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[摘要] 目的 探讨转化生长因子β1(TGF-β1)对膀胱癌 T24细胞增殖、迁移能力的影响及其机制。方法

以浓度为0、1、5、10、20、40μg/L的TGF-β1处理T24细胞24h,采用 MTT法检测细胞的增殖活性,采用细胞划痕

方法检测其迁移能力,采用 Westernblot检测细胞中程序性死亡配体-1(PD-L1)蛋白的相对表达量;使用浓度为

5μg/L的TGF-β1处理T24细胞0、0.5、1、2、6、24h,采用 Westernblot实验检测细胞PD-L1蛋白及磷酸化丝苏氨

酸蛋白激酶(p-AKT)和磷酸化细胞外调节激酶(p-ERK)蛋白的相对表达量;将T24细胞分为 A~C组,A组使用

正常培养基培养,B组培养基中加入终浓度为5μg/L的TGF-β1培养,C组培养基加入终浓度为5μg/L的TGF-β1
及SB431542培养,Westernblot方法检测A~C组细胞中PD-L1相对表达量;将T24细胞分为D~G组,D组使用

正常培养基培养,E组培养基中加入终浓度为5μg/L的 TGF-β1培养,F组培养基中加入终浓度为5μg/L的

TGF-β1、AKT抑制剂 MK2206培养,G组培养基加入终浓度5μg/L的TGF-β1、ERK抑制剂 U0126处理T24细

胞,均处理24h,Westernblot方法检测D~G组细胞中p-AKT、p-ERK和PD-L1相对表达量。结果 浓度0、1、5、

10、20、40μg/L的TGF-β1处理T24细胞24h,其他浓度的TGF-β1处理T24细胞的增殖能力相较于0μg/L时均

显著增强(t=3.59~12.18,P<0.05),各浓度之间T24细胞的迁移率没有显著差异(P>0.05),浓度为5μg/L时相

较于其他浓度,PD-L1蛋白表达明显升高(t=3.22~5.64,P<0.05);浓度为5μg/L的TGF-β1处理T24细胞0、

0.5、1、2、6、24h后,T24细胞PD-L1蛋白表达随时间延长逐渐升高(F=199.20,P<0.05),并且处理时间为0.5h
相较于其他处理时间,p-AKT、p-ERK表达量显著升高(t=6.26~64.24,P<0.05);B组与A组比较,T24细胞PD-
L1蛋白表达水平明显升高(t=31.24,P<0.05),C组与B组比较,PD-L1蛋白的表达水平降低(t=17.04,P<
0.05);E组与D组比较,T24细胞的PD-L1、p-AKT、p-ERK蛋白水平明显升高(t=9.44~37.29,P<0.05),G组与

E组比较,p-AKT、PD-L1蛋白表达水平显著降低(t=104.40、6.74,P<0.05);F组与E组比较,p-ERK、PD-L1蛋白

表达水平显著降低(t=24.26、17.01,P<0.05)。结论 TGF-β1可以促进膀胱癌T24细胞增殖和细胞内PD-L1表

达,不影响其迁移,其作用机制可能是通过促进细胞内PD-L1、p-ERK和p-AKT表达实现的。
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EFFECTOFTRANSFORMINGGROWTHFACTORβ1ONPROLIFERATIONANDMIGRATIONABILITYOFBLADDERCANCER
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[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheeffectoftransforminggrowthfactorβ1(TGF-β1)ontheproliferationandmi-

grationabilityofbladdercancerT24cellsanditsmechanism. Methods T24cellsweretreatedwithTGF-β1atconcentrationsof

0,1,5,10,20and40μg/Lfor24h.TheproliferationactivityofT24cellswasdeterminedbymethylthiazolyltetrazoliumassay;

theirmigrationabilitywasdetectedbycellscratchingmethod;therelativeexpressionofprogrammeddeathligand-1(PD-L1)pro-

teininT24cellswasdetectedbyWesternblot.T24cellsweretreatedwithTGF-β1ataconcentrationof5μg/Lfor0,0.5,1,2,

6and24h.TherelativeexpressionofPD-L1proteinaswellasphosphorylatedserine-threonineproteinkinase(p-AKT)andphos-

phorylatedextracellularregulatedkinase(p-ERK)proteinsinT24cellsweredetectedbyWesternblot.T24cellsweredividedinto

groupsAtoG.GroupAwasculturedwithnormalmedium;groupBwasculturedwiththemediumcontainingTGF-β1atafinal

concentrationof5μg/L;groupCwasculturedwiththemediumcontainingTGF-β1andSB431542atafinalconcentrationof

5μg/L.TherelativeexpressionofPD-L1ingroupsAtoCwasmeasuredbyWesternblot.GroupDwasculturedwithnormalme-

dium;groupEwasculturedwiththemediumcontainingTGF-β1atafinalconcentrationof5μg/L;groupFwasculturedwiththe

mediumcontainingTGF-β1andAKTinhibitorMK2206atafinalconcentrationof5μg/L;groupGwasculturedwiththemedium

containingTGF-β1andERKinhibitorU0126atafinalconcentration

of5μg/L.AllT24cells weretreatedfor24 h.Therelative

expressionofp-AKT,p-ERK,andPD-L1proteinsingroupsDtoG

wasdetectedbyWesternblot. Results AfterT24cellsweretrea-
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tedwithTGF-β1atconcentrationsof0,1,5,10,20and40μg/Lfor24h,theproliferationabilityofT24cellswassignificantly

enhancedcomparedwiththatofT24cellstreatedwithTGF-β1at0μg/L(t=3.59-12.18,P<0.05);themigrationrateofT24

cellsdidnotdiffersignificantlybetweentheconcentrations(P>0.05);thePD-L1proteinexpressionwassignificantlyhigherin

T24cellstreatedwithTGF-β1at5μg/Lthanatotherconcentrations(t=3.22-5.64,P<0.05).AfterT24cellsweretreatedwith

TGF-β1at5μg/Lfor0,0.5,1,2,6and24h,thePD-L1proteinexpressioninT24cellsgraduallyincreasedwithtime(F=

199.20,P<0.05),andthep-AKTandp-ERKexpressionwassignificantlyhigherat0.5hthanatothertimepoints(t=6.26-

64.24,P<0.05);theexpressionlevelofPD-L1proteininT24cellswassignificantlyhigheringroupBthaningroupA(t=31.24,

P<0.05)anddecreasedingroupCcomparedwithgroupB(t=17.04,P<0.05);thelevelsofPD-L1,p-AKT,andp-ERKpro-

teinsinT24cellsweresignificantlyhigheringroupEthaningroupD(t=9.44-37.29,P<0.05),whiletheexpressionlevelsof

p-AKTandPD-L1proteinsweresignificantlyloweringroupGthaningroupE(t=104.40,6.74,P<0.05);theexpressionlevels

ofp-ERKandPD-L1proteinsweresignificantlydecreasedingroupFcomparedwithgroupE(t=24.26,17.01,P<0.05). Con-

clusion TGF-β1promotestheproliferationofbladdercancerT24cellsandPD-L1expressioninthecellswithoutaffectingtheir

migration.ThemechanismofactionmaybeachievedbypromotingtheexpressionofPD-L1,p-AKT,andp-ERKinthecells.
[KEYWORDS] Urinarybladderneoplasms;Transforminggrowthfactorbeta1;Cellproliferation;Cellmovement;B7-H1

antigen;Proteinserine-threoninekinases;Mitogen-activatedproteinkinase3

  膀胱癌是泌尿系统常见的恶性肿瘤之一,近年

其发病率和死亡率呈现逐年增高的趋势[1-2]。随着

近年来医学技术不断发展,肿瘤免疫治疗已取得一

定成效,为膀胱癌的治疗提供了新思路。转化生长

因子β1(TGF-β1)是一种多功能生长抑制因子,其
在肿瘤早期能够促进正常细胞的分化并且能够抑制

肿瘤细胞增殖,而在肿瘤晚期,TGF-β1则通过促进

上皮-间充质转化(EMT)、刺激血管生成、诱导免疫

抑制与肿瘤微环境形成等过程,发挥促进肿瘤进展

的作用[3-4]。PD-L1是一种免疫检查点关键蛋白,与
T细胞上的程序性死亡配体1(PD-1)结合,导致肿瘤

免疫抑制[5]。目前关于TGF-β1与膀胱癌相关性的

研究并不多,本研究旨在探讨TGF-β1对膀胱癌T24
细胞增殖、迁移能力的影响及其可能的作用机制。

1 材料和方法

1.1 细胞与试剂

膀胱癌细胞 T24细胞系购买于中国科学院上

海生物研究所细胞资源中心;TGF-β1、SB431542、

MK2206、U0126购自美国 MedChemExpress公司;

Ecl显影试剂购自美国 Millipore公司;PD-L1、磷酸

化的丝苏氨酸蛋白激酶(p-AKT)、磷酸化的细胞外

调节激酶(p-ERK)蛋白、α肌动蛋白(α-ACTIN)抗
体购自美国CST公司;二抗购自美国JacksonIm-
munoResearch公司。

1.2 细胞培养

人膀胱癌细胞系T24细胞在37℃、含体积分

数0.05CO2条件下,在RPMI1640培养基(含体积

分数0.10胎牛血清、1×108U/L链霉素和100g/L
青霉素)中进行培养,当细胞密度到达80%以上,使
用胰蛋白酶进行消化,使贴壁的T24细胞悬浮,加

入胎牛血清终止胰蛋白酶消化,以1000r/min离

心5min后重悬,细胞计数后进行后续实验。

1.3 MTT法检测TGF-β1对T24细胞的增殖能力

的影响

取对数生长期的T24细胞均匀接种于96孔板

(5000个/孔)内,继续培养8h待T24细胞贴壁后;
加入终浓度为0、1、5、10、20、40μg/L的TGF-β1继

续培养24h后,每种浓度分别设置5个复孔;加入

20μLMTT溶液(5g/L)4h后,弃上清液;每孔加

150μL二甲基亚砜,摇床上低速振荡10min,以酶

联免疫检测仪检测波长490nm处各孔吸光度值。

1.4 细胞划痕实验检测TGF-β1对T24细胞迁移

能力的影响

取对数生长期的T24细胞均匀接种于12孔板

(25000个/孔)内培养,待细胞密度大于90%后弃

上清液,PBS清洗后,更换为无血清的RPMI1640
培养液培养,加入0、1、5、10、20、40μg/L的 TGF-

β1培养24h后,使用倒置显微镜4倍视野下观察细

胞划痕愈合情况。

1.5 Westernblot方法检测TGF-β1对于 T24细

胞PD-L1蛋白表达影响

按照1.4方法以终浓度0、1、5、10、20、40μg/L
的TGF-β1处理T24细胞24h,提取细胞中的总蛋

白;将对数生长期的T24细胞分为 A~C组,A组

使用正常培养基培养,B组培养基中加入终浓度为

5μg/L的TGF-β1培养,C组培养基中加入终浓度

为5μg/L的TGF-β1以及SB431542培养,均处理

24h后,提取细胞总蛋白。分别对以上蛋白进行聚

丙烯酰胺凝胶上电泳,PVDF转膜,然后封闭0.5h,
使用PD-L1蛋白单克隆抗体进行孵育过夜后,以α-
ACTIN为内参照,TBST洗膜3次,二抗室温孵育
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2h,TBST洗膜3次,ECL显影液显影,拍照并保

存,使用ImageJ软件对成像进行灰度值分析。

1.6 Westernblot方法检测TGF-β1对 T24细胞

中p-ERK、p-AKT、PD-L1蛋白表达的影响

按1.4方法以质量浓度5μg/L的 TGF-β1处

理T24细胞0、0.5、1、2、6、24h后,提取细胞中总蛋

白;将对数生长期的膀胱癌 T24细胞分为 D~G
组,D组使用正常培养基培养,E组培养基中加入终

浓度为5μg/L的TGF-β1培养,F组培养基中加入

终浓度为5μg/L的TGF-β1、AKT抑制剂MK2206
培养,G组培养基中加入终浓度5μg/L的TGF-β1、

ERK抑制剂U0126处理T24细胞,均培养24h以

后提取总蛋白;分别对以上蛋白进行 Westernblot
方法检 测,以α-actin作 为 内 参 照,检 测 p-ERK、

p-AKT以及PD-L1蛋白的表达情况。

1.7 统计学分析

使用统计学软件SPSS19对数据进行统计学分

析,通过GraphPadPrism8软件作图。实验独立重

复3次,结果取均值。计量资料以􀭺x±s表示,多组

间比较采用单因素方差分析,两两比较采用LSD-t
检验,以P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结  果

2.1 不同浓度TGF-β1对T24细胞增殖能力影响

以浓度0、1、5、10、20、40μg/L的TGF-β1处理

T24细胞的吸光度值分别为0.92±0.02、1.02±
0.02、1.18±0.06、1.23±0.03、1.24±0.06、1.16±
0.02。各浓度间T24细胞的增殖能力比较差异具有

显著性(F=48.30,P<0.05),其他浓度的TGF-β1
处理T24细胞的增殖能力相较于0μg/L时均显著

增强(t=3.59~12.18,P<0.05)。

2.2 不同浓度TGF-β1对T24细胞迁移能力影响

浓度0、1、5、10、20、40μg/L的 TGF-β1处理

T24细胞的迁移率分别为0.19±0.01、0.18±0.01、

0.20±0.01、0.21±0.01、0.24±0.01、0.19±0.01,各

浓度间比较,T24细胞的迁移率没有显著差异(P>
0.05)。见图1。

2.3 各处理组T24细胞中PD-L1表达情况比较

以浓度0、1、5、10、20、40μg/L的TGF-β1处理

T24细胞24h后,T24细胞中PD-L1的表达量分别

为0.84±0.17、1.21±0.16、1.53±0.18、1.06±0.12、

1.09±0.12、1.14±0.11。各浓度间比较,T24细胞

的PD-L1表达量差异均具有显著性(F=6.83,P<
0.05),在TGF-β1浓度为5μg/L时相较于其他浓

度,差异具有显著性(t=3.22~5.64,P<0.05)。浓

度为5μg/L的TGF-β1处理T24细胞0、0.5、1、2、

6、24h后,PD-L1的相对表达量分别为0.41±0.04、

0.51±0.01、0.57±0.01、0.68±0.02、0.76±0.02、

1.09±0.02。不同处理时间比较,T24细胞PD-L1
表达量均有显著差异,且随时间延长逐渐升高(F=
199.20,P<0.05)。

A~C组 T24细胞中PD-L1蛋白的相对表达

量分别为0.67±0.02、1.07±0.01、0.85±0.03,三组

间比较差异具有显著性(F=244.60,P<0.05),其
中B组与A组比较,T24细胞PD-L1蛋白表达量显

著升高(t=31.24,P<0.05),C组与B组比较,T24
细胞PD-L1蛋白表达量降低(t=17.04,P<0.05)。

D~G组 T24细胞中PD-L1蛋白的相对表达

量分别为0.65±0.03、1.01±0.03、0.76±0.02、

0.86±0.01,4组间比较差异具有显著的意义(F=
115.20,P<0.05),其中E组与D组比较,T24细胞

PD-L1表达量显著升高(t=25.37,P<0.05),F、G
组与E组比较,细胞PD-L1蛋白表达量均显著降低

(t=17.01、6.74,P<0.05)。

2.4 各处理组T24细胞中p-AKT、p-ERK的表达

情况比较

以浓度为5μg/L的TGF-β1处理T24细胞0、

0.5、1、2、6、24h后,细胞中p-AKT的相对表达量分

别为0.34±0.02、1.18±0.02、0.94±0.01、0.84±
0.03、0.37±0.02、0.14±0.02,p-ERK的相对表达量

图1 不同浓度的TGF-β1对T24细胞迁移能力的影响
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分别为0.34±0.02、1.11±0.02、0.96±0.02、0.86±
0.01、0.66±0.02、0.64±0.06。各处理时间相比较,

p-AKT及p-ERK表达量均具有显著性差异(F=
1267.00、252.00,P<0.05),其中加入5μg/L的

TGF-β1处理T24细胞0.5h时,相较于其他处理时

间,p-AKT、p-ERK表达量均显著升高(t=6.26~
64.24,P<0.05)。

D~G组T24细胞中p-AKT蛋白的相对表达

量分别为0.63±0.02、0.94±0.02、0.99±0.01、0.07±
0.01,p-ERK蛋白的相对表达量分别为0.80±0.02、

0.93±0.03、0.60±0.01、1.20±0.03,4组间比较,

T24细胞中p-AKT、p-ERK蛋白的相对表达量差

异均具有显著性(F=2577.00、338.40,P<0.05);E
组与D组比较,T24细胞中p-AKT、p-ERK表达显

著升高(t=37.29、9.44,P<0.05);G组与E组比

较,T24细胞中p-AKT蛋白表达显著性降低(t=
104.40,P<0.05);F组与E组相比较,T24细胞中

p-ERK蛋白表达显著降低(t=24.26,P<0.05)。

3 讨  论

TGF-β作为一种免疫抑制因子,在促进肿瘤转

移和抵抗治疗中发挥了重要作用[6]。TGF-β是体

内许多细胞可以分泌的具有多种功能的多肽,其可

以影响细胞的生长、分化、黏附、迁移和凋亡等[7]。

TGF-β在肿瘤的形成与发展中发挥两种不同的调

节作用,在肿瘤形成阶段,TGF-β维持免疫自耐受

性,并通过调节上皮增殖、凋亡和分化来抑制肿瘤进

展[8-9],而随着肿瘤的不断发展,TGF-β的激活和信

号传导发生异常,导致其刺激肿瘤微环境(TME)内
的血管生成、EMT、肿瘤成纤维细胞活化以及免疫

抑制来促进疾病进展[10-12]。TME当中TGF-β的高

表达与临床结局差以及肿瘤转移的可能性增高相

关[13-14],并且有研究表明在膀胱癌中,TGF-β1的高

表达与患者的预后不良相关[15]。本研究结果显示,

TGF-β可以促进膀胱癌T24细胞的增殖,但对T24
细胞的迁移无显著影响。

已有研究表明 TGF-β1与PD-L1之间存在相

关机制和功能联系[16]。PD-1/PD-L1检查点抑制剂

可以特异性抑制PD-1和PD-L1的结合,激活T细

胞活性发挥对肿瘤的杀伤作用[5]。在肿瘤患者中,
肿瘤细胞的PD-L1与 T细胞表面的PD-1结合以

后,T细胞不能识别并清除肿瘤细胞,从而促使肿瘤

逃避了机体的免疫系统,导致肿瘤细胞发生免疫逃

逸[17],已有研究发现敲除小鼠的TGF-β基因会引

起严重的自身免疫性疾病[18]。PD-1对机体调节

具有双重作用,一方面其可以避免无效或者有害的

免疫应答,并与免疫耐受有关,另一方面,它可以通

过阻碍保护性免疫导致肿瘤细胞的快速增长[19]。

PD-L1是PD-1的配体,通常在炎症时由部分免疫

细胞和上皮细胞表达,但其在肿瘤中表达则是肿瘤

细胞的“自适应免疫制剂”,发挥抗肿瘤作用[20]。
本研究通过使用1、5、10、20、40μg/L浓度的

TGF-β1处理膀胱癌T24细胞,结果示各个浓度的

TGF-β1均提高了细胞中PD-L1蛋白的表达水平。
随后,在5μg/L浓度的TGF-β1处理0、0.5、1、2、6、

24h时,观察到PD-L1随时间延长表达水平显著升

高。为进一步研究PD-L1的表达水平与 TGF-β1
的关系,同时又使用了 TGF-β1与 TGF-β1抑制剂

SB4311542进行处理,发现比单独使用 TGF-β1处

理,其促进PD-L1表达的效果受到抑制,说明TGF-

β1能够促进T24细胞PD-L1蛋白的表达。为了研

究TGF-β1促进T24细胞PD-L1蛋白的表达是否

与p-ERK、p-AKT有关,本研究使用浓度5μg/L的

TGF-β1处理T24细胞,检测T24细胞中p-ERK、p-
AKT蛋白的水平,发现在0.5h时p-ERK、p-AKT
蛋白表达已经显著升高;为了进一步证实这个观点,
本研究又分别使用 AKT抑制剂 MK2206和ERK
抑制剂U0126对T24细胞进行处理以后,发现抑制

p-ERK、p-AKT表达后,TGF-β1促进 T24细胞中

PD-L1表达水平的能力受到抑制,可见TGF-β1可

能是通过ERK、AKT通路提高T24细胞PD-L1的

表达。在对乳腺癌和肝癌研究中发现,PD-L1与

TGF-β1表达显著正相关,阻断TGF-β后,PD-L1表

达水平显著降低[21-22]。由此可以认为TGF-β1是通

过促进膀胱癌T24细胞中PD-L1表达,进而促进肿

瘤细胞生长和发展,但具体机制仍需进一步研究。
综上所述,TGF-β1可以促进膀胱癌T24细胞

的增殖,不影响其迁移,TGF-β1可能是通过促进细

胞内PD-L1、p-ERK和p-AKT的表达促进肿瘤的

生长和发展。
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