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Fbxw7上调对乳腺癌 MDA-MB-231细胞侵袭、
迁移及 MAPK/ERK通路的影响*
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  [摘要] 目的 探讨F框/WD-40域蛋白7(Fbxw7)对乳腺癌 MDA-MB-231细胞侵袭、迁移的影响,初步

探究可能的作用机制。方法 体外培养乳腺癌 MDA-MB-231细胞,将Fbxw7过表达载体pEZ-M02-Fbxw7
(Fbxw7过表达组)、空载体(pEZ-M02)转染至 MDA-MB-231细胞,另外以未进行转染的 MDA-MB-231细胞作

为空白组。Western
 

blot检测Fbxw7、p-ERK、p-p38MAPK、cadherin、vimentin、N-cadherin蛋白表达 情 况,
CCK-8法检测各组细胞增殖能力,Transwell小室系统检测细胞迁移及侵袭能力。结果 与空白组和空载组相

比,Fbxw7过表达组 MDA-MB-231细胞中Fbxw7蛋白表达、增殖抑制率明显升高,细胞侵袭、迁移数量明显降

低,p-ERK1/2、p-p38MAPK、vimentin、N-cadherin蛋白表达明显降低,E-cadherin蛋白表达明显升高,差异有

统计学意义(P<0.05)。结论 过表达Fbxw7后能抑制 MDA-MB-231细胞增殖、侵袭、迁移,其可能是通过抑

制 MAPK/ERK通路发挥对乳腺癌细胞的抑制作用。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

F-fox/WD-40
 

domain
 

protein
 

7
 

(Fbxw7)
 

on
 

the
 

inva-
sion

 

and
 

migration
 

of
 

MDA-MB-231
 

cells
 

in
 

breast
 

cancer,and
 

to
 

explore
 

the
 

possible
 

mechanism.Methods 
MDA-MB-231

 

cells
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro,and
 

Fbxw7
 

overexpression
 

vector
 

pEZ-M02-Fbxw7
 

(the
 

Fbxw7
 

overexpression
 

group)
 

and
 

empty
 

vector
 

(pEZ-M02)
 

were
 

transfected
 

into
 

MDA-MB-231
 

cells.In
 

addition,the
 

non-transfected
 

MDA-MB-231
 

cells
 

were
 

used
 

as
 

the
 

blank
 

group.Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expres-
sion

 

of
 

Fbxw7,p-ERK,p-p38MAPK,cadherin,vimentin
 

and
 

N-cadherin
 

proteins;CCK-8
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

proliferation
 

of
 

cells;and
 

Transwell
 

chamber
 

system
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

migration
 

and
 

invasion
 

of
 

cells.Results Compared
 

with
 

the
 

blank
 

group
 

and
 

the
 

empty-vector
 

group,the
 

expression
 

of
 

Fbxw7
 

protein
 

and
 

proliferation
 

inhibition
 

rate
 

of
 

MDA-MB-231
 

cells
 

in
 

the
 

Fbxw7
 

overexpression
 

group
 

increased
 

signifi-
cantly,the

 

numbers
 

of
 

cell
 

invasion
 

and
 

migration
 

decreased
 

significantly,the
 

expressions
 

of
 

p-ERK1/2,p-
p38MAPK,vimentin

 

and
 

N-cadherin
 

protein
 

decreased
 

significantly,and
 

E-cadherin
 

increased
 

significantly
 

with
 

statistically
 

difference
 

(P<0.05).Conclusion Fbxw7
 

overexpression
 

can
 

inhibit
 

the
 

proliferation,inva-
sion

 

and
 

migration
 

of
 

MDA-MB-231
 

cells,which
 

may
 

play
 

an
 

inhibitory
 

role
 

on
 

breast
 

cancer
 

cells
 

by
 

inhibi-
ting

 

MAPK/ERK
 

pathway.
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  乳腺癌属于妇科常见恶性肿瘤,发病率与病死率 在女性所有肿瘤中位列第一,严重威胁女性身心健
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康[1]。当癌症转移以后,90%乳腺癌的患者会发生死

亡,目前临床尚无根治乳腺癌的新方法,因此控制乳

腺癌的转移及侵袭对于提高患者生存期具有重要的

临床意义。乳腺癌的转移、侵袭过程涉及多种机制,
是多因素、多基因共同作用的结果。F框/WD-40域

蛋白7(F-box
 

and
 

WD-40
 

domain
 

protein
 

7,Fbxw7)
属于F-box蛋白家族成员之一,研究发现在多种实体

瘤如胃癌、结肠癌及卵巢癌中具有抑癌基因的作

用[2-3]。近期研究发现乳腺癌患者肿瘤组织中Fbxw7
表达明显低于癌旁组织,与患者临床分期、淋巴转移

等参数密切相关[4],然而其对乳腺癌细胞的影响、机
制目前 尚 不 明 确。本 研 究 通 过 体 外 培 养 乳 腺 癌

MDA-MB-231细胞,并转染Fbxw7过表达载体,旨在

探究Fbxw7对乳腺癌 MDA-MB-231细胞的影响及

可能的作用机制。
1 材料与方法

1.1 实验细胞

乳腺癌 MDA-MB-231细胞购于中科院上海生物

细胞研究所。培养条件:采取含10%胎牛血清及100
 

U/mL的双抗(青霉素/链霉素溶液)RPMI-1640培养

基,在37
 

℃、5%CO2 潮湿培养箱中培养。
1.2 主要试剂与仪器

胎牛 血 清 (10099-141)、青 霉 素/链 霉 素 溶 液

(15140-122)购于美国GIBCO公司;RPMI-1640培养

基(R1145)、胰蛋白酶(T7409)购于美国Sigma公司;
LipofectamineTM2000转染试剂盒(11668-019)购于美

国Invitrogen公 司;pEZ-M02 表 达 载 体(EZ007)、
EZRecombinaseTM

 

LR
 

Cloning
 

试剂盒(RCBM-1001-
020)购于美国 Gene

 

Copoeia公司;CCK-8检测试剂

盒(KTC011001)购于美国Abbkine公司;RIPA裂解

液(C1053)购于北京普利莱基因技术有限公司;二喹

啉甲酸(BCA,AR0146)购于美国 BOSTER生物公

司;兔抗人Fbxw7(ab105752)、细胞外调节蛋白激酶

(ERK,ab53277)、p-ERK(ab79483)抗体、兔抗人p38
丝裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 (MAPK,ab31828)、β-actin
(ab179467)、p-p38MPK(ab178867)抗 体 购 于 英 国

Abcam公司;GX71型光学显微镜购于日本奥林巴斯

公司;YH-RDY-CZ4型垂直电泳仪购于北京中西远

大科技有限公司;3412型 Transwell小室购于美国

Corning-Costar公司。
1.3 方法

1.3.1 Fbxw7过表达载体构建

将Fbxw7序列、载体pEZ-M02
 

及EZRecombi-
naseTM

 

LR
 

Cloning试剂盒进行连接反应。反应条件:
室温下孵育1

 

h,将反应产物转入大肠埃希菌DH5α
进行转化反应,在琼脂糖平板中培养,挑选阳性克隆

pEZ-M02-Fbxw7进行质粒提取。
1.3.2 细胞转染及分组

用含10%胎牛血清及100
 

U/mL的双抗(青霉

素/链霉素溶液)RPMI-1640培养基,在37
 

℃、5%
CO2 潮湿培养箱中培养乳腺癌 MDA-MB-231细胞,
传代培养至第3代,收集处于对数生长期的 MDA-
MB-231细胞,将细胞浓度5×105 个/孔接种至培养

板,将培养液更换为不含胎牛血清的RPMI-1640培

养基,孵育1
 

h,当细胞融合度达到70%~80%后参照

脂质体转染试剂盒将
 

Fbxw7过表达载体(Fbxw7过

表达组)、空载体(pEZ-M02)转染至 MDA-MB-231细

胞,另外以未进行转染的 MDA-MB-231细胞作为空

白组,3组细胞继续培养6
 

h,将培养基更换为含胎牛

血清的培养基,继续孵育48
 

h,收集各组细胞。
1.3.3 Western

 

blot检测细胞中Fbxw7蛋白表达

收集各组 MDA-MB-231细胞,加入蛋白裂解液

RIPA,冰上反应30
 

min,收集上清蛋白,采用BCA测

定试剂盒检测蛋白浓度,统一选取40
 

μg蛋白进行十

二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE),将
分离后的蛋白移至聚偏氟乙烯(PVDF)膜上,加入

5%脱脂奶粉进行封闭2
 

h,加入稀释后的兔抗人

Fbxw7抗体、β-actin抗体(1∶200),在4
 

℃摇床上振

荡过夜,清洗膜,添加二抗稀释液(1∶5
 

000)室温下孵

育膜2
 

h,清洗膜,ECL发光显影试剂对膜进行显色反

应,采用Image-J软件定量分析各蛋白相对表达水平,
蛋白相对表达水平=目的条带扫描灰度值/β-actin扫

描灰度值,重复3次,求取平均值。
1.3.4 CCK-8法检测细胞增殖能力

收集转染后各组细胞,制备单细胞悬液接种细胞

培养板,细胞浓度5×103 个,设定6个重复孔,各组细

胞在培养箱内继续培养24、48、72、96
 

h后,每组细胞

均加入10
 

μL
 

CCK-8检测液,室温下继续孵育2
 

h,采
用酶标仪检测各孔450

 

nm波长处的光密度(OD)值,
细胞增殖抑制率(%)=(1-实验组OD/Control组

OD)×100%。
1.3.5 Transwell小 室 系 统 检 测 细 胞 迁 移 及 侵 袭

能力

收集转染后各组细胞,细胞浓度调整为1.5×105

个,将细胞接种于上室,培养液更换为不含胎牛血清

的培养液,下室添加含胎牛血清的培养液,细胞孵育

24
 

h后将小室取出,擦掉小室上室内细胞,采用无水

甲醇固定20
 

min,吉姆萨染色25
 

min,置于光镜下观

察穿膜细胞数量,重复统计3次,求取平均值。取出

Matrigel胶,在4
 

℃下融化,与培养液按照1∶8体积

进行稀释,平铺在小室内,过夜晾干,上室加入不含胎

牛血清的培养液,下室添加含胎牛血清的培养液,其
余操作与迁移实验相同,在光镜下统计穿膜细胞数

量,重复统计3次,求取平均值。
1.4 统计学处理

采用SPSS
 

22.0统计软件进行分析。计量资料

以x±s表示,多组间采用单因素方差分析,进一步组

间两两比较采用q检验,以P<0.05为差异有统计学
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意义。
2 结  果

2.1 转染Fbxw7过表达载体后 MDA-MB-231细胞

中Fbxw7蛋白表达

与空白组0.23±0.04和空载组0.25±0.05相

比,Fbxw7过表达组 MDA-MB-231细胞中Fbxw7蛋

白表达1.27±0.26明显升高(P<0.05),见图1。
2.2 转染Fbxw7过表达载体后对细胞增殖的影响

与空白组和空载组相比,Fbxw7过表达组 MDA-

MB-231细胞增殖抑制率明显升高(P<0.05),见表1。

  A:空白组;B:空载组;C:Fbxw7过表达组。

图1  各组 MDA-MB-231细胞中Fbxw7蛋白表达

表1  各组 MDA-MB-231细胞增殖抑制率比较(x±s,n=6)

组别 24
 

h 48
 

h 72
 

h 96
 

h

空白组 0.29±0.04 0.28±0.06 0.34±0.08 0.42±0.09

空载组 0.34±0.07 0.39±0.07 0.45±0.06 0.46±0.08

Fbxw7过表达组 13.18±3.13* 19.58±4.15* 28.76±5.39* 33.23±8.42*

  *:P<0.05,与空白组和空载组相比。

图2  Transwell小室系统检测细胞侵袭、迁移能力(×100)

2.3 转染Fbxw7过表达载体后对细胞侵袭、迁移的

影响

与空白组和空载组相比,Fbxw7过表达组 MDA-
MB-231细胞侵袭、迁移数量明显降低(P<0.05),见
表2、图2。

表2  各组 MDA-MB-231细胞侵袭、迁移

   数量比较(x±s,n=6)

组别 细胞侵袭数量 细胞迁移数量

空白组 323.59±27.57 165.47±12.37

空载组 318.28±30.26 159.64±15.63

Fbxw7过表达组 196.68±25.34* 61.24±6.75*

  *:P<0.05,与空白组和空载组相比。

2.4 转染Fbxw7过表达载体后对细胞MAPK/ERK
通路蛋白表达的影响

与空白组和空载组相比,Fbxw7过表达组 MDA-

MB-231细胞中p-ERK1/2、p-p38MAPK蛋白表达明

显降低(P<0.05),见表3、图3。

  A:空白组;B:空载组;C:Fbxw7过表达组。

图3  各组检测 MDA-MB-231细胞p-ERK1/2、

p-p38MAPK等蛋白表达
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表3  各组 MDA-MB-231细胞p-ERK1/2、p-p38MAPK等蛋白表达比较(x±s,n=6)

组别 p-ERK1/2 ERK1/2 p-p38MAPK p38MAPK
空白组 1.63±0.25 1.27±0.23 0.84±0.13 1.02±0.13
空载组 1.58±0.27 1.23±0.28 0.82±0.15 0.98±0.15
Fbxw7过表达组 0.56±0.08* 1.26±0.27 0.41±0.09* 1.01±0.12

  *:P<0.05,与空白组和空载组相比。

2.5 转染Fbxw7过表达载体后对细胞E-cadherin、
vimentin、N-cadherin蛋白表达的影响

与空白组和空载组相比,Fbxw7过表达组 MDA-
MB-231细胞中E-cadherin蛋白表达明显升高,vim-
entin、N-cadherin蛋白表达明显降低(P<0.05),见
表4、图4。

  A:空白组;B:空载组;C:Fbxw7过表达组。

图4  各组 MDA-MB-231细胞中E-cadherin、

vimentin、N-cadherin蛋白表达

表4  各组 MDA-MB-231细胞E-cadherin、vimentin、

   N-cadherin蛋白表达(x±s,n=6)

组别 E-cadherin vimentin N-cadherin
空白组 0.43±0.06 0.78±0.08 1.08±0.12
空载组 0.46±0.08 0.74±0.07 1.04±0.11
Fbxw7过表达组 0.95±0.13* 0.19±0.03* 0.13±0.04*

  *:P<0.05,与空白组和空载组相比。

3 讨  论

  近年来乳腺癌发病率有升高的趋势,其侵袭、转
移属于多层次、多因素过程,和遗传及基因异常表达

密切相关。近期在遗传学、分子生物学、病理学等方

面证实乳腺癌的侵袭过程涉及较多基因的异常改变,
是多种抑癌基因及促癌基因共同作用的结果,然而对

于影响乳腺癌侵袭、转移的具体分子发生机制尚未完

全阐明[5]。
泛素连接酶(E3)在细胞周期调控、增殖、凋亡中

发挥重要的作用,可通过识别特异底物结合后使其功

能发生改变,减弱对靶蛋白的调控能力,进而聚集癌

蛋白,造成癌细胞增殖加速,引发肿瘤[6]。Fbxw7属

于E3SCF复合物重要成员,具有抑癌基因的功能,广
泛参与细胞增殖、转移、侵袭等过程[7-8]。FIORE等[9]

研究发现在结直肠癌中过表达Fbxw7后能够提高肿

瘤对5-氟尿嘧啶的敏感性。有研究证实在乳腺癌、肺
癌等癌症中Fbxw7基因的缺失或低表达[10-11]。近期

研究发现Fbxw7与肿瘤的侵袭、转移密切相关,HE
等[12]研究发现Fbxw7可通过抑制肾癌细胞上皮-间
质转化过程进而抑制肾癌的转移及侵袭。LIU等[13]

研究发现上调Fbxw7抑制肺癌的增殖和侵袭。这些

研究说明,Fbxw7基因的上调表达可影响肿瘤细胞的

增殖、侵袭、转移。为证实 Fbxw7对乳腺癌 MDA-
MB-231细胞的影响,本研究将Fbxw7过表达载体转

入 MDA-MB-231细胞,发现与空白组、空载组相比,
Fbxw7过表达组Fbxw7蛋白表达水平明显升高,说
明Fbxw7过表达载体转染成功。进一步研究发现与

空白组、空载组相比,Fbxw7过表达组 MDA-MB-231
细胞增殖抑制率升高,侵袭、迁移能力降低,表明上调

Fbxw7表达后能够抑制乳腺癌 MDA-MB-231细胞的

增殖、侵袭、迁移,推测Fbxw7上调表达后可能通过

抑制乳腺癌 MDA-MB-231细胞增殖、侵袭进而发挥

抑癌作用。
MAPK/ERK通路是由激酶级联反应介导的信

号传导通路,经一系列级联反应将胞外刺激信号传导

至细胞核,激活靶基因转录,参与细胞增殖、凋亡等生

理病理过程[14]。QIU等[15]研究发现肿瘤坏死因子α
诱导蛋白8样分子(TIPE1)主要通过ERK信号途径

抑制乳腺癌细胞的侵袭和迁移,抑制上皮细胞向间充

质细胞的转化。YEH 等[16]研究发现黄曲霉素通过

AKT/p38
 

MAPK/ERK1/2信号通路诱导乳腺癌细

胞周期阻滞和凋亡。这些研究均表明,MAPK/ERK
通路的激活与乳腺癌的增殖、侵袭相关。本研究发现

与空白组、空载组相比,Fbxw7过表达组 MDA-MB-
231细胞p-ERK1/2、p-p38MAPK 蛋白表达明显降

低,表明上调 Fbxw7表达后能够抑制乳腺癌细胞

MAPK/ERK通路的激活。JI等[17]研究发现胰腺癌

中Fbxw7表达明显减低,且上调Fbxw7蛋白表达后

能够进一步抑制 MAPK/ERK通路活性。本研究基

于此推测,上调Fbxw7表达后能够抑制乳腺癌细胞

MAPK/ERK通路的激活进而抑制乳腺癌 MDA-MB-
231细胞增殖、侵袭发挥抑癌作用。

上皮间质转化存在于肿瘤侵袭过程,细胞会出现

间质细胞特征,如上皮细胞标志物E-cadherin表达缺

失或降低,间质细胞标志物vimentin、N-cadherin表

达升高,此时肿瘤细胞特征会发生一系列的变化,细
胞黏附力降低,易从原发肿瘤部位脱离,侵袭病灶周

围器官、组织[18]。研究发现乳腺癌细胞中E-cadherin
表达上调,vimentin、N-cadherin表达下调和乳腺癌细

胞的迁移、侵袭有关[19]。本研究发现与空白组、空载

组相比,Fbxw7过表达组 MDA-MB-231细胞E-cad-
herin蛋白表达升高,vimentin、N-cadherin蛋白表达

降低,推测上调Fbxw7表达后能够抑制乳腺癌细胞
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MAPK/ERK通路的激活进而抑制上皮间质转化,降
低癌细胞侵袭,发挥抗肿瘤的作用。

综上所述,上调Fbxw7表达后能够抑制乳腺癌

细胞增殖、迁移、侵袭,其机制可能与抑制 MAPK/
ERK通路有关,然而Fbxw7具体靶向哪些蛋白发挥

对乳腺癌细胞的抑制作用,还有待后续深入研究。
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