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　　［摘要］　背景与目的：越来越多的证据显示，Grb2协同结合蛋白2(Grb2 binding protein-2，Gab2)与

肿瘤的侵袭转移相关，但Gab2与乳腺癌上皮-间质转化(epithelial-mesenchymal transition，EMT)的关系尚

不清楚。本研究旨在探讨Gab2对乳腺癌EMT标志物的影响，明确Gab2在乳腺癌侵袭和转移中的作用机制。方

法：采用免疫组织化学染色法检测80例乳腺癌组织中Gab2及EMT标记物上皮性钙黏着蛋白(E-cadherin)、波形

蛋白(vimentin)的表达情况并分析其相关性，用蛋白［质］印迹法(Western blot)检测乳腺组织Gab2的表达情

况，采用小干扰RNA(siRNA)技术降低乳腺癌细胞系MDA-MB-231中Gab2的表达，采用划痕实验检测表皮生长因

子(epithelial growth factor，EGF)刺激后转染细胞的侵袭能力变化，用Western blot检测敲低Gab2后MDA-

MB-231细胞中E-cadherin及vimentin的表达情况，同时检测p-GSK-3β的表达情况、转录因子Snail转核情况。

结果：Gab2在乳腺癌组织中的表达与E-cadherin的表达呈负相关，而与vimentin的表达呈正相关(P<0.05)；
乳腺癌组织中Gab2的表达量明显高于正常乳腺组织；siRNA质粒转染后，SiGab2/MDA-MB-231细胞组中Gab2蛋白

的表达量明显降低，结果显示转染成功，划痕实验显示细胞的侵袭能力减弱，表明Gab2影响乳腺癌细胞系的侵

袭能力；敲低Gab2后，MDA-MB-231细胞中的E-cadherin的表达明显升高，而vimentin的表达明显降低；GSK-3β
的磷酸化受到抑制，而Snail在敲低Gab2的细胞核中的表达明显下调。结论：Gab2可以通过GSK-3β/Snail信号

通路促进乳腺癌的EMT，从而促进乳腺癌的侵袭和转移。
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　　［Abstract］ Background and purpose: More and more evidence has showed that Grb2 binding protein-2 
(Gab2) is associated with tumor invasion and metastasis. However, the relationship between Gab2 and epithelial-
mesenchymal transition (EMT) in breast cancer is not clear. The aim of this study is to investigate the effect of Gab2 on 
EMT markers and the mechanism of Gab2 on breast cancer invasion and metastasis. Methods: Immunohistochemical 
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　　上皮-间质转化(epithelial-mesenchymal 
transition，EMT)是上皮细胞通过骨架重排，降

低细胞间黏附力，向侵袭、迁移能力增强的间

质细胞转化的过程［1］。细胞极性消失，上皮细

胞表型改变，如上皮性钙黏着蛋白(E-cadherin)
向神经性钙黏着蛋白(N-cadherin)转化、波形蛋

白(vimentin)增多是EMT过程中的重要变化［2］。

肿瘤细胞借助EMT方式使其运动迁移能力增

强，EMT是肿瘤发生浸润及远处转移的基础。

　 　 G r b 2 协 同 结 合 蛋 白 2 ( G r b 2  b i n d i n g 
protein-2，Gab2)是Gabs家族的重要成员，被酪

氨酸磷酸化激活后接受细胞外多种因子刺激，

介导细胞内多条信号通路，在细胞增殖、分化

中起重要作用［3-4］。越来越多的研究表明，

Gab2与多种肿瘤的侵袭转移相关［5］，但Gab2与

乳腺癌EMT的研究尚未见报道。本实验通过探

讨Gab2对乳腺癌EMT标志物的影响，明确Gab2

在乳腺癌侵袭和转移中的作用机制。 

1　材料和方法

1.1　材料

1.1.1　临床资料   

　　收集2013年11月—2014年11月潍坊医学院

附属医院手术切除的80例乳腺浸润性导管癌组

织，并另取对应的癌旁(大于5 cm)正常乳腺组织

作为对照，其中部分存于-80 ℃冰箱保存留用，

剩余做石蜡切片。所有患者的临床资料完整，

术前均未做过化疗及放疗，并经病理确诊。患

者年龄在27~74岁之间，平均51岁。

1.1.2　主要试剂

　　兔抗人Gab2、Snail购自美国Santa Cruz

公司，p-GSK3β抗体购自美国Cell Signaling 

Technology公司，鼠抗人viment in、鼠抗人 

E-cadherin、PV-9000通用型二步法检测试剂

购自北京中杉金桥生物技术有限公司，BCA

蛋 白 浓 度 试 剂 盒 、 核 蛋 白 抽 提 试 剂 盒 购 自

北 京 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ， 转 染 试 剂

LipofectamineTM2000购自美国Invitrogen公司，

RPMI 1640培养液和胎牛血清购自美国Hyclone

公司。MDA-MB-231细胞由潍坊医学院医学研

究实验中心提供。

1.2　方法

1.2.1　免疫组织化学染色

　　连续组织切片3张，分别滴加Gab2(1︰
100)、vimentin(工作液)和E-cadherin(1︰400)抗
体，并做阴性对照，其余按试剂盒说明操作。

结果判定参照参考文献［6］。

1.2.2　细胞培养与转染

　 　 G a b 2 干 扰 质 粒 由 上 海 吉 凯 基 因 化 学

技 术 有 限 公 司 合 成 。 M D A - M B - 2 3 1 细 胞

常 规 培 养 ， 选 取 三 代 以 后 对 数 生 长 期 的 细

胞 进 行 转 染 ， 转 染 后 细 胞 命 名 ： S i G a b 2 /
M D A - M B - 2 3 1 细 胞 组 插 入 G a b 2 目 标 片 段

methods were used to detect the expressions of Gab2, E-cadherin and vimentin in 80 cases of breast cancer tissues, and 
the correlations between them were analyzed. Western blot was used to detect the expression of Gab2 in breast tissues. 
After MDA-MB-231 cells were transfected with siRNA plasmid, wound healing assay was used to detect the invasive 
ability of transfected cells induced by epithelial growth factor (EGF) in vitro. Then Western blot was used to analyze 
the protein expressions of E-cadherin, vimentin, phosphorylated GSK-3β (p-GSK-3β) and nuclear Snail. Results: Gab2 
was negatively correlated with the expression of E-cadherin and positively correlated with the expression of vimentin 
in breast cancer tissues (P<0.05). The expression of Gab2 in breast cancer tissues was higher than that in normal breast 
tissues adjacent to breast cancer. In vitro, Gab2 expression was significantly knocked down in MDA-MB-231 cells 
transfected with Gab2 siRNA plasmid (SiGab2/MDA-MB-231cells). Meanwhile, the invasive ability of SiGab2/MDA-
MB-231cells was decreased with EGF stimulation. The expression of E-cadherin was increased in SiGab2/MDA-MB-
231cells. However, the expressions of vimentin, p-GSK-3β and nuclear Snail were decreased in SiGab2/MDA-MB-
231cells. Conclusion: Gab2 can promote the invasion and metastasis of breast cancer by EMT through GSK-3β/Snail 
signaling pathway. 
  　［Key words］ Breast cancer; Invasion; Grb2 binding protein-2; Epithelial-mesenchymal transition; Signaling 
pathway 



136

5’-GTGAGAACGATGAGAAATA-3’；Scr/MDA-
MB-231细胞组插入无效序列的小RNA片段。转

染步骤按LipofectamineTM2000说明书操作。

1.2.3　蛋白［质］印迹法(Western blot)

　　提取组织及转染前后细胞总蛋白，用BCA

法测定蛋白浓度，根据蛋白浓度调整每孔蛋

白 上 样 量 ， 电 泳 ， 转 膜 ， 脱 脂 奶 粉 封 闭 ，

滴加Gab2(1︰500)、E-cadherin(1︰1 000)、

vimentin(1︰1 000)、p-GSK-3β(1︰1 000)、

Snail(1︰500)和β-actin(1︰1 000)抗体，4 ℃过

夜，二抗温育1 h，滴加化学发光剂，曝光。

结 果 使 用 I m a g e  J 软 件 进 行 灰 度 分 析 。 实 验 

重复3次。

1.2.4　划痕实验

　　MDA-MB-231细胞接种6孔板，生长到90%

左右时转染，4 h换液并用10 µL枪头划痕，培养

于含有0.1%血清的1640培养基中，并用10 ng/mL

的表皮生长因子(epithelial growth factor，EGF)刺

激，取不同时间点，置于显微镜下拍照，应用

Image J软件测量划痕距离，取3次实验平均值。

1.2.5　核质分离

　　MDA-MB-231细胞接种6孔板，实验组转

染干扰质粒，对照组转染空载质粒，置于37 ℃

培养箱培养24 h后，按核质分离试剂盒说明书

操作。抽提得到的细胞核蛋白，通过Western 

blot检测各组细胞核内Snail蛋白表达。实验重 

复3次。

1.3　统计学处理

　　实验数据采用SPSS 17.0软件处理。计数资

料比较采用χ2检验，计量资料比较采用t检验及

两变量的相关性分析。P<0.05为差异有统计学

意义。

2　结　　果

2.1　乳腺癌组织中Gab2表达与E-cadherin、

vimentin表达的相关性

　　Gab2阳性显色位于细胞质，E-cadherin阳

性显色位于细胞膜，vimentin阳性显色位于组

织、细胞间质(图1)。乳腺癌组织中Gab2表达与

E-cadherin表达呈负相关，与vimentin表达呈正

相关(P<0.05，表1)。

(×400)

图 1　Gab2、E-cadherin和vimentin在乳腺癌组织中的表达

Fig. 1    Expressions of Gab2, E-cadherin and vimentin in breast invasive ductal carcinoma tissues by immunohistochemical staining

 A: Positive expression of Gab2; B: Positive expression of E-cadherin; C: Positive expression of vimentin; D: Negative expression of Gab2; E: 
Negative expression of E-cadherin; F: Negative expression of vimentin
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2.2　Gab2在正常乳腺组织及乳腺癌组织中的

表达 

　　Western blot检测显示，乳腺浸润性导管癌

组织中Gab2的表达量高于癌旁正常组织(图2)。

图 2　Gab2在正常乳腺组织和乳腺癌组织中的表达

Fig. 2    The expressions of Gab2 in normal breast tissues and 

breast invasive ductal carcinoma tissues

 T: Breast cancer tissues; ANT: Paracancerous tissues

2.3　SiGab2/MDA-MB-231细胞中Gab2、E-

cadherin及vimentin表达

　　Western blot检测显示，Gab2在SiGab2/

MDA-MB-231细胞中表达比在Scr/MDA-MB-231
细胞中低，提示转染成功。Gab2表达降低后，

SiGab2/MDA-MB-231细胞较Scr/MDA-MB-231
细胞，E-cadherin表达量升高，而vimentin表达

量降低(图3)。

2.4　Gab2对MDA-MB-231细胞侵袭性的影响  

　　EGF刺激后SiGab2/MDA-MB-231细胞组相

对迁移距离明显比Scr/MDA-MB-231细胞组迁移

距离小，差异有统计学意义(P<0.05)，结果提示

Gab2降低后MDA-MB-231细胞的定向迁移能力

降低(图4)。

2.5　Gab2对p-GSK-3β、Snail的影响 

　　为了研究Gab2促进乳腺癌EMT发生可能的

分子机制，用10 ng/mL EGF无血清培养基刺激

各组转染细胞。Western blot检测显示，EGF刺

激后SiGab2/MDA-MB-231细胞中GSK-3β的磷酸

化降低，锌指转录因子Snail在细胞核中的表达

减少。结果表明Gab2表达减少后，GSK-3β失活

减少且Snail转核减少(图5、6)。

图 3　Gab2、E-cadherin和vimentin在SiGab2/MDA-MB-231

细胞和Scr/MDA-MB-231细胞中的表达

Fig. 3    The expressions of Gab2, E-cadherin and vimentin in 

SiGab2/MDA-MB-231 and ScrGab2/MDA-MB-231 cells

 *: P<0.05, SiGab2/MDA-MB-231cells vs Scr/MDA-MB-231 cells

图 4　Gab2对EGF刺激后MDA-MB-231细胞侵袭性的影响

Fig. 4    Influence of Gab2 on invasion of MDA-MB-231 cells 

induced by EGF

 *: P<0.05, SiGab2/MDA-MB-231 cells vs Scr/MDA-MB-231 cells

表 1　乳腺癌组织中Gab2表达与E-cadherin、vimentin表达的相关性

Tab. 1    Correlations of Gab2 with E-cadherin and vimentin in breast invasive ductal carcinoma tissues

(n)

Item N
Gab2

r value P value 
Positive expression Negative expression

E-cadherin
Positive expression 37 16 21

-0.243 0.030
Negative expression  43 29 14

Vimentin
Positive expression 41 28 13

0.249 0.026
Negative expression 39 17 22
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图 5　GSK-3β在SiGab2/MDA-MB-231细胞和ScrGab2/ MDA-

MB-231细胞中的磷酸化情况

Fig. 5    The phosphorylation of GSK-3β in SiGab2/MDA-MB-231 

and ScrGab2/ MDA-MB-231cells

 *: P<0.05, SiGab2/MDA-MB-231 cells vs Scr/MDA-MB-231 cells

图 6　Snail在SiGab2/MDA-MB-231细胞和ScrGab2/ MDA-

MB-231细胞核中的表达

Fig. 6    The expression of Snail in SiGab2/MDA-MB-231 and 

ScrGab2/ MDA-MB-231 cell nuclei

 *: P<0.05 SiGab2/MDA-MB-231 cells vs Scr/MDA-MB-231 cells

3　讨　　论

　　近年来乳腺癌的发病率升高，并且发病年

龄年轻化。随着诊断水平的提高，乳腺癌的检

出率提高，但是许多患者确诊时已发展为浸润

癌或已有淋巴结及远处转移。乳腺癌的浸润与

转移是患者复发、死亡的主要原因。

　　多项研究证明，Gab2是潜在的癌基因，

在卵巢癌中存在扩增。Gavin P老鼠在体研究发

现，Gab2是卵巢癌的一个癌基因［7-8］。Gab2与

胶质瘤WHO分级相关，Gab2表达增多，患者生

存期明显缩短，Gab2表达降低后通过调节细胞

骨架重排及基质金属蛋白酶的表达降低胶质瘤

细胞侵袭［5-9］。Matsumura等［10］发现，Gab2在

结肠癌组织中表达增多，并与淋巴结、静脉转

移及肝转移相关。沉默Gab2基因后，乳腺癌细

胞周期增殖明显降低，凋亡增加，细胞的侵袭

性减弱［11］。本实验免疫组化及Western blot检测

结果显示，乳腺浸润性导管癌癌组织中Gab2表

达高于癌旁正常组织，结果表明Gab2的表达与

乳腺癌的侵袭相关。

　　EMT可发生在胚胎发育及组织损伤修复过

程中，但其在肿瘤形成及促进肿瘤细胞侵袭转

移中起重要作用［12］。发生EMT改变的肿瘤细

胞极性消失，细胞上皮表型改变，上皮表型分

子E-cadherin表达降低，间质分子vimentin表达

增多，是EMT的特征性改变［13-14］。EMT改变使

肿瘤侵袭、转移能力增强。Wang等［3］证明，

Gab2通过PI3K途径促进卵巢癌细胞侵袭转移，

并且抑制E-cadherin表达促进EMT发生。本实验

结果显示，在乳腺浸润性导管癌组织中Gab2表

达与E-cadherin表达呈负相关，与vimentin表达

呈正相关。降低MDA-MB-231细胞中Gab2表达

后，E-cadherin表达量升高，vimentin表达量降

低，并且MDA-MB-231细胞侵袭性降低。此结

果说明，Gab2阳性表达的乳腺浸润性导管癌组

织中存在EMT的发生，同时也说明降低Gab2的

表达可以减少或逆转乳腺癌MDA-MB-231细胞

中EMT的发生，进而减弱细胞的侵袭能力。

　　GSK-3β是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，在

细胞中以活性状态存在，在细胞增殖、迁移中

发挥重要作用。研究发现，p-GSK-3β在乳腺癌

中表达增多，GSK-3β失活可诱导乳腺癌EMT发

生［15］。肿瘤微环境、转录因子等都可以诱导

EMT的发生。锌指转录因子Snail是E-cadherin的

转录抑制因子［16］。Liu等［17］发现，EGF通过抑

制GSK-3β的活性，使Snail转录增加，促进肺癌

A549细胞EMT的发生。本实验结果显示，Gab2

表达减少，使GSK-3β磷酸化降低，GSK-3β抑

制了Snail转核，并促进E-cadherin表达，减少

vimentin表达，从而逆转EMT发生。

　　综上所述，本实验证明了Gab2可以通过

GSK-3β/Snail信号通路促进乳腺癌EMT发生，进

而促进乳腺癌细胞的侵袭、转移，这将为研究

控制乳腺癌的侵袭转移提供新靶点。
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