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长链非编码 ＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和跨膜蛋白 ２５
对紫杉醇耐药人乳腺癌细胞株耐药性的影响

李　 钰１ꎬ王月月１ꎬ王海凤１ꎬ张凌宇１ꎬ丁勇兴２ꎬ陈素莲３ꎬ杨清玲３ꎬ陈昌杰３

１. 蚌埠医学院临床检验诊断学实验中心ꎬ 安徽 蚌埠 ２３３０００
２. 蚌埠市第三人民医院普外肿瘤科ꎬ 安徽 蚌埠 ２３３０００
３. 蚌埠医学院生物化学与分子生物学教研室ꎬ 安徽 蚌埠 ２３３０００
　 　
[摘　 要] 　 目的:探讨长链非编码 ＲＮＡ( ｌｎｃＲＮＡ)ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和跨膜蛋白 ２５
(ＴＭＥＭ２５)对紫杉醇耐药人乳腺癌细胞株耐药性的影响ꎮ 方法:利用实时定量

ＰＣＲ 检测 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和 ＴＭＥＭ２５ 在人乳腺癌细胞 ＭＣＦ￣７ 和紫杉醇耐

药细胞株(ＭＣＦ￣７ / ＰＲ)中的表达ꎮ 在 ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 中转染 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和

ＴＭＥＭ２５ 的干扰片段ꎬ磺酰罗丹明 Ｂ 法检测 ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 对紫杉醇药物敏感性的变

化ꎬ并运用实时定量 ＰＣＲ 和蛋白质印迹法检测多药耐药相关蛋白(ＭＲＰ)、乳腺癌

耐药蛋白(ＢＣＲＰ)、多药耐药基因 １(ＭＤＲ１)及其编码产物 Ｐ￣ｇｐ ｍＲＮＡ 和蛋白水平

的改变ꎮ 结果:ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和 ＴＭＥＭ２５ 在 ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 中表达上调(Ｐ <
０. ０５ 或 Ｐ < ０. ０１)ꎮ 与空白对照组和紫杉醇阴性对照组比较ꎬ干扰 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣
７７０Ｊ１. ３ 和 ＴＭＥＭ２５ 的表达可以提高 ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 对紫杉醇的药物敏感性ꎬ并下调

耐药相关基因 ＭＲＰ、ＢＣＲＰ、ＭＤＲ１ 及其编码产物 Ｐ￣ｇｐ 的表达(均 Ｐ < ０. ０５)ꎻ与单独

干扰 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 或 ＴＭＥＭ２５ 比较ꎬ同时干扰 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和

ＴＭＥＭ２５ 的作用更加明显(Ｐ < ０. ０５)ꎮ 结论:ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 中 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３
和 ＴＭＥＭ２５ 的表达上调ꎬ联合干扰 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和 ＴＭＥＭ２５ 的表达可以提

高 ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 对紫杉醇的敏感性ꎮ
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[Ａｂｓｔｒａｃｔ]　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ(ｌｎｃＲＮＡ)
ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ ａｎｄ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ２５ (ＴＭＥＭ２５) ｏｎ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ
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７ / ＰＲ(ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ) ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ. Ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ ａｎｄ ＴＭＥＭ２５ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ
ＭＣＦ￣７ / ＰＲ ｃｅｌｌｓ. Ｓｕｌｆｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
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Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｎｄ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｒｅｓｕｌｔｓ: ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ ａｎｄ ＴＭＥＭ２５ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｌｙ
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ＴＭＥＭ２５ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＭＣＦ￣７ / ＰＲ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌꎬ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＲＰꎬ ＢＣＲＰ ａｎｄ ＭＤＲ１ / Ｐ￣ｇｐ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５). Ｓｕｃｈ ｅｆｆｅｃｔｓ ｗｅｒｅ ｍｏｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｗｈｅｎ ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ ａｎｄ ＴＭＥＭ２５ ｗｅｒｅ ｂｏｔｈ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ (ａｌｌ Ｐ <
０. ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ: ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ ａｎｄ ＴＭＥＭ２５ ａｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ
ＭＣＦ￣７ / ＰＲ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ ａｎｄ ＴＭＥＭ２５ ｃａｎ
ｅｎｈａｎｃｅ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ＭＣＦ￣７ / ＰＲ ｃｅｌｌｓ.

[ Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ ] 　 ＲＮＡꎻ Ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ / ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎻ Ｂｒｅａｓｔ ｎｅｏｐｌａｓｍｓ /
ｐｈｙｓｉｏｐａｔｈｏｌｏｇｙꎻ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎻ Ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ / ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎻ Ｃｅｌｌ ｌｉｎｅꎬ
ｔｕｍｏｒ / ｐａｔｈｏｌｏｇｙꎻ Ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓꎬ ｃｕｌｔｕｒｅｄꎻ Ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬ ｎｅｏｐｌａｓｍ

[Ｊ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖ (Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉ)ꎬ ２０１７ꎬ４６(４):３６４￣３７０. ]

　 　 乳腺癌是全球女性因癌症死亡的主要原

因[１]ꎮ 紫杉醇通过抑制有丝分裂ꎬ诱导细胞死

亡ꎬ在乳腺癌的治疗中起着至关重要的作用[２]ꎮ
肿瘤细胞对紫杉醇耐药性的产生是限制紫杉醇临

床应用的主要原因之一[３]ꎬ其中机制目前尚未阐

明ꎮ 长链 非 编 码 ＲＮＡ ( ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡꎬ
ｌｎｃＲＮＡ)是长度超过 ２００ ｎｔ 但不编码蛋白质的

ＲＮＡ 分子ꎬ主要在转录等水平发挥多种生物学功

能ꎮ 大量证据表明ꎬｌｎｃＲＮＡ 在乳腺癌细胞的耐药

中发挥重要作用ꎬ如 Ｈ１９ 的表达下调可以降低乳

腺癌雌激素受体 α 过表达产生的耐药影响ꎬ提高

对紫杉醇的敏感性[４]ꎮ ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１ 超家族在乳

腺癌中表达水平的改变可以影响乳腺癌细胞的侵

袭迁移和增殖[５]ꎮ 本研究前期通过生物信息学

软件 发 现 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１ 超 家 族 成 员 ｌｎｃＲＮＡ
ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 与乳腺癌密切相关ꎬ其与跨膜蛋白

２５(ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ２５ꎬ ＴＭＥＭ２５)也具有相

关性ꎮ 有研究发现ꎬＴＭＥＭ２５ 与肿瘤的发生发展

密切相关ꎬ其在乳腺癌中的表达与 ＣＭＦ(环磷酰

胺、甲氨蝶呤和氟脲嘧啶) 辅助阿霉素化疗有

关[６￣７]ꎮ 本研究主要探讨 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３
和 ＴＭＥＭ２５ 对紫杉醇耐药的人乳腺癌细胞株耐

药生物学活性的影响和相关分子生物学机制ꎬ为
临床逆转耐药研究提供依据ꎮ

５６３李　 钰ꎬ等. 长链非编码 ＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和跨膜蛋白 ２５ 对紫杉醇耐药人乳腺癌细胞株耐药性的影响



１　 材料与方法

１. １　 材料与试剂

人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ￣７ 购自中国科学院上

海生命科学研究院细胞资源中心ꎻ紫杉醇耐药

株 ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 由 本 实 验 室 构 建 保 存[８] ꎬ ＡＢＩ
７５００ / ７５００ Ｆａｓｔ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪购自美国

应用生物系统公司ꎮ ＦＢＳ 购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公

司ꎻＤＭＥＭ 高糖培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ焦
炭酸二乙酯购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ紫杉醇、ＴＲＩｚｏｌ
试剂和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司ꎻ逆转录试剂盒、ＳＹＢＲ® ＧｒｅｅｎＩ 购自宝生物

工程(大连)有限公司ꎻｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和

ＴＭＥＭ２５ 干扰片段购自上海吉玛制药技术有限

公司ꎻ聚偏二氟乙烯 ( ＰＶＤＦ) 膜、电化学发光

(ＥＣＬ) 试剂盒购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎻ一抗

ＴＭＥＭ２５、 多 药 耐 药 相 关 蛋 白 ( ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＭＲＰ)、乳腺癌耐药

蛋白(ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＢＣＲＰ)、多
药耐药基因 １(ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬ ＭＤＲ１)及其

编码产物 Ｐ￣ｇｐ(Ｐ￣ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ)、β￣ａｃｔｉｎ购自美国

Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎻ辣根过氧化物酶标记的羊抗

兔、羊抗鼠二抗购自北京中杉金桥生物技术有

限公司ꎻ所有引物合成和 ＤＮＡ 序列测定由南京

金斯瑞生物科技有限公司完成ꎮ
１. ２　 细胞培养

复苏细胞ꎬ使其能在含有 １０ μｇ / ｍＬ
浓度的紫杉醇培养液中稳定生长ꎮ
ＭＣＦ￣７ 及 ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 细 胞 株 均 在 含

１０％ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 高糖培养基、３７ ℃、
５％二氧化碳饱和湿度条件下培养ꎬ每
３ ~４ ｄ 传代一次ꎮ 所有实验均采用对

数生长期细胞ꎮ
１. ３　 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和 ＴＭＥＭ２５
干扰片段转染及筛选

取 ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 对数生长期细胞ꎬ用
０. ２５％ 胰蛋白酶消化后离心计数并调

整细胞密度为 ４ × １０５ / ｍＬꎬ接种于六孔

板中ꎬ每孔加细胞悬液 ２ ｍＬꎬ第 ２ 天细

胞贴壁达 ７０％ ~ ８０％ꎮ 分别将浓度为

２０ μｍｏｌ / Ｌ各三个 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３
和 ＴＭＥＭ２５ 干扰片段(表 １)５ μＬ 稀释

于 ２５０ μＬ 无血清培养基中ꎬ用５ μＬ

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 进 行 同 样 稀 释ꎬ 室 温 静 置

５ ｍｉｎꎬ将稀释好的干扰片段与 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００
混匀后再静置 ２０ ｍｉｎꎬ轻柔地加入六孔板中ꎬ筛选

ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和 ＴＭＥＭ２５ 的特异性干扰

片段( ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１ ｓｉＲＮＡ 和 ＴＭＥＭ２５ ｓｉＲＮＡ)ꎮ
相对于非特异性 ｓｉＲＮＡ 的空白对照组ꎬ ｌｎｃＲＮＡ
ＲＰ１１ ｓｉＲＮＡ￣２ 和 ＴＭＥＭ２５ ｓｉＲＮＡ￣２ 的干扰效率均

达到 ５０％ (均 Ｐ < ０. ０１)ꎬ见图 １ꎮ 因此ꎬ采用

ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１ ｓｉＲＮＡ￣２ 和 ＴＭＥＭ２５ ｓｉＲＮＡ￣２ 进行

后续试验ꎮ

表 １　 干扰片段序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

干扰片段

名称
序列(５′➝３′) 　

片段长

度(ｂｐ)

ｌｎｃＲＮＡ
ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３￣１

正义:ＧＣＡＵＧＧＵＣＣＵＡＣＡＧＡＡＡＵＧＴＴ
反义:ＣＡＵＵＵＣＵＧＵＡＧＧＡＣＣＡＵＧＣＴＴ

２１

ｌｎｃＲＮＡ
ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３￣２

正义:ＣＡＧＧＧＵＧＡＡＵＵＡＵＡＧＵＡＣＡＴＴ
反义:ＵＧＵＡＣＵＡＵＡＡＵＵＣＡＣＣＣＵＡＴＴ

２１

ｌｎｃＲＮＡ
ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３￣３

正义:ＧＡＧＣＧＣＡＧＵＵＣＡＡＣＡＧＧＡＡＡＴＴ
反义:ＵＵＵＣＣＵＧＵＵＧＡＣＵＧＣＧＣＵＣＴＴ

２１

ＴＭＥＭ２５￣１ 正义:ＧＣＡＣＣＣＡＵＣＵＣＵＧＡＵＡＵＣＡＴＴ
反义:ＵＧＡＵＡＵＣＵＧＵＧＵＵＧＧＧＵＧＣＴＴ

２１

ＴＭＥＭ２５￣２ 正义:ＧＧＣＵＡＵＡＵＣＵＡＵＣＧＡＧＵＧＵＴＴ
反义:ＡＣＡＣＵＣＧＡＵＡＧＡＵＡＵＡＧＣＣＴＴ

２１

ＴＭＥＭ２５￣３ 正义:ＧＣＡＵＵＵＣＡＣＵＧＧＧＣＵＧＵＡＡＴＴ
反义:ＵＵＡＣＡＧＣＣＣＡＧＵＧＡＡＡＵＧＣＴＴ

２１

　 　 Ａ:ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和 ＴＭＥＭ２５ 的 ｍＲＮＡ 水平ꎻＢ: ＴＭＥＭ２５ 的蛋白表

达. ＳＲ: ＲＰ１１ ｓｉＲＮＡꎻ ＳＴ: ＴＭＥＭ２５ ｓｉＲＮＡ. 与紫杉醇对照组比较ꎬ∗∗Ｐ <０. ０１.
图 １　 三种 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和 ＴＭＥＭ２５ 干扰片段的筛选

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ ａｎｄ ＴＭＥＭ２５ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｓ

６６３ 　 　 　 浙江大学学报(医学版) Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ (Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ)



１. ４　 磺酰罗丹明 Ｂ(ＳＲＢ)染色检测细胞的增殖

活性

用 ０. ２５％胰蛋白酶消化细胞ꎬ调整细胞密度

为 ５ × １０４ / ｍＬꎬ接种于 ９６ 孔板中ꎬ每孔加细胞悬

液 １００ μＬꎬ２４ ｈ 后加入不同浓度的紫杉醇(０、３、
６、９、１２、１５、１８ μｇ / ｍＬ)ꎬ７２ ｈ 后终止培养ꎬ吸出培

养基ꎬ每孔加入 ２００ μＬ １０％ 三氯乙酸ꎬ４ ℃固定

５０ ｍｉｎꎬ双蒸水洗涤五次ꎬ 室温下干燥ꎻ 加入

１００ μＬ ０. ４％ 磺酰罗丹明 Ｂ ( ＳＲＢ) 染液染色

３０ ｍｉｎꎬ１％乙酸溶液洗涤五次后干燥ꎻ每孔加入

１５０ μＬ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 三羟甲基氨基甲烷(Ｔｒｉｓ￣ｂａｓｅ)
溶液ꎬ摇床上剧烈振荡 １５ ｍｉｎꎬ待 ＳＲＢ 染液充分

溶解ꎬ酶标仪检测波长 ５１５ ｎｍ 处的吸光度值ꎮ
１. ５　 实时定量 ＰＣＲ 检测耐药相关基因的 ｍＲＮＡ
表达

取 ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 对数生长期细胞进行实验ꎬ实
验分 为 五 组: 空 白 对 照 组、 紫 杉 醇 对 照 组

(１０ μｇ / ｍＬ 紫 杉 醇 )、 紫 杉 醇 ＋ ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１
ｓｉＲＮＡ 组、紫杉醇 ＋ ＴＭＥＭ２５ ｓｉＲＮＡ 组、联合转染

组 ( 紫 杉 醇 ＋ ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１ ｓｉＲＮＡ ＋ ＴＭＥＭ２５
ｓｉＲＮＡ 组)ꎮ 利用培养基悬浮细胞ꎬ调整细胞密度

为 ４ × １０５ / ｍＬꎬ取 ２ ｍＬ 细胞悬液接种于六孔板

中ꎬ按照实验设计分组进行加药处理ꎮ ＴＲＩｚｏｌ 法
提取总 ＲＮＡꎬ根据逆转录试剂盒说明书进行逆转

录ꎮ 按照 ＳＹＢＲ 荧光定量试剂盒说明书进行

ｍＲＮＡ 表达的定量检测ꎬＰＣＲ 反应体系的反应体

积为 ２０ μＬ:Ｐｒｅｍｉｘ １０ μＬꎬＲＯＸ Ⅱ ０. ４ μＬꎬ上游

引物 ０. ６ μＬꎬ下游引物 ０. ６ μＬꎬｃＤＮＡ ３ μＬꎬ双蒸

水( ｄｄＨ２ Ｏ) ６. ４ μＬꎮ 反应条件:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎬ
９５ ℃变性 ４５ ｓꎬ５７ ℃ 退火３０ ｓꎬ共进行 ４０ 个循

环ꎬ最后 ７２ ℃延伸 ３４ ｓꎮ 每组设三个平行孔ꎬ以
ＧＡＰＤＨ 作为内参ꎬ引物序列见表 ２ꎮ 用 ２ － ΔΔＣＴ法

进行分析ꎬ相关基因表达的 ΔΔＣＴ ＝ ＣＴ 值(实验

组目的基因 － 实验组 ＧＡＰＤＨ) － ＣＴ 值(对照组

目的基因 － 对照组 ＧＡＰＤＨ)ꎮ 结果数据利用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 作图和分析ꎮ
１. ６　 蛋白质印迹法检测蛋白表达

实验分组同上ꎬ４８ ｈ 后用胰蛋白酶消化细

胞ꎬ用预冷 ＰＢＳ 洗涤ꎬ每组加入 ８０ μＬ 蛋白裂解

液充分混匀ꎬ冰上裂解 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ ４ ℃ 离心

１５ ｍｉｎꎬ吸取上清液ꎬ二喹啉甲酸法进行蛋白质定

量分析ꎬ蛋白样品总量为 ２５ μｇꎻ加入 ＳＤＳ 上样缓

冲液ꎬ于９５ ℃煮１５ ｍｉｎꎬ１００ Ｖ、１０％ 十二烷基硫

表 ２　 实时定量 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物

名称
序列(５′→３′)

片段长

度(ｂｐ)

ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 上游:ＣＡＡＣＡＧＧＡＡＣＡＧＣＡＴＧＧＴＣＧ
下游:ＴＧＧＣＴＡＴＣＴＧＡＴＧＣＴＡＡＴＴＴＣＧ

２２６

ＴＭＥＭ２５ 上游:ＣＴＧＣＣＡＣＧＧＧＡＧＡＡＣＡＴＧＴＧＡ
下游:ＡＴＣＴＧＣＣＧＧＴＣＴＧＣＴＧＧＴＴ

２０１

ＭＤＲ１ 上游:ＧＴＡＣＣＣＡＴＣＡＴＴＧＣＡＡＴＡＣＧ
下游:ＣＡＡＡＣＴＴＣＴＧＣＴＧＡＧＴＣＧＡＣ

１５７

ＢＣＲＰ 上游:ＣＴＧＡＣＴＴＴＡＴＣＧＣＴＧＣＴＧＴＧＴ
下游:ＧＡＴＴＧＴＴＣＧＴＣＣＣＴＧＣＴＴＡＧＡＣ

１７６

ＭＲＰ 上游:ＡＣＴＴＣＣＴＣＴＴＡＴＧＴＣＴＧＣＣＧＡＣＡ
下游:ＡＡＧＡＣＴＧＡＡＣＴＣＣＴＴＣＧＴＣＧＴ

２４６

ＧＡＰＤＨ 上游:ＧＣＡＴＧＧＧＴＣＡＧＡＡＧＧＡＴＴＣＣＴ
下游:ＴＣＧＴＣＣＣＡＧＴＴＧＧＴＧＡＣＧＡＴ

１０６

酸钠聚丙烯凝胶电泳 １. ５ ｈꎬ电泳结束后将蛋白转

置甲醇活化后的 ＰＶＤＦ 膜ꎬ５％ 的脱脂奶粉溶于

ＴＢＳ￣Ｔ 中ꎬ封闭 ２ ｈꎻ孵育一抗ꎬ分别加入鼠抗人

β￣ａｃｔｉｎ抗体ꎬ兔抗人 ＴＭＥＭ２５、ＭＲＰ、ＢＣＲＰ、Ｐ￣ｇｐ
抗体(工作浓度１∶ １０００)ꎬ４ ℃ 孵育过夜ꎮ ＴＢＳ￣Ｔ
缓冲液洗涤 ＰＶＤＦ 膜四次ꎬ每次 ８ ｍｉｎꎬＨＲＰ 标记

的羊抗兔、羊抗鼠二抗(１∶ ５０００)３７ ℃孵育 ２ ｈ 后

洗膜ꎬ进行 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 成像系统拍照ꎬＩｍａｇｅ Ｊ 软件分

析实验结果ꎬ每组实验重复三次ꎮ
１. ７　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ １７. ０ 软件进行数据分析ꎬ计量数

据以均数 ± 标准差(ｘ ± ｓ)表示ꎬ两组间差异用 ｔ
检验ꎬ多组样本均数之间差异采用方差分析ꎬＰ <
０. ０５为差异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和 ＴＭＥＭ２５ 在 ＭＣＦ￣７ /
ＰＲ 中的表达

如图 ２ 所示ꎬ相对于 ＭＣＦ￣７ꎬ ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣
７７０Ｊ１. ３ 在 ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 中的表达量升高了约 ５. ８
倍(Ｐ < ０. ０５)ꎬＴＭＥＭ２５ 在 ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 中的表达

量升高了约１１. ４倍(Ｐ < ０. ０１)ꎮ
２. ２　 干扰 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和 ＴＭＥＭ２５ 后

ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 对紫杉醇的敏感性变化

利用 ＳＲＢ 实验检测干扰 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ
１. ３和 ＴＭＥＭ２５ 的表达后 ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 对紫杉醇敏

感性的影响ꎮ 如图 ３ 所示ꎬ相对于 ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 空

白对照组ꎬ紫杉醇对照组的细胞无明显抑制现象ꎻ

７６３李　 钰ꎬ等. 长链非编码 ＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和跨膜蛋白 ２５ 对紫杉醇耐药人乳腺癌细胞株耐药性的影响



　 　 与 ＭＣＦ￣７ 比较ꎬ∗Ｐ < ０. ０５ꎬ∗∗ Ｐ < ０. ０１.
图 ２ 　 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和 ＴＭＥＭ２５ ｍＲＮＡ 在

ＭＣＦ￣７ 和 ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 中的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３
ａｎｄ ＴＭＥＭ２５ ｉｎ ＭＣＦ￣７ ａｎｄ ＭＣＦ￣７ / ＰＲ ｃｅｌｌｓ

　 　 ＰＴＸ ＋ ＳＲ:紫杉醇 ＋ ＲＰ１１ ｓｉＲＮＡ 组ꎻＰＴＸ ＋ ＳＴ:紫杉醇 ＋
ＴＭＥＭ２５ ｓｉＲＮＡ 组ꎻ ＰＴＸ ＋ ＳＲ ＋ ＳＴ:紫杉醇 ＋ ＲＰ１１ ｓｉＲＮＡ ＋
ＴＭＥＭ２５ ｓｉＲＮＡ 组.
图 ３　 不同浓度紫杉醇作用下 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和

ＴＭＥＭ２５ 对 ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 生长抑制的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｏ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ｏｆ ＭＣＦ￣７ / ＰＲ ａｆｔｅｒ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１ ｓｉＲＮＡ ａｎｄ
ＴＭＥＭ２５ ｓｉＲＮＡ

与空白对照组和紫杉醇对照组比较ꎬ紫杉醇 ＋
ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１ ｓｉＲＮＡ 转染组和紫杉醇 ＋ ＴＭＥＭ２５
ｓｉＲＮＡ 转染组在不同紫杉醇浓度作用下 ＭＣＦ￣７ /
ＰＲ 的增殖出现了抑制现象(均 Ｐ < ０. ０５)ꎬ表明干

扰 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ １. ３和ＴＭＥＭ２５的表达可以

提高ＭＣＦ￣７ / ＰＲ对紫杉醇的敏感性ꎬ且以紫杉醇 ＋
ＲＰ１１￣７７０Ｊ １. ３ ｓｉＲＮＡ ＋ ＴＭＥＭ２５ ｓｉＲＮＡ 联合转染

组作用明显ꎮ
２. ３　 干扰 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和 ＴＭＥＭ２５ 对

ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 耐药相关基因表达的影响

如图 ４ 所示ꎬ与空白对照组和紫杉醇对照组

比较ꎬＲＰ１１ ｓｉＲＮＡ 转染组和 ＴＭＥＭ２５ ｓｉＲＮＡ 转染

组耐药相关基因 ＭＲＰ、ＢＣＲＰ 和 ＭＤＲ１ / Ｐ￣ｇｐ 基因

表达下调(均 Ｐ < ０. ０５)ꎬ且以紫杉醇 ＋ ｌｎｃＲＮＡ
ＲＰ１１ ｓｉＲＮＡ ＋ ＴＭＥＭ２５ ｓｉＲＮＡ 联合转染组耐药相

关基因表达下调最为明显(均 Ｐ < ０. ０５)ꎮ 提示干

扰 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和 ＴＭＥＭ２５ 的表达可通

过调控多种耐药相关基因的表达进而影响 ＭＣＦ￣
７ / ＰＲ 对紫杉醇的药物敏感性ꎮ

３　 讨　 论

紫杉醇是当今肿瘤治疗的一线药物ꎬ肿瘤细

胞对紫杉醇耐药性的产生是化疗失败的常见原

因[９]ꎮ 多药耐药的机制十分复杂ꎬｌｎｃＲＮＡ 在调控

多种肿瘤细胞耐药方面的作用受到越来越多的关

注ꎮ 如 Ｔｓａｎｇ 等[１０] 发现 ｌｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 可以诱导

ＭＤＲ１ 的表达ꎬ并且通过调控 ＭＤＲ１ 启动子甲基

化影响肝细胞癌的耐药性ꎮ 多项研究结果显示ꎬ
ｌｎｃＲＮＡ 在乳腺癌细胞的耐药中同样发挥着重要

作用ꎬ如 ｌｎｃＲＮＡ ＵＣＡ１ 通过下调肿瘤抑制因子

Ｐ２７ 的表达促进乳腺癌生长ꎬ沉默 ＵＣＡ１ 可以增

强乳腺癌对三苯氧胺的药物敏感性[１１]ꎻｌｎｃＲＮＡ
ＨＩＦ１Ａ￣ＡＳ２、ｌｎｃＲＮＡ ＡＫ１２４４５４ 与乳腺癌细胞对

紫杉醇耐药有关[１２]ꎻＬｉｕ 等[１３] 发现 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１
超家族通过调控 ｍｉＲ￣１０ａ 的表达影响脑胶质瘤细

胞对替莫唑胺的耐药性ꎮ ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 是

ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１ 超家族的成员ꎬ本研究通过 ＣｈｉＰＢａｓｅ
ｖ２. ０ 软件(ｈｔｔｐ: / / ｒｎａ. ｓｙｓｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ｃｈｉｐｂａｓｅ / )发

现 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 与 ＴＭＥＭ２５ 存在相关性ꎮ
ＴＭＥＭ２５ 是免疫球蛋白超家族的成员ꎬ在神经母

细胞瘤、胃癌和结直肠癌等组织中表达[６]ꎬ与乳

腺癌耐药密切相关[７]ꎮ 本研究通过荧光定量检

测 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和 ＴＭＥＭ２５ 在乳腺癌细

胞株 ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 中的表达水平ꎬ初步探讨两者在

ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 中异常表达对紫杉醇敏感性的影响ꎮ
本研究结果显示ꎬ紫杉醇耐药 ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 中

ｌｎＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和 ＴＭＥＭ２５ 表达水平明显

高于紫杉醇敏感的 ＭＣＦ￣７ 细胞ꎮ 通过干扰技术

下调 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和 ＴＭＥＭ２５ 的表达后

发现ꎬｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和 ＴＭＥＭ２５ 表达水平

的下降可增加 ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 对紫杉醇的敏感性ꎬ并且

联合干扰两者表达的耐药细胞株对紫杉醇的敏感

性更高ꎮ 为进一步研究 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３和

ＴＭＥＭ２５ 调控乳腺癌细胞对紫杉醇耐药的相关分

子生物学机制ꎬ本研究对 ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 中耐药基因

ＭＲＰ、ＢＣＲＰ、ＭＤＲ１ / Ｐ￣ｇｐ 的相对表达量进行了检

测ꎮ ＭＲＰ、ＢＣＲＰ、ＭＤＲ１ 是研究较多的 ＡＴＰ 结合盒

(ＡＢＣ)转运蛋白ꎬ它们通过药物泵作用将抗癌药物

转运出细胞[１４]ꎮ 研究发现ꎬ许多发生耐药的肿瘤

８６３ 　 　 　 浙江大学学报(医学版) Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ (Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ)



　 　 Ａ:ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 中紫杉醇耐药相关基因的 ｍＲＮＡ 表达ꎻＢ:ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 中紫杉

醇耐药相关基因的蛋白表达. ＳＲ: ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１ ｓｉＲＮＡꎻ ＳＴ: ＴＭＥＭ２５ ｓｉＲＮＡꎻ
ＰＴＸ ＋ ＳＲ:紫杉醇 ＋ ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１ ｓｉＲＮＡ 组ꎻＰＴＸ ＋ ＳＴ:紫杉醇 ＋ ＴＭＥＭ２５ ｓｉＲＮＡ
组ꎻＰＴＸ ＋ ＳＲ ＋ ＳＴ:紫杉醇 ＋ ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１ ｓｉＲＮＡ ＋ ＴＭＥＭ２５ ｓｉＲＮＡ 组. 与空白对

照组和紫杉醇对照组比较ꎬ∗Ｐ < ０. ０５ꎻ∗∗Ｐ < ０. ０１ꎻ与 ＰＴＸ ＋ ＳＲ 组、ＰＴＸ ＋ ＳＴ 组

比较ꎬ＃Ｐ < ０. ０５.
图 ４　 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和 ＴＭＥＭ２５ 对 ＭＣＦ￣７ / ＰＲ 耐药相关基因

表达的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ＭＣＦ￣７ / ＰＲ
ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１ ｓｉＲＮＡ ａｎｄ ＴＭＥＭ２５ ｓｉＲＮＡ

组织均高表达 ＢＣＲＰꎬ如乳腺癌[１５]、肺癌[１６]、急性

髓性白血病[１７] 等ꎮ 我们前期研究已证实ꎬ相对于

ＭＣＦ￣７ 细胞ꎬＭＣＦ￣７ / ＰＲ 中耐药基因 ＭＲＰ、ＢＣＲＰ、
ＭＤＲ１ / Ｐ￣ｇｐ 表达量增加ꎬ而调控 ＭＤＲ１ 及其编码

产物 Ｐ￣ｇｐ 的表达可能会逆转乳腺癌细胞对紫杉醇

耐药[１８]ꎮ 本研究发现ꎬ干扰 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３
和 ＴＭＥＭ２５ 导致 ＭＲＰ、ＢＣＲＰ 和 ＭＤＲ１ / Ｐ￣ｇｐ 表达

水平降低ꎬ说明 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和 ＴＭＥＭ２５
可以通过调控耐药相关基因的表达ꎬ从而影响乳腺

癌细胞对紫杉醇的药物敏感性ꎮ
综上所述ꎬｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和 ＴＭＥＭ２５

在对紫杉醇耐药的人乳腺癌细胞株中表达异常升

高ꎬ下调两者可以调控耐药相关基因 ＭＲＰ、ＢＣＲＰ、
ＭＤＲ１ / Ｐ￣ｇｐ 的表达ꎬ进而增强耐药细胞对紫杉醇

的敏感性ꎬ提示高表达 ｌｎｃＲＮＡ ＲＰ１１￣７７０Ｊ１. ３ 和

ＴＭＥＭ２５ 可能与乳腺癌患者紫杉醇治疗失败有关ꎬ
两者有望成为逆转人乳腺癌细胞对紫杉醇耐药的

研究靶点ꎬ为临床乳腺癌治疗提供新的思路ꎮ
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学术动态

陈忠教授团队解析缺血性卒中患者神经细胞线粒体

自噬的分子生物学机制

２０１７ 年 ８ 月 １８ 日ꎬ浙江大学药学院陈忠教授团队在«自噬»(Ａｕｔｏｐｈａｇｙ)杂志发表了线粒体自噬研究方面的最新成

果论文 “ ＢＮＩＰ３Ｌ / ＮＩＸ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｍｉｔｏｐｈａｇｙ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｏｆ ＰＡＲＫ２ ” ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｔａｎｄｆｏｎｌｉｎｅ. ｃｏｍ / ｄｏｉ / ｆｕｌｌ / １０. １０８０ / １５５４８６２７. ２０１７. １３５７７９２)ꎬ首次明确了缺血性卒中患者神经细胞线粒体外膜蛋白 Ｎｉｘ
在脑缺血复灌过程中介导线粒体自噬的重要作用ꎬ为今后脑缺血损伤干预提供潜在靶点ꎮ

陈忠教授团队前期工作发现ꎬ缺血后脑血流复灌过程可以通过线粒体自噬ꎬ即激活神经元损伤线粒体的自噬性清

除ꎬ而减少神经元损伤ꎮ 有学者认为ꎬＥ３ 泛素化连接酶 Ｐａｒｋｉｎ 是介导线粒体自噬的主要蛋白ꎮ 但是陈忠教授团队发现

Ｎｉｘ 可能在线粒体自噬过程中发挥了重要作用ꎬ而并非 Ｐａｒｋｉｎꎮ Ｎｉｘ 可介导红细胞发育过程中的线粒体清除ꎬ学术界普遍

认为 Ｎｉｘ 的作用是生理而非病理性的ꎮ 该研究发现在脑缺血复灌过程中ꎬＮｉｘ 可以通过一种 Ｐａｒｋｉｎ 非依赖的途径介导线

粒体自噬ꎬ在此基础上首次发现 Ｎｉｘ 的第 ８１ 位丝氨酸是一个新的磷酸化位点ꎬ其磷酸化激活了 Ｎｉｘ 介导线粒体自噬ꎬ并
发挥神经保护作用ꎮ Ｎｉｘ 在病理过程中介导线粒体自噬的作用可加深对 Ｎｉｘ 生物学功能的认识ꎮ

论文第一作者为博士研究生袁扬和郑艳榕ꎬ共同通讯作者兼共同第一作者为张翔南副教授ꎮ 该研究获得了国家自

然科学基金以及浙江省自然科学基金的资助ꎮ

０７３ 　 　 　 浙江大学学报(医学版) Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ (Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ)


