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TET1-CD对乳腺癌细胞MDA-MB-231增殖和迁移的影响及其作用机制

赵全华，王申森，马羚，周志祥，黄映辉（北京工业大学生命科学与生物工程学院，北京100124）

[摘 要] 目的：探讨TET1催化结构域（TET1-CD）基因高表达对乳腺癌细胞MDA-MB-231增殖、迁移的影响及其可能的作用

机制。方法：慢病毒感染建立高表达TET1-CD的MDA-MB-231细胞系，用qPCR检测细胞中TET1-CD mRNA的表达，Transwell

实验和细胞划痕实验检测细胞的迁移能力，MTT 法和克隆形成实验检测细胞的增殖能力，WB实验检测MDA-MB-231细胞上皮

间质转化（EMT）途径相关蛋白E-cadherin、Vimentin、MMP2以及Wnt、Hedgehog(HH)通路相关蛋白的表达水平。结果：过表达

TET1-CD提高乳腺癌MDA-MB-231细胞TET1-CD的表达水平（P<0.01），明显抑制MDA-MB-231细胞的增殖和迁移能力（均P<

0.01）。过表达 TET1-CD可使乳腺癌MDA-MB-231细胞 E-cadherin表达上升，Vimentin、MMP2表达下调（均 P<0.05）；可使 β-

catenin、C-myc、CyclinD1、Gli1蛋白表达水平降低（均P<0.05）。结论：过表达TET1-CD可能通过Wnt、HH信号通路抑制EMT途

径进而抑制乳腺癌细胞MDA-MB-231的增殖和迁移。
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Effect of TET1-CD on proliferation and migration of breast cancer MDA-MB-231
cells and its underlying mechanism
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[Abstract] Objective: To investigate the effect of high expression of TET1 catalytic domain (TET1-CD) gene on the proliferation and

migration of breast cancer MDA-MB-231 cells and its underlying mechanism. Methods: MDA-MB-231 cell line with high TET1-CD

expression was established by lentiviral transfection. Real-time quantitative PCR was used to detect the mRNA expression of TET1-CD.

Transwell assay and cell scratch assay were used to detect cell migration ability, MTT assay and colony formation assay were used to

detect cell proliferation capacity. And WB was adopted to detect the expressions of EMT-related proteins (E-cadherin, Vimentin, MMP2)

and Wnt, Hedgehog pathway-related proteins in MDA-MB-231 cells. Results: The MDA-MB-231 cell line with high TET1-CD expression

was successfully constructed (all P<0.01). TET1-CD over-expression significantly inhibited the proliferation and migration of breast cancer

MDA-MB-231 cells (P<0.01); in addition, TET1-CD over-expression increased the expression of E-cadherin, but down-regulated the

expressions of Vimentin, MMP2, β-catenin, Gli1, C-myc and CyclinD1 (all P<0.05). Conclusion: TET1-CD may inhibit the proliferation

and migration of breast cancer MDA-MB-231 cells by inhibiting the EMT through Wnt and HH signaling pathway.
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mesenchymal transformation (EMT)
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癌症是全世界高度关注的健康问题之一，其是

导致疾病死亡的第二大原因。乳腺癌、肺癌和结直

肠癌是女性最常见的3种癌症，仅乳腺癌就占妇女新

发癌症的 30% [1]。尽管乳腺癌在临床研究已取得很

大的进展，但患者预后仍很差。因此，探究其发病机

制并探索新的治疗方法，一直是该领域研究的热点。

TET1是重要的表观遗传调控基因，是体内的一种高

效催化DNA胞嘧啶的双加氧酶。TET1催化结构域

（TET1 catalytic domain，TET1-CD）基因富含半胱氨

酸区域（Cys-rich）和双链 β螺旋区域（DSBH），其中
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DSBH结构域含 Fe2+和α-酮戊二酸的结合位点，能提

供高效的双加氧酶活性[2-6]。YAO等[7]研究发现，过表

达TET1能抑制乳腺癌细胞的增殖、迁移，其作用机

制可能是通过上调miR-29a的表达；MIAO等[8]研究

发现，TET1抑制乳腺肿瘤的生长、血管内扩张和转

移,与HMGA2/TET1/HOXA9信号通路有关。研究[9]

发现，TET1-CD 能将 5-甲基胞嘧啶（5-methylcyto-

sine，5mC）转化成5-羟基胞嘧啶（5-hydroxymethylcy-

tosine，5hmC），能明显降低高甲基化DNA的甲基化

水平。但关于TET1-CD对乳腺癌细胞增殖、迁移的

影响，目前尚不明确。因此，本研究以人乳腺癌细胞

株MDA-MB-231为细胞模型，建立高表达TET1-CD

的稳定转染细胞株，分析TET1-CD对乳腺癌细胞增

殖、迁移的影响，并探讨其分子机制，以期为乳腺癌

治疗提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞系、主要试剂和仪器

人乳腺癌MDA-MB-231细胞由北京工业大学生

命科学与生物工程学院保存。PBS、胎牛血清、双抗、

胰酶、DMEM 购自 Hyclone 公司，MTT 购自 Solarbio

公司，Transwell小室购自Millipore公司，兔源/鼠源二

抗购自 Bioss 公司，Gli1、β-catenin、C-myc 一抗购自

Cell Signaling Technology 公司，其余一抗均购自

Bioss 公司，Rea-time PCR 仪购自 Stratagene 公司，

PCR 仪购自 BIO-RAD 公司，酶标仪购自 BioTek 公

司。

1.2 细胞培养

从液氮中取出MDA-MB-231、HEK293T细胞株，

复苏接种到含1%的双抗、10%的FBS的DMEM培养

液中，置于37 ℃、5% CO2的恒温培养箱内培养，培养

至贴壁 85%左右即对数生长期时，用胰酶消化成单

细胞悬液，离心，重悬后进行传代。

1.3 过表达TET1-CD慢病毒的感染和筛选

构建过表达TET1-CD的质粒，质粒转化大肠杆

菌 DH5α，挑取单克隆，提取质粒，准备包装细胞

HEK293T和目的细胞MDA-MB-231细胞，转染复合

体的制备，转染包装细胞HEK293T，收获慢病毒，使

用慢病毒感染目的细胞，以终浓度为1 µg/ml的Puro-

mycin（嘌呤霉素）进行筛选，筛选1周左右，获得稳定

细胞株。

1.4 qPCR检测MDA-MB-231细胞TET1-CD mRNA

的表达

稳转的 MDA-MB-231 细胞总 RNA 提取，逆转

录，上实时荧光定量PCR。定量PCR扩增体系为 20

µl，GAPDH 作为内参，TET1-CD引物使用 Primer软

件设计引物。TET1-CD 上游引物序列为 5’- CC-

GCTCTTTGGGTGTTAT-3’，下游为 5’- AAGGCT-

TACTGTTGTTTGTTG -3’；GAPDH 上 游 为 5’-

CAAGGCTGAGAACGGGAA - 3’，下 游 为 5’-

GCATCGCCCCACTTGATTTT-3’。每个样品进行 3

次重复，用 2-△△CT法分析 qPCR 数据，并进行统计分

析。ΔΔCt=(实验组 Ct目的基因-实验组 CtGAPDH）-（对照

组 Ct目的基因-对照组 GAPDH）。

1.5 Transwell 和划痕愈合实验检测 MDA-MB-231

细胞的迁移能力

胰酶消化离心MDA-MB-231细胞，在Transwell

小室上面加无血清培养基，铺 1×104个细胞，小室下

加有血清培养基，在 37 ℃、5% CO2细胞培养箱培养

48 h后，4%甲醛固定，0.1%结晶紫染色，然后在显微

镜下观察穿过小室的细胞量并拍照。在 6孔板中铺

约5×105个细胞，使细胞第2天能铺满整个孔面，铺细

胞前用Marker笔在孔板底部每隔 0.5 cm画一条线，

每个孔划4条线，PBS清洗细胞，沿壁加入培养基，细

胞培养箱中培养，按0、24、48 h时间点镜下拍照。每

次都要在同一观察点观察划痕愈合情况。用 Image J

软件测量划痕区域长度，计算细胞迁移能力。划痕

愈合率=（0 h 划痕宽度-24 h 划痕宽度）/0 h 划痕宽

度×100%。

1.6 MTT法检测MDA-MB-231细胞增殖能力

将细胞铺于 96孔板中，每孔加 2×103个细胞，每

组细胞设置6个平行，分0、12、24、48、72、96 h 6个时

间点测量，将细胞置于细胞培养箱中培养，每隔 24 h

取出1个96孔培养板，去除上清，加入90 µl新鲜完全

培养基，每孔加入10 µl MTT溶液，培养4 h。然后移

液器吸去上清，每孔加110 µl Formazan溶解液，摇床

低速晃动 10 min，酶标仪测量在 490 nm处的光密度

（D）值，根据D绘制细胞增殖曲线。

1.7 克隆形成实验检测 MDA-MB-231 细胞集落形

成能力

胰酶消化离心成单细胞悬液，根据细胞增殖能

力在 6孔板中将对照组和实验组分别铺 1×103个细

胞，细胞培养箱静置培养 2周，定期观察细胞。当培

养板出现肉眼可见的克隆时，终止实验，4%甲醛固定

30 min，0.1%结晶紫染色20 min,清水洗净染色液，干

燥克隆培养板后记录实验结果，超过100个细胞的细

胞团计为阳性克隆。平板克隆形成率=克隆数/接种

细胞数×100%。

1.8 WB实验检测EMT、Wnt和Hedgehog(HH)信号

通路相关蛋白的表达

提取MDA-MB-231、MDA-MB-231-TET1-CD 细

胞的总蛋白，加入适量变性细胞裂解液 RIPA（1∶
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100），冰上裂解30 min,裂解过程中翻转几下，以防细

胞沉淀，4 ℃、12 000×g离心 30 min，吸取上清，BCA

蛋白浓度测定。组装电泳装置，配置分离胶，再浓缩

胶，上样，80 V 电泳 30 min,之后换到 120 V 电泳 60

min。用甲醇浸泡 30 s,激活 PVDF膜，转到 PVDF膜

上，室温下用脱脂奶粉封闭2 h，孵育一抗（1∶500），摇

床过夜，TBST洗 3遍，每隔 10 min洗 1次，孵育二抗

（1∶1 000）1 h，TBST洗3遍，每隔10 min洗1次，ECL底

物发光显影成像。根据各自条带灰度值计算 E-cad-

herin、Vimentin、β- catenin、C-myc、CylinD1、MMP2、

Gli1的表达。

1.9 统计学处理

采用SPSS19.0、GraphPad Prism 6.0和 Image J统

计学软件，计量数据采用 x̄±s表示，两组间的比较用 t

检验，以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 重组慢病毒感染提高MDA-MB-231细胞TET1-

CD mRNA的表达水平

将收集的慢病毒感染目的细胞MDA-MB-231，

嘌呤霉素筛选 1周，获得慢病毒感染的细胞株，提取

RNA，再逆转录成 cDNA（图 1A）。qPCR 检测结果

（图 1B）显示，与对照组比较，重组慢病毒感染的

MDA-MB-231细胞株 TET1-CD mRNA的表达水平

明显增高（P<0.01）。

2.2 TET1-CD过表达抑制MDA-MB-231细胞的迁移

Transwell迁移实验检测结果（图2）显示，过表达

TET1-CD的MDA-MB-231细胞穿过膜孔的细胞数明

显低于对照组（P<0.01），表明TET1-CD的过表达对

乳腺癌细胞的迁移能力具有明显的抑制作用。

**P<0.01 vs Control group

A：Structure of TET1-CD；B：Expression level of TET1-CD

mRNA in MDA-MB-231 cells

图1 重组慢病毒感染对MDA-MB-231细胞株

TET1-CD mRNA表达的影响

Fig.1 Effect of recombinant lentivirus infection on TET1-

CD mRNA expression in MDA-MB-231 cell line

划痕愈合实验检测结果（图3）显示，相同的划痕

实验时间内，对照组细胞向划痕空间生长的距离逐

渐变短，迁移能力增强（P<0.01）；而过表达TET1-CD

组细胞向划痕空间的生长速度显著低于对照组，距

离较于对照组较宽（P<0.01），表示MDA-MB-231细

胞迁移能力被减弱。上述实验结果表明，TET1-CD

对乳腺癌细胞的迁移具有抑制作用。

**P＜0.01 vs Control group

图2 Transwell实验检测过表达TET1-CD对MDA-MB-231细胞迁移的影响(×200)

Fig.2 Effect of TET1-CD over-expression on the migration of MDA-MB-231 cells detected by Transwell assay (×200)

2.3 过表达TET1-CD抑制MDA-MB-231细胞的增

殖能力

MTT 法检测结果（图 4）显示，过表达 TET1-CD

后，实验组MDA-MB-231细胞增殖能力明显低于对

照组（P<0.01），表明TET1-CD降低MDA-MB-231细

胞的增殖能力。

克隆形成实验检测结果（图 5）显示，过表达

TET1-CD后，实验组细胞克隆形成率明显低于对照

组（P<0.01），表明TET1-CD对MDA-MB-231细胞增

殖具有抑制作用。
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**P<0.01 vs Control group

图3 划痕愈合实验检测过表达TET1-CD对MDA-MB-231细胞迁移能力的影响(×100)

Fig.3 Effect of TET1-CD over-expression on migration of MDA-MB-231 cells detected by scratch healing assay (×100)

**P<0.01 vs Control group

图4 过表达TET1-CD对MDA-MB-231细胞增殖能力的影响

Fig.4 Effect of TET1-CD over-expression on proliferation of

MDA-MB-231 cells

2.4 过表达TET1-CD对MDA-MB-231细胞中EMT

相关标志蛋白表达的影响

WB实验检测结果（图 6）显示，过表达 TET1-

CD 可使 MDA-MB-231 细胞 E-cadherin 表达上升，

Vimentin、MMP2 表达下调（P<0.05），表明过表达

TET1-CD可能通过抑制MDA-MB-231细胞的EMT

进程。

2.5 过表达TET1-CD对乳腺癌MDA-MB-231细胞

中Wnt、Hedgehog（HH）信号通路相关蛋白的影响

Gli1 是 HH 信号通路中重要的转录因子 ，

Wnt、HH 信号通路在肿瘤的增殖和迁移中有重

要作用。WB 实验检测结果（图 7）显示，过表达

TET1-CD 可使 β -catenin、C-myc、CyclinD1、Gli1 蛋

白表达水平降低（P<0.05），表明 TET1-CD 抑制

MDA-MB-231 细胞中 Wnt、HH 信号通路相关蛋

白的表达。

**P<0.01 vs Control group

图5 过表达TET1-CD对MDA-MB-231细胞

克隆形成能力的影响

Fig.5 Effect of TET1-CD over-expression on cloning

ability of MDA-MB-231 cells

3 讨 论

遗传学及表观遗传学调控着肿瘤的生长和癌症

的发生。表观遗传现象包括DNA胞嘧啶甲基化、基

因组印迹、组蛋白修饰、染色体重塑等。DNA胞嘧啶

甲基化是最具有代表性的表观遗传修饰，其主要发

生在CpG岛，CpG的甲基化与基因的转录活性成负

相关。TET1 蛋白是 TET 蛋白家族中的重要成员，

TET1-CD是靠近其C端位置的催化结构域，具有5’-

羟化酶活性，可以氧化5mc转化成5hmc。有研究[10-11]

显示，TET1-CD过表达可诱导细胞全基因组DNA的
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去甲基化；亚硫酸盐测序得出TET1-CD可使肿瘤抑

癌基因（TSG）去甲基化，上调抑癌基因 P16、APC、

TET1、SOCS1和RASSF1A的表达，抑制肝癌细胞的

增殖和迁移[12]；在乳腺癌细胞中突变TET1-CD，WB

实验验证突变TET1-CD的细胞确实失去了去除5mc

的能力，导致乳腺癌细胞的抗侵袭能力减弱[13]。由此

可见，TET1-CD具有DNA去甲基化作用并对癌细胞

的生物学功能产生一定的作用。本研究通过 Tran-

swell、细胞划痕愈合、MTT 和克隆形成等实验分析

TET1-CD对乳腺癌细胞增殖和迁移的影响，结果显

示，TET1-CD抑制乳腺癌MDA-MB-231细胞的增殖

和迁移。

*P<0.05 vs Control group

图6 过表达TET1-CD对MDA-MB-231细胞中EMT相关蛋白表达的影响

Fig.6 Effect of TET1-CD over-expression on EMT-related protein expressions in MDA-MB-231 cells

*P<0.05 vs Control group

图7 过表达TET1-CD对Wnt、、HH信号通路相关蛋白表达的影响

Fig.7 Effect of TET1-CD over-expression on the expressions of Wnt and HH signaling pathway-related proteins

肿瘤的转移是一个多基因多因素的过程，EMT

是肿瘤细胞转移的起点，它的发生可以使癌细胞具

有更强的侵袭和转移能力，可以诱导肿瘤细胞通过

血液循环转移到远处[14-15]。E-cadherin 是 EMT 重要

的上皮细胞标志物，是一种促进上皮细胞黏附的细

胞表面蛋白质，抑制其表达有利于细胞的迁移；Vi-

mentin参与肿瘤转移的很多步骤，其表达水平与肿瘤

转移的能力呈正相关，其还可以调节 E-cadherin/β-

catenin 复合物促进细胞转移；MMP2可降解细胞外

基质从而降低细胞黏附度，增强细胞的转移能力[16]。

因此，EMT的相关蛋白在肿瘤的发生发展中具有重

要作用。本研究发现，TET1-CD 可使 E-cadherin 升

高、Vimentin和MMP2降低，由此推测TET1-CD可能

通过抑制EMT途径，影响乳腺癌细胞的增殖和迁移。

EMT的发生伴有体内多种信号通路的激活，是

较为复杂的一个过程。Wnt通路是调节EMT过程的

重要信号通路之一，其能够抑制细胞质中β-catenin的

降解诱发EMT。β-catenin在细胞质、核中积累会引

起 Wnt通路的改变, 使其下游靶基因的转录活性增

强,促进癌细胞的侵袭与转移，β-catenin 的表达与肿

瘤细胞的增殖和迁移密切相关[17]。 本研究检测了乳

腺癌细胞中 β-catenin 及其下游靶基因 C-myc、Cy-

clinD1的表达，发现转染TET1-CD的MDA-MB-231

细胞中这些基因表达降低。HH信号通路也影响着
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EMT 的发生，在小细胞肺癌中，HH 通路通过调节

TGF-β诱发EMT，影响肿瘤的转移[18]；在胰腺癌中，

Gli1的持续过表达会使E -cadherin表达下调，促进癌

细胞侵袭和迁移[19]。Gli1的表达水平反映了HH信号

通路的活化程度[20]，WB实验检测了HH信号通路下

游转录因子 Gli1，其表达水平降低。该结果提示

TET1-CD抑制乳腺癌细胞的增殖迁移可能和Wnt、

HH通路有关。

综上所述，本研究探讨了TET1-CD对乳腺癌细

胞MDA-MB-231增殖和迁移的影响及其可能的作用

机制。TET1-CD 的去甲基化作用影响着基因的表

达，调控细胞的生长和发展，抑制乳腺癌细胞的增殖

和迁移，这可能与EMT、Wnt、HH信号通路有关，其

具体的作用机制还有待实验论证，以期为乳腺癌的

治疗提供新靶点。
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