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鸟氨酸脱羧酶在乳腺癌中的表达及其意义

梅玉１，张丽１，刘贤锡２，马榕１

（山东大学 １．齐鲁医院 乳腺外科 ２．生物化学与分子生物学研究所，山东 济南 ２５００１２）

　　摘要：为探讨鸟氨酸脱羧酶（ＯＤＣ）基因表达在乳腺癌发生发展中的作用，笔者利用逆转录 －聚
合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）方法测定 ２０例乳腺癌组织及相应癌旁乳腺组织中 ＯＤＣｍＲＮＡ表达的相对水

平，观察其与乳腺癌的发生发展及与乳腺癌临床分期的关系。结果示乳腺癌组织中 ＯＤＣ的表达明显

高于癌旁组织（Ｐ＜０．０５），乳腺癌组织中 ＯＤＣ的相对水平与临床 ＴＮＭ分期呈正相关趋势（Ｐ ＜

０．０１）。提示 ＯＤＣ在乳腺癌组织中呈高表达，并与临床 ＴＮＭ分期呈正相关，说明其在乳腺癌的发生发

展中可能起重要作用。
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　　鸟氨酸脱羧酶是细胞中控制多胺生成的关键

酶之一，而多胺则是细胞增殖调控的重要因素，对

肿瘤的发生发展起重要作用。实验证明，抑制 ＯＤＣ

的活性可以减少多胺的生成，从而抑制肿瘤的生

长，达到治疗的目的。本文检测 ２０例乳腺癌组织

及相应癌旁组织中 ＯＤＣｍＲＮＡ水平，以进一步验证

ＯＤＣ基因表达在乳腺癌发生发展中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　标本来源及处理　２０份乳腺癌及癌旁乳

腺组织标本来自 ２５～６５岁的女性乳腺癌患者，其

中 １４份由山东大学齐鲁医院普外科提供，６份由

山东省肿瘤医院提供。组织标本均取自经组织病

理学证实的乳腺癌组织及癌旁乳腺组织（离癌灶

３ｃｍ以上），常规处理后液氮速冻，置于 －８０℃低温

冰箱保存。标本的临床分期：Ｉ期 ３例，ＩＩ期 ８例，

ＩＩＩ期 ９例。组织病理学类型均为浸润性非特殊性

癌。

１．１．２　试剂　Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒为美国 ＧＩＢＣＯ公司产

品；ＲＴＰＣＲ试剂盒为大连宝生物公司产品。β－肌

　　收稿日期：２００５－１０－１３；　修订日期：２００６－０２－０３。

　　作者简介：梅玉，男，山东淄博人，山东大学齐鲁医院硕士研究生，

主要从事乳腺肿瘤方面的研究。

　　通讯作者：马榕　电话：０５３１－８２１６９４９０；Ｅｍａｉｌ：ｍａｌｏｎｅ＠ｓｄｕ．

ｅｄｕ．ｃｏｍ。

动蛋白 （βａｃｔｉｎ）引 物 序 列 按 参 考 文 献［１］设 计，

ＯＤＣ引物序列为笔者设计，均由上海博亚公司合

成。ＯＤＣｃＤＮＡ上游引物为 ５′ＧＣＡＧＧＡＴＣＣＡＣＣＡＴ

ＧＡＡ ＣＡＡＣＴＴＴＧＧＴＡＡ３′，下 游 引 物 为 ５′ＧＣ

ＣＧＡＧＡＴＣＴＣＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＡＣＴＴＣ３′，均 位 于 第 三 外

显子，扩增片段为 １２０ｂｐ。βａｃｔｉｎｃＤＮＡ上游引物

为 ５′ＧＣＧＧＡＴＧＴＣＣＡ ＣＧＴＣＡＣＡＣＴ３′，下 游 引 物 为

５′ＣＣＡＣＴＧＧＣＡＴＧＴＧＡＴＧＧＡＣ３′，扩增片段 ４２８ｂｐ。

１．２　实验方法

１．２．１　组织总 ＲＮＡ的提取　取 １００ｍｇ组织标本

依据 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒的说明提取组织总 ＲＮＡ。琼脂糖

凝胶电泳鉴定所提取的组织 ＲＮＡ。分光光度计测

定 ２６０ｎｍ与 ２８０ｎｍ的光密度值（ＯＤ）并据此推断

ＲＮＡ的浓度，－８０℃保存。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ　取 ５μｇＲＮＡ，参照宝生物公司逆

转录（ＲＴ）试剂说明书用 ｏｌｉｇｏｄＴ合成 ｃＤＮＡ。其反

应体系为：ＲＮＡ（５μｇ）＋双 蒸水共 ９．５μＬ，ｏｌｉｇｄＴ

１μＬ，１０×缓冲液 （ｂｕｆｆｅｒ）２μＬ，ＭｇＣｌ２４μＬ，ｄＮＴＰ

２μＬ，ＲＮＡ酶 抑 制 剂 ０．５μＬ，ＡＭＶ１μＬ共 ２０μＬ。

ＰＣＲ特异扩增 ＯＤＣ第三外显子，ＯＤＣ与 βａｃｔｉｎ的

ＰＣＲ反应同管进行。反应体系为：ｃＤＮＡ２．５μＬ，双

蒸水 ２５．５μＬ，ＭｇＣｌ２４μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ４．７５μＬ，ｄＮＴＰ

３μＬ，Ｔａｑ酶 ０．２５μＬ，ｅｘｏｎ３上下游引物各 ４μＬ，β

ａｃｔｉｎ上下游引物各 １μＬ共 ５０μＬ。于 ９４℃预变性

５ｍｉｎ，３０ 个 循 环 （９４℃ ４０ｓ，６１℃ ４０ｓ，７２℃

１ｍｉｎ），再于 ７２℃７ｍｉｎ后置 ４℃保存。ＰＣＲ产物在
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含 ０．５μｇ／μＬ溴化乙锭（ＥＢ）的 ２％琼脂糖凝胶电

泳，应用凝胶成像分析系统（ｓｍａｒｔｖｉｅｗ２００１）对条

带进行半定量分析；ＯＤＣ基因的表达量通过扩增的

βａｃｔｉｎ的表达进行校正，即以 ＯＤＣ／βａｃｔｉｎ比值作

为 ＯＤＣ基因表达量。然后计算癌组织和相应癌旁

乳腺组织 ＯＤＣ基因 ｍＲＮＡ表达量的比值，并进行统

计学分析。

１．２．３　统计学处理　结果以均数 ±标准差表示。
利用 ＳＡＳ８．２统计学软件的两样本的配对 ｔ检验和
秩相关分析对结果进行统计处理。

２　结　果

２．１　提取组织总 ＲＮＡ的鉴定
组织总 ＲＮＡ的 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０值均大于 １．７，

琼脂糖凝胶电泳可见 ２８ｓ，１８ｓ，５ｓ３条带（图 １）。

图 １　组织 ＲＮＡ的琼脂糖凝胶（含 １％甲醛）电泳图

２．２　ＯＤＣ在乳腺癌肿组织及癌旁乳腺组织中的

表达水平

乳腺癌组织中 ＯＤＣｍＲＮＡ的表达水平普遍高于

癌旁乳腺组织（图 ２，表 １）。

１，３，５：癌旁乳腺组织；２，４，６：乳腺癌组织

Ｎ：ＤＮＡ分子质量标准 ＤＬ２０００

图 ２　 ＲＴＰＣＲ扩增产物 ＯＤＣ及 βａｃｔｉｎ的琼脂糖凝胶电泳图

表 １　乳腺癌组织与癌旁乳腺组织中 ＯＤＣ相对表达水平

比较

标本 样本量 ＯＤＣ／βａｃｔｉｎ Ｐ值

癌旁乳腺组织

乳腺癌组织

２０

２０

０．９９±０．０８

１．３１±０．１８
＜０．０５

２．３　乳腺癌组织中 ＯＤＣ的相对表达水平与临床

ＴＮＭ 分期的关系

乳腺癌组织中 ＯＤＣ的相对水平与临床 ＴＮＭ分

期呈正相关趋势，秩相关系数 ｒｓ ＝０．６０５０，Ｐ ＝

０．００４７（表 ２）。
表 ２　不同 ＴＮＭ分期的乳腺癌组织中 ＯＤＣ的表达水平

ＴＮＭ分期 样本量 ＯＤＣ／βａｃｔｉｎ

Ｉ ３ ０．６９±０．１１

ＩＩ ８ １．１０±０．６０

ＩＩＩ ９ １．６０±０．９２

３　讨　论

本研究结果显示，ＯＤＣｍＲＮＡ在乳腺癌组织中

的表达水平普遍高于癌旁乳腺组织，差异具有统

计学意义（Ｐ ＜０．０５）；乳腺癌组织中 ＯＤＣ的相

对水 平 与 临 床 ＴＮＭ 分 期 呈 正 相 关 趋 势 （Ｐ ＜

０．０１）。另外 ＬｏｖｅＲＲ等用免疫组化方法研究了越

南 ４３３例用内分泌辅助治疗绝经前早期乳腺癌的

女性患者，发现 ＯＤＣ的量与目前常用的乳腺癌指

标无统计学意义上的联系，但其与肿瘤组织的恶

性程度呈正相关［１］。以上信息表明 ＯＤＣ在乳腺

癌的发生发展中起着重要作用，可能成为乳腺恶

性肿瘤的基因诊断和基因治疗的新的靶标。

最近 Ｍａｎｎｉ等［２］通过二氟甲基鸟氨酸（ＤＦＭＯ）

抑制 ＯＤＣ以减少细胞中的多胺，从而使体外乳腺

癌细胞系的侵袭性降低，使小鼠体内的肿瘤生长

减慢。这些结果间接证明 ＯＤＣ与肿瘤血管形成及

侵袭力有关。近期国内已有研究证实 ＯＤＣ与多种

肿瘤的发生发展密切相关，包括结直肠癌、胃癌、

脑胶质瘤、肺癌、急性淋巴细胞白血病、卵巢癌及

良性前列腺增生综合征等［３－６］。实验均表明 ＯＤＣ

在肿瘤的发生发展中发挥极其重要的作用，本研

究对于了解乳腺癌发生的分子机制及对其进行基

因干预具有重要意义。近期国内有学者还对可能

影响乳腺癌预后的基因进行了相关分析，发现人

表皮生长因子受体 ２（ＨＥＲ２／ｃｅｒｂＢ２）和多药耐

药基因（ＭＤＲ１）的表达是影响预后的独立危险因

素［７］，这对于我们将来可从多个环节对乳腺癌进

行基因干预治疗提供了理论依据。

０９２
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ｓｕｒｖｉｖｉｎ反义寡核苷酸对 ＭＣＦ７乳腺癌细胞的
生长抑制作用

杨策尧１，段体德２，刘德权３

（昆明医学院第一附属医院 １．临床医学实验研究中心 ２．普通外科，云南 昆明 ６５００３２；３．昆明医学院第三
附属医院 乳腺病科，云南 昆明 ６５０１０６）

　　摘要：为研究 ｓｕｒｖｉｖｉｎ反义寡核苷酸对 ＭＣＦ７乳腺癌细胞的生长抑制作用，以脂质体介导反义寡
核苷酸组（ＡＳＯＤＮ／ｌｉｐ）、无义寡核苷酸组（ＮＯＤＮ／ｌｉｐ）及 ＲＰＭＩ１６４０培养液的空白对照组（ｌｉｐ）转染人
乳腺癌 ＭＣＦ７细胞系。用 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８／ＰＩ双重染色观察 ＭＣＦ７细胞的形态学改变；透射电镜观察
细胞超微结构；流式细胞仪检测细胞周期和细胞凋亡的变化；ＤＮＡ凝胶电泳观察凋亡情况。结果示：
转染后的细胞结构呈凋亡样改变；转染后细胞凋亡显著增加，并出现 Ｇ２／Ｍ期阻滞现象；在 ６００ｎｇ／
ｍＬ和 ８００ｎｇ／ｍＬＡＳＯＤＮ／ｌｉｐ组的电泳图谱上呈现明显的“梯状”条带。提示反义核酸技术能使乳癌
细胞中的凋亡抑制基因 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达下调，诱导乳腺癌细胞发生凋亡；这可为 ｓｕｒｖｉｖｉｎ靶向治疗提供理
论依据。

关键词：乳腺肿瘤 ／遗传学；细胞凋亡抑制基因；反义寡核苷酸

中图分类号：Ｒ７３７．９；Ｑ３４３．１　　　　文献标识码：Ｂ

　　ｓｕｒｖｉｖｉｎ是近年来发现的一个新的细胞凋亡抑
制基因，能抑制肿瘤细胞凋亡，使肿瘤得以生存。本

实验通过转染 ｓｕｒｖｉｖｉｎ反义寡核苷酸（ＡＳＯＤＮ）技术
抑制乳癌细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达，诱导乳腺癌 ＭＣＦ７细
胞发生凋亡，为乳腺癌的基因治疗提供理论依据。

　　收稿日期：２００６－０２－１４；　修订日期：２００６－０３－０１。

　　作者简介：杨策尧，女，广东梅州人，昆明医学院第一附属医院博士

研究生，主要从事胃肠，乳腺癌实验方面的研究。

　　通讯作者：段体德　Ｅｍａｉｌ：ｔｄｄｕａｎ＠１６３．ｃｏｍ。

１　材料和方法

１．１　细胞培养
ＭＣＦ７人乳腺癌细胞株由中国科学院上海细胞

研究所提供。将 ＭＣＦ７乳腺癌细胞加入含 １０％小
牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液制成细胞悬液，镜下计
数；调节细胞至约 １×１０６个／ｍＬ，分别将 ＭＣＦ７接
种于 ３０ｍＬ培养瓶、９６孔培养板及铺有盖玻片的 ６
孔培养板中，３７℃ ５％ ＣＯ２，常规培养至 ８０％汇片

值得一提的是已有研究报道，通过构建表达 ＯＤＣ

反义 ＲＮＡ的腺病毒载体，体外感染前列腺癌细胞

系，可以明显观察到其对前列腺癌细胞增殖的抑

制作用［８］，这对利用 ＯＤＣ作为靶标进行肿瘤的基

因治疗打下了基础。
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