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摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 探讨淋巴细胞趋化因子(lymphotactin, XCL1)对人乳腺癌 MCF鄄7 细胞的表柔比星

药物敏感性及侵袭转移能力的影响。 方法摇 根据是否进行表柔比星及 XCL1 干预, 将 MCF鄄7 细胞分为

4 组:对照组(MCF鄄7 NC),表柔比星单药组(MCF鄄7 E),XCL1 单药组(MCF鄄7 XCL1),联合干预组(MCF鄄7
XCL1+E)。 用细胞计数试剂盒 8(CCK鄄8)及平板克隆实验观察 XCL1 干预后 MCF鄄7 细胞对表柔比星药

物敏感性的影响。 用 Transwell 法观察 XCL1 对 MCF鄄7 细胞侵袭转移能力的影响,并用免疫荧光法检测

对照组和 XCL1 单药组埃兹蛋白(ezrin)及磷酸化埃兹蛋白(p鄄ezrin)的表达。 用 Western blot 实验检测

4 组 E 钙黏蛋白(E鄄cadherin)、ezrin 及 p鄄ezrin 的表达水平。 细胞生长抑制率的比较采用析因设计的方差

分析,2 组均数比较采用 t 检验,多组均数比较采用单因素方差分析,两两比较用 LSD 法。 结果摇 经 XCL1
处理 2 周后,表柔比星对 MCF鄄7 细胞的抑制作用降低(组间比较F= 23郾 780,P<0郾 001;不同浓度比较,
F=160郾 602,P<0郾 001;浓度因素和分组之间无交互作用,F= 1郾 565,P= 0郾 208)。 XCL1 刺激 MCF鄄7 细胞

后,各组 (MCF鄄7 NC、MCF鄄7 XCL1、MCF鄄7 E 和 MCF鄄7 XCL1 + E) 细胞克隆形成率分别为 (15郾 63 依
0郾 61)% 、(19郾 47依1郾 94)% 、(7郾 77依0郾 71)% 和(12郾 37 依1郾 55)% ,差异有统计学意义(F = 41郾 925, P<
0郾 001)。 迁移实验中 MCF鄄7 XCL1 组的细胞穿膜数高于 MCF鄄7 NC 组(180郾 00依20郾 42 比 88郾 00依7郾 00,
t= -7郾 382, P=0郾 002),侵袭实验中 MCF鄄7 XCL1 组的细胞穿膜数也高于 MCF鄄7 NC 组(176郾 33依8郾 02 比

90郾 33依12郾 90, t=-9郾 808, P=0郾 001)。 免疫荧光实验发现 XCL1 刺激后的 MCF鄄7 细胞中 p鄄ezrin 蛋白表达

明显升高(MCF鄄7 XCL1:1郾 08依0郾 12, MCF鄄7 NC:0郾 65依0郾 11,t = -4郾 528, P = 0郾 011)。 Western blot 检测

发现,4 组比较 E鄄cadherin 和 p鄄ezrin 表达的差异均有统计学意义(F = 6郾 317、48郾 517,P 均<0郾 050),ezrin
表达差异无统计学意义(F=0郾 868,P = 0郾 497)。 与 MCF鄄7 NC 组比较(1郾 10依0郾 09), MCF鄄7 E 组、MCF鄄7
XCL1 组和 MCF鄄7 XCL1+E 组 E鄄cadherin 表达均降低(0郾 65依0郾 22、0郾 67依0郾 14、0郾 71依0郾 11,P 均<0郾 050);
与 MCF鄄7 NC 组比较(0郾 37依0郾 07),MCF鄄7 XCL1 组和 MCF鄄7 XCL1+E 组 p鄄ezrin 表达升高(0郾 93依0郾 10、
1郾 28依0郾 15、P 均<0郾 050)。 结论摇 XCL1 可能通过增强 ezrin 蛋白磷酸化来增强乳腺癌 MCF鄄7 细胞的侵

袭转移能力,同时降低其对表柔比星的药物敏感性。
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揖Abstract铱摇 Objective 摇 To explore the effect of lymphotactin ( XCL1) on epirubicin sensitivity of
human breast MCF鄄7 cells and invasion and metastasis ability of cells. Methods摇 The MCF鄄7 cells were
divided into four groups: the control group (MCF鄄7 NC) and three experimental groups (MCF鄄7 E group
treated with epirubicin, MCF鄄7 XCL1 group treated with XCL1 and MCF鄄7 XCL1+E group treated with XCL1
plus epirubicin). CCK鄄8 assay and plate clone formation assay were used to measure the epirubicin sensitivity
of MCF鄄7 cells after XCL1 treatment. Transwell assay was used to evaluate the migration and invasion ability of
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MCF鄄7 cells. The expressions of ezrin and phosphorylated ezrin ( p鄄ezrin) in the control group and MCF鄄7
XCL1 group were determined by immunofluorescence assay. The expressions of E鄄cadherin, ezrin and p鄄ezrin
in four groups were detected by Western blot. The growth inhibition rates of cells were compared using variance
analysis of factorial design. The mean values between two groups were compared using t test, the mean values
among multiple groups were compared using single factor analysis of variance. Pairwise comparison was
performed using LSD method. Results摇 After 2鄄week treatment of XCL1, the inhibitory effect of epirubicin on
MCF鄄7 cells was decreased (group comparison: F = 23郾 780,P<0郾 001;different concentrations of epirubicin:
F=160郾 602,P < 0郾 001; no interaction between grouping and concentration of epirubicin: F = 1郾 565, P =
0郾 208). The clone formation rates of MCF鄄7 NC, MCF鄄7 XCL1, MCF鄄7 E and MCF鄄7 XCL1 + E groups were
(15郾 63依0郾 61)% , (19郾 47依1郾 94)% , (7郾 77依0郾 71)% and (12郾 37依1郾 55)% , respectively, indicating a
significant difference (F=41郾 925, P<0郾 001). The number of cells penetrating the membrane in the MCF鄄7
XCL1 group was significantly higher than that in the MCF鄄7 NC group (migration: 180郾 00依20郾 42 vs 88郾 00依
7郾 00, t = - 7郾 382, P = 0郾 002; invasion: 176郾 33 依 8郾 02 vs 90郾 33 依 12郾 90, t = - 9808, P = 0郾 001 ).
Immunofluorescence assay showed that the expression of p鄄ezrin protein was significantly increased in MCF鄄7
cells after XCL1 stimulation (MCF鄄7 XCL1:1郾 08依0郾 12, MCF鄄7 NC: 0郾 65 依 0郾 11, t= -4郾 528, P=0郾 011).
Western blot analysis showed that the expressions of E鄄cadherin and p鄄ezrin among four groups were
significantly different (F=6郾 317, 48郾 517, both P<0郾 050), while there was no significant difference in ezrin
expression (F = 0郾 868, P= 0郾 497). Compared with the control group (1郾 10 依 0郾 09), the expression of
E鄄cadherin in MCF鄄7 E group, MCF鄄7 XCL1 group and MCF鄄7 XCL1 + E group was decreased (0郾 65依0郾 22,
0郾 67依0郾 14, 0郾 71依0郾 11, all P<0郾 05). The expression of p鄄ezrin in MCF鄄7 XCL1 group and MCF鄄7 XCL1+E
group (0郾 93依0郾 10, 1郾 28依0郾 15) was increased compared with control group (0郾 37依0郾 07, both P<0郾 050).
Conclusion摇 XCL1 can reduce the epirubicin sensitivity of human breast cancer MCF鄄7 cells and increase the
ir invasion and metastasis ability of cells.
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摇 摇 炎症可以促进肿瘤的发生和发展[1], 其中,由
炎症趋化因子介导的炎症细胞浸润是重要的一环。
趋化因子依照其分子结构中 N 端半胱氨酸残基的

排列顺序至少可分为 C ( 酌)、 CC ( 茁)、 CXC ( 琢)、
CX3C(啄)4 个家族,淋巴细胞趋化因子(lymphotactin,
XCL1)属于 C 族趋化因子,主要作用于 CD8+T 细胞

和自然杀伤细胞[2]。 XCL1 对肿瘤细胞的影响分为

两个方面:一方面,XCL1 通过趋化 T 细胞浸润肿瘤

组织,在局部和全身发挥抗肿瘤效应[2];另一方面,
XCL1 又可以通过磷脂酰肌醇 3鄄激酶 /蛋白激酶 B/雷
帕霉素靶蛋白 ( phosphatidylinositol鄄3鄄kinase / protein
kinase B / mammalian target of rapamycin, PI3K / AKT /
mTOR)信号通路促进肿瘤细胞的增殖[3]。 目前,
XCL1 对乳腺癌细胞的作用机制尚不清楚。 本研究

通过使用外源性人重组 XCL1 蛋白干预乳腺癌

MCF鄄7 细胞,观察其对化疗药物的敏感性及侵袭迁

移能力的影响,并进一步探索其可能的机制。

材料与方法

一、实验材料

人乳腺癌细胞系 MCF鄄7 购自美国模式培养物

集存库(American Type Culture Collection, ATCC),
RPMI1640 培养基、FBS 购自加拿大 WISENT 公司,
PBS 购自美国 Hyclone 公司;胰酶、GAPDH、DAPI、免
疫荧光试剂盒购自中国 Beyotime 公司;细胞计数试

剂盒 8 ( cell count kit 8, CCK鄄8 ) 试剂购于日本

Dojindo 公司;表柔比星注射液购自美国辉瑞公司;
BCA 蛋白定量分析试剂盒购自美国 Thermo 公司;全
蛋白提取试剂盒购自南京凯基公司。 兔抗人埃兹蛋

白(ezrin)抗体购自美国 Abcam 公司,兔抗人磷酸化

埃兹蛋白(p鄄ezrin,T567)抗体、E鄄cadherin 抗体购自

美国 Cell Signal 公司,人重组 XCL1 蛋白购自美国

R&D Systems 公司。 增强型发光试剂 ECL、Transwell
小室购自美国 Millopore 公司;基质胶 Matrigel 购自

美国 BD 公司。
二、细胞培养和分组

细胞培养箱内环境为 37 益、5% CO2。 细胞培养

液成分为含 10% FBS、100 U / ml 青霉素和 100 滋g / ml
链霉素的 RPMI1640 培养基,细胞传代所用胰酶为

0郾 25% 胰酶。 按照是否进行表柔比星及 XCL1 干

预,将细胞分为 4 组:对照组(MCF鄄7 NC)、表柔比星

单药组(MCF鄄7 E)、XCL1 单药组(MCF鄄7 XCL1)及
联合干预组(MCF鄄7 XCL1+E)。 实验组细胞培养时

·553·中华乳腺病杂志(电子版) 2017 年 12 月 第 11 卷 第 6 期 Chin J Breast Dis(Electronic Edition),December 2017,Vol郾 11,No郾 6



加入人重组 XCL1 蛋白,浓度为 50 nmol / L,处理时

间为 2 周。 Western blot 实验中表柔比星处理细胞

时浓度为 1郾 0 滋g / ml,处理时间为 24 h。
三、CCK8 实验测定细胞生长抑制率

将人重组 XCL1 蛋白处理 2 周后的 MCF鄄7 细胞

(MCF鄄7 XCL1)与对照组细胞(MCF鄄7 NC)铺于 96 孔

板,每孔 5 000 个。 24 h 后细胞贴壁,分别加入质量浓

度为 0、0郾 125、0郾 250、0郾 500、0郾 750、1郾 000、1郾 500 滋g / ml
的表柔比星处理 24 h,每个浓度设置 3 个复孔,其中

表柔比星浓度为 0 组为空白对照组,其余浓度各组

为实验组。 24 h 后,将培养板内培养液换为 110 滋l
现配溶液(不含血清的 RPMI1640 培养液与 CCK8
溶液按体积比 1 颐 10 配制),按照 CCK8 产品说明书

操作,全程避光,继续培养 2 h 后酶标仪测定 450 nm
波长的吸光度。 细胞生长抑制率 = (1-实验组测定

值 /空白对照组测定值) 伊100% ,以药物浓度为横

轴,细胞生长抑制率为纵轴绘制细胞生长曲线。
四、平板克隆形成实验

将 MCF鄄7 NC 与 XCL1 处理 2 周的 MCF鄄7 XCL1
细胞用 1郾 000 滋g / ml 表柔比星处理 24 h 后收集活细

胞重悬于 10% FBS 的 RPMI1640 培养基。 测定细胞

数,稀释后以每孔 600 个接种于 6 孔板中并设定

3 个复孔,在 37 益,5% CO2 及饱和湿度的细胞培养

箱中培养14 d,用 PBS 洗2 次后加75%乙醇固定。 弃

去乙醇后加适量结晶紫染色液染色 20 min,PBS 洗掉

染色液,烘箱烘干。 计数克隆数大于 50 个细胞的细

胞团。 克隆形成率=(克隆数 /接种细胞数)伊100%。
五、细胞迁移和侵袭实验

在 24 孔板内 MCF鄄7 NC 组细胞加入 500 滋l
RPMI1640 完全培养基,MCF鄄7 XCL1 组加入 500 滋l
含重组 XCL1 的 RPMI1640 完全培养基。 表柔比星

对细胞具有杀伤作用,对细胞穿膜影响大,故不设表

柔比星单药组。 侵袭实验将 Matrigel 胶在冰上融化

至液态。 预冷的培养基与 Matrigel 胶按体积比 9 颐 1
配制。 枪头预冷后,向小室内加入 50 滋l 稀释的

Matrigel 胶,培养箱内孵育 4 h,直至胶凝固。 将

Transwell 小室置于 24 孔板中,小室内加入不含

10%FBS 的 RPMI1640 培养基配制的未经处理的细

胞悬液 200 滋l,迁移实验细胞数量为每孔 3伊104 个,
侵袭实验细胞数量为每孔 5伊104 个。 迁移实验在培

养箱中培养 24 h,侵袭实验培养 48 h 后乙醇固定,
结晶紫染色 20 min。 PBS 清洗 3 次,用棉球擦拭小

室内表面,擦去小室内表面所有细胞,待完全干燥后

倒置显微镜下观察染色细胞。 取 5 个不同视野,比

较不同组间穿膜细胞数,实验重复 3 次,结果用

Image鄄Pro Plus 6郾 0 软件分析。
六、Western blot 检测蛋白表达

提取待测细胞的总蛋白后用 BCA 法检测浓度,
取等质量的总蛋白样品上样。 用十二烷基硫酸钠鄄
聚丙烯酰胺 (SDS鄄PAGE) 凝胶中行电泳分离(10%
分离胶和 5% 压缩胶),电泳转印系统(Bio鄄Rad)湿

法转膜,5% 封闭液室温下封闭 3 h,4 益 环境下

ezrin、p鄄ezrin(T567)、E 钙黏蛋白(E鄄cadherin)、鼠抗

人 GAPDH 蛋白特异性一抗孵育过夜,TBST 漂洗

4 次,每次 5 min,用与一抗对应种属的辣根过氧化

物酶标记的二抗室温孵育 2 h,TBST 漂洗 4 次后加

入适量显影液。 Western blot 结果用凝胶成像仪扫

描,用 Image鄄Pro Plus 6郾 0 软件分析,实验重复 3 次。
七、免疫荧光检测 ezrin 及 p鄄ezrin 蛋白表达

24 孔板内培养细胞生长至 50% 融合度时,PBS
冲洗 3 次,加入免疫染色固定液固定 10 min,免疫染

色洗涤液清洗 3 次,封闭 1 h,ezrin、p鄄ezrin(T567)蛋
白特异性一抗孵育 4 益过夜,洗涤液洗涤 3 次,加入

与一抗对应种属的荧光色素标记的二抗室温孵育

1 h,注意避光,洗涤液洗涤 3 次,DAPI 染色 4 min,
甘油封片后用荧光显微镜观察。 用 Image鄄Pro Plus
6郾 0 软件分析结果,实验重复 3 次。

八、统计学处理

应用 SPSS 21郾 0 统计学软件,数据表示为 軃x依s。
细胞生长抑制率比较采用析因设计的方差分析;两
组均数比较采用 t 检验;Western blot 试验检测不同

组间蛋白表达差异时,多组均数比较采用单因素方

差分析,两两比较采用 LSD 法,P<0郾 050 为差异有

统计学意义。

结摇 摇 果

一、 外源性 XCL1 处理后表柔比星对 MCF鄄7 细

胞的生长抑制率发生改变

相同浓度的表柔比星处理 MCF鄄7 细胞 24 h 后,
药物对于经 XCL1 处理 2 周后的 MCF鄄7 细胞的抑制

作用降低, 具体统计数据见表 1。 结果证明 XCL1
处理后的 MCF鄄7 细胞对表柔比星的敏感性降低。

二、XCL1 降低表柔比星对 MCF鄄7 细胞克隆形

成的抑制作用

各组 ( MCF鄄7 NC、 MCF鄄7 XCL1、 MCF鄄7 E 和

MCF鄄7 XCL1 + E) 的克隆形成率分别为 (15郾 63 依
0郾 61)% 、 ( 19郾 47 依 1郾 94 )% 、 ( 7郾 77 依 0郾 71 )% 及

(12郾 37依1郾 55)% ,4 组比较差异有统计学意义(F=
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摇41郾 925, P<0郾 001)。 如图 1、2 所示,MCF鄄7 细胞在

外源性 XCL1 干预后,与对照组(MCF鄄7 NC)相比,
细胞克隆能力增强( t = -3郾 261,P = 0郾 031)。 MCF鄄7
细胞经 XCL1 处理后,表柔比星对细胞克隆能力的

抑制能力减弱( t= -4郾 673,P=0郾 009)。
三、XCL1 处理后 MCF鄄7 细胞侵袭转移能力

增强

应用 Transwell 小室迁移试验中 MCF鄄7 XCL1 组

和MCF鄄7 NC 组的穿膜细胞数分别为(88郾 00依7郾 00)个
和(180郾 00依20郾 42)个, 2 组比较差异有统计学意义

( t= -7郾 382,P = 0郾 002)。 侵袭实验中 MCF鄄7 XCL1

组穿膜细胞数为(176郾 33依8郾 02)个,MCF鄄7 NC 组穿

膜细胞数为(90郾 33依12郾 90)个, 2 组比较差异有统

计学意义( t= -9郾 808,P=0郾 001)(图 3、4)。
四、外源性 XCL1 下调 MCF鄄7 细胞中 E鄄cadherin

表达,促进 ezrin 蛋白磷酸化

免疫荧光实验发现,ezrin 蛋白主要定位于细胞

质与细胞膜,经 XCL1 处理后的MCF鄄7 细胞形态未发

生明显变化。 MCF鄄7 XCL1 组与 MCF鄄7 NC 组比较,
ezrin 蛋白表达差异无统计学意义(MCF鄄7 XCL1:
1郾 43依0郾 10, MCF鄄7 NC:1郾 37依0郾 13,t = 0郾 595, P =
0郾 584),p鄄ezrin 蛋白在 XCL1 处理后的 MCF鄄7 细胞

表 1摇 不同浓度表柔比星处理后 MCF鄄7 细胞的生长抑制率(% )

组别 试验次数 0郾 125 滋g / ml 0郾 250 滋g / ml 0郾 500 滋g / ml 0郾 750 滋g / ml 1郾 000 滋g / ml 1郾 500 滋g / ml

MCF鄄7 NC 3 22郾 21依1郾 11 32郾 15依3郾 11 51郾 57依3郾 40 60郾 83依1郾 81 61郾 64依2郾 05 62郾 26依5郾 19

MCF鄄7 XCL1 3 21郾 39依2郾 42 27郾 12依2郾 66 40郾 93依2郾 66 54郾 59依3郾 23 56郾 41依2郾 43 58郾 96依5郾 48

摇 摇 注:组间比较 F=23郾 780,P<0郾 001;不同浓度比较,F=160郾 602,P< 0郾 001;浓度因素和分组之间无交互作用,F=1郾 565,P=0郾 208

注:图 a ~ d 分别为 MCF鄄7 NC、MCF鄄7 XCL1、MCF鄄7 E 和 MCF鄄7 XCL1+E 组

图 1摇 平板克隆实验检测各组 MCF鄄7 细胞的克隆形成能力
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注:4 组比较,F=41郾 925,P<0郾 001;与 MCF鄄7 NC 组比较,
aP<0郾 050;b 与 MCF鄄7 E 组比较,P<0郾 050

图 2摇 平板克隆实验检测 MCF鄄7 细胞克隆形成率

中表达明显升高(MCF鄄7 XCL1:1郾 08依0郾 12, MCF鄄7
NC:0郾 65依0郾 11,t= -4郾 528, P=0郾 011,图 5)。

Western blot 检测发现,4 组比较,E鄄cadherin 与

p鄄ezrin 表达差异有统计学意义(F = 6郾 317、48郾 517,
P 均 <0郾 050),ezrin 表达差异无统计学意义 (F =
0郾 868,P= 0郾 497,图 6,表 2)。 两两比较中,3 个实

验组 E鄄cadherin 表达水平均低于对照组(MCF鄄7 E
组: P=0郾 005, MCF鄄7 XCL1 组: P=0郾 007, MCF鄄7
XCL1+E 组:P = 0郾 011),而 3 个实验组之间两两比

较差异无统计学意义(P 均>0郾 050)。 与 MCF鄄7 NC

组相比,MCF鄄7 E 组 p鄄ezrin 表达差异无统计学意义

(P=0郾 072),MCF鄄7 XCL1 组和 MCF鄄7 XCL1+E 组

表达升高(P 均<0郾 001)。 MCF鄄7 XCL1+E 组 p鄄ezrin
表达水平也高于 MCF鄄7 E 组(P<0郾 001)和 MCF鄄7
XCL1 组(P=0郾 003)。

讨摇 摇 论

化疗是乳腺癌综合治疗中关键的一环,而化疗

耐药正是乳腺癌化疗失败的常见原因之一。 乳腺癌

化疗过程中肿瘤细胞发生耐药可以促进肿瘤转移,
加速疾病进展[4]。 表柔比星作为目前常用的乳腺癌

化疗药物,有研究证实其可以诱导乳腺癌细胞发生上

皮间质转化(epithelial鄄mesenchymal transition, EMT)
并增强细胞的迁移及侵袭能力[5鄄6]。 肿瘤细胞在

EMT 过程中获得干性的同时,侵袭、转移能力增强,
同时产生了对化疗的耐药[7鄄8]。 因此,EMT 是肿瘤

细胞侵袭、转移、进入循环生存、靶器官定植以及药

物抵抗的关键步骤。
炎症趋化因子是一类可以特异性募集和激活白

细胞的小分子蛋白质,属于细胞因子中的一个超家

族。 根据趋化因子的结构及功能不同可分为 4 类:
CXC(琢)、CC(茁)、C(酌) 和 CX3C(啄)趋化因子。 迄

注:a、b 图分别为 MCF鄄7 NC 组和 MCF鄄7 XCL1 组的迁移实验结果;c、d 图分别为 MCF鄄7 NC 组和 MCF鄄7 XCL1 组的侵袭

实验结果

图 3摇 MCF鄄7 NC 组和 MCF鄄7 XCL1 组细胞 Transwell 迁移和侵袭实验(结晶紫摇 伊100)
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注:aP<0郾 050;a 图为迁移实验结果;b 图为侵袭实验结果

图 4摇 MCF鄄7 NC 组和 MCF鄄7 XCL1 组 Transwell 迁移和侵袭实验的穿膜细胞数

注: a、b 图为 MCF鄄7 NC 组和 MCF鄄7 XCL1 组 ezrin 蛋白表达; c、d 图为 MCF鄄7 NC 组和 MCF鄄7 XCL1 组 p鄄ezrin 蛋白表达

图 5摇 免疫荧光检测乳腺癌 MCF鄄7 细胞中 ezrin 蛋白表达(DAPI摇 伊200)

摇 摇

图 6摇 Western bolt 检测各组 MCF鄄7 细胞中 E鄄cadherin、
ezrin 及 p鄄ezrin 的蛋白表达

表 2摇 各组 MCF鄄7 细胞中 E鄄cadherin、ezrin 及 p鄄ezrin 的

蛋白表达

组别 试验次数 E鄄cadherin p鄄ezrin ezrin

MCF鄄7 NC 3 1郾 10依0郾 09摇 0郾 37依0郾 07摇 0郾 88依0郾 11

MCF鄄7 E 3 0郾 65依0郾 22a 0郾 54依0郾 06b 摇 0郾 96依0郾 09

MCF鄄7 XCL1 3 0郾 67依0郾 14a 0郾 93依0郾 10ab 1郾 00依0郾 19

MCF鄄7 XCL1+E 3 0郾 71依0郾 11a 1郾 28依0郾 15a 摇 1郾 00依0郾 06

F 值 6郾 317 48郾 517 0郾 868

P 值 0郾 017 <0郾 001 0郾 497

摇 摇 注:a与 MCF鄄7 NC 组比较,P<0郾 050;b与 MCF鄄7 XCL1+E 组比较,P<

0郾 050
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今为止,C 家族趋化因子共发现两个成员 XCL1 和

XCL2。 炎症趋化因子及受体对于肿瘤细胞的生物

学行为的影响非常复杂,在趋化免疫细胞杀伤肿瘤

细胞的同时,趋化因子又可以直接或间接促进肿瘤

细胞的生长和转移,如 XCL1 就可以通过 JAK2 /
STAT3 通路促进非小细胞肺癌发生骨转移[9]。

在本研究中,一方面外源性 XCL1 刺激乳腺癌

MCF鄄7 细胞使其对表柔比星的药物敏感性降低。 另

一方面,迁移和侵袭实验证实,MCF鄄7 细胞的迁移和

侵袭能力在外源性 XCL1 的刺激下得以增强。 通过

检测 XCL1 刺激后的 MCF鄄7 细胞,发现 EMT 的相关

指标发生了明显的改变。 ezrin 蛋白是细胞膜与骨

架的连接蛋白,可以调节细胞的运动能力,调节细胞

黏附和细胞极性,并且可能参与了细胞外基质的降

解[10]。 研究证实,ezrin 蛋白在侵袭性更高的乳腺肿

瘤组织中表达上调,同时伴随着肿瘤细胞上皮型标

志物 E鄄cadherin 蛋白的表达缺失,可以作为乳腺癌

细胞发生 EMT 的新型标志物[11鄄12]。 ezrin 可以通过

影响 Src 激酶的磷酸化状态间接影响 茁鄄catenin 的磷

酸化,最终影响细胞的黏附、侵袭能力[13]。 这一系

列现象均提示 ezrin 蛋白在乳腺癌细胞 EMT 过程中

发挥了重要作用。 在本研究中,笔者运用免疫荧光

及 Western bolt 方法分析了经过 XLC1 诱导刺激的

MCF鄄7 细胞中 ezrin 及 p鄄ezrin 蛋白的表达情况。 联

系上文述及的化疗药物导致化疗耐药、促进肿瘤转

移等不良反应,本研究又分别用外源性 XCL1 和表

柔比星药物处理 MCF鄄7 细胞,并联合使用 2 种方式

刺激乳腺癌细胞模拟体内环境。 结果显示,表柔比

星及 XCL1 单药组 E鄄cadherin 蛋白表达均低于对照

组,同时 ezrin 蛋白的磷酸化水平(p鄄ezrin)均明显升

高。 联合处理组 E鄄cadherin 蛋白表达较单药组无明

显差异,而 p鄄ezrin 蛋白明显高于表柔比星及 XCL1
单药处理组,体现出 XCL1 及表柔比星处理的联合

效应。 这一现象说明当内环境中存在细胞因子

XCL1 时,表柔比星化疗诱导的乳腺癌细胞发生

EMT 的作用可能被进一步放大。 由于发生 EMT 的

肿瘤细胞对于化疗药物的敏感性降低,内环境中的

XCL1 可能参与了乳腺癌细胞对表柔比星的化疗耐

药性产生过程。 另一方面,这一结果说明在表柔比

星耐药乳腺癌细胞株的 EMT 过程中,ezrin 蛋白发挥

了关键的作用,提示 ezrin 蛋白可能作为乳腺癌 EMT

新的标志物。
肿瘤微环境中 XCL1 的存在可以诱导 ezrin 蛋

白的磷酸化,增强乳腺癌细胞的侵袭转移能力,同时

强化其对表柔比星化疗的耐受性。 对 XCL1 及 ezrin
蛋白作用的进一步研究,可能对乳腺癌化疗药物耐

药机制的研究和破解提供新的思路。
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