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Ｈｅｒｅｇｕｌｉｎβ１诱导硬脂酰辅酶Ａ去饱和酶１促进乳腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭
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　　［摘要］　目的　探讨 ｈｅｒｅｇｕｌｉｎβ１（ＨＲＧβ１）诱导硬脂酰辅酶 Ａ去饱和酶 １（ｓｔｅａｒｏｙｌＣｏＡ
ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ１，ＳＣＤ１）的表达及ＳＣＤ１活性对乳腺癌细胞ＭＣＦ７和ＳＫＢＲ３增殖、迁移和侵袭能力的影响。
方法　用ＰＢＳ（对照组）或不同浓度和作用时间下ＨＲＧβ１处理ＭＣＦ７和ＳＫＢＲ３细胞，采用ＲＴｑＰＣＲ
和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞ＳＣＤ１ｍＲＮＡ和蛋白表达。ＭＴＴ实验检测ＨＲＧβ１和ＳＣＤ１抑制剂Ａ９３９５７２处
理后的ＭＣＦ７和ＳＫＢＲ３细胞增殖能力。划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验分别检测 ＨＲＧβ１、Ａ９３９５７２和油
酸（ｏｌｅｉｃａｃｉｄ，ＯＡ）处理后的ＭＣＦ７和ＳＫＢＲ３细胞迁移和侵袭能力。结果　用ＨＲＧβ１处理ＭＣＦ７和
ＳＫＢＲ３细胞，两种细胞的ＳＣＤ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均增加，且均表现出时间剂量依赖关系；与对
照组比较，ＨＲＧβ１处理后两种细胞的增殖率明显增加（Ｐ＜０．０１），而加入Ａ９３９５７２后，两种细胞的增殖
率明显下降（Ｐ＜０．０１）；与对照组比较，ＨＲＧβ１处理后 ＭＣＦ７和 ＳＫＢＲ３细胞划痕迁移率和侵袭细胞
数显著增加（Ｐ＜０．０１）。ＨＲＧβ１与Ａ９３９５７２联用后，划痕迁移率和侵袭细胞数明显降低（Ｐ＜０．０１），而
回补ＯＡ后，划痕迁移率和侵袭细胞数均显著增加（Ｐ＜０．０１）。结论　ＨＲＧβ１能上调 ＳＣＤ１的表达水
平，且ＨＲＧβ１对乳腺癌细胞ＭＣＦ７和ＳＫＢＲ３的增殖、迁移和侵袭的促进作用部分是由ＳＣＤ１介导的。
　　［关键词］　 Ｈｅｒｅｇｕｌｉｎβ１；硬脂酰辅酶Ａ去饱和酶１；乳腺癌；增殖；迁移；侵袭
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　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｈｅｒｅｇｕｌｉｎβ１（ＨＲＧβ１）ｉｎｄｕｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｔｅａｒｏｙｌ
ＣｏＡｄｅｓａｔｕｒａｓｅ１（ＳＣＤ１）ａｎｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｉｔｓａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＣＤ１ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆ
ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓＭＣＦ７ａｎｄＳＫＢＲ３．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＭＣＦ７ａｎｄＳＫＢＲ３ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ
（ＰＢＳ）ｏｒＨＲＧβ１ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｎｄｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｓ．ＴｈｅｎＲＴｑＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳＣＤ１．ＴｈｅｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｓｓａｙａｎｄＴｒａｎｓｗｅｌｌ
ａｓｓａｙｗｅｒｅｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＭＣＦ７ａｎｄＳＫＢＲ３ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＰＢＳ，
ＨＲＧβ１，Ａ９３９５７２ａｎｄｏｌｅｉｃａｃｉｄ（ＯＡ）．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＨＲＧβ１ｉｎｃｒｅａｓｅｄｂｏｔｈＳＣＤ１ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ
ｉｎＭＣＦ７ａｎｄＳＫＢＲ３ｃｅｌｌｓａｔａｔｉｍｅｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＨＲＧβ１
ｐｒｏｍｏｔｅｄｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎＭＣＦ７ａｎｄＳＫＢＲ３ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０１），ｗｈｉｌｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ａｆｔｅｒＡ９３９５７２ｔｒｅａｔｍｅｎｔ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＨＲＧβ１ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅ
ｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇｒａｔｅｓａｎｄｉｎｖａｄｅｄｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｓｏｆＭＣＦ７ａｎｄＳＫＢＲ３ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇ
ｒａｔｅｓａｎｄｉｎｖａｄｅｄｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｓｏｆｂｏｔｈｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒＨＲＧβ１＋Ａ９３９５７２
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ（Ｐ＜０．０１）．ＴｈｅａｄｄｉｔｉｏｎｏｆＯＡｒｅｓｃｕｅｄｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｂｏｔｈｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗｈｉｃｈｗｅｒｅ
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ｗｅａｋｅｎｅｄｂｙＡ９３９５７２（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＨＲＧβ１ｃａｎｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＣＤ１，ａｎｄｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｐａｒｔｉａｌｌｙｍｅｄｉａｔｅｓｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＨＲＧβ１ｉｎｐｒｏｍｏｔｉｎｇｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｉｎＭＣＦ７
ａｎｄＳＫＢＲ３ｃｅｌｌｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｈｅｒｅｇｕｌｉｎβ１；ｓｔｅａｒｏｙｌＣｏＡｄｅｓａｔｕｒａｓｅ１；ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｍｉｇｒａｔｉｏｎ；

ｉｎｖａｓｉｏｎ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺＨＡＯＹｕｈｕａ，Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｏｙｈ＠ｓｃｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　Ｈｅｒｅｇｕｌｉｎ（ＨＲＧ），又称 ｎｅｕｒｅｇｕｌｉｎ，是一类激活酪
氨酸激酶受体的ＥＧＦ样生长因子。ＨＲＧ有４种亚型，
其中有关ＨＲＧ１的研究最多。ＨＲＧ１可以调节细胞增
殖、分化、凋亡和迁移［１］，在乳腺癌、胰腺癌、肺癌、结

直肠癌和卵巢癌等多种人类癌症的发生、发展中起作

用［２－３］。ＨＲＧ１的高表达与乳腺癌患者预后不良有关，
多达５０％的人类乳腺肿瘤中发现 ＨＲＧ１表达增加［４］。

ＨＲＧ１是多种组织中 ＥｒｂＢ３和 ＥｒｂＢ４的内源性配体。
由 ＨＲＧ１介导的 ＥｒｂＢ２／ＥｒｂＢ３异源二聚体在促进
ＨＥＲ２阳性乳腺癌细胞增殖和细胞迁移中起重要作
用［５］。ＨＲＧ１亚型分为 α、β和 γ三种，ＨＲＧβ１与受
体的亲和力最高［６］，常选择ＨＲＧβ１用于研究。
　　研究表明，脂代谢异常在恶性肿瘤的发生、发展中
起重要作用［７］。硬脂酰辅酶 Ａ去饱和酶 １（ｓｔｅａｒｏｙｌ
ＣｏＡｄｅｓａｔｕｒａｓｅ１，ＳＣＤ１）催化饱和脂肪酸（ｓａｔｕｒａｔｅｄ
ｆａｔｔｙａｃｉｄｓ，ＳＦＡｓ）转变为单不饱和脂肪酸（ｍｏｎｏｕｎｓａｔ
ｕｒａｔｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄｓ，ＭＵＦＡｓ），主要是将硬脂酸和棕榈酸
催化形成油酸（ｏｌｅｉｃａｃｉｄ，ＯＡ）和棕榈油酸［８－９］。ＳＣＤ１
在包括肺癌、肝癌、结直肠癌和乳腺癌等癌症中高表

达，且ＳＣＤ１及其催化产物在恶性肿瘤的发生、发展中
起重要作用［１０－１４］。在乳腺癌中，ＳＣＤ１高表达患者的
总生存期和无复发生存期短于 ＳＣＤ１低表达患者。因
此，ＳＣＤ１可作为乳腺癌患者预后的指标［１２］。但ＨＲＧ
β１是否能影响乳腺癌细胞中 ＳＣＤ１的表达尚不清楚。
本研究观察 ＨＲＧβ１对脂代谢关键酶 ＳＣＤ１表达的影
响，进而初步探讨ＳＣＤ１酶活性在ＨＲＧβ１诱导的乳腺
癌ＭＣＦ７和ＳＫＢＲ３细胞增殖、迁移和侵袭中的作用。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　细胞株　　人乳腺癌细胞 ＭＣＦ７购自中国科
学院上海生命科学研究院细胞资源中心，人乳腺癌细

胞ＳＫＢＲ３购自中国医学科学院基础医学研究所基
础医学细胞中心。

１．１．２　主要试剂　　ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）培养基、ＲＰＭＩ
１６４０培养基、青霉素链霉素（ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ，
ＰＳ）、胰蛋白酶购自美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司；胎牛血清（ｆｅｔａｌ
ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购自以色列 ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公

司；蛋白标准品和 ＰＶＤＦ膜购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司；
Ｈｅｒｅｇｕｌｉｎβ１（ＨＲＧβ１）购自美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司；
ＳＣＤ１抑制剂 Ａ９３９５７２购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公
司；油酸购自美国 Ｃａｙｍａｎ公司；ＴＲＩｚｏｌ试剂购自美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；逆转录试剂盒（ＲＲ３６０Ａ）和 ｑＰＣＲ试
剂盒（ＲＲ８２０Ａ）均购自日本 ＴａＫａＲａ公司。ＳＣＤ１和
βａｃｔｉｎ引物购自上海吉玛制药技术有限公司；ＳＣＤ１
抗体购自美国 Ａｂｃａｍ公司；αＴｕｂｕｌｉｎ抗体、Ｂｒａｄｆｏｒｄ
蛋白浓度测定试剂盒、ＥＣＬ超敏化发光试剂盒以及辣
根酶过氧化物酶标记的抗鼠和抗兔二抗购自上海碧云

天生物技术有限公司。ＭＴＴ试剂购自浙江ＲＵＩＢＩＯ公
司，Ｍａｔｒｉｇｅｌ基底胶和８μｍＴｒａｎｓｗｅｌｌ细胞培养小室均
购自美国ＢＤ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　人乳腺癌细胞ＭＣＦ７和ＳＫＢＲ３
分别用含 １０％ＦＢＳ、１％ＰＳ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２和 ＲＰＭＩ
１６４０培养基，于３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度的细胞培养
箱中培养。

１．２．２　ＨＲＧβ１处理 ＭＣＦ７和 ＳＫＢＲ３细胞　　取
生长期的 ＭＣＦ７和 ＳＫＢＲ３细胞，用胰酶消化重悬后
接种于６孔板（ＭＣＦ７细胞数为８×１０５个／孔，ＳＫＢＲ３
细胞数为３×１０５个／孔），贴壁后，饥饿处理 ８ｈ，分为
两组进行实验。第 １组，检测 ＨＲＧβ１剂量对 ＳＣＤ１
表达的影响：在铺入 ＭＣＦ７和 ＳＫＢＲ３细胞的６孔板
中加入 ＰＢＳ（对照组）或不同浓度的 ＨＲＧβ１（２、１０、
２０ｎｇ／ｍＬ），对ＭＣＦ７细胞处理３６ｈ，对 ＳＫＢＲ３细胞
处理２４ｈ。第２组，检测时间对ＳＣＤ１表达的影响：在
铺入ＭＣＦ７和 ＳＫＢＲ３细胞的６孔板中加入ＨＲＧβ１
（１０ｎｇ／ｍＬ），收集ＨＲＧβ１处理不同时间的ＭＣＦ７细胞
（０、１２、２４、３６ｈ）和ＳＫＢＲ３细胞（０、６、１２、２４ｈ）。收集
细胞，用于后续ＲＴｑＰＣＲ实验和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验。
１．２．３　ＲＮＡ的提取和 ｑＰＣＲ检测细胞 ｍＲＮＡ表达　
　ＴＲＩｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，测定 ＲＮＡ样品浓度，置于
－８０℃保存。使用逆转录试剂盒将提取的 ＲＮＡ逆转
为ｃＤＮＡ，随后进行 ｑＰＣＲ实验。ｑＰＣＲ使用的引物序
列为：ＳＣＤ１上游 ５′ＣＴＣＣＡＣＴＧＣＴＧＧＡＣＡＴＧＡＧＡ３′，
下游５′ＡＡＴＧＡＧＴＧＡＡＧＧＧＧＣＡＣＡＡＣ３′；βａｃｔｉｎ上游
５′ＡＧＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣＴ３′，下 游 ５′ＧＧＣＧ
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ＧＣＡＣＣＡＣＣＡＴＧＴＡＣＣＣＴ３′。ＰＣＲ反应条件：９５℃，
３０ｓ；（预变性）９５℃，５ｓ；６０℃，３０ｓ。ＰＣＲ反应共４０
个循环。重复实验３次。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　　取对数生长期
的ＭＣＦ７和 ＳＫＢＲ３细胞，用胰酶消化重悬后接种于
１２孔板（ＭＣＦ７细胞数为 ４×１０５个／孔，ＳＫＢＲ３细胞
数为１．５×１０５个／孔），处理方法同 １．２．２。按每孔上
样量３５μｇ制备蛋白样品。在８０～１００Ｖ条件下进行
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳 １．５ｈ后，湿转电泳仪转至 ０．２μｍ
ＰＶＤＦ膜。转膜完成后，用含５％的脱脂奶粉的ＴＢＳ室
温封闭１ｈ，１×ＴＢＳＴ洗膜３次。孵育ＳＣＤ１一抗（稀释
比为１∶１０００），４℃，过夜。回收一抗，洗膜３次，室温
孵育辣根酶过氧化物酶标记的二抗（稀释比为

１∶１０００），１ｈ，以 αＴｕｂｕｌｉｎ为内参，用 ＥＣＬ化学发光
试剂盒检测目的条带。使用 ＩｍａｇｅＬａｂ软件拍照并用
ＩｍａｇｅＪ软件进行灰度扫描，以目的条带与内参条带的
灰度比值作为ＳＣＤ１蛋白的相对表达量，重复实验３次。
１．２．５　ＭＴＴ法检测细胞增殖实验　　取对数生长期
的ＭＣＦ７和ＳＫＢＲ３细胞，分别以５０００个细胞／孔接种
于９６孔板，贴壁后分别加入ＰＢＳ、ＨＲＧβ１（２０ｎｇ／ｍＬ）
和Ａ９３９５７２（２μｍｏｌ／Ｌ），每组３个复孔。ＭＣＦ７细胞继
续培养７２ｈ，ＳＫＢＲ３细胞继续培养 ４８ｈ后，每孔加
入１０μＬＭＴＴ继续培养４ｈ后，再加入１５０μＬＤＭＳＯ，
振荡，于５７０ｎｍ波长下测量每孔光密度值［Ｄ（５７０）］，
以细胞的相对增殖率表示细胞增殖能力。细胞的相对

增殖率＝Ｄ（５７０）对照组／Ｄ（５７０）实验组×１００％，重复实验
３次。
１．２．６　细胞划痕实验　　取对数生长期的 ＭＣＦ７和
ＳＫＢＲ３细胞，用胰酶消化重悬后，接种 ＭＣＦ７和 ＳＫ
ＢＲ３细胞于６孔板（ＭＣＦ７细胞数为２×１０６个／孔，ＳＫ
ＢＲ３细胞数为１．５×１０６个／孔），在细胞培养箱中贴壁
培养１８ｈ后进行划痕，然后加入含１％ＦＢＳ的完全培
养基，再分为４组：第１组加入 ＰＢＳ（对照组）；第２组
加入ＨＲＧβ１（２０ｎｇ／ｍＬ）；第 ３组同时加入 ＨＲＧβ１
（２０ｎｇ／ｍＬ）和ＳＣＤ１抑制剂Ａ９３９５７２（２μｍｏｌ／Ｌ）；第４组
同时加入 ＨＲＧβ１（２０ｎｇ／ｍＬ）、ＳＣＤ１抑制剂 Ａ９３９５７２
（２μｍｏｌ／Ｌ）和油酸（ｏｌｅｉｃａｃｉｄ，ＯＡ，５０μｍｏｌ／Ｌ）。
ＭＣＦ７细胞在划痕０ｈ和４８ｈ，ＳＫＢＲ３细胞在０ｈ和
２４ｈ时，于显微镜（×１００）下选取相同的４个视野进行
拍照，并测量划痕宽度，细胞迁移能力用划痕迁移百分

率表示，实验重复３次。划痕迁移百分率越高，细胞迁
移能力越强。划痕迁移百分率＝（初始划痕宽度－迁移
后划痕宽度）／初始划痕宽度×１００％。重复实验３次。

１．２．７　细胞侵袭实验　　取对数生长期的 ＭＣＦ７和
ＳＫＢＲ３细胞，用胰酶消化重悬后接种于４个１２孔板。
贴壁后，饥饿处理８ｈ，分别用ＰＢＳ、ＨＲＧβ１（２０ｎｇ／ｍＬ）、
ＨＲＧβ１（２０ｎｇ／ｍＬ）和 Ａ９３９５７２（２μｍｏｌ／Ｌ）联用以及
ＨＲＧβ１（２０ｎｇ／ｍＬ）、ＳＣＤ１抑制剂Ａ９３９５７２（２μｍｏｌ／Ｌ）
和油酸（５０μｍｏｌ／Ｌ）处理１２ｈ。在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中铺
入１００μＬＭａｔｒｉｇｅｌ，包被 ２ｈ。用胰酶消化细胞，无血
清培养基重悬，取 ２００μＬ细胞 （ＭＣＦ７细胞数为 １×
１０５个／室，ＳＫＢＲ３细胞数为２×１０５个／室）接种至小
室上室，下室加入７００μＬ含２０％ＦＢＳ的基础培养基，
于３７℃细胞培养箱中继续培养，ＭＣＦ７细胞培养
４８ｈ，ＳＫＢＲ３细胞培养 ２４ｈ。取出小室，ＰＢＳ清洗
后，固定染色，烘干。将烘干后的小室放于显微镜

（×１００）下随机选取 ５个视野观察拍照并细胞计数。
以侵袭的细胞数表示细胞的侵袭能力，实验重复３次。
１．３　统计学分析
　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６软件进行统计分析，数据
以 珋ｘ±ｓ表示，组间差异比较采用方差分析，Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＨＲＧβ１对 ＭＣＦ７和 ＳＫＢＲ３细胞 ＳＣＤ１ｍＲＮＡ
表达的影响

　　为了检测ＨＲＧβ１对 ＳＣＤ１ｍＲＮＡ表达的诱导作
用及是否具有剂量依赖性，分别用 ＰＢＳ和不同浓度
ＨＲＧβ１（２、１０、２０ｎｇ／ｍＬ）处理 ＭＣＦ７３６ｈ（图 １Ａ）和
ＳＫＢＲ３细胞 ２４ｈ（图 １Ｂ），ＨＲＧβ１处理组 ＳＣＤ１
ｍＲＮＡ的相对表达量均较 ＰＢＳ对照组明显增加（Ｐ＜
０．０５）。而且在两种细胞中，随着 ＨＲＧβ１浓度的增
加，ＳＣＤ１ｍＲＮＡ的表达量也随之增加（图１）。为了检
测ＳＣＤ１ｍＲＮＡ表达量是否随着 ＨＲＧβ１处理时间变
化而变化，用 １０ｎｇ／ｍＬＨＲＧβ１处理 ＭＣＦ７细胞
（图２Ａ），ＳＣＤ１ｍＲＮＡ表达量在 １２～３６ｈ持续上升，
在３６ｈ达到最高值；与０ｈ组比较，１２、２４、３６ｈ处理组
差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。用 １０ｎｇ／ｍＬＨＲＧ
β１处理ＳＫＢＲ３细胞（图２Ｂ）后，ＳＣＤ１ｍＲＮＡ表达量
在６～２４ｈ持续上升，在２４ｈ达到最高值；与０ｈ组比
较，６、１２、２４ｈ处理组差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
而且在两种细胞中，随着 ＨＲＧβ１处理时间的延长，
ＳＣＤ１ｍＲＮＡ的相对表达量也逐渐增加（图 ２）。结果
表明 ＨＲＧβ１能明显上调 ＭＣＦ７和 ＳＫＢＲ３细胞中
ＳＣＤ１的ｍＲＮＡ水平，且ＨＲＧβ１对ＳＣＤ１ｍＲＮＡ表达
的影响具有剂量和时间依赖性。
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图１　不同浓度ＨＲＧβ１处理ＭＣＦ７和ＳＫＢＲ３细胞后ＳＣＤ１ｍＲＮＡ的表达变化
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图２　１０ｎｇ／ｍＬＨＲＧβ１处理ＭＣＦ７和ＳＫＢＲ３细胞不同时间后ＳＣＤ１ｍＲＮＡ的表达变化

２．２　ＨＲＧβ１对ＭＣＦ７和ＳＫＢＲ３细胞ＳＣＤ１蛋白表
达的影响

　　为了检测ＨＲＧβ１对ＳＣＤ１蛋白表达的诱导作用
及是否具有剂量依赖性，分别用 ＰＢＳ和不同浓度（２、
１０、２０ｎｇ／ｍＬ）ＨＲＧβ１处理 ＭＣＦ７３６ｈ（图３Ａ）和 ＳＫ
ＢＲ３细胞２４ｈ（图３Ｂ），ＨＲＧβ１处理后ＳＣＤ１蛋白表
达量均较ＰＢＳ组明显增加（Ｐ＜０．０１）。而且在两种细
胞中，随着ＨＲＧβ１浓度的增加，ＳＣＤ１蛋白的相对表
达量也随之增加（图３）。为了检测 ＳＣＤ１蛋白表达量
是否随着ＨＲＧβ１处理时间变化而变化，用１０ｎｇ／ｍＬ
ＨＲＧβ１处理 ＭＣＦ７细胞（图 ４Ａ），ＳＣＤ１蛋白表达量
在１２～３６ｈ持续上升，在 ３６ｈ达到最高值；与 ０ｈ比
较，ＨＲＧβ１处理 １２、２４、３６ｈ差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）。用１０ｎｇ／ｍＬＨＲＧβ１处理ＳＫＢＲ３细胞
（图４Ｂ）后，ＳＣＤ１蛋白表达量在６～２４ｈ持续上升，在
２４ｈ达到最高值；与０ｈ比较，ＨＲＧβ１处理６、１２、２４ｈ

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。而且在两种细胞中，随
着ＨＲＧβ１处理时间的延长，ＳＣＤ１蛋白的相对表达量
也逐渐增加（图 ４）。结果表明，在 ＭＣＦ７和 ＳＫＢＲ３
细胞中，ＨＲＧβ１能明显上调 ＳＣＤ１的蛋白水平，且
ＨＲＧβ１对ＳＣＤ１蛋白表达的影响具有剂量和时间依
赖性。

２．３　ＨＲＧβ１和ＳＣＤ１抑制剂Ａ９３９５７２对细胞增殖能
力的影响

　　在两种细胞中分别加入ＰＢＳ、ＨＲＧβ１和ＨＲＧβ１＋
Ａ９３９５７２后检测细胞增殖，ＭＣＦ７细胞（图 ５Ａ）处理
７２ｈ，ＳＫＢＲ３细胞（图 ５Ｂ）处理 ４８ｈ。与 ＰＢＳ组比
较，两种细胞中 ＨＲＧβ１组细胞增殖率均显著增加
（Ｐ＜０．０１）。与ＨＲＧβ１组比较，ＨＲＧβ１＋Ａ９３９５７２组
细胞增殖率明显降低（Ｐ＜０．０１）。结果表明，ＳＣＤ１抑
制剂能抑制由 ＨＲＧβ１介导的乳腺癌 ＭＣＦ７和 ＳＫ
ＢＲ３细胞的增殖能力。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与０ｈ比较；Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＲＧβ１处理ＭＣＦ７细胞后ＳＣＤ１蛋白表达及半定量分析；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测ＨＲＧβ１处理ＳＫＢＲ３细胞后ＳＣＤ１蛋白表达及半定量分析

图４　１０ｎｇ／ｍＬＨＲＧβ１处理ＭＣＦ７和ＳＫＢＲ３细胞不同时间后ＳＣＤ１蛋白的表达变化
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图５　ＨＲＧβ１和ＳＣＤ１抑制剂Ａ９３９５７２对细胞增殖能力的影响
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２．４　ＳＣＤ１抑制剂Ａ９３９５７２和ＳＣＤ１催化产物油酸对
ＨＲＧβ１诱导细胞迁移能力的影响

　　ＭＣＦ７细胞划痕４８ｈ后，与 ＰＢＳ组相比，ＨＲＧβ１
组细胞划痕迁移率明显增加（Ｐ＜０．０１，图６）；ＳＫＢＲ３
细胞划痕２４ｈ后，与 ＰＢＳ组相比，ＨＲＧβ１组细胞划
痕迁移率明显增加（Ｐ＜０．０１，图 ７），说明 ＨＲＧβ１能
促进乳腺癌细胞 ＭＣＦ７和 ＳＫＢＲ３的迁移能力。与
ＨＲＧβ１组相比，ＨＲＧβ１和 Ａ９３９５７２联用组两种细
胞的划痕迁移率明显降低（Ｐ＜０．０１），说明 ＳＣＤ１抑制
剂Ａ９３９５７２能逆转ＨＲＧβ１诱导的 ＭＣＦ７和 ＳＫＢＲ３

细胞迁移。

　　进一步检测了回补ＳＣＤ１的催化产物油酸（ＯＡ）对
细胞迁移能力的影响。ＭＣＦ７细胞划痕 ４８ｈ后，与
ＨＲＧβ１和 Ａ９３９５７２联用组相比，回补油酸组细胞划
痕迁移率明显增加（Ｐ＜０．０１，图８）；ＳＫＢＲ３细胞划痕
２４ｈ后，与 ＨＲＧβ１和 Ａ９３９５７２联用组相比，回补油
酸组细胞划痕迁移率明显增加（Ｐ＜０．０１，图９）。说明
油酸能逆转Ａ９３９５７２对乳腺癌细胞 ＭＣＦ７和 ＳＫＢＲ３
迁移能力的抑制作用，提示ＳＣＤ１的催化活性对ＨＲＧβ１
诱导的ＭＣＦ７和ＳＫＢＲ３细胞迁移能力有关键作用。
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Ａ：各组处理后ＭＣＦ７细胞迁移情况（×１００）；Ｂ：各组细胞划痕迁移百分率　ａ：Ｐ＜０．０１，与 ＰＢＳ组比较；ｂ：Ｐ＜
０．０１，与ＨＲＧβ１组比较

图６　划痕实验观测ＳＣＤ１抑制剂Ａ９３９５７２逆转ＨＲＧβ１诱导的ＭＣＦ７细胞迁移
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Ａ：各组处理后ＳＫＢＲ３细胞迁移情况（×１００）；Ｂ：各组细胞划痕迁移百分率　ａ：Ｐ＜０．０１，与 ＰＢＳ组比较；ｂ：Ｐ＜
０．０１，与ＨＲＧβ１组比较

图７　划痕实验观测ＳＣＤ１抑制剂Ａ９３９５７２逆转ＨＲＧβ１诱导的ＳＫＢＲ３细胞迁移
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Ａ：各组处理后ＭＣＦ７细胞迁移情况（×１００）；Ｂ：各组细胞划痕迁移百分率　ａ：Ｐ＜０．０１，与 ＨＲＧβ１组比较；ｂ：Ｐ＜
０．０１，与ＨＲＧβ１＋Ａ９３９５７２组比较

图８　划痕实验观测油酸回补Ａ９３９５７２对ＭＣＦ７细胞迁移的抑制作用
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Ａ：各组处理后ＳＫＢＲ３细胞迁移情况（×１００）；Ｂ：各组细胞划痕迁移百分率　ａ：Ｐ＜０．０１，与 ＨＲＧβ１组比较；
ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＨＲＧβ１＋Ａ９３９５７２组比较

图９　划痕实验观测油酸回补Ａ９３９５７２对ＳＫＢＲ３细胞迁移的抑制作用

２．５　ＳＣＤ１抑制剂Ａ９３９５７２和ＳＣＤ１催化产物油酸对
ＨＲＧβ１诱导细胞侵袭能力的影响

　　如图１０所示，ＭＣＦ７细胞侵袭４８ｈ后，与 ＰＢＳ组
相比，ＨＲＧβ１组侵袭细胞数明显增加（Ｐ＜０．０１）；与
ＨＲＧβ１和Ａ９３９５７２联用组相比，回补油酸组侵袭细
胞数明显增加（Ｐ＜０．０１）。如图 １１所示，ＳＫＢＲ３细
胞侵袭２４ｈ后，与 ＰＢＳ组相比，ＨＲＧβ１组侵袭细胞

数明显增加（Ｐ＜０．０５）；与 ＨＲＧβ１组相比，ＨＲＧβ１
和Ａ９３９５７２联用组侵袭细胞数明显降低（Ｐ＜０．０１）；与
ＨＲＧβ１和Ａ９３９５７２联用组相比，回补油酸组侵袭细
胞数明显增加（Ｐ＜０．０１）。结果表明 ＳＣＤ１的活性对
ＨＲＧβ１诱导的ＭＣＦ７和ＳＫＢＲ３细胞侵袭能力有重
要作用。
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图１０　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测Ａ９３９５７２和油酸对ＭＣＦ７细胞侵袭的影响
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图１１　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测Ａ９３９５７２和油酸对ＳＫＢＲ３细胞侵袭的影响
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３　讨论

　　脂代谢异常是肿瘤代谢的特征之一。已有多项研
究表明，肿瘤细胞可以合成大量的 ＳＦＡｓ和 ＭＵＦＡｓ用
以合成新的脂类。这些脂类一方面作为合成细胞膜的

原材料，另一方面可以参与肿瘤细胞中生长和耐药相

关的信号转导［１５］，所以很多脂类生成相关基因都在肿

瘤细胞中具有较高的表达水平。近几年的研究发现，

调控脂类合成的关键分子ＳＣＤ１在包括卵巢癌、肺癌、
乳腺癌等癌症中高表达，且能促进细胞的迁移侵袭能

力［１１，１６－１７］。在乳腺癌细胞中，ＳＣＤ１的表达水平下调
能明显抑制βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，从而抑制细胞的增殖
和迁移侵袭能力［１７］。因此，ＳＣＤ１在乳腺癌的发生发
展中起着重要作用，深入研究 ＳＣＤ１对治疗乳腺癌具
有重要意义。

　　ＨＲＧ１是一种致癌基因。ＨＲＧ１主要通过激活
ＥｒｂＢ酪氨酸激酶受体蛋白家族来发挥其生物学功
能［１８］。ＥｒｂＢ酪氨酸激酶受体蛋白家族有 ４个成员
ＥｒｂＢ１（ＥＧＦＲ）、ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３和 ＥｒｂＢ４。ＨＲＧ１包含
一个表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ）样结
构域。它与 ＥｒｂＢ３和 ＥｒｂＢ４受体结合，诱导 ＥｒｂＢ３和
ＥｒｂＢ２或ＥｒｂＢ４和 ＥｒｂＢ２之间的异二聚化，从而激活
ＥｒｂＢ２下游信号通路，最终影响细胞的增殖、迁移和侵
袭［６］。例如，ＨＲＧ１能诱导肌动蛋白细胞骨架重组和
细胞迁移［１９］。ＨＲＧβ１能激活ＹＡＰ信号通路，促进乳
腺癌细胞的迁移［２０］。ＨＲＧβ１能通过诱导 ＧＰＲ３０蛋
白表达，从而促进乳腺癌细胞 ＭＣＦ７迁移和侵袭［２１］。

ＨＲＧβ１能通过诱导肿瘤坏死因子受体超家族成员
Ｆｎ１４表达，从而促进乳腺癌细胞迁移和侵袭［２２］。ＹＡ
ＭＡＳＨＩＴＡ等［５］的研究也表明，ＨＲＧβ１能促进乳腺癌
细胞中芳烃受体（ａｒｙｌｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡｈＲ）的表
达，进而影响细胞的迁移侵袭能力。以上研究结果均

表明ＨＲＧ１在乳腺癌中发挥着重要作用，因此有必要
深入研究探讨ＨＲＧ１在影响乳腺癌发生发展中的具体
机制。

　　ＺＨＡＮＧ等［２３］的研究表明，ＥＧＦＲ介导的 ＳＣＤ１第
５５位酪氨酸磷酸化能维持 ＳＣＤ１蛋白的稳定性，增加
细胞内ＭＵＦＡ水平，从而促进肺癌的生长。而 ＥＧＦＲ
属ＥｒｂＢ家族成员，ＨＲＧβ１能激活该家族，我们由此
假设ＨＲＧβ１与ＳＣＤ１有一定联系。本研究采用同时
表达 ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３和 ＳＣＤ１的乳腺癌细胞 ＭＣＦ７和
ＳＫＢＲ３，结果表明，在两种乳腺癌细胞系中，ＨＲＧβ１
均能明显上调 ＳＣＤ１的 ｍＲＮＡ和蛋白水平。研究表
明，在乳腺癌细胞中 ＨＲＧβ１能通过 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴＳｎａｉｌ
信号通路促进ＥＭＴ过程，从而促进乳腺癌的转移［２４］。

另有研究表明，在哺乳动物中 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路能
激活胆固醇调节元件结合蛋白 １（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＳＲＥＢＰ１）［２５］，而 ＳＲＥＢＰ１是
ＳＣＤ１的主要转录调控因子［２６］。因此，ＨＲＧβ１可能
通过ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴＳＲＥＢＰ１信号通路来上调 ＳＣＤ１的表
达，但该机制有待实验证明。

　　我们实验室前期的研究证明，ＨＲＧβ１能诱导糖
酵解过程进而促进乳腺癌细胞 ＭＣＦ７的迁移能力［２７］。

因此，本研究进一步探讨ＨＲＧβ１对细胞增殖、迁移和
侵袭能力的促进作用是否与 ＳＣＤ１有关。结果表明，
加入ＳＣＤ１抑制剂Ａ９３９５７２后能抑制由ＨＲＧβ１促进
的细胞增殖、迁移和侵袭能力，而回补 ＳＣＤ１催化产物
油酸能逆转 Ａ９３９５７２对细胞迁移和侵袭能力的抑制
作用。结果证明 ＨＲＧβ１能通过促进 ＳＣＤ１的活性，
影响乳腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力。

　　综上所述，本研究显示，在乳腺癌细胞 ＭＣＦ７和
ＳＫＢＲ３中，ＨＲＧβ１可以诱导ＳＣＤ１ｍＲＮＡ和蛋白表
达，对乳腺癌细胞ＭＣＦ７和ＳＫＢＲ３增殖、迁移和侵袭
的促进作用是由ＳＣＤ１介导的。该发现为进一步研究
ＨＲＧβ１和ＳＣＤ１在乳腺癌细胞增殖、迁移和侵袭中的
作用奠定了基础。
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１２７．ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ１２９４３０１７０７０４ｘ．

［２４］ＣＨＥＮＧＬＳ，ＺＨＡＺ，ＬＡＮＧＢ，ｅｔａｌ．Ｈｅｒｅｇｕｌｉｎｂｅｔａ１ｐｒｏ
ｍｏｔｅｓｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＳＫＢＲ３ｔｈｒｏｕｇｈ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＳｎａｉｌａｎｄｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＬｅｔｔ，２００９，２８０（１）：５０－６０．ＤＯＩ：
１０．１０１６／ｊ．ｃａｎｌｅｔ．２００９．０２．００７．

［２５］ＰＯＲＳＴＭＡＮＮＴ，ＳＡＮＴＯＳＣＲ，ＧＲＩＦＦＩＴＨＳＢ，ｅｔａｌ．
ＳＲＥＢＰａｃｔｉｖｉｔｙｉｓｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｍＴＯＲＣ１ａｎｄｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏ
Ａｋｔｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ［Ｊ］．ＣｅｌｌＭｅｔａｂ，２００８，８（３）：
２２４－２３６．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｍｅｔ．２００８．０７．００７．

［２６］ＧＲＩＦＦＩＴＨＳＢ，ＬＥＷＩＳＣＡ，ＢＥＮＳＡＡＤＫ，ｅｔａｌ．Ｓｔｅｒｏｌ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ
ｌｉｐｉｄｓｙｎｔｈｅｓｉｓｓｕｐｐｏｒｔｓｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌａｎｄｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈ［Ｊ］．
ＣａｎｃｅｒＭｅｔａｂ，２０１３，１（１）：３．ＤＯＩ：１０．１１８６／２０４９３００２
１３．

［２７］蒋素芳，屠凯岭，周兰，等．Ｈｅｒｅｇｕｌｉｎβ１诱导的糖酵解
对乳腺癌细胞ＭＣＦ７迁移的影响［Ｊ］．四川大学学报（医
学版），２０１６，４７（４）：４６３－４６７．ＤＯＩ：１０．１３４６４／ｊ．ｓｃｕｘ
ｂｙｘｂ．２０１６．０４．００３．
ＪＩＡＮＧＳＦ，ＴＵＫＬ，ＺＨＯＵＬ，ｅｔａｌ．Ｈｅｒｅｇｕｌｉｎβ１
ｉｎｄｕｃｅｄｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓｐｒｏｍｏｔｅｓｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌ
ｌｉｎｅＭＣＦ７［Ｊ］．ＪＳｉｃｈｕａｎＵｎｉｖＭｅｄＳｃｉＥｄ，２０１６，４７（４）：
４６３－４６７．ＤＯＩ：１０．１３４６４／ｊ．ｓｃｕｘｂｙｘｂ．２０１６．０４．００３．

（收稿：２０２００１２０；修回：２０２００３１２）

（编辑　汪勤俭）
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