
２０２４ 年 ９ 月

第 ３４ 卷　 第 ９ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ， ２０２４
Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． ９
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ＥＦＨＤ２ 调节 ＮＯＸ４ ／ ＲＯＳ 通路启动糖代谢重编程促进
乳腺癌进展的机制研究
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（１．川北医学院基础医学与法医学院人体解剖学教研室，四川 南充　 ６３７０００；２．川北医学院基础医学与法医学院
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　 　 【摘要】 　 目的　 基于 ＮＯＸ４ ／ ＲＯＳ 信号通路探讨 ＥＦＨＤ２ 影响乳腺癌发生进展的作用机制。 方法　 将细胞分

为 ＮＣ⁃ｓｈＲＮＡ 组和 ＥＦＨＤ２⁃ｓｈＲＮＡ 组，构建沉默 ＥＦＨＤ２ 表达的慢病毒载体及其对照载体后转染乳腺癌细胞 ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃２３、ＭＣＦ⁃７，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证转染效率；ＣＣＫ８ 检测细胞增殖活性；平板克隆实验检测细胞集落形成能力；划痕实验

检测细胞迁移；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞侵袭；流式细胞术检测细胞凋亡及 ＲＯＳ 水平；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＧＬＵＴ１、ＰＤＫ１、
ＰＦＫ１、ＰＫＭ２、ＰＤＨ、ＬＤＨ ｍＲＮＡ 的表达；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＭＭＰ⁃２、ＮＯＸ４ 蛋白的表达。 结果　 与

ＮＣ⁃ｓｈＲＮＡ 组相比，ＥＦＨＤ２⁃ｓｈＲＮＡ 组细胞中 ＥＦＨＤ２ 的表达明显降低，细胞存活及其集落形成能力减弱；细胞凋亡

率及促凋亡蛋白 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达升高；细胞迁移距离缩短，细胞侵袭数及促迁移、侵袭蛋白 ＭＭＰ⁃２ 的表达

降低；乳酸及 ＧＬＵＴ１、ＰＤＫ１、ＰＦＫ１、ＰＫＭ２、ＬＤＨ 的水平降低，ＡＴＰ 及 ＰＤＨ 的水平升高；流式结果表明沉默 ＥＦＨＤ２ 后

ＲＯＳ 水平降低，ＮＯＸ４ 蛋白下调。 结论　 ＥＦＨＤ２ 可通过调节 ＮＯＸ４ ／ ＲＯＳ 信号通路，抑制 ＲＯＳ 生成，引起乳酸及葡

萄糖堆积从而促进乳腺癌细胞凋亡，抑制细胞增殖、迁移及侵袭。
【关键词】 　 乳腺癌；代谢重编程；ＮＯＸ４ ／ ＲＯＳ 信号通路；ＥＦＨＤ２；免疫逃逸
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｂｙ ｗｈｉｃｈ ＥＦＨＤ２ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＮＯＸ４ ／ ＲＯＳ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａｎ ＮＣ⁃ｓｈＲＮＡ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ＥＦＨＤ２⁃ｓｈＲＮＡ ｇｒｏｕｐ． Ａ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｆｏｒ ＥＦＨＤ２ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｖｅｃｔｏｒ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎｄ ｕｓｅｄ ｔｏ ｔｒａｎｓｆｅｃｔ
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ＰＦＫ１， ＰＫＭ２， ＰＤＨ， ａｎｄ ＬＤＨ， ｗｈｉｌｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３， ＭＭＰ⁃２，
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ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎｄ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｗｅｒｅ ｗｅａｋｅｎｅｄ． Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏ⁃ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｗａｓ ｓｈｏｒｔｅｎｅｄ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｖａｄｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ⁃２， ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ， ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ＧＬＵＴ１， ＰＤＫ１， ＰＦＫ１， ＰＫＭ２， ａｎｄ ＬＤＨ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＴＰ ａｎｄ ＰＤＨ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ．
Ｓｔｒｅａｍｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＲＯＳ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｒｅｄｕｃｅｄ ａｎｄ ＮＯＸ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｆｔｅｒ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＥＦＨＤ２．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＥＦＨＤ２ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＲＯＳ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＮＯＸ４ ／ ＲＯＳ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ｃａｕｓｉｎｇ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ
ｇｌｕｃｏｓｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ， ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ
ｉｎｖａｓｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ； ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ； ＮＯＸ４ ／ ＲＯＳ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ； ＥＦＨＤ２； ｉｍｍｕｎｅ ｅｓｃａｐｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 乳腺癌是很常见的恶性肿瘤之一，在女性癌症

中其发病率位居第一［１］。 手术通常是乳腺癌治疗

的首选。 大多数妇女可能会接受额外的治疗，包括

化疗、激素治疗、放疗或靶向治疗［２－３］。 ９０％以上的

乳腺癌在确诊时没有发生转移［４］。 然而，据估计，
近 ３０％的早期乳腺癌患者将发展为转移性乳腺

癌［５］，这些患者的中位生存期为 ８ ～ ３６ 个月［６］。 由

此可见，乳腺癌已成为女性健康的第一杀手，不可

忽视。 由于我们对乳腺癌的理解取得了实质性进

展，对乳腺癌的早期诊断和治疗取得了重大突破，
被诊断出患有乳腺癌的女性能够获得更加适当的

治疗，因此与过去相比，乳腺癌的死亡风险有所降

低［７］。 但是研究表明转移性乳腺癌的死亡率仍然

没有降低。 由于乳腺癌在形态学和遗传学上的高

度异质性，部分早期乳腺癌患者仍会出现复发转

移［８］。 迄今为止，晚期乳腺癌依然是难以完全治愈

的，且乳腺癌复发和预后会严重影响患者生存

率［９］。 因此，探索乳腺癌分子转移机制，由此开发

筛选乳腺癌特异性诊断的分子标志物和靶向治疗

位点，对乳腺癌的早期预防、防止复发、延长患者的

生存周期和改善生活品质具有重要意义。
螺旋－环－螺旋拓扑结构域蛋白 Ｄ２（ｈｅｌｉｘ⁃ｌｏｏｐ⁃

ｈｅｌｉｘ ｔｏｐｏｌｏｇｙ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄ２，ＥＦＨＤ２）是一种钙结合蛋

白，主要参与钙信号转导细胞骨架组装和突触形

成［１０］。 ＥＦＨＤ２ 在各种细胞类型中广泛表达，在肿

瘤侵袭转移、细胞凋亡、钙离子信号通路、体液免疫

等多种生理病理过程中发挥着重要的调控作用［１１］。
近年来随着治疗方法的优化，乳腺癌患者的预后已

得到明显改善，但其复发和转移是导致患者死亡的

重要原因，这与乳腺癌细胞免疫逃逸发生有关，但
截至目前其具体调控机制尚不清楚。 研究证明代

谢重编程介导的微环境免疫抑制是肿瘤复发转移、
化疗抵抗和免疫逃逸的关键［１２］，近年来 ＮＯＸ４ 在肿

瘤的研究中受到关注，其在乳腺癌中高表达，且促

进乳腺癌发展［１３］。 ＮＯＸ４ ／ ＲＯＳ 通路介导的能量代

谢重编程可为肿瘤细胞增殖和迁移提供能量和物

质供应，而代谢产物乳酸造成的酸性微环境可引起

微环境免疫抑制并造成免疫逃逸［１１］。 ＮＯＸ４ 产生

的 ＲＯＳ 通过 ＨＩＦ⁃１α 激活胶质母细胞瘤中转录因子

ＦＯＸＭ１ 促进有氧糖酵解［１４］。 在非小细胞肺癌中，
ＮＯＸ４ 调控 ＲＯＳ ／ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 影响糖酵解，其抑制剂

与糖酵解抑制剂协同抑制癌细胞［１５］。 此外，ＮＯＸ４
蛋白表达影响夹竹桃麻素药物干预小鼠的正常脂

代谢、ＮＯＸ２ 蛋白表达下降、肝组织内三酰甘油和高

密度脂蛋白胆固醇浓度下降［１６］。 为此，本研究基于

ＮＯＸ４ ／ ＲＯＳ 信号通路，分析沉默 ＥＦＨＤ２ 对脂代谢重

编程及乳腺癌细胞增殖、迁移及侵袭的影响，探讨

ＥＦＨＤ２ 对乳腺癌细胞免疫逃逸的作用机制，为乳腺

癌病情诊断和治疗提供新思路。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 细胞

　 　 人乳腺癌细胞 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３、ＭＣＦ⁃７ 购自武汉普

诺赛生命科技有限公司，货号：ＣＬ⁃０１５０、ＣＬ⁃０１４９。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 ＤＭＥＭ 高糖培养基、ＭＣＦ⁃７ 细胞专用培养基、
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ＭＥＭ（含 ＮＥＡＡ）培养基（Ｐｒｏｃｅｌｌ，货号：ＰＭ１５０２１０、
ＣＭ⁃０１４９、 ＰＭ１５０４１０）；胎牛血清 （ Ｖｉｖａｃｅｌｌ，货号：
Ｃ０４００１⁃５００）； 双抗 （ 上 海 源 培， 货 号： Ｓ１１０ＪＶ）；
ＣＣＫ８ 试剂盒（Ｂｉｏｓｈａｒｐ，货号：ＢＳ３５０Ｂ）；Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃
ＡＰＣ 双 染 细 胞 凋 亡 检 测 试 剂 盒 （ 凯 基， 货 号：
ＫＧＡ１０３０）； 活性氧检测试剂盒 （碧云天， 货号：
Ｓ００３３Ｓ）； 胰 酶 （ ＋ ＥＤＴＡ ） （ 上 海 源 培， 货 号：
Ｓ３１０ＪＶ）；胰酶（ －ＥＤＴＡ） （Ｂｏｍｅｉ，货号：ＢＭＢ１１２７）；
慢病毒（汉恒生物）；总蛋白、ＡＴＰ、乳酸（ＬＤ）测定试

剂盒（南京建成生物工程研究所，货号：Ａ０４５⁃２⁃１、
Ａ０９５⁃１⁃２、Ａ０１９⁃２⁃１）； Ｍｏｌｐｕｒｅ 􀅺 Ｃｅｌｌ ／ Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ Ｋｉｔ （ ＹＥＡＳＥＮ 公 司， 货 号： １９２２１ＥＳ５０ ）；
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ（宝日医生物技术有限公

司，货号：ＲＲ０４７Ａ）；ＴＢ Ｇｒｅｅｎ ＴＭ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ
Ⅱ（宝日医生物技术有限公司，货号：ＲＲ８２０Ａ）；
ＤＡＢ 试剂盒（北京中杉金桥生物有限公司，货号：
ＺＬＩ⁃９０１８）；ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒（上海碧云天

生物技术有限公司，货号：Ｐ０００９）；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 相关

β⁃ａｃｔｉｎ、ＭＭＰ⁃２、ＮＯＸ４ 抗体（ａｂｃｌｏｎａｌ，货号：ＡＣ０２６、
Ａ６２４７、 Ａ１１２７４ ）； Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 抗 体 （ Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ，货号：９６６１）；二抗 Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ（Ｈ
＋Ｌ）ＨＲＰ（Ａｆｆｂｉｏｔｅｃｈ，货号：Ｓ０００１）。

电子恒温水浴锅（北京中兴伟业仪器有限公

司，型号：ＤＺＫＷ⁃４）；高速低温组织研磨仪（武汉赛

维尔生物科技有限公司，型号：ＫＺ⁃ＩＩＩ⁃Ｆ）；酶标仪

（美 谷 分 子 仪 器 有 限 公 司， 型 号： ＳｐｅｃｔｒａＭＡＸ
Ｐｌｕｓ３８４）；ＵＶ７５２Ｎ 紫外可见分光光度计（上海佑科

仪器仪表有限公司，型号：ＵＶ７５２Ｎ）；台式低温离心

机（长沙湘仪离心机仪器有限公司，型号： ＴＤＺ４⁃
ＷＳ）；ＣＯ２ 培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ，型号：３１１）；流式分析仪

（Ｂｅｃｋｍａｎ，型号：Ｃｙｔｏｆｌｅｘ）；压力蒸汽灭菌器（上海

申安医疗器械厂，型号：ＤＳＸ⁃２８０Ｂ）；超净工作台（力
康精密科技有限公司，型号：ＯｐｔｉＣｌｅａｎ １３００）；实时

荧 光 定 量 （ ＲＴ⁃ＰＣＲ ） 仪 （ ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ， 型 号：
ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ ＴＭ３）；旋涡混合器（江苏康健医疗用品

有限公司，型号：ＸＨ⁃Ｂ）；垂直电泳槽（北京君意东

方电泳设备有限公司，型号：ＪＹ⁃ＳＣＺ４＋）；电泳仪（北
京君意东方电泳设备有限公司，型号：ＪＹ２００Ｃ）；数
显水平摇床（武汉赛维尔生物科技有限公司，型号：
ＤＳ⁃Ｈ２００）；荧光图像分析系统（ Ｔａｎｏｎ，型号：５２００
Ｍｕｌｔｉ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养

　 　 快速解冻乳腺癌细胞系 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 和 ＭＣＦ⁃

７，然后用 ＤＭＥＭ 完全培养基（加入 １０％ 胎牛血清

和 １％青霉素－链霉素）培养，调节细胞密度为 ３×
１０４ ／ ｍＬ，每孔 ２ ｍＬ 接种于 ６ 孔板中，于 ３７ ℃、５％
ＣＯ２ 恒温培养。
１􀆰 ３􀆰 ２　 慢病毒感染及分组

　 　 沉默 ＥＦＨＤ２ 表达的慢病毒（ＥＦＨＤ２⁃ｓｈＲＮＡ）及
其对照慢病毒（ＮＣ⁃ｓｈＲＮＡ）由上海汉恒生物科技有

限公司负责构建。 将细胞随机分为 ＮＣ⁃ｓｈＲＮＡ 组和

ＥＦＨＤ２⁃ｓｈＲＮＡ 组，将对数生长的细胞经胰酶消化并

制成 ３×１０４ ／ ｍＬ 的细胞悬液，分别吸取 ２ ｍＬ 细胞悬

液置于 ６ 孔板中，将感染试剂与完全培养基混合并

预留加入病毒液体积，根据病毒滴度，加入相应病

毒量，按照分组感染，３７ ℃、５％ ＣＯ２ 恒温培养。 感

染后 ２４ ｈ 后用完全培养基进行换液，３７ ℃、５％ ＣＯ２

恒温培养 ４８ ｈ。 根据分组，吸取上层清液于对应编

号的离心管中备用，ＰＢＳ 洗涤细胞 １ 次，吸弃上清。
胰酶消化，于 ３７ ℃下消化至细胞边缘离壁，加入已

收集的细胞上清液终止消化并收集于对应离心管

中，２５０ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，吸弃上清液，加入适量

ＰＢＳ 洗涤并将悬液转移至 １􀆰 ５ ｍＬ 尖底 ＥＰ 管中，
２５０ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，吸弃上清，获得细胞沉淀，用
于 ＰＣＲ 验证。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＣＣＫ８ 检测细胞增殖活性

　 　 取转染后的 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 和 ＭＣＦ⁃７ 细胞，ＰＢＳ
洗涤，胰酶消化后培养为细胞悬液，调节细胞密度 ５
×１０４ ／ ｍＬ，每孔 １００ μＬ 接种于 ９６ 孔板中，３７ ℃、５％
ＣＯ２ 恒温培养。 培养 ２４ ｈ 后，吸弃上清。 无血清培

养基 １ ∶１０ 稀释 ＣＣＫ８ 试剂，加入已稀释 ＣＣＫ８ 工作

液每孔 １１０ μＬ；３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养 ２ ｈ。 测定 ４５０
ｎｍ 波长处各孔的吸光值。
１􀆰 ３􀆰 ４　 平板克隆实验检测细胞集落形成能力

　 　 将细胞悬液以每皿 １８００ 个细胞密度分别接种

于含 ２ ｍＬ ３７ ℃预热培养液的 ３５ ｍｍ 皿中，轻轻吹

打，使细胞分散均匀；３７ ℃、５％ ＣＯ２ 恒温培养。 结

晶紫染色后在显微镜下观察到单个细胞长到 ５０ 个

以上细胞克隆，６ 孔板中出现肉眼可见的克隆时，终
止培养。 弃去上清液，用 ＰＢＳ 轻柔洗涤 ２ 次。 加入

纯乙醇，固定 ３０ ｍｉｎ 后，去除固定液，ＰＢＳ 洗涤 １
次，吸除上清液，０􀆰 １％结晶紫染色 １５ ～ ２０ ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗去多余结晶紫，空气干燥，收集拍照采集图像，用
肉眼直接计数克隆。
１􀆰 ３􀆰 ５　 划痕实验检测细胞迁移

　 　 在 ６ 孔板背后用每隔约 ０􀆰 ５ ～ １ ｃｍ 画一道横
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线，每孔至少穿过 ５ 条线。 待细胞长满至单层，２００
μＬ 移液枪垂直于背后横线划痕；ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，３７
℃、５％ ＣＯ２ 恒温培养 ２４ ｈ。 ０、２４ ｈ 时间点取样，５０
倍镜跟踪拍摄各孔细胞划痕状态。
１􀆰 ３􀆰 ６　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞侵袭

　 　 用预温的无血清培养基重悬细胞，调节细胞密

度 ２×１０５ ／ ｍＬ。 在下室（即 ２４ 孔板底部）板中加入

６００ μＬ 含 ２０％ ＦＢＳ 的完全培养基，将小室放入板

中；在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室中加入 ２００ μＬ 的细胞悬液，放
于孵箱中继续培养 ２４ ｈ，固定上室细胞，以结晶紫染

色后在光学显微镜下观察各组上室图像，经 Ｉｍａｇｅ Ｊ
软件分析定量其每组数目，即为每组侵袭数。
１􀆰 ３􀆰 ７　 流式细胞术检测细胞凋亡及 ＲＯＳ 水平

　 　 细胞胰酶（不含 ＥＤＴＡ）消化，２５０ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５
ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤转移，２５０ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，吸弃上

清，获 得 细 胞 沉 淀。 细 胞 凋 亡 检 测 用 ５００ μＬ
Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 重悬细胞，加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ、５ μＬ
的 ＰＩ 混匀避光反应 １５ ｍｉｎ，上机检测分析。 ＲＯＳ 检

测每管加入 １ ｍＬ 的 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 稀释液，
３７ ℃孵育 ２０ ｍｉｎ，３ ～ ５ ｍｉｎ 颠倒混匀 １ 次，３５０ ｒ ／
ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，吸弃上清，用无血清细胞培养液洗

涤细胞 ３ 次。 阳性对照组装载探针加入 １ ｍＬ 的

Ｒｏｓｕｐ 稀释液（１ ∶ １０００），３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ，洗涤 ３
次，３５０ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，吸弃上清，加入 ＰＢＳ 重悬，
上机检测分析。
１􀆰 ３􀆰 ８　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＧＬＵＴ１、ＰＤＫ１、ＰＦＫ１、ＰＫＭ２、
ＰＤＨ、ＬＤＨ ｍＲＮＡ 的表达

　 　 按照制造商的说明，使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂从细胞中

提取 ＲＮＡ，逆转录获得 ｃＤＮＡ，使用 Ｆａｓｔ ＳＹＢＲ􀳏
Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 和实时荧光定量（ＲＴ⁃ＰＣＲ）仪进行

ｑＰＣＲ。 使用 ２－ΔΔＣｔ 计算相对表达量，以 ＧＡＰＤＨ 作

为内参。 从美国国家生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）数
据库中搜索基因全序列，使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ 引物

设计软件设计筛选各基因特异性引物，相关基因的

引物序列信息如表 １ 所示。
１􀆰 ３􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＭＭＰ⁃
２、ＮＯＸ４ 的表达

　 　 提取细胞总蛋白，ＢＣＡ 法测定蛋白浓度，然后

进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，转膜，封闭，孵一抗（Ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＭＭＰ⁃２、ＮＯＸ４ 抗体 １ ∶ １０００ 稀释；β⁃ａｃｔｉｎ
抗体 １ ∶５０ ０００ 稀释）４ ℃过夜，孵辣根过氧化物酶

标记二抗 ＩｇＧ（１ ∶ ５０００ 稀释）室温 １􀆰 ５ ｈ，用 ＥＣＬ 化

学发光试剂盒显影，β⁃ａｃｔｉｎ 作为内参，用 Ｔａｎｏｎ 荧

光图像分析系统软件 Ｖ２􀆰 ０ 对条带进行曝光，结果

以 Ｇｅｌ⁃Ｐｒｏ ａｎａｌｙｚｅｒ４ 软件扫描曝光结果，并以目的

蛋白积分光密度（ＩＯＤ）表示。

表 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测基因的引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

基因
Ｇｅｎｅ

引物序列（５’－３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５’－３’）

ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＧＡＣＡＣＣＣＡ；
Ｒ：ＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡＡ

ＥＦＤＨ２ Ｆ：ＧＡＣＡＴＧＧＡＧＡＡＧＡＴＧＴＴＣＡＡＧＣ；
Ｒ：ＴＣＣＡＴＣＡＴＧＡＧＴＴＴＴＡＧＣＴＣＣＡ

ＧＬＵＴ１ Ｆ：ＡＴＧＡＡＧＧＡＡＧＡＧＡＧＴＣＧＧＣＡＧＡＴＧ；
Ｒ：ＡＧＣＡＣＣＡＣＡＧＣＧＡＴＧＡＧＧＡＴＧ

ＬＤＨ Ｆ：ＡＧＧＴＧＡＴＣＡＡＡＣＴＣＡＡＡＧＧＣＴＡ；
Ｒ：ＣＣＣＡＡＡＡＴＧＣＡＡＧＧＡＡＣＡＣＴＡＡ

ＰＤＨ Ｆ：ＡＡＧＡＧＡＡＣＴＡＧＡＡＣＧＧＣＴＧＡＡＡ；
Ｒ：ＣＡＴＣＴＣＣＡＡＡＴＧＣＣＣＴＡＡＡＴＧＧ

ＰＤＫ１ Ｆ：ＧＣＣＡＣＴＡＴＧＧＡＡＣＡＣＣＡＴＧＣＣＡＡＣＡＧ；
Ｒ：ＡＡＣＧＣＣＡＣＣＴＣＣＴＣＧＧＴＣＡＣＴＣＡＴ

ＰＦＫ１ Ｆ：ＴＴＧＴＣＣＡＴＧＡＧＧＧＴＴＡＴＣＡＡＧＧ；
Ｒ：ＡＴＧＡＣＡＣＡＧＡＧＡＴＴＧＧＴＧＡＴＣＣ

ＰＫＭ２ Ｆ：ＡＣＴＧＧＣＡＴＣＡＴＣＴＧＴＡＣＣＡＴＴＧ；
Ｒ：ＡＧＣＣＡＣＡＴＴＣＡＴＴＣＣＡＧＡＣＴＴＡ

１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 各组数值均用平均数±标准差（ 􀭰ｘ± ｓ）表示，用
ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行数据分析，用 Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ
８􀆰 ０ 软件进行绘图。 两组比较采用单因素方差分析

（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），方差齐用最小差数（ＬＳＤ）法比

较，方差不齐用 Ｔａｍｈａｎｅ’ｓ 比较，以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 作为评

定差异有统计学意义的标准。

２　 结果

２􀆰 １　 ＥＦＨＤ２ 沉默对乳腺癌细胞行为学的影响

２􀆰 １􀆰 １　 ＥＦＨＤ２ 沉默对乳腺癌细胞增殖的影响

　 　 采用免疫荧光的进行 ｓｈＲＮＡ 下调 ＥＦＨＤ２ 的序

列设计蛋白表达的验证，同时设计观察 ２ ～ ３ 条

ＥＦＨＤ２⁃ｓｈＲＮＡ 干扰效率（图 １Ａ）。 ＥＦＨＤ２⁃ｓｈＲＮＡ２
构建沉默 ＥＦＨＤ２ 表达的载体及对应空载体，用慢病

毒感染乳腺癌细胞系 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 及 ＭＣＦ⁃７，并通

过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验验证各组细胞中 ＥＦＨＤ２ 的表达情

况，结果显示，与 ＮＣ⁃ｓｈＲＮＡ 组比较，ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１
和 ＭＣＦ⁃７ 细胞的 ＥＦＨＤ２⁃ｓｈＲＮＡ 组中 ＥＦＨＤ２ ｍＲＮＡ
的表达均显著下调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），表明转染成功（图
１Ｂ）。 通过 ＣＣＫ８ 检测细胞增殖活力发现 ＥＦＨＤ２⁃
ｓｈＲＮＡ 组的细胞存活率较其对照组明显降低（Ｐ＜
０􀆰 ０１）（图 １Ｃ），平板克隆形成实验结果表明与 ＮＣ⁃
ｓｈＲＮＡ 组相比沉默 ＥＦＨＤ２ 的 ＥＦＨＤ２⁃ｓｈＲＮＡ 组细
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胞的集落形成明显减弱（Ｐ＜０􀆰 ０１） （图 １Ｄ、１Ｅ）；通

注：Ａ：免疫荧光检测 ＥＦＨＤ２⁃ｓｈＲＮＡ 干扰效率；Ｂ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＥＦＨＤ２ ｍＲＮＡ 的表达；Ｃ：ＣＣＫ８ 检测细胞增殖活性；Ｄ、Ｅ：结晶紫染色检

测各组细胞集落生成；Ｆ：蛋白免疫印记实验检测 ＭＭＰ２ 蛋白的表达。 与 ＮＣ⁃ｓｈＲＮＡ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 沉默 ＥＦＨＤ２ 对乳腺癌细胞中 ＥＦＨＤ２ 的表达及细胞增殖的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ， ＥＦＨＤ２⁃ｓｈＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ． Ｂ， ＥＦＨＤ２ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ．
Ｃ， Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ８ ａｓｓａｙ． Ｄ ／ Ｅ， Ｃｒｙｓｔａｌ ｖｉｏｌｅｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｆ，

ＭＭＰ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ⁃ｓｈＲＮＡ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＥＦＨＤ２ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｏｎ ＥＦＨＤ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ

过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测 ＭＭＰ２ 的表达，２ 结果显

示，与 ＮＣ⁃ｓｈＲＮＡ 组比较，ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 和 ＭＣＦ⁃７ 细

胞的 ＥＦＨＤ２⁃ｓｈＲＮＡ 组中 ＭＭＰ２ 蛋白的表达均显著

下调（Ｐ＜０􀆰 ０５ 或 Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 １Ｆ）。

２􀆰 １􀆰 ２　 ＥＦＨＤ２ 沉默对乳腺癌细胞凋亡的影响

　 　 慢病毒转染 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 及 ＭＣＦ⁃７ 细胞后用

流式细胞术检测细胞凋亡，结果表明，与 ＮＣ⁃ｓｈＲＮＡ
组比较，沉默 ＥＦＨＤ２ 表达的 ＥＦＨＤ２⁃ｓｈＲＮＡ 组的细

胞凋亡率明显上调 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） （图 ２Ａ、２Ｂ）；通过
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Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测细胞凋亡标志蛋白 Ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的 表 达 发 现， 与 ＮＣ⁃ｓｈＲＮＡ 组 相 比，
ＥＦＨＤ２⁃ｓｈＲＮＡ 组 细 胞 中 促 凋 亡 蛋 白 Ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ２Ｃ）。

注：Ａ、Ｂ：流式检测细胞凋亡的结果；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞凋亡标志蛋白 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达。 与 ＮＣ⁃ｓｈＲＮＡ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 沉默 ＥＦＨＤ２ 对乳腺癌细胞凋亡的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ ／ Ｂ， Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｃ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ＮＣ⁃ｓｈＲＮＡ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＥＦＨＤ２ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 １􀆰 ３　 ＥＦＨＤ２ 沉默对乳腺癌细胞迁移及侵袭的

影响

　 　 通过划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验分别检测细胞

迁移及侵袭，结果发现与 ＮＣ⁃ｓｈＲＮＡ 组比较，沉默

ＥＦＨＤ２ 表达的 ＥＦＨＤ２⁃ｓｈＲＮＡ 组的细胞迁移距离与

侵袭数降低（Ｐ＜０􀆰 ０１） （图 ３Ａ、３Ｂ）。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 实验检测与细胞迁移及侵袭相关的蛋白 ＭＭＰ⁃２
的表达发现，与 ＮＣ⁃ｓｈＲＮＡ 组相比，ＥＦＨＤ２⁃ｓｈＲＮＡ
组 ＭＭＰ⁃２ 蛋白的表达在 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞中显著

下调 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），在 ＭＣＦ⁃７ 细胞中明显下调 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）（图 ３Ｃ）。
２􀆰 ２　 ＥＦＨＤ２ 沉默对乳腺癌细胞代谢重编程的影响

　 　 利用生化试剂盒检测乳腺癌细胞 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３
及 ＭＣＦ⁃７ 中乳酸及 ＡＴＰ 的含量，结果表明与 ＮＣ⁃
ｓｈＲＮＡ 组比较，沉默 ＥＦＨＤ２ 表达的 ＥＦＨＤ２⁃ｓｈＲＮＡ
组中乳酸的含量明显降低，ＡＴＰ 的含量明显升高（Ｐ
＜０􀆰 ０１）（见图 ４）。

利用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验检测乳腺癌细胞 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃
２３ 及 ＭＣＦ⁃７ 中与代谢重编程调控的相关代谢酶

ＧＬＵＴ１、ＰＤＫ１、ＰＦＫ１、ＰＫＭ２、ＰＤＨ、ＬＤＨ 的表达，结
果表明与 ＮＣ⁃ｓｈＲＮＡ 组比较，沉默 ＥＦＨＤ２ 表达的

ＥＦＨＤ２⁃ｓｈＲＮＡ 组中 ＧＬＵＴ１、ＰＤＫ１、ＰＦＫ１、ＰＫＭ２ 及

ＬＤＨ ｍＲＮＡ 的表达明显降低，ＰＤＨ 的表达明显升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）（见图 ５）。
２􀆰 ３　 ＥＦＨＤ２ 沉默对 ＮＯＸ４ ／ ＲＯＳ 通路的影响

　 　 通过流式细胞术检测 ＲＯＳ 的水平发现，与 ＮＣ⁃
ｓｈＲＮＡ 组相比，ＥＦＨＤ２⁃ｓｈＲＮＡ 组的 ＲＯＳ 含量明显

降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 ６Ａ、６Ｂ）；通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验

检测 ＮＯＸ４ 的表达发现，沉默 ＥＦＨＤ２ 后 ＮＯＸ４ 蛋白

在乳腺癌细胞 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３ 及 ＭＣＦ⁃７ 中的表达明显

下调（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 ６Ｃ）。

３　 讨论

　 　 机体免疫系统具有免疫监视功能，免疫系统能

够识别并通过免疫机制抵御肿瘤的发生发展［１７］。
原发性和转移性肿瘤是一个复杂的生态系统，由肿

瘤细胞、细胞外基质和肿瘤基质（非肿瘤细胞）组

成，其中包括特异性间充质支持细胞、内皮细胞和

浸润的炎症免疫细胞［１８］。 癌细胞和辅助细胞之间

的串扰促进和塑造了肿瘤的发展，从而导致肿瘤免

疫逃避发生、发展［１９］。 近年来，肿瘤细胞合成代谢

和分解代谢均发生了适应性变化，即“代谢重编程”
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注：Ａ：划痕实验检测各组细胞迁移；Ｂ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测各组细胞侵袭；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞迁移及侵袭相关蛋白 ＭＭＰ⁃２ 的表达。

与 ＮＣ⁃ｓｈＲＮＡ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 沉默 ＥＦＨＤ２ 对乳腺癌细胞迁移及侵袭的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｓｃｒａｔｃｈ ｔｅｓｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｂ， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｃ，

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ⁃２， ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ⁃ｓｈＲＮＡ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ

＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＥＦＨＤ２ ｏｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ

注：与 ＮＣ⁃ｓｈＲＮＡ 组比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组乳腺癌细胞中乳酸及 ＡＴＰ 的含量比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ⁃ｓｈＲＮＡ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｌａｃｔａｔｅ ａｎｄ ＡＴＰ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

为肿瘤免疫治疗提供了新思路［１９］。 代谢重编程是

指细胞对能量来源偏好（葡萄糖、脂肪酸或酮类）的
改变，包括有氧糖酵解增强、葡萄糖摄取和消耗增

加、脂类和蛋白质合成加强，以及谷氨酰胺摄取和

分解代谢增加， 满足肿瘤快速增殖的需求［２０］。
Ｗａｒｂｕｒｇ 效应是肿瘤细胞在氧气充足的条件下仍以

糖酵解的方式代谢葡萄糖和产生乳酸，使肿瘤微环

境呈现缺氧、低 ｐＨ 和代谢物蓄积的特征，促进了肿

瘤微环境的免疫抑制能力和免疫逃逸的发生［２１］。
糖酵解（ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ）是指在无氧条件下，葡萄糖在细

胞质中被分解成为丙酮酸的过程，其中丙酮酸脱氢

酶（ＰＤＨ）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）和 Ｍ２ 型丙酮酸激酶
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注：与 ＮＣ⁃ｓｈＲＮＡ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验检测 ＧＬＵＴ１、ＬＤＨ、ＰＤＨ、ＰＤＫ１、ＰＦＫ１ 和 ＰＫＭ２ ｍＲＮＡ 的表达

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ⁃ｓｈＲＮＡ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＬＵＴ１， ＬＤＨ， ＰＤＨ， ＰＤＫ１， ＰＦＫ１ ａｎｄ ＰＫＭ２

注：Ａ、Ｂ：流式细胞术检测 ＲＯＳ 的结果；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＮＯＸ４ 蛋白的表达。 与 ＮＣ⁃ｓｈＲＮＡ 组比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 沉默 ＥＦＨＤ２ 对 ＮＯＸ４ ／ ＲＯＳ 通路的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ ／ Ｂ， Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＯＳ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｃ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＮＯＸ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ⁃ｓｈＲＮＡ

ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＥＦＨＤ２ ｏｎ ｔｈｅ ＮＯＸ４ ／ ＲＯＳ ｐａｔｈｗａｙ

（Ｍ２ ｐｙｒｕｖａｔｅ ｋｉｎａｓｅ，ＰＫＭ２）是糖降解过程中重要的

代谢酶［２２］。 研究表明 ＰＫＭ２ 的高表达在肿瘤的增

殖、侵袭转移中起重要作用［２３］。 丙酮酸脱氢酶 １
（ｐｙｒｕｖａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ １，ＰＤＫ１）是糖酵解限速酶，
脂肪组织缺氧时细胞代谢向无氧糖酵解转化，ＰＤＫ１

表达升高［２４］。 葡萄糖转运子 １（ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
１，ＧＬＵＴ１）是巨噬细胞葡萄糖转运子亚型，在促进巨

噬细胞激活和炎症反应中发挥重要作用［２５］。 本研

究结果发现在乳腺癌细胞 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３ 及 ＭＣＦ⁃７ 中

沉默 ＥＦＨＤ２ 的表达会下调糖降解相关 ＧＬＵＴ１、
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ＰＤＫ１、ＰＦＫ１、ＰＫＭ２ 和促乳酸生成的 ＬＤＨ 及乳酸的

水平，并上调促进丙酮酸脱羧的 ＰＤＨ 及能量来源

ＡＴＰ 的水平，揭示沉默 ＥＦＨＤ２ 可促进能量代谢及

糖代谢，降低乳酸生成并促进丙酮酸降解。
ＥＦＨＤ２ 是一种具有两个 ＥＦ 手形蛋白结构域的

钙结合蛋白［２６］。 体内研究表明，ＥＦＨＤ２ 可能与多

种肿瘤的免疫浸润和肿瘤耐药相关。 例如，一项早

期的研究报道，ＥＦＨＤ２ 通过增加 Ｒｈｏ 家族的 ＧＴＰ
酶信号传导来刺激癌症的侵袭和转移［２７］。 最近的

一项研究表明，它可能参与非小细胞肺癌的耐药和

上皮－间充质转化［１１］，并通过细胞骨架重塑影响巨

噬细胞的迁移［２８］。 目前，ＥＦＨＤ２ 在癌细胞侵袭和

转移方面的重要作用引起了科研学者的关注。 研

究发现 ＥＦＨＤ２ 在肺腺癌中高表达，可促进肺腺癌细

胞迁移、侵袭，也能促进 ＥＭＴ，且其表达与肺腺癌患

者术后复发显著相关，是患者预后的独立预测因

子［２９］。 ＥＦＨＤ２ 高表达与非小细胞肺癌（ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ
ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）患者化疗后的低总生存率

相关，ＥＦＨＤ２ 过表达增加了顺铂耐药，而 ＥＦＨＤ２ 沉

默增加了细胞对顺铂的敏感性，其机制与 ＥＦＨＤ２ 诱

导 ＮＯＸ４ 产生，增加细胞内 ＲＯＳ 生成，促进药物外

排有关［１１］。 然而，迄今为止，ＥＦＨＤ２ 在乳腺癌中的

表达及对乳腺癌发生发展的影响尚未见文献报道。
本研究结果表明沉默 ＥＦＨＤ２ 可减少乳腺癌细胞的

集落生成及细胞侵袭数，缩短细胞迁移距离，并使

细胞凋亡增多，揭示 ＥＦＨＤ２ 在乳腺癌中可通过抑制

细胞凋亡，促进细胞增殖、迁移及侵袭从而加重癌

的发生和进展。
与正常细胞相比，癌细胞由于原癌基因激活、

代谢异常和线粒体功能紊乱等原因，需要更高浓度

的抗氧化酶和 ＧＳＨ 来控制活性氧（ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）， 以此逃逸凋亡来维持其恶性表

型［３０］。 线粒体是 ＲＯＳ 和 ＡＴＰ 产生的主要场所，当
线粒体 ＤＮＡ 发生突变，线粒体呼吸链合成 ＡＴＰ 效

率降低，ＲＯＳ 含量升高，导致生物大分子（脂质、蛋
白质和 ＤＮＡ）氧化损伤，增加遗传不稳定性，诱发恶

性肿瘤［３１－３２］。 因此，干预癌细胞代谢重编程和线粒

体 ＲＯＳ 产生过程是干预肿瘤细胞免疫逃逸的新思

路。 ＮＯＸ４ 是 ＮＡＤＰＨ 氧 化 酶 （ ＮＡＤＰＨ ｏｘｉｄａｓｅ，
ＮＯＸ）家族成员，是线粒体内的一种新型能量传感

器，可作为一个检查点，与线粒体能量代谢及癌细

胞的耐药性有关［３３］。 有研究发现 ＮＯＸ４ 通过激活

ＲＯＳ ／ ＰＩ３Ｋ 信号通路，刺激细胞产生多种因子，诱导

了肿瘤相关巨噬细胞 Ｍ２ 极化，从而促进 ＮＳＣＬＣ 的

转移。 另外，ＮＯＸ４ 还可诱导 ＲＯＳ 产生降低肺鳞癌

细胞对顺铂的敏感性［３４］。 ＮＯＸ４ 过表达可诱导

ＲＯＳ 生成，促进胶质母细胞的代谢重编程和 ＥＭＴ 进

程［３５］。 因此，ＮＯＸ４ ／ ＲＯＳ 通路是肿瘤细胞能量代谢

重编程和转移的重要机制。 本研究结果发现沉默

ＥＦＨＤ２ 可下调 ＮＯＸ４ 的表达，并抑制 ＲＯＳ 生成，揭
示沉默 ＥＦＨＤ２ 后 ＮＯＸ４ ／ ＲＯＳ 通路被抑制。

综上所述，沉默 ＥＦＤＨ２ 可通过促进能量代谢，
减少葡萄糖及乳酸堆积从而促进乳腺癌细胞凋亡，
抑制细胞增殖、迁移及侵袭，其机制与抑制 ＮＯＸ４ ／
ＲＯＳ 信号通路活化相关。
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