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［摘 要］ 目的：探讨RNPC1对人乳腺癌细胞SUM1315化疗药物敏感性的影响及相关机制。方法：慢病毒转染技术将转染至

SUN1315细胞中，设敲除（shRNPC1）组和过表达RNPC1组、敲除对照（SCR）组和过表达对照（NC）组。采用实时荧光定量PCR
和Western blot 方法检测各组SUM1315细胞中RNPC1的mRNA和蛋白水平。用不同浓度的紫杉醇、多西他赛和5⁃氟尿嘧啶化

疗药物处理各组SUM1315细胞，通过CCK⁃8法测绘细胞存活曲线并计算半数抑制浓度（IC50），紫杉醇、多西他赛和5⁃氟尿嘧啶

处理各组SUM1315细胞72 h，通过流式细胞仪检测细胞凋亡率。结果：敲除RNPC1组RNPC1 mRNA和蛋白相对表达量均低于

SCR组，过表达RNPC1组RNPC1 mRNA及蛋白相对表达量均高于NC组（P < 0.05）。紫杉醇、多西他赛和5⁃氟尿嘧啶处理各组

SUM1315细胞72 h后，shRNPC1组 IC50明显低于SCR组（P < 0.05），过表达RNPC1组 IC50明显高于NC组（P < 0.05）。用紫杉醇、

多西他赛和5⁃氟尿嘧啶处理各组SUM1315细胞72 h后，shRNPC1组凋亡率明显高于SCR组；过表达RNPC1组凋亡率显著低于

NC组（P < 0.05）。结论：RNPC1基因能显著降低人乳腺癌细胞 SUM1315对紫杉醇、多西他赛和 5⁃氟尿嘧啶化疗药物的敏感

性，有望成为乳腺癌治疗的新策略。
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［Abstract］ Objective：To investigate the effects of RNPC1 gene on chemosensitivity of human breast cancer cells SUM1315 and
correlated mechanism. Methods：Lentivirus was used to over⁃express and knock⁃down RNPC1 in the SUM1315 breast cancer cells.
The cells were divided into overexpress RNPC1（RNPC1）group and its control（NC group），knock⁃down RNPC1（shRNPC1 group）and
its control（SCR group）. Real ⁃ time PCR and Western blot were analyzed the mRNA and protein expression of RNPC1 in SUN1315
cells. The effect of RNPC1 gene on the sensitivity of the chemotherapeuties drug such as paclitaxel，Taxotere and 5⁃Fluorouracil with
different concentration was detected by CCK8. Apoptosis of breast cancer cell after treated with paclitaxel，Taxotere and 5⁃Fluorouracil
were analyzed by flow cytometry. Results：The qRT⁃PCR and Western blot results showed that the mRNA and protein level of RNPC1
was increased after transfection with RNPC1 overexpression（RNPC1）. While，RNPC1 was reduced after transfection with RNPC1
knock⁃down RNPC1（shRNPC1）lentivirus. After treatment with different concentration of paclitaxel，Taxotere and 5⁃Fluorouracil，the
IC50 of shRNPC1 group was significantly lower than SCR group（P < 0.05）. Furthermore，the IC50 of RNPC1 group was significantly
higher than NC group（P < 0.05）.The flow cytometer assay was used after treatment with paclitaxel，Taxotere and 5⁃Fluorouracil for 72
h in the experimental groups. The cell apoptosis rate of shRNPC1 group was higher than SCR group，while，the cell apoptosis rate of
RNPC1 was lower than NC group. Conclusions：RNPC1 gene can effectively decrease the sensitivity of human breast cancer cells
SUM1315 to the chemotherapeutics drug such as paclitaxel，Taxotere and 5⁃fluorouracil，indicating that RNPC1 gene silencing might
be considered as a new therapeutic strategy for breast cancer.
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乳腺癌是世界范围内女性最常见的恶性肿瘤

之一。乳腺癌的发生发展是一个多基因、多因素和

多步骤的复杂过程，它们之间存在相互作用的调节

关系。化疗是乳腺癌的主要治疗方法，但是耐药性

的产生是化疗失败的主要原因，因此化疗的增敏作

用也是目前的研究热点。RNPC1属于RNA结合蛋

白家族成员［1］，是近年发现的一个新的与肿瘤相关

的基因，在多种肿瘤组织中扩增，如乳腺癌［2］、肾

癌［3］、结肠癌［4］、食道癌［5］、淋巴瘤［6］等。研究证实

RNPC1是 p53家族的靶点，而且与p53形成负反馈调

节作用［7］。本研究通过敲除和过表达RNPC1，观察

乳腺癌细胞SUM1315对化疗药物敏感性的变化，寻

找乳腺癌化疗增敏作用的新靶点。

1 材料和方法

1.1 材料

乳腺癌细胞株 SUM1315由美国密歇根大学的

Stephen Ethier 教授惠赠，干扰质粒短发夹 RNA
（shRNA）和过表达RNPC1由美国Origen公司设计，

序列为 5′ ⁃ GGCACCACTTTCGTGCAGTACCAGGC⁃
GCC⁃3′，其表达载体pGFP⁃V⁃RS携带卡那霉素和嘌

呤霉素抗性基因及绿色荧光蛋白基因。脂质体转

染试剂 LipofectamineTM 2000、卡那霉素、嘌呤霉素

（Invitrogen公司，美国），小鼠抗人GAPDH单克隆抗

体、辣根过氧化物标记的羊抗兔 IgG抗体、蛋白裂解

液RIPA、蛋白酶抑制剂PMSF、磷酸酶抑制剂（上海

凯基公司），ECL显影液、RNase Free H2O、0.25%胰

酶（上海碧云天公司），RNA提取试剂盒、RNA扩增

试剂盒（TaKaRa公司，日本），PVDF膜（Millipore公
司，美国），DMEM培养基、胎牛血清、青链霉素（Gib⁃
co公司，美国），引物由美国 Invitrogen公司合成。紫

杉醇（上海施贵宝制药有限公司），多西他赛（杭州

赛诺菲制药有限公司），5⁃氟尿嘧啶（上海旭东海普

药业有限公司）。CCK⁃8（Dojindo公司，日本）。Step
One定量 PCR仪（ABI Step OnePlusTM，ABI公司，美

国），Nanodrop分光光度计（Thermo公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

SUM1315细胞培养于含10％胎牛血清、100 U/mL
青霉素和 100 μg/mL链霉素的DMEM培养液中，置

37 ℃，5％CO2培养箱中，0.25%的胰酶消化传代。

1.2.2 细胞转染并筛选稳定表达细胞株

培养 SUM1315细胞，生长至对数生长期，细胞

融合70%~80%时，0.25%胰酶消化细胞，铺入6孔板

中，24 h待细胞充分贴壁，覆盖率达到70%左右时进

行转染。转染过程严格按照说明书，具体步骤详见

［1］。根据不同的实验目的在不同时间点进行相应

处理。转染干扰RNPC1基因和空载体的细胞分别

命名为 shRNPC1和 SCR。转染过表达RNPC1基因

和空载体的细胞分别命名为RNPC1和NC。
1.2.3 实时荧光定量 PCR（qRT⁃PCR）检测转染后

RNPC1 mRNA的表达水平

细胞生长至对数期时，按照TRIzol试剂说明书

提取细胞总 RNA，再通过 Prime Script RT Master
Mix Perfect Real Time 合成cDNA（37 ℃ 15 min，85 ℃
5 s，4 ℃保存），PCR反应内参β⁃actin引物序列，正

义：5′ ⁃GCTGTGCTATCCCTGTACGC⁃ 3′；反义：5′ ⁃
TGCCTCAGGGCAGCGGAACC⁃ 3′。RNPC1 引物序

列，正义：5′⁃ACGCCTCGCTCAGGAAGTA⁃3′；反义：

5′ ⁃ GTCTTTGCAAGCCCTCTCAG ⁃ 3′ 。 使 用 SYBR
Premix Ex TaqTM 试剂，反应体系 20 μL，SYBR 2×
10 μL，前后引物 10 μmol各 0.4 μL，cDNA 2 μL，灭
菌蒸馏水 7.2 μL。反应条件：预变性 95 ℃ 30 s，变
性 95 ℃ 5 s，退火 60 ℃ 30 s，共 40个循环，Step One
PlusTM Real Time PCR System。计算 2-ΔΔCT值为 RN⁃
PC1基因的相对表达量。每个样本至少重复3次。

1.2.4 Western blot检测RNPC1蛋白表达的水平

收集对数生长期的细胞，按照RIPA裂解液说

明书提取总蛋白，检测前测样品蛋白浓度。取等量

待测蛋白样品及蛋白Marker上样，进行 12%SDS⁃
PAGE凝胶电泳分离，转移至PVDF膜，5%脱脂奶粉

溶液室温封闭 2 h，加入抗RNPC1抗体，4 ℃孵育过

夜，TBST清洗3次，10 min/次，加入辣根过氧化物酶

标记的羊抗兔 IgG室温孵育2 h，TBST清洗3次后在

ECL溶液中显色，同时GAPDH作为内参对照。每个

样本至少重复3次。

1.2.5 CCK⁃8法检测不同浓度化疗药物处理后各组

SUM1315细胞的半数抑制浓度（IC50）

取对数生长期的各组SUM1315细胞接种到96孔
板，每组3个复孔，设置空白对照组。细胞过夜贴壁

后，在 shRNPC1组和 SCR组分别加入 2.5、5.0、7.5、
10.0、12.5 ng/mL的紫杉醇，RNPC1过表达组和NC
组分别加入 5、10、15、20、25 ng/mL的紫杉醇。在

shRNPC1组、SCR组、NC组、过表达RNPC1组分别

加入1、2、3、4、5 ng/mL的多西他赛和10、20、30、40、
50 μg/mL 5⁃氟尿嘧啶。细胞处理72 h后撤去药物，每

孔加入10%的CCK⁃8溶液，培养箱中继续孵育2 h，酶
标仪450 nm波长测定吸光度值，计算各组细胞 IC50。
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图1 qRT⁃PCR检测RNPC1 mRNA的相对表达量

Figure 1 The mRNA expression of RNPC1 analyzed by
qRT⁃PCR

生长抑制率=［（对照孔的平均值吸光度值-实验孔的

平均吸光度值）/对照孔的平均吸光度值］×100%。

1.2.6 流式细胞学检测细胞凋亡率

取对数生长期的各组SUM1315细胞接种到6孔
板，细胞贴壁后加入紫杉醇、多西他赛和5⁃氟尿嘧啶

作用72 h后收集细胞，按照试剂盒说明，胰酶消化收

集细胞，PBS清洗后弃去上清，再用100 μL结合缓冲

液重悬。每管加入 4 μL AnnexinV⁃FITC，5 μL PI双
染，避光孵育 15 min后流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.3 统计学方法

采用 SPSS23.0统计软件，数据以均数±标准差

（x ± s）表示，所有实验结果重复 3次。两组间比较

采用 t检验，多组间比较采用方差分析，P ≤ 0.05为
差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 RNPC1基因干扰、过表达情况检测

实验中干扰、过表达慢病毒携带有绿色荧光蛋

白基因，可以通过荧光倒置显微镜观察转染效率。

经过嘌呤霉素抗性筛选稳定细胞，未转染细胞

（SUM1315）则在1周内全部死亡。

实时荧光定量 PCR 结果显示，shRNPC1 组和

SCR组 RNPC1 mRNA的相对表达量分别为 0.18 ±
0.03和 0.99 ± 0.01（P < 0.05）；过表达 RNPC1组和

NC 组 RNPC1 mRNA 的相对表达量分别为 4.31 ±
0.13 和 1.04 ± 0.11（P < 0.05，图 1）。 shRNPC1 组

RNPC1蛋白表达量明显低于 SCR组，同时过表达

RNPC1组蛋白表达量明显高于NC组（图2）。
2.2 各组细胞体外药物敏感性分析

根据不同抗肿瘤药物对各组细胞生长抑制率，

计算 IC50值（表1）。CCK⁃8检测结果显示，不同浓度

紫杉醇、多西他赛和5⁃氟尿嘧啶作用于各组细胞72
h后，shRNPC1组的抑制率明显高于SCR组，差异具

有统计学意义（P < 0.05，图 3A、B、C）；过表达RN⁃
PC1组的抑制率明显低于NC组，差异有统计学意义

（P < 0.05，图3D、E、F）。说明敲除RNPC1促进了乳

腺癌细胞对紫杉醇、多西他赛和 5⁃氟尿嘧啶的敏

感性；过表达RNPC1降低了乳腺癌细胞对紫杉醇、

多西他赛和 5⁃氟尿嘧啶的敏感性。

2.3 流式细胞术检测各组细胞凋亡率

将各组 SUM1315细胞铺入 6孔板，待细胞贴壁

后分别用 10 ng/mL、3 ng/mL和 20 μg/mL紫杉醇、多

西他赛和5⁃氟尿嘧啶处理72 h后，shRNPC1组凋亡

率明显高于 SCR 组，分别为 32.2% vs. 17.7%（P <

0.05）、43.7% vs. 17.1%（P < 0.05）、26.9% vs. 13.3%
（P < 0.05）；过表达 RNPC1组凋亡率显著低于 NC
组，分别为 13.2% vs. 19.3%（P < 0.05）、9.4% vs.

14.4%（P < 0.05）、8.5% vs. 15.6%（P < 0.05，图4）。
3 讨 论

RNPC1基因也称RBM38，编码 2种亚基，分别

为RNPC1a和RNPC1b。它们都能识别并结合靶基

因，研究表明只有RNPC1a能发挥功能［8］。RNPC1a
调节不同的靶基因，其相应的机制和生物学功能也

不同。例如，RNPC1a通过调节HER⁃2的表达进而

影响细胞对曲妥珠单抗的药物敏感性［9］；而RNPC1a
通过抑制E2F1转录因子调节细胞增殖［10］。

RNPC1是近年新发现的肿瘤相关基因，但是关

于它的作用机制及发挥的功能尚未达成一致意

见。本研究选取的SUN1315细胞恶性程度较高，属

图 2 Western blot检测各组SUM1315细胞中RNPC1蛋白

表达量

Figure 2 The relative protein expression of RNPC1 in
SUM1315 cells analyzed by Western blot

SCR组 shRNPC1组 NC组 RNPC1组
RNPC1

GAPDH

25 kDa

36 kDa

表1 不同化疗药物对各组SUM1315细胞的 IC50

Table 1 IC50 of SUM1315 cells by different chemotherapy
drugs （x ± s）

组别

NC组

RNPC1组
SCR组

shRNPC1组

紫杉醇

（ng/mL）
11.45 ± 0.81
23.49 ± 1.63
09.83 ± 0.52
04.97 ± 0.33

多西他赛

（ng/mL）
3.10 ± 0.35
5.52 ± 0.41
3.35 ± 0.07
2.02 ± 0.06

5⁃氟尿嘧啶

（μg/mL）
22.53 ± 1.15
36.31 ± 1.69
32.97 ± 1.76
09.50 ± 0.48
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A：敲除RNPC1组和敲除对照组的细胞凋亡率；B：过表达RN⁃
PC1组和过表达对照组的细胞凋亡率。两组比较，*P <0.05。
图4 流式细胞仪检测不同化疗药物对各组SUM1315细胞

凋亡率的影响

Figure 4 Flow cytometry analysis was used to test the
changes of drug sensitivity after the SUM1315
cells treated with different chemotherapeutics
drug

于突变型 p53的乳腺癌细胞。有研究表明，与野生

型p53相比，突变型p53乳腺癌组织中RNPC1a高表

达［11］。p53是一种抑癌基因，一半以上的肿瘤细胞

存在 p53基因突变［12］，这些 p53基因突变可能参与

某些肿瘤对化疗药物产生耐药性。近年研究显示

突变型p53通过上调肿瘤多药耐药基因1（MDR⁃1），
增加细胞对化疗的耐受，而野生型 p53通过下调

MDR⁃1增加细胞对化疗的敏感［13］；突变型 p53还可

以通过上调多药耐药相关蛋白1（MRP⁃1）增加细胞

对化疗的耐受［14］，而野生型 p53对MRP⁃1启动子有

转录抑制作用，从而增加细胞对化疗的敏感［15］。

p53下游靶基因 p21也可调节肿瘤细胞对化疗药物

的耐受性。对于 5⁃氟尿嘧啶诱导的细胞凋亡，p21
不可抑制；而多柔比星诱导的细胞凋亡，无论是否

为 p53依赖性，p21都可抑制［16］。因此，缺失 p21可

能增加细胞对某些化疗药物的敏感性。本实验结

果显示，用紫杉醇、多西他赛和 5⁃氟尿嘧啶处理各

组 SUM1315 细 胞 72 h 后 ，发 现 敲 除 RNPC1 的

SUM1315对紫杉醇、多西他赛、5⁃氟尿嘧啶的敏感性

有所增强。而过表达RNPC1的SUM1315对紫杉醇、

多西他赛、5⁃氟尿嘧啶的敏感性有所减弱。同时，流

式细胞仪分析也证实了 shRNPC1组可显著增加细

胞凋亡，而过表达RNPC1可显著减少细胞凋亡。但

是RNPC1降低细胞对化疗的敏感性是否与p53、p21
有关还有待于进一步研究。由于RNPC1通过稳定

p21的表达抑制细胞增殖，RNPC1又可以与多种不

同的mRNA广泛结合，进而调节该靶基因的功能，

因此可能会发挥多种生物学功能。

A、B、C：敲除RNPC1组和敲除对照组对不同药物的细胞抑制率曲线；D、E、F：过表达RNPC1组和过表达对照组对不同药物的细胞抑制率

曲线。

图3 紫杉醇、多西他赛、5⁃氟尿嘧啶对各组SUM1315细胞的抑制作用

Figure 3 Inhibition effect on SUM1315 cells by paclitaxel，taxotere and 5⁃fluorouracil
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本研究选取了多种临床常用的化疗药物，观察

了敲除和过表达RNPC1对具体临床化疗药物敏感

性的影响，使其可能成为乳腺癌新的治疗靶点，为

进一步研究其功能及耐药性的产生机制奠定了实

验基础。
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