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香烟烟雾激活肺癌细胞Wnt/β-catenin
信号途径的机制研究

李冬　万海英　姚懿雯　吴军录　权文强　周宏　张宇

同济大学附属同济医院检验科，上海 200065

　　［摘要］　背景与目的：香烟烟雾诱导的炎性反应可显著促进肺肿瘤的生长，本研究通过体内外实验明确

香烟烟雾激活肺癌细胞Wnt/β-catenin信号途径的机制。方法：利用尾静脉注射鼠Lewis肺癌细胞方法建立小鼠

肺癌模型，然后采用香烟烟雾对其进行刺激，诱发炎性反应。免疫组化方法检测小鼠和人肺肿瘤组织中CD68、

肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor alpha，TNF-α)和无磷酸化β-catenin的表达。采用Transwell®插入式

细胞培养皿共培养人巨噬细胞和人肺癌细胞株A549细胞。采用蛋白质印迹法(Western blot)检测A549细胞中无

磷酸化β-catenin的表达及磷酸化的GSK-3β和Akt蛋白的表达。结果：免疫组化结果显示，香烟烟雾刺激肺肿瘤

负荷小鼠后，其肿瘤组织中巨噬细胞CD68+、TNF-α和无磷酸化β-catenin的表达均明显高于对照组。肺癌患者

肿瘤组织中，CD68和TNF-α的阳性表达均明显高于正常组织。肺腺癌和鳞癌的无磷酸化β-catenin的染色阳性

率分别为68.9%和62.2%，其阳性率与患者吸烟与否及肿瘤分期有关，差异有统计学意义(P均＜0.05)，并且

CD68+的细胞数在无磷酸化β-catenin染色阳性的标本中显著升高(P＜0.01)。Western blot检测结果显示，不

同浓度香烟抽提物(cigarette smoke extract，CSE)刺激共培养细胞后，A549细胞中无磷酸化β-catenin的表

达随着CSE浓度的增加而显著上升。在加入TNF-α中和抗体后，A549细胞中无磷酸化β-catenin的表达被抑制。

用TNF-α处理A549细胞后，磷酸化的GSK-3β和Akt蛋白在2 h后表达增加，4 h后无磷酸化β-catenin蛋白表达也开

始上调。结论：香烟烟雾诱导肺肿瘤组织中巨噬细胞释放炎性反应因子TNF-α，进而通过Akt/GSK-3β途径激活

肿瘤细胞中Wnt/β-catenin信号通路。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Cigarette smoke-induced inflammatory response remarkably 
promotes lung tumor growth. This study aimed to elucidate the mechanism of Wnt/β-catenin signaling activation 
by cigarette smoke in lung cancer cells. Methods: To understand the effect of cigarette smoke on mice, a kind 
of metastatic lung cancer mouse model which was established by intravenous injection of Lewis lung carcinoma 
cells. By immunohistochemical analysis, we analyzed the expression of CD68 (macrophage marker), TNF-α and 
unphosphorylated β-catenin in mice and human lung cancer samples. To coculture human lung adenocarcinoma cell 
line A549 cells with macrophages, the “Transwell® Inserts” system was used in coculturing model. The expressions 
of unphosphorylated β-catenin, phosphorylated GSK-3β and Akt in A549 cells were detected by Western blot assay. 
Results: The immunohistochemical results showed positive staining for CD68, TNF-α and unphosphorylated β-catenin 
increased significantly in smoke-exposed mice compared to air exposure mice. In human lung cancer samples, 
CD68 and TNF-α expressions were significantly higher than in healthy lung tissue. The positive staining rates of 
unphosphorylated β-catenin in lung adenocarcinoma and squamous cell carcinoma were 68.9% and 62.2%, respectively. 

基金项目：国家自然科学基金(81272603、81472179)；上海市浦江人才计划(13PJ1407300)；
　　　　　上海申康医院发展中心课题(SHDC22014008)。
通信作者：李冬　E-mail:186ld@163.com



882

　　近年来，慢性感染和炎症导致肿瘤的形

成和发展已受到广泛关注。临床研究的结果

显示，巨噬细胞的数量与肺癌的预后关系紧 

密［1-2］。侵入肿瘤的巨噬细胞及其释放的大量

可溶性的炎症介质如TNF-α、IL-6等促进了肿

瘤细胞的增殖、浸润和转移［3］。我们前期的体

内、外试验研究结果显示，香烟烟雾诱导的炎

性反应不仅对人类肺癌细胞的生长具有明显的

促进作用，而且显著地促进肺癌小鼠模型的肿

瘤生长，增加了小鼠肺肿瘤的数目，缩短了肿

瘤负荷小鼠的生存期［4］。然而，迄今为止，有

关炎性反应促进肿瘤发展的分子机制尚未完全

阐明。

　　Wnt家族是由19个富含半胱氨酸的糖蛋白

组成的蛋白家族，它们不仅在胚胎发育和维持

机体的自稳态中起关键作用，而且在细胞的增

殖、分化、运动以及抗凋亡过程中也起着重要

作用［5］。Wnt/β-catenin信号通路是Wnt家族信

号网络的经典途径，前期研究结果显示，异常

激活的Wnt/β-catenin信号通路由于受其调控的相

关基因和蛋白水平的改变，导致细胞无限制增

殖、生长，从而促使肿瘤发生［６］。

　　本研究拟从香烟烟雾与肺肿瘤细胞Wnt/
β-catenin信号的关系入手，进一步揭示香烟烟

雾诱导的炎性反应发挥肿瘤促进作用的分子 

机制。

1　材料和方法

1.1　材料

1.1.1　临床标本

　　收集同济大学附属同济医院82例手术切除

的患者肺肿瘤标本，其中37例鳞癌标本，45例

腺癌标本，对所有肿瘤标本做免疫组化检测。

另外获取30例健康人肺组织标本作为阴性对

照。在获取肺肿瘤标本时，患者均未接受过任

何治疗。实验设计通过医院伦理委员会批准，

患者均签署知情同意书。

1.1.2　细胞株和小鼠

　　人肺腺癌细胞A549细胞和鼠Lewis肺癌细胞

购自中国科学院上海生命科学研究院生物化学

与细胞生物学研究所细胞库。C57BL/6小鼠购自

上海西普尔-必凯实验动物有限公司。

1.1.3　主要试剂

　 　 D M E M 培 养 基 、 胎 牛 血 清 、 巨 噬 细 胞

集落刺激因子(macrophage colony-stimulating 
factor，M-CSF)购自美国Invitrogen公司，青霉

素、链霉素购自澳大利亚PAA Laboratories公

司，Transwell®插入式细胞培养皿购自美国BD
公司，总蛋白裂解液、兔抗GSK-3β(pSer9)、

Akt(pSer473)、total β-catenin抗体购自美国

Cell Signalling Technology公司，肿瘤坏死因子

a(tumor necrosis factor alpha，TNF-a)中和抗体

购自美国R&D Systems公司，免疫球蛋白IgG购

自美国Santa Cruz公司，鼠抗无磷酸化β-catenin
抗体购自美国Millipore公司，辣根过氧化物酶

标记的山羊抗兔抗体、兔抗-TNF-a抗体购自

英国Abcam公司，兔抗鼠抗体、鼠抗人-CD68
购自丹麦Dako公司，兔抗鼠-CD68购自美国

Abbiotec公司，β-actin购自美国Sigma公司，

EnVision®+System–HRP(AEC)试剂盒购自丹麦

Dako公司。

1.2　方法

1.2.1　细胞培养

　　细胞株以DMEM完全培养基(添加10%胎牛

This positive rate had a relationship with smoking status and tumor stage, there was statistical significance (both 
P<0.05). It also showed the number of CD68+ cells had a significant increase in tumors positive for unphosphorylated 
β-catenin (P<0.01). Western blot results showed that the expression of unphosphorylated β-catenin in A549 cells had 
a significant concentration-dependent increase of CSE after coculturing with macrophages. The neutralizing antibody 
against TNF-α could significantly suppressed unphosphorylated β-catenin in A549 cells. TNF-α exposure resulted in 
phosphorylation of GSK-3β and Akt in A549 cells after 2 h and the expression of unphosphorylated β-catenin increased 
4 h later. Conclusion: Cigarette smoke induces TNF-α release from macrophages in lung tumor tissue, which could 
activate the Wnt/β-catenin pathway of tumor cells through Akt/GSK-3β. 
　　［Key words］ Macrophages; Lung cancer; Tumor necrosis factor alpha; Wnt/β-catenin pathway
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血清、100 U/mL青霉素、100 U/mL链霉素)常规

培养。

1.2.2　人巨噬细胞的采集、分离和培养

　　按照参考文献［5-6］的方法，用淋巴细

胞分离液收集人外周血中的单个核细胞。经

过PBS洗涤后，将细胞培养在含10%胎牛血清

的DMEM培养液中，加50 ng/mL M-CSF培养

7 d，使其分化为巨噬细胞，经形态学和巨噬细

胞表面标志分子CD14、CD68鉴定后用于随后 

实验。

1.2.3　动物模型的建立及香烟烟雾刺激方法

　　按照参考文献［1,7］的方法，将5×105个

Lewis肺癌细胞通过尾静脉法注射到C57BL/6
小鼠体内(n=30)。7 d后，小鼠被随机平均分

为2组，1组为吸烟组，1组为空气组。吸烟组

中，小鼠暴露于香烟烟雾的环境中7 d，每天

5次、每次20 min进行香烟烟雾刺激，小鼠在

最后1次香烟烟雾刺激后24 h内被处死，进行

小鼠肺肿瘤组织中巨噬细胞的浸润、TNF-a及

无磷酸化β-catenin的表达检测；空气组小鼠置

于过滤空气环境中，作为对照。小鼠香烟烟

雾暴露使用意大利Comerio VA公司吸烟机器

(Ugo Basile 7025 rodent ventilator)，将香烟点

燃后，仪器恒定地以270 mL/min的固定速度产

生烟雾并用1 800 mL/min的新鲜空气稀释后，

直接释放入安置小鼠的有机玻璃盒内。该盒内

的平均总悬浮颗粒物质浓度在400~425 mg/m3 

之间。

1.2.4　香烟提取物(cigarette smoke extract，CSE)

的制备 

　　按照参考文献［1,8］的方法，2支香烟

点燃后，烟雾通过负压泵抽入20 mL无血浆的

DMEM培养液中，燃烧速度为1支/min。然后

将培养液pH值调至7.4，经0.2 mm的滤菌器消

毒，分装后-80 ℃保存待用。以此浓度的CSE为

100%。0.1%、0.25%和0.5%浓度的CSE是按体

积比用无血浆的DMEM培养液稀释而成的。 
1.2.5　肺癌细胞与巨噬细胞共培养并用CSE 

处理

　　按照参考文献［1,5,8］的共培养方法，共

培养使用孔径为0.4 μm的Transwell®插入式细

胞培养皿，将对数生长期的A549细胞与巨噬

细胞共培养在含10％胎牛血清的DMEM培养液

中，常规培养72 h。具体方法：①CSE直接处

理A549细胞，将A549细胞培养在6孔细胞培养

板中，过夜后，将培养基弃去，PBS清洗1次，

加入含不同浓度CSE的完全培养基，常规培养

72 h后收集A549细胞总蛋白待测；②CSE处理

共培养条件下的A549细胞与巨噬细胞，将A549
细胞培养在6孔细胞培养板中，巨噬细胞培养

在Transwell®培养皿中，过夜后将培养基弃去，

PBS清洗1次，加入含不同浓度CSE的完全培养

基，常规培养72 h后集收集A549细胞总蛋白待

测；③TNF-a中和实验中，在CSE处理共培养条

件下的A549细胞与巨噬细胞的同时，在培养基

中加入10 μg/mL的TNF-a中和抗体或10 μg/mL对

照免疫球蛋白IgG。 

1 . 2 . 6 　细胞总蛋白的提取及蛋白质印迹法

(Western blot)检测

　　按照参考文献［5-6］的方法，A549细胞

经PBS清洗后，用50~100 μL的总蛋白裂解液裂

解细胞，冰上放置1 h。4 ℃，10 000 r/min离心 

15 min，上清液即为抽提的总蛋白。经BCA方

法定量后，取40 μg总蛋白与等体积2×上样缓

冲液混合，100 ℃煮沸3~5 min变性，上样于

10%SDS聚丙烯酰胺凝胶上电泳。常规转膜，

用含5%脱脂奶粉的TBS室温封闭1 h。加入用含

5%脱脂奶粉的TBS-T稀释的一抗，4 ℃温育过

夜。经TBS-T充分洗涤，加入用含5%脱脂奶粉

的TBS-T稀释的HRP-兔抗鼠抗体(1∶2 000)以及

HRP-羊抗兔抗体(1∶5 000)室温反应1 h，TBS洗

涤，用美国Cell Signalling Technology公司ECL
化学发光试剂盒显影。

1.2.7　免疫组化检测

　　用4%的甲醛溶液将肺肿瘤组织固定后，石

蜡包埋、切片。切片经60 ℃温育过夜后脱蜡，

再将其放于0.01 mol/L柠檬酸缓冲液(pH=6.0)
中，用微波炉于100 ℃加热20 min进行抗原修

复。切片用3%的H2O2抑制非特异性氧化酶后，

在2%封闭液中温育60 min，然后加一抗4 ℃温

育过夜，根据EnVision®+System–HRP(AEC)试
剂盒说明书进行二抗的温育和染色，复染使
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用苏木精。这期间应用以下抗体：兔抗-CD68 
(应用于鼠，1∶200)、鼠抗-CD68(应用于人，

1∶100)、兔抗-TNF-a(1∶100)和鼠抗-无磷酸

化β-catenin(1∶50)。CD68+细胞统计方法：在

肿瘤组织中随机选取6个显微镜高倍视野，计数

CD68+细胞总数，然后除以6取得平均值，即为

每高倍视野CD68+细胞数目。

1.3　统计学处理

　　使用SPSS 17.0统计软件进行分析。数据

采用x±s表示。2组比较采用t检验，免疫组化检

测采用四格表χ2检验。P<0.05为差异有统计学 

意义。

2　结　　果

2.1　小鼠肺肿瘤组织中巨噬细胞的浸润、

TNF-α及无磷酸化β-catenin的表达

　　免疫组化染色结果表明，在香烟烟雾的刺

激下，在肿瘤负荷小鼠的肺肿瘤组织中显示，

浸润到肿瘤组织中的巨噬细胞CD68+的数量显著

高于空气对照组(图1、2)。肿瘤组织中TNF-a的

表达在吸烟组和空气对照组中的差异有统计学

意义(P<0.05)。吸烟组肺肿瘤中表达TNF-a的炎

性反应细胞明显多于空气对照组。在吸烟组的

图 1　空气对照组与吸烟组小鼠肺肿瘤组织CD68、TNF-α及无磷酸化β-catenin免疫组化染色结果

Fig. 1    Immunohistochemical analysis of CD68, TNF-α and unphosphorylated β-catenin in smoke or air treated lung tumors of mice 

(EnVision, ×200)

图 2　CD68+细胞在空气组和吸烟组肺肿瘤组织中的计数

Fig. 2    Numbers of CD68+ cells in lung tumor tissues of air group 

and smoke group

 ***: P<0.001.

小鼠肺肿瘤细胞中无磷酸化b-catenin的表达显

著高于空气对照组(图1)。
2.2　肺癌患者肿瘤组织CD68、TNF-α和无磷

酸化β-catenin的表达

　　免疫组化检测结果显示，在全部检测的82
例肺腺癌和鳞癌肿瘤组织中，CD68+的巨噬细

胞以及TNF-a表达阳性的炎性反应细胞数显著

多于正常肺组织(图3)。无磷酸化b-catenin在肺

腺癌和鳞癌肿瘤组织中的表达也显著高于正

常组织(图3)。在肺腺癌肿瘤组织中，有31例

(68.9%)标本无磷酸化b-catenin染色阳性；在肺

鳞癌肿瘤组织中，有23例(62.2%)标本无磷酸化

b-catenin染色阳性(表1)。无磷酸化b-catenin的
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图 3　NSCLC组织CD68、TNF-α及无磷酸化β-catenin的表达

Fig. 3    Immunohistochemical analysis of CD68, TNF-α and unphosphorylated β-catenin in NSCLC tissues

 CD68: EnVision, ×100; TNF-a: EnVision, ×200; Unphosphorylated β-catenin: EnVision, ×200.

表 1　在82例NSCLC组织中无磷酸化β-catenin组化检测及其临床病理特征关系

Tab. 1    The correlation of unphosphorylated β-catenin staining and clinicopathological features in 82 NSCLS tissues
Clinicopathologic feature Case Unphosphorylated β-catenin P value
Gender
    Male 54 34(63.0%)

>0.05
    Female 28 17(60.7%)
Age/year
    <60 29 19(65.5%)

>0.05
    ≥60 53 36(67.9%)
Smoking status
    Yes 56 50(89.3%)

<0.05
    No 26 11(42.3%)
Histological type
    Adenocarcinoma 45 31(68.9%)

>0.05
    Squamous carcinoma 37 23(62.2%)
Stage
   Ⅰ-Ⅱ 48 19(39.6%)

<0.05
   Ⅲ-Ⅳ 34 28(82.4%)

阳性率与患者的吸烟状态和肿瘤的分期有关，

在吸烟患者癌组织中，无磷酸化b-catenin阳性

率高于不吸烟患者(P<0.05)；Ⅲ~Ⅳ期癌组织中

无磷酸化b-catenin阳性率高于Ⅰ~Ⅱ期(P<0.05， 

表1)。同时结果也发现，在无磷酸化b-catenin染

色阳性的标本中，CD68染色阳性的细胞数明显

高于无磷酸化b-catenin染色阴性肺癌标本的细

胞数(P<0.01，图4)。

file:///C:/Users/DELL/Desktop/javascript:void(0);
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图 4　CD68+细胞在无磷酸化β-catenin染色阳性和阴性的肺腺

癌和肺鳞癌肿瘤组织中的计数

Fig. 4    CD68+ cells counting in adenocarcinoma or squamous cell 

carcinoma with positive or negative unphosphorylated β-catenin 

staining 

 ***: P<0.001.

2.3　巨噬细胞释放的TNF-α激活肿瘤细胞

Wnt/β-catenin途径

　　Western  b lo t检测结果显示，不同浓度

(0%~0.5%)的CSE直接处理A549细胞72 h后，

无磷酸化b-catenin的表达无显著变化，但是当

A549细胞与巨噬细胞共培养后，随着CSE浓度

的增加，A549细胞中无磷酸化b-catenin的表达

显著上调，并显示出部分CSE剂量依赖性表达

(图5A)。在巨噬细胞和A549细胞共培养条件

下，与对照组相比，加入10 μg/mL的TNF-a中

和抗体后显著抑制A549细胞无磷酸化b-catenin
的表达(图5B)。用100 ng/mL的TNF-a处理A549
细胞，磷酸化的GSK-3β和Akt蛋白在TNF-a处理

2 h后就表达增加，4 h后无磷酸化b-catenin蛋白

表达也开始上调(图5C)。

图 5　TNF-α激活Wnt/β-catenin途径

Fig. 5    TNF-α activated Wnt/β-catenin signaling pathway

 A: A549 cells were cocultured with macrophages and were exposed to 0%-0.5% CSE for 72 h; A549 cell lysates were analyzed by 
immunoblotting for the abundance of unphosphorylated b-catenin. B: TNF-a blocking antibody was applied to CSE-exposed A549 cells in 
cocultures with macrophages; After 72 h, the indicated proteins in A549 cells were analyzed by immunoblotting. C: A549 cells were treated by 
100 ng/mL TNF-a for the indicated times; Expressions of the indicated proteins were detected by immunoblotting analysis. 

3　讨　　论

　　香烟作为导致肺癌的重要因素已被人们熟

知，而其具有的促进肿瘤生长的特性，目前

也已被包括多项研究证实［1-2,8-9］。前期研究表

明在采用注射肿瘤细胞、化学致癌物NNK或
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中，香烟烟雾的刺激显著增加了肺肿瘤的生 

长［1,9］。有研究显示，香烟烟雾刺激产生的炎

性反应被认为可能关联到肺肿瘤的生长［1,9］。

通过敲除小鼠髓系细胞p65或IKKb阻断炎性反

应免疫细胞的NF-kB信号途径，显著抑制香烟

烟雾诱发的小鼠肺部炎性反应，导致小鼠肺

肿瘤生长阻滞［2,9］。本研究结果发现，大量的

巨噬细胞浸润到小鼠肺肿瘤组织中，并且浸

润到肿瘤组织的炎性反应细胞表达高浓度的

TNF-a，特别是当小鼠经过香烟烟雾刺激后，

TNF-a的表达进一步增加。在巨噬细胞中，

TNF-a表达主要由NF-kB途径控制，是巨噬细胞

分泌的主要炎性细胞因子［10］。

　　Wnt/b-catenin是胚胎肺组织发育的重要信

号途径，是Wnt蛋白家族的经典信号途径，它

的激活需要依赖细胞质中b-catenin蛋白的磷酸

化［11］。当Wnt未与细胞膜上的配基结合时，

细胞质中的b-catenin被由GSK-3b、酪蛋白激酶

1、Axin和腺瘤结肠息肉病组成的破坏复合物磷

酸化，进而通过泛素-蛋白酶体途径被降解。而

当Wnt与其配体Frizzled和低密度脂蛋白受体相

关蛋白受体结合后，通过激活磷酸化蛋白散乱

蛋白，进而破坏复合物的功能，使其b-catenin
蛋白不能被磷酸化。这样非磷酸化的b-catenin
蛋白进入细胞核与相应的靶基因如Cyclin D1、

c-Myc等结合，进而启动这些基因的转录表达。

近年的研究表明Wnt/b-catenin信号途径的激活

同样涉及肺肿瘤的发生、发展［12］。相关临床

研究显示，异常的Wnt/b-catenin表达可能是非

小细胞肺癌预后较差的一个独立的标志［13］。

香烟烟雾可以通过激活Wnt/b-catenin途径，导

致人正常支气管表皮细胞的恶性转变［14］。本

研究表明，人或小鼠的肺肿瘤组织均有非磷酸

化b-catenin表达，特别是经过香烟烟雾的刺激

后，无磷酸化b-catenin的表达显著增加，提示

Wnt/b-catenin信号途径可能参与吸烟者肺癌的

发病。

　　在本研究中，CSE诱导的A549细胞Wnt/
b - c a t e n i n 信 号 激 活 需 要 巨 噬 细 胞 的 存 在 ，

说 明 经 香 烟 烟 雾 刺 激 后 ， 巨 噬 细 胞 释 放 的

某 些 可 溶 性 的 因 子 可 能 参 与 肺 癌 细 胞 W n t /
b-catenin信号的激活。已有研究显示，Wnt/
b-catenin信号的激活涉及TNF-a诱导的胃癌

形成过程［4］。本研究结果显示，TNF-a的刺

激显著激活肺腺癌A549细胞的Wnt/b-catenin
信 号 途 径 。 在 巨 噬 细 胞 与 A 5 4 9 细 胞 共 培 养

体系中加入TNF-a中和抗体能显著地抑制无

磷酸化b-catenin表达，提示TNF-a具有上调

Wnt/b-catenin信号的功能。GSK-3b是Wnt/
b-catenin信号途径的主要抑制因子，它通过磷

酸化b-catenin上一系列保守的丝氨酸和苏氨

酸残基，致使b-catenin蛋白降解［15］。Akt能
够通过磷酸化GSK-3b激活b-catenin的转录活 

性［4］。本研究通过Western blot检测证明，

TNF-a通过激活Akt信号途径，致使GSK-3b磷

酸化并抑制GSK-3b功能，从而上调无磷酸化

b-catenin的表达，激活Wnt/b-catenin信号途径。

　　综上所述，本研究结果显示，香烟烟雾诱

导了巨噬细胞的肿瘤浸润并激活其炎性反应因

子如TNF-a的表达和释放，进而通过Akt/GSK-
3b途径激活肺肿瘤细胞Wnt/b-catenin信号通

路，初步阐明香烟烟雾促进肺肿瘤发展的分子

机制。
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