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基质刚度通过调节 ＹＡＰ 活化控制乳腺癌
细胞的耐药性
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摘要：目的　 探究肿瘤细胞外基质刚度调控细胞耐药性的详细分子机制。 方法 　 制备不同基质刚度的软基底

（１０ ｋＰａ）、硬基底（３８ ｋＰａ）和刚性基底（５７ ｋＰａ）聚丙烯酰胺水凝胶，模拟体内乳腺癌不同阶段的物理基质刚度。
结果　 硬基底刚度上的乳腺癌细胞增殖率明显高于软基底和刚性基底。 乳腺癌细胞对阿霉素的内吞在硬基底上

显著低于软基底和刚性基底。 在硬基底上 ＹＡＰ 的入核水平相比软基底和刚性基底显著增加，证实 ＹＡＰ 是参与肿

瘤细胞耐药性的关键分子。 结论　 基质刚度可通过 ＹＡＰ 活化调节乳腺癌细胞的耐药性。 研究结果不仅为阐明乳

腺癌细胞耐药机制提供新方向，也为开发乳腺癌治疗的药物传递系统奠定新基础。
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　 　 乳腺癌是由乳腺发育不良等多种因素引起的

疾病，存在高度的异质性。 化疗是目前乳腺癌的主

要治疗方法，但患者容易出现耐药性。 因此，研究

细胞耐药性的机制以进一步优化乳腺癌治疗方案

是目前临床上迫切需要解决的问题。 肿瘤细胞的

发生和发展与肿瘤微环境密切相关，可为肿瘤的侵

袭、转移和耐药提供必要的物质基础［１⁃６］。 细胞和

微环境之间的相互作用受细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍａｔｒｉｘ， ＥＣＭ）的调节。 ＥＣＭ 物理性质（如空间排

列、孔径、基质刚度、拓扑结构和溶解性）不仅可以

确保组织的完整性，还可以调节细胞对微环境的响

应行为。 ＥＣＭ 从产生、交联到降解和重塑都是动态

过程，如果发生异常，通常伴有癌症和组织纤维化

等疾病的发生。 实体瘤的发展通常伴有 ＥＣＭ 的异

常交联、重塑和组织硬度的增加［７］。 因此，临床上

肿瘤组织硬度可以用作辅助肿瘤诊断的手段。
ＥＣＭ 异常直接导致细胞的恶性转化和转移，还可以

在微环境中转化间充质细胞，产生大量的基质降解

酶、趋化因子和生长因子，形成新的促进肿瘤发生

发展的微环境［６，８］。
对组织生理过程的研究主要集中在生理过

程中的生化信号。 然而，许多器官功能障碍和疾

病可以理解为由组织力学性质的变化引起。 例

如，动脉粥样硬化的特征通常在于血管壁硬度的

增加。 随着年龄增长，血管壁基质和细胞的组成

发生变化，导致血管壁的刚性增加。 在生理条件

下，血管组织的弹性模量约为 ３０ ｋＰａ；而在病理

条件下，由于间充质干细胞的增殖和培养基向内

膜的迁移，大量的胶原和细胞外基质分泌，可导

致血管壁刚度增加到 ８０ ｋＰａ［９］ 。 与组织力学功

能障碍相关的其他疾病，包括由胶原沉积引起的

硬皮病均表明肿瘤微环境的力学性质与疾病取

向密切相关。
细胞对 ＥＣＭ 的生化和生物力学特征有响

应，这些反应涉及如增殖、凋亡、迁移和分化等多

种行为，对人类健康至关重要。 与正常细胞一

样，肿瘤细胞也具有这种反应特征。 然而，与正

常细胞不同，癌细胞通常在响应 ＥＣＭ 时失调，并
表现出抗性和形成复发性肿瘤的能力。 越来越

多的证据表明，ＥＣＭ 可以调节肿瘤的生长和转

移，增加的 ＥＣＭ 刚度是肿瘤发生发展的关键特

征之一 ［１０］ 。 肿瘤 ＥＣＭ 的刚度与正常组织相比，
胶原蛋白的沉积量增加，这种差异与肿瘤细胞转

移潜能的改变有关 ［１１］ 。 细胞膜表面的整合素不

仅可以将细胞连接到 ＥＣＭ，还可以响应机械力的

变化激活生化信号网络 ［１２⁃１３］ 。 Ｐｌｏｄｉｎｅｃ 等 ［１４］ 使

用压痕型原子力显微镜研究从健康到恶性转化

过程中肿瘤微环境的力学性质，他们测量了纳米

级组织样本的刚度图，并评估乳腺癌的良性和恶

性病变。 结果表明，良性组织的刚度峰宽，伴随

着组织纤维化导致其比正常组织更硬；较低硬度

部分是间质纤维化中的成纤维细胞。 这些结果

解释了肿瘤发展不同阶段的力学分布，可用于在

肿瘤组织学检查前检测样本的力学性质，从而提

高诊断的可靠性。
ＹＡＰ（Ｙｅｓ 相关蛋白）和 ＴＡＺ（ＰＤＺ 结合基序，也

称为 ＷＷＴＲ１）转录共激活因子具有转录共激活活

性，调节靶基因的转录过程。 ＹＡＰ 和 ＴＡＺ 在癌症的

发展中也起着关键作用。 Ｋｉｍ 等［１５］研究证实，黑色

素瘤细胞可以通过肌动蛋白的重塑促进 ＹＡＰ ／ ＴＡＺ
的活性。 研究发现，微环境刚度可通过 ＹＡＰ ／ ＴＡＺ
调节细胞对拉帕替尼的耐药性［１６］。 ＹＡＰ 磷酸化是

ＹＡＰ 的失活状态，磷酸化的 ＹＡＰ 停留在细胞质中

与１４⁃３⁃３蛋白结合，启动泛素化降解途径。 ＹＡＰ 的

激活则表现为入核，从而启动下游基因转录的

程序。
除了加速肿瘤的发展外，肿瘤组织刚度的增加

还可能影响耐药性并增加治疗难度。 目前，ＥＣＭ 引

起的耐药性变化研究主要集中在两个方面： ① 改

变药物的扩散和药物进出细胞的速度。 抗肿瘤药

物在具有高胶原蛋白含量（高硬度）的肿瘤组织中

的渗透比在低胶原蛋白含量（低硬度） 的组织中

慢［１７⁃１８］。 ② 降低细胞对药物的敏感性（如减少细

胞凋亡）。 但目前对于特异性信号传导的分子机制

尚不清楚。 为研究不同基质刚度对乳腺癌细胞耐

药性的影响及其调控机制，本文采用聚丙烯酰胺水

凝胶模拟乳腺癌不同阶段的基质刚度，分别确定

１０、３８、５７ ｋＰａ 模拟良性组织（纤维瘤）、恶性组织和

骨转移发生时的肿瘤细胞刚度。 深入探究基质刚

度和细胞耐药性之间的关系及其潜在的调节机制，
有助于癌症耐药性研究，并为疾病的治疗提供新的

视角。
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１　 材料和方法

１ １　 抗体和试剂

Ｌ１５ 细胞培养基、青霉素、链霉素和新生小牛血

清购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司。 针对 Ｋｉ６７ 的多克隆抗体购

自英国 Ａｂｃａｍ 公司，ＹＡＰ 购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｔｅｃｈ⁃
ｎｏｌｏｇｙ 公司，ＤＡＰＩ 购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司。
１ ２　 细胞培养

三阴性人乳腺癌细胞 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 获自美国

模式培养物集存库（Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｔｙｐｅ Ｃｕｌｔｕｒｅ Ｃｏｌｌｅｃ⁃
ｔｉｏｎ）。 将细胞培养在含有 １０％ 新生小牛血清、１％
青霉素和链霉素的 Ｌ１５ 培养基中。 培养条件为

３７ ℃加湿培养箱中。
１ ３　 聚丙烯酰胺水凝胶制备

聚丙烯酰胺水凝胶（ＰＡ 凝胶）的制备参考了

Ｔｓｅ 等［１９］的研究。 在过硫酸铵（ＡＰＳ）和四甲基乙二

胺（ＴＥＭＥＤ）的催化下，丙烯酰胺和亚甲基双丙烯酰

胺发生自由基凝胶化反应。 ＰＡ 凝胶刚度分别为

１０、３８、５７ ｋＰａ。 对于每种硬度凝胶的配方，１０ ｍＬ
ＰＡ 凝胶的组成如表 １ 所示。

表 １　 聚丙烯酰胺水凝胶构成

Ｔａｂ．１　 Ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ

基质刚

度 ／ ｋＰａ
４０％ 丙烯

酰胺 ／ ｍＬ
２％ 双丙烯

酰胺 ／ ｍＬ
水 ／ ｍＬ

１０％ 过硫

酸铵 ／ μＬ
四甲基乙

二胺 ／ μＬ

１０ ２ ５ ０ ５ ７ ０ １００ １０
３８ ２ ５ １ ５ ６ ０ １００ １０
５７ ２ ０ ２ ５ ５ ５ １００ １０

１ ４　 免疫荧光染色

将接种在玻璃盖玻片上的细胞用 ４％ 多聚甲醛

在磷酸盐缓冲盐水（ＰＢＳ）中室温下固定 １５ ｍｉｎ，之
后用含 １％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳＴ（１×ＰＢＳ，０ １％ Ｔｗｅｅｎ⁃２０）封
闭。 １ ｈ 后将细胞与指定的一抗一起在 ４ ℃温育过

夜，并在室温下用 Ａｌｅｘａ 偶联的二抗染色 １ ｈ。 在

ＰＢＳＴ 中洗涤 ３ 次 ５ ｍｉｎ 后，在共聚焦激光扫描显微

镜（ＦＶ１０００，Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司，日本）下观察样品。 使

用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件（ＮＩＨ 公司，美国）分析共聚焦图像

的荧光强度和共定位情况。
１ ５　 统计分析

为减小误差，每个实验重复至少 ３ 次，数据以

均值±标准差显示， ｔ 检验用于双尾分析。 Ｐ＜０ ０５
表示差异具有统计学意义，Ｐ＜０ ００５ 表示统计学上

存在极显著的差异。

２　 结果

２ １　 硬基底促进乳腺癌细胞增殖

肿瘤细胞的增殖与肿瘤的生长、转移和复发密

切相关。 细胞死亡是正常生物体发育过程中的重

要组成部分［２０］，细胞增殖和死亡之间的稳定状态对

于维持正常的生理过程至关重要。 因此，研究阿霉

素处理 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞后在不同硬度基底上的

增殖情况。
将 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞接种于不同硬度的聚丙

烯酰胺水凝胶上，培养 ２４ ｈ，之后用 ３ ｍｇ ／ Ｌ 阿霉素

处理细胞 ４８ ｈ。 通过免疫荧光检测 ｋｉ６７ 的表达，其
中蓝色表示 ＤＡＰＩ 染色的细胞核，绿色表示 ｋｉ６７。
可以看出，在 １０、５７ ｋＰａ 硬度基底上细胞 ｋｉ６７ 的表

达显着低于 ３８ ｋＰａ 硬度基底。 由此可知，阿霉素处

理后 １０、５７ ｋＰａ 硬度基底上细胞增殖明显低于

３８ ｋＰａ硬度基底，说明 １０、５７ ｋＰａ 硬度基底上细胞

对阿霉素更敏感（见图 １）。

图 １　 硬基底刚度促进细胞增殖（∗∗Ｐ＜０ ００５）
Ｆｉｇ．１ 　 Ｈａｒｄ ｓｔｉｆｆｎｅｓｓ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ 　 （ ａ） Ｆｌｕｏｒｅｓ⁃

ｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｋｉ６７ ａｎｄ ＤＡＰＩ， （ ｂ） Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ Ｋｉ６７
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ

２ ２　 硬基底刚度降低乳腺癌细胞对阿霉素的摄取

阿霉素作为拓扑异构酶 ＩＩ 抑制剂，广泛用于乳

腺癌的临床治疗［２１］。 由于细胞药物摄入量的减少

意味着耐药性增强，故研究不同硬度基底上细胞对

阿霉素的摄取情况。 首先，通过免疫荧光观察不同

硬度基底上细胞对阿霉素的吸收，其中蓝色为细胞

核，红色为阿霉素。 １０、５７ ｋＰａ 硬度基底上细胞荧

光强度显着高于 ３８ ｋＰａ 硬度基底，表明 ３８ ｋＰａ 硬

度基底上细胞内阿霉素含量较低。 上述结果表明，
与 １０、５７ ｋＰａ 硬度基底相比，３８ ｋＰａ 硬度基底显著
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降低了细胞对阿霉素的摄取（见图 ２）。

图 ２　 刚性基质降低乳腺癌细胞对阿霉素的摄取（∗∗Ｐ＜０ ００５）
Ｆｉｇ． ２ 　 Ｈａｒｄ ｓｔｉｆｆｎｅｓｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ

ｕｐｔａｋｅ　 （ａ） Ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ， （ ｂ ） Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ
ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ

２ ３　 硬化基质诱导 ＹＡＰ 的活化

在乳腺癌细胞的刚度依赖型耐药中，研究能否

通过调节 ＹＡＰ 的入核最终调节乳腺癌细胞的耐药

性。 共聚焦显微镜检测不同刚度基底上细胞中

ＹＡＰ 的定位和荧光强度情况，蓝色为细胞核，绿色

为 ＹＡＰ，比例尺为 ４０ μｍ。 结果表明，３８ ｋＰａ 硬度

基底上细胞核中的 ＹＡＰ 荧光强度显着强于细胞质，
在 ５７、１０ ｋＰａ 硬度基底上则不明显。 定量分析 ＹＡＰ
细胞核荧光大于细胞质荧光细胞占所有细胞的比

　 　

例后发现，３８ ｋＰａ 硬度基底上 ＹＡＰ 的入核细胞占比

显著高于其他硬度基底，说明 ＹＡＰ 在 ３８ ｋＰａ 硬度

基底上具有最高的细胞入核比例（见图 ３）。

图 ３　 硬基底刚度诱导的 ＹＡＰ 活化（∗∗Ｐ＜０ ００５）
Ｆｉｇ．３　 Ｈａｒｄ ｓｔｉｆｆｎｅｓｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ＹＡＰ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

（ａ） Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＹＡＰ，
（ｂ） Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ＹＡＰ ｃｅｌｌｓ ｔｏ
ａｌｌ ｃｅｌｌｓ

２ ４　 硬化基质上调 ＹＡＰ 靶基因及 Ｐ⁃ｇｐ 表达

基质刚度能够调节 ＹＡＰ 的入核，而 ＹＡＰ 作为

转录因子，进入细胞核后会发挥转录活性，激活下

游靶基因的表达。 对 ＹＡＰ 的两个靶基因 ＣＴＧＦ 和

ＣＹＲ６１ 进行检测，发现 ＹＡＰ 的转录活性在 ３８ ｋＰａ
硬度基底上显著高于 ５７、１０ ｋＰａ 硬度基底，说明

ＹＡＰ 在 ３８ ｋＰａ 硬度基底上具有高转录活性，进而可

参与调节乳腺癌细胞的耐药性（见图 ４）。

图 ４　 硬基底上调 ＹＡＰ 靶基因及 Ｐ⁃ｇｐ 表达　
Ｆｉｇ．４　 Ｈａｒｄ ｓｔｉｆｆｎｅｓｓ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＹＡＰ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ａｎｄ Ｐ⁃ｇｐ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　 （ａ）ＣＴＧＦ ｍＲＮＡ， （ｂ） ＣＹＲ６１ ｍＲＮＡＬ， （ｃ） Ｐ⁃ｇｐ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

３　 讨论与结论

力学微环境是肿瘤微环境的重要组成之一，胞
外基质刚度是细胞对力学微环境的直接感受载

体［２２⁃２３］。 肿瘤 ＥＣＭ 的硬度差异能调节增殖、凋亡

和迁移等诸多过程。 研究发现，ＥＣＭ 的异常交联和

沉积可导致基质硬度的增加［２４⁃２５］。 在癌症的治疗

中，细胞会逐渐产生耐药性，这是癌症患者预后不
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良的重要因素，故探讨肿瘤细胞的耐药机制十分必

要。 目前，耐药性研究目前主要从药物灭活、药物

靶标改变、药物外排、ＤＮＡ 损伤修复和细胞凋亡抑

制等方面进行。 然而，关于基质刚度和耐药性之间

关系的研究却很少。 本文针对乳腺癌细胞，通过制

备不同硬度聚丙烯酰胺水凝胶，模拟不同阶段乳腺

癌的组织特征，发现基底为 ３８ ｋＰａ 时细胞增殖明显

强于 １０、５７ ｋＰａ 硬度基底，凋亡细胞比例也显著减

少。 ３８ ｋＰａ 硬度基底上细胞对药物内吞降低、外排

增强，均显示出细胞的耐药性。 研究还表明，基质

硬度可通过调节整合素的激活和表达来调节细胞

正常表型向恶性表型的转化［２６］，这种微环境变化有

助于癌症的发生发展。
肿瘤组织硬度的变化对细胞耐药性存在影响。

本文证明不同的基质刚度可以引发细胞耐药性的

差异，并探索其相关的分子机制，寻求能够将刚度

这种力学信号传递给细胞的分子途径，从而改变细

胞对药物的反应。 ＹＡＰ ／ ＴＡＺ 是一种共转录激活因

子，参与了细胞耐药的进程。 研究表明，ＹＡＰ 可以作

为细胞中的力学敏感分子，响应各种细胞外力学状态

的变化［２７］。 此外，ＹＡＰ 还可以通过参与多种信号传

导途径来调节细胞耐药性［１５，２８］。 本研究发现，ＹＡＰ
的入核在 ３８ ｋＰａ 硬度基底上最高，而在 １０、５７ ｋＰａ 硬

度基底不明显。 因此，将刚性的力学信号传递给细胞

的关键分子，能够改变细胞对药物的反应。 Ｐ⁃ｇｐ 作

为耐药性的关键分子，其高表达表现为更强药物的泵

出能力，即表现为更强的耐药性。
因为细胞在硬质基质上产生更大的张力，细胞往

往会在较硬的基质上扩散。 在一定范围内，随着刚度

增加，细胞铺展面积和周长的增长速度加快。 当刚度

继续增加时，铺展区域和周长的增长率降低。 除了

影响细胞面积和周长外，基质刚度还可以减少细胞

铺展时间。 在干细胞中，中等硬度基质上细胞的应

力纤维方向平行于细胞的长轴方向。 基质刚度可

能通过影响细胞铺展和细胞骨架排列调节细胞运

动。 当细胞前端与硬质基质接触时，细胞迁移到硬

质基质上。 相反，硬基底上的细胞前端与软基底接

触时，伪足则会缩回，同时迁移方向将改变。 鉴于

ＹＡＰ 可能与肌动蛋白和整联蛋白连接以及不同基

质中细胞骨架形态的分布存在关联，细胞骨架和耐

药性之间的相关性值得进行更深入的研究。

肿瘤基质刚度的增加主要是由于 Ｉ 型胶原纤维

的沉积所致。 在肿瘤生长期间，胶原蛋白呈现纤维

化并形成紧密束的形态。 临床上可以使用成像或

微创活检来确定胶原重组和肿瘤基质硬度的变化，
以此作为确定肿瘤转移或患者预后风险的标准之

一。 因此，基质刚度在肿瘤微环境的影响力不言而

喻。 本研究发现，３８ ｋＰａ 基质刚度下肿瘤微环境的

高抗药性是通过 ＹＡＰ 的入核活化实现。 该研究结

果为阐明癌症定位和发展的机制奠定理论基础，还
从药物选择的角度为临床肿瘤的诊断和治疗提供

思路。
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