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ＡＴＰ１Ａ２通过Ｓｒｃ／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路抑制人乳腺癌细胞的侵袭和迁移
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　　［摘要］　目的　探讨ＡＴＰ１Ａ２在人乳腺癌组织与细胞中的表达水平及其对乳腺癌细胞侵袭和迁
移能力的影响。方法　分析ｔｈｅＣａｎｃｅｒＧｅｎｏｍｅＡｔｌａｓ（ＴＣＧＡ）数据库中ＡＴＰ１Ａ２在正常乳腺组织和乳
腺癌组织中的表达差异，以及在有无远处转移的患者组织中的表达情况；对过表达 ＡＴＰ１Ａ２的 ＭＤＡ
ＭＢ２３１和ＳＫＢＲ３细胞进行细胞划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭和迁移实验，以研究其对乳腺癌细胞侵袭和
迁移能力的影响；通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｓｒｃ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白的激活情况。结果　ＡＴＰ１Ａ２在乳腺癌组织
中的表达低于正常乳腺组织（Ｐ＜０．０５）；远处转移的患者组织中ＡＴＰ１Ａ２的表达低于无远处转移的患者
组织（Ｐ＜０．０５）；划痕实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭、迁移实验中，ＡＴＰ１Ａ２过表达组的划痕愈合能力及侵袭和迁
移出小室的细胞数均少于对照组（Ｐ＜０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验发现：过表达组的Ｓｒｃ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白的磷
酸化水平受到抑制（Ｐ＜０．０５）。结论　ＡＴＰ１Ａ２在人乳腺癌组织中低表达，其表达可能与乳腺癌患者的
远处转移相关；过表达ＡＴＰ１Ａ２后能显著抑制乳腺癌细胞的侵袭和迁移能力，此种作用可能是通过抑制
Ｓｒｃ／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路而产生的。
　　［关键词］　乳腺癌；细胞侵袭；细胞迁移；ＮａＫＡＴＰ酶α２亚基；Ｓｒｃ／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路
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ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＥＺＭ３５ＡＴＰ１Ａ２ｐｌａｓｍｉｄｆｏｒＡＴＰ１Ａ２ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄｆｏｒｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄ
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　　Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶作为已被熟知的膜蛋白，广泛参
与了人体生理及病理各个过程［１］。有研究发现：在肿

瘤细胞中，除了经典的对膜内外离子浓度的影响外，

Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶被证实在与其配体强心苷类药物
（ｃａｒｄｉａｃｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ，ＣＧｓ）结合的情况下，能够引起多条
信号通路相关蛋白含量和活性的改变，如 ＰＬＣ／ＰＫＣ
信号通路、ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路
等，而Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶对这些通路的调节离不开它的
催化亚基α亚基的介导［２－５］。

　　Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶由α、β、ＦＸＹＤ蛋白所构成，其中α
亚基上包含Ｍｇ２＋、Ｎａ＋、Ｋ＋离子、ＡＴＰ以及ＣＧｓ等分子的
结合位点，所以它被认为是 Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶的催化亚
基；而β亚基是一种糖蛋白，是一种调节间隙连接蛋白
的粘附分子。它参与全酶的结构和功能成熟，促进α亚
单位向质膜的转运和上皮细胞外膜中酶的维持；ＦＸＹＤ
蛋白能调节酶的功能，从而使活性钠离子和钾离子转运

的动力学特性适应不同细胞的特殊需要［１，６－７］。

　　Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶的各亚基均有不同的亚型，α亚
基有４种不同的亚型，但是这４种亚型的功能并不完
全相同。其中，α１也就是 ＡＴＰ１Ａ１，在恶性胶质瘤、小
细胞肺癌、黑色素瘤等肿瘤中被认为发挥了促进肿瘤

的作用［８－１２］，在肾细胞癌中又被认为具有抑制肿瘤的

作用［１３－１４］；α３（ＡＴＰ１Ａ３）被认为有促结肠癌增殖和转
移的能力［１５］；α４（ＡＴＰ１Ａ４）只存在于睾丸组织中［６－７］；

而α２（ＡＴＰ１Ａ２）与肿瘤的关系鲜有研究报道。因此，
本研究观测ＡＴＰ１Ａ２在乳腺癌中的表达情况，并探讨
其对乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１和 ＳＫＢＲ３侵袭和迁
移的影响，以期拓展 Ｎａ＋ＡＴＰ酶对肿瘤作用的认识，
为临床实践中治疗乳腺癌提供新思路。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　ＡＴＰ１Ａ２相关数据　　ＡＴＰ１Ａ２的 ｍＲＮＡ及
相关临床数据来自 ｔｈｅＣａｎｃｅｒＧｅｎｏｍｅＡｔｌａｓ（ＴＣＧＡ）
（ｈｔｔｐ：／／ｔｃｇａｄａｔａ．ｎｃｉ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｔｃｇａ／）数据库。
１．１．２　乳腺癌组织及癌旁组织　　１２对乳腺癌及癌
旁组织来自 ２０１４－２０１６年重庆医科大学附属第一医

院。患者均签署知情同意书。组织的使用经重庆医科

大学附属第一医院伦理委员会审批同意［２０１７年科研
伦理（２０１７０１２）号］。
１．１．３　细胞及质粒　　乳腺癌细胞（ＢＴ５４９、ＭＡＤ
ＭＢ２３１、ＭＣＦ７、Ｔ４７Ｄ、ＳＫＢＲ３、ＺＲ７５１）及正常乳腺
细胞ＭＣＦ１０Ａ购自美国 ＡＴＣＣ。ｐＥＺＭ３５ＡＴＰ１Ａ２和
空载ｖｅｃｔｏｒｐＥＺＭ３５质粒购自美国Ｇｅｎｅｃｏｐｏｅｉａ公司。
１．１．４　主要试剂　　ＴＲＩｚｏｌ试剂、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｋｉｔ、脂
质体 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００、质粒提取试剂盒、胎牛血
清、链霉素＋青霉素试剂购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，逆转
录试剂盒、ＰＣＲ试剂盒购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，Ｃｏｃｋ
ｔａｉｌ、ＰＭＳＦ、ＲＩＰＡ试剂、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶配制试剂盒购
自碧云天生物技术有限公司，多聚甲醛购自川东化工

有限公司，Ｍａｔｒｉｇｅｌ购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司，结晶紫染
料购自新加坡 ＩＣＭＰｈａｒｍａ公司，ＢＣＡ蛋白定量试剂
盒购自美国 ＴｈｅｒｍｏＰｉｅｒｃｅ公司，ＰＶＤＦ膜购自美国
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，ＲＰＭＩ１６４０培养基（１６４０培养基）购自德
国ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司。抗体：ＡｎｔｉＡＴＰ１Ａ２（ｏｒｂ３１２１５７）购
自英国Ｂｉｏｒｂｙｔ公司，ＡｎｔｉｃＳｒｃ（ｓｃ１３０１２４）、Ａｎｔｉｐｃ
Ｓｒ（ｓｃ１６６８６０）、ＡｎｔｉＰＩ３Ｋ（ｓｃ１２９３０）、ＡｎｔｉｐＰＩ３Ｋ
（ｓｃ１２９２９）、Ａｎｔｉβａｃｔｉｎ（ｓｃ４７７７８）购自美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司，ＡｎｔｉＡｋｔ（ＷＬ０００３ｂ）购自万类生物有限公
司，ＡｎｔｉｐＡｋｔ（６６４４４１ｉｇ）、ＡｎｔｉｇｏａｔＩｇＧ（ＳＡ００００１４）
购自美国 ＰｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈＧｒｏｕｐ公司，Ａｎｔｉｍｏｕｓｅ（７０７６）、
ＩｇＧＡｎｔｉｒａｂｂｉｔＩｇＧ（７０７４）购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ公司。ＡＴＰ１Ａ２正向引物：５′ＣＡＣＣＡＣＣＧＡＡＧ
ＡＴＣＡＧＴＣＴＧＧ３′，反 向 引 物：５′ＣＧＣＴＴＡＧＡＣＡＣＧ
ＧＡＧＡＴＧＴＴＣ３′，产物长度：１３２ｂｐ。；βａｃｔｉｎ正向引
物：５′ＣＣＴＧＴＧＧＣＡＴＣＣＡＣＧＡＡＡＣＴ３′，反向引物：５′
ＧＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧＧＴＧＧＡＣＧＡＴ３′，产物长度：３１４ｂｐ。
１．２　方法
１．２．１　ＲＮＡ提取　　组织：在液氮的研钵中，将组织
研磨成粉，移至无酶 ＥＰ管中。细胞及组织：向 ＥＰ管
（培养板）中加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ，在室温下静置１０ｍｉｎ；将
上层液体移至新的无酶ＥＰ管中，加入异丙醇５００μＬ，
室温下静置１０ｍｉｎ；４℃、１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ；弃上清，
加入７５％乙醇１ｍＬ，４℃、７５００×ｇ离心５ｍｉｎ；弃上清；
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加入适量ＤＥＰＣ水混匀，测浓度；－８０℃冰箱保存。
１．２．２　ＲＴＰＣＲ　　Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）Ｐｒｉｍｅｒ０．５μＬ，ＲＮＡ
１μｇ，ＤＥＰＣ，定容至５μＬ；混匀，７０℃加热１０ｍｉｎ，冰
上３ｍｉｎ；５×ＭＭＬＶＢｕｆｆｅｒ４μＬ，ＭｇＣｌ２２μＬ，ＲＮａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ０．５μＬ，ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ１μＬ，ｄＮＴＰ
（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，ＤＥＰＣ水６．５μＬ；将两种液体混匀，
放入ＰＣＲ仪，程序设为：４２℃ １ｈ，７０℃ １５ｍｉｎ，４℃
１０ｍｉｎ；５×ＦｌｅｘｉＢｕｆｆｅｒ１．６μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）
０．４μＬ，ＤＥＰＣ水 ４．７５μＬ，Ｆｐｒｉｍｅｒ０．６μＬ，Ｒｐｒｉｍｅｒ
０．６μＬ，ＧｏＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ０．０５μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ；
将液体混匀，放入 ＰＣＲ仪，程序为：９５℃ ２ｍｉｎ，９５℃
３０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ；目的基因进行３２次循环，
内参基因 βａｃｔｉｎ进行 ２３次循环；７２℃ ３ｍｉｎ。加热
使液体沸腾且琼脂颗粒完全溶解，每２０毫升加入液体
１μＬ的核酸染料，混匀，放置室温至凝固；将凝固的
２％琼脂糖凝胶放入电泳槽中，依次加入 ＤＮＡＭａｒｋｅｒ
和ＰＣＲ产物；电泳：１２０Ｖ，２５ｍｉｎ；紫外灯下曝光，进行
结果分析。

１．２．３　ｑＲＴＰＣＲ　　将 ｃＤＮＡ浓度稀释１０倍；ＳＹＢＲ
５μＬ，Ｆｐｒｉｍｅｒ０．２５μＬ，Ｒｐｒｉｍｅｒ０．２５μＬ，ＤＥＰＣ水
２．５μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ；混匀；设立 ３个复孔，每孔 ２μＬ
混合液；放入定量 ＰＣＲ仪，将程序设置为：５０℃
２ｍｉｎ，９５℃ １０ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ，６０℃ １５ｓ，目的及内
参均进行４０次循环，９５℃ １５ｓ；绘制溶解曲线；以内
参βａｃｔｉｎ为标准，通过２－ΔΔＣｔ法进行数据分析。
１．２．４　ＡＴＰ１Ａ２稳定株建立　　将 ＭＤＡＭＢ２３１和
ＳＫＢＲ３细胞种于 ６孔板内，待细胞生长覆盖孔底
７０％～８０％；将 ４μｇ质粒加至 ５００μＬ的无血清 １６４０
培养液中，混匀；将 ５μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００加至
５００μＬ无血清１６４０培养基中，混匀；两液均在室温下
静置５ｍｉｎ；将两液混合均匀，室温下静置 ２０ｍｉｎ；弃
６孔板中旧液，ＰＢＳ清洗３次，每孔加入 １ｍＬ转染用
混合液，置于３７℃ ＣＯ２细胞培养箱中培养４～６ｈ后，
更换混合液为 ２ｍＬ不含双抗、含 １０％胎牛血清的
１６４０培养液。在细胞转染４８ｈ后，向细胞培养液中按
比例加入适量Ｇ４１８进行筛选，２～３ｄ换液１次；筛选
１４ｄ后，进行ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证目的基因的
表达；验证筛选成功后，细胞继续使用减半量的 Ｇ４１８
维持筛选效果。

１．２．５　细胞划痕实验　　将细胞种至背面画了均匀
３条横线的６孔板中，待细胞覆盖满后，用小枪头垂直
于所画横线画线；用１ｍＬＰＢＳ洗２遍，加入２ｍＬ无血
清１６４０；分别于０、１２、２４ｈ于倒置显微镜下观察。

１．２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞迁移实验　　将细胞消化离心，
８００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ；计数，调整细胞数为２×１０５／ｍＬ，在下
室加入８００μＬ含１０％血清的培养液，上室加入１００μＬ
细胞悬液，ＭＤＡＭＢ２３１细胞在３７℃孵箱中培养１８ｈ，
ＳＫＢＲ３细胞培养２４ｈ；取出小室，吸干上室液体，移
到８００μＬ的４％多聚甲醛中，室温固定３０ｍｉｎ；取出小
室，吸干液体，移至８００μＬ结晶紫中，室温染色３０ｍｉｎ；
清水轻柔冲洗浸泡数次，取出小室，吸干液体，用湿棉棒

擦去小室底部膜表面上的细胞；显微镜下拍照，统计。

１．２．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭实验　　将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ放在
４℃过夜融化；用４℃预冷的无血清培养液稀释 Ｍａｔｒｉ
ｇｅｌ，Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶∶无血清１６４０＝１∶７；向上室中加入７０μＬ
稀释后的Ｍａｔｒｉｇｅｌ，３７℃温育４～５ｈ；消化细胞，８００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，重悬细胞，计数，调整细胞数为２×１０５／ｍＬ；
在下室加入 ８００μＬ含 １０％血清的培养液，上室加入
１００μＬ细胞悬液，ＭＤＡＭＢ２３１细胞继续在 ３７℃孵
箱中培养２４ｈ，ＳＫＢＲ３细胞培养３６ｈ；取出小室，同
迁移实验，使用４％多聚甲醛固定、结晶紫中染色。清
洗擦拭后显微镜下拍照，统计。

１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　用细胞裂解液裂解各组
细胞，提取细胞总蛋白，用ＢＣＡ法测定蛋白浓度；将蛋
白与含β巯基乙醇的２×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ以２∶１的比例混
合混匀，１００℃加热１０ｍｉｎ；加入蛋白 Ｍａｒｋｅｒ５μＬ和
待测蛋白样本 ４０μｇ进行 １０％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳
（开始６０Ｖ，当蛋白跑至浓缩胶和分离胶交界处时，调
至８０Ｖ，跑至整块胶正中时调电压至 １００Ｖ，直到最
后）；将ＰＶＤＦ膜放入无水乙醇中 ５ｍｉｎ后进行转膜，
１００Ｖ，１００ｍｉｎ；取出 ＰＶＤＦ膜，放入 ５％脱脂牛奶中，
放置于摇床上，室温封闭１ｈ；将膜用 ＰＢＳＴ洗净牛奶，
放入适宜浓度的一抗中，放在４℃摇床中，过夜孵育；
ＰＢＳＴ摇床清洗膜，１０ｍｉｎ，３次；将膜放入适宜浓度的
二抗中，摇床上室温孵育１ｈ；ＰＢＳＴ摇床洗膜，１０ｍｉｎ，
３次；向膜上滴加适量配制好的发光液，Ｌａｓ４０００成像
系统进行显影，分析结果。

１．３　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄ５．０及ＳＳＰＳ１９．０统计软件。数据
以 珋ｘ±ｓ表示；两组比较用非配对独立样本 ｔ检验。检
验水准α＝０．０５。每项实验均独立重复至少３次。

２　结果

２．１　ＴＣＧＡ数据库中乳腺癌组织ＡＴＰ１Ａ２的表达情况
　　通过从ＴＣＧＡ数据库中下载ＡＴＰ１Ａ２的ｍＲＮＡ表
达情况及患者的临床特征分析发现：对比１１２例正常
乳腺组织和８０１例乳腺癌组织，ＡＴＰ１Ａ２的 ｍＲＮＡ表
达在乳腺癌中显著下调（图１Ａ）；进一步分析有无远处
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转移的患者乳腺癌组织中ＡＴＰ１Ａ２ｍＲＮＡ表达后发现：
１３例远处转移患者组织中 ＡＴＰ１Ａ２的表达显著低于
６９１例未发生远处转移的患者（图１Ｂ）。提示ＡＴＰ１Ａ２
可能作为一个抑制转移和侵袭的相关因素在乳腺癌中

发挥作用。

２．２　ＡＴＰ１Ａ２在临床组织样本中和乳腺癌细胞系中
的表达

　　提取１２对乳腺癌组织和癌旁组织总ｍＲＮＡ，ｑＲＴ
ＰＣＲ检测结果显示：乳腺癌组织中 ＡＴＰ１Ａ２的表达较
癌旁组织显著降低（图２Ａ）。
　　ＲＴＰＣＲ检测乳腺癌细胞（ＢＴ５４９、ＭＡＤＭＢ２３１、
ＭＣＦ７、Ｔ４７Ｄ、ＳＫＢＲ３、ＺＲ７５１）和正常乳腺细胞
ＭＣＦ１０Ａ中ＡＴＰ１Ａ２的表达，发现在这些乳腺癌细胞
中，ＡＴＰ１Ａ２的ｍＲＮＡ表达都很低，有的甚至没有明显
的条带（图２Ｂ）。

２．３　ＡＴＰ１Ａ２在 ＭＤＡＭＢ２３１和 ＳＫＢＲ３细胞中过
表达

　　因 ＡＴＰ１Ａ２在各乳腺癌细胞中的表达都很低，选
取了在实验室条件下较为容易获取和培养的 ＭＤＡ
ＭＢ２３１及ＳＫＢＲ３进行 ＡＴＰ１Ａ２的过表达。在 １４ｄ
的Ｇ４１８筛选后，采用 ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证过
表达结果，以转染空载质粒的细胞作为对照，发现不论

是ｍＲＮＡ水平，还是蛋白质水平（图３），ＡＴＰ１Ａ２均有
效地发生了过表达。

２．４　ＡＴＰ１Ａ２对 ＭＤＡＭＢ２３１和 ＳＫＢＲ３细胞迁移
和侵袭的影响

　　将过表达组及对照组的细胞同时进行细胞划痕实
验（图４）、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移（图５Ａ）和侵袭实验（图５Ｂ），
发现过表达 ＡＴＰ１Ａ２能够显著抑制 ＭＤＡＭＢ２３１和
ＳＫＢＲ３细胞的迁移和侵袭能力。
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图２　ＡＴＰ１Ａ２在临床组织样本和乳腺癌细胞系中的表达
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图４　划痕实验观察ＭＤＡＭＢ２３１细胞（Ａ）和ＳＫＢＲ３细胞（Ｂ）的迁移

０７１２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



M
D
A
!

M
B
"

2
3
1

S
K
#

B
R
$

3

对照组 过表达组

50
%

m 50
&

m

50
'

m 50
(

m

50
)

m 50
*

m

50
+

m 50
,

m

M
D
A
-

M
B
.

2
3
1

S
K
/

B
R
0

3

50

40

30

20

10

0

组别

迁
移
细
胞
数

b

对照组 过表达组

400

300

200

100

0

组别

迁
移
细
胞
数

b

对照组 过表达组

!

25

20

15

10

5

0

组别

侵
袭
细
胞
数

a

对照组 过表达组

80

60

40

20

0

组别

侵
袭
细
胞
数

b

对照组 过表达组

"

对照组 过表达组

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较
Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验观察ＭＤＡＭＢ２３１细胞和ＳＫＢＲ３细胞迁移；Ｂ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验观察ＭＤＡＭＢ２３１细胞和ＳＫＢＲ３细胞侵袭

图５　ＡＴＰ１Ａ２对ＭＤＡＭＢ２３１和ＳＫＢＲ３细胞迁移和侵袭的影响

２．５　ＡＴＰ１Ａ２过表达对 Ｓｒｃ／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路相关
蛋白的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｓｒｃ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白及其磷酸
化水平。与对照组比较，过表达组的 Ｓｒｃ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ

蛋白磷酸化水平明显降低（图 ６），提示 ＡＴＰ１Ａ２能
够抑制它们的激活，表明 ＡＴＰ１Ａ２可能通过 Ｓｒｃ／
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路来调节乳腺癌细胞的迁移和侵
袭能力。
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１：对照组；２：过表达组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＴＰ１Ａ２过表达在ＭＤＡＭＢ２３１细胞（Ａ）和ＳＫＢＲ３细胞（Ｂ）中对Ｓｒｃ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ及其磷酸化蛋白的影响

３　讨论

　　ＮａＫＡＴＰ酶作为 ＣＧｓ类药物的目标蛋白，在心
力衰竭、心律失常等疾病中被广泛研究和应用，而它的

信号传导功能被研究者们逐渐发现和认识，其中，它在

肿瘤中发挥的作用是关注的重点之一［１，３］。

　　ＡＴＰ１Ａ２作为ＮａＫＡＴＰ酶 α亚单的２亚型并没
有如 ＡＴＰ１Ａ１或者 ＡＴＰ１Ａ３那样在肿瘤中受到关注，
究其原因可能是其本身的组织特异性所致［６－７］。α１
亚型的分布是普遍存在的，它也是肾脏中表达的主要

亚型；α２亚型主要在成人心脏、血管平滑肌、骨骼肌、
大脑、脂肪细胞、软骨和骨骼中表达；α３亚型主要在可
兴奋组织和心脏传导系统中表达，在中枢和周围神经

组织中最丰富；而 α４亚型具有睾丸组织特异性［６－７］。

可能正因为这种组织特异性，才使得大多数的目光聚

集到了 ＡＴＰ１Ａ１上，而忽略了在某些组织中，即使
ＡＴＰ１Ａ２含量不高，可能仍然对肿瘤细胞的活动具有
明显的调节功能。

　　本研究表明：ＡＴＰ１Ａ２即使在乳腺组织中相较于
ＡＴＰ１Ａ２和 ＡＴＰ１Ａ３的含量不高，但其在乳腺癌和乳

腺正常组织或者细胞中的含量变化却仍然显著：乳

腺癌患者的癌组织中 ＡＴＰ１Ａ２含量明显低于正常乳
腺组织。并且乳腺癌远处转移患者癌组织中

ＡＴＰ１Ａ２的含量也低于无远处转移患者的癌组织，这
提示 ＡＴＰ１Ａ２在乳腺癌的发生和发展中可能起到了
一定的抑癌作用。

　　基于有／无远处转移的患者乳腺癌组织中的
ＡＴＰ１Ａ２含量的明显差异，本研究观察ＡＴＰ１Ａ２对ＭＤＡ
ＭＢ２３１和ＳＫＢＲ３细胞迁移和侵袭功能的影响，结果
显示：在两种乳腺癌细胞中过表达 ＡＴＰ１Ａ２后，细胞的
迁移和侵袭能力受到了明显的抑制。这说明 ＡＴＰ１Ａ２
可能有调控乳腺癌细胞迁移和侵袭能力的作用。

　　Ｓｒｃ基因作为原癌基因在正常人体中发挥了调控
细胞增殖和分化等生理功能，但当它的表达或者功能

出现异常时就可能会促进人体肿瘤的发生、发展，如促

进它们的增殖和转移等。它的异常在乳腺癌的发病中

也发挥了十分重要的作用。而Ｓｒｃ蛋白作为已被广泛
研究的促癌因子，它可以影响许多下游信号分子产生

相应的促癌作用，于是也产生了许多针对于它的相关

治疗方法［１６－１７］。现有研究表明：ＡＴＰ１Ａ１能够与 Ｓｒｃ
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蛋白直接结合，并在存在 ＮａＫＡＴＰ酶配体强行苷类
药物的情况下，能够激活Ｓｒｃ蛋白，调节下游一系列相
关分子，达到促进或者抑制肿瘤的作用［１，３－４，１０，１８］。但

是，ＡＴＰ１Ａ２能否影响与Ｓｒｃ蛋白结合尚有争议［１９－２０］。

本研究验证了过表达ＡＴＰ１Ａ２能够调节 Ｓｒｃ蛋白的活
性，引起Ｓｒｃ蛋白磷酸化水平的抑制，同时引起下游蛋
白ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白的磷酸化水平抑制，抑制了它们的活
性。也就是说 ＡＴＰ１Ａ２能抑制 Ｓｒｃ／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通
路的激活，是 ＡＴＰ１Ａ２对乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１和
ＳＫＢＲ３迁移和侵袭发挥抑制作用的途径。但是，
ＡＴＰ１Ａ２是否如ＡＴＰ１Ａ１一样能与Ｓｒｃ蛋白直接结合、
它是如何对Ｓｒｃ蛋白的进行调节的等问题还需要深入
研究。

　　综上所述，本研究表明：ＡＴＰ１Ａ２可能通过抑制
Ｓｒｃ／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路而抑制了乳腺癌细胞的侵袭
和迁移，这拓展了对乳腺癌发病的理论认知，也为诊断

和治疗乳腺癌提供了新的思路。
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１１１１／ｊ．１５８２４９３４．２００９．００７０８．ｘ．

［１２］ＸＵＺＷ，ＷＡＮＧＦＭ，ＧＡＯＭＪ，ｅｔａｌ．ＴａｒｇｅｔｉｎｇｔｈｅＮａ＋／
Ｋ＋ＡＴＰａｓｅα１ｓｕｂｕｎｉｔｏｆｈｅｐａｔｏｍａＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｌｉｎｅｔｏｉｎｄｕｃｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔｉｎｇ［Ｊ］．ＢｉｏｌＰｈａｒｍＢｕｌｌ，
２０１０，３３（５）：７４３－７５１．ＤＯＩ：１０．１２４８／ｂｐｂ．３３．７４３．

［１３］ＨＥＹ，ＺＨＡＮＧＰ，ＺＨＡＮＧＤ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｂｉｎｅｄａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ
ｏｆｌｏｗＰＧＲＭＣ１／ｐｏｓｉｔｉｖｅＡＴＰ１Ａ１ｌｅｖｅｌｓｈａｓｅｎｈａｎｃｅｄｐｒｏｇ
ｎｏｓｔｉｃｖａｌｕｅｆｏｒｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＲｅｐ，２０１８，
４０（３）：１４６７－１４７６．ＤＯＩ：１０．３８９２／ｏｒ．２０１８．６５４１．

［１４］ＺＨＡＮＧＤ，ＺＨＡＮＧＰ，ＹＡＮＧＰＢ，ｅｔａｌ．Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆＡＴＰ１Ａ１ｐｒｏｍｏｔｅｓｃａｎｃｅｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｉｎｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉ
ｎｏｍａ［Ｊ］．ＣｌｉｎＰｒｏｔｅｏｍ，２０１７，１４：１５．ＤＯＩ：１０．１１８６／
ｓ１２０１４０１７９１５０４．

［１５］ＢＡＫＥＲＢＥＣＨＭＡＮＮＭ，ＲＯＴＯＬＩＤ，ＭＯＲＡＬＥＳＭ，ｅｔａｌ．
Ｎａ，ＫＡＴＰａｓｅｉｓｏｚｙｍｅｓｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒａｎｄｌｉｖｅｒｍｅ
ｔａｓｔａｓｅｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＰｈｙｓｉｏｌ，２０１６，７：９．ＤＯＩ：１０．３３８９／
ｆｐｈｙｓ．２０１６．００００９．

［１６］ＧＯＪＩＳＯ，ＲＵＤＲＡＲＡＪＵＢ，ＧＵＤＩＭ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆ
ＳＲＣ３ｉｎｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＣｌｉｎＯｎｃｏｌ，
２０１０，７（２）：８３－８９．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｒｃｌｉｎｏｎｃ．２００９．２１９．

［１７］ＫＩＭＬＣ，ＳＯＮＧＬＸ，ＨＡＵＲＡＥＢ．Ｓｒｃｋｉｎａｓｅｓａｓｔｈｅｒａ
ｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｓｆｏｒｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＣｌｉｎＯｎｃｏｌ，２００９，６
（１０）：５８７－５９５．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｒｃｌｉｎｏｎｃ．２００９．１２９．

［１８］ＭＩＪＡＴＯＶＩＣＴ，ＩＮＧＲＡＳＳＩＡＬ，ＦＡＣＣＨＩＮＩＶ，ｅｔａｌ．Ｎａ＋／
Ｋ＋ＡＴＰａｓｅαｓｕｂｕｎｉｔｓａｓｎｅｗｔａｒｇｅｔｓｉｎａｎｔｉｃａｎｃｅｒｔｈｅｒａｐｙ
［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＯｐｉｎＴｈｅｒＴａｒｇｅｔｓ，２００８，１２（１１）：１４０３－
１４１７．ＤＯＩ：１０．１５１７／１４７２８２２２．１２．１１．１４０３．

［１９］ＸＩＥＪ，ＹＥＱ，ＣＵＩＸ，ｅｔａｌ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒａｔＮａＫＡＴ
Ｐａｓｅα２ｅｎａｂｌｅｓｉｏｎｐｕｍｐｉｎｇｂｕｔｎｏｔｏｕａｂａｉｎｉｎｄｕｃｅｄｓｉｇｎａ
ｌｉｎｇｉｎα１ｄｅｆｉｃｉｅｎｔＰｏｒｃｉｎｅｒｅｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＡｍＪ
ＰｈｙｓｉｏｌＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，２０１５，３０９（６）：Ｃ３７３－Ｃ３８２．ＤＯＩ：
１０．１１５２／ａｊｐｃｅｌｌ．００１０３．２０１５．

［２０］ＳＴＡＥＨＲＣ，ＨＡＮＧＡＡＲＤＬ，ＢＯＵＺＩＮＯＶＡＥＶ，ｅｔａｌ．
ＳｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅＣａ２＋ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎｃａｕｓｅｓｈｙｐｅｒｃｏｎｔｒａｃｔｉｌｉｔｙｏｆ
ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｉｅｓｉｎｍｉｃｅｂｅａｒｉｎｇｔｈｅｆａｍｉｌｉａｌｈｅｍｉｐｌｅ
ｇｉｃｍｉｇｒａｉｎｅｔｙｐｅ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｕｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＣｅｒｅｂＢｌｏｏｄ
ＦｌｏｗＭｅｔａｂ，２０１９，３９（８）：１５７０－１５８７．ＤＯＩ：１０．１１７７／
０２７１６７８ｘ１８７６１７１２．

（收稿：２０１９０６１９；修回：２０１９０８２０）

（编辑　汪勤俭）
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