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Angiomotin在乳腺癌中的研究进展

于治灏暋李越暋王欣

暋暋乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一。全球每年约120万名妇女罹患乳
腺癌,其中约50万人死于该病。在发达国家及中国的一些大型工业化城市,
乳腺癌的发病率已位居女性常见恶性肿瘤之首,严重危害广大妇女的健康。
19世纪以来,学者们试图寻找抗肿瘤治疗的新途径和新方法。1971 年

Folkman等[1灢2]首次提出肿瘤血管生成依赖学说,提出血管生成不仅在肿瘤的
生长过程中是必需的,而且在肿瘤的侵袭和转移阶段也发挥作用。这一观点
已被大量的研究结果所证实。

乳腺癌治疗失败的主要原因是肿瘤的浸润和转移。肿瘤的转移是一个复
杂的过程,包括肿瘤细胞的脱落、向间质的微转移、渗入血管和淋巴管以及向
远处侵入和生长。肿瘤细胞遗传学的不稳定性给直接针对肿瘤细胞的治疗带
来困难,而Folkman等的血管依赖学说使得某些血管生成抑制因子和以遗传
学相对稳定的血管内皮细胞为靶向的抗血管生成治疗成为肿瘤治疗领域的一
线曙光。与传统的以肿瘤细胞为靶点的治疗方法相比,抗血管生成疗法具有
低毒、广谱、特异性高及不易产生抗药性的优点。近年来已有多种血管抑素制
剂进入栺、栻期临床试验,取得了良好效果[3灢5],且未显示出剂量限制性毒
性[6]。然而,抗血管生成的血管生成抑制素(Angiostatin)作为治疗药物存在半
衰期短(仅3个小时)、用药剂量高、用药水平难以控制、提纯蛋白的花费较为昂
贵、不易运输和贮存等缺点,这为Angiostatin的广泛应用带来了困难[7]。

Angiomotin(Amot)是一种血管生成抑制素结合蛋白,在调节内皮细胞
迁移和管状结构形成以及细胞极性和趋化等的过程中发挥重要作用,并且克
服了上述 Angiostatin的缺点,为抗血管生成的治疗提供全新的方向。笔者就

Amot的研究进展及其在肿瘤治疗方面的前景作一综述。

1暋Amot家族的结构和特点

2001年,Troyanovsky等[8]利用酵母双杂交技术在人类胎盘cDNA文库中
筛查血管生成抑制素结合蛋白时发现了一种新蛋白———Angiomotin。它是一种
膜相关蛋白,与血管生成抑制素结合,有介导其抑制内皮细胞迁移和管状结构形
成的作用。由于其在调节细胞移动中的作用而得名为“移动素(motins)暠。随后
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的研究又发现了与 Amot结构相似的两种新蛋白———Angiomotin 样蛋白1
(AmotL1即JEAP)[9]和 Angiomotin 样蛋白2(AmotL2即 MASCOT)[10],与

Angiomotin共同构成Amot家族。Amot家族拥有可变的剪接位点,可形成不同亚
型的蛋白质[11灢12]。现已知道Amot、AmotL1、AmotL2都有不同功能的一长一短两
种亚型。Amot家族中所有的蛋白质都含有一个保守的卷曲螺旋结构和C灢端的

PDZ结合域,长的亚型还拥有一个富含谷氨酸的结构域,但功能尚未知[11,13]。
1.1暋Amot

Amot由675个氨基酸残基组成,多定位于内皮细胞膜,主要表达在肌间
以及大脑毛细血管的内皮细胞中,在主动脉及主要的血管中未发现mRNA和
蛋白质的表达。研究证明,Amot在人和鼠的肿瘤细胞中都出现上调,在小鼠
视网膜的生理性血管生成中也有所表达,但在正常组织的血管中并未发现这
个现象[8,13灢14],说明 Amot主要在血管新生的组织中表达。

Amot的 PDZ(postsynapticdensity95,PSD灢95;discslarge,Dlg;zonula
occludens灢1,ZO灢1)结合域是蛋白的结合位点,去除这个位点的3个氨基酸可
引起趋化抑制以及迁移和管状结构形成的障碍。该位点突变的 Amot不能使
内皮细胞迁移,在体外的血管生成实验中不能形成血管,并且该位点基因突变
的小鼠在胚胎9.5d死亡,提示 PDZ结合域是 Amot发挥作用的关键部
位[15灢16]。另外,Wells等[17]发现,Amot的卷曲螺旋结构与鸟苷三磷酸酶激活

蛋白 Rich1(GTPaseactivatingproteinRich1,GAPRich1)结合,PDZ结合域

Pals1、Patj及蛋白酶激活受体灢3(proteinase灢activatedreceptor灢3,Par灢3)与

Rich1组成蛋白复合物,定位于细胞紧密连接,调控Cdc42GTPase(Rho家族

鸟苷三磷酸酶成员,一种通过细胞骨架重排移行的重要调节因子)的活性,来
保持细胞紧密连接的完整性并影响细胞的极性。
1.2暋p灢80Amot和p灢130Amot

Amot有两个拓扑异构体:p灢80Amot和p灢130Amot。在血管生成不同阶

段分别发挥不同的作用[11灢12]。体外实验表明,p灢80Amot可以增强细胞的迁移
(定位于板状伪足前端),并稳定管状结构,而p灢130Amot则与肌动蛋白相关并

影响细胞的塑形[13]。Ernkvist等[18]分析了两种 Amot异构体在小鼠胚胎视网

膜血管生成过程中的表达,显示p灢80Amot主要在细胞迁移阶段表达,而
p灢130Amot则主要在管状结构稳定和成熟阶段表达,进一步证实了二者相互作

用,共同调节血管生成。

2暋Amot作为抗血管生成靶点的作用机制

2.1暋Amot对细胞迁移的影响

免疫荧光显示,Amot位于迁移细胞的板状伪足及肌动蛋白重组的区域,
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而且表达 Amot的细胞迁移明显快于对照组[8]。这证明 Amot直接影响细胞

的移动。
Aase等[19]发现,敲除 Amot的斑马鱼,毛细血管从背主动脉或后主静脉

的芽生并未受到影响,但却无法成功的进行血管迁移和形成有功能的背侧纵

向吻合血管,表现出了明显的结间血管的迁移缺陷。Huang等[20]的研究也显

示斑马鱼的AmotL2是一个FGF反应基因,对于脊椎动物胚胎的细胞运动有

重要作用。除此之外,p80Amot可以促进迁移,其与血管抑素相反的作用也

得到了广泛的研究证实[8,11,13,16]。这些都证明了 Amot在细胞移动中的促进

作用。
2.2暋Amot对管状结构的形成及稳定的影响

Levchenko等[21]证明:Amot可以稳定管状结构;在血管内皮细胞中表达

外源性人 Amot能够将建成的管状结构维持30d,而对照组在72h后即退

化。作者还给免疫缺陷病鼠(SCID鼠)皮下注射 Amot转染的小鼠主动脉内

皮细胞(MAE细胞),肿瘤迅速生长并向周围肌肉组织侵袭。而同样用功能

基因突变的 Amot转染细胞注射后,则在肿瘤周围形成纤维囊性包裹,使肿瘤

维持原状,证明 Amot可以支持血管再生。
2.3暋Amot对趋化及极性的影响

研究证实,敲掉 Amot的斑马鱼表现出血管内皮细胞生长因子受体2
(VEGFR2)激酶活性的缺失,同样无 Amot基因表达的胚胎干细胞虽然在血

管内皮细胞生长因子(vascularendothelialgrowthfactor,VEGF)刺激下完

全可以分化和增殖,但是这些细胞缺乏对 VEGF的化学趋向性[22]。
Aase等[19]对胚胎干细胞衍生的内皮细胞以及siRNA介导敲除 Amot的

牛毛细血管内皮细胞进行分析后得出,Amot缺失的细胞对 VEGF或碱性成

纤维细胞生长因子(basicfibroblastgrowthfactor,bFGF)刺激的趋化作用失

去反应。这个现象可能证明了 Amot在生长因子诱导的信号翻译至细胞运动

的过程中不可或缺。高效的趋化来源于敏感的趋化梯度、细胞极性和细胞运

动的协 同,这 更 加 证 明 了 极 性 蛋 白 质 如 蛋 白 酶 激 活 受 体灢6(proteinase灢
activatedreceptor灢6,Par灢6)、蛋白激酶C(PKC)和Patj不仅参与底灢外侧极性

的建立,而且对迁移过程中的前灢后极性也很重要[23]。时间推移分析显示野

生型的细胞极化有一个前缘,但 Amot缺陷的细胞存在高尔基复合体的极化

缺失,展现出突出的非极化行为。
近来,Wells等[17]证明:Amot还可作为极性蛋白(如 GAPRich灢1等)的

支架,并且GAPRich灢1也在内皮细胞中表达,位于迁移细胞的前缘;在 Amot
缺失的内皮细胞中,Rich灢1不能定位于板状伪足,从而影响细胞的迁移及极
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性。另外,Amot还影响丝状伪足的数量、细胞形态维持、细胞骨架重排等。
这些作用相互联系,共同影响于血管的生成。正是以上原因,使得75%的敲

除Amot基因小鼠在胚胎发育的第11.0~11.5天死亡。死亡胚胎显示肌节间

区域有严重的血管缺陷并伴有脑部的血管舒张[19]。在斑马鱼胚胎发育过程中

下调Amot的表达,则出现内皮细胞的丝状伪足数目减少和节间管道移动严重

受损的现象。

3暋Amot与乳腺癌的关系及潜在的靶向治疗价值

血管生成在乳腺癌的发生与转移中起到重要的作用。有关人类乳腺癌的

研究发现,与正常乳腺组织相比,乳腺癌组织的 Amot转录水平明显增高,且
在侵袭性肿瘤中,Amot的表达比非侵袭性肿瘤要高,发生转移的乳腺癌患者

远高于未转移患者,而且 Amot的水平与血管生成标志物水平相关[24]。这些

均证明 Amot与血管生成和乳腺癌的侵袭特性相关。多变量分析显示,Amot
转录是肿瘤转移的独立预后因子,而且高水平的 Amot转录与生存率的降低

有关,提示其可能作为肿瘤治疗的一个新的靶点[24]。目前针对 Amot的抗体

和疫苗正在研制阶段。
还有研究证明,AmotL1是细胞紧密连接的相关分子,并在紧密连接处

高度聚集[9],而细胞紧密连接有着强大的细胞黏附能力并在肿瘤抑制上有很

大潜力[25]。有证据证明细胞紧密连接分子(如ZO灢1、ZO灢2、occludin)缺乏更

易发生肿瘤,并与肿瘤的侵袭相关[26],提示 AmotL1存在着与 Amot不同的

潜在抗肿瘤能力。
Holmgren等[14]用小鼠制作 Amot疫苗模型来研究其在抑制血管生成和

肿瘤生长中的作用。作者将 DNA 疫苗注入小鼠体内后发现,80%的小鼠出

现肿瘤形成受阻长达70周以上,且并未出现交叉免疫而使其他组织的功能受

影响。初步的实验数据显示,利用 Amot为靶向的 DNA 疫苗在体内有效抑

制血管生成和肿瘤生长长达150d。另外,在 HER灢2/neu转基因小鼠中,联合

p80Amot和 HER灢2/neu的 DNA 疫苗可以削弱肿瘤血管生成,抑制乳腺癌

进展[14]。
Amot抗体的作用类似于血管生成抑制素。其在内皮细胞表面与 Amot

结合,能抑制FGF灢2和 VEGF诱导的内皮迁移,明显减少内皮细胞伪足的数

目,在体内能抑制视网膜新生血管的内皮细胞迁移,并抑制与肿瘤相关的病态

血管生成[27]。另外,在血管基底膜类似物栓子实验(Matrigelplugassay)中,
研究者发现加入 Amot抗体的血管基底膜类似物与对照组相比几乎没有血管

生成[27]。这些发现都说明以 Amot为靶点抑制病理性血管生成的重要意义。
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Amot作为治疗作用的抗体在应用方面显示出几种重要的优势,包括剂

量降低、特异性结合增加、半衰期延长等。相对于血管生成抑素,实验室生产

的治疗性抗体被认为有更好的半衰期,因此更适用于长效的治疗,有更为重要

的临床价值。

4暋结语

Amot是一个血管形成的正调节因子,在生理性和病理性的血管生成中

都扮演着重要的角色。它通过对细胞运动、管状结构的形成及稳定、趋化及极

性、丝状伪足的数量、细胞形态维持、细胞骨架重排等的影响来促进血管生成。
针对 Amot的疫苗及抗体是抗肿瘤及治疗血管依赖性疾病的新思路,并取得

了良好的试验效果。但其应用于人体的治疗尚未成熟,且长期效果及不良反

应未知。另外,随着对淋巴管生成研究的增多,学者们发现许多血管生成相关

因子也参与淋巴管的生成。那么,Amot是否也存在于淋巴管内皮细胞中,针
对 Amot的抗血管生成是否也能阻止淋巴管生成将成为一个值得研究的方

向。相信随着研究的不断深入,Amot家族在肿瘤治疗方面将会发挥更大的

作用。
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