
乳腺癌转移是导致临床治疗失败的主要原因，

严重威胁着患者的生命［1］，因此探索乳腺癌转移的

相关分子标志物，对于改善乳腺癌患者的预后及指

导临床治疗具有重要意义。与正常乳腺组织相比，

约 50%的乳腺癌患者存在HER3蛋白过表达，而且

HER3蛋白过表达与乳腺癌的远处转移有关［2- 3］。

HER3是表皮生长因子受体（epidermal growth factor
receptor，EGFR）家族（EGFR/HER1、HER2、HER3、
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［摘 要］ 目的：探讨敲低人表皮生长因子受体⁃3（human epidermal growth factor receptor⁃3，HER3）表达及联合辐照对Luminal
A型乳腺癌细胞迁移和侵袭能力的影响及分子机制。方法：利用短发夹RNA（shRNA）稳定转染乳腺癌细胞MCF⁃7和ZR75⁃1，
敲低HER3表达。蛋白免疫印迹实验（Western blot）检测细胞转染效率。将转染空病毒的对照组（shRNA⁃Control）与HER3敲
低组（shRNA⁃HER3）细胞进行6⁃Gy X线辐照，细胞划痕实验及侵袭实验（Transwell assay）分析各组乳腺癌细胞迁移和侵袭能

力。Western blot检测紧密连接蛋白Claudin⁃1的表达变化。结果：敲低HER3后，乳腺癌细胞MCF⁃7和ZR75⁃1内HER3蛋白表

达水平明显降低。单纯辐照的乳腺癌细胞，迁移和侵袭能力增强，Claudin⁃1蛋白表达增加；而敲低HER3及联合辐照后，乳腺

癌细胞迁移和侵袭能力降低，Claudin⁃1蛋白表达明显降低。结论：敲低HER3表达可以降低辐照诱导的 luminal A型乳腺癌细

胞的迁移和侵袭能力，其机制可能通过下调紧密连接蛋白Claudin⁃1的表达而实现。
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［Abstract］ Objective：To investigate the effect of knockdown of human epidermal growth factor receptor⁃ 3（HER3）expression on
migration and invasion with irradiation（IR）in breast cancer cells and its molecular mechanism. Methods：Stable transfected breast
cancer cells MCF⁃7 and ZR75⁃1 were established by short hairpin RNA（shRNA）to knockdown the expression of HER3 gene. The
transfection efficiency was detected by Western blot. The control group transfected with empty virus and HER3 knockdown group were
irradiated by 6⁃Gy X⁃ray. Cell healing assay and Transwell assay were used to analyze the migration and invasion ability of breast
cancer cells. Western blot was used to detect the expression of Claudin ⁃ 1. Results：After knockdown of HER3，HER3 protein
expression in MCF⁃7 and ZR75⁃1 cells was significantly decreased. After IR，the migration and invasion increased，and the expression
of Claudin⁃1 protein increased. However，knockdown of HER3 and combined IR reduced the migration and invasion of breast cancer
cells，and decreased the expression of Claudin⁃1. Conclusion：Knockdown of HER3 reduces the migration and invasion of Luminal A
breast cancer cells after IR. Its mechanism may be through the down⁃regulation of Claudin⁃1 expression.
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HER4）中的一员，主要由3个结构域组成，即胞外配

体结合域（ECD）、跨膜区（TM）和胞内酪氨酸激酶结

合域（ICD）。由于HER3的酪氨酸激酶活性较弱，其

主要与EGFR家族中的其他成员形成异二聚体，尤

其是与EGFR和HER2，导致HER3羧基端酪氨酸残

基的磷酸化，从而激活 RAS/RAF/MAPK 和 PI3K/
AKT信号通路［4］。

放射治疗作为乳腺癌局部控制的主要手段，已

经广泛用于保乳术后或乳房切除术后的患者。既

往很少着重于放射治疗与靶向HER3在乳腺癌迁移

和侵袭方面的研究，本研究旨在阐明辐照下HER3
与乳腺癌迁移和侵袭的关系，探讨靶向HER3联合

辐照对乳腺癌细胞迁移和侵袭能力的影响及可能

的作用机制，为提高乳腺癌患者放射治疗效果提供

参考。

1 材料和方法

1.1 材料

人乳腺癌细胞株MCF⁃7和ZR75⁃1（中国科学院

上海生物化学及细胞生物研究所），新生牛血清、

RPMI⁃1640培养基、磷酸盐缓冲液（phosphate buffer
saline，PBS）（Gibco公司，美国），胰酶（Sigma公司，

美国），慢病毒构建的 shRNA⁃HER3及对照 shRNA⁃
Control（上海吉玛公司），Transwell试剂盒（中国康宁

公司），RIPA裂解液、嘌呤霉素（上海碧云天生物技

术有限公司），青霉素、链霉素、蛋白酶抑制剂、磷酸

酶抑制剂（中国凯基生物），十二烷基硫酸钠⁃聚丙烯

酰胺凝胶电泳（SDS⁃PAGE，上海碧云天生物技术有

限公司），PVDF膜（Merck millipore公司，美国），脱

脂奶粉，TBST缓冲液（上海碧云天生物技术有限公

司），GAPDH、HER3、p⁃HER3、Claudin⁃1单克隆抗体

（CST公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养与辐照

人乳腺癌细胞株MCF⁃7和ZR75⁃1贴壁培养于

含10%新生牛血清的RPMI⁃1640培养基中，青、链霉

素终浓度为 100 U/mL，细胞培养于 37 ℃含 5% CO2

的细胞培养箱中。取对数生长期、状态良好的乳腺

癌细胞，胰酶消化后接种于直径 10 cm的细胞培养

皿中，继续培养，2~3 d更换含有血清的培养基。取

贴壁培养达到 70%~80%的细胞，通过X⁃射线辐射

器（Elekta公司，瑞典）给予细胞6⁃Gy的单剂量照射。

1.2.2 短发夹RNA（shRNA）敲低HER3
取对数生长期的MCF⁃7和 ZR75⁃1细胞，按 3×

105个/皿接种于中皿中，37 ℃过夜。待细胞融合度

达到50%左右，按照病毒转染步骤进行转染。转染

后培养48~72 h，胰酶消化分皿培养贴壁后予嘌呤霉

素 4、8 μg/mL进行筛选，1周后用Western blot检测

蛋白水平的敲低效果。

1.2.3 细胞迁移实验

取对数生长期细胞，胰酶消化后按 2×105个/孔
接种于 6孔板，待贴壁生长达到 80%~90%后，辐照

组在常温下给予 6 Gy单剂量辐照。在无菌操作台

中用 20 μL枪头在中央划十字，用PBS清洗 2遍，更

换无血清培养基，在显微镜下拍照，后继续于 37 ℃
含 5% CO2的细胞培养箱中培养 24、48 h，继续同前

清洗细胞、更换培养基，同部位拍照。

1.2.4 细胞侵袭实验

提前 12 h 在小室底部添加 50 μL 稀释好的

Matrigel胶。取对数生长期细胞，辐照组在常温下给

予6 Gy单剂量辐照，胰酶消化细胞，用PBS及无血清

培养基各洗涤 1次，用无血清培养基悬浮细胞，调

整细胞浓度为 10×106个/mL。在 24孔板底部加入

500 μL 含有 10%新生牛血清的培养基，上室加入

200 μL的细胞悬液，继续在细胞培养箱中培养48 h，
48 h后取出上室，用棉签吸干上室培养基，移到事先

加入600 μL甲醇的24孔板中，室温固定30 min，取出

上室，棉签吸干上室液体，移入事先加入600 mL结晶

紫的24孔板中，室温染色1 h，取出上室，放入PBS中
清洗，用棉签小心抹去上室底部膜上的细胞，37 ℃
烘干箱中烘干。显微镜下随机取 5个视野计数，统

计结果。

1.2.5 蛋白免疫印迹实验

取贴壁生长达70%~80%的细胞，辐照组给予6⁃
Gy单剂量辐照，继续培养箱中培养24 h。 用含有蛋

白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的RIPA裂解液裂解细

胞后提取总蛋白。通过BCA蛋白定量试剂盒定量

蛋白浓度。分别取 80 μg蛋白，通过 SDS⁃PAGE分

离蛋白质并转移至 PVDF膜上，5%脱脂奶粉封闭 1
h，加一抗 4 ℃过夜，次日 TBST缓冲液漂洗 3次，每

次 15 min，加二抗常温孵育 1 h后TBST缓冲液漂洗

3次，每次 15 min。电化学发光液显色后拍照，选

用GAPDH为内参。

1.3 统计学方法

使用 Prism 6.0软件进行统计分析。计量资料

以均数±标准差（x ± s）表示，两组间比较采用 t检验，

各实验组与对照组的差异比较采用双因素方差分

析。P ≤ 0.05为差异有统计学意义。
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图1 慢病毒构建的 shRNA转染MCF⁃7和ZR75⁃1细胞后，HER3蛋白表达降低

Figure 1 HER3 expression was decreased after transfected into lentivirus⁃constructed shRNA in MCF⁃7 and ZR75⁃1cells

2 结 果

2.1 慢病毒构建的 shRNA转染后，HER3蛋白表达

明显降低

蛋白免疫印迹法检测MCF⁃7及ZR75⁃1细胞的

shRNA⁃HER3的转染效率。与 shRNA⁃Control相比，

shRNA⁃HER3转染后，HER3蛋白表达明显降低，差

异有统计学意义（P < 0.01）。提示shRNA⁃HER3敲低

乳腺癌细胞MCF⁃7和ZR75⁃1中HER3的表达（图1）。
2.2 敲低HER3表达降低辐照诱导的 Luminal A
型乳腺癌细胞迁移、侵袭能力

细胞划痕实验显示，在单纯辐照组，随着培养

时间的延长（24 h，48 h），细胞逐渐向划痕处移动，

逐渐覆盖划痕，较对照组明显增多；而敲低HER3组
及联合辐照组，细胞向划痕处迁移较对照组及单纯

辐照组减少，尤其是和单纯辐照组相比，迁移明显

减少。说明辐照增加了乳腺癌细胞的迁移能力，而

敲低HER3能够降低辐照诱导的迁移能力（图2）。
Transwell实验显示，单纯辐照组，穿过小室的

细胞数较对照组明显增多，差异有统计学意义（P <
0.01），而敲低HER3及联合辐照后，穿过小室的细

胞数较对照组及单纯辐照组明显减少，差异有统计

学意义（P < 0.01）。说明辐照增加了乳腺癌细胞的

侵袭能力，而敲低HER3能够降低辐照诱导的侵袭

能力（图3）。
为了进一步验证本研究的发现，用Western blot
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细胞划痕实验用于检测MCF⁃7（A）和ZR75⁃1（B）细胞中对照组与各实验组的迁移能力。

图2 敲低HER3表达降低辐照诱导的Luminal A型乳腺癌细胞的迁移能力（×200）
Figure 2 Knockdown of HER3 reduced irradiation⁃induced migration of Luminal A breast cancer cells（×200）
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检测紧密连接蛋白Claudin⁃1的表达。研究发现，与

对照组相比，单纯辐照组的 Claudin⁃1蛋白表达增

加，而敲低HER3组及联合辐照组，Claudin⁃1蛋白表

达明显降低。说明辐照能够增加Claudin⁃1蛋白表

达，增加乳腺癌细胞的迁移、侵袭能力，而敲低

HER3及联合辐照能够降低Claudin⁃1蛋白的表达，

从而降低乳腺癌细胞的迁移、侵袭能力（图4）。
3 讨 论

既往研究普遍认为上皮间质转化（epithelial⁃
mesenchymal transition，EMT）是乳腺癌远处转移的

重要机制，同时也有研究表明，紧密连接蛋白在乳

腺癌细胞EMT中发挥重要作用［5-6］。

紧密连接是上皮细胞间连接的重要结构，其中

Claudins蛋白的功能最为重要，具有维持细胞间黏

附性、通透性及细胞极性的作用。Claudins蛋白表

达异常可导致上皮细胞与内皮细胞结构破坏、功能

受损。有研究表明，其在多种上皮来源的肿瘤中表

达异常，提示Claudins蛋白可能在肿瘤的迁移、侵袭

过程中发挥重要作用。Claudin⁃1是Claudins家族中

的一员，其在不同组织的肿瘤中的表达具有差异

性，但无论是上调或下调都与肿瘤的发生、发展有

关。有研究表明，在脑肿瘤、黑色素瘤、前列腺癌、

子宫内膜癌及肺癌中，Claudin⁃1的表达缺失与肿瘤

的浸润和转移有关；相反，在鼻咽癌、结肠癌、卵巢

癌和口腔癌中，Claudin⁃1的表达上调预示着肿瘤的

侵袭和发展；而在乳腺癌中，Claudin⁃1的临床意义

仍然存在争议［6-9］。有研究表明，Claudin⁃1的缺失或

低表达，能够促进乳腺癌的浸润及转移作用［7］，也有

研究表明，在某些特定分子分型的乳腺癌中，Clau⁃
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Western blot用于检测MCF⁃7和ZR75⁃1细胞中，对照组与各实

验组内HER3和 Claudin⁃1蛋白的表达。

图4 敲低HER3表达降低辐照诱导的紧密连接蛋白Clau⁃
din⁃1的表达

Figure 4 Knockdown of HER3 reduced Claudin ⁃ 1 pro⁃
tein expression induced by irradiation

Transwell实验用于检测MCF⁃7（A）和ZR75⁃1（B）细胞中对照组与各实验组的侵袭能力（**P < 0.01）。
图3 敲低HER3表达降低辐照诱导的Luminal A型乳腺癌细胞的侵袭能力（×400）

Figure 3 Knockdown of HER3 reduced irradiation⁃induced invasion of Luminal A breast cancer cells（×400）
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din⁃1的表达上调预示着肿瘤的侵袭和发展［8-9］。

本研究将HER3与辐照、Claudin⁃1蛋白进行关

联。研究发现单纯辐照 luminal A 型乳腺癌细胞

MCF⁃7和 ZR75⁃1，Claudin⁃1的表达明显上调，同时

乳腺癌细胞的迁移和侵袭能力明显增强，而敲低

HER3表达后，Claudin⁃1的表达明显降低，细胞迁移

和侵袭能力减弱。因此本研究提示，Claudin⁃1在

Luminal A型乳腺癌细胞中可能起类似促癌基因的

作用，它的高表达可促进肿瘤细胞的迁移和侵袭能

力。鉴于 Claudin⁃1在乳腺癌迁移、侵袭方面的相

悖研究，其原因可能是 Claudin⁃1在不同乳腺癌分

子亚型中的作用不同或截然相反，所以未来仍然

需要进一步研究细化辐照后，HER3与Claudin⁃1在

不同乳腺癌亚型中的作用，以期为临床放射治疗

提供新思路。
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