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摘 要!$目的% 观察细胞外基质金属蛋白酶诱导因子
.%&/()0

在乳腺癌细胞表达及对癌细胞
增殖及转化生长因子

!!
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*+,!!

#信号通路的影响' $方法% 收集
!-'1

年
(

月至
!-'2

年
!

月
我院诊治的

$"

例乳腺癌患者的乳腺癌和癌旁组织样本"

%&/()

表达采用免疫组化检测' 采
用

3456478 9:;6

检测不同乳腺癌细胞中
%&/()

蛋白表达"乳腺癌细胞
<%%/1-#

中转染
5=>!

?@

后检测乳腺癌细胞增殖能力和
*+,!!

信号通路蛋白表达' $结果% 与癌旁组织相比"乳腺
癌组织中

%&'()

蛋白表达明显上调!

"

!

A$(B2$1

"

CD-B--/

(' 与正常乳腺上皮细胞
E%,!/-@

相
比"乳腺癌细胞中

%&/()

蛋白表达水平明显上调&

,A/-B1(/

"

CD-B--/

(' 与对照组相比"转染
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后第
!F

和
GF

细胞增殖能力明显下降&

6A$B-!2

和
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"

CA-B--)

和
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("同
时
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)磷酸化
HE@&

家族成员
G

!

I!HJKFG

(和转录因子
L!,

!
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(蛋白水平明显升高!

6A

)B2G(
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'-B(!)

和
2B21$
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CA-B--'

"

D-B--'

和
-B--'

("而
EMN

家族蛋白
N

!

N!EMN

(蛋白水平明显
下降 !

6A/"B/G)

"

CA"B""/

(' $结论% 乳腺癌中
%&/()

表达明显上调"
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可能通过抑制
*+,!!OHJKFG

信号通路来促进乳腺癌细胞增殖' 乳腺癌中
%&'()

表达在乳腺癌诊断和治疗
中具有一定临床意义'
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乳腺癌容易发生骨转移和肺转移" 导致乳腺癌 患者的预后较差$

/

%

' 在肿瘤转移过程中"一系列胞外

基质蛋白的表达水平异常$

!

%

' 细胞外基质金属蛋白

酶诱导因子
.4T67KN4::a:K7 JK67=T J46K::;I7;64=8K54 =8!

FaN47

"

LEEC>V?O%&/()e

是一种胞外基质蛋白"参与

细胞间黏附和信号转导过程" 与肺癌等肿瘤细胞的

基
础

%

临
床
研
究
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增殖和转移密切相关! 可以作为胃癌等肿瘤的预后

和诊断标志物 "

:;<

#

$ 转化生长因子
!!

%

=(*)1,&(>/)4

4(&?=. ,*3=&(!!

!

@AB!!

& 参与细胞生长和分化的调

节!在肺癌等肿瘤中
@AB!!

信号通路的异常激活会

导致肿瘤生长和转移抑制 "

$

#

$ 本研究对乳腺癌中

-CD<E

表达情况进行检测!观察沉默
-CD<E

表达对

乳腺癌细胞增殖的影响及其作用机制$

D

资料与方法

!"!

临床样本采集

收集
!"DF

年
<

月至
!"DG

年
!

月我院手术治疗

的乳腺癌患者
$"

例的乳腺癌组织样本及距离癌组

织
$3>

以上的正常乳腺组织作为癌旁组织$ 手术切

除组织样本用
HIJ

冲洗
:

次将组织上残留血液冲

洗干净! 吸水纸吸干残留磷酸盐缓冲液%

K.&1K.*=0

L',,0(

!

HIJ

&后置于
D"M

中性甲醛中固定$ 本研究经

过医院伦理委员会审核批准!患者签署知情同意书$

!"#

细胞!试剂和仪器

人正常乳腺上皮细胞
N-B!D"O

和乳腺癌细胞

N-BE

'

@<EC

'

I@<E<

'

JPND<GH@

和
Q--DF"#

均购自

中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中心 $

CNRN

高糖培养基和胎牛血清均购自美国
Q53+&)0

生物科技有限公司 !

-CD<E

' 磷酸甘油醛脱氢酶

%

(0S'30S 4+530(*+S0.5S0 !K.&1K.*=0 S0.5S(&40)*10

!

AOHCQ

&'

@AB!!

'

JNOC

家族成员
:

%

JNOC ,*>/+5

>0>L0( :

!

J>*S:

&'磷酸化
JNOC

家族成员
:

%

K.&1!

K.&(5+*=0S JNOC ,*>/+5 >0>L0( :

!

K!J>*S:

&' 转录

因子
R!B

%

=(*)13(/K=/&) ,*3=&( R!B

!

R!B<

&和
N53

家族

蛋白
3

%

N53 ,*>/+5 K(&=0/) 3

!

3!N53

&抗体均购自美国

OL3*>

生物科技有限公司$

T/K&,03=*>/)0 :"""

脂质

体转染试剂盒购自美国赛默飞世尔科技有限公司$

!"$

免疫组化检测

临床组织样本经固定后依次将组织浸泡于

E"M

'

F"M

'

G"M

'

G$M

和
D""M

乙醇中 ! 分别处理

#">/)

对组织样本进行脱水$ 二甲苯处理
D.

后将组

织样本浸没于石蜡中包埋
!.

!包埋结束后将组织切

片成
$">

左右并放置于载玻片上$ 依次经二甲苯'

D""M

'

G$M

'

G"M

'

F"M

和
E"M

处理
$>/)

以脱蜡$ 抗

原修复采用高压修复法! 将组织样本放置于高压锅

中!加入柠檬酸缓冲液%

KQU#8"

&后煮沸并维持高压

D">/)

$ 自然冷却后使用
HIJ

缓冲液冲洗
:

次组织

样本$于组织样本上滴加经稀释的一抗溶液!使一抗

均匀覆盖在组织样本上!稀释比例为
D"!""

$

HIJ

缓

冲液冲洗
:

次后将多余
HIJ

缓冲液吸去!并将二抗

滴加于组织样本上!使二抗均匀覆盖组织样本!室温

下孵育
:">/)

$

HIJ

冲洗
:

次后滴加二氨基联苯胺

%

S/*>/)&L0)V/S/)0

!

COI

&显色液于组织样本上!显色

D">/)

后采用苏木精复染
$>/)

$ 经
E"M

'

F"M

'

G"M

'

G$M

'

D""M

乙醇和二甲苯处理组织样本脱水! 中性

树脂封片后于倒置显微镜下观察免疫组化染色结

果$ 细胞阳性数分为
$

个等级!分别为
"

'

D

'

!

'

:

和
<

分!阳性细胞比例
!$M

为
"

分!

$MW

阳性比例
W!$M

为
D

分!

!$M!

阳性比例
W$"M

为
!

分!

$"M!

阳性比

例
WE$M

为
:

分!阳性比例
"E$M

为
<

分$ 染色强度

分为无色%

"

分&!淡黄色%

D

分&!棕黄色%

!

分&和棕

褐色%

:

分&!最终评分为阳性细胞数评分和染色强

度评分乘积!最终评分按等级分为阴性%

"#<

分&和

阳性%

$#D!

分&$

!"%

乳腺癌细胞中蛋白表达检测

收集乳腺癌细胞于离心管中 !

$"""(K>

离心

D">/)

后弃去上清液! 加入细胞裂解液并用移液器

反复吹打重悬细胞!冰上裂解
:">/)

后
D!"""(K>

离

心
D">/)

$ 将上清液转移至另一干净离心管中!采用

二喹啉甲酸%

L/3/)3.&)/)/3 *3/S S/1&S/'>

!

I-O

&蛋白

定量试剂盒测定上清液中蛋白浓度$ 行
D!M

十二烷

基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳%

1&S/'> S&S035+ 1'+!

,*=0 K&+5*3(5+*>/S0 40+ 0+03=(&K.&(01/1

!

JCJ!HOAR

&!

采用湿转法将蛋白转至聚偏二氟乙烯 %

K&+5X/)5+/!

S0)0 ,+'&(/S0

!

H7CB

&膜上!将
H7CB

膜浸没在
$M

脱

脂奶粉中封闭
D.

$

HIJ@

冲洗
H7CB

膜
:

次后根据

蛋白大小裁剪
H7CB

膜! 在蛋白对应位置条带上滴

加一抗!

<$

孵育过夜$ 次日弃去一抗!使用
HIJ!

吐

温缓冲液%

HIJ!=?00) L',,0(

!

HIJ@

&冲洗
:

次
H7CB

膜!并在膜上滴加二抗%

D"$"""

&稀释!室温孵育
D.

!

HIJ@

冲洗
:

次$

R-T

化学发光显色试剂盒显影$ 以

目的条带和
AOHCQ

内参蛋白条带的灰度值比值作

为蛋白的相对蛋白表达量$ 实验重复
:

次$

!"& 1/Y9O

转染乳腺癌细胞

转染前
DS

将
Q--DF"#

乳腺癌细胞铺种于
#

孔

板中!

F%D"

$ 个细胞
Z

孔!共铺种
G

孔!每孔培养基为

!>+

$ 铺种细胞
D#.

后进行转染! 细胞分为对照组'

<D<
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%&!'()%*

组和
&+,-.!'()%*

组! 每组转染
/

孔!对

照组只加入脂质体试剂!不添加
'()%*

"

%&!'()%*

组和
&+,-.!'()%*

组则在加入脂质体试剂的基础

上 ! 分 别 加 入
!"0123

阴 性 对 照
%&!'()%*

和

&+,-.!'()%*

! 转 染 过 程 严 格 按 照
4(02567891(:6

/"""

脂质体转染试剂盒进行" 转染
-;

后更换培养

基!培养至
-<=.!;

可进行后续检测"

!"#

磺酰罗丹明
>

!

?)>

"实验检测乳腺癌细胞增殖

将
@&&,<"#

乳腺癌细胞铺种于
A#

孔板中!

/"

,"

- 个细胞
B

孔!

,""!3

培养基
B

孔" 按照
,C$

实验步骤

转染
'()%*

于乳腺癌细胞中" 于转染后
<;

#

"D

$%

,D

和
!D

三个时间点处理细胞! 将培养基吸出后加入

,"E

三氯醋酸室温固定细胞
/"1(:

! 固定完成后将

,"E

三氯醋酸吸出! 并加入
F>?

缓冲液
,""!3

清洗

细胞!清洗结束后将
F>?

吸出" 待
!D

细胞收集完成

即可进行
?)>

染色!每孔加入
,""!3 ?)>

溶液并于

室温孵育
/"1(:

!染色结束后将
?)>

吸出!使用
,E

醋酸清洗
/

次! 室温晾干后加入
,E GH('

碱溶液

,""!3

! 吹打混匀后于酶标仪中读

取
$-":1

波长处吸光值! 以吸光

值作为纵坐标! 时间为横坐标绘

制生长曲线" 每组设置
/

个复孔"

!"$

统计学处理

采用
?F?? !"C"

软件分析数

据! 相对蛋白表达水平等计量资

料采用平均值
#

标准差来表示!采

用
8

检验&

&+,-.

阳性率等计数资

料以百分比来表示! 通过
"

! 检验

进行统计学分析& 不同乳腺癌细

胞系
&+,-.

蛋白表达量比较采用

方差检验'

FI"C"$

为差异有统计

学意义"

!

结 果

%"!

乳腺癌及其癌旁组织中
&+,-.

表达比较

&+,-.

在乳腺癌组织中表达水平较高!

$"

例癌

旁组织中!

<

例
&+,-.

阳性!

-!

例
&+,-.

阴性" 而

在
$"

例乳 腺癌组织中 !

-$

例
&+,-.

阳 性 !

$

例

&+,-.

阴性!两组间阳性率差异有统计学意义(

"

!

J

$-CA$<

!

FI"C"",

$(

K(LMH6 ,

!

G9N36 ,

$)

%"%

乳腺癌细胞中
&+,-.

表达

以人正常乳腺上皮细胞
O&K!,"*

作为对照!采

用
P6'86H: N328

检 测 乳 腺 癌 细 胞
O&K.

%

G-.+

%

>G-.-

%

?QO,-AFG

和
@&&,<"#

中
&+,-.

蛋白表达

水平!

P6'86H: N328

结果见
K(LMH6 !

" 乳腺癌细胞中

&+,-.

表 达 明 显 高 于
O&K!,"*

对 照 细 胞 (

K J

,"C<-,

!

FI"C"",

$! 其中
@&&,<"#

细胞
&+,-.

表达

水平最高!故后续实验选择
@&&,<"#

细胞作为研究

材料"

%"&

转染效果验证

&+,-. '()%*

转 染
@&&,<"#

细 胞
/#;

后 !

&+,-.

蛋白表达情况见
K(LMH6/

"

&+,-.!'()%*

组

&+,-.

蛋白表达明显低于对照组(

8JACA-$

!

FI"C"",

$&

而
%&!'()%*

组
&+,-.

蛋白表达与对照组之间差异

无统计学意义(

8J"C,A"

!

FJ"C<$<

$(

K(LMH6 /

$"

%"'

转染
&+,-. '()%*

对
@&&,<"#

细胞增殖的影响

与对照组相比!

&+,-.!'()%*

组在第
,D

和
!D

细胞数目明显下降 (

8J$C"!A

和
$C/,#

!

FJ"C"".

和

()*+, ! -.!'$ ,/01,22345 35 *1,)26 7)57,1 63228, )59 541:)+ *1,)26 63228,

;3<81, ! -.!'$ ,/01,22345 35 *1,)26 7)57,1 63228, )59 541:)+ *1,)26 63228,

%2H193 NH69'8 8(''M6R"!""S >H69'8 79:76H 8(''M6R"!""S

TH2M0 %

F2'(8(U6

%2H193 NH69'8 8(''M6 $" <

>H69'8 79:76H 8(''M6 $" -$

&+,-. 6V0H6''(2:

%6L98(U6

-!

$

"

!

F

$-CA$< I"C"",

;3<81, % -.!'$ ,/01,22345 35 *1,)26 7)57,1 7,++2

&+,-.

T*F+@

O

&

K

!

,

"

*

O

&

K

.

G

-

.

+

>

G

-

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

"8""#

!"组间差异具有统计学意义# 细胞的生长曲线

见
:/4'(0 ;

#

!"#

转染
-<=;> 1/?9@

对
A--=B"#

细胞
CD:!!

信号

通路的影响

与 对 照 组 相 比 "

-<=;>!1/?9@

组
CD:!!

$

E!

FG*HI

和
J!:;

蛋白水平明显升高 %

KL>8MI;

"

="8;!>

和
M8MB$

"

NL"8""=

"

O"8""=

和
"8""=

!"而
3!P53

蛋白水

平明显下降 %

KL="8=I>

"

NL"8""=

!"

D@N<A

和
FG*HI

蛋白水平差异无统计学意义 %

KL"8">>

和
"8"$B

"

NL

"8M;I

和
"8M$#

!%

:/4'(0 $

!#

I

讨 论

在肿瘤中
-<=;>

作为促癌基因发挥相应生物

学功能"在肺癌和肝癌等肿瘤中
-<=;>

表达水平异

常升高" 并且与肺癌患者的不良预后以及肝癌转移

密切相关&

#Q>

'

"能够促进前列腺癌和神经胶质瘤等肿

瘤细胞的增殖和转移&

BQM

'

#

-<=;>

是一种跨膜蛋白"

参与细胞信号转导和细胞间黏附等过程" 与肿瘤细

胞增殖和转移密切相关&

="

'

# 本研究发现在乳腺癌组

织和乳腺癌细胞中
-<=;>

的蛋白表达均明显上调"

实验结果表明在乳腺癌中
-<=;>

可能作为促癌基

因发挥作用#

N*R00)*

等&

==

'发现在胆管癌中
-<=;>

作为促癌基因发挥作用"

-<=;>

能够明显上调基质

金属蛋白酶%

G*K(/S G0K*++&E(&K0/)*101

"

PPN

!蛋白的

表达" 从而促进胆管癌细胞的上皮间质转化%

0E!

/K.0+/*+!G010)3.5G*+ K(*)1/K/&)

"

JPC

!转化"进而导致

胆管癌细胞发生侵袭和转移#

T&'

等&

=!

'发现在卵巢

癌中
-<=;>

表达与乙型肝炎病毒
U

蛋白相互作用

蛋白
V.0E*K/K/1 W X/('1 U /)K0(*3K/)4 E(&K0/)

"

AWUYNZ

表达呈正相关#

AWUYN

在卵巢癌中是较强的促癌基

因"在卵巢癌中
-<=;>

基因转录受到
FN=

转录因子

调控"并且
AWUYN

能够促进转录因子
FN=

%

K(*)13(/E!

K/&) ,*3K&( FE=

"

FN=

!转录因子结合到
-<=;>

基因启

动子区域"从而激活
-<=;>

基因转录"使得
-<=;>

表达上调" 进而促进卵巢癌细胞对顺铂的耐药性#

A'*)4

等&

=I

'发现在甲状腺癌中
-<=;>

表达水平明显

上调" 并且能够明显促进甲状腺癌细胞的葡萄糖代

谢$增殖和转移"与甲状腺癌患者的不良预后也存在

密切联系# 因此"在肿瘤中
-<=;>

作为促癌基因具

有普遍性"在肿瘤转移$耐药和增殖等过程中均起到

一定的促进作用#

本研究发现使用
1/?9@

沉默
-<=;>

表达后"乳

腺癌细胞的增殖受到明显抑制" 实验结果表明在乳

腺癌中
-<=;>

能够明显促进乳腺癌细胞增殖#

[/)

等 &

=;

'发现在前列腺癌中
-<=;>

蛋白能够与
FG*H;

$%&'() * +,-./ )01()22%34 567)( +,-./ 2%89:

7(5426);7)< %4 =()527 ;54;)( ;)>>2
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D@N<A

-
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9
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!
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蛋白相互作用并阻断
%&'()

信号通路!从而抑制前

列腺癌细胞增殖"

*+,-.'/'

等 #

0$

$发现在膀胱癌中

1(!2345

能够抑制丝裂原激活的蛋白激酶%

&-6+789!

':6-;'68( <,+68-9 .-9'=8

!

>1?@

&信号通路的活化!从

而抑制
>1?@

下游分子
5!>A:

表达! 进而抑制
5!

>A:

对
5BC)D

的转录激活!使得
5BC)D

表达下调并

抑制膀胱癌细胞增殖" 因此!在乳腺癌中
5BC)D

可

能通过激活
%&'()

和
>1?@

等增殖相关信号通路

来促进乳腺癌细胞增殖" 本研究进一步发现使用

=-2E1

沉默
5BC)D

表达后
FGH!!I%&'(J

信号通路

激活 ! 同时
FGH!!I%&'(J

信号通路下游靶分子

3!H)

表达上调!而
:!>A:

表达明显下调"

KLM

等 #

0#

$

发现在胰腺癌中
3!H)

蛋白能够与网膜母细胞瘤样

蛋白
!

%

,86-9+NO'=6+&'!O-.8 <,+68-9 !

!

2PQ!

&蛋白形

成转录抑制复合物! 通过结合到周期蛋白相关基因

的启动子上抑制相应基因转录! 导致肿瘤细胞周期

受阻! 使得胰腺癌细胞增殖能力下降! 在胰腺癌中

3!H)

和
2PQ!

均作为抑癌基因发挥作用"

QM

等 #

CD

$

发现在卵巢癌中
:!>A:

能够促进
B1E52

基因转

录! 而
B1E52

是
5B@EC1

的转录抑制因子!

5B!

@EC1

能够抑制细胞周期进程! 因此
:!>A:

通过促

进
B1E52

基因转录而抑制
5B@EC1

的表达!从而

促进细胞周期进程和肿瘤细胞增殖"

R'97

等 #

CS

$发

现在非小细胞肺癌中抑制
FGH!!I%&'(J

信号通路

会导致
:!>A:

蛋白表达水平下降! 同时肺癌细胞的

增殖能力明显下降!表明
:!>A:

是
FGH!!I%&'(J

信

号通路的下游靶分子! 并且在肿瘤细胞增殖中起到

重要作用" 因此!在乳腺癌细胞中由于
5BC)D

蛋白

主要分布于细胞膜上!可能与
FGH!!

受体形成竞争

关系!

5BC)D

表达水平下降会导致
FGH!!

受体的大

量活化!导致
FGH!!I%&'(J

信号通路的活化!活化

的
%&'(J

蛋白入核并结合到
:!>A:

和
3!H)

基因的

启动子上! 抑制
:!>A:

基因表达的同时促进
3!H)

基因表达!从而抑制乳腺癌细胞增殖"
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