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CXCR4抑制性多肽对不同乳腺癌细胞株中

CXCR4表达的影响
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·基础医学·

[摘要]目的：探讨CXCR4抑制性多肽(NT21 MP)对HER一2受体表达不同的乳腺癌MCF．7细胞和SKBR3细胞CXCR4受体表

达的影响。方法：免疫组化法和RT—PCR法检测MCF一7、SKBR3细胞中HER一2与CXCR4的表达；分别用l I-rg／ml和10 Ixg／ml
NT2l MP处理乳腺癌SKBR3、MCF-7细胞48 h后。用RT—PCR法和Western blot法检测CXCR4 mRNA及其蛋白的表达。结果：

CXCR4在乳腺癌细胞SKBR3和MCF一7表达水平相似(P>0．05)，HER一2表达水平差异有统计学意义(P<0．01)；NT2lMP显

著下调人乳腺癌细胞SKBR3、MCF-7细胞中CXCR4受体的表达，但存在细胞差异性(P<0．叭)。结论：NT21MP能不同程度

地下调乳腺癌细胞MCF-7和SKBR3 CXCR4受体表达。
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Influence of inhibitory polypeptide for CXCR4 on the expression of

CXClM in the difierent strains of breast carcinoma cells
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[Abstract]Objective：To study the influence of inhibitory polypeptide for CXCR4(NT21MP)on the expression of CXCR4 of the

breast cancer cell strains SKBR3 and MCF-7 with different expression of HER-2 receptor．Methods：The expressions of HER-2 and

CXCR4 in breast cancer cells MCF-7 and SKBR3 were detected by immunohistochemistry and RT—PCR：the two cells were treated by

1 lag／ml and 10 I．Lg／ml NT21 MP for 48 h：the expressions of CXCR4 mRNA and protein were determined by RT—PCR and Western

bloting，respectively，Results：The expression of CXCR4 was similar in both SKBR3 and MCF一7(P>0．05)，but the expression of HER．

2 was statistically different(P<0，01)：NT21 MP could downregulate the expression of CXCR4 in MCF．7 and SKBR3 cells

dramatically，but the difference exists in the different cells(P<0．01)．Conclusions：NT21MP can downregulate the expressions of

CXCR4 in MCF一7 and SKBR3 with different degree．

[Key words]breast neoplasms；cell line；inhibitory polypeptide；CXCR4

趋化因子受体CXCR4及其配体SDF一10f．在乳

腺癌的转移中起重要作用⋯，大量研究表明，乳腺

癌细胞高表达CXCR4受体，且表达程度与转移率相

关_。。因此，下调受体表达，特异性阻断SDF．1a／

CXCR4的信号转导通路以抑制乳腺癌转移，已成为

目前研究的热点。CXCR4抑制性多肽(NT21 MP)是

趋化因子vMIP-lI N端部分氨基酸序列，可选择性

地结合CXCR4受体，阻断SDF一1a／CXCR4信号转
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导轴的作用，从而抑制癌细胞的趋化和转移。本研

究旨在探讨NT21MP对HER．2表达不同的乳腺癌

细胞上CXCR4表达的影响，检测多肽的生物学活

性，为新药的开发和临床乳腺癌的治疗提供理论依

据，并进一步为探讨其作用机制奠定基础。

l材料与方法

1．1 试剂 NT21MP由上海吉尔生化有限公司合

成。乳腺癌细胞株MCF．7和SKBR3由本中心保

藏，将其接种于含10％灭活小牛血清的新鲜RPMI

1640培养液中，置37℃、5％C02的培养箱中。

CXCR4和HER-2蛋白表达的免疫组织化学染色采

用SABC法，一抗为CXCR4(R&D公司)和ErbB2

MAb(R&D公司)。RNA逆转录试剂盒及GAPDH

购于TaKaRa。辣根过氧化物酶标记羊抗兔和大鼠

抗小鼠多克隆抗体购于北京中杉金桥。ECL发光试

剂盒购自Amersham公司。Western blot中用的

PVDF膜购自Millipore公司。预染标准分子质量蛋

 



白购自GIBCO／BRL公司。

1．2方法

1．2．1 免疫组化检测乳腺癌细胞株MCF-7和

SKBR3中CXCR4和HER-2的表达 分别取l×

105／m1人乳腺癌细胞MCF．7和SKBR3 6孔板爬片，

每孔加细胞悬液2 ml，待70％一80％汇合后，弃培

养液，以PBS清洗3次。按免疫组化试剂盒操作步

骤，分别与一抗(CXCR4抗体和ErbB2 MAb，1：100

稀释)、二抗(生物素标记lgG，l：400稀释)及辣根

过氧化物酶(HItP)标记的链霉素亲和素复合物

(1：400稀释)孵育，DAB显色，苏木素复染。用PBS

代替一抗作阴性对照。

1．2．2 RT·PCR检测不同乳腺癌细胞CxcR4和

HER一2 mRNA表达水平 细胞总RNA的提取参照

Trizo]试剂说明书进行。cDNA合成参照说明书合

成。Primer 5．0设计引物，CXCR4引物k游5’．GAA

CCC GTr TCC GTG AAC A--3，下游5’．C1Tr GTC

CGT CAT GCT TCT CA一3’(产物149 bp)；HER一2引

物上游5’．TGG TCA AGA GTC CCA ACC ATG．3’，下

游5’．ATC CCA TCG TAA GGT TrG GCC．3’(产物
223 bp)。GAPDH引物上游5’一GGG AAG GTG AAG

GTC GGA GTC-3 7，下游5'-AGC AGA GGG GGC

AGA GAT GAT．3’(产物375 bp)；B．actin引物上游
5’一GCT CAC CAT GGA TCA TGA TAT C．3’，下游5’．

CCC ACA TTT TcT CCA TGT CGT c一3 7(产物275

bp)。PCR反应体系的反应体积为50“l：cDNA

10斗l，引物浓度50 nmol／L，Taq酶1 u。反应条件：

94℃5 rain，94℃变性1 rain，63℃退火30 s，72℃

延伸l rain，共35个循环，最后72℃延伸10 rain。

PCR反应结束后，取5仙l产物在1．5％琼脂糖凝胶

上电泳，用Bio．Rad凝胶成像系统扫描并测定标本

的灰度值，计算出每组CXCR4与GAPDH的比值来

判断CXCR4 mRNA的相对表达水平及HER_2在不

同细胞中的表达水平。

1．2．3 免疫组化检测NT21MP作用后不同细胞

CXCR4蛋白的表达 两种乳腺癌细胞实验分组相

同：分别为对照组及N121MP 0．5、2、10和50一rnl。
取对数生长期的细胞，调整细胞密度为1×105个爬

片，48 h后，95％乙醇固定，H：O：消除内源性过氧化

物酶活性，非免疫动物血清封闭，分别加一抗洗涤后

加卵白素标记的二抗孵育，再洗涤，加辣根过氧化物

酶标记的酶工作液，DAB显色，苏木素复染。

1．2．4 Western blot检测NT21 MP作用后不同细胞

CXCR4蛋白的表达 两种乳腺癌细胞分别分为对

照组和NT21MP l、10斗g／ml组。收集各组细胞，用

细胞裂解液提取细胞总蛋白，考马斯亮蓝法测蛋白

浓度。取40斗g蛋白进行12％SDS-PACE凝胶电

泳，电泳后转到PVDF膜。室温封闭1 h，分别加兔

抗人CXCR4一抗，工作浓度1：200，GAPDH作为内

参照，于4℃条件下孵育过夜，用TBST洗涤3次，

再分别加入1：2 000稀释HRP标记的羊抗兔IgG室

温孵育1 h，然后用ECL化学发光试剂盒检测杂交

信号，在Bio—Rad凝胶仪上成像并进行密度分析，以

表示CXCR4蛋白的相对表达水平。

1．3免疫组化阳性结果判定标准¨1 按FDA推荐

的HER一2／neu蛋白染色强度分级。一：未着色或<

10％的肿瘤细胞膜着色；+：>10％的肿瘤细胞膜呈

弱着色，且仅为细胞膜的不完整着色；++：>10％的

肿瘤细胞膜呈中度完全着色；卅：>10％的肿瘤细胞

膜呈强的完全着色。其中一为阴性表达，+为阳一巴

低表达，抖～卅为阳性高表达。CXCR4以细胞膜或

细胞质呈现棕黄色为阳性细胞，按背景染色分为低、

中和强染色。阳性细胞百分比评估以阳性肿瘤细胞

数与总肿瘤细胞数的比率。

1．4 统计学方法采用t检验。

2结果

2．1 不同乳腺癌细胞株中CXCR4和HER-2的表

达在MCF．7细胞中CXCR4呈高表达，HER．2呈

低表达；在SKl3R3细胞中CX(2R4和HER-2均呈高

表达(见图1)。

A：MCF一7细胞中CXCR4的表达；B：MCF-7细胞中HEll一2的表达；C：SKBIt3细胞中CXCR4的表达；D：SKBR3细胞中HER一2的表达

图1乳腺癌MCF一7和SKBR3细胞中HER一2和CXCR4的表达(SABC法x100)

2．2 乳腺癌细胞株SKBR3和MCF-7中HER-2和 CXCR4 mRNA的表达水平 经RT．PCR扩增，2％

 



琼脂糖凝胶电泳成像后，采用目的条带和GAPDH

的灰度比值表示目的基因的表达水平(见图2)，两

细胞株CXCR4 mRNA的基因表达水平相似(P>

0．05)，但SKBR3细胞的表达水平显著高于MCF一7

细胞(P<0．01)(见表1)。

；APDH

tER一2 8一a“m

CXCR4

M：Marker；1：SKBR3细胞：2：MCF一7细胞

图2 A和B分别为HER一2和CXCR4 mRNA在乳腺癌MCF一7和

SKBR3中的表达

表1 两细胞株CXCR4和HER．2 mRNA与GAPDH

mRNA表达的密度比值(％)比较(，li=3；孑±s)

2．3 N他1MP作用后SKBR3和MCF．7细胞中
CXCR4 mRNA的表达各组经RT—PCR扩增，2％

琼脂糖凝胶电泳成像后，采用目的条带和GAPDH

的灰度比值表示目的基因的表达水平(见图3)，各

组细胞在149 bp处均可见CXCR4 mRNA的表达，

结果同蛋白检测一致。NT21 MP下调MCF-7细胞的

CXCR4 mRNA的作用较SKBR3明显(P<0．01)(见

表2)。
6 5 4 1 ， 1 Ⅵ

GAPDI|

CXCR4

2000 bp
000 bp

750 bp
500 bp

250 bD

100 bp

M：Marker；I：对照组；2：NT21 MP 1¨．g／ml；3：NT21 MP 10 V．g／ml；
4：对照组；5：NT21 MP 1 lxg／ml；6：NT21 MP 10斗驯；其中1—3
为SKBR3细胞．和6为MCF-7细胞

图3不同浓度NT21 MP作用SKBR3和MCF一7细胞后CXCR4

mRNA的表达

2．4 NT21 MP作用SKBR3和MCF．7细胞后

CXCR4蛋白表达结果显示NT21 MP下调MCF-7

95

的CXCR4的蛋白表达较SKBR3细胞显著(P<

0．05和P<0．01)(见表3、图4)。
表2 SKBR3和MCF一7细胞CXCR4 mRNA表达与

GAPDH的密度比值f％)f疗。=3；孑±s)

表3 SKBR3和MCF-7细胞CXCR4蛋白表达与GAPDH

的密度比值(％)比较(n。=3，孑±s)

h对照组：2：NT21 MP 1 I“g／ml：3：NT21 MP 10 I．rg／ml：4：对照绢：5：NT21 MP

1 p．g／ml；6：NT21 MP 10斗g／mt；其中I-3为SKBR3细胞．4-6为MCF一7细胞

图4不同浓度NT21 MP作用SKBR3和MCF一7细胞后CXCR4蛋

白的表达

3讨论

乳腺癌是威胁妇女健康的恶性肿瘤，而转移是

大多数癌症患者死亡的主要原因，乳腺癌的转移过

程是个复杂的病理生理过程，包括高度的器官选择

性以及癌细胞和宿主的相互作用，但具体的分子机

制仍不是完全清楚。大量研究表明，许多恶性肿瘤

组织中均表达趋化因子受体CXCR4，而且高表达者

与转移有很大关系HJ。恶性乳腺癌细胞表达趋化

因子受体CXCR4，乳腺癌特异性转移器官(如肺、

肝、骨等)分泌大量SDF一1 Of旧o，SDF．1 a／CXCR4相互

作用导致乳腺癌细胞迁移至这些靶器官，增殖和诱

导血管形成，形成癌症转移灶【5扣』。因此SDF．1∥

CXCR4轴的相互作用是乳腺癌转移的分子基础，在

乳腺癌转移中发挥着关键作用。

通过阻断SDF．10t／CXCR4相互作用来治疗转

移性乳腺癌患者已成为非常新型的治疗理念。通过

MRI和核欧沃蒙斯效应研究发现，NT21 MP、vMIP一Ⅱ

 



的N末端主要结合CXCR4-7J，我们通过固相合成

技术合成NT21 MP，可选择性地阻断CXCR4信号转

导而抑制其在乳腺癌转移过程中的作用旧J。为进

一步探讨NT21 MP生物学活性的潜能及其可能存在

的信号机制，本研究采用了两种乳腺癌细胞株。通

过实验检测发现，MCF．7细胞高表达CXCR4，而低

表达另一个乳腺癌转移的生物学指标一HER．2(C．

erbB一2)。而sKBR3细胞两者均高表达。HER-2是

表皮生长因子受体家族成员，20％一30％的乳腺癌

中可以检测到该基因的扩增和过表达，过表达者极

易发生特异性器官转移，但机制r解甚少。在高侵

袭性的乳腺癌中，HER．2和CXCR4常同时呈现出

过表达，存在相关性(P<0．05)[91。本实验发现
NT21 MP能显著下调MCF-7和SKBR．3细胞中

CXCR4受体蛋白和mRNA的表达水平，但存在细胞

差异，对MCF．7的作用更显著。可能是由于细胞株

SKBR3较MCF-7高表达HER-2，HER．2能提高

CXCR4转录活性，抑制由SDF—l诱导的CXCR4蛋

白降解有关。8|。前期研究发现NT21MP能明娃抑

制乳腺癌细胞MCF．7的迁移。9 J。因此证明其对乳

腺癌细胞的转移抑制可能不是通过对细胞的毒性作

用，而是抑制其信号转导通路，从而抑制了乳腺癌细

胞表面受体表达及其向高表达配体的特异性器官迁

移，因此有望为防止乳腺癌患者转移和治疗赢得

时间。

我们发现HER．2在诱导的乳腺癌特定器官转

移中，CXCR4是必须的，HER-2特异性抑制剂

Herceptin在HER-2和CXCR4均高表达的SKBR3

细胞中，对HER．2和CXCR4表达的抑制存在相关

性(P<0．005)“⋯。Li等‘¨o解释HER．2通过刺激

CXCR4的翻译和减少CXCR4的降解而提高CXCR4

的表达。因此，联合抑制HER·2和CXCR4这两种

乳腺癌转移生物学指标可能更为有效。
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暂行规定》和《高等学校学报管理办法》的有关审稿、编辑、校对等出版规定；本刊编辑部没有外

设任何分支机构，也没有委托任何其他组织及个人为本刊组织稿件，如有此活动均属非法行为．

本刊保留追究其法律责任的权利；本刊仅接受作者自由投稿。因作者不慎与他人私自协议造成

的损失，本刊不负连带责任。

《蚌埠医学院学报》编辑部

 


