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肿瘤相关成纤维细胞对非小细胞肺癌恶性生物学行为影响 *
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摘要目的：探讨肿瘤相关成纤维细胞(Tancer Associated Fibroblast，TAF)对非小细胞肺癌(Non-small Cell Lung Cancer，NSCLC)恶

性生物学行为的影响。方法：选取在本院肿瘤科住院手术的非小细胞肺癌患者，收集术后肺癌标本，马松三色染色(Masson

Trichrome Stain)和天狼星红染色(Sirius Red Stain)观察肺癌组织(Lung Cancer Tissue，LCT)、癌旁组织(Pericarcinomatous Tissue，

PCT)和正常组织(Normal Tissue，NT)中 TAF的表达情况；体外将非小细胞肺癌细胞 A549与非小细胞肺癌成纤维细胞 P-gp共培

养，CCK-8检测共培养前后 A549细胞增殖能力；细胞划痕和 Trans-well实验分别检测 A549细胞迁移和侵袭能力；qRT-PCR和

Western blot检测 A549细胞上皮间质转化(Epithelial Mesenchymal Transition，EMT)标志蛋白 E-cadherin、N-cadherin和 Vimentin

的表达。结果：Masson和 Sirius染色结果显示：肺癌组织中纤维的表达明显高于癌旁组织；与 P-gp共培养的 A549细胞的增殖、迁

移和侵袭能力及上皮间质转化相关蛋白 N-cadherin和 Vimentin表达均明显高于阴性对照组(P<0.05)，而 E-cadherin的表达明显

降低(P<0.05)。结论：TAF可能通过诱导非小细胞肺癌细胞 EMT的发生从而促进非小细胞肺癌的增殖、迁移和侵袭等恶性生物学

行为。
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Effect of Tumor Associated Fibroblasts on the Malignant Biological Behavior
of Non-small Cell Lung Cancer*

To investigate the effect of tumor-associated fibroblast (TAF) on the malignant biological behavior of

non-small cell lung cancer (NSCLC). Patients with non-small cell lung cancer who were hospitalized in our oncology

department were enrolled. Postoperative lung cancer specimens, Masson trichrome stain and sirius red stain were used to observe the lung

cancer tissue (Lung Cancer Tissue, Expression of TAF in LCT), Pericarcinomatous tissue (PCT) and normal tissue (NT); the non-small

cell lung cancer cell A549 was co-cultured with non-small cell lung cancer fibroblast P-gp in vitro, CCK8 was used to detect the

proliferation of A549 cells; cell scratch and Trans-well assays were used to detect the migration and invasion of A549 cells; qRT-PCR

and Western blot were used to detect the expression of epithelial mesenchymal transition (EMT) markers such as E-cadherin, N-cadherin

and Vimentin in A549 cells. Masson and Sirius staining showed that the expression of fiber in lung cancer tissues was

significantly higher than that in the adjacent tissues. The proliferation, migration and invasion ability of A549 cells co-cultured with P-gp

and the expression of N-cadherin and Vimentin were significantly higher than those of the negative control group (P<0.05), while the
expression of E-cadherin was significantly decreased (P<0.05). TAF may promote the malignant biological behaviors such as

proliferation, migration and invasion of non-small cell lung cancer by inducing the occurrence of EMT in the non-small cell lung cancer

cells.
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前言

肺癌死亡率占恶性肿瘤中的 16%，并且发病率逐年升高，

已成为严重影响人类身心健康和生活质量的疾病[1,2]。肺癌主要

分为小细胞肺癌(Small Cell Lung Cancer，SCLC)和非小细胞肺

癌(Non-small Cell Lung Cancer，NSCLC)，并且以非小细胞肺癌

患者为主[3]。研究表明多种因素参与了非小细胞肺癌复杂的发

生发展过程，其高转移性和侵袭性是个多步骤发生的过程。研

究表明肿瘤微环境(Tumor Microenvironment，TME)与肿瘤的发

生发展过程密切相关[4-6]。肿瘤微环境是指环绕在肿瘤组织周围
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E-cadherin 序列 (5′ -3′ )

Forward ATTTTTCCCTCGACACCCGAT

Reverse TCCCAGGCGTAGACCAA

N-cadherin

Forward AGCCAACCTTAACTGAGGAGT

Reverse GGCAAGTTGATTGGAGGGATG

Vimentin

Forward TGTGACAAGGAATATGTGAGC

Reverse AGCCCTCAGATTTGACCTG

Actin

Forward ACCCACTCCTCCACCTTTG

Reverse CACCACCCTGTTGCTGTAG

表 1引物序列

Table 1 Sequences of primers

的包括肿瘤细胞、肿瘤相关成纤维细胞、炎症因子和免疫细胞，

间充质细胞以及附近区域的间质和浸润在其中的生物分子[7-9]。

其中，肿瘤成纤维细胞(TAF)在肿瘤微环境中起重要的作用，为

肿瘤维持稳定的微环境，有利于其增殖以及进行远端转移形成

新的病灶[10]。

上皮间充质转化 (Epithelial Mesenchymal Transformation，

EMT)是诱导肿瘤发生转移的重要原因，肿瘤细胞发生 EMT的

同时可以刺激肿瘤细胞表型和特性发生变化，转化成肿瘤干细

胞(Cancer Stem Cells CSC)，游离至其他部位形成转移灶[5]。研

究表明在胃癌、结肠癌和肝癌等肿瘤组织中，肿瘤成纤维细胞

可以诱导 EMT[9]。肿瘤成纤维细胞能够刺激乳腺癌和结肠癌细

胞在 EMT的调节下去分化转变成 CSC。但是肿瘤成纤维细胞

在非小细胞肺癌肿瘤组织中表达情况及其作用尚不完全明确。

因此，本研究采用非小细胞肺癌患者肿瘤组织和非小细胞肺癌

细胞系 A549，主要探讨了肿瘤成纤维细胞是否通过促进 EMT

相关蛋白表达从而影响非小细胞肺癌恶性生物行为。

1 材料和方法

1.1 组织标本

本研究共纳入肿瘤科 2016年 6月 -2018年 5月收治的 78

例非小细胞肺癌患者。所有患者均经过病理检验科诊断证实，

均未经过任何治疗。实验方法和目的均告知患者和家属，并签

署知情同意书，研究获得医院伦理委员会批准。

1.2 材料

非小细胞肺癌细胞系 A549和肺癌相关成纤维细胞 P-gp

购自中科院上海细胞库，蛋白定量试剂盒、SDS凝胶试剂盒、细

胞裂解液、结晶紫、高锰酸钾、草酸、冰醋酸和磷钨酸均购自西

安科昊生物有限公司，蛋白酶抑制剂购自罗氏试剂生物有限公

司，高糖 DMEM培养基、优级胎牛血清、胰蛋白酶消化液均购

自美国 HyClone，青链霉素混合液、4%多聚甲醛、天狼星红染

液、苯胺蓝和苏木素均购自北京碧云天有限公司，Actin、E-cad-

herin、N-cadherin和 Vimentin抗体购自英国 Abcam，ECL化学

发光试剂盒购自美国 Advansta，兔二抗购自英国 Abcam，

Trans-well小室购自康宁。

1.3 方法

1.3.1 马松三色染色 10%福尔马林固定肿瘤组织，常规脱

水、透明、浸蜡、包埋，石蜡切片脱蜡至水洗, 高锰酸钾氧化 5

min，PBS冲洗 2 min，侵入草酸中漂白 5 min，PBS冲洗后再洗

涤 1 min，0.2%冰醋酸脱洗，0.4%磷钨酸中分化 5 min，弃去废

液侵入 2%苯胺蓝染色 5 min，0.2%冰醋酸脱洗，风干后二甲苯

封片。

1.3.2 天狼星红染色 10%福尔马林固定肿瘤组织，常规脱

水、透明、浸蜡、包埋，石蜡切片脱蜡至水洗，侵入 0.1%天狼星

红染液中 1 h，PBS洗涤 5 min，苏木素染色 5 min，梯度乙醇脱

水，风干后二甲苯封片。

1.3.3 CCK-8增殖实验 调整 A549细胞数 4× 105个 /孔，对

照组 A549细胞直接铺板，实验组 P-gp与 A549细胞 1: 1的

比例分别接种于 0.40 滋m 的 Trans-well 小室上室和下室，每

孔 100 滋L，37℃，5%CO2培养箱内培养 12 h、24 h和 48 h。培

养结束后每孔加入 20 滋L的 CCK-8，37℃，5% CO2培养箱内

培养避光孵育 3 h，室温于摇床震荡 10 min。酶标仪 490 nm波

长测出同一时间点 OD值，用测得的 OD值进行细胞增殖影

响的分析。

1.3.4 细胞划痕实验 调整 A549细胞数 4× 105个 /孔，对照

组 A549细胞直接铺板，实验组 P-gp与 A549细胞 1: 1的比例

分别接种于 0.40 滋m的 Trans-well小室上室和下室，培养箱设

定 37℃、5%CO2进行培养，每孔 2 mL DMEM培养液，细胞密

度至 80%时，细胞划痕，划痕后更换无血清培养液，各组记为 0

h并分别拍照，以后 6 h、12 h、24 h各拍照一次。

1.3.5 Trans-well侵袭实验 将 20 滋L Matrigel BD胶(1 mg/mL)

冰上操作铺于 8 滋m Trans-well 小室底部，37℃培养箱静置

1 h。调整 A549细胞数 4× 105个 /孔，对照组 A549细胞直接

铺板，实验组 P-gp与 A549细胞 1: 1的比例分别接种于 0.40滋m
的 Trans-well小室上室和下室，培养箱设定 37℃、5%CO2，下室

600 滋L DMEM完全培养液，12 h过后 PBS洗 3次，4%多聚甲

醛固定 30 min，室温风干，0.1%结晶紫染色 10 min，PBS洗 3

遍，用棉签轻轻擦去上层未迁移的细胞，33%乙酸脱色，450 nm

读数。

1.3.6 qRT-PCR 调整 A549 细胞数 4× 105个 / 孔，对照组

A549细胞直接铺板，实验组 P-gp与 A549细胞 1：1的比例分

别接种于 0.40 滋m的 Trans-well小室上室和下室，培养箱设定

37℃、5%CO2进行培养细胞密度 80%时收集细胞，严格按照试

剂盒步骤提取、定量、反转录和 PCR反应。引物序列见表 1。

1.3.7 Western Blot 调整 A549细胞数 4× 105个 /孔，对照组

A549细胞直接铺板，实验组 P-gp与 A549细胞 1：1的比例分

别接种于 0.40 滋m的 Trans-well小室上室和下室，培养箱设定

37℃、5% CO2进行培养，80%细胞密度时收集细胞，PBS洗涤 1

min后加含有蛋白酶抑制剂的裂解液放置冰上裂解，30 min后

高速离心吸抽蛋白。蛋白定量完成后加上样缓冲液，沸水煮

5 min。SDS-PACE电泳后进行转膜操作，转膜成功后用脱脂牛

奶进行封闭，PBST清洗，均为 1：1000稀释一抗，室温孵育 1 h

后 4度过夜。次日反复清洗条带，加二抗室温孵育 90 min，PBS
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反复冲洗，发光拍照。

1.4 统计学分析

所有数据应用 SPSS 17.0软件进计分析，计量资料均以均

数 +标准差(x依s)表示，组间比较用 t检验，以 P<0.05为差异具
有统计学意义。

2 结果

2.1 TAF在 NSCLC患者肺癌组织、癌旁组织和正常组织中的

表达情况

首先，用 Masson染色和 Sirius染色检测 TAF在 NSCLC

患者不同组织中的表达情况，结果显示 NSCLC患者肺癌组织

中 TAF的表达显著高于癌旁组织和正常组织，差异具有统计

学意义(P<0.05)，见图 1。

2.2 P-gp细胞共培养促进 A549细胞增殖

CCK-8结果显示：与 P-gp细胞分别共培养 12 h、24 h和

48 h后，A549细胞增殖能力显著增强，差异具有统计学意义

(P<0.05)，见图 2。

2.3 P-gp细胞共培养后促进 A549细胞划痕愈合

与 P-gp 细胞共培养后，A549 细胞划痕愈合能力明显增

加，差异具有统计学意义(P<0.05)，见图 3。

2.4 P-gp细胞共培养后促进 A549细胞侵袭

在与 P-gp 细胞共培养后，A549 细胞的侵袭能力明显升

高，差异具有统计学意义(P<0.05)，见图 4。

2.5 P-gp细胞共培养后诱导 A549细胞 EMT

qRT-PCR 和 Western blot 结果显示共培养后，A549 细胞

EMT标志蛋白 E-cadherin表达显著下降，而 N-cadherin和 Vi-

mentin的表达明显高于对照组 A549细胞，差异具有统计学意

义(P<0.05)，见图 5。

3 讨论

肺癌是目前临床上常见的癌症之一，主要分为小细胞肺癌

(Small Cell Lung Cancer，SCLC)和非小细胞肺癌(Non-small Cell

Lung Cancer，NSCLC)，其中非小细胞肺癌治疗难度高，患者手

术后复发率高[1]。非小细胞肺癌肿瘤细胞的增殖、高转移性和侵

袭性等恶性生物学行为导致患者被确诊时多已处于中晚期，错

过了最佳的手术治疗时期[13,14]。非小细胞肺癌肿瘤细胞主要扩

散远端转移到肝脏形成新的病灶，进一步加重患者的病情。非

小细胞肺癌的发生发展是个多基因参与多因素造成的复杂过

图 1肿瘤相关成纤维细胞在非小细胞肺癌患者组织中的表达

Fig.1 Expression of tumor-associated fibroblasts in the tissues of patients with non-small cell lung cancer

图 2 P-gp细胞共培养对 A549细胞增殖能力影响

Fig.2 Effect of P-gp co-culture on the proliferation of A549 cells
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图 5 A: qRT-PCR检测 P-gp细胞共培养对 A549细胞 EMT标志蛋白变化影响；B：Western blot检测共 P-gp细胞培养对 A549细胞 EMT标志蛋

白变化影响

Fig.5 A: qRT-PCR assay for the effect of P-gp co-culture on the EMT marker protein in A549 cells; B: Western blot analysis of the effect of P-gp

co-culture on the EMT marker protein expression in A549 cells

图 4 P-gp细胞共培养对 A549细胞侵袭能力影响

Fig. 4 Effect of P-gp co-culture on the invasive ability of A549 cells

图 3 P-gp细胞共培养对 A549细胞划痕愈合能力影响

Fig. 3 Effect of P-gp co-culture on the scratch healing ability on A549 cells
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程，目前临床上没有单一的疗法可以控制其增殖转移以及侵

袭，因此非小细胞肺癌发生发展的分子机制和治疗新方法一直

是研究热点[15-17]。

肿瘤微环境(TME)是指肿瘤基质中的各种细胞包括普通

肿瘤细胞、成纤维细胞、免疫细胞、间充质细胞以及附近区域的

间质和浸润在其中的生物分子等组成的胞外环境[18,19]。肿瘤微

环境为肿瘤细胞提供了有力的生存环境，导致肿瘤细胞逃脱免

疫系统攻击，在体内随着淋巴液、血液等转移到其他器官形成

新的病灶[20，21]。其中，成纤维细胞在肿瘤微环境中起到重要的作

用，有研究表明在结肠癌组织中的肿瘤相关成纤维细胞分泌的

肝细胞生长因子(Hepatocyte Growth Factor，HGF)能够刺激结

直肠癌细胞转变成为肿瘤干细胞 (Cancer Stem Cells，CSC)，从

而促进结直肠癌细胞的增殖、转移和侵袭性[22-24]。此外，有研究

证实在胃癌组织中肿瘤相关成纤维细胞可以分泌骨桥蛋白

(Osteopontin，OPN)和干细胞衍生因子(Stem Cell Derived Factor

1，SDF1)，两种因子均可增加胃癌细胞的恶性生物学行为[25，26]。

肿瘤细胞微环境中同时存在肿瘤成纤维细胞分泌胶原的

生理过程。肿瘤成纤维细胞分泌的胶原会促进肿瘤的生成和进

展。脯氨酰羟化酶、赖氨酰氧化酶可以促进乳腺肿瘤中的成纤

维细胞分泌胶原，导致肿瘤微环境中胶原沉积[17]。基质金属蛋

白酶可以促进肿瘤相关成纤维细胞的胶原分泌，因此抑制基质

金属蛋白酶的活性和表达可作为一个抑癌的直接作用靶点，比

如，MAKP信号通路就是通过刺激金属蛋白酶活性从而促进肿

瘤相关成纤维细胞分泌胶原来促进胰腺癌的发生发展[22]。甲硫

氨酸 tRNA可以通过刺激成纤维细胞胶原的分泌，进而促进卵

巢癌的生长和肿瘤内血管的生成。乳腺癌中，成纤维细胞通过

分泌胶原促进黏附、侵袭和转移等过程导致肿瘤发生转移，体

内外试验表明成纤维细胞缺乏均可以抑制肿瘤细胞增殖，减

少肿瘤细胞凋亡[19]。结直肠癌肝转移与Ⅳ型胶原蛋白的增高

密切相关，发生肝转移的结直肠癌原发灶基质中Ⅳ型胶原蛋

白高表达。肿瘤相关成纤维细胞重塑一个富含胶原蛋白的基

质，胶原密度增加使得基质增厚和硬化，促进细胞迁移、肿瘤

转移[25]。另外在子宫内膜癌组织中，肿瘤成纤维细胞可以通过

分泌 IL-17增强其对化疗的抵抗[13]。事实上，肿瘤成纤维细胞在

多种肿瘤组织诱导了 M2型巨噬细胞的活化和上皮间充质转

化(EMT)[23，27]。

EMT是肿瘤细胞发生转移侵袭的经典分子机制，是指在

特定的生理和病理情况下，具有极性的上皮细胞向具有迁移能

力的间充质细胞发生转化的现象。发生 EMT 后，标志蛋白

E-钙黏蛋白(E-cadherin)表达量下调，E-cadherin的缺失使得上

皮细胞从原发性肿瘤分离脱落并且获得能动性，但是在发生

EMT时 N-cadherin表达量增加，促进 EMT的发生并促使血管

再生，增加肿瘤细胞的侵袭和转移能力[27]。EMT是肿瘤转移和

形成远端病灶的主要原因。E-cadherin介导的细胞黏附结构丧

失，使肿瘤细胞获得能动性，因而被认为是肿瘤发生发展中的

重要因素[28，29]。肿瘤细胞 EMT被激活时，E-cadherin可以使肿

瘤细胞之间的相互作用和极性丧失，从而使肿瘤细胞获得侵袭

和迁移的能力，同时使得波形蛋白(Vimentin)和 N- 钙粘蛋白

(N-cadherin)在内的间充质蛋白分子的表达增加。越来越多的研

究证明肿瘤相关成纤维细胞可通过调控上皮 -间质转化在肿

瘤转移的过程中发挥重要作用[30]。但是肿瘤相关成纤维细胞对

非小细胞肺癌的增殖、转移和侵袭影响以及对非小细胞肺癌发

生 EMT时的作用尚不完全明确。

本研究结果显示肿瘤相关成纤维细胞在非小细胞肺癌患

者肿瘤组织中的表达高于癌旁组织和正常组织，提示非小细胞

肺癌的发生发展和肿瘤相关成纤维细胞表达有着密切的关系。

体外细胞实验表明肿瘤相关成纤维细胞能够促进非小细胞肺

癌 A549细胞的增殖能力、细胞迁移和侵袭能力，与肿瘤组织

中成纤维细胞表达检测结果一致，说明肿瘤相关成纤维细胞促

进了非小细胞肺癌的转移和形成远端病灶的能力。此外，肿瘤

相关成纤维细胞细胞和非小细胞肺癌细胞共培养后 E-cadherin

表达显著下降，而 N-cadherin和 Vimentin的表达明显增高，提

示肿瘤成纤维细胞很可能通过抑制 EMT的标志蛋白 E-cad-

herin，上调 N-cadherin和 Vimentin 表达，激活 EMT发生从而

增强非小细胞肺癌的增殖、转移和形成远端病灶。

综上所述，肿瘤相关成纤维细胞可能通过抑制 E-cadherin

表达，上调 N-cadherin和 Vimentin表达激活了非小细胞肺癌

EMT，从而促进非小细胞肺癌形成转移病灶。而非小细胞肺癌

患者体内肿瘤相关成纤维细胞来源何处，其通过分泌何种细胞

因子来调控非小细胞肺癌的发生发展均有待于进一步的研究

证实。
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