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乳腺癌是全世界女性中最为频发的癌症b'c。从

&' 世纪开始，乳腺癌被归类为女性最常见的侵袭性

恶性肿瘤b&c，并且是导致女性癌症死亡的主要原因b,c。

人类前梯度蛋白（)*+）家族，由 , 个成员组成，即

.LH0B'&（)*+'）、)*+& 和 )*+,；其中，前梯度蛋

白 ,（=9758J<8 O8=VJ597 R8<75J9 ,，)*+,）又称乳腺癌

膜蛋白 ''（1B/A ''），该蛋白在许多肿瘤中均有过

表达，其被认为是一种雄激素调节基因，在人前列

腺癌中表达明显升高b2$(c。且 )*+, 在乳腺癌中的表

达与雌激素受体 d+! 以及肿瘤分级呈正相关，与低

级别和中等级别乳腺肿瘤的不利预后也相关，表明

)*+, 是一种独立的预后影响因素b-c；此外，肝内胆

管癌中也有 )*+, 蛋白表达b3c，并被认为是肝内胆

管癌的诊断指标bCc，而肝细胞癌中则未检测到 )*+,

表达b3c。然而，)*+, 在肿瘤发生中的具体作用尚不

清楚。本研究通过慢病毒感染筛选出稳定过表达

)*+, 的 /0)$/1$&,' 细胞株以及稳定降表达

)*+, 的 .230 细胞株，进而探究 )*+, 蛋白对肿

瘤增殖、迁移、侵袭能力以及耐药性的影响。
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引物名称

!"#$%#& '#()*#+,

-*.*#/* '#()*#+,

!"#$%#& '#()*#+0

-*.*#/* '#()*#+0

引物序列

1!+2323245324244344352352453434543245+6!

1!+5454223544553324253354522334354253522253435532454523452335332545533524555+6!

1!+23544244554345543332332543454232523455455523325233224555552+6!

1!+33554333332445543455433323325434542325234554555233252332242+6!

! ! "#$%&'()*+

"#$ ! %&'()& *)+,)-.) '-/0&(#1'0- 0/ 23#*('4 .0-*1&,.1'0-

!"#$%#& '#()*#+, 和 -*.*#/* '#()*#+, 分别表示构建 '478+'+6"9:%;+32-6+83 的上下游引物；!"#$%#& '#()*#+0 和 -*.*#/* '#()*#+0 分别表示

构建 '<=>+?/2#**@+/A32-6 的上下游引物

! ,-./0

,B, !"#$%&'( 人乳腺癌细胞系C73+CD+

06,、5EF7购自美国 3544（3)*#(G%@5H'*4I:JI#* 4":#

:*GJ("@），胎牛血清（8HG:"@* 公司），细胞培养基

（2KD4L 公司），磺酰罗丹明 D（M-D）（M(;)% 公司），

发光细胞活性检测试剂盒（N#")*;% 公司），5#%@#

/$*:: 小室（4"#@(@; 公司），四甲基偶氮唑盐（C55）

（M(;)% 公司），聚凝胺（'":HO#*@*）（M(;)% 公司），嘌

呤霉素（'I#")HG(@）（2KD4L 公司），遗传霉素（2*#

@*J(G(@）（5A*#)"9(/A*# 公司），N4- 引物购自华大基

因公司，胶回收试剂盒（5%P%-% 公司），限制性内切

酶 QA*,、D%)8, 购自 QRD 公司，质粒小提试剂盒

（天根生物科技（北京）有限公司），9:%; 抗体（碧云天

生物技术有限公司），32-6 抗体（%OG%) 公司）。

,B0 )*

,B0B, 细胞培养 C73SCD+06, 细胞系用含 ,TU

胎牛血清的 7CRC 培养，5EF7 细胞系用含 ,1U胎

牛血清的 ,VET 培养，置于含 1U 4L

0

的 6F $恒温

培养箱中。

,B0B0 重组质粒的构建 过表达 32-6 质粒以乳

腺癌细胞系 5EF7 的 G7Q3 为模板，利用 N4- 法扩

增出含有 6"9:%; 标签的 32-6 编码序列（引物见表

,），用限制性内切酶 QA*,、D%)8, 对扩增序列以及

质粒空载体 '478S4C=SC4MSR!,SNI#"（'478）进

行双酶切，并回收纯化，纯化后的产物进行连接并

转化到 781! 感受态宿主菌，接种于固体 <D 培养

板，选取单克隆菌落接种于 <D 液体培养基进行扩

增，提取质粒验证，从而获得重组过表达质粒

'478S'S6"9:%;S32-6S83；降表达 32-6 质粒将

引物退火（引物见表 ,），用限制性内切酶 RG"-,、

D%)8, 对质粒空载体 '<=>S?/2#**@SQ*" 进行双

酶切，与退火引物直接连接，转化 781! 感受态宿

主菌，最终提取质粒并验证，获得 '<=>S?/2#**@S

/A32-6 质粒。

,B0B6 慢病毒载体的包装 在 ,T G) &(/A 中提前铺

好 0W65 细胞，待细胞贴壁并长至 XTU%WTU时，将

目的质粒、包装质粒 ,、包装质粒 0 共转染入 0W65

细胞，V%X A 换液，EX A 收集培养上清于离心管中，

6 TTT #Y)(@ 离心 1 )(@，取上清置于SXT $保存。

,B0BE 细胞的感染 在 6B1 G) &(/A 中铺入约 6TU%

ETU的乳腺癌细胞，次日待细胞贴壁后，弃去培养

液，重新加入 , )< 新鲜培养液和 , )< 制备好的病

毒液，以及 0 "< '":HO#*@*（,T );Y)<），1 A 后更换培

养液。待慢病毒感染 EX A 后，过表达细胞系加入

'I#")HG(@（0 ";Y)<）进行药筛，降表达细胞系加入

2*@*J(G(@（0 );Y)<）进行药筛，药筛 , 周后即可用于

后续实验。

,B0B1 Z*/J*#@ O:"J 检测 弃去细胞培养液，加入

NDM 冲洗 6 次，弃干 NDM，加入裂解液于冰上裂解细

胞蛋白，测定蛋白浓度并定量，对蛋白进行 M7MS

N32R 变性电泳，并转至硝酸纤维素膜上，用 1U的

脱脂奶粉封闭 , A，一抗 E $孵育过夜，用 5DM5 洗

膜 6 次，每次 ,T )(@，荧光二抗室温孵育 1T )(@，

5DM5 洗膜 E 次，每次 ,T )(@。用双色红外激光成像

系统进行曝光。

,B0BV 35N 法检测细胞增殖 将细胞接种于 0E 孔

板，使其第 0 天汇合度小于 ,TU，从第 0 天开始检

测，将 0E 孔板弃去培养液，每孔加入 ,1T "< 用 NDM

,[, 稀释的发光细胞活性检测试剂，把 0E 孔板放于

摇床上 ,F1 #Y)(@ 摇晃 1 )(@ 后，将孔内液体转入

,B1 )< 离心管，直接放入发光检测仪内进行检测，

连续测 1 &。

,B0BF M-D 法检测细胞增殖 将细胞接种于 0E 孔

板，使其第 0 天汇合度小于 ,TU，从第 0 天开始检

测，向 0E 孔板中加入 1TT "< E $预冷的 ,TU的

543 溶液，室温放置 1 )(@，再放入 E $冰箱固定

, A，用 77Z 冲洗 1 次，晾干后，加入 TBEU的 M-D

染液染色 6T )(@，用 ,U的乙酸冲洗 1 次，晾干，加

入 ,T )":Y< 的 5#(/ 溶液溶解，测定波长为 1VE @)

时的吸光度值，连续测 1 &。

,B0BX 细胞迁移实验 向 5#%@/$*:: 小室上室加入

0TT "< 无血清的 7CRC 重悬的 6",T

E 个细胞，下室

加入 VTT "< 含 1U胎牛血清的 7CRC 培养液，放置

于含 1U 4L

0

的 6F $恒温培养箱中培养 ,V A 后，取

张金曼，等B32-6 在乳腺癌细胞中的功能研究!
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出，用棉签擦拭掉内室细胞，将 !"#$%&'(( 小室用 )*

的 +,- 溶液固定 ./ 01$，再用吉姆萨染液染色

)2 01$，用 334 清洗 . 次，封片，显微拍照并计数。

56768 细胞侵袭实验 向 !"9$%&'(( 小室内铺入用

无血清的 3:;: 培养液 7 !5 稀释的 ;<: 基质胶

.2 !=，置于 .> "凝胶 5 ? 以上取出，向上室加入

7@@ != 含 @62*胎牛血清的 3:;: 培养液重悬的

5#5@

2 个细胞，下室加入 A@@ != 含 5@*胎牛血清的

3:;: 培养液，放置于含 2* <B

7

的 .>"恒温培养

箱中培养 7) ?后取出，固定、染色，并显微拍照计数。

56765@ :CC 法检测细胞对 2D,E、+-< 耐药的影

响 将细胞以 762#5@

) 个F孔的数量接种于 7) 孔板，

待细胞贴壁后，弃去培养液，分别加入 2@@ != 终浓

度为 5、5@、5@7、5@.、562#5@)

!GF0= 的 2D,E 培养液，

或者 2@@ != 终浓度为 52、5@7、5@.、5@)、2#5@)

$GF0=

的 +-< 培养液培养 )H ? 后，加入 :CC（噻唑蓝）溶

液（2 0GF0=），孵箱内继续孵育 ) ?，弃去孔内液体，

每孔加入 2@@ != 3:IB，避光震荡 5@ 01$，再从孔

内吸出 52@ != 液体加入 8A 孔板，吸 . 次，即做 .

个复孔，用酶联免疫检测仪测定 2>@ $0 波长处吸

光度值。

56. !"#$% 采用统计软件 I+II586@ 进行数

据分析，两组之间比较采用 ! 检验，"$@6@2 为差异有

统计学意义。

! !"

765 &'()*+,-./01 J<3KDJD.#

L(9GD-MN.DK- 重组质粒（.#L(9GD-MN.DK-），经

O?'5、P#0K5 进行双酶切后，可获得长度为 2). QJ

和 > ).2 QJ 的片段产物，进行琼脂糖凝胶电泳检测，

结果显示条带位置与预期一致（图 5-），表明目的片

段已经成功插入载体 J<3K中，质粒构建成功；J=RSD

T%M"''$D%?-MN. 重组质粒（U%M"''$D%?-MN.），经

S?V5进行双酶切后，可获得长度为 5 .)AQJ和> >A2QJ

的片段产物，进行琼脂糖凝胶电泳检测，结果显示

条带位置也与预期一致（图 5P），质粒构建成功。

767 4'%W'"$ Q(VW 234567*89 人乳腺癌

细胞系 :3-D:PD7.5 用慢病毒感染后，获得稳定

过表达目的蛋白的细胞株：<V$W"V(、.#L(9GD-MN.D

K-F:3-D:PD7.5，4'%W'"$ Q(VW 检测细胞系中目的

蛋白的表达情况，结果显示 L(9G 与 -MN. 融合蛋白

在 :3-D:PD7.5 细胞中稳定表达（图 7）。人乳腺癌

细胞系 C)>3 用慢病毒感染后，获得稳定降表达目

的蛋白的细胞株：<V$W"V(、%?-MN.FC)>3，4'%W'"$

Q(VW 结果显示 -MN. 蛋白在 C)>3 细胞中稳定降表

达（图 .）。

76. -MN. :89;<=>?@ABCD -C+ 实

验和 INP 实验检测了不同细胞系的增殖能力，-C+

实验结果表明，-MN. 稳定过表达的细胞系增殖速

度较对照组细胞系快（图 )），相反，-MN. 稳定降表

达的细胞系增殖速度显著降低（图 2），差异有统计学

意义（"X@6@2），INP 实验结果与 -C+ 实验结果一致，

表明 -MN. 稳定过表达的细胞系增殖能力显著高于

对照组细胞系（图 A），差异有统计学意义（"X@6@5）。
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!"# $%&'!"#$%&'()*+,-./0 ()*+!

,-.// 小室实验对细胞系的迁移和侵袭能力进行了

检测，结果显示，$%&' 稳定过表达组与对照组细胞

相比迁移的细胞数目明显增多（图 0），差异有统计

学意义（!12"334），表明 $%&' 对细胞的迁移能力具

有促进作用；与迁移能力变化相一致的是，$%&' 过

表达组细胞的侵袭的细胞数目也增加（图 5），差异

有统计学意义（!13"36），表明 $%&' 对细胞的侵袭

能力同样具有促进作用。

!76 $%&' !"1.%&$ 689:);$< 2345

6./0 采用 =(( 法检测用不同浓度的 689:

或 ;$<处理细胞 #5 > 后，细胞的生存情况。=(( 结

果显示：当 689:浓度为 43、43!

!?@AB时，$%&'高表

达的细胞系的存活率显著低于对照组细胞（!13"36，图

C），当 689: 浓度为 43

'

!?@AB 时，存活率相差最为

显著（!13"34，图 C），同时 D<63 值也显著低于对照

组细胞（!13"36，图 C），说明 $%&' 过表达后，细胞

对 689: 敏感性增高；当 ;$< 浓度为 43

!、43'

+?@AB

时，相较于对照组细胞，$%&' 高表达组细胞的存活

率显著增高（!13"36，图 43），同时 D<63 值也显著高

于对照组细胞（!13"36，图 43），说明 $%&' 过表达

组细胞对 ;$< 不敏感。
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张金曼，等"$%&' 在乳腺癌细胞中的功能研究!
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! !"

乳腺癌是女性最常见的肿瘤，发生于乳腺腺体

和导管。在发达国家中，乳腺癌是导致女性癌症死

亡的主要原因之一，且发病率位于女性恶性肿瘤首

位，近些年来，乳腺癌在我国女性中的发病率也在

逐渐升高，每年大约有 !" 万左右的女性因乳腺癌

的复发转移而死亡，因此，乳腺癌的复发转移是临

床的重点问题之一。

#$%家族都属于蛋白质二硫异构酶蛋白家族&'(。

有证据表明，蛋白质二硫异构酶家族中的蛋白

#$%) 在乳腺癌的发生发展中具有潜在的作用，并

有报道称，与正常乳腺组织相比，#$%* 在乳腺癌中

被上调。然而，#$%* 是否能够作为预后影响因子、

生物标记物以及在乳腺癌中过表达的临床影响尚

不十分清楚。

除乳腺肿瘤组织之外，#$%* 在多种肿瘤组织

中均有表达，作用也并不一致，一方面，#$%* 在浆

液性卵巢癌中可以作为预后良好的标志，而另一方

面，在人肺腺癌细胞系 +,-'' 的异种移植小鼠模型

中，又表现出显著的致癌潜能&./(。但在人类乳腺癌

中，到目前为止还没有关于 #$%* 具有生物标志物

潜力的研究。不过，#$%* 同源蛋白 #$%- 作为一种

原癌基因已经被科学界广泛认可，在各种恶性肿瘤

中促进肿瘤的侵袭性表型和不良预后&..0,1(。有研究

表明 #$%2 和 #$%) 可能控制着肿瘤生物学的类

似方面，包括细胞周期控制、分化、迁移、侵袭和转

移&,)(。最近有研究表明前梯度蛋白家族中 #$%2 蛋

白可以通过自分泌和旁分泌效应在控制肿瘤侵袭

性中起到潜在的作用&,10,!(，推测 #$%) 可能也是通

过相似机制起到致癌的作用。

本研究，首次探究了 #$%) 蛋白作为一种致癌

基因在乳腺癌细胞系中所发挥的功能，通过慢病毒

感染的方法在乳腺癌细胞系中过表达或者降表达

目的蛋白 #$%)，证明了 #$%) 蛋白对乳腺癌细胞

系增殖、迁移和侵袭能力的促进作用；在耐药性方

面，结果显示 !034 对 #$%) 高表达的乳腺癌细胞

系生长的抑制能力增强，而 5#6 对其生长抑制能力

减弱，表明在乳腺癌中，#$%* 与 !034 和 5#6 的敏

感性相关。

综上，#$%* 蛋白在乳腺癌细胞系中的作用，提

示着 #$%* 在乳腺癌中可能具有作为生物标志物以

及肿瘤治疗重要靶点的潜能。因此，对 #$%* 在乳腺

癌中具体的分子作用机制有待更加深入的探讨。
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