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Y14和 Upfl在人乳腺癌细胞与乳腺细胞中的表达及意义 

孔令泉，涂 刚，任国胜 

(重庆医科大学附属第一医院普外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究Y14和Upfl在人乳腺癌细胞株与人乳腺细胞株中的表达及意义。方法：应用Western blotting、RT—PCR等 

方法测定 Y14和 Upfl在人乳腺癌细胞株 MCF一7、ZR一75—30、T47D、MDA—MB--435s、MDA—MB-453、MDA—MB一231与乳腺细胞 

株 HBL—loo 中的表达情况。结果 ：Y14和 Upfl在乳腺癌细胞株与乳腺细胞株中的表达水平有明显差异，6株乳腺癌细胞中的 

Y14和 Upfl表达明显高于乳腺细胞株(P<0．05)。结论：NMD在乳腺癌细胞株中的作用明显强于乳腺细胞株。 
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Expression and significance of Y1 4 and Upfl 

in human breast carcinoma cells and breast epitheliaI celI 

KONG Lingquan，et al 

(Department of General Surgery，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To study the expression and significance of Y14 and upf1 in human breast cancel-cells and breast 

epithelial cel1．Methods：Western blotting an d RT-PCR were applied to detect the expression of Y14 and Upfl in human breast 

cancel-cells(MCF-7，ZR-75—30，T47D，MDA—MB-435s，MDA—MB-453。MDA—MB一231)and breast epithelial cell(HBL—lOO)． 

Res'u／ts：Y14 and upf1 levels of the breast cancer cells were obviously higher than that of breast cell(P<O．05)．Conclusion： 

NMD activity increased obviously in the breast cancel-cells． 

【Key words】NMD；Y14；Upfl；Human breast cancer cells；Breast epithelial cell；Westem blotting 

无意义密码子介导的 mRNA降解 (Nonsence— 

mediated mRNA decay，NMD)，是一种细胞内 mR— 

NA监视机制，是检测和快速降解突变的含无意义 

密码子的mRNA[ 1。该密码子也称提前终止翻译的 

密码子 (Premature translation termination codon， 

PTC) 。它作为一种重要而复杂的 mRNA降解机制 

广泛存在于人体、哺乳及真核细胞中[31。由于该途径 

使含有 trl'C的转录产物 mRNA被迅速降解 ，这就阻 

止了对机体有潜在危害性的蛋白的表达，这正是生 

物体除去影响细胞功能的错误基因产物，保护自身 

机体正常运作的一种途径。Y14和upfl是 NMD途 

径的关键因子，Y14和Upfl的存在和量的变化可直 

接反映 NMD功能情况[31。 

本实验应用应用 Western blotting和 RT—PCR 
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等分子生物学方法测定 Y14和 Upfl在人乳腺癌细 

胞 株 MCF一7、ZR一75—30、T47D、MDA—MB一435s、 

MDA—MB一453、MDA—MB一23 1与乳腺细胞株 HBL一 

100中的表达情况。从细胞分子层面上探讨 NMD途 

径在人乳腺细胞株和人乳腺癌细胞株中的功能上 

的差异。 

1 材料与方法 

1．1 细胞株 

实验组细胞：3株 ER(+)的乳癌细胞：MCF一7、ZR一75—3O、 

T47D，3株 ER(一)的乳癌细胞株 MDA—MB--435S、MDA—MB一 

453、MDA-MB-231；对 照 组 为 1株 乳 腺 上 皮 细 胞 株 

HBL-lOO。购于中国科学院上海生物研究所细胞库。 

1．2 抗体及试 剂 

M--PER细胞裂解液(美国Pierce公司)，蛋白预染 mark— 

el"(美国 Fermenta公司)，山羊抗人 Y14一抗和 B—actin一抗 

(美 国 Santa Cruz生化试剂公 司 )，HRP标记的兔抗山羊 
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I 、硝酸纤维素膜(北京中山生物技术有限公司)，化学发光 

试剂(美国 Amersham Biosciences公司 )，垂直电泳仪(北京 

六一仪器厂 )，小量组织 ／细胞总 RNA抽提试剂盒(上海华 

舜生物有限公司)TaKaRa RNA PCR Kit Ver．3．0试剂盒 、 

DNA marker(大连 TaKaRa公司)，Golden view染料(北京天 

为时代公司)、PCR引物(Invitrogen公司)。 

1．3 Western blot检测Y14和 Upfl在细胞株的表达 

收获细胞后用 M—PER蛋白提取剂裂解细胞，提取细胞 

总蛋白，进行蛋白定量后样品分装，保存于一70℃中。每孔上 

样 30 g蛋白，同时加 5 l蛋白预染 Marker作为标准参照 

进行 PAGE电泳、电转移。电转结束后取出硝酸纤维素膜，观 

察预染 Marker的转移效果从而可以判断样品的转移效果 ， 

并剪去膜多余的部分，进行免疫杂交检测，采用化学发光法， 

应用 Syngene Bio Imaging检测系统观察并照相。各组数据均 

以 ±s表示。应用 SPSS 1 1．5统计软件对数据进行方差分 

析或 t检验。 

lI4 RT_PCR法检测 Y14和 Upfl在细胞株的表达 

收获细胞后用小量组织 ／细胞总 RNA抽提试剂盒提取 

细胞总 RNA，进行 RNA纯度测定、浓度检测和 RNA完整性 

检测。以mRNA为模板，Oligo dT—Adaptor为引物，经逆转录 

合成 cDNA，PCR扩增，1．5％琼脂糖凝胶电泳，运用凝胶成像 

系统摄像。实验重复 3次，取平均值，各组数据均以 ±s表 

示。统计检验用方差分析或 t检验。 

2 结 果 

2．1 Y14和Upfl在乳腺癌细胞和乳腺细胞中的表 

达(Westem blot法) 

表 1 人乳腺癌细胞株中 l4和 Upfl Western blot结果的 

相对定量分析 

}
、料 同正常细胞相比P<0．05，料 二者相比P< 

0．01，}彼此之间相比P>0．05 

6株乳腺癌细胞 Y14和 Upfl的 Western blot 

结果的相对定量值 (Y14／13一actin，Upfl／[3一actin)l$J 

高于对照组乳腺上皮细胞(P<O．05，表 1，图 1，2)。 

l 2 3 4 5 6 7 

1．HBL—l 00 2．MCF一7 3．MDA—MB一23 l 4．MDA—MB—435s 

5．MDA—MB—453 6．ZR一75—30 7．T47D 

图 1 Y14 中的表达(Western blot) 

l 2 3 4 5 6 7 

1．HBL-100 2．MCF一7 3．MDA—MB一23l 4．MDA—MB—435s 

5．MDA—MB—453 6．ZR一75—30 7．T47D 

图2 Upfl 中的表达(westem blot) 

2．2 Y14和 Upfl在乳腺癌细胞和乳腺细胞中的表 

达(RT-PCR) 

表 2 Y14和 Upfl RT—PCR结果的相对定量分析 

、  同正常细胞相比P<O．05， 二者相比P<O．0l。 

彼此之间相比P>O．05 

Y14和 Upfl在乳腺癌细胞和乳腺细胞中都有 

普遍表达 ，结果差别有统计学意义)，6株乳腺癌细 

胞 Y14和 Upfl的 RT—PCR结果 的相对定量 值 

(Y14／13一actin，Upfl／J3一actin)均高于对照组乳腺上 

皮细胞的相对定量值(P<O．05，表 2，图 3，4)。 

3 讨 论 

在人体细胞中除含有正常 mRNA外，还存在由 

于模板 DNA突变和转录及加工的固有误差产生的 

异常 mRNA，例如由于编码氨基酸的密码子突变为 

提前终止翻译的密码子 (Premature translation te卜 

mination codon，PTC)而使翻译提前终止的无意义 
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0．Marker 1．MDA—MB一231 2．MDA—MB—453 3．MDA—MB--435s 

4．T47D 5．ZR一75—30 6．MCF一7 7．HBL一100 

图3 Y14mRNA在乳腺癌细胞和乳腺细胞中的表达(RT-PCR) 

250bp 

100bp 

1．HBL一100 2．MCF一7 3．ZR一75—30 4．MDA—MB-435s 

5．T47D 6．MDA—MB— 3 7．MDA—MB一23 1 8．Marker 

图 4 Upfl mRNA在乳腺癌细胞和 

乳腺细胞中的表达l RT-PCR) 

mRNA。研究发现，这些无意义 mRNA非常不稳定， 

而且很少翻译成蛋白质，原因在于它们被无意义密 

码子介导的 mRNA降解(Nonsence—mediated mRNA 

decay，NMD)途径降解【l1。NMD是一种细胞内mRNA 

监视机制，是检测和快速降解突变的含无意义密码 

子的mRNA。该密码子也称提前终止翻译的密码子 

(Premature translationa termination codon,PTC)[21。 

它作为一种重要而复杂的mRNA降解机制广泛存 

在于人体、哺乳及真核细胞中[31。NMD途径通过对 

mRNA的监视减少了基因表达上的错误，并且监控 

着大多数能够正确表达基因的转录子。该现象的发 

现最早源于 1979年美国学者 Losson R和 Laeroute 

F在对酵母菌 URA 3基因的研究中观察到无意义 

密码子突变体在 mRNA瞬时合成率并非很低的情 

况下能够降低 mRNA水平。此后随着分子生物学的 

进展，NMD机制在果蝇、蠕虫和哺乳动物细胞中得 

到证实。1999年 Matlias W．Hentze等人在 Cell杂 

志上发表了关于“RNA监视和无意义密码子介导的 

mRNA降解”的文章，开始引起人们对 NMD机制重 

视。在引发人类遗传病和癌症等疾病的基因突变 

中，很多导致 mRNA翻译提前终止，这些都与 NMD 

有着密切的联系[31。 

虽然 NMD中的很多分子作用机制还不是很清 

楚，但 NMD的作用底物和效能已经研究得很多。在 

NMD途径中，有两个重要的功能单位，一个是外显 

子连接复合体(EJC)，一个是由Upf蛋白组成的监 

视复合体。EJC是由前体 mRNA(pre—mRNAS)中的 

外显子一外显子连接体上游区的大约 2O 24个核苷 

酸构成。Y14和 RNA结合蛋白 S1(RNA—binding 

protein S1，RNPS1)是 EJC的两个重要亚单位【4I51。 

Y14蛋白对应到染色体的基因是 14q21一q23，该基 

因编码三个转录子。Y14是一个在细胞内广泛表达 

的蛋白质。Y14穿梭在胞浆和胞核内。Y14是 NMD 

所必需的蛋白质，它的作用是补充人类上游移码突 

变体 (Human up—frameshifl mutant，hUpf)到 EJC 

上，从而触发 NMD。Upf是 NMD机制中的反式调 

控因子，它是 NMD途径中研究得最多的蛋白质。在 

真核细胞中，Upf蛋白作用是发现和降解编码不全 

的转录子。NMD途径中它阻止了含 PTC的 mRNA 

翻译成对机体潜在有害的蛋白质。酵母菌中有三 

种：Upf蛋 白质：Upfl、Upf2、Upf3。在人体中有四种 

Upf蛋白质 ：hUpfl、hUpf2、hUpf3a和 hUpf3b。hUpf 

3a促进 NMD及调节转录的活性较 hUpf3b弱嘲。研 

究显示，在 NMD中，三种 Upf蛋白质可能相互作用 

形成一个监视复合体。这个复合体可以监控无意义 

mRNA的稳定性和阻止 PTC—mRNA的翻译[71。在酵 

母菌的三种 Upf蛋白中，Upfl是研究得最为清楚的 
一 个因子。在哺乳动物细胞中，也了发现 hUpflp具 

有类似于 Upfl的功能[81。表明upf蛋白在高等真核 

生物细胞中具有高度保守性。由此而知 Y14和 Upfl 

是 NMD机制的关键因子。Y14和 Upfl的存在和量 

的变化直接反映 NMD功能情况[31。 

本研究应用 Western blotting和 RT—PCR等技 

术检测了 Y14和 Upfl在人乳腺癌细胞和人乳腺细 

胞中的表达情况 ，发现 Y14和 Upfl在 6株人乳腺 

癌细胞中的表达明显高于人乳腺细胞，说明 NMD机 

制在人乳腺癌细胞中的作用明显强于人乳腺细胞。 

(下转第 1069页) 
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医疗费用的指导、管理和制约作用。需要注意的是， 

建立状态空问模型的前提是动态系统符合 Markov 

特性 ，若观察时序不具备该性质 ，则无法有效地应 

用此法 。 

3．2 资料问题与处理 

针对原始时序出现的重复现象 ，作者提出“同 

期平均值法”与“邻期校正平均值法”处理数据并用 

于分析。发现模型拟合效果和预测精度与预想的相 

差不大，故不失为两种可以尝试并改进的数据预处 

理方法。 

3．3 影响乳腺癌患者住院医疗费用的主要因素 

住院天数 、治疗措施和有无癌转是影响乳腺癌 

患者住院医疗费用的主要因素。其中，住院天数是 

影响医疗费用的首要因素。明显地，住院日与住院 

医疗费用有直接的正比关系，缩短住院日正是控制 

费用的有效措施 ，而且大有作为；同时，缩短住院13 

会提高有效住院天数，还对加强医院的医疗质量管 

理和在新形式下参与医疗市场竞争有着至关重要 

的作用。 

3-4 管理对策 

住院医疗费用的有效降低和合理控制是符合 

广大人民共同利益的，也是医疗卫生服务领域的大 

势所趋。随着中国加入 WTO以及医疗保险制度的 

逐步出台，在社会统筹资金不很充足的条件下 ，医 

院要不断加强自身建设 ，以提高服务质量和服务水 

·— 一+ 一— 一+ -+ 一+ 一+ -+ 一+  

(上接第 1015页) 

其原因可能是乳腺癌的多种抑癌基因突变产生了 

许多含 PTC的mRNA，从而加强了 NMD的降解，使 

其执行其功能的抑癌蛋白减少，最终导致肿瘤的发 

生。Y14和 Upfl直接反映 NMD的功能状况。提示 

NMD机制的作用强弱可能与人乳腺细胞的恶性行 

为、侵袭能力等有关。 
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