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'(')! 影响三阴性乳腺癌细胞增殖迁移及侵袭的初步
研究
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一。在我国，

乳腺癌的发病率和死亡率分别高居女性恶性肿瘤

的首位和第 >位\&]。雌激素受体（12348C15 41N1R384，̂'）、

孕激素受体（R48C12314851 41N1R384，U'）、人表皮生长

因子受体 !（OJS:5 1RDV14S:7 C48;3O T:N384$41N1R384

!，G^'$!）均为阴性的三阴性乳腺癌是乳腺癌的一

种特殊亚型，约 &>_`!"_乳腺癌患者属于此类型\!]。

三阴性乳腺癌较其他类型的乳腺癌发病年龄更早，

更易复发和发生远处转移，预后最差\%]。富含精氨

酸+丝氨酸卷曲螺旋 !（:4CD5D51+214D51$4DNO N8D71V$

N8D7 !，'(')!），又称为食道癌抑制生长蛋白，是近年

来新发现的一种肿瘤抑制基因。它位于 &!a!#，基因表

达产物由 #%# 个氨基酸组成\#]。'(')! 在多种正常

器官中广泛表达，而在肺中的表达水平明显高于

胃、小肠、肾脏、肝脏等。研究表明，'(')! 可影响细

胞生长和增殖，但是它在肿瘤进展中如何发挥作用

鲜有研究\>]。本研究旨在通过调控 '(')! 在三阴性

乳腺癌细胞系中的表达，探究 '(')! 对三阴性乳腺

癌生物学行为的影响。

C fgh)*

&=& "#

&=&=& 细胞株 人乳腺癌细胞系 ,-.$,/$!%&、人

肾上皮细胞系 !?%9 均购自（美国）.9)) 公司。

&=&=! 实验试剂 -,^,、HR3D$,^, 培养基购自

（美国）K1J48561 公司，胎牛血清购自（美国）LD6N8
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公司，质粒和慢病毒包装试剂盒均购自（美国）

!"#"$%&%"'( 公司：)*)+, 过表达质粒（-./0123,/

45,67），)*)+, 过表达对照质粒（-.89-:/45,;7），

)*)+, 降表达质粒（0*0;7<=>;8=78?5)@2:A）B

)*)+, 降表达对照质粒（+*C+D);;7/?5)@2:A），

慢病毒包装试剂盒（CAE/?5D)/>;）。DF(#GH"II 小室

购自（美国）JK?+LM 公司，N(OF'P"I 胶购自（美国）

Q#5'OF%P"# 公司。)*)+, 抗体（)=2132）购自（美国）

MLR@* 公司，:KASC 抗体（*T,U<<1）购自（美国）

*(#O( +FVW 公司，二抗购自（北京）中杉金桥公司。

7X, !"

7X,X7 细胞培养 人乳腺癌细胞系 NSK8NY8,=7、

,3=D 细胞培养于添加有 7;Z胎牛血清（JY*）、7Z双

抗（7;; @[\? 青霉素，7;; @]\? 链霉素）的 SN-N

培养基中，=<!、UZ+^

,

培养箱中培养。

7X,X, 细胞转染 培养 ,3=D 细胞，转染前 , _ 换成

含 7;Z热灭活血清的 SN-N 培养基，转染时按照

慢病毒包装试剂盒说明书添加相关转染试剂及

)*)+, 过表达、降表达和空载体对照质粒，7,`7> a

后换成含 UZ热灭活血清和 7Z双抗的培养基，继续

培养 >1 a 后过滤细胞碎片，收集上清液。在 2 孔板

中用含 U2!热灭活血清的培养基培养 NSK8NY8

,=7 细胞 ,> a，每孔中添加 , \? 病毒液和 7, !?

A%IbcF"#"，7,`7> a 后替换成不含 A%IbcF"#" 的培养

基培养，>1a 后镜下观察转染效率，嘌呤霉素进行药

筛，并建立稳定转染的 NSK8NY8,=7 细胞系。

7X,X= d"GO"F# cI%O 将培养皿中的细胞裂解后提

取其蛋白并测其蛋白浓度，将等量的各蛋白上样于

7;Z聚丙烯酰胺凝胶中电泳，于 AeSJ膜湿转 3; \'#，

&C 值为 <X; 的 UZ 脱脂牛奶中封闭 7 a，加入适量的

一抗，于摇床孵育 7 a 后，>!孵育过夜。次日于摇床

7 a 恢复室温，fYgf 洗涤缓冲液洗膜 = 次，添加对应

的二抗，=<!摇床孵育 , a，再次用 fYgf洗涤膜 =次，

加入发光液后避光显影，拍照保存。采用 Q\(P" h 进

行蛋白条带灰度值分析。

7X,X> fF(#GH"II 迁移侵袭实验 迁移实验不铺N("

OF'P"I胶，侵袭实验需提前在小室上层铺一层N(OF'P"I

胶。消化细胞，制备无血清的细胞悬液，调整细胞数至

,#7;

U个[\?，取 ,;; !?无血清细胞悬液添加至上室，

U;;!?完全培养基添加至下室，迁移实验培养 7, a后，

侵袭实验培养 =2 a，之后预冷甲醇固定 ,; \'#，结晶

紫染色 7 a，清水冲洗后，用棉签擦拭未穿过的细胞，

镜下观察，随机选 U个视野拍照计数并分析。

7X,XU 划痕实验 适量的细胞接种至 2 孔板，当细

胞融合度达 3UZ，用 7;; !? 枪头划一直线，AYg 冲

洗划掉的细胞，添加含 7ZJYg 和 7Z双抗的低浓度

血清的培养基，拍照后继续在 =<!、UZ +L

,

培养箱

中培养。在 ;、7,、,> a 观察愈合情况，并拍照保存。

用 Q\(P" h 软件测各组的划痕面积。

7X,X2 平板克隆形成实验 消化实验所用细胞，制

备细胞悬液，调整细胞数至 7;

> 个[ \?，吸取 =; !?

细胞悬液和 , \? SN-N 培养基到 2 孔板中，培养

箱中培养 7; _。AYg 冲洗 = 遍，冷甲醇固定 ,U \'#，

结晶紫染色 ,U \'#，自来水冲洗后晾干，观察并拍照。

7X= #$%&' 采用 :F(&aA(_ AF'G\ 1X; 软件进

行统计学分析。符合正态分布的计量资料采用!"#

表示，两组间均数比较分析采用 ! 检验，"i;X;U 为差

异具有统计学意义。

! !"

,X7 j"GO"F# kI%O "()*+,- j"GO"F# kI%O

法检测 NSK8NY8,=7 细胞过表达 lgl+, 及降表

达 lgl+, 后，lgl+, 在 NSK8NY8,=7 细胞中的

蛋白表达量的变化。结果显示：过表达 lgl+, 的

NSK8NY8,=7 细胞中 lgl+, 的蛋白表达量明显高

于对照组，降表达 lgl+, 的 NSK8NY8,=7 细胞

中的 lgl+, 的蛋白表达量较对照组明显降低（均

"i;X;U），见图 7。

,X, lgl+, ./0123456789:;

< fF(#GH"II 迁移侵袭实验结果显示：迁移实验

中，NSK8NY8,=7 细胞过表达 lgl+, 后，与对照组

相比，其细胞迁移数目减少，降表达 lgl+, 后，与

对照组相比，其细胞迁移数目明显增强（均 "i;X;U），

见图 ,。侵袭实验中，NSK8NY8,=7 细胞过表达

lgl+, 后，其穿过的细胞数较对照组减少，降表

注：与对照组相比 m"i;X;U

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

/01 " .23(1$% 0( &2$ $45'$%%0+( +6 ,-,.! 5'+&$0(

lgl+,

:KASC

对照组 过表达组
K

对照组 过表达组

lgl+,

:KASC

,X;

7XU

7X;

;XU

;X;

相
对

表
达

量

对照组 降表达组

+

Y

7XU

7X;

;XU

;X;

对照组 降表达组

相
对

表
达

量

S
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达!"!#$ 后，其穿过的细胞数较对照组增加（均

!%&'&&(），见图 )。

划痕实验中，分别于 &、($、$* + 进行观察拍照，

结果显示，过表达 !"!#$ 后的 ,-./,0/$)( 细胞

较对照组愈合能力减弱，而降表达 !"!#$ 后，其结

果相反（均 !%&'&(），见图 *。

$') !"!#$ !"#$%&'()* 平板克隆

形成实验中，在培养箱培养 (& 1 后，终止培养，固

定、染色、拍照，结果显示 !"!#$ 过表达、降表达和

对照组的细胞都能形成克隆，但是 !"!#$ 降表达

组形成的克隆数目明显多于对照组，而 !"!#$ 过

表达组的结果正好与之相反，差异具有统计学意义

（均 !%&'&2），见图 2。

注：与对照组相比，3!%&'&2433!%&'&(

! ! "#"$%"#$%&'()*&'()&*)%+,+,-./01

-./ 0 122345 62 "#"78 69 5:3 ;<6=.23<>5.69 62 &'()&?)8@, 43==A

注：与对照组相比，33!%&'&(，333!%&'&&(
! B "#"78 2#$%&'()3 &'C)&*)8@, 456./0

17BD!8

-./ B 122345 62 "#"78 69 5:3 :3>=.9/ >E.=.5F 62 &'C)&*)8@, 43==A

7BG!8

对照组 过表达组

对照组 降表达组

.

(2&

(&&

2&

&

过表达组 降表达组

细
胞

数
量
5
个

0 对照

注：与对照组相比，3!%&'&2673!%&'&(
! 8 "#"78"9$%:';)3&'H)&*)8@, <=6./01

7,GG!8

-./ 8 122345 62 "#"78 69 5:3I./<>5.69 62&'H)&*)8@, 43==A7,GG!8

(2&

(&&

2&

&

过表达组 降表达组

细
胞

数
量
5
个

对照 !"!#$

注：与对照组相比，333!%&'&&(

! @ "#"7829$%:';)3&'H)&*)8@,>?-./01

7,GG!8

-./ @ 122345 62 "#"78 69 5:3 .9J>A.69 62&'H)&*)8+, 43==A7,GG!8

对照组 过表达组

对照组 降表达组

& +

($ +

$* +

对照组 过表达组

& +

($ +

$* +

('&

&'8

&'9

&'*

&'$

&'&

($ $*

对照组 降表达组

对照组 过表达组 对照组 降表达组

('&

&'8

&'9

&'*

&'$

&'&

愈
合

率

. 0

#

-

愈
合

率
($ $*

时间5+ 时间5+

对照组 过表达组

对照组 降表达组

.

$&&

(2&

(&&

2&

&

细
胞

克
隆

数
5
个

0

对照

!"!#$

!"!#$

过表达组 降表达组
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乳腺癌具有异质性，其少见亚型三阴性乳腺癌

具有独特的病理、遗传和临床特征#$%。由于缺乏内分

泌治疗及抗 &'(" 治疗的有效靶点，至今仍未有针

对性的标准的治疗方案，在临床上，化疗仍是治疗

三阴性乳腺癌的主要手段#)%。由于三阴性乳腺癌的

高度异质性，使癌细胞对紫杉醇等化疗药物易产生

耐药，部分三阴性乳腺癌患者预后不良，因此迫切

需要寻找新的分子靶点，为三阴性乳腺癌治疗提供

可能的新思路#*+,%。

(-(." 属于富含精氨酸/丝氨酸家族中的成员，

在多种肿瘤中呈低表达。研究显示，(-(." 过表达

后可以显著抑制食管癌细胞系 0'* 的增殖能力#1%。

在结肠癌中的研究发现，细胞因子信号转导抑制因

子 !（-2.-!）降表达细胞的增殖、迁移、侵袭等恶性

生物学行为增强，同时伴有 (-(." 表达水平的降

低#34%。-2.-! 属于细胞因子信号转导家族，它能抑制

56789 激酶（5:;）活性和其下游信号转导及转录激

活因子（-0:0）蛋白的磷酸化，阻止5:;/-0:0 信号

通路的激活，进而抑制肿瘤细胞生长、增殖、侵袭和迁

移#33<3!%。因此，(-(."可能是 -2.-!下游效应因子。本

研究通过平板克隆形成实验发现，过表达、降表达

及对照组的细胞均能形成克隆，但是形成克隆的

数量存在差异：过表达组明显少于对照组，而降表

达组多于对照组。因此，本研究结果表明 (-(."

在三阴性乳腺癌细胞中发挥了肿瘤抑制基因的作

用，其表达能够抑制肿瘤细胞的增殖。

另有研究发现，(-(."是调控 .=>4的调节蛋白，

人类 ? 细胞系 ?@" 中 (-(." 降表达后，.=>4 的蛋

白表达量相应的增加#3>%。.=>4 是!型跨膜糖蛋白，

在肿瘤侵袭、转移及血管生成中发挥重要作用#31<3)%。

此外，文献报道，(-(." 在胰腺导管癌中的表达水

平明显低于正常胰腺组织，且与胰腺导管癌的临床

分期呈负相关#3*%。(-(."表达量与食管癌浸润深度、

淋巴结转移、血管浸润呈显著负相关，低表达 (-(."

的患者预后差#1%。本课题组的前期研究通过免疫组

化检测了 (-(." 在三阴性乳腺癌中的表达情况，

发现癌组织中 (-(." 的表达量明显低于癌旁组

织。(-(." 蛋白水平的高低与生存率呈正相关，

(-(." 表达阳性患者生存时间长#3,%。本研究通过迁

移、侵袭实验及划痕实验发现降表达 (-(." 后，三

阴性乳腺癌细胞的侵袭、迁移能力增强，这些体外

实验结果说明了 (-(." 能够抑制三阴性乳腺癌细

胞的迁移及侵袭等恶性生物学行为，从而在三阴性

乳腺癌的进展中发挥重要作用。

=A: 甲基化是一种重要的表观遗传调控机制。

大量研究已经证实，异常的 =A: 甲基化通过沉默

抑癌基因的表达而增强肿瘤细胞的恶性行为，因此

它与肿瘤的发生、发展密切相关#"4%。;8BCD6B6 等#1%提

出 (-(." 潜在下调机制是 (-(." 的高甲基化。

&CB767ECF<G6BH69 等#"3%通过 ;'II 通路分析发现在

乳腺癌细胞中参与 5:;/-0:0 信号通路的基因表达

降低与显著的高甲基化有关。=J7H 等#34%研究表明，

-2.-!调节 (-(." 的表达，且两者表达水平呈正相

关，而-2.-! 通过抑制 5:;/-0:0 信号通路而在肿

瘤进展中发挥抑制作用。由此，笔者猜测 (-(."

的高甲基化引起其表达下调，下调的 (-(." 通过

激活 5:;/-0:0 信号通路，从而在三阴性乳腺癌发

生、发展中起作用。

综上所述，(-(." 在三阴性乳腺癌组织中呈现

低表达，降低 (-(." 表达后，三阴性乳腺癌细胞的

恶性生物学行为随之增强，表明 (-(." 在三阴性

乳腺癌的进展中可能起肿瘤抑制基因的作用，其抑

制作用的发挥可能是通过抑制 5:;/-0:0 信号通路

的激活来实现的。接下来，笔者将进行大量的体内

外实验验证 (-(." 通过抑制 5:;/-0:0 信号通路

激活而发挥抑制作用这一猜想的正确性，旨在为三

阴性乳腺癌治疗提供一些新依据。
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