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摘   要 目的：探讨降低泛素蛋白连接酶 E3A（UBE3A）的表达对三阴性乳腺癌细胞生物学行为的影响。

方 法： 采 用 慢 病 毒 载 体 分 别 将 构 建 的 3 条 UBE3A shRNA 序 列 转 染 人 三 阴 性 乳 腺 癌 细 胞 株 MDA-

MB-231，检测干扰效率后，筛选出干扰效率最高的序列用于实验。分别采用 CCK8 法、Transwell 小室

实验、流式细胞术观察 MDA-MB-231 细胞经所选用的 UBE3A shRNA 序列转染后侵袭能力、增殖能力

与细胞周期的变化，以转染阴性对照组序列和无处理的 MDA-MB-231 细胞作为阴性对照及空白对照。

结果：成功构建 UBE3A shRNA 慢病毒表达载体并筛选出干扰率最高的 UBE3A shRNA 序列（UBE3A

基 因 和 蛋 白 表 达 抑 制 率 分 别 为 89.5%、45.3%）。 与 空 白 对 照 组 细 胞 比 较， 下 调 UBE3A 的 MDA-

MB-231 细胞的增殖、侵袭能力均明显降低，且细胞周期出现明显的 S 期阻滞（均 P<0.05）；阴性对

照组细胞各项观察指标无统计学差异（均 P>0.05）。

结论：下调 UBE3A 表达能诱导三阴性乳腺癌细胞的细胞周期阻滞，从而抑制其增殖与侵袭能力，提示

UBE3A 在三阴性乳腺癌细胞的恶性生物学行为中发挥了重要作用。
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Abstract Objective: To investigate the eff ects of down-regulating the expression of ubiquitin-protein ligase E3A (UBE3A) 
on the biological behaviors in three negative breast cancer (TNBC) cells.
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三 阴 性 乳 腺 癌 （ t h r e e  n e g a t i v e  b r e a s t 

cancer，TNBC）是乳腺癌分子分型中的一种特殊

亚 型 ， 因 其 特 殊 的 生 物 学 特 性 ， 导 致 三 阴 性 乳 腺

癌 具 有 进 展 快 、 预 后 差 等 特 点 。 因 为 缺 乏 内 分 泌

治 疗 和 靶 向 治 疗 的 特 异 性 位 点 ， 所 以 除 了 化 疗 临

床 上 尚 无 有 效 的 综 合 治 疗 手 段 。 蛋 白 质 是 生 命 功

能 的 执 行 者 ， 正 常 机 体 蛋 白 质 的 产 生 与 降 解 维 持

着 动 态 平 衡 。 其 产 生 受 基 因 调 控 ， 其 降 解 主 要 通

过两种途径，即溶酶体途径和泛素-蛋白酶体系统

途径（ubiquitin proteasome system，UPS），后者

因为特异性的泛素蛋白连接酶E3（UBE3），导致

其降解蛋白质具有高度选择性 [1-2]，正因为如此，

有越来越多的药物针对UPS系统作为治疗靶标[2-4]。 

U B E 3 A 为 U B E 3 酶 之 一 ， 前 期 实 验 [ 5 - 9 ] 发 现 ，

UBE3在乳腺癌组织中比癌旁组织中高表达，说明

UBE3A在乳腺癌发生发展中具有促进作用。本实

验通过对shRNA下调UBE3A观察三阴性乳腺癌细

胞系MDA -MB -MB231的生物学行为，旨在进一步

研 究 三 阴 性 乳 腺 癌 发 生 、 发 展 的 机 制 ， 并 期 待 为

临床治疗和研究提供新靶点和新方向。

1　材料与方法

1.1  细胞与分组

人 三 阴 性 乳 腺 癌 细 胞 株 M D A - M B - 2 3 1 ， 购

于 中 国 科 学 院 细 胞 总 库 。 将 细 胞 分 为 干 扰 组 （ 转

染 含 U B E 3 A  s h R N A 片 段 的 慢 病 毒 ， 包 括 3 种 干

扰 序 列 ， 选 择 干 扰 效 率 最 高 的 干 扰 序 列 行 后 续 实

验 ） 、 空 白 对 照 组 （ 无 任 何 处 理 ） 、 阴 性 对 照 组

（转染含阴性对照shRNA序列的慢病毒）。

1.2  主要实验仪器

流式细胞仪购于美国BD公司；倒置显微镜、

荧 光 显 微 镜 等 购 于 德 国 L e i c a ； 酶 标 仪 、 S D S -
PAGE电泳仪、转膜仪、成像仪、PCR仪购于美国

Bio-Rad公司；CO2细胞培养箱购于德国Heraeus。

1.3  实验主要试剂

R P M I - 1 6 4 0 培 养 基 、 胎 牛 血 清 购 于 美 国

H y C l o n e 公 司 ； U B E 3 A  s i R N A s 片 段 、 N e g a t i v e 

s i R N A 片 段 、 G V - 1 1 5 中 国 上 海 吉 凯 基 因 化 学 技

术有限公司，脂质体Lipo -2000、Trans  IT购于美

国 I n v i t r o g e n ； 逆 转 录 试 剂 盒 、 P C R 游 引 购 于 物

美国Thermo；Wes te rn  b l o t相关试剂购于中国碧

云 天 公 司 ； 兔 抗 人 U B E 3 A 单 克 隆 抗 体 （ 货 号 ：

ab126765）、兔抗人β-actin（货号：ab8227）多

克隆抗体购于美国Abcam；Transwel l小室购于美

国Millipore；Matrigel购于美国BD。

1.4  实验方法

1.4.1  构 建 及 鉴 定 慢 病 毒 质 粒 载 体　 通 过

Genebank 查 询 人 UBE3A 基 因（NM-130839） 序

列， 针 对 人 UBE3A 基 因 按 RNA 干 扰 序 列 设 计 原

则，设计的 3 个 RNA 干扰序列与阴性对照序列见

表 1。使用 AgeI，EcoRI 内切酶在酶切反应体系中

于相应酶切位点进行酶切反应，利用 T4 DNA 连接

酶 进 行 连 接 反 应。 在 制 备 新 鲜 大 肠 杆 菌 感 受 态 细

MDA-MB-231 cells through lentiviral vectors, and the shRNA sequence with highest interference efficiency 
was selected for experiments after interference efficiency tests. In MDA-MB-231 cells after transfected with the 
selected UBE3A shRNA sequence, the changes in proliferation, invasion and cell cycle were determined by CCK-
8 assay, Transwell invasion assay and flow cytometry respectively, using the MDA-MB-231 cells without any 
treatment and transfected with a scrambled sequence as blank control and negative control.
Results: The lentiviral vectors with UBE3A shRNA expression were successfully constructed and the UBE3A 
shRNA sequence with highest interreference efficiency was picked up (the inhibitory rate was 89.5% for UBE3A 
gene and 45.3% for UBE3A protein). Compared with the cells in blank control group, the proliferative and 
invasion abilities were significantly decreased with significant S-phase cell cycle arrest in MDA-MB-231 cells 
with UBE3A down-regulation (all P<0.05); all the observed indexes in cells of negative control group showed no 
significant changes (all P>0.05). 
Conclusion: Down-regulating UBE3A expression can induce cell cycle arrest in TNBC cells and thereby inhibit 
their proliferation and invasion abilities, and suggests that UBE3A expression plays an important role in the 
malignant biological behaviors of TNBC cells.

Key words	 Triple Negative Breast Neoplasms; Ubiquitin-Protein Ligases; RNA Interference; Cell Cycle
CLC number: R737.9
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胞内进行转化，提取大肠杆菌质粒并将 PCR 扩增，

将 PCR 阳性克隆进行测序，测序序列正确的重组

质粒才可以进行扩增及后续实验。

表 1　设计的 shRNA 序列
Table 1　The designed shRNA seqeunces

序列名称 序列信息
干扰序列 1 GAA TAC TCA AGC AAA GAA A
干扰序列 2 TAC ATC TCA TAC TTG CTT T
干扰序列 3 GAC ATT TCA GCA ACT TAT T
阴性对照 TTC TCC GAA CGT GTC ACG T

1.4.2  包 装 含 目 的 片 段 的 慢 病 毒　 于 5% 的 CO2

孵 箱 培 养 用 于 包 装 慢 病 毒 的 239T、MDA-MB-231

细 胞。 当 细 胞 密 度 达 60%~70% 时 将 细 胞 培 养 基

更换为无血清的 1640 培养基；并分别加入预先混

匀 的 LV-UBE3A-shRNA 载 体 20 μg，pHelper 2.0

载 体 10 μg、pHelper 1.0 载 体 15 μg 和 Lipo2000

转染溶液进行细胞转染。收集转染 48 h 后的培养

293T 细 胞 的 上 清 液， 于 4 ℃、4 000 r/min 离 心

10 min，收集含目的片段的慢病毒，并采用荧光法

测病毒滴度测定以确保后续实验的准确性。

1.4.3  感染目的细胞　取处于对数生长期且生长

状 态 良 好 的 MDA-MB-231 细 胞、 制 成 细 胞 悬 液；

调 整 细 胞 浓 度， 培 养 24 h； 待 细 胞 融 合 度 达 到 约

20%~30% 时，加入适宜量含目的片段的慢病毒，

培养 12 h 后更换培养基；于荧光显微镜下观察感

染 72 h 后细胞 GFP 的表达情况，与普通光学显微

镜下比较，荧光率 >90% 者，可用于后续实验。 

1.4.4  筛选最佳干扰片段　使用 TRIzol 试剂提取

各 组 细 胞 总 RNA。 同 时 逆 转 录 为 cDNA， 检 测 各

组细胞 UBE3A 基因相对表达水平，利用 2- △△ Ct 法

计算 UBE3A 相对表达水平，筛选干扰效率最高的

干扰片段。

1.4.5  Western blot 检 测 蛋 白 表 达　 各 组 细 胞 转

染 72 h 后， 提 取 各 组 细 胞 总 蛋 白 并 进 行 蛋 白 定

量，计算含 20 μg 蛋白的溶液的体积为上样量，按

常 规 进 行 SDS-PAGE 电 泳、 转 膜、 洗 膜、 封 闭，

加 入 一 抗 4 ℃ 过 夜， 再 次 洗 膜 后 孵 育 二 抗 1 h，

BeyoECL Plus 试 剂 盒 显 色 及 成 像， 以 β-actin 为

内对照，使用凝胶图像软件 Image Lab 数据分析。

1.4.6  CCK8 法检测 UBE3A 细胞增殖　分别于转

染 24、48、72 h 后 每 孔 加 入 CCK8 试 剂 10 μL，

于培养箱中孵育 1 h，使用酶标仪选择 450 nm 波

长 测 定 吸 光 度 值， 根 据 吸 光 度 值 分 析 细 胞 增 值 情

况；每次取 5 个复孔，重复 3 次。

1.4.7  Transwell 小 室 侵 袭 实 验 检 测 细 胞 侵 袭 能

力　 取 生 长 良 好 处 于 对 数 期 的 细 胞， 消 化 后 调 整

细 胞 密 度 至 2×104/mL； 取 细 胞 悬 液 200 µL 加 入

Transwell 上 室， 下 室 加 入 500 µL 含 10% 的 FBS

培养基，常规培养 24 h，后用 1% 的结晶紫染色微

孔 膜 下 室 的 细 胞 10 min，PBS 轻 轻 冲 洗 干 净 后 稍

微晾干，于倒置显微镜观察。每组 10 个高倍视野

观 察 通 过 Transwell 小 室 的 MDA-MB-231 细 胞 数

量，以反映肿瘤细胞的体外侵袭能力的大小。

1.4.8  流式细胞术检测细胞周期情况　取生长良

好的各组细胞，制成单个细胞悬液 ; 离心收集细胞，

加入 3 mL 预冷（-20 ℃）70% 乙醇到细胞沉淀中，

重悬细胞，于 4 ℃固定过夜；再次离心收集细胞，

用 PBS 洗细胞 2 次后离心收集细胞，加入 500 μL 

PBS 含 50 μg/mL PI、100 μg/mL RNase A、0.2% 

Triton X-100，于 4 ℃避光孵育 30 min；调整细胞

密度，设置参数，上机检测。

1.5  统计学处理

计 量 资 料 采 用 均 数 ± 标 准 差 （x± s） 表 示 ，

采 用 S P S S  2 4 . 0 软 件 进 行 统 计 学 分 析 ， 组 间 采

用 t检 验 ， 以P< 0 . 0 5 为 差 异 有 统 计 学 意 义 ； 使 用

Graphpad 7对结果进行绘图。

2　结　果

2.1  shRNA 载体阳性克隆测序结果

将设计合成的UBE3A靶点序列在基因组数据

库 进 行 对 比 ， 未 发 现 该 序 列 与 其 它 编 码 同 源 ， 且

重组质粒经过测序分析验证，与预期序列相符。

2.2  慢病毒转染效率

根据同一视野下白光和荧光细胞数目如图1，

干扰组转染率均在95%以上，可进行后续基因功能

实验。

2.3  最有效干扰片段的筛选

慢 病 毒 转 染 细 胞 4 8  h 后 ， 提 取 各 组 细 胞 总

R N A ， 应 用 q R T - P C R 检 测 U B E 3 A 及 内 参 基 因

GAPDH的mRNA，获得各组细胞的扩增曲线及各

组 细 胞 U B E 3 A 及 G A P D H 的 C t 值 ， 利 用 溶 解 曲 线

判 断 P C R 产 物 的 特 异 性 。 以 G A P D H 进 行 标 化 ，
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使 用 2 - △ △ Ct 法 分 析 各 基 因 的 C t 值 ， 2 - △ △ C t值 即 为

基 因 的 相 对 表 达 量 。 以 空 白 对 照 组 为 参 考 比 较 ，

其 中 阴 性 对 照 组 差 异 无 统 计 学 意 义 （ t = 1 . 8 6 1 ，

P=0 .136）；3个干扰组差异均有统计学意义（干

扰序列1： t=18.907，P=0.000046；干扰序列2：

t=0.196，P=0.00000517；干扰序列3：t=71.925，

P=0.00000293），其中，干扰序列3的干扰效率较

高，达89.5%，故采用干扰序列3序列进行后续实

验（图2）。
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图 2　各组 MDA-MB-231 细胞 UBE3A mRNA 相对表达量
Figure 2　Th e relative mRNA expression levels in each group of 

cells

2.4  干扰后 UBE3A 蛋白的相对表达水平

病毒感染细胞72 h后，提取各组细胞总蛋白

检，检测UBE3A蛋白的相对表达水平，结果见图3，

以 I m a g e  J 进 行 灰 度 分 析 和 标 化 。 阴 性 对 照 组 与

空 白 对 照 组 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 均 P > 0 . 0 5 ） ，

干 扰 组 与 空 白 对 照 组 比 较 ， 差 异 有 统 计 学 意

义 （ t = 1 4 . 4 8 8 ， P = 0 . 0 1 0 ） ， 其 相 对 表 达 量 为

54.7%，抑制率为45.3%，可进行后续实验。
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图 3　Western blot 检测 UBE3A 蛋白的相对表达水平
Figure 3　The relative mRNA expression levels determined by 

Western blot

2.5  Transwell 检测 MDA-MB-231 细胞的侵袭能力

T r a n s w e l l 实 验 结 果 显 示 ， 阴 性 对 照 组 与

空 白 对 照 组 的 侵 袭 细 胞 数 差 异 无 统 计 学 意 义

（P>0 .05），干扰组与空白对照组相比，侵袭细

胞 数 明 显 减 少 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ t =1 0 . 4 5 0 ，

P=0.000）（图4）。

A B

图 1　慢病毒转染 48 h 后的 MDA-MB-231 细胞（同一视野，×50）　　A：普通光学显微镜下；B: 荧光显微镜下
Figure 1　MDA-MB-231 cells 48 h after lentiviral transfection (the same field of view, ×50)　　A: Under light microscope; B: Under 

fl uorescence microscope
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3　讨　论

蛋 白 质 是 生 命 功 能 的 执 行 者 ， 正 常 机 体 蛋 白

质 的 产 生 与 降 解 维 持 着 动 态 平 衡 。 其 产 生 受 基 因

调控，其降解主要通过两种途径，即溶酶体途径和

UPS，后者具有高度选择性[2]，正因为如此，有越

2.6  细胞增殖能力的变化

转染24、48、72 h后，测各组450 nm处OD值，

阴 性 对 照 组 与 空 白 对 照 组 相 比 ， 各 时 间 点 差 异 均

无 统 计 学 意 义 （ 均 P > 0 . 0 5 ） ； 干 扰 组 与 空 白 对

照 组 比 较 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ t 2 4  h= 2 . 3 1 4 ，

P=0 . 0 3 9 ； t 4 8  h= 3 . 4 9 8 ，P=0 . 0 0 8 ； t 7 2  h= 7 . 6 5 7 ，

P=0.000）（图5）。

2.7  细胞周期的变化

转 染 4 8  h 后 进 行 流 式 细 胞 术 检 测 各 组 细 胞

周 期 ， 3 组 细 胞 在 各 个 周 期 差 异 均 有 统 计 学 意

义（G 0/G 1期：F=243 .712，P=0 .000；G 2/M期：

F = 2 9 . 8 0 4 ， P = 0 . 0 0 1 ； S 期 ： F = 2 5 2 . 5 2 2 ，

P=0 . 0 0 0 ） 。 其 中 阴 性 对 照 组 与 空 白 对 照 组 在 细

胞周期各时期差异无统计学意义（均P>0 .05）；

干 扰 组 与 空 白 对 照 组 比 较 ， 各 时 期 差 异 均 有 统

计 学 意 义 （ 均P<0 . 0 5 ） ， 干 扰 U B E 3 A 后 ， M D A -
MB-231细胞大多数处于S期（图6）。
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Figure 5　OD values of each group of cells at diff erent time points
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来越多的药物针对UPS系统作为治疗靶标[3-4, 10]，比

如bortezomib和carf i lzomib靶向药物。UPS由泛素

（UB）、泛素活化酶E1、泛素结合酶E2、泛素蛋

白 连 接 酶 E 3 、 泛 素 延 长 酶 E 4 、 去 泛 素 化 酶 D U B

（ D U B ） 和 2 6 S 的 蛋 白 酶 体 组 成 。 到 目 前 为 止 ，

发 现 少 数 几 种 E 1 酶 ， 约 3 0 种 的 E 2 酶 ， 约 6 0 0 种 

E 3 酶 [ 1 ] 。 在 U P S 中 由 于 E 3 酶 独 特 的 结 构 和 功 能

域 ， 决 定 了 其 介 导 的 靶 蛋 白 降 解 反 应 的 高 度 选 择

性与特异性。UBE3A又称E6 -AP（E6 assoc ia ted 

p r o t e i n ， E 6 - A P ） ， 属 于 含 有 H E C T 结 构 的 E 3 泛

素 蛋 白 连 接 酶 家 族 成 员 。 U B E 3 A 基 因 可 编 码 5 种

mRNA，最终编码3种同分异构体的蛋白亚型 [11]。

每 一 种 亚 型 的 具 体 功 能 现 在 还 不 完 全 清 楚 。 目 前

的研究 [12-13]表明，UBE3A蛋白定位在细胞核中，

作为甾醇类激素受体的共激活因子调节下游基因的

转录参与天使综合征（Angelic Syndrome，AS），

研究[5, 14-19]证实，细胞内大量的基因编码的蛋白质

如P53、c-myc、P27等可通过UBE3A介导的泛素-

蛋白酶体系统降解，从而促进肿瘤的发生发展。 

本次选取乳腺癌细胞株MDA -MB -231来源于

三 阴 性 乳 腺 癌 患 者 ， 恶 性 程 度 较 高 ， 具 有 较 强 的

侵袭能力。本实验首先以UBE3A基因为靶标，按

照RNAi原则设计出3条siRNA和1条阴性对照，按

照小干扰片段设计合成shRNA表达载体，同时使

用慢病毒介导转染至MDA-MB-231细胞，以此来增

加转染效率。

细 胞 的 增 殖 是 活 细 胞 在 行 使 各 种 生 理 功 能

时 重 要 的 生 物 学 特 征 之 一 ， 是 生 物 体 新 陈 代 谢 的

表 现 ， 是 生 物 体 遗 传 、 分 裂 繁 殖 、 生 长 、 发 育 的

基础 [ 2 0 ]。细胞的 增殖周期即指细胞从一次分裂结

束 开 始 生 长 ， 到 下 一 次 分 裂 结 束 所 经 历 的 整 个

过 程 ， 可 分 为 间 期 和 分 裂 期 。 间 期 又 可 分 为 G 0期

（休眠期）、G1期（DNA合成前期）、S期（DNA

合成期）、G 2期（DNA合成后期）。因此如果阻

断 某 些 蛋 白 的 合 成 如 组 蛋 白 、 微 管 蛋 白 等 ， 细 胞

将 停 止 间 期 而 不 能 进 入 有 丝 分 裂 ， 从 而 影 响 细 胞

周期[20]。

本 实 验 通 过 慢 病 毒 介 导 转 染 ， 成 功 下 调 乳 腺

癌细胞MDA-MB-231 UBE3A基因及蛋白的表达。

下调UBE3A后乳腺癌细胞的增殖能力较空白组及

阴 性 对 照 组 受 到 抑 制 ， 这 也 应 证 了 前 期 Z h o u 等 [ 7 ]

和侯令密等[8-9]的研究结果，且下调UBE3A表达后

的乳腺癌细胞与对照组相比较，多的处于S期，即

DNA合成期。换言之，下调UBE3A的细胞无法正

常 进 入 分 裂 期 ， 从 而 显 示 出 较 低 的 增 值 能 力 。 同

时在Transwel l小室侵袭实验中显示，下调UBE3A

表 达 后 ， 细 胞 的 侵 袭 能 力 降 低 。 这 可 能 是 因 为

UBE3A作为UPS中关键酶之一降解细胞周期相关

的的蛋白，参与了基因的调控，抑制了DNA的合

成，从而使下调UBE3A后的乳腺癌细胞较多的处

于S期，显示出较低的增值能力[21-22]；还可能是因

为下调UBE3A后乳腺癌细胞内某些信号通路发生改

变[23-24]，或者某些抑癌基因未受到UBE3A介导的蛋

白降解[5, 21, 25]，致使乳腺癌细胞侵袭能力减弱。

总 之 ， 下 调 U B E 3 A 表 达 后 ， 三 阴 性 乳 腺 癌

细胞MDA -MB -231细胞的增殖能力、细胞周期以

及 细 胞 的 侵 袭 能 力 等 生 物 学 行 为 发 生 变 化 ， 提 示

UBE3A在三阴性乳腺癌细胞中扮演着重要角色，

其 可 能 是 三 阴 性 乳 腺 癌 治 疗 的 一 个 潜 在 靶 标 。 当

然其具体参与机制还有待进一步的研究。

下调UBE3A表达后，三阴性乳腺癌细胞MDA-
MB -231的增殖能力降低、侵袭能力降低以及细胞

周期发生变化，提示UBE3A在三阴性乳腺癌细胞

中 扮 演 着 重 要 角 色 ， 其 可 能 是 乳 腺 癌 治 疗 的 一 个

潜在靶标。
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