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ＶＴＣＮ１ 导致 ＨＲ＋乳腺癌预后不良及内分泌治疗耐药

宋雅雯ꎬ郭联涛ꎬ孔德光ꎬ孙圣荣
(武汉大学人民医院乳腺甲状腺外科ꎬ湖北 武汉 ４３００６０)

摘要:目的　 探讨激素受体阳性(特别是 Ｌｕｍｉｎａｌ Ａ 型)乳腺癌内分泌治疗耐药的相关机制ꎬ以克服其临床治疗挑

战并改善患者预后ꎮ 方法　 本研究运用生物信息学技术ꎬ筛选出内分泌治疗敏感与耐药患者间差异表达的基因ꎮ
通过泛癌分析、Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 生存分析、蛋白质互作网络构建、肿瘤免疫浸润细胞相关性分析以及体外细胞实验ꎬ
推测验证目标基因发挥作用的可能机制ꎮ 结果　 ＶＴＣＮ１ 能减弱他莫昔芬在 ＭＣＦ７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞中的抗癌效果ꎮ
该基因可能通过 Ｎｏｔｃｈ４、Ｓｌｕｇ、Ｓｏｘ２、ＬＡＧ３、ＰＤ￣Ｌ１ 等调节因子改变肿瘤微环境ꎬ尤其是肿瘤免疫微环境ꎬ促进上皮

间质转化 ( ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ￣ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎬ ＥＭＴ)ꎬ并影响激素受体表达ꎬ最终导致他莫昔芬耐药ꎮ 结论 　
ＶＴＣＮ１ 通过 ＥＭＴ 相关因子调控肿瘤微环境ꎬ进而导致激素受体阳性乳腺癌对内分泌治疗耐药ꎮ
关键词:乳腺癌ꎻＶＴＣＮ１ꎻ内分泌治疗耐药ꎻ他莫昔芬ꎻ肿瘤微环境ꎻ激素受体ꎻ上皮间质转化
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　 　 乳腺癌是全球女性中发病率最高的恶性肿

瘤[１]ꎮ 据统计ꎬ每四位女性癌症患者中就有一人罹

患乳腺癌ꎬ每六位因癌症死亡的女性中就有一人归

因于乳腺癌[２]ꎮ 近年来ꎬ虽然乳腺癌发病率因筛查

技术进步和体检意识增强而上升ꎬ但死亡率自 １９８９
年峰值后已稳步下降ꎬ这主要得益于早期诊断和针
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对性 治 疗 手 段 的 进 步ꎬ 特 别 是 内 分 泌 治 疗 的

发展[３]ꎮ
乳房是一个雌激素敏感的器官ꎬ约 ７０％的乳

腺癌病例是雌激素受体( ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＥＲ)阳

性的[４] ꎮ 孕激素受体( ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＰＲ)
也是 ＥＲ 信号传导的重要标志[５] ꎮ 当样本组织中

至少有 １％的 ＥＲ / ＰＲ 阳性细胞核时ꎬ该肿瘤被归

类为激素受体阳性乳腺癌( ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ｐｏｓｉ￣
ｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒꎬ ＨＲ＋ ＢＣ) [６] ꎮ 内分泌治疗作为

最有效且耐受性良好的靶向疗法ꎬ已被证实能显

著改善 ＨＲ＋ ＢＣ 患者的长期预后[７￣９] ꎮ 内分泌治

疗药物包括他莫昔芬、芳香酶抑制剂、促性腺激素

释放激素受体激动剂和氟维司群等[１０] ꎮ «中国抗

癌协会乳腺癌诊治指南与规范»推荐所有 ＥＲ 和

(或)ＰＲ 阳性的乳腺癌患者接受术后辅助内分泌

治疗[１１] ꎮ 其中他莫昔芬因其广泛应用和卓越效益

而备受推崇[１２] ꎮ
然而ꎬＨＲ＋ ＢＣ 患者在初次诊断后数 １０ 年内仍

存在复发风险ꎬ这归因于乳腺癌的高度异质性和耐

药易感性[１３]ꎮ 内分泌治疗耐药的发生并不罕见ꎬ尤
其在晚期和长期治疗的 Ｌｕｍｉｎａｌ Ａ 型乳腺癌患者

中[１４￣１５]ꎮ 原发性内分泌耐药定义为最初辅助内分

泌治疗 ２ 年内的疾病复发或晚期 /转移性乳腺癌

(ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒꎬ ＭＢＣ)一线内分泌治疗前

６ 个月内疾病进展ꎮ 继发性或获得性耐药定义为最

初辅助内分泌治疗 ２ 年后、完成辅助内分泌治疗后

１２ 个月内疾病复发或 ＭＢＣ 开始内分泌治疗后 ６ 个

月疾病进展[１６]ꎮ
本研究旨在发现 ＨＲ＋ ＢＣ 中导致内分泌治疗

耐药性的关键基因及其作用机制ꎬ研究重点为

Ｌｕｍｉｎａｌ Ａ型乳腺癌 (即 ＥＲ ＋和 /或 ＰＲ ＋ꎬＨＥＲ２￣ꎬ
Ｋｉ６７<１４％)ꎬ因为此类型在乳腺癌中最为常见且内

分泌治疗效果显著[１７￣１８]ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 资料

１.１.１　 生物信息学数据来源

研究数据来自 ＭＢＣ(ｈｔｔｐｓ: / / ｍｂｃｐｒｏｊｅｃｔ.ｏｒｇ / )ꎮ
该数据库包括 ３７９ 例乳腺癌患者的全外显子组测

序、病理报告、诊断和治疗记录、个人生活问卷报告

等ꎮ 所有数据均经过统一处理ꎬ以防止个人识别ꎬ不
改变科学效用ꎮ
１.１.２　 细胞、试剂与仪器

本研究中人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７ 和 Ｔ４７Ｄ 购自

武汉普诺赛生命科技有限公司ꎬ标记 ＦＡＭ 表位的

小干扰 ＲＮＡ( ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡꎬ ｓｉＲＮＡ)、标记

Ｆｌａｇ 表位的 ＶＴＣＮ１(ＮＭ＿０２４６２６.４)过表达质粒购

自和元生物技术(上海)股份有限公司ꎬ所有引物购

自生工生物工程(上海)股份有限公司ꎮ ＤＭＥＭ 培

养基 购 自 美 国 Ｇｉｂｃｏ 公 司ꎬ ４′￣羟 基 他 莫 昔 芬、
Ｂａｓｅｍｅｎｔ Ｍｅｍｂｒａｎｅ Ｍａｔｒｉｘ 购自美国 ＢＤ 公司ꎬＬｉｐｏ￣
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬＣＣＫ￣８ 购

自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司(中国)ꎬＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ Ａｐｏｐ￣
ｔｏｓｉｓ Ｋｉｔ 购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公

司ꎬＲＮＡｅａｓｙＴＭ Ａｎｉｍａｌ ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ Ｓｐｉｎ
Ｃｏｌｕｍｎ 购自上海碧云天生物技术股份有限公司ꎬ
ＨｉＳｃｒｉｐｔ􀅺 ＩＩＩ Ａｌｌ￣ｉｎ￣ｏｎｅ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ Ｐｅｒｆｅｃｔ ｆｏｒ
ｑＰＣＲ、Ｔａｑ Ｐｒｏ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购

自南京诺唯赞生物科技股份有限公司ꎬ无蛋白快速

封闭液、无蛋白快速封闭液购自赛维尔生物 (中

国)ꎬＶＴＣＮ１ 一抗购自美国 ＡＢｃｌｏｎａｌ 公司ꎬＥｓｔｒｏｇｅｎ
Ｒｅｃｅｐｔｏｒ α 一抗、Ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ Ｒｅｃｅｐｔｏｒ 一抗、ＨＥＲ２ /
ＥｒｂＢ２ 一抗购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司ꎬＬＡＧ３ 一

抗、ＰＤ￣１ 一抗、 山羊兔 ＩｇＧ￣ＨＲＰ 二抗购自美国

Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ Ｇｒｏｕｐ公司ꎮ
微孔板读数器(ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒꎬ 美国)ꎬＣｙｔｏＦＬＥＸ

流式细胞仪(Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒꎬ 美国)ꎬＵＶ￣Ｖｉｓｉｂｌｅ
Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ(Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ 美国)ꎬ
Ｒｏｃｈｅ ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ 􀅺 ４８０ ＩＩ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ ( Ｍｅｒｃｋ ＫＧａＡꎬ 德 国 )ꎬ
ＣｈｅｍｉＤｏｃ Ｔｏｕｃｈ 成像系统 (Ｂｉｏ￣Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓꎬ
美国)ꎬ荧光显微镜(Ｏｌｙｍｐｕｓꎬ 日本)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 生物信息学分析

１.２. １. １ 　 差异性表达基因 ( ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｇｅｎｅꎬ ＤＥＧ)的筛选

整理数据库信息ꎬ纳入具有完整的内分泌治疗ꎬ
包括他莫昔芬单药或联合其他药物(阿那曲唑、来
曲唑、戈舍瑞林、曲普瑞林、醋酸亮丙瑞林、氟维司

群、依西美坦)及结局记录的 ＨＲ＋ ＢＣ 患者数据ꎬ使
用 Ｒ 软件(版本 ４.３.０ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｒ￣ｐｒｏｊｅｃｔ.ｏｒｇ)鉴
定内分泌敏感和耐药之间的 ＤＥＧｓꎮ 将规律内分泌

治疗后达到完全缓解或疾病稳定作为敏感组(Ｓｅｎ
组)ꎬ规律内分泌治疗后疾病进展作为耐药组(Ｒｅｓ
组) [１９]ꎬ符合前述原发性耐药定义的作为原发耐药

组(ｐＲｅｓ 组)ꎬ符合前述继发性耐药定义的为继发耐

药组 ( ｓＲｅｓ 组)ꎮ 基因差异表达分析采用 Ｆｏｌｄ
ｃｈａｎｇｅ 法ꎬ并将 Ｐ < ０. ０５、 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ≥１ 作为筛选

阈值ꎮ



宋雅雯ꎬ等.ＶＴＣＮ１ 导致 ＨＲ＋乳腺癌预后不良及内分泌治疗耐药 ４５　　　 　

１.２.１.２　 基因本体论(ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ ＧＯ)和京都基因

与基因组百科全书(Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ
ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓꎬ ＫＥＧＧ)通路分析

分别使用 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 数据库ꎬ对筛出的具有统

计学意义的差异基因列表进行功能和途径富集分析ꎮ
１.２.１.３　 突变基因和单细胞 ＲＮＡ 测序分析

利用 ＭＢＣ 数据库中的体细胞突变数据ꎬ对各

组的突变情况进行分析ꎬ并通过 ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ(ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ.ｃｂｉｏｐｏｒｔａｌ. ｏｒｇ / )进行基因突变位点及频数的

可视化展示[２０]ꎮ
从基因表达综合数据库 ( ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｍｎｉｂｕｓꎬ ＧＥＯ)中获得需要的单细胞 ＲＮＡ( ｓｉｎｇｌｅ
ｃｅｌｌ ＲＮＡꎬ ｓｃＲＮＡ ) 测 序 数 据 ( 数 据 集 编 号:
ＧＳＭ２８１３２２０)ꎬ根据对内分泌治疗的反应将数据分

为 ｓｃ 敏感组( ｓｃ￣Ｓｅｎ 组)和 ｓｃ 耐药组( ｓｃ￣Ｒｅｓ 组)ꎬ
在标准化数据后进行 Ｔ￣分布领域嵌入算法(Ｔ￣ｄｉｓ￣
ｔｒｉｂｕｔｅｄ ｓｔｏｃｈａｓｔｉｃ ｎｅｉｇｈｂｏｒ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇꎬ ｔＳＮＥ)降维

作图以鉴定相似细胞的簇ꎬ利用 ＣｅｌｌＭａｒｋｅｒ ２. ０
(ｈｔｔｐ: / / １１７.５０.１２７. ２２８ / ＣｅｌｌＭａｒｋｅｒ / ) 识别细胞特

征性分子ꎬ对细胞进行分群标记ꎬ以进一步分析细胞

异质性和基因表达模式[２１￣２２]ꎮ
１.２.１.４　 目的基因选择与泛癌分析

基于前述研究结果及已有文献报道ꎬ本研究选

定 ＶＴＣＮ１ 作为目的基因ꎮ 为了解 ＶＴＣＮ１ 在乳腺

癌病理组织中的表达情况ꎬ从 Ｔｈｅ Ｈｕｍａｎ Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ａｔｌａｓ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｐｒｏｔｅｉｎａｔｌａｓ.ｏｒｇ / )获取了相关免

疫组化结果[２３]ꎮ 使用 ＴＩＭＥＲ２. ０ 数据库 ( ｈｔｔｐ: / /
ｔｉｍｅｒ.ｃｉｓｔｒｏｍｅ.ｏｒｇ / )和 ＧＥＰＩＡ 数据库(ｈｔｔｐ: / / ｇｅｐｉａ.
ｃａｎｃｅｒ￣ｐｋｕ.ｃｎ / ｉｎｄｅｘ.ｈｔｍｌ)全面评估 ＶＴＣＮ１ 在多种

恶性肿瘤及其配对正常组织中的表达水平[２４￣２５] ꎮ
根据 ＶＴＣＮ１ 表达水平的中位数将纳入的患者分

为高表达组和低表达组ꎬ结合临床生存数据ꎬ绘制

Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ生存曲线来评估 ＶＴＣＮ１ 对 Ｌｕｍｉｎａｌ
Ａ 型乳腺癌患者的预后价值ꎮ 为了避免过拟合ꎬ
进一步采用了最小绝对收缩和选择算子( ｌｅａｓｔ ａｂ￣
ｓｏｌｕｔｅ ｓｈｒｉｎｋａｇｅ ａｎｄ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｐｅｒａｔｏｒꎬ ＬＡＳＳＯ )
Ｃｏｘ 回归模型进行验证ꎬ以确保目的基因选择的可

靠性ꎮ
１.２.１.５　 蛋白质功能与免疫浸润分析

为了深入探究 ＶＴＣＮ１ 导致乳腺癌内分泌治疗

耐药的可能机制ꎬ利用 ＳＴＲＩＮＧ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｃｎ.
ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ.ｏｒｇ / )对 ＶＴＣＮ１ 进行了蛋白质功能互作分

析[２６]ꎮ 同时ꎬ为了分析 ＶＴＣＮ１ 表达与各类恶性肿

瘤中肿瘤浸润性免疫细胞( ｔｕｍｏｒ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇ ｉｍｍｕｎｅ
ｃｅｌｌｓꎬ ＴＩＩＣｓ)之间的关联ꎬ利用 ＴＩＭＥＲ２.０ 数据库执

行包括肿瘤免疫评估系统( ｔｕｍｏｒ ｉｍｍｕｎｅ ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ
ｒｅｓｏｕｒｃｅꎬ ＴＩＭＥＲ)、ＲＮＡ 转录物相对亚群鉴定(ｃｅｌｌ￣
ｔｙｐｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ ｅｓｔｉｍａｔｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｕｂｓｅｔｓ ｏｆ
ＲＮＡ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓꎬ ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ)、ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ￣ＡＢＳ、
免疫与癌症细胞的比例预测(ｅｓｔｉｍａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ
ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ａｎｄ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓꎬ ＥＰＩＣ) 在内的多种算

法ꎬ研究计算乳腺癌中 ＶＴＣＮ１ 表达与 ＴＩＩＣｓ 之间的

关系及相关系数ꎬ以期揭示 ＶＴＣＮ１ 在乳腺癌内分

泌治疗耐药中的作用机制ꎮ
１.２.２　 细胞实验

１.２.２.１　 细胞培养与转染

人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７ 和 Ｔ４７Ｄ 在含有 １０％胎

牛血清和 １％双抗的 ＤＭＥＭ 培养基中进行培养ꎮ
所有细胞均在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的条件下孵育ꎬ并确

认无支原体污染ꎮ 为模拟体内内分泌治疗环境ꎬ使
用 ４ μｍｏｌ / Ｌ ４′￣羟基他莫昔芬处理细胞ꎬ该物质为他

莫昔芬在人类及其他哺乳动物体内的代谢产物[２７]ꎮ
按照说明书ꎬ使用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ 将目的

基因及对照空白载体转染至 ＭＣＦ７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞系

中ꎮ 阳性对照的细胞组命名为￣ＰＣꎬ过表达 ＶＴＣＮ１
的细胞组命名为￣ＯＥꎬ 阴性对照的细胞组命名

为￣ＮＣꎬ敲低 ＶＴＣＮ１ 的细胞组命名为￣ＫＤꎮ 针对

ＶＴＣＮ１ 的三个位点(３２２、３９２、５０１)进行敲低ꎬ分别

产生三种敲低细胞组ꎬ命名为￣ＫＤ１、￣ＫＤ２、￣ＫＤ３ꎮ
通过蛋白质印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇꎬ ＷＢ)和实时定

量 ＰＣＲ ( ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＰＣＲꎬ
ＲＴ￣ｑＰＣＲ)实验验证转染效率ꎮ
１.２.２.２　 细胞增殖实验

采用 ＣＣＫ￣８ 检测细胞的增殖能力ꎮ 将各组细

胞(约 ２.０×１０３ 个 / ｍＬ)接种于 ９６ 孔板中ꎬ进行两组

实验:第一组实验在 ４ μｍｏｌ / Ｌ 他莫昔芬环境下ꎬ以
时间(０、２４、４８、７２ ｈ)为自变量共培养细胞ꎻ第二组

实验在 ７２ ｈ 内ꎬ以他莫昔芬物质的量浓度(０、１、２、
３、４、５ μｍｏｌ / Ｌ)为自变量共培养细胞ꎮ 培养结束

后ꎬ按照试剂盒说明书ꎬ每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ￣８ 试

剂ꎬ在细胞培养环境中孵育 ２ ｈ 后ꎬ使用微孔板读数

器在４５０ ｎｍ 光密度( ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬ ＯＤ)下测定ꎮ
计算抑制率 ＝ (ＯＤＤＥＭＥ －ＯＤ他莫昔芬完全培养基) / ＯＤＤＥＭＥꎮ
每个实验组独立重复进行 ３ 次ꎮ
１.２.２.３　 细胞凋亡实验

采用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ Ｋｉｔ 检测他

莫昔芬处理后各组细胞的凋亡情况ꎮ 消化细胞后ꎬ
分别使用异硫氰酸荧光素 ( ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａ￣
ｎａｔｅꎬ ＦＩＴＣ)标记的重组人 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 和碘化丙啶

(ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅꎬ ＰＩ)对膜蛋白进行染色ꎬ在ＣｙｔｏＦＬＥＸ
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流式细胞仪上采集样品ꎬ并使用 ＦｌｏｗＪｏ 软件(版本

１０.１Ｒ５)进行分析ꎮ ＦＩＴＣ 通道检测波长为 ５３０ ｎｍꎬ
ＰＩ 通道检测波长为 ５７５ ｎｍꎮ 根据染色结果ꎬＡｎｎｅｘｉｎ
Ｖ￣ＦＩＴＣ 与 ＰＩ 双阴性细胞为正常细胞ꎬ Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ￣ＦＩＴＣ阴性、ＰＩ 阳性细胞为坏死细胞或细胞碎片ꎬ
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 阳性、ＰＩ 阴性细胞为早期凋亡细

胞ꎬＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 与 ＰＩ 双阳性细胞为晚期凋亡

细胞ꎮ
１.２.２.４　 集落形成实验

将转染后的各组细胞消化成单个细胞ꎬ并以约

１×１０３ 个 / ｍＬ 的密度接种于 ６ 孔板中ꎮ 待细胞贴壁

后ꎬ加入他莫昔芬并培养 ８ ｄꎮ 随后ꎬ使用光学显微

镜观察细胞集落的形成情况ꎮ 观察到的细胞集落用

４％多聚甲醛进行固定ꎬ再用 ０.１％结晶紫进行染色ꎬ
最后拍照记录ꎮ
１.２.２.５　 伤口愈合试验

将转染后的细胞在 ６ 孔板中培养至 ８０％ ~ ９０％
的汇合度ꎮ 然后ꎬ使用 ２００ μＬ 移液管的尖端在孔中

央划出一道整齐且笔直的伤痕ꎬ并立即用 ＰＢＳ 缓冲

液清洗以去除漂浮的细胞ꎮ 在含有 ４ μｍｏｌ / Ｌ 他莫

昔芬的完全培养基中ꎬ于 ０、２４、４８、７２ ｈ 时ꎬ使用倒

置显微镜捕捉细胞迁移的同一位置图像ꎮ 利用

Ｉｍａｇｅ Ｊ软件(ｈｔｔｐｓ: / / ｉｍａｇｅｊ.ｎｅｔ / )中的伤口愈合工

具测量 ６ 个独立区域的伤口尺寸ꎬ并进行归一化处

理ꎬ以计算各组的相对迁移面积和迁移率ꎮ
１.２.２.６　 体外侵袭试验

采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 板进行体外侵袭实验ꎮ 先将不

含酚红的 Ｂａｓｅｍｅｎｔ Ｍｅｍｂｒａｎｅ Ｍａｔｒｉｘ 用无血清培养

基按 １ ∶８的比例稀释ꎬ然后沿室壁加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上
室ꎬ确保无气泡产生ꎬ并在 ３７ ℃下静置 ３０ ｍｉｎꎬ直至

凝胶形成ꎮ 接着ꎬ用无血清且含有药物的培养基重

悬各组细胞ꎬ并以约 ５×１０５ 个 / ｍＬ 的密度接种于铺

好凝胶的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室ꎮ 下室则加入 ６００ μＬ 的完

全培养基ꎮ 经过 ４８ ｈ 孵育后ꎬ用 ４％多聚甲醛固定

迁移通过膜的细胞ꎬ并用 ０.１％结晶紫进行染色ꎮ 使

用正置光学显微镜观察并拍照ꎬ再利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软

件中的粒度分析工具计算侵入细胞的数量ꎮ
１.２.２.７　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ

按照 ＲＮＡｅａｓｙＴＭ Ａｎｉｍａｌ ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ
Ｓｐｉｎ Ｃｏｌｕｍｎ 的说明书ꎬ从他莫昔芬培养 ４８ ｈ 后的

转染细胞中分离并纯化 ＲＮＡꎮ 使用 ＵＶ￣Ｖｉｓｉｂｌｅ
Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ 测定 ＲＮＡ 的纯度ꎬ确保 Ａ２６０ / Ａ２８０

比值约为 ２.０ꎮ 随后ꎬ利用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ􀅺 ＩＩＩ Ａｌｌ￣ｉｎ￣ｏｎｅ
ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ Ｐｅｒｆｅｃｔ ｆｏｒ ｑＰＣＲ 和 Ｔａｑ Ｐｒｏ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 进行扩增和逆转录ꎮ 配置

好反应体系后ꎬ在 Ｒｏｃｈｅ ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ􀅺 ４８０ ＩＩ Ｒｅａｌ￣
Ｔｉｍｅ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 上进行测

量ꎮ 对 １ μｇ ＲＮＡ 进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析ꎬ将基因表达

量归一化至 ＧＡＰＤＨ ｍＲＮＡ(ｎ＝ ３)ꎬ采用 ２－ΔΔＣｑ法计

算目的基因的表达量ꎮ
１.２.２.８　 ＷＢ

将他莫昔芬培养 ４８ ｈ 后的转染细胞离心ꎬ用苯

甲基磺酰氟(ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬ ＰＭＳＦ)
预处理后ꎬ加入 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液ꎬ在冰上裂解细

胞ꎮ 将 １０ μＬ 的蛋白裂解物通过十二烷基硫酸钠－
聚丙烯酰胺凝胶( ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ￣ｐｏｌｙａｃｒｙｌ￣
ａｍｉｄｅ ｇｅｌꎬ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)电泳后ꎬ电转至聚偏二氟乙

烯膜 ( ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅ ｍｅｍｂｒａｎｅｓꎬ ＰＶＤＦ)
上ꎮ 根据制造商的说明ꎬ用无蛋白快速封闭液封闭

膜后ꎬ在 ４ ℃下与特异性一抗孵育过夜ꎮ 次日ꎬ用含

Ｔｗｅｅｎ２０ 的 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓 冲 盐 溶 液 ( ｔｒｉｓ￣ｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓａｌｉｎｅ ａｎｄ Ｔｗｅｅｎ２０ꎬ ＴＢＳＴ)洗涤膜后ꎬ与酶标二抗

孵育ꎮ 再次洗涤后ꎬ使用 ＣｈｅｍｉＤｏｃ Ｔｏｕｃｈ 成像系

统进行化学发光检测ꎮ
１.２.２.９　 免疫荧光印迹

将转染后的细胞接种于贴壁细胞专用的玻璃盖

玻片上ꎬ用含他莫昔芬的完全培养基培养至细胞丰

度达到 ９０％以上ꎮ 然后收集玻片ꎬ用 ＰＢＳ 缓冲液清

洗ꎬ再用 ４％多聚甲醛固定 １５ ｍｉｎꎬ并在室温下透化

处理ꎮ 按照标准免疫荧光方案ꎬ用 ＥＲ 和人表皮生长

因子受体 ２(ｈｕｍａｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ꎬ
ＨＥＲ２) 的一抗以及 ＦＩＴＣ 和 Ｃｙ３￣伯胺 ( Ｃｙａｎｉｎｅ３
ａｍｉｎｅꎬ ＣＹ３) 标记的二抗孵育细胞ꎮ 细胞核用

１ μｇ / ｍＬ二氨基苯基吲哚[２￣(４￣Ａｍｉｄｉｎｏｐｈｅｎｙｌ) ￣６￣
ｉｎｄｏｌｅｃａｒｂａｍｉｄｉｎｅ ｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅꎬ ＤＡＰＩ]染色ꎮ 最

后ꎬ在荧光显微镜下观察并拍摄每个样本的图像ꎮ
图像中蓝色荧光表示活细胞的细胞核ꎬ绿色荧光表

示 ＥＲ 的表达ꎬ红色荧光表示 ＨＥＲ２ 的表达ꎮ
１.３　 统计学处理

使用 ＳＰＳＳ 软件ꎬ对于非正态分布数据ꎬ采用

Ｍａｎｎ￣Ｗｈｉｔｎｅｙ 秩和检验进行分析ꎻＳｔｕｄｅｎｔ̓ｓ ｔ 检验

用于验证两组间是否存在显著差异ꎻ若涉及 ３ 个及

以上组别的比较ꎬ则使用单因素 ＡＮＯＶＡ 检验ꎮ 此

外ꎬ通过 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关系数来评估两个连续变量之

间的相关性ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 内分泌治疗敏感与耐药 ＤＥＧｓ 的筛选

敏感组与耐药 组 进 行 比 较ꎬ 发 现 了 ２６ 个
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ＤＥＧｓꎻ原发性耐药组与继发性耐药组进行比较ꎬ发
现了 １７６ 个 ＤＥＧｓꎮ 有 ７ 个基因在两次比较中均呈

现差异性表达ꎮ 见图 １、表 １ꎮ

图 １　 筛选的 ＨＲ＋ ＢＣ 中参与内分泌治疗耐药机制的 ＤＥＧｓ
Ａ:敏感组与耐药组相比较的火山图ꎻ Ｂ:原发性耐药组与继发性耐药组相比较的火山图ꎻ Ｃ:维恩图ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＤＥＧｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｉｎ ＨＲ＋ ＢＣ
Ａ: Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ Ｓｅｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｒｅｓ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ: Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｔｈｅ ｐＲｅｓ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓＲｅｓ ｇｒｏｕｐꎻ Ｃ: Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ.

表 １　 ＤＥＧｓ 在两次比较中的结果
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＤＥＧｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ

基因名称
敏感组 ｖｓ.耐药组

｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ 平均表达量 Ｐ
原发性耐药组 ｖｓ.继发性耐药组

｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ 平均表达量 Ｐ
ＮＰＹ１Ｒ １.４５２ ９.７８８ ０.０１６ ３.１９６ １１.１２１ ０.００７
ＳＣＮＮ１Ｇ １.４３８ ５.７８０ ０.００２ ２.８２２ ７.１００ ０.００１
ＧＦＲＡ１ １.２６０ ４.２３２ ０.００８ １.３３７ ５.２５１ ０.０４２
ＶＴＣＮ１ １.２０４ ２.８１７ ０.０１１ １.７４９ ３.７９０ ０.００６
ＲＩＭＳ２ １.１５６ １.５７９ ０.００８ ２.６４７ ２.２２９ <０.００１

ＳＮＯＲＡ７１Ｃ １.００６ ４.６２１ ０.０１９ １.７４０ ３.８０８ ０.０４１
ＰＯＴＥＫＰ １.３４８ ５.３６０ ０.００９ １.７５８ ４.６０１ ０.０３２

２.２　 ＧＯ 与 ＫＥＧＧ 对共同 ＤＥＧｓ 的功能通路分析

７ 个共同出现的 ＤＥＧｓ 主要与细胞膜功能、信
号转导以及细胞对外界环境的应答反应有关ꎮ 具体

涉及的通路包括:腺苷酸环化酶调节的 Ｇ 蛋白偶联

受体信号转导通路、细胞对酸性 ｐＨ 的响应、细胞对

醛类的响应、细胞对矿质皮质激素刺激的反应、抑制

性突触后电位、突触后肌动蛋白细胞骨架组织、血压

调节、发育生长的调控、对醛固酮的响应以及自发性

突触传递等ꎮ 见图 ２ꎮ
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图 ２　 共同 ＤＥＧｓ 通路分析结果及突变位点分布图
Ａ:ＧＯ 分析结果ꎻ Ｂ:ＫＥＧＧ 分析结果ꎻ Ｃ:突变位点分布图ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ＤＥＧｓ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ
Ａ: ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔꎻ Ｂ: ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔꎻ Ｃ: Ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｍａｐ.

２.３　 体细胞基因突变分析

研究对象的体细胞基因突变数据分析显示ꎬ
无论是敏感组还是耐药组ꎬ错义突变均占据最高

比例ꎬ且以 Ｃ>Ｔ 的单核苷酸多态性( ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏ￣
ｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓꎬ ＳＮＰｓ)最为常见ꎮ 敏感组样本

的变异数量中位数为 ４９ꎬ耐药组为 ５８ꎮ 原发性耐

药组与继发性耐药组的变异数量中位数分别为 ４１
和 ７２ꎮ

敏感组与耐药组之间ꎬ有 １６ 个基因的突变数量

差异有统计学意义ꎬ主要涉及代谢过程、刺激响应、
稳态调节、生物过程调控、免疫系统过程以及多细胞

生物体过程ꎮ
原发性耐药组与继发性耐药组之间ꎬ仅有 １ 个

基因的突变数量差异有统计学意义ꎬ即 ＺＳＫＣＡＮ１ꎮ
见图 ３ꎮ 所确定的 ７ 个共同 ＤＥＧｓ 中ꎬ已知突变频数

和位点的基因如图 ２Ｃ 所示ꎮ
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图 ３　 体细胞基因突变图
Ａ:瀑布图ꎻＢ:敏感组基因突变情况概况ꎻＣ:耐药组基因突变情况概况ꎻＤ:敏感组与耐药组突变基因相比较的森林图ꎻ
Ｅ:原发性耐药组与继发性耐药组突变基因相比较的森林图ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｓｏｍａｔｉｃ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｍａｐｓ
Ａ: Ｗａｔｅｒｆａｌｌ ｐｌｏｔꎻ Ｂ: Ｍｕｔａｔｉｏｎ ｇｅｎｅ ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｉｎ ｔｈｅ Ｓｅｎ ｇｒｏｕｐꎻ Ｃ: Ｍｕｔａｔｉｏｎ ｇｅｎｅ ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｉｎ ｔｈｅ Ｒｅｓ ｇｒｏｕｐꎻ Ｄ: Ｆｏｒｅｓｔ
ｐｌｏｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｕｔａｎｔ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｓｅｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｒｅｓ ｇｒｏｕｐꎻ Ｅ: Ｆｏｒｅｓｔ ｐｌｏｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｍｕｔａｎｔ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐＲｅｓ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓＲｅｓ ｇｒｏｕｐ.

２.４　 单细胞测序分析

根据单细胞 ＲＮＡ 测序数据对原始 ＭＣＦ７ 细胞

及内分泌治疗耐药 ＭＣＦ７ 细胞进行的分群与注释

结果表明ꎬ肿瘤免疫浸润细胞在 ＴＭＥ 中的变化显

著ꎬ具体表现为耗竭 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞明显增多ꎬ而增殖

性 Ｔ 细胞明显减少ꎮ 同时肿瘤干细胞和血管细胞

增多ꎬ见图 ４ꎮ 结合前述实验结果与推测机制ꎬ本研

究选定了与肿瘤微环境 ( ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎ￣
ｍｅｎｔꎬ ＴＭＥ)、肿瘤免疫及内分泌治疗耐药性高度相

关且尚未见报道的含 Ｖ￣ｓｅｔ 结构域的 Ｔ 细胞活化抑

制剂 １(Ｖ￣ｓｅｔ ｄｏｍａｉｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｔ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ￣
ｈｉｂｉｔｏｒ １ꎬ ＶＴＣＮ１)作为后续研究的目标基因ꎮ
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图 ４　 单细胞测序与 ＶＴＣＮ１ 和恶性肿瘤临床预后相关性分析(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)
Ａ:敏感组 ｔＳＮＥ 图ꎻＢ:耐药组 ｔＳＮＥ 图ꎻＣ:基于 ＴＩＭＥＲ２.０ 数据库的箱线图ꎻＤ:基于 ＧＥＰＩＡ 数据库的箱线图ꎻＥ:仅考虑
ＶＴＣＮ１ 表达为单一因素的 Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 生存曲线ꎻＦ:校正年龄分层因素的 Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 生存曲线ꎻＧ 校正分期分层因
素的 Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 生存曲线ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｅｌｌ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＶＴＣＮ１ ａｎｄ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｔｕｍｏｒ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<
０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)
Ａ: ｔ￣ＳＮＥ ｐｌｏｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｅｎ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ: ｔ￣ＳＮＥ ｐｌｏｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｒｅｓ ｇｒｏｕｐꎻ Ｃ: Ｂｏｘ ｐｌｏｔ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＴＩＭＥＲ２. ０ ｄａｔａｂａｓｅꎻ
Ｄ: Ｂｏｘ ｐｌｏｔ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＧＥＰＩＡ ｄａｔａｂａｓｅꎻ Ｅ: Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅ ｃｏｎｓｉｄｅｒｉｎｇ ＶＴＣＮ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｓ ａ ｓｉｎｇｌｅ
ｆａｃｔｏｒꎻ Ｆ: Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅ ａｄｊｕｓｔｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｒａｔｉｆｙｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ ａｇｅꎻ Ｇ: Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅ ａｄｊｕｓｔｅｄ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｒａｔｉｆｙｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ ｓｔａｇｅ.

２.５　 ＶＴＣＮ１的泛癌分析与 Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 生存分析

利用 ＴＩＭＥＲ２. ０ 和 ＧＥＰＩＡ 数据库ꎬ 对比了

ＶＴＣＮ１ 在多种恶性组织及其对应正常组织中的表

达差异: ＶＴＣＮ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平在浸润性乳腺

癌、胆管癌、结肠癌、食管癌、多形性胶质母细胞瘤、

肺腺癌、肺鳞状细胞癌、直肠腺癌、肉瘤、甲状腺癌、
子宫肌体子宫内膜癌显著上调ꎻ而在肾嗜色细胞癌、
肾透明细胞癌、肾乳头状细胞癌、肝细胞癌及前列腺

腺癌中显著下调ꎮ 此外ꎬ在侵袭性皮肤黑色素瘤中ꎬ
ＶＴＣＮ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平相较于该肿瘤整体表达
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水平显著增高ꎬ提示 ＶＴＣＮ１ 的表达可能与恶性肿

瘤侵袭性行为存在潜在关联ꎮ 通过绘制 Ｋａｐｌａｎ￣
Ｍｅｉｅｒ 生存曲线ꎬ可知 ＶＴＣＮ１ 的表达与 ＨＲ＋ ＢＣ 患

者的总生存期(ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌꎬ ＯＳ)存在显著负相

关ꎮ 见图 ４ꎮ

ＨａＣａＴ 细胞和 ＭＣＦ７ 细胞在电镜下 ＶＴＣＮ１ 的

荧光染色图以及切缘正常乳腺组织与乳腺癌组织

ＶＴＣＮ１ 的病理切片染色图表明ꎬＶＴＣＮ１ 在乳腺癌

组织中高表达ꎬ以及在癌细胞分裂过程中 Ｇ２ 期高

度复制ꎮ 见图 ５ꎮ

图 ５　 ＶＴＣＮ１ 在乳腺癌细胞与组织中的表达
Ａ:荧光染色图像ꎻＢ:病理组织染色ꎻＣ:细胞周期不同阶段乳腺癌细胞中的 ＶＴＣＮ１ 表达情况ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＴＣＮ１ ｉｎ ＢＣ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅｓ
Ａ: Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓꎻ Ｂ: Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇꎻ Ｃ: ＶＴＣＮ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＢＣ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａ￣
ｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ.

２.６　 ＶＴＣＮ１ 与浸润免疫细胞的相关性分析

通过相关性分析可知ꎬＶＴＣＮ１ 表达水平与 Ｌｕｍｉｎａｌ
Ａ型乳腺癌中多数免疫细胞的浸润评分呈现负相

关ꎬ包括 Ｂ 细胞、Ｔ 细胞、巨噬细胞以及它们的分化

细胞ꎮ 见图 ６ꎮ
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图 ６　 ＶＴＣＮ１ 与免疫浸润细胞的相关性分析(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)
Ａ:ＶＴＣＮ１ 在蛋白质相互作用网络中的作用ꎻＢ:Ｌｕｍｉｎａｌ Ａ 型乳腺癌中免疫浸润细胞与 ＶＴＣＮ１ 表达水平之间相关性的
散点图ꎻＣ:分析 ＶＴＣＮ１ 在不同类型乳腺癌中的表达水平及其与免疫浸润细胞相关性的热图ꎻＤ:Ｌｕｍｉｎａｌ Ａ 型乳腺癌中
免疫浸润细胞与 ＶＴＣＮ１ 表达水平之间相关性的雷达图ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＶＴＣＮ１ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｉｍｍｕｎｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓ (∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)
Ａ: Ｒｏｌｅ ｏｆ ＶＴＣＮ１ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋꎻ Ｂ: Ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｄｅｐｉｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｕｍｏｒ ｉｍ￣
ｍｕｎｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ＶＴＣＮ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ Ｌｕｍｉｎａｌ Ａ ＢＣꎻ Ｃ: Ｈｅａｔｍａｐ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ＴＩＩＣｓ ａｎｄ ＶＴＣＮ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ａｃｒｏｓｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＢＣ ｓｕｂｔｙｐｅｓꎻ Ｄ: Ｒａｄａｒ ｃｈａｒｔ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｔｕｍｏｒ ｉｍｍｕｎｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ＶＴＣＮ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ Ｌｕｍｉｎａｌ Ａ ＢＣ.

２.７　 ＶＴＣＮ１ 削弱他莫昔芬对 ＨＲ＋ ＢＣ 细胞增殖
的抑制作用
以药物浓度为自变量ꎬ由不同 ＶＴＣＮ１ 表达水

平的 ＭＣＦ７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞增殖速率的变化可知ꎬ当
他莫昔芬的物质的量浓度≤４ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬＰＣ 与

ＯＥ、ＮＣ 与 ＫＤ１ / ２ / ３ 组间的增殖速率差异有统计学

意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 当此浓度达到 ５ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ这种

差异减弱ꎮ 考虑到临床实际用药中由于药物不良反

应限制体内药物浓度ꎬ本研究选定 ４ μｍｏｌ / Ｌ 作为后

续实验的标准浓度ꎮ 以时间为自变量ꎬ由药物对转

染后细胞的持续影响可知ꎬ高表达 ＶＴＣＮ１ 的 ＨＲ＋
ＢＣ 细胞在他莫昔芬环境中的增殖速率显著快于低

表达 ＶＴＣＮ１ 的癌细胞ꎬ且在一定时间内ꎬ增殖速率

差与时间呈正相关ꎮ 这一时间阈值可能位于 ４８~７２ ｈ
之间ꎮ 见图 ７Ａ、７Ｂꎮ

凋亡实验结果表明ꎬ在 ＭＣＦ７ 细胞系中ꎬ与 ＮＣ
组相比ꎬＫＤ 组的早期凋亡细胞明显增多ꎬ正常细胞

比例减少ꎻ而 ＯＥ 组相较于 ＰＣ 组ꎬ早期凋亡细胞比

例减少ꎬ正常细胞比例增加ꎮ Ｔ４７Ｄ 细胞系中的变

化趋势与此一致ꎮ 见图 ７Ｃꎮ
集落形成实验的结果与前述两个实验结果相

符ꎮ ＯＥ 组在相同药物浓度下形成的集落数量更

多、规模更大ꎬ集落形成抑制作用减弱ꎻ而 ＫＤ 组在

他莫昔芬作用下形成的集落数量更少、更小ꎬ集落形

成抑制更加明显ꎮ 见图 ７Ｄꎮ
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图 ７　 ＶＴＣＮ１ 可削弱他莫昔芬抑制增殖和促进早期凋亡的药理作用(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)
Ａ:药物浓度对细胞抑制率的箱型图ꎻＢ:用药时间对细胞抑制率的线性图ꎻＣ:凋亡实验的荧光强度散点图ꎻＤ:集落形成
实验结果成像ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 ＶＴＣＮ１ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｔｈｅ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔａｍｏｘｉｆｅｎ ｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｅａｒｌｙ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ(∗Ｐ<
０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)
Ａ: Ｂｏｘ ｐｌｏｔ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ａｃｒｏｓｓ ｖａｒｉｏｕｓ ｄｒｕｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓꎻ Ｂ: Ｌｉｎｅ ｇｒａｐｈ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｒａｔｅｓ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ ｏｆ ｄｒｕｇ ｅｘｐｏｓｕｒｅꎻ Ｃ: Ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｄｅｐｉｃｔｉｎｇ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｉｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓꎻ Ｄ: Ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ
ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｒｅｓｕｌｔｓ.
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２.８　 ＶＴＣＮ１ 拮抗他莫昔芬对 ＨＲ＋ ＢＣ 细胞迁移

和侵袭的抑制作用

伤口愈合实验结果显示ꎬ与 ＰＣ 组对比ꎬＯＥ 组

中过表达 ＶＴＣＮ１ 的 ＨＲ＋ ＢＣ 细胞在他莫昔芬作用

下的迁移速率受抑制程度显著降低ꎬ迁移率更高ꎮ
与 ＮＣ 组对比ꎬＫＤ 组中低表达 ＶＴＣＮ１ 的恶性细胞

迁移能力明显减弱ꎬ相同时间内的迁移距离明显减

少ꎮ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 体外侵袭实验结果显示ꎬ 过表达

ＶＴＣＮ１ 的 ＯＥ 细胞侵入多孔膜的数量显著多于 ＰＣ
细胞ꎻ相反ꎬ低表达 ＶＴＣＮ１ 的 ＫＤ 细胞侵入多孔膜

的数量则显著减少ꎮ 见图 ８ꎮ

图 ８　 ＶＴＣＮ１ 可对抗他莫昔芬对迁移和侵袭的抑制作用
Ａ:伤口愈合实验中ꎬ同一划痕区域在 ０、２４、４８ 和 ７２ ｈ 的代表性照片ꎻＢ:伤口愈合实验中迁移率的箱式图ꎻＣ:Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
迁移实验中 ＨＲ＋ＢＣ 细胞的代表性图像ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 ＶＴＣＮ１ ｃｏｕｎｔｅｒａｃｔｓ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔａｍｏｘｉｆｅｎ ｏｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ
Ａ: Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｃｒａｔｃｈ ａｒｅａ ａｔ ０ꎬ ２４ꎬ ４８ꎬ ａｎｄ ７２ ｈｏｕｒｓ ｉｎ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙｓꎻ Ｂ: Ｂｏｘ
ｐｌｏｔｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｎ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓꎻ Ｃ: Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＨＲ＋ ＢＣ ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｔｒａｎ￣
ｓｗｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｓｓａｙｓ.

２.９　 ＶＴＣＮ１ 可能通过调控肿瘤免疫微环境和激素

受体介导他莫昔芬耐药

ＲＴ￣ｑＰＣＲ 和 ＷＢ 实验表明了 ＯＥ 组 ＶＴＣＮ１ 过

表达、ＫＤ 组 ＶＴＣＮ１ 低表达的转染效率ꎮ 见图 ９ꎮ
　 　 在翻译水平上ꎬＶＴＣＮ１ 过表达时ꎬＥＲ 和 ＰＲ
的表达量降低ꎬＨＥＲ２、淋巴细胞活化因子 ３( ｌｙｍ￣
ｐｈｏｃｙｔｅ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ３ꎬ ＬＡＧ３)和程序性细胞凋亡基

因 １( ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ １ꎬ ＰＤ￣１)的表达量增

加ꎻ在 ＶＴＣＮ１ 敲低的 ＫＤ 组中ꎬＥＲ 和 ＰＲ 的表达

量显著增加ꎬＰＲ 增加更为明显ꎬ而 ＬＡＧ３ 和 ＰＤ￣１
在特定敲低点有不同程度的下降ꎮ 荧光免疫杂交

实验结果表明ꎬ在内分泌治疗环境下ꎬＶＴＣＮ１ 的

表达与 ＥＲ 表达呈负相关ꎬ与 ＨＥＲ２ 表达呈正

相关ꎮ
在转录水平上ꎬ与 ＰＣ 组相比ꎬＯＥ 组 Ｎｏｔｃｈ 受

体 ４(Ｎｏｔｃｈ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４ꎬ Ｎｏｔｃｈ４)、Ｓｎａｉｌ 家族转录抑

制因子 ２ ( ｓｎａｉｌ ｆａｍｉｌｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｐｒｅｓｓｏｒ ２ꎬ
Ｓｌｕｇ)、ＳＲＹ￣ｂｏｘ 转录因子 ２(ＳＲＹ￣ｂｏｘ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ ２ꎬ Ｓｏｘ２)基因的转录水平均有所增加ꎻ而在

ＫＤ 组与 ＮＣ 组的对比中ꎬ多个敲低位点呈现出相

反的结果(Ｐ<０.０５)ꎮ
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图 ９　 ＶＴＣＮ１ 的耐药性可能与 ＨＲ 和 ＥＭＴ 基因表达的改变有关(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)
Ａ:ＷＢ 实验的化学发光图像ꎻＢ:ＲＴ￣ｑＰＣＲ 实验结果的线型图ꎻＣ:ＥＲ 和 ＨＥＲ２ 免疫荧光染色的代表性图像ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 ＶＴＣＮ１ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍａｙ ｂｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ＨＲ ａｎｄ ＥＭＴ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)
Ａ: Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＷＢꎻ Ｂ: Ｌｉｎｅ ｇｒａｐｈｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＴ￣ｑＰＣＲꎻ Ｃ: Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ
ｏｆ ＥＲ ａｎｄ ＨＥＲ２ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ.

３　 讨　 论

乳腺癌发病率占全球癌症发病率第一位ꎬ而
ＨＲ＋(ＥＲ＋和 /或 ＰＲ＋)ＢＣ 占乳腺癌的 ７５％[２８]ꎮ 对

于 ＨＲ＋(ＥＲ＋和 /或 ＰＲ＋)ＢＣꎬ以他莫昔芬为代表的

内分泌治疗是重要的治疗手段ꎮ 多项研究已证实ꎬ
他莫昔芬无论是单药还是联合其他药物治疗ꎬ均能

显著延长 ＥＲ＋乳腺癌患者的无复发生存期( ｒｅｌａｐｓｅ￣
ｆｒｅｅ ｓｕｒｖｉｖａｌꎬ ＲＦＳ) 和总生存期 ( ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌꎬ
ＯＳ)ꎬ即便患者在开始治疗时已处于晚期或伴有恶

性转移[２９]ꎮ 在乳腺癌的各亚型中ꎬＬｕｍｉｎａｌ Ａ 型乳

腺癌对内分泌治疗的获益最为显著ꎬ且是目前唯一

被推荐可术后单独进行内分泌治疗的病理类型[３０]ꎮ
研究表明ꎬ他莫昔芬治疗是 Ｌｕｍｉｎａｌ Ａ 型乳腺癌有

效的预后因素[３１]ꎮ 然而ꎬ内分泌治疗后耐药性的出

现ꎬ却成为了临床医生和患者面临的一大挑战ꎮ 一

项长期随访实验显示ꎬ根据 ＴＮ 分期的不同ꎬ规范完

成 ５ 年内分泌治疗的患者ꎬ其远处复发的风险范围

仍高达 １０％ ~ ４１％[９]ꎮ 因此ꎬ对内分泌耐药性内在

原因和机制的研究是非常有必要的ꎬ这不仅能够为

个性化基因治疗提供科学合理的用药依据ꎬ从而优

化恶性肿瘤长期治疗方案ꎻ还能够指导新药的研发ꎬ
预测和预防耐药现象的发生ꎬ延长药物的有效使用

周期ꎬ提供更加稳定的治疗效果ꎮ
本研究利用 ＭＢＣ 数据库ꎬ根据内分泌治疗后

是否复发及不同的复发情况ꎬ筛选出 ＤＥＧｓꎮ 通过

ＫＥＧＧ 和 ＧＯ 数据库进行通路富集分析ꎬ发现它们

共同参与细胞膜对外环境的感知与响应、细胞信号

传导、细胞稳态维持以及免疫反应的调节ꎮ 体细胞

突变分析发现耐药性的产生可能与细胞的稳态和免

疫相关ꎬ在原发性耐药组与继发性耐药组的突变分
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析中仅有 ＺＳＫＣＡＮ１ 具有统计学差异ꎬ现已被证实

与非小细胞肺癌中的丝裂原活化蛋白激酶(ｍｉｔｏ￣
ｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓꎬ ＭＡＰＫ)信号以及肝细

胞癌(ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａꎬ ＨＣＣ)中的哺乳动物

雷帕霉素靶蛋白 (ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎꎬ
ｍＴＯＲ)信号相关[３２￣３３]ꎮ 而原发性耐药组和继发性

耐药组比较中ꎬ突变基因发生中位数的巨大差异则

暗示长期雌激素抑制治疗可能会诱导体细胞基因突

变ꎬ进而导致内分泌治疗耐药性的产生ꎮ 单细胞

ＲＮＡ 分析发现ꎬ耐药组与敏感组相比肿瘤环境中的

免疫浸润细胞类型减少、密度降低ꎬ肿瘤细胞与血管

细胞的数量增加ꎮ 综合上述研究结果ꎬ选定共同

ＤＥＧｓ 中的 ＶＴＣＮ１ 作为目标基因ꎬ进一步研究其在

内分泌耐药过程中发挥的关键作用ꎮ
通过 ＧＥＰＩＡ 和 ＴＩＭＥＲ２.０ 数据库分析ꎬ本研究

发现 ＶＴＣＮ１ 在多种癌症中的 ｍＲＮＡ 表达水平相较

于正常组织存在统计学差异ꎬ过表达 ＶＴＣＮ１ 与 ＨＲ＋
ＢＣ 的预后不良相关ꎮ 在蛋白质功能互作网络中ꎬ
ＶＴＣＮ１ 主要发挥广谱的免疫抑制功能ꎬ抑制作用的

对象既包括抑癌的免疫细胞(如 Ｂ 细胞、Ｍ１ 巨噬细

胞、Ｔｈ１ 细胞等)ꎬ也涵盖促癌的免疫细胞(如 Ｔｒｅｇｓ、
Ｍ２ 巨噬细胞等) [３４]ꎮ 这一发现可能表明ꎬＶＴＣＮ１
的高表达在 Ｌｕｍｉｎａｌ Ａ 型乳腺癌中营造了一个普遍

不利于免疫功能细胞生存和转化的微环境ꎬ而这种

影响与免疫转化的方向无关ꎮ 为验证 ＶＴＣＮ１ 对耐

药特性的作用ꎬ本研究采用一线内分泌治疗药物他

莫昔芬和 Ｌｕｍｉｎａｌ Ａ 型乳腺癌细胞 ＭＣＦ７、Ｔ４７Ｄ 进

行体外细胞表型实验ꎮ 细胞增殖实验显示ꎬＶＴＣＮ１
能拮抗他莫昔芬抑制 ＨＲ＋ ＢＣ 细胞增殖的药理作

用ꎬ而且在一定范围内ꎬ随着药物浓度的增加(４ ~
５ μｍｏｌ / Ｌ)和药物暴露时间的延长(４８~７２ ｈ)ꎬ增殖

率的差异逐渐扩大ꎮ 细胞凋亡实验则表明ꎬＶＴＣＮ１
能对抗他莫昔芬促进乳腺癌细胞早期凋亡的作用ꎮ
这种对抗作用在 ＭＣＦ７ 与 Ｔ４７Ｄ 细胞中表现的程度

不同ꎬ考虑到这两种细胞系的特征ꎬ猜想 ＶＴＣＮ１ 发

挥作用可能与 ＰＲ 表达有关ꎬ但需要进一步的研究

来验证这一假设ꎮ 集落形成实验也支持了 ＶＴＣＮ１
在拮抗他莫昔芬抑制单个乳腺癌细胞成团中的作

用ꎮ 此外ꎬＴｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭和伤口愈合实验证明ꎬ
ＶＴＣＮ１ 的高表达能阻碍他莫昔芬抑制 ＨＲ＋ ＢＣ 细

胞侵袭和迁移的能力ꎬ导致单位时间内侵袭细胞数

量增加ꎬ细胞迁移距离增加ꎻ敲低 ＶＴＣＮ１ 出现相反

的结果ꎮ 这一发现与内分泌耐药性乳腺癌通常具有

更强侵袭性表型的观点相吻合[３５]ꎮ 这些结果表明ꎬ
ＶＴＣＮ１ 在他莫昔芬处理条件下ꎬ能够诱导形成一个

不利于 ＴＩＩＣｓ 生存的免疫微环境ꎬ进而广泛性地削

弱机体的抗肿瘤免疫反应ꎮ 这一机制导致他莫昔芬

原本具有的抑制肿瘤细胞增殖、促进细胞凋亡、阻碍

肿瘤团块形成以及抑制侵袭和迁移等药理功效难以

充分展现ꎬ从多个层面导致了内分泌治疗耐药性的

产生ꎮ
本研究亦发现在 ＶＴＣＮ１ 高表达的耐药细胞

中ꎬＮｏｔｃｈ４、 Ｓｌｕｇ、 Ｓｏｘ２ 的转录水平升高ꎬ ＨＥＲ２、
ＬＡＧ３、ＰＤ￣１ 的翻译水平显著升高ꎬ而 ＥＲ、ＰＲ 的翻

译水平不同程度降低ꎮ ＶＴＣＮ１ 低表达组细胞则得

到相反的结果ꎮ 这些基因已被证实是肿瘤免疫微环

境和上皮－间质转化的重要参与因子ꎬ后者在肿瘤的

发生、转移和药物治疗反应中发挥着关键作用[３６]ꎮ
ＶＴＣＮ１ 也被称为 Ｂ４Ｈ７ꎬ在癌症与妊娠共享的

免疫耐受机制中扮演着重要角色ꎮ ＶＴＣＮ１ 的缺陷

会在异基因妊娠模型中引发母－胎免疫激活ꎬ导致

早期妊娠失败[３７]ꎮ ＶＴＣＮ１ 能够与抗原呈递细胞

(ａｎｔｉｇｅｎ￣ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓꎬ ＡＰＣｓ)上的共刺激受体结

合ꎬ负性调节 Ｔ 细胞ꎬ从而协助癌细胞实现免疫逃

逸[３８]ꎮ 本研究发现ꎬＶＴＣＮ１ 在多种恶性肿瘤中呈

现出差异性的表达模式ꎬ这一现象强烈暗示 ＶＴＣＮ１
可能参与了恶性肿瘤发生与发展的某些共通机制ꎮ
结果建立了 ＶＴＣＮ１ 与 ＨＲ＋ ＢＣ(尤其是 Ｌｕｍｉｎａｌ Ａ
型乳腺癌)患者预后之间的显著负相关联系ꎬ其表

达水平的增高显著缩短患者的生存时间ꎮ
Ｎｏｔｃｈ４ 作为 Ｎｏｔｃｈ 基因家族中首个被完整报

道基因组序列的成员ꎬ参与细胞信号的传导过

程[３９]ꎮ 研究表明ꎬＮｏｔｃｈ４ 能够促进体内自发性乳腺

肿瘤的形成ꎬ并加速正常人乳腺上皮细胞的恶性转

化[４０￣４１]ꎮ 在 他 莫 昔 芬 耐 药 细 胞 中ꎬ Ｎｏｔｃｈ４ 与

Ｎｉｃａｓｔｒｉｎ协同高表达[４２]ꎬ且 Ｎｏｔｃｈ４ /信号转导和转

录活化因子 ３(ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３ꎬ ＳＴＡＴ３)信号通路被证实参与耐药性乳

腺癌的 ＥＭＴ[４３]ꎮ Ｓｌｕｇ 亦称为 Ｓｎａｉｌ２ꎬ 是发育性

ＥＭＴ 的调节因子ꎬ其异常表达会促进乳腺癌的进

展ꎬ并与不良预后相关[４４]ꎮ 在乳腺癌中ꎬＳｌｕｇ 的过

表达通过抑制 ＥＲα 的转录ꎬ使 ＭＣＦ７ 细胞产生内分

泌耐药特性ꎬ并可能引发异常的 ＥＭＴ[４５]ꎮ 在卵巢

癌中ꎬ敲低 Ｓｌｕｇ 可逆转癌细胞的间充质特性ꎬ并恢

复其对化疗药物的敏感性[４６]ꎮ Ｓｏｘ２ 是一种具有干

细胞潜能的多能性基因ꎬ可通过维持乳腺癌干细胞

样特性ꎬ产生强侵袭性和内分泌治疗耐药性ꎬ其表达

水平与 ＨＲ＋ ＢＣ 的高组织学分级相关ꎬ并可作为他

莫昔芬耐药的早期预测指标[４７￣４９]ꎮ ＰＤ￣１ 和 ＬＡＧ３
是已被广泛研究的免疫检查点基因ꎬ它们在调节性
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Ｔ 细胞( ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌꎬ Ｔｒｅｇｓ) 中丰富表达[５０]ꎮ
目前ꎬ利用 ＰＤ￣１ / ＰＤ￣Ｌ１ 的免疫检查点阻断疗法已

在多种癌症中取得显著疗效[５１]ꎮ 而 ＬＡＧ３ 则被发

现与头颈部鳞状细胞癌和皮肤癌中免疫疗法的原发

性耐药相关[５２]ꎮ 这两个肿瘤微环境重要的调节因

子在 ＨＲ＋ ＢＣ 中的表达相对较少ꎬ它们在内分泌治

疗耐药发生过程中的具体作用仍需进一步探究[５３]ꎮ
肿 瘤 微 环 境 ( ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎬ

ＴＭＥ)指的是肿瘤或癌症干细胞(ｃａｎｃｅｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ
ＣＳＣｓ)所处的细胞环境ꎬ这一环境囊括了免疫细胞、
血管、细胞外基质( ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘꎬ ＥＣＭ)、
成纤维细胞、淋巴细胞、骨髓源性炎症细胞及信号分

子等多种成分[５４]ꎮ 其中ꎬ由 Ｔ 淋巴细胞、Ｂ 淋巴细

胞、树突状细胞、巨噬细胞、中性粒细胞等构成的免

疫功能部分被称为肿瘤免疫微环境( ｔｕｍｏｒ ｉｍｍｕｎｅ
ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎬ ＴＩＭＥ) [５０]ꎮ ＴＭＥ 为癌细胞提供

了发生 ＥＭＴ 的必要条件ꎬＥＭＴ 是细胞从具有强细

胞间连接的上皮特征向迁徙和侵袭能力增强的间充

质细胞转化的过程ꎬ被认为是内分泌耐药的可能机

制之一ꎮ 此外ꎬＥＭＴ 还是导致肿瘤细胞内部 ＣＳＣｓ
和非 ＣＳＣｓ 差异的主要原因[５５]ꎮ ＣＳＣｓ 具有自我更

新能力ꎬ能够产生新一代 ＣＳＣｓꎬ并能分化为致瘤性

较低的更新细胞ꎬ即肿瘤中的非 ＣＳＣｓ[５６]ꎮ 现有研

究日益揭示ꎬ常规抗癌治疗往往仅能消除非 ＣＳＣｓꎬ
而隐匿的、更具耐药性的 ＣＳＣｓ 则可能残留ꎬ这是恶

性肿瘤药物治疗后复发的重要原因[５７￣５８]ꎮ 当前研

究认为ꎬ内分泌药物与肿瘤细胞的相互作用主要发

生在 ＴＭＥ 中ꎬ不仅涉及肿瘤细胞本身ꎬ还包括 ＴＭＥ
中的其他成分ꎬ如蛋白质分子或受体ꎬ它们之间共同

构成了一个复杂的作用网络[５９]ꎮ
本文的创新性在于深入探讨了 ＶＴＣＮ１ 在他莫

昔芬治疗背景下的新角色ꎮ 当前关于 ＶＴＣＮ１ 的研

究主要聚焦于其在恶性肿瘤中的免疫功能和靶向应

用ꎬ而在内分泌治疗耐药性方面的研究较少ꎮ 本研

究不仅证明了 ＶＴＣＮ１ 可以诱导产生耐药特性ꎬ而
且初步证实了其通过发挥广谱的免疫抑制作用进而

调控多种 ＴＩＭＥ 中有关 ＥＭＴ 基因的表达ꎻ这一机制

与他莫昔芬的药理多角度相互作用ꎬ最终导致治疗

耐药性的出现ꎮ 这一发现为理解内分泌治疗耐药性

的形成提供了全新的视角ꎬ并可能为未来开发针对

耐药性的治疗策略提供参考ꎮ
本研究也存在一定的局限性ꎮ 首先ꎬ本研究主

要基于细胞实验ꎬ虽然这些结果具有一定的说服力ꎬ
但仍需在临床样本中进一步验证ꎮ 其次ꎬ尽管阐述

了 ＶＴＣＮ１ 的作用机制ꎬ但对其上游调控因子及下

游信号通路的理解仍不够全面ꎬ限制了对整个调控

网络的深入认识ꎮ 再次ꎬ由于肿瘤微环境的复杂性ꎬ
ＶＴＣＮ１ 可能与其他多种因子存在交互作用ꎬ这些潜

在的相互作用尚需进一步探索ꎮ
综上所述ꎬ本研究表明ꎬＶＴＣＮ１ 的表达能够显

著对抗他莫昔芬对 ＨＲ＋ ＢＣ 细胞在增殖、凋亡、成
团、迁徙及侵袭等方面的抗癌药理作用ꎮ ＶＴＣＮ１ 可

能通过调控 ＥＭＴ 相关调节因子 (包括 Ｎｏｔｃｈ４、
Ｓｌｕｇ、Ｓｏｘ２) 以及免疫检查点 (如 ＰＤ￣１、ＬＡＧ３) 在

ＴＩＭＥ 中发挥功能ꎮ 这种作用进而影响 ＥＭＴ 进程

及 ＣＳＣｓ 的数量ꎬ并可能通过上调和 /或下调细胞表

面激素受体的表达ꎬ诱导 ＨＲ＋ ＢＣ 细胞产生对内分

泌治疗的原发性或继发性耐药ꎮ 这些发现为深入理

解 ＶＴＣＮ１ 在乳腺癌内分泌治疗耐药机制中的作用

提供了新的视角ꎬ并为未来开发针对耐药性的治疗

策略提供了潜在靶点ꎮ
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ｗｏｒｌｄｗｉｄｅ ｆｏｒ ３６ ｃａｎｃｅｒｓ ｉｎ １８５ ｃｏｕｎｔｒｉｅｓ[Ｊ] . ＣＡ Ｃａｎｃｅｒ
Ｊ Ｃｌｉｎꎬ ２０２１ꎬ ７１(３): ２０９￣２４９.

[２] Ｇｉａｑｕｉｎｔｏ ＡＮꎬ Ｓｕｎｇ Ｈꎬ Ｍｉｌｌｅｒ ＫＤꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓꎬ ２０２２[ Ｊ] . ＣＡ Ｃａｎｃｅｒ Ｊ Ｃｌｉｎꎬ ２０２２ꎬ ７２(６):
５２４￣５４１.

[３] Ｔｏｎｇ ＣＷＳꎬ Ｗｕ Ｍꎬ Ｃｈｏ ＷＣＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔ Ｏｎｃｏｌꎬ ２０１８ꎬ ８:
２２７. ｄｏｉ: １０.３３８９ / ｆｏｎｃ.２０１８.００２２７. ｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ２０１８.

[４] Ｒａｈｅｅｍ Ｆꎬ Ｋａｒｉｋａｌａｎ ＳＡꎬ Ｂａｔａｌｉｎｉ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ
ＥＲ＋ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ: ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ[Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０２３ꎬ ２４(２２):
１６１９８. ｄｏｉ: １０.３３９０ / ｉｊｍｓ２４２２１６１９８.

[５] Ｂｏａｆｏ ＧＦꎬ Ｓｈｉ Ｙꎬ Ｘｉａｏ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｃｏ￣ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｏｆ
ｄａｕｎｏｒｕｂｉｃｉｎ ａｎｄ ｃｙｔａｒａｂｉｎｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ
ｐｒｏｄｒｕｇ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ [Ｍ] . Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｌｅｔ￣
ｔｅｒｓꎬ ２０２２ꎬ ３３(１０): ４６００￣４６０４.

[６] Ｈａｍｍｏｎｄ ＭＥꎬ Ｈａｙｅｓ ＤＦꎬ Ｄｏｗｓｅｔｔ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｍｅｒｉｃａｎ
Ｓｏｃｉｅｔｙ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｏｎｃｏｌｏｇｙ / Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｐａｔｈｏｌ￣
ｏｇｉｓｔｓ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉ￣
ｃａｌ ｔｅｓｔｉｎｇ ｏｆ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ[Ｊ] . Ｊ Ｃｌｉｎ Ｏｎｃｏｌꎬ ２０１０ꎬ ２８(１６): ２７８４￣２７９５.

[７] Ｃｌｕｓａｎ Ｌꎬ Ｆｅｒｒｉèｒｅ Ｆꎬ Ｆｌｏｕｒｉｏｔ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｂａｓｉｃ ｒｅｖｉｅｗ ｏｎ
ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ[ Ｊ] .
Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０２３ꎬ ２４ ( ７): ６８３４. ｄｏｉ: １０. ３３９０ /
ｉｊｍｓ２４０７６８３４..

[８] Ｗａｋｓ ＡＧꎬ Ｗｉｎｅｒ ＥＰ. Ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ[Ｊ]. ＪＡＭＡꎬ
２０１９ꎬ ３２１(３): ２８８￣３００.

[９] Ｐａｎ Ｈꎬ Ｇｒａｙ Ｒꎬ Ｂｒａｙｂｒｏｏｋｅ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. ２０￣ｙｅａｒ ｒｉｓｋｓ ｏｆ
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ｂｒｅａｓｔ￣ｃａｎｃｅｒ ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ ａｆｔｅｒ ｓｔｏｐｐｉｎｇ ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ
ａｔ ５ ｙｅａｒｓ[Ｊ] . Ｎ Ｅｎｇｌ Ｊ Ｍｅｄꎬ ２０１７ꎬ ３７７(１９): １８３６￣１８４６.

[１０] Ｂｈａｔ Ｒꎬ Ｔｈａｎｇａｖｅｌ Ｈꎬ Ａｂｄｕｌｋａｒｅｅｍ ＮＭꎬ ｅｔ ａｌ. ＮＰＹ１Ｒ
ｅｘｅｒｔｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｏｎ ｏｎ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｇｒｏｗｔｈ
ａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔｓ ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｂｅｔｔｅｒ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｉｎ
ＥＲ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ[ Ｊ] . Ｓｃｉ Ｒｅｐꎬ ２０２２ꎬ １２(１):
１９７２. ｄｏｉ: １０.１０３８ / ｓ４１５９８￣０２２￣０５９４９￣７.

[１１] Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｈｅａｌｔｈ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｔｈｅ Ｐｅｏｐｌｅ̓ｓ Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ
Ｃｈｉｎａ. Ｎａｔｉｏｎａｌ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｆｏｒ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ２０２２ ｉｎ Ｃｈｉｎａ (Ｅｎｇｌｉｓｈ ｖｅｒｓｉｏｎ)[Ｊ] . Ｃｈｉｎ
Ｊ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓꎬ ２０２２ꎬ ３４(３): １５１￣１７５.

[１２] Ｒａｊｅｎｄｒａｎ Ｓꎬ Ｓｗａｒｏｏｐ ＳＳꎬ Ｒｏｙ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. ｐ２１ ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｋｉｎａｓｅ￣１ ａｎｄ ｔａｍｏｘｉｆｅｎ—ａ ｄｅａｄｌｙ ｎｅｘｕｓ ｉｍｐａｃｔｉｎｇ ｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ ｏｕｔｃｏｍｅｓ[ Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ ＢＢＡ Ｒｅｖ
Ｃａｎｃｅｒꎬ ２０２２ꎬ １８７７(１): １８８６６８. ｄｏｉ:１０.１０１６ / ｊ.ｂｂｃａｎ.
２０２１.１８８６６８.

[１３] Ｔｕｒａｓｈｖｉｌｉ Ｇꎬ Ｂｒｏｇｉ Ｅ. Ｔｕｍｏｒ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ[ Ｊ] . Ｆｒｏｎｔ Ｍｅｄꎬ ２０１７ꎬ ４: ２２７. ｄｏｉ: １０. ３３８９ /
ｆｍｅｄ.２０１７.００２２７.

[１４] Ｄｅｍｉｃｈｅｌｉ Ｒꎬ Ａｒｄｏｉｎｏ Ｉꎬ Ｂｏｒａｃｃｈｉ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ
ａｎｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｔａｔｕｓ ｆｏｒ
ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｓｕｒｇｅｒｙ.
Ｉｐｓｉｌａｔｅｒａｌ ｂｒｅａｓｔ ｔｕｍｏｕｒ ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｐｒｏｖｉｄｅｓ
ｃｌｕｅｓ ｆｏｒ ｔｕｍｏｕｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｂｒｅａｓｔ[ Ｊ] .
ＢＭＣ Ｃａｎｃｅｒꎬ ２０１０ꎬ １０: ６５６. ｄｏｉ:１０.１１８６ / １４７１￣２４０７￣
１０￣６５６.

[１５] Ｃｌａｒｋｅ Ｒꎬ Ｔｙｓｏｎ ＪＪꎬ Ｍｉｃｈａｅｌ Ｄｉｘｏｎ Ｊ. Ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｒｅｓｉｓｔ￣
ａｎｃｅ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ: ａｎ ｏｖｅｒｖｉｅｗ ａｎｄ ｕｐｄａｔｅ[ Ｊ] . Ｍｏｌ
Ｃｅｌｌ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌꎬ ２０１５ꎬ ４１８(３): ２２０￣２３４.

[１６] Ｃａｒｄｏｓｏ Ｆꎬ Ｃｏｓｔａ Ａꎬ Ｎｏｒｔｏｎ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. ＥＳＯ￣ＥＳＭＯ ２ｎｄ
ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｆｏｒ ａｄｖａｎｃｅｄ ｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ (ＡＢＣ２)[Ｊ] . Ａｎｎ Ｏｎｃｏｌꎬ ２０１４ꎬ ２５(１０): １８７１￣
１８８８.

[１７] Ｏｊｏ Ｄꎬ Ｗｅｉ ＦＸꎬ Ｌｉｕ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆａｃｔｏｒｓ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔａｍｏｘ￣
ｉｆｅｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｖｉａ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃ￣
ｅｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ[ Ｊ] . Ｃｕｒｒ Ｍｅｄ Ｃｈｅｍꎬ ２０１５ꎬ ２２
(１９): ２３６０￣２３７４.

[１８] Ｌｉ Ｚꎬ Ｗｅｉ ＨＲꎬ Ｌｉ ＳＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ [ Ｊ] . Ｄｒｕｇ Ｄｅｓ Ｄｅｖｅｌ Ｔｈｅｒꎬ
２０２２ꎬ １６: ３０５￣３１４. ｄｏｉ:１０.２１４７ / ＤＤＤＴ.Ｓ３３６６４３.

[１９] Ｔｕｒｎｅｒ ＮＣꎬ Ｒｏ Ｊꎬ Ａｎｄｒé Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐａｌｂｏｃｉｃｌｉｂ ｉｎ ｈｏｒｍｏｎｅ￣
ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｄｖａｎｃｅｄ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ [ Ｊ] . Ｎ Ｅｎｇｌ Ｊ
Ｍｅｄꎬ ２０１５ꎬ ３７３(３): ２０９￣２１９.

[２０] ｄｅ Ｂｒｕｉｊｎ Ｉꎬ Ｋｕｎｄｒａ Ｒꎬ Ｍａｓｔｒｏｇｉａｃｏｍｏ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎａｌｙ￣
ｓｉｓ ａｎｄ ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌ ｇｅｎｏｍｉｃ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｄａｔａ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＡＡＣＲ ｐｒｏｊｅｃｔ ＧＥＮＩＥ ｂｉｏｐｈａｒｍａ ｃｏｌｌａｂｏ￣
ｒａｔｉｖｅ ｉｎ ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ [ Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓꎬ ２０２３ꎬ ８３ ( ２３):
３８６１￣３８６７.

[２１] Ｈｉｎｏｈａｒａ Ｋꎬ Ｗｕ ＨＪꎬ Ｖｉｇｎｅａｕ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. ＫＤＭ５ ｈｉｓｔｏｎｅ
ｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｌｉｎｋｓ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ｈｅｔｅｒｏ￣
ｇｅｎｅｉｔｙ ｔｏ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ[Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒ Ｃｅｌｌꎬ ２０１８ꎬ
３４(６): ９３９￣９５３.

[２２] Ｈｕ ＣＸꎬ Ｌｉ ＴＹꎬ Ｘｕ ＹＱꎬ ｅｔ ａｌ. ＣｅｌｌＭａｒｋｅｒ ２.０: ａｎ ｕｐ￣
ｄａｔｅｄ ｄａｔａｂａｓｅ ｏｆ ｍａｎｕａｌｌｙ ｃｕｒａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｈｕ￣
ｍａｎ / ｍｏｕｓｅ ａｎｄ ｗｅｂ ｔｏｏｌｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｃＲＮＡ￣ｓｅｑ ｄａｔａ[Ｊ] .
Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓꎬ ２０２３ꎬ ５１(Ｄ１): Ｄ８７０￣Ｄ８７６.

[２３] Ｕｈｌéｎ Ｍꎬ Ｆａｇｅｒｂｅｒｇ Ｌꎬ Ｈａｌｌｓｔｒ ｍ ＢＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏ￣
ｔｅｏｍｉｃｓ. ｔｉｓｓｕｅ￣ｂａｓｅｄ ｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｐｒｏｔｅｏｍｅ [ Ｊ] .
Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１５ꎬ ３４７(６２２０): １２６０４１９. ｄｏｉ:１０.１１２６ / ｓｃｉ￣
ｅｎｃｅ.１２６０４１９.

[２４] Ｌｉ ＴＷꎬ Ｆｕ ＪＸꎬ Ｚｅｎｇ ＺＸꎬ ｅｔ ａｌ. ＴＩＭＥＲ２.０ ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ｔｕｍｏｒ￣ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ
Ｒｅｓꎬ ２０２０ꎬ ４８(Ｗ１): Ｗ５０９￣Ｗ５１４.

[２５] Ｔａｎｇ ＺＦꎬ Ｌｉ ＣＷꎬ Ｋａｎｇ ＢＸꎬ ｅｔ ａｌ. ＧＥＰＩＡ ａ ｗｅｂ ｓｅｒｖｅｒ
ｆｏｒ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ａｎｄ ｉｎ￣
ｔｅｒａｃｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｅｓ [ Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓꎬ ２０１７ꎬ ４５
(Ｗ１): Ｗ９８￣Ｗ１０２.

[２６] Ｓｚｋｌａｒｃｚｙｋ Ｄꎬ Ｋｉｒｓｃｈ Ｒꎬ Ｋｏｕｔｒｏｕｌｉ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ
ＳＴＲＩＮＧ ｄａｔａｂａｓｅ ｉｎ ２０２３: ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ
ｎｅｔｗｏｒｋｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｅｓ ｆｏｒ ａｎｙ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ [ Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓꎬ
２０２３ꎬ ５１(Ｄ１): Ｄ６３８￣Ｄ６４６.

[２７] Ｄｅｖｕｌａｐａｌｌｙ Ｒꎬ Ｓｅｋａｒ ＴＶꎬ Ｐａｕｌｍｕｒｕｇａｎ Ｒ. Ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣２１ ａｎｄ ４￣ｈｙｄｒｏｘｙｔａｍｏｘｉｆｅｎ ｃｏ￣ｌｏａｄｅｄ ｂｉｏｄｅ￣
ｇｒａｄａｂｌｅ ｐｏｌｙｍｅｒ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ[ Ｊ] . Ｍｏｌ Ｐｈａｒｍꎬ ２０１５ꎬ １２
(６): ２０８０￣２０９２.

[２８] Ｔｓａｎｇ ＪＹＳꎬ Ｔｓｅ ＧＭ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ[Ｊ] . Ａｄｖ Ａｎａｔ Ｐａｔｈｏｌꎬ ２０２０ꎬ ２７(１): ２７￣３５.

[２９] Ａｒｉｍｉｄｅｘ Ｔꎬ Ｆｏｒｂｅｓ ＪＦꎬ Ｃｕｚｉｃｋ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｎａｓ￣
ｔｒｏｚｏｌｅ ａｎｄ ｔａｍｏｘｉｆｅｎ ａｓ ａｄｊｕｖａｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ｅａｒｌｙ￣
ｓｔａｇｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ: １００￣ｍｏｎｔｈ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＡＴＡＣ
ｔｒｉａｌ[Ｊ] . Ｌａｎｃｅｔ Ｏｎｃｏｌꎬ ２００８ꎬ ９(１): ４５￣５３.

[３０] Ａｂｄａｌｌａ ＡＮꎬ Ｑａｔｔａｎ Ａꎬ Ｍａｌｋｉ ＷＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ
ｏｆ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＶＥＧＦＲ￣２ ａｎｄ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｉｎ ｌｕｍｉｎａｌ￣Ａ ｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ[ Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ ２０２０ꎬ ２５(２０): ４６０６. ｄｏｉ:１０.
３３９０ / ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ２５２０４６０６.

[３１] Ｈｗａｎｇ ＫＴꎬ Ｋｉｍ ＥＫꎬ Ｊｕｎｇ ＳＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔａｍｏｘｉｆｅｎ ｔｈｅｒａ￣
ｐｙ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｉｎ ｌｕｍｉｎａｌ Ａ ｓｕｂｔｙｐｅ ｏｆ
ｄｕｃｔａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｉｎ ｓｉｔｕ: ａ ｓｔｕｄｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｎａｔｉｏｎｗｉｄｅ
Ｋｏｒｅａｎ Ｂｒｅａｓｔ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｇｉｓｔｒｙ ｄａｔａｂａｓｅ [ Ｊ ] . Ｂｒｅａｓｔ
Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ Ｔｒｅａｔꎬ ２０１８ꎬ １６９(２): ３１１￣３２２.

[３２] Ｗａｎｇ ＹＹꎬ Ｘｕ ＲＪꎬ Ｚｈａｎｇ ＤＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｉｒｃ￣ＺＫＳＣＡＮ１
ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＦＡＭ８３Ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｓ ＭＡＰＫ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｍｉＲ￣３３０￣５ｐ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｎｏｎ￣ｓｍａｌｌ
ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ [ Ｊ] . Ｔｒａｎｓｌ Ｌｕｎｇ Ｃａｎｃｅｒ
Ｒｅｓꎬ ２０１９ꎬ ８(６): ８６２￣８７５.

[３３] Ｓｏｎｇ ＲＪꎬ Ｍａ ＳＱꎬ Ｘｕ ＪＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｎｏｖｅｌ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ ｅｎ￣
ｃｏｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ＺＫＳＣＡＮ１ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ＨＣＣ
ｖｉａ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｍＴＯＲ [ Ｊ] . Ｍｏｌ Ｃａｎｃｅｒꎬ ２０２３ꎬ ２２
(１): １６. ｄｏｉ:１０.１１８６ / ｓ１２９４３￣０２３￣０１７１９￣９.

[３４] Ｄｉｎｇ ＳＮꎬ Ｑｉａｏ Ｎꎬ Ｚｈｕ ＱＣꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｅｌｌ ａｔｌａｓ ｒｅ￣
ｖｅａｌｓ ａ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｉｍｍｕｎｅ ｐｒｏｆｉｌｅ ｆｏｓｔｅｒｅｄ ｂｙ Ｔ ｃｅｌｌ￣Ｂ ｃｅｌｌ
ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ｉｎ ｔｒｉｐｌｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ [ Ｊ ] . Ｃａｎｃｅｒ
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Ｃｏｍｍｕｎꎬ ２０２３ꎬ ４３(６): ６６１￣６８４.
[３５] Ｈｉｓｃｏｘ Ｓꎬ Ｊｉａｎｇ ＷＧꎬ Ｏｂｅｒｍｅｉｅｒ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔａｍｏｘｉｆｅｎ ｒｅ￣

ｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ＭＣＦ７ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ＥＭＴ￣ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｕｒ ａｎｄ
ｉｎｖｏｌｖｅｓ ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｅｔａ￣ｃａｔｅｎｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ[ Ｊ] .
Ｉｎｔ Ｊ Ｃａｎｃｅｒꎬ ２００６ꎬ １１８(２): ２９０￣３０１.

[３６] Ｍａｌｌｉｎｉ Ｐꎬ Ｌｅｎｎａｒｄ Ｔꎬ Ｋｉｒｂｙ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ￣ｔｏ￣ｍｅｓ￣
ｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ: ｗｈａｔ ｉｓ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ [ Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒ Ｔｒｅａｔ Ｒｅｖꎬ
２０１４ꎬ ４０(３): ３４１￣３４８.

[３７] Ｙｕ ＪＬꎬ Ｙａｎ ＹＪꎬ Ｌｉ ＳＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｇｅｓｔｏｇｅｎ￣ｄｒｉｖｅｎ Ｂ７￣Ｈ４
ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｏｎｃｏ￣ｆｅｔａｌ ｉｍｍｕｎｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ [ Ｊ] . Ｃｅｌｌꎬ
２０２４ꎬ １８７(１７): ４７１３￣４７３２.

[３８] Ｔｓａｉ ＳＭꎬ Ｗｕ ＳＨꎬ Ｈｏｕ ＭＦꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｇｕｌａ￣
ｔｏｒ ＶＴＣＮ１ ｇｅｎｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｓｕｓ￣
ｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ[ Ｊ] . Ｊ Ｃｌｉｎ Ｌａｂ Ａｎａｌꎬ ２０１５ꎬ
２９(５): ４１２￣４１８.

[３９] Ｌｉ Ｌꎬ Ｈｕａｎｇ ＧＭꎬ Ｂａｎｔａ ＡＢꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｃｈａｒａｃｔｅｒ￣
ｉｚａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ５６.８￣ｋｉｌｏｂａｓｅ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｏｆ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ＮＯＴＣＨ４ ｇｅｎｅ[ Ｊ] . Ｇｅｎｏｍｉｃｓꎬ １９９８ꎬ ５１
(１): ４５￣５８.

[４０] Ｃａｌｌａｈａｎ Ｒꎬ Ｒａａｆａｔ Ａ. Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｍａｍｍａｒｙ ｇｌａｎｄ ｔｕ￣
ｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ[Ｊ]. Ｊ Ｍａｍｍａｒｙ Ｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌ Ｎｅｏｐｌａｓｉａꎬ ２００１ꎬ ６
(１): ２３￣３６.

[４１] Ｇａｌｌａｈａｎ Ｄꎬ Ｊｈａｐｐａｎ Ｃꎬ Ｒｏｂｉｎｓｏｎ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ａ ｔｒｕｎｃａｔｅｄ Ｉｎｔ３ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｍａｍｍａｒｙ
ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｒｅｔａｒｄｓ ｌｏｂｕｌａｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌ￣
ｔｉｎｇ ｉｎ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ [ Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓꎬ １９９６ꎬ ５６ (８):
１７７５￣１７８５.

[４２] Ｌｏｍｂａｒｄｏ Ｙꎬ Ｆａｒｏｎａｔｏ Ｍꎬ Ｆｉｌｉｐｏｖｉｃ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｉｃａｓｔｒｉｎ
ａｎｄ Ｎｏｔｃｈ４ ｄｒｉｖｅ ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｅｐｉｔｈｅ￣
ｌｉａｌ ｔｏ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ＭＣＦ７ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌｓ[ Ｊ] . Ｂｒｅａｓｔ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓꎬ ２０１４ꎬ １６(３): Ｒ６２. ｄｏｉ:
１０.１１８６ / ｂｃｒ３６７５.

[４３] Ｂｕｉ ＱＴꎬ Ｉｍ ＪＨꎬ Ｊｅｏｎｇ ＳＢꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｒｏｌｅ ｏｆ
Ｎｏｔｃｈ４ / ＳＴＡＴ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ￣ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎ￣
ｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｍｏｘｉｆｅｎ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｈｕｍａｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ [ Ｊ] .
Ｃａｎｃｅｒ Ｌｅｔｔꎬ ２０１７ꎬ ３９０: １１５￣１２５. ｄｏｉ:１０.１０１６ / ｊ.ｃａｎｌｅｔ.
２０１７.０１.０１４.

[４４] Ｍｉｃａｌｉｚｚｉ ＤＳꎬ Ｆａｒａｂａｕｇｈ ＳＭꎬ Ｆｏｒｄ ＨＬ. Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ￣ｍｅｓ￣
ｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ: ｐａｒａｌｌｅｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｏｒｍａｌ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ [ Ｊ ] . Ｊ Ｍａｍｍａｒｙ
Ｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌ Ｎｅｏｐｌａｓｉａꎬ ２０１０ꎬ １５(２): １１７￣１３４.

[４５] Ｌｉ ＹＱꎬ Ｗｕ ＹＹꎬ Ａｂｂａｔｉｅｌｌｏ ＴＣꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｌｕｇ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ
ｔｏ ｃａｎｃｅｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｄｉｒｅｃｔ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＥＲα ｓｉｇｎａ￣
ｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ[Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｏｎｃｏｌꎬ ２０１５ꎬ ４６(４): １４６１￣１４７２.

[４６] Ｈａｓｌｅｈｕｒｓｔ ＡＭꎬ Ｋｏｔｉ Ｍꎬ Ｄｈａｒｓｅｅ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. ＥＭＴ ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｓｎａｉｌ ａｎｄ ｓｌｕｇ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ ｔｏ ｃｉｓ￣
ｐｌａｔｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ [ Ｊ] . ＢＭＣ Ｃａｎｃｅｒꎬ
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