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  【摘要】 目的 探讨 HIP68/RAP1B信号通路对乳腺癌侵袭转移的作用机制。方法 选取西安交通大学第一附属

医院2012—2013年乳腺癌组织样本共73例,通过免疫组化标本及临床资料分析 HIP68/RAP1B的表达情况及其与病

理特征的关系。将体外培养的乳腺癌细胞系(MCF-7和 MDA-MB-231)构建成缺氧乳腺癌细胞,分别测定缺氧乳腺癌细

胞系(MCF-7和 MDA-MB-231)及 正 常 乳 腺 上 皮 细 胞 系SK-BR-3中 HIP68/RAP1B
 

蛋 白 表 达 情 况。构建高/低表达

HIP68的乳腺癌细胞,观察其对RAP1B蛋白的影响及对乳腺癌细胞生物学行为的影响;沉默/过表达乳腺癌细胞RAP1B,

观察其对HIP68蛋白的影响及对细胞生物学行为的影响;免疫共沉淀检测 HIP68/RAP1B的结合位点。结果 HIP68和

RAP1B蛋白在乳腺癌组织中的表达水平高于癌旁组织(P<0.05);HIP68表达与 TNM 分期、淋巴结转移相关(P<
0.05),RAP1B的表达与TNM分期、淋巴结转移、ER、RR状态相关(P<0.05);HIP68表达与 RAP1B表达呈正相关

(r=0.427,P<0.05)。HIP68/RAP1B在缺氧乳腺癌系细胞中高表达;RAP1B蛋白的表达与 HIP68表达呈正相关并

且高表达 HIP68/RAP1B促进细胞侵袭转移,低表达 HIP68/RAP1B抑制细胞侵袭转移;
 

HIP68蛋白不因RAP1B蛋白

的高/低表达而改变,但 是 高 表 达 RAP1B促 进 乳 腺 癌 细 胞 增 殖 及 侵 袭 转 移;免 疫 共 沉 淀 结 果 显 示 RAP1B可 能 为

HIP68基因的下游。结论 
 

HIP68/RAP1B信号通路在缺氧乳腺癌组织中高表达并促进乳腺癌细胞迁移和侵袭。
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  【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

mechanism
 

of
 

HIP68/RAP1B
 

signaling
 

pathway
 

on
 

breast
 

cancer
 

invasion
 

and
 

metastasis.
 

Methods A
 

total
 

of
 

73
 

breast
 

cancer
 

tissue
 

samples
 

were
 

selected
 

from
 

the
 

First
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Xi'an
 

Jiaotong
 

University
 

during
 

2012-2013.
 

Immunohistochemical
 

samples
 

and
 

clinical
 

data
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

expression
 

of
 

HIP68/RAP1B
 

and
 

its
 

relationship
 

with
 

pathological
 

features.
 

Anoxic
 

breast
 

cancer
 

cells
 

were
 

constructed
 

from
 

breast
 

cancer
 

cell
 

lines
 

MCF-7
 

and
 

MDA-MB-231
 

in
 

vitro.
 

The
 

expression
 

of
 

HIP68/RAP1B
 

was
 

determined
 

in
 

hy-

poxic
 

breast
 

cancer
 

cell
 

lines
 

(MCF-7
 

and
 

MDA-MB-231)
 

and
 

normal
 

breast
 

epithelial
 

cell
 

lines
 

SK-BR-3,
 

respectively.
 

Breast
 

cancer
 

cells
 

with
 

high/low
 

expression
 

of
 

HIP68
 

were
 

constructed
 

to
 

observe
 

their
 

effects
 

on
 

RAP1B
 

protein
 

and
 

bi-

ological
 

behavior
 

of
 

breast
 

cancer
 

cells.
 

Breast
 

cancer
 

cells
 

with
 

silenced/overexpression
 

of
 

RAP1B
 

were
 

silenced
 

to
 

ob-

serve
 

their
 

effects
 

on
 

HIP68
 

protein
 

and
 

biological
 

behavior
 

of
 

breast
 

cancer
 

cells.
 

The
 

binding
 

site
 

of
 

HIP68/RAP1B
 

was
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detected
 

by
 

co-immunoprecipitation.
 

Results The
 

expressions
 

of
 

HIP68
 

and
 

RAP1B
 

proteins
 

in
 

breast
 

cancer
 

tissues
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

paracancer
 

tissues
 

(P<0.05).
 

The
 

expression
 

of
 

HIP68
 

was
 

correlated
 

with
 

TNM
 

stage
 

and
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

(P<0.05).
 

RAP1B
 

was
 

correlated
 

with
 

TNM
 

stage,
 

lymph
 

node
 

metastasis,
 

ER
 

and
 

RR
 

status
 

(P<0.05).
 

There
 

was
 

a
 

positive
 

correlation
 

between
 

HIP68
 

expression
 

and
 

RAP1B
 

expression
 

(r=0.427,
 

P<0.05).
 

HIP68/RAP1B
 

was
 

highly
 

expressed
 

in
 

hypoxic
 

breast
 

cancer
 

cells.
 

The
 

expression
 

of
 

RAP1B
 

protein
 

was
 

positively
 

cor-
related

 

with
 

HIP68
 

expression,
 

and
 

high
 

expression
 

of
 

HIP68/RAP1B
 

promoted
 

cell
 

invasion
 

and
 

metastasis,
 

while
 

low
 

expression
 

of
 

HIP68/RAP1B
 

inhibited
 

cell
 

invasion
 

and
 

metastasis.
 

IP68
 

protein
 

did
 

not
 

change
 

due
 

to
 

the
 

high/low
 

ex-

pression
 

of
 

RAP1B
 

protein,
 

but
 

the
 

high
 

expression
 

of
 

RAP1B
 

protein
 

promoted
 

the
 

proliferation,
 

invasion
 

and
 

metasta-
sis

 

of
 

breast
 

cancer
 

cells.
 

The
 

results
 

of
 

co-immunoprecipitation
 

showed
 

that
 

RAP1B
 

may
 

be
 

the
 

downstream
 

of
 

HIP68
 

gene.
 

Conclusion The
 

HIP68/RAP1B
 

signaling
 

pathway
 

is
 

highly
 

expressed
 

in
 

breast
 

cancer
 

tissues
 

and
 

promotes
 

breast
 

cancer
 

cell
 

migration
 

and
 

invasion.
【Key

 

words】 Breast
 

cancer;
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  在我国,乳腺癌是女性常见的肿瘤之一,其死亡

率仅次于肺癌、胃癌、肝癌、结直肠癌,严重威胁着女

性的身心健康及生活质量。近年来我国乳腺癌的发

生逐年增加而且更趋于年轻化,而且也是年轻女性的

主要死因。缺氧区域的存在为局部进展期乳腺癌的

常见特征,而在正常乳腺组织中是不存在的[1]。缺氧

与乳腺癌复发和转移明显相关[2-3]。前期课题组发现

缺氧模型下低氧诱导因子-1α(Hypoxia-inducible
 

fac-
tor-1α,HIF-1α)与 HIP68在乳腺癌组织中表达明显

正相 关 且 促 进 乳 腺 癌 细 胞 增 生 及 侵 袭 转 移[4-5]。

HIP68在乳腺癌组织中高表达并促进细胞增殖、侵袭

及迁移,本研究我们将进一步探讨 HIP68通过何种途

径参与乳腺癌细胞增殖、迁移及侵袭。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取西安交通大学第一附属医院

2012—2013年乳腺癌组织标本共73例,均经术后病

理诊断且临床资料详实。所有标本均选取自女性乳

腺癌患者,年龄37~69岁,其中23例为乳腺小叶癌标

本,50例为乳腺导管癌标本。所有标本在手术前患者

均未经过系统治疗。标本使用获我院伦理委员会

批准。

1.2 细胞与主要试剂 两种乳腺癌细胞系(MCF-7
和 MDA-MB-231)和人正常乳腺上皮细胞SK-BR-3
购自中科院上海细胞库。si-HIP68、si-RAP1B及对照

shRNA(上海吉凯),Lipofectamine2000(Invitrogen,

CA,USA),PVDF膜(Millipore公司),HIP68兔抗人

单克隆抗体(Abcam公司),RAP1B兔抗人单克隆抗

体(Abcam 公司),β-actin兔抗人单克隆抗体(GAP-
DH),辣根过氧化酶(HRP)标记的山羊抗兔IgG(Ab-
cam公司)。

1.3 细胞培养及分组 用化学药物CoCl2·6H2O
构建细胞缺氧模型,用 MTT实验筛选合适的CoCl2·

6H2O浓度,确认最终的药物作用梯度为0、50、100、

150、200、250
 

μg/mL,0
 

μg/mL为对照组。缺氧乳腺

癌细 胞 系 MDA-MB-231、MCF-7用 含 有 10%FBS
(Gibco)的 Dulbecco改良的 Eagle培养基(DMEM,

1640)中培养,乳腺正常上皮细胞系SK-BR-3细胞用

DMEM 培养基,含10%
 

胎 清 培 养,3种 细 胞 都 在

37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培养。培养基每隔一天交换

一次,细胞每3天传代(1∶3)。通过将 HIP68、RAP1B
编码序列克隆到pIRES/Red载体中实现过表达,当

80%~90%汇合时,基于所提供的方向,通过 Lipo-
fectamine

 

2000用适当的构建体转染所有细胞。在转

染后6
 

h用新鲜的完整环境替换环境,并在转染后

24~48
 

h收集细胞用于下一次使用。Control组不做

任何处理,转染不带目的基因的空载体细胞为NC组,
转染相应的shRNA为实验组。

1.4 免疫组化染色 将盖玻片先泡酸处理后洗涤干

净、高压灭菌后放入24孔培养板中,取对数生长期细

胞,以1×105 个/孔接种于24孔,待培养的细胞汇合

度达到60%~80%,取出细胞爬片,1×PBS漂洗,

3
 

min×3次;4%多聚甲醛固定细胞,于4
 

℃放置

30
 

min;1×PBS漂洗,3
 

min×3次;0.5%TritonX-
100(1×PBS配制)孵育,室温10

 

min;1×PBS漂洗

3
 

min×3次;3%H2O2 室温孵育10
 

min;1×PBS漂

洗,3
 

min×3次;封闭血清室温孵育10
 

min,倾去不

洗;一抗孵育(阴性对照用1×PBS孵育),于湿盒中

4
 

℃过夜;1×PBS
 

漂洗5
 

min×3
 

次;生物素标记二抗

工作液室温孵育30
 

min
 

;1×PBS
 

漂洗5
 

min×3
 

次;
辣根酶标记链霉卵白素工作液室温孵育

 

30
 

min;1×
PBS

 

漂洗5
 

min×3次;DAB
 

显色;自来水充分冲洗;
苏木素复染;盐酸酒精分化,淡氨水反蓝;75%、95%、无
水乙醇梯度脱水,二甲苯透明,中性树脂封片;显微镜下

观察,采用
 

DeltaPixViewer
 

软件对图像进行采集。

1.5 Western
 

blot检测蛋白表达水平 提取处理后

肿瘤细胞蛋白,BCA法测定样品的蛋白浓度。SDS-
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PAGE对蛋白进行分离,之后转至PVDF膜,5%脱脂

奶粉封闭,一抗4
 

℃孵育过夜,洗膜,二抗孵育1~
2

 

h,洗膜,用ECL化学发光试剂检测,显影曝光得到

目的蛋白表达条带。

1.6 Real-time
 

PCR检测靶基因 mRNA表达 应用

Lipid
 

RNeasy
 

Mini
 

Kit
 

RNA(QAIGEN公司)提取不

同细胞中的总RNA,使用 M-MLV反转录酶(Invitro-
gen)进行逆转录,利用SYBR

 

Green
 

I
 

Master
 

Mix
(TAKARA)试剂盒在BioRad公司的iQ5实时定量

PCR仪进行PCR扩增,检测mRNA的表达。

1.7 MTT检测细胞的增殖能力 将不同细胞(2×
103 个/孔)接种至96孔板中,37

 

℃培养24
 

h后,不同

干预后继续孵育48
 

h。每孔加入20
 

μL的 MTT(5
 

mg/mL),37
 

℃孵育4
 

h。然后吸去培养基,加入150
 

μL的DMSO,振荡10
 

min至甲瓒结晶完全溶解。利

用分光光度计测量572
 

nm处吸光度,计算细胞的相

对增殖率。

1.8 Transwell法检测细胞侵袭能力 使用预先铺

好 Matrigel孔隙大小为8
 

μm的24孔Transwell板

(BD),待细胞消化好后,用无血清培养液重悬细胞,离
心去培养液后再使用无血清培养液重悬细胞,对细胞

进行计数,调整细胞浓度为5×105。Transwell板上

室加入200
 

μL细胞悬液,下室加入0.6
 

mL含10%
 

FBS的培养液,置于培养箱中培养36
 

h。将上室置于

多聚甲醛中固定15
 

min,然后用结晶紫染色5
 

min,用
棉签擦去上室室内未穿过膜的细胞,在高倍显微镜下

观察、拍照并计数。每个样本取5个高倍视野进行计

数最后取均值。

1.9 统计学分析 采用SPSS22.0和Graphpad5.0
软件进行统计学分析,符合正态分布的计量资料采用

(􀭺x±s)表示,采用独立样本t检验或单因素方差分析

进行统计分析,采用Spearman’s进行相关分析性。
以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 HIP68、RAP1B在乳腺癌组织中的表达情况 
免疫组化染色结果显示,HIP68蛋白和RAP1B蛋白

表达均位于细胞核或细胞核和细胞质,见图1、2。

HIP68和RAP1B蛋白在乳腺癌组织中的表达水平高

于癌旁组织(P<0.001),见表1。

2.2 HIP68、RAP1B在乳腺癌中的表达与临床病理

特征的关系 73例乳腺癌患者组织中 HIP68表达与

TNM分期、淋巴结转移相关(P<0.05),与患者的肿

瘤类型、年龄、肿瘤位置等无关(P>0.05);RAP1B表

达与TNM分期、淋巴结转移、ER、PR状态相关(P<
0.05),与患者的肿瘤类型、年龄、肿瘤位置等无关

  
 

图1 HIP68在乳腺癌组织中的表达
 

(40×)

Figure
 

1 Expression
 

of
 

HIP68
 

in
 

breast
 

cancer
 

tissues
注:A.癌旁组织;B.乳腺癌组织。

图2 RAP1B在乳腺癌组织中的表达
 

(40×)

Figure
 

2 Expression
 

of
 

RAP1B
 

in
 

breast
 

cancer
 

tissues
注:A.癌旁组织;B.乳腺癌组织。

表1 HIP68和RAP1B在乳腺癌组织和癌旁组织中的表达差异

Table
 

1 Differences
 

expression
 

between
 

HIP68
 

and
 

RAP1B
 

in
 

breast
 

and
 

paracancer
 

tissues

标本
HIP68

+ -
P

RAP1B
+ -

P

癌组织 48 25 49 24
癌旁组织 14 59 <0.001 16 57 <0.001

(P>0.05),见表2。Spearman’s相关性分析结果显

示,HIP68表达与RAP1B表达呈正相关(r=0.427,

P<0.001),见表3。

2.3 细胞水平检测 HIP68和RAP1B表达情况 用

不同浓度的CoCl2·6H2O作用乳腺癌细胞系24
 

h
后,采用 Western

 

blot及qRT-PCR检测各组 HIP68、

RAP1B表达情况显示,随着CoCl2·6H2O药物浓度

的增高,RAP1B的表达在3种乳腺癌细胞系中也在逐

渐增加,同时HIP68表达水平随着缺氧程度的增加而

逐渐增高(P<0.05);HIP68在 MCF-7、MDA-MB-
231的表达水平高于SK-BR-3细胞(P<0.05),见
图3。

2.4 沉默HIP68对RAP1B蛋白的影响及对细胞生

物学行为的影响 缺氧环境下应用si-HIP68转染

MDA-MB-231和 MCF-7
 

24
 

h后进行RAP1B测定蛋

白表达情况和肿瘤细胞迁移、侵袭能力的测定,未转

染的细胞为Control组,转染不带目的基因的空载体

为NC组,转染si-HIP68为si-HIP68组。结果显示

沉默HIP68蛋白后可以显著的抑制RAP1B蛋白的表

达(P<0.05),见图4。细胞增殖和侵袭实验结果表
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  表2 HIP68和RAP1B与乳腺癌临床病理数据相关性分析

Table
 

2 Correlation
 

analysis
 

of
 

HIP68
 

and
 

RAP1B
 

with
 

clinicopathologi-

cal
 

data
 

of
 

breast
 

cancer

变量 n
HIP68

高 低
P

RAP1B
高 低

P

类型 0.793 0.681
 导管癌 50 40 10 25 25
 小叶原位癌 23 19 4 12 11
年龄(岁) 0.700 0.261
 ≤50 45 37 8 23 22
 >50 28 22 6 13 15
绝经状态 0.200 0.347
 绝经前 41 31 10 23 18
 绝经后 32 28 4 18 14
位置 0.649 0.281
 左乳 43 34 9 21 22
 右乳 30 25 5 16 14
大小(cm) 0.660 0.389
 ≤2 24 18 6 13 11
 >2≤5 44 37 7 24 20
 >5 5 4 1 4 1
TNM 0.001 <0.001
 Ⅰ 17 8 9 7 10
 Ⅱ 32 28 4 11 21
 Ⅲ 18 17 1 16 2
 Ⅳ 6 6 0 6 0
淋巴结转移 <0.001 <0.001
 是 37 24 13 11 26
 否 36 35 1 28 8
远处转移 0.213 0.483
 是 67 53 14 37 30
 否 6 6 0 4 2
受体

 ER(-) 52 44 8 0.195 35 17 0.001
 ER(+) 21 15 6 6 15
 PR(-) 58 46 12 0.519 37 21 0.001
 PR(+) 15 13 2 2 13
 HER-2(-) 59 48 11 0.812 35 24 0.264
 HER-2(+) 14 11 3 6 8

表3 HIP68和RAP1B表达相关性分析

Table
 

3 Correlation
 

analysis
 

of
 

HIP68
 

and
 

RAP1B
 

expression

RAP1B
HIP68

高 低
r P

高
低

39
12

16
11 0.427 <0.001

明,si-HIP68转染的乳腺癌细胞后,肿瘤细胞增殖及

侵袭能力较Control组明显降低,低表达 HIP68可以

显著抑制 MDA-MB-231和 MCF-7的增殖及侵袭能

力(P<0.001),见图5。

2.5 过表达 HIP68对RAP1B蛋白的影响及对细胞

生物学行为的影响 缺氧环境下应用pIRES/Red-
HIP68转染 MDA-MB-231和 MCF-7

 

24
 

h后 进 行

RAP1B测定蛋白表达情况和肿瘤细胞增殖、侵袭能力

的测定,未转染的细胞为Control组,转染不带目的基

因的 空 载 体 为 NC 组,转 染 pIRES/Red-HIP68 为

pIRES/Red-HIP68组。结果显示过表达 HIP68蛋白

后RAP1B蛋白也明显高表达(P<0.05),见图6。细

胞增殖和细胞侵袭实验结果表明,pIRES/Red-HIP68
转染的乳腺癌细胞后,肿瘤细胞的增殖和侵袭能力较

Control组明显增强,过表达 HIP68可以显著增强

MDA-MB-231和 MCF-7的 增 殖 和 侵 袭 能 力(P<
0.05),见图7。

2.6 沉默RAP1B对 HIP68蛋白的影响及对生物学

行为的影响 缺氧环境下应用si-RAP1B转染 MDA-
MB-231和 MCF-7

 

24
 

h后进行 HIP68测定蛋白表达

  
 

图3 缺氧模型中HIP68/RAP1B蛋白和 mRNA在3种乳腺癌细胞中的表达情况

Figure
 

3 Expression
 

of
 

HIP68/RAP1B
 

protein
 

and
 

mRNA
 

in
 

three
 

kinds
 

of
 

breast
 

cancer
 

cells
 

in
 

hypoxia
 

model
注:与SK-BR-3细胞比较,①P<0.05。
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图4 沉默HIP68抑制RAP1B蛋白表达

Figure
 

4 Silencing
 

HIP68
 

inhibited
 

the
 

expression
 

of
 

RAP1B
 

protein
注:与si-HIP68组比较,①P<0.05。

图5 沉默HIP68抑制乳腺癌细胞增殖与侵袭转移

Figure
 

5 Silencing
 

HIP68
 

inhibited
 

the
 

proliferation,
 

invasion
 

and
 

metastasis
 

of
 

breast
 

cancer
 

cells
注:A.MDA-MB-231细胞增殖能力;B.MCF-7细胞增殖能力;C.MDA-MB-231细胞侵袭力;D.MCF-7细胞侵袭力。两组比较,①P<0.05。

图6 过表达HIP68促进RAP1B蛋白表达

Figure
 

6 Overexpressed
 

HIP68
 

promotes
 

RAP1B
 

protein
 

expression
注:与pIRES/Red-HIP68组比较,①P<0.05。

情况和肿瘤细胞迁移、侵袭能力的测定,未转染的细

胞为Control组,转染不带目的基因的空载体为 NC
组,转染si-RAP1B为si-RAP1B组。结果显示沉默

RAP1B蛋白后对 HIP68蛋白影响不大(P=0.13),
见图8。细胞增殖、侵袭实验结果表明,si-RAP1B转

染的乳腺癌细胞后,肿瘤细胞增殖、迁移和侵袭能力

较Control组明显降低,低表达RAP1B可以显著抑制

MDA-MB-231 和 MCF-7 增 殖 及 侵 袭 能 力 (P <
0.05),见图9。

2.7 过表达RAP1B对 HIP68蛋白的影响及对生物

学行为的影响 缺氧环境下应用pIRES/Red-RAP1B

转染 MDA-MB-231和 MCF-7
 

24
 

h后进行 HIP68测

定蛋白表达情况和肿瘤细胞增殖、侵袭能力的测定,
未转染的细胞为Control组,转染不带目的基因的空

载体为 NC组,转染pIRES/Red-RAP1B为PIRES/

Red-RAP1B组。结果显示过表达 RAP1B蛋白后对

HIP68蛋白影响不大(P=0.13),见图10。细胞增殖

和细胞侵袭实验结果表明,pIRES/Red-RAP1B转染

的乳腺癌细胞后,肿瘤细胞的增殖和侵袭能力较Con-
trol组 明 显 增 强,过 表 达

 

RAP1B 可 以 显 著 促 进

MDA-MB-231和 MCF-7的 增 殖 和 侵 袭 能 力(P<
0.05),见图11。
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图7 过表达HIP68促进乳腺癌细胞增殖与侵袭转移

Figure
 

7 Overexpressed
 

HIP68
 

promotes
 

proliferation,
 

invasion
 

and
 

metastasis
 

of
 

breast
 

cancer
 

cells
注:A.MDA-MB-231细胞增殖能力;B.MCF-7细胞增殖能力;C.MDA-MB-231细胞侵袭力;D.MCF-7细胞侵袭力。两组比较,①P<0.05。

图8 沉默RAP1B蛋白表达情况

Figure
 

8 Silence
 

of
 

RAP1B
 

protein
 

expression
注:与si-RAP1B组比较,①P>0.05;与si-RAP1B组比较,②P<0.05。

图9 沉默RAP1B抑制乳腺癌细胞增殖及侵袭转移

Figure
 

9 Silencing
 

RAP1B
 

inhibits
 

the
 

proliferation,
 

invasion
 

and
 

metastasis
 

of
 

breast
 

cancer
 

cells
注:A.MDA-MB-231细胞增殖能力;B.MCF-7细胞增殖能力;C.MDA-MB-231细胞侵袭力;D.MCF-7细胞侵袭力。两组比较,①P<0.05。

2.8 HIP68/RAP1B免疫共沉淀结果 进一步免疫

共沉淀结果提示 HIP68与RAP1B可特异性结合,乳
腺癌组织中研究发现 HIP68与RAP1B表达呈正相

关,且沉默RAP1B对HIP68无影响,低表达或高表达

HIP68相应地会引起RAP1B低表达或高表达,见图

12。提示RAP1B可能为 HIP68基因的下游。

3 讨论

乳腺癌作为全球女性发病率最高的恶性肿瘤,具
有增长快、易转移等特点,其病死率约占全球恶性肿

瘤的25%,严重威胁着女性健康[6]。目前乳腺癌的治

疗逐步形成个体化的综合治疗,积极寻找分子靶向治

疗提高无病生存期和乳腺癌的总生存期至关重要。
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图10 过表达RAP1B蛋白表达情况

Figure
 

10 Overexpression
 

of
 

RAP1B
 

protein
 

expression
注:与pIRES/Red-RAP1B组比较,①P<0.05;与pIRES/Red-RAP1B组比较,②P>0.05。

图11 过表达RAP1B促进乳腺癌细胞增殖及侵袭转移

Figure
 

11 Overexpression
 

of
 

RAP1B
 

promotes
 

proliferation,
 

invasion
 

and
 

metastasis
 

of
 

breast
 

cancer
 

cells
注:A.MDA-MB-231细胞增殖能力;B.MCF-7细胞增殖能力;C.MDA-MB-231细胞侵袭力;D.MCF-7细胞侵袭力。

 

图12 HIP68/RAP1B免疫共沉淀结果

Figure
 

12 Immunoprecipitation
 

of
 

HIP68/RAP1B

课题组一 直 致 力 于 乳 腺 癌 的 研 究,前 期 也 已 证 实

HIP68在乳腺癌组织中高表达,HIP68高表达可促进

乳腺癌细胞生长增殖、迁移和侵袭。

1999年,我们课题组开始用cDNA
 

microarrays
技术研究缺氧对基因表达的影响,发现缺氧能强烈诱

导EST表达序列 EST
 

188825(GenBank
 

Accession
 

Number:AA799328,基因名称为FAM111A)。这项

研究结果与2002年Bernaudin等[7]的研究结果一致,
同样显示在缺氧再氧合时通过基因芯片筛查技术发

现EST
 

188825基因在新生鼠的各个组织(脑组织、心
脏组织、肾脏组织、肺组织、肝组织等)中均呈现不同

程度(数倍到几十倍不等)的高表达状态。随后课题

组根据 EST
 

188825
 

的核苷酸序列设计了引物,用
RACE技术克隆了EST

 

188825的全长cDNA
 

序列,
用体外蛋白翻译技术证实该基因表达分子量为68

 

kDa的蛋白。该cDNA是在缺氧环境中高表达被发

现的,且编码的蛋白分子量为68
 

kDa,因此把其命名

为HIP68。到目前为止,HIP68(FAM111A)基因的功

能是未知的,国内外对该基因的研究也很少,大多是

近几年研究报道的。HIP68位于常染色体11q12附

近16kb处,编 码 含 有 611 个 氨 基 酸 的 核 表 达 蛋

白[8-10]。2012年有报道称SV40病毒的LT抗原可以

与 HIP68特 异 性 的 相 互 作 用,LT 抗 原 通 过 损 耗

HIP68来稳 固 和 重 建 病 毒 在 宿 主 中 的 表 型,提 示

HIP68可能具有抗病毒的特性;该研究还发现 HIP68
的表达具有细胞周期依赖性[11]。2012年Nature

 

Ge-
netics报道称 HIP68基因的突变可能与日本男性前

列腺癌易感性有关[8];随后在2014年有学者发现这可

能是由于 HIP68基因可以调控雄激素受体有关[12]。

2013年有研究发现 HIP68的高表达与糖尿病的发病

有关,可能是由于HIP68的高表达影响了胰岛B细胞

的存活[13]。Kenny-Caffey氏综合症是一种相当罕见

的遗传性骨骼疾病,一般表现为出生后生长迟滞,身
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材短小,大头,脸部有轻微的畸形,前额微凸,高的发

际线,眉毛与睫毛较不明显;且骨质较硬,长骨的骨干较

为狭窄,皮层较厚而髓质腔狭窄,常伴有低钙血症[10,14]。

2013年之后有报道称Kenny-Caffey氏综合症可能是

因为 HIP68基因的突变引起的[9-10,15],HIP68基因

的突变可导致骨骼系统发育异常[16]。从这些文献报

道来看,HIP68可能与基因的转录有关[11],对调控骨

骼的生长增殖、甲状旁腺激素分泌、体内钙水平稳定、
男性生殖系统发育等起重要作用[10,14]。

RAP1B是RAP1的异构体,是一种小的 Ras样

GTP酶,在调控多种信号通路如增殖、分化、形态形成

以及凋亡中起分子开关的作用[17]。RAP1B在内皮迁

移与血管生成的作用相对明确。在RAP1B 基因敲

除的裸鼠动物模型研究证实,RAP1B缺失可以导致血

管生成、内皮细胞迁移及增殖的功能受损以及 MAPK
信号通路的受阻,无论是血管发生、内皮迁移以及

MAPK通 路 都 在 肿 瘤 的 发 生 发 展 中 发 挥 重 要 作

用[18]。虽然RAP1B在很多肿瘤中的突变不多,但其

癌基因的功能已在多种肿瘤中被证实,也是肿瘤治疗

的潜在位点[19-21]。Infante等[22]研究发现 RAP1B可

以作为预防急性淋巴细胞白血病组织侵袭的有效手

段,与本实验结果一致。以往报道在结肠癌肝转移

瘤、黑色素瘤、甲状腺乳头状癌、胶质瘤等的研究中也

发现RAP1B参与了肿瘤的增殖与远处转移[23-26]。课

题组前期研究也发现,RAP1B与食管癌增殖和侵袭相

关,且为miR-518b的下游[27];在胃癌中RAP1B高表

达,且与胃癌患者预后相关,缺氧可诱导RAP1B在胃

癌细胞中高表达,且与胃癌侵袭明显相关[28]。
本研 究 中 乳 腺 癌 缺 氧 组 织 IHC 结 果 显 示,

HIP68、RAP1B蛋白高表达于乳腺癌细胞,而前期已

经证实HIP68高表达于乳腺癌,RAP1B参与肿瘤的

发生,且有报道高表达RAP1B促进乳腺癌转移,但具

体机制尚未报道。本研究我们设想 HIP68与RAP1B
可能共同 参 与 乳 腺 癌 的 恶 行 生 物 学 行 为,且 证 实

RAP1B为HIP68的下游作用靶点,促进乳腺癌的生

物学 行 为,通 过 免 疫 共 沉 淀 实 验 表 明 HIP68 与

RAP1B结合并作为下游靶点促进乳腺癌侵袭转移及

细胞增殖,这与Bischoff等[29]报道的结果一致,高表

达RAP1B可以促进乳腺癌远处转移及定植,
 

RAP1B
通过上游分子激活形成活性形式促进肿瘤细胞群体

性的聚集及延伸促进癌细胞远处转移,RAP1B通过促

进细胞外张力作用参与肿瘤的进一步发展。本研究

未在动物水平验证 HIP68/RAP1B促进乳腺癌恶行

生物学行为的机制,接下来我们将进一步在体内及动

物实验中验证 HIP68/RAP1B在乳腺癌侵袭转移中

的机制,为乳腺癌的防治提供新的依据。

4 结论

HIP68/RAP1B信号通路在缺氧乳腺癌组织中高

表达并促进乳腺癌细胞迁移和侵袭。
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