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ＣＸＣ 趋化因子受体 ４ 通过 Ｓ 期激酶相关蛋白 ２
调控乳腺癌细胞周期的机制
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１. 蚌埠医学院临床检验诊断学实验中心ꎬ 安徽 蚌埠 ２３３０００
２. 蚌埠市第三人民医院普外肿瘤科ꎬ 安徽 蚌埠 ２３３０００
３. 蚌埠医学院生物化学与分子生物学教研室ꎬ 安徽 蚌埠 ２３３０００
４. 蚌埠医学院生物技术教研室ꎬ 安徽 蚌埠 ２３３０００
　 　
[摘　 要] 　 目的:探讨 ＣＸＣ 趋化因子受体 ４(ＣＸＣＲ４)通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 和 ＥＲＫ 信号

通路调控 Ｓ 期激酶相关蛋白 ２(Ｓｋｐ２)的表达ꎬ进而影响乳腺癌细胞周期的机制ꎮ
方法:利用干扰及过表达技术下调或上调 ＣＸＣＲ４ 的表达后ꎬ通过实时定量 ＰＣＲ 和

蛋白质印迹法检测 ＣＸＣＲ４ 与 Ｓｋｐ２ 调控的关联性ꎻ蛋白质印迹法检测 ＣＸＣＲ４ 干扰

及过表达后对信号蛋白及 Ｓｋｐ２ 下游相关基因表达的影响ꎻ通过碘化丙啶(ＰＩ)染

色法检测 ＣＸＣＲ４、ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路抑制剂 ＬＹ２９４００２ 及 ＥＲＫ 通路抑制剂 Ｕ０１２６ 对

乳腺癌细胞周期的影响ꎮ 结果:干扰 ＣＸＣＲ４ 后ꎬＳｋｐ２ 表达下调ꎻ过表达 ＣＸＣＲ４
后ꎬＳｋｐ２ 表达上调ꎮ ＣＸＣＲ４ 可通过对信号蛋白的调控影响 Ｓｋｐ２ 及 Ｓｋｐ２ 下游相关

基因的表达ꎮ 干扰 ＣＸＣＲ４ 后ꎬＧ０ / Ｇ１ 期细胞比例增加ꎬＳ 期细胞比例相应减少ꎬ
ＣＸＣＲ４ 与 ＬＹ２９４００２ 及 Ｕ０１２６ 联合作用对细胞周期的阻断更加明显ꎮ 结论:
ＣＸＣＲ４ 能够通过对信号蛋白 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 及 ＥＲＫ 的调控ꎬ影响 Ｓｋｐ２ 及 Ｓｋｐ２ 下游相

关基因的表达ꎬ阻断 ＣＸＣＲ４ / Ａｋｔ / Ｓｋｐ２ 或 ＣＸＣＲ４ / ＥＲＫ / Ｓｋｐ２ 信号通路后可有效诱

导细胞周期阻滞ꎬ从而抑制乳腺癌细胞的增殖ꎮ
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　 　 乳腺癌是当今中国女性最常见的癌症ꎮ 了解

乳腺癌发生、发展和转移的分子生物学机制对于

乳腺癌治疗策略研究非常关键ꎮ 研究表明ꎬＣＸＣ
趋化 因 子 受 体 ４ ( ＣＸＣ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４ꎬ
ＣＸＣＲ４)在包括乳腺癌在内的多种肿瘤细胞中表

达上调[１￣４]ꎬ其表达异常与乳腺癌的转移也密切

相关[５]ꎮ 大量研究显示:Ｓ 期激酶相关蛋白 ２(Ｓ￣
ｐｈａｓｅ ｋｉｎａｓｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ꎬ Ｓｋｐ２)在约 ５０％
的乳腺癌患者细胞中高表达ꎬ且其在细胞周期的

进展中发挥重要作用ꎬ能特异性地识别磷酸化底

物并介导其泛素化降解[６￣７]ꎮ ＣＸＣＲ４ 介导的乳腺

癌发生发展是否与 Ｓｋｐ２ 介导的细胞周期调控有

关ꎬ尚未见文献报道ꎮ 本研究旨在研究 ＣＸＣＲ４ 对

Ｓｋｐ２ 表达的调控作用及与乳腺癌细胞周期的影

响ꎬ完善 ＣＸＣＲ４ 促进乳腺癌进展的机制ꎬ为乳腺

癌的预防及临床治疗提供新的靶点和思路ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材　 料

人乳腺癌细胞株 ＳＫＢＲ￣３ 和 ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 购

自中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中

心ꎻＡＢＩ ７５００ Ｆａｓｔ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪购自美国

应用生物系统公司ꎻＦＢＳ 购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司ꎻ
ＤＭＥＭ 培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＴＲＩｚｏｌ 试剂

和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ
逆转录试剂盒购自美国 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司ꎻ荧光定量

ＰＣＲ 试剂盒购自宝生物工程(大连)有限公司ꎻ兔
抗人 ＣＸＣＲ４、 Ｓｋｐ２、 Ａｋｔ、 ＥＲＫ 抗 体 购 自 英 国
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Ａｂｃａｍ 公司ꎻＰ２１、Ｐ２７、ＦＯＸＯ１ 抗体及 ＬＹ２９４００２
(工作浓度 ２５ μｍｏｌ / Ｌ) 购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎻｃ￣Ｍｙｃ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、磷酸化 Ａｋｔ、磷
酸化 ＥＲＫ 抗体购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎻβ￣ａｃｔｉｎ
抗体购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎻＵ０１２６(工作浓度 １０
μｍｏｌ / Ｌ)购自上海碧云天生物技术有限公司ꎻ辣
根过氧化物酶(ＨＲＰ)标记山羊抗兔 ＩｇＧ 购自北京

中杉金桥生物技术有限公司ꎻ聚偏二氟乙烯

(ＰＶＤＦ)膜、电化学发光(ＥＣＬ)试剂盒购自美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎮ 所有引物合成和 ＤＮＡ 序列测定由

南京金斯瑞生物科技有限公司完成ꎻ过表达

ＣＸＣＲ４ 的 ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 细胞株(过表达 ＣＸＣＲ４ 细

胞)和干扰 ＣＸＣＲ４ 的 ＳＫＢＲ￣３ 细胞株(干扰 ＣＸＣＲ４
细胞)由本项目组构建并筛选保存[８]ꎮ
１. ２　 细胞培养

将人乳腺癌细胞株 ＳＫＢＲ￣３ 和 ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１
接种于含 １０％ ＦＢＳ 的新鲜 ＤＭＥＭ 培养液中ꎬ置
３７ ℃、５％二氧化碳、饱和湿度培养箱中培养ꎬ２ ~
３ ｄ 传代一次ꎬ所有实验均采用对数生长期细胞ꎮ
１. ３　 实时定量 ＰＣＲ 检测 Ｓｋｐ２ 及其下游相关基

因的表达

ＴＲＩｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡꎬ根据逆转录试剂说明

书进行逆转录反应ꎬ按照荧光定量试剂盒说明书

用实时定量 ＰＣＲ 仪进行实时定量 ＰＣＲ 检测ꎮ 以

ＧＡＰＤＨ 为内参ꎬ所用的引物序列见表 １ꎮ 相对表

达量计算公式为 ２ － ΔΔＣＴꎬ相关基因表达的 ΔΔＣＴ ＝
ＣＴ 值(实验组目的基因 － 实验组 ＧＡＰＤＨ) － ＣＴ
值(对照组目的基因 － 对照组 ＧＡＰＤＨ)ꎻ结果数

据利用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 作图及统计学分析ꎮ
１. ４　 蛋白质印迹法检测 Ｓｋｐ２ 及其下游相关蛋白

的表达

胰蛋白酶消化对数生长期细胞ꎬ加入蛋白裂

解液(ＲＩＰＡ∶ ＰＭＳＦ ＝ ９９ ∶ １)ꎬ充分吹打混匀ꎬ冰上

放置 ３０ ｍｉｎꎬ４ ℃离心取上清液ꎻ采用蛋白质二喹

啉甲酸法 ( ＢＣＡ 法) 进行蛋白定量分析ꎻ１０％
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥꎬ蛋白样品上样量为 ２５ μｇꎬ蛋白标记

物上样量为 ５ μＬꎻ电泳结束后转至 ＰＶＤＦ 膜ꎬ５％
脱脂奶粉室温封闭 ３ ｈꎬ孵育一抗 ４ ℃ 过夜

(Ｓｋｐ２、Ｐ２１、Ｐ２７、ＦＯＸＯ１、ｃ￣Ｍｙｃ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、磷酸化

Ａｋｔ、磷酸化 ＥＲＫ 工作浓度为１∶ １０００ꎬＡｋｔ、ＥＲＫ 工

作浓度为１∶ ２０００ꎬβ￣ａｃｔｉｎ 工作浓度为 １ ∶ ３０００)ꎬ
ＴＢＳＴ 缓冲液洗膜三次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎻＨＲＰ 标记的

相应二抗(羊抗兔 /鼠 ＩｇＧ １∶ ５０００)３７ ℃孵育 ２ ｈ
后ꎬＴＢＳＴ 缓冲液洗膜三次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎻＰＶＤＦ 膜

化 学 发 光 显 影ꎬ ＢＩＯ￣ＲＡＤ 成 像 系 统 拍 照ꎬ
ＡｌｐｈａＶＩＥＷ ＳＡ 凝胶成像分析软件灰度扫描ꎬ定量

分析各蛋白含量ꎮ
１. ５　 碘化丙啶(ＰＩ)染色检测细胞周期分布

取对数生长期 ＳＫＢＲ￣３ 和干扰 ＣＸＣＲ４ 细胞

用胰蛋白酶消化ꎬ离心收集细胞ꎬ４ ℃ 预冷 ＰＢＳ
洗涤细胞两次ꎬ弃上清液ꎻ加入 ４ ℃预冷的 ７０％
乙醇重悬细胞ꎬ４ ℃固定过夜ꎻ离心收集固定完

全的细胞ꎬ弃去 ７０％乙醇ꎻ４ ℃预冷的 ＰＢＳ 洗涤

细胞两次ꎬ弃上清液后各组加入 ５００ μＬ ４ ℃ 预

冷的 ＰＩ 染 色 液 ( ５ ｍｇ ＰＩ ＋ ２ ｍｇ ＲＮａｓｅＡ ＋
０. １ ｍＬ １. ０％ Ｔｒｉｔｉｏｎ Ｘ － １００ ＋ ３. ７ ｍｇ ＥＤＴＡ ＋
１０ ｍＬ ＰＢＳꎬ 棕 色 瓶 ４ ℃ 保 存ꎬ 工 作 浓 度 为

５０ μｇ / ｍＬ)重悬细胞ꎬ避光染色３０ ｍｉｎꎻ流式细

胞仪检测ꎬ结果采用 ＭｏｄＦｉｔ ＬＴ ３. ０软件进行分

析ꎮ 每组实验重复三次ꎮ
１. ６　 统计学方法

所有数据采用 ＳＰＳＳ １３. ０ 统计软件处理ꎬ正
态分布的计量资料以均数 ± 标准差( 􀭰ｘ ± ｓ) 表

示ꎬ均数间差异比较用 ｔ 检验ꎬ多组样本均数之

间差异采用方差分析ꎬＰ < ０. ０５ 表示差异有统计

学意义ꎮ

表 １　 实时定量 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称 上游(５′→３′) 下游(５′→３′)

Ｓｋｐ２ ＴＧＣＴＡＡＧＣＡＧＣＴＧＴＴＣＣＡＧＡ ＡＡＧＡＴＴＣＡＧＣＴＧＧＧＴＧＡＴＧＧ
Ｐ２１ ＧＣＧＧＡＡＣＡＡＧＧＡＧＴＣＡＧＡＣＡＴ ＣＣＣＡＡＴＡＣＴＣＣＡＡＧＴＡＣＡＣＴＡＡＧＣＡ
Ｐ２７ ＴＧＣＡＡＣＣＧＡＣＧＡＴＴＣＴＴＣＴＡＣＴＣＡＡ ＣＡＡＧＣＡＧＴＧＡＴＧＴＡＴＣＴＧＡＴＡＡＡＣＡＡＧＧ
ＦＯＸＯ１ ＴＧＴＣＣＣＴＡＣＡＣＡＧＣＡＡＧＴＴＣＡ ＣＡＣＣＣＴＣＴＧＧＡＴＴＧＡＧＣＡＴＣ
ｃ￣Ｍｙｃ ＧＣＧＡＣＴＣＴＧＡＧＧＡＧＧＡＡＣＡ ＴＧＡＧＧＡＣＣＡＧＴＧＧＧＣＴＧＴ
ＣｙｃｌｉｎＤ１ ＧＴＧＧＣＣＴＣＴＡＡＧＡＴＧＡＡＧＧＡＧＡ ＧＧＡＡＧＴＧＴＴＣＡＡＴＧＡＡＡＴＣＧＴＧ
ＧＡＰＤＨ ＣＡＧＣＣＴＣＡＡＧＡＴＣＡＴＣＡＧＣＡ ＴＧＴＧＧＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＴＣＣＡ

􀅰９５３􀅰王海凤ꎬ等. ＣＸＣ 趋化因子受体 ４ 通过 Ｓ 期激酶相关蛋白 ２ 调控乳腺癌细胞周期的机制



２　 结　 果

２. １　 ＣＸＣＲ４ 调控乳腺癌细胞 Ｓｋｐ２ 的表达

检测过表达和干扰 ＣＸＣＲ４ 细胞中 Ｓｋｐ２ 的

ｍＲＮＡ 及蛋白表达ꎬ结果显示ꎬ相对于 ＳＫＢＲ￣３ 和

ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 细胞ꎬ干扰 ＣＸＣＲ４ 的细胞中 Ｓｋｐ２ 的

ｍＲＮＡ 表达明显下降 (分别为 １. ００ ± ０. １５ 和

０. ３０ ±０. ０６ꎬＰ <０. ０１)ꎬ而过表达 ＣＸＣＲ４ 的细胞中

Ｓｋｐ２ 的 ｍＲＮＡ 表达水平明显升高(分别为１. ００ ±
０. １４ 和 １. ５４ ± ０. １５ꎬＰ < ０. ０５)ꎻ蛋白表达变化与

ｍＲＮＡ 表达一致(图 １)ꎮ 提示 ＣＸＣＲ４ 信号通路可

能调控 Ｓｋｐ２ 的表达ꎮ

　 　 １:ＳＫＢＲ￣３ꎬ２:干扰 ＣＸＣＲ４ 细胞ꎬ３:ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ꎬ４:过
表达 ＣＸＣＲ４ 细胞.
图 １　 干扰及过表达 ＣＸＣＲ４ 后乳腺癌细胞 Ｓｋｐ２ 蛋

白表达的电泳图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｓｋｐ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ
ｉｎ ＣＸＣＲ４￣ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｓｔｒａｉｎｓ

２. ２　 ＣＸＣＲ４ 对乳腺癌细胞 Ａｋｔ、ＥＲＫ 信号通路

活性的影响

干扰 ＣＸＣＲ４ 表达后ꎬＡｋｔ、ＥＲＫ 的磷酸化水

平明显降低ꎻ而过表达 ＣＸＣＲ４ 后ꎬＡｋｔ、ＥＲＫ 的磷

酸化水平明显升高(图 ２)ꎮ 在 ＳＫＢＲ￣３ 细胞中干

扰 ＣＸＣＲ４ 与 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路抑制剂 ＬＹ２９４００２ 和

ＥＲＫ通路抑制剂Ｕ０１２６联合作用后 ꎬ降低 Ｓｋｐ２

　 　 １:ＳＫＢＲ￣３ꎬ２:干扰 ＣＸＣＲ４ 细胞ꎬ３:ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ꎬ４:过表

达 ＣＸＣＲ４ 细胞.
图 ２　 干扰及过表达 ＣＸＣＲ４ 后乳腺癌细胞相关信号

蛋白的表达变化

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＣＸＣＲ４￣ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ａｎｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

的效果更加显著(图 ３)ꎮ 提示 ＣＸＣＲ４ 可能通过

Ａｋｔ、ＥＲＫ 信号通路调控 Ｓｋｐ２ 的表达ꎮ

　 　 １:ＳＫＢＲ￣３ꎬ２:干扰 ＣＸＣＲ４ 细胞ꎬ３:干扰 ＣＸＣＲ４ 细胞 ＋
ＬＹ２９４００２ꎬ４:干扰 ＣＸＣＲ４ 细胞 ＋ Ｕ０１２６.
图 ３　 干扰 ＣＸＣＲ４ 与 ＬＹ２９４００２、Ｕ０１２６ 联合作用后

乳腺癌细胞 Ｓｋｐ２ 的表达变化

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＣＸＣＲ４ ｐｌｕｓ ＬＹ２９４００２ ｏｒ Ｕ０１２６
ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｋｐ２

２. ３ 　 ＣＸＣＲ４ 对乳腺癌细胞 Ｓｋｐ２ 下游相关基因

表达的调控作用

干扰 ＣＸＣＲ４ 表 达 后ꎬ Ｐ２１、 Ｐ２７、 ＦＯＸＯ１ 的

ｍＲＮＡ 及蛋白水平较空白对照组明显升高ꎬｃ￣Ｍｙｃ、
ＣｙｃｌｉｎＤ１ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白水平明显下降ꎻ过表达

ＣＸＣＲ４ 后ꎬ结果与上述相反ꎬ见图 ４、５ꎮ 提示

ＣＸＣＲ４ 可能通过对 Ｓｋｐ２ 的调控影响其下游相关

基因的表达ꎮ

　 　 １:ＳＫＢＲ￣３ꎬ２:干扰 ＣＸＣＲ４ 细胞ꎬ３:ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ꎬ４:过表

达 ＣＸＣＲ４ 细胞.
图 ４　 干扰及过表达 ＣＸＣＲ４ 后乳腺癌细胞 Ｓｋｐ２ 下游

相关基因表达的电泳图

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｋｐ２
ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＣＸＣＲ４￣
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

２. ４　 ＣＸＣＲ４ 对乳腺癌细胞周期的影响

相对于空白对照组ꎬ干扰 ＣＸＣＲ４ 后 ＳＫＢＲ￣３
细胞 Ｇ０ / Ｇ１ 期细胞比例增加ꎬＳ 期、Ｇ２ / Ｍ 期细胞

比例下降ꎻ与 ＬＹ２９４００２ 及 Ｕ０１２６ 联合作用后ꎬ
Ｇ０ / Ｇ１期阻滞更加明显(图 ６、７)ꎮ 提示 ＣＸＣＲ４ 可

通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ、ＥＲＫ 调控 Ｓｋｐ２ꎬ从而对细胞周期

产生影响ꎮ

􀅰０６３􀅰 　 　 　 浙江大学学报(医学版) Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ (Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ)



　 　 Ａ:干扰 ＣＸＣＲ４ 后 Ｓｋｐ２ 下游基因 ｍＲＮＡ 表达变化ꎻＢ:过表达 ＣＸＣＲ４ 后 Ｓｋｐ２ 下游基因 ｍＲＮＡ 表达变化. 与空白对照组

(ＳＫＢＲ￣３ 和 ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１)比较ꎬ∗Ｐ < ０. ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０. ０１.
图 ５　 干扰及过表达 ＣＸＣＲ４ 后细胞 Ｓｋｐ２ 下游相关基因 ｍＲＮＡ 表达水平的改变

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｋｐ２ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＣＸＣＲ４￣ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

　 　 Ａ:干扰 ＣＸＣＲ４ 细胞及 ＬＹ２９４００２ 对细胞周期的影响ꎻ Ｂ: 干扰 ＣＸＣＲ４ 细胞及 Ｕ０１２６ 对细胞周期的影响.
图 ６　 流式细胞术检测 ＣＸＣＲ４ 及 ＬＹ２９４００２、Ｕ０１２６ 作用后 ＳＫＢＲ￣３ 细胞周期分布

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅｓ ｏｆ ＳＫＢＲ￣３ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ＣＸＣＲ４ꎬ ＬＹ２９４００２ ａｎｄ Ｕ０１２６

　 　 与 ＳＫＢＲ￣３ 比较ꎬ ∗Ｐ < ０. ０５ꎻ 与干扰 ＣＸＣＲ４ 细胞比较ꎬ＃Ｐ < ０. ０５.
图 ７　 ＣＸＣＲ４ 及 ＬＹ２９４００２、Ｕ０１２６ 作用后 ＳＫＢＲ￣３ 细胞周期分布的变化

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＸＣＲ４ꎬ ＬＹ２９４００２ ａｎｄ Ｕ０１２６ ｏｎ ＳＫＢＲ￣３ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ

３　 讨　 论

ＣＸＣＲ４ 为七次跨膜的 Ｇ 蛋白偶联受体ꎬ通过

与 ＣＸＣＬ１２(ＳＤＦ￣１α)结合ꎬ激活细胞内的一系列

信号转导通路及效应分子ꎬ从而诱发肿瘤细胞的

增殖、侵袭、迁移及血管形成ꎬ在肿瘤的进展中发

􀅰１６３􀅰王海凤ꎬ等. ＣＸＣ 趋化因子受体 ４ 通过 Ｓ 期激酶相关蛋白 ２ 调控乳腺癌细胞周期的机制



挥重要作用[９￣１１]ꎮ 我们前期研究证实了 ＣＸＣＲ４
表达是乳腺癌细胞侵袭和转移的关键调控因

子[８]ꎮ 下调 ＣＸＣＲ４ 的表达可诱导细胞周期阻

滞ꎬＧ０ / Ｇ１期比例增加ꎬＳ 期、Ｇ２ / Ｍ 期比例相应下

降ꎬ从而抑制细胞的增殖[１２￣１３]ꎮ 我们前期也证实

了 ＣＸＣＲ４ 抑制性多肽可通过靶向阻断 ＣＸＣＲ４ 信

号ꎬ阻滞 ＳＤＦ￣１α 诱导的细胞周期[１４]ꎬ表明 ＳＤＦ￣
１α / ＣＸＣＲ４ 生物轴可通过 Ａｋｔ 和 ＥＲＫ 信号通路

调控乳腺癌的细胞周期ꎮ
Ｓｋｐ２ 是由 Ｄｅｍｅｔｒｉｃｋ 等[１５]发现的一种连接 Ｓ

期激酶 Ｃｄｋ２ / ＣｙｃｌｉｎＡ 的蛋白ꎬ是细胞周期的一个

重要 Ｆ￣ｂｏｘ 蛋白[１６]ꎮ Ｓｋｐ２ 是泛素连接酶 Ｅ３ 的重

要组成部分[１７]ꎬ与 ＳＣＦ(Ｓｋｐ１￣ｃｕｌｌｉｎ￣Ｆ￣ｂｏｘ 蛋白)
组成复合物能够特异性地识别多种磷酸化底物并

介导其泛素化降解ꎬ从而正向调控 Ｇ１ / Ｓ 期ꎮ 目

前已经发现 Ｓｋｐ２ 与细胞周期相关的底物有

ＣｙｃｌｉｎＤ１、ｃ￣Ｍｙｃ、Ｐ２１、Ｐ２７、Ｐ５７ 等[１８￣２０]ꎮ Ｓｋｐ２ 过

表达于多种肿瘤细胞ꎬ发挥癌基因的作用[２１￣２２]ꎬ
且与肿瘤的分化程度、恶性进程和临床预后密切

相关[２３￣２４]ꎮ 前期研究发现ꎬ在乳腺癌耐药细胞中

干扰 Ｓｋｐ２ 的表达ꎬ可以有效地抑制细胞的迁移和

侵 袭ꎬ 并 逆 转 上 皮 间 质 转 化 ( ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ￣
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎬ ＥＭＴ)表型[２５]ꎬ且可能与

ＣＸＣＲ４ 的表达呈正相关[２６]ꎮ 本研究发现干扰

ＣＸＣＲ４ 表达后ꎬＳｋｐ２ 的表达下调ꎬ细胞周期阻滞

在 Ｇ０ / Ｇ１ 期ꎬ 其下游周期相关蛋白 Ｐ２１、 Ｐ２７、
ＦＯＸＯ１ 表达上调ꎬ而 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ｃ￣Ｍｙｃ表达下调ꎻ
过表达 ＣＸＣＲ４ 出现相反的效应ꎬ表明 ＣＸＣＲ４ 可

以通过调控 Ｓｋｐ２ 进而对细胞周期进行调控ꎮ
研究表明ꎬＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路可调控 Ｓｋｐ２ 的表

达ꎬＡｋｔ 可直接磷酸化 Ｓｋｐ２ 并与之相互作用ꎬ促
进 ＳＣＦ 复合体形成并增强 Ｅ３ 连接酶活性[２７]ꎮ
在乳腺癌细胞系中 Ｓｋｐ２ 表达与 Ａｋｔ 活性呈正相

关ꎬ抑制 Ａｋｔ 活性可使 Ｓｋｐ２ 表达下调ꎬ表明其可

能是导致乳腺癌中 Ｓｋｐ２ 上调的主要因素[２８]ꎮ 我

们前期研究发现ꎬＣＸＣＲ４ 抑制剂可通过抑制 Ａｋｔ
及 ＥＲＫ１ / ２ 信号通路发挥抗乳腺癌细胞的增殖并

诱发凋亡的作用[２９]ꎬ并可调控 ＰＤＧＦＲα 活性ꎬ发
挥逆转 ＥＭＴ 的作用[８]ꎬ提示 ＣＸＣＲ４ 表达可能通

过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 和 ＥＲＫ 信号通路调控 Ｓｋｐ２ 的表达ꎮ
为了进一步阐明 Ａｋｔ 和 ＥＲＫ 信号通路在 ＣＸＣＲ４￣
Ｓｋｐ２ 调控中的作用ꎬ本研究利用 ＬＹ２９４００２ 及

Ｕ０１２６ 处理后分析其对细胞周期的影响ꎮ 研究发

现ꎬ干扰 ＣＸＣＲ４ 的表达后ꎬＡｋｔ 和 ＥＲＫ 的磷酸化

水平下调ꎬＳｋｐ２ 表达受到抑制ꎬ细胞周期阻滞显

著ꎬ且与 ＬＹ２９４００２ 及 Ｕ０１２６ 具有联合效应ꎬ表明乳

腺癌细胞中 ＣＸＣＲ４ 可能通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号途径

调控 Ｓｋｐ２ 表达ꎬ从而发挥对细胞周期的调控作用ꎮ
综上所述ꎬＣＸＣＲ４ / ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / Ｓｋｐ２ 和 ＣＸＣＲ４ /

ＥＲＫ / Ｓｋｐ２ 信号通路在乳腺癌细胞周期活性调控

中发挥重要的作用ꎬ靶向膜表面趋化因子受体

ＣＸＣＲ４ 可阻滞细胞周期ꎬ从而延缓细胞进入增殖

周期ꎬ减少细胞分裂增殖ꎮ 本研究结果为针对

ＣＸＣＲ４ 靶点的乳腺癌治疗提供了理论基础ꎮ
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