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  [摘要] 目的 探讨钙粒蛋白B(S100A9)在乳腺癌组织中表达及表皮生长因子(EGF)的反馈调节作用。
方法 收集在河北省唐山市开滦总医院行手术治疗的48例乳腺癌患者的病灶组织及癌旁正常乳腺组织,逆转

录PCR(RT-PCR)和 Western
 

blot检测S100A9
 

mRNA和蛋白表达水平。体外培养人乳腺癌细胞系BT474,
检测EGF处理12

 

h后及丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)抑制剂PD98059处理2
 

h后细胞中S100A9、磷酸化细

胞外信号调节激酶(p-ERK)mRNA和蛋白表达水平;使用siRNA-S100A9干扰序列下调细胞中S100A9表达,
检测S100A9、p-ERK

 

mRNA和蛋白表达水平。结果 乳腺癌组织中S100A9
 

mRNA和蛋白相对表达量明显

高于正常乳腺组织(P<0.01);乳腺癌组织中S100A9
 

mRNA 高表达组乳腺癌患者病情复发率明显高于

S100A9
 

mRNA低表达组(P<0.05)。经EGF处理后12
 

h后,10
 

ng/mL
 

EGF组、1
 

ng/mL
 

EGF组p-ERK、
S100A9

 

mRNA和蛋白相对表达量明显高于空白对照组,10
 

ng/mL
 

EGF组p-ERK、S100A9
 

mRNA和蛋白相

对表达量明显高于1
 

ng/mL
 

EGF组,差异均有统计学意义(P<0.05)。使用MAPK抑制剂处理BT474细胞2
 

h后,10
 

ng/mL
 

EGF组p-ERK、S100A9
 

mRNA和蛋白相对表达量明显高于10
 

ng/mL
 

EGF+10
 

μmol/L
 

PD98059组、空白对照组,差异均有统计学意义(P<0.01)。siRNA-S100A9组S100A9、p-ERK
 

mRNA和蛋白

相对表达量均明显低于空白对照组和siRNA对照组(P<0.01)。结论 EGF通过激活p-ERK可上调乳腺癌

组织中S100A9表达。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

S100A9
 

in
 

breast
 

cancer
 

tissue
 

and
 

the
 

feedback
 

regulation
 

effect
 

of
 

epidermal
 

growth
 

factor
 

(EGF).Methods The
 

lesion
 

tissue
 

and
 

paracancerous
 

normal
 

tis-
sue

 

in
 

48
 

patients
 

with
 

breast
 

cancer
 

treated
 

in
 

the
 

Tangshan
 

Municipal
 

Kailuan
 

General
 

Hospital
 

were
 

collect-
ed.The

 

reverse
 

transcription
 

PCR
 

(RT-PCR)
 

and
 

Western
 

blot
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

levels
 

of
 

S100A9
 

mR-
NA

 

and
 

protein.The
 

human
 

breast
 

cancer
 

cell
 

line
 

BT474
 

was
 

cultured
 

in
 

vitro.The
 

mRNA
 

and
 

protein
 

ex-
pression

 

levels
 

of
 

S100A9
 

and
 

phosphorylated
 

extracellular
 

signal
 

regulated
 

kinase
 

(p-ERK)
 

in
 

human
 

breast
 

cancer
 

cell
 

line
 

BT474
 

were
 

detected
 

after
 

EGF
 

treatment
 

for
 

12
 

h
 

and
 

MAPK
 

inhibitor
 

PD98059
 

treatment
 

for
 

2
 

h;S100A9
 

expression
 

was
 

down
 

regulated
 

by
 

using
 

the
 

siRNA-S100A9
 

interference
 

sequence,and
 

the
 

mR-
NA

 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

S100A9
 

and
 

p-ERK
 

were
 

detected.Results The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

S100A9
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

breast
 

cancer
 

tissue
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

normal
 

breast
 

tis-
sue

 

(P<0.01);the
 

relapse
 

rate
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

breast
 

cancer
 

in
 

the
 

high
 

S100A9
 

mRNA
 

expression
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

S100A9
 

mRNA
 

low
 

expression
 

group
 

(P<0.05).After
 

12
 

h
 

of
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EGF
 

treatment,the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

p-ERK,S100A9
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

the
 

10
 

ng/mL
 

EGF
 

group
 

and
 

1
 

ng/mL
 

EGF
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

blank
 

control
 

group,and
 

the
 

rela-
tive

 

expression
 

levels
 

of
 

p-ERK,S100A9
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

the
 

10
 

ng/mL
 

EGF
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

1
 

ng/mL
 

EGF
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Af-
ter

 

being
 

treated
 

with
 

MAPK
 

inhibitor
 

for
 

2
 

h,the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

p-ERK
 

and
 

S100A9
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

the
 

10
 

ng/mL
 

EGF
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

10
 

ng/mL
 

EGF+10
 

μmol/L
 

PD98059
 

group
 

and
 

blank
 

control
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.01).The
 

rela-
tive

 

expression
 

levels
 

of
 

S100A9,p-ERK
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

the
 

siRNA-S100A9
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

and
 

siRNA
 

control
 

group
 

(P<0.01).Conclusion EGF
 

can
 

up-
regulate

 

the
 

expression
 

of
 

S100A9
 

in
 

breast
 

cancer
 

tissue
 

by
 

activating
 

p-ERK.
[Key

 

words] breast
 

neoplasms;epidermal
 

growth
 

factor;calgranulin
 

B;feedback
 

regulation;phosphoryl-
ated

 

extracellular
 

signal-regulated
 

kinase

  S100家族是一类低分子量的酸性蛋白质,具有

环-α螺旋模体结构,目前已发现25个成员[1]。肺癌、
子宫内膜癌、乳腺癌等多种肿瘤组织和细胞中存在

S100蛋 白 表 达 差 异[2-3]。研 究 发 现,钙 结 合 蛋 白

(S100A2)能够明显抑制肝癌细胞的增殖活性[4]。钙

粒蛋白B(S100A9)是近年来发现的S100家族新成

员,具有组织特异性,在肺癌、肝癌等实体瘤中表达上

调;而在结直肠癌、前列腺癌等实体瘤中表达下降;提
示S100A9在不同肿瘤组织和细胞中的作用存在差

异。相关研究显示,肿瘤组织中S100家族成员与表

皮生长因子受体/受体酪氨酸激酶2(EGFR/RTK2)
表达存在相关性,且能够相互调节[5]。本研究旨在分

析乳腺癌组织中S100A2的表达水平,并通过体外细

胞学实验探讨表皮生长因子(EGF)与S100A9的反馈

调节机制。
1 资料与方法

1.1 一般资料

选择2017年10月至2018年12月在河北省唐山

市开滦总医院行手术治疗的乳腺癌患者48例,收集

乳腺癌组织及癌旁正常乳腺组织(距离癌缘大于5
 

cm)。入选标准:(1)经病理检查确诊为乳腺癌,首次

治疗的患者;(2)自愿参与本研究,签署知情同意书。
排除标准:(1)术前有放化疗、靶向治疗等抗肿瘤治疗

史的患者;(2)合并其他类型的恶性肿瘤的患者;(3)
合并精神性疾病,理解和沟通能力异常的患者。本研

究经该院伦理委员会批准(批号:TJKL-2017011)。
人乳腺癌细胞系BT474购自上海雅吉生物科技有限

公司。胎牛血清、DMEM 细胞培养基购自沃卡威(北
京)生物技术有限公司;脂质体2000购自上海素尔生

物科技有限公司;兔抗人磷酸化细胞外信号调节激酶

(p-ERK)单克隆抗体、鼠抗人S100A9单克隆抗体购

自上海英基生物科技有限公司;EGF购自美国Gen-
Way公司;丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)抑制剂

PD98059购自爱必信(上海)生物科技有限公司。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养与EGF处理

BT474细胞在含10%胎牛血清的DMEM 培养

基中常规培养、消化、离心,转入6孔板中,观察细胞

生长至60%~70%融合时用于实验。使用EGF干预

BT474细胞,分别加入终浓度为1
 

ng/mL的EGF(1
 

ng/mL
 

EGF组)、终浓度为10
 

ng/mL的 EGF(10
 

ng/mL
 

EGF组),同时设置空白对照组(常规培养,不
做任何处理)。另外,使用 MAPK抑制PD98059处理

BT474细胞2
 

h后,根据加入物质不同分为3组,其中

10
 

ng/mL
 

EGF组加10
 

ng/mL
 

EGF刺激BT474细

胞;联合处理组加入10
 

ng/mL
 

EGF和10
 

μmol/L
 

PD98059刺激BT474细胞;空白对照组不做处理。
1.2.2 细胞siRNA转染

siRNA-S100A9干扰序列合成由吉满生物科技

(上海)有限公司完成,转染使用配套的试剂Hiperfect
 

transfection
 

Reagent,操作严格按说明书进行。取生

长至60%~70%融合的BT474细胞,分为siRNA-
S100A9组(siRNA-S100A9干扰序列转染),siRNA
对照组(siRNA空载体序列转染),空白对照组(常规

培养,不做任何处理)。
1.2.3 逆转录PCR(RT-PCR)检测

Trizol法提取乳腺癌组织、正常乳腺组织及各组

BT474细胞总 RNA,逆转录得到cDNA。p-ERK、
S100A9、β-actin引物序列由上海合星生物科技有限

公司 设 计 合 成。p-ERK 上 游 引 物:5'-GAC
 

CAC
 

TTT
 

CAA
 

GAA
 

CTA
 

CTC
 

CCA-3',下游引物:5'-
CCT

 

CAA
 

GTC
 

CTC
 

AAA
 

GAC
 

CCT
 

CGT-3';
S100A9上 游 引 物:5'-CCT

 

TTT
 

GGG
 

ACC
 

GCA
 

ATG
 

G-3',下游引物:5'-CCA
 

GTA
 

TCG
 

ACA
 

AAG
 

GAC-3';β-actin上游引物:5'-CAA
 

GAG
 

TCG
 

GAA
 

CTG
 

CCA
 

CG-3',下 游 引 物:5'-AGG
 

TGA
 

CCG
 

CAG
 

AAG
 

TGG
 

T-3'。反应条件:95
 

℃预变性5
 

min;95
 

℃变性30
 

s,56
 

℃退火40
 

s,72
 

℃延伸60
 

s,
共40个循环;72

 

℃再延伸30
 

s。扩增产物行2%琼脂

糖凝胶电泳,计算p-ERK、S100A9
 

mRNA的相对表
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达量。
1.2.4 Western

 

blot检测

乳腺癌组织、正常乳腺组织及各组BT474细胞中

加入全蛋白提取液,离心收集上清,二喹啉甲酸法蛋

白定量,收集目标蛋白,行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺凝胶电泳(SDS-PAGE),转膜至聚偏氟乙烯,5%脱

脂奶粉封闭2
 

h,滴加兔抗人p-ERK单克隆抗体(1∶
200)、鼠抗人S100A9单克隆抗体(1∶500)、鼠抗人β-
actin单克隆抗体(1∶1

 

000),4
 

℃过夜,滴加辣根过氧

化物酶标记的兔抗人IgG、鼠抗人IgG,均为1∶1
 

000
稀释,室温静置2

 

h,增强化学发光法显色,暗室处理显

影、Image
 

J软件分析图像及各条带灰度值。
1.2.5 乳腺癌组织中S100A9表达与病情复发关系

分析

分析4个高通量 基 因 表 达 数 据 库(GEO),即
GSE7904、GSE10072、GSE2361、GSE3526数据库,比
较不同S100A9表达水平的乳腺癌患者病情复发率。
1.3 统计学处理

数据采用SPSS20.0统计软件进行分析。计量资

料以x±s表示,组间比较采用F 检验、t检验,以P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 乳 腺 癌 组 织 中S100A9表 达 及 与 病 情 复 发 的

关系

48份乳腺癌组织中S100A9
 

mRNA、蛋白相对表

达量均明显高于正常乳腺组织(23.95±2.09
 

vs.
 

6.81±0.96、19.28±1.43
 

vs.
 

5.15±0.62,t=
18.305、16.831,P=0.000、0.000)。乳腺癌组织中

S100A9
 

mRNA高表达组患者病情复发率明显高于

S100A9
 

mRNA低表达组(43.32%±5.18%
 

vs.
 

36.
83%±7.25%,t=6.491,P<0.05)。
2.2 各组BT474细胞p-ERK水平比较

经EGF处理后12
 

h后,各组BT474细胞中p-
ERK

 

mRNA和蛋白相对表达量比较,差异有统计学

意义(P<0.05);其中10
 

ng/mL
 

EGF组、1
 

ng/mL
 

EGF组p-ERK
 

mRNA和蛋白相对表达量明显高于

空白对照组,10
 

ng/mL
 

EGF组p-ERK
 

mRNA和蛋

白相对表达量明显高于1
 

ng/mL
 

EGF组,差异均有

统计学意义(P<0.05)。见表1、图1。
2.3 各组BT474细胞S100A9

 

mRNA和蛋白表达

水平比较

经 EGF 处 理 后12
 

h后,各 组 BT474细 胞 中

S100A9
 

mRNA和蛋白相对表达量比较,差异有统计

学意义(P<0.05);其中10
 

ng/mL
 

EGF组、1
 

ng/mL
 

EGF组S100A9
 

mRNA和蛋白相对表达量明显高于

空白对照组,10
 

ng/mL
 

EGF组S100A9
 

mRNA和蛋

白相对表达量明显高于1
 

ng/mL
 

EGF组,差异均有

统计学意义(P<0.05),见表2、图2。

表1  各组BT474细胞p-ERK水平的比较(x±s,n=5)

组别 p-ERK
 

mRNA p-ERK蛋白

空白对照组 3.25±0.73 3.81±0.97

1
 

ng/mL
 

EGF组 6.41±1.58a 5.90±1.31a

10
 

ng/mL
 

EGF组 11.62±2.10ab 10.47±1.83ab

F 8.351 7.618

P 0.018 0.022

  a:P<0.05,与空白对照组比较;b:P<0.05,与1
 

ng/mL
 

EGF组

比较。

  1:空白对照组;2:1
 

ng/mL
 

EGF组;3:10
 

ng/mL
 

EGF组。

图1  各组BT474细胞中p-ERK蛋白表达

表2  各组BT474细胞S100A9表达水平比较

   (x±s,n=5)

组别 S100A9
 

mRNA S100A9蛋白

空白对照组 5.51±0.83 6.17±1.15

1
 

ng/mL
 

EGF组 9.85±1.36a 11.24±1.71a

10
 

ng/mL
 

EGF组 15.07±1.74ab 11.24±1.71ab

F 14.732 13.515

P 0.001 0.003

  a:P<0.05,与空白对照组比较;b:P<0.05,与1
 

ng/mL
 

EGF组

比较。

  1:空白对照组;2:1
 

ng/mL
 

EGF组;3:10
 

ng/mL
 

EGF组。

图2  各组BT474细胞中S100A9蛋白表达

2.4 PD98059处 理 后 各 组BT474细 胞 中p-ERK、
S100A9

 

mRNA和蛋白相对表达量比较

使用MAPK抑制剂PD98059处理BT474细胞2
 

h后,10
 

ng/mL
 

EGF组p-ERK、S100A9
 

mRNA和蛋

白相对表达量明显高于联合处理组及空白对照组,差
异均有统计学意义(P<0.01);联合处理组与空白对

照组p-ERK、S100A9
 

mRNA 和蛋白相对表达量比

较,差异无统计学意义(P>0.05),见表3、图3。
2.5 siRNA转染后各组BT474细胞中S100A9、p-
ERK

 

mRNA和蛋白相对表达量比较

siRNA-S100A9组S100A9、p-ERK
 

mRNA和蛋

白相对表达量明显低于空白对照组和siRNA 对照

组,差异均有统计学意义(P<0.01);siRNA对照组

与空白对照组S100A9、p-ERK
 

mRNA和蛋白相对表

达量比较,差异均无统计学意义(P>0.05),见表4、
图4。
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表3  PD98059处理后各组BT474细胞中p-ERK、S100A9
 

mRNA和蛋白相对表达量比较(x±s,n=5)

组别 p-ERK
 

mRNA p-ERK蛋白 S100A9
 

mRNA S100A9蛋白

空白对照组 3.41±0.69a 3.97±1.03a 5.83±0.95a 6.11±1.07a

10
 

ng/mL
 

EGF组 11.95±2.20 10.73±1.57 14.91±1.86 17.05±2.31

联合处理组 4.18±0.92a 4.40±1.21a 6.27±1.12a 7.23±1.25a

F 17.105 16.379 20.914 25.738

P 0.000 0.000 0.000 0.000

  a:P<0.05,与10
 

ng/mL
 

EGF组比较。

表4  siRNA转染后各组BT474细胞中p-ERK
 

mRNA和蛋白相对表达量比较(x±s,n=5)

组别 p-ERK
 

mRNA p-ERK蛋白 S100A9
 

mRNA S100A9蛋白

空白对照组 3.91±0.70a 4.48±0.96a 5.63±0.81a 6.38±1.21a

siRNA对照组 3.85±0.87a 4.30±0.79a 5.56±0.73a 6.25±1.09a

siRNA-S100A9组 1.03±0.34 0.83±0.27 2.10±0.45 2.71±0.53

F 14.831 19.66 11.385 15.937

P 0.001 0.000 0.008 0.000

  a:P<0.05,与siRNA-S100A9组比较。

  1:空白对照组;2:10
 

ng/mL
 

EGF组;3:联合处理组。

图3  PD98059处理后各组BT474细胞中p-ERK、

S100A9蛋白表达

  1:空白对照组;2:siRNA对照组;3:
 

siRNA-S100A9组。

图4  siRNA转染后各组BT474细胞中S100A9、

p-ERK蛋白表达

3 讨  论

  乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一,全球每年

新增乳腺癌病例超100万[6];我国乳腺癌发病率在世

界范围处于较低水平[7],但流行病学研究显示,近年

来我国乳腺癌发病率呈快速增长趋势,且患者逐渐年

轻化[8]。恶性肿瘤的高转移和复发率是影响患者治

疗预后的主要因素[9];提升转移和复发的预测准确性

对于降低病死率,改善治疗预后具有重要意义[10]。
S100A9蛋白广泛表达于体内多个恶性肿瘤组织

中。研究者发现,S100A9在乳腺癌组织及癌旁纤维

结缔组织中的成纤维细胞、血管内皮细胞中存在高表

达[11],提示乳腺癌细胞扩散可能与S100A9活性相

关。相关研究显示,S100A9表达水平随宫颈上皮内

瘤变程度的增加逐渐提升[12];在肝组织、肺组织等存

在差分化细胞特征的患者中存在S100A9过表达,而
在正常上皮、腺瘤样增生组织中无S100A9表达[13]。
上述研究提示,S100A9与肿瘤去分化及组织学类型

密切相关。S100A8/A9能够活化肿瘤发展过程中的

相关基因和信号通路,促进结肠癌的发生与发展。研

究者对基因表达谱的分析发现,S100A8/A9基因是乳

腺上皮细胞代谢功能的标志物,可作为判断乳腺癌病

情与转归的潜在标志物[14]。本研究显示,S100A9在

乳腺癌组织中存在高表达,且其表达水平与乳腺癌病

情复发率呈正相关。相关研究显示,S100A9在肿瘤

组织中发挥不同的生物学作用,一种是表达上调,与
甲状腺癌、鼻咽癌、肺癌、胃癌等恶性肿瘤的发生发展

有关;另一方面在食管癌、宫颈癌中表达下调,表现为

抑制肿瘤细胞生长,促进肿瘤细胞凋亡的作用[15]。本

研究发现,S100A9在乳腺癌组织中呈高表达状态,可
促进乳腺癌的发生与发展。
S100蛋白参与调节细胞增殖、侵袭、凋亡,细胞蛋

白磷酸化,自身免疫反应等多种细胞内外生理功能,
其表达水平与肿瘤活性密切相关[16]。近年来研究发

现,肿瘤组织中S100家族成员与EGFR/RTK2之间

存在相关性,且二者存在相互调节;EGFR酪氨酸激

酶活化后能够促进肺癌、肝癌、胃癌、乳腺癌等多种恶

性肿瘤的发生与发展[17]。EGFR酪氨酸激酶抑制剂

的发现是癌症分子靶向治疗的突破性进展,有效延长

了恶性肿瘤患者的生存时间,但患者长期接受EGFR
酪氨酸激酶抑制剂治疗时易出现耐药性[18];因此,探
究S100家族成员表达对EGF的影响对解决EGFR
酪氨酸激酶抑制剂耐药性具有重要意义。在髓母细

胞瘤中过表达的EGF能够激活 MAPK信号通路来

促进S100A14表达;ERK是 MAPK信号通路的主要
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活性因子。本研究显示,不同水平的EGF刺激乳腺

癌细胞后,p-ERK和S100A9
 

mRNA和蛋白表达水

平均明显提升,且上升幅度随EGF水平的增加而提

升。进一步使用 MAPK抑制剂处理乳腺癌细胞后发

现,EGF通过p-ERK促进S100A9表达。相关研究

显示,S100A9过表达的人食管癌细胞能够将S100A9
分泌至细胞外培养基,且细胞外低水平S100A9通过

部分依赖糖基化终产物受体的方式激活p-ERK与

NF-κB,促进细胞增殖水平[19]。
本研究结果显示,人乳腺癌细胞中EGF通过p-

ERK促进S100A9表达;采用siRNA干扰技术下调

S100A9表达后,p-ERK水平明显降低,提示EGF与

S100A9之间可能存在反馈调节,表明p-ERI在介导

食管癌等肿瘤细胞中S100A9表达的同时对乳腺癌细

胞也存在调控作用,可作为乳腺癌治疗的靶点进一步

研发靶向治疗方案。
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