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乳腺癌细胞中MRJ稳定干扰导致MMP-9
表达增强和细胞骨架重排
  彭娜娜1  庄红芹1  王  耀2*  华子春1*

(1南京大学医药生物技术国家重点实验室, 南京 210093; 
2新南威尔士大学圣乔治医学院, 悉尼, 新南威尔士州 2217, 澳大利亚)

摘要      应用构建稳定乳腺癌细胞系的方法研究MRJ干扰后上调乳腺癌细胞中基质金属蛋白

酶MMP-9的表达, 并影响细胞骨架的重排。为了探讨MRJ(S)与MMP-9和细胞骨架的关系, 将MDA-
MB-231细胞转染干扰质粒pRNAT-U6.1/neo-MRJsi, 用G418(Zeocin)(600 μg/mL)筛选得到MRJ(S)
稳定干扰的细胞系, 命名为MDA-MB-231/MRJsi。利用Q-PCR和Western blot检测MDA-MB-231/
MRJsi细胞和野生型细胞之间MRJ mRNA水平和蛋白水平的差异。利用鬼笔环肽染色和anti-α-
tublin的免疫荧光分析观察MDA-MB-231/MRJsi细胞系中微丝和微管的变化。同时, 利用明胶酶谱

法检测MDA-MB-231和MDA-MB-231/MRJsi细胞系中基质金属蛋白酶MMP-9的酶活性变化并进

一步利用Q-PCR检测MRJ干扰后细胞内MMP-9的mRNA水平差异。结果表明, 成功构建MRJ稳定

干扰的MDA-MB-231/MRJsi稳定细胞系, 与野生型MDA-MB-231细胞比较, MDA-MB-231/MRJsi
细胞系中MRJ mRNA水平下降了50%(P<0.05), MRJ(S)蛋白表达水平下调70%; 细胞骨架微丝和微

管发生重排; MMP-9酶活性增强; MMP-9的mRNA水平显著上升(P<0.01), 与其酶活性水平变化一

致。该文MDA-MB-231/MRJsi稳定细胞系提供了一个研究MRJ(S)与乳腺癌发生发展的细胞模型; 
MRJ(S)可以影响MDA-MB-231细胞中MMP-9的表达并引发细胞骨架重排。

关键词      乳腺癌; MRJ; 细胞骨架; 基质金属蛋白酶

siRNA-mediated Stably Knockdown of MRJ Up-regulates Expression of 
MMP-9 and Leads to Cytoskeleton Rearrangement in Breast Cancer
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Abstract        MRJ knockdown stable cell line of breast cancer MDA-MB-231 cells were constructed and 
screened with plasmid of MRJ siRNA. The MRJ knockdown stable cell line was used to investigate the effects of 
MRJ on cytoskeleton rearrangement and the expression of matrix metalloproteinase 9 (MMP-9). We transfected 
the MDA-MB-231 cells with the plasmid of MRJ siRNA (pRNAT-U6.1/neo-MRJsi) and used 600 μg/mL G418 
to screen the stable knockdown cell line. The selected cell line was then subjected to Real-time PCR and Western 
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blot assay to quantitate the mRNA level and protein level. Then immunnofluorence was used to investigate the 
distribution of microtubes and microfilaments using anti-α-tublin antibody and phalloidin dyes, respectively. 
Moreover, the enzyme activity of MMP-9 was measured using gelatin zymography and its mRNA level was 
detected using quantitative Real-time PCR. The results showed that we successfully established MDA-MB-231/
MRJsi stable cell line that knockdowned MRJ expression and named it MDA-MB-231/MRJsi cell line. The gene 
expression of MRJ in MDA-MB-231/MRJsi cells reduced 50% compared to the wild type MDA-MB-231 cells 
(P<0.05) and the protein level reduced 70%. Moreover, the cytoskeleton proteins in MDA-MB-231/MRJsi cells 
were redistributed when compared to wild type MDA-MB-231 cells. Furthermore, the enzyme activity of MMP-9 
was enhanced after MRJ suppression. In addition, the mRNA level of MMP-9 was increased significantly (P<0.01) 
which was consistant with its enzyme activity. In conclusion, the establishment of stable MDA-MB-231/MRJsi cell 
line is a fundamental cell model for further research of MRJ function in oncogenesis and development of breast 
cancer.

Key  words       breast cancer; MRJ; cytoskeleton; MMP-9

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一, 其发病

率呈逐年上升的趋势。深入研究乳腺癌发生、发展

的分子机制对于乳腺癌的预防、治疗和预后具有重

要意义。热休克蛋白(heat shock proteins, HSPs)在
很多肿瘤组织和细胞中呈高水平表达, 并且与肿瘤

的发生发展和不良预后相关[1-3]。HSPs作为分子伴

侣通过自身基因的异常表达, 调控着肿瘤细胞中众

多关键蛋白性质及功能的改变。HSP27、HSP70、
HSP90在乳腺癌中均有过表达[4-7]。在乳腺癌病人

进行联合化疗、放疗、热疗过程中, HSP70水平的

升高与无病生存期短、肿瘤转移和不良预后相关[8]。

HSP40是热休克蛋白家族中的重要成员之一, 其家

族成员HLJ1被报道是一种新的肿瘤抑制基因[9]。 
MRJ(mammalian relative of DNA J)也称为DNAJB6, 
是HSP40家族的一个新成员, 是DNA J在哺乳动物

中的同源类似物。DNA J蛋白家族作为重要的共分

子伴侣通常协助DNA K/HSP70进行一系列的蛋白

折叠活动[10]。MRJ有两个剪接变体: 变体L(2.5 Kb)
和变体S(1.6 Kb)。与MRJ(S)相比, MRJ(L)具有一个

细胞核定位序列, MRJ(L)主要分布在细胞核中, 而
MRJ(S)多分布在细胞质中。MRJ参与很多生理功能。

在亨廷顿疾病(Huntington′s disease)体外细胞模型中, 
MRJ(S)过表达可以有效抑制蛋白聚集、caspase活
性和细胞毒性[11]。MRJ(S)可以和角蛋白(keratin)中
间丝相互作用[12]。MRJ(L)可以降低乳腺癌细胞的

恶性度[13]。我们之前的研究表明, 在乳腺癌细胞中, 
免疫共沉淀实验发现, MRJ(S)和uPAR存在相互作

用。为了探讨MRJ(S)在乳腺癌发生发展中的生物学

功能, 本研究采用RNA干扰和建立稳定细胞系的方

法, 检测MRJ(S)基因表达的降低对乳腺癌细胞中基

质金属蛋白酶的影响和对细胞骨架的影响。

1   材料与方法
1.1   材料

细胞培养基DMEM为美国GIBCO产品, 使用时

添加FBS(fetal bovine serum, GIBCO)和抗生素(100 U/mL
青霉素, 100 μg/mL链霉素); G418和用于转染的

Lipofectamine® 2000购 自Introvigen公 司。Trizol试
剂购自Invitrogen公司, 逆转录试剂盒购自TOYOBO
公 司, Q-PCR试 剂SYBR Green mix购 自Bio-Rad公
司。丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、TEMED、 Triton 
X-100购自上海生工生物工程股份有限公司; 明胶、

多聚甲醛购自Sigma公司; anti-α-tubulin购自美国

Santa Cruz公司, 鬼笔环肽购自Invitrogen公司; 单克

隆抗体anti-MRJ购自台湾Abnova公司; anti-GAPDH
购自美国Santa Cruz公司。pRNAT-U6.1/neo载体购

自美国Genescript公司; 质粒pRNAT-U6.1/neo-MRJsi
由本实验室提供。MDA-MB-231(人乳腺癌细胞系)
细胞购自American Type Culture Collection (ATCC, 
Philadelphia, PA, USA)。6孔培养板和60 mm细胞

培养皿购自美国Costar公司; CO2细胞培养箱购自

Thermo Scientific公司; 倒置荧光显微镜(ZEISS); 
共聚焦显微镜(Olympus公司)。
1.2   细胞培养和转染

MDA-MB-231细胞在37 oC, 5% CO2细胞培养

箱中培养, 培养液为含10% FBS和双抗(青霉素和链
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霉素)的DMEM培养液。待细胞密度达到50%~60%, 
在 脂 质 体Lipofectamine® 2000的 介 导 下 进 行 细

胞转染, 方法参照说明书。已构建成功的MDA-
MB-231/MRJsi多克隆稳定细胞系添加600 μg/mL 
G418(Geneticin)来保持选择性。

1.3   MDA-MB-231/MRJsi多克隆稳定细胞系的

构建

G418应用浓度的确定: 取对数生长期的MDA-
MB-231细胞接种于6孔培养板, 待细胞完全贴壁后, 
根据文献报道加不同浓度的G418: 200, 400, 500, 
600, 800, 1 000 μg/mL。选择可以使细胞在10~14天
内死亡的最低浓度为应用浓度。MDA-MB-231细胞

的瞬时转染: 取对数生长期的MDA-MB-231细胞接

种于直径为60 mm的中型培养皿中, 待细胞汇合度

达到50%时, 转染6 μg pRNAT-U6.1/neo-MRJsi质粒。

G418筛选: 48 h后加入G418终浓度为600 μg/mL的
DMEM培养液进行压力筛选, 3天换一次液, 筛选9天
后换成G418终浓度为400 μg/mL的DMEM培养液继

续筛选, 直至dish中剩余的几个细胞开始重新增殖

时重新换成G418终浓度为600 μg/mL的DMEM培养

液, 此细胞即为筛选出的阳性多克隆, 命名为MDA-
MB-231/MRJsi。继续培养, 让筛选出的阳性克隆进

行传代, 冻存一部分细胞。

1.4   实时定量PCR(Real-time quantitative PCR 
或Q-PCR)分析

引物设计: MMP-9引物设计参照文献[14], 其他

引物由本实验室设计(表1), 定量PCR中对引物进行

溶解曲线检验。细胞mRNA提取: 取对数生长期的

MDA-MB-231细胞和MDA-MB-231/MRJsi细胞接种

于6孔培养板中, 24 h后将培养板从培养箱中取出, 用
RNase free的枪头吸净培养液, 每孔加1 mL Trizol, 用枪

吹打后移入RNase free的EP管中。Trizol法提取细胞内

总RNA的步骤参照说明书进行。逆转录: 采用20 μL
逆转录体系, 将提取的模板RNA按照每个样品2 μg计
算其体积, 按照TOYOBO逆转录试剂盒说明书的操

作步骤进行。加样完成后, 37 oC水浴30 min, 85 oC水
浴2 min终止反应。剩余的RNA置于–80 oC保存, 将
逆转录的cDNA自然冷却后待用。Q-PCR检测: 将上

述获得的cDNA稀释100倍用做模板, Q-PCR反应体

系(20 μL): cDNA: 8 μL; Sense primer: 1.0 μL; Antisense 
primer: 1.0 μL; 2×SYBR Green: 10 μL。Q-PCR程序设

定: 95 oC, 10 min; 40个循环(95 oC, 15 s; 60 oC, 1 min); 

95 oC, 15 s。结果分析方法采用2–∆∆Ct法。

1.5   Western blot检测

用细胞刮分别收取对数生长期的MDA-MB-
231细胞和MDA-MB-231/MRJsi细胞, 加入细胞裂解

液 [50 mmol/L Tris-HCl(pH7.4)、250 mmol/L NaCl、
0.5% Triton-X 100、50 mmol/L NaF、2 mmol/L 
EDTA、1 mmol/L Na3VO4和protein inhibitor cocktail]
吹打混匀, 冰上放置45 min, 离心(4 °C, 12 000 r/min, 
15 min)后取上清用Bradford比色法测定蛋白浓度进

行定量, 加入5×loading buffer沸水浴10 min, 冷却后

置于–20 °C贮存。配制13% SDS-PAGE胶, 取质量相

同(80~100 μg)的样品上样, 预留1到2个孔加3 μL预染

Marker(Bio-rad)以指示不同分子量蛋白在胶上的位

置。上层胶用80 V恒压浓缩, 在溴酚蓝进入下层胶

时改用120 V恒压分离, 然后用半干法将PAGE胶中

的蛋白转移至PVDF膜上(恒压9 V, 2 h)。转印好的

PVDF膜放入5%脱脂牛奶(PBST配置)中封闭1 h, 根
据抗体说明书用PBST将一抗稀释至最佳工作浓度

并一起封入塑料袋中包被, 室温置摇床上1 h或4 °C
过夜。PBST洗涤(5 min, 3次)后, 包被按适当比例稀

释好的用辣根过氧化物酶(HRP)标记的二抗, 室温摇

床45 min~1 h。PBST洗涤后配置发光底物溶液滴加

到PVDF膜上2 min, 然后吸干多余发光液拍照, 根据

条带的强弱判断蛋白的表达情况。GAPDH用来进

行蛋白量的归一化。

1.6   免疫荧光(immunofluorescence microscopy)
分析

利用砂轮将玻片切成合适大小的方块, 灭菌后

置于干净的12孔板中。取对数生长期的MDA-MB-
231细胞和MDA-MB-231/MRJsi细胞, 用胰酶消化

成单细胞悬液, 滴到玻片上于细胞培养箱中培养。

待细胞贴壁后(约24 h)取出爬片, 用PBS洗2次, 于
4%多聚甲醛中固定1 h。用PBS洗掉爬片上的多聚

甲醛, 置于0.5% Triton X-100中穿孔1 h后置于3% 
BSA中封闭非特异性蛋白。加入3% BSA稀释的一

抗(鬼笔环肽或tublin)室温孵育1 h或4 oC过夜, PBS
漂洗(5 min, 3次), 加入3% BSA稀释的二抗避光孵

育45 min, PBS避光漂洗(5 min, 3次), 加入细胞核染

液DAPI染色2 min并用抗猝灭封片剂封片, 于暗室

中荧光显微镜下拍照。

1.7   明胶酶谱法

样品制备: 取对数生长期的MDA-MB-231细胞
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和MDA-MB-231/MRJsi细胞, 消化计数, 以相同的细

胞量接种于6孔培养板中, 待细胞完全贴壁后, 吸掉培

养液, 用PBS洗净残余的培养液, 每个孔中加入1 mL
无血清的DMEM培养液, 于37 oC, 5% CO2条件下培

养。48 h后, 在冰上收集上清液, 用EP管分装好后

并置于–80 oC冰箱保存。酶谱胶配制: 遵照分子克

隆书上的10% SDS-PAGE胶的制备方法, 其中下层

分离胶添加终浓度为1 mg/mL的明胶。将含MMPs
的细胞上清溶液24 μL与6 μL的5×上样缓冲液混合

后在37 ºC保温30 min, 然后上样进行电泳, 电泳在

4 ºC条件下进行。电泳结束后, 将电泳胶依次用洗

胶缓冲液1-4(buffer 1: 2.5% Triton X-100, 3 mmol/L 
NaN3; buffer 2: 2.5% TritonX-100, 50 mmol/L Tris, 3 
mmol/L NaN3; buffer 3: 2.5% TritonX-100, 50 mmol/L 
Tris, 3 mmol/L NaN3, 5 mmol/L CaCl2·2H2O, 1 μmol/
L ZnCl2; buffer 4: 50 mmol/L Tris, 3 mmol/L NaN3, 5 
mmol/L CaCl2·2H2O, 1 μmol/L ZnCl2)洗30 min, 之后, 
将胶放入洗胶缓冲液4中, 放在37 ºC振荡保温16 h, 
用考马斯亮蓝染色, 脱色液脱色直至出现透明条带

为止。

1.8   统计学分析

应用SPSS 18.0统计学软件进行统计分析, 实验

数据均以平均数±S.E.M表示, 组间比较采用独立样

本t检验, P<0.05表示有显著性差异, P<0.01表示有

极显著性差异。

2   结果
2.1   MDA-MB-231/MRJsi稳定细胞系的构建

用G418(Zeocin)筛 选 转 入pRNAT-U6.1/neo-
MRJsi质粒的MDA-MB-231细胞, 加压选择后获得

能在600 μg/mL的G418中稳定传代的细胞系。Q-PCR
检测MDA-MB-231/MRJsi细胞中的MRJ表达水平与

Wild type细胞相比有50%下降(图1A), 差异有显著性

意义(P<0.05)。溶解曲线显示: 以合成的cDNA为模

板, MRJ引物的Q-PCR扩增产物在熔点曲线分析过

程中均出现一个峰, 表明不存在明显的引物二聚体

或非特异产物(图1B)。由于含MRJ siRNA的质粒载

体为pRNAT-U6.1/neo, 载体中自带GFP的表达质粒, 
所以筛选的稳定干扰细胞系在显微镜下观察带有

绿色荧光, 这是稳定干扰细胞株成功构建的一个直

观的实验验证(图1C)。另外, Western blot结果表明, 
MRJ稳定干扰的细胞系中MRJ(S)的蛋白水平下调约

70%(图1D)。这些结果说明, MDA-MB-231/MRJsi细
胞产生了稳定的干扰效果。MRJsi稳定干扰乳腺癌

细胞系可以避免常规的RNAi瞬时转染实验存在的

由于转染效率导致的实验误差甚至误判, 为进一步

的深入研究奠定了基础。

2.2   MRJ下调对细胞骨架蛋白微丝的影响   
微丝(F-actin)是由肌动蛋白分子螺旋状聚合而

成的纤丝, 在交联蛋白的绑定下形成束状网络结构

和树突状网络结构, 并对细胞的丝状伪足起支持作

用, 从而促进细胞的形态变化、趋化和通讯。用鬼

笔环肽染色细胞的F-actin, 从图2可以看出, MDA-
MB-231/MRJsi微丝排布分散, 在细胞内排布交错

无规则, 有较多的应力纤维和丝状伪足。而MDA-
MB-231细胞中微丝分布呈束状结构, 大部分朝一

个方向分布, 与MDA-MB-231/MRJsi紊乱有明显差

异。

2.3   MRJ下调对细胞骨架蛋白微管的影响

微管(α-tublin)是由微管蛋白原丝组成的、不

分枝的中空管状结构, 与细胞支持和运动有关。图3
显示, MDA-MB-231/MRJsi阳性细胞(表达绿色荧光

蛋白的细胞)中微管蛋白两端末梢处逐渐聚集成束

向两端延伸, 具有较强的极性, 可能参与物质运输。

MDA-MB-231细胞微管蛋白主要呈辐射状分布在细

胞核周围。

2.4   干扰MRJ对MMP-2和MMP-9酶活性的影响

已有文献报道, 在星形胶质细胞(astrocytes)中, 
MMP-9可以调控细胞骨架actin的组装和分布[15]; 在
乳腺癌细胞中, 免疫荧光分析发现活化的MMP-9分
布于细胞的树突状伪足中[16]; Akt信号可以通过诱

导MMP-2的活化来调控微丝的排布[17]。文献中鲜

有关于MRJ与细胞微丝和微管蛋白的报道。基于

上述证据, 我们假设MRJ下调引起细胞骨架重排是

由MMP-2或MMP-9引起的, 于是应用明胶酶谱法进

表1  实时定量PCR引物

Table 1  Primer sequences for Real-time PCR

目标基因      引物序列

Target gene          Primer sequences

MMP-9                F: 5′-GGA CGA TGC CTG CAA GT-3′                          
                            R: 5′-ACA AAT ACA GCT GGT TCC CAA TC-3′
MRJ                     F: 5′-AAG TGC TGT CGG ATG CTA AG-3′       
                              R: 5′-CCT GAA GAC ATC ATC TGG GT-3′
GAPDH               F: 5′-AAC GAC CCC TTC ATT GAC-3′      
                             R: 5′-TCC ACG ACA TAC TCA GCA C-3′
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行验证。明胶酶谱法的实验的原理是将MMP-2和
MMP-9的特异性底物明胶混于SDS-PAGE胶中, 通
过负染法分析条带的明暗大小来分析酶的活性。本

A: Q-PCR分析MDA-MB-231/MRJsi细胞系中MRJ表达水平; B: MRJ引物的溶解曲线; C: GFP的表达; D: Western blot检测MRJ蛋白水平。 
A: Q-PCR analysing the gene expression of MRJ; B: primer specificity analyzed by the melting curve; C: the GFP expression; D: MRJ protein level 
analyzed by Western blot assay.

图1  MRJ稳定干扰细胞系的的验证

Fig.1  The demonstration of the MRJ knockdown stable cell line

(A) (B) (C) (D)

*P<0.05
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图2 干扰MRJ后引起细胞微丝重排

Fig.2  Suppression of MRJ led to microfilament 
rearrangement

Actin

Cy3Cy3

Wild type MRJSi

图3 干扰MRJ后引起细胞微管重排

Fig.3  Suppression of MRJ led to microtube redistribution 
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Wild type MRJSi MRJSi

图4 明胶酶谱法检测MMP-2和MMP-9酶活性

Fig.4  Gelatin zymography analysis of the activities of 
MMP-2 and MMP-9

Wild type MRJSi
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MMP-2

92 kDa

72 kDa

文将细胞培养48 h后, 用明胶酶谱分析显示MDA-
MB-231细胞和MDA-MB-231/MRJsi细胞中MMP-2
和MMP-9的酶活性。与对照组MDA-MB-231细胞

相比, MDA-MB-231/MRJsi细胞中MMP-9活性显著

上升, 与Q-PCR结果趋势一致。结果显示, MRJ下调

可以促进MMP-9的酶活性, 而MMP-2酶活性没有明

显变化, 揭示了MRJ干扰可以特异地影响MMP-9的
酶活性。

2.5   干扰MRJ对MMP-9 mRNA的影响

为了进一步验证MMP-9酶活性的增加是否由

其转录水平引起的, 我们又进行了实时定量PCR实
验。结果如图5所示, 溶解曲线显示: 以合成的cDNA
为模板, MMP-9引物的Q-PCR扩增产物在熔点曲线

分析过程中均出现一个峰, 表明不存在明显的引物

二聚体或非特异产物。Q-PCR检测基因表达结果
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显示: 与野生型MDA-MB-231细胞相比, MDA-MB-
231/MRJsi细胞中的MMP-9基因表达上升了约5倍, 
存在显著的差异(P<0.01)。此结果表明: MRJ很有可

能通过增加MMP-9的转录水平来提高MMP-9的酶

活性。

3   讨论
全世界每年约有120万妇女发生乳腺癌, 有50

万妇女死于乳腺癌。京沪津等大城市的统计数据

表明, 乳腺癌也是我国女性最常见的恶性肿瘤。研

究证实, HSP40与乳腺肿瘤的发展密切相关[18]。有

文献报道在女性泌尿生殖道和乳腺肿瘤中检测到

HSP70和Hdj(HSP40), ELISA检测发现恶性肿瘤中

HSP70和Hdj的表达水平高于良性细胞[19]。DNAJB6
介导DKK1(dickkopf 1 homologue)转录水平的上调

来抑制Wnt/catenin信号途径从而抑制肿瘤的迁移并

影响EMT途径[20], Micro-RNA632下调DNAJB6的表

达从而促进乳腺癌细胞的迁移[21]。因此, 研究MRJ
对乳腺癌细胞的生物学行为具有重要意义, 可以为

乳腺癌的治疗和预后提供相关参考。

在 本 研 究 中, 我 们 将MRJ(S)的 干 扰 质 粒

pRNAT-U6.1/neo-MRJsi转染到乳腺癌细胞MDA-
MB-231中, 用G418筛选得到稳定表达MRJ干扰质

粒的细胞株。Q-PCR分析表明, 稳定细胞株中MRJ
的mRNA表达下调50%, 稳定表达干扰质粒上自带

GFP荧光蛋白得到表达, 并且MRJ的蛋白水平下调

约70%。本细胞系的构建为相关研究提供了一个较

为理想的细胞模型。

细胞骨架是由细胞内丝状聚合物和骨架调控

蛋白构成的内在网络。微管和微丝是细胞骨架中具

有极性的两个骨架蛋白, 可以支撑细胞的定向运动。

微管蛋白刚性最强, 运动形式多为聚合和解聚作用, 
在细胞分裂中担任重要角色。微丝蛋白的运动主要

是由细胞外的信号引起的, 通过四种典型力: 分支肌

动蛋白丝网络形成突起、束状纤维形成丝状伪足、

皮质层网络和束状纤维形成应力纤维, 使骨架延伸

获得合适的力量使细胞迁移[22]。细胞骨架保证有序

的细胞结构维持细胞形态, 热休克蛋白保证正确的

蛋白结构维持细胞稳态。细胞骨架极性的形成依赖

于微丝引起细胞原有的均衡性的打破和微管对极性

的维持。本实验中, MDA-MB-231/MRJsi细胞打破

野生型细胞中微丝的规则束状纤维结构, 呈无规则

分散排布, 有较多的丝状伪足和应力纤维; 而MRJ干
扰后微管蛋白聚集成束向两端延伸, 细胞极性增强。

这种极性可以使来源于生物合成或内吞途径的细胞

膜分子转移到细胞前端(leading edge)[23], 如MMP-9, 
进一步通过信号或细胞微环境来调控细胞骨架蛋白

的分布, 从而使细胞与基质之间的降解和黏附有序

定向进行。

相关文献报道, MMP-9可以调控细胞骨架蛋

白的排布。在星形胶质细胞(astrocytes)中, MMP-9
可以调控细胞骨架蛋白actin的组装和分布, 促进细

胞膜突起的形成[15]。在乳腺癌细胞中, 免疫荧光

分析发现活化的MMP-9分布于细胞的树突状伪足

中[16], 并且MMP-9的高表达是和Integrin的信号通

路相关的[24], 而integrin通过下游信号通路可以和细

图5 Q-PCR分析MMP-9 mRNA水平(A)及引物的溶解曲线(B)分析

Fig.5 Q-PCR analyzing the gene expression of MMP-9  (A) and primer specificity analysed by the melting curve (B)
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胞骨架进行对话(crosstalk)从而进行调控[25-26]。更

有趣的是, MMPs和HSPs关系密切。在乳腺癌中, 
HSP90和HSP70可以激活MMP-2的酶活性[27]。在非

小细胞肺癌中, HLJ1(HSP40家族的一个成员)可以

和NPM1(nuclear protein nucleophosmin)相 互 作 用, 
HLJ1沉默加速NPM1的寡聚化, 抑制AP-2α的转录, 
从而使MMP-2活性增加[28]。另外, 关于热休克蛋白

与细胞骨架关系的报道也有很多: HSP90可以和微

管结合[29]; HSP70在确定为分子伴侣前曾被认为是

微管相关蛋白, HSP70可以通过tau(一种微管相关蛋

白)调控tublin[30], 也可以和TCP-1相互作用间接影响

actin; 一些小的热休克分子也可以和细胞骨架相互

作用, 通过磷酸化依赖的方式影响骨架的聚合性[31], 
但是对于MRJ影响细胞骨架的机理很少有相关报

道。基于以上三点原因, 我们大胆推测MRJ可能是

通过MMP-9来影响细胞骨架的。本文运用明胶酶谱

法分析发现MDA-MB-231/MRJsi细胞中MMP-9的酶

活性显著上升。我们同时检测了MMP-2的活性, 结
果显示MMP-2的活性并未发生显著改变, 从而表明

MRJ对于MMP9的调控具有MMP9蛋白特异性。我

们进一步利用Q-PCR技术对MDA-MB-231/MRJsi中
MMP-9的mRNA表达进行检测, 发现MMP-9 mRNA
水平增加5倍。此结果揭示了MRJ的表达下调使

MMP-9基因转录增强, 这可能是因为类似于HLJ1
的机制的作用, 即MRJ干扰后抑制了转录辅阻遏物

的表达, 从而使MMP基因表达增加。基于本实验

中MRJ干扰显著上调MMP-9的表达, 已有文献报道

MRJ和MMPs的紧密关联性, 以及报道MMP-9与细

胞骨架的相关性, 本文推测MRJ通过MMP-9的作

用影响细胞骨架的重排, 可能是MRJ下调后增强了

MMP-9转录水平, 从而引起细胞骨架蛋白微管和微

丝的重排。

综上所述, MRJ蛋白的异常表达可能在人乳腺

癌的发生、发展中起重要的作用。本文中MRJ的干

扰可以显著上调乳腺癌中的MMP-9的活性, 可能进

一步对细胞骨架蛋白的分布产生影响, 应答细胞对

外界环境和内部信号的刺激, 这些结果从一个侧面

验证了MRJ与乳腺癌细胞的密切关系。目前, 以细

胞骨架为靶向的一些药物已经相继进入二到三期临

床试验, 有的甚至被作为某些肿瘤的二三线临床用

药[32]。这为MRJ的在乳腺癌细胞骨架中的功能研究

提供了新的思路。不管通过靶向MMPs途径来靶向

细胞骨架途径、还是直接靶向细胞骨架途径, MRJ
均有可能为乳腺癌分子治疗提供新方向。
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