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摘 要!%目的& 探讨
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在乳腺癌细胞增殖和凋亡中的作用"并进一步探讨其机制'%方法&

采用实时荧光定量
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$ 检测人乳腺癌细胞
:-I!=

及正常人乳腺细胞
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的
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及
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转录水平"
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法测定
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蛋白表达变化" 用
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法分别观察对照组和
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抑制剂组细胞的增殖和凋亡" 并用
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法检测两组细胞的凋亡相关蛋白
M3+!!

)

-+0*R0S 3*1Q*10!<

)

-+0*R0S 3*1Q*10!$

表达* %结果& 与人正常乳腺
J1 K=LM1N

细胞相比" 乳腺癌
:-I!=

细胞的
F/;!<=>*

表达水平显著性增高 !

?T"8""E

+"

?@A9 F;9C

及蛋白的表达水平显著性
降低!
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+"而
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蛋白表达水平明显升高!
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抑制剂可抑制乳腺癌细胞
的增殖!

?T"8""E

+"并促进其凋亡的发生!

?T"8""E

+"降低抗凋亡蛋白
M3+!!

表达水平!

?T"8""E

+的同
时活化凋亡相关蛋白
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和
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!
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通过靶点
?@A9

影响
CD@

通路"

F/;!<=>*

组细胞
?@A9 F;9C

表达水平显著性降低!

?T"8""E

+"而
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抑制剂处理后"
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蛋白水平显著性升高!

?T"8""E

+"

Q!CD@

表达降低!

?T"8""E

+* %结论&
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在乳腺癌细胞高表
达"并通过调节

?@A9BCD@

信号通路抑制乳腺癌细胞的增殖"促进凋亡的发生*
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CD@

信号通路有望成为乳腺癌的新治疗靶点*
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乳腺癌是女性癌症相关性死亡的主要原因 "

B

#

$

越来越多的研究表明%

C'6&+2>;

&

('2>;4

!是一类

内源性非编码小
2>;

% 可通过靶向结合
(2>;

的

1!

非编码区&

A:2

!%在癌细胞的各种生物学和病理

过程中发挥重要作用"

!

#

$ 近期研究报道
('2"1?@-

与

多种癌症的发生发展密切相关"

1

#

$ 在乳腺癌方面%研

究发现
('2"1?@-

能够促进乳腺癌转移和进展%且与

不良预后有关 "

@D0

#

$ 蛋白酪氨酸磷酸酶基因&

EF+4"
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7)8
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!是一个近年被发现的抑癌基因%通过介

导
;I:

等信号通路的活化%在多种肿瘤发生发展中

扮演着重要角色$

%)8H

等"

#

#发现异甘草素可通过调

节
('2"1?@-J%:=>J;I:

轴来抑制乳腺癌的发生和

转移$此外%还有研究发现异丙酚可通过下调肝癌细

胞系中的
('2"1?@-

表达%抑制凋亡相关蛋白
K6G"!

%

而增加
9G)-3). 9-4E-4)"1

和
9G)-3). 9-4E-4)"$

蛋白

的表达%从而发挥促凋亡的作用 "

?
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$ 我们探讨
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在乳腺癌增殖和凋亡中的作用$

B

材料与方法
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细胞培养

人乳腺癌细胞
C9*"?

及正常人乳腺细胞
L4

0?MK47

购自美国
;:99

% 培养于含
B"N

胎牛血清'

B""AJ(G

青霉素
J

链霉素的
2%CO"B#@"

培养液中%培

养条件维持在
1?#9

%

0N9P

!

% 以适宜细胞密度铺板

进行实验$

!"#

试 剂

胎牛血清'

B""AJ(G

青霉素
J

链霉素'

2%CO"B#@"
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V6')87'T'6

%

9)GG 9+W87'8H Z'7"M
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[+"
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%

2O%;

强裂解液'

K9;

蛋白浓度测定工作液'

蛋白
C-&Z)&

' 化学发光显影液均购自中国碧云天%
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%
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染 色 试 剂 盒 购 自 德 国
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抑制剂转染

C9*"B

细胞以适宜密度接种培养于细胞板%待

细胞增长至
?"N^M"N

时 % 在无血清状态下根据

S'E+T)67-('8) !"""

说明书进行转染$ 分组为对照组

及
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抑制剂组$
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检测基因表达

:&'R+G

法提取细胞
(2>;

%取
B"8H 2>;

模板按

照
:-U(-8 C'6&+2>; 2)3)&4) :&-846&'E7'+8 I'7

试剂

盒说明说进行操作%逆转录得到
6[>;

后使用
:-U"

(-8

探针法检测
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表达水平% 以
A#

基因作

为内参$ 另外取
B"8H 2>;
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VWE)&46&'E7"

&)3)&4)7&-846&'E7-4)
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得到
6[>;

后扩增目的基因%以
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作为内参基

因$
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D!!67 法计算目的基因
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的表达变化倍数%

引物序列见
:-QG) B

$

!"+ 99I"M

法检测细胞增殖与活性

以
M$B"

1 个
J

孔的细胞密度将细胞铺于
$#

孔

板% 按照分组转染细胞% 转染
!@F

后每孔加
B"#G

99I"M

试剂%
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后震荡摇匀在分光光度计
@0"8(

波

长下测定吸光度值$

!", _)47)&8 QG+7

检测蛋白质表达

收取细胞蛋白前使用
%KV

洗涤细胞%加入
2O"

%;

强裂解液$

K9;

法测定蛋白浓度%取将
!"#H

蛋

白进行
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抗体过夜 %
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涤后孵育二抗%随后化学发光成像仪显影$

!"- ./(01

染色检测细胞凋亡

根据试剂盒说明书进行操作% 使用荧光显微镜
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=6G'E4) M"O
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>'Z+8

%日本!%每组随机选取
0

个视野
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放大倍数!%观察阳性细胞数$
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统计学处理

采用
V%VV B1a"

软件进行数据分析$ 数据以
!&4

表示%采用
7

检验分析两组数据间差异$

%'"a"0

为差

异有统计学意义$
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表达水平变化
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%

讨 论

越来越多的证据表明!

&'()*

在乳腺癌细胞增

殖和凋亡调控中发挥着重要的作用!一些
&'()*

在

乳腺癌中发现表达增加"

&'(!+$!

过表达通过抑制

,-./

表达#

&'(!$#

通过靶向结合
(012

促进乳腺

癌细胞增殖 $

3

%

&

&'()*!43%!56

可通过靶向结合
78!

18+

抑制乳腺癌细胞凋亡$

$

%

" 在本研究中!我们重点

关注
&'(!%/+9

"

&'(!%/+9

在不同类型的人类癌症

中既可以作为肿瘤抑制因子!也可以作为肿瘤启动

子$

4:

%

"本文发现
&'(!%/+9

在乳腺癌细胞中表达显著

性上调" 此外!

&'(!%/+9

抑制剂显著性抑制了乳腺

癌细胞的增殖!并促进其凋亡!提示
&'(!%/+9

在乳

腺癌中发挥着肿瘤启动子的作用"

本研究首先探究了
&'(!%/+9

对乳腺癌的增殖

和凋亡细胞的调控能力"在细胞增殖功能方面!通过

112!3

实验发现抑制乳腺癌细胞表达
&'(!%/+9

!可

抑制细胞的增殖活性& 在细胞凋亡功能方面!

;<=>?

染色显示抑制
@1A!4

细胞表达
&'(!%/+9

可增加其

凋亡细胞数" 已知
BC?!!

家族抗凋亡蛋白和促凋亡

蛋白的平衡调节线粒体凋亡途径!

BC?!!

是
BC?!!

家

族的关键蛋白! 在调节线粒体外膜通透性方面发挥

着重要作用$

44

%

" 而促凋亡蛋白则可通过诱导线粒体

膜孔的开放和降低线粒体跨膜电位来启动凋亡!从
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%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"!"67&+8!#69&8$

而激活
-*1:*10

级联反应! 当
-*1:*10!$

被激活后"

可通过激活
-*1:*10!;

导致细胞凋亡#

<!

$

! 研究发现"

与对照组相比"通过使用
=/>!;?@*

抑制剂可明显减

少
A-B!?

细胞的抗凋亡蛋白
C3+!!

表达" 而增加促

凋亡 蛋白
-+0*D0E -*1:*10!;

和
-+0*D0E -*1:*10!$

表达!

在
=/>!;?@*

对乳腺癌细胞发挥影响的机制方

面 " 我们检索文献发现已有研究证实
=/>!;?@*F

GHI9FJKH

轴参与了乳腺癌的发生和转移 #

#

$

! 已知

GHI9

蛋白是一种脂质磷酸酶" 可通过拮抗酪氨酸

激酶%抑制磷脂酰肌醇
;!

激酶&

GL;K

'

FJKH

通路的活

性而抑制肿瘤的发生发展!

GHI9

缺失是乳腺癌发

生的一个常见事件! 我们通过预测工具发现
GHI9

有可能是
=/>!;M@*

的一个作用靶点"并通过荧光素

酶报告基因证实了此观点! 在后续研究中" 发现

=/>!;?@*

可促进抑制
GHI9

蛋白的表达"使用
=/>!

;?@*

抑制剂则可抑制
JKH

及
GL;K

信号通路的活

化"以上结果提示
=/>!;?@*

可在乳腺癌细胞中发挥

促增殖和抗凋亡作用 " 该作用可能是通过调节

GHI9FJKH

通路实现的! 该发现与
G0)4

等 #

#

$证实

=/>!;?@*FGHI9FJKH

轴具有调节乳腺癌的发生和转

移作用的结果一致! 此外"在非小细胞腺癌中
N.*&

等 #

<;

$同样发现
=/>!;?@*

可通过激活
GHI9

及
JKH

发挥促增殖%迁移和侵袭作用! 然而"鉴于目前关于

=/>!;?@*

在癌症中发挥作用的研究较少"因此其在

癌症中扮演的角色和机制仍需进一步探究!

综上所述 " 乳腺癌细胞高表达
=/>!;?@*

"而

GHI9

表达较低(

=/>!;?@*

抑制剂可抑制乳腺癌细

胞增殖" 并促进凋亡反应的发生(

=/>!;?@*

抑制剂

可能通过调节
GHI9FJKH

通路发挥上述作用!

=/>!

;?@*

有望成为治疗乳腺癌的新靶点!
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