化,而hTERT灢pGenesil灢siR灢
NA处理组hTERT蛋白表达下降了52.8%。半定量

RT灢PCR 检 测 乳 腺 癌 MCF灢7 细 胞 系 hTERT 的

mRNA 的表达,发现重组质粒 hTERT灢pGenesil灢
siRNA 处理组的乳腺癌 MCF灢7 细胞 hTERT 的

mRNA表达明显下调,与阴性对照 pGenesil灢PK灢
siRNA处理组相比,下降了61.7%。因此,本研究

表明 hTERT灢pGenesil灢siRNA 重组质粒在乳腺癌

MCF灢7细胞中能有效地下调了hTERT mRNA 和

蛋白 的 表 达,细 胞 增 殖 抑 制 实 验 也 证 实 了 下 调

hTERT基因能抑制乳腺癌 MCF灢7细胞的过度增

生。有研究也证实在肾癌、喉癌、前列腺癌等多种肿

瘤细胞中抑制hTERT 的表达,可以导致肿瘤细胞

生物学特性发生改变,细胞生长速度减慢、出现凋

亡[11灢14]。
因此,siRNA特异诱导hTERT 基因转录后沉

默,靶向hTERT 基因的siRNA 能在 MCF灢7乳腺

癌细胞中特异诱导RNAi,抑制了 MCF灢7乳腺癌细

胞的增殖,从 mRNA和蛋白水平降低了hTERT的

表达,逆转了乳腺癌细胞的恶性表型,为乳腺癌基因

治疗的临床应用开辟了新的思路。
(下转第776页)
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erbB灢2的表达呈正相关。由此推测c灢erbB灢2的过

度表达作为一种上游的信号分子,通过细胞内一条

或多条转导通路刺激survivin的表达,而survivin
的过度表达使异常细胞不能启动凋亡则可能是c灢
erbB灢2致癌的又一机制。同时也提示survivin与c灢
erbB灢2一样可作为乳腺癌预后差的生物学行为标

志物。

survivin在乳腺癌中的作用还有待于进一步深

入研究。另外,survivin蛋白的表达与临床病理特

征及预后的关系还有不少方面存在结论不一致,甚
至相反的情况,有必要进行多单位协作、大样本分析

研究。

参考文献:
[1]暋McCarthyEP,Ngo LH,Roetzheim RG,etal.Disparitiesin

breastcancertreatmentandsurvivalforwomenwithdisabili灢
ties[J].AnnInternMed,2006,145(9):637灢645.

[2]暋YipKW,ShiW,PintilieM,etal.Prognosticsignificanceofthe
Epstein灢Barrvirus,p53,bcl灢2,andsurvivininnasopharyngeal
cancer[J].ClinCancerRes,2006,12(19):5726灢5732.

[3]暋BowenAR,HanksAN,MurphyKJ,etal.Proliferation,apop灢
tosisandsurvivinexpressioninkeratinocyticneoplasmsand
hyperplasias[J].AmJDermatopathol,2004,26(3):177灢181.

[4]暋AltieriDC.survivin,versatilemodulationofcelldivisionand

apoptosisincancer[J].Oncogene,2003,22(53):8581灢8589.
[5]暋SpanPN,Tjan灢HeijnenVC,MandersP,etal.Highsurvivin

predictsapoorresponsetoendocrinetherapy,butagoodre灢
sponsetochemotherapyinadvancedbreastcancer[J].Breast
CancerResTreat,2006,98(2):223灢230.

[6]暋张晓雨,周建农,张彤.survivin、VEGF及 Ki67在结直肠癌中

的表达及其临床意义[J].肿瘤防治研究,2007,34(1):35灢38.
[7]暋KarabatsouK,PalP,DoddS,etal.Expressionofsurvivin,

platelet灢derivedgrowthfactorA(PDGF灢A)andPDGFreceptor
alphainprimarycentralnervoussystemlymphoma[J].Neu灢
rooncol,2006,79(2):171灢179.

[8]暋毛杰,海健,舒衡平,等.乳腺癌组织中survivin,p53蛋白的表

达与预后的关系[J].中国普通外科杂志,2005,14(4):265灢
268.

[9]暋GerdesJ,SchwabU,LemkeH,etal.Productionofamouse
monoclonalantibodyreactivewithahumannuclearantigenas灢
sociatedwithcellproliferation[J].IntJCancer,1983,31(1):

13灢20.
[10]BhatavdekarJM,PatelDD,ShahNG,etal.Prognosticsignifi灢

canceofimmunohistochemicallvlocalizedbiomarkersinstage
IIandstageIIIbreastcancer:amultivariateanalysis[J].Ann
SurgOncol,2000,7(4):305灢311.

[11]TsutsuiS,OhnoS,MurakamiS,etal.Prognosticvalueofc灢
erbB灢2expressioninbreastcancer[J].SurgOncol,2002,79
(4):216灢231.

[12] 王涛,周云峰.c灢erbB灢2及nm23在乳腺癌中的表达及其临床

意义[J].肿瘤防治研究,2001,28(6):454灢456.
[编辑:周永红;校对:刘红武]

(上接第765页)

参考文献:
[1]暋KyoS,InoueM.Complexregulatorymechanismsoftelomer灢

aseactivityinnormalandcancercells:howcanweapplythem
forcancertherapy? [J].Oncogene,2002,21(4):688灢697.

[2]暋YanoY,YoshidaK,OsakiA,etal.Expressionanddistribu灢
tionofhumantelomerasecatalyticcomponent,hTERT,in
humanbreasttissues[J].AnticancerRes,2002,22(6C):4101灢
4107.

[3]暋ElkakA,MokbelR,WilsonC,etal.hTERTmRNAexpres灢
sionisassociatedwithapoorclinicaloutcomeinhumanbreast
cancer[J].AnticancerRes,2006,26(6C):4901灢4904.

[4]暋SalhabM,JiangWG,NewboldRF,etal.Theexpressionof
genetranscriptsoftelomere灢associatedgenesinhumanbreast
cancer:correlation withclinico灢pathologicalparametersand
clinicaloutcome[J].BreastCancerResTreat,2008,109(1):

35灢46.
[5]暋SuiG,SoohooC,AffarElB,etal.A DNAvector灢based

RNAitechnologytosuppressgeneexpressioninmammalian
cells[J].ProcNatlAcadSciUSA,2002,99(8):5515灢5520.

[6]暋TakakuraM,KyoS,KanayaT,etal.Cloningofhumante灢
lomerasecatalyticsubunit(hTERT)genepromoterandidenti灢
ficationofproximalcorepromotersequencesessentialfortran灢
scriptionalactivationinimmortalizedandcancercells[J].
CancerRes,1999,59(3):551灢557.

[7]暋CerniC.Telomeres,telomerase,andmyc.Anupdate[J].Mu灢
tatRes,2000,462(1):31灢47.

[8]暋KammoriM,IzumiyamaN,HashimotoM,etal.Expression
ofhumantelomerasereversetranscriptasegeneandprotein,

andofestrogenandprogesteronereceptors,inbreasttumors:

preliminarydatafrom neo灢adjuvantchemotherapy[J].IntJ
Oncol,2005,27(5):1257灢1263.

[9]暋SongJS,Kim HP.Adenovirus灢mediatedHSV灢TKgenethera灢
pyusingthehumantelomerasepromoterinducedapoptosisof
smallcelllungcancercellline[J].OncolRep,2004,12(2):

443灢447.
[10]TakeuchiH,KanzawaT,KondoY,etal.Combinationof

caspasetransferusingthehumantelomerasereversetran灢
scriptasepromoterandconventionaltherapiesformalignant
gliomacells[J].IntJOncol,2004,25(1):57灢63.

[11]KurvinenK,SyrjanenS,JohanssonB.Long灢termsuppression
oftelomeraseexpressioninHeLacellclones,transfectedwith
anexpressionvectorcarryingsiRNAtargetinghTERTmRNA
[J].IntJOncol,2006,29(1):279灢288.

[12] 陈 始 明,陶 泽 璋,池 花 明,等.短 发 夹 RNA 抑 制 喉 癌 细 胞

hTERT基因表达及诱导细胞凋亡[J].肿瘤,2006,26(9):798灢
804.

[13]平浩,张军晖,陈晓春,等.hTERT短发夹状 RNA 抑制前列腺

癌细胞生长的研究[J].肿瘤防治研究,2007,34(2):128灢131,

164.
[14]温儒民,郑骏年,李望,等.hTERT基因短发夹状 RNA 表达载

体对肾癌细胞生长的抑制作用[J].中华实验外科杂志,2007,

24(10):1236灢1238.
[编辑:贺暋文;校对:杨暋卉]

·677· 肿瘤防治研究2010年第37卷第7期


