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#摘要$

!

目的
!

探明新近发现的
Q,5

信号通路的小分子抑制剂
SQ9.$.A,!"

是否会对三阴性乳腺癌细胞系
RN>.R\.1'$

以及该细胞系的裸鼠荷瘤模型的生长产生抑制作用及其机制%方法
!

应用不同浓度的
SQ9.$.A,!"

处理
RN>.R\.1'$

细胞并计

算细胞增殖抑制率%建立裸鼠荷瘤模型并且每
1

天
$

次腹腔注射
SQ9.$.A,!"

溶液
%&$6T

$

$%

J

!同时每
0

天
$

次测量瘤体长径

和短径&计算肿瘤体积%

0

周后!处死小鼠&收集肿瘤组织&测量并计算体积抑瘤率和瘤重抑瘤率%将肿瘤组织制成石蜡切片!进

行
=#.)-

染色及
7cEFT

染色!以计算增殖指数和凋亡指数%另应用
@A+5A3,BC"5

检测肿瘤细胞和组织中
>P#,$

&

>P#,1

&

"

.4G5A.

,#,

和
K

.

"

.4G5A,#,

蛋白的表达%结果
!

SQ9.$.A,!"

可以明显抑制
RN>.R\.1'$

细胞的生长!其抑制作用呈浓度依赖型!

S:2%

值

为
$/%,6"C

$

T

%

SQ9.$.A,!"

的体积抑瘤率为
01&1Y

!瘤重抑瘤率为
00&)Y

%与对照组比较!

SQ9.$.A,!"

组凋亡指数上升!差异

有统计学意义!而增殖指数差异无统计学意义%

@A+5A3,BC"5

检测结果显示细胞及组织中
>P#,$

和
>P#,1

表达量明显上升!

"

.

4G5A,#,

明显下降!而
K

.

"

.4G5A,#,

上升%结论
!

SQ9.$.A,!"

可以通过稳定化
>P#,

而抑制
Q,5

信号通路!实现对三阴性乳腺癌细

胞系及裸鼠荷瘤模型生长的抑制%
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三阴性乳腺癌$

53#

K

CA.,A

J

G5#IAB3AG+54G,4A3

#

7E\:

%是乳

腺癌分子分型中的一个亚群#是临床抗乳腺癌治疗的难点)新

近有研究已证实#

Q,5

信号通路参与了三阴性乳腺癌的迁徙*

浸润和分化过程&

$.1

'

)因此本研究团队考虑是否可以通过干预

Q,5

信号通路而实现抑制
7E\:

的目的)目前已经发现了一

些可以抑制
Q,5

信号通路的药物#但这些药物均存在一定的

2%)'

重庆医学
1%$2

年
(

月第
00

卷第
1)

期

"

基金项目!四川省卫生厅项目$

/%$-'

%(泸州医学院项目$

1%$%$%/

%)

!

作者简介%江燕$

$(/2V

%#硕士#主治医师#主要从事心血管方面的

研究)

!

#

!

通讯作者#
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不良反应&

'

'

#因此有必要探索新的
Q,5

信号通路的抑制剂)

SQ9.$.A,!"

是新近合成的
Q,5

信号通路的小分子抑制剂#它

可以通过稳定
>P#,

降解复合物而抑制经典
Q,5

信号通路&

0

'

)

但是
SQ9.$.A,!"

是否可以对
7E\:

中
Q,5

信号通路进行抑

制进而干预肿瘤的生长#还不得而知(故本研究拟使用
SQ9.$.

A,!"

干预三阴性乳腺癌细胞系
RN>.R\.1'$

以及该细胞系

的裸鼠荷瘤模型#观察干预效果#并检测相应的增殖指数和凋

亡指数(以期了解
SQ9.$.A,!"

是否对
7E\:

有抑制作用以并

初步探索其机制)

@

!

材料与方法

@&@

!

试剂
!

SQ9.$.A,!"

购于
;ACCA4O

公司(

>P#,$

*

>P#,1

和

"

.7HBHC#,

抗体购于美国
;#

J

6G

公司(

"

.:G5A,#,

和
K

.

"

.:G5A,#,

抗体购于美国
:ACC;#

J

,GC#,

J

7A4D,"C"

JM

公司(

=#.)-

抗体购于

美国
;G,5:3HX

公司)乳腺癌细胞系
RN>.R\.1'$

购于中国

科学院上海生命科学研究院细胞资源中心)雌性
\>T\

"

4

裸

鼠&

$)

只#

2

'

)

周龄#$

1%b1

%

J

'购于重庆国家生物产业基地实

验动物中心)

RG53#

J

AC

购于美国
\N

公司)

@&A

!

细胞生长抑制性检测及
S:2%

测定
!

RN>.R\.1'$

细胞

培养于
9?RS.$)0%

培养基$加入
2Y

的胎牛血清%)

SQ9.$.A,.

!"

使用二甲亚砜$

NR;8

%作为稀释剂)细胞生长抑制性检测

采用
;9\

法#简要步骤如下!$

$

%接种
RN>.R\.1'$

细胞于
()

孔板$

12%%

个细胞"孔%过夜($

1

%加入
SQ9.$.A,!"

$共设
)

个

浓度梯度#终浓度分别为
$)

*

'1

*

)0

*

$1/

*

12)

和
2$1,6"C

"

T

%或

NR;8

$

%&$Y

%)$

'

%

-1D

后使用
$%Y

$

@

"

I

%三氯乙酸固定#然

后使用
;9\

染色#每组
'

个平行样)使用酶联免疫检测仪测

定
0(%,6

波长时的吸光度$

>

值%#细胞增殖抑制率
_

&

$V

$实

验组
>

值"对照组
>

值%'

^$%%Y

)半数抑制浓度
S:2%

使用

?3#+62&%

软件拟合)

@&B

!

裸鼠荷瘤模型建立及药物干预
!

将
RN>.R\.1'$

细胞

悬液与
RG53#

J

AC

混合$体积比
$̀ 0

#细胞浓度
$̂ $%

-

"

T

%(所有

裸鼠均于右肋侧皮下接种
%&16T

细胞加
RG53#

J

AC

混悬液)

接种当日记为体内试验第
%

天)当接种瘤体体积达到
$2%

'

1%%66

' 后#随机分为对照组和
SQ9.$.A,!"

组$每组
/

只%#各

组之间瘤体体积差异均无统计学意义)参照之前预实验的结

果#将
SQ9.$.A,!"

溶于
'%Y

聚乙二醇$

?F<0%%

%#终浓度为

%&26

J

"

6T

)

SQ9.$.A,!"

处理组腹腔注射
SQ9.$.A,!"

溶液

%&$6T

"

$%

J

#每
1

天
$

次(对照组注射
'%Y

聚乙二醇
%&$6T

"

$%

J

#每
1

天
$

次(各组用药共
0

周)每
0

天
$

次以游标卡尺测

量瘤体长径$

T

%和短径$

Q

%#并计算肿瘤体积$

]

%

_

$

T^

Q

1

%"

1

及体积抑瘤率$

Y

%

_

$

$V

实验组瘤体平均体积"对照

组瘤体平均体积%

^$%%Y

(同时称量小鼠体质量)

0

周后#脱

颈椎处死小鼠#立即收集肿瘤组织#称量瘤体质量#并计算瘤重

抑瘤率$

Y

%

_

$

$V

实验组瘤体平均质量"对照组瘤体平均质

量%

$̂%%Y

(所取肿瘤组织一部分置于
0Y

多聚甲醛固定液用

于免疫组织化学等分析#其余组织立即置于液氮保存用于免疫

印迹检测)

@&C

!

@A+5A3,BC"5

检测相关蛋白表达
!

体外实验中#另设对照

组和
SQ9.$.A,!"

组)接种对数生长期细胞于培养皿#待细胞

贴壁
10D

后
SQ9.$.A,!"

组加入
SQ9.$.A,!"

$终浓度
1%%

,6"C

"

T

%#对照组只加入终浓度
%&$Y

的
NR;8

(每组
'

个平

行样)再培养
0/D

后#提取细胞总蛋白#用分光光度计进行蛋

白定量)体外实验中#取处死后小鼠的肿瘤组织#提取组织总

蛋白#用分光光度计进行蛋白定量)将上述提取得到的总蛋白

于电泳仪上使用分离胶分离$根据所测的各组蛋白浓度调整上

样量(电泳条件!

-2]

#

-26#,

%#转膜于
?]NU

膜上$转膜条件!

'2]

#

)%6#,

%)之后使用
2Y

脱脂奶粉封闭
$D

*加一抗室温孵

育
1D

#再用含
%&$Y7@AA,1%

$

7\;.7

%洗
'

次$室温%#之后于

室温孵育二抗
$D

#后用
7\;.7

洗
'

次)最后用
F:T

检测试

剂盒发光显影#

i

片记录实验结果)

S6G

J

A.

K

3"

K

CH+

软件分析

结果$以
7HBHC#,

光密度值作为内参%#实验重复
'

次)

@&D

!

免疫组织化学染色
!

组织经
0Y

多聚甲醛固定后#石蜡

包埋#

2

&

6

切片(切片经脱蜡至失水后放入抗原修复液中#入

高压锅中加热至沸腾
26#,

(

?\;

洗后于
'Y

过氧化氢溶液孵

育
$26#,

#除去内源性过氧化物酶(之后每张切片加
2%

&

T

正

常羊血清
'-[

封闭
26#,

(再依次滴加一抗*二抗#

N>\

显色*

苏木素复染)增殖指数计数!

=#.)-

阳性细胞着色部位为细胞

核#染成棕黄色(每张切片随机选取
2

个
0%%

倍视野#计数该视

野中阳性肿瘤细胞占所有肿瘤细胞数的比例#结果以百分数

表示)

@&E

!

7cEFT

染色
!

将石蜡切片常规脱蜡(将切片置于
%&$

66"C

"

T

柠檬酸缓冲液$

K

Z)&%

%微波炉加热
$6#,

(之后加入

/%6TNN

水冷却(将切片置于
73#+.Z:C

浸泡
'%6#,

(用
?\;

冲洗切片
1

次后加
2%

&

T7cEFT

反应混合液于切片上$

'-[

孵育
$D

%(用
?\;

冲洗切片
1

次后加
2%

&

TN>\

底物#室温下

反应
$6#,

(用
?\;

冲洗切片
1

次后用苏木素复染)凋亡细胞

的细胞核出现棕黄色或棕褐色颗粒)每张切片选择
2

个阳性

染色最明显的高倍视野#计数凋亡细胞占肿瘤细胞总数的百分

比$即细胞凋亡指数%)每组至少
2

个肿瘤组织的切片被用于

评估凋亡指数)

@&I

!

统计学处理
!

实验数据采用
;#

J

6G?C"5$1&%

软件进行

统计学分析以及绘图)计量资料常规进行方差齐性检验*正态

性检验#以
/b6

表示#两组资料之间比较采用
2

检验(必要时

行基于秩次的非参检验)

A

!

结
!!

果

A&@

!

细胞增殖抑制率
!

RN>.R\.1'$

细胞活性的检测显示#

SQ9.$.A,!"

可以明显抑制
RN>.R\.1'$

细胞的生长#其抑制

作用呈浓度依赖型$图
$

%)使用
?3#+62&%

软件拟合标准曲线

计算
S:2%

值为
$/%,6"C

"

T

)因此#确定后续细胞实验中

SQ9.$.A,!"

的干预浓度$终浓度%为
1%%,6"C

"

T

)

图
$

!!

SQ9.$.A,!"

对
RN>.R\.1'$

细胞增殖的抑制作用

A&A

!

@A+5A3,BC"5

检测结果
!

体外实验中#相对于对照组#

SQ9.$.A,!"

处理组的
>P#,$

和
>P#,1

表达量明显上升#

"

.

4G5A,#,

明显下降#而
K

.

"

.4G5A,#,

上升 $图
1

%)在体内实验中#

)%)'
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结果类似#相对于对照组#

SQ9.$.A,!"

处理组的
>P#,$

和
>P.

#,1

表达量明显上升#

"

.4G5A,#,

明显下降#而
K

.

"

.4G5A,#,

上升

$图
1

%)

图
1

!!

在体外和体内
SQ9.$.A,!"

对
>P#,$

(

>P#,1

(

"

.:G5A,#,

和
K

.

"

.:G5A,#,

蛋白表达的影响

A&B

!

肿瘤体积测定
!

裸鼠荷瘤模型中对肿瘤体积的测量显

示#随着时间增加#两组肿瘤体积均增加#但是对照组增加更

快#

SQ9.$.A,!"

组肿瘤体积增加被抑制#从第
$)

天起#两组间

的肿瘤体积差异具有统计学意义$

!

$

%&%$

%#见图
'

)

SQ9.$.

A,!"

的体积抑瘤率为
01&1Y

)实验结束后对肿瘤质量的测量

结果显示#

SQ9.$.A,!"

组肿瘤轻于 对 照 组#瘤 重 抑 瘤 率

00&)Y

#差异具有统计学意义$

!

$

%&%2

%#见表
$

)

图
'

!!

肿瘤体积

!!

>

!对照组(

\

!

SQ9.$.A,!"

组)

图
0

!!

=#.)-

免疫组化染色&

0̂%%

'

!!

>

!对照组(

\

!

SQ9.$.A,!"

组)

图
2

!!

7cEFT

染色&

0̂%%

'

A&C

!

裸鼠荷瘤模型中肿瘤组织的增殖指数与凋亡指数
!

为了

判断
SQ9.$.A,!"

处理组肿瘤体积减小和增殖指数以及凋亡

指数的关系#对肿瘤组织标本进行了
=#.)-

免疫组织化学染色

$图
0

%和
7cEFT

染色$图
2

%#并计数)与对照组比较#

SQ9.$.

A,!"

组的细胞增殖指数差异无统计学意义$表
$

%#而细胞凋亡

指数上升#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

%)

表
$

!!

对照组和
SQ9.$.A,!"

组各项检测指标比较&

/b6

'

组别
肿瘤质量

$

J

%

=#.)-

指数$

Y

%

>

K

"

K

5"+#+

指数$

Y

%

对照组
$&$1b%&1$ '2&1'b2&%- $2&%%b'&%$

SQ9.$.A,!" %&)1b%&$1

""

''&-)b)&'( $(&%%b0&))

"

!!

"

!

!

$

%&%2

#

""

!

!

$

%&%$

#与对照组比较)

B

!

讨
!!

论

7E\:

是乳腺癌分子分型中的一个亚型#该型乳腺癌雌激

素受体$

F9

%*孕激素受体$

?9

%和人表皮生长因子受体
1

$

ZA3.

1

%均呈阴性表达#该型约占所有乳腺癌的
$%Y

'

1%Y

)相对

非
7E\:

#

7E\:

的临床预后更差&

2

'

)

7E\:

的内脏转移和脑

转移的发生概率更高)相对
ZA3.1

阳性组#

7E\:

组有更高的

的复发风险和死亡率#

7E\:

复发时间更短#并且总生存率也

更低&

)

'

)

7E\:

的治疗是临床上的一个难点)常用的乳腺癌

靶向治疗$激素疗法和抗
ZA3.1

治疗%对
7E\:

均不适用)因

此#化疗仍是
7E\:

主要的治疗方法#目前蒽环霉素
d

紫杉烷

方案是最适合
7E\:

的方案&

-

'

#但是该方案只会使一小部分

7E\:

患者受益#因为
7E\:

中只有很小一部分对化疗敏

感&

/

'

#这提出了一个重要的临床挑战!这种通常预后不良的乳

腺癌亚型急需新的有针对性的治疗方法)

经典的
Q,5

信号通路由
"

.4G5A,#,

介导)

"

.4G5A,#,

是
Q,5

信号通路的下游效应因子#

"

.4G5A,#,

的降解受到由
>?:

*

>P#,

和
<;='

组成的降解复合体控制)在缺乏
Q,5

的情况下#因

为降解复合体的作用#使
"

.4G5A,#,

被磷酸化继而被泛素酶
"

.

73:?

泛素化而降解#因此胞质内的
"

.4G5A,#,

保持在低水平)

当
Q,5

配体存在的情况下#

Q,5

配体可以激活
Q,5

信号通路#

进而抑制
"

.4G5A,#,

降解复合体的活性#使
"

.4G5A,#,

不能被磷

酸化#也就保护了非磷酸化的
"

.4G5A,#,

不被泛素酶所降解#这

时
"

.4G5A,#,

脱离降解复合体而转移进入细胞核内)在胞核

内#

"

.4G5A,#,

和转录因子
TFU

"

7:U

相互作用#引起和
7:U

相

关的靶基因的表达$如
4.R

M

4

*

4

M

4C#,N

*

>P#,1

和
EO!$

%)

Q,5

信号通路在机体发育和维护内环境的稳定方面扮演重要的角

色#然而新近发现
Q,5

信号通路异常在数种恶性肿瘤的发病

中起重要作用)在人类肿瘤中
>?:

的突变或截短和家族性腺

瘤性息肉病有关#并且和多数结肠癌有关&

(

'

(

>?:

的变化或者

"

.4G5A,#,

的突变导致
"

.4G5A,#,

的增加#上调了结肠癌中的
"

.

4G5A,#,

"

7:U

通路活性&

$%

'

)虽然在乳腺癌中#

>?:

或
"

.4G5A,#,

的突变很少#但是在动物实验中#通过过表达
Q,5

或稳定
"

.

4G5A,#,

而激活
Q,5

"

"

.4G5A,#,

信号通路将导致乳腺肿瘤的发

生 &

$$.$1

'

)还有研究发现#

"

.4G5A,#,

活动的增强和乳腺癌患者

拥有更差的预后有关&

$'

'

)因为
>P#,

在
Q,5

信号通路中扮演

限速作用&

$0

'

#所以从理论上讲#通过将业已下降的
>P#,

水平

进行上调将有效抑制
Q,5

通路(该思路得到了
ZHG,

J

等&

$2

'和

\G"XD#

等&

$)

'的研究结果的支持#他们发现几种小分子化合物

可以在组织再生或肿瘤病变中稳定
>P#,

而进促进
"

.4G5A,#,

的降解#产生相应生物学变化)其中#

SQ9.$

是一个很有效的

小分子
Q,5

通路抑制剂)

SQ9.$

有两种构型!

SQ9.$.A,!"

和

-%)'
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SQ9.$.AP"

#其中
SQ9.$.A,!"

的生物活性更高)

SQ9.$.A,!"

的分子式为!

:

12

Z

$(

E

'

8

'

#相对分子质量是
0%(&00

#结构式见

图
)

)因为目前尚无将
SQ9.$.A,!"

应用于乳腺癌的研究报

道#又因为乳腺癌和很多结直肠癌不同#一般而言不存在
>?:

或
"

.4G5A,#,

的突变#主要是非磷酸化的
"

.4G5A,#,

增加)所以#

SQ9.$.A,!"

也许可以通过某种机制干预
7E\:

的
Q,5

信号

通路#达到抑制肿瘤生长的目的)因此#本实验以
7E\:

为研

究对象#在体外和体内两个层面研究经
SQ9.$.A,!"

干预后的

效应)

图
)

!!

SQ9.$.A,!"

结构式

本实验研究结果显示#使用
SQ9.$.A,!"

体外处理
RN>.

R\.1'$

细胞或体内干预
RN>.R\.1'$

细胞裸鼠荷瘤模型均

可以使
>P#,

的表达量上升$注!

>P#,

家族有两个成员#

>P#,$

及
>P#,1

(相应基因分别定位于染色体
$)

g

$'.'

#

$-

g

10

处)

>P#,$

和
>P#,1

在功能上是相同的%#

"

.4G5A,#,

下降#而磷酸

化的
"

.4G5A,#,

$

K

.

"

.4G5A,#,

%上升)

>P#,

的表达量上升#提示

SQ9.$.A,!"

能稳定化
>P#,

#使其含量上升)

"

.4G5A,#,

下降#同

时磷酸化的
"

.4G5A,#,

上升#提示
>P#,

被稳定化后#

"

.4G5A,#,

降解复合体的稳定性也得到加强#增加了对
"

.4G5A,#,

的磷酸

化$进而使之被泛素化而降解%)上述实验结果说明了
SQ9.$.

A,!"

可以通过稳定化
>P#,

而对
Q,5

信号通路的+核心,成员

"

.4G5A,#,

发挥负性调节作用)为了研究
SQ9.$.A,!"

对肿瘤组

织的抑制是否与增加其凋亡有关#本研究进行了肿瘤组织凋亡

指数检测#发现
SQ9.$.A,!"

可以明显增加肿瘤细胞的凋亡#这

可能是因为
SQ9.$.A,!"

抑制了在三阴性乳腺癌中被过度激

活的
Q,5

信号通路#进而导致该通路下游和细胞凋亡相关的

靶基因的异常转录表达受到抑制而实现的)为了研究
SQ9.$.

A,!"

对肿瘤组织的抑制是否与减少其增殖有关#本研究进行

了肿瘤组织增殖指数检测#发现
SQ9.$.A,!"

并没有减少肿瘤

组织的增殖指数#因此#

SQ9.$.A,!"

似乎没有对肿瘤细胞的增

殖构成影响)

综上所述#本实验证实了小分子化合物
SQ9.$.A,!"

可以

通过稳定化
>P#,

而实现对
Q,5

信号通路的抑制#实现对
7E.

\:

细胞系及裸鼠荷瘤模型生长的抑制)这为临床探索治疗

7E\:

的新方法提供了新思路)但是
SQ9.$.A,!"

可以实现上

述目的的具体机制还有待更深入的研究)
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