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摘要院目的 探讨慢病毒 sh-SIRT1载体对乳腺癌细胞增殖尧迁移和侵袭的影响遥 方法 收集 2017年 1月~2019年 12月荆门市
第二人民医院确诊的 80例乳腺癌患者的癌组织及癌旁正常组织袁采用 qPCR方法检测 SIRT1基因的表达水平袁qPCR和免疫
印迹方法检测慢病毒 sh-SIRT1载体的有效性袁MTT法检测乳腺癌细胞活性袁Transwell法检测乳腺癌细胞的侵袭和迁移袁
Western Blot检测乳腺癌细胞 EMT相关蛋白的表达遥 结果 SIRT1在乳腺癌中呈高度表达袁癌旁组织中呈低表达曰与人乳腺上
皮细胞渊MCF-10A冤相比袁乳腺癌细胞系渊MDA-MB-231尧SK-BR-3冤中 SIRT1的基因表达增加遥 不同年龄尧吸烟行为尧酗酒行
为间 SIRT1表达比较袁差异无统计学意义渊 跃0.05冤曰不同 T分期尧N分期尧M分期间 SIRT1表达比较袁差异有统计学意义渊 约
0.05冤遥 MTT法检测显示袁在MDA-MB-231细胞和 SK-BR-3细胞中 sh-SIRT1可抑制乳腺癌细胞的增殖曰Transwell法检测
显示袁 在 MDA-MB-231细胞中 sh-SIRT1可抑制乳腺癌细胞的迁移和侵袭曰Western Blot检测显示袁sh-SIRT1可抑制 琢-
catenin尧PTEN和 E-cadherin表达下调袁促进 N-cadherin尧茁-catenin和 Vimentin表达上调遥 结论 SIRT1在乳腺癌细胞中高表
达袁慢病毒 sh-SIRT1载体可抑制乳腺癌细胞的增殖尧迁移和侵袭遥
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Effects of Lentiviral sh-SIRT1 Vector on the Proliferation,
Migration and Invasion of Breast Cancer Cells
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(1.Department of Thoracic and Breast Surgery,Jingmen Second People's Hospital,Jingmen 448000,Hubei,China;
2.Forensic Appraisal Center of Jingmen Public Security Bureau,Jingmen 448000,Hubei,China)

Abstract：Objective To investigate the effect of lentiviral sh -SIRT1 vector on the proliferation, migration and invasion of breast cancer cells.
Methods Collected the cancer tissues and adjacent normal tissues of 80 breast cancer patients diagnosed in Jingmen Second People's Hospital from
January 2017 to December 2019. qPCR method was used to detect the expression level of SIRT1 gene, qPCR and western blot methods were used to
detect the effectiveness of lentiviral sh-SIRT1 vector, MTT method was used to detect breast cancer cell viability, the Transwell method was used to
detect breast cancer cell invasion and migration, and Western Blot was used to detect breast cancer. Expression of EMT-related proteins in cells.
Results SIRT1 was highly expressed in breast cancer and low in adjacent tissues; compared with human breast epithelial cells (MCF-10A),increased
expression of SIRT1 gene in breast cancer cell lines (MDA-MB-231, SK-BR-3);There was no statistically significant difference in the expression of
SIRT1 among different ages, smoking behaviors, and alcohol abuse behaviors (P>0.05).Comparison of SIRT1 expression during different T stage, N
stage and M stage, the difference was statistically significant (P约0.05);MqTT assay found that sh-SIRT1 could inhibit the proliferation of breast cancer
cells in MDA-MB-231 cells and SK-BR-3 cells;Transwell assay found that sh-SIRT1 could inhibit the migration and invasion of breast cancer cells
in MDA -MB -231 cells.Western Blot detection found that sh -SIRT1 could inhibit the down -regulation of 琢 -catenin, PTEN and E -cadherin
expression, and promote the up-regulation of N-cadherin, 茁-catenin and Vimentin expression.Conclusion SIRT1 is highly expressed in breast cancer
cells. The lentiviral sh-SIRT1 vector can inhibit the proliferation, migration and invasion of breast cancer cells.
Key words：shRNA lentiviral vector;SIRT1;Breast cancer;Proliferation

乳腺癌（breast cancer）是女性最常见的恶性肿
瘤，严重影响女性身心健康[1-3]。据统计[4，5]，世界乳腺
癌发病率呈上升趋势，我国乳腺癌发病率的增长速

度高于世界平均增长速度。近年来随着分子靶向治

疗在乳腺癌中的作用越来越受到研究者重视，基因

靶向治疗已逐渐成为乳腺癌研究热点[6，7]。沉默信息
调节因子 1（SIRT1）是 Sirtuin家族的第一个成员，参

与肿瘤等多种疾病的发生，影响疾病的发展和耐药

性[8-10]。研究表明[11]，siRNA-SIRT1干扰宫颈癌细胞
SIRT1的表达，可抑制宫颈癌细胞的迁移能力；另有
研究发现[12]，顺铂联合 siRNA-SIRT1可降低宫颈癌
细胞耐药基因的表达水平，从而提高宫颈癌细胞对

顺铂的敏感性。因此，本研究通过构建 SIRT1基因
的 shRNA慢性病毒载体，观察 SIRT1在乳腺癌细胞
中的表达变化，探讨 SIRT1在乳腺癌中的作用及机
制，现报道如下。

1资料与方法
1.1 一般资料 收集 2017 年 1 月~2019 年 12 月荆
门市第二人民医院确诊的 80例乳腺癌患者的癌组
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织及癌旁正常组织。纳入标准：符合乳腺癌的诊断

标准 [13]；排除标准：精神病患者；患有其他肿瘤；有
手术、化疗、放疗或抗生素治疗史的患者及不配合

治疗者。

1.2方法
1.2.1细胞培养和转染 乳腺癌细胞株 [MDA-MB-2
31（BNCC337893）、SK-BR-3（BNCC100524）]和人正
常乳腺细胞 [MCF10A（BNCC100439）]均从 Bena 培
养库中购买，在 37 益 5%CO2的细胞培养箱中培养
细胞。乳腺癌细胞系的培养基体系为 1640培养基
（Hyclone公司）+10%胎牛血清溶液（Gibco公司）+
1%青霉素/链霉素溶液（100X，Solarbio公司），MCF-
10A 细胞系的培养体系为 DMEM 培养基（Hyclone
公司）+10%胎牛血清溶液（Gibco公司）+1%青霉素/
链霉素溶液（100X，Solarbio公司）。随后实验将在细
胞培养密度达到 80%~90%后进行，转染前 1 d，采
用无血清培养基代替完全培养基，转染时将 1伊105

细胞/孔的细胞接种到 6 孔板上。用 Lipofectamine
2000 转染试剂盒（Invitrogen，USA）转染细胞株，转
染 4~6 h后，换成新鲜培完全培养基。在乳腺癌细胞
系中表达 sh-SIRT1后，观察乳腺癌细胞增殖、迁移
和侵袭的影响。

1.2.2慢性病毒空载体的包装及病毒滴度的测定 从

Gen -Bank 中 查 找 SIRT1 基 因 的 序 列（NM
001033578.2），给人类 SIRT1基因设计一个特殊的
sh-RNA序列，阴性对照（NC）作为对照。利用北京
Berry基因组学构建 SIRT1基因的 shRNA慢性病毒
表达载体，并采用克隆 PCR法筛选重组克隆进行比
对鉴定。将绿色荧光蛋白（GFP）与慢性病毒包装质粒
共转染 MDA-MB-231和 SK-BR-3细胞。转染 1 d
后，改变培养基，培养 2 d后，收集慢性病毒浓缩液
感染的 MDA-MB-231和 SK-BR-3细胞，荧光显微
镜下观察 GFP表达，评价病毒感染效率。另采用含
10% FBS、100 U/ml 青霉素和 100 U/ml 链霉素的
DMEM培养基，用常规液体交换法传代感染 SIRT1-
shRNA 慢性病毒的 SK-BR-3 和 MDA-MB-231 细
胞。将细胞移植到 6孔板中，每孔 2伊105个细胞。第
2天，当细胞生长密度达到 50%左右时，在细胞培养
液（10% FBS、4 滋g/ml多胺）中感染相应滴度的病毒
溶液。

1.2.3定量聚合酶链反应（qPCR）采用 Trizol纯化组
织或细胞的总 RNA。用总外显子 RNA和蛋白质分
离试剂盒（货号 4478545，Invitrogen）纯化外显子总
RNA。用紫外分光光度计在 260~280 nm处检测总
RNA的浓度和纯度，选择 OD260/OD280跃1.8进行
qPCR检测。采用 Fast-King一步反转录荧光定量试
剂盒（北京天根公司，产品目录号 FP314）和 ABI-

PRISM 7000（美国应用生物系统公司）对总 RNA进
行反转录、PCR扩增和荧光定量。SIRT1和 mRNA
引物由上海桑根生物科技有限公司设计合成。反应

体系严格按照试剂盒说明书（50 滋l）进行：上下游
引物 1.25 滋l，探针 1.0 滋l，RNA 模板 10 滋g，50伊
ROX 参比染料 ROX 5 滋l，50 滋l 总反应体系中加
入无 RNase dd H2O。反应过程：50 益反转录 30 min；
95 益预变性 3 min；95 益变性 15 s，60 益退火 30 s，
72 益延伸 1 min，40个循环。结果用 ABI棱镜 7000
仪器进行分析，观察 SIRT1在乳腺癌组织或细胞系
中的基因表达水平。采用类似的方法[14]，用 qPCR的
方法检测乳腺癌组织和癌旁组织中 SIRT1的表达，
癌组织中 SIRT1 的表达大于癌旁组织的平均值一
倍以上视为高表达，其余认为是低表达，内参基因

为 GAPDH。
1.2.4免疫印迹 收集细胞裂解液，以 1,2000 r/min
离心 15 min。取上清液，SDS-PAGE电泳分离蛋白。
将蛋白质转移到 NC膜上，在室温下放置 1 h（用 5%
脱脂牛奶溶液封闭）。加入 SIRT1、琢-catenin、PTEN、
E -cadherin、N -cadherin、茁 -catenin、Vimentin 和

GAPDH等抗体，放置在 4 益下过夜。用 PBST溶液
清洗 NC膜 3次，加入相应二抗（HRP交联），室温孵
育 1 h。最后，用 PBST溶液清洗 NC膜，并用增强化
学发光法进行可视化处理。内参蛋白为 GAPDH，待
测蛋白的相对表达水平 =待测条带的灰度值 /
GAPDH条带的灰度值，观察 SIRT1蛋白及 ECT相
关蛋白在乳腺癌组织或细胞系中的表达水平。

1.2.5细胞迁移和侵袭 采用胰蛋白酶酶解法制备细

胞悬液。将细胞接种于 2伊104细胞/孔的移行上腔
（含 200 滋l 10%胎牛血清+1% DMEM培养基），并将
DMEM培养基（含 10%胎牛血清，总体积 500 滋l）加
入下腔。细胞培养 24 h后，取上腔液，擦去腔壁细
胞。用 4%的多聚甲醛固定细胞 20 min。0.1%结晶紫
染色 10 min，PBS缓冲液洗涤。在 200倍显微镜下采
集细胞迁移图像。随机选取 5个视野计算细胞数，取
平均值作为细胞数，实验重复 3次。在上述步骤上，
用 8%的基质胶铺贴用于侵袭实验，每孔细胞数增
加到 5伊104个，观察 sh-SIRT1在乳腺癌细胞中的转
移能力。

1.2.6 MTT法检测细胞活性 用胰蛋白酶酶解法对

细胞进行消化，将细胞离心除去酶液，加入新鲜培养

基，吹制细胞悬液。取 4个 96孔板，按每孔 5伊103孔/
100 滋l的规格接种细胞，每组 3孔。每 24 h取一孔
板，加入 5 mg/ml MTT溶液 10 滋l/孔，继续培养 1 h，
取出培养基，用酶标仪在 570 nm处测定 OD值。实
验重复 3次，观察细胞活性-时间曲线，分析 sh-
SIRT1在乳腺癌细胞中的增殖能力。
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1.3统计学方法 数据采用 SPSS 20.0统计软件进行
处理。计数资料以（）表示，采用 2检验；计量资料
以（ 依）表示，组间比较采用独立样本 检验，多组

间比较采用单因素方差分析。以 约0.05表示差异有
统计学意义。

2结果
2.1 SIRT1在乳腺癌中的表达情况 SIRT1在乳腺癌
中呈高度表达，癌旁组织中呈低表达；与人乳腺上皮

细胞（MCF-10A）相比，乳腺癌细胞系（MDA-MB-
231、SK-BR-3）中 SIRT1的基因表达增加，见图 1。
2.2 SIRT1表达与临床特征的关系 不同年龄、吸烟

行为、酗酒行为间 SIRT1表达比较，差异无统计学意

义（ 跃0.05）；不同 T分期、N分期、M分期间 SIRT1
表达比较，差异有统计学意义（ 约0.05），见表 1。

注：* 约0.05
图 2 构建 sh-SIRT1的慢病毒表达细胞系

注：* 约0.05
图 3 sh-SIRT1对乳腺癌细胞的增殖尧迁移和侵袭的影响

2.3 构建慢病毒载体 sh-SIRT1 细胞系 在 MDA-
MB-231 细胞系和 SK-BR-3 细胞系中构建了 sh-
SIRT1的慢病毒表达体系；qPCR和 Western Blot检
测发现，构建的两个细胞系中 SIRT1基因水平和蛋
白水平表达均明显下降，见图 2。

2.4 sh-SIRT1对乳腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭的
影响 MTT法检测显示，在 MDA-MB-231细胞和
SK-BR-3细胞中 sh-SIRT1可抑制乳腺癌细胞的增
殖（图 3）。Transwell法检测显示，在 MDA-MB-231
细胞中 sh-SIRT1可抑制乳腺癌细胞的迁移和侵袭
（图 4）。

注：* 约0.05
图 1 SIRT1在乳腺癌中的表达情况

项目

年龄（岁）

臆45
跃45
吸烟

是

否

酗酒

是

否

T期
T1/T2
T3/T4
N期

N0
N1

M期
M0
M1

45
35

47
33

45
35

48
32

45
35

50
30

SIRT1低表达

25（62.50）
15（37.50）

21（52.50）
19（47.50）

23（57.50）
17（42.50）

34（85.00）
6（15.00）

30（66.67）
15（33.33）

35（87.50）
5（12.50）

SIRT1高表达

20（50.00）
20（50.00）

26（65.00）
14（35.00）

22（55.00）
18（45.00）

14（35.00）
26（65.00）

15（37.50）
25（62.50）

15（37.50）
25（62.50）

2

1.270

1.289

0.051

20.830

7.231

21.330

0.260

0.256

0.822

0.001

0.007

0.001

表 1 SIRT1表达与临床特征的关系[ 渊%冤]
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2.5 sh -SIRT1 对乳腺癌细胞 EMT 过程的影响
Western Blot检测显示，sh-SIRT1可抑制 琢-catenin、
PTEN和 E-cadherin表达下调（图 5A），促进 N-cad原
herin、茁-catenin和 Vimentin表达上调（图 5B）。

3讨论
慢性病毒载体是目前最适合体内基因转化甚至

基因治疗的载体工具[15，16]。研究表明[17]，慢性病毒载
体是在免疫缺陷病毒的基础上发展起来的一种基因

治疗载体，属于自杀病毒。慢性病毒载体能产生表

达 shRNA的高滴度病毒，诱导基因表达的稳定功能
沉默，成为沉默细胞基因，其介导的 RNA干扰技术
对基因治疗的发展具有重要意义[18，19]。

本研究结果发现，SIRT1 基因在乳腺癌组织中

呈高表达，在乳腺癌细胞系 SK-BR-3和 MDA-MB-
231中也呈高表达，表明 SIRT1在乳腺癌中上调。此
外，通过对 80例乳腺癌患者临床特征进行分析，结
果发现 SIRT1在 T3/T4、N1和 M1中高表达，而与年
龄、吸烟和酗酒无相关关系，这也提示 SIRT1 参与
了乳腺癌的转移进展过程。此外，本研究成功构建了

慢病毒载体 sh-SIRT1细胞系，并发现 sh-SIRT1可
以抑制乳腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭，这与 SIRT1
在乳腺癌的发病与转移中具有高表达相一致。

SIRT1是一个组蛋白脱乙酰化酶家族，参与不同细
胞中各种蛋白质的乙酰化修饰 [20]。有研究表明[21]，
SIRT1通过调节谷氨酰胺代谢，抑制细胞生长、增殖
和转化，从而发挥其促癌作用。另有研究表明，

SIRT1通过乙酰化细胞核中的靶蛋白改变细胞活性
并影响其细胞内功能 [22]，恶性肿瘤的侵袭转移与
SIRT1 表达的上调密切相关，SIRT1 下调会抑制肝
癌和卵巢癌细胞的生长[23]，与胰腺癌[24]、肝癌[25]和肺
癌[26]等均密切相关。Wu SH等[27]研究表明，shRNA慢
性病毒载体对 CCR3基因表达的抑制作用可以有效
地减少肥大细胞在局部组织中的迁移、浸润和脱颗

粒，减轻变应性鼻炎小鼠的炎症反应。本研究通过建

立 shRNA慢病毒载体进一步补充了 SIRT1对乳腺
癌细胞的生物学功能。同时，通过 shRNA慢病毒载
体干扰 SK-BR-3和 MDAMB-231细胞中 SIRT1的
表达，观察了 sh-SIRT1对乳腺癌细胞 EMT过程的
影响，结果表明 EMT相关蛋白 琢-catenin、PTEN和
E-cadherin在乳腺癌细胞中出现表达下调，N-cad原
herin、茁-catenin 和 Vimentin 出现表达上调，这为
SIRT1参与乳腺癌的发生发展及转移提供了依据。
研究报道[28，29]，SIRT1的 mRNA和蛋白水平降低，从
而抑制 EMT并影响 EMT相关分子，包括 PTEN和
E-cadherin。Qi HF等[30]通过双荧光素酶报告基因检
测证实了 SIRT1 是 miR -448 的直接靶点，激活
SIRT1将逆转 miR-448模拟物诱导的非小细胞肺癌
细胞 EMT生长抑制能力，并起到破坏作用。以上结
果表明，慢病毒 sh-SIRT1 干扰 SIRT1 表达，琢-
catenin、PTEN、E-cadherin 等细胞间聚集的粘附分
子表达水平上调，最终抑制乳腺癌细胞 EMT的增
殖。慢病毒 sh-SIRT1干扰 SIRT1，会抑制乳腺癌细
胞的增殖、迁移和侵袭。然而，本研究中 SIRT1慢病
毒载体与乳腺癌细胞增殖的关系只是初步研究，在

未来的实验设计中 SIRT1 所涉及的信号通路可以
作为 SIRT1致癌网络的补充。

综上所述，SIRT1在乳腺癌细胞中高表达，慢病
毒 sh-SIRT1载体可抑制乳腺癌细胞的增殖、迁移和
侵袭。因此，SIRT1基因 shRNA慢病毒载体在乳腺
癌靶向治疗中具有潜在的应用价值。

注：A：0.1%结晶紫染色 10 min（伊200）；B：* 约0.05
图 4 sh-SIRT1对 MDA-MB-231细胞迁移和侵袭的影响

A B

注：* 约0.05
图 5 sh-SIRT1对乳腺癌细胞 EMT的影响

A

B
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