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Sec23a基因对人乳腺癌类肿瘤干细胞的

干性抑制作用研究
周仕霞  孙志卫  王健宇*  邢若曦*

(重庆医科大学生命科学研究院, 重庆 400016)

摘要      该文使用新型悬浮细胞连续培养法从人乳腺癌细胞MDA-MB-435中分离出类肿瘤干

细胞株(MDA-435-spheroid enrichment, MDA-435-SE), 并通过流式细胞术检测细胞表面标志物以及

裸鼠皮下成瘤实验, 对MDA-435-SE细胞的类肿瘤干细胞特性进行了验证。然后对MDA-435-SE细
胞进行慢病毒感染, 建立了稳定敲低Sec23a基因表达的细胞株MDA-435-SE-shSec23a和阴性对照

细胞株MDA-435-SE-LV3NC, 通过Cell Counting Kit-8增殖实验、96孔板单克隆成球实验和裸鼠皮

下成瘤实验探索Sec23a基因对乳腺癌类肿瘤干细胞MDA-435-SE的干性调控作用。在乳腺癌类肿

瘤干细胞MDA-435-SE中敲低Sec23a基因后, 细胞的增殖曲线和倍增时间并没有明显改变, 但细胞

的体外成球直径和单细胞克隆效率均显著增强。动物实验表明, Sec23a基因的敲低可以显著提高乳

腺癌类肿瘤干细胞MDA-435-SE的体内成瘤能力。该研究使用新型悬浮细胞连续培养的方法获得

来源于人乳腺癌的类肿瘤干细胞株, 并使用体内和体外干性相关实验验证了敲低Sec23a基因后, 可
以显著提高乳腺癌类肿瘤干细胞MDA-435-SE的干性, 对肿瘤干细胞的研究具有重要的参考意义。
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Sec23a Inhibits the Stemness of Human Breast Cancer Stem-Like Cells

Zhou Shixia, Sun Zhiwei, Wang Jianyu*, Xing Ruoxi*
(Life Sciences Institute, Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract       The MDA-435-spheroid enrichment (MDA-435-SE) cells were isolated from human breast 
cancer cell line MDA-MB-435 through continuous spheroid-enrichment cell culture. Then the MDA-435-SE-
shSec23a cell line in which the Sec23a was knocked down and the negative control cell line MDA-435-SE-LV3NC 
was established through lentivirus infection. Cell Counting Kit-8 proliferation assay, 96-wells plate single cell 
cloning assay and nude mice subcutaneous tumor formation assay were conducted to figure out the effects of Sec23a 
stable knockdown on the stemness of MDA-435-SE cells. The results showed that Sec23a stable knockdown did 
not affect the cell proliferation rate of MDA-435-SE cells, but significantly enhanced the single cell cloning ability 
and tumorigenic ability of MDA-435-SE cells in vivo. This study illustrates that the stable knockdown of Sec23a 
enhances the stemness of human breast cancer stem-like cells.
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乳腺癌是全世界女性最常见的癌症之一[1-3], 由
于其病因复杂以及对治疗反应差, 已成为全球性的

公共卫生问题[4-8]。最近的研究表明, 乳腺癌的转移、

耐药和复发与乳腺癌肿瘤干细胞有关[9-13]。肿瘤干
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细胞是存在于肿瘤组织中的一小部分具有干细胞性

质的, 具有无限增殖能力、自我更新能力和多向分

化潜能的细胞, 是形成不同分化程度肿瘤细胞和肿

瘤不断生长的根源[14-17]。因此, 研究肿瘤干细胞的

生物学特性及其干性调控对攻克肿瘤难题具有重要

意义。

肿瘤干细胞的自我更新机制一直是近年来的

研究热点, 除一些重要转录因子外, 微环境对肿瘤干

细胞的干性调控也愈发吸引人们的注意。分泌蛋白

是影响微环境的一类重要因素, 目前分泌蛋白对肿

瘤干细胞的影响研究多集中于血液系统。例如, 有
研究表明, 分泌蛋白S100A8可以在白血病细胞中通

过促进自噬增加耐药性[18-19]; 趋化因子CXCL家族在

淋巴瘤细胞中通过调控炎症反应增强免疫逃逸[20-21]; 
IL-6也可以通过作用于多能性造血干细胞提高慢性

髓性白血病的发生[22-23]。但是, 分泌蛋白在实体肿

瘤干细胞中对自我更新的调控机制仍没有被阐述明

确。为了探讨分泌蛋白对乳腺癌类干细胞的自我

更新的影响, 本研究从经典的蛋白质分泌途径着手, 
即从内质网–高尔基体–细胞膜途径进行研究。在

此途径中, Sec23a基因编码的SEC23A蛋白质是一

个重要的因子, 它是构成细胞内运输小泡衣壳蛋白

COPII(coat protein complex II)的重要成分[24-25], COPII
主要负责分泌蛋白从内质网到高尔基体的运输[26-27]。

当SEC23A蛋白质的合成减少时, COPII的形成受到

影响, 从而影响细胞的蛋白质分泌功能, 进一步影响

细胞生长的微环境。

本研究运用新型悬浮细胞连续培养法[28], 从人

乳腺癌细胞MDA-MB-435中分离出乳腺癌类肿瘤干

细胞MDA-435-SE, 并对其肿瘤干细胞特性进行了

验证。然后从微环境对肿瘤干细胞的干性调控出发, 
以影响肿瘤细胞微环境的运输蛋白质SEC23A为研

究对象, 结合体内和体外肿瘤干细胞干性标志实验, 
初步探索了Sec23a基因通过影响肿瘤细胞蛋白质分

泌功能、改变肿瘤细胞的生长微环境, 从而对肿瘤

干细胞的干性调控作用, 为肿瘤干细胞的干性机制

研究提供了重要参考。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   实验细胞      本研究所用人乳腺癌细胞MDA-
MB-435从美国标准培养物保藏所(American Type 

Culture Collection, ATCC)购买。乳腺癌细胞MDA-
MB-435用含10%胎牛血清、1%双抗和1%两性霉素

B的DMEM培养基, 于37 °C、5% CO2, 湿度为95%
的细胞培养箱内培养。乳腺癌细胞MDA-MB-435绝
大部分呈贴壁, 梭形分化, 克隆性聚集生长, 极少数

细胞悬浮生长, 悬浮生长的细胞多为单个细胞, 偶尔

可见两两成对细胞。

1.1.2   实验试剂与仪器      本研究所用胎牛血清购自

ExCell Bio公司; PBS、双抗、两性霉素B、DMEM
培养基均购自购自Gibco公司; Sec23a慢病毒载体

和LV3NC阴性对照载体由生工生物工程(上海)股
份有限公司提供, 该质粒由生工利用购自System 
Biosciences公司的干扰穿梭质粒进行改造而成。

SYBR染料法荧光定量PCR试剂盒购自日本TaKaRa
公司; 荧光定量PCR扩增引物由生工设计和合成; 
Trizol试剂购自Invitrogen公司; cDNA第一链合成试

剂盒购自日本TaKaRa公司。Western blot一抗购自

Abcam公司; 二抗购自武汉三鹰生物技术有限公司。

CCK-8(Cell Counting Kit-8)试剂盒购自日本同仁化

学研究所; Matrigel胶购于Invitrogen公司; 37 °C细胞

培养箱和荧光显微镜均购自Olympus公司; 荧光定量

PCR仪购自BD公司; 4 °C离心机购自ThermoFisher公
司。

1.1.3   实验动物   本研究所用BALB/cA-nu裸鼠由重

庆医科大学动物实验中心购于北京华阜康生物科技

股份有限公司, 且所有实验动物均通过中国医学科

学院医学实验动物研究所的质量检测。动物实验方

案经动物伦理委员会批准, 符合动物保护、动物福

利和伦理原则, 符合国家实验动物福利伦理的相关

规定。

1.2   方法

1.2.1   MDA-435-SE(MDA-435-spheroid enrichment)
细胞株的建立及培养      MDA-MB-435在含10%胎

牛血清、1%双抗和1%两性霉素B的DMEM培养基

中生长至细胞汇合度达80%时, 收集细胞培养液。

按照1 000 r/min的速度离心5 min, 弃上清。将离心

管中细胞沉淀重悬后全部接种于新的培养皿中, 继
续使用含10%胎牛血清、1%双抗和1%两性霉素B的
DMEM培养基进行细胞培养。待细胞增殖至较多数

量时, 再次收集悬浮细胞, 按照同样方法再次接种于

新培养皿中。重复收集、培养悬浮细胞8次后, 培养

皿内绝大部分细胞均呈悬浮聚集成球生长, 将成球
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的细胞移至含5%胎牛血清、1%双抗和1%两性霉素

B的DMEM培养基中进行连续传代、培养, 平均4天
进行一次传代。

1.2.2   MDA-435-SE细胞的慢病毒感染和流式细

胞术分选      在MDA-435-SE细胞进入对数生长期

时, 使用包含抑制Sec23a基因表达质粒的慢病毒及

其对照质粒的慢病毒, 进行慢病毒感染。感染复数

(multiplicity of infection, MOI)设置为50, 凝聚胺工作

浓度为10 μg/mL。细胞感染72 h后使用荧光显微镜

确认感染效率达到80%后, 进行流式细胞GFP荧光

表达分选, 培养分选后纯化的细胞。

1.2.3   Real-time荧光定量PCR(RT-PCR)检测mRNA
水平      离心、收集细胞沉淀后, 使用Trizol提取细

胞总RNA, 保存于–80 °C冰箱, 然后使用cDNA第一

链合成试剂盒(TaKaRa公司, PrimeScript RT Master 
Mix, RR036A)进行逆转录合成。逆转录合成反应

条件为: 37 °C反应15 min, 85 °C反应5 s, 4 °C保存。

使用SYBR染料法荧光定量PCR试剂盒 (TaKaRa公
司, SYBR Premix Ex Taq II, RR820A)进行目的基因

Sec23a和内参基因GAPDH的荧光定量PCR扩增。 
Sec23a基因引物序列如下。上游引物: 5′-AGT GGC 
GGA AGT CAG GAT AC-3′; 下游引物: 5′-GGC ATT 
GGA AAT CTG GAG TG-3′。GAPDH基因引物序列

如下。上游引物: 5′-AGA AGG CTG GGG CTC ATT 
TG-3′; 下游引物: 5′-AGG GGC CAT CCA CAG TCT 
TC-3′。荧光定量PCR反应条件为: 第一步95 °C反应

30 s; 第二步95 °C反应5 s, 60 °C反应30 s, 共40个循

环。荧光定量PCR结果用2–ΔΔCt法进行分析。

1.2.4   Western blot检测蛋白质水平      按照10%和

5%的浓度配制电泳所需浓缩胶和分离胶, 总蛋白

上样量为每孔30 μg。细胞总蛋白提取方法: 向离

心、收集的细胞沉淀中加入适量蛋白质裂解液, 冰
上震荡10 min(震荡30 s后冰上放置15 s, 重复进行), 
4 °C下以12 000 r/min的速度离心5 min, 收集离心管

内上清, 并与样品缓冲液均匀混合, 煮沸5 min后将

制好的细胞总蛋白样品置于–80 °C保存。120 V恒

压电泳60 min后进行350 mA恒流电转60 min。一

抗按照1000 2׃的稀释比例使用, 4 °C摇床过夜孵育

一抗; 二抗按照1000 5׃的稀释比例使用, 避光孵育

1 h。内参蛋白质使用Tubulin。运用ImageJ软件对

Western blot的曝光条带进行相对灰度分析。

1.2.5   CCK-8检测细胞生长和倍增时间      在96孔板

中, 细胞初始数量设置为1 000个/孔, 每个时间点设

置5个细胞复孔和1个空白培养基孔。进行吸光度测

定时, 每孔先加入CCK-8试剂10 μL, 在37 °C培养箱

内培养2 h后, 使用酶标仪测定450 nm处吸光度(D)
值, 连续测定5天。按照D真实=D测–D空白计算出每天

相应的真实D值(取5个复孔的平均值), 使用连续5天
测得的真实D值绘制细胞生长曲线。生长曲线对数

生长期内取两时间点, 计算细胞倍增时间(doubling 
time, DT), 公式DT=t×lg2÷(lgNt–lgNo), 其中t为所选

两时间点的时间间隔, No为第一个时间点的D值, Nt
为对数生长期内第二个时间点的D值。

1.2.6   96孔板单细胞克隆成球实验      离心、收集

细胞并重悬、吹散成细胞单悬液, 使用血小球计数

板计数后, 利用梯度10×稀释的方法, 制成10个/mL
培养基浓度的细胞单悬液。在96孔板内, 每孔加入

100 μL制成的的细胞单悬液, 显微镜下逐个检验并

统计成功接种1个细胞的孔数, 将96孔板置于37 °C
培养箱中培养10天, 显微镜下逐个检验并统计长出

大于50个细胞的克隆球的孔数量。96孔板单细胞克

隆成球率=(克隆球的孔数/成功接种的孔数)×100%, 
得到细胞96孔板单细胞克隆成球率。

1.2.7   裸鼠皮下成瘤实验      离心、收集细胞, 使用

PBS缓冲液将细胞制成特定浓度的细胞单悬液, 将
细胞单悬液与Matrigel 11׃等比例均匀混合, 冰上放

置。进行裸鼠注射时, 左手固定小鼠, 右手持注射器

在裸鼠左右两侧大腿后窝处轻轻刺入皮下, 切勿刺

入腹腔内, 每侧注入100 μL含Matrigel的细胞悬液。

轻轻拔出针头, 避免液体漏出。1周后每天观察裸鼠

成瘤情况, 待裸鼠皮下平均成瘤体积达到1 cm3时解

剖裸鼠。

1.2.8   统计方法      使用SPSS 22.0软件进行统计分

析, 计数资料以mean±S.D.表示, 使用t检验的分析方

法, P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   MDA-435-SE细胞株的建立

在连续8次悬浮细胞收集、培养过程中, 可见

新移入10%胎牛血清、1%双抗和1%两性霉素B的
DMEM培养基中的MDA-MB-435细胞中, 越来越少

的细胞呈梭形分化贴壁生长, 越来越多的细胞呈悬

浮成球聚集生长。待完成8次悬浮细胞收集后, 培养

皿内基本已无贴壁生长的细胞, 基本全部为成球富
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集的MDA-435-SE细胞, 置于含5%胎牛血清、1%双

抗和1%两性霉素B的DMEM培养基中进行连续传

代、培养(图1)。
2.2   MDA-MB-435和MDA-435-SE细胞中CD44
和CD24的表达

CD44高表达并且CD24低表达是乳腺癌肿瘤干

细胞的标志。我们使用流式细胞术检测MDA-MB-
435和MDA-435-SE细胞中CD44和CD24的表达。如

图2所示, 在MDA-MB-435细胞中, CD44高表达与

CD24低表达的细胞亚群比例为7.94%, 而在MDA-
435-SE细胞中, 其比例为17.18%。此结果说明, 采
用的新型悬浮细胞连续培养法可以显著提高乳腺癌

细胞中肿瘤干细胞亚群的比例, 同时说明MDA-435-
SE细胞相对于MDA-MB-435细胞具有类肿瘤干细

胞的特性。

2.3   MDA-MB-435和MDA-435-SE细胞的裸鼠皮

下成瘤能力比较

为了进一步验证MDA-435-SE细胞相对于

MDA-MB-435细胞是否具有类肿瘤干细胞的特性, 
我们设置了1 000个细胞剂量的裸鼠皮下成瘤实验。

如图3所示, 实验结果表明, MDA-MB-435细胞不具

有裸鼠皮下成瘤能力, 而通过新型悬浮细胞连续培

养法获得的MDA-435-SE细胞具有很强的裸鼠皮下

成瘤能力, 说明MDA-435-SE细胞具有类肿瘤干细

A: 呈梭形分化贴壁生长的MDA-MB-435细胞; B: 呈悬浮成球聚集生长的MDA-435-SE细胞。

A: image of fusiform adherent MDA-MB-435 cells; B: image of suspending spherical MDA-435-SE cells.
图1   MDA-MB-435和MDA-435-SE细胞的不同生长形态

Fig.1   Different growth morphologies of MDA-MB-435 and MDA-435-SE cells
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A: MDA-MB-435细胞中CD44和CD24的检测; B: MDA-435-SE细胞中CD44和CD24的检测。

A: flow cytometry of CD44 and CD24 in MDA-MB-435 cells; B: flow cytometry of CD44 and CD24 in MDA-435-SE cells.
图2   流式细胞术检测MDA-MB-435和MDA-435-SE细胞中CD44和CD24的表达

Fig.2   Determination of CD44 and CD24 in MDA-MB-435 and MDA-435-SE cells by flow cytometry
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胞的特性。

2.4   MDA-MB-435和MDA-435-SE细胞中Sec23a
基因的表达

RT-PCR结果显示, 在MDA-MB-435细胞和MDA-
435-SE细胞中, Sec23a基因的表达显著不同。MDA-
435-SE细胞中Sec23a基因的mRNA水平为MDA-MB-
435细胞的(39.04±0.02)%, 说明在梭形分化贴壁生长

的细胞亚群和悬浮聚集成球生长的细胞亚群之间, 
Sec23a基因的表达具有显著差异(图4, P<0.001)。
2.5   在mRNA和蛋白质水平验证慢病毒感染后

Sec23a基因的表达

在慢病毒感染MDA-435-SE细胞和流式分选

完成后, 使用RT-PCR和Western blot验证Sec23a基因

在MDA-435-SE-LV3NC和MDA-435-SE-shSec23a
细胞中的表达。RT-PCR结果显示, MDA-435-SE-
shSec23a细胞中 Sec23a mRNA水平是其在MDA-

435-SE-LV3NC细胞中的(36.05±0.38)%, 说明慢病毒

感染有效敲低了Sec23a mRNA水平(图5, P<0.001)。
Western blot结果显示, MDA-435-SE-shSec23a细胞中

SEC23A蛋白质水平显著低于MDA-435-SE-LV3NC
细胞, 说明慢病毒感染有效敲低了SEC23A蛋白质水

平(图6, P<0.001)。
2.6   敲低Sec23a基因对MDA-435-SE细胞体外增

殖特性的影响

使用CCK-8检测法检测MDA-435-SE-LV3NC
和MDA-435-SE-shSec23a细胞的增殖特性, 绘制生

长曲线并计算细胞倍增时间。实验结果表明, MDA-
435-SE-LV3NC和MDA-435-SE-shSec23a细 胞 的 生

长曲线趋势十分一致, 两者倍增时间分别为26.95 h
和26.04 h, 并无显著差异(图7, P>0.05)。这说明, 敲
低Sec23a的表达并未影响MDA-435-SE细胞的增殖

特性。

图3   MDA-MB-435和MDA-435-SE细胞的裸鼠皮下成瘤检测

Fig.3   Tumorigenicities in the nude mice of MDA-MB-435 and MDA-435-SE cells
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图4   RT-PCR检测MDA-MB-435和MDA-435-SE细胞中Sec23a mRNA水平

Fig.4   The relative level of Sec23a mRNA in MDA-MB-435 and MDA-435-SE cells measured by RT-PCR
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图5   RT-PCR检测慢病毒感染后Sec23a mRNA水平

Fig.5   The relative level of Sec23a mRNA after the lentivirus infections measured by RT-PCR
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A: Western blot检测慢病毒感染后SEC23A蛋白质水平; B: Western blot检测结果的相对灰度分析, ***P<0.001。
A: the relative level of SEC23A protein after the lentivirus infections measured by Western blot; B: the relative grayscale analysis of the results of 
Western blot, ***P<0.001.

图6   Western blot检测慢病毒感染后SEC23A蛋白质水平

Fig.6   The relative level of SEC23A protein after the lentivirus infections measured by Western blot
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图7   CCK-8检测细胞增殖特性

Fig.7   The proliferation characteristics measured by CCK-8 assay
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2.7   敲低Sec23a基因对MDA-435-SE细胞成球直

径的影响

在 MDA-435-SE-LV3NC 和 MDA-435-SE-
shSec23a细胞均生长72 h后, 在显微镜下观察两种细

胞成球直径的不同。随机在两种细胞内各选取30个
悬浮细胞球, 拍照并测量其直径大小。然后统计数

据进行分析, 比较MDA-435-SE-LV3NC和MDA-435-
SE-shSec23a细胞成球直径的不同。实验结果表明, 
MDA-435-SE-shSec23a细胞的成球直径大于MDA-
435-SE-LV3NC细胞, 直径是其(1.34±0.06)倍, 说明

敲低Sec23a基因后可显著提高MDA-435-SE细胞的

成球直径(图8, P<0.001)。
2.8   敲低Sec23a基因对MDA-435-SE细胞单细胞

成球能力的影响

为进一步检测敲低Sec23a基因对MDA-435-SE
细胞干性的影响, 使用96孔板单细胞成球实验检测

敲低Sec23a基因后MDA-435-SE细胞的单细胞成球

能力的变化。实验结果表明, MDA-435-SE-shSec23a
细胞的单细胞成球能力显著高于MDA-435-SE-
LV3NC细胞, 是其(2.43±0.04)倍, 说明敲低Sec23a基
因可以显著提高MDA-435-SE细胞的单细胞克隆成

球能力, 提高MDA-435-SE细胞的干性(图9, P<0.01)。
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图8   MDA-435-SE-LV3NC和MDA-435-SE-shSec23a细胞的成球直径差异

Fig.8   Diameter measurements of the spheroids of MDA-435-SE-LV3NC and MDA-435-SE-shSec23a cells

**

MDA-435-SE-LV3NC MDA-435-SE-shSec23a

Si
ng

le
 c

el
l c

lo
ni

ng
 e

ffi
ci

en
cy

(f
ol

d 
of

 M
D

A
-4

35
-S

E-
LV

3N
C

)

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

**P<0.01.
图9   MDA-435-SE-LV3NC和MDA-435-SE-shSec23a细胞的单细胞克隆成球检测

Fig.9   The single cell cloning efficiencies of MDA-435-SE-LV3NC and MDA-435-SE-shSec23a cells
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图10   MDA-435-SE-shSec23a和MDA-435-SE-LV3NC细胞的裸鼠皮下成瘤检测

Fig.10   Tumorigenicities in the nude mice of MDA-435-SE-shSec23a and MDA-435-SE-LV3NC cells
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表1   不同细胞浓度的裸鼠皮下成瘤体积测量

            Table 1   The subdermal tumorigehesis of different cell amounts
细胞数量

Cell amount
细胞种类

Cell line
成瘤效率

Tumor formantion rate
成瘤体积(cm3)
Tumor volume (cm3)

106 MDA-435-SE-shSec23a 2/2 2.567/1.283

MDA-435-SE-LV3NC 2/2 1.574/0.389

500 MDA-435-SE-shSec23a 2/2 2.980/1.291

MDA-435-SE-LV3NC 2/2 1.535/0.814

100 MDA-435-SE-shSec23a 2/2 1.900/1.464

MDA-435-SE-LV3NC 2/2 1.420/1.086

10 MDA-435-SE-shSec23a 2/2 3.050/0.503

MDA-435-SE-LV3NC 2/2 1.185/0.499

1 MDA-435-SE-shSec23a 2/10 2.917/1.450

MDA-435-SE-LV3NC 0/10 0

2.9   敲低Sec23a基因对MDA-435-SE细胞裸鼠皮

下成瘤能力的影响

裸鼠皮下成瘤实验是验证细胞干性的经典动

物模型, 为了验证敲低Sec23a基因后, MDA-435-
SE细胞的干性变化, 我们设置了不同细胞剂量的

裸鼠皮下成瘤实验。从实验结果来看, 敲低Sec23a
基因可以提高MDA-435-SE细胞的干性, 且当皮下

成瘤实验中种植的细胞数量越低时, MDA-435-SE-
shSec23a细胞与MDA-435-SE-LV3NC细胞表现出来

的干性差异越明显。值得注意的是, 当我们采用口

吸管制备细胞悬液的方法, 准确地在裸鼠皮下种植

一个细胞时, 只有MDA-435-SE-shSec23a细胞组才有

皮下成瘤的产生。这表明, MDA-435-SE-shSec23a细
胞在单细胞水平具有皮下成瘤的能力, 充分说明了

Sec23a基因表达下调可以提高MDA-435-SE细胞的

裸鼠皮下成瘤能力, 提高其细胞干性(图10和表1)。

3   讨论
肿瘤干细胞广泛地参与了肿瘤的发生、存活、

增殖、转移及复发的全部病理过程[9]。本质上讲, 肿
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瘤细胞及肿瘤组织的生命力都是依靠肿瘤干细胞通

过自我更新和无限增殖来维持的[10-11]。因此, 针对靶

向肿瘤干细胞成为了可能治愈癌症的途径之一[12-15]。

本文针对内质网–高尔基体经典蛋白质分泌途径中

的运输蛋白SEC23A对乳腺癌干细胞的干性调控作

用进行了初步探索。本研究利用实验室之前报道的

新型悬浮细胞连续培养法, 从正常贴壁生长的乳腺

癌细胞系MDA-MB-435中富集得到悬浮聚集成球生

长的具有类肿瘤干细胞特性的特殊细胞亚群(MDA-
435-SE)。首先, 在MDA-435-SE中Sec23a的表达显

著性地低于其来源细胞系MDA-MB-435。随后, 在
MDA-435-SE稳定干扰Sec23a后, 其成球直径, 单细

胞成球率和体内成瘤率均得到显著提升。最令人兴

奋的是, 稳定干扰Sec23a表达的MDA-435-SE, 一个

细胞也能裸鼠皮下成瘤, 这是乳腺癌干细胞中第一

次报道单细胞成瘤。因此, 我们认为Sec23a抑制了

乳腺癌干细胞的致瘤性。

SEC23A是SEC23家族的重要成员, 它与SEC24C、
SEC16A和SEC16B相互作用形成异二聚体, 共同组

装成COPII的外被结构蛋白质[24-25]。COPII可以包裹

内质网的蛋白质分泌小泡形成COPII被膜小泡, 负责

分泌蛋白小泡从内质网到高尔基体的运输[26-27]。当

Sec23a表达被抑制后, 其蛋白质翻译水平降低, 从而

影响COPII的组装, 进一步影响肿瘤细胞的蛋白质分

泌功能, 最终重新塑造肿瘤细胞微环境。Sec23a基
因参与了不同类型肿瘤的转移调控, 但其在肿瘤干

细胞的干性调控方面的研究较少。在血液系统中, 
有文献报道, 分泌蛋白确实能够影响肿瘤干细胞的

自我更新[20-23]。但在实体瘤中, 研究人员更多关注

的是肿瘤干细胞与其他细胞建立的微环境[8,29-32], 其
自分泌的作用鲜有报道。本研究探讨了乳腺癌干细

胞自分泌作用在其干性调控中的作用的可能性, 这
也是本研究值得进一步探究的方向, 后续对SEC23A
是否真的对肿瘤干细胞微环境有影响的相关实验正

在进行中。正常干细胞核质比较大, 相对于普通体

细胞而言, 可能需要更为简单的外界环境。肿瘤干

细胞很可能套用此种机制, 复杂的外界环境可能会

诱导其分化, 因此, 通过分泌蛋白的减少达到维持其

干性的目的。

本研究虽然首次报道SEC23A在乳腺癌干细胞

干性调控中的作用, 但对其下游分泌蛋白并没有进

行更多地研究。文献表明, 通过COPII转运的分泌

蛋白有上千种[33-37], 但是具体是哪种或者哪几种蛋

白是对乳腺癌干细胞的干性调控是关键的, 还需要

继续探索。最近有研究表明, 某些炎症因子对于肿

瘤干细胞的干性具有调控作用[38-40], 而炎症因子通常

是经典分泌蛋白途径进行分泌的, 这可能是一个潜

在的靶位点。某些自噬调控相关蛋白质也具有自分

泌调控作用, 而自噬已被报道可能对肿瘤干细胞干

性具有正向调控作用[41-43]。此外, 一些细胞外基质蛋

白质具有加强肿瘤干细胞间联系的作用[44-46]。因此, 
从哪条途径研究分泌蛋白对乳腺癌干细胞干性的调

控, 可能需要从大数据进行分析, 例如分泌蛋白质

谱。

综上所述, 本研究探讨了SEC23A在乳腺癌干细胞

干性调控中的作用, 为肿瘤微环境参与肿瘤干细胞干

性调控这一观点提供了可能的理论支持, 对进一步研

究肿瘤干细胞的干性调控机制具有重要的参考意义。
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