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TO901317 经 LXＲα /NF-κB 抑制 MCF-7 乳腺癌细胞迁移
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摘要 目的 探究肝 X 受体( LXＲ) 激动剂 TO901317 对 MCF-7 人乳腺癌细胞迁移能力的作用及机

制。方法 体外培养 MCF-7 细胞。先运用不同浓度的 TO901317 处理 MCF-7 细胞 24 h，然后通过

LXＲα siＲNA 转染或核因子 κB( NF-κB) 抑制剂 PDTC 处理细胞，划痕愈合实验检测 MCF-7 细胞迁移

能力的 改 变，同 时 运 用 蛋 白 免 疫 印 迹 法 检 测 LXＲα、NF-κB p65 与 IκBα 的 表 达。结 果 随 着

TO901317 处理浓度的增加，MCF-7 细胞的迁移能力明显得到抑制，差异具有统计学意义( P＜0．05) ;

同时 LXＲα 与 IκBα 的表达逐渐增强，而 NF-κB p65 的表达则显著降低。LXＲα siＲNA 可显著延缓

TO901317 的上述作用，PDTC 处理则进一步增强 TO901317 对乳腺癌细胞迁移的抑制作用。结论

TO901317 可激活 LXＲα，下调 NF-κB p65、上调 IκBα 的表达，抑制乳腺癌细胞迁移。
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TO901317 inhibits the migration of MCF-7 breast cancer cells through
LXＲα/NF-κB
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Abstract Objective To explore the effect and mechanism of liver X receptor ( LXＲ) agonist TO901317

on the migration ability of MCF-7 human breast cancer cells． Methods MCF-7 cells were cultured in vitro．

At first，MCF-7 cells were treated with TO901317 with different concentrations for 24 h，and then the cells

were transfected with LXＲα siＲNA or treated with PDTC，a nuclear factor κB ( NF-κB) inhibitor． The
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changes of migration ability of MCF-7 cells were detected by scratch healing experiment，and the

expressions of LXＲα，NF-κB p65 and IκBα were detected by Western blot． Ｒesults With the increase of

TO901317 concentration，the migration ability of MCF-7 cells was obviously inhibited，and the difference

was statistically significant ( P＜0．05) ． At the same time，the expressions of LXＲα and IκBα increased

gradually，while the expression of NF-κB p65 decreased significantly． LXＲα siＲNA can significantly delay

the above-mentioned effects of TO901317，and PDTC treatment can further enhance the inhibitory effect of

TO901317 on breast cancer cell migration． Conclusion TO901317 can activate LXＲα，down-regulate NF-

κB p65，up-regulate the expression of IκBα，and inhibit the migration of breast cancer cells．

Keywords: TO901317; liver X receptor α; NF-κB; MCF-7 breast cancer cells; cell migration

乳腺癌的发病率全球第一，死亡率世界第五，均

位于世界前列［1］，但截至目前其发病机制尚不明确，

故深入探究相关分子机制，对乳腺癌的靶向治疗具

有重大意义。肝 X 受体( liver X receptor，LXＲ) 包含

LXＲα 和 LXＲβ 两 种 亚 型，能 够 被 人 工 合 成 配 体

( TO901317) 、氧固醇等激活，然后同维甲酸结合激

发二聚体活性，参与乳腺癌、结肠癌、肝癌等多种癌

症的发展进程［3－6］。有研究结果表明，激活 LXＲα 可

以调节细胞周期信号，抑制 S 期激酶相关蛋白［7］; 而

本课题组前期研究也发现，激活 LXＲα 可以下调细

胞周期蛋白 D1 活性，抑制乳腺癌细胞增殖［8－9］。上

述研究结果提示，LXＲα可能为抑癌因子，有望成为乳

腺癌调控的新靶点。癌细胞的持续增殖是癌症出现

转移的先决条件［10］，而炎症因子能促进乳腺癌细胞的

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

是调控炎症和癌症的关键［11－12］。因此，本文主要探讨

TO901317 经 NF-κB 对 MCF-7 乳腺癌细胞迁移的影

响。

1 材料与方法

1．1 材料

人乳腺癌 MCF-7 细胞 ( 实验室保存) ; 超敏型

ECL 发光试液、胰蛋白酶和 ＲIPA 裂解液( 购自碧云

天生物技术研究所) ; LXＲ 激动剂 TO901317( 购自美

国 Cayman 科技有限公司) ; NF-κB p65 和 IκBα 兔源

一抗( 购自美国 Proteintech 公司) ; PDTC 和 β-actin

鼠源一抗( 购自美国 Sigma 公司) ; LXＲα 兔源一抗

( 购自美国 Epitomics 公司) ; HＲP 标记的羊抗鼠 IgG

( 购自艾佳生物科技股份有限公司) ; HＲP 标记的羊

抗兔 IgG( 购自北京康为世纪生物科技有限公司) 。

1．2 细胞培养和转染

采用高糖培养基培养人乳腺癌 MCF-7 细胞。当

接种的细胞密度达 50%～60%时即可进行细胞转染，

严格按照转染试剂盒说明书步骤加入转染试剂和

siＲNA。处理后的各组细胞培养 6 h 后更换新鲜的

高糖培养基，48～72 h 后收集细胞进行后续实验。

1．3 划痕愈合实验

用胰酶消化生长状态良好的细胞。计数后以每

孔 5×105个的细胞密度接种于六孔板中，加入含 10%

胎牛血清培养基，摇匀后轻轻置于培养箱中。细胞

贴壁且状态良好时进行划痕，继续放入培养箱中孵

育。按划痕 0 h、24 h 时镜下拍照记录。使用 Image J

软件分析图片，计算细胞迁移率。

1．4 蛋白免疫印迹( Western blot)
将已处理好的各组细胞加入裂解液裂解 0．5 h。

4 ℃离心后收集上清液。收集到的蛋白需严格按照

BCA 蛋白定量试剂盒的说明检测各组浓度。检测浓

度后，将蛋白加入适量 1×蛋白上样缓冲液高温变性

10 min 后进行电泳，浓缩胶 80 V 电泳 0．5 h，分离胶

120 V 电泳 1 h，250 mA 恒流转膜 1．5 h，5%脱脂牛奶

封闭 1 h，最后分别孵育对应的一抗和二抗。在全自

动化学发光成像仪中加入发光液进行显影，得到的

条带用 Alpha Imager 2200 软件灰度扫描分析各基因

的灰度值。

1．5 统计学方法

采用 SPSS 21．0 统计软件分析数据，计量资料以

( �x±s) 表示，采用 t 检验和方差分析检验。P＜0．05

为差异具有统计学意义。
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2 结果

2．1 TO901317 抑制 MCF-7 细胞迁移及对 LXＲα、
NF-κB 等表达的影响

使用 TO901317 处理 MCF-7 细胞，按照不同浓

度分为 4 个处理组，即 0、5、10、20 μmol /L，划痕 24 h

后观察细胞愈合程度。结果显示，随着药物浓度的

递增，MCF-7 细胞划痕愈合速度呈现递减的趋 势

( 图 1A1、A2) ，这提示 TO901317 可以显著抑制 MCF-7

细胞的迁移能力。此外，通过 Western blot 检测发现，

药物浓度的增加可引起 LXＲα、NF-κB 抑制蛋白 α

( inhibitor of NF-κB，IκBα) 的表达上调，NF-κB p65

的表达下调( 图 1B1、B2 ) 。

注: A1 为不同浓度 TO901317 对 MCF-7 细胞迁移能力影响的划痕图( 划痕愈合实验检测，40×) ，A2为统计图; B1为不

同浓度 TO901317 处理 MCF-7 细胞后 LXＲα、NF-κB、IκBα蛋白表达变化的显影图( Western blot 检测) ，B2为统计图;

与 0 μmol /L TO901317 处理组相比，* 、#、△表示 P＜0．05。

图 1 不同浓度 TO901317 对 MCF-7 细胞迁移及 LXＲα、NF-κB、IκBα表达的影响

2． 2 LXＲα siＲNA 对 MCF-7 细 胞 迁 移 能 力 及

LXＲα、NF-κB 表达的影响

单独给予 TO901317 药物的 MCF-7 细胞迁移率

比对照组下降更显著( 图 2A1、A2 ) 。而敲低 LXＲα

的表达后，TO901317 对 MCF-7 细胞迁移能力的抑制

作用减弱。进一步通过 Western blot 实验检测发现:

TO901317 和 LXＲα siＲNA 共同处理后的乳腺癌细

胞中 LXＲα 蛋 白 表 达 的 上 调 幅 度 低 于 单 独 给 予

TO901317 组的乳腺癌细胞，表明敲低 LXＲα 表达后

可能抑制 TO901317 对 LXＲα 表达的上调作用。此

外，在 TO901317 和 LXＲα siＲNA 共同处理组中，敲

低 LXＲα 的表达，同样降低 TO901317 对 NF-κB p65

表达的下调作用( 图 2B1、B2 ) 。
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注: A1 为敲低 LXＲα表达后对 MCF-7 细胞迁移能力影响的划痕图( 划痕愈合实验检测，40×) ，A2 为统计图; B1 为敲

低 LXＲα表达后 MCF-7 细胞中 LXＲα、NF-κB、IκBα 蛋白表达变化的显影图( Western blot 检测) ，B2 为统计图; 分别

与对照组、LXＲα siＲNA 以及 TO901317 组比较，* 、#、△表示 P＜0．05; + 表示加入，－ 表示不加入。

图 2 LXＲα siＲNA 对 MCF-7 细胞迁移及 LXＲα、NF-κB、IκBα表达的影响

2．3 NF-κB 抑制剂 PDTC 对 MCF-7 细胞迁移能力

及 LXＲα、NF-κB 表达的影响

划痕愈合实验结果显示，单独给予 PDTC 和单

独给予 TO901317 都能使细胞迁移率显著降低，表明

抑制 NF-κB 的表达可以抑制 MCF-7 细胞迁移能力;

而当乳腺癌细胞共同给予 TO901317 和 PDTC 处理

时，细胞的迁移率明显进一步下降 ( 图 3A1、A2 ) 。

Western blot 实验结果表明，TO901317 和 PDTC 单独

处理的乳腺癌细胞中 IκBα 的表达上调、NF-κB p65

的表达下调，两者共同作用后 NF-κB p65 表达下调

的趋势更为显著 ( 图 3B1、B2 ) 。

·27·
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注: A1 为 PDTC 对 MCF-7 细胞迁移能力影响划痕图( 划痕愈合实验检测，40×) ，A2为统计图; B1 为 PDTC 处

理后 MCF-7 细胞中 LXＲα、NF-κB、IκBα蛋白表达变化的显影图( Western blot 检测) ，B2为统计图; 分别与对

照组、PDTC 组和 TO901317 组比较，* 、#、△表示 P＜0．05; + 表示加入，－ 表示不加入。

图 3 PDTC 对 MCF-7 细胞迁移及 LXＲα、NF-κB、IκBα表达的影响

3 讨论

世界卫生组织最新数据显示，全球乳腺癌发病

率在逐年升高，严重威胁患者的生命和健康，对患者

的家庭以及整个社会造成严重的负担［1，13］。因此，

寻找新的乳腺癌靶向药物显得尤为重要。

据近年的相关研究报道［14］，LXＲα 在乳腺癌患

者中低表达，上调 LXＲα 的表达能够抑制乳腺癌细

胞的增殖、侵袭，并促进乳腺癌细胞凋亡，这表明

LXＲα 与乳腺癌的发展进程密切相关。TO901317 是

LXＲs 人工合成激动剂，尤其对 LXＲα 基因具有高亲

和力，TO901317 激活 LXＲα 后可显著抑制乳腺癌细

胞增殖［9，15］。癌细胞不断增殖的能力与癌细胞出现

转移息息相关，而癌细胞转移是严重阻碍晚期癌症

患者治愈的关键因素之一。炎症反应能够促进肿瘤

复发转移，在某些肿瘤类型早期细胞癌变阶段就已

出现。NF-κB 是一种诱导型转录因子，其主要形式

为 p50 和 p65 组成的二聚体，其中 p65 主要参与基

因转录的起始调节。NF-κB 可以调控炎性细胞因

子、趋化因子等直接靶向调节炎症，且在乳腺癌中呈

现异常高表达［16］。有文献报道，LXＲα 被激活后可

抑制 NF-κB 途径来抑制炎症因子表达［17］。IκBα 是

调节 NF-κB 活性的重要蛋白，能够抑制 NF-κB 活

化，进而达到抑制促炎因子基因的转录激活。

本研 究 采 用 划 痕 愈 合 实 验 检 测 了 4 种 不 同

TO901317 浓度处理组，结果表明，随着处理浓度的增

加人乳腺癌 MCF-7 细胞的迁移率逐渐降低，且迁移率

降低的程度与 TO901317 浓度的增加息息相关。与此

同时，Western blot 实验结果显示，随着 TO901317 浓度

的增加，LXＲα、IκBα 的表达逐渐升高，NF-κB p65 的

表达则逐渐降低。IκBα 能够与 NF-κB 结合，是其关

键调控蛋白，能够抑制 NF-κB p65 调控促炎因子的

转录激活，IκBα 表达逐渐升高能够进一步说明 NF-

κB p65 活性被抑制。上述结果表明，TO901317 能够

抑制乳腺癌细胞迁移并上调 LXＲα 的表达、下调 NF-

κB p65 的表达，但 TO901317 抑制乳腺癌细胞迁移

的机制是否与 LXＲα /NF-κB 通路相关还需进一步验

证。接下来课题组将 LXＲα siＲNA 和 TO901317 同

时给予到乳腺癌细胞中，发现敲低 LXＲα 的表达后，

TO901317 对 MCF-7 细胞迁移能力的抑制作用减弱，

且显著降低 TO901317 对 LXＲα、IκBα 表达的上调作

用以 及 对 NF-κB p65 表 达 的 下 调 作 用，提 示

TO901317 抑制乳腺癌细胞迁移的机制与 LXＲα 表

达上调密切相关。进一步通过 NF-κB 抑制剂 PDTC

处理 MCF-7 细胞，单独给予 PDTC 能使乳腺癌细胞

迁移率显著降低，且 LXＲα 的表达并未随之同步被

调节，表明 NF-κB p65 受 LXＲα 的调控。而同时给

予细胞 PDTC 和 TO901317 后，NF-κB p65 表达显著

下调，下调幅度大于 PDTC 和 TO901317 单独处理

组。
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4 结论
LXＲα 被 TO901317 激活后，可显著抑制乳腺癌

细胞迁移，且这种抑制作用可能与 LXＲα 下调 NF-

κB p65 表达，抑制相关通路有关。本研究结果揭示

了 LXＲα /NF-κB 通路在乳腺癌转移中的作用，有望

为乳腺癌的防治提供新的思路。
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