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慢病毒介导短发夹 ShRNA沉默 ERβ乳腺癌细胞株的建立 *
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摘要 目的：利用慢病毒载体短发夹 RNA(shRNA)介导人乳腺癌细胞 ERβ基因沉默，筛选鉴定，并建立 ERβ基因稳定下调的乳腺
癌细胞株。方法：将靶向沉默 ERβ基因的 shRNA慢病毒颗粒感染人乳腺癌细胞株 T47D和MCF-7，以未感染及空载体慢病毒感
染的 T47D和MCF-7细胞分别作为空白对照和阴性对照。先以慢病毒瞬转 48 h，通过蛋白免疫印迹法(western-blot)进行蛋白水
平检测筛选出干扰效果最好的两组，然后继续经浓度为 1 mg/L的嘌呤霉素连续筛选 4周，采用 RT-PCR和 western-blot方法，分
别对 ERβ在 mRNA和蛋白水平上的沉默效果进行鉴定。结果：慢病毒感染乳腺癌细胞后，与阴性对照组相比，实验组 ERβmRNA
和蛋白表达量均明显下降(P〈0.05)：其中 T47D细胞株 shRNA3326、3327两实验组下调效果最明显，ERβmRNA水平和蛋白水平
分别达到(61.12±3.66)%、(76.47±3.16)%和(60.83±3.07)%、(53.31±3.00)%；MCF-7细胞株 shRNA3325、3326两实验组下调效果
最显著，ERβmRNA水平和蛋白水平下调率分别为(62.42±0.07)%、(42.49±1.96)%和(83.69±5.07)%、(73.16±13.21)%。而阴性对
照与空白对照组相比无显著性差异，无统计学意义(P>0.05)。结论：成功筛选并建立了 ERβ基因稳定下调的两株乳腺癌细胞系
T47D和MCF-7，从而为后续探究改变 ERβ表达水平在乳腺癌发生发展及在乳腺癌内分泌治疗效果中的作用提供有用的细胞研
究模型。
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ABSTRACT Objective: To establish a stable ERβ gene silenced cell line of human breast cancer cells by using short hairpin RNA

(shRNA) lentiviral vector. Methods: The recombinant lentivirus and negative control lentivirus were used to infect MCF-7 and T47D
cells. The non-transfected and empty vector MCF-7 and T47D cells were respectively taken as the blank control and negative control. After
infected for 48 h, two groups with best interference effect were screened out by Western blot method. Then the two groups were screened
by purimycin (1 mg/L) for 4w, and then the ERβ mRNA and protein level were detected by RT-PCR and Western blotting. Results: The
expression of ERβ in MCF-7 and T47D cells was significantly decreased at both mRNA and protein level in experimental group, as
compared with negative control group (P<0.05). The T47D-ERβ shRNA-3326 and T47D-ERβ shRNA-3327 played a significant role in
reducing respectively mRNA level to (61.12±3.66)% and (60.83±3.07) %, protein level to (76.47±3.16)% and (53.31±3.00)% (P<0.
05); And MCF-7-ERβ shRNA-3325 and MCF-7-ERβ shRNA-3326 also played a significant role in reducing mRNA level to (62.42±
0.07)% and (83.69±5.07)%, protein level to (42.49±1.96)% and (73.16±13.21)% respectively (P<0.05); the silence effect showed no
significant difference between the non-transfected group and negative control group (P>0.05). Conclusions: The successful establishment
of a stable and effectively reduced ERβ gene silenced cell lines of two breast cancer cells T47D and MCF-7 provides a powerful and use-
ful cell research model for further study on the role of ERβ gene in the progression and endocrine therapy of breast cancer.
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前言

乳腺癌是一种严重影响妇女身心健康甚至危及生命的最

常见的恶性肿瘤之一。据资料统计，发病率占全身各种恶性肿
瘤的 7-10%。而作为一种雌激素依赖性肿瘤，针对雌激素受体
ERα水平的内分泌治疗在早期乳腺癌术前(后)辅助治疗以及
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转移性乳腺癌治疗中的疗效已得到普遍的肯定。但即便如此，
ERα(+)患者仍有约 30%会出现内分泌治疗抵抗，耐药机制十分
复杂目前尚无明确结论。自 1996年 Kuiper[1]发现另一个雌激素
受体亚型 ERβ以来，其表达水平的改变可能在乳腺癌内分泌
治疗抵抗中扮演重要角色。本实验通过慢病毒载体介导 ERβ
基因 shRNA感染人乳腺癌细胞株 T47D和MCF-7[2]，并经过一

定浓度嘌呤霉素筛选，并分别通过 mRNA和蛋白水平对干涉
效果经行验证，最终成功建立两株稳定下调 ERβ基因的乳腺
癌细胞模型。从而，为下一步研究改变 ERβ水平对乳腺癌细胞
的生物学特征的影响以及其在乳腺癌内分泌治疗效果中的作

用打下基础。

1 材料与方法

1.1 主要材料和试剂
人乳腺癌细胞株 MCF-7和 T47D细胞，人胚胎肾细胞株

293T购自中科院上海细胞所；DMEM、1640培养基和胎牛血
清(Gbico公司)，0.25 %胰蛋白酶及 Trizol试剂盒(Invitrogen公
司)，质粒 DNA提取试剂盒(TIANGEN公司)，靶向 ERβ基因的
shRNA慢病毒表达载体(购自 sigma公司，包括 4个干涉靶序
列 依 次 为 ：TRCN0000003325-CCGGGCGAGTAACAAG
GGCATGGAACTCGAGTTCCATGCCCTTGTTACTCGCTTT-
TT；TRCN0000003326-CCGGCTTTCTCCTTTAGTGGTCCAT-
CTCGAGATGGACCACTAAAGGAGAAAGTTTTT；TRCN000-
0003327-CCGGCCTTAATTCTCCTTCCTCCTACTCGAGTAG-
GAGGAAGGAGAATTAAGGTTTTT；TRCN0000003328-CCG-
GGATGCTTTGGTTTGGGTGATTCTCGAGAATCACCCAAA-
CCAAAGCATCTTTTT)。阴性对照空载体慢病毒质粒(scram-
ble)和另两个包装质粒(psPAX2和 pMD2.G)由第四军医大学生
物化学与分子生物学实验室提供。抗体：兔抗人单克隆 ERβ抗
体购自 Epitomics公司，actin抗体由所在实验室提供。PCR反
应试剂盒和引物均由 rTaKaRa(宝生物工程公司)购买和合成，
其中 ERβ 上游引物序列为 5'-TGTCTGCAGCGATTACG-
CA-3'，下游引物序列 5'-GCGCCGGTTTTTATCGATT-3'，产物
片段 145bp；内参 GAPDH(3-磷酸甘油醛脱氢酶)上游引物序列
5'-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3'，下游引物序列 5'-TGGT-
GAAGACGCCAGTGGA-3'，产物片段 138bp。
1.2 方法
1.2.1 短发夹 shRNA质粒的提取 超净台中用无菌牙签蘸取
shRNA甘油菌涂布 LB平板(含 Ampicillin，AMP)，37℃，培养
过夜；无菌牙签挑取单克隆菌落，接种至含 AMP的 5 ml LB液
菌种管中，37 ℃，摇床 230 rpm 摇菌 12h。质粒提取步骤按
TIANprep Mini Plasmid Kit试剂盒说明书操作。紫外分光光度
计(Bio-Rad公司)质粒定量。scramble和病毒包装质粒由第四军
医大学生物化学与分子生物学实验室提供。
1.2.2 慢病毒包装 取对数生长期的 293T细胞，密度约 5×106

/ml，均匀铺于 6 cm皿中，37℃，5 %CO2条件下培养，待细胞生

长密度到达 60 %- 70%时更换新鲜培养基(DMEM)，进行转染。
转染条件如下：Ⅰ 干扰载体质粒 (shRNA-3325、3326、3327、
3328 和阴性对照 scramble)4 μg，包装质粒 psPAX23 μg 和
pMD2.G1μg，稀释于 250 μl无血清培养基中，室温 5 min；Ⅱ

Lipofectamine2000 40 μl稀释于 250 μl无血清培养基中，室温
5 min；然后Ⅰ、Ⅱ混合于室温孵育 20 min形成复合物；分别将
对应的 500 μl复合物转移至细胞培养皿中并加适量完全培养
基，37℃，5 % CO2条件下培养 12 h，更换新鲜培养基(约 5 ml)，
继续培养；48 h后收集培养液上清 (约 5 ml)，5000 rpm低速离
心，然后用 0.45 μm滤膜过滤，分装，-70℃保存备用。
1.2.3 病毒感染目的细胞和稳转细胞株的筛选 取对数生长期
人乳腺癌 MCF-7和 T47D细胞，分别接种于 6孔细胞培养板，
不含任何抗生素的 DMEM和 1640培养基，37℃，5 % CO2条

件下培养；细胞密度达 70 %-80 %时更换新鲜培养基；然后依
次向 6孔板中加 1 ml相应病毒液，加 1 ml完全培养基(con组
只加 2 ml培养基)，轻轻混匀，并按所加病毒液依次做好标记。
37℃，5 % CO2条件下培养 48 h；分别按常规方法提取蛋白，
通过 western-blot检测 ERβ蛋白水平(见图 1)。由 western-blot
结果显示，4个干涉靶点均能有效下调 ERβ蛋白水平，其中以
shRNA3326、3327对 T47D细胞和 shRNA3325、3326对MCF-7
细胞效果最好。然后分别以干涉效果最好组进一步转染两细胞
株，并进行稳转筛选：添加浓度为 1 mg/L(此浓度为前期筛选的
最佳杀伤药物浓度)的嘌呤霉素的培养基，并固定 2-3天更换含
上述药物浓度的培养基，连续筛选 4W；待细胞不再死亡(此时
con组细胞已完全杀死)，表明阳性克隆已形成。分别将两细胞
株各组细胞分别移至培养瓶中培养，并经连续传 5代观察细胞
形态无明显改变。将上述细胞株命名为 T47D-ERβi-scram-
ble/s1/s2和MCF-7-ERβi-scramble/s1/s2。
1.2.4 稳转细胞株干扰效果鉴定
1.2.4.1 mRNA水平 参照 Trizol说明书，分别常规提取两细胞
株各自对照组和实验组总 RNA，按 TaKaRa RT-PCR反转录反
应试剂盒(TaKaRa code:DRR037A)说明，反转录得到相应 cD-
NA。然后进行 RT-PCR，25 μl反应体系如下：10×PCR buffer2.
5 μl、Taq酶(5 U/μl)0.125 μl、dNTP 2 μl、上下游引物各 1 μl、模
板 cDNA 2 μl，补去离子水至 25 μl，混匀；放入 PCR仪中：ERβ
程序为 95℃，5 min、变性：95℃，30s、退火：55℃，30s、延伸：72
℃，1min、72℃，7 min，35个循环；内参照 GAPDH其他程序一
样，退火温度为 58℃。取各自 PCR产物加入适量 10×上样缓
冲液，1.5 %琼脂糖凝胶电泳，100 V，30 min，紫外凝胶成像仪拍
照 (见图表 2)。ImageJ 图像分析软件对结果进行灰度分析，
ERβmRNA表达下调率 =(1- ERβ／相应 GAPDH(灰度值的比
值))%。
1.2.4.2 蛋白水平 Western-blot方法检测分别常规提取对照组
(空白对照和阴性对照)和各实验组细胞的总蛋白，蛋白定量后
进行常规 western-blot检测。计算机扫描蛋白条带（图 3）并作
灰度分析。以 β-actin 作内参照，ERβ 蛋白表达下调率 =
(1-ERβ/β-actin(灰度值的比值))%。
1.3 统计学处理
应用 SPSS13.0软件分析数据，数据均用 x±s表示。采用

单因素方差分析，P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 稳转细胞株鉴定
2.1.1 mRNA表达水平 RT-PCR结果示(图 2)：与对照组相比，
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实验组 ERβ mRNA 的表达明显降低(P〈0.05)，两细胞实验组
ERβ mRNA下调率分别达 (61.12±3.66)%、(76.47±3.16)%和
(62.42±0.07)%、(42.49±1.96)%；而阴性对照组与空白对照组
无明显变化(P〉0.05)。以上结果为 3次测量结果。
2.1.2 两稳转乳腺癌细胞株 ERβ 蛋白表达 Western-blot 检测
所 得 两 稳 转 细 胞 株 各 自 对 照 组 (con、scr)、 实 验 组
(T47D-ERβi-s1/s2，MCF-7-ERβi-s1/s2)ERβ蛋白表达水平 (图
3)。经软件图像分析，与对照组相比，实验组 ERβ蛋白表达量
均有明显降低(P＜0.05)：其中 T47D-ERβi-s1、s2两组蛋白量分
别下调率为(60.83±3.07)%和(53.31±3.00)%；MCF-7-ERβi-s1、
s2两组下调率达(83.69±5.07)%和(73.16±13.21)%。而阴性对
照组与空白对照组相比，ERβ蛋白表达无明显变化(P>0.05)。以
上结果均为 3次测量结果。

3 讨论

Roger[3]等通过对良性乳腺增生和原位癌用定量免疫组化

法检测 ERα和 ERβ水平，结果显示正常乳腺组织中 ERβ表达
率高，而在非典型增生和原位癌组织中却明显下降，而 ERα水
平则相反。其他一些国内外文献[4-7]也得到一致的结论：ERβ在
正常乳腺组织中的表达明显高于恶性乳腺组织，并且在乳腺肿

瘤发生发展过程中，呈现出 ERα升高 ERβ降低，ERα/ERβ比
值升高的现象，这提示 ERβ对乳腺组织有保护作用。
内分泌治疗（如他莫昔芬）耐药是影响乳腺癌治疗效果的

重要因素。他莫昔芬临床应用广泛，对其耐药机制的研究也成
为热点。随着 ERβ在乳腺癌中的深入研究，人们认为其在乳腺
癌内分泌治疗耐药机制中扮演重要角色。然而，ERβ表达是否
影响乳腺癌内分泌治疗效果有关目前国内外报道尚存争议：

Speires[8]等运用 RT-PCR法检测 TAM治疗敏感和耐药两组患
者的 ERβmRNA表达，结果在 TAM耐药的乳腺癌患者 ERβm-
RNA水平明显上调，表明 ERβ过度表达可能在 TAM耐药中
有重要作用。其他研究[9,10]亦显示 ERβ(或其异构体)阳性细胞对
TAM不敏感，甚至还依赖他莫昔芬生存。而Myers等[10]一些研

究显示 ERβ蛋白表达与乳腺癌低肿瘤分级、腋窝淋巴结阴性
转移及高的无病生存率 DFS相关，其低表达预示内分泌治疗
抵抗[11,12]，国内研究也得到类似结果[13]。所以，ERβ表达水平是
否影响乳腺癌内分泌治疗效果，以及能否作为预测乳腺癌内分

泌治疗的一个评估分子仍需进一步的研究和明确。
随着近年来新型基因阻断技术载体介导的 RNAi系统的
发展，尤其是慢病毒载体能同时感染分裂和非分裂细胞且可将

shRNA整合到转导细胞基因组, 实现靶基因的长期稳定沉默,使
得建立特定基因敲除细胞或转基因动物模型成为了可能[14,15]。
本实验即通过慢病毒载体携带 ERβshRNA转导乳腺癌细胞，
并经嘌呤霉素连续筛选，并分别从 mRNA水平和蛋白水平验
证 ERβ表达量，证实我们成功获得了稳定沉默 ERβ的乳腺癌
细胞株 T47D-ERβi和MCF-7-ERβi。这为我们后续在体内、外
水平探究改变 ERβ水平对乳腺癌细胞细胞增殖和凋亡等生物
学特征的影响，以及其在乳腺癌内分泌治疗效果中的作用提供

了有用的细胞模型。
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Fig. 2 RT-PCR showed the expression of ERβ mRNA after lentivirus

infection with puromycin(1mg/L) for 4W in breast cancer cells
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图 3慢病毒感染目的细胞，经浓度为 1 mg/L嘌呤霉素筛选 4 W，
Western-blot结果显示 ERβ蛋白表达量

Fig. 3 Western blotting results of the expression of ERβ protein after

lentivirus infection with puromycin(1mg/L) for 4W

注：其中左为 T47D细胞，右为MCF-7细胞(con为空白对照、scr为阴

性对照、s1和 s2为两个干涉靶点)

Note: Left : T47D cells; right : MCF-7 cells( con: the parental cells; scr:

negative control; s1 and s2: interfering target)
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