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ＰＯＬＧ 抑制剂阻碍线粒体生物
合成抑制三阴性乳腺癌细胞迁移和侵袭

刘　 行，樊双琴，晏小敏，赵仕杰，王　 荣，沈祥春，周　 雪，张　 玥，陈　 妍

（贵州医科大学天然药物资源优效利用重点实验室，安顺　 ５６１１１３）

摘要　 目的　 探究线粒体 ＤＮＡ 聚合酶 γ（ＰＯＬＧ）抑制剂扎西他滨（ｄｄＣ）对三阴性乳腺癌 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞迁移和侵袭的作

用，并初步探讨其对线粒体生物合成的影响。 方法　 ＭＴＴ 法测定 ｄｄＣ 对细胞活力的影响；细胞划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验

检测细胞的迁移和侵袭能力；应用流式细胞术和 Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细胞凋亡检测试剂盒检测细胞的凋亡水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ＰＯＬＧ、ＮＡＤＨ 脱氢酶亚基Ⅰ（ＮＡＤＨ１）、ＮＡＤＨ 脱氢酶亚基Ⅱ（ＮＡＤＨ２）、ＡＴＰ 合成酶亚基 ６（ＡＴＰａｓｅ６）、细胞色素 Ｃ 氧化酶亚基

Ⅰ（ＣＯＸ⁃１）和细胞色素 Ｃ 氧化酶亚基Ⅲ（ＣＯＸ⁃３）的蛋白表达水平；ｑＰＣＲ 实验检测 ＰＯＬＧ 的 ｍＲＮＡ 水平和 ｍｔＤＮＡ 拷贝数；应
用 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ Ｇｒｅｅｎ 荧光探针和 ＡＴＰ 定量试剂盒测定细胞的线粒体含量和 ＡＴＰ 水平；将 ＰＯＬＧ 的过表达载体转染到 ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃２３１ 细胞中，用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、细胞划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验验证 ＰＯＬＧ 抑制剂对细胞的迁移和侵袭能力的影响。 结

果　 ＰＯＬＧ 在 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞中的表达高于人正常乳腺上皮 ＭＣＦ⁃１０Ａ 细胞（Ｐ ＜ ０. ０１）。 ｄｄＣ 剂量依赖性地抑制细胞活力，
降低了 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞的迁移（Ｐ ＜ ０. ０１）和侵袭能力（Ｐ ＜ ０. ０１），且在实验剂量下对正常乳腺上皮 ＭＣＦ⁃１０Ａ 细胞无明显毒

性。 ｄｄＣ 可下调 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞内 ＰＯＬＧ 蛋白（Ｐ ＜ ０. ０１）和 ｍＲＮＡ 水平（Ｐ ＜ ０. ０１），并降低 ｍｔＤＮＡ 拷贝数（Ｐ ＜ ０. ０１）以及

ｍｔＤＮＡ 编码的 ＮＡＤＨ１、ＮＡＤＨ２、ＡＴＰａｓｅ６、ＣＯＸ⁃１ 和 ＣＯＸ⁃３ 蛋白表达（Ｐ ＜ ０. ０１）。 ｄｄＣ 可抑制 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞的线粒体含量

（Ｐ ＜ ０. ０１）和 ＡＴＰ 水平（Ｐ ＜ ０. ０１）。 在 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞内过表达 ＰＯＬＧ 增强了细胞的迁移（Ｐ ＜ ０. ０５）和侵袭能力（Ｐ ＜
０. ０５），而 ｄｄＣ 对 ＰＯＬＧ 过表达的 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞的迁移、侵袭能力未表现出明显抑制。 结论　 ｄｄＣ 可下调 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 中

ＰＯＬＧ 的表达，阻碍线粒体生物合成和降低 ＡＴＰ 水平，进而抑制 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞的迁移和侵袭。
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　 　 三阴性乳腺癌（ ｔｒｉｐｌｅ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ，ＴＮ⁃
ＢＣ）具有高侵袭、高转移、易复发、预后差等特点，是
乳腺癌中恶性程度最高的亚型［１］。 手术和常规化

疗是 ＴＮＢＣ 目前主要的治疗手段，但治疗效果不佳，
患者在治疗过程中易发生转移并导致死亡［２］，控制

转移是治疗 ＴＮＢＣ 的关键因素。 有研究［３］表明，ＴＮ⁃
ＢＣ 细胞在转移过程中可通过上调线粒体生物合成

及氧化磷酸化水平增强其迁移、侵袭能力，抑制线粒

体生物合成是抗 ＴＮＢＣ 转移的重要途径。 ｍｔＤＮＡ

聚合酶 γ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ γ，ＰＯＬＧ）是
线粒体中调节 ｍｔＤＮＡ 复制、转录和翻译的关键酶之

一［４］。 抑制 ＰＯＬＧ 可能阻碍 ｍｔＤＮＡ 复制与修复，进
而抑制线粒体生物合成和能量代谢，控制肿瘤细胞

迁移和侵袭。 扎西他滨 （ ２′， ３′⁃ｄｉｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ，
ｄｄＣ）是 ＰＯＬＧ 的选择性抑制剂，可竞争性地抑制

ＰＯＬＧ 的催化活性［５］，并增加白血病、胰腺癌细胞的

ｍｔＤＮＡ 耗损，导致线粒体功能障碍及氧化磷酸化水

平降低，提示 ｄｄＣ 具有一定的抗肿瘤潜力 ［５ － ６］，但
其能否应用于乳腺癌治疗尚不明确。
　 　 该研究旨在探讨 ｄｄＣ 对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞迁

移和侵袭的影响，以及对 ｍｔＤＮＡ 复制和翻译以及线

粒体生物合成的作用，为 ＰＯＬＧ 抑制剂类药物应用

于 ＴＮＢＣ 的治疗提供依据。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验细胞　 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 和 ＭＣＦ⁃１０Ａ 细胞

分别购自中国科学院昆明细胞库和美国菌种保藏中
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心（ＡＴＣＣ）。
１． １． ２ 　 主要仪器 　 ３１１１ 型 ＣＯ２ 培养箱、Ｖａｒｉｏｓｋａｎ
ＬＵＸ 酶标仪购自美国赛默飞世尔科技公司；ＤＭｉ８
倒置显微镜购自德国 Ｌｅｉｃａ 公司； ＮｏｖｏＣｙｔｅ 流式细

胞仪购自美国艾森生物科学公司；１⁃１４Ｋ 冷冻离心

机购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ ＸＲＳ ＋ 成像系

统、ＣＦＸ９６ 实时 ＰＣＲ 系统购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；
ＳｉｍｐｌｉＡｍｐ 逆转录仪购自美国应用生物系统公司。
１． １． ３　 主要试剂与抗体　 ｄｄＣ（货号：ＨＹ⁃１７３９２）购
自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司；胎牛血清 （货号：
１００９９１４１）、马血清（货号：１６０５０１３０）购自美国 Ｇｉｂ⁃
ｃｏ 公司；ＤＭＥＭ ／ Ｆ⁃１２ 培养基购自美国 ＡＴＣＣ（货号：
３０⁃２００６）和 Ｇｉｂｃｏ 公司（货号：Ｃ１１３３０５００ＢＴ）；苏木

精伊红（ＨＥ）染色试剂盒（货号：Ｇ１１２０）购自北京索

莱宝科技有限公司；细胞培养小室（货号：３５３０９７）、
Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶（货号：３５６２３４）购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公

司； Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细 胞 凋 亡 检 测 试 剂 盒 （ 货 号：
ＫＧＡ１０７）购自江苏凯基生物公司；细胞线粒体分离

试剂盒（货号：Ｃ３６０１）购自上海碧云天生物技术有

限公司； ＲＮＡ 提取试剂盒（货号：ＥＴ１１１）、逆转录试

剂盒（货号：ＡＥ３１１）、ｑＰＣＲ 试剂盒（货号：ＡＱ６０１）购
自北京全式金生物技术有限公司；ＡＴＰ 定量试剂盒

（货 号： Ａ２２０６６ ）、 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ Ｇｒｅｅｎ ＦＭ （ 货 号：
Ｍ７５１４）购自美国赛默飞世尔科技公司。 ＰＯＬＧ 抗体

（货号：ｓｃ⁃３９０６３４）购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司；β⁃ａｃｔｉｎ 抗体（货号：ＢＳ６００７Ｍ）购自南京巴傲

得生物科技有限公司；ＴＯＭ２０ 抗体（货号：１１８０２⁃１⁃
ＡＰ）、ＮＡＤＨ１ 抗体（货号：１９７０３⁃１⁃ＡＰ）、ＮＡＤＨ２ 抗

体（货号：１９７０４⁃１⁃ＡＰ）、ＣＯＸ⁃１ （货号：１３３９３⁃１⁃ＡＰ）
购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司； ＡＴＰａｓｅ６ 抗体 （货号：
ａｂｓ１４６２００）、ＣＯＸ⁃３ （货号：ａｂｓ１３８４４１）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 　 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞培养于含有

１０％胎牛血清和 １％ 青 － 链霉素的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ⁃１２ 培

养基（Ｇｉｂｃｏ）中；ＭＣＦ⁃１０Ａ 细胞培养于含有 １０％ 马

血清、１％ 青 － 链霉素、０. ５ ｍｇ ／ Ｌ 氢化可的松、０. １
ｍｇ ／ Ｌ 霍乱毒素、２０ μｇ ／ Ｌ 表皮生长因子 ＥＧＦ、１０
ｍｇ ／ Ｌ 胰岛素的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ⁃１２ 培养基（ＡＴＣＣ）中。 以

上细胞均置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的细胞培养箱中培

养，待细胞生长融合至 ９０％ 时进行传代，实验所用

细胞均处于生长对数期。
１． ２． ２　 ＭＴＴ 检测细胞活力　 将细胞以 ８ × １０３ 个 ／
孔的密度接种至 ９６ 孔板内 ２４ ｈ 后，给予不同终浓

度的 ｄｄＣ（０、０. １５６ ２５、０. ３１２ ５、０. ６２５、１. ２５、２. ５、５、
１０、２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理， 以 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 为对照组，其余

浓度为给药组，每个浓度设置 ３ 个复孔。 ４８ ｈ 后，加
入 ２０ μｌ 的 ＭＴＴ 溶液（５ ｍｇ ／ ｍｌ），继续在 ３７ ℃环境

中孵育。 ４ ｈ 后，吸除培养基，加入 ＤＭＳＯ（１００ μｌ ／
孔）并置于摇床振摇 １０ ｍｉｎ，用酶标仪测定各孔在

５７０ ｎｍ 处的吸光度值 Ａ，计算抑制率：抑制率（％ ）
＝ （１ － Ａ给药组 ／ Ａ对照组） × １００ ％ 。 每组的结果用相对

于对照组的抑制率表示，并做统计学分析。
１. ２． ３　 细胞划痕实验检测细胞迁移能力　 将细胞

接种于 ６ 孔板，培养细胞至密度达 ９０％ 时，使用 １０
μｌ 无菌枪头进行划痕，用 ＰＢＳ 清洗漂浮的细胞碎片

后给药，分别在 ０、４８ ｈ 拍照，计算迁移率：迁移率

（％ ） ＝ （１ － ４８ ｈ 的划痕宽度 ／ ０ ｈ 的划痕宽度） ×
１００ ％ ，每组的结果用相对于对照组的迁移率表示。
１． ２． ４　 细胞侵袭实验检测细胞侵袭能力　 收集给

药 ４８ ｈ 后的细胞，用 ＤＭＥＭ ／ Ｆ⁃１２ 基础培养基重悬

细胞，并接种于铺有 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶的细胞培养小

室内，然后将小室放置于含有完全培养基的 ２４ 孔板

中。 继续培养 １６ ｈ 后，用棉签将小室内的基质胶蘸

去，分别经甲醇固定 １０ ｍｉｎ、苏木精染色 ５ ｍｉｎ 和伊

红染色 １０ ｍｉｎ，最后通过倒置显微镜拍照，每组随机

选取 ３ 个视野，以相对于对照组的穿过微孔滤膜的

细胞侵袭率为统计结果。
１． ２． ５　 流式细胞术检测细胞凋亡水平　 收集给药

４８ ｈ 后的细胞，使用 Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细胞凋亡检测试剂

盒对细胞进行荧光染色，并通过流式细胞仪检测在

Ｅｘ ／ Ｅｍ ＝４８８ ／ ６３０、４８８ ／ ５３０ ｎｍ 处的荧光强度，采用

ＮｏｖｏＥｘｐｒｅｓｓ 软件进行分析。
１． ２． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达　 细胞给药处理

４８ ｈ 后，加入 ＲＩＰＡ 裂解液并置于冰上裂解，收集裂

解物后以 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、４ ℃离心 ２０ ｍｉｎ，吸取上清

液总蛋白；另外，应用试剂盒分离提取胞质蛋白和线

粒体蛋白。 用 ＢＣＡ 法定量蛋白，然后通过 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 电泳分离，转印至 ＰＶＤＦ 膜并用 ２％ ＢＳＡ 封闭

１. ５ ｈ 并与稀释的抗体于 ４ ℃孵育过夜。 使用化学

发光液显影，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 成像系统获取图像，Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ
软件进行灰度值分析。
１． ２． ７　 ｑＰＣＲ 检测 ｍＲＮＡ 水平和 ｍｔＤＮＡ 拷贝数　
给予细胞给药处理 ４８ ｈ 后，使用 ＲＮＡ 提取试剂盒

提取总 ＲＮＡ，并逆转为 ｃＤＮＡ，最后使用 ｃＤＮＡ、引物

和 ＰｅｒｆｅｃｔＳｔａｒｔ® Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 试剂在 ｑＰＣＲ
检测系统内进行扩增，以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参，２ － ΔΔＣＴ法计

算 ＰＯＬＧ 的 ｍＲＮＡ 表达量；引物序列为：正义链 ５′⁃

·１２７１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２４ Ｏｃｔ；５９（１０）



ＧＧＴＣＡＣＡＣＣＴＡＡＡＣＴＣＡＴＧＧ⁃３′，反义链 ５′⁃ＣＴＧＡＧ⁃
ＴＡＧＴＧＣＡＧＡＧＧＧＡＡＧ⁃３′； β⁃ａｃｔｉｎ：正义链 ５′⁃ＧＡＴ⁃
ＴＣＣＴＡＴＧＴＧＧＧＣＧＡＣＧＡ⁃３′，反义链 ５′⁃ＣＡＣＣＡＧＡＡ⁃
ＧＡＧＧＴＡＧＣＧＧＧ⁃３′。 另外，使用 ＭｉｎｉＢＥＳＴ 通用基

因组 ＤＮＡ 提取试剂盒提取细胞基因组 ＤＮＡ，再结

合 ｍｔＤＮＡ 监测引物组（ ＳＬＣＯ２Ｂ１、ＳＥＲＰＩＮＡ１、ＮＤ１
和 ＮＤ５） 和 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ Ⅱ试剂在

ｑＰＣＲ 检测系统内进行扩增，根据公式计算：ｍｔＤＮＡ
拷贝数 ＝ ［２（ＳＬＣＯ２Ｂ１ － ＮＤ１） ＋ ２（ＳＥＲＰＩＮＡ１ － ＮＤ５）］ ／ ２。
１． ２． ８ 　 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ Ｇｒｅｅｎ 染色检测线粒体含量 　
使用基础培养基将 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ Ｇｒｅｅｎ 荧光探针稀释

至 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的工作浓度，并置于 ３７ ℃培养箱中

提前预温。 取出给药 ４８ ｈ 后的细胞，弃去培养基后

加入预温好的荧光染液，放入 ３７ ℃培养箱孵育。 ３０
ｍｉｎ 后吸除染液，用无 ＥＤＴＡ 胰酶消化细胞，离心收

集细胞并用 ＰＢＳ 重悬，通过流式细胞仪检测其在

Ｅｘ ／ Ｅｍ ＝ ４８８ ／ ５３０ ｎｍ 处的荧光强度，并使用 Ｎｏｖｏ⁃
Ｅｘｐｒｅｓｓ 软件进行结果分析。
１． ２． ９　 ＡＴＰ 定量试剂盒检测 ＡＴＰ 水平　 给予细胞

４８ ｈ 给药处理后，根据 １. ２. ６ 的方法裂解细胞，离心

并收集裂解液，通过 ＡＴＰ 定量试剂盒检测在 ５６０ ｎｍ
处的化学发光值，并通过 ＢＣＡ 定量试剂盒定量蛋

白。 结果用化学发光值 ／蛋白浓度归一化。
１． ２． １０　 细胞转染　 将细胞接种于 ６ 孔板，培养细

胞至 ７０％ ～ ８０％ 融合度时更换为 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 培养

基。 ４ ｈ 后，用 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 培养基分别稀释 Ｌｉｐｏ⁃
ｆｅｃｔａｍｉｎ ２０００ 试剂、ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＥＧＦＰ 和 ｐｃＤＮＡ３. １⁃
ＥＧＦＰ⁃ＰＯＬＧ 质粒，轻轻混匀后静置 ２０ ｍｉｎ。 随后滴

加至细胞培养基中转染，６ ｈ 后用完全培养基换液，
继续培养 ２４ ｈ 后进行后续给药。
１． ３　 统计学处理 　 数据使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０
软件对至少 ３ 次独立重复实验结果进行统计学分

析，统计结果以 �ｘ ± ｓ 表示。 实验数据归一化采用各

组数据除以对照组归一化的统计方式，以对照组为

“１（１００％ ）”，两组数据比较采用 ｔ 检验，多组数据

比较采用单因素方差分析，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计

学意义。

２　 结果

２． １　 ｄｄＣ 对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１、ＭＣＦ⁃１０Ａ 细胞活力的

影响　 该研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测 ＰＯＬＧ 在

不同细胞中的表达。 结果（图 １Ａ、１Ｂ）显示，ＰＯＬＧ
在 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞中的表达水平比正常乳腺上

皮 ＭＣＦ⁃１０Ａ 细胞高，提示 ＰＯＬＧ 抑制剂对正常细胞

和肿瘤细胞的影响可能存在差异。 ＭＴＴ 实验结果

（图 １Ｃ）显示，与对照组相比，ｄｄＣ 作用 ４８ ｈ 后，药
物浓度为 ２. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 及以上时出现明显抑制（Ｆ ＝
４２９. ８，Ｐ ＜ ０. ０１），半数抑制浓度 ＩＣ５０为 ３. ９３ μｍｏｌ ／
Ｌ。 为排除 ｄｄＣ 潜在毒性的影响，使用 ＭＴＴ 法检测

相同浓度下 ｄｄＣ 对正常乳腺上皮 ＭＣＦ⁃１０Ａ 细胞的

抑制率。 结果（图 １Ｃ）显示，当 ｄｄＣ 处理 ４８ ｈ 后，
２. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 及以下浓度的 ｄｄＣ 对 ＭＣＦ⁃１０Ａ 细胞活

力没有明显的抑制（Ｆ ＝ ３. １８９，Ｐ ＞ ０. ０５）。 基于上

述结果，分别检测 ０. ２５、０. ５、１. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 这 ３ 个剂

量的 ｄｄＣ 对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞凋亡的影响，结果显

示（图 １Ｄ、１Ｅ），０. ２５、０. ５、１. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ｄｄＣ 作用

４８ ｈ 后，细胞凋亡无显著变化 （ Ｆ ＝ ３. ０５９， Ｐ ＞
０. ０５）。 此外，使用高浓度 ｄｄＣ（１. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）分别处

理 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞 １２ ｈ、２４ ｈ 和 ４８ ｈ，细胞活力

也无明显变化（图 １Ｆ）。 因此，选用 ０. ２５、０. ５、１. ０
μｍｏｌ ／ Ｌ 作为后续 ｄｄＣ 实验低、中、高剂量的给药浓

度。
２． ２　 ｄｄＣ 对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞迁移、侵袭能力的

影响　 为确定 ｄｄＣ 对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞迁移、侵袭

能力的影响，分别进行细胞划痕实验和细胞侵袭实

验。 划痕实验结果如图 ２Ａ、２Ｂ 所示，ｄｄＣ 作用 ４８ ｈ
后，与对照组相比，低、中、高剂量组的细胞迁移率分

别为（８３. ０８ ± ５. ４０）％ 、（５３. ９１ ± ２. ２７）％ 、（１７. ９４
± ４. ３４）％ ；另外，细胞侵袭实验（图 ２Ｃ、２Ｄ）显示，
相比对照组，低、中、高剂量组的侵袭率分别为：
（６９. ７４ ± ５. ５２ ）％ 、 （３６. ７８ ± ４. ９２ ）％ 、 （１１. ５２ ±
２. ５８）％ ，差异均有统计学意义（Ｆ ＝ １９４. ９、１９４. ２，
Ｐ ＜ ０. ０１）。 以上剂量的 ｄｄＣ 均可明显抑制 ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃２３１ 细胞的迁移、侵袭。
２． ３　 ｄｄＣ 对 ＰＯＬＧ 蛋白、线粒体分布和 ｍＲＮＡ 水

平的影响 　 为探究 ｄｄＣ 抑制 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞迁

移和侵袭的机制，采用试剂盒分离 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细

胞的胞质蛋白、线粒体蛋白，并提取总蛋白进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验，结果（图 ３Ａ、３Ｂ）显示，与对照组

相比，经 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ｄｄＣ 处理 ４８ ｈ 后，ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１
细胞 ＰＯＬＧ 的总蛋白、胞质蛋白和线粒体蛋白表达

均显著下调（Ｐ ＜ ０. ０１）；另外 ｑＰＣＲ 实验结果（图
３Ｃ）显示，相比对照组，经 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ｄｄＣ 处理的

ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞 ＰＯＬＧ 的 ｍＲＮＡ 水平明显降低

（Ｐ ＜ ０. ０１）。
２． ４　 ｄｄＣ 对 ｍｔＤＮＡ 的拷贝数和所编码蛋白表达

的影响　 上述结果显示 ｄｄＣ 可抑制 ＰＯＬＧ 的表达，
为进一步确定 ｄｄＣ 是否会影响 ｍｔＤＮＡ 的拷贝数，通
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图 １　 ｄｄＣ 对不同细胞活力的影响

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｄＣ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ，Ｂ：Ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＰＯＬＧ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ａｎｄ ＭＣＦ⁃１０Ａ ｃｅｌｌｓ （ｎ ＝ ３）； Ｃ： Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｄｄＣ ｏｎ ｔｈｅ
ｖｉｔａｌｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌｓ （ｎ ＝ ３）； Ｄ，Ｅ：Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ （ｎ ＝ ３）； Ｆ： Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｄｄＣ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ （ｎ ＝ ５）； ａ： ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇｒｏｕｐ （ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ）； ｂ： ０. １５６ ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇｒｏｕｐ； ｃ：
０. ３１２ ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇｒｏｕｐ； ｄ： ０. ６２５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇｒｏｕｐ； ｅ： １. ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇｒｏｕｐ； ｆ： ２. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇｒｏｕｐ； ｇ： ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇｒｏｕｐ； ｈ： １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇｒｏｕｐ； ｉ： ２０

μｍｏｌ ／ Ｌ ｇｒｏｕｐ； ｊ：ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ ｇｒｏｕｐ （ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ）； ｋ：ＭＣＦ⁃１０Ａ ｃｅｌｌｓ ｇｒｏｕｐ； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇｒｏｕｐ．

图 ２　 ｄｄＣ 对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞迁移和侵袭能力的影响

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｄＣ ｏｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ： Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ｂａｒ ＝ ２００ μｍ； Ｂ： Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ
（ｎ ＝ ３）； Ｃ： Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ， ｂａｒ ＝ ２００ μｍ； Ｄ： Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ

ｏｆ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｒａｔｅｓ （ｎ ＝ ３）； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ０. ００ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇｒｏｕｐ．
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图 ３　 ｄｄＣ 对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞 ＰＯＬＧ 蛋白表达、线粒体分布和 ｍＲＮＡ 水平的影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｄＣ ｏｎ ＰＯＬＧ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ，Ｂ： Ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＰＯＬＧ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ ｔｏｔａｌ ｌｙｓａｔｅ， ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｉｎ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ （ｎ ＝ ３）；Ｃ：
Ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＯＬＧ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ （ ｎ ＝ ３）； ａ： ｔｏｔａｌ ｌｙｓａｔｅ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｇｒｏｕｐ；
∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇｒｏｕｐ．

过 ｑＰＣＲ 实验对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞的 ｍｔＤＮＡ 拷贝

数进行测定。 结果（图 ４Ａ）显示，ｄｄＣ 显著降低了

ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞中 ｍｔＤＮＡ 的拷贝数（Ｐ ＜ ０. ０１）。
采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验测定 ｍｔＤＮＡ 编码的蛋白，观
察 ｄｄＣ 对ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞的 ｍｔＤＮＡ 翻译的影响。
结果（图 ４Ｂ、４Ｃ）显示，与对照组相比，１ μｍｏｌ ／ Ｌ ｄｄＣ
能明显下调与线粒体能量代谢相关的 ＮＡＤＨ１、
ＮＡＤＨ２、 ＡＴＰａｓｅ６、 ＣＯＸ⁃１ 和 ＣＯＸ⁃３ 蛋 白 的 表 达

（Ｐ ＜ ０. ０１）。
２． ５　 ｄｄＣ 对线粒体含量和 ＡＴＰ 水平的影响　 为探

究 ｄｄＣ 对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞能量代谢功能的影响，
该研究通过 Ｍｉｔｏ Ｔｒａｃｋｅｒ Ｇｒｅｅｎ 染色和 ＡＴＰ 定量分

别检测细胞的线粒体含量和 ＡＴＰ 水平。 结果如图 ５
所示，与对照组相比，１ μｍｏｌ ／ Ｌ ｄｄＣ 处理 ４８ ｈ 后，
ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞的线粒体含量（Ｐ ＜ ０. ０１）和 ＡＴＰ
水平均降低（Ｐ ＜ ０. ０１），差异均有统计学意义。
２． ６ 　 ＰＯＬＧ 表达对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞的迁移和

侵袭能力的影响 　 为探究 ＰＯＬＧ 的表达对 ＭＤＡ⁃

ＭＢ⁃２３１ 细胞迁移和侵袭能力的影响，该研究对

ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞进行 ＰＯＬＧ 过表达处理（图 ６Ａ、
６Ｂ），观察过表达 ＰＯＬＧ 并给予 ｄｄＣ 后对细胞的迁

移和侵袭的影响。 结果（图 ６Ｃ － ６Ｆ）显示，相比阴

性对照组 （ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ， ＮＣ）， ＰＯＬＧ 过表达组

（ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＯＥ）细胞的迁移和侵袭能力更强；
给予 ＮＣ 组细胞 ｄｄＣ（１ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理后，细胞的迁

移、侵袭能力仍被明显抑制，差异均有统计学意义

（Ｆ ＝ ６４. ５３、１３４. ９０，Ｐ ＜ ０. ０１）；而给予 ＯＥ 组细胞

ｄｄＣ（１ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理后，细胞的迁移、侵袭能力未表

现出明显抑制，差异无统计学意义，表明 ＰＯＬＧ 过表

达能够逆转 ｄｄＣ（１ μｍｏｌ ／ Ｌ）对细胞迁移、侵袭的抑

制作用（Ｆ ＝ ７２. ３１、１４８. ６０，Ｐ ＜ ０. ０１）。

３　 讨论

　 　 ＴＮＢＣ 目前仍以化疗为主要的药物治疗手段，
尽管靶向和免疫治疗在 ＴＮＢＣ 的治疗中取得了一定

的进展，如多聚 ＡＤＰ 核糖聚合酶抑制剂、雄激素受
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图 ４　 ｄｄＣ 对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞 ｍｔＤＮＡ 拷贝数和 ｍｔＤＮＡ 编码的蛋白质的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｄＣ ｏｎ ｍｔＤＮＡ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｍｔＤＮＡ⁃ｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ： Ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｔＤＮＡ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ （ｎ ＝ ３）； Ｂ，Ｃ： Ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｍｔＤＮＡ⁃ｃｏ⁃
ｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ （ｎ ＝ ３）； ａ： ＮＡＤＨ１ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＮＡＤＨ２ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＡＴＰａｓｅ６ ｇｒｏｕｐ； ｄ： ＣＯＸ⁃１ ｇｒｏｕｐ； ｅ： ＣＯＸ⁃３ ｇｒｏｕｐ； ｆ： ＴＯＭ２０

ｇｒｏｕｐ （ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ）； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇｒｏｕｐ．

图 ５　 ｄｄＣ 对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞线粒体和 ＡＴＰ 含量的影响

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｄＣ ｏｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ａｎｄ ＡＴＰ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ，Ｂ： Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ （ｎ ＝ ３）； Ｃ： Ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＴＰ ｌｅｖｅｌ ｉｎ

ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ （ｎ ＝ ３）； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇｒｏｕｐ．

体拮抗剂、周期蛋白依赖性激酶抑制剂和免疫检查

点抑制剂等［７］，但大部分药物还处于临床试验阶

段，控制 ＴＮＢＣ 转移仍缺乏有效的方法，因此，寻找

新的抗 ＴＮＢＣ 转移药物十分必要。
　 　 ｄｄＣ 属于核苷类逆转录酶抑制剂，可竞争性地

抑制病毒 ＤＮＡ 链的合成与延长，临床上主要应用于

人类免疫缺陷病毒 ＨＩＶ⁃１ 的治疗。 在接受包括核苷

类逆转录酶抑制剂在内的稳定抗 ＨＩＶ 治疗方案的

ＨＩＶ 患者中，乳腺癌、结肠癌和前列腺癌的发病率明

显降低［８ － ９］。 该研究表明，ｄｄＣ 对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细

胞的迁移和侵袭能力产生抑制作用，但其作用机制

仍需进一步阐明。
　 　 ＴＮＢＣ 细胞中线粒体含量高与转移呈正相

关［１０］，其在转移过程中通过上调线粒体生物合成增

加其代谢水平，提高迁移、侵袭、血管内渗和外溢的

能力，进而转移到达内脏器官［３］。 肿瘤细胞进行线

粒体代谢时，除了为转移至远端组织提供所需的

ＡＴＰ，活化的线粒体可分布至肌动蛋白细胞骨架，产
生局部高水平 ＡＴＰ，使黏着斑复合物解聚，促进片状

伪足的膜运动，增强肿瘤细胞的运动能力［１１］；局部

高水平 ＡＴＰ 还能激活血管内皮细胞的 Ｐ２Ｙ２ 受体，
促使血管内皮屏障开放，允许肿瘤细胞发生跨内皮

细胞迁移，进入血液循环［１２］。 因此，抑制线粒体生

物合成是抗 ＴＮＢＣ 转移的有效途径。 该研究表明，
ｄｄＣ 能通过降低 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞内线粒体含量和

ＡＴＰ 水平，发挥抗三阴性乳腺癌细胞迁移和侵袭的
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图 ６　 ＰＯＬＧ 表达对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞迁移和侵袭的影响

Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＯＬＧ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ，Ｂ： Ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＰＯＬＧ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ ３）； Ｃ，Ｄ： Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ
ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ （ｎ ＝ ３）， ｂａｒ ＝ ２００ μｍ； Ｅ，Ｆ： Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓ⁃

ｔｉｃｓ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｒａｔｅｓ （ｎ ＝ ３）， ｂａｒ ＝ ２００ μｍ； ａ：ＮＣ ｇｒｏｕｐ；ｂ：ＮＣ ＋ ｄｄＣ ｇｒｏｕｐ；ｃ：ＯＥ ｇｒｏｕｐ；ｄ：ＯＥ ＋ ｄｄＣ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ＮＣ ｇｒｏｕｐ；
＃＃Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ＮＣ ＋ ｄｄＣ ｇｒｏｕｐ．

效应。
　 　 已有研究［４， １３］ 表明，ＰＯＬＧ 是大多数动物细胞

线粒体中发现的唯一 ＤＮＡ 聚合酶，具有 ＤＮＡ 聚合

酶、３′⁃５′外切酶和 ５′⁃ｄＲＰ 裂解酶的活性，其在乳腺

癌组织中的表达高于正常乳腺组织，且 ＰＯＬＧ 高表

达与乳腺癌的易感性、血管侵入和组织学分级呈正

相关［１４］，而敲除或突变 ＰＯＬＧ 后，细胞 ｍｔＤＮＡ 含量

降低，线粒体功能和代谢下调［１５］。 ＰＯＬＧ 的抑制剂

能降低人急性髓系白血病细胞中 ｍｔＤＮＡ 的含量，下
调 ｍｔＤＮＡ 编码的呼吸链分子 ＣＯＸ⁃１ 和 ＣＯＸ⁃３ 的

ｍＲＮＡ 和蛋白水平，阻碍线粒体代谢，诱导细胞生长

抑制和分化［５］。 因此，抑制 ＰＯＬＧ 可能是抑制线粒

体生物合成，从而抑制 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞迁移、侵
袭的有效途径。 该研究表明，ＰＯＬＧ 在 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１
细胞中的表达高于正常乳腺上皮 ＭＣＦ⁃１０Ａ 细胞；
ｄｄＣ 可下调 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞内 ＰＯＬＧ 蛋白和 ｍＲ⁃

ＮＡ 水平，并降低 ｍｔＤＮＡ 的含量及其编码蛋白的水

平。 为进一步确定 ＰＯＬＧ 对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞迁移

和侵袭能力的影响，该实验对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞进

行 ＰＯＬＧ 过表达处理，结果显示过表达 ＰＯＬＧ 增强

了 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞迁移、侵袭，且使 ｄｄＣ 抑制其

迁移、侵袭的作用显著降低。 综上所述，ｄｄＣ 可通过

下调 ＰＯＬＧ 的表达和线粒体分布，降低 ｍｔＤＮＡ 的含

量及其翻译功能，进而下调线粒体生物合成和 ＡＴＰ
水平，从而抑制 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞的迁移、侵袭。
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Ｒ２４４⁃５２． ｄｏｉ：１０． １０９３ ／ ｈｍｇ ／ ｄｄｌ２３３．

［５］ Ｌｉｙａｎａｇｅ Ｓ Ｕ， Ｈｕｒｒｅｎ Ｒ， Ｖｏｉｓｉｎ Ｖ， ｅｔ ａｌ． Ｌｅｖｅｒａｇｉｎｇ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ ｋｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｔｏ ｔａｒｇｅｔ ｍｔＤＮＡ ａｎｄ ｏｘｉｄａ⁃
ｔｉｖｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ＡＭＬ［Ｊ］ ． Ｂｌｏｏｄ， ２０１７， １２９（１９）： ２６５７
－ ６６． ｄｏｉ：１０． １１８２ ／ ｂｌｏｏｄ － ２０１６ － １０ － ７４１２０７．

［６］ Ｌｉ Ｃ， Ｚｈａｎｇ Ｙ， Ｌｉｕ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｉｇｇｅｒｓ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｆｅｒｒｏｐｔｏｔｉｃ ｄｅａｔｈ［ Ｊ］ ． Ａｕｔｏｐｈａｇｙ， ２０２１， １７
（４）： ９４８ － ６０． ｄｏｉ：１０． １０８０ ／ １５５４８６２７． ２０２０． １７３９４４７．

［７］ 汪立刚， 文原梅， 周　 亮． 三阴性乳腺癌用药进展［ Ｊ］ ． 中国

现代应用药学， ２０２２， ３９ （１１）： １５０９ － １６． ｄｏｉ：１０． １３７４８ ／ ｊ．
ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１００７ － ７６９３． ２０２２． １１． ０１８．

［７］ Ｗａｎｇ Ｌ Ｇ， Ｗｅｎ Ｙ Ｍ， Ｚｈｏｕ Ｌ． Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｒｉｐｌｅ
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｍｏｄ Ａｐｐｌ Ｐｈａｒｍ， ２０２２， ３９
（１１）： １５０９ － １６． ｄｏｉ：１０． １３７４８ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１００７ － ７６９３． ２０２２．
１１． ０１８．

［８］ Ｒａｊｕｒｋａｒ Ｍ， Ｐａｒｉｋｈ Ａ Ｒ， Ｓｏｌｏｖｙｏｖ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｄｉｓｒｕｐｔｓ ｒｅｐｅａｔ ｅｌｅｍｅｎｔ ｌｉｆｅ ｃｙｃｌｅ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ
［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｄｉｓｃｏｖ， ２０２２， １２（６）： １４６２ － ８１． ｄｏｉ：１０． １１５８ ／
２１５９ － ８２９０． ＣＤ － ２１ － １１１７．

［９］ Ｃｏｇｈｉｌｌ Ａ Ｅ， Ｅｎｇｅｌｓ Ｅ Ａ， Ｓｃｈｙｍｕｒａ Ｍ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｒｉｓｋ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ，
ｐｒｏｓｔａｔｅ， ａｎｄ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｄｉａｇｎｏｓｅｓ ａｍｏｎｇ ＨＩＶ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｉｎｄｉ⁃

ｖｉｄｕａｌｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｎａｔｌ Ｃａｎｃｅｒ Ｉｎｓｔ， ２０１８， １１０
（９）： ９５９ － ６６． ｄｏｉ：１０． １０９３ ／ ｊｎｃｉ ／ ｄｊｙ０１０．

［１０］ Ｗｉｔｋｉｅｗｉｃｚ Ａ Ｋ， Ｗｈｉｔａｋｅｒ⁃Ｍｅｎｅｚｅｓ Ｄ， Ｄａｓｇｕｐｔａ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｕｓｉｎｇ
ｔｈｅ “ｒｅｖｅｒｓｅ Ｗａｒｂｕｒｇ ｅｆｆｅｃｔ” ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｈｉｇｈ⁃ｒｉｓｋ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｐａ⁃
ｔｉｅｎｔｓ： ｓｔｒｏｍａｌ ＭＣＴ４ ｐｒｅｄｉｃｔｓ ｐｏｏｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｏｕｔｃｏｍｅ ｉｎ ｔｒｉｐｌｅ⁃ｎｅｇａ⁃
ｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒｓ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｃｙｃｌｅ， ２０１２， １１ （６）： １１０８ － １７．
ｄｏｉ：１０． ４１６１ ／ ｃｃ． １１． ６． １９５３０．

［１１］ Ｃａｉｎｏ Ｍ Ｃ， Ｇｈｏｓｈ Ｊ Ｃ， Ｃｈａｅ Ｙ Ｃ， ｅｔ ａｌ． ＰＩ３Ｋ ｔｈｅｒａｐｙ ｒｅｐｒｏ⁃
ｇｒａｍｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ ｔｏ ｆｕｅｌ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ［ Ｊ］ ．
Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ， ２０１５， １１２（２８）： ８６３８ － ４３． ｄｏｉ：１０．
１０７３ ／ ｐｎａｓ． １５００７２２１１２．

［１２］ Ｓｃｈｕｍａｃｈｅｒ Ｄ， Ｓｔｒｉｌｉｃ Ｂ， Ｓｉｖａｒａｊ Ｋ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｕ⁃
ｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｕｍｏｒ⁃ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｓ⁃
ｔａｓｉｓ ｖｉａ Ｐ２Ｙ２ ｒｅｃｅｐｔｏｒ［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｃｅｌｌ， ２０１３， ２４（１）： １３０ － ７．
ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｃｃｒ． ２０１３． ０５． ００８．

［１３］ Ｓｉｎｇｈ Ｂ， Ｏｗｅｎｓ Ｋ Ｍ， Ｂａｊｐａｉ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ ｐｏｌｙ⁃
ｍｅｒａｓｅ ＰＯＬＧ１ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｇｅｒｍｌｉｎｅ ｖａｒｉａｎｔｓ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｕ⁃
ｍｏｒｉｇｅｎｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１５， １０（１０）： ｅ０１３９８４６．
ｄｏｉ：１０． １３７１ ／ ｊｏｕｒｎａｌ． ｐｏｎｅ． ０１３９８４６．

［１４］ Ｇｏｌｕｂｉｃｋａｉｔｅ Ｉ， Ｕｇｅｎｓｋｉｅｎｅ Ｒ， Ｋｏｒｏｂｅｉｎｉｋｏｖａ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｉｍ⁃
ｐａｃｔ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ＰＯＬＧ ａｎｄ ＴＦＡＭ ｖａｒｉａｎｔｓ ｏｎ ｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｈｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｐａｔｉｅｎｔ ｏｕｔｃｏｍｅｓ
［Ｊ］ ． Ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ， ２０２１， ２６ （ ４ ）： ３４３ － ５３． ｄｏｉ： １０． １０８０ ／
１３５４７５０Ｘ． ２０２１． １９００３９７．

［１５］ Ｙｏｕｎｇ Ｍ Ｊ， Ｈｕｍｂｌｅ Ｍ Ｍ， ＤｅＢａｌｓｉ Ｋ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＰＯＬＧ２ ｄｉｓｅａｓｅ
ｖａｒｉａｎｔｓ： ａｎａｌｙｓｅｓ ｒｅｖｅａｌ ａ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒ， ａｌｔｅｒｅｄ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｍｐａｉｒｅｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃａｐａｃｉｔｙ ［ Ｊ］ ．
Ｈｕｍ Ｍｏｌ Ｇｅｎｅｔ， ２０１５， ２４（１８）： ５１８４ － ９７． ｄｏｉ：１０． １０９３ ／ ｈｍｇ ／
ｄｄｖ２４０．

ＰＯＬＧ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｔｒｉｐｌｅ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ

Ｌｉｕ Ｘｉｎｇ， Ｆａｎ Ｓｈｕａｎｇｑｉｎ， Ｙａｎ Ｘｉａｏｍｉｎ， Ｚｈａｏ Ｓｈｉｊｉｅ，
Ｗａｎｇ Ｒｏｎｇ， Ｓｈｅｎ Ｘｉａｎｇｃｈｕｎ， Ｚｈｏｕ Ｘｕｅ， Ｚｈａｎｇ Ｙｕｅ， Ｃｈｅｎ Ｙａｎ

（Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｏｐｔｉｍａｌ Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎａｔｕｒａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ，
Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ａｎｓｈｕｎ　 ５６１１１３）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｚａｌｃｉｔａｂｉｎｅ （ ｄｄＣ）， ａ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ γ
（ＰＯＬＧ） ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ， ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａｓｉｏｎ， ａｎｄ ｔｏ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙ ｅｘｐｌｏｒｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｔｒｉ⁃
ｐｌｅ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｄＣ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ
ＭＴＴ ａｓｓａｙ． Ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｓｃｒａｔｃｈ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｉｎ⁃
ｖａｓｉｏｎ ａｓｓａｙｓ． Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎｄ ａ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｋｉｔ．
Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＯＬＧ， ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ Ⅰ （ＮＡＤＨ１）， ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ Ⅱ
（ＮＡＤＨ２）， ＡＴＰ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ ６ （ＡＴＰａｓｅ６）， ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ ｏｘｉｄａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ Ⅰ （ＣＯＸ⁃１） ａｎｄ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ ｏｘ⁃
ｉｄａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ Ⅲ （ＣＯＸ⁃３） ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｔｈｅ ＰＯＬＧ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｍｔＤＮＡ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ｑＰＣＲ． Ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ＡＴＰ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ Ｇｒｅｅｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｂｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ａｎ ＡＴＰ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｋｉｔ． ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｃＤＮＡ３． １⁃ＥＧ⁃
ＦＰ⁃ＰＯＬＧ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｔｏ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓ ＰＯＬＧ． Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｄＣ ｏｎ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
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ｉｎ ＰＯＬＧ⁃ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＰＯＬＧ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ ｔｈａｎ ｉｎ
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ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍｓ　 Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｎｏ． ８２２７３９５７）； Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｌａｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ （Ｎｏｓ． Ｑｉａｎｋｅｈｅ Ｐｌａｔｆｏｒｍ Ｔａｌｅｎｔ ［２０２１］５６３２，Ｑｉａｎｋｅｈｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ⁃ＺＫ ［２０２３］Ｋｅｙｎｏｔｅ
０３４）； Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｎ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ Ｅｔｈｎｉｃ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｎ Ｇｕｉｚｈｏｕ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （Ｎｏ． ＱＺＹＹ⁃２０２２⁃０２５）； Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｆｕｎｄ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｈｅａｌｔｈ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ
（Ｎｏ． ｇｚｗｋｊ２０２１⁃５１９）； Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｓｔｕｄｅｎｔ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｅｎｔｒｅｐｒｅｎｅｕｒｓｈｉｐ Ｔｒａｉｎｉｎｇ Ｐｒｏｇｒａｍ
（Ｎｏ． Ｓ２０２２１０６６０１３９）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ　 Ｃｈｅｎ Ｙａｎ，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｓ０７１０１８９＠ ｓｉｎａ． ｃｏｍ
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