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CASC5通过 BUB1促进乳腺癌发生发展的分子机制研究
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［摘 要］　目的　探究易感性癌症候选基因 5（CASC5）对乳腺癌发生发展的作用及其相关机制。方法　收集 50例乳腺癌患者

的肿瘤组织及其癌旁组织，采用 qRT-PCR 检测 CASC5 的表达水平，并分析其与患者临床病理特征的关系。通过脂质体转染法将

si-CASC5、si-BUB1和si-NC转染至MDA-MB-231和MCF-7细胞，采用 qRT-PCR 和 Western blot检测细胞 CASC5、BUB1表达水平，CCK-8
检测细胞增殖能力，Transwell检测细胞侵袭能力。利用 String数据库分析CASC5相关蛋白，并在MCF7细胞中验证。通过免疫共沉

淀检测CASC5与BUB1的结合情况，qRT-PCR验证BUB1在肿瘤组织和癌旁组织中的表达水平，及其与CASC5表达水平的相关性。

结果　与癌旁组织相比，肿瘤组织中CASC5表达水平升高（P<0. 05），CASC5表达水平与患者TNM分期、淋巴结转移相关（P<0. 05）。

与si-NC组相比，si-CASC5组MDA-MB-231和MCF-7细胞中CASC5表达水平降低（P<0. 05），细胞增殖能力及侵袭能力减弱（P<0. 05）。生

物信息学预测CASC5可能与BUB1、NSL1、NDC80和MIS12等相互作用。与 si-NC组相比，si-CASC5组MDA-MB-231细胞中BUB1表

达水平降低（P<0. 05），NSL1、NDC80和MIS12表达水平无统计学差异（P>0. 05）。CASC5免疫沉淀产物中可检测到BUB1蛋白，BUB1
免疫沉淀产物中可检测到CASC5蛋白。与 si-NC组相比，si-BUB1组MDA-MB-231细胞中BUB1表达水平降低（P<0. 05），细胞增殖能

力及侵袭能力减弱（P<0. 05）。与癌旁组织相比，肿瘤组织中BUB1表达水平升高（P<0. 05），CASC5表达水平与BUB1表达水平呈正

相关（r=0. 481 5）。结论　CASC5可通过与BUB1相互作用，调控BUB1蛋白表达从而促进乳腺癌发生发展。
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Molecular mechanism of CASC5 promoting breast cancer development through BUB1
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Abstract: Objective　To investigate the role of cancer susceptibility candidate 5 （CASC5） in the development of breast cancer and its 
related mechanisms. Methods　Tumor tissues and paracancerous tissues from 50 breast cancer patients were collected，and the expression 
level of CASC5 was detected by qRT-PCR and its relationship with clinicopathological features was analyzed.  si-CASC5，si-BUB1 and si-NC 
were transfected into MDA-MB-231 and MCF-7 cells by liposome transfection.  The expression levels of cellular CASC5 and BUB1 were 
detected by qRT-PCR and Western blot，the proliferation ability of cells was detected by CCK-8 and the invasion ability of cells was detected 
by Transwell.  CASC5-related proteins were analyzed by the String database and verified in MCF7 cells.  Binding of CASC5 to BUB1 was 
detected by immunoprecipitation.  qRT-PCR was used to verify the expression levels of BUB1 in tumor tissues and paracancerous tissues，and 
its correlation with the expression level of CASC5. Results　Compared with paracancerous tissues，the expression level of CASC5 in tumor 
tissues was increased （P<0. 05），and the expression level of CASC5 was correlated with TNM stage and lymph node metastasis （P<0. 05）.  
Compared with si-NC group，the expression level of CASC5 in MDA-MB-231 and MCF-7 cells of si-CASC5 group was decreased （P<0. 05），

the cell proliferation ability and the cell invasion ability were both decreased （P<0. 05）.  Bioinformatics predicted that CASC5 may interact 
with BUB1，NSL1，NDC80 and MIS12.  Compared with si-NC group，the expression level of BUB1 in MDA-MB-231 cells of si-CASC5 group 
was decreased（P<0. 05），and the expression levels of NSL1，NDC80 and MIS12 were not significantly different（P>0. 05）. BUB1 protein was 
detected in the immunoprecipitation product of CASC5，and CASC5 protein was detected in the immunoprecipitation product of BUB1.  Com⁃
pared with si-NC group，the expression level of BUB1 in MDA-MB-231 cells of si-BUB1 group was decreased（P<0. 05），the cell proliferation abil⁃
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ity and the cell invasion ability were both decreased（P<0. 05）. The expression level of BUB1 in tumor tissues was increased compared with 
that in paracancerous tissues （P<0. 05），and the expression level of CASC5 was positively correlated with the expression level of BUB1
（r=0. 481 5）. Conclusion　CASC5 can regulate the expression of BUB1 protein by interacting with BUB1 to promote the development of 
breast cancer.

Keywords: breast cancer；cancer susceptibility candidate 5；BUB1；immunoprecipitation

乳腺癌是目前全球新增病例最多的癌症［1］。在我

国女性人群中，乳腺癌的发病率和病死率呈逐年上升

的趋势［2］。尽管针对不同的患者采取个性化治疗可以

延长生存期，但仍存在较高的复发率和转移率［3］。因

此控制乳腺癌的发生与发展，成为了治疗乳腺癌亟待

解决的问题。

易感性癌症候选基因 5（cancer susceptibility can⁃
didate 5,CASC5）最初被认为是一个参与白血病染色体

易位的基因，其编码的产物是着丝点微管生成和染色

体分离所需多蛋白装配体成分之一，在真核细胞周期

中作为纺锤体装配检查点（spindle assembly check⁃
point,SAC）蛋白支架发挥作用［4-5］。CASC5广泛表达于

成人正常睾丸组织、各种肿瘤细胞系和多种肿瘤组织

及胚胎组织［6］。Cui等［7］发现 CASC5在 16种癌症中异

常表达，并且CASC5的表达失调与癌症患者的总生存

期密切相关，表明 CASC5 可能参与了癌症的发生发

展，并影响患者的预后。Fu等［8］发现CASC5在乳腺癌

中高表达，说明 CASC5 可能参与了乳腺癌的发展，并

且有望成为乳腺癌的生物标志物，但是CASC5影响乳

腺癌发展的分子机制尚不清楚。纺锤体检测点蛋白

BUB1 是纺锤体装配和染色体正确排列所必需的蛋

白 ，其 与 肿 瘤 的 发 生 发 展 相 关［9］。 本 研 究 利 用

Kaplanmeier-plotter 数据库分析 CASC5 与乳腺癌的相

关性及其与乳腺癌患者预后的关系，通过 String 数据

库分析与 CASC5 相互作用的蛋白，并进一步研究

CASC5 在乳腺癌发生发展中的生物学作用及其影响

机制，为乳腺癌的预防、早期诊断及治疗提供分子水

平理论依据。

1　材料与方法

1. 1　临床样本

收集 2018 年 9 月至 2021 年 6 月在海南医学院第

二附属医院接受切除手术的 50例乳腺癌患者的肿瘤

组织及其癌旁组织（距肿瘤边缘≥5 mm）。TNM 分期：

Ⅰ~Ⅱ期 22 例，Ⅲ~Ⅳ期 28 例。其中淋巴结发生转移

的有 29 例，未转移有 21 例。手术取材后将样本立即

放至冻存管并置于液氮中。所有患者手术前未接受

放化疗，均签署对肿瘤组织进行后期研究的知情同意

书，本研究经海南医学院第二附属医院医学伦理委员

会批准（K20180829138）。

1. 2　细胞和主要试剂

MCF-7和MDA-MB-231细胞株购自上海谷研生物

科技有限公司；RPMI 1640培养基、10%胎牛血清购自

赛默飞世尔科技（中国）有限公司；0. 25%胰酶购自武

汉普诺赛生命科技有限公司；TRIzol试剂、逆转录试剂

盒、qRT-PCR 试剂盒、BCA 试剂盒购自翌圣生物科技

（上海）股份有限公司；si-NC、si-CASC5、si-BUB1 由美

国 Invitrogen 公司设计合成；LipofectamineTM2000 购自

美国 Invitrogen 公司；BUB1、CASC5、GAPDH 抗体及山

羊抗兔抗体购自美国 Abcam 公司；Transwell 小室（孔

径：8. 0 μm）购自美国 Corning 公司；GAPDH 引物、

CASC5 引物、BUB1 引物由上海生工生物工程有限公

司合成；CCK-8 试剂盒购自美国 Med Chem Express
公司。

1. 3　数据库分析

应用蛋白-蛋白相互作用数据库 String（http://
stringdb. org/cgi/input. pl）分析 CASC5相互作用蛋白网

络，探讨其可能的生物学功能。

1. 4　细胞培养

MDA-MB-231和MCF-7细胞加入含 10%胎牛血清

的 RPMI 1640 培养基，置于 37 ℃、5%CO2培养箱中培

养。细胞每 2 d 更换 1 次新鲜培养基，待细胞密度为

80%~90% 时，使用胰酶液消化细胞，继续传代或者将

细胞接种至新的培养板。

1. 5　细胞转染

将MDA-MB-231和MCF-7细胞分别分为 si-NC组、

si-CASC5组、si-BUB1组。按照 LipofectamineTM2000 说

明书步骤进行转染。调整MCF-7和MDA-MB-231细胞

数量为 3×105个并接种于 6孔板，使用不含抗生素的完

全培养基培养，待细胞生长至 70%时进行转染。制备

si-CASC5、si-BUB1与脂质体的复合物，同时制备无干

扰作用的 si-RNA(si-NC)与脂质体的复合物，将复合物

加入 6孔板相应 si-NC组、si-CASC5组、si-BUB1组的孔

内，振荡混匀，5~6 h后将细胞培养基倒掉，PBS洗涤细

胞 2 次，更换为 RPMI 1640 培养基，24 h 后更换培

养液。

1. 6　qRT-PCR检测mRNA的表达

TRIzol试剂提取各组细胞中的总RNA。使用酶标

仪检测总 RNA 的纯度和含量。按照 qRT-PCR 试剂盒

实验说明，依次进行逆转录和qRT-PCR实验。qRT-PCR
反应条件：95 ℃预变性 30 s 后，95 ℃变性 7 s，55 ℃退
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火 30 s，72 ℃ 15 s，循环 40 个周期。CASC5 的引物序

列 ：正 向 5'-TAACTCGGCCCTGACAACAC-3' ，反 向

5'-TGGCTCAAGACAGCTTACCTC-3'；BUB1 的引物序

列：正向 5'-TGTCCTTCAATACATACAGTGGGT-3'，反
向 5'-CATGGGATGTCTCCACCACC-3'；GAPDH 的引物

序列：正向 5'-GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT-3'，反向

5'-GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG-3'。扩增结果根

据2-△△Ct法计算mRNA的相对表达量。

1. 7　CASC5表达水平和临床病理特征相关性

根据CASC5肿瘤组织表达水平的中位数，将 50例

患者分为 CASC5 低表达组（n=25）和 CASC5 高表达组

（n=25），分别比较 2 组中<60 岁、≥60 岁、淋巴结转移、

淋巴结未转移、Ⅰ~Ⅱ期、Ⅲ~Ⅳ期患者比例。

1. 8　Western blot检测蛋白的表达

提取各组细胞的总蛋白，用 BCA 测定浓度后，

12% SDS-PAGE分离胶进行蛋白分离，转移到PVDF膜

上，室 温 下 用 5% 脱 脂 牛 奶 封 闭 1 h，分 别 加 入

BUB1（1∶1 000）、CASC5（1∶1 000）、GAPDH（1∶2 000）
的一抗于 4 ℃孵育过夜；之后加入辣根过氧化物酶标

记的山羊抗兔（1∶5 000）室温孵育 1 h，加入 ECL 发光

液，凝胶成像仪拍照，Image J软件进行分析。

1. 9　CCK-8检测细胞增殖能力

分别将 si-NC 组、si-CASC5 组、si-BUB1 组 MDA-

MB-231 和 MCF-7 细胞以 1×104个/孔的密度接种于 96
孔板。细胞继续培养 0 h、24 h、48 h 和 72 h 后，按照

CCK-8 试剂盒说明书在酶标仪下检测各孔细胞在

450 nm波长处的光密度（optical density,OD）值。

1. 10　免疫共沉淀检测CASC5与BUB1结合情况

MDA-MB-231细胞经RIPA裂解提取蛋白后，分为

正向和反向免疫共沉淀组，各取裂解液分别加入 1 μg
的 CASC5、BUB1和 IgG 抗体，4 ℃缓慢摇晃孵育过夜；

随后加入缓冲液预处理过的 10 μL 二抗 beads，4 ℃缓

慢摇晃孵育 2~4 h；免疫沉淀反应后，在 4 ℃下以

12 000 r/min离心 30 s，将琼脂糖 beads离心至管底；小

心吸去上清，琼脂糖 beads 用 1 mL 裂解缓冲液洗

3~4 次；最后加入 15~20 μL 的 1×SDS 上样缓冲液，

100 ℃煮 5 min。上述样品用 10% 的 SDS-PAGE 电泳，

并进行Western blot分析。

1. 11　Transwell实验检测细胞侵袭能力

取 50 μL 基质胶铺于 8 μm Transwell 小室内，于

37 ℃培养箱静置 1 h。取各组细胞，胰酶消化后离心，

然后用无血清 RPMI 1640培养基重悬细胞并计数，调

整细胞至 2×104/mL，接种于 Transwell 小室上室，每孔

200 μL。下室加入 500 μL 含 10% 胎牛血清的 RPMI 
1640培养基，培养 24 h。取出Transwell小室，用 4%多

聚甲醛固定 15 min，0. 1% 结晶紫染色 20 min，PBS 清

洗后在倒置显微镜下随机选取 10个视野的细胞进行

计数。

1. 12　统计学分析

采用 SPSS 19. 0 和 GraphPad Prism 8. 0 软件对相

关数据进行统计学分析。计量资料以均数±标准差

（x-±s）表示，2组间比较采用独立样本 t检验，多组间比

较采用单因素方差分析，采用 Spearman相关性分析肿

瘤组织中 CASC5 表达水平和 BUB1 表达水平的关系。

P<0. 05表示差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　乳腺癌患者 CASC5 表达水平及其与临床病理特

征的关系

qRT-PCR 结果显示，与癌旁组织相比，肿瘤组织

中 CASC5 表 达 水 平 显 著 升 高（P<0. 05），见 图 1。
CASC5 肿瘤组织表达水平的中位数为 4. 13，据此将

50 例患者分为 CASC5低表达组（n=25）和 CASC5高表

达组（n=25），并分析患者CASC5表达水平与临床病理

特征的关系。结果显示，CASC5表达水平与乳腺癌患

者淋巴结转移、TNM 分期相关（P<0. 05），与年龄无

关（P>0. 05），见表1。

2. 2　沉默CASC5对乳腺癌细胞增殖和侵袭的影响

在 MDA-MB-231 和 MCF7 细胞中，Western blot 和
qRT-PCR 结果显示，与 si-NC 组相比，si-CASC5 组的

CASC5 蛋白和 mRNA 表达水平降低（P<0. 05），见

图 2a、b。CCK-8 结果显示，与 si-NC 组相比，si-CASC5
组在72 h时细胞增殖能力显著降低（P<0. 05），见图2c。
Transwell结果显示，与 si-NC组相比，si-CASC5组细胞

侵袭能力减弱（P<0. 05），见图2d。

*：与癌旁组织比较，P<0.05
图1　乳腺癌患者CASC5表达水平

表1　CASC5表达水平与临床病理特征的关系（n=25,例）

临床特征

年龄

淋巴结是否转移

TNM分期

<60岁

≥60岁

是

否

Ⅰ~Ⅱ期

Ⅲ~Ⅳ期

高表达组

18
7

19
6
8

17

低表达组

16
  9
10
15
14
11

t
0. 843
0. 726
7. 164
9. 456
7. 048
6. 263

P
0. 536

0. 012

0. 018
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2. 3　生物信息学预测与CASC5相关的蛋白

String 数据库分析结果显示，CASC5 蛋白可能与

BUB1、NSL1、NDC80 和 MIS12 等相互作用，见图 3a。

qRT-PCR结果显示，与 si-NC组相比，si-CASC5组细胞

中 BUB1 表达水平降低（P<0. 05）；NSL1、NDC80 和

MIS12表达水平无统计学差异（P>0. 05），见图3b。

2. 4　免疫共沉淀检测CASC5与BUB1的结合情况

免疫共沉淀结果显示，在 MDA-MB-231 细胞中，

CASC5免疫沉淀产物中可检测到BUB1蛋白，BUB1免

疫沉淀产物中可检测到 CASC5蛋白，而 IgG 免疫沉淀

产物中均不能检测到CASC5及BUB1，见图4。
2. 5　沉默BUB1对乳腺癌细胞增殖和侵袭的影响

qRT-PCR 和 Western blot 结果显示，与 si-NC 组相

a：String数据库分析与CASC5相关的蛋白；b：qRT-PCR检测BUB1、NSL1、NDC80和MIS12表达水平 *：与 si-NC组比较，P<0.05
图3　生物信息学预测与CASC5相关的蛋白

图4　免疫共沉淀检测CASC5与BUB1的结合情况

a：Western blot 检测 CASC5蛋白表达水平；b：qRT-PCR 检测 CASC5 mRNA 表达水平；c：CCK-8检测细胞增殖水平；d：Transwell 检测细

胞侵袭水平（×200） *：与 si-NC组比较，P<0.05
图2　沉默CASC5对乳腺癌细胞增殖和侵袭的影响
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比，si-BUB1组细胞BUB1的mRNA和蛋白表达水平降低

（P<0. 05），见图 5a、b。CCK-8 结果显示，与 si-NC 组相

比，si-BUB1 组在 72 h 时细胞增殖能力显著减弱

（P<0. 05），见图 5c。Transwell结果显示，与 si-NC组相

比，si-BUB1组细胞侵袭能力减弱（P<0. 05），见图5d。

2. 6 乳腺癌患者CASC5和BUB1表达水平的相关性

qRT-PCR 结果显示，与癌旁组织相比，肿瘤组织

中BUB1表达水平显著升高（P<0. 05），见图 6a。Spear⁃
man相关性分析结果显示，肿瘤组织中 CASC5表达水

平和BUB1表达水平呈正相关（r=0. 481 5），见图6b。

3　讨论

乳腺癌是全球女性癌症死亡相关的主要原因之

一。目前乳腺癌的治疗是以手术治疗为主再辅以放

疗、化疗、内分泌治疗、靶向治疗等的综合治疗，但乳

腺癌患者的存活率因分期不同仍有很大差异［10］。
CASC5对于细胞的生长和分裂过程至关重要，其

至少可与 5种不同的着丝点和 2种检查点激酶相互作

用［11］。姐妹染色单体的正确分离对于细胞有丝分裂

周期至关重要，CASC5蛋白是确保染色体的着丝粒与

纺锤体微管正确结合的关键因子，在一些疾病中，表

达 CASC5 蛋白的基因可能参与染色体易位或基因突

变体的产生［12］。另外有研究表明，CASC5在原代胶质

瘤细胞系中高表达，可能与多形性胶质母细胞瘤的不

良预后相关［13］。Singh 等［5］发现在睾丸癌组织中存在

CASC5的过表达，表明CASC5与睾丸癌之间存在相关

性，通过 RNA 干扰技术抑制 CASC5表达，不仅可以诱

导癌细胞周期停滞，还可以诱导癌细胞凋亡［14］。本研

究发现，乳腺癌患者肿瘤组织中CASC5表达水平显著

升高，并且与患者淋巴结转移和 TNM 分期相关，表明

CASC5 参与了乳腺癌的发展并且可能影响患者的预

后；当沉默CASC5后，MCF7和MDA-MB-231细胞的增

殖和侵袭能力均降低，表明CASC5可能通过增加肿瘤

细胞的增殖与侵袭能力促进乳腺癌的发展。

SAC是一种有丝分裂的监控机制。当基因组的完

整性受损时，有丝分裂过程中的姐妹染色单体错误分

a：qRT-PCR 检测 BUB1 mRNA 表达水平；b：Western blot 检测 BUB1 蛋白表达水平；c：CCK-8 检测细胞增殖水平；d：Transwell 检测细

胞侵袭水平（×200） *：与 si-NC组比较，P<0.05
图5　沉默BUB1对乳腺癌细胞增殖和侵袭的影响

a：qRT-PCR 检 测 BUB1 mRNA 表 达 水 平 ；b：Spearman 分 析

CASC5表达水平与 BUB1表达水平的相关性 *：与癌旁组织比

较，P<0.05
图 6　乳腺癌患者BUB1表达水平及其与CASC5表达水平的

相关性
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离会出现基因非整倍体，从而导致癌症的发生［15］。其

中 BUB 基因家族具有重要的功能，BUB1 是 SAC 信号

传导和染色体正确排列所必需的［16］。BUB1在有丝分

裂过程中磷酸化BUB3，当 SAC被激活时，BUB1-BUB3
复合物可通过抑制晚期 APC/C 活性并监测着丝粒蛋

白活动，确保染色体正确分离来延缓疾病的发生［17］。
有报道称许多癌症中存在 BUB1 基因失衡。如 BUB1
的过表达可以通过激活 SMAD2的磷酸化促进肝癌细

胞的增殖［18］，还可以通过激活雷帕霉素复合物 1（mam⁃
malian target of rapamycin complex 1,mTORC1）信号通

路的机制靶点来促进肝癌进展［19］。据美国国家癌症

研究所称，BUB1的过表达会加速前列腺癌的生长，并

与患者的不良预后相关［20］。此外，BUB1 在肿瘤组织

中的过表达与胰腺癌的预后不良也有关，并且与肿瘤

分期晚和肿瘤发展有关［21］。研究表明，CASC5 是

BUB1蛋白的受体，CASC5包含多个BUB1蛋白结合位

点［22］。本研究发现，乳腺癌患者肿瘤组织中CASC5与

BUB1的表达呈正相关，进行 String数据库分析与免疫

共沉淀实验发现，CASC5 可能通过结合 BUB1 发挥其

生物学功能，沉默 BUB1 可抑制乳腺癌细胞的增殖与

侵袭，这提示在乳腺癌中 BUB1 可能通过与 CASC5 相

互作用，从而促进乳腺癌细胞增殖和侵袭。

目前国内外开展 CASC5 在乳腺癌领域的研究极

少，CASC5 在肿瘤发生发展中的作用机制也少有报

道。BUB1能够磷酸化CASC5从而介导错误的纺锤体

组装信号的传导，影响细胞周期和细胞增殖［23］。我们

推测，BUB1通过结合并磷酸化CASC5，干扰细胞中纺

锤体正确组装的信号传导，从而引发错误的有丝分裂

过程，该作用机制可能是导致乳腺癌发生和发展的诱

因，但仍需进一步研究来证实。

综上所述,CASC5与BUB1在乳腺癌组织中的表达

高于癌旁组织,并且呈正相关性，CASC5 通过与 BUB1
相互结合促进乳腺癌的发展。以上结果初步明确了

CASC5在乳腺癌发生发展中的作用，CASC5有望成为

乳腺癌的生物标志物，为进一步探讨乳腺癌的发展机

制及治疗提供了新的思路。
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