
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０２１０１１０８

ＮＦＡＴｃ３在恶性黑素瘤中的表达及其对细胞存活和转移的影响
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　　［摘要］　目的　探讨ＮＦＡＴｃ３在不同恶性程度的恶性黑素瘤（ｍａｌｉｇｎａｎｔｍｅｌａｎｏｍａ，ＭＭ）组织及细
胞中的表达及意义。方法　收集转移（１１例）和未转移（２０例）ＭＭ组织及癌旁组织（３例）石蜡切片；
对比不同恶性度ＭＭ细胞系，运用免疫组化染色、Ｃｒｉｓｐｒ／Ｃａｓ９敲减技术并转染细胞，通过ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ、ＣＣＫ８及流式细胞学等方法观察 ＮＦＡＴｃ３表达对 ＭＭ细胞活性、增殖凋亡与侵袭迁移的影响。
结果　①ＮＦＡＴｃ３在转移性ＭＭ组织中呈高表达，在癌旁组织中几乎无表达（Ｐ＜０．０１）；在转移性ＭＭ细
胞ＭｅｌＲＭ中，ＮＦＡＴｃ３ｍＲＮＡ和蛋白水平较原位来源 ＭＭ细胞 Ａ３７５显著上调（Ｐ＜０．０１）；②敲减
ＮＦＡＴｃ３后，敲减组的细胞存活率显著下降（Ｐ＜０．０１），而 Ｃａｓｐａｓｅ３阳性荧光细胞比例则显著升高（Ｐ＜
０．０１）；流式细胞检测及ＴＵＮＥＬ染色结果显示，敲减组中凋亡细胞比例增加（Ｐ＜０．０１）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测发现敲减组细胞中活化的 Ｃａｓｐａｓｅ３（１７×１０３）和 Ｃａｓｐａｓｅ８（１８×１０３）蛋白表达增高；③划痕实验及
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测均表明敲减组中侵袭和迁移的细胞数目显著减少（Ｐ＜０．０１）。结论　ＮＦＡＴｃ３在转移性
ＭＭ中表达上调，且其表达水平与恶性程度相关。下调ＮＦＡＴｃ３能减少ＭＭ细胞存活、促进细胞凋亡并
抑制细胞转移能力。
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　　恶性黑色素瘤（ｍａｌｉｇｎａｎｔｍｅｌａｎｏｍａ，ＭＭ）是恶性
程度最高的皮肤肿瘤，其发病率以每年 ３％的速度快
速增长［１］。此前，除早期手术切除能获得相对较好的

预后外，进展期 ＭＭ，因对临床常规放化疗均不敏感，
缺乏有效治疗手段，预后极差，尽管其发病率只占皮肤

肿瘤 ４％，却占其死亡人数的 ７５％［２］。近年来，针对
丝／苏氨酸蛋白激酶 ＢＲＡＦ的分子靶向治疗带来了突
破性的进展，然而对于好发肢端型 ＭＭ的亚洲人群而
言，其应答率较低［３］，且易出现获得性耐药［４］，极大地

限制了患者的临床获益。因此，探索 ＭＭ新的分子治
疗靶点及可能的作用机制对临床诊治意义重大。

　　ＮＦＡＴｃ３作为活化Ｔ细胞核因子（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｏｆ
ａｃｔｉｖａｔｅｄＴｃｅｌｌｓ，ＮＦＡＴ）家族成员之一，在食管癌［５］、

三阴性乳腺癌［６］和恶性胶质瘤［７］等多种高恶性肿瘤

的发生、发展中起着重要作用。近年研究提示，ＮＦＡＴ
与ＭＭ的进展有相关性［８］，但ＮＦＡＴ家族各亚型，尤其
是ＮＦＡＴｃ３在 ＭＭ中的表达与功能如何，目前尚不清
楚。本研究探讨ＮＦＡＴｃ３在不同恶性程度黑素瘤组织
及细胞中的表达及其与恶性度的关系，进一步通过

Ｃｒｉｓｐｒ／Ｃａｓ９技术敲减ＮＦＡＴｃ３，验证ＮＦＡＴｃ３对ＭＭ发
生、发展的影响，为临床治疗探索新的靶标提供依据。

１　材料与方法

１．１　主要耗材和试剂
　　ＤＭＥＭ细胞培养基、胰蛋白酶、胎牛血清购自美
国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；脂质体转染试剂（Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
３０００）购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＢＣＡ蛋白浓度测定试
剂盒、一步法ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试剂盒购自中国碧
云天生物技术研究所；ＣＣＫ８试剂盒及基质胶
（Ｍａｔｒｉｇｅｌ）购自北京索莱宝科技；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ细
胞凋亡双染试剂盒购自美国 ＢＤ公司；ＴＢＧｒｅｅｎ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ试剂盒、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ
ｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ试剂盒购自日本ＴａＫａＲａ公司。

１．２　临床标本
　　收集并筛选 ２０１４－２０１７年在陆军军医大学大坪
医院手术后经病理证实的 ＭＭ患者石蜡标本，其中未
转移肿瘤组织标本 ２０例，转移肿瘤组织标本 １１例。
另选取癌旁组织标本３例作为对照。
１．３　Ｃｒｉｓｐｒ／Ｃａｓ９技术构建ＮＦＡＴｃ３敲减质粒
　　ＮＦＡＴｃ３敲减质粒的构建使用ｌｅｎｔｉＣＲＩＳＰＲｖ２ｐｕｒｏ
（＃９８２９０）为载体，使用 ＢＳＭＢⅠ酶切后，插入设计合
成的 ｓｇＲＮＡ序列 ３对，ｓｇＲＮＡ１ＮＦＡＴｃ３正义链：５′
ｃａｃｃｇＡＡＧＴＴＣＴＴＧＡＧＣＡＧＡＣＣＧＣＴ３′，反 义 链：５′
ａａａｃＡＧＣＧＧＴＣＴＧＣＴＣＡＡＧＡＡＣＴＴｃ３′；ｓｇＲＮＡ２ＮＦＡＴｃ３
正义链：５′ｃａｃｃｇＧＡＴＣＡＡＧＣＴＧＣＣＡＴＡＣＴＡＣＣ３′，反义
链：５′ａａａｃＧＧＴＡＧＴＡＴＧＧＣＡＧＣＴＴＧＡＴＣｃ３′；ｓｇＲＮＡ３
ＮＦＡＴｃ３正义链：５′ｃａｃｃｇＣＡＴＣＡＴＣＴＡＴＴＧＡＡＧＴＣＴＣＣ
３′，反义链：５′ａａａｃＧＧＡＧＡＣＴＴＣＡＡＴＡＧＡＴＧＡＴＧｃ３′。
重组的ｌｅｎｔｉＣＲＩＳＰＲｖ２ｐｕｒｏ质粒使用 ＨｉｎｄⅢ酶切及测
序进行鉴定，转染２９３Ｔ细胞后使用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
在阴性对照组（转染 ｓｇＲＮＡＮＣ）及敲减组（转染
ｓｇＲＮＡＮＦＡＴｃ３）中ＮＦＡＴｃ３蛋白的表达。
１．４　细胞培养及转染
　　４种人 ＭＭ细胞系（皮肤原位来源 ＭＭ细胞系
Ａ３７５和 ＭｅＷｏ、神经节转移来源 ＭＭ细胞系 ＭｅｌＲＭ
和肺转移来源 ＭＭ细胞系 Ｍａｌｍｅ３Ｍ）和永生化正常
人色素细胞系 ＰＩＧ１（作为对照）均购自美国 ＡＴＣＣ。
上述细胞接种于含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ高糖培养
基，３７℃、５％ＣＯ２的恒温恒湿培养箱中培养。待６孔
板中细胞密度达到３０％～４０％时进行转染，ｓｇＲＮＡＮＣ
及ｓｇＲＮＡＮＦＡＴｃ３转染用量为每孔３μＬ，于转染４８ｈ
后收获细胞进行下一步实验。

１．５　免疫组化染色检测恶性黑素瘤组织的蛋白表达
　　病理石蜡块制作 ３μｍ切片，依次进行脱蜡、水
化、抗原修复、脱色素、灭活、封闭后，使用兔抗

ＮＦＡＴｃ３抗体（美国ＣＳＴ，１∶２００），４℃孵育过夜。二抗

１８０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１１）



（羊抗兔ＨＲＰ，美国Ｊａｃｋｓｏｎ公司），孵育６０ｍｉｎ。最后
ＤＡＢ显色，苏木精复染、封片。每张切片随机选取
５个视野，按染色强度（无着色为０分、淡黄色为１分、
棕黄色为２分、棕褐色为３分）及阳性细胞百分比（阳
性细胞≤５％为 ０分、５％＜１分≤２５％、２５％＜２分≤
５０％、５０％＜３分≤７５％、４分＞７５％）分别计分。最终以
染色强度计分×阳性肿瘤细胞百分比＝每视野评分，取
平均分作为切片终评分。

　　细胞爬片染色时，ＢＳＡ封闭后，滴加稀释的一抗孵
育液：鼠抗 ＰＣＮＡ抗体（武汉博士德，１∶２００）、兔抗
Ｃａｓｐａｓｅ３抗体（美国 ＣＳＴ，１∶２００），４℃孵育过夜。漂
洗后，加二抗：羊抗鼠ｃｙ３／抗兔４８８（美国 Ｊａｃｋｓｏｎ，
１∶２００），孵育６０ｍｉｎ。ＤＡＰＩ（武汉博士德，１∶１０００）复
染核后封片并保存。使用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ（ＩＰＰ）软件统
计荧光染色阳性细胞比例。

１．６　ｑＰＣＲ检测不同细胞系ＮＦＡＴｃ３ｍＲＮＡ表达
　　设计 ＮＦＡＴｃ３引物（ＨｏｍｏＮＦＡＴｃ３正义链：５′
ＣＡＣＡＴＣＴＴＣＡＴＴＡＣＣＴＣＣＡＣＴＡ３′，反 义 链：５′ＣＣＴ
ＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＣＡＧＴＴ３′，产物 １２３ｂｐ）。ＴＲＩｚｏｌ法分
别提取各组细胞的总 ＲＮＡ并逆转录成 ｃＤＮＡ。以
ＧＡＰＤＨ（正义链：５′ＣＡＡＣＡＧＣＣＴＣＡＡＧＡＴＣＡＴＣＡＧ
３′，反义链：５′ＧＡＧＴＣＣＴＴＣＣＡＣＧＡＴＡＣＣＡＡ３′，产物
１００ｂｐ）为内参，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ试剂盒进行扩增，采用
２－ΔΔＣｔ法分析结果。
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中相关蛋白表达
　　提取体外培养各组细胞中的蛋白，ＢＣＡ蛋白定量
后，每组样品加２０μｇ，电泳后经湿转转膜仪将蛋白移
至ＰＶＤＦ膜上。ＢＳＡ封闭２ｈ，加 ＰＢＳ稀释的一抗：兔
抗ＮＦＡＴｃ３（＃４９９８）／抗 Ｃａｓｐａｓｅ３（＃９６６２）／抗 Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３（＃９６６４）／兔抗 Ｃａｓｐａｓｅ８（＃４７９０）、鼠抗
ＧＡＰＤＨ（美国 ＣＳＴ，１∶１０００稀释），４℃孵育过夜。
ＴＢＳＴ洗膜３次后，加入二抗：羊抗兔／抗鼠 ＨＲＰ（美国
Ｊａｃｋｓｏｎ，１∶５０００），室温孵育２ｈ；超敏发光试剂盒显影
并进行分析。使用ＩＰＰ软件统计条带灰度值。
１．８　ＣＣＫ８检测细胞存活
　　细胞以 ３×１０３／孔接种在 ９６孔板上，分为空白组
和敲减组，每组５个复孔，在孵箱中培养２４ｈ后，向每
孔加入１０μＬＣＣＫ８溶液，孵育 ３ｈ后用酶标仪在波
长４５０ｎｍ处检测光密度值［Ｄ（４５０）］。
　　细胞存活率＝［实验组Ｄ（４５０）－空白孔Ｄ（４５０）］／
［对照组Ｄ（４５０）－空白孔Ｄ（４５０）］×１００％
１．９　ＥｄＵ检测细胞增殖
　　细胞以 ５×１０３／孔接种在 ２４孔板上，培养 ２４ｈ。

每孔加入５０μｍｏｌ／ＬＥｄＵ溶液１００μＬ，继续在孵箱中
培养２ｈ。随后每孔加入２００μＬＡｐｏｌｌｏ染色液，避光、
３７℃脱色摇床孵育 ３０ｍｉｎ后，ＰＢＳ漂洗 ２～３次。使
用ＤＡＰＩ复染核后，封片并保存。使用 ＩＰＰ软件统计
ＥｄＵ阳性细胞比例。
１．１０　流式细胞学及ＴＵＮＥＬ染色检测细胞凋亡
　　消化并收集细胞，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗
涤后加入ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ悬浮细胞，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ混
匀避光孵育１５ｍｉｎ，上机前５ｍｉｎ加入ＰＩ染液并分析
凋亡细胞所占百分比。细胞以５×１０３／孔接种在２４孔
板上，培养２４ｈ后，ＴＵＮＥＬ荧光染色液于３７℃避光孵
育１ｈ，ＤＡＰＩ核复染，封片并保存。使用ＩＰＰ软件统计
ＴＵＮＥＬ阳性细胞比例。
１．１１　划痕实验检测细胞迁移能力
　　每孔接种约５×１０５个细胞于６孔板中，在细胞铺
满后，以直尺定位，用２００μＬ移液器枪头保持力度均
匀、垂直于横线做“一”字划痕，随后加入无血清培养

基，镜下观察并拍照，记录为０ｈ；置于细胞培养箱中培
养２４ｈ后在同一位置拍照。按公式计算细胞迁移率。
　　迁移率＝（初始划痕面积－相应点划痕面积）／初
始划痕面积×１００％
１．１２　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测细胞侵袭
　　吸取５ｍｇ／ｍＬ的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ添加到孔径为８μｍ的
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室中，待胶体凝固后，用无血清培养基
重悬饥饿１２ｈ的细胞，调整浓度至１×１０５／ｍＬ，各吸取
２００μＬ分别添加至上室后，在下室添加 ５００μＬ含
１５％血清的培养基，于培养箱中培养２４ｈ后，０．１％结
晶紫染色。

１．１３　统计学分析
　　使用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件。计量数据以 珋ｘ±ｓ表
示，进行组间ｔ检验，Ｐ＜０．０５被认为差异具有统计学
意义。所有检测实验重复至少３次。

２　结果

２．１　ＮＦＡＴｃ３在不同ＭＭ组织及细胞系中的表达
　　免疫组化染色显示，在转移灶癌组织（ｎ＝１１）中
ＮＦＡＴｃ３强阳性信号大量分布于胞核与胞质；在未转
移癌组织（ｎ＝２０）中可见散在分布的阳性信号；在癌
旁组织几乎未见阳性信号（Ｐ＜０．０１，图１Ａ、Ｂ）。ｑＰＣＲ
检测结果显示，ＮＦＡＴｃ３ｍＲＮＡ在 ＭＭ细胞系和正常
色素细胞系中均有表达，但在ＭＭ细胞系中高表达，并
且转移灶来源的 ＭｅｌＲＭ细胞系较原位来源的 Ａ３７５
细胞系的高表达更为显著（Ｐ＜０．０１，图 １Ｃ）。免疫荧
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光染色观察到ＮＦＡＴｃ３在 ＭｅｌＲＭ细胞中荧光强度明
显高于 Ａ３７５细胞（图 １Ｄ）。以上结果提示，ＮＦＡＴｃ３
的表达与ＭＭ恶性程度有关。
２．２　构建ＮＦＡＴｃ３敲减质粒并转染ＭｅｌＲＭ细胞
　　将设计合成的 ３组质粒使用 ＨｉｎｄⅢ酶切后，与
ｓｇＲＮＡＮＣ质粒（阴性对照）相比，重组质粒均缺失两
个条带，长度分别为１２２７、８４８ｂｐ（图２Ａ）；转染２９３Ｔ
细胞后，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对比３组ｓｇＲＮＡＮＦＡＴｃ３质
粒，其中ｓｇＲＮＡ３转染后，ＮＦＡＴｃ３表达较其他两组显
著减低，表明 ｓｇＲＮＡ３ＮＦＡＴｃ３能达到最优敲减效果
（Ｐ＜０．０１，图２Ｂ、Ｃ），将用于后续实验。
　　将 ｓｇＲＮＡ３ＮＦＡＴｃ３敲减质粒和阴性对照质粒
ｓｇＲＮＡＮＣ转染 ＭｅｌＲＭ细胞，转染 ４８ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果显示，敲减组细胞中 ＮＦＡＴｃ３蛋白的表
达显著低于对照组（Ｐ＜０．０１，图２Ｄ、Ｅ），提示 ｓｇＲＮＡ３
ＮＦＡＴｃ３敲减的ＭｅｌＲＭ细胞构建成功。
２．３　敲减ＮＦＡＴｃ３对ＭＭ细胞活性的影响
　　转染ＭｅｌＲＭ细胞４８ｈ后，ＣＣＫ８检测结果显示，

敲减组细胞活性（７３．８５±７．５１）明显低于对照组
（１００．００±１１．０２）（Ｐ＜０．０１）。ＥｄＵ染色结果表明，敲
减组ＥｄＵ阳性细胞较对照组无明显差异（Ｐ＞０．０５，
图３）；免疫荧光检测可观察到，敲减组 ＭｅｌＲＭ细胞
中总Ｃａｓｐａｓｅ３阳性荧光信号分布于胞质中，且阳性细
胞比率较对照组明显升高（Ｐ＜０．０５），而增殖细胞核抗
原 ＰＣＮＡ阳性荧光细胞比率与对照组无明显差异（Ｐ＞
０．０５，图４）。提示抑制 ＮＦＡＴｃ３的表达可能通过促进
细胞凋亡而非影响细胞增殖从而降低细胞活性。

２．４　敲减ＮＦＡＴｃ３促进ＭＭ细胞凋亡
　　转染后４８ｈ，流式细胞学检测结果显示，敲减组凋
亡细胞比率增加（Ｐ＜０．０１，图 ５Ａ、Ｂ）；进一步采用
ＴＵＮＥＬ凋亡染色也发现，敲减组 ＴＵＮＥＬ阳性细胞较
对照组明显增多（Ｐ＜０．０１，图 ５Ｃ、Ｄ）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测结果发现，敲减组可分别在１８×１０３及１７×１０３处观
察到活化的Ｃａｓｐａｓｅ８及Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达明显增加
（图６）。上述结果提示抑制 ＮＦＡＴｃ３的表达能增强
Ｃａｓｐａｓｅ８、Ｃａｓｐａｓｅ３活化，促进细胞凋亡的发生。

癌旁组织 未转移癌组织 转移灶癌组织
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图１　ＮＦＡＴｃ３在ＭＭ组织和细胞系中的表达
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量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与 ｓｇＲＮＡＮＣ组比较；Ｄ、Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染 ｓｇＲＮＡ３ＮＦＡＴｃ３后 ＭｅｌＲＭ细胞中
ＮＦＡＴｃ３蛋白表达及半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图２　ｓｇＲＮＡ质粒构建及转染ＭｅｌＲＭ后ＮＦＡＴｃ３蛋白的表达
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图４　免疫荧光ＰＣＮＡ／Ｃａｓｐａｓｅ３双重染色（Ａ）及定量分析（Ｂ）
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图５　敲减ＮＦＡＴｃ３对ＭＭ细胞凋亡的影响
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图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＭｅｌＲＭ细胞中Ｃａｓｐａｓｅ８、
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达

２．５　敲减ＮＦＡＴｃ３抑制ＭＭ侵袭迁移能力
　　细胞划痕实验结果显示，敲减组细胞愈合百分比
显著减小（Ｐ＜０．０１，图７Ａ、Ｂ）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验结果
表明，与对照组相比，敲减组细胞穿透小室的数量显著

减少（Ｐ＜０．０１，图７Ｃ、Ｄ）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验观察到
敲减组转染２４ｈ后细胞穿透小室的数量较对照组显
著减少（Ｐ＜０．０１，图 ７Ｃ、Ｄ）。上述结果提示，敲减
ＮＦＡＴｃ３能抑制 ＭｅｌＲＭ细胞迁移，并减弱其侵袭
能力。
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图７　敲减ＮＦＡＴｃ３抑制ＭＭ侵袭迁移能力
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３　讨论

　　目前已报道的 ＮＦＡＴ家族成员包含 ５个亚型，除
ＮＦＡＴｃ５外，均受胞内高浓度［Ｃａ２＋］信号激活，作为转
录因子广泛调控多种细胞增殖、分化、迁移等生命活

动［９－１０］。近年来，有研究表明 ＮＦＡＴ家族参与了多种
肿瘤发生、发展［１１－１２］。其中，ＮＦＡＴｃ３尽管已经被证实
在多种恶性肿瘤中异常高表达［５，７］，且与不良预后相

关［１３］，但在ＭＭ中 ＮＦＡＴｃ３的表达与功能尚不明确。
本研究通过对临床转移灶 ＭＭ（１１例）与未转移 ＭＭ
（２０例）进行石蜡切片染色证实，ＮＦＡＴｃ３在癌旁组织
几乎无表达，而在恶性程度不同的黑素瘤组织中均有

表达，其中在转移性 ＭＭ组织中表达呈现显著增强。
采用不同恶性程度 ＭＭ细胞系进行 ｑＰＣＲ检测也证
实，在神经节及肺转移来源的高恶性细胞系 ＭｅｌＲＭ
及 Ｍａｌｍｅ３Ｍ中，ＮＦＡＴｃ３的表达量较皮肤原位来源
ＭＭ细胞Ａ３７５、ＭｅＷｏ明显增加，提示 ＮＦＡＴｃ３高表达
与ＭＭ的转移性及高恶性程度有关。这一结果与 ＬＩＵ
等［１４］在结肠癌不良预后中观察到的 ＮＦＡＴｃ３出现异
常激活的结果相一致。此外，ＬＡＮ等［５］研究发现，在

食管癌中，ＮＦＡＴｃ３表达上调引起肿瘤细胞增殖和免
疫逃逸，再次印证 ＮＦＡＴｃ３的高表达与黑素瘤的恶性
程度具有相关性。

　　为了进一步探究 ＮＦＡＴｃ３对 ＭＭ发生、发展的影
响，本研究采用 Ｃｒｉｓｐｒ／Ｃａｓ９技术特异性敲减高表达
ＮＦＡＴｃ３的ＭＭ细胞系 ＭｅｌＲＭ，发现敲减 ＮＦＡＴｃ３虽
对ＭｅｌＲＭ细胞增殖无明显作用，但能显著增加 Ｍｅｌ
ＲＭ细胞的凋亡水平，降低ＭｅｌＲＭ细胞活性。在肿瘤
细胞中，凋亡缺失一直是各类抗肿瘤药物的关注焦点，

与疾病恶性程度、病情进展及治疗抵抗密切相关［１５］。

ＭＭ作为对常规放化疗不敏感的典型代表，可能由其
促凋亡效应因子失活、抗凋亡因子激活或生存途径强

化共同作用所致［１６］。进一步通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发
现，降低 ＮＦＡＴｃ３的表达后，ＭｅｌＲＭ细胞中活化的
Ｃａｓｐａｓｅ８、Ｃａｓｐａｓｅ３表达明显增多。其中，Ｃａｓｐａｓｅ８
对死亡受体诱导的细胞凋亡途径至关重要，当被募集

到死亡受体复活物后发生构象改变，级联激活下游

“凋亡执行者”Ｃａｓｐａｓｅ３的表达，从而导致细胞凋亡的
发生。说明敲减 ＮＦＡＴｃ３能通过促进 ＭｅｌＲＭ细胞凋
亡相关蛋白Ｃａｓｐａｓｅ８、Ｃａｓｐａｓｅ３的活化发挥抗肿瘤作
用。这一结论与ＢＵＴＴＥＲＩＣＫ等［１７］在辛伐他汀通过激

活ＮＦＡＴｃ３与Ｂｃｌ２蛋白启动子结合，上调各类抗凋亡

蛋白丰度，从而保护细胞不受凋亡因子影响的结果相

互印证，提示 ＮＦＡＴｃ３可能通过多种途径在细胞凋亡
的调控中发挥重要作用。

　　此外，ＭＭ细胞的侵袭、迁移能力也反映了其恶性
程度高低，与肿瘤进展及不良预后密切相关。本研究

采用细胞划痕实验及 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验发现在敲减
ＮＦＡＴｃ３培养２４ｈ后，ＭｅｌＲＭ细胞的划痕区细胞修复
面积、穿膜细胞数目显著变少，提示其迁移能力和侵袭

能力均明显降低。虽然目前尚缺乏 ＮＦＡＴｃ３对 ＭＭ细
胞迁移侵袭能力机制的直接研究，但有研究在星形胶

质瘤细胞中检测到 ＮＦＡＴｃ３可上调基质金属蛋白酶３
（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ３，ＭＭＰ３）表达［１８］。ＭＭＰ３
可以引起细胞上皮间质转化（ＥＭＴ）和恶性转化［１９］，在

乳腺非典型导管增生向乳腺癌转变过程中也具有重要

意义［２０］。此外，在三阴性乳腺癌研究表明，高表达的

ＮＦＡＴｃ３能通过Ｎｏｔｃｈ介导的通路促进肿瘤细胞迁移
和侵袭［６］。结合本实验结果可以推测，降低 ＮＦＡＴｃ３
表达能明显抑制ＭＭ细胞侵袭迁移的能力。
　　总之，本研究通过实验证明ＮＦＡＴｃ３在ＭＭ中异常
高表达，且与其恶性程度有关。敲减ＮＦＡＴｃ３能显著降
低ＭＭ细胞侵袭迁移能力，并能通过增加活化的
Ｃａｓｐａｓｅ８、Ｃａｓｐａｓｅ３表达促进ＭＭ细胞凋亡，从而抑制
ＭＭ的发生、发展。表明ＮＦＡＴｃ３有望成为ＭＭ潜在的
治疗靶点，其具体作用机制有待进一步深入探索。
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