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摘要 目的：探讨上皮间质转化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）过程在肺癌侵袭转移中的作用。方法：体外培养 A549 细

胞，以 bFGF（10ng／ml）进行干预后，倒置相差显微镜观察细胞形态学变化；间接免疫荧光观察上皮细胞标志物 E-cadherin 和间质

细胞标志物 vimentin 蛋白表达的变化；采用细胞划痕试验检测 bFGF 对 A549 细胞迁移能力的影响；采用 transwell 小室试验检测

bFGF 对 A549 细胞侵袭能力的影响。结果：bFGF（10ng／ml）干预后，在倒置相差显微镜下观察，A549 细胞形态变成了梭形，形态

如同成纤维细胞。间接免疫荧光显示 A549 细胞 E-cadherin 表达随时间延长逐渐减弱，而 vimentin 表达逐渐增强。细胞划痕试验

显示，bFGF 干预后细胞迁移能力提高。Transwell 小室试验显示，bFGF 干预后细胞侵袭能力提高。结论：bFGF 在体外诱导肺腺癌

细胞系 A549 细胞发生上皮间质转化，上皮间质转化是肺癌侵袭转移的重要机制之一。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of epithelial to mesenchymal transition (EMT) on the invasion and metastasis of
lung cancer. Methods: A549 cells cultured in vitro were treated by bFGF (10ng/ml), then the morphological changes were detected by
inverted phase contrast microscopy; The expression of the epithelial marker E-cadherin and mesenchymal marker vimentin was detected
by Indirect immunofluorescence; The effect of bFGF on migration of A549 was detected by scarification assay; The effect of bFGF on
invasion of A549 was detected by transwell assay. Results: After treated by bFGF (10ng/ml), A549 cells turn from pebble shape to
fusiform shape, a myofibroblast-like morphology. The expression of E-cadherin decreased, and the expression of vimentin increased.
Scarification test showed that the migration potential of A549 cells was significantly increased after bFGF treatment. The invasive
capacity of A549 increased after bFGF treatment. Conclusion: bFGF may contribute to EMT in lung adenocarcinoma cell line A549.
EMT is an important mechanism for invasion and metastasis of lung cancer.
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前言

肺癌是最常见的恶性肿瘤。目前，肺癌的治疗主要是手术、
放疗和化疗。近年，尽管诊断和治疗手段不断提高和改进，肺癌

患者的五年生存率并没有明显提高，主要原因是肿瘤的浸润转

移。因此，阐明肿瘤的浸润转移机制，从而采取有效的措施降低

肺癌患者的病死率已成为肺癌研究的重点[13]。目前，上皮间质

转化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）与肿瘤浸润转移

的关系日益成为人们关注的热点。EMT 是胚胎发育、组织重建

和伤口修复的基础过程，同时是肿瘤浸润、转移的一个非常重

要的机制，与肿瘤后期的转移和纤维化关系密切。上皮细胞发

生上皮间质转化的重要特征有：上皮细胞表型标志物 E-cad-
herin 表达下调，间质细胞表型标志物 vimentin 表达上调；上皮

细胞极性丧失，细胞间黏附性降低，迁移和运动能力增强[12]。
EMT 的发生是一个复杂的过程，多种细胞因子和信号通路参

与其调控。其中，TGF-β 是一个比较明确的可诱导上皮发生

EMT 的重要诱导因子，而且研究已颇多。bFGF 是重要的有丝

分裂促进分子，在正常生理和病理过程中参与生长发育和组织

损伤的修复，是形态发生和分化的诱导因子，同时是上皮间质

转化的诱导因子。但是，bFGF 在肺癌 A549 细胞上皮间质转化

和浸润转移过程中的作用尚报道很少，因此本研究通过 bFGF
诱导 A549 细胞发生上皮间质转化，探讨 bFGF 在上皮间质转

化和浸润转移过程中的作用，为肺癌的治疗打开一个新思路。

1 材料与方法

1.1 实验试剂

A549 细胞株 （第四军医大学西京医院心血管内科实验
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图 1 bFGF 对 A549 细胞的形态学影响（100×）: A 对照组 B 处理组

Fig.1 The effect of bFGF on A549 morphology(100×): A control group B

treatment group

图 2 bFGF 诱导 A549 细胞在 EMT 过程中 E-Cadherin 和 vimentin 的表

达(100×):

A 对照组 E-cadherin 表达 B 实验组 E-cadherin C 对照组 vimentin 表达

D 实验组 vimentin 表达

Fig.2 The expression of E-cadherin and vimentin in EMT induced by

bFGF on A549(100×):

A The expression of E-cadherin in control group B The expression of

E-cadherin in treatment group C The expression of vimentin in control

group D the expression of vimentin in treatment group

室），bFGF (PeproTech 公司)，1640 培养基（GIBCO 公司），胎牛

血清 （Hyclone），E-cadherin 鼠抗人单抗 (Santa Cruz 公司)，vi-
mentin 鼠抗人单抗 (Santa Cruz 公司)，羊抗鼠 cy3 标记的 IgG

（北京博奥森生物技术有限公司）,transwell 小室（Coster 公司），

matrigel 基质胶（BD 公司）,DAPI 染色液（碧云天生物技术研究

所）

1.2 实验方法和步骤

1.2.1 细胞培养 A549 细胞用含 10%胎牛血清的 1640 细胞培

养基，在 5%的 CO2 饱和湿度、37℃恒温培养箱中常规培养。
1.2.2 倒置相差显微镜观察细胞形态 当细胞生长融合至 70%
～80%，用无血清细胞培养基继续培养 24 h 后，换成含 10 ng／
ml bFGF 的无血清细胞培养基培养 72 h。倒置相差显微镜观察

A549 细胞的形态变化并照相。
1.2.3 间接免疫荧光 以每孔 1×105 个细胞接种于 6 孔培养板

预置的载玻片上，细胞贴壁爬片后，用无血清培养基培养 24 h
后，换成含 10 ng／ml bFGF 的无血清细胞培养基培养，对照组

为不含 bFGF 的无血清培养基。在培养 48 h 后，取出载玻片，用

4%多聚甲醛 37℃固定 30 min，1×PBS 洗涤细胞 5 min×3 次。
0.3% Triton X-100 室温孵育 30 min，1×PBS 洗涤细胞 5 min×
3 次。1%的 BSA 封闭液 37℃孵育 30 min，1×PBS 洗涤细胞 5
min×3 次。滴加稀释后一抗 E-Cadherin 单克隆抗体(1：100)，
vimentin 单克隆抗体（1:100），37℃，60 min。1×PBS 洗涤细胞

5 min×3 次，滴加荧光素 cy3 标记二抗 （1:50），37℃温育 60
min。1×PBS 洗涤细胞 5 min×3 次，然后 DAPI 染色液衬染胞

核。缓冲甘油封片，荧光显微镜观察并拍照。
1.2.4 细胞划痕试验 以每孔 2×105 个细胞接种于 6 孔培养板

中，用含 10%胎牛血清的 1640 培养基培养，直至使细胞呈现单

层贴壁生长状态并达到 100%融合，继续用无血清培养基培养

24 h。用灭菌的 200 μl 移液器枪头在孔板底部呈“一”字形划

痕，以 PBS 洗涤刮下的漂浮细胞，实验组加入含 10 ng／ml
bFGF 的无血清细胞培养基，对照组为不含 bFGF 的无血清培

养基。分别于划痕后 0、48 h 给细胞拍照，观察划痕愈合能力。
1.2.5 Transwell 小室侵袭试验 将 matrigel 预先用 4℃的无血

清 1640 培养基 1:10 稀释，取 100 μl 稀释液包被孔径为 8 μm
的 transwell 小室底部的聚碳酸酯膜，使膜上所有的微孔被 ma-
trigel 覆盖，37℃过夜干燥。备好的 transwell 用紫外线照射 2
h，使用前加入少量的无血清培养基水化，37℃，30 min。常规消

化细胞，终止消化后离心收集细胞沉淀，PBS 洗涤 1～2 遍，用

含 10 ng／ml bFGF 的无血清培养基重悬细胞，调整细胞浓度

为 1×105／ml。弃去 transwell 上室内液体，通过间隙往小室外

加入含 10％胎牛血清的 1640 细胞培养基 600 μl，在小室内加

入细胞悬液 100 μl。5%CO2、37℃孵育 48 h。取出 transwell 小

室，PBS 淋洗，95％酒精固定 10 min，用棉签小心擦去微孔膜上

层的细胞，4 g／L 台盼蓝溶液染色，在倒置显微镜下计数迁移

到微孔膜下层的细胞。
1.3 统计学分析

所有数据应用 SPSS 13.0 软件进行统计学分析。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，两组均数的比较用 t 检验，P＜
0.05 被认为是差异有统计学意义。

2 结果

2.1 细胞形态学观察

研究发现，与对照组（即不含 bFGF 的无血清培养基培养

细胞组）比，实验组（即含 bFGF 的无血清培养基培养细胞组）

细胞形态发生了变化，而且细胞间的连接变得较松散，（图 1）。

2.2 间接免疫荧光

在荧光显微镜下观察，发现对照组 A549 细胞高表达

E-cadherin 蛋白，胞浆见强阳性荧光，而低表达 vimentin 蛋白，

胞浆见弱阳性荧光。实验组细胞（即含 bFGF 的无血清培养基

培养细胞组）E-cadherin 蛋白表达明显下调，胞浆见弱阳性荧

光，而 vimentin 蛋白表达明显上调，胞浆见强阳性荧光，（图

2）。

2.3 细胞划痕试验

研究发现，实验组细胞在 48h 后，划痕几乎全部愈合，而对

照组只有少数细胞越过划痕边缘，可见，实验组细胞迁移能力

明显增强，（图 3）。
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图 3 bFGF 对 A549 细胞迁移能力的影响（100×）

Fig.3 The effect of bFGF on migration of A549(100×)

图 4 bFGF 对 A549 细胞侵袭能力的影响 (×100) ：A 对照组 B 处理组

Fig.4 The effect of bFGF on invasion of A549 (100×)：A control group B

treatment group

2.4 Transwell 小室侵袭试验

实验组细胞 48 h 后穿过 transwell 侵袭小室的每高倍镜视

野细胞数比对照组细胞明显增多。可见，实验组细胞较对照组

细胞侵袭能力增强，（图 4）。

3 讨论

肿瘤的浸润转移是肿瘤患者死亡的主要原因，研究肿瘤的

浸润转移机制对提高肿瘤患者的生存率和降低患者的死亡率

是非常重要的。肿瘤的浸润转移是一个非常复杂的过程，涉及

多种因素和多种机制。目前，上皮间质转化在肿瘤浸润转移中

的作用引起研究者的关注。大量研究证明，上皮间质转化与肿

瘤浸润转移有关，是肿瘤浸润转移的重要机制[9]。
上皮间质转化是上皮细胞与周围间质细胞相互作用过程

中逐渐获得了某些间质细胞所特有的性状的现象，不仅存在于

胚胎发育过程中，同时存在于多种慢性疾病的发病以及肿瘤的

进展过程中。发生上皮间质转化的细胞在经历了短暂的结构改

变后，细胞的迁移和运动能力增强，因此，通过上皮间质转化获

得侵袭转移能力的肿瘤是最可怕的。上皮间质转化的过程包

括：（1）细胞间连接解体，细胞分散。（2）细胞骨架的重排，细胞

运动能力增强。（3）细胞基因型的改变：包括间叶性标志物表达

上调，如：vimentin，fibronectin，N-cadherin 等；上皮性标志物表

达下调，如：E-cadherin、β-catenin 等。在基础研究中，E-cadherin
和 vimentin 是鉴定 EMT 发生的重要标志物。发生 EMT 的细

胞获得较强的侵袭和运动能力。

上皮间质转化是一个复杂的过程，多种细胞因子和转录因

子参与其调控。其中 bFGF 是调节上皮间质转化的一个诱导因

子。bFGF 是促有丝分裂原，具有促进创伤愈合、组织修复、促进

血管增生、胚胎发育和分化的功能。同时 bFGF 可以通过自分

泌和旁分泌的作用刺激肿瘤细胞，促进肿瘤细胞的生长，对肿

瘤血管的新生有显著作用。目前，研究已证实肺癌细胞存在上

皮间质转化，但有关 bFGF 在肺癌上皮间质转化中的研究尚少

见报道。
因此，本研究用 bFGF 处理后，A549 细胞形态发生了变

化，细胞间接触减少，黏附性降低。通过细胞划痕试验结果显

示，经诱导 48 h 后的 A549 细胞迁移能力明显增强。同时通过

transwell 小室侵袭试验结果显示，经诱导 48 h 后的 A549 细胞

侵袭能力明显提高。免疫荧光结果显示，诱导后细胞 E-cadherin
上皮表型标志物表达下调，而 vimentin 间质细胞表型标志物表

达上调。以上结果表明，bFGF 在诱导肺癌细胞 A549 上皮间质

转化中具有一定的作用，为进一步探讨 EMT 在肺癌细胞浸润

转移中的作用提供理论基础。
总之，bFGF 在诱导肺癌细胞 A549 上皮间质转化中起重

要作用，上皮间质转化是肿瘤浸润转移的重要机制之一。然而，

上皮间质转化的发生涉及很多因素的协调合作，目前我们对上

皮间质转化的分子机制研究还不够，因此，肺癌上皮间质转化

引发的问题和发生过程中的信号通路还需要进一步研究。
bFGF 在肺癌上皮间质转化中的作用，进一步研究其相关的细

胞信号转导机制，通过阻断此过程有可能改善肺癌浸润和转移

的效应，为治疗肺癌提供更好的方法，从而有助于我们更好的

阐明恶性肿瘤发生发展与浸润转移的机制。
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