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调控 ＦＯＸＭ１基因对乳腺癌 ＢＴ４７４细胞赫赛汀药物敏感性的影响

谢　佳，曾春兰，王　俊，赵　攀　（重庆两江新区第一人民医院普外科，重庆４０１１２１）

［摘　要］　目的　探究调控叉头框转录因子 Ｍ１（ＦＯＸＭ１）基因对乳腺癌 ＢＴ４７４细胞赫赛汀药物敏感性的影响。方法　将
ＦＯＸＭ１过表达及特异性靶向ＦＯＸＭ１基因的小干扰ＲＮＡ（ＦＯＸＭ１ｓｉＲＮＡ）转染至乳腺癌ＢＴ４７４细胞，将细胞分为上调ＦＯＸＭ１基因
组、下调ＦＯＸＭ１基因组和对照组。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＦＯＸＭ１蛋白以及ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路蛋白的表达。ＭＴＴ法检测不同浓度赫赛
汀药物对ＢＴ４７４细胞增殖能力的影响。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测不同浓度赫赛汀药物对ＢＴ４７４细胞迁移、侵袭能力的影响。结果　下调
ＦＯＸＭ１基因后，ＦＯＸＭ１蛋白的相对表达量明显减少（Ｐ＜０．０５）。上调ＦＯＸＭ１基因组ＢＴ４７４细胞的增殖率、迁移数量、侵袭数量显
著高于对照组，且随着赫赛汀浓度的增加其增殖率、迁移数量、侵袭数量逐渐增加，上调ＦＯＸＭ１基因可增强ＢＴ４７４细胞对赫赛汀的
耐药性，促进增殖、迁移及侵袭。下调ＦＯＸＭ１基因组ＢＴ４７４细胞的增殖率、迁移数量、侵袭数量显著低于对照组，低浓度的赫赛汀
对ＢＴ４７４细胞的增殖、迁移及侵袭能力的抑制程度较弱，高浓度的赫赛汀对ＢＴ４７４细胞的增殖、迁移及侵袭能力的抑制过度，而中
浓度的赫赛汀抑制能力介于低、高浓度之间，能够有效抑制ＢＴ４７４细胞增殖、迁移及侵袭，但无抑制过度的表现。不同赫赛汀浓度
下下调ＦＯＸＭ１基因组细胞的增殖率、迁移数量、侵袭数量显著低于上调ＦＯＸＭ１基因组。下调 ＦＯＸＭ１基因组 ＰＩ３Ｋ、ｐＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、
ｐＡＫＴ蛋白相对表达量均低于对照组和上调ＦＯＸＭ１基因组（Ｐ＜０．０５）。结论　上调 ＦＯＸＭ１基因可增强乳腺癌 ＢＴ４７４细胞对赫
赛汀的耐药性，下调ＦＯＸＭ１基因在中浓度赫赛汀的干预下，可通过作用于ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路，抑制乳腺癌ＢＴ４７４细胞的增殖、迁
移及侵袭，从而抑制乳腺癌的发展。
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　　乳腺癌是一种在女性中常见的恶性肿瘤，随着社会
的快速发展，乳腺癌的发病率逐渐升高，且发病人群逐

渐趋于年轻化，严重影响女性人群的生活质量［１３］。

ＦＯＸＭ１属于ＦＯＸ基因家族中的一员，参与多种恶性肿
瘤的发生，在肿瘤患者中呈高表达状态［４］。有研究表

明，ＦＯＸＭ１在乳腺癌、胃癌、前列腺癌等恶性肿瘤中的
表达均高于正常人［４］。临床上乳腺癌常采用化学治疗，

其中赫赛汀为常用一线药物，但目前对于赫赛汀具体的

使用剂量无明确的定论，不同研究使用的剂量也有所不

同［５７］。本研究通过调控ＦＯＸＭ１基因，探究其对乳腺癌
ＢＴ４７４细胞赫赛汀药物敏感性的影响，以期为乳腺癌的
治疗提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
乳腺癌ＢＴ４７４细胞购自上海泽业生物科技有限

公司。主要试剂：赫赛汀，购自 Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ罗氏子公司
基因泰克（国药准字Ｊ２０１１００２０）；兔抗大鼠 ＦＯＸＭ１抗
体购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ中国公司，小鼠抗大鼠 ＰＩ３Ｋ、
ｐＰＩ３Ｋ抗体、兔抗人ＡＫＴ、ｐＡＫＴ抗体均购自上海陶素
生化科技有限公司，ＭＴＴ试剂盒、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试剂盒均
购自武汉博士德生物工程有限公司；ＰＢＳ缓冲液购自
北京中杉金桥生物技术有限公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　将冻存的乳腺癌 ＢＴ４７４细胞取
出后，快速采用４０℃的温度火浴，迅速摇晃均匀至融
化，加入２ｍＬ的完全培养基（１０％ＰＢＳ，１０％ ～１５％的
５６ｍＬ胎牛血清，１％的 ５．５６ｍＬ青链霉素，５００ｍＬ
ＲＰＭＩ１６４０培养基），１０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，弃上清
液，使用完全培养基重悬，传代至培养瓶中，培养体系

为５ｍＬ，置于ＣＯ２培养箱中培养（饱和湿度９５％、温度
３７℃、ＣＯ２浓度５％），第２天换液，当培养瓶中细胞融
合率达到８０％～９０％时进行传代。
１．２．２　转染及分组　　构建ＦＯＸＭ１过表达、ＦＯＸＭ１
ｓｈＲＮＡ质粒，取对数的生长期乳腺癌 ＢＴ４７４细胞，每
孔中大约２０×１０４个ＢＴ４７４细胞，接种于６孔板中，对
其进行培养，培养 ２４ｈ后，按照转染试剂说明书将
１００ｎｍｏｌ／ＬＦＯＸＭ１、１００ｎｍｏｌ／Ｌ ＦＯＸＭ１ｓｉＲＮＡ 及
ＲＰＭＩ１６４０培养液 ３组中均加入 ＢＴ４７４细胞进行转
染。转染后继续培养４８ｈ，提取细胞蛋白。按转染物

的不同，将细胞分为上调 ＦＯＸＭ１基因组（转染
ＦＯＸＭ１）、下调 ＦＯＸＭ１基因（转染 ＦＯＸＭ１ｓｉＲＮＡ）和
对照组（加入等体积空载体质粒）。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＦＯＸＭ１蛋白的表达　　将
采集到的细胞，使用 ＰＢＳ缓冲液清洗３遍以上，分离
缓冲液，加入ＩＰ细胞裂解液，裂解处理３５ｍｉｎ，之后提
取总蛋白，ＢＣＡ测定蛋白浓度。每孔加入２０μｇ蛋白，
通过１０％的 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶进行电泳，加入适量浓缩
的ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白缓冲液１００Ｖ恒压，电泳１２０ｍｉｎ，
３５０ｍＡ恒流，电转 ９０ｍｉｎ，之后再将电转膜浸泡在
１０％的牛奶中，３７℃环境下的摇床上封闭１．５ｈ；与一
抗结合，加入ＴＢＳＴ按１∶１０００稀释 ＦＯＸＭ１和 βａｃｔｉｎ
一抗，在４℃的环境下孵育过夜保存；２４ｈ后用 ＴＢＳＴ
缓冲液清洗，与二抗结合在室温下孵育 １ｈ，再次用
ＴＢＳＴ缓冲液反复清洗。最后加入显影剂将其浸在底
物溶液中进行显色，严格按照显影定影试剂盒操作说

明书进行。

１．２．４　不同浓度赫赛汀药物干预　　细胞转染４８ｈ
后，收集细胞制成细胞悬液，将细胞按照每孔２．０×１０４

（１００μＬ），接种于９６孔板中，培养细胞过夜后，基于
前期预实验的趋势各加入 １μｍｏｌ／Ｌ、５μｍｏｌ／Ｌ、
１０μｍｏｌ／Ｌ低、中、高浓度的赫赛汀，置于恒温 ３７℃、
５％ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ后，吸取各孔内的培养液，
对照组使用 ０．１％的 ＤＭＳＯ完全培养液培养，上调
ＦＯＸＭ１基因组、下调 ＦＯＸＭ１基因组分别使用不同浓
度的赫赛汀进行培养。

１．２．５　ＭＴＴ法检测不同浓度赫赛汀对 ＢＴ４７４细胞增
殖能力的影响　　待所有细胞组培养到相应的时间
后，在每孔中加入ＭＴＴ２０μＬ继续孵育４ｈ，将上清液
仔细吸取，然后在孔中加入 １５０μＬ的 ＤＭＳＯ，振荡
１０ｓ，采用酶标仪测定波长为５７０ｍｍ的细胞组ＯＤ值，
按照肿瘤细胞增殖率计算公式，增殖率 ＝（细胞组 ＯＤ
值／参照值－１）×１００％，计算ＢＴ４７４细胞的增殖率。
１．２．６　细胞划痕实验　　将乳腺癌 ＢＴ４７４细胞接种
到１８孔板中，待细胞增长到９０％时，使用１００μＬ的
枪头，垂直划出３条直线。之后经过 ＰＢＳ缓冲液清洗
２～３次，分别加入０．５％的完全培养基培养２４ｈ后使
用倒置显微镜观察各组细胞的迁移变化。

１．２．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测不同浓度赫赛汀药物下
ＢＴ４７４细胞的侵袭能力　　将处于对数生长期的
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ＢＴ４７４细胞取出，调整细胞密度为３×１０５／ｍＬ，并使用
浓度为１％的完全培养基重悬细胞，将１００μＬ的细胞
悬液加入每个小室中。在培养板上放入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室，加入无血清培养基，静置３０ｍｉｎ后使基质胶再水
化。向Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中加入细胞悬液，混合血清培养
基在饱和湿度环境下培养２４ｈ，之后进行染色处理，将
其取出用ＰＢＳ缓冲液漂洗，使用多聚甲醛将其固定后
采用结晶紫染色法进行染色，每组均染色１５ｍｉｎ，最后
用ＰＢＳ漂洗３次。使用显微镜对随机选取的５个小孔
视野拍照，每组进行３次细胞数目统计。
１．２．８　适宜赫赛汀浓度下 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路蛋白
检测　　使用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对 ＰＩ３Ｋ、ｐＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、
ｐＡＫＴ蛋白进行检测，方法同１．２．３。
１．３　统计学处理

采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件包对数据进行统计学处
理。计量资料采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）描述，３组间
比较采用Ｆ值检验，两组间比较采用独立样本ｔ检验，
Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　荧光显微镜下 ＢＴ４７４细胞转染 ＦＯＸＭ１过表达
和ＦＯＸＭ１ｓｉＲＮＡ效果
ＢＴ４７４细胞成功转染 ＦＯＸＭ１过表达和 ＦＯＸＭ１

ｓｉＲＮＡ的荧光质粒以及空载荧光质粒。显微镜下观察
转染效率达到６０％以上（图１）。

图１　荧光显微镜下 ＢＴ４７４细胞与 ＢＴ４７４细胞成功转染
ＦＯＸＭ１及ＦＯＸＭ１ｓｉＲＮＡ图（×２００）

２．２　干预ＦＯＸＭ１基因后ＦＯＸＭ１蛋白相对表达量比较
上调 ＦＯＸＭ１基因组中 ＦＯＸＭ１蛋白的相对表达

量明显增高，是对照组的１．５倍，而下调 ＦＯＸＭ１基因
组中ＦＯＸＭ１蛋白的相对表达量明显减少，是对照组
的 ３０％，与对照组比较差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），见图２。

：与对照组比较，Ｐ＜０．０５
图２　对照组、上调 ＦＯＸＭ１基因组和下调 ＦＯＸＭ１基因组

ＦＯＸＭ１蛋白相对表达量比较

２．３　不同浓度赫赛汀对ＢＴ４７４细胞增殖能力的影响
上调ＦＯＸＭ１基因组ＢＴ４７４细胞的增殖率显著高

于对照组，且随着赫赛汀浓度的增加增殖率逐渐增加，

上调ＦＯＸＭ１基因可增强ＢＴ４７４细胞对赫赛汀的耐药
性，促进增殖（图３）。下调 ＦＯＸＭ１基因组 ＢＴ４７４细
胞的增殖率显著低于对照组，低浓度的赫赛汀对

ＢＴ４７４细胞的增殖能力的抑制程度较弱，高浓度的赫
赛汀对 ＢＴ４７４细胞的增殖能力的抑制过度，而中浓度
的赫赛汀增殖抑制能力介于低、高浓度之间，能够有效

地抑制ＢＴ４７４细胞增殖，但无抑制过度的表现。不同
赫赛汀浓度下，下调 ＦＯＸＭ１基因组细胞的增殖率显
著低于上调ＦＯＸＭ１基因组。

图３　不同浓度赫赛汀药物下ＢＴ４７４细胞的增殖能力比较
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２．４　不同浓度赫赛汀药物下ＢＴ４７４细胞的迁移能力
　　 比较

上调 ＦＯＸＭ１基因组 ＢＴ４７４细胞的迁移数量显
著多于对照组，且随着赫赛汀浓度的增加迁移数量

逐渐增加，上调 ＦＯＸＭ１基因可增强 ＢＴ４７４细胞对赫
赛汀的耐药性，促进迁移（图４）。下调 ＦＯＸＭ１基因
组 ＢＴ４７４细胞的迁移数量显著少于对照组，低浓度
的赫赛汀对 ＢＴ４７４细胞的迁移能力的抑制程度较
弱，高浓度的赫赛汀对 ＢＴ４７４细胞的迁移能力的抑
制过度，而中浓度的赫赛汀对细胞迁移的影响介于

低、高浓度之间，能够有效地抑制 ＢＴ４７４细胞迁移，
无抑制过度的表现。不同赫赛汀浓度下，下调

ＦＯＸＭ１基因组细胞的迁移数量显著低于上调
ＦＯＸＭ１基因组。

图４　不同浓度赫赛汀药物下ＢＴ４７４细胞的迁移能力比较

２．５　不同浓度赫赛汀药物下ＢＴ４７４细胞的侵袭能力
　　 比较

上调 ＦＯＸＭ１基因组 ＢＴ４７４细胞的侵袭数量显
著多于对照组，且随着赫赛汀浓度的增加侵袭数量

逐渐增加，上调 ＦＯＸＭ１基因可增强 ＢＴ４７４细胞对赫
赛汀的耐药性，促进侵袭（图５）。下调 ＦＯＸＭ１基因
组 ＢＴ４７４细胞的侵袭数量显著少于对照组，低浓度
的赫赛汀对 ＢＴ４７４细胞的侵袭能力的抑制程度较
弱，高浓度的赫赛汀对 ＢＴ４７４细胞的侵袭能力的抑
制过度，而中浓度的赫赛汀对细胞侵袭能力介于低、

高浓度之间，能够有效地抑制 ＢＴ４７４细胞侵袭，无抑
制过度的表现。不同赫赛汀浓度下下调 ＦＯＸＭ１基
因组细胞的侵袭数量显著少于上调 ＦＯＸＭ１基因组。

图５　不同浓度赫赛汀药物下ＢＴ４７４细胞的侵袭能力比较

２．６　适宜赫赛汀浓度下３组 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路蛋
白相对表达量比较

基于上述研究结果，低浓度的赫赛汀对ＢＴ４７４细胞
的增殖、迁移及侵袭能力的抑制程度较弱，高浓度的赫

赛汀对ＢＴ４７４细胞的增殖、迁移及侵袭能力的抑制过
度，而中浓度的赫赛汀的抑制能力介于低、高浓度之间，

能够有效地抑制ＢＴ４７４细胞增殖、迁移及侵袭，无抑制
过度的表现。因此，使用５μｍｏｌ／Ｌ赫赛汀抑制癌细胞
的增殖、迁移及侵袭为适宜浓度，既能抑制但又无抑制

过度的表现。因此在５μｍｏｌ／Ｌ赫赛汀浓度下检测３组
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路蛋白相对表达量。下调ＦＯＸＭ１基
因组ＰＩ３Ｋ、ｐＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ蛋白相对表达量均低于
对照组和上调 ＦＯＸＭ１基因组，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），见图６。

：与对照组比较Ｐ＜０．０５
图６　适宜赫赛汀浓度下３组 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路蛋白相对

表达量比较
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３　讨论

ＦＯＸＭ１在乳腺癌患者中呈现出异常表达，参与乳
腺癌的发生和发展，可能是乳腺癌分子治疗的新靶

点［８９］。赫赛汀作为靶向治疗乳腺癌的药物之一，其应

用剂量暂无明确的规定，不同浓度的赫赛汀对乳腺癌

细胞的影响不同［１０１２］。本研究通过调控 ＦＯＸＭ１基
因，建立上调基因组和下调基因组，对比研究上调和下

调 ＦＯＸＭ１基因，在赫赛汀的不同浓度下对乳腺癌
ＢＴ４７４细胞增殖、迁移及侵袭能力的影响。

本研究选取乳腺癌 ＢＴ４７４细胞作为研究对象，分
别转染ＦＯＸＭ１和ＦＯＸＭ１ｓｉＲＮＡ，分为上调ＦＯＸＭ１基
因组和下调ＦＯＸＭ１基因组，并设置正常乳腺癌ＢＴ４７４
细胞对照组，运用不同浓度的赫赛汀进行干预，探究调

控ＦＯＸＭ１基因对乳腺癌ＢＴ４７４细胞赫赛汀药物敏感
性的作用。有研究表明，ＦＯＸＭ１蛋白在乳腺癌患者中
的表达显著高于健康人群［１３１４］。本研究建立上调

ＦＯＸＭ１基因组和下调ＦＯＸＭ１基因组后，对其 ＦＯＸＭ１
蛋白水平进行检测，结果显示，与对照组相比，上调

ＦＯＸＭ１基因组细胞 ＦＯＸＭ１蛋白的水平显著升高，下
调ＦＯＸＭ１基因组ＦＯＸＭ１蛋白水平显著降低，说明下
调ＦＯＸＭ１基因可有效抑制 ＦＯＸＭ１蛋白的表达，与临
床上多项研究中，调控 ＦＯＸＭ１基因可对 ＦＯＸＭ１蛋白
的高表达进行抑制的研究一致［１５１６］。有多项研究表

明，对乳腺癌患者使用不同浓度的赫赛汀进行干预治

疗，患者效果不一，临床对于赫赛汀的使用剂量尚无统

一的标准［１７１９］。本研究中，设置１μｍｏｌ／Ｌ、５μｍｏｌ／Ｌ、
１０μｍｏｌ／Ｌ３个浓度，分别对上调ＦＯＸＭ１基因组、下调
ＦＯＸＭ１基因组进行干预，探讨其对不同浓度下乳腺癌
细胞增殖率的影响。结果显示，不同浓度下下调

ＦＯＸＭ１基因组的细胞增殖率均低于对照组及上调
ＦＯＸＭ１基因组。有研究对 ＦＯＸＭ１基因进下调，检测
下调ＦＯＸＭ１基因对乳腺癌细胞增殖的影响，结果显
示，下调ＦＯＸＭ１基因能够有效抑制乳腺癌细胞增殖，
抑制乳腺癌的恶化，起到抵抗癌细胞增殖的作用，本研

究中下调ＦＯＸＭ１基因能够抑制乳腺癌 ＢＴ４７４细胞增
殖的研究结果与之一致［２０２１］。另外本研究对不同浓

度赫赛汀下３组细胞迁移、侵袭能力进行检测，结果显
示，下调ＦＯＸＭ１基因组在不同浓度赫赛汀作用下乳
腺癌细胞的迁移、侵袭能力均低于上调 ＦＯＸＭ１基因
组和对照组，与临床上多项研究中，通过调控 ＦＯＸＭ１
基因能够有效抑制乳腺癌细胞迁移、侵袭能力的研究

结果一致［２２２３］。

本研究使用不同浓度的赫赛汀对细胞进行培养干

预，结果显示，低浓度的赫赛汀对乳腺癌细胞的增殖、

迁移及侵袭能力的抑制程度较弱，高浓度的赫赛汀对

乳腺癌细胞的增殖、迁移及侵袭能力出现抑制过度，而

中浓度抑制作用介于低、高浓度之间，能够有效地抑制

乳腺癌细胞增殖、迁移及侵袭，无抑制过度的表现。说

明使用５μｍｏｌ／Ｌ赫赛汀抑制癌细胞的增殖、迁移及侵
袭为适宜浓度，既能抑制又无抑制过度的表现。有研

究表明，使用不同浓度的赫赛汀对乳腺癌患者进行治

疗，其适宜浓度能够有效抑制乳腺癌的恶化，治疗效果

较为理想，本研究结果与之一致［２４２６］。研究表明，

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路参与乳腺癌的发展，与乳腺癌细
胞的迁移、侵袭有明显的相关性［２７２９］。乳腺癌患者中

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路蛋白 ＰＩ３Ｋ、ｐＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ
表达水平显著升高［３０３３］。本研究采用５μｍｏｌ／Ｌ赫赛
汀干预乳腺癌 ＢＴ４７４细胞，并对 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路
蛋白进行检测，结果显示，下调 ＦＯＸＭ１基因组 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ信号通路中 ＰＩ３Ｋ、ｐＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ的表达水
平均显著低于上调 ＦＯＸＭ１基因组及对照组，说明下
调ＦＯＸＭ１基因组在适宜赫赛汀浓度下能够有效调节
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路，从降低 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路蛋
白水平，达到抑制乳腺癌发展的目的。

综上所述，上调ＦＯＸＭ１基因可增强乳腺癌 ＢＴ４７４
细胞对赫赛汀的耐药性，下调ＦＯＸＭ１基因在５μｍｏｌ／Ｌ
赫赛汀的干预下，可通过作用于ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路，
抑制乳腺癌 ＢＴ４７４细胞的增殖、迁移及侵袭，从而抑
制乳腺癌的发展。
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