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摘   要：分化聚类 36 (cluster of differentiation 36, CD36)是一种位于细胞表面的膜蛋白受体，可以

结合并转运脂肪酸。内质网膜蛋白 4B (Nogo-B)在肝脏中调控脂肪酸代谢而影响肝癌的发展。目前

并不清楚 CD36 和 Nogo-B 的相互作用是否能够影响乳腺癌细胞的增殖和迁移。本研究在三阴性乳

腺癌(triple-negative breast cancer, TNBC)细胞中同时干预 CD36 与 Nogo-B 的表达来探索它们对细

胞增殖与迁移的影响。结果表明在三阴性乳腺癌细胞中，单独抑制 CD36 或 Nogo-B 的表达都能够

抑制细胞的增殖与迁移；同时抑制 CD36 与 Nogo-B 的表达时，这种抑制效果更加明显，且 Vimentin、
B 细胞淋巴瘤-2 (B-cell lympoma-2, BCL2)和增殖细胞核抗原(proliferating cell nuclear antigen, 
PCNA)的表达受到抑制。在小鼠移植瘤模型中，E0771 细胞转染 CD36 或 Nogo-B 的 siRNA 后成瘤

能力降低；同时敲减 CD36 和 Nogo-B 时，肿瘤生长速度显著减慢。机制研究发现，抑制 CD36 和

Nogo-B 表达能够抑制脂肪酸结合蛋白 4 (fatty acid binding protein 4, FABP4)和脂肪酸转运蛋白 4 
(fatty acid transport protein 4, FATP4) mRNA 的含量，同时 CD36 和 Nogo-B 过表达刺激的细胞增殖

被 FABP4 的 siRNA 降低，预示着抑制乳腺癌细胞中 CD36 与 Nogo-B 的表达可能通过抑制脂肪酸

的吸收和转运而抑制细胞的生长和迁移。此外，抑制 CD36 与 Nogo-B 的表达可激活 P53-P21-Rb
信号通路，参与抑制 CD36 与 Nogo-B 表达而抑制的细胞增殖与迁移。本研究证明同时抑制 CD36
和 Nogo-B 的表达能够协同抑制三阴性乳腺癌细胞的增殖和迁移，为临床抗三阴性乳腺癌药物的开

发提供了新的靶点。 
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Inhibition of CD36 and Nogo-B expression inhibited the 
proliferation and migration of triple negative breast cancer 
cells 

WANG Chengyi, HAN Jihong, CHEN Yuanli* 

School of Food and Bioengineering, Hefei University of Technology, Hefei 230601, Anhui, China 
 
Abstract: Cluster of differentiation 36 (CD36) is a membrane glycoprotein receptor capable of 
binding and transporting fatty acid. Nogo-B regulates the metabolism of fatty acids in the liver 
and affects the development of liver cancer. To date, it remains unclear whether the interaction 
between CD36 and Nogo-B affects the proliferation and migration of breast cancer cells. In the 
current study, we aimed to determine whether the interference of CD36 and Nogo-B affects the 
proliferation and migration of triple-negative breast cancer (TNBC) cells. The results showed 
that inhibition of CD36 or Nogo-B alone can inhibit the proliferation and migration of TNBC 
cells, and the inhibitory effect was more pronounced when CD36 and Nogo-B were inhibited 
simultaneously. Meanwhile, it was found that inhibition of CD36 and Nogo-B expression can 
inhibit the expression of Vimentin, B-cell lympoma-2 (BCL2) and proliferating cell nuclear 
antigen (PCNA). In vivo, knockdown of CD36 or Nogo-B in E0771 cells reduced its 
tumorigenic ability, which was further enhanced by knockdown of CD36 and Nogo-B 
simultaneously. Mechanistically, inhibition of CD36 and Nogo-B expression can decrease fatty 
acid binding protein 4 (FABP4) and fatty acid transport protein 4 (FATP4) expression. Moreover, 
overexpression of CD36 and Nogo-B-induced cell proliferation was attenuated by FABP4 
siRNA, indicating that inhibition of CD36 and Nogo-B expression could inhibit the absorption 
and transport of fatty acids, thereby inhibiting the proliferation and migration of TNBC. 
Furthermore, inhibition of CD36 and Nogo-B expression activated the P53-P21-Rb signaling 
pathway which contributed to the CD36 and Nogo-B-inhibited proliferation and migration of 
TNBC. Taken together, the results suggest that inhibition of CD36 and Nogo-B can reduce the 
proliferation and migration of TNBC, which provides new targets for the development of drugs 
against TNBC. 
Keywords: triple negative breast cancer; cluster of differentiation 36; Nogo-B; proliferation; 
migration; fatty acid 

 
 

乳腺癌是女性最常见的肿瘤类型，也是导

致女性肿瘤死亡的最常见类型。根据世界卫生

组织国际癌症研究机构 (International Agency 
for Research on Cancer, IARC)发布的 2020 年全

球癌症数据，2020 年全球新发乳腺癌达到  
226 万例，首次超过肺癌(221 万例)成为全球第

一大癌症，而我国是乳腺癌发病大国，2020 年

新发乳腺癌约 42 万例，并导致近 12 万人死亡[1]。 
分化聚类 36 (cluster of differentiation 36, 

CD36)是一种存在于细胞表面的膜糖蛋白，可

以作为脂肪酸的受体介导脂肪酸转运。有研究

称 CD36 的抑制减少了脂滴的积累，并减弱了
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乳腺癌细胞的迁移和侵袭[2]。在人类的心脏和

骨骼肌中，CD36 被认为是提供细胞能量的主要

脂肪酸受体蛋白[3]。在脂肪细胞中，CD36 有助

于长链脂肪酸(long chain fatty acid, LCFA)的摄

入，并调节脂质储存的过程[3]。肿瘤细胞的脂

质成分一部分依靠各种转运蛋白运输胞外脂质

进入细胞，另一部分以糖类等为原料进行生物

合成，这些脂质在细胞内进行氧化供能或激活

致癌信号通路，促进肿瘤细胞生长。体外和体

内研究证实，CD36 通过多种分子机制参与肿瘤

生长、转移和耐药性的调节[4]。 
网状蛋白家族(reticulon, RTN)定位于真核

生物细胞内质网(endoplasmic reticulum, ER)，是
C 端包含高度保守同源结构域的一类跨膜蛋

白。在哺乳动物中，RTN 有 4 个家族成员，包

括 RTN1、RTN2、RTN3 和 RTN4，每个基因都

产生多种亚型。其中 RTN4 (也称为 Nogo)包括

Nogo-A、Nogo-B 及 Nogo-C 三种类型的剪切变

异体[5-6]。 
Nogo-B 蛋白主要定位于内质网膜和细胞

膜，也可以分泌至细胞外，其在多种组织器官

中表达并发挥不同的功能。目前研究发现，

Nogo-B 在神经系统再生、血管内膜损伤修复等

多种病理生理过程都有重要的作用[6]。肿瘤血

管生成是癌症的标志之一，Nogo-B 的表达水平

与肿瘤血管密度呈正相关，Nogo-B 的敲低抑制

了肿瘤血管生成[7]。研究表明 Nogo-B 促进肝细

胞中碳水化合物反应元件结合蛋白(carbohydrate 
response element binding protein, ChREBP)的表

达，从而增加糖类向脂类转化，加重非酒精性

脂肪肝的进展[8]。Tian 等[9]的研究结果显示在肝

细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)中 CD36
介导氧化型低密度脂蛋白(oxidized low density 
lipoprotein, oxLDL)吸收，从而上调 Nogo-B 表

达，激活 YAP 信号通路而刺激 HCC 生长。因

此，在肝癌的发生发展中，CD36 和 Nogo-B 存

在上下游的调控作用，共同促进肝癌的发展。

然而在乳腺癌细胞中，并不清楚两者是否存在

相互调控作用。 
视网膜母细胞瘤蛋白 (retinoblastoma, Rb)

和转录因子 P53 是肿瘤的中枢抑制因子，在抑

制肿瘤增殖中具有重要作用，但是它们经常在

各种肿瘤中发生失活或突变。P21 是 P53 的靶

基因，它的活化依赖于 P53 的活性。有研究显

示 P53 和 Rb 是骨肉瘤发展的核心驱动分子。叉

头盒蛋白 P1 (forkhead box protein P1, FOXP1)作
为促癌基因，通过调节 P53、P21 和 Rb 促进骨

肉瘤的发展[10]。研究表明 P53-P21-Rb 信号传导

能够抑制细胞周期蛋白(cyclin A2, CCNA2)，从

而抑制细胞周期进程[11]。 
为了探究 CD36 与 Nogo-B 在乳腺癌的增殖

与 迁 移 中 的 重 要 作 用 ， 本 研 究 首 先 根 据

Kaplan-Meier Plot 数据库(http://kmplot.com)的
数据，探索女性乳腺癌患者中 CD36 和 Nogo-B 
mRNA 的表达与患者预后生存率之间的关系。

通过 Kaplan-Meier Plot 数据库收集了三阴性乳

腺癌患者中 CD36 (#206488)和 Nogo-B (#210968) 
mRNA 表达量与患者预后生存率之间的关系，

发现相较于低表达的患者，CD36 和 Nogo-B 
mRNA 高表达的女性乳腺癌患者无复发生存率

显著降低(图 1)，预示着 CD36 和 Nogo-B 高表

达的女性乳腺癌患者可能更容易复发，同时患

者的生存时间更短。这些统计数据表明 CD36
和 Nogo-B 表达量与女性乳腺癌患者预后生存

率呈负相关。猜测 CD36 和 Nogo-B 共同参与三

阴乳腺癌细胞增殖与迁移。基于此，本文探究

CD36 和 Nogo-B 对乳腺癌增殖与迁移的影响，

同时进一步探究 CD36 和 Nogo-B 是否存在着协

同作用，阐明抑制 CD36 和 Nogo-B 的表达影响

乳腺癌增殖与迁移的分子机制。 
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图 1  CD36 (A)和 Nogo-B (B)高表达降低患者预后生存率 
Figure 1  CD36 (A) and RTN4 (B) mRNA expression data were retrieved from the gene-expression profiling 
dataset (#206488 and #210968, respectively, from Kaplan–Meier Plot database). The data were then used to 
conduct the Kaplan–Meier analysis, respectively. 
 

1  材料与方法 
1.1  试剂和材料 

DMEM 高糖培养基、RPMI 1640 培养基购

自 Biological Industries；脂质体核酸转染试剂购

自 Sigma；逆转录试剂盒、AceQ qPCR SYBR 

Green Master Mix 购自南京维诺赞生物科技有

限公司；anti-Nogo-B 抗体购自 Novus 公司；

anti-BCL2、PCNA、HSP90、CD36、Vimentin、

P53、P21、Rb 和 GAPDH 抗体购自 proteintech；

总 RNA 提取试剂购自 biosharp；小鼠髓样乳腺

癌细胞系 E0771、小鼠髓样乳腺癌细胞系 4T1

和人乳腺癌细胞系 MDA-MB-231 均购自美国

典型培养物保藏中心 (American Type Culture 
Collection, ATCC)。 

1.2  CD36 与 Nogo-B siRNA 和过表达载体

的构建 
CD36 与 Nogo-B siRNA 均购自广州锐博生

物技术有限公司。同时，构建了 CD36 和 Nogo-B

的过表达载体(构建过表达载体所用到的引物

序列如表 1 所示)。收集人源的 MCF-7 细胞

RNA，反转录后应用上述引物进行聚合酶链反

应(polymerase chain reaction, PCR)，获得 CD36
和 Nogo-B 的过表达目的片段。PCR 产物经过

双酶切、连接反应进行过表达载体的构建，其

中 CD36 选择 pCMV-HA 载体，而 Nogo-B 采用

pEGFP-C2 载体。所有的载体进行测序鉴定。 

1.3  细胞的敲低与过表达 
将细胞用完全培养基在 6 孔板中进行培

养，当细胞密度在 50%左右时，用 RNAiMAX
试剂对细胞进行 siRNA 转染，siRNA 工作浓度

为 20 nmol/L。转染 24 h 后更换完全培养基继

续培养 48 h，收集细胞蛋白和 RNA 样本，用蛋

白质印迹 (Western blotting)和实时荧光定量

PCR (quantitative real-time PCR, qPCR)检测敲

减率。当细胞密度在 80%左右时，用脂质体转

染试剂对细胞进行过表达载体的转染(6 孔板， 
2 μg/孔)。转染 12 h 后更换完全培养基继续培养 
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表 1  本实验构建过表达载体所用到的引物 
Table 1  Primers used in the construction of overexpression vectors 
Primer name Sequence of primer (5ʹ→3ʹ) 
CD36-F AAATCTAGAGATGGGCTGTGACCGGAACTGTGG 
CD36-R CCACTCGAGTTATTTTATTGTTTTCGATCTGC 
Nogo-B-F ATGAATTCATGGAAGACCTGGACCAGTCTCCTCTGG 
Nogo-B-R CAGGATCCTCATTCAGCTTTGCGCTTCAATCCAGGG 
 
12 h，收集细胞蛋白和 RNA 样本，用 Western 
blotting 和 qPCR 检测过表达效率。 
1.4  小鼠移植瘤实验与分组 

小鼠实验通过合肥工业大学实验动物福利

与伦理委员会审批(编号：HFUT20210910001)。
C57BL/6J 小鼠购自江苏集萃药康生物技术有

限公司。C57BL/6J 小鼠(约 8 周龄雌鼠)随机分

成 4 组，每组 5 只，分别是 Control 组、siCD36
组、siNogo-B 组、siCD36+siNogo-B 组。提前

1−2 d 剃掉第四乳房垫附近的毛发，以防止皮肤

破损所造成的细胞减损。E0771 细胞分别转染

阴性对照 siRNA、CD36 siRNA、Nogo-B siRNA
和 CD36 siRNA+Nogo-B siRNA。细胞转染 24 h
后，吸去培养基，更换完全培养基继续培养 48 h，
然后将敲低的细胞进行消化、清洗，吸去上清，

向 15 mL 离心管中加入 3 mL PBS，分散细胞使

其分布均匀，取 50 μL 细胞悬液稀释 20 倍，并

使用细胞计数板计数。重新离心细胞，并按每

100 μL 5×105个细胞的浓度加入 PBS 重悬细胞。

吸取 100 μL 细胞悬液，移植于小鼠的第四乳房

垫中。从第 7 天开始，每 3 天测量肿瘤大小，

至 21 d 结束实验。试验结束后，用 CO2 安乐死

小鼠，收集小鼠肿瘤、肝脏和肺脏组织。 

1.5  细胞培养 
本文选用 3 种细胞系，分别为三阴性乳腺

癌细胞系 E0771、MDA-MB-231 和 4T1。E0771
用 RPMI 1640 培养基培养(含 10%胎牛血清，1%
双抗)，4T1 和 MDA-MB-231 细胞用 DMEM 高

糖培养基培养(含 10%胎牛血清、1%双抗)。    

3 种细胞分别在含 5% CO2的细胞培养箱中进行

培养。 

1.6  MTT 检测细胞生存 
按照每孔(96 孔板) 1×104 个细胞(100 μL)吸

取细胞悬液，均匀加入 96 孔板中，然后将其放

在 37 ℃、5% CO2 的培养箱中进行培养。待细

胞贴壁后进行相应药物的处理。实验结束后吸

去培养基，同时加入含 0.5 mg/mL MTT 的双无培

养基，细胞放置于培养箱中孵育 2−4 h。吸去培

养基，每孔加入 150 μL DMSO，摇床孵育 15 min。
使用酶标仪(伯腾仪器有限公司)于 550 nm 检测

样品吸光值。 

1.7  细胞克隆生成实验 
细胞计数后，按照每孔 2 000 个细胞(1 mL)

吸取定量的细胞悬液至 6 孔板，轻轻摇匀后放

置在 37 ℃、5% CO2 的培养箱中培养。细胞经

3–4 h 稳定后按实验需求进行处理，连续培养至

单个克隆中细胞数大于 50 个。取出 6 孔板，每

孔加入 1 mL 结晶紫染液，染色 5–10 min。用

PBS 洗掉残余的结晶紫染液后拍照。最后用

33%的乙酸水溶液提取细胞内的结晶紫染料，

每孔吸取 100 µL (重复 3 次)转移至 96 孔板，并

利用酶标仪在 570 nm 处检测其吸光值。 

1.8  细胞划痕迁移实验 
12 孔板中细胞处理后待面积达到 80%–90%

时，用 200 μL 枪头在孔板底部划“十”字，用

适量 PBS 清洗，加入完全培养基，用 5 倍物

镜进行拍照，24 h 后再拍一次照，计算细胞的

迁移率。 
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1.9  Transwell 细胞侵袭实验 
将转染完的细胞用胰酶消化成单细胞悬

液 ， 计 数 后 用 无 血 清 培 养 基 稀 释 细 胞 至  
104–105 个细胞/mL。随后加 200 µL 于上室中，

下室加 650 µL 新鲜的含 10%血清的培养基。培

养 24 h，除去上室内侧膜细胞。接着用 1%结晶

紫染色 10 min，镜下观察拍照，然后用 Image J
软件计算细胞数量。 

1.10  流式细胞术 
处理过的细胞用胰酶进行消化，用离心机

进行离心，弃上清，用 PBS 将细胞沉淀吹匀，

并加入 200 μL PBS 稀释细胞。将稀释好的细胞

悬液加入‒20 ℃预冷的 70%乙醇中，固定 10 h
以上。之后将细胞取出，1 000 r/min、4 ℃离心

8 min，弃上清，用预冷的 PBS 对细胞进行清洗

2 次。接着用 200 μL 的 PBS 重悬细胞，加入   
20 µL RNase A 试剂和 20 μL PI 试剂染色，室温

孵育 30 min，最后用流式细胞仪进行检测。 

1.11  细胞凋亡 
处理过的细胞用胰酶进行消化，用离心机

进行离心，弃上清，用 PBS 将细胞沉淀吹匀，

收集 1–5×105 个细胞，用预冷的 PBS 洗涤细胞

2 次，每次均在 1 800 r/min、4 ℃离心 5 min，
加入 100 μL 1×结合缓冲液，轻轻吹匀至单细

胞悬液，加入 5 μL Annexin V-FITC 和 5 μL  
PI 染色液，轻轻吹匀；避光、室温(20–25 ℃)
孵育 10 min；加入 400 μL 1×结合缓冲液，轻

轻混匀，染色后样品在 1 h 内用流式细胞仪

检测。 
1.12  Western blotting 

细胞处理完成后用蛋白裂解液提取细胞总

蛋白，Western blotting 检测 CD36、Nogo-B、

Vimentin、BCL2、PCNA、Rb、P21 和 P53 蛋

白的表达[11-12]。用 Image J 软件对结果进行统计

分析。 

1.13  实时荧光定量 PCR 分析(quantitative 
real-time PCR, qPCR) 

细胞处理完成后用 RNA 提取试剂提取细

胞总 RNA。采用逆转录试剂盒将总 RNA 反转

录为 cDNA。qPCR 检测 CD36、Nogo-B、Rb、
P21、P53、CCNA2、FABP4 和 FATP4 mRNA
的表达[11-13]。本研究中使用的引物序列见表 2。 

1.14  联合作用分析 
金氏公式表达式：Q=E(A+B)/(EA+EB‒EA×EB)。

EA、EB 分别表示 A 和 B 两种基因单独的效应；

E(A+B)表示基因 A 和基因 B 联合的效应。通过

判读 Q 值来评价两种基因在联合使用效果是否

优于单独的效果。如果 Q 在 0.85–1.15 之间为

单纯相加，Q>1.15 为协同作用，Q<0.85 为拮抗

作用。 

1.15  数据分析 
所有的试验重复了 3 次以上，所展示的数

据是具有代表性的结果。所有展示的值为 ±x s 。

用 GraphPad Prism (版本 7.0)软件用来进行 t 检

验(2 组)或 one-way ANOVA 分析(多于 2 组)，
P<0.05 则认为具有显著性。 

2  结果与分析 
2.1  CD36 和 Nogo-B 在不同类型乳腺癌细

胞系中的表达存在差异 
为了研究 CD36 与 Nogo-B在乳腺癌细胞中

表达是否存在差异，选用了 4 株不同乳腺癌类

型的细胞系：M C F - 7、E 0 7 7 1、 4 T 1 以及

MDA-MB-231，比较 CD36 与 Nogo-B 蛋白的表

达量。结果如图 2 所示，在 E0771 与 4T1 细胞中，

CD36的表达量最高，而在MDA-MB-231细胞中，

CD36 的表达量最低；Nogo-B 在 MCF-7 与 E0771
细胞中表达最高，在 4T1 与 MDA-MB-231 细胞

中表达较低。为了研究 CD36 与 Nogo-B 的敲低

或者过表达对三阴性乳腺癌细胞增殖与迁移的 
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表 2  本研究所用的引物 
Table 2  Primers used in qPCR 
Primer name Sequence of primer (5ʹ→3ʹ) 

mus  
GAPDH-F TGTTTCCTCGTCCCGTAG 
GAPDH-R CAATCTCCACTTTGCCACT 
P53-F ACAGTCGGATATCAGCCTCG 
P53-R GCTTCACTTGGGCCTTCAAA 
P21-F CAAAGTGTGCCGTTGTCTCT 
P21-R AAGTACTGGGCCTCTTGTCC 
Rb-F ACCCAGCAGTGCGTTATCTA 
Rb-R CATTCCACCAGCTTGTCACC 
FABP4-F TTTCCTTCAAACTGGGCGTG 
FABP4-R CATTCCACCAGCTTGTCACC 
FATP4-F GGATTCTCCCTGTTGCTCCT 
FATP4-R AGGTCCAGTGAGTGTCTGTG 
CD36-F GTGCAAAACCCAGATGACGT 
CD36-R TCCAACAGACAGTGAAGGCT 
Nogo-B-F AGACTGGAGTGGTGTTTGGT 
Nogo-B-R TGGGTGGCCTTCATCTGATT 
CCNA2-F TGTCACTGCTGGTCCTTCAT 
CCNA2-R TCCGGGTAAAGAGACAGCTG 

Homo  
GAPDH-F TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG 
GAPDH-R TCCTTGGAGGCCATGTGGGCCAT 
P53-F TGGCCATCTACAAGCAGTCA 
P53-R GGTACAGTCAGAGCCAACCT 
P21-F CCCAAGCTCTACCTTCCCAC 
P21-R CTGAGAGTCTCCAGGTCCA 
Rb-F TCACATTCCTCGAAGCCCTT 
Rb-R ACGGTCGCTGTTACATACCA 
FABP4-F GGGCCAGGAATTTGACGAAG 
FABP4-R AAGTGACGCCTTTCATGACG 
FATP4-F AACAGCCTGTACCCTGATGG 
FATP4-R CGGTAGTGCCCATCATTCTT 
CD36-F TCACTGCGACATGATTAATGGTAC 
CD36-R ACGTCGGATTCAAATACAGCATAGAT 
Nogo-B-F AGACTGGAGTGGTGTTTGGT 
Nogo-B-R TGGGTGGCCTTCATCTGATT 
CCNA2-F CACTCTACACAGTCACGGGA 
CCNA2-R AGTGTCTCTGGTGGGTTGAG 

 
 
图 2  不同类型细胞系 CD36 和 Nogo-B 蛋白表达 
Figure 2  Expressions of CD36 and Nogo-B in 
different cell lines. A: Western blotting was used to 
detect the expression of CD36 and Nogo-B protein 
in different breast cancer cells. B: Quantitative 
analysis of CD36 and Nogo-B protein expression. *: 
P<0.05 vs. protein level in MCF-7 cells (n=3). 
 
影响，后续实验中选择E0771、4T1与MDA-MB-231
细胞进行实验。 
2.2  CD36 和 Nogo-B 的敲低或过表达细胞

的构建 
为了确定 CD36 和 Nogo-B对三阴性乳腺癌

增殖的影响，将 E0771、4T1 与 MDA-MB-231
细胞分别转染 CD36 siRNA (siCD36)或 Nogo-B 
siRNA (siNogo-B)或两者共同转染(图 3C‒3G)，
或用 CD36、Nogo-B 的过表达载体单独或共同

转染 E0771、4T1 与 MDA-MB-231 细胞(图 3A、

3B、3H‒3J)。首先用 Western blotting 和 qPCR
检测敲减和过表达效率。在 3 种细胞中，siCD36
和 siNogo-B 的敲减效率大约为 50%，而过表达

能够使目标蛋白上升 2 倍左右。 
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图 3  CD36 和 Nogo-B 敲低/过表达细胞的检测 
Figure 3  Determination of CD36 and Nogo-B expression after knockdown or overexpression. E0771, 4T1 
and MDA-MB-231 cells were transfected with siCD36, siNogo-B alone or combination or CD36 and Nogo-B 
overexpression vectors, and total protein or RNA was extracted after 48 h. The protein and mRNA expression 
of CD36 and Nogo-B was determined by Western blotting (A‒D) or qPCR (E‒J), respectively. *: P<0.05 vs. 
control (n=3). 
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2.3  CD36 和 Nogo-B 基因敲低抑制小鼠移

植瘤的生长及转移 
2.3.1  基因敲低 CD36 和 Nogo-B 降低 E0771
移植瘤的生长 

为了在体内研究CD36和Nogo-B对肿瘤生长

的影响，构建了 E0771 小鼠移植瘤模型。对 E0771
细胞单独转染 siCD36 或 siNogo-B，或两者共同

转染，然后将细胞注射至小鼠第四乳房垫。结

果显示一周之内肿瘤发展较缓慢，各组肿瘤大

小未见明显差异。但随着天数的增加，与对照

组相比，CD36 和 Nogo-B 单敲低组的肿瘤生长

速度变得缓慢，并且 CD36 和 Nogo-B 双敲低组

的肿瘤生长速度减缓最为明显(图 4A、4B)。Ki67
主要表达在细胞周期的活跃时期，同时较高的

Ki67 水平也预示着肿瘤的高侵袭性。为了探究

敲低 CD36 和 Nogo-B 对小鼠体内肿瘤细胞增殖

的影响，我们检测肿瘤组织中 Ki67 的表达。免

疫组化结果显示 CD36 与 Nogo-B 单敲减降低了

Ki67 的表达，并且 CD36 与 Nogo-B 双敲减组

中，Ki67 的表达进一步降低(图 4C)。 
2.3.2  敲低 CD36 和 Nogo-B 抑制 TNBC 细胞

向肝脏和肺脏转移 
E0771小鼠肿瘤模型中肿瘤细胞可能向肝、

肺转移。对小鼠的肝脏、肺进行切片，通过 H&E
染色观察肿瘤的转移。如图 5 所示，敲低组和对

照组相比，CD36 和 Nogo-B 单敲减组降低了肿

瘤细胞的转移，并且 CD36 和 Nogo-B 双敲减组

中对肿瘤细胞转移的抑制效果更加明显。 
 

 
 

图 4  基因敲低 CD36 和 Nogo-B 降低了小鼠体内移植瘤的大小 
Figure 4  Knockdown of CD36 and Nogo-B reduced the growth of E0771 xenografts in mice. A: After 
transfection of siCD36, siNogo-B alone or together, E0771 tumor cells were transplanted into the fourth 
breast pad of mice. After 22 days, the tumor was collected and photographed. B: The tumor size was 
measured every 3 days from day 7. C, D: The expression of Ki67 in tumor tissue was determined by 
immunohistochemistry. *: P<0.05 vs. control (n=3). 
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图 5  基因敲低 CD36 和 Nogo-B 抑制 TNBC 细胞向肝脏和肺脏的转移 
Figure 5  Knockdown of CD36 and Nogo-B inhibits TNBC cell liver and lung metastasis. Metastasis of 
tumor cells in liver and lung were determined by HE staining. Three mice in each group were analyzed for 
the liver and lung metastasis, and the images presented were representative results.  
 
2.4  CD36 和 Nogo-B 的敲低抑制三阴性乳

腺癌细胞的增殖 
进一步在体外通过 MTT 实验检测 CD36 和

Nogo-B 对乳腺癌细胞增殖的影响。在 E0771、4T1
与 MDA-MB-231 细胞中，siCD36 或者 siNogo-B
减少活细胞数量，当细胞内 CD36 和 Nogo-B 双

敲低后，活细胞的数量下降更加明显，二者存

在着协同或者单独相加的作用(图 6A，Q=1.11；
图 6B，Q=0.91；图 6C，Q=1.45)。相反，CD36
和 Nogo-B 单独过表达增加活细胞数量，同时过

表达后进一步增加细胞数量，在 E0771 细胞中存

在协同作用(图 6D，Q=1.25)，在 MDA-MB-231
细胞中存在单独相加作用(图 6F，Q=1.1)。 

2.5  降低 CD36和 Nogo-B表达抑制三阴性

乳腺癌细胞的迁移  
采用划痕实验以及 Transwell 实验检测

CD36 和 Nogo-B 对细胞迁移的影响。siCD36 或

siNogo-B都能够显著抑制E0771和 4T1细胞的迁

移，两者同时存在时，这种抑制效果更加显著，

具有明显的协同或者单独相加的作用(图 7A，

Q=0.9 in E0771，Q=1.2 in 4T1；7E，Q=0.97；
7F，Q=1.16)。相反，CD36 和 Nogo-B 单独过

表达促进细胞迁移，同样二者共同过表达时，

同样具有明显的协同或者单独相加的作用，特

别是图 7I 中，这种促进的效果更加明显(图 7B，

Q=1.1 in E0771 and 4T1 cells；7G，Q=1.24；7H，

Q=1.18)。时间梯度实验结果显示随着时间的增

加，细胞的迁移受到的抑制更加明显(图 7C、

7D)，表明 siCD36 或 siNogo-B 都能够以时间依

赖的方式显著抑制 E0771 和 4T1 细胞的迁移。 

2.6  抑制 CD36和 Nogo-B表达减少三阴性

乳腺癌细胞的克隆形成 
肿瘤的干性是反应肿瘤细胞增殖与迁移的

重要指标，而克隆生成能力是反应肿瘤细胞干

性的一个重要指标。为了确定 CD36 和 Nogo-B
是否影响细胞的克隆生成能力，分别对细胞转 
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图 6  CD36 和 Nogo-B 协同刺激三阴性乳腺癌细胞的增殖 
Figure 6  CD36 and Nogo-B synergistic stimulation of triple negative breast cancer cell proliferation. A‒C: 
E0771, 4T1 and MDA-MB-231 cells were transfected with siCD36 and siNogo-B or both for 24 h, and the 
cell viability was detected by MTT assay. D‒F: CD36 and Nogo-B alone or both were overexpressed in 
E0771, 4T1 and MDA-MB-231 cells for 12 h, and cell viability was detected by MTT assay. All values are 
presented as mean±SD; *: P<0.05 vs. control; #: P<0.05 vs. siCD36; +: P<0.05 vs. siNogo-B (n=6). 

 
染 siCD36 和 siNogo-B 或 CD36 和 Nogo-B 的过

表达载体，检测细胞的克隆生成情况。结晶紫

染色以及定量统计结果表明，siCD36 或 siNogo-B
显著抑制 E0771 与 4T1 细胞的克隆能力，且

CD36 与 Nogo-B 双敲减条件下，这种抑制的效

果更明显，且二者存在着相互协同的作用(图
8A，Q=1.49；8B，Q=1.2)。相反，CD36 或 Nogo-B
单过表达显著促进细胞的克隆生成能力，且

CD36 和 Nogo-B 同时过表达条件下，这种促进

的效果更明显，在 E0771 细胞中存在协同作用

(图 8C，Q=1.36)，而在 4T1 细胞中存在单独相

加的作用(图 8D，Q=1.1)。 

2.7  抑制 CD36和 Nogo-B表达促进细胞的

凋亡 
细胞凋亡(apoptosis)是一种主动性细胞死

亡事件，它涉及一系列基因的激活、表达以及

调控。通过 FACS 检测抑制 CD36 和 Nogo-B 表

达是否促进细胞的凋亡。结果显示在 E0771 和

4T1细胞中，无论是敲低CD36或者敲低Nogo-B
都促进了细胞的凋亡，而在 CD36 和 Nogo-B 双

敲低的情况下，细胞凋亡更加明显，且二者存

在着简单相加的作用(图 9B，Q=1.03)。 
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图 7  抑制 CD36 和 Nogo-B 表达协同抑制三阴性乳腺癌细胞的迁移 
Figure 7  Inhibition of CD36 and Nogo-B expression synergistic inhibition of migration of triple-negative 
breast cancer cells. A, C, D: siCD36 and siNogo-B alone or both were transfected into E0771 and 4T1 cells 
for 24 h (A) or the indicated times (E, F), and the cross lanes were photographed. Then, the migration rate 
was calculated. B: CD36 and Nogo-B alone or both were overexpressed in E0771 and 4T1 cells for 12 h, then, 
cross lanes were drawn. The photos were taken at 0 h and 24 h, and migration rate was calculated. E, F: 
E0771 and 4T1 cells were transfected with siCD36 and siNogo-B or together for 24 h, and the migration was 
determined by trans-well assay. G, H: CD36 and Nogo-B alone or both were overexpressed in E0771 and 4T1 
cells for 12 h, and the migration was determined by trans-well assay. *: P<0.05 vs. control; #: P<0.05 vs. 
siCD36; +: P<0.05 vs. siNogo-B (n=3). 
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图 8  抑制 CD36 和 Nogo-B 表达降低三阴性乳腺癌细胞的克隆生成 
Figure 8  Inhibition of CD36 and Nogo-B expression decreased the cloning of triple negative breast cancer 
cells. A‒B: siCD36 and siNogo-B alone or both were transfected into E0771 and 4T1 cells for 24 h. The cells 
were culture for 7 d. After crystal purple staining, photos were taken, and then the dye was dissolved with 
33% acetic acid. The absorbance of the solution was detected by enzyme label instrument. C‒D: CD36 and 
Nogo-B alone or both were overexpressed in E0771 and 4T1 cells for 12 h. After cultured for another 14 d, 
the cells were stained with crystal purple and photographed. Then the dyes were dissolved with 33% acetic 
acid. *: P<0.05 vs. control; #: P<0.05 vs. siCD36; +: P<0.05 vs. siNogo-B (n=6). 
 
2.8  抑制 CD36和 Nogo-B表达抑制细胞增

殖、迁移和抗凋亡相关蛋白的表达 
进一步检测 CD36 和 Nogo-B 对细胞增殖、

迁移、凋亡相关基因表达的影响。促增殖细胞

核抗原(proliferating cell nuclear antigen, PCNA)
是促进细胞周期的关键基因，BCL2 是关键的抗

凋亡蛋白，而波形蛋白(vimentin, VIM)是肿瘤细

胞内皮-间质转化过程中间质表型关键标志，预

示着细胞迁移能力增强[14]。细胞转染 CD36 与

Nogo-B 的 siRNA 后，检测 PCNA、BCL2 和

VIM 的蛋白表达水平。Western blotting 结果表

明，siCD36 和 siNogo-B 抑制了 PCNA、BCL2
和 VIM 蛋白的表达(图 10A、10B)。 

2.9  抑制 CD36和 Nogo-B表达抑制细胞进

入 S 期 
为了探究 CD36 和 Nogo-B 影响三阴性乳

腺癌增殖的分子机制，首先检测 CD36 和

Nogo-B 是否调控细胞周期。分别对 E0771 和

4T1 细胞转染 siCD36 和 siNogo-B 以及 CD36
和 Nogo-B 的过表达载体。转染 siCD36 和

siNogo-B，抑制细胞的 S 期，增加 G0/G1 期

细胞的占比，降低 G2/M 期的占比，从而抑制

细胞的增殖(图 11A、11B)。相反，CD36 和

Nogo-B 的过表达促进细胞的 S 期、G2/M 期

的占比，降低 G0/G1 期的占比，促进细胞增

殖(图 11C、11D)。  
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图 9  抑制 CD36 和 Nogo-B 表达促进三阴性乳腺癌细胞的凋亡 
Figure 9  Inhibition of CD36 and Nogo-B expression promoted apoptosis of triple-negative breast cancer 
cells. E0771 (A) and 4T1 (B) cells were transfected with siCD36 or siNogo-B alone or both for 24 h, and the 
cell was stained with 5 μL Annexin V-FITC and 5 μL PI staining solution, and the apoptosis of the cells was 
detected by flow cytometry. Among them, Q1-LL represents the proportion of living cells. Q1-LR represents 
the proportion of early apoptotic cells, and Q1-UR represents the proportion of late apoptotic cells. *: P<0.05 
vs. control; #: P<0.05 vs. siCD36; +: P<0.05 vs. siNogo-B (n=3). 
 
2.10  抑制 CD36 和 Nogo-B 表达激活

P53-P21-Rb 信号通路 
为了进一步确定抑制 CD36 和 Nogo-B表达

抑制 E0771 细胞和 4T1 细胞生长的分子机制，

检测了 CD36 和 Nogo-B 对 P53、P21 和 Rb 蛋

白以及 mRNA 表达的影响。抑制 CD36 和

Nogo-B 的表达能够促进 P53、P21 和 Rb 蛋白

以及 mRNA 的表达(图 12A‒12D)。相反，CD36 
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图 10  抑制 CD36 和 Nogo-B 表达抑制了细胞增殖与迁移相关蛋白的表达 
Figure 10  Inhibition of CD36 and Nogo-B expression inhibited the expression of proteins related to 
cellproliferation and migration. A‒B: siCD36 or siNogo-B alone or together were transfected into E0771 and 
4T1 cells for 24 h. Total protein was extracted to determine the expressions of CD36, Nogo-B, vimentin, 
BCL2 and PCNA proteins by Western blotting. *: P<0.05 vs. control; #: P<0.05 vs. siCD36; +: P<0.05 vs. 
siNogo-B (n=3). 
 
和 Nogo-B 的过表达降低了 P53、P21 和 Rb 
mRNA 的表达(图 12E、12F)。当将 P53 进行敲

低后同时转染 siCD36 和 siNogo-B (图 12G)，
发现 siCD36 和 siNogo-B 抑制细胞增殖的效果

被逆转了(图12H)。Rb 是细胞周期的中心调节

因子[11]，有研究称细胞周期蛋白 A (cyclin A2, 
CCNA2)基因在肝细胞癌中上调，可作为肝细胞

癌 预 后 不 良 的 分 子 标 志 物 [15] ， 当 激 活

P53-P21-Rb 信号通路时，会下调 CCNA2 基因

的表达[11]。当同时转染 siCD36 和 siNogo-B 时，

抑制 CCNA2 mRNA 的表达(图 12I)。推测抑制

CD36 和 Nogo-B 表达激活 P53-P21-Rb 信号通

路，从而抑制细胞的增殖。 

2.11  基因敲低 CD36 和 Nogo-B 抑制脂肪

酸吸收和转运相关基因表达 
为了进一步确定 CD36 和 Nogo-B 影响乳腺

癌增殖和迁移的分子机制，检测了 CD36 和

Nogo-B 对 FABP4 和 FATP4 表达的影响。发现

抑制 CD36 和 Nogo-B 的表达能够抑制 FABP4
与 FATP4 mRNA 的表达(图 13A、13B)。相反，

CD36 和 Nogo-B 的过表达能够增加 FABP4 和

FATP4 mRNA 的表达(图 13C、13D)。当我们 
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图 11  抑制 CD36 和 Nogo-B 表达抑制细胞进入 S 期 
Figure 11  Inhibition of CD36 and Nogo-B expression inhibited G1/S phase transition. A‒B: siCD36 and 
siNogo-B alone or together were transfected into E0771 and 4T1 cells for 24 h. Cell cycles were detected by 
flow cytometry. C‒D: CD36 and Nogo-B alone or together were overexpressed in E0771 and 4T1 cells for 12 h. 
Cell cycles were detected by flow cytometry. *: P<0.05 vs. control; #: P<0.05 vs. siCD36; +: P<0.05 vs. 
siNogo-B (n=3). 
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图 12  抑制 CD36 和 Nogo-B 表达激活了 P53-P21-Rb 信号通路 
Figure 12  Inhibition of CD36 and Nogo-B expression activated the P53-P21-Rb signaling pathway. A‒D: 
siCD36, siNogo-B alone or together were transfected into E0771 and 4T1 cells. The protein and mRNA 
expression levels of P53, P21 and Rb were detected by Western blotting (A, B) or qPCR (C‒D), respectively. 
E‒F: CD36 and Nogo-B alone or together were overexpressed in E0771 and 4T1 cells for 12 h. mRNA 
expression levels of P53, P21 and Rb were detected by qPCR. G: siP53 was transfected into E0771 and 4T1 
cells. The mRNA expression level of P53 was detected by qPCR. *: P<0.05 vs. control; #: P<0.05 vs. siCD36; 
+: P<0.05 vs. siNogo-B (n=3). H, I: The viability of E0771 and 4T1 cells which were transfected with siCD36 
plus siNogo-B or siCD36, siNogo-B plus siP53, was detected by MTT assay. *: P<0.05 (n=6). 
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图 13  抑制 CD36 和 Nogo-B 表达抑制 FABP4 和 FATP4 mRNA 的表达 
Figure 13  Inhibition of CD36 and Nogo-B expression inhibited FABP4 and FATP4 mRNA expression.  
A‒B: After siCD36, siNogo-B alone or co-transfection in E0771 and 4T1 cells for 24 h, expression of 
FABP4 and FATP4 mRNA were detected by qPCR. C‒D: CD36 and Nogo-B alone or together were 
overexpressed in E0771 and 4T1 cells for 12 h. Expression of FABP4 and FATP4 mRNA were detected by 
qPCR. E‒F: CD36 and Nogo-B overexpression vector or FABP4 siRNA were transfected into E0771 and 4T1 
cells. Expression of CD36, Nogo-B and FABP4 were detected by qPCR. *: P<0.05 vs. control; #: P<0.05 vs. 
siCD36; +: P<0.05 vs. siNogo-B (n=3). G‒H: E0771 and 4T1 cells were overexpressed with CD36 plus 
Nogo-B or CD36, Nogo-B plus siFABP4, then the cell viabilities were detected by MTT assay. *: P<0.05 
(n=6). 
 
将 FABP4 进行敲低以后同时进行转染 CD36 和

Nogo-B 的过表达载体(图 13E)，发现 CD36 和

Nogo-B 促进细胞增殖的效果被逆转了(图 13F、
13G)。推测 CD36 和 Nogo-B 可能通过抑制

脂肪酸的吸收，从而抑制了乳腺癌的增殖和

迁移。 

3  讨论 

乳腺癌已超越肺癌，成为全球第一大癌，

新发病例数为 226 万。肿瘤细胞中代谢途径常

常进行重编程，以调节营养物质的吸收和新陈

代谢，以维持能量的产生[16]。脂质是肿瘤代谢 
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能量来源的重要组成部分。肿瘤细胞依靠各种

转运蛋白或受体蛋白来介导脂质的运输，激活

致癌信号通路[17]。CD36 是一种存在于细胞表

面的膜糖蛋白，与脂肪酸结合以促进其运输以

进行脂质利用[18]。研究表明 CD36 的表达与脂

质过氧化和铁死亡密切相关，CD36 通过摄取肿

瘤环境中的脂肪酸，尤其是多不饱和脂肪-花生

四烯酸，导致了 CD8+ T 细胞内脂质过氧化物的

堆积，铁离子含量升高，铁死亡过程增多，杀

伤性的细胞因子分泌减少 [19]。在肝癌(hepatic 
celluler cancer, HCC)中激活 CD36 表达可以增

强游离脂肪酸的摄取，导致上皮 -间质转化

(epithelial-mesenchymal transition, EMT)增强，

促进 HCC 进展。有研究表明，CD36、FABPs
和 CPT1 是脂肪酸吸收相关的分子，有助于胃

癌细胞的增殖[18,20]。本研究表明 CD36 能够促

进三阴性乳腺癌的增殖、迁移和克隆生成能力。 
Nogo-B 蛋白作为跨膜功能蛋白，位于多种

组织器官中而发挥不同的功能。同时，Nogo-B
对于肿瘤的生长和凋亡、神经系统再生和血管

内膜损伤修复等多种病理生理过程都有重要的

作用[5]。如在肝癌细胞中，过表达 Nogo-B 后促

进永生化肝细胞LO2和肝癌细胞系SMMC-7721
细 胞 生 长 ， 使 用 慢 病 毒 介 导 SK-Hep1 和

MHCC97H 细胞 Nogo-B 基因敲除，导致显著的

生长抑制[9]。 
在鼻咽癌细胞和组织中 Nogo-B 表达更高，

Nogo-B 过表达可以增加鼻咽癌细胞在体外和

体内的迁移、侵袭和转移能力[21]。Nogo-B 的表

达水平与肝细胞癌中的肿瘤血管密度呈正相

关。研究表明，Nogo-B 过表达促进了人 HCC
细胞系肿瘤异种移植皮下模型中的肿瘤血管生

成[7]。在肝脏中，Nogo-B 敲除能够适当地调节

ChREBP，从而少量降低肝脏脂质水平[8]。Tian
等 [9]的研究结果显示在 HCC 中 CD36 介导

oxLDL 吸收激活 Nogo-B 表达，进而激活 YAP
信号通路而刺激 HCC生长。本研究发现 Nogo-B
高表达的乳腺癌患者预后不佳，抑制 Nogo-B
表达能够抑制三阴性乳腺癌细胞增殖、迁移和克

隆生成。有趣的是发现同时抑制 CD36和 Nogo-B
的表达时能够协同抑制乳腺癌细胞的增殖、迁

移和克隆生成。通过细胞周期实验表明抑制

CD36 和 Nogo-B 的表达通过调控细胞周期来影

响 E0771 和 4T1 细胞的增殖。 
近年来脂肪酸代谢与肿瘤间的关系成为研

究热点。在肿瘤细胞中，脂肪酸代谢对其生长

及转移具有重要意义[22]。而 CD36 和 Nogo-B
都能够影响脂肪酸的代谢和转运。FABP 是细胞

内脂质伴侣家族，通过结合和再分布细胞内脂

肪酸来协调细胞内的脂质反应。FABP4 与肿瘤

关系密切，它除了能够为转运脂肪酸提供能量

外，还能结合并转运各种配体，参与肿瘤细胞

内的各种信号通路[23]。有报道称，FABP4 可通

过多种潜在的途径促进乳腺癌的发生发展，如

FABP4 也可以通过促进脂肪酸的转运来促进肿

瘤进展[24]。同时研究表明，FATP4 的过表达增

强了人类肿瘤细胞中脂肪酸的摄取[25]。此外，

高表达的 FATP4 与人类乳腺癌和通过上皮-间
充质转化的肿瘤进展有关[17]。FATP4 高表达可

促进乳腺癌肿瘤的进展[26]。在本研究中，发现

抑制 CD36 与 Nogo-B 的表达抑制了 FABP4 和

FATP4 mRNA 的表达，推测 CD36 和 Nogo-B
通过抑制脂肪酸转运，从而抑制了乳腺癌细胞

的增殖与迁移[27]。 
P53 通过激活脂肪酸氧化和抑制脂肪酸合

成而发挥肿瘤负调控作用[28]。P53 的活化会抑

制脂肪细胞的分化[29]，而 P53 的敲除会增加脂

肪的积累[30]。脂肪组织增加导致雌激素水平、

炎症细胞因子、脂肪因子和氧化应激上升，参

与了肥胖相关的乳腺癌发病机制[31]。研究表明
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P53-P21-Rb 信号通路对细胞周期具有调节作

用。在 P53 激活后，P21 表达上调。高水平的

P21 导致 Rb-E2F 复合物的形成和大量细胞周期

基因的下调[11]。由于 CD36 和 Nogo-B 通过调控

细胞周期来影响的增殖，为了进一步探究 CD36
和 Nogo-B 影响乳腺癌细胞的增殖、迁移的分子

机制，检测了 CD36 和 Nogo-B 对 P53-P21-Rb
信号通路的影响。结果表明抑制 CD36和 Nogo-B
的表达促进了 P53、P21 和 Rb mRNA 的表达量，

相反，CD36 和 Nogo-B 的过表达能够抑制 P53、
P21 和 Rb。P53 的 siRNA 能够阻断 CD36 和

Nogo-B 敲减而降低的细胞增殖。因此，推测抑

制 CD36 和 Nogo-B 通过激活 P53-P21-Rb 信号

通路，从而抑制了细胞的增殖与迁移。 

4  结论 
综上所述，研究证明抑制 CD36 和 Nogo-B

的表达可能协同抑制三阴性乳腺癌细胞对脂肪

酸的吸收和转运，影响细胞中脂肪酸代谢，进而

激活 P53-P21-Rb 信号通路，抑制细胞增殖、迁

移和克隆生成。抑制 CD36 和 Nogo-B 的表达发

挥协同抗肿瘤作用，可能是三阴性乳腺癌的一种

新的治疗策略，为相关药物的开发提供了靶点。 
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