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靶向 AKT 的 RNA 干扰调控人乳腺癌

细胞生长的体外研究
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(天津医科大学， l 天津市基础医学研究中心， Z 附属肿瘤医院头颈一科， 3 免疫教研室，
4教育部免疫微环境与疾病重点实验室， 天津 300070)

摘要 采用 Oligofectamine转染靶向AKT的 siRNA至人乳腺癌细胞系 MCF-7， 利用 real-time

PCR检测 AKT 的表达水平;MTT及流式细胞术分析转染后细胞的生物学特征变化;免疫荧光染色

及Western 印迹方法观察队型 PI3K1 AKT通路主要成员的表达变化. Real-time PCR 结果表明转

染靶向 AKT的 siRNA纽可以有效敲低AKT的表达水平;MTT结果显示AKTsiRNA治疗纽细胞增

殖率显著降低;流式细胞术结果显示 AKTsiRNA转染组细胞在 GoIG1 期阻滞，凋亡比例明显高于空
白对照组与空载体治疗组·免疫荧光和 Western 印迹结果均表明转染 AKT siRNA 纽细胞AKT、

pAKT、Ki67 、 Bcl-2 几个重要癌蛋白的表达水平均有明显的下调。 以上结果表明运用 AKTsiRNA

转染人乳腺癌细胞系 MCF-7 细胞后， 可抑制其肿瘤细胞的增殖并诱导凋亡，因此AKT可以作为人

乳腺癌基因治疗的候选靶点.

关键词 AKT;RNA干扰;乳腺癌;基因治疗

近年来的研究发现，与乳腺癌相关的许多癌基因

和抑癌基因编码调控细胞生长、增殖和分化过程的

信号转导途径中的一些成员。细胞癌变是由于信号

转导途径异常，细胞接受了异常生长、增殖、分化

的信号所致[11 0 PI3K1AKT通路是很重要的调节细胞

增殖的信号通路，而AKT是因3K1AKT通路中的关键分

子。活化的AKT (pAKT)通过磷酸化mTOR、 caspase

家族、 Forkhead 家族等多种作用底物，在促进肿瘤

细胞的生长、 增殖，抑制细胞凋亡，促使细胞侵袭

和转移，促进血管生成，抵抗化疗和放疗中细胞的凋

亡等方面起重要作用[2-41 0 为了进一步探讨 AKT在

人乳腺癌发生过程中的作用及其可能的机制，本文基

于RNA干扰(RNAi)技术，以 AKT为靶点进行了基因

治疗的体外研究。

1 材料与方法

1.1 材料

RNAi 购自上海吉玛技术公司。具体序列如下:

Nonsense siRNA: 5'-GCG AUG CUG CAU GAU CUC 

C-3'; AKT-siRNA: 5'-GGA GAU CAU GCA GCA UCG 

C-3 ' 。

DMEM购自美国生命技术公司(GIBCO/BRL)，
AKT、 pAKT、 Ki67 、 BcI-2 抗体购自 Santa Cruz 公

司。 Western 印迹实验所用试剂购自 Sigma 公司，

PVDF膜购自Millipore公司，阳PA裂解液购自北京百

泰克生物技术有限公司，化学发光检测试剂盒购自美

国 Pierce 公司。逆转录试剂盒购自美国 Promega 公

司。 Real-time PCR 试剂盒购自 TaKaRa 公司。 二

甲基四氨哇蓝(MTT)和二甲基亚枫(DMSO)为 Sigma

公司产品。

1.2 方法

1.2. 1 细胞培养和基因转染 人乳腺癌细胞系

MCF-7细胞系在D孔1EM完全培养液中常规培养。实

验分组:空白对照组，不给予任何干预措施;空载体转

染组，将 6 μg Nonsense siRNA 与 10 f..ll oligofactamine 

(Invitrogen 公司，美国)混和均匀，转染 MCF-7 细胞;

AKT siRNA 转染组，方法同空载体转染组，用 AKT

siRNA替代Nonsense siRNA。 转染 48h后收获细胞。

1.2.2 Real-time PCR 法检测转染后 AKT表达情况

按照 Promega 公司反转录试剂盒说明书抽提总

RNA, Nanodrop 紫外分光光度计(Gene 公司， 美国)

测定总 RNA 浓度和纯度。 Real-time PCR 按照
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TaKaRa real - time PCR 检测试剂盒说明书进行。

Opticon 2 软件计算 ilCt 值。

1.2.3 Western 印迹检测转染 AKT 和 pAKT表达

将以107 个待检验细胞培养过夜后，十二炕基肌酸

纳上样缓冲液裂解法收获蛋白质， 20μI 上样量(约

lxl07 个细胞 /上样孔)进行电泳。转膜，免疫抗体结

合， 再加 HRP偶合的二抗反应(1 : 1 000), Supersigna1 

Protein Detection Kit 增强化学发光(ECL)显色，凝胶

图像分析系统进行灰度分析 。

· 研究论文·

间存在显著差异 (P<O . OI ) 。

激光共聚焦显微镜观察发现， AKT 、 pAKT 、

Bcl-2 均存在于细胞质中，而 Ki67 则存在于细胞核

中。 和空白对照组相比 nonsense siRNA 转染细胞

中 AKT、 pAKT、 Ki67 、 Bcl-2 表达的强度和部位

均无明显变化， 而 AKT 转染细胞中 AKT 、 pAKT、

Ki67 、 Bcl-2 表达的强度均减弱(图 3 ) 。

2.3 MTT 法检测转染后 MCF-7 细胞增殖率

观察期内AKTsiRNA转染组MCF-7细胞生长速

1.2.4 Mπ法检测转染后 MCF-7细胞增殖率 随 度较雪白对照组和 Nonsense siRNA 转染组缓慢。 转

机挑选对数生长期转染 AKT siRNA 和 Nonsense

siRNA 的细胞常规消化，接种于96孔板， 4000个(200

μU 孔)， 以未转染的细胞作为对照组。分别于转染前，

转后 24 、 48 、 72 、 96 、 120 h 行 MTT 检测，用紫

外分光光度计 570 nm 波长测定各孔的吸光度价 值)，

取每组 8 孔的均值 。

1.2.5 流式细胞术检测转染后细胞周期分布与凋亡

收集细胞，消化成单细胞悬液， 离心，弃上清液，

按照 GENMED 细胞周期流式细胞分析试剂盒产品说

明书(杰美公司，上海)标记细胞; 膜联蛋白(anne对n) V/ 

腆化丙院(PI) (晶美公司，上海)染色后使用FACSCalibar

(BD公司，美国)流式细胞仪分别检测细胞周期分布和

细胞凋亡。

1.2.6 免疫荧光法检测转染后相关蛋白表达 免

疫组织化学染色方法详见参考文献[匀 。 使用 FV-lO∞

激光共聚焦扫描显微镜(Olympus 公司，日本)观察 。

1.2.7 统计学方法 所用实验数据使用 SPSSll .5

统计软件包，采用单因素方差分析进行统计学分析，按

照 P<0.05 作为检验水准。

2 结果

2.1 AKT siRNA 转染组 MCF-7 细胞 AKT 表达

染后 24 、 48 、 72 h , Nonsense siRNA 转染组细胞

的生长未受到明显抑制，而 AKT siRNA 转染组细胞

的生长在转染后 24 h 出现明显受到抑制， 且随时间

的推移，被抑制程度越明显(表 2、图 4) 。

2.4 流式细胞术检测转染后细胞周期分布

流式细胞术检测细胞周期时相分布，发现对照组

细胞GJG1 期、 S 期、 G/M期所占比例分别是 54.1%、

28.1% 和 17脱， Nonsense siRNA转染组分别为 54.3%、

28.2% 和 17.4% ， AKT siRNA 转染组分别为 70.8% 、

28.1 % 和 1 . 8% 。 这些结果表明 ， AKT siRNA 转染

MCF-7 细胞后，细胞出现明显的 GO/G 1 期阻滞(χ2=

Tablel AKT mRNA expression in MCF-7 cells transfected 
with AKT siRNA 

Group n 

Control 3 
Nonsense siRNA 3 

åCt value 
5. 56土1.42

F value P value 

7.64 :1: 1.24 15 .452 0 .003 

AKT siRNA 3 15.84 :1: 3.24* 

Significant differences from the control value are indicated by 
*P<O .0 1. 

20 ‘ 

水平下调 15 

通过 real-time PCR 检测发现， AKTsiRNA 转染

组达到规定荧光强度所需的循环数明显增多，表明目

的基因的拷贝数明显增多，可见转染AKTl siRNA可

明显敲低 MCF-7 细胞AKTmRNA 的表达， 与对照组

相比差异具有统计学意义(P<O.OI) (表 1，图 1 ) 。

2.2 siRNA 干涉 AKT 后相关蛋白变化

经Western 印迹检测发现， MCF-7乳腺癌细胞转

染 AKT siRNA 后， AKT、 pAKT、Ki67 、 Bcl-2 几

个重要癌蛋白的表达水平均有明显的下调，空白对照

组、无义序列组没有显著变化( 图 2) 。经统计软件

分析， AKT siRNA 治疗组与对照组、 无义治疗组之

‘b z 
啤

> 10 
u 
叮

5 

。
Control Nonsense siRNA AKT siRNA 

Fig.l AKT mRNA expression of MCF-7 cells transfected 

with AKT siRNA 
Significant differences from the control value are indicated by 
*p<o.O l. 
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(A) 

2 3 

AKT 

pAKT 

Ki67 

BcJ-2 

Actin 

Fig.2 Western blot analysis to detect the protein expression 

alternations after MCF-7 cells treated with AKT siRNA 

A: Western blot analysis of protein expression were performed in 

triplicate. 1: control group; 2: nonsense siRNA group; 3: AKT siRNA 

group. B: protein expression is shown in the histogram. 

Table 2 Cell proliferation rate of MCF-7 cells transfected 

with AKT siRNA determined by MTT assay 

Time Survival rate (x 土s) (%) F value P value 

Control Nonsense AKT 

siRNA siRNA 

Day 1 100 99 .86士1.21 97.41:1:1.05 5.147 0.093 

Day 2 100 89.43企2.04 84.56士3 .0 1 82.387 0.000 

Day 3 100 92 .44土1.08 66.20土4 .54 47.093 0.000 

Day 4 100 93 .72主3 . 11 55.76 :1:3.48 102.019 0.000 

Day 5 100 98.01土1.67 49.80土5.09 143.992 0.000 

Day 6 100 96 . 2 1 主2 .03 40.74:1:4.11 205.122 0.000 

2 3 

Akt 

pAkt 

Ki67 

Bcl-2 

Fig.3 Immunofluoresence stain to detect也e protein expression 

alternations after treated 岛1:CF-7 cells with AKT siRNA (40x) 

1: control group; 2: nonsense siRNA group; 3: AKT siRNA group 

.~ 

( 汉) 

2E 6O 

ð 20 ~ ->-~~~:~~:~~RNA _ AKTsiRNA 

。
2 3 4 5 6 

T迦le after transfection (d) 

Fig.4 Cell proliferation rate of MCF -7 cells transfected with 

AKT siRNA determined by MTT 部say
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讨论

Akt，又称蛋白激酶B (proteinkinaseB, PKB)，是

主种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶。 目前发现至少存在

3 种 Akt家族成员 : AktllPKBα、 Akt2IPKBß、Akt3/

PKByo 1997 年， Staal 等[5]在诱发鼠类胸腺瘤的鼠类

白血病病毒中发现了一种诱导细胞癌变的癌基因序

列 AKT-8 。 由于它们的催化区与蛋白激酶A (PKA) 

和蛋白激酶C (PKC)高度同源，故又被称为蛋白激酶

B (PKB)。三种亚型的PKB在氨基端(N端)有 80% 的

同源序列，具有类似的一级结构;N端含有一个PH结

构域，中部为一个催化结构域，竣基端(C 端)含有一

个调节结构域。其中 PH 结构域由 100 个氨基酸残

基组成，介导 AKT与 PIP3 的结合，在 AKT 的激活过

程中介导 AKT 的膜转位。 PH 结构域突变或缺失可

导致AKT的活性降低或丧失，表明其PH结构域具有

重要作用 。 紧邻 PH 区的催化区中 308 位苏氨酸为

840 

14.264, P=0.006)， 从而延缓细胞周期进展，抑制细胞

增殖(图匀。

2.5 流式细胞术检测转染后细胞凋亡

膜联蛋白VIPI染色方法检测转染AKTsiRNA后

MCF-7 细胞凋亡率，发现对照组细胞凋亡率仅(2.03土

0.04)%, Nonsense siRNA转染组细胞凋亡率为(2.43土

0.42)%，和对照组差别无统计学意义。而转染AKT

siRNA 组细胞凋亡率为(9.67土 1 .56)%，显著高于对照

组(F=81.834， P=û.∞0)， 可见敲低MCF-7细胞的AKT

表达后，可诱导细胞凋亡(图 6) 。

· 研究论文·

3 

Table 3 Cell cycle distribution of MCF -7 cells transfected 

with AKT siRNA dete口nined byFC岛f

Group GJG. S G;/M 
Control 54.1 28.1 17.8 
Nonsense siRNA 54.3 28.2 17 .4 

AKT siRNA 70.8 28.1 1.8 

p罩

0.006 

χil置

14.264 

AKTsiRNA 
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Cell apoptosis percentage aIternation after MCF -7 cells transfected with AKT siRNA was detected by annexin V stain 

assay 
A: flow cytometry analyses of propidium iodide-stained cells were performed in triplicate; B: percentages of apoptotic cells are shown in the 
histogram. Significant differences from the control value are indicated by *P<O.O l. 

Fig.6 
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活化所必需的第-个磷酸化位点。在催化区后的 C

端为调节区，调节区富含脯氨酸，并含有活化所必需

的第二个磷酸化位点(Ser473)，该位点的磷酸化使

AKT活性达到最大。在 AKT分子中，还存在着其它

氨基酸磷酸化位点如 124 位苏氨酸、 450 位丝氨酸

等，但这些位点与 AKT 的活性关系不大[6] 。

pAKT 在介导细胞生长和增殖、运动和侵袭、

凋亡和抵抗化疗、放疗等方面有重要作用 。 AKT 的

活化与肿瘤的发生、发展密切相关[η。在 PI3K1AKT

信号通路中， pAKT是一个较好的分子靶点，它处于

此通路的上游，可以活化下游很多分子，从而促进乳

腺癌的发展，使传统的治疗产生耐药。有研究发现，

pAKT在大约58% 的乳腺癌组织中被过度活化，并且

HER-2 阳性的肿瘤表达高水平的 pAKT[8]。当前研究

发现， A挝在乳腺癌中检出频率较高，说明Akt的过度

表达与肿瘤的形成有关[9] 。 此外， Akt还可诱导细胞

周期的发展。总之，致癌基因可能通过高度激活的

Akt来阻断生理性的细胞凋亡使细胞失去正常增殖

与分化的能力从而导致癌变。因此， Akt作为细胞生

存的一个关键性因子，对于乳腺癌的诊断与治疗可能

具有十分重要的意义。近来研究表明， 目3K1AKT 通

路在细胞对放疗阻抗中起着重要做用，主要分子机制

是:在AKT的308号苏氨酸和473号丝氨酸同时被磷

酸化， AKT 充分激活其下游基因，可通过抑制 Chkl

而使细胞丧失G2期阻滞功能，使细胞监测系统得以
恢复而发挥最大的促进细胞生长、抑制细胞凋亡的

生物功能[10] 。

Terakawa [11]等证明靶向AKT1的siRNA可以有

效降低乳腺癌细胞的侵袭和迁移能力。 Wang 等[12]

证明运用 siRNA 敲低 AKT2 的表达后可以显著降低

细胞趋化性及细胞远处转移能力 。 本研究利用

siRNA敲低MCF-7细胞AKT的表达后， MTT实验显

示细胞增殖减缓，流式细胞学实验显示细胞周期阻滞

于 GJG1 期，膜联蛋白 V检测到凋亡细胞增多，表明

siRNA靶向敲低AKT的表达在体外确实能抑制细胞

增长、诱导细胞凋亡。其机制可能是AKT 表达降

低后，减少了细胞浆内 pAKT 的含量，从而减弱了下

游的分子通路。由此可见，通过 siRNA 技术敲低

AKT的表达对乳腺癌的治疗是有效的。目前已有相

关的研究报道表明，将靶向PUMA的腺病毒联合靶向

AKT的抑制剂基因治疗可以抑制黑色素瘤细胞的生

长，增加细胞凋亡比例，并且体内细胞增殖抑制率大

于80%[川。鉴于此，我们相信，在未来的研究中， AKT

也可能成为乳腺癌治疗的候选基因，并具有潜在的临

床应用前景。
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Knockdown of AKT Expression by RNA Interference 
Human Breast Cancer Cell Growth in Vitro 

Mei Mei1, Yu Ren1, Xuan Zho时， Yan-Bin QF, Chuan Zhao1, Xiao-Yong Shen1, Zhi Ya03，钟

·研究论文·

(ITimνin Research Center 01 Basic Medical Science, 2Department 01 Head and Neck Cancer; Tianjin Cancer Institute & Hospital, 

3Department 01 Immunology, 4Laboratory olImmune Micro-environment， 刀ianjin Medical Universi砂， ηanjin 300070, China) 

Abstract Oligofectamine was used to transfect AKT siRNA to knock down the AKT expression level in 

MCF-7 human breast cancer cells. Real-time PCR was conducted to detect the expression of AKT mRNA , MTT 

and flow cytome位y analysis were performed to detect the biological activity altemation after cells treated with AKT 

siRNA. Protein expression was evaluated by immunofluorescence staining and Westem blot. The expression of AKT 

detected by RT-PCR was dramaticalIy regressed in AKT siRNA-treated cells , Data from MTT assay indicated that 

growth was delayed for MCF-7 cells treated with AKT siRNA , Cell cycle was arrested in GoIG 1 phase and the 

percentage of cell apoptosis increased significantly for the treated cells, which were determined by flow cytometry 

analysis. The result of immunofluorescence shown that the level of AKT, pAKT, Ki67 , Bcl-2 were down-regulated 

which were also proved by Westem blotting. Thus, AKT siRNA can effectively suppress the growth of MCF-7 cells 

and induce celI apoptosis, which suggests that AKT can be a candidate for gene therapy of human breast cancer. 

Key words AKT; RNA interference; breast cancer; gene therapy 
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