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人siALK2重组腺病毒的构建及其对人乳腺癌细胞

MDA-MB-231增殖、迁移和侵袭的影响
费  嫦  王  林  孙笑笑  刘月红  万绍恒  王  维  陈莹莹  王  婷  张  彦*

(重庆医科大学临床检验诊断学教育部重点实验室, 重庆400016)

摘要      用前期设计并合成好的重组腺病毒质粒pAdsiALK2, 经Pac I酶切后转染至HEK293细
胞进行包装, 制备重组腺病毒, 扩增后进行病毒滴度测定, 以重组腺病毒siALK2(AdsiALK2)感染

MDA-MB-231细胞, 以含RFP的腺病毒作为感染对照, 并设空白对照组。通过RT-PCR验证MDA-
MB-231细胞中ALK2表达显著下降; MTT法、平板集落形成试验、细胞划痕试验及Transwell侵袭

试验证实MDA-MB-231/siALK2组相比MDA-MB-231/RFP组细胞的增殖活力、集落形成率及划痕

愈合率均显著降低(P<0.05), 穿膜细胞数也明显减少(P<0.05), 而MDA-MB-231/RFP组与空白对照

组比较, 差异无统计学意义(P>0.05)。该研究表明, 下调ALK2表达后可以在体外抑制乳腺癌MDA-
MB-231细胞的增殖、迁移与侵袭。

关键词      siALK2; 重组腺病毒; 乳腺肿瘤; 细胞增殖; 细胞运动; 肿瘤浸润

Construction of Recombinant Adenovirus Vector Expressing Human siALK2 
and Effect of siALK2 on Proliferation, Migration and Invasion Abilities 

of Human Breast Cancer MDA-MB-231 Cells

Fei Chang, Wang Lin, Sun Xiaoxiao, Liu Yuehong, Wan Shaoheng, Wang Wei, Chen Yingying, Wang Ting, Zhang Yan*
(Key Laboratory of LabLaboratory Medical Diagnostics, Ministry of Education, Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract        The recombinant adenovirus plasmid pAdsiALK2 was digested with Pac I and transfected to 
HEK293 packaging cells. The recombinant adenovirus was amplified and identificated, MDA-MB-231 cells were 
infected with adenovirus siALK2 and RFP respectively. RT-PCR demonstrated that ALK2 expression was remarkably 
decreased in MDA-MB-231/siALK2 cells. The proliferation, migration and invasion of MDA-MB-231/siALK2 cells 
were estimated by MTT assay, colony-forming assay, wounding healing assay and transwell assay showed that the pro-
liferation activity, colony formation rate, wound healing rate and count of cells crossing the matrix barrier were signifi-
cantly reduced in MDA-MB-231/siALK2 group than those in MDA-MB-231/RFP group (P<0.05), ALK2 expression 
was remarkably decreased in MDA-MB-231/siALK2 cells. But no significant difference was observed between MDA-
MB-231/RFP and blank control groups (P>0.05). These results demonstrated that down-regulating ALK2 expression 



费    嫦等: 人siALK2重组腺病毒的构建及其对人乳腺癌细胞MDA-MB-231增殖、迁移和侵袭的影响 1167

活化素受体样激酶2(activin receptor-like kinase 
2, ALK2)属于转化生长因子-β(transforming growth-
factor-β, TGF-β)超家族受体成员之一, 是膜蛋白受

体[1]。在肿瘤细胞中, ALK2表达广泛, 其与相应配

体结合后, 调控细胞的某些生物学行为, 如ALK2通
过与BMP-9结合可促进卵巢癌细胞的增殖[2]、ALK2
可结合骨形成蛋白7(bone morphogenetic protein 7, 
BMP7)抑制人黑素瘤细胞的迁移和侵袭[3]。乳腺

癌是女性最常见的恶性肿瘤之一, 发病率占各种恶

性肿瘤的7%~10%, 严重影响女性的身心健康甚至

危及生命[4]。我们的前期研究发现, ALK2在乳腺癌

恶性细胞株MDA-MB-231中存在高表达。ALK2最
初是因为能与ActRII或者ActRIIB协同结合活化素

蛋白而被发现的, 后来证实也是BMP家族的I型受

体。间充质干细胞中, ALK2对于BMP9诱导的成骨

信号通路是必需的[5]。另外, 体外实验证明, 外源

性BMP9可有效抑制MDA-MB-231细胞的增值、迁

移和侵袭能力[6]。目前已有报道表明, 采用AdDN-
ALK2腺病毒感染细胞后发现其能显著降低MDA-
MB-231细胞的增殖, 迁移和侵袭能力[7]。为此, 我们

运用基因沉默(RNA干扰是下调目的基因表达最常

用的也是最经典的方法, 其特异性较高)进一步验证

并且阐明乳腺癌细胞中高度表达的ALK2参与了乳

腺癌的生长和转移。

RNA干扰(RNA interference, RNAi)是正常生

物体内抑制特定基因表达的一种现象, 是指在进化

过程中高度保守的、由双链RNA(double-stranded 
RNA, dsRNA)诱发的、同源mRNA高效特异性降

解的现象。这种现象发生在转录后水平, 又称为

转录后基因沉默(post-transcriptional gene silencing, 
PTGS)。双链RNA经酶切后会形成很多小片段, 称
为siRNA, 这些小片段一旦与信使RNA(mRNA)中的

同源序列互补结合, 会导致mRNA失去功能, 即不能

翻译产生蛋白质, 也就是使基因“沉默”。 相较真核

质粒载体而言, 重组腺病毒有着感染效率高, 并可以

作为基因治疗载体使用的优点, 因此, 本实验拟构建

并制备重组腺病毒AdsiALK2, 并探讨通过RNA干扰

下调ALK2后对人乳腺癌细胞MDA-MB-231增殖、迁

移及侵袭能力的影响, 从受体水平探讨乳腺癌的发

病机制, 从而为更好地预防和治疗乳腺癌奠定基础。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   菌株、细胞及质粒      HEK293和重组腺病毒

质粒pAdsiALK2细胞由重庆医科大学医学检验医学

院分子医学实验室提供; 高转移性人乳腺癌细胞系

MDA-MB-231购自中国科学院上海生命科学研究院

细胞资源中心; RFP腺病毒(AdRFP)由美国芝加哥大

学医学中心分子肿瘤研究室何通川教授惠赠。

1.1.2   主要试剂      试验中所用引物、PCR和DNA
连接试剂盒购自大连宝生物技术有限公司; 限制性

内切酶Pme I和Pac I购自New England Biolab公司; 
DNA纯化试剂盒购自Omega公司; 脂质体转染试剂

盒、Trizol试剂购自Invitrogen公司; L-15培养基和胎

牛血清购自Gibco公司; 高糖型DMEM培养液购自

Hyclone公司; MTT试剂购自So-larbio公司; 基质胶

ECM(Gel from Eng-elbreth-Holm-Swarm murine sar-
coma)购自Sigma公司; Millicell小室购自Millipore公
司。

1.2   方法

1.2.1   重组腺病毒(AdsiALK2)的包装、扩增      课
题前期设计并合成干扰人ALK2的双链DNA序

列, 亚克隆至穿梭质粒Pses-Hus质粒中获得Pses-
Hus-siALK2质粒, 将构建重组穿梭质粒Pses-Hus-
siALK2, 经酶切、测序及电泳鉴定后, 再经Pme I
酶切线性化后电转化BJ5183菌株, 该菌株含有超螺

旋的骨架质粒(AdEasier细胞), 获得重组腺病毒质

粒pAdsiALK2, 本实验将鉴定正确的重组腺病毒质

粒Pac I酶切, 乙醇沉淀后, 由脂质体Lipofectamine 
2000介导转染HEK293细胞, 操作按试剂盒说明书进

行。于37 °C、5% CO2及饱和湿度培养箱中培养, 由
于穿梭质粒Pses-hus本身表达红色荧光蛋白(RFP), 
在荧光显微镜下观察RFP的表达情况, 当80%以上细

胞变圆、少数细胞脱落漂浮后收获病毒, 进行逐轮

扩增[5]。

1.2.2   重组腺病毒感染MDA-MB-231细胞、ALK2基因

表达的鉴定      分别用重组腺病毒AdsiALK2、AdRFP
感染MDA-MB-231细胞36 h, 确认MDA-MB-231/siALK2

can inhibite the proliferation, migration and invasion of MDA-MB-231 cells in vitro.
Key  words        siALK2; recombinant adenovirus; breast tumor; cell proliferation; cell motility; tumor invasion
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组与MDA-MB-231/RFP组荧光表达量一致后, 提取

各组细胞RNA, 逆转录合成cDNA。以合成的cDNA
为模板进行PCR反应。ALK2上游引物: 5′-AGG ATT 
ACA AGC CAC CG-3′, 下游引物: 5′-TAC CAG CAT 
TCT TTC ATT AG-3′, 产物长度163 bp。内参GAPDH
上游引物: 5′-CAG CGA CAC CCA CTC CTC-3′, 下
游引物: 5′-TGA GGT CCA CCA CCC TGT-3′, 产物长

度120 bp。反应条件为: 94 °C预变性5 min; 94 °C变
性30 s, 52 °C退火30 s, 72 °C延伸30 s, 共25个循环; 
最后72 °C延伸10 min。取PCR产物5 μL进行1%琼脂

糖凝胶电泳鉴定,  置于GEL EQ凝胶成像仪上成像,  
用Quantity One软件进行结果分析, 以ALK2条带灰度

值/内参照条带灰度值的比值表示ALK2 mRNA的相

对表达量。实验重复3次。

1.2.3   细胞增殖活力的检测      取对数生长期的

MDA-MB-231细胞, 以(1~3)×104/mL的密度接种于

96孔板中, 每孔100 μL, 设3个处理组: 空白对照、

AdRFP处理组和AdsiALK2处理组, 每组3排平行孔, 
每排设7个复孔。于37 °C、无CO2条件下常规培养; 
待细胞贴壁后, 分别感染两种腺病毒。8~12 h后换

液, 换液后1, 2, 3, 4, 5, 7 d, 分别弃去各孔培养液, 更
换为100 μL无血清、无双抗的RPMI-1640培养液, 并
加入20 μL MTT溶液(5 mg/mL), 继续培养4 h; 吸弃

孔内培养液, 每孔加入DMSO溶液150 μL, 摇床上低

速振荡10 min, 使结晶物充分溶解, 酶标仪检测各孔

492 nm的D值。

1.2.4   细胞集落形成能力的检测      MDA-MB-231细
胞感染腺病毒36 h后, 收集各组细胞, 接种于10 cm2

培养皿中, 200个细胞/培养皿培养10~14 d, 当培养皿

中出现肉眼可见的集落时, 终止培养, PBS 洗涤2次, 
3 mL甲醇固定15 min; 弃去固定液, 瑞吉氏染色计

数。每组细胞设3个平行样本。

1.2.5   细胞迁移能力的检测      将MDA-MB-231细
胞接种于6孔板中, 5×104/孔, 待细胞汇合度达80%
时, 分别加入两种腺病毒, 并设空白对照组, 感染8 h
后换液, 36 h后观察细胞荧光表达情况。吸尽培养

基后划痕, PBS洗涤2次, 加入含10%胎牛血清的L-15
培养基继续培养, 分别于培养0, 24, 36 h时, 在同一

观察点处照相观察划痕愈合情况。

1.2.6   细胞侵袭能力的检测      将ECM 基质胶按1:7
的比例用无血清L-15培养液稀释后, 取32 μL均匀涂

布在Transwell小室底部膜上室面, 紫外线照射过夜; 

感染腺病毒36 h后, 收集各组细胞, PBS洗涤2次, 用
无血清培养液重悬; 将400 μL细胞悬液(2×105/mL)加
入上室, 600 μL含20%胎牛血清的L-15培养基加入下

室, 每组设3个复孔, 于37 °C、不含CO2的条件下培

养24 h; 取出上室, 用湿棉签擦去膜上面未穿过膜的

细胞, 自然风干后用无水乙醇固定, HE染色。显微

镜下照相, 低倍镜下随机选取5个视野计数。以穿膜

细胞数代表细胞的体外侵袭能力。

1.2.7   统计学分析      应用SPSS19. 0软件处理数据, 
所有数据以均数±标准差(x

_
±s)表示, 采用student’s t检

验进行统计学分析, 以P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   重组腺病毒(AdsiALK2)的包装、扩增

荧光显微镜下观察可见, 转染HEK293细胞后4, 
5, 6 d, 分别约有10%、30%和70%的细胞有红色荧

光出现, 7 d后可见满天星样红色荧光(图1), 14 d后病

毒扩增细胞变圆, 可见病毒空斑形成。收集病毒液, 
反复感染HEK293细胞获得大量病毒, 经测定, 最终

病毒滴度为1×1011 IU/mL。
2.2   MDA-MB-231细胞中siALK2基因的转录水

平的检测

MDA-MB-231细 胞 中ALK2基 因 的RT-PCR产

物经琼脂糖凝胶电泳分析, 结果显示: ALK2基因在

MDA-MB-231细胞中有内源性表达, 感染AdsiALK2
后能显著抑制MDA-MB-231细胞中ALK2表达(图2)。
MDA-MB-231/siALK2组、 MDA-MB-231/RFP组和

MDA-MB-231组的ALK2和GAPDH灰度比值分别为

(0.372±0.081)、(0.367±0.075)和(0.102±0.063), MDA-
MB-231/siALK2组ALK2的表达显著降低。

2.3   siALK2对MDA-MB-231细胞增殖活力的影响

MTT结果显示, 腺病毒感染后第5 d, MDA-
MB-231/siALK2组 (0.433 3±0.138 1)与MDA-MB- 
231/RFP组(0.778 7±0.048 3)相比, 细胞增殖率明显降

低(t=1.899, P<0.05); 而空白对照组(0.845 0±0.026 8)
与MDA-MB-231/RFP组相比, 差异无统计学意义

(t=2.078, P>0.05)(图3)。
2.4   siALK2对MDA-MB-231细胞集落形成率的

影响

腺病毒感染14 d后, 对照组MDA-MB-231的
细胞集落形成未受影响, MDA-MB-231/RFP组其

克隆形成数稍减少; 而MDA-MB-231/siALK2组与
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图2  RT-PCR各组细胞中ALK2 mRNA的表达

Fig.2  The expression of ALK2 mRNA in different groups 
detected by RT-PCR

图3  各处理组细胞的增殖活力

Fig.3  Proliferation activities of cells in various groups
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图4  各处理组细胞的平板集落形成试验

Fig.4  Colony formation in various cell groups
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A: 转染4 d; B: 转染5 d; C: 转染6 d; D: 转染7 d。
A: transfection 4 d; B: transfection 5 d; C: transfection 6 d; D: trans-
fection 7 d.

图1  重组腺病毒AdsiALK2转染HEK293细胞的

荧光显微镜观察(100×)
Fig.1  Fluorescent microscopy of HEK293 cells 

transfected with AdsiALK2(100×)

MDA-MB-231/RFP组相比较, 能明显抑制MDA-
MB-231细胞集落形成, 细胞增殖速度减慢。按下

式计算集落形成率: 集落形成率(%)=集落数/接种

细胞数×100%。MDA-MB-231/siALK2组细胞集落

形 成 率(25.7%±2.7%)显 著 低 于MDA-MB-231/RFP
组(71.6%±3.0%), 且差异有统计学意义(t=25.461, 
P<0.05); 而空白对照组(74.9%±3.4%)与MDA-MB-231/ 
RFP组相比, 差异无统计学意义(t=1.611, P>0.05)(图
4)。
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图5  各组细胞的迁移能力(100×)

Fig.5  Migration motilities of cells in various groups (100×)

2.5   siALK2对MDA-MB-231细胞迁移能力的影响

划痕24 h和36 h后, 对照组MDA-MB-231组细

胞划痕有逐渐愈合的趋势, MDA-MB-231/RFP组
细胞划痕愈合趋势与对照组相似, MDA-MB-231/
siALK2组细胞划痕愈合趋势明显降低。细胞的迁

移能力降低。按下式计算平均划痕愈合率: 划痕愈

合率(%)=(0 h划痕宽度–24 h/36 h划痕宽度)/0 h划痕

宽度×100%。MDA-MB-231/siALK2组细胞的划痕愈

合率(9.0%±1.3%)和(15.5%±0.1%)均明显低于MDA-
MB-231/RFP组(34.2%±7.8%)和(100.0%±0.0%), 且差

异有统计学意义(t值分别为20.126和202.915, P值均小

于0.05); 而空白对照组(37.2%±9.3%)和(100.0%±0.0%)
与MDA-MB-231/RFP组相比, 差异无统计学意义(24 h 
t值为0.546, P>0.05)(图5)。
2.6   siALK2对MDA-MB-231细胞侵袭能力的影响

腺病毒感染36 h后, MDA-MB-231/RFP组穿膜细

胞数略少于对照组, MDA-MB-231/siALK2组穿膜细胞

明显少于MDA-MB-231/RFP组。细胞侵袭能力降低。

MDA-MB-231/siALK2组穿膜细胞数(52.000±4.967)
显著少于MDA-MB-231/RFP组(197.625±16.707), 且
差异有统计学意义(t=23.635, P<0.05); 而对照组

(200.750±13.874)与MDA-MB-231/RFP组相比, 差异无
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统计学意义(t=0.533, P>0.05)(图6)。

3   讨论
ALK2即ACVR1(activin receptor type 1), 属于转

化生长因子-β(transforming growth factor-β, TGF-β)
超家族受体成员之一, 是膜蛋白受体。TGF-β受体

分为I型与II型两类, 在人体组织中广泛存在, 功能众

多, 已明确11种亚型, 其中TGF-β II型受体属于组成

激活型。磷酸化的II型和I型受体形成复合物, 进而

激活细胞内的一系列转录调控反应。TGF-β受体均

为激酶样跨膜蛋白, 结构高度相似, 由胞外配体结合

结构域、跨膜结构域和胞内激酶活性结构域三部分

组成[8]。其中, 胞外和跨膜部分主要起结合固定作用, 
胞内部分是决定配体能否顺利激活下游转录因子的

关键结构, ALK2作为TGF-β超家族的I型受体, 与配

体结合后, 激活下游的SMAD信号通路, 调控某些靶

基因的转录[9], ALK2对于BMP9诱导的成骨信号通路

是必需的[5]; ALK3与配体BMP2结合后, 可促进乳腺

癌细胞的迁移[10]。由此可见, 受体、相应配体及下

游底物等水平的调节形成了对信号转导的多方位调

控, 从而使下游信号反应在不同细胞呈多样性。

近年来, 受体学说在临床上得到广泛应用。它

已成为科学技术的前沿阵地之一。受体研究是从分

子水平来阐明激素、递质、药物、抗体的作用机制

及生理和病理过程。“受体病”就是一个应运而生的

新概念。受体病是由于受体的数量和质量发生了异

常改变而引起的一种病理状态。

本研究发现, ALK2在乳腺癌MDA-MB-231细胞

中内源性表达, 采用AdsiRNA技术下调细胞中ALK2
表达后, MDA-MB-231细胞的增殖、迁移及侵袭能

力均减弱, 说明ALK2是乳腺癌生长、转移的重要

影响因子, 并且可作为抑制乳腺癌转移的一个潜在

靶点。目前研究发现, ALK2多数是作为BMPs的受

体, 主要通过经典BMP/SMAD信号传导通路(BMPs-
BMPRs-Smads-细胞核内基因转录–相应蛋白质的产

生)参与肿瘤生长、迁移及侵袭, 提示ALK2可以作为

乳腺癌治疗的一个新的靶点, 但ALK2是否在其他肿

瘤中有相似的效应、以及在乳腺癌中siALK2抑制细

胞增殖、迁移及侵袭等的具体分子机制以及ALK2
干扰后降低了TGF-β超家族中哪一种成员的作用尚
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图6  各组细胞的穿膜细胞数(100×)

Fig.6  Transwell invasion assay on cells in various groups(100×)
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不清楚, 有待进一步研究。
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