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［摘要］ 目的：探究敲低 NSD2 基因对三阴性乳腺癌（triple negative breast cancer，TNBC）细胞基因表达

谱及紫杉醇（paclitaxel，PTX）化疗敏感性的影响。方法：利用慢病毒 shRNA 载体介导敲低 MDA‑MB‑231 细

胞中 NSD2 基因，使用基因表达谱芯片筛选差异表达基因，进行聚类分析、GO 和 KEGG 富集分析。采用

Realtime PCR 和 Western blot 检测 NSD2 的 mRNA 及蛋白表达水平，在 PTX 作用条件下，Hoechst 染色观察

细胞的凋亡形态特征，Annexin V‑FITC/PI 法检测细胞的凋亡率，Western blot 检测程序性细胞死亡通路相

关差异基因的蛋白表达水平。利用 TIMER2.0、UALCAN 和 Kaplan‑Meier Plotter 数据库分析乳腺癌组织、

TNBC 组织和正常乳腺组织中 NSD2、程序性细胞死亡通路相关差异基因的表达以及在接受过化疗的

TNBC 患者中的预后评估价值。结果：基因芯片共筛选 483 个差异基因，包括 324 个上调基因和 159 个下调

基因（P<0.01）；GO 和 KEGG 富集分析发现差异表达基因与坏死性凋亡、凋亡等程序性细胞死亡信号通路

显著相关（P<0.05）。敲低 NSD2 基因显著增加 PTX 作用下 MDA‑MB‑231 细胞的凋亡率，程序性细胞死亡

相关蛋白 TNFSF10、TNFRSF10B、FAS、CASP1 以及 Cleaved PARP1 表达也明显增强（P<0.05）。与正常

乳腺组织相比，乳腺癌和 TNBC 中 NSD2 和 PARP1 表达显著上调，而 TNFSF10、FAS、CASP1 表达均显著

下 调（P<0.001）；接 受 过 化 疗 的 TNBC 患 者 中 ，NSD2 高 表 达 患 者 无 复 发 生 存 率 低 于 低 表 达 患 者 ，而

TNFRSF10B、FAS、CASP1 高表达患者预后优于低表达患者（P<0.05）。结论：敲低 NSD2 改变 TNBC 细

胞的基因表达谱，并通过诱导程序性死亡增强细胞对 PTX 化疗的敏感性，为寻找 TNBC 化疗耐药的分子靶

标提供了新的见解。
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View from specialist: It is creative, and of certain scientific and educational value.
［Abstract］ Objective： To investigate the effects of NSD2 knockdown on gene expression profile and the chemosensitivity to 

paclitaxel （PTX） in triple negative breast cancer （TNBC） cells. Methods： Lentviral shRNA vector was used to mediate NSD2 
gene knockdown in MDA‑MB‑231 cells. Gene expression microarrays were used to screen for differentially expressed genes and 
cluster analysis， GO and KEGG enrichment analysis were performed. Realtime PCR and Western blot were used to determine the 
amount of NSD2 mRNA and protein expression. Upon the treatment of PTX， the morphology of apoptotic cells was observed by 
Hoechst staining， and the apoptosis rate was assessed by Annexin V‑FITC/PI staining. Western blot analysis was performed to 
detect the protein expression levels of differential genes associated with programmed cell death pathway. TIMER2.0， UALCAN， 
and Kaplan‑Meier Plotter databases were used to analyze the expression of NSD2 and differential genes associated with pro‑
grammed cell death pathway in breast cancer， TNBC， and normal breast tissues， as well as their prognostic value in TNBC pa‑
tients who had received chemotherapy. Results： A total of 483 differentially expressed genes were screened by microarray， includ‑
ing 324 up‑regulated genes and 159 down‑regulated genes （P<0.01）. GO and KEGG enrichment analysis showed that differential‑
ly expressed genes were significantly involved in programmed cell death signaling pathways such as apoptosis and necroptosis （P<
0.05）. Knockdown of NSD2 significantly increased the apoptosis rate of MDA‑MB‑231 cells upon PTX treatment， and the expres‑
sion levels of proteins related to programmed cell death， including TNFSF10， TNFRSF10B， FAS， CASP1， and Cleaved 
PARP1， were also significantly enhanced （P<0.05）. Compared to normal breast tissues， the expression levels of NSD2 and 
PARP1 in breast cancer and TNBC were significantly up‑regulated， while the expression levels of TNFSF10， FAS and CASP1 
were significantly down‑regulated （P<0.001）. Among TNBC patients who had received chemotherapy， the relapse‑free survival 
rate of patients with high NSD2 expression was lower than that of patients with low expression， whereas patients with high expres‑
sion of TNFRSF10B， FAS， or CASP1 had a better prognosis than those with low expression （P<0.05）. Conclusion： Knock‑
down of NSD2 changes the gene expression profile of TNBC cells and increases the chemosensitivity to PTX by inducing pro‑
grammed death， providing a novel insight into the molecular targets of chemotherapy resistance in TNBC.

［Key words］ Triple‑negative breast cancer； NSD2； Gene expression profile； Paclitaxel； Chemosensitivity

乳腺癌是一种高度异质的疾病，其不同类型在

生物学特征、诊断方法、治疗手段及预后方面存在

显著差异［1］。三阴性乳腺癌（triple negative breast 
cancer，TNBC）是一种分子亚型，其特征在于雌激

素受体（estrogen receptor，ER）、孕激素受体（proges‑
terone receptor，PR）以及人类表皮生长因子受体 2
（human epidermal growth factor receptor 2，HER2）
均为阴性。这种类型的乳腺癌约占所有乳腺癌病

例的 15%~20%，多见于 40 岁以下的青年女性［2］。

高异质性的 TNBC 侵袭性较强且易复发，预后不

良［3］。目前，TNBC 的治疗依然是临床上面临的重

大挑战，其治疗策略主要包括手术和化疗，而患者

通常无法从内分泌治疗和靶向治疗中获益［4］。研究

表明，只有大约 30% 的 TNBC 患者对化疗具有敏感

性，大部分患者在治疗后会出现耐药及肿瘤转移，

导致其复发率和死亡率仍高于其他乳腺癌亚型［5］。

因此，迫切需要寻找更多可用于预后评估和治疗的

分子靶点，并且提升化疗药物的敏感性，降低耐药

性的问题亟待解决。

Nuclear receptor‑binding SET domain protein 2
（NSD2），又称为 Wolf‑Hirschhorn syndrome candi‑
date 1 或 multipe myeloma SET domain‑containing 
protein，是组蛋白甲基转移酶 NSD 家族中的一个重

要成员［6］。近年来的研究普遍认为，NSD2 具有癌

基因的特性，在多种恶性肿瘤中表现出高表达，例

如多发性骨髓瘤［7］、髓系白血病［8］、前列腺癌［9］、肾细

胞 癌［10］、肝 细 胞 癌［11］、结 直 肠 癌［12］、浆 液 性 卵 巢

癌［13］、子宫内膜癌［14］等，其表达水平与肿瘤的分期、

分级、患者的生存率低以及预后不良等因素密切相

关。目前 NSD2 在 TNBC 中的研究成果罕见。研

究表明，NSD2 通过直接调控 ADAM9 和 EGFR 的

表达，介导生长因子的释放，并激活 EGFR‑AKT 信

号通路，从而导致 TNBC 细胞对 EGFR 抑制剂吉非

替尼的耐药性［15］。本课题组的前期研究结果显示，

NSD2 的高表达与乳腺癌的分级、淋巴结转移、无复

发生存期及无远处转移生存期密切相关。此外，

NSD2 在 TNBC 中的表达水平高于其他乳腺癌亚

型；EZH2/NSD2 调控轴促进 TNBC 细胞增殖、迁

移、侵袭［16］。

为探究 NSD2 及其下游信号通路的潜在功能效

应，本研究在 TNBC 细胞系 MDA‑MB‑231 中，通过

敲低 NSD2 的表达，利用基因芯片技术对差异表达

基因进行了筛选，利用 GO 分析和 KEGG 分析明确

差异基因参与的生物学过程和信号通路，并进一步

阐明了敲低 NSD2 通过促进程序性细胞死亡增强

TNBC 对紫杉醇（paclitaxel，PTX）化疗敏感性的

机制。
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1 材料与方法  
1.1　细胞培养　

从中国科学院典型培养物保藏委员会昆明细

胞库购买人 TNBC 细胞株 MDA‑MB‑231。该细胞

株在含有 10% 胎牛血清（Gibco 公司）的 DMEM 培

养基（Gibco 公司）中进行培养，并置于 37 ℃、5% 的

CO2培养箱中进行培养。

1.2　细胞转染与稳定株筛选　

将 MDA‑MB‑231 细胞以 3×105/孔接种于 6 孔

板，将 NSD2 shRNA 干扰慢病毒载体（上海吉玛基

因股份有限公司）、Polybrene（5 μg/mL）（上海吉玛

基因股份有限公司）加入培养基感染细胞，感染复

数为 20。感染 72 h 后，嘌呤霉素（1 μg/mL）（上海吉

玛基因股份有限公司）筛选 48 h，建立稳定敲低

NSD2 基因的 MDA‑MB‑231 细胞株。

1.3　Realtime PCR　

使用 TRIzol 法提取各组细胞的总 RNA，利用

FastKing cDNA 第一链合成试剂盒（天根生化科技

有限公司）合成 cDNA。采用 Talent 荧光定量检测

试剂盒（天根生化科技有限公司）进行 Realtime 
PCR，检测各组细胞 NSD2 基因 mRNA 表达 ，以

GAPDH 作为内参基因。反应条件为：95 ℃预变性

3 min，95 ℃ 5 s、60 ℃ 15 s，共 40 个循环。NSD2 上

游 引 物 序 列 为 5'‑ACTCCTCAAAAGACGGCA‑
GA‑3'，下 游 引 物 序 列 为 5'‑TGGTGTTGTAGC‑
GTGCTCTC‑3'。GAPDH 上游引物序列为 5'‑TG‑
CACCACCAACTGCTTAGC‑3'，下游引物序列为

5'‑GGCATGGACTGTGGTCATGAG‑3'。2−ΔΔCT 计

算各组细胞 NSD2 基因表达差异。

1.4　基因芯片　

基因芯片检测委托吉凯生物科技有限公司完

成。提取各组细胞总 RNA，经过 RNA 质检及杂交

后，使用 Gene Chip Fluidics Station 450 仪器对芯片

进行自动洗染，并扫描后获取原始数据。对原始芯

片进行评估合格后，将原始数据归一化处理。随

后 ，通 过 计 算 组 间 样 本 基 因 表 达 差 异 倍 数（fold 
change，FC）和 P 值，筛选出差异表达基因。最终，

计 算 结 果 经 过 错 误 发 现 率（false discovery rate，
FDR）校正，筛选标准为 |FC|>1.5 且 FDR<0.05。
1.5　基因功能及信号通路富集分析　

使 用 DAVID 数 据 库（https：//david. ncifcrf.
gov/）对筛选出来的差异表达基因进行了 GO 功能

富集和 KEGG 信号通路富集分析。P<0.05 为差异

具有统计学意义。

1.6　Hoechst染色　

将稳定转染 shNC、shNSD2#1、shNSD2#2 的细

胞以 3×105接种到 6孔板中，加入终浓度为 80 ng/mL
的 PTX工作液并设阴性对照，使用 Hoechst 33258 染

色试剂盒（碧云天生物技术有限公司）进行染色：培

养 48 h 后加固定液 1 mL/孔固定 20 min，加染色液

避光孵育，荧光显微镜随机计算 5 个视野（400×）中

的凋亡细胞比率。

1.7　流式细胞术凋亡检测　

将稳定转染 shNC、shNSD2#1、shNSD2#2 的细

胞以 3×105接种到 6孔板中，加入终浓度为 80 ng/mL
的 PTX工作液并设阴性对照，培养 48 h 后，采用细胞

凋亡 Annexin V‑FITC/PI 双染试剂盒（碧云天生物

技术有限公司），通过流式细胞术检测细胞凋亡率。

1.8　Western blot　
将稳定转染 shNC、shNSD2#1、shNSD2#2 的细

胞以 3×105接种到 6孔板中，加入终浓度为 80 ng/mL
的 PTX 工作液并设阴性对照，培养 48 h 后，利用 RI‑
PA 裂解液（康为生物科技有限公司）提取各组细胞

总蛋白，紫外分光光度计测定各组细胞蛋白浓度。

随后按试剂盒说明书进行聚丙烯酰胺凝胶电泳。

蛋白转印至 PVDF 膜，使用 5% 脱脂牛奶封闭 2 h，
随后以 1∶1 000 的稀释比例进行一抗 4 ℃过夜孵育，

最后以 1∶2 000 的稀释比例在室温下孵育二抗 1 h。
所有抗体购自 Abcam 公司。使用 ECL 试剂盒（碧云

天生物技术有限公司）显影，在蛋白印迹检测系统

进行检测，利用 ImageJ分析蛋白表达差异。

1.9　数据库中基因表达差异分析　

利用 TIMER2.0 数据库和 UALCAN 数据库分

析 乳 腺 癌 组 织 、TNBC 组 织 和 正 常 乳 腺 组 织 中

NSD2、TRAIL、FAS、DR5、CASP1、PARP1 基因表

达差异。

1.10　生存分析　

使 用 Kaplan‑Meier Plotter （https：//kmplot.
com/analysis/）分 析 NSD2、TRAIL、FAS、DR5，
CASP1、PARP1 基 因 表 达 水 平 与 接 受 过 化 疗 的

TNBC 患者无复发生存期之间的关系。筛选条件

为 ER negative、PR negative、HER2 negative、pa‑
tients with chemotherapy。
1.11　统计学处理　

本研究采用 SPSS 17.0 软件对所获得的结果进

行 了 统 计 分 析 。 计 量 资 料 使 用 均 值 ± 标 准 差

（x̄ ± s）进行描述，两组间数据采用 t检验进行分析，

多组间数据采用单因素方差分析进行比较。P<
0.05 为差异具有统计学意义。
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2 结果  
2.1　慢病毒介导敲低 MDA‑MB‑231 细胞中 NSD2
的表达　

本研究采用携带红色荧光蛋白的慢病毒载体，

将 shNSD2#1（KD 组）和阴性对照 shRNA‑NC（NC
组）转染入 MDA‑MB‑231 细胞中。转染 72 h 后，通

过荧光倒置显微镜观察，发现红色荧光的表达强度

超过 90%（图 1A）。为评估 NSD2 的 mRNA 水平，

本研究进行了 Realtime PCR 检测，结果显示，与 NC
组相比，KD 组中 NSD2 的 mRNA 表达水平显著降

低，敲低效率达到 81.2%，且差异具有统计学意义

（P<0.001）（图 1B）。

2.2　敲低 NSD2 的 MDA‑MB‑231 细胞差异基因表

达谱　

为探究 NSD2 敲低对 TNBC 细胞基因表达的

影响，本课题组使用基因芯片检测 MDA‑MB‑231NC

和 MDA‑MB‑231KD 细胞的基因表达谱。不同样本

中基因表达水平的皮尔森相关性分析表明生物学

可重复性，提示同一组内重复样本的基因表达趋势

相似度高（图 2A）。主成分分析表明在同一组内，样

A：MDA‑MB‑231 细胞通过慢病毒 shRNA‑NSD2 侵染后的荧光图像；B：Realtime PCR 检测 NC 组与 KD 组细胞中 NSD2 mRNA 表达水平的变

化；***P<0.001
图 1　在 MDA‑MB‑231 细胞系中敲低 NSD2 基因表达的结果

Fig 1　Knockdown of NSD2 gene in MDA‑MB‑231 cell line

A：基因芯片样本之间的皮尔森相关系数分布图；B：基因芯片样本的主成分分析图；C：基因表达谱芯片数据中差异基因的火山图；D：差异表

达基因的层次聚类热图

图 2　敲低 NSD2 改变 MDA‑MB‑231 细胞基因表达谱

Fig 2　Knockdown of NSD2 changed the gene expression profile of MDA‑MB‑231 cells
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本之间的聚集趋势十分明显，而在 NC 组与 KD 组之

间则呈现出显著的分离趋势。这表明组内样本的

相似性较高，而组间存在显著差异（图 2B）。通过对

NSD2 表达进行敲低处理后，MDA‑MB‑231 细胞的

基因表达谱发生了显著变化，最终识别出 483 个差

异基因，其中上调基因有 324 个，下调基因有 159 个

（|FC|>1.5 且 FDR<0.05）。差异表达基因的火山

分布图在文中显示（图 2C）。层次聚类分析显示

MDA‑MB‑231NC 和 MDA‑MB‑231KD 细胞的基因表

达模式有显著差异（图 2D）。表达倍数变化排名前

20 的上调及下调基因见表 1、2。

表 1 MDA⁃MB⁃231 细胞中敲低NSD2后显著上调的差异基因（排名前 20）

Tab 1 Significantly differentially upregulated genes after knockdown of NSD2 in MDA⁃MB⁃231 cells （top 20）

Gene symbol
HSPA7
HSPA6
CH25H
CXCL10

EGR1
MAL2

CAPN8
IFIT2
UCA1
OASL

RSAD2
IFIT1

RAB17
NCF2

RAB37
ELF3

HSPA1A
HSPA1B

ATF3
IFIH1

Gene title
heat shock protein family A (Hsp70) member 7
heat shock protein family A (Hsp70) member 6

cholesterol 25‑hydroxylase
chemokine (C‑X‑C motif) ligand 10

early growth response 1
mal, T‑cell differentiation protein 2 (gene/pseudogene)

calpain 8
interferon induced protein with tetratricopeptide repeats 2

urothelial cancer associated 1 (non‑protein coding)
2'‑5'‑oligoadenylate synthetase‑like

radical S‑adenosyl methionine domain containing 2
interferon induced protein with tetratricopeptide repeats 1

RAB17, member RAS oncogene family
neutrophil cytosolic factor 2

RAB37, member RAS oncogene family
E74‑like factor 3 (ets domain transcription factor, epithelial‑specific)

heat shock protein family A (Hsp70) member 1A
heat shock protein family A (Hsp70) member 1B

activating transcription factor 3
interferon induced, with helicase C domain 1

∣FC∣
7.45
5.34
3.57
3.36
3.32
3.26
3.01
2.90
2.76
2.75
2.66
2.63
2.63
2.52
2.52
2.45
2.45
2.45
2.41
2.40

P

9.41E−15
4.21E−14
7.38E−15
2.72E−10
1.28E−08
2.31E−11
7.37E−07
3.49E−15
7.50E−12
2.03E−15
1.30E−11
8.39E−14
8.11E−08
4.00E−11
1.38E−11
3.17E−10
5.33E−12
5.33E−12
1.91E−09
1.13E−12

FDR
3.37E−11
1.18E−10
2.95E−11
9.64E−08
1.58E−06
1.59E−08
3.09E−05
2.29E−11
7.91E−09
1.90E−11
1.14E−08
1.96E−10
6.06E−06
2.28E−08
1.18E−08
1.06E−07
5.99E−09
5.99E−09
3.96E−07
1.48E−09

表 2 MDA⁃MB⁃231 细胞中敲低NSD2后显著下调的差异基因（排名前 20）

Tab 2 Significantly differentially downregulated genes after knockdown of NSD2 in MDA⁃MB⁃231 cells （top 20）

Gene symbol
GNPDA1

AMD1P3

SGMS2

ISCA1

KDM3A

HOMER1

ATP2B1

SERPINB9

SCYL2

AMD1

TMX4

XK

RRP15

GAL

LCLAT1

HGSNAT

LIN9

AEBP2

PMEPA1

C7orf60

Gene title
glucosamine‑6‑phosphate deaminase 1

adenosylmethionine decarboxylase 1 pseudogene 3
sphingomyelin synthase 2

iron‑sulfur cluster assembly 1
lysine (K)‑specific demethylase 3A

homer scaffolding protein 1
ATPase, Ca2+ transporting, plasma membrane 1

serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 9
SCY1‑like, kinase‑like 2

adenosylmethionine decarboxylase 1
thioredoxin‑related transmembrane protein 4

X‑linked Kx blood group
ribosomal RNA processing 15 homolog

galanin/GMAP prepropeptide
lysocardiolipin acyltransferase 1

heparan‑alpha‑glucosaminide N‑acetyltransferase
lin‑9 DREAM MuvB core complex component

AE binding protein 2
prostate transmembrane protein, androgen induced 1

chromosome 7 open reading frame 60

∣FC∣
2.63
2.52
2.48
2.46
2.45
2.22
2.19
2.17
2.09
2.00
1.99
1.97
1.93
1.93
1.90
1.88
1.87
1.86
1.85
1.83

P

3.05E−13
3.60E−11
7.53E−11
8.48E−14
1.78E−11
5.76E−09
1.28E−11
3.48E−11
1.70E−11
1.53E−10
3.60E−10
3.38E−09
2.69E−09
1.00E−07
4.45E−11
5.30E−09
7.27E−09
4.22E−08
3.98E−10
1.20E−09

FDR
5.46E−10
2.10E−08
3.59E−08
1.96E−10
1.41E−08
9.08E−07
1.14E−08
2.10E−08
1.40E−08
6.45E−08
1.18E−07
6.08E−07
5.00E−07
7.12E−06
2.40E−08
8.63E−07
1.04E−06
3.70E−06
1.28E−07
2.75E−07
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2.3　差异表达基因的功能富集分析　

为了全面了解差异基因的功能，本课题组使用

DAVID 在线分析工具对显著性差异基因进行 GO
功能富集分析。依据 P 值大小排序，在上调差异基

因中，生物学过程主要涉及质膜黏附分子介导的同

型 细 胞 黏 附（homophilic cell adhesion via plasma 
membrane adhesion molecules）、凋亡过程的正向调

控（positive regulation of apoptotic process）、内耳发

育（inner ear development）、细 胞 黏 附（cell adhe‑

sion）、血管生成（angiogenesis）等（图 3A）；细胞成分

主要涉及质膜（plasma membrane）、轴突（axon）、膜

整体成分（integral component of membrane）、溶酶体

管 腔（lysosomal lumen）、质 膜 整 体 成 分（integral 
component of plasma membrane）等（图 3B）；分子功

能主要涉及钙离子结合（calcium ion binding）、细胞

外基质结合（extracellular matrix binding）、磷脂酰丝

氨酸结合（phosphatidylserine binding）、钙依赖性磷

脂结合（calcium‑dependent phospholipid binding）、细

A：上调差异基因的生物学过程富集分析；B：上调差异基因的细胞成分富集分析；C：上调差异基因的分子功能富集分析；D：下调差异基因的

生物学过程富集分析；E：下调差异基因的细胞成分富集分析；F：下调差异基因的分子功能富集分析

图 3　差异表达基因的 GO 功能富集分析

Fig 3　GO functional enrichment analysis of differentially expressed genes
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胞 外 基 质 结 构 成 分（extracellular matrix structural 
constituent）等（图 3C）。在下调差异基因中，生物学

过程主要涉及细胞分裂（cell division）、DNA 复制

（DNA replication）、有丝分裂核分裂（mitotic nucle‑
ar division）、姐妹染色单体凝聚（sister chromatid co‑
hesion）、有丝分裂细胞周期的 G1/S 期转变（G1/S 
transition of mitotic cell cycle）等（图 3D）；细胞成分

主要涉及核质（nucleoplasm）、细胞核（nucleus）、核

小体（nucleosome）、核染色体，端粒区（nuclear chro‑
mosome，telomeric region）、染色体着丝粒浓缩（con‑
densed chromosome kinetochore）等（图 3E）；分子功

能主要涉及蛋白质结合（protein binding）、DNA 连

接（DNA binding）、组蛋白结合单链（histone binding 
single‑stranded）、DNA 依 赖 的 ATP 酶 活 性

（DNA‑dependent ATPase activity）、ATP 连 接

（ATP binding）等（图 3F）。

2.4　差异表达基因的 KEGG 通路富集分析　

使用 DAVID 在线分析工具对差异基因进行

KEGG 注释，表 3 显示了 P<0.05 的前 20 个通路。

表 3 中差异表达基因富集较多的信号通路分别为细

胞因子‑细胞因子受体相互作用（cytokine‑cytokine 
receptor interaction）、坏 死 性 凋 亡（necroptosis）、

NOD 样受体信号通路（NOD‑like receptor signaling 

pathway）、MAPK 信号通路（MAPK signaling path‑
way）、TNF 信号通路（TNF signaling pathway）、凋

亡（Apoptosis）信号通路等。

2.5　 敲 低 NSD2 促 进 程 序 性 细 胞 死 亡 增 加

MDA‑MB‑231 细胞对 PTX 的化疗敏感性　

鉴于差异表达基因富集于坏死性凋亡、凋亡等

程序性细胞死亡信号通路，本课题组探究了敲低

NSD2 是否能通过促进细胞程序性死亡增强对化疗

药物的敏感性。通过慢病毒载体介导转染 shN‑
SD2#1、shNSD2#2 及阴性对照 shNC，用嘌呤霉素

筛 选 48 h 并 传 代 ，建 立 稳 定 敲 低 NSD2 的

MDA‑MB‑231 细 胞 株 。 稳 定 敲 低 NSD2 后 ，其

mRNA 及蛋白表达水平均显著下调（P<0.01）（图

4A、B）。为研究敲低 NSD2 对细胞化疗敏感性的影

响，观察细胞的形态学变化。光镜下，给药前 shNC
组细胞生长良好，shNSD2#1 组、shNSD2#2 组细胞

略有减少，但未见明显差异；加入 PTX 后细胞数量

减少，与 shNC 组相比，敲低 NSD2 组出现细胞不规

则收缩、变圆等形态（图 4C）。Hoechst 染色显示给

药前各组细胞数量未见明显差异，细胞核染色均

匀，呈椭圆形，其间未见明显凋亡细胞，PTX 作用

48 h 的情况下，shNSD2#1 组、shNSD2#2 组细胞数

量显著减少，凋亡细胞显著增多（图 4D）。通过 An‑

表 3 MDA⁃MB⁃231 细胞中敲低NSD2后差异基因 KEGG 信号通路富集分析

Tab 3 KEGG signaling pathway enrichment analysis of differentially expressed genes after knockdown of NSD2 in MDA⁃MB⁃231 cells

ID
hsa04060
hsa04217
hsa04621
hsa04010
hsa04668
hsa05130
hsa05133
hsa04064
hsa04926
hsa04210
hsa04141
hsa04933
hsa05142
hsa04620
hsa04728
hsa00500
hsa05134
hsa04623
hsa04970
hsa04061

Description
Cytokine‑cytokine receptor interaction

Necroptosis
NOD‑like receptor signaling pathway

MAPK signaling pathway
TNF signaling pathway

Pathogenic Escherichia coli infection
Pertussis

NF‑kappa B signaling pathway
Relaxin signaling pathway

Apoptosis
Protein processing in endoplasmic reticulum

AGE‑RAGE signaling pathway in diabetic complications
Chagas disease

Toll‑like receptor signaling pathway
Dopaminergic synapse

Starch and sucrose metabolism
Legionellosis

Cytosolic DNA‑sensing pathway
Salivary secretion

Viral protein interaction with cytokine and cytokine receptor

Gene ratio
17/206
14/206
14/206
14/206
11/206
10/206

9/206
9/206
9/206
9/206
9/206
8/206
8/206
8/206
8/206
7/206
7/206
7/206
7/206
7/206

P

3.57E−03
1.34E−04
5.14E−04
3.55E−02
2.74E−04
4.89E−02
2.44E−04
2.41E−03
9.88E−03
1.37E−02
4.98E−02
6.67E−03
7.45E−03
8.40E−03
3.12E−02
5.02E−05
9.68E−04
1.76E−03
1.45E−02
2.15E−02

Count
17
14
14
14
11
10
9
9
9
9
9
8
8
8
8
7
7
7
7
7
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nexin V‑FITC/PI 双染，采用流式细胞仪来分析细

胞凋亡的状况。敲低 NSD2，细胞凋亡率略有升高，

但差异不具有统计学意义。 PTX 作用下，敲低

NSD2 细胞的早期凋亡率、晚期凋亡率和总凋亡率

均明显增加（P<0.05）（图 4E）。

敲 低 NSD2 基 因 后 ，基 因 芯 片 分 析 发 现 的

MDA‑MB‑231 细胞中一些程序性细胞死亡通路相

关的差异基因表达发生变化，见表 4。进一步通过

Western blot 检测程序性细胞死亡通路相关的差异

表达基因，包括 3 个肿瘤坏死因子超家族成员如

TNFSF10、TNFRSF10B、FAS，1 个 CASP 家族成

员 CASP1，2 个细胞凋亡标志物 PARP1、Cleaved 
PARP1。结果显示 PTX 作用情况下，敲低 NSD2 的

细胞中 TNFSF10、TNFRSF10B、FAS、CASP1 以

及 Cleaved PARP1 表 达 均 明 显 高 于 NC 组（P<
0.05），PARP1 表达变化不明显（图 5）。以上结果提

示，敲低 NSD2 可以通过调节程序性细胞死亡通路

相 关 差 异 基 因 ，促 进 程 序 性 细 胞 死 亡 增 加

MDA‑MB‑231 细胞对 PTX 的化疗敏感性。

A：Realtime PCR 检测细胞中 NSD2 mRNA 表达水平；B：Western blot 检测细胞中 NSD2 蛋白表达水平；C：光镜下观察敲低 NSD2 联合 PTX
处理后对细胞形态学变化；D：Hoechst染色观察敲低 NSD2 联合 PTX 处理后细胞形态学变化；E：Annexin V‑FITC/PI 法结合流式细胞术检测

敲低 NSD2 联合 PTX 处理后细胞凋亡率；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001
图 4　敲低 NSD2 增加 MDA‑MB‑231 细胞对紫杉醇的化疗敏感性

Fig 4　Knockdown of NSD2 increased the chemosensitivity to paclitaxel in MDA‑MB‑231 cells
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2.6　程序性细胞死亡通路相关差异基因对 TNBC
预后的影响　

为探究 NSD2 及程序性细胞死亡通路相关差异

基因在肿瘤组织中的表达及预后评估价值，通过

TIMER2.0 数据库分析 NSD2 及程序性细胞死亡通

路相关差异基因在乳腺癌中表达情况，发现与正常

乳腺组织相比，乳腺癌中 NSD2 和 PARP1 表达均显

著 上 调（P<0.001），而 TNFSF10、TNFRSF10B、

FAS、CASP1 表达均显著下调（图 6A）。通过 UAL‑
CAN 数据库进一步分析显示，TNBC 中 TNFSF10、

FAS、CASP1 表达均显著下调，NSD2 和 PARP1 表

达 显 著 上 调（P<0.001）（图 6B）。 Kaplan‑Meier 
Plotter 数据库显示，接受过化疗的 TNBC 患者中，

NSD2 高 表 达 患 者 预 后 差 于 低 表 达 患 者（HR=
1.53，P=0.031），TNFRSF10B（HR=0.66，P=
0.034）、FAS（HR=0.65，P=0.029）、CASP1（HR=
0.57，P=0.0053）高表达患者预后优于低表达患者。

TNFSF10（HR=0.74，P=0.15）、PARP1（HR=
0.65，P=0.056）表达与接受过化疗的 TNBC 患者预

后无显著相关性。

表 4 MDA⁃MB⁃231 细胞中敲低NSD2后程序性细胞死亡相关差异基因

Tab 4 Significantly expressed genes associated with programmed cell death after knockdown of NSD2 in MDA⁃MB⁃231 cells

Gene symbol

TNFSF10

TNFSF15

TNFSF9

FAS

CASP1

TNFAIP3

CASP4

TNFRSF9

TNFRSF10B

TRAF1

THRIL

PARP1

Gene title

tumor necrosis factor superfamily member 10

tumor necrosis factor superfamily member 15

tumor necrosis factor superfamily member 9

Fas cell surface death receptor

caspase 1

TNF alpha induced protein 3

caspase 4

tumor necrosis factor receptor superfamily member 9

tumor necrosis factor receptor superfamily member 10b

TNF receptor associated factor 1

TNF and HNRNPL related immunoregulatory long non‑coding RNA

Poly (ADP‑ribose) polymerase 1

∣FC∣

2.33

1.99

1.73

1.67

1.66

1.65

1.61

1.59

1.56

1.51

1.50

1.68

P

2.16E−11

2.35E−06

2.37E−08

2.98E−07

1.93E−07

2.52E−07

9.72E−08

1.47E−06

9.13E−07

3.00E−06

4.17E−05

2.08E−08

*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001
图 5　敲低 NSD2 联合紫杉醇处理对细胞程序性死亡相关蛋白表达的影响

Fig 5　Effects of NSD2 knockdown on the expression of programmed cell death related proteins upon paclitaxel treatment
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3 讨论  
越来越多的研究证据表明，NSD2 基因在乳腺

癌的发生与发展中扮演着重要角色。在乳腺癌中，

NSD2 的高表达与乳腺癌患者的肿瘤大小、转移和

病理分期有关，敲除 NSD2 可抑制乳腺癌细胞株的

生长、增殖、迁移、侵袭和上皮‑间质转化［17］。前期研

A：TIMER2.0 数据库分析 NSD2 及程序性细胞死亡相关差异基因在乳腺癌中的表达情况；B：UALCAN 数据库分析 NSD2 及程序性细胞死亡

相关差异基因在 TNBC 中的表达情况；C：Kaplan‑Meier Plotter 数据库分析 NSD2 及程序性细胞死亡相关差异基因表达与接受过化疗的 TN‑
BC 患者无复发生存期之间的关系；**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1

图 6　NSD2 及程序性细胞死亡相关差异基因在乳腺癌中表达和预后评估价值

Fig 6　Expression and prognostic value of NSD2 and differential genes related to programmed cell death in breast cancer
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究发现，NSD2 在乳腺癌组织中明显高表达，并与患

者的肿瘤病理分级及淋巴结转移和预后显著相

关［16］。高表达的 NSD2 可通过激活 EGFR‑AKT 信

号通路从而促进 TNBC 细胞对 EGFR 抑制剂的耐

药性［15］，组蛋白甲基转移酶的间接抑制剂 DZNep，
能有效诱导 NSD2 蛋白降解，减少细胞产生的 GSH
和 NADPH，并激发活性氧升高，抑制他莫西芬耐药

的乳腺癌细胞存活和异种移植瘤生长［18］。NSD2 能

够增强 FoxM1 的表达，促进 β‑catenin 的核内定位，

从而激活 Wnt/β‑catenin 信号通路，促进乳腺癌的发

生发展［17］。高频表达的 NSD2 是治疗化生性乳腺癌

的潜在靶点［19］。

本课题组前期证实 NSD2 在 TNBC 中的表达

高于其他乳腺癌亚型；EZH2 通过调控 NSD2 促进

TNBC 细胞增殖、迁移、侵袭［16］。本研究在 TNBC
细胞系 MDA‑MB‑231 中敲低 NSD2 表达，观察基因

表达谱的改变，以探索与 NSD2 作用相关的差异基

因。对基因芯片数据进行分析后发现，NSD2 敲低

可导致 MDA‑MB‑231 细胞基因表达谱发生显著改

变，共发现表达具有明显差异的基因 483 个，其中

324 个基因表达显著上调，159 个基因表达显著下

调。GO 功能富集分析显示，上调基因在正向调控

凋亡过程、正向调控肿瘤坏死因子的产生、负向调

控上皮细胞的增殖等过程中得到富集，下调基因在

细胞分裂、DNA 复制、有丝分裂细胞周期 G1/S 转

变等过程中得到富集。KEGG 通路富集分析发现，

差异基因在多条肿瘤相关通路被富集，如坏死性凋

亡、TNF 信号通路、细胞凋亡等多条程序性死亡相

关信号通路，提示敲低 NSD2 可能会影响 TNBC 细

胞的程序性死亡。

本研究发现敲低 NSD2 表达可以降低 TNBC
细胞对 PTX 的耐受力，显著增加 PTX 诱导的细胞

凋亡。进一步检测程序性死亡相关的差异表达基

因 ，显 示 PTX 作 用 下 ，敲 低 NSD2 的 细 胞 中

TNFSF10、 TNFRSF10B、 FAS、 CASP1 以 及

Cleaved PARP1 表达均明显高于 NC 组，提示敲低

NSD2 可以通过调节程序性细胞死亡通路相关差异

基因，促进细胞死亡，增加 MDA‑MB‑231 细胞对

PTX 的化疗敏感性。生存分析显示，NSD2 可作为

接受化疗的 TNBC 患者的预后指标，NSD2 高表达

的患者预后较差，也提示 NSD2 高表达可能与患者

化疗耐药相关。

肿瘤坏死因子超家族包括 19 个配体和 29 个不

同的受体［20］。TNFSF10、TNFRSF10B、FAS 均属

于肿瘤坏死因子超家族，在细胞的坏死性凋亡和凋

亡 过 程 中 均 发 挥 着 重 要 的 作 用［21］ 。 使 用

TNFSF10/TNFRSF10B 激 动 剂 或 增 加 细 胞 对

TNFSF10 的敏感性可以诱导细胞凋亡、使原位肿

瘤消散同时抑制转移性 TNBC 的生长［22］。FAS 及

其配体 FASL 可通过介导外源性凋亡信号通路诱导

细胞凋亡，FAS/FASL 的表达与肿瘤干细胞的维持

有关，导致肿瘤的侵袭、转移、复发和化疗耐药［23］。

研究表明乳腺癌组织中 FAS mRNA 和蛋白表达水

平均显著降低，高表达的 FAS 表明患者具有更好的

转移无复发生存率，来自 Cell Miner Tool 的数据显

示，FAS mRNA 的表达与一线化疗紫杉烷制剂和包

括奥拉帕尼和依维莫司在内的靶向药物的疗效相

关［24］。 本 研 究 发 现 乳 腺 癌 中 TNFSF10、TN‑
FRSF10B、FAS 均显著下调，接受过化疗的 TNBC
患者中，TNFRSF10B、FAS 高表达患者预后好于低

表达患者。敲低 NSD2 表达与 PTX 处理具有明显

的协同效应，可能激活 TNFSF10/TNFRSF10B 和

FAS/FASL 信号通路诱导细胞程序性死亡。

CASP1 是 caspase 家族中的一个重要成员，既

参与细胞因子所介导的炎症反应，又与细胞凋亡过

程紧密相关［25］。研究表明，细胞焦亡是一种依赖于

CASP1 的细胞死亡模式。经典炎性小体在激活

CASP1 后，可诱导其他炎性细胞因子、趋化因子及

黏附分子的合成，从而加剧局部和全身的炎症反

应［26］。CASP1 的表达水平与乳腺癌组织学分级、肿

瘤大小、临床分期、淋巴结转移及死亡风险负相关，

与乳腺癌预后良好呈正相关［27］。本次研究结果表

明 CASP1 高表达患者倾向于更好的结局，NSD2 敲

低可以促使 CASP1 表达升高，提示 NSD2 也可能通

过 CASP1 介导 TNBC 的细胞焦亡过程。

PARP 参与了细胞 DNA 修复、转录调控、基因

表达、炎症反应和免疫应答等多种生物学过程。

TNBC 中 PARP1 的表达与肿瘤的大小、组织学分

级、淋巴结转移、临床分期及 EMT 等恶性表型相

关［28］。PARP 抑制与 PD‑L1/PD‑1 免疫检查点轴之

间存在串扰，PARP 抑制剂可上调 PD‑L1 在肿瘤细

胞中的表达，多种 PARP 抑制剂正在 TNBC 中进行

新辅助临床试验［29］。研究显示，乳腺癌患者 PARP1
基因改变的频率在乳腺癌患者中最高为 12.35%，且

约 11.82% 的改变为扩增，PARP1 的改变对肿瘤的

预 后 具 有 预 测 价 值［30］。 而 Cleaved PARP 则 是

PARP 受到 caspase 切割的产物，其产生标志着细胞

凋亡程序的执行。本次研究结果提示敲低 NSD2 表

达 对 PARP1 表 达 无 显 著 影 响 ，但 促 进 Cleaved 
PARP1 表达增加。
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广泛凋亡（PANoptosis）是一种炎性程序性细

胞死亡途径，由广泛凋亡复合体 PANoptosome 调

控，这种死亡方式同时具有细胞焦亡、凋亡和坏死

性凋亡的关键特征，是多种死亡方式的交互［31］。本

研究结果显示敲低 NSD2 能显著下调细胞焦亡、凋

亡和坏死性凋亡相关的一些基因。同时一些炎症

反应相关因子也发生显著变化 ，如白介素家族

（IL1A、IL1RAP、IL7R、IL24）、趋 化 因 子（CCL5、
CCL26、CXCL10、CXCL11）、干 扰 素 相 关 基 因

（GBP2、IRF1、IFIH1、ISG20、IFIT3、IFITM1、IF⁃
IT1、IFIT2、IFI44）、AIF1L 等。有研究表明，IRF1
在自发性结直肠癌小鼠模型中能阻止肿瘤的发生，

IRF1 缺失的小鼠结肠细胞死亡减弱是由于缺乏细

胞焦亡、凋亡和坏死性凋亡（PANoptosis），确定

IRF1 是 PANoptosis 的上游调节因子，在结肠炎相

关肿瘤发生过程中诱导细胞死亡，以阻止结直肠癌

的发生［32］。以上结果提示 NSD2 可能参与细胞的广

泛凋亡过程，但在后续工作中还有待进一步深入研

究 NSD2 是否参与广泛凋亡复合体的形成。

综上所述，敲低 NSD2 改变 TNBC 细胞的基因

表达谱，通过诱导程序性细胞死亡增强细胞对 PTX
化疗的敏感性，NSD2 有望成为改善 TNBC 化疗耐

药的分子靶标。然而，本研究也存在一定的局限

性。首先，本研究仅使用公共数据库中的现有数据

集对 NSD2 及相关基因的预后价值进行分析，数据

库可能在样本量、患者群体特征等方面具有局限

性。由于研究采用了回溯性特征，可能会引发选择

性偏差。因此，未来将计划开展前瞻性研究，以验

证 NSD2 在临床治疗和患者个性化管理中的应用，

并将进一步尝试收集和分析更多样化、更大样本量

的独立数据集，以增强本研究结果的普适性和可靠

性。其次，本研究对 NSD2 影响 TNBC 化疗敏感性

的机制进行了初步探索，但尚未明确 NSD2 对相关

基因的调控方式或相互作用，未来将进一步深入探

究 NSD2 在 TNBC 中的作用机制以及相关基因在

TNBC 发生、发展中的综合影响。
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