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肿瘤相关成纤维细胞分泌THBS2通过PI3K/AKT通路驱动巨噬

细胞M2极化促进结直肠癌进展

徐 甲，厉梦琪，袁小琴*

南京医科大学基础医学院人体解剖学系，江苏 南京 211166

［摘 要］ 目的：探究肿瘤相关成纤维细胞（cancer⁃associated fibroblast，CAF）通过分泌血小板反应蛋白⁃2（thrombospondin⁃2，
THBS2）促进巨噬细胞M2极化的作用及机制。方法：基于癌症基因组图谱（The Cancer Genome Atlas，TCGA）数据库分析结肠

腺癌中THBS2的表达特征和临床意义；通过TISCH2单细胞数据库及多重免疫组化染色定位THBS2细胞来源，结合TIMER2.0
评估其与免疫浸润相关性；利用Western blot、ELISA及原代CAF模型验证THBS2分泌特征；通过 qRT⁃PCR、Transwell及PI3K/
AKT通路检测评估THBS2对巨噬细胞极化、迁移及信号通路的调控。结果：THBS2在结肠癌肿瘤组织中高表达，与晚期TNM
分期及患者不良预后密切相关。单细胞测序及实验证明THBS2特异性来源于CAF，与M2型巨噬细胞浸润呈强正相关。功能

实验显示，CAF条件培养基显著上调巨噬细胞M2标志物［白细胞介素（interleukin，IL）⁃10、巨噬细胞甘露糖受体（macrophage
mannose receptor，MMR）、CD206、精氨酸酶1（arginase⁃1，ARG1），并促进迁移；重组蛋白THBS2激活PI3K/AKT通路，促进巨噬

细胞M2极化，而THBS2敲低后极化及迁移效应被逆转。结论：CAF来源的THBS2可能通过激活PI3K/AKT信号通路诱导巨噬

细胞向M2极化及迁移，从而促进结直肠癌免疫微环境重塑，为靶向结直肠癌CAF⁃THBS2轴的免疫治疗提供了实验依据。
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THBS2 secretion by cancer⁃associated fibroblasts drives macrophage M2 polarization via
the PI3K/AKT signaling pathway to promote colorectal cancer progression
XU Jia，LI Mengqi，YUAN Xiaoqin*

Department of Human Anatomy，School of Basic Medicine，Nanjing Medical University，Nanjing 211166，China

［Abstract］ Objective：To investigate the effect and mechanism of cancer⁃associated fibroblast（CAF）in promoting M2 polarization
of macrophages by secreting thrombospondin⁃2（THBS2）. Methods：The expression and clinical significance of THBS2 in colorectal
adenocarcinoma were analyzed using the TCGA database. The cellular origin of THBS2 was identified through the TISCH2 single⁃cell
database combined with multiplex immunohistochemical staining，and its association with immune infiltration was assessed using
TIMER2.0. Western blot，ELISA，and primary CAF models were utilized to validate THBS2 secretion. The regulation of THBS2 on
macrophage polarization，migration，and signaling pathways was evaluated by qRT ⁃PCR，transwell assays，and PI3K/AKT pathway
analysis. Results：THBS2 expression was significantly elevated in colorectal cancer tissues and closely correlated with advanced TNM
stages and poor prognosisofpatients. Single⁃cell sequencing and experiments confirmed that THBS2 is specifically derived from CAFs
and most strongly associated with M2 macrophage infiltration. Functional experiments demonstrated that CAF ⁃ conditioned medium
upregulated M2 markers interleukin（IL）⁃ 10，macrophage mannose receptor（MMR），CD206，arginase ⁃ 1（ARG1）and enhanced
macrophage migratory capacity. Recombinant THBS2 promoted p⁃PI3K/p⁃AKT phosphorylation levelsin macrophages compared to the
IL ⁃ 4 group，augmenting M2 polarization. THBS2 knockdown significantly inhibited these pro ⁃ migratory and polarization effects.
Conclusion：CAF ⁃ derived THBS2 may drive macrophage M2 polarization and migration by activating the PI3K/AKT signaling
pathway，thereby remodeling the colorectal cancer immune microenvironment and driving malignant progression，which provides
experimental evidence for immunotherapy strategies targeting the CAF⁃THBS2 axis in colorectal cancer.
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结直肠癌（colorectal cancer，CRC）作为全球高

负担恶性肿瘤，其发病率和死亡率分别位于全球恶

性肿瘤的第 3位和第 2位［1］。我国CRC发病率也呈

持续攀升态势，现已成为仅次于肺癌的第二大高发

肿瘤［2］。目前临床治疗仍以手术切除联合辅助化疗

为主要方案，但转移性CRC患者的 5年生存率仍不

足20%［3-4］。因此，系统阐明CRC发生发展的分子机

制并探索新型治疗靶点，已成为当前肿瘤研究领域

的重要课题。

肿瘤微环境（tumor microenvironment，TME）由
免疫细胞、肿瘤相关成纤维细胞、内皮细胞等，以及

细胞外基质（extracellular matrix，ECM）、细胞因子、代

谢产物等非细胞成分共同构成的动态生态系统［5-6］。

肿瘤细胞与 TME密切相关，不断相互作用［7-8］。而

在 TME中，肿瘤相关成纤维细胞（cancer⁃associated
fibroblast，CAF）作为关键效应细胞发挥核心调控功

能［9］。CAF通过分泌生长因子［转化生长因子⁃β
（transforming growth factor⁃beta，TGF⁃β）、肝细胞生

长因子（hepatocyte growth factor，HGF）］、趋化因子

（C⁃X⁃C基元）配体 12（C⁃X⁃C motif chemokine ligand
12，CXCL12）及基质金属蛋白酶⁃2/9（matrix metallo⁃
proteinase⁃2/9，MMP2/9）等因子促进肿瘤增殖、ECM
重塑及免疫逃逸［10］。因此，针对CAF功能异质性及

其分泌因子调控的干预策略，已成为提升现有治疗

方案疗效的关键研究方向。

肿瘤相关巨噬细胞（tumor⁃associated macrophage，
TAM）是 TME中数量最丰富的免疫细胞群，起源于

循环单核细胞或局部组织驻留的巨噬细胞［11］。在

肿瘤进展中，TAM通过表型可塑性展现出功能异质

性，通常极化为促肿瘤的M2表型［12］，成为肿瘤进展

的关键协同者。研究表明，TAM通过分泌生长因子，

如血管内皮生长因子（vascular endothelial growth
factor，VEGF）、表皮生长因子（epidermal growth
factor，EGF），表达精氨酸酶⁃1（arginase⁃1，ARG1）、
程序性死亡配体⁃1（programmed death⁃ligand 1，PD⁃L1）
以及基质重塑酶（matrix metalloproteinase，MMP），介
导血管生成、T细胞抑制及肿瘤细胞转移［13］，其高浸

润与患者不良预后显著相关［14-15］，这使得靶向TAM
的极化重编程或特异性耗竭策略成为肿瘤免疫治

疗的新兴方向。

血小板反应蛋白⁃2（thrombospondin⁃2，THBS2，
TSP2）作为血小板反应蛋白家族（thrombospondin
family，THBS）的核心成员，是由 470 kDa亚基通过

二硫键连接形成的同源三聚体分泌型糖蛋白［16］。

通过整合素（α3β1、α4β1）和 CD36受体调控 ECM
动态重构、血管生成开关及肿瘤免疫编辑等病理进

程［17］。最新研究表明，THBS2可激活 FAK/Src通路

促进侵袭［18］，但其调控TME重塑的分子机制仍存在

研究盲区。本研究结合生物信息学分析与功能实

验，首次揭示 CAF通过分泌 THBS2激活 PI3K/AKT
通路诱导巨噬细胞M2极化，为靶向CAF⁃TAM轴的

CRC治疗提供新策略。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 试剂

THP⁃1细胞（中国科学院上海细胞生物学研究

所）；原代正常成纤维细胞（normal fibroblast，NF）、CAF
（本实验室分离纯化）；胎牛血清（Gibco公司，美国）；

RPMI 1640培养基、DMEM培养基（上海中乔新舟生

物科技有限公司）；RNAiso Plus试剂（TaKaRa Bio公
司，日本）；逆转录试剂盒和 SYBR Green Mix 试
剂（南京诺唯赞生物科技公司）；佛波酯（phorbol⁃12⁃
myristate⁃13⁃acetate，PMA）、脂多糖（lipopolysaccharide，
LPS）（Sigma公司，美国）；白细胞介素⁃4（interleukin⁃
4，IL⁃4）（苏州近岸蛋白质科技股份有限公司）；

人 THBS2重组蛋白（R&D Systems公司，美国）；Lipo⁃
GeneTM 2000 Star Transfection Reagent（US EVER⁃
BRIGHT公司，美国）；8 μm孔径Transwell小室（Corning
公司，美国）；三标四色多重荧光染色试剂盒、Polymer⁃
HRP羊抗兔二抗试剂盒（湖南艾方生物科技有限

公司）；BCA蛋白浓度检测试剂盒、RIPA裂解液、蛋

白酶抑制剂苯甲基磺酰氟（PMSF）、磷酸酶抑制剂

（PI）（上海碧云天生物技术股份有限公司）；ECL
化学发光试剂（南京普诺恩生物科技公司）；人

THBS2 ELISA试剂盒（上海酶联生物科技有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

THP⁃1在含有10%胎牛血清的RPMI 1640培养

基中培养；原代CAF与NF在含有 10%胎牛血清的

［Key words］ cancer⁃associated fibroblast；THBS2；macrophage polarization
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DMEM培养基中培养。所有细胞均置于 37 ℃、5%
CO2的加湿培养箱中培养。

1.2.2 细胞转染

根据LipoGeneTM 2000转染试剂说明书，将含有

THBS2的 siRNA加入LipoGeneTM 2000转染溶液中制

备 siRNA⁃脂质体复合物，室温孵育 20 min，然后将

siRNA⁃脂质体复合物加入 CAF细胞中，37 ℃培养

6 h后，更换为DMEM完全培养基，继续培养48 h。
1.2.3 条件培养基的收取

将NF和CAF细胞以 3×105个/孔的浓度接种在

6 孔板中。6~8 h后，更换为含有 4%胎牛血清的

DMEM培养基，并于24 h后收集细胞上清；收集转染

了THBS2⁃siRNA 48 h后的CAF细胞上清。所有上清

均用0.22 μm滤器过滤，分装后于-80 ℃冰箱保存。

1.2.4 巨噬细胞极化诱导实验

THP⁃1细胞以5×105个/孔的浓度接种在24孔板

中，加入100 ng/mL PMA诱导24 h，使THP⁃1细胞分

化为贴壁巨噬细胞，按照以下分组进行相关刺激。

单一刺激因子组：LPS组（100 ng/mL LPS）、IL⁃4组
（20 ng/mL IL⁃4）。条件培养基处理组：NF上清诱导

组（NF⁃CM），将NF上清与RPMI 1640完全培养基以

1∶1混合；CAF上清诱导组（CAF⁃CM）：将CAF上清

与RPMI 1640完全培养基以1∶1混合。组合刺激组：

THBS2+IL⁃4组（100 ng/mL THBS2+20 ng/mL IL⁃4）；
THBS2 + LPS 组（100 ng/mL THBS2 + 100 ng/mL
LPS）。敲低处理组：si⁃2⁃CM组，THBS2敲低CAF上
清1∶1混合RPMI 1640培养基；si⁃3⁃CM组：THBS2敲
低CAF上清 1∶1混合RPMI 1640培养基；si⁃nc⁃CM
组：对照CAF上清 1∶1混合RPMI 1640培养基。所

有分组细胞均在相应处理条件下继续培养24 h。
1.2.5 巨噬细胞迁移实验

将 2×105个 PMA刺激后的 THP⁃1细胞接种于

Transwell上室，并使用不同条件培养基（NF⁃CM、

CAF⁃CM）处理，同 1.2.4节；对照组（PBS）及 THBS2
组（100 ng/mL THBS2）、THBS2 敲低 CAF 上清组

（si⁃2⁃CM、si⁃3⁃CM）和对照CAF上清组（si⁃nc⁃CM）处

理同 1.2.4节，对下室进行处理，36 h后取出小室进

行固定染色，清洗拍照。

1.2.6 qRT⁃PCR实验

分别收集各组细胞，Trizol法提取总RNA，并按

试剂盒说明书逆转为 cDNA。随后用 SYBR Green
Mix 试剂配制 qRT⁃PCR反应体系，在实时荧光定量

PCR仪上设定反应程序并进行PCR检测。以β⁃actin
为内参基因，采用2-ΔΔCT法计算各靶基因的mRNA表

达水平，引物序列见表1。
表1 PCR引物序列

Table 1 Sequences of PCR primers
Gene
β⁃actin

IL⁃1β

IL⁃6

TNF⁃α

IL⁃10

CD206

ARG1

THBS2

Primer sequence（5’→3’）
Forward：TCATGAAGTGTGACGTGGACAT
Reverse：CTCAGGAGGAGCAATGATCTTG
Forward：AGCTACGAATCTCCGACCAC
Reverse：CGTTATCCCATGTGTCGAAGAA
Forward：GGACAACTCAGGGATGCAAT
Reverse：GCAGAAGAGAGCCAACCAAC
Forward：CCTCTCTCTAATCAGCCCTCTG
Reverse：GAGGACCTGGGAGTAGATGAG
Forward：AAGCCTGACCACGCTTTCTA
Reverse：ATGAAGTGGTTGGGGAATGA
Forward：TGACGAATTGTGGATCGGCT
Reverse：CCAGTACCCATCCTTGCCTT
Forward：TGGACAGACTAGGAATTGGCA
Reverse：CCAGTCCGTCAACATCAAAACT
Forward：CCGCCTACCGTTTTGTACG
Reverse：CTGGGCCATTGGACACAATCT

1.2.7 ELISA实验

收取CAF与NF培养基上清，700 g离心5 min去
除杂质及细胞碎片，按照人THBS2 ELISA试剂盒说

明，检测THBS2的水平。首先，将 100 μL捕获抗体

加入 96孔板中，4 ℃包被过夜，弃去液体，洗涤液清

洗 3次。随后将梯度稀释的标准品和待测样本在

37 ℃孵育 1 h。洗涤后每孔加入 50 μL生物素标记

的检测抗体，室温避光孵育2 h洗涤后，加入100 μL
链霉亲和素⁃HRP工作液，室温避光孵育1 h。加入显

色液，室温避光孵育30 min后，用50 μL终止液终止

反应，使用酶标仪在450 nm处测定样品吸光度。最

后，绘制标准曲线并计算待测样品中THBS2的含量。

1.2.8 Western blot检测

使用配制好的蛋白裂解液（RIPA∶PI∶PMSF=100∶
1∶1）裂解细胞沉淀，冰上静置30 min后13 000 r/min
4 ℃离心 15 min，提取蛋白上清并用BCA法进行定

量，100 ℃金属浴5 min，使蛋白变性后置于-80 ℃保

存。将等量蛋白样本在 10%SDS⁃PAGE中电泳，然

后将蛋白转移至PVDF膜，5%脱脂牛奶在室温封闭

1 h，加入PI3K抗体、p⁃PI3K抗体、Akt抗体、p⁃Akt抗
体、THBS2抗体、α⁃SMA抗体、FAP抗体、Vimentin抗
体、GAPDH抗体、β⁃actin抗体，4 ℃孵育过夜。TBST
洗涤后，加入相应特异性二抗（1∶10 000），摇床室温

反应1 h。洗膜后，滴加ECL化学发光液于暗室中显

影、曝光。使用 Image J软件（Version 1.5.3）进行定
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量分析。

1.2.9 免疫组织化学染色

临床CRC癌组织与癌旁组织来自南京医科大

学附属第一医院，伦理批号为（2016）640。将人群样

本组织在4%多聚甲醛中固定后制成组织切片，37 ℃
烘箱烘片过夜，行常规脱蜡水化抗原修复，随后用

3% H2O2阻断内源性过氧化物酶活性15 min，10%羊

血清室温封闭 1 h，滴加 THBS2抗体（1∶1 000）4 ℃
过夜。次日复温并清洗后，使用Polymer⁃HRP羊抗

兔二抗试剂盒孵育 30 min，DAB 显色 5 min，再充分

清洗、复染、脱水、透明、封片。正置显微镜随机采

集 5个 200倍镜视野，使用 Image Plus Pro软件进行

分析，计算H⁃Score。
1.2.10 多重免疫组化染色

将临床组织切片行脱蜡水化与抗原修复后，用

3% H2O2阻断内源性过氧化物酶活性15 min，10%羊

血清室温封闭 1 h，再滴加 FAP抗体（1∶1 000）过
夜。次日复温并清洗后，使用Polymer⁃HRP羊抗兔

二抗试剂盒孵育 30 min后，再滴加TSA⁃690荧光染

料避光孵育 10 min，PBS清洗后，将切片进行抗原

修复，重复上述实验步骤，依次孵育 THBS2抗体

（1∶1 000），TSA⁃570荧光染料。采用DAPI复染细

胞核后封片，委托艾方生物公司进行全景荧光扫片

用于后续分析。

1.2.11 癌症基因图谱（The Cancer Genome Atlas，
TCGA）数据库分析

从TCGA数据平台（https：//cancergenome.nih.gov）
获取结肠腺癌（colon adenocarcinoma，COAD）肿瘤组

织和正常结肠组织的转录组表达谱及相应临床数

据，数据获取时间为 2025年 2月，包含 39例正常

组织、448 例原发肿瘤组织，用于分析 THBS2 在

COAD组织与正常组织中的表达差异。此外，通

过 Kaplan⁃Meier生存分析评估 THBS2表达水平与

COAD患者总生存期（overall survival，OS）的相关性。

1.2.12 TISCH2数据库分析

通过TISCH2数据库（http：//TISCH.comp⁃genomics.
org）获取CRC单细胞数据集GSE166555进行分析，

基于UMAP降维可视化结果，通过 t⁃SNE热图展示

细胞亚群的聚类分布，并分析基因THBS2在不同细

胞亚群中聚类表达。

1.2.13 TIMER2.0数据库分析

使 用 TIMER2.0 数 据 库（http：//timer.cistrome.
org/）反卷积算法进行分析，对TCGA等公共数据库

的批量RNA测序数据进行计算建模，量化肿瘤组织

中免疫细胞的浸润水平，探究THBS2在COAD中的

表达水平和各类免疫细胞浸润的相关性。

1.3 统计学方法

采用 Graph Prism 9.0进行统计分析。所有数

据均以均值±标准差（x ± s）表示。两组间比较采

用 t检验，多组间比较采用单因素方差分析，并用

Tukey检验进行组间差异比较。P < 0.05为差异有

统计学意义。

2 结 果

2.1 THBS2表达与CRC进展相关

为系统评估THBS2在CRC中的临床价值，本研

究基于TCGA数据库的转录组数据进行生物信息学

分析。结果显示，COAD肿瘤组织中 THBS2 mRNA
表达水平较正常结肠组织显著上调（P < 0.001，图1A）。
对 50对配对的临床样本组织进行免疫组织化学检

测发现，THBS2在CRC癌组织中的表达强度较癌旁

组织增加 1.73倍（P < 0.001，图 1B）。TCGA的进一

步深度分析发现：THBS2高表达组患者中位OS较对

照组缩短 43个月（P < 0.001，图 1C）；在肿瘤进展分

析中，晚期（Ⅲ/Ⅳ期）COAD患者THBS2表达量较早

期（Ⅰ/Ⅱ期）升高 1.21倍（P < 0.05，图 1D）；临床病

理参数关联性分析表明，THBS2高表达与更晚期的

T分期（P < 0.05，图 1E）、淋巴结转移（P < 0.05，图
1F）及远处转移倾向（P=0.058，图1G）显著相关。上

述证据提示，THBS2在CRC组织中呈现特异性高表

达特征，其表达水平与肿瘤恶性进展及不良预后密

切关联，可能是评估CRC生物学行为的潜在分子标

志物。

2.2 CAF来源的THBS2表达与M2型巨噬细胞浸润

密切相关

为明确 THBS2的细胞来源，本研究首先整合

单细胞转录组分析及实验验证策略。基于TISCH2
单细胞数据库对 GSE166555数据集的分析显示，

THBS2阳性细胞在成纤维细胞亚群中特异性富集

（P < 0.05，图 2A）。TIMER2.0数据库的免疫浸润分

析进一步发现，THBS2 mRNA表达水平与CAF呈强

正相关（r=0.931，P < 0.001，图2B），提示THBS2可能

主要来源于CAF。CRC组织多重免疫荧光染色结

果证实，THBS2阳性细胞与 FAP+ CAF共定位（图

2C），从蛋白水平支持上述结论。

为验证CAF具有分泌THBS2功能，从CRC患者

新鲜组织中分离原代CAF及NF。Western blot结果显

示，相比NF，CAF中α⁃SMA和FAP蛋白表达分别上调

·· 4



A B

C D

E

F G

Normal tissue
（n=39）

Tumor tissue
（n=448）

COAD
***20

15

10

5

0Rel
ativ

eT
HB

S2
mR

NA
exp

res
sion

Normal tissue
（n=50）

Tumor tissue
（n=50）

***150

100

50

0

H⁃S
cor

eo
fTH

BS2

25 μm 25 μm

Normal tissue Tumor tissue

TH
BS2

A：Analysis of THBS2 expression in COAD using the TCGA database. B：Immunohistochemical（IHC）detection of THBS2 expression in clinical
tissue samples. C：Kaplan⁃Meier analysis of the correlation between high/low THBS2 expression and overall survival in COAD patients from the TCGA
database. D：Analysis of the relationship between THBS2 expression and clinical stage in the TCGA COAD cohort. E-G：Analysis of THBS2 expression
in COAD patients stratified by tumor stage（T stage，E），lymph node metastasis（N stage，F），and distant metastasis（M stage，G）using TCGA data. *P < 0.05，
**P < 0.01，and ***P < 0.001.
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Figure 1 THBS2 expression was associated with CRC progression
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3.9倍（P < 0.05）和4.2倍（P < 0.05），而Vimentin表达

下调 20.2%，符合 CAF活化表型特征（P < 0.05，图
2D）；同时细胞内 THBS2蛋白水平增加 2.9倍（P <
0.05，图 2E）。ELISA 检测证实，CAF 培养上清中

THBS2分泌量较NF升高1.7倍（P < 0.05，图2F），这
些结果共同证实THBS2主要由CAF分泌产生。

基于CAF重塑TME的理论，进一步解析THBS2

与免疫浸润的关联机制。TIMER2.0数据库分析

表明，THBS2高表达与M2型巨噬细胞浸润呈最强

正相关（图 3A，r=0.655，P < 0.001），其次为 Tregs
（图 3B，r=0.306，P < 0.001）、中性粒细胞（图 3C，
r=0.295，P < 0.001）、CD8+ T 细胞（图 3D，r=0.229，
P < 0.001）、NK细胞（图 3E，r=0.162，P < 0.001）及B
细胞（图 3F，r=0.161，P < 0.001）。而THBS2与CD4+
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图2 THBS2主要由CAF分泌产生

Figure 2 THBS2 was mainly secreted by CAF
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T 细胞（图 3G，r=-0.077，P < 0.05）及树突状细胞

（图 3H，r=-0.238，P < 0.001）呈负相关（图 3），提示

其可能通过调控特定免疫亚群影响微环境稳态。

上述数据表明，CAF来源的 THBS2与M2型巨噬细

胞浸润显著相关，但其是否通过直接调控巨噬细

胞极化或与其他基质因子协同作用，仍需进一步

分析。

2.3 THBS2促进巨噬细胞极化与迁移

通过功能实验解析 THBS2 对巨噬细胞的作

用。首先构建THP⁃1巨噬细胞极化模型，分别采用

CAF⁃CM和NF⁃CM处理 PMA诱导的M0巨噬细胞。

qRT⁃PCR结果显示，相比NF⁃CM组，CAF⁃CM处理显

著抑制 M1型标志物表达（IL⁃1β下降 71.2%，P <
0.05；IL⁃6下降 91.1%，P < 0.01；TNF⁃α下降 68.3%，

P < 0.05），同时促进M2型标志物表达（IL⁃10上调

9.6 倍，P < 0.01；CD206 上调 12.5 倍，P < 0.001；
ARG1上调 2.7倍，P < 0.05，图 4A）。Transwell迁移

实验进一步表明，CAF⁃CM处理的巨噬细胞迁移能

力增强至对照组的 1.3倍（P < 0.05，图 4B），提示

CAF分泌物质具有驱动巨噬细胞向M2表型极化并

增强其迁移活性的功能。

为明确THBS2的关键作用，采用重组人源THBS2
蛋白直接刺激M0巨噬细胞。qRT⁃PCR检测显示，

THBS2处理显著抑制M1型标志物表达，与空白对

照组相比，IL⁃1β表达下降 40.8%（P < 0.05），IL⁃6下
降 65.5%（P < 0.05），TNF⁃α下降 53.1%（P < 0.05）；
同时协同 IL⁃4增强M2型标志物表达，IL⁃10表达上

调 2.2倍（P < 0.05），CD206上调 1.5倍（P < 0.01）；
ARG1上调3.2倍（P < 0.01，图3C）。迁移实验证实，

THBS2 刺激使巨噬细胞穿膜数增加至对照组的

1.3倍（P < 0.05，图 4D），初步验证 THBS2促进巨噬

细胞M2极化和迁移的作用。

通过 siRNA敲低 CAF中 THBS2表达（敲低效

率>58%，P < 0.05，图5A、B）进行功能拯救实验。结

果显示，与对照 si⁃nc⁃CM相比，THBS2敲低条件培

养基（si⁃2⁃CM、si⁃3⁃CM）处理的巨噬细胞中，M2型
标志物表达显著下调（si⁃2⁃CM组：IL⁃10下降63.8%，

P < 0.05；CD206下降 62.9%，P < 0.01；ARG1下降

26.3%，P < 0.05；si⁃3⁃CM 组：IL⁃10 下降 60.2%，

P < 0.05；CD206下降74%，P < 0.01；ARG1下降9.6%，

P < 0.05，图5C）。迁移实验进一步显示，THBS2敲低

条件培养基抑制了巨噬细胞迁移能力，si⁃2⁃CM组减

少 25.8%，si⁃3⁃CM组减少 27.5%（P < 0.05，图 5D），
提示THBS2是CAF调控巨噬细胞M2极化和迁移表

型的重要介质。

综上，CAF通过分泌 THBS2发挥双重调控作

用，既可诱导巨噬细胞向M2抗炎表型极化，又能增

强其迁移浸润能力。但其具体分子机制还需要实

验进一步阐明。

2.4 THBS2通过激活PI3K/AKT通路促进巨噬细胞

M2极化

基于文献报道的PI3K/AKT信号通路在巨噬细

胞极化中的作用［19］，构建M2极化模型进行验证。

IL⁃4诱导THP⁃1细胞M2极化后，Western blot分析显

示，与未极化（M0）细胞相比，M2标志物ARG1表达

上调至2.1倍（P < 0.05），同时p⁃PI3K和p⁃AKT水平

分别升高 1.6倍（P < 0.05）和 1.8倍（P < 0.05），而总

PI3K以及 AKT蛋白量无显著变化（图 6A），提示

PI3K/AKT信号通路激活是巨噬细胞M2极化的重要

分子机制。

为进一步阐明CAF对PI3K/AKT通路的调控作

用，采用 CAF⁃CM和NF⁃CM处理M0巨噬细胞。结

果显示，相比 NF⁃CM 组，CAF⁃CM 处理后 ARG1
表达升高2.5倍（P < 0.05），同时p⁃PI3K和p⁃AKT水
平分别增加 1.8倍和 1.9倍（P < 0.05，图 6B）。重组

THBS2蛋白直接刺激M0细胞，发现其诱导ARG1表
达是 IL⁃4刺激组的1.5倍（P < 0.05），且p⁃PI3K以及

p⁃AKT激活水平较 IL⁃4组提高 1.2倍和 1.3倍（P <
0.05，图6C），提示THBS2可能是介导该信号通路激

活的关键效应分子之一。

接着通过 THBS2敲低 CAF的条件培养基（si⁃
2⁃CM、si⁃3⁃CM）进行拯救实验。结果显示，与对照

siRNA组相比，THBS2敲低组的条件培养基降低巨噬

细胞中ARG1表达（si⁃2⁃CM下降59.9%，si⁃3⁃CM下降

20.2%），以及 p⁃PI3K（si⁃2⁃CM下降 45.8%，si⁃3⁃CM
下降 22.3%）和 p⁃AKT（si⁃2⁃CM下降 50.2%，si⁃3⁃CM
下降 47%）水平（P < 0.05，图 6D），提示CAF通过分

泌THBS2调控PI3K/AKT通路激活。

3 讨 论

TME作为调控恶性肿瘤发生发展的关键生态

系统，其动态互作网络在肿瘤免疫逃逸及转移中的

生物学机制已成为研究热点。现有研究表明，TME
通过细胞互作（如Notch⁃Jagged信号）或分泌TGF⁃β、
IL⁃6等可溶性因子，诱导CAF、TAM等基质细胞发生

促癌表型转化［20］。本研究发现 THBS2作为CAF分
泌的关键效应分子，可通过激活 PI3K/AKT通路在

TME免疫调控中发挥重要作用。
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Correlation analysis between THBS2 expression and infiltration levels of macrophages（A），Tregs（B），neutrophils（C），CD8+ T cell（D），NK
cells（E），B cells（F），CD4+ T cells（G）and dendritic cells（H）in COAD using the TIMER2.0 database（n=458）.

图3 CAF来源的THBS2表达与M2型巨噬细胞浸润密切相关

Figure 3 THBS2 secreted by CAF was significantly correlated with M2⁃polarized macrophage infiltration
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A：qRT⁃PCR analysis of M1/M2 polarization marker mRNA expression in THP⁃1 macrophages treated with NF⁃CM or CAF⁃CM（n=3）. B：Tran⁃
swell migration assay assessing the migration capacity of THP⁃1 macrophages treated with NF⁃CM or CAF⁃CM（n=3）. C：qRT⁃PCR analysis of M1/M2
polarization marker mRNA expression in THP⁃1 macrophages stimulated with recombinant THBS2 protein（n=3）. D：Transwell migration assay assessing
the migration capacity of THP⁃1 macrophages stimulated with recombinant THBS2 protein（n=3）. *P < 0.05 and **P < 0.01.

图4 THBS2促进巨噬细胞极化与迁移

Figure4 THBS2 promoted macrophage polarization and migration
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巨噬细胞表型极化是CAF介导免疫抑制微环

境形成的重要机制。单细胞测序分析发现，CRC组

织中THBS2表达水平与M2型TAM浸润呈显著正相

关。细胞实验发现，CAF来源的THBS2可特异性上

调M2标志物ARG1、CD206表达，并抑制M1标志物

IL⁃1β、TNF⁃α水平，而THBS2敲低后该效应显著逆

转。上述结果提示，靶向CAF⁃TAM调控轴可能通过

逆转M2极化实现免疫微环境重编程，其中 THBS2
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A：qRT⁃PCR validation of THBS2 mRNA expression knockdown efficiency in CAFs following siRNA transfection（n=3）. B：Western blot validation
of THBS2 protein expression knockdown efficiency following siRNA transfection in CAFs（n=3）. C：qRT⁃PCR analysis of M1/M2 polarization marker
mRNA expression in THP⁃1 macrophages treated with CM from THBS2⁃knockdown CAFs（n=3）. D：Transwell migration assay assessing the migration
capacity of THP⁃1 macrophages treated with CM from THBS2⁃knockdown CAFs（n=3）. *P < 0.05 and **P < 0.01.

图5 敲低THBS2抑制巨噬细胞极化与迁移

Figure 5 Knockdown of THBS2 inhibited macrophage polarization and migration
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ARG1

可作为潜在干预靶点。

CAF作为TME中关键的异质性成分，可通过多

种机制驱动肿瘤进展。多项研究发现，CAF通过分泌

VEGF、PDGF等促血管生成因子诱导肿瘤血管异常增

生，并激活上皮⁃间质转化（epithelial ⁃mesenchymal

transition，EMT）信号通路促进转移［21］；同时，CAF上
调MMP表达形成ECM屏障，阻碍药物渗透及免疫

细胞浸润［22］。在免疫调控方面，CAF不仅能够招募

具有免疫抑制功能的调节性 T 细胞（CD4+CD25+

FoxP3+ Treg），还可通过分泌特定细胞因子诱导巨噬
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A：Western blot analysis of ARG1，PI3K，AKT，phosphorylated PI3K（p⁃PI3K），and phosphorylated AKT（p⁃AKT）expression in IL⁃4⁃stimulated
macrophages（n=3）. B：Western blot analysis of ARG1，PI3K，AKT，p⁃PI3K，and p⁃AKT expression in macrophages treated with NF⁃CM or CAF⁃CM
（n=3）. C：Western blot analysis of ARG1，PI3K，AKT，p⁃PI3K，and p⁃AKT expression in macrophages treated with recombinant THBS2 protein（n=3）.
D：Western blot analysis of ARG1，total PI3K，total AKT，p⁃PI3K，and p⁃AKT expression in macrophages treated with CM from CAFs with THBS2
knockdown（n=3）. *P < 0.05 and **P < 0.01.

图6 THBS2通过激活PI3K/AKT通路促进巨噬细胞M2极化

Figure 6 THBS2 promoted macrophage M2 polarization by activating the PI3K/AKT signaling pathway
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细胞向M2表型极化，从而建立免疫抑制微环境［23-24］。

本研究通过 ELISA 检测发现 CRC 来源的 CAF 分

泌 THBS2水平显著高于NF，并通过激活 PI3K/AKT
信号通路促进巨噬细胞M2极化。这一发现与 Hu
等［21］报道的CAF来源MALAT1通过EMT途径促转

移的机制形成功能互补，共同提示CAF可通过分泌

不同效应分子协同调控肿瘤进展。

PI3K/AKT信号通路在THBS2介导的生物学效

应中发挥核心作用。文献报道THBS2可通过该通路

参与肿瘤血管生成［25］、EMT［26］及细胞凋亡调控［27］。
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不同于Liu等［28］发现长链非编码RNA RP11⁃417E7.1
可通过表观遗传调控促进 THBS2表达，进而激活

Wnt/β ⁃catenin 通路驱动肿瘤进展，本研究发现

THBS2通过 PI3K/AKT通路直接调控巨噬细胞M2
极化，揭示其独立于Wnt通路的新机制。此外，研

究显示 THBS2可通过上调 COL8A1激活整合素受

体 ⁃PI3K/AKT磷酸化级联反应，导致 CRC化疗耐

药［26］。在肾细胞癌中，THBS2亦通过 PI3K/AKT通

路介导M2极化促进免疫逃逸［29］。上述证据共同提

示 THBS2可能作为连接CAF基质重塑与免疫调控

功能的关键分子节点，但其在CRC中是否通过抑制

M1极化间接增强促瘤效应仍需深入研究。

本研究系统阐明了 CAF⁃THBS2轴通过 PI3K/
AKT通路调控巨噬细胞极化的分子机制，为CRC精

准治疗提供了新思路。基于上述发现，开发THBS2
中和抗体与PD⁃1抑制剂的联合治疗方案，可能通过

协同作用逆转免疫抑制微环境，为CRC的免疫治疗

策略提供新思路。
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