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摘要 目的 研究 去 乙 酰 化 蛋 白 2 ( SIＲT2 ) 对 人 乳 腺 癌

MDA-MB-231 细胞增殖、迁移能力的影响。方法 采用实时

荧光定量 PCＲ( qＲT-PCＲ) 法检测 SIＲT2 在乳腺癌 MDA-MB-
231 细胞中 mＲNA 的表达情况。使用小 ＲNA 干扰技术( siＲ-
NA) 处理 MDA-MB-231 细胞，实验组转染靶向 SIＲT2 的 siＲ-
NA，对照组转染阴性对照序列，分别使用 MTT 比色法和平

板细胞克隆形成实验检测 MDA-MB-231 细胞的增殖情况，使

用细胞划痕实验检测 MDA-MB-231 细胞的迁移能力。结果

转染 SIＲT2-siＲNA 的 MDA-MB-231 细胞 SIＲT2 mＲNA 表

达低于阴性对照组( P ＜ 0. 01) ; 转染 SIＲT2-siＲNA 后，MDA-
MB-231 细胞的增殖能力、克隆形成能力以及迁移能力均减

低( P ＜ 0. 05 ) 。结论 敲减 SIＲT2 后乳腺癌 MDA-MB-231

细胞增殖与迁移能力受到抑制，SIＲT2 在三阴性乳腺癌中起

着促癌基因的作用。
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤，对女性健康

构成了巨大威胁［1］。根据激素受体的表达情况，可

将乳腺癌分为 Luminal A 型、Luminal B 型、人表皮生

长因子受体 2 过表达型以及三阴性乳腺癌。三阴性

乳腺癌是侵袭性强的一种乳腺癌亚型，雌激素受体

( estrogen receptor，EＲ) 、孕激素受体 ( progesterone
receptor，PＲ) 和人表皮生长因子受体 2 ( human epi-
dermal growth factor receptor，HEＲ2 ) 的表达均为阴

性，目前尚缺乏明确有效的治疗靶点［2］。临床上针

对三阴性乳腺癌的治疗以化疗为主，但有效率偏低，

治疗后复发风险高［3］，因此研究三阴性乳腺癌可能

的分子标记物及治疗靶点显得格外重要。沉默信息

调节因子( silence information regulator，sirtuin) 是一

个高度保守的基因亚家族，能编码烟酰胺腺嘌呤二

核苷酸依赖的组蛋白去乙酰化酶，在细胞衰老、代

谢、凋亡、基因转录、炎症发生等过程中起着重要作

用［4 － 7］。该基因家族中的 SIＲT2 的异常表达与肿瘤

发生发展的关系比较复杂，以 SIＲT2 为靶点的抗肿

瘤治疗一直是一个有争议的话题。SIＲT2 在乳腺癌

的发生发展过程中究竟起着抑癌作用还是促癌作

用，不 同 的 研 究 结 论 并 不 完 全 一 致［8］。有 研 究

者［9 － 10］开发了一种 SIＲT2 特异性抑制剂，在乳腺癌

小鼠模型中显示出了抗癌作用，而另一项研究［11］则

表明缺乏 SIＲT2 的雌性小鼠发生乳腺肿瘤的可能性

明显增加。
鉴于目前出现的矛盾的研究结果，现通过小

ＲNA 干扰技术 ( siＲNA ) 敲减三阴性乳腺癌 MDA-
MB-231 细胞的 SIＲT2 基因，探究下调 SIＲT2 的表达

对三阴性乳腺癌 MDA-MB-231 细胞的增殖和迁移

能力的影响。

1 材料与方法

1． 1 主要实验试剂 三阴性乳腺癌细胞系 MDA-
MB-231 细胞购自中国科学院细胞库; 总 ＲNA 提取

试剂、胎牛血清( FBS ) 和 DMEM 培养基购自美国

ThermoFisher 公司; Hieff TransTM Liposomal Transfec-
tion Ｒeagent，ＲT-PCＲ 试 剂 盒 Hieff qPCＲ SYBＲ
Green Master Mix( High Ｒox Plus) 购自上海翊圣生物

科技有限公司; 逆转录试剂 HiScriptⅢ ＲT Super-
Mix for qPCＲ( + gDNA wiper) 购自南京诺唯赞生物

科技有限公司; SIＲT2 引物序列由生工生物工程( 上

海) 股份有限公司合成; SIＲT2-siＲNA 和 siＲNA 阴性

对照序列由艾博思生物科技有限公司( 上海) 合成;

MTT 试剂盒从碧云天生物技术有限公司( 上海) 购

买。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞复苏与培养 MDA-MB-231 细胞冻存

于液氮中，取出后迅速在 37 ℃条件下复苏、离心、重
悬细胞，用含 10% FBS 和 1% PS( 链霉素、青霉素)

的新鲜 DMEM 培养基于 5% CO2、37 ℃ 培养箱中培
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养。
1． 2． 2 铺板与转染 细胞生长处于对数期时进行

铺板; 胰酶消化细胞，贴壁的 MDA-MB-231 细胞快

分散成单个细胞时加入足量的完全培养基终止消

化; 800 r /min 离心 5 min，弃上清液，培养基重悬细

胞，然后用全自动细胞计数仪计数，以 1 × 105 /cm2

的密度铺板。铺板 20 ～ 24 h 后使用阳离子脂质体

法进行转染，根据 Hieff TransTM Liposomal Transfec-
tion Ｒeagent 操作说明进行转染。阴性对照( nega-
tive control，NC) 组转染 SIＲT2-siＲNA NC 序列; 实

验组转染 SIＲT2-siＲNA 序列( 检测转染效率时两条

干扰序列分开转染，做功能实验时将 SIＲT2-siＲNA 1
序列与 SIＲT2-siＲNA 2 序列混合转染) ; 设置 3 重

复。转染后于 5% CO2、37 ℃培养箱中培养 6 h 后

换液。
1． 2． 3 转染效率检测 培养 48 h 后采用 ＲT-PCＲ
法( 实时荧光定量 PCＲ 法) 检测转染效率。根据

TＲIzol 试剂使用说明提取细胞总 ＲNA，提取 ＲNA 后

使用 逆 转 录 试 剂 盒 HiScript Ⅲ ＲT SuperMix for
qPCＲ ( + gDNA wiper ) 逆 转 录 得 到 cDNA，使 用

SIＲT2 引物进行 ＲT-PCＲ，以 ACTIN 为内参，根据

PCＲ 结果，使用 2 － ΔΔCT法计算转染效率。
1． 2． 4 细胞增殖能力检测 将 NC 组和实验组

MDA-MB-231 细胞分别以2 000个 /孔的密度接种至

96 孔板，设置 6 个复孔，根据 MTT 试剂盒说明，分

别于 0、24、48、和 72 h 检测吸光度( optical density，

OD) ( 490 nm) ，根据吸光度的结果绘制生长曲线。
1． 2． 5 克隆形成能力检测 将 NC 组与实验组

MDA-MB-231 细胞分别以 100 个 /孔的密度接种至

12 孔板，设置 3 重复，充分摇晃使细胞分散均匀，置

于 5% CO2、37 ℃培养箱中培养，观察到有明显的细

胞克隆形成时，弃去培养基，无水乙醇固定，0. 1% 结

晶紫染色，统计每孔形成的克隆数，计算两组 MDA-
MB-231 细胞的克隆形成率。克隆形成率 = ( 形成

的克隆数 / 100) × 100%。
1． 2． 6 迁移能力检测 预先在 6 孔板底部沿长轴

画 2 条标记线，遵循转染的步骤进行转染，设置 2 个

复孔，细胞密度达 95%时用 200 μl 型号的枪头垂直

于标记线在细胞上划痕，PBS 洗 3 次，每孔加入 2 ml
含 2% FBS 的 DMEM 培养基，于 5% CO2、37 ℃培养

箱中培养。按照 0、24、48 h 时间点选取同一视野进

行拍照。使用 Image J 图像处理软件分析划痕结果，

计算迁移率。迁移率 = 0 h 伤痕面积 /24 h 伤痕面

积。

1． 3 统计学处理 采用 GraphPad Prism 7. 0 进行

统计学分析。实验数据均以 珋x ± s 表示，两组之间比

较采用非配对 t 检验。P ＜ 0. 05 表示差异有统计学

意义。

2 结果

2． 1 转染效率检测 实验组 MDA-MB-231 细胞

SIＲT2 mＲNA 表达水平低于 NC 组( P ＜ 0. 01 ) 。见

表 1、图 1。

表 1 转染 SIＲT2-siＲNA 后

SIＲT2 mＲNA 的相对表达情况( n = 3，珋x ± s)

组别 2 － ΔΔCT P 值 F 值

NC 1． 00 ± 0． 0242
SIＲT2-siＲNA1 0． 317 ± 0． 009 ＜ 0． 000 1 7． 01
SIＲT2-siＲNA2 0． 434 ± 0． 0308 0． 000 1 1． 63

与 NC 组比较: * P ＜ 0. 01

图 1 转染 SIＲT2-siＲNA 对

MDA-MB-231 细胞 SIＲT2 mＲNA 表达的影响

A: qＲT-PCＲ 扩增曲线; B: MDA-MB-231 细胞转染 SIＲT2-siＲNA

后 SIＲT2 mＲNA 的表达; 1: NC 组; 2: SIＲT2-siＲNA1 组; 3: SIＲT2-siＲ-

NA2 组; 与 NC 组比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 敲减 SIＲT2 抑制 MDA-MB-231 细胞的增殖

实验组 MDA-MB-231 细胞增殖能力低于 NC 组( P
＜ 0. 05) 。见表 2、图 2。
2． 3 敲减 SIＲT2 抑制 MDA-MB-231 细胞克隆形
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成 实验组 MDA-MB-231 细胞克隆形成率低于 NC
组( P ＜ 0. 01) 。见表 3、图 3。

表 2 MTT 法检测 MDA-MB-231 细胞的 OD 值( n = 6，珋x ± s)

时间点( d) NC 组 实验组 P 值 F 值

0 0． 104 ± 0． 000 730 0． 099 5 ± 0． 001 06
1 0． 185 ± 0． 008 81 0． 159 ± 0． 006 90 0． 039 4 1． 63
2 0． 399 ± 0． 013 1 0． 331 ± 0． 007 64 0． 001 3 2． 93
3 0． 725 ± 0． 026 5 0． 586 ± 0． 013 60 0． 000 9 3． 79

P 值表示与 NC 组比较

图 2 敲减 SIＲT2 对 MDA-MB-231 细胞增殖能力的影响

与 NC 组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001

表 3 敲减 SIＲT2 对 MDA-MB-231

细胞克隆形成的影响( n = 3，珋x ± s)

组别 克隆形成率 P 值 F 值

NC 0． 397 ± 0． 017 6 0． 004 2 1． 11
实验 0． 247 ± 0． 018 6

2． 4 敲减 SIＲT2 抑制 MDA-MB-231 细胞的迁移

实验组 MDA-MB-231 细胞迁移能力低于 NC 组( P
＜ 0. 05) 。见表 4、图 4。

图 3 敲减 SIＲT2 对 MDA-MB-231 细胞克隆形成的影响

表 4 敲减 SIＲT2 对 MDA-MB-231

细胞迁移能力的影响( n = 2，珋x ± s)

组别 迁移率 P 值 F 值

NC 1． 57 ± 0． 045 0 0． 021 8 1． 65
实验 1． 19 ± 0． 035 0

3 讨论

乳腺癌是女性较为常见的恶性肿瘤，影响着广

大女性群体的身心健康，与发达国家相比，我国乳腺

癌的发病率总体上处于较低的水平，但近年来乳腺

的发病率逐年升高［12］。临床上根据 EＲ、PＲ、HEＲ2
和 Ki67 的表达的情况，将乳腺癌分为 4 种不同的亚

型，针对不同的亚型，在手术之外分别辅以内分泌治

图 4 敲减 SIＲT2 对 MDA-MB-231 细胞迁移能力的影响 × 100
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疗、靶向治疗和化疗。三阴性乳腺癌是侵袭性较强

的恶性肿瘤，化疗有效率低，化疗后复发风险高，目

前三阴性乳腺癌尚缺乏特异的分子标志物可以作为

治疗靶点［3］，所以研究三阴性乳腺癌潜在的分子标

志物尤为重要。MDA-MB-231 是较为常用的三阴性

乳腺癌细胞系，其 EＲ、PＲ、HEＲ2 的表达均为阴性，

具有很强的侵袭能力。本研究通过 ＲNAi 技术敲减

感兴趣的基因，通过 MTT 实验，平板克隆形成实验

以及划痕实验来探究目的基因敲减后对细胞增殖能

力、克隆形成能力和迁移能力的影响，从而验证目的

基因在肿瘤发生发展过程中的作用。
SIＲT2 是一种烟酰胺腺嘌呤二核苷酸依赖的组

蛋白去乙酰化酶，与肿瘤的发生发展有一定相关性。
一项回顾性研究［13］分析了 296 例原发性乳腺癌手

术切除患者的临床资料，采用免疫组化检测肿瘤及

癌旁组织中 SIＲT2 的表达，发现肿瘤组织中 SIＲT2
的表达较邻近组织低，肿瘤组织中 SIＲT2 的高表达

与乳腺癌患者 T 期降低、N 期减少、TNM 期减少、OS
期延长有关。同样，Fiskus et al［14］研究认为 SIＲT2
能够限制过氧化物氧化还原蛋白 1 的抗氧化活性，

从而使乳腺癌细胞对活性氧诱导的 DNA 损伤和细

胞毒性敏感从而发挥抑癌作用。与此相反，另一项

研究［15］的结果则表明 SIＲT2 在基底样乳腺癌中经

常被扩增和高表达，就具体作用机制而言，SIＲT2 在

赖氨酸残基 K116 处去乙酰化 Slug 蛋白，防止 了

Slug 蛋白的降解。而 Slug 蛋白的过表达是基底样

乳腺癌侵袭性的一个重要决定因素，Slug 的累积促

进了乳腺癌的发生发展。另外，Jing et al［9］开发了

一种有效的 SIＲT2 特异性抑制剂，在乳腺癌小鼠模

型中表现出了抗癌作用。这些矛盾的研究结论表明

SIＲT2 在乳腺癌中存在着的复杂作用，同时也表明

乳腺癌是一类异质性较为明显的恶性肿瘤。
本研究通过 ＲNAi 技术，初步探讨了 SIＲT2 在

三阴 性 乳 腺 癌 中 作 用。在 三 阴 性 乳 腺 癌 细 胞 系

MDA-MB-231 细 胞 中 转 染 SIＲT2-siＲNA 后，通 过

MTT 比色法检测 MDA-MB-231 的增殖情况，显示与

阴性对照组相比，转染 SIＲT2-siＲNA 后 MDA-MB-
231 细胞的增殖能力明显受到抑制; 平板克隆形成

实验的结果也表明敲减 SIＲT2 的表达后细胞的克隆

形成能力受到抑制。除了研究 SIＲT2 对 MDA-MB-
231 细胞增殖能力的影响，课题组也研究了 SIＲT2
对 MDA-MB-231 细胞迁移能力的影响，细胞划痕实

验的结果表明 SIＲT2 受抑制后，MDA-MB-231 细胞

迁移能力也下降了。综上所述，本研究初步表明

SIＲT2 在 MDA-MB-231 细胞中表现出了促癌作用，

后续需要进一步的研究探讨 SIＲT2 具体的分子生物

学机制。
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Studies on SIＲT2 gene knockdown in breast
cancer MDA-MB-231 cells by ＲNAi technique

Zhang Zhou1，Deng Xiaochong2，Zhang Jun1，et al
( 1Dept of Surgery，Shidong Hospital，Yangpu Destrict，Shanghai 200438;

2Dept of General Surgery，Tenth Peoples Hospital of Tongji University，Shanghai 200072)

Abstract Objective To study the effect of sirtuin-2( SIＲT2) on proliferation and migration of human breast canc-
er MDA-MB-231 cells． Methods Ｒeal-time fluorescence quantitative PCＲ ( qＲT-PCＲ ) was applied to detect
SIＲT2 mＲNA expression in breast cancer MDA-MB-231 cells． MDA-MB-231 cells were transfected with small in-
terference ＲNA( siＲNA) ，targeting SIＲT2 in the experimental group，and also with negative control sequence in
the control group． The proliferation ability of MDA-MB-231 cells was detected by MTT assay and cell colony forma-
tion assay，and the migration abilityof MDA-MB-231 cells was assessed through wound healing assay． Ｒesults The
expression of SIＲT2 mＲNA in MDA-MB-231 cells transfected with SIＲT2-siＲNA was lower than that in the negative
control group( P ＜ 0. 01) ． After transfection with SIＲT2-siＲNA，cell proliferation，clonality and migration of MDA-
MB-231 cells decreased( P ＜ 0. 05) ． Conclusion The proliferation and migration of breast cancer MDA-MB-231
cells were inhibited after SIＲT2 knockdown，which suggested that SIＲT2 might function as an oncogene in triple
negative breast cancer cells．
Key words SIＲT2; breast cancer; MDA-MB-231 cells; proliferation; migration
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利拉鲁肽对非酒精性脂肪肝大鼠 EＲp46 蛋白
和脂联素及氧化应激的影响

王爱芳，钟 兴，潘天荣

摘要 目的 研究利拉鲁肽对非酒精性脂肪肝大鼠肝组织

EＲp46 蛋白和脂联素及氧化应激的影响，探讨利拉鲁肽改善

脂肪肝的可能机制。方法 雄性 SD 大鼠 32 只，随机分成高

脂组 20 只与正常对照组 12 只，高脂饮食 12 周建立非酒精

性脂肪肝病模型，再随机分为利拉鲁肽组和安慰剂组，分别

予利拉鲁肽［0. 6 mg / ( kg·d) ］和等体积的生理盐水皮下注

射; 28 周末处死大鼠，称得体质量、肝脏质量，检测生化指标

及炎症因子水平，肝组织行苏木精 － 伊红染色; 应用实时

PCＲ 和 Western blot 方法检测肝组织 EＲp46 mＲNA 和蛋白的

表达。结果 与 安 慰 剂 组 比 较，利 拉 鲁 肽 组 大 鼠 肝 组 织

EＲp46 和脂联素表达水平升高，体质量、肝指数、谷丙转氨

酶、空腹胰岛素、胰岛素抵抗指数、胆固醇、甘油三酯、低密度

脂蛋白及肝匀浆甘油三酯、胆固醇、游离脂肪酸、肿瘤坏死因
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子 α、丙二醛下降，肝匀浆超氧化物歧化酶升高，肝脏脂肪变

性程度减轻( P ＜ 0. 05) 。结论 利拉鲁肽改善非酒精性脂

肪肝的机制可能与利拉鲁肽上调肝组织 EＲp46 蛋白表达和

脂联素水平，抑制内质网应激和减轻肝组织氧化应激有关。
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非酒精性脂肪肝病( non-alcoholic fatty liver dis-
ease，NAFLD) 是目前常见的肝脏慢性疾病，如今在

饮食、环境等因素的影响下，其发病年龄呈年轻化趋

势，可发展成为肝纤维化、肝硬化甚至肝癌等疾病。
EＲp46 为内质网蛋白之一，EＲp46 mＲNA 和蛋白在

肝组织中高度表达，与蛋白质二硫键异构酶 ( pro-
tein disulphide isomerase，PDI) 有关，在细胞内可能

起到分子伴侣的作用，可促进蛋白折叠和二硫键形

成［1］。目前推测它可能具有多种生物学功能。胰
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