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ＥＧＦ对三阴乳腺癌细胞迁移和侵袭的影响及 ＣＡＮＰ
ＹＡＰ通路的介导作用
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［摘　要］目的：探讨上皮生长因子（ＥＧＦ）对人三阴乳腺癌（ＴＮＢＣ）细胞迁移、侵袭能力的影响及 ＣＡＮＰＹＡＰ
的介导作用。方法：以人源乳腺癌细胞系ＭＤＡＭＢ２３１和４６８细胞为模型细胞，实验分为磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）
组、ＥＧＦ组、ＥＧＦ联合钙蛋白酶抑制剂（Ｃａｌ）组（ＥＧＦ联合Ｃａｌ）及ＥＧＦ联合钙蛋白酶抑制剂Ⅲ（ＣＩⅢ）组（ＥＧＦ联
合ＣＩⅢ），采用伤口愈合实验检测细胞迁移能力、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞侵袭能力及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＹＡＰ蛋白
在细胞中的表达水平。结果：伤口愈合实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示，ＥＧＦ组ＭＤＡＭＢ２３１、４６８细胞的迁移率
和侵袭率均高于ＰＢＳ组（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），ＥＧＦ联合 Ｃａｌ组和 ＥＧＦ联合 ＣＩⅢ组中 ＭＤＡＭＢ２３１、４６８细胞
的迁移率和侵袭率均低于ＥＧＦ组（Ｐ＜００５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示，ＥＧＦ组ＭＤＡＭＢ２３１细胞和ＭＤＡＭＢ
４６８细胞中ＹＡＰ蛋白表达均高于 ＰＢＳ组（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１）；ＥＧＦ联合 Ｃａｌ组和 ＥＧＦ联合 ＣＩⅢ组中 ＭＤＡ
ＭＢ２３１、４６８细胞ＹＡＰ蛋白表达均低于ＥＧＦ组（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）。结论：ＥＧＦ具有诱导 ＴＮＢＣ细胞 ＭＤＡ
ＭＢ２３１、４６８细胞迁移和侵袭，Ｃａｌ和ＣＩⅢ可以阻断ＥＧＦ的上述生物学效应，ＥＧＦ可能通过ＣＡＮＰＹＡＰ信号通路
促进肿瘤细胞的恶性生物学行为。
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ＥＧＦｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｉｎｖａｓｉｏｎｒａｔｅｏｆｔｈｅｔｗｏｋｉｎｄｓｏｆｃｅｌｌｓｉｎＥＧＦｃｏｍｂｉｎｅｄＣａｌｇｒｏｕｐａｎｄ
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ｐｒｏｍｏｔｅｍａｌｉｇｎａｎｔｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｂｅｈａｖｉｏｒｏｆｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈＣＡＮＰＹＡＰｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］ｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ；ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ；ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ；ｃａｌｐａｉｎ；ＹＥＳ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

　　三阴乳腺癌（ｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ，ＴＮＢＣ）
主要特征是 α雌激素、黄体酮和人表皮生长因子
受体２（ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，
ＨＥＲ２）表现均为阴性，具有内脏转移及脑转移发
生率高、肿瘤侵袭能力远远大于非 ＴＮＢＣ的特点，
因此ＴＮＢＣ患者存活率和无病生存率更低，严重危
害全世界女性的生命健康［１－３］。肿瘤细胞的迁移、

侵袭、促血管新生等是肿瘤发生发展，甚至是恶性

增殖的重要原因［４－６］。因此，正确预防肿瘤细胞的

恶性行为学效应，是提升乳腺癌患者存活率的重要

措施［７－８］。表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，
ＥＧＦ）是由５３个氨基酸残基组成的低分子肽链，能
诱导肿瘤细胞侵袭活动、与多种癌症患者的预后密

切相关，如肝癌、胃癌及乳腺癌等［９－１０］。钙激活中

性 蛋 白 酶 （ｃａｌｃｉｕｍａｃｔｉｖａｔｅｄ ｎｅｕｔｒａｌｐｒｏｔｅａｓｅ，
ＣＡＮＰ）是一种降解蛋白的酶，其活性易受到肌肉
中 Ｃａ２＋浓度的影响［１１］。有报道认为，ＥＧＦ通过
ＣＡＮＰ介导多种癌症细胞的周期蛋白水解及癌细
胞迁移［１２］。Ｙｅｓ相关蛋白（Ｙｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，
ＹＡＰ）是 Ｈｉｐｐｏ信号传导途径的主要下游因子，参
与器官生长及组织修复，在癌症中被广泛激活，

ＹＡＰ的过表达可以刺激肿瘤的发生和转移［１３－１５］。

然而 ＥＧＦ促进 ＴＮＢＣ细胞迁移、侵袭是否与
ＣＡＮＰＹＡＰ信号通路有关，目前未见报道。因此，
本研究通过细胞分子生物学手段，探讨 ＥＧＦ对
ＴＮＢＣ细胞迁移、侵袭的生物学行为及 ＣＡＮＰＹＡＰ
信号通路的介导作用，力图为探寻ＴＮＢＣ的临床有
效治疗提供实验依据。

１　材料和方法

１１　细胞和试剂
人源乳腺癌细胞系 ＭＤＡＭＢ２３１细胞购自中

国科学院昆明细胞库，人源乳腺癌细胞系 ＭＤＡ
ＭＢ４６８细胞购自中国科学院上海细胞库，ＥＧＦ购
自美国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司，钙蛋白酶抑制剂（ｃａｌｐｅｐ
ｔｉｎ，Ｃａｌ）和钙蛋白酶抑制剂Ⅲ（ｃａｌｐａｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒⅢ，

ＣＩⅢ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，ＹＡＰ抗体购自美国
ＣＳＴ公司，蛋白内参（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）抗体、辣根过氧化物酶标
记羊抗小鼠ＩｇＧ、辣根过氧化物酶标记羊抗兔 ＩｇＧ
购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＢＣＡ（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ
ａｃｉｄ）蛋白定量试剂盒购自美国Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公
司，全细胞裂解液（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ，
ＲＩＰＡ）、蛋白酶抑制剂（Ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒ
ｉｄｅ，ＰＭＳＦ）、磷酸酶抑制剂和多种蛋白酶抑制剂购
自中国ＢＯＳＴＥＲ公司。
１２　方法
１２１　细胞培养　ＭＤＡＭＢ２３１、ＭＤＡＭＢ４６８乳
腺癌细胞培养在 Ｌｅｉｂｏｖｉｔｚ’ｓＬ１５培养基、１０％血
清和１％青霉素 －链霉素中，于３７℃无菌不接触
ＣＯ２，饱和湿度环境下培养。
１２２　实验分组　根据不同的实验需求分为 ４
组，磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）组
加入１‰ ＰＢＳ处理细胞，ＥＧＦ组用１０ｎｍｏｌ／ＬＥＧＦ
处理细胞，ＥＧＦ联合 Ｃａｌ组用１０μｍｏｌ／ＬＣａｌ预处
理细胞２ｈ后加入１０ｎｍｏｌ／ＬＥＧＦ处理细胞，ＥＧＦ
联合ＣＩⅢ组用１０μｍｏｌ／ＬＣＩⅢ预处理细胞２ｈ后
加入１０ｎｍｏｌ／ＬＥＧＦ处理细胞。
１２３　伤口愈合实验　将所需细胞接种于１２孔
板，正常培养细胞生长到９０％以上后，采用２００μＬ
黄色枪头轻轻地在培养板底部划一个十字，形成无

细胞区域，然后用 ＰＢＳ清洗 １～２次去除漂浮细
胞；按照实验设计加入药物刺激，选取０ｈ和２４ｈ
时间点拍照，测量计算划痕宽度，并计算细胞迁移

率［２４ｈ细胞迁移率（％）＝实验组（０ｈ划痕宽度
－２４ｈ划痕宽度）／对照组（０ｈ划痕宽度－２４ｈ划
痕宽度）×１００％］，最后将对照组设为１００％，数
据以条图表示。

１２４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验　Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶（美国
ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司）冰上融化后用无血清培养
基按１∶８稀释；吸取稀释好的Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶１００μＬ于
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），放于细胞培
养箱１～３ｈ待完全凝固；用不含血清的培养基混
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匀预先处理好的细胞，取２００μＬ含有１５×１０５个
细胞的培养基加到小室，下室加入 ７００μＬ含有
２０％血清的培养基；细胞培养箱培养２４ｈ，４％甲醛
固定１５ｍｉｎ，０１％结晶紫溶液染色１５ｍｉｎ，棉签擦
掉小室内细胞；显微镜１０倍放大观察，随机取４个
视野拍照计数，完全独立实验重复３次后统计处理
结果。

１２５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　培养细胞到生长对数
周期，对细胞进行不同处理，利用新鲜配置的细胞

裂解液（ＲＩＰＡ中加入 ＰＭＳＦ、磷酸酶抑制剂、多种
蛋白酶抑制剂，使其终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ），提取细
胞总蛋白，ＢＣＡ蛋白定量试剂盒检测蛋白浓度；上
样蛋白样品３０μｇ，用１０％ＰＡＧＥ凝胶电泳分离蛋
白，转至 ＰＶＤＦ膜（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）、５％脱脂
奶粉（中国伊利）封闭１～２ｈ，加入稀释好的抗体
ＹＡＰ（１∶１０００）、ＧＡＰＤＨ（１∶１００００）４℃摇晃过
夜；吐温２０三羟甲基氨基甲烷缓冲盐溶液（ｔｒｉｓ
ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅｗｉｔｈｔｗｅｅｎ２０，ＴＢＳＴ）洗膜 ３次、
１０ｍｉｎ／次，加入相应的二抗（１∶４０００），室温孵育
２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次、１０ｍｉｎ／次；化学发光剂（美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）对蛋白进行曝光显色，ＳｙｎｇｅｎｅＩｍａ
ｇｉｎｇ系统进行成像，条带灰度处理分析目的蛋白表
达量［目的蛋白表达量 ＝目的条带的（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎ
ｓｉｔｙ，ＯＤ）值／内参ＯＤ值 ×１００％］分析。实验重复
３次后统计处理结果。
１３　统计学方法

采用 ＳＰＳＳ１１５软件对数据进行分析处理。
正态分布数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组样
本比较采用单因素方差分析，组间比较采用 ｔ检
验。Ｐ＜００５差异有统计学意义。

２　结果
２１　ＥＧＦ对ＴＮＢＣ细胞迁移和侵袭的影响

伤口愈合实验结果显示，ＥＧＦ组人源乳腺癌
细胞系 ＭＤＡＭＢ２３１、４６８细胞的迁移率均高于
ＰＢＳ组，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５），见图
１Ａ、１Ｂ；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验结果显示，ＥＧＦ组人源
乳腺癌细胞系 ＭＤＡＭＢ２３１、４６８细胞的侵袭率均
高于ＰＢＳ组，且差异均有统计学意义（Ｐ＜００１或
Ｐ＜００５），见图１Ｃ、１Ｄ。

注：Ａ为伤口愈合实验，Ｂ为伤口愈合实验的条图，Ｃ为处理２４ｈ时的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验，Ｄ为处理２４ｈ时的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ

小室实验的条图；与ＰＢＳ组比较，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１。

图１　ＥＧＦ对ＭＤＡＭＢ２３１、４６８细胞迁移率和侵袭率的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＥＧＦｏｎｍｏｂｉｌｉｔｙａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＭＤＡＭＢ２３１ａｎｄ４６８ｃｅｌｌｓ
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２２　ＥＧＦ对ＴＮＢＣ细胞ＹＡＰ表达的影响
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示，ＥＧＦ组人源乳腺

癌细胞系ＭＤＡＭＢ２３１ＹＡＰ蛋白表达低于ＰＢＳ组，

差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；ＥＧＦ组人源乳腺癌
细胞系 ＭＤＡＭＢ４６８ＹＡＰ蛋白表达明显高于 ＰＢＳ
组，差异有高度统计学意义（Ｐ＜００１）。见图２。

注：Ａ为Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验，Ｂ为Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验的条图；与ＰＢＳ组比较，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１。

图２　ＥＧＦ对ＭＤＡＭＢ２３１、４６８细胞ＹＡＰ蛋白表达的影响
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＥＧＦｏｎＹＡＰｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＤＡＭＢ２３１ａｎｄ４６８ｃｅｌｌｓ

２３　ＣＡＮＰ抑制剂对ＥＧＦ诱导的乳腺癌细胞迁移
和侵袭能力的影响

伤口愈合实验结果显示，ＥＧＦ联合 Ｃａｌ组和
ＥＧＦ联合 ＣＩⅢ组中 ＭＤＡＭＢ２３１、４６８细胞的迁

移率均低于ＥＧＦ组（Ｐ＜００５），见图３Ａ、３Ｂ；Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ实验结果显示，ＥＧＦ联合 Ｃａｌ组和 ＥＧＦ联合
ＣＩⅢ组中ＭＤＡＭＢ２３１、４６８细胞的侵袭率均低于
ＥＧＦ组（Ｐ＜００５），见图３Ｃ、３Ｄ。

注：Ａ为伤口愈合实验，Ｂ为伤口愈合实验的条图，Ｃ为处理２４ｈ时的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验，

Ｄ为处理２４ｈ时的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验的条图；（１）与ＥＧＦ组比较，Ｐ＜００５。

图３　ＣＡＮＰ抑制剂对ＥＧＦ诱导ＭＤＡＭＢ２３１、４６８细胞迁移和侵袭能力的影响
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣＡＮＰｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｎｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＭＤＡＭＢ２３１ａｎｄ４６８ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＥＧＦ
６２
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２４　ＣＡＮＰ抑制剂抑制对 ＥＧＦ诱导 ＴＮＢＣ细胞
ＹＡＰ表达的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示，ＥＧＦ联合 Ｃａｌ组

和 ＥＧＦ联合 ＣＩⅢ组中 ＭＤＡＭＢ２３１、４６８细胞
ＹＡＰ蛋白表达均低于 ＥＧＦ组，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）。见图４。

注：Ａ为Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验，Ｂ为Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验的条图；与ＥＧＦ组比较，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１。

图４　ＣＡＮＰ抑制剂对ＥＧＦ诱导ＭＤＡＭＢ２３１、４６８细胞ＹＡＰ蛋白表达的影响
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣＡＮＰｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＹＡＰｉｎＭＤＡＭＢ２３１

ａｎｄ４６８ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＥＧＦ

３　讨论

乳腺癌发生在乳腺上皮细胞，是恶性程度极高

的肿瘤之一，已威胁到全球女性的健康［１６］。虽然

全球科学家早已关注这种疾病，也为此做出了很多

努力，如筛查工作和综合治疗的开展，但是死亡率

没有下降，反而发病率逐渐升高［１７］。因此，ＴＮＢＣ
高侵袭迁移特点在未来预防和治疗乳腺癌过程中

更应成为重点关注点。有研究显示，ＥＧＦ通过激
活 Ｓｍａｄ２／３上调几种上皮间充质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）标记物［１８］，同时增加

乳腺癌细胞ＭＣＦ７、ＭＤＡＭＢ２３１的迁移及侵袭能
力；钙蛋白酶１和钙蛋白酶２在细胞中普遍表达，
是细胞内非溶酶体细胞质需要钙激活的半胱氨酸

内肽酶。ＣＡＰＮ的内源特异性抑制剂是钙蛋白酶
抑制蛋白，证明了恶性和良性组织中酶表达之间的

差异［１９］。Ｓａｌｅｈｉｎ等［２０］研究表明，通过抑制 ＣＡＮＰ
可以达到增加乳腺癌细胞凋亡的效果，包括属于

ＨＥＲ２（＋）或 ＴＮＢＣ的 ＳＫＢＲ３细胞和 ＭＤＡＭＢ
２３１细胞；也有报道称，在丝裂原活化蛋白激酶
（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）信号的作
用下ＣＡＮＰ２具有影响细胞黏附与迁移的能力，提
示癌症中 ＣＡＮＰ与肿瘤的许多恶性行为学相

关［１９］。以上研究表明在癌症中ＣＡＰＮ与肿瘤的许
多恶性行为学相关。本研究发现，Ｃａｌ和 ＣＩⅢ能
明显抑制 ＥＧＦ对模型细胞侵袭迁移能力的影响。
结果表明，ＥＧＦ对ＴＮＢＣ细胞的侵袭迁移能力的影
响可能与ＣＡＰＮ信号通路相关，并且钙蛋白酶抑制
剂预处理模型细胞，可明显抑制 ＥＧＦ对 ＹＡＰ蛋白
的表达的影响，提示 ＥＧＦ通过 ＣＡＰＮ信号通路对
ＹＡＰ蛋白产生影响。ＹＡＰ是在人类恶性肿瘤中普
遍激活的高度相关的转录调节因子，最近的研究表

明，ＹＡＰ对于癌症的发生或大多数实体瘤的生长
是必需的，它们活化、诱导癌症干细胞属性、增殖、

药物抗性和转移，同时也是细胞微环境的结构和机

械特征的传感器，许多癌症相关的外在和内在线索

共同推翻正常组织的 ＹＡＰ抑制微环境，包括机械
转导、炎症及致癌信号传导［１４］。本研究结果表明，

ＴＮＢＣ的 ＭＤＡＭＢ２３１与 ＭＤＡＭＢ４６８细胞中，
ＥＧＦ刺激可使 ＹＡＰ蛋白表达上调并且对细胞迁
移、侵袭具有促进作用，Ｃａｌ和 ＣＩⅢ能抑制 ＥＧＦ
对模型细胞ＹＡＰ蛋白表达和细胞迁移侵袭能力的
影响。

综上所述，ＥＧＦ具有诱导 ＴＮＢＣ细胞 ＭＤＡ
ＭＢ２３１、４６８细胞迁移和侵袭，Ｃａｌ和 ＣＩⅢ可以阻
断ＥＧＦ的上述生物学效应，ＥＧＦ可能通过 ＣＡＮＰ
ＹＡＰ信号通路促进肿瘤细胞的恶性生物学行为。
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