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ＦＡＫ在雌激素诱导 ＭＣＦ１０Ａ乳腺上皮细胞转化中的表达及其意义
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　　摘　要：目的　观察１７β雌二醇（Ｅ２）诱导雌激素受体（ＥＲ）阴性乳腺上皮细胞 ＭＣＦ１０Ａ转化及伴随的局部黏着斑激酶

（ＦＡＫ）表达变化，探讨ＦＡＫ在细胞转化中的生物标记意义。方法　以ＥＲ阴性 ＭＣＦ１０Ａ细胞为研究模型，Ｅ２连续刺激模型细

胞５周（共传１１代）建立转化细胞模型，采用蛋白印迹法检测蛋白表达变化、软琼脂集落形成实验检测非贴壁依赖集落形成、伤口

愈合实验检测细胞迁移及细胞胎盼蓝染色计数观察细胞生长。结果　Ｅ２连续刺激 ＭＣＦ１０Ａ细胞５周后，细胞生长速度明显增

快、接触抑制性消失，细胞迁移显著增快，同时在软琼脂基质中形成集落。在Ｅ２诱导细胞转化早期即出现ＦＡＫ蛋白表达增强及

蛋白剪切，但乳腺癌标记分子周期蛋白Ｅ表达无明显变化。结论　Ｅ２诱导ＥＲ阴性 ＭＣＦ１０Ａ乳腺上皮细胞转化中始终伴随

ＦＡＫ表达变化，提示ＦＡＫ可能成为预测ＥＲ阴性乳腺细胞转化的早期生物标记物。
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　　乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤，随着社会的快速发展其发

病率还将继续攀升［１２］。因此，通过特异性生物标记分子早期

预测乳腺癌风险具有重要的理论和实际意义。局部粘着斑激

酶 （ｆｏｃａｌａｄｈｅｓｉｏｎｋｉｎａｓｅ，ＦＡＫ）可作为乳腺癌和子宫内膜癌

等恶性肿瘤的生物标记物［３４］，但其临床意义尚存在争议［３５］。

大量研究表明，１７β雌二醇（１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌ，Ｅ２）是诱导乳腺癌变

的关键因素［６７］，而细胞癌变往往需要经过漫长的细胞转化阶

段才能完成。本研究旨在观察Ｅ２诱导乳腺上皮细胞转化过

程中ＦＡＫ的变化并探讨其意义，为深入研究乳腺癌风险的早

期预测提供实验依据，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　ＭＣＦ１０Ａ细胞由重庆第三军医大学生物化学教

研室惠赠；马血清、ＤＭＥＭ／Ｆ１２和青／链霉素购自美国 Ｈｙ

ｃｌｏｎｅ公司；Ｅ２、霍乱毒素、胰岛素、氢化可的松和ＤＭＳＯ购自

美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；ＦＡＫ和周期蛋白 Ｅ抗体购自美国

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＥＲα抗体购自美国Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ公司；低熔点

琼脂粉购自美国Ｌｏｎｚａ公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　ＭＣＦ１０Ａ细胞培养于终浓度含１０％马血

清，１０ｎｇ／ｍＬ霍乱毒素，１０μｇ／ｍＬ胰岛素，５０ｎｇ／ｍＬ氢化可

的松，２０ｎｇ／ｍＬＥＧＦ，１％青／链霉素的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液

中，置于３７℃、体积浓度为５％的ＣＯ２ 孵箱中培养，每周传代

２次，末次传代后２４ｈ活细胞达８５％以上者用于后续实验。

１．２．２　细胞转化实验　野生型 ＭＣＦ１０Ａ细胞分为对照组

（０．１％二甲亚砜），实验组（Ｅ２溶于二甲亚砜５０ｎｍｏｌ／Ｌ）在上

述培养液中培养５周，每周传２代，共传１１代（Ｐ１～Ｐ１１），观

察细胞转化情况。细胞转化主要标志：非贴壁依赖集落形成、

细胞生长加速及细胞迁移加快。

１．２．３　划痕实验检测细胞迁移　细胞接种于１２孔板中培养

至１００％满度，用灭菌移液器枪头在单层细胞上划痕，以磷酸

盐缓冲液（ＰＢＳ）彻底漂洗３次，置倒置显微镜下拍照（０ｈ），然

后加入上述培养液（撤出血清）继续培养，分别于第１２、２４小时

观察划痕愈合情况并拍照。每张照片上随机选３个点测量划

痕宽度并计算其平均值。划痕愈合指数＝（初始划痕宽度－愈

合后划痕宽度）／初始划痕宽度。实验反复３次。

１．２．４　软琼脂克隆实验检测细胞非锚定依赖性生长　配制

０．６％和１．２％琼脂糖溶液，４０℃水浴保存备用。将琼脂糖溶

液与等体积含有２×ＤＭＥＭ／Ｆ１２，２０％ 马血清，２００Ｕ／ｍＬ

青／链霉素培养基混合，使之成为分别含有０．３％和０．６％琼脂

糖的混合液，０．２２μｍ过滤器过滤除菌后。将０．６％琼脂糖的
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混合液按１毫升／孔铺于６孔培养板中，制备底层胶，置室温凝

固备用。细胞培养至７０％～８０％满度时，胰蛋白酶消化制备

单细胞悬液。分别取５×１０３ 个细胞／毫升与含０．３％琼脂糖

的混合液混合制备成单细胞悬液。按１毫升／孔将其接种于已

经凝固的底层胶上，室温孵育６０ｍｉｎ，然后置５％ ＣＯ２、３７℃

孵箱中培养。每周补充０．５ｍＬ含５％ 马血清的 ＤＭＥＭ／

Ｆ１２，培养４周。计数细胞集落（细胞数大于５０个）形成数。细

胞集落形成率＝（细胞集落形成数／接种细胞数）×１００％。

１．２．５　细胞生长曲线　分别收集对照组和实验组细胞，胰蛋

白酶消化，制备单细胞悬液，细胞计数后接种于９６孔细胞培养

板中，每孔１０４ 个细胞／２００微升，每组做３个复孔。每２４ｈ收

集细胞，台盼蓝染色进行活细胞计数（连续计数５ｄ），绘制细胞

生长曲线。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行分析，组间

比较采用单因素方差分析。以 犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　Ｅ２诱导 ＭＣＦ１０Ａ细胞形态变化及细胞生长加速　显

微镜下观察，对照组细胞呈单层排列，而实验组细胞胞体变大，

胞内出现黑色颗粒，细胞排列紊乱，呈交叉重叠生长（图１Ａ），

同时实验组细胞增殖速度明显快于对照细胞（图１Ｂ）。

２．２　Ｅ２诱导 ＭＣＦ１０Ａ细胞锚定非依赖性集落形形成及迁

移增快　在第１１代（转化）细胞可见集落形成能力增强。对照

组和实验组克隆形成率分别为０．１２％和０．９３％，处理组集落

成率明显高于对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０１），提示细

胞获得非贴壁依赖性生长能力（转化的核心标志）。此外，实验

组细胞在划痕２４ｈ后“伤口”内迁移数量明显增多，与对照组

比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见图２。

２．３　Ｅ２诱导 ＭＣＦ１０Ａ细胞ＦＡＫ表达增强和蛋白剪切　观

察Ｅ２刺激后第５代细胞，但未发现ＥＲα蛋白表达（ＭＣＦ７为

阳性对照，图３Ａ）。Ｅ２（１～５０ｎｍｏｌ／Ｌ）刺激细胞４８ｈ后即可

见ＦＡＫ表达上调，但量效关系不明显；观察第３、５代细胞发

现，Ｅ２处理组细胞出现呈剂量依赖性ＦＡＫ表达上调和蛋白剪

切（图３Ｂ）。转化细胞（Ｐ１５）仍可见ＦＡＫ表达增强和蛋白剪

切，但周期蛋白Ｅ表达无明显变化（图３Ｃ）。

　　Ａ：显微观察；Ｂ：细胞生长曲线。

图１　　ＭＣＦ１０Ａ细胞形态变化和生长

　　Ａ：细胞集落形成；Ｂ：细胞迁移。

图２　　Ｅ２转化细胞迁移增快及细胞集落形成

　　Ａ：Ｅ２对细胞ＦＡＫ的影响；Ｂ：转化细胞ＦＡＫ变化（ＷＴ为野生型）；Ｃ：周期蛋白Ｅ表达无期明显变化。

图３　　Ｅ２诱导 ＭＣＦ１０Ａ细胞转化伴随ＦＡＫ表达变化及蛋白剪切

３　讨　　论

采用ＥＲ选择性调制剂它莫昔芬（ＴＡＭ）预防ＥＲ阳性乳

腺癌可获得较好的效果，但对防治ＥＲ阴性乳腺癌无效，提示

Ｅ２可通过ＥＲ或非ＥＲ路径诱发细胞转化和癌变。本研究采

用Ｅ２连续刺激细胞５周，成功建立了Ｅ２诱导的ＥＲ阴性乳腺

上皮细胞转化模型：细胞增殖加速（图１）、细胞迁移增快及锚

定非依赖性集落形成（图２），后者被认为是细胞成瘤性转化的

重要生物学指标［８］。有文献报道，酒精具有雌激素样活性［９］，

且可刺激ＥＲ阴性裸鼠的ＥＲα表达上调
［１０］，故本研究观察了

Ｅ２对 ＭＣＦ１０Ａ细胞 ＥＲα表达的可能影响。结果发现，在

Ｅ２刺激过程中细胞ＥＲα表达始终保持沉默（图３Ａ）。结果提

示，Ｅ２诱导 ＭＣＦ１０Ａ细胞转化与ＥＲα途径无关，并有助于

解释为何ＴＡＭ不能预防ＥＲ阴性乳腺癌，不过Ｅ２诱导 ＭＣＦ

１０Ａ细胞转化的受体机制尚有待进一步研究。

ＦＡＫ属于胞内非受体型酪氨酸蛋白激酶，是细胞信号转

导的重要成员之一，与细胞内其他信号转导通路之间存在串

话，直接参与细胞多种功能的调节。在包括乳腺癌在内的多种

肿瘤中ＦＡＫ表达明显增加
［３４］，因而被认为在肿瘤形成中发

挥重要作用。然而，目前对肿瘤组织中ＦＡＫ的研究多采用免

疫组化方法，无法了解ＦＡＫ分子量的变化。此外，在Ｅ２诱导

乳腺细胞恶性转化中，也未对ＦＡＫ表达的变化进行动态观

察［１２］。本研究采用蛋白印迹法，观察Ｅ２刺（下转第２４０８页）
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会给急诊建设工作带来益处。

本研究结果发现，急诊工作中急诊内科、外科和神经内科、

外科所占的比例较大，工作强度高。研究表明，心脑血管疾病

在急诊发病率所占的比例较大［６］。应根据临床需求提高急诊

内科、外科和神经内科、外科的资源配置，以提高科室工作效率

和保障患者抢救的成功率。抢救患者中直接住院患者２７７０

例，占３９．８０％；抢救无效死亡患者８９例，占１．１９％；出院患者

３５９３例，占５１．６０％；自动出院患者５０８例，占７．２０％。急诊

抢救患者间的分流情况存在明显差异（犘＜０．０５）。结合患者

分流情况的差异，住院患者所占比例最大，应合理的增加病床

的数量，确保急诊患者的住院床位。

加快急诊抢救患者的流出速度是缓解急诊工作压力的重

要措施：（１）要提高抢救的有效率；（２）根据国外的经验方法可

以提高病床利用率和增加病床数［７］；（３）加强急诊发病率高的

疾病的救治，如心脑血管疾病、创伤性疾病等［８９］。另外，对急

诊抢救患者后期进行健康教育，加强心理干预，减少患者因滞

留在医院的时间较长而预后差［１０１２］。

缓解急诊工作压力不仅要提高医护工作者的诊断治疗水

平，加强责任心，有效的抢救急诊患者，更要根据急诊抢救患者

的构成和分流情况，有计划的调整医疗资源，最大限度的合理

分配资源，调整急诊功能结构，并提高病床的利用率［１３］。除了

关注本院的急诊患者情况，还应放眼本地区的急诊患者分布情

况，全面调整急诊患者处理的流程，实现社区医院大型医院的

急诊流程。全面协调完善急诊建设，保证急诊工作正常运转。
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激细胞过程中ＦＡＫ蛋白的动态变化，发现ＥＲ阴性乳腺上皮

细胞在Ｅ２刺激２４ｈ（Ｐ１）后即可出现ＦＡＫ表达上调，但未见

蛋白剪切现象；Ｅ２刺激至Ｐ３或Ｐ５时，除了ＦＡＫ表达上调外，

还可见ＦＡＫ蛋白剪切（图３Ｂ）。细胞发生转化后（Ｐ１１），ＦＡＫ

表达增加及蛋白剪切依然十分明显，但乳腺癌预后标记物周期

蛋白Ｅ表达无变化（图３Ｃ）。本研究提示，ＦＡＫ可能是Ｅ２诱

导ＥＲ阴性乳腺细胞转化的早期生物标记分子，并可为乳腺癌

风险早期预测的深入研究提供实验依据。
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