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荧光素酶基因标记乳腺癌细胞系鉴定

王　明　崔红霞　刘吉成

摘　要　目的　利用三阴性人乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞，对稳定表达荧光素酶的细胞系 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－Ｌｕｃ进行功

能评价及鉴定。方法　构建荧光素酶的 ＨＩＶ慢病毒载体，体外感染乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞，经嘌呤霉素筛选后得到稳定表

达的细胞系，采用 ＭＴＴ法，利用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭模型，应用伤口愈合细胞划痕实验评价细胞增殖、侵袭和转移能力。结果　利用慢

病毒转染的 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞能稳定表达荧光素酶，与亲本细胞相比，细胞的增殖、侵袭、迁移能力无显著影响（Ｐ＞０．０５）。

结论　慢病毒感染乳腺癌细胞能稳定表达荧光素酶，对 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞的增殖、侵袭、转移能力无明显影响，为后续的小动

物活体成像实验提供细胞模型。
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　　三阴性乳腺癌（ＴＮＢＣ）是指雌激素受体（ＥＲ）、
孕激素受体（ＰＲ）及人类上皮细胞生长因子受体 ２
（ＨＥＲ２）均无表达的一类乳腺癌，其临床发病年龄
小、预后差、生存率低，缺乏有效的治疗手段，在学术

界受到广泛关注
［１］
。三阴性乳腺癌容易出现肺转移

和肝转移，这可能是导致三阴性乳腺癌预后较差的重

要原因
［２］
。由于三阴性乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１具有

高转移能力，常在基础研究中作为研究侵袭转移的很

好的细胞工具。本实验中以 ＨＩＶ病毒作为载体，建
立人乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１稳定表达荧光素酶细胞
系，研究此细胞模型的增殖能力，侵袭及迁移能力等

生物学行为否有影响，为后续的小动物活体成像实验

提供细胞模型。

材料和方法

１．细胞：人乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞，购于中
科院上海细胞库。

２．主要试剂：胎牛血清（ＦＢＳ）、人工基质胶 Ｍａｔｒｉ
ｇｅｌ购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。Ｌ－１５培养基、ＭＴＴ购自 Ｓｉｇ
ｍａ公司。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自 Ｃｏｓｔａｒ公司。

３．慢病毒载体的包装及收集：病毒包装，２９３Ｔ细
胞接种至 １５ｃｍ培养皿中，３７℃、５％ＣＯ２培养过夜。
取离心管，加入 １．５ｍｌ无血清 ＤＭＥＭ，按比例加入穿
梭质粒包装质粒，混匀，另取５ｍｌ离心管，加 １．５ｍｌ无
血清 ＤＭＥＭ和３００μｌＲＮＡｉ－Ｍａｔｅ，混匀，室温放置 ５
分钟后将两管混合，室温放置 ２０ｍｉｎ。弃去培养皿中
培养液，加入 ８ｍｌ无血清的 ＤＭＥＭ培养液。将转染
混合物逐滴加入培养皿中，培养箱中温育 ６ｈ。吸弃
转染液，加入１８ｍｌ含１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养液。继
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续培养７２ｈ。病毒收集，上清液吸到 ５０ｍｌ离心管中，
４℃、４０００ｒ／ｍｉｎ，离心４ｍｉｎ。低速离心后，上清液倒入
５０ｍｌ注射器内，过滤器过滤。４℃、２００００ｒ／ｍｉｎ，离心
２ｈ。收集上清，－８０℃保存。

４．细胞转染及稳定细胞系的建立：取对数期
ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞，接种至２４孔板，２４ｈ后细胞融
合度为 ４０％ ～６０％时用于病毒转染。病毒滴入，并
加入 Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ（１０μｇ／ｍｌ），１２ｈ换液。用嘌呤霉素
２μｇ／ｍｌ抗性筛选 ８周。稳转细胞记做 ＭＤＡ－ＭＢ－
２３１－Ｌｕｃ。

５．ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－Ｌｕｃ体外荧光素酶活性检
测：取对数生长期的 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－Ｌｕｃ细胞消
化、计数后，调整细胞浓度。按等比稀释法设 １×
１０５、５×１０４、２．５×１０４、１．２５×１０４、０．６２５×１０４、０．３１３
×１０４、０．１５６×１０４、０．０７８×１０４、０．０３９×１０４、０．０２×
１０４个／毫升１０个浓度。每个浓度取１００μｌ加入不透
明的９６孔板中，每组设３个复孔。每孔加 ２０μｌ细胞
裂解液，再加入１００μｌ荧光素酶底物，检测发光情况。

６．绘制细胞生长曲线：采用 ＭＴＴ法测定 ＭＤＡ－
ＭＢ－２３１和 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－Ｌｕｃ细胞的增殖情况
并绘制生长曲线。

７．细胞与 Ｍａｔｒｉｇｅｌ黏附实验：Ｍａｔｒｉｇｅｌ包被 ９６孔
板，放置 ３７℃成胶 ３０ｍｉｎ，弃上清，加 １％ＢＳＡ封闭
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗板 ３次待用。每孔加 ２．５×１０４细胞，
培养箱中黏附３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗去未黏附的细胞，０．１％
结晶紫染色，显微镜下记录５个视野细胞数。

８．细胞侵袭力实验：用 Ｍａｔｒｉｇｅｌ包被 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室底部膜的内表面，培养箱成胶 ３０ｍｉｎ，按每孔 １×
１０５细胞重悬于 １００μｌ１％血清培养基中，加入到上
室，下室加６００μｌ含１０％血清的培养基，培养 ２４ｈ。取
出小室，用棉签擦去上室细胞，穿过膜的细胞浸泡在甲

醇中固定 ３０ｍｉｎ，风干后 ０．１％的结晶紫染色 ３０ｍｉｎ，
ＰＢＳ冲洗３次，显微镜下记录５个视野细胞数。

９．伤口愈合细胞划痕实验：取２４孔板，用 ｍａｒｋｅｒ
笔在板底均匀画横线，作为标记。每孔加 ５×１０５个
细胞，细胞贴壁后，用枪头垂直于背后的横线划痕，用

ＰＢＳ洗去划掉的细胞，加入 １％血清的培养基培养，
２４、４８ｈ镜下拍照。通过测定各划痕在对应的时间上
的宽度计算细胞迁移的距离。计算公式：细胞迁移距

离 ＝１／２（０ｈ划痕宽度 －各时间点划痕宽度）。
１０．统计学方法：用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行结

果分析。计量资料均以均数（ｘ±ｓ）表示，采用 ｔ检
验，对于重复测量数据采用重复测量方差分析，以 Ｐ

＜０．０５为差异有统计学意义。
结　　果

１．细胞荧光素酶表达情况：ＭＤＡ－ＭＢ－２３１转
染后荧光素酶活性较高，细胞经等比稀释后，荧光素

酶的荧光值与细胞个数呈良好的相关性（图１）。

图 １　ＭＤＡ－ＭＢ－２３１和 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－Ｌｕｃ的

荧光素酶活性与细胞数的相关性

　

２．细胞增殖情况：采用 ＭＴＴ法测 ＭＤＡ－ＭＢ－
２３１和 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－Ｌｕｃ细胞 ５天的生长情况。
结果如图 ２，ＭＤＡ－ＭＢ－２３１与 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－
Ｌｕｃ细胞生长趋势基本一致，差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。

图 ２　ＭＤＡ－ＭＢ－２３１与 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－Ｌｕｃ的

生长曲线

　

３．ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－Ｌｕｃ与 Ｍａｔｒｉｇｅｌ黏附能力的
影响：ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－Ｌｕｃ与 Ｍａｔｒｉｇｅｌ黏附 ３０ｍｉｎ
后，ＰＢＳ洗去未黏附的细胞，结晶紫染色，计算 ５个视
野的细胞数，ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞数为 １００、１０５、
１００、１０９、１１１个；ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－Ｌｕｃ细胞数为９５、
９８、１０１、１００、９２个。如图３，ＭＤＡ－ＭＢ－２３１与 ＭＤＡ
－ＭＢ－２３１－Ｌｕｃ黏附的细胞差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。

４．ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－Ｌｕｃ侵袭能力的影响：细胞侵
袭是肿瘤转移发生的基本步骤，利用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实
验检测肿瘤细胞对细胞外基质的侵袭能力，差异无统

计学意义（Ｐ＞０．０５），如图４所示。
　　５．ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－Ｌｕｃ迁移运动能力的影响：
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图 ３　ＭＤＡ－ＭＢ－２３１与 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－Ｌｕｃ的黏附能力比较（×１００）
　

图 ４　ＭＤＡ－ＭＢ－２３１与 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－Ｌｕｃ侵袭能力的比较（×１００）
　

划痕实验显示，划线０ｈ后边缘整齐，２４ｈ后细胞开始
向线内生长且边缘不整齐，４８ｈ后 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１
和 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－Ｌｕｃ划线两侧细胞大部分已经
开始融合，ＭＤＡ－ＭＢ－２３１和 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－Ｌｕｃ
的２４ｈ迁移距离为 ２５０．４１±３．８２μｍ，４８ｈ迁移距离
为９４．６１±４．０７μｍ，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），
结果如图５。

图 ５　ＭＤＡ－ＭＢ－２３１与 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－Ｌｕｃ的

迁移能力比较（×４０）

　

讨　　论
乳腺癌是全世界女性常见的恶性肿瘤之一，发生

率呈逐年增高的趋势，严重威胁女性健康
［３］
。三阴

性乳腺癌是一类特殊类型的乳腺癌，具有不同的分子

病理及基因亚型，遗传多样性则导致该类患者对药物

治疗的反应存在很大的差异性；病理类型以浸润性导

管癌为主等特点，患者容易较早发生局部复发和远处

转移，这也是三阴性乳腺癌患者治疗失败及死亡的主

要原因
［４，５］
。所以在肿瘤侵袭转移实验中，常以三阴

性乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１为工具细胞进行研究。
目前，基因治疗中转入基因的载体大体上可以分

为病毒载体和非病毒载体两大类。然而，慢病毒载体

是近年来迅速发展起来的基因载体，具有高效、稳定

的特点，常用于科研实验中
［６］
。慢病毒属于反转录

病毒科，为 ＲＮＡ病毒，通过病毒衣壳蛋白与细胞膜上
的特异受体结合而进入易感靶细胞

［７，８］
。对分裂和

非分裂的细胞均具有很强的感染力，能承载大片段的

外源基因，并且基因在感染细胞中能稳定表达，转给

子代细胞，宿主免疫反应小等特点
［９］
。所以本次实

验采用慢病毒作为基因转运载体。

在肿瘤转移复杂的过程中，原发灶瘤细胞要突破

基膜侵入间质，在间质中移行并接触脉管，突破血管

血管内皮及其下基膜进入血流，在血中存活的细胞到

达远端器官，在组织中存活、增殖，形成转移灶
［１０］
。

所以细胞与细胞外基质的黏附、侵袭和迁移运动是转

移到远处器官的关键步骤
［１１］
。本研究采用了高转移

能力的人乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞作为研究模
型，通过慢病毒感染法将荧光素酶基因转入细胞内，

来探索荧光素酶对细胞本身的行为学性质是否有影

响，为后续的小鼠活体成像实验提供了理论基础。本

实验通过 ＭＴＴ法测定细胞生长曲线，利用与组织相

·７３·
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似的人工重组基膜 Ｍａｔｒｉｇｅｌ作为黏附基质，检测了细
胞的侵袭能力，利用伤口愈合细胞划痕实验检测了迁

移运动能力，实验结果表明荧光素酶在细胞内能够稳

定表达，且对细胞本身的生物学行为差异无统计学意

义（Ｐ＞０．０５）。此稳定转染细胞系的构建为今后的
细胞功能学研究提供了基础。
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