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[摘  要]  目的：探究甘露糖结合凝集素2（LMAN2）在激素受体（HR）阳性乳腺癌组织中的表达水平与乳腺癌患者预后的关系

及其对MCF-7 细胞增殖和迁移的影响。方法：通过TCGA、Bc-GenExMiner、GEPIA和Kaplan-Meier Plotter数据库分析LMAN2

在乳腺癌组织和正常乳腺组织中的差异性表达及其与患者预后的关系。采用小RNA干扰技术将 si-LMAN2#1、si-LMAN2#2及

si-NC转染至MCF-7细胞，将过表达LMAN载体（pc-LMAN）及空载体pcDNA3.1阴性对照（pc-NC）转染至 MCF-7 细胞，实验分

为 si-LMAN2#1、si-LMAN2#2、si-NC、pc-LMAN2和 pc-NC组。通过 qPCR和WB实验检测各组细胞中LMAN2 mRNA和蛋白的

表达水平，CCK-8、克隆形成、Transwell迁移、WB等实验检测敲低和过表达LMAN 2对MCF-7细胞增殖、克隆形成、迁移及AKT

信号通路相关蛋白表达的影响。结果：LMAN2在乳腺癌组织中的表达水平显著高于正常乳腺组织（P<0.001）。HR阳性乳腺癌

组织中LMAN2表达水平显著高于HR阴性乳腺癌组织（P<0.001）；LMAN2高表达与HR阳性乳腺癌患者不良预后有关联。敲低

LMAN2可显著降低MCF-7 细胞的增殖和迁移能力（P<0.01或P<0.001），过表达 LMAN2 可显著提高 MCF-7细胞的增殖和迁

移能力（均P<0.001）。敲低LMAN2组MCF-7细胞中PTEN和P21蛋白表达水平均显著升高，p-AKT 蛋白表达水平显著降低

（均P<0.01）。结论：LMAN2在乳腺癌组织和HR阳性乳腺癌组织中高表达，且与不良预后有关联。LMAN2高表达与MCF-7细

胞增殖和迁移有关联，其作用机制可能涉及AKT信号通路。
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Relationship between LMAN2 expression in HR-positive breast cancer tissues and 
patient prognosis and its effect on proliferation and migration of MCF-7 cells
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Air Force Medical University, Xi′an 710032, Shaanxi, China)

[Abstract]  Objective: To explore the relationship between the expression level of mannose-binding lectin 2 (LMAN2) in hormone 

receptor (HR)-positive breast cancer tissues and patient prognosis as well as its effects on the proliferation and migration of MCF-7 

cells. Methods: The differential expression of LMAN2 in breast cancer tissues and normal breast tissues as well as its relationship with 

patients' prognosis were analyzed by TCGA, Bc-GenExMiner, GEPIA and Kaplan-Meier Plotter databases. si-LMAN2#1, si-LMAN2#2 

and si-NC were transfected into MCF-7 cells using small RNA interference technology, and the LMAN overexpression vector 

(pc-LMAN) and empty vector pcDNA3.1 negative control (pc-NC) were transfected into MCF-7 cells; and accordingly, the 

experimental groups were named si-LMAN2#1 group, si-LMAN2#2 group, si-NC group, pc-LMAN2 group and pc-NC group. The 

mRNA and protein expression levels of LMAN2 in MCF-7 cells of each group were detected by qPCR and WB assay, respectively. The 

effects of knockdown and overexpression of the LMAN2 on the proliferation, colony formation and migration as well as the 

expression of AKT signaling pathway-related proteins in MCF-7 cells were detected using CCK-8, colony formation, Transwell 

migration and WB assay, etc. Results: The expression level of LMAN2 in breast cancer tissues was significantly higher than that in 

normal breast tissues (P<0.001), and the expression of LMAN2 in HR-positive breast cancer tissues was significantly higher than 

that in HR-negative breast cancer tissues (P<0.001). In contrast to low LMAN2 expression, high expression of LMAN2 was 

associated with poor prognosis in HR-positive breast cancer patients. Knockdown of LMAN2 significantly inhibited the proliferation 

and migration abilities of MCF-7 cells (P<0.01 or P<0.001), while overexpression of LMAN2 significantly enhanced the proliferation 

and migration abilities of MCF-7 cells (all P<0.001). The protein expression levels of PTEN and P21 in MCF-7 cells with LMAN2 
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knockdown were significantly elevated, while the protein expression of p-AKT was significantly decreased (all P<0.01). Conclusion: 

LMAN2 is highly expressed in breast cancer tissues and HR-positive breast cancer tissues and is associated with poor prognosis. The 

high expression of LMAN2 is associated with the proliferation and migration of MCF-7 cells, and the mechanism may involve the AKT 

signaling pathway.

[Key words]  mannose-binding lectin 2 (LMAN2); hormone receptor (HR) -positive; breast cancer; MCF-7 cell; proliferation; 

migration; AKT signaling pathway

[Chin J Cancer Biother, 2024, 31(1): 47-53. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2024.01.007]

2023年癌症预测统计数据显示，乳腺癌是发

病率第一的恶性肿瘤，占女性恶性肿瘤的 31%，

其中激素受体（hormone receptor，HR）阳性，包括

雌激素受体（estrogen receptor，ER）和孕激素受体

（progesterone receptor，PR）阳性（ER+/PR+）乳腺癌约

占全部乳腺癌的 70%[1-2]。尽管内分泌治疗、化疗、放

疗等多种治疗方法近年来取得了较大进展，然而仍

有 5%~30% HR 阳性乳腺癌患者在 5 年后复发、转

移[3-4]。因此，寻找新的HR阳性乳腺癌发生发展相关

分子靶点对患者的精准治疗具有重要意义。甘露糖

结合凝集素 2（mannose-binding lectin 2, LMAN2）是

一种Ⅰ型穿膜凝集素，其在囊泡运输中起关键作用，

参与蛋白质代谢、高尔基体运输和蛋白质后续修饰

等生物学过程[5]。LMAN2 在多种类型肿瘤中高表

达，是卵巢癌化疗的生物标志物之一[6] ，然而目前

LMAN2在乳腺癌中的作用及其机制尚未明了。本

研究通过数据库数据分析发现，LMAN2在HR阳性

乳腺癌组织中呈高表达且与患者预后相关，进一步

通过体外细胞实验观察 LMAN2 对 ER+/PR+乳腺癌

MCF-7细胞增殖和迁移的影响并探讨其可能的分子

机制，旨在为 HR 阳性乳腺癌治疗提供新的作用

靶点。

1  材料与方法

1.1  数据收集

通过 TCGA 数据库（http://ualcan. path. uab. edu/

analysis. html）和 Bc-GenExMiner 数 据 库（http://

bcgenex.ico.unicancer.fr）分析LMAN2在乳腺癌组织

和正常乳腺组织中的差异性表达。通过GEPIA数据

库（http://gepia.cancer-pku.cn/）和Kaplan-Meier Plotter

数据库（http://kmplot.com/analysis/）对 LMAN2 高表

达和低表达HR阳性患者的预后进行预测分析。

1.2  细胞及主要试剂

乳腺癌MCF-7细胞（ER+/PR+/HER-）购于上海生

命科学研究所，并经过 STR分型鉴定。MCF-7细胞

在含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基中，于 37 ℃、

5%CO2的培养箱中培养，每周传代2~3次。

RPMI 1640培养基、DMEM培养基、胎牛血清购

自 Gibco 公司，RNA 分离试剂盒（TRIzol）购自美国

Thermo Fisher Scientific 公司，逆转录试剂盒购自

Promega公司，SYBR Master Mix购自TaKaRa公司，

Lipofectamine RNAi MAX、Lipofectamine 3000 转染

试剂购自 Invitrogen 公司，Transwell 小室购自美国

Corning 公司，蛋白酶抑制剂购自 Pierce 公司，抗

LMAN2 抗体购自 ABclonal 公司，抗 p-AKT、AKT、

PTEN、P21抗体购自CST公司，HRP标记的抗兔二抗

购自 Abcam 公司，ECL 发光显色试剂盒购自翌圣

公司。

1.3  细胞转染及分组

取对数生长期的MCF-7细胞，接种于24孔板中，待

细胞汇合度达80%时，按照转染试剂说明书进行转染。

LMAN2 siRNA（si-LMAN2）和阴性对照 siRNA（si-NC）

序 列 ：si-LMAN2#1 为 5′-CAUCUCGGUGAUGGU 

GAACAA-3′ ，si-LMAN2#2 为 5′-GAACGAGUGGAA 

GAACUGCAU-3′ ；si-NC 为 5′-UUCUCCGAACGU 

GUCACGU-3′。通过使用Lipofectamine RNAi MAX转

染试剂，用LMAN2 siRNA转染细胞以敲低LMAN2；通

过使用Lipofectamine 3000，将pcDNA3.1-LMAN2过表

达质粒转染细胞以过表达LMAN2，空载体 pcDNA3.1

为阴性对照。实验分为 si-LMAN2#1 组、si-LMAN2#2

组、si-NC组、pc-LMAN2组和pc-NC组。

1.4  qPCR 法检测 MCF-7 细胞中 LMAN2 mRNA 的

表达水平

使用TRIzol从各组细胞中提取总RNA，并通过

逆转录试剂盒逆转录cDNA。采用SYBR Master Mix

进行实时荧光定量 PCR（qPCR）实验 ，以测定

LMAN2 mRNA表达水平。引物序列：LMAN2正向

引物为 5′-TTAAGCCCTACCAAGGGGTC-3′，反向引

物为 5′-GTACTGGCTCGTGAGCATAGT-3′；GAPDH

正向引物为 5′-TGACTTCAACAGCGACACCCA-3′，

反向引物为 5′-CACCCTGTTGCTGTAGCCAAA-3′。

LMAN mRNA 水平根据相同样品中的 GAPDH 

mRNA水平进行标准化。PCR反应条件：95 ℃ 3 min；

95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s，72℃ 30 s，共 40个循环。通过

2-ΔΔCt法计算LMAN mRNA的相对表达水平。

1.5  WB法检测MCF-7细胞中LMAN2及AKT通路

相关蛋白的表达水平

收集各组细胞，添加含蛋白酶抑制剂的RIPA裂
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解液后从细胞中提取总蛋白 ，然后用 Bio-Rad 

Bradford测定法测定蛋白质含量。将含有20 μg总蛋

白质的等分试样进行10%SDS-PAGE，将蛋白质条带

转移至硝酸纤维素膜上，室温下在含5%脱脂牛奶的

TBST中作用60 min。加入抗 LMAN2（稀释比例为

1∶500）、抗p-AKT（稀释比例为1∶1 500）、抗AKT（稀

释比例 1∶1 500）、抗PTEN（稀释比例为 1∶1 500）、抗

P21（稀释比例为 1∶1 500）和 β -actin（稀释比例为

1∶3 000）一抗，4 ℃下反应过夜。加入HRP标记抗兔

二抗（稀释比例为 1∶5 000）室温反应 2 h。采用ECL

进行显色。用Odessey CLx双色红外激光成像系统

分析蛋白质条带的灰度值。

1.6   CCK-8法检测MCF-7细胞的增殖能力

将转染 48 h后的各组 MCF-7细胞接种至 96孔

板中（100 μL/孔），贴壁 4 h后每孔加入 10 μL CCK-8

溶液，置于37 ℃、5%CO2的培养箱中反应1 h，使用酶

标仪测定波长450 nm处的光密度（D）值，连续记录

24、48、72和96 h的数据并绘制细胞生长曲线。

1.7  克隆形成实验检测MCF-7细胞的克隆形成能力

将各组MCF-7细胞接种于6孔板中（1×103个/孔），

37 ℃下培养，每3 d更换一次培养基，连续培养14 d后，

用磷酸盐缓冲液洗涤细胞3次，并用4%多聚甲醛溶液

固定30 min。每孔中加入500 μL的0.1%结晶紫溶液染

色20 min，在光学显微镜下观察，当细胞数超过50个时

即为1个细胞集落。计数克隆数并拍照。

1.8  Transwell实验检测MCF-7细胞的迁移能力

将胰蛋白酶消化的对数生长期的各组MCF7细胞用

无血清培养基重悬后，调整细胞密度至 8×105个/mL。

在Transwell上室中加入 200 μL细胞悬液，下室中加

入500 μL含10%FBS的RPMI 1640培养基，培养24 h

后，取出小室，PBS洗涤后，在4%多聚甲醛溶液中固

定15 min，在0.5%结晶紫染色液中染色10 min，于倒

置显微镜下计数穿膜细胞数并拍照。

1.9  统计学处理

以上主要实验均独立重复3次。采用SPSS 19.0软

件对实验数据进行统计学分析，以GraphPad Prism 8软

件绘制图。符合正态分布的计量数据以 x̄±s 表示，两组

间数据比较采用 t检验，多组间数据比较采用单因素方

差分析。以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2  结  果

2.1   LMAN2 mRNA在乳腺癌组织中呈高表达

TCGA和bc-GenExMiner数据库分析结果（图1）

显示，与正常乳腺组织比较，LMAN2 mRNA在乳腺

癌组织中的表达水平显著升高（P<0.001，图1A）。在

不同淋巴结转移状态的乳腺癌组织中表达水平差异

无统计学意义（P>0.05，图1B）；在不同分子亚型的乳

腺癌中，HR+、HER2+乳腺癌组织中LMAN2 mRNA表

达水平显著高于正常乳腺组织（均P<0.001，图 1C），

而在HR+、HER2+乳腺癌组织中LMAN2 mRNA表达

水平差异无统计学意义（P>0.05，图 1C）。以 ER 和

PR状态对乳腺癌组织进行分类，ER+/PR+和 ER+/PR-

的乳腺癌组织中 LMAN2 mRNA 表达显著高于

ER-/PR-乳腺癌组织（均P<0.001，图1D）。

A：LMAN2 mRNA在乳腺癌组织和正常乳腺组织中的表达水平；B：LMAN2 mRNA在正常乳腺组织和淋巴结转移状态不同的乳

腺癌组织中的表达水平；C：LMAN2 mRNA在正常乳腺组织和不同分子亚型乳腺癌组织中的表达水平；D：LMAN2 mRNA在不

同ER、PR状态乳腺癌组织中的表达水平。与正常乳腺组织或ER-/PR-组织比较，***P<0.001。

图1    TCGA和bc-GenExMiner数据库分析LMAN2 mRNA在乳腺癌组织中的表达水平
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2.2  LMAN2在乳腺癌中的预后作用

基于GEPIA和Kaplan-Meier Plotter数据库进行

生存曲线分析发现，与 LMAN2 低表达组比较，

LMAN2高表达组乳腺癌患者的 OS 率显著降低

（P<0.001，图2A）。高表达LMAN2组ER+/PR+乳腺癌

患者的 OS 短于低表达组，但差异无统计学意义

（P>0.05，图 2B）。LMAN2高表达组 ER+/PR+乳腺癌

患者的无复发生存期（recurrence-free survival，RFS）

显著短于低表达组患者（P<0.05，图2C）。

2.3  敲低LMAN2显著抑制MCF-7细胞的增殖能力

qPCR、WB 法检测结果（图 3A、3B）显示，与

si-NC组比较，si-LMAN2组MCF-7细胞LMAN2 mRNA

和蛋白表达水平均显著降低（均 P<0.001），表明转

染成功，可以进行后续功能试验。

CCK-8实验结果（图 3C）显示，与 si-NC 组比

较，si-LMAN2组 MCF-7 细胞的增殖能力显著降低

（P<0.01）。克隆形成实验检测结果（图 3D）显示，与

si-NC组比较，si-LMAN2组MCF-7细胞的克隆数量

显著减少（P<0.001）。结果表明，敲低LMAN2可抑

制乳腺癌MCF-7细胞的增殖能力。

A：GEPIA数据库中LMAN2低表达和高表达乳腺癌患者OS分析；B：Kaplan-Meier Plotter数据库中ER+/PR+乳腺癌患者OS分析；

C：Kaplan-Meier Plotter数据库中ER+/PR+乳腺癌患者RFS分析。

图2   LMAN2低表达和高表达患者的OS和RFS比较

A：qPCR法检测MCF-7细胞中LMAN2 mRNA敲低效果；B： WB法检测MCF-7细胞中LMAN2蛋白敲低效果；

C：CCK-8法检测敲低LMAN2对MCF-7细胞增殖能力的影响；D：克隆形成实验检测敲低LMAN2对MCF-7细胞克隆

形成能力的影响（结晶紫染色，×40）。与 si-NC组比较，**P<0.01、***P<0.001。

图3    敲低LMAN2对MCF-7细胞增殖能力的影响

2.4  过表达LMAN2增强MCF-7细胞的增殖能力

qPCR、WB 法检测结果（图 4A、4B）显示，与

pc-NC组比较，pc-LMAN2组MCF-7细胞的LMAN2 

mRNA和蛋白表达水平均显升高（均P<0.001），表明

转染成功，可以进行后续实验。

CCK-8实验结果（图4C）显示，过表达LMAN2组

MCF-7细胞的增殖能力显著增强（P<0.01）。克隆

形成实验结果（图 4D）显示，过表达LMAN2 组细胞

克隆形成数量显著增加（P<0.001）。结果表明，过

表达 LMAN2 可增强 MCF-7细胞的增殖能力。

2.5  敲低或过表达LMAN2对MCF-7细胞迁移的影响

Transwell 实验结果（图 5）显示 ，与 si-NC 或
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pc-NC比较，敲低LMAN2组细胞的迁移能力显著减

弱（P<0.001，图5A），过表达LMAN2组细胞的迁移能

力显著增强（P<0.001，图 5B）。结果表明，敲低

LMAN2可显著减弱MCF-7细胞的迁移能力，过表达

LMAN2可显著增强MCF-7细胞的迁移能力。

A：qPCR法检测MCF-7细胞中LMAN2 mRNA过表达效果；B：WB法检测MCF-7细胞中LMAN2蛋白过表达效果；C：CCK-8法检

测过表达LMAN2对MCF-7细胞增殖能力的影响；D：克隆形成实验检测过表达LMAN2对MCF-7细胞克隆形成能力的影响（结

晶紫染色，×40）。与pc-NC组比较，**P<0.01、***P<0.001。

图4    过表达LMAN2对MCF-7细胞增殖能力的影响

与 si-NC组或pc-NC比较，***P<0.001。

图5  Transwell实验检测敲低（A）或过表达（B）LMAN2对MCF-7细胞迁移的影响（结晶紫染色，×100）

2.6  敲低LMAN2对MCF-7细胞中AKT通路相关蛋

白表达的影响

AKT信号通路是调节肿瘤发生发展的重要途径

之一。WB实验结果（图6）显示，与pc-NC比较，敲低

LMAN2组MCF-7细胞的PTEN 和 P21 蛋白表达明

显增强（均 P<0.01）；而 p-AKT 蛋白水平显著下降

（P<0.01）。结果表明，敲低LMAN2能促进 PTEN和

P21的表达，抑制AKT通路。

3  讨  论

HR阳性乳腺癌是最常见的乳腺癌亚组分型，内

分泌治疗是该亚型乳腺癌重要的治疗手段之一[7]。

尽管内分泌治疗的不良反应较小，但很多患者会出

现耐药和复发情况，成为 HR 阳性乳腺癌的治疗瓶

颈[8-9]。因此，寻求新的治疗靶点至关重要。尽管近

年来对LMAN2在肿瘤中表达及功能的研究不断深
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入，然而，LMAN2在HR阳性乳腺癌中的表达水平、

预后及其功能尚未明确。

LMAN2可通过高尔基复合体调节外泌体蛋白

的装载和运输，并对蛋白质的后续修饰起重要作

用[10]。具体而言，LMAN2 基因可编码囊泡膜蛋白

VIP36。VIP36是一种在内质网和高尔基体之间循环

的细胞内凝集素，被认为是糖蛋白运输和分选的受

体。该受体参与从内质网输出折叠蛋白的过程，也

参与从高尔基体向内质网回收错误折叠蛋白的过

程[11]。肿瘤的发生发展与错误折叠蛋白的积累密切

相关。研究[6]表明，LMAN2可作为卵巢癌腹腔化疗

的生物标志物之一，与静脉化疗比较，接受腹腔化疗

的卵巢癌患者LMAN2的高表达与其无进展生存期

（progression free survival，PFS）有关。DAVALIEVA

等[12]通过检测80余种尿蛋白，筛选出包括LMAN2在

内的 20种具有足够灵敏性和特异性的蛋白，作为无

创检测早期前列腺癌的方法。ZHOU等[13]研究表明，

LMAN2在顺铂耐药胃癌患者组织中表达上调，影响

胃癌耐药的关键标志物miR-604的表达。口腔鳞状

细胞癌的高病死率与其难以早期诊断有关。CHU

等[14]通过鉴定唾液抗体，发现了由 LMAN2、PTGR1

等组成的抗体组合，可用于口腔鳞状细胞癌的早期

诊断。ZHANG 等[15] 通过生物信息学分析发现，

LMAN2 在乳腺癌组织中高表达，且与不良预后有

关。亚组分析表明，LMAN2的表达与HER2+乳腺癌

细胞的增殖和转移相关。然而，此项研究仅通过生

物信息学分析探索了LMAN2的表达与HER2+乳腺

癌的关系，未通过细胞学实验进行验证，对于其他亚

型乳腺癌的分析也较少。

与 si-NC组比较，**P<0.01。

图6    敲低LMAN2对MCF-7细胞PTEN、p-AKT和P21蛋白表达的影响

本研究结果表明，LMAN2在乳腺癌组织中的表

达水平显著高于正常乳腺组织；以ER和 PR状态对

乳腺癌组织进行分类，HR 阳性乳腺癌组织中

LMAN2表达水平显著高于 HR 阴性乳腺癌组织。

与低表达 LMAN2 组比较，高表达 LMAN2 组乳腺

癌 患 者 的 OS 显 著 降 低（P<0.001），与 ZHANG

等 [15]的研究结果一致。对于 HR 阳性亚组，高表

达 LMAN2 组乳腺癌患者的 OS 低于低表达组，但

差异无统计学意义（P>0.05）。高表达 LMAN2 组

HR 阳性乳腺癌患者的 RFS 显著低于低表达组患

者。细胞实验结果表明，敲低 LMAN2 可显著减

弱 MCF-7 细胞的增殖能力，而过表达LMAN2可增

强 MCF-7 细胞的增殖能力。Transwell 实验结果表

明，敲低LMAN2可抑制MCF-7细胞的迁移能力，而

过表达 LMAN2 可增强 MCF-7 细胞的迁移能力。

WB 实验结果显示，敲低 LMAN2 组 MCF-7 细胞的

PTEN和P21蛋白表达明显增强，而p-AKT蛋白表达

明显被抑制，说明LMAN2会影响经典的AKT信号

通路。在乳腺癌细胞中，AKT信号通路经常处于异

常激活状态，从而维持细胞活跃的增殖能力[16]，以此

通路为靶点的药物是乳腺癌治疗的研究热点[17-18]。

本研究中敲低LMAN2会抑制p-AKT蛋白的表达，从

而抑制MCF-7细胞的增殖能力。PTEN是一种具有

磷酸酶活性的抑癌基因，可通过PIP3脱磷酸途径干

扰PI3K/AKT通路[19]，PTEN的缺失与乳腺癌的发生、

分化和转移相关[20]。本研究中敲低 LMAN2会增强

PTEN的表达，进一步证实了LMAN2与AKT信号通

路的相关性。

综上所述，本研究发现LMAN2在乳腺癌组织，

特别是HR阳性乳腺癌组织中高表达，且与不良预后

有关。LMAN2在MCF-7细胞中的高表达与其恶性

生物学行为有关，敲低LMAN2可抑制MCF-7细胞的

增殖、迁移能力，其作用机制可能与AKT信号通路有

关。这些结果表明，LMAN2在HR阳性乳腺癌的发

生发展中发挥重要作用，为HR阳性乳腺癌的治疗提

供了新的靶点。然而，由于时间和实验条件的限制，

本研究没有进行高表达和敲低LMAN2在动物体内

的相关实验，后续将会进一步完善。
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