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前言

乳腺癌的发生率逐年升高，其发病率和死亡率在女性恶性

肿瘤中居首位[1-3]。尽管现有的筛查手段和治疗方法显著改善了

乳腺癌患者的预后，但仍有部分患者预后不佳[4-6]。为此揭示乳

腺癌的致病机制、挖掘关键分子靶点对提高乳腺癌的疗效和预
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摘要目的：研究 N-豆蔻酰化转移酶 1（NMT1）和 2（NMT2）在乳腺癌组织中的表达及对乳腺癌细胞生物学作用。方法：ELISA检

测 NMT1和 NMT2在 40例乳腺癌组织中含量，免疫组化证实其表达。小 RNA干扰技术敲减乳腺癌细胞MCF-7及 BT-474中

NMT1和 NMT2表达水平。CCK-8及 Transwell小室穿膜试验检测 NMT1和 NMT2敲减前后细胞增殖及转移能力变化。结果：

NMT1及 NMT2在发生淋巴结转移、III/IV期患者的乳腺癌组织中表达显著升高（P<0.01）。利用 CCK-8 检测发现 NMT1 或

NMT2敲减 48h后乳腺癌细胞 BT-474、MCF-7增殖活性较对照组细胞显著减弱（P<0.0001）。Transwell小室穿膜试验检测发现，

NMT1或 NMT2敲减组细胞较对照组细胞，穿膜细胞数显著减低（P<0.01）。结论：NMT1及 NMT2在乳腺癌的发生、发展过程中

起到关键作用，敲减 NMT1及 NMT2可削弱乳腺癌细胞增殖和转移能力。靶向抑制 NMT1及 NMT2有望成为干预乳腺癌的重要

分子靶点。
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Galactophore Department The Clinical and Biological Role of
N-mytistoyltransferase in Breast Cancer*

To study the expression of N-myristoyltransferase 1 (NMT1) and 2 (NMT2) in breast cancer tissues and

their biological effects on breast cancer cells. The expression of NMT1 and NMT2 in 40 breast cancer tissues were detected by

ELISA, and their expressions were confirmed by immunohistochemistry. Small RNA interference technology knocked down the

expression levels of NMT1 and NMT2 in breast cancer cells MCF-7 and BT-474. CCK-8 and Transwell chamber transmembrane assays

were used to detect the changes of cell proliferation and metastasis before and after NMT1 and NMT2 knockdown. The

expressions of NMT1 and NMT2 in breast cancer tissues of patients with lymph node metastasis and stage III/IV were significantly

increased (P<0.01). Using CCK-8 detection, it was found that the proliferation activity of breast cancer cells BT-474 and MCF-7 after

NMT1 or NMT2 knockdown for 48 h was significantly lower than that of control cells (P<0.0001). Transwell chamber penetration test
showed that the number of transmembrane cells in the NMT1 or NMT2 knockdown group was significantly lower than that in the control

group (P<0.01). NMT1 and NMT2 play a key role in the occurrence and development of breast cancer. Knockdown of

NMT1 and NMT2 can weaken the proliferation and metastasis of Breast cancer cancer cells. Targeted inhibition of NMT1 and NMT2 is

expected to become an important molecular target for intervention in breast cancer.
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后具有重要的临床意义。

豆蔻酰化是细胞内蛋白发生常见脂化修饰之一，肉豆蔻酸

残基以共价键的形式连接到具有特定琢氨基酸序列蛋白 N端

的甘氨酸残基上，形成豆蔻酰化蛋白[7]。目前，已知的可发生豆

蔻酰化的蛋白却已经达到 100种以上。靶蛋白通过豆蔻酰化修

饰一般可以增强其自身的稳定性，同时也可以加强其与质膜的

亲和力，进而影响到蛋白本身的生物学功能，如信号传导、亚细

胞定位、蛋白与蛋白之间或是蛋白与脂质间的相互作用[8-12]。N-

豆蔻酰转移酶（N-myristoyltransferase, NMT）是催化蛋白发生

豆蔻酰化的关键酶，在人体细胞中，主要有 2种同工酶分别是

NMT1（N-myristoyltransferase 1, NMT1）和 NMT2，对催化蛋白

底物的识别和选择起到重要作用[13-19]。N-豆蔻酰转移酶在乳腺

癌中的研究报导较少，本研究拟对 NMT1及 NMT2在乳腺癌

组织中的表达以及对乳腺癌细胞增殖和转移的生物学作用进

行研究，为其成为潜在干预靶点提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 研究对象

收集上海交通大学医学院附属第九人民医院黄浦分院

2020年 1月 -2022年 1月收治的乳腺癌术后癌组织石蜡标本

40例，并收集相关临床资料，所有标本均经知情同意。患者术

前均未接受化疗或放疗。所有标本均本院病理科确诊。

1.2 材料

人 N-肉豆蔻酰基转移酶 1（NMT1和人 N-肉豆蔻酰基转

移酶 2 （NMT2）ELISA试剂盒购买自上海颖心实验室设备有

限公司。NMT1和 NMT2购自 Santa Cruz Biotechnology，二抗

及二氨基联苯胺（DAB）显色试剂盒购自北京索莱宝科技有限

公司。乳腺癌细胞MCF-7及 BT-474均为美国模式培养物集存

库 (ATCC)。 siRNA由上海生工合成。脂质体转染试剂 Lipo-

fectamine 3000 说明书购自 Thermo Fisher Scientific 公司。总

RNA提取、逆转录及荧光定量 PCR按试剂盒为大连宝生物购

买。CCK-8试剂盒购自碧云天生物有限公司。Transwell小室购

自 Corning公司。

1.3 方法

1.3.1 酶联免疫吸附（ELISA）测定 NMT1和 NMT2含量 从

-80℃冰箱 /液氮中取出已保存的乳腺癌组织，剪下 3/4绿豆大

小体积的组织样本，加入蛋白裂解液，并超声研磨，离心沉淀取

上清液进行检测。NMT1和 NMT2含量检测按商品化试剂盒人

N-肉豆蔻酰基转移酶 1（NMT1）和人 N-肉豆蔻酰基转移酶 2

（NMT2）ELISA试剂盒进行检测。

1.3.2 免疫组化方法检测 NMT1和 NMT2表达 石蜡标本经

切片、烤片、脱蜡和水化。封闭内源性过氧化物酶，柠檬酸钠溶

液煮沸，进行抗原修复暴露抗原决定簇。5%羊血清室温

30 min，封闭非特异性蛋白。一抗 NMT1和 NMT2（Santa Cruz

Biotechnology）37℃孵育 2 h。二抗孵育 30 min，DAB显色 3 ~

10 min，二抗及二氨基联苯胺（DAB）显色试剂盒购自北京索莱

宝科技有限公司。苏木精复染 1 ~ 2 min，脱水，中性树脂封片。

1.3.3 细胞培养及实验分组 乳腺癌细胞 MCF-7 及 BT-474

均为美国模式培养物集存库 (ATCC)，于含 10%胎牛血清和

100 U/mL青霉素 /链霉素的 DMEM培养基于 37℃、5% CO2

条件下培养。细胞培养至 70-80%进行传代。乳腺癌细胞依据实

验处理方式分成：1）实验对照组：乳腺癌细胞转染对照 siRNA；

2）siNMT1或 siNMT2转染组：乳腺癌细胞转染针对 NMT1或

NMT2 siRNA。

1.3.4 siRNA转染 siRNA由上海生工合成。阴性对照 siRNA

为：5'-UUC UCC GAA CGU GUC ACG U-3'。NMT1 的 2 条

siRNA分别为，siNMT1-1：5'- GCG AGA AUG AGG AGG ACA

ACA-3', siNMT1-2：5'-GCA AAC GGA GAG GUG ACA

GAU-3'。 NMT2 的 2 条 siRNA 分别为，siNMT2-1：5'- GGU

GCA AUU GAA CCA GAU AAA -3'，siNMT2-25'- GAA GAU

GGU AGA AAU CAA CUU -3'。 siRNA转染乳腺癌细胞株按

脂质体转染试剂 Lipofectamine 3000 说明书（Thermo Fisher

Scientific公司）进行操作。

1.3.5 实时荧光定量 PCR 总 RNA提取、逆转录及荧光定量

PCR按试剂盒说明书操作。Real-time定量 PCR条件为：95℃

10 min后, 95℃ 15 s，60℃ 1 min，40循环。Real-time定量 PCR

使用 ABI 7500仪器进行。根据待测标本的 Ct值，以 GAPDH

作为内参照，采用 2-△ △ Ct法计算相对表达倍数变化。其中各基因

引物为：NMT1：F: 5'- GGT CAG GGA CCT GCC AAA AC-3'，

R: 5'- CAT GGG TGT TCA CCA CTT CG-3'。 NMT2：F: 5'-

GGA GGC ACC AAG TCA GAC TC-3'，R: 5'- AGC TCC ATT

GCT CTC TGG ATA -3'。 GAPDH：F: 5'- CTC TGC TCC TCC

TGT TCG AC -3'，R: 5'-GAC CAA ATC CGT TGA CTC CG-3'。

1.3.6 CCK-8检测细胞增殖活性 取对数生长期细胞消化

后，接种细胞于 96孔板，1000细胞 /孔 滋L，37℃，5%CO2环境

中孵育 24 h 后吸取上清，分别加入不同浓度 5-FU，每孔终

体积为 100 滋L，每个浓度设 6个复孔。加药 48 h后，向每孔加入

10 滋L CCK8溶液，37℃，继续孵育 4 h。在酶标仪 450 nm处读

取各孔的吸光值。

1.3.7 Transwell小室法检测细胞转移能力 乳腺癌细胞制成

单细胞悬液并调整浓度至 5伊104接种于 Transwell小室，下室

加入正常含胎牛血清完全培养基 700 滋L，培养 48 h后取出小

室。预冷甲醇，固定 10 min，在 PBS中用棉签刮去小室上层细

胞后，进行结晶紫染色，ddH2O清洗。倒置显微镜取 3个视野，

计数取均值。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 17.0统计软件比较不同组别间的差异，2组独

立样本间比较采用独立样本 t-检验；多组间比较采用 Dunnet-t

检验。取 P<0.05为假设检验有统计学意义的标准。

2 结果

2.1 NMT1和 NMT2在乳腺癌组织中的表达

应用 ELISA检测 NMT1和 NMT2在乳腺癌中的表达含量

发现，NMT1及 NMT2在发生淋巴结转移、III/IV期患者的乳腺

癌组织中表达显著升高（P<0.01，如表 1所示）。乳腺癌组织分

级 3级标本中 NMT1表达显著升高（P<0.05）；NMT2表达变化

虽然无统计学差异（P>0.05），但有升高趋势。NMT1和 NMT2

表达与年龄、肿瘤大小因素无显著相关性（P>0.05）。
我们在上述标本中选择了淋巴结转移及未转移组织（图

1）、II期及 III期组织（图 2）各一对标本进行免疫组化染色验证
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NMT1(滋g/mL) NMT2(滋g/mL)

P50(P25-P75) U P P50(P25-P75) U P

4.8(4.0-5.7) 182.0 0.634 6.2(5.2-71) 191.0 0.815

4.7(3.9-5.4) 6.2(5.3-7.1)

4.4(3.9-5.1) 96.5 0.0049** 5.8(4.8-6.6) 99.5 0.0064**

5.4(4.5-5.8) 6.9(6.1-7.4)

4.2(3.7-4.6) 104.0 0.0587 6.1(4.9-7.0) 137.5 0.376

5.2(4.2-5.6) 6.4(5.3-7.1)

4.4(3.7-5.1) 96.5 0.0049** 5.8(4.8-6.6) 99.5 0.0064**

5.4(4.5-5.8 6.9(6.1-7.4)

4.4(3.7-5.2) 121.5 0.033* 5.9(4.8-7.0) 136.5 0.087

5.2(4.4-5.7) 6.6(5.7-7.2)

n

20

20

22

18

12

28

22

18

20

20

Groups

Age

≥ 50

<50

Lymph node

metastasis

No

Yes

Tumor size

<2 cm

≥ 2cm

TNM stage

I-II

III-IV

Grade

1-2

3

表 1 NMT1和 NMT2在乳腺癌中的表达

Table 1 The expression of NMT1 and NMT2 in breast cancer

ELISA结果。结果发现 NMT1和 NMT2在发生淋巴结转移和

III期患者的乳腺癌中染色强度更高，与 ELISA结果相符。

2.2 NMT1和 NMT2转染 siRNA后的表达变化

我们在 BT-474和 MCF-7中分别转染针对 NMT1的 siN-

MT1-1、siNMT1-2以及针对 NMT2的 siNMT2-1、siNMT2-2，利

用 qPCR检测 4种 siRNA转染后 NMT1和 NMT2下降变化。

如表 2、表 3所示，siNMT1-1及 siNMT2-1敲减效率最高，后续

以此 2条 siRNA进行生物学功能试验。

2.3 NMT1和 NMT2敲减对细胞增殖的影响

利用 CCK-8 检测对照组及 NMT1、NMT2 敲减组乳腺癌

细胞增殖活性。结果发现 NMT1或 NMT2敲减 48h后乳腺癌

细胞 BT-474、MCF-7增殖活性显著减弱（P<0.0001，表 4）。

Note: * P<0.05, ** P<0.01.

图 1 NMT1及 NMT2在发生淋巴结转移 /未转移组织中的表达

Fig.1 The expression of NMT1 and NMT2 in breast cancer tissues with lymph node metastasis and non-lymph node metastasis
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图 2 NMT1及 NMT2在 II期 /III期组织中的表达

Fig.2 The expression of NMT1 and NMT2 in breast cancer tissues from patients with stage II and stage III

Note: Compare to the control.

Cells Groups Relative fold Change t P*

BT-474 Control 1.00依0.120

siNMT2-1 0.27依0.018 10.30 0.0005

siNMT2-2 0.65依0.041 4.73 0.0091

MCF-7 Control 1.00依0.140

siNMT2-1 0.25依0.023 9.43 0.0007

siNMT2-2 0.57依0.035 5.21 0.0065

表 3转染 NMT2特异性 siRNA后 NMT2的表达变化(n=3)

Table 3 The NMT2 expression in cells treated with NMT2 siRNA or control cells

表 2转染 NMT1特异性 siRNA后 NMT1的表达变化(n=3)

Table 2 The NMT1 expression in cells treated with NMT1 siRNA or control cells

Note: Compare to the control.

Cells Group Relative fold Change t P

BT-474 Control 1.00依0.099

siNMT1-1 0.34依0.054 10.21 0.0005

siNMT1-2 0.67依0.021 5.58 0.0050

MCF-7 Control 1.00依0.080

siNMT1-1 0.22依0.023 16.12 <0.0001

siNMT1-2 0.57依0.042 8.11 0.0013

Cells Groups A450nm q P

BT-474 Control 0.563依0.022

siNMT1 0.339依0.018 18.77 <0.0001

siNMT2 0.361依0.022 16.72 <0.0001

MCF-7 Control 0.691依0.015

siNMT1 0.439依0.016 26.71 <0.0001

siNMT2 0.330依0.018 38.27 <0.0001

表 4对照组及 NMT1、NMT2敲减组乳腺癌细胞增殖活性比较(n=6)

Table 4 The cell viability of breast cancer cells with NMT1/NMT2 inhibition or controls

Note: Compare to the control.
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图 3对照组及 NMT1、NMT2敲减组乳腺癌细胞转移能力比较

Fig.3 The migration ability of breast cancer cells with NMT1/NMT2 inhibition or controls

Cells Groups Cells/HP q P

BT-474 Control 406依18

siNMT1 272依13 11.70 <0.0001

siNMT2 273依10 11.64 <0.0001

MCF-7 Control 173依10

siNMT1 87依16 8.80 0.0002

siNMT2 101依10 7.40 0.0006

2.4 NMT1和 NMT2敲减对细胞转移影响

Transwell小室检测对照和 NMT1和 NMT2敲减组细胞的

转移能力比较。结果发现 NMT1或 NMT2敲减组细胞较对照

组细胞，穿膜细胞数显著减低（P<0.01），转移能力受到抑制（图
3及表 5）。

表 5对照组及 NMT1、NMT2敲减组乳腺癌细胞转移能力比较(n=3)

Table 5 The migration ability of breast cancer cells with NMT1/NMT2 inhibition or controls

Note: Compare to the control.

3讨论

蛋白的豆蔻酰化修饰在 1982年首次被报道，被视为是一

种不可逆的蛋白修饰，在不同蛋白发挥众多生物学功能中扮演

了重要角色，比如细胞信号传导、细胞内跟踪、亚细胞定位、蛋

白蛋白相互作用和蛋白脂质相互作用[20]。NMT是一种在细胞

内普遍存在的可以识别并催化某些特定肽段发生豆蔻酰化的

关键酶。越来越多的证据表明，NMT表达异常与人类的癌症发

生发展密切相关[21，22]，然而在乳腺癌的研究报导中较少。因此，

本研究从 NMT在乳腺癌组织中的表达意义及对乳腺癌细胞

的增殖侵袭能力影响开展研究。

本研究首先应用 ELISA检测 NMT1和 NMT2在乳腺癌中

的表达含量，我们发现 NMT1及 NMT2在发生淋巴结转移、II-

I/IV期患者的乳腺癌组织中表达显著升高，表明豆蔻酰化修饰

在乳腺癌细胞转移、疾病进程中异常活化，可能起到了关键作

用。Mackey等人[21]在一项 706例乳腺癌患者的研究中发现：

NMT1及 NMT2高表达与高组织级别、高表达 Ki67以及低表

达激素受体有关；而 NMT2高表达与不良预后有关，此项结果

也证实了 NMT1和 NMT2在乳腺癌中的恶性表现。在其他肿

瘤研究中有也发现了 NMT1与 NMT2在肿瘤组织中过表达，

且过表达与不良临床表型有关。Sun等人[23]发现 NMT1在膀胱

癌组织中表达升高，并且其高表达与患者预后负相关。NMT1

在肝癌中发现其表达水平与预后不良有关。导致临床表型相关

性提示 NMT1 及 NMT2 可能通过催化癌基因的豆蔻酰化修

饰，增加其促癌活性有关。据报导，Src家族激酶(Src family ki-

nases, SFKs)的豆蔻酰化可增强其稳定性，与前列腺癌的增殖、

迁移和侵袭能力有着正相关[24]。NMT1在膀胱癌中过高表达促

进 LAMTOR1蛋白发生过度的豆蔻酰化修饰，增强 LAMTOR1

蛋白的稳定性，从而促进了膀胱癌的发生发展，并进一步增强

mTOR信号通路[23]。本研究发现 NMT表达随着疾病进程升高，

可能通过增强癌基因的豆蔻酰化修饰及其功能，促进乳腺癌发

生，但其具体机制还需进一步研究。

鉴于 NMT表达在淋巴结转移和晚期患者组织中升高，我

们推测 NMT与维持乳腺癌增殖和转移中有密切关系。我们发

现敲减 NMT1或 NMT2后，乳腺癌细胞增殖能力显著减低；同

时利用 Transwell 小室，我们也发现了下调 NMT1 或 NMT2

后，乳腺细胞转移能力显著减弱，从而证实我们的假设即 NMT

在维持乳腺癌恶性肿瘤生物学特性中起到了至关重要的作用。
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此外，本研究设计针对 NMT1及 NMT2的 siRNA对乳腺癌细

胞具有显著抑制效应，提示 NMT1及 NMT2为临床治疗较有

潜力的干预靶点。近年来发现不同的 NMT抑制剂应用于癌细

胞系或动物模型 [25-27]。有机金属化合物三二亚苄基丙酮二钯

(tris DBA palladium)是一种有效的 NMT1抑制剂，可在体外降

低胰腺癌细胞的增殖和集落形成，并抑制体内原位小鼠模型的

生长、腹水产生和远处转移[28]。B13是一种人工合成的myristoy-

CoA类似物，靶向 NMT的活性。B13抑制成纤维细胞生长因

子受体底物 2 (fibroblast growth factor receptor substrate 2,

FRS2琢)豆蔻酰化，从而抑制癌细胞增殖、迁移和异种移植肿瘤

的生长[29，30]。针对 NMT1和 NMT2的抑制剂 PCLX-001可抑制

B细胞受体信号通路，从而杀伤淋巴瘤细胞[31]。因此，本研究设计

NMT1和 NMT2的 siRNA为乳腺癌治疗提供了潜在应用依据。

综上所述，NMT1及 NMT2在乳腺癌的发生、发展过程中

起到关键作用，敲减 NMT1及 NMT2可削弱乳腺癌细胞增殖

和转移能力。NMT1及 NMT2可能通过增强细胞内的豆蔻酰化

修饰水平。靶向抑制 NMT1及 NMT2有望成为干预乳腺癌的

重要分子靶点。
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