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胸腺素β10在肺癌细胞中促进VEGF-C表达
机制研究

李紫璇  曲连悦  钟红珊  徐克  邱雪杉

【摘要】 背景与目的  我们前期的研究发现胸腺素β10（thymosin β10, Tβ10）在肺癌中过表达并与肺癌的分

期、分化及淋巴结转移呈正相关。本研究旨在探讨外源人重组蛋白Tβ10在肺癌细胞系中促进血管内皮生长因子

（vascular endothelial growth factor, VEGF）-C表达情况及其调控机制。方法  采用RT-PCR法检测不同肺癌细胞系加入外

源Tβ10或Tβ10加AKT特异性抑制剂LY294002后VEGF-C mRNA水平的变化；采用Western blot法检测不同肺癌细胞系加

入Tβ10或Tβ10加LY294002后VEGF-C及P-AKT蛋白的变化。结果  在肺癌细胞系SPC-A-1中加入Tβ10可以促进VEGF-C 

mRNA及蛋白的表达水平，同时促进AKT的磷酸化。在肺癌细胞系A549和LK2中加入Tβ10同样可以促进VEGF-C 

mRNA及蛋白的表达（P<0.05），并且这种促进作用可以被LY294002所抑制（P<0.05）。结论  人重组蛋白Tβ10肺癌

通过激活AKT的磷酸化促进VEGF-C的表达。
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【Abstract】 Background and objective  Our previous study found that thymosin β10 overexpressed in lung cancer 
and positively correlated with differentiation, lymph node metastasis and stage of lung cancer. In this reasearch we aim to study 
the effects and mechanism of exogenous human recombinant Tβ10 on the expression of VEGF-C on non-small cell lung can-
cer. Methods  After SPC, A549 and LK2 cells were treated with 100 ng/mL recombinant human Tβ10, the mRNA level of 
VEGF-C were detected by RT-PCR. The mean while the protein expression of VEGF-C, P-AKT and AKT were determined by 
Western blot assay. Results  Exogenous recombinant human Tβ10 were significantly promote the expression levels of VEGF-C 
mRNA and protein while promoting the phosphorylation of AKT. Exogenous Tβ10 can promote the expression of VEGF-C 
mRNA and protein in lung cancer cell lines A549 and LK2 (P<0.05), and this effect can be inhibited by use AKT inhibitor 
LY294002 (P<0.05). Conclusion  Tβ10 human recombinant proteins can promote the expression of VEGF-C by activating 
AKT phosphorylation in lung cancer cell lines.
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据《2012年中国肿瘤登记年报》显示：肺癌居全国

恶性肿瘤发病率和死亡率第一位。目前，手术治疗仍是

治疗肺癌最为行之有效的方法。然而，很多患者在确诊

时已经发生了淋巴结转移失去了手术的机会。因此，研

究肿瘤淋巴结转移的机制对肺癌的防治有重要意义。肿

瘤的淋巴结转移是肿瘤转移的重要途径之一，也是判定

肿瘤分期，估计患者预后的重要因素。因此，近年来对
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于淋巴管特异性标记物及其调控机理的研究逐渐深入，

抗肿瘤淋巴管的形成也成为抗肿瘤治疗的新方向。已经

证实，血管内皮生长因子（vascular endothelial growth fac-

tor, VEGF）-C的表达和淋巴管生成密切相关，在转基因

小鼠中过表达VEGF-C能特异性的诱导淋巴内皮细胞增殖

和淋巴管的形成[1]。VEGF-C是VEGF家族的成员，它可与

VEGFR-2和VEGFR-3结合，分别调控血管和淋巴管的生

成。

胸腺素是一类分子量5 kDa左右的小分子多肽，最初

从小牛胸腺中提取，按等电点不同分为三个家族 （α、

β和γ）[2]。其中胸腺素β10（thymosin β10, Tβ10）是哺乳

动物体内含量最为丰富的β族胸腺素之一，研究[3-5]证实

Tβ10能影响肿瘤细胞的转移和增殖。但目前，Tβ10在肿

瘤中的作用存在很大争议。有研究[4]发现Tβ10在甲状腺

癌、胰腺癌、乳腺癌、结肠癌等肿瘤组织中高表达，同

时能够促进肿瘤血管生成和肿瘤细胞侵袭转移，但也有

研究[6]证明Tβ10在卵巢癌组织和细胞中表达降低，Tβ10

过表达可以抑制肿瘤的生长并促进肿瘤的凋亡。然而目

前Tβ10在不同肿瘤中所发挥的作用及其机制仍未有定

论。

我们课题组前期的研究发现Tβ10在肺癌中表达上

调，并与肺癌的分期、分化、淋巴结转移和患者的预后

有关[3]。这些结果初步证实了Tβ10在肺癌发生发展中所

起的促进作用。在本实验中我们课题组将在肺癌细胞系

中研究Tβ10对淋巴管标记物VEGF-C的调控作用，并探讨

其中的机制。

1    材料与方法

1.1   主要试剂   人肺癌细胞系SPC-A-1和A549细胞购自

ATCC，LK2购自日本癌症研究中心细胞资源库。细胞

培养用DMEM高糖培养基购自Gibco，胎牛血清购自碧

云天。RNA提取购自Invitrogen，反转录试剂盒、PCR

试剂盒及PCR引物合成购自TaKaRa。P-AKT（Ser473）

（D9E）单克隆抗体购自CST；AKT、VEGF-C抗体购自

Santa Cruz；β-actin抗体购自武汉博士德，辣根过氧化物

酶标记的山羊抗小鼠及山羊抗兔IgG购自中杉金桥。BCA

法蛋白定量试剂盒购自碧云天，裂解液及超敏发光试剂

盒购自Pierce。

1.2  细胞培养  SPC-A-1、A549和LK2细胞使用DMEM培

养基含10%的灭活小牛血清。37 oC、5%CO2的条件下培

养，每两天换一次液，并用0.25%的胰酶进行传代。实验

前取对数生长的细胞，饥饿4 h后根据文献报道和预实验

结果（文中未给出）加入100 ng/mL Tβ10，按时间点收

集细胞，每次实验同一个处理因素设两个复孔，重复三

次实验。

1.3  反转录-聚合酶链式反应（reverse transcriptase poly-

merase chain reaction, RT-PCR）  RT-PCR提取细胞总RNA

按RT-PCR（TaKaRa）试剂盒方法进行逆转录反应，反应

体系为20 μL，反应结束后再取2 μL的RT产物进行PCR反

应，反应体系为20 μL，VEGF-C引物F：5’-TTC CAT TAT 

TAG ACG TTC CCT G -3’，R：5’-GTG TTT TCA TCA AAT 

TCT CGG T-3’，片段长度：305 bp，退火温度为54 oC；

β-actin引物F：5’-AAA TCG TGC GTG ACA TTAA-3’，R：

5’-CTC GTC ATA CTC CTG CTT G-3’，片段长度：513 bp，

退火温度为55 oC。 

1.4  Western blot法检测蛋白表达  收集细胞并加入裂解液

冰浴中裂解，低温高速离心（4 oC, 12,000 rpm, 30 min），

提取上清为总蛋白。上清蛋白量为60 μg。12%SDS-PAGE

凝胶电泳、转印（60 V, 120 min）到PVDF上。5%BSA

室温封闭2 h。一抗分别用P-A KT（1:1 ,000）、A KT

（1:300）、VEGF-C（1:500）和β-actin（1:500），4 °C孵

育过夜。分别与对应的二抗（1:2,000）室温孵育2 h，ECL

显色，结果经自动电泳凝胶成像分析仪采集。进行灰度

测定。

1.5  统计学方法  使用SPSS 16.0统计软件，两组之间用t检

验进行数据分析，P<0.05为差异有意义。

2    结果

2.1  Tβ10促进SPC-A-1细胞中VEGF-C mRNA表达  取对数

生长的SPC-A-1细胞接种于六孔板中，待其贴壁后在实验

组加入浓度为100 ng/mL的人重组Tβ10，对照组加入同体

积的PBS。分别在0 h、1 h、2 h、4 h、8h、24 h收集细胞

检测各组VEGF-C mRNA的水平。结果发现，加入Tβ10后

细胞内VEGF-C mRNA含量逐渐上升（图1）。

2.2  在SPC-A-1细胞中Tβ10能够促进P-AKT及VEGF-C蛋白

表达  在SPC-A-1细胞中加入Tβ10后分别在0 h、1 h、2 h、

4 h、8 h、24 h收集细胞，提取总蛋白后检测不同组细胞

P-AKT、AKT及VEGF-C蛋白变化。我们发现加入浓度为

100 ng/mL的Tβ10后P-AKT及VEGF-C蛋白水平随时间的延

长逐渐升高（P<0.05），但是总的AKT水平未见明显变

化（图2）。这些结果说明在SPC-A-1细胞中Tβ10可能是

通过促进AKT磷酸化激活促进VEGF-C表达的。
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图 1  SPC-A-1细胞系中加入100 ng/mL人重组Tβ10后0 h、1 h、2 h、4 

h、8 h、24 h，用RT-PCR的方法检测细胞内VEGF-C mRNA变化，柱图显

示加入Tβ10后SPC-A-1细胞中VEGF-C mRNA水平随时间推移逐渐上升。

*：与对照组相比，P<0.05；**：与对照组相比，P<0.01。

Fig 1  After adding 100 ng/mL human recombinant Tβ10 in SPC-A-1, 

cells were collected in 0 h、1 h、2 h、4 h、8 h、24 h, then RT-PCR was 

used to detected the mRNA level of VEGF-C. Bar graph display after 

adding Tβ10, mRNA levels of VEGF-C in SPC-A-1 cells gradually in-

creased over time. *: Compared with the control, P<0.05; **: Compared 

with the control, P<0.01.

0 h     1 h        2 h        4 h        8 h         24 h

VEGF-C 
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图 2  SPC-A-1细胞系中加入100 ng/mL人重组Tβ10后0 h、1 h、2 h、4 

h、8 h、24 h，用Western blot检测细胞内VEGF-C、P-AKT和AKT蛋白变

化。如图所示，VEGF-C和P-AKT蛋白水平逐渐升高，而总AKT水平不变。

*：与对照组相比，P<0.05；**：与对照组相比，P<0.01。

Fig 2  After adding 100 ng/mL human recombinant Tβ10 in SPC-A-1, 

cells were collected in 0 h、1 h、2 h、4 h、8 h、24 h, then Western 

blot was used to detected the protein level of VEGF-C, P-AKT and 

AKT. As the figure show, the protein level of VEGF-C and P-AKT were 

increased gradually, but the total AKT level were unchanged. *: Com-

pared with the control, P<0.05; **: Compared with the control, P<0.01.

2.3  在SPC-A-1细胞中Tβ10可能通过促进P-AKT水平促进

VEGF-C mRNA表达  在SPC-A-1细胞中加入Tβ10，8 h后在

一组细胞中加入P-AKT特异性抑制剂LY294002，另一组

细胞不加。加入抑制剂0 h、1 h、2 h、4 h、8 h、24 h后

分别提取细胞的mRNA，检测其中VEGF-C水平。结果发

现，随着时间的进展，不加抑制剂组VEGF-C的水平变化

很少，而加LY294002组VEGF-C mRNA含量逐渐下降，说

明LY294002能明显抑制VEGF-C表达（P<0.05）（图3）。

2 . 4   在不同细胞系中T β 1 0通过上调P- A K T水平促进

VEGF-C表达  为了进一步验证Tβ10促进VEGF-C表达的

结论，我们又选择了两个细胞系：A549及LK2分别加入

Tβ10和LY294002，观察细胞中VEGF-C蛋白及mRNA变

化。在两种细胞系中加入Tβ10可以促进VEGF-C蛋白及

mRNA上调，如果在加入Tβ10的同时加入AKT通路特异

性抑制剂LY294002则会使VEGF-C蛋白及mRNA水平下调

（P<0.01）（图4，图5）。可见，在肺癌细胞系中Tβ10

通过上调P-AKT水平促进VEGF-C表达。

3    讨论

近年来，胸腺素类家族的小分子化合物在肿瘤中的

作用受到了越来越广泛的关注，在许多肿瘤中都发现了

胸腺素的高表达。Tβ4在肾癌、肺癌、结肠癌、乳腺癌

中表达增高[7,8]，而且Tβ4的高表达可能直接增加肿瘤转

移的机会。Tβ10在乳腺癌、黑色素瘤、生殖细胞肿瘤、

肺癌等中表达升高[9,10]。Tβ15则在前列腺癌、乳腺癌[11]中

高表达。但也有报道[5,6]某些胸腺素在肿瘤中低表达甚至

缺失。这些研究表明不同种类的胸腺素在不同组织中的
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图 3  在SPC-A-1细胞中加入Tβ10 8 h后一组加入LY294002, 另一组不加， 0 h、1 h、2 h、4 h、8 h、24 h后细胞的VEGF-C mRNA变化比较，发现

LY294002可明显抑制Tβ10引起的VEGF-C升高。**：与对照组相比，P<0.01。

Fig 3  8 h after adding Tβ10 in SPC-A-1 cells, LY294002 was added in the medium. After 0 h、1 h、2 h、4 h、8 h、24 h, mRNA levels of VEGF-C were 

detected. The results reveals that LY294002 significantly inhibited Tβ10 induced VEGF-C increased. **: Compared with the control, P<0.01.

图 4  在A549和LK2细胞中加入Tβ10和LY294002，检测细胞VEGF-C mRNA表达变化，发现Tβ10能促进这两株细胞VEGF-C mRNA的表达，LY294002则

能逆转该变化。**：与对照组相比，P<0.01。

Fig 4  In A549 and LK2 cells after adding Tβ10 and LY294002, the mRNA level of VEGF-C was detected. Tβ10 can prompted the expression of 

VEGF-C, and LY294002 can inhibited the expression of VEGF-C. **: Compared with the control, P<0.01.
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作用机制存在很大差异，这就需要更深入的实验来验证

胸腺素类的生理作用。

肿瘤淋巴管生成主要受VEGF-C、-D和VEGFR-3调

控。近年来多数研究报道称：恶性肿瘤的淋巴结转移是

因为恶性肿瘤细胞产生大量VEGF-C，并通过下述3种途

径参与调节淋巴结转移：①VEGF-C通过与VEGFR-3受体

结合，刺激诱导癌旁淋巴管增生，并降低淋巴管内皮细

胞间的粘附，增加了肿瘤淋巴结转移机会[12]；②提高肿

瘤细胞粘附作用。能分泌VEGF-C的肿瘤细胞通过淋巴管

内皮细胞上受体的亲和作用，使肿瘤细胞得以粘附到淋

巴管内皮细胞上；③VEGF-C还可作为一种趋化因子，使

肿瘤细胞向淋巴管方向迁移。

我们课题组前期的研究发现，Tβ10在肺癌中表达上

调并与肺癌淋巴管密度及VEGF-C表达密切相关，这促使

我们进一步研究Tβ10在肺癌中通过上调VEGF-C表达促进

淋巴管形成的机制。AKT和肿瘤血管及淋巴管生成密切

相关，Tsutsui等[13]证明在乳腺癌中AKT可以通过VEGF-C 

促进淋巴管形成。而另有文献[7]报道与Tβ10同家族的Tβ4 

可以在内皮细胞中促进AKT磷酸化从而发挥Tβ4促进细胞

运动的功能。因此我们推测Tβ10在肺癌细胞中可能通过

促进AKT磷酸化促进VEGF-C的表达。

由于胸腺素是小分子多肽，根据文献报道可以采用外

源加入人重组蛋白的方法检测胸腺素类的生理作用[7,14]，

因此在本实验中我们采用的是加入外源Tβ10的实验方

法。研究结果发现，在SPC-A-1细胞中加入100 ng/mL人

重组Tβ10可以促进VEGF-C mRNA和蛋白表达水平。为了

进一步验证Tβ10是否是通过促进AKT磷酸化促进VEGF-C

表达，我们又同时检测了加入Tβ10后P-AKT的表达情

况，发现加入Tβ10后在VEGF-C mRNA和蛋白表达水平上

调的同时P-AKT表达也升高，而总的AKT的水平不发生

变化。如果在加入Tβ10同时又加入了P-AKT抑制剂则能

明显抑制VEGF-C表达。为了能证明我们推测的结论，我

们又在另外两株肺癌细胞系中重复了实验，发现在不同

细胞系中Tβ10均能通过P-AKT通路促进VEGF-C表达。这

些实验均说明在肺癌中Tβ10促进淋巴管生成的功能是通

过促进AKT磷酸化进而促进VEGF-C表达来实现的。

综上所述，Tβ10在肺癌中促进淋巴管形成的作用是

通过激活AKT通路促进VEGF-C表达实现的。Tβ10在肺癌

中作为一个癌基因，对它的深入研究对阐明肺癌的发生

发展机制，尤其是肿瘤淋巴结转移机制有着重要的意义。
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图 5  在A549和LK2细胞中加入Tβ10和LY294002，检测细胞VEGF-C蛋白表达变化，发现Tβ10能促进这两株细胞VEGF-C蛋白表达，LY294002则能逆转这

种变化。**：与对照组相比，P<0.01。

Fig 5  In A549 and LK2 cells after adding Tβ10 and LY294002, the protein level of VEGF-C was detected. Tβ10 can prompted the expression of 

VEGF-C, and LY294002 can inhibited the expression of VEGF-C. **: Compared with the control, P<0.01.
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· 更 正 ·

更正

“肺结节二维与三维体积测量的观察者内重复性比较”（中国肺癌杂志, 2014, 17(4): 336-341.）文章正文338

页结果部分2.1节Logistic回归分析数据有误，文中所列“结节边缘不规则及与胸膜或血管相连软件分割不满意的

比率显著增高，OR（Odds Ratios）分别为1.4、1.1、1.6”，其正确结果应为“边缘不规则结节及与血管相连结节

软件分割不满意的比率明显增高，似然比（odds ratios, OR）分别为4.0、 4.5”。文中的其他各部分没有受到影

响。

“The Intra-observer Variability of Volumetric Measurement of Pulmonary Nodules: Comparison of Two-dimensional 

and Three-dimensional Method” Zhongguo Fei Ai Za Zhi. 2014, 17(4): 336-341.

The primer on results of logistic regression analysis in section 2.1 on page 338 contains an error. The forward primer in 

the article “The irregular, pleural-attached and juxtavascular nodules have significantly high odds rations (OR) of unsatisfied seg-

mentation as 1.4，1.1, 1.6, respectively ” should be “The irregular and juxtavascular nodules have significantly high odds rations 

(OR) of unsatisfied segmentation as 4.0, 4.5, respectively ”. The other parts of the article remain unaffected. We regret this error.
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