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TMEM16A 在乳腺癌中的表达及其对 MCF-7 细胞增殖、侵袭和

MAPK 信号通路的影响
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【摘 要】：目的：探讨跨膜蛋白 16A（TMEM16A/ANO1）在乳腺癌中的表达及其对癌细胞增殖、周期、凋亡、侵袭及体内成

瘤的影响。方法：收集 20例乳腺癌及配对癌旁组织检测 TMEM16A表达；MCF-7细胞中敲低 TMEM16A后检测增殖、周期、凋

亡与侵袭；裸鼠移植瘤模型观察体内成瘤并检测MAPK通路蛋白及 Cyclin D1。结果：乳腺癌组织中 TMEM16AmRNA和蛋白均

高表达（P<0.01）。敲低 TMEM16A可抑制 MCF-7细胞增殖、诱导 G0/G1 期阻滞、削弱侵袭（P<0.01），对凋亡影响不明显；

移植瘤生长明显减缓（P<0.05），伴 p-p38、p-ERK1/2及 Cyclin D1下调，总蛋白无明显变化。结论：TMEM16A在乳腺癌中高表

达，敲低后可能经 p38/ERK1/2-Cyclin D1轴抑制肿瘤细胞增殖、侵袭及体内成瘤，是潜在治疗靶点。
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1 引言

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，复发、转移和治疗

耐受仍是影响患者长期生存的主要因素[1-2]，鉴定驱动其进展的

关键分子意义重大。跨膜蛋白 16A（TMEM16A，又称 ANO1）

属钙激活氯离子通道家族，位于 11q13扩增区，在乳腺癌等多

种肿瘤中高表达并与增殖、侵袭及预后相关[3-6]。TMEM16A可

激活 EGFR、CaMK信号并与 EGFR/STAT3形成相互激活环路

[4,9]，亦可经MAPK/Cyclin D1轴调控肿瘤增殖[7]，但其对周期、

凋亡及侵袭的具体作用尚待验证。本研究检测 TMEM16A在乳

腺癌组织中的表达，并观察敲低 TMEM16A对 MCF-7细胞增

殖、周期、凋亡、侵袭及体内成瘤的影响与机制。

2 材料与方法

（1）临床标本：收集 20例乳腺癌患者癌组织及配对癌旁

组织，液氮速冻后-80℃保存，均经病理确诊。研究经伦理委

员会批准并取得患者知情同意。（2）细胞培养与转染：MCF-7

细胞以含 10%胎牛血清、1%青链霉素的 DMEM 培养基，于

37℃、5%CO2培养。设 Control组（未转染）、NC 组（阴性

对照）和 siRNA 组（TMEM16A 特异性 siRNA），转染 48 h

后进行后续实验。（3）qPCR：提取组织及细胞总 RNA并反

转录，以 GAPDH为内参行 qPCR，相对表达量以 2^-ΔΔCt 法

计算[10-11]，每组重复≥3次。（4）Western blot：BCA法定量总

蛋白，经 SDS-PAGE 分离、转膜、封闭后孵育相应一抗

（TMEM16A、p-p38、p38、p-ERK1/2、ERK1/2、p-JNK、JNK、

Cyclin D1及 GAPDH），化学发光显影。（5）MTT实验：转

染后细胞接种 96孔板，于 0、24、48、72、96 h测 490 nm吸

光度评估细胞活力[12]。（6）流式细胞术：PI染色检测细胞周

期分布；Annexin V-FITC/PI双染检测凋亡率[13]。（7）Transwell

侵袭实验：采用基质胶预包被的 Transwell 小室[14]，细胞培养

12～24 h后结晶紫染色计数穿膜细胞。（8）裸鼠移植瘤实验：

稳定敲低 TMEM16A的MCF-7细胞接种于裸鼠皮下，定期测

量计算肿瘤体积，终点剥离瘤体。动物实验经伦理委员会批准。

（9）统计学分析：计量资料以均数±标准差表示，两组比较用

t检验，多组比较用单因素方差分析，P<0.05为差异有统计学

意义。

3 结果

3.1 TMEM16A在乳腺癌中高表达及敲低模型验证

qPCR显示乳腺癌组织中 TMEM16AmRNA显著高于癌旁

组织（P<0.01），Western blot在 4对组织中证实蛋白同步升高；

转染 si-TMEM16A后 mRNA 和蛋白均明显降低（P<0.01），

敲低模型构建成功（图 1）。

图 1 TMEM16A在乳腺癌组织中高表达及敲低效率验证

A：qPCR检测癌及癌旁组织 TMEM16AmRNA；B：Western

blot检测 4对组织 TMEM16A蛋白；C、D：qPCR和Western blot
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验证敲低效率。**P<0.01。

3.2敲低 TMEM16A抑制细胞增殖并诱导 G0/G1期阻滞

MTT 显示自 48 h 起 siRNA 组细胞活力显著低于对照组

（P<0.05）；流式细胞术显示敲低组 G0/G1期比例升高、S期

比例降低，提示敲低 TMEM16A通过 G0/G1 期阻滞抑制增殖

（图 2）。

图 2 敲低 TMEM16A抑制MCF-7细胞增殖并诱导细胞周

期阻滞

A：MTT 检测各组细胞活力；B：流式细胞术检测细胞周

期分布。*P<0.05。

3.3敲低 TMEM16A对凋亡影响不明显但显著抑制侵袭

双染显示敲低组凋亡率仅轻度升高，差异不明显；Transwell

穿膜细胞数显著减少（P<0.01），提示敲低 TMEM16A主要抑

制增殖与侵袭而非诱导凋亡（图 3）。

图 3敲低 TMEM16A对 MCF-7细胞凋亡及侵袭能力的影

响。A：Annexin V-FITC/PI双染检测细胞凋亡；B：Transwell

检测细胞侵袭能力。**P<0.01。

3.4敲低TMEM16A抑制体内成瘤并下调MAPK/CyclinD1信号

裸鼠移植瘤实验显示敲低组肿瘤生长减慢，后期体积显著

小于 Control组（P<0.05），p-p38、p-ERK1/2及 Cyclin D1表

达降低，总 p38、ERK1/2、p-JNK、JNK 无明显变化，提示

TMEM16A经p38/ERK1/2-Cyclin D1轴调控乳腺癌生长（图 4）。

图 4 敲低 TMEM16A抑制体内生长并调控MAPK/Cyclin

D1信号

A：移植瘤大体图；B：体积生长曲线；C：Western blot

检测MAPK通路蛋白及 Cyclin D1。*P<0.05。

4 讨论

本研究证实 TMEM16A在乳腺癌中高表达，敲低后可抑制

MCF-7细胞增殖与侵袭、诱导 G0/G1期阻滞并抑制体内成瘤，

伴 p38/ERK1/2磷酸化及 Cyclin D1下调。TMEM16A最初被鉴

定为钙激活氯离子通道[3]，近年研究揭示其超越离子通道功能

的促癌作用[4-6]，本研究结果与既往报道一致[4-5]。

Cyclin D1 是 G1/S 期转换的关键调控因子。本研究敲低

TMEM16A后细胞活力下降、G0/G1期比例升高并伴 Cyclin D1

下调，与 Deng等[7]的结果一致，提示 TMEM16A可能通过维

持 Cyclin D1表达推动周期进程。敲低 TMEM16A并未显著诱

导凋亡，说明其抑制细胞活力主要通过阻滞细胞周期实现，对

不同分子亚型凋亡调控的作用仍需救援实验验证[6,9]。

敲低 TMEM16A显著减少穿膜细胞数，提示其参与细胞运

动与基质穿透，可能与 EGFR、MAPK、CaMK及细胞骨架通

路有关[4-6,9]，后续可检测 EMT标志物及MMPs。敲低后仅 p38

和 ERK1/2磷酸化降低而总蛋白稳定，结合 Cyclin D1 下调，

提示TMEM16A主要通过 p38/ERK1/2-Cyclin D1轴促进乳腺癌

增殖与体内生长。

本研究的局限：样本量较小，未结合分子分型及预后资料；

体外仅用MCF-7 细胞，缺乏过表达及救援实验；通道活性的

作用有待膜片钳等技术阐明。

5 结论

TMEM16A 在乳腺癌组织中显著高表达，敲低后可抑制

p38/ERK1/2 MAPK信号活化并下调 Cyclin D1，进而抑制乳腺

癌细胞增殖、侵袭及体内成瘤，有望成为潜在治疗靶点。
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