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摘要 目的：探讨乳腺癌细胞中 HuR调控 PDGFC的分子机制。方法：通过软件预测分析，乳腺癌细胞中 PDGFC 3'UTR的 HuR结

合位点；在 RNA免疫共沉淀实验中，加入 PDGFC刺激后检测 HuR与 PDGFC mRNA的相互作用；通过构建 PDGFC 3'UTR五个

截短体，荧光素酶报告基因实验检测 HuR调控 PDGFC的结合位点。结果：软件预测分析发现，PDGFC 3'UTR可能存在五个 HuR

结合位点；RNA免疫共沉淀实验中，当加入 PDGFC刺激后，HuR与 PDGFC mRNA出现免疫共沉淀，证明 HuR和 PDGFC之间

的直接相互作用；PDGFC mRNA3'UTR报告基因系统检测显示，第 2个和第 4个位点可与 HuR结合调控 PDGFC。结论：本研究

揭示了乳腺癌细胞中 HuR通过与 PDGFC mRNA 3'UTR结合调控 PDGFC的分子机制，为乳腺癌的临床诊断和治疗提供了新的

思路。

关键词：乳腺肿瘤；HuR；PDGFC；分子机制

中图分类号：R737.9 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2017）25-4828-03

Molecular Mechanism of PDGFC Regulated by HuR in Breast Cancer Cells*

To investigate the molecular mechanism of PDGFC regulated by HuR in breast cancer cells.

Through the software analysises, we first predicted the HuR-binding sites on the PDGFC 3'-UTR in breast cancer cells; An RNA-im-

munoprecipitation tested the interaction of HuR with the PDGFC mRN after adding PDGFC stimulation; Luciferase experiments tested

the HuR-binding sites of PDGFC regulated by HuR through structuring five truncated of PDGFC 3'UTR. We found five

HuR-binding sites in the 3'UTR of PDGFC by software prediction; The RNA-immunoprecipitation showed the co-immunoprecipitation

of HuR and PDGFC mRN after adding PDGFC stimulation confirming the direct association of HuR with the PDGFC; Luciferase experi-

ments of PDGFC mRNA 3'UTR showed that PDGFC regulated by the second and fourth HuR-binding sites. This study re-

veals the molecular mechanism of PDGFC regulated by HuR through binding to PDGFC mRNA 3'UTR in breast cancer cells, and pro-

vided rationale for the development of strategies in the clinical diagnosis and treatment for breast cancer.
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前言

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，发病率居女性恶性

肿瘤之首，死亡率仅次于肺癌，成为女性的 "头号杀手 "[1]。乳腺

癌发生发展是一个多因素参与的过程，相关信号通路紊乱以及

多基因表达失调是重要原因[2]；研究表明，血小板衍生生长因子

C（PDGFC）和人抗原 R（human antigen R，HuR）在乳腺癌细胞

中的表达具有正相关性[3,4]。PDGFC在多种组织细胞大量表达，

包括乳腺癌在内的多种肿瘤细胞中亦广泛表达，最早发现于血

小板琢颗粒；目前研究发现 PDGFC在促进血管生成方面具有

重要作用，过表达的 PDGFC促进血管异常化，其表达在乳腺癌

起始、发生及转移中发挥着显著作用[5,6]。HuR属于胚胎致死性

异常视觉（embryonic lethal abnormal vision，ELAV）基因家族成

员，在细胞中，它们主要通过基因的转录后调节机制调节靶基

因的表达；近年来研究表明，HuR蛋白是免疫细胞激活、肌肉分

化、细胞分裂衰老等生命活动的重要调节基因，在转移性乳腺

癌中高度活化[7,8]。本研究着眼于探讨乳腺癌细胞中 HuR调控

PDGFC的分子机制，现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

乳腺癌细胞系 MDA-MB-231购买于美国培养物集存库，

实验室保存。所有细胞采用 DMEM培养基（含 10 %FBS、100

滋g/mL链霉素、100 U/mL青霉素），置于 37℃，50 mL/L CO2的
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孵箱内常规传代培养，细胞在培养瓶中呈贴壁生长。

1.2 方法

1.2.1 预测 PDGFC 3'UTR 的 HuR 结合位点 首先从 NCBI

GenBank数据库中检索人 PDGFC基因 mRNA的全部序列，并

查找其中的 3'UTR序列，然后通过软件预测 HuR结合原件的

位点。

1.2.2 RNA免疫共沉淀(RNA-IP) MDA-MB-231细胞中加入

PDGFC，室温孵育 48 h；用冰 1× PBS洗涤细胞一次，刮下细

胞，用 1 mL预冷 IP buffer裂解液裂解细胞，置于冰上 30 min；

收集细胞裂解液，4℃，12000 r/min，离心 15 min后，取上清作

为对照(Input)；剩余上清液分装两 EP管中，各加 20 mL Salmon

Sperm DNA 和 Protein A/G，冰上孵育 30 min，4 ℃，12000

r/min，离心 1 min；各加入 HuR多克隆抗体和 IgG，4℃过夜；各

加入 40 滋L Salmon Sperm DNA和 Protein A/G，冰上孵育 60

min，4℃，12000 r/min，离心 1 min；弃去上清，IP buffer裂解液

洗涤 3次；Trizol提取 RNA，反转录，实时定量 PCR检测。

1.2.3 截短 PDGFC 3'UTR和 si-HuR2干预后，报告基因活性检

测 本实验中构建 pGL3-PDGFC 3'UTR 全长及 5 个不同的

pGL3-PDGFC 3'UTR截短体的质粒，与 si-HuR2共转染细胞，

报告基因系统检测 HuR与目的基因 PDGFC之间的作用位点。

报告基因质粒转染选用 24孔板接种细胞MDA-MB-231，脂质

体转染细胞，每孔总的转染质粒量为 0.4 滋g，内参照 phRL10

ng，共分为三组，48 h后收集样品，报告基因活性分析严格按照

试剂盒推荐的方法进行。PDGFC 3'UTR的全长及 5个截短体

分 别 命 名 为 PDGFC-1，PDGFC-2，PDGFC-3，PDGFC-4，

PDGFC-5，PDGFC-6，PDGFC mRNA 3'UTR全长及 5个截短体

PCR引物如下。

1.3 统计学方法

采用 SPSS16.0统计软件进行数据分析。计量资料采用均

数± 标准差(x± s)表示，组间比较采用 t检验统计。以 P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 预测 PDGFC 3'UTR的 HuR结合位点

结合文献并通过生物信息学分析，我们发现 PDGFC的调

控发生在转录后水平，且 PDGFC可能受 RNA结合蛋白 HuR

的调控。那么 PDGFC 3'UTR是否存在 HuR的结合位点呢？从

NCBI GenBank数据库中检索人 PDGFC基因 mRNA 的全部

序列，并查找其中的 3'UTR序列，通过软件预测分析发现，

PDGFC 3'UTR可能存在五个 HuR结合位点（图 1）。

2.2 RNA-IP证实 HuR与 PDGFC mRNA的直接相互作用

为了进一步证实乳腺癌细胞中 HuR 与 PDGFC mRNA

3'UTR确实存在着相互作用，在 RNA免疫共沉淀(RNA-IP)实

验中，当加入 PDGFC刺激后，HuR与 PDGFC mRNA出现共沉

淀，从而验证了 HuR和 PDGFC之间的直接相互作用（图 2）。

2.3 PDGFC mRNA 3'UTR报告基因系统检测

生物信息学分析和软件预测表明，PDGFC mRNA 3'UTR

存在五个 HuR的结合位点，为此，我们构建 PDGFC 3'UTR五

个截短体。PDGFC 3'UTR 的全长及 5 个截短体分别命名为

PDGFC-1、-2、-3、-4、-5、-6，通过报告基因实验检测哪些结合位

点在 HuR对 PDGFC的调控中起着关键性作用。实验结果显示

第 2个和第 4个位点可与 HuR结合，调控 PDGFC的表达；同

时，我们检测了 si-HuR2对 PDGFC mRNA 3'UTR报告基因的

影响，荧光素酶活性检测发现，si-HuR2 能显著降低 PDGFC

3'UTR荧光素酶活性。因此，这部分实验证明了在 PDGFC

mRNA 的 3'UTR 上，含有 HuR 的结合位点，介导 HuR 对

PDGFC的调控（图 3）。

3 讨论

乳腺癌作为女性发病率排第一的恶性肿瘤，其发生发展的

分子机制一直备受研究者的关注。与其他恶性肿瘤一样，乳腺癌

的发生发展过程涉及多因素的参与，其中分子生物学指标已成

为乳腺癌治疗研究的热点，越来越多的研究表明，不同分子表

型的乳腺癌在治疗效果、疾病转归以及预后上存在明显差异[9,10]。

表 1 PDGFC 3'UTR截短体 PCR引物

Table 1 The PCR primer sequences of truncated PDGFC 3'UTR

Name Sequence

shared upstream primer
5'-TTTCTAGACCGCATCAC-

CACCAGCAGCTC-3'

downstream primer PDGFC-6
5'-TTTCTAGACCTGAAGAT-

GAAAGGTCCTTG-3'

downstream primer PDGFC-5
5'-TTTCTAGAGGCAGAAATTT-

TAATAAGAA-3'

downstream primer PDGFC-4
5'-TTTCTAGAACCTTTG-

GTAAAAATAGATATA-3'

downstream primer PDGFC-3
5'-TTTCTAGAAGGATGTGTTC-

CTACTGCACA-3'

downstream primer PDGFC-2
5'-TTTCTAGATGCCAGAGTA-

CAATAAGTGAAC-3'

downstream primer PDGFC -1
5'-TTTCTAGATCCC-

CAAAATAGCCACATTC-3'

图 1 预测 PDGFC 3'UTR的 HuR结合位点

Fig. 1 Predicted HuR-binding sites in the 3'-UTR of PDGF-C

图 2 RNA-IP证实 HuR与 PDGFC mRNA的直接相互作用

Fig. 2 RNA-immunoprecipitation confirmed the direct association of HuR

with the PDGF-C mRNA

Note: *P<0.05, ** P<0.01, compared with the control group.
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其中受体三阴性乳腺癌 (triple negative breast cancer，TNBC)与

人表皮生长因子受体 2(human epidermal growth factor receptor 2,

HER2)高表达型乳腺癌容易出现复发和转移，患者预后相对较

差。对此类乳腺癌除现有治疗外，亟需探索新的分子靶点[11,12]。

图 3 PDGFC mRNA 3'UTR荧光素酶活性

Fig. 3 The luciferase activity of PDGFC mRNA 3'UTR

Note: * P<0.05, compared with the control group.

研究表明，PDGFC在晚期乳腺癌组织和侵袭性细胞系中

的表达明显增高，并成为患者预后不良的独立因子，PDGFC在

促进乳腺癌细胞的增殖和侵袭过程中发挥着重要的作用，下调

PDGFC的表达抑制乳腺癌细胞的恶性生物学行为，故 PDGFC

可能会成为治疗乳腺癌的一个靶点，对乳腺癌患者预后判断具

有重要意义 [13,14]。为探讨乳腺癌中 PDGFC表达异常的可能机

制，我们首先关注导致 PDGFC表达异常的上游基因。根据国内

外已发表的相关文献，HuR 是胚胎致死性异常视觉基因

(ELAV)家族中最具代表性的 RNA结合蛋白，在乳腺癌、胃癌、

卵巢癌、宫颈癌及结肠癌等恶性肿瘤中广泛表达，与肿瘤的发

生发展密切相关，HuR通过与靶基因的 mRNA结合转录后调

控基因表达[15,16]。正常情况下，HuR主要定位于细胞核内，通过

RNA识别模体(RRMs)与靶基因 mRNA 3'UTR的富含 AU的

元件(AREs)相结合，但当受到细胞因子、低氧以及免疫治疗等

刺激时可从细胞核穿梭至细胞浆，从而增加 mRNA的稳定性，

增强靶基因的表达[17,18]。

为探讨 HuR调控 PDGFC的可能机制，在本实验中，我们

首先通过软件预测了 PDGFC 3'UTR存在 HuR的五个结合位

点；接着通过 RNA-IP实验进一步明确了两者之间的直接相互

作用；最后通过报告基因实验和 siRNA干涉实验证实 PDGFC

3'UTR的两个 HuR结合位点。本研究结果显示，HuR通过与

PDGFC mRNA的 3'UTR结合转录后调控 PDGFC。文献报道，

成纤维细胞表达 PDGFR，PDGFC是成纤维细胞聚集与活化的

关键调节基因，能够促进成纤维细胞的趋化和有丝分裂[19,20]。结

合上述实验结果，高度提示 HuR增强 PDGFC表达可能是肿瘤

细胞促进成纤维细胞增殖和活化的重要机制，从而形成

"HuR-PDGFC-成纤维细胞活化 "通路，分析该通路促进乳腺

癌恶性演变和恶性微环境的形成，丰富对肿瘤增殖和转移认识

的同时，为乳腺癌的治疗提供新策略。

总之，本研究揭示了 HuR通过与 PDGFC mRNA的 3'UTR

结合转录后调控 PDGFC的分子机制，为寻找 PDGFC的抑制

剂提供新的思路，为乳腺癌的临床诊断及治疗提供新的策略。
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