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·基础研究·

沉默同源异型盒基因2表达对乳腺癌增殖的
影响及其分子机制
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【摘要】 目的 观察沉默同源异型盒基因2（Prrx2）表达后对乳腺癌细胞增殖和肿瘤生长的影响

及其分子机制。方法 以人乳腺癌细胞系MCF‑7、MDA‑MB‑231作为研究对象，构建稳定沉默Prrx2
表达的细胞株。采用MTT法分析癌细胞的增殖情况；裸鼠移植瘤实验观察沉默Prrx2表达对肿瘤生

长的影响；Western印迹分析沉默 Prrx2表达后β‑连环链蛋白（catenin）在细胞内的分布变化。结果

转染干扰载体后MDA‑MB‑231细胞Prrx2表达下降91.2%；MCF‑7细胞表达下降88.7%，差异均具有统

计学意义（P<0.05）。MTT实验显示沉默Prrx2表达后癌细胞的增殖能力明显减弱，差异具有统计学意

义（P<0.05）。裸鼠移植瘤实验发现沉默组的移植瘤体重量明显小于空白载体组（160.2±26.3）mg与
（365.4±19.7）mg，差异有统计学意义（P<0.05）。Western印迹检测发现沉默Prrx2表达可抑制β‑catenin
在乳腺癌细胞核中的表达，下调Wnt/β‑catenin信号通路的活性。结论 沉默Prrx2表达可有效抑制乳

腺癌的增殖和肿瘤生长能力，针对Prrx2的治疗可能成为治疗乳腺癌的新靶点。
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【Abstract】 Objective The aim of this study was to investigate the effects of silencing Paired
related homoeobox 2 (Prrx2) expression on the proliferation of breast cancer and its molecular mechanisms.
Methods Short hairpin RNA knockdown of Prrx2 was used to examine cellular effects of Prrx2. The level
of Prrx2 was verified by Western blot. MTT assay was used to analyze the proliferation of breast cancer cells
in vitro. To investigate the effect of Prrx2 depletion on tumor growth in vivo, a nude mouse xenograft model
was performed. Results The expression of Prrx2 decreased 91.2% in MDA‑MB‑231 cells and 88.7% in
MCF‑7 cells after transfection with interfering vectors (P<0.05). MTT assay showed that the proliferation of
cells in silenced Prrx2 expression group was significantly inhibited compared with the control group (P<
0.05). Nude mice transplanted tumors showed that the growth of transplanted tumors was slow after silencing
Prrx2 expression, and the weight of the tumors of silenced Prrx2 expression group were smaller than those of
the control group ((160.2±26.3)mg vs (365.4±19.7)mg, P<0.05). Western blot showed that silencing Prrx2
expression inhibited the expression of β‑catenin in breast cancer cell nucleus and down‑regulated the
activity of Wnt/β‑catenin signaling pathway. Conclusions Silencing Prrx2 expression can effectively
inhibit the proliferation and growth of breast cancer, suggesting that Prrx2 may become a new target for the
treatment of breast cancer.
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近年来我国乳腺癌的发病率有上升的趋势，对

妇女的身体和生命健康构成严重的威胁［1］。同源

异型盒基因2（Prrx2）定位于人类染色体9q34，编码

由 253个氨基酸组成的蛋白质。既往有研究发现

Prrx2作为转化生长因子（TGF）‑β1诱导因子增强

乳腺癌的侵袭和迁移能力［2］。近期研究证实Prrx2
的表达与急性髓性白血病有关，在胃恶性肿瘤

Prrx2可以作为一种新的转录因子促进肿瘤的侵袭

转移［3］，但 Prrx2在乳腺癌中的生物学功能及具体

作用机制尚不明确。本研究拟探讨沉默Prrx2表达

后对乳腺癌细胞增殖和肿瘤生长的影响，旨在揭示

Prrx2在乳腺癌中的功能和分子机制。

材料与方法

1.材料：DMEM培养基、胎牛血清购于美国

GIBCO BRL公司。兔抗人 Prrx2、β‑（连环链蛋白）

catenin单克隆抗体及二抗购自美国 Sigma公司，其

余试剂购自美国Santa Cruz公司。

2.细胞培养：人乳腺癌细胞株MCF‑7、T47D、
MDA‑MB‑231、HCC‑1937和人乳腺导管上皮细胞

MCF‑10A购自中国科学院细胞库（上海）。所有细

胞由本课题组保存培养并鉴定。细胞培养在青岛

大学分子遗传学重点实验室进行。

3.Prrx2干扰 RNA重组慢病毒载体构建：按

shRNA设计原则和 GeneBank提供的 Prrx2（Gen
Bank，No. NM_016307.4）基因序列，利用 Invitrogen
公司的 RNAi web 设计程序（https：//maidesigner.
Invitrogen.com/maiexpress/）设计了 Prrx2的 shRNA
序列，并经BLAST进行验证（表1）。干扰质粒的构

建和慢病毒包装由上海生工公司合成并鉴定。本

实验中共设计合成3条Prrx2编码序列的反向重复

序列和 1 条对照序列，分别为 Prrx2‑shRNA1、
Prrx2‑shRNA2、Prrx2‑shRNA3和 Scrambled‑shRNA，
序列如下（表2）。

4.Western 印迹检测：按照细胞核蛋白与细胞

浆蛋白抽提试剂盒说明（碧云天生物公司）提取细

胞总蛋白和核蛋白，BCA法测定蛋白浓度，以 12%
十二烷基酸钠（SDS）‑聚丙烯酰胺凝胶电泳，电转移

至 PVDF膜，5%脱脂奶粉封闭 2 h，加入兔抗人

Prrx2单克隆抗体（1∶1 000），4 ℃孵育过夜，加入碱

性磷酸酶标记的二抗室温下孵育 2 h，最后滴加

ECL液显色，曝光拍照。

5.逆转录聚合酶链反应（RT‑PCR）：TRIzol法
（美国 Invitrogen公司）提取mRNA，逆转录后扩增

cDNA，引物序列见（表2）（上海吉凯公司合成）。产

物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳分离，凝胶成像系统成

像及扫描定量分析，以所得积分吸光度与内参照积

分吸光度（A）值的比值代表半定量值。

6.细胞增殖活力分析（MTT法）：按照既往报道

方法［4］，细胞转染重组慢病毒 48 h后，用胰酶消化

调整细胞浓度至 6×104/ml，接种至 96孔板中，置于

37 ℃、5%CO2细胞培养箱中每隔24 h取一批细胞进

行如下实验：换DMEM完全培养基，加入MTT使其

终浓度为 0.5 mg/ml，4 h后弃除上清液，加 DMSO
150 μl/孔，摇晃反应约10 min。于酶标仪570 nm波

长处检测A值。

7.动物移植瘤实验：选用 SPF级 6周龄、雌性

BALB/nu裸鼠，体重在 15~20 g，购买自上海 SLAC
公司，动物实验通过青岛大学附属医院伦理委员会

批准。安尔碘溶液消毒皮肤，取50 μl细胞悬液（约

4×106个细胞）摇匀后用皮试针从一侧背部刺入皮

下注射，生理盐水替代作为空白对照组，每组8只。

记录裸鼠的一般情况（如体重、精神状态等）、活动

能力、摄食、腹水等情况。观察种植瘤的生长情况

并测量体积，绘制生长曲线。6周后脱臼法处死裸

鼠，完整切除瘤体，测量肿瘤重量和体积。

8.统计学处理：统计学处理分析采用 SPSS
17.0统计软件完成，计量资料以 x̄ ± s表示，多组均

表1 Prrx2引物序列

引物名称

Prrx2 F
Prrx2 R
GAPDH F
GAPDH R

引物序列

GCCTTTGTGCGCGAGGAGCTT
TTCATTCCTGCGGAACTTGGCG
AGCCTCAAGATCATCAGCAATGCC
TGTGGTCATGAGTCCTTCCACGAT

表2 3条Prrx2编码引物及序列

引物名称

Prrx2‑shRNA1
Prrx2‑shRNA2
Prrx2‑shRNA3
Scrambled‑shRNA

序列

GCCAAGTTCCGCAGGAATGAA
ACCGCCCTGAGTCCAGATTAT
CTGGGTGGACAGCAATAGAAA
TTCTCCGAACGTGTCACGT
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数比较采用单因素方差分析，多组均数间两两比较

采用LSD或SNK法。以P<0.05认为差异具有统计

学意义。

结 果

1.筛选 Prrx2在乳腺癌细胞系中的表达差异：

RT‑PCR显示 Prrx2在乳腺导管上皮细胞MCF‑10A
和 4种乳腺癌细胞系MCF‑7、T47D、MDA‑MB‑231
和 HCC‑1937 中 均 有 表 达 ，其 中 MCF‑7、
MDA‑MB‑231两种细胞中表达量相对较高（图 1）。

因此，我们筛选出MCF‑7、MDA‑MB‑231细胞用于

后续沉默研究。

2.评估Prrx2慢病毒干扰载体转染效率：为了

确保慢病毒干扰载体的有效转染，我们验证了

Prrx2慢病毒干扰载体的转染效率。结果发现Prrx2
慢病毒干扰载体转染乳腺癌 MDA‑MB‑231 及

MCF‑7细胞72 h后，在倒置荧光显微镜下发现报告

基因 GFP的转染效率达到 90%以上，镜下细胞内

可看到强绿色的荧光颗粒，同时乳腺癌细胞生长状

态良好，说明转染条件合适，符合实验的要求。

3.分析Prrx2慢病毒载体的干扰效率：为了考

察 Prrx2慢病毒干扰载体的干扰效率，我们将 3个
慢病毒干扰载体转染至乳腺癌细胞中，RT‑PCR结

果发现 3号分子干扰效率最高（图 2）。Western印

迹结果发现乳腺癌MCF‑7、MDA‑MB‑231细胞转染

慢病毒干扰体后，在MDA‑MB‑231细胞中 Prrx2蛋
白表达下降幅度达到91.2%；MCF‑7细胞中Prrx2蛋
白表达下降幅度达到88.7%，差异均具有统计学意

义（P<0.05）（图3）。

4.沉默Prrx2表达下调乳腺癌细胞增殖和肿瘤

生 长 能 力 ：MTT 实 验 表 明 沉 默 Prrx2 表 达 后

MDA‑MB‑231、MCF‑7细胞的生长速度慢于对照组，

差异具有统计学意义（P<0.05），而阴性对照组、空载

载体组细胞增殖能力无明显变化（P>0.05）。（图4）。

为研究沉默Prrx2表达对体内肿瘤生长的影响，我

1：对 照 组 ，2： Prrx2‑shRNA1，3：Prrx2‑shRNA2，4：
Prrx2‑shRNA3，5：Scrambled‑shRNA
图 2 RT‑PCR检测慢病毒干扰载体对乳腺癌细胞的干

扰效率（A：MCF‑7，B：MDA‑MB‑231细胞株）

图 3 Westem印迹检测 Prrx2慢病毒干扰载体转

染人乳腺癌细胞MDA‑MB‑231（A）、MCF‑7（B）后

Prrx2蛋白表达（C：对 Prrx2慢病毒干扰载体转染

组、阴性对照组和空白载体组Prrx2蛋白表达）

注：1：MCF‑10A，2：MCF‑7，3：T47D，4：MDA‑MB‑231，5：
HCC‑1937
图1 Prrx2 mRNA在乳腺导管上皮细胞MCF‑10A和4种乳

腺癌细胞系中的表达
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们将稳定沉默Prrx2表达的乳腺癌MDA‑MB‑231细
胞注射到裸鼠皮下构建移植瘤模型。结果显示沉

默组的瘤体重量明显小于空白载体组（160.2±26.3）
mg与（65.4±19.7）mg（P<0.05）（图 5）。阴性对照组

和空载载体组肿瘤的生长能力未见明显变化（P>

0.05）。

5.沉默Prrx2表达能够抑制细胞核中β‑连环链

蛋白（catenin）表达：我们采用Western印迹分析沉

默Prrx2表达时β‑catenin蛋白的表达水平和位置的

变化，探讨沉默 Prrx2表达对Wnt/β‑catenin通路的

影响。如图 6所示，沉默 Prrx2表达后总蛋白中

β‑catenin的数量没有明显变化，细胞核中β‑catenin
蛋白的表达量明显降低。提示沉默Prrx2表达后抑

制Wnt/β‑catenin信号通路活性。

讨 论

有证据表明配对相关的同源异型盒蛋白

家族可参与细胞生长、肿瘤免疫逃逸和转移

瘤血管生成等在肿瘤进展和治疗耐药中发挥

作用［5］。同源异型盒基因Prrx2定位于人类染

色体 9q34，编码由 253个氨基酸组成的蛋白

质［6］。既往研究报道 Prrx2作为 TGF‑β1的协

同因子参与乳腺癌的侵袭和迁移过程［2］；亦
有研究发现Prrx2的表达与急性髓性白血病有关，

在胃恶性肿瘤研究发现Prrx2可以作为一种新的转

录因子促进肿瘤的侵袭和转移进程［3］，但 Prrx2在
乳腺癌中的生物学功能及其分子机制尚不明确。

在本研究中我们首先成功构建了沉默Prrx2表达的

稳定乳腺癌细胞株。功能学实验表明沉默Prrx2表
达后肿瘤细胞的增殖能力显著降低，同时体内肿瘤

生长受到明显抑制。说明沉默Prrx2表达可以降低

乳腺癌的增殖和生长能力。

β‑catenin是经典wnt信号传导通路重要的核信

号蛋白，其表达量的高低直接影响Wnt/β‑catenin信
号通路的活性［7‑8］。当细胞受到外界信号刺激时，

分泌型糖蛋白Wnt可与细胞表面卷曲蛋白结合，与

低密度脂蛋白相关受体蛋白 5和 6发挥协调作用，

将胞浆中的松散蛋白募集到胞膜内并将其磷酸化，

使降解复合体解散，蛋白激酶 A磷酸化失活，

β‑catenin 因 无 法 磷 酸 化 而 降 解 减 少［9‑10］。 当

β‑catenin在细胞浆中集聚到一定程度时，浓度梯度

促使β‑catenin进入细胞核，在核内与转录调控因子

TCF/LEF相结合形成复合体，启动对目标基因的转

录调控，发挥转录因子作用［11］。本课题研究中，我

们分析发现沉默Prrx2表达后β‑catenin在乳腺癌总

蛋白表达未见明显变化，而其在细胞核中的表达降

低。说明沉默Prrx2表达可以下调Wnt/β‑catenin信
号通路的活性。

总之，我们研究发现沉默Prrx2表达后可明显

抑制乳腺癌细胞的增殖和肿瘤生长能力，同时下调

Wnt/β‑catenin信号传导通路的活性，初步揭示

Prrx2在乳腺癌中的功能及其分子机制，推测针对

Prrx2的治疗可能成为治疗乳腺癌的新靶点。
利益冲突 本文所有作者均声明不存在利益冲突
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本刊对来稿中统计学处理的有关要求

1.统计研究设计：应交代统计研究设计的名称和主要

做法。如调查设计（分为前瞻性、回顾性或横断面调查研

究）；实验设计（应交代具体的设计类型，如自身配对设计、

成组设计、交叉设计、析因设计、正交设计等）；临床试验设

计（应交代属于第几期临床试验，采用了何种盲法措施等）。

主要做法应围绕4个基本原则（随机、对照、重复、均衡）概要

说明，尤其要交代如何控制重要非试验因素的干扰和影响。

2.资料的表达与描述：用 x̄±s表达近似服从正态分布的

定量资料，用M（QR）表达呈偏态分布的定量资料；用统计表

时，要合理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚；用统

计图时，所用统计图的类型应与资料性质相匹配，并使数轴

上刻度值的标法符合数学原则；用相对数时，分母不宜小于

20，要注意区分百分率与百分比。

3.统计分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的

设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选用合适的统计

分析方法，不应盲目套用 t检验和单因素方差分析；对于定

性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数

所具备的条件以及分析目的，选用合适的统计分析方法，不

应盲目套用χ2检验。对于回归分析，应结合专业知识和散

布图，选用合适的回归类型，不应盲目套用简单直线回归分

析，对具有重复实验数据的回归分析资料，不应简单化处

理；对于多因素、多指标资料，要在一元分析的基础上，尽可

能运用多元统计分析方法，以便对因素之间的交互作用

和多指标之间的内在联系进行全面、合理的解释和评价。

4.统计结果的解释和表达：当P＜0.05（或P＜0.01）时，

应说明对比组之间的差异有统计学意义，而不应说对比组

之间具有显著性（或非常显著性）的差别；应写明所用统计

分析方法的具体名称（如：成组设计资料的 t检验、两因素析

因设计资料的方差分析、多个均数之间两两比较的 q检验

等），统计量的具体值（如 t=3.45，χ2=4.68，F=6.79等）应尽

可能给出具体的P值（如P=0.023）；当涉及到总体参数（如

总体均数、总体率等）时，在给出显著性检验结果的同时，再

给出95％可信区间。
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