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信号蛋白６Ｄ通过 ＡＵＲＫＡ抑制三阴性乳腺癌的恶性进展
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摘要　目的 　探讨信号蛋白６Ｄ（ＳＥＭＡ６Ｄ）在三阴性乳腺癌（ＴＮＢＣ）恶性进展中的作用。方法　通过生物信息学和免疫组化
分析ＳＥＭＡ６Ｄ在ＴＮＢＣ和癌旁非肿瘤组织中的表达水平及其与患者临床病理特征的关系；构建稳定敲低 ＳＥＭＡ６Ｄ表达的
ＭＤＡＭＢ２３１细胞系进行体外实验，通过细胞划痕和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验研究ＳＥＭＡ６Ｄ对ＴＮＢＣ细胞的迁移和侵袭的影响；ｃＢｉｏＰｏｒ
ｔａｌ数据库和ＧＥＰＩＡ２数据库筛选出与其负相关的基因，即极光激酶 Ａ（ａｕｒｏｒａｋｉｎａｓｅＡ，ＡＵＲＫＡ），生物信息学和免疫组化分析
ＡＵＲＫＡ在ＴＮＢＣ和癌旁非肿瘤组织中的表达水平及其与患者临床病理特征的关系；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验分析敲低 ＳＥＭＡ６Ｄ后
ＡＵＲＫＡ的表达和上皮间质转化相关标志物蛋白紧密连接蛋白１（Ｃｌａｕｄｉｎ１）、钙黏蛋白 Ｎ（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）和波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）
表达的影响。结果　生物信息学分析和免疫组化结果显示，ＳＥＭＡ６Ｄ在 ＴＮＢＣ组织中的表达低于癌旁非肿瘤组织（均 Ｐ＜
００５），ＡＵＲＫＡ在ＴＮＢＣ组织中的表达高于癌旁非肿瘤组织（均Ｐ＜００５），ＳＥＭＡ６Ｄ和ＡＵＲＫＡ在ＴＮＢＣ中表达呈负相关（Ｐ＜
００１）；ＳＥＭＡ６Ｄ低表达和ＡＵＲＫＡ高表达均与ＴＮＢＣ患者肿瘤大小、肿瘤组织学分级、临床分期和淋巴结转移呈正相关（均 Ｐ
＜００５）；敲低ＳＥＭＡ６Ｄ促进ＴＮＢＣ细胞的迁移和侵袭能力（均Ｐ＜０００１）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，敲低ＳＥＭＡ６Ｄ后ＡＵＲＫＡ表
达上调并且促进肿瘤细胞Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达，抑制了Ｃｌａｕｄｉｎ１的表达。结论　ＴＮＢＣ中ＳＥＭＡ６Ｄ表达下调，可能
通过上调ＡＵＲＫＡ的表达以及促进上皮间质转化，参与ＴＮＢＣ的恶性进展。
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　　乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，中国乳
腺癌的发病率和死亡率均居女性恶性肿瘤的首

位［１］。三阴性乳腺癌（ｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ，
ＴＮＢＣ）是乳腺癌的一种特殊亚型，约占所有乳腺癌
的１５％～２０％，由于缺乏雌激素受体 （ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）、孕激素受体（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲ）
和人表皮生长因子受体 ２（ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＨＥＲ２）的表达，ＴＮＢＣ具有高度侵
袭性，表现为复发率高、转移潜力大、总生存期

短［２］，并且对内分泌治疗和ＨＥＲ２靶向治疗不敏感，
缺乏针对性治疗方案，因此寻求新的治疗靶点至关

重要。

　　信号蛋白６Ｄ（ｓｅｍａｐｈｏｒｉｎ６Ｄ，ＳＥＭＡ６Ｄ）是一种

膜结合型蛋白，最初在神经系统中发挥作用，进一步

研究［３］表明通过调控细胞增殖、细胞存活、细胞黏

附和迁移、免疫反应调控和血管生成参与组织稳态

和肿瘤发生。极光激酶 Ａ（ａｕｒｏｒａｋｉｎａｓｅａ，ＡＵＲＫＡ）
是丝／苏氨酸激酶家族的一员，在有丝分裂中起主要
作用，是一种致癌基因，在多种类型的癌症中过表达

或基因扩增。研究［４］表明，ＡＵＲＫＡ在ＴＮＢＣ中起促
肿瘤作用。目前ＳＥＭＡ６Ｄ在ＴＮＢＣ中的作用及其与
ＡＵＲＫＡ的关系尚不明确。因此该研究旨在探讨
ＳＥＭＡ６Ｄ对ＴＮＢＣ生物学行为的影响及其与 ＡＵＲ
ＫＡ表达的关系。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验细胞　人 ＴＮＢＣ细胞系 ＭＤＡＭＢ２３１、
人肾上皮细胞ＨＥＫ２９３Ｔ购自美国ＡＴＣＣ公司。
１．１．２　临床样本　本研究收集的８２例ＴＮＢＣ组织
和４８例癌旁非肿瘤组织样本均来自安徽医科大学
第一附属医院２０１９年５月—２０２４年３月间接受手
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术的患者标本，术后病理和免疫组化诊断为 ＴＮＢＣ。
组织离体后对肿瘤组织和癌旁组织（距肿瘤边缘 ＞
２ｃｍ）分别进行取材，放入４％甲醛溶液进行固定，
取材和脱水后制备石蜡包埋组织和组织切片。所有

样本使用均获得患者知情同意，本实验已通过安徽

医科大学第一附属医院伦理委员会的批准（批准

号：２０２４２８４）。
１．１．３　主要试剂　胎牛血清（南京维森特生物技
术有限公司，货号：０８７１５０）；ＤＭＥＭ培养基、ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、ＰＢＳ（苏州赛默
飞世尔仪器有限公司，货号：１１９６６０２５、１１８７５１７６、
１１３２００３３、１００１００２３）；蛋白裂解液 ＲＩＰＡ（上海碧云
天技术有限公司，货号：Ｐ００１３Ｃ）；通用二步法检测
试剂盒（北京中杉金桥生物技术有限公司，货号：

ＰＶ９０００）；兔抗人 ＳＥＭＡ６Ｄ（北京傲锐东源生物科
技有限公司，货号：ＴＡ３５１６４５）；兔抗人 ＡＵＲＫＡ、鼠
抗人 ＧＡＰＤＨ、紧密连接蛋白１（Ｃｌａｕｄｉｎ１）、钙黏蛋
白Ｎ（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）（武汉三鹰
公司，货号：１０２９７１ＡＰ、６０００４１Ｉｇ、２８６７４１ＡＰ、
２２０１８１ＡＰ、１０３６６１ＡＰ）。
１．１．４　主要耗材及仪器　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（美国
Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，货号：３４９１）、细胞计数仪（江苏卓微生
物科技有限公司，型号：ＪＩＭＢＩＯＦＩＬ）、低速离心机
（湖南湘立科学仪器有限公司，型号：ＴＤＺ５ＷＳ）、台
式微量离心机（美国ｂｅｃｋｍａｎｃｏｕｌｔｅｒ公司，型号：Ｍｉ
ｃｒｏｆｕｇｅ１６）、恒温振荡器（上海力辰仪器科技有限公
司，型号：ＺＤ８５）、脱色摇床（上海智城分析仪器制
造公司，型号：ＺＨＷＹ３４４）。
１．２　方法
１．２．１　公共数据库分析　通过 ＧＥＯ数据库
（ＧＳＥ３８９５９）分析 ＴＮＢＣ和癌旁非肿瘤组织差异表
达基因，筛选条件：｜ｌｏｇ２ＦＣ｜＞１，且Ｐ＜００５，共筛出
上调基因３５个，下调基因２４个。利用在线数据库
ＵＡＬＣＡＮ进一步分析ＳＥＭＡ６Ｄ在ＴＮＢＣ和正常乳腺
组织中的表达水平；基于公共数据库 ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ和
ＧＥＰＩＡ２数据库筛选出与 ＳＥＭＡ６Ｄ负相关的基因，
得到目的基因ＡＵＲＫＡ，利用在线数据库ＵＡＬＣＡＮ进
一步分析 ＡＵＲＫＡ在 ＴＮＢＣ和正常乳腺组织中的表
达水平。

１．２．２　免疫组化（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）　将
石蜡包埋的 ＴＮＢＣ和癌旁非肿瘤组织进行连续 ４
μｍ切片，切片放置９５℃烤箱烘烤３０ｍｉｎ，然后放
入６５℃烘箱中烤片２ｈ，采用 Ｅｎｖｉｓｉｏｎ两步法检测
ＳＥＭＡ６Ｄ和 ＡＵＲＫＡ在 ＴＮＢＣ和癌旁非肿瘤组织中

的蛋白表达水平。经脱蜡水化、柠檬酸盐高压修复、

过氧化氢阻断、ＳＥＭＡ６Ｄ（１∶５０）及 ＡＵＲＫＡ（１∶
１００）抗体过夜孵育、复温后标抗鼠／兔 ＩｇＧ聚合物
（急用型）室温孵育１５～３０ｍｉｎ、ＤＡＢ显色、苏木精
复染、梯度乙醇脱水、二甲苯透明、中性树脂封片。

结果判读：ＳＥＭＡ６Ｄ蛋白和 ＡＵＲＫＡ蛋白均位于细
胞质，细胞质中出现棕色颗粒染色即为阳性，由两位

病理医师采用双盲法阅片，每张切片随机选取５个
高倍视野（×４００），根据半定量评分系统进行评分，
免疫组化切片组织中的细胞按染色强度分级，并与

背景着色对比：无着色为０分，淡黄为１分，黄或深
黄为２分；阳性细胞计数：１％ ～２５％为１分，２６％ ～
５０％为２分，５１％～７５％为３分，７６％～１００％为４分，两
者相乘计算总分，１～２分为低表达，３～８分为高表达［５］。
１．２．３　细胞培养　人 ＴＮＢＣ细胞系 ＭＤＡＭＢ２３１
和人胚肾细胞２９３Ｔ在含有１０％胎牛血清，１％的青
－链霉素双抗溶液的ＤＭＥＭ培养基中培养，培养条
件为３７℃、５％ ＣＯ２恒温箱。
１．２．４　构建稳转细胞系　ｓｈＳＥＭＡ６Ｄ序列如下，
ｓｈＳＥＭＡ６Ｄ１：５′ＣＴＧＧＣＡＧＧＧＡＴＣＡＡＧＴＴＴＡＴＡ３′；
ｓｈＳＥＭＡ６Ｄ２：５′ＴＧＧＣＣＡＧＣＧＡＴＧＣＣＧＴＴＡＴＴＴ３′。
将１１２５μｇ目的质粒、３７５μｇｐＭＤ２Ｇ、７５μｇｐｓ
ＰＡＸ２，混合均匀后加入３３０μｌ０１×ＴＥ溶液，５６５
μｌ氯化钙溶液，加无菌水至５７０μｌ；再缓慢逐滴加
入５７０μｌＨＢＳ溶液，室温静置１５ｍｉｎ；最后将混合
液缓慢逐滴加入２９３Ｔ细胞并摇匀。收集病毒上清
液并使用 ０２２μｍ滤膜过滤后感染 ＭＤＡＭＢ２３１
细胞，接着加入嘌呤霉素筛选表达目的质粒的稳转

细胞系。最后收集上述稳转细胞，采用蛋白质印迹

（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）实验对转染效率进行检测，构建
成功后用于后续实验。

１．２．５　ＷＢ实验　用裂解液分别提取细胞总蛋白，
测定蛋白浓度后用上样缓冲液定量，进行１０％ ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶电泳，恒流２２５ｍＡ的条件下转膜９０ｍｉｎ，
再使用１×快速封闭液室温封闭２０ｍｉｎ，一抗ＧＡＰＤＨ
（１∶５０００），ＳＥＭＡ６Ｄ、ＡＵＲＫＡ、Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（１∶１０００）４℃孵育过夜。次日使用 ＴＢＳＴ
溶液洗膜３次（１０ｍｉｎ／次）后，二抗（鼠、兔二抗均按
１∶１００００在 ＴＢＳＴ中稀释）室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ溶
液洗膜３次（５ｍｉｎ／次）后使用ＥＣＬ显影液显影。
１２．６　细胞划痕实验　在 ６孔板中铺 ４×１０５个
ＴＮＢＣ细胞，镜下观察细胞至均匀分布满培养皿底
部但不重叠的程度，用１０μｌ吸头在孔中划出一条
直线，更换为无血清培养基培养，并找合适的位置拍
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照记录，２４ｈ后再次在同样位置拍照，计算划痕宽
度变化。

１．２．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验　使用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室进行细
胞迁移和侵袭检测。取对数生长的 ＴＮＢＣ细胞，用
无血清培养基将细胞以 ５×１０４个／ｍｌ的浓度重悬，
取２００μｌ加入上室中，并用１０％ 血清培养基 ８００μｌ
填充下室，３７℃培养２４ｈ后，将小室取出，用４％多聚
甲醛固定液固定细胞３０ｍｉｎ后，用０１％结晶紫染液
染色１ｈ，用棉签轻柔擦去上室中的细胞，在显微镜
下观察统计并拍照。侵袭实验时则在小室膜上提前

匀布基质胶并等其凝固，后续步骤同迁移实验。

１．２．８　统计学处理　使用 Ｐｒｉｓｍ９软件进行统计学
分析，所有实验均独立重复３次，统计结果使用均数
±标准差表示。两组间数据比较使用Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓｔ检
验进行分析，多组间比较使用单因素方差分析（Ｏｎｅ
ｗａｙＡＮＯＶＡ）进行分析，事后组间的两两比较采用
Ｔｕｋｅｙ检验，两组间构成比的比较采用卡方检验进
行分析，相关性分析采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关分析。
Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＳＥＭＡ６Ｄ在ＴＮＢＣ中的表达水平及其与临床

病理特征的关系　通过对ＧＥＯ数据库（ＧＳＥ３８９５９）
分析ＴＮＢＣ和正常乳腺组织的差异表达基因，得到
上调基因３５个，下调基因２４个，进一步绘制热图，
得到目的基因 ＳＥＭＡ６Ｄ，该基因在 ＴＮＢＣ组织中表
达下调（图 １Ａ）。ＵＡＬＣＡＮ数据库显示，ＳＥＭＡ６Ｄ
ｍＲＮＡ在ＴＮＢＣ中的表达水平低于正常乳腺组织（ｔ
＝２６３，Ｐ＜００５，图１Ｂ）。通过 ＩＨＣ检测 ＳＥＭＡ６Ｄ
在ＴＮＢＣ和癌旁非肿瘤组织中的表达水平及定位，
结果显示：ＳＥＭＡ６Ｄ主要定位于细胞质，在ＴＮＢＣ组
织中低表达水平占比明显高于癌旁非肿瘤组织（Ｐ
＜００１，图１Ｃ、表１）；进一步分析 ＳＥＭＡ６Ｄ表达与
患者临床病理参数关系，结果显示：ＳＥＭＡ６Ｄ低表达
患者肿瘤大小、肿瘤组织学分级、临床分期和淋巴结

转移更高（均Ｐ＜００５，表２）。

表１　ＳＥＭＡ６Ｄ蛋白在ＴＮＢＣ组织和癌旁

非肿瘤组织中的表达 ［ｎ（％）］

Ｔａｂ．１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＥＭＡ６ＤｐｒｏｔｅｉｎｉｎＴＮＢＣｔｉｓｓｕｅｓ

ａｎｄｐａｒａｃａｎｃｅｒｎｏｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ［ｎ（％）］

Ｓａｍｐｌｅ
ＳＥＭＡ６Ｄ

Ｈｉｇｈ Ｌｏｗ
χ２

ｖａｌｕｅ

Ｐ

ｖａｌｕｅ
ＴＮＢＣ ２５（３０．５） ５７（６９．５） １２．７１ ＜００１
Ｐａｒａｃａｎｃｅｒｎｏｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ ３０（６２．５） １８（３７．５）

图１　ＳＥＭＡ６Ｄ在ＴＮＢＣ组织中的表达水平及与临床病理特征的相关性

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＳＥＭＡ６ＤｉｎＴＮＢＣ

ｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｉｔｓｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｆｅａｔｕｒｅｓ

　　 Ａ：ＨｅａｔｍａｐｏｆｓｃｒｅｅｎｉｎｇｋｅｙｇｅｎｅＳＥＭＡ６Ｄ ｂａｓｅｄｏｎＧＥＯ ｄａｔａｂａｓｅ

（ＧＳＥ３８９５９）；Ｂ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＳＥＭＡ６ＤｍＲＮＡｉｎＴＮＢＣａｎｄｎｏｒｍａｌｂｒｅａｓｔ

ｔｉｓｓｕｅｓｆｒｏｍＵＡＬＣＡＮｄａｔａｂａｓｅ；Ｃ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＥＭＡ６Ｄｉｎｃｌｉｎｉｃａｌｐａｒａｆｆｉｎ

ｓａｍｐｌｅｓｅｃｔｉｏｎｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＩＨＣ（ａ，ｃ：×１００；ｂ，ｄ：×４００）；ａ：Ｎｏｒｍａｌｂｒｅａｓｔ

ｇｒｏｕｐ；ｂ：ＴＮＢＣｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓＮｏｒｍａｌｂｒｅａｓｔｇｒｏｕｐ．
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表２　ＳＥＭＡ６Ｄ蛋白与ＴＮＢＣ患者

临床病理特征的关系［ｎ（％）］

Ｔａｂ．２　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＳＥＭＡ６Ｄｐｒｏｔｅｉｎ

ａｎｄｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｆｅａｔｕｒｅｓｏｆＴＮＢＣｐａｔｉｅｎｔｓ［ｎ（％）］

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ
ＳＥＭＡ６Ｄ

Ｈｉｇｈ Ｌｏｗ
χ２

ｖａｌｕｅ

Ｐ

ｖａｌｕｅ
Ａｇｅ（ｙｅａｒｓ） ３．７１９ ０．１５６
　＜３５ １（４．０） ５（８．８）
　３５－５５ １８（７２．０） ２８（４９．１）
　＞５５ ６（２４．０） ２４（４２．１）
Ｔｕｍｏｒｓｉｚｅ（ｃｍ） ７．５３５ ０．００６
　≤２ １５（６０．０） １６（２８．１）
　＞２ １０（４０．０） ４１（７１．９）
Ｍｅｎｏｐａｕｓａｌｓｔａｔｅ ０．２８４ ０．５８４
　Ｐｒｅｍｅｎｏｐａｕｓａｌ １３（５２．０） ２６（４５．６）
　Ｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌ １２（４８．０） ３１（５４．４）
Ｇｒａｄｅ ５．９２４ ０．０１５
　Ⅰ＋Ⅱ １３（５２．０） １４（２４．６）
　Ⅲ １２（４８．０） ４３（７５．４）
Ｓｔａｇｅ ６．８３９ ０．００９
　Ⅰ １３（５２．０） １３（２２．８）
　Ⅱ＋Ⅲ １２（４８．０） ４４（７７．２）
Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ４．１８１ ０．０４１
　Ｎｏ ２４（９６．０） ４２（７３．７）
　Ｙｅｓ １（４．０） １５（２６．３）
Ｋｉ６７ ０．０９１ ０．９５５
　＜２５％ ３（１２．０） ６（１０．５）
　２５％－５０％ ８（３２．０） ２０（３５．１）
　＞５０％ １４（５６．０） ３１（５４．４）

２．２　敲低 ＳＥＭＡ６Ｄ对 ＴＮＢＣ细胞迁移和侵袭的
影响　为探索 ＳＥＭＡ６Ｄ对 ＴＮＢＣ生物学行为的影
响，使用ＭＤＡＭＢ２３１细胞进行敲低稳转细胞系的
构建，并进行 ＷＢ实验验证效率，结果显示：ＳＥ
ＭＡ６Ｄ敲低组的ＳＥＭＡ６Ｄ蛋白表达水平明显低于对
照组（ｔ＝２７７１、１８１４，均 Ｐ＜０００１），表明敲低稳
转细胞系构建成功（图２Ａ）；细胞划痕试验结果显
示：敲低 ＳＥＭＡ６Ｄ之后，细胞划痕愈合速度明显快
于对照组（ｔ＝９６７３、９６６１，均 Ｐ＜０００１，图 ２Ｂ）；
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示：ＳＥＭＡ６Ｄ敲低的 ＭＤＡＭＢ
２３１细胞迁移能力（ｔ＝２８４３、３４２８，均 Ｐ＜０００１，
图２Ｃ）和侵袭能力（ｔ＝１７５２、１２９５，均 Ｐ＜０００１，
图２Ｄ）均明显增强。
２．３　ＡＵＲＫＡ在ＴＮＢＣ组织中的表达水平及其与
临床病理特征的关系　利用公开数据库分析与 ＳＥ
ＭＡ６Ｄ负相关的基因，得到目的基因为 ＡＵＲＫＡ（Ｐ＜
０００１，图３Ａ），随后 ＵＡＬＣＡＮ数据库显示 ＡＵＲＫＡ
ｍＲＮＡ在ＴＮＢＣ中的表达水平高于正常乳腺组织（ｔ
＝２６２２，Ｐ＜００５，图 ３Ｂ）；通过 ＩＨＣ检测 ＡＵＲＫＡ

在ＴＮＢＣ和癌旁非肿瘤组织中的表达及定位，结果
显示：ＡＵＲＫＡ主要定位于细胞质，在 ＴＮＢＣ组织中
表达水平高于癌旁非肿瘤组织（Ｐ＜００５，图３Ｃ，表
３）；进一步分析 ＴＮＢＣ的临床病理参数，结果显示：
ＡＵＲＫＡ高表达患者肿瘤大小、肿瘤组织学分级、临
床分期和淋巴结转移更高（均Ｐ＜００５，表４）。

表３　ＡＵＲＫＡ蛋白在ＴＮＢＣ组织和

癌旁非肿瘤组织中的表达 ［ｎ（％）］

Ｔａｂ．３　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＵＲＫＡｐｒｏｔｅｉｎｉｎＴＮＢＣｔｉｓｓｕｅｓ

ａｎｄｐａｒａｃａｎｃｅｒｎｏｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ［ｎ（％）］

Ｓａｍｐｌｅ
ＡＵＲＫＡ

Ｈｉｇｈ Ｌｏｗ
χ２

ｖａｌｕｅ

Ｐ

ｖａｌｕｅ
ＴＮＢＣ ４１（５０．０） ４１（５０．０）

５．３８４ ＜００５
Ｐａｒａｃａｎｃｅｒｎｏｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ １４（２９．２） ３４（７０．８）

表４　ＡＵＲＫＡ蛋白与ＴＮＢＣ患者

临床病理特征的关系 ［ｎ（％）］

Ｔａｂ．４　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＡＵＲＫＡｐｒｏｔｅｉｎ

ａｎｄｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｆｅａｔｕｒｅｓｏｆＴＮＢＣｐａｔｉｅｎｔｓ［ｎ（％）］

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ
ＡＵＲＫＡ

Ｈｉｇｈ Ｌｏｗ
χ２

ｖａｌｕｅ

Ｐ

ｖａｌｕｅ
Ａｇｅ（ｙｅａｒｓ） ３．２５８ ０．１９６
　＜３５ ４（９．８） ２（４．９）
　３５－５５ １９（４６．３） ２７（６５．９）
　＞５５ １８（４３．９） １２（２９．２）
Ｔｕｍｏｒｓｉｚｅ（ｃｍ） ４．２０１ ０．０４０
　≤２ １１（２６．８） ２０（４８．８）
　＞２ ３０（７３．２） ２１（５１．２）
Ｍｅｎｏｐａｕｓａｌｓｔａｔｅ １．２２２ ０．２６９
　Ｐｒｅｍｅｎｏｐａｕｓａｌ １７（４１．５） ２２（５３．７）
　Ｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌ ２４（５８．５） １９（４６．３）
Ｇｒａｄｅ ６．６８１ ０．０１０
　Ⅰ＋Ⅱ ８（１９．５） １９（４６．３）
　Ⅲ ３３（８０．５） ２２（５３．７）
Ｓｔａｇｅ ５．６３２ ０．０１８
　Ⅰ ８（１９．５） １８（４３．９）
　Ⅱ＋Ⅲ ３３（８０．５） ２３（５６．１）
Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ４．９７０ ０．０２６
　Ｎｏ ２９（７０．７） ３７（９０．２）
　Ｙｅｓ １２（２９．３） ４（９．８）
Ｋｉ６７ ５．１４９ ０．０７６
　＜２５％ ２（４．９） ７（１７．１）
　２５％－５０％ １２（２９．３） １６（３９．０）
　＞５０％ ２７（６５．８） １８（４３．９）

２．４　ＳＥＭＡ６Ｄ与ＡＵＲＫＡ表达的相关性及其对乳
腺癌细胞ＥＭＴ的影响　ＩＨＣ结果显示在 ＴＮＢＣ组
织中 ＳＥＭＡ６Ｄ蛋白和 ＡＵＲＫＡ蛋白均高表达者 ７
例、均低表达者 ２３例、ＳＥＭＡ６Ｄ蛋白高表达而
ＡＵＲＫＡ蛋白低表达者１８例、ＳＥＭＡ６Ｄ蛋白低表达而
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图２　敲低ＳＥＭＡ６Ｄ对ＴＮＢＣ细胞迁移和侵袭的影响

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＳＥＭＡ６ＤｏｎＴＮＢＣｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎ

　　Ａ：ＷＢｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＳＥＭＡ６Ｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ；Ｂ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＳＥＭＡ６ＤｏｎｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＭＤＡＭＢ２３１

ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｓｓａｙ×４０；Ｃ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｋｎｏｃｋｉｎｇｄｏｗｎＳＥＭＡ６ＤｏｎＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙ×

１００；Ｄ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｋｎｏｃｋｉｎｇｄｏｗｎＳＥＭＡ６ＤｏｎＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙ×１００；ａ：ｓｈＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｓｈＳＥＭＡ６Ｄ１

ｇｒｏｕｐ；ｃ：ｓｈＳＥＭＡ６Ｄ２ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０００１ｖｓｓｈＣｔｒｌｇｒｏｕｐ．

图３　ＡＵＲＫＡ在ＴＮＢＣ组织中的表达水平及与临床病理特征的相关性

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＡＵＲＫＡｉｎＴＮＢＣｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｉｔｓｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｆｅａｔｕｒｅｓ

　　Ａ：ＳｃｒｅｅｎｉｎｇｆｏｒｇｅｎｅｓｎｅｇａｔｉｖｅｌｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈＳＥＭＡ６ＤｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｃＢｉｏＰｏｒｔａｌａｎｄＧＥＰＩＡ２ｄａｔａｂａｓｅｓ；Ｂ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＡＵＲＫＡｍＲ

ＮＡｉｎＴＮＢＣａｎｄｎｏｒｍａｌｂｒｅａｓｔｔｉｓｓｕｅｓｆｒｏｍｔｈｅＵＡＬＣＡＮｄａｔａｂａｓｅ；Ｃ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＵＲＫＡｉｎｃｌｉｎｉｃａｌｐａｒａｆｆｉｎｓａｍｐｌｅｓｅｃｔｉｏｎｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＩＨＣ
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ＡＵＲＫＡ蛋白高表达者３４例，ＴＮＢＣ组织中ＳＥＭＡ６Ｄ
蛋白表达水平与 ＡＵＲＫＡ蛋白表达水平呈负相关
（ｒ＝－０２９１，Ｐ＜００１，表 ５）；使用 ＷＢ检测敲低
ＳＥＭＡ６Ｄ后 ＡＵＲＫＡ蛋白及上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉ
ａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）标志物蛋白的表达
水平，结果显示：敲低 ＳＥＭＡ６Ｄ后，细胞 ＡＵＲＫＡ表
达水平上调；上皮标志物 Ｃｌａｕｄｉｎ１表达降低；间充
质标志物 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达升高（ｔＣｌａｕｄｉｎ１
＝１４３２、１１５８，ｔＮｃａｄｈｅｒｉｎ＝７０９、９７８，ｔＶｉｍｅｎｔｉｎ＝１３１７、
９８７，ｔＡＵＲＫＡ＝６６４、８９３，均 Ｐ＜００１，图４）。以上
结果证明敲低 ＳＥＭＡ６Ｄ的表达能够促进肿瘤细胞
ＡＵＲＫＡ的表达和ＥＭＴ进展。

表５　ＳＥＭＡ６Ｄ与ＡＵＲＫＡ蛋白在ＴＮＢＣ组织中的相关性

Ｔａｂ．５　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＳＥＭＡ６Ｄａｎｄ

ＡＵＲＫＡｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＴＮＢＣｔｉｓｓｕｅｓ

ＳＥＭＡ６Ｄ
ＡＵＲＫＡ

Ｌｏｗ Ｈｉｇｈ
ｎ ｒ

Ｐ

ｖａｌｕｅ

Ｌｏｗ ２３ ３４ ５７
－０．２９１ ０．００８

Ｈｉｇｈ １８ ７ ２５

３　讨论

　　基于ＥＲ、ＰＲ和ＨＥＲ２等分子表达状况，可以将
乳腺癌分为激素受体阳性、ＨＥＲ２阳性和 ＴＮＢＣ三
种亚型。ＴＮＢＣ是乳腺癌中恶性程度最高的亚型，
预后较差，目前的治疗方案主要有手术治疗、辅助化

疗和放疗。然而，一部分 ＴＮＢＣ患者在确诊时已错

过了手术时机，非手术治疗 ＴＮＢＣ的标准疗法仍然
是以非特异性化疗为主，但只有不到 ３０％ 的 ＴＮＢＣ
患者获得完全应答，复发率和病死率仍高于非 ＴＮ
ＢＣ亚型［６］。因此，寻求新的治疗靶点对提高 ＴＮＢＣ
患者的治疗效果和改善预后具有重要意义。

　　ＳＥＭＡ６类家族属于跨膜蛋白，其结构由 ＳＥＭＡ
结构域、跨膜结构域和胞质结构域构成，ＳＥＭＡ结构
域包含丛蛋白和神经纤毛蛋白受体的结合基序［７］。

ＳＥＭＡ６类家族蛋白能够通过刺激与受体酪氨酸激
酶（ｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｓ，ＲＴＫｓ）共享共同结构域
的丛蛋白和神经纤毛蛋白，调节特定 ＲＴＫｓ的细胞
信号传导，如酪氨酸激酶下游效应途径如 ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ、ＭＡＰＫ／ＥＲＫ和第二信使等，这些通路和分子的
激活进而导致肿瘤的发生发展［８］。ＳＥＭＡ６Ｄ在多种
肿瘤中异常表达，曲 等［５］研究表明ＳＥＭＡ６Ｄ蛋白在
胃癌组织中高表达，与胃癌肿瘤分化程度、侵袭性、

淋巴结转移和ＴＮＭ分期呈正相关。Ｄｕａｎｅｔａｌ［９］研
究显示 ＳＥＭＡ６Ｄ在肾透明细胞癌组织中的表达低
于正常组织，过表达可抑制肾透明细胞癌的增殖、迁

移和侵袭。然而，ＳＥＭＡ６Ｄ在乳腺癌 ＴＮＢＣ亚型中
的作用机制尚不明确。因此，本研究首先基于ＵＡＬ
ＣＡＮ数据库分析发现 ＳＥＭＡ６Ｄ的 ｍＲＮＡ水平在
ＴＮＢＣ中表达显著下调，进一步通过临床样本检测
发现 ＳＥＭＡ６Ｄ在 ＴＮＢＣ组织中低表达，且 ＳＥＭＡ６Ｄ
表达与肿瘤大小、组织学分级、临床分期和淋巴结转

移均呈负相关。为探索 ＳＥＭＡ６Ｄ在 ＴＮＢＣ中的
生物学功能，本研究构建了稳定低表达ＳＥＭＡ６Ｄ的

图４　敲低ＳＥＭＡ６Ｄ对ＡＵＲＫＡ的蛋白表达及ＥＭＴ蛋白标志物的影响

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＳＥＭＡ６ＤｏｎＡＵＲＫＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄＥＭＴｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ

ａ：ｓｈＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｓｈＳＥＭＡ６Ｄ１ｇｒｏｕｐ；ｃ：ｓｈＳＥＭＡ６Ｄ２ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｓｈＣｔｒｌｇｒｏｕｐ．
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ＭＤＡＭＢ２３１细胞进行体外实验，结果表明敲低
ＳＥＭＡ６Ｄ能够促进ＭＤＡＭＢ２３１细胞的迁移和侵袭
能力。以上提示ＳＥＭＡ６Ｄ能够抑制ＴＮＢＣ细胞的恶
性生物学行为。

　　ＡＵＲＫＡ属于丝氨酸／苏氨酸激酶，它与其他家
族成员共享一个高度保守的催化结构域，包含自磷

酸化位点，在有丝分裂过程中调控细胞分裂上发挥

重要作用［１０］。ＡＵＲＫＡ的过表达或基因扩增／突变
发生在不同类型的癌症中，包括肺癌、结直肠癌和乳

腺癌等；通过促进细胞周期进程、激活细胞存活和抗

凋亡或坏死性凋亡信号传导、诱导基因组不稳定性、

ＥＭＴ和癌症干细胞在调节肿瘤发生和进展中发挥
多种作用［１１］。本研究基于公共数据库筛选以及

ＵＡＬＣＡＮ数据库分析发现ＡＵＲＫＡ的ｍＲＮＡ水平在
ＴＮＢＣ中表达显著上调，进一步通过临床样本检测
发现ＡＵＲＫＡ在ＴＮＢＣ组织中高表达，且ＡＵＲＫＡ表
达与肿瘤大小、组织学分级、临床分期和淋巴结转移

均呈正相关。这与先前在 ＴＮＢＣ中的报道一致［１２］。

ＥＭＴ是上皮细胞失去自身特性成为间充质细胞的
可逆过程，细胞黏附分子和细胞骨架的表达发生改

变，在肿瘤进展和转移过程中，ＥＭＴ的异常激活与
肿瘤细胞的恶性特性有关，包括促进迁移和侵袭性，

增加肿瘤干性，增强对化疗和免疫治疗的抵抗

力［１３］。Ｌｉｅｔａｌ［１４］研究表明 ＡＵＲＫＡ通过 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
通路促进ＥＭＴ转化，参与神经母细胞瘤的进展。本
研究发现敲低ＳＥＭＡ６Ｄ后ＡＵＲＫＡ蛋白表达水平上
调，同时上皮标志物表达水平降低，间充质标志物表

达水平升高。本研究结果结合文献报道，提示 ＳＥ
ＭＡ６Ｄ可能通过调控ＡＵＲＫＡ的表达以及ＥＭＴ的进
展抑制ＴＮＢＣ细胞的恶性生物学行为。
　　综上所述，本研究通过生物信息学分析、临床样
本检测和体外实验等研究发现ＳＥＭＡ６Ｄ在ＴＮＢＣ中
低表达，通过调控 ＡＵＲＫＡ的表达及 ＥＭＴ抑制 ＴＮ
ＢＣ细胞恶性进展，提示ＳＥＭＡ６Ｄ可能是ＴＮＢＣ潜在
的生物学标志物，可以为后续病理诊断、临床个体化

治疗和预后提供一定的理论参考。
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－０１３４７－８．
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