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［摘　要］目的：探讨钙蛋白酶－周期蛋白Ｅ（ＣａｌｐａｉｎＣｙｃｌｉｎＥ）信号通路在表皮生长因子（ＥＧＦ）诱导的乳腺癌
细胞迁移中的介导作用。方法：取对数生长期 ＭＣＦ７乳腺癌细胞系为模型细胞，采用 ＥＧＦ、钙离子螯合剂
（ＢＡＰＴＡ）、钙蛋白酶抑制剂（Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ）及钙蛋白酶抑制剂Ｉ（ＡＬＬＮ）预处理模型细胞，通过伤口愈合实验观察细
胞迁移能力，通过蛋白印迹法观察蛋白质剪切及分子量变化，观察ＣａｌｐａｉｎＣｙｃｌｉｎＥ信号通路对ＥＧＦ诱导的ＭＣＦ
７乳腺癌细胞迁移能力的影响。结果：ＢＡＰＴＡ及ＡＬＬＮ能显著阻断ＥＧＦ诱导的ＭＣＦ７乳腺癌细胞迁移，ＢＡＰＴＡ
组与Ｃｏｎ组相比Ｐ＜０．０１，ＡＬＬＮ组与ＥＧＦ组相比Ｐ＜０．０１，差异具有统计学意义；Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ能阻断ＥＧＦ诱导的
细胞ＣａｌｐａｉｎⅠ、ＣｙｃｌｉｎＥ蛋白剪切。结论：ＣａｌｐａｉｎＣｙｃｌｉｎＥ促进ＥＧＦ诱导的ＭＣＦ７乳腺癌细胞的迁移能力加强，
可能在乳腺癌的浸润生长中发挥作用。

［关键词］表皮生长因子；钙蛋白酶；周期蛋白Ｅ；乳腺肿瘤；迁移

［中图分类号］Ｒ７３７．９　　［文献标识码］Ａ　　［文章编号］１０００２７０７（２０１５）１２１３４４０４

Ｃａｌｐａｉｎ／ＣｙｃｌｉｎＥＳｉｇｎａｌｉｎｇＥｎｈａｎｃｅｓＥｐｉｄｅｒｍａｌＧｒｏｗｔｈ
ＦａｃｔｏｒＩｎｄｕｃｅｄＭｉｇｒａｔｉｏｎｉｎＢｒｅａｓｔＣａｎｃｅｒＣｅｌｌｓ

ＣＨＥＮＨｕａｍｅｉ，ＬＩＺｈｅｎｇ，ＷＡＮＧＸｕｄｏｎｇ，ＷＡＮＧＨｏｎｇｍｅｉ，ＱＩＮＹｉｎａｎ，ＺＨＵＺｈｕｘｉａ
（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，ＧｕｉｙａｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕｉｙａｎｇ５５０００４，Ｇｕｉｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ）

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅＣａｌｐａｉｎ／ＣｙｃｌｉｎＥｐａｔｈｗａｙｓｉｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ（ＥＧＦ）ｉｎｄｕｃｅｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎＭＣＦ７ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＵｓｉｎｇＭＣＦ７ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌｓａｓａｍｏｄｅｌ，ＥＧＦ，Ｃｈｅｌａｔｏｒｓ（ＢＡＰＴＡ）ａｎｄＣＡＮＰｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ（Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ／ＡＬＬＮ）ｗｅｒｅａｐｐｌｉｅｄｆｏｒ
ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｍｏｄｅｌｃｅｌｌｓ．Ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｓｓａｙ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓ
ｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓ．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＣａｌｐａｉｎ／ＣｙｃｌｉｎＥｓｉｇｎａｌｉｎｇｏｎＥＧＦｉｎｄｕｃｅｄ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｗａｓｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＢＡＰＴＡａｎｄＡＬＬＮｃｏｕｌｄｐｒｅｖｅｎｔＥＧＦｉｎ
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　　表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）过表达是反映乳
腺癌预后不良的重要指标之一，在乳腺癌细胞的增

殖及分化中发挥着重要作用，ＥＧＦ通过ＥＧＦＲ诱导

细胞内Ｃａ２＋动员，激活钙蛋白酶（Ｃａｌｐａｉｎ）及其信
号传导活动［１－２］，通过特异性蛋白水鲜作用调节多

种酶和蛋白质的功能。周期蛋白 Ｅ是细胞周期
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Ｇ１／Ｓ期转换的关键调节分子，参与细胞周期的调
节及肿瘤的发生。前期工作显示，１７β雌二醇
（１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌ）可使Ｃａ２＋动员，从而激活 Ｃａｌｐａｉｎ，
诱导乳腺癌细胞 ＣｙｃｌｉｎＥ表达上调，同时生成大量
的低分子量 ＣｙｃｌｉｎＥ（ＬＭＷＣｙｃｌｉｎＥ），ＬＭＷＣｙｃｌｉｎＥ
的大量生成提示乳腺癌患者预后不良［３－４］。ＥＧＦ
可诱导乳腺癌细胞增殖，但其在肿瘤细胞迁移和浸

润中的作用鲜见报道，ＣａｌｐａｉｎＣｙｃｌｉｎＥ信号通路是
否参与介导ＥＧＦ诱导乳腺癌细胞的迁移目前也尚
不清楚。本研究旨在探讨 ＣａｌｐａｉｎＣｙｃｌｉｎＥ信号通
路在ＥＧＦ的诱导下对ＭＣＦ７人乳腺癌细胞迁移能
力的影响，为乳腺癌的临床治疗提供新的治疗靶

点。

１　材料与方法

１．１　细胞系及试剂
人乳腺癌细胞系ＭＣＦ７购自中国科学院昆明

细胞库，ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒ
ｕｍ，ＦＢＳ）、胰蛋白酶及青霉素／链霉素购自美国
ＨｙＣｌｏｎｅ公司。ＥＧＦ购自美国Ｐｅｆｐｏｔｅｃｈ公司，钙蛋
白酶抑制剂Ｉ（ＡＬＬＮ）及钙蛋白酶抑制剂（Ｃａｌｐｅｐ
ｔｉｎ）购自德国 Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司，钙选择性螯合剂
（ＢＡＰＴＡ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，抗 ＣｙｃｌｉｎＥ单克隆
抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，抗ＣａｌｐａｉｎⅠ单克隆
抗体购自美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，抗 ＧＡＰＤＨ单克隆抗
体购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司。
１．２　方法
１．２．１　ＭＣＦ７细胞培养　细胞常规培养采用
ＤＭＥＭ高糖培养基，在３７℃及５％ ＣＯ２的条件下
培养，待细胞覆盖率达９０％时进行传代培养。
１．２．２　ＭＣＦ７细胞迁移率　取对数生长期ＭＣＦ７
细胞按每孔１ｍＬ接种于１２孔培养板中，细胞覆盖
率达９０％后，换成无血清ＤＭＥＭ，用１０μＬ枪头作
“｜”字划痕，用无菌 ＰＢＳ洗涤 ３次，换无血清的
ＤＭＥＭ。随机分组，分别加入０１％ ＤＭＳＯ、１０μｍｏｌ／Ｌ
ＥＧＦ、１０μｍｏｌ／ＬＥＧＦ＋１０μｍｏｌ／ＬＢＡＰＴＡ、１０μｍｏｌ／Ｌ
ＡＬＬＮ、１０μｍｏｌ／ＬＥＧＦ＋１０μｍｏｌ／ＬＡＬＬＮ，置于培
养箱内培养，分别于０ｈ、１２ｈ、２４ｈ时在倒置显微
镜下拍照。每孔随机取３个位点，用 Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ软
件标尺测量划痕宽度，测算细胞划痕部位“伤口”

宽度，实验重复 ３次。计算细胞迁移率 ＝［（１２ｈ
或２４ｈ时伤口宽度－０ｈ时伤口宽度）／０ｈ时伤口
宽度］×１００％。

１．２．３　ＣａｌｐａｉｎⅠ蛋白表达及ＣｙｃｌｉｎＥ蛋白剪切　培
养的ＭＣＦ７细胞覆盖率达９０％后，将培养基换为无
血清 ＤＭＥＭ，加入 １０μｍｏｌ／ＬＥＧＦ分别处理０ｈ、
１ｈ、６ｈ、１２ｈ。另取相同覆盖率 ＭＣＦ７细胞，分别
加入０１％ ＤＭＳＯ、１０μｍｏｌ／ＬＥＧＦ、１０μｍｏｌ／ＬＣａｌ
ｐｅｐｔｉｎ、１０μｍｏｌ／ＬＥＧＦ＋１０μｍｏｌ／ＬＣａｌｐｅｐｔｉｎ，２４ｈ
后加入ＲＩＰＡ裂解液裂解细胞，４℃，１４０００ｒ／ｍｉｎ
离心２０ｍｉｎ，取上清液，采用 ＢＣＡ法进行蛋白定
量。每个泳道按 ３０μｇ蛋白质样品进行上样，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣａｌｐａｉｎⅠ蛋白的表达及 ＣｙｃｌｉｎＥ
蛋白剪切。采用自动凝胶成像系统（Ｓｙｎｇｅｎｅ公
司）进行成像，ＧｅｎｅＳｎａｐ软件分析蛋白印迹结果。
１．３　统计学处理

采用ＳＰＳＳ１９．０处理和分析数据，实验结果以
均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。组间比较采用单因素
方差分析法，Ｐ＜００５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＥＧＦ诱导ＭＣＦ７细胞迁移
以划痕时距离为１００％，对照组１２ｈ和 ２４ｈ

时ＭＣＦ７细胞的迁移率均为２％，而ＥＧＦ培养１２ｈ
和２４ｈ时 ＭＣＦ７细胞的迁移率分别为 ３２％和
６０％，与对照组比较差异有统计学意义，Ｐ＜００５，
提示ＥＧＦ可诱导ＭＣＦ７细胞迁移，ＢＡＰＴＡ预处理
细胞后，ＥＧＦ诱导的细胞迁移率明显降低（２４ｈ为
２０％），表明 ＥＧＦ诱导乳腺癌细胞迁移效应可被
ＢＡＰＴＡ明显抑制，提示Ｃａ２＋参与ＥＧＦ诱导的细胞
迁移活动。见图 １。采用 ＡＬＬＮ预处理细胞后，
ＥＧＦ诱导的细胞迁移率仅约１３％，与ＥＧＦ组比较
细胞迁移率明显降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜
００１），提示 Ｃａ２＋ＣａｌｐａｉｎⅠ促进 ＥＧＦ诱导的乳腺
癌细胞迁移活动。见图２。
２．２　ＥＧＦ诱导 ＭＣＦ７乳腺癌细胞 ＣａｌｐａｉｎⅠ和
ＣｙｃｌｉｎＥ剪切

采用ＥＧＦ刺激ＭＣＦ７乳腺癌细胞，ＣｙｃｌｉｎＥ剪
切效应在ＥＧＦ作用１ｈ时开始出现并随作用时间
增加而加强，１２ｈ时达到完全剪切，见图 ３－Ａ；
Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ预处理细胞后，ＥＧＦ诱导的 Ｃａｌｐａｉｎ１蛋
白剪切和 ＣｙｃｌｉｎＥ剪切效应均被抑制，见图３－Ｂ。
结果提示，Ｃａｌｐａｉｎ１蛋白的剪切活动可促进 ＥＧＦ
诱导乳腺癌细胞迁移，Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ通过阻断 Ｃａｌｐａｉｎ１
的活性而抑制ＣｙｃｌｉｎＥ的剪切效应。
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（１）与对照组比较Ｐ＜０．０１

图１　ＥＧＦ及ＢＡＰＴＡ对ＭＣＦ７细胞迁移的影响
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＥＧＦａｎｄＢＡＰＴＡｏｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ

（１）与对照组比较Ｐ＜０．０１

图２　ＡＬＬＮ对ＭＣＦ７细胞迁移的影响
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡＬＬＮｏｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ

注：箭头（）表示蛋白剪切片段

图３　Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ对ＥＧＦ诱导的Ｃａｌｐａｉｎ１和ＣｙｃｌｉｎＥ蛋白剪切的影响
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＣａｌｐｅｐｔｉｎｏｎＣａｌｐａｉｎⅠａｎｄＣｙｃｌｉｎＥｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙＥＧＦ
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３　讨论

目前，乳腺癌高居全球女性恶性肿瘤发病率之

首，严重威胁女性健康。在中国，女性乳腺癌每年

以４％的增长率急剧上升，且发病年龄日趋年
轻［５］。肿瘤细胞局部浸润和远处转移是乳腺癌病

人死亡的最主要原因。

　　Ｃａｌｐａｉｎ是由Ｃａ２＋激活的内源性半胱氨酸蛋白
酶。在ＥＧＦ介导下参与了肿瘤相关成纤维细胞的
激活，从而促进肿瘤细胞的增殖［１－７］。ＥＧＦ可促进
Ｃａｌｐａｉｎ的表达，诱导其剪切，Ｃａｌｐａｉｎ的下游信号
分子ＣｙｃｌｉｎＥ也伴随发生蛋白剪切，产生 ＬＭＷＣｙ
ｃｌｉｎＥ片段；Ｃａｌｐａｉｎ的裂解可进一步加强 ＣｙｃｌｉｎＥ
的再表达及ＬＭＷＣｙｃｌｉｎＥ的大量形成。在多种恶
性肿瘤中存在 ＣｙｃｌｉｎＥ的失调节而导致出现大量
ＬＭＷＣｙｃｌｉｎＥ，提示ＬＭＷＣｙｃｌｉｎＥ与机体对抗肿瘤
药物产生耐药性相关联［８－９］。本实验已证实 ＢＡＰ
ＴＡ通过影响ＥＧＦ对 Ｃａ２＋的激活，进而阻断 Ｃａ２＋
Ｃａｌｐａｉｎ通路的激活，明显抑制了 ＥＧＦ诱导的细胞
迁移。结果说明ＥＧＦ的促迁移效应与Ｃａ２＋信号活
动有关［１０］。ＥＧＦ可诱导 ＭＣＦ７细胞 ＣａｌｐａｉｎⅠ的
剪切，Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ能阻断 ＥＧＦ的这一效应，提示
Ｃａ２＋／Ｃａｌｐａｉｎ参与 ＥＧＦ诱导的 ＭＣＦ７细胞的迁
移。同样的，Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ可阻断ＣａｌｐａｉｎＣｙｃｌｉｎＥ表达
及剪切，进一步说明阻断了 ＣａｌｐａｉｎＣｙｃｌｉｎＥ通路，
就可以明显抑制ＥＧＦ诱导的乳腺癌ＭＣＦ７细胞迁
移。

本研究首次发现，Ｃａ２＋／ＣａｌｐａｉｎＣｙｃｌｉｎＥ通路
参与介导 ＥＧＦ促进乳腺癌细胞的迁移作用，阻断
该信号通路有助于抑制乳腺癌细胞的迁移能力，尤

其是该条通路中下游分子 ＣｙｃｌｉｎＥ有可能成为抑
制肿瘤转移的一个潜在的治疗靶点。
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