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　　［摘要］　背景与目的：癌相关成纤维细胞(cancer-associated fibroblasts，CAFs)能促进上皮肿瘤的

侵袭和转移，细胞因子IL-6在肿瘤间质微环境中可能介导间质和上皮的相互作用，促进肿瘤的侵袭和转移，

但其具体机制尚不十分清楚。方法：以宫颈癌细胞HeLa为研究模型，用ELISA测定宫颈癌CAFs和正常宫颈组织

成纤维细胞(normal fibroblasts，NFs)条件培养基中IL-6的表达；用条件培养基或IL-6分别处理宫颈癌细胞

系HeLa；用Western blot测定样品处理前后上皮-间质转化(epithelial-mesenchymal transition，EMT)标志

物(如N-Cadherin和Vimentin等)的变化，同时用划痕和transwell小室测定细胞迁移和侵袭能力的变化。结

果：CAF中IL-6表达比NF高4～5倍；与对照组相比，用CAF条件培养基或IL-6处理的HeLa细胞间充质细胞标志物

Vimentin和N-Cadherin升高，而上皮细胞标志物E-Cadherin和Cytokeratin下降，表明IL-6可以促进细胞的EMT

发生；进一步研究发现过量IL-6处理的HeLa细胞中干细胞转录因子Snail 1随STAT3的激活而上升；同时发现过

量IL-6处理的HeLa细胞的迁移和侵袭能力大幅增加。结论：CAF在肿瘤微环境中可能通过IL-6/STAT3/Snail通

路诱导宫颈癌上皮细胞的EMT转化，从而促进宫颈癌的侵袭和转移能力。
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invasion and metastasis of epithelial cancers. The cytokine IL-6 may mediate the interaction between stromal cells and 
epithelia in tumor microenvironment to facilitate the invasiveness and metastasis of cancer, however, such mechanism 
has not been fully covered yet. Methods: We used cervical cancer cell line HeLa as a model for this study. ELISA 
was used to measure the levels of IL-6 in CAFs and normal fibroblasts (NFs) isolated from squamous cervical cancer 
or normal cervical tissues. CAFs conditioned medium or IL-6 was used to treat cervical cancer HeLa cell line. The 
epithelial-mesenchymal transition (EMT) markers such as N-Cadherin and Vimentin were detected by Western blot in 
cells before and after treatment. Scratches and transwell chambers were used to test the abilities of cell migration and 
invasion. Results: The levels of IL-6 were 4-5 folds higher in CAFs than in NFs. Treatment of HeLa cells with CAF 
conditioned medium or IL-6 upregulated N-Cadherin and Vimentin, but down-regulated E-Cadherin and cytokeratin, 
compared with control cells, indicating that IL-6 may stimulate HeLa cells to EMT. Further study found that Snail 
1, the featured transcription factor for stem cells, was increased along with the enhanced phosphorylation of STAT3. 
Meanwhile, the migration and invasion of HeLa cells treated with IL-6 or CAF conditioned medium were markedly 
increased. Conclusion: CAF induces the EMT of cervical epithelial cancer cells through IL-6/STAT3/Snail pathway, 
which thereby promotes the invasiveness and metastasis cervical epithelial cancer.
  　［Key words］ Cancer-associated fibroblasts; Cervical cancer; Interleukin-6; Epithelial-mesenchymal transition;  
 Migration and invasion

　　近年来，间质微环境对肿瘤发生、发展的

作用机制是肿瘤研究的热点，其中癌相关成纤

维细胞(cancer-associated fibroblasts，CAFs)的特

性对上皮类肿瘤的发生尤为重要，因此，CAFs
调节肿瘤发生、发展的机制得到广泛的研究。

如CAFs作为肿瘤相关的炎性反应源，可能对肿

瘤的发生和发展均有一定作用［1-2］。三阴性乳

腺癌中CAFs以CXCL12和IGF1介导的PI3K-AKT
信号通路对乳腺癌定向骨转移具有决定性作 

用［3］。此外，CAFs可能通过其旁分泌的IL-33
调节头颈鳞癌细胞的侵袭能力［4］。

　　上皮-间质转换(epithelial-mesenchymal 
transition，EMT)是近年来肿瘤研究领域的另

一热点。EMT对肿瘤的转移及其重要，如Pten
丢失和PI3K/AKT激活可以诱导前列腺癌细胞

发生EMT，进而促进前列腺癌的高转移［5］。

最近发现，EMT可能是肿瘤干细胞的特征之 

一 ［ 6 - 7 ］ 。 但 与 之 相 对 的 间 质 - 上 皮 转 换 
(mesenchymal-epithelial transition，MET)可能也

与肿瘤转移密切相关［8-9］。

　　有研究表明，CAFs可能在乳腺癌组织的边

缘通过基质金属蛋白酶促进乳腺癌细胞的EMT
发生［10］。在舌鳞状细胞癌中，CAFs可能通过

Cadherin-11和FSP-1等分子调节EMT的发生和肿

瘤转移［11］。我们最近的研究发现细胞因子IL-6
在CAFs中的表达比正常NFs高4～5倍［12］，在

宫颈癌微环境中，CAFs是否可以通过IL-6诱导

EMT发生而促进宫颈癌的转移和侵袭，目前鲜

见报道，本研究旨在利用体外细胞学实验验证

这一假说。

1　材料和方法

1.1　细胞系和培养基

　　宫颈癌细胞系HeLa来自美国模式菌种收

集中心(ATCC)，培养基为含10%胎牛血清、 

1 mmol/L非必需氨基酸、2 mmol /L L-谷氨

酰胺、100 U/mL青霉素及100 μg/mL链霉素

的DEME(购于美国Gibco公司)，培养环境为

37 ℃、CO2体积分数为5%的恒温培养箱。    

　 　 C A F s 和 N F s 来 自 南 京 医 科 大 学 附 属 无

锡市人民医院妇产科2012年11月收治的患者 

4例。所有患者均为初治患者，术前均未接受

任何治疗。CAFs获取源(宫颈癌IB1期行广泛子

宫切除术加盆腔淋巴结清扫术患者标本和宫颈

癌IA1期行全子宫切除术患者标本2例)；NFs获

取源为卵巢癌行全子宫加双侧附件切除术患者

标本2例。标本获取前均与患者签署知情同意

书，获得本人许可。成纤维细胞分离方法见文 

献［12］。成功分离到2株CAFs和2株NFs，体

外培养，增殖良好，实验使用CAFs和NFs分别

为体外第3代和第5代，无明显衰老表型。 
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1.2　酶联免疫吸附试验(ELISA)

　　细胞培养基的收集见1.3，培养基中IL-6的

测定按试剂盒(美国R&D System公司)操作说

明。检测步骤如下：

　　⑴用PBS稀释一抗(IL-6Ab)至0.25 μg/mL ，

迅速加入100 μL到每个孔中，室温温育过夜。 

　　⑵吸出液体，每孔用300 μL wash buffer洗
板4次。最后1次洗完后在纸上翻转板，除去残

余的缓冲液。 

　　⑶每孔中加300 μL的封闭液，在室温下至

少温育1 h。洗板4次，方法同上。

　　⑷然后将 IL-6标准品从1、0.75、0.5、 

0.25、0.125到0 ng/mL进行稀释，加100 μL的标

准品或者样品到每个孔中，设三样品孔重复，

在室温中至少温育2 h。 
　　⑸洗板4次，稀释检测抗体到1.0 μg/mL，每

孔加100 μL。室温温育30 min。 

　　⑹洗板4次，以1∶2 000稀释Avidin-HRP第

二抗体，每孔加100 μL，室温温育30 min。之后

洗板4次，每孔加100 μL显色剂，室温下温育，

观察颜色变化。

　　⑺最后，每孔加入终止液50 μL，用(650 nm
波长)酶标仪读取A值，求出IL-6相对浓度。

1.3　条件培养基或IL-6处理HeLa细胞

1.3.1　条件培养基(conditioned medium，CM)的

收集

　　将HeLa细胞，CAFs或NFs在100 mm培养皿

中进行正常单层培养至75%的密度，然后更换

无血清培养基继续培养48 h后收集培养基即为

CM。PBS或无血清培养基作为对照。

1.3.2　细胞处理

　　将HeLa细胞在35 mm培养皿中正常培养至

75%的密度，然后用含CAFs或NFs的CM，或

200 ng/mL的IL-6(无血清)处理细胞48 h，收集

24和48 h处理的细胞样品，进行蛋白质印迹法

(Western blot)检测或进行细胞迁移与侵袭检测 

试验。

1.4　Western blot检测

　 　 主 要 用 于 E - c a d h e r i n 、 N - c a d h e r i n 、

cytokeratin、vimentin、pSTAT3(Tyr 705)和

Snail  1等蛋白的检测，抗体均购自美国Cell 
Signaling Technology公司。将细胞用蛋白裂解

缓冲液RIPA(25 mmol/L Tris-HCl，pH为7.6；

150 mmol/L NaCl，1%NP-40，1%脱氧胆酸钠

-sodium deoxycholate，0.1% SDS)及适量蛋白

酶抑制剂混合物(购自美国Sigma公司产品)裂解

后，用BCA法测定蛋白浓度(试剂盒购自上海碧

云天)，然后用6×的SDS加样缓冲液(125 mmol/L 
Tris-HCl，pH为6.8；2%SDS，20%甘油，0.2%
溴酚蓝)制备成适当浓度的样品。样品分离前，

用100 ℃的水浴处理样品3~5 min。然后用10%
的SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离裂解的蛋白样

品。之后将蛋白转移到聚偏二氟乙烯膜(PVDF 
membrane，购自美国Millpore公司)上，并用

10%的脱脂奶粉(Bio-Rad)在室温下封闭2 h。此

后依次加入一抗和HRP(辣根氧化物酶)-偶联的

二抗(依一抗而定)。转移的蛋白用化学发光底

物(ECL，购自美国Millipore公司)进行显色后，

LAS4000化学发光成像分析仪曝光显出条带。

1.5　细胞划痕实验

　　分别将CM、IL-6、PBS或无血清培养基处

理的HeLa细胞接种至6孔板中，每种细胞接种3
个孔。等到细胞完全融合的时候，用10 μL枪头

在每孔单层细胞上划痕，每孔划出的“伤口”

宽度要保持一致。PBS清洗一次，加无血清培

养基，在37 ℃ ，CO2体积分数为5%的培养箱中

培养，0、12、24 h分别观察划痕愈合情况并拍

照。计算不同时间段迁移的距离反应细胞迁移

的能力，此实验重复3次。

1.6　细胞侵袭实验

　　用带有8 μm微孔聚碳酸酯膜的transwell小
室(购自美国BD公司)。首先将Matrigel(50 mg/L) 
胶和无血清DMEM培养基以1∶3比例进行混

合。小室上室铺100 μL混合好的Matrigel，37 ℃
无菌保持过夜，确保Matrigel充分凝固。收集

对数生长期的细胞，用无血清DMEM培养基调

整细胞浓度为1×106 mL-1，每孔加100 μL细胞悬

液于上室，设3个重复孔，下室每孔加600 μL无

血清DMEM。在37 ℃、体积分数为5%的CO2培

养箱中温育16 h后取出小室，滤膜用4%多聚甲
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醛固定20 min。用棉签小心擦去未侵袭的滤膜

表面细胞, 结晶紫染色，在光镜下随机选5个视

野，计算细胞总数，以穿过Matrigel的细胞数来

表示肿瘤细胞的侵袭能力，本实验重复3次。

2　结　　果

2.1　IL-6分泌水平结果

　　本试验测定了HeLa细胞，2株CAF细胞和2
株NF细胞培养基中IL-6的水平，发现CAF培养

基中IL-6>700 pg/mL，而NF培养基的IL-6浓度

<150 pg/mL。此外，HeLa细胞中的IL-6浓度介

于CAF和NF之间，为(365±28)pg/mL(图1)。因

此，在后续的实验中我们主要使用CAF2的CM
或IL-6(浓度为200 ng/mL)，同时以NF的CM和

PBS等作为对照处理细胞。

2.2　CAF条件培养基中IL-6促进HeLa细胞的

EMT

　　用CAF的CM处理HeLa细胞24和48 h，分别

测定了上皮细胞标志物E-Cadherin和Cytokeratin
以及间充质细胞标志物Vimentin和N-Cadherin的

表达水平，发现E-Cadherin和Cytokeratin下降，

而Vimentin和N-Cadherin上升(图2A)。这些蛋白

的变化标志着CAF的CM可能诱导宫颈癌细胞发

生EMT。

图 1　用ELISA法测定的CAFs、NFs和HeLa细胞培养基中IL-6

的相对浓度

Fig. 1    Relative concentrations of IL-6 measured by ELISA in 

medium collected from cultures of CAFs, NFs and HeLa cells

　　为了测定CAF中CM促进EMT发生是否由

于IL-6的作用，我们首先用IL-6处理了HeLa细

胞，同时在CAF-CM或IL-6处理的HeLa细胞

中，分别添加了IL-6中和抗体(购自美国R&D 
System公司)，结果发现IL-6单独处理的HeLa
细胞也可以诱导HeLa细胞的EMT发生，而且

IL-6中和抗体可以抑制EMT相关蛋白的表达(图
2B)。

图 2　用CAF2的条件培养基或IL-6处理的HeLa细胞48 h后显示EMT相关分子的变化

Fig. 2    Alterations of EMT-associated molecules in HeLa cells treated with CAF2 CM or IL-6 for 48 h.  

  SM: Serum-free medium; CM: Conditioned medium; Ab: antibody of IL-6; β-actin is a loading control.
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2.3　STAT3激活是IL-6诱导EMT发生的关键

　　由于IL-6介导的主要细胞信号通路是受

STAT3磷酸化控制的，而且EMT作为肿瘤干细

胞的特征，转录因子Snail可能具有重要的调节

功能。因此我们用Western blot检测了STAT3的

磷酸化和Snail 1的表达，同时在IL-6处理的细

胞中加入STAT3抑制剂S31-201(美国Santa Cruz 
Biotechnology公司产品)，进行了EMT 标志物的

对比检测。结果发现IL-6促进STAT3 Tyr705磷

酸化和Snail 1表达的上升，抑制STAT3磷酸化，

Snail 1的表达水平下降(图3)。说明STAT3的磷

酸化可能是IL-6诱导EMT发生的关键节点。

2.4　IL-6诱导的EMT促进宫颈癌细胞的迁移和

侵袭

　　为了检测IL-6诱导的EMT对HeLa细胞的生

物学效应，我们用划痕和transwell小室测定了

细胞迁移和侵袭能力。结果表明，IL-6处理的

HeLa细胞迁移能力和细胞的侵袭性均增强，而

用IL-6抗体中和或用STAT3抑制剂再处理后，细

胞的迁移和侵袭能力会下降(图4)。
　　以上结果表明，肿瘤间质微环境中CAFs可

能通过其旁分泌的IL-6使宫颈癌上皮细胞STAT3
激活和Snail 1上升，诱导EMT发生，从而促进

宫颈癌的扩散和转移。

图 3　IL-6激活STAT3磷酸化，以促进Snail 1的表达，β-actin

为加样对照

Fig. 3    Activation of STAT3 by IL-6 promotes the expression of 

Snail 1,β-actin is a loading control

图 4　HeLa细胞用无血清培养基(SM)、IL-6、IL-6及其抗体(IL-6/Ab)、IL-6及STAT3抑制剂S30-201(IL-6/S30-201)处理后HeLa细胞

迁移和侵袭的变化

Fig. 4    Migration and invasion of HeLa treated with SM (serum-free medium), IL-6, IL-6/Ab (IL-6+antibody of IL-6), and IL-6/S30-201 

(IL-6+STAT3 inhibitor-S30-201)

  A: Migration; B: Invasion; C: The mean number of cells invaded per view for each treatment from invasion assay.

3　讨　　论

　　本研究用人体宫颈组织中分离的CAFs和

NFs进行对比性研究，发现其分泌的IL-6水平通

过激活STAT3信号，提高干细胞转录因子Snail 1

的表达，诱导宫颈癌细胞的EMT发生和增强细

胞迁移和侵袭的能力。

　 　 C A F s 一 般 呈 衰 老 状 态 ， 在 酸 性 条 件

(pH=5.2)下，衰老相关beta半乳糖苷酶活性上 

升［12-13］。尽管细胞衰老意味着生命的结束，但

衰老的间质细胞由于分泌大量衰老相关表型，
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对肿瘤的发生、发展却具有促进作用［13-14］。

因此，研究CAFs在肿瘤微环境中对上皮恶性转

化、侵袭和转移具有重要意义。本研究的结果

说明CAFs作为微环境中IL-6分泌的主要来源，

对宫颈癌EMT的发生起着至关重要的作用。

　　IL-6作为炎性细胞因子，与肿瘤血管形

成、肿瘤发生和转移密切相关［15-16］。其作用

机制大多与JAK或STAT3信号通路相关［15, 17］。

目前已有人报道IL-6可以诱导乳腺癌细胞CD44
表达上升而形成EMT相关微球体［18］。在头颈

部鳞癌中，内皮细胞来源的IL-6也可能诱导癌

细胞的EMT发生［19］。本研究发现IL-6通过促

进STAT3磷酸化，调节EMT干细胞标志物Snail 
1的表达，同时我们发现EMT的发生可增强细

胞的迁移和侵袭能力。本试验的结果基本证实

CAFs通过旁分泌IL-6的方式，诱导宫颈癌EMT
发生和促进肿瘤的迁移和转移，尽管本研究数

据尚需在动物体内和人体宫颈癌标本组织中进

行相关验证，但这一初步结论预示着CAFs在

肿瘤微环境中的重要性，因而对宫颈癌转移的

诊断、治疗和预后可能具有理论价值和临床 

意义。
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