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赖氨酰氧化酶与乳腺癌侵袭转移相关因子的研究
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　　摘　要：目的　探讨赖氨酰氧化酶（ＬＯＸ）与乳腺癌侵袭转移相关因子基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）及低氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）

的相关性以及ＬＯＸ在乳腺癌侵袭转移中的可能机制。方法　构建ＬＯＸ基因的特异性慢病毒干扰载体（ＬＯＸＲＮＡｉＬＶ），稳定转

染至乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１，实验设空白组、干扰组和阴性对照组，实时定量荧光ＰＣＲ检测３组细胞中ＬＯＸ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９

和 ＨＩＦ１α的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＬＯＸ蛋白的表达；构建乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１，ＭＣＦ７和ＬＯＸ基因干扰的 ＭＤＡ

ＭＢ２３１裸鼠移植瘤模型，６周后测定移植肿瘤的生长及转移情况，ＳＰ免疫组织化学技术检测移植瘤中ＬＯＸ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及

ＨＩＦ１α蛋白的表达情况。结果　转染ＬＯＸＲＮＡｉＬＶ后乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１中的ＬＯＸｍＲＮＡ和蛋白被明显抑制，抑制率

为８９．２０％和８２．９７％，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；干扰组的 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及ＨＩＦ１α表达与阴性对照组及空白组比较差异

有统计学意义（犘＜０．０５）；６周后裸鼠的 ＭＤＡＭＢ２３１组ＬＯＸ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及 ＨＩＦ１α蛋白表达水平明显高于ＬＯＸ基因干

扰组及 ＭＣＦ７组，相关分析显示，ＬＯＸ蛋白与 ＭＭＰ２（狉＝０．６９６，犘＝０．０００）、ＭＭＰ９（狉＝０．７３５，犘＝０．０００）、ＨＩＦ１α（狉＝０．７３７，

犘＝０．０００）蛋白呈显著正相关。结论　ＬＯＸＲＮＡｉＬＶ可有效下调乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１中ＬＯＸｍＲＮＡ和蛋白表达水平；

ＬＯＸ促进乳腺癌侵袭转移的机制可能与 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及 ＨＩＦ１α的异常表达相关。
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　　乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，其复发转移是乳腺

癌死亡的最主要原因［１］。近年来的研究发现，赖氨酰氧化酶

（ｌｙｓｙｌｏｘｉｄａｓｅ，ＬＯＸ）的表达异常与乳腺癌的侵袭转移密切相

关［２］。但ＬＯＸ在乳腺癌侵袭转移中的作用机制尚不清楚。本

研究组前期结果提示，ＬＯＸ可以促进乳腺癌的侵袭转移，ＬＯＸ

基因在高侵袭潜能的乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１中高表达，在

低侵袭性 ＭＣＦ７细胞中低表达
［３］。本研究通过构建ＬＯＸ慢

病毒干扰载体（ＬＯＸＲＮＡｉＬＶ），抑制高侵袭转移乳腺癌细胞

ＭＤＡＭＢ２３１中ＬＯＸ基因表达，并检测ＬＯＸ、基质金属蛋白

酶２（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ２，ＭＭＰ２）、基质金属蛋白酶９

（ＭＭＰ９）和 低 氧 诱 导 因 子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α

（ＨＩＦ１α）的表达变化，通过乳腺癌裸鼠移植瘤模型分析ＬＯＸ

蛋白与 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及 ＨＩＦ１α蛋白相关性，探讨ＬＯＸ在

乳腺癌侵袭转移中可能的作用机制。
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１　材料与方法

１．１　材料与试剂　人乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１购于南京凯

基生物技术有限公司；人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞由广西医科大学

基础实验室馈赠；ＬＯＸＲＮＡｉＬＶ由上海吉凯基因化学技术有

限公司构建包装；ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；

ＱｕａｎｔＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒为北京 ＴｉａｎＧｅｎ公司产品；

ＰＣＲ引物由上海生工生物工程有限公司合成；荧光定量ＰＣＲ

为美国ＢｉｏＲａｄ，ｉＱＴＭ５Ｍｕｌｔｉｃｏｌｏｒ；ＬＯＸ兔抗人多克隆抗体购

自美国Ｎｏｖｕｓ生物公司；病理图像分析仪ＤＭＲ＋５５０为德国

莱卡公司。

１．２　ＬＯＸＲＮＡｉＬＶ的构建　由Ａｍｂｉｔｉｏｎ公司设计、合成针

对人ＬＯＸ基因的 ｓｉＲＮＡ，序列如下，上游引物：ＧＧＡ ＡＣＵ

ＵＵＡＧＵＧ ＡＡＡＣＡＵ ＡＡＵ，下游引物：ＵＡＵ ＧＵＵ ＵＣＡ

ＣＵＡＡＡＧＵＵＣＣＡＧ。合成含干扰序列的双链 ＤＮＡｏｌｉｇｏ，

其两端含酶切位点粘端，直接连入酶切后的载体 ｐＧＣＬＧＦＰ

（含Ｕ６启动子）上。验证后进行病毒包装，检测滴度和复感染

指数后进行细胞转染干扰实验。

１．３　细胞培养及转染　人乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１培养于

含１０％胎牛血清的高糖ＤＭＥＭ 培养基中，３７℃、５％ ＣＯ２ 的

恒温箱中培养。将处于对数生长期的３×１０５ 个细胞／孔接种

于６孔板中，待细胞覆盖率达７０％时进行转染，干扰组加入

１．５×１０８ＴＵ／ｍＬ病毒液ＬＯＸＲＮＡｉＬＶ３０μＬ，阴性对照组

加入１．５×１０８ＴＵ／ｍＬＧＦＰＮＣＬＶ３０μＬ，空白对照组除不

作转染外其余处理与以上各组相同。每组设３个平行孔，分别

于感染２４、４８、７２、９６ｈ后，观察荧光表达情况。

１．４　转染７２ｈ后实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＬＯＸ ｍＲＮＡ，

ＭＭＰ２ｍＲＮＡ，ＭＭＰ９ｍＲＮＡ及 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达　Ｔｒ

ｉｚｏｌ法提取各组细胞总ＲＮＡ，检测细胞总ＲＮＡ浓度，取２μｇ

总ＲＮＡ 逆转录合成ｃＤＮＡ。引物序列：ＭＭＰ２上游引物：

ＴＧＣＣＣＡＡＧＡＡＴＡＧＡＴＧＣＴＧＡＣ，下游引物：ＧＡＡＡＧＧ

ＡＧＡＡＧＡＧＣＣＴＧＡＡＧＴＧ，长度１６０ｂｐ；ＭＭＰ９上游引

物：ＣＴＴＣＴＧＣＣＣＧＧＡＣＣＡＡＧＧＡＴＡＣ，下游引物：ＴＴＣ

ＡＧＧＧＣＧＡＧＧＡＣＣＡＴＡＧＡＧＧ，长度１８７ｂｐ；ＨＩＦ１α，上

游引物：ＣＣＡＧＴＴＡＣＧＴＴＣＣＴＴＣＧＡＴＣＡＧＴ，下游引物：

ＴＴＴＧＡＧＧＡＣＴＴＧＣＧＣＴＴＴＣＡ，长度７４ｂｐ；ＬＯＸ上游引

物：ＣＡＧＧＣＡＣＣＧＡＣＣＴＧＧＡＴＡＴＧＧ，下游引物：ＣＧＴ

ＡＣＧＴＧＧＡＴＧＣＣＴＧＧＡＴＧＴＡＧＴ，长度１９３ｂｐ；βａｃｔｉｎ上

游引物：ＡＧＴＴＧＣＧＴＴＡＣＡＣＣＣＴＴＴＣＴＴＧ，下游引物：

ＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣＡＧＴＴＴＴ，长度１４８ｂｐ。Ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ按ＱｕａｎｔＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒说明书操作，每例样品

各做３个平行管，在实时荧光定量基因扩增仪进行扩增。反应

条件：ＭＭＰ２：预变性９５℃２ｍｉｎ，变性９５℃３０ｓ，退火５８℃

３０ｓ，４０个循环，延伸７２ ℃ ３１ｓ。ＭＭＰ９：预变性９５ ℃

５ｍｉｎ，变性９５℃４５ｓ，退火５９℃３０ｓ，４０个循环，延伸７２℃

３１ｓ。ＨＩＦ１α：预变性９５℃３ｍｉｎ，变性９５℃３０ｓ，退火５７℃

３０ｓ，４０个循环，延伸７２℃３１ｓ。ＬＯＸ：预变性９４℃３ｍｉｎ，变

性９４℃３０ｓ，退火５９℃３０ｓ，４０个循环，７２℃３１ｓ。读取Ｃｔ

值，参照文献比较阈值法计算［４］：首先按公式“△Ｃ狋＝ＣＴ平均

值（ＬＯＸ）－ＣＴ平均值（βａｃｔｉｎ）”分别计算对照组和干扰组的

△ＣＴ，再按公式“ΔΔＣＴ＝ΔＣＴ干扰组－ΔＣＴ对照组”得到

“２ΔΔＣＴ”代表目的基因相对表达量。（１－２ΔΔＣＴ）×１００％为

ＬＯＸ基因表达抑制率。

１．５　转染７２ｈ后 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＯＸ蛋白表达　 提取

ＭＤＡＭＢ２３１细胞总蛋白，操作步骤按照 ＲＩＰＡ 裂解液使用

说明进行，并用ＢＣＡ法测定蛋白浓度。取１０μＬ约３０μｇ的

总蛋白进行１０％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，湿法转至ＰＶＤＦ膜上，

一抗、二抗标记，电化学发光法显影。ＬＯＸ蛋白与βａｃｔｉｎ蛋白

条带的灰度比值反映ＬＯＸ蛋白的相对表达水平。

１．６　乳腺癌裸鼠原位移植瘤模型的建立　实验裸鼠随机分为

３组，每组２０只，分别接种 ＭＤＡＭＢ２３１、ＭＣＦ７及干扰ＬＯＸ

基因表达的 ＭＤＡＭＢ２３１细胞
［３］。取对数生长的上述３种细

胞，细胞浓度为１．０×１０８／ｍＬ。抽取３种细胞悬液各０．１ｍＬ

分别注入６０只衳鼠的乳腺脂肪垫内。接种后６周，裸鼠颈椎

脱位致死做后续试验。

１．７　免疫组织化学法检测ＬＯＸ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及 ＨＩＦ１α

蛋白表达　免疫组织化学采用标记的链霉素抗生物素蛋白生

物素免疫染色（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＳＰ）方法，实验步骤按

说明书进行。以已知阳性切片作为阳性对照，以ＰＢＳ代替一

抗作为阴性对照。

１．８　免疫组织化学染色结果判断　ＬＯＸ、ＭＭＰ２及 ＭＭＰ９

染色以细胞浆出现棕黄色颗粒为阳性，ＨＩＦ１α蛋白的表达部

位主要在细胞核，呈棕黄色颗粒为阳性。随机选择１０个高倍

（×４００）视野，根据肿瘤细胞着色数量多少，半定量分为４级：

无着色为阴性（－），阳性细胞小于２５％为弱阳性，阳性细胞

２５％～５０％为中度阳性（＋＋），阳性细胞大于５０％为强阳性

（＋＋＋）。

１．９　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件对数据进行统计学分

析，数据均以狓±狊表示。采用配对样本狋检验、Ｓｐｅａｒｍａｎ等级

相关、两独立样本比较的 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验、多个独立样本比

较ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ秩和检验进行分析，检验水准α＝０．０５，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　慢病毒转染效率的检测　ＬＯＸＲＮＡｉＬＶ转染乳腺癌细

胞株 ＭＤＡＭＢ２３１，６０ｈ后有 ＧＦＰ荧光表达，７２ｈ后表达明

显增强，荧光表达率达９０％。

２．２　实时荧光定量ＰＣＲ检测各组ＬＯＸｍＲＮＡ、ＭＭＰ２ｍＲ

ＮＡ、ＭＭＰ９ｍＲＮＡ及 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达　样品 ｍＲＮＡ经

逆转录，实时荧光定量ＰＣＲ仪分析获得目的基因和内参βａｃ

ｔｉｎ扩增片段的Ｃｔ值、扩增曲线和融解曲线。转染７２ｈ后，转

染组ＬＯＸｍＲＮＡ相对表达量与空白组比较，干扰组的ＬＯＸ

ｍＲＮＡ被抑制，抑制率达８９．２％，经方差分析，差异有统计学

意义（犘＜０．０５）。实时荧光定量ＰＣＲ结果显示，干扰组 ＭＭＰ

２、ＭＭＰ９ｍＲＮＡ相对表达量均明显低于阴性组和空白组，差

异有统计学意义（犘＝０．０００）。

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＬＯＸ蛋白表达　转染７２ｈ后，干

扰组的ＬＯＸ蛋白水平与空白组和阴性对照组比较明显被抑

制，抑制率达８２．９７％（图１、表１）。

图１　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染ＬＯＸＲＮＡｉＬＶ后

各组ＬＯＸ蛋白的表达情况
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表１　　各组ＬＯＸ蛋白表达水平（狓±狊）

组别 条带光密度相对比值ＬＯＸ／βａｃｔｉｎ

转染组 ０．１５６±０．００４

空白组 ０．９１６±０．００７

阴性对照组 ０．６９６±０．０２０

　　：犘＜０．０５，与阴性对照组及空白组比较。

２．４　免疫组织化学法检测ＬＯＸ及相关因子的蛋白表达　取

体内裸鼠移植瘤标本，用免疫组织化学法分别检测 ＭＤＡＭＢ

２３１组、ＭＤＡＭＢ２３（ＬＯＸ干扰）组、ＭＣＦ７组中ＬＯＸ、ＭＭＰ

２、ＭＭＰ９及 ＨＩＦ１α蛋白的表达情况。

２．４．１　ＬＯＸ蛋白在裸鼠移植瘤组织中的表达　ＬＯＸ蛋白主

要表达于胞核、胞浆中出现棕色颗粒为阳性（图２），ＬＯＸ蛋白

在 ＭＤＡＭＢ２３１组、ＭＤＡＭＢ２３１（ＬＯＸ干扰）组、ＭＣＦ７组

中表达情况，见表２。

表２　　ＬＯＸ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＨＩＦ１а蛋白在３组的表达情况比较

项目 组别 － ＋ ＋＋ ＋＋＋ 平均秩次 χ
２ 犘

ＬＯＸ ＭＤＡＭＢ２３１组 ０ ３ ７ １０ ４７．４５ ３２．１７６ ０．０００

ＭＤＡＭＢ２３１（ＬＯＸ干扰）组 １０ ９ １ ０ １８．８５

ＭＣＦ７组 ６ １０ ４ ０ ２５．２０

ＭＭＰ２ ＭＤＡＭＢ２３１组 ０ １ ４ １５ ４９．３８ ３８．８５３ ０．０００

ＭＤＡＭＢ２３１（ＬＯＸ干扰）组 ９ １０ １ ０ １８．９３

ＭＣＦ７组 ６ １１ ３ ０ ２３．２０

ＭＭＰ９ ＭＤＡＭＢ２３１组 ０ ０ ７ １３ ４９．４５ ３９．２４５ ０．０００

ＭＤＡＭＢ２３１（ＬＯＸ干扰）组 ７ １２ １ ０ １８．４３

ＭＣＦ７组 ５ １０ ５ ０ ２３．６３

ＨＩＦ１α ＭＤＡＭＢ２３１组 ０ ２ ６ １２ ４７．７５ ３２．００８ ０．０００

ＭＤＡＭＢ２３１（ＬＯＸ干扰）组 ７ １１ ２ ０ ２１．１８

ＭＣＦ７组 ７ １０ ２ １ ２２．５８

２．４．２　ＭＭＰ２蛋白在裸鼠移植瘤组织中的表达　ＭＭＰ２蛋

白主要表达在细胞浆（图３）。ＭＭＰ２蛋白在 ＭＤＡＭＢ２３１

组、ＭＤＡＭＢ２３１（ＬＯＸ干扰）组、ＭＣＦ７组中的表达情况，见

表２。

２．４．３　ＭＭＰ９蛋白在裸鼠移植瘤组织中的表达　ＭＭＰ９蛋

白主要表达在细胞浆。ＭＭＰ９蛋白在 ＭＤＡＭＢ２３１组、

ＭＤＡＭＢ２３１（ＬＯＸ 干扰）组、ＭＣＦ７组中的表达情况，见

表２。

图２　　裸鼠移植瘤ＬＯＸ（＋＋＋）阳性表达免疫

组织化学影像学表现（ＳＰ，×４００）

２．４．４　ＨＩＦ１α蛋白在裸鼠移植瘤组织中的表达　ＨＩＦ１α蛋

白的表达部位主要在细胞核。ＨＩＦ１α蛋白在 ＭＤＡＭＢ２３１

组、ＭＤＡＭＢ２３１（ＬＯＸ干扰）组、ＭＣＦ７组中的表达情况，见

表２。

２．５　ＬＯＸ蛋白与 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及 ＨＩＦ１α蛋白的相关性

　Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析显示ＬＯＸ蛋白与 ＭＭＰ２（狉＝０．６９６，

犘＝０．０００）、ＭＭＰ９（狉＝０．７３５，犘＝０．０００）、ＨＩＦ１α（狉＝０．７３７，

犘＝０．０００）蛋白呈显著正相关。

图３　　裸鼠移植瘤 ＭＭＰ２（＋＋＋）阳性表达

免疫组织化学影像学表现（ＳＰ，×４００）

３　讨　　论

ＬＯＸ是一种铜依赖性氧化酶，是细胞外基质中胶原与弹

性蛋白聚合起始阶段并稳定细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，

ＥＣＭ）的关键酶
［５］。研究表明ＬＯＸ表达与乳腺癌的复发转移

有关［６］，在乳腺癌、食管癌、头颈部恶性肿瘤和黑色素瘤中高表

达［７９］。肿瘤细胞中表达上调的ＬＯＸ，能够促进肿瘤细胞扩散

到其他组织器官，肿瘤组织缺氧提示癌细胞的生长和分裂速度

快，ＨＩＦ１可诱导ＬＯＸｍＲＮＡ活性增高，可能是导致癌细胞

侵袭转移的主要原因［１０］。肿瘤细胞实现其侵袭转移必须解除

细胞外基质的束缚，这有赖于基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏ
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ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）、组织蛋白酶 （ｃａｔｈｅｐｓｉｎｓ）等，ＭＭＰ２、

ＭＭＰ９能降解Ⅳ型胶原，ＭＭＰｓ促进乳腺癌浸润和转移的机

制与降解细胞外基质、促进血管生成及调节细胞黏附有关，而

ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９蛋白的高表达使其相应的特异性抑制剂的

表达失去平衡，导致基底膜的主要成分（Ⅳ型、Ⅶ型、Ⅹ型胶原

和明胶）被降解［１１１２］。Ｅｒｌｅｒ等
［１３１４］不但发现侵袭转移性乳腺

癌细胞株中ＬＯＸ表达上调，ＬＯＸ反义寡聚核苷酸或ＬＯＸ小

分子抑制剂能抑制乳腺癌细胞株的侵袭能力，还发现ＬＯＸ不

仅介导了侵袭转移性乳腺癌细胞株 ＭＤＡＭＢ２３１对胶原Ⅰ基

质的侵袭作用，而且引起 ＭＭＰｓ的活性增强，同时发现乳腺

癌、头颈癌患者肿瘤组织的低氧状况与ＬＯＸ表达水平明显相

关，认为ＬＯＸｍＲＮＡ通过ＬＯＸ启动子中功能性低氧反应元

件受到 ＨＩＦ１α的调控。ＬＯＸ可能是一个低氧反应基因
［１５］。

本研究采用ＬＯＸＲＮＡｉＬＶ稳定转染 ＭＤＡＭＢ２３１细胞

后，干扰组ＬＯＸｍＲＮＡ和ＬＯＸ蛋白与阴性对照组和空白对

照组比较差异有统计学意义，说明 ＬＯＸＲＮＡｉＬＶ 转染后

ＭＤＡＭＢ２３１细胞ＬＯＸｍＲＮＡ和ＬＯＸ蛋白表达受到显著抑

制。同时，实时荧光定量ＰＣＲ检测结果显示，干扰组 ＭＭＰ２、

ＭＭＰ９及 ＨＩＦ１α及基因表达与空白组和阴性对照组比较差

异有统计学意义（犘＜０．０５），说明抑制了 ＬＯＸ 的表达其

ＭＭＰ２及 ＭＭＰ９、ＨＩＦ１α及 Ｋｉ６７的表达同时也受到了明

显的抑制；乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１、ＭＣＦ７和ＬＯＸ基因干

扰的裸 鼠 移 植 瘤 模 型 中 ＭＤＡＭＢ２３１ 组 ＬＯＸ、ＭＭＰ２、

ＭＭＰ９及 ＨＩＦ１α蛋白表达水平明显高于ＬＯＸ基因干扰组

及 ＭＣＦ７组，而且ＬＯＸ的表达与 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及 ＨＩＦ１α

成显著正相关。

作者推测可能是由于 ＭＭＰｓ水解ＥＣＭ，松解了致密的胶

原基质结构，促进肿瘤细胞移行，而ＬＯＸ的过表达改变了肿瘤

细胞外基质的结构，激活某些特定信号传导通路，上调了

ＭＭＰｓ的表达，ＭＭＰｓ通过降解基底膜，去除了肿瘤细胞侵蚀

和转移的物理屏障，破坏了血管壁的完整性，同时增加了微血

管的通透性，介导内皮细胞迁移和侵蚀，诱导新生血管形成，从

而促进了乳腺癌的侵袭转移；而且低氧环境影响下上调ＬＯＸ

的表达，刺激乳腺癌细胞发生侵袭转移。ＬＯＸ和 ＭＭＰ２、

ＭＭＰ９及 ＨＩＦ１α转移因子可能具有协同促进作用，促进了

乳腺癌的侵袭转移。因此，进一步探索ＬＯＸ在乳腺癌侵袭转

移中的可能作用机制，将有助于更好地阐述乳腺癌的生物学

行为。
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