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[摘要] 目的 探讨TGF-β对膀胱癌组织中巨噬细胞来源肿瘤相关成纤维细胞(CAF)的影响及其机制。方

法 采用Kaplan-Meier法分析膀胱癌组织中α-SMA+CD68+CAF表达水平与患者的总生存率(OS)的关系;采用

免疫荧光技术检测α-SMA+CD68+CAF在膀胱癌组织中的浸润情况;采用 Westernblot实验检测 TGF-β对

α-SMA+CD68+CAF体外诱导作用。同时构建膀胱癌小鼠模型,采用免疫荧光技术和免疫组化法检测TGF-β对膀

胱癌小鼠体内α-SMA+CD68+CAF的诱导作用及对CD8+T细胞浸润的影响。结果 膀胱癌组织中α-SMA 与

CD68的表达呈正相关,且α-SMA+CD68+CAF高表达的患者预后更差(χ2=9.05,P<0.05)。免疫荧光技术检测

结果显示,膀胱癌组织中存在α-SMA+CD68+CAF。Westernblot实验检测结果显示,TGF-β可显著促进α-SMA+

CD68+CAF的生成。膀胱癌小鼠模型体内实验显示,TGF-β可促进膀胱癌组织中α-SMA+CD68+CAF的生成,从
而抑制CD8+T细胞的浸润。结论 TGF-β可显著促进膀胱癌组织中巨噬细胞来源CAF的生成,从而抑制CD8+

T细胞的浸润。
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[ABSTRACT] Objective ToinvestigatetheeffectandmechanismofTGF-βonmacrophage-derivedcancer-associatedfibro-

blasts(CAFs)inbladdercancertissue. Methods TheKaplan-Meiermethodwasusedtoinvestigatetherelationshipbetweenthe

expressionofα-SMA+CD68+CAFandoverallsurvival(OS)inbladdercancer;immunofluorescenceassaywasusedtoobservethe

infiltrationofα-SMA+CD68+CAFinbladdercancertissue;WesternblotwasusedtoobservetheinductiveeffectofTGF-βon

α-SMA+CD68+CAFinvitro.Amousemodelofbladdercancerwasestablished,andimmunofluorescenceassayandimmunohisto-

chemistrywereusedtoobservetheinductiveeffectofTGF-βonα-SMA+CD68+CAFanditseffectontheinfiltrationofCD8+T

cellsinmicewithbladdercancer. Results Theexpressionofα-SMAwaspositivelycorrelatedwiththatofCD68inbladdercan-

certissue,andthepatientswithahighexpressionlevelofα-SMA+CD68+CAFtendedtohaveapoorerprognosis(χ2=9.05,P<

0.05).Immunofluorescenceassayshowedthepresenceofα-SMA+CD68+CAFinbladdercancertissue,andWesternblotshowed

thatTGF-βcouldsignificantlypromotetheproductionofα-SMA+CD68+CAF.Invivoexperimentsinamousemodelofbladder

cancershowedthatTGF-βpromotedthegenerationofα-SMA+CD68+CAFinbladdercancertissue,therebyinhibitingtheinfiltra-

tionofCD8+Tcells. Conclusion TGF-βcansignificantlypromotetheproductionofmacrophage-derivedCAFinbladdercancer

tissue,therebyinhibitingtheinfiltrationofCD8+Tcells.
[KEYWORDS] Transforminggrowthfactorbeta;Cancer-associatedfibroblasts;Urinarybladderneoplasms;Tumor-asso-
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  随着近年来肿瘤免疫治疗的兴起,以PD-1/PD-
L1为代表的免疫检查点抑制剂在肿瘤免疫治疗中

取得了良好的效果,但对于晚期膀胱癌患者存在着

免疫治疗反应低及耐药等问题,限制了其在临床中

的应用[1]。既往研究发现膀胱癌免疫治疗耐药的产

生与免疫抑制肿瘤微环境的形成有关[2],而肿瘤相

关成纤维细胞(CAF)是免疫抑制肿瘤微环境形成

的重要因素之一[3],但膀胱癌中CAF的具体来源尚

不清楚。近年来在肿瘤微环境中发现了表达成纤维

标志物的肿瘤相关巨噬细胞(TAM)[4-6]。本课题组

前期 研 究 发 现 转 化 生 长 因 子-β(TGF-β)、TAM、

CAF与膀胱癌患者免疫治疗耐药密切相关[7-8],由
此推测TGF-β可通过诱导TAM 向CAF转化,参
与膀胱癌免疫治疗耐药性的产生。本研究通过体内

外实验观察膀胱癌组织中TGF-β对巨噬细胞来源
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的CAF的影响,探讨膀胱癌中TAM 向CAF转化

的相关机制。

1 材料与方法

1.1 膀胱癌组织中α-SMA 与CD68表达相关性及

Kaplan-Meier(K-M)生存曲线分析

通过 TCGA-BLCA 数 据 库 (https://portal.
gdc.cancer.gov/)收集膀胱癌患者的临床信息,以及

膀胱癌组织中α-SMA 与CD68mRNA 的表达水

平,并通过Spearman方法分析α-SMA 与CD68表

达水平的相关性。根据CD68高表达膀胱癌组织中

的α-SMA 表达水平将患者分为高、低表达组,采用

K-M法分析α-SMA+CD68+CAF表达水平与患者

的总生存率(OS)的关系。

1.2 仪器与试剂

鼠源性膀胱癌细胞MB49购自武汉普诺赛生命

科技有限公司。12只4周龄的C57B16/N 小鼠购

自北京维通利华实验动物技术有限公司。α-SMA、

CD68、CD8、GAPDH 抗体购自武汉三鹰生物技术

有限公司,TGF-β、重组小鼠巨噬细胞集落刺激因子

(M-CSF)购自上海 MedChemExpressLLC,十二烷

基硫酸钠(SDS)裂解液、二喹啉甲酸(BCA)试剂盒

购自美国ThermoFisherScientific公司,HRP偶联

二抗 购 自 美 国JacksonImmunoResearch公 司。

FITC、PE抗体购自艾博抗(上海)贸易有限公司。
荧光显微镜购买于美国Olympuslifescience公司,

EVOSFLAuto显微镜购买于加拿大 Thermo
Fisher公司。

1.3 临床样本的收集

收集2023年5月—2023年8月于青岛大学附

属医院泌尿外科行全膀胱切除术的10例患者的膀

胱癌组织及其正常膀胱组织,正常膀胱组织距癌灶

边缘5cm以上。随后将提取的膀胱癌组织及正常

膀胱组织经脱水、石蜡包埋后制成5μm厚的石蜡

切片。患者术前均未接受过新辅助化疗、放疗或免

疫治疗。

1.4 小鼠骨髓源性巨噬细胞(BMDM)向CAF的转

化诱导

4周龄C57B16/N 小鼠脱颈处死后,用1mL
注射器从其胫骨、股骨和髂骨骨髓腔中抽取骨髓和

细胞混合液,离心后收集骨髓细胞。将骨髓细胞接

种于含有10%热灭活胎牛血清(FBS)和含50μg/L
M-CSF的DMEM/F12培养基中,培养7d后,按照

相关文献报道的方法[9],通过流式细胞术检测细胞

中CD68+ 巨噬细胞的浓度,当超过95%的细胞为

CD68+细胞时,则认为BMDM培养成功。
将BMDM细胞接种于24孔板中,分为对照组

和TGF-β组,TGF-β组中每孔加入含10% FBS及

5μg/LTGF-β的DMEM培养基150μL,对照组中

每孔加入含10%FBS以及PBS的DMEM 培养基

150μL,将24孔板置于37℃含体积分数0.05的

CO2恒温培养箱中继续培养5d,用于后续实验。

1.5 Westernblot实验检测BMDM细胞中α-SMA
蛋白表达量

取培养5d后的上述两组BMDM 细胞,吸出

24孔板中的原培养液,每孔加入1mmol/LSDS裂

解液裂解细胞,收集细胞悬液并12000r/min离心

30min,分离上清液,使用BCA试剂盒检测各样本

中的蛋白浓度。使用PAGE凝胶快速制备试剂盒

制备SDS-PAGE凝胶,每孔上样20μL蛋白样品

后,80V电泳30min,120V电泳1h,随后290mA
转膜1.5h。室温牛奶封闭2h,将膜与α-SMA一抗

(1∶4000)4℃下孵育过夜。次日再将膜与 HRP
偶联二抗(1∶10000)室温孵育1h。洗膜后用增强

化学发光试剂盒显影。采用ImageJ软件检测各个

条带的灰度值,以GAPDH(1∶10000)为内参,计
算各目的蛋白的相对表达量。实验重复3次,结果

取均值。

1.6 膀胱癌小鼠模型的建立

将12只C57BL/6N 小鼠在25℃下适应性饲

养7d,取密度1×1010个/L的鼠源性膀胱癌细胞

MB49细胞悬液500μL,皮下接种于小鼠左腹股沟,
将小鼠随机分为对照组与实验组,每组6只。当接

种部位出现肉眼可见的肿瘤时,实验组小鼠尾静脉

注射含5μg/LTGF-β的PBS100μL,对照组小鼠

尾静脉注射等体积PBS,两组小鼠均每2d注射一

次。饲养至第30天时麻醉后处死两组小鼠,完整剥

离出肿瘤组织,置于4%甲醛中固定,依次经脱水、
石蜡包埋后制成5μm厚的石蜡切片。

1.7 免疫荧光技术检测膀胱癌患者及小鼠组织切

片中的α-SMA、CD68表达

将膀胱癌患者的肿瘤组织和正常组织石蜡切

片,以及小鼠肿瘤组织的石蜡切片60℃下烘烤2h,
经二甲苯脱蜡,梯度乙醇脱水、蒸馏水水化后,置于

抗原修复液中高压煮沸20min,并以1% ABS封闭

1h。将切片分别与稀释以后的α-SMA(1∶400)、

CD68(1∶400)一抗在4℃下孵育过夜。次日室温

下与荧光二抗孵育1h,使用DAPI染色剂染色细胞
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核。最后加入抗荧光淬灭剂,甘油封片,使用Olym-
pus荧光显微镜观察α-SMA、CD68的荧光染色情

况,并用ImageJ软件计算α-SMA+CD68+ 细胞占

比(每个视野下α-SMA+CD68+双阳性细胞数与总

细胞数的比值)。实验重复3次,结果取均值。

1.8 免疫组化检测小鼠切片组织中α-SMA、CD8
的表达

将小鼠肿瘤组织石蜡切片依次经脱蜡、水化等

处理以后,置于柠檬酸钠抗原修复液(0.01mol/L,

pH6)当中加热20min,冷却至室温后,用3%牛血

清白蛋白(BSA)封闭30min。将切片分别与α-
SMA(1∶200)、CD8(1∶10000)一抗4℃下孵育过

夜,第2天室温下与同种属的二抗孵育30min,

DAB显色后,用苏木素染色剂染色细胞核,脱水封

片。使用EVOSFLAuto显微镜观察切片染色

情况并拍照,统计每个视野下α-SMA+细胞数目与

CD8+T细胞数目。实验重复3次,结果取均值。

1.9 流式细胞术检测BMDM细胞中α-SMA、CD68
表达

取培养5d的两组BMDM细胞,置于离心管中

以1000r/min离心15min,随后以PBS缓冲液重

悬细胞,再以1000r/min离心15min,弃去上清

液,随后在每管中加入300μL上样缓冲液重悬,再
依次加入5μLFITC(阳性表示α-SMA+)和10μL
PE(阳性表示CD68+)染色液。最后使用流式细胞

仪分析并计算α-SMA+CD68+细胞在BMDM 细胞

中的占比。

2 结  果

2.1 α-SMA+CD68+与膀胱癌患者预后的相关性

对TCGA数据库相关数据分析显示,膀胱癌患

者肿瘤组织中CAF标记物α-SMA 和TAM标记物

CD68的表达呈正相关(R=0.24,P<0.05)。K-M
生存曲线分析结果显示,α-SMA+CD68+ 高表达组

患者OS明显低于α-SMA+CD68+ 低表达组(χ2=
9.05,P<0.05)。

2.2 α-SMA+CD68+ 细胞在膀胱癌患者肿瘤组织

中的浸润情况

免疫荧光染色结果显示,膀胱癌患者的肿瘤组

织当中存在CAF标记物α-SMA+ 和TAM 标记物

CD68+共定位表达的现象,正常组织和肿瘤组织中

α-SMA+CD68+细胞占比分别为(0.33±0.18)%、
(2.84±1.45)%,差异有统计学意义(t=2.971,P<
0.05)。见图1。

蓝色为细胞核,绿色为CD68,红色为α-SMA,MERGE为混合图像,免疫荧光染色,100倍

图1 α-SMA+CD68+细胞在膀胱癌患者肿瘤组织中的浸润情况

2.3 TGF-β对α-SMA+CD68+细胞体外诱导作用

Westernblot实验的检测结果显示,对照组和

TGF-β组BMDM 细胞中α-SMA蛋白相对表达量

为分别为0.01±0.01、0.69±0.08,差异有统计学意

义(t=15.41,P<0.05)。见图2。流式细胞术检测

结果显示,TGF-β组中α-SMA+CD68+ 细胞占比明

显高于对照组。见图3。

2.4 TGF-β对膀胱癌小鼠体内α-SMA+CD68+ 细

胞的诱导作用及对CD8+T细胞浸润的影响

免疫荧光染色结果显示,对照组以及实验组小

鼠肿瘤组织当中α-SMA+CD68+ 细胞占比分别为

(1.33±1.10)%、(23.25±9.15)%,差异有统计学意

义(t=4.120,P<0.05)。见图4。切片免疫组化染

色结果显示,对照组和实验组小鼠肿瘤组织中每个

视野下α-SMA+ 细胞数目分别为(10.74±5.46)、
(40.93±6.87)个,差异具有统计学意义(t=8.432,
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P<0.05),对照组和实验组的肿瘤组织中每视野下

CD8+T细胞数目分别为(61.81±11.25)、(10.07±
5.54)个,差异有统计学意义(t=10.10,P<0.05)。
见图5。

图2 两组BMDM 细胞中α-SMA蛋白表达水平

图3 流式细胞术检测两组BMDM 细胞中α-SMA+CD68+ 细

胞表达水平

3 讨  论

肿瘤微环境是目前影响肿瘤治疗的主要因素之

一[10],CAF是肿瘤微环境中最丰富的基质细胞类

型,具有高度异质性和多功能性[11-13],其与肿瘤的恶

性进展、侵袭转移以及不良预后密切相关[14-16]。有

研究表明CAF可通过增强肿瘤微环境中细胞外基

质(ECM)的硬度从而阻碍免疫细胞的浸润[17-18]。
此外CAF还可通过释放细胞因子促进血管生成以

加快肿瘤的恶性进展[19]。因此,深入探索CAF的

形成分化、分子分型以及其在肿瘤免疫抑制微环境

形成中的作用,对于阐明膀胱癌免疫治疗耐药性的

机制,克服膀胱癌免疫治疗目前面临的反应性低、耐
药性等瓶颈问题具有重要意义。

本研究通过TCGA数据库分析巨噬细胞标志

物CD68与成纤维细胞标志物α-SMA 之间的相关

性,并检测临床样本中两种标志物的表达情况,结果

发现在膀胱癌组织中α-SMA 表达与CD68表达存

在正相关,且在膀胱癌肿瘤组织中α-SMA、CD68共

定位表达现象明显高于正常膀胱组织,提示在膀胱

癌肿瘤微环境中存在巨噬细胞来源的CAF细胞,即

α-SMA+CD68+CAF细胞,目前已被证实肿瘤微环

境中的CAF来源于多种细胞途径,如内皮间充质转

化、上皮间充质转化等[20]。CHEN等[21]研究显示,

TGF-β可加快肾脏纤维化的进展,而骨髓源性巨噬

细胞是纤维化中成纤维细胞的主要来源[22-23]。研究

发现在肺癌和神经母细胞癌中TAM 与CAF水平

显著相关[4],临床上,巨噬细胞标志物的CAF也被

认为是口腔鳞状细胞癌患者预后不良的指标[24],这
提示α-SMA+CD68+CAF细胞可能在肿瘤微环境

中发挥重要作用,但对于α-SMA+CD68+CAF细胞

的具体作用机制及相关信号通路目前尚不清楚。
为了进一步研究α-SMA+CD68+CAF细胞对

肿瘤微环境的影响以及相关的信号通路,本研究通

过TGF-β干预BMDM细胞的方式来尝试体外诱导

α-SMA+CD68+CAF细胞生成,通过 Westernblot
方法检测α-SMA蛋白表达水平,结果发现 TGF-β
干预后BMDM 细胞中α-SMA蛋白的表达水平明

显上调,这提示TGF-β可能在诱导α-SMA+CD68+

CAF细胞生成过程中发挥作用。本研究的流式细

胞术检测结果显示,TGF-β干预后α-SMA+CD68+

CAF细胞数明显多于对照组。上述结果提示TGF-

β可以明显促进α-SMA+CD68+CAF细胞的生成。

蓝色为细胞核,绿色为CD68,红色为α-SMA,MERGE为混合图像,免疫荧光染色,100倍

图4 免疫荧光技术检测小鼠肿瘤组织中α-SMA+CD68+细胞表达水平
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棕色为α-SMA+和CD8+T细胞,蓝色为细胞核,免疫组化染色;左侧放大倍数100倍,右下角bar代表50μm,右侧为左侧黑框区域的局

部放大(400倍),右下角bar代表150μm
图5 小鼠肿瘤组织中α-SMA表达及CD8+T细胞浸润情况

TGF-β/Smad3通路是骨髓源性巨噬细胞向成纤维

细胞转化的重要通路[25]。TGF-β/Smad3信号传导

的失调与肿瘤发生和纤维化显著相关,该通路可将

成纤维细胞重编程从而导致CAF活化[26],其主要

通过调节ECM 积累和CAF活化来发挥促肿瘤作

用[22]。TANG等[9]通过单细胞测序研究发现,在非

小细胞肺癌中,Smad3可通过 TGF-β/Smad3通路

促进巨噬细胞来源的CAF生成,并通过促进ECM
及新生血管生成来加速肿瘤的发生发展。此外,

TGF-β还可通过抑制免疫细胞的功能参与肿瘤免

疫抑制微环境的形成[27]。本研究通过构建膀胱癌

小鼠模型来验证TGF-β对于α-SMA+CD68+CAF
细胞生成及免疫微环境的影响,通过免疫荧光技术

检测小鼠肿瘤组织中α-SMA与CD68的共定位表

达情况,结果发现加入TGF-β后,小鼠肿瘤组织中

α-SMA+CD68+CAF细胞明显增多,这进一步说明

TGF-β促进了α-SMA+CD68+CAF细胞的生成。
研究显示,CAF通过分泌ECM形成物理屏障,进而

阻碍免疫细胞(如T细胞)浸润,以及参与免疫抑制

微环境的形成[28],而 TGF-β是促进肿瘤微环境当

中CAF生成的关键信号通路[9]。本研究通过给予

膀胱癌小鼠 TGF-β处理并通过免疫组化检测α-
SMA与CD8+T细胞染色情况,结果发现TGF-β的

干预促进了小鼠肿瘤组织中α-SMA+细胞的生成,
同时其还抑制了小鼠肿瘤组织中CD8+T细胞的浸

润,提示 TGF-β可通过促进α-SMA+CD68+CAF
生成,来抑制免疫细胞浸润,从而参与免疫抑制微环

境的形成。
总之,本研究在膀胱癌肿瘤微环境中检测到了

α-SMA+CD68+CAF细胞,并揭示了TGF-β参与免

疫抑制肿瘤微环境形成的机制,可能是通过促进α-
SMA+CD68+CAF的生成,进一步抑制了免疫细胞

的浸润。本研究有助于进一步阐明膀胱癌免疫治疗

的耐药机制,为抑制膀胱癌免疫治疗耐受提供了数

据参考。
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