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摘 要：

[目的] 采用生物信息学方法和体外细胞实验探索 TFF3 在肺腺癌中的作用。

[方法] 基于 TIMER、UALCAN 数据库分析 TFF3 在癌组织中的表达。基于 TCGA 数据库和

R 包，从临床特征、免疫微环境、肿瘤突变负荷、免疫治疗等多个角度分析 TFF3 高低表

达患者组的特征差异。通过 RTCA 检测 TFF3 对 NCI-H1975 细胞数目的影响，通过 Western

blot 检测 PI3K/Akt 信号通路 Akt 及其激活状态 p-Akt 的表达。

[结果] TFF3 在肺腺癌组织中表达增高，表达量与肺腺癌的病理类型有关，但与患者预

后无关。TFF3 低表达与低肿瘤纯度相关。TFF3 和肿瘤突变负荷、数种免疫检查点基因表达

呈负相关。TFF3 处理 NCI-H1975 细胞后，细胞总数上升。Western blot 结果表明，TFF3

能激活 p-Akt 基因表达。

[结论] TFF3 在某些肺腺癌亚型中表达升高，且与肺腺癌肿瘤免疫具有一定关联。TFF3 可

促进肺腺癌细胞增殖，并可能通过激活 PI3K/Akt 信号通路发挥作用。TFF3 可能成为肺

腺癌患者一个新的治疗靶点。
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Abstract:

Objective Exploring the role of TFF3 in lung adenocarcinoma using

bioinformatics methods and in vitro cell experiments.

Methods This study aims to analyze the characteristic differences between

patient groups with high and low TFF3 expression using the TCGA database and

R package. The analysis will cover various perspectives, including clinical

features, immune microenvironment, tumor mutation burden, and immunotherapy.

The effect of TFF3 on the number of NCI-H1975 cells was determined using RTCA,

while the expression of the PI3K/Akt signaling pathway Akt and its activated

state p-Akt was detected using Western blot.

Results The expression of TFF3 was found to be increased in lung adenocarcinoma

tissue, and this increase was found to be related to the pathological type of

lung adenocarcinoma. However, it was not found to be associated with the

prognosis of patients. Low expression of TFF3 was found to be associated with

low tumor purity. Additionally, TFF3 was found to have a negative correlation

with tumor mutation burden and the expression of several immune checkpoint genes.
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In our study, we treated NCI-H1975 cells with TFF3 and observed an increase in

the total number of cells. Furthermore, the results from Western blot analysis

indicated that TFF3 can activate the expression of the p-Akt gene.

Conclusions TFF3 is found to be upregulated in specific subtypes of lung

adenocarcinoma and is closely linked with tumor immunity in this type of cancer.

It has been observed that TFF3 can enhance the growth of lung adenocarcinoma cells,

possibly by activating the PI3K/Akt signaling pathway. These findings suggest that

TFF3 could potentially serve as a promising therapeutic target for individuals

diagnosed with lung adenocarcinoma.

Keywords:TFF3 Lung adenocarcinoma Bioinformatics analysis PI3K/Akt

1 前言
肺癌是世界上导致癌症患者死亡的最常见原因

[1]
，其发病率仍在逐年上升

[2]
，

非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer ，NSCLC ）占肺癌病例的 85%，

肺腺癌和鳞状细胞癌是 NSCLC 的两种主要组织学类型
[3]
。其中肺腺癌占 NSCLC 病

例总数的 47%
[4]
。由于大部分肺癌患者就诊时已是晚期，无法接受手术治疗

[5]
，

即便现在治疗 IV 期肺癌的药物比以往任何时候都要多
[1]
，但肺癌的预后仍较差，

转移性非小细胞肺癌患者的 5年总生存率低于 5%
[3]
。为提高晚期患者的生存期，

急需寻找更有效的生物靶点，用于免疫治疗。

三叶因子 3（Trefoilfactor3，TFF3）属于三叶因子家族，具有黏膜修复、

信号转导、调节细胞凋亡等功能
[6,7]

，在几乎所有粘膜表面的黏液分泌细胞中表

达和分泌。TFF3 在多种类型的癌症中都表达上调，如乳腺癌、胃癌、子宫癌
[8]
。

近年来，有大量证据支持 TFF3 的多种致癌作用，包括促进增殖和存活、参与迁

移和侵袭，以及血管生成。这提示了它作为生物标志物的潜在用途。然而，TFF3

在肺腺癌肿瘤发生发展过程中的表达情况及其与肿瘤患者临床特征的关系尚缺

乏探讨，其对肺腺癌产生影响的机制尚未明确。

本研究基于生物信息学分析方法探讨TFF3在肺腺癌中的表达及其对临床特

征的影响，并挖掘出潜在的影响途径，以期为 TFF3 后续的研究提供理论支持，

为肺腺癌的发病机理及治疗提供帮助。

2 材料与方法
2.1 数据来源

肺腺癌患者基因表达数据来自TCGA公共数据库的503例肿瘤组织及54例正常组

织。肺腺癌患者临床数据来自 TCGA。

2.2 表达差异分析

在 TIMER 数据库中研究 TFF3 在各种癌症类型中的表达。在 UALCAN 数据库，进一

步研究 TFF3 在肺腺癌不同亚型中的表达。

2.3 临床特征的相关性分析

从癌症基因组图谱（TCGA）数据库下载 486 例肺腺癌患者相应的临床信息，探究

TFF3 表达在肺腺癌患者的不同年龄、性别、TNM 分期中的表达差异。

2.4 预后相关性分析

对不同患者的 TFF3 表达水平、性别、年龄、TNM 分期、进行预后单因素及多因

素 COX 回归，分析 TFF3 表达与预后的关系。

2.5 肿瘤微环境分析

基于ESTIMATE算法分析TCGA肿瘤样本微环境中免疫基质细胞丰度及肿瘤纯度与

TFF3 表达的关系。探讨免疫检查点基因在 TFF3 不同水平下的表达、TFF3 是否通

过作用于肿瘤微环境（TME，Tumor microenvironment）来影响肺腺癌患者的预



bm
r.

20
24

03
.0

00
19

V
1

http://www.biomedrxiv.org.cn/article/doi/bmr.202403.00019
此预印本（未经同行评审）的作者拥有该文稿的版权，biomedRxiv拥有永久保存权。任何人未经允许不得重复使用。

后、TFF3 的表达量和肿瘤突变负荷之间是否具有相关性。

2.6 免疫浸润和免疫治疗分析

利用 CIBERSORT 探讨 TFF3 表达与肿瘤浸润免疫细胞之间的相关性，比较免疫细

胞在 TFF3 高低表达组是否有差异性。从 TCIA 网站下载肺腺癌患者免疫治疗的临

床数据，比较高、低 TFF3 表达组患者对免疫治疗的反应。

2.7 基因共表达网络

使用 R包中“BiocManager”包、“limma”包、“corrplot”包、“circlize”

包，提取共表达基因的表达量，绘制 TFF3 基因共表达圈图。

2.8 细胞系与主要试剂

肺腺癌NCI-h1975细胞系（中国医学科学院基础研究所），重组人TFF3蛋白（Abcam

公司），RPMI1640 培养基（美国 Hyclone 公司），胎牛血清（美国 Gbico 公司），

胰蛋白酶、牛血清白蛋白 v、RIPA 裂解液、PMSF 蛋白酶抑制剂、4*蛋白上样缓

冲液、ECL 显影液、20*TBS 缓冲液、Tween-20，Akt、p-Akt 一抗及二抗、TFF3

单克隆抗体及二抗、GAPDH 抗体（美国 Proteintech 公司），聚偏二氟乙烯膜 PVDF

膜（美国 MILLIPORE 公司），蛋白 Maker（美国 ThermoFisher Scientific 公司），

甲醇（天津市永大化学试剂有限公司）。

2.9 细胞培养

NCI-h1975 细胞系置于 RPMI 1640 (w/o Hepes) 10%FBS 培养。于 37℃ 、

5%CO2 培养箱培养，待细胞长至 80%，胰蛋白酶消化进行传代。

2.10 Real Time Cellular Analysis（RTCA）细胞增殖活性测定

打开 RTCA 软件，设置程序时长、检测间隔、细胞品系及处理因素、细胞数量等

基本信息。向 E-plate16 孔板加样 50μl 细胞培养液，放入检测仪，确定

Message 界面无警告、无报错即可进行后续操作。向 E-plate16 孔板加样提前

计数的 100μl 细胞悬液（每 100 μl 细胞悬液中含 5000 个 NCI-h1975 细

胞），悬空轻轻晃动 E-plate16 孔板，使细胞分布均匀。将 E-plate16 孔板放

入检测仪中静置 30 min，使细胞沉降贴壁，然后开始运行程序。当细胞指数高

于 1.5 后，暂停程序进行干预处理，轻轻弃去含血清的培养基，沿孔壁加入 150

μl 内含 TFF3 的纯 RPMI 1640 培养基，对照组同样换液加入等量纯培养基。换

液处理后将 E-plate16 孔板再次放回培养箱内的仪器中，需静置 30 min 后开

始继续检测，直至程序结束。

2.11 Western blot 检测蛋白表达

用 TFF3（200ng /ml）处理细胞，分别作用 0、15min、30min、60min、90min、

120min，收集上述处理的 4 组细胞，RIPA 裂解液: PMSF: 蛋白磷酸酶抑制剂 =

100:1:1 冰上裂解细胞 25min。4℃，13000rpm，离心 25min，获得上清，放入新

的 EP 管内，与 4*蛋白上样缓冲液混合，于恒温金属浴中煮 5min，即获得细胞总

蛋白样品。随后进行 10% SDS-PAGE 凝胶电泳，电压 80V，时间 30min 后改变

电压 110V，时间 60min；利用湿转膜法，电压 100V，电转时间 120min。 5% BSA

（Bovine Serum Albumin，牛血清白蛋白）封闭 65min。分别孵育一抗、二抗，

加 ECL 显影液显色，分别分析目的蛋白 p-Akt、Akt 表达情况。

2.12 统计学处理

使用R4.3.1软件进行统计分析及图形绘制。采用Spearman相关分析数据相关性。

两个连续数据比较采用 t检验，多个连续数据比较采用 Kruskal‐Wallis 检验。

采用 Kaplan‐Meier 分析和 Log‐rank 检验计算生存差异。所有统计分析均以

P<0.05 为差异有统计学意义。

http://www.cellresource.cn/pdf/20080108101040.pdf
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3 结果
3.1 TFF3 在肺腺癌肿瘤组织中表达量增高，且与肺腺癌的亚型有关

在 TIMER 数据库，探究 TFF3 在各种癌症类型中的表达（图 1A）。发现，TFF3

在肺腺癌肿瘤组织中表达水平高于正常组织（P<0.05）。在 UALCAN 数据库，对

TFF3 在肺腺癌不同亚型中的表达进行分析（图 1B），发现 TFF3 在肺腺泡腺癌、

肺微乳头腺癌表达量高于正常组（P<0.05），而在肺透明腺癌、粘液性肺细支气

管肺泡癌、非黏液性肺细支气管肺泡癌、肺乳头状腺癌中的表达和正常组相比无

明显差异。

A

B
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图 1 肺腺癌患者 TFF3 表达水平

A.TIMER 数据库中，TFF3 在各种癌症类型中的表达；B 和 C.UALCAN 数据库，TFF3 在肺腺癌

不同亚型中的表达；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001

3.2 TFF3 表达量与肺腺癌患者的年龄相关

分析 TCGA 数据库中 486 名肺腺癌患者中 TFF3 表达水平（图 2），发现在年龄＞

65 岁的患者中，TFF3 的表达量显著降低（P<0.05）。而 TFF3 表达量在不同的性

别以及 T、N、M分期无明显差异。

图 2 TFF3 表达水平与肺腺癌患者临床特征相关性的热图

3.3 TFF3 与肺腺癌患者预后无关

对 TCGA 数据库中 TFF3 表达水平和临床特征进行预后单变量、多变量 COX 回归分

析（图 3A），单变量 COX 回归分析显示 TNM 分期与预后相关（P<0.05）；TFF3

C
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表达水平、年龄、性别均与预后无关；多变量 COX 回归分析显示仅 T、N分期为

独立的预后因素。以 TFF3 的表达量将肺腺癌患者分成高、低表达组，发现 TFF3

高、低表达组肺腺癌患者总生存期及无进展生存期无差异（P>0.05）（图 3B）。

图 3 TFF3 表达与肺腺癌患者预后的相关性

A.TCGA队列 TFF3表达水平及肿瘤临床特征与总生存率的单变量和多变量COX回归分析森林

图；B.TFF3 高低表达在 TCGA 队列中总生存期及无进展生存期的 Kaplan‐Meier 分析

3.4 TFF3 低表达与低肿瘤纯度相关

ESTIMATE 算法分析显示 TFF3 低表达时，肿瘤微环境（tumor microenvironment，

TME）中的免疫基质评分更高，肿瘤纯度更低。且相较于免疫细胞评分，TFF3 高

低表达组之间基质评分的差异更显著（图 4A）。肿瘤突变负荷分析（图 4B）显

示，TFF3 和肿瘤突变负荷呈负相关（R=-0.093,P=0.043）。

图 4 TFF3 表达对肺腺癌微环境细胞构成的影响

A.TFF3 表达与肿瘤微环境评分及肿瘤纯度相关性；B.TFF3 表达与肿瘤突变负荷的相关性

A

B

A B
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*P<0.05，**P<0.01

3.5 TFF3 表达与免疫细胞的差异性分析

对免疫细胞在 TFF3 高低表达组进行差异性分析（图 5A），结果发现，浆细胞在

TFF3 高表达组中明显高于低表达组。而嗜酸性粒细胞、巨噬细胞 M1、M2、CD8、

CD4+T 细胞和 TFF3 的表达呈负相关（图 5B）。

图 5 TFF3 与免疫细胞浸润之间的相关性

A.TFF3 表达在免疫细胞的差异分析；B.TFF3 表达与 6 种免疫细胞之间的相关性。*P<0.05，
**P<0.01，***P<0.001

3.6 TFF3 在肺腺癌患者免疫治疗反应中的潜在价值

为探讨 TFF3 预测肺腺癌患者免疫治疗反应的可能性，对免疫检查点相关的基因

和 TFF3 进行相关性分析，结果显示，TFF3 低表达时，部分免疫检查点基因往往

有较高的表达水平，如免疫细胞表面抗原分子 CD 家族 CD80、CD274、CD70、CD44、

CD86、CD40，肿瘤坏死因子受体超家族成员 TNFSF9（P<0.01）（图 6A）。从 TCIA

网站下载 515 例肺腺癌患者免疫治疗的临床数据，通过免疫表型评分

A

B
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（immunophenoscore，IPS）来评估免疫检查点抑制剂的治疗疗效，比较高、低

TFF3 表达组患者对免疫治疗的反应。结果发现，单独接受 CTLA4 抑制剂治疗时，

高、低 TFF3 表达组的疗效差异无统计学意义；而在既不接受 PD-1 抑制剂也不接

受 CTLA4 抑制剂治疗时，TFF3 高表达组治疗效果好；只接受 PD-1 抑制剂治疗时，

TFF3 高表达组疗效好；PD-1 抑制剂及 CTLA4 抑制剂联合治疗时，TFF3 低表达组

的疗效好（P<0.05）（图 6B）。

图 6 TFF3 在肺腺癌患者免疫治疗中的潜在价值

图 A 为 TFF3 与免疫检查点的相关性分析；图 B 为 TFF3 表达与免疫治疗分析

3.7 TFF3 促进肺腺癌细胞的增殖

利用实时无标记动态细胞分析技术（RTCA，Real Time Cellular Analysis）监

A

B
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测各组（空白对照组、200ng/mlTFF3 组）肺腺癌细胞 NCI-h1975 的增殖能力。

结果显示，应用 TFF3 处理后，细胞的增殖能力显著增强，明显高于对照组（图

8）。

图 8 RTCA 监测细胞增殖

图中红色为空白对照组，绿色为加 200ng/mlTFF3 组

3.8 TFF3 基因共表达网络分析

共挖掘出 11 个共表达基因（图 9），包含 BPIFB2、KLK11、TFF1、KLK12、SEC11C、

ARHGAP10、RAP2B、NABP1、RBMS1、MET、HES6。主要涉及了 DNA 损伤
[9]
、DNA 复

制
[10]
、细胞周期调控

[10]
、细胞骨架

[11]
等过程。其中 KLK11

[12]
、TFF1

[13]
、RAP2B

[14]
、

ARHGAP10
[11]
、MET

[15]
都参与调节 PI3K/AKT 信号通路。

图 9 TFF3 共表达基因

3.9 TFF3 激活 PI3K/Akt 信号通路

用 TFF3（200ng/ml）处理细胞，分别作用 0、15min、30min、60min、90min、120min，

获得各组细胞总蛋白样品，利用WesternBlot法对 PI3K/Akt通路蛋白 Akt、p-Akt

进行检测。结果显示：TFF3 可促进 p-Akt 蛋白的表达，且作用 30min 后，p-Akt

蛋白表达与对照组相比显著上升，60min 时达到最高。但 Akt 蛋白的表达持续稳

定，不受 TFF3 作用时间的影响（图 10）。
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图 10 TFF3 处理后 p-Akt、Akt 蛋白表达情况

分别在对照组和加用 TFF3（200ng/ml）处理 NCI-h1975 细胞，结果显示相比于对照组，在

30min、60min、90min、120min 后 p-Akt 的表达均有不同的显著增加。**P<0.01，***P<0.001

4 讨论
以往的研究表明，TFF3 在肺腺癌中显著表达

[4,6]
。TFF3 水平可作为肺癌临床

病理特征的替代标志物
[2]
。但 TFF3 在肺腺癌的具体作用不清。本研究分析不同

队列的 TFF3 在肿瘤与正常组织间的表达差异，结果发现在肺腺癌组织中 TFF3

的表达增多，且其表达与肺腺癌的亚型相关。通过对 TCGA 的临床数据进一步分

析发现，年龄越大的肺腺癌患者 TFF3 表达越低。而 TFF3 表达量与性别以及 T、

N、M分期无关。预后单因素及多因素 COX 回归分析显示 TFF3 表达不能影响患者

预后。生存分析显示，TFF3 的表达不影响患者的生存期，这均表明 TFF3 与肺腺

癌患者预后无关，不能作为肺腺癌患者的独立预后因子。

为进一步探究 TFF3 在肺腺癌可能的作用机制，我们进行了肿瘤微环境分析。

我们发现 TFF3 的表达水平和浆细胞呈正相关，与嗜酸性粒细胞、巨噬细胞 M1、

M2、CD8、CD4+T 细胞呈负相关。且 TFF3 低表达时，免疫细胞表面抗原分子 CD

家族的免疫检查点基因表达增加。这说明 TFF3 和免疫检查点呈负调控的关系，

当 TFF3 高表达时，可抑制这些免疫检查点的免疫功能，从而促进肺腺癌的发生、

发展。与之相符的是我们通过对 515 例肺腺癌患者的免疫治疗临床数据分析，结

果发现在既不接受 PD-1 抑制剂也不接受 CTLA4 抑制剂治疗时，和只接受 PD-1

抑制剂治疗时，都是 TFF3 高表达组疗效好。这对肺腺癌肿瘤晚期患者的免疫治

疗具有一定参考价值。也有研究发现，使用竞争性抑制抗体或 PTGS2 抑制剂阻断

TFF3-CD147 信号通路可减少小鼠结直肠癌肺转移
[16]
，进一步说明了 TFF3 在肿瘤

免疫调控过程中的作用。

已有体外实验部分研究证明，TFF3 可促进前列腺癌
[17]

、结肠癌
[16]

、甲状腺

乳头状癌
[7]
、宫颈腺癌

[18]
中癌细胞增殖、侵袭，体现了 TFF3 在肿瘤细胞增殖中

的潜在调控作用。我们通过 RTCA 发现，加用 TFF3 药物的 NCI-h1975 细胞总数

显著增加。而 TFF3 二聚体小分子抑制剂（AMPC）单独使用或与传统的 MEK1/2

抑制剂联合使用对肺腺癌细胞的生长具有协同抑制作用
[19]
。这均表明，在肺腺癌

患者中，TFF3 可促进肿瘤细胞增殖。

PI3K/AKT/mTOR 通路是参与正常细胞过程中最重要的信号通路之一，其异常

激活可调节自噬、上皮间充质转化、细胞凋亡、化疗耐药性和转移，在多种肿瘤

和疾病进展中发挥重要作用，如胃癌
[20]
、卵巢癌

[21]
、前列腺癌

[22]
、宫颈癌

[18]
、肺

纤维化
[23]
、神经退行性疾病

[24]
等。本实验中我们通过共表达基因分析发现，KLK11、

TFF1、RAP2B、ARHGAP10、MET 与 TFF3 共表达，且都参与调节 PI3K/AKT 信号通

路。因此我们推测在肺腺癌中，TFF3 可能通过 PI3K/AKT 通路发挥作用。
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Westernblot 结果验证了这一推论。但 TFF3 作用于 PI3K/AKT 的具体机制还需进

一步研究。

总之，本研究发现 TFF3 在肺腺癌组织中表达增高，并且 TFF3 表达量与肺腺

癌的病理类型、患者的年龄有关，但不影响患者预后。TFF3 可能通过抑制免疫

检查点基因参与肿瘤免疫过程来影响肿瘤进展。TFF3 可促进肺腺癌细胞增殖，

并可通过提高 p-Akt 蛋白表达激活 PI3K/Akt 信号通路。基因共表达分析挖掘

出了多个可能涉及的靶点，但仍需要进一步实验和临床验证。TFF3 可以作为

肺腺癌患者的治疗靶点，本研究为肺腺癌患者 TFF3 的相关研究提供了理论支持。
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