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摘要　目的　探讨抗增殖蛋白２（ＰＨＢ２）在乳腺癌中的表达及其对肿瘤细胞生物学行为的影响。方法　采用免疫组化检测乳
腺癌组织中ＰＨＢ２蛋白的表达并分析其与临床病理特征的关系。分别构建敲低和过表达ＰＨＢ２的乳腺癌稳转细胞系，通过克
隆形成实验、划痕实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测ＰＨＢ２对乳腺癌细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响。运用蛋白质印迹实验（ＷＢ）
检测ＰＨＢ２对上皮间质转化（ＥＭＴ）相关标志物钙粘蛋白 Ｅ（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）、钙粘蛋白 Ｎ（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）、蜗牛家族转录抑制因子１
（Ｓｎａｉｌ）蛋白、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）和紧密连接蛋白１（Ｃｌａｕｄｉｎ１）表达的影响。裸鼠皮下成瘤实验检测 ＰＨＢ２对体内成瘤能力
的影响。结果　免疫组化结果显示，ＰＨＢ２在乳腺癌中高表达并且与肿瘤大小、人表皮生长因子受体２（ＨＥＲ２）和增殖指数
Ｋｉ６７显著正相关（均Ｐ＜００５）。克隆形成实验、划痕实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示，敲低 ＰＨＢ２可抑制乳腺癌细胞的增殖、
迁移和侵袭能力（均Ｐ＜００１）；过表达 ＰＨＢ２则促进其增殖、迁移和侵袭（Ｐ＜００１）。裸鼠皮下成瘤实验结果显示，敲低
ＰＨＢ２小鼠的肿瘤体积和体质量明显减小（Ｐ＜００００１），过表达ＰＨＢ２肿瘤的体积和体质量明显增加（Ｐ＜０００１）。ＷＢ结果
显示，敲低ＰＨＢ２后乳腺癌细胞的上皮标志物Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ上调，而间充质标志物Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｎａｉｌ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ下调（Ｐ＜００１）；过
表达ＰＨＢ２后乳腺癌细胞的Ｃｌａｕｄｉｎ１下调，而Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｎａｉｌ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ上调（均Ｐ＜００５）。结论　ＰＨＢ２在乳腺癌中高表达
并能够促进肿瘤细胞的多种恶性生物学行为，可能是乳腺癌诊断和治疗的潜在靶点。
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　　乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤，占女性癌症
的３１％，死亡率占总体癌症的１５％，并且乳腺癌发
病率呈上升趋势［１］。早期乳腺癌通常认为是可以

治愈的，探索乳腺癌早期诊断和精准分型的分子标

志物对于患者治疗方案的优化和预后改善具有重要

意义［２］。抗增殖蛋白（ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ，ＰＨＢ）基因编码
ＰＨＢ１和ＰＨＢ２两种蛋白亚型，其中ＰＨＢ２能够定位
于线粒体内膜、细胞膜和细胞核并执行不同的生物

学功能，能够参与肿瘤和其他代谢性疾病的发生发

展［３］。然而，ＰＨＢ２对乳腺癌生物学行为的影响和机
制尚未见报道。因此该研究探讨 ＰＨＢ２在乳腺癌中
的表达与临床病理特征的关系及其对乳腺癌增殖、

迁移和侵袭的影响，旨在为乳腺癌的早期诊断和个

性化治疗提供新的思路和方向。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　病例资料　收集２０１８年１月—２０１９年１１
月安徽医科大学第一附属医院病理科存档的１００例
乳腺癌石蜡标本和５０例乳腺良性病变组织石蜡标
本作为对照，并且收集整理临床病理相关资料。乳

腺癌患者年龄２９～６７岁，平均年龄４８岁，病历资料
完整。所有患者在手术前均未接受过任何抗癌治

疗，未合并其他恶性肿瘤。所有乳腺癌病例均由两

名高年资病理学家确诊为浸润性乳腺癌（非特殊类

型）。本实验程序通过安徽医科大学第一附属医院

伦理委员会的批准（批准号：２０２４２８４）。
１．１．２　细胞　人乳腺癌细胞系 ＢＴ５４９、ＨＣＣ１９３７、
ＣＡＭＡ１、ＭＤＡＭＢ２３１、ＭＣＦ７、Ｔ４７Ｄ和人胚肾细胞
２９３Ｔ均购自美国ＡＴＣＣ细胞库。
１．１．３　实验动物　２０只４周龄雌性 ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠
购自江苏集萃药康生物科技有限公司，体质量在

（１２８±１２）ｇ，且均达到清洁级标准。常规饲养于
基础医学院动物实验中心的小鼠笼位中。饲养环境

温度恒定在（２２±２）℃，湿度 ４０％ ～７０％，独立通
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风，饮食供应充足。本研究获得安徽医科大学实验

动物伦理委员会的批准（批号：ＬＬＳＣ２０２４０１８０）。
１．１．４　主要试剂　ＤＭＥＭ培养基、ＲＰＭＩ１６４０培养
基、胎牛血清购自美国 ＧＩＢＣＯ公司；青 －链霉素双
抗、０２５％胰蛋白酶、细胞裂解液、ＢＣＡ蛋白浓度测
定试剂盒和 ＥＣＬ显影液均购自上海碧云天生物技
术公司；敲低对照质粒载体 ｐＬＫＯ．１和过表达对照
质粒载体 ＰＳｉｎ３×ＦＬＡＧ购自美国 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司；
ｓｈＲＮＡ由上海 Ｓｉｇｍａ公司获得；ＴＲＴｚｏｌ购自美国Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＰＨＢ２抗体（１２２９５１ＡＰ）、钙粘蛋白 Ｅ
（ｃａｄｈｅｒｉｎ１，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）一抗（货号：２０８７４１ＡＰ）、
钙粘蛋白 Ｎ（ｃａｄｈｅｒｉｎ２，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）一抗（货号：
２２０１８１ＡＰ）、紧密连接蛋白１（Ｃｌａｕｄｉｎ１）一抗（货
号：２８６７４１ＡＰ）、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）一抗（货号：
１０３６６１ＡＰ）、蜗牛家族转录抑制因子１（ｓｎａｉｌｆａｍｉｌｙ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｐｒｅｓｓｏｒ１，Ｓｎａｉｌ）一抗（货号：２６１８３１
ＡＰ）和βａｃｔｉｎ（货号：６６００９１Ｉｇ）均购自武汉三鹰生
物技术有限公司；免疫组化试剂盒、柠檬酸盐、ＰＢＳ
磷酸盐缓冲剂、ＤＡＢ显色试剂盒和苏木精染液均购
自福州迈新生物技术开发有限公司；配胶试剂盒购

自上海雅酶生物科技公司；二甲苯、甲醇、无水乙醇

和甲醛均购自合肥美丰化工仪器有限公司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ
基质胶购自美国 ＢＤ公司；雌激素购自美国 Ｍｅｄ
ＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司。
１．１．５　主要仪器　细胞培养箱（型号：ＩＣＯ５０）购自
德国ｍｅｍｍｅｒｔ公司；细胞计数仪（型号：ＪＩＭＢＩＯＦＩＬ）
购自江苏卓微生物科技有限公司；轮转式切片机

（型号：ＭｉｎｕｘＳ７００）购自深圳瑞沃德生命科技股份
有限公司；化学发光成像系统（型号：Ｔａｎｏｎ５２００）购
自上海天能公司；高速冷冻离心机（型号：Ａｌｌｅｇｒａｘ
２２Ｒ）购自美国ｂｅｃｋｍａｎｃｏｕｌｔｅｒ公司；多功能酶标仪
（型号：ｅｎｓｐｉｒｅ）购自美国ＭＤ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　人胚肾细胞２９３Ｔ，人乳腺癌细
胞系ＣＡＭＡ１和 ＭＤＡＭＢ２３１在含有１０％ 血清和
１％青－链霉素双抗混合液的 ＤＭＥＭ培养基中培
养。人乳腺癌细胞系 ＢＴ５４９、ＨＣＣ１９３７、ＭＣＦ７和
Ｔ４７Ｄ细胞在含有１０％血清和１％青 －链霉素双抗
混合液的 ＲＰＭＩ１６４０中培养。培养条件为３７℃、
５％ ＣＯ２的恒温培养箱。
１．２．２　免疫组化　采用 ＥｎＶｉｓｉｏｎ两步法检测
ＰＨＢ２蛋白表达。切片制备、脱蜡、水化后使用柠檬
酸盐修复液进行抗原修复，自来水冲洗；免疫组化笔

画圈，ＰＢＳ冲洗３次；滴加过氧化物酶阻断剂孵育

１５～３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗；滴加 ＰＨＢ２兔抗人多克隆抗
体（稀释比１∶２００），４℃孵育过夜。恢复室温，ＰＢＳ
冲洗；滴加适量酶标抗鼠／兔 ＩｇＧ聚合物室温孵育
１５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗；ＤＡＢ显色１ｍｉｎ，自来水冲洗；苏
木精孵育３０ｓ，自来水冲洗，蒸馏水洗涤数秒钟，脱
水、透明、中性树胶封固。在显微镜下观察并拍照。

按照说明书选用已知心脏组织染色切片作为阳性对

照，以ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照。ＰＨＢ２阳性染
色评分标准以细胞质和细胞膜的着色强度及着色细

胞数综合判断。① 按阳性细胞着色强度计分：未着
色为０分，淡黄色为１分，棕黄色为２分，棕褐色为３
分；② 按阳性细胞百分比计分：无阳性细胞为０分，
阳性细胞数 ＜２５％为１分，２５％ ～５０％为 ２分，＞
５０％为３分。将两项得分结果相加作为最终评分：
＜３分为低表达，≥３分为高表达［４］。

１．２．３　慢病毒包装和稳转细胞系构建　ＰＨＢ２敲
低序列 （ｓｈＰＨＢ２１正向引物：５′ＣＣＧＧＣＣＡＧＡＡ
ＴＡＴＣＴＣＣＡＡＧＡＣＧＡＴＣＴＣＧＡＧＡＴＣＧＴＣＴＴＧＧＡＧＡＴＡ
ＴＴＣＴＧＧＴＴＴＴＴＧ３′；反向引物：５′ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＣ
ＣＡＧＡＡＴＡＴＣＴＣＣＡＡＧＡＣＧＡＴＣＴＣＧＡＧＡＴＣＧＴＣＴＴＧＧ
ＡＧＡＴＡＴＴＣＴＧＧ３′；ｓｈＰＨＢ２２正向引物：５′ＣＣＧＧ
ＧＣＴＧＡＧＣＴＴＴＡＧＣＣＧＡＧＡＧＴＡＣＴＣＧＡＧＴＡＣＴＣＴＣＧＧ
ＣＴＡＡＡＧＣＴＣＡＧＣＴＴＴＴＴＧ３′；反 向 引 物：５′ＡＡＴ
ＴＣＡＡＡＡＡＧＣＴＧＡＧＣＴＴＴＡＧＣＣＧＡＧＡＧＴＡＣＴＣＧＡＧＴＡ
ＣＴＣＴＣＧＧＣＴＡＡＡＧＣＴＣＡＧＣ３′）。采用慢病毒包装
技术，以ｐＬＫＯ．１为载体，克隆 ｓｈＲＮＡ质粒，将构建
好的靶向敲低 ＰＨＢ２的质粒转染到２９３Ｔ细胞，获得
ｓｈＲＮＡ病毒，将病毒感染目的细胞 ＭＣＦ７，将细胞
分为对照组（ｓｈＣｔｒｌ组）和敲低组（ｓｈＰＨＢ２１组和
ｓｈＰＨＢ２２组），使用嘌呤霉素筛选成功敲低 ＰＨＢ２
的细胞。收集细胞在蛋白水平上检测转染效率，用

于后续实验。以同样的方法构建出过表达ＰＨＢ２的
细胞，细胞分为对照组（Ｆｌａｇ组）和过表达组（Ｆｌａｇ
ＰＨＢ２组）。
１．２．４　蛋白免疫印迹实验（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）　使
用ＰＢＳ轻轻洗涤细胞并吸干，使用细胞裂解液裂解
细胞并进行蛋白提取。使用 ＢＣＡ试剂盒检测蛋白
质浓度后加入上样缓冲液，置于１００℃金属浴中１０
ｍｉｎ，冷却后保存在 －２０℃冰箱。进行 １０％ ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶电泳，在恒流 ３００ｍＡ条件下转膜 ９０
ｍｉｎ。置于浓度为５％的脱脂牛奶中室温封闭１ｈ，
根据分子量裁剪，条带分别放入 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄ
ｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ、Ｃｌａｕｄｉｎ１和βａｃｔｉｎ（均按１∶
１０００稀释）一抗稀释液，４℃摇床孵育过夜。使用
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ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，结束后加入二抗辣根
过氧化物酶标记的抗鼠 ＩｇＧ或抗兔 ＩｇＧ（均按
１∶１００００稀释），室温孵育４５ｍｉｎ，使用 ＴＢＳＴ洗膜
３次，每次１０ｍｉｎ，接着使用 ＥＣＬ避光显影。使用
ＩｍａｇｅＪ对结果进行灰度分析，并记录灰度数据，留作
后续统计学分析。

１．２．５　克隆形成实验　常规胰酶消化细胞并计数。
在６孔板中每孔接种５００个细胞，每组重复３个孔。
在６孔板中培养１４ｄ后，取出６孔板，用４％多聚甲
醛固定２ｈ，最后用０１％结晶紫溶液染色３０ｍｉｎ。
染色结束后用纯水洗去多余的结晶紫并晾干，随后

拍照留存。克隆的数量和大小使用 ＩｍａｇｅＪ进行测
定。

１．２．６　划痕实验　将１×１０６个细胞接种到６孔板
中，用完全培养基培养２４ｈ使细胞长满单层。然后
用１０μｌ的移液枪枪头尖端刮除细胞单层，接着用
无血清的培养基继续培养细胞，在０、２４、４８ｈ拍摄
图像。

１．２．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验　常规消化处理细胞并计数，
用无血清培养基制备５×１０４个／孔的细胞悬液，取
２００μｌ加入无和有Ｍａｔｒｉｇｅｌ包被的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的
上室中，下室加入８００μｌ的完全培养基。培养２４ｈ
后取出小室，用４％多聚甲醛固定下层迁移的细胞
３０ｍｉｎ，最后用 ０１％ 结晶紫溶液染色１５ｍｉｎ。接
着用棉签轻轻擦洗小室内壁直至棉签无明显结晶紫

残留。晾干置于显微镜下拍照留存。

１．２．８　裸鼠皮下成瘤实验 将２０只裸鼠随机分为
ｓｈＣｔｒｌ、ｓｈＰＨＢ２、Ｆｌａｇ和 ＦｌａｇＰＨＢ２４组，每组 ５只，
每周观察３次并及时补充水和饲料。其中 ｓｈＣｔｒｌ组
和ｓｈＰＨＢ２组每只小鼠均皮下注射雌激素１５ｍｇ／
ｋｇ促进雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）＋乳腺癌
细胞生长。取对数生长期细胞，消化计数并配制成

２×１０６个／６２５μｌ的细胞悬液，与同等体积基质胶
混合，注射到第 ２对乳腺脂肪垫中，每只注射 １２５
μｌ。接种后每天观察小鼠进食情况和肿瘤的生长情
况，记录成瘤时间、生长速度和肿瘤大小。肿瘤相对

体积公式：Ｖ＝１／２×Ｌ×Ｗ２，Ｌ为小鼠瘤体的最长
径，Ｗ为垂直径。８周后处死所有小鼠，瘤体取出拍
照留存并称重。

１．２．９　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８０软
件和ＳＰＳＳ２７０软件进行统计学分析。两样本率的
比较采用卡方检验或 Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法检验；比较
两组间均值使用 ｔ检验，两组间在同一个时间点的
数据比较，采用ｔ检验；同一个体在不同时间点的测

量采用重复测量方差分析；多组间两两比较使用单

因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）。所有实验均重
复３次以上，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＰＨＢ２在乳腺癌及乳腺良性病变组织中的表
达　通过免疫组化检测ＰＨＢ２在乳腺癌和乳腺良性
病变组织中的表达情况，结果显示：ＰＨＢ２蛋白主要
定位于细胞质和细胞膜；在肿瘤细胞的细胞质和细

胞膜中高表达，局部细胞膜强阳性，肿瘤间质纤维细

胞中少量表达，且在乳腺癌的癌巢中呈弥漫分布

（图１Ａ）；在乳腺良性病变组织的乳腺上皮细胞的
细胞质中ＰＨＢ２低表达（图１Ｂ）。ＰＨＢ２在乳腺癌组
织中高表达率（７８％）高于乳腺良性病变组（５８％）
（Ｐ＜００５，表１）。

图１　ＰＨＢ２在乳腺癌组织（Ａ）和乳腺良性病变组织（Ｂ）中的表达

　ＥｎＶｉｓｉｏｎ两步法×４００

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＨＢ２ｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ（Ａ）ａｎｄ

ｂｅｎｉｇｎｂｒｅａｓｔｌｅｓｉｏｎｔｉｓｓｕｅｓ（Ｂ）　ＥｎＶｉｓｉｏｎｔｗｏｓｔｅｐｍｅｔｈｏｄ×４００

表１　乳腺癌和乳腺良性病变组织中ＰＨＢ２表达的比较 ｎ（％）

Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＰＨＢ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒａｎｄ

ｂｅｎｉｇｎｂｒｅａｓｔｌｅｓｉｏｎｔｉｓｓｕｅｓｎ（％）

Ｔｉｓｓｕｅｓ
ＰＨＢ２ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｈｉｇｈ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｌｏｗ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

χ２

ｖａｌｕｅ

Ｐ

ｖａｌｕｅ

Ｂｅｎｉｇｎｂｒｅａｓｔｌｅｓｉｏｎ ２９（５８．０） ２１（４２．０） ６．５２０ ０．０１３
Ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ ７８（７８．０） ２２（２２．０）

２．２　ＰＨＢ２在乳腺癌患者中表达的临床意义　将
乳腺癌ＰＨＢ２蛋白表达水平与患者的临床病理参数
进行分析，结果如表２所示：ＰＨＢ２高表达的患者肿
瘤直径＞２ｃｍ占比更大（Ｐ＝００２９）、ＥＲ：ｅｓｔｒｏｇｅｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ；ＰＲ：ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ；ＨＥＲ２：表达水
平（Ｐ＝０００８）以及增殖指数 Ｋｉ６７水平（Ｐ＝
０００４）更高，与组织学分级、临床分期、淋巴结转
移、ＥＲ和孕激素（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲ）状态均
无关（均Ｐ＞００５）。
２．３　ＰＨＢ２在人乳腺癌细胞系中的表达　通过ＷＢ
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实验分析比较６种乳腺癌细胞系ＢＴ５４９、ＨＣＣ１９３７、
ＣＡＭＡ１、ＭＤＡＭＢ２３１、ＭＣＦ７和 Ｔ４７Ｄ中 ＰＨＢ２的
蛋白表达，结果显示：在６种乳腺癌细胞系中，ＭＣＦ
７细胞中的ＰＨＢ２蛋白表达较高，ＭＤＡＭＢ２３１细胞
中的ＰＨＢ２蛋白表达较低（图２Ｂ）。因此，后续选择
在ＭＣＦ７细胞中构建敲低稳转细胞系，在 ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞中构建过表达稳转细胞系。

表２　乳腺癌ＰＨＢ２表达与患者临床病理特征的关系 ｎ（％）

Ｔａｂ．２　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＰＨＢ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄ

ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｎ（％）

Ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ

ｐａｒａｍｅｔｅｒ

ＰＨＢ２ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｈｉｇｈ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｌｏｗ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

χ２

ｖａｌｕｅ

Ｐ

ｖａｌｕｅ

Ａｇｅ（ｙｅａｒｓ） ３．５６０ ０．１６９
　≤３５ ７（８．９７） ５（２２．７３）
　３６－５５ ５６（７１．７９） １２（５４．５４）
　＞５５ １５（１９．２３） ５（２２．７３）
Ｔｕｍｏｒｓｉｚｅ（ｃｍ） ５．１８０ ０．０２９
　≤２ ３９（５０．００） １７（７７．２７）
　＞２ ３９（５０．００） ５（２２．７３）
Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ０．０１１ ＞０９９９
　Ｙｅｓ ４０（５１．２８） １１（５０．００）
　Ｎｏ ３８（４８．７４） １１（５０．００）
Ｇｒａｄｅ ０．３４３ ０．８４３
　Ⅰ ８（１０．２６） ３（１３．６４）
　Ⅱ ５１（６５．３８） １３（５９．０９）
　Ⅲ １９（２４．３６） ６（２７．２７）
ＣｌｉｎｉｃａｌＳｔａｇｅ １．４８６ ０．２５２
　Ⅰ ７（８．９７） ４（１８．１８）
　Ⅱ－Ⅲ ７１（９１．０３） １８（８１．８２）
ＥＲ ２．４８６ ０．１４２
　－ ２８（３５．９０） １２（５４．５５）
　＋ ５０（６４．１０） １０（４５．４５）
ＰＲ １．５９８ ０．２９１
　－ ２１（２６．９２） ９（４０．９１）
　＋ ５７（７３．０８） １３（５９．０９）
Ｈｅｒ２ １１．８７０ ０．００８
　０ １４（１７．９５） １１（５０．００）
　１＋ １３（１６．６７） ５（２２．７２）
　２＋ ３０（３８．４６） ３（１３．６４）
　３＋ ２１（２６．９２） ３（１３．６４）
Ｋｉ６７ １０．４９０ ０．００４
　＜１４％ ５（６．４１） ７（３１．８２）
　≥１４％ ７３（９３．５９） １５（６８．１８）

２．４　ＷＢ检测敲低和过表达 ＰＨＢ２的表达效率　
为研究ＰＨＢ２对乳腺癌细胞生物学行为的影响，本
实验选择在ＭＣＦ７细胞中转染 ｓｈＰＨＢ２和 ｓｈＣｔｒｌ质
粒，在ＭＤＡＭＢ２３１细胞中转染过表达（ＦｌａｇＰＨＢ２

组）和对照质粒（Ｆｌａｇ组），用 ＷＢ实验分别验证敲
低和过表达效率。结果显示：与 ｓｈＣｔｒｌ组相比，
ｓｈＰＨＢ２１和ｓｈＰＨＢ２２组的 ＰＨＢ２蛋白表达明显降
低（ｔ＝９４８、１３７９，Ｐ＜０００１，图３Ａ）；与 Ｆｌａｇ组相
比，ＦｌａｇＰＨＢ２组的 ＰＨＢ２蛋白表达明显增高（ｔ＝
５０９７，Ｐ＜０００１，图 ３Ｂ），表明稳转细胞系构建成
功。

图２　ＰＨＢ２在乳腺癌细胞系中的表达

Ｆｉｇ．２　ＰＨＢ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

　　Ａ：ＲｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＨＢ２ｉｎ６ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷＢ；Ｂ：Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ；ａ：ＢＴ

５４９ｃｅｌｌｓ；ｂ：ＨＣＣ１９３７ｃｅｌｌｓ；ｃ：ＣＡＭＡ１ｃｅｌｌｓ；ｄ：ＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓ；

ｅＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ；ｆ：Ｔ４７Ｄｃｅｌｌｓ．

２．５　ＰＨＢ２对乳腺癌细胞克隆形成能力的影响　
通过克隆形成实验检测敲低 ＰＨＢ２对 ＭＣＦ７细胞
克隆形成能力的影响及过表达 ＰＨＢ２对 ＭＤＡＭＢ
２３１细胞克隆形成能力的影响，结果显示：与对照组
ｓｈＣｔｒｌ组相比，转染 ｓｈＰＨＢ２质粒后，细胞克隆数量
明显减少（ｔ＝１４．９３、１６４０，Ｐ＜０００１，图 ４Ａ）；与
Ｆｌａｇ组相比，ＦｌａｇＰＨＢ２组的细胞数量明显增多（ｔ＝
２０３０，Ｐ＜００００１，图 ４Ｂ）。实验结果表明，敲低
ＰＨＢ２能够抑制 ＭＣＦ７细胞的克隆形成能力，而过
表达ＰＨＢ２则能够促进ＭＤＡＭＢ２３１细胞的克隆形
成能力。

２．６　ＰＨＢ２对乳腺癌细胞迁移侵袭能力的影响　
划痕实验结果显示：ＰＨＢ２敲低后 ＭＣＦ７细胞迁移
率明显下降（ｔ＝１３７５、１７０６，均 Ｐ＜０００１，图
５Ａ）；而过表达ＰＨＢ２组的细胞迁移率明显提高（ｔ＝
７６４，Ｐ＜００１，图５Ｂ）。同样 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移和侵袭
实验结果显示：ＰＨＢ２敲低后 ＭＣＦ７细胞的迁移和
侵袭数目明显减少（迁移：ｔ＝１１０４、２０９２，均Ｐ＜
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图３　ＷＢ检测敲低和过表达ＰＨＢ２的效率

Ｆｉｇ．３　ＷＢｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｋｎｏｃｋｄｏｗｎａｎｄｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＨＢ２

　　Ａ：ＷＢｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＰＨＢ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｓｈＣｔｒｌｇｒｏｕｐ，ｓｈＰＨＢ２１ｇｒｏｕｐａｎｄｓｈＰＨＢ２２ｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＷＢｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＰＨＢ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎＦｌａｇｇｒｏｕｐａｎｄＦｌａｇＰＨＢ２ｇｒｏｕｐ；ａ：ｓｈＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｓｈＰＨＢ２１ｇｒｏｕｐ；ｃ：ｓｈＰＨＢ２２ｇｒｏｕｐ；ｄ：Ｆｌａｇｇｒｏｕｐ；ｅ：ＦｌａｇＰＨＢ２ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０００１

ｖｓｓｈＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＦｌａｇｇｒｏｕｐ．

图４　ＰＨＢ２对乳腺癌细胞克隆形成能力的影响

Ｆｉｇ．４　ｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＰＨＢ２ｏｎｔｈｅｃｌｏｎｅｆｏｒｍｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＰＨＢ２ｏｎｔｈｅｃｌｏｎｅｆｏｒｍｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｐｌａｔｅｃｌｏｎｉｎｇａｓｓａｙ；Ｂ：Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｋｎｏｃｋ

ｄｏｗｎｏｆＰＨＢ２ｏｎｔｈｅｃｌｏｎｅｆｏｒｍｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｐｌａｔｅｃｌｏｎｉｎｇａｓｓａｙ；ａ：ｓｈＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｓｈＰＨＢ２１ｇｒｏｕｐ；ｃ：ｓｈＰＨＢ２
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图５　ＰＨＢ２对乳腺癌细胞迁移侵袭能力的影响

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＰＨＢ２ｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｏｒｙｉｎｖａｓｉｖｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

　　Ａ，Ｂ：ＴｈｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｏｒｙａｂｉｌｉｔｙｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｓａｎｄＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｈｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎａｎｄｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＨＢ２ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ

Ｃｅｌｌｓｃｒａｔｃｈａｓｓａｙ×４０；Ｃ，Ｄ：ＴｈｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｏｒｙａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｈｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＰＨＢ２ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴｒａｎ

ｓｗｅｌｌａｓｓａｙ，ｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔｓｔａｉｎｉｎｇ×２００；Ｅ，Ｆ：ＴｈｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｏｒｙａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＰＨＢ２ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙ，ｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔｓｔａｉｎｉｎｇ×２００；ａ：ｓｈＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｓｈＰＨＢ２１ｇｒｏｕｐ；ｃ：ｓｈＰＨＢ２２ｇｒｏｕｐ；ｄ：Ｆｌａｇｇｒｏｕｐ；ｅ：

ＦｌａｇＰＨＢ２ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜００００１ｖｓｓｈＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓＦｌａｇｇｒｏｕｐ．

００１；侵袭：ｔ＝８０２、８６２，均 Ｐ＜００１，图５Ｃ、５Ｄ）；
过表达ＰＨＢ２后ＭＤＡＭＢ２３１细胞的迁移和侵袭数
目明显增多（ｔ＝５９６、５５２，均 Ｐ＜００１，图 ５Ｅ、
５Ｆ）。上述实验结果表明，敲低ＰＨＢ２可抑制ＭＣＦ７
细胞的迁移和侵袭能力，过表达ＰＨＢ２可促进ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞的迁移和侵袭能力。
２．７　ＰＨＢ２对裸鼠皮下成瘤能力的影响　为了探
索ＰＨＢ２对体内肿瘤细胞成瘤能力的作用，构建裸
鼠皮下移植模型，分别将敲低 ＰＨＢ２的 ＭＣＦ７细胞
和过表达ＰＨＢ２的ＭＤＡＭＢ２３１细胞注射到裸鼠的
第２对乳腺脂肪垫中，观察肿瘤生长的情况。实验
结果显示：与ｓｈＣｔｒｌ组相比，敲低 ＰＨＢ２小鼠的肿瘤
体积和体质量明显减少（体积：Ｆ组间 ＝１７９５６，Ｐ＜
００００１；体质量：ｔ＝１８５０，Ｐ＜００００１，图６Ａ、６Ｂ）；
与Ｆｌａｇ组相比，过表达 ＰＨＢ２后的小鼠肿瘤体积和
体质量明显增加（体积：Ｆ组间 ＝２４２１０，Ｐ＜００００１；
体质量：ｔ＝５１９，Ｐ＜０００１，图６Ｃ、６Ｄ）。
２．８　ＰＨＢ２对乳腺癌上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）相关蛋白表达的影
响　ＷＢ实验结果显示：与 ｓｈＣｔｒｌ组相比，敲低
ＰＨＢ２表达后间充质标志物 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｎａｉｌ、Ｖｉｍ

ｅｎｔｉｎ表达明显下降（ｔ＝９８３７、８０４、７１１，均 Ｐ＜
００１），而上皮标志物Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平提高（ｔ＝
７７７，Ｐ＜００１），见图 ７Ａ；与 Ｆｌａｇ组相比，过表达
ＰＨＢ２后 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｎａｉｌ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达明显升高
（ｔ＝４６９８、７１０、７８００，均 Ｐ＜００１），而 Ｃｌａｕｄｉｎ１
水平明显下降（ｔ＝４５６，Ｐ＜００５），见图７Ｂ。实验
结果表明，敲低ＰＨＢ２可以抑制 ＭＣＦ７细胞的 ＥＭＴ
过程，过表达 ＰＨＢ２可以促进 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的
ＥＭＴ过程。

３　讨论

　　近年来，虽然治疗方法在不断地改善，但中晚期
乳腺癌患者的治疗效果仍较差。侵袭转移是中晚期

癌症发展的重要原因，因此研究乳腺癌的侵袭转移

有着重要意义。Ｌｉｅｔａｌ［５］研究发现驱动蛋白超家族
运动蛋白 １７（ｋｉｎｅｓｉｎｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙｍｏｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ１７，
ＫＩＦ１７）能够通过介导微管乙酰化来抑制肿瘤侵袭
和转移，使用地西他滨等ＤＮＡ甲基化酶抑制剂可提
高乳腺癌细胞中 ＫＩＦ１７的表达水平，可能作为治疗
乳腺癌的候选药物。然而目前乳腺癌缺乏精准治疗

和有效的分子靶向药物，寻找分子标志物具有一定
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图６　ＰＨＢ２对裸鼠皮下成瘤能力的影响
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图７　ＰＨＢ２对乳腺癌细胞ＥＭＴ相关蛋白表达的影响
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的必要性。

　　ＰＨＢ２由位于染色体１２ｐ１３上的 ＰＨＢ２基因编
码，在许多细胞生命活动中起重要作用［６］，如有丝

分裂、线粒体自噬、细胞凋亡等。ＰＨＢ２与多种疾病
有关，包括糖尿病［７］、肾脏疾病［８］和癌症［９］。例如，

Ｌｉｕｅｔａｌ［７］研究在２型糖尿病中，ＰＨＢ２介导的线粒
体自噬可以在氧化应激下通过 Ｎｒｆ２／ＰＨＢ２通路保
护胰腺 β细胞免于凋亡。Ｘｕｅｔａｌ［８］的研究首次证
明了ＰＨＢ２在肾近端肾小管细胞中可介导受损线粒
体的选择性去除，在慢性肾病中发挥保护肾脏的作

用。此外，ＰＨＢ２在结直肠癌中蛋白表达上调，可通
过还原型辅酶Ⅰ：泛醌氧化还原酶核心亚基 Ｓ１介
导的氧化磷酸化来促进结直肠癌细胞的增殖和肿瘤

发生［９］。另有研究［１０］指出使用细胞特异性适配子

可鉴定ＰＨＢ２作为管腔Ａ型乳腺癌细胞的潜在生物
标志物，表明 ＰＨＢ２在乳腺癌中的研究可能具有一
定的价值及意义。然而，目前尚无 ＰＨＢ２在乳腺癌
中生物学功能的报道，其在乳腺癌发生发展中的具

体作用有待探索。

　　本研究首先利用免疫组化检测发现临床样本乳
腺癌组织中ＰＨＢ２蛋白的表达高于乳腺良性病变组
织。先前有研究［１１］报道使用免疫组化检测４９对胃
癌组织和匹配的癌旁非肿瘤组织，发现 ＰＨＢ２在胃
癌组织中的表达水平比癌旁的非肿瘤组织高，且高

水平ＰＨＢ２与较差的预后相关，与本研究结果相似。
为了进一步探索 ＰＨＢ２在乳腺癌中的生物学功能，
本研究通过体外实验发现ＰＨＢ２能够促进乳腺癌细
胞增殖、迁移和侵袭能力，并且在体内实验发现

ＰＨＢ２能够促进裸鼠体内成瘤能力。这些结果提示
ＰＨＢ２可能是乳腺癌发生和恶性进展的一个潜在标
志物。

　　ＥＭＴ在癌症发展过程中对组织形态发生、细胞
行为和肿瘤侵袭转移都有一定的相关性，激活 ＥＭＴ
可使癌细胞获得迁移、侵袭和干细胞样特性［１２］。

Ｍｅｔｇｅｅｔａｌ［１３］研究发现低剂量替尼泊苷可以通过下
调乳腺癌中锌指增强子盒结合同源盒 ２驱动的
ＲＮＡ聚合酶Ｉ激活靶向 ＥＭＴ，可作为限制乳腺癌转
移的候选药物。为了初步探索 ＰＨＢ２促进乳腺癌侵
袭转移的分子机制，本研究通过 ＷＢ实验检测 ＥＭＴ
相关标志物的表达，发现 ＰＨＢ２敲低后上皮相关标
志物表达升高，间充质相关标志物表达降低，过表达

ＰＨＢ２则与之相反。本研究结合文献报道［１４］，提示

ＰＨＢ２可能通过调控肿瘤细胞ＥＭＴ进程参与了乳腺
癌的侵袭和转移。有研究［１５］表明细胞渗透性肽抑

制剂和天然产物黄腐酚可以直接靶向ＰＨＢ２并阻止
乳腺癌的进展。

　　综上所述，本研究发现 ＰＨＢ２蛋白在乳腺癌组
织中表达上调，与肿瘤细胞恶性进展相关，提示

ＰＨＢ２可能作为乳腺癌患者诊断和治疗的潜在分子
标志物。然而，本研究尚未探索 ＰＨＢ２调控乳腺癌
ＥＭＴ的具体分子机制，有待后续深入研究。
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ＰＨＢ２ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｔｕｍｏｒｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｖｏｌｕｍｅａｎｄｗｅｉｇｈｔ（Ｐ＜０００１）．ＷＢａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍａｒｋｅｒＥｃａｄｈｅｒｉｎｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｍａｒｋｅｒｓＮｃａｄ
ｈｅｒｉｎ，ＳｎａｉｌａｎｄＶｉｍｅｎｔｉｎｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｆｔｅｒＰＨＢ２ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｗｉｔｈｔｈｅｍｉｎｃｏｎｔｒｏｌｃｅｌｌｓ（Ｐ＜００１）．
ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｌａｕｄｉｎ１ｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＮｃａｄｈｅｒｉｎ，ＳｎａｉｌａｎｄＶｉｍｅｎｔｉｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔｌｙｉｎＰＨＢ２ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｅｌｌｓ（Ｐ＜００５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＰＨＢ２ｉｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒａｎｄｐｒｏ
ｍｏｔｅｓｍｕｌｔｉｐｌｅｍａｌｉｇｎａｎｔｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｂｅｈａｖｉｏｒｓｉｎｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇＰＨＢ２ｍａｙｂｅａｐｏｔｅｎｔｉａｌｔａｒｇｅｔｆｏｒｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ；ＰＨＢ２；ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ；ｍｉｇｒａｔｉｏｎ；ｉｎｖａｓｉｏｎ；ＥＭＴ
Ｆｏｕｎｄｐｒｏｇｒａｍｓ　ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（Ｎｏ．８２４７３０５９）；ＧｒａｄｕａｔｅＳｔｕｄｅｎｔＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
ＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄＰｒａｃｔｉｃａｌＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＰｒｏｊｅｃｔｏｆＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｎｏ．ＹＪＳ２０２３０１０３）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ　ＷｕＺｈｅｎｇｓｈｅｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｗｕｚｈｅｎｇｓｈｅｎｇ＠ａｈｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ
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