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［摘　要］　目的　探究ＤＮＡ结合分化抑制蛋白１（ＩＤ１）对乳腺癌细胞干细胞特性与血管形成的影响及其分子机制。方法
免疫组织化学染色检测乳腺癌组织和癌旁组织中ＩＤ１表达；将ＳＵＭ１５９细胞以脂质体介导转染法过表达或抑制 ＩＤ１水平，分为
Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ｓｈＲＮＡＮＣ组、ｓｈＲＮＡＩＤ１组、ｐｃＤＮＡ３．１ＮＣ组、ｐｃＤＮＡ３．１ＩＤ１组，实时荧光定量聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测转染效果；平板集落形成实验检测细胞集落形成能力，肿瘤球形成实验检测细胞自我更新能力，小管形成实验检测ＨＵＶＥＣｓ
成管能力，免疫荧光染色法和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｓｒｃ激酶活化情况。结果　乳腺癌组织中 ＩＤ１阳性表达率显著高于癌旁组织
（Ｐ＜０．０５）；转染ｓｈＲＮＡＩＤ１可抑制ＳＵＭ１５９细胞中ＩＤ１ｍＲＮＡ与蛋白表达（Ｐ＜０．０５），在ＳＵＭ１５９细胞中抑制ＩＤ１表达后，细胞
集落形成数目减少（Ｐ＜０．０５），肿瘤球体体积变小，球体数目减少（Ｐ＜０．０５），ＨＵＶＥＣｓ形成的分支点数减少（Ｐ＜０．０５），ｐＳｒｃ荧光
表达减弱，ｐＳｒｃ蛋白表达水平下调（Ｐ＜０．０５）；转染ｐｃＤＮＡ３．１ＩＤ１可提高ＳＵＭ１５９细胞中ＩＤ１ｍＲＮＡ与蛋白表达（Ｐ＜０．０５），而
过表达ＩＤ１能够增加细胞集落形成数目（Ｐ＜０．０５），使肿瘤球体体积增大，球体数目增多（Ｐ＜０．０５），ＨＵＶＥＣｓ形成的分支点数增
加（Ｐ＜０．０５），同时，细胞内ｐＳｒｃ荧光表达明显增强，ｐＳｒｃ蛋白表达水平上调（Ｐ＜０．０５）。结论　ＩＤ１能够增加乳腺癌细胞干细
胞特性，促进乳腺癌血管形成，这一作用机制可能与激活Ｓｒｃ激酶途径相关。

［关键词］乳腺癌；ＤＮＡ结合分化抑制蛋白１；肿瘤干细胞特性；血管形成；Ｓｒｃ激酶
［中图分类号］Ｒ７３７．９　［文献标识码］Ａ　［收稿日期］２０２１１０１０

　［基金项目］四川省科技厅重点科研项目（２０１９ＹＦＳ０４４４）
　［通信作者］梁　华，Ｅｍａｉｌ：ｆｆ６６３６３＠１６３．ｃｏｍ

Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇ１ｐｒｏｍｏｔｉｎｇｓｔｅｍ ｃｅｌｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓａｎｄ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ
ＨＥＨｏｎｇｚｈｏｕ，ＣＨＥＮＰｉｎｇ，ＬＩＡＮＧＨｕａ，ＬＩＴａｉｊｕｎ，ＬＩＸｉａｏｒｏｎｇ　（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＴｈｙｒｏｉｄａｎｄＢｒｅａｓｔＳｕｒｇｅｒｙ，ＦｉｒｓｔＰｅｏｐｌｅ’ｓ
ＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＮｅｉｊｉａｎｇ，ＮｅｉｊｉａｎｇＳｉｃｈｕａｎ６４１０００，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇ１（ＩＤ１）ｏｎｔｈｅｓｔｅｍｃｅｌｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓａｎｄａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆ
ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓａｎｄｉｔｓｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＤ１ｉｎｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ．ＴｈｅＳＵＭ１５９ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｏｒｉｎｈｉｂｉｔｅｄＩＤ１ｌｅｖｅｌｓｂｙｌｉｐｏｓｏｍｅｍｅｄｉａｔｅｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ，ａｎｄ
ｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｅＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｓｈＲＮＡＮＣｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｓｈＲＮＡＩＤ１ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｐｃＤＮＡ３．１ＮＣｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｐｃＤＮＡ３．１ＩＤ１ｇｒｏｕｐ．
Ｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ｑＲＴＰＣＲ）ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔ．Ｔｈｅ
ｐｌａｔｅｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｅｌｌｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ｔｈｅｔｕｍｏｒｂａｌｌｆｏｒｍａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｗａｓｕｓｅｄｔｏ
ｄｅｔｅｃｔｔｈｅｓｅｌｆｒｅｎｅｗａｌａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｅｌｌｓ，ｔｈｅｔｕｂｕｌｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｔｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＵＶＥＣｓ，ａｎｄｔｈｅｉｍ
ｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＳｒｃｋｉｎａｓｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒａｔｅｏｆＩＤ１ｉｎ
ｔｈｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜０．０５）．ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｓｈＲＮＡＩＤ１ｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＤ１ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎＳＵＭ１５９ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５）．ＡｆｔｅｒｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＤ１ｉｎＳＵＭ１５９ｃｅｌｌｓ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｃｅｌｌｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５），ｔｈｅｖｏｌｕｍｅｏｆｔｕｍｏｒｓｐｈｅｒｏｉｄｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｓｐｈｅｒｏｉｄｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５），ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒｏｆｆｏｒｍｅｄｂｒａｎｃｈｐｏｉｎｔｓｏｆＨＵＶＥＣｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５），ｔｈｅｐＳｒｃｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｗｅａｋｅｎｅｄ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ
ｏｆｐＳｒｃｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ（Ｐ＜０．０５）．ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｐｃＤＮＡ３．１ＩＤ１ｃｏｕｌｄｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＤ１ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎ
ｔｈｅＳＵＭ１５９ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＤ１ｃｏｕｌｄｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５），ｔｈｅｖｏｌｕｍｅｏｆ
ｔｕｍｏｒｓｐｈｅｒｏｉｄ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｓｐｈｅｒｏｉｄ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｆｏｒｍｅｄｂｒａｎｃｈｐｏｉｎｔｓｏｆＨＵＶＥＣｓ（Ｐ＜０．０５）；ａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ，ｔｈｅ
ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐＳｒｃｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｐＳｒｃｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ（Ｐ＜０．０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＩＤ１ｃａｎｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｓｔｅｍｃｅｌｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅ
ｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＳｒｃｋｉｎａｓｅｐａｔｈｗａｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ；ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇ１；ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ；ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ；Ｓｒｃｋｉｎａｓｅ

３８４局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０２２，３１（６）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



　　乳腺癌是女性常见的癌症类型，全世界每年有超
过１５０万女性被诊断出患有乳腺癌，占女性所有癌症
的２５％［１］。乳腺癌通常从导管过度增殖开始，在各种

致癌因素的不断刺激下发展为良性肿瘤，后续形成转

移癌，且可以转移到骨、肝、肺和脑等远处器官，导致无

法治愈［２３］。近年来，乳腺癌的理论与临床研究均取得

了很大进展，患者的病死率也有所下降，但据统计乳腺

癌仍然是２０～５９岁女性癌症死亡的首要原因。
ＤＮＡ结合分化抑制蛋白１（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆＤＮＡ

ｂｉｎｄｉｎｇ１，ＩＤ１）是一种螺旋—环—螺旋（ｈｅｌｉｘｌｏｏｐｈｅｌｉｘ，
ＨＬＨ）蛋白，可与 ＨＬＨ家族转录因子成员形成异源二
聚体，其编码的蛋白质没有 ＤＮＡ结合活性，但会抑制
与其相互作用的 ＨＬＨ蛋白质的 ＤＮＡ结合及转录［４］。

ＩＤ１参与细胞生长、衰老和分化过程，并且与多种肿
瘤的发生及转移具有相关性［５６］。已有研究表明，ＩＤ１
ｍＲＮＡ在乳腺癌组织中高表达，且其与患者的无病生
存率和总体生存率呈负相关［７］。鉴于此，本研究通过

建立抑制或过表达ＩＤ１的乳腺癌细胞系，经体外实验
探究ＩＤ１是否参与调控乳腺癌细胞干细胞特性及血
管形成，并探讨其分子机制，以期为乳腺癌的治疗提供

新的靶标。

１　材料与方法

１．１　临床资料
收集２０１９年６月至２０２０年１２月在我院进行手

术切除治疗的女性乳腺浸润性癌（非特指型）患者的

癌组织与癌旁组织标本共 ４２例。患者年龄 ２９～
６８岁，平均（４６．５８±４．５０）岁。所有患者的临床、病理
资料均完整，术前均未接受放疗、化疗、免疫制剂治疗

等，未患其他肿瘤或重大疾病。按２０１９版 ＷＨＯ乳腺
肿瘤分类标准［８］对患者进行分级分期：Ⅰ级３例、Ⅱ级
２９例、Ⅲ级１０例；ＴＮＭ分期：Ⅰ期 ４例、Ⅱ期 ３１例、
Ⅲ期 ７例；有淋巴结转移者 ３１例，无淋巴结转移者
１１例。本研究已通过我院医学伦理委员会批准（审批
号：２０１９０５２８１２８），组织标本收集前患者或家属均知情
同意。

１．２　主要材料与试剂
人乳腺癌细胞系 ＳＵＭ１５９和人脐静脉内皮细胞

ＨＵＶＥＣｓ（中科院上海细胞库），ＨａｍｓＦ１２Ｋ培养液、
青霉素、链霉素及胰蛋白酶（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司），
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂盒和 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒（美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＳｅｎｓｉＦａｓｔｃＤＮＡ合成试剂盒和 Ｓｅｎｓｉ
ＦａｓｔＴＭＳＹＢＲＨｉＲＯＸ试剂盒（美国 Ｍｅｒｉｄｉａｎ公司），肿
瘤细胞球诱导因子（美国 Ｓｉｇｍａ公司），细胞培养板和
Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶（美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司），ＰＶＤＦ膜（瑞氏 Ｒｏｃｈｅ
公司），结晶紫染液、ＤＡＢ免疫组织化学染色试剂盒和
ＢｅｙｏＥＣＬＰｌｕｓ试剂盒（上海碧云天生物研究所），免疫荧

光染色试剂盒（南京博恩生物公司），辣根过氧化物酶标

记的山羊抗兔和异硫氰酸荧光素荧光标记的小鼠抗兔

（北京博奥森公司），ＩＤ１、ｐＳｒｃ、Ｓｒｃ及ＧＡＰＤＨ抗体（英
国 Ａｂｃａｍ公司），ｓｈＲＮＡＮＣ、ｓｈＲＮＡＩＤ１、ｐｃＤＮＡ３．１
ＮＣ和ｐｃＤＮＡ３．１ＩＤ１质粒以及引物序列均由广州锐
博生物公司构建合成。

１．３　方法
１．３．１　免疫组织化学染色　　将收集的乳腺癌组织
及癌旁组织置于４％多聚甲醛中，室温固定过夜，制备
蜡块，切成厚度为 ４μｍ的切片。６５℃烤箱内烤片
２ｈ，二甲苯脱蜡，梯度酒精水化，流水冲洗后，置于枸
橼酸缓冲液煮沸１５ｍｉｎ修复抗原，冷却后，通过３％过
氧化氢去离子水温育１０ｍｉｎ去除内源性过氧化氢酶
活性，再以１０％山羊血清于３７℃下封闭非特异性抗
原３０ｍｉｎ。加入一抗工作液，４℃共孵育过夜，次日，
弃去一抗工作液，加入对应二抗，３７℃孵育４０ｍｉｎ，
ＰＢＳ清洗后，利用 ＤＡＢ显色液显色，苏木素复染，１％
盐酸酒精分色３ｓ，梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性树
胶封片，普通光学显微镜下观察并摄取图片。ＩＤ１主要
表达于细胞质，着色显示棕黄色至棕色颗粒表示阳性。

阳性细胞率评分：≤５％记 ０分，６％ ～２５％记 １分，
２６％～５０％记２分，５１％～７５％记３分，≥７６％为 ４分；
染色强度评分：无色记 ０分，黄色记 １分，棕黄色记
２分，棕色至棕褐色记３分。两项指标得分的乘积为
０～４分表示阴性结果，５～１２分表示阳性结果。
１．３．２　细胞培养与转染　　将ＳＵＭ１５９细胞复苏后，
添加含１０％胎牛血清和１％青—链霉素双抗的 Ｈａｍｓ
Ｆ１２Ｋ培养液，置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养。待
细胞生长至８０％～９０％时，用０．２５％胰蛋白酶消化，
传代继续培养。将细胞随机分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ｓｈＲＮＡ
ＮＣ组、ｓｈＲＮＡＩＤ１组、ｐｃＤＮＡ３．１ＮＣ组、ｐｃＤＮＡ３．１
ＩＤ１组，采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００将 ｓｈＲＮＡＮＣ、ｓｈＲ
ＮＡＩＤ１、ｐｃＤＮＡ３．１ＮＣ和 ｐｃＤＮＡ３．１ＩＤ１质粒分别
转染至对应组的 ＳＵＭ１５９细胞中，按照试剂盒说明书
操作，转染４８ｈ后，收集各组细胞和培养上清液，进行
后续实验，Ｃｏｎｔｒｏｌ组细胞正常培养，不进行转染。
１．３．３　实时荧光定量聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）　
　在各组 ＳＵＭ１５９细胞中加入 Ｔｒｉｚｏｌ试剂液，使细胞
充分裂解，按试剂盒说明书步骤提取细胞总 ＲＮＡ，核
酸测定仪测定 ＲＮＡ含量和纯度。利用一步法 ｑＲＴ
ＰＣＲ进行反转录实验，按照 ＳｅｎｓｉＦａｓｔｃＤＮＡ合成试剂
盒说明书进行操作。以获得的 ｃＤＮＡ为模板，在 ｑＲＴ
ＰＣＲ系统中进行扩增，检测 ＩＤ１ｍＲＮＡ相对表达量，
按照 ＳｅｎｓｉＦａｓｔＴＭ ＳＹＢＲＨｉＲＯＸ试剂盒说明书进行操
作，以βａｃｔｉｎ作为内参基因。扩增条件：９５℃ ２ｍｉｎ；
９５℃ ５ｓ、６０℃１０ｓ，共４０个循环。引物序列：ＩＤ１上
游序列 ５ＡＣＧＧＣＴＧＴＴＡＣＴＣＡＣＧＣＣＴＣ３，下游序列
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５ＧＣＴＧＧＡＧＡＡＴＣＴＣＣＡＣＣＴＴＧＣ３；βａｃｔｉｎ上游序列
５ＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＧＡＧＡＡＧ３，下 游 序 列 ５ＧＣＴＣＧ
ＴＡＧＣＴＴＣＴＣＣＡ３。以２－ΔΔＣｔ计算 ＩＤ１ｍＲＮＡ相对表
达量。

１．３．４　平板集落形成实验　　将各组 ＳＵＭ１５９细胞
制备成单细胞悬液，按照每皿５００个细胞的密度接种
于细胞培养皿中，轻轻晃动使细胞均匀分散，置于

３７℃、５％ＣＯ２培养箱中静置培养，当出现肉眼可见的
集落时，终止培养，甲醇室温固定，０．１％结晶紫染色，
ＰＢＳ清洗后，显微镜下计数各组的集落数目。
１．３．５　肿瘤球形成实验　　将各组 ＳＵＭ１５９细胞以
１×１０４／孔的密度接种于低黏附细胞６孔板中，添加含
有１０ｎｇ／ｍＬｂＦＧＦ、５μｇ／ｍＬ胰岛素、４ｇ／ＬＢＳＡ、１％
Ｂ２７及２０ｎｇ／ｍＬＥＧＦ的培养液，置于３７℃、５％ ＣＯ２
培养箱中培养１周，倒置显微镜下观察肿瘤球体的形
成与生长情况，并获取图像，计数球体个数。

１．３．６　ＨＵＶＥＣｓ小管形成实验　　将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶在
４℃下过夜溶解，与缓冲液按照１∶１比例混合进行稀
释，取５０μＬ加入９６孔板中，均匀铺开，置于３７℃下
至基质胶成固体状。待 ＨＵＶＥＣｓ细胞消化后，收集转
染后各组细胞培养上清液与无血清细胞培养液按照

１∶１比例混合，重悬 ＨＵＶＥＣｓ细胞，调整细胞密度，以
１×１０４／孔的密度接种于铺好Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶的９６孔板内，
将培养板置于３７℃、５％ＣＯ２的培养箱中培养１０ｈ后，
倒置显微镜下观察各组成管效果并摄取图像，采用

ＩｍａｇｅＪ软件进行分析。
１．３．７　免疫荧光染色法　　将各组 ＳＵＭ１５９细胞以
１×１０５／皿的密度接种于含爬片的培养皿，置于３７℃、
５％ＣＯ２培养箱中过夜培养，ＰＢＳ清洗爬片，使用４％多
聚甲醛室温固定２０ｍｉｎ，加入细胞通透剂０．１％ Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００处理５ｍｉｎ后，再以５％ ＢＳＡ封闭穿孔２０ｍｉｎ，
ＰＢＳ清洗后，于玻片上滴加一抗工作液，４℃孵育过
夜，次日弃去一抗工作液，并加入荧光二抗，避光条件

下室温染色２ｈ，ＰＢＳ清洗，用 ＤＡＰＩ在避光条件下孵
育１５ｍｉｎ，中性树胶封片，通过倒置荧光显微镜观察染
色情况并摄取图像。

１．３．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　　在各组 ＳＵＭ１５９细胞中添加
含ＮＰ４０的ＰＩＰＥＳ缓冲液裂解细胞，获得细胞总裂解
物，ＢＣＡ法检测蛋白浓度。制备 １２％ ＳＤＳＰＡＧＥ，取
４０μｇ蛋白样品上样，通过电泳分离，将分离的蛋白转
至ＰＶＤＦ膜上，用５％脱脂奶粉室温封闭１ｈ后，ＴＢＳＴ
洗膜，再将膜浸泡在一抗工作液中４℃孵育过夜，次日
ＴＢＳＴ洗膜，将膜与对应二抗工作液共孵育２ｈ，ＴＢＳＴ
再次清洗后，使用ＢｅｙｏＥＣＬ显色，以ＧＡＰＤＨ作为内参
蛋白，采用ＩｍａｇｅＪ软件分析各蛋白条带灰度值，以目
的蛋白与内参蛋白的灰度值比值作为目的蛋白相对表

达量。

１．４　统计学分析
计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用

Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ８．３统计软件分析数据，绘制统计图。
多组间比较采用 ＡＮＯＶＡ方差分析，组间比较采用
ＬＳＤｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　乳腺癌组织及癌旁组织中ＩＤ１表达
免疫组织化学染色结果显示，乳腺癌组织中 ＩＤ１

阳性表达率为８５．７１％（３６／４２），癌旁组织中 ＩＤ１阳
性表达率为７．１４％（３／４２），乳腺癌组织中 ＩＤ１阳性
表达率显著高于癌旁组织（Ｐ＜０．０５），见图１。

ａ：癌旁组织；ｂ：乳腺癌组织
图１　乳腺癌组织及癌旁组织ＩＤ１表达（免疫组织化学染色×１００）

２．２　各组乳腺癌细胞ＩＤ１表达比较
ＳＵＭ１５９细胞转染后，ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检

测结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组和 ｓｈＲＮＡＮＣ组比较，
ｓｈＲＮＡＩＤ１组 ＩＤ１ｍＲＮＡ与蛋白表达水平均显著下
调（Ｐ＜０．０５）；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组和 ｐｃＤＮＡ３．１ＮＣ组比较，
ｐｃＤＮＡ３．１ＩＤ１组 ＩＤ１ｍＲＮＡ及蛋白表达水平均显
著上调（Ｐ＜０．０５），见图２。由此说明，成功得到抑制
或过表达ＩＤ１的ＳＵＭ１５９细胞。

：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与 ｓｈＲＮＡＮＣ组比较，
Ｐ＜０．０５；△：与ｐｃＤＮＡ３．１ＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５
图２　各组ＳＵＭ１５９细胞ＩＤ１ｍＲＮＡ及蛋白表达比较

２．３　ＩＤ１对乳腺癌细胞干细胞特性的影响
平板集落形成实验结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组和

ｓｈＲＮＡＮＣ组比较，ｓｈＲＮＡＩＤ１组 ＳＵＭ１５９细胞集落
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形成数目显著减少（Ｐ＜０．０５），ＳＵＭ１５９细胞集落形成
能力降低；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组和 ｐｃＤＮＡ３．１ＮＣ组比较，
ｐｃＤＮＡ３．１ＩＤ１组ＳＵＭ１５９细胞集落形成数目显著增
加（Ｐ＜０．０５），说明 ＳＵＭ１５９细胞集落形成能力增强，
见图３。

肿瘤球形成实验结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组和
ｓｈＲＮＡＮＣ组比较，ｓｈＲＮＡＩＤ１组形成的肿瘤球体体
积明显变小，球体数目显著减少（Ｐ＜０．０５）；与Ｃｏｎｔｒｏｌ
组和ｐｃＤＮＡ３．１ＮＣ组比较，ｐｃＤＮＡ３．１ＩＤ１组形成的
肿瘤球体体积明显 增 大，球 体 数 目 显 著 增 多

（Ｐ＜０．０５），见图４。
２．４　ＩＤ１对ＨＵＶＥＣｓ小管生成的影响

ＨＵＶＥＣｓ小管形成实验结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组和
ｓｈＲＮＡＮＣ组比较，ｓｈＲＮＡＩＤ１组 ＨＵＶＥＣｓ形成的分
支点数减少（Ｐ＜０．０５）；与Ｃｏｎｔｒｏｌ组和ｐｃＤＮＡ３．１ＮＣ

组比较，ｐｃＤＮＡ３．１ＩＤ１组 ＨＵＶＥＣｓ形成的分支点数
显著增加（Ｐ＜０．０５），见图５。
２．５　ＩＤ１对乳腺癌细胞中Ｓｒｃ激酶活化的影响

免疫荧光染色检测各组 ＳＵＭ１５９细胞中 ｐＳｒｃ表
达，以绿色荧光标记，结果如图 ６所示，可见 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组、ｓｈＲＮＡＮＣ组以及ｐｃＤＮＡ３．１ＮＣ组细胞中均有绿
色荧光表达，而ｓｈＲＮＡＩＤ１组细胞中未见明显的绿色
荧光表达，同时，ｐｃＤＮＡ３．１ＩＤ１组细胞中有较强的绿
色荧光表达，说明过表达ＩＤ１促进了Ｓｒｃ激酶活化。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组和
ｓｈＲＮＡＮＣ组比较，ｓｈＲＮＡＩＤ１组 ＳＵＭ１５９细胞中
ｐＳｒｃ蛋白表达水平显著下调（Ｐ＜０．０５）；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组
和 ｐｃＤＮＡ３．１ＮＣ组比较，ｐｃＤＮＡ３．１ＩＤ１组细胞中
ｐＳｒｃ蛋白表达水平显著上调（Ｐ＜０．０５），见图７。

：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ｓｈＲＮＡＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５；△：与ｐｃＤＮＡ３．１ＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５
图３　各组ＳＵＭ１５９细胞克隆形成比较

：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ｓｈＲＮＡＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５；△：与ｐｃＤＮＡ３．１ＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５
图４　各组ＳＵＭ１５９细胞肿瘤球形成比较
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：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与 ｓｈＲＮＡＮＣ组比较，
Ｐ＜０．０５；△：ｐｃＤＮＡ３．１ＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５

图５　各组ＨＵＶＥＣｓ小管生成比较

３　讨论

目前，乳腺癌临床治疗中最关键的问题是缺乏敏

感有效的分子靶点，大多数乳腺癌患者确诊时已处于

晚期，预后较差且病死率偏高［１］。乳腺癌病理过程较

为复杂，涉及多种细胞活动以及相关信号通路的相互

作用。因此，准确了解乳腺癌的发病分子机制将有助

于发现有价值的生物标志物用于早期诊断或预测临床

结果。肿瘤干细胞（ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＣＳＣｓ）是血液系
统恶性肿瘤和实体瘤中存在的特定细胞亚群，首次在

人类急性髓系白血病中被检测到，ＣＳＣｓ具有较高的恶
性程度，能够促进肿瘤转移与复发，并可使肿瘤细胞对

治疗药物产生抵抗［９］。除了具备常见的肿瘤细胞能

图６　各组ＳＵＭ１５９细胞内ｐＳｒｃ表达（免疫荧光染色×１００）

１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ｓｈＲＮＡＮＣ组；３：ｓｈＲＮＡＩＤ１组；４：ｐｃＤＮＡ３．１
ＮＣ组；５：ｐｃＤＮＡ３．１ＩＤ１组　：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０５；
＃：与 ｓｈＲＮＡＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５；△：与 ｐｃＤＮＡ３．１ＮＣ组比
较，Ｐ＜０．０５
图７　各组ＳＵＭ１５９细胞内ｐＳｒｃ与Ｓｒｃ蛋白表达比较

力（如迁移和侵袭），ＣＳＣｓ还表现出特征性的干细胞特
性，包括分化潜能多向、自我更新能力强和肿瘤起始细

胞的作用。越来越多的证据表明，ＣＳＣｓ与胰腺癌、结
肠癌、前列腺癌和乳腺癌等多种癌症的发生和进展密

切相关，可促进肿瘤细胞增殖以实现肿瘤异质性，通过

调节 ＣＳＣｓ的分化和自我更新是治疗乳腺癌的有效
方式［１０１２］。

ＩＤ１在多个实体肿瘤中过表达，并且与肿瘤的高
度侵袭性及患者的不良临床结局密切相关，此外，ＩＤ１
还在胚胎神经干细胞维持自我更新和多能性方面发挥

重要作用［６，１３］。Ｓｕｎ等［１４］研究发现，ＩＤ１通过激活
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ、Ｓｈｈ以及 ＩＤ１ｃＭｙｃＰＬＡＣ８信号通路
来维持结直肠癌细胞的干细胞特性，并促进肿瘤细胞

的上皮间质转化。Ｌｉ等［１５］通过使用小干扰ＲＮＡ敲低
胃癌细胞中ＩＤ１表达后发现，肿瘤干细胞关键相关因
子Ｎａｎｏｇ和 Ｏｃｔ４的表达均受到抑制，并减弱了胃癌
细胞中干细胞的自我更新能力，同时也降低了胃癌细

胞增殖及对顺铂化疗的抵抗。Ｃｏｏｋ等［１６］的研究指
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出，ＩＤ１在胶质母细胞瘤中作为自我更新的肿瘤干细
胞特性标记物，通过 Ｃｏｘ２衍生的 ＰＧＥ２激活 ＥＲＫ１／
２ＭＡＰＫ信号通路诱导 ＩＤ１表达，促进胶质母细胞瘤
细胞的自我更新与辐射抗性产生。本研究通过将

ｓｈＲＮＡＩＤ１和 ｐｃＤＮＡ３．１ＩＤ１转染至乳腺癌细胞系
ＳＵＭ１５９，并在基因和蛋白水平验证抑制或过表达效
率，经检测发现，在ＳＵＭ１５９细胞中抑制 ＩＤ１表达后，
细胞集落形成数目明显减少，形成的肿瘤球体体积明

显变小且球体数目减少，说明抑制 ＩＤ１表达减弱了
ＳＵＭ１５９细胞的干细胞特性；而在过表达 ＩＤ１的
ＳＵＭ１５９细胞中，作用与抑制后完全相反，细胞集落形
成数目和肿瘤球体数目显著增加。由此推测，抑制

ＩＤ１表达可以降低乳腺癌细胞的干细胞特性。
肿瘤转移是肿瘤患者治疗失败和死亡的主要原

因。肿瘤血管生成是肿瘤进展的必要条件，其通过提

供营养和氧气，为肿瘤生长及转移提供保障。血管生

成是一个高度调节的过程，其中促血管生成因子和抗

血管生成因子之间的相互作用介导了血管内皮在血管

生成不同阶段的转变，研究者们通过对肿瘤血管生成

的不断探究，很多靶向血管生成的药物已投入临床使

用［１７］。目前，在乳腺癌患者手术或放／化疗的基础上，
辅以靶向血管生成的治疗方法，可能对肿瘤转移起到

进一步的控制作用。已有研究表明，ＩＤ１参与多条骨
肉瘤血管生成相关通路，通过上调骨肉瘤细胞中

ＶＥＧＦＡ的表达来促进骨肉瘤血管生成［１８］；ＩＤ１可以
通过介导激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和ＮＦκＢ／ＭＭＰ２信号通路来
增强卵巢癌内皮祖细胞血管生成，因此 ＩＤ１及其下游
效应子可作为治疗卵巢癌的潜在靶点［１９］；此外，在胶

质瘤中ＩＤ１和ＶＥＧＦ的表达呈正相关，在肿瘤血管生
成过程中起协同作用［２０］。这些研究结果均提示 ＩＤ１
可作为抗肿瘤血管生成的治疗靶点。本研究中，采用

抑制ＩＤ１表达的乳腺癌细胞培养上清液处理ＨＵＶＥＣｓ
能够减少小管生成，过表达ＩＤ１的乳腺癌细胞培养上
清液处理ＨＵＶＥＣｓ则明显促进了小管生成，与上述研
究结果一致。

迄今为止，ＩＤ１在肿瘤中发挥作用的潜在机制尚
未充分阐明。Ｓｒｃ激酶家族是一类非受体酪氨酸激酶，
作为一种多效激活剂，可介导由 Ｇ蛋白偶联受体、β１
整联蛋白、生长因子受体等启动的众多信号转导通路，

在肿瘤发生发展中起着关键作用，参与调节各种肿瘤

细胞的增殖、迁移、侵袭和上皮间质转化等过程［２１２２］。

Ｓｒｃ激酶活化后可与下游靶标因子相互作用，促进肿瘤
进展。本研究通过检测发现，抑制 ＩＤ１表达的
ＳＵＭ１５９细胞中未见明显的ｐＳｒｃ标记绿色荧光表达，

ｐＳｒｃ蛋白表达受到抑制，而过表达 ＩＤ１的细胞中有
较强的绿色荧光表达，ｐＳｒｃ蛋白表达增加，由此说明，
ＩＤ１可能具有促进Ｓｒｃ激酶活化的作用。

综上，本研究通过检测乳腺癌组织以及体外细胞

发现，ＩＤ１在乳腺癌组织中高表达，其能够增加乳腺
癌细胞干细胞特性，并且促进肿瘤血管生成，该作用机

制可能与激活Ｓｒｃ激酶途径有关，由此推测 ＩＤ１有望
成为乳腺癌治疗的新靶点。但关于 ＩＤ１具体如何调
控Ｓｒｃ激酶表达以及该途径是否涉及其他分子机制，
有待后续进行更为深入的研究来阐明。
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塞来昔布对去卵巢骨质疏松症的保护机制研究

王　，阿尖措，王德元　（青海红十字医院骨科二病区，青海 西宁 ８１００００）

［摘　要］　目的　探讨塞来昔布对骨代谢稳态和骨质疏松症的作用。方法　体外培养骨髓来源巨噬细胞（ＢＭＤＭ）、ＲＡＷ２６４．７
和ＭＣ３Ｔ３Ｅ１。采用 ＣＣＫ８试剂盒检测不同浓度塞来昔布对 ＢＭＤＭ和 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞活力的影响；采用抗酒石酸酸性磷酸酶
（ＴＲＡＣＰ）染色检测塞来昔布对破骨细胞分化形成的影响；采用实时聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测 ＢＭＤＭ和 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞中活化
Ｔ细胞核因子１（ＮＦＡＴｃ１）、ＴＲＡＣＰ、组织蛋白酶Ｋ（ＣＴＳＫ）、降钙素受体（ＣＴＲ）、ＢＭＰ２、Ｒｕｎｘ２和碱性磷酸酶（ＡＬＰ）ｍＲＮＡ水平；采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞ｐＮＦκＢ、ＮＦκＢ、ＮＦＡＴ和ＧＡＰＤＨ的表达水平。采用荧光素酶报告基因试验检测 ＢＭＤＭ中 ＮＦκＢ和 ＮＦＡＴ
活性。采用卵巢切除术构建骨质疏松症小鼠模型，雌性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠３０只随机分为对照组、模型组、塞来昔布低剂量（１２．５ｍｇ／ｋｇ）
组、塞来昔布中剂量（２５ｍｇ／ｋｇ）组和塞来昔布高剂量（５０ｍｇ／ｋｇ）组，每组６只，分别以相应剂量的溶剂或药物灌胃进行干预处理。采
用微计算机断层扫描（ｍｉｃｒｏＣＴ）扫描各组小鼠胫骨，分析骨微结构参数变化。结果　塞来昔布可抑制破骨细胞分化，但并不影响
细胞活力。塞来昔布可抑制 ＲＮＡＮＫＬ诱导的 ＮＦＡＴｃ１、ＴＲＡＣＰ、ＣＴＳＫ和 ＣＴＲｍＲＮＡ表达，并抑制 ｐＮＦκＢ和 ＮＦＡＴ蛋白表达及
ＮＦκＢ和ＮＦＡＴ活性。塞来昔布可促进成骨细胞增殖，并促进 ＢＭＰ２、Ｒｕｎｘ２和 ＡＬＰｍＲＮＡ表达。与模型组比较，塞来昔布低剂量
组、塞来昔布中剂量组和塞来昔布高剂量组小鼠骨体积／总体积（ＢＶ／ＴＶ）和骨小梁数目（Ｔｂ．Ｎ）显著增加（Ｐ＜０．０１），骨小梁分离度
（Ｔｂ．Ｓｐ）显著减小（Ｐ＜０．０１）。结论　塞来昔布可以抑制破骨细胞分化，促进成骨细胞增殖，改善骨质疏松症小鼠的骨微结构，对
骨质疏松症具有潜在的治疗活性。

［关键词］塞来昔布；骨质疏松症；骨重塑；骨代谢
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