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ＰＩＷＩＬ１基因沉默对人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞增殖的影响

张淑君　单梦圆　翟羽佳　李　闯　季丙元△

（济宁医学院精神卫生学院，济宁２７２０１３）

　　摘　要　目的　ＰＩＷＩＬ１基因沉默对人乳腺癌ＭＣＦ７细胞增殖活性的影响，为乳腺癌的基因诊断和治疗提
供理论依据。方法　针对ＰＩＷＩＬ１ｍＲＮＡ序列设计合成 ｓｉＲＮＡ并筛选最佳 ｓｉＲＮＡ，构建 ｐＧＣｓｉｌｅｎｃｅｒＴＭＨ１／ＧＦＰ／
Ｎｅｏ／ＰＩＷＩＬ１ＲＮＡｉ和 ｐＧＣｓｉｌｅｎｃｅｒＴＭＨ１／ＧＦＰ／Ｎｅｏ／ＮｏｎＲＮＡｉ重组质粒；将重组质粒导入乳腺癌 ＭＣＦ７细胞株，
Ｇ４１８筛选获得稳定转染的细胞株；实验分为脂质体对照组、阴性质粒转染对照组（阴性对照组）及 ＰＩＷＩＬ１ｓｈＲ
ＮＡ重组质粒转染组（ＰＩＷＩＬ１－ｓｈＲＮＡ组），实时荧光定量ＰＣＲ法检测ＰＩＷＩＬ１ｍＲＮＡ表达水平的变化，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测细胞中ＰＩＷＩＬ１蛋白表达，ＣＣＫ８检测干扰质粒对 ＭＣＦ７细胞增殖活性的影响。结果　荧光显微镜检
测显示稳定表达重组质粒ｐＧＣｓｉｌｅｎｃｅｒＴＭＨ１／ＧＦＰ／Ｎｅｏ／ＰＩＷＩＬ１ＲＮＡｉ的乳腺癌ＭＣＦ７细胞株筛选成功，其ＰＩＷＩＬ１
ｍＲＮＡ抑制率（７４％）明显高于阴性对照组（５．４％），ＰＩＷＩＬ１－ｓｈＲＮＡ组细胞 ＰＩＷＩＬ１蛋白表达水平显著低于脂
质体对照组和阴性对照组细胞，ＭＣＦ７细胞增殖活性显著低于阴性对照组和脂质体对照组差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。结论　重组质粒ｐＧＣｓｉｌｅｎｃｅｒＴＭＨ１／ＧＦＰ／Ｎｅｏ／ＰＩＷＩＬ１ＲＮＡｉ可抑制乳腺癌细胞中 ＰＩＷＩＬ１基因的
表达，进而降低细胞活性。
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　　乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，严重危
害女性的身心健康，已成为导致女性死亡的重要因

素。ＰＩＷＩ是一类肿瘤相关基因，参与了包括乳腺
癌在内的多种肿瘤的发生发展过程。ＰＩＷＩ基因家
族有４个成员，即 Ｐｉｗｉｌ１（Ｐｉｗｉｌｉｋｅｈｏｍｏｌｏｇ１）、Ｐｉ
ｗｉｌ２、Ｐｉｗｉｌ３和Ｐｉｗｉｌ４。ＰＩＷＩＬ１（ＰＩＷＩｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ１，
ＰＩＷＩＬ１）是 Ａｒｇｏｎａｕｔｅ蛋白家族的重要成员，在细
胞增殖、肿瘤发生、胚胎发育等生物学过程中发挥

重要的作用［１］。Ｓｕｎ等［２］研究发现，结肠癌组织中

ＰＩＷＩＬ１蛋白表达水平远远高于正常结肠组织，提
示ＰＩＷＩＬ１可作为检测结肠癌的重要的分子标记
物。随着研究的不断深入，已发现多种分子在乳腺

癌的发生过程中发挥重要的作用。ＣＹＰ３Ａ４是墨
西哥女性乳腺癌发病的重要检测分子［３］。ＥＳＲ１
和ＰＧＲ与乳腺导管癌的发生密切相关［４］，同时

ＥＭＳＹ（一种新的ＢＲＣＡ２连接蛋白）参与了乳腺癌
的淋巴结转移［５］。ＰＩＷＩＬ的高表达与肿瘤的低分
化和高转移率密切相关，甚至会导致周围神经侵

袭［６］。胃癌组织高水平表达ＰＩＷＩＬ，常被看作癌细
胞生长的标志物［７］，而敲除 ＰＩＷＩＬ则会抑制裸鼠
肺癌的生长［８］，这充分表明 ＰＩＷＩＬ参与了多种肿
瘤发生，并可作为癌症治疗的潜在药物靶标。

本实验应用 ＲＮＡｉ技术特异性沉默乳腺癌细
胞株 ＭＣＦ７中 ＰＩＷＩＬ１基因的表达，探讨 ＰＩＷＩＬ１
基因的靶向抑制对乳腺癌细胞增殖的影响，为乳腺

癌的早期基因诊断和治疗提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
乳腺癌ＭＣＦ７细胞株由本研究所培养保存，

细胞培养所用胎牛血清和ＤＭＥＭ培养基均购自美
国Ｇｉｂｃｏ公司；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ购自罗氏公司；ＲＮＡ
提取试剂 ＴＲＩｚｏｌ和细胞转染试剂 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００均购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＲＴＰＣＲ试剂盒购自
天根生化科技（北京）有限公司。针对目的基因

ＰＩＷＩＬ１的干扰质粒ｐＧＣｓｉｌｅｎｃｅｒＴＭＨ１／ＧＦＰ／Ｎｅｏ／ＰＩ
ＷＩＬ１和对照质粒 ｐＧＣｓｉｌｅｎｃｅｒＴＭＨ１／ＧＦＰ／Ｎｅｏ／Ｎｏｎ
均由上海吉凯公司设计并构建。

１．２　靶向ＰＩＷＩＬ１的ｓｈＲＮＡ表达载体的构建
根据目的基因 ＰＩＷＩＬ１的 ｍＲＮＡ序列（Ａｃｃｅｓ

ｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｏｆＰＩＷＩＬ１ｍＲＮＡ：ＡＢ０７９３６６）设计合成
其靶向 ｓｉＲＮＡ，并从中选择干扰效率最高的一条
ｓｉＲＮＡ构建表达载体 ｐＧＣｓｉｌｅｎｃｅｒＴＭＨ１／ＧＦＰ／Ｎｅｏ／

ＰＩＷＩＬ１，该表达载体在脊椎动物细胞内表达针对
ＰＩＷＩＬ１的ｓｈＲＮＡ。同时设计合成一条非特异 ｓｉＲ
ＮＡ，构建阴性对照表达载体 ｐＧＣｓｉｌｅｎｃｅｒＴＭ Ｈ１／
ＧＦＰ／Ｎｅｏ／Ｎｏｎ。
１．３　细胞培养

人乳腺癌ＭＣＦ７细胞株常规培养于含１０％胎
牛血清的 ＤＭＥＭ培养基中，５％ ＣＯ２，３７℃条件下
培养、传代。实验随机分为脂质体对照组，阴性质

粒转染对照组（阴性对照组）及 ＰＩＷＩＬ１ｓｈＲＮＡ）重
组质粒转染组（ＰＩＷＩＬ１ｓｈＲＮＡ组）。
１．４　稳定转染细胞株的筛选

ＭＣＦ７细胞接种于２４孔板，２４ｈ后转染干扰
质粒，４８ｈ后更换含有Ｇ４１８的ＤＭＥＭ培养基，每２
～３天更换一次新鲜培养液，Ｇ４１８浓度由预实验
确定。约１０～１５ｄ后转染 ＰＩＷＩＬ１ｓｈＲＮＡ组质粒
的细胞多数死亡，未转染带有抗性基因质粒的细胞

组全部死亡。最后，挑取阳性细胞克隆继续扩大培

养，直至获得稳定转染的细胞。

１．５　ＰＩＷＩＬ１ｍＲＮＡ表达的检测
为检测干扰质粒对目的基因表达水平的影响，

对ＰＩＷＩＬ１ｓｈＲＮＡ组、阴性对照组和脂质体对照组
各组细胞进行ＰＩＷＩＬ１ｍＲＮＡ表达水平检测。提取
各组细胞总ＲＮＡ，然后反转录成 ｃＤＮＡ。利用软件
ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计ＰＩＷＩＬ１和内参ＧＡＰＤＨ引
物，为避免基因组ＤＮＡ的污染，上下游引物跨越２
个内含子。ＰＩＷＩＬ１：上游引物 ５′ＴＣＡＣＣＴＧＡＧ
ＣＡＡＡＧＡＣＡＡＣ３′，下游引物５′ＴＣＣＣＧＴＡＡＡＧＧＡ
ＣＡＧＴＡＡＧ３′，片段长度１２６ｂｐ；ＧＡＰＤＨ：上游引物
５′ＣＧＡＴＣＴＧＡＡＣＴＡＣＡＴＧＧＴＴＴＡＣ３′，下游引物５′
ＴＣＴＧＣＣＣＡＴＴＴＧＡＴＧＴＴＧＣ３′，片段长度 １５１ｂｐ。
按照试剂盒操作规程，运用实时荧光定量 ＰＣＲ检
测各组细胞中 ＰＩＷＩＬ１ｍＲＮＡ表达水平。以 ＧＡＰ
ＤＨ作内参，用公式２Ｃｔ（ＧＡＰＤＨ）Ｃｔ（ＰＩＷＩＬ１）计算目的基因
ｍＲＮＡ相对表达量。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中ＰＩＷＩＬ１蛋白表达

将培养于６孔细胞培养板中的 ＭＣＦ７细胞去
除培养基，预冷的 ＰＢＳ洗两遍。每孔加入 ２００μｌ
ＲＩＰＡ细胞裂解液（含 １％ ＰＭＳＦ），置于冰上裂解
３０ｍｉｎ，提取细胞总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。
１０％的ＳＤＳＰＡＧＥ进行电泳分离、转膜。５％的脱
脂蛋白室温封闭 １ｈ，ＴＢＳＴ洗 ３次，１０ｍｉｎ／次；ＰＩ
ＷＩＬ１一抗４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗３次，１０ｍｉｎ／次；
辣根过氧化物酶标记的二抗山羊抗兔 ＩｇＧ室温孵

·８１１·
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育１ｈ，ＴＢＳＴ洗３次，１０ｍｉｎ／次；ＥＣＬ显色、Ｘ曝光。
扫描仪扫描Ｘ光片上的条带，ＩｍａｇｅＪ２ｘ软件进行
条带的灰度值计算。所得结果用ＳＰＳＳ１３．０进行统
计分析，结果以３次独立实验的 珋ｘ±ｓ表示。
１．７　ＣＣＫ８（ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８）检测细胞增殖活
性

将脂质体对照组、ＰＩＷＩＬ１ｓｈＲＮＡ组和阴性对
照组等各组ＭＣＦ７细胞接种于９６孔培养板中，细
胞密度为 １０４个／孔，ＣＯ２培养箱常规培养。２４ｈ
后，每孔加入１０μＬＣＣＫ８溶液；细胞培养箱内继
续孵育１ｈ；在４５０ｎｍ测定吸光度。实验重复３次。
１．８　统计学方法

数据用ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计分析，采用方
差分析进行多组间比较，采用 ＳＮＫｑ检验进一步
两两比较。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＰＩＷＩＬ１ｓｈＲＮＡ表达载体的构建与鉴定
阳性干扰质粒 ｐＧＣｓｉｌｅｎｃｅｒＴＭＨ１／ＧＦＰ／Ｎｅｏ／ＰＩ

ＷＩＬ１和阴性对照重组质粒构建后经测序证实
１００％靶向目的基因，同时该载体在细胞内可表达
用于筛选的ＧＦＰ蛋白，表明该重组质粒构建成功。
见图１。

注：Ａ．ｐＧＣｓｉｌｅｎｃｅｒＴＭＨ１／ＧＦＰ／Ｎｅｏ／ＮＯＮＲＮＡｉ质粒图谱；

　 Ｂ．ｐＧＣｓｉｌｅｎｃｅｒＴＭＨ１／ＧＦＰ／Ｎｅｏ／ＰＩＷＩＬ１ＲＮＡｉ质粒图谱

图１　ＲＮＡｉ质粒构建图谱

２．２　稳定转染细胞株的筛选
含阳性重组质粒的 ＭＣＦ７细胞株在经过

Ｇ４１８抗性筛选后，细胞爬片，荧光显微镜观察，证
实已成功获得稳定转染的阳性细胞克隆，可用于后

续实验。见图２。

　　注：Ａ．稳定转染 ｐＧＣｓｉｌｅｎｃｅｒＴＭＨ１／ＧＦＰ／Ｎｅｏ／ＰＩＷＩＬ１
质粒的ＭＣＦ７细胞在普通显微镜下的生长状态；Ｂ．稳定
转染 ｐＧＣｓｉｌｅｎｃｅｒＴＭＨ１／ＧＦＰ／Ｎｅｏ／ＰＩＷＩＬ１质粒的 ＭＣＦ７
细胞在荧光显微镜下的生长状态

图２　ＭＣＦ７稳转细胞的筛选及鉴定

２．３　ＰＩＷＩＬ１ｓｈＲＮＡ对ＭＣＦ７细胞中ＰＩＷＩＬ１ｍＲ
ＮＡ表达的影响
２．３．１　电泳鉴定结果　ＰＣＲ扩增后 ＤＮＡ电泳结
果显示，ＰＩＷＩＬ１和内参 ＧＡＰＤＨ大小与实际大小
一致，表明ＭＣＦ７细胞内源性表达ＰＩＷＩＬ１ｍＲＮＡ，
且ＰＣＲ对２种基因进行了特异性扩增。见图３。

图３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ扩增后ＰＩＷＩＬ１和ＧＡＰＤＨ电泳图

２．３．２　ＰＩＷＩＬ１ｍＲＮＡ的相对定量　ＰＩＷＩＬ１ｓｈＲ
ＮＡ重组质粒转染 ＭＣＦ７细胞后，目的基因 ＰＩ
ＷＩＬ１ｍＲＮＡ的表达水平受到了显著的抑制，ｍＲ
ＮＡ表达水平比脂质体对照组降低了７３．９％。阴
性对照组和脂质体对照组 ＭＣＦ７细胞的 ＰＩＷＩＬ１
ｍＲＮＡ表达水平无显著性差异。见表１。

·９１１·
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表１　稳定转染后各组细胞ＰＩＷＩＬ１ｍＲＮＡ的相对抑制率

　　分组 ＰＩＷＩＬ１ ＧＡＰＤＨ "

Ｃｔ（ＧＡＰＤＨ
ＰＩＷＩＬ１） ""

Ｃｔ １２""

Ｃｔ

脂质体对照组 ２５．６３ ２１．１６ －４．４７ — —

阴性对照组 ２５．８４ ２１．２９ －４．５５ －０．０８ ５．４％
ＰＩＷＩＬ１ｓｈＲＮＡ组 ２７．８４ ２１．４３ －６．４１ －１．９４ ７３．９％

２．４　ＰＩＷＩＬ１ｓｈＲＮＡ对 ＭＣＦ７细胞中 ＰＩＷＩＬ１蛋
白表达的影响

ＰＩＷＩＬ１ｓｈＲＮＡ组 ＰＩＷＩＬ１蛋白表达显著低于
脂质体对照组和阴性对照组，差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５），而阴性对照组和脂质体对照组间无统
计学差异。见图４。

注：３组间比较，Ｆ＝５１．１８，Ｐ＜０．０５；
　 与脂质体对照组及阴性对照组比较，Ｐ＜０．０５，ｎ＝６；
　 与脂质体对照组相比，Ｐ＞０．０５，ｎ＝６

图４　ＰＩＷＩＬ１ｓｈＲＮＡ对ＭＣＦ７细胞中
ＰＩＷＩＬ１蛋白表达水平的影响

２．５　ＰＩＷＩＬ１ｓｈＲＮＡ对 ＭＣＦ７细胞的增殖活性的
影响

ＰＩＷＩＬ１ｓｈＲＮＡ质粒转染 ＭＣＦ７细胞后，ＰＩ
ＷＩＬ１ｓｈＲＮＡ细胞增殖活性显著低于阴性对照组
和脂质体对照组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．
０５），而阴性对照组和脂质体对照组间没有差异。

注：３组间比较，Ｆ＝４０．６５，Ｐ＜０．０５；
　 与脂质体对照组及阴性对照组比较，Ｐ＜０．０５，ｎ＝６；
　 与脂质体对照组相比，Ｐ＞０．０５，ｎ＝６

图５　ＰＩＷＩＬ１ｓｈＲＮＡ对ＭＣＦ７细胞活性的影响

３　讨论

ＰＩＷＩ是人类Ａｒｇｏｎａｕｔｅ蛋白家族重要成员，而
Ａｒｇｏｎａｕｔｅ蛋白是 ＲＮＡ介导的干扰复合物的中心
成分。ＰＩＷＩ参与了几乎所有的生物学过程，并且
与多种恶性肿瘤的发生密切相关［９］。作为 ＰＩＷＩ
蛋白亚家族成员，ＰＩＷＩＬ１广泛分布于前列腺、卵
巢、乳腺、肝脏、心脏等多种人体组织中，在细胞增

殖、凋亡、粘附、转移和肿瘤的发生等生物学过程中

发挥了关键的作用［１０１１］。

本实验中，我们首先根据 ｓｉＲＮＡ设计原则，针
对ＰＩＷＩＬ１基因设计了３条ｓｉＲＮＡ和１条阴性对照
ｓｉＲＮＡ，通过筛选优化得到了一条干扰效果最佳的
ｓｉＲＮＡ，随后用这条 ｓｉＲＮＡ构建了 ＰＩＷＩＬ１ｓｈＲＮＡ
表达质粒，用以筛选稳转细胞和后期的动物实验。

该表达质粒除可高效表达 ｓｈＲＮＡ，还可表达 ＧＦＰ
和Ｎｅｏ２种蛋白，用以检测转染效率和进行抗性筛
选，扩大培养。

稳转细胞株的筛选，我们选用了 Ｇ４１８抗性筛
选方法。荧光显微镜检测结果显示，转染 ＰＩＷＩＬ１
ｓｈＲＮＡ质粒的ＭＣＦ７细胞经过抗性筛选后稳定高
效表达绿色荧光蛋白，且 ＰＩＷＩＬ１主要在细胞质中
表达，表明稳定表达 ＰＩＷＩＬ１ｓｈＲＮＡ质粒和阴性对
照质粒的ＭＣＦ７细胞株筛选成功，为后续实验的
顺利实施奠定了研究基础。随后，我们从 ｍＲＮＡ
水平和蛋白水平对稳转细胞中 ＰＩＷＩＬ１基因的表
达进行了检测。实时荧光定量 ＰＣＲ结果显示，转
染 ＰＩＷＩＬ１ｓｈＲＮＡ质粒的 ＭＣＦ７细胞，ＰＩＷＩＬ１
ｍＲＮＡ的表达受到了明显的抑制，与脂质体对照组
相比，ｍＲＮＡ表达水平降低了７３．９％。而转染阴
性对照质粒的 ＭＣＦ７细胞和脂质体对照组相比，
ＰＩＷＩＬ１ｍＲＮＡ的表达水平无显著性差异，表明 ＰＩ
ＷＩＬ１ｓｈＲＮＡ显著抑制了 ＰＩＷＩＬ１ｍＲＮＡ的表达。
同样，蛋白免疫印迹结果显示，ＰＩＷＩＬ１ｓｈＲＮＡ组的
蛋白表达水平显著低于脂质体对照组和阴性对照

组（Ｐ＜０．０５），表明ＰＩＷＩＬ１ｓｈＲＮＡ不仅抑制了ＰＩ
ＷＩＬ１基因的ｍＲＮＡ的表达，进而还引起了ＰＩＷＩＬ１
蛋白表达的降低。

研究表明，ＰＩＷＩＬ１参与了多种恶性肿瘤的发
生发展。ＰＩＷＩＬ１的异常表达促进了结肠癌细胞的
增殖，还可通过上调 ＤＮＡ的甲基化影响癌细胞的
活性［１２１３］。肺癌细胞增殖活性的激活同样依赖

·０２１·
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ＰＩＷＩＬ１基因的过表达［１４］，因此，ＰＩＷＩＬ１常被作为
多种恶性肿瘤早期诊断和预后的标志物［２，１５］。本

实验中，ＰＩＷＩＬ１ｓｈＲＮＡ重组质粒的转染抑制了乳
腺癌细胞ＭＣＦ７中ＰＩＷＩＬ１ｍＲＮＡ和蛋白的表达。
为检测基因水平的变化是否会影响细胞的增殖，我

们运用ＣＣＫ８方法进行了细胞增殖活性检测。实
验结果显示，ＰＩＷＩＬ１ｓｈＲＮＡ组细胞的增殖活性显
著低于脂质体组和阴性对照组细胞（Ｐ＜０．０５），表
明ＰＩＷＩＬ１表达水平的降低抑制了细胞的增殖，进
而也说明ＰＩＷＩＬ１能够促进ＭＣＦ７细胞的增殖，具
有促进乳腺癌增殖的潜力，是一种促癌基因。

综上所述，我们运用 ＲＮＡｉ和实时荧光定量等
方法，证实在对乳腺癌细胞ＭＣＦ７中的ＰＩＷＩＬ１进
行沉默后，ＰＩＷＩＬ１ｍＲＮＡ和蛋白表达显著降低。
ＣＣＫ８细胞活性分析实验表明，ＰＩＷＩＬ１能够促进
乳腺癌细胞ＭＣＦ７的增殖，提示ＰＩＷＩＬ１是一种肿
瘤促进基因，为乳腺癌的早期诊断和治疗提供了新

的思路，为抗癌药物的设计和研究提供了新的实验

依据。
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