
reactive oxygen species ( ＲOS) ，mitochondrial ＲOS were detected by flow cytometry． The activation of Caspase-3
was analyzed by Western blot． In inhibition experiment，washed platelets were pre-incubated mitochondrial ＲOS
targeted antagonists Mito-TEMPO，and then stimulated with different concentration AMA． The apoptosis associated
indicators were detected by flow cytometry． Ｒesults AMA dose-dependently induces depolarization of ΔΨm，PS
exposure，Caspase-3 activation，and the production of intracellular ＲOS and mitochondrial ＲOS，but AMA does not
induce platelet activation． Mito-TEMPO effectively reduces the depolarization of ΔΨm，PS exposure and the pro-
duction of mitochondrial ＲOS which induced by the AMA． Conclusion AMA can induce platelet apoptosis，and
mitochondria ＲOS may play an important role in the platelets apoptosis induced by the AMA．
Key words platelets; apoptosis; antimycin A; mitochondria; reactive oxygen species

ＲunX2 的真核表达载体的构建及其
对乳腺癌细胞增殖和迁移的影响

赵 明，范楚玲，郭 强，汪思应，李菲菲

摘要 目的 构建人 ＲunX2 真核表达载体，观察 ＲunX2 对

乳腺癌细胞增殖和迁移的影响。方法 运用逆转录 PCＲ
( ＲT-PCＲ) 扩增、酶切、连接等基因重组技术将人 ＲunX2 基

因插入 pcDNA3. 1 真核表达载体中; 并经酶切、PCＲ、测序鉴

定; 将构建的 ＲunX2 真核表达载体瞬时转染 MCF-7 细胞，利

用 Western blot 法检测 ＲunX2 蛋白表达，用 MTT 实验和细胞

划痕实验检测其对乳腺癌细胞的生物学影响。结果 构建

的 ＲunX2 真核表达载体在 MCF-7 细胞中高表达 ＲunX2 蛋

白; 发现高表达 ＲunX2 的 MCF-7 细胞活力增加，移动能力增

强。结论 构建的 ＲunX2 真核表达载体能促进乳腺癌细胞

的增殖和迁移。
关键词 ＲunX2; 乳腺癌
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ＲunX2 是一种参与成骨分化和骨发育的重要

转录因子［1］。在乳腺组织中，ＲunX2 也参与某些基

因的表达调控，在乳腺上皮细胞分化中发挥重要作

用，并与乳腺肿瘤细胞株的侵袭性密切相关［2］。本

课题组研究显示 ＲunX2 通过调节血管生成相关基

因的表达促发乳腺癌细胞发生骨转移( 待发表) 。
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这一结果提示 ＲunX2 可能成为乳腺癌骨转移的一

个标志物。为进一步探讨 ＲunX2 与乳腺癌侵袭转

移的关系，该研究利用亚克隆技术构建人 ＲunX2 真

核表达载体，并通过瞬时转染至乳腺癌细胞 MCF-7
中，以探讨 ＲunX2 对乳腺癌细胞的影响，初步了解

其在乳腺癌侵袭转移中的机制。

1 材料与方法

1． 1 细胞系 人乳腺癌细胞系 MCF-7、MB-231 细胞

由本室长期保存。培养条件: 配制含有 DMEM、10%
胎牛血清( FBS) 、1% 双抗( 青霉素 － 链霉素) 的完全

培养基，将细胞置于 37 ℃、5%CO2 细胞培养箱培养。
1． 2 主要试剂和仪器 根据 NCBI Ｒeference Se-
quence 软件分析设计 ＲunX2 引物，引物由 Invitrogen
公司合成，PCＲ 反应试剂、DNA 限制性内切酶及 DNA
Marker 购于 TaKaＲa 公司，DMEM、胰酶、FBS 均购于

Gibco 公司，Western blot 相关试剂购于上海生物工程

公司，ＲunX2 抗体购于美国 Abcam 公司，PVDF 膜购

于 Millipore 公司。PCＲ 仪为 BIO － ＲAD 公司产品。
1． 3 PCＲ 扩增 提取人乳腺癌细胞 MB-231 的总

ＲNA，以此为模板行 ＲT-PCＲ 扩增 ＲunX2 片段。引

物: 上游 3'-CCG CTC GAG ATG GCA TCA AAC AGC
CTC-5'; 下游 3'-TCC CCG CGG ATA TGG TCG CCA
AAC AGA-5'( 下划线部分为酶切位点) 。PCＲ 反应

体系: 25 μl，变性温度 98 ℃ 10 s，退火温度55 ℃ 5
s，延伸温度 72 ℃10 s，反应 35 个循坏。PCＲ 产物经

1%的琼脂糖电泳发现一条 1 kb 左右的片段。回收
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酶切后经测序鉴定。
1． 4 人 ＲunX2 真核表达载体的构建 将上述 1 kb
左右的片段回收酶切后用 T4 DNA 连接酶链接于

pcDNA3. 1 真核表达载体，链接产物做小规模细菌

转化，PCＲ 及双酶切后经测序鉴定证实。
1． 5 pcDNA3. 1-ＲunX2 瞬时转染 MCF-7 细胞 1
× 106 个细胞接种于 90 mm 平皿，待贴壁后长至

70% 密度时进行转染 pcDNA 3. 1-ＲunX2 质粒 10
μg、脂质体 12 μl 与无血清 opti-MEM 混匀后轻覆细

胞，转染 6 h 后换成含 10% FBS 的 DMEM 培养 48
h，加入细胞蛋白裂解液 ＲIPA ( 97. 5% PBS、1%
NP40、0. 5%脱氧胆酸钠、0. 1% SDS) 冰上裂解 30
min，4 ℃ 离心取上清液，提取总蛋白( 10 μg /组) 。
经 10% SDS-PAGE 胶 分 离 后，电 转 ( 200 mA、120
min) 至 PVDF 膜上。膜用 TBST ( 20 mmol /L Tris-
HCl、pH 7. 4，150 mmol /L NaCl，0. 05% Tween 20 )

封闭，3 h 后 置 于 含 抗 ＲunX2 抗 体 ( 1: 1 000 ) 的

TBST 中 4 ℃孵育过夜，再加入相应结合的二抗后与

ECL 发光检测剂结合显示结果。
1． 6 细胞生物学检测

1． 6． 1 MTT 法 检 测 细 胞 活 力 将 pcDNA3. 1-
ＲunX2 真核表达质粒瞬时转染至 MCF-7 细胞中，促

使细胞中的 ＲunX2 表达上调，通过 MTT 实验检测

其细胞活力的变化，常规的消化、计数处于对数生长

期的各实验组细胞，并将细胞接种于 96 孔板中，按

照每孔 2 000 个细胞进行接种，每种细胞设置 5 个

复孔。分别标记为 0、24、48 h，共 3 块板，将 96 孔板

放入培养箱中，待细胞贴壁后，取 0 h 的 96 孔板，在

避光条件下加入 MTT 溶液后继续孵育，4 h 后收取

0 h 的板，将上清液倒去，每孔加入 DMSO 溶解结

晶，混匀，酶标仪检测 550 nm 处光密度( optical den-
sity，OD) 值。第 2 天相同时间加 MTT，收板后测 OD
值，以此类推。每组实验均重复 3 次。
1． 6． 2 细胞划痕实验 通过细胞划痕实验检测其

细胞移动能力的变化，取 6 孔板于生物安全柜内操

作，用直尺在每孔底部至少划三条线作为标记，然后

消化对数期生长的细胞，接种于 6 孔板内，每孔约 3
× 105 个细胞。将 6 孔板放入细胞培养箱培养 24
h，待细胞达到 80%以上的融合率时，将细胞置于生

物安全柜内操作。用 20 μl 白枪头垂直于 6 孔板横

线划痕，至少划三道痕。用 PBS 轻洗去划下的细

胞，于相差显微镜下拍照，记为 0 h。放入细胞培养

箱中培养，每隔 24 h，在同一位置拍照，以观察细胞

的移动情况。每组实验重复 3 次。

2 结果

2． 1 构建人 ＲunX2 真核表达载体 首先用逆转录

PCＲ( ＲT-PCＲ) 法得到 ＲunX2 的基因片段，PCＲ 产

物经 1%的琼脂糖凝胶电泳发现一条 1 kb 左右的片

段，见图 1。将上述 1 kb 左右的片段回收酶切后用

T4 DNA 连接酶链接于 pcDNA3. 1 真核表达载体，链

接产物做小规模细菌转化，PCＲ 及 EcoＲⅠ和 SacⅡ
双酶切后经测序鉴定证实，见图 2。

图 1 ＲunX2 片段 1%琼脂糖凝胶电泳图

M: DNA Marker( DL5 000) ; 1 ～ 5: 不同的 ＲunX2 片段

图 2 酶切鉴定图

M: DNA Marker ( DL 5 000 ) ; 1、2、3、4、6、7、8、9、10、12: 阳性克

隆的酶切鉴定; 5、11: 阴性克隆的酶切鉴定

2． 2 转染 pcDNA3. 1-ＲunX2 的细胞高表达 ＲunX2
pcDNA3. 1-ＲunX2 瞬 时 转 染 至 低 表 达 ＲunX2 的

MCF-7 细胞中，转染后 48 h Western blot 检测发现转

染细胞中 ＲunX2 高表达，由图可以看出转染组中的

ＲunX2 蛋白表达高于未转染组。见图 3。

图 3 pcDNA3. 1-ＲunX2 转染至 MCF-7 细胞后 Western blot 检测图

A: 未转染组; B: 转染组

2． 3 ＲunX2 促进人乳腺癌细胞的活力及移动能力

将构建好的 pcDNA3. 1-ＲunX2 瞬时转染至 MCF-7
细胞中，转染 48 h 后通过 Western blot 检测其转染

效率，见图 3。收集细胞，MTT 法检测其细胞活力发
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现，与未转染组相比，转染组细胞活力明显增加。与

未转染组相比，转染组增殖能力增加，差异有统计学

意义( P ＜ 0. 001) ，见图 4。通过划痕实验检测其移

动能力发现，与未转染组相比，转染组的 MCF-7 细

胞移动能力明显增加。与未转染组相比，24 h 划痕

内迁移细胞数目明显增加，差异有统计学意义( P ＜
0. 01) ，见图 5。

图 4 MTT 法检测细胞活力的变化

与同一时间的未转染组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

图 5 细胞划痕实验检测细胞移动能力

与未转染组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

3 讨论

ＲunX2 不仅调节成骨细胞分化，而且与乳腺癌

发生骨转移密切相关［3］。ＲunX2 通过调节血管生

成相关基因的表达促发乳腺癌细胞发生骨转移。骨

涎蛋白( BSP) 与导管内转移性乳腺癌相关，可能在

诱导乳腺癌细胞定向骨转移过程中发挥作用，骨桥

蛋白( OPN) 可以介导乳腺癌骨转移中肿瘤细胞与

骨组织表面的连接，并且与骨转移中破骨细胞引发

骨吸收活性增加相关。ＲunX2 是骨髓间质干细胞

成骨分化和骨发育的重要转录因子，它通过促进溶

骨作用、肿瘤血管新生等多个途径转移癌细胞的生

长［4-6］。ＲunX2 已被证明在成骨与骨肉瘤的发生发

展过程中起重要作用［7］。Ｒunx2 还被报道在临床预

后差的乳腺癌中高表达［8］。最近，McDonald et al［9］

发现 Ｒunx2 的高表达与雌激素受体( EＲ) 、孕激素受

体( PＲ) 、HEＲ2 阴性乳腺癌显著相关，并且高表达

ＲunX2 的患者比阴性或低表达的患者存活率低。
此外，在非小细胞肺癌患者中，较高的 ＲunX2 的表

达与肿瘤的进展和转移显著相关。在上皮性卵巢癌

中，多种与侵袭和转移有关的基因由于 ＲunX2 的敲

除而被抑制。对乳腺癌的研究［10-13］显示，参与骨侵

袭的几个基因，如血管内皮生长因子、基质金属蛋白

酶( MMPs) 、VEGF、OPN 和 BSP 都是通过 ＲunX2 调

节的，表明这个转录因子可能有助于乳腺肿瘤骨转

移。这与本实验中提到的 ＲunX2 沉默降低转移性

乳腺癌细胞系 MB-231 细胞的迁移和侵袭能力一

致。此外，ＲunX2 亦可调节 MMPs 家族中的其他基

因，在 MDA-MB-231 中，利 用 小 干 扰 ＲNA 沉 默

ＲunX2 表达可降低 MMP-9 的表达，并减弱癌细胞的

侵袭能力，提示 ＲunX2 与乳腺癌转移密切相关［14］。
ＲunX2 在乳腺癌的侵袭转移中的作用机制仍

存争议。但是，在 ＲunX2 所表达的 MDA-MB-231 细

胞株中，以上骨细胞分化效应并未出现。研究［15］表

明，在 MDA-MB-231 细胞株中，ＲunX2 调节 OPN 基

因的表达，并可持续激活 BSP 使其表达异常，抑制

ＲunX2 的表达可导致 OPN 和 BSP 的表达明显下调，

提示 ＲunX2 在乳腺癌转移中发挥着重要作用。多

数学者认为，ＲunX2 能够调节一系列基因的转录进

而影响乳腺癌细胞的侵袭能力，在乳腺癌发生骨转

移的过程中起重要作用，且与其预后密切相关。
本研究构建的 ＲunX2 真核表达载体通过瞬时

转染至乳腺癌细胞 MCF-7 中，并通过 Western blot
检测发现转染后的细胞高表达 ＲunX2，说明成功构
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建了 pcDNA3. 1-ＲunX2 真核表达载体。MTT 实验

证实过表达 ＲunX2 促进了细胞增殖，但是划痕试验

中，划痕愈合是因为增殖促进划痕愈合还是因为过

表达 ＲunX2 促进细胞迁移尚未明确，在后续的实验

中，将通过 Transwell 实验进一步验证。
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Construction of ＲunX2 eukaryotic expression vector and
study the proliferations and migrations effective of

ＲunX2 on breast cancer cells
Zhao Ming，Fan Chulin，Guo Qiang，et al

( Dept of Pathophysiology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the biology effect of ＲunX2 gene after constructing the eukaryotic expression
vector of human ＲunX2 in breast cancer cells． Methods By the recombinant techniques such as PCＲ amplifica-
tion，digestion，ligation，the human ＲunX2 gene was inserted into the eukaryotic expression vector of pcDNA3. 1，

and then it was identified by restriction enzyme digestion，ＲT-PCＲ，sequencing． Eukaryotic expression vector of
human ＲunX2 gene was transiently transfected into MCF-7 cells． Western blot analysis was applied to detect the
expression of ＲunX2 protein in breast cancer cells MCF-7; MTT assay and wound healing assay were used to detect
the cells proliferation and invasion of MCF-7． Ｒesults Our result showed that the eukaryotic expression vector of
ＲunX2 was highly expressed ＲunX2 protein in MCF-7 cells，the cell proliferation and migration abilities were en-
hanced in MCF-7 cells with high expression of ＲunX2 protein． Conclusion ＲunX2 constructs eukaryotic expres-
sion vector and promotes malignant behavior of breast cancer cells．
Key words ＲunX2; breast cancer
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