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沉默FBI-1基因对三阴性乳腺癌细胞MDA-MB-231增殖和凋亡

的影响
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摘  要：本研究旨在观察短发夹状RNA (short hairpin RNA, shRNA)介导的人类免疫缺陷病毒短转录诱导物连接因子1 (FBI-1)
基因沉默对三阴性乳腺癌细胞MDA-MB-231增殖和凋亡的影响。用qRT-PCR和Western blot分别检测FBI-1、Bcl-2、Bax、
cleaved-Caspase 3和Survivin的mRNA和/或蛋白的表达水平；采用shRNA干扰技术沉默MDA-MB-231细胞中FBI-1基因的表

达；用CCK-8法以及克隆形成实验检测细胞增殖；用流式细胞术检测细胞凋亡；用裸鼠皮下成瘤实验检测细胞的成瘤能

力。结果显示，MDA-MB-231细胞的FBI-1 mRNA和蛋白的表达水平明显高于正常乳腺上皮细胞MCF-10A；经shRNA靶向沉

默FBI-1基因表达后，细胞增殖能力明显降低，细胞凋亡率显著增高，伴随Bcl-2和Survivin蛋白表达明显下调、Bax蛋白表达

显著上调和Caspase 3活化，MDA-MB-231细胞的裸鼠皮下成瘤能力受抑制。以上结果提示，靶向沉默FBI-1基因表达可以抑

制MDA-MB-231细胞增殖，诱导细胞凋亡并抑制细胞的裸鼠皮下成瘤能力。
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Effects of FBI-1 silencing on proliferation and apoptosis of triple-negative breast 
cancer cell line MDA-MB-231
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Abstract: This work aimed to observe the effects of short hairpin RNA (shRNA)-silenced FBI-1 (factor that binds to the inducer of 
short transcripts of human immunodeficiency virus-1) on proliferation and apoptosis of triple-negative breast cancer cell line MDA-
MB-231. qRT-PCR and Western blot analysis were applied to detect the mRNA and/or protein expression of FBI-1, Bcl-2, Bax, 
cleaved-Caspase 3 and Survivin. RNA interference method was used to silence FBI-1 expression in MDA-MB-231 cells. CCK-8 and 
colony formation assay were employed to detect the cell proliferation. Flow cytometry was employed for examining cell apoptosis. In 
vivo tumorigenicity of MDA-MB-231 cells was detected by tumor transplantation in nude mice. The results showed that the mRNA 
and protein expressions of FBI-1 were higher in MDA-MB-231 cells compared with those in normal human mammary epithelial cells 
MCF-10A. FBI-1 gene silencing inhibited proliferation and induced apoptosis of MDA-MB-231 cells in vitro, together with decreased 
Bcl-2 and Survivin protein expression, increased Bax protein expression and activated Caspase 3. Moreover, FBI-1 gene silencing  
inhibited the tumorigenesis of MDA-MB-231 cells in vivo. These results suggest that silencing of FBI-1 gene inhibits proliferation, 
induces apoptosis and suppresses the tumorigenesis of MDA-MB-231 cells.
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乳腺癌是世界范围内严重威胁女性健康的常见

恶性肿瘤之一，其发病率目前已跃居到我国女性恶

性肿瘤首位，且发病率呈逐年上升以及渐趋年轻

化 [1]。三阴性乳腺癌是指雌激素受体、孕酮受体和

人表皮生长因子受体 2 均为阴性的乳腺癌类型，约

占乳腺癌的 15%~20%，具有发病年龄较早、恶性

程度高、侵袭性强、进展快、易转移和复发、生存

时间短等临床特点 [2]。由于缺乏有效的治疗手段，

探索针对三阴性乳腺癌治疗的新靶点具有重要的现

实意义。人类免疫缺陷病毒短转录诱导物连接因子

1 (factor that binds to the inducer of short transcripts of 
human immunodeficiency virus-1, FBI-1) 即 POK 红系

髓性致癌因子，也被称为 Pokemon、LRF、OCZF、
TIP、 ZBTB7，它是 POK 转录抑制物家族成员之

一 [3]。FBI-1 作为具有原癌基因活性的转录抑制因

子，可调节多种下游基因编码蛋白的表达，不仅与

胚胎发育和细胞分化密切相关，而且在肿瘤的发生

和发展过程中起着关键作用 [4]。有研究显示，FBI-1
在乳腺癌、肺癌、鼻咽癌、膀胱癌、前列腺癌和肝

癌等多种肿瘤中有异常高表达 [5, 6]。有报道显示，

FBI-1 基因敲除小鼠均在胚胎期死亡 [7]，敲除 FBI-1
的小鼠胚胎成纤维细胞 (mouse embryo fibroblasts, 
MEFs) 失去了转化和癌变的能力，而过表达 FBI-1
的 MEFs 则转化能力增强，癌变速度加快 [7]。Lin
等 [8] 的体内外实验研究显示，沉默 FBI-1 明显减弱

肝癌细胞的增殖。Yuan 等 [9] 研究显示，给肺癌小

鼠 grp 170-FBI-1 复合体处理，其肿瘤的生长受到明

显的抑制，并且小鼠的存活时间明显延长。然而

FBI-1 在乳腺癌中的作用及机制尚不明确。本研究

组前期研究显示 FBI-1 参与非三阴性乳腺癌 MCF-7
细胞的增殖：在乳腺癌 MCF-7 细胞中，FBI-1 表达

较正常乳腺上皮 MCF-10A 细胞增高，而沉默 FBI-1
能抑制 MCF-7 细胞增殖 [4]。为进一步探讨 FBI-1 在

三阴性乳腺癌中的作用及分子生物学机制，本研究

以人三阴性乳腺癌 MDA-MB-231 细胞为研究对象，

通过短发夹状 RNA (short hairpin RNA, shRNA) 干
扰技术沉默 FBI-1 基因，检测细胞增殖与细胞凋亡

情况，检测 Bcl-2、Bax、cleaved-Caspase 3 和 Survivin
的蛋白表达水平，并检测细胞的裸鼠皮下成瘤能力，

以期为寻找针对三阴性乳腺癌治疗的新靶点提供新

思路。

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1  细胞株和动物　　人正常乳腺上皮细胞 MCF-
10A 购自德国微生物菌种保藏中心；人三阴性乳腺

癌细胞 MDA-MB-231 购自中国科学院上海生命科

学研究院细胞库。SPF 级 BALB/c 裸鼠，雌性，5
周龄，体量 16~18 g，由广西医科大学动物实验中

心提供 [ 合格证号：SCXK ( 桂 ) 2014-0002]。所有实

验动物的处理均经过广西医科大学附属肿瘤医院伦

理委员会批准。

1.1.2  药品及试剂　　乳腺上皮细胞培养基 (mam-
mary epithelial cell medium, MEpiCM) 和乳腺上皮细

胞生长因子 (mammary epithelial cell growth supple-
ment,  MEpiCGS) (100×) 购自 ScienCell 公司；胎牛

血清 (fetal bovine serum, FBS) 和 DMEM 培养基购

自以色列 Bioind 公司；青霉素 - 链霉素溶液 (100×)
购自 Hyclone 公司；CCK-8 试剂盒购自上海七海复

泰生物科技有限公司；Annexin V-PE/7-AAD 凋亡

检测试剂盒购自美国 BD 公司；TRIzol 试剂购自

Invitrogen 公司；逆转录试剂盒和 SYBR 荧光定量

PCR 试剂盒购自 TaKaRa 公司。实验所用引物由广

州艾基生物技术有限公司合成；Bcl-2 和 Bax 抗体

购自沈阳万类生物科技有限公司；cleaved-Caspase 
3 和 Survivin 抗体购自 CST 公司；FBI-1 和 GAPDH
抗体购于美国 Abcam 公司；辣根过氧化物酶标记

山羊抗兔 IgG 购自美国 EarthOx 公司；结晶紫染色

液、RIPA 裂解液和 BCA 蛋白浓度测定试剂盒购自

北京索莱宝科技有限公司。

1.2  实验方法

1.2.1  细胞培养　　MCF-10A 用含 1% MEpiCGS、
100 U/mL 青霉素、100 μg/mL 链霉素的 MEpiCM
培养基，MDA-MB-231 细胞用含 10% FBS、100 U/
mL 青霉素、100 μg/mL 链霉素的 DMEM 培养基，

置于 37 °C、5% CO2 细胞培养箱中培养。

1.2.2  慢病毒构建　　FBI-1 沉默重组慢病毒颗粒及

阴性对照慢病毒颗粒由苏州吉玛基因股份有限公司

构建，Polybrene 由苏州吉玛基因股份有限公司提

供。FBI-1 shRNA 序列分别为：Lv-shFBI-1-1 ：GCT- 
GCAGCAGATGATGTCATC，Lv-shFBI-1-2 ：GCAG- 
CTGGACCTTGTAGATCA，Lv-shFBI-1-3 ：GCGT-
CATGGACTACTACCTGA ；阴性对照 (Lv-shCon) 序
列为：TTCTCCGAACGTGTCACGT。
1.2.3  细胞转染　　细胞转染步骤参考本研究组前
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期发表的文献 [4]，转染成功后收集细胞进行后续实

验。转染 FBI-1 shRNA 的细胞命名为 Lv-shFBI-1-1
组，Lv-shFBI-1-2 组和 Lv-shFBI-1-3 组；转染阴性

对照 Lv-shCon 的细胞命名为 Lv-shCon 组；空白对

照组命名为 MDA-MB-231 组。

1.2.4  CCK-8 法检测细胞活性　　将 Lv-shFBI-1-2
组和 Lv-shCon 组对数生长期的细胞以每孔 2 × 103

个 /100 μL 接种于 96 孔板，每组设 3 个复孔，分别

培养 24、48、72 和 96 h 后，每孔加入 10 μL CCK-8
试剂继续培养，1 h 后用酶标仪检测各孔 450 nm 波

长吸光度 (A) 值。

1.2.5  克隆形成实验检测细胞克隆形成能力　　将

Lv-shFBI-1-2 组和 Lv-shCon 组对数生长期的细胞以

每孔 500 个接种于 6 孔板中，置于 37 °C、5% CO2 细

胞培养箱中静置培养 14 d。PBS小心洗涤细胞 2次，

100% 的甲醇固定 15 min，0.1% 结晶紫液染色 15 
min，流水缓慢洗去染色液，在空气中自然干燥。镜

下计数大于 50 个细胞的克隆数，然后计算克隆形成

率。克隆形成率 (%) = ( 克隆数 / 接种细胞数 ) × 100%。

1.2.6  流式细胞术检测细胞凋亡　　分别收集 Lv- 
shFBI-1-2 组和 Lv-shCon 组细胞及培养基，用预冷

PBS 洗涤 2 次，取适量结合缓冲液重悬细胞，调节

细胞密度至 5 × 105/mL，分别取 100 μL 细胞悬液置

于流式管中，加入5 μL Annexin V-PE和5 μL 7-AAD，

混合均匀，室温避光孵育 15 min，加入 400 μL 结

合缓冲液，300 目尼龙网过滤后采用流式细胞仪检

测细胞凋亡率。

1.2.7  qRT-PCR 检测 mRNA 的表达　　分别收集

MCF-10A 和 MDA-MB-231 细胞，用 Trizol 法提取

各组细胞总 RNA，并测定浓度。严格按照 TaKaRa
试剂盒说明进行逆转录和 qRT-PCR。FBI-1 和 GAPDH 
的引物和反应条件参考文献 [4]。以 GAPDH 作为内

参，用 2−ΔΔCt 法计算目的基因 mRNA 的相对表达量。

1.2.8  Western blot 检测蛋白的表达　　分别收集

MCF-10A 和 MDA-MB-231 细胞，充分裂解后提取

总蛋白，取 25 μg 蛋白样品，经 SDS-PAGE 电泳分

离后转移至 PVDF 膜，用封闭液 (5% BSA/TBST)
封闭 1 h，加入抗 FBI-1 (1:10 000 稀释 )、Bcl-2 (1:500
稀释 )、Bax (1:500 稀释 )、cleaved-Caspase 3 (1:1 000
稀释 )、Survivin (1:1 000 稀释 ) 和 GAPDH (1:10 000
稀释 ) 一抗，4 °C 孵育过夜，TBST 洗膜 3 次，加

入二抗 (1:10 000 稀释 ) 室温下孵育 1 h，TBST 洗膜

3 次，ECL 系统显影。以 GAPDH 作为内参，ImageJ

软件采集条带灰度值，取目的条带灰度值与内参条

带灰度值比值作为相对表达量。

1.2.9  细胞皮下成瘤实验　　将 Lv-shFBI-1-2 组和

Lv-shCon 组对数生长期的细胞制成单细胞悬液，在

无菌条件下用 1 mL 注射器分别在对应组裸鼠的右

侧前腿外侧以每只裸鼠 1 × 107 个 /200 μL 进行皮下

接种，每组 3 只，细胞生长 4 周后，获取肿瘤进行

拍照和重量统计。

1.3  统计学方法　　采用 SPSS17.0 软件进行数据分

析，各项检测结果以 mean ± SD 表示，多组间比较

采用方差分析，两组间比较采用 t 检验，P < 0.05
时认为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1 FBI-1 mRNA及蛋白在MCF-10A和MDA-MB- 
231细胞中的表达水平

qRT-PCR 和 Western blot 结果显示，FBI-1 mRNA 
( 图 1A) 和蛋白 ( 图 1B) 在三阴性乳腺癌细胞 MDA-
MB-231 中的表达水平明显高于正常乳腺上皮细胞

MCF-10A (P < 0.01)。
2.2  特异性shRNA对MDA-MB-231细胞FBI-1 
mRNA和蛋白表达的影响

分别用 qRT-PCR 和 Western blot 检测慢病毒转染

MDA-MB-231 细胞后 FBI-1 mRNA 和蛋白的表达。

结果显示，与 Lv-shCon 组及 MDA-MB-231 组比较，

Lv-shFBI-1-1 组、Lv-shFBI-1-2 组和 Lv-shFBI-1-3 组

FBI-1 mRNA ( 图 2A) 和蛋白 ( 图 2B) 的表达水平均

显著降低 (P < 0.01)，其中 Lv-shFBI-1-2 组抑制率

最高，提示沉默效果最好。因此选取 Lv-shFBI-1-2
组进行后续实验。

2.3  沉默FBI-1对MDA-MB-231细胞增殖的影响

CCK-8 法结果显示，与 Lv-shCon 组比较，Lv- 
shFBI-1-2 组 MDA-MB-231 细胞活性在培养 72 h 和

96 h 时显著降低 (P < 0.05 或 0.01，图 3A)。克隆形成

实验结果显示，Lv-shFBI-1-2 组细胞克隆形成能力

较 Lv-shCon 组明显降低 (P < 0.01，图 3B)。
2.4  沉默FBI-1对MDA-MB-231细胞凋亡的影响

流式细胞术结果显示，与 Lv-shCon 组比较，

Lv-shFBI-1-2 组 MDA-MB-231 细胞早期和晚期细

胞凋亡率均显著增加 (P < 0.01，图 4)。
2.5  沉默FBI-1对MDA-MB-231细胞Bcl-2、Bax、
cleaved-Caspase 3和Survivin蛋白表达的影响

Western blot 结果显示，与 Lv-shCon 组比较，
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图   1. MCF-10A和MDA-MB-231细胞中FBI-1 mRNA和蛋白表达水平

Fig. 1. Expression of FBI-1 mRNA (A) and protein (B) in MCF-10A and MDA-MB-231 cells.  Mean ± SD, n = 3. **P < 0.01 vs MCF-
10A.

图   2. 特异性shRNA对MDA-MB-231细胞FBI-1 mRNA及蛋白表达的影响

Fig. 2. The effect of specific shRNA on the FBI-1 mRNA (A) and protein (B) expression in MDA-MB-231 cells. Mean ± SD, n = 3. 
**P < 0.01 vs Lv-shCon.

图   4. 沉默FBI-1对MDA-MB-231细胞凋亡的影响

Fig. 4. The effect of FBI-1 silencing on the apoptosis of MDA-MB-231 cells. Mean ± SD, n = 3. **P < 0.01 vs Lv-shCon.

图   3. 沉默FBI-1对MDA-MB-231细胞增殖的影响

Fig. 3. The effect of FBI-1 silencing on the proliferation of MDA-MB-231 cells. A: CCK-8 results. B: Colony formation assay results. 
Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05, **P < 0.01 vs Lv-shCon.
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Lv-shFBI-1-2 组 MDA-MB-231 细胞中 Bcl-2 和 Sur-
vivin 蛋白表达水平明显降低 (P < 0.01，图 5)，而

Bax、cleaved-Caspase 3 蛋白表达水平显著升高 (P < 
0.01，图 5)。
2.6  沉默FBI-1对MDA-MB-231细胞荷瘤裸鼠肿瘤

生长的影响

细胞皮下成瘤实验结果显示，与 Lv-shCon 组比

较，Lv-shFBI-1-2 组 MDA-MB-231 细胞形成的肿瘤

体积明显减小 ( 图 6A)，肿瘤的重量显著减轻 (P < 
0.01，图 6B)。

3  讨论

FBI-1 由位于人类第 19 号染色体短臂 l 区 3 带

中第 3 亚带 (19p13.3) 的 Zbtb7 基因编码，其产物蛋

白是一种具有原癌基因活性的转录抑制因子。FBI-1
位于多种肿瘤抑制基因和原癌基因的上游，调控多

种原癌基因的转录过程，被称为“肿瘤的总开关”[4]。

近年来多项研究表明，FBI-1 在乳腺癌、淋巴瘤、

肺癌、前列腺癌、肝癌和大肠癌等多种肿瘤中高表达，

在肿瘤的发生和发展中起着至关重要的作用 [10, 11]。

乳腺癌组织中 FBI-1 的表达较正常乳腺组织和乳腺

增生组织明显增高，且在有腋窝淋巴结转移的乳腺

癌组织中，FBI-1 表达更高 [12, 13]。与此相似的是，

本研究结果显示，FBI-1 mRNA 和蛋白在三阴性乳

腺癌细胞 MDA-MB-231 中的表达水平明显高于正

常乳腺上皮细胞 MCF-10A，提示 FBI-1 在三阴性乳

腺癌的发生和发展中可能起着重要作用。

细胞凋亡抑制和细胞无限增殖是导致肿瘤的发

生和发展的重要原因，寻找调控肿瘤细胞增殖和凋

亡的靶基因可能成为抗肿瘤的有效靶点 [14]。本研究

结果显示，沉默 FBI-1 基因的表达后，三阴性乳腺

癌细胞 MDA-MB-231 体外细胞活性明显降低，克

隆形成能力显著下降，细胞凋亡率明显增高，且体

内成瘤能力显著降低，表明 FBI-1 参与三阴性乳腺

图   5. 沉默FBI-1对MDA-MB-231细胞Bcl-2、Bax、cleaved-Caspase 3和Survivin蛋白表达的影响

Fig. 5. The effect of FBI-1 silencing on the protein expression of Bcl-2, Bax, cleaved-Caspase 3 and Survivin in MDA-MB-231 cells. 
Mean ± SD, n = 3. **P < 0.01 vs Lv-shCon.

图   6. 沉默FBI-1对MDA-MB-231细胞荷瘤裸鼠肿瘤生长的影响

Fig. 6. The effect of FBI-1 silencing on the tumorigenesis of MDA-MB-231 cells in vivo. A: Formed tumors were obtained and photo-
graphed 4 weeks after inoculation. B: Tumor weight was measured. Mean ± SD, n = 3. **P < 0.01 vs Lv-shCon.
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癌细胞的增殖并抑制细胞凋亡，FBI-1 可能成为治

疗三阴性乳腺癌的潜在靶点。

Bcl-2 蛋白家族在调控细胞凋亡过程中发挥着

至关重要的作用，Bcl-2 和 Bax 是 Bcl-2 家族中最有

代表性的凋亡相关基因 [15]。Bcl-2 是抑制凋亡的蛋

白，主要通过在线粒体外膜发挥作用，以维持膜的

完整性，从而阻断细胞色素 C 的释放，抑制细胞凋

亡 [16]。Bax 是促进凋亡的蛋白，主要是增加线粒体

外膜的通透性，促使细胞色素 C、凋亡诱导因子和

凋亡蛋白酶激活因子等释放，进而激活 Caspase 系统，

促进细胞凋亡。Bax/Bcl-2 比值决定细胞对凋亡刺激

的敏感性，并与肿瘤发生和发展密切相关 [17–19]。本

研究结果显示，沉默 FBI-1 基因的表达后，Bcl-2
蛋白的表达明显下调， Bax 蛋白的表达显著上调，

Bax/Bcl-2 值显著提高，与 Zhao 等 [5] 和 Zhang 等 [20]

在人肝癌细胞的研究结果相一致，表明 FBI-1 基因

沉默诱导 MDA-MB-231 细胞凋亡的分子机制可能

与下调 Bcl-2 表达和上调 Bax 表达相关。

Caspase 蛋白酶家族是细胞凋亡过程的启动和执

行者，其中 Caspase-3 是引发凋亡的蛋白酶级联反

应中的核心蛋白酶，被认为是细胞凋亡的中心环节

和执行者 [21]。正常情况下，Caspase-3 以无活性的酶

原形式存在。在多种凋亡信号刺激下，酶原被切割

而激活，活化后的 Caspase-3 具有在天冬氨酸残基

后切断肽键的能力，可以使细胞质、细胞核、细胞

骨架的重要蛋白降解失活，从而引起细胞核固缩、

碎裂等复杂变化，使细胞降解为凋亡小体 [22]。因此，

Caspase-3 活性增加是细胞凋亡的重要机制。凋亡抑

制蛋白家族 (inhibition of apoptosis protein, IAP) 是抑制

细胞凋亡的重要成分，主要作用是抑制 Caspases 级
联激活 [23]。Survivin 是凋亡抑制蛋白家族中作用最强

的凋亡蛋白抑制因子，主要在凋亡通路的下游通过

直接抑制凋亡核心 Caspase-3 发挥抗凋亡的效应，其

过度表达与肿瘤发生、发展及预后不良密切相关 [24]。

有报道显示，在肝癌细胞中沉默 FBI-1 表达后，

Caspase-3 被激活，促进细胞凋亡 [20]。Zu 等 [13] 研究

显示，Survivin 是 FBI-1 的靶基因之一，FBI-1 可通

过上调 Survivin 的表达促进乳腺癌进展。本研究结果

显示，沉默 FBI-1 基因的表达后，Caspase-3 活化显

著增加，Survivin 蛋白表达明显降低，这可能是 FBI-1
基因沉默诱导 MDA-MB-231 细胞凋亡的原因之一。

综上所述，FBI-1 在三阴性乳腺癌细胞 MDA-
MB-231 中呈高表达，靶向沉默 FBI-1 基因表达可

以抑制 MDA-MB-231 细胞增殖，诱导细胞凋亡并

抑制细胞的裸鼠皮下成瘤能力，其机制可能与下调

Bcl-2 和 Survivin 蛋白表达、上调 Bax 蛋白表达以

及激活 Caspase 3 有关。本研究结果提示，通过靶

向抑制 FBI-1 的表达可能成为治疗三阴性乳腺癌的

新策略。
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