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乳腺癌中 CELF6的表达水平及其与预后的关系 *
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摘要 目的：研究 CELF6在乳腺癌组织与正常组织中的表达差异以及其在乳腺癌中的预后意义。方法：采用 GEPIA分析乳腺癌组

织与正常乳腺组织中 CELF6的表达差异，免疫组化检测乳腺癌组织 CELF6蛋白的表达。KM-plotter在线分析 TCGA数据库中

CELF6的表达差异与乳腺癌患者生存预后的关系，CCK8实验分析不同 CELF6表达水平对乳腺癌细胞生长增殖的影响。结果：

GEPIA在线软件分析结果显示乳腺癌 CELF6表达较与正常组织显著降低(P＜0.001)。免疫组化检测结果显示乳腺癌患者的乳腺

癌组织 CELF6的阳性表达显著低于癌旁的正常组织。KM-plotter在线分析的生存曲线显示 CELF6高表达的乳腺癌患者生存预

后显著优于低表达者(P＜0.001)。CCK8实验显示敲低乳腺癌细胞MDA-MB-231中 CELF6的表达，细胞增殖速度显著变快，而过

表达 CELF6的MDA-MB-231细胞的增殖速度减慢。结论：CELF6可能作为潜在的抑癌基因，在乳腺癌组织中低表达，与乳腺癌

患者预后不良有关。
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Expression and Prognostic Significance of CELF6 in the Breast Cancer*

To study the differential expression of CELF6 in breast cancer and normal tissues and its prognostic signifi-

cance in breast cancer. The expression of CELF6 in breast cancer tissues and normal breast tissues was analyzed by GEPIA.

The clinical samples of breast cancer were used to study the expression level of CELF6 protein in breast cancer tissues compared with

nomal tissues. KM-plotter was used to study the relationship between the expression of CELF6 and the prognosis survival of breast can-

cer patients. The effect of different CELF6 expression levels on the growth and proliferation of breast cancer cells was analyzed by CCK8

cell counting assay. GEPIA online software analysis showed that CELF6 expression was significantly lower in breast cancer than

in normal tissues (P<0.001). The results of immunohistochemistry showed that the positive expression of CELF6 in breast cancer tissues
was significantly lower than that in normal tissues adjacent to cancer. The survival curve of KM-plotter online analysis showed that the

survival prognosis of patients with high expression of CELF6 was significantly better than those with low expression (P<0.001). The
CCK8 assay showed that the expression of CELF6 in the breast cancer cell line MDA-MB-231 was knocked down, the cell proliferation

rate was significantly faster, and the proliferation rate of MDA-MB-231 cells overexpressing CELF6 was slowed down.

CELF6 may be a potential tumor suppressor gene, which is lowly expressed in breast cancer tissues and is associated with poor prognosis

in breast cancer patients.
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前言

乳腺癌发生率在全球女性恶性肿瘤中居首位[1]，目前主要

的治疗方法为外科手术治疗[2,18]，术后的辅助治疗手段包括放

疗[8]、化疗、内分泌治疗方案[7]以及分子靶向药物[9]治疗等。尽管

目前针对乳腺癌的诊断治疗手段在不断进步，乳腺癌的致死率

在全球范围内仍然很高，进一步提高乳腺癌的治疗和预后监测

手段很有必要。

CELF6 属于 RNA 结合蛋白 CELF 家族 [4,13]，此家族中

CELF1可促进癌细胞的增殖，而 CELF2可作为抑癌基因[10-12]，研
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究表明这两个基因参与众多的细胞生命活动。而针对这个家族

中的其他成员 CELF3~6 的研究很少 [4,5]。目前的研究表明

CELF6主要在胚胎的神经系统表达，与神经系统的相关功能有

关 [3,6]，其在精巢和肾脏中也有表达 [19,20]。本研究主要分析了

CELF6在乳腺癌组织与正常组织中的表达差异以及其在乳腺

癌预后预测中的意义。

1 材料与方法

1.1 材料

GEPIA (http://gepia.cancer-pku.cn/)；KM-plotter (http://km-

plot.com/analysis/)； 细 胞 MDA-MB-231 来 源 于 ATCC；

DMEM、opti-MEM、PBS、Trypsin 以及转染试剂 lip2000 和

lip3000 购买自 Invitrogen；pCDNA3.1-CELF6-His 由本实验构

建；CELF6 siRNA 购买于 Santa Cruz；胎牛血清 (fetal bovine

serum)购于 BIOWEST公司；CCK-8试剂购买自 MCE公司；免

疫组化芯片购于上海芯超生物公司。

1.2 方法

1.2.1 CCK-8 细 胞 实 验 使 用 0.25% Trypsin 消 化

MDA-MB-231细胞，加入含有 10%FBS的培养基终止消化，将

细胞种板于 96孔板中 5000细胞 /孔。24 h后去除孔中原有的

培养基，加入 100 滋L新鲜培养基和 10 滋L的 CCK-8试剂混

匀，培养箱培养 2 h后，测 450 nm处吸光值。

1.2.2 转染 将 MDA-MB-231细胞用 Trypsin消化后种板于

六孔板 40万 /孔，待其贴壁。将 lip3000对应用 opti-MEM稀

释，再将 lip3000和质粒混合均匀，静置，加入同体积的基础培

养基混合后加入六孔板中培养细胞，6小时后换液。

1.2.3 免疫组化 将石蜡切片置于烘箱中 2小时，烘片脱蜡，

PBS冲洗三次，滴加浓度为 3%的 H2O2，室温孵育 10 min，PBS

冲洗三次，吸去 PBS，5%BSA封闭 1 小时，去除封闭液，滴加

CELF6抗体(用 3%BSA 1:1000稀释)，4℃孵育过夜，PBST洗三

次，滴加带有生物素标记的二抗，孵育 30min，PBST洗三次，显色。

1.3 统计学分析

本文中统计免疫组化结果以及制作细胞生长曲线使用的

软件为 GraphPad Prism 8.0.1，包括分析乳腺癌以及正常组织中

CELF6的表达差异，使用的检验标准为 t检验，生存曲线使用

的是 Log-Rank检验模型，以 P＜0.05为差异有统计学生有意义。

2 结果

2.1 多种癌症组织中 CELF6 mRNA的表达低于正常组织

采用在线分析软件 GEPIA 分析不同癌症组织中 CELF6

的 mRNA水平。如图 1所示，在大多数癌症组织中，CELF6的

mRNA表达水平低于正常组织。只有在少数种类的肿瘤组织，

如胆管癌(Cholangiocarcinoma，CHOL)、急性髓细胞白血病(A-

cute Myeloid Leukemia，LAML)、嗜络细胞瘤与副交感神经瘤

(Pheochromocytoma and Paraganglioma，PCPG)等组织中 CELF6

的 mRNA呈高表达。基于 TCGA数据库分析腺浸润性导管癌

(Breast Cancer, BRCA)数据，数据样本包括 1085例乳腺浸润性

导管癌组织样本以及 291例正常的组织样本，结果表明 CELF6

在癌组织中 mRNA的水平明显低于正常组织(P＜0.01)。

2.2 乳腺癌组织中 CELF6蛋白呈低表达

以公司购买的乳腺癌组织以及相应的正常癌旁组织为样

本进行免疫组化实验，如图 2所示，细胞中染色为淡化色到深

褐色为染色阳性的细胞，乳腺癌组织中 CELF6蛋白在的染色

程度低于正常癌旁组织中的染色程度，说明 CELF6蛋白在乳

腺癌组织中的表达水平低于癌旁组织中的表达。

2.3 CELF6的表达水平与乳腺癌患者生存预后的关系

利用在线分析网站 KM-plotter对乳腺癌患者的五年生存

率进行 Kaplan-Meier分析。采用中位数分组法将乳腺癌总生存

率数据样本分为 CELF6高表达样本组 (n=714) 以及低表达组

(n=714)。如图 2所示，CELF6高表达组的五年生存率显著低于

低表达组。采用中位数分组法将乳腺癌无复发生存率样本分为

CELF6 高表达组(n=1674)和低表达组(n=1492)，如图 3 所示，

CELF6高表达组的五年生存率显著低于低表达组。以上结果提

示 CELF6的表达差异对乳腺癌患者的生存预后有显著影响，

CELF6高表达的乳腺癌患者的生存预后情况较好。

2.4 CELF6的表达对乳腺癌细胞MDA-MB231生长增殖的影响

分别转染质粒 pCDNA3.1-CELF6-His质粒以及特异性靶

向 CELF6 mRNA序列的 siRNA进入 MDA-MB231，使得细胞

中 CELF6的表达量升高或者降低。如图 4所示，转染 CELF6

靶向的 siRNA细胞在转染后的第三天以及第四天的细胞数量

显著多余对照组(P＜0.001)，而 CELF6过表达的细胞同样在转

染后第三天以及第四天的细胞数量显著少于转染空载的对照

组细胞(P＜0.001)。以上结果说明在乳腺癌细胞MDA-MB231

中，CELF6过表达会抑制细胞的增殖，而敲低 CELF6会促进细

胞的生长增殖。

3 讨论

CELF家族蛋白在肿瘤形成过程中起到的作用并不相同。

既往研究表明 CELF1是一个肿瘤促进因子，而 CELF2是一个

潜在的肿瘤抑制因子[21]。本实验通过对 TCGA的 RNA-seq数

据中乳腺癌样本进行分析，同时结合乳腺癌患者的临床样本的

免疫组化结果，发现 CELF6在 mRNA以及蛋白水平在乳腺癌

中表达量明显低于正常组织，提示 CELF6在乳腺癌中可能发

挥着抑癌作用。而 Kaplan-Meier生存曲线表明 CELF6高表达

的乳腺癌患者预后更好。细胞增殖实验表明 CELF6高表达乳

腺癌细胞的增殖受到了抑制，而下调 CELF6的表达会促进乳

腺癌细胞的增殖。因此，CELF6可能通过参与乳腺细胞内生长

增殖的细胞通路影响乳腺癌的发生发展。

RNA结合蛋白通过与 mRNA 结合参与蛋白的转录后加

工过程，从而对蛋白的表达进行调控[16,21]。目前研究表明 RNA

结合蛋白参与调控乳腺癌的发生发展过程[29,30]。例如，RNA结

合蛋白 HuR (human antigen R)通过转录后调控 PDGFC血小板

衍生生长因子 C，其具体作用机制为 HuR与 PDGFC mRNA的

3'UTR区域结合，上调 PDGFC，进而而影响乳腺癌细胞的增殖

转移[22]。乳腺癌中重要的诊断以及预后指标 ER琢的表达水平
受到 RNA结合蛋白 RNPC1调节[24]，且 RNPC1在乳腺癌作为

一个肿瘤抑制因子，通过与 ER琢 mRNA 的 3' UTR区域结合，

增强 mRNA的稳定性[25]。CELF6结构中含有三个 RNA识别基

序(RNA recognize motif，RRM)[4]。目前关于 CELF6的研究主要

集中在 CELF6对神经系统功能的影响 [27,28]。例如，在小鼠中
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Celf6的缺失将导致小鼠出现自闭症障碍的表型，以及人类的

自闭症障碍疾病与 CELF6的表达有关[26]。而关于 CELF6在肿

瘤中的研究很少。本研究结果表明 CELF6的表达能影响肿瘤

细胞的生长增殖，很有可能是通过结合相应蛋白的 mRNA从

而参与相应蛋白的转录后调控。后续若近一步研究 CELF6抑

制乳腺肿瘤细胞的机理，可进行 RIP (RNA Immunoprecipita-

tion) RNA结合蛋白免疫沉淀实验[15]，将 RNA结合蛋白 CELF6

在细胞中结合的 mRNA沉淀，RNAseq检测出 CELF6结合的

RNA具体序列，为 CELF6参与调控的细胞信号通路提供参

考，进一步揭示在乳腺癌中的抑癌机制。

图 1 乳腺癌样本与正常组织样本中 CELF6的 mRNA表达差异

Fig.1 The expression of CELF6 mRNA in the BRCA samples and paired normal samples

图 2 乳腺癌组织中 CELF6蛋白表达低于正常组织

Fig.2 The expression of CELF6 in the breast cancer tissues and normal breast tissues
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图 3 CELF6表达与乳腺癌患者生存预后之间的关系

Fig.3 The relationship between CELF6 expression and the prognosis of breast cancer patient

图 4 过表达和敲低 CELF6的表达对MDA-MB231细胞增殖的影响

Fig.4 The effect CELF6 overexpression or knockdown on the proliferation of MDA-MB231 cells

Note: Data are expressed as x± SD, n=5. ***P<0.001

总之，本研究结果表明 CELF6除了目前已知的在神经系

统中发挥作用外，在乳腺在中是一个潜在的抑癌因子，推测其

可能的抑癌机制是通过与相关蛋白的 mRNA非编码区域结合

调控下游蛋白 mRNA的转录后加工过程。本文为研究乳腺癌

的发生发展机制研究提供了新的方向。
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