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[摘 要] 目的：检测4次穿膜蛋白29（tetraspanins-29，Tspan29）在乳腺癌组织和细胞系中的表达水平，探讨敲低Tspan29对乳

腺癌MCF-7和MDA-MB-231细胞增殖、迁移、侵袭及上皮间质转化（epithelieal-mesenchymal transition，EMT）的影响。方法：收
集2017年6月至2018年2月复旦大学附属肿瘤医院闵行分院手术切除的20例乳腺癌患者的癌组织和相应的癌旁组织标本，以及

乳腺癌细胞系 MCF-7、MDA-MB-231 和人乳腺上皮细胞 MDA-kb2，用 qPCR 和 Western blotting 检测乳腺癌组织和细胞系中

Tspan29的表达水平。通过 siTspan29对MCF-7、MDA-MB-231细胞中 Tspan29进行干扰，用 qPCR 法检测转染细胞中 Tspan29

mRNA和蛋白的表达水平，PCR芯片法检测MCF-7细胞中 EMT相关基因的表达，用CCK-8法、Transwell实验检测MCF-7和

MDA-MB-231细胞的增殖、迁移和侵袭能力。结果：乳腺癌组织中Tspan29 mRNA和蛋白的表达水平显著高于癌旁组织（均

P<0.01），MCF-7和MDA-MB-231细胞中Tspan29 mRNA和蛋白的表达水平显著高于MDA-kb2细胞（均P<0.01）。siTspan29干扰

后，MCF-7细胞中Tspan29 mRNA和蛋白的表达水平显著下降（均P<0.05）；MCF-7细胞中EMT相关基因中有2个基因显著上调，

有7个基因显著下调；MCF-7和MDA-MB-231细胞的增殖、迁移及侵袭能力显著下降（均P<0.05）。结论：Tspan29在乳腺癌组织

及细胞系中表达水平显著上调，敲低Tspan29对乳腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭有显著的抑制作用。
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[Abstract] Objective: To investigate the expression of tetraspanins-29 (Tspan29) in breast cancer tissues and cell lines and to explore

the effect of Tspan29 knockdown on proliferation, invasion, migration and epithelial-mesenchymal transition (EMT) of breast cancer

MCF-7 and MDA-MB-231 cells. Methods: A total of 20 pairs of breast cancer tissues and corresponding para-cancerous tissues resected

in Minhang Branch of Cancer Hospital Affiliated to Fudan University from June 2017 to February 2018 were collected for this study; in

addition, breast cancer cell lines MCF-7, MDA-MB-231 and human breast epithelial MDA-kb2 cells were also collected. The mRNA and

protein expressions of Tspan29 in above mentioned tissues and cell lines were detected by Real-time quantitative (qPCR) and Western

blotting. The expression of Tspan29 in MCF-7 and MDA-MB-231 cells was interfered by siRNA. qPCR was used to detect the mRNA

and protein expressions of Tspan29. PCR microarray was used to examine the expressions of EMT-related genes in MCF-7 cells.

CCK-8 assay and Transwell were used to detect cell proliferation, migration and invasion of MCF-7 and MDA-MB-231 cells. Results:

The mRNA and protein expressions of Tspan29 in breast cancer tissues were significantly higher than that in para-cancerous tissues (all

P<0.01); and the mRNA and protein expressions of Tspan29 in MCF-7 and MDA-MB-231 cells were significantly higher than that in

MDA-kb2 cells (P<0.01). After being interfered with siTspan29, the mRNA and protein expressions of Tspan29 were significantly

down-regulated in MCF-7 cells (all P<0.05); the proliferation, invasion and migration of MCF-7 and MDA-MB-231 cells were signifi‐
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cantly inhibited (all P<0.05); and among the EMT-related genes, two were significantly up-regulated while 7 were down-regulated.

Conclusion: Tspan29 is significantly up-regulated in breast cancer tissues and cell lines, and knockdown of Tspan29 significantly

inhibits the proliferation, invasion and migration of breast cancer cells.

[Key words] breast cancer; MCF-7 cell; MDA-MB-231 cell; tetraspanins-29 (Tspan29); siRNA interference; proliferation; migration;

invasion; epithelial-mesenchymal transition (EMT)

[Chin J Cancer Biother, 2020, 27(1): 42-49. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2020.01.007]

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，是危害

女性健康的头号杀手[1-3]。乳腺癌的发病率与年龄、

遗传等多种因素有关，其中以 40~60岁、绝经期前后

妇女的发病率最高[4-5]。乳腺癌发病隐匿，多数患者

在确诊时已经发生局部转移，因而危及生命[6]。随着

人口老龄化进程的加快，乳腺癌的发病率呈逐年上

升趋势，已成为当前社会的重大公共卫生问题。因

此，乳腺癌早期筛查靶点和防治措施的研究具有重

要的临床和社会意义。4次穿膜蛋白29（tetraspanins-

29，Tspan29）又称MRP-1/CD9，是以 4个高度保守的

穿膜结构为特征的 4次穿膜蛋白超家族（transmem‐

brane 4 super family，TM4SF）成员之一，参与调控细

胞增殖、黏附与迁移等[7-8]。Tspan29的表达可以预测

头颈部鳞状细胞癌患者的无病生存期[9]，其在尿路上

皮膀胱癌中的表达与肿瘤复发和进展相关[10]，在结肠

癌和肺癌中也具有重要的临床意义[11-12]。然而，目前

Tspan29在乳腺癌中的表达及其作用尚不明确。本

研究通过检测乳腺癌组织及细胞系中 Tspan29

mRNA 和蛋白表达水平，并采用干扰 RNA（siRNA）

技术下调 Tspan29 的表达，探讨 Tspan29 对乳腺癌

MCF-7和MDA-MB-231细胞增殖、侵袭、迁移及上皮

间质转化（epithelieal-mesenchymal transition，EMT）

的影响及其作用机制。

1 材料与方法

1.1 组织标本、细胞系及主要试剂

收集2017年6月至2018年2月复旦大学附属肿

瘤医院闵行分院手术切除的20例乳腺癌组织及相应

的癌旁组织（距肿瘤组织边缘 2 cm以上）标本，年龄

46~62岁，中位年龄54岁。术前所有患者均未进行放

化疗及内分泌治疗，排除临床资料不完整、合并糖尿

病、高血压或其他恶性肿瘤患者。术后乳腺癌组织

标本经病理组织学确诊，由2名病理医师审核。肿瘤

TNM分期：I期5例，Ⅱ期9例，Ⅲ期6例；组织病理学

分期：1~2级 15例，3级 5例；浸润性导管癌 14例，浸

润性小叶癌6例。

人乳腺癌细胞系 MCF-7、MDA-MB-231 及人乳

腺上皮细胞株 MDA-kb2 购自中国科学院上海细

胞库。

DMEM培养基、无血清培养基OPTI-MEM、胎牛

血清、胰蛋白酶、青霉素、链霉素等均购于美国Gibco

公司，RNA提取及逆转录试剂盒、PCR试剂盒及转染

试剂LipofectamineTM 2000购自美国 Invitrogen公司，

PCR 引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合

成，鼠源Tspan29抗体、鼠源GAPDH抗体、辣根过氧

化物酶（horseradish peroxidase，HRP）标记的山羊抗

鼠 IgG二抗均购于美国BD公司，BCA试剂盒购于美

国Thermo Fisher公司，Tspan29干扰序列（siTspan29）

及对照序列（scramble）由上海吉玛制药技术有限公

司合成，PCR芯片购自美国Qiagen公司，结晶紫染色

液、CCK-8试剂盒购自碧云天生物技术有限公司。

1.2 细胞培养、转染及分组

MCF-7、MDA-MB-231及MDA-kb2细胞采用含

10%胎牛血清、100 U/ml青霉素和 100 μg/ml链霉素

的DMEM培养基培养并置于 37 ℃、5% CO2的培养

箱中进行培养。用0.25%胰蛋白酶消化细胞，每2~3 d

传代1次。

将对数生长期的 MCF-7 细胞按照 3×105 个 /孔

接种于含 10% 胎牛血清、不含抗生素的DMEM培养液

的6孔板，在37℃、5%CO2的细胞培养箱中培养。24 h后，

当细胞汇合度达 70%~80% 时，按照 LipofectamineTM

2000试剂说明书的方法进行转染。用OPTI-MEM稀

释转染试剂和 siRNA，常温孵育5 min。将50 μl稀释

好的转染试剂和 50 μl稀释好的 siRNA混匀，常温孵

育20 min。然后将混合物添加到细胞样品中，继续培

养 24 h后进行后续实验。转染分为 3组：空白对照

组、si-NC 组、siTspan29组。转染所用 siRNA的序列：

si-NC 为 5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTTACGU

GACACGUUCGGAGAATT-3'，siTspan29 为 5'-GGG

AAACGCUGAAAGCCAUTTAUGGCUUUCAGCG-

UUUCCCTT-3'。

1.3 qPCR 检测乳腺癌组织和细胞系中 Tspan29

mRNA表达水平

采用TRIzol提取组织或各组细胞中总RNA，并

通过紫外分光光度计检测其纯度，逆转录反应参照说明

书的方法，以逆转录所得 cDNA为模板进行 qPCR检

测。引物序列：Tspan29 F 为 5'-ATGCTGGGACT‐

GTTCTTCGG-3'，R为 5'-TAATCACCTCATCCTTGT‐

GGGA-3'；GAPDH F 为 5'-AGAAGGCTGGGGCT‐

CATT-3'，R 为 5'-TGCTAAGCAGTTGGTGGTG-3'。
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PCR反应条件：95 ℃ 10 min，95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，

共 45个循环。用 2－ΔΔCt法计算目的基因mRNA的相

对表达量。

1.4 Western blotting（WB）检测 siRNA干扰Tspan29

后 MCF-7 和 MDA-MB-231 细胞中 Tspan29 蛋白的

表达

收集转染后各组MCF-7和MDA-MB-231细胞，

PBS清洗 2遍，在细胞中加入 1%蛋白磷酸酶抑制剂

的RIPA裂解液，裂解30 min，离心后收取上清液。用

BCA蛋白试剂盒测定蛋白浓度。蛋白样品用4×加样

缓冲液稀释，然后95 ℃加热10 min。取30 μg蛋白进

行SDS-PAGE、转PVDF膜，5%脱脂奶粉封闭 1 h，洗

涤后加入Tspan29一抗（1∶1 000）4 oC过夜。次日，用

TBST漂洗 3次后，加入 HRP 标记的山羊抗鼠二抗

（1∶500），室温下孵育1 h，TBST漂洗后，用ECL化学

发光显色，用C-DiGit印记扫描仪（LI-COR）分析蛋白

条带的灰度值，以GAPDH为内参进行比较。

1.5 PCR芯片法检测 siRNA干扰Tspan29后MCF-7

细胞中EMT相关基因的表达

采用TRIzol提取细胞中总RNA，并检测其纯度。

依据 RT2 First Strand Kit 说明书的方法逆转录合成

cDNA（10 µl）。用RNase-free水稀释后，取 102 µl的

cDNA 加入 PCR 反应体系（RT2 SYBR Green Master

mix）至终体积 1 300 μl，混匀后，在RT2 Profiler PCR

Array EMT System 的 96 孔板孔中，加入 10 µl 等量

PCR 反应体系进行 PCR。反应条件：95 ℃ 10 min、

95 ℃ 15 s、60 ℃ 1 min，共40个循环。利用仪器配套

软件计算各张PCR芯片中的 89个EMT相关基因的

Ct值，采用2-△△Ct法表示相应基因的相对表达量。

1.6 CCK-8 法检测 Tspan29 干扰后对 MCF-7 和

MDA-MB-231细胞增殖的影响

将转染后各组对数生长期的 MCF-7 和 MDA-

MB-231细胞，按照2×104个/孔接种于6孔板，分别在

0、24、48、72及 96 h后加入 10 µl CCK-8液，4 h后，在

酶联免疫检测仪上测定波长450 nm处各孔的光密度

（D）值。D值与活细胞的数量成正比，由此可以检测

细胞的增殖能力。

1.7 Transwell实验检测Tspan29干扰后对MCF-7和

MDA-MB-231细胞迁移、侵袭的影响

吸除对数生长期 MCF-7、MDA-MB-231 细胞培

养基，用适量PBS清洗后，加入 0.25% 胰酶细胞消化

液（Trypsin-EDTA），轻微摇晃培养容器使其覆盖所

有细胞，放回培养箱中消化 3 min，待细胞回缩变圆

后，加入等量完全培养基终止消化。200×g离心

3 min，去除上清，用无血清DMEM-F12培养基重悬

细胞，计数，调整细胞密度为 2×105/ml。在下室加入

700 μl含10%血清的培养基，上室加入500 µl细胞悬

液，继续在二氧化碳培养箱培养 24 h后，用 4%多聚

甲醛固定穿膜的细胞，并用 0.1%结晶紫染色。在倒

置显微镜（×200）下采集图像，随机取3个视野的穿膜

细胞计数，求平均值。细胞侵袭实验中，上小室基底

膜上需预铺有一层基质胶；细胞迁移实验中，上小室

基底膜不需预铺基质胶。

1.8 统计学处理

本研究中 1.3~1.7 实验均重复 3 次。应用 SPSS

19.0软件对实验数据进行统计分析。正态分布的

计量数据以 x̄±s 表示，两组间比较采用 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 乳腺癌组织及细胞系中Tspan29 mRNA和蛋白

高表达

用 qPCR与WB检测结果（图 1）显示，乳腺癌组

织中Tspan29 mRNA和蛋白表达水平显著高于癌旁

组织（均P<0.01）；乳腺癌MCF-7、MDA-MB-231细胞

中 Tspan29 mRNA 和蛋白的表达水平也显著高于

MDA-kb2细胞（均P<0.01）。结果表明，Tspan29在乳

腺癌组织与细胞系中均呈高表达。

2.2 siTspan29干扰显著降低MCF-7细胞中Tspan29

mRNA和蛋白的表达水平

qPCR检测结果（图2A）显示，转染 siTspan29后，

siTspan29干扰组MCF-7细胞中Tspan29 mRNA的表

达水平显著低于空白对照组和 si-NC组细胞（均P<

0.05），干扰效率约为 60%。WB实验结果（图 2B）显

示，转染 siTspan29后，MCF-7细胞中Tspan29蛋白的

表达水平显著低于空白对照组和 si-NC 组细胞（均

P<0.05）。

2.3 siTspan29干扰对MCF-7细胞EMT相关基因表

达的影响

PCR芯片检测结果（图3）显示，与空白对照组和

si-NC组比较，siTspan29转染组MCF-7细胞有9个靶

基因的表达发生显著改变（|log2FC|>2，P<0.05）。其

中，有2个基因表达上调，分别为BMP2和CDH2；有7

个基因表达下调，包括 FOXC2、KRT14、MSN、PDG‐

FRB、VCAN、SNAI2和SPARC。

2.4 siTspan29 干扰抑制 MCF-7 和 MDA-MB-231 细

胞的增殖

CCK-8实验结果（图4）显示，转染 siTspan29后，

与空白对照组和 si-NC组比较，MCF-7和MDA-MB-

231细胞的增殖能力均呈显著下降趋势（均P<0.05）。

结果表明，siTspan29 干扰降低了 MCF-7 及 MDA-

MB-231细胞的增殖能力。
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**P<0.01 vs para-cancer or MDA-kb2 group；△P<0.05 vs MDA-MB-231 group

图1 乳腺癌组织和细胞系中Tspan29 mRNA（（A））和蛋白（（B））的表达

Fig.1 mRNA (A) and protein (B) expressions of Tspan29 in breast cancer tissues and cell lines

*P<0.05 vs Ctrl or si-NC group

图2 siTspan29干扰对MCF-7细胞中Tspan29 mRNA（（A））和蛋白（（B））表达的影响

Fig.2 Effects of siTspan29 interference on mRNA (A) and protein (B) expressions of Tspan29 in MCF-7 cells

2.5 siTspan29 干扰降低 MCF-7 和 MDA-MB-231 细

胞的迁移及侵袭能力

Transwell实验结果（图5）显示，与空白对照组和

si-NC组比较，siTspan29转染组MCF-7和MDA-MB-

231细胞的迁移及侵袭能力均显著下降（均P<0.05）。

结果表明，siTspan29 干扰可降低 MCF-7 和 MDA-

MB-231细胞的迁移及侵袭能力。

3 讨 论

乳腺癌发病率高居全球女性恶性肿瘤第一位，

严重影响女性生活质量[13-14]。由于乳腺并非维持人

体生命活动的重要器官，原位乳腺癌并不会致命，但

是乳腺癌细胞间连接松散，容易脱落。癌细胞一旦

脱落，游离的癌细胞可随血液或淋巴转移到全身而

危及生命[5]。因此，乳腺癌已成为当前社会的重大公

共卫生问题。目前，Tspan29在乳腺癌组织中的表达

及其做尚不明确。

TM4SF是一类在进化上高度保守的特殊的 4次

穿膜蛋白，能结合膜内、膜及膜外蛋白，起到连接膜

内外信号通道的作用[15]。TM4SF 广泛参与细胞增

殖、迁移、黏附及信号转导等多种生命活动，对许多

疾病的发生发展起重要作用[16]。目前研究的比较多
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的TM4SF家族成员为Tspan8。研究[17-19]表明，Tspan8

在多种肿瘤中呈显著高表达状态，如肝癌、结直肠

癌、肺癌、食道癌，前列腺癌、卵巢癌及宫颈癌等。

A: The volcano figure for expression of EMT targeting genes; B: Heat map of 9 differentially expressed genes

图3 siTspan29干扰对MCF-7细胞EMT相关基因表达的影响

Fig.3 Effects of siTspan29 interference on the expressions of EMT-related genes in McF-7 cells

*P<0.05 vs Ctrl or si-NC group

图4 Tspan29干扰对MCF-7（（A））和MDA-MB-231（（B））细胞增殖的影响

Fig.4 Effects of Tspan29 interference on proliferation of MCF-7 (A) and MDA-MB-231 (B) cells

本研究用 qPCR法检测了 20例乳腺癌组织和癌

旁组织以及乳腺癌 MCF-7、MDA-MB-231 细胞与

MDA-Kb2 细胞中 Tspan29 的表达情况，结果显示，

Tspan29在乳腺癌组织及细胞系中的表达水平均显

著高于癌旁组织及MDA-Kb2细胞，提示Tspan29高

表达可能与乳腺癌发生发展相关。在一些实体瘤

（如结直肠癌和胃癌）中，Tspan29高表达预示着良好

的预后，而在乳腺癌中Tspan29的表达则促进肿瘤的

侵袭与转移[20]。JEIBMANN等[21]发现，Tspan29在胶

质瘤中高表达；BOTELHO等[22]则发现，Tspan29在食

管癌中低表达。上述结果提示，Tspan29在不同类型

的肿瘤中可能发挥不同的作用。早期的研究[23]表明，

在原发性肿瘤及其各自转移淋巴结中，Tspan29的表

达可能与肿瘤的转移负相关。KISCHEL等[24]研究表

明，人乳腺癌MDA-MB-231细胞中Tspan29的过表达

促进骨转移的发生。此外，Tspan29对高转移人乳腺

癌 MDA-MB-231 细胞恶性侵袭有抑制作用[25]。

MCF-7 细胞保留了多个分化的乳腺上皮细胞的特

性，其恶性增殖能力较弱，Tspan29的表达能否改变

其恶性增殖和EMT进程，目前还不清楚。

为了研究Tspan29在乳腺癌MCF-7细胞中的作

用，本研究用 siRNA技术对MCF-7细胞中Tspan29进

行干扰，qPCR及WB实验检测结果显示，成功干扰细

胞中Tspan29的表达，且干扰效率满意。CCK-8实验

结果显示，Tspan29干扰减弱了MCF-7细胞的增殖能

力，并在MDA-MB-231细胞中得到验证。Transwell
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实验结果显示，Tspan29干扰后MCF-7和MDA-MB-

231细胞的迁移及侵袭能力均显著下降。研究结果

表明，Tspan29可能参与乳腺癌细胞迁移及侵袭；

高 表 达 的 Tspan29 会 增 强 乳 腺 癌 细 胞 的 迁 移

能力。

*P<0.05 vs Ctrl or si-NC group

图5 siTspan29干扰对MCF-7（（A））和MDA-MB-231（（B））细胞迁移和侵袭的影响（结晶紫染色，×200））

Fig.5 Effects of siTspan29 interference on migration and invasion of MCF-7 (A)

and MDA-MB-231 (B) cells (crystal violet staining, ×200)

EMT在肿瘤的转移中发挥重要作用[26]。本研究通

过PCR芯片发现，转染siTspan29后，EMT 相关基因中

有 2 个显著上调、7 个显著下调。FOXC2 是与间质

组织发育相关的转录因子，其过表达能诱导 EMT，

促进肿瘤转移 [27]。应激蛋白mortalin 的抑制能减弱

肿瘤细胞的 EMT 进程，相反，过表达 mortalin 的肿

瘤细胞中 EMT 增加，并且检测到KRT14 的上调，证

明 KRT14 和 EMT 存在一定的联系 [28]。MSN 属于

ERM（ezrin，radixin and moesin）家族，在乳腺癌组织

中MSN mRNA 水平与EMT 相关基因正相关 [29]。血

小板衍生的生长因子受体 B（platelet-derived growth

factor receptor B，PDGFRB）主要由间充质来源的基

质细胞表达，肿瘤细胞在发生EMT 后获得 PDGFRB

表达 [30]。增强的 PAPSS2/VCAN 轴对于 Snail 介导的

乳腺癌细胞迁移和转移至关重要[31]。SNAI2 是EMT

的一种关键转录调节因子，其过表达能明显抑制

E-cadherin 基因转录导致 EMT，从而促进肿瘤侵袭

与转移[32]。SPARC 在前列腺癌组织中高表达, 内源

性 SPARC 诱导 EMT，促进肿瘤进展 [33]。在 Tspan29

干扰肿瘤细胞后，这些EMT相关基因表达下调，且细

胞增殖、迁移及侵袭能力减弱，提示EMT进程可能发生

了改变。

总之，本研究结果表明Tspan29在乳腺癌发生

发展中具有一定的作用。 Tspan29 可通过调控

EMT 促进乳腺癌细胞细胞增殖、迁移及侵袭，

Tspan29 干扰后乳腺癌细胞的增殖、迁移及侵袭

能力显著下降。今后将进一步深入研究 Tspan29

在乳腺癌发生发展中的作用机制，以期获得新
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的乳腺癌治疗靶点。
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