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[摘  要]  目的：探讨颗粒酶M（GZMM）对肾透明细胞癌（ccRCC）细胞增殖、侵袭、迁移和血管生成的影响及相关分子机制。

方法: 采用TCGA数据库和免疫组化分析GZMM在 ccRCC组织的表达及其与临床病理特征的相关性。采用CCK-8、Transwell、

划痕愈合及血管形成实验检测GZMM对 ccRCC细胞增殖、侵袭、迁移和血管生成的影响，采用WB法检测GZMM对VEGF/ERK

信号通路的影响。结果: TCGA数据库和免疫组化分析表明，ccRCC组织中GZMM的表达升高（P < 0.01），且与Fuhrman分级和

淋巴结转移有关联（均P < 0.05）。GZMM高表达的患者预后不良（P < 0.05），且与FcerⅠ介导的MAPK激活有关联（P < 0.001）。

在ccRCC细胞中，干扰GZMM降低ccRCC细胞的增殖、侵袭和迁移能力，且抑制ERK信号通路（均P < 0.05）；过表达GZMM促进

ccRCC细胞的增殖、侵袭和迁移能力，且激活ERK信号通路（均P < 0.01）。在HUVEC中，分泌型GZMM促进HUVEC的增殖、迁

移、小管和血管形成的能力，且激活VEGF/ERK信号通路（均P < 0.05）。此外，U0126 抑制 p-ERK、MMP2和MMP9的表达（均

P < 0.05），但不影响VEGFA和VEGFR2的表达。结论：ccRCC组织中GZMM呈高表达，且与其Fuhrman分级和淋巴结转移有关

联，GZMM通过激活VEGF/ERK信号通路促进ccRCC血管生成和侵袭。
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GZMM promotes the angiogenesis and invasion of clear cell renal cell carcinoma 
by activating the VEGF/ERK signaling pathway

LI Wei1, MA Ke2, WANG Wenxin2, XU Zishan2, ZHANG Shuo2, SUN Huifang2, HE Guoyang2 (1. Department of Forensic Genetics, 

School of Forensic, Xinxiang Medical University, Xinxiang 453003, Henan, China; 2. Department of Pathology, School of Basic 

Medical Sciences, Xinxiang Medical University, Xinxiang 453003, Henan, China)

[Abstract]  Objective: To explore the effects of granzyme M (GZMM) on the proliferation, invasion, migration, and angiogenesis of 

clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) cells and the underlying molecular mechanisms. Methods: TCGA database and 

immunohistochemistry were used to analyze the expression of GZMM in ccRCC tissues and its correlation with clinicopathological 

features. CCK-8, Transwell, wound healing, and angiogenesis assays were used to detect the effects of GZMM on the proliferation, 

invasion, migration, and angiogenesis of ccRCC cells. Weston blot assay was employed to detect the effects of GZMM on the VEGF/ 

ERK signaling pathway. Results: TCGA database and immunohistochemical analysis showed that the expression of GZMM in ccRCC 

tissues was elevated (P < 0.01), and was correlated with Fuhrman grading and lymph node metastasis (both P < 0.05). Patients with 

high expression of GZMM had a poor prognosis (P < 0.05), and it was associated with FcerⅠ-mediated MAPK activation (P < 0.001). 

In ccRCC cells, knockdown of GZMM decreased the proliferation, invasion and migration abilities and inhibited ERK signaling 

pathway (both P < 0.05) while overexpression of GZMM promoted the proliferation, invasion and migration abilities and activated 

ERK signaling pathway (both P < 0.01). In HUVECs, secreted GZMM promoted the proliferation, migration, tubule formation and 

angiogenesis abilities of HUVECs and activated VEGF/ERK signaling pathway (both P < 0.05). Furthermore, U0126 inhibited the 

expressions of p-ERK, MMP2, and MMP9 (all P < 0.05), but did not affect the expressions of VEGFA and VEGFR2. Conclusion: The 

expression of GZMM was elevated in ccRCC tissues and was correlated with its Fuhrman grading and lymph node metastasis. GZMM 

promoted the angiogenesis and invasion of ccRCC by activating VEGF/ERK signaling pathway.
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肾细胞癌是泌尿系统较常见的恶性肿瘤，其中

肾透明细胞癌（clear cell renal cell carcinoma, ccRCC）

是最常见的组织学类型，具有较高的发病率和病死

率[1]。转移仍是导致患者死亡的主要原因。肿瘤组

织内血管生成是肿瘤生长、侵袭周围组织和发生远

处转移的重要基础，其中血管内皮细胞的激活是肿

瘤血管生成的关键[2]，血管内皮生长因子（vascular 

endothelial growth factor, VEGF）能够诱发血管生成。

颗粒酶M（granzyme M, GZMM）是人类颗粒酶家族

成员之一，与肿瘤的恶性发展有着紧密的联系[3]。

GZMM通过诱导细胞凋亡参与免疫反应的调节、细

胞信号的转导及细胞因子的释放，而 GZMM 在

ccRCC血管生成和转移中的作用尚不明确。本研究

利用生物信息学和分子生物学技术，在细胞水平探

讨 GZMM 在 ccRCC 血管生成和转移中的作用，为

ccRCC的预后评估及治疗提供新的靶点和策略。

1  材料与方法

1.1  组织标本、细胞及主要试剂

选用 2017年 1月至 2023年 12月在新乡医学院

第三附属医院病理科收集的49例ccRCC患者的肿瘤

及癌旁组织石蜡标本，所有患者手术前均未经过放

化疗，经两名病理医生确诊为 ccRCC。本研究已通

过新乡医学院伦理委员会批准（伦理审批号：XYLL-

20240024），所有患者均自愿签署知情同意书。

人源的 786-O、769-P细胞和人脐静脉内皮细胞

（human umbilical vein endothelial cell, HUVEC）购自

上海中国科学院细胞库。

RPMI 1640培养基和胰蛋白酶购自武汉赛维尔

公司，RIPA裂解液和5×蛋白上样缓冲液和凝胶试剂

盒购自碧云天生物科技公司，甘氨酸、Tris-base 和

SDS均购自北京索莱宝科技有限公司，TRIzol裂解液

购自TaKaRa公司，GZMM引物购自生工（上海）股份

有限公司，GZMM 干扰片段购自上海吉玛公司，

GZMM过表达载体购自生工（上海）股份有限公司，

Matrigel 基质胶购自康宁公司，ECL 发光液购自

Abbkine公司，CCK-8试剂盒购自MCE公司，质粒提

取试剂盒购自Omega公司，Lipo2000购自 Invitrogen

公司，GAPDH抗体购自Sigma公司，免疫组织化学试

剂盒购自北京中杉金桥公司，GZMM抗体购自武汉

云克隆公司，兔源MMP2、MMP9抗体和HRP-羊抗兔

IgG 抗体购自武汉三鹰生物技术有限公司，免源

ERK、p-ERK、VEGFA、VEGFR2抗体购自CST公司。

1.2  GZMM在ccRCC组织中表达数据的收集与分析

使用 cBioPortal（https://www.cbioportal.org/）研究

GZMM 在 ccRCC 中的扩增率和表达情况。使用

Kaplan-Meier Plotter（kmplot.com）分析 GZMM 表达

水平与患者生存的关系。通过TCGA数据库（https://

www. cancer. gov/tcga）获 取 ccRCC 数 据 集 ，进 行

GZMM 的单基因差异分析 ，并按照筛选标准

|logFC| > 1、P < 0.05进行GSEA富集分析，所得结果

以标准化富集得分（normalized enrichment score，

NES）表示。

1.3  免疫组化染色法检测ccRCC组织中GZMM的表达

将石蜡标本制成 5 µm 厚度的切片，将其放入

65 ℃烘箱烤片4 h，经脱蜡、水化后，将切片置于柠檬

酸缓冲液中进行抗原修复，PBS 洗涤 3 次，加入 3% 

H2O2浸泡 10 min，PBS 洗涤 3 次，滴加 GZMM抗体

（1∶300），4 ℃过夜。PBS洗涤3次，加入100 µL反应

增强液，PBS洗涤，滴加HRP-羊抗兔 IgG抗体，DAB

显色，苏木精复染，依次脱水、透明并封片。细胞

质内呈淡黄色、棕黄色颗粒为 GZMM 阳性细胞，

由两名病理医师应用半定量计分法分别进行判

读评分。（1）根据阳性细胞比例计分：阳性细胞

数 < 25%计1分，≥ 25 ~ < 50%计2分，≥ 50％计3分；

（2）根据阳性细胞染色程度计分：未染色计0分，浅

黄色计 1分，棕黄色计 2分。（3）将两项得分结果相

乘：0~3分结果为阴性（低表达），4~6分结果为阳性

（高表达）。

1.4  细胞培养、分组、转染及条件培养基制作

786-O、769-P细胞及HUVEC均在含有 10%FBS

和含 1%青/链霉素的RPMI 1640培养基中于 37 °C、

5% CO2 培养箱中培养。实验分组：阴性对照组

（si-NC）、si-GZMM干扰组（si-GZMM-1、si-GZMM-2）、

空载对照组（MOCK）、过表达 GZMM 组（GZMM 

OE组）和GZMM + U0126 组。si-GZMM-1 正义链：

5'-GUCUCACCUUCCACAUCAATT-3' ，反 义 链 ：

5'-UUGAUGUGGAAGGUGAGACTT-3'；si-GZMM-2

正义链：5'-CAGGGAGGGACCAAUAAAUTT-3' ，反

义链：5'-AUUUAUUGGUCCCUCCCUGTT-3'；si-NC

正义链：5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'，反义

链：5'-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3'。将对数

生长期786-O和769-P 细胞接种到 6 孔细胞培养板

（5 × 105个/孔）中，待细胞汇合度达 70%~80%时，更

换为 1.5 mL Optimal-MEM，分别用 250 µL Optimal-

MEM溶解 4 µL Lipo2000和 2 ng质粒（或 100 pmol/L 

siRNA），静置5 min，20 min后混匀加入6孔板。转染

6~8 h后换为完全培养基，继续培养24~48 h后观察细

胞形态并收集细胞。在786-O和769-P细胞中干扰或

过表达GZMM后，换液时对细胞进行饥饿处理，换成

600 μL的含有 1%FBS的RPMI 1640培养基，继续培

养浓缩上清液，制作成条件培养基。
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1.5  WB法检测细胞中GZMM、ERK、、p-ERK、MMP2、

MMP9、VEGFR和VEGFA的表达

收集转染 48 h的 786-O和 769-P细胞，提取细胞

总蛋白质，利用10%的 SDS-PAGE 分离蛋白、转膜、

5% 脱脂牛奶封闭 2 h，加入稀释比均为 1∶1 000 的

GZMM、ERK、p-ERK、MMP2、MMP9 和 GAPDH 一

抗，4 ℃下处理过夜。TBST洗涤 3次，滴加HRP-羊

抗兔 IgG抗体（1∶10 000），室温下作用 1 h，TBST洗

涤后，使用ECL发光液显色，用 ImageJ软件分析蛋白

质条带的灰度值。

HUVEC 检测：除收集条件培养基刺激 48 h 后

HUVEC 和一抗 Tubulin、VEGFR 和 VEGFA（稀释比

均为1∶1 000）外，其余方法同上。

1.6  qPCR法检测ccRCC细胞中GZMM mRNA的表达

TRIzol 提取细胞总 RNA，采用 HiScript Q RT 

SuperMix for qPCR（+ gDNA wiper）试剂盒反转录为

cDNA，按照 ChamQ Universal SYBR qPCR Master 

Mix试剂盒进行 PCR反应。GZMM引物序列：正义

链为 5'-CTCGCGCCCGTACATGGCCTC-3'，反正义

链 为 5'-ATGGCTGCCTTGATGTGGAAGGTGA-3'；

ACTB引物序列：正义链为 5'-CGCGAGATGACCCA 

GAT-3'，反 正 义 链 为 5'-TCACCGGATCCATCAC 

GAT-3'。PCR 反应步骤：95 °C 10 min；93 °C 15 s，

60 °C 50 s，共 40个循环。以ACTB为内参照，采用

2-ΔΔCt法计算GZMM mRNA的相对表达量。

1.7  CCK-8法检测细胞的增殖能力

转染24 h 后消化细胞，按照 2 × 10³个/孔接种

至 96 孔板，设置 3 个复孔及空白对照，置于 37 ℃、

5% CO2培养箱中24 h。检测前培养基更换为含10% 

CCK-8溶液，避光、37 ℃反应 2 h。振荡混匀 30 s，使

用酶标仪测量波长 450 nm 处的光密度（D）值，连

续5 d在同一时间测量D值。

1.8  划痕愈合实验检测ccRCC细胞的迁移能力

将各组细胞接种于 6孔板，转染 24 h后，其汇合

度达到90%时，使用200 μL枪头在每个孔中划3条划

痕，更换不含FBS的培养基。在相同观察点拍照，以

计算不同时间点的细胞迁移率。细胞迁移率 = （0 h

时划痕面积 - 24/48 h 时划痕面积）/0 h 时划痕面

积 × 100%。

1.9  Transwell实验检测ccRCC细胞的迁移与侵袭能力

迁移实验：将 200 μL含有 2 × 105个细胞的无血

清培养液加入上室，下室中加入800 μL条件培养基。

37 ℃下培养 48 h，弃上室培养液并擦除附着在上室

侧的细胞，用 4%多聚甲醛溶液固定细胞、结晶紫染

色，显微镜下观察、拍照并计数迁移细胞数。

侵袭实验：除在加入上室细胞前需预铺基质胶

与下室中加入条件培养基外，其余实验方法同迁移

实验。

1.10  条件培养基处理HUVEC后用CCK-8、Transwell

实验检测HUVEC的增殖与迁移能力

将收集到的条件培养基，按照上清液的体积

直接加入对应体积的 5 × 缓冲液，混匀后上样，

参照方法 1.5 进行 WB 检测。将 HUVEC 接种至

96 孔板，加入条件培养基进行培养，参照方法 1.7

检测HUVEC的增殖能力。参照方法 1.9，条件培养

基处理 HUVEC 后利用 Transwell 实验检测 HUVEC

的迁移能力。

1.11  小管形成和鸡胚胎绒毛膜实验检测HUVEC的

血管生成能力

采用干扰或过表达GZMM的 786-O和 769-P细

胞上清液刺激 HUVEC，24 h 后将 HUVEC 接种于

96孔板（2 × 104个细胞/孔和 50 μL细胞上清液），在

37 ℃的培养箱中继续培养 2~4 h。定期观察基质胶

上细胞的生长、形态及小管形成情况并拍照。

利用 1∶1 000苯扎溴氨溶液清洗 6~7 d的鸡胚，

置于 37 ℃、80%湿度培养箱中培养 24 h。使用检卵

灯在鸡胚表面画出完整的范围，无菌条件下，用镊子

在鸡胚气室中心开一个直径约 1 cm的小孔，将直径

0.8 cm受试环放入鸡胚尿囊膜表面，加入 200 μL

细胞上清液，密封后置于 37 ℃、80%湿度的培养箱

中培养 48 h。取出受试环，相机拍照、记录血管生成

情况。

1.12  统计学处理

以上主要实验均独立重复 3次。采用Graphpad 

Prism 8.0.2软件进行数据分析。符合正态分布的计

量数据以 x̄ ± s 表示，两组间比较采用双尾Student’s 

t检验，多组间比较采用单因素方差分析。以P < 0.05

或P < 0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  GZMM在ccRCC组织中呈高表达

cBioPortal数据库分析结果（图1A）显示，GZMM

在ccRCC组织中的扩增率为0.5%（P < 0.05）。TCGA

数据库分析结果（图 1B、C）显示，GZMM mRNA 在

ccRCC 组织中的表达高于正常肾组织或癌旁组织

（均 P < 0.01）。免疫组化检测结果（图 1D）表明，

GZMH主要定位于细胞质，其在 ccRCC组织中阳性

率显著高于癌旁组织 [71.43%（35/49） vs 28.57%

（14/49），P < 0.01]。此外，GZMM的表达与ccRCC患

者的生存率呈负相关（P < 0.05，图1E）。上述结果表

明，GZMM在ccRCC组织中呈高表达，可能在ccRCC

的发生发展中发挥作用。
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2.2  GZMM的表达与ccRCC患者临床病理特征的关系

免疫组化分析 GZMM 表达与 ccRCC 患者临床

病理特征的关联，结果（表 1）显示，与Ⅰ~Ⅱ级组相

比，Ⅲ~Ⅳ级组 ccRCC患者中GZMM的表达水平升

高（P < 0.01）；与无淋巴结转移组相比，淋巴结转移组

患者中GZMM的表达水平升高（均P < 0.05）。然而，

GZMM的表达与患者性别、年龄和肿瘤直径之间无

显著差异（均P > 0.05）。

A：GZMM在ccRCC组织中的扩增率；B：GZMM mRNA在ccRCC和正常肾组织中的表达水平；C：GZMM mRNA在配对ccRCC

组织和癌旁组织中的表达水平；D：免疫组化染色法检测ccRCC组织和癌旁组织中GZMM的表达（自上而下分别为× 20、× 40）；

E：Kaplan-Meier生存分析GZMM表达水平与ccRCC患者生存期。**P < 0.01。

图1    GZMM在ccRCC组织中呈高表达

表1    GZMM表达与ccRCC患者临床病理特征的关联

临床病理特征

性别

男

女

年龄/岁

< 60

≥ 60

肿瘤直径/cm

< 5

≥ 5

Fuhrman分级

Ⅰ~Ⅱ

Ⅲ~Ⅳ

淋巴结转移

有

无

例数

（n = 49）

30

19

16

33

16

33

23

26

28
21

GZMM

高表达

19

16

12

23

10

25

12

23

25
10

低表达

11

3

4

10

6

8

11

3

3
11

χ2

0.407

0.148

0.928

7.874

10.208

P

0.524

0.700

0.335

0.005

0.001

2.3  GZMM促进ccRCC细胞的增殖、迁移和侵袭

WB法检测结果（图 2A）显示，与 si-NC组相比，

si-GZMM组 786-O和 769-P细胞中GZMM表达降低

（均P < 0.01）；与MOCK组相比，GZMM OE组786-O

和 769-P细胞中GZMM表达升高（均 P < 0.01）。结

果表明，干扰 GZMM 降低 786-O 和 769-P 细胞中

GZMM的表达，而过表达GZMM则可提高 2种细胞

中 GZMM 的表达，说明成功构建干扰或过表达

GZMM的细胞株，可以进行后续实验。

CCK-8 法（图 2B）、划痕愈合实验（图 2C）和

Transwell 实验（图 2D）结果显示 ，与 si-NC 组相

比，si-GZMM组 786-O和 769-P细胞的增殖能力、划

痕愈合率和侵袭细胞数量均显著降低（P < 0.05 或

P < 0.01）；与MOCK组相比，GZMM OE组 786-O和

769-P细胞的增殖能力、划痕愈合率和侵袭细胞数量

均显著增加（均 P < 0.01）。实验结果表明，干扰

GZMM可降低ccRCC细胞的增殖、迁移和侵袭能力，
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而过表达GZMM则提高ccRCC细胞的这些能力。

A：WB法检测干扰/过表达GZMM后786-O和769-P细胞中GZMM的表达；B：CCK-8法检测干扰/过表达GZMM后786-O和769-P

细胞的增殖能力；C：划痕愈合实验检测干扰/过表达GZMM后786-O和769-P细胞的划痕愈合率；D：Transwell实验检测干扰/过

表达GZMM后786-O和769-P细胞的侵袭细胞数（结晶紫染色，× 200）。与 si-NC组或MOCK组相比，*P < 0.05，**P < 0.01。

图2    GZMM对ccRCC细胞增殖、迁移和侵袭的影响

2.4  GZMM激活EKR信号通路

通过TCGA数据库的ccRCC数据进行基因富集分

析（图3A），发现GZMM与IgE Fc受体Ⅰ（receptor Ⅰ for 

the Fc region of immunoglobulin E, FceRⅠ）介导的MAPK

激活（NES = 4.388，P < 0.001）、血管壁细胞表面相互作

用（NES = 3.604，P < 0.001）和细胞黏附分子（cell 

adhesion molecule, CAM）（NES = 2.475，P < 0.001）相关

（图3B~D）。WB法检测结果（图3E、F）显示，与 si-NC

组相比，si-GZMM 组 786-O 和 769-P 细胞中 p-ERK、

MMP2和MMP9的表达显著降低（均P < 0.01）；与MOCK

组相比，GZMM OE组786-O和769-P细胞中p-ERK、

MMP2和MMP9的表达显著升高（均P < 0.01）。结果

表明，在ccRCC细胞中GZMM通过ERK信号通路促进

ccRCC细胞的增殖、迁移和侵袭。
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2.5  GZMM促进HUVEC的增殖、迁移、小管形成和血管生成

在786-O和769-P细胞中干扰或过表达GZMM，WB

法检测结果（图 4A）显示，786-O 和 769-P 细胞分泌

GZMM。利用干扰或过表达GZMM的条件培养基刺激

HUVEC，CCK-8法检测结果（图4B、C）表明，与si-NC组

相比，si-GZMM组抑制HUVEC的增殖能力（P < 0.05或

P < 0.01）；与MOCK组相比，GZMM OE组促进HUVEC

的增殖能力（P < 0.05或P < 0.01）。Transwell实验结果

（图4D、E）、管状结构形成实验（图4F、G）和CAM实验

（图4H、I）结果显示，与 si-NC组相比，si-GZMM组显著

降低HUVCE的迁移数量、管状结构形成和血管生成能

力（均P < 0.01）；与MOCK组相比，GZMM OE组显著促

进HUVEC的迁移数量、管状结构形成和血管生成能力（均

P < 0.01）。此外，WB法检测结果（图 4J、K）显示，与

si-NC 组相比 ，si-GZMM 组 显 著 减 少 VEGFA 、

VEGFR2、p-ERK、MMP2和MMP9的表达（均P < 0.01）；

与 MOCK 组相比，GZMM OE组显著增加VEGFA、

VEGFR2、p-ERK、MMP2和MMP9的表达（均P < 0.01）；与

GZMM OE 组相比 ，GZMM + U0126 组显著减少

p-ERK、MMP2和MMP9的表达（均P < 0.05），而不影响

VEGFA和VEGFR2的表达（均P > 0.05）。结果表明，

GZMM通过VEGF/ERK信号通路促进HUVEC血管生成。

A：GZMM在ccRCC中的富集通路；B：GZMM与细胞黏附途径呈正相关；C：GZMM与MAPK信号途径呈正相关；D：GZMM与血

管壁细胞表面相互作用途径；E、F：WB法检测干扰或过表达GZMM对786-O和769-P细胞中ERK1/2、p-ERK1/2、MMP2和MMP9

表达的影响。与 si-NC组或MOCK组相比，**P < 0.01。

图3    GZMM与ERK信号通路的相关性

··1032



李巍, 等 . GZMM激活VEGF/ERK信号通路促进肾透明细胞癌血管生成和侵袭

A：WB法检测ccRCC细胞培养上清液中分泌的GZMM；B、C：CCK-8法检测干扰或过表达GZMM的条件培养基对HUVEC增殖

的影响；D、E：Transwell迁移实验检测干扰或过表达GZMM的条件培养基对HUVEC迁移的影响（× 200）；F、G：管状结构形成实

验检测干扰或过表达GZMM的条件培养基对HUVEC管状结构形成的影响（× 200）；H、I：干扰或过表达GZMM的条件培养基对

胚胎尿囊膜血管生成的影响；J：WB法检测干扰GZMM条件下或抑制剂U0126对HUVEC中p-ERK、MMP2、MMP9、VEGFA和

VEGFR2蛋白表达的影响；K：WB法检测过表达GZMM或U0126作用下HUVEC中p-ERK、MMP2、MMP9、VEGFA和VEGFR2

蛋白表达的影响。与 si-NC组或MOCK组相比，*P < 0.05，**P < 0.01。

图4    GZMM通过VEGF/ERK信号通路促进肿瘤血管生成

3  讨  论

ccRCC是肾癌中最常见的亚型，占所有亚型的

60%~80%。目前，ccRCC主要治疗方法包括手术切

除、靶向治疗和免疫治疗[4]。手术切除后约20%~30%

的患者发生转移[5]，靶向治疗通过使用抗血管生成剂

（如索拉非尼）或mTOR抑制剂（如依维莫司）抑制血

管生成[6-7]，免疫治疗采用PD-1/PD-L1抑制剂增强机

体免疫应答[8]。对于晚期或转移性 ccRCC患者，靶向

治疗和免疫治疗仍面临耐药性和疗效有限等挑战。
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GZMM是一种关键的颗粒酶丝氨酸蛋白酶，主

要由NK细胞和T淋巴细胞分泌[9]。GZMM作为免疫

系统的重要组成部分，参与抗病毒防御和免疫调节

等生理过程[10]。值得注意的是，GZMM在乳腺癌[11]、

结直肠癌[12]、子宫内膜癌[13]和胰腺癌[14]等多种肿瘤组

织中呈高表达，并与肿瘤的恶性行为密切相关[15]。本

研究发现，GZMM的表达与 Fuhrman分级和淋巴结

转移相关，因此推测GZMM可能通过调节肿瘤微环

境在 ccRCC 转移中发挥重要作用，提示其可作为

ccRCC预后的潜在生物标志物。

转移是癌症死亡的主要原因，CAM、MAPK通路

和血管相关通路在肿瘤转移中起关键作用。在多种

癌症中发现ERK信号通路异常激活[16-18]。MMP2和

MMP9是重要的基质金属蛋白酶，在肿瘤侵袭和转移

中发挥关键作用。在 ccRCC细胞中发现，GZMM激

活ERK信号通路促进 ccRCC细胞的增殖、迁移和侵

袭能力。这些结果展现了GZMM在 ccRCC发生发

展中的新功能，为发现 ccRCC新治疗靶点提供了理

论基础。

肿瘤血管生成是肿瘤进展的关键步骤，肿瘤血

管生成的启动是肿瘤进展的必要条件[19]。多项研

究[20-22]发现，肿瘤血管生成与 ccRCC转移密切相关，

但肿瘤血管生成促进 ccRCC转移的机制尚不清楚。

本研究在HUVEC中发现，分泌型GZMM通过激活

VEGF/ERK信号促进HUVEC的增殖、迁移和小管形

成及血管生成。这些结果提示，GZMM在 ccRCC肿

瘤血管生成中起重要作用。

本研究发现，GZMM的表达与 ccRCC肿瘤恶性

表型及不良预后密切相关，可作为新的预后标志物。

本研究首次在细胞水平证实GZMM通过激活VEGF/

ERK信号通路驱动 ccRCC转移的分子机制，为干预

ccRCC转移提供了潜在靶点。然而，其功能仍须在

动物模型及临床样本中进一步验证，以全面阐明促

进 ccRCC 转移的分子机制，并为基于 GZMM 的

ccRCC精准治疗奠定理论和实验基础。
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