
肺癌是世界上最常见的肿瘤，每年导致约170万人

死亡［1, 2］。肺癌包括非小细胞肺癌（NSCLC）和小细胞肺

癌，大约80%~85%的肺癌属于非小细胞肺癌［3］。近年

来，随着分子靶向治疗以及免疫检测点抑制剂的应用，

肺癌患者的生存率有了提高，但是大多数肺癌患者诊断
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摘要：目的 探讨S100钙结合蛋白A10（S100A10）在肺腺癌（LUAD）的表达水平及对患者预后的影响，以及S100A10对肺癌细

胞增殖和转移的调控作用和作用机制。方法 采用免疫组化技术（IHC）检测S100A10在LUAD及癌旁组织中的表达水平。

Western blot、CCK-8和EdU、Transwell实验分别测定S100A10蛋白的表达水平、细胞增殖和侵袭能力。通过基因集富集分析

（GSEA）S100A10在肺腺癌中可能的调控通路。分别将A549-shS100A10和A549-shCtrl细胞，H1299-S100A10和H1299-GFP

的细胞注射到裸鼠皮下，观察S100A10的表达水平对肿瘤增殖的影响。结果 与癌旁组织相比，肿瘤组织中S100A10的表达水

平显著上调，并且S100A10表达水平升高与淋巴结转移、肿瘤分期、远处器官转移有关（P<0.05），而与分化程度、年龄、性别无关

（P>0.05）。生存分析显示，肿瘤组织中S100A10表达水平越高，患者的预后越差（P<0.001）。体外实验显示，上调S100A10的表

达，促进了肿瘤细胞的增殖和侵袭能力（P<0.001）。GSEA分析显示S100A10高表达显著富集至糖代谢、糖酵解、mTOR信号通

路等基因集。葡萄糖消耗及乳酸生成实验表明，上调S100A10促进葡萄糖消耗和乳酸的生成，相反，下调S100A10抑制葡萄糖

消耗和乳酸的生成。Western blot实验显示，S100A10能够促进Akt-mTOR信号通路激活。裸鼠移植瘤实验结果表明，上调

S100A10的表达促进肿瘤增殖，而下调S100A10的表达则抑制肿瘤增殖（P<0.001）。结论 S100A10通过激活Akt-mTOR-糖酵

解信号通路，进而促进肿瘤细胞的增殖和侵袭能力。
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Abstract: Objective To investigate the effects of expression levels of S100 calcium-binding protein A10 (S100A10) in lung
adenocarcinoma (LUAD) on patient prognosis and the regulatory role of S100A10 in lung cancer cell proliferation and
metastasis. Methods Immunohistochemistry was used to detect the expression levels of S100A10 in LUAD and adjacent
tissues, and the relationship between S100A10 expression and clinicopathological parameters and prognosis of the patients
was statistically analyzed. The lung adenocarcinoma expression dataset in TCGA database was analyzed using gene
enrichment analysis (GSEA) to predict the possible regulatory pathways of S100A10 in the development of lung
adenocarcinoma. Lactate production and glucose consumption of lung cancer cells with S100A10 knockdown or
overexpression were analyzed to assess the level of glycolysis. Western blotting, CCK-8 assay, EdU-594 assay, and Transwell
assays were performed to determine the expression level of S100A10 protein, proliferation and invasion ability of lung cancer
cells. A549 cells with S100A10 knockdown and H1299 cells with S100A10 overexpression were injected subcutaneously in nude
mice, and tumor growth was observed. Results The expression level of S100A10 was significantly upregulated in LUAD
tissues as compared with the adjacent tissues, and an elevated S100A10 expression level was associated with lymph node
metastasis, advanced tumor stage and distant organ metastasis (P<0.05), but not with tumor differentiation or the patients' age
or gender (P>0.05). Survival analysis showed that elevated S100A10 expressions in the tumor tissue was associated with a poor
outcome of the patients (P<0.001). In the lung cancer cells, S100A10 overexpression significantly promoted cell proliferation
and invasion in vitro (P<0.001). GSEA showed that the gene sets of glucose metabolism, glycolysis and mTOR signaling
pathway were significantly enriched in high expressions of S100A10. In the tumor-bearing nude mice, S100A10 overexpression
significantly promoted tumor growth, while S100A10 knockdown obviously suppressed tumor cell proliferation (P<0.001).
Conclusion S100A10 overexpression promotes glycolysis by activating the Akt-mTOR signaling pathway to promote
proliferation and invasion of lung adenocarcinoma cells.
Keywords: S100A10; lung adenocarcinoma; clinicopathological parameters; Akt-mTOR; glycolysis; tumor cell invasion and
proliferation
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时已是晚期，因此五年生存率仍较差［4, 5］。

S100蛋白家族是一组相对分子质量较小的钙结合

蛋白，通过与靶蛋白互作在胞内外参于调节细胞增殖与

凋亡，细胞骨架与细胞基质重构及迁移等重要生物

学过程［6, 7］。根据氨基酸序列和蛋白结构的相似性，已

有20种该家族成员被发现，其中有17个家族成员编码

在人体1q21表皮分化复合体（EDC）区域。EDC由数个

基因或基因家族构成，这些基因编码的蛋白质决定了细

胞表皮分化过程［7-10］。在肿瘤细胞中EDC的表达异常

与上皮-间质转化（EMT）密切关联，因此，S100蛋白

家族在肿瘤发生发展中发挥重要作用［8］。目前有研究

表明，S100A10是EMT的关键调节因子，参与乳腺癌、

肝癌、胰腺癌的发生，进展和转移［11-13］。然而，肺腺癌中

S100A10的表达及其信号传递途径还未完全阐明。

蛋白激酶 B（Akt）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（mTOR）可以将细胞外和细胞内的信号进行整合聚集，

从而在肿瘤细胞糖酵解、干性、转移和耐药性等病理过

程中发挥关键性调控作用［14-18］。肿瘤细胞通过从微环境

中摄取大量葡萄糖进行糖酵解，从而产生足够的能量满

足其快速增殖的需求［19］。Akt-mTOR的过度激活与肿

瘤的发生发展密切相关，以Akt-mTOR为靶点设计抗肿

瘤药物是一大研究热点［20,21］。因此，深入了解Akt-mTOR

调节机制可能有助于肿瘤治疗策略的开发。本研究探

讨S100A10的表达水平与肺腺癌（LUAD）临床病理参

数的关系以及对患者预后的影响，通过体外和体内实验

进一步研究S100A10调控肿瘤细胞增殖和侵袭的作

用，并探讨S100A10促进肿瘤进展的相关机制。

1 材料和方法

1.1 细胞培养

人肺癌 A549、H1299、H1972、SPC-A-1、HCC827

细胞购于中国科学院细胞库。用含 10%胎牛血清的

RPMI 1640培养基培养，细胞在37℃、CO2体积分数为

5%的条件下培养。取对数生长期的细胞用于试验。

1.2 主要试剂

胎牛血清（Gibco），DMEM培养基，0.25%胰蛋白

酶，S100A10 多克隆抗体、脂质体 Lipofect 2000

（Invitrogen），β‐actin 抗体、Vimentin（D21H3）、ZEB1

（E2G6Y）抗体、p-Akt（1∶1000，Ser-473）、mTOR（1∶

1000，7C10）、p-mTOR（1∶ 1000，Ser2448）（Cell

Signaling Technology）。S100A10过表达慢病毒颗粒

（Sino Biological），S100A10shRNA（靶标序列: CTG

AGGTTCAACCCGTTGAAA）（Sigma），RIPA裂解液、

BCA试剂盒、胰酶、Transwell 24孔板（孔径为8 μm）、

BeyoClick™ EdU-594 细胞增殖检测试剂盒、增强型

CCK-8试剂盒（Beyotime Biotechnology），SP Rabbit &

Mouse HRP Kit试剂盒（CoWin Biosciences），Matrigel

（BD Biosciences），Transwell培养小室（Millipore），葡

萄糖测定试剂盒（上海荣盛生物技术有限公司），D-

Lactate Assay试剂盒（Abcam）。

1.3 蛋白印迹法检测（WB）

使用RIPA裂解液裂解提取总蛋白，BCA试剂盒检

测蛋白浓度。经SDS-PAGE分离蛋白后，用半干转膜仪

转移蛋白质至PVDF膜，然后用脱脂牛奶室温封闭蛋白

2 h，加入一抗在4℃封闭过夜，再加入对应二抗室温封

闭1h，滴反应液曝光。

1.4 慢病毒感染

H1299细胞接种于24孔培养板培养至密度约80%

时，根据预试验确定的感染条件，按感染复数（MOI）为

150 加入 S100A10 Lentiviral cDNA 慢病毒液感染细

胞。S100A10沉默慢病毒（sh-S100A10）、S100A10过表

达慢病毒（OE-S100A10）和阴性对照慢病毒（sh-NC）。

由于病毒质粒中含有编码绿色荧光蛋白（GFP）的基

因，利用荧光显微镜可根据荧光强度估算细胞感染效

率。感染病毒4 d后每组细胞内加入氨苄青霉素进行

筛选，6 d细胞长满后，进行细胞传代，2周后获得稳定

转染的Lentiviral S100A10 overexpression的H1299细

胞系。

1.5 免疫组织化学检测

肺癌和癌旁组织芯片脱蜡水化：60℃烤片1h，二甲

苯脱蜡；再依次浸入梯度乙醇和蒸馏水进行水化。抗原

修复用柠檬酸缓冲液。在室温下用正常山羊血清覆盖

芯片约 10 min 进行抗原封闭，然后在 4 ℃下与 anti-

S100A1孵育过夜。随后用生物素标记羊抗兔二抗工作

液孵育，最后应用DAB显色工作液进行显色，随后将

芯片用苏木精复染。S100A10阳性细胞的百分比进

行评分：0分（0%~25%），1分（25%~50%），2分（50%~

75%）和3分（>75%）。将0和1分定义为低表达，而将2

和3分定义为高表达。

1.6 细胞增殖测定

转染后，使用BeyoClick™ EdU-594细胞增殖检测

试剂盒、增强型CCK-8检测试剂盒检测A549敲低组和

过表达的H1299及控制对照组的增殖情况，具体实验方

法严格按照说明书进行操作。

1.7 Transwell侵袭检测

将基质胶置于Transwell小室以明确定细胞的侵袭

能力。收集生长良好的过表达S100A10的H1299和

A549敲低组及控制对照组，消化离心后，用无血清的

RPMI 1640培养基重悬细胞密度为4×105/mL，取200 μL

细胞悬液接种于24孔板Transwell上室（孔径为8 μm），

而下腔室则加入500 μL含有10%FBS 的RPMI 1640培

养基。在 37 ℃下孵育 24 h 后，取出 24 孔板中的
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Transwell小室，用棉签轻轻擦去上层的细胞。用4%多

聚甲醛固定20 min后，用0.1%结晶紫染色20 min，PBS

液冲洗干净，倒扣小室自然风干。每组实验重复3次。

在倒置显微镜下随机取5个视野，并计算细胞的个数及

平均值。

1.8 葡萄糖消耗的测量

转染后，将过表达及敲除S100A10、控制对照组的

A549和H1299细胞接种到6孔板中。6 h后，将培养基

更换为完全培养基并培养48 h。葡萄糖测定试剂盒收

集培养基以测量葡萄糖浓度。葡萄糖消耗计算为新鲜

培养基中的原始葡萄糖浓度与收集的培养基中测量的

葡萄糖浓度之间的差异。所有结果均标准化为相应的

蛋白质浓度值。实验至少重复3次。

1.9 乳酸产量的测量

根据制造商的说明书，收集培养物上清液，评估培

养上清液中的乳酸产生量。所有结果均标准化为相应

的蛋白质浓度值。实验至少重复了3次。

1.10 基因集富集分析（GSEA）

采用GSEA 4.0进行GSEA，寻找S100A10影响肿

瘤发生发展可能的信号通路。采用 GSEA 网站的

MsigDB数据库获取c2.cp.kegg.v7.0.symbols.gmt数据

集，设置分析置换次数为1000次，显著富集基因集须满

足一下条件：错误发生率（FDR）<0.25，P<0.05。

1.11 裸鼠移植瘤实验

首先，我们使用S100A10敲低组及控制对照组的

A549细胞，S100A10过表达组及控制对照组的H1299

细胞接种在6孔板中，培养过夜，并用慢病毒感染。感

染后72 h用荧光显微镜测定慢病毒感染率。分别将上

述细胞注射到裸鼠皮下（南京青龙山6~8周龄），每只老

鼠两个部位。使用游标卡尺每周测量肿瘤两次，根据体

积公式计算肿瘤体积：V=（S2×L）/2，其中V是体积，S是

最短直径，L是最长直径。在第30天把小鼠处死，获得肿

瘤，并测量肿瘤大小和质量。本研究动物实验通过皖南

医学院医学伦理委员会审查批准（2021-71）。

1.12 统计方法

采用SPSS 16.0软件（Chicago，IL，USA）对数据进

行统计分析处理，S100A10的表达水平与临床病理参数

的关系采用 chi- square 检验，生存分析采用 Kaplan-

Meier生存曲线。用均数±标准差表示计量资料，两组间

的比较采用 student t检验，利用GraphPad Prism 7（San

Diego，CA，USA）软件对数据进行作图。P<0.05为差异

具有统计学意义。

2 结果

2.1 S100A10表达水平与肺腺癌的临床病理参数密切

相关

免疫组化评分结果显示，S100A10的表达水平与

肿瘤大小（P=0.009）、淋巴结转移（P=0.025）、肿瘤分期

（P=0.002）、远处转移（P=0.004）密切有关，而与患者年

龄（P=0.223）、肿瘤分化程度（P=0.431）无关，提示

S100A10的表达水平与肿瘤负荷密切关联（图1A，表1）。

Western blot法检测3例肺腺癌患者癌组织和癌旁组织

S100A10的蛋白表达水平，结果提示肿瘤组织S100A10

的表达水平显著高于癌旁组织（图1B）。 Kaplan-Meier

生存分析显示，与S100A10低表达的患者相比，高表达

S100A10的患者的生存期显著降低，差异具有统计学意

义（P<0.001，图1C）。

2.2 S100A10过表达促进肺癌细胞的增殖和转移

Western blot检测S100A10在肺腺癌细胞系的基

线表达水平，结果显示A549细胞高表达S100A10，而

H1299细胞低表达S100A10（图 2A）。随后我们应用

S100A10shRNA敲除A549细胞中的S100A10的表达，

敲除效率见图2B。CCK8和EdU实验结果均显示，敲

除A549细胞中的S100A10可显著抑制A549细胞的增

殖能力（P<0.001，图2C、D）。与此一致，Transwell侵袭

实验结果表明，敲除S100A10的表达同样遏制了肿瘤

细胞的侵袭能力（P<0.001，图2E）。为了进一步证实上

述结论，我们应用S100A10的过表达慢病毒颗粒感染

H1299细胞以上调S100A10的表达，Western blot检测

过表达水平（图2B），结果表明，与控制对照组相比，过

表达S100A10可明显促进H1299细胞的增殖和侵袭能

力（P<0.001，图2C~E）。

2.3 S100A10通过激活Akt-mTOR信号通路影响肿瘤

细胞糖酵解过程

基因集富集分析（GESA）表明，S100A10显著富集

于糖酵解、糖异生、磷酸戊糖途径、mTOR 信号通路

（图 3A、B）。分别上调或下调肿瘤细胞S100A10结果

显示，下调S100A10的表达抑制了肿瘤细胞的乳酸产

量、葡萄糖消耗量，上调S100A10的表达则导致的相反

的效应（P<0.001，图3C、D）。Western blot检测结果显

示，上调S100A10促进了Akt-mTOR信号通路的激活，

而下调S100A10则抑制了Akt-mTOR信号通路的激活

（图3E、F）。

2.4 S100A10促进肺腺癌的发生发展

A549-shS100A10和A549-shCtrl细胞移植到裸鼠

皮下，统计分析上述两组小鼠的肿瘤体积和肿瘤体质

量，与对照组相比，敲除S100A10表达可明显抑制肿瘤

的增殖（P<0.001，图4A、B）。Western blot结果显示，敲

除S100A10的表达显著抑制了肿瘤细胞的上皮细胞-间

质转化（EMT）转化（图4C），上调S100A10的表达则促

进了肿瘤的增殖（P<0.001）和EMT转化（图4D~F）。
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图1 肺腺癌组织高表达S100A10并且可以作为患者预后的标记
Fig.1 High expression of S100A10 in lung adenocarcinoma tissues can be used as a prognostic marker. A:
Immunohistochemistry for detecting the expression of S100A10 in adjacent tissues and tumor tissues in a
tissue microarray. Representative images of two cases of lung adenocarcinoma show significantly higher
expression level of S100A10 in tumor tissues than in adjacent tissues. B: Western blotting showing higher
S100A10 expression in cancer tissues than in adjacent tissues from 3 patients with lung cancer. C: Kaplan-
Meier survival analysis curves showing poor prognosis in patients with high expression of S100A10.

表1 S100A10的表达水平与临床病理参数的关系（%）
Tab.1 Relationship between the expression level of S100A10 and clinicopathological parameters (%)
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图2 S100A10调控肺癌细胞的增殖和转移能力
Fig.2 S100A10 regulates the proliferation and metastasis of lung cancer cells. A: Baseline expression of S100A10 in lung adenocarcinoma
cell lines detected by Western blotting. B: Expression of S100A10 detected by Western blotting in A549 cells with S100A10 knockdown
(shS100A10#1 and shS100A10#2) and in H1299 cells infected with S100A10- overexpressing lentiviral vector. C: Proliferation of A549
cells with S100A10 knockdown and H1299 cells with S100A10 overexpression detected by CCK8 assay. D: EdU assay showing that
S100A10 knockdown inhibits proliferation of A549 cells and overexpression of S100A10 promotes proliferation of H1299 cells. E:
Transwell assay showing S100A10 knockdown and overexpression inhibits and promotes the invasion of the tumor cells, respectively.
Data are presented as Mean±SE. **P<0.001.
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3 讨论

目前研究表明，S100蛋白家族在调控肿瘤发生发

展过程中发挥关键作用，S100蛋白家族通过调控肿瘤

细胞内Ca2+稳态、细胞增殖和凋亡信号通路、细胞代谢

通路、肿瘤微血管生成等发挥其病理生理功能［22］。新近

研究显示［23］，肿瘤组织S100蛋白表达异常与患者肿瘤

负荷以及不良预后密切关联，S100蛋白家族可能参与

肿瘤免疫抑制性微环境的形成。在NSCLC患者中，肿

瘤组织S100A8、S100A9的表达水平显著高于其癌旁组

织，COX多因素生存分析显示S100A8、S100A9的表达

水平显著影响患者的PFS、OS，患者S100A8、S100A9表

达水平上调其PFS、OS相应减少［24］。进一步的研究显

示，肿瘤相关中性粒细胞胞质中的存在大量S100A8和

S100A9蛋白，中性粒细胞通过分泌S100A8/9并结合到

肿瘤细胞表面Toll样受体（Toll-like receptors, TLR）从

而介导细胞的促增殖和抗凋亡信号通路，导致肿瘤恶性

进展［25］。另有研究显示，NSCLC患者血清中S100A10

的表达水平与患者的肿瘤负荷、远处转移、不良预后存

在关联［26］。本研究中，我们的数据显示，肺腺癌患者肿

瘤组织S100A10的表达水平显著高于其癌旁组织，并

且S100A10的表达水平与患者的肿瘤体积、淋巴结转

移以及远处转移有关，生存分析显示，与S100A10低表

达患者相比，S100A10高表达患者其OS显著缩短，这些

数据表明，S100A10作为关键的癌蛋白可能促进了肺腺

癌的发生发展。

新近的研究发现，S100A10在多种肿瘤组织中表

达水平上调，如乳腺癌、胰腺癌、肝癌等，S100A10表达

水平升高与肿瘤患者的临床病理参数密切关联［11-13］。在

乳腺癌中，低氧诱导因子HIF-1可以促进S100A10的表

达，S100A10通过结合到干细胞转录因子Oct-4的转录

结合位点，进而促进多能性癌基因SOX2、KLF4的表

达，诱导乳腺癌细胞干性［11］。在肝癌患者中，S100A10
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图3 S100A10通过调控Akt-mTOR信号通路激活影响糖酵
解过程
Fig.3 S100A10 affects glycolysis by regulating the activation of
AKT-mTOR signaling pathway. A, B: GSEA analysis showing
that a high expression of S100A10 in lung adenocarcinoma
cells was significantly enriched in glucose metabolism,
glycolysis, mTOR signaling pathway and other gene sets. C, D:
Inhibition of S100A10 inhibits glycolysis, and overexpression
of S100A10 promotes glycolysis. E, F: Western blot analysis
showing that S100A10 could regulate the activation of AKT-
mTOR signaling pathway.
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可以促进肿瘤细胞外泌体的合成和分泌，S100A10可以

作为肝癌的治疗靶点［12］。在胰腺癌患者中，肿瘤组织

S100A10表达水平显著高于其癌旁组织，S100A10的表

达水平可以作为预测患者预后的独立危险因素，通过下

调胰腺癌细胞的S100A10的表达水平则抑制了肿瘤细

胞的增殖和转移，与此相反，上调S100A10的表达则促

进了肿瘤细胞的增殖和转移能力，机制研究表明，

S100A10通过促进JNK信号通路活化进而导致肿瘤进

展［13］。与此一致，本研究中，通过上调肺腺癌细胞

S100A10的表达水平促进肿瘤细胞的增殖和转移能力，

然而，下调S100A10的表达则抑制了肿瘤细胞的增殖

和转移，进一步的体内实验同样证明了这一结论，这些

数据表明S100A10能够促进肺腺癌细胞的增殖和转移

能力。

为了进一步研究S100A10促进肺腺癌进展的可能

机制，我们通过基因富集分析发现，S100A10显著富集

于糖酵解、糖异生、磷酸戊糖途径、mTOR信号通路。糖

代谢的异常改变是肿瘤细胞的主要特征之一，Akt-

mTOR信号通路通过促进肿瘤细胞糖酵解过程中关键

酶的表达，从而导致肿瘤细胞葡萄糖消耗增加和糖酵解

途径异常活跃，促使肿瘤进展［27］。Akt-mTOR处于肿瘤

细胞信号通路的关键位置，Akt-mTOR通路异常激活与

肿瘤的增殖、凋亡以及耐药性密切相关，因而 Akt、

mTOR抑制剂成为肿瘤靶向治疗的热点［28-30］。基于这些

研究数据，我们推测S100A10通过调控Akt-mTOR信

号通路的激活从而促进糖酵解途径。我们的实验数据

表明，抑制肺癌细胞S100A10的表达则降低了乳酸的

产量、葡萄糖的消耗量，与此相反，上调S100A10的表达

则促进了乳酸的产量、葡萄糖的消耗量，与此一致，

Western blot蛋白定量分析同样表明，下调S100A10的

图4 体内S100A10促进肿瘤增殖
Fig.4 S100A10 promotes tumor proliferation in vivo. A: Tumor tissues derived from S100A10 knockout A549 cells and
control A549 cells collected 30 days after injection in nude mice and the tumor growth curves. B: Tumor weight in
S100A10 knockout group and control group. C: EMT transformation markers detected by Western blotting. D: Tumor
tissues derived from H1299 cells overexpressing S100A10 and control H1299 cells in nude mice and the tumor growth
curves. E: Tumor weight in S100A10 overexpression and GFP control groups. F: EMT transformation markers
detected by Western blotting. All data are presented as Mean±SE. **P<0.001.
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表达则抑制了 Akt-mTOR 信号通路的激活，而上调

S100A10的表达则促进了Akt-mTOR信号通路的激

活。因此，S100A10通过促进肺腺癌的糖酵解途径，进

而诱导肿瘤的增殖和转移。

综上所述，肺腺癌S100A10的表达上调，其表达水

平与患者的临床病理参数、不良预后密切相关，

S100A10通过调控Akt-mTOR信号通路的激活进而增

强肿瘤细胞的糖酵解途径，从而促进肿瘤细胞的增殖和

转移能力。因此，S100A10或许可以作为预测肺腺癌肿

瘤负荷的重要标记或者靶向治疗的靶点。
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