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ＢＲＭＳ１在不同转移性乳腺癌细胞中的表达
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　　摘要：目的　探讨肿瘤转移抑制基因（ＢＲＭＳ１）在不同转移性乳腺癌细胞中的表达及其与组蛋白
去乙酰化酶（ＨＤＡＣ）活性的关系和意义。方法　采用 ＲＴＰＣＲ技术检测 ３种细胞株〔非转移性 ＭＣＦ７
（Ａ株），低转移性 ＭＤＡＭＢ４５３（Ｂ株），高转移性 ＭＤＡＭＢ２３１（Ｃ株）〕中 ＢＲＭＳ１基因的表达。用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测在上述３种细胞株中 ＢＲＭＳ１蛋白的表达。ＥＬＩＳＡ检测３种细胞株中 ＨＤＡＣ的活性。结
果　（１）在 Ａ，Ｂ，Ｃ３种细胞株中 ＢＲＭＳ１基因表达依次比例为 ３．１∶２．０∶１．０。Ｃ细胞株比 Ａ细胞株
ＢＲＭＳ１基因表达降低 ２．１倍，ＢＲＭＳ１基因表达随转移程度的增高而明显降低（Ｐ＜０．００１）。（２）在
Ａ，Ｂ，Ｃ３种细胞株中 ＢＲＭＳ１蛋白表达依次比例为 ３．２∶１．９∶１．０。Ｃ细胞株比 Ａ细胞株 ＢＲＭＳ１蛋白
表达降低 ２．２倍，ＢＲＭＳ１随转移程度的增高而明显降低（Ｐ＜０．００１）。（３）Ａ，Ｂ，Ｃ３种细胞株中
ＨＤＡＣ活性依次比例为 １．０∶１．８∶２．６。Ｃ细胞株比 Ａ细胞株 ＨＤＡＣ活性增高 １．６倍，随转移程度的增
高 ＨＤＡＣ活性升高（Ｐ＜０．００１）。结论　（１）ＢＲＭＳ１基因和蛋白的表达在３种细胞株中随转移程度的
增高而呈递减趋势。（２）ＨＤＡＣ活性在 ３种细胞株中随转移潜能的增高而呈递增趋势；提示 ＢＲＭＳ１可
能通过参与调节 ＨＤＡＣ活性调控乳腺癌的转移。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（５）：４５８－４６１］
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ＢＲＭＳ１ｗａｓ３．２∶１．９∶１．０ｉｎｔｈｅＡ、Ｂ、Ｃｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＲＭＳ１ｉｎｔｈｅＣｃｅｌｌｌｉｎｅ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄｂｙ２２０％ ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＡｃｅｌｌｌｉｎｅ，ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｖｅｏｆＢＲＭＳ１ｗａｓｒｅｄｕｃｅｄｉｎｒｅｌａｔｉｏｎｔｏ
ｍｅｔａｓｔａｓｉｓｄｅｇｒｅｅｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅ（Ｐ＜０．００１）．（３）ＨＤＡＣａｃｔｉｖｉｔｙｒａｔｉｏｗａｓ１．０∶１．８∶２．６ｉｎ
ｔｈｅＡ、Ｂ、Ｃｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．ＨＤＡＣａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｔｈｅＣｃｅｌｌｌｉｎｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ１６０％ ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＡｃｅｌｌｌｉｎｅ，ＨＤＡＣ
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ＢｒｅａｓｔＮｅｏｐｌａｓｍｓ／ｐａｔｈｏｌ；ＢＲＭＳ１；ＨＤＡＣ
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　　肿瘤的主要死因是瘤细胞从原发灶转移到邻
近和远隔器官，因此了解肿瘤转移所涉及的基因

和基因产物是目前一项重要的研究课题。肿瘤转

移抑制基因（ＢＲＭＳ１）可以抑制恶性肿瘤细胞转
移，其作用机制与组蛋白去乙酰化酶（ＨＤＡＣ）的活
性有关［２］。本实验通过检测 ３种细胞株（非转移
性、低转移性、高转移性）中 ＢＲＭＳ１基因和蛋白的
表达，并检测该 ３种细胞株中 ＨＤＡＣ的活性，观察
不同转移潜能的乳腺癌细胞株中 ＢＲＭＳ１的表达
情况及与其 ＨＤＡＣ活性的关系，以探讨两者在乳
腺癌转移机制中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞系　ＭＣＦ７（乳腺癌无转移性细胞
株，Ａ株）购自武汉大学细胞库，ＭＤＡＭＢ４５３（乳
腺癌低转移性细胞株，Ｂ株）和 ＭＤＡＭＢ２３１（乳
腺癌高转移性细胞株，Ｃ株）均购自中南大学湘雅
医学院细胞库。

１．１．２　主要试剂　逆转录（ＲＴ）试剂盒购自美国
ＭＲＩ公司；聚合酶链反应（ＰＣＲ）试剂盒购自天为
时代科技有限公司；Ｔｒｉｚｏｌ及 ＤＥＰＣ试剂购自加拿
大 ＢＢＩ公司；免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）荧光检测试
剂盒和 ＰｒｏｔｅｉｎＡ／ＧＰＬＵＳＡｇａｒｏｓｅ购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚｅ
公司；鼠抗人 ＢＲＭＳ１单克隆抗体和兔抗鼠 βａｃｔｉｎ
多克隆抗体购自北京中杉金桥生物技术有限

公司。

１．２　细胞培养
将 ３种 细 胞 放 在 含 １０％ 灭 活 小 牛 血 清、

１００Ｕ／ｍＬ青霉素和 １０μｇ／ｍＬ链霉素的 １６４０完
全培养基中，置于 ３７℃，５％ ＣＯ２的培养箱内培
养。细胞经传代和收集，取对数生长期细胞进行

实验。

１．３　检测项目及方法
１．３．１　ＲＴＰＣＲ检测 ＢＲＭＳ１ｍＲＮＡ的表达　用
Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取细胞总 ＲＮＡ，半定量 ＲＴＰＣＲ方
法检测上述 ３种细胞株中 ＢＲＭＳ１ｍＲＮＡ的表达；

其中 ＢＲＭＳ１及内参照 βａｃｔｉｎ基因引物序列和具
体步骤见文献［３］。

１．３．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＢＲＭＳ１ｍＲＮＡ蛋白　提
取蛋白质样品（５０μｇ总蛋白量／泳道）加入等体
积上 样 缓 冲 液 和 １０％ β巯 基 乙 醇，１００℃ 煮
５ｍｉｎ，１０％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳（积层胶 ６０ｍＶ，分离
胶 １２０ｍＶ）后电转移（１００ｍＡ２ｈ或 ６０ｍＡ３ｈ）
至 ＰＶＤＦ膜上，丽春红染色观察蛋白质转移情况。
５％脱脂牛奶室温封闭 １ｈ，１∶１０００加入小鼠抗
人 Ｂｒｍｓ１和兔抗鼠 βａｃｔｉｎ多克隆抗体（βａｃｔｉｎ为
参照物），４℃孵育过夜；ＴＢＳＴ洗涤 １５ｍｉｎ，每
５ｍｉｎ换液 １次。１∶２０００加入辣根过氧化物酶标
记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ和羊抗兔 ＩｇＧ，室温孵育 １ｈ
（或 ３７℃ ３０ｍｉｎ）；ＴＢＳＴ洗涤 ３０ｍｉｎ，每 １０ｍｉｎ
换液 １次。浸入含化学发光试剂 Ａ，Ｂ的水溶液
中激发荧光，在暗室中压片，然后显影、定影。

１．３．３　ＨＤＡＣ活性检测　采用 ＨＤＡＣ活性试剂
盒检测，ＨＤＡＣ活性检测方法见王雪梅［４］的报道。

分别收集 ＭＣＦ７，ＭＤＡＭＢ４５３及 ＭＤＡＭＢ２３１细
胞，用 ＨＤＡＣ酶联免疫吸附法 ＥＬＩＳＡ检测 ＨＤＡＣ在
３种细胞中的活性。
１．４　统计学处理

使用 ＳＰＳＳ１２．０统计软件。资料用均数 ±标
准差（ｘ±ｓ）记录。数据用单因素方差分析 Ｆ检
验，两两比较采用 ｑ检验。统计学意义水平界定
为 Ｐ＜０．０５。

２　结　果

２．１　３种细胞株中 ＢＲＭＳ１基因的表达
ＢＲＭＳ１ｍＲＮＡ在 ＭＣＦ７（Ａ株）中 表达水 平

（２．２６±０．０５）明显高于在 ＭＤＡＭＢ４５３（Ｂ株）
（１．４４±０．０３）和 ＭＤＡＭＢ２３１（Ｃ株）中的表达
（０．７３±０．０６）。在 Ａ，Ｂ，Ｃ３种细胞株中 ＢＲＭＳＩ
基因表达比例依次为 ３．１∶２．０∶１．０，Ｃ细胞株
ＢＲＭＳＩ基因表达比 Ａ细胞株降低 ２．１倍，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０１）。两两比较差异均有显著
性（Ｐ＜０．０１）（图 １）。

９５４
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图１　ＭＣＦ７，ＭＤＡＭＢ４５３，ＭＤＡＭＢ２３１中ＢＲＭＳ１ｍＲＮＡ表达　Ｍ：ｍａｒｋ；βａｃｔｉｎ：内参照；Ａ：ＭＣＦ７细胞株；Ｂ：ＭＤＡＭＢ４５３
细胞株；Ｃ：ＭＤＡＭＢ２３１细胞株；１，２，３：同种细胞重复３次结果

２．２　３种乳腺癌细胞株中 ＢＲＭＳ１蛋白的表达
ＢＲＭＳ１蛋白在 ＭＣＦ７中表达水平（１．３６±

０．０４）明显高于在 ＭＤＡＭＢ４５３中表达（０．８５±
０．０１）和 ＭＤＡＭＢ２３１中表达（０．４３±０．０７），
在 Ａ，Ｂ，Ｃ３种细胞株中 ＢＲＭＳＩ基因表达比例依
次为 ３．２∶１．９∶１．０。Ｃ细胞株比 Ａ细胞株 ＢＲＭＳＩ
蛋白表达降低 ２．２倍。两两比较，差异均有显著
性（Ｐ＜０．０１）（图 ２）。
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图 ２　ＭＣＦ７，ＭＤＡＭＢ４５３，ＭＤＡＭＢ２３１中 ＢＲＭＳ１

蛋白的表达　βａｃｔｉｎ：内参照；Ａ：ＭＣＦ７细胞

株；Ｂ：ＭＤＡＭＢ４５３细胞株；Ｃ：ＭＤＡＭＢ２３１细

胞株

２．３　ＨＤＡＣ活性检测结果
ＨＤＡＣ活 性 ＭＣＦ７＜ＭＤＡＭＢ４５３＜ＭＤＡ

ＭＢ２３１，３组间两两比较均有显著性差异（均
Ｐ＜０．０１）（表 １）。

表１　ＨＤＡＣ活性在３种乳腺癌细胞株中的结果（μｇ／μＬ）

　　　组别 　　ＨＤＡＣ活性（ｘ±ｓ）

　　ＭＣＦ７（Ａ） 　　０．２４５±０．０４５

　　ＭＤＡＭＢ４５３（Ｂ） 　　０．４４２±０．０６２１）

　　ＭＤＡＭＢ２３１（Ｃ） 　　０．６３６±０．０８９１），２）

　　注：１）与Ａ组比较，Ｐ＜０．０１；２）与Ｂ组比较，Ｐ＜０．０１。３组两

两比较均有显著性（Ｐ＜０．０１）

３　讨　论

乳腺癌的病死率已占女性恶性肿瘤的首位，

世界卫生组织将其列为威胁女性健康的“头号杀

手”。乳腺癌具有远处转移的特性。若肿瘤局限

在乳腺，其 ５年生存率超过 ９０％，而当癌细胞发

生远处转移时，其 ５年生存率低于 ２０％［５］。研究

发现，乳腺癌早期已有血行转移，因而影响乳腺

癌的疗效［６］。因此，乳腺癌转移的研究具有普遍

意义。

ＢＲＭＳ１具有抑制肿瘤细胞远处转移的作用，

ＢＲＭＳ１ｍＲＮＡ表达下降或缺失可使乳腺癌的转移
能 力 增 强［７］。 研 究 发 现 在 多 种 肿 瘤 中 都 存

ＢＲＭＳ１基因，其表达下降可使肿瘤转移性增高。

Ｓｈｅｖｄｅ等［８］的实验表明：ＢＲＭＳ１ｍＲＮＡ在人正常黑

色素细胞中高表达，在早期黑色素瘤细胞株中显

著下降，而在晚期转移黑色素瘤细胞株中则几乎

不能检测到 ＢＲＭＳ１ｍＲＮＡ。将 ＢＲＭＳ１ｃＤＮＡ转染

人黑色素瘤细胞株中并不改变肿瘤的形成能力，

但可显著地抑制肿瘤转移的发 生［９］。Ｓａｕｎｄｅｒｓ
等［１０］将 ＢＲＭＳ１ｃＤＮＡ转染到乳腺癌细胞系 ＭＤＡ
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ＭＢ４３５和 ＭＤＡＭＢ２３１中，发现转染 ＢＲＭＳ１乳
腺癌细胞动物肺转移明显减少。本研究检测３种
转移性不同的人乳腺癌细胞株 ＢＲＭＳ１基因及蛋
白表达的结果显示：ＢＲＭＳ１基因在 ３种细胞株中
的表达随转移程度的增高明显降低；

#

转移性细

胞株比无转移性细胞株 ＢＲＭＳ１基因表达降低 ２．
１倍。ＢＲＭＳ１蛋白检测结果显示：ＢＲＭＳ１蛋白在

#

转移性细胞株比无转移性细胞株表达降低 ２．２
倍。两者均有统计学意义。本实验结果显示，

ＢＲＭＳ１基因及蛋白表达量降低则恶性肿瘤转移
性增高，故其可作为临床判断乳腺癌转移性的一

个指标。笔者认为，常规检测乳腺癌中 ＢＲＭＳ１基
因和蛋白表达水平，并与其他指标结合，有助于

判断乳腺癌细胞的恶性程度及转移性，可为临床

正确判断乳腺癌的转移、分期和选择综合治疗方

案提供参考。

基因有序的转录调控是机体细胞维持正常功

能的前提，如果这一功能紊乱，细胞可能发生癌

变和使癌变的细胞发生转移。ＨＤＡＣ作为调控基
因转录的关键蛋白酶，其功能异常被证实与肿瘤

的发生和发展有直接关系［１１］。ＨＤＡＣ活性在肿瘤
转移过程中起重要作用，肿瘤转移调控相关基因

可调控 ＨＤＡＣ活性，同时 ＨＤＡＣ活性可调节一些
肿瘤转移相关基因的表达［１２－１３］。ＢＲＭＳ１是 ＨＤＡＣ
复合体的一部分，其 Ｃ－末端 ４２个氨基酸具有稳
定 ＨＤＡＣ复合体的功能并抑制 ＨＤＡＣ活性［２］。本

研究结果显示：在 ３种细胞株中 ＨＤＡＣ活性随转
移潜能的增高而逐渐升高，

#

转移性细胞株比无

转移性细胞株 ＨＤＡＣ活性增高达 １．６倍。这表明
ＨＤＡＣ活性与乳腺癌细胞转移有密切关系。当
ＢＲＭＳ１表达降低，则其抑制 ＨＤＡＣ活性的功能减
弱，从而使 ＨＤＡＣ活性升高，ＨＤＡＣ活性升高引起
基因有序的转录调控发生紊乱，从而使一些肿瘤

转移相关基因的转录发生变化，使乳腺癌更具有

浸润性和转移性。
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