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ｐ３８蛋白激酶信号通路对骨桥蛋白介导的三阴性乳腺癌细胞自噬、
凋亡活性的影响
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摘要：　目的　探讨骨桥蛋白（ＯＰＮ）和自噬相关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１在三阴性乳腺癌组织中的表达及 ＯＰＮ下调对 ｐ３８
蛋白激酶（ｐ３８ＭＡＰＫ）、Ｂｅｃｌｉｎ１表达及乳腺癌细胞自噬、凋亡活性的影响。方法　选取２０１５年１月至２０１６年１２月南
阳市中心医院收治的６０例女性三阴性乳腺癌患者的癌组织标本为研究对象，另选取同期手术治疗的４０例女性乳腺
纤维腺瘤或乳腺增生结节患者的正常乳腺组织作为对照；采用免疫组织化学方法检测三阴性乳腺癌组织和正常乳腺

组织中ＯＰＮ和Ｂｅｃｌｉｎ１的表达。将 ＭＤＡＭＢ２３１细胞株分为特异性 ＯＰＮ小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）实验组（ＯＰＮｓｉＲＮＡ
组）、非同源阴性ＣＯＮｓｉＲＮＡ对照组（ＣＯＮｓｉＲＮＡ组）和ｍｏｃｋ空白对照组（ｍｏｃｋ组）；以慢病毒介导基因干扰技术制
备ＯＰＮ低表达ＭＤＡＭＢ２３１细胞模型，应用透射电镜及流式细胞术检测ＯＰＮ下调后细胞自噬体形成和凋亡率，实时
荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＯＰＮ下调后 ｐ３８ＭＡＰＫ及 Ｂｅｃｌｉｎ１的表达。结果　ＯＰＮ蛋白在
乳腺癌组织和正常乳腺组织中的阳性表达率分别为６８．３％（４１／６０）和１２．５％（５／４０），ＯＰＮ蛋白在乳腺癌组织中的阳
性表达率高于正常乳腺组织（χ２＝５６．８８１，Ｐ＝０．０００）；Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白在乳腺癌组织和正常乳腺组织中的阳性表达率分
别为１８３％（１１／６０）和４２．５％（１７／４０），Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白在乳腺癌组织中的阳性表达率低于正常乳腺组织（χ２＝５４．６９２，
Ｐ＝００００）；三阴性乳腺癌组织中ＯＰＮ蛋白表达与 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达呈负相关（ｒ＝－０．７１３，Ｐ＝０．００３）。病毒转染
４８ｈ后，ＯＰＮｓｉＲＮＡ组细胞中ＯＰＮｍＲＮＡ和蛋白相对表达量显著低于ＣＯＮｓｉＲＮＡ组和ｍｏｃｋ组（Ｆ＝５７．１７０、５０．４１０，
Ｐ＝０．００１）。ＯＰＮ表达下调后，ＯＰＮｓｉＲＮＡ组细胞中自噬体个数、早期凋亡率显著高于ＣＯＮｓｉＲＮＡ组和ｍｏｃｋ组（Ｆ＝
１７５９０，Ｐ＝０．００４；Ｆ＝２３．１８０，Ｐ＝０．００３）；ＯＰＮｓｉＲＮＡ组细胞中Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ和蛋白相对表达量明显高于ＣＯＮｓｉＲＮＡ
组和ｍｏｃｋ组（Ｆ＝２９．８７３、３２．１７４，Ｐ＝０．００１），ｐ３８ＭＡＰＫｍＲＮＡ和蛋白相对表达量低于 ｍｏｃｋ组和 ＣＯＮｓｉＲＮＡ组
（Ｆ＝３２．７３５、３７１１０，Ｐ＝０．０００）；ｍｏｃｋ组与ＣＯＮｓｉＲＮＡ组细胞中自噬体个数、早期凋亡率、Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ和蛋白相
对表达量及ｐ３８ＭＡＰＫｍＲＮＡ和蛋白相对表达量比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　抑制ＯＰＮ表达可促进
三阴性乳腺癌细胞自噬和凋亡活性，其作用机制可能与ｐ３８ＭＡＰＫ表达下调、Ｂｅｃｌｉｎ１表达上调有关。
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ｓｏｍｅｓａｎｄｅａｒｌｙａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎｃｅｌｌｓｏｆｔｈｅＯＰＮｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅＣＯＮｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ
ａｎｄｔｈｅｍｏｃｋｇｒｏｕｐ（Ｆ＝１７．５９０，Ｐ＝０．００４；Ｆ＝２３１８０，Ｐ＝０．００３）．ＩｎｔｈｅＯＰＮｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅＣＯＮｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｍｏｃｋｇｒｏｕｐ（Ｆ＝２９．８７３，
３２１７４，Ｐ＝０．００１），ａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ３８ＭＡＰＫｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｍｏｃｋｇｒｏｕｐａｎｄ
ｔｈｅＣＯＮｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ（Ｆ＝３２．７３５，３７．１１０，Ｐ＝０．０００）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｉｎｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆａｕｔｏｐｈａｇｏ
ｓｏｍｅｓ，ｅａｒｌｙａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ，ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ，ａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ３８ＭＡＰＫｍＲＮＡａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｌｌｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｍｏｃｋｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＣＯＮｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＯＰＮｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｃｏｕｌｄｐｒｏｍｏｔｅａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ，ｔｈｅｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｔｈｉｓｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎｍａｙ
ｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｐ３８ＭＡＰＫａｎｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＢｅｃｌｉｎ１．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ；ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ；ａｕｔｏｐｈａｇｙ；ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ；Ｂｅｃｌｉｎ１

　　乳腺癌发病率居女性恶性肿瘤首位，病死率
居第２位［１］。三阴性乳腺癌是乳腺癌的一种亚

型，指雌、孕激素受体和人表皮生长因子受体２均
为阴性的乳腺癌，具有恶性程度高、预后差等特

性［２］。研究显示，骨桥蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）与
乳腺癌增殖、迁移及放射治疗和化学治疗耐受有

关，但其确切机制仍有待探索［３］。自噬在多种肿

瘤中广泛存在，是调控肿瘤细胞命运的重要过

程［４］。研究表明，Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白参与自噬体的形
成，是一种自噬特异性蛋白。本研究拟探讨 ＯＰＮ
和自噬相关蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１在三阴性乳腺癌组织中
的表达意义，并建立 ＯＰＮ低表达三阴性乳腺癌细
胞模型，探讨 ＯＰＮ下调对三阴性乳腺癌细胞自噬、
凋亡活性的影响及其机制。

１　材料与方法

１．１　标本来源　选取南阳市中心医院２０１５年１月
至２０１６年１２月收治的６０例女性三阴性乳腺癌患
者的癌组织标本为研究对象，年龄２７～６１（４５．０±
７．６）岁；另选取同期手术治疗的４０例女性乳腺纤维
腺瘤或乳腺增生结节患者的正常乳腺组织作为对

照，年龄２１～６４（４１．０±１０．３）岁。本研究经医院伦
理委员会批准，且所有患者签署知情同意书。

１．２　细胞、试剂与仪器　ＭＤＡＭＢ２３１细胞株购自
中国科学院上海细胞生物学研究所；质粒ｐＬＶＴＨＭ、
ｐＣＭＶ、ｐＭＤ２Ｇ和 ｃＤＮＡ反转录试剂盒购自美国 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＯＰＮ、ｐ３８蛋白激酶（ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉ

ｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ｐ３８ＭＡＰＫ）、Ｂｅｃｌｉｎ１抗体购自
美国 Ａｂｃａｍ公司，链霉菌亲和素过氧化物酶链结
（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ，ＳＰ）免疫组织化
学检测试剂盒购自上海鼎杰生物科技有限公司，

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ试剂盒购自德国 Ｑｉａｇｅｎ公司，反转录
引物由上海生工生物股份有限公司合成；ＦＡＣＳ４４０
型流式细胞仪购自美国 ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司，７５００
型实时荧光定量聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅ
ａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）系统购自美国 ＡＢＩ公司，ＢＯＮＤＭａｘ全
自动免疫组织化学染色机购自德国 Ｌｅｉｃａ公司，
Ｈ６００透射电子显微镜购自日本日立公司。
１．３　实验方法
１．３．１　免疫组织化学检测乳腺癌组织和正常乳腺
组织中 ＯＰＮ和 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达　组织标本经
１００ｇ·Ｌ－１多聚甲醛固定，石蜡包埋，５μｍ连续切片。
石蜡切片经脱蜡、梯度水化后，置１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１枸橼酸
缓冲液（ｐＨ６．０）中，热平台抗原修复３ｍｉｎ，凉至室
温。然后按照 ＳＰ试剂盒说明检测 ＯＰＮ和 Ｂｅｃｌｉｎ１
蛋白在乳腺癌组织和正常乳腺组织中的表达。采用

双盲法随机选择连续１０个高倍视野，每个视野计数
１００个肿瘤细胞，以阳性细胞所占百分比及染色程
度进行结果判定。以细胞中出现黄色及棕黄色颗粒

为阳性表达，按阳性细胞所占百分比评分，０分：阳
性细胞百分比 ＜１０％；１分：１０％≤阳性细胞百分
比≤２５％；２分：２６％≤阳性细胞百分比≤５０％；
３分：阳性细胞百分比＞５０％。按染色深度评分：无
染色为０分，淡黄色为１分，黄色为２分，棕黄色为３
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分。总分等于阳性细胞百分比和染色程度评分之

和，０分为阴性（－）；１～２分为弱阳性（＋）；３～４
分为阳性（＋＋）；≥５分为强阳性（＋ ＋ ＋）。
１．３．２　ＯＰＮ基因敲除模型制备　参照文献［５］所
述方法制备 ＯＰＮ低表达 ＭＤＡＭＢ２３１细胞株。用
含体积分数１０％ 胎牛血清的达尔伯克改良伊戈尔
培养基培养ＭＤＡＭＢ２３１细胞，置于３７℃、含体积
分数５％ＣＯ２的无菌培养箱中培养。当细胞密度至
满视野的７０％时，胰蛋白酶消化用于传代培养。将
处于对数生长时期的ＭＤＡＭＢ２３１细胞用胰蛋白酶
消化，以每孔２×１０５个细胞接种于６孔板中，培养
２４ｈ，当细胞生长融合至８０％时，将细胞分为特异性
ＯＰＮ小干扰ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）实验
组（ＯＰＮｓｉＲＮＡ组）、非同源阴性ＣＯＮｓｉＲＮＡ对照组
（ＣＯＮｓｉＲＮＡ组）和 ｍｏｃｋ空白对照组（ｍｏｃｋ组）进
行转染。采用酶切技术将 ＯＰＮｓｉＲＮＡ序列（５′
ＣＧＡＧＴＣＡＧＣＴＧＧＡＴＧＡＣＣ３′）和 ＣＯＮｓｉＲＮＡ序列
（５′ＡＴＴＧＣＧＴＴＣＧＣＡＧＴＡＡＴＣＴ３′）两端嵌入 ＭｌｕＩ
位／ＣｌａＩ酶切位点重组到 ｐＬＶＴＨＭ载体，将混合质
粒转染至２９３Ｔ细胞，培养获得所需 ｓｉＲＮＡ慢病毒，
并浓缩滴度至５×１０１０ｐｆｕ·Ｌ－１。采用 ＣＯＮｓｉＲＮＡ
和ＯＰＮｓｉＲＮＡ慢病毒分别感染ＭＤＡＭＢ２３１细胞，
ｍｏｃｋ组细胞只加转染试剂，４８ｈ后应用实时荧光定
量ＰＣＲ技术和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＯＰＮ基因敲除
效果。

１．３．３　实时荧光定量ＰＣＲ检测各组细胞中 ＯＰＮ、
ｐ３８ＭＡＰＫ、Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ的表达　转染病毒４８ｈ
后用ｍＲＮＡ提取试剂盒提取各组细胞总ＲＮＡ，用反
转录 ＰＣＲ试剂盒进行反转录。用实时荧光定量
ＰＣＲ系统试剂盒进行 ｃＤＮＡ扩增。荧光定量 ＰＣＲ
扩增条件：９５℃１０ｍｉｎ；９５℃１５ｓ、６０℃４５ｓ，４０个
循环。使用 ２－ΔΔＣｔ法参照甘油醛３磷酸脱氢酶
（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）
定义产物相对量。ＯＰＮ上游引物序列：５′ＴＣＣＡＡＣ
ＧＡＡＡＧＣＣＡＴＧＡＣＣＡ３′，下游引物序列：５′ＣＴＧＴ
ＧＧＧＧＡＣＡＡＣＴＧＧＡＧＴＧ３′，扩增片段长度 ２２６ｂｐ；
ｐ３８ＭＡＰＫ上游引物序列：５′ＣＣＣＧＡＡＣＧＡＴＡＣ
ＣＡＧＡＡＣＣ３′，下游引物序列：５′ＧＣＧＴＧＡＡＴＧＡＴＧ
ＧＡＣＴＧＡＡＡ３′，扩增片段长度１３５ｂｐ；Ｂｅｃｌｉｎ１上游
引物序列：５′ＧＧＣＴＧＡＧＡＧＡＣＴＧＧＡＴＣＡＧＧ３′，下游
引物序列：５′ＣＴＧＣＧＴＣＴＧＧＧＣＡＴＡＡＣＧ３′，扩增片
段长度 １２７ｂｐ；ＧＡＰＤＨ上游引物序列：５′ＣＡＣ
ＣＡＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧＣＧＡＧ３′，下 游 引 物 序 列：５′
ＡＧＡＧＧＧＧＧＣＡＧＡＧＡＴＧＡＴＧＡ３′，扩增片段长度
１５４ｂｐ。
１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中 ＯＰＮ、
ｐ３８ＭＡＰＫ、Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达　转染４８ｈ后用全细

胞蛋白提取试剂盒提取各组细胞总蛋白，二喹啉甲

酸法测定蛋白浓度，然后依次进行电泳、转膜、封闭，

一抗、二抗孵育，最后电化学发光法显影。免疫反应

带采用ＩｍａｇｅＪ分析软件参照βａｃｔｉｎ进行量化。抗
ＯＰＮ、抗ｐ３８ＭＡＰＫ、抗Ｂｅｃｌｉｎ１的稀释浓度均为１
１０００，抗βａｃｔｉｎ的稀释浓度为１５００。
１．３．５　透射电镜技术观察各组细胞自噬体形成情
况　病毒转染 ４８ｈ后调整 ３组细胞密度为 ２×
１０８Ｌ－１，体积分数１％戊二醛溶液固定２ｈ，体积分
数１％锇酸固定１ｈ，丙酮梯度脱水［６］、浸透、包埋和

切片，切片厚度约６０ｎｍ，超薄切片用醋酸铀溶液染
２０ｍｉｎ，铅染液处理５～６ｍｉｎ，透射电镜观察细胞自
噬体形成情况。自噬体特征：新月状或杯状双层或

多层膜结构，存在包绕细胞质成分的现象。采用双

盲法随机选取连续１０个高倍视野（×１０００），计数
每个视野中的自噬体个数，取均数。

１．３．６　流式细胞术检测各组细胞凋亡情况　病毒
转染４８ｈ后调整３组细胞密度为２×１０８Ｌ－１。取
１ｍＬ细胞悬液，于 ４℃下 １０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ，弃上清液。加入 １ｍＬ冷的磷酸盐缓冲液
（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌａｔｉｏｎ，ＰＢＳ），轻轻震荡使细胞
悬浮，于４℃下１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，弃上清
液。对于贴壁细胞，先用胰蛋白酶消化，再用 ＰＢＳ
洗涤。将细胞重悬于２００μＬＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ。加入
１０μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ异硫氰酸荧光素 （ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏ
ｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ），轻轻混匀，避光室温反应１５ｍｉｎ
或４℃反应３０ｍｉｎ。加入３００ｍＬＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，再
加入 ５μＬ碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ），使用流
式细胞仪在４８８ｎｍ的氩离子激光下进行检测。
１．４　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行
数据分析。计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，
采用ｔ检验或单因素方差分析；计数资料进行 χ２检
验、Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ精确概率法及 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性检验；
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＯＰＮ和Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白在三阴性乳腺癌组织及
正常乳腺组织中的表达　免疫组织化学染色结果显
示，ＯＰＮ蛋白阳性表达呈淡黄或棕黄色，定位于细
胞质（图１）。ＯＰＮ蛋白在乳腺癌组织和正常乳腺组
织中的阳性表达率分别为６８．３％（４１／６０）和１２．５％
（５／４０），ＯＰＮ蛋白在乳腺癌组织中的阳性表达率高
于正常乳腺组织，差异有统计学意义（χ２＝５６．８８１，
Ｐ＝０．０００）。Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达主要见于细胞质，强
阳性时细胞膜亦可见表达（图２）。Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白在
乳腺癌组织和正常乳腺组织中的阳性表达率分别为

１８．３％（１１／６０）和４２．５％（１７／４０），Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白在
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乳腺癌组织中的阳性表达率低于正常乳腺组织，差

异有统计学意义 （χ２ ＝５４．６９２，Ｐ＝０．０００）。
Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析结果显示，三阴性乳腺癌组织
中ＯＰＮ和Ｂｅｃｌｉｎ１表达呈负相关（ｒ＝－０．７１３，Ｐ＝
０．００３）。

Ａ：正常乳腺组织；Ｂ：乳腺癌组织。

图１　ＯＰＮ蛋白在三阴性乳腺癌组织和正常乳腺组织中的
表达（ＳＰ，×１００）
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯＰＮｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒａｎｄｎｏｒｍａｌｂｒｅａｓｔｔｉｓｓｕｅｓ（ＳＰ，×１００）

Ａ：正常乳腺组织；Ｂ：乳腺癌组织。

图２　Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白在三阴性乳腺癌组织和正常乳腺组织中
的表达（ＳＰ，×１００）
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｅｃｌｉｎ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅ
ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒａｎｄｎｏｒｍａｌｂｒｅａｓｔｔｉｓｓｕｅｓ（ＳＰ，×１００）

２．２　ＭＤＡＭＢ２３１细胞 ＯＰＮ敲除效果　病毒转
染４８ｈ后，ＯＰＮｓｉＲＮＡ组、ＣＯＮｓｉＲＮＡ组、ｍｏｃｋ组
细胞中ＯＰＮｍＲＮＡ相对表达量分别为０．３１±０．０８、
０．９９±０．０５和 １．１０±０．１０，ＯＰＮｓｉＲＮＡ组 ＯＰＮ
ｍＲＮＡ相对表达量显著低于 ＣＯＮｓｉＲＮＡ组和 ｍｏｃｋ
组，差异有统计学意义（Ｆ＝５７．１７０，Ｐ＝０．００１），
ＣＯＮｓｉＲＮＡ组与ｍｏｃｋ组细胞中ＯＰＮｍＲＮＡ相对表
达量比较差异无统计学意义（Ｐ＝０．５３７）。病毒转
染 ４８ｈ后，ＯＰＮｓｉＲＮＡ组、ＣＯＮｓｉＲＮＡ组、ｍｏｃｋ组
细胞中ＯＰＮ蛋白相对表达量分别为０．３５±０．０６、
０．９７±００７和 １．０３±０．１０，ＯＰＮｓｉＲＮＡ组细胞中
ＯＰＮ蛋白表达显著低于 ＣＯＮｓｉＲＮＡ组和 ｍｏｃｋ组，
差异有统计学意义（Ｆ＝５０．４１０，Ｐ＝０．００１），
ＣＯＮｓｉＲＮＡ组与ｍｏｃｋ组细胞中ＯＰＮ蛋白相对表达
量比较差异无统计学意义（Ｐ＝０．６１３）；见图３。结
果证实构建的 ＯＰＮｓｉＲＮＡ对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞
ＯＰＮ表达具有良好的抑制效果。

图３　ＯＰＮ表达敲除效果鉴定
Ｆｉｇ．３　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｋｎｏｃｋｏｕｔｅｆｆｅｃｔｏｆＯＰＮｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

２．３　ＯＰＮ下调后自噬体形成情况　结果见图４。
ＯＰＮｓｉＲＮＡ组、ＣＯＮｓｉＲＮＡ组、ｍｏｃｋ组细胞中自
噬体个数分别为 ６．５０±１．４３、２．４０±１．３５和
２．９０±１６６，ＯＰＮｓｉＲＮＡ组细胞中自噬体个数显
著高于 ＣＯＮｓｉＲＮＡ组和 ｍｏｃｋ组，差异有统计学意
义（Ｆ＝１７５９０，Ｐ＝０．００４）；ＣＯＮｓｉＲＮＡ组与
ｍｏｃｋ组细胞中自噬体个数比较差异无统计学意义
（Ｐ＝０．４５９）。

Ａ：ｍｏｃｋ组；Ｂ：ＣＯＮｓｉＲＮＡ组；Ｃ：ＯＰＮｓｉＲＮＡ组；箭头示自噬体。

图４　ＯＰＮ下调后各组细胞自噬体形成情况（×１０００）
Ｆｉｇ．４　ＡｕｔｏｐｈａｇｙｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐａｆｔｅｒＯＰＮｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ（×１０００）

２．４　ＯＰＮ下调后各组细胞凋亡率比较　结果见图
５。ＯＰＮｓｉＲＮＡ组、ｍｏｃｋ组、ＣＯＮｓｉＲＮＡ组细胞早期

凋亡率分别为 ０．４２５±０．０１７、０．０５６±０．００７和
００４９±０．００５。ＯＰＮｓｉＲＮＡ组细胞早期凋亡率显著
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高于 ｍｏｃｋ组和 ＣＯＮｓｉＲＮＡ组（Ｆ＝２３．１８０，Ｐ＝
０００３），ＣＯＮｓｉＲＮＡ组与 ｍｏｃｋ组细胞早期凋亡率

比较差异无统计学意义（Ｐ＝０．１７３）。

图５　流式细胞术检测ＯＰＮ下调后各组细胞凋亡情况
Ｆｉｇ．５　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐａｆｔｅｒＯＰＮｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

２．５　ＯＰＮ下调后各组细胞中ｐ３８ＭＡＰＫ和Ｂｅｃｌｉｎ１
比较　结果见图 ６和表 １。ＯＰＮｓｉＲＮＡ组细胞中
Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ和蛋白相对表达量明显高于
ＣＯＮｓｉＲＮＡ组和ｍｏｃｋ组，差异有统计学意义（Ｆ＝
２９８７３、３２．１７４，Ｐ＝０．００１）；ＣＯＮｓｉＲＮＡ组与 ｍｏｃｋ
组细胞中Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ和蛋白相对表达量比较差
异无统计学意义（Ｐ＝０．１１４）；ＯＰＮｓｉＲＮＡ组细胞中
ｐ３８ＭＡＰＫｍＲＮＡ和蛋白相对表达量低于 ｍｏｃｋ组和
ＣＯＮｓｉＲＮＡ组，差异有统计学意义（Ｆ＝３２．７３５、
３７１１０，Ｐ＝０．０００）；ｍｏｃｋ组与 ＣＯＮｓｉＲＮＡ组细胞
中Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ和蛋白相对表达量及 ｐ３８ＭＡＰＫ
ｍＲＮＡ和蛋白相对表达量比较差异无统计学意义
（Ｐ＝０．９９７）。

图６　ＯＰＮ下调后各组细胞中 Ｂｅｃｌｉｎ１和 ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白

表达情况（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

Ｆｉｇ．６　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｅｃｌｉｎ１ａｎｄｐ３８ＭＡＰＫｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎ

ｔｈｅｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐａｆｔｅｒｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＯＰＮ（Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ）

表１　ＯＰＮ下调后３组细胞中 ｐ３８ＭＡＰＫ和 Ｂｅｃｌｉｎ１相对

表达量比较

Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ３８ＭＡＰＫ

ａｎｄＢｅｃｌｉｎ１ｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｔｈｅｇｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓａｆｔｅｒｔｈｅ

ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＯＰＮ （珔ｘ±ｓ）

组别
ｍＲＮＡ相对表达量

Ｂｅｃｌｉｎ１ ｐ３８ＭＡＰＫ
蛋白相对表达量

Ｂｅｃｌｉｎ１ ｐ３８ＭＡＰＫ
ｍｏｃｋ组 ０．３７±０．０４ａ ０．９３±０．１１ａ ０．３９±０．０６ａ ０．９７±０．１１ａ

ＣＯＮｓｉＲＮＡ组 ０．４１±０．０６ａ １．０７±０．０７ａ ０．４３±０．０７ａ １．０１±０．０９ａ

ＯＰＮｓｉＲＮＡ组 ０．９７±０．０７ ０．３９±０．０５ ０．９９±０．０５ ０．３１±０．０７
Ｆ ２９．８７３ ３２．７３５ ３２．１７４ ３７．１１０
Ｐ ０．００１ ０．０００ ０．００１ ０．０００

　　注：与ＯＰＮｓｉＲＮＡ组比较ａＰ＜０．０５。

３　讨论

精准医疗时代更加注重根据乳腺癌不同分子特

征施行个体化治疗［７］，而不同的分子特征对应的是

癌细胞不同的胞内信号转导路径和生物学活性。研

究发现，三阴性乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞中ＯＰＮ表
达下调后Ｓ期细胞比例由２２．７７％增长至４３６７％，
凋亡率由３．６０％增长至４．９１％［８］。且有研究显示，

三阴性乳腺癌组织中ＯＰＮ与细胞间黏附分子１（ｉｎ
ｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＩＣＡＭ１）、血管内皮
生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）
表达呈正相关，ＯＰＮｓｉＲＮＡ可抑制三阴性乳腺癌
ＭＤＡＭＢ４６８细胞中 ＩＣＡＭ１和 ＶＥＧＦ的表达及细
胞增殖［９］。本研究结果发现，三阴性乳腺癌组织中

ＯＰＮ和Ｂｅｃｌｉｎ１表达呈负相关，同时，当 ＭＤＡＭＢ
２３１细胞中 ＯＰＮ表达下调后细胞自噬及凋亡率也
显著增强。

焦庆丽等［１０］研究发现，自噬在乳腺癌组织中呈

低表达，并与人表皮生长因子受体２、增殖细胞核抗
原表达和ＴＮＭ分期均呈负相关。许杜娟等［１１］研究

认为，抑制自噬可以增加顺铂诱导的乳腺癌 ＭＣＦ７
细胞凋亡。而沉默微小ＲＮＡ２１表达则可以促进自
噬性细胞死亡，从而增强雌激素受体阳性乳腺癌细

胞对他莫昔芬和氟维斯群的敏感性，而该作用的发

挥依赖于微小ＲＮＡ２１沉默后对磷脂酰肌醇３激酶
蛋白激酶 Ｂ雷帕霉素靶蛋白信号转导通路的抑
制［１２］。因此，自噬对肿瘤发生、发展的影响是复杂

而多变的。有学者认为，自噬相关蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１的
表达依乳腺癌分子亚型而不同［１３］。本研究发现，三

阴性乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞系 ＯＰＮ表达下调后
Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达显著增加，同时细胞自噬和凋亡
率显著增强，这提示针对三阴性乳腺癌进行ＯＰＮ靶
向性抑制可能是一种有效的治疗选择。ＬＩ等［１４］应

用 Ａｕｒｏｒａ激酶抑制剂 ＭＬＮ８２３７处理 ＭＣＦ７和
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ＭＤＡＭＢ２３１细胞，发现癌细胞出现 Ｇ２／Ｍ期停滞、
凋亡和自噬活性增强，同时 ＬＣ３和 Ｂｅｃｌｉｎ１表达增
加，磷脂酰肌醇３激酶／蛋白激酶 Ｂ和 ｐ３８ＭＡＰＫ信
号通路受到抑制。本研究发现，ＯＰＮ表达下调后
ｐ３８ＭＡＰＫ表达随之下调，而 Ｂｅｃｌｉｎ１表达则上调，
这表明 ＯＰＮ对 Ｂｅｃｌｉｎ１的调节可能是依赖
ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路发挥作用。

综上所述，抑制ＯＰＮ表达可促进乳腺癌细胞自
噬和凋亡，该作用的发挥可能通过 ｐ３８ＭＡＰＫ信号
通路调节Ｂｅｃｌｉｎ１表达而实现。本研究初步探讨了
ＯＰＮ调节乳腺癌发生、发展的信号转导机制，为以
ＯＰＮ为靶点的三阴性乳腺癌的治疗提供了理论
支持。
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