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乳腺癌是全球范围内常见的实体恶性肿瘤!而

且乳腺癌发病率和死亡率有逐年上升的趋势! 严重

威胁女性的生活质量"

%

#

$ 乳腺癌治疗手段主要为手

术切除! 早期的手术治疗可以大大提高患者的
&

年

生存率!一般可达
'"()*&(

左右%而晚期乳腺癌可

以手术切除的仅有
%"(

!

&

年生存率不足
+(

"

!

#

$ 化疗

是治疗晚期乳腺癌的重要手段之一! 而寻找新的治

疗乳腺癌的靶点对治疗乳腺癌具有重要意义$

,-../01.2,-.03

是
!"""

年发现的一类膜蛋白通

道!广泛表达于体内的细胞&组织和器官中!参与体

内的多种病理反应!如神经退行性疾病&心脑血管疾

病和免疫系统疾病等"

$4+

#

$ 有研究报道!细胞外调节

蛋白
5/067-8/99:9-7 7/;:9-6/< =7>6/1. ?1.-@/@

!

ABC%D!3

可以调节肝癌细胞上皮间质转化
5/=16E/91-9!F/@!

/.8EGF-9 67-.@161>.

!

AHI3

!如通过上调基质金属酶蛋

白
J5F-6710 F/6-99>=/=61<-@/ J

!

HH,!J3

和波形蛋白

5K1F/.61.3

可以促进肝癌细胞侵袭迁移"

&

#

$ 近年来研

究发现!

,-.0!%

可能参与多种肿瘤的增殖&耐药&侵

袭和迁移等$ 如
L:

等 "

#

#发现!

,-../01.%5,-.0!%3

参

与睾丸癌细胞耐药性的产生! 其机制可能与通过增

强
MI,DN,$

信号通路!增强睾丸癌对顺铂的敏感性$

O7//F-.

等 "

'

#研究发现!干扰
,-.0!%

通道蛋白可以

降低黑色素瘤细胞的增殖能力%而
P-1

等 "

*

#研究发

现! 干扰
,-.0!%

后神经胶质瘤细胞增殖能力增强$

O:79>Q

等 "

J

#发现 !使用
,-.0!%

通道抑制剂甘珀酸

58-7R/.>0>9>./

!

STU3

后可以抑制乳腺癌细胞在裸鼠

血管中的活性! 从而降低乳腺癌细胞在血管中的转

移能力$

,-.0!%

对乳腺癌细胞增殖能力和侵袭迁移

能力影响尚未明确$ 我们前期的研究发现!

,-.0!%

在乳腺癌细胞中表达量增多$ 本研究主要通过使用

STU

抑制
,-.0!%

通道后! 观察
,-.0!%

对乳腺癌细

胞增殖和侵袭迁移的影响$

%

材料与方法

!"!

细胞株与细胞培养

人乳腺癌细胞购于美国
M688

公司$ 用
VHAH

培养基!加入
%&W5XDX3

胎牛血清
%""YDF9

青霉素!

%"" YDF9

链霉素$ 于
!&8F

透气培养瓶中培养!环境

为
$'"

&

&( SZ

!

和饱和湿度$ 用
"[!&(

胰酶消化液

'含有
"["!(AVIM

(消化传代!每
!)$

天传代
%

次$

!"#

试 剂

VHAH

培养液购于美国
\1R18>

! 胎牛血清购于

四季青公司 ! 预染蛋白
H-7?/7

购于美国
IE/7F>

O1@E/7

公司!细胞裂解液&

TSM

蛋白浓度测定试剂盒

和
MI,

发光检测试剂盒购于碧云天上海公司及胎

牛血清购于杭州四季青公司% 兔抗
X1F/.61.

& 兔抗

A!8-<E/71.

& 兔抗
HH,!J

& 兔抗
=!ABC%D!

购于
S]I

公司% 羊抗兔& 羊抗鼠二抗和
\M,V^

一抗均购于

,7>6/1.6/8E

公司$ 细胞培养瓶'

I!&

&

I'&

(&巴氏吸管&

冻存管 '

%[&F9

( 购于
_.@6

公司$ 甘珀酸
58-7R/.>0!

>9>./

!

STU3

购于美国
]1;F-

公司!其他常用试剂都

为国产分析级$

!"$

实时荧光传递法检测
,-.0!%

通道功能强弱

取指数生长状态良好的乳腺癌细胞 '本实验为

#"W

(!加入药物'

"

&

&"

&

%""

&

!""!F>9DP STU

(!预处

理
%!E

!锡箔纸将
#

孔板密封!培养箱中培养$ 配制

含
&W,N

培养液!将密封好的培养液和
#

孔板!上机

活细胞工作站检测'物镜
#+""

!曝光时间
$"@

($ 更换

含
&W,N

培养液!同时进行检测
"

&

%&

&

$"F1.

进入细

胞的荧光量!统计在
")$"F1.

内荧光进入活细胞的

量$ 用细胞内的荧光量反映
,-.0

通道功能$

荧光传递率'

W

(

`

"

5I1F/%4I1F/"3$I1F/%

#

%%""W

!"%

化学发光法检测
,-.0!%

通道功能强弱

取对数生长期细胞! 本实验细胞培养密度为

#"W

时! 弃废液换新鲜的含药培养液'

"

&

&"

&

%""

&

!""!F>9DP STU

(!给药
!+E

后终止培养!取样'细胞

上清液
!"!9

(!提前配制好
MI,

检测工作!取
!!9

样

品与
%""!9 MI,

工作液混合! 上机检测激发光强度

'激发光
%@

&灵敏度
!""

(!全程冰上操作$

!"& HII

法检
STU

对乳腺癌细胞增殖的影响

取指数生长状态良好的乳腺癌细胞! 以
%#%"

&

细胞
D

孔的密度种入
J#

孔板中!

!+E

后细胞密度达到

#"W

时!使用浓度梯度稀释法!配制
"

&

%![&

&

!&

&

&"

&

%""

&

!""!F>9DP

的
STU

溶液!每孔
!""!9

$

!+E

后弃

上清液终止给药!于每孔中加入
%&!9 HII

!恒温培

养箱孵育
+E

!倒去全部废液!加入
VH]Z%&"!9

!于

$'"

培养箱中孵育
$"F1.

!上机'全自动酶标仪(检测

ZV&'"

!检测
STU

乳腺癌
HSO!'

细胞活性的影响$

!"'

集落克隆实验检测
STU

对乳腺癌细胞增殖能

力的影响

取对数生长期细胞! 本实验细胞培养密度为

!%%
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:"""

细胞
;

皿! 弃废液换新鲜的含药培养液"

"

#

<"

#

:""

#

!""!=&+;> -?@

$!培养
<A

后!取出培养皿% 弃

去培养液!使用
B?C

轻轻清洗
:D$

次后!加入
EF

多

聚甲醛固定
$"=/)

%细胞固定结束后!使用
B?C

清洗

:D$

次!轻轻震荡!除去杂质"防止染色!干扰实验结

果$!使用
"8:F

结晶紫染色
$"=/)

% 染色结束后!使

用
B?C

清洗
<

次!将干扰杂质清洗干净!统计集落

数目%

!"# G(*)1H0++

法检测
-?@

对乳腺癌细胞
I-J!K

细胞

侵袭迁移的影响

取对数生长期细胞!

G(*)1H0++

上室细胞密度为

:":"

< 细胞
;

孔! 小室中加入
!""!+

含药无血清培养

液!下室为新鲜培养液
:<""!+

!加入完成后放入培

养箱中培养
!E.

&细胞固定和染色'取出
!E

孔板!倒

去废液!每孔
!=+ B?C

清洗
:D!

次!加入
:=+ EF

多

聚甲醛固定细胞
$" =/)

% 固定完毕后!弃去多聚甲

醛!将小室放入
B?C

清洗
:D!

次!加入
:=+ "8:F

结

晶紫染色
$"=/)

% 染色结束后!弃去结晶紫废液!将

小室放入
B?C

中清洗
:D!

次! 擦拭掉小室下的细

胞&拍照计数'待小室完全干燥固定后!在倒置显微

镜下细胞计数"

"!""

$!每孔从上到下!从左到右的原

则!收集
:#

组照片!记录每组照片中细胞的平均值%

侵袭实验在迁移实验的基础上小室下层进行铺

胶'紫外灯照射灭菌
$"=/)

!将小室水平放置
!E

孔

内"如果倾斜会导致胶不均匀!干扰实验结果$!加入

预先配好的基质胶稀释液"基质胶
#

培养液
L:$:"

$!每

孔加入
!"!+

基质胶稀释液!放入培养箱中
:D!.

!当

基质完全胶凝固后进行中板实验%

!"$ M01N0()

印迹法检测
OPQ:;!

!

R!OPQ:;!

!

IIB!S

和
7/=0)N/)

蛋白的表达

取对数生长期细胞!经过给药处理后!提取蛋白

"离心机
!<""(R=

离心
:"=/)

$% 离心完毕后!根据细

胞蛋白量!添加适量的细胞裂解液!转移到
:8<=+

离

心管中!进行蛋白定量操作&冰上裂解
$"=/)

后!冷

冻离心机
:!"""(R=

离心
$"=/)

!取上清!通过蛋白

定量后!计算蛋白浓度&根据上一步实验!配制固定

浓度上样液"蛋白总量
#"

$!进行电泳操作&将上样

液于
:<"=T

#

K"7

电泳
$"=/)

后! 再于
:<"=T

#

S"7

电泳
:!"=/)

!再进行转膜操作!转膜条件为
:<"=T

#

<"7

电泳
:<"=/)

%转膜结束后!使用
GB?C

清洗
$

次

每次
<=/)

!一抗孵育
:<.

&第二天再使用
GB?C

清洗

$

次每次
<=/)

!孵二抗
E.

!在
O->

发光试剂的作用

下上机检测"

?/&!P*A

凝胶成像系统$!收集图片!数据

处理使用
U=*40 %

软件进行灰度值扫描%

!"%

统计学处理

数据分析采用
CBCC!!8"

统计! 图片绘制使用

V(*R.B*A B(/1= <8"

!实验均重复
$

次以上!实验结

果均以
!%"

表示!比较用单因素方差分析%

B&"8"<

差

异有统计学意义%

!

结 果

&"! -?@

抑制
B*)W!:

通道功能

实时荧光传递实验结果如
J/4'(0 :T

显示!与对

照组
X

"

::E8K:%:$8KS

$

FY

相比 !

:!8<

#

!<

#

<"

#

:""

#

!""

!=&+;> -?@

各组的荧光传递率分别为 "

SZ8SS%
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$

F

#"

S!8#<%:K8::

$

F

#"
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$

F

#"

EZ8S"%

:<8E$

$

F

和"

$#8ZS%:!8Z:

$

F

!其中
:""!=&+;>

和
!""

!=&+;> -?@

可显著性抑制荧光传递率"

B["8":

$% 与

荧光传递实验结果相同!细胞外
TGB

检测实验结果

如
J/4'(0 :?

显示!与对照组相比!

:!8<

#

!<

#

<"

#

:""

#
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TGB
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肿瘤学杂志
!"!"

年第
!#

卷第
$

期

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

1021

!

3

"#

2%022!#0%#

!

3

"$

2$01+!!0+1

!

3

%$

#%0%1!$04$

!

3

和$

%#052!40#%

!

3

&其中
+""!&'()*

和
!""!&'()* ,67

可显著性抑制细胞外
89:

水平$

:;"0""+

!'

!"! ,67

抑制乳腺癌细胞增殖能力

<99

结果如
=>?@/A !8

所示& 与对照组相比&

+!0%

"

!%

"

%"

"

+""

"

!""!&'()* ,67

各组的细胞增殖

率 为 $

2#0#$ !!02$

!

3

" $

2%0%$ !$0%5

!

3

" $

2"05 !

#0%!

!

3

" $

5101%!#041

!

3

和 $

1$0%#!20++

!

3

& 其中

!""!&'()* ,67

组可显著性抑制乳腺癌细胞增殖

$

:;"0"+

!(

集落克隆实验结果如
=>?@/A !6

所示&与对照组

细胞数目相比&

+!0%

%

!%

%

%"

%

+""

%

!""!&'()* ,67

各

组的细 胞增殖细 胞数目为
$"20$$!$0"2

%

$"$0$$!

%0%#

%

$"$0$$!!0#!

%

!5%0#1!105%

和
+#%0$$!+$0"!

&其

中
!""!&'()* ,67

显著性抑制乳腺癌细胞增殖$

:;

"0""+

!(

!"# ,67

抑制乳腺癌细胞侵袭迁移能力

9/B-CDA((

实验结果如
=>?@/A $8

所示& 与对照

组细胞数目相比&

+!0%

%

!%

%

%"

%

+""!&'()* ,67

组的

细 胞 迁 移 数 目 为
1#+0"" !#40%"

%

1420#1 !#40#"

%

1$+0##!#$0+2

和
%#%0#1!+$0!"

& 其中
+"" !&'()*

的

,67

显著性抑制乳腺癌细胞迁移能力$

:;"0"%

!(

侵袭实验对照组细胞数目相比& 各组侵袭细胞

数 目 为
1"%0$$ !!504+

%

#2$ !1045

%

#5!0$$ !!#0+%

和

%$+0$$!$!0+"

& 其中
+""!&'()* ,67

显著性抑制乳

腺癌细胞侵袭能力$

:;"0"%

!$

=>?@/A $

!(

!"$ ,67

抑制
:B-E"+

通道功能后! 乳腺癌细胞中

FGH+)!

和
I>&A-.>-

"

F"JAKLA/>-

表达量降低

MAC.A/-

印迹法结果表明
N=>?@/A 48O

&

,67

抑制

:B-E"+

后 & 乳 腺 癌 细 胞
<,="1

中
FGH+)!

与
P"

FGH+)!

的蛋白表达量比值分别下降至 $

+"40$"!

%02!

!

Q

%$

2%041!40+4

!

3

%$

2+0""!++0!#

!

3

%$

%2021!

$0%2

!

3

& 其中
+""!&'()* ,67

显著性降低
FGH+)!

与
P"FGH+)!

蛋白表达量的比值 $

:;"0""+

!)

<<:"2

蛋白表达量分别下降至 $

+"10+#!20+2

!

3

%$

240%#!

$0#$

!

3

%$

2+0""!40"+

!

3

和 $

%$0$"!%0!2

!

3

)

I>&A-.>-

蛋白表达量分别下降至 $

+"50"5!%052

!

3

%$

2%0!$!

$05+

!

3

% $

2%0$$ !!0%#

!

3

和 $

140$ !$0+!

!

3

& 其 中

+""!&'()* ,67

显著性降低
<<:"2

和
I>&A-.>-

蛋

白的表达$
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肿瘤学杂志
!"!"

年第
!#

卷第
$

期

%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"!"67&+8!#69&8$

$

讨 论

近年研究发现!

:*);

通道可能参与多种疾病的

发生发展!如神经系统疾病阿尔兹海默"心血管系统

的缺血再灌注损伤"免疫系统的
<=7

感染等 #

>

$

% 同

样!

:*);

与肿瘤细胞发生发展也有着密切联系!如

:*);!?

与肝癌"肺癌"睾丸癌等&

:*))0;/)!@:*);!!A

与

神经胶质瘤"

:*))0;/)$@:*);!$B

与软骨瘤等% 有研究

报道! 高侵袭的乳腺癌细胞中
:*);!?

表达增强!且

抑制
:*);!?

可显著性降低肿瘤细胞微血管转移 #

C

$

%

而增强
:*);!!

表达可以促进神经胶质瘤细胞的生

长#

D

$

%

=E*F&G& H

等#

?"

$发现过表达
:*);!$

!可以抑制

成牙本质细胞增殖等% 因此!研究
:*);

通道如何调

控肿瘤细胞增殖"凋亡"侵袭和转移对治疗肿瘤具有

重要意义%

:*);

是一种非选择性的膜蛋白通道!

#

个
:*);

蛋白可以在细胞膜形成一个六聚体半通道! 作为联

系细胞液与外环境的通道 ! 其最大允许分子量

?IJ*

的分子通过!如离子"第二信使等#

??

$

%

:*);

蛋

白包含
$

种亚型'

:*);!?

"

:*);!!

和
:*);!$

%

:*);

主

要分布在细胞膜!少量分布于囊泡!内质网等细胞器

中% 在
:*);

家族中!

:*);!?

作为细胞膜上的一种连

接蛋白!广泛表达于体内多种组织细胞中!如脑"心

脏"肺"骨骼肌"皮肤"结肠"卵巢"睾丸#

?!K?$

$

&

:*);!!

主

要表达在脑组织"黏膜下神经节"肠肌"睾丸"卵巢#

D

$

&

而
:*);!$

则多发现在皮肤组织中"骨细胞等#

?>

$

% 由

于
:*);

蛋白糖基化的表面形成的自抑制域!抑制了

两个通道的对接!所以
:*);

通道不能形成细胞间的

缝隙连接! 其功能主要参与细胞内细胞外微环境的

物质交换%

:*);

作为细胞膜上重要的信息交换通道!对细

胞外的信号分子与细胞膜上的受体结合或者通过细

胞膜上的通道进入细胞发挥促生长作用具有重要影

响% 在
L1*M/!I./*N/

等#

?O

$的研究中!使用缝隙连接抑

制剂
-PQ

显著性抑制乳腺癌
R-ST

和
PH!"

的生

长% 而在
=E*F&G&

等#

?"

$的研究发现!

:*);!$

可以通过

调控
LR:I

通路调控
U!?

调控
FJ:

细胞生长% 因

此!

:*);

可能参与调控细胞内外生长因子的激活或

者合成!从而参与肿瘤细胞增殖和分化%而我们的研

究结果发现
-PQ

抑制
:*);!?

通道后! 乳腺癌细胞

增殖能力降低% 其机制可能为抑制
:*);!?

通道后!

VWI?X!

激酶的磷酸化被抑制!从而降低乳腺癌细胞

增殖和侵袭迁移能力%

研究发现在细胞内外环境交流中 !

:*);!?

与

LH:

的释放有密切联系! 尤其在细胞发生凋亡时!

-*1U*10!$

可以剪切
:*);

羧基端的自抑制域! 从而

引起
LH:

的大量释放#

?#

$

% 而
LH:

可以激活下游
=:$

调控内质网中的
-*

!Y通路!

-*

!Y可以调节
!!3*G/)/)

!

从而通过降低
V!3*M.0(/)

和增强
RR:!!

和
RR:!C

的表达! 达到增强肿瘤细胞侵袭转移的能力 #

?T

$

%

VWI?X!

激酶在肿瘤细胞侵袭迁移和增殖中具有重

要作用#

?D

$

% 研究发现华蟾素可通过
3!R0GXVWI

信号

通路抑制
<--

细胞的
VRH

过程% 而在
<0UZ!

和

<'.T<--

细胞系中!

W*,

抑制剂索拉非尼和
VWI

抑

制剂
["?!#

可以通过抑制
<ZS

!从而抑制肝癌细胞

发生
VRH

转换#

O

$

% 我们的实验结果表明!

-PQ

抑制

乳腺癌细胞中
U!VWI?X!

的表达! 其机制可能与通

过抑制
U!VWI?X!

激酶! 从而抑制细胞侵袭迁移相

关蛋白
V!3*M.0(/)

蛋白的转录和翻译%

综上所述! 在乳腺癌细胞
R-S!T

使用
-PQ

抑
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肿瘤学杂志
!"!"

年第
!#

卷第
$

期

制
%&'(!)

通道功能后!可以抑制乳腺癌细胞
*+,!-

的增殖"侵袭迁移能力!但是
%&'(!)

对乳腺癌增殖"

凋亡和侵袭迁移的影响以及具体机制还需要进一步

研究#
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