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摘要：目的　探究ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６调节三阴性乳腺癌（ＴＮＢＣ）对紫杉醇（ＰＴＸ）
的抵抗以及耐药性的机制。方法　将人ＴＮＢＣ细胞系（ＭＤＡ－ＭＢ－２３１）通过暴
露于浓度持续增加的 ＰＴＸ中，获得 ＰＴＸ抗性 ＴＮＢＣ细胞（ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／
ＰＴＸ）。选对数生长期的 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１和 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ细胞进行分
组实验，分别转染靶向ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６的短发夹ＲＮＡ（ｓｈ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６）
及阴性对照（ｓｈ－ＮＣ），分为 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ＮＣ组、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－
ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６组、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ＮＣ组和 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－
ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６组。用实时荧光定量聚合酶链反应（ＲＴ－ｑＰＣＲ）测定细胞中
ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６的表达水平，用四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）和克隆形成实验检测细
胞增殖能力，用流式细胞术检测细胞凋亡能力，用蛋白质印迹法检测细胞增殖、

凋亡相关蛋白质的表达情况。结果　ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６在ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ、
ＭＤＡ－ＭＢ－２３１及 ＭＣＦ－１０Ａ细胞中的相对表达水平分别为６０８±０５９、
３３６±０１１和１００±００２，细胞间比较，在统计学上差异均有统计学意义（均
Ｐ＜０００１）。ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ＮＣ组和ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６组
增殖率分别为（１００００±０８４）％和（５４３８±１２０）％，细胞凋亡率分别为
（２４１±０３４）％和（２１６５±０２９）％，在统计学上差异均有统计学意义（均
Ｐ＜０００１）。ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ＮＣ组和 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿
００４４５５６组增殖率分别为（１１２２９±１１９）％和（６１３３±１２４）％，细胞凋亡率分
别为（２０８±００７）％和（１４３８±０１６）％，ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ＮＣ组和
ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６组增殖率及凋亡率比较，在统计学上
差异均有统计学意义（均Ｐ＜０００１）。ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ＮＣ组和 ＭＤＡ－ＭＢ－
２３１－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６组 Ｋｉ－６７蛋白相对表达水平分别为 １００±００２和
０６７±００２，Ｂ淋巴细胞瘤 －２（Ｂｃｌ－２）蛋白相对表达水平分别为１００±００２
和０６４±００１，在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）。ＭＤＡ－ＭＢ－
２３１／ＰＴＸ－ＮＣ组和ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６组Ｋｉ－６７蛋白相对
表达水平分别为１００±００３和 ０８１±００１，Ｂａｘ蛋白相对表达水平分别为
１００±００２和１５５±００２，Ｂｃｌ－２蛋白相对表达水平分别为 １００±００３
和０７９±００１，ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ＮＣ组的上述指标与 ＭＤＡ－ＭＢ－
２３１／ＰＴＸ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６比较，在统计学上差异均有统计学意义（均
Ｐ＜００５）。结论　敲低 ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６表达能够抑制 ＴＮＢＣ细胞的恶性
进展和 ＰＴＸ耐药性。
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　　　ＴＮＢＣｃｅｌｌｓ（ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ）ｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｅｘｐｏｓｉｎｇｔｈｅｈｕｍａｎＴＮＢＣｃｅｌｌ（ＭＤＡ－ＭＢ－２３１）ｔｏ
ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＰＴＸＭＤＡ－ＭＢ－２３１ａｎｄＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸｃｅｌｌｓｉｎｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｇｒｏｗｔｈｐｈａｓｅｗｅｒｅ
ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ（ｓｈ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６）ａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ｓｈ－ＮＣ），
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｆｉｎａｌｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ＮＣ，ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６，
ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ＮＣａｎｄＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６ｇｒｏｕｐｓＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｃｉｒｃＲＮＡ＿
００４４５５６ｉｎｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴ－ｑＰＣＲ）；ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌ
ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍａｓｓａｙａｎｄｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅ
ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄ；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ
Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６ｉｎＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ，ＭＤＡ－ＭＢ－２３１ａｎｄＭＣＦ－
１０Ａｃｅｌｌｓｗｅｒｅ６０８±０５９，３３６±０１１ａｎｄ１００±００２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜０００１）ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ＮＣａｎｄＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６
ｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ（１００００±０８４）％ ａｎｄ（５４３８±１２０）％；ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｗｅｒｅ（２４１±０３４）％ ａｎｄ
（２１６５±０２９）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜０００１）Ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｒａｔｅｓｏｆＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ＮＣａｎｄＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６ｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ（１１２２９±１１９）％
ａｎｄ（６１３３±１２４）％；ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｗｅｒｅ（２０８±００７）％ ａｎｄ（１４３８±０１６）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅａｌｌｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜０００１）ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＫｉ－６７ｉｎＭＤＡ－
ＭＢ－２３１－ＮＣａｎｄＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６ｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ１００±００２ａｎｄ０６７±００２；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ－２－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂａｘ）ｗｅｒｅ１００±００２ａｎｄ１４６±００３；ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜００５）ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＫｉ－６７ｉｎＭＤＡ－ＭＢ－
２３１／ＰＴＸ－ＮＣｇｒｏｕｐａｎｄＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１００±００３ａｎｄ０８１±００１，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±００２ａｎｄ１５５±００２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢｃｌ－２ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±００３ａｎｄ０７９±００１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｉｎＭＤＡ－
ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ＮＣｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍｔｈｏｓｅｉｎＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６ｇｒｏｕｐ
（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＫｎｏｃｋｉｎｇｄｏｗｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６ｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｍａｌｉｇｎａｎｔ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎａｎｄＰＴＸｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆＴＮＢＣｃｅｌｌｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｔｒｉｐｌｅ－ｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ；ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｐａｃｌｉｔａｘｅｌ

　　三阴性乳腺癌（ｔｒｉｐｌｅ－ｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ，
ＴＮＢＣ）作为最恶性的乳腺癌亚型，在乳腺癌患者中的发
病率占１５％～２０％，典型特征是患者体内雌激素受体、孕
激素受体和原癌基因人表皮生长因子受体２（ｈｕｍａｎｅｐｉ
ｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＨＥＲ２）３种蛋白表达缺
失［１］。因缺乏内分泌抗ＨＥＲ２治疗的靶点，目前并无针
对性治疗方案。紫杉醇（ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ，ＰＴＸ）是一种化疗药
物，常用于治疗 ＴＮＢＣ，但易产生耐药性［２］。环状 ＲＮＡ
（ｃｉｒｃＲＮＡ）是一类具有共价闭环结构的非编码ＲＮＡ，研
究表明ＴＮＢＣ肿瘤发生和化学耐药性产生与ｃｉｒｃＲＮＡ的
异常表达有关系［３］。ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６（ＣｉｒｃＣＯＬ１Ａ１）被发
现在ＴＮＢＣ组织中异常表达［４］。本研究旨在探究ｃｉｒｃＲＮＡ＿
００４４５５６对ＴＮＢＣ的恶性表型及耐药性机制的影响。

材料与方法

１　材料
细胞株　人 ＴＮＢＣ细胞系（ＭＤＡ－ＭＢ－２３１）和

人类正常乳腺上皮细胞（ＭＣＦ－１０Ａ），均购自中国科
学院类型培养细胞库。

药品与试剂　ＰＴＸ，规格：每瓶 ５ｍｇ，纯度：
９９９６％，批号：ＨＹ－Ｂ００１５，美国 ＭＣＥ公司生产。Ｂ
细胞淋巴瘤 －２（Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２，Ｂｃｌ－２）单克
隆抗体、Ｂｃｌ－２相关的 Ｘ蛋白（Ｂｃｌ－２－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸ
ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）多克隆抗体，均购自美国 ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公
司；细胞核相关抗原 Ｋｉ６７（ｎｕｃｌｅａｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎ
Ｋｉ６７，Ｋｉ６７）重 组 抗 体，购 自 英 国 Ａｂｃａｍ 公 司；
ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒、甲基偶氮唑蓝
（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ）细胞增殖和细胞毒
性检测试剂盒，均购自上海碧云天生物技术有限公

司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００试剂，购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司。ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６引物，由上海生工公司合成；靶
向ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６的短发夹 ＲＮＡ（ｓｈ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿
００４４５５６）及阴性对照（ｓｈ－ＮＣ），均购自苏州吉玛基
因股份有限公司。
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ３Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２５）

仪器　ＣＦＸ９６ＴｏｕｃｈＴＭ实时荧光定量聚合酶链反
应（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ＲＴ－ｑＰＣＲ）检测系统，美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产品；
ＥＶＯＳＭ５０００荧光显微镜、ＡｔｔｕｎｅＮｘＴ流式细胞仪，均
为美国ＴｈｅｍｏＦｉｓｈｅｒ公司产品。
２　实验方法
２１　模型建立［５］

将ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞长期暴露在含ＰＴＸ的培
养基中以获得 ＰＴＸ抗性，８周后每代ＰＴＸ浓度均有所
增加，最终 ＰＴＸ浓度达到２０ｎｍｏｌ·Ｌ－１，诱导产生耐
ＰＴＸ的ＴＮＢＣ细胞株（ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ）。利用
ＰＴＸ在 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞中的 ＩＣ５０值确定
ＭＤＡ－ＭＢ－２３１的耐药性。所有细胞在含有１０％的
胎牛血清和１％青霉素 －链霉素的杜克改良 Ｅａｇｌｅ培
养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）中培
养，并在５％ ＣＯ２和３７℃的培养箱中生长。
２２　细胞分组与处理方法

选对数生长期的ＭＤＡ－ＭＢ－２３１和ＭＤＡ－ＭＢ－
２３１／ＰＴＸ细胞进行分组实验，选对数生长期的ＭＤＡ－
ＭＢ－２３１和 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ细胞进行分组实
验，分别用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００试剂转染靶向 ｃｉｒｃＲＮＡ＿
００４４５５６的短发夹 ＲＮＡ（ｓｈ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６）及阴
性对照（ｓｈ－ＮＣ）ＲＮＡ转染到 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１和
ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ细胞中，最终分组为ＭＤＡ－ＭＢ－
２３１－ＮＣ组、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６组、
ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ＮＣ组和 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／
ＰＴＸ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６组。
２３　ＲＴ－ｑＰＣＲ法检测ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６的相对表
达水平

用Ｔｒｉｚｏｌ试剂从细胞中提取总ＲＮＡ后用ＨｉＳｃｒｉｐｔ
ｌｌｌ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ将 ＲＮＡ逆转录为
ｃＤＮＡ。用 ＴａｑＰｒｏＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
在ＲＴ－ｑＰＣＲ系统上进行反应。按参考文献［６］方法
计算基因相对表达水平。

２４　蛋白质印迹法检测增殖和凋亡相关蛋白表达水平
用ＲＩＰＡ裂解缓冲液５００μＬ提取细胞总蛋白质。

将等量蛋白２０μｇ上样至十二烷基硫酸钠 －聚丙烯
酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ－ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ
ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）凝胶上进行分离，然
后将分离开的蛋白质转移到硝酸纤维素膜上。按参

考文献［７］方法进行蛋白质印迹检测并统计蛋白质相
对表达水平。

２５　ＭＴＴ法检测细胞增殖
将转染后的 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１和 ＭＤＡ－ＭＢ－

２３１／ＰＴＸ细胞（每孔１×１０３个）接种到９６孔板中。将
转染后的细胞用无菌 ＭＴＴ染料１００μＬ在３７℃下染
色４ｈ，然后去除培养基并加入Ｆｏｒｍａｚａｎ溶解液１００μＬ。
按参考文献［８］方法检测细胞增殖情况。
２６　克隆形成实验检测细胞增殖

将转染后的 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１和 ＭＤＡ－ＭＢ－
２３１／ＰＴＸ细胞，以每孔 １×１０３个细胞接种在 ６孔板
中。将细胞在含５％ＣＯ２的３７℃加湿培养箱中培养
７ｄ。７ｄ后，用磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕ
ｔｉｏｎ，ＰＢＳ）洗涤细胞２～３次，４％甲醛固定１０ｍｉｎ，５％
结晶紫染色１０ｍｉｎ。最后，通过在１０倍显微镜下随
机拍摄每孔１５个视野来计算染色细胞面积比。
２７　流式细胞术测细胞凋亡能力

将处于对数生长期的ＭＤＡ－ＭＢ－２３１和ＭＤＡ－
ＭＢ－２３１／ＰＴＸ细胞以每孔１×１０５个细胞的密度接种
于２４孔板中，最终体积为５００μＬ。转染４８ｈ后，收集
细胞，用预冷 ＰＢＳ洗涤２次，然后重悬于 Ａｎｎｅｘｉｎｖ－
ＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡试剂盒提供的 ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ
１００μＬ中。随后，分别加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ溶液
５μＬ和ＰＩ溶液５μＬ在黑暗中孵育１０ｍｉｎ。按参考文
献［９］的方法检测细胞凋亡率。
３　统计学处理

用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ９（Ｖｅｒｓｉｏｎ９５０）进行统计分析与
作图。计量资料以珋ｘ±ｓ表示，组间比较用ｔ－Ｔｅｓｔ检验。

结　　果

１　ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６在ＴＮＢＣ中异常高表达
将ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞分为ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－

ＮＣ组（转染 ｓｈ－ＮＣ）和 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ｃｉｒｃＲＮＡ＿
００４４５５６组（转染ｓｈ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６）；ＭＤＡ－ＭＢ－
２３１／ＰＴＸ细胞分为ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ＮＣ组（转
染 ｓｈ－ＮＣ）和 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿
００４４５５６组（转染ｓｈ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６）。

ＲＴ－ｑＰＣＲ结果显示，在 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ、
ＭＤＡ－ＭＢ－２３１及 ＭＣＦ－１０Ａ细胞的 ｃｉｒｃＲＮＡ＿
００４４５５６相 对 表 达 水 平 分 别 为 ６０８±０５９、
３３６±０１１和１００±００２，ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ细胞
和ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞分别与 ＭＣＦ－１０Ａ细胞比较，
ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ细胞与 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞比
较，在统计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜０００１）。
２　ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６沉默效率验证

ＲＴ－ｑＰＣＲ结果显示，ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ＮＣ组和
ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６组的 ｃｉｒｃＲＮＡ＿
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００４４５５６相对表达水平分别为 １０１±０１４和
０１７±００１，在 统 计 学 上 差 异 有 统 计 学 意 义
（Ｐ＜００５）；ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ＮＣ组和 ＭＤＡ－
ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６组 ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６
相对表达水平分别为１５４±０２３和０３１±０１２，在统
计学上差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
３　沉默ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６降低ＴＮＢＣ细胞增殖能力

ＭＴＴ分析结果显示，ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ＮＣ组和
ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６组细胞增殖率分
别为（１００００±０８４）％和（５４３８±１２０）％，在统计
学上差异有统计学意义（Ｐ＜０００１）；ＭＤＡ－ＭＢ－
２３１／ＰＴＸ－ＮＣ组和ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿
００４４５５６组增殖率分别为 （１１２２９±１１９）％ 和
（６１３３±１２４）％，在统计学上差异有统计学意义
（Ｐ＜０００１）。ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ＮＣ组和ＭＤＡ－ＭＢ－
２３１－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６组 克 隆 形 成 率 分 别 为
（２６８３±０２９）％和（３９３±０２４）％，在统计学上差
异有统计学意义（Ｐ＜０００１）；ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－
ＮＣ组和ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６组
克 隆 形 成 率 分 别 为 （２８４７ ± ０４９）％ 和

（５００±０３４）％，在统计学上差异有统计学意义
（Ｐ＜０００１），见图 １Ａ。ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ＮＣ组和
ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６组 Ｋｉ－６７蛋白相
对表达水平分别为１００±００２和０６７±００２，在统
计学上差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；ＭＤＡ－ＭＢ－
２３１／ＰＴＸ－ＮＣ组和ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿
００４４５５６组 Ｋｉ－６７蛋 白 相 对 表 达 水 平 分 别 为
１００±００３和０８１±００１，在统计学上差异有统计学
意义（Ｐ＜００１），见图１Ｂ。
４　沉默ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６促进ＴＮＢＣ细胞凋亡

流式细胞术结果显示，ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ＮＣ组
和ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６组细胞凋亡率
分别为（２４１±０３４）％和（２１６５±０２９）％，在统计
学上差异有统计学意义（Ｐ＜０００１）；ＭＤＡ－ＭＢ－
２３１／ＰＴＸ－ＮＣ组和ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿
００４４５５６组细胞凋亡率分别为（２０８±００７）％和
（１４３８±０１６）％，在统计学上差异有统计学意义
（Ｐ＜０００１）。蛋白质印迹分析结果显示，ＭＤＡ－ＭＢ－
２３１－ＮＣ组和ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６组
Ｂａｘ蛋 白 相 对 表 达 水 平 分 别 为 １００±００２和
１４６±００３，Ｂｃｌ－２蛋白相对表达水平分别为
１００±００２和０６４±００１，在统计学上差异均有统计
学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－
ＮＣ组和ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６组

　　

图 １　沉默ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６降低三阴性乳腺癌（ＴＮＢＣ）细胞
增殖能力

Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＳｉｌｅｎｃｉｎｇｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６ｒｅｄｕｃｅｄｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｒｉｐｌｅ－ｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ（ＴＮＢＣ）
Ａ：Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｌｏｎａｌｃｏｌｏｎｉｅｓｏｆｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈｃｌｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ａｓｓａｙ；Ｂ：ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅａｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎＫｉ６７（Ｋｉ６７）ｐｒｏｔｅｉｎ

ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｓｓａｙ；１：ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ＮＣｇｒｏｕｐ，ＭＤＡ－ＭＢ－２３１

ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｈ－ＮＣ；２：ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ｃｉｒｃＲＮＡ＿

００４４５６ｇｒｏｕｐ，ＭＤＡ－ＭＢ－２３１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｈ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿

００４４５６；３：ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ＮＣｇｒｏｕｐ，ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ

ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｈ－ＮＣ；４：ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸ－ｃｉｒｃＲＮＡ＿

００４４５６ｇｒｏｕｐ，ＭＤＡ－ＭＢ－２３１／ＰＴＸｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｈ－

ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５６

Ｂａｘ蛋白相对表达水平分别为 １００±００２和
１５５±００２，Ｂｃｌ－２蛋白相对表达水平分别为
１００±００３和０７９±００１，在统计学上差异均有统计
学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。

讨　　论

ＰＴＸ是一种广泛用于治疗 ＴＮＢＣ晚期的化疗药
物，但是在大多数晚期 ＴＮＢＣ患者中，ＰＴＸ治疗仅在
初始阶段有效果，在治疗后期频繁发生获得性ＰＴＸ耐
药性，导致ＰＴＸ治疗对ＴＮＢＣ患者的５年生存率没有
明显改善。化疗耐药的问题是 ＴＮＢＣ临床治疗中的
重要难题。得益于 ｃｉｒｃＲＮＡ的稳定性和丰度较高，研
究表明多种 ｃｉｒｃＲＮＡ在 ＴＮＢＣ中异常表达，可作为



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　３４９　　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ３Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２５）

ＴＮＢＣ癌症进展的重要调节因子，对治疗 ＴＮＢＣ的耐
药性具有重要意义［１０］。本研究探讨了 ｃｉｒｃＲＮＡ＿
００４４５５６对ＴＮＢＣ细胞ＰＴＸ耐药的影响机制。

介导ＴＮＢＣ化学耐药性产生的机制涉及细胞增
殖和凋亡的调控［５，１１］。肿瘤细胞的无限恶性增殖特

性是恶性表型中最基本的特征之一，研究已证实

ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６能促进肿瘤细胞的无限恶性增
殖［１２］。本研究中构建了 ＰＴＸ抗性 ＴＮＢＣ细胞，并用
ＭＴＴ比色法、克隆形成实验和蛋白质印迹实验分析评
估ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６对ＰＴＸ抗性ＴＮＢＣ细胞的无限恶
性增殖表型的影响，结果显示敲低 ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６
的表达能够分别抑制ＴＮＢＣ细胞以及ＰＴＸ抗性ＴＮＢＣ
细胞增殖。

细胞凋亡是一种程序性细胞死亡形式，是多种基

因严格控制的过程。已确定肿瘤细胞逃避凋亡的能

力在肿瘤治疗药物耐药性的产生中具有突出作用，既

往研究已经发现 ｃｉｒｃＲＮＡ调控肿瘤细胞逃避凋亡的
能力在肿瘤治疗药物耐药性中的产生中的发挥了重

要作用［１３］。本研究中，本课题组研究了 ｃｉｒｃＲＮＡ＿
００４４５５６在 ＰＴＸ抗性 ＴＮＢＣ细胞中逃避凋亡的机制。
流式细胞术检测细胞的凋亡水平结果显示，ｃｉｒｃＲＮＡ＿
００４４５５６敲低后ＴＮＢＣ以及ＰＴＸ抗性ＴＮＢＣ细胞凋亡
水平显著上升。在细胞凋亡过程中，Ｂａｘ和 Ｂｃｌ－２之
间的平衡关系对于细胞凋亡的发生和发展起到了重

要的调控作用［１４－１５］。在本研究中，本课题组发现

ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６的敲低导致 ＴＮＢＣ及其 ＰＴＸ抗性细
胞中Ｂａｘ蛋白相对表达水平上升，Ｂｃｌ－２蛋白相对表
达水平下降。

本研究结果表明，ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６在ＴＮＢＣ中显
著上调，其高表达与 ＰＴＸ抗性产生有关。敲低
ｃｉｒｃＲＮＡ＿００４４５５６表达可以降低细胞活性和增殖能力，
从而诱导细胞凋亡来抑制 ＴＮＢＣ细胞对 ＰＴＸ的耐
药性。
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ｃａｎｃｅｒ［Ｊ／ＯＬ］ＣａｎｃｅｒＣｅｌｌＩｎｔ，２０２０，２０：４２７２０２０－０９－０１

［２０２４－０４－２６］．ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／

３２８８４４４９／．

［１３］　ＴＡＮＬ，ＨＵＡＮＧＺ，ＣＨＥＮＺ，ｅｔａｌＣｉｒｃＲＮＡ＿００１８９５ｐｒｏｍｏｔｅｓ

ｓｕｎｉｔｉｎｉｂｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｔｈｒｏｕｇｈｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄＤＮＡｄａｍａｇｅｒｅｐａｉｒ［Ｊ］ＪＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２０２３，３５

（１）：１１—１８

［１４］　ＳＰＩＴＺＡＺ，ＧＡＶＡＴＨＩＯＴＩＳＥＰｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ

ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｏｆＢＡＸ［Ｊ］ＴｒｅｎｄｓＰｈａｒｍａｃｏｌＳｃｉ，２０２２，４３（３）：

２０６—２２０

［１５］　ＨＡＦＥＺＩＳ，ＲＡＨＭＡＮＩＭ ＴａｒｇｅｔｉｎｇＢＣＬ－２ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ：

Ａｄｖａｎｃｅｓ，ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ，ａｎｄｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ［Ｊ］Ｃａｎｃｅｒｓ（Ｂａｓｅｌ），

２０２１，１３（６）：１２９２ （收稿日期２０２４－０６－２５）


