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[摘 要] 目的：研究纤维连接蛋白Ⅲ型域包含蛋白10（FNDC10）对乳腺癌细胞增殖、迁移和侵袭等能力的影响，并初步探讨其

作用机制。方法：采用TCGA数据库分析FNDC10在乳腺癌组织中表达情况。通过qPCR检测FNDC10在正常永生化乳腺细胞

（MCF-10A）和乳腺癌细胞（MCF-7、MDA-MB-231、BT549、MDA-MB-468、HCC1806和HCC1937）中的表达水平。选取MCF-7和

MDA-MB-231细胞转染FNDC10 siRNA或对照 siRNA后进行功能实验：CCK-8实验检测FNDC10对乳腺癌细胞增殖的影响，集

落形成实验检测对乳腺癌细胞集落形成能力的影响，Transwell实验检测其对乳腺癌细胞迁移和侵袭能力的影响，WB法检测转

移相关分子和细胞信号通路在蛋白水平的变化。结果：FNDC10在乳腺癌组织中的表达水平明显高于正常组织（P<0.01），

FNDC10在乳腺癌细胞MCF-7和MDA-MB-231内表达水平高于正常乳腺细胞（P<0.01或P<0.05）。敲低FNDC10表达抑制了乳

腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭（P<0.01或P<0.05）。机制研究表明，干扰FNDC10表达抑制了乳腺癌细胞中STAT3的活化（P<0.01

或P<0.05），促进了细胞EMT标志物E-cadherin的表达（P<0.05），抑制了EMT进程。结论：FNDC10通过增强STAT3信号通路活

化促进乳腺癌细胞增殖和EMT进程，从而促进乳腺癌恶性进展。
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cells by enhancing STAT3 activation
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[Abstract] Objective: To investigate the effects of fibronectin Ⅲ domain containing protein 10 (FNDC10) on the proliferation, migration

and invasion of breast cancer cells, and to primarily explore the mechanism. Methods: TCGA database was used to analyze the expression

of FNDC10 in breast cancer tissues. The mRNA level of FNDC10 in normal immortalized breast cells (MCF-10A) and breast cancer cells

(MCF-7, MDA-MB-231, BT549, MDA-MB-468, HCC1806, HCC1937) was detected by qPCR. MCF-7 and MDA-MB-231 cells were

transfected with FNDC10 siRNA or NC-siRNA for functional experiments. CCK-8 assay was used to detect the effect of FNDC10 on the

proliferation of breast cancer cells. Colony forming assay was used to detect the colony forming ability of breast cancer cells. Transwell assay

was used to detect the effect of FNDC10 on migration and invasion of breast cancer cells. WB was used to detect the changes of metastasis

related molecules and cell signaling pathways at protein level. Results:The expression of FNDC10 in breast cancer tissues was significantly

higher than that in normal tissues (P<0.01), and the expression level of FNDC10 in breast cancer MCF-7 and MDA-MB-231 cells was higher

than that in normal breast cells (P<0.01 or P<0.05). Knocking down FNDC10 expression inhibited the proliferation, migration and invasion

of breast cancer cells (P<0.01 or P<0.05). The mechanism study showed that knockdown of FNDC10 expression inhibited STAT3 activation

in breast cancer cells (P<0.01 or P<0.05), and enhanced the expression of EMT maker E-cadherin (P<0.05), leading to the suppression of

EMT progression. Conclusion: FNDC10 promotes proliferation and EMT of breast cancer cells through activating STAT3 signaling pathway,

thereby promoting the malignant progression of breast cancer.
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乳腺癌已成为中国女性发病率最高、病死率位

居第五的恶性肿瘤[1-2]。近年来，虽然针对乳腺癌治

疗进行了大量的研究，包括早期诊断、手术切除、靶

向治疗和联合治疗等，但中晚期乳腺癌患者5年生存

率仍然低于30%，其中三阴性乳腺癌患者5年生存率

低于 15%[3-7]。缺乏有效治疗靶点和高转移性是临床

上乳腺癌治疗面临的关键问题。乳腺癌中癌基因的

异常高表达是导致肿瘤转移的重要因素，因此，阐明

乳腺癌转移机制、发掘潜在的新靶点是乳腺癌靶向

治疗的有效策略。纤维连接蛋白Ⅲ型结构域蛋白

（fibronectin Ⅲ domain containing protein，FNDC）在

组织发育和细胞代谢调节中发挥多种功能[8]，已有研

究[9-12]发现，FNDC蛋白家族成员参与肿瘤恶性进展。

而 FNDC10，也称为C1orf233，目前尚少见关于该基

因功能的文献报道。本研究检测FNDC10在乳腺癌

组织和细胞中的表达水平，研究FNDC10在乳腺癌细

胞生长和转移中的作用，并探讨其作用机制，以期为

乳腺癌早期诊断和靶向治疗提供潜在靶点。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

正常永生化乳腺细胞 MCF-10A 和乳腺癌细胞

（MCF-7、MDA-MB-231、HCC1806、HCC1937）均购

自上海富衡生物有限公司，乳腺癌细胞 BT549 和

MDA-MB-468 由苏州大学唐仲英医学研究院周

泉生课题组馈赠。 DMEM、RPMI 1640 基础培养

基、Opti-MEM培养基和胎牛血清均购自Gibco公司，

MCF-10A 细胞专用培养基购自普诺赛公司，PBS、

0.25% 胰蛋白酶（含 0.02% EDTA）细胞消化液购自

Bio Basic Inc 公司，TRIzol 试剂、DEPC 水均购自

Invitrogen 公 司 ，Polyplus 逆 转 录 试 剂 盒 购 自

TOYOBO公司，qPCR试剂盒购自南京诺唯赞公司，

CCK-8试剂盒购自Biolite Biotech公司，ECL显色试

剂盒购自优宁维公司，二甲基亚砜购自Sigma公司，

Transwell 小室购自 Millipore 公司，FNDC10-siRNA

由吉玛基因公司合成，qPCR引物由苏州鸿迅生物公

司合成，抗 E-cadherin、N-cadherin、vimentin、p-JNK、

JNK、p-p38、p38、p-STAT3、STAT3、β -actin 单抗（一

抗）和HRP标记的羊抗鼠或羊抗兔二抗均购自Cell

Signaling Technology公司。

1.2 TCGA数据库分析FNDC10在乳腺癌组织中表达

在 GEPIA 网站中查找基因 FNDC10/C1orf233，

在Expression DIY栏中导入乳腺癌，下载FNDC10在

乳腺癌中的mRNA数据，用Notepad软件打开数据文

件，将FNDC10在正常组织和乳腺癌组织中的mRNA

数据导入Excel软件，用550减去Cy值，计算FNDC10

在正常组织和乳腺癌组织中的平均表达值，采用

Graphpad软件作图并进行统计分析。

1.3 细胞培养

人乳腺细胞MCF-10A使用MCF-10A专用培养基，

人乳腺癌细胞 MCF-7、MDA-MB-231、HCC1806 和

HCC1937均使用含10%胎牛血清、100 U/mL青霉素和

100 μg/mL链霉素的RPMI 1640完全培养基，人乳腺癌

细胞BT549 和 MDA-MB-468 使用含 10%胎牛血清、

100 U/mL青霉素和100 μg/mL链霉素的DMEM培养基，

在含5%CO2的37 ℃恒温培养箱中培养。

1.4 乳腺癌细胞转染 siRNA

取对数生长期的乳腺癌细胞，消化、计数，以1.5×

105 个/孔接种于 6 孔板 ，生长过夜。细胞分为

FNDC10 siRNA 组 和 Ctrl siRNA 组 ，将 FNDC10

siRNA 或 Ctrl siRNA 与 INTERFERin 依次加入 opti-

MEM中混匀，静置10 min后转染乳腺癌细胞，48 h后

收取细胞，qPCR鉴定干扰效率。

1.5 细胞RNA提取与逆转录

收集待检测细胞，取 5×105个细胞用 500 μL 的

TRIzol裂解，加入100 μL氯仿充分混匀后12 000 rpm

离心10 min，吸取上层清液，加入等体积异丙醇混匀，

12 000 rpm 离心 10 min，倒掉上层清液，以 750 μL

DEPC水配制的 95%乙醇洗涤沉淀，10 000 rpm离心

8 min，倒掉上层清液，晾干沉淀，加入20 μL的DEPC

水溶解沉淀，测总RNA浓度。吸取 2 μg总RNA，用

反转录试剂盒逆转录获得cDNA。

1.6 qPCR检测乳腺癌细胞中FNDC10 mRNA表达

以 cDNA为模板，通过qPCR检测细胞内 FNDC10

的表达水平，反应程序：95 ℃预变性 10 min；95 ℃变

性10 s，60 ℃退火10 s，72 ℃延伸20 s，共50个循环。

以 0.5ΔΔCt计算FNDC10的表达水平。qPCR引物序列

见表1。

表1 qPCR引物序列

基因

β-actin

FNDC10

引物序列（5’-3’）

R：CACCATTGGCAATGAGCGGTTCC

F：GTAGTTTCGTGGATGCCACAGG

R：CACTTTGGCATCATCACACGCC

F：CTATAAAGGCCTGCGGAGAGCG
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1.7 CCK-8法检测干扰FNDC10表达对乳腺癌细胞

增殖能力的影响

乳腺癌细胞转染FNDC10 siRNA 48 h后，细胞消

化、计数，稀释至1×104个/mL，以200 μL/孔接种在96

孔板中，每组设置 6个复孔，以 200 μL完全培养基作

为空白对照。分别在 24、48和 72 h后加入CCK-8工

作液，检测在450 nm波长下培养孔的光密度（D）值，

绘制生长曲线。

1.8 平板克隆实验检测干扰FNDC10表达对乳腺癌

细胞集落形成能力的影响

乳腺癌细胞转染 FNDC10 siRNA或对照 siRNA

48 h后，以 2×103个细胞/孔接种在 6孔板内，细胞在

37 ℃恒温培养箱内培养 2周，吸弃上清，PBS洗涤 2

次，用瑞姬氏染液对细胞染色，风干后显微镜下拍

照，统计50个细胞以上的集落数。每组实验重复3次。

1.9 Transwell实验检测干扰FNDC10表达对乳腺癌

细胞迁移与侵袭能力的影响

细胞转染FNDC10 siRNA或对照 siRNA 48 h后消

化离心，用无血清培养基稀释至2.5×105个/mL，取200 μL

细胞悬液加入Transwell小室内，小室外孔加入600 μL

完全培养基，置于培养箱内培养24 h。吸弃小室内培养

基，用棉棒轻轻擦拭掉小室内细胞，PBS洗涤2遍，用瑞

氏-吉姆萨染液进行染色，风干后在显微镜下观察穿膜

细胞并拍照，统计迁移细胞数。

将 Transwell 小 室 加 入 稀 释 过 的 人 工 基 膜

（matrigel）预处理 15 min后进行侵袭实验，后续操作

方法同迁移实验。每组实验重复3次。

1.10 WB法检测干扰FNDC10表达对乳腺癌细胞中

EMT相关蛋白表达的影响

乳腺癌细胞转染 FNDC10 siRNA或对照 siRNA

48 h后消化计数，取 1×106 个细胞，PBS洗涤2遍，配

制SDS蛋白裂解液（以1 mL计）：ddH2O 770 μL、5×SDS

样品缓冲液 200 μL、蛋白酶抑制剂 10 μL、1 mol/L

DTT 10 μL、100 mmol/L PMSF 10 μL。向每个样品中

加入100 μL裂解液并迅速吹打混匀。每个样品超声

60 s，95 ℃金属浴加热 5 min。进行 10% SDS-PAGE

后将蛋白条带转移到硝酸纤维膜上，5% 脱脂牛奶封

闭 1 h。用稀释过的一抗 4 ℃处理过夜，次日吸弃一

抗，TBST洗涤 3次，室温下加入对应的HRP标记的

二抗并放置 1 h，吸弃二抗并用TBST洗涤 3次，滴加

ECL化学发光液后在Tanon化学发光仪中拍照，并用

ImageJ进行灰度分析。

1.11 统计学处理

所有实验独立重复3次，符合正态分布的计量数

据以 x̄±s 表示，对WB分析中电泳图片的灰度扫描数

据用Excel进行整理，并用SPSS16.0软件进行单因素

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 FNDC10在乳腺癌细胞中呈高表达

为了研究乳腺癌中 FNDC10 的表达情况，在

TCGA 数据库中检索了乳腺癌组织中 FNDC10

mRNA的表达数据，通过分析发现，FNDC10在乳腺

癌组织（n=1 085）中的表达比正常组织（n=291）高4.8

倍（图1A，P<0.01），提示FNDC10在乳腺癌发生发展

中起重要作用。

qPCR 检测 FNDC10 在乳腺癌细胞中的表达情

况，结果（图 1B）显示 ，FNDC10 在乳腺癌细胞

MCF-7、MDA-MB-231和BT549中呈高表达（P<0.05

或 P<0.01）。 因 此 ，后 续 实 验 选 用 MCF-7 和

MDA-MB-231细胞进行 siRNA转染和机制研究。

与正常组织或MCF-10A细胞相比，*P<0.05，**P<0.01

A：FNDC10 mRNA在乳腺癌组织和正常组织中的表达；B：FNDC10 mRNA在乳腺癌细胞和MCF-10A细胞中的表达

图1 FNDC10在乳腺癌组织和细胞中的表达
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2.2 敲低FNDC10表达抑制乳腺癌细胞增殖

使用FNDC10 siRNA转染乳腺癌细胞后检测干

扰效率，结果（图2A、B）显示，与Ctrl siRNA相比，2条

siRNA均能有效抑制MCF-7和MDA-MB-231细胞中

FNDC10 的表达（P<0.01）。CCK-8 实验检测敲低

FNDC10后对乳腺癌细胞增殖的影响，结果（图 2C、

D）显 示 ，敲 低 MCF-7 和 MDA-MB-231 细 胞 中

FNDC10表达后，细胞增殖能力明显降低（P<0.05或

P<0.01）。通过平板克隆实验检测乳腺癌细胞的集落

形成能力，结果显示，与对照组相比，敲低MCF-7细

胞（图 2E、F，P<0.01）和 MDA-MB-231（图 2G、H，P<

0.01）中 FNDC10 表达后细胞集落形成能力明显减

弱。以上结果显示，敲低FNDC10表达能够明显抑制

乳腺癌细胞的增殖能力。

与Ctrl siRNA组相比，*P<0.05，**P<0.01

A，B：qPCR法检测转染FNDC10 siRNA后乳腺癌细胞中FNDC10 mRNA的表达；

C，D：CCK-8法检测细胞增殖；E-H：集落形成测定实验检测细胞集落形成活性

图2 敲低FNDC10表达对乳腺癌细胞增殖的影响

2.3 敲低FNDC10表达抑制乳腺癌细胞迁移和侵袭

Transwell 迁移实验结果（图 3A~D）显示，敲低

FNDC10表达后，乳腺癌细胞MCF-7和MDA-MB-231

的迁移能力均明显降低（P<0.05或P<0.01）。侵袭实验
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结果（图3E~H）表明，敲低 MCF-7和MDA-MB-231细

胞中FNDC10表达后，细胞侵袭能力明显降低（P<0.05

或P<0.01）。以上结果表明，敲低FNDC10表达能够明

显抑制乳腺癌细胞的迁移和侵袭能力。

与Ctrl siRNA组相比，*P<0.05，**P<0.01

图3 敲低FNDC10表达对乳腺癌细胞迁移（A-D）和侵袭（E-H）的影响（×200）

2.4 敲低FNDC10对乳腺癌细胞中EMT相关蛋白表

达的影响

敲低乳腺癌细胞中FNDC10表达后，通过WB检

测EMT相关标志物表达情况，结果（图4）显示，与对

照组相比，敲低FNDC10后乳腺癌细胞中E-cadherin

表达明显升高（P<0.01），而 Ncadherin 和 vimentin 的

表达降低。该结果说明敲低FNDC10抑制乳腺癌的

EMT。

2.5 敲低FNDC10表达抑制了乳腺癌细胞STAT3信

号活化

通过WB检测乳腺癌细胞中转移相关信号通路

变化，结果（图 5）表明，敲低乳腺癌细胞 MCF-7 和

MDA-MB-231 中 FNDC10 表达后，STAT3 的磷酸化

明显降低（P<0.05 或 P<0.01），而对 MAPK 和 NF-kB

细胞通路没有影响。以上结果表明，FNDC10 促进

STAT3信号通路的活化。

3 讨 论

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，发病率

逐年增高[2]。由于缺乏早期诊断技术，绝大多数乳腺

癌患者在确诊时已经处于中晚期。中晚期乳腺癌患

者极易发生癌细胞扩散，且不宜进行手术切除，因

此，疗效不佳。靶向治疗一直是包括乳腺癌在内的

多种癌症的有效治疗策略，但是由于癌细胞内基因
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突变率高，多数靶点特异性不足，导致目前已有的靶

向治疗获益率较低[13-14]。因此，需要寻找新的更具有

特异性的靶点来提高乳腺癌早期诊断率和治疗效

果。本研究发现，FNDC10在乳腺癌中高表达，并能

促进乳腺癌增殖和侵袭。因此，FNDC10可能成为乳

腺癌治疗的新的潜在靶点。

与Ctrl siRNA组相比，**P<0.01

图4 敲低FNDC10对乳腺癌细胞EMT相关标志物表达的影响

与Ctrl siRNA组相比，*P<0.05，**P<0.01

图5 敲低FNDC10抑制乳腺癌细胞STAT3信号通路

FNDC蛋白家族中多个成员已被发现与肿瘤发生

发展相关。FNDC1在胃癌中高表达且与胃癌预后不良

相关，并通过 Wnt/β-catenin 通路促进胃癌转移[15-16]。

FNDC3b高表达预示宫颈癌和肝癌预后不良，前者

通过内质网应激促进宫颈癌转移[17-18]。FNDC4通过

PI3K/Akt信号通路促进肝癌的侵袭和转移[19]。然而，尚

少见 FNDC10在肿瘤中作用的报道。本研究发现，

FNDC10能够促进乳腺癌细胞迁移和侵袭，提示FNDC10

在乳腺癌转移中发挥重要作用。

STAT3信号通路参与多种肿瘤细胞转移进程[20-22]。

STAT3作为经典的核转录因子，可通过不同基因促进肿

瘤进展，包括c-MYC，c-Jun，PLK-1，Pim1/2，Bcl2，VEGF，

bFGF和CTEN等[23]。因此，STAT3也成为抗癌研究的

热门靶点。本研究发现，敲低FNDC10表达能够有效抑

制STAT3的磷酸化和STAT3信号通路的激活，从而抑

制了乳腺癌细胞增殖，迁移和侵袭。进一步研究发

现，敲低乳腺癌细胞中 FNDC10促进了EMT标志物

E-cadherin表达。E-cadherin通过抑制EMT而减少肿瘤
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细胞转移[24]。因此推测，FNDC10通过增强STAT3信号

通路活化而促进乳腺癌恶性进展，但是STAT3上下游

调控机制仍需进一步阐明。

综上所述，本研究发现FNDC10在乳腺癌组织和

细胞中高表达，敲低 FNDC10可抑制乳腺癌细胞增

殖，迁移和侵袭，并初步揭示FNDC10通过STAT3信

号通路调控乳腺癌细胞恶性进展的新机制，为乳腺

癌临床治疗和诊断提供了新方法、新策略。
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