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跨膜蛋白１９６对乳腺癌迁移及侵袭能力的影响

张　哲１，樊　俊１，刘文斌２，３，徐　琰１　　４０００４２重庆，陆军特色医学中心乳腺甲状腺外科１；４０００３８重庆，陆军军
医大学（第三军医大学）军事预防医学系：毒理学研究所２，军队环境卫生学教研室３

　　［摘要］　目的　研究跨膜蛋白１９６（ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ１９６，ＴＭＥＭ１９６）对乳腺癌细胞迁移及侵
袭能力的影响。方法　研究采用癌症基因组图谱（ｔｈｅｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅａｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）和 Ｏｎｃｏｍｉｎｅ数据库
分析 ＴＭＥＭ１９６在乳腺癌中的 ｍＲＮＡ表达。通过实时定量聚合酶链反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴｑＰＣＲ）检测ＴＭＥＭ１９６在乳腺癌细胞中的表达，利用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ数据库
分析ＴＭＥＭ１９６对乳腺癌患者预后的影响；采用组织芯片分析 ＴＭＥＭ１９６的蛋白水平和预后作用，该队
列包含７０例癌旁样本和１６０例浸润性乳腺癌样本，年龄（５３．６１±１３．１３）岁，在２００１年１月至２００４年８
月接受手术切除，随访时间２～１５０个月；通过细胞增殖、划痕愈合和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验研究ＴＭＥＭ１９６对乳
腺癌细胞增殖、迁移及侵袭能力的影响；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＭＥＭ１９６对β连环蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）和基质金
属蛋白酶７（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ７，ＭＭＰ７）表达的影响。结果　ＴＭＥＭ１９６的ｍＲＮＡ水平和蛋白水平
在乳腺癌中均显著降低（Ｐ＜０．０５），在三阴性乳腺癌（ｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ，ＴＮＢＣ）细胞株 ＭＤＡ
ＭＢ２３１和ＴＮＢＣ组织中最明显（Ｐ＜０．０５），低表达的 ＴＭＥＭ１９６和较差的总体生存率（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，
ＯＳ）有关（ＨＲ＝０．５２４，９５％ＣＩ：０．２９３～０．９３６，Ｐ＝０．０４０）；过表达ＴＭＥＭ１９６之后能够显著抑制乳腺癌细
胞的增殖、迁移和侵袭（Ｐ＜０．０５），而干扰 ＴＭＥＭ１９６的表达后，能够显著增强细胞的增殖、迁移和侵袭
（Ｐ＜０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ提示ＴＭＥＭ１９６能够抑制βｃａｔｅｎｉｎ／ＭＭＰ７信号通路从而降低乳腺癌细胞的运动
能力（Ｐ＜０．０５），加入 βｃａｔｅｎｉｎ抑制剂后能够消除干扰 ＴＭＥＭ１９６后所导致的促肿瘤作用（Ｐ＜０．０５）。
结论　ＴＭＥＭ１９６通过调节βｃａｔｅｎｉｎ／ＭＭＰ７信号通路抑制乳腺癌细胞的迁移和侵袭。
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ＴＭＥＭ１９６ｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴ
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ｂｌｏｔａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＴＭＥＭ１９６ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆβｃａｔｅｎｉｎａｎｄｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ７（ＭＭＰ７）．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＭＥＭ１９６ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｎｏｔａｂｌｙ，ｔｈｉｓｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎｗａｓｍｏｓｔｏｂｖｉｏｕｓｉｎｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅ
ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ（ＴＮＢＣ）ｃｅｌｌｌｉｎｅＭＤＡＭＢ２３１ａｎｄＴＮＢＣｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜０．０５）．ＬｏｗｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＭＥＭ１９６
ｗａｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｐｏｏｒｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ（ＯＳ）（ＨＲ＝０．５２４，９５％ＣＩ：０．２９３～０．９３６，Ｐ＝０．０４０）．Ｉｎ
ａｄｄｉｔｉｏｎ，ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＭＥＭ１９６ｃｏｕｌｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆ
ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｉｔｓｋｎｏｃｋｄｏｗｎｃａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｓｔｈｅａｂｏｖｅａｂｉｌｉｔｉｅｓ（Ｐ＜０．０５）．
ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｓｓａｙｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔＴＭＥＭ１９６ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅβｃａｔｅｎｉｎ／ＭＭＰ７ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
ａｎｄｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅｍｏｔｉｌｉｔｙｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｏｎｔｈｅｃｏｎｔｒａｒｙ，ｔｈｅｔｕｍｏｒｐｒｏｍｏｔｉｎｇｅｆｆｅｃｔｗｈｉｃｈ
ｃａｕｓｅｄｂｙｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＴＭＥＭ１９６ｃｏｕｌｄｂｅｅｌｉｍｉｎａｔｅｄａｆｔｅｒａｄｄｉｎｇβｃａｔｅｎｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（Ｐ＜０．０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴＭＥＭ１９６ｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅβｃａｔｅｎｉｎ／
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＴＭＥＭ１９６；ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ；ｍｉｇｒａｔｉｏｎ；ｉｎｖａｓｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＣｌｉｎｉｃａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｎｏｖａｔｉｏｎａｎｄＣｕｌｔｉｖａｔｉｏｎＰｒｏｊｅｃｔｏｆＡｒｍｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＣＸ２０１９ＬＣ１２０）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＸＵＹａｎ，Ｅｍａｉｌ：
ｘｙ９３１＠１６３．ｃｏｍ

　　乳腺癌是全球女性发病率最高的癌症，也是全球
女性癌症相关死亡的主要原因［１］。据统计［２］，２０２１年
美国有２８４００例新增乳腺癌病例，占新发癌症病例总
数的３０％；大约有４４３０名患者死亡，占所有癌症相关
死亡人数的 １５％。尽管研究者已努力地研究乳腺癌
的肿瘤生物学，探索了越来越多的乳腺癌生物标志物

和潜在治疗靶点，但是对乳腺癌恶性进展和转移的分

子机制仍然知之甚少［３－４］。因此，仍然需要进一步探

索新的生物标志物和乳腺癌发生发展的潜在机制。

　　跨膜蛋白１９６（ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ１９６，ＴＭＥＭ１９６）
位于人类染色体７ｐ２１．１，编码一个跨膜蛋白，包含１７２
个氨基酸和４个跨膜区域。ＴＭＥＭ１９６属于跨膜蛋白
家族成员，后者在基本生理过程中起关键作用，包括细

胞的分化、迁移、黏附、聚集、溶解和信号转导调

节［５－７］。既往研究发现，ＴＭＥＭ１９６在肺癌中的表达水
平降低，而甲基化水平升高，并且其高甲基化和肺癌患

者较差的存活率有关［８］。然而，截至目前，尚没有关

于ＴＭＥＭ１９６在乳腺癌中的作用研究，因此，本研究旨在
通过实验方法初步探讨其在乳腺癌中的生物学作用。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　ＤＭＥＭ及 ＲＰＭＩ１６４０培养基购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司，
胎牛血清和 ＯｐｔｉＭＥＭ 培养基购自 Ｇｉｂｃｏ公司，
ＶｉａＦｅｃｔＴＭ转染试剂和 ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ９６ Ａｑｕｅｏｕｓ细胞增殖
检测试剂购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ反转录试剂
盒和２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自ＴａＫａＲａ公司，Ｇ４１８、ＲＩＰＡ
裂解液、ＢＣＡ试剂盒和 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ
公司，兔来源 ＧＡＰＤＨ抗体、βｃａｔｅｎｉｎ抗体和 ＭＭＰ７抗

体购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，兔来源ＴＭＥＭ１９６
抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。
１．２　细胞培养
　　 人乳腺癌细胞系 （ＭＤＡＭＢ２３１、ＭＣＦ７和
ＢＴ４７４）购自中国科学院细胞库，用含１０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ培养基和 ＲＰＭＩ１６４０培养基常规置于 ３７℃、
５％ＣＯ２培养箱中培养。
１．３　免疫组织化学染色
　　采用的组织芯片购自上海芯超生物科技有限公司
（序列号：ＨＢｒｅＤｕｃ１７０Ｓｕｒ０１），共包含 １６０个乳腺癌
样本和 ７０个癌旁样本，１６０例住院病例均为女性患
者，年龄（５３．６１±１３．１３）岁，入院诊断均为“浸润性乳
腺癌”，这些病例在２００１年１月至２００４年８月接受手
术切除，随访２～１５０个月，在研究前已获得所有患者
的书面知情同意书，本研究获得上海芯超生物科技有

限公司伦理委员会的批准（ＳＨＹＪＳＣＰ１８０４０２１）。免
疫组化结果由２名病理学家（设盲）独立阅读和解释，
根据显色细胞比例，评分标准：阴性为 ０分；阳性率＜
２５％为１分；阳性率２５％～＜５０％为２分；阳性率５０％～
＜７５％为 ３分；阳性率 ７５％～１００％为 ４分。根据细胞
的染色程度，无染色为０分，浅黄色为１分，棕黄色为
２分，棕色为３分。将两项指标（染色强度和阳性染色
细胞数）相乘，得到免疫组化评分；评分＞６则认为
ＴＭＥＭ１９６高表达。
１．４　ＲＮＡ提取和实时定量聚合酶链反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

ｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴｑＰＣＲ）
　　根据 ＴＲＩｚｏｌ试剂说明书从细胞中分离并提取总
ＲＮＡ，使用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ反转录试剂盒从２μｇ总ＲＮＡ
中合成 ｃＤＮＡ，通过带有 ＳＹＢＲ荧光标记的 ２×Ｔａｑ
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ＭａｓｔｅｒＭｉｘ进行ＲＴｑＰＣＲ反应体系的配置，使用２－ΔΔＣｔ

方法计算不同样品之间 ｍＲＮＡ的相对表达水平，
ＧＡＰＤＨ为内参照，每组设置 ３个复孔。ＧＡＰＤＨ正向
引物５′ＡＡＴＧＧＧＣＡＧＣＣＧＴＴＡＧＧＡＡＡ３′，反向引物５′
ＧＣＣＣＡＡＴＡＣＧＡＣＣＡＡＡＴＣＡＧＡＧ３′；ＴＭＥＭ１９６正向引
物 ５′ＡＴＧＡＣＣＧＡＧＧＡＡＧＧＡＴＧＴＧＣ３′，反向引物 ５′
ＧＣＣＡＣＡＡＡＧＡＡＧＡＡＡＣＧＧＧＧ３′。
１．５　细胞转染
　　将乳腺癌细胞以合适的数量接种至培养皿中，待
细胞长至７０％～８０％，使用 ＶｉａＦｅｃｔＴＭ转染试剂盒转染
带有绿色荧光标记的 ＴＭＥＭ１９６过表达或干扰质粒，
转染体系如下：转染试剂 ４．５μＬ：质粒 １．５μｇ：Ｏｐｔｉ
ＭＥＭ１００μＬ，４８ｈ后用荧光显微镜观察转染情况，按
照合适的浓度加入Ｇ４１８或杀稻瘟菌素筛选稳定转染
的细胞１４ｄ，挑选稳定克隆，扩大培养，构建稳定差异
表达ＴＭＥＭ１９６的乳腺癌细胞模型。
１．６　细胞增殖实验
　　将乳腺癌细胞以５０００／孔接种到９６孔板中，培养
２４ｈ后，用过表达或干扰ＴＭＥＭ１９６表达质粒转染细胞，
使用ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ９６ Ａｑｕｅｏｕｓ细胞增殖检测试剂分别在
０、２４、４８和７２ｈ测量４９０ｎｍ处的光密度值［Ｄ（４９０）］，
实验分组：在过表达细胞模型中，Ｖｅｃｔｏｒ组为对照组，
ＴＭＥＭ１９６组为处理组；在干扰细胞模型中，Ｃｏｎｔｒｏｌ组为
对照组，Ｓｈ３和Ｓｈ４为处理组。实验至少重复３次。
１．７　细胞划痕实验
　　将稳定转染的细胞以 ３０×１０４／孔接种于 ６孔板
中，培养至单层汇合状态，融合度＞９０％，在６孔板背面
做“井”字标记，用移液枪头垂直均匀划开单层细胞，

分别在０、２４和４８ｈ对细胞拍照，选取视野内 ３个固
定位置拍照记录，实验分组同前。

１．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验
　　分别使用涂有或没有基质胶混合物的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室来评估细胞侵袭和迁移情况。将稳定转染细胞以

３×１０４／孔接种于无血清培养基的上室，下室使用含
１０％ＦＢＳ的培养基作为趋化剂。孵育２４ｈ后，将位于
室底部的细胞用４％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，０．１％的结
晶紫染色１５ｍｉｎ，显微镜下拍照，每孔随机选择３个区
域对侵袭或迁移的细胞进行计数，实验分组同前。

１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　常规方法于冰上裂解并提取细胞总蛋白，ＢＣＡ法
测定蛋白浓度，蛋白质定量４０μｇ／孔，在１２％的 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ中电泳 １．５ｈ，随后将蛋白转移到 ＰＶＤＦ膜上，
在室温下用 ５％脱脂牛奶封闭 １ｈ后，分别加入
ＧＡＰＤＨ抗体（１∶１０００）、ＴＭＥＭ１９６抗体（１∶１０００）、
βｃａｔｅｎｉｎ（１∶１０００）抗体和 ＭＭＰ７（１∶１０００）抗体并在

４℃下孵育过夜，次日将膜与二抗在室温下继续孵育
１ｈ后，用ＴＢＳＴ洗膜３次，然后显影曝光。
１．１０　生物信息学分析
　　ＴＭＥＭ１９６的ｍＲＮＡ表达通过癌症基因组图谱（Ｔｈｅ
ＣａｎｃｅｒＧｅｎｏｍｅＡｔｌａｓ，ＴＣＧＡ，ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｃａｎｃｅｒ．ｇｏｖ／）
数据库进行分析，预后分析通过 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ数据库
（ｈｔｔｐ：／／ｋｍｐｌｏｔ．ｃｏｍ／）进行。
１．１１　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２１．０（ＳＰＳＳＩｎｃ．，Ｃｈｉｃａｇｏ，ＩＬ，ＵＳＡ）
统计软件进行分析，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，配对样本
采用 Ｓｔｕｄｅｎｔｔ检验，独立样本采用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ
检验；两组间生存率的比较采用对数秩检验（Ｌｏｇ
ｒａｎｋｔｅｓｔ）。采用双侧检验，Ｐ＜０．０５表示差异具有统
计学意义。

２　结果

２．１　ＴＭＥＭ１９６在乳腺癌中的表达
　　通过ＴＣＧＡ数据库分析发现，ＴＭＥＭ１９６在乳腺癌
组织中表达降低（Ｐ＜０．０５，图 １Ａ）；ＲＴｑＰＣＲ检测
ＴＭＥＭ１９６在乳腺癌细胞系中的表达，结果发现
ＴＭＥＭ１９６在ＭＤＡＭＢ２３１和 ＭＣＦ７细胞中表达下调
（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ），而在ＢＴ４７４细胞中的表达和正常乳
腺细胞没有明显差异。

２．２　ＴＭＥＭ１９６在乳腺癌中的预后作用
　　通过ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ数据库分析ＴＭＥＭ１９６在乳腺癌
中的预后作用。结果显示，高表达的ＴＭＥＭ１９６和较好
的总体生存率（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ）有关（ＨＲ＝０．７２０，
９５％ＣＩ：０．５２３～０．９９２，Ｐ＝０．０４５，图２Ａ）；ＴＭＥＭ１９６和
乳腺癌患者的无复发生存率（ｒｅｌａｐｓｅｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＲＦＳ）
也有较好的相关性（ＨＲ＝０．６４３，９５％ＣＩ：０．５４１～０．７６４，
Ｐ＜０．００１，图２Ｂ）。利用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ数据库进一步分
析发现，在４种乳腺癌亚型中，高表达 ＴＭＥＭ１９６均和
ＲＦＳ呈显著正相关（ＨＲ＝０．４８３、０．６１８、０．６６２、０．７０１，
９５％ＣＩ：０．３２１～０．７２８、０．４７５～０．８０５、０．４５９～０．９５５、
０．５０８～０．９６６，Ｐ＜０．０５，图２Ｃ～Ｆ）。
２．３　组织芯片验证 ＴＭＥＭ１９６蛋白在乳腺癌中的表

达及预后作用

　　免疫组化分析结果显示，ＴＭＥＭ１９６在细胞质中表
达，棕黄色为阳性。ＴＭＥＭ１９６在正常乳腺组织中呈现
相对高表达，而在配对的癌组织中相对低表达。３例
癌组织的病理类型均为浸润性导管癌（图 ３Ａ），分子
亚型分别为ＨＥＲ２过表达型乳腺癌（ＨＥＲ２＋）、三阴型
乳腺癌（ｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ，ＴＮＢＣ）和 Ｌｕｍｉｎａｌ
型乳腺癌。统计染色情况后发现，ＴＭＥＭ１９６在乳腺癌
组织中的蛋白水平降低（Ｐ＝０．００２，图３Ｂ），进一步分
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析高／低表达样本的比例发现，正常组织高表达样本比
例为６２．９％（４４／７０），而癌组织中仅为４３．１％（６９／１６０）。
根据中国临床肿瘤学会（Ｃｈｉｎｅｓｅｓｏｃｉｅｔｙｏｆｃｌｉｎｉｃａｌ
ｏｎｃｏｌｏｇｙ，ＣＳＣＯ）乳腺癌诊疗指南２０２１版，将１６０例乳
腺癌样本按照雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）、孕
激素受体（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲ）和人类表皮生长
因子受体 ２（ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，
ＨＥＲ２）的表达情况进行分类：Ｌｕｍｉｎａｌ型（ＥＲ／ＰＲ＞１％
且ＨＥＲ２阴性）；ＨＥＲ２＋型（荧光原位杂交显示 ＨＥＲ２
阳性）；ＴＮＢＣ（ＥＲ、ＰＲ、ＨＥＲ２均为阴性），最终得到８１

例Ｌｕｍｉｎａｌ型乳腺癌，４７例 ＨＥＲ２＋型乳腺癌，３２例
ＴＮＢＣ。分析 ３组的 ＴＭＥＭ１９６蛋白表达情况发现，
ＴＭＥＭ１９６在Ｌｕｍｉｎａｌ型最高、ＨＥＲ２＋次之、ＴＮＢＣ组最
低（Ｐ＝０．０２８，图３Ｃ）。结合临床信息进行生存分析，
ＴＭＥＭ１９６低表达患者的 ＯＳ明显低于 ＴＭＥＭ１９６高表
达患者（ＨＲ＝０．５２４，９５％ＣＩ：０．２９３～０．９３６，Ｐ＝０．０４０，
图３Ｄ）。在不同分子亚型中进行生存分析发现，高表
达的 ＴＭＥＭ１９６在不同亚型中显示较高的 ＯＳ，在
ＨＥＲ２＋组中差异具有统计学意义（ＨＲ＝０．２３２，９５％
ＣＩ：０．０６７～０．８０１，Ｐ＝０．０４３，图３Ｅ～Ｇ）。
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图１　ＴＭＥＭ１９６在乳腺癌中的表达情况分析　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图２　ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ数据库分析ＴＭＥＭ１９６在乳腺癌中的预后情况

８５４１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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ａ：Ｐ＜０．０５，与正常组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｌｕｍｉｎａｌ组比较
Ａ：ＴＭＥＭ１９６在乳腺正常组织和乳腺癌组织中的染色情况对比；Ｂ：ＴＭＥＭ１９６蛋白在乳腺正常组织和乳腺癌组织中的表达情
况；Ｃ：ＴＭＥＭ１９６蛋白在乳腺癌Ｌｕｍｉｎａｌ型、ＨＥＲ２＋型和ＴＮＢＣ中的表达比较；Ｄ：ＴＭＥＭ１９６蛋白在１６０例患者中不同表达的ＯＳ；
Ｅ－Ｇ：ＴＭＥＭ１９６蛋白在乳腺癌Ｌｕｍｉｎａｌ型、ＨＥＲ２＋型和ＴＮＢＣ中不同表达的ＯＳ

图３　通过组织芯片分析ＴＭＥＭ１９６蛋白在乳腺癌患者中的表达和预后

２．４　过表达ＴＭＥＭ１９６对乳腺癌细胞功能的影响
　　为探讨 ＴＭＥＭ１９６在肿瘤发生中的潜在作用，将
ＴＭＥＭ１９６过表达质粒转染到低表达 ＴＭＥＭ１９６的
ＭＤＡＭＢ２３１和 ＭＣＦ７细胞系中，建立了稳定差异表
达ＴＭＥＭ１９６的细胞模型；通过 ＲＴｑＰＣＲ证实外源性
ＴＭＥＭ１９６的表达（Ｐ＜０．０５，图 ４Ａ）。与 Ｖｅｃｔｏｒ组相
比，ＴＭＥＭ１９６的异位表达抑制了 ＭＤＡＭＢ２３１和
ＭＣＦ７细胞的生长（Ｐ＜０．０５，图４Ｂ、Ｃ）。划痕实验结

果显示：ＴＭＥＭ１９６的过表达抑制了 ＭＤＡＭＢ２３１（Ｐ＜
０．０５，图４Ｄ、Ｈ）和ＭＣＦ７（Ｐ＜０．０５，图 ４Ｅ、Ｉ）细胞的伤
口愈合。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验进一步检测过表达 ＴＭＥＭ１９６
之后ＭＤＡＭＢ２３１和ＭＣＦ７细胞的运动能力变化，与
Ｖｅｃｔｏｒ组相比，ＴＭＥＭ１９６的过表达显著抑制了 ＭＤＡ
ＭＢ２３１（Ｐ＜０．０５，图 ４Ｆ、Ｊ）和 ＭＣＦ７细胞（Ｐ＜０．０５，
图４Ｇ、Ｋ）的迁移与侵袭。

９５４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１４）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｖｅｃｔｏｒ组比较
Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测 ＭＤＡＭＢ２３１和 ＭＣＦ７细胞中 ＴＭＥＭ１９６过表达；Ｂ、Ｃ：ＭＴＳ法检测 ＴＭＥＭ１９６过表达对 ＭＤＡＭＢ２３１和
ＭＣＦ７细胞增殖的影响；Ｄ、Ｅ、Ｈ、Ｉ：划痕实验检测ＴＭＥＭ１９６过表达对ＭＤＡＭＢ２３１和ＭＣＦ７细胞运动能力的影响；Ｆ、Ｇ、Ｊ、Ｋ：
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测ＴＭＥＭ１９６过表达对ＭＤＡＭＢ２３１和ＭＣＦ７细胞迁移及侵袭能力的影响

图４　ＴＭＥＭ１９６过表达抑制乳腺癌细胞的增殖、侵袭和迁移　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

０６４１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．５　干扰ＴＭＥＭ１９６对乳腺癌细胞功能的影响
　　使用ｍｉＲＮＡ载体在ＴＭＥＭ１９６较高表达的ＢＴ４７４
细胞系中敲除 ＴＭＥＭ１９６的表达。成功转染后，ＲＴ
ｑＰＣＲ检测显示ＴＭＥＭ１９６表达降低 （Ｐ＜０．０５，图５Ａ）。
增殖实验显示：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，干扰ＴＭＥＭ１９６后显

著促进了 ＢＴ４７４细胞的增殖（Ｐ＜０．０５，图５Ｂ）。划痕
实验表明，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，干扰ＴＭＥＭ１９６能够促进
ＢＴ４７４细胞的伤口愈合能力（Ｐ＜０．０５，图 ５Ｃ）。同样
的，干扰 ＴＭＥＭ１９６之后能够促进 ＢＴ４７４细胞的迁移
与侵袭（Ｐ＜０．０５，图５Ｄ）。

!"#

$%&

$%#

#%&

#

'
(
)
*
#
+

,

,

$%!

$%-

-%.

#%/

#%)

#%!

#

!
"
#
"
$
*
/

相
对
表
达
量

0123415 67!8

,

,

9

:

时间
;7

67!)

0123415

组
67!8

组

67!)

组

,

!) ). <!

0
1
2
3
4
1
5

组
6
7
!
8

组
6
7
!
)

组

- 7 ). 7

0
1
2
3
4
1
5

组
6
7
!
8

组
6
7
!
)

组

迁移 侵袭

$-- !=

&- !=

'

)--

8--

!--

$--

-

相
对
迁
移
率
（
>

）

0123415 67!8

,

,

0

67!) 迁移 侵袭

,

,

)--

8--

!--

$--

-

相
对
迁
移
率
（
>

）

0123415 67!8

,

,

67!)

,

,

0123415

组

67!8

组

67!)

组

!--

$&-

$--

&-

-

细
胞
数
量

组别

组别

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较
Ａ：通过ＲＴｑＰＣＲ在ＢＴ４７４细胞中检测ＴＭＥＭ１９６的干扰效果；Ｂ：ＭＴＳ法检测干扰ＴＭＥＭ１９６后对ＢＴ４７４细胞增殖的影响；Ｃ：划痕实
验检测干扰ＴＭＥＭ１９６后对ＢＴ４７４细胞运动能力的影响；Ｄ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测干扰ＴＭＥＭ１９６对ＢＴ４７４细胞迁移及侵袭能力的影响

图５　干扰ＴＭＥＭ１９６能够促进乳腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

１６４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１４）



２．６　ＴＭＥＭ１９６对βｃａｔｅｎｉｎ／ＭＭＰ７信号通路的影响
　　细胞功能实验结果显示 ＴＭＥＭ１９６能够抑制乳腺
癌细胞的迁移与侵袭，进一步检测 βｃａｔｅｎｉｎ及其下游
靶基因ＭＭＰ７的表达变化。结果显示：与 Ｖｅｃｔｏｒ组相
比，ＴＭＥＭ１９６过表达细胞中的 βｃａｔｅｎｉｎ以及下游的
ＭＭＰ７明显下调（Ｐ＜０．０５，图６Ａ）；与此相反，βｃａｔｅｎｉｎ
以及下游的ＭＭＰ７在干扰ＴＭＥＭ１９６细胞中表达上调
（Ｐ＜０．０５，图６Ｂ）。
２．７　在干扰细胞模型中使用 βｃａｔｅｎｉｎ抑制剂后细胞

的功能变化

　　在干扰 ＴＭＥＭ１９６表达的 ＢＴ４７４细胞中加入 β
ｃａｔｅｎｉｎ抑制剂（ＩＣＧ００１，Ｂｅｙｏｔｉｍｅ），后者可以拮抗
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ／ＴＣＦ介导的转录，并特异性结合到启动
子结合蛋白。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞的迁移和侵袭能
力的变化，结果显示：干扰 ＴＭＥＭ１９６后细胞迁移和侵
袭的数量增加；而加入 βｃａｔｅｎｉｎ抑制剂可在一定程度
上阻止这种效果（Ｐ＜０．０５，图７Ａ）。检测３组中ＭＭＰ７
蛋白的变化显示：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｓｈ４组的 ＭＭＰ７
蛋白明显升高，加入 βｃａｔｅｎｉｎ抑制剂后其表达再次下
降（Ｐ＜０．０５，图７Ｂ），表明 ＴＭＥＭ１９６可以通过 Ｗｎｔ通
路调控下游基因的变化，ＴＭＥＭ１９６抑制βｃａｔｅｎｉｎ的表
达，导致其下游基因ＭＭＰ７的表达减少。

３　讨论

　　既往研究发现，ＴＭＥＭ１９６在肺癌组织中甲基化水
平明显升高，其高甲基化和更差的预后显著相关，提示

ＴＭＥＭ１９６可以视为肺癌预后的潜在标志物［８－９］。但

是，截至目前，尚没有关于 ＴＭＥＭ１９６在其他肿瘤中发
挥作用的相关报道，包括乳腺癌。本研究在乳腺癌中

通过实验方法探索 ＴＭＥＭ１９６的表达和预后，以及其
对Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ／ＭＭＰ７信号通路的影响，对于探索乳
腺癌新的预后标志物具有重要的参考价值。我们利用

人群队列发现 ＴＭＥＭ１９６在乳腺癌中表达降低，低表
达的ＴＭＥＭ１９６和乳腺癌患者更差的预后有关；同时，
利用实验方法初步发现 ＴＭＥＭ１９６可以通过抑制 β
ｃａｔｅｎｉｎ的表达而调控βｃａｔｅｎｉｎ／ＭＭＰ７信号通路，从而
对乳腺癌细胞的迁移及侵袭能力产生影响。我们的研

究结果提示 ＴＭＥＭ１９６是乳腺癌潜在的预后标志物，
值得进一步深入研究与探索。

３．１　ＴＭＥＭ１９６在乳腺癌中的研究价值
　　基因在肿瘤细胞中的亚细胞定位对于研究其功能
执行的方式具有重要的意义。通过查找人类蛋白质图

谱（ｈｕｍａｎｐｒｏｔｅｉｎａｔｌａｓ，ＨＰＡ）数据库，我们发现ＴＭＥＭ１９６
定位于核质和高尔基体，通过查阅文献得知，核质是细
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Ａ：在ＭＤＡＭＢ２３１细胞中过表达ＴＭＥＭ１９６后βｃａｔｅｎｉｎ及ＭＭＰ７的变化　ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｖｅｃｔｏｒ组比较；Ｂ：在ＢＴ４７４细胞中干
扰ＴＭＥＭ１９６后βｃａｔｅｎｉｎ及ＭＭＰ７的变化　ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较

图６　ＴＭＥＭ１９６对βｃａｔｅｎｉｎ／ＭＭＰ７信号通路的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈ４组比较
Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞迁移及侵袭能力的变化；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＭＭＰ７蛋白的表达

图７　ＴＭＥＭ１９６通过抑制βｃａｔｅｎｉｎ的表达调控乳腺癌细胞的迁移与侵袭　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

胞核内的重要组成部分，其内包含了多种转运受体蛋

白以及酶等对肿瘤的分化、凋亡、信号转导等具有重要

作用的物质［１０］。此外，一项关于乳腺癌的研究发现，

ＺＮＦ７５０表达的抑制显著增加了高尔基体面向划痕的
细胞数量，从而促进细胞划痕愈合，说明高尔基体是细

胞迁移过程中的关键参与者，并且朝向迁移方向［１１］，

这些证据为下一步深入研究 ＴＭＥＭ１９６在乳腺癌中的
作用提供了可参考的信息。

　　ＴＭＥＭ１９６属于跨膜蛋白家族的一员，到目前为
止，仅仅只发现 ＴＭＥＭ１９６在肺癌中受甲基化调控从
而对预后产生了影响，然而其在人类其他癌症中的作

用还是一片空白。不可否认的是，随着人类癌症研究

的不断深入，越来越多的研究证实跨膜蛋白家族成员

在肿瘤局部进展及远处转移过程中发挥至关重要的作

用［１２］，包括上皮间充质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）、调节细胞间黏附分子 （ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ
ａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ，ＩＣＡＭ）和血管细胞黏附分子
（ｖａｓｃｕｌａｒｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ，ＶＣＡＭ）与血小板／中
性粒细胞和内皮细胞的相互作用、钙激活氯离子通道

（ｃａｌｃｉｕｍａｃｔｉｖａｔｅｄｃｈｌｏｒｉｄｅｃｈａｎｎｅｌｓ，ＣａＣＣｓ）以及调节

Ⅰ型干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＩＦＮ）信号传导和先天免疫等。
除此之外，一些跨膜蛋白被当做潜在的预后标志物，包

括 ＴＭＥＭ４５Ａ、ＴＭＥＭ４８、ＴＭＥＭ９８等［１３－１７］。上述研究

结果表明跨膜蛋白家族在癌症的转移过程中扮演重要

的角色。由于肿瘤的转移是非常复杂的机制，需要多

种蛋白质共同参与，目前大部分跨膜蛋白在其中发挥

作用的机制尚不明确，亟须深入研究。同时也说明，

ＴＭＥＭ１９６在乳腺癌中的作用是值得研究和发掘的。
３．２　ＴＭＥＭ１９６在乳腺癌中的表达和预后
　　本研究发现，ＴＭＥＭ１９６在乳腺癌中表达降低且与
较差的预后结局（ＯＳ、ＲＦＳ）有关，同时在包含７０个正
常样本和１６０个乳腺癌样本的组织微阵列验证了这一
结果。ＴＭＥＭ１９６的表达在ＴＮＢＣ细胞和组织中最低，
同时，利用组织芯片在 ＴＮＢＣ患者中进行生存分析提
示ＴＭＥＭ１９６高表达和较好的预后有关；ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ
数据库的分析结果显示，在 Ｂａｓａｌ乳腺癌亚型中，高表
达ＴＭＥＭ１９６高表达和较好的预后有关。从病理角度
来说，ＴＮＢＣ是乳腺癌的一个亚组，定义为 ＥＲ、ＰＲ和
ＨＥＲ２，而Ｂａｓａｌ型乳腺癌定义为表达细胞角蛋白和其
他非管腔（基底）基因的基底样乳腺癌，与 ＴＮＢＣ的重

３６４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１４）



叠程度达到９０％［１８］。因此，上述的结果具有一致性，
说明 ＴＭＥＭ１９６是乳腺癌潜在的预后标志物。近年
来，新的组织微阵列技术可用于各种不同的阵列设

计［１９］。例如，包含癌症前驱病变和进展期病变样本的

阵列，包含来自同一组织的正常、癌旁和恶性样本的组

织型比较阵列，或者包含同一肿瘤实体的不同亚型或

阶段的癌症阵列。例如，一项关于乳腺癌的研究开发

了一种新的半自动循环肿瘤细胞（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒ
ｃｅｌｌ，ＣＴＣ）计数系统，叫做流体细胞微阵列芯片系统
（ｆｌｕｉｄｉｃｃｅｌｌｍｉｃｒｏａｒｒａｙｃｈｉｐｓｙｓｔｅｍ，ＦＣＭＣ），可以独立
于肿瘤特异性标志物或物理特性而捕获 ＣＴＣ，比既往
的ＣＴＣ检测系统具有更高的灵敏度和准确性［１９］。总

之，组织微阵列是目前以及未来转化癌症研究的有力

工具，有许多值得研究的内容有待发掘。

３．３　ＴＭＥＭ１９６对乳腺癌细胞功能及下游信号通路的
影响

　　本研究通过细胞实验发现，ＴＭＥＭ１９６可以抑制乳
腺癌细胞的迁移及侵袭，并且可以抑制 βｃａｔｅｎｉｎ及其
下游的 ＭＭＰ７的表达；而敲低 ＴＭＥＭ１９６之后，
βｃａｔｅｎｉｎ和 ＭＭＰ７的表达也随之升高；加入 βｃａｔｅｎｉｎ
抑制剂之后，ＭＭＰ７的表达又进一步降低，说明
ＴＭＥＭ１９６可以通过 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ／ＭＭＰ７通路从而调
控乳腺癌细胞的运动能力。众所周知，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
信号通路的激活在包括乳腺癌在内的各种癌症的发

生、发展和转移中起着关键作用［２０－２２］。除此之外，基

质金属蛋白酶７（ＭＭＰ７）作为一种小的分泌性蛋白水
解酶。它的表达与多种癌症的侵袭、迁移相关［２３］，一

些研究表明 ＭＭＰ７在乳腺癌细胞和组织中均过表
达［２４］，是βｃａｔｅｎｉｎ最重要的下游靶基因之一。在后续
的研究中，可以在干扰 ＴＭＥＭ１９６表达的基础上进一
步敲低ＭＭＰ７，观察乳腺癌细胞的功能变化，这个结果
能够更加有利的论证本研究的结论。在本研究中，我

们发现 ＭＭＰ７是 ＴＭＥＭ１９６下游的重要靶基因，以上
结果表明ＴＭＥＭ１９６可能通过减弱βｃａｔｅｎｉｎ／ＭＭＰ７信
号通路来抑制乳腺癌细胞的迁移与侵袭。

３．４　研究局限及结论
　　本研究尚有一些不足之处：①本研究通过实验方
法初步探索了 ＴＭＥＭ１９６在乳腺癌中的作用及其可能
作用的下游信号通路，但是 ＴＭＥＭ１９６抑制乳腺癌细
胞侵袭及迁移的具体分子机制目前尚不清楚，以及

ＴＭＥＭ１９６如何参与调控 βｃａｔｅｎｉｎ／ＭＭＰ７信号通路尚
不明确，后续需要体外验证、ＣｏＩＰ等实验进一步深入
研究；同时，还可以借助免疫荧光明确 ＴＭＥＭ１９６的亚
细胞定位，其亚细胞定位对于理解和探索该基因执行

功能的方式至关重要；②本研究初步发现 ＴＭＥＭ１９６
可以抑制βｃａｔｅｎｉｎ及其下游 ＭＭＰ７的表达，根据以往
报道可知，包括 ｃｍｙｃ和 ＭＭＰ９在内的 βｃａｔｅｎｉｎ下游
靶基因与乳腺癌远处转移和不良预后显著相关［２５］，

ＴＭＥＭ１９６与这些靶基因之间的关系尚需进一步研究。
　　总之，本研究发现 ＴＭＥＭ１９６在乳腺癌中表达下
调并且与乳腺癌预后不良有关。同时，ＴＭＥＭ１９６可以
通过βｃａｔｅｎｉｎ／ＭＭＰ７信号通路抑制乳腺癌细胞的增
殖、迁移和侵袭。这些发现增加了我们对乳腺癌发生

的分子机制的理解，并为癌症的诊断、治疗和预后提供

了潜在的靶点。
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