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要"目的
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探讨显性负性突变
/M]"

"

_Q/M]"

#是否可通过抑制转化生长因子
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&
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)YS1
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IN/_

信

号通路来抑制人乳腺癌癌细胞
N_/1NJ1$*%

增殖$方法
!

采用荧光定量
KO,

检测乳腺癌细胞中
/M]"

受体

表达(通过流式细胞术和
N))

检测
_Q/M]"

对三阴性乳腺癌
N_/1NJ1$*%

增殖和周期的改变(采用
@5671

5C(?B37

检测
_Q/M]"

感染
N_/1NJ1$*%

后对乳腺癌细胞中
)YS1

&

*

IN/_

信号通路中
IN/_$

*

*

总蛋白和

磷酸化蛋白表达及其下游靶基因
W_%

表达的影响$结果
!

乳腺癌细胞系中存在
/M]"

的普遍表达!其中

N_/1NJ1$*%

表达最高(

_Q/M]"

腺病毒感染
N_/1NJ1$*%

后!

N))

显示第
*

天
_Q/M]"

组细胞吸光度

值"

#+*"T#+#!

#显著低于
,SK

组"

#+"2 T#+#-

#!流式细胞术显示其周期阻滞于
Y

#

期(荧光定量
KO,

和
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显示
W_%

和
O

E

<B'(_%

表达降低!进一步研究发现
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信号通路中关键蛋白
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磷酸化蛋白表达降低$结论
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抑制乳腺癌
N_/1NJ1$*%

增殖!可通过抑制
)YS1

&

*

IN/_

信号通路

的激活!下调肿瘤增殖相关基因
W_%

和
O

E

<B'(_%

表达来实现$

关键词"显性负性突变(

!

/M]"

(

!

转化生长因子
1

&

(

!

IN/_

(

!

乳腺癌(

!

增殖

中图法分类号"

,0*0+.

(

,!!-

文献标志码"

/

文章编号"

%-0$1.!""

"

$#%2

#

%*1%.#*1#!

I6,6AC85956=:B68@BAC=685A-+,=:7!PGTK"+-5+>+9,956

N

C:B+76CA9+:-:7>C6A,98A-86C

I)*+M-%&

#

"#(1&A/%&

#

,.)*+E/%6:%&

$

01

2

%3451&46

7

@:/&/H%:"%>63%463

;

#

$->1/!16

2

:1=8,68

2

/4%:

#

@96&

'U

/&

'

!#%%$#

#

@9/&%

%

G>,9CA89

!

">

*

689+D6

!

)3'(4567'

8

975@:57:5C=3&'(9(7(5

8

97'45&A797'3(/M]"<9('(:'?'77:5

D

C3B';5C91

7'3(3;:A&9(?C5967<9(<5C<5BBB'(5N_/1NJ1$*%?

E

'(:'?'7'(

8

7:5)YS1

&

"

IN/_6'

8

(9B'(

8D

97:@9

E

+H6950

:;,

!

):55>

D

C566'3(3;/M]"'(?C5967<9(<5C<5BB6@96=575<75=?

E

;BA3C56<5(<5

a

A9(7'797'45KO,+):5

<:9(

8

53;

D

C3B';5C97'3(9(=<

E

<B53;?C5967<9(<5C<5BB6@5C5=575C&'(5=?

E

N))9669

E

9(=;B3@<

E

73&57C

E

+

):55>

D

C566'3(3;W_%

#

D

:36

D

:3C

E

B97'3(

D

C375'(9(=7379B

D

C375'(3;IN/_$

"

*3()YS1

&

"

IN/_6'

8

(9B'(

8

D

97:@9

E

@5C5=575<75=?

E

7:5@5675C(?B37@:'B5N_/1NJ1$*%<5BB6@5C5'(;5<75=@'7:/=5(34'CA6=3&'(9(7

(5

8

97'45/M]"+I6,@B9,

!

):5C56AB766:3@5=7:97/M]"&,Q/ @96=575<75='(9BBU'(=63;?C5967<9(<5C

<5BB69(=7:57:5:'

8

:5675>

D

C566'3(?C5967<9(<5C<5BB@96N_/1NJ1$*%

&

N))9(=;B3@<

E

73&57C

E

6:3@5=

7:59?63C?9(<53;_Q/M]"

8

C3A

D

<5BB

$

#+*"T#+#!

%

@966'

8

(';'<9(7B

E

B3@5C7:9(,SK

8

C3A

D

$

#+"2T#+#-

%

9(=<5BB<

E

<B5@96?B3<U5='(Y

#

679

8

59;75C/=_Q/M]"'(;5<7'3(*=9

E

6+):55>

D

C566'3(3;&,Q/9(=

D

C31

75'(3;W_%9(=O

E

<B'(_% @5C5=5<C5965=

#

?

E

C59B7'&5KO,9(= @5675C(?B37+;AC7:5C67A=

E

;3A(=7:97

IN/_$

"

*

D

:36

D

:3C

E

B97'3(

D

C375'(3()YS1

&

"

IN/_6'

8

(9B'(

8D

97:@9

E

@5C5C5=A<5=+J:-8B@,+:-

!

_Q/M]"

<9('(:'?'77:5

D

C3B';5C97'3(3;?C5967<9(<5C<5BBB'(5N_/1NJ1$*%7:C3A

8

:=3@(C5

8

AB97'3(W_%9(=O

E

<B'(_%

5>

D

C566'3(9(='(:'?'77:59<7'497'3(3;)YS1

&

"

IN/_6'

8

(9B'(

8D

97:@9

E

+

K6

F

?:C;,

!

=3&'(9(7(5

8

97'45&A797'3(

&

!

/M]"

&

!

7C9(6;3C&'(

88

C3@7:;9<73C1

&

&

!

IN/_

&

!

?C5967

<9(<5C

&

!

7A&3C

D

C3B';5C97'3(

!!

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤#占女性肿瘤的

第一位#全世界乳腺癌的发病率呈现逐年升高趋

势)

%

*

'临床放化疗+靶向分子治疗+生物治疗在一定

程度上提高了乳腺癌的治疗效果#大大提高了患者生

活质量和生存期#但临床的三阴性)雌激素受体

$

\,

%+孕激素受体$

K,

%和原癌基因
L5C1$

均为阴性*

乳腺癌的治疗效果往往不佳#无有效的治疗手段#严

重影响患者的预后)

$1"

*

'

临床三阴性乳腺癌患者约占所有乳腺癌患者的

$#V

'三阴性乳腺癌恶性程度高#侵袭转移能力强#

患者预后往往不良#死亡风险很高'在传统的放+化

疗等治疗手段效果不好的情况下#乳腺癌的生物基因

治疗可能是最有效的手段'文献报道转化生长因子
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信号通路在乳腺癌中处于激活

状态#

)YS1

&

信号通路的激活是乳腺癌生长+侵袭+转

移的一个重要原因)

-

*

'因此抑制其信号通路的激活#

(
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检验医学与临床
$#%2

年
0

月第
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卷第
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期
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Q3+%*



可抑制乳腺癌的生长+侵袭+转移过程'

/M]"

作为

)YS1

&

"

IN/_

信号通路中重要的受体#阻断
/M]"

可有效抑制
)YS1

&

"

IN/_

信号通路的激活#从而抑

制乳腺癌生长+侵袭+转移)

01%#

*

'本课题研究显性负性

突变
/M]"

$

_Q/M]"

%受体对三阴性乳腺癌细胞

N_/1NJ1$*%

增殖能力的影响#以及可能涉及作用的

靶基因#为实现
/M]"

基因治疗提供实验基础'

$

!

材料与方法

$+$

!

细胞株和腺病毒载体
!

乳腺癌
N_/1NJ1$*%

细胞+乳腺癌
NOS0

细胞+乳腺癌
)!0_

细胞+乳腺癌

X,10"1*

细胞+乳腺癌
I]1J,1*

细胞+乳腺癌
N_1

NJ1!"*

细胞+

N_1NJ1!-2

细胞由中国科学院上海生

命科学研究院细胞资源中心提供#

_Q/M]"

腺病毒+

,SK

腺病毒由本室构建#并保存'

$+/

!

主要试剂
!

_N\N

高糖培养液$美国
M';5

公

司%&胎牛血清$美国
O3C('(

8

公司%&

,Q/'63

D

BA6

+反

转录试剂+荧光定量
KO,

试剂$大连宝生生物技术公

司%&

N))

检测试剂$美国
I'

8

&9

公司%&

KO,

引物

$南京金斯瑞物生物技术有限公司%&蛋白质提取裂解

液和
@5675C(?B37

检测试剂$上海碧云天生物技术有

限公司%&

\OM

化学发光试剂盒$北京英格恩生物技术

有限公司%&鼠抗人
&

19<7'(

单克隆抗体$

*

*0##

%和兔

抗人
IN/_$

"

*

$

*

2-2"

%购自美国
O5BBI'

8

(9B'(

8

公

司&兔抗人
D

1IN/_$

"

*

多克隆抗体$

9?-**..

%+鼠抗

人
W_%

单克隆抗体$

9?--!."

%和兔抗人
O

E

<B'(_%

单克

隆抗体$

9?%*!%0"

%购自美国
/?<9&

公司'

$+'

!

荧光定量
KO,

引物的设计
!

登录
KA?N5=

找

到基因的相关序列#将基因序列输入
KC5&'5C"

引物

设计软件#得到相应引物#选择评分最高者#并进行

JM/I)

引物比对#确保引物的特异性#具体引物如

下!

/M]"

上游引物
"k1/Y/YO)Y)Y//YOO))1

Y//Y/1*k

#下游引物
"k1)Y/)YOO))OO))Y)1

)Y/O)Y1*k

&

Y/K_L

上游引物
"k1O/YOY/O/O1

OO/O)OO)O1*k

#下 游 引 物
"k1)Y/YY)OO/OO/O1

OO)Y)1*k

&

W_%

上游引物
"k1O)O)/OY/O/)Y//OY1

YO)Y)1*k

#下 游 引 物
"k1)YO)O/OO))YOYY)1

)O)Y1*k

&

O

E

<B'(_%

上游引物
"k1//O/O/)O/)O1

OOO///O/O1*k

#下 游 引 物
"k1)O/O/O))O/)1

O/O)O)YY/1*k

'
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细胞培养与实验分组
!

乳腺癌
NOS0

细胞+乳

腺癌
)!0_

细胞+乳腺癌
X,10"1*

细胞+

I]1J,1*

细

胞+乳腺癌
N_/1NJ1$*%

采用
%#V

胎牛血清的

_N\N

高糖培养液于
*0 e

+

"VOH

$

培养#乳腺癌

N_1NJ1!"*

细胞+

N_1NJ1!-2

细胞采用
%#V

胎牛

血清的
M%"

培养液培养#无
OH

$

'乳腺癌
N_/1NJ1

$*%

细胞生长到
0#V

#

2#V

密度时#用胰酶$

#+$"V

%

消化+传代#继续培养#实验分为
*

组#空白对照组

$

N_/1NJ1$*%

组%#实验对照组
,SK

腺病毒感染

N_/1NJ1$*%

$

,SK

组%#实验组
_Q/M]"

腺病毒感

染
N_/1NJ1$*%

$

/=_Q/M]"

组%#其中
,SK

组和

_Q/M]"

组的腺病毒感染效率保持一致#感染率约

为
0#V

'

$+2

!

荧光定量
KO,

检测
/M]"

受体在
N_/1NJ1

$*%

中表达
!

用
,Q/'63

D

BA6

提取各乳腺癌细胞系及

N_/1NJ1$*%

各组细胞
,Q/

#反转录成
<_Q/

#并以

<_Q/

为模板进行荧光定量
KO,

反应#检测各乳腺癌

细胞系
/M]"

基因的表达'

KO,

扩增条件!预变性

.2e%#6

&变性
.2e%#6

#退火
"2e*#6

#共
!#

个

循环#用
$

b

..

O)表示基因的相对表达量'

$+)

!

N))

检测细胞增殖改变
!

%m%#

" 个"
&M

的细

胞密度#按
%##

"

M

每孔细胞悬液接种于
.-

孔板#每

组设平行孔
"

个'细胞贴壁
%$:

后#将
_Q/M]"

腺

病毒和
,SK

腺病毒分别感染
N_/1NJ1$*%

#病毒感

染
2:

更换为含
%V

胎牛血清的
_N\N

培养液#病毒

感染
$!:

后开始用
N))

试剂检测各孔细胞的吸光

度值#整个实验连续监测
"=

#并根据吸光度值绘制其

增殖曲线图'

$+.

!

@5675C(?B37

检测
_Q/M]"

对
)YS1

&

"

IN/_

信号通路改变
!

N_/1NJ1$*%

接种于直径
%#<&

培

养皿#待细胞密度达到
"#V

#

-#V

时#分别加入

_Q/M]"

和
,SK

腺病毒#

2:

后换成
%V

胎牛血清的

M%"

培养液#继续培养
!2:

#用预冷磷酸缓冲盐溶液

$

KJI

%洗两次#加入
%&MKJI

于培养皿中#用细胞刮

将细胞全部刮下#并收集于
%+"&M\K

管中#

2##m

8

离心
"&'(

后#倒掉上清液#加入
$"#

"

M,WK/

阿联

可冰上裂解细胞#

*#&'(

'

!e

#

%$###C

"

&'(

离心
%"

&'(

#转移上清液至
%+"&M\K

管中#

JO/

法检测蛋

白水平'取
$#

"

M

细胞蛋白进行
I_I1

聚丙烯酰胺凝

胶电泳$浓缩胶
"V

#分离胶
%#V

%#湿转
KP_S

膜#

"V

牛血清清蛋白
*0e

封闭
%:

#滴加相应一抗
!e

孵育过夜#然后用
)JI)

洗膜
%"&'(m*

次#滴加相

应的二抗于室温孵育
%:

#

)JI)

洗膜
%"&'(m*

次#

最后加入
\OM

显色液在
Y\M\d

上成像'

$+3

!

统计学处理
!

应用
IKII$#+#

统计软件处理数

据#计量资料以
AT8

表示#两独立样本组间比较采用

4

检验#以
!

$

#+#"

为差异有统计学意义'

/

!

结
!!

果

/+$

!

/M]"

在乳腺癌细胞系中表达
!

荧光定量
KO,

法检测
/M]"

在转移能力不同的乳腺癌细胞系中表

达#发现
/M]"

在恶性程度最高的乳腺癌
N_/1NJ1

$*%

细胞中表达最高#相对表达量$

$

b

..

O)

%

l#+."T

#+#-

#见图
%

'

/+/

!

_Q/M]"

对
N_/1NJ1$*%

增殖改变
!

显性负

性突变的
/M]"

腺病毒$

/=_Q/M]"

%感染
N_/1

NJ1$*%

后#第
*

天
/=_Q/M]"

组细胞的吸光度值

为
#+*"T#+#!

#明显低于
,SK

组$

#+"2T#+#-

%和空

白对照
N_/1NJ1$*%

组$

#+-%T#+#"

%#差异均有统

计学意义$

!

$

#+#"

%'第
"

天
/=_Q/M]"

组细胞的

(

!#.%

(

检验医学与临床
$#%2

年
0

月第
%"

卷第
%*

期
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FAB

E

$#%2

!

P3B+%"

!

Q3+%*



吸光度值为
#+!.T#+#-

#明显低于
,SK

组$

#+.*T

#+#0

%和
N_/1NJ1$*%

组$

#+.0T#+#"

%#差异均有统

计学意义$

!

$

#+#"

%'见图
$

'

/+'

!

_Q/M]"

对
N_/1NJ1$*%

细胞周期改变
!

采

取流式细胞术检测
/=_Q/M]"

感染
N_/1NJ1$*%

*=

后
N_/1NJ1$*%

细胞周期改变'

/=_Q/M]"

组

细胞周期
Y

#

期占$

2"T.

%

V

#明显低于
,SK

组的
Y

#

期)$

-%T2

%

V

*和
N_/1NJ1$*%

组的
Y

#

期)$

-"T

-

%

V

*比例'

图
%

!!

/M]"

在不同转移能力的乳腺癌细胞中表达

图
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对
N_/1NJ1$*%

细胞增殖的影响

/+1
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_Q/M]"

对
W_%

+

O

E

<B'(_%

基因和蛋白表达改

变
!

通过荧光定量
KO,

和
@5675C(?B37

检测
W_%

+

O

E

1

<B'(_%&,Q/

和蛋白的改变#

/=_Q/M]"

组
W_%

和
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相对于
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组的表达量$
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检测
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和
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蛋白的改变#得到与
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一致的结果'

见图
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图
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对
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细胞周期相关
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和
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和蛋白表达改变
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对
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信

号通路的影响
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感染
N_/1NJ1$*%

后#

可抑制
)YS1

&

"

IN/_

信号通路#

@5675C(?B37

检测其

对
)YS1

&
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IN/_

信号通路的影响#发现
IN/_$

"

*

总

的蛋白无改变#但
/=_Q/M]"

组
IN/_$

"

*

磷酸化蛋

白表达明显低于
,SK

和
N_/1NJ1$*%

组#见图
!
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图
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对
N_/1NJ1$*%)YS1

&

%

IN/_

信号通路的

关键蛋白
IN/_$
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*

总蛋白和磷酸化蛋白的改变

'

!

讨
!!

论

!!

乳腺癌作为女性常见的恶性肿瘤#一直是研究热

点#尤其是三阴性乳腺癌的治疗是亟待解决的医学难

题'有文献报道
)YS1

&

"

IN/_

信号通路的持续激活

促进乳腺癌的发生+发展)

%%

*

'如果能抑制
)YS1

&

"

IN/_

信号通路的激活#将在一定程度上促进乳腺癌

向良性过程转变'
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作为
)YS1

&

膜结合受体#抑

制
/M]"

的表达#将抑制
)YS1

&

"

IN/_

信号通路的

激活)

%$

*

'显性负性突变技术是一种基因工程技术#通

过构建膜蛋白的胞外域结构#突变型的受体能够与野

生型受体竞争性结合
)YS1

&

配体#使信号不能通过

)YS1

&

"

IN/_

传到核内#调节细胞基因转录和调控'

因此#显性负性突变技术是肿瘤生物治疗的一种良好

技术#显示其良好优势'显性负性突变技术和腺病毒

感染技术能够对乳腺癌实行有效的生物治疗'

本研究系统分析
/M]"

在转移能力不同的乳腺

癌细胞中的表达#发现
/M]"

在乳腺癌中普遍表达#

在三阴性乳腺癌
N_/1NJ1$*%

中发现
_Q/M]"

能

够显著抑制
N_/1NJ1$*%

的增殖#其
_Q/M]"

腺病

毒感染
N_/1NJ1$*%

后#第
*

天吸光度值$

#+*"T

#+#!

%明显低于
,SK

组$

#+"2T#+#-

%#流式细胞术结

果也显示细胞周期为
Y

#

期阻滞'进一步深入其作用

机制发现
_Q/M]"

确实能抑制
)YS1

&

"

IN/_

信号

通路的激活#而且能下调其靶向基因
W_%

的表达'通

过体外实验证实
_Q/M]"

阻断
)YS1

&

"

IN/_

信号

通路#能够在
&,Q/

和蛋白水平抑制
W_%

表达#其机

制主要就是通过下调磷酸化
IN/_$

"

*

表达来实现

的'本研究在一定程度上找到治疗三阴性乳腺癌的

基因治疗方法#但其在体内作用如何今后还将进行深

入研究'
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疗与纠正具有一定的辅助作用#对于围绝经期甲亢女

性患者的生活质量水平具有较强的促进作用)
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#在临

床上饮食指导上应当予以推广应用'

综上所述#围绝经期甲亢女性患者的生活质量水

平较低#离异或丧偶+家庭经济月收入
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$###

元+家

庭关系不和睦+合并其他疾病是其主要危险因素#长

期食用豆制品是其保护性因素#应当加强此类患者的
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