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TM9SF2促进三阴性乳腺癌MDA-MB-231细胞的增殖与转移
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摘 要 探究 9次跨膜超家族蛋白 2（transmembrane 9 superfamily protein member 2，TM9SF2）对于三阴性乳腺癌MDA-MB-

231细胞增殖和转移的影响及其分子机制。采用Western blot实验检测三阴性乳腺癌细胞株MDA-MB-231和非致瘤的乳腺

上皮细胞株MCF-10A中 TM9SF2蛋白表达的情况；对高表达 TM9SF2的三阴性细胞株MDA-MB-231进行基因沉默；采用

MTS法检测细胞增殖活性，采用 Transwell实验和划痕实验检测细胞的转移能力；采用Western blot实验检测细胞内增殖相

关蛋白（PI3K、AKT、SRC和ERK）和转移相关蛋白（Snail、Slug和N-cadherin）的表达情况。Western blot实验证明，MDA-MB-

231中TM9SF2蛋白的表达量高于MCF-10A细胞。与对照组相比，siRNA-TM9SF2转染组TM9SF2蛋白表达下调，细胞增殖

活性降低，细胞转移能力减弱，PI3K、Snail、Slug和N-cadherin表达水平均降低，AKT蛋白磷酸化激活降低。研究结果表明，

TM9SF2基因能促进三阴型乳腺癌MDA-MB-231细胞的增殖和转移。
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Abstract The aim of this study was to investigate the effect of transmembrane 9 superfamily protein member 2
(TM9SF2) in proliferation and migration of triple negative breast cancer cell line MDA-MB-231. The expression
of TM9SF2 in triple negative breast cancer cell line MDA-MB-231 and nontumorigenic mammary epithelial cell
line MCF-10A were measured by Western blot. MDA-MB-231 cells were treated with siRNA-TM9SF2 to knock-
down the expression of TM9SF2. The effect of silencing TM9SF2 was measured with Western blot. The prolifera⁃
tion of cells was tested by MTS,and the migration was measured with Transwell and wound-healing assay.
Proteins related to proliferation (PI3K,AKT, SRC and ERK) and migration (Snail, Slug and N-cadherin) were
measured with Western blot. Protein expressions of TM9SF2 was better improved in triple negative breast cancer
MDA-MB-231 cell line than MCF-10A. Compared with the control group, the siRNA-TM9SF2 infected group had
lower expressions of PI3K, Snail, Slug and N-cadherin, and at the same time phosphorylation of AKT was
decreased. The results suggest TM9SF2 can promote the proliferation and metastasis of triple negative breast
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cancer MDA-MB-231 cell line.
Key words TM9SF2; MDA-MB-231; gene silence; proliferation; migration

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，在我

国占比恶性肿瘤的 7%～10%，并呈逐年上升趋势。

到 2020年，乳腺癌的新增病例数达到了 270万［1］。
乳腺癌主要分为三阴型、HER2/neu阳性、Luminal
A和 Luminal B 4种亚型［2］。乳腺癌的转移是导致

患者预后不良的重要因素。现在已知的乳腺癌转

移类型有如下 3种：局部扩展、淋巴转移、血运转

移。目前针对转移并无特效治疗手段，因此，寻找

新的控制乳腺癌转移的关键基因，掌握特定蛋白

在乳腺癌转移中的作用机制，明确转移相关的分

子靶标，对于乳腺癌临床治疗具有重要意义。

9次跨膜超家族蛋白 2（transmembrane 9 super⁃
family protein member 2，TM9SF2）具有 9个跨膜结

构域，在整个进化过程中保守［3-4］，研究表明TM9蛋
白可能在吞噬、黏附和营养吸收中发挥关键作

用［5-7］，其中 TM9SF1的表达与膀胱癌呈正相关［8］，
TM9SF4的过表达与肿瘤转移表型正相关［9-11］。
TM9SF2在各种分型的乳腺癌（MCF-7、T-47D、SK-

BR-3、ZR-75-1、MDA-MB-231、MDA-MB-435、MDA-

MB-134）细胞系中均有表达，而在正常细胞中表达

量较低［12］。通过对肿瘤基因组图谱数据（TCGA）
进行分析，约 35%的大肠癌患者 TM9SF2的mRNA
水平升高［13］。另有研究发现，长的基因间非编码

RNA 01232（LINC01232）通过调节 TM9SF2在胰腺

癌中发挥致癌活性［14］。通过乳腺癌整合数据分析

平台（breast cancer integrative platform，BCIP）分析

TM9SF2 mRNA的表达水平在癌旁组织和乳腺癌

组织中的差异，结果发现 TM9SF2的mRNA水平在

肿瘤细胞中的表达量比在正常细胞中高［15］。本研

究 对 三 阴 性 乳 腺 癌 MDA-MB-231 细 胞 株 中

TM9SF2的蛋白表达水平进行检测，并通过靶向沉

默 TM9SF2，探究 TM9SF2对三阴性乳腺癌细胞

MDA-MB-231的增殖和转移能力的影响，并进一步

探讨了TM9SF2调控三阴性乳腺癌的分子机制。

1 材 料

1. 1 试 剂

DMEM培养基（德国 Sigma公司）；胎牛血清、

胰酶、磷酸盐缓冲液（PBS）（美国Gibco公司）；Lipo⁃

fectamine-iMAX（美国 Invitrogen公司）；苯甲基磺酰

氟（PMSF）、蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂（Phos⁃
top）（美国 Selleck公司）；Bradford蛋白定量试剂盒

（美国 Thermo公司）；兔抗人 TM9SF2（美国Abcam
公 司）；兔 抗 人 Snail、Slug、N-cadherin、PI3K、p-

AKT、ERK、SRC、GAPDH、兔二抗（美国CST公司）、

聚偏二氟乙烯膜（PVDF，美国Millipore公司）。

1. 2 仪 器

酶标仪、细胞培养箱、水平离心机、高速低温

离心机（美国Thermo公司）；显微图像采集系统、电

泳仪、电转仪（美国Bio-Rad公司）；微量移液器（德

国Eppendorf公司）。

1. 3 细 胞

人乳腺癌细胞株MDA-MB-231、非致瘤的乳腺

上皮细胞株MCF-10A购自美国模式培养物集存库

（ATCC），由军事科学院军事医学研究院毒物药物

研究所保存。

2 方 法

2. 1 siRNA合成

本研究用到的 siRNA的核酸序列如表 1所示，

由广州锐博生物科技有限公司进行设计并合成。

2. 2 细胞培养

用DMEM完全培养基（含有 10% 胎牛血清和

1%青链霉素）在 37 ℃、5% CO2的培养箱内培养细

胞，细胞融合率达 90%及以上，用胰蛋白酶消化，

人乳腺癌细胞株MDA-MB-231的传代比例一般为

1∶3，非致瘤的乳腺上皮细胞株MCF-10A一般按照

1∶2的比例传代。

2. 3 敲低TM9SF2基因

将MDA-MB-231细胞以每毫升 1 × 105个细胞

的密度接种于 6孔板，每孔 2 mL，置于细胞培养箱

中培养 12 h，待细胞融合率达 35%左右，对MDA-

MB-231细胞进行转染实验。将转染试剂 Lipo⁃

Table 1 siRNA Sequence
siRNA

siTM9SF2-1
siTM9SF2-2
siTM9SF2-3

Nucleic acid sequence（5′→3′）
GCTTCGAGGAAGATGATAAGA
GACACTG CACAAAGATATT
ATATTCCGTCCTCCAAGAAA
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fectamine-iMAX 4 μL与 opti-MEM培养基100 μL混
合，同时将 2 μmol/L siRNA储存液加入 opti-MEM
100 μL混合，5 min后，将两者混匀，室温放置

15 min后滴加到相应孔板中，培养6 h后换培养液，

48 h后可进行后续实验。

2. 4 MTS法检测增殖活性

MDA-MB-231细胞经 siRNA转染 48 h后，进行

消化，再用DMEM完全培养基混悬，对每组转染序

列的细胞进行计数，并调整每组细胞的浓度为每

毫升 1 × 105个细胞，接种到 96 孔板进行细胞培

养，每孔加细胞悬液 100 μL，摇晃孔板使细胞分布

均匀，在 37 ℃、5% CO2条件下进行培养，在接种后

的 12，24，48，72，96 h，每孔细胞加入MTS溶液 20
μL，轻晃使其分布均匀，继续 37 ℃孵箱内孵育培

养 2 h，酶标仪检测 570 nm波长处的吸收度，根据

吸收度制作细胞的对数期生长曲线。

2. 5 Transwell小室侵袭实验检测转移能力

MDA-MB-231细胞经 siRNA转染 48 h后，进行

消化，再用无血清DMEM培养基混悬，对每组转染

序列的细胞进行计数，并调整每组细胞的浓度为

每毫升 2. 5 × 104个细胞，在 Transwell小室的下层

孔中加入DMEM完全培养基 800 μL，在上室加入

混匀的细胞悬液 200 μL ，置于 37 ℃、5% CO2培养

箱中培养 36~48 h，用 4%多聚甲醛固定 20 min，1%
结晶紫染色 1 h后，用棉签小心擦去膜上面的细

胞，在显微镜下观察细胞染色情况，用显微图像采

集系统进行拍照。

2. 6 划痕愈合迁移实验检测转移能力

siRNA转染 MDA-MB-231细胞 48 h后，利用

10 μL枪头在细胞层中形成划痕，生理盐水洗去漂

浮细胞，更换无血清培养基，于 0 h，24 h在显微镜

下观察细胞迁移情况，并随机选取 3处进行拍照。

每组转染序列设3个复孔。

2. 7 Western blot实验检测相关蛋白的表达情况

MDA-MB-231细胞转染 48 h后，收集细胞，用

RIPA裂解液（含有 PMSF、protease inhibitor cock⁃
tail、phostop）进行蛋白提取，加上样缓冲液，100 ℃
煮沸 15 min，用 10% SDS-PAGE电泳分离蛋白，再

转印至PVDF膜上，将PVDF膜放在用TBST配制的

含 5%脱脂牛奶溶液中室温封闭 1 h，再分别加入

相应一抗，4 ℃过夜，次日以TBST洗涤3次，加入二

抗，室温孵育 1 h，TBST洗涤 3次，定影显色，用

GAPDH作内参对照，检测不同转染组别的MDA-

MB-231细胞的蛋白表达情况。

2. 8 数据统计

实验数据使用Graph Pad Prism 5统计软件进

行统计及图像处理。采用单因素方差分析，以P <
0. 05为差异具有统计学意义。

3 结 果

3. 1 TM9SF2在MDA-MB-231细胞和MCF-10A细

胞的表达量差异

体外培养三阴性细胞株MDA-MB-231以及非

致瘤的乳腺上皮细胞株 MCF-10A，采用Western
blot检测细胞内 TM9SF2蛋白表达情况，结果表明

TM9SF2 在 MDA-MB-231 中的表达量明显高于

MCF-10A（图 1）。结果证明，TM9SF2在恶性和转

移程度都较高的MDA-MB-231中高表达。

3. 2 敲低TM9SF2的效率验证

用 siNC、siTM9SF2（1、2、3序列）转染乳腺癌细

胞MDA-MB-231，细胞转染 48 h后，Western blot检
测 结 果（图 2）显 示 ，与 对 照 组 相 比 ，转 染 了

siTM9SF2（1、2、3序列）的细胞中TM9SF2的蛋白表

达水平明显下调。

3. 3 敲低TM9SF2对细胞增殖能力的影响

MTS检测结果显示：在细胞贴壁的0、24、48、72
和 96 h用 MTS试剂盒检测细胞增殖活性，敲低

TM9SF2的细胞增殖活性明显低于对照组（图3），提

Figure 1 MCF-10A cells had lower expression of TM9SF2 than MDA-

MB-231 cells

Figure 2 Gene silencing efficiency in MDA-MB-231 cells
siNC: siRNA-Negtive control; siRNA sequence: siTM9SF2-1: GCTTC⁃
GAGGAAGATGATAAGA; siTM9SF2-2: GACACTGCACAAAGATA-

TTG; siTM9SF2-3: ATATTCCGTCCTCCAAGAAA
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示敲低TM9SF2抑制MDA-MB-231的增殖能力。

3. 4 敲低TM9SF2对细胞转移能力的影响

Transwell实验结果显示，敲除 TM9SF2的细胞

转移数显著减少（图 4-A），差异有统计学意义（图

4-B）。划痕实验结果显示，与对照组相比，敲低

TM9SF2的细胞划痕间隙变化降低（图4-C）。

3. 5 敲低TM9SF2后相关信号通路的变化

Western blot实验结果显示，与对照组比较，敲

低 TM9SF2可下调 PI3K蛋白表达；并影响 AKT蛋

白磷酸化激活（图 5-A），而对于 SRC与ERK通路影

响较小。提示 TM9SF2主要通过 PI3K-AKT通路，

调控三阴性乳腺癌的增殖。敲低TM9SF2后 Snail、
Slug和 N-cadherin在蛋白水平表达均出现明显下

调（图 5-B），这些是EMT通路的重要转录因子和相

关蛋白，由此表明敲低TM9SF2影响EMT过程进而

影响MDA-MB-231的转移。

4 讨 论

本实验通过对高表达 TM9SF2的 MDA-MB-

231细胞进行基因沉默，检测细胞增殖和转移能力

的变化，结果表明，TM9SF2在MDA-MB-231细胞

中发挥了促进增殖和转移的作用。接下来的实验

可以采用Transwell小孔铺人工基底膜胶（Matrigel）
进一步检测 TM9SF2是否对MDA-MB-231细胞的

侵袭产生影响。实验后续通过对其分子机制的研

究，发现敲低 TM9SF2可下调 PI3K的表达，抑制下

游 AKT磷酸化的发生，但并不显著影响 SRC和

ERK的表达。PI3K-AKT信号通路在多种细胞功

能（例如细胞存活、生长、增殖和代谢）中起着至关

重要的作用，在许多人类肿瘤中均被异常激活［16］。
TM9SF2特异性通过 PI3K-AKT通路影响三阴性乳

腺癌细胞株MDA-MB-231的增殖。由此说明可以

通过降低 TM9SF2的表达来抑制三阴性乳腺癌的

增殖。但是具体通过 PI3K-AKT通路的哪个分子

对增殖产生影响并未十分明确，而且 PI3K-AKT也
会对肿瘤细胞的迁移、黏附、肿瘤血管生成以及细

胞外基质的降解等过程产生影响，所以对 TM9SF2
促进肿瘤增殖的具体分子机制还有待进一步的探

究。Western blot实验结果还证明，TM9SF2通过上

调 EMT通路的重要转录因子 Snail、Slug和通路的

相关蛋白N-cadherin来增强细胞的转移能力。因

Figure 3 Effects of silencing the TM9SF2 gene on proliferation of
MDA-MB-231 cell lines（x̄ ± s, n = 3）
***P < 0. 001 vs siNC group

Figure 4 Effects of silencing TM9SF2 on migration in MDA-MB-231 cell lines
A: Transwell assay was implemented to test cell migration; B: Statistical analysis of Transwell assay (x̄ ± s, n = 3); C: Wound-healing assay was imple⁃
mented to test cell migrating
***P < 0. 001 vs siNC group
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此，通过抑制TM9SF2基因发挥生物作用可以减少

三阴性乳腺癌细胞进行 EMT过程，这一过程可能

发生在肿瘤产生早期，因此通过对TM9SF2基因表

达的控制有助于患者降低远端转移发生概率，从

而提高患者预后的生存质量。

TM9SF2调控三阴性乳腺癌的作用机制以及

TM9SF2在肿瘤发生发展过程中起到的作用有待

进一步深入研究。
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Figure 5 Effects of silencing the TM9SF2 gene on the expressions of protein related to proliferation(A) and metastasis(B) in MDA-MB-231 cell lines
A: Protein related to proliferation; B: Protein related to metastasis
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