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摘  要 : 为了探讨阿霉素 (Adriamycin，ADM) 对 4T1 乳腺癌荷瘤鼠 BALB/c 的免疫调节作用，采用定量蛋白

质组学串联质量标签 (TMT) 标记技术检测 ADM 对 4T1 乳腺癌差异蛋白的影响，利用多重数据库对差异蛋白

进行生物信息学分析。根据蛋白质组学结果，寻找差异蛋白中与免疫调节功能相关的靶点，通过酶联免疫吸附

测定 (Enzyme linked immunosorbent assay，ELISA) 观察 ADM 对乳腺癌组织中 Th1 细胞 (Helper T cells 1，Th1) 

和 Th2 细胞 (Helper T cells 2，Th2) 的影响；通过流式细胞术分析 ADM 对 CD4+ T 细胞、CD8+ T 细胞和调节

性 T 细胞 (Regulatory T cells，Tregs) 的影响；HE 染色观察 ADM 对 4T1 乳腺癌荷瘤鼠胸腺的改变。ADM 上

调 170 种差异蛋白，下调 58 种差异蛋白。有 73 种差异蛋白与免疫调控过程相关，KEGG (Kyoto encyclopedia of 

genes and genomes，KEGG) 富集于细胞因子及受体相关的重要蛋白通路、白介素 17 (Interleukin 17，IL-17) 通

路和癌症的转录调控通路。与免疫功能相关的差异蛋白与 CD4+ T 细胞、CD8+ T 细胞和 Tregs 细胞的功能有关，

而这些细胞的分型影响乳腺癌的预后。ADM 极显著升高白介素 2 (Interleukin 2，IL-2)，CD4+ T 细胞、CD8+        

T 淋巴细胞含量 (P<0.01)，显著降低 Tregs 细胞含量 (P<0.05)。ADM 抗乳腺癌的免疫调节蛋白有 Ighm、Igkc、

S100A8、S100A9 和 Tmsb4x。 

关键词 : 乳腺癌，4T1 细胞，蛋白质组学，串联质量标签，阿霉素 
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Immunomodulatory effect of adriamycin in mouse 4T1 model 
of breast cancer 

Nan Zhang1*, Xiaodong Cao2*, Ying Liu3, Dongdong Yang3, and Ziying Zhang3 

1 Public Health of Inner Mongolia Medical University, Hohhot 010110, Inner Mongolia, China 

2 The Center for New Drug Safety Evaluation and Research of Inner Mongolia Medical University, Hohhot 010110, Inner Mongolia, China 

3 Basic Medical College of Inner Mongolia Medical University, Hohhot 010110, Inner Mongolia, China 

Abstract:  To explore the immunomodulatory effect of adriamycin on 4T1 breast cancer. We used a tandem mass tag-based 
quantitative proteomic method to detect differential proteins in breast cancer tissues, and multiple bioinformatics databases to 
analyze the differentially expressed proteins in the proteome. Also, we used enzyme-linked immunosorbent assay to detect the 
effects of adriamycin on helper T cells 1 and 2 in breast cancer tissues, and flow cytometry to detect CD4+ T cells, CD8+ T 
cells and regulatory T cells. We discovered the immunomodulatory targets of adriamycin in differential proteins. In total 170 
differential proteins were significantly up-regulated, whereas 58 were markedly down-regulated. In addition, 73 proteins were 
involved in immune regulation. Kyoto encyclopedia of genes and genomes enriched important protein pathways related to 
cytokines and factor receptors, interleukin 17 pathway and cancer transcriptional regulatory pathways. These pathways and 
important differential proteins related to immunomodulatory functions were ultimately regulated by adriamycin on CD4+ T 
cells, CD8+ T cells and regulatory T cells, thereby affecting the prognosis of breast cancer. Moreover, adriamycin significantly 
increased interleukin 2, CD4+ T and CD8+ T (P<0.01) and markedly reduced regulatory T cells (P<0.05). The function of 
adriamycin against triple-negative breast cancer was closely related to the immunoregulation process of the differential 
proteins Ighm, Igkc, S100A8, S100A9 and Tmsb4x. Adriamycin could regulate the content of helper T cells 1 cytokines, CD4+ 
T and CD8+ T lymphocytes in breast cancer and reduce the number of regulatory T cells to produce immunomodulatory 
effects. 

Keywords:  breast cancer, 4T1 cell, proteomics, tandem repeat sequences, adriamycin 

乳腺癌是全球第 2 大高发癌，死亡率在全球

排第 5 位，是女性最常见的恶性肿瘤之一，且发

病率趋于年轻化，并呈快速增长的趋势，给广大

女性造成了严重困扰 [1-2]。三阴性乳腺癌 (Triple 

negative breast cancer，TNBC) 在诊断初期就合并

远处器官转移，患者的存活率仅为 23%[3]，TNBC

无合适的内分泌治疗靶点[4]。机体可以通过调节

免疫功能产生抗肿瘤作用；但是肿瘤也可以通过

形成特殊免疫抑制微环境逃避机体免疫系统的识

别和攻击，产生免疫逃逸 [5]，而免疫调节治疗

TNBC 具有相对较好的预后[6]。因此，免疫治疗

TNBC 已成为国际乳腺癌研究领域的新热点[7]。

肿瘤免疫微环境主要由免疫细胞和免疫细胞因子

构成。T 细胞包括辅助性 T 细胞 (Helper T cells，

Th) 和细胞毒性 T 细胞 (Cytotoxic T cells，CTL)，

Th 和 CTL 亚群重要的标记物是 CD4+和 CD8+，

徐广伟等发现乳腺癌组 CD4+ T 细胞降低表明患

者预后不佳[8]。Th 按功能主要分为 Th1 和 Th2，

其中 Th1 主要分泌白细胞介素-2 (Interleukin-2，

IL-2)、肿瘤坏死因子 α (Tumor necrosis factor-α，

TNF-α)、干扰素 γ (Interferon-γ，IFN-γ) 等细胞因

子介导抗肿瘤的细胞免疫应答，而 Th2 则主要分

泌白介素 10 (Interleukin 10，IL-10) 等介导体液

免疫应答。 

阿霉素 (Adriamycin，ADM) 为细胞周期非

特异性抗乳腺癌药，可直接插入 DNA 的双螺旋

链，发挥解链的作用，抑制 DNA 聚合酶的活性

从而抑制 DNA 及 RNA 的合成，对癌细胞各期均

有杀伤作用，是 TNBC 的常规基础化疗药[9-10]。

目前 ADM 抗乳腺癌的药理作用已经明确，但其

抗乳腺癌的相关免疫调节作用分子机制未阐明清

楚，由此有必要全面研究 ADM 抗 TNBC 免疫调

节作用机制。本研究在小鼠体内复制 TNBC，以期

揭示 ADM 抗 TNBC 的免疫调控作用。本课题应用

蛋白质组学筛选 ADM对 4T1乳腺癌的免疫调节作
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用靶点，并通过检测外周血细胞分型、Th1 和 Th2

含量，明确 ADM 对 4T1 荷瘤鼠的免疫调节作用。 

1  材料与方法 

1.1  标本来源  

BALB/c 健康雌性小鼠 20 只，分别接种乳腺

癌 4T1 细胞 1×106 个/mL 悬液，随机均分为两组。接

种成瘤后一周开始腹腔注射 ADM 100 mg/mL，空

白组给予同等剂量生理盐水，给药 1 周后取瘤组

织进行 TMT 标记定量蛋白质组学检测。 

1.2  主要试剂与仪器 

盐酸阿霉素、DMSO，北京索莱宝科技有限

公司；BALB/c 小鼠，许可证号：SCXK (京 ) 

2016-0002；BCA 试剂盒，碧云天；ELISA 试剂

盒、白介素-2 (IL-2) (批号：B265707)、肿瘤坏死

因子 -α (TNF-α) (批号：B288663)、白介素 -10 

(IL-10) (批号：B299453)、干扰素-γ (IFN-γ) (批号：

B298549)，BioLegend 公司；TMT 标记试剂盒，

Thermo 公司；三乙基碳酸氢铵 (TEAB)，Sigma

公司；DMEM 培养基、0.25% Trypsin-EDTA，Gibco

公司； FBS ， ExCell Bio 公司；三氟乙酸，

Sigma-Aldrich 公司；乙腈，Fisher Chemical 公司；

二硫苏糖醇，Sigma 公司；尿素，Sigma 公司；甲

酸，Fluka 公司；碘代乙酰胺，Sigma 公司；胰酶，

Promega 公司；二甲苯、乙醇等均为国产试剂。 

1.3  方法与步骤 

1.3.1  TMT 蛋白质组学检测方法 

提取蛋白后，利用 BCA 试剂盒进行蛋白浓度

测定。蛋白溶液使用二硫苏糖醇、碘代乙酰胺处

理后，胰酶酶解，酶解的肽段根据 TMT 试剂盒

操作说明标记肽段。肽段用高 pH 反向 HPLC 分

级，色谱柱为 Agilent 300Extend C18 (5 μm 粒径，

4.6 mm 内径，250 mm 长)。肽段分级梯度为

8%–32%乙腈、pH 为 9，60 min 分离 60 个组分，随

后肽段合并为 18 个组分，合并后的组分经真空冷 

冻干燥后进行后续操作。肽段用液相色谱流动相

A 相  (0.1% (V/V) 甲酸水溶液 ) 溶解后使用

EASY-nLC 1000 超高效液相系统进行分离。流动

相 B 为含 0.1%甲酸的乙腈溶液，流速维持在   

500 nL/min。肽段经由超高效液相系统分离后被

注入 NSI 离子源中进行电离然后进 Orbitrap 

Fusion Lumos 质谱进行分析。二级质谱数据使用

MaxQuant (v1.5.2.8) 进行检索。检索参数设置：

数 据 库 为 Mus_musculus_10090_SP_20191115   

(17 032 条序列)，添加了反库以消除计算随机匹

配造成的假阳性率 (FDR)，并且在数据库中加入

了常见的污染库，用于消除鉴定结果中污染蛋白

的影响；酶切方式设置为 Trypsin/P。质谱鉴定到

的肽段长度的分布符合质控要求后，分析质谱数

据，使用 MoMo 分析 Motif；使用 InterProScan

注释 GO、Domain；使用 KAAS、KEGG Mapper

注释 KEGG；使用 Wolfpsort、CELLO 亚细胞定

位；使用 Perl module 富集分析。 

1.3.2  ELISA 法检测癌组织中相关细胞因子的蛋

白表达 

取小鼠癌组织，加入预冷的 PBS，制成 10%

组织匀浆，3 000 r/min 离心 20 min，取上清液，保

存于−20 ℃，按照试剂盒说明书检测组织中 IL-2、

TNF-α、IFN-γ 及 IL-10 的蛋白表达水平，绘制标

准品曲线。在 96孔板上加 100 μL稀释过后的一抗，

2–8 ℃过夜。弃掉一抗，洗板 4 次。加入 1×样品

稀释液，室温孵育 1 h。洗板 4 次，每孔加入 100 μL 

标准品或样品，适当摇晃，充分混匀，密封，室温

孵育 2 h。洗板 4 次，每孔加入 100 μL 酶标抗体，

密封，室温孵育 1 h。洗板 4 次，每孔加入 100 μL

稀释后的亲和素-HRP，密封，室温孵育 30 min。

洗板 5 次。加 100 μL 配制好的显色剂，避光孵育

30 min，板内颜色变为蓝色。每孔加入 100 μL 终

止液，板内溶液由蓝色变为黄色。5 min 内在酶标

仪的 450 nm 读数测定 OD450 值，根据绘制的标准

曲线和样品 OD450 值，计算样品含量。 

1.3.3  FCM 检测小鼠外周血中淋巴细胞的比例 

小鼠眼眶取血 500–600 μL 置于抗凝管中，
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旋转抗凝管避免血液凝集，将 10 倍量的红细胞

裂解液加入抗凝管中，轻摇抗凝管后 4 ℃静置  

15 min。抗凝管中血液转入 15 mL 离心管中，    

1 000 r/min 离心 5 min。弃上清，再次加入 10 倍

的红细胞裂解液，再次 1 000 r/min 离心 5 min。

弃上清，吸至 EP 管中，加 1 mL PBS，轻轻吹打

避免损伤细胞，1 000 r/min 离心 5 min。弃上清，

加 150 μL PBS 重悬细胞。所有组别的抗凝管分

为两部分，一部分加入抗体 CD3-BV421、CD4-PE

和 CD25-FITC，另一部分加入抗体 CD3-BV421、

CD8-PE，同时所有抗体均设置单染管，避光孵

育 25–30 min。加 1 mL PBS 润洗后 1 000 r/min

离心 5 min。弃上清，加 100 μL PBS 重悬后，上

机检测。 

1.4  统计学方法 

在 ADM/CON 两个样本中以 1.2 倍变化为差

异阈值，两组间比较采用 t 检验，富集检验使用

Fisher’s 检验。当 P<0.05 时，以差异表达量变化

超过 1.2 倍或 1/1.2 倍有统计学差异。FCM 和

ELISA 数据以 x ±s 表示，以 P<0.05 为差异有统计

学意义。 

2  结果与分析 

2.1  4T1 乳腺癌中 ADM/CON 差异蛋白分析 

4T1 乳腺癌模型成功建立后，取乳腺癌 ADM

给药组 /模型对照组 CON (ADM/CON) 癌组织 

( 见 图 1A–B) ， 利 用 MaxQuant 软 件 在 IPI 

(International Protein Index) 数据库中检索质谱鉴

定的数据，发现 ADM 上调 170 种蛋白，下调 58 种

蛋白 (图 1C，表 1)。 

2.2  差异表达蛋白的功能分类 

2.2.1  GO 二级注释分类 

Gene Ontology (GO) 分析有 73 种蛋白参与

免疫调控，与免疫调节有关的差异蛋白包括

Cyba、Mmp9、Vamp7、Fcer1g、Lbp、Ccr1、Ifi202、

Itgal、Cybb、Cd36、Vtn、Ccr1、Clptm1、Zmiz1、

Bst2、Ighm、Igkc、Ighm 等蛋白，其中 Ighm、

Igkc 属于细胞间黏附分子，参与嘧啶代谢，与

Th1 和 Th2 细胞因子分泌、Th17 细胞分化有关 

(图 2)。 

2.2.2  COG 功能分类 

同源蛋白簇 (Clusters of orthologous groups 

of proteins，COG) 分析差异蛋白变化倍数较大的

蛋白 Hist1h3b、H3-3a、H4c1、Kat7、Top2a 均归

于染色质的结构和动力学  (Chromatin structure 

and dynamics)；下调差异蛋白变化倍数较大的

Tmsb4x 和 Tmsb10、Dmd 均起源于细胞运动 (Cell 

motility)；起源于蛋白质周转、翻译后修饰及分子

伴侣的有 20 种，其中包括 Mmp8、Mmp9；COG

功能分类见图 3。 

 

 

 
图 1  造模成功的 4T1 乳腺癌及差异表达蛋白数量 
Fig. 1  Successful model of 4T1 and the number of differentially expressed proteins in breast cancer. (A) 4T1 breast 
cancer tissue. (B) The curve of tumor size. (C) Differential protein number of ADM/CON. 
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表 1  筛选 ADM/CON 的部分差异蛋白 
Table 1  Differential proteins of ADM/CON 

Protein description ADM/CON ratio Regulated type Name 

CD177 antigen  1.811 Up Cd177 

Histone H3.2  2.162 Up Hist1h3b 

Thymosin beta-4  0.392 Down Tmsb4x 

Histone H3.3  1.721 Up H3-3a 

Neutrophil collagenase 2.005 Up Mmp8 

Matrix metalloproteinase-9  1.557 Up Mmp9 

Bone marrow stromal antigen 2 1.410 Up Bst2 

Zinc finger MIZ domain-containing protein 1 1.364 Up Zmiz1 

Apoptosis regulator Bcl-2 1.201 Up Bcl2 

Matrix metalloproteinase-9 1.227 Up Mmp9 

Vesicle-associated membrane protein 7 1.289 Up Vamp7 

High affinity immunoglobulin epsilon receptor subunit gamm 1.214 Up Fcer1g 

Cytochrome b-245 light chain 1.235 Up Cyba 

Lipopolysaccharide-binding protein 1.213 Up Lbp 

C-C chemokine receptor type 1 1.232 Up Ccr1 

Interferon-activable protein 202 1.271 Up Ifi202 

Integrin alpha-L 1.352 Up Itgal 

Cytochrome b-245 heavy chain 1.241 Up Cybb 

Platelet glycoprotein 4 1.332 Up Cd36 

Vitronectin 1.391 Up Vtn 

Cleft lip and palate transmembrane protein 1 homolog 1.202 Up Clptm1 

Protein S100-A9 1.474 Up S100a9 

Protein S100-A8 1.384 Up S100a8 

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin 1.296 Up Lcn2 

Stromelysin-1 1.398 Up Mmp3 

Myeloperoxidase 1.491 Up Mpo 

Integrin alpha-M 1.286 Up Itgam 

Macrophage colony 0.746 Down Csf1r 

Immunoglobulin kappa constant 0.689 Down Igkc 

Immunoglobulin heavy constant mu 0.734 Down Ighm 

Note: proteins associated with immune regulation against breast cancer. 
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图 2  ADM/CON 差异表达蛋白在 GO 二级分类中统计分布图 
Fig. 2  Statistical distribution diagram of ADM/CON differentially expressed proteins in GO secondary classification. 
 

2.3  差异表达蛋白功能富集分析 

差异蛋白富集的通路包括细胞因子及受体相

关的重要蛋白通路、造血细胞谱系通路、自然杀

伤细胞介导的细胞毒性通路、癌症的转录调控通

路。Mpo、Mmp3、H3-3a、Mmp9、Itgam 富集于 

癌症的转录调控；Mpo、Cyba、Itgb2、Cybb、 
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Igkc、Cd36、Mrc1、Ighm、Itgam 与吞噬体作用

相关；上调的差异蛋白 S100a9、S100a8、Lcn2、

Mmp3、Mmp9 富集于 IL-17 信号通路；上调的

差异蛋白 Itgb2、Fcer1g、Itgal 富集于自然杀伤

细胞介导的细胞毒性通路。上调蛋白 Ccr1 和下

调蛋白 Csf1r 与细胞因子及因子受体相关的重

要蛋白通路有关。上调的差异蛋白 Itgb2、

Fcer1g、Itgal 富集于自然杀伤细胞介导的细胞

毒性通路  (图 4)。 

2.4  ADM 对 Th1 和 Th2 的影响 

与模型组相比，ADM 明显升高癌组织中 IL-2

的含量  (P<0.01)，而明显降低 TNF-α 的含量 

(P<0.01)，IFN-γ 含量和 IL-10 含量变化无统计学 

意义 (P>0.05) (图 5)。 

2.5  ADM 对免疫细胞的影响 

通 过 对 小 鼠 外 周 血 单 核 细 胞 进 行

CD3-BV421、CD4-PE 和 CD25-FITC 染色标记，

以 CD3+ CD4+双阳性表达代表 CD4+ T 细胞，以

CD3+ CD4+ CD25+三阳性代表 Tregs。横坐标 Q3

为 CD25+表达区域，纵坐标 Q1 为 CD4+表达区

域，Q2 为 CD4+ CD25+ Tregs 共同表达区域 (图

6)。通过对小鼠外周血单核细胞进行 CD3-BV421

和 CD8-PE 以及 CD19-FITC 染色标记，以 CD3+

为门，CD3+ CD8+双阳性表达 Q1 代表 CD8+ T 细

胞 (图 7)。 

 

 
 

图 3  ADM/CON 差异表达蛋白的 COG 功能分类分布图 
Fig. 3  Statistical distribution diagram of ADM/CON differentially expressed proteins in GOG classification. 
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图 4  ADM/CON 差异表达蛋白在 KEGG 通路中富集图 
Fig. 4  ADM/CON differentially expressed proteins in KEGG pathway. 
 

 
 

图 5  小鼠癌组织中 IL-2、TNF-α、IFN-γ 和 IL-10 蛋

白表达水平 
Fig. 5  Expression levels of IL-2, TNF-α, IFN- γ and 
IL-10 in mouse cancer tissues. ##: compared with the 
model group, P<0.01. 

但与模型组相比，ADM 极显著升高 CD4+ T

细胞和 CD8+ T 细胞 (P<0.01)，显著降低 Tregs

细胞 (P<0.05)，见图 8。 

3  讨论 

鉴于人源性 TNBC 不能在具有免疫功能的小

鼠体内构建动物模型，所以国外多用与人类

TNBC 较接近的 4T1 进行造模研究乳腺癌的免疫

调控机制。以 ADM 为基础的化疗方案能显著提

高 TNBC 的病理完全缓解 (Pathological complete 

response，pCR) 率[11]，说明 ADM 抗 TNBC 有效。

因此我们有必要研究 ADM 抗 4T1 的免疫调节作

用。本研究采用蛋白组学筛选 ADM 对 TNBC 的 
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图 6  ADM 对小鼠外周血中 CD4+ T 细胞与 CD4+ CD25+ Treg 细胞的影响 
Fig. 6  Effects of ADM on CD4+ T cells and CD4+ CD25+ Treg cells in peripheral blood of mice. (A) Model. (B) ADM. 
 

 
 

图 7  ADM 对小鼠外周血中 CD8+ T 细胞的影响 
Fig. 7  Effects of ADM on CD8+ T cells in peripheral blood of mice. (A) Model. (B) ADM. 
 

免疫调节作用靶点，有 73 种蛋白参与 ADM 抗乳

腺癌的免疫调控作用，这在以往文献中未提及。 

ADM/CON 的差异蛋白阐释 ADM 参与 4T1

乳腺癌荷瘤鼠的免疫调节功能。上调的差异蛋白

纤维蛋白 (原) Itgam 介导炎症驱动腺瘤增殖[12]，

启示 Itgam 可能与 TNBC 抗炎免疫调节作用相关。

Ighm、Igkc 属于细胞间黏附分子，参与嘧啶代谢，

与 Th1 和 Th2 细胞因子分泌和 Th17 细胞分化有 

关，而 Th1 和 Th2 细胞因子为 Th 细胞分泌。本

课题组前期研究也发现 ADM 能升高乳腺癌模型

小鼠脾中 Th1 型 IL-2、TNF-α 的含量。而本研究

结果显示 ADM 可以升高乳腺癌组织中 IL-2 的蛋

白含量，降低 TNF-α 的蛋白含量，表达趋势与机

体免疫差异及免疫微环境有关，说明 ADM 参与

调控乳腺癌的免疫微环境。 

CD4+ T 细胞和 CD8+ T 细胞是机体免疫系统 
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图 8  ADM 对小鼠外周血中 CD4+、Tregs 和 CD8+细

胞数量的影响 
Fig. 8  Effects of ADM on changes of CD4+ T cells, 
Tregs and CD8+ T cells in peripheral blood of mice. *: 
compared with the model group, P<0.05，**: compared 
with the model group, P<0.01. 

 
中的 Th 和 CTL 亚群重要的标记物，参与抗乳腺

癌的免疫调节作用。CD4+ CD25+的 Treg 细胞通过

产生免疫抑制功能来平衡机体的内环境。乳腺癌

患者外周血中的 Treg表达水平明显高于健康人群

组，Treg 的表达促进了乳腺癌癌细胞的增殖。肿

瘤会导致机体的 CD4+ T 细胞和 CD8+ T 细胞逐渐

减少，使得机体的免疫功能逐渐下降，产生免疫

逃逸。ADM 新辅助化疗可以提高乳腺癌患者

CD3+、CD4+和 CD8+ T 淋巴细胞水平[13]。本研究

发现 ADM 能够增加 4T1 乳腺癌荷瘤鼠的 Th 细胞

CD4+ T、CD8+ T 细胞的比例，抑制肿瘤浸润 Treg

细胞，增强机体抗肿瘤免疫，从而抑制小鼠乳腺

癌的发展与转移。 

ADM 上调 4T1 的转录调控蛋白 Mpo 和    

Ｈ3.3，有研究表明卵巢癌原发性肿瘤活检中的

MPO 提高了 IL-17 对化学敏感性的指示值[14]，而

IL-17 刺激 4T1 荷瘤鼠脾脏分泌 IL-12，而 IL-12

则可诱导免疫细胞分泌 Th1 产生免疫调节作用。

IL-17 通路中的 S100A8 和 S100A9 均为 S100 钙

结合蛋白  (S100，a member of calcium binding 

proteins, S100/CaBP) ， 研 究 显 示 S100A8 和

S100A9 在乳腺癌中高表达，且预后较差 [15]，

S100A8/A9 在单核细胞和中性粒细胞中表达，招

募炎性细胞，促进肿瘤炎症微环境的发展[16]。本

研究也通过 qPCR 验证 ADM 可以导致 4T1 乳腺

癌免疫微环境中的 S100A8/A9 发生差异显著性变

化。也有研究证实 TNBC 组织中 IL-17 的 mRNA

表达量明显高于正常乳腺组织， IL-17 增强

MCF-7、MDA-MB-231 乳腺癌细胞侵袭转移能力，

并与乳腺癌化疗的敏感性密切相关[17]，IL-17 是

目前新发现的主要由 CD4+记忆性 T 淋巴细胞、

单核细胞等分泌的一种细胞因子，腋窝淋巴结转

移阳性及临床分期高的 TNBC 高表达 IL-17[17]。 

综上所述，细胞因子及因子受体、IL-17 通路

均与乳腺癌相关，也是 ADM 的作用靶点。由此

推测细胞因子、IL-17 通路参与 TNBC 的免疫调

控，而本研究的 ELISA 结果和蛋白质组学结果也

证实了 ADM 影响乳腺癌组织中 Th1 类因子，且

差异免疫蛋白富集于 IL-17 信号通路。 

本 研 究 还 发 现 ADM 能 下 调 胸 腺 分 泌

Tmsb4x，而 Tmsb4x 促进 4T1 细胞的迁移及转移

可能与上调 MMP2、MMP9 和 Sdf1 水平有关[18]，

因此 ADM 通过下调 Tmsb4x 产生抗 4T1 乳腺癌

的免疫调节作用。qPCR 验证 ADM 可以显著下调

4T1 乳腺癌免疫微环境中的 Tmsb4x 基因。鉴于蛋

白质组学筛选的 ADM 抗 4T1 乳腺癌的免疫蛋白

的靶点较多，结合与抗乳腺癌的免疫调节作用及

免疫细胞分型结果发现与 ADM 密切相关的免疫

调节蛋白为 Ighm、 Igkc、S100A8、S100A9 和

Tmsb4x，其中 Ighm、Igkc 富集于 Th1 和 Th2 分

化通路，而本研究也证实 ADM 可以调控乳腺癌

中 Th1 的含量；S100A8、S100A9 富集于 IL-17

信号通路与 TNBC 免疫调控有关。细胞凋亡与免

疫系统的发育、稳定状态及功能密切相关，而本

研究发现的差异蛋白 Bcl-2 是一种抗凋亡蛋白，

Bcl-2 家族在 CD4+ T 细胞的发育和发挥功能时必

不可少，参与免疫调节功能[19]。促凋亡蛋白和抗

凋亡蛋白之间的失衡会导致多种癌症，并与肿瘤

的化疗和放疗抵抗有关。而敲低 Bcl-2 能增加

TNBC 细胞对 ADM 的敏感性[20]，由此推测 ADM
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上调 Bcl-2，可能促使 4T1 细胞对其耐药；但若是

增加Treg淋巴细胞凋亡则可以抑制 4T1免疫逃逸，

也说明 ADM 导致 Treg 细胞下调与促进其凋亡有

关。ADM 到底是增加癌细胞表达 Bcl-2，还是增

加癌组织中 Treg 表达 Bcl-2 有待于进一步研究。 

4  结论 

分析 ADM/CON 所有蛋白质组学数据发现与

ADM 对乳腺癌免疫调节密切相关的蛋白为

Ighm、Igkc、S100A8、S100A9 和 Tmsb4x。且实

验证实 ADM 能提高 IL-2，升高 CD4+ T 细胞、

CD8+ T 细胞，降低 Tregs 细胞。本研究为寻找乳

腺癌患者临床免疫治疗靶点提供了参考依据。 
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