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囊泡转运因子USO1通过mTOR/4EBP1信号通路

调控三阴性乳腺癌细胞的增殖
裴延庆1*  陈晓南2

(1山东第一医科大学附属山东省肿瘤医院肿瘤内科, 济南 250014; 
2山东第一医科大学附属山东省肿瘤医院乳腺外科, 济南 250014)

摘要      为了探究囊泡转运因子USO1在三阴性乳腺癌中的作用和机制, 该研究首先比较不同

乳腺癌细胞株中USO1的表达水平, 然后选择MDA-MB-231和MDA-MB-453两种细胞, 采用慢病毒

和质粒转染构建USO1低表达和过表达的细胞系。采用RT-PCR检测USO1的mRNA表达水平, West-
ern blot检测蛋白表达水平, CCK-8检测细胞增殖活性, 集落实验检测细胞集落形成能力, 流式细胞

术检测细胞周期, 以及裸鼠荷瘤实验检测肿瘤生长。结果表明, USO1在乳腺癌组织中表达升高, 与
患者的不良预后密切相关, 并且USO1在TNBC细胞和组织中的表达水平高于non-TNBC细胞和组

织。敲低USO1可导致细胞周期G1/S期阻滞, 抑制TNBC细胞增殖、集落形成能力以及荷瘤生长。

敲低或过表达USO1抑制或促进p-mTOR、p-4EBP1、Cyclin D和Cyclin E等蛋白的表达。综上所

述, USO1通过激活mTOR/4EBP1信号通路加速TNBC细胞周期G1/S期转换, 从而促进肿瘤生长, 是
TNBC的潜在治疗靶点。
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Vesicle Transporter USO1 Regulates Triple Negative Breast Cancer Cell 
Growth through mTOR/4EBP1 Pathway
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Abstract       To explore the role and mechanism of USO1 in TNBC (triple negative breast cancer), this 
study first compared the expression level of USO1 in different breast cancer cells, and selected MDA-MB-231 
and MDA-MB-453 cells to construct USO1 knockdown and overexpression cell lines. The mRNA expression 
level of USO1 was detected by RT-PCR, protein expression level was detected by Western blot, cell proliferation 
activity was detected by CCK-8, colony formation ability was detected by colony assay, cell cycle was detected 
by flow cytometry, and tumor growth was detected by tumor bearing assay in nude mice. The results showed that 
USO1 expression was elevated in breast cancer tissues, which was closely associated with poor prognosis of the 
patients, and the expression level of USO1 in TNBC cells was higher than that in non-TNBC cells. Knockdown 
of USO1 resulted in G1/S cell cycle arrest and inhibited TNBC cell proliferation, colony formation and tumor-
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bearing growth.  Knockdown or overexpression of USO1 inhibits or promotes the expression of p-mTOR, p-
4EBP1, Cyclin D and Cyclin E. In conclusion, USO1 accelerates the G1/S phase transformation of TNBC cell 
cycle by activating the mTOR/4EBP1 signaling pathway, thus promoting tumor growth, and it is a potential 
therapeutic target of TNBC. 

Keywords        USO1; triple negative breast cancer; cell proliferation; cell cycle; mammalian target of ra-
pamycin

乳腺癌是女性中最常见的恶性肿瘤之一, 其中

10%~20%为三阴性乳腺癌(triple negative breast can-
cer, TNBC)[1]。TNBC的雌激素受体ER、孕激素受

体PR和人表皮生长因子受体HER2均为阴性表达, 
和其他亚型相比, TNBC的异质性和恶性程度高, 容
易发生转移, 并且对内分泌药物和靶向药物治疗不

敏感, 总体预后更差[2-3]。因此, 深入研究TNBC发生

发展的机制, 寻找新的分子诊断和治疗靶点对于乳

腺癌的治疗具有重要的意义。

囊泡转运因子USO1又被称为P115或TAP, 在内

质网和高尔基体之间囊泡转运过程中发挥着重要作

用[4-5]。近年来, 已有文献报道, USO1在胃癌[6]、结

直肠癌[7]以及多发性骨髓瘤[8]等多种恶性肿瘤中高

表达, 并与肿瘤的发生发展密切相关。然而, 目前关

于USO1在乳腺癌, 尤其是TNBC中的表达特点和作

用机制仍然不清楚。本研究不仅发现USO1在乳腺

患者中高表达且与患者预后不良密切相关, 还表明

USO1在TNBC细胞和组织中表达高于non-TNBC。
同时, USO1可能通过激活哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

(mammalian target of rapamycin, mTOR)/4EBP1信号

通路加速细胞周期G1/S期转换而促进TNBC细胞生

长, 它是TNBC的潜在治疗靶点。

1   材料与方法
1.1   实验材料  

MCF10A、BT-474、MCF-7、MDA-MB-231
和MDA-MB-453细胞均购自中国科学院细胞库; 雌
性裸鼠购自山东省实验动物中心; DMEM高糖培养

基、胰酶和胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)等购

自美国Hyclone公司; CCK-8试剂盒购自日本Dojindo
公司; 碘化丙啶(propidium iodide, PI)细胞周期检测

试剂盒、BCA蛋白检测试剂盒、Western封闭液和

RIPA裂解液等购自上海碧云天生物科技有限公司; 
USO1基因的干扰慢病毒和过表达质粒购自广州锐

博生物科技有限公司; RNA引物购自上海生工生物

工程有限公司; 逆转录试剂盒和RT-PCR试剂盒购自

日本TaKaRa公司; Lipofectamine™ 3000 Transfection 
Reagent和TRIZOL购自美国Invitrogen公司; Puromy-
cin公司; USO1抗体购自美国Sigma公司; β-actin、p-
mTOR、mTOR、p-4EBP1、4EBP1、p-AKT、AKT、
Cyclin D和Cyclin E抗体等购自美国Cell Signaling 
Technology公司。

1.2   实验方法

1.2.1   细胞培养      BT-474、MCF-7、MDA-MB-231
和MDA-MB-453细胞均采用含10% FBS的DMEM高

糖培养基培养, MCF10A细胞采用配套的专用培养

基, 均置于5% CO2、37 °C、97%湿度的恒温培养箱

中培养。

1.2.2   细胞转染      将MDA-MB-231和MDA-MB-453
细胞消化、吹散并接种于6孔板中, 待细胞密度至

50%左右时, 根据两种细胞的MOI值, 加入USO1基因

敲低组 (shUSO-1: 5′-GCA GCT TTG TAC TAT CCT 
AAT-3′, shUSO-2: 5′-GCA AGG ATC TAG ATC ATA 
T-3′)和对照组慢病毒。12 h后换液, 待细胞密度至

90%, 将各组细胞传代培养, 贴壁后采用puromycin进
行药筛, 直至获得稳定敲低USO1的细胞株。

1.2.3   细胞增殖活性检测      实验分组为NC组、

shUSO-1组和shUSO-2组。将各组细胞消化计数, 
以每孔1 000个的密度将细胞接种于96孔板, 置于

5% CO2、37 °C、97%湿度的恒温培养箱中培养。

于1天、2天、3天、4天取出96孔板, 对应的每孔

加入10 μL CCK-8试剂, 室温避光孵育2 h后, 用酶

标仪检测450 nm波长下的吸光度值, 并绘制对应

的生长曲线。

1.2.4   集落形成实验      实验分组为NC组、shU-
SO-1组和shUSO-2组。将各组细胞消化计数, 以每

孔2 000个的密度将细胞接种于6孔板, 置于5% CO2、

37 °C、97%湿度的恒温培养箱中培养。每隔3天换液, 
并观察集落生长情况。14天后, 用4%多聚甲醛固定

细胞, 采用结晶紫染色15 min, 拍照并比较各组集落
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形成情况。

1.2.5   流式检测细胞周期      实验分组为NC组、

shUSO-1组和shUSO-2组。收集各组细胞, PBS清洗

重悬细胞后, 加入无水乙醇至最终浓度为75%乙醇, 
4 °C静置过夜。PBS清洗重悬细胞, 加入RNAase和
PI(工作浓度为50 μg/mL), 室温避光孵育30 min。过

滤细胞, 使用流式细胞仪收集并进行分析。

1.2.6   RT-PCR检测mRNA表达      TRIZOL提取各组

细胞的总RNA, 并逆转录为cDNA, 按照SYBR Green 
10 μL, cDNA 2 μL, 上下游引物各1 μL, 水6 μL的体

系进行RT-PCR实验。循环条件: 95 °C预变性2 min; 
94 °C变性30 s, 62 °C退火30 s, 72 °C延伸1 min, 共
37个循环。引物序列: USO1 Forward 5′-GTA ACC 
CGT TGA ACC CCA TT-3′, Reverse 5′-CCA TCC 
AAT CGG TAG TAG CG-3′; β-actin Forward 5′-CGC 
CGC CAG CTC ACC ATG-3′, Reverse 5′-CAC GAT 
GGA GGG GAA GAC GG-3′。
1.2.7   Western blot检测蛋白表达      使用RIPA裂解液

提取各组细胞总蛋白, BCA试剂盒测量蛋白浓度, 加
入加样缓冲液后进行高温变性。采用12%的胶进行

SDS-PAGE电泳(80 V~120 V), 湿转法转膜后将PVDF
膜室温封闭2 h, 加入对应的一抗(USO1、β-actin、p-
AKT、AKT、p-4EBP1、4EBP1、p-mTOR、mTOR、
Cyclin D和Cyclin E等均按照1:1 000稀释) 4 °C孵育过

夜。TBST洗膜3次, 再加入二抗(1:1 000稀释)室温孵

育2 h。TBST洗膜3次后进行采用ECL显影液进行显

影和拍照。

1.2.8   裸鼠荷瘤实验      选择6周大小的雌性裸鼠, 
实验分组为NC组和shUSO1组, 将NC组细胞接种

于同一只鼠的左腿皮下, 将USO1稳定低表达MDA-
MB-231细胞接种于裸鼠右腿皮下, 接种的细胞数量

为5×106个/只。每隔2天记录并观察皮下荷瘤生长情

况, 并使用游标卡尺测量肿瘤的长和宽并计算荷瘤

体积(体积=长×宽2/2)。于实验终点处死老鼠, 取出

荷瘤, 拍照并称重, 将瘤体一部分置于液氮中保存, 
另一部分组织置于4%多聚甲醛中固定。

1.2.9   统计学分析      采用SPSS 18.0进行统计分析, 
本研究实验数据属于计量资料并符合正态分布, 表
示为平均数±标准差, 每组至少有3个独立样本重复。

两组间实验数据比较采取独立样本t检验, 多组间实

验数据比较采取单因素方差分析。P<0.05表示有统

计学意义。

2   结果
2.1   USO1在乳腺癌组织中表达水平升高, 并且其

与患者的不良预后密切相关

通过分析人类蛋白图谱(Human Protein Atlas, 
HPA)数据库, 如图1A所示, USO1蛋白主要定位于细

胞质, 且乳腺癌组织中的USO1表达水平远高于正常

的乳腺组织。临床蛋白质组肿瘤分析协作组(clinical 
proteomic tumor analysis consortium, CPTAC)数据库

的结果也提示乳腺癌组织中的USO1蛋白表达水平

高于正常的乳腺组织(图1B, P<0.000 1)。同时, 通过

分析预后生存数据库Kaplan-Meier plotter, 发现USO1
高表达组(n=2 464)比USO1低表达组(n=2 465)的预后

更差(图1C, P<0.001)。以上结果提示USO1可能与

乳腺癌的发生发展相关。

2.2   USO1在TNBC细胞中的表达水平高于non-
TNBC细胞 

为进一步探究USO1在细胞中的表达情况, 选
择正常的人乳腺上皮细胞系MCF10A和四种乳腺癌

细胞系 (BT-474、MCF-7、MDA-MB-231和MDA-
MB-453)进行后续实验。mRNA和蛋白结果 (图2A
和图2B)表明, USO1在乳腺癌细胞中的表达水平远

高于正常乳腺上皮细胞, 并且USO1在TNBC细胞中

(MDA-MB-231和MDA-MB-453)的表达水平高于

non-TNBC细胞(BT-474和MCF-7)。此外, 通过提取

TNBC和non-TNBC的病理组织 , Western blot和RT-
PCR检测发现USO1在TNBC组织中的表达水平高于

non-TNBC组织(图2C和图2D)。TNBC是恶性程度最

高的乳腺癌之一, 以上结果提示USO1可能与TNBC
的进展相关。

2.3   敲低USO1抑制TNBC细胞增殖和集落形成

能力 
为进一步研究USO1在TNBC细胞中高表达的

生物学意义, 选择MDA-MB-231和MDA-MB-453两
种TNBC细胞系, 采用慢病毒转染构建USO1稳定低

表达的细胞株。mRNA和蛋白结果(图3A和图3B)
表明USO1的表达被显著抑制。CCK-8检测发现, 与
NC组(MDA-MB-231和MDA-MB-453细胞)比较, 敲
低USO1可抑制TNBC的细胞增殖活力(图3C)。集落

实验表明, 与NC组(MDA-MB-231和MDA-MB-453
细胞)比较, 敲低USO1可减弱TNBC的集落形成能

力(图3D和图3E)。以上结果表明, 敲低USO1抑制

TNBC细胞生长。



1042 · 研究论文 ·

A: USO1蛋白在乳腺癌组织和正常乳腺组织中的表达情况; B: USO1蛋白在乳腺癌组织和正常乳腺组织中表达的统计学分析; C: USO1表达水

平和乳腺癌患者预后的相关性分析。

A: the expression of USO1 protein in breast cancer and paired normal tissues; B: statistic analysis of USO1 protein level in breast cancer and paired 
normal tissues; C: correlation between USO1 expression level and prognosis of breast cancer patients.

图1   USO1在乳腺癌组织中的表达及其与预后的相关性

Fig.1   The expression of USO1 and its correlation to prognosis in breast cancer tissues
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图2   USO1在TNBC和non-TNBC的细胞和病理组织中的mRNA和蛋白表达水平

Fig.2   The mRNA and protein expression levels of USO1 in TNBC and non-TNBC cells and tissues 
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图3   敲低USO1对TNBC细胞生长的影响

Fig.3    Effects of USO1 knockdown on the growth of TNBC cells

2.4   过表达USO1促进TNBC细胞增殖和集落形

成能力 
采用质粒转染, 构建USO1过表达的MDA-MB-231

和MDA-MB-453细胞株。USO1 mRNA和蛋白结果

(图4A和4B)表明USO1的表达被上调。CCK-8检测发

现, 与NC组(MDA-MB-231和MDA-MB-453细胞)比
较, 过表达USO1可促进TNBC的细胞增殖活力(图
4C)。集落实验表明, 与NC组(MDA-MB-231和MDA-
MB-453细胞 )比较 , 过表达USO1可增强TNBC的集

落形成能力(图4D和图4E)。以上结果表明, 过表达

USO1促进TNBC细胞生长。

2.5   敲低USO1导致TNBC细胞周期G1/S期阻滞 
通过流式细胞术检测细胞周期分布发现, 与NC

组 (MDA-MB-231和MDA-MB-453细胞 )比较 , 敲低

USO1会导致MDA-MB-231和MDA-MB-453细胞的

G1期显著增多, S期减少, 即引起G1/S期阻滞(图5A和

图5B)。以上结果说明, USO1可能通过调控细胞周

期G1/S期转换而影响TNBC细胞增殖。 
2 . 6    敲低或过表达 USO1可通过抑制或促进

mTOR/4EBP1信号通路和细胞周期相关蛋白的表

达, 影响TNBC细胞增殖

为进一步探究USO1调控TNBC细胞周期的机

制, 检测相关信号通路发现, 与NC组(MDA-MB-231
和MDA-MB-453细胞)比较, 敲低USO1可抑制MDA-
MB-231和MDA-MB-453细胞中p-mTOR和p-4EBP1
的蛋白表达 , 以及Cyclin D、Cyclin E等细胞周期

相关蛋白表达(图6A)。同时, 过表达USO1可促进

MDA-MB-231和MDA-MB-453细胞中p-mTOR和p-
4EBP1的蛋白表达, 以及Cyclin D、Cyclin E等细胞周

期相关蛋白表达(图6B)。此外, 结果还表明敲低或

过表达USO1对p-AKT蛋白表达水平并无明显影响。

以上结果提示, USO1可能通过调控mTOR/4EBP1介
导的细胞周期相关蛋白表达, 进而影响TNBC细胞

增殖。
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A: 过表达USO1后的mRNA表达水平; B: 过表达USO1后的蛋白表达水平; C: 过表达USO1对TNBC细胞增殖的影响; D、E: 过表达USO1对
TNBC集落形成能力的影响。*P<0.05, **P<0.01, 与NC组比较。

A: USO1 mRNA expression level after USO1 overexpression; B: USO1 protein expression level after USO1 overexpression; C: effects of USO1 
overexpression on the proliferation of TNBC cells; D,E: effects of USO1 overexpression on the colony formation of TNBC cells. *P<0.05, **P<0.01 
compared with NC group.

图4   过表达USO1对TNBC细胞生长的影响

Fig.4   Effects of USO1 overexpression on the growth of TNBC cells
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2.7   敲低USO1抑制MDA-MB-231细胞荷瘤鼠的

肿瘤生长 
为进一步验证USO1的体内作用, 选择稳定低

表达USO1的MDA-MB-231细胞对裸鼠进行荷瘤 , 
观察肿瘤生长。结果如图7所示, 与NC组(MDA-
MB-231细胞)相比较, USO1敲低组的肿瘤体积、质

量和生长曲线均等被显著抑制。以上结果表明, 敲
低USO1可在体内抑制肿瘤的生长, 可能是TNBC的
潜在治疗靶点。

3   讨论
乳腺癌是最常见的恶性肿瘤之一, 随着诊疗手

段的提高和靶向药物的发展, 乳腺癌的整体生存率

已大幅提高[9]。但是, TNBC作为乳腺癌各种分型中

恶性程度最高、预后最差的一种, 对激素和靶向治

疗都不敏感, 并且常规的化疗对其效果也不佳[2-3]。

TNBC发生发展的机制复杂, 涉及众多表观遗传、细

胞过程和信号通路的改变, 所以鉴定新的分子诊断

和治疗靶点对于改善TNBC患者的预后具有重要的

意义。

囊泡运输途径介导的蛋白质等物质在内质网

到高尔基体间的运输对于细胞生长具有重要的作

用, 可以促进恶性肿瘤的发生发展[10]。USO1是一种

囊泡转运因子, 在内质网到高尔基体间的物质运输

中发挥着重要的作用[4-5]。RADULESCU等[11]研究发

现, USO1通过调控微管蛋白而促进细胞分裂。同时, 
也有文献报道USO1在胃癌[6]、结直肠癌[7]和多发性

骨髓瘤[8]等多种恶性肿瘤中高表达, 并与肿瘤的恶

性行为密切相关。本研究发现了USO1在乳腺患者

中高表达且与患者预后不良密切相关, 还首次证明
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A、B: 敲低USO1对MDA-MB-231和MDA-MB-453细胞的G1、S和G2期分布的影响。*P<0.05, 与NC组比较。

A,B: effects of USO1 knockdown on the G1, S and G2 phage distribution in MDA-MB-231 and MDA-MB-453 cells. *P<0.05 compared with NC 
group.

图5   敲低USO1对TNBC细胞周期的影响

Fig.5   Effects of USO1 knockdown on the cell cycle distribution of TNBC cells
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USO1在TNBC细胞中表达高于non-TNBC细胞。进

一步通过体内外实验研究还发现, USO1可能通过激

活mTOR信号通路而促进TNBC细胞生长。

mTOR是一种保守的丝/苏氨酸蛋白激酶, 可
以感受上游生长因子、营养和能量状态等细胞内

外信号, 并促进细胞的合成代谢和生长[12-13]。近年

来大量研究表明, 肿瘤中的mTOR信号通路异常激

活[12-15]。与其他类型的乳腺癌比较, TNBC细胞的

mTOR信号通路过度激活, 并且与患者的治疗反应

性和预后不良等密切相关。本研究发现USO1可以

激活mTOR/4EBP1信号通路, 而作为mTOR的重要作

用靶点之一, 4EBP1被磷酸化后会失去结合eIF4E的能

力, 被释放出的eIF4E能够促进细胞周期相关蛋白的

Cyclin D和Cyclin E mRNA的翻译[14-15]。Cyclin D可与

CDK4/6结合, Cyclin E可与CDK2结合, 二者均能调控

细胞从G1期进入S期, 进而促进细胞分裂和生长[16]。

综上所述, 囊泡转运因子USO1在TNBC细胞中

高表达, 可通过调控mTOR/4EBP1信号通路, 加速细

胞周期G1/S期转换, 促进肿瘤细胞生长。它是TNBC
的潜在治疗靶点。
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A: 敲低USO1对MDA-MB-231和MDA-MB-453细胞中的p-mTOR、p-4EBP1、p-AKT、Cyclin D、Cyclin E蛋白表达的影响。B: 过表达USO1对
MDA-MB-231和MDA-MB-453细胞的p-mTOR、p-4EBP1、p-AKT、Cyclin D和Cyclin E蛋白表达的影响。

A: effects of USO1 knockdown on the p-mTOR, p-4EBP1, Cyclin D and Cyclin E expression in MDA-MB-231 and MDA-MB-453 cells; B: effects of 
USO1 overexpression on the p-mTOR, p-4EBP1, p-AKT, Cyclin D and Cyclin E expression in MDA-MB-231 and MDA-MB-453 cells.

图6   敲低和过表达USO1对TNBC细胞mTOR/4EBP1信号通路和细胞周期相关蛋白的影响

Fig.6   Effects of USO1 knockdown and overexpression on the AKT/m-TOR pathway 
and cell cycle related protein of TNBC cells
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图7   敲低USO1对MDA-MB-231细胞荷瘤鼠肿瘤生长的影响

Fig.7   Effects of USO1 knockdown on the tumor growth of MDA-MB-231 cells in nude mice
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