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摘要 目的：阐明 NDRG2（N-Myc downstream-regulated gene 2）在乳腺癌细胞中对 CD24的调控及其对乳腺癌细胞粘附能力的影
响。方法：RT-PCR和Western blot方法检测乳腺癌细胞MCF-7及 Bcap-37中 NDRG2和 CD24的表达；通过腺病毒上调MCF-7
细胞中 NDRG2的表达，或利用 siRNA下调 Bcap-37细胞中 NDRG2的表达，检测 CD24基因和蛋白的变化。粘附实验检测改变
NDRG2 表达水平后对 MCF-7 及 Bcap-37 细胞粘附能力的影响。结果：MCF-7 细胞中 NDRG2 基因和蛋白的表达水平低于
Bcap-37细胞,而 CD24的表达水平高于 Bcap-37细胞；在 MCF-7细胞中通过腺病毒载体上调 NDRG2可以抑制 CD24的表达并
抑制其粘附能力，而在 Bcap-37细胞中利用 siRNA下调 NDRG2的表达可以提高 CD24的水平及细胞的粘附能力；结论：NDRG2
通过影响 CD24参与调控乳腺癌细胞的粘附能力。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of N-Myc downstream-regulated gene 2 (NDRG2) on the adhesion potential of

breast cancer cells. Methods: Gene and protein expressions of NDRG2 and CD24 were analyzed in MCF-7 and Bcap-37 cells. The ex-
pression of CD24 and cell adhesion ability was detected after NDRG2 by adenovirus or siRNA treatment. Results: Both the gene and pro-
tein expressions of NDRG2 in MCF-7 cells were lower than Bcap-37 cells. In contrast, CD24 expression is higher in MCF-7 cells com-
pared to that in Bcap-37 cells. Up-regulated NDRG2 expression leads to the decrease in CD24 expression and cell adhesion ability in
MCF-7 cells. In contrast, NDRG2 down-regulation results in enhancing the expression of CD24 and cell adhesion potential in Bcap-37
cells. Conclusion: NDRG2, associated with altered CD24 expression, regulates breast cancer cells adhesion ability.
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前言

乳腺癌占女性所有恶性肿瘤的 10%以上，是女性第二大常
见肿瘤。乳腺癌具有较高的侵袭和转移能力，尽管早期诊断和
有效的治疗使得乳腺癌的临床预后有所改善，但许多患者仍然

发生了远处转移并最终死亡[1]。
NDRG2 (GenBank Accession No. AF159092)是 NDRG 家
族的一员，该家族包括 4个成员：NDRG1～4。NDRG2蛋白分
布在胞浆中，参与了细胞生长和分化等重要分子事件[2]。作为抑
癌候选基因，NDRG2在乳腺癌的发生形成过程中同样发挥着
重要作用。与正常乳腺组织和癌旁组织相比，NDRG2在癌组织

中表达显著下调[3]。进一步研究证实 NDRG2能够抑制乳腺癌
细胞增殖，促进其凋亡[4]。另外，NDRG2能够通过诱导 BMP-4
的表达，抑制 MMP-9，从而抑制乳腺癌细胞的转移能力[5]。总
之，NDRG2与乳腺癌的发生发展有密切的关系。然而，NDRG2
抑制乳腺癌转移的确切机制仍未明了。本实验通过在乳腺癌细
胞中上调或下调 NDRG2的表达，进而检测其粘附能力，阐明
了 NDRG2抑制乳腺癌细胞粘附能力的分子机制。

1 材料与方法

1.1 材料
人乳腺癌细胞系 MCF-7及 Bcap-37购自中科院上海细胞
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库；DMEM完全培养基，10%胎牛血清，TRIzol购自 Invitrogen
公司；表达人 NDRG2(AdNDRG2)或β-半乳糖苷酶(AdLacZ)的
腺病毒载体购自本源正阳公司；PCR反应引物及特异性抑制
NDRG2 表达的 siRNA (siRNA-NDRG2) 或阴性对照 (siR-
NA-NC)由 TaKaRa公司设计合成；反转录试剂盒，SYBR Green
PCR Master Mix，ABI PRISM 7500序列检测系统购自 Applied
Biosystems公司；NC膜购自 Amersham Biosciences公司；小鼠
抗人 NDRG2单抗，小鼠抗人 CD24单抗，小鼠抗人 β-actin单
抗购自 Santa Cruz公司；其他试剂均为国产分析纯。
1.2 细胞培养
乳腺癌细胞 MCF-7及 Bcap-37用 DMEM完全培养基（含

10%胎牛血清），在 5% CO2饱和湿度、37℃培养箱内常规传代
培养。
1.3 腺病毒感染

6孔板中每孔种 5×105个MCF-7细胞，待细胞长至 80%
底面积时，AdNDRG2，AdLacZ 处理 48 h。病毒感染量为
40MOI（根据预实验结果）。
1.4 siRNA转染

6孔板中每孔种 5×105个 Bcap-37细胞，待细胞长至 80%
底面积时，脂质体法转染 siRNA-NDRG2或 siRNA-NC作用细
胞 48 h。
1.5 RT-PCR

TRIzol法从细胞中提取总 RNA并定量。每份样品取 5 'g
逆转录成 cDNA 后作为 RT-PCR 的模版。NDRG2 上游引物
5'-ATGGCGGAGCTGCAGGAGGTGC-3', 下游引物 5'-TGAG-
GAACGAGGTCTGGGTGGG-3'; CD24 上 游 引 物 5'-ACCT-
GTTTCCATTCAACAAGAGCAC-3', 下 游 引 物 5'- TCTGA-
GATCGCACCACTGCAC-3'; β-actin 上 游 引 物 5'-GAT-
CATTGCTCCTCCTGAGC-3', 下 游 引 物 5'-TGTG-
GACTTGGGAGAGGACT-3'。反应体系：14.5 μL DEPC水, 2.5
μL Buffer, dNTP 0.5 μL, Taq酶 0.5 μL，上游、下游引物各 1
μL，5 μL cDNA模版，共 25 μL。反应条件：94℃热变性 5 min，
35 个循环：94 ℃，30 s，60 ℃，30 s, 72℃，30 s, 最后 72℃ ,
10min。
1.6 Real-time PCR

TRIzol法从细胞中提取总 RNA并定量。每份样品取 2 μg
逆转录成 cDNA后作为 Real-time PCR的模版。NDRG2上游
引 物 5'-GCCCAGCGATCCTTACCTACC-3', 下 游 引 物
5'-GGCTGCCCAATCCATCCAACC-3'; CD24上游引物 5'- AC-
CTGTTTCCATTCAACAAGAGCAC-3', 下游引物 5'- TCTGA-
GATCGCACCACTGCAC-3'; β-actin 上 游 引 物 5'- GAT-
CATTGCTCCTCCTGAGC-3', 下 游 引 物 5'-TGTG-
GACTTGGGAGAGGACT-3'。SYBR Green PCR Master Mix及
ABI PRISM 7500序列检测系统检测反应产物的相对定量。反
应体系：12.5 μL SYBR Green PCR Master Mix,上游、下游引物
各 10 pmol，5 μL cDNA模版，共 25 μL。反应条件：95℃热变性
10 s，共一个循环；两步法 95℃，5 s，60℃，34 s共 45个循环。
1.7 Western blot

RIPA裂解液(0.05 mol/L Tris-HCl [pH 7.4], 0.15 mol/L Na-
Cl, 1% NP-40, 1 mmol/L EDTA,使用前加入蛋白酶抑制剂)提取

细胞蛋白。BCA法测定蛋白浓度，聚丙烯酰胺凝胶电泳后将蛋
白转至 NC膜上。一抗用抗 NDRG2（1:1000）单抗，抗 CD24(1:
500)单抗，抗β-actin(1:2000)单抗。二抗为 HRP标记的种属匹配
的二抗。增强化学发光剂显色。
1.8 粘附实验
Ⅰ型胶原预处理的 24孔板中每孔种腺病毒或 siRNA作

用 48小时后的细胞 1×105个，培养 80 min。PBS清洗两遍以
去除未粘附的细胞。在光镜下随机选取 5个视野计数剩余粘附
的细胞。每组计数 5个孔，实验重复三次。
1.9 统计分析
数据用均数±标准差（x±s）表示，计量资料采用统计学软

件 SPSS 16.0进行单因素方差分析。P<0.05为差异有统计学意
义。

2 结果

2.1 NDRG2和 CD24在乳腺癌细胞中的表达
本研究检测了 NDRG2 和 CD24 在两种乳腺癌细胞系

MCF-7及 Bcap-37中的表达水平，结果发现 NDRG2基因和蛋
白在 MCF-7 细胞中表达较低，在 Bcap-37 中表达较高；而
CD24在 MCF-7细胞中表达较高，在 Bcap-37中表达较低 (见
图 1,图 2)。

图 1 MCF-7和 Bcap-37细胞中 NDRG2 mRNA的含量
Fig.1 The expression of NDRG2 mRNA in MCF-7 and Bcap-37 cells

图 2 MCF-7和 Bcap-37细胞中 NDRG2蛋白的含量
Fig.2 The expression of NDRG2 protein in MCF-7 and Bcap-37 cells
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2.2 NDRG2调控 CD24在乳腺癌细胞中的表达
为了进一步证实 NDRG2 和 CD24 在乳腺癌细胞中的关

系，本研究在 NDRG2表达水平较低的 MCF-7细胞中通过腺
病毒载体上调 NDRG2 的表达，Real-time PCR 及 Western blot
结果显示，与 AdLacZ相比，AdNDRG2能够有效上调 MCF-7
细胞中 NDRG2的水平，而 NDRG2含量的提高降低了 MCF-7
细胞中 CD24的表达（见图 3）。当在 NDRG2表达水平较高的
Bcap-37细胞中通过 siRNA下调 NDRG2的表达后，该细胞中
CD24的水平升高（见图 4）。

2.3 NDRG2通过抑制 CD24调控乳腺癌细胞的粘附能力
CD24与肿瘤的粘附能力密切相关，因此我们检测了在改

变 NDRG2表达水平的情况下，乳腺癌细胞的粘附能力是否有
改变。通过腺病毒上调MCF-7细胞中 NDRG2的表达后，该细
胞的粘附能力显著下降（见图 5）。而通过 siRNA下调 Bcap-37
细胞中 NDRG2的表达后，该细胞的粘附能力显著提高（见图
6）。

3 讨论

随着对 NDRG2 这一抑癌候选基因研究的深入，发现
NDRG2不仅能够抑制肿瘤细胞增殖，促进其凋亡，而且还能有
效的抑制肿瘤细胞的侵袭和转移。邓艳春等[6]发现将 NDRG2

基因转染入胶质瘤细胞后抑制了瘤细胞增殖，刘新平等[7]发现

胃癌细胞转染 NDRG2后可抑制细胞增值。Lorentzen等[8]研究

表明结肠癌及高危腺瘤中 NDRG2的 mRNA表达量显著低于
正常组织。胡晓岚等发现在肝癌及胰腺癌标本中，NDRG2基因
表达量明显低于癌旁及正常组织 [9]。吴国强[10]等发现过表达

NDRG2可使肝癌细胞阻滞于 G1期并伴有大量凋亡。Lee等研
究表明 NDRG2能通过拮抗 TGF-β1起到抑制肝癌转移的作用
[11]。另外在脑膜瘤、甲状腺癌、肾透明细胞癌和皮肤癌中也发现
NDRG2表达减低。在针对乳腺癌的研究中：刘娜等[12]发现在 21
例乳腺肿瘤组织中有 5 例、在 4 种乳腺癌细胞系中有 3 种
NDRG2表达水平明显下调。
人的 CD24分子具有典型的蛋白样结构，是一种高度糖基

化的低分子量蛋白质黏附分子 [13]，CD24阳性的肿瘤细胞更容
易与血小板及内皮细胞黏附并参与肿瘤转移[14]。多个体内外实
验均证实 CD24高表达于多种肿瘤细胞表面并参与调节肿瘤
生长、侵袭及转移相关特性。在乳腺癌中，Fogel等[15]发现 CD24
表达量随肿瘤组织学分级增高而增加。侵袭性乳腺癌中 CD24
于细胞质和膜上都有表达，其表达量和乳腺癌淋巴结转移、高
病理分期显著相关。本研究前期基因芯片的结果提示，NDRG2
能够调控 CD24的表达。CD24是许多恶性肿瘤的标志分子，与
肿瘤细胞的粘附和转移能力相关。乳腺癌细胞中 CD24的表达
增高，其表达水平与患者的预后及淋巴结侵袭有密切的关系。
有研究报道 CD24通过与 P-selectin相互作用，从而调控了乳
腺癌的进展，转移[16]。因此，可以认为 NDRG2抑制乳腺癌细胞
的转移可能是通过影响 CD24实现的。本实验结果证实了这一
设想：在乳腺癌细胞中，NDRG2的表达水平与 CD24呈负相
关，上调 NDRG2可以抑制 CD24的表达，降低细胞的粘附能
力；而下调 NDRG2则起到相反的作用。深入的研究将阐明
NDRG2调控 CD24表达的分子机制，并且为临床上治疗肿瘤
转移提供理论依据。
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