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NDRG2通过抑制β-catenin
表达和入核调控乳腺癌细胞增殖
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　　［摘要］　背景与目的：乳腺癌是女性发病率最高的恶性肿瘤之一，肿瘤细胞的恶性增殖是造成患者死

亡的重要原因。本研究利用具有相同遗传背景但不同增殖能力的乳腺癌细胞模型，研究N-myc下游调节基因

2(N-myc downstream regulated gene 2，NDRG2)调控乳腺癌细胞增殖的作用及分子机制。方法：通过蛋白［质］

印迹法(Western blot)检测MCF-7/LM-MCF-7细胞中NDRG2蛋白表达水平；构建NDRG2真核表达载体及siRNA
干扰片段，通过转染上调或沉默NDRG2表达，流式细胞实验检测细胞增殖能力，Western blot检测β-连环蛋

白(β-catenin)表达，免疫荧光染色检测β-catenin细胞定位；共转染MCF-7细胞NDRG2 siRNA和pCMV-Tcfδ，流

式细胞实验检测细胞增殖能力。结果：NDRG2的蛋白表达水平同乳腺癌细胞增殖能力负相关；在增殖的LM-
MCF-7细胞中上调NDRG2表达，细胞增殖指数(proliferation index，PI)由47.18%下降至31.78%(P<0.001)；在

低增殖的MCF-7细胞中沉默NDRG2表达，PI由32.00%上升至52.59%(P<0.001)；Western blot及免疫荧光结果显

示，NDRG2可抑制β-catenin表达，并抑制其聚集入核；流式细胞检测结果显示，共转染siRNA和pCMV-Tcfδ的

MCF-7细胞增殖能力未增强，进一步说明NDRG2是通过抑制β-catenin的转录调节作用抑制肿瘤细胞增殖。结

论：在乳腺癌细胞中，NDRG2的表达水平下调，导致β-catenin聚集入核，并激活下游靶基因，促进乳腺癌细胞

增殖。此分子机制对阐明乳腺癌细胞增殖调控机制具有重要意义。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Breast cancer is one of the most common malignant diseases in women 
and its malignant proliferation is the major cause of death. To investigate the effects of N-myc downstream regulated 
gene 2 (NDRG2) on proliferation of breast cancer cells by using two parallel cell lines (MCF-7 and LM-MCF-7) with 
different metastatic abilities. Methods: The expression level of NDRG2 in breast cancer cells was detected by Western 
blot. The effects of overexpressing (or down-regulating) NDRG2 on proliferation of breast cancer cells were investigat-
ed by flow cytometry. The expression and location of β-catenin were detected by Western blot and immunofluorescence 
respectively. NDRG2 blocking the transcription activity of β-catenin was investigated via co-transfecting MCF-7 cells 
with NDRG2 siRNA and pCMV-Tcfδ (lacking the portion responsible for the protein binding to DNA). Results: The 
expression level of NDRG2 was negatively related to the proliferation ability of breast cancer cells. Over-expressing 
NDRG2 (or down-regulating) via transfecting LM-MCF-7 (or MCF-7) cells with pCMV-NDRG2 (or NDRG2 siRNA) 
could inhibit (or promote) cell proliferation. Interestingly, the results of Western blot, immunofluorescence and flow 
cytometry revealed that down-regulation of NDRG2 resulted from the down-regulation of β-catenin and blocking its 
nuclear translocation, which led to losing control of the proliferation of breast cancer cells. Conclusion: NDRG2 inhibit 
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　　乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤，全球每年

约有138万女性被诊断为乳腺癌，占全部新发肿

瘤的23%。我国每年女性乳腺癌发病16.9万例，

居女性常见肿瘤首位。有研究表明，肿瘤细胞

的恶性增殖和分裂失调是肿瘤发生、发展的基

础［1］。癌细胞获得高增殖能力是乳腺癌后期转

移的重要条件之一，研究癌细胞增殖调控机制

对乳腺癌的诊断和治疗具有重要价值。

　　N-myc下游调节基因2(N-myc downstream 

regulated gene 2，NDRG2)是NDRG家族的重要

成员，其基因染色体定位于14q11.2，含有16个

外显子和15个内含子，表达蛋白含357个氨基

酸残基，相对分子质量约41×103。NDRG2具

有APC样结构域，受原癌基因N-Myc的表达调

控。近年研究发现，NDGR2基因除参与胚胎组

织发育、细胞分化及血液免疫外，还与肿瘤进

展具有密切关系［2］。NDRG2在肿瘤的发生、

发展中起到抑癌基因的作用［3］。在肿瘤细胞

中，NDRG2启动子常发生甲基化［4-5］，因此在

多种肿瘤中，如消化系统肿瘤、甲状腺癌、肺

癌、和中枢神经肿瘤中呈显著低表达，且与肿

瘤的淋巴转移呈负相关［4,6-10］。但NDRG2是否

可抑制乳腺癌细胞增殖及其分子机制目前尚不 

清楚。

　　β-连环蛋白(β-catenin)作为Wnt信号通路中

的关键因子，通过T细胞特异性转录因子(T cell-

specific transcription factor，Tcf)或其他转录因

子与特定的DNA序列相结合，激活靶基因的转 

录 ［11］，在乳腺癌的发生、发展中发挥重要

调控作用。肿瘤细胞可通过上调Dsh蛋白或下

调Frp1蛋白表达激活经典的Wnt途径，并上调

β-catenin表达［12-13］。肿瘤细胞也可通过非

Wnt通路机制稳定β-catenin表达，如通过调控

PTEN、ILK、IKKA、Pin1及P53等因子的表达进

而调节β-catenin［14］。前期研究发现，ERK1/2

信号通路的激活可上调β-catenin表达，并促进

the proliferation of breast cancer cells via down-regulating the expression of β-catenin and blocking its nuclear translo-
cation, which is significant for exploring the molecular mechanism of proliferation of breast cancer cells.
  　［Key words］ Breast neoplasms; N-myc downstream regulated gene 2; β-catenin; Cell proliferation

其转移入核，发挥转录调节作用，促进乳腺癌

细胞增殖和迁移［15-16］，但β-catenin是否受到

NDRG2的调控需要进一步研究。

　　在前期研究中，我们应用严重联合免疫缺

陷小鼠从人乳腺癌细胞系MCF-7中筛选和建立

了具有高转移能力的转移亚克隆LM-MCF-7。

与MCF-7细胞相比，LM-MCF-7细胞具有更强

的增殖和迁移能力，动物实验显示，其具有成

瘤早、转移快和转移部位广泛等特点。基因

芯片研究结果显示，在人的21 329种基因中，

有67种基因的表达水平在LM-MCF-7细胞中和

MCF-7细胞中差异有统计学意义［15］。本研究应

用MCF-7和LM-MCF-7细胞模型研究NDRG2对

乳腺癌细胞增殖的调控作用。

1　材料和方法

1.1　细胞株及主要试剂

　　人乳腺癌细胞系MCF-7、LM-MCF-7、

pCMV-tag2b质粒和pCMV-Tcfδ质粒(表达的

T c f δ 具 有 蛋 白 结 合 位 点 但 缺 少 D N A 结 合 位

点，可竞争性抑制Tcf的转录调控功能)为本

实验室储备；RPMI1640培养基、胎牛血清和

LipofectamineTM2000购自美国Invitrogen公司；兔

抗人NDRG2多克隆抗体、鼠抗人β-actin单克隆

抗体和碘化丙啶购自美国Sigma-Aldrich公司；

兔抗人β-catenin多克隆抗体购自美国Santacruz

公司；小量总RNA提取试剂盒购自德国Qiagen

公司；QuantScript RT试剂盒购自天根公司。靶

向NDRG2的小RNA干扰片段由广州市锐博生物

科技有限公司合成，NDRG2 siRNA正义序列：

5’-ACAUCCUGGCGAGAUAUGCUCUUAA-3’，
反义序列：5’-UUAAGAGCAUAUCUCGCCAGGA 

UGU-3’；对照siRNA正义序列：5’-UUCUCCGA 

A C G U G U C A C G U T T - 3 ’ ， 反 义 序 列 ：

5’-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3’。其余试

剂为国产分析纯。
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1.2　细胞培养

　　MCF-7和LM-MCF-7细胞采用含10%胎牛血

清、100 U/mL青霉素和100 U/mL硫酸链霉素的

RPMI1640培养基，于37 ℃、CO2体积分数为5%

的条件下培养。

1.3　pCMV-NDRG2真核表达载体构建

　　用小量总RNA提取试剂盒提取MCF-7细胞

总RNA，利用QuantScript RT试剂盒制备cDNA。

根据NDRG2(GENEBANK：NM_201535.1)mRNA 

CDS序列设计引物：上游加入EcoRⅠ酶切位

点，下游加入SalⅠ酶切位点。上、下游引物序

列分别为5’-GAATTCATGGCGGAGCTGCAGGA

GGTG-3’和5’-GTCGACTCAACAGGAGACCTCC

ATGGT-3’。以反转录的cDNA为模板。用上述

引物PCR扩增，获得目的基因片段(PCR反应参

数：94 ℃变性5 min；94 ℃变性30 s，55 ℃退火

30 s，72 ℃延伸90 s，共20个循环，72 ℃延伸 

7 min)。

　　扩增产物经EcoRⅠ/SalⅠ双酶切纯化后，

与pCMV重组，转化DH5α菌。提取转化菌质

粒，经双酶切和DNA测序分析，对NDRG2序

列进行鉴定，得到重组真核表达载体pCMV-

NDRG2。

1.4　细胞转染

　 　 将 培 养 至 覆 盖 率 达 8 0 % 的 M C F - 7 和 L M -

M C F - 7 细 胞 用 于 转 染 实 验 。 将 8  μ g 质 粒 ( 或

80 nmol/L siRNA)和24 μL LipofectamineTM2000

分 别 加 入 到 5 0 0  μ L 的 O M E M 培 养 基 中 ， 室 温

静 置 5   m i n ， 然 后 将 二 者 混 匀 并 于 3 7   ℃ 静 置

15 min。随后将质粒(或siRNA)/LipofectamineTM 

2000/OMEM混合物加入细胞中，37 ℃温育6 h后换

成无抗生素的完全培养基，继续培养72 h后进行

蛋白［质］印迹法(Western blot)或流式细胞实验。

1.5　流式细胞实验检测乳腺癌细胞增殖

　　用胰蛋白酶消化收集正常培养及转染后的

乳腺癌细胞，PBS洗2遍，1 000×g离心5 min，

70%的冰乙醇固定，4 ℃过夜。上机检测前细

胞用PBS洗2遍后重悬在含50 mg/L RNA酶和 

25 mg/L碘化丙锭的PBS中，室温避光温育15 min

后用FACS Calibur流式细胞仪进行单色荧光细

胞流式检测。每个样本采集1×104个细胞，用

ModFit软件(购自美国Verity Software House公司)

分析结果。每组实验重复3次。

1.6　免疫荧光检测β-catenin细胞定位

　　将正常培养及转染后的细胞接种在放有

盖 玻 片 的 六 孔 板 中 ， 3 7  ℃ 过 夜 培 养 。 随 后

用-20 ℃预冷的无水甲醇于4 ℃固定15 min，用

含5%Triton X-100的PBS洗细胞，5 min×2次。

加入10%血清，室温封闭20 min。加入兔抗人

β-catenin抗体，室温温育2 h。PBS洗细胞， 

5 min×3次。滴加FITC标记的羊抗兔荧光二

抗，室温温育1 h。PBS洗细胞，5 min×3次。用

DAPI对细胞核进行染色，室温温育1 h，PBS洗

细胞，5 min×3次。封片后，置于荧光显微镜下

观察结果。

1.7　Western blot

　 　 收 获 正 常 培 养 和 转 染 后 的 细 胞 ， 用 预

冷 的 P B S 洗 细 胞 2 次 ， 随 后 加 入 细 胞 裂 解 液

(10 mmol/L Tris-HCl，pH=8.0，0.1 mmol/L 

EDTA，150mmol/L NaCl，1%NP-40，1 mmol/L 

P M S F ， 1 % S D S ) 冰 上 放 置 2 0  m i n ， 4  ℃ ， 

12 000×g离心20 min，收集上清定量分析，取

30 μg总蛋白进行12%SDS-PAGE电泳，随后电转

印至PVDF膜上，5%脱脂奶粉封闭2 h，加入相

应一抗，室温温育2 h，TBS-T洗膜后加入相应

二抗室温温育1 h，TBS-T洗膜后，应用增强型

ECL显色试剂盒于暗室曝光显影，实验均重复 

3次。

1.8　统计学处理

　　使用SPSS 13.0统计软件分析数据，实验

数据采用x±s表示，采用t检验进行统计分析。 

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　过表达NDRG2抑制乳腺癌细胞增殖

　　Western blot结果显示，与高增殖能力的

LM-MCF-7细胞相比，NDRG2在低增殖能力

的MCF-7中表达较高(如图1A)。NDRG2表达同

肿瘤细胞增殖能力负相关。转染MCF-7细胞



984

NDRG2 siRNA，沉默NDRG2表达，流式细胞实

验检测结果显示，与转染对照siRNA组相比，

细胞增殖指数(proliferation index，PI)由32.00%

上升至52.59%(P<0.01)。利用pCMV-tag2b真核

表达载体，构建pCMV-NDRG2载体(图1B)。转

染LM-MCF-7细胞pCMV-NDRG2质粒，过表达

NDRG2(图1C)，流式细胞实验检测结果显示，

与转染对照pCMV-tag2b组相比，PI由47.18%

下降至31.78%(P<0.01，图1D)。以上结果说

明，NDRG2表达水平同细胞增殖能力负相关，

NDRG2表达下调是乳腺癌细胞获得高增殖能力

的重要原因。

图 1　过表达NDRG2抑制乳腺癌细胞增殖

Fig. 1    The proliferation of breast cancer cells was inhibited by over-expressing NDRG2

A: The expression levels of NDRG2 were detected by Western blot. B: pCMV-NDRG2 was digested by EcoRⅠ/SalⅠ (1: pCMV-NDRG2 
digested by EcoRⅠ/SalⅠ; 2: pCMV-NDRG2 plasmid). C: The expression levels of NDRG2 in MCF-7 transfected with siRNA and in LM-MCF-7 
transfected with pCMV-NDRG2 were detected by Western blot. D: The proliferation rate of MCF-7 cells transfected siRNA, and LM-MCF-7 
transfected pCMV-NDRG2 was detected by flow cytometry
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2.2　NDRG2抑制β-catenin表达并促进其磷 

酸化

　　本研究通过Western blot检测改变NDRG2

表达水平后，β-catenin的表达水平及磷酸化水

平变化。转染MCF-7细胞siRNA，沉默NDRG2

表达，Western  b lo t结果显示，同转染对照

siRNA组相比，β-catenin表达水平显著上调，

且磷酸化的p-β-catenin水平下降(图2A)。转

染LM-MCF-7细胞pCMV-NDRG2表达载体，

上调NDRG2表达水平。Western blot结果显

示，β-catenin表达水平下降，并且磷酸化的

p-β-catenin表达水平上调(图2B)。以上结果说

明，NDRG2能够抑制β-catenin表达，并且促

进β-catenin磷酸化，促使其进入泛素化降解 

途径。

2.3　NDRG2抑制β-catenin进入细胞核

　　β-catenin发挥促增殖作用主要依赖其在细

胞质中聚集并进入细胞核，与Tcf/LEF结合形成

Tcf/LEF/β-catenin复合体，特异性启动和激活下

游靶基因的转录［17］。利用β-catenin特异性抗

体，通过免疫荧光技术对MCF-7和LM-MCF-7

中β-catenin在细胞中的定位进行分析。结果

发现，β-catenin在高增殖能力的LM-MCF-7细

胞中存在明显的核定位，而在低增殖能力的

MCF-7细胞中主要存在于细胞质。利用RNA干

扰方法沉默MCF-7细胞中的NDRG2表达后，

免疫荧光结果发现，β-catenin由细胞质转移进

入细胞核(图3A)。在LM-MCF-7细胞中过表达

NDRG2后，β-catenin主要定位于细胞质，而核

定位的β-catenin接近消失(图3A)。免疫荧光结

果说明，NDRG2能够抑制β-catenin聚集入核。

为进一步验证NDRG2抑制β-catenin的转录调节

作用，进而抑制乳腺癌细胞增殖，我们共转染

MCF-7细胞NDRG2 siRNA和pCMV-Tcfδ，在

降低NDRG2表达的同时，过表达Tcfδ(具有蛋

白结合位点，但缺失DNA结合位点的Tcf突变

体，能够同野生型Tcf竞争性结合β-catenin，抑

制下游基因的转录激活［15］)。流式细胞检测结

果显示，干扰NDRG2表达后，与对照组相比，

MCF-7细胞PI明显上升至53.25%(P<0.01)；干扰

NDRG2的同时过表达Tcfδ，与pCMV-tag2b相

比，细胞PI下降至40.78%(P<0.05%，图3B)。流

式细胞结果表明，在乳腺癌细胞中，NDRG2表

达下降，促进了β-catenin入核，并与Tcf结合促

进下游因子转录。此分子机制是乳腺癌细胞获

得高增殖能力的重要原因。

图 2　NDRG2调控β-catenin表达及其磷酸化

Fig. 2    NDRG2 regulated the expression and phosphorylation of β-catenin

A: The expression level of β-catenin and phosphorylation level of β-catenin in MCF-7 cells transfected NDRG2 siRNA were detected by Western 
blot. B: The expression level of β-catenin and phosphorylation level of β-catenin in LM-MCF-7 cells transfected pCMV-NDRG were detected by 
Western blot
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3　讨　　论

　　细胞增殖和分裂失调是乳腺肿瘤发生、发

展的基础，深入研究癌细胞的增殖调控机制

对肿瘤的诊断和治疗具有重要意义。目前研

究已证实，NDRG2除参与正常细胞的生长、

分化以及应激反应外，还与肿瘤的发生、发

展和转归密切相关。肿瘤组织的NDRG2表达

显著低于癌旁及正常组织，表达水平随肿瘤

TNM分期增加或恶性度增加而降低［2］。本研

究利用具有相同遗传背景但具有不同增殖能力

的乳腺癌细胞系MCF-7和LM-MCF-7［15］探明

NDRG2在调控乳腺癌细胞增殖中的作用，发现

NDRG2的表达水平与乳腺癌细胞的增殖能力

呈负相关，提高NDRG2的表达水平可显著抑

制乳腺癌细胞增殖；相反，RNAi沉默NDRG2

表达后，细胞增殖能力显著增强。目前已有多

项研究证实，NDRG2在乳腺肿瘤中起到抑癌

基因的作用，通过多种分子机制抑制乳腺肿

瘤生长、细胞增殖及转移。在乳腺癌细胞SK-

BR-3和MCF-7中过表达NDRG2能够抑制细胞

增殖，下调促血管生成因子VEGF和HIF-1α

的表达并抑制血管新生，进而抑制裸鼠移植

瘤生长［18-19］。在MDA-MB-231细胞中过表达

NDRG2，能够激活BMP-4通路，并通过抑制

MMP-9活性抑制细胞侵袭［20］。Kim等［21］研

究发现，在乳腺癌细胞中过表达NDRG2能够

抑制NF-κB信号通路的激活，进而下调COX-2

表达，抑制肿瘤细胞迁移和侵袭。NDRG2还

可通过激活p38 MAPK途径，抑制细胞因子信

号转导抑制因子1磷酸化，进而抑制细胞增殖

图 3　NDRG2抑制β-catenin进入细胞核

Fig. 3    Translocation of β-catenin into the nucleus was inhibited by NDRG2

A: The cellular localization of β-catenin in MCF-7 cells transfected NDRG2 siRNA and LM-MCF-7 cells transfected pCMV-NDRG was detected 
by immunofluorescence. B: The proliferation ability of MCF-7 cells co-transfected with NDRG2 siRNA and pCMV-Tcfδ was examined by flow 
cytometry
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和迁移［22］。在乳腺癌细胞中过表达NDRG2

可促进SAPK和JNK磷酸化，促进肿瘤细胞凋 

亡［22］。除乳腺肿瘤外，NDRG2对多种肿瘤生

长、肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭具有抑制作

用。在大肠癌SW620细胞中，上调NDRG2表达

可降低c-Jun磷酸化水平，减弱转录调节因子

AP-1活性，进而抑制cyclinD1表达，抑制细胞

增殖［23］。在肝癌细胞中，NDRG2还可通过上

调p38磷酸化水平抑制细胞增殖［24］；通过下调

CD24的表达抑制细胞黏附、迁移和侵袭［25］。

NDRG2还可通过促进葡萄糖转运蛋白GLUT1

降 解 阻 断 肿 瘤 细 胞 能 量 代 谢 ， 抑 制 肿 瘤 生 

长［26］。过表达NDRG2可增强GSK-3β活性，

促进Snail降解，进而上调E-cadherin抑制肿瘤

细胞侵袭［27］。NDRG2还可通过抑制MMP2和

laminin332信号通路并同时降低Rho GTPase活

性，抑制由TGFβ1介导的肿瘤细胞侵袭［28］。

　　β-catenin蛋白是介导Wnt信号传导的关键

分子，其在细胞内的表达水平决定着Wnt信

号通路的开放或关闭，在乳腺癌发生、发展

过程中起到关键作用［29］。β-catenin在细胞

内的水平受到严格调控，由GSK-3β、Axin及

APC组成的复合体能够使β-catenin磷酸化，并

进入泛素化降解途径。当磷酸化被抑制时，

β-catenin在细胞质中聚集并进入细胞核，形

成Tcf/LEF/β-catenin复合体，特异性启动和激

活下游靶基因 ［30］。本研究发现，在乳腺癌

细胞中上调NDRG2水平可促进β-catenin磷酸

化，下调细胞内β-catenin水平；免疫荧光发

现，NDRG2可抑制细胞质的β-catenin转移入

核，阻碍其发挥转录激活作用。近年来多项

相关研究均证实，乳腺癌的发生与β-catenin

表 达 异 常 有 关 。 β - c a t e n i n 的 表 达 激 活 可 增

强cycl inD1表达，进而促进肿瘤细胞异常增 

殖［29］；C-myc基因启动子上有Tcf结合位点，

β-catenin/TCF复合物可促进其基因表达，从而

导致肿瘤细胞增殖［14］。乳腺癌细胞中有多种

途径可稳定调节β-catenin，如Pin1蛋白在80%

的乳腺癌中上调，Pin1能够抑制APC蛋白作

用，从而稳定β-catenin处于高表达水平［31］。

PTEN基因的丢失及异常激活Akt蛋白能够激活

β-catenin，引起乳腺癌细胞增殖［32］。肿瘤细

胞中p53蛋白能够通过GSK-3β依赖性和Siah依

赖性机制稳定β-catenin表达，促进肿瘤细胞增 

殖［33］。我们的前期研究还发现，在乳腺癌细

胞中，激活的MLCK-ERK1/2正反馈信号途径通

过促进β-catenin高表达及转移入核，激活cyclin 

D1和Survivin表达，维持乳腺癌细胞高增殖和高

迁移能力［15］。在肿瘤细胞中，β-catenin作为信

号因子受到多种信号途径调控，对肿瘤细胞增

殖发挥着关键调控作用。

　　综上所述，NDRG2作为肿瘤抑制因子，在

调控乳腺癌细胞增殖中发挥重要的抑制作用。

NDRG2抑制β-catenin表达，阻碍其转移入核发

挥抑制转录调节作用是乳腺癌细胞获得高增殖

能力的重要原因。此分子调控机制的阐明为乳

腺癌的诊断和治疗提供了重要理论依据。
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