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PRMT5调控三阴性乳腺癌对多西他赛敏感性的研究 *
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摘要 目的：探讨蛋白质精氨酸甲基转移酶 5(protein arginine methyltransferase 5，PRMT5)对三阴性乳腺癌对多西他赛敏感性的影

响，为三阴性乳腺癌的治疗提供新的思路。方法：通过包装慢病毒构建 PRMT5过表达稳转细胞系和 PRMT5敲除细胞系。采用平

板克隆测定不同浓度下多西他赛对于MDA-MB-231细胞和 PRMT5过表达细胞增殖的影响。采用流式周期和凋亡检测不同浓度

多西他赛对 PRMT5过表达和 PRMT5敲除以及 MDA-MB-231亲本细胞的周期以及凋亡的影响。采用Western Blot方法检测

PARP以及 p21、p27及 LC3等表达。结果：成功构建 PRMT5过表达及敲除稳转系。与对应对照组(MDA-MB-231细胞)比较，4nM

和 8nM的多西他赛处理的 PRMT5过表达细胞系(MDA-MB-231-PRMT5细胞)形成克隆率明显降低(P<0.05)，细胞凋亡率明显增

加(P<0.05)，细胞周期 p21分子表达增多(P<0.05)，但未随浓度增加增高(P<0.05)，cycling D1、PARP剪切体、LC3-Ⅱ的表达均明显

增加 (P<0.05)。4nM和 8nM的多西他赛处理的 PRMT5敲除稳转系 (MDA-MB-231-shPRMT5) 细胞凋亡率、p21、p27、cyclinD1、

LC3-Ⅱ的表达均较对应对照组(MDA-MB-231细胞)明显降低(P<0.05)，LC3-Ⅱ表达水平较亲本低(P<0.05)。结论：PRMT5高表达

可增加MDA-MB-231细胞对多西他赛的敏感性，PRMT5有望成为多西他赛临床治疗敏感性预测和方案选择的关键分子，并有望

成为调控多西他赛等化疗药物耐药的新靶点。
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Regulation of PRMT5 on the Sensitivity to Docetaxel of Triple Negative
Breast Cancer*

To explore the effect of protein arginine methyltransferase 5 (PRMT5) on the sensitivity of triple negative

breast cancer (TNBC) to Docetaxel and find a novel method to treat TNBC. The stable PRMT5-overexpression and

PRMT5-konck down cells were obtained through packaging slow virus. The effect of different doses of docetaxel on the proliferation of

MDA-MB-231-PRMT5 and MDA-MB-231 cells were detected by flat plate clone formation test. The cell cycle and apoptosis were

detected by flow cytometry. The expression of PARP, p21, p27 and LC3-Ⅱ were examined by Western Blot. The stable

PRMT5-overexpression cells and PRMT5-knock down cells were successfully constructed. Compared to the MDA-MB-231 cell, the

colony forming efficiency of MDA-MB-231-PRMT5 cells treated by 4nM and 8nM docetaxel were significantly lower (P<0.05), the

apoptotic rates and p21, cycling D1, PARP and LC3-Ⅱ expressions were obviously higher (P<0.05). However, the apoptotic rates and

p21, cycling D1, PARP and LC3-Ⅱ expressions of MDA-MB-231-shPRMT5 cells treated by 4nM and 8nM docetaxel were obviously

lower (P<0.05). The overexpression of PRMT5 could increase the sensitivity of MDA-MB-231 cell to Docetaxel. PRMT5

might be the key point to predict the sensitivity of docetaxel treatment and the target of regulation of docetaxel drug resistance.
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前言

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一[1]，其中 15%为不表

达雌激素受体、孕激素受体及人表皮生长因子受体 2的三阴性

乳腺癌(Triple negative breast cancer，TNBC)[2]。作为乳腺癌的一

种特殊亚型，TNBC具有侵袭力强、复发早、进展快和预后差等

特点[3]。目前，化疗仍是 TNBC其术后的主要治疗方法，蒽环类

和紫杉类化疗药被证实是治疗 TNBC的有效药物[4]。

多西他赛(Docetaxel)作为一种可与纺锤体微管结合从而导

致有丝分裂阻滞及细胞死亡的强效化疗药物，被广泛应用于一
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图 1 Western blot检测MDA-MB-231-PRMT5和MDA-MB-231-shPRMT5细胞中 PRMT5的表达情况

Fig.1 The expression levels of PRMT5 in MDA-MB-231-PRMT5 cells

and MDA-MB-231-shPRMT5 cells were detected by western blot method **P<0.01

线 TNBC的治疗[5]。研究显示多西他赛治疗 TNBC的效果有差

异性，Dong Hu等发现在乳腺癌中尤其是 TNBC中，蛋白质精

氨酸甲基转移酶 5(protein arginine methyltransferase 5，PRMT5)

都呈高表达[6]。作为一种表观遗传酶，PRMT5能对称性地甲基

化组蛋白或者非组蛋白底物的精氨酸残基，影响多个靶基因及

多条信号通路途径，且其表达水平与肿瘤的发生发展密切相关
[7,8]。本研究主要探讨了 PRMT5对多西他赛对三阴性乳腺癌细

胞敏感性的影响，以期为三阴性乳腺癌的治疗提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 材料

MDA-MB-231、293T细胞由第四军医大学生化教研室张

健教授惠赠，DMEM细胞购自 Hyclone公司。胎牛血清购自于

Gibco 公司。兔抗人 PARP、LC3A/B、p21、p27 及 cyclin D1 抗

体，鼠抗人茁-actin抗体，HRP标记的羊抗兔 IgG和羊抗鼠 IgG

抗体均购自 Cell Signaling Technology公司。化学发光试剂盒购

自 zeta公司。多西他赛(Docetaxel)购自于 Selleckchem 公司。

PRMT5、shPRMT5及 scramble质粒获赠于叶明翔博士。吉姆萨

染液购自碧云天公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养及稳转系细胞构建 MDA-MB-231 及 293T

细胞培养于含 10%的胎牛血清及 1%的双抗的 DMEM 培养

基，细胞在 5%的 CO2，37℃孵育箱中常规培养。利用 PRMT5、

shPRMT5及 scramble质粒及包装质粒按 1:3:4加入无血清的

培养基中，按 1(滋g):2.5(滋L)比例加入 lipo2000。6小时候换为新

鲜培养基，48 h 收集病毒液储存于 -80℃。MDA-MB-231 以

60%的密度接种于 6 cm皿，加入病毒液，48 h后加入 2.5 滋g/
滋L的嘌呤霉素。筛选一个星期，验证稳转系构建情况。
1.2.2 平板克隆 取MDA-MB-231、MDA-MB-231-PRMT5细

胞各 500个接种于六孔板中，培养 3天后，对照度以 1‰的浓

度加入 DMSO。实验组分别加入多西他赛 1 nM及 5 nM，处理

5天后，换为新鲜培养液培养 3天，后洗去培养液，各孔加入固

定液 2 mL，固定 2 h后加入吉姆萨染液各 2 mL，1 h后洗去染

液拍照,使用 Odyssey扫描拍照，利用 ImageJ软件计数，以对照

组为参照，分别计算实验组形成克隆数的百分比。

1.2.3 Annexin V-FITC/PI凋亡、周期检测 将取细胞对数期

对照组加入 1‰的 DMSO，实验组分别加入 4 nM及 8 nM多西

他赛，处理 24 h后 0.25%胰蛋白酶消化处理细胞，800 r/min离

心 5 min沉淀细胞，弃上清，PBS重悬细胞。取 100 滋L细胞悬
液于 5 mL流式管中，在加入 10 滋g/mL的 PI，混匀后避光孵育

15 min，在反应管中加入 400 滋L稀释好的结合缓冲液，流式细
胞仪检测细胞凋亡情况。同样处理细胞，消化离心后，4℃预冷

的 PBS洗涤细胞 2次，800 r/min离心后，弃上清液。缓缓加入

75%乙醇 1 mL重悬细胞，-20 ℃固定过夜。800 r/min 离心 5

min后收集细胞，PBS洗涤。加入碘化丙啶(PI)染色，避光孵育

30 min后上机检测。

1.2.4 Western blot实验 给予 MDA-MB-231、MDA-MB-231-

PRMT5及 MDA-MB-231-shPRMT5细胞终浓度分别为 4和 8

nM的多西他赛、对照组给予 1‰DMSO各 24 h，细胞样品收集

于 1.5 mLEP管中，各管中加入 80 滋L含有蛋白酶抑制剂 RIPA

裂解液，冰上裂解 20 min，收集裂解液上清。BCA法测定蛋白

浓度，加入 1/4体积的 5xlodading buffer，100℃煮沸 10 min。配

置聚丙烯酰胺凝胶，于各加样孔中加 5 滋L蛋白 marker及相应

蛋白样品 20 滋g，连接电极，设置电泳电压 120 V，2 h。300 mA

恒流冰水转膜 90 min。根据目的蛋白的分子量大小将 NC膜裁

剪至适宜大小。5%的脱脂奶粉室温封闭 2 h。经 TBST洗膜后，

加入配好的一抗缓冲液 4℃孵育过夜。TBST洗膜 20 min，二

抗室温孵育 1 h，TBST洗膜 2 min，待发光检测。

1.3 统计学分析

每组实验至少重复 3次，每次实验至少 3个复孔。采用

SPSS19.0统计软件进行数据分析。计量资料用均数± 标准差

(x依s)表示，并进行两独立样本 t检验，以 p＜0.05表示有统计学

意义。

2 结果

2.1 PRMT5过表达及敲除的稳转系细胞的构建

Western blot方法检测MDA-MB-231细胞中 PRMT5的蛋

白表达水平，结果显示：MDA-MB-231-PRMT5细胞中 PRMT5

表达明显上调 （p<0.01），MDA-MB-231-shPRMT5 细胞中

PRMT5表达明显下调（p<0.01）(图 1)。

2.2 不同浓度多西他赛对 MDA-MB-231 及 MDA-MB-231-

PRMT5细胞形成平板克隆能力的影响

平板克隆结果显示：MDA-MB-231-PRMT5细胞及亲本细

胞形成克隆数分别为 (402.8± 10.4)、(160.9± 8.7)，多西他赛 4
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图 2平板克隆实验检测MDA-MB-231和MDA-MB-231-PRMT5细胞在多西他赛作用下形成克隆能力

Fig.2 The ability of clone formation of MDA-MB-231 and MDA-MB-231-PRMT5 in different dose of docetaxel *P<0.05**P<0.01

nM组分别为(67.0± 9.0)、(157.7± 11.1)，多西他赛 8 nM组则分

别为 (59.5± 14.5)、(33.4± 11.2)。与对照组相比，4nM和 8nM的

多西他赛处理组克隆形成率：(0.336 ± 0.031)%、(0.432 ±

0.030)%；(0.168± 0.034)%、(0.311± 0.046)%，组间差异有统计

学意义（p<0.05），表明 MDA-MB-231-PRMT5 对多西他赛更

敏感。

2.3 不同浓度下的多西他赛对 MDA-MB-231、MDA-MB-231-

PRMT5及MDA-MB-231-shPRMT5细胞周期及凋亡的影响

流式细胞仪检测显示：4 nM和 8 nM的多西他赛处理 24h

后，相较于 MDA-MB-231 细胞 G2/M 期的百分比 (41.03±

3.99)%、(58.79± 6.57)%，MDA-MB-231-PRMT5 细胞的 G2/M

期细胞的百分率分别为(55.40± 4.78)%、(70.01± 3.04)%，组间

周期有统计学差异 (P<0.01)。此外，多西他赛 8 nM作用下，

MDA-MB-231-PRMT5 凋 亡 率 为 (24.58 ± 1.78)% ，

MDA-MB-231 凋亡率为 (19.98 ± 2.31)%，MDA-MB-231-sh

PRMT5凋亡率则为(14.39± 3.17 )%，组间有统计学差异(p<0.

01)(图 3)。

2.4 多 西 他 赛 对 MDA-MB-231、MDA-MB-231-PRMT5、

MDA-MB-231-shPRMT5相关蛋白表达的影响

与 MDA-MB-231 细胞相比，MDA-MB-231-PRMT5 细胞

的 p21、cycling D1、cleaved-PARP、LC3-Ⅱ的表达表达上调，且

随浓度增加，差异有统计学意义 (P<0.05，P<0.01)。p27表达下

调，差异有统计学意义(P<0.01)。

而在 MDA-MB-231-shPRMT5细胞中周期相关蛋白 p27、

cyclinD1及自噬标志蛋白 LC3-Ⅱ表达水平低于亲本细胞，差

异有统计学意义(p<0.05)。凋亡分子 cleaved-PARP表达水平差

异不显著，无统计学差异。P21表达增加，差异有统计学意义

(p<0.05)(图 4)。

3 讨论

TNBC因缺乏有效的内分泌药物治疗和靶向治疗的靶点，

后续通常只能进行常规的放化疗，但因仍存在易转移、预后差

等问题成为临床治疗的难题。TNBC术后常用的化疗药物多西

他赛主要加强微管蛋白聚合和抑制微管解聚，致使形成稳定的

非功能性微管束，从而破坏肿瘤细胞的有丝分裂，导致细胞死

亡[5]。研究表明，作为一种表观遗传酶，PRMT5通过对组蛋白为

主的蛋白底物的精氨酸残基进行对称性的甲基化来影响多条

信号通路，从而发挥着多种生物学功能[7]。在人类许多肿瘤如卵

巢癌、肺癌、乳腺癌、结直肠癌、恶性胶质瘤及黑色素瘤中，

PRMT5 均呈高表达，且与肿瘤的进展及预后密切相关 [9-15]。

Dong Hu等发现在乳腺癌中 PRMT5表达与乳腺癌恶性程度具

有相关性，在三阴性乳腺癌中表达最高[6]。因此在三阴性乳腺癌

中研究 PRMT5表达水平与多西他赛疗效的关系及相关分子机

制具有重要的临床意义。

由于细胞周期调节破坏，肿瘤细胞得以快速增殖。Ibrahim

R等研究表明 PRMT5表达的改变可影响肿瘤细胞细胞周期。

PRMT5过表达可促进细胞增殖及克隆生长，而 PRMT5低表达

后细胞增殖及克隆生长明显降低[16,17]。Yang F等发现在MCF-7

和 HEK293T细胞中，细胞周期中 G1正调节因子如 cyclin D1、

cyclin E1、CDK4及 CDK6等分子的含量在 PRMT5过表达后

表达量明显增加，而负调节因子 Rb的表达则降低；将 PRMT5

敲低后，细胞阻滞在 G1期比例增多[18]。细胞周期中 p27蛋白是

一种周期素依赖性蛋白激酶抑制物分子,主要通过抑制细胞周

期蛋白 E-CDK2和 D-CDK4等 G1期激酶复合物影响 G1-S期

限制位点的调控，导致细胞周期停滞，抑制了细胞的增殖[19]。而

p21作为细胞周期负性调控因子，可以抑制转录因子 E2F，抑制

CDK2和 CDK4/6的活性，去 p-Rb表达水平升高，使得细胞停

留在 G2期。有文献报道，某些条件下 p21可促进细胞的凋亡

的发生。Yi T等的研究发现古曲霉素 A可通过上调 p21可诱

导破骨细胞凋亡[20]。Zoli W等研究发现乳腺癌的化疗过程中，

阿霉素与紫杉醇联合 5-氟尿嘧啶的使用可使 p21 的表达上

调，且与细胞凋亡数量呈显著正相关[21]。以上实验均说明 p21

对细胞凋亡的作用是非 p53依赖型。与常见细凋亡引起的Ⅰ型

细胞死亡不同，细胞中还存在Ⅱ型细胞死亡，即自噬型细胞死

亡，自噬是细胞面对外界环境变化时所产生的一种保护性反

应，但当细胞自噬过多，胞浆内大量形成的自噬体则会诱导细

胞死亡，形成自噬型细胞死亡。

本研究通过平板克隆实验发现，PRMT5过表达后，细胞增

殖能力明显增加，且细胞形成平板克隆能力与多西他赛浓度成

负相关性。在相同剂量多西他赛的作用下，虽然 PRMT5过表

达后细胞形成平板克隆的能力仍大于亲本细胞，但相较于对照

组，PRMT5过表达后增殖能力受到多西他赛的影响更加明显。
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图 3流式细胞仪检测多西他赛对MDA-MB-231、MDA-MB-231-PRMT5及MDA-MB-231-shPRMT5细胞的周期及凋亡影响

Fig.3 It was tested by flow cytometry that the cell cycle and apoptosis in MDA-MB-231, MDA-MB-231-PRMT5 and MDA-MB-231-shPRMT5 affected

by docetaxel. **P<0.01

经流式细胞术检测，多西他赛可使细胞阻滞在 G2/M 期。

PRMT5过表达后，G2/M期细胞所占百分比增加。且在同等浓

度作用下，PRMT5过表达细胞的凋亡率明显增多，与亲本及

PRMT5敲除细胞相比差异具有统计学意义 (p<0.01)。这表明

PRMT5可能通过加速细胞向 G2/M期转变增加多西他赛对细

胞的作用时间，从而增加细胞的凋亡率。通过Western blot我们

检测了 p27、p21及 cyclinD1分子，PRMT5过表达后可引起细

胞快速通过 G1期，向 S、G2/M期转变。且 p21与 PRMT5的正

相关表达也提示 PRMT5过表达增加多西他赛诱导细胞凋亡

的作用途径可能是非 p53依赖的。此外，我们还检测了自噬标

志分子 LC3-Ⅱ，PRMT5过表达其自噬水平明显增加。相应的，

敲除 PRMT5后，自噬的表达水平降低。这说明 PRMT5增加多

西他赛诱导MDA-MB-231的细胞死亡可能是通过增加其自噬

型细胞死亡实现的。

综上所述，PRMT5通过增加 G2/M期细胞的百分比，增加

了多西他赛的药物作用时间，提高了多西他赛治疗

MDA-MB-231细胞的有效率，PRMT5有望成为多西他赛临床

治疗敏感性预测和方案选择的关键分子，并有望成为调控多西

他赛等化疗药物耐药的新靶点。但在本实验中我们只选用了人

乳腺癌细胞株MDA-MB-231为研究对象，而不同的细胞株之

间仍存在一定的差异，因此仍需在不同的细胞系中进行验证及

更深入的研究。
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