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转录因子 Ｒｕｎｘ２对人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞
上皮间充质转化能力的影响
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　　［摘　要］　目的：建立稳定敲减 Ｒｕｎｔ相关转录因子２（Ｒｕｎｘ２）表达的人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞系，探讨
Ｒｕｎｘ２对ＭＤＡＭＢ２３１细胞上皮间充质转化（ＥＭＴ）、转移和侵袭能力的影响。方法：利用ＬＶＲｕｎｘ２ＲＮＡｉ慢病毒
载体感染ＭＤＡＭＢ２３１细胞，构建稳定低表达 Ｒｕｎｘ２的 ＭＤＡＭＢ２３１细胞株，检测比较 Ｒｕｎｘ２表达水平对 ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞的形态及Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、βｃａｔｅｎｉｎ和基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）蛋白表达的影响。侵袭实验
和软琼脂集落形成实验分析比较抑制 Ｒｕｎｘ２表达对乳腺癌细胞侵袭和非锚定生长能力的效应。结果：Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
蛋白表达在敲减Ｒｕｎｘ２表达的ＭＤＡＭＢ２３１细胞中明显高于常规ＭＤＡＭＢ２３１细胞（Ｐ＜００５），而 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、β
ｃａｔｅｎｉｎ和ＭＭＰ９蛋白表达在敲减Ｒｕｎｘ２表达的ＭＤＡＭＢ２３１细胞中明显低于常规ＭＤＡＭＢ２３１细胞（Ｐ＜００５）。
敲减Ｒｕｎｘ２表达的ＭＤＡＭＢ２３１细胞侵袭和非锚定生长能力明显低于常规ＭＤＡＭＢ２３１细胞（Ｐ＜００５）。结论：
在人乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞中抑制Ｒｕｎｘ２表达可以通过调控ＥＭＴ相关蛋白的表达进而抑制乳腺癌细胞的ＥＭＴ
过程，从而对细胞的侵袭和转移起负调控作用。

　　［关键词］　乳腺癌；肿瘤转移；上皮间充质转化；Ｒｕｎｔ相关转录因子２
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　　乳腺癌是影响全球女性最普遍的肿瘤之一，乳
腺癌远处转移引起显著的病死率［１］。据统计，２０１５
年美国报告的女性浸润性乳腺癌病例数为２３１８４０
例，其中４０２９０例死亡［２］。乳腺癌侵袭性转移的机

制有很多，但近期大多数研究结果表明，在乳腺癌的

侵袭性转移过程中乳腺癌细胞上皮间充质转化
（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）起重要作
用［３５］。肿瘤细胞发生 ＥＭＴ时细胞形态由上皮细胞
形态变成梭形间充质细胞形态，细胞与细胞之间的

黏附和极性丧失，并且伴有上皮型钙黏蛋白（Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ）表达降低，神经型钙黏蛋白（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）和波
形蛋白（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）表达增加，迁移和侵袭能力增加，
加强了原发肿瘤的传播［６］。肿瘤细胞 ＥＭＴ的发生
是由细胞、分子和肿瘤微环境共同参与的过程，不同

的信号通路如转化生长因子 β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）、Ｎｏｔｃｈ和Ｗｎｔ信号均可诱导 ＥＭＴ，
它们的活性影响 ＥＭＴ相关转录因子的表达［７］。大

量证据表明乳腺癌是一种侵袭性肿瘤，具有较高的

ＥＭＴ相关的转移能力［８］，探讨ＥＭＴ的发生机制对于
了解乳腺癌侵袭转移机制具有重要作用。

　　Ｒｕｎｔ相关转录因子２（Ｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ２，Ｒｕｎｘ２）是一种成骨细胞和骨组织形成的关
键转录因子［９］，它通过结合成骨细胞特异性元件 ２
（ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓｐｅｃｉｆｉｃｅｌｅｍｅｎｔ２，ＯＳＥ２）调控几种与骨基
质重建有关基因的表达［１０１１］。Ｒｕｎｘ２及其靶基因在
乳腺癌组织中高度表达，并且在乳腺癌骨转移中起

着重要作用［１２］。由于肿瘤的转移是一个源于 ＥＭＴ
使肿瘤细胞从其起源部位形成多步骤的扩散过程，

而 ＥＭＴ的发生使上皮细胞失去与周围环境的联系
并获得一种间充质表型，协助肿瘤细胞从起源部位

进入血液循环并迁移到远处的器官［１３１４］，那么

Ｒｕｎｘ２是否能够通过发生ＥＭＴ使得乳腺癌细胞突破
基底膜、定植到骨，从而引起乳腺癌的骨转移？为了

明确Ｒｕｎｘ２与乳腺细胞ＥＭＴ的关系，我们用ＲＮＡ干
扰技术建立了稳定敲减 Ｒｕｎｘ２表达的高侵袭转移性
乳腺癌细胞系ＭＤＡＭＢ２３１，观察比较了该细胞株的
ＥＭＴ相关表型和细胞侵袭转移能力的改变，现将研
究结果报告如下。

材　料　和　方　法

１　主要细胞、试剂
人乳腺癌细胞株ＭＤＡＭＢ２３１由美国合作实验

室引进，用含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基（Ｇｉｂ
ｃｏ）培养。Ｒｕｎｘ２ＲＮＡ干扰慢病毒（上海吉凯基因化
学有限公司）；胎牛血清（天津康源生物技术公司）；

嘌呤霉素（Ｓｉｇｍａ）；ＴＲＩｚｏｎＲｅａｇｅｎｔ（康为世纪生物科
技有限公司）。ＰＣＲ扩增仪（Ｂｉｏｍｅｔｒａ）；荧光倒置显
微镜（ＺＥＩＳＳ）；细胞培养箱和酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ）；琼脂
糖凝胶电泳仪（ＢｉｏＲａｄ）；凝胶成像仪 ＦｌｕｏｒＣｈｅｍ（上
海晶檀生物有限公司）。

２　主要方法
２．１　Ｒｕｎｘ２基因 ＲＮＡ干扰慢病毒载体的构建及包
装　由上海吉凯基因化学技术有限公司以 ＧＶ２４８为
载体，根据人 Ｒｕｎｘ２基因序列（ＮＭ＿００１０２４６３０）设计
并合成 ３条靶向短发夹 ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ，
ｓｈＲＮＡ）序列 ［ｓｈＲＮＡ１（５’ＴＡＣＣＴＡＴＣＡＣＡＧＡＧ
ＣＡＡＴＴ３’）、ｓｈＲＮＡ２ （５’ＣＡＧＴＧＡＴＴＴＡＧＧＧＣＧ
ＣＡＴＴ３’）和 ｓｈＲＮＡ３（５’ＧＣＡＣＴＣＣＡＴＡＴＣＴＣＴＡＣ
ＴＡ３’）］及１条阴性对照（ｃｏｎｔｒｏｌ）ｓｈＲＮＡ序列（５’
ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ３’），并以此构建并包装
３种慢病毒载体及空载慢病毒载体。
２．２　慢病毒感染　感染前一天将正常对数生长期
的ＭＤＡＭＢ２３１细胞用１ｍＬ０２５％胰蛋白酶消化１
ｍｉｎ后，离心，计数，按每孔细胞以５×１０４个接种于
２４孔板中，当细胞融合度达到４５％ 时开始病毒感
染。病毒的 ＭＯＩ值为１０（病毒滴度为１×１０７）感染
效果最佳。弃去原培养基，将４４０μＬＤＭＥＭ＋１０μＬ
Ｒｕｎｘ２ｓｈＲＮＡ＋５０μＬｐｏｌｙｂｒｅｎｅ加入１５ｍＬＥＰ管
混匀后加入相应的孔中。１２ｈ后，将培养基换成含
１０％ 胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基。培养７２ｈ后，荧光
显微镜下观察细胞荧光表达。接着用浓度为 ０５
ｍｇ／Ｌ的嘌呤霉素筛选，挑单个细胞克隆，进行扩大
培养，建立低表达 Ｒｕｎｘ２的稳定的 ＭＤＡＭＢ２３１细
胞系。

２３　基因表达检测　ＲＴＰＣＲ检测稳定敲减 Ｒｕｎｘ２
表达的ＭＤＡＭＢ２３１细胞中Ｒｕｎｘ２的ｍＲＮＡ表达水
平。Ｒｕｎｘ２的上游引物序列为 ５’ＣＣＧＧＡＡＴＧＣ
ＣＴＣＴＧＣＴＧＴＴＡＴＧＡ３’，下游引物序列为 ５’ＡＣＴ
ＧＡＧＧＣＧＧＴＣＡＧＡＧＡＡＣＡＡＡＣＴ３’（２３８ｂｐ）；βａｃｔｉｎ
的上游引物序列为 ５’ＡＣＴＧＧＴＣＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＴＡ
ＣＡＧＣ３’，下游引物序列为５’ＡＣＡＧＧＡＡＧＴＣＣＣＴＴ
ＧＣＣＡＴＣ３’。对数生长期细胞弃去原培养基，每小
皿加入１ｍＬＴＲＩｚｏｎＲｅａｇｅｎｔ，枪头反复吹打裂解细胞
后移入１５ｍＬＥＰ管，分次加入氯仿、异丙醇和７５％
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ＤＥＰＣ无水乙醇，提取 ＲＮＡ。取适量 ＲＮＡ进行逆转
录，逆转录体系为：ｔｅｍｐｌａｔｅＲＮＡ３μｇ，Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）
ｐｒｉｍｅ１μＬ，加入ＤＥＰＣ水至总体积为１２μＬ；混匀，
金属浴６５℃ ５ｍｉｎ后，加入５×ｒｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ４μＬ、
ＲｉｂｏＬｏｃｋＲＮａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（２０Ｕ）１μＬ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰＭｉｘ２μＬ和ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＭＭｕＬＶＲＴ（２００Ｕ）１
μＬ，混匀，总体积为 ２０μＬ。反应条件为：４２℃ ６０
ｍｉｎ、７０℃ ５ｍｉｎ。ＰＣＲ体系为：２×ＥｓＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ
１２５μＬ，１×ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ１μＬ，ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ１
μＬ，ｔｅｍｐｌａｔｅＤＮＡ２μＬ，ＤＥＰＣ水８５μＬ，总体积２５
μＬ。反应条件为：预变性 ９４℃２ｍｉｎ；变性９４℃３０
ｓ，退火 ５８℃ ３０ｓ，延伸 ７２℃ ３０ｓ，３０个循环，终延
伸 ７２℃ ２ｍｉｎ。取ＰＣＲ产物进行凝胶电泳，凝胶成
像仪拍片，计算不同条带灰度值，不同组间进行比

较。

２４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｒｕｎｘ２和ＥＭＴ相关蛋白的表
达　收集对数生长期细胞，ＲＩＰＡ裂解提取总蛋白、
ＳＤＳＰＡＧＥ分离及转膜、封闭及 Ｉ抗（１∶１０００）孵育
过夜、次日ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，再加入ＩＩ抗
（１∶５０００），摇床上室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，每
次１０ｍｉｎ。化学发光检测，并测定灰度值。
２５　细胞侵袭实验　实验前进行细胞饥饿处理１２
ｈ。提前将基质胶于冰上融化成液态，将１５０μＬ无
血清的ＤＭＥＭ培养基和５０μＬ的基质胶混匀。每个
小室上室均匀铺３０μＬ稀释的基质胶后，将小室置
于２４孔板里于孵箱中３０ｍｉｎ，使胶凝固。取处于对
数生长期的细胞，胰酶消化并离心，制成单细胞悬

液，调整浓度至１×１０９／Ｌ。待小室的胶凝固后，每组
细胞设２个复孔，每孔３×１０５ｃｅｌｌｓ，小室上室无血清
的ＤＭＥＭ培养体系每孔２００μＬ，加入相应体积的细
胞悬液，下室加 ５００μＬ完全的 ＤＭＥＭ培养基。将
２４孔板置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ后，
收板。弃去上室培养液，棉签轻擦去上室中未穿过

膜的细胞。加４％多聚甲醛结晶紫固定并染色２ｈ
后。ＰＢＳ清洗上室 ３次，室温干燥后，显微镜下观
察、拍摄图片，每孔随机选取５个视野拍照并计数。
实验重复３次。
２６　软琼脂集落形成实验　实验前将水浴锅设置
为６０℃（维持琼脂糖胶呈液态），按 １∶１比例使
１２％的琼脂糖和２×ＤＭＥＭ完全培养基（含２０％ 胎
牛血清和２％青、链霉素）充分混合制备下层胶，每孔
取１５ｍＬ铺于６孔板中（枪头稍留点，不全打完，避
免产生气泡），封口膜封板，于平整冰面上冷却凝固

（约４５ｍｉｎ）。在等待下层胶凝固的时间中，取对数
生长期的细胞，胰酶消化离心，制成细胞悬液，调整

细胞浓度至１×１０７／Ｌ。铺上层胶，每孔３０００ｃｅｌｌｓ，
每组细胞设 ２个复孔，取 ９００μＬ细胞悬液加入到
６００μＬ２×ＤＭＥＭ完全培养基中混匀，再加１５ｍＬ
０７％的琼脂糖，充分混匀后取 １ｍＬ后注入铺有
１２％琼脂糖底层平皿中。冷却凝固后，加入 １ｍＬ
ＤＭＥＭ完全培养基，保持琼脂的湿润度。置入 ３７
℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养１４ｄ。收板，显微镜下观
察、拍摄图片，每孔随机选取５个视野拍照并计数。
实验重复３次。
３　统计学处理
　　用 ＳＰＳＳ１６０统计软件进行统计分析。计量资
料以均数±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示。多组间比较
采单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ
校正的ｔ检验进行各组间均数的两两比较。以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。

结　　果

１　成功建立Ｒｕｎｘ２表达抑制的乳腺癌细胞系
　　慢病毒转染７２ｈ后，在荧光显微镜下观察细胞
荧光表达，并用嘌呤霉素筛选２～３周，直至荧光倒
置显微镜下观察所有的细胞均能够稳定表达ＧＦＰ荧
光时，说明成功建立了稳定敲低 Ｒｕｎｘ２表达的细胞
株，见图１。敲低Ｒｕｎｘ２表达的ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌
细胞株（Ｒｕｎｘ２ｓｈＲＮＡ３）中 Ｒｕｎｘ２的 ｍＲＮＡ和蛋白
含量明显低于常规ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞和转染
慢病毒阴性载体的 ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞（Ｐ＜
００５），提示在本实验中 Ｒｕｎｘ２ｓｈＲＮＡ３组干扰效率
好，并应用于后续实验中；未转染（ｃｏｎｔｒｏｌ）组和阴性
对照（ＮＣ）组的差异无统计学显著性，见图２。
２　敲减Ｒｕｎｘ２表达抑制乳腺癌细胞ＥＭＴ过程
　　与正常 ＭＤＡＭＢ２３１细胞相比，敲减 Ｒｕｎｘ２表
达的 ＭＤＡＭＢ２３１细胞呈多边形，细胞之间变得更
加紧密，呈现上皮样改变，这一现象提示敲减 ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞中Ｒｕｎｘ２的表达可能抑制ＥＭＴ过程，促
使细胞发生间充质细胞上皮化，见图３Ａ；随后我们
采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同组中ＥＭＴ相关标志物 Ｅ
ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、βｃａｔｅｎｉｎ和基质金属蛋白酶 ９
（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９，ＭＭＰ９）的蛋白表达，结
果显示敲减 Ｒｕｎｘ２表达的 ＭＤＡＭＢ２３１细胞中 Ｅ
ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白明显高于常规 ＭＤＡＭＢ２３１细胞和转
染慢病毒阴性载体的 ＭＤＡＭＢ２３１细胞（Ｐ＜
００５），未转染组和阴性对照组的差异无统计学显著
性，见图３Ｂ；敲减 Ｒｕｎｘ２表达的 ＭＤＡＭＢ２３１细胞
的Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、βｃａｔｅｎｉｎ和 ＭＭＰ９蛋白水平明显低
于常规ＭＤＡＭＢ２３１细胞和转染慢病毒阴性载体的
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Ｆｉｇｕｒｅ１．ＫｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＲｕｎｘ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓ（×２００）．
图１　建立稳定表达ＧＦＰ荧光的乳腺癌细胞系

Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲｕｎｘ２ｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｉｎＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
ＲＴＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ａ：ｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲｕｎｘ２ｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｉｎＲｕｎｘ２ｓｈＲＮＡ３ｇｒｏｕｐ；Ｂ：ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲｕｎｘ２ｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｉｎＲｕｎｘ２ｓｈＲＮＡ３ｇｒｏｕｐ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐａｎｄＮＣｇｒｏｕｐ．

图２　成功建立Ｒｕｎｘ２表达抑制的乳腺癌细胞系
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ＭＤＡＭＢ２３１细胞（Ｐ＜００５），未转染组和阴性对照 组的差异无统计学显著性，见图３Ｂ。

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＭｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｏｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲｕｎｘ２．Ａ：ｔｈｅｃｅｌｌｍｏｒ
ｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｕｎｄｅｒｒｅｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×２００）；Ｂ：ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲｕｎｘ２ａｎｄｔｈｅ
ＥＭＴｍａｒｋｅｒｓＥｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ，βｃａｔｅｎｉｎａｎｄＭＭＰ９ｉｎｔｈｅＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｍｅａｎ±
ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＮＣｇｒｏｕｐ．

图３　Ｒｕｎｘ２低表达抑制乳腺癌细胞ＥＭＴ过程

３　抑制Ｒｕｎｘ２表达可以抑制高侵袭转移性乳腺癌
细胞的侵袭能力

　　通过以上研究我们发现，下调 Ｒｕｎｘ２的表达可
致ＭＤＡＭＢ２３１细胞的 ＥＭＴ也受到抑制，因此我们
进一步检测了敲减Ｒｕｎｘ２表达后细胞的侵袭转移能
力是否也受到了抑制。通过细胞侵袭实验，我们发

现敲低 Ｒｕｎｘ２表达的 ＭＤＡＭＢ２３１细胞与正常
ＭＤＡＭＢ２３１细胞相比，侵袭能力明显下降（Ｐ＜
００５），未转染组和阴性对照组的差异无统计学显著
性，见图４Ａ，说明抑制 Ｒｕｎｘ２表达可以抑制高侵袭
转移性乳腺癌细胞的侵袭能力。

　　通过软琼脂集落形成实验，我们检测了敲减
Ｒｕｎｘ２表达后细胞的非锚定生长能力，发现敲减
Ｒｕｎｘ２表达的 ＭＤＡＭＢ２３１细胞与正常 ＭＤＡＭＢ
２３１细胞相比，细胞形成集落的数目以及体积明显降
低（Ｐ＜００５），未转染组和阴性对照组的差异无统计
学显著性，见图４Ｂ，说明抑制 Ｒｕｎｘ２表达可以抑制
高侵袭转移性乳腺癌细胞的非锚定生长能力，降低

了肿瘤细胞的恶性生物学行为，进而影响了肿瘤细

胞侵袭转移能力。

讨　　论

　　Ｒｕｎｘ２是属于Ｒｕｎｘ基因家族的转录因子，有一
个保守的 ＲｕｎｔＤＮＡ结合域，编码与果蝇同源的蛋
白［１５］。最初，Ｒｕｎｘ２被认为是骨骼发育的一个主要
的调节因子［１６］。迄今为止，大量的证据表明 Ｒｕｎｘ２
和乳腺癌转移密切相关［１７］。Ｒｕｎｘ２高表达于更倾向
骨转移的乳腺癌细胞系和乳腺原发组织中［１８１９］。有

证据表明在乳腺癌细胞中，Ｒｕｎｘ２能够调节与骨转移
有关的基因和基质金属蛋白酶的表达，促进乳腺癌

降解细胞基质，破坏基底膜侵入血管或淋巴管，有利

于肿瘤细胞在远处转移部位的定植［２０２１］。而上皮间

充质化是恶性肿瘤进展过程中肿瘤获得浸润、迁移

和远处转移能力的重要机制［２２］。ＥＭＴ的发生是上
皮细胞通过复杂的细胞和微环境改变获得间充质表

型，比如上皮标志物的降低，间充质样标志物的表达

上调，细胞骨架的重组和基底膜的降解导致细胞间

连接丢失，从而促进这些细胞的侵袭和运动能力［３］。
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图４　抑制Ｒｕｎｘ２表达可以抑制高侵袭转移性乳腺癌细胞的侵袭能力

因此，我们推测 Ｒｕｎｘ２除了对肿瘤相关转移骨定植
和基底膜突破发挥作用外，是否能够参与肿瘤细胞

诱导ＥＭＴ的发生，从而最终影响细胞的侵袭和转移
能力。

　　本研究中我们选取 Ｒｕｎｘ２表达水平较高的
ＭＤＡＭＢ２３１细胞，转染敲减 Ｒｕｎｘ２表达的慢病毒
载体。通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲＴＰＣＲ验证了Ｒｕｎｘ２的
敲减效率，结果显示敲减Ｒｕｎｘ２表达的ＭＤＡＭＢ２３１
细胞中上皮标志物 Ｅ钙黏蛋白被诱导，间充质标志
物Ｎ钙黏蛋白被明显抑制，降解细胞基底膜的蛋白
酶ＭＭＰ９被抑制，参与诱导 ＥＭＴ的经典 ＷＮＴ信号
通路的βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达被抑制。这些结果表明敲
低Ｒｕｎｘ２的表达能够抑制ＥＭＴ。同时我们通过侵袭
实验和软琼脂集落形成实验结果显示，干扰 Ｒｕｎｘ２
可抑制细胞ＥＭＴ的过程，从而抑制了细胞的侵袭转
移能力。我们的研究提示，抑制 Ｒｕｎｘ２的表达可以
有效地干扰侵袭性较高的乳腺癌细胞的 ＥＭＴ过程，
从而对乳腺癌细胞的侵袭能力起到抑制作用。但

Ｒｕｎｘ２通过转录激活下游何种蛋白来影响ＥＭＴ的过
程仍在进一步研究中，我们初步的研究结果发现这

一过程可能与一种重要的细胞因子———ＴＧＦβ有
关，相关实验仍在进行中。本研究为今后以 Ｒｕｎｘ２
为核心，发现有效治疗靶点，干预乳腺癌的侵袭和转

移提供了重要的思路和研究方向。
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