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　　摘要：目的　构建趋化因子受体（ＣＸＣＲ４）特异性 ｓｉＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅＲＮＡ）真核表达载体，体
外观察对 ＣＸＣＲ４基因的沉默作用。方法　采用基因克隆技术，将合成的特异性 ＣＸＣＲ４ＲＮＡ干扰寡

核苷酸序列插入真核表达载体 ｐＳＵＰＥＲ，构建 ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ真核表达载体。以脂质体法将 ｐＳＵＰＥＲ空

载体和 ２个（ｐＳＵＰＥＲ／ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ０和 ｐＳＵＰＥＲ／ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ１）重组质粒分别导入具有高转移特性

的 ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞系，检测各组乳腺癌细胞内 ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ及蛋白的表达情况。结果　成

功构建 ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ真核表达载体．转染 ＣＸＣＲ４ＲＮＡ干扰片段的乳腺癌细胞，７２ｈ后 ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ

及蛋白表达下调，抑制作用明显。结论　构建的 ＲＮＡ干扰真核表达载体能明显下调 ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ及

蛋白的表达，为应用于乳腺癌的治疗研究提供了一定的实验基础。
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　　趋化因子受体（ＣＸＣＲ４）是一种 Ｇ蛋白偶联的

七次跨膜受体，通过结合其专有配体趋化因子 ＳＤＦ

１（ｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒ１，基质细胞衍生因子 －１，
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　　通讯作者：唐利立　Ｅｍａｉｌ：ｔｌｌｉ７７＠ｍｅｄｍａｉｌ．ｃｏｍ。

亦即 ＣＸＣＬ１２）而发挥作用。胚胎早期几乎所有器

官均表达 ＣＸＣＲ４，其对人体脑、脊髓、骨髓的生长发

育有重要作用。新近研究［１－３］表明，许多肿瘤细胞

如白血病、肺癌、卵巢癌、乳腺癌等癌细胞均有 ＣＸ

ＣＲ４表达。目前认为，ＣＸＣＲ４及其配体 ＳＤＦ１可能

成为肿瘤治疗的一个新靶点［４］。ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎ

ｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）已经成为研究基因功能的更为有

效的方法，并且 ＲＮＡｉ技术具有高效性和特异性，
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极有可能发展成为特异性治疗手段［５］。笔者通过

构建 ＣＸＣＲ４基 因 特 异 性 ｓｉＲＮＡ （ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ

ＲＮＡ）真核表达载体，检测其对高转移性乳腺癌细

胞系 ＭＤＡＭＢ２３１中 ＣＸＣＲ４基因的沉默作用，企

为进一步应用于乳腺癌的治疗研究提供实验基础。

１　材料和方法

１．１　材料

人乳 腺 癌 细 胞 系 （ＭＤＡＭＢ２３１）由 ＤｒＱｉｎｇ

Ｃｈｅｎ博士惠赠，用含 １０％小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０

（ＧｉｂｃｏＢＲＬ产品）培养基于 ３７℃，５％ＣＯ２，饱和湿

度的二氧化碳培养箱常规培养。大肠杆菌 ＪＭ１０９

菌株由我校肿瘤研究所保存并提供。ＲＴ试剂盒、

限制性 ＤＮＡ内切酶 ＢｇｌＩＩ，ＥｃｏｒＲＩ，ＨｉｎｄＩＩＩ和 Ｔ４

ＤＮＡ连 接 酶 为 ＦｅｒｍｅｎｔａｓＭＢＩ公 司 产 品；ＰＣＲ试 剂

（Ｔａｑ酶、ｄＮＴＰ等）为 ＴａＫａＲａ公司产品；脂质体 Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔｍｉｎｅ２０００和细胞总 ＲＮＡ提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ为 Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ产品；小量质粒提取试剂盒为 ＢＢＩ公司产

品；胶回收试剂盒购自北京天为时代公司；抗人 ＣＸ

ＣＲ４Ａｂ购自 Ｎｅｏｍａｒｋｅｒ公司。ＣＸＣＲ４特异性 ＰＣＲ引

物合成、ＣＸＣＲ４特异性 ｓｉＲＮＡ单链寡核苷酸合成和

ＤＮＡ序列测定，由上海博亚公司完成。ＲＮＡ干扰真

核表达载体 ｐＳＵＰＥＲ由丁香园 ＪＸＺ站友惠赠。其它

化学试剂均为国产分析纯试剂。

１．２　方法

１．２．１　实验分组　第一组为重组载体实验组（命

名为 ＭＤＡＭＢ２３１／ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ１）：根 据 国 外 文

献［６］并依据 ｓｉＲＮＡ表达载体 ｐＳＵＰＥＲ的要求合成针

对 ＣＸＣＲ４的干扰序列，即 １对符合上述要求的 ６４ｎｔ

的单链寡核苷酸 ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ１：５ＧＡＴＣＣＣＣＴＧＧＡＴＴ

ＧＧＴＣＡＴＣＣＴＧＧＴＣＴＴＣＡＡＧＡＧＡＧＡＣＣＡＧＧＡＴＧＡＣＣＡＡＴＣＣＡ

ＴＴＴＴＴＧＧＡＡＡ３；５ＡＧＣＴＴＴＴＣＣＡＡＡＡＡＴＧＧＡＴＴＧＧＴＣＡＴＣＣ

ＴＧＧＴＣＴＣＴＣＴＴＧＡＡＧＡＣＣＡＧＧＡＴＧＡＣＣＡＡＴＣＣＡＧＧＧ３。

第二组为重组载体对照组（命名为 ＭＤＡＭＢ２３１／

ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ０）：同样根据国外文献［６］并依据 ｐＳＵ

ＰＥＲ载体的酶切位点合成 １对作为对照的仅含酶切

位点 的 １７ｎｔ的 单 链 寡 核 苷 酸 ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ０：

５ＧＡＴＣＣＣＣＴＴＴＴＴＧＧＡＡＡ３和５ＡＧＣＴＴＴＴＣＣＡＡＡＡＡＧＧＧ

３。第三组为空载体对照组（命名为 ＭＤＡＭＢ２３１／

ｐＳＵＰＥＲ）；第 四 组 为 亲 本 细 胞 对 照 组 （ＭＤＡＭＢ

２３１）。

１．２．２　ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ表达载体的构建　根据干扰

片段设计时所添加的酶切位点，分别用 ＢｇｌＩＩ和

ＨｉｎｄＩＩＩ双酶切 ｐＳＵＰＥＲ载体质粒，用 ０．８％琼脂糖

凝胶电泳检测并用 ＤＮＡ回收试剂盒回收 ｐＳＵＰＥＲ

（３１７６ｂｐ）的载体片段。将每组 ２条单链寡核苷酸

取等量于退火缓冲液（０．１Ｍ ＮａＣｌ，１０ｍＭ ｔｒｉｓｐＨ

７．４）中 ９５℃水浴 ５ｍｉｎ，然后自然冷却至室温。以

插入片段和载体片段 ２０～４０∶１的摩尔比，将退火

后的双链 ｓｉＲＮＡ模板与已经酶切的载体于 １６℃中

连接过夜。以连接产物转化 Ｅ．ｃｏｌｉＪＭ１０９感受态

细胞，在氨苄青霉素抗性平板上筛选重组载体。扩

增白色的抗性菌落并提取质粒，酶切鉴定。收集酶

切鉴定正确的重组质粒，进行 ＤＮＡ序列测定。

１．２．３　转染用质粒 ＤＮＡ的制备、纯化及定量　以

质粒提取试剂盒，分别提取 ｐＳＵＰＥＲ空载体和 ＣＸ

ＣＲ４ｓｉＲＮＡ重组质粒。所提取质粒经分光光度计和

电泳检测，紫外光吸收值比值 Ａ２６０ｎｍ／Ａ２８０ｎｍ＞

１．８且无降解的 ＤＮＡ用于转染。

１．２．４　ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ重组质粒的细胞转染　采用

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染细胞，按其说

明书方法进行。将细胞接种于 ６孔板，待细胞生长

融合达 ９０％ ～９５％后进行瞬时转染。每孔分别加

入 ４μＬ脂质体和对应质粒 ２μｇ。瞬时转染后 ７２ｈ

收获细胞检测 ＣＸＣＲ４的表达水平。

１．２．５　ＲＴＰＣＲ法检测 ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ的表达　选

择 ＧｅｎＢａｎｋ中人 ＣＸＣＲ４基因 ＣＤＳ区的基因序列作

为分析序列。采用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０引物设计软件设计引

物。ＣＸＣＲ４特异性 ＰＣＲ引物为上游引物（Ｆ）：５′

ＡＣＧＴＣＡＧＴＧＡＧＧＣＡＧＡＴＧ３′；下游引物（Ｒ）：

５′ＧＡＴＧＡＣＴＧＴＧＧＴＣＴＴＧＡＧ３′。产 物 大 小 为

２０２ｂｐ。内参照 ＧＡＰＤＨ特异性 ＰＣＲ引物为上游引

物（Ｆ）：５′ＴＣＣＡＴＧＡＣＡＡＣＴＴＴＧＧＴＡＴＣＧ３′；下

游引物（Ｒ）：５′ＧＴＣＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣＡＧＡＧＧＡ

３′（３７６ｂｐ）。以细胞总 ＲＮＡ提取试剂提取细胞的

总 ＲＮＡ，用紫外分光光度计和电泳检测其含量和纯

度．最后利用 ＣＸＣＲ４基因的特异性引物，进行 ＲＴ

ＰＣＲ检测（两步法）。ＲＴＰＣＲ先按照 ＡＭＶ逆转录试

剂盒操 作 步 骤 进 行 逆 转 录：取 抽 提 的 各 细 胞 总

ＲＮＡ１ｍｇ与 ７．５ｍＬ去 ＲＡＮ酶 水 混 匀，７０℃ 变 性

１０ｍｉｎ，冰上 置 ５ｍｉｎ，再 加入 １０×逆 转 录 缓 冲 液

２ｍＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２４ｍＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ混合物

２ｍＬ，ＲＮＡ酶抑 制剂 ２０Ｕ，Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１５１ｍＬ（０．５

ｍｇ／ｍＬ），ＡＭＶ 逆 转 录 酶 １５Ｕ，总 体 积 为 ２０ｍＬ，

７３７
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４２℃反应 ６０ｍｉｎ，９５℃灭活 ５ｍｉｎ，冰上骤冷。再取

ＲＴ产物 ３ｍＬ，加入 １０′ＰＣＲ缓冲液（含 Ｍｇ２＋）３ｍＬ、

１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ混合物 ３ｍＬ、ＣＸＣＲ４基因引物各 １

ｍＬ（２０ｐｍｏｌ）、内参照引物各 １ｍＬ（２０ｐｍｏｌ）、Ｔａｑ

酶 １ｍＬ，加入无菌双蒸水补足至 ３０ｍＬ反应体系。

在 ＰＣＲ仪 （ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司 产 品）中 扩 增，条 件 为：

９４℃预变性 ５ｍｉｎ，随后按以下条件进行 ＰＣＲ：９５℃

变性 ２０ｓ，６４℃退火 ３０ｓ（内参为 ６０℃），７２℃延伸

３０ｓ，共 ４０个 循 环。最 后 ７２℃ 延 伸 １０ｍｉｎ。用

１．５％琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测 ＣＸＣＲ４蛋白的表达

　细胞在 ＲＰＭＩ１６４０培养液中常规培养。（１）提取

细胞总蛋白，ＢｒｅｄＦｏｒｄ法测定蛋白浓度。（２）取蛋

白样品 ３０μｇ进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转膜、封闭、加

入 ＣＸＣＲ４兔抗人单克隆抗体（１∶５００）孵育。（３）

洗涤后加入辣根过氧化酶标记的二抗，孵育，充分

洗涤后与 ＥＣＬ化学发光试剂反应，在底片上曝光，

洗片保存。

１．３　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行数据处理，差异的

显著性用 ｔ检验，Ｐ＜０．０５有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ片段的鉴定

合成的 ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ寡核苷酸片段退火后得到

ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ１实验组的 ６４ｂｐＤＮＡ片段，而 ＣＸＣＲ４

ｓｉＲＮＡ０对照组为 １７ｂｐＤＮＡ片段，提示退火成功。

每对寡核苷酸两端分别带有 ＢｇｌＩＩ和 ＨｉｎｄＩＩＩ酶切

位点。实验组正向单链寡核苷酸内，１９ｎｔ的寡核

苷酸以正反向组合，中间以 ＴＴＣＡＡＧＡＧＡＧ间隔，使

寡核苷酸内部形成发夹结构，且双链寡核苷酸的核

心序列反向互补。而对照组仅有酶切位点，没有能

形成 ｓｉＲＮＡ结构的核心序列。

２．２　ｐＳＵＰＥＲ／ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ重组质粒的构建及

鉴定

将 ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ片段和对照片段连入含有 Ｈ１

启动子的载体 ｐＳＵＰＥＲ，分别随机挑选 １０个克隆，

实验组进行 ＨｉｎｄＩＩＩ和 ＥｃｏＲＩ双酶切鉴定。２号克隆

和 ７号克隆重组载体释放出约 ２８１ｂｐ片段，命名为

ｐＳＵＰＥＲ／ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ１；而对照组利用 ｐＳＵＰＥＲ插

入失活的特性以 ＢｇｌＩＩ单酶切鉴定，即连接反应成功

则 ＢｇｌＩＩ单酶切不能切割，３号重组载体不发生酶切

反应，命名为 ｐＳＵＰＥＲ／ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ０，酶切鉴定结

果见图 １。测序结果显示，合成的寡核苷酸片段已

正确连入 ｐＳＵＰＥＲ载体，载体构建成功。

　　Ｍ：ＤＮＡ２０００Ｌａｄｄｅｒ；１～３：ｐＳＵＰＥＲ／ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ１（质

粒；ＨｉｎｄＩＩＩ单酶切；ＨｉｎｄＩＩＩ和 ＥｃｏＲＩ双酶切）；４～６：ｐＳＵＰＥＲ／

ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ０（质粒；ＨｉｎｄＩＩＩ单酶切；ＢｇｌＩＩ单酶切）

图 １　重组 ｐＳＵＰＥＲ／ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ真核表达载体的酶切鉴定

２．３　ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ转染细胞的 ＲＴＰＣＲ鉴定

将构建 好 的 ＣＸＣＲ４ＲＮＡ干 扰 真 核 表 达 载 体

ｐＳＵＰＥＲ／ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ１和 对照 组 ｐＳＵＰＥＲ／ＣＸＣＲ４

ｓｉＲＮＡ０以脂质体法分别转入 ＭＤＡＭＢ２３１高转移

性乳腺癌细胞（分别命名为 ＭＤＡＭＢ２３１／ＣＸＣＲ４

ｓｉＲＮＡ１和 ＭＤＡＭＢ２３１／ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ０）。收集转

染 ７２ｈ的细胞，提取总 ＲＮＡ。以 ＧＡＰＤＨ为内对照，

琼脂糖凝胶电泳结果显示（图 ２），通过 ＲＴＰＣＲ方

法检测 ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ的表达水平，ＭＤＡＭＢ２３１亲

本细胞高表达 ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ（１．２１±０．２０），转染空

载体和不含 ＲＮＡ干扰核心序列的对照载体的 ＭＤＡ

ＭＢ２３１细胞与亲本细胞比较 ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ表达量

（分别为 １．１８±０．１２和 １．２３±０．１５）无明显差

异；而转 染 含 ＲＮＡ干 扰 核 心 序 列 载 体 的 实 验 组

ＭＤＡＭＢ２３１细 胞 ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ表 达 量 （０．６７±

０．１１）较亲本细胞明显下降，有统计学差异（Ｐ ＜

０．０５），说明其抑制 ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ表达的作用明显。

２．４　ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ转染细胞的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ鉴定

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ方法检测 ＭＤＡＭＢ２３１、ＭＤＡ

ＭＢ２３１／ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ１ 和 ＭＤＡＭＢ２３１／ＣＸＣＲ４

ｓｉＲＮＡ０各 组 ＣＸＣＲ４蛋 白 表 达 水 平。 结 果 显 示

ＭＤＡＭＢ２３１亲本细胞、转染空载体和对照载体的

ＭＤＡＭＢ２３１细胞均高表达 ＣＸＣＲ４蛋白（分别为

０．９１±０．１４，０．７９±０．１７和 ０．８３±０．０９），各组

间无显著差异；而转染实验组载体的 ＭＤＡＭＢ２３１

细胞 ＣＸＣＲ４蛋白表达量（０．２９±０．０７）较亲本细

胞明显下降，结果有统计学差异（Ｐ＜０．０５），抑制

ＣＸＣＲ４蛋白表达的作用明显。
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３　讨　论

自 Ｋｕｒａｔｓｕ与 Ｙｏｓｈｉｍｕｒａ１９８９年首次成功地从

人恶性胶质瘤细胞株中分离提纯 ＭＣＰ１（ｍｏｎｏｃｙｔｅ

Ｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ１），并 克 隆 鉴 定 了 ＭＣＰ

１ｃＤＮＡ之后，趋化因子家族与肿瘤的关系逐渐成

为肿瘤生物学研究的热点领域，尤其是趋化因子

受体 ＣＸＣＲ４及其配体 ＳＤＦ１相互作用构成的反应

轴引人注目［７－９］。ＳＤＦ１属于 ＣＸＣ趋化因子之一，

包括 ＳＤＦ１α和 ＳＤＦ１β。ＳＤＦ１与 ＣＸＣＲ４的结合

是一一对应关系。ＣＸＣＲ４基 因 定 位 于 人 染 色 体

２ｑ２１，编码产物为一种 Ｇ蛋白偶联的七次跨膜受

体，２００１年 Ｍｕｌｌｅｒ等首先报告。人乳腺癌细胞系

高表达趋化因子受体 ＣＸＣＲ４，乳腺癌原发灶及转

移灶也高表达 ＣＸＣＲ４；而在乳腺癌的最常见转移

部位，如淋巴结、肺、肝脏和骨髓则高水平表达其

配体 ＳＤＦ１［１０］。Ｌｉ等［６］证实 ＣＸＣＲ４是 ＨＥＲ２介导

的乳腺癌转移中的关键分子。随后 Ｈｅｌｂｉｇ等［１１］在

体内实验亦证明 ＣＸＣＲ４可诱导并促进乳腺癌细胞

增殖，而 ＣＸＣＲ４抑制剂可提高原发及转移性乳腺

癌患者的治疗效果。国内亦有作者尝试使用 ＣＸ

ＣＲ４拮抗剂抗乳腺癌转移［１２］。虽然 ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４

促进乳腺癌转移的确切机制尚未完全明确，但现

有资料已充分表明，ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４相互作用构成

的反应轴 可 作 为 乳 腺 癌 治 疗 中 新 的 靶 点。封 闭

ＣＸＣＲ４在肿瘤细胞的表达或阻止 ＳＤＦ１在基质微

环境中的分泌，均可作为治疗靶标。采用相应的

抗体或抑制剂均为有效的治疗方法。

ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞系具有高转移特性，

动物实验表明尾静脉注射 ＭＤＡＭＢ２３１细胞可出

现肺转移［１３］。而采用 ＭＤＡＭＢ２３１细胞左心室注

射法建立乳腺癌骨转移模型目前使用较广泛［１４］。

既往研究［１０］结 果 显 示，高 转 移 特 性 乳 腺 癌 细 胞

ＭＤＡＭＢ２３１中 ＣＸＣＲ４表达上调，与本研究结果

一致。本研究成功构建了针对人 ＣＸＣＲ４分子的特

异性 ＲＮＡ干扰真核表达载体，转染 ＭＤＡＭＢ２３１

乳腺癌细胞 ７２ｈ后其 ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ及蛋白表达均

下调，抑制效果明显；而转染空白载体组及转染不

含 ＲＮＡ干扰核心序列的对照载体的 ＭＤＡＭＢ２３１

乳腺癌细胞则没有表现出这种变化，说明只有存

在 ＲＮＡ干扰核心序列，在细胞内形成发夹状 ＲＮＡ

结构后才能发挥 ＲＮＡ干扰的抑制作用。构建 ＲＮＡ

干扰真核表达载体能够成功发挥对 ＣＸＣＲ４分子沉

默效应，为进一步研究 ＣＸＣＲ４分子的功能以及应

用于乳腺癌的治疗研究提供了一定的实验基础。
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