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摘要 目的 利用 ＲNA 干扰技术靶向沉默 A20 基因，对

MCF-7 细胞株增殖、凋亡和迁移的影响进行研究，探讨 A20

基因作为乳腺癌治疗靶点的潜在价值。方法 人工合成靶

向 A20 基因的 siＲNA 序列和阴性对照( NC) siＲNA 序列，利

用脂质体转染技术将 siＲNA 导入 MCF-7 细胞株，采用 CCK-
8 细胞增殖实验、Annexin V、7-AAD 双染流式细胞术检测凋

亡实 验 和 Transwell 细 胞 迁 移 实 验 研 究 沉 默 A20 基 因 对

MCF-7 细胞增殖、凋亡和迁移的影响。结果 靶向沉默 A20

基因表达能够有效抑制 MCF-7 细胞的增殖和迁移，促进细

胞凋亡的发生。结论 A20 基因在 MCF-7 细胞的增殖、凋亡

和迁移过程中起重要作用，A20 基因可能是针对乳腺癌抗肿

瘤靶向治疗的潜在靶点。
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A20 基因，又称肿瘤坏死因子 α 诱导蛋白 3，其

表达产物为锌指蛋白 A20，锌指蛋白 A20 最初是在

内皮细胞经肿瘤坏死因子 ( tumor necrosis factors，
TNF) 刺激后应答产生，其是一种具有锌指结构的泛

素化修饰酶，可在 TNF 、白细胞介素-1 ( interleukin-
1，IL-1) 、脂多糖 ( lipopolysaccharide，LPS) 等诱导刺

激下高表达［1］。A20 参与调解多种细胞活动，如基

因转录、细胞周期调控、免疫应答、细胞受体功能及

肿瘤发生发展等，有重要的生物学意义。早期研

究［2］证实，A20 可以抑制 TNF 介导的细胞凋亡，在

一些细胞系中的稳定过表达也证实了该结论，如人

乳腺癌细胞 MCF-7、纤维肉瘤细胞 WEH1164、胚胎

细胞系 NIH3T3 和内皮细胞等均发现该现象，但作

用机制尚未阐明。乳腺癌目前已经成为女性肿瘤的

第一位，有发病率高、恶性程度高、易耐药及预后差

的特点。研究［3 － 5］表明在乳腺癌耐药细胞株、高侵

袭性乳腺癌组织和炎性乳腺癌等细胞和临床标本中

存在 A20 的高表达，极有可能作为雌二醇调控基因

而存在，有潜在的乳腺癌耐药及炎性乳腺癌的靶点;

转染 A20 基因后 MCF-7 细胞对泰素等化疗药物的

敏感性大幅降低。该实验借助 ＲNA 干扰技术对

A20 基因表达进行沉默，研究其表达对乳腺癌细胞

株增殖、凋亡和迁移的影响。

1 材料与方法

1． 1 材料 人乳腺癌细胞株 MCF-7 ( 中国科学院

典型培养物保藏委员会上海细胞库提供) ; 细胞培

养基( 美国 Hyclone 公司) ; 胎牛血清( 四季青，浙江

天杭生物科技有限公司) ; 各种规格培养皿( 美国

Corning 公 司) ; Lipofectamine 2000 ( 美 国 Invitrogen
公司) ; CCK-8 试剂盒( 同仁化学，上海东仁化学科

技有限公司) ; 细胞蛋白抽提试剂盒和超敏 ECL 化

学发光试剂盒( 上海碧云天生物技术有限公司) ;

ＲNAi-Mate( 上海吉玛制药技术有限公司) ; TＲIzol
( TIANGEN，北京天根生化科技有限公司) ; cDNA 反

转录试剂盒、SYBＲ Green qPCＲ Master Mix( Fermen-
tas，立陶宛 MBI 公司) ，兔抗人 A20 多克隆抗体( 美

国 Sigma 公司) ; HＲP 标记山羊抗兔 IgG 二抗( 美国

BioWorld 公司) ; A20 引物由苏州金唯智生物科技有

限公司合成。
1． 2 方法

1． 2． 1 siＲNA 的序列合成 参考文献［6］ 中靶向

A20 基 因 siＲNA 序 列，A20 siＲNA: 5'-GAAGCU-
CAGAAUCAGAGAUUU-3'( 与 A20 mＲNA 的 5'端第

2 038 bp ～ 2 058 bp 序列互补) 。阴性对照 ( NC )

siＲNA: 5'-AACGUACGCGGAAUACUUCGA-3'。所有

siＲNA 进行末端 2'-OME 修饰以提高细胞内稳定性，

由上海吉玛制药技术有限公司合成。
1． 2． 2 siＲNA 细胞转染 收集生长状态良好 MCF-
7 细胞，3 × 104 /ml 细胞密度，提前 1 d 将细胞接种

在 24 孔板中，以转染时细胞的融合度在约 50%。
转染前，分别取 A20 siＲNA 液和 NC siＲNA 液适量
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稀释至 1 μmol /L。取 1 μmol /L 的 siＲNA 溶液 3 μl
加入到 100 μl Opti-MEM 培养基。轻轻混匀，室温

放置 5 min。然后取 2 μl siＲNA-Mate 加入到准备好

的培养基稀释的 siＲNA，加入后立即充分混匀，轻微

离心后，室温放置 10 min 以形成 siＲNA 和 siＲNA-
Mate 的复合物。同时从细胞培养板中移除原有的

培养基。每孔加入 500 μl 的完全培养基。将 siＲNA
和 siＲNA-Mate 的复合物逐滴滴加到每 1 个包含细

胞和培养基的孔中。轻轻地前后摇动培养板混合均

匀。在转染后 6 h 改换完全培养基。37 ℃、CO2 培

养箱孵育 48 h 进行 A20 基因表达检测实验。
1． 2． 3 细胞中 A20 基因表达 细胞转染 siＲNA 48
h 后分别收集 MCF-7、A20 siＲNA 和 NC siＲNA 组细

胞，按照操作说明分别提取细胞总 ＲNA 和蛋白质，

紫外分光光度计检测样品纯度和浓度，总 ＲNA 逆转

录合成 cDNA。实时定量 PCＲ 检测引物序列如下:

上游引物 5'-ACTTGCCAGTTTTGTCCTCA-3'，下游引

物 5'-GTCACCGTTCGTTTTCAGCG-3'; 内 参 基 因

GAPDH 上 游 引 物 5'-CTCCTCCACCTTTGACGCTG-
3'，下游引物 5'-TCCTCTTGTGCTCTTGCTGG-3'。反

应程序为: 预变性 94 ℃ 10 min、变性 94 ℃ 30 s、退
火 60 ℃ 30 s、延伸 72 ℃ 30 s，40 个循环。用 2 － ΔΔCt

分析法进行数值分析。提取细胞蛋白进行 Western
blot 法检测 A20 基因的蛋白质表达水平，取 20 μl 经

12% SDS-PAGE 电 泳 进 行 蛋 白 分 离 后，电 转 移 至

PVDF 膜室温封闭 2 h，加入一抗 A20 稀释液( 工作

浓度为 1 ∶ 300) ，置于 4 ℃ 过夜孵育。一抗洗脱后

将 1 ∶ 2 000 稀释的二抗室温孵育 2 h。采用 ECL 显

色法进行条带显色，以 β-actin 蛋白为内参对照。
1． 2． 4 肿瘤细胞增殖实验 细胞转染 siＲNA 12 h
后分别收集 MCF-7、MCF-7 /A20 siＲNA 和 MCF-7 /NC
siＲNA 细胞，调整细胞密度 1 000 个 /孔、200 μl /孔将

细胞分别铺板至 96 孔板中，每个实验组设 3 个复孔，

同时设立培养基对照组; 将细胞培养板置于 37 ℃、
CO2 培养箱中继续培养 48 h。按照 CCK-8 试剂盒操

作说明书要求，将 20 μl /孔 CCK-8 试剂加至相应实验

孔中，视颜色变化情况和细胞生长情况继续孵育 2 h，

然后进行酶标仪检测，检测波长为 450 nm。
1． 2． 5 肿瘤细胞凋亡实验 细胞转染 siＲNA 48 h
后分别收集处于对数生长期的 MCF-7、MCF-7 /A20
siＲNA 和 MCF-7 /NC siＲNA 细胞，制备单个细胞悬

液，预冷 PBS 洗涤一遍。每管加入 100 μl 1 × Bind-
ing Buffer、1 μl Annexin V-PE 抗体和 2 μl 7-AAD，轻

柔混匀，4 ℃避光静置 20 min。流式细胞仪检测，数

据由 Flowjo 软件分析处理，计算细胞凋亡率。
1． 2． 6 肿瘤细胞迁移实验 细胞转染 siＲNA 后分

别将 MCF-7、MCF-7 /A20 siＲNA 和 MCF-7 /NC siＲ-
NA 细胞用无血清培养基培养 12 h，然后配制细胞

悬液，调整细胞密度为 2 × 106 个 /ml; 于 Transwell 小

室的上室( 5 μm) 中加入不同的细胞悬液 100 μl，每

组设计 3 个复孔; Transwell 小室的下室中每孔加入

600 μl 含 20% FBS 的 ＲPMI-1640 培养基，37 ℃、5%
CO2 培养箱中孵育 12 h。取出 Transwell 小室，清洗

膜下面的细胞，将下室培养液细胞进行 CCK-8 实验

( 步骤同细胞增殖实验) 。测量各组细胞在 450 nm
波长处的光密度( optical density，OD) 值以分析肿瘤

细胞迁移能力。
1． 3 统计学处理 用 Graphpad prism 5 ( Graphpad，

San Diego，CA) 统计分析软件，进行 t 检验。

2 结果

2． 1 siＲNA 对 MCF-7 细胞中 A20 基因表达的沉

默 为了增加 siＲNA 在细胞内的稳定性和干扰效

率，本实验采用化学修饰 siＲNA 进行研究。siＲNA
转染 MCF-7 细胞 48 h 后 A20 基因 mＲNA 和蛋白质

表达情况，转染 NC siＲNA 细胞 A20 基因表达水平

和未转染基本一致; 而转染 A20 siＲNA A20 基因表

达水 平 显 著 低 于 未 转 染 和 转 染 NC siＲNA ( P ＜
0. 001) ; A20 基因表达抑制率达到 83. 5%，提示该

A20 靶向 siＲNA 能够有效沉默 MCF-7 细胞中 A20
基因的表达。见图 1。

图 1 siＲNA 干扰 MCF-7 细胞 A20 基因的表达情况

1: MCF-7; 2: NC siＲNA; 3: A20 siＲNA; 与 NC siＲNA 比 较:
＊＊＊P ＜ 0． 001
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2． 2 siＲNA 靶向沉默 A20 基因表达对 MCF-7 细

胞增殖的影响 为了研究 A20 基因沉默对 MCF － 7
细胞增殖的影响，采用 CCK-8 增殖实验进行研究。
MCF-7 细胞转染 A20 siＲNA 12 h 后用于增殖实验，

实验过程中细胞继续培养 48 h 进行增殖检测; MCF-
7 细胞转染 NC siＲNA 后，细胞增殖受到轻微影响，

这可能是由于转染试剂和小片段 ＲNA 序列的细胞

毒性所致。而 MCF-7 细胞转染靶向 A20 siＲNA 后，

细胞增殖受到显著抑制( P ＜ 0. 001) ，提示靶向干扰

A20 基因的表达能够显著抑制 MCF-7 细胞的增殖。
见图 2。

图 2 A20 siＲNA 对 MCF-7 细胞增殖的影响

1: MCF-7; 2: NC siＲNA; 3: A20 siＲNA; 与 NC siＲNA 比 较:

＊＊＊P ＜ 0． 001

2． 3 siＲNA 靶向沉默 A20 基因表达对 MCF-7 细

胞凋亡的影响 为了研究靶向沉默 A20 基因表达

抑制 MCF-7 细胞的增殖是否由于促进细胞凋亡而

致，采用 Annexin V、7-AAD 双染流式细胞术对细胞

凋亡情况进行了分析。Annexin V + /7-AAD + 表示晚

期凋亡细胞，Annexin V + /7-AAD － 表示早期凋亡细

胞; MCF-7 细胞转染靶向 A20 siＲNA 后，细胞早期

凋亡 率 从 3. 97% 升 高 至 9. 69%，晚 期 凋 亡 率 从

1. 13%升高至 4. 92% ; 总凋亡率达到 14. 61%，显著

高于 MCF-7 对 照 的 3. 66% 和 NC siＲNA 转 染 的

5. 1%，提示靶向 siＲNA 沉默 A20 基因表达能够有

效促进 MCF-7 细胞凋亡。见图 3。
2． 4 siＲNA 靶向沉默 A20 基因表达对 MCF-7 细

胞迁移的影响 为了研究靶向沉默 A20 基因表达

对 MCF-7 细胞迁移的影响，采用 Transwell 实验进

行。MCF-7 细胞转染靶向 A20 siＲNA 后，细胞迁移

受到显著抑制( P ＜ 0. 01) ，迁移抑制率为 25. 5%，提

示靶向干扰 A20 基因的表达能够有效抑制 MCF-7
细胞的迁移。见图 4。

3 讨论

近年来，A20 基因作为细胞凋亡通路的一个关

键抑制基因被研究人员重视。A20 作为 NF-κB 的

应答基因，多数研究［7 － 8］表明其是 NF-κB 信号通路

活化的抑制因子。同时，A20 是多种肿瘤的易感基

因，如 B 细胞淋巴瘤、T 细胞恶性肿瘤、胶质瘤、涎腺

腺样囊性癌、乳腺癌等［9 － 10］。然而发现在不同的肿

瘤中 A20 基因可能具有不同的生物学功能，如在 B
细胞淋巴瘤中出现 A20 基因的失活［11］，在胰腺癌组

织和细胞中 A20 低于正常组织的表达，而在胶质瘤

和乳腺癌中 却 出 现 相 反 的 情 况［3，12］。另 外，有 研

究［13］显示恶性肿瘤组织或细胞在药物作用后例如

多发性骨髓瘤细胞经二硫化二砷作用后，骨肉瘤细

胞经吉西他滨作用后［14］，食管癌鳞癌细胞经 Tauro-
lidine 作用后［15］，脂肪肉瘤细胞经表柔 比 星 作 用

后［4］，都 出 现 A20 表 达 增 加 及 细 胞 凋 亡 的 现 象。
虽 然A20基因表达存在多种可能性，但是以上研

图 3 靶向沉默 A20 基因表达对 MCF-7 细胞凋亡的影响

A: MCF-7; B: NC siＲNA; C: A20 siＲNA
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图 4 靶向沉默 A20 基因表达对 MCF-7 细胞迁移的影响

1: MCF-7; 2: NC siＲNA; 3: A20 siＲNA; 与 NC siＲNA 比较: ＊＊P

＜ 0． 01

究［4，13 － 15］暗示 A20 表达的异常可能导致细胞对凋

亡的抵抗，降低细胞凋亡水平，从而使肿瘤细胞对药

物的敏感性下降，导致肿瘤细胞产生耐药。
本实验中为了证实 A20 基因在乳腺癌 MCF-7

细胞中的生物学作用，采用 ＲNAi 技术对 细 胞 中

A20 基因进行沉默表达，对细胞增殖、凋亡和迁移进

行了一系列研究。结果提示靶向沉默 A20 基因能

够显著抑制 MCF-7 细胞的增殖和迁移能力，促进细

胞凋亡。这些实验结果阐释了 A20 基因在 MCF-7
细胞中异常表达的生物学作用，为针对该基因的信

号通路研究奠定了基础，也为针对乳腺癌抗肿瘤靶

向治疗提供潜在的靶点。
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The effect of knockdown A20 expression on the proliferation，

apoptosis and migration of MCF-7 cells
Yu Mingjie1，2，Xu Yuanhong1，Wang Ping2

( 1Clinical Laboratory，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;
2Clinical Laboratory，People's Hospital of Bozhou City，Bozhou 236800)

Abstract Objective To study the effect of knockdown A20 expression on the proliferation，apoptosis and migra-
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tion of MCF-7 cells and to evaluate the potential value of the A20 gene as the therapeutic target of breast cancer．
Methods Synthesized siＲNA targeted to A20 gene or negative control siＲNA were transfected into MCF-7 cells by
using lipofectamine 2000． CCK8 assay，Annexin V and 7-AAD double staining cytometry，Transwell assay were
performed to investigate the effect of knockdown A20 mＲNA expression on the proliferation，apoptosis，migration of
MCF-7 cells，respectively． Ｒesults It can inhibit the proliferation and migration as well as promote the apoptosis
in MCF-7 cells by knockdown A20 mＲNA expression． Conclusion A20 gene plays an important role in the prolif-
eration，apoptosis and migration of MCF-7 cells and it could be a potential therapeutic target of breast cancer．
Key words A20 gene; human breast cancer cell line MCF-7; ＲNA interference; cell proliferation; cell apopto-
sis; cell migration．

兴奋下丘脑腹外侧视前区对结节乳头体核 c - Fos
表达的影响及其受体途径

丁 睿，王 媛，丁正霞，吴 芳，许 奇，张 瑾，王烈成

摘要 目的 研究兴奋下丘脑腹外侧视前区( VLPO) 对结节

乳头体核( TMN) c-Fos 表达的影响及其受体途径。方法 免

疫组织化学方法检测 VLPO 代谢型谷氨酸受体 5 ( mGluＲ5 )

和 TMN γ-氨基丁酸 A 受体 β1 亚型( GABAAＲβ1) 的表达; 采

用脑立体定位技术，观察微量注射谷氨酸( L-Glu) 兴奋 VL-

PO 后对 TMN c-Fos 表达变化的影响。结果 mGluＲ5 于 VL-

PO 存在阳性表达，同时 GABAAＲβ1 于 TMN 存在阳性表达;

与对照组相比，VLPO 内微量注射 L-Glu 后，大鼠的 TMN 区

域 c-Fos 表达量明显减少，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01 ) 。

结论 存在于 VLPO 和 TMN 的 mGluＲ 及 GABAAＲ 介导 VL-

PO-TMN 的通路调节，VLPO 可通过 GABAAＲ 抑制 TMN 神经

元活动。

关键词 下丘脑腹外侧视前区; 结节乳头体核; c-Fos; 免疫

组织化学
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脑内的睡眠和觉醒系统分别由众多的神经核团

和递质组成，彼此间形成相互作用、相互制约的神经

网络。下丘脑腹外侧视前区 ( ventrolateral preoptic
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nucleus，VLPO) 与结节乳头体核 ( tuberomammillary
nucleus，TMN) 分别 是 睡 眠 和 觉 醒 系 统 的 调 节 中

枢［1］。80% 的 VLPO 神经元为 γ-氨基丁酸( γ-ami-
no-hutyric acid，GABA) 能和甘丙肽能，而 TMN 是脑

中组胺能神经元胞体聚集的区域，这两个核团之间

相互的纤维联系以及递质释放对睡眠 － 觉醒节律的

产生与维持有何作用是近年来研究的热点。为了进

一步探讨这两个脑区在睡眠和觉醒调节中介导的受

体，该实验在相关理论的基础上，检测了促睡眠中枢

VLPO 脑区代谢型谷氨酸( mGlu) 受体与促觉醒中枢

TMN 脑区 GABAA 受体的表达以及兴奋 VLPO 核团

后检测 TMN 区域 c-Fos 表达量的变化。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 动物 健康雄性成年 SD 大鼠 30 只，SPF
级，270 ～ 300 g，由安徽医科大学实验动物中心提

供。首先随机抽取用于免疫组化检测相关受体的大

鼠 5 只。将剩下的大鼠随机分为对照组［人工脑脊

液( artificial cerebrospinal fluid，ACSF ) 组，VLPO 微

量注 射 ACSF］、实 验 组［L 型 谷 氨 酸 ( L-glutamic
acid，L-Glu) 组，VLPO 微量注射 L-Glu］，实验组和对

照组各 10 只。所有大鼠手术前后置于温度( 22 ±
2) ℃和相对湿度( 55 ± 5) % 适宜的通风环境中单独

饲养，饮水与食物充足，活动不受限制，光照周期为

12 h 黑暗-12 h 光照。
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