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　 　 【摘　 要】 　 目的 　 探讨鼠双微粒体 ２（ＭＤＭ２）在上皮间质转化（ＥＭＴ）过程中的作用及其分子机制。 方法 　 采用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测人乳腺癌 ＭＣＦ⁃７、ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 和 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞株中 ＭＤＭ２ 及 ＥＭＴ 相关标记分子（Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 及 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）水平；分别于 ＭＣＦ⁃７ 细胞中瞬时转染 ＭＤＭ２ 空质粒 ｐｃｍｖ、ＭＤＭ２ 过表达质粒 ｐｃｍｖ⁃ＭＤＭ２，ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１
细胞中瞬时转染针对 ＭＤＭ２ 三个不同靶点的干扰质粒 ３６ｈ 后观察细胞形态，并采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 和免疫荧光检测 ＥＭＴ 相

关标记分子及 ＭＤＭ２ 的表达情况；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 及实时定量 ＰＣＲ 检测在 ＭＣＦ⁃７、ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞过表达 ＭＤＭ２ 后对

促 ＥＭＴ 转录因子 Ｓｎａｉｌ１、Ｔｗｉｓｔ 蛋白和 ｍＲＮＡ 水平的影响。 结果　 ＭＣＦ⁃７ 细胞过表达 ＭＤＭ２ 后形态由鹅卵石形变为纺锤形，
Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白随 ＭＤＭ２ 表达水平的上调表达降低；ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞敲低 ＭＤＭ２ 后形态由长梭形变为卵圆形，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白随 ＭＤＭ２ 表达水平的下调表达依次降低；ＭＣＦ⁃７ 及 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞过表达 ＭＤＭ２ 后 Ｓｎａｉｌ１、Ｔｗｉｓｔ 的蛋白及

ｍＲＮＡ 水平均升高。 结论　 在乳腺癌细胞株中 ＭＤＭ２ 可促进 ＥＭＴ 发生，其可能通过上调转录因子 Ｓｎａｉｌ１ 和 Ｔｗｉｓｔ 表达来

实现。

　 　 【关键词】 　 鼠双微粒体 ２；　 乳腺癌；　 上皮间质转化；　 Ｓｎａｉｌ１；　 Ｔｗｉｓｔ
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　 　 近年来，乳腺癌发病率在我国部分大中城市已

占女性恶性肿瘤第 １ 位，尽管治疗手段不断提高，但
仍有约 ２５％～４０％的乳腺癌发生转移并导致治疗失

败［１］。 肿瘤转移是一个多因子参与的多步骤复杂

过程，其中上皮间质转化 （ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）是决定肿瘤侵袭和转移程度的关键

因素之一［２］。 现有资料表明，鼠双微粒体 ２（ｍｕｒｉｎｅ
ｄｏｕｂｌｅ ｍｉｎｕｔｅ ２，ＭＤＭ２）在包括乳腺癌在内的人类

５０ 多种不同类型的肿瘤中高表达，且 ＭＤＭ２ 高表达

与肿瘤侵袭转移有高度相关性，但 ＭＤＭ２ 在 ＥＭＴ
过程中发挥的作用及其分子机制目前尚不清楚［３］。
本研究通过在乳腺癌细胞中瞬时转染 ＭＤＭ２ 过表

达和敲低质粒，探讨 ＭＤＭ２ 在 ＥＭＴ 中的作用，进而

初步探讨 ＭＤＭ２ 与促进 ＥＭＴ 发生的转录因子

Ｓｎａｉｌ１、Ｔｗｉｓｔ 间的关系。

１　 材料与方法

１􀆰 １ 　 材 料 　 人乳腺癌 ＭＣＦ⁃７、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 和

ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细 胞 系 均 购 自 美 国 ＡＴＣＣ 公 司，
ＤＭＥＭ 培养液、ＲＰＭＩ １６４０ 培养液和小牛血清均购

自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司，胰酶购自美国 Ａｍｅｒｓｃｏ 公司，二
甲基亚砜购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司，ＥＣＬ 发光液购自美

国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司，质粒纯化试剂盒购自美国 Ｑｉａｇｅｎ
公司，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，
荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒、ＲＮＡ 提取试剂盒和反转录

试剂盒均购自 Ｔａｋａｒａ 公司，兔抗人 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 抗体、
兔抗人 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 抗体均购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司，兔抗人 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 抗体、小鼠抗人

β⁃ａｃｔｉｎ 抗体均购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司，小鼠抗人

ＭＤＭ２ 抗体购自美国 Ｃａｌｂｉｌｃｈｅｍ 公司，兔抗人抗体

Ｓｎａｉｌ１ 抗体、鼠抗人 Ｔｗｉｓｔ 抗体均购自美国 Ａｂｃａｍ 公

司，山羊抗小鼠 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 和山羊抗兔 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 均购

自美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 公司。 过表达 ＭＤＭ２ 的 ｐｃｍｖ⁃
ＭＤＭ２ 质粒由本实验室自行构建，敲低 ＭＤＭ２ 表达

的 ｓｉ⁃ＭＤＭ２⁃１、ｓｉ⁃ＭＤＭ２⁃３ 和 ｓｉ⁃ＭＤＭ２⁃５ 质粒均由吉

凯基因公司构建，Ｔａｒｇｅｔ 序列分别为 ５’⁃ＣＡＧＣＣＡＴ⁃
ＣＡＡＣＴＴＣＴＡＧＴＡ⁃３ ’、 ５ ’⁃ＴＴＣＣＡＧＡＧＡＧＴＣＡＴＧＴ⁃
ＧＴＴ⁃３’和 ５’⁃ＧＴＧＴＧＴＡＡＴＡＡＧＧＧＡＧＡＴＡ⁃３’。
１􀆰 ２　 细胞培养　 ＭＣＦ⁃７、ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞均用含

１０％小牛血清、１００Ｕ ／ ｍｌ 青霉素和 １００μｇ ／ ｍｌ 链霉素

的 ＤＭＥＭ 培养基培养；ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞用含 １０％
小牛血清、１００Ｕ ／ ｍｌ 青霉素和 １００μｇ ／ ｍｌ 链霉素的

ＲＰＭＩ １６４０ 培养基培养。 所有细胞置于 ３７℃、５％

ＣＯ２ 的培养箱中常规培养。
１􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测　 分别取 ５×１０６ 个 ＭＣＦ⁃
７、ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 及 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞，裂解后提取

细胞总蛋白，Ｂｒａｆｏｒｄ 分光光度法测定蛋白浓度。 取

６０μｇ 总蛋白上样，以 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶恒压电

泳，待溴酚兰刚跑出时终止电泳。 恒压 ８０Ｖ，湿转

２ｈ 后，５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 缓冲液室温封闭 １ｈ 后，
分别加入 ＭＤＭ２（１ ∶ ５００）、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ（１ ∶ ３０００）、Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ（１ ∶１０００）及 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 一抗（１ ∶３０００），４℃孵

育过夜，按 １ ∶５０００ 稀释二抗，室温孵育 １ｈ，ＥＣＬ 发

光液压片、曝片、分析。 各实验均重复 ３ 次。 应用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带灰度值。 目的蛋白相对表达

量＝目的蛋白灰度值 ／内参蛋白灰度值。
１􀆰 ４　 瞬时转染 　 （ １） 待 ＭＣＦ⁃７ 细胞融合 ６０％ ～
７０％时进行转染， 将 质 粒 ｐｃｍｖ （ ２􀆰 ０μｇ ）、 ｐｃｍｖ⁃
ＭＤＭ２（０􀆰 ５、１􀆰 ０、２􀆰 ０μｇ）加至无血清培养液中，混匀

后与 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ ２０００ 悬液混合，室温静置 ２０ｍｉｎ
后于培养箱中培养。 （２）于 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞中瞬

时转染针对 ＭＤＭ２ 三个不同靶点的干扰质粒 ｓｉ⁃
ＭＤＭ２⁃１、ｓｉ⁃ＭＤＭ２⁃３、ｓｉ⁃ＭＤＭ２⁃５（各 ２􀆰 ０μｇ），选取干

扰效果最强的质粒来转染 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞，浓度

分别为 ０􀆰 ５、１􀆰 ０、２􀆰 ０μｇ，同时瞬时转染 ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ
（２􀆰 ０μｇ）作对照。 （３）分别于 ＭＣＦ⁃７、ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１
细 胞 中 瞬 时 转 染 ｐｃｍｖ （ ２􀆰 ０μｇ ）、 ｐｃｍｖ⁃ＭＤＭ２
（２􀆰 ０μｇ）。 （２）和（３）中的转染方法与（１）相同。 于

ＭＣＦ⁃７、ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞进行上述转染 ３６ｈ 后采

用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测 ＭＤＭ２、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ、Ｓｎａｉｌ１ 及 Ｔｗｉｓｔ 的蛋白水平。
１􀆰 ５　 免疫荧光检测 　 ＭＣＦ⁃７ 细胞瞬时转染 ｐｃｍｖ⁃
ＭＤＭ２ 质粒 ３６ｈ 后，弃培养液，４％多聚甲醛室温固定

２０ｍｉｎ，０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 透化 １０ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤后 ４％
小牛血清白蛋白封闭 ４５ｍｉｎ，加入 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 一抗（１ ∶
７５），４℃过夜， 加入驴抗兔荧光二抗（１ ∶４００），遮光摇

床 １ｈ。 ＰＢＳ 洗涤后 ＤＡＰＩ 染核，加入抗荧光猝灭封片

液后荧光显微镜观察。 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞瞬时转染

干扰效果最强质粒 ３６ｈ 后行免疫荧光实验检测 Ｖｉｍ⁃
ｅｎｔｉｎ（１ ∶７５），方法同上。 实验重复 ３ 次。
１􀆰 ６　 实时定量 ＰＣＲ　 在 ＭＣＦ⁃７、ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞

均瞬时转染 ｐｃｍｖ⁃ＭＤＭ２ 质粒 ３６ｈ 后，用 Ｔｒｉｚｏｌ 提取

细胞总 ＲＮＡ，然后根据反转录试剂盒说明书按 ２０μｌ
体系将 １􀆰 ０μｇ ＲＮＡ 反转录生成 ｃＤＮＡ。 以获得的

ｃＤＮＡ 为模板，用 ＥｖａＧｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒

对目的基因进行定量 ＰＣＲ 扩增。 Ｓｎｉａｌ１ 上游引物：
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５’⁃ＣＴＧＣＧＧＧＡＡＧＧＣＣＴＴＣＴＣＴ⁃３’，下游引物：５’⁃
ＣＧＣＣＴＧＧＣＡＣＴＧＧＴＡＣＴＴＣＴＴ⁃３’；Ｔｗｉｓｔ 上游引物：
５’⁃ＡＧＣＴＧＡＧＣＡＡＧＡＴＴＣＡＧＡＣＣＣＴＣＡ⁃３’，下游引

物：５’⁃ＣＴＧＣＡＧＣＴＴＧＣＣＡＴＣＴＴＧＧＡＧＴ⁃３’；ＧＡＰＤＨ
上游引物：５’⁃ＧＧＴＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡ⁃３’，下
游引物：５’⁃ＡＧＣＣＡＡＡＴＴＣＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣ⁃３’。 反应

体系：ＳＹＢＲ􀳏 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ （２ ×） １０μｌ，ＲＯＸ
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ （５０×） ０􀆰 ４μｌ，模板 ２μｌ，上、下游引物

各 ０􀆰 ４μｌ，灭菌蒸馏水 ６􀆰 ８μｌ。 采用 ＡＢＩ ７５００ Ｒｅａｌ⁃
Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 进行 ＰＣＲ 扩增，ＰＣＲ 反应条件如

下： ９５℃预变性 ３０ｓ，随后 ９５℃变性 ５ｓ，６０℃退火延

伸 ３０ｓ，共 ４０ 个循环。 实验重复 ３ 次，每次 ３ 个复

孔。 采用 ２⁃△△Ｃｔ法表示相对表达量。
１􀆰 ７　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ １３􀆰 ０ 软件包进行统

计处理。 数据以均数±标准差表示，组间比较采用 ｔ
检验。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 乳腺癌细胞株中 ＥＭＴ 相关标记分子及 ＭＤＭ２
蛋白水平　 ＭＣＦ⁃７ 细胞中上皮标记分子 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
的蛋白水平较高，而其余两株细胞中 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 不

表达；相反，ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 和 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞中间

质标记分子 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 具有较高表达水

平，而在 ＭＣＦ⁃７ 细胞中不表达；ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞

中 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达水平较 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞更

高，而其 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达水平较低；ＭＤＭ２ 的蛋

白表达水平在 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞中最高，在 ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃２３１ 细胞中最低。 见图 １。

注：１：ＭＣＦ⁃７；２：ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１；３：ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５

图 １　 不同乳腺癌细胞株中 ＥＭＴ 相关标记分子
及 ＭＤＭ２ 蛋白水平

２􀆰 ２　 过表达 ＭＤＭ２ 促进 ＭＣＦ⁃７ 细胞 ＥＭＴ 发生 　
ＭＣＦ⁃７ 细胞过表达 ＭＤＭ２ 后形态由鹅卵石形变为

纺锤形，Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白随 ＭＤＭ２ 表达水平的上调

表达依次降低；荧光显微镜显示 ＭＤＭ２ 过表达后，
反映 ＭＤＭ２ 的红色荧光较强，而反映 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的

绿色荧光较弱。 见图 ２、图 ３。
２􀆰 ３　 敲低 ＭＤＭ２ 抑制 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞 ＥＭＴ 的

发生　 干扰质粒 ｓｉ⁃ＭＤＭ２⁃５ 对 ＭＤＭ２ 的抑制作用

最明显（图 ４）。 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞敲低 ＭＤＭ２ 后形

态由长梭形变为卵圆形，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白

随 ＭＤＭ２ 表达水平的下调表达依次降低（图 ５）；荧
光显微镜显示 ＭＤＭ２ 敲低后，反映 ＭＤＭ２ 的红色荧

光及反映 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的绿色荧光均较弱（图 ６）。
２􀆰 ４　 ＭＤＭ２ 过表达上调转录因子 Ｓｎａｉｌ１、Ｔｗｉｓｔ 　
ＭＣＦ⁃７ 细胞过表达 ＭＤＭ２ 后 Ｓｎａｉｌ１、Ｔｗｉｓｔ 的蛋白及

ｍＲＮＡ 水平表达均上调（Ｐ＜０􀆰 ０５），在 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１
细胞中得到与 ＭＣＦ⁃７ 细胞中类似的结果。 见图 ７。

３　 讨　 论

ＥＭＴ 与肿瘤的侵袭和转移有密切关系，以上皮

细胞特性丧失及间质细胞特性获得为重要特征［４］。
在此过程中，介导上皮细胞间紧密连接的胞膜蛋白

Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达下调，间质细胞间的连接蛋白如 Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达上调，同时细胞骨架重排，这一系列改

变使细胞粘附能力下降，运动迁移能力增加，最终

细胞获得了向胞外基质侵袭和运动的能力［５］。 本

研究选取了侵袭能力较弱的 ＭＣＦ⁃７ 细胞及侵袭能

力较强的 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 和 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞并检

测 ３ 种细胞中 ＥＭＴ 相关标记蛋白表达，结果与之前

的研究结果一致［６］，提示侵袭较弱的细胞上皮标记

蛋白表达较高，侵袭力较强的细胞间质标记蛋白表

达较高。 此外，本研究发现 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞的

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达水平较 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞更高，
而其 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达水平较低，这种不一致的

变化提示 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 可能不仅仅是 ＥＭＴ
的一个标记分子。 有研究显示，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 能够在细

胞质中与 ｐ５３ 结合，抑制 ｐ５３ 进入细胞核，进而促进

细胞凋亡［７］。 另外，曾有报道称 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 通过激

活 ＰＫＢ ／ Ａｋｔ ／ Ｂｃｌ２ 通路抑制细胞凋亡［８］。 以上表明

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 在肿瘤的转移过程中还发挥

着其他作用，有待于进一步研究。
大量研究已证实 ＭＤＭ２ 是肿瘤抑制基因 ｐ５３

重要的负性调节因子，而众所周知 ｐ５３ 是人类肿瘤

发生最重要的分子之一，因而 ＭＤＭ２ 在肿瘤发生、
发展中占据重要地位。 目前为大家所公认的是 ｐ５３
与 ＭＤＭ２ 之间存在的一个负反馈调节环， 即 ＭＤＭ２
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注：Ａ：荧光显微镜（×２００）；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ；１：ｐｃｍｖ；２～４ 依次为：０􀆰 ５μｇ、１􀆰 ０μｇ、２􀆰 ０μｇ ｐｃｍｖ⁃ＭＤＭ２

图 ２　 ＭＣＦ⁃７ 细胞过表达 ＭＤＭ２ 后的形态学观察及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测

图 ３　 ＭＣＦ⁃７ 细胞转染 ｐｃｍｖ⁃ＭＤＭ２ 质粒 ３６ｈ 后的免疫荧光检测（×２００）

注：１：ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ｓｉ⁃ＭＤＭ２⁃５；３：ｓｉ⁃ＭＤＭ２⁃３；４：ｓｉ⁃ＭＤＭ２⁃１

图 ４　 针对 ＭＤＭ２ ３ 个不同靶点的干扰质粒验证

可在 ｐ５３ 诱导下转录增强，导致细胞中 ＭＤＭ２ 蛋白

水平上调，ＭＤＭ２ 水平升高后又通过多种途径抑制

ｐ５３ 功能。 然而，近期越来越多研究发现 ＭＤＭ２ 也

可不依赖于 ｐ５３ 在调控细胞增殖、凋亡中发挥促癌

作用［９］。 有研究发现 ＭＤＭ２ 通过降解 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
蛋白促进细胞运动和侵袭［１０］，因此推测 ＭＤＭ２ 在乳

注：Ａ：荧光显微镜（×２００）；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ；１：ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ；２～４ 依次为：０􀆰 ５μｇ、１􀆰 ０μｇ、２􀆰 ０μｇ ｓｉ⁃ＭＤＭ２⁃５

图 ５　 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞敲低 ＭＤＭ２ 后的形态学观察及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测

图 ６　 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞转染 ｓｉ⁃ＭＤＭ２⁃５ 质粒 ３６ｈ 后的免疫荧光检测（×２００）
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Ａ、Ｃ：ＭＣＦ⁃７、ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测；Ｂ、Ｄ：ＭＣＦ⁃７、ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞定量 ＰＣＲ

图 ７　 过表达 ＭＤＭ２ 导致促 ＥＭＴ 转录因子 Ｓｎａｉｌ１、Ｔｗｉｓｔ 表达上调

腺癌细胞中能够诱导 ＥＭＴ 发生。 本研究中 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 和免疫荧光检测结果均显示，在乳腺癌细胞

中过 表 达 ＭＤＭ２ 能 够 下 调 上 皮 标 记 分 子 Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ，敲低 ＭＤＭ２ 能够下调间质标记分子 Ｎ⁃ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，且 ＭＤＭ２ 表达的变化引起了相应

细胞形态改变。 另外，本课题组前期的研究成果已

证明 ＭＤＭ２ 高表达使乳腺癌细胞的侵袭、迁移能力

增强，敲低 ＭＤＭ２ 则使侵袭、迁移能力减弱［１１］。 综

合上述结果，可以确定 ＭＤＭ２ 促进乳腺癌细胞 ＥＭＴ
的发生。

ＭＤＭ２ 有 ４０ 多种剪接体，能够编码不同分子量

的 ＭＤＭ２ 蛋白，可能具有不同的生物学功能［１２］。 本

研究发现 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞中 ＭＤＭ２ 蛋白表达量

较 ＭＣＦ⁃７ 细胞低，与预想的间质型细胞中 ＭＤＭ２ 表

达较高不相符。 有研究报道 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞的

主要表达分子量为 ５７、５３ｋＤａ 的 ＭＤＭ２ 蛋白剪接

体，而不是 ＭＤＭ２ Ｐ９０［１３］，这可作为我们研究结果

的合理解释之一。 另外，有研究报道结直肠癌组织

能够表达多种 ＭＤＭ２ 剪接体，可能在肿瘤进展过程

中发挥不同的作用［１４］。 因此，检测 ＭＤＭ２ 不同剪接

体在特定组织中的表达差异来推测它们在肿瘤进

展中的不同作用是非常重要的，有待于我们进一步

深入研究。
ＥＭＴ 过程涉及非常复杂的分子机制，很多转录

因子在其中发挥不可或缺的作用。 有研究报道活

化的核转录因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃ｋａｐｐａ Ｂ，ＮＦ⁃κＢ）
通过稳定乳腺癌细胞中的 Ｓｎａｉｌ１ 来促进细胞的侵袭

转移，研究结果显示下调 Ｓｎａｉｌ１ 表达能使紧密连接

蛋白 ＺＯ⁃１ 和 ｃｌａｕｄｉｎ 表达水平降低，间质标记分子

Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达升高，进而抑制炎症因子介导的细

胞侵袭、转移［１５］。 有研究发现 Ｓｎａｉｌ１ 与 Ｓｕｖ３９Ｈ１ 作

用下调 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达介导乳腺癌细胞 ＥＭＴ 的发

生［１６］。 近期有研究报道 ＴＮＦ⁃α 诱导 ＥＭＴ 发生需要

ＮＦ⁃κＢ 介导 Ｔｗｉｓｔ 的上调［１７］。 本研究结果显示

ＭＤＭ２ 高表达促进乳腺癌细胞 ＥＭＴ 发生，且 ＭＤＭ２
在蛋白水平及 ｍＲＮＡ 水平均上调 Ｓｎａｉｌ１、Ｔｗｉｓｔ 表

达。 由此提示 ＭＤＭ２ 在乳腺癌细胞株中通过介导

转录因子 Ｓｎａｉｌ１、Ｔｗｉｓｔ 表达上调，进而促进 ＥＭＴ 的

发生。
综上所述，本研究首次证实在乳腺癌细胞株中

ＭＤＭ２ 通过上调转录因子 Ｓｎａｉｌ１、Ｔｗｉｓｔ 进而促进细

胞 ＥＭＴ 的发生，明确了 ＭＤＭ２ 在 ＥＭＴ 过程中所扮

演的角色，进一步完善了对 ＭＤＭ２ 在肿瘤侵袭转移

中所起作用的认识，并初步探索了 ＭＤＭ２ 促进 ＥＭＴ
发生的分子机制，为将 ＭＤＭ２ 作为乳腺癌转移预防

和治疗的靶点提供了理论依据和实验基础。 然而

ＭＤＭ２ 上调 Ｓｎａｉｌ１、 Ｔｗｉｓｔ 的具体作用机制以及

ＭＤＭ２ 在 ＥＭＴ 过程中涉及的其他相关因子仍有待

进一步研究。
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