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下调星形细胞上调基因 1 表达对乳腺癌细胞凋亡的影响
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摘   要	 目的：探讨下调星形细胞上调基因 1（AEG-1）对乳腺癌细胞凋亡的影响。

方法：通过脂质体介导的方法，将乳腺癌 MCF-7 细胞分别转染 AEG-1 siRNA（AEG-1 siRNA）和阴性

对照 siRNA（阴性对照组），以无处理的 MCF-7 细胞为空白对照组。验证转染效果后，分别采用流式

细胞术与 Western blot 检测各组细胞的凋亡以及凋亡相关蛋白 caspase-3 和 caspase-9 的表达。

结果：与空白对照组细胞比较，AEG-1 siRNA 组 MCF-7 细胞 AEG-1 蛋白表达明显降低、细胞凋亡率

明显升高、caspase-3 和 caspase-9 蛋白表达明显上调（均 P<0.05）；阴性对照组与空白对照组间以上

各项指标均无统计学差异（均 P>0.05）。

结论：下调乳腺癌细胞 AEG-1 的表达能促进 caspase-3 和 caspase-9 的表达，从而诱导乳腺癌细胞凋亡，

因此，AEG-1 在乳腺癌细胞中可能起了抑制细胞凋亡的作用，机制可能与其调节凋亡相关蛋白的表达

有关。
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Effect of down-regulating the expression of astrocyte elevated 
gene 1 on apoptosis of breast carcinoma cells
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Abstract	 Objective: To investigate effect of down-regulating the expression of astrocyte elevated gene 1 (AEG-1) on cell 

apoptosis in breast cancer cells.

Methods: Through liposome-mediated method, the breast cancer MCF-7 cells were transfected with AEG-1 

siRNA (AEG-1 siRNA group) or negative control siRNA (negative control group), and the untreated MCF-7 cells 

served as blank control group. The transfection effects were observed, and then the apoptosis and the expressions 

of the apoptosis-associated protein caspase-3 and caspase-9 in each group of cells were determined by flow 

cytometry and Western blot analysis, respectively.

Results: In AEG-1 siRNA group compared with blank control group, the expression of AEG-1 protein was 

significantly decreased, apoptosis rate was significantly increased, and the expressions of caspase-3 and caspase-9 

were significantly up-regulated (all P<0.05). No significant differences were noted in above indexes between 

negative control group and blank control group (all P>0.05). 
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乳 腺 癌 是 女 性 最 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之 一 [ 1 ]， 严

重 影 响 女 性 的 身 心 健 康 ， 同 时 也 给 家 庭 及 社 会 造

成 了 比 较 大 的 危 害 。 乳 腺 癌 的 发 病 因 素 很 多 ， 其

中 激 素 水 平 、 遗 传 因 素 、 居 民 生 活 习 惯 、 食 物 内

激 素 含 量 增 加 以 及 相 关 体 内 基 因 的 变 化 与 其 密 切

相 关 。 其 主 要 牵 涉 到 机 体 异 常 细 胞 的 不 可 控 的 增

长 和 转 移 ， 这 其 中 涉 及 到 很 多 与 肿 瘤 相 关 基 因 的

分 子 水 平 的 变 化 [ 2 - 5 ]。 因 而 从 某 程 度 上 来 说 ， 寻

找 新 的 肿 瘤 治 疗 的 分 子 靶 点 及 开 发 分 子 靶 向 药 物

显 得 极 为 重 要 。 星 形 细 胞 上 调 基 因 1 （ a s t r o c y t e 

e l e v a t e d  g e n e  1 ， A E G - 1 ） 在 人 类 编 码 5 8 2 个 氨

基 酸 ， 这 些 氨 基 酸 序 列 在 脊 椎 动 物 中 是 高 度 保 守

的 ， 在 调 控 不 同 的 生 理 、 病 理 过 程 中 发 挥 显 著 的

作 用 [ 2 ]， 特 别 是 其 在 肿 瘤 的 发 生 发 展 中 发 挥 极 其

重 要 的 作 用 。 因 此 本 研 究 通 过 观 察 A E G - 1 表 达 下

调 对 乳 腺 癌 细 胞 凋 亡 能 力 的 影 响 ， 初 步 了 解 其 在

乳 腺 癌 的 发 生 发 展 过 程 中 所 发 挥 的 作 用 及 相 关 分

子机制。

1　材料与方法

1.1  试剂与细胞株 

A E G - 1 、 c a s p a s e - 3 、 c a s p a s e - 9 、 β - a c t i n

兔 抗 人 多 克 隆 抗 体 、 A E G - 1  s i R N A 、 阴 性 对

照 s i R N A 、 购 自 S a n t a  C r u z 公 司 。 脂 质 体 购 自

Invi t rogen公司。MCF-7细胞购自中国科学院上海

细 胞 研 究 所 细 胞 库 。 其 他 常 用 剂 由 河 南 大 学 病 理

学实验室提供。

1.2  实验方法

1.2.1  细胞分组　空白对照组：未转染的乳腺癌

MCF-7 细胞；阴性对照组：用阴性对照 siRNA 转

染 的 MCF-7 细 胞；AEG-1 siRNA 组： 利 用 AEG-

1siRNA 转染的 MCF-7 细胞。

1.2.2  细 胞 培 养 与 基 因 转 染　 将 液 氮 中 冻 存 的

MCF-7 细胞加入 RPMI-1640 培养基，置于 37 ℃，

CO2 培养箱中培养进行复苏后消化。中止消化后将

培 养 瓶 置 于 CO2 培 养 箱 中 进 行 培 养。 待 细 胞 达 到

指数生长期可以进行相应的实验。转染的前 1 d，

将一定数量的 MCF-7 细胞接种在 RPMI-1640 培养

基中，当细胞的融合度达到 85%~95% 左右时，进

行转染。按试剂盒说明制备 siRNA 和脂质体的混

合物，并加入培养板中，在培养箱中孵育 6 h 后更

换培养基，转染后 48 h 进行后续实验。

1.2.3  流式细胞术检测乳腺癌 MCF-7 细胞凋亡　收

集转染 48 h 的 3 组乳腺癌 MCF-7 细胞至 10 mL 的离

心管中，每组的细胞数大约为（1~5）×106/mL，然

后于 1 000 r/min 的条件下离心、洗涤，于 1 000 r/min

离 心 5 min， 于 室 温 下 避 光 孵 育 10~15 min， 于 

1 000 r/min 离心 5 min 以沉淀 MCF-7 细胞，并采

用孵育缓冲液漂洗 1 次。加入荧光（SA-FLOUS）

溶液于 4 ℃条件下避光孵育 20 min 后，进行流式

细胞仪分析检测。

1.2.4  Western blot　 收 集 转 染 后 48 h 的 3 组 乳

腺癌 MCF-7 细胞。采用细胞裂解缓冲液提取总蛋

白 采 用 Bradford 法 测 定 蛋 白 浓 度。 计 算 上 样 量 后

电 泳、 转 膜、 封 闭 2 h。 分 别 加 一 抗（AEG-1、

caspase-3、caspase-9、β-actin）于含 5% 脱脂奶

粉的洗涤缓冲液中，4 ℃过夜。第 2 天用洗涤缓冲

液 洗 5 min×3 次， 分 别 加 合 适 的 二 抗 作 用 2 h，

洗 5 min×3 次，然后曝光。将胶片进行拍照后，

采 用 Gene Tools 软 件 进 行 灰 度 值 分 析， 计 算 蛋 白

的 相 对 表 达 量， 公 式 为： 蛋 白 相 对 表 达 量 = 目 的

蛋白的表达量 / 内参蛋白的表达量。 

1.3  统计学处理 

所 有 结 果 采 用 S P S S  1 3 . 0 软 件 进 行 统 计 学 处

理，两组数据间比较用独立样本 t检验，计量资料

采用均数±标准差（x±s）表示，组数据及以上行

单因素方差分析（One-way ANOVA）；P<0.05为

差异有统计学意义。

Conclusion: Down-regulating AEG-1 expression can promote the expressions of caspase-3 and caspase-9, and 

thereby induce the apoptosis of the breast cancer cells. Thus, AEG-1 may play a role in apoptosis inhibition in 

breast cancer cells, and the mechanism is probably related to its regulating the expressions of apoptosis-associated 

proteins.

Key words	 Breast Neoplasms; Astrocyte Elevated Gene 1; Apoptosis; Apoptosis Regulatory Proteins

CLC number: R737.9 
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2　结　果

2.1  AEG-1 siRNA 干扰效果

W e s t e r n  b l o t 检 测 3 组 乳 腺 癌 M C F - 7 细 胞 中

AEG -1蛋白的表达，结果表明，AEG -1  s iRNA组

中AEG-1蛋白的表达明显低于空白对照组和阴性对

照组（均P<0 .05），而空白对照组和阴性对照组

之间相比，AEG -1蛋白的表达无差异（P>0 .05） 

（ 图 1 ） 。 提 示 A E G - 1  s i R N A 能 有 效 下 调 乳 腺 癌

MCF-7中AEG-1蛋白的表达。

2.2  AEG-1 表达下调对乳腺癌 MCF-7 细胞凋亡

的影响

采用流式细胞术检测3组乳腺癌MCF-7细胞的

细胞凋亡，结果显示，AEG -1 s iRNA组中乳腺癌

MCF-7细胞的早期、晚期凋亡率明显高于空白对照

组和阴性对照组（均P<0 .05），而空白对照组和

阴性对照组之间乳腺癌MCF-7细胞的早期、晚期凋

亡率均无统计学差异（均P>0.05）（图2）。为了

进一步分析AEG-1 siRNA引发的乳腺癌MCF-7细胞

的可能的分子机制，采用Western blot技术分析转

染AEG-1 siRNA和对照siRNA前后细胞凋亡相关蛋

白caspase-3和caspase-9的表达。结果显示，与空

白对照组和阴性对照组相比，AEG -1 s iRNA组中

乳腺癌MCF-7细胞的caspase-3和caspase-9蛋白表

达均明显上调（均P<0 .05），而空白对照组和阴

性对照组之间caspase-3和caspase-9蛋白表达无统

计学差异（均P>0.05）（图3）。
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图 1　Western blot 检测 AEG-1 蛋白表达
Figure 1　Western blot analysis of AEG-1 protein expression
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图 2　流式细胞术检测胞凋亡情况
Figure 2　Flow cytometry analysis of cell apoptosis
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3　讨　论
 

积 累 的 证 据 已 经 表 明 A E G - 1 在 调 控 不 同 的 生

理 、 病 理 过 程 中 发 挥 显 著 的 作 用 ， 特 别 是 其 在 肿

瘤的发生发展中发挥极其重要的作用；与AEG-1在

许 多 不 同 的 恶 性 肿 瘤 中 的 作 用 一 致 ， 最 近 在 许 多

肿瘤的临床研究中将AEG-1与肿瘤的进展和临床较

差的预后密切联系在一起，提示AEG-1可能在肿瘤

的发生、发展及进展中发挥及其重要的作用[6]。研

究 显 示 ， A E G - 1 在 多 种 不 同 的 肿 瘤 中 表 达 上 调 ，

包括：涎腺癌 [7]、头颈部肿瘤 [8-9]、胆囊癌 [10]、卵

巢癌 [11-12 ]、非小细胞肺癌 [13-14 ]、子宫内膜癌 [15]、

子宫颈癌 [16-17 ]和肝癌 [18]等。还有研究 [19-22 ]证明，

AEG-1在大多数正常的人类乳腺组织中低表达或缺

失 ， 但 在 许 多 乳 腺 癌 细 胞 系 或 乳 腺 癌 组 织 中 呈 现

高表达。基于上述研究结果，究竟AEG-1在乳腺癌

的 发 生 发 展 中 怎 样 发 挥 作 用 ， 其 机 制 是 什 么 ， 是

否 能 应 用 于 临 床 乳 腺 癌 的 治 疗 ， 目 前 国 内 研 究 尚

少。当前兴起的RNA干扰技术是体内外研究基因

功 能 较 为 理 想 的 技 术 手 段 之 一 ， 许 多 研 究 [ 2 3 - 2 4 ]表

明RNA干扰对于抑制肿瘤细胞中的癌基因的过度

表 达 发 挥 重 要 作 用 ， 可 能 成 为 治 疗 肿 瘤 的 一 种 新

的手段和措施。因此上述研究表明，AEG-1在乳腺

癌MCF-7细胞中高水平表达。在本研究中，将特异

性的AEG -1  s iRNA转染乳腺癌MCF -7细胞，采用

Western blot技术研究乳腺癌MCF-7细胞中AEG-1

蛋白的表达。结果发现，转染AEG-1siRNA后乳腺

癌MCF-7细胞中AEG-1蛋白表达均显著低于空白对

照组和阴性对照组（P<0 .05），而空白对照组和

阴 性 对 照 组 之 间 相 比 ， A E G - 1 蛋 白 表 达 无 统 计 学

差异（P>0.05），这一结果提示AEG -1 s iRNA能

明显下调乳腺癌MCF-7细胞中AEG-1蛋白的表达。

有研究 [25]显示沉默乳腺癌细胞MCF -7的AEG -1表

达 量 ， 可 以 有 效 地 抑 制 细 胞 增 殖 、 迁 移 和 侵 袭 的

能 力 。 该 研 究 表 明 ， A E G - 1 在 乳 腺 癌 的 肿 瘤 的 生

长 、 局 部 扩 散 、 组 织 浸 润 等 过 程 中 都 发 挥 着 重 要

作用；通过靶向沉默AEG-1，可以有效地抑制原发

灶乳腺癌的生长和扩散。沉默乳腺癌细胞MCF-7的

AEG-1表达量是否对乳腺癌细胞其他生物学行为同

样存在影响，国内研究较少。

在 其 它 的 模 型 中 ， A E G - 1 也 被 证 实 抑 制 细 胞

凋亡，主要通过激活PI3K/AKT信号途径上调凋亡

抑制基因的表达 [ 26]。在正常星形细胞和纤维组织

母细胞中AEG-1过表达诱导细胞凋亡[27]。当一组信

号 通 路 特 异 性 的 抑 制 剂 被 用 来 检 测 A E G - 1 前 生 存

功能的下游调节子时，仅PI3K抑制剂LY294002、

P T E N 和 显 性 负 相 A k t 在 无 血 清 条 件 下 能 减 弱

AEG-1依赖的生存[28]。是否AEG-1表达下调能诱导

乳 腺 癌 M C F - 7 细 胞 发 生 凋 亡 呢 ？ 在 本 研 究 中 ， 采

用流式细胞术分析转染AEG-1 siRNA和对照siRNA

前 后 乳 腺 癌 M C F - 7 细 胞 凋 亡 的 变 化 。 结 果 发 现 ， 

AEG -1  s iRNA组中乳腺癌MCF -7细胞的凋亡率明

显高于空白对照组和阴性对照组（P<0 .05），而

空 白 对 照 组 和 阴 性 对 照 组 之 间 ， 乳 腺 癌 M C F - 7 细

胞的凋亡率无统计学差异（P>0 .05），这一结果

表 明 A E G - 1 表 达 下 调 能 明 显 诱 导 乳 腺 癌 M C F - 7 细

胞 发 生 凋 亡 。 而 凋 亡 效 应 分 子 c a s p a s e - 3 位 于 凋

亡 通 路 枢 纽 地 位 ， c a s p a s e - 3 活 化 能 引 起 细 胞 凋

亡。caspase-3的活化主要依靠caspase-9的激活，

c a s p a s e - 3 和 c a s p a s e - 9 与 乳 腺 癌 发 生 发 展 密 切 相
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图 3　Western blot 检测各组细胞 caspase-3 和 caspase-9 蛋白的表达
Figure 3　Western blot analysis of expressions of caspase-3 and caspase-9
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关 [ 2 7 ]。为了进一步探讨其凋亡发生的可能的分子

机 制 ， 本 研 究 采 用 W e s t e r n  b l o t 检 测 与 细 胞 凋 亡

密 切 相 关 蛋 白 c a s p a s e - 3 和 c a s p a s e - 9 的 表 达 ， 结

果发现AEG -1  s iRNA组中caspase -3和caspase -9

蛋 白 的 表 达 显 著 高 于 空 白 对 照 组 和 阴 性 对 照 组

（ P < 0 . 0 5 ） ， 而 空 白 对 照 组 和 阴 性 对 照 组 之 间

c a s p a s e - 3 和 c a s p a s e - 9 蛋 白 的 表 达 无 统 计 学 差 异

（P>0 .05），因而可以初步得出AEG -1表达下调

引发的乳腺癌MCF -7细胞凋亡可能与caspase -3和

caspase -9蛋白表达的上调密切相关，但是其详细

的分子机制尚需要进一步探讨。
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