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乳腺癌侵袭转移中 ()*+,-. 作用的探讨
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近年来由于工作节奏的加快和生活环境的变

迁，影响女性身心健康的恶性肿瘤发病呈上升趋势，

据不完全统计生殖系统恶性肿瘤占女性新发癌症总

数的将近一半。乳腺癌居女性各类恶性肿瘤死亡率

之首，侵袭转移是恶性肿瘤加重病情变化的主因，如

何早期发现乳腺癌病灶，抑制瘤细胞血道淋巴道远

端转移成为各研究机构的焦点问题。神经胶质细胞

源性神经营养因子（A48B）家族配体中 ()*+,-.

（(798）作用独特，目前的研究表明，(798 是一个

癌基因，在不同的肿瘤组织中表达水平有所不同，该

基因在肿瘤组织中的异常激活可能与肿瘤的发生、

发展、侵袭和转移相关C/D。(798 在乳腺癌侵袭转移

中的作用，国内尚少见报道。本研究试图从 (798

角度探索其与乳腺癌侵袭转移的关系，为早期诊断

乳腺癌遏制其发生提供一些有价值数据。
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/2/2/ 组织标本和细胞系 乳腺癌组织标本来自

天津市公安医院 &%%% 年 E 月:&%/% 年 E 月手术切

除的 'F 例乳腺癌患者。其对应的乳腺癌旁正常组织

标本作为对照组。调阅住院乳腺癌患者病历，结合随

访资料完善基本资料分析。乳腺癌 34(:35:G;! 细

胞株由天津医科大学实验中心惠赠。

!1!1G 主要试剂和仪器 细胞培养基（HIJ>?.+ 公

司）；()*+,-. （K=JK, 5-?*+JL.?>?MI 公司）；兔抗人

!:KJ*-. 多克隆抗体（N.O-*)?M+. 公司）。超净工作台

（细胞培养专用，中国 (-) 9+JL）；P>I,QR6 NS0% 倒置

显微镜（日本 P>I,QR6）；转膜仪：T5-?:7KUV；凝胶成

像系统 TW?UKX YY%ZBV；N4 WP4(W 凝胶成像系统

（美国 WKUKX 公司）；9)K.6[+>> 小室（美国 3->>-Q?)+

公司）。

/2& $%

/2&2/ 细胞培养 人乳腺癌细胞系 34(:35:&'/

用含 /% \ 85]、/%% "M^,_ 链霉素、/%% `^,_ 青霉

素的 7a3N:/EY% 培养，在 ;0 +、b\ ZP

&

细胞培养

箱中每 Y" L 更换培养液 / 次。 细胞进入对数生长

期后，胰酶消化成熟细胞后清洗死细胞，用 / ,_ 完

全培养基终止消化后吹打为单细胞悬液，接种到 E孔

板内继续培养准备后序试验。

/2&2& 6-78( 质粒转染 把对数生长期的适量细胞

平铺到培养皿中，温箱培养 &Y L；用移液枪旋转加

入 /2E "M 质粒和 Y "_ _-Q?c+J*K,-. &%%%，混匀后室

温放置 &% ,-.；细胞表面滴加质粒 48(:脂质体复

合物，轻轻摇匀培养皿后放 b\ZP

&

孵化箱内培养，

E L 后换成普通 /EY%培养液；细胞转染 &Y L后传代；

贴壁细胞加入 HIM)?,IJ-. 5，荧光筛选单克隆细胞C&D。

/2&2' 免疫组化检测 ()*+,-. 表达 应用免疫组化

检测临床乳腺癌标本石蜡切片中 ()*+,-. 蛋白表达

情况。按照操作说明书进行，染色浅黄至棕黄色为

阳性细胞。

/2&2Y 划痕实验 细胞平铺 E 孔培养板孵育过夜，

待细胞对数生长期铺满培养皿后，沿比例尺用移液

枪对培养基中贴壁细胞划线。散落的破碎细胞用
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!"# 冲洗，加入无血清培养基放培养箱中饥饿细胞。

$ 、%、&、'(、() * 测量划痕处细胞愈合距离，不同的

测定点取均值后绘制曲线。

'+(+, 趋化运动实验 在趋化小室的下室加入用

含 $+,-精制胎牛血清的培养液配置不同浓度的

./0 溶液，混匀的细胞悬液加入上室。12 ! 34

(

培

养箱孵育 ( * 后弃去未粘附细胞，固定染色后倒置

显微镜下观察穿膜细胞。

'+(+% 粘附实验 细胞消化计数后离心，重悬于培

养基配成密度为 (+2"'5

, 个678 细胞悬液。不同浓度

./0 刺激后冰浴终止反应，固定染色后镜下计数粘

附细胞数。

9+(+2 细胞侵袭实验 :;<=>?@AA 小室中加入已融

化的 B<C;DE@A 胶。将细胞重调浓度加入上室，下室加

入含 95-血清的培养基，12 !孵育 )F * 后，去除未

穿膜的细胞，固定细胞后结晶紫染色，显微镜下观

察穿膜细胞数。

'+1 !"#$% 研究资料用 #!## ''+5 软件进行

处理，组间比较采用方差分析或 ! 检验进行分析。
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乳腺疾病患者其中淋巴结转移的 (% 例，淋巴结未转

移的 '1 例。在 (% 例淋巴结转移病例中，有 () 例

G;C@7D= 表达阳性（"H5+551）。然而，在无淋巴结转移

'1 例病例中，只有 ' 例 G;C@7D= 表达阳性（图 '）。提

示 G;C@7D= 的表达与乳腺癌转移具有相关性。本研

究未发现 G;C@7D= 的表达与肿瘤大小有关。

(+( >DIJG 4 5 6 % BKG LB" M(19 7 8 1

G;C@7D= 93:;

(+(+9 G;C@7D= 降表达的 BKGMB"M(19 细胞蛋白

表 达 水 平 稳 定 转 染 BKG(19 细 胞 而 获 得

>DG:IJ MBKG(19，同时用一段无关序列转染

BKG(19 细胞作为阴性对照（>N; 表示）。用 O@>C@;=

PAQC 检测 G;C@7D= 的表达情况。和 >N;6BKG(19 细胞

比较，>DG:IJMBKG(19 细胞 G;C@7D= 的蛋白表达水

平明显降低。

(+(+( G;C@7D= 表达降低对 BKGMB"M(19 细胞迁

移和定向运动能力影响 >DG:IJMBKG(19 细胞迁

移和定向运动能力明显比对照组降低（图 (）。

(+(+1 G;C@7D=降表达对细胞趋化运动影响 G;C@7D=

降表达的细胞趋化运动能力降低（图 1）。

(+(+) G;C@7D= 降表达对 BKG(19 细胞粘附能力影

响 粘附于纤维粘连蛋白的 >N;6BKG(19 细胞数量

在 ./0 刺激下经 , 和 9, 7D= 的不同间隔明显增

加。>DG:IJMBKG(19 细胞经过相同的 ./0 刺激时

间间隔有较少的数量增加（图 )）。
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浸润性乳腺导管癌正常乳腺组织
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!"!"# $%&'()*+,&!-. 细胞侵袭能力观察 对照

组和 $%&'()*+,&!-. 细胞平均视野侵袭细胞数量

之比为 !#/"0#1#!"!! 个，$%&'()*+,&!-. 细胞穿透

2345%678 胶的能力明显低于对照组，与对照组相比

侵袭能力下降了 90"# :（!;/"/.）（图 #）。

! !"

在西方乳腺癌是最普通的恶性肿瘤之一，在患

有恶性肿瘤的妇女死亡病例中位于第二位。近年来

我国乳腺癌的发病率有上升的趋势。如何预防乳腺

癌发病，特别能尽早有效抑制癌细胞转移，是治疗

乳腺癌的关键问题。

&5472%<（&(')）是一种神经胶质细胞源性神经

营养因子（=,)>）家族配体，目前的研究表明，&(')

是一个癌基因，在不同的肿瘤组织中表达水平有所

不同，该基因在肿瘤组织中的异常激活可能与肿瘤

的发生、发展、侵袭和转移相关?-@。研究表明：&(')

与非神经源性恶性肿瘤发生关系密切?A@。近年来研

究发现 &(') 在消化系统和呼吸系统恶性肿瘤中

的表达能够促进癌细胞的侵袭能力，进一步的研究

证实 &(') 是神经旁分泌的重要调控因子?#@。在生

殖系统恶性肿瘤的研究中国外学者研究证实 &(')

在多个乳腺癌细胞系中表达，过表达该基因的乳腺

癌细胞的克隆形成能力、侵袭能力均明显增加；高

表达 &(') 的患者总生存率明显低于阴性患者，且

与肿瘤的复发、远端转移相关?0@。在子宫内膜癌中的

表达明显高于正常的子宫内膜组织，进一步的研究

表明，子宫内膜癌细胞高表达 &(') 增加细胞的侵

袭能力可能与 &B'. 表达水平的增高相关?9@。

本研究对乳腺浸润性导管癌组织切片进行免

疫组化分析发现，&5472%< 在有无淋巴结转移的乳

腺癌组织中表达差别明显，有淋巴结转移的乳腺癌

组织处 &5472%< 染色深棕黄色，预示表达水平偏高。

说明 &5472%< 的表达水平的高低与淋巴结转移与否

关系密切。这些充分印证 &5472%< 参与肿瘤的发生

和转移。

在乳腺癌细胞系 +,&!-. 中，下调 &5472%< 的

乳腺癌细胞的迁移和定向运动能力与对照组相比

明显降低，乳腺癌细胞的趋化和粘附能力也显著下

降。$%&'()*+,&!-.细胞穿透 2345%678胶的能力明

显低于对照组，与对照组相比侵袭能力下降了 90"# :

（!;/"/.）。表明 &5472%< 对乳腺癌的侵袭和转移作

用是不可或缺的。

乳腺癌发病机制主要涉及肿瘤细胞的粘附、迁

移、细胞外基质降解、新生血管形成及癌基因和肿

瘤抑制基因的异常表达等方面。癌细胞基因调控存

在于染色体水平、转录水平、翻译水平中一个或多

个层次，其中以转录水平的调控最为重要。&'() 在

乳腺癌侵袭转移中的作用，国内尚少见报道。本研

究试图从 &'() 角度探索其与乳腺癌侵袭转移的

关系，为遏制乳腺癌发生提供一些有价值的信息。
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