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　　［摘要］　目的　本研究旨在探索乳腺癌抗雌激素药物耐药蛋白 １（ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒａｎｔｉｅｓｔｒｏｇｅｎ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ１，ＢＣＡＲ１，ｐ１３０ｃａｓ）在肺癌发生发展中的生物功能与互作蛋白网络。方法　①免疫印迹实验
（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）研究１５对肺癌及癌旁组织中 ＢＣＡＲ１表达情况，免疫组化（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）分
析５４例早期肺腺癌组织芯片中 ＢＣＡＲ１与预后的关系，并通过 ＴＣＧＡ数据库进一步验证。②通过
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９分别构建人肺腺癌Ｈ１９７５，Ｈ１２９９ＢＣＡＲ１敲除（ｋｎｏｃｋｏｕｔ，ＫＯ）细胞株，通过调取ｃＤＮＡ文
库构建Ａ５４９过表达（ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＯＥ）细胞株，四唑盐比色实验（ＭＴＴ）检测细胞增殖能力、平板克隆
形成实验检测细胞存活能力。③免疫共沉淀质谱分析（ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＩＰＭＳ）联
合生信分析找出工具细胞即２９３Ｔ细胞中ＢＣＡＲ１的互作蛋白网络及可能的关键节点。④ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验
证细胞系ＢＣＡＲ１ＫＯ或ＢＣＡＲ１ＯＥ后关键节点基因的表达变化，并在肺癌组织芯片中予以验证基因表
达的相关性。结果　①ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ：ＢＣＡＲ１在肺腺癌组织较癌旁组织显著高表达（Ｐ＜０．０５）；ＩＨＣ：
ＢＣＡＲ１高表达的早期肺癌患者预后差（ＨＲ＝５．０２６，Ｐ＝０．００１），ＴＣＧＡ：ＢＣＡＲ１高表达肺腺癌患者预后
差（ＨＲ＝１．５，Ｐ＝０．００８７）。②成功构建ＢＣＡＲ１ＫＯ与ＢＣＡＲ１ＯＥ稳定细胞株，细胞增殖能力及细胞克
隆形成率均随 ＢＣＡＲ１敲除降低，过表达后升高。③ＩＰＭＳ联合生信分析：哺乳动物酵母同源致命因子
Ｓｅｃ１３蛋白８（ＭＬＳＴ８）可能作为 ＢＣＡＲ１的关键互作蛋白；④相比癌旁组织，ＭＬＳＴ８在癌组织中高表达
（Ｐ＜０．０５），并与 ＢＣＡＲ１表达显著正相关（Ｒ＝０．４２２１，Ｐ＝０．００１５）。细胞系中 ＭＬＳＴ８的表达在
ＢＣＡＲ１敲除后降低，过表达后升高。结论　ＢＣＡＲ１在肺癌中发挥重要的促瘤效应。ＭＬＳＴ８表达与
ＢＣＡＲ１显著相关，可能是ＢＣＡＲ１的关键下游蛋白。
　　［关键词］　乳腺癌抗雌激素药物耐药蛋白１；哺乳动物酵母同源致命因子Ｓｅｃ１３蛋白８；细胞增殖；

细胞克隆形成；免疫共沉淀质谱分析；肺癌
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ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．③Ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＩＰＭＳ）ａｌｏｎｇｗｉｔｈｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｔｈｅｋｅｙｐｒｏｔｅｉｎｏｆＢＣＡＲ１
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｎｅｔｗｏｒｋｓｉｎ２９３Ｔｔｏｏｌｃｅｌｌｓ．④Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｋｅｙｎｏｄｅｇｅｎｅｗｅｒｅｃｏｎｆｉｒｍｅｄｉｎ
ＢＣＡＲ１ＫＯａｎｄＢＣＡＲ１ＯＥｃｅｌｌｓｕｓｉｎｇＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ，ａｎｄｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｋｅｙｎｏｄｅｇｅｎｅａｎｄ
ＢＣＡＲ１ｗａｓｖｅｒｉｆｉｅｄｉｎｔｈｅｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｍｉｃｒｏａｒｒａｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　①ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＣＡＲ１ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓｔｈａｎｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｈｉｇｈｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＢＣＡＲ１ｗａｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｗｏｒｓｅｐｒｏｇｎｏｓｉｓｉｎｔｈｅｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｅａｒｌｙｓｔａｇｅｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ（ＨＲ＝５．０２６，Ｐ＝
０．００１）ａｎｄＴＣＧＡｃｏｈｏｒｔｓｔｕｄｙ（ＨＲ＝１．５，Ｐ＝０．００８７）．②ＢＣＡＲ１ＫＯａｎｄＢＣＡＲ１ＯＥｃｅｌｌｓｗｅｒｅ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈＢＣＡＲ１ＫＯａｎｄ
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ｒｅｖｅａｌｅｄｔｏｂｅａｋｅｙｐｒｏｔｅｉｎｏｆＢＣＡＲ１ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｎｅｔｗｏｒｋ．④ＭＬＳＴ８ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｔａｈｉｇｈｅｒ
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　　ＢＣＡＲ１是目前肿瘤研究的热点，其相对分子质量为
１３０×１０３，是细胞外基质与胞内信号传导的桥梁分子：
细胞与胞外基质接触后激活整合素→ＦＡＫ激活并结
合到ＢＣＡＲ１氨基端→磷酸化ＢＣＡＲ１羟基端→ＢＣＡＲ１
与Ｓｒｃ激酶结合→ＢＣＡＲ１活化→形成 ＢＣＡＲ１／Ｃｒｋ复
合体→Ｃｒｋ通路被激活［１－２］。

　　研究表明，ＢＣＡＲ１高表达与多种癌症的细胞侵袭
和转移相关：在前列腺癌中，ＢＣＡＲ１的高表达与肿瘤
早期复发密切相关［３］。在子宫内膜腺癌中，ＢＣＡＲ１参
与肿瘤细胞的生长和转移［４］。在口腔鳞癌中，ＢＣＡＲ１
通过调节上皮间质转化（Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＥＭＴ）和细胞增殖促进骨侵袭和转移［５］。我

们前期研究发现：ＢＣＡＲ１在肺癌组织中高表达，而在
癌旁组织中低表达［６－７］；开展的多中心临床研究证实

肺癌ＢＣＡＲ１ｍＲＮＡ及蛋白表达水平越高，患者预后越
差［７］。而且，ＢＣＡＲ１高表达可诱导肺腺癌细胞发生
ＥＭＴ促进肺腺癌细胞迁移和侵袭［８－９］。所以，ＢＣＡＲ１
有望成为肺癌精准治疗的分子靶点［１０］。

　　目前ＢＣＡＲ１研究多局限于肿瘤侵袭转移，较少聚
焦细胞增殖和克隆形成。鉴于 ＢＣＡＲ１基因促癌效应
复杂，其相互作用蛋白研究较少，相关通路和网络尚不

明确。本研究拟通过下调及上调 ＢＣＡＲ１的表达及免
疫共沉淀质谱分析，旨在深入探索上述问题。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＧＶ３７１载体，Ｃａｓ９载体，ＣＶ１４６载体，ＧＶ１４１载体
（均来自吉凯基因），Ｈ１９７５、Ｈ１２９９、Ａ５４９、２９３Ｔ
（ＡＴＣＣ），胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ，１００９９１４１），胰酶（Ｇｉｂｃｏ，
２５２０００５６），ＢＣＡＲ１（ＣＳＴ，＃１３８４６），ＧＡＰＤＨ（ＣＳＴ，＃
２１１８ｓ），ＭＬＳＴ８（ＣＳＴ，＃３２２７），ＲａｂｂｉｔＩｇＧ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，
ｓｃ２００４），嘌呤霉素（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，６３１３０５），ＭＴＴ（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，
Ｍ８１８０），ｄｓＤＮＡｏｌｉｇｏ（吉凯基因，Ｐ２１２０３），２×Ｔａｑ
ＰｌｕｓＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｖａｚｙｍｅ，Ｍ０３１８Ｓ），ＴＯＰ１０感受态（吉
凯基因，Ｒ０５３９Ｌ），ＢｂｓＩ（ｓｉｇｍａ，Ｄ０２８１５９），Ｔ７ＤＮＡ
Ｌｉｇａｓｅ（ｓｉｇｍａ，Ｄ４０４１），ＡＴＰ（１０μｍｏｌ／Ｌ）（Ｔａｋａｒａ，
ＤＰ１１），ＹｅａｓｔＥｘｔｒａｃｔ（ＯＸＯＩＤ），ＡｇａｒＰｏｗｄｅｒ（ＯＸＯＩＤ，
Ａ２１８０），Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒（上海普飞），１ｋｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ
Ｍａｒｋｅｒ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ，＃ＳＭ０３１１），２５０ｂｐＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ
Ｍａｒｋｅｒ（捷瑞，ＤＬ２５０＋，１００Ｔ），ＩｎＦｕｓｉｏｎＴＭＰＣＲＣｌｏｎｉｎｇ
Ｋｉｔ（ｃｌｏｎｔｅｃｈ，６３９６２６），Ｔａｑｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ＳｉｎｏＢｉｏ，Ｅ００１
０２Ｂ），ｄＮＴＰ（Ｔａｋａｒａ，Ｄ４０３０Ａ），Ｐｒｉｍｅｒ（捷瑞生物），限
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制性内切酶（ＮＥＢ），Ｐｌａｓｍｉｄ抽提 Ｋｉｔ（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ａ１４６０），
ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥＨＰＤＮＡＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ（Ｒｏｃｈｅ，
０６３３６２３６００１）等。
１．２　病例来源
　　该研究方案经陆军军医大学大坪医院［ＴＭＭＵ
ＤＰＨ］的研究伦理委员会审查和批准（２０１９１８３），获得
患者同意并签署知情同意书。收集胸外科２０１６年９月
至２０１９年４月影像学诊断并经病理证实的早期肺腺
癌患者５４例，排除接受过治疗、患有重大基础疾病或
其他恶性肿瘤患者，基线特征见表１。获取５４例蜡块
癌组织，１５对新鲜癌组织及远癌组织进行后续试验。

表１　５４例早期肺腺癌患者临床和病理特征

病例参数 统计量

男∶女／例 ２４∶３０
年龄／岁 ６０．４±９．１
肿瘤大小／ｃｍ ２．３±０．７
分期（１ａ∶１ｂ）／例 ４６∶８
生存时间／ｄ ５８２．５±３８５．９

１．３　方法
１．３．１　ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　　研磨裂解组织细胞或提
取细胞蛋白后ＢＣＡ法测蛋白浓度，电泳，转膜，相应一
抗１∶１０００稀释，孵二抗，ＥＣＬ显影曝光，ＩｍａｇｅＪ软件
（１．５２ａｖｅｒｓｉｏｎ．ＵＳＡ）进行蛋白条带半定量分析。
１．３．２　组织芯片制作及 ＩＨＣ实验　　步骤详见文献
［８］。将前述 ５４例肺癌样本制作组织芯片，进行
ＢＣＡＲ１（１∶５０）及ＭＬＳＴ８（１∶５０）染色。ＩｍａｇｅＪ软件计
算染色芯片平均光密度，进行相关性分析。

１．３．３　构建人肺腺癌细胞Ｈ１９７５、Ｈ１２９９ＢＣＡＲＫＯ稳
定株　　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９实验方案参见文献［１１］，简述如
下：首先将ＣＡＳ９载体（图１Ａ）转染Ｈ１９７５及Ｈ１２９９细
胞，并通过２μｇ／ｍＬ嘌呤霉素成功筛选Ｈ１９７５ＣＡＳ９及
Ｈ１２９９ＣＡＳ９稳定株。依据ＧｅｎＢａｎｋＩＤ（ＮＭ＿００１１７０７１４）
的 ＢＣＡＲ１序列设计 ＢＣＡＲ１ｓｇＲＮＡ及阴性对照
ＣＯＮ２４４ｓｇＲＮＡ干扰靶点序列（表 ２），引物退火形成
双链ＤＮＡ，连入ｓｇＲＮＡ载体ＧＶ３７１（图１Ａ），ＴＯＰ１０感
受态转化，菌落ＰＣＲ得到阳性克隆后测序鉴定。再将
ｓｇＲＮＡ慢病毒质粒转染 Ｈ１９７５ＣＡＳ９、Ｈ１２９９ＣＡＳ９稳
定细胞株，通过荧光鉴定构建的 ＢＣＡＲ１ＫＯ稳定细胞
株后ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证ＢＣＡＲ１敲除效果。

表２　合成ｏｌｉｇｏ以构建ＢＣＡＲ１ｓｇＲＮＡ

序号 序列５′３′
ＢＣＡＲ１ｓｇＲＮＡａ ＣＡＣＣｇＣＡＧＣＡＡＣＧＧＧＴＣＴＣＧＧＣＣＡＴ
ＢＣＡＲ１ｓｇＲＮＡｂ ａａａｃＡＴＧＧＣＣＧＡＧＡＣＣＣＧＴＴＧＣＴＧｃ

１．３．４　构建人肺腺癌细胞Ａ５４９ＢＣＡＲ１ＯＥ稳定株　
　根据 ＧｅｎＢａｎｋＩＤ（ＮＭ＿００１１７０７１４）的 ＢＣＡＲ１基因
序列设计引物如表 ３，进行 ＰＣＲ扩增目的基因片段，
ＰＣＲ产物插入酶切载体 ＣＶ１４６（图 １Ａ）后进行转化，
ＰＣＲ法鉴定菌落并扩增抽提质粒。转染细胞后嘌呤
霉素２μｇ／ｍＬ药筛阳性细胞并扩增，ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证
ＢＣＡＲ１过表达效果。
１．３．５　ＭＴＴ实验　　０．２５％胰酶消化对数生长期的
细胞，制备单细胞悬液，按分组５０００／孔于９６孔板接
种，接种后 ０、２４、４８、７２ｈ每孔加入 ２０μＬＭＴＴ试剂
（５ｍｇ／ｍＬ），培养４ｈ，加入１５０μＬＤＭＳＯ，震荡１０ｍｉｎ，
酶标仪４９０ｎｍ测各孔吸光度值。
１．３．６　细胞平板克隆形成实验　　０．２５％胰酶消化对
数生长期的细胞，制备单细胞悬液，按分组 １０００／皿
（１０ｃｍ）铺板，３７℃，５％ＣＯ２培养箱培养，直至肉眼可见
明显的细胞克隆形成，４％多聚甲醛固定细胞３０ｍｉｎ，
０．２５％结晶紫染色细胞１５ｍｉｎ，晾干，拍照，ＩｍａｇｅＪ软
件分析。

１．３．７　ＩＰＭＳ实验　　依据ＢＣＡＲ１基因序列设计引
物（表 ４）钓取 ＢＣＡＲ１，ＰＣＲ扩增目的基因片段，产物
与酶切载体ＧＶ１４１连接反应（图 １Ａ），构建ＢＣＡＲ１过
表达质粒并鉴定，质粒抽提，ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥ与过表达质
粒以１∶１比例混合，转染２９３Ｔ细胞，２４ｈ后换液，加入
２００μｇ／ｍＬＧ４１８进行药筛５ｄ获得２９３Ｔ细胞ＢＣＡＲ１
过表达细胞株。提取细胞蛋白，ＢＣＡ法测浓度，Ｓｈｏｔ
ｇｕｎ法进行质谱分析，主要步骤如下：ＦＡＳＰ酶解，ＱＥｘ
ａｃｔｉｖｅ质谱仪进行质谱分析，质谱文件转换获得数据。
步骤详见文献［１２］，将获得的 ＢＣＡＲ１ＮＣ组蛋白与
ＢＣＡＲ１ＯＥ组蛋白进行比对分析。
１．３．８　生物信息学分析　　ＴＣＧＡ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｗｗ．ｃａｎｃｅｒ．ｇｏｖ／）查询与 ＢＣＡＲ１表达显著正相关的
基因。搜索限制条件：癌症类型：肺腺癌；位置：支气

管、肺；分期：Ｓｔａｇｅｉａ，Ｓｔａｇｅｉｂ；数据库选择：ＴＣＧＡＬＵ
ＡＤ；数据类型：ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＱｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；方法：
ＲＮＡＳｅｑ。选取 ＦＤＲ值＜１０－６的 ＢＣＡＲ１正相关基因
与ＩＰＭＳ结果比对分析，获取ＢＣＡＲ１互作蛋白。
　　将获得的基因输入 ＰＰＩＳｔｒｉｎｇ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／
ｓｔｒｉｎｇｄｂ．ｏｒｇ／）进行 ＢＣＡＲ１信号通路分析，生成拥有
多个节点的基因 ＢＣＡＲ１信号通路图。
　　利用 ＧＥＰＩＡ在线工具（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．ｃａｎｃｅｒｐｋｕ．
ｃｎ／）对肺癌患者 ＢＣＡＲ１基因进行生存分析，验证
ＢＣＡＲ１与预后的关系；并获取的基因进行基因差异
表达筛选，选取癌组织较癌旁组织显著高表达的基

因研究。
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图１　肺腺癌患者ＢＣＡＲ１表达、预后分析及人肺腺癌细胞系ＢＣＡＲ１敲除与过表达构建

表３　构建引物调取ＢＣＡＲ１ｃＤＮＡ文库上调Ａ５４９细胞中ＢＣＡＲ１表达

引物序号 序列

ＢＣＡＲ１（４５４２９１）Ｐ１ ＡＧＧＴＣＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＧＡＴＣＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＣＣＴＧＣＣＡＡＧＣＣＣＴＴＣＣＴＣＴＣＴＴＣＴＧ
ＢＣＡＲ１（４５４２９１）Ｐ２ ＣＡＣＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＡＡＣＣＧＧＴＴＣＡＧＧＣＧＧＣＴＧＣＣＡＧＣＴＧＧＣＣＴＡＧＧＡＣＧＣＧＧ
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表４　构建引物调取ＢＣＡＲ１ｃＤＮＡ文库上调２９３Ｔ细胞中ＢＣＡＲ１表达

引物序号 序列

ＢＣＡＲ１（５５７４２１）Ｐ１ ＡＣＧＧＧＣＣＣＴＣＴＡＧＡＣＴＣＧＡＧＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＣＣＴＧＣＣＡＡＧＣＣＣＴＴＣＣＴＣＴＣＴＴＣ

ＢＣＡＲ１（５５７４２１）Ｐ２ ＡＧＴＣＡＣＴＴＡＡＧＣＴＴＧＧＴＡＣＣＧＡＧＧＣＧＧＣＴＧＣＣＡＧＣＴＧＧＣＣＴＡＧＧＡＣ
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图２　肺腺癌细胞系ＢＣＡＲ１敲除或过表达对细胞增殖的影响

１．４　统计学方法
　　采用 ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２６．０软件进行数据分
析，统计数据以 珋ｘ±ｓ形式表示，计量资料两样本比较使
用独立ｔ检验，相关性分析采用两变量相关分析，生存
分析采用单因素ｃｏｘ回归模型，Ｐ＜０．０５（双侧）具有统
计学意义。

２　结果

２．１　肺腺癌组织中，ＢＣＡＲ１高表达预后不良
　　如图１Ｂ，ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ示相比癌旁组织，肺腺癌组
织中ＢＣＡＲ１显著高表达（Ｐ＜０．０５）；如图１Ｃ，ＩＨＣ示
ＢＣＡＲ１在肺癌细胞质及细胞核中均有表达，ＢＣＡＲ１
高表达患者预后差（ＨＲ＝５．０２６，Ｐ＝０．００１，９５％ＣＩ：
１．９４８～１２．９６３），如图 １Ｄ示，ＴＣＧＡ数据库生存分析
亦验证了肺癌患者ＢＣＡＲ１高表达其预后差（ＨＲ＝１．５，
Ｐ＝０．００８７）。
２．２　人肺腺癌细胞 Ｈ１９７５、Ｈ１２９９ＢＣＡＲ１ＫＯ以及

Ａ５４９ＢＣＡＲ１ＯＥ稳定细胞株成功构建
　　如图 １Ｅ，在 Ｈ１９７５细胞株及 Ｈ２９９中，ＢＣＡＲ１蛋
白相对表达水平ＫＯ组细胞较ＮＣ组分别降低４３．４３％
（Ｐ＜０．０１）与３３．５７％（Ｐ＜０．０５）；在Ａ５４９细胞株中，ＢＣＡＲ１
蛋白相对表达ＯＥ组较ＮＣ组增加１．５５倍（Ｐ＜０．０５）。
２．３　肺癌细胞增殖能力 ＢＣＡＲ１ＫＯ后降低，而

ＢＣＡＲ１ＯＥ后升高
　　如图２，在Ｈ１９７５细胞株中，在２４、７２ｈ，ＫＯ组细
胞增殖较ＮＣ组均显著降低（Ｐ＜０．０００１，Ｐ＜０．０００１）；在
Ｈ１２９９细胞株中，７２ｈＫＯ组细胞增殖较ＮＣ组显著降

低（Ｐ＜０．０００１）；在Ａ５４９细胞株中，在２４、４８、７２ｈ，ＯＥ
组细胞增殖较ＮＣ组均显著增加（Ｐ＜０．０００１，Ｐ＜０．００１，
Ｐ＜０．０００１）。
２．４　细胞克隆形成率 ＢＣＡＲ１ＫＯ后降低，而 ＢＣＡＲ１

ＯＥ后升高
　　如图３，在Ｈ１９７５细胞株中，细胞克隆形成率 ＫＯ
组细胞较ＮＣ组显著降低（Ｐ＜０．０００１）；但在 Ｈ１２９９
细胞株中，趋势尚不明显（Ｐ＞０．０５）；在 Ａ５４９细胞株
中，细胞克隆形成率ＯＥ组细胞较ＮＣ组细胞显著增加
（Ｐ＜０．０００１）。
２．５　ＩＰＭＳ联合生信分析发现 ＭＳＬＴ８为 ＢＣＡＲ１的

关键互作用蛋白

　　成功构建２９３ＴＢＣＡＲ１过表达细胞株，ＢＣＡＲ１蛋
白相对表达水平 ＯＥ组细胞较 ＮＣ组显著高表达（Ｐ＜
０．００１，图 ３）；并且 ＩＰＭＳ实验在 ２９３Ｔ细胞 ＢＣＡＲ１
ＮＣ组获得２８１３个蛋白（与标签蛋白互相作用），在
ＢＣＡＲ１ＯＥ组获得 ２７１３个蛋白（与标签蛋白及
ＢＣＡＲ１互相作用，表 ５）。比对分析后得到 ４１９个蛋
白（图３）仅表达于 ＢＣＡＲ１ＯＥ组的潜在 ＢＣＡＲ１互作
蛋白通过ＴＣＧＡ数据库，得到２４７９个与 ＢＣＡＲ１表达
显著正相关的基因比对分析后获得 ６８个可能与
ＢＣＡＲ１相互作用的基因（图３）。
　　通过ＰＰＩＳｔｒｉｎｇ数据库，从６８个基因中获得１８个
拥有多节点的基因，获得信号通路图（图３）。
　　ＧＥＰＩＡ数据库的差异基因筛选显示，ＭＳＬＴ８，
ＴＡＦ７，ＧＮＢ１Ｌ，ＰＴＧＥＳ２，ＤＨＸ３７这 ５个基因在癌组织
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中的表达显著高于癌旁正常组织（图４Ａ）。图３显示
ＭＬＳＴ８与ＢＣＡＲ１共同连接ＭＡＰＫ３。而我们的前期研
究证实，ＢＣＡＲ１是参与 ＭＡＰＫ信号通路的衔接蛋
白［８］，因此以ＭＳＬＴ８为重点进行后续验证。

表５　免疫共沉淀质谱分析结果

数据库
样品

类型

总肽段

数目

匹配到肽段的

质谱图谱总数
肽段数

蛋白

数目

人 ２９３ＴＮＣ ２９３８７ １７５８７ １３６０４ ２８１３
人 ２９３ＴＯＥ ２８０２１ １５８２３ １２８８４ ２７１３
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图３　肺腺癌细胞系ＢＣＡＲ１敲除或过表达对克隆形成的影响及ＢＣＡＲ１的互作蛋白网络研究
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２．６　在肺癌细胞及组织中 ＭＬＳＴ８与 ＢＣＡＲ１表达密
切相关

　　如图４Ｂ，在肺腺癌组织中，ＭＬＳＴ８表达癌组织较
癌旁组织显著高表达（Ｐ＜０．０００１）；如图 ４Ｃ，ＩＨＣ示
ＭＬＳＴ８主要表达于细胞质；如图４Ｄ，ＢＣＡＲ１与ＭＬＳＴ８
相关性分析显示ＢＣＡＲ１与ＭＬＳＴ８具有显著正相关性
（Ｒ＝０．４２２１，Ｐ＝０．００１５）。

２．７　细胞水平 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证 ＢＣＡＲ１与 ＭＬＳＴ８表
达关系

　　如图 ４Ｅ，在 Ｈ１９７５，Ｈ１２９９人肺腺癌细胞株中，
ＢＣＡＲ１ＫＯ后 ＭＬＳＴ８蛋白表达显著降低（Ｐ＜０．００１，
Ｐ＜０．０１），在Ａ５４９细胞株中，ＢＣＡＲ１ＯＥ后 ＭＬＳＴ８蛋
白表达显著增高（Ｐ＜０．０１）。
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Ａ：ＧＥＰＩＡ数据库差异基因表达筛选；Ｂ：ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ证实ＭＬＳＴ８在肺腺癌组织显著高表达于癌旁正常组织，ａ：Ｐ＜０．０５，与癌
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图４　临床样本组织和细胞水平验证ＢＣＡＲ１与ＭＬＳＴ８的表达关系
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３　讨论

　　本研究发现，ＢＣＡＲ１在早期肺癌中亦高表达，且
与预后不良密切相关，此结论与乳腺癌的研究结论类

似［１３］。研究揭示，ＢＣＡＲ１高表达与多种癌症的细胞
增殖、存活密切相关［１４］，特别在乳腺癌中报道较多，而

对肺癌细胞增殖及细胞克隆形成的影响却鲜有关注。

我们研究发现，在肺癌细胞株中敲除或过表达

ＢＣＡＲ１，细胞增殖及克隆形成能力显著降低或增高。
在Ｈ１２９９细胞株中，虽然 ＢＣＡＲ１敲除未影响克隆形
成，考虑与ＢＣＡＲ１在Ｈ１２９９中敲除效果稍差所致，亦
有可能在不同细胞背景下，ＢＣＡＲ１生物学功能有所差
异。结合Ａ５４９细胞中 ＢＣＡＲ１过表达后，细胞增殖与
克隆形成显著增加，我们认为，ＢＣＡＲ１在肺癌的细胞
增殖、存活与克隆形成上发挥着重要的作用。

　　通过ＩＰＭＳ结合生信分析，我们找到了几个潜在
ＢＣＡＲ１互作蛋白，ＭＳＬＴ８、ＴＡＦ７、ＧＮＢ１Ｌ、ＰＴＧＥＳ２、
ＤＨＸ３７。这些基因在癌组织中表达显著高于正常组织。
前期研究显示，磷酸化 ＢＣＡＲ１羟基端使得 ＢＣＡＲ１与
Ｓｒｃ激酶结合［１５－１６］，增强 Ｓｒｃ介导的 ｐ１３０ｃａｓ和 ＰＩ３Ｋ
ＡＫＴｍＴＯＲ信号级联反应，ＭＭＰｓ表达增加，促进肿瘤
转移［１７－１８］。ＭＬＳＴ８作为一类激酶，在基因注释上与
ＢＣＡＲ１功能有很多相似之处。ＭＬＳＴ８是哺乳动物雷
帕霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）
的结合蛋白，为激酶激活必不可少的一部分，由它们构

成的复合物结构显示：ＭＬＳＴ８可以稳定 ｍＴＯＲ的活性
位点，其表达水平上调激活 ｍＴＯＲＣ１和 ｍＴＯＲＣ２通路
而促进肿瘤进展［１９－２０］。体外研究表明：ＰＳＭＡ与ｐｈｏｓ
ｐｈｏｐ１３０ｃａｓ、ｐｈｏｓｐｈｏｃＳｒｃ中的 ＦＬＮａ结合，激活
ＡＫＴ／ｍＴＯＲ／ＢＡＤ和 ＭＡＰＫ途径，维持细胞的增殖和
抗凋亡作用［２１］。而我们从ＰＰＩＳｔｒｉｎｇ获得的信号通路
中显示，ＢＣＡＲ１与 ＭＬＳＴ８紧邻着 ＭＡＰＫ３相连接，而
我们课题组前期研究证实 ＢＣＡＲ１是参与 ＭＡＰＫ信号
通路的衔接蛋白［８］，故 ＭＬＳＴ８被作为 ＢＣＡＲ１的关键
互作蛋白进行研究。

　　本研究通过临床与细胞水平证实，ＢＣＡＲ１与
ＭＬＳＴ８显著相关，ＭＬＳＴ８随着 ＢＣＡＲ１的变化在细胞
水平出现相应的趋势变化，在 ＢＣＡＲ１敲除后低表达，
在 ＢＣＡＲ１过表达后高表达，揭示 ＭＬＳＴ８可能为
ＢＣＡＲ１互作的下游调节蛋白。但是，ＢＣＡＲ１与
ＭＬＳＴ８发生作用的具体机制仍不清楚。下一步，我们
将通过免疫共沉淀或 ＤｕｏｌｉｎｋＰＬＡ实验研究 ＢＣＡＲ１
与ＭＬＳＴ８相互关系，以及调控 ＭＬＳＴ８对于 ＢＣＡＲ１功
能的影响。总之，ＢＣＡＲ１及 ＭＬＳＴ８有望成为肺癌治
疗的新靶点。
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［８］ＨＵＡＮＧＷ，ＤＥＮＧＢ，ＷＡＮＧＲＷ，ｅｔａｌ．ＢＣＡＲ１ｐｒｏｔｅｉｎ
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