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!"# $ !"% 多不饱和脂肪酸不同比例对乳腺癌细胞胰岛素样生长因子受体表达的影响

顾艳艳，韦* 娜，张乾勇，王* 斌，糜漫天* * （第三军医大学军事预防医学院营养与食品卫生学教研室，重庆市营养与食品
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* * 摘* 要：目的* 探讨 +#, - +#( 多不饱和脂肪酸（./012+345264578 94551 4:;8，<=>?）不同比例对乳腺癌细胞株 @A>#B
（CD E）及 @F?#@G#&(!（CD H）胰岛素样生长因子受体#!（ ;+320;+#0;I7 J6/K5L 94:5/6 67:7.5/6 #!，MN>#!D）表达的影响。方
法 * 用不同比例的 +#, - +#( <=>?（! O !"）处理细胞，@PP法检测细胞增殖能力变化；DP#<AD 检测细胞 MN>#!D QDR? 表
达变化；S73576+ T0/5 检测 MN>#!D蛋白在细胞膜的表达变化。结果* 单纯 +#, <=>?和 !"U ! +#, - +#( <=>?能够明显促进
@A>#B细胞和 @F?#@G#&(! 细胞增殖，诱导细胞 MN>#!D QDR?及蛋白表达上调（! V "W "!）；单纯 +#( <=>?和 !U ! +#, - +#(
<=>?则显著抑制细胞增殖，并降低细胞 MN>#!D QDR? 及蛋白表达水平（! V "W "!）；但 $U ! +#, - +#( <=>? 效果不明显
（! X "Y "$）。结论* 不同 +#, - +#( <=>?构成能差异性调节乳腺癌细胞 MN>#!D 表达，其中单纯 +#( <=>? 和 !U ! +#, - +#(
<=>?能明显降低其表达并抑制乳腺癌细胞增殖。
* * 关键词：+#, - +#( <=>?；乳腺癌细胞；胰岛素生长因子受体#!
* * 中图法分类号：D!$!W &；DB("W &(；DB(BW )* * * 文献标识码：?
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* * 乳腺癌是与膳食脂肪关系极为密切的一类肿瘤。
大量研究证实，不同脂肪酸特别是多不饱和脂肪酸

（./012+345264578 94551 4:;8，<=>?）对于乳腺癌的发生、
发展具有不同影响，其中 +#, <=>?能够促进乳腺癌的
发生、发展，+#( <=>? 则具有抑制作用［!］。进一步的
研究显示，脂肪组织中 +#, - +#( <=>?的比例而非这些
脂肪酸的单一浓度，与乳腺癌的发病更为密切［&］。胰
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岛素样生长因子受体#!（ ;+320;+#0;I7 J6/K5L 94:5/6 67#
:7.5/6#!，MN>#!D）作为酪氨酸激酶受体家族成员之
一，在乳腺癌的发生、发展中起重要的调控作用［(］。

本研究以不同比例的 +#, - +#( <=>? 分别作用于雌激
素受体（ 7356/J7+ 67:7.5/6，CD）阳性（ CD E ）和阴性

（CD H）乳腺癌细胞株，观察 +#, - +#( <=>?不同比例对
乳腺癌细胞增殖及 MN>#!D 表达的影响，以探讨何种
+#, - +#( <=>?构成具有较好的抗肿瘤效应。

9? 材料与方法

!W !* 细胞培养
* * 人乳腺癌细胞系 @A>#B（CD E）和 @F?#@G#&(!（CD H）由
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中国科学院上海细胞所提供。细胞在含 !"#热灭活小牛血清
的 $%&% ’ (!) 高糖培养基中常规传代培养。

!* )+ 主要试剂及实验分组
+ + 亚油酸（,-，./0 12(-）和二十碳五烯酸（&1-，./3 12(-）
购自 45678公司，溶于无水乙醇，终浓度为 "* 9 7:; ’ ,，分装充氮
后 < =" >保存。每次均使用未开启的储备液，以保证脂肪酸
效应。实验设计分为对照组（阴性对照）、单纯 ./0 12(-组、单
纯 ./3 12(- 组、! ? ! ./0 ’ ./3 12(- 组、9 ? ! ./0 ’ ./3 12(- 组、
!"? ! ./0 ’ ./3 12(-组，共 0 组。./0 和 ./3 12(-处理细胞剂量
参照预实验结果，单独使用时剂量均为 !* 9 @ !" <A 7:; ’ ,。BC5/
DECFB%分离试剂、GB/1HG 试剂购自 1C:7F68 公司。GB/1HG 引
物由上海生物工程技术服务有限公司合成。

!* 3+ %BB检测细胞增殖状况
+ + %H(/I 和 %$-/%J/)3! 细胞以 9 @ !"A 7; <!的细胞数接种
于 K0 孔培养板，每孔 )"" !;，加入处理因素培养 !) L A= M，收获
细胞前 A M，每孔加入 !9 !; %BB（9 76 ’ 7;），继续培养 A M，弃去
培养液，加入 )"" !;二甲基亚砜。室温放置 3" 75.，用酶标仪
在 AK" .7测定吸光度值［!（AK"）］。

!* A+ GB/1HG检测 NO(/!G 7GP- 的表达
!* A* !+ 总 GP-的提取 + + 将 %H(/I 和 %$-/%J/)3! 细胞处
理 A= M后，用 ! 7; BC5DECFB%分离试剂提取细胞总 GP-，详细步
骤参见试剂盒说明书。以紫外分光光度计检测 GP- 含量及
!（)0"）’ !（)="）值，并保存于 < =" >备用。
!* A* )+ 逆转录 + + 取 3 !6 总 GP-，09 >孵育 9 75. 后加入
GP-酶抑制剂、QPB1、R;56:Q（ B）!9及逆转录酶，反应体积为
)" !;，3I >、! M进行逆转录，I" >、!" 75.灭活逆转录酶。
!* A* 3+ 1HG扩增+ + 根据 OF.J8.S 设计的引物序列，NO(/!G
上游：9T/B-OH--H-O-OH-HBBO-O--HH-/3T，下游：9T/BBO/
OH----BB-OOH-OHOBB-/3T，长度 3)= UD，退火温度 9I* 9 >；
O-1$V 上游：9T/BOOHB-H-OH--H-OOOBO/3T；下游：9T/-BO/
OH--HBOBO-OO-OOO/3T，长度 !I0 UD，退火温度 9=* " >。反
应总体积 9" !;，加入模板 $P- "* I9 !6，扩增片段上游和下游
引物终浓度为 "* 3 !7:; ’ ,，待 K9>变性 9 75. 后，加入 9* " 2
"#$ $P-聚合酶，共 A" 个循环。取 A !; 扩增产物进行琼脂糖
凝胶电泳，J5:/G8Q成像分析仪观察并照相。

!* 9+ WFXYFC. U;:Y 检测 NO(/!G蛋白表达
!* 9* !+ 细胞膜蛋白的提取+ + 将 %H(/I 和 %$-/%J/)3! 细胞
处理 A= M后，用细胞刮棒刮取细胞，离心沉淀细胞后，用冰的
1J4洗涤 ) 次，向沉淀的细胞中缓慢添加 ! 7; 低渗溶液
（"* ) 77:; ’ , &$B-与 ! 77:; ’ , ZV)1RA等体积混合），反复冻

融细胞 0 次，以破细胞膜，A >、) """ @ %离心 !" 75.，去掉沉淀
的细胞核，收集的上清 A >、)" """ @ %离心 A9 75. 去掉沉淀的
细胞器，收集上清，并在 A >、)9 """ @ %高速离心 ) M后收集底
层细胞膜，并保存于 < =" >备用。
!* 9* )+ 上样与电泳+ + 用 ,:[\法测蛋白含量后，取各组蛋白
!0 !;（含蛋白量 9" !6），加 A !; 9 @ 4$4上样缓冲液，混匀后放
置 !"" >沸水中煮沸 9 75.，上样。)" 7-恒流电泳约 A" 75.，
至溴酚蓝距离底线 ! ]7左右。
!* 9* 3+ 电转移+ + 电泳后取下凝胶，切去积层胶和含溴酚蓝
部分，制“三明治”夹心，放入盛有转移缓冲液的转移槽，用

I" ^转移 A M。
!* 9* A+ 免疫印迹与 $-J显色+ + 将含 !#牛血清蛋白（J4-）
的 BJ4B于 3I >振摇封闭 ! M，应用 NO(/!G 抗体，生物素化二
抗及辣根过氧化物酶（VG1）标记的链酶卵白素三抗孵育后
$-J显色。
!* 9* 9+ J5:/G8Q成像分析系统扫描及分析+ + 1HG 和 WFXYFC.
U;:Y的特异条带以相对吸光度（ 5.YF.X5Y\）@面积（77)）表示，用

各组校正吸光度与 O-1$V校正吸光度的比值表示其表达强弱。

!* 0+ 统计学处理
+ + 数据以 !& _ ’ 表示，采用 4144 !"* " 统计软件进行方差分
析。

!" 结果

)* !+ ./0 ’ ./3 12(- 不同比例对 %H(/I、%$-/%J/)3!
乳腺癌细胞增殖能力的影响

+ + ./0 ’ ./3 12(-不同比例处理两种细胞 !) M，未见明显效
应。但作用于 %H(/I 细胞 )A L A= M后，与对照组比较，单纯./0
12(-、9? ! ./0 ’ ./3 12(-和 !"? ! ./0 ’ ./3 12(- 有明显的促细
胞增殖作用（( ‘ "* "!），而单纯 ./3 12(-和 !? ! ./0 ’ ./3 12(-
则显著抑制 %H(/I 细胞的生长（( ‘ "* "!）。%$-/%J/)3! 细
胞经 ./0 ’ ./3 12(-不同比例处理 )A L A= M后具有与 %H(/I 细
胞相同趋势，但 9? ! ./0 ’ ./3 12(- 组与对照组比较，则差异不
显著（( a "* "9），见图 !、)。
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8：( ‘ "* "!，U：( ‘ "* "9，与对照组比较
图 !" $%& ’ $%( )*+,不同比例对 -0,%-1%!(# 细胞增殖能力的影响
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第 ! 期" 顾艳艳，等# $%& ’ $%! 多不饱和脂肪酸不同比例对乳腺癌细胞胰岛素样生长因子受体表达的影响"

(# (" $%& ’ $%! )*+,不同比例对 -. /和 -. 0乳腺癌细

胞 12+%3. 4.5,表达的影响
" " $%& ’ $%! )*+, 不同比例处理 67+%8 和 69,%6:%(!3 细胞
;< =，与对照组比较，单纯 $%& )*+,和 3>? 3 $%& ’ $%! )*+,能明
显促进 67+%8 和 69,%6:%(!3 细胞 12+%3. 4.5, 表达（! @
>A >3）。单纯 $%! )*+,和 3? 3 $%& ’ $%! )*+, 显著降低 12+%3.
4.5,表达（! @ ># >3）。而 B ? 3 $%& ’ $%! )*+, 组 12+%3. 的
4.5,表达无明显影响（! C ># >B）。见图 !。
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,：67+%8 细胞；:：69,%6:%(!3 细胞" " "
6：)7.标准；3：对照组；(：单纯 $%& )*+,组；!：单纯 $%! )*+,
组；;：3? 3 $%& ’ $%! )*+,组；B：B? 3 $%& ’ $%! )*+,组；&：3>? 3 $%& ’
$%! )*+,组
图 !" #$% & #$! ’()* 不同比例对细胞 +,)$-.的 /.0*
表达的影响

(# !" $%& ’ $%! )*+,不同比例对 -. /和 -. 0乳腺癌细

胞膜上 12+%3.蛋白表达的影响
" " $%& ’ $%! )*+, 不同比例处理 67+%8 和 69,%6:%(!3 细胞
;< =，与对照组比较，单纯 $%& )*+,和 3>? 3 $%& ’ $%! )*+,能明
显促进 67+%8 和 69,%6:%(!3 细胞膜 12+%3. 蛋白的表达
（! @ ># >3）。单纯 $%! )*+,和 3? 3 $%& ’ $%! )*+, 组显著降低
12+%3.蛋白表达（! @ ># >3）。而 B? 3 $%& ’ $%! )*+, 组对 12+%
3.的蛋白表达无明显影响（! C ># >B）。见图 ;。
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图 1" #$% & #$! 不同比例对细胞膜 +,)$-.蛋白表达的影响

!" 讨论

" " 大量研究表明不同种类的脂肪酸，特别是 )*+,D，
对于乳腺癌的发生、发展具有不同影响［;，B］。研究证

实，$%! )*+,（如鱼油）具有抗肿瘤作用［&］，而 $%&
)*+,（如豆油、玉米油）则具有促肿瘤作用［8］，而其机
制尚不明了。多项研究显示［<，E］，脂肪组织中适当的

$%& ’ $%! )*+,比例而非这些脂肪酸的单一浓度，对乳
腺癌的发生、发展具有更为重要的影响。本研究利用

不同比例构成的 $%& ’ $%! )*+, 作用于两种乳腺癌细

胞，结果表明，不同比例的 $%& ’ $%! )*+, 对于 67+%8
和 69,%6:%(!3 两种乳腺癌细胞的增殖均具有不同
影响，其中单纯 $%& )*+,和 3>? 3 $%& ’ $%! )*+, 能显
著促进这两种乳腺癌细胞的增殖，而单纯 $%! )*+,和
3? 3 $%& ’ $%! )*+,则显著抑制细胞增殖，B ? 3 $%& ’ $%!
)*+,作用不明显。
" " 12+%3. 是介导胰岛素生长信号转导的关键性受
体蛋白，与细胞的增殖、分化以及凋亡密切相关，研究

表明，12+%3.与乳腺癌的发生、发展也关系密切，并指
出乳腺癌细胞与正常上皮细胞不同的是 12+%3. 表达
普遍增高，而 12+%3.的过表达能够增加 12+的生物效
应，促进乳腺癌细胞的增殖［3>］，反之 12+%3. 的激活，
特别是 12+%3. ’ 1.F%3 ’ )1%!G 通路的持续激活能够显
著拮抗各种抗癌药物治疗的效果。因此，抑制 12+%3.
的活性和 ’或降低 12+%3. 的表达可通过阻止 1.F%3 ’
)1%!G信号转导，达到显著抑制乳腺癌细胞的增殖的
目的［33，3(］。本研究利用 .H%)7. 和 IJDKJL$ MNOK 技术
检测了不同比例 $%& ’ $%! )*+, 作用于两种乳腺癌细
胞后 12+%3.表达的变化，结果表明，不同比例 $%& ’ $%!
)*+,对 67+%8 及 69,%6:%(!3 乳腺癌细胞 12+%3.
的表达具有不同影响，其中 $%& 和 3> ? 3 $%& ’ $%!)*+,
能够显著增强 12+%3. 4.5, 及蛋白表达水平，而 $%!
)*+,和 3? 3 $%& ’ $%! )*+, 则显著降低 12+%3. 的表
达，B? 3 $%& ’ $%! )*+,无明显效应，这与其对乳腺癌细
胞增殖影响的结果一致，可见，不同比例 $%& ’ $%!
)*+,可能是通过调节 12+%3.的表达而影响乳腺癌细
胞的增殖。

" " 此外，)*+, 作为人体重要的脂肪酸，对于维护生
物膜结构与功能的稳定很重要。$%! 及 $%& )*+, 对
细胞膜脂均具有极高的亲和性，并直接参与膜脂的构

成。细胞膜上存在着一些较为独立的由胆固醇与鞘磷

脂紧密结合形成的膜脂微区（4PQLORO4SP$），这些膜脂
微区被称为脂筏（ NPTPR LSUKD），脂筏结构中连接着许多
关键性的信号蛋白，如胰岛素受体、2蛋白家族、FLQ 激
酶等，这些蛋白与细胞的跨膜信号转导密切相关，而脂

筏对于这些信号蛋白的活性及功能的发挥具有重要调

节作用。FQ=NJV等［3!］研究发现，$%! 或 $%& )*+, 的摄
入能够影响脂筏的结构，调节脂筏中胆固醇和鞘磷脂

的含量以及连接蛋白的组成和分布。且 +S$ 等［3;］发
现，与 $%& )*+,不同的是，$%! )*+,整合入 H细胞细
胞膜，选择性的修饰脂筏并明显改变脂筏中酰化结构

及鞘脂类含量，从而阻止 FLQ 家族激酶（WQX、+V$ 和
W,H）活化及 )G7!移位入脂筏，抑制 H 细胞细胞膜上
的信号转导，最终阻止 H 细胞活化。12+%3. 作为脂筏
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结构中的一个重要信号蛋白，有研究显示，脂筏对于

!"#$%&介导的信号转导具有调节作用［%’］。由此我们
推测，($) 和 ($* +,#-可能通过影响脂筏的结构差异
性调节 !"#$%&的功能及其表达，进而影响细胞内增殖
信号的转导，对乳腺癌细胞的增殖产生不同影响，但其

具体机制还待进一步的研究和探讨。
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