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癌相关成纤维细胞（carcinoma- associated fibro-

blasts，CAFs）是肿瘤-宿主界面微环境中具有独特

表型成纤维细胞 [1]，它通过分泌肝细胞生长因子、

胰岛素样生长因子等促进癌细胞的增殖[2- 3]，但CAFs

如何影响癌细胞内信号传导通路目前尚未见报道。

学者[4]发现，口腔鳞状细胞癌旁也存在表型转化的

CAFs；本课题组[5]前期实验发现，口腔CAFs在体外

可促进舌癌细胞株Tca8113增殖和侵袭，但其作用机

制不清楚。细胞外信号调节激酶（extracellular signal-

regulated kinases，ERK）通路主要由生长因子激活，

其异常活化与口腔癌的发生发展密切相关[6]。本实

验研究CAFs对口腔癌细胞信号传导通路的影响。

1 材料和方法

1.1 主要实验试剂

胎牛血清、质量浓度为2.5 μg/mL胰蛋白酶

（Gibco公司，美国）；细胞及组织总蛋白抽提试剂

盒、蛋白酶磷酸酶混合抑制剂（上海康成生物有限

公司）；BCA蛋白定量试剂盒（Pierce公司，美国）；

兔抗人 ERK1/2多抗、兔抗人 pERK1/2单抗（Cell

Signaling公司，美国）；羊抗人actin多抗（Santa Cruz

公司，美国）；辣根酶标记山羊抗兔IgG（北京中杉

生物有限公司）；PVDF膜（Roche公司，瑞士）；化学
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[摘要] 目的 研究口腔癌相关成纤维细胞（CAFs）对舌癌细胞株细胞外信号调节激酶（ERK）通路的影响。方法

以口腔CAFs条件培养基刺激舌癌细胞株Tca8113和将Tca8113细胞与口腔CAFs共同培养，采用Western杂交检测特定

时间Tca8113细胞总ERK和总pERK的表达。结果 Tca8113细胞经口腔CAFs条件培养基刺激或与口腔CAFs共同培养

后，总pERK的表达迅速增加，总pERK与总ERK的比值增加。结论 口腔CAFs对癌细胞ERK通路有活化作用。
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[Abstract] Objective To investigate the effects of oral carcinoma- associated fibroblasts（CAFs） on extracellular

signal- regulated kinases（ERK）pathway in a lingual carcinoma cell line. Methods The lingual carcinoma cell line,

Tca8113 was stimulated by conditioned medium from oral CAFs, or cocultured with oral CAFs for definite time. Total

ERK and pERK in Tca8113 lysate were detected by Western blotting, and the ratio between pERK and ERK were

calculated. Results Both stimulation by conditioned medium and coculture induced prompt phosphorylation of ERK,

and increased the ratio between pERK and ERK. Conclusion Oral CAFs can activate ERK pathway of carcinoma

cells.
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发光试剂盒（Pierce公司，美国）；预染蛋白质marker

（Fermentas公司，加拿大）。

1.2 实验细胞

经患者知情同意，无菌条件下切取中分化舌鳞

癌组织，标本包括上皮及邻近结缔组织。参照前期

实验方法[7]，分离纯化并鉴定口腔CAFs，以第3代细

胞作为研究对象。舌癌细胞株Tca8113购自中国科学

院细胞研究所。

1.3 建立CAFs与Tca8113细胞作用模型

模型1（以CAFs条件培养基作用于Tca8113细

胞）：细胞浓度为3×105个/mL CAFs无血清培养基

培养24 h后, 1 300 r/min 10 min离心细胞培养液，收

集上清液，即CAFs条件培养基。细胞浓度3×105个/mL

Tca8113无血清培养基培养24 h后，换用CAFs条件培

养基刺激，于0、15、30、60、120 min时按蛋白抽

提试剂盒说明裂解细胞，抽提蛋白，冻存于- 70℃。

模型2（Tca8113细胞与CAFs共同培养）：细胞浓度为

3×105个/mL Tca8113细胞无血清培养基培养24 h后，

装配上接种有细胞浓度为3×105个/mL CAFs的Tran-

swell小室，与细胞共同培养0、2、12、24 h时裂解

Tca8113细胞，步骤同前。

1.4 Western杂交检测ERK1/2及磷酸化细胞外信号

调节激酶（phosphorylated ERK1/2，pERK1/2）的

表达

按照蛋白定量试剂盒说明测定上述两种模型所

得样本的蛋白浓度。样本与5倍还原上样缓冲液混

匀，95 ℃水浴10 min。按每泳道25 μg蛋白上样，

4℃行SDS- PAGE电泳（质量浓度为80 g/L分离胶，质

量浓度为50 g/L浓缩胶）。凝胶与PVDF膜于电转缓冲

液中平衡30 min后，半干电转仪中10 V电转40 min。

质量浓度为50 g/L BSA封闭1 h。加兔抗人pERK1/2

（稀释度1∶1 000），37℃孵育30min，4℃过夜。TTBS

洗脱一抗后，加辣根酶标记山羊抗兔IgG（稀释度

1∶5 000），室温反应1 h。TTBS和TBS洗脱二抗。按

化学发光试剂盒说明配制发光底物，均匀滴加于

PVDF膜，5 min后吸去多余底物，塑料袋封膜，暗

盒中曝光3 min，冲洗胶片。PVDF膜于50 ℃洗脱

1 h。TBS漂洗后，重新封闭，加入兔抗人ERK1/2

（稀释度1∶1 000），余下步骤同前。采用凝胶图像分

析系统对结果进行灰度扫描，条带灰度与条带面积

的乘积反映所测抗原量。实验以β- actin作为内参。

2 结果

2.1 CAFs条件培养基刺激后Tca8113细胞内ERK1/2

及pERK1/2的变化

CAFs条件培养基刺激后，ERK1/2表达无显著变

化，仅60 min时略增强。但pERK2表达明显增强，

15 min时约为刺激前45.5倍，30 min时为刺激前的

20.6倍，60 min后逐渐减弱（图1）。pERK1与ERK1的

比值、 pERK2与ERK2的比值刺激后迅速升高，

15 min达到峰值，此后随时间延长逐渐降低（图2）。

1：0 min；2：15 min；3：30 min；4：60 min；5：120 min

图 1 CAFs条件培养基刺激后Tca8113细胞内ERK1/2及pERK1/2

的表达

Fig 1 ERK1/2 and pERK1/2 expression in Tca8113 stimulated

by CAFs conditioned medium

图 2 CAFs条件培养基刺激后Tca8113细胞内pERK1与ERK1比

值、pERK2与ERK2比值的变化

Fig 2 The ratio of pERK1 to ERK1 and the ratio of pERK2 to

ERK2 in Tca8113 stimulated by CAFs conditioned medium

2.2 与CAFs共同培养后Tca8113细胞内ERK1/2及

pERK1/2的变化

与CAFs共同培养后，Tca8113细胞内ERK1/2表

达在前2 h保持稳定，但pERK1/2，尤其pERK2，比

共同培养前明显增强，2 h时达到峰值，为共同培养

前的5.1倍。共同培养12 h后Tca8113细胞内ERK1/2

和pERK1/2的表达则明显减少（图3）。pERK1与ERK1

的比值、pERK2与ERK2的比值在2 h时达到峰值，

12 h后恢复到基础水平（图4）。

1：0 h；2：2 h；3：12 h；4：24 h

图 3 CAFs共同培养后Tca8113细胞内ERK1/2及pERK1/2的表达

Fig 3 ERK1/2 and pERK1/2 expression in Tca8113 cocultured

with CAFs
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图 4 CAFs共同培养后Tca8113细胞内pERK1与ERK1比值、

pERK2与ERK2比值的变化

Fig 4 The ratio of pERK1 to ERK1 and the ratio of pERK2 to

ERK2 in Tca8113 cocultured with CAFs

3 讨论

在前期研究[5]中，本课题组已发现口腔CAFs可

通过其强大的分泌功能促进舌癌细胞株Tca8113增殖

和侵袭。由于ERK通路主要受生长因子激活，其异

常活化与包括口腔鳞状细胞癌在内的多种肿瘤的发

生发展密切相关，因此本实验选择研究口腔CAFs对

Tca8113细胞ERK通路的影响，以期揭示CAFs促进

舌癌细胞增殖和侵袭作用的可能机制。本研究分别

建立了两种CAFs与Tca8113的作用模型。一种是以

CAFs条件培养基作用于Tca8113细胞。由于条件培

养基中含有CAFs分泌的多种可溶性生长因子、细胞

因子，通过该模型可观察CAFs通过旁分泌途径对肿

瘤细胞ERK通路的影响。因为其产生影响需时较

短，故选择2 h以内的5个时间点进行观测, 但此模

型仅能反映CAFs对肿瘤细胞单方面的作用。另一种

模型是采用Transwell小室建立细胞共同培养模型，

可更好地模拟体内细胞的交互作用、观察CAFs对

Tca8113细胞内ERK通路的影响。由于CAFs需一定

时间产生足量的可溶性因子作用于Tca8113，故选择

2 h及2 h以后的时间点观测。

研究结果表明，CAFs条件培养基对Tca8113细

胞内ERK1/2影响不大，但可使pERK1/2的表达显著

增高，使pERK与ERK比值提高，峰值出现于15 min

时，随后活化水平逐渐降低。这可能是由于条件培

养基中生长因子的消耗所致。细胞共同培养时，

ERK1/2在2 h内同样无明显变化，但在2 h时pERK2、

pERK2与ERK2的比值明显增加。因此，两种模型的

研究均显示口腔CAFs可激活Tca8113细胞内的ERK

通路。本实验中，在细胞共同培养12 h后，Tca8113

细胞内ERK和pERK的含量均明显降低，这是由于

Tca8113细胞长时间缺乏血清支持而出现了生长抑

制，还是由于ERK通路的活化状态受到了其他复杂

因素的影响，尚有待进一步研究。

由于有关CAFs分泌功能的研究少且分散，因此

尚无法明确判断哪一个或哪一些因子参与了ERK通

路的活化。有研究[8]证实，CAFs可分泌大量肝细胞

生长因子作用于肿瘤细胞；另有研究[9]揭示肝细胞

生长因子与其受体C- Met结合可直接激活口腔鳞状

细胞癌细胞株内的ERK信号传导通路，由此推测

CAFs可通过分泌大量肝细胞生长因子激活ERK通

路，从而促进肿瘤细胞的增殖。鉴于ERK通路上游

分子及CAFs分泌因子的多样性，因此，认为Tca8113

细胞内ERK通路的激活可能是多种因子的综合作用

结果。同时，由于在CAFs与肿瘤细胞的交互作用中

存在着复杂的信号传导网络[10]，所以CAFs对Tca8113

细胞信号传导通路的影响也不仅限于ERK通路。
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