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摘要　目的　探讨热休克同源蛋白Ａ８（ＨＳＰＡ８）在乳腺癌中的表达及其对肿瘤生物学行为的影响。方法　生物信息学分析和
免疫组化实验检测乳腺癌与癌旁非肿瘤乳腺组织中ＨＳＰＡ８的表达，并分析其表达与乳腺癌患者临床病理特征的关系；Ｋａｐｌａｎ
ＭｅｉｅｒＰｌｏｔｔｅｒ数据库分析ＨＳＰＡ８表达与乳腺癌患者预后的相关性；分别构建ＨＳＰＡ８敲低与过表达乳腺癌稳转细胞系；ＣＣＫ８、
克隆形成、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ、细胞划痕、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫荧光实验检测ＨＳＰＡ８对乳腺癌细胞增殖、侵袭和迁移能力的影响及其对上
皮－间充质转化（ＥＭＴ）的作用。结果　生物信息学分析和免疫组化结果显示，ＨＳＰＡ８在乳腺癌组织中的表达高于癌旁非肿
瘤乳腺组织（Ｐ＜００５），且其蛋白表达水平与肿瘤大小、组织学分级、淋巴结转移以及Ｋｉ６７增殖指数均呈正相关（Ｐ＜００５）。
ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线显示，ＨＳＰＡ８高表达与乳腺癌患者不良预后相关（Ｐ＜００５）。ＣＣＫ８、克隆形成、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ、细胞划痕、
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫荧光实验结果显示，敲低ＨＳＰＡ８表达能够抑制乳腺癌细胞增殖、侵袭、迁移功能和ＥＭＴ（Ｐ＜００５）；过表达
ＨＳＰＡ８能够促进乳腺癌细胞增殖、侵袭、迁移功能和 ＥＭＴ（Ｐ＜００５）。结论　ＨＳＰＡ８在乳腺癌组织中高表达，与病情进展密
切相关，并且能够促进乳腺癌细胞恶性表型，可能是乳腺癌治疗的潜在生物靶点。
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　　乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一［１］，在全

球范围内已确诊的女性癌症病例中约占四分之一。

肿瘤的发生发展与细胞的增殖、侵袭及迁移过程紧

密相关，这些过程的异常活化是导致肿瘤复发和转

移，进而产生不良预后的关键因素［２］。因此，寻找

与乳腺癌增殖、侵袭及迁移相关潜在生物学标志物

具有重要意义。

　　热休克同源蛋白 Ａ８（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎａｍｅｍ
ｂｅｒ８，ＨＳＰＡ８）是热休克蛋白 ７０（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ
７０，ＨＳＰ７０）家族中的一员［３］。ＨＳＰＡ８具有多种生物
功能，包括参与蛋白质转运、折叠、降解等过程，并在

细胞应激反应中作为分子伴侣发挥作用［４］。同时，

ＨＳＰＡ８在多种类型的恶性肿瘤组织中高表达，并且
与患者的预后不良密切相关［５］。然而，ＨＳＰＡ８对乳
腺癌发生发展的作用尚未完全明确。该研究旨在分

析ＨＳＰＡ８在乳腺癌中的表达及其临床意义，并探讨
ＨＳＰＡ８表达水平对乳腺癌细胞生物学行为的影响，

以期为发现乳腺癌潜在治疗靶点提供实验和理论支

持。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　临床病理资料　收集２０２０—２０２４年安徽医
科大学第一附属医院病理科存档的浸润性乳腺癌

（非特殊类型）组织蜡块，共收集８３例乳腺癌及其
相对应癌旁非肿瘤乳腺组织样本（距离肿瘤边缘 ＞
２ｃｍ），并整理相关临床病理资料。另收集１０对新
鲜乳腺癌与癌旁非肿瘤乳腺组织临床样本（组织离

体后，尽快将组织切成直径为０５ｃｍ左右的组织
块，放入组织 ＲＮＡ稳定保存液中后放置于 －２０℃
冰箱备用）。纳入标准：① 患者术前未经放疗和化
疗；② 手术切除完整病变并具有明确的术后病理组
织学诊断结果。排除标准：① 患者病历资料不完
整；② 患者合并其他恶性肿瘤。本实验经安徽医科
大学第一附属医院临床医学院研究伦理委员会批准

（伦理批号：２０２４２８４）。
１．１．２　细胞及主要试剂　人乳腺正常上皮细胞
ＭＣＦ１０Ａ，人乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７、ＢＴ４７４、Ｔ４７Ｄ、
ＭＤＡＭＢ２３１、ＳＫＢＲ３、ＢＴ５４９、ＨＣＣ１９３７和人胚肾
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２９３Ｔ细胞均购自美国 ＡＴＣＣ公司。ＲＰＭＩ１６４０培养
基、ＤＭＥＭ培养基和ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基均购自美国
ＧＩＢＩＯ公司；胎牛血清购自长沙赛尔博克斯生物科
技有限公司；马血清购自美国赛默飞世尔科技公司；

０２５％胰蛋白酶、１％青－链霉素、结晶紫溶液、牛胰
岛素、表皮生长因子和 ＲＩＰＡ裂解液均购自上海碧
云天公司；ＣＣＫ８试剂盒购自上海陶术生物科技有
限公司；ＰＢＳ购自无锡耐思生命科技股份有限公司；
兔抗人ＨＳＰＡ８抗体、鼠抗人甘油醛３磷酸脱氢酶
（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｈｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）
抗体、上皮细胞钙粘蛋白（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ）抗体、神经细胞钙粘蛋白（ｎｅｕｒａｌｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｎ
ｃａｄｈｅｒｉｎ）抗体、封闭蛋白１（ｃｌａｕｄｉｎ１）抗体、波形蛋
白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）抗体、山羊抗兔 ＩｇＧ抗体均购自武汉
三鹰公司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶购自美国 ＢＤ公司；敲低
及过表达ＨＳＰＡ８质粒均购自武汉淼灵生物科技公
司；柠檬酸盐修复液粉末购自北京中杉金桥生物公

司。

１．1．３　主要仪器　细胞计数仪（型号：ＪＩＭＢＩＯＦＩＬ，
江苏卓微生物科技有限公司）；倒置显微镜激光扫

描共聚焦显微镜（型号：ＣＡＲＬＺＥＩＳＳ，ＺｅｉｓｓＬＳＭ９８０
ｗｉｔｈＡｉｒｙｓｃａｎ２，德国卡尔·蔡司公司）；台式低速离
心机（型号：ＴＤＺ５ＷＳ）湖南湘立科学仪器有限公
司）；ＣＯ２恒温恒湿培养箱（型号：ＩＣＯ５０，德国 ｍｅｍ
ｍｅｒｔ公司）；转膜槽（型号：ＶＥ１８６，上海天能公司）；
电泳仪（型号：ＤＹＹ６Ｃ，北京市六一仪器厂）；全自
动化学发光成像系统（型号：Ｔａｎｏｎ５２００，上海天能
公司）；多功能酶标仪（型号：ｅｎｓｐｉｒｅ，美国 ＭＤ公
司）。

１．２　方法
１．２．１　公共数据库分析　通过 ＧＥＰＩＡ２数据库对
ＨＳＰＡ８在乳腺癌和癌旁非肿瘤乳腺组织中基因表
达水平进行比较分析；ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ在线网站分析
ＴＣＧＡ数据库乳腺癌样本中 ＨＳＰＡ８ｍＲＮＡ表达水
平与预后的相关性

１．２．２　免疫组织化学实验　将收集的临床石蜡样
本切片成厚度为３μｍ的白片，然后进行烤片、脱蜡
水化、柠檬酸盐高压修复、使用３％过氧化氢酶阻断
剂封闭、ＰＢＳ冲洗，在４℃下将 ＨＳＰＡ８兔抗人单克
隆抗体（１∶６００）孵育过夜，第２天复温后再次进行
ＰＢＳ冲洗并滴加二抗山羊抗兔ＩｇＧ（１∶５００）孵育３０
ｍｉｎ，ＤＡＢ显色３ｍｉｎ，随后苏木精复染、脱水和透明
处理，中性树胶封片后通过显微镜观察结果。按照

说明书选用已知人卵巢肿瘤组织染色切片作为阳性

对照，以ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照。ＨＳＰＡ８阳性
染色评分标准以着色强度及着色细胞数综合判断。

① 按阳性细胞着色强度计分：未着色为０分，淡黄
色为１分，棕黄色为２分，棕褐色为３分；② 按阳性
细胞百分比计分：无阳性细胞为０分，阳性细胞数＜
２５％为１分，２５％～５０％为２分，＞５０％为３分。将
两项得分结果相加作为最终评分：＜３分为低表达，
≥３分为高表达［６］。

１．２．３　细胞培养　ＭＣＦ７、ＢＴ４７４和 ＢＴ５４９细胞在
含有１０％胎牛血清和１％青－链霉素混合液的 ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基中培养；２９３Ｔ、ＭＤＡＭＢ２３１、Ｔ４７Ｄ、
ＳＫＢＲ３和 ＨＣＣ１９３７细胞在含有 １０％胎牛血清和
１％青 －链霉素混合液的 ＤＭＥＭ培养基中培养；
ＭＣＦ１０Ａ细胞在含有５％马血清＋１０μｇ／ｍｌ牛胰岛
素＋２０μｇ／ｍｌ表皮生长因子的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基
中培养。上述细胞均在３７℃、５％ＣＯ２条件下培养
于细胞培养箱中。

１．２．４　慢病毒包装和稳转细胞系的建立　选择敲
低质粒ｓｈＨＳＰＡ８（ｓｈＨＳＰＡ８１和ｓｈＨＳＰＡ８２）以及空
白对照（ｓｈＣｔｒｌ）质粒；ｓｈＨＳＰＡ８序列如下：ｓｈＨＳＰＡ８
１（５′ＡＴＡＴＧＡＡＡＣＡＴＴＧＧＣＣＣＴＴＴＡ３′）和ｓｈＨＳＰＡ８
２（５′ＡＣＡＧＴＧＣＣＡＧＣＴＴＡＣＴＴＴＡＡＴ３′）以及过表达
质粒ｏｅＨＳＰＡ８（扩增编码ＨＳＰＡ８的ｃＤＮＡ序列）和
相对应空白对照（ｏｅＣｔｒｌ）质粒，配置病毒包装溶液。
将１１２５μｇ携带目的基因的质粒与３９５μｇ的 ｐｓ
ＰＡＸ质粒以及７５μｇ的 ｐＭＤ２Ｇ质粒均匀混合，然
后依次加入３３０μｌ的０１×ＴＥ和５６５μｌＣａＣｌ２溶
液，最后使用无菌水将上述混合液补至５７０μｌ。接
着在上述混合液中缓慢滴加５７０μｌＨＢＳ溶液，轻轻
混匀，于室温下静置２０ｍｉｎ。随后将混合溶液缓慢
逐滴加入２９３Ｔ细胞中，轻轻摇匀后放置于３７℃、
５％ ＣＯ２下培养。收集２４ｈ和４８ｈ时产生的病毒
上清液，使用０２２μｍ滤膜过滤慢病毒。将收集到
的病毒上清液滴加到待转染的细胞中，使用嘌呤霉

素筛选成功表达目标基因的细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
细胞敲低与过表达效率。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　配置含１％ ＰＭＳＦ的ＲＩＰＡ裂
解液裂解提取细胞总蛋白，制备１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝
胶电胶板，电泳和转膜时间均为９０ｍｉｎ，脱脂牛奶封
闭２ｈ。４℃下分别孵育一抗ＧＡＤＰＨ（１∶５０００）和
ＨＳＰＡ８（１∶１０００）过夜。第２天，使用ＴＢＳＴ溶液清
洗条带，振荡洗膜３次。室温孵育二抗１５ｈ（鼠、兔
二抗均按照１∶１００００在ＴＢＳＴ中稀释）；最后ＴＢＳＴ
溶液洗膜３次，使用化学发光仪显影并保存图片。
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１．２．６　克隆形成实验　使用完全培养基将细胞重
悬成单细胞悬液，调整细胞密度，６孔板中每孔中接
种８００个细胞。１０～１４ｄ内持续培养细胞，每隔３ｄ
更换１次培养基。当６孔板中的克隆集落肉眼可见
时，停止培养。使用 ＰＢＳ进行２次清洗，４％多聚甲
醛固定３０ｍｉｎ，使用０１％结晶紫溶液染色１５ｍｉｎ。
最后用缓慢流动的水冲洗掉染色液，并倒置孔板，空

气干燥后进行拍照保存。

１．２．７　ＣＣＫ８实验　使用完全培养基将细胞重悬成
单细胞悬液，制备成１×１０４个／ｍｌ的单细胞悬液。取
１００μｌ细胞接种于９６孔板中，每孔设置４个复孔，接
种孔周围１圈加入ＰＢＳ，细胞贴壁后，按照ＣＣＫ８说
明书进行配置工作液（１∶１０），避光条件加入反应
１ｈ。使用酶标仪测定吸收波长为４５０ｎｍ处的光密
度值。随后在２４、４８、７２、９６ｈ时间点测定ＯＤ４５０处
的光密度值，测量结束后进行数据统计分析。

１．２．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验　细胞饥饿处理１２ｈ后消化
后离心，离心机转速设置为１２００ｒ／ｍｉｎ，离心时间
为３ｍｉｎ，用无血清培养基将其重悬成单细胞悬液，
调整细胞密度至５×１０５个／ｍｌ。小室下层加入６００
μｌ完全培养基，上室接种２００μｌ细胞悬液。（Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ侵袭实验提前 １ｈ在小室中铺 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质
胶），培养２４ｈ后取出小室进行固定和染色，显微镜
下拍照留存。

１．２．９　细胞划痕实验　将细胞均匀地铺于６孔板
中，待细胞贴壁密度达到９０％以上。使用无菌枪头
进行划痕处理，ＰＢＳ清洗细胞后，更换为无血清培养
基，并进行拍照记录作为０ｈ对照。２４ｈ后，挑选３
个固定视野进行拍摄，记录划痕愈合情况并进行统

计学分析。

１．２．１０　细胞骨架的免疫荧光染色　提前将无菌细
胞爬片置于２４孔板中，细胞消化处理后，制备浓度
为４×１０４个／ｍｌ的单细胞悬液，将细胞悬液按照每
孔１ｍｌ接种至２４孔板中。２４ｈ后取出细胞，弃去
培养基，ＰＢＳ清洗２遍。使用４％多聚甲醛避光固
定细胞１ｈ；每孔加入１ｍｌＴｒｉｔｏｎ１００ＰＢＳ溶液室温
打孔５ｍｉｎ；１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００通透细胞膜 １５ｍｉｎ；
５％ ＢＳＡ作为封闭液室温封闭１ｈ；用荧光标记的鬼
笔环肽染色１ｈ；ＤＡＰＩ染色细胞核染色５ｍｉｎ；以上
步骤之间均需要用ＰＢＳ洗３遍，每遍５ｍｉｎ。最后在
载玻片上滴加适量防荧光淬灭剂，将细胞爬片无细

胞面向上覆盖至载玻片上，避免气泡产生。细胞爬

片周围用透明指甲油固定，待指甲油凝固后使用共

聚焦显微镜进行观察并拍照留存。

１．２．１１　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８０软
件和ＳＰＳＳ２７０软件进行数据处理和统计学分析。
两组间变量采用独立样本 ｔ检验；两样本率的比较
采用卡方检验或 Ｆｉｓｈｅｒ确切概率检验；多组间比较
采用单因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）；两组或多
组间多个时间点数据进行分析采用两因素方差分析

（ｔｗｏｗａｙＡＮＯＶＡ）；所有实验均独立重复３次，Ｐ＜
００５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　生物信息学分析 ＨＳＰＡ８在乳腺癌中的表达
及与预后的相关性　利用 ＧＥＰＩＡ２数据库分析 ＨＳ
ＰＡ８在乳腺癌组织与癌旁非肿瘤乳腺组织的表达差
异，结果显示，乳腺癌组织中的 ＨＳＰＡ８表达水平高
于癌旁非肿瘤乳腺组织（ｔ＝６２７９，Ｐ＜００５，图
１Ａ）。应用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ在线网站分析２９７６例乳
腺癌患者样本（ＴＣＧＡ）中ＨＳＰＡ８ｍＲＮＡ与乳腺癌预
后的相关性，结果显示，ＨＳＰＡ８ｍＲＮＡ高表达的乳
腺癌患者生存率低于 ＨＳＰＡ８ｍＲＮＡ低表达的患者
（χ２＝１５０９，Ｐ＝００００１，图１Ｂ）。
２．２　临床乳腺癌和癌旁非肿瘤乳腺组织中 ＨＳＰＡ８
的表达　通过免疫组化检测 ＨＳＰＡ８在乳腺癌和癌
旁非肿瘤乳腺组织中的表达情况，结果显示，ＨＳＰＡ８
蛋白主要定位于胞质与胞核中，在肿瘤组织中表达

较高，而在癌旁非肿瘤乳腺组织表达较低（χ２＝
３８０８，Ｐ＜０００１，图２Ａ）。使用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测
１０对新鲜乳腺癌组织与癌旁非肿瘤乳腺组织临床
样本中 ＨＳＰＡ８的表达，结果显示，ＨＳＰＡ８在乳腺癌
组织中的表达明显高于癌旁非肿瘤乳腺组织（ｔ＝
２１９２，Ｐ＜０００１，图２Ｂ）。
２．３　ＨＳＰＡ８表达与乳腺癌患者临床病理特征之间
的关系　通过分析不同 ＨＳＰＡ８表达分组下乳腺癌
患者临床病理特征的相关性，发现ＨＳＰＡ８蛋白高表
达与肿瘤大小、淋巴结转移、组织学分级以及细胞核

相关抗原（ｎｕｃｌｅａｒ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎｋｉ６７，Ｋｉ６７）
增殖指数均呈正相关性（均 Ｐ＜００５），而与患者的
年龄、雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）、孕激素受
体（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲ）和人表皮生长因子受
体２（ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＨＥＲ
２）表达均无关（均Ｐ＞００５），见表１。
２．４　ＨＳＰＡ８在乳腺癌细胞中的表达及稳转细胞系
的构建　采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测１株人正常乳腺上
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图１　生物信息学分析ＨＳＰＡ８在乳腺癌中的表达及与预后的相关性
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图２　乳腺癌组织及癌旁非肿瘤乳腺组织中ＨＳＰＡ８表达
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表１　ＨＳＰＡ８蛋白表达与乳腺癌患者临床病理特征的相关性 ｎ（％）

Ｔａｂ．１　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＨＳＰＡ８ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓｎ（％）

Ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
ＨＳＰＡ８

Ｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｌｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ χ２ｖａｌｕｅ Ｐｖａｌｕｅ

Ａｇｅ（ｙｅａｒｓ） ０．８６９ ０．６４８
　≤３５ ６（１１．５） ５（１６．１）
　３６－５５ ３７（７１．２） １９（６１．３）
　＞５５ ９（１７．３） ７（２２．６）
Ｔｕｍｏｒｓｉｚｅ（ｃｍ） ４．７５２ ０．０２９
　≤２ １３（２５．０） １５（４８．４）
　＞２ ３９（７５．０） １６（５１．６）
Ｌｙｍｐｈａｔｉｃｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ １２．４０１ ＜０００１
　Ｎｏ ８（１５．４） １６（５１．６）
　Ｙｅｓ ４４（８４．６） １５（４８．４）
Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｇｒａｄｉｎｇ １０．３７２ ０．００６
　Ⅰ ３（５．７） ８（２５．８）
　Ⅱ ２９（５５．８） １９（６１．３）
　Ⅲ ２０（３８．５） ４（１２．９）
ＥＲ １．１６２ ０．２８１
　Ｎｅｇａｔｉｖｅ ２３（４４．２） １０（３２．３）
　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ２９（５５．８） ２１（６７．７）
ＰＲ ０．１８２ ０．６７０
　Ｎｅｇａｔｉｖｅ ２１（４０．４） １４（４５．２）
　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ３１（５９．６） １７（５４．８）
ＨＥＲ２ ０．０４２ ０．８３８
　Ｌｏｗ ２３（４４．２） １３（４１．９）
　Ｈｉｇｈ ２９（５５．８） １８（５８．１）
Ｋｉ６７ １４．３６１ ＜０００１
　≤１４％ ８（１５．４） １７（５４．８）
　＞１４％ ４４（８４．６） １４（４５．２）

　　热休克同源蛋白Ａ８（ＨＳＰＡ８）

皮细胞与７株人乳腺癌细胞系中 ＨＳＰＡ８蛋白表达
情况，结果显示，ＨＳＰＡ８在人乳腺癌细胞系中整体
表达较高，而在正常细胞中表达较低（ｔ＝９４９、
２５０６、１５１１、２９３１、２３５１、２８６２、１５４２，均 Ｐ＜
００１，图３Ａ）；根据不同的乳腺癌细胞系中 ＨＳＰＡ８
的表达水平情况，选择表达水平较高的 ＭＤＡＭＢ
２３１细胞建立敲低的ｓｈＨＳＰＡ８１、ｓｈＨＳＰＡ８２和ｓｈ
Ｃｔｒｌ组稳转细胞系；选择 ＨＳＰＡ８表达较低的 ＭＣＦ７
细胞建立过表达 ｏｅＨＳＰＡ８和 ｏｅＣｔｒｌ组稳转细胞
系。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，在 ＭＤＡＭＢ２３１细胞
中，ｓｈＨＳＰＡ８１组和 ｓｈＨＳＰＡ８２组较 ｓｈＣｔｒｌ组
ＨＳＰＡ８蛋白表达水平明显降低（ｔ＝５９４、５７６，均Ｐ
＜００１，图３Ｂ）；而在ＭＣＦ７细胞中，ｏｅＨＳＰＡ８组较
ｏｅＣｔｒｌ组ＨＳＰＡ８蛋白表达水平明显提高（ｔ＝１５３，
Ｐ＜０００１，图３Ｃ）。
２．５　ＨＳＰＡ８对乳腺癌细胞增殖能力的影响　使用
ＣＣＫ８和克隆形成实验检测 ＨＳＰＡ８敲低和过表达
后乳腺癌细胞增殖能力的差异。ＣＣＫ８结果显示，
ｓｈＨＳＰＡ８１和 ｓｈＨＳＰＡ８２组细胞吸光度均较 ｓｈ

Ｃｔｒｌ组明显降低（ｔ＝４３６、３２０、９０７、６３６、９８５、
７３６、１３０９、９４４，均Ｐ＜００５，图４Ａ）；而ｏｅＨＳＰＡ８
组细胞吸光度在４８ｈ后较 ｏｅＣｔｒｌ组明显提高（ｔ＝
５３６、８９７、１１７４，Ｐ＜００１，图４Ａ）。克隆形成实
验结果显示，ｓｈＨＳＰＡ８１和 ｓｈＨＳＰＡ８２组细胞克
隆形成数目较ｓｈＣｔｒｌ组明显减少（ｔ＝１２３９、１２３５，
均Ｐ＜００１，图４Ｂ）；ｏｅＨＳＰＡ８组细胞克隆形成数
目较 ｏｅＣｔｒｌ组明显增加（ｔ＝６８００，Ｐ＜０００１，图
４Ｂ）。上述实验结果表明，敲低 ＨＳＰＡ８可以抑制乳
腺癌细胞增殖能力，而过表达ＨＳＰＡ８可以促进乳腺
癌细胞增殖能力。

２．６　ＨＳＰＡ８对乳腺癌细胞侵迁移能力的影响　通
过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验和细胞划痕实验分别检测 ＨＳＰＡ８
过表达和敲低对乳腺癌细胞侵袭和迁移能力的影

响。结果显示，ｓｈＨＳＰＡ８１和 ｓｈＨＳＰＡ８２组细胞
的侵袭和迁移数量均较 ｓｈＣｔｒｌ组明显减少（ｔ＝
２３９４、１４９９、１７４３、２７９２，均 Ｐ＜００１，图 ５Ａ、
５Ｂ），细胞划痕愈合率下降（ｔ＝１１８５、６５８，均 Ｐ＜
００５，图５Ｃ）；而ｏｅＨＳＰＡ８组细胞的侵袭和迁移数

·０２８· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ｍａｙ；６０（５）



图３　ＨＳＰＡ８在乳腺癌细胞中的表达及稳转细胞系的构建
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图４　ＨＳＰＡ８敲低与过表达对乳腺癌细胞增殖能力的影响
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ｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔｓｔａｉｎｉｎｇ）；ａ：ｓｈＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｓｈＨＳＰＡ８１ｇｒｏｕｐ；ｃ：ｓｈＨＳＰＡ８２ｇｒｏｕｐ；ｄ：ｏｅＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；ｅ：ｏｅＨＳＰＡ８ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜

００１，Ｐ＜０００１ｖｓｓｈＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓｏｅＣｔｒｌｇｒｏｕｐ．
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量较ｏｅＣｔｒｌ组明显增加（ｔ＝２５９２、４９００，均 Ｐ＜
００１，图５Ａ、５Ｂ），细胞划痕愈合率升高（ｔ＝７２０５，
Ｐ＜００５，图５Ｃ）。提示敲低 ＨＳＰＡ８可以抑制乳腺
癌细胞侵袭和迁移能力，而过表达ＨＳＰＡ８可以促进
乳腺癌细胞侵袭和迁移能力。

２．７　ＨＳＰＡ８对ＥＭＴ相关蛋白表达和细胞骨架的
影响　使用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＳＰＡ８过表达与敲低
后乳腺癌细胞ＥＭＴ相关标志物表达的变化，实验结
果显示，在敲低ＨＳＰＡ８的细胞中，间充质标志物 Ｎ
ｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｉｎ表达降低，上皮标志物 Ｃｌａｕｄｉｎ
１表达上调；而在过表达 ＨＳＰＡ８的细胞中 Ｎｃａｄｈｅｒ
ｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｉｎ表达上调，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达下调（图
６Ａ）。进一步选择ＭＣＦ７稳转细胞系进行细胞骨架
的免疫荧光染色。结果显示，ｏｅＨＳＰＡ８组细胞较
ｏｅＣｔｒｌ组呈间充质表型，且呈离散型生长（图６Ｂ）。
结果表明，敲低 ＨＳＰＡ８抑制乳腺癌细胞的 ＥＭＴ，而
过表达ＨＳＰＡ８促进乳腺癌细胞的ＥＭＴ。

３　讨论

　　尽管近年来乳腺癌的综合治疗技术已取得显著
进步，但部分患者仍然面临转移和复发的难题［７］。

肿瘤的生物标志物在肿瘤的预防、诊断及治疗中起

着至关重要的作用［８］，通过定期检测肿瘤标志物，

可以及时发现肿瘤的复发或转移，从而采取相应的

治疗措施。因此，寻找与乳腺癌转移和生长相关的

生物调控因子对于开发新的治疗策略和改善乳腺癌

患者的预后具有重要意义［９］。

　　ＨＳＰＡ８作为一种关键的分子伴侣蛋白，在维护
细胞内蛋白质稳态方面至关重要［１０］。ＨＳＰＡ８主要
在胞质溶胶中发挥作用，通过与蛋白质的疏水端相

互作用，在ＡＴＰ控制下确保蛋白质的正确折叠和重
新折叠，以及控制异常折叠的蛋白质和过量产生的

蛋白质的消除［１１］。有研究［１２］表明，ＨＳＰＡ８敲低会
影响ｔａｕ蛋白、超氧化物歧化酶１和α突触核蛋白

图５　ＨＳＰＡ８对乳腺癌细胞侵袭和迁移能力的影响
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图６　ＨＳＰＡ８对ＥＭＴ相关蛋白表达和细胞骨架的影响
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的水平，这些蛋白的积累与神经退行性疾病相关，揭

示了ＨＳＰＡ８在维持蛋白质稳态中的关键作用。此
外，ＨＳＰＡ８在多种癌症的发生和发展中扮演着关键
角色，与细胞增殖、转移和自噬等生物过程紧密相

关［１３］。例如，ＨＳＰＡ８能够作为转录因子 ＥＴＳ变体
转录因子４（ＥＴＶ４）的共激活因子，上调ｐｌｅｃｋｓｔｒｉｎ同
源性样域家族 Ａ成员２（ＰＨＬＤＡ２）的表达，在体内
外促进肝癌的生长［１４］；在ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变型结直
肠癌中，ＨＳＰＡ８转录上调促进了伴侣介导的自噬
（ＣＭＡ）依赖的微囊蛋白１（ｃａｖｅｏｌｉｎ１）降解，释放β
连环蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）进入细胞核，激活Ｗｎｔ／β连环
蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）信号通路，从而促进结直肠癌的转
移和进展［１５］。在卵巢癌的研究［１６］中，ＨＳＰＡ８过表
达增强了卵巢癌细胞的转移、侵袭、增殖和成瘤能

力，促进ＥＭＴ进程，激活环磷酸鸟苷 －腺苷酸合成
酶（ｃＧＡＳ）干扰素基因刺激因子（ＳＴＩＮＧ）信号通路
并抑制自噬。这些研究结果共同强调了 ＨＳＰＡ８作
为分子伴侣在细胞生物过程中的重要性，它可能在

多种疾病的发生和发展中都扮演着关键角色。然

而，目前关于ＨＳＰＡ８在乳腺癌生物学行为的研究尚
少，需要进一步研究探索。

　　本研究通过生信分析和免疫组化实验发现，
ＨＳＰＡ８在乳腺癌组织中呈现高表达，并且ＨＳＰＡ８高
表达的乳腺癌患者生存期相对较短，预示着乳腺癌

患者的不良预后；通过临床数据分析发现ＨＳＰＡ８的
表达水平上调与肿瘤大小、淋巴结转移、组织分级以

及Ｋｉ６７增殖指数存在显著的正相关性。Ｙｉｎｇｅｔ
ａｌ［１７］在三阴性乳腺癌研究中发现，ＨＳＰＡ８高表达的
三阴性乳腺癌患者生存期显著缩短，预后明显较差。

另一项针对急性髓系白血病的研究［１８］表明，与健康

对照相比，急性髓系白血病患者中ＨＳＰＡ８的表达水
平显著升高，且ＨＳＰＡ８的高表达与较低的总生存率
相关，是影响急性髓系白血病患者总生存的独立预

后因素。这些研究结果提示 ＨＳＰＡ８在包括乳腺癌
在内的多种肿瘤发生和发展中扮演着重要角色，

ＨＳＰＡ８有望成为评估肿瘤不良预后的潜在生物标
志物。为了进一步探讨 ＨＳＰＡ８对乳腺癌细胞表型
的影响，本研究通过一系列体外实验发现，抑制ＨＳ
ＰＡ８的表达显著降低了乳腺癌细胞的增殖、侵袭和
迁移能力，并抑制了 ＥＭＴ，而 ＨＳＰＡ８的过表达则促
进了乳腺癌细胞的恶性生物学功能和 ＥＭＴ。综合
以上研究结果，提示ＨＳＰＡ８在乳腺癌的发生发展中
可能发挥着促癌作用。

　　综上所述，该研究初步验证了ＨＳＰＡ８参与乳腺
癌细胞的恶性生物学行为和 ＥＭＴ的调控，提示 ＨＳ
ＰＡ８可能作为乳腺癌诊治的潜在生物学标志物。然
而，目前该研究仅在细胞层面上验证ＨＳＰＡ８在乳腺
癌中的表达及其生物学功能，未来需要进一步深入

探讨ＨＳＰＡ８在动物模型中的作用及其具体促进乳
腺癌增殖和转移的分子机制。
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硼替佐米抑制胰腺癌细胞恶性生物学行为和肝转移
陈肶峰１，黄　星 １，２

（１浙江大学医学院，杭州　３１００５８；２浙江省胰腺病研究重点实验室，杭州　３１０００９）

摘要　目的　探究硼替佐米在抑制胰腺癌细胞恶性生物学行为和肝转移方面的潜能。方法　以 ＫＰＣ和 Ｐａｎｃ０２细胞为研究
对象，利用ＣＣＫ８实验用于检测硼替佐米对胰腺癌细胞活力的影响，并计算半抑制浓度（ＩＣ５０）值；通过 ＥｄＵ染色检测硼替佐
米对胰腺癌细胞活力的影响；凋亡实验用于检测硼替佐米对胰腺癌细胞的促凋亡作用；集落形成、细胞划痕和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验
检测硼替佐米对胰腺癌细胞集落形成、迁移和侵袭能力的影响；ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ用于检测硼替佐米对细胞上皮间质
转化（ＥＭＴ）相关标志物分子，包括 Ｃｄｈ１、Ｃｄｈ２、Ｖｉｍ和 Ｓｎａｉｌ基因，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白（上皮钙黏蛋白）、神经钙黏蛋白（Ｎｃａｄｈｅｒ
ｉｎ）、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）和Ｓｎａｉｌ蛋白表达的影响；动物脾转肝模型用于评估硼替佐米对于抑制胰腺癌肝转移的治疗价值。
结果　ＣＣＫ８实验显示硼替佐米能降低胰腺癌 ＫＰＣ和 Ｐａｎｃ０２细胞的活力（Ｐ＜００００１），ＩＣ５０值分别约为１１８７０ｎｍｏｌ／Ｌ和
３４１６ｎｍｏｌ／Ｌ；ＥｄＵ实验显示硼替佐米能抑制胰腺癌细胞的增殖能力（Ｐ＜００１）；凋亡实验显示硼替佐米能促进胰腺癌细胞发
生早期凋亡和晚期凋亡（Ｐ＜００５）；集落形成、细胞划痕和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验显示硼替佐米能抑制胰腺癌细胞的集落形成、迁移和
侵袭能力（Ｐ＜００１）；ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验显示硼替佐米能够改变胰腺癌细胞 ＥＭＴ相关标志物分子的 ｍＲＮＡ（Ｐ＜
００００１）（Ｃｄｈ１基因表达水平提高，Ｃｄｈ２、Ｖｉｍ和Ｓｎａｉｌ基因表达水平降低）和蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白水平提高，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍ
ｅｎｔｉｎ和Ｓｎａｉｌ蛋白水平降低）表达；动物脾转肝模型表明硼替佐米能够有效限制胰腺癌肝转移能力（Ｐ＜００１）。结论　硼替佐
米能够抑制胰腺癌细胞多种恶性生物学行为和肝转移，可能是胰腺癌治疗的潜在药物。
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　　胰腺癌被称为“癌中之王”，有着较高的发病率
和极高的致死率［１］。根据最近相关统计数据，全球

胰腺癌新发病例数已达约４９６万，其发病率在所有
癌症中位居第十二位，死亡率为第六位［２］。目前，

中国胰腺癌发病率及病死率也逐年增加，２０２２年新
发病例人数约为１１８７万人，死亡人数约为１０６３
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