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摘     要             背景与目的：核转运蛋白 α2 （KPNA2） 异常表达能增强乳腺癌细胞迁移和侵袭能力，导致肺转移风

险，并与乳腺癌患者不良预后相关。本研究进一步分析 KPNA2 在乳腺癌细胞中的表达情况，并探讨其

对乳腺癌细胞生物学行为影响的相关机制。

方法：用免疫组化检测 62 例乳腺癌患者癌组织与癌旁组织标本中 KPNA2 的表达。将两种人乳腺癌细胞

株 （MDA-MB-453、MCF-7） 分为阴性对照组 （转染空白质粒）、KPNA2 敲低组 （转染 KPNA2 siRNA）、

ERK 抑制剂组 （ERK 抑制剂 U0126 处理）、联合组 （转染 KPNA2 siRNA 联合 U0126 处理）。各组细胞处

理 48 h 后，分别用 qRT-PCR 与 Western blot 检测 KPNA2 mRNA 与蛋白表达，并分别用 MTT 法、流式细胞

术、Transwell 实验、Western blot 检测细胞增殖、凋亡、侵袭能力，以及 ERK1/2 通路与凋亡相关蛋白表

达的变化。

结果：免疫组化结果显示，KPNA2 蛋白在乳腺癌组织中表达水平高于癌旁组织 （2.48±0.39 vs. 1.28±

0.22，P<0.05）。qRT-PCR 与 Western blot 结果显示，两种乳腺癌细胞株的阴性对照组和 ERK 抑制剂组的

KPNA2 mRNA 及蛋白表达水平均无明显差异 （均 P>0.05），而 KPNA2 敲低组和联合组 KPNA2 mRNA 和蛋

白表达下调 （均 P<0.05）。功能实验结果显示，与各自的阴性对照组比较，ERK 抑制剂组、KPNA2 敲低

组和联合组的细胞增殖率降低、凋亡率升高、细胞侵袭能力减弱，其中联合组各项变化最为明显 （均

P<0.05）。Western blot 结果显示，与各自的阴性对照组比较，ERK 抑制剂组、KPNA2 敲低组和联合组磷

酸化 ERK1/2、裂解的胱天蛋白酶 3 蛋白表达均下调，且联合组两者的下调程度最为明显 （均 P<0.05）。

结论：乳腺癌组织中 KPNA2 表达水平升高，其增强乳腺癌细胞迁移和侵袭能力的作用可能与活化 ERK

信号通路有关，KPNA2 有望作为乳腺癌药物开发的新靶点。
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Abstract             Background and Aims: Abnormal expression of nuclear transport protein α2 (KPNA2) can enhance the 

migration and invasion abilities of breast cancer cells, leading to an increased risk of lung metastasis and 

is associated with poor prognosis in breast cancer patients. This study was conducted further to analyze 

the expression of KPNA2 in breast cancer cells and explore the related mechanism for it affecting the 

biological behavior of breast cancer cells.

Methods: The KPNA2 expressions in cancer tissues and adjacent tissues from 62 breast cancer patients 

were detected by immunohistochemical staining. Two human breast cancer cell lines (MDA-MB-453 and 

MCF-7) were divided into the negative control group (transfected with blank plasmid), KPNA2 

knockdown group (transfected with KPNA2 siRNA), ERK inhibitor group (treated with ERK inhibitor 

U0126), and combined group (transfected with KPNA2 siRNA combined with U0126 treatment). After 

48 h of treatment, KPNA2 mRNA and protein expressions were detected by qRT-PCR and Western blot, 

respectively. Changes in cell proliferation, apoptosis and invasion ability, ERK1/2 pathway, and 

apoptosis-related protein expressions were detected using MTT assay, flow cytometry, Transwell assay, 

and Western blot analysis, respectively.

Results: Immunohistochemistry results showed that the expression level of KPNA2 protein in breast 

cancer tissue was higher than in adjacent tissue (2.48±0.39 vs. 1.28±0.22, P<0.05). qRT-PCR and 

Western blot results showed no significant difference in KPNA2 mRNA and protein expressions between 

the negative control and ERK inhibitor groups in both breast cancer cell lines (all P>0.05). In contrast, 

the KPNA2 knockdown and combined groups showed downregulation of KPNA2 mRNA and protein 

expressions (all P<0.05). Functional experiments showed that, compared to their respective negative 

control groups, the ERK inhibitor group, KPNA2 knockdown group, and combined group exhibited 

decreased cell proliferation rates, increased apoptosis rates, and reduced cell invasion abilities, with the 

combined group showing the most significant changes (all P<0.05). Western blot results indicated that, 

compared to their respective negative control groups, the ERK inhibitor group, KPNA2 knockdown 

group, and the combined group had downregulated expressions of phosphorylated ERK1/2 and cleaved 

caspase-3 proteins, with the combined group showing the most pronounced downregulation (all P<0.05).

Conclusion: The expression level of KPNA2 is elevated in breast cancer tissues. Its role in enhancing 

breast cancer cells' migration and invasion abilities may be related to the activation of the ERK signaling 

pathway. KPNA2 holds promise as a new target for drug development in breast cancer.
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乳 腺 癌 近 年 来 发 病 率 逐 渐 增 高 ， 2022 年 的 统

计 数 据 显 示 乳 腺 癌 发 病 率 居 于 女 性 恶 性 肿 瘤 首

位[1-2]。乳腺癌的分子靶向治疗是当前研究的热点

内容[3]。作为核运输信号超家族的一员，核转运蛋

白 α2 （karyopherin α2，KPNA2） 参与了 DNA 修复，

转 录 过 程 和 细 胞 分 裂 过 程 中 关 键 性 细 胞 因 子 的 核

质转运[4]。有研究[5] 显示，癌组织 KPNA2 高表达与

三 阴 性 乳 腺 癌 （triple negative breast cancer， TNBC）

患 者 不 良 预 后 正 相 关 ， 在 淋 巴 结 转 移 和 静 脉 癌 栓

患 者 中 比 例 更 高 ， 但 机 制 并 不 明 确 。 抑 制 KPNA2

基 因 表 达 能 体 外 诱 导 膀 胱 癌 细 胞 凋 亡 ， 其 中 裂 解

的 胱 天 蛋 白 酶 3 （cleaved caspase-3， C-caspase-3）

蛋 白 表 达 上 调[6]。 细 胞 外 信 号 调 节 激 酶

（extracellular signal-regulated kinase，ERK） 有两种亚

型 （ERK1/2），作为蛋白激酶能磷酸化下游多种信

号 蛋 白 ， 参 与 细 胞 增 殖 、 迁 移 和 血 管 生 成 相 关 等

活 动[7]。 癌 症 患 者 ERK 上 游 通 路 突 变 导 致 ERK1/2

过 度 激 活 ， 参 与 肿 瘤 细 胞 的 增 殖 和 转 移[8]。 随 着

ERK 上游通路蛋白抑制剂在患者中陆续出现耐药，

直 接 研 发 针 对 ERK 的 抑 制 剂 逐 渐 成 了 新 的 热

点[9-10]。 关 于 KPNA2 通 过 ERK1/2 蛋 白 调 节 乳 腺 癌

细 胞 增 殖 和 凋 亡 的 研 究 较 少 ， 因 此 本 研 究 探 索 乳

腺癌细胞株 KPNA2、RK1/2 与体外增殖、侵袭、凋

亡 的 关 系 ， 以 期 为 临 床 上 乳 腺 癌 的 治 疗 提 供 新 的

治疗靶点。

1     材料与方法 

1.1 材料　

1.1.1 细胞与组织标本　MDA-MB-453、MCF-7 细胞

株：购自中国科学院细胞库。MDA-MB-453 是 TNBC

细胞系，TNBC 是最具侵袭性亚型，缺乏有效治疗

手段且患者预后不良[11]；MCF-7 细胞株雌激素受体

为 阳 性 ， 可 接 受 内 分 泌 治 疗[12]。 MDA-MB-453 和

MCF-7 细胞株代表临床最常见的乳腺癌亚型，能代

表 临 床 大 多 数 患 者 的 病 理 分 型 。 乳 腺 癌 组 织 及 癌

旁组织取自 2022 年 3 月—2023 年 4 月于四川省肿瘤

医 院 接 受 手 术 治 疗 的 62 例 患 者 ， 年 龄 29~65 岁 ，

平均 （51.59±9.76） 岁，术后证实患者均为单发病

灶，包括导管原位癌 13 例、导管内乳头状癌 8 例、

黏 液 癌 3 例 、 浸 润 性 导 管 癌 38 例 ， 其 中 雌 激 素 受

体阳性患者 39 例、TNBC 患者 15 例。入组标准：⑴ 病

理确诊的乳腺癌患者，能提供组织切片；⑵ 在乳

腺 癌 手 术 前 均 未 进 行 化 疗 、 放 疗 或 免 疫 治 疗 等 ；

⑶ 患者知情同意，并签署知情同意书；排除标准：

⑴ 妊娠或哺乳期患者；⑵ 合并其他脏器恶性肿瘤

病史的患者：⑶ 组织切片不完整。

1.1.2 主要试剂与仪器　KPNA2 和 GAPDH 引 物 序

列 ： 南 京 信 帆 生 物 技 术 有 限 公 司 。 逆 转 录 试 剂 盒

和 PCR 试剂盒：南京诺唯赞公司。免疫组化试剂：

北 京 中 杉 金 桥 公 司 。 阴 性 对 照 质 粒 、 KPNA2 小 干

扰 RNA （siRNA）： 上 海 北 诺 生 物 科 技 有 限 公 司 。

电 化 学 发 光 液 和 RIPA 裂 解 液 ： 上 海 碧 云 天 公 司 。

KPNA2 、 ERK1/2 、 磷 酸 化 ERK1/2 （p-ERK1/2）、

C-caspase-3 抗 体 ： 北 京 博 奥 森 生 物 技 术 有 限 公 司 。

ERK 通路抑制剂 U0126：上海北诺生物科技有限公

司 。 TS100 倒 置 显 微 镜 ： 日 本 Olympus 公 司 。

StepOnePlus 实 时 PCR 系 统 ： 美 国 ABI 公 司 。 BD 

FACSCalibur 流式细胞仪：美国 BD Biosciences 公司。

1640 培 养 基 ： Gibco 公 司 。 Transwell 小 室 ： 北 京 科

宇 深 蓝 科 技 有 限 公 司 。 二 氨 基 联 苯 胺 ： 艾 美 捷 科

技有限公司。

1.2 方法　

1.2.1 免疫组化半定量检测 KPNA2 蛋白水平[13]　以

10% 甲 醛 固 定 组 织 ， 行 脱 蜡 、 脱 水 操 作 。 以 柠 檬

酸行微波修复后以磷酸缓冲液洗涤 5 min，重复 3 次。

加入 3% 的 H2O2，洗涤后加入 KPNA2 反应过夜。滴

加二抗于 37 ℃下孵育 50 min 后冲洗，并以二氨基

联 苯 胺 显 色 ， 行 苏 木 精 复 染 后 常 规 脱 水 、 封 片 。

每张切片选 5 个视野，观察 100 个细胞，以阳性细

胞占比评分：0 分：0~5%；1 分：5%~25%；2 分 ：

26%~50%； 3 分 ： >50%。 阳 性 细 胞 数 在 20% 以 上

则为阳性。

1.2.2 细 胞 培 养 与 转 染　于 DMEM 培 养 液 中 加 入

10% 牛 胎 血 清 ， 分 别 接 种 MDA-MB-453、 MCF-7 细

胞 株 进 行 培 养 。 U0126 浓 度 为 10 μmol/L。 随 机 将

MDA-MB-453、 MCF-7 细 胞 分 为 阴 性 对 照 组 （转 染

空白质粒）、ERK 抑制剂组 （使用 ERK 通路抑制剂

U0126[14]）、 KPNA2 敲 低 组 （转 染 KPNA2 siRNA 质

粒[15]） 和联合组 （转染敲低质粒+U0126），按照转

染说明书对其进行转染，构建细胞模型。

1.2.3 实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测 KPNA2 

mRNA 水平[16]　以 TRIzol 法提取总 RNA，测定其浓

度 ， 逆 转 录 获 取 cDNA， 采 用 qRT-PCR 系 统 行 扩

增，每个样本设置 3 个负孔，以 GAPDH 作为内参。

GAPDH 上 游 引 物 ： 5'-AGA AGG CTG GGG CTC ATT 
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ERK 通路抑制剂 U0126：上海北诺生物科技有限公

司 。 TS100 倒 置 显 微 镜 ： 日 本 Olympus 公 司 。

StepOnePlus 实 时 PCR 系 统 ： 美 国 ABI 公 司 。 BD 

FACSCalibur 流式细胞仪：美国 BD Biosciences 公司。

1640 培 养 基 ： Gibco 公 司 。 Transwell 小 室 ： 北 京 科

宇 深 蓝 科 技 有 限 公 司 。 二 氨 基 联 苯 胺 ： 艾 美 捷 科

技有限公司。

1.2 方法　

1.2.1 免疫组化半定量检测 KPNA2 蛋白水平[13]　以

10% 甲 醛 固 定 组 织 ， 行 脱 蜡 、 脱 水 操 作 。 以 柠 檬

酸行微波修复后以磷酸缓冲液洗涤 5 min，重复 3 次。

加入 3% 的 H2O2，洗涤后加入 KPNA2 反应过夜。滴

加二抗于 37 ℃下孵育 50 min 后冲洗，并以二氨基

联 苯 胺 显 色 ， 行 苏 木 精 复 染 后 常 规 脱 水 、 封 片 。

每张切片选 5 个视野，观察 100 个细胞，以阳性细

胞占比评分：0 分：0~5%；1 分：5%~25%；2 分 ：

26%~50%； 3 分 ： >50%。 阳 性 细 胞 数 在 20% 以 上

则为阳性。

1.2.2 细 胞 培 养 与 转 染　于 DMEM 培 养 液 中 加 入

10% 牛 胎 血 清 ， 分 别 接 种 MDA-MB-453、 MCF-7 细

胞 株 进 行 培 养 。 U0126 浓 度 为 10 μmol/L。 随 机 将

MDA-MB-453、 MCF-7 细 胞 分 为 阴 性 对 照 组 （转 染

空白质粒）、ERK 抑制剂组 （使用 ERK 通路抑制剂

U0126[14]）、 KPNA2 敲 低 组 （转 染 KPNA2 siRNA 质

粒[15]） 和联合组 （转染敲低质粒+U0126），按照转

染说明书对其进行转染，构建细胞模型。

1.2.3 实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测 KPNA2 

mRNA 水平[16]　以 TRIzol 法提取总 RNA，测定其浓

度 ， 逆 转 录 获 取 cDNA， 采 用 qRT-PCR 系 统 行 扩

增，每个样本设置 3 个负孔，以 GAPDH 作为内参。

GAPDH 上 游 引 物 ： 5'-AGA AGG CTG GGG CTC ATT 
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TG-3'， 下 游 引 物 ： 5'-AGG GGC GAT GCA GAG TCT 

TC-3'； KPNA2 上 游 引 物 ： 5'-GGA AGC ACC ATT 

ACG AAG G-3'， 下 游 引 物 ： 5'-TCC CGA AGG TAA 

CAT AAC TA-3'。 于 常 规 反 应 条 件 下 循 环 40 次 ，

94 ℃ 反 应 4 min。 重 复 进 行 3 次 ， 以 2-△△Ct 法 分 析

结果。

1.2.4 Western blot 检测细胞蛋白水平　取各组 MDA-

MB-453、 MCF-7 细 胞 以 RIPA 裂 解 液 提 取 蛋 白 ， 经

SDS-PAGE 电泳转移蛋白样品至醋酸纤维膜，用脱

脂 奶 粉 封 闭 2 h 后 ， 分 别 滴 加 稀 释 后 的 一 抗 （抗

KPNA2、ERK1/2、p-ERK1/2 抗体稀释浓度为 1∶1 000，

抗 C-caspase-3 抗体稀释浓度为 1∶500，抗 GAPDH 抗

体 1∶1 000 稀释度，设为内参），4 ℃过夜孵育后加

入二抗孵育 2 h，以电致化学发光显色后，使用软

件分析蛋白条带灰度值。

1.2.5 MTT 法检测细胞增殖　取各组 MDA-MB-453、

MCF-7 细胞接种于 96 孔板培养，于每孔中加入 20 µL

浓 度 为 5 mg/mL 的 MTT 液 ， 37 ℃ 条 件 下 培 养 4 h。

各孔再加入 150 µL 二甲基亚砜溶液，放于酶标仪上

检测其具体的吸光度 （OD） 值，细胞增殖率 （%） =

本组 OD 均值/阴性对照组 OD 均值×100%

1.2.6 流式细胞仪检测细胞凋亡　按照试剂盒里面

相 关 的 说 明 书 实 施 。 将 MDA-MB-453、 MCF-7 细 胞

进行接种，置于 37 ℃培养箱中，待细胞贴壁后更

换培养液为 27-P-CAUA。避光孵育 24 h 后加入不含

EDTA 的胰蛋白酶反应，获得细胞悬液，再进行离

心、洗涤操作。加入结合缓冲液重悬细胞 500 μL，

混匀后反应 10 min。1 h 内上机观察，并重复 3 次，

计算 Q2 和 Q3 象限细胞的比例。

1.2.7 Transwell 实验检测细胞株侵袭能力　以 无 血

清 培 养 液 重 悬 各 组 MDA-MB-453、 MCF-7 细 胞 ， 于

24 孔板中入含 10%FBS 的培养液，取 200 μL 细胞悬

液 于 Transwell 上 室 ， 于 Transwell 小 室 平 铺 融 化 的

Matrigel，待基质胶凝固后加入 MDA-MB-453、MCF-7

细胞，并将 Transwell 小室置于 24 孔板培养 24 h 后，

行染色、漂洗和固定，30 min 后在显微镜下进行侵

入细胞技术，计算穿模率。

1.3 统计学处理　

采 用 SPSS 20.0 对 数 据 统 计 分 析 。 计 量 资 料 用

均 数 ± 标 准 差 （x̄ ± s） 表 示 ， 组 间 比 较 采 用 独 立

样本 t 检验；计数资料以例数 （百分比） [n（%） ]

表 示 ， 组 间 比 较 采 用 χ2 检 验 。 P<0.05 为 差 异 有 统

计学意义。

2     结　果 

2.1 不同组织里面的KPNA2蛋白表达情况　

免 疫 组 化 结 果 显 示 ， KPNA2 蛋 白 在 患 者 乳 腺

癌组织中的表达明显高于癌旁组织 （图 1）；半定

量评分结果显示前者明显高于后者 （2.48±0.39 vs. 

1.28±0.22，P<0.05）。

2.2 各组细胞KPNA2 mRNA及蛋白表达　

MDA-MB-453、 MCF-7 细 胞 中 ， 阴 性 对 照 组 和

ERK 抑 制 剂 组 KPNA2 mRNA 及 蛋 白 表 达 之 间 差 异

无统计学意义 （均 P>0.05）。与各自的阴性对照组

和 ERK 抑 制 剂 组 比 较 ， KPNA2 敲 低 组 和 联 合 组 的

KPNA2 mRNA 及 蛋 白 表 达 均 明 显 下 调 （均 P<0.05）

（图 2）。

A B50 μm 50 μm

图1　免疫组化检测KPNA2蛋白的表达 （×200） 　　A：癌旁组织；B：癌组织

Figure 1　Immunohistochemical staining for expression of KPNA2 protein (×200)  A: Adjacent tissue; B: Cancer tissue

2.3 各组细胞增殖与凋亡情况　

与各自阴性对照组比较，MDA-MB-453、MCF-7

细 胞 的 ERK 抑 制 剂 组 、 KPNA2 敲 低 组 和 联 合 组 增

殖 率 下 降 ， 凋 亡 率 上 升 ， 其 中 联 合 组 的 变 化 程 度

最为明显 （均 P<0.05）（图 3-4）。

2.4 各组细胞侵袭能力变化　

Transwell 实验结果显示，与各自阴性对照组比

较 ， ERK 抑 制 剂 组 、 KPNA2 敲 低 组 和 联 合 组 的 侵

袭 细 胞 计 数 减 少 ， 而 联 合 组 细 胞 计 数 结 果 最 低

（均 P<0.05）（图 5）。    
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图2　MDA-MB-453、MCF-7细胞中KPNA2的表达检测  A：mRNA 表达；B：蛋白表达

Figure 2　Detection of KPNA2 expression in MDA-MB-453 and MCF-7 cells  A: mRNA expression; B: Protein expression
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图3　各组MDA-MB-453、MCF-7细胞增殖率比较

Figure 3　Comparison of proliferation rates among groups of MDA-MB-453 and MCF-7 cells
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2.3 各组细胞增殖与凋亡情况　

与各自阴性对照组比较，MDA-MB-453、MCF-7

细 胞 的 ERK 抑 制 剂 组 、 KPNA2 敲 低 组 和 联 合 组 增

殖 率 下 降 ， 凋 亡 率 上 升 ， 其 中 联 合 组 的 变 化 程 度

最为明显 （均 P<0.05）（图 3-4）。

2.4 各组细胞侵袭能力变化　

Transwell 实验结果显示，与各自阴性对照组比

较 ， ERK 抑 制 剂 组 、 KPNA2 敲 低 组 和 联 合 组 的 侵

袭 细 胞 计 数 减 少 ， 而 联 合 组 细 胞 计 数 结 果 最 低

（均 P<0.05）（图 5）。    
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图2　MDA-MB-453、MCF-7细胞中KPNA2的表达检测  A：mRNA 表达；B：蛋白表达

Figure 2　Detection of KPNA2 expression in MDA-MB-453 and MCF-7 cells  A: mRNA expression; B: Protein expression
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2.5 各组细胞 ERK1/2 通路与凋亡相关蛋白表达

变化

MDA-MB-453、 MCF-7 细 胞 各 组 ERK1/2 表 达 无

差 异 （均 P>0.05）， 但 与 各 自 阴 性 对 照 组 比 较 ，

ERK 抑制剂组、KPNA2 敲低组和联合组的 p-ERK1/2

和 C-caspase-3 蛋白表达水平均下调，其中联合组下

调程度最为明显 （均 P<0.05）（图 6）（表 1）。
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Figure 4　Detection of apoptosis in MDA-MB-453 and MCF-7 cells by flow cytometry and comparison of apoptosis rates 

among groups
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Figure 5　Comparison of the number of invading cells in each group

3     讨　论 

探 究 乳 腺 癌 的 驱 动 基 因 和 分 子 发 病 机 制 对 于

开发靶向治疗药物有重要意义。如磷脂酰肌醇 3-

激 酶 （phosphatidylinositide 3-kinases， PI3K） 和 哺 乳

动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白 （mammalian target of 

rapamycin，mTOR） 通路乳腺癌中异常激活，使用

PI3K 通路抑制剂阿培利司、卡帕塞替尼和 mTOR 抑

制 剂 依 维 莫 司 能 够 使 雌 激 素 受 体 阳 性 的 晚 期 乳 腺

癌患者获益[17-18]。因此寻找能影响乳腺癌细胞生物

学 活 性 的 信 号 通 路 和 关 键 蛋 白 有 重 要 的 临 床 应 用

价 值 。 KPNA2 是 一 种 核 转 运 蛋 白 ， 其 主 要 介 导 分

子量较大的蛋白质运输[19]。有研究[20]发现，KPNA2

能 参 与 细 胞 增 殖 、 分 化 、 凋 亡 等 生 命 活 动 ， 且 能

调节肿瘤相关蛋白，以参与肿瘤的发生发展过程。

KPNA2 对 乳 腺 癌 易 感 基 因 1 （breast cancer 

susceptibility genes 1， BRCA1） 的 核 转 运 有 调 节 作

用 ， 而 BRCA1 具 有 较 强 的 细 胞 周 期 监 控 功 能 和

DNA 修 复 功 能 ， 提 示 KPNA2 能 参 与 乳 腺 癌 的 发 展

过 程[21]。 本 研 究 中 ， 乳 腺 癌 组 织 中 KPNA2 的 表 达

水平明显高于癌旁组织，这与 Danko 等[22-23] 研究结

果 基 本 一 致 ， 提 示 KPNA2 与 乳 腺 癌 的 发 生 发 展 相

关。探究抑制 KPNA2 对 ERK1/2 的表达和乳腺癌细

胞 的 影 响 。 有 研 究[24] 显 示 ， 沉 默 乳 腺 癌 细 胞 的

KPNA2 表 达 ， 癌 细 胞 的 增 殖 受 到 明 显 抑 制 。 本 研

究通过抑制 KPNA2 表达或并使用 ERK 通路抑制剂

U0126， 检 测 乳 腺 癌 细 胞 株 MDA-MB-453 和 MCF-7

中 蛋 白 和 细 胞 活 性 变 化 。 细 胞 增 殖 和 凋 亡 情 况 检

测 显 示 ， ERK 抑 制 剂 组 、 KPNA2 敲 低 组 和 联 合 组

MDA-MB-453、 MCF-7 细 胞 存 活 率 和 侵 袭 能 力 均 低

于 阴 性 对 照 组 ， 凋 亡 率 均 升 高 。 这 提 示 沉 默

KPNA2 能 够 抑 制 乳 腺 癌 细 胞 增 殖 ， 与 相 关 研 究 一

致[25]。 其 原 因 为 KPNA2 过 表 达 会 使 促 进 细 胞 增 殖

和分裂的转录因子入核转运，导致细胞恶性增殖，

另外 KPNA2 对 p53 的核运输和定位产生影响[26-27]。

ERK 是 Mark 家族成员之一，其对细胞的增殖、

分 化 、 凋 亡 等 生 物 学 行 为 均 有 明 显 的 调 节 作 用 ，

其 主 要 通 过 激 活 多 种 转 录 因 子 来 实 现[28-29]。 有 研

究[30-31] 显 示 ， 将 结 肠 癌 细 胞 行 KPNA2 转 染 ， 加 入

U0126 能够抑制结肠癌细胞的转移，而 U0126 是典
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图6　Western blot法检测MDA-MB-453、MCF-7细胞中ERK1/2、p-ERK1/2、C-caspase-3的表达

Figure 6　Detection of ERK1/2, p-ERK1/2, and C-caspase-3 expressions in MDA-MB-453 and MCF-7 cells by Western blot

表1　各组细胞ERK1/2通路与凋亡相关蛋白相对表达水平比较

Table 1　Comparison of relative expression levels of ERK1/2 pathway and apoptosis-related proteins among groups

注：1）与阴性对照组比较，P<0.05；2）与ERK抑制剂组比较，P<0.05；3）与KPNA2敲低组比较，P<0.05

Note: 1) P<0.05 vs. negative control group; 2) P<0.05 vs. ERK inhibitor group; 3) P<0.05 vs. KPNA2 knockdown group

984



第 6 期 冉冉，等：核转运蛋白α2通过ERK信号通路调控乳腺癌细胞生物学行为的研究

http://www.zpwz.net

3     讨　论 

探 究 乳 腺 癌 的 驱 动 基 因 和 分 子 发 病 机 制 对 于

开发靶向治疗药物有重要意义。如磷脂酰肌醇 3-

激 酶 （phosphatidylinositide 3-kinases， PI3K） 和 哺 乳

动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白 （mammalian target of 

rapamycin，mTOR） 通路乳腺癌中异常激活，使用

PI3K 通路抑制剂阿培利司、卡帕塞替尼和 mTOR 抑

制 剂 依 维 莫 司 能 够 使 雌 激 素 受 体 阳 性 的 晚 期 乳 腺

癌患者获益[17-18]。因此寻找能影响乳腺癌细胞生物

学 活 性 的 信 号 通 路 和 关 键 蛋 白 有 重 要 的 临 床 应 用

价 值 。 KPNA2 是 一 种 核 转 运 蛋 白 ， 其 主 要 介 导 分

子量较大的蛋白质运输[19]。有研究[20]发现，KPNA2

能 参 与 细 胞 增 殖 、 分 化 、 凋 亡 等 生 命 活 动 ， 且 能

调节肿瘤相关蛋白，以参与肿瘤的发生发展过程。

KPNA2 对 乳 腺 癌 易 感 基 因 1 （breast cancer 

susceptibility genes 1， BRCA1） 的 核 转 运 有 调 节 作

用 ， 而 BRCA1 具 有 较 强 的 细 胞 周 期 监 控 功 能 和

DNA 修 复 功 能 ， 提 示 KPNA2 能 参 与 乳 腺 癌 的 发 展

过 程[21]。 本 研 究 中 ， 乳 腺 癌 组 织 中 KPNA2 的 表 达

水平明显高于癌旁组织，这与 Danko 等[22-23] 研究结

果 基 本 一 致 ， 提 示 KPNA2 与 乳 腺 癌 的 发 生 发 展 相

关。探究抑制 KPNA2 对 ERK1/2 的表达和乳腺癌细

胞 的 影 响 。 有 研 究[24] 显 示 ， 沉 默 乳 腺 癌 细 胞 的

KPNA2 表 达 ， 癌 细 胞 的 增 殖 受 到 明 显 抑 制 。 本 研

究通过抑制 KPNA2 表达或并使用 ERK 通路抑制剂

U0126， 检 测 乳 腺 癌 细 胞 株 MDA-MB-453 和 MCF-7

中 蛋 白 和 细 胞 活 性 变 化 。 细 胞 增 殖 和 凋 亡 情 况 检

测 显 示 ， ERK 抑 制 剂 组 、 KPNA2 敲 低 组 和 联 合 组

MDA-MB-453、 MCF-7 细 胞 存 活 率 和 侵 袭 能 力 均 低

于 阴 性 对 照 组 ， 凋 亡 率 均 升 高 。 这 提 示 沉 默

KPNA2 能 够 抑 制 乳 腺 癌 细 胞 增 殖 ， 与 相 关 研 究 一

致[25]。 其 原 因 为 KPNA2 过 表 达 会 使 促 进 细 胞 增 殖

和分裂的转录因子入核转运，导致细胞恶性增殖，

另外 KPNA2 对 p53 的核运输和定位产生影响[26-27]。

ERK 是 Mark 家族成员之一，其对细胞的增殖、

分 化 、 凋 亡 等 生 物 学 行 为 均 有 明 显 的 调 节 作 用 ，

其 主 要 通 过 激 活 多 种 转 录 因 子 来 实 现[28-29]。 有 研

究[30-31] 显 示 ， 将 结 肠 癌 细 胞 行 KPNA2 转 染 ， 加 入

U0126 能够抑制结肠癌细胞的转移，而 U0126 是典
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图6　Western blot法检测MDA-MB-453、MCF-7细胞中ERK1/2、p-ERK1/2、C-caspase-3的表达

Figure 6　Detection of ERK1/2, p-ERK1/2, and C-caspase-3 expressions in MDA-MB-453 and MCF-7 cells by Western blot

表1　各组细胞ERK1/2通路与凋亡相关蛋白相对表达水平比较

Table 1　Comparison of relative expression levels of ERK1/2 pathway and apoptosis-related proteins among groups

组别

阴性对照组

ERK 抑制剂组

KPNA2 敲低组

联合组

MDA-MB-453 细胞

p-ERK1/2
0.33±0.07
0.22±0.061）

0.23±0.051）

0.11±0.031）,2）,3）

ERK1/2
0.49±0.09
0.51±0.07
0.52±0.09
0.51±0.08

C-caspase-3
0.28±0.07
0.18±0.041）

0.16±0.041），2）

0.09±0.021），2），3）

MCF-7 细胞

p-ERK1/2
0.31±0.07
0.19±0.061）

0.23±0.051）

0.17±0.041），2），3）

ERK1/2
0.59±0.09
0.61±0.11
0.57±0.10
0.60±0.08

C-caspase-3
0.24±0.05
0.15±0.041）

0.14±0.041）

0.08±0.021），2），3）

注：1）与阴性对照组比较，P<0.05；2）与ERK抑制剂组比较，P<0.05；3）与KPNA2敲低组比较，P<0.05

Note: 1) P<0.05 vs. negative control group; 2) P<0.05 vs. ERK inhibitor group; 3) P<0.05 vs. KPNA2 knockdown group
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型的 MEK/ERK 通路抑制剂，提示 ERK 通路的激活

与 KPNA2 高 表 达 之 间 存 在 紧 密 联 系 。 本 研 究 中 对

转 染 KPNA2 敲 低 质 粒 的 乳 腺 癌 细 胞 联 合 使 用 抑 制

剂 U0126 发现 p-ERK1/2 蛋白表达被抑制的效果强于

KPNA2 敲 低 组 和 ERK 抑 制 剂 组 ， 可 见 KPNA2 能 抑

制 ERK1/2 蛋白表达，进而参与乳腺癌细胞生物学

活 性 的 调 控 。 以 上 结 果 提 示 ， 对 于 KPNA2 高 表 达

的 乳 腺 癌 患 者 ， 可 将 KPNA2 作 为 乳 腺 癌 治 疗 的 新

靶点，鉴于通过抑制 ERK1/2 蛋白上游信号通路如

大鼠肉瘤癌基因和 MEK 抑制剂逐渐因二次突变或

其他原因出现耐药，开发新的治疗靶点意义重大。

综 上 所 述 ， 乳 腺 癌 组 织 中 KPNA2 表 达 水 平 异

常偏高，下调 KPNA2 表达或抑制 ERK 信号通路能

减 弱 乳 腺 癌 细 胞 的 增 殖 、 侵 袭 活 性 ， 促 进 细 胞 凋

亡，可作为乳腺癌的新治疗靶点。
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