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核糖核酸酶抑制因子与人乳腺癌细胞恶性增殖的相关性研究

唐晓燕1，章菊’，夏俊2，陈俊霞3，崔秀云4

[摘要】目的：探讨核糖核酸酶抑制因子(ribonuelesae inhibitor，RI)的表达与人乳腺癌细胞MCF-7、MDA．MB-231、SKBR-3恶性

增殖之间的关系。方珐：四甲基偶氮唑蓝(M啊)法检测细胞增殖情况，流式细胞术检测细胞周期分布，RT．PCR检测RI基因

表达水平，细胞免疫化学技术检测RI蛋白表达情况。结果：人乳腺癌细胞MCF-7细胞增殖速度、S期所占比例均小于人乳腺

癌细胞MDA-MB一231、SKBR-3(P<0．05一P<0．01)，且MCF-7细胞中RI基因表达水平、蛋白表达水平明显高于MDA—MB一

231、SKBR-3细胞(P<0．01)。结论：RI与人乳腺癌细胞恶性增殖生长有一定的相关性。
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The relevant research between expression of ribonuclease inhibitor and

the malignant proliferation in human breast cancer cells
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[Abstract]Objective：To study the relation between the change of ribonuelease inhibitor(RI)and malignant pmferations in different

malignant degree human breast cB．ncer cell lines MCF-7、MDA—MB-231、SKBR-3．Methods：Cell protigeration was determined by MTT

assay；The cell cycle was measUl-G虻l by flow cytometry(FcM)；the expression of RI mRNA was examined by semi-quantitative RT．PCR；

immunohistochemistry wag used to detected the protein expression of RI．Results：Human breast cancer eelI lines MCF-7 cell malignant

proliferation．S period was less than the propotion of human breast Pal'leer cell lines MDA·MB一231．SKBR-3(P<0．05一P<0．01)。and

the expressions of RI mRNA and protein in the human breast c出lcer cell lines MCF_7 were higer than that of human breast calleer cell lines

MDA·MⅨ23l、SKSR-3(P<O．01)．Conclusions：RI and human breast carl(财cells malignant prdigerafion growth has oertain relevance．
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中RI基因的表达，探讨不同乳腺癌细胞株中RI基

因mRNA表达水平和蛋白表达变化，及其与肿瘤细
胞恶性增殖之间的关系，以期为RI的实际应用提供

进一步实验依据。

l材料与方法

1．1 材料 (1)细胞株：人乳腺癌细胞MCF-7、

SKBR一3、MDA．MB．23l由本实验室冻存。(2)试剂：‘

二甲亚砜(DMSO)购自美国Sigma公司；四甲基偶

氮唑蓝(mrrr)上海生工生物工程公司(用PBS配制

成0．5 moL／L浓缩液)；RT—PCR试剂盒(MBI

Fermentas公司)；Trizol试剂([nvitrogen公司)；兔抗

人RI抗体由大连医科大学崔秀云教授惠赠，羊抗兔

IgG、羊抗鼠IgG、B—aetin抗体(北京中杉金桥公司)。

(3)仪器：CO：培养箱(日本科学株式会社)；CX-201

超净工作台(蚌埠净化设备厂)；FACSCalibur流式

细胞仪(FCM)(美国BECTON DICKINSON公司)；

PCR扩增仪(日本Astack公司)；Muhiskan Asent酶

标仪(芬兰)；水平垂直电泳槽、电转移装置(美国

BIO—RAD公司)；DDY—11131C稳流电泳仪(北京六

一仪器公司)。

1．2 细胞培养人乳腺癌细胞McF-7、SKBR-3、

MDA-MB-231接种于含10％灭活小牛血清的新鲜

高糖DMEM培养液中，置37℃，饱和湿度，5％C02

培养箱中，2—3天传代1次。所有实验操作均采用

对数生长期的细胞。
1．3 细胞增殖检测 接种2．0×103细胞于96孔

板中，含200 td培养基，每24 h后每：fL力H人10山

MTT(5 g／L)，4 h后去上清，然后每孔加入150山

DMSO，置摇床上常温下避光低速振荡10 min，使结

晶物充分溶解。在酶联免疫检测仪492 nm处测量

各孔的吸光度值，每24 h检测1次，连续检测6次，

每组均设5个复孔，重复5次，取平均吸光度值。

1．4流式细胞术检测细胞周期 细胞经胰酶消化

后，用PBS洗涤2遍，以70％乙醇固定过夜，离心

弃乙醇，加RNase酶(25 g／L)1．5斗l，37 oC作用2 h，

再加PI(50斗g／m1)12 pLl，混匀，避光，放置冰上
30 min，取l×106个细胞上流式细胞仪检测。

1．5 RT．PCR检测RI表达

1．5．1 总RNA抽提与cDNA链合成用不含小牛

血清的DMEM培养液洗涤收集的MCF-7、SKBR-3、

MDA-MB-231细胞2遍，计数5 X 106细胞，加入

Eppendorf管，离心沉淀后加Trizol试剂l IIll，按操作

提取总RNA，取2一总RNA溶于48一经DEPC处

理的水中，用紫外分光光度计测定其A枷／A瑚比值，

检测其纯度和浓度，取约2峭RNA，按逆转录试剂

盒说明书操作合成cDNA。
1．5．2 PCR反应及扩增产物分析 引物Iu和

GAPDH引物由上海Sangon公司合成。序列及扩增

长度见表1。

表1 引物序列及扩增长度

25肛】反应体系中含10×buffer 2，5山，Mg“
2 td，dNTPs 1 trl，cDNA 2山，上下游引物各1一(20

pmol／L)，Taq酶1 p．1。RI反应条件：95℃3 min预

变性，95℃45 s，57℃45 s，72℃延伸1 min，33个

循环后72℃终止平衡10 rain。GAPDH反应条件：

95℃3 min预变性，95℃45 8，63 oC 45 s，72 oC延

伸1 min，30个循环后72℃终止平衡lO min。PCR

扩增产物分析：在2％琼脂糖凝胶上进行电泳，琼脂

糖凝胶电泳结果用Smartview凝胶成像系统扫描电

泳条带，以特异性扩增产物条带灰度值(A)与

GAPDH条带灰度值(A)之比做半定量，分析人乳腺

癌细胞MCF-7、SKBR-3、MDA—MB-231中RI基因表

达水平。

1．6免疫细胞化学检测RI蛋白的表达人乳腺癌

细胞MCF-7、SKBR-3、MDA—MB-231培养于含10％

小牛血清的高糖DMEM中，37℃、5％C02温箱孵

育。胰酶消化后做细胞爬片，乙醇固定，按S-P法染

色，阴性对照用PBS替代一抗染色。
1．7 Western blot检测RI蛋白表达 收集4×106

个MCF-7、SKBR-3、MDA．MB-23l细胞，用预冷的细

胞蛋白裂解液(PMSF)裂解，按说明书操作提取总

蛋白，取上清液16斗l，加4斗l 5 X上样缓冲液混匀

煮沸5 min后上样，进行SDS．PAGE(5％浓缩液，

10％分离胶)电泳，70 V电泳3 h。电转移条件为

250 mA湿转3 h，将凝胶中的蛋白质转移至PVDF

膜上。丽春红S染膜、考马斯亮蓝染胶，通过与蛋白

Marker比较，确定目的条带位置。5％脱脂奶粉封

闭2 h，一抗4℃孵育过夜，充分洗膜，辣根过氧化物

酶标记二抗37℃孵育1 h，充分洗膜，ECL显色。

兔抗RI抗体：1：300，B—actin工作浓度为1：500，抗

兔lsG二抗工作浓度1：10 000，抗鼠IgG二抗工作

浓度1：10 000，结果经Smartview成像系统扫描条

带，以目的条带灰度值(A)与B．aetin灰度值(A)之

比作半定量，分析MCF-7、SKBR一3、MDA—MB-231细
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胞RI蛋白表达水平。

1．8统计学方法采用方差分析和q检验。

2结果

2．1 M1T检测3株乳腺癌细胞增殖情况结果表

明，从第2至第4天，MCF-7细胞增殖速度均低于

MDA—MB-23l细胞和SKBR一3细胞(P<0．05一尸<

0．01)，而MDA—MB一23l细胞与SKBR一3细胞增殖速

度差异均无统计学意义(尸>0．05)(见图1、表2)。

2．2细胞周期分布情况通过流式细胞仪检测细

胞周期分布作为细胞增殖活力的另一指标，MDA．

MB-231细胞和SKBR一3细胞中G：、S期所占比例均

733

高于MCF-7细胞，而MDA—MB一231细胞和SKBR一3

细胞中G．所占比例低于McF．7(P<0．05一P<

0．01)(见图2、表3)。
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表2不同人乳腺癌细胞株细胞增殖速度比较(n。=5；i±s)
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图2不同乳腺癌细胞株细胞周期分布

表3不同人乳腺癌细胞株细胞周期比较(凡。=3；孑4-s)
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2．3 RT—PCR结果经RT．PCR扩增，2．O％琼脂糖

凝胶电泳后，凝胶成像分析可见McF-7细胞RI基

因mRNA的表达高于MDA—MB-231细胞和SKBR一3

细胞(P<0．01)；而MDA．MB-23l细胞与SKBR-3

细胞之间mRNA的表达差异无统计学意义(P> 图3不同乳腺癌细胞株RI mRNA表达

0．05)(见图3、表4)。

BoE；z

 



734

表4 RI mRNA在不同乳腺癌细胞株中表达的变化(n。=3；

孑±51

分组 RI mRNA／GAPDH mRNA F P^岱组内

q检验：与MCF-7比较+P<O．05

2．4免疫细胞化学检测RI蛋白的表达3株乳腺

癌细胞经细胞化学染色后，结果显示MCF-7细胞胞

质内有更深的棕色颗粒信号，可见RI在MCF-7细

胞中的蛋白表达高于MDA—MB-231细胞和SKBR．3

细(见图4)。

2．5 Western blot检测RI蛋白表达水平 经

Smartview分析，MCF-7细胞RI蛋白表达均高于

MDA．MB．231细胞和SKBR一3细胞(P<0．01)；而

MDA．MB-23 l细胞与SKBR一3细胞之间RI蛋白表达

差异无统计学意义(P>O．05)(见图5、表5)。

B：MCF一7阴性对照．b：SKBR一3阴性对照；c：MDA—MB一23l阴性对照；A：MCF一7阳性结果；B：SKBR一3阳性结果；C：MDA—MB一231阳性结果

图4不同乳腺癌细胞株RI的蛋白表达(S-P法×400)

图5不同乳腺癌细胞株RI的蛋白表达

表5 RI蛋白在不同乳腺癌细胞株中表达的变化(n；；3；

q检验：与MCF-7比较}}P<O．Ol

3讨论

恶性增殖和转移是恶性肿瘤的特征之一，1971

年Foluman最早提出肿瘤生长是血管依赖性的。新

生血管生成之前，肿瘤体积多不超过2—3 mm3，其

所需氧和营养由细胞外基质通过弥散渗透方式提

供，但此时所得营养是有限的，肿瘤的生长极为缓慢

或不增长，可以处于原位癌状态。一定条件下，由于

肿瘤的旁分泌作用产生多种血管生成肽以及微环境

的多种细胞因子的作用，血管内皮细胞开始增殖并

形成新的毛细血管。一旦新生血管形成，肿瘤所需

氧和营养由血管灌注提供，肿瘤呈不可控制的生长、

增殖，并沿新生血管转移，对人体形成严重危害。

RI是核糖核酸酶A(RNaseA)的抑制剂，空间

构象为“马蹄形”，恰好与“肾形”结构的RNaseA紧

密结合，能有效地抑制其生物学活性。血管生长因

子(angiogenin，Ang)是由肿瘤细胞和正常细胞分泌

的分子量为14．4 kDa的蛋白质，在体内外均有强烈

诱发血管生成的活性。根据cDNA序列分析，Ang

和RNaseA有35％的同源性，属RNases超家族的一

员。由于Ang和RNaseA有着极其相似的立体结

构，故RI能与Ang紧密结合。Ang的表达能够促进

肿瘤的生长一J，目前认为RI抑制肿瘤生长及转移
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的主要机制是与Ang结合后强烈抑制Ang的血管

生成活性，抑制新生血管网的形成，从而抑制肿瘤生

长和转移。有实验表明，在注射RI的动物实体瘤的

坏死部位不是发生在瘤组织内部，而是发生在靠近

外部的区域，这说明坏死不是由于肿瘤生长过盛供

血不足引起的，而且注射RI的动物实体瘤血管数目

明显减少，坏死面积明显增大∞]。在恶性肿瘤组织

内，Rl的表达量明显低于癌旁正常组织，但用SSCP

法及一定的限制性内切酶分析未发现RI基因发生

突变∞’7|，这表明肿瘤的生长可能与RI表达下降有

关，由于RI表达下降，其直接抑制血管生成因子的

能力下降，从而可能使癌组织周边新生血管的形成

未受到有效抑制，未受到抑制的新生血管能够为肿

瘤细胞不断提供营养物质，利于肿瘤的生长油】。RI

不仅是RNaseA的抑制剂，还具有抗氧化的作用，研

究表明，RI对H：O：所导致的细胞过氧化损伤具有

保护作用一o，RI是否具有预防肿瘤的作用有待于进

一步研究。

本实验通过对3株人乳腺癌细胞株MCF-7、

MDA—MB-231、SKBR-3中RI mRNA和蛋白的检测及

MCF-7、MDA—MB·23l、SKBR一3细胞增殖、细胞周期

分布的检测，发现MDA-MB-23l、SKBR一3细胞中RI

mRNA、蛋白含量低于MCF-7细胞，且MDA—MB一

231、SKBR-3细胞增殖速度高于MCF-7细胞，由此

可推测RI与人乳腺癌细胞的恶性增殖生长有一定

的相关性。下一步本实验将用RI基因转染人乳腺
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癌细胞，观察转染RI基因的人乳腺癌细胞与未转染

的人乳腺癌细胞在细胞增殖、细胞凋亡、细胞转移能

力的差异，进一步研究RI在抗肿瘤方面的作用。
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