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  [摘要] CMTM家族是含有 MARVEL穿膜结构域的蛋白质家族,其功能介于经典趋化因子和TM4SF
之间,对肿瘤性疾病、免疫、造血、生殖系统疾病的发生、发展均具有一定影响。CMTM4是CMTM家族中最保

守的膜分子,广泛表达于人类多种正常组织,研究发现其在某些肿瘤中表达下调,加快肿瘤细胞增殖、侵袭,是

潜在的抑癌基因;对程序性死亡受体1(PD-L1)具有保护作用,间接调节机体免疫细胞功能,参与免疫逃逸;还

对细胞连接 和 男 性 生 殖 系 统 疾 病 具 有 调 控 作 用。本 文 对 有 关 CMTM4分 子 的 已 有 研 究 做 一 综 述,介 绍
 

CMTM4在疾病背景下对细胞功能的调控作用,以期为日后对CMTM4的研究和临床转化方向提供借鉴。
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  [Abstract] The

 

CMTM
 

family
 

is
 

a
 

protein
 

family
 

containing
 

MARVEL
 

transmembrane
 

structural
 

do-
mains,whose

 

functions
 

are
 

between
 

classic
 

chemokines
 

and
 

TM4SF,and
 

have
 

a
 

certain
 

effect
 

on
 

the
 

occur-
rence

 

and
 

development
 

of
 

neoplastic
 

disease
 

and
 

immune,hematopoietic,reproductive
 

system
 

diseases.
CMTM4

 

is
 

the
 

most
 

conservative
 

membrane
 

molecule
 

in
 

the
 

family.It
 

is
 

widely
 

expressed
 

in
 

a
 

variety
 

of
 

nor-
mal

 

human
 

tissues.The
 

studies
 

have
 

found
 

that
 

its
 

expression
 

is
 

down-regulated
 

in
 

some
 

tumors,which
 

accel-
erates

 

the
 

tumor
 

cell
 

proliferation
 

and
 

invasion,and
 

is
 

a
 

potential
 

tumor
 

suppressor
 

gene.CMTM4
 

has
 

the
 

pro-
tective

 

effect
 

on
 

PD-L1,indirectly
 

regulates
 

the
 

body's
 

immune
 

cell
 

function
 

and
 

participates
 

in
 

immune
 

es-
cape.It

 

also
 

has
 

a
 

regulatory
 

effect
 

on
 

cell
 

connections
 

and
 

male
 

reproductive
 

system
 

diseases.This
 

article
 

summarizes
 

the
 

existing
 

researches
 

on
 

the
 

CMTM4
 

molecule,and
 

introduces
 

the
 

regulation
 

effect
 

of
 

CMTM4
 

on
 

cell
 

function
 

in
 

the
 

context
 

of
 

disease,hoping
 

to
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

the
 

future
 

research
 

and
 

clinical
 

transformation
 

direction
 

of
 

CMTM4.
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  CMTM 家 族 即 趋 化 素 样 因 子(CKLF)样 含

MARVEL穿膜结构域超家族(CMTM),由北京大学

人类疾病基因研究中心韩文玲等率先在国际上报

道[1],利用经植物血凝素(PHA)刺激后的人髓系白血

病U937细胞系分离出 CKLF,通过表达序列标签

(ESTs)数据库和生物信息学分析陆续发现趋化素样

因子超家族(CKLFSF)1~8。这9个在人类中表达的

新基因对应的蛋白功能介于经典趋化因子和四跨膜

蛋白超家族(M4SF)之间。2005年国际人类基因命名

委员会(HUGO)依据编码产物含有的 MARVEL穿

膜结构 域,将 CKLFSF1~8更 名 为 CMTM1~8,
CMTM4是家族成员之一[2-3]。含 MARVEL结构域

的蛋白一般都拥有四次跨膜区,参与膜蛋白转运与细

胞间紧密连接的形成。近几年在肿瘤领域的研究发

现CMTM4可能扮演抑癌基因的角色,表达水平的高

低变化影响肿瘤细胞及相关免疫细胞的生物学功能,
是潜在的癌症免疫治疗靶点,越来越多的研究团队将

关注点投向CMTM4。
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1 CMTM4的发现

  2003年北京大学人类疾病基因研究中心利用抑

制性减数杂交技术(SSH)[4-5],从经过PHA刺激同时

IL-10抑制的U937细胞中发现CKLF,在此基础上通

过比对与分析,发现编码234个氨基酸的CMTM4全

长cDNA序列,随后采用PCR、DNA测序和 North-
ern

 

blot成 功 验 证 这 一 新 基 因 的 真 实 存 在,并 将

CMTM4的cDNA序列上传至GenBank数据库。随

后,研究人员对人类和小鼠的CMTM 家族基因进行

比对,发现CMTM4的人鼠同源性在整个家族中最

高,达97.6%,且在机体不同组织内广泛表达,这说明

CMTM4在进化过程中高度保守。DNA测序发现人

类CMTM4含有3种剪接体v1、v2、v3,而目前在小鼠

体内仅发现CMTM4-v2的表达,与人类有95.7%的

同源性,提示在动物实验中采用小鼠作为人类疾病研

究的实验对象具有相对可靠性[1]。
为了深入研究CMTM4的表达情况及生物学功

能,该研究团队于2007年制备纯化出具有高效价、高
特异性的CMTM4多肽抗体Ab1和Ab2。Ab1特异

性识别v1、v2剪接体,还可识别天然构象的内源性蛋

白,结合小鼠内源性CMTM4,可用于 Western
 

blot
及免疫组织化学实验;Ab2仅可用于 Western

 

blot实

验特异性识别CMTM4-v1,不可用于免疫组织化学检

测[6]。多抗的研制为后续开展CMTM4功能研究提

供可能。
2 CMTM4的结构特征

  CMTM4与CKLF、CMTM1-3紧密分布在染色

体16q22.1上形成基因簇,在诸多肿瘤研究中发现该

位点附近经常发生基因改变,其中包含部分抑癌基

因,所以该基因簇可能与抑癌作用相关[7-9]。测序结

果显示 CMTM4含有v1、v2、v3三种不同剪接体,
Northern

 

blot测得蛋白分子大小依次为1.2、3.4、
8.2

 

kb,分别对应编码234、208和179个氨基酸[1],
CMTM4-v2是全长cDNA的产物,在小鼠与人类高

度同源,所以是3种剪接体中最稳定、最保守的。在

组织和细胞系内CMTM4-v1和-v2表达颇为广泛,而
CMTM4-v3表 达 较 局 限,只 在 肾 和 胎 盘 中 被 发

现[1,10]。NCBI(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

gene)提供的数据显示CMTM4在甲状腺中表达量最

高,其次为脑、肾、结肠,肝、脾、淋巴结和骨髓中表达

量最少,几乎不表达。CMTM4
 

属于膜蛋白,独特的

MARVEL结构域及在细胞质膜、高尔基体膜及胞内

囊泡上的定位(来自The
 

Human
 

Protein
 

Atlas数据

库,https://www.proteinatlas.org/),共同提示其可

能具有调节跨膜运输与紧密连接形成的功能[11],部分

研究证实其调节包括血管内皮钙黏连蛋白(VE-cad-
herin)和程序性死亡受体1(PD-L1)在内的膜分子的

运输与稳定性,且在某些恶性肿瘤中表现出调节肿瘤

细胞和相关免疫细胞生物学行为的作用[12-15]。

3 CMTM4在疾病中对细胞功能的调控
 

  拥有特殊跨膜结构域的CMTM家族在人类疾病

的发病、进展过程中均扮演着重要角色。已有研究证

实家族成员在免疫、造血、循环、生殖等系统疾病中发

挥作用,对 肿 瘤 的 生 长、侵 袭、转 移 亦 具 有 一 定 影

响[16-21]。由于CMTM4基因在染色体上的定位附近

存在一定数量抑癌基因,且利用NCBI、GEO、TCGA、
TumourProfile等数据库完成生物信息学分析后均发

现,在某些肿瘤疾病中癌组织CMTM4基因表达量低

于正 常 组 织,研 究 者 们 便 将 关 注 点 集 中 于 探 究

CMTM4对肿瘤发生发展的影响,对采集的肿瘤与正

常组织标本进行基因和蛋白水平检测,均发现具有表

达差异———癌组织CMTM4水平低于癌旁组织。为

进一步明确该基因对细胞生物学行为及功能的影响,
实验 人 员 在 体 外 利 用 基 因 编 辑 技 术 干 预 细 胞

CMTM4表达水平,分别从细胞增殖与细胞周期、迁
移与侵袭能力、细胞凋亡等方面入手进行研究[15,22]。
此外,研究者还发现其在非肿瘤疾病中也存在调节作

用。以下将对已证实的CMTM4对细胞功能的影响

分类进行阐述。
3.1 对细胞增殖与细胞周期的影响

CMTM4表达水平对细胞增殖能力具有明显影

响作用。最初,KITTLER等[23]从5
 

305个esiRNAs
(endoribonuclease-prepared

 

short
 

interfering)中筛选

出37 个 对 Hela细 胞 增 殖 分 裂 有 影 响 的 基 因,
CMTM4便是其中之一,敲除CMTM4基因不会终止

细胞有丝分裂,纺锤体形态正常,亦不致细胞死亡,但
可导致有丝分裂时胞质分裂异常,形成双核细胞。
2010年PLATE等[14]观察到的这一现象开展更加深

入的机制研究,利用质粒过表达 Hela细胞CMTM4
基因,发现活细胞计数、细胞集落形成数目均明显减

少。细胞周期是影响细胞增殖的关键机制,从流式细

胞分析得到的细胞周期结果来看,无论是否预先对周

期进行同步化处理,过表达CMTM4均导致细胞大量

阻滞于G2/M期,阻止细胞增殖[14]。上述两个团队的

结果共同证明CMTM4对Hela细胞增殖与细胞周期

均产生影响。除明确了对 Hela细胞有影响外,有学

者还先后在肾透明细胞癌(ccRCC)[22]和结直肠癌

(CRC)[15]中得出同样的结论,通过上调及下调细胞

CMTM4基因水平,借助CCK-8及活细胞计数观察到

CMTM4对786-O、HT29、SW480细胞系的增殖具有

与对Hela细胞相同的影响,流式检测也看到相同的

细胞周期变化规律。
除肿瘤细胞外,荷 兰 学 者 沉 默 及 过 表 达 HU-

VECs细胞系CMTM4基因,发现CMTM4表达减少

对细胞增殖影响不大,但过表达导致细胞生长抑制,
细胞周期停滞于G0/G1 期[12]。这与在肿瘤中的研究

结论存在差异,提示在非肿瘤性疾病中,CMTM4可

能对细胞增殖和细胞周期发挥不完全一致的调节作
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用,存在分别研究的必要性。
在机制方面,目前仅有对ccRCC及CRC细胞的

研究,且两者机制并不相同。通过检测ccRCC
 

786-O
细胞周期调控的标志物表达水平发现,无论在转录还

是翻译水平上,CMTM4均上调细胞周期调控基因

p21表达,上调的p21抑制Cdk1/CyclinB复合物对周

期的调控作用致G2/M期阻滞,从而抑制786-O细胞

增殖;另外,对参与调节CRC细胞增殖的信号通路进

行 Western
 

blot检测,发现高表达CMTM4降低了

AKT、ERK1/2、STAT3通路磷酸化水平,从而抑制

CRC细胞生长[15,22]。有趣的是,在ccRCC的786-O
细胞中作为p21上游分子的p53未被检测到激活,所
以CMTM4是如何上调p21的还需进一步研究。
3.2 对细胞迁移与侵袭能力的影响

BEI等[24]针对CMTM4与肝细胞肝癌(HCC)患
者肿瘤临床病理特征进行相关性分析,发现CMTM4
表达水平与肿瘤大小、淋巴结及远处转移、临床分期

都密切相关。随后研究者利用划痕实验与Transwell
实验观察CMTM4水平对细胞迁移与侵袭能力的影

响,过 表 达 CMTM4 后 的 ccRCC
 

786-O 和 CRC
 

SW480其迁移与侵袭能力均明显减弱,而下调则使

CRC
 

HT29能力增强。在ccRCC中,CMTM4高表

达上调p21水平,通过抑制Rho
 

GTP酶及相关信号

通路影响细胞迁移;而在CRC中,CMTM4发挥的抑

制作用是借助AKT、ERK1/2、STAT3通路磷酸化水

平降低实现的,但这并不一定适用于其他肿瘤细胞,
还需大量研究对机制进行探索[15,22]。与上述研究结

论不同的是,CHRIFI等[12]利用划痕实验发现,过表

达CMTM4后的 HUVECs并不对细胞迁移产生影

响,但沉默会导致其迁移能力显著下降。
3.3 对细胞凋亡的影响

北京 大 学 人 类 疾 病 基 因 研 究 中 心 先 后 对

CMTM4过表达的 HeLa细胞[14]、786-O 细胞[22]和

SW480细胞[15]进行Annexin
 

V-PI染色及流式检测,
均未观察到细胞凋亡的发生。从现有实验结果看,
CMTM4分子似乎与实体肿瘤细胞凋亡并无太大关

系,并不直接致细胞凋亡。
这是否代表CMTM4与凋亡不存在任何联系呢?

并非如此。ZHANG等[9]在研究 miR-205对慢性肾

病(CKD)的影响时发现CMTM4可使肾细胞发生凋

亡。CMTM4
 

mRNA的3'UTR区域有两个miR-205
结合位点,结合后可在转录水平调节CMTM4

 

mRNA
活性。在体外对 HK-2细胞上调 miR-205表达可保

护细胞不发生凋亡,利用 Western
 

blot和双荧光素报

告酶基因实验检测过表达 miR-205的 HK-2细胞时,
均显示CMTM4

 

表达减少。由此得知,miR-205通过

减少CMTM4
 

表达量实现对肾细胞凋亡的抑制作用,
CMTM4影响肾细胞凋亡,高表达的CMTM4促进凋

亡发生。

此外,MEZZADRA等[13]和BURR等[25]在 Na-
ture上分别发表了关于CMTM 与PD-L1蛋白存在

相互作用的文章,其共同证明CMTM6是调控PD-L1
蛋白 稳 定 性 与 半 衰 期 的 关 键 分 子。而 在 MEZ-
ZADRA等[13]的研究中发现CMTM4作为CMTM6
的替代分子,与CMTM6具有相同的功能,备用调控

及保护PD-L1。MEZZADRA等[13]在实验中敲低12
种肿瘤细胞系模型CMTM6基因,结果显示无论是细

胞固有表达的PD-L1,还是受IFN-γ诱导产生的PD-
L1,其蛋白水平均有2~10倍不同程度的降低;此外

在免疫方面,在抗原呈递细胞如树突状细胞(DCs)上
亦是如此。CMTM4与CMTM6有55%同源性,与
PD-L1共表达在肿瘤细胞和抗原呈递细胞膜上,两个

基因的表达并不影响PD-L1转录水平,而是影响从内

质网运输出的蛋白活性,在翻译水平进行保护,防止

其被泛素化降解,延长半衰期,从而增加PD-L1在肿

瘤细胞和抗原呈递细胞膜上的蛋白水平。该调控作

用不借助IFN-γR介导的信号通路,亦不影响组织相

容性复合体Ⅰ(MHC-Ⅰ)和PD-L2水平。上调的PD-
L1与更多的T细胞膜上PD-1结合,负向调控T细胞

功能,T细胞增殖减少、凋亡增多,导致肿瘤免疫逃

逸。当然,PD-1/PD-L1信号通路不仅仅影响肿瘤中

T细胞功能,在细菌感染中同样发挥重要作用[26]。所

以,CMTM4可通过对PD-L1的调控,间接影响表达

PD-1的T细胞发生凋亡[13,27]。
3.4 对细胞连接的影响

参与和(或)调节细胞连接的形成是跨膜蛋白最

本质的功能特性,细胞间黏附连接(AJs)对于维持血

管内皮完整性十分重要,参与血管出芽、新生血管形

成过程。VE-cadherin是形成细胞间黏附连接的关键

分子,而 CMTM4正对其具有调节作用。CHRIFI
等[12]沉默斑马鱼CMTM4基因,观察到肌间血管生

成障碍;胞内免疫荧光染色显示CMTM4不仅与VE-
cadherin共定位于细胞膜上,还在胞内共定位于循环

利 用 VE-cadherin 的 Rab4+,Rab7+,EEA1+,
Rab11+囊泡上,借助细胞内吞循环运输通路促进其

内化循环的同时,部分囊泡还与溶酶体结合发生降

解,加快细胞膜上 VE-cadherin新旧更替及 AJs形

成,调节内皮细胞连接分子的黏附力以增强内皮细胞

屏障功能,但CMTM4不具备促进VE-cadherin合成

的能力,并 不 改 变 细 胞 总 体 蛋 白 量。总 的 来 说,
CMTM4促进 VE-cadherin在细胞表面的再利用,形
成黏附连接,调节血管生成和出芽。
3.5 其他

除影响体细胞功能,CMTM4对男性生殖细胞亦

有调控作用。LIU等[28]根据CMTM4在睾丸中高度

保守表达这一发现推测其在男性生殖系统中发挥一

定作用[1,14],在对无精症和弱精症患者、老年患者及

CMTM4基因敲除小鼠模型进行表型变化和蛋白组
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学分析后,发现CMTM4表达量减少可通过抑制精子

运动能力和顶体反应从而降低男性生育能力。随后

研究者对CMTM4-KO小鼠的睾丸和精子进行定量

蛋白组学分析,发现表达上调的蛋白基本与细胞物质

运输和DNA结合有关,影响精子代谢功能;表达下调

的蛋白主要与信号转导、α/β-微管蛋白及肌动蛋白的

结合力和蛋白酶/蛋白酶抑制剂活性有关,阻碍精子

生成过程中组蛋白向精蛋白的转化,抑制精子活力和

顶体反应等功能,减少精子产生,降低精子质量[29]。
4 小  结

  既往研究证明在不同疾病背景下,CMTM4差异

表达会影响某些细胞功能,参与疾病的发生发展。在

肿瘤领域,利用GEO、TCGA等数据库进行生物信息

学分析后,再采集临床标本做基因及蛋白水平验证,
均发现与正常癌旁组织相比,CMTM4在癌组织的表

达显著降低;利用基因编辑的动物及细胞模型进行体

内外实验,发现CMTM4高表达会抑制肿瘤细胞生

长、增殖等生物学行为。目前在非肿瘤性疾病领域的

研究较少,已证实的是CMTM4参与男性不育疾病的

发生;另外,CMTM4对血管内皮细胞黏附连接具有

调节作用,在发生血管渗漏、破裂、血管再生障碍的疾

病中扮演重要角色。
CMTM4在临床疾病中的研究仍处于起步阶段,

现有研究虽已在部分疾病背景下对其功能及少数机

制方面有所涉及,但无论在疾病模型还是作用机制方

面,均有非常大的探索空间。目前的研究主要集中于

肿瘤领域,但从 MEZZADRA等[13]和BURR等[25]发

表在Nature上的成果来看,CMTM4可通过干预PD-
L1活性及半衰期来间接影响机体的获得性免疫功

能。所以在干预机体免疫系统功能、引发炎性反应的

疾病中,CMTM4或许会影响疾病的病理生理过程,
成为一个潜在的诊断标志物或治疗靶点。CMTM4
在膜上表达量的改变是否可用作诊断、分期指标,
CMTM4是否可作为药物作用的新靶点用于疾病的

治疗,有待后续的研究来证实。另外,在机制方面,作
为膜蛋白其是否存在于外分泌囊泡中干预信号物质

分泌,尚无从得知,仍存在很多空白亟待研究深入,以
支持、指导CMTM4在临床疾病中的应用。
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