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·实验研究·

超声靶向微泡破坏介导的整合素亚基α3转染对
乳腺癌生长和上皮间质转化的影响

钱昭高 李在丽

摘 要 目的 探讨超声靶向微泡破坏（UTMD）介导的整合素亚基α3（ITGA3）过表达质粒转染对乳腺癌生长和

上皮间质转化（EMT）的影响。方法 基于GEPIA平台分析 TCGA数据库中乳腺癌样本的 ITGA3表达情况，绘制生存曲

线评估 ITGA3表达水平对乳腺癌患者生存的影响。将乳腺癌BT-549细胞分为LIP-NC组（脂质体介导的阴性对照质粒

转染细胞）、LIP-ITGA3组（脂质体介导的 ITGA3过表达质粒转染细胞）、UTMD-NC组（UTMD介导的阴性对照质粒转染

细胞）和UTMD-ITGA3组（UTMD介导的 ITGA3过表达质粒转染细胞），UTMD-NC组和UTMD-ITGA3组细胞在转染过程

中均接受超声辐照（频率 1 MHz，声强 0.75 W/cm2，时间 45 s）。于扫描电子显微镜下观察LIP-NC组、UTMD-NC组细胞形

态；分别应用MTT法、划痕实验、Transwell实验检测各组细胞活力、迁移能力、侵袭能力；应用Western blot法分析BT-549
细胞中 ITGA3和EMT、STAT3通路相关基因蛋白的表达情况。通过裸鼠皮下肿瘤细胞注射法建立裸鼠乳腺癌异种移植

瘤模型，移植 35 d后处死裸鼠剥离异种移植瘤并称重；应用免疫组化检测各组异种移植瘤组织中 ITGA3、N-cadherin和
PCNA的表达情况。结果 生物信息学分析显示，乳腺癌样本中 ITGA3蛋白相对表达量明显低于正常乳腺样本，差异有

统计学意义（P<0.05）；ITGA3低表达与乳腺癌患者不良预后相关（HR=0.81，P=0.000 72）。体外实验结果显示，扫描电子

显微镜下LIP-NC组细胞呈球形，细胞膜表面无明显的凹坑或孔隙；UTMD-NC组细胞形态未见改变，但细胞膜表面可见

粗糙区域和小凹坑。UTMD-ITGA3组、LIP-ITGA3组细胞活力、迁移能力、侵袭能力均分别较各自对照组（UTMD-NC组、

LIP-NC组）降低，差异均有统计学意义（均P<0.05）；且UTMD-ITGA3组细胞活力、迁移能力、侵袭能力均较 LIP-ITGA3
组更低（均P<0.05）。LIP-ITGA3组 ITGA3蛋白相对表达量较LIP-NC组增高，UTMD-ITGA3组 ITGA3蛋白相对表达量较

UTMD-NC组、LIP-ITGA3组均增高，差异均有统计学意义（均P<0.01）。LIP-ITGA3组、UTMD-ITGA3组细胞Vimentin、
N-cadherin、p-STAT3、c-Myc、CyclinD1和 PCNA蛋白相对表达量均分别较UTMD-NC组、LIP-NC组降低，E-cadherin蛋
白相对表达量均分别较 UTMD-NC组、LIP-NC组增高，差异均有统计学意义（均 P<0.01）；且 UTMD-ITGA3组细胞

Vimentin、N-cadherin、p-STAT3、c-Myc、CyclinD1和 PCNA蛋白相对表达量均较 LIP-ITGA3组更低，E-cadherin蛋白相对

表达量较LIP-ITGA3组更高（均P<0.05）。体内实验结果显示，UTMD-ITGA3组、LIP-ITGA3组裸鼠异种移植瘤质量均分

别较UTMD-NC组、LIP-NC组降低，差异均有统计学意义（均P<0.01）；且UTMD-ITGA3组裸鼠异种移植瘤质量较 LIP-
ITGA3组更低（P<0.01）。UTMD-ITGA3裸鼠异种移植瘤组织中 ITGA3蛋白相对表达量较 LIP-ITGA3组增高，差异有统

计学意义（P<0.01）；UTMD-ITGA3组、LIP-ITGA3组裸鼠异种移植瘤组织中N-cadherin、PCNA蛋白相对表达量均分别较

UTMD-NC组、LIP-NC组降低，差异均有统计学意义（均P<0.01）；且UTMD-ITGA3组N-cadherin、PCNA蛋白相对表达量

较 LIP-ITGA3组更低（均P<0.01）。结论 UTMD介导的 ITGA3过表达质粒转染可有效抑制乳腺癌生长和EMT，有望为

今后乳腺癌治疗提供新的策略。
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤，占所有癌症相

关死亡的 11.6%［1］。目前全球乳腺癌的发病率以每年

3%的速度递增，且其在年轻人群中越来越普遍［2］。由

于乳腺癌发生发展的机制尚未明确，尽管约 30%的乳

腺癌患者进行了早期治疗，但仍会复发和转移［3］。目

前已知的信息不足以解释乳腺癌的具体生物学特性

和涉及的分子信号通路［4］。因此，深入研究乳腺癌发

生发展的相关机制，为乳腺癌的靶向治疗提供新的思

路和方法具有重要意义。整合素亚基 α3（integrin
subunit α3，ITGA3）是α整合素家族成员之一，其在正

常生物体中广泛表达，在介导细胞间黏附中发挥了重

要作用［5］。ITGA3在多种恶性肿瘤中表达下调，同时

可作为胰腺癌［6］、头颈部癌［7］和甲状腺癌［8］的预后因

素，但其在乳腺癌生长和上皮间质转化（epithelial-

of breast cancer by integrin subunit α3（ITGA3）transfection mediated with ultrasound targeted microbubble destruction（UTMD）.
Methods The expression of ITGA3 in breast cancer samples from the TCGA database was analyzed based on the GEPIA
platform，and survival curves were drawn to evaluate the impact of ITGA3 expression on the survive of breast cancer patients.
Breast cancer BT-549 cells were divided into LIP-NC group（liposome mediated negative control plasmid），LIP-ITGA3 group
（liposome mediated ITGA3 overexpression plasmid transfected cells），UTMD-NC group（UTMD-mediated negative control plasmid
transfected cells）and UTMD-ITGA3 group（UTMD-mediated ITGA3 overexpressed plasmid transfected cells）.Cells in UTMD-NC
and UTMD-ITGA3 groups were accepted ultrasonic irradiation（frequency 1 MHz，sound intensity 0.75 W/cm2，duration 45 s）
during transfection.Cell morphology of UTMD-NC and UTMD-ITGA3 groups was observed by scanning electron microscopy.Cell
viability was detected by MTT assay.Cell migration ability was detected by scratch assay，and cell invasion ability was detected
by Transwell assay.Western blot analysis was performed to quantify the expression of ITGA3 and EMT- and STAT3 pathway-
related proteins in BT-549 cells.A xenograft tumor model of breast cancer was established by subcutaneously injecting tumor
cells into nude mice.After 35 d of transplantation，the nude mice were sacrificed and the xenograft tumors were harvested and
weighed.Immunohistochemistry was used to detect the expression of ITGA3，N-cadherin and PCNA of xenograft tumor tissues in
each group.Results Bioinformatics analysis showed that the expression of ITGA3 in breast cancer samples was significantly
lower than that in normal breast samples（P<0.05）.The low expression of ITGA3 was associated with the poor prognosis in breast
cancer patients（HR=0.81，P=0.000 72）. In vitro experiment showed that cells in the LIP-NC group were spherical under
scanning electron microscopy，with no obvious pits or pores on the surface of the cell membrane.The cells in the UTMD-NC
group showed no change in morphology，while with rough areas and small pits on the cell membrane.The cell viability，migration
ability and invasion ability of UTMD-ITGA3 and LIP-ITGA3 groups were decreased compared with the control groups（UTMD-
NC group and LIP-NC group），and the differences were statistically significant（all P<0.05）.The cell viability，migration ability
and invasion ability of UTMD-ITGA3 group were lower than those of LIP-ITGA3 group（all P<0.05）.The relative expression of
ITGA3 protein in the LIP-ITGA3 group cells was higher than in the LIP-NC group.The relative expression of ITGA3 protein in
the UTMD-ITGA3 group was higher than in the UTMD-NC and LIP-ITGA3 groups，with statistically significant differences（all
P<0.01）.The relative expression levels of Vimentin，N-Cadherin，p-STAT3，c-Myc，CyclinD1 and PCNA proteins in the LIP-
ITGA3 group and UTMD-ITGA3 group were significantly lower than those in the UTMD-NC group and LIP-NC group，while the
relative expression level of E-Cadherin protein was significantly higher than that in the UTMD-NC group and LIP-NC group
（all P<0.01）.Additionally，the relative expression levels of Vimentin，N-Cadherin，p-STAT3，c-Myc，CyclinD1 and PCNA
proteins in the UTMD-ITGA3 group were significantly lower than those in the LIP-ITGA3 group，and the relative expression level
of E-Cadherin protein was significantly higher than that in the LIP-ITGA3 group（all P<0.05）.In vivo experiment showed that the
weight of nude mice xenograft tumors in the UTMD-ITGA3 group and LIP-ITGA3 group was significantly decreased compared
with the UTMD-NC and LIP-NC groups，respectively，with statistically significant differences（all P<0.01）. Moreover，the
weight of nude mice xenograft tumors in the UTMD-ITGA3 group was significantly decreased compared with the LIP-ITGA3
group（P<0.01）.The relative expression level of ITGA3 protein in the xenograft tumor tissues of nude mice in the UTMD-ITGA3
group was significantly higher than that in the LIP-ITGA3 group（P<0.01）. The relative expression levels of N-cadherin and
PCNA proteins in the xenograft tumor tissues of nude mice in both the UTMD-ITGA3 and LIP-ITGA3 groups were significantly
lower than those in the UTMD-NC and LIP-NC groups（all P<0.01）.Additionally，the relative expression levels of N-cadherin
and PCNA proteins in the UTMD-ITGA3 group were significantly lower than those in the LIP-ITGA3 group（all P<0.01）.
Conclusion UTMD mediated ITGA3 overexpression plasmid transfection can effectively inhibit the growth and EMT of breast
cancer，providing a new strategy for breast cancer treatment.

KEY WORDS Ultrasound targeted microbubble destruction；Breast cancer；Liposome；Integrin subunit α3
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mesenchymal transformation，EMT）中的作用鲜有报道。

超声靶向微泡破坏（ultrasound targeted microbubble
destruction，UTMD）作为一种新型基因递送方式和靶

向给药系统，结合了RNA干扰技术和声脉冲超声，可

明显提高转染基因进入细胞的效率和靶向性［9］。在

UTMD过程中，靶点基因被整合到一个微泡中，通过超

声触发微泡在目标组织中局部释放［10］，且超声对微泡

的破坏可增加毛细血管通透性，并诱导目标细胞的细

胞膜产生不可逆的孔洞，从而有助于靶点基因的转染

和表达［11］。此外，UTMD在癌症免疫治疗中也显示出

巨大的潜力［12］，有望成为一种高效、安全、靶向的基因

转染和基因治疗方法。本实验旨在探讨UTMD介导的

ITGA3过表达质粒转染对乳腺癌生长和EMT的影响。

材料与方法

一、主要实验材料、仪器和动物

1.主要实验材料：乳腺癌BT-549细胞株（美国菌

种保藏中心）；ITGA3过表达质粒及其阴性对照（NC）
质粒（上海吉玛制药技术有限公司）；SonoVue（意大利

Bracco公司）；LipofectamineTM 2000（美国 Invitrogen公
司）；RPMI培养基、胎牛血清（浙江天杭生物科技股份

有限公司）；MTT试剂盒（大连美仑生物技术有限公

司）；ECMatrix胶、Transwell小室（美国 BD公司）；BCA
蛋白检测试剂盒、RIPA裂解液（美国 Abcam公司）；

抗 ITGA3、E-cadherin、N-cadherin、Vimentin、STAT3、
c-Myc、CyclinD1、PCNA、β -actin 抗体（美国 Abcam
公司）。

2.主要实验仪器：超声治疗仪（UT1021，山东弘旭

医疗设备有限公司）；扫描电子显微镜（JSM-6360LV，
日本 JEOL公司）；酶联免疫检测仪（Multiskan FC，美国

赛默飞公司）；凝胶成像仪（美国Bio-Rad公司）；光学

显微镜（LV100ND，日本尼康公司）。

3.实验动物：雌性BALB/c裸鼠 24只，均购自北京

维通利华实验动物技术有限公司，周龄 7~8周，体质量

18~22 g。本实验经我院动物医学伦理委员会批准（批准

号：20220047），所有实验程序均遵循《赫尔辛基宣言》。

二、实验方法

（一）ITGA3在乳腺癌中的表达及其与预后的关系

于 TCGA 数据库（https：//www. cancer. gov/）获取

1085个乳腺癌样本和 291个正常乳腺样本中 ITGA3的
表达数据，基于 GEPIA平台（http：//gepia.cancer-pku.
cn/index.html）对数据进行分析及比较，并根据 ITGA3
的中位表达水平将乳腺癌样本分为 ITGA3高表达组

和 ITGA3低表达组，绘制生存曲线分析 ITGA3表达水

平对乳腺癌患者生存的影响。

（二）细胞培养及分组

使用完全培养基（RPMI培养基中添加 10%胎牛

血清、100 U/ml青霉素和 100 μg/ml链霉素）于 37℃的

CO2培养箱中孵育BT-549细胞，2 d传代 1次。将BT-
549细胞接种于 96孔板中，每孔 2×104个细胞，并将其

均分为 4组，具体为：①LIP-NC组，即脂质体介导的

NC质粒（1 μg质粒+2 μl LipofectamineTM 2000）转染细

胞；②LIP-ITGA3组，即脂质体介导的 ITGA3过表达质

粒转染细胞；③UTMD-NC组，即 UTMD介导的 NC质

粒转染细胞；④UTMD-ITGA3组，即 UTMD介导的

ITGA3过表达质粒转染细胞。其中 UTMD-NC组和

UTMD-ITGA3组细胞在转染过程中均接受超声辐照，

具体为：根据 SonoVue使用说明书制备微泡混悬液，以

1 μg质粒+50 μl微泡混悬液的比例制备成质粒+微泡

混合物；然后使用超声治疗仪进行辐照（频率 1 MHz，
声强0.75 W/cm2，时间45 s）。

（三）脂质体或UTMD转染 ITGA3对体外乳腺癌细

胞生物学特性的影响

1.观察细胞形态：将 LIP-NC组和UTMD-NC组细

胞固定、脱水，于扫描电子显微镜下观察细胞形态。

2.MTT法检测细胞活力：于 37℃和 5% CO2条件

下，采用 96孔板以每孔 5×103的密度培养对数生长期

的BT-549细胞 24 h，去除培养基并替换为 150 μl新鲜

培养基和 50 μl MTT溶液。孵育 4 h后去除培养基，加

入 200 μl 二甲基亚砜溶液溶解形成的甲臜晶体。然

后将培养板摇动15 min，使用酶联免疫检测仪于570 nm
处检测吸光度以评估各组细胞活力。

3.划痕实验检测细胞迁移能力：将各组BT-549细
胞悬液以每孔 1×105的密度接种于 6孔板中培养，细胞

达到 90%汇合后，采用 200 μl移液器吸头于细胞层上

划痕以形成伤口间隙，培养 24 h后对细胞的划痕间隙

进行拍照，计算各组细胞迁移率。

4. Transwell 实验检测细胞侵袭能力：于每个

Transwell上室铺一层ECMatrix胶模拟体内环境，收集

各组 BT-549细胞悬液，使用 PBS缓冲液洗涤 3次，调

节细胞密度至 2×105/ml，于Transwell上室加入 20 μl该
细胞悬液，于 Transwell下室加入 500 μl完全培养基，

将Transwell小室置于37℃环境下孵育过夜，加入1~2滴
结晶紫试剂，待反应 15 min后于光学显微镜下观察转

移至 Transwell小室背侧的细胞，于 200倍镜下随机计

数5个视野的蓝染细胞，重复计数3次取平均值。
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5.Western blot法分析蛋白表达：使用RIPA裂解液

提取各组细胞中的总蛋白，经匀浆、离心和变性等操

作后，使用凝胶电泳分离后转移至硝酸纤维素膜上，

通过脱脂奶粉进行封闭操作，整体实验环境为 4℃，维

持 12 h，于硝酸纤维素膜上加入对应一抗（ITGA3、
E-cadherin、N-cadherin、Vimentin、STAT3、c-Myc、
CyclinD1、PCNA和β-actin），继续在 4℃环境下封闭过

夜，TBST洗涤 3次后，加入二抗（稀释度为 1∶10 000）
室温处理 2 h，加入DAB显色剂显色，使用凝胶成像仪

记录蛋白条带灰度并拍照，以β-actin为内参照，对各

组细胞 ITGA3和EMT、STAT3通路相关基因蛋白进行

相对定量分析。

（四）脂质体或UTMD介导的 ITGA3转染对体内乳

腺癌生长的影响

转染后收集各组 BT-549细胞，分别制成密度为

2×105/ml的细胞悬液。将 24只 BALB/c裸鼠随机分为

4组，每组 6只，分别于其右后肢皮下组织缓慢注射细

胞悬液 200 μl。隔日观察裸鼠异种移植瘤的成瘤情

况；35 d后使用戊巴比妥钠（50 mg/kg）麻醉裸鼠，脱颈

法处死后小心剥离异种移植瘤并称重记录。将裸鼠移

植瘤组织用5%甲醛固定过夜，采用梯度乙醇脱水法将

肿瘤组织脱水，石蜡包埋、切片。采用 SP染色法进行

免疫组化染色，于 200倍光学显微镜下随机选择 20个
视野拍照，采用 Image-Pro Plus 6.0图像处理软件分析

ITGA3、N-cadherin和PCNA在肿瘤组织中的积分光密

度值。

三、统计学处理

应用GraphPad Prism 8.0统计软件，计数资料以 x±s
表示，采用Kolmogorov-Smirnov检验验证其正态性，组

间比较采用单因素方差分析或双因素方差分析，多重

比较采用Tukey法。P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

一、ITGA3在乳腺癌中的表达及其与预后的关系

生物信息学分析显示，与正常乳腺样本比较，乳

腺癌样本中 ITGA3蛋白相对表达量明显降低，差异有

统计学意义（P<0.05）。见图 1。生存曲线显示，ITGA3
低表达与乳腺癌患者不良预后相关（HR=0.81，P=
0.000 72）。见图2。

二、脂质体或UTMD转染 ITGA3对体外乳腺癌细

胞生物学特性的影响

1.细胞形态：扫描电子显微镜下LIP-NC组细胞呈

球形，细胞膜表面无明显的凹坑或孔隙；UTMD-NC组

细胞形态未见改变，但细胞膜表面可见粗糙区域和小

凹坑。见图3。
2.细胞活力、迁移能力、侵袭能力比较：UTMD-

ITGA3组、LIP-ITGA3组细胞活力、迁移能力、侵袭能

力均分别较各自对照组（UTMD-NC组、LIP-NC组）降

低，差异均有统计学意义（均 P<0.05）；且 UTMD-
ITGA3组细胞活力、迁移能力、侵袭能力均较 LIP-
ITGA3组更低（均P<0.05）。见表1和图4，5。

表1 各组细胞活力、迁移能力、侵袭能力比较（x±s）
组别

LIP-NC组

LIP-ITGA3组
UTMD-NC组

UTMD-ITGA3组

细胞活力（%）
100.0±8.2
72.4±7.6*
113.2±11.4
52.3±5.1#○

细胞迁移率（%）
52.3±4.7
35.9±3.8*
41.5±4.3
21.7±2.1#○

蓝染细胞数（个）

65.7±5.8
42.1±3.6*
72.6±8.3
22.6±2.5#○

与 LIP-NC 组比较，*P<0.01；与 UTMD-NC 组比较，#P<0.01；与

LIP-ITGA3组比较，○P<0.01
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图1 TCGA数据库中乳腺癌样本及正常乳腺样本中 ITGA3表达箱式图
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图2 不同 ITGA3表达水平的乳腺癌患者生存曲线图

LIP-NC组 UTMD-NC组

图3 LIP-NC组和UTMD-NC组细胞扫描电子显微镜下观（标尺为100 nm）
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A：LIP-NC组；B：LIP-ITGA3组；C：UTMD-NC组；D：UTMD-ITGA3组
图5 Transwell实验检测各组细胞侵袭能力（结晶紫染色，×200）

LIP-NC组 LIP-ITGA3组 UTMD-NC组 UTMD-ITGA3组

0 h

24 h

图4 划痕实验检测各组细胞迁移能力
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A：Western blot法分析脂质体或UTMD转染 ITGA3过表达质粒对BT-549细胞中 ITGA3蛋白表达的影响；B：定量分析各组细胞 ITGA3蛋白表达的直

方图。与LIP-NC组比较，***P<0.001；与UTMD-NC组比较，###P<0.001；与LIP-ITGA3组比较，○○P<0.01
图6 各组细胞 ITGA3蛋白表达情况分析

3.细胞 ITGA3蛋白相对表达量比较：与LIP-NC组

比较，LIP-ITGA3组细胞 ITGA3蛋白相对表达量增高，

差异有统计学意义（P<0.001）；与 UTMD-NC组、LIP-
ITGA3组比较，UTMD-ITGA3组 ITGA3蛋白相对表达

量增高，差异均有统计学意义（均P<0.01）。见图6。
4.细胞 EMT和 STAT3通路相关基因蛋白表达比

较：分别与各自对照组（LIP-NC组、UTMD-NC组）比

较，LIP-ITGA3组、UTMD-ITGA3组细胞 Vimentin、N-
cadherin、p-STAT3、c-Myc、CyclinD1和 PCNA蛋白相

对表达量均降低，E-cadherin蛋白相对表达量增高（均

P<0.01）；与 LIP-ITGA3组比较，UTMD-ITGA3组细胞

Vimentin、N-cadherin、p-STAT3、c-Myc、CyclinD1 和

PCNA蛋白相对表达量均降低，E-cadherin蛋白相对表

达量增高（均P<0.05）。见图7。
三、脂质体或UTMD介导的 ITGA3转染对体内乳

腺癌生长的影响

LIP-NC组、LIP-ITGA3组、UTMD-NC组、UTMD-
ITGA3组裸鼠异种移植瘤质量分别为（1.24±0.16）g、
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A：Western blot法分析 ITGA3脂质体或UTMD转染对BT-549细胞中EMT和 STAT3通路相关基因蛋白表达的影响；B：定量分析各组细胞EMT通路

相关基因蛋白表达的直方图；C：定量分析各组细胞 STAT3通路相关基因蛋白表达的直方图。与 LIP-NC组比较，**P<0.01，***P<0.001；与UTMD-
NC组比较，###P<0.001；与LIP-ITGA3组比较，○P<0.05，○○P<0.01

图7 EMT和STAT3通路相关基因蛋白表达情况分析
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图8 免疫组化分析各组裸鼠异种移植瘤组织中 ITGA3、N-cadherin和PCNA的表达情况（SP染色，×200）

LIP-NC组 UTMD-NC组 LIP-ITGA3组 UTMD-ITGA3组

（0.73±0.07）g、（1.16±0.14）g、（0.34±0.03）g。与各自对

照组（UTMD-NC组、LIP-NC组）比较，UTMD-ITGA3
组、LIP-ITGA3组裸鼠异种移植瘤质量均明显减低，差

异均有统计学意义（均P<0.01）；且UTMD-ITGA3组裸

鼠异种移植瘤质量较 LIP-ITGA3组减低更明显，差异

有统计学意义（P<0.01）。免疫组化分析显示，UTMD-
ITGA3裸鼠异种移植瘤组织中 ITGA3蛋白相对表达量

较 LIP-ITGA3组增高，差异有统计学意义（P<0.01）；

UTMD-ITGA3组、LIP-ITGA3组裸鼠异种移植瘤组织

中 N-cadherin、PCNA 蛋 白 相 对 表 达 量 均 分 别 较

UTMD-NC组、LIP-NC组降低，差异均有统计学意义

（均 P<0.01）；且UTMD-ITGA3组N-cadherin、PCNA蛋

白相对表达量较 LIP-ITGA3组更低（均 P<0.01）。见

图8，9。
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讨 论

EMT是一种自然发生的分化过程，是胚胎发育

（如原肠胚形成神经嵴）的基础，恶性肿瘤细胞通常通

过自体分子变化或肿瘤微环境的刺激发生EMT，从而

自原发灶脱落并侵入基底膜［13］。由于 EMT与恶性肿

瘤的发生、侵袭转移、复发及治疗后耐药密切相关，研

究者逐渐致力于探寻抑制 EMT的可行方法并了解其

相关生物学特性。研究［14］发现 FUT2通过靶向调控生

长因子 2、4的表达，同时负性调控EMT过程从而削弱

结肠癌细胞的转移性和耐药性；Li等［15］研究表明下调

PLAGL2的表达可以逆转恶性肿瘤细胞 EMT，并抑制

肿瘤干细胞的生成，从而减少小鼠的肿瘤发生。目前已

有研究［16-17］证实 ITGA3在乳腺癌生长中的作用，同时

UTMD已被应用于乳腺癌基础研究［18］。本研究通过

TCGA数据库分析了 ITGA3在乳腺癌中生长机制中的

表达情况，结果表明乳腺癌样本中 ITGA3蛋白相对表达

量明显低于正常乳腺样本（P<0.05）；且ITGA3低表达与乳

腺癌患者不良预后显著相关（HR=0.81，P=0.000 72）。提

示了 ITGA3在乳腺癌恶性生物学行为中的作用价值，

但目前尚无应用UTMD研究 ITGA3在乳腺癌中作用的

相关报道。本研究首次报道了UTMD介导的 ITGA3过
表达质粒转染可能通过抑制 STAT3通路从而对体内

外乳腺癌生长和EMT过程产生抑制作用。

质粒转染是肿瘤基因研究中的有效工具，如何将

质粒高效地转染到靶细胞或组织中一直是提高治疗

效果的技术难点。常用的基因转染方法有病毒、脂质

体介导转染等，但病毒介导的基因转染具有潜在的副

作用，体内脂质体等效基因转染的效率较低［17-18］，均不

适用于体内基因转染。UTMD是目前最有前景的非病

毒基因转染方法之一，其作用原理是利用特定频率的

超声照射特定部位，使到达该部位的微泡破裂，诱发

空化效应和空穴效应，扩大周围靶细胞间隙，在细胞

表面产生可逆声孔，从而增加细胞膜的通透性［12］；同
时微泡破裂产生的冲击波和高速微射流可作为一种

驱动力，驱动微泡释放的药物或基因进入靶组织，从

而达到基因治疗或药物治疗的目的［11］。Liao等［19］研
究发现UTMD介导的HIF-1α shRNA转染可以显著沉

默HIF-1α，并成功抑制肝癌细胞生长；Zhao等［20］研究

发现UTMD增强了 FOXA1在乳腺癌细胞中的局部积

累，对 ER阳性乳腺癌显示出极好的治疗效果。微泡

的磷脂涂层可与 ITGA3过表达质粒通过静电吸附结

合，当UTMD到达癌细胞表面时，微泡在超声引导下破

裂，释放出过表达质粒，增加细胞膜的通透性，从而有

利于过表达质粒进入细胞［21-22］。本实验结果显示，分

别与各自对照组（UTMD-NC组、LIP-NC组）比较，

UTMD-ITGA3组、LIP-ITGA3组细胞活力、迁移能力、侵

袭能力均明显降低，差异均有统计学意义（均P<0.05）；

且UTMD-ITGA3组细胞活力、迁移能力、侵袭能力均

较LIP-ITGA3组更低（均P<0.05）。提示UTMD介导的

ITGA3过表达质粒转染效率显著高于脂质体，且其对

乳腺癌恶性生物学行为的抑制作用明显增强。

ITGA3是调节体内多种细胞因子信号的重要调节

分子，在多种生理调节过程中发挥着重要作用［5-6］。
ITGA3可抑制胆囊癌异种移植瘤生长，并抑制体外胆

囊癌细胞增殖和恶性转化［23］。高表达的 ITGA3可诱

导胰腺癌细胞凋亡和抑制细胞增殖［6］。本实验结果与

上述文献相似，ITGA3在乳腺癌中表达较低，提示高表

达的 ITGA3不但抑制乳腺癌生长，还可抑制乳腺癌

EMT，但 ITGA3抑制乳腺癌恶性生物学行为的作用机

制尚未十分明确。

ITGA3由 STAT诱导，而 ITGA3可反向抑制 JAK/
STAT信号通路［24］。研究［25］表明 ITGA3过表达可抑制

结肠癌细胞 JAK-STAT3信号通路的活性，抑制细胞增

殖，提高对化疗药物诱导细胞凋亡的敏感性；Miskin
等［26］研究发现通过靶向 ITGA3和下游 FAK/PI3K/AKT
信号通路，可有效抑制乳腺癌细胞迁移和侵袭能力；

Wang等［27］研究也发现过表达 ITGA3可显著抑制头颈

部癌细胞迁移和侵袭能力。本实验结果证实 ITGA3
的过表达抑制了乳腺癌细胞中 STAT3通路的激活，提

示 ITGA3可能通过 STAT3通路从而参与乳腺癌细胞

恶性生物学行为。分析 ITGA3的作用机制可能与 SH2
结构域的功能有关，STAT中也存在类似的 SH2结构

域，ITGA3可竞争结合细胞因子受体的细胞质区域的

磷酸化Tyr位点，从而阻止STAT的激活［28］。
综上所述，UTMD介导的 ITGA3过表达质粒转染

图 9 定量分析各组裸鼠异种移植瘤组织中 ITGA3、N-cadherin和

PCNA蛋白表达的直方图（与 LIP-NC组比较，**P<0.01，***P<0.001；
与 UTMD-NC组比较，###P<0.001；与 LIP-ITGA3组比较，○○P<0.01，
○○○P<0.001）
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可有效抑制乳腺癌生长和EMT，有望为今后乳腺癌治

疗提供新的策略。
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