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乳腺癌是女性发病率最高的恶性肿瘤，根据我

国癌症中心 /%C. 年发布的数据显示，我国 /%C` 年

乳腺癌新发病例 /' 万人次，死亡病例 .,+ 万人次，

且乳腺癌的发病率呈持续上升的趋势hCi。术后化疗

是乳腺癌辅助治疗的重要组成部分，可以显著延长

患者生存时间h/i，+$氟尿嘧啶（+$]Y?A@A?@RSNY，+$34）

通过影响细胞内核酸的合成，达到抑制细胞生长的

效果，广泛用于乳腺癌、胃癌、结直肠癌、头颈癌等

实体肿瘤的治疗h`$&i。值得注意的是，'%j以上的 +$

34 在肝脏内被代谢失活，二氢嘧啶脱氢酶基因

（0120）编码的 010 蛋白是 +$34 代谢失活的起始

和限速酶h+i。研究发现 0120 基因的 )'+* 位点突变

可能影响 010酶活性h.i，010的酶活性增高可加速细

天津医科大学学报
kA?@LRY A] )NRLQNL ;PWNSRY 4LN[P@UNV\

第 /`卷 .期
("C" 年 CC 月

+,-. /`/ 0,. .

7A[. ("C"

&'+



胞内 !"#$ 的代谢失活，导致 !"#$ 化疗耐药。本研

究探究了 %&'% 基因 ()!* 位点突变与乳腺癌细胞

!"#$ 敏感性的关系，旨在探讨乳腺癌细胞 !"#$ 耐

药的分子机制。

! !"#$%

+,+ !"#$%&'( 人乳腺癌细胞系 -%."

-/"01+ 购自美国 .(** （.2345678 (9:3 *;<=;43

*><<36=5>8），胎牛血清（?96<>83 公司），细胞培养基

@&@A +BCD、转染试剂 E5:>F36=72583 0DDD、(@AG>< 试

剂盒 （A8H5=4>I38 公司），-(( 、D,0!J胰蛋白酶

（K5I27 公司），&*@ 引物购自华大基因公司，@L.

反转录试剂盒（(7M7@7 公司），质粒提取试剂盒

（N57I38 公司），限制性内切酶 !"#!、$%&!、'()@

!和 $)*!购自 LO/ 公司，硝酸纤维素膜（&53463 公

司），P#& 抗体（三箭生物公司），!"#; 购自山东齐鲁

制药厂。

+,0 )*

+,0,+ 肝组织总 @L. 的提取 将冻存于")D !冰

箱的正常人肝脏组织放于研钵中，小心把液氮倒入

研钵，碎裂组织后，将 (45G>< 试剂加入研钵中，充分

溶解组织细胞。随后，将液体转入 O& 管中，加入相

应比例的氯仿抽提 @L.，+0 DDD"I，C!离心 0D 258，

将上清转入新的 O& 管中分离 @L.。向上述液体中

加入异丙醇，充分混匀后，+0 DDD"I，C!离心 +D 258，

沉淀 @L.。用 Q!J乙醇洗涤 @L.，+0 DDD"I，C !离

心 +D 258 后，冰上静置以彻底晾干 @L. 样品，之后

加入 %O&* 水溶解 @L.，紫外分光光度计检测

@L. 样本浓度。最后将 @L. 样品逆转录得到肝脏

组织 6%L. 样品，")D !保存备用。

+,0,0 重组质粒的构建 首先利用 &*@ 法扩增

P#& 标签序列，将标签序列连接到慢病毒载体质粒

&*%?"*-R"-*K"O#+"&;4> 的多克隆位点的 +"#

!和 $%&!酶切位点区，得到带 P#& 标签的重组慢

病毒表达质粒 &*%?":"P#&"R36=>4 作为对照组。

利用&*@ 法以肝脏组织 6%L. 为模板，扩增 %&'%

编码序列（扩增引物见表 +）。用限制性内切酶 '()@!

和 $)*!分别双酶切 %&'% 基因扩增序列及重组慢

病毒表达质粒 &*%?":"P#&"R36=>4，回收纯化，将纯

化产物连接后转化 %?!"感受态宿主菌，涂布于含氨

苄青霉素的固体 E/培养板上，1Q!过夜培养，挑取

单克隆菌落扩增并提取质粒，获得 %&'% 基因野生

型重组慢病毒表达质粒 &*%?":"P#&" %&'%。

利用大引物 &*@ 定点突变法构建含 %&'% 基

因 ()!* 定点突变的重组表达质粒。首先，以构建成

功的重组慢病毒表达质粒 &*%?":"P#&"%&'% 为

模板，分别扩增 ()!* 定点突变的两个核苷酸片段

（扩增引物见表 0），纯化回收两个核苷酸片段。然

后，以纯化回收的两个片段为模板，扩增 ()!* 定点

突变的 %&'% 基因编码序列（扩增引物见表 +）。同

样地，用限制性内切酶 '()@!和 $)*!分别双酶切

扩增序列及重组慢病毒表达质粒 &*%?":"P#&"

R36=>4，回收纯化，将扩增片段连接到载体序列中，

得到 %&'% 基因突变型重组慢病毒表达质粒

&*%?":"P#&"%&'%"-;=7=5>8。重组质粒进行双酶

切鉴定，%&'% 基因突变型和野生型重组质粒进行

测序鉴定。

+,0,1 细胞培养 按照 .(** 所推荐的标准进行

培养。-%."-/"01+ 细胞使用 +DJ胎牛血清的

@&@A +BCD 培养液S含青霉素、链霉素各 +DD $T2EU，

在含 !J *V

0

的 1Q !恒温培养箱中培养。

+,0,C 细胞转染 培养 -%."-/"01+ 细胞，充分

贴 壁 且 覆 盖 率 达 到 QDJ 左 右 时 转 染 。 用

E5:>F36=72583 0DDD 进行质粒转染，按照试剂说明书

步骤进行操作。使用荧光显微镜观察 0C W 的转染效

率，C) W 后用嘌呤霉素药筛S0 #IT2EU，获得稳定表

达 P#& 的 R36=>4 细胞系、P#& 和野生型 %&'% 基因

融合表达的 X5<Y =9:3 %&'% 细胞系、P#& 和突变型

%&'% 基因融合表达的 -;=7=5>8 %&'% 细胞系。用

X3Z=348 [<>==58I 检测目的蛋白的表达效果。

+,0,! X3Z=348 [<>==58I 检测 将细胞培养液弃去，

用 &/K 缓冲液洗去残余的培养液，用细胞裂解液在

冰上裂解细胞，提取细胞总蛋白。蛋白定量后，使用

K%K"&.PO 法分离细胞蛋白，随后，将蛋白转移到

硝酸纤维滤膜上，在室温条件下，!J的脱脂奶粉封

闭 + W，加入一抗 P#&（+#) DDD），C !过夜孵育，荧光

二抗孵育 !D 258，用双色红外激光成像系统进行图

像采集。

引物序列

!$"..P..((*P**.**.(PP****(P(P*(*.P("1$

!$"((..P*PP**P*((..*.*.**PP.((*.*"1$

引物名称

#>4\74Y :45234

@3H34Z3 :45234

& ! "#$"'()*+,

%&' ! #()*+(, ,+-.+/0+ 12 "#$"

引物序列

!$"..P..((*P**.**.(PP****(P(P*(*.P("1$

!$" P*..*(*(P*P((**.*(("1$

!$"..P(PP..*.*.P.P((P*"1$

!$"((..P*PP**P*((..*.*.**PP.((*.*"1$

引物名称

#>4\74Y :45234"+

@3H34Z3 :45234"+

#>4\74Y :45234"0

@3H34Z3 :45234"0

- 3 "#$"'(./+,01

%&' 4 5.6&6)1/ 7()*+(, ,+-.+/0+ 12 "#$"
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!"#"$ %&& 法检测细胞生存 将 '()*+,、-./0 *12(

3453、67*8*.+9 3453 : 种细胞系的细胞以 !!!;

<

=

孔，种入 >$ 孔培养板，!# ? 后，每种细胞系分别加

入终浓度为 ;、!、@、!;、@; !A=6B 的 @CDE 培养 #< ?

后，加入 %&& 溶液（@ 6A=!B），:F "继续孵育 < ?，弃

去培养孔内培养液，每孔加入 !@; !B 3G%H，振荡

!; 6.9。用酶联免疫检测仪测定 <>; 96 处吸光度。

!": !"#$% 所有实验数据均来自 : 次独立

重复实验的结果，使用 G4GG!:"; 统计软件进行数据

分析，不同分组之间细胞存活的差异使用 "

# 检验，

!I;";@ 表示差异有统计学意义。

! !"

#"! &'()*+,-./012./34 用

"#$#和 %&'#双酶切重组质粒 4J3KCLD4CM()*+,

（M()*+,），用 ()*N#和 %*+#双酶切重组质粒

4J3KC2CLD4C3453（-./0 *12( 3453）和 4J3KC2C

LD4C3453C67*8*.+9（67*8*.+9 3453），琼脂糖凝胶

电泳分析 : 种重组质粒的酶切产物，从结果可以看

出，产物大小符合理论预测值（图 !）；3453 基因突

变型和野生型重组质粒测序结果见图 #，测序结果

显示，3453 基因 &O@J 位点定点突变成功。

#"# P(Q*(,9 R/+**.9A 516789:;< 343 =

>?@AB 将 : 种重组慢病毒质粒分别转染到

%3SC%TC#:! 细胞中，并用 # !A=6B 的嘌呤霉素筛

选出稳定表达目的蛋白的细胞系：M()*+,、-./0 *12(

3453、67*8*.+9 3453。通过 P(Q*(,9 R/+**.9A 检测各

个细胞系中重组质粒的表达情况，从结果可以看

出，LD4、LD4 和野生型 343 融合蛋白、LD4 和突变

型 343 融合蛋白在 %3SC%TC#:! 细胞中都能够

稳定表达（图 :）。

#": CD 3453 EF?GH* %3SC%TC#:! 9:

I @CDE JKLMNO LD4、LD4 和野生型 343

融合蛋白、LD4 和突变型 343 融合蛋白稳定表达的

: 种细胞系：'()*+,、-./0 *12( 3453、67*8*.+9 3453，

分别使用 ;、!、@、!;、@; !A=6B 的 @CDE 处理，#< ?

后采用 %&& 法检测细胞存活。在 @CDE 浓度为

!; !A=6B时，稳定表达突变型 343 的细胞系存活率

显著高于对照组细胞系（! U;";;#，图 <），且突变型细

胞系存活率显著高于野生型细胞系（! U;";!:，图 <）。

结果说明，突变型 343对 @CDE的敏感性显著降低。

# ! "#$"$% %&'(&'()*+(,-./0!1

)*+ , -./0.12. 3452.6 78 9*:; 3<=. 51; >0353*71 "#$" %&'(

=:56>*;6

# ? @2,-.34567!1

)*+ ? %A4.. 4.27>B*1513 =:56>*;6 2718*4>.; B< ;70B:. .1C<>.

;*+.63*71

# @ D.63.41 B:733*1+8/ E.23749D*:; 3<=.)F0353*71 "#$"

:;,-<F"GHFIH!@?=>?.@A

)*+ @ E.2374J 9*:; 3<=. 51; >0353*71 "#$" *1 F"GHFIH,K?

2.::6 9.4. *;.13*8*.; B< 9.63.41 B:733*1+

V!I;";@W VV!I;";!

# L BC "#$"D%@(.F"GHFIH,K?=>E MH)NFGH

.IJ

)*+ O %A. 6.16*3*P*3< 2A51+.6 78 ;*88.4.13 "#$" =A.173<=.6 F"GH

FIH,K? 2.:: 37 MH)N

!"#

;"@

;"<

;
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! !"

!"#$ 在乳腺癌、胃癌、结肠癌等恶性肿瘤的化

学治疗中被广泛应用%&'。!"#$ 进入细胞后，被催化

修饰为 #($)*、#($+* 和 #$+* 从而发挥其抗癌效

应，#($)* 能结合到胸腺嘧啶合成酶上抑制其酶活

性，阻碍胸腺嘧啶核苷酸的从头合成，造成细胞核

酸代谢紊乱；#($+* 和 #$+* 可以参入到 ,-. 或

/-. 分子中，阻碍 ,-. 和 /-. 的合成过程，抑制

细胞的生长%0'。,*1, 基因位于染色体 2345"5344 区

域，全长约 6!7 89，包含 4: 个外显子，编码 5 ;4! 个

氨基酸%6'。,*1, 基因编码的 ,*, 蛋白在体内主要

参与嘧啶核苷酸的分解代谢，,*, 蛋白还参与 !"

#$ 的分解代谢，是 !"#$ 代谢失活的起始和限速

酶，因此，,*1, 基因作为药物代谢相关基因被广泛

关注%5;'。已有明确的研究表明：,*, 酶缺陷的病人使

用 !"#$ 后，毒副反应的发生率明显增高。氟尿嘧啶

类药物用药后，约有 5!<=:7<的病人会出现严重

的毒副作用，约 !7<=07<的 ,*, 酶缺陷的患者发

生!级或!级以上的毒副反应%22'。美国食品药品监

督管理局（#,.）和欧洲药品管理局（>).）在氟尿

嘧啶类药物禁忌中有明确性说明，,*, 酶缺陷的患

者应慎重用药。

基因组中遗传变异的存在，导致一些抗肿瘤药

物的代谢途径以及目标基因的功能受到影响，进而

影响药物疗效和患者预后 %54'。最近，有研究报道

,*1, 基因的单核苷酸多态性影响 !"#$ 化疗患者

的治疗效果%5:'，?@AB 等%5C'的研究结果显示，,*1, 基

因的单核苷酸多态性与氟尿嘧啶类药物化疗患者

的预后相关。,*1, 基因 +0!D 位点突变导致基因

编码区第 0! 位的胸腺嘧啶被胞嘧啶取代，这种核

苷酸改变使得 ,*, 蛋白第 4& 位的半胱氨酸（DEF）

转变为精氨酸（.GB），HI@J@A 等的研究表明，+0!D 位

点突变型 ,*, 酶活性显著高于野生型，导致细胞代

谢 !K#$ 的速率改变。

本研究首次探究了乳腺癌细胞株 ,*1, 基因

+0!D 突变对 !"#$ 药物敏感性的影响，我们从人肝

脏组织中获得 ,*1, 基因的编码序列，使用定点突

变技术对 ,*1, 基因的 +0!D 位点进行定点突变，

得到野生型 ,*1,基因和突变型 ,*1,基因，将 4种

重组质粒转染 ),.")L"4:5 细胞得到 4 种 ,*,

蛋白表现型的细胞株，并比较了不同表现型细胞株

对 !"#$ 的敏感性，结果显示，!"#$ 对 ,*, 蛋白突

变型细胞系生长抑制能力减弱。由此，我们得出结论：

,*1, 基因 +0!D 与 !"#$ 敏感性相关，+0!D 位点

基因型具有指导乳腺癌临床个体化用药的潜能。但

是，,*1, 基因存在广泛的多态性%5!'，不同多态性位

点之间可能会相互影响，,*1, 基因 +0!D 多态性位

点对临床 !"#$ 用药的评估价值有待进一步探讨。
#$%&'
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