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摘要      该研究旨在探讨重组人S100A6蛋白对乳腺癌细胞株MCF-7的增殖、凋亡、迁移及

侵袭能力的影响。利用原核表达制备重组人S100A6蛋白(GST-hS100A6), SDS-PAGE显示其大小

为36 kDa, Western blot显示其可以被S100A6抗体特异识别, BCA法测定1 L菌液共收获约16.7 mg
蛋白; 将其作用于人乳腺癌细胞MCF-7, MTT显示细胞培养48 h时, 浓度为100 μg/mL和300 μg/mL
的GST-hS100A6组的D492值较GST组增加29.1%和84.6%(P<0.05), 提示S100A6促进MCF-7细胞增

殖; 平板克隆形成实验显示GST-hS100A6组的克隆形成率较GST组高38.7%(P<0.05), 提示S100A6
促进MCF-7的克隆形成; Hoechst染色显示GST-hS100A6组在24 h时细胞凋亡率较GST组减少

67.8%(P<0.05), 48 h时细胞凋亡率较GST组减少58.4%(P<0.05), 提示S100A6抑制MCF-7细胞凋亡; 
划痕实验显示在24 h时GST-hS100A6组的划痕愈合率为GST组的2.2倍(P<0.05), 提示S100A6促进

MCF-7细胞迁移; Transwell显示GST-hS100A6组在24 h时穿膜细胞数较GST组增加88.1%(P<0.05), 
提示S100A6促进MCF-7细胞侵袭。以上结果显示S100A6对人乳腺癌具有一定的促进作用, 有可能

成为乳腺癌分子诊断的标志物和治疗的新靶标。
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤, 据资料统计, 
其发病率占全身各种恶性肿瘤的7%~10%, 全球每

年有120万妇女罹患乳腺癌, 且有50万死于该病。其

病因复杂, 受年龄、环境、生活习惯、遗传等多种

因素影响, 然而其确切机理尚待阐明。

S100蛋白是一组具有EF-手形结构的小分子量

钙结合蛋白, 与钙离子及其靶蛋白结合后发挥多种

生理功能, 例如, 参与细胞增殖和分化、调节钙稳态、

酶的活性和转录因子等[1]。已知多个S100成员在肿

瘤中异常表达, 并与肿瘤细胞的增殖、凋亡、侵袭

和肿瘤转移密切相关[2]。S100A6是S100蛋白家族成

员, 又称为钙周期蛋白(calcyclin, Cacy)。据文献报

道, 在乳腺癌、人子宫内膜癌、肺癌、结直肠肿瘤、

各种类型的皮肤肿瘤以及上皮来源的肿瘤等多种增

殖旺盛的细胞中, S100A6均高表达[3]。本课题组研

究亦发现S100A6在乳腺癌中表达明显高于癌旁组

织(待发表)。目前, S100A6对于乳腺癌的具体作用

尚无报道, 本实验拟研究重组人S100A6蛋白(GST-
hS100A6)对乳腺癌细胞MCF-7的增殖、凋亡、迁移

及侵袭的作用, 为阐明S100A6在乳腺癌的发生发展

中的作用及其作用机制提供依据。

1   材料与方法
1.1  材料

1.1.1    质粒和菌株        pGST-moluc质粒为美

国芝加哥大学医学中心分子肿瘤研究室馈赠, pGST-
hS100A6为本课题组前期构建[4], E.coli BL21由重庆

医科大学临床检验诊断学实验室提供。

1.1.2    细胞株和培养液        人乳腺癌细胞MCF-7购
自中国典型培养物保藏中心, DMEM/HIGH GLU-
COSE培养液和胎牛血清购自美国Hyclone公司。

1.1.3    主要试剂        IPTG购自Bio Basic Inc., BCA
蛋白定量试剂盒购自上海生工, 预染的蛋白质分子

量标准购自Fermertans, 丙烯酰胺、还原型谷胱甘

肽购自Amresco, Glutathion-Sepharose 4B球珠购自

Amersharm, MTT、DMSO、基质胶ECM购自Sigma, 
Hoechst试剂盒购自北京晶美公司, Millicell小室购
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自Millipore, S100A6单克隆抗体购自Santa Cruz。
1.2  方法

1.2.1    GST-hS100A6的制备和鉴定        方法同参考

文献[4]。 
1.2.2    细胞培养和实验分组        MCF-7贴壁生长

于完全培养基(含10%胎牛血清, 青霉素和链霉素各

50 U/L的DMEM/HIGH GLUCOSE)中, 于37 ºC、5% 
CO2的饱和湿度箱中培养, 隔天换液, 对数生长期传

代。实验分组: ①空白对照组; ②GST实验对照组; 
③GST-hS100A6实验组。相同条件下实验重复3次。

1.2.3   MTT法检测hS100A6对MCF-7细胞增殖影响

的浓度依赖        将对数生长期的MCF-7细胞以每孔

0.5×104个接种于96孔板中, 每孔200 μL完全培养基, 分
组同前。其中蛋白组分别设置3 μg/mL、10 μg/mL、
30 μg/mL、100 μg/mL、300 μg/mL 5个浓度梯度, 每
组设4个复孔, 此时记为0 h。于48 h用MTT法检测

492 nm吸光度D值。

1.2.4    平板克隆形成实验检测hS100A6对MCF-7细
胞克隆形成能力的影响        取对数生长期的MCF-7
细胞以500个均匀接种于直径10 cm的平皿中, 12 h
后进行实验干预, 蛋白终浓度为100 μg/mL, 分组同

前。常规培养10 d, 待肉眼可见克隆形成时取出平皿, 
PBS洗2次, 甲醇固定15 min。弃去固定液, 瑞氏染色

计数。计算克隆形成率。

克隆形成率(%)=克隆数/接种数×100%
1.2.5    Hoechst染色法检测hS100A6对MCF-7细胞

凋亡的影响        将对数生长期的MCF-7细胞以每孔

2×104个接种于24孔板中, 每孔500 μL完全培养基, 分
组同前。12 h后换为1%胎牛血清的培养基, 同时加入

处理因素, 蛋白终浓度为100 μg/mL, 此时记为0 h。分

别于24 h、48 h按照凋亡试剂盒检测凋亡细胞, 并计

算凋亡率。                
凋亡率(%)=凋亡细胞数/细胞总数×100%

1.2.6    划痕愈合实验(wound healing assay)检测hS100A6
对MCF-7细胞迁移能力的影响        接种适量细胞

于6孔板中, 每孔加入2 mL完全培养基, 融合度达到 
80%~90%时, 用0.5 mm中性笔尖行“十”字划痕, 
PBS洗两次, 更换完全培养基, 并进行实验干预(蛋白

终浓度为100 μg/mL), 实验分组同前, 倒置显微镜下

观察照相, 此时记为0 h。37 ºC、5% CO2的饱和湿

度箱中继续培养, 于24 h取出孔板, 在同一观察点处

观察划痕愈合情况。比较各组细胞的愈合情况, 通

过测量多个点划痕宽度, 计算平均划痕愈合率。

划痕愈合率(%)=(0 h划痕宽度-24 h划痕宽度)/0 h
划痕宽度×100%
1.2.7    Transwell侵袭实验检测hS100A6对MCF-7细
胞侵袭能力的影响        将对数生长期MCF-7细胞制

成无血清的单细胞悬液, 细胞密度3×105个/mL, 取
400 μL接种在已铺基质胶ECM的Transwell小室的上

腔中, 下腔中加入600 μL含20%血清的完全培养基, 
上下腔均加入相应的蛋白(终浓度为100 μg/mL), 分
组同前。24 h后取出小室, 用湿棉签擦去微孔膜上

层的细胞, 无水乙醇固定20 min, 苏木精和伊红各染

色20 min。PBS洗净, 自然风干小室, 用手术刀片沿

压痕将小室膜轻轻切下, 置于载玻片上在显微镜下

观察、计数。

1.2.8    统计学处理        所有数据均以x－±s表示, 采用

SPSS12.0统计软件进行t检验, P<0.05为差异具有显

著性。

2   结果
2.1  重组蛋白GST-hS100A6的鉴定

如图1A所示, SDS-PAGE显示GST相对分子量

为26 kDa, GST-hS100A6约为36 kDa, 用Quantity One 
4.5.0软件分析其纯度为94%。如图1B所示, Western 
blot显示重组蛋白GST-hS100A6与S100A6抗体呈阳

性反应, 而GST无此条带, BCA法定量计算得出1 L
菌液共收获约16.7 mg GST-hS100A6蛋白。  

A: SDS-PAGE电泳图, 1: Marker, 2: GST, 3: GST-hS100A6; B: Western 
blot鉴定图, 1: GST, 2: GST-hS100A6。
A: SDS-PAGE, 1: Marker, 2: GST, 3: GST-hS100A6; B: Western blot, 1: 
GST, 2: GST-hS100A6.

图 1    重组蛋白GST-hS100A6的鉴定

Fig.1    The identification of recombinant protein GST-
hS100A6
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2.2  hS100A6促进MCF-7细胞的增殖

MTT显示, 细胞培养2 d时, 浓度为3 μg/mL、 
10 μg/mL和30 μg/mL的GST-hS100A6组的D值与相

应浓度的GST组无统计学差异(P>0.05), 而浓度为

100 μg/mL和300 μg/mL的GST-hS100A6组的D值

分别为: 0.972±0.047和1.405±0.111, 较GST组增加

29.1%和84.6%(P<0.05), 见图2。提示外源性S100A6
促进MCF-7细胞的增殖, 并且呈浓度依赖性。据此, 
后续试验选用100 μg/mL为干预浓度。 
2.2  hS100A6促进MCF-7细胞的克隆形成

平板克隆形成实验结果显示, 蛋白作用于

MCF-7细胞10 d后, GST-hS100A6组的克隆形成率为

(89.7±3.1)%, 较GST组增加38.7%(P<0.05), 而GST组
与空白组之间差异无显著性(P>0.05), 见图3。提示

外源性S100A6促进MCF-7细胞的克隆形成。

2.4  hS100A6抑制MCF-7细胞的凋亡

Hoechst染色显示, 蛋白作用于MCF-7细胞24 h
后, GST组细胞凋亡率为(8.6±0.4)%, GST-hS100A6
组为(2.7±0.4)%, 较GST组凋亡减少67.8%(P<0.05), 
48 h后GST组细胞凋亡率增加至(10.1±0.6)%, GST-
hS100A6组增加至(4.2±0.6)%, 但仍较GST组凋亡减

少58.4%(P<0.05), 各时间点GST组凋亡率与空白组

无差异(P>0.05), 见图4, 提示外源性S100A6有抑制

MCF-7细胞凋亡的作用。

2.5  hS100A6促进MCF-7细胞的迁移

划痕愈合实验显示, 蛋白处理24 h后, GST组划

痕愈合率为(44.4±13.9)%, GST-hS100A6组划痕愈合

率为(98.0±2.0)%, 为GST组愈合率的2.2倍(P<0.05), 
GST组与空白组之间的差异无统计学意义(P>0.05), 

与GST组对照, *P<0.05。
*P<0.05 compared with GST group.

图 2    不同浓度GST-hS100A6对MCF-7增殖的影响

Fig.2    The effect of GST-hS100A6 at different concentra-
tions on the proliferation 

与GST组对照, *P<0.05。
*P<0.05 compared with GST group.

图 3   GST-hS100A6对MCF-7克隆形成的影响

Fig.3    The effect of GST-hS100A6 on the colony formation 
of MCF-7

与GST组对照, *P<0.05。
*P<0.05 compared with GST group.

图 4    GST-hS100A6对MCF-7细胞凋亡的影响

Fig.4  The effect of GST-hS100A6 on the apoptosis of MCF-7

见图5, 提示外源性S100A6能够促进MCF-7细胞的

迁移。

2.6  hS100A6促进MCF-7细胞的侵袭

Transwell侵袭实验结果显示蛋白处理24 h后, 
GST组穿膜细胞数为22±3, GST-hS100A6组穿膜细
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3   讨论
S100A6最初由Kuznicki等[5]在Ehrlich腹水瘤中

检出。它在细胞内广泛分布, 主要存在于胞质、胞

膜以及核被膜上, 包括核膜的内表面。S100A6蛋白

相对分子质量为10.235 kDa, 其活性形式是同源二聚

体, 与钙离子结合后暴露出EF手型经典区, 该区可

与多种靶蛋白结合, 如钙调结合蛋白、原肌球蛋白、

甘油醛-3-磷酸脱氢酶、膜联蛋白Ⅱ、膜联蛋白Ⅵ 、
膜联蛋白XI(又称为CAP-50)和钙周期蛋白结合蛋白

(Calcyclin binding protein, CacyBP)等[6-7]。

目前, S100A6与肿瘤的关系报道不一。有其

抑制肿瘤发生发展的报道, 例如: Luu等[8]发现高表

达的S100A6能限制肿瘤的转移, 并抑制肿瘤细胞的

生长, 高表达S100A6的骨肉瘤患者其生存时间远

比低表达S100A6的生存时间长。本课题组前期实

验也发现, S100A6能够抑制骨肉瘤细胞U2OS的增

殖并促进其凋亡[9], 提示S100A6对骨肉瘤有抑制作

用。也有其促进肿瘤发生发展的报道, 例如:  Mae-
landsmo等[10]研究发现S100A6的高表达与黑色素瘤

细胞的转移能力呈正相关, 并与患者存活期相关, 低
表达者存活时间长于高表达者; Wang等[11]发现与胃

癌的癌旁组织相比, 67.5%的癌组织有S100A6表达

的增加, 且 S100A6表达与临床病理学分型及不良预

后相关; 同样, Ishii等[12]研究92例肺癌患者的免疫组

化结果也发现, 在肺腺癌组织中均有胞核及胞浆的

S100A6表达, 且晚期肺腺癌的胞浆S100A6表达明显

高于非侵袭性癌及正常肺组织。

但是, S100A6与乳腺癌发生发展的关系目前

报道较少。Melinda等[13]用基质辅助激光解析及激

光捕获显微切割分析发现侵袭性乳腺癌中有三个

特异峰异于正常乳腺组织, 其中之一是S100A6, 而
Carlsson等[14]用基因表达连续分析则发现乳腺癌中

S100A6表达下调。然而, 关于S100A6对于乳腺癌的

具体作用及机制目前尚无报道。

本实验选择pGEX系列表达载体原核表达重组

蛋白GST-hS100A6来研究其对人乳腺癌细胞MCF-7
的作用。结果发现, S100A6能够促进乳腺癌细胞的

增殖, 同时Hoechst实验表明其还能够抑制乳腺癌细

胞的凋亡, 这可能是其促进乳腺癌细胞增殖的机制

之一; 克隆形成率可以反映细胞群体依赖性和增殖

能力两个重要性状, 本课题研究发现S100A6可提高

乳腺癌细胞的克隆形成率, 提示S100A6可能促进乳

与GST组对照, *P<0.05。
*P<0.05 compared with GST group.

图 5    GST-hS100A6对MCF-7细胞迁移的影响

Fig.5    The effect of GST-hS100A6 on the migration of MCF-7

胞数为42±3, 较GST组增加88.1%(P<0.05), 而GST组
与空白组之间差异无显著性(P>0.05), 见图6, 提示外

源性S100A6能够促进MCF-7细胞的侵袭。

与GST组对照, *P<0.05。
*P<0.05 compared with GST group.

图 6    GST-hS100A6对MCF-7细胞侵袭的影响

Fig.6    The effect of GST-hS100A6 on the invasion of MCF-7
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腺癌的发展。

Ilg等[3]报道S100A6多聚集于肿瘤边缘, 提示其

可能参与肿瘤的迁移和侵袭。本课题的划痕愈合及

Transwell侵袭实验结果与之相吻合, 即S100A6增强

乳腺癌细胞的迁移及侵袭能力, 提示S100A6可能参

与了乳腺癌的转移过程。

S100A6是一种分泌性蛋白, 其不仅存在于细

胞内, 还存在于细胞外如胰液、羊水及细胞培养液

中[15]。近来研究发现胞外的S100A6可能通过与高

度聚糖化终产物受体(receptor for advanced glycation 
end products, RAGE)结合从而将其导入胞内起生物

学作用[16]。外源性S100A6对于乳腺癌细胞的作用

是否也是通过此途径有待进一步证实。

综上所述, S100A6对乳腺癌细胞MCF-7的生物

学行为有促进作用, 提示S100A6可能参与乳腺癌的

发生发展, 并且有可能成为乳腺癌分子诊断的标志

物和治疗的新靶标。
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Recombinant Human S100A6 Promotes the Proliferation,  Migration and In-
vasion but Inhibits the Apoptosis of Human Breast Cancer Cell Line MCF-7

You Li, Xu Lanlan, Guo Yuanyuan, Sun Shuangshuang, Zou Zhengyu, Li Yuye,
Luo Jinyong, He Tongchuan, Zhou Lan*

(Key Laboratory of Laboratory Medical Diagnostics, Department of Medical Laboratory, Ministry of Education,
Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract        To aim at effects of human S100A6 on proliferation, apoptosis, migration and invasion of hu-
man breast cancer cell line MCF-7, recombinant protein GST-hS100A6 was purified from bacteria BL21 that identi-
fied as 36 kDa by SDS-PAGE and recognized by S100A6 antibody with Western blot. MCF-7 were treated by GST- 
hS100A6 with different concentrations while GST as a control group. MTT was used to detect the cell proliferation. 
Results showed that after 48 h, the D492 value of 100 μg/mL and 300 μg/mL group of GST-hS100A6 increased by 
29.1% and 84.6% compared with GST group, respectively (P<0.05). Colony-forming assay showed that the abil-
ity of colony formation of GST-hS100A6 increased by 38.7% compared with GST group (P<0.05). Hoechst stain-
ing showed that cell apoptosis rate of GST-hS100A6 group decreased by 67.8% compared with GST group at 24 h 
(P<0.05) and decreased by 58.4% at 48 h (P<0.05). Results of wound healing assay indicated that the healing rate of 
GST-hS100A6 group was 2.2 times of GST group (P<0.05) at 24 h. Transwell invasion assay showed that the trans-
membrane cell number of GST-hS100A6 group increased by 88.1% (P<0.05) compared with GST group at 24 h. To 
sum up, S100A6 could promote cell proliferation, colony formation, migration, and invasion, but inhibit cell apop-
tosis on human breast cancer cell line MCF-7, indicates that S100A6 has a promoting effect on human breast cancer 
which would be a new molecular target for treatment of human breast cancer.
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