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Ｓ１００Ａ４上调表达对ＨＢＬ１００和ＭＣＦ７细胞增殖和侵袭的影响
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　　［摘要］　目的　探讨Ｓ１００Ａ４对人乳腺上皮细胞ＨＢＬ１００和人乳腺癌细胞 ＭＣＦ７的增殖、迁移、侵袭和凋亡以及对
这两种细胞中的Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ及Ｗｎｔ／ＪＮＫ信号途径的影响。方法　 用表达 Ｓ１００Ａ４的重组腺病毒（ＡｄＳ１００Ａ４）感染细
胞，采用ＭＴＴ、划痕愈合实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验和Ｈｏｅｃｈｓｔ染色分别检测细胞增殖、迁移、侵袭和凋亡活性的变化；同时通
过ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｓ１００Ａ４对两种细胞中 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ及 Ｗｎｔ／ＪＮＫ信号途径的影响。结果　（１）ＨＢＬ１００和
ＭＣＦ７细胞在第４天的增殖分别增加５３．３％和５９．１％（Ｐ＜０．０５）；２４ｈ的划痕愈合率分别增加７３．６％和６４．８％（Ｐ＜
００５）；Ｓ１００Ａ４对 ＨＢＬ１００的穿膜细胞数无明显影响（Ｐ＞０．０５），但使 ＭＣＦ７的穿膜细胞数增加 １倍（Ｐ＜０．０５）；
ＨＢＬ１００和ＭＣＦ７细胞在４８ｈ的凋亡率分别减少约３０％和３６％（Ｐ＜０．０５）；（２）感染ＡｄＳ１００Ａ４后的ＨＢＬ１００和ＭＣＦ７
细胞中βｃａｔｅｎｉｎ较ＧＦＰ组分别增加４９％和５５％（Ｐ＜０．０５）；尽管两种细胞中ｔＧＳＫ３β无显著改变，但是其ｐＧＳＫ３β却较
ＧＦＰ组分别增加７３％和５５％（Ｐ＜０．０５），ｃＭｙｃ的表达量分别增加３８％和３０％（Ｐ＜０．０５）；（３）Ｓ１００Ａ４对 ＨＢＬ１００中的
ｔＪＮＫ、ｐＪＮＫ和ｃＦｏｓ的ｍＲＮＡ以及ＭＣＦ７细胞的ｔＪＮＫ的水平均无影响，但是，却致 ＭＣＦ７中的 ｐＪＮＫ增加３９％（Ｐ＜
００５），ｃＦｏｓ的ｍＲＮＡ增加３２．３％（Ｐ＜０．０５）。结论 　 Ｓ１００Ａ４可促进ＨＢＬ１００和ＭＣＦ７细胞的增殖、迁移，并抑制这两
种细胞的凋亡；增强ＭＣＦ７细胞的侵袭能力。Ｓ１００Ａ４可增强ＨＢＬ１００和ＭＣＦ７细胞中的Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号途径活性以
及ＭＣＦ７细胞中的Ｗｎｔ／ＪＮＫ信号途径活性。
　　［关键词］　 Ｓ１００Ａ４；乳腺癌；细胞行为；Ｗｎｔ信号途径
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　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＳ１００Ａ４ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎ
ａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＢＬ１００ａｎｄＭＣＦ７ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ，ａｎｄｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＳ１００Ａ４ｏｎＷｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎｓｉｇｎａ
ｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｎｄＷｎｔ／ＪＮＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｔｈｅｔｗｏｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｔｈａｔ
ｃａｒｒｉｅｓｈｕｍａｎＳ１００Ａ４ｇｅｎｅ（ＡｄＳ１００Ａ４）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｉｎｆｅｃｔＨＢＬ１００ａｎｄＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ，ａｎｄｔｈｅｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ
ｃａｒｒｙｉｎｇＧＦＰ（ＡｄＧＦＰ）ｗａｓｕｓｅｄａｓｃｏｎｔｒｏｌ．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＳ１００Ａ４ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎ
ａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＢＬ１００ａｎｄＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙ，ｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｓｓａｙ，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌｉｎｖａ
ｓｉｏｎａｓｓａｙａｎｄＨｏｅｃｈｓｔｓｔａｉｎｉｎｇ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＳ１００Ａ４ｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＷｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎｓｉｇｎａ
ｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｎｄＷｎｔ／ＪＮＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 （１）Ｔｈｅ
ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｂｙ５３．３％ ａｎｄ５９．１％ ａｔ４ｄａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｆｏｒＨＢＬ１００ａｎｄ
ＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇｒａｔｅｓｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｂｙ７３．６％ ａｎｄ６４．８％，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙａｔ２４ｈａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＡｄＧＦＰｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｔｒａｎｓｍｅｍ
ｂｒａｎｅＨＢＬ１００ｃｅｌｌｓｈａｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５），ｂｕｔｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ
ｗａｓｄｏｕｂｌｅｄ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｓｏｆＨＢＬ１００ａｎｄＭＣＦ７ｃｅｌｌｓａｔ４８ｈａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｅｒｅ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄｂｙａｂｏｕｔ３０％ ａｎｄ３６％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（Ｐ＜０．０５）．（２）ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＡｄＧＦＰｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ
βｃａｔｅｎｉｎｌｅｖｅｌｉｎＨＢＬ１００ａｎｄＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｂｙ４９％ ａｎｄ５５％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（Ｐ＜００５），ｔｈｅ
ｃＭｙｃｌｅｖｅｌｉｎｃｒｅａｓｅｄｂｙ３８％ ａｎｄ３０％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｐＧＳＫ３βｌｅｖｅｌｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｂｙ
７３％ ａｎｄ５５％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（Ｐ＜０．０５），ｗｉｔｈｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｈａｎｇｅｏｆｔＧＳＫ３βｌｅｖｅｌ．（３）ＴｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓ
ｏｆｔＪＮＫ，ｐＪＮＫａｎｄｃＦｏｓｉｎＨＢＬ１００ｃｅｌｌｓａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆｔＪＮＫｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｄｉｄｎｏｔｃｈａｎｇｅ
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ａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎ（Ｐ＞０．０５），ｂｕｔｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆｐＪＮＫａｎｄｃＦｏｓｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｂｙ３９％ ａｎｄ３２．３％ ｉｎ
ＨＢＬ１００ａｎｄＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 （１）Ｓ１００Ａ４ｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａ
ｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＨＢＬ１００ａｎｄＭＣＦ７ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．（２）Ｓ１００Ａ４ｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｉｎｖａｓｉｏｎ
ｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．（３）Ｓ１００Ａ４ｃａｎｅｎｈａｎｃｅｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＷｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎＨＢＬ１００
ａｎｄＭＣＦ７ｃｅｌｌｓａｓｗｅｌｌｓａｓｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＷｎｔ／ＪＮＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｓ１００Ａ４；ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ；ｃｅｌｌｂｅｈａｖｉｏｒ；Ｗｎｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺｈｏｕＬａｎ，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｏｕｌａｎ０１１１＠ｆｏｘｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　乳腺癌是威胁妇女健康的主要疾病之一，研究发
现Ｓ１００Ａ４与乳腺癌的发生、发展有紧密联系，它的表
达与患者预后呈负相关［１］。Ｗｎｔ信号途径的异常与肿
瘤的发生、发展有密切的联系，在乳腺癌中也存在该途

径的异常［２］。Ｗｎｔ信号途径包括 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ经典
途径和不依赖βｃａｔｅｎｉｎ的非经典Ｗｎｔ途径。βｃａｔｅｎｉｎ
是经典途径中的关键分子，它可以被其降解复合物

（由 ＡＰＣ、Ａｘｉｎ、ＧＳＫ３β等组成）磷酸化而降解。当
Ｗｎｔ途径激活后，βｃａｔｅｎｉｎ降解复合物解体，胞浆中
βｃａｔｅｎｉｎ集聚，进而入核与转录因子结合启动下游靶基
因（如：ｃＭｙｃ）的转录［３］；Ｗｎｔ／ｃＪｕｎＮＨ２ｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａ
ｓｅｓ（ＪＮＫ）途径是非经典Ｗｎｔ途径的重要支路，活化的
ＪＮＫ可以磷酸化ＡＰ１家族蛋白而发挥作用。同时，已
经发现 Ｗｎｔ途径与 Ｓ１００Ａ４在结直肠癌中有密切联
系［４］。为探讨Ｓ１００Ａ４对乳腺癌增殖、迁移、侵袭、凋亡
及上述２个信号途径的影响，本研究选用携带 Ｓ１００Ａ４
基因的重组腺病毒（ＡｄＳ１００Ａ４）感染人乳腺上皮细胞
ＨＢＬ１００和人乳腺癌上皮细胞 ＭＣＦ７，以探明 Ｓ１００Ａ４
对这２种细胞的生物学作用，以期为乳腺癌发生、发展
机制的阐明和临床诊治新策略的发现提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞、培养基以及病毒载体　　人乳腺上皮细胞 ＨＢＬ
１００以及人乳腺癌上皮细胞 ＭＣＦ７购自中国科学院典藏培养
物保藏委员会细胞库，均用含１０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ高糖培养基
培养。ＡｄＳ１００Ａ４及其对照腺病毒（ＡｄＧＦＰ）由芝加哥大学何通
川教授馈赠。

１．１．２　主要试剂　　Ｓ１００Ａ４、βａｃｔｉｎ、βｃａｔｅｎｉｎ、ｃＭｙｃ、总的
ＧＳＫ３β以及磷酸化的ＧＳＫ３β的一抗均购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ，总的以
及磷酸化的ＪＮＫ一抗购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌ，基质胶ＥＣＭ、ＭＴＴ、ＤＭＳＯ
购自Ｓｉｇｍａ，Ｈｏｅｃｈｓｔ试剂购自北京晶美公司，Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ小室购自
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，磷酸酶抑制剂和蛋白酶抑制剂均购自 Ｒｏｃｈｅ，引物均
由ＴａＫａＲａ合成，具体见表１。

表１　基因引物序列片段大小
基因 引物序列 片段大小

人Ｓ１００Ａ４ 上游：５′ＴＣＡＧＡＡＣＴＡＡＡＧＧＡＧＣＴＧＣＴＧＡＣＣ３′ ２１０ｂｐ
下游：５′ＴＴＴＣＴＴＣＣＴＧＧＧＣＴＧＣＴＴＡＴＣＴＧＧ３′

人ｃＦｏｓ 上游：５′ＣＣＧＧＴＧＧＴＣＡＣＣＴＧＴＡＣ３′ １９０ｂｐ
下游：５′ＡＧＧＡＡＧＧＣＴＣＡＴＴＧＣＴＧ３′

人ＧＡＰＤＨ 上游：５′ＣＡＧＣＧＡＣＡＣＣＣＡＣＴＣＣＴＣ３′ １２０ｂｐ
下游：５′ＴＧＡＧＧＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴ３′

１．２　方法
１．２．１　细胞培养和分组　　ＨＢＬ１００和ＭＣＦ７用完全培养基
（含１０％胎牛血清，青霉素、链霉素各５０Ｕ／Ｌ的ＤＭＥＭ高糖培
养基）培养，置于３７℃、５％ ＣＯ２饱和湿度孵箱中，隔天换液，
对数生长期传代。实验分组：①空白组（Ｂｌａｎｋ）；②ＡｄＧＦＰ实
验对照组（ＧＦＰ组）；③ＡｄＳ１００Ａ４实验组（Ｓ１００Ａ４组）。实验均
重复３次。
１．２．２　ＡｄＳ１００Ａ４在ＨＢＬ１００和 ＭＣＦ７细胞中的表达鉴定　
　提取各组细胞总 ＲＮＡ，通过 ＲＴＰＣＲ检测并比较各组
Ｓ１００Ａ４ｍＲＮＡ水平。
１．２．３　ＭＴＴ法检测Ｓ１００Ａ４对ＨＢＬ１００和ＭＣＦ７细胞增殖的
影响　　常规培养的 ＨＢＬ１００、ＭＣＦ７细胞，用０．２５％胰蛋白
酶消化，制成单细胞悬液，再以１０００个／孔将之接种于９６孔板
中，补齐培养基至２００μＬ。８ｈ后加入相应腺病毒进行实验干
预，２４ｈ时感染效率约３０％的孔再继续培养，此时记为０ｄ。在
１～４ｄ相应的时间点加入ＭＴＴ试剂，测定波长４９２ｎｍ处的光
密度值［Ｄ（４９２）］，以此指征两种细胞的增殖活性，每组均设置
５个复孔。
１．２．４　划痕愈合实验检测 Ｓ１００Ａ４对 ＨＢＬ１００和 ＭＣＦ７细胞
迁移能力的影响　　划痕愈合分析：接种适量的 ＨＢＬ１００和
ＭＣＦ７细胞于６孔板中，待细胞融合度达到７０％左右时，加入
病毒处理，２４ｈ时感染效率在３０％左右的细胞培养孔用无菌笔
芯划“十”字痕，ＰＢＳ洗涤飘浮细胞，更换成１％ ＦＢＳ的培养基，
此时记为０ｈ，拍照“十”字痕；继续培养细胞，分别于１２ｈ和
２４ｈ再在相同位置拍照，最后测量多个点的划痕宽度来计算划
痕愈合率。

　　划痕愈合率＝（０ｈ划痕宽度－１２ｈ或２４ｈ划痕宽度）／０ｈ
划痕宽度×１００％
１．２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测 Ｓ１００Ａ４对 ＨＢＬ１００和 ＭＣＦ７
细胞侵袭能力的影响　　用无血清的 ＤＭＥＭ培养基以１∶８的
比例稀释ＥＣＭ基质胶，取３４μＬ小心加于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室底部
的微孔膜上，紫外照射过夜。将病毒感染的ＨＢＬ１００和ＭＣＦ７
细胞用０．２５％胰蛋白酶消化制成单细胞悬液，加１００００个于
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中，下室加入６００μＬ含２０％ ＦＢＳ的完全培养基，
将细胞培养板放入细胞培养箱，２４ｈ后取出小室，用棉签擦去
微孔膜上层未穿过去的细胞，风干，无水乙醇固定２０ｍｉｎ，ＨＥ
染色。显微镜下照相，镜下随机选取５个视野计数穿膜细胞
数，取平均值代表细胞的迁移能力。

１．２．６　Ｈｏｅｃｈｓｔ染色法检测Ｓ１００Ａ４对ＨＢＬ１００和ＭＣＦ７细胞
凋亡的影响　　将对数生长期的 ＨＢＬ１００和 ＭＣＦ７细胞以每
孔５０００个接种于２４孔板中，每孔加入５００μＬ完全培养基，待
细胞贴壁后加入病毒处理，２４ｈ的病毒感染效率约为３０％，此
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时记为凋亡检测开始的０ｈ，分别于０、２４、４８ｈ取出一块２４孔
板，吸弃上清，ＰＢＳ洗２次，加入１∶１０００稀释的 Ｈｏｅｃｈｓｔ染液
２００μＬ，３７℃孵箱放置１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗２次，荧光显微镜下采用
紫外光观察染色效果，每孔选择３个视野，每视野计数３００个
细胞，计算凋亡率。

　　凋亡率＝凋亡细胞数
!

细胞总数×１００％
１．２．７　ＲＴＰＣＲ与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定 Ｓ１００Ａ４对 ＨＢＬ１００和
ＭＣＦ７细胞中Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ及 Ｗｎｔ／ＪＮＫ信号途径的影响 　
　提取各组细胞的总 ＲＮＡ和总蛋白，通过 ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测 Ｓ１００Ａ４对细胞中 βｃａｔｅｎｉｎｍＲＮＡ、βｃａｔｅｎｉｎ蛋白、
ｐＧＳＫ３β和ｃＭｙｃ以及ｐＪＮＫ和ｃＦｏｓｍＲＮＡ的影响。
１．３　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件进行单因素方
差分析。

２　结果

２．１　ＡｄＳ１００Ａ４能够有效上调Ｓ１００Ａ４在 ＨＢＬ１００和
ＭＣＦ７细胞中的表达

　　ＰＣＲ电泳结果（图 １Ａ～Ｄ）显示，就 Ｓ１００Ａ４的内源性表
达，ＭＣＦ７细胞明显高于 ＨＢＬ１００细胞；经 ＡｄＳ１００Ａ４感染的
ＨＢＬ１００和ＭＣＦ７细胞中的Ｓ１００Ａ４ｍＲＮＡ分别较相应的ＧＦＰ
组增加１４倍和３倍（Ｐ＜０．０５），而空白组与 ＧＦＰ组之间的差
异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果（图２Ａ～Ｄ）显
示：经 ＡｄＳ１００Ａ４感染的 ＨＢＬ１００和 ＭＣＦ７细胞中的 Ｓ１００Ａ４
蛋白水平分别较相应的 ＧＦＰ组增加 １３倍和 ４．３倍（Ｐ＜
００５），而空白组与 ＧＦＰ组之间的差异均无统计学意义（Ｐ＞
００５）。结果提示，ＡｄＳ１００Ａ４感染这两种细胞后，其所携带的
Ｓ１００Ａ４基因可以在这些细胞中成功表达。因此，该干预工具
可用于后续的实验研究。

２．２　Ｓ１００Ａ４促进ＨＢＬ１００和ＭＣＦ７细胞的增殖
　　ＭＴＴ结果显示：经 ＡｄＳ１００Ａ４感染的 ＨＢＬ１００细胞在第
４天的Ｄ（４９２）值为０．４６，较 ＧＦＰ组的０．３０增加５３．３％（Ｐ＜
００５）；经ＡｄＳ１００Ａ４感染的ＭＣＦ７细胞，其第３、４天的Ｄ（４９２）值
分别为０．４８和０．７０，较相应 ＧＦＰ组增加６５．５％和５９１％，差
异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。２种细胞ＧＦＰ组和空白组在各
时间点的 Ｄ（４９２）值差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。提示
Ｓ１００Ａ４可增强ＨＢＬ１００和ＭＣＦ７细胞的增殖能力。
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Ａ、Ｂ：ＲＴＰＣＲ检测结果；Ｃ、Ｄ：半定量分析　１：空白组；２：ＧＦＰ组；
３：Ｓ１００Ａ４组　ａ：Ｐ＜０．０５，与空白组和ＧＦＰ组比较

图１　ＲＴＰＣＲ检测ＡｄＳ１００Ａ４携带的Ｓ１００Ａ４基因在ＨＢＬ１００（Ａ、Ｃ）
和ＭＣＦ７（Ｂ、Ｄ）细胞中的表达
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Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｃ、Ｄ：半定量分析　１：空白组；２：ＧＦＰ
组；３：Ｓ１００Ａ４组　ａ：Ｐ＜０．０５，与空白组和ＧＦＰ组比较
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡｄＳ１００Ａ４携带的Ｓ１００Ａ４基因在ＨＢＬ１００（Ａ、Ｃ）

和ＭＣＦ７（Ｂ、Ｄ）细胞中的表达

２．３　Ｓ１００Ａ４促进ＨＢＬ１００和ＭＣＦ７细胞的迁移
　　划痕愈合实验（图３）显示：各组在１２ｈ的愈合率差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）。２４ｈ时，Ｓ１００Ａ４组的 ＨＢＬ１００细胞和
ＭＣＦ７细胞的划痕愈合率分别为９２％和９２．３％，分别较各自
的ＧＦＰ组增加７３．６％和６４．８％，差异均有统计学意义（Ｐ＜
００５）。２种细胞的ＧＦＰ组与空白组各时间点的愈合率差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。提示 Ｓ１００Ａ４可增强 ＨＢＬ１００和
ＭＣＦ７的迁移能力。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＧＦＰ组比较
图３　Ｓ１００Ａ４促进ＨＢＬ１００（Ａ）和ＭＣＦ７（Ｂ）细胞的迁移能力

２．４　Ｓ１００Ａ４对 ＨＢＬ１００和 ＭＣＦ７细胞的侵袭能力
影响

　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验显示：经 ＡｄＳ１００Ａ４处理的 ＨＢＬ１００的穿膜
细胞数为５，与ＧＦＰ组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；经
ＡｄＳ１００Ａ４处理的ＭＣＦ７细胞穿膜细胞数为 ５０，为 ＧＦＰ组的
２倍，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；两种细胞的ＧＦＰ组与空白
组之间的穿膜细胞数的差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。提示
Ｓ１００Ａ４对ＨＢＬ１００细胞的侵袭能力无明显影响，但是它可增
强ＭＣＦ７细胞的侵袭能力。

２．５　Ｓ１００Ａ４抑制ＨＢＬ１００和ＭＣＦ７细胞的凋亡
　　Ｈｏｅｃｈｓｔ染色（图４、５）显示：经 ＡｄＳ１００Ａ４处理的 ＨＢＬ１００
和ＭＣＦ７细胞的２４ｈ凋亡率与各自的ＧＦＰ组间无显著性差异
（Ｐ＞０．０５）。ＨＢＬ１００细胞的４８ｈ凋亡率为８．９％，较 ＧＦＰ组
的１２．７％显著降低（Ｐ＜０．０５）；ＭＣＦ７细胞的４８ｈ凋亡率为
８．８％，较ＧＦＰ组的１３．７％显著降低（Ｐ＜０．０５）；两种细胞ＧＦＰ
组与空白组之间在４８ｈ的凋亡率均无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。
提示Ｓ１００Ａ４可以抑制这两种细胞的凋亡。
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图４　Ｓ１００Ａ４抑制ＨＢＬ１００的凋亡　（Ｈｏｅｃｈｓｔ×１００）
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图５　Ｓ１００Ａ４抑制ＭＣＦ７细胞的凋亡　（Ｈｏｅｃｈｓｔ×１００）

２．６　Ｓ１００Ａ４增强 ＨＢＬ１００和 ＭＣＦ７中的 Ｗｎｔ／
βｃａｔｅｎｉｎ信号途径活性

　　ＡｄＳ１００Ａ４处理 ＨＢＬ１００和 ＭＣＦ７细胞后 βｃａｔｅｎｉｎ较
ＧＦＰ组分别增４９％和５５％（Ｐ＜０．０５）；ＧＦＰ组与空白组之间的
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图６。提示Ｓ１００Ａ４可以增高
ＨＢＬ１００和ＭＣＦ７细胞中的βｃａｔｅｎｉｎ水平。
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Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｃ、Ｄ：半定量分析　１：空白组；２：ＧＦＰ
组；３：Ｓ１００Ａ４组　ａ：Ｐ＜００５，与ＧＦＰ组比较
图６　Ｓ１００Ａ４上调ＨＢＬ１００（Ａ、Ｃ）和ＭＣＦ７（Ｂ、Ｄ）细胞中

βｃａｔｅｎｉｎ的水平

　　ＡｄＳ１００Ａ４的干预不仅导致细胞 βｃａｔｅｎｉｎ水平增高，同时
有Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号途径的经典靶基因产物ｃＭｙｃ的水平上调，
见图７。ＡｄＳ１００Ａ４干预后的ＨＢＬ１００和ＭＣＦ７细胞的ｃＭｙｃ蛋
白较相应ＧＦＰ组分别增加３８％和３０％（Ｐ＜０．０５）；两种细胞
的ＧＦＰ组与空白组之间的差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
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Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｃ、Ｄ：半定量分析　１：空白组；２：ＧＦＰ
组；３：Ｓ１００Ａ４组　ａ：Ｐ＜００５，与ＧＦＰ组比较
图７　Ｓ１００Ａ４促进ＨＢＬ１００（Ａ、Ｃ）和ＭＣＦ７（Ｂ、Ｄ）细胞中ｃＭｙｃ

的表达

　　βｃａｔｅｎｉｎ水平的增加多是因为其降解减少所致。本实验
分析ＡｄＳ１００Ａ４处理的 ＨＢＬ１００和 ＭＣＦ７细胞中总的 ＧＳＫ３β
及其磷酸化水平，以探讨 βｃａｔｅｎｉｎ上调的可能机制。Ｓ１００Ａ４
对总的ＧＳＫ３β水平无明显影响，但却使 ｐＧＳＫ３β分别较相应
的ＧＦＰ组增加７３％和５５％（Ｐ＜０．０５）；２种细胞的ＧＦＰ组与空
白组之间的差异均无显著性（Ｐ＞０．０５）。见图 ８。提示：
Ｓ１００Ａ４可以促进ＨＢＬ１００和ＭＣＦ７细胞中ＧＳＫ３β的磷酸化，
并因此致βｃａｔｅｎｉｎ降解复合体的功能即磷酸化 βｃａｔｅｎｉｎ的能
力降低，终致βｃａｔｅｎｉｎ水平增加。
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Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｃ、Ｄ：半定量分析　１：空白组；２：ＧＦＰ
组；３：Ｓ１００Ａ４组　ａ：Ｐ＜００５，与ＧＦＰ组比较
图８　Ｓ１００Ａ４增加ＨＢＬ１００（Ａ、Ｃ）和ＭＣＦ７（Ｂ、Ｄ）细胞中

ＧＳＫ３β的磷酸化

２．７　Ｓ１００Ａ４对 ＨＢＬ１００和 ＭＣＦ７细胞中 Ｗｎｔ／ＪＮＫ
信号途径的影响

　　经ＡｄＳ１００Ａ４处理后的ＨＢＬ１００中的ｔＪＮＫ和ｐＪＮＫ均与
ＧＦＰ组无显著性差异（Ｐ＞０．０５）；而经 ＡｄＳ１００Ａ４处理后的
ＭＣＦ７细胞中，虽然ｔＪＮＫ无明显变化，但是 ｐＪＮＫ较 ＧＦＰ组
增加３９％（Ｐ＜０．０５）；两细胞的ＧＦＰ组与空白组之间 ｔＪＮＫ和
ｐＪＮＫ的差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见图 ９。提示：
Ｓ１００Ａ４对ＨＢＬ１００细胞中的 ＪＮＫ活性无明显影响，但是可增
加ＭＣＦ７细胞中的ＪＮＫ活性。
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Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｃ、Ｄ：半定量分析　１：空白组；２：ＧＦＰ
组；３：Ｓ１００Ａ４组　ａ：Ｐ＜００５，与ＧＦＰ组比较
图９　Ｓ１００Ａ４对ＨＢＬ１００（Ａ、Ｃ）和ＭＣＦ７（Ｂ、Ｄ）细胞中

ＪＮＫ磷酸化水平的影响

　　经ＡｄＳ１００Ａ４处理的ＨＢＬ１００细胞中 ＪＮＫ效应蛋白 ｃＦｏｓ
较ＧＦＰ组无显著性改变（Ｐ＞０．０５），而经 ＡｄＳ１００Ａ４处理的
ＭＣＦ７细胞中ｃＦｏｓ则较ＧＦＰ组增加３２．３％（Ｐ＜０．０５）；两细
胞的ＧＦＰ组与空白组的ｃＦｏｓ的差异无显著性（Ｐ＞０．０５）。见
图１０。提示Ｓ１００Ａ４对 ＨＢＬ１００细胞中 ｃＦｏｓ的转录无影响，
但是可增加其在ＭＣＦ７中的转录。
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Ａ、Ｂ：ＲＴＰＣＲ检测结果；Ｃ、Ｄ：半定量分析　１：空白组；２：ＧＦＰ组；
３：Ｓ１００Ａ４组　ａ：Ｐ＜００５，与ＧＦＰ组比较
图１０　Ｓ１００Ａ４对ＨＢＬ１００（Ａ、Ｃ）和ＭＣＦ７（Ｂ、Ｄ）细胞中ｃＦｏｓ的

ｍＲＮＡ水平的影响

３　讨论

　　Ｓ１００Ａ４的增加可以促进人肺动脉平滑肌细胞增
殖［５］；抑制ＳＷ６２０结肠癌细胞中的Ｓ１００Ａ４表达后，可
以明显减弱其细胞增殖［６］。本研究结果也发现

Ｓ１００Ａ４能促进 ＨＢＬ１００和 ＭＣＦ７细胞的增殖，与以
上研究结果相符。但是也有研究者指出干扰胰腺癌细

胞ＢｘＰＣ３的 Ｓ１００Ａ４表达后，细胞的增殖无明显改
变［７］，这可能是细胞种类不同导致的不同结果。

　　细胞骨架的重排在细胞运动中有重要作用。研究
发现 Ｓ１００Ａ４与肌动蛋白等细胞骨架成分有相互作
用［８］，这可能是其刺激细胞迁移的机制所在。在实验

过程中我们发现加入ＡｄＳ１００Ａ４处理后的ＨＢＬ１００和
ＭＣＦ７细胞形态均有所改变，我们猜测在这２种细胞
中 Ｓ１００Ａ４可能通过重排细胞骨架而促进它们的迁
移，此假设有待进一步验证。

　　Ｓ１００Ａ４通过增加 ＭＭＰ１３的表达而增强 ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞的侵袭能力［９］，抑制 Ｓ１００Ａ４的表达能明
显抑制胰腺癌细胞 ＢｘＰＣ３的侵袭力［７］；但是也有研

究称Ｓ１００Ａ４对鼠乳腺癌细胞系ＣＳＭＬ０的侵袭能力无
影响［１０］。在本研究中发现 Ｓ１００Ａ４可以促进 ＭＣＦ７
的侵袭能力但是不影响 ＨＢＬ１００的侵袭，这可能是
Ｓ１００Ａ４通过增强ＭＣＦ７细胞中的ＪＮＫ信号途径活性
而诱导其分泌ＭＭＰｓ导致的。
　　Ｓ１００Ａ４可以与Ｐ５３的四聚化区域结合，导致其处
于低聚状态，通过这一结合可以干扰 Ｐ５３生理功能的
发挥；它还可以下调前凋亡基因 Ｂａｘ的转录［１１］；它还

可以通过调节 αｖ和 α５的整合而抑制胃癌细胞凋
亡［１２］，本研究发现 Ｓ１００Ａ４可以抑制 ＨＢＬ１００和
ＭＣＦ７细胞的凋亡，这一结果可能是通过以上作用来
实现的，有待后续验证。

　　Ｓ１００Ａ４在结肠癌细胞中与 βｃａｔｅｎｉｎ有密切联
系［１３］，卡西霉素通过抑制 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ途径而抑制
Ｓ１００Ａ４在结肠癌细胞中的表达［１４］；但是在某些上皮

性癌中有 Ｗｎｔ活性的增高，而 Ｓ１００Ａ４的水平却很
低［１５］。本研究结果显示：经 ＡｄＳ１００Ａ４处理细胞后，
βｃａｔｅｎｉｎ的蛋白水平有所增高，接着从降解复合物重
要成分ＧＳＫ３β入手，通过检测 ＧＳＫ３β的磷酸化水平，
发现Ｓ１００Ａ４可以增加它的磷酸化水平，从而抑制其磷
酸化βｃａｔｅｎｉｎ活性，减少其降解，从而导致其胞内水平
升高，信号途径激活，终致其靶基因ｃＭｙｃ表达上升［３］，

在本研究中发现Ｓ１００Ａ４可以增强Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号
途径的活性，与Ｓａｃｋ等［４］的结果不一致，我们认为这可

能是Ｓ１００Ａ４与Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ途径之间存在相互作用
的缘故，该相互作用形成一个正反馈效应，从而促进肿

瘤的发生、发展，明确的结论尚待进一步研究。

　　多西紫杉醇可以抑制 ＪＮＫ途径而降低肺癌细胞
ＣＬ１５中 ＭＭＰ２的表达，从而降低细胞的侵袭能
力［１６］；Ｎａｓｒａｚａｄａｎｉ等［１７］发现ＪＮＫ２可以促进鼠乳腺肿
瘤的转移，以上表明ＪＮＫ活性与肿瘤的转移有密切联
系。本研究发现Ｓ１００Ａ４可以增强Ｗｎｔ／ＪＮＫ信号途径
活性，对比发现增强的ＪＮＫ活性可能与ＭＣＦ７细胞的
侵袭能力增强相关，与以上结果基本相符。

　　本研究发现 Ｓ１００Ａ４对乳腺癌具有促进性作用，
其机制可能涉及 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ以及 Ｗｎｔ／ＪＮＫ信号途
径活性的上调。提示，Ｓ１００Ａ４可能是一个潜在的乳腺
癌治疗靶点，尚待进一步验证。
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１　临床资料

　　病例１：男性，２４岁，以右侧股骨骨质破坏待查于２０１２年１月
３１日入院，入院后行右股骨病变穿刺活检术，病理提示：右大腿
软组织巨细胞肿瘤（考虑恶性），遂行右股骨肿瘤的瘤段切除、

大段异体股骨移植及内固定术，术后病理提示：右股骨富含巨

细胞肿瘤性病变，倾向骨巨细胞瘤，建议进一步检查血钙及甲

状旁腺功能，除外甲状旁腺功能亢进所致的骨病变。随后完善

相关检查，发现全身骨质疏松（图１），多发骨质呈囊状破坏（图
２）；实验室检查发现甲状旁腺激素及血钙增高；颈部彩超检查
发现甲状腺左叶后方低回声结节，考虑为甲状旁腺腺瘤；甲状

腺核显像检查发现甲状腺左叶区域异常高代谢灶，结合病史考

虑左甲状旁腺功能亢进，以左甲状旁腺腺瘤可能性大。遂后行

手术治疗，术中左侧甲状腺下极外侧见一大小约 ３．０ｃｍ×
２．０ｃｍ×１．０ｃｍ包块，质地中等，包膜完整、光滑，边界清，术后
病理提示左侧甲状旁腺腺瘤，术后复查血钙、血磷及甲状旁腺

素（ｐａｒａｔｈｙｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅ，ＰＴＨ）均恢复正常后出院。
　　病例２：男性，４２岁，患者以骨关节疼痛为主要症状多次在
骨科门诊就诊，一直以退行性骨关节炎进行治疗，患者症状无

好转，且呈进行性加重，随后行多部位Ｘ线检查，发现全身骨质
疏松，多发囊状骨质破坏，考虑骨肿瘤，进一步行甲状腺核素显

像检查发现左侧甲状腺下方异常高代谢灶，诊断为甲状旁腺功

能亢进，由腺瘤所致可能性大。入院后完善血生化检查即发现

血钙、ＰＴＨ增高，遂行手术治疗，术中左侧甲状腺上方见直径约
４ｃｍ包块，类圆形，包膜亦光滑、完整，术后病理结果提示左侧
甲状旁腺腺瘤，术后恢复良好出院。

! "

图１　原发性甲状旁腺亢进骨改变患者骨盆正位Ｘ线表现
图２　原发性甲状旁腺亢进骨改变患者股骨侧位Ｘ线表现
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