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［摘要］　目的　探讨水通道蛋白４（ＡＱＰ４）在乳腺癌发展中的作用机制。方法　选用高表达
ＡＱＰ４的Ｔ４７Ｄ及ＭＣＦ７细胞系，通过５０ｓｉＲＮＡ干扰技术下调乳腺癌细胞Ｔ４７Ｄ和ＭＣＦ７细胞系中
ＡＱＰ４的表达水平，检测下调的 ＡＱＰ４对乳腺癌细胞侵袭及转移的影响 。结果　下调的 ＡＱＰ４能
够显著的抑制乳腺癌细胞的侵袭及转移。结论　ＡＱＰ４表达水平与乳腺癌病情发展有相关性，可
以进一步开发成为新的靶点。
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　　乳腺癌（ＢＣ）是女性最常见的恶性肿瘤［１］，其发生

机制不明。水通道蛋白（ａｑｕａｐｏｒｉｎ，ＡＱＰ）家族是一种
疏水性跨膜蛋白，大小为２６～３４ｋＤａ，广泛地存在于包
括哺乳动物在内的多种生物中［２］。目前，在哺乳动物

中已经发现至少 １３种 ＡＱＰ亚型［３］。Ａｑｕａｐｏｒｉｎ４
（ＡＱＰ４）是ＡＱＰ家族的一员，在维持水和离子平衡中
起关键作用。有研究发现，ＡＱＰ４在肿瘤的发生发展
中起着重要作用［４］。敲除ＡＱＰ４能抑制成年小鼠脑室
下区神经干细胞的增殖，迁移和神经分化［５］。Ｓｈｉ
等［６］筛选在乳腺癌组织中的 ＡＱＰ的表达谱时发现，
ＡＱＰ４在肿瘤组织中的表达水平显著高于正常组织，
这说明它在乳腺癌发生发展中可能起一定的作用。本

研究拟研究ＡＱＰ４的表达水平及其在乳腺癌发生发展
中的作用。

对象与方法

一、材料

人乳腺癌细胞株 ＭＤＡＭＢ２３１，Ｔ４７Ｄ，ＭＣＦ７和
ＥＲＺＲ７０均购买于中国科学院细胞生物学研究所
（上海）。

二、方法

１．小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）处理：Ｔ４７Ｄ和 ＭＣＦ７细
胞瞬时转染，将 ｓｉＲＮＡ和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）分别与 ＯｐｔｉＭＥＭ无血清培养基混
合，再将二者混合后处理肿瘤细胞，６小时后更换为正
常培养基。

２．ＲＮＡ的分离和实时 ＰＣＲ鉴定：总 ＲＮＡ使用
ＲＮｅａｓｙ试剂盒进行提取。使用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＰＣＲ试
剂盒对１μｇ的总ＲＮＡ进行反转录（ＴａｋａｒａＢｉｏ，Ｔｅｐｃｏ，
Ｊａｐａｎ），通过 ＰＣＲ检测 ＡＱＰ４ｍＲＮＡ的表达（引物：５′
ＧＣＴＣＡＡＴＡＧＣＴＴＴＡＧＣＡＡＴＴＧ３′，吉凯基因公司合成，
上海）。

３．蛋白免疫印迹：细胞样品使用１×ＲＩＰＡ细胞裂
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解液进行蛋白裂解，超声波破碎，离心得上清，１００℃煮
样１０分钟，ＳＤＳＰＡＧＥ胶分离蛋白，特异性抗体孵育
（抗ＡＱＰ４：ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｓｃ２０８１２，ＳａｎｔａＣｒｕｚ，
ＣＡ，１：１０００；抗βａｃｔｉｎ：ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｓｃ１６１６，
ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ＣＡ，１：１０００）。实验结果使用 Ｏｄｙｓｓｅｙ
Ｉｍａｇｅｒ软件（ＬＩＣＯＲ，Ｌｉｎｃｏｌｎ，ＮＥ，ＵＳＡ）对条带的荧光
强度进行分析，以 βａｃｔｉｏｎ条带的相对荧光强度值作
为实验数据分析对照。

４．划痕试验：人乳腺癌细胞在含有１％胎牛血清
的培养基中饥饿处理２４小时，之后使用标准的２００μｌ
无菌枪头对细胞爬片进行划线。细胞划痕的愈合情况

由光镜下检测到的细胞生长迁移距离来进行评估。

５．肿瘤细胞侵袭实验：肿瘤细胞侵袭实验根据细
胞穿透Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（Ｃｏｓｔａｒ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ，ＵＳＡ）基
质胶的程度来进行评估。在光镜下计数预先设立的５
个区域内穿过基质胶的肿瘤细胞的数目。

三、统计学分析

采用ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计学分析。定量分析
细胞愈合率，细胞愈合比率 ＝（０时划痕面积值 －２４
小时该处划痕面积值）／０时划痕面积值 ×１００％。计
量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，用 ｔ检验。Ｐ＜
０．０５有统计学意义。

　
图２　ｓｉＲＮＡ序列转染后乳腺癌细胞系ＡＱＰ４ｍＲＮＡ水平和蛋白表达量

结　　果

１．ＡＱＰ４在人乳腺癌细胞系中表达特性：首先通
过ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ试验验证 ＡＱＰ４在人乳腺癌细胞系中
的表达，以βａｃｔｉｎ作为对照（图１）。

ＡＱＰ４在 Ｔ４７Ｄ和 ＭＣＦ７细胞系中的表达高于
ＭＤＡＭＢ２３１和ＥＲＺＲ７０。因此，我们选择 Ｔ４７Ｄ和
ＭＣＦ７细胞系做进一步研究。利用 ｓｉＲＮＡ技术沉默
Ｔ４７Ｄ和ＭＣＦ７细胞中ＡＱＰ４ｍＲＮＡ的表达，通过ＲＴ
ＰＣＲ分析和免疫印迹分析检测 ＡＱＰ４的表达（图２）。
以无序的核苷酸序列同样转染入细胞株内作为（ｓｉＣ
ｔｒｌ）阴性对照，ＡＱＰ４ｍＲＮＡ相对表达量，ｓｉＡＱＰ４／ＭＣＦ７

组和 ｓｉＡＱＰ４／Ｔ４７Ｄ组均比对照 ｓｉＣｔｒｌ组低 （Ｐ＜
０．０１）。以βａｃｔｉｎ蛋白为内参，ＡＱＰ４蛋白的表达水
平，ｓｉＡＱＰ４／ＭＣＦ７组和 ｓｉＡＱＰ４／Ｔ４７Ｄ组均比空白对
照ｓｉＣｔｒｌ组低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），说明经
过ｓｉＲＮＡ沉默后，ＡＱＰ４ｍＲＮＡ和蛋白表达均明显减
少。

图１　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测不同乳腺癌细胞系中ＡＱＰ４的表达情况

　　２．沉默ＡＱＰ４显著降低乳腺癌细胞的迁移和侵袭
能力：ＡＱＰ４敲除的乳腺癌细胞系中，划痕愈合所需的
时间明显比相应的对照组更长。敲除 ＡＱＰ４显著降低
了乳腺癌细胞的迁移能力（图３）。迁移结果在０小时
ｓｉＡＱＰ４／Ｔ４７Ｄ及 ｓｉＡＱＰ４／ＭＣＦ７组与 ｓｉＣｔｒｌ组无明显
差异，２４小时内ｓｉＣｔｒｌ组组内对比细胞愈合率明显上
升，说明细胞迁移距离增加，２４小时内 ｓｉＡＱＰ４／Ｔ４７Ｄ
及ｓｉＡＱＰ４／ＭＣＦ７组组内对比细胞愈合率上升相对缓
慢。但同时间点实验组与对照组细胞愈合率比较，差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ｓｉＡＱＰ４组划痕愈合能力
明显受到抑制，表现为划痕愈合面积缩小，划痕愈合面

积内细胞迁移数量明显下降（图 ３）。细胞愈合率
ｓｉＡＱＰ４／Ｔ４７Ｄ组和ｓｉＡＱＰ４／ＭＣＦ７组低于 ｓｉＣｔｒｌ组，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），表明经转染后沉默ＡＱＰ４
的Ｔ４７Ｄ和ＭＣＦ７细胞的迁移能力下降。

将ｓｉＡＱＰ４Ｔ４７Ｄ、ｓｉＡＱＰ４ＭＣＦ７组细胞及未处理
细胞和对照组（ｓｉＣｒｔｌ）细胞分别接种于Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶铺就
的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中，４８小时后固定染色。

侵袭实验显示 ｓｉＡＱＰ４细胞和 ｓｉＣｔｒｌ细胞在侵袭
能力上有明显差异（Ｐ＜０．０５）（图４）。细胞定量分析
表明ｓｉＣｔｒｌ组穿过的细胞数目较ｓｉＡＱＰ／Ｔ４７Ｄ组高２．３
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倍（Ｐ＜０．０５），较 ｓｉＡＱＰ／ＭＣＦ细胞高 ２．０倍（Ｐ＜
０．０５）。结果表明ｓｉＡＱＰ４组乳腺癌细胞的侵袭能力明

显降低，说明ＡＱＰ４蛋白对乳腺癌细胞的侵袭能力有
重要作用。

＾

　

　
图３　不同时间间隔划痕愈合率比较

图４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验

讨　　论

迁移是细胞基本特性，这一过程出现在损伤后组

织修复、炎症反应、新生血管形成和肿瘤扩散等生理和

病理过程中［７］。细胞迁移能力降低通常会导致侵袭

能力的下降［８］。根据对培养中迁移细胞的观察，将细

胞迁移分为四个过程：极化、突起、牵拉和收缩［９］。其

中，质膜突起由肌动蛋白重组构成伪足结构为细胞迁

移提供基础，水在细胞内外的流动为细胞迁移提供动

力［１０］。有研究显示，ＡＱＰ作为一种肌动蛋白，其聚合／

解聚引起跨膜离子流结果导致靠近前缘处的迁移细胞

的细胞质出现渗透压的快速变化，促进渗透水流穿过

质膜渗入细胞突起，导致细胞的运动［１１］。在水通道的

调节中，磷酸化是一个很重要的过程，从机制上来

看，ＡＱＰ４含有 ＰＫＡ和 ＰＫＣ磷酸化的同源序列，这些
水通道受磷酸化作用直接调节，并认为磷酸化与

ＡＱＰ的运输、门控以及重新分布有关，可见磷酸化直
接影响其功能［１２］。

肿瘤侵袭和转移是在多基因协同作用下，癌细胞

通过与宿主细胞以及细胞外基质等多因素之间相互作
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用及信号整合的结果。在侵袭转移过程中肿瘤细胞的

黏附、分泌蛋白酶、运动三种行为互相协调，在不同的

时间和空间进行着精细的调控［１３］。在肿瘤的转移扩

散中，癌细胞与癌细胞黏附和解离起着决定的作用。

有研究发现，癌细胞在原发灶脱落、侵入转移位点并增

殖的一系列过程中所涉及的细胞细胞、细胞基质间
的相互作用由特异性黏附分子介导的［１４］。

乳腺癌细胞的迁移和侵袭可能与 ＡＱＰ磷酸化介
导的细胞运动有关，在此基础上肿瘤细胞间黏附力的

降低可能促进这一过程。这种生物学行为信号传导的

研究是一个广泛而复杂的过程。有研究显示，替莫唑

胺通过下调ＡＱＰ４的表达以及激活 ＭＡＰＫ信号通路，
进而降低胶质瘤细胞的迁移及转移能力［１５］。胡慧

等［１６］研究 ＳＴＡＴ３通路通过介导 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的
表达抑制乳腺癌的侵袭和转移。ＡＱＰ在乳腺癌中作
用通路研究较少，测试何种机制介导ＡＱＰ在这些过程
中的作用也是本实验未来研究重点。完整的通路研究

有利于开发ＡＱＰ４成为乳腺癌治疗的新靶点。
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经食管超声引导下心脏异物取出术一例

轩继中　程兆云　葛振伟　孙俊杰　孟树萍　赵亮　林鹏辉　王莹

基金项目：河南省医学科技攻关计划资助

项目（２０１６０１０１１）
作者单位：４５１４６４　郑州，阜外华中心血

管病医院心脏外科（轩继中、程兆云、葛振伟、

孙俊杰），监护室（孟树萍），麻醉科（赵亮），手

术室（林鹏辉），超声科（王莹）

［关键词］　心脏异物；　食管；　超声引导

　　病人，男，７４岁。因心脏穿透性损

伤１周，呼吸衰竭２天入院。入院１周

前因胸闷不适行彩超等检查提示心包及

胸腔积液，局麻下经左锁骨中线第５肋
间行心包穿刺引流术，穿刺过程中出现

心脏穿透性损伤，随即置入６ＦＪ形导管
（管径２ｍｍ）１根，以封闭心脏破口，并
于剑突下近左肋缘处再次行心包穿刺引

流，置入３Ｆ单腔管１根，可见血性心包
积液引出，急查胸部 ＣＴ提示６ＦＪ形导

管由心尖进入左心室，弯曲尖端达主动

脉瓣上方。观察剑突下心包引流管无持

续血性心包积液引出，超声监测未见心

包积液增多，遂保守治疗。２天前因肺
部感染出现呼吸衰竭，行气管插管接呼

吸机辅助呼吸。慢性再生障碍性贫血病

史１０余年；７年前因右肺腺癌行右肺上
叶切除术。无吸烟史，无冠心病、瓣膜病
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