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CTHRC1通过活化FAK-ERK1/2信号通路促进膀胱癌5637细胞迁移和侵袭
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[摘 要] 目的：探讨胶原三螺旋重复蛋白1（CTHRC1）在膀胱癌组织和细胞中的表达及其对膀胱癌5637细胞迁移和侵袭的影

响及其机制。方法：利用TCGA和Arrayexpress 数据库中膀胱癌基因表达数据，分析CTHRC1转录和翻译水平。收集2014年

9月至2020年12月重庆医科大学附属第一医院手术切除的144例膀胱癌组织和25例全膀胱切除的癌旁组织标本，以及人膀胱癌

细胞RT4、5637、T24、UMUC-3、TCCSUP和输尿管上皮永生化细胞SV-HUC-1。采用免疫组织化学染色法、qPCR法和WB法检测

膀胱癌组织和细胞中CTHRC1的表达水平，通过Kaplan-Meier曲线分析CTHRC1表达对总生存期（OS）的影响。运用RNAi技

术，敲降5637细胞CTHRC1表达后，通过细胞划痕实验和Transwell实验检测CTHRC1表达下调对5637细胞迁移和侵袭的影响。

利用基因集富集分析（GSEA）预测CTHRC1相关的潜在信号通路，WB法检测敲降CTHRC1表达对FAK-ERK1/2通路相关蛋白表

达的影响。结果：CTHRC1的转录和翻译水平在肌层浸润性膀胱癌（MIBC）组织和细胞中表达显著上调（均P<0.05），CTHRC1

高表达组患者5 年 OS 较低表达患者缩短（P<0.05）。干扰CTHRC1表达后，膀胱癌 5637 细胞迁移及侵袭能力均显著降低（均

P<0.01）。GSEA预测显示，CTHRC1高表达组主要富集在黏着斑激酶（FAK）、肌动蛋白细胞骨架调节、FAK和ERK1/2信号通路。

WB法实验结果表明，重组CTHRC1蛋白促进膀胱癌5637细胞FAK-ERK1/2信号通路活化（P<0.05或P<0.01）。结论：CTHRC1

在MIBC中表达上调，且与膀胱癌患者不良预后密切相关；CTHRC1促进膀胱癌细胞迁移和侵袭，该过程可能与FAK-ERK1/2信

号通路的激活有关。
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CTHRC1 promotes the migration and invasion of bladder cancer 5637 cells
through activating the FAK-ERK1/2 signaling pathway
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[Abstract] Objective: To investigate the expression of collagen triple helix repeat containing-1 (CTHRC1) in bladder cancer tissues

and cells and its effect on the migration and invasion of bladder cancer 5637 cells as well as the related mechanisms. Methods: By

referring to the bladder cancer gene expression data in TCGA and Arrayexpress databases, CTHRC1 transcriptional and translational

levels were analyzed. 144 cases of bladder cancer tissues and 25 cases of para-cancerous tissues resected in the First Affiliated Hospital

of Chongqing Medical University from September 2014 to December 2020 were collected for this study; in addition, human bladder

cancer cells (RT4, 5637, T24, UMUC-3 and TCCSUP) and immortalized human ureteral epithelial SV-HUC-1 cells were also collected.

The expression levels of CTHRC1 in human bladder cancer tissues and cell lines were detected by immunohistochemistry staining,

qPCR and WB. The Kaplan-Meier curve was used to analyze the effect of CTHRC1 expression on overall survival (OS). CTHRC1

expression in 5637 cells was interfered using RNAi technology, and then the effects of CTHRC1 knockdown on migration and invasion

of bladder cancer 5637 cells were detected by scratch and Transwell assays. Gene set enrichment analysis (GSEA) was used to predict

potential signaling pathways associated with CTHRC1. WB was utilized to detect the effect of CTHRC1 knockdown on the

expression of FAK-ERK1/2 pathway related proteins. Results: The transcriptional and translational levels of CTHRC1 were

significantly up-regulated in muscle-invasive bladder cancer tissues and cells (all P<0.05), and the 5-year OS was significantly shorter

in the patients with high CTHRC1 expression as compared with those with low expression (P<0.05). The migration and invasion of

bladder cancer 5637 cells were reduced following CTHRC1 knockdown (all P<0.01). GSEA showed that the CTHRC1 high-expression
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group was mainly enriched in focal adhesion kinase (FAK), regulation of actin cytoskeleton, and FAK-ERK1/2 signaling pathways. WB

assay showed that recombinant CTHRC1 protein promoted the activation of FAK-ERK1/2 signaling pathway in bladder cancer 5637

cells (P<0.05 or P<0.01). Conclusion: CTHRC1 expression is up-regulated in invasive bladder cancer and closely related to the poor

prognosis of bladder cancer patients. CTHRC1 enhances the invasion and metastasis of bladder cancer cells, which may be associated

with the activation of the FAK-ERK1/2 signaling pathway.

[Key words] collagen triple helix repeat containing-1 (CTHRC1); bladder cancer; 5637 cell; migration; invasion; FAK-ERK1/2

signaling pathway; prognosis
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细胞外基质蛋白是肿瘤微环境的主要成分之

一，可分为结构性和非结构性细胞外基质蛋白。结

构性细胞外基质蛋白为肿瘤生长提供物理支架、储

存与维持肿瘤微环境稳定所必须的生长因子（如

HGF、FGF和PDGF等），增强细胞外基质中各类细胞

与肿瘤细胞之间的相互作用[1]。非结构性基质蛋白

具有诸多生物学活性，在慢性炎症、肿瘤生长和转移

中发挥重要作用，如 OPN、SPARC、VCAN、MMP 和

CXC型趋化因子等[2-7]。近年来细胞外基质蛋白在炎

症反应和肿瘤进展中有重要功能。有研究结果[8]发

现 ，胶原三螺旋重复蛋白 1（collagen triple helix

repeat containing-1，CTHRC1）在许多人实体瘤中普

遍表达上调，并且与肿瘤恶性侵袭性的特征和不良

预后密切相关。但CTHRC1在膀胱癌中的表达及其

生物学作用目前尚不清楚。因此，本研究利用癌症

基 因 组 图 谱（TCGA）数 据 库 中 的 测 序 数 据 和

ArrayExpress数据库资料联合分析CTHRC1在不同

类型膀胱癌组织中的表达水平，通过免疫组化和

qPCR法检测CTHRC1在不同类型膀胱癌组织和细

胞中的表达，运用RNAi技术体外敲降CTHRC1表达

后探究其对膀胱癌细胞迁移和侵袭的影响及潜在分

子机制，旨在为膀胱癌的诊断和治疗提供新的生物

标志物和治疗靶点。

1 资料与方法

1.1 数据收集

本研究遵循 TCGA的访问规则和发布指南，从

TCGA 数据库（https://gdc-portal.nci.nih.gov/）下载有

完整的RNA-sequence数据的405例膀胱癌和19例膀

胱正常组织进行基因表达量分析；从TCGA数据库下

载膀胱癌患者的mRNA测序表达谱和临床数据纳入

标准：（1）诊断为肌层浸润性膀胱癌（muscle-invasive

bladder cancer，MIBC）；（2）有完整的 RNA-sequence

数据；（3）附带详细的临床病理数据，包括病理分期、

总生存期（OS）和相应的随访时间信息等。本研究共

纳入362例膀胱癌标本。

从ArrayExpress数据库（www.ebi.ac.uk/arrayexpress/）

下载E-MTAB-1940和E-MTAB-1803的mRNA表达谱

矩阵文件。AffymetrixHG-U133 Plus 2.0平台上操作的

E-MTAB-1803、E-MTAB-1940芯片中包含4例正常膀

胱组织、42例Ta期和41例T1期膀胱癌组织，该平台上

操作的E-MTAB-1803芯片包含79例MIBC组织。采用

RMA（robust multichip average）算法对原始芯片数据进

行归一化处理，并转换为Log2模式。使用Affymetrix注

释文件对探针进行注释。

1.2 组织标本来源及随访

收集 2014年 9月至 2020年 12月重庆医科大学

附属第一医院泌尿外科手术切除并经病理确诊的

144例膀胱癌组织标本，同时选取25例全膀胱切除的

癌旁组织标本作为对照。获取标本后，将其冷冻并

保存在-80ºC冰箱中备用。所有组织标本的收集和

使用均得到医院伦理委员会的批准（批准号：

201802），均告知患者并签署知情同意书。

随访调查患者死亡时间及原因，以及发生远处

转移的时间，观察患者OS。随访从第一次明确诊断

开始，直至全因死亡或发生远处转移或末次随访时

间；发现患者死亡或转移，随访即终止。随访截止时

间为 2021 年 1 月 31 日，共随访 55 例患者，记为

CQMU队列。

1.3 细胞及主要试剂

人 膀 胱 癌 细 胞 RT4、5637、T24、UMUC-3 和

TCCSUP，以及人输尿管上皮永生化细胞 SV-HUC-1

均购自美国ATCC细胞库。

RPMI 1640、胰蛋白酶、Transwell小室购自美国

康 宁 公 司 ，TRIzol 试 剂 、PCR 引 物 、PVDF 膜 、

Lipofectamine 2000、OPTI-MEM 培养基等购自美国

Invitrogen公司，逆转录试剂盒、SYBR荧光染料购自

日本TaKaRa公司，F-12K完全培养基、McCoy's 5A完

全培养基、MEM完全培养基、胎牛血清（FBS）等购自

上海中乔新舟公司，免疫组化试剂盒购自北京中杉

金桥公司，siRNA购自上海吉玛公司，化学发光试剂

购自美国Millipore公司，人工基膜（matrigel胶）购自

美国 BD Biosciences 公司，CTHRC1 抗体（ab85739）

购自美国Abcam公司，β-actin抗体（60008-1-Ig）购自

武汉三鹰公司，磷酸化黏着斑激酶（phospho-FAK，

p-FAK）（Tyr397）抗体（#8556）、FAK（Tyr925）抗体
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（#3284）、FAK 抗体（#13009）、p44/42 MAPK 抗体

（#4370）、p44/42 MAPK抗体（#4695）、山羊抗兔二抗

（#7074）、山羊抗鼠二抗（#7076）均购自美国 Cell

Signalling Technology公司。

1.4 细胞培养、转染与分组

膀胱癌RT4细胞采用McCoy's 5A完全培养基培

养，T24、5637和TCCSUP细胞用含10% FBS和1%青

霉素/链霉素的RPMI 1640培养基培养，UMUC-3细

胞在 10% FBS和 1%青霉素/链霉素的MEM完全培

养基培养；SV-HUC-1细胞采用F-12K完全培养基培

养。待细胞汇合度达80%~90%时进行传代或冻存处

理（-80 ℃或液氮）。

利用 siRNA干扰技术敲低CTHRC1表达，设计了

4条靶向CTHRC1 的 siRNA，分别是 si-CTHRC1-353

（si-353）、si-CTHRC1-512（ si-512）、si-CTHRC1-647

（si-647）和 si-CTHRC1-718（si-718），将4条 siRNA及其

阴性对照（si-NC）质粒转染至5637细胞，实验分为空白

对照、si-NC、si-353、si-512、si-647和 si-718组。引物序

列：si-353为5′-GCCAAUGGCAUUCCG GGUATT-3′；
si-512为5′-CGGAGUGUACAUUUACAAATT-3′；si-647

为 5′-CCUCUUCCCAUUGAAGCUATT-3′；si-718 为

5′-TCGCACTTCTTCTGTGGAATTCA-3′ ；si-NC 为

5′-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3′。
1.5 qPCR 法检测膀胱癌组织和细胞中 CTHRC1

mRNA的表达

用TRIzol试剂提取组织和细胞中总RNA，并逆

转录为 cDNA。根据SYBR PrimeScript RT-PCR试剂

盒说明书进行相应操作，使用Bio-Rad PCR仪进行反

应。CTHRC1 引物序列：上游为 5′-CAATGGCAT

TCCGGGTACAC-3′，下游为 5′-GTACACTCCGCA

ATTTTCCCAA-3′；β-actin引物序列：上游为 5′-CAT

GTACGTTGCTATCCAGGC-3′，下游为 5′-CTCCTT

AATGTCACGCACGAT-3′。反应条件：预变性 95 ℃

2 min；变性95℃ 5 s，退火60℃ 30 s，延伸72 ℃ 30 s，共

40个循环，计算各组CT值。以 β-actin作为内参，采

用2-△△Ct法计算目的基因mRNA的相对表达量。

1.6 免疫组织化学染色法检测膀胱癌组织中

CTHRC1蛋白的表达

将石蜡切片标本依次进行脱蜡、水化、抗原修

复、去除内源性过氧化物酶、封闭后，加入抗 -

CTHRC1（1∶200）抗体，4 ℃过夜。次日，滴加通用二

抗，37 ℃处理 15 min后，加入 100 mL辣根过氧化物

酶（HRP），37 ℃处理15 min，DAB显色，苏木精复染、

脱水、透明后，使用中性树脂封片。在光学显微镜

（´100）下，每张切片随机选取 5个视野，观察和计数

阳性细胞数。结果评分判定：（1）按染色强度评分：

无色为 0 分，弱阳性为 1 分，阳性为 2 分，强阳性

为 3分；（2）按阳性细胞百分比评分：阳性细胞≤5%

为 0 分，5%~≤25% 为 1 分 ，25%~≤50% 为 2 分 ，

50%~≤75% 为 3分，>75%为 4分。统计分数，最终以

染色强度×阳性细胞百分比＝每视野评分，取平均

值，并根据 CTHRC1 蛋白的免疫组化评分将膀胱

癌患者分为高表达组（≥4分）和低表达组（<4分）。

1.7 WB法检测膀胱癌细胞CTHRC1、FAK-ERK1/2

信号通路相关蛋白的表达

提取各组细胞总蛋白，根据BCA法计算蛋白浓

度，加入 40 mg蛋白样本，进行SDS-PAGE，将蛋白质

转移到PVDF 膜上，5% 脱脂牛奶常温封闭 1.5 h。

加入CTHRC1抗体（1∶1 000）、Phospho-FAK（Tyr397）

抗体（1∶1 000）、Phospho-FAK（Tyr925）抗体（1∶1 000）、

FAK 抗体（1∶1 000）、phospho-p44/42 MAPK 抗体

（1∶1 000）、p44/42 MAPK抗体（1∶1 000）、β-actin抗体

（1∶1 000），4 ℃摇床上过夜。TBST缓冲液洗涤3次，

5 min/次，加入HRP标记的山羊抗兔或山羊抗鼠二抗

（均为1∶3 000），室温下摇床上处理1 h，TBST缓冲液

洗涤后，采用化学发光法显影。以 ImageJ软件统计

分析蛋白条带的灰度值。

1.8 Transwell实验检测膀胱癌 5637细胞的迁移和

侵袭能力

细胞迁移实验：取对数生长期细胞，消化、离心，

用无血清培养基重悬并计算细胞密度，使用无血清

培养基调整细胞密度为8´105个/mL。Transwell上小

室中加入 100 mL细胞悬液，下小室中加入 700 mL含

10%FBS的完全培养基，置入37 ℃、5%CO2培养箱中

培养 24 h。取出小室，清洗后，用 4%多聚甲醛固定

15 min，0.5%结晶紫染色15 min，清洗、风干。

细胞侵袭实验 ：除使用预铺 matrigel 胶的

Transwell上小室外，其余操作方法同迁移实验。

1.9 细胞划痕愈合实验检测膀胱癌5637细胞的迁移

取对数生长期各组细胞，消化、离心、重悬后，将

细胞密度为 1×106个/mL接种在 6孔板内，待细胞汇

合度达100%时，用10 mL枪头垂直于6孔板划竖线，

PBS洗涤，去掉脱落的细胞。分别在0、24 h时观察细

胞划痕愈合情况，并拍照，计算细胞划痕愈合率[愈合

百分比=（0 h面积-24 h面积）/0 h面积´100%]。

1.10 基因集富集分析（GSEA）

为鉴定CTHRC1相关的生物学功能和通路，使用

TCGA 数据集进行 GSEA。根据表达中位数分为

CTHRC1高表达组和低表达组，并用Broad Institute的

GSEA软件3.0执行。从Molecular Signatures Database

（http://software.broadinstitute.org/gsea/msigdb/index.jsp）

中获得代表特定生物学过程的经典途径基因集（c2.all.
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v6.0.symbols.gmt）。每种分析均进行了1 000次基因组

排列，以获得标准化富集得分（normalized enrichment

score, NES），用于对每种表型中富集的途径进行分类。

当P<0.05和错误发现率（false discovery rate，FDR）<0.2

时为差异有统计学意义。

1.11 统计学处理

所有实验均独立重复3次。采用 IBM SPSS 19.0

和Graphpad Prism 5.0软件进行数据统计分析。符合

正态分布的计量资料以 x̄±s 表示，两组间数据比较采

用 t检验，多组间数据比较采用单因素方差分析；用

Kaplan-Meier 分析生存曲线，用 Log-Rank 检验分析

CTHRC1与膀胱癌患者临床预后的关系，以 P<0.05

或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 CTHRC1在MIBC中表达上调

通过TCGA下载的 405例膀胱癌和 19例膀胱癌

旁组织标本，参照2017年TCGA的分类标准，将膀胱

癌分为管腔乳头状型、管腔型、管腔浸润型、基底鳞

状细胞型和神经内分泌型 5 型。分析结果提示，

CTHRC1 mRNA在恶性程度较高的神经内分泌型、

基底鳞状细胞型、管腔浸润型和管腔型中的表达水

平显著高于癌旁组织（均P<0.01），而在恶性程度较

低的管腔乳头状型中的表达水平较低（图 1A）。

分析 TCGA 来源的 19 例膀 胱 癌 组 织 和 癌 旁 组

织 ，结果发现 CTHRC1 mRNA在膀胱癌组织中表

达显著升高（P<0.01，图1B）。

分析ArrayExpress数据库来源的 E-MTAB-1803

和 E-MTAB-1940 芯片数据 ，结果发现 CTHRC1

mRNA在MIBC（T2~T4）和非MIBC（NMIBC，Ta、T1

期）中的表达水平显著高于正常组织（P<0.05，

图 1C）。qPCR法检测结果（图 1D）显示，CTHRC1

mRNA在癌旁组织和NMIBC中表达显著低于MIBC

（P<0.01），而癌旁组织与NMIBC之间差异无统计学

意义（P>0.05）。

免疫组织化学染色结果（图2）显示，CTHRC1蛋

白在MIBC组织中的表达强度明显高于癌旁组织和

NMIBC组织（均P<0.05），CTHRC1高表达在 3组中

占 比 分 别 是 73.15%（79/108）、32.00%（8/25）和

38.89%（14/36）。

qPCR法检测结果（图 3A）显示，与SV-HUC-1细

胞相比，膀胱癌细胞中CTHRC1 mRNA表达水平上

调，其中以 5637 细胞中表达水平最高（P<0.01），而

RT4和UMUC-3细胞中表达水平较低。WB法检测

结果（图3B）与qPCR法检测结果基本一致（P<0.01），

CTHRC1蛋白在 5637细胞中呈高表达状态，因此选

择5637细胞进行后续实验研究。

与癌旁组织比较，**P<0.01；与正常组织比较，△△P<0.01；与NMIBC组比较，▽▽P<0.01

A：CTHRC1在各种分子亚型组织中的表达；B：TCGA队列膀胱癌及癌旁组织中CTHRC1的表达；C：ArrayExpress数据集中4例

正常尿路上皮、83例NMIBC和79例MIBC组织中CTHRC1的表达；D：qPCR法检测NMIBC和MIBC组织中CTHRC1的表达

图1 CTHRC1在膀胱癌及癌旁组织中的表达
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2.2 CTHRC1表达与膀胱癌患者预后的关系

根据前述免疫组化结果，随访了其中 55例患者

（CQMU队列），Kaplan-Meier生存曲线结果（图 4）显

示，CTHRC1高表达组患者OS率显著低于低表达组

患者（P<0.01）。通过分析TCGA队列和 2个GEO队

列 的 临 床 数 据 发 现 相 似 的 结 果 ，在 TCGA 和

GSE13507队列中CTHRC1高表达的膀胱癌患者OS

较低表达患者缩短（均P<0.05）；在GSE31684队列中

高CTHRC1表达组无复发生存率（RFS）较低表达组

更差（P<0.05）。

图2 CTHRC1蛋白在癌旁组织、NMIBC及MIBC组织中的表达（免疫组化S-P染色法）

与SV-HUC-1细胞比较，*P<0.05，**P<0.01

图3 CTHRC1 mRNA（A）和蛋白（B）在正常尿路上皮细胞SV-HUC-1和膀胱癌细胞中的表达

图4 CTHRC1表达对膀胱癌患者OS和RFS的影响

2.3 干扰CTHRC1表达可显著下调膀胱癌 5637细

胞中CTHRC1 mRNA和蛋白的表达

使用 4 条 siRNA 和 si-NC 瞬时转染膀胱癌 5637

细胞，于转染后 48、72 h时收集细胞，qPCR法和WB

法检测结果（图 5A、B）显示，与Ctrl组和 si-NC组比

较，4 条 siRNA 均能显著下调 5637 细胞中 CTHRC1

mRNA和蛋白的表达水平（均P<0.01），其中 si-512和

si-718片段在细胞中的干扰效率均大于75%，故选择

si-512和 si-718片段进行后续功能研究。

2.4 敲低CTHRC1表达可显著抑制膀胱癌 5637细

胞的迁移和侵袭能力

GSEA分析结果（图6A）显示，膀胱癌、泛癌侵袭和

细胞迁移等基因集显著富集到CTHRC1高表达组中，

提示CTHRC1可能与细胞迁移和侵袭表型相关。细胞

划痕愈合实验结果（图 6B）显示，与 si-NC 组相比，

敲低CTHRC1表达后，5637细胞的划痕愈合率显著下

降（P<0.01）。Transwell实验结果（图6C）显示，与si-NC

相比，敲低CTHRC1表达后的5637细胞迁移和侵袭能

力均显著降低（均P<0.01）。结果表明，敲低CTHRC1

表达后的膀胱癌5637细胞迁移和侵袭能力均显著降低。
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2.5 敲低CTHRC1表达可显著抑制FAK-ERK1/2信

号通路活性

基于TCGA测序数据进行基因集富集分析结果

（图 7）发现，FAK、肌动蛋白细胞骨架调节、FAK 通

路，以及丝裂原活化蛋白激酶等通路显著富集到

CTHRC1高表达组（均 P<0.01）。分析结果表明，膀

胱癌中CTHRC1高表达可能与细胞 FAK、细胞黏附

和细胞骨架变化有关。

与Ctrl组或 si-NC组比较，**P<0.01

图5 qPCR法（A）和WB法（B）检测RNAi对CTHRC1的干扰效率

与 si-NC组比较，**P<0.01

A：GSEA分析CTHRC1表达与膀胱癌侵袭、迁移相关基因的关系；B：伤口愈合实验检测敲低CTHRC1对5637细胞迁移的影响；

C：Transwell实验检测敲低CTHRC1基因对5637细胞迁移和侵袭的影响（×100）

图6 干扰CTHRC1表达对5637细胞迁移和侵袭的影响
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图7 GSEA分析富集在CTHRC1高表达组中的基因集和信号通路

根据文献[9] 报道以及 GSEA 分析结果，研究

CTHRC1是否参与调控FAK通路。WB法检测FAK

信号通路中的关键蛋白的表达变化，结果发现，敲低

CTHRC1表达后 5637细胞黏附通路主要分子 p-FAK

（Tyr-397/925）、p-ERK1/2等蛋白磷酸化水平显著下

降，差异有统计学意义（P<0.05或P<0.01，图 8）。结

果证实，CTHRC1基因参与调控FAK-ERK1/2信号通

路的活性。

与 si-NC 组比较，*P<0.05，**P<0.01

图8 干扰CTHRC1表达对FAK-ERK1/2信号通路相关蛋白表达的影响

3 讨 论

NMIBC患者接受经尿道膀胱肿瘤切除术治疗后

仍有 60%以上会发生复发，其中约 10%~20%的病例

会进展为MIBC。NMIBC患者 5年OS率较高（大于

80%），当其进展为MIBC时，5年OS率降低至60%左
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右[10]。术后监测手段包括膀胱镜检查或尿液细胞学

检查，但对于乳头状肿瘤和扁平原位癌病变仍有漏

诊风险[11]。目前尚无除尿液细胞学检查以外的高效

无创的标准检测手段。因此，在膀胱癌逐渐进展至

浸润表型的过程中，探索相应的生物标志物及其潜

在的分子机制势在必行。

既往研究结果[8]表明，CTHRC1转录和蛋白水平

在多种实体瘤中均呈普遍高表达状态。本研究首先

利用TCGA测序数据分析CTHRC1在癌旁组织和不

同 分 子 分 型 膀 胱 癌 之 间 的 表 达 水 平 。 分 析

ArrayExpress数据库来源的芯片数据发现，CTHRC1

在正常膀胱黏膜组织和NMIBC组织中表达较低，而

在MIBC组织中表达明显上调。进一步实验发现，

CTHRC1无论是在膀胱癌组织还是细胞系中均呈高

表达状态。此外，CTHRC1与膀胱癌患者预后密切相

关，Kaplan-Meier生存曲线显示CTHRC1高表达组患

者OS明显低于CTHRC1低表达组患者。研究结果

提示，CTHRC1在膀胱癌中高表达，且可作为判断膀

胱癌预后的生物标志物。

CTHRC1高表达促进肿瘤细胞恶性生物学行为，

增强其增殖、迁移和侵袭能力。随后，对CTHRC1在

膀胱癌细胞中发挥的生物学功能进行了研究。通过

RNA干扰实验，发现敲低CTHRC1表达可显著抑制

膀胱癌5637细胞的迁移和侵袭能力。CTHRC1增强

非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）细

胞的侵袭和转移，该过程由MMP7和MMP9介导，具

体机制为CTHRC1通过AP-1/c-Jun上调MMP7表达，

以及通过NF-κB和AP-1上调MMP9表达[12]。也有研

究结果[13]表明，CTHRC1通过诱导 β-catenin核转位，

增强 β-catenin/TCF转录活性以及增加GSK-3β Ser-9

位点磷酸化水平来以促进 NSCLC 细胞的侵袭性，

Wnt/β-catenin抑制剂DKK1可降低CTHRC1介导的

β-catenin/TCF 转录活性，以及逆转 CTHRC1 诱导的

细胞增殖和迁移。在结直肠癌细胞中，CTHRC1通过

稳定TGF-β受体与配体的结合，持续激活TGF-β信号

通路，从而促进小鼠 MC38 和 CT26 细胞肝转移[14]。

以上研究与本研究结果有相似之处，即CTHRC1可

增强肿瘤细胞恶性进展相关的生物学行为。

FAK是一种非受体酪氨酸激酶，是肿瘤微环境

中细胞信号转导的多功能调节因子，在整联蛋白黏

附位点提供信号转导和支架功能，参与这些黏附位

点的转换调节，这是控制细胞迁移的关键过程。在

发育期间和各种肿瘤中，FAK通过激酶依赖性和非

依赖性机制促进细胞迁移、存活和增殖[15-16]。促进

FAK活化的机制与整联蛋白受体在细胞与细胞外基

质蛋白结合后聚类和 FAK 二聚化相关，这会导致

FAK Y397位点自动磷酸化、Src家族激酶与磷酸化位

点的结合、FAK结构域激活环（Y576/577）的Src介导

的磷酸化，以及活化的FAK-Src复合物的形成。肿瘤

细胞侵入周围微环境是肿瘤进展的关键步骤，这需

要通过黏着斑和细胞骨架动力学的改变以及MMP

活性的改变来转变为运动表型，以促进肿瘤细胞向

细胞外基质侵袭[17]。本研究通过 GSEA 分析发现，

FAK和ERK1/2等与细胞黏附、黏着斑和细胞骨架变

化相关的基因集显著富集在CTHRC1高表达组。黏

着斑将细胞骨架肌动蛋白和整合素受体连接并与细

胞外基质建立联系，通过黏附作用、分子组合的改变

和信号转化来驱动细胞迁移，这提示FAK介导的黏

着斑和细胞骨架动力学变化可能与CTHRC1调控的

膀胱癌细胞运动表型的改变密切相关。FAK的显性

负性形式抑制MMP2的表达和活性，而反义介导的

FAK缺失也降低了肿瘤细胞中MMP的表达，这意味

着FAK对维持MMP降解肿瘤基质的功能和活性是

必要的[18]。FAK 促进了 v-Src 转化的成纤维细胞中

SRC-CAS-CRK-DOCK180复合物的装配，导致 RAC1

和 JNK 活化，并促使 MMP2 和 MMP9 表达增加[19]。

因此，FAK通过不同的途径调节细胞运动和侵袭，即

促进迁移过程中黏着斑和周围肌动蛋白结构的动态

调节，以及 MMP 介导的基质降解。本研究发现，

CTHRC1 可促进 FAK Tyr397/925 位点发生磷酸化，

伴随下游ERK1/2信号通路活化。FAK在Y397位点

上的磷酸化有助于滋养层细胞的迁移和侵袭[20]，这与

本研究的结果较为一致，提示 CTHRC1通过调控

p-FAK 和 p-ERK1/2 以影响膀胱癌细胞的迁移与

侵袭。

综上所述，本研究通过分析数据库膀胱癌临床

标本和数据，发现 CTHRC1 在 MIBC 组织中表达上

调，且CTHRC1高表达组患者预后不良；体外功能实

验和机制研究结果提示，CTHRC1参与调控膀胱癌细

胞的迁移与侵袭表型，该过程受FAK-ERK1/2信号通

路介导，提示CTHRC1在膀胱癌恶性进展中发挥重

要的调控作用，有望成为新的膀胱癌诊断的生物标

志物和治疗的靶点。
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