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摘要 目的 观察小干扰 ＲNA( siＲNA)沉默己糖激酶-2
(HK2)对乳腺癌细胞 MDA-MB231 放疗敏感性的影响。方
法 实验分为 3 组:空白(Control)组、阴性对照(Negative)组
和转染 HK2 siＲNA的实验( siＲNA-HK2)组。将 HK2 siＲNA

瞬时转染于 MDA-MB231 细胞，用 Western blot 和 qＲT-PCＲ

分别检测转染前后 HK2 蛋白和 mＲNA 表达;CCK-8 实验观
察不同剂量(0、2、4、6、8 Gy)X线照射下三组细胞增殖情况;

流式细胞仪检测三组细胞在 4 Gy 照射下细胞凋亡率，观察
siＲNA干扰 HK2 对乳腺癌细胞 MDA-MB231 放疗敏感性的
影响。结果 siＲNA-HK2 组 HK2 的蛋白和 mＲNA表达量均
降低。三组细胞分别给予不同剂量的 X 线照射后，细胞存
活率呈剂量依赖性递减的趋势，且 siＲNA-HK2 组的存活率

较 Control组和 Negative 组明显下降(P ＜ 0. 05)。照射后，
siＲNA-HK2 组细胞凋亡率明显高于 Control 组和 Negative 组
(P ＜ 0. 01)。结论 沉默乳腺癌细胞 HK2 基因可增加其对
放疗的敏感性。
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大多数恶性肿瘤细胞即使在有氧情况下也以糖

酵解为主要产能方式，这种现象被称为 Warburg 效
应
［1］。己糖激酶(hexokinase，HK)是肿瘤细胞糖酵
解过程中的第一个限速酶，直接决定进入糖酵解的

量。目前已知人类己糖激酶有 HK1、HK2、HK3、
HK4 四种同工酶。正常情况下，HK4 仅在心脏、肌
肉和脂肪组织中微量表达。在生长迅速的恶性肿瘤
细胞中，以 HK2 高表达为主［2］。研究［3］显示，HK2
在肿瘤细胞中的高表达状态影响肿瘤的化疗效果，

可作为肿瘤治疗的靶点。而 HK2 的表达是否对肿

瘤的放射敏感性有影响，尚未见报道。该实验利用
小干扰 ＲNA(siＲNA)在乳腺癌 MDA-MB231 细胞中
沉默 HK2 基因，观察 HK2 基因沉默对乳腺癌 MDA-
MB231 细胞放射敏感性的影响，寻求提高肿瘤放射
敏感性的新方法。

1 材料与方法

1． 1 细胞株及主要试剂 人乳腺癌细胞株 MDA-
MB231 购自中科院上海细胞库。DMEM 高糖培养
基、胎牛血清(FBS)、0. 25%胰酶购自美国 Gibco 公
司;转染试剂脂质体(Lipofectamine 2000)、TＲIzol 试
剂购自美国 Invitrogen公司;HK2 基因编码序列购自
上海吉玛公司;Annexin-V-FITC 细胞凋亡试剂盒购
自上海贝博生物公司;Ｒealtime PCＲ 试剂盒购自
TaKaＲa公司;Cell Counting Kit-8(CCK-8) 试剂购自
碧云天公司;小鼠抗人 HK2 单克隆抗体(ab76959)
购自 Abcam公司;兔抗小鼠二抗购自北京中杉金桥
生物技术有限公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养和转染 MDA-MB231 细胞采用含
10% FBS的 DMEM培养液于含 5% CO2 的 37 ℃恒
温培养箱(MCO-15AC 型，日本 SANYO 公司)中培
养，待细胞贴满瓶底约 80%进行传代培养。选择处
于对数生长期的肿瘤细胞进行实验。
1． 2． 2 HK2-siＲNA的设计合成 由上海吉玛制药
有限公司设计合成设计 3 个 siＲNA 序列，根据靶序
列对应的 cDNA 起始点位置命名为 siＲNA /HK2-1、
siＲNA /HK2-2 和 siＲNA /HK2-3。另外设计一条阴
性对照(negative control，NC)序列，见表 1。
1． 2． 3 HK2-siＲNA 转染 MDA-MB231 细胞 转染
前 1 d，将 2 × 105

个细胞接种于 24 孔板中，每孔加
入约 500 μl无抗生素培养基，使转染时的细胞密度
能够达到 50% ;取 1 μl /孔 Lipofectamine 2000 与 50
μl Opti-MEM混匀后室温下孵育 5 min;取 2 μl siＲ-
NA与 50 μl Opti-MEM混匀后室温孵育 5 min;将以
上 2 步所得溶液混匀，室温放置 20 min，即 siＲNA转
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表 1 siＲNA寡核苷酸序列

编号 正义链(5'-3') 反义链(5'-3')
NC MMCMCCGAACGMGMCACGMTT ACGMGACACGMMCGGAGAATT
siＲNA /HK2-1 GCAGAAGGMMGACCAGMAMTT AMACMGGMCAACCMMCMGCTT
siＲNA /HK2-2 GGAGAMGGAGAAAGGGCMMTT AAGCCCMMMCMCCAMCMCCTT
siＲNA /HK2-3 GCGCAMCAAGGAGAACAAATT MMMGMMCMCCMMGAMGCGCTT

染液。将 siＲNA转染液加入含有细胞及培养液(约
含 400 μl)的孔中，轻轻摇晃孔板，使混和;在 37 ℃
的 CO2 培养箱中培养，4 ～ 6 h 后可将培养基换成含
血清的完全培养基。
1． 2． 4 Western blot方法筛选有效沉默 HK2 的 siＲ-
NA序列 按转染的 HK2-siＲNA 序列不同，实验分
5 组，空白( Control) 组、阴性(Negative) 组、转染
HK2 /siＲNA-1(siHK2-1)组、转染 HK2 /siＲNA-2( si-
HK2-2)组和转染 HK2 /siＲNA-3(siHK2-3)组。收集
瞬时转染 48 h 的细胞，用细胞裂解液冰上裂解，提
取总蛋白，采用 BCA法进行蛋白定量。取各组等量
蛋白 SDS-PAGE 凝胶电泳分离，恒压 80 V电转移至
PVDF印迹膜，用含 5%脱脂奶粉 TBST室温封闭 2 h
后，分别加入小鼠抗人 HK2 抗体(1 ∶ 1 000稀释)和
GAPDH(1 ∶ 1 000)内参抗体，4 ℃孵育过夜。次日
TBST洗涤 3 次，每次 10 min，并在摇床上振摇，加入
辣根酶标记山羊抗小鼠 IgG(H + L) ( 1 ∶ 5 000稀
释)，室温孵育 1 h;TBST洗涤 3 次，每次 10 min。用
化学发光法显色，凝胶成像系统采集成像，测量条带

灰度值。实验重复 3 次。
1． 2． 5 实时定量聚合酶链反应 ( qＲT-PCＲ) 检测
HK2 mＲNA的表达 收集瞬时转染 24 h 的三组细
胞，TＲIzol 法提取细胞总 ＲNA，用反转录试剂盒反
转录 mＲNA生成 cDNA，用 PCＲ 扩增试剂盒检测各
组样本中 HK2 mＲNA 的表达，选择 GAPDH 作为
mＲNA的内参。扩增条件: 95 ℃ 30 s预变性，95 ℃
3 s，60 ℃ 34 s，循环 40 次，数据采用 2 － ΔΔCt法进行

分析。
1． 2． 6 细胞照射方法 采用 6 mv X 线(23EX 型，
美国 VAＲIAN 公司)进行单次照射，细胞源距 100
cm，剂量率为 250 cGy /min，照射野 96 孔板为 14 cm
×9 cm，60 mm 培养皿为 10 cm × 10 cm，覆盖 1. 5
cm厚的胶体。
1． 2． 7 CCK-8 检测 X 线照射后对细胞增殖的影响
取处于指数生长期的 3 组细胞;采用 0、2、4、6、8

Gy X线照射，照射后 PBS 清洗，胰酶消化后调整细
胞浓度为 5 × 103

个 /孔接种于 96 孔板中，每组设 4

个复孔，于 37 ℃的 CO2 培养箱中培养 2 d，在最后 4
h每孔加 10 μl CCK8 溶液。继续培养 4 h后于酶标
仪(EONTM型，美国 BioTek 公司)450 nm 波长处测
量吸光度值，根据吸光度值计算出不同处理组的活

细胞数目并计算细胞存活率。
1． 2． 8 流式细胞仪检测照射后细胞凋亡情况 取
指数生长期的 3 组细胞，以每孔 2 × 105

个细胞密度

接种于六孔板中，培养 12 h贴壁后给予 4 Gy X射线
照射，继续培养 48 h;用不含 EDTA的胰酶消化离心
后收集悬浮细胞，预冷 PBS 洗涤细胞，调整每管细
胞浓度为 1 × 106

个 /ml，依次加入 Annexin V-FITC
和碘化丙啶(PI)试剂，室温避光 15 min，上机检测。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行统计
学分析，计量资料以 珋x ± s 表示。组间差异采用单因
素方差分析，两组之间比较用两独立样本的 t 检验，
以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 HK2-siＲNA 有效序列的筛选 Western blot
法检测结果显示，Control 组和 Negative 组之间无明
显差异，与 Negative组相比，siHK2-1 转染 48 h 后对
HK2 蛋白抑制作用最为明显。见图 1、2。

图 1 转染 3 条 siＲNA/HK2 序列后

MDA-MB231 细胞中 HK2 蛋白的表达

A: Control 组; B: Negative 组; C: siＲNA /HK2-1 组; D: siＲNA /

HK2-2 组;E:siＲNA /HK2-3 组

2． 2 qＲT-PCＲ 检测 HK2 mＲNA 表达 qＲT-PCＲ
结果显示，siＲNA-HK2 组 HK2 mＲNA表达量明显低
于 Control组和 Negative组(P ＜ 0. 001)，进一步证实
siＲNA /HK2-1 的沉默效果，后续试验以 siＲNA /
HK2-1 核酸序列进行转染。见图 2。
2． 3 CCK8 检测细胞放射敏感性结果 随着照射
剂量的增加，细胞存活率呈下降趋势，其中 siＲNA-
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HK2 组下降更为明显，且在不同剂量照射时均与
Control组和 Negative 组差异有统计学意义( P ＜
0. 05);Control组和 Negative组之间差异无统计学意
义(P ＞ 0. 05)。见表 2。
2． 4 流式细胞仪检测细胞凋亡结果 流式细胞仪
检测结果显示，siＲNA-HK2 组细胞照射后凋亡率明
显升高，与 Control 组和 Negative 组细胞相比，差异
有统计学意义(F = 49. 16，P ＜ 0. 01; t = 7. 76，P ＜
0. 01)，Control组和 Negative组之间差异无统计学意
义(P ＞ 0. 05) 。见图 3。

图 2 转染 siＲNA/HK2 后MDA-MB231

细胞中 HK2 mＲNA相对表达量

与 Negative组比较:＊＊＊P ＜ 0. 001

表 2 不同剂量 X线照射三组细胞的增殖率(%，n = 3，珋x ± s)

剂量(Gy) Control组 Negative组 siＲNA-HK2 组 F值 P值
2 92． 93 ± 1． 57 91． 53 ± 0． 92 81． 16 ± 0． 97 88 ＜ 0． 05
4 79． 72 ± 0． 62 78． 82 ± 0． 36 60． 17 ± 0． 84 899 ＜ 0． 05
6 64． 59 ± 0． 62 64． 30 ± 0． 59 44． 56 ± 0． 56 1 127 ＜ 0． 05
8 48． 40 ± 0． 59 47． 78 ± 0． 65 28． 96 ± 0． 78 1 204 ＜ 0． 05

图 3 siＲNA-HK2 干扰对照射后MDA-MB231 细胞增殖的影响

与 Negative组比较:＊＊P ＜ 0. 01

3 讨论

乳腺癌是女性发病率最高的恶性肿瘤，也是一

种可以呈现多种生物学特性及临床表现的异质性疾

病
［4］。可根据有无雌激素受体( estrogen receptor，

EＲ)、孕激素受体( progesterone receptor，PＲ)、人表
皮生长因子受体 2(HEＲ2)以及 Ki67 等分子指标分
为:luminal A 型(EＲ +，PＲ +，HEＲ2 + / －，Ki67
＜ 14% );luminal B 型(EＲ +，PＲ +，HEＲ2 + / －，
Ki67 ＞ 14% )、HEＲ2 过表达型(EＲ，PＲ －，HEＲ2
+ ) 和三阴性乳腺癌(EＲ －，PＲ －，HEＲ2 － )四种
类型。约 60%的乳腺癌都是 EＲ 阳性［5］，20%表现
为三阴性乳腺癌，人乳腺癌 MDA-MB231 细胞来源
于三阴性乳腺癌患者，目前临床上三阴性乳腺癌患

者缺乏内分泌及抗 HEＲ2 治疗靶点，其治疗是临床
医师的一大挑战，且经临床积极治疗后患者的生存

率仍然十分低
［6］。研究［7］表明，三阴性乳腺癌易向

肺和脑转移，且患者术后 1 ～ 2 年的复发率极高，目
前亟需寻求新的治疗手段。
放射治疗是乳腺癌治疗的重要组成部分，是局

部治疗手段之一
［8］，与手术、化疗相配合，以期达到

根治目的。放射治疗主要通过电离辐射直接或间接
损伤细胞的 DNA，使细胞的 DNA 双链断裂，促使细
胞死亡。而所有细胞都有 DNA损伤修复系统，此系
统是细胞维持自身基因组稳定重要的保护和防御机

制;也是导致肿瘤细胞对放疗不敏感的重要机制之

一
［9］。与正常细胞相比，肿瘤细胞的能量代谢明显
不同，正常细胞主要通过有氧分解获得能量，而肿瘤

细胞即使在有氧条件下也以无氧糖酵解来获得能

量
［1］。糖酵解作为肿瘤细胞获能的主要方式，其产
生的 ATP对 DNA的合成意义重大。同时研究［10］表
明当人类肾细胞癌细胞中的线粒体 DNA 表达下调
或断裂而至功能受损时，细胞会通过增加糖酵解所

涉及的酶和其他因子来促进糖酵解的过程，从而弥

补 DNA的缺失。HK2 作为糖酵解第一步的关键限
速酶，其可影响糖酵解的过程而与 DNA的修复断裂
息息相关。基因治疗是现阶段肿瘤治疗的一个新趋
向，将其与放射治疗结合，可以在增强放射效果的同

时减少放射引起的不良反应，改善患者预后，降低死

亡率。
研究
［11］
表明在肺、胃肠及乳腺的恶性肿瘤组织

中，HK2 的含量是明显增高的，并且在乳腺癌中，当
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病灶发生转移时，HK2 的活性会更高;且 HK2 在三
阴性乳腺癌 MDA-MB231 细胞中表达高于 EＲ 阳性
的乳腺癌 MCF-7 细胞［12］。HK2 在大部分恶性肿瘤
细胞中的表达以线粒体结合型为主，且在肿瘤中心

部位的表达量明显高于周围部分，与低氧条件下诱

导其表达相关
［13］，且肿瘤的恶性程度越高，HK2 表

达量越高
［14］。体内外实验表明 HK2 基因在三阴性

乳腺癌的增殖、扩散以及放化疗的抵抗中起着至关
重要的作用。

HK2 与线粒体结合可使得肿瘤细胞线粒体膜
通透性降低，从而抑制促凋亡因子诱导细胞凋亡。
而沉默 HK2 可减少线粒体结合型 HK2 的表达，从
而使线粒体的结构发生变化、通透性增高，使线粒体
内的促凋亡因子释放到胞质，激活包括 caspase-3 在
内的线粒体介导的细胞凋亡信号通路，从而诱导细

胞凋亡
［15］。同时使得线粒体 DNA 表达下调或断

裂，增加 X线的放射敏感性。
本研究结果表明，较之于 Control 组及 Negative

组，转染 HK2-siＲNA 的实验组的 MDA-MB231 细胞
的增殖明显受抑制、凋亡率明显升高，且随照射剂量
的增加细胞增殖率逐渐下降，从分子生物学水平证

实了 HK2 基因沉默能够提高乳腺癌细胞的放疗敏
感性。
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Effects of silencing HK2 gene through siＲNA
on radiosensitivity of MDA-MB231 cell line

Zhang Dan，Xu Huiqin，Wang Hui，et al
(Dept of Nuclear Medicine，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the radio sensitivity of silencing HK2 gene through siＲNA interference in
human breast cancer MDA-MB231 cells． Methods The cells were divided into three groups: the blank group
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(Control)，the negative control group (Negative) and the test group (HK2-siＲNA) ． The HK2 siＲNA was transfect-
ed into MDA-MB231 cells and the Western blot and qＲT-PCＲ tests were used to detect expressions of HK2 protein
and mＲNA before and after silencing． Then proliferation of cells in three groups that were exposed to different doses
of X-ray (0，2，4，6，8 Gy) was analyzed by CCK-8 experiment，and the apoptosis rate of cells irradiated by 4 Gy X
rays was determined by flow cytometry． Ｒesults After silencing HK2 gene，the expressions of protein and mＲNA of
HK2 in the test group cells were inhibited effectively． After three groups of cells being exposed to different doses of
X-ray，the survival rate of cells displayed a decreased trend in a dose-dependent manner． And compared with the
negative control group，the cell survival rate in the test group was significantly decreased and the cell apoptosis rate
in the test group was higher than that in the negative control group and blank group(P ＜ 0. 01) ． Conclusion Si-
lencing HK2 gene through siＲNA can significantly sensitize MDA － MB231 breast carcinoma cells to X radiation．
Key words HK2;siＲNA;breast cancer;radiation
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蜕皮甾酮对同型半胱氨酸诱导人血管内皮细胞凋亡的影响

苏 华
1，谢睿彬

1，张小新
1，罗高湖

1，凃 铃
2

摘要 目的 探讨蜕皮甾酮对同型半胱氨酸(Hcy)诱导人
脐静脉内皮细胞株 CＲL-1730 凋亡的影响。方法 体外常
规培养人血管内皮细胞 CＲL-1730，细胞计数试剂盒法检测
蜕皮甾酮对 CＲL-1730 细胞增殖活力的影响;Hcy 处理人血
管内皮细胞 CＲL-1730 建立损伤模型，分组为空白对照组、蜕
皮甾酮高剂量组(Hcy + 1. 5 μmol /L 蜕皮甾酮)、蜕皮甾酮中
剂量组(Hcy + 1. 0 μmol /L 蜕皮甾酮)、蜕皮甾酮低剂量组
(Hcy + 0. 5 μmol /L 蜕皮甾酮)、Hcy 组;流式细胞术检测
CＲL-1730 细胞凋亡率，并利用荧光染色进行细胞凋亡形态
学观察; ＲT-PCＲ 法检测 CＲL-1730 细胞内 Bax、Bcl-2 及
Caspase-3 基因的表达;采用 Western blot 法检测 CＲL-1730

细胞内 Bax、Bcl-2、cleaved-Caspase-3 蛋白表达。结果 所选
浓度蜕皮甾酮对 CＲL-1730 细胞增殖活性无明显影响;流式
细胞术结果显示经 Hcy处理后的 CＲL-1730 细胞凋亡率明显
增高，但经过不同浓度的蜕皮甾酮处理后，Hcy 诱导的 CＲL-
1730 细胞凋亡率明显下降;与空白对照组比较，Hcy组 CＲL-
1730 细胞 Bax 和 cleaved-Caspase-3 的表达明显增高，Bcl-2

的表达明显降低，差异有统计学意义。与 Hcy 组比较，经过
低、中、高剂量蜕皮甾酮处理后，Hcy 诱导的 CＲL-1730 细胞
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Bcl-2 表达上调，Bax 和 cleaved-Caspase-3 表达下调;与空白

对照组比较，Hcy 组 CＲL-1730 细胞 Bax mＲNA 和 Caspase-3

mＲNA的表达明显增高，Bcl-2 mＲNA 的表达明显降低，差异

有统计学意义。与 Hcy比较，经过低、中、高剂量蜕皮甾酮处

理后，CＲL-1730 细胞 Bcl-2 mＲNA 表达上调，Bax mＲNA 和
Caspase-3 mＲNA表达下调。结论 蜕皮甾酮对 Hcy 诱导人

脐静脉内皮细胞 CＲL-1730 凋亡具有保护作用，这为其治疗

心血管疾病提供了依据。
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动脉粥样硬化(atherosclerosis，AS)是一类严重
危害人类健康的心血管疾病，其发生发展与多种因

素有关。同型半胱氨酸(Homocysteine，Hcy)属含硫
氨基酸，Hcy可损伤血管内皮促进动脉粥样斑块形
成
［1］。研究［2］证明，血浆 Hcy 水平升高是冠心病、
脑血管疾病以及外周阻塞性血管疾病等心脑血管疾

病的一个重要独立危险因素。体外细胞培养显示
Hcy能诱导内皮细胞凋亡［3］。蜕皮甾酮是中药牛膝
中甾酮类的主要成分

［4］，目前已证实其具有多种生

物活性，如清除自由基、抗氧化、缓解炎症反应
等
［5 － 6］。研究［7］表明蜕皮甾酮可以抑制 Hcy 诱导
的炎症损伤，抑制内皮细胞与白细胞、血小板等黏
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