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摘要 目的：探讨 GATA3与 FOXA1在 luminal亚型乳腺癌细胞中的相互作用。方法：基于 cBioportal For Cancer Genomics公共
数据库中乳腺癌临床病例数据集，分析 luminal A、luminal B和 basal-like亚型乳腺癌组织中 GATA3与 FOXA1mRNA表达水平
的相关性；利用蛋白-蛋白相互作用数据库 STRING和分析工具 Cytoscape预测 GATA3与 FOXA1的相互作用。以 luminal亚型
的 MCF-7和 T-47D乳腺癌细胞以及 basal-like亚型的 MDA-MB-231和 SUM-149PT乳腺癌细胞为研究对象，采用 RT-qPCR
和 Western印迹检测 GATA3和 FOXA1的 mRNA和蛋白表达水平；细胞免疫荧光检测 GATA3和 FOXA1的细胞定位；蛋白质
免疫共沉淀验证 GATA3与 FOXA1之间的相互作用。结果：临床病例数据分析显示 GATA3与 FOXA1在 luminal A、luminal B
和basal-like亚型乳腺癌组织中 mRNA的表达均呈正相关（r=0.404 7、0.476 1、0.587 6，均 P<0.000 1）。蛋白质相互作用预测
显示GATA3与 FOXA1存在潜在的相互作用关系。Luminal乳腺癌细胞中 GATA3和 FOXA1的 mRNA（t=80.95、79.73、33.84、
33.60，均 P<0.000 1；t=15.24、5.21、14.95、14.93，均 P<0.001）和蛋白（t=29.63、28.48、36.60、35.60，均 P<0.000 1；t=34.06、35.30、
75.01、74.32，均 P<0.000 1）表达水平显著高于 basal-like细胞。GATA3与 FOXA1在 MCF-7和 T-47D细胞核中共定位。GATA3
与 FOXA1存在蛋白相互作用。结论：GATA3与 FOXA1可能通过相互作用维持 luminal亚型乳腺癌表型稳态，抑制肿瘤恶性
进展。
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Study on the interaction between GATA3 and FOXA1 in luminal subtype breast cancer cells
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Abstract Objective：To investigate the mutual interaction between GATA3 and FOXA1 in luminal subtype breast cancer cells. Meth原
ods：The correlation between GATA3 and FOXA1mRNA expression levels in luminal A，luminal B，and basal-like subtypes of breast
cancer was analyzed based on the dataset of breast cancer clinical cases in the cBioPortal for Cancer Genomics public database.The in原
teraction of GATA3 and FOXA1 was predicted using the protein-protein interaction database STRING and the analysis tool Cytoscape.
The mRNA and protein expression levels of GATA3 and FOXA1 were detected by RT-qPCR and Western blotting in luminal subtype
breast cancer MCF-7 and T-47D cells，as well as basal-like subtype breast cancer MDA-MB-231 and SUM-149PT cells as the study
subjects.Cellular localization of GATA3 and FOXA1 was detected by immunofluorescence staining.The mutual interaction between GA原
TA3 and FOXA1 validated by protein immunoprecipitation. Results：The analysis of clinical case data showed that the mRNA expres原
sion of GATA3 was positively correlated with that of FOXA1 in luminal A，luminal B and basal-like subtypes of breast cancer tis原
sues（r=0.404 7，0.476 1，0.587 6，all P<0.000 1）. The protein-protein interaction database prediction indicated a potential interaction
between GATA3 and FOXA1. The mRNA（t=80.95，79.73，33.84，33.60，all P<0.000 1；t=15.24，15.21，14.95，14.93，all P<
0.001）and protein（t=29.63，28.48，36.60，35.60，all P<0.000 1；t=34.06，35.30，75.01，74.32，all P<0.000 1）expression levels of
GATA3 and FOXA1 were significantly higher in luminal breast cancer cells than those in basal-like cells. GATA3 and FOXA1 were
co-localizedin the nuclei of MCF-7 and T-47D cells. GATA3 was interacted with FOXA1. Conclusion：GATA3 and FOXA1 may main原
tain the homeostasis of luminal subtypes in breast cancer cells and inhibit tumor aggressive progression through mutual interaction.
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乳腺癌是高度异质性疾病，根据基因表达谱可

分为 luminal A、luminal B、Her2 过表达、basal-like
和 normal-like亚型，各亚型乳腺癌具有不同的组织

399



第 30卷天津医科大学学报

病理学特征、内在生物学特性和预后意义[1-2]。乳腺

癌的进展是复杂的生物学过程，涉及多种信号通路

和转录因子的调节[3]。转录因子的协同作用产生复

杂的基因调控网络，通过调节基因表达维持和转化

乳腺癌亚型以及调控肿瘤的恶性进展和转移 [4]。

GATA结合蛋白 3（GATA binding protein 3，GATA3）
和叉头框 A1（forkhead box A1，FOXA1）在 luminal乳
腺癌细胞中作为先锋转录因子，结合封闭的染色质

并诱导染色质打开，募集其他染色质结合蛋白，最

终导致基因激活以调控乳腺癌的发展进程 [ 5-7]。

GATA3和 FOXA1是定义 luminal乳腺癌的特征基
因，通过与雌激素受体（estrogen receptor，ER）相互作
用发挥重要功能 [8]，但 GATA3 与 FOXA1 是否存在
相互作用尚待研究。本研究拟通过蛋白质相互作用

数据库及蛋白相互作用分析工具，预测和可视化

GATA3与 FOXA1的潜在相互作用，并通过多种实
验方法验证 GATA3 与 FOXA1 在乳腺癌细胞中的
相互作用，以期为乳腺癌治疗策略的制定提供分

子靶点。

1 材料与方法

1.1 材料 luminal 亚型乳腺癌 MCF-7 细胞来源
于美国 ATCC；luminal亚型 T-47D细胞来源于北京
协和细胞资源中心；basal-like 亚型 MDA-MB-231
和 SUM-149PT细胞来源于上海中科院细胞资源中
心；DMEM培养基、1640培养基、胎牛血清和青-链
霉素购自美国 Gibco 公司；Trizol RNA 提取试剂、
BCA蛋白定量试剂盒购自美国 Thermo公司；SYBR
qPCR Master Mix试剂、ECL发光液购自南京诺唯赞
生物科技公司；定量 PCR引物由北京擎科生物科技
公司合成；RIPA 蛋白裂解液购自美国 MCE 公司；
SDS-PAGE 凝胶快速配制试剂盒购自上海雅酶生
物医药科技公司；脱脂奶粉购自美国 BD 公司；
FOXA1（53528S）抗体购自美国 CST公司，GATA3
（sc-268）抗体购自美国 Santa Cruz 公司，GAPDH
（AC033）抗体、HRP 标记的山羊抗兔（AS014）和山
羊抗鼠（AS003）二抗购自武汉 Abclonal 公司；山羊
抗兔荧光二抗 Alexa Fluor 594（A-11012）、山羊抗鼠
荧光二抗 Alexa Fluor 488（A-11001）购自美国 Ther原
mo公司；DAPI核染料购自美国 Sigma公司；电泳
仪、转膜仪购自美国 Bio-Rad公司；酶标仪、细胞培
养箱和低温高速离心机购自美国 Thermo 公司；激
光扫描共聚焦显微镜购自德国 Zeiss公司、普通光
学显微镜购自日本 Nikon公司；Tanon 5200全自动
化学发光图像分析系统购自上海天能生命科学有

限公司；7500 Fast Real-Time PCR仪购自美国 Ap原

plied Biosystems公司。
1.2 研究方法

1.2.1 细胞培养 MCF-7、SUM-149PT和MDA-MB-
231细胞用 DMEM培养基培养，T-47D细胞用 RP原
MI-1640培养基培养。培养基中均添加 10%胎牛血
清、100 U/mL青霉素和 100 滋g/mL链霉素。所有细
胞培养在 5% CO2、37益湿润孵育箱内，采用处于对
数生长期的细胞进行实验，细胞传代均不超过 6代。
1.2.2 GATA3和 FOXA1mRNA表达相关性分析
基于 cBioportalForCancerGenomics公共数据库（https：
//www.cbioportal.org/）中乳腺原发癌组织的临床病
例数据集（METABRIC，Nature 2012 & Nat Commun
2016）[9-10]，分析 luminal A、luminal B和 basal-like亚型
乳腺癌中GATA3与FOXA1mRNA表达水平的相关性。
1.2.3 STRING蛋白数据库与 Cytoscape分析工具预
测相互作用蛋白 基于蛋白互作数据库 STRING：
functional protein associaon networks（https：//cn.
string-db.org/）预测 GATA3和 FOXA1蛋白间相互作
用关系；采用 Cytoscape 3.10.1分析工具，对蛋白相
互作用数据进行分析并可视化；采用 CytoHubba算
法插件预测蛋白互作网络中的核心分子。

1.2.4 反转录-定量 PCR（RT-qPCR） 使用 Trizol法
提取 MCF-7、T-47D、MDA-MB-231和 SUM-149PT
细胞的总 RNA，逆转录 PCR 得到 cDNA 后进行
qPCR。GAPDH 引物序列：（正向 5忆 -GAAGGT原
GAAGGTCGGAGTC-3忆，反向 5忆-GAAGATGGTGA-
TGGGATTTC-3忆）；GATA3引物序列：（正向 5忆-GC原
CCCTCATTAAGCCCAAG-3忆，反向 5忆-TTGTGGTG原
GTCTGACAGTTCG-3忆）；FOXA1 引物序列：（正向
5忆-GCAATACTCGCCTTACGGCT-3忆，反向 5忆-TA-
CACACCTTGGTAGTACGCC -3忆）。反应体系：2 伊
SYBRqPCRMaster Mix 10 滋L，正、反向引物各 0.6 滋L
（10 滋mol/L），cDNA 1 滋L（40 ng/滋L），无核酸水补至
20 滋L。反应条件：95益预变性 2 min；95益变性 30 s、
60益退火 15 s、72益延伸 30 s，40个循环。以 GAPDH
为内参，采用 2-驻Ct法计算 GATA3和 FOXA1mRNA
的相对表达量。

1.2.5 蛋白免疫印迹（Western blotting，WB） 用 RI原
PA裂解液在冰上裂解细胞 30 min，收集至离心管，
12 000 r/min离心 10 min后收取上清液，采用 BCA
法测定蛋白浓度；加 Loading Buffer煮沸变性，随后进
行 SDS-PAGE电泳并转移到 NC膜上；用 5%脱脂
奶粉室温封闭 1 h；孵育 GATA3（1 颐 1 000）、FOXA1
（1 颐 1 000）和 GAPDH（1 颐 2 000）抗体，4益过夜；次日
用 TBST洗膜 3次，每次 5 min；随后选择与一抗相
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图 2 GATA3与 FOXA1蛋白相互作用预测
Fig.2 Prediction of protein-protein interaction between GATA3

and FOXA1

同物种来源的二抗室温孵育 1 h；TBST 洗 3 次，每
次 10 min；加入 ECL工作液，利用化学发光成像仪
显影拍照。

1.2.6 免疫荧光（immunofluorescence，IF） 取处于对

数生长期的 MCF-7和 T-47D细胞接种于腔室载玻
片培养，PBS洗涤 3次，每次 5 min；加入 4%多聚甲
醛室温固定 20 min，PBS洗涤 3次；用 0.5% TritonX-
100通透胞膜 15 min，PBS洗涤 3次；封闭缓冲液封
闭 1 h；加入 GATA3（1 颐 200）和 FOXA1（1 颐400）混合
抗体，4益孵育过夜；次日 PBS洗涤后加入荧光标记
二抗，室温避光孵育 2 h，PBS洗涤 3次；使用 DAPI
复染细胞核，室温孵育 5 min，PBS洗涤 3次；将载玻
片残余水渍吸干后用抗荧光淬灭封片剂封片处理，

利用激光扫描共聚焦显微镜拍摄。

1.2.7 蛋白免疫共沉淀（co-immunoprecipitation，Co-
IP） 将 MCF-7和 T-47D细胞用 PBS洗涤后加入
500 滋L RIPA 裂解液冰上裂解，12 000 r/min 离心
5 min；每组取裂解液 50 滋L上清作为 input组，剩余

450 滋L上清加入 GATA3（1 颐 100）或 FOXA1（1 颐 100）
抗体作为 IP组，4益摇床孵育过夜；次日每个 IP组
加入 20 滋L Protein A/G Magnetic Beads，4益摇床孵
育 2 h；用洗涤 Buffer 洗 5 次，每次 10 min；放置在
Magnetic Stand，静止 3 min，弃去洗涤 buffer；加入
50 滋L 1伊Loading buffer，95益变性洗脱 5 min。WB确
定 GATA3与 FOXA1之间的蛋白相互作用。
1.3 统计学处理 应用 GraphPad Prism 9.0软件进
行数据分析。两组间比较采用 t检验，多组间比较采
用单因素方差分析，相关性分析采用 Pearson相关
分析，P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 乳腺癌组织中 GATA3与 FOXA1的 mRNA表
达水平的相关性分析 结果表明，GATA3与 FOXA1
的 mRNA 表达水平在 luminal A（r=0.404 7，P<
0.000 1）、luminal B（r=0.476 1，P<0.000 1）和 basal-
like（r=0.587 6，r<0.000 1）亚型乳腺癌组织中均呈
显著正相关（图 1）。
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图 1 GATA3与 FOXA1mRNA表达水平的相关性
Fig.1 The correlation between GATA3 and FOXA1mRNA expression level

注：A：lumina A亚型中 GATA3与 FOXA1 mRNA表达水平的相关性；B：luminal B亚型中 GATA3与 FOXA1 mRNA表达水平的相关性；C：
basal-like亚型中 GATA3与 FOXA1 mRNA表达水平的相关性

n=679，r=0.404 7
p<0.000 1

n=461，r=0.476 1
p<0.000 1

n=199，r=0.587 6
p<0.000 1

2.2 GATA3与 FOXA1蛋白相互作用预测分析 结

果显示，GATA3与 FOXA1蛋白之间存在潜在相互
作用关系，两者与 JUN、ESR1、FOS、NCOR1等蛋白
形成相互作用网络（图 2）。
2.3 Luminal和 basal-like亚型乳腺癌细胞中 GA原
TA3与 FOXA1 mRNA表达水平检测 RT-qPCR检
测结果显示，GATA3和 FOXA1的 mRNA在 MCF-7
和 T-47D细胞中高表达，在 MDA-MB-231和 SUM-
149PT 细胞中不表达或低表达。 luminal 细胞中
GATA3 的 mRNA 表达水平显著高于 basal-like 细
胞（t=80.95、79.73、33.84、33.60，均 P<0.000 1）（图
3A）；FOXA1的 mRNA表达水平也显著高于 basal-
like 细胞（t=15.24、15.21、14.95、14.93，均 P<0.001）
（图 3B）。

2.4 luminal 和 basal -like 亚型乳腺癌细胞中
GATA3 与 FOXA1 蛋白表达水平检测 WB 检测
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图 3 luminal和 basal-like亚型乳腺癌细胞中 GATA3和 FOXA1mRNA表达水平
Fig.3 The GATA3 and FOXA1 mRNA expression levels in luminal and basal-like subtypes of breast cancer cells

注：****P<0.000 1，***P<0.001；A：GATA3在 luminal和 basal-like亚型乳腺癌细胞中的 mRNA表达水平；B：FOXA1在 luminal和 basal-
like亚型乳腺癌细胞中的 mRNA表达水平
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图 4 luminal和 basal-like乳腺癌细胞中 GATA3和 FOXA1蛋白表达水平
Fig.4 The GATA3 and FOXA1 protein expression levels in luminal and basal-like subtypes of breast cancer cells

注：****P<0.000 1；A：GATA3和 FOXA1在 luminal和 basal-like 亚型乳腺癌细胞中的蛋白表达水平；B：GATA3 蛋白表达定量分析；C：
FOXA1蛋白表达定量分析
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图 5 GATA3与 FOXA1在 luminal乳腺癌细胞中共定位（630伊）
Fig.5 Co-localization of GATA3 and FOXA1 in luminal breast cancer cells（630伊）

注：A：MCF-7细胞中 GATA3与 FOXA1的共定位；B：T-47D细胞中 GATA3与 FOXA1的共定位

A GATA3 MergeFOXA1 DAP1
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结果显示，GATA3和 FOXA1 蛋白在 MCF-7 和 T-
47D 细胞中高表达，在 MDA-MB-231 和 SUM-
149PT 细胞中不表达或低表达（图 4）。luminal 细
胞中 GATA3蛋白表达水平显著高于 basal-like 细

胞（t=29.63、28.48、36.60、35.60，均 P<0.000 1）（图
4B）；FOXA1蛋白表达水平显著高于 basal-like 细
胞（t=34.06、35.30、75.01、74.32，均 P<0.000 1）（图
4C）。

2.5 GATA3与 FOXA1细胞共定位检测 免疫荧光

结果显示，在 MCF-7和 T-47D细胞中，GATA3和
FOXA1均分布在细胞核内，将荧光信号叠加，可以观
察到GATA3和FOXA1蛋白在细胞核中共定位（图5）。
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图 6 GATA3与 FOXA1蛋白免疫共沉淀分析
Fig.6 Co-IP analysis of GATA3 and FOXA1 protein

注：A：FOXA1 抗体进行 IP，检测 FOXA1 和 GATA3 蛋白；B：
GATA3抗体进行 IP，检测 GATA3和 FOXA1蛋白
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2.6 Co-IP验证 GATA3与 FOXA1的相互作用 在

MCF-7和 T-47D细胞的蛋白上清中，以 FOXA1抗
体进行免疫沉淀富集 FOXA1蛋白，FOXA1和 GA原
TA3 的 WB 结果显示，FOXA1 蛋白富集成功，GA原
TA3 可以在 FOXA1 富集蛋白的样品中被检测到
（图 6A）。同时，以 GATA3抗体进行免疫沉淀富集
GATA3 蛋白，GATA3 和 FOXA1 的 WB 结果显示，
GATA3蛋白富集成功，FOXA1能在 GATA3富集蛋
白的样品中被检测到（图 6B）。

3 讨论

Luminal 和 basal-like 亚型是乳腺癌主要的两
种亚型，本研究发现 GATA3和 FOXA1在乳腺癌中
的表达具有亚型特异性，两者在 luminal亚型乳腺
癌细胞中高表达，在 basal-like亚型乳腺癌细胞中不
表达或低表达，说明 GATA3和 FOXA1在 luminal亚
型乳腺癌发挥其转录调控作用和生物学功能。另外

研究表明调控 luminal 乳腺癌细胞的主要转录因
子包括 GATA3、FOXA1、ELF5、STAT3 和 STAT5A
等[11-13]，而 basal-like乳腺癌与 CK5/6、CK17、EGFR、
c-kit 和 p53 等经典标志物的表达以及 ER、PR 和
HER2的缺失有关[14]。因此，在 GATA3与 FOXA1相
互作用功能探究中采用 luminal乳腺癌细胞进行实
验。GATA3和 FOXA1是 luminal乳腺癌特征基因，
两者均与 ER琢相互作用[15]。GATA3作为转录重编
程因子，通过调控多种靶基因参与肿瘤发生[16]、肿瘤

细胞转分化[17-18]和转移[19]等过程。FOXA1同样作为
转录重编程因子，其诱导的初始染色质重塑触发了

与乳腺癌进展中细胞黏附[20]、细胞周期[21]、分化[22]、代

谢过程[23]和信号通路调节相关基因[24]的转录。Liu等[25]

研究发现 GATA3缺失激活上皮-间充质转化（EMT）
并促进乳腺癌转移。Liu等[26]研究发现 FOXA1的乙
酰葡糖胺修饰通过协调众多转移调节因子的转录

促进乳腺癌转移。Song等[27]研究发现 FOXA1是 EMT
抑制性转录因子。多项研究表明 GATA3和 FOXA1
在肿瘤中的表达水平具有预后预测价值。本研究通

过对乳腺癌临床病例数据集分析发现，在不同亚型

乳腺癌组织中 GATA3 与 FOXA1 的表达均呈显著
正相关，并且通过生物信息学预测 GATA3与 FOX原
A1蛋白存在相互作用关系，推测两者相互作用可能
参与调控乳腺癌的发生、发展。进一步研究发现

GATA3与 FOXA1在 luminal 乳腺癌细胞核中共定
位且存在蛋白相互作用，提示 GATA3与 FOXA1可
能通过相互作用协同调控 luminal亚型乳腺癌的生
物学特性。研究报道，乳腺癌中 ER和 GATA3表达
之间呈正相关关系，并且 ER与 GATA3的合作促进
luminal基因的表达，维持 luminal亚型乳腺癌的表
型稳定，同时促进乳腺上皮细胞中 basal细胞到 lu原
minal细胞的表型转化[28]。本研究已证实 GATA3与
FOXA1之间呈显著正相关，并且证实两者存在蛋白
相互作用。因此，推测 GATA3与 FOXA1的相互作
用可能会维持 luminal乳腺癌亚型，这可能会为乳
腺癌的治疗提供新的靶点。总之，本研究通过生物

信息学分析以及实验验证，揭示了 GATA3与 FOX原
A1蛋白在 luminal乳腺癌细胞中的相互作用。并且
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研究结果表明 GATA3与 FOXA1在 luminal乳腺癌
中协同高表达，可能通过相互作用维持乳腺癌 lumi原
nal表型的稳定以及抑制乳腺癌恶性进展，但二者
相互作用在乳腺癌中的生物学功能和调控机制有

待进一步研究。
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