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有研究表明#绝大多数的乳腺癌相关死亡是由于

发生远端转移而不是原发肿瘤%

%

&

(恶性乳腺癌的进

展是一个高度复杂的过程#主要涉及肿瘤生长和侵袭

后转移性传播到远端的器官%

$

&

(为提高临床疗效#迫

切需要确定控制乳腺癌转移进展的决定性分子因素

和抗转移治疗的新靶点(泛素
7

蛋白酶体系统通过三

步级联酶调控泛素依赖性蛋白水解#涉及泛素激活酶

*

!%

+$泛素偶联酶*

!$

+和泛素连接酶*

!&

+

%

&
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(真核

生物
!&

中最大的家族是
MX4%7-Q>>3<7̀7=?C

蛋白

*

M-̀

+

!&

连接酶复合体%

*

&

(其中
7̀=?C

蛋白家族是

其主要部分#通过蛋白
7

蛋白互作基序与底物结合#确

定底物特异性%

(7E

&

(迄今为止#绝大多数
7̀=?C

蛋白

的生物学功能和生理底物仍未明确(现有研究表明#
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通过介导泛素依赖性降解肿瘤抑制因
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#从而促进肝细胞癌的进展%

G

&

(最新研

究表明#

@̀eZ$$

基因沉默后能降低结肠癌细胞的侵

袭迁移能力(然而#

@̀eZ$$

对乳腺癌细胞的侵袭迁

移能力及其相关分子机制尚不清楚(本研究探究了

@̀eZ$$

基因沉默后对乳腺癌细胞侵袭迁移能力的

影响#并初步探究了其相关分子机制(
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"

材料与方法
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"

材料
"

乳腺癌
+Y17+@7$&%

细胞株由重庆医

科大学基础医学院提供#杜氏改良
!B

K

>9

培养基

*

Y+!+

+及胎牛血清购自
#

P

>A?<9

公司*美国+#胰酶

及
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小室购自
+3>>3

H

?;9

公司*美国+#磷酸盐

缓冲液*

4@M

+购自武汉博士德公司#小干扰
/01

*
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+
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*
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组+及对照
23/7

01

*
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组+购自上海吉玛公司#
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H
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转染试剂购自
6I9;O? 3̀2I9;
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*美国+#
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$
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$波形蛋白*
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+$

基质金属蛋白酶*
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和
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购自
-M6
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*美国+(
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方法
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细胞培养
"

乳腺癌
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细胞培养

于含
%)S

胎牛血清的
Y+!+

中#置于
(S

二氧化碳

*
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$
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&G]

恒温培养箱中培养(
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"

细胞转染
"

转染前取对数生长期的
+Y17
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细胞接种于
E

孔板中#并于
(S -Z

$

$

&G]

恒

温培养箱中培养至细胞密度为
E)S

#

G)S

(按
V3

H

?7

J9A:BO3<9$)))

转染试剂说明书进行转染#参照说明

书分别用培养基将
23/01

*
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组+和
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试剂*
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组+稀释后

在室温下孵育
(O3<

#然后将二者轻轻混合#在室温下

孵育
$)O3<

(将复合物加入到每个包含细胞和培养

基的孔中(

&G]

$
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$

培养箱孵育
$*

#

DEI

(采用蛋

白质印迹*
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+法检测转染效率(并在后续

实验中将细胞分为只有试剂对照的对照组*

-?<:;?>

+#

转染对照#
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的
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的
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组(
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细胞划痕实验
"

将转染后的
+Y17+@7$&%

细胞用胰酶消化#以
(_%)

( 个"孔接种到
E

孔板中(

$*I

后用枪头进行划线#用
4@M

清洗
&

次#去除划下

的细胞后加入无血清培养基(放入
&G]

$

-Z

$

培养

箱中共培养
*.I

后取出拍照(
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迁移实验
"

将转染后的
+Y17

+@7$&%

细胞用胰酶消化#用
Y+!+

制成单细胞悬

液#以
(_%)

* 个"孔接种于
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上室内(

6;B<7

2N9>>

下室内加入含
%)S

胎牛血清的
Y+!+

(

&G]

$
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$

培养箱中共培养
$)I

后取出
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小室#弃

上室培养液#用棉签擦去上室内未迁移的细胞(然后

用
D(S

乙醇固定膜下表面细胞#取下
6;B<2N9>>

小室

膜#经结晶紫染色后置于载玻片上封片(在光镜*

%))

_

+下观察迁移细胞数#随机选取
(

个视野计数#计算

平均迁移细胞数(
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收集转染
*.I

后的
+Y17

+@7$&%

细胞#提取总蛋白并采用
@-1

法测定蛋白浓

度(在恒压条件下采用十二烷基硫酸钠
7

聚丙稀酰胺

凝胶电泳法电泳分离蛋白#然后在恒流条件下将蛋白

转印到
4WỲ

膜上#用
%)S

脱脂奶粉封闭
*I

后加入

一抗
*]

孵育过夜#用
6@M6

洗涤
&

次后加入二抗
&G

]

孵育
$I

#用
6@M6

洗涤
&

次后采用
!-V

化学发光

法显影#采集图像(

C'E

"

统计学处理
"

采用
M4MM$$')

统计软件对数据

进行分析#计量资料以
KcI

表示#组间比较采用单因

素方差分析(以
!

$

)')(

为差异有统计学意义(

D

"

结
""

果

D'C

"

细胞转染效率检测
"

@̀eZ$$723/01

组
+Y17

+@7$&%

细胞中
@̀eZ$$

蛋白表达水平明显低于

-?<:;?>723/01

组#差异有统计学意义*

!

$

)')(

+(

见图
%

(表明
@̀eZ$$723/01

下调了乳腺癌
+Y17

+@7$&%

细胞中
@̀eZ$$

的蛋白表达水平(

""

注!与
-?<:;?>723/01

组比较#

!

!

$

)')(

图
%

""

转染后乳腺癌细胞中
@̀eZ$$

表达水平

D'D

"

下调
@̀eZ$$

蛋白表达水平对乳腺癌细胞侵袭

能力的影响
"

@̀eZ$$723/01

组
+Y17+@7$&%

细胞

中发生侵袭转移者明显低于
-?<:;?>723/01

组及对

照组*

-?<:;?>

+(见图
$

(表明
@̀eZ$$

蛋白表达下

调后乳腺癌细胞
+Y17+@7$&%

侵袭能力明显减弱(

图
$

""

下调
@̀eZ$$

对乳腺癌细胞侵袭能力的影响

D'E

"

下调
@̀eZ$$

蛋白表达水平对乳腺癌细胞迁移

能力的影响
"

与
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@̀eZ$$723/01

组
+Y17+@7$&%

细胞中穿过
:;B<7

2N9>>

小室膜的数目明显减少#差异均有统计学意义

*

!

$

)')(

+(见图
&

(表明
@̀eZ$$

蛋白表达下调后

乳腺癌细胞
+Y17+@7$&%

的迁移能力明显降低(

""

注!

1

表示对照组*

-?<:;?>

+'

@

表示
-?<:;?>723/01

组'

-

表示

@̀eZ$$723/01

组'与
-?<:;?>723/01

组及对照组比较#

!

!

$

)')(

图
&

""

下调
@̀eZ$$

对乳腺癌细胞迁移能力的影响

D'F

"

下调
@̀eZ$$

蛋白表达水平对乳腺癌细胞侵袭

迁移相关蛋白水平的影响
"

@̀eZ$$

蛋白表达水平

下调后
+Y17+@7$&%

细胞中
!7ABLI9;3<

表达水平升

高#

W3O9<:3<

表达水平降低#与细胞侵袭迁移能力相

关的
++47$

$

++47D

蛋白水平下降#差异均有统计

学意义*

!

$

)')(

+(见图
*

(表明下调
@̀eZ$$

基因

能引起上皮细胞
7

间充质转化*

!+6

+进程相关蛋

白---

!7ABLI9;3<

和
W3O9<:3<

表达发生改变#以及侵

袭迁移相关蛋白---

++47$

和
++47D

水平下降(

""

注!

!

!

$

)')(

图
*

""

下调
@̀eZ$$

对乳腺癌细胞侵袭迁移

相关蛋白的影响

E

"

讨
""

论

""

7̀=?C

蛋白是介导磷酸化依赖性泛素的
M-̀

泛

素蛋白连接酶复合物的
*

个亚基之一%

.

&

(

7̀=?C

蛋白

分为
&

类!含有
8Y7*)

结构域的
=̀N2

#含有富含亮

氨酸重复序列的
=̀>2

#以及含有不同蛋白
7

蛋白相互

作用模块或无识别基序的
=̀C2

%

D

&

(

@̀eZ$$

蛋白属

=̀C2

类#作为肿瘤蛋白
H

(&

的转录靶点#被认为参与

了
H

(&

诱导后特异性蛋白的降解%

%)

&

(

@̀eZ$$

能通

过调控
H

$%

的泛素化水平而影响其降解进而促进肝

癌的进展%

%%

&

(此外#在肾细胞癌中
@̀eZ$$

能通过

抑制
++47D

介导的迁移侵袭及血管内皮生长因子

*

W!,̀

+介导的血管生成从而阻止其远端转移的

发生%

%$

&

(

@̀eZ$$

第一次被认识是作为一种针对甲基化

H

(&

进行降解的衰老相关
!&

连接酶#而后有研究表

明#

@̀eZ$$

通过针对赖氨酸特异性去甲基化酶
*1

和
H

(&

的蛋白酶体降解分别调节组蛋白甲基化标记

和衰老%

%&7%*

&

(此外#

@̀eZ$$

能通过介导泛素依赖性

降解肿瘤抑制因子---

XV̀ *

促进肝细胞癌进展(有

研究表明#

@̀eZ$$

基因沉默后能降低结肠癌细胞的

侵袭迁移能力(在黑色素瘤细胞中下调
@̀eZ$$

能

引起
#T̀7%

'

"

W!,̀

通路下调从而抑制其迁移侵袭

及血管生成能力%

%(

&

(本研究通过
6;B<2N9>>

小室细

胞迁移实验证明了
@̀eZ$$

基因的表达下调后乳腺

癌
+Y17+@7$&%

细胞的迁移能力明显下降(此外#

细胞划痕实验结果表明#

@̀eZ$$

蛋白表达下调后乳

腺癌
+Y17+@7$&%

细胞的侵袭能力明显减弱(表明

下调
@̀eZ$$

能使乳腺癌
+Y17+@7$&%

细胞迁移侵

袭能力减弱(

!+6

是指上皮细胞通过特定程序转化为具有间

质表型细胞的生物学过程(在慢性炎症$胚胎发育$

癌症转移$组织重建及多种纤维化疾病中均具有重要

作用%

%E

&

(通过
!+6

#上皮细胞失去了细胞极性#失去

与基底膜的连接等上皮表型#获得了较高的迁移侵

袭$抗凋亡和降解细胞外基质*

!-+

+的能力等间质表

型%

%G

&

(

!+6

是上皮细胞来源的恶性肿瘤细胞获得迁

移侵袭能力的重要生物学过程%
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&

(有研究表明#间充

质干细胞与乳腺癌细胞之间的相互作用可能影响肿

瘤的发生$生长和转移%

%D7$)
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(在体外脂肪源性间充质

干细胞与乳腺癌细胞
+-̀7G

共培养能引起共培养的

+-̀7G

细胞迁移侵袭能力增强#且
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呈时间依赖

性变化%
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(还有研究表明#敲除乳腺癌
+Y17+@7
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细胞中长链非编码
/01 V3<AX

能通过抑制

!+6

从而使其在裸鼠中肺转移水平明显下降%

$$

&

(本

研究结果显示#下调
@̀eZ$$

基因的表达水平能引起

+Y17+@7$&%

细胞中
!7ABLI9;3<

表达水平上升#

W3O7

9<:3<

表达水平下降(而
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的主要特征是上皮标记

物*如
!7ABLI9;3<

+的丢失#同时#间充质标记物如
W3O7

9<:3<

表达增加%

$&
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(下调
@̀eZ$$

基因表达使乳腺癌

+Y17+@7$&%

细胞的上皮标记物水平增高#同时#降低

了间充质标记物水平(表明
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基因表达下调能
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抑制乳腺癌
+Y17+@7$&%

细胞的
!+6

进程(

++4

是一种钙依赖性含锌内源性肽酶#可降解

各种
!-+

蛋白%

$*7$(
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(

++4

在癌症进展中的主要意

义之一是其在
!-+

降解中的作用#

++47$

与
++47

D

一起能降解基底膜中最丰富的成分即
(

型胶原#

!-+

降解可使癌细胞从原发肿瘤中转移出来形成转

移灶%

$E7$.
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(有研究表明#乳腺癌
+Y17+@7$&%

细胞

中
++47$

$

++47D

高表达#且在其侵袭及远端转移

过程中具有关键作用%

$D

&

(此外#

++47$

与其他

++4

已被证明可酶解激活转化生长因子
"

*

6,̀7
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从而促进
!+6

进程#进而引发癌症转移%
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(本研究

结果显示#下调
@̀eZ$$

基因后乳腺癌
+Y17+@7$&%

细胞中
++47$

$

++47D

表达下降#表明
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基因

的表达下调引起乳腺癌
+Y17+@7$&%

细胞迁移侵袭能

力下降的可能机制为
++47$

$

++47D

水平下降(
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"

结
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论

""

下调
@̀eZ$$

基因水平能抑制乳腺癌
+Y17

+@7$&%

细胞的迁移侵袭能力#其可能的机制为

@̀eZ$$

基因表达下调抑制了
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细胞
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进程#并使细胞转移相关重要蛋白
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