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乳腺癌细胞中下调$-.'/D6对其化疗敏感性的影响"

张!翔&厉红元#&闵!捷&李!焰&刘!强&梁欣洁
重庆医科大学附属第一医院 内分泌乳腺外科 !重庆'&&&!%"

!!'摘要(!目的!探讨M9T36AK下调表达后&乳腺癌细胞对蒽环类药物和紫杉类药物的敏感性变化)方法!

构建M9T36AKVJC0慢病毒表达载体&并感染人乳腺癌细胞株 G(FAW&使细胞内M9T36AK基因表达沉默&V+25A

30.+D(V+?+43+*1/5-3方法检测沉默效应)应用((<AB方法检测M9T36AK沉默后!G(FAW*VJC0"&与其阴性对

照人乳腺癌细胞株!G(FAW*O+,3-*"相比对化疗药物敏感性的变化情况)结果!M9T36AKVJC0慢病毒表达载体

感染 G(FAW后&与未干扰组!G(FAW"及阴性对照组!G(FAW*O+,3-*"相比&M9T36AK的 .VJC和蛋白水平表达下

调)与阴性对照组相比&M9T36AK下调表达后&对蒽环类药物表柔比星的化疗敏感性降低&半数致死浓度!U(K&"分

别为!#$KX&&a&$""B%X"#7*.9+!!$!X##a&$!BWW!"#7*.9&差异有统计学意义!!$&$&K"#而对紫杉类药物多

西他赛的敏感性不变&半数致死浓度!U(K&"分别为!!!$!%"Wa&$"!&"%"#7*.9+!!&$K#%Wa&$'#&XW"#7*.9&差

异无统计学意义!!'&$&K")结论!M9T36AK下调表达使人乳腺癌细胞 G(FAW对蒽环类药物表柔比星产生耐

药&而对紫杉类药物多西他赛敏感&为进一步研究M9T36AK在乳腺癌个体化治疗中的作用提供理论基础)

'关键词(!M9T36AK!人乳腺癌细胞 G(FAW!表柔比星!多西他赛!化疗敏感性

Q%,.RR,$>;R$-.'/069;K(F,A&?'>#;(;(>%,8%,<;B,(B#>#*#>G;Ra&<'(UF,'B>8'($,F8,??B!"#9456*1,-&./

#+,-(:'1,
# &G/4P*7&./&1,&./%Q*1,-&./9456*,(O*7>!07L1D@I7,@+C3,E+<D*,71,ETD71?@B'D-7D:&

@=7F*D?@9CC*8*1@7E#+?L*@18+CA=+,-)*,-G7E*<18%,*H7D?*@:&(L-17j017'&&&!%&(L012

# (-**+4@-18017263L-*&MA.205$L-17P550"L-3.205N,-.

'E=B>F'$>(!H=I,$>#*,!I-01O+430723+3L+,L217+4014+14030O03P3-213L*2,P,501+21832R21+4-HL6.21/*+243

,21,+*,+5542H3+*M9T36(K8-Q1*+76523+8N+,>%;-B!YP,-143*6,301725+130O0*25O+,3-*H-*VJC013+*H+*+1,+

!VJC0"-HM9T36(K7+1+2183*214H+,3+8013-L6.21/*+243,21,+*,+55501+ G(FAW3-405+1,+3L++R@*+44-H

M9T36(KNV+25A30.+D(V218?+43+*1/5-3Q+*+64+83-8+3+,33L+405+1,017+HH+,3NIL+,L217+4014+14030O03P3-

,L+.-3L+*2@+630,8*674-HG(FAW*VJC02180341+7230O+,-13*-5,+55501+4G(FAW*O+,3-*Q+*+8+3+,3+8/P((<AB

*+27+13N:,B&?>B!(-.@2*+8Q03L G(FAW,+55218 G(FAW*O+,3-*,+55&3L++R@*+440-1-HVCYMgAK .VJC218

@*-3+01Q248-Q1*+76523+801G(FAW*VJC0,+554NIL+4+14030O03P3-+@0*6/0,01Q24*+86,+82H3+*8-Q1*+765230173L+

+R@*+440-1-HM9T36(K&3L+K&[01L0/030-1,-1,+13*230-1!U(K&"-HG(FAW*VJC06!#NKX&&a&N""B%X"#7*.97

Q24L07L+*3L213L23-HG(FAW*>O+,3-*6!!N!X##a&N!BWW!"#7*.9&!$&N&K7#QL05+3L+42.++HH+,3Q241-3

H-618018-,+32R+57*-6@&3L+U(K& Q+*+!!!N!%"Wa&N"!&"%"#7*.9218 !!&NK#%Wa&N'#&XW"#7*.9&

*+4@+,30O+5P!!'&N&K"N8;($?&B#;(!)-Q1*+765230-1-HM9T36(K,210186,+,L+.-*+404321,+3-+@0*6/0,0101

L6.21/*+243,21,+*,+55G(FAW#QL05+034+HH+,3-14+14030O03P3-8-,+32R+5041-340710H0,213NIL044368P,21@*-O08+

23L+-*+30,25/2404H-*H636*+*+4+2*,LM9T36(K013L+0180O086250T+83*+23.+13-H/*+243,21,+*N

'J,GK;F-B(!!M9T36(K!!G(FAW!!M@0*6/0,01!!)-,+32R+5,L+.-3L+*2@P4+14030O03P

!!乳腺癌已成为女性恶性肿瘤患者死亡的首要原

因
/!0&化疗是目前治疗乳腺癌的主要方法之一&特别

是蒽环类药物和紫衫类药物的出现&大大提高了乳

腺癌患者的生存率&然而仍有部分患者对上述药物

产生耐药&从而出现复发+转移)从分子水平研究乳

腺癌对化疗药物产生耐药的机制已成为当前研究的

热点)VC;相关蛋白交换因子!VC;244-,023+8

@*-3+01+R,L217+H2,3-*&VCYMgAK"是近年发现的

VCYAK的一个鸟苷酸交换因子 !762101+16,5+-308+

" 重庆市教委基金资助项目!J-N<d!&&#!W"资助

# 通讯作者&MA.205$L-17P550"L-3.205$,-.

+R,L217+H2,3-*&ZMF"&在细胞囊泡融合中发挥重

要的作用
/"0&与化疗药物的吸收和外排密切相关&是

潜在的耐药靶点)M9T36AK在乳腺癌中已被证实

存在高表达
/#0&本实验旨在通过构建 M9T36AK

VJC0表达载体&下调其在人乳腺癌细胞 G(FAW中

的表达&探讨干扰前后乳腺癌细胞 G(FAW对不同化

疗药物敏感性的变化情况&以期为乳腺癌的个体化

治疗提供理论指导)

1!材料和方法

1L1!材料

1L1L1!主要试剂及仪器!90@-H+,32.01+"&&&&
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I*0T-5购自U1O03*-7+1公司#一抗 V2//03C130A

M9T36AK购自;2132A(*6T公司#引物合成自上海

捷瑞生物工程有限公司)((<AB购自碧云天生物

科技公司#表柔比星购自辉瑞制药有限公司&多西他

赛购自江苏恒瑞医药股份有限公司)

低温 离 心 机 !IL+*.- 公 司"&核 算 定 量 仪

!JCJ=)V=D"&&&&IL*+.-公司"&倒置荧光显微

镜 !(IV'&&&Y 型&UMU(C 公 司"&凝 胶 成 像 仪

!)c(DA#!)J&上海天能科技有限公司"&V+25A30.+

D(V仪!WK&&型&CYU公司")

1L1L/!细胞株来源!人乳腺癌细胞株 G(FAW由重

庆医科大学附属第一医院分子肿瘤及表观遗传学实

验室提供)'个不同VJC干扰靶点的M9T36AK

VJC0 腺 病 毒 载 体 !VJC0!+VJC0"+VJC0#+

VJC0'"及!个含无基因同源性序列的阴性对照载

体!M9T36AKJ("由本课题组前期成功构建)

1L/!方法

1L/L1!细胞培养!G(FAW细胞于#W\+K&.9*9

(=" 条件下&饱和湿度的培养箱!IL+*.-公司"中

无菌培养)培养液为含!&&.9*9胎牛血清!Z0/,-

公司"的VDGU!%'&细胞培养基)为保持 G(FAW*

VJC0及 G(FAW*O+,3-*细胞筛选的稳定性&在其培

养液中加入维持浓度的嘌呤霉素)细胞传代时用

"$K7*9胰蛋白酶消化)

1L/L/!M9T36AKVJC0慢病毒表达载体感染

G(FAW及稳定株的筛选!以每孔!$%̂ !&K
个的细

胞量&接种G(FAW细胞至"'孔板&#W\&K&.9*9

(="条件下过夜培养!!"%"&L")待细胞生长到

W&[%B&[融合度时感染病毒)按照病毒加药量

!#9"]!细胞数^G=U值*病毒原液滴度"̂ !&#
计

算出每孔所加的病毒量&去除旧的培养液&每孔加入

含!%#9病毒的培养液并加入@-5P/*+1+!终浓度为

B#7*.9")病毒感染"'L后换培养夜&感染W"L

后拍荧光照片&分析感染效率以此选择最佳感染条

件筛选稳定株)每隔!8换用含@6*-.P,01的新的

培养液进行稳定株的筛选&待抗性细胞长满以后&转

入!&,."
细胞培养瓶培养!细胞培养时继续加入维

持剂量的@6*-.P,01")收获细胞&进行后续实验采

用V+25A30.+D(V方法检测不同 VJC 干扰靶点

!VJC0!%'"慢病毒载体的干扰!敲减"效率)实验

结果采用标准曲线分析法进行分析)通过筛选&选

择敲减效率最高的M9T36AKVJC0#腺病毒载体

进行转染&获得感染空载体的阴性对照组稳定株

!J(组"及感染VJC干扰靶点M9T36AKVJC0#

腺病毒载体的目的组稳定株!<)组")

1L/L2!V+25A30.+D(V 检 测 干 扰 后 M9T36AK

.VJC的表达!收获细胞后&分别取<)组+J(组

及 G(FAW细胞各!^!&%&利用 I*0T-5法提取总

VJC&测定VJC纯度+浓度及完整性后&按照逆转

录试剂盒说明书进行逆转录反应&合成相应的

,)JC)参照 V+25A30.+D(V试剂盒说明书&配制

D(V反应液&进行 V+25A30.+D(V反应&采用两步

法D(V扩增标准程序进行扩增)

引 物 序 列$M9T36AK 上 游 引 物&KhA

IIZZC(CZCIZZCCIIZ(CCA#h#下游引物&KhA

ZIIZ(CZIZZIZZCZZCCZIA#h)反应条 件$

预变性$XK\#&4̂ !,P,5+#D(V反应$XK\K4&

%&\#'4̂ '&,P,5+4)

反应结束后&确认V+25A30.+D(V的扩增曲线

和熔解曲线&并制作D(V定量的标准曲线)观察

M9T36AK在.VJC水平的沉默效应)

1L/L3!?+43+*1/5-3方法检测干扰后 VCYMgAK

蛋白的表达水平!收集各组细胞后&提取总蛋白并

测定浓度)XK\水浴K.01变性&进行;);ADCZM

电泳&电泳完毕后&将蛋白转移至D>)F膜)用含

K[脱脂奶粉的 IY;I 封闭"L&加一抗!兔抗人

VCYMgAK抗体&!_B&&#鼠抗人$A2,301抗体&!_

!&&&"'\孵育过夜&IY;I洗涤K次&每次K.01&

洗膜后加二抗!辣根过氧化物酶标记&!_#&&&"

#W\孵育!L&IY;I洗涤K次&每次K.01&电化学

发光!M(9"发光法检测表达&比较<)组+J(组及

G(FAW细胞VCYMgAK蛋白表达差异)

1L/L6!体外药敏实验!通过 ((<AB方法检测

G(FAW*VJC0和 G(FAW*O+,3-*细胞对表柔比星和

多西他赛的敏感性)取对数生长期的 G(FAW*

VJC0和 G(FAW*O+,3-*细胞&以K&&&个*孔接种

至X%孔板&每孔!&&#9&#W\+K&.9*9(=" 条件

下&饱和湿度的培养箱中无菌培养)待细胞贴壁后

!'%%L"给药&每个浓度设#个复孔)继续培养

"'L后&每孔加入!&#9((<AB溶液&在培养箱内继

续培养!L&酶标仪测定'K&1.处吸光度!C'K&"值)

按公式分别计算不同药物浓度下各组细胞的生存

率$生存率]!实验组 C'K&值*对照组 C'K&值 "̂

!&&[&并分别计算表柔比星和多西他赛对细胞生长

的抑制率和半数致死浓度!U(K&")

1L/L4!统计学方法!比较两组的差异采用独立样

本的@检验&双侧检验#三组间数据的两两比较采用

方差分析的;J<检验#V+25A30.+D(V结果分析采

#BB
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用定量数值分析"b44(3
的分析方法)!$&$&K为差

异有统计学意义)

/!结果

/L1!慢病毒感染 +8TDM细胞的最佳感染条件

通过筛靶实验&当 G=U]!&时&慢病毒载体感

染 G(FAW细胞的效率为B&[&为最佳的感染条件)

根据 最 佳 感 染 条 件&M9T36AK VJC0!%' 和

M9T36AKJ(慢病毒载体分别感染 G(FAW细胞)

W"L后荧光显微镜下观察感染效果&可见B&[以上

的细胞有绿色荧光存在!图!")

/L/! 感染 $-.'/D6:SE#后稳定株 :EU.bD6

<:SE和蛋白的表达

!!G(FAW细胞稳定感染后&采用V+25A30.+D(V

图1!慢病毒载体:SE#2感染 +8TDM细胞!+H\P10&V100"

T#A1!\(R,$>,-+8TDM$,??BK#>%:SE#2F,$;<=#('(>*#F&B!+H\P10&V100"

和 ?+43*+1/5-3方法分别检测 VCYMgAK.VJC

和蛋白的表达情况)V+2530.+D(V 结果显示$

G(FAW细胞与J(组比较&M9T36AK.VJC的表

达差异无统计学意义#而相对于 J( 组&感染

M9T36AKVJC0#后&<)组M9T36AK.VJC的

表达降低&敲减效率达到WK[以上!表!"&为'个靶

点中最有效的靶点!VJC0!+VJC0"+VJC0'的敲减

效率分别为#&[+K%[+%&[")

表1!$-.'/D6<:SE和蛋白在各组中的表达

Q'=?,1!Q%,,YWF,BB#;(;R$-.'/D6<:SE'(-WF;>,#(#(-#RR,F,(>

AF;&WB

Z*-6@ .VJC D*-3+01

G(FAW !$!%&Wa&$&X&" !$#KB"a&$&&XX

J( !$"K"Wa&$&'%"& !$"#"#a&$#B'#&

<) &$"K"%a&$&'!B &$'"X#a&$!"%'

!!&!$&$&K&O4$<)7*-6@

!!?+43+*1/5-3结果显示$G(FAW细胞与J(组相

比&VCYMgAK蛋白表达差异无统计学意义#而感染

M9T36AKVJC0#后&VCYMgAK蛋白表达水平显著

降低&结果与V+25A30.+D(V结果一致!表!&图"")

/L2!$-.'/D6表达下调对各组药敏性的影响

((<AB法分别观察各组细胞对表柔比星和多

西他赛的敏感性差异&药物剂量A生存率曲线!图#&

图'"结果显示$随着药物浓度的增加各组细胞的生

存率 降 低#与 J( 组 相 比&G(FAW 细 胞 感 染

M9T36AKVJC0#慢病毒载体后&对表柔比星的敏

感性降低&<)组的U(K&值高于 J(组6!#$KX&&a

&$""B%X"#7*.9O4N!!$!X##a&$!BWW!"#7*

.97&差异有统计学意义!!$&$&K"#而两组细胞对

多西他赛的敏感性没有发生变化&<)组和 J(组

的U(K&值分别为 !!!$!%"Wa&$"!&"%"#7*.9+

!!&$K#%Wa&$'#&XW"#7*.9&差异无统计学意义

!!'&$&K")

图/!C,B>,F(=?;>检测:EU.bD6蛋白在各组细胞中的表达

T#A/!9,>,$>#;(;R:EU.bD6WF;>,#(,YWF,BB#;(#(-#RR,F,(>B'<W?,B

K#>%C,B>,F(=?;>

图2!$-.'/D6下调降低了 +8TDM细胞对表柔比星的敏感性

T#A2! 9;K(F,A&?'>#;(;R$-.'/D6#(-&$,-$%,<;F,B#B>'($,>;

,W#F&=#$#(#(%&<'(=F,'B>$'($,F$,??+8TDM

'BB
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图3!$-.'/D6下调未影响 +8TDM细胞对多西他赛的敏感性

T#A3!Q%,,RR,$>;R$-.'/D6-;K(F,A&?'>#;(;($%,<;B,(B#>#*#>G>;

-;$,>'Y,?K'B(;>B#A(#R#$'(>

2!讨论

M9T36AK最初是由 :-*06,L0等鉴定出来&定

位于细胞质内的一个 ZMF&含有'X"个氨基酸残

基&由%个主要的结构域组成
/'0)M9T36AK作为

主要的鸟苷酸交换蛋白可以与VCYCDIUJAK形成

复合物后发挥激活VCYAK的功能并参与调节细胞

吞噬过程中的囊泡融合等作用
/"0)M9T36AK表达

的异常可能导致VCYAK介导的胞吞过程中囊泡融

合的障碍&从而导致细胞吞噬障碍/K0)J0..*0,L

等
/%0
的 研 究 发 现&VCYMgAK 在 结 肠 癌 细 胞 系

;?'B&中高表达&而本课题组前期的研究也发现在

人乳腺癌组织中M9T36AK的表达明显高于癌旁组

织及良性病变组织&并且M9T36AK的表达与肿瘤

的大 小 及 腋 窝 淋 巴 结 的 转 移 呈 正 相 关&提 示

M9T36AK不仅作为一个癌基因影响了肿瘤的发生

及进展&而且也可能参与了肿瘤的侵袭和转移/#0)

M9T36AK表达异常可以引起细胞吞噬功能障碍&

但是&这种功能障碍是否会影响化疗药物对肿瘤细

胞的作用&目前尚未见报道)

肿瘤耐药的产生机制是一个复杂的过程&涉及

到肿瘤细胞多种信号分子的表达失调以及肿瘤内药

物代谢的异常等
/W !!0)本研究发现&下调M9T36A

K在G(FAW细胞中的表达后&G(FAW细胞表现出了

对蒽环类药物表柔比星的化疗抵抗)因此推测&下

调M9T36AK在肿瘤细胞中的表达后&可能会引起

肿瘤细胞对蒽环类药物的吸收障碍或者外排作用增

加)虽然下调 VCYMgAK在 G(FAW细胞中的表达

可以表现出对蒽环类药物的化疗抵抗&但是这种效

应并没有在紫杉类药物中得以体现&而对紫杉类药

物依旧敏感)不同化疗药物在M9T36AK低表达的

乳腺癌细胞中表现出了不同的作用&这种细胞水平

上的疗效的差异&是对乳腺癌的个体化治疗的一个

重要提示$对于M9T36AK低表达的乳腺癌患者&可

以选择以紫杉类药物为主的化疗方案&而尽量避免

以蒽环类药物为主的化疗方案)但是&这一结论目

前尚未得到临床研究验证)因此&仍需进一步研究&

特别进行相关的临床研究&对上述结论进行验证和

支持)

综合上述研究发现$虽然M9T36AK的表达与

肿瘤发生及转移相关&但是下调其表达后&乳腺癌细

胞表现出了对蒽环类药物的化疗抵抗&而对紫杉类

药物依旧敏感&提示M9T36AK可以作为一个潜在

的指示分子&为乳腺癌的个体化治疗提供指导)但

是&M9T36AK是否可以作为指示化疗敏感性的标

记物&指导临床化疗实践&仍需进一步研究&特别是

得到临床研究的支持)
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