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摘　要　构建ＣＣ型趋化因子受体５（ＣＣＲ５）基因ｓｈＲＮＡ的真核表达载体，探讨沉默 ＣＣＲ５对乳腺癌细胞黏附与迁移
能力的影响。在多种人乳腺癌细胞中检测ＣＣＲ５的基因表达，选择ＣＣＲ５表达较高的ＭＤＡＭＢ２３１细胞做为基因沉默的研
究对象；设计并合成 ２对靶向人 ＣＣＲ５基因的 ＲＮＡ沉默序列，连入基因沉默载体 ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ２１Ｕ６中，构建沉默质粒
ｓｈＣＣＲ５１和ｓｈＣＣＲ５２，定量ＰＣＲ和蛋白印迹法检测ＣＣＲ５基因沉默的效率；以细胞黏附实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ趋化小室实验分
别检测沉默ＣＣＲ５对ＭＤＡＭＢ２３１细胞黏附和迁移能力的影响。结果表明，沉默ＣＣＲ５可以抑制ＭＤＡＭＢ２３１细胞的黏附
能力，同时显著降低ＭＤＡＭＢ２３１细胞的迁移和趋化。

关键词　ＣＣ型趋化因子受体５；ＣＣＲ５；基因沉默载体ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ２１Ｕ６；乳腺癌；黏附与迁移
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第４期 林森森等：沉默ＣＣ型趋化因子受体５对人乳腺癌细胞黏附及迁移的影响

　　趋化因子是一类具有化学趋化作用的分泌型
细胞因子，趋化因子及其受体在免疫细胞归巢和定

向趋化过程中具有关键作用［１］，能吸引免疫细胞

到炎症局部，参与体内的免疫调节和炎症病理反

应。除参与炎症反应外，趋化因子及其受体在血管

生成、自身免疫性疾病、移植免疫排斥、人类免疫缺

陷病毒（ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ，ＨＩＶ）感染
等多种生理、病理过程中均发挥重要作用。除此之

外，多种趋化因子受体还可能与肿瘤的生长、侵袭

和转移相关［２］。

ＣＣ型趋化因子受体５（ＣＣＲ５）是３种 β趋化
因子ＲＡＮＴＥＳ（ＣＣＬ５）、ＭＩＰ１α和 ＭＩＰ１β的受体，
主要表达于Ｔ淋巴细胞、单核细胞、未成熟的树突
状细胞等的细胞膜表面。ＣＣＲ５与 Ｔ细胞、单核／
巨噬细胞的活化、增殖与迁移密切相关，在免疫应

答中发挥关键作用［３］。已有报道表明，ＣＣＲ５在多
种肿瘤细胞中有表达，如乳腺癌、肺癌、淋巴瘤、前

列腺癌等［４－５］。由于实体肿瘤微环境中的低氧与

肿瘤的发展、转移密切相关，前期研究中，构建了包

含人ＣＣＲ５基因核心启动子区域（１０４０ｂｐ）的荧
光素酶基因报告载体（ｐＧＬ３ＣＣＲ５ｐｒｏｍｏｔｅｒ），转染
入肿瘤细胞中，双报告基因法检测缺氧下ＣＣＲ５基
因启动子的活性，结果表明，缺氧可以促进乳腺癌

细胞中ＣＣＲ５的基因表达［６］，这提示 ＣＣＲ５可能参
与调节缺氧下肿瘤细胞的生物学功能。然而，目前

有关 ＣＣＲ５的研究多集中于抗 ＨＩＶ病毒领域［７］，

关于 ＣＣＲ５在肿瘤中的作用的报道还不多见。为
进一步探讨ＣＣＲ５与肿瘤细胞生物学功能之间的
关系，本研究构建了 ＣＣＲ５基因沉默质粒 ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ
２１ＣＣＲ５（ｓｈＣＣＲ５１和ｓｈＣＣＲ５２），将其转染至人
乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞中，观察沉默ＣＣＲ５对肿
瘤细胞黏附、侵袭能力的影响。

!

　材　料

１１　细胞、菌株和质粒
人乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１、ＭＤＡＭＢ４６８、

Ｔ４７Ｄ均购自中科院细胞所。ＭＤＡＭＢ２３１与
Ｔ４７Ｄ细胞均培养于含 １０％胎牛血清（ＦＢＳ）的
ＲＰＭＩ１６４０培养基中，ＭＤＡＭＢ４６８细胞以Ｌ１５培
养基传代培养（１０％ ＦＢＳ）。人大肠杆菌ＤＨ５α为
本实验室所保存，沉默质粒 ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ２１Ｕ６购自
美国Ａｍｂｉｏｎ公司。

１２　酶和试剂
ＦＢＳ、ＲＰＭＩ１６４０、Ｌ１５（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；胰

酶（南京生兴生物技术有限公司）。总 ＲＮＡ提取
试剂ＴＲＩｚｏｌ、转染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ２０００（美国Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司）；限制性内切酶 ＨｉｎｄⅢ、ＢａｍＨⅠ、Ｔ４
ＤＮＡ连接酶以及逆转录试剂盒（美国Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公
司）；胶回收和质粒提取试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ公司）；寡
核苷酸序列合成及测序由上海生工完成。定量

ＰＣＲ试剂盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ［宝生物工
程（大连）有限公司］；鼠抗人 ＣＣＲ５抗体（美国
ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；重组人趋化因子ＣＣＬ５（ＣＣＲ５的
配体）（美国Ｒ＆Ｄ公司）；鼠抗人 βａｃｔｉｎ单克隆抗
体、辣根过氧化物酶标记羊抗鼠 ＩｇＧ、纤连蛋白
（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，Ｆｎ）（美国Ｓｉｇｍａ公司）；８μｍＴｒａｎｓｗｅｌｌ
小室（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。
１３　引　物

从ＧｅｎＢａｎｋ检索出 ＣＣＲ５ｃＤＮＡ序列设计引
物。ＣＣＲ５定量 ＰＣＲ上游引物：５′ＡＣＧＧＣＡＴＴ
ＧＣＴＣＣＧＴＣＴＡＡＧＴＣＡＴ３′，下游引物 ５′ＡＣＣＣＴＣ
ＣＴＴＴＧＧＣＣＡＣＡＧＡＧＴＡＡＡ３′；内参照 １８Ｓ上游引
物：５′ＧＴＡＡＣＣＣＧＴＴＧＡＡＣＣＣＣＡＴＴ３′，下游引物
５′ＣＣＡＴＣＣＡＡＴＧＧＧＴＡＧＴＡＧＣＧ３′。相对基因表
达根据２－ΔΔＣＴ方法计算。

"

　方　法

２１　定量 ＰＣＲ检测 ＣＣＲ５在人乳腺癌细胞中的
表达

采用ＴＲＩｚｏｌ试剂，按照说明书的方法提取总
ＲＮＡ，琼脂糖电泳鉴定总 ＲＮＡ有无降解。取总
ＲＮＡ１μｇ，以 ＯｌｉｇｏｄＴ１８逆转录合成 ｃＤＮＡ。ＰＣＲ
条件如下：９４℃变性１ｍｉｎ，６０℃退火１ｍｉｎ，７２℃
延伸 １ｍｉｎ，４０个循环。溶解曲线条件：９５℃
１ｍｉｎ，５５℃ ３０ｓ，５５℃至９５℃每隔０２℃检测
１次。定量ＰＣＲ反应完成后，进行一个循环的溶解
曲线反应以检测产物的特异性。

２２　ｓｉＲＮＡ靶序列的设计
从ＧｅｎＢａｎｋ检索ＣＣＲ５ｍＲＮＡ序列，依据相关

文献关于 ｓｉＲＮＡ设计的方法，利用互联网上的设
计程序寻找针对ＣＣＲ５ｍＲＮＡ（ＮＭ＿０００５７９３）ＣＤＳ
区域的 ｓｉＲＮＡ序列，ＢＬＡＳＴ比较设计的序列。设
计并合成约 ６０ｂｐ的短发卡 ｓｈＲＮＡ序列，包括
ＨｉｎｄⅢ与ＢａｍＨⅠ酶切位点、Ｓｅｎｓｅ、９ｂｐ茎环结构

３６３
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（ＴＣＴＣＴＴＧＡＡ）、Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ和终止序列 ＴＴＴＴＴ。
ＣＣＲ５的基因沉默的目标序列如下：ｓｈＣＣＲ５１，５′
ＧＡＧＣＡＴＧＡＣＴＧＡＣＡＴＣＴＡＣ３′（目标位点：５４３）；
ｓｈＣＣＲ５２，５′ＣＴＣＴＧＣＴＴＣＧＧＴＧＴＣＧＡＡＡ３′（目标
位点：１０１６）。同时设计作为阴性对照的无关序
列：５′ＴＴＧＡＣＡＴＧＡＣＡＣＴＧＣＡＣＧＡ３′（阴性对照）。
阴性对照序列经 ＢＬＡＳＴ进行比对，与人类基因组
序列无同源序列。

２３　ＣＣＲ５ｓｈＲＮＡ表达载体的构建与鉴定
用ＴＥ（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ）

将合成的互补链分别溶解后混匀，按以下条件退火

形成双链：９０℃ ５ｍｉｎ，３７℃ １ｈ；后经 Ｔ４ＤＮＡ连
接酶作用连入线性化的 ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ２１Ｕ６载体上
ＨｉｎｄⅢ与 ＢａｍＨⅠ酶切位点之间。连接反应体系
２０μＬ中分别加入 １０×连接缓冲液 ２μＬ，双链
ＤＮＡ１０μＬ，ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ２１Ｕ６载体 ５μＬ，Ｔ４ＤＮＡ
连接酶２Ｕ，１６℃连接１６ｈ。连接产物转化大肠杆
菌ＤＨ５α，挑取琼脂平板上的菌落培养，抽提质粒
后送上海生工测序验证。经测序鉴定连接正确后，

大量培养以抽提高纯度沉默质粒用于细胞转染。

２４　质粒转染
６孔培养板上以每孔８×１０５个接种ＭＤＡＭＢ

２３１细胞，总体积２ｍＬ，３７℃ ５％ ＣＯ２温箱培养约
２４ｈ，至８０％ ～９０％融合时，用无血清 ＲＰＭＩ１６４０
培养基漂洗细胞２次，按 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说明
书转染细胞［８－９］。

２５　ＣＣＲ５基因沉默效率的验证
收获瞬时转染的细胞，ＴＲＩｚｏｌ试剂提取总

ＲＮＡ，取总 ＲＮＡ１μｇ逆转录，按如上所述 ＰＣＲ条
件作定量ＰＣＲ，检测ＣＣＲ５基因沉默的效率。

收获瞬时转染的细胞，以 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＣＣＲ５基因沉默的效率。一抗浓度为１∶５００，４℃
过夜；二抗浓度为１∶６０００，室温温育１ｈ，具体方法
如前所述［８－９］。

２６　细胞黏附实验
以ＰＢＳ配制质量浓度为１００μｇ／ｍＬ的纤连蛋

白Ｆｎ，以每孔１００μＬ加入９６孔板中。将９６孔板
置于４℃冰箱过夜。第２天洗板后，以１％ ＢＳＡ在
３７℃封闭１ｈ。收获瞬时转染 ｓｈＣＣＲ５１的细胞，
调整细胞密度为每毫升１×１０５，分别将细胞悬液
１００μＬ接种于包被的 ９６孔板中，３复孔，３７℃、
５％ ＣＯ２培养箱中放置１ｈ。转染阴性对照的细胞

作为对照。１ｈ后，吸去孔内液体，ＰＢＳ洗涤３次；每
孔加入培养基１００μＬ以及５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ２０μＬ，置
ＣＯ２培养箱中反应４ｈ。弃上清液，每孔加入ＤＭＳＯ
１５０μＬ，平板摇床上振摇５ｍｉｎ。酶联免疫检测仪
于Ａ５７０测定每孔的吸收度。
２７　细胞迁移实验

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的上室内加入转入 ｓｈＣＣＲ５沉
默质粒的细胞悬液（ＭＤＡＭＢ２３１／ｓｈＣＣＲ５１，３×
１０４）２００μＬ，下室加入含 ２％ＦＢＳ或 １００ｎｇ／ｍＬ
ＣＣＬ５因子的ＲＰＭＩ１６４０培养液１３ｍＬ，具体方法
如前所述［８－９］。

２８　统计学分析
数据以 珋ｘ±ｓ表示，用ＳＰＳＳ统计软件进行数据

分析。分析用 ｔ检验。Ｐ＜００５被认为具有统计
学意义，Ｐ＜００１为极显著差异。

#

　结　果

３１　ＣＣＲ５在人乳腺癌细胞中的表达
在３种人乳腺癌细胞上以定量 ＰＣＲ检测

ＣＣＲ５的基因表达，结果如图 １所示，ＭＤＡＭＢ
４６８、ＭＤＡＭＢ２３１、Ｔ４７Ｄ３种细胞中均有 ＣＣＲ５基
因的表达，ＣＣＲ５在 ＭＤＡＭＢ２３１细胞中表达最
高，而在ＭＤＡＭＢ４６８细胞中表达最低。因此，在
后续基因沉默实验中选用 ＣＣＲ５相对表达最高的
ＭＤＡＭＢ２３１细胞。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＲｅｌａｔｉｖｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＣＲ５ｉｎｈｕｍａｎｂｒｅａｓｅｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌｌｉｎｅｓＴｏｔａｌＲＮＡｗａｓｔｅｓｔｅｄｆｏｒＣＣＲ５ｍＲＮＡｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

３２　ＣＣＲ５沉默质粒在 ＭＤＡＭＢ２３１细胞中的
表达

分别在ＭＤＡＭＢ２３１细胞瞬时转染沉默质粒
（ｓｈＣＣＲ５１和ｓｈＣＣＲ５２）２４、４８和７２ｈ后，用定量
ＰＣＲ方法检测ＣＣＲ５的相对基因表达。如图２Ａ和
２Ｂ所示，ＭＤＡＭＢ２３１细胞转染质粒 ｓｈＣＣＲ５１或
ｓｈＣＣＲ５２后，ＣＣＲ５的相对表达显著低于未转染的
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空白细胞或转染阴性对照的细胞，瞬时转染 ｓｈＣ
ＣＲ５１和ｓｈＣＣＲ５２质粒２４和４８ｈ后，ＣＣＲ５基因
的沉默效率均在８０％以上。

用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测转染 ｓｈＣＣＲ５１和
ｓｈＣＣＲ５２沉默质粒２４ｈ后 ＣＣＲ５的蛋白表达，以
验证定量ＰＣＲ的结果。蛋白电泳（图２Ｃ）表明，瞬

时转染 ｓｈＣＣＲ５１或 ｓｈＣＣＲ５２可以显著抑制
ＣＣＲ５的蛋白表达，且 ｓｈＣＣＲ５１的沉默效果略好
于ｓｈＣＣＲ５２，这与定量 ＰＣＲ的结果是一致的。由
于ｓｈＣＣＲ５１的抑制效果略好于ｓｈＣＣＲ５２，因此使
用ｓｈＣＣＲ５１沉默质粒来进行后续的生物学实验。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＫｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＣＣＲ５ｂｙｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙｄｅｓｉｇｎｅｄａｇａｉｎｓｔｈｕｍａｎＣＣＲ５
Ａ：ＣＣＲ５ｍＲＮＡｉｎＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｔｗｏｋｉｎｄｓｏｆｓｈＣＣＲ５ｓ（ｓｈＣＣＲ５１ａｎｄｓｈＣＣＲ５２）Ｒｅｌａｔｉｖｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲＤａｔａｓｈｏｗｎｗｅｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲｃｈａｒｔｓＢ，ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｅｓｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓＣ，ＣＣＲ５ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｄｅ
ｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｉｎＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｈＣＣＲ５１ｏｒｓｈＣＣＲ５２ｆｏｒ２４ｈＰ＜００５；Ｐ＜００１ｖｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３３　沉默ＣＣＲ５对ＭＤＡＭＢ２３１细胞黏附能力的
影响

纤连蛋白 ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ是细胞外基质的主要成
分之一，可和细胞外基质其他成分、纤维蛋白以及

整联蛋白家族细胞表面受体结合，参与细胞黏附、

分化、迁移等生理过程，在细胞黏附实验中，黏附于

水化纤连蛋白层的细胞数目可以反映细胞黏附能

力的大小。首先检测了沉默 ＣＣＲ５对细胞黏附能
力的影响，结果表明，ＭＤＡＭＢ２３１细胞瞬时转染
ｓｈＣＣＲ５１后，细胞黏附能力有所降低，具有统计学
差异（图３，Ｐ＜００５）。
３４　沉默ＣＣＲ５对ＭＤＡＭＢ２３１细胞侵袭运动和
趋化能力的影响

Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶经重建后能在聚碳酸滤膜表
面形成类似天然基底膜的结构，细胞侵袭穿过重

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＫｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＣＣＲ５ｒｅｄｕｃｅｄＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌａｄｈｅ
ｓｉｏｎＣｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｈＣＣＲ５１ｏｒｃｏｎｔｒｏｌｐｌａｓ
ｍｉｄｓ，ａｎｄｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏａｄｈｅｓｉｏｎａｓｓａｙＰ＜００５；Ｐ＜００１ｖｓｎｅｇ
ａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

建 ｍａｔｒｉｇｅｌ的能力反映细胞侵袭能力的大小。在
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ趋化小室的下室分别加入 ２％ ＦＢＳ和
１００μｇ／ＬＣＣＬ５（ＲＡＮＴＥＳ）来检测 ＭＤＡＭＢ２３１
细胞的侵袭能力和向 ＣＣＬ５因子的趋化能力。实
验表明，沉默 ＣＣＲ５的表达可以显著抑制 ＭＤＡ
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ＭＢ２３１细胞的侵袭能力（图４Ａ，Ｐ＜００５）；当下
室加入ＣＣＲ５特异性的配体 ＣＣＬ５时，沉默 ＣＣＲ５
可以极大降低 ＭＤＡＭＢ２３１细胞向 ＣＣＬ５因子的

趋化能力（图４Ｂ，Ｐ＜００５）。各组随机抽取６个
视野，分别计数其迁移细胞数，取其均值，统计结果

如图５所示。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＢｌｏｃｋｉｎｇＣＣＲ５ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｉｔｈｓｈＲＮＡｋｎｏｃｋｄｏｗｎｉｎＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ（Ａ）ａｎｄｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃｒｅｓｐｏｎｓｅｓ
ｔｏＣＣＬ５（Ｂ）．ａ：ＭＤＡＭＢ２３１；ｂ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；ｃ：ＳｈＣＣＲ５１

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｅｓｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｆｔｅｒｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＣＣＲ５ｓｈＲＮＡｋｎｏｃｋｄｏｗｎｖｅｃｔｏｒｓ（珋ｘ±
ｓ，ｎ＝６）．Ｐ＜００５；Ｐ＜００１ｖｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

$

　讨　论

转移是恶性肿瘤的重要生物学特征，也是导致

治疗失败的重要原因。肿瘤转移靶器官的特异性

和趋化因子密切相关。肿瘤细胞膜上表达特定的

趋化因子受体，肿瘤细胞可以循相应配体的浓度梯

度，定向转移到趋化因子配体表达较多的组织和器

官。趋化因子及其受体家族包括５０多个趋化因子
和１８个趋化因子受体，然而，现已明确具有促进肿
瘤转移作用的家族成员不多。ＣＸＣ型趋化因子受
体４（ＣＸＣＲ４）在肿瘤转移中的作用研究较为广
泛［１０］，阻断 ＣＸＣＲ４及其配体 ＣＸＣＬ１２的作用可以
显著抑制乳腺癌、肺癌、胃癌、结肠癌、前列腺癌等

的转移。ＣＣ型趋化因子受体７（ＣＣＲ７）在肿瘤的
淋巴结转移中具有重要的作用［１１］。本课题组前期

研究中也曾报道ＣＸＣ型趋化因子受体６（ＣＸＣＲ６）

可以促进乳腺癌细胞的转移［１２］。其他曾经见诸报

道的还有 ＣＣ型趋化因子受体 １０（ＣＣＲ１０）、ＣＸＣ
型趋化因子受体５（ＣＸＣＲ５）等。

ＣＣＲ５属于Ｇ蛋白偶联受体超家族，具有Ｇ蛋
白偶联受体所共有的 ７个跨膜螺旋。ＣＣＲ５与特
异性配体结合后，通过与受体偶联的 Ｇ蛋白的介
导来调节胞内第二信使，具有调节Ｃａ２＋的释放和Ｔ
细胞、单核细胞、嗜酸性粒细胞的趋化性、增殖与免

疫的功能。前期研究检测了缺氧对 ＣＣＲ５的影响，
结果表明，ＣＣＲ５核心启动子序列中存在缺氧诱导
ＣＣＲ５基因转录的主要上调元件［６］。已知缺氧可

以显著促进肿瘤细胞的迁移运动，ＣＣＲ５是否也与
肿瘤细胞的迁移运动相关？为此，本研究设计并构

建了ＣＣＲ５ｓｈＲＮＡ表达载体，并利用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
将其成功转入高表达 ＣＣＲ５基因的乳腺癌 ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞中，结果表明，两种 ｓｈＣＣＲ５沉默质粒
均可以有效抑制ＣＣＲ５基因和蛋白的表达，沉默效
率在８０％以上。细胞黏附实验证实沉默 ＣＣＲ５可
以抑制 ＭＤＡＭＢ２３１细胞对纤连蛋白 Ｆｎ的黏附
能力；而细胞迁移的研究表明，抑制 ＣＣＲ５的表达
可以显著降低细胞的迁移运动能力，尤其是当正常

Ｔ细胞分泌激活因子（ＲＡＮＴＥＳ）存在时，对诱导趋
化的抑制更加明显。这些结果提示，沉默 ＣＣＲ５能
够在一定程度上抑制肿瘤细胞的侵袭、黏附与迁

移。已有报道，肿瘤微环境中的多种间质细胞，如

间充质干细胞［１３］、内皮细胞［１４］等均可以分泌

ＣＣＲ５的配体（ＲＡＮＴＥＳ），从而促进了肿瘤细胞的
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侵袭与转移。可以推测，如果抑制肿瘤细胞上

ＣＣＲ５的表达，将会有效降低肿瘤细胞向远处器官
的转移能力。本研究也提示 ＣＣＲ５有望成为肿瘤
治疗中的新靶点，靶向乳腺癌ＣＣＲ５的基因治疗将
会显示出潜在的疗效和良好的应用前景。
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·新药研发·

强生公司未来研发的新药

强生公司近日宣布，到２０１７年公司将提交逾１０种新药的上市申请，包括治疗丙型肝炎、免疫疾病和精神分裂症的
药物以及用于流感、狂犬病和脊髓灰质炎的疫苗。在这期间，强生还计划改造现有的２５种药物。

强生公司已经在癌症、心血管及代谢疾病、炎症、中枢神经系统、感染等５个领域成功研发出一系列新药，并且部分
已经上市。其中治疗２型糖尿病的ｉｎｖｏｋａｎａ目前已经在美国ＦＤＡ获得批准，最近正在中国进行审批，预计２０１５年在中
国上市。强生公司将研发重点放在市场规模较大但治疗方案不足的疾病领域，这一趋势在强生所发布的新药计划中有

所体现。根据强生公司的计划，２０１７年申请批准的药物包括丙肝药物 ｓｉｍｅｐｒｅｂｉｒ，血癌药物 ｉｂｒｕｔｉｎｉｂ和 ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ、治
疗免疫系统药物ｓｉｒｕｋｕｍａｂ和ｇｕｓｅｌｋｕｍａｂ以及流感、狂犬病和小儿麻痹症疫苗等。

（华源医药网）
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