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ＰＫＡ抑制剂在雌激素调控乳腺癌细胞纤连蛋白表达
中的作用及机制

王宏健，刘晓红，董宇华，郭阳，王旭东

（贵州医科大学 基础医学院 生理学教研室，贵州 贵阳　５５００２５）

［摘　要］目的：观察蛋白激酶Ａ（ＰＫＡ）的抑制剂Ｈ８９在雌激素（Ｅ２）依赖人乳腺癌细胞（ＭＣＦ７）纤连蛋白（ｆｉ
ｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）表达及其与ＣＡＮＰ２的关系。方法：分别用Ｅ２和ＰＫＡ抑制剂Ｈ８９刺激对数生长期ＭＣＦ７细胞和
ＣＡＮＰ２ｓｈＲＮＡ转染ＭＣＦ７模型细胞，采用伤口愈合实验检测细胞迁移率、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测ＦＮ蛋白的表达。结
果：与对照组比较，Ｈ８９预处理后，Ｅ２诱导的ＭＣＦ７细胞迁移率可明显增加，Ｅ２与 Ｈ８９联用可使 ＦＮ蛋白表达
明显上调，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；Ｈ８９和Ｅ２＋Ｈ８９组的可促使ＣＡＮＰ２ｓｈＲＮＡ转染ＭＣＦ７细胞的迁移率
明显降低，并抑制 ＣＡＮＰ２ｓｈＲＮＡ转染 ＭＣＦ７细胞中 ＦＮ蛋白表达，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。结论：ＰＫＡ
抑制剂能明显增强Ｅ２诱导的乳腺癌细胞迁移和ＦＮ蛋白表达，而该效应可被ＣＡＮＰ２基因沉默所逆转。
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　　ｃａｌｐａｉｎ２乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤，其中
约７０％为雌激素（Ｅｓｔｒｏｇｅｎ，Ｅ２）依赖性

［１］。Ｅ２不
仅在女性生殖系统和乳腺生长发育等生理功能调

节中发挥重要作用，在异常情况下，Ｅ２也是促进乳
腺癌恶性进展的重要因素［２－４］。Ｅ２可以使乳腺癌
细胞内环磷酸腺苷（ｃｙｃｌｉｃａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅ，ｃＡＭＰ）增多，从而激活蛋白激酶 Ａ（ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅＡ，ＰＫＡ），激活的ｃＡＭＰ／ＰＫＡ途径可抑制乳
腺癌细胞的迁移［５－８］。有研究显示，纤连蛋白（ｆｉ
ｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）的表达促进乳腺癌细胞的恶性行
为［９］，其机制尚未完全阐明。钙激活中性蛋白酶

（ｃａｌｃｉｕｍａｃｔｉｖａｔｅｄｎｅｕｔｒａｌｐｒｏｔｅａｓｅ，ＣＡＮＰ）属于
Ｃａ２＋依赖性的半胱氨酸蛋白酶水解家族，据报道
其活性在乳腺癌异常增高［１０］。然而，关于 ＰＫＡ是
否通过ＣＡＮＰ参与调控 Ｅ２信号分子机制，目前尚
未完全阐明。本研究以 ＭＣＦ７细胞和 ＣＡＮＰ２
ｓｈＲＮＡ转染细胞为模型细胞，采用伤口愈合实验
和蛋白免疫印迹实验等方法，观察 ＰＫＡ抑制剂对
Ｅ２诱导乳腺癌细胞的迁移和 ＦＮ蛋白表达的影
响，同时观察其与ＣＡＮＰ的关系，为研究Ｅ２促进乳
腺癌恶性进展的机制提供理论依据。

１　材料和方法

１１　材料
１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、胰蛋
白酶及青霉素／链霉素均购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司，
胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购自 Ｇｉｂｃｏ
公司。

１１２　抗体及重要试剂１７β雌二醇（１７βｅｓｔｒａｄｉ
ｏｌ，Ｅ２）购于Ｓｉｇｍａ公司、Ｈ８９（ＰＫＡ抑制剂）购自碧
云天生物技术公司，抗ＦＮ、ｃａｌｐａｉｎ２单克隆抗体，抗
ＧＡＰＤＨ抗体由Ｓａｎｔａｃｒｕｚ公司购买，羊抗小鼠ＩｇＧ
ＨＲＰ抗体购自武汉博士德公司，ＣＡＮＰ２ｓｈＲＮＡ设
计、合成和构建由上海吉玛制药有限公司提供。

１２　人乳腺癌ＭＣＦ７细胞
１２１　细胞培养　人乳腺癌细胞 ＭＣＦ７采用
ＤＭＥＭ高糖培养基（含１０％ ＦＢＳ、１％青霉素及１％
链霉素），在３７℃及５％ＣＯ２条件下常规培养，待
细胞满度达９０％时进行传代培养。
１２２　细胞划痕实验　取对数生长期 ＭＣＦ７细
胞混悬液按每孔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，随机分为 ４组，分别加入 ０１％ ＤＭＳＯ
（对照组）、１０ｎｍｏｌ／Ｌ（Ｅ２组）、１０ｍｇ／Ｌ（Ｈ８９组）、
１０ｎｍｏｌ／ＬＥ２＋１０ｍｇ／ＬＨ８９（Ｅ２＋Ｈ８９联合组）处
理，置于培养箱内培养。分别于０、１２及２４ｈ时用
倒置显微镜下拍照。每孔随机取３个位点，用Ｐｈｏ
ｔｏｓｈｏｐ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 ＝
［（０ｈ伤口宽度－１２或２４ｈ伤口宽度）／０ｈ伤口
宽度］×１００％。
１２３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＦＮ蛋白表达　培养
ＭＣＦ７细胞满度达５０％ ～６０％后，将培养基换为
无血清ＤＭＥＭ，同时将细胞分为对照组（０１％ＤＭ
ＳＯ）、Ｅ２组（１０ｎｍｏｌ／ＬＥ２）、Ｈ８９组（１０ｍｇ／Ｌ）及
Ｅ２＋Ｈ８９组（１０ｎｍｏｌ／ＬＥ２＋１０ｍｇ／ＬＨ８９）。药物
作用４８ｈ后，加入 ＲＩＰＡ裂解液裂解细胞。４℃，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ后取样品上清液留用，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，按照Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验，采用自动
凝胶成像系统（Ｓｙｎｇｅｎｅ公司）成像，ＧｅｎｅＳｎａｐ软件
分析蛋白印迹结果。

１．３　ＣＡＮＰ２ｓｈＲＮＡ转染人乳腺癌ＭＣＦ７细胞
１３１　ＣＡＮＰ２ｓｈＲＮＡ转染 ＭＣＦ７细胞与稳定表
达细胞株的筛选　按照说明书要求进行 ＣＡＮＰ２
ｓｈＲＮＡ转染并且筛选出稳定表达的细胞株，待细
胞达到检测所需满度时，使用荧光显微镜观察并且

通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染效率，获得稳定表达的
细胞株后继续在 ＣＯ２培养箱中 ３７℃温育 ２４～
４８ｈ后，用嘌呤霉素处理筛选出稳定表达的细胞
株。同时转染与ＣＡＮＰ２无同源性的序列作为阴性
对照组（ＮＣ组）。
１３２　细胞划痕实验　取对数生长期 ＣＡＮＰ２
ｓｈＲＮＡ稳定表达细胞株的 ＭＣＦ７细胞株和 ＮＣ
（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）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，均随机分为４组，分别
为对照组、Ｅ２组、Ｈ８９组及Ｅ２与Ｈ８９联合组，其余
处理同１２２。
１３３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＦＮ蛋白表达　培养的
ＣＡＮＰ２ｓｈＲＮＡ稳定表达细胞株 ＭＣＦ７细胞和 ＮＣ
细胞覆盖率达５０％ ～６０％后，将培养基换为无血
清ＤＭＥＭ，同时将细胞分为对照组（０１％ ＤＭＳＯ）、
Ｅ２组（１０ｎｍｏｌ／ＬＥ２）、Ｈ８９组（１０ｍｇ／Ｌ）及 Ｅ２＋
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Ｈ８９组（１０ｎｍｏｌ／ＬＥ２＋１０ｍｇ／ＬＨ８９），其余处理
同１２３。
１４　统计学处理

采用软件ｐｒｉｓｍ６２处理和分析数据，实验结
果以均数±标准差表示。组间比较采用单因素方
法ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ进行分析，Ｐ＜００５表示差异
有统计学意义。

２　结果

２１　Ｈ８９对人乳腺癌ＭＣＦ７细胞的作用
２．１．１　　Ｈ８９增强 Ｅ２诱导的人乳腺癌 ＭＣＦ７细
胞迁移效应　与对照组比较，Ｅ２可明显增加 ＭＣＦ
７细胞的 １２ｈ和 ２４ｈ时的迁移率，分别增加
（１４３０±０６２）％和（２８７４±３８９）％，差异有统

计学意义（Ｐ＜００５）。Ｈ８９组 ＭＣＦ７细胞 ２４ｈ
时，可促进 ＭＣＦ７细胞的迁移，与对照组比较，迁
移率增加了（２０４１±１４６）％，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）。Ｈ８９与 Ｅ２组 ＭＣＦ７细胞作用 ２４ｈ
后，细胞的迁移率增加了（３１７１±２１３）％ 。与
Ｅ２组比较，Ｈ８９与 Ｅ２联合作用后，ＭＣＦ７细胞的
１２ｈ和２４ｈ的迁移率均明显增加，差异有统计学
意义（Ｐ＜００５）。见图１。
２．１．２　Ｈ８９增加 Ｅ２诱导的 ＭＣＦ７细胞 ＦＮ蛋白
表达　与对照组比较，Ｅ２组 ＦＮ蛋白表达增加
（１２１９±９３４２）％；Ｈ８９ＦＮ蛋白的表达增加
（１１５４±８８９）％，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；
与Ｅ２组比较，Ｈ８９＋Ｅ２组 ＭＣＦ７细胞 ＦＮ蛋白表
达增加（１０５９±１５９）％，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）。见图２。

（１）与对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与Ｅ２组比较，Ｐ＜００５

图１　Ｈ８９对Ｅ２诱导的ＭＣＦ７细胞迁移的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＨ８９ｏｎＥ２ｉｎｄｕｃｅｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ

（１）与对照组比较，Ｐ＜００１；（２）与Ｅ２组比较，Ｐ＜００１

图２　Ｈ８９对ＭＣＦ７细胞纤连蛋白表达的影响
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＨ８９ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦＮｉｎＭＣＦ７
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２．２　Ｈ８９对 ＣＡＮＰ２ｓｈＲＮＡ转染 ＭＣＦ７细胞的
作用

２．２．１　ＣＡＮＰ２ｓｈＲＮＡ转染后 ＭＣＦ７细胞中
ＣＡＮＰ２蛋白表达　与 ＮＣ组比较，ＣＡＮＰ２ｓｈＲＮＡ

转染ＭＣＦ７乳腺癌细胞组 ＣＡＮＰ２蛋白表达量降
低了（８８４７±７０７）％，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１），见图３。结果提示沉默 ＣＡＮＰ２基因后，筛
选的稳定表达细胞株满足实验要求。

（１）与对照组比较 ，Ｐ＜００１

图３　ＣＡＮＰ２ｓｈＲＮＡ转染ＭＣＦ７细胞ＣＡＮＰ２蛋白的表达
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＡＮＰ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＣＡＮＰ２ｓｈＲＮＡｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ

２．２．２　ＣＡＮＰ２ｓｈＲＮＡ转染ＭＣＦ７细胞中，Ｈ８９的
促细胞迁移效应　Ｈ８９组明显降低 ＣＡＮＰ２ｓｈＲＮＡ
转染ＭＣＦ７细胞的迁移率，见图 ４Ａ；与 ＮＣ组比
较，Ｈ８９组ＣＡＮＰ２ｓｈＲＮＡ转染 ＭＣＦ７细胞迁移率
２４ｈ和 ４８ｈ时分别降低了（６６６７±９６７）％和
（１２３０４±２０５４）％，差异有统计学意义（Ｐ＜

００１），见图４Ｂ。基因沉默 ＣＡＮＰ２后，与 ＮＣ组比
较，Ｅ２＋Ｈ８９联合组 ＣＡＮＰ２ｓｈＲＮＡ转染 ＭＣＦ７细
胞的迁移率显著降低，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１），见图 ４Ｃ。Ｅ２＋Ｈ８９组细胞迁移率 ２４和
４８ｈ的细胞迁移率分别降低（７８１２±６１２）％和
（１１５３５±１２０９）％，见图４Ｄ。

（１）与对照组比较 ，Ｐ＜００１

图４　基因沉默ＣＡＮＰ２逆转Ｈ８９的促细胞迁移的影响
Ｆｉｇ．４　ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｓｈＲＮＡＣＡＮＰ２ｒｅｖｅｒｓｉｎｇｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＨ８９ｏｎｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ
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２．２．３　Ｈ８９抑制 ＣＡＮＰ２ｓｈＲＮＡ转染 ＭＣＦ７细胞
中ＦＮ蛋白表达　Ｈ８９单独作用于 ＣＡＮＰ２ｓｈＲＮＡ
转染ＭＣＦ７细胞，与ＮＣ组比较，ＦＮ蛋白的表达明
显减少，相对蛋白表达量减少（６０５２±４９９）％ ，

差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；Ｈ８９与 Ｅ２联合使
用时，与ＮＣ组比较，ＣＡＮＰ２ｓｈＲＮＡ转染ＭＣＦ７细
胞的ＦＮ蛋白表达减少（８１７５±４２６）％，差异有
统计学意义（Ｐ＜００１）。见图５。

（１）与对照组比较，Ｐ＜００１

图５　Ｈ８９对ＣＡＮＰ２ｓｈＲＮＡ转染ＭＣＦ７细胞ＦＮ蛋白表达的影响
Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＨ８９ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎｉｎｃｅｌｌｌｉｎｅｏｆＣＡＮＰ２ｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ

３　讨论

近年来，乳腺癌的早期诊断和临床治疗取得了

较大进展，但绝大多数病人仍死于肿瘤的转移。大

量研究表明，作为体内主要的性激素，Ｅ２能刺激乳
腺肿瘤的生长并促进其转移和侵袭［１１］，但其具体

作用机制尚未完全阐明。ｃＡＭＰ／ＰＫＡ通路是一条
经典的由 Ｇ蛋白偶联受体介导的细胞信号传导通
路，参与细胞的增殖、分化及凋亡、离子转运、调节

新陈代谢及基因转录相关［１２－１３］。Ｆｉｌａｒｄｏ等人［１４］

的研究显示，在 ＭＣＦ７和 ＳＫＢＲ３细胞中，Ｅ２可以
快速激活膜结合的腺苷酸环化酶 （ａｄｅｎｙｌａｔｅｃｙｃｌａ
ｓｅ，ＡＣ），进而在数分钟内即引起细胞内 ｃＡＭＰ浓
度增高，并激活 ＰＫＡ，继而引起细胞功能的改变。
因此，阐明 Ｅ２ＰＫＡ下游信号通路，有助于加深对
Ｅ２促癌效应分子机制的认识。Ｃｌａｒｙｓｓｅ等

［１５］报

道，激活 ｃＡＭＰＰＫＡ途径能降低人乳腺癌 ＭＤＡ
ＭＢ４３５ｓ的细胞迁移率。Ｌｅｅ等［１６］的研究表明，

ｃＡＭＰＰＫＡ也能调控宫颈癌细胞的迁移。在本研
究中结果亦显示单独使用 Ｈ８９能够增加细胞的迁
移率。本研究发现，ＰＫＡ选择性抑制剂 Ｈ８９可明
显增强Ｅ２的促细胞迁移效应，提示 ｃＡＭＰ／ＰＫＡ途
径对Ｅ２促细胞迁移效应可能具有负性调控作用。
国内外均有研究显示，肿瘤中 ＦＮ表达增加和表型
改变可促进肿瘤的增殖，迁移和侵袭；而且还可以

限制肿瘤细胞对治疗的反应性［１７－１８］。同时本课题

组的前期研究显示 Ｅ２可通过上调 ＦＮ来促进
ＭＣＦ７和ＭＤＡＭＢ４６８乳腺癌细胞的迁移［１９］。而

本研究结果显示 Ｈ８９能够显著增强 Ｅ２对 ＭＣＦ７
细胞纤连蛋白 ＦＮ表达的上调作用，表明 ｃＡＭＰ／
ＰＫＡ途径对Ｅ２的抑制效应可能也与纤连蛋白 ＦＮ
表达有关。有研究显示，ｃＡＭＰ／ＰＫＡ可通过 ＣＡＮＰ
而调控细胞迁移活动［２０］。本课题组亦曾报道，

ＣＡＮＰ抑制剂Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ（Ｃａｌｐ）能明显抑制 Ｅ２诱导
的ＦＮ蛋白上调［１９］，但 Ｃａｌｐ对 ＣＡＮＰ１和 ＣＡＮＰ２
均有抑制效应，不能明确何种 ＣＡＮＰ亚型参与对
ＦＮ的上调作用。

为进一步查明 Ｅ２ＰＫＡ下游是否通过 ＣＡＮＰ２
分子来影响乳腺癌细胞的迁移及 ＦＮ表达，本研究
采用ＣＡＮＰ２ｓｈＲＮＡ转染模型细胞并筛选稳定表
达细胞株。结果发现，基因沉默ＣＡＮＰ２后，Ｈ８９对
Ｅ２促细胞迁移效应的上调作用受到明显抑制。同
时，基因沉默ＣＡＮＰ２后，Ｈ８９对Ｅ２诱导的ＦＮ蛋白
表达上调的作用也被逆转。这些结果提示，ＰＫＡ
通过ＣＡＮＰ２ＦＮ通路对Ｅ２促癌效应发挥重要的负
性调控作用。表明Ｅ２诱导乳腺癌细胞 ＦＮ蛋白表
达和细胞迁移与ＰＫＡＣＡＮＰ２通路有关。
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