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癌睾丸抗原 TFDP3与乳腺癌上皮间质化（EMT）的相关性研究 *
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摘要 目的：本研究探讨了癌睾丸抗原 TFDP3与乳腺癌细胞上皮间质化（epithelial-mesenchymal transition, EMT）的关系。方法：本

研究中选取了乳腺癌细胞系（MCF-10A, MCF-7, SK-BR-3和 MDA-MB-231）作为研究对象，通过Western Blot的方法筛选获得了
TFDP3低水平表达的乳腺癌细胞株。进一步通过质粒转染的方式构建 TFDP3过表达的细胞系模型，观察 TFDP3在 EMT中的作
用。结果：TFDP3在 MCF-10A及 SK-BR-3中不表达,在间质化程度较高的 MDA-MB-231中高水平表达，而在上皮化程度较高的
MCF-7中的低水平表达。MCF-7中过表达 TFDP3后，上皮细胞标记分子 E-cadherin表达下调，而间质细胞标记分子 N-cadherin、
Snail、Twist及细胞骨架蛋白 Vimentin表达上调。结论：TFDP3可以促进乳腺癌细胞发生 EMT。
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Correlation Studies on Cancer-testis Antigen TFDP3 and
Epithelial-mesenchymal Transition in Breast Cancer*

To study the relationship between cancer testis antigen TFDP3 and epithelial- mesenchymal transition

(EMT) in breast cancer. In this study, the breast cancer cell lines (MCF-10A, MCF-7, SK-BR-3 and MDA-MB-231) were ana-

lyzed by Western Blot to obtain a TFDP3 positive strain with lower expression. Then, we established a TFDP3 over-expression cell line
by plasmid transfection, and observed the role of TFDP3 in EMT. TFDP3 was not detected in MCF-10A and SK-BR-3, but at a

relatively high level in MDA-MB-231 which exhibited as a mesenchymal cell line, and at a low level in MCF-7 which retains epithelial
characteristics. Once MCF-7 over-expressed TFDP3, the epithelial cell marker E-cadherin was down-regulated, and the mesenchymal cell

markers were up-regulated, including N-cadherin, Snail, Twist and cytoskeletal proteins Vimentin. TFDP3 might play an im-

portant role in promoting EMT in breast cancer cells.
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前言

癌 -睾丸抗原（cancer testis antigen, CTA）是一类特异性表

达在睾丸以及肿瘤组织中的肿瘤相关抗原。目前已发现 96个
CTA，分别由 15个基因家族和 31种基因编码。TFDP3是广泛
表达在多种肿瘤组织中的一种 CTA，与 TFDP1的氨基酸序列

高度同源，主要通过竞争性结合 E2F1来抑制细胞周期的进程，

同时也参与 E2F1通过 P53介导的细胞凋亡[1-3]。乳腺癌是 CTA

表达相当广泛的一类恶性肿瘤，多数 CTA的表达与患者病情

的恶化及不良预后相关，如 MAGE-A3、NY-ESO-1等，且乳腺

癌病人在病情的中晚期常出现淋巴结转移甚至远处转移，这些

都可能与癌 -睾丸抗原的表达及其功能相关[4]。乳腺癌的发生
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发展及转移多与上皮间质转化（EMT）密切相关[5]。EMT既可以

促进肿瘤细胞的浸润以及转移，还可以使肿瘤细胞逃逸某些因

素诱导的细胞凋亡。本研究主要探讨了 TFDP3在乳腺癌发生
EMT过程中的作用。

1 材料与方法

1.1 细胞培养

乳 腺 癌 细 胞 系 MDA-MB-231、SK-BR-3、MCF-10A 及

MCF-7均购自美国标准生物品收藏中心（ATCC）。各细胞系均

常规培养在合适的培养环境中：MDA-MB-231及 MCF-7的培

养基为含 10 %灭活胎牛血清、100 U·mL-1青霉素和 100 滋g·mL-1

链霉素的 DMEM，SK-BR-3的培养基为含 10 %灭活胎牛血清、

100 U·mL-1青霉素和 100 g·mL-1链霉素的 1640，MCF-10A的

培养基为含 5%马血清、表皮生长因子 20 ng·mL-1、氢化可的松

0.5 g·mL-1、霍乱毒素 100 ng·mL-1、胰岛素 10 滋g·mL-1 的

DMEM/F12(1:1)，置于饱和适度，二氧化碳浓度 5 %的 37 ℃恒
温孵箱中。

1.2 脂质体转染质粒

将细胞调整到合适密度（约 2.0-3.0× 105）铺在六孔板中，

铺板 24小时后进行转染。同时转染 GFP质粒来检测转染效

率。将稀释好的 TFDP3、空白对照质粒及 GFP质粒分别与脂质
体混匀，室温下静置 20分钟后，加入到细胞中。转染 48小时后

收取转染有 GFP质粒的细胞，利用流式细胞仪来检测转染效

率。

1.3 Western blot检测目的蛋白表达情况

转染 48小时后收转染 TFDP3及空白质粒组细胞。经裂解

液裂解后，取 BCA法定量为 50 g的蛋白样品上样于 12%的
SDS-PAGE凝胶，恒压电泳后将蛋白恒流转于 PVDF膜上。封

闭完毕后将 PVDF膜置于稀释比例为 1:200的 TFDP3抗体中
4℃孵育过夜，经 TBST洗涤后，将膜置于稀释比例为 1:10000

的 licor-荧光二抗中室温孵育 1小时，经 TBST洗涤后，利用
Odyssey红外系统凝胶成像仪扫描蛋白印迹。已扫描过 TFDP3

的 PVDF膜以同样的步骤经洗涤后孵育茁-actin（稀释比例为 1:
1000）并成像。
1.4 总 RNA提取，逆转录及 Realtime PCR检测

转染 24 小时后，利用 TRIzol 试剂收取细胞并抽提总
RNA，经定量测定其浓度及纯度后，对总 RNA中的 mRNA 进

行逆转录，得到 cDNA。利用 Realtime PCR检测对照组及转染
TFDP3 质粒组细胞里 E-cadherin、N-cadherin、Snail、Twist 及
Vimentin等基因的表达情况，以 茁-actin为内参。Realtime PCR

反应体系为 20 L，反应条件为 95℃预变性 5 min，95℃变性 30 s，
60℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，共扩增 40个循环。定量方法选

择为相对定量，数据以 2-△△Ct法分析。每组实验重复三遍。实验

中使用的引物序列见表 1[6]。

表 1 Realtime PCR引物序列信息

Table 1 Primers used for Realtime PCR

Gene Sequence (5' to 3') Product Size (base pairs)

E-cadherin
Forward: CCCACCACGTACAAGGGTC

Reverse: CTGGGGTATTGGGGGCATC
94bp

N-cadherin
Forward: CAACTTGCCAGAAAACTCCAGG

Reverse: ATGAAACCGGGCTATCTGCTC
215bp

Snail
Forward: AATCGGAAGCCTAACTACAGCG

Reverse: GTCCCAGATGAGCATTGGCA
157bp

Twist
Forward: GTCCGCAGTCTTACGAGGAG

Reverse: GCTTGAGGGTCTGAATCTTGCT
156bp

Vimentin
Forward: CGCCAGATGCGTGAAATGG

Reverse: ACCAGAGGGAGTGAATCCAGA
278bp

茁-actin
Forward: CTCCATCCTGGCCTCGCTGT

Reverse: GCTGTCACCTTCACCGTTCC
250bp

2 结果

2.1 乳腺癌细胞系 TFDP3的表达情况
乳腺癌细胞系 MDA-MB-231、MCF-7 中均有一定程度的

TFDP3的表达，且 MDA-MB-231 中表达量相对 MCF-7中较

高，而乳腺癌细胞系 SK-BR-3 及正常乳腺上皮细胞系
MCF-10A均不表达 TFDP3（图 1）。
2.2 TFDP3促进乳腺癌细胞 MCF-7发生 EMT

通过脂质体转染的方法，在 MCF-7细胞中转染 GFP质粒
48小时后，经流式仪检测发现，MCF-7 的转染效率可以达到
83.8%（图 2.a）。进一步，我们构建了 TFDP3的质粒，并通过转

染的方法在MCF-7中过表达 TFDP3，结果发现，经过质粒转染

后的MCF-7高水平表达 TFDP3蛋白（图 2.b）。在此基础上，我

们通过 Realtime PCR 的方法，检测了几种在上皮细胞发生
EMT过程中的分子标记物，结果表明，上皮标记物分子 E-cad-

herin出现表达下调，间质标记物分子 N-cadherin、Snail、Twist

及细胞骨架蛋白 Vimentin 表达上调，提示过表达 TFDP3 的
MCF-7发生了 EMT（图 3.a和 3.b）。

图 1 TFDP3在细胞系及睾丸组织中的表达情况

Fig.1 Expression of TFDP3 in cancer cells and testis tissue
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3 讨论

乳腺癌中 CTA表达种类比较广泛，80%以上的乳腺癌标
本中都表达至少一种 CTA，超过半数表达两种甚至多种。乳腺

癌中 CTA的表达情况与乳腺癌的恶性程度及预后密切相关。
研究发现，MAGE家族及 NY-ESO-1的表达可能与乳腺癌的分
子分型相关，如三阴型乳腺癌肿瘤组织多表达 NY-ESO-1，其
预后较差，且生存期较短[7]。TFDP3在正常组织中仅在胰腺及
睾丸组织中有表达，在肿瘤组织中的表达多集中在原发性肝癌

及前列腺癌等，有研究表明 TFDP3在乳腺癌中也有一定表达[8]。

本研究选取了几种常见乳腺癌细胞系来筛选出表达 TFDP3的
细胞系，发现在细胞系 MDA-MB-231及 MCF-7中 TFDP3有
表达，且表达量不一。TFDP3在 MDA-MB-231中的表达明显高
于 MCF-7，而 MDA-MB-231间质特性明显，侵袭性强，MCF-7

上皮特性明显，侵袭性弱，这提示 TFDP3与 EMT可能存在相
关性。目前对于 TFDP3的研究基本集中在细胞增殖及凋亡方
面，TFDP3阻断周期进程及抑制 E2F1诱导 P53通路介导的凋
亡主要是通过竞争性结合 E2F1实现。同时又有研究表明，在转

移性肿瘤中，多数样本中有 E2F1的表达上调，而 E2F1的上调

同时也会使 TFDP3出现表达上调，因此 E2F1与 TFDP3的高

表达均可能与肿瘤转移相关[8]。

肿瘤转移是一个集合局部形成肿瘤微环境，肿瘤细胞获得

强侵袭力并异位定植进而恶性增殖的复杂过程，而 EMT在肿

瘤转移过程中起着重要作用。EMT程序多由 TGF-茁、经典及非
经典Wnt三条信号通路协同作用诱导激活，之后以自分泌的方

式维持最终的间质细胞状态[9,10]。E-cadherin，属 I型钙粘素家

族，其跨膜结构的胞外段之间相互形成连接，胞内段与肌动蛋

白相连，使细胞间形成稳定接触，对上皮表型的维持很重要[11]。

EMT过程中的多条通路最终都可通过下调 E-cadherin来使上
皮细胞逐渐失去其固有的上皮特征，随之而来的钙黏连蛋白转

换诱导 N-cadherin等非上皮性钙粘蛋白产生则增强了乳腺癌

的侵袭转移能力。同时 E-钙粘蛋白的缺失还可激活Wnt信号

通路及其他 EMT相关通路，通过反馈促进 EMT的发展[12]。作

为间质细胞的一种重要标记物，Vimentin在维持间质特征中发
挥重要作用，Vimentin的上调表达是 EMT晚期的重要事件[13]。

本研究中选择使用 Realtime PCR 方法检测的分子标记物中，
E-cadherin、N-cadherin 及 Vimentin 分别在上皮及间质标记方

面提示过表达 TFDP3 的 MCF-7 细胞可能发生了 EMT，而
Twist、Snail等 EMT相关转录因子的上调也在其他研究中被证

实会促进肿瘤细胞上皮性标记物下调及间质表型的获得，并导

致较差临床预后[14-17]，如 Snail上调与乳腺浸润性导管癌低分化、

淋巴结转移相关，而 Twist高表达多发生在侵袭性小叶癌。本

研究中探讨了 TFDP3高表达对 EMT的发生发展有促进作用，

提示 TFDP3在促进肿瘤转移方面有着潜在功能。
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图 2 TFDP3过表达模型的构建

Fig. 2 The establishing of TFDP3 over-expression model and the

expression of EMT marker genes

注：（a）GFP的转染效率（b）Western blot分析对照组及模型组中

TFDP3表达 茁-actin为内参。

Note: (a) Transfection efficiency of GFP plasmid. (b) Western blot analysis

of TFDP3 in control group and model group. 茁-actin was analyzed for

normalization.

图 3 MCF-7过表达 TFDP3后 EMT分子标记物的表达 Realtime PCR

(a)和半定量 PCR (b)方法检测MCF-7细胞过表达 TFDP3后 EMT相

关分子标记物的表达变化 茁-actin扩增为内参基因扩增。误差线取自

三次独立实验的标准差

Fig.3 MCF-7 cells were transduced with a plasmid over-expressing

TFDP3 and expression of EMT marker genes was measured by

quantitative PCR (a) or semiquantitative RT-PCR (b). 茁-actin was

amplified for normalization. Error bars represent the SD from three

independent experiments
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