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摘要　目的　探讨角蛋１４（ＫＲＴ１４）在基底细胞样乳腺癌（ＢＬＢＣ）中的表达及其生物学功能和机制。方法　通过 ＴＣＧＡ数据
库分析ＫＲＴ１４ｍＲＮＡ在ＢＬＢＣ与正常乳腺组织中的表达水平。采用ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（ＷＢ）和免疫组化检测ＫＲＴ１４在ＢＬＢＣ
和癌旁非肿瘤乳腺组织中的表达，并分析其与临床病理特征的关系。在乳腺癌细胞中分别构建ＫＲＴ１４过表达和敲低模型，使
用细胞划痕和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验评估乳腺癌细胞迁移和侵袭能力变化。通过 ＷＢ和免疫荧光检测 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路相关蛋白
β连环蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）、无翼型ＭＭＴＶ整合位点家族成员１（Ｗｎｔ１）、基质金属蛋白酶７（ＭＭＰ７）和细胞性骨髓细胞增生病毒
癌基因同源物１（ｃＭｙｃ）的表达和βｃａｔｅｎｉｎ的细胞定位，并使用 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路抑制剂验证 ＫＲＴ１４的作用机制。结
果　ＫＲＴ１４在ＢＬＢＣ组织中表达高于正常组织或癌旁非肿瘤乳腺组织（Ｐ＜００５），并与 Ｔ分期和组织学分级呈正相关（Ｐ＜
００５）。ＫＲＴ１４过表达能够增强乳腺癌细胞迁移和侵袭能力，反之则减弱（Ｐ＜００１）。ＫＲＴ１４过表达能够增加 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
通路相关蛋白βｃａｔｅｎｉｎ、Ｗｎｔ１、ＭＭＰ７和ｃＭｙｃ的表达水平，并且抑制该通路后可消除 ＫＲＴ１４对细胞迁移和侵袭的影响。结
论　ＫＲＴ１４在基底细胞样乳腺癌中高表达，可能通过Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路参与了乳腺癌细胞迁移和侵袭。
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　　乳腺癌作为全球女性群体中最为常见的恶性肿
瘤之一，其发病率呈现逐年上升的趋势，对女性健康

构成了极为严重的威胁［１］。基底细胞样乳腺癌

（ｂａｓａｌｌｉｋｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ，ＢＬＢＣ）是一种具有高度侵
袭性的乳腺癌亚型，占所有乳腺癌的１５％ ～２０％，
由于其高度侵袭性和较强的转移能力［２］，ＢＬＢＣ患
者的预后极差，５年生存率通常低于３０％［３］。因此

深入探究ＢＬＢＣ迁移和侵袭的分子机制，对于提高
治疗效果以及改善患者预后有着重要意义。

　　角蛋白是一类重要的结构蛋白，在上皮细胞的
分化、增殖和迁移中发挥关键作用。有研究［４］表明

角蛋白的表达和上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙ
ｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）密切相关，部分角蛋白被用作癌
症诊断和预后的生物标志物［５］。角蛋白 １４（ｋｅｒａ
ｔｉｎ１４，ＫＲＴ１４）是角蛋白家族成员之一，目前 ＫＲＴ１４
在乳腺癌尤其是 ＢＬＢＣ中的相关研究仍较少，其生
物学功能和机制尚不明确。该研究旨在探究

ＫＲＴ１４在ＢＬＢＣ中的表达情况及其对ＢＬＢＣ细胞迁
移和侵袭的影响和分子机制，为开发新的治疗靶点

提供理论基础。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　细胞及主要材料　研究 ＢＬＢＣ功能时常用
的雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）、孕激素受体
（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲ）、人类表皮生长因子受体
２（ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＨＥＲ２）
均为阴性的 ＨＣＣ１９３７和 ＭＤＡＭＢ２３１细胞为研究
对象。人正常乳腺上皮细胞系 ＭＣＦ１０Ａ，人乳腺癌
细胞系 ＭＤＡＭＢ２３１和 ＨＣＣ１９３７，以及人胚肾细胞
系２９３Ｔ均购自美国 ＡＴＣＣ公司；ＲＰＭＩ１６４０培养基
和ＤＭＥＭ培养基均购自美国ＧＩＢＩＯ公司；胎牛血清
购自长沙ＣＢ公司；ＰＢＳ、０２５％胰蛋白酶、即用型液
体ＤＡＰＩ、微丝绿色荧光探针、组织ＲＮＡ稳定保存液
和ＲＩＰＡ裂解液均购自上海碧云天生物技术有限公
司；ＴＲＩｚｏｌ购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；角蛋白１４（ｋｅｒ
ａｔｉｎ１４，ＫＲＴ１４）（货号：８２８２４１ＲＲ）、ＧＡＰＤＨ（货
号：６０００４１Ｉｇ）、β连环蛋白（ｃａｔｅｎｉｎＢｅｔａ１，βｃａｔｅ
ｎｉｎ）（货号：５１０６７２ＡＰ）、无翼型 ＭＭＴＶ整合位点
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家族成员１（ｗｉｎｇｌｅｓｓｔｙｐｅＭＭＴＶｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎｓｉｔｅｆａｍｉ
ｌｙ，ｍｅｍｂｅｒ１，Ｗｎｔ１）（货号：２７９３５１ＡＰ）、基质金属
蛋白酶 ７（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ７，ＭＭＰ７）（货号：
１０３７４２ＡＰ）和细胞性骨髓细胞增生病毒癌基因同
源物１（ｃｅｌｌｕｌａｒｍｙｅｌｏｃｙｔｏｍａｔｏｓｉｓｖｉｒａｌｏｎｃｏｇｅｎｅｈｏｍｏ
ｌｏｇ，ｃＭｙｃ）（货号：１０８２８１ＡＰ）一抗、山羊抗鼠（货
号：ＳＡ００００１１）和山羊抗兔（货号：ＳＡ００００１２）二抗
均购自武汉三鹰生物技术有限公司；ＥＣＬ显影液购
自美国 Ｃｙｔｉｖａ公司（货号：ＲＰＮ２０２０Ｄ）；ＤｙＬｉｇｈｔ５９４
荧光二抗（货号：ＳＡ１１０７）购自武汉博士德生物工程
有限公司；反转录试剂盒（货号：ＡＥ３０１０３）和 ｑＰＣＲ
试剂盒（货号：ＡＱ１３２１１）均购自北京全式金生物技
术有限公司；３｛［（４甲基苯基）磺酰基］氨基｝苯甲
酸甲酯（Ｍｅｔｈｙｌ３｛［（４ｍｅｔｈｙｌｐｈｅｎｙｌ）ｓｕｌｆｏｎｙｌ］ａｍｉ
ｎｏ｝ｂｅｎｚｏａｔｅ，ＭＳＡＢ）（货号：ＨＹ１２０６９７）购自美国
ＭＣＥ公司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶购自美国 ＢＤ公司（货
号：３５５８９９）；免疫组化试剂（包括试剂盒，货号：ＫＩＴ
９９０３、柠檬酸盐，货号：ＭＶＳ００６６、ＰＢＳ磷酸盐缓冲
剂，货号：ＰＢＳ００６１、ＤＡＢ显色试剂盒，货号：ＤＡＢ
１０３１、苏木精染液，货号：ＣＴＳ１０９１）均购自福州迈新
生物技术开发有限公司；蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，
ＷＢ）配胶试剂盒（货号：ＰＧ１１４）、快速封闭液（货
号：ＰＳ１０８Ｐ）、ＰＭＳＦ（货号：ＧＲＦ１０１）均购自上海雅
酶生物科技有限公司。

１．１．２　主要仪器　细胞计数仪（型号：ＪＩＭＢＩＯＦＩＬ，
江苏卓微生物科技有限公司）、倒置显微镜（型号：

Ａｘｉｏｖｅｒｔ２００，德国卡尔·蔡司公司）、ＣＯ２恒温恒湿
培养箱（型号：ＩＣ０５０，德国美墨尔特公司）、电脑生
物组织脱水机、组织包埋机、恒温摊烤片机（型号：

ＨＴ１２Ａ、ＨＢＬ２、ＨＫ４，武汉汉谷医疗科技有限公
司）、转轮式切片机（型号：ＭｉｎｕｘＳ７００，深圳瑞沃德
生命科技股份有限公司）、脱色摇床（型号：ＺＨＷＹ
３４４，上海智城分析仪器制造有限公司）、电泳仪（型
号：ＤＹＹ６Ｃ，北京市六一仪器厂）、正置显微镜（型
号：ＣＸ２２，日本奥林巴斯公司）、倒置荧光显微镜（型
号：ＴＳ１００，日本尼康公司）、ＰＣＲ扩增仪（型号：
ＥＤＣ８１０，广州东胜生物科技有限公司）、荧光显微镜
（型号：ＬＳＭ９８０，德国卡尔蔡司公司）、台式微量离心
机、台式高速冷冻离心机（型号：Ｍｉｃｒｏｆｕｇｅ１６、Ａｌｌｅｇ
ｒａｘ２２Ｒ，美国贝克曼库尔特公司）、精密 ＰＨ仪（型
号：ＰＨＳ３Ｃ，梅特勒 －托利多公司）、化学发光成像
系统（型号：Ｔａｎｏｎ５２００，上海天能科技有限公司）、
多功能酶标仪（ｅｎｓｐｉｒｅ，美国珀金埃尔默公司）、荧光
定量 ＰＣＲ仪（型号：ｃｆｘ９６，美国伯乐公司）。

１．１．３　临床样本　收集安徽医科大学第一附属医
院２０１４年１２月至２０２４年１２月期间８７例ＢＬＢＣ患
者组织和对应的癌旁非肿瘤乳腺组织（距肿瘤病灶

２ｃｍ以上的癌旁组织），并整理相关临床病理资料。
另收集１０对新鲜 ＢＬＢＣ患者组织和对应的癌旁非
肿瘤乳腺组织，标本离体后，尽快将组织切成直径为

０５ｃｍ左右的组织块，放入组织 ＲＮＡ稳定保存液
中后放置于 －２０℃冰箱备用。纳入标准为：① 所
有病例均经组织病理学明确为 ＢＬＢＣ亚型；② 术前
未进行抗肿瘤治疗，手术切除完整病变并具有明确

的术后病理组织学诊断结果；③ 患者病历资料完
整。本研究涉及所有患者均已签署知情同意书，实

验开始前所有实验步骤已由安徽医科大学第一附属

医院伦理审查委员会批准（伦理批号：２０２４２８４）。
１．２　方法
１．２．１　公共数据库分析　从癌症基因组图谱（Ｔｈｅ
ＣａｎｃｅｒＧｅｎｏｍｅＡｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）数据库下载乳腺组织
的ＲＮＡｓｅｑ表达数据，筛选有 ＥＲ、ＰＲ、ＨＥＲ２、增殖
细胞核抗原 Ｋｉ６７（ｍａｒｋｅｒｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎＫｉ６７，Ｋｉ
６７）以及细胞角蛋白５／６（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ５／６，ＣＫ５／６）表
达数据的病例，将样本分为ＬｕｍｉｎａｌＡ型、ＬｕｍｉｎａｌＢ
型、ＨＥＲ２过表达型、基底细胞样型和正常组织五
组，将ＫＲＴ１４ｍＲＮＡ的表达数据归一化处理后，用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ１０绘制散点图。
１．２．２　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ，ｑＰＣＲ）　ＴＲＩｚｏｌ法提取细胞或组织 ＲＮＡ后使
用反转录试剂盒逆转录为 ｃＤＮＡ，将 ｃＤＮＡ稀释１０
倍后按说明书向八联管中添加荧光染料和引物体系

后放入 ｑＰＣＲ仪中反应。所使用引物序列如下：
ＧＡＰＤＨ，正向 ５′ＧＣＴＧＧＡＧＧＡＧＧＡＧＡＴＣＧＡＣＡ３′，
反向 ５′ＣＡＧＣＴＣＣＴＴＣＡＧＧＡＣＡＣＧＧ３′；ＫＲＴ１４，正
向５′ＴＴＴＧＧＣＧＧＣＴＧＧＡＧＧＡＧＧＴＣＡＣＡ３′，反向 ５′
ＡＴＣＧＣＣＡＣＣＴＡＣＣＧＣＣＧＣＣＴＧ３′；βｃａｔｅｎｉｎ，正 向
５′ＧＣＴＴＴＣＡＧＴＴＧＡＧＣＴＧＡＣＣＡ３′，反向 ５′ＣＡＡＧＴ
ＣＣＡＡＧＡＴＣＡＧＣＡＧＴＣＴＣ３′。
１．２．３　蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）实验　用
ＲＩＰＡ裂解液和ＰＭＳＦ溶液（１００∶１）配制裂解液提
取细胞或组织总蛋白。在ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳过程
中以８０Ｖ电压，持续约３０ｍｉｎ后将电压提高到１２０
Ｖ持续１～２ｈ，而后在恒流２２５ｍＡ的条件下转膜约
９０ｍｉｎ，再使用１×快速封闭液室温封闭２０ｍｉｎ，随
后用特异性一抗按ＫＲＴ１４（１∶２０００）、ＧＡＰＤＨ（１∶
１００００）、βｃａｔｅｎｉｎ（１∶５０００）、Ｗｎｔ１（１∶５００）、
ＭＭＰ７（１∶１０００）和ｃＭｙｃ（１∶４０００）与一抗稀释液
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配制，４℃孵育过夜。次日洗膜后室温孵育山羊抗
兔（１∶１００００）二抗１ｈ，再次洗膜后使用 ＥＣＬ显影
液显影。

１．２．４　免疫组化（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）　组
织经固定、脱水、透明、包埋制成石蜡包埋组织，后切

成３～４μｍ的石蜡切片。采用 ＥｎＶｉｓｉｏｎ两步法检
测ＫＲＴ１４在乳腺细胞癌组织中的表达水平，依次烤
片、脱蜡水化、枸橼酸盐高压修复、过氧化氢酶阻断

剂封闭、一抗 ＫＲＴ１４（１∶４００）过夜孵育、次日复温
后用ＰＢＳ冲洗并滴加羊抗兔ＨＲＰ二抗（即用型）孵
育、ＤＡＢ显色、苏木精染色、脱水透明、中性树胶封
固。按照说明书选用已知人食管癌组织染色切片作

为阳性对照，以 ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照。由两
位高年资病理医师采用双盲法阅片。ＫＲＴ１４阳性
染色评分标准以细胞质和细胞膜的着色强度及着色

细胞数综合判断。① 按阳性细胞着色强度计分：未
着色为０分，淡黄色为１分，棕黄色为２分，棕褐色
为３分；② 按阳性细胞百分比计分：无阳性细胞为０
分，阳性细胞数＜２５％为１分，２５％ ～５０％为２分，
＞５０％为３分。将两项得分结果相加作为最终评
分：＜３分为低表达，≥３分为高表达［６］。

１．２．５　细胞培养　实验细胞选用 ＥＲ、ＰＲ、ＨＥＲ２
均为阴性的 ＨＣＣ１９３７细胞和 ＭＤＡＭＢ２３１细胞，
ＨＣＣ１９３７细胞在含有１０％胎牛血清和 １％青 －链
霉素混合液的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中进行培养，而
ＭＤＡＭＢ２３１、２９３Ｔ和ＭＣＦ１０Ａ细胞则在含有１０％
胎牛血清和１％青－链霉素混合液的ＤＭＥＭ培养基
中进行培养。上述细胞在３７℃、５％ＣＯ２浓度下于
细胞培养箱中进行培养并传代两次，待细胞状态稳

定后用于后续实验。

１．２．６　稳转细胞系的构建　从武汉淼灵生物科技
公司购买敲低质粒 ｓｈＫＲＴ１４（ｓｈＫＲＴ１４＃１和 ｓｈ
ＫＲＴ１４＃２）和阴性对照（ｓｈＣｔｒｌ）、过表达质粒ＫＲＴ１４
（ｏｅＫＲＴ１４）和阴性对照质粒（ｏｅＣｔｒｌ）。ｓｈＫＲＴ１４
序列如下，ｓｈＫＲＴ１４１：５′ＣＣＧＧＧＣＡＧＴＧＡＣＡＴＣＴＡ
ＴＣＡＡＧＴＴＴＣＴＣＧＡＧＡＡＡＣＴＴＧＡＴＡＧＡＴＧＴＣＡＣＴＧＣＴ
ＴＴＴＴＴＧ３′；ｓｈＫＲＴ１４２：５′ＣＣＧＧＧＣＡＣＡＧＴＧＡＣＡＴ
ＣＴＡＴＣＡＡＧＴＴＣＴＣＧＡＧＡＡＡＣＴＴＧＡＴＡＧＡＴＧＴＣＡＣＴ
ＧＴＧＣＴＴＴＴＴＴＧ３′。将１１２５μｇ目的质粒、３７５μｇ
ｐＭＤ２Ｇ、７５μｇｐｓＰＡＸ２，混合均匀后加入 ３３０μｌ
０１×ＴＥ溶液，５６５μｌ氯化钙溶液，加无菌水至５７０
μｌ；再缓慢逐滴加入５７０μｌＨＢＳ溶液，室温静置１５
ｍｉｎ；最后将混合液缓慢逐滴加入２９３Ｔ细胞并摇匀，
次日收集病毒上清液并使用０２２μｍ滤膜过滤后，

分别感染ＭＤＡＭＢ２３１细胞和ＨＣＣ１９３７细胞，并使
用嘌呤霉素筛选成功表达目标基因的细胞。最后收

集上述稳转细胞系使用 ＷＢ实验检测转染效率，继
续培养稳转细胞后用于后续实验。

１．２．７　划痕实验　将乳腺癌细胞经过胰酶消化后
重悬，均匀地铺在 ６孔板中，待细胞贴壁密度达到
９０％以上后使用１０μｌ无菌枪头进行划痕处理，在
ＰＢＳ清洗细胞之后，更换无血清培养基并进行拍照
记录作为０ｈ对照。２４ｈ后取出细胞，在显微镜下
观察同一位置拍照记录。

１．２．８　免疫荧光实验　将ＨＣＣ１９３７稳转ｏｅＫＲＴ１４
和ｏｅＣｔｒｌ细胞接种于细胞爬片上，待细胞贴壁后用
４％多聚甲醛固定细胞１ｈ，然后用０１％ ＴｒｉｔｏｎＸ
１００通透细胞膜１５ｍｉｎ，用５％ＢＳＡ作为封闭液室温
封闭１ｈ；随后，加入 βｃａｔｅｎｉｎ一抗（１∶５０００）４℃
孵育过夜，次日用ＤｙＬｉｇｈｔ５９４荧光二抗（１∶４００）孵
育１ｈ（如染的是细胞骨架，则只需要用荧光标记的
鬼笔环肽染色１ｈ即可）；最后，用ＤＡＰＩ染色细胞核
５ｍｉｎ，以上步骤之间都需要用 ＰＢＳ洗３遍，每遍５
ｍｉｎ，最后用抗荧光淬灭封片剂封片，通过共聚焦荧
光显微镜观察。

１．２．９　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验　将表达目的基因的稳转细
胞进行细胞饥饿处理１２～２４ｈ后，经过胰酶消化，
用无血清培养基制成每毫升５×１０５个细胞的细胞
悬液。在２４孔板中加入６００μｌ完全培养基，加入
小室接种２００μｌ细胞悬液。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验提
前１ｈ在小室中铺上６０μｌ稀释后的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质
胶２４ｈ后取出，４％多聚甲醛固定细胞 ３０ｍｉｎ，
０１％结晶紫染色２０ｍｉｎ后用湿棉签擦除小室内的
细胞，清洗小室并晾干后拍照留存。

１．２．１０　统计学处理　所有实验均独立重复３次。
使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ１０软件进行统计分析，计量资
料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，计数资料以 ｎ（％）
表示。采用 ｔ检验和卡方检验进行两组数据的比
较，采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）进行多
组数据的比较，使用Ｔｕｋｅｙ检验进行事后两两比较。
Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＫＲＴ１４在 ＢＬＢＣ组织中的表达量　利用
ＧＤＣＤａｔａＰｏｒｔａｌ下载ＴＣＧＡ数据库中乳腺癌和正常
乳腺组织的ＲＮＡ测序（ＲＮＡＳｅｑ）数据，并对比不同
分型的乳腺癌样本与正常样本之间 ＫＲＴ１４ｍＲＮＡ
的表达水平差异（图１Ａ）。结果显示，ＫＲＴ１４ｍＲＮＡ
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在ＢＬＢＣ组织中的表达量明显高于正常组织（ｑ＝
１８１４，Ｐ＜０００１），而 ＬｕｍｉｎａｌＡ型、ＬｕｍｉｎａｌＢ型和
ＨＥＲ２过表达型乳腺癌组织与正常乳腺组织中的
ＫＲＴ１４ｍＲＮＡ表达水平差异没有统计学意义（均 Ｐ
＞００５）。同时，收集１０对新鲜 ＢＬＢＣ组织和癌旁
非肿瘤乳腺组织，通过 ｑＰＣＲ法检测 ＫＲＴ１４ｍＲＮＡ
相对表达量，通过ＷＢ实验检测ＫＲＴ１４蛋白的相对
表达量。结果表明，ＢＬＢＣ组织 ＫＲＴ１４的 ｍＲＮＡ和

蛋白相对表达量明显高于癌旁非肿瘤乳腺组织（ｔ＝
４７３、４９１，均Ｐ＜０００１），图１Ｂ、１Ｃ）
２．２　ＫＲＴ１４在ＢＬＢＣ和癌旁非肿瘤乳腺组织中的
表达　通过免疫组化检测 ＫＲＴ１４在 ＢＬＢＣ和癌旁
非肿瘤乳腺组织的阳性表达，显示 ＫＲＴ１４主要定位
在细胞质中和细胞膜上，在肿瘤组织中表达较高，非

肿瘤乳腺组织表达较弱（图２）。ＫＲＴ１４在肿瘤组织
中高表达率高于非肿瘤乳腺组织（Ｐ＜００５），见表１。

图１　ＫＲＴ１４在ＢＬＢＣ组织中的表达

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＲＴ１４ｉｎＢＬＢＣｔｉｓｓｕｅｓ

　　Ａ：ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＫＲＴ１４ｍＲＮＡｉｎｂｒｅａｓｔｔｉｓｓｕｅｉｎＴＣＧＡｐｕｂｌｉｃｄａｔａｂａｓｅ；Ｂ：ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＫＲＴ１４ｍＲＮＡｉｎ

１０ｐａｉｒｓｏｆｃｌｉｎｉｃａｌＢＬＢＣｔｉｓｓｕｅｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｎｔｕｍｏｒｂｒｅａｓｔｔｉｓｓｕｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑＰＣＲ；Ｃ：ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＫＲＴ１４ｐｒｏｔｅｉｎｉｎ１０ｐａｉｒｓ

ｏｆｃｌｉｎｉｃａｌＢＬＢＣｔｉｓｓｕｅａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｎｔｕｍｏｒｂｒｅａｓｔｔｉｓｓｕｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷＢ；ａ：Ｎｏｒｍａｌｂｒｅａｓｔｔｉｓｓｕｅｇｒｏｕｐ；ｂ：ＬｕｍｉｎａｌＡｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｇｒｏｕｐ；

ｃ：ＬｕｍｉｎａｌＢｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｇｒｏｕｐ；ｄ：ＨＥＲ２ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｇｒｏｕｐ；ｅ：ＢＬＢＣｔｉｓｓｕｅｇｒｏｕｐ；ｆ：ｎｏｎｔｕｍｏｒｂｒｅａｓｔｔｉｓｓｕｅｓｇｒｏｕｐ；
Ｐ＜０００１ｖｓｎｏｒｍａｌｂｒｅａｓｔｔｉｓｓｕｅｇｒｏｕｐ；＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＢＬＢＣｔｉｓｓｕｅｇｒｏｕｐ．

表１　ＫＲＴ１４在基底细胞样乳腺癌和癌旁非肿瘤乳腺组织中的表达 ｎ（％）

Ｔａｂ．１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＲＴ１４ｉｎＢａｓａｌｌｉｋｅＢｒｅａｓｔＣａｎｃｅｒａｎｄＡｄｊａｃｅｎｔＮｏｎｔｕｍｏｒＢｒｅａｓｔＴｉｓｓｕｅｓｎ（％）

Ｓａｍｐｌｅ ｎ
ＫＲＴ１４ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｌｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ χ２ｖａｌｕｅ Ｐｖａｌｕｅ

Ｂａｓａｌｌｉｋｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ ８７ ５３（６０．９２％） ３４（３９．０８％） ４．５２１ ０．０３４
Ｎｏｎｔｕｍｏｒｂｒｅａｓｔｔｉｓｓｕｅａｄｊａｃｅｎｔｔｏｔｈｅｃａｎｃｅｒ ８７ ３９（４４．８３％） ４８（５５．１７％）
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图２　基底细胞样乳腺癌和乳腺良性病变

患者ＫＲＴ１４的蛋白表达　ＥｎＶｉｓｉｏｎ两步法，×２００

Ｆｉｇ．２　ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＲＴ１４ｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ

ｂａｓａｌｌｉｋｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒａｎｄｂｅｎｉｇｎｂｒｅａｓｔｌｅｓｉｏｎｓ

ＥｎＶｉｓｉｏｎｔｗｏｓｔｅｐｍｅｔｈｏｄ，×２００

２．３　ＫＲＴ１４的表达和ＢＬＢＣ临床病理特征的关系
　分析ＫＲＴ１４的高表达和低表达与临床病理特征
的相关性，ＢＬＢＣ组织ＫＲＴ１４水平越高肿瘤 Ｔ分期
（Ｐ＝０００６）以及组织学分级越高（Ｐ＝０００２），与
患者年龄、是否绝经、病灶位置及 Ｋｉ６７增殖指数无
关（Ｐ＞００５，表２）
２．４　ＫＲＴ１４对乳腺癌细胞的迁移和侵袭能力的影
响　 首先通过 ＷＢ实验检测了乳腺癌细胞

ＨＣＣ１９３７和 ＭＤＡＭＢ２３１的 ＫＲＴ１４蛋白的表达量
（图３Ａ），随后用表达量较低的 ＨＣＣ１９３７（ｑ＝３２５，
Ｐ＜００５）构建了ＫＲＴ１４过表达的细胞，选择表达量
较高的ＭＤＡＭＢ２３１细胞（ｑ＝２１６５，Ｐ＜０００１）构
建ＫＲＴ１４敲低的细胞，并用 ＷＢ实验进行表达验
证，ＷＢ结果显示：ＫＲＴ１４敲低的 ＭＤＡＭＢ２３１细胞
系构建成功（ｓｈＫＲＴ１４＃１ｇｒｏｕｐ，ｑ＝５４６，Ｐ＜００１，
ｓｈＫＲＴ１４＃２ｇｒｏｕｐ，ｑ＝４３４，Ｐ＜００５，图 ３Ｂ），且
ＫＲＴ１４过表达的 ＨＣＣ１９３７细胞构建成功（ｔ＝
３９７９，Ｐ＜０００１，图３Ｃ）。细胞划痕试验（图４Ａ）结
果显示：与对照组相比，敲低 ＫＲＴ１４表达后 ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞的划痕愈合能力明显减弱（ｑ＝８３７、
６９７，均 Ｐ＜００５），过表达 ＫＲＴ１４后 ＨＣＣ１９３７
细胞的划痕愈合能力增强（ｔ＝４８０，Ｐ＜００１）。
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验（图４Ｂ）结果显示：与对照组相比，敲
低ＫＲＴ１４表达后 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的侵袭能力减
弱（ｑ＝９３３、７６６，均Ｐ＜００１），迁移能力减弱（ｑ＝
１０２８、７６９，均 Ｐ＜００１），过 表 达 ＫＲＴ１４后
ＨＣＣ１９３７细胞的迁移能力增强，（ｔ＝６４５，Ｐ＜
００１）侵袭能力增强（ｔ＝１１４４，Ｐ＜０００１）。同时，

表２　基底细胞样乳腺癌ＫＲＴ１４表达与患者临床病理特征的关系 ｎ（％）

Ｔａｂ．２　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＫＲＴ１４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｂａｓａｌｌｉｋｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓｎ（％）

Ｃｌｉｎｉｃａｌｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
ＫＲＴ１４ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｌｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ χ２ｖａｌｕｅ Ｐｖａｌｕｅ

Ａｇｅ（ｙｅａｒｓ）
　≤３５ ２２（４１．５１） １２（３５．２９） ０．３８４ ０．８２５
　３６－５５ ２２（４１．５１） １５（４４．１２）
　＞５５ ９（１６．９８） ７（２０．５９）
Ｍｅｎｏｐａｕｓｅ
　Ｙｅｓ ２４（４５．２８） １４（４１．１８） ０．１４２ ０．３７７
　Ｎｏ ２９（５４．７１） ２０（５８．８２）
Ｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｌｅｓｉｏｎ
　Ｌｅｆｔｂｒｅａｓｔ ２９（５４．７２） １７（５０．００） ２．５２２ ０．２８３
　Ｒｉｇｈｔｂｒｅａｓｔ ２１（３９．６２） １７（５０．００）
　Ｂｉｌａｔｅｒａｌｂｒｅａｓｔｓ ３（５．６６） ０（０）
Ｔｓｔａｇｅ
　Ｔ１ １８（３３．９６） ２３（６７．６５） １０．２６２ ０．００６
　Ｔ２ ２５（４７．１７） ６（１７．６５）
　Ｔ３－Ｔ４ １０（１８．８７） ５（１４．７）
Ｍ
　Ｍ０ ４８（９０．５７） ３２（９４．１２） ０．３５３ ０．５５２
　Ｍ１ ５（９．４３） ２（５．８８）
Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｇｒａｄｅ
　Ⅰ ５（９．４３） １２（３５．２９） １３．０１２ ０．００２
　Ⅱ ３２（６０．３８） ２０（５８．８２）
　Ⅲ １６（３０．１９） ２（５．８８）
Ｋｉ６７（）
　≤１４ １９（３５．８５） １９（５５．８８） ３．３７９ ０．０６６
　≥１４ ３４（６４．１５） １５（４４．１２）
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图３　ＫＲＴ１４在基底细胞样乳腺癌细胞中的表达以及稳转细胞系的构建

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＲＴ１４ｉｎＢａｓａｌｌｉｋｅＢｒｅａｓｔＣａｎｃｅｒＣｅｌｌｓａｎｄＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆＳｔａｂｌｅＣｅｌｌＬｉｎｅｓ

　　Ａ：ＷＢｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＲＴ１４ｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＷＢｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｅｆｆｅｃｔｏｆＫＲＴ１４ｉｎＭＤＡＭＢ

２３１ｃｅｌｌｓ；Ｃ：ＷＢｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＫＲＴ１４ｉｎＨＣＣ１９３７ｃｅｌｌｓ；ａ：ＭＣＦ１０Ａｇｒｏｕｐ；ｂ：ＨＣＣ１９３７ｇｒｏｕｐ；ｃ：ＭＤＡＭＢ

２３１ｇｒｏｕｐ；ｄ：ｓｈＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；ｅ：ｓｈＫＲＴ１４＃１ｇｒｏｕｐ；ｆ：ｓｈＫＲＴ１４＃２ｇｒｏｕｐ；ｇ：ｏｅＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；ｈ：ｏｅＫＲＴ１４ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１ｖｓ

ＭＣＦ１０Ａｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓｓｈＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；＆＆＆Ｐ＜０００１ｖｓｏｅＣｔｒｌｇｒｏｕｐ．

细胞骨架的免疫荧光染色实验结果显示，在

ＨＣＣ１９３７细胞过表达ＫＲＴ１４后细胞呈间充质表型，
且呈离散型生长（图４Ｃ）。
２．５　ＫＲＴ１４的表达增强 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路
活性 　 ＷＢ实验结果显示，过表达 ＫＲＴ１４的
ＨＣＣ１９３７细胞中 βｃａｔｅｎｉｎ（ｔ＝８８８，Ｐ＜０００１）、
Ｗｎｔ１（ｔ＝８３８，Ｐ＜００１）、ＭＭＰ７（ｔ＝１５３９１，Ｐ＜
０００１）和ｃＭｙｃ（ｔ＝１５６０，Ｐ＜０００１）的蛋白质表
达水平明显增加（图５Ａ）；而在敲低ＫＲＴ１４的ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞中 βｃａｔｅｎｉｎ（ｑ＝７４６、６７０，均 Ｐ＜
００５）、Ｗｎｔ１（ｑ＝９３５、８４９，均Ｐ＜００１）、ＭＭＰ７（ｑ
＝８２７、７０６，均Ｐ＜００１）和ｃＭｙｃ（ｑ＝９１２、８８５，
均Ｐ＜００１）蛋白的表达水平明显下降（图５Ｂ）。同
时免疫荧光实验结果显示，和对照组相比，ＫＲＴ１４
过表达后βｃａｔｅｎｉｎ蛋白在细胞核内的定位明显增
多（图５Ｃ），以上结果均表明 ＫＲＴ１４过表达增强了
乳腺癌Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路活性。
２．６　ＫＲＴ１４通过 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路影响乳

腺癌细胞的迁移和侵袭　ＷＢ实验检测发现在使用
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路抑制剂 ＭＳＡＢ浓度为 ５
μｍｏｌ／Ｌ时βｃａｔｅｎｉｎ蛋白含量明显降低（ｑ＝９０５，Ｐ
＜００１，图６Ａ），且 ＭＳＡＢ浓度为 １０μｍｏｌ／Ｌ时 β
ｃａｔｅｎｉｎ蛋白含量与其差异没有统计学意义（ｑ＝
０４６，Ｐ＞００５，图６Ａ），所以选择５μｍｏｌ／Ｌ作为后
续ＭＳＡＢ使用浓度。ｑＰＣＲ实验表明，ＭＳＡＢ对 β
ｃａｔｅｎｉｎｍＲＮＡ的表达水平无显著影响（均Ｐ＞００５，
图６Ｂ），提示ＭＳＡＢ主要影响 βｃａｔｅｎｉｎ蛋白水平表
达。相对于ｏｅＫＲＴ１４＋ＤＭＳＯｇｒｏｕｐ，细胞划痕试验
结果显示ｏｅＫＲＴ１４＋ＭＳＡＢｇｒｏｕｐ的划痕愈合能力
明显减弱（ｑ＝１５５６，Ｐ＜０００１，图 ６Ｃ），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
迁移和侵袭实验显示 ｏｅＫＲＴ１４＋ＭＳＡＢｇｒｏｕｐ迁移
能力减弱（ｑ＝３２２４，Ｐ＜０００１，图６Ｄ），侵袭能力
减弱（ｑ＝２７１１，Ｐ＜０００１，图６Ｄ），这表明 ＫＲＴ１４
调控乳腺癌迁移和侵袭能力的机制可能是通过

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路实现的。
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图４　ＫＲＴ１４的表达影响乳腺癌细胞的迁移和侵袭能力

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＲＴ１４ａｆｆｅｃｔｅｄｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄ

ｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ＣｅｌｌｓｃｒａｔｃｈａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＫＲＴ１４

ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｒｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅｓｃｒａｔｃｈｈｅａｌｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆｂｒｅａｓｔ

ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ×１００；Ｂ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎａｓｓａｙｓ

ｗｅｒｅｃｏｎｄｕｃｔｅｄｔｏｅｘａｍｉｎｅｔｈｅｉｍｐａｃｔｏｆＫＲＴ１４ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｒ

ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆｂｒｅａｓｔ

ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ×１００；Ｃ：Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｐｅｒ

ｆｏｒｍｅｄｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＫＲＴ１４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ＨＣＣ１９３７ｃｅｌｌｓｏｎｔｈｅｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ×２００；ａ：ｓｈＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｓｈＫＲＴ１４＃１ｇｒｏｕｐ；ｃ：ｓｈＫＲＴ１４＃２ｇｒｏｕｐ；ｄ：ｏｅＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；ｅ：ｏｅＫＲＴ１４ｇｒｏｕｐ；Ｐ

＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｓｈＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓｏｅＣｔｒｌｇｒｏｕｐ．
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图５　ＫＲＴ１４的表达增强Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路活性

Ｆｉｇ．５　ＫＲＴ１４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｅｎｈａｎｃｅｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙ

ｏｆｔｈｅＷｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

　　Ａ：ＷＢｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＫＲＴ１４ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅ

ｐｒｏｔｅｉｎｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅＷｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；Ｂ：ＷＢｗａｓ

ｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＫＲＴ１４ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓｒｅｌａｔｅｄｔｏ

ｔｈｅＷｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；Ｃ：Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗａｓｕｓｅｄ

ｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆβｃａｔｅｎｉｎｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒＫＲＴ１４

ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ×２００；ａ：ｏｅＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｏｅＫＲＴ１４ｇｒｏｕｐ；ｃ：ｓｈＣｔｒｌ

ｇｒｏｕｐ；ｄ：ｓｈＫＲＴ１４＃１ｇｒｏｕｐ；ｅ：ｓｈＫＲＴ１４＃２ｇｒｏｕｐ； Ｐ＜

００１，Ｐ＜０００１ｖｓｏｅＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜

０００１ｖｓｓｈＣｔｒｌｇｒｏｕｐ．

３　讨论

　　ＢＬＢＣ是一种高度侵袭性的乳腺癌亚型，通常
不表达 ＥＲ、ＰＲ和 ＨＥＲ２，而表达 ＣＫ５／６、ＫＲＴ１４、
ＥＧＦＲ等基底细胞标志物，由于其独特的分子特征，
ＢＬＢＣ对传统内分泌治疗和靶向 ＨＥＲ２的治疗反应
不佳［２］。Ｅｍｅｎｓｅｔａｌ［７］的研究发现，免疫检查点抑
制剂Ｐｅｍｂｒｏｌｉｚｕｍａｂ可以阻断ＰＤ１与其配体 ＰＤＬ１

和ＰＤＬ２的结合，在 ＢＬＢＣ的治疗中发挥着重要作
用。Ｓｃｈｍｉｄｅｔａｌ［８］研究发现，在转移性 ＰＤＬ１阳性
ＢＬＢＣ患者的长期随访数据中，使用 Ａｔｅｚｏｌｉｚｕｍａｂ联
合紫杉醇作为标准治疗方案的患者有生存获益。然

而，目前关于ＢＬＢＣ新靶点的研究主要集中在免疫
治疗方向，对于 ＢＬＢＣ相关的生物标志物研究不够
深入。

　　ＫＲＴ１４是Ⅰ型角蛋白家族的成员之一，是构成
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图６　ＭＳＡＢ可以减弱ＫＲＴ１４对乳腺癌细胞的迁移和侵袭能力的影响

Ｆｉｇ．６　ＭＳＡＢｗｅａｋｅｎｅｄｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＫＲＴ１４ｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ＷＢｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＭＳＡＢｏｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆβｃａｔｅｎｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨＣＣ１９３７ｃｅｌｌｓ；Ｂ：

ｑＰＣＲｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｅｘａｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＭＳＡＢｏｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆβｃａｔｅｎｉｎｍＲＮＡｉｎＨＣＣ１９３７ｃｅｌｌｓ；Ｃ：

ＡｃｅｌｌｓｃｒａｔｃｈａｓｓａｙｗａｓｃｏｎｄｕｃｔｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｉｍｐａｃｔｏｆＭＳＡＢｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＣＣ１９３７ｃｅｌｌｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＫＲＴ１４×１００；Ｄ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ

ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎａｓｓａｙｓｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏａｓｓｅｓｓｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＭＳＡＢｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆＨＣＣ１９３７ｃｅｌｌｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＫＲＴ１４

×１００；ａ：ｏｅＣｔｒｌ＋ＤＭＳＯｇｒｏｕｐ；ｂ：ｏｅＣｔｒｌ＋ＭＳＡＢｇｒｏｕｐ；ｃ：ｏｅＫＲＴ１４＋ＤＭＳＯｇｒｏｕｐ；ｄ：ｏｅＫＲＴ１４＋ＭＳＡＢｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓ

０μｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐ；＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓｏｅＫＲＴ１４＋ＤＭＳＯｇｒｏｕｐ．

·３１８·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ｍａｙ；６０（５）



细胞骨架的中间丝的重要成分之一。近年来，

ＫＲＴ１４在癌症中的作用逐渐受到关注。Ｐａｐａｆｏｔｉｏｕ
ｅｔａｌ［９］指出，ＫＲＴ１４在基底型膀胱癌中的表达显著
增加，与其侵袭性和不良预后相关。Ｓｒｉｖａｓｔａｖａｅｔ
ａｌ［１０］发现ＫＲＴ１４促进口腔鳞状细胞癌细胞系中的
细胞增殖、迁移和侵袭。尽管ＫＲＴ１４在某些来源于
上皮的肿瘤中的功能已经较为明确，但其在不同乳

腺癌亚型中的表达模式及其生物学功能仍不完全清

楚。本研究通过 ＴＣＧＡ数据库分析发现，ＫＲＴ１４在
ＢＬＢＣ组织中的ｍＲＮＡ表达水平显著高于正常乳腺
组织及其他乳腺癌亚型。通过ｑＰＣＲ、ＷＢ和免疫组
化实验验证了 ＫＲＴ１４在临床 ＢＬＢＣ样本中的高表
达，并发现其表达水平与 Ｔ分期和组织学分级相
关。这些结果表明，ＫＲＴ１４不仅在 ＢＬＢＣ中表达上
调，并且其表达水平与疾病的侵袭性和预后密切相

关。这 与 Ｖｅｒｍａｅｔａｌ［１１］ 研 究 发 现 的 ＥＺＨ２
Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３介导的 ＫＲＴ１４上调可以促进三阴性乳
腺癌腹膜转移的部分结果一致，提示 ＫＲＴ１４在
ＢＬＢＣ中高表达预示着不良的预后。与Ｔｓａｉｅｔａｌ［１２］

关于ＫＲＴ１４增强口腔鳞状细胞癌的癌症干性和侵
袭性的研究也有相似之处，表明 ＫＲＴ１４可能可以作
为多种癌症的潜在预后标志物。为了探讨 ＫＲＴ１４
在ＢＬＢＣ中的作用，本研究使用研究 ＢＬＢＣ功能时
较为常用的 ＥＲ、ＰＲ、ＨＥＲ２均为阴性的 ＨＣＣ１９３７
和ＭＤＡＭＢ２３１细胞为研究对象［１３］。通过细胞功

能实验，发现ＫＲＴ１４过表达显著增强了乳腺癌细胞
的迁移和侵袭能力，而敲低 ＫＲＴ１４则显著减弱了这
些能力。这些结果与 Ｐａｌｍｂｏｓｅｔａｌ［１４］研究发现的
ＫＲＴ１４在膀胱癌迁移和侵袭的调节作用一致 ，表明
ＫＲＴ１４在多种癌症中均具有促进细胞迁移和侵袭
的作用。间充质表型的获得是ＥＭＴ的重要特征，而
ＥＭＴ在癌症的侵袭和转移中起关键作用［１５］。本研

究细胞骨架的免疫荧光染色结果显示，ＫＲＴ１４过表
达后，细胞呈间充质表型且呈离散型生长，进一步支

持了ＫＲＴ１４在促进细胞迁移和侵袭中的作用。
　　Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路在生物体的多个关键
生命过程中发挥着重要作用，当该通路出现异常激

活时，与多种疾病，特别是癌症的发生和发展密切相

关［１６］。本研究通过ＷＢ实验发现，ＫＲＴ１４可以激活
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路。同时，免疫荧光实验结果
显示，ＫＲＴ１４过表达后，βｃａｔｅｎｉｎ蛋白在细胞核内
的定位增多，这进一步证实了 ＫＲＴ１４对 Ｗｎｔ／β
ｃａｔｅｎｉｎ信号通路的激活作用。为了验证 ＫＲＴ１４是
否通过Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路调控乳腺癌细胞的

迁移和侵袭能力，本研究使用了Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号
通路抑制剂ＭＳＡＢ。实验结果显示，ＭＳＡＢ可以消除
过表达ＫＲＴ１４对ＨＣＣ１９３７细胞的迁移和侵袭能力
的增强作用，这表明ＫＲＴ１４调控乳腺癌细胞迁移和
侵袭能力的机制可能是通过 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通
路实现的。
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