
Ｒｅｓ，２０１５，１００：２６６ － ２７０．
［２１］ 　 ＴＡＮ Ｃ，ＨＵ Ｗ，ＨＥ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｃｙｔｏｋｉｎｅ － ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｒｅ⁃

ｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ ． Ｃｙｔｏｋｉｎｅ，２０１８，１０８：１５１ － １５９．
［２２］ 　 ＣＨＵＮＧ ＣＷ，ＣＯＯＫＥ ＲＭ，ＰＲＯＵＤＦＯＯＴ ＡＥ，ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ －

ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＲＡＮＴＥＳ ［ Ｊ ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，
１９９５，３４（２９）：９３０７ － ９３１４．

［２３］ 　 ＷＡＮＧ Ｘ，ＷＡＴＳＯＮ Ｃ，ＳＨＡＲＰ ＪＳ，ｅｔ ａｌ． Ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ
ｔｈｅ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ＣＣＬ５ ／ ＲＡＮＴＥＳ ｆｒｏｍ ＮＭＲ，ＭＳ，ａｎｄ ＳＡＸＳ ｄａｔａ
［Ｊ］ ． Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，２０１１，１９（８）：１１３８ － １１４８．

［２４］ 　 ＨＵＡＮＧ Ｂ，ＷＡＮＧ Ｈ，ＺＨＥＮＧ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ － ｂａｓｅｄ ｄｅｓｉｇｎ
ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｂｅｓ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｐｕｔａｔｉｖｅ ＭＯＲ －
ＣＣＲ５ ｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒｓ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔ ｏｐｉｏｉｄ ｅｘａｃｅｒｂａｔｅｄ ＨＩＶ － １ ｉｎｆｅｃｔｉｖ⁃
ｉｔｙ［Ｊ］ ． Ｊ Ｍｅｄ Ｃｈｅｍ，２０２１，６４（１１）：７７０２ － ７７２３．

［２５］ 　 ＴＡＭＡＭＩＳ Ｐ，ＦＬＯＵＤＡＳ ＣＡ． Ｅｌｕｃｉｄａｔｉｎｇ ａ ｋｅｙ ａｎｔｉ － ＨＩＶ － １
ａｎｄ ｃａｎｃｅｒ － ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ａｘｉｓ：ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＣＣＬ５ （Ｒａｎｔｅｓ） ｉｎ
ｃｏｍｐｌｅｘ ｗｉｔｈ ＣＣＲ５［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ，２０１４，４：５４４７．

（编校：蔺玥）

ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 调控 ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ － １ ／ ＧＳＤＭＤ 通路影响三阴性乳腺癌对

紫杉醇的敏感性

于　 冰１，杨　 旭２，陈之梦２，雷　 萌２

ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ － １ ／ ＧＳＤＭＤ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
ｏｆ ｔｒｉｐｌｅ － ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｔｏ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ
ＹＵ Ｂｉｎｇ１，ＹＡＮＧ Ｘｕ２，ＣＨＥＮ Ｚｈｉｍｅｎｇ２，ＬＥＩ Ｍｅｎｇ２

１Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｄｒｕｇ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ，Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｍｅｄｉcａｌ Ｐｒｏｄｕcｔｓ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００２２，Ｃｈｉｎａ；２Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｓcｉｅｎcｅ，Ｎａｎｊｉｎｇ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕ⁃
ｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊｉａｎｇｓｕ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００３７，Ｃｈｉｎａ．

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｏｎｇ ｎｏｎ － ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ （ ｌｎｃＲＮＡ） ｍａｔｅｒｎａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ ３
（ＭＥＧ３） ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｒｉｐｌｅ － ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ （ＴＮＢＣ） ｔｏ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ （ＰＴＸ） ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＮＬＲ
ｆａｍｉｌｙ，Ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ （ＮＬＲＰ３） ／ ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ １ （ｃａｓｐａｓｅ － １） ／ ｇａｓｄｅｒ⁃
ｍｉｎ Ｄ （ＧＳＤＭＤ） ｐａｔｈｗａｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＴＮＢＣ ｄｒｕｇ － ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｃｅｌｌｓ ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ ／ Ｒ ｗｅｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｉｎ⁃
ｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ｄｏｓｅ ｏｆ ＰＴＸ ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔ ａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ，ａｎｄ ｑＲＴ － ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ
ＭＥＧ３． ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ｕｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ＋ ＰＴＸ），Ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ （ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ＋
ＰＴＸ），ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ ｇｒｏｕｐ （ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ＋ ＰＴＸ），ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ ＋ ＢＡＹ１１ －
７０８２ ｇｒｏｕｐ （ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ＋ ＰＴＸ ＋ ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＮＬＲＰ３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＢＡＹ１１ － ７０８２） ． ｑＲＴ － ＰＣＲ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ． ＣＣＫ － ８ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒ⁃
ａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉ⁃
ｎｉｎｇ ａｎｄ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ （ＳＥＭ） ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３ ／
ｃａｓｐａｓｅ － １ ／ ＧＳＤＭＤ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ ｃｅｌｌｓ． Ｉｎ ｖｉｖｏ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｕｍｏｒ ｍａｓｓ． Ｒｅ⁃
ｓｕｌｔｓ：Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ ｃｅｌｌｓ，ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ ｉｎ ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ ／ Ｒ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０． ０５） ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ，ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ＧＳＤＭＤ － Ｎ ＋ ｃｅｌｌｓ，ｃｅｌｌ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ，ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＮＬＲＰ３，ｃｌｅａｖｅｄ － ｃａｓｐａｓｅ １ ／ ｃａｓｐａｓｅ
－ １，ＧＳＤＭＤ － Ｎ ／ ＧＳＤＭＤ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ，ａｎｄ ＩＣ５０，ｔｕｍｏｒ ｍａｓｓ ｒｅ⁃
ｄｕｃｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０． ０５） ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ，
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＧＳＤＭＤ － Ｎ ＋ ｃｅｌｌｓ，ｃｅｌｌ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ，ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＮＬＲＰ３，ｃｌｅａｖｅｄ － ｃａｓｐａｓｅ １ ／
ｃａｓｐａｓｅ － １，ＧＳＤＭＤ － Ｎ ／ ＧＳＤＭＤ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ ＋ ＢＡＹ１１ － ７０８２ ｇｒｏｕｐ ｒｅｄｕｃｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ，

【收稿日期】 　 ２０２２ － ０４ － ２０　 　 　 【修回日期】　 ２０２２ － ０５ － ３０
【基金项目】 　 国家自然科学基金面上项目（编号：２１８７７０６１）
【作者单位】 　 １国家药品监督管理局药品审评中心，北京　 １０００２２

２南京林业大学理学院，江苏　 南京　 ２１００３７
【作者简介】 　 于冰（１９７３—），男，北京人，副研究员，博士，主要从事药理毒理研究及药品技术审评工作。 Ｅ － ｍａｉｌ：ｙｕ３２４２２０２１＠ １２６． ｃｏｍ
【通讯作者】 　 雷萌（１９７８—），女，河南郑州人，教授，博士，主要从事靶向药物设计、合成、生物活性及体内递送系统研究。 Ｅ － ｍａｉｌ：ｈｋ － ｌｍ＠

１６３． ｃｏｍ

·７９５·现代肿瘤医学　 ２０２３ 年 ０２ 月　 第 ３１ 卷第 ０４ 期　 　 ＭＯＤＥＲＮ ＯＮＣＯＬＯＧＹ，Ｆｅｂ． ２０２３，ＶＯＬ. ３１，Ｎｏ. ０４



ａｎｄ ＩＣ５０，ｔｕｍｏｒ ｍａｓｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０． ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｕｐ － ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ
ＭＥＧ３ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ － １ ／ ＧＳＤＭＤ ｐａｔｈｗａｙ，
ｔｈｅｒｅｂｙ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＴＮＢＣ ｔｏ ＰＴＸ．
【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】ｍａｔｅｒｎａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ ３，ＮＬＲ ｆａｍｉｌｙ，Ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ ／ ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ １ ／ ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ，ｔｒｉｐｌｅ － ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ，ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ，ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

Ｍｏｄｅｒｎ Ｏｎｃｏｌｏｇｙ ２０２３，３１（０４）：０５９７ － ０６０２

【摘要】 　 目的：探究长链非编码 ＲＮＡ（ ｌｏｎｇ ｎｏｎ － ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）母系表达基因 ３（ｍａｔｅｒｎａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｇｅｎｅ ３，ＭＥＧ３）调控含 ＮＬＲ 家族 Ｐｙｒｉｎ 域蛋白 ３（ＮＬＲ ｆａｍｉｌｙ，Ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，ＮＬＲＰ３） ／含半胱

氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ １，ｃａｓｐａｓｅ － １） ／消皮素 Ｄ（ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ，
ＧＳＤＭＤ）通路对三阴性乳腺癌（ｔｒｉｐｌｅ － ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ，ＴＮＢＣ）对紫杉醇（ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ，ＰＴＸ）敏感性的影响。
方法：通过逐渐增加ＰＴＸ剂量间歇作用的方法诱导 ＴＮＢＣ 耐药细胞 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ ／ Ｒ，ｑＲＴ － ＰＣＲ 检测 ｌｎｃＲＮＡ
ＭＥＧ３ 表达；将 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞分为对照组（未转染 ＋ ＰＴＸ）、Ｖｅｃｔｏｒ 组（空载体 ＋ ＰＴＸ）、ｐｃＤＮＡ３． １ －
ＭＥＧ３ 组（ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ 表达载体 ＋ ＰＴＸ）、ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ ＋ ＢＡＹ１１ － ７０８２ 组（ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ 表

达载体 ＋ ＰＴＸ ＋ ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＮＬＲＰ３ 抑制剂 ＢＡＹ１１ － ７０８２），ｑＲＴ － ＰＣＲ 检测转染后 ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 表达；ＣＣＫ － ８
法检测 ＭＤＡ － ＭＢ －２３１ 细胞增殖情况；通过免疫荧光染色和扫描电镜（ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＳＥＭ）观
察 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞焦亡情况；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＭＤＡ － ＭＢ －２３１ 细胞中 ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ － １ ／ ＧＳＤＭＤ 通路

蛋白表达；体内成瘤实验检测肿瘤质量。 结果：与 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞相比，ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ ／ Ｒ 细胞中

ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 表达水平显著降低（Ｐ ＜ ０． ０５）；与对照组相比，ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ 组细胞增殖抑制率、ＧＳＤＭＤ
－ Ｎ ＋ 细胞数量、细胞焦亡、细胞凋亡率及 ＮＬＲＰ３、ｃｌｅａｖｅｄ － ｃａｓｐａｓｅ １ ／ ｃａｓｐａｓｅ － １、ＧＳＤＭＤ － Ｎ ／ ＧＳＤＭＤ 表达水

平显著增加，ＩＣ５０、肿瘤质量显著降低（Ｐ ＜ ０． ０５）；与 ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ 组相比，ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ ＋ ＢＡＹ１１ －
７０８２ 组细胞增殖抑制率、ＧＳＤＭＤ － Ｎ ＋ 细胞数量、细胞焦亡、细胞凋亡率及 ＮＬＲＰ３、ｃｌｅａｖｅｄ － ｃａｓｐａｓｅ １ ／ ｃａｓｐａｓｅ
－ １、ＧＳＤＭＤ － Ｎ ／ ＧＳＤＭＤ 表达水平显著降低，ＩＣ５０、肿瘤质量显著增加（Ｐ ＜ ０． ０５）。 结论：上调 ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３
表达可通过激活 ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ － １ ／ ＧＳＤＭＤ 通路，促进 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞焦亡，以此增加 ＴＮＢＣ 对 ＰＴＸ 的

敏感性。
【关键词】母系表达基因 ３；含 ＮＬＲ 家族 Ｐｙｒｉｎ 域蛋白 ３ ／含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 ／消皮素 Ｄ；三阴性

乳腺癌；紫杉醇；敏感性
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　 　 三阴性乳腺癌（ ｔｒｉｐｌｅ － ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ，ＴＮＢＣ）作

为一种具有高度侵袭性的恶性肿瘤，表现为雌激素受体（ｅｓ⁃
ｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）、孕激素受体（ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲ）
和人表皮生长因子受体 － ２（ｈｕｍａｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅ⁃
ｃｅｐｔｏｒ － ２，ＨＥＲ － ２）的表达缺失，由于 ＴＮＢＣ 特殊的分子表

达类型，造成其对分子靶向治疗及激素治疗无效［１ － ３］ 。 化疗

至今仍是 ＴＮＢＣ 治疗的主要手段，但长期使用紫杉醇（ｐａｃｌｉ⁃
ｔａｘｅｌ，ＰＴＸ）等化疗药物会使肿瘤细胞产生耐药性，致使治疗

失败，严重影响 ＴＮＢＣ 患者的生存［２，４］ ，因此有必要寻找增加

化疗药物敏感性的方法。 长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇ ｎｏｎ － ｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）被定义为无编码能力且长度大于 ２００ ｎｔ 的
ＲＮＡ 转录本，其参与细胞多种生物学过程，而近几年，多项研

究证明其在肿瘤化疗耐药性中具有重要作用［４ － ５］ 。 母系表达

基因 ３（ｍａｔｅｒｎａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ ３，ＭＥＧ３）作为一种 ｌｎｃＲＮＡ
已被发现在 ＴＮＢＣ 细胞（ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１）中低表达，而激活

其表达可通过促进含 ＮＬＲ 家族 Ｐｙｒｉｎ 域蛋白 ３（ＮＬＲ ｆａｍｉｌｙ，
Ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，ＮＬＲＰ３） ／含半胱氨酸的天冬

氨酸蛋白水解酶 （ ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ １，
ｃａｓｐａｓｅ － １） ／消皮素 Ｄ（ ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ，ＧＳＤＭＤ）通路来诱导

ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞焦亡，从而发挥抗癌作用［６］ ，但关于其

调控该通路在 ＴＮＢＣ ＰＴＸ 耐药性中的研究鲜有报道，因此本

研究以期通过对其探究，为 ＴＮＢＣ ＰＴＸ 耐药性的克服提供新

的潜在治疗靶点。

１　 材料与方法

１． １　 动物

本实验动物为从昆明医科大学购买的 ２０ 只 ＳＰＦ 级

Ｂａｌｂ ／ ｃ 裸鼠，体重 １８ ～ ２２ ｇ ［许可证：ＳＣＸＫ（滇） Ｋ２０２０ －
０００４］，动物实验获得本院动物伦理委员会批准。
１． ２　 试剂和仪器

ＴＮＢＣ 细胞系（ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１）、ＲＰＭＩ － １６４０ 培养基

（ＣＬ － ０１５０、ＰＭ１５０１１０Ｂ，武汉普诺赛生命科技有限公司）；紫
杉醇（国药准字 Ｈ２００６７５３５，福建南方制药股份有限公司）；
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ － ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细胞凋亡检测试剂盒（上海锐赛生物技

术有限公司）；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ（上海

玉博生物科技有限公司）；蛋白提取试剂盒（北京康瑞纳生物

科技有限公司）；ＢＣＡ 蛋白检测试剂盒（北京雅安达生物技

术有限公 司）；Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ － Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ Ｈ ＆ Ｌ（ＨＲＰ）、兔抗

ＮＬＲＰ３、ＧＳＤＭＤ、ＧＳＤＭＤ － Ｎ 抗体、荧光二抗（Ａｂｃａｍ）；ＣＣＫ
－ ８ 试剂盒（武汉博士德生物工程有限公司）；兔抗 ｃａｓｐａｓｅ －
１、β － ａｃｔｉｎ 抗体（Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）；实时荧光定量

ＰＣＲ 检测系统 Ｇｅｎｔｉｅｒ ４８Ｅ ／ ４８Ｒ（西安天隆科技有限公司）；
流式细胞仪（上海然哲仪器设备有限公司）；ＱｕｉｃｋＧｅｌ６２００ 凝

胶成像系统［莫纳（苏州）生物科技有限公司］。
１． ３　 方法

１． ３． １　 ＭＤＡ －ＭＢ －２３１ 细胞培养　 将 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细

胞接种到 ＲＰＭＩ － １６４０ 培养基（含有 １０％ 的胎牛血清）中后

·８９５· 于　 冰，等　 　 ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 调控 ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ － １ ／ ＧＳＤＭＤ 通路影响三阴性乳腺癌对紫杉醇的敏感性



置于细胞培养箱（３７ ℃、５％ＣＯ２）中培养至融合度约 ８０％ 。
１． ３． ２ 　 ＴＮＢＣ 耐药细胞系建立 　 将对数生长期的 ＭＤＡ －
ＭＢ － ２３１ 细胞接种于培养瓶中培养 ２４ ｈ 后，加入 ０． １ μｇ ／ ｍＬ
ＰＴＸ 培养 ４８ ｈ 后弃培养液，用不含 ＰＴＸ 的培养液培养细胞

至稳定生长后进行传代，继续使用含 ０． １ μｇ ／ ｍＬ ＰＴＸ 的培养

液培养，如此反复三次后更换成含 ０． ２ μｇ ／ ｍＬ ＰＴＸ 的培养

液，依次递增浓度，直至细胞可于含 ３ μｇ ／ ｍＬ ＰＴＸ 的培养液

中稳定生长及传代，即得 ＴＮＢＣ 耐药细胞 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ ／
Ｒ［２］ 。
１． ３． ３　 ｑＲＴ － ＰＣＲ 检测 ＭＤＡ －ＭＢ － ２３１ ／ Ｒ 及各组 ＭＤＡ
－ＭＢ － ２３１ 细胞中 ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 表达 　 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取

ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ ／ Ｒ 及各组 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞总 ＲＮＡ，经
浓度及纯度鉴定后反转录为 ｃＤＮＡ，以其为模板，进行 ｑＲＴ －
ＰＣＲ 检测（设 ５ 个复孔），以 ＧＡＰＤＨ 为内参（引物序列如表 １
所示），２ － △△Ｃｔ计算 ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 表达。

表 １　 引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｇｅｎｅ Ｕｐｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒ （５′ － ３′） Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒ （５′ － ３′）

ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ ＧＡＧＡＡＡＡＴＧＣＡＧＧＣＣＧＡＧＡＧ ＣＣＣＣＡＴＴＡＣＴＧＴＣＣＣＣＡＡＧＴ
ＧＡＰＤＨ ＴＧＴＴＴＣＴＣＧＴＣＣＣＧＴＡＧＡ ＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡＡＴＣＴＣＣＡＣＴＴＴＧ

１． ３． ４　 分组及 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞转染　 将 ＭＤＡ － ＭＢ
－２３１ 细胞（５ × １０５ 个 ／孔）接种至 ６ 孔板（设 ５ 个复孔）中培

养，待贴壁后使用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 试剂盒将终浓度为 ５
ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的空载体及 ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ 分别转至 ＭＤＡ － ＭＢ
－２３１ 细胞中，作为 Ｖｅｃｔｏｒ 组和 ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ 组，培养

４８ ｈ，检测 ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 表达。
１． ３． ５　 ＣＣＫ － ８ 法检测 ＭＤＡ －ＭＢ － ２３１ 细胞增殖　 将各

组转染后的 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞接种到 ９６ 孔板（８ × １０３

个 ／孔，设 ５ 个复孔）中培养 ２４ ｈ 后，分为对照组（未转染 ＋
ＰＴＸ） 、Ｖｅｃｔｏｒ 组 （ 空 载 体 ＋ ＰＴＸ）、 ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ 组

（ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ 表达载体 ＋ ＰＴＸ）、ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ ＋
ＢＡＹ１１ － ７０８２ 组（ ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ 表达载体 ＋ ＰＴＸ ＋ ５
μｍｏｌ ／ Ｌ ＮＬＲＰ３ 抑制剂 ＢＡＹ１１ － ７０８２［７］ ），各组分别添加 ２００
μＬ 含 １、３、６、１２、２４ μｇ ／ ｍＬ ＰＴＸ 的培养基，培养 ４８ ｈ 后添加

１０ μＬ 的 ＣＣＫ － ８ 溶液，继续培养 ２ ｈ，使用酶标仪在 ４５０ ｎｍ
波长处测定其光密度（ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，计算 ＭＤＡ －
ＭＢ － ２３１ 细胞的增殖抑制率。 细胞的增殖抑制率（％ ） ＝
［（对照组 ＯＤ 值 －实验组 ＯＤ 值） ／ （对照组 ＯＤ 值 － 空白组

ＯＤ 值）］ × １００％ 。
１． ３． ６　 细胞焦亡情况检测　 以对照组 ＩＣ５０的 ＰＴＸ 浓度处理

各组细胞，待各组细胞爬片后 ＰＢＳ 清洗，经 ２０ ｍｉｎ 多聚甲醛

（４％ ）固定及 ２５ ｍｉｎ 山羊血清封闭后， ＧＳＤＭＤ － Ｎ 一抗

（１∶ ２００）孵育过夜，避光孵育 Ｃｙ３ 标记的荧光二抗（１∶ ５００）４５
ｍｉｎ；封片（含抗荧光猝灭剂的封片液），荧光显微镜下分析。
将 ＰＢＳ 清洗后的玻片依次进行戊二醛（３％ 、２ ｈ）、锇酸（１％ ／
１ ｈ）固定、脱水、干燥，置入真空喷镀仪中喷镀，扫描电镜

（ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＳＥＭ）下观察。
１． ３． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ＭＤＡ －ＭＢ －２３１ 细胞中 ＮＬＲＰ３ ／
ｃａｓｐａｓｅ －１ ／ ＧＳＤＭＤ 通路蛋白表达　 收集各组细胞于 ＥＰ 管

中，添加 ＲＩＰＡ 蛋白裂解液提取细胞总蛋白，并使用 ＢＣＡ 法

进行定量分析；取 ４０ μｇ 总蛋白进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳，将蛋

白分离后转至 ０． ２２ μｍ ＰＶＤＦ 膜，１ ｈ 脱脂奶粉（５％）封闭，４ ℃
冰箱中过夜孵育兔抗 ＮＬＲＰ３、ｃａｓｐａｓｅ － １、β － ａｃｔｉｎ、ＧＳＤＭＤ、
ＧＳＤＭＤ － Ｎ、ｃｌｅａｖｅｄ － ｃａｓｐａｓｅ １ 抗体 （１ ∶ １ ０００），孵育 ２ ｈ
ＨＲＰ 所标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗（１∶ １ ０００），ＥＣＬ 显色，凝胶

成像仪观察，Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件系统分析各条带的灰度值，计
算 ｃａｓｐａｓｅ － １、ＮＬＲＰ３、ＧＳＤＭＤ 蛋白含量（重复 ５ 次）。
１． ３． ８　 体内成瘤实验　 将 Ｂａｌｂ ／ ｃ 裸鼠随机分为（５ 只 ／组）
对照组、Ｖｅｃｔｏｒ 组、ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ 组、ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３
＋ ＢＡＹ１１ － ７０８２ 组；将 Ｖｅｃｔｏｒ 及 ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ 重组质

粒转入 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞后进行扩大培养，嘌呤霉素筛

选出高纯度转染细胞后进行稳定传代，通过 ＲＴ － ＰＣＲ 法扩

增 ＭＥＧ３ 全长序列，１８Ｓ ｒＲＮＡ 为内参，鉴定阳性克隆，将所

得到的稳定转染细胞进行相应 ＰＴＸ 及 ＢＡＹ１１ － ７０８２ ４８ ｈ 处

理后，注射（０． １ ｍＬ，１ × １０７ 个 ／ ｍＬ）至裸鼠左侧腋窝外侧皮

下，２８ ｄ 后处死，取肿瘤组织并称质量（每组重复 ５ 个）。
１． ４　 统计学方法

ＳＰＳＳ ２０． ０ 软件统计分析数据，并表示为均数 ± 标准差

（�ｘ ± ｓ），多组间比较行 ｏｎｅ － ｗａｙ ＡＮＯＶＡ，进一步两两比较行

ＳＮＫ － ｑ，Ｐ ＜ ０． ０５ 为差异有统计学意义。
２　 结果

２． １　 ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 在 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞及 ＭＤＡ －
ＭＢ －２３１ ／ Ｒ 细胞中表达水平比较

与 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞中 ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 表达水平

（１． ０１ ± ０． ０２） 相比，ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ ／ Ｒ 细胞中 ｌｎｃＲＮＡ
ＭＥＧ３ 表达水平（ ０ ． ３６ ± ０ ． ０５ ） 显著降低（ ｔ ＝ ２６． ９９０，Ｐ ＜
０． ０５），见图 １。

图 １　 ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 在 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞及 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ ／ Ｒ
细胞中表达水平比较

与 ＭＤＡ － ＭＢ －２３１ 细胞相比，∗Ｐ ＜ ０． ０５。
Ｆｉｇ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ ｉｎ ＭＤＡ － ＭＢ

－２３１ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ＭＤＡ － ＭＢ －２３１ ／ Ｒ ｃｅｌｌｓ
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＭＤＡ － ＭＢ －２３１ ｃｅｌｌｓ，∗Ｐ ＜ ０． ０５．

２． ２　 各组 ＭＤＡ －ＭＢ － ２３１ 细胞中 ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 表达水

平比较

与对照组中 ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 表达水平（１． ０１ ± ０． ０２）相

比，Ｖｅｃｔｏｒ 组 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞中 ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 表达水

平（ １ ． ００ ± ０ ． ０４ ） 无 显 著 变 化（ ｑ ＝ ０． １１３，Ｐ ＝ ０． ９９７），
ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ 组中 ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 表达水平（２． ３１ ±
０． ３４）显著增加（ｑ ＝ １４． ６８２，Ｐ ＜ ０． ０５），见图 ２。
２． ３　 各组 ＭＤＡ －ＭＢ －２３１ 细胞增殖情况比较

与对照组相比，Ｖｅｃｔｏｒ 组 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞增殖抑制

率无显著变化（Ｐ ＞ ０． ０５），ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ 组细胞增殖抑

制率显著增加（Ｐ ＜ ０． ０５）；与 ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ 组相比，

·９９５·现代肿瘤医学　 ２０２３ 年 ０２ 月　 第 ３１ 卷第 ０４ 期　 　 ＭＯＤＥＲＮ ＯＮＣＯＬＯＧＹ，Ｆｅｂ． ２０２３，ＶＯＬ. ３１，Ｎｏ. ０４



ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ ＋ ＢＡＹ１１ － ７０８２ 组细胞增殖抑制率显著

降低（Ｐ ＜ ０． ０５），见图 ３。 与对照组相比，Ｖｅｃｔｏｒ组 ＩＣ５０无显著

变化［（１４． ３２ ± １． ５０）μｇ ／ ｍＬ ｖｓ （１４． ０５ ± １． ３７）μｇ ／ ｍＬ］（Ｐ ＞
０． ０５），ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ 组 ＩＣ５０ 显著降低［（１４． ３２ ± １． ５０）
μｇ ／ ｍＬ ｖｓ （７． ６５ ± １． １８）μｇ ／ ｍＬ］（Ｐ ＜ ０． ０５）；与 ｐｃＤＮＡ３． １ －
ＭＥＧ３ 组相比，ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ ＋ ＢＡＹ１１ － ７０８２ 组 ＩＣ５０ 显

著增加［（７． ６５ ± １． １８）μｇ ／ ｍＬ ｖｓ （１１． ５７ ± １． ６８）μｇ ／ ｍＬ］（Ｐ
＜ ０． ０５）。

图 ２　 各组 ＭＤＡ － ＭＢ －２３１ 细胞中 ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 表达水平比较

与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０． ０５。
Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＭＤＡ － ＭＢ －

２３１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０． ０５．

２． ４　 各组 ＭＤＡ －ＭＢ －２３１ 细胞焦亡情况比较

与对照组相比，Ｖｅｃｔｏｒ 组 ＧＳＤＭＤ － Ｎ ＋ 细胞数量无显著

变化（Ｐ ＞ ０． ０５），ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ 组 ＧＳＤＭＤ － Ｎ ＋ 细胞数

量显著增加（ Ｐ ＜ ０ ． ０５ ） ；与 ｐｃＤＮＡ３ ． １ － ＭＥＧ３ 组比较，
ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ ＋ ＢＡＹ１１ － ７０８２ 组 ＧＳＤＭＤ － Ｎ ＋ 细胞数量

显著减少（Ｐ ＜ ０． ０５）。 ＳＥＭ 结果显示，对照组及 Ｖｅｃｔｏｒ 组

ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞呈边界规则的圆球形，ｐｃＤＮＡ３． １ －
ＭＥＧ３ 组 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞出现肿胀，边界呈现不规则；
与 ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ 组比较，ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ ＋ ＢＡＹ１１ －
７０８２ 组肿胀减轻（图 ４ － ５）。

图 ３　 各组 ＭＤＡ － ＭＢ －２３１ 细胞增殖抑制率比较

　 与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０． ０５；与 ｐｃＤＮＡ３ ． １ － ＭＥＧ３ 组 相 比，＃Ｐ ＜
０． ０５。

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１
ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜０． ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐｃＤＮＡ３． １
－ ＭＥＧ３ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０． ０５．

２． ５ 　 各组 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞中 ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ － １ ／
ＧＳＤＭＤ 通路蛋白表达水平比较

与对照组相比，Ｖｅｃｔｏｒ组 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞中 ＮＬＲＰ３、
ｃｌｅａｖｅｄ － ｃａｓｐａｓｅ １ ／ ｃａｓｐａｓｅ － １、ＧＳＤＭＤ － Ｎ ／ ＧＳＤＭＤ 表达无

显著变化 （ Ｐ ＞ ０． ０５ ）， ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ 组中 ＮＬＲＰ３、
ｃｌｅａｖｅｄ － ｃａｓｐａｓｅ １ ／ ｃａｓｐａｓｅ － １、ＧＳＤＭＤ － Ｎ ／ ＧＳＤＭＤ 表达显

著增加（Ｐ ＜ ０． ０５）；与 ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ 组相比，ｐｃＤＮＡ３． １
－ ＭＥＧ３ ＋ ＢＡＹ１１ － ７０８２ 组中 ＮＬＲＰ３、ｃｌｅａｖｅｄ － ｃａｓｐａｓｅ １ ／
ｃａｓｐａｓｅ － １、ＧＳＤＭＤ － Ｎ ／ ＧＳＤＭＤ 表达显著降低（Ｐ ＜ ０． ０５），
见图 ６ － ７。
２． ６　 各组裸鼠体内肿瘤质量比较

与对照组裸鼠体内肿瘤质量［（０． ８２ ± ０． ０６） ｇ］相比，
Ｖｅｃｔｏｒ 组肿瘤质量［ （ ０ ． ８４ ± ０ ． ０８ ） ｇ ］ 无显著变化（Ｐ ＞
０． ０５），ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ 组肿瘤质量［（０． ３５ ± ０． ０４） ｇ］显

著减小（Ｐ ＜ ０． ０５）；与 ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ 组相比，ｐｃＤＮＡ３． １
－ ＭＥＧ３ ＋ ＢＡＹ１１ － ７０８２ 组肿瘤质量［（０． ５４ ± ０． ０７） ｇ］显著

增加（Ｐ ＜ ０． ０５），见图 ８。

图 ４　 免疫荧光及 ＳＥＭ 观察细胞焦亡（ＧＳＤＭＤ － Ｎ： × ２００，ＳＥＭ： × ５０００）
Ｆｉｇ． ４　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ＳＥＭ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ （ＧＳＤＭＤ － Ｎ： × ２００，ＳＥＭ： × ５０００）

３　 讨论

ＴＮＢＣ 约占乳腺癌的 ２０％ ，其与其他乳腺癌亚型相比，
具有更高的组织学分级，更强的侵袭性，内脏转移及局部复

发的风险更大［８］ 。 ＰＴＸ 是治疗 ＴＮＢＣ 过程中常见的化疗药

物，其可促进微管聚合及稳定，阻滞细胞周期进程，阻断细胞

分裂，从而阻止癌细胞增殖，其长期使用造成的耐药性的产

生，是致使 ＴＮＢＣ 转移、复发及治疗失败的主要原因，因此提

高 ＰＴＸ 的敏感性是治疗 ＴＮＢＣ 的一个重要策略［９ － １１］ 。

·００６· 于　 冰，等　 　 ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 调控 ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ － １ ／ ＧＳＤＭＤ 通路影响三阴性乳腺癌对紫杉醇的敏感性



图 ５　 各组 ＭＤＡ － ＭＢ －２３１ 细胞焦亡情况比较

　 与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０． ０５；与ｐｃＤＮＡ３．１ －ＭＥＧ３ 组相比，＃Ｐ ＜ ０． ０５。
Ｆｉｇ． ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＭＤＡ － ＭＢ －２３１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜０．０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐｃＤＮＡ３． １ －

ＭＥＧ３ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０． ０５．

　 　 ｌｎｃＲＮＡ 是细胞多种生物学功能的重要参与者，其已被

发现参与癌症的发生［１２］ 。 ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 是表达于人体正常

组织中的一种肿瘤抑制因子，可通过调控多种信号通路在癌

细胞中发挥抗增殖作用。 研究发现，ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 在宫颈

癌、乳腺癌等多种类型肿瘤中表达缺失，并且其缺失与癌症

患者预后不良有关，可作为癌症进程及患者预后的潜在预测

生物标志物［１３］ 。 ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 可通过抑制 ＴＮＢＣ 细胞

（ＭＣＦ － ７）核因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ － Ｂ，ＮＦ － κＢ）通路

激活来诱导细胞凋亡［１４］ 。 ｌｎｃＲＮＡ － ＭＥＧ３ 过表达可通过抑

制信号传导及转录激活因子 ３（ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓ ａｎｄ ａｃｔｉｖａ⁃
ｔｏｒｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３， ＳＴＡＴ３） 信号通路来降低胃癌细胞

（ＢＧＣ８２３）活力，诱导其凋亡，并增加 ＢＧＣ８２３ 细胞对顺铂的

敏感性［１５］ 。 ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 高表达可阻碍 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１
和 ＭＣＦ － ７ 细胞的增殖和转移，抑制其甲基化可提高细胞对

药物治疗的敏感性［１６］ 。 ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 过表达可通过抑制

ｍｉＲ － ４５１３ ／ ＰＢＬＤ 轴促进 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞凋亡，抑制细

胞增殖及侵袭，降低 ＰＴＸ 的 ＩＣ５０
［１７］ 。 本研究发现，ｌｎｃＲＮＡ

ＭＥＧ３ 在 ＴＮＢＣ 耐药细胞系 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ ／ Ｒ 细胞中表达

显著降低，其过表达可显著增加 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞增殖

抑制率，降低 ＰＴＸ 的 ＩＣ５０ 及肿瘤质量，与前人研究结果相

似［１７］ ，该结果表明，ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 过表达可有效抑制 ＭＤＡ
－ ＭＢ － ２３１ 细胞对 ＰＴＸ 的耐药性，增加敏感性，具有作为克

服 ＴＮＢＣ 耐药性潜在靶点的可能。

图 ６　 各组 ＭＤＡ － ＭＢ －２３１ 细胞中 ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ － １ ／ ＧＳＤＭＤ 通路蛋白表达水平比较

与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０． ０５；与 ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ 组相比，＃Ｐ ＜ ０． ０５。
Ｆｉｇ． ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ － １ ／ ＧＳＤＭＤ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＤＡ － ＭＢ －２３１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０． ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐｃＤＮＡ３． １ － ＭＥＧ３ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０． ０５．

图 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞中 ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ
－ １ ／ ＧＳＤＭＤ 通路蛋白表达

Ｆｉｇ． ７　 ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ － １ ／ ＧＳＤＭＤ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＤＡ
－ ＭＢ －２３１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

图 ８　 各组裸鼠体内肿瘤大小比较

Ｆｉｇ． ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｓｉｚｅ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

　 　 ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ － １ ／ ＧＳＤＭＤ 通路是一个焦亡相关通路，
ＮＬＲＰ３ 可与凋亡相关斑点样蛋白 （ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ － ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｓｐｅｃｋ － ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａ ＣＡＲＤ，ＡＳＣ） 相结合，募集

ｃａｓｐａｓｅ － １ 形成 ＮＬＲＰ３ 炎症小体，剪切 ｃａｓｐａｓｅ － １ 并将其活

化，然后切开 ＧＳＤＭＤ 释放其 Ｎ －末端片段，进而在胞膜上打

孔，使细胞破裂［１８ － １９］ 。 ＧＳＤＭＤ 作为 ｇａｓｄｅｒｍｉｎ 基因家族成
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员，是细胞焦亡的执行者［１８］ 。 化疗药物通过诱导细胞程序
性死亡及抑制细胞增殖来起到抗癌功效。 近几年的研究显
示，顺铂、ＰＴＸ 等化疗药物可通过诱导癌细胞焦亡来发挥其
抗肿瘤作用［６，２０ － ２１］ 。 食管鳞癌细胞中包含 ＤＥＰ 域的与哺乳
类动物雷帕霉素靶蛋白相互作用的蛋白（ＤＥＰ － ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎ⁃
ｔａｉｎｉｎｇ ｍＴＯＲ － ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＤＥＰＴＯＲ）过表达可通过激
活 ｃａｓｐａｓｅ － １ 所介导的细胞焦亡来增加细胞对顺铂的敏感
性［２０］ 。 顺铂可通过激活 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞中 ＭＥＧ３ ／
ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ － １ ／ ＧＳＤＭＤ 通路来促进细胞焦亡，以此发挥
抗肿瘤作用［６］ 。 本研究发现，ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 过表达可显著
增加 ＧＳＤＭＤ － Ｎ ＋ 细胞数量、细胞焦亡及 ＮＬＲＰ３、ｃｌｅａｖｅｄ －
ｃａｓｐａｓｅ １ ／ ｃａｓｐａｓｅ － １、ＧＳＤＭＤ － Ｎ ／ ＧＳＤＭＤ 表达水平，该结果
表明，ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 过表达可有效激活 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细
胞中 ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ － １ ／ ＧＳＤＭＤ 通路，促进细胞焦亡。 本研
究还发现，ＮＬＲＰ３ 抑制剂可逆转 ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 过表达对
ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞 ＰＴＸ 敏感性的促进作用，该结果表明，
ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 对ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞 ＰＴＸ 敏感性的促进可
能与其激活 ＮＬＲＰ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ － １ ／ ＧＳＤＭＤ 通路有关。
　 　 综上所述，上调 ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 表达可通过激活 ＮＬＲＰ３ ／
ｃａｓｐａｓｅ － １ ／ ＧＳＤＭＤ 通路来促进 ＭＤＡ － ＭＢ － ２３１ 细胞焦亡，
以此增加 ＴＮＢＣ 对 ＰＴＸ 的敏感性，其有作为提高 ＴＮＢＣ 化疗
药物敏感性作用靶点的潜能。 本研究不仅对提高 ＴＮＢＣ 化
疗药物敏感性的作用机制研究具有重要意义，还为潜在靶点
的寻找提供参考，但在未来还需对其进行更加深入的探讨。
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