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血小板衍生生长因子受体β信号促进突变型ｐ５３介导ＭＤＡＭＢ２３１细胞阿霉素耐药
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　　［摘要］　目的　探讨血小板衍生生长因子受体β（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｂｅｔａ，
ＰＤＧＦＲβ）信号与三阴性乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞阿霉素耐药的关系及机制。方法　采用流式细胞
术、ＭＴＳ法检测ＰＤＧＦＤＤ（ＰＤＧＦＲβ特异性配体）对阿霉素所致的细胞 Ｇ２期阻滞、细胞凋亡及死亡情
况的影响；ｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测突变型ｐ５３、ｃｄｋ１、ＰＤＧＦＲβ、ｐ２１、ｂａｘ、ｈｓｐ９０及ＴｏｐＢＰ１表达水平，以
研究ＰＤＧＦＤＤ、Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ（ＰＩ３Ｋ抑制剂）对突变型 ｐ５３及其功能的影响；利用 ｓｉＲＮＡ干扰技术、ｑＰＣＲ
探讨突变型ｐ５３、ＰＤＧＦＤＤ和耐药相关基因表达的关系。结果　ＰＤＧＦＤＤ明显提高阿霉素条件下细胞
存活率、降低细胞凋亡率、一定程度改善细胞Ｇ２期阻滞，显著提高突变型ｐ５３蛋白水平并改变其下游基
因ｃｄｋ１、ＰＤＧＦＲβ、ｐ２１、ｂａｘ表达，但突变型ｐ５３ｍＲＮＡ变化差异不具统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＰＤＧＦＤＤ
显著上调ｈｓｐ９０（突变型ｐ５３蛋白稳定因子）和ＴｏｐＢＰ１（突变型 ｐ５３功能促进蛋白）ｍＲＮＡ和蛋白水平，
Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ处理后表达明显下降。ＰＤＧＦＤＤ明显提高耐药相关基因 ＦＯＸＣ２、ｔｗｉｓｔ、ｓｎａｉｌ、ｎａｎｏｇ、ｏｃｔ４
ｍＲＮＡ水平，ｐ５３ｓｉＲＮＡ处理后 ｍＲＮＡ表达显著下降。结论　ＰＤＧＦＤＤ／ＰＤＧＦＲβ信号能诱导 ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞发生阿霉素耐药，通过 ＰＩ３Ｋ途径转录水平上调 ｈｓｐ９０和 ＴｏｐＢＰ１表达、稳定并促进突变型
ｐ５３介导细胞耐药是其重要机制之一。
　　［关键词］　 血小板衍生生长因子受体β；耐药；突变型ｐ５３；拓扑异构酶（ＤＮＡ）Ⅱ结合蛋白１；干性
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ＴｏｐＢＰ１ａｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｌｅｖｅｌｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅＰＩ３Ｋｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．
　 　 ［Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ］　 ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｂｅｔａ；ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；ｍｕｔａｎｔｐ５３；
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　　除减少药物摄取、增加药物外流、改变药物作用靶
点、增强 ＤＮＡ损伤后修复和抑制凋亡等经典途径外，
肿瘤干细胞（ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＣＳＣｓ）和上皮间质化
（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓ，ＥＭＴ）介导肿瘤治
疗抵抗［１－２］的观点逐渐兴起。但以上这些单细胞耐药

模型并不能完全解释肿瘤获得性耐药机制。最新研究

认为肿瘤微环境在耐药中发挥了重要作用。在放疗存

活的肺癌细胞中血小板衍生生长因子受体β（ｐｌａｔｅｌｅｔ
ｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｂｅｔａ，ＰＤＧＦＲβ）和干性相
关基因大幅度上调［３］，但 ＰＤＧＦＲβ信号与耐药的关
系尚不明确。

　　几乎一半的人类肿瘤发生了 ｐ５３突变。突变型
ｐ５３（ｍｕｔａｎｔｐ５３，ｍｔｐ５３）广泛参与多种化疗药物耐药
与放疗抵抗，表达ｍｔｐ５３的肿瘤干细胞负责肿瘤耐药与
复发［４］。三阴性乳腺癌（ｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ，
ＴＮＢＣ，ＥＲ／ＰＲ／ＨＥＲ阴性）占乳腺癌发病率 １０％ ～
２０％，高度低分化与异质性，因侵袭性强、转移率高等
高恶性生物学行为与治疗反应差、病死率较高等不良

预后成为近年来乳腺癌研究的热点。阿霉素（ｄｏｘｏｒｕ
ｂｉｃｉｎ，Ｄｏｘ）为高效广谱抗癌药，广泛用于 ＴＡＣ、ＡＣＰ、
ＡＣＴ、ＦＡＣ等乳腺癌化疗方案。因此，本研究以三阴
性乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞（含纯合子ｐ５３Ｒ２８０Ｋ）为
实验对象，探讨ＰＤＧＦＲβ在阿霉素耐药中的作用及与
突变型ｐ５３的关系，力求为优化乳腺癌化疗方案提供
实验依据。

１　材料与方法

１．１　细胞与材料
　　ＭＤＡＭＢ２３１细胞由重庆医科大学病理学教研室
提供，ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清来自于 ＨｙＣｌｏｎｅ公司。
人源重组 ＰＤＧＦＤＤ粉末（ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ）和阿霉素粉末
（Ｓｏｌａｒｂｉｏ）均用 ｄｄＨ２Ｏ配置成溶液，Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ（Ｓｅｌｌ
ｅｃｋ）用 ＤＭＳＯ配置。ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ（一步溶解试剂）来自
Ｐｒｏｍｅｇａ公司；流式检测试剂由重庆医科大学生命科

学院检测中心提供。脂质体２０００来自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司，ｐ５３ｓｉＲＮＡ与ＮＣＲＮＡ由上海吉玛公司设计合成，
ＰＣＲ引物由上海生工合成，反转录试剂盒（含 ｇＤＮＡ
Ｅｒａｓｅｒ）来自ＴａＫａＲａ公司。ＷＢ一抗：ｐ５３鼠单抗（ＤＯ
１）：ｓｃ１２６（ＳａｎｔａＣｒｕｚ），ＰＤＧＦＲβ兔多抗（Ｉｍｍｕｎｏ
Ｗａｙ），ＴｏｐＢＰ１兔多抗 （Ｂｉｏｗｏｒｌｄ），ｃｄｋ１、ｐ２１、ｂａｘ、
ｈｓｐ９０ＡＡ１等兔多抗来自上海生工公司。
１．２　细胞培养
　　ＭＤＡＭＢ２３１细胞用含有１０％胎牛血清 ＋１％青
霉素链霉素的ＤＭＥＭ培养液在３７℃、５％ ＣＯ２条件下
培养箱中常规培养。

１．３　ＭＴＳ实验
　　以４×１０３／孔将对数期细胞接种于９６孔板中，加入
ＰＤＧＦＤＤ（２０ｎｇ／ｍＬ）或相应体积ｄｄＨ２Ｏ，培养４８ｈ后
再分别加入Ｄｏｘ０．０１、０．１、１、１０、５０μｍｏｌ／Ｌ，同时设置空
白组，每组设置３个复孔，继续培养４８ｈ后按２０μＬ／孔
避光加入ＭＴＳ溶液，继续孵育２ｈ，酶联免疫检测仪在
４９０ｎｍ波长处测定各孔光吸收值［Ｄ（４９０）］。计算各
个给药组的细胞存活率。细胞存活率 ＝［实验组
Ｄ（４９０）值－空白组Ｄ（４９０）值］／［对照组 Ｄ（４９０）值 －
空白组Ｄ（４９０）值］×１００％。以 Ｄｏｘ浓度对数值为横
坐标，细胞存活率为纵坐标绘制曲线。

１．４　流式检测细胞周期和凋亡
　　按照 ５×１０５／孔接种 ６孔板，加入 ＰＤＧＦＤＤ
（２０ｎｇ／ｍＬ），培养２４ｈ后加入 Ｄｏｘ（０．２μｍｏｌ／Ｌ），并
设立溶剂对照组，孵育２４ｈ后胰酶消化，充分吹散后
１０００×ｇ离心５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次，弃上清，一边振荡
一边加入１ｍＬ于 －２０℃预冷的７５％乙醇，４℃固定
２４ｈ，ＰＢＳ再次洗涤２次后离去上清，加入碘化吡啶（ＰＩ）
和ＲＮａｓｅＡ至终浓度５０μｇ／ｍＬ，３７℃ 避光３０ｍｉｎ后用
流式细胞仪测定细胞周期。在加入Ｄｏｘ（０．２μｍｏｌ／Ｌ）
４８ｈ后胰酶消化、轻微吹打、低速离心收集细胞，ＰＢＳ
洗涤３次后离去上清，依照 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ试剂盒说
明书用流式细胞仪检测细胞凋亡比例。
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１．５　ＲＮＡ干扰
　　ＭＤＡＭＢ２３１细胞以４０％比例接种６孔板，贴壁
后，将阴性对照 ＲＮＡ（ＮＣ）和 ｐ５３ｓｉＲＮＡ按照脂质体
２０００说明书进行转染，４ｈ后换液，继续培养４８ｈ，提
取总蛋白或总 ＲＮＡ进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ或 ｑＲＴＰＣＲ检
测ｐ５３表达水平。

表１　３条ｐ５３ｓｉＲＮＡ和阴性对照ＲＮＡ序列

ＲＮＡ名称 ＲＮＡ序列
ｐ５３ｓｉＲＮＡ１ 正义链：５′ＣＵＡＣＵＵＣＣＵＧＡＡＡＡＣＡＡＣＧ３′

反义链：５′ＣＧＵＵＧＵＵＵＵＣＡＧＧＡＡＧＵＡＧ３′
ｐ５３ｓｉＲＮＡ２ 正义链：５′ＵＧＧＵＵＣＡＣＵＧＡＡＧＡＣＣＣＡＧ３′

反义链：５′ＣＵＧＧＧＵＣＵＵＣＡＧＵＧＡＡＣＣＡ３′
ｐ５３ｓｉＲＮＡ３ 正义链：５′ＣＵＡＣＵＵＣＣＵＧＡＡＡＡＣＡＡＣＧ３′

反义链：５′ＧＵＡＧＡＵＵＡＣＣＡＣＵＧＣＡＧＵＣ３′
阴性对照ＲＮＡ 正义链：５′ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵ３′

反义链：５′ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡ３′

１．６　ＲＮＡ提取和荧光ｑＰＣＲ
　　终止培养后，ＰＢＳ洗涤细胞 ３次弃上清，采用
ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）法提取细胞总ＲＮＡ，去ＤＮＡ后反转
录为ｃＤＮＡ。荧光ｑＰＣＲ检测各指标ｍＲＮＡ表达水平；
ｑＰＣＲ实验均采用ＢｉｏＲａｄ荧光定量ＰＣＲ仪（ＵＳＡ）进行
信号采集，数据以２－△△Ｃｔ法计算对ｍＲＮＡ相对表达量。

表２　待测基因引物序列及扩增片段长度

引物名称　 引物序列 扩增长度

ｐ５３ 上游：５′ＧＧＣＧＣＡＣＡＧＡＧＧＡＡＧＡＧＡＡＴ３′ １５６ｂｐ
下游：５′ＣＡＣＧＧＡＴＣＴＧＡＡＧＧＧＴＧＡＡＡ３′

ｐ２１ 上游：５′ＴＴＡＧＣＡＧＣＧＧＡＡＣＡＡＧＧＡＧＴ３′ １１６ｂｐ
下游：５′ＣＧＴＴＡＧＴＧＣＣＡＧＧＡＡＡＧＡＣＡ３′

ｃｄｋ１ 上游：５′ＴＡＧＣＧＣＧＧＡＴＣＴＡＣＣＡＴＡＣＣ３′ １２８ｂｐ
下游：５′ＣＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＴＴＧＡＣＣＴＧ３′

ＰＤＧＦＲβ 上游：５′ＴＧＧＣＣＣＴＣＡＡＡＧＧＣＧＡＧＣ３′ １４２ｂｐ
下游：５′ＧＡＡＣＣＣＧＡＧＣＡＧＧＴＣＡＧＡＡＣ３′

ＴＯＰＢＰ１ 上游：５′ＴＣＧＴＡＣＴＣＴＴＴＣＡＧＡＴＧＴＣＡＧＣＡ３′ １８０ｂｐ
下游：５′ＣＣＧＣＡＡＡＧＡＴＡＴＡＴＣＣＧＡＣＡＡＣＣ３′

ｂａｘ 上游：５′ＣＣＧＡＴＴＣＡＴＣＴＡＣＣＣＴＧＣＴＧ３′ １１１ｂｐ
下游：５′ＴＧＡＧＣＡＡＴＴＣＣＡＧＡＧＧＣＡＧＴ３′

ｈｓｐ９０ 上游：５′ＧＣＣＣＡＧＡＧＴＧＣＴＧＡＡＴＡＣＣＣ３′ １００ｂｐ
下游：５′ＴＡＡＣＡＧＧＴＧＣＣＣＴＧＣＴＴＣＴＣ３′

ｓｎａｉｌ 上游：５′ＴＴＴＡＣＣＴＴＣＣＡＧＣＡＧＣＣＣＴＡ３′ １０８ｂｐ
下游：５′ＧＡＣＡＧＡＧＴＣＣＣＡＧＡＴＧＡＧＣＡ３′

ＦＯＸＣ２ 上游：５′ＡＧＴＴＣＡＴＣＡＴＧＧＡＣＣＧＣＴＴＣ３′ ２３１ｂｐ
下游：５′ＴＣＴＣＣＴＴＧＧＡＣＡＣＧＴＣＣＴＴＣ３′

ｔｗｉｓｔ 上游：５′ＧＴＣＣＧＣＡＧＴＣＴＴＡＣＧＡＧＧＡＧ３′ １５９ｂｐ
下游：５′ＣＣＡＧＣＴＴＧＡＧＧＧＴＣＴＧＡＡＴＣ３′

ｏｃｔ４ 上游：５′ＣＣＣＣＴＧＧＴＧＣＣＧＴＧＡＡ３′ ９７ｂｐ
下游：５′ＧＣＡＡＡＴＴＧＣＴＣＧＡＧＴＴＣＴＴＴＣＴＧ３′

ｎａｎｏｇ 上游：５′ＡＴＴＣＡＧＧＡＣＡＧＣＣＣＴＧＡＴＴＣＴＴＣ３′ ７６ｂｐ
下游：５′ＴＴＴＴＴＧＣＧＡＣＡＣＴＣＴＴＣＴＣＴＧＣ３′

βａｃｔｉｎ 上游：５′ＡＧＣＧＡＧＣＡＴＣＣＣＣＣＡＡＡＧＴＴ３′ ２８５ｂｐ
下游：５′ＧＧＧＣＡＣＧＡＡＧＧＣＴＣＡＴＣＡＴＴ３′

１．７　蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
　　将细胞接种于培养皿中，给药或转染４８ｈ后终止
培养，ＰＢＳ洗涤３次，弃上清，加入适量裂解液（ＲＩＰＡ∶
ＰＭＳＦ＝１００∶１），冰上摇３０ｍｉｎ，刮匙快速刮取细胞裂
解液，将其转入ＥＰ管中，４℃ １２０００×ｇ离心２０ｍｉｎ，
取上清冰上备用；利用 ＢＣＡ试剂盒（碧云天）测定总
蛋白浓度；向蛋白样品中加入５×蛋白上样缓冲液置
沸水中变性５～１０ｍｉｎ；根据待测蛋白相对分子质量配
置相应浓度ＳＤＳＰＡＧＥ胶，电泳分离蛋白，湿转法转至
ＰＶＤＦ膜，５％脱脂牛奶或５％牛血清蛋白封闭２～３ｈ，
孵一抗 ｐ５３鼠单抗（１∶５００稀释），ｃｄｋ１、ＰＤＧＦＲβ、
ｐ２１、ｂａｘ、ｈｓｐ９０和 ＴｏｐＢＰ１等兔多抗（１∶７００稀释），
βａｃｔｉｎ鼠单抗（１∶１０００稀释），４℃摇床过夜；１×
ＴＢＳＴ洗膜１０ｍｉｎ×３次，加入二抗（山羊抗兔和抗鼠
抗体均按１∶１０００稀释）室温孵育 １．５ｈ，ＴＢＳＴ洗膜
１０ｍｉｎ×３次，用 ＥＣＬＴＭ化学发光法系统采集图像，
ＩｍａｇｅＪ软件测量条带灰度值。
１．８　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ２０．０进行统计分析，计量资料数据以
珋ｘ±ｓ表示，两组间均数比较采用独立样本ｔ检验，多组
间均数比较采用单因素方差分析，检验水准α＝０．０５，
双侧检验。

２　结果

２．１　ＰＤＧＦＤＤ／ＰＤＧＦＲβ诱导 ＭＤＡＭＢ２３１细胞发
生阿霉素耐药

　　ＰＤＧＦＤＤ（ＰＤＧＦＲβ特异性配体）２０ｎｇ／ｍＬ或相
应体积ｄｄＨ２Ｏ处理 ＭＤＡＭＢ２３１细胞４８ｈ后加入不
同浓度阿霉素（Ｄｏｘ）继续作用 ４８ｈ，ＭＴＳ结果显示，
Ｄｏｘ＋ＰＤＧＦＤＤ组与 Ｄｏｘ＋ｄｄＨ２Ｏ组相比细胞存活率
均显著升高（Ｐ＜０．０５，图 １Ａ）；Ｄｏｘ（０．２μｍｏｌ／Ｌ）、
ＰＤＧＦＤＤ（２０ｎｇ／ｍＬ）处理后，细胞 Ｇ２期比例分别为：
对照组（８．９６±１．８０）％、Ｄｏｘ＋ｄｄＨ２Ｏ组（４７．９９±
００８）％、Ｄｏｘ＋ＰＤＧＦＤＤ组（４３．０４±０．０９）％，Ｄｏｘ＋
ＰＤＧＦＤＤ组与Ｄｏｘ＋ｄｄＨ２Ｏ组相比 Ｇ２期比例下降差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；Ｄｏｘ（０．２μｍｏｌ／Ｌ）处理
４８ｈ后，Ｄｏｘ＋ＰＤＧＦＤＤ组凋亡比例（１０．４４±０．４９）％
与Ｄｏｘ＋ｄｄＨ２Ｏ（１７．０２±０．８６）％相比差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０１，图１Ｂ、Ｃ）。表明ＰＤＧＦＤＤ／ＰＤＧＦＲ
β能明显降低 ＭＤＡＭＢ２３１细胞对 Ｄｏｘ的敏感性、介
导耐药发生。

２．２　ＰＤＧＦＲβ信号稳定并促进突变型 ｐ５３（ｍｔｐ５３）
功能

　　ＰＤＧＦＤＤ处理 ＭＤＡＭＢ２３１细胞后行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ和ｑＰＣＲ检测（图２Ａ、Ｂ），结果显示，ＰＤＧＦＤＤ组
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与对照组相比 ＮＦＹ靶基因 ＰＤＧＦＲβ、ｃｄｋ１ｍＲＮＡ和
蛋白水平显著上升，ｐ６３／ｐ７３靶基因 ｐ２１、ｂａｘ表达明
显下降（Ｐ＜０．０５）。表明ＰＤＧＦＤＤ／ＰＤＧＦＲβ可明显
促进 ｍｔｐ５３的致癌作用，形成 ＰＤＧＦＲβｍｔｐ５３ＰＤＧ
ＦＲβ正反馈环路；ＰＤＧＦＤＤ处理后 ｍｔｐ５３蛋白水平
显著升高（Ｐ＜０．０５，图２Ａ），而其 ｍＲＮＡ变化差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５，图２Ｂ），提示 ＰＤＧＦＤＤ可能从
转录后水平促进 ｍｔｐ５３功能。有报道热休克蛋白９０
（ｈｓｐ９０）能减少突变型 ｐ５３蛋白降解［５］。拓扑异构酶

（ＤＮＡ）Ⅱ结合蛋白１（ＴｏｐＢＰ１）可促进突变型 ｐ５３功
能［６］。本实验数据显示，ＰＤＧＦＤＤ能显著上调二者的
蛋白水平和 ｍＲＮＡ水平（Ｐ＜０．０５，图 ２Ａ～Ｄ）。予
ＤＭＳＯ溶解的Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ（ＰＩ３Ｋ抑制剂）２μｍｏｌ／Ｌ处
理后，ＰＤＧＦＤＤ＋Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组与其对照组（ＰＤＧＦ
ＤＤ＋ＤＭＳＯ组）相比ｈｓｐ９０和ＴｏｐＢＰ１ｍＲＮＡ和蛋白水
平都出现明显降低（Ｐ＜０．０５，图２Ｃ、Ｄ）。表明ＰＤＧＦＲ
β活化后通过ＰＩ３Ｋ信号转录水平上调ｈｓｐ９０和ＴｏｐＢＰ１
表达可能是其促进突变型ｐ５３功能的机制之一。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白水平　１：对照组；２～４：分别为ＰＤＧＦＤＤ１０、２０、５０ｎｇ／ｍＬ组；Ｂ：ｑＰＣＲ检测ｍＲＮＡ相对
表达量　ａ：Ｐ＜０．０５，与 ｄｄＨ２Ｏ组比较；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＴｏｐＢＰ１、ｈｓｐ９０表达　１：对照组；２：ＤＭＳＯ组；
３：Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组；４：ＰＤＧＦＤＤ组；５：ＰＤＧＦＤＤ＋ＤＭＳＯ组；６：ＰＤＧＦＤＤ＋Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组；Ｄ：ｑＰＣＲ检测 ＴｏｐＢＰ１、
ｈｓｐ９０ｍＲＮＡ相对表达量　ａ：Ｐ＜０．０５，与ｄｄＨ２Ｏ组比较，ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＰＤＧＦＤＤ＋ＤＭＳＯ组比较

图２　ＰＤＧＦＲβ信号对突变型ｐ５３（ｍｔｐ５３）功能的影响

０２５１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．３　ＰＤＧＦＲβ信号通过突变型 ｐ５３（ｍｔｐ５３）促进
ＥＭＴ和干性相关基因表达

　　为验证突变型 ｐ５３、ＰＤＧＦＤＤ与耐药相关基因
（如ＥＭＴ相关基因、干性相关基因）的关系，我们设计
并合成了 ３条 ｐ５３ｓｉＲＮＡ，用脂质体 ２０００转染后行
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，结果显示：ｓｉＲＮＡ１干扰效率最佳，
其蛋白干扰率为６０％左右（图３Ａ），ｍＲＮＡ干扰率为
（７７．６７±１５．３７）％。
　　ＮＣ＋ＰＤＧＦＤＤ组相对于 ＮＣ组 ＥＭＴ相关基因
（ＦＯＸＣ２、ｔｗｉｓｔ、ｓｎａｉｌ）、干性相关基因（ｎａｎｏｇ、ｏｃｔ４）ｍＲＮＡ
水平明显升高（Ｐ＜０．０５，图３Ｂ），ｐ５３ｓｉＲＮＡ组相对于
ＮＣ组、ｐ５３ｓｉＲＮＡ＋ＰＤＧＦＤＤ组相对于 ＮＣ＋ＰＤＧＦ
ＤＤ组各基因ｍＲＮＡ水平显著下降（Ｐ＜０．０５，图３Ｂ）。
表明 ＰＤＧＦＲβ信号主要通过突变型 ｐ５３转录水平上
调ＥＭＴ和干性相关基因表达。

! " # $

%&#!&#!!'

#

"!

!"()*+,!$"!!'

#

"!

#

$

-

&

$

#

"

!

'

.
/
0
1
#

$
%

&
'

!"#$% &'($ )#"*+ ,-*.( /&01"

02( 2&# 3+/01(

0245678"66( 2&# 3+/0145678"66(

(

(

9

(

(

(

(

(

(

(

(

9

9

9

9

)*

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ筛选ｐ５３ｓｉＲＮＡ　１：阴性对照 ＲＮＡ；２：ｐ５３
ｓｉＲＮＡ１；３：ｐ５３ｓｉＲＮＡ２；４：ｐ５３ｓｉＲＮＡ３；Ｂ：ｑＰＣＲ检测耐药
相关基因ｍＲＮＡ水平　ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＮＣ组比较，ｂ：Ｐ＜
０．０５，与ＮＣ＋ＰＤＧＦＤＤ组比较
图３　突变型ｐ５３在ＰＤＧＦＤＤ上调耐药相关基因中的作用

３　讨论

　　ＰＤＧＦＲβ为酪氨酸酶受体，广泛调控细胞增殖、
凋亡、迁移、侵袭与转移、血管生成等过程，在正常人乳

腺组织几乎不能检测，但在乳腺癌细胞和基质细胞中

常过度表达，与原发性乳腺癌侵袭性表型及显著缩短

的无复发生存率相关［７］，可以被ＰＤＧＦＢＢ或ＤＤ特异
性激活（ＤＤ与ＢＢ相比作用尚不明确），与 ＰＤＧＦＲα
功能不尽相同。有报道称，非特异性酪氨酸酶抑制剂

伊马替尼控制ＰＤＧＦＲβ而不是ＰＤＧＦＲα病例进展失
败［８］，结合 ＰＤＧＦＲβ在放疗存活的肺癌细胞中上

调［３］，因此有必要深入探索其在耐药中的作用与机制。

　　阿霉素通过直接嵌入 ＤＮＡ碱基之间引发拓扑异
构酶Ⅱ介导ＤＮＡ三级结构破坏、诱导细胞继发性凋亡
来发挥其抗癌作用。本实验ＭＴＳ结果表明：ＰＤＧＦＲβ
活化后能明显提高 ＭＤＡＭＢ２３１在阿霉素条件下细
胞存活率及阿霉素 ＩＣ５０值，诱导耐药发生。细胞周期
与凋亡检测结果证实 ＰＤＧＦＤＤ显著降低阿霉素所致
的细胞凋亡，一定程度改善细胞Ｇ２／Ｍ阻滞。ｑＰＣＲ数
据显示ＰＤＧＦＤＤ显著提高耐药相关基因如干性相关
基因、ＥＭＴ相关基因、ＡＢＣ转运体家族成员表达。由
此可以看出，ＰＤＧＦＲβ介导耐药的机制涉及增强ＤＮＡ
损伤后修复、增强药物外流、抑制凋亡、上调耐药相关

基因表达等多个方面。

　　相对于野生型 ｐ５３，超过７０％的 ｐ５３突变体属于
错义突变，大多发在 ｐ５３ＤＮＡ结合区内，破坏其特异
性ＤＮＡ结合活性。突变体 ｐ５３获得新功能后促进癌
细胞增殖、转移、基因组不稳定性和放化疗耐药。以下

是ｐ５３突变体获能的几种潜在机制：①与 ＮＦＹ转录
因子相互结合、上调许多细胞周期相关基因如 ｃｙｃｌｉｎ
Ａ、ｃｙｃｌｉｎＢ、ｃｄｋ１Ｃ、ｃｄｃ２５Ｃ；②与ｐ６３／ｐ７３形成复合物并
阻断其ＤＮＡ结合活性，下调许多凋亡基因如ｐ２１、ｂａｘ。
无论哪种机制其关键是 ｐ５３突变体在细胞中高度累
积，但ｐ５３突变体并不能独自保持自身稳定［９］，需要

在恶性转化过程中获得一些其他改变的积累才能拥有

长半衰期。

　　ＰＤＧＦＲβ也是 ＮＦＹ靶基因之一［１０］。本实验

ｑＰＣＲ和ＷＢ数据表明ＰＤＧＦＤＤ能显著调节ｐ５３突变
体下游基因 ｃｄｋ１、ＰＤＧＦＲβ、ｐ２１、ｂａｘ表达，明显提高
ｐ５３突变体蛋白水平，但其 ｍＲＮＡ变化差异无统计学
意义，提示ＰＤＧＦＲβ信号可能是通过转录后调节方式
来促进 ｐ５３突变体的功能。ｈｓｐ９０能失活 ＭＤＭ２和
ＣＨＩＰ的 Ｅ３泛素酶活性从而稳定 ｐ５３突变体［５］。

ＴｏｐＢＰ１作为一个支架蛋白分布于细胞核参与 ＤＮＡ损
伤反应和ＤＮＡ复制起始的功能为大家所熟悉，但其异
位到细胞质、在肿瘤组织中高表达并与高肿瘤分级、短

预后相关［１１］的机制却知之较少。有报道ＴｏｐＢＰ１能够
与ｐ５３热点突变体结合并促进其对 ＮＦＹ和 ｐ６３／ｐ７３
靶基因的调控［６］。本实验中 ＰＤＧＦＤＤ显著上调
ｈｓｐ９０和ＴｏｐＢＰ１ｍＲＮＡ和蛋白水平，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ抑制剂
处理后表达明显下降，表明通过 ＰＩ３Ｋ信号途径上调
ｈｓｐ９０和ＴｏｐＢＰ１表达是 ＰＤＧＦＲβ信号促进 ｐ５３突变
体致癌的机制之一。Ａｋｔ失活糖原合成酶激酶 ３β
（ＧＳＫ３β）、激活热休克转录因子 １（ＨＳＦ１）可能是
ＰＩ３Ｋ信号上调 ｈｓｐ９０表达的机制之一［１２］，而 ＰＩ３Ｋ调
节ＴｏｐＢＰ１的详细机制有待进一步探索。

１２５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１３）



　　低紧密连接蛋白乳腺肿瘤占 ＴＮＢＣ２５％ ～３９％，
与高表达的ＥＭＴ相关基因密切相关［１３］。ＥＭＴ相关基
因如ＦＯＸＣ２能诱导干性相关基因上调、增加干细胞数
目［１３］。本实验运用 ｓｉＲＮＡ技术证明 ｐ５３突变在
ＰＤＧＦＤＤ上调ＥＭＴ和干性相关基因表达中发挥了重
要作用。文献［１４－１６］证明 ＥＭＴ相关基因 ＦＯＸＣ２、
ｓｎａｉｌ、ｔｗｉｓｔ受转录因子 ＮＦκＢ调控。ｐ５３突变能增强
ＮＦκＢ活化强度及持续时间［１７］。在肿瘤组织中 ｐ５３
突变体表达水平与 ＮＦκＢ活性正相关［１８］。因此我们

推测ＮＦκＢ可能是ｐ５３突变体上调 ＥＭＴ及干性相关
基因表达的方式之一。

　　综上所述，ＰＤＧＦＤＤ／ＰＤＧＦＲβ能诱导 ＭＤＡＭＢ
２３１细胞发生阿霉素耐药，通过ＰＩ３Ｋ途径转录水平上
调ｈｓｐ９０和ＴｏｐＢＰ１表达、稳定并促进ｐ５３突变体介导
细胞耐药是其重要机制之一。因此，ＰＤＧＦＲβ有可能
成为耐阿霉素三阴性乳腺癌的治疗靶点之一，尤其是

含ｐ５３突变的肿瘤。本研究为优化乳腺癌化疗方案提
供了一定的实验依据。
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