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摘   要 目的：探讨乳腺癌微环境肿瘤相关成纤维细胞（CAFs）中 G 蛋白偶联雌激素受体（GPER）活化对成

纤维细胞生长因子 2（FGF2）的表达调控作用及其诱导的旁分泌对肿瘤细胞生长的影响。

方法：免疫荧光法检测单独培养及与 ER+ 乳腺癌 MCF-7 与 ER- 乳腺癌 MDA-MB-468 细胞共培养条件

下 CAFs 和 GPER 突变型 CAFs 中 GPER 的表达定位。用荧光定量 PCR 法与 ELISA 法分别检测 17-β

雌二醇（E2）或 GPER 特异性激动剂 G1 处理后单独培养或与乳腺癌细胞共培养的 CAFs 细胞以及与乳

腺癌细胞共培养的 GPER 突变型 CAFs 的 FGF2 mRNA 表达和 FGF2 分泌水平；流式细胞术与 CCK-8 法

检测与 CAFs 共培养的两种乳腺癌细胞经 E2 和 G1 处理后细胞增殖能力的变化，以及 FGF2 中和抗体

的干预作用。

结果：单独培养下，GPER 定位于 CAFs 及 GPER 突变型 CAFs 的细胞核，与两种乳腺癌细胞共培养后，

CAFs 细胞中 GPER 出现明显胞浆转位，而 GPER 突变型 CAFs 无此现象。E2 和 G1 处理后，共培养条

件下的 CAFs 中 FGF2 的 mRNA 表达及上清液中的 FGF2 含量均明显增加（均 P<0.05），但单独培养

的 CAFs 与共培养条件下的 GPER 突变型 CAFs 无上述变化（均 P>0.05）。E2 和 G1 处理后，共培养

条件下的两种乳腺癌细胞的增殖能力均明显增强（均 P<0.05），但该作用均被 FGF2 中和抗体取消。

结论：在乳腺癌微环境下，CAFs 中 GPER 有明显的胞浆转位，这有利于雌激素 /GPER/FGF2 通路的活化，

从而可能促进在乳腺癌的进展。
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肿 瘤 相 关 成 纤 维 细 胞 （ c a n c e r - a s s o c i a t e d 

f ib rob las t s，CAFs）旁分泌多种生长因子、蛋白

水 解 酶 等 促 进 乳 腺 癌 细 胞 生 长 、 侵 袭 、 转 移 及 多

种临床药物耐受 [1-4]。值得注意的是，乳腺癌微环

境中约80%的正常成纤维细胞被激活为CAFs，是

肿瘤组织中最主要的成分之一 [5]。G蛋白偶联雌激

素受体（G pro te in -coupled  es t rogen  receptor，

GPER）被公认为第三种独立作用的雌激素受体，

在多种正常细胞与恶性肿瘤细胞系中均证实17 -β

雌二醇（E2）及GPER特异性激动剂G1均可活化

GPER并介导下游雌激素效应 [6-13]，是预测乳腺癌

患 者 临 床 预 后 、 内 分 泌 治 疗 获 得 性 耐 药 及 靶 向 治

疗 的 有 效 生 物 学 指 标 。 研 究 团 队 在 前 期 实 验 中 发

现，GPER介导CAFs中芳香化酶基因CYP19A1与

糖酵解基因PDK4高转录活性，可能是促进肿瘤组

织 中 局 部 雌 激 素 水 平 增 加 与 酸 性 微 环 境 的 关 键 因

素 ， 从 而 在 乳 腺 癌 细 胞 增 殖 、 转 移 及 药 物 耐 受 中

扮演始动作用[11-13]，GPER或是介导CAFs与肿瘤细

胞 之 间 “ 交 叉 对 话 ” 进 而 促 进 乳 腺 癌 进 展 的 重 要

媒介。

成 纤 维 细 胞 生 长 因 子 （ f i b r o b l a s t  g r o w t h 

fac tors，FGFs）是一类能调节细胞增殖、分化的

多 肽 家 族 ， 在 机 体 许 多 组 织 和 器 官 内 均 有 不 同 程

度 的 分 布 。 现 有 研 究 [ 1 4 - 1 6 ]表 明 ， 成 纤 维 细 胞 生 长

因子2（FGF2）的过量表达与肿瘤发生发展密切相

关 ， 不 仅 参 与 肿 瘤 血 管 新 生 ， 还 间 接 调 控 肿 瘤 细

胞 的 生 长 及 侵 袭 转 移 能 力 。 然 而 ， 乳 腺 癌 微 环 境

CAFs中GPER介导的生长因子调节作用研究较少，

其与FGF2的调控关系及下游生物学作用更是研究

“盲点”。因此，本研究拟利用E2、G1及FGF2中

和抗体 [ 17]等小分子化合物首次探讨共培养条件下

乳腺癌微环境CAFs中细胞浆GPER活化对FGF2的表
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Abstract Objective: To investigate the regulatory effect of the activation of G protein-coupled estrogen receptor (GPER) 

on expression of fibroblast growth factor 2 (FGF2) in cancer-associated fibroblasts (CAFs) in breast cancer and 

the effect of its induced paracrine on growth of cancer cells.  

Methods: The expression localizations of GPER in CAFs and CAFs with GPER mutation cultured alone or co-

cultured with ER+ breast cancer MCF-7 cells or ER- breast cancer MDA-MB-468 cells were determined by 

immunofluorescence assays. The mRNA expression and secretion levels of FGF2 in CAFs cultured alone or 

co-cultured with breast cancer cells and CAFs with GPER mutation co-cultured with breast cancer cells after 

treatment with 17 β-estradiolum (E2) or GPER specific agonist G1 were detected by real-time qPCR and ELISA, 

respectively; the changes in proliferative abilities in the two types of breast cancer cells co-cultured with CAFs 

after treatment with E2 or G1 were examined by flow cytometry and CCK-8 assays, and the interventional effects 

of FGF2 neutralizing antibody were also observed.

Results: In alone culture condition, GPER was located in the nucleus of the CAFs or CAFs with GPER mutation, 

while evident cytoplasmic translocation of GPER was seen in CAFs but not in CAFs with GPER mutation after 

co-culture with the both types of breast cancer cells. After treatment with E2 or G1, the expression levels of 

FGF2 mRNA in CAFs and FGF2 contents in the culture supernatants were significantly increased in co-culture 

conditions (all P<0.05), but above changes were not observed in CAFs cultured alone and CAFs with GPER 

mutation under co-culture conditions. The proliferative abilities were significantly enhanced in both types of 

breast cancer cells in co-culture with CAFs after treatment with E2 or G1 (all P<0.05), but these effects were 

abolished by adding FGF2 neutralizing antibody.

Conclusion: In breast cancer microenvironment, there is cytoplasmic translocation of GPER, which may 

contribute to the activation of estrogen/GPER/FGF2 pathway, and thereby promote the progression of breast 

cancer.
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达调控作用及其旁分泌对肿瘤细胞生长的影响。

1　材料与方法

1.1  实验材料与仪器

MCF -7细胞系（ER+）和MDA -MB -468细胞

系 （ E R - ） 购 自 中 国 科 学 院 上 海 细 胞 库 ， 研 究

团 队 前 期 已 构 建 体 外 稳 定 培 养 的 永 生 化 C A F s 细

胞 株 [ 1 1 - 1 3 ]， 高 糖 D M E M 培 养 基 （ G i b c o 公 司 ） ，

南 美 胎 牛 血 清 （ G i b c o 公 司 ) 。 E 2 与 G P E R 特 异

性 激 动 剂 G 1 （ S i g m a 公 司 ） ， F G F 2 中 和 抗 体

（ M i l l i p o r e 公 司 ） ， D A P I 与 F I T C 标 记 山 羊 抗 兔

I g G 抗 体 （ 北 京 中 杉 金 桥 公 司 ） ， F G F 2  E L I S A

试剂盒（Rapidb io公司），总RNA提取试剂盒、

逆 转 录 试 剂 盒 （ T a K a R a 公 司 ） ， 荧 光 定 量 P C R

试 剂 盒 （ B i o T e K e 公 司 ） ， G P E R 抗 体 （ A b c a m

公 司 ） ， C C K - 8 试 剂 盒 （ 碧 云 天 公 司 ） 。 流 式

细 胞 仪 （ F A C S  C a l l u r ） ， C O 2培 养 箱 （ T h e r m o 

s c i e n t i f i c ） ， 多 功 能 酶 标 仪 （ S u n r i s e ） ，

M i n i O p t i c o n 实 时 P C R 仪 和 稳 压 D N A 电 泳 仪

（BioRad公司）。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养　MCF-7、MDA-MB-468 及 CAFs

细胞均培养于 10% 胎牛血清的高糖 DMEM 培养基

中，37 ℃、5% CO2 培养箱内生长，隔日换液，待

细胞密度生长至 90% 左右时用 0.25% 胰酶消化离

心后传代。

1.2.2  乳 腺 肿 瘤 细 胞 条 件 培 养 基 的 获 取　 乳 腺

癌 MCF-7 与 MDA-MB-468 细 胞 生 长 于 10% FBS

的 高 糖 DMEM 培 养 基， 待 细 胞 密 度 生 长 至 约

70%~80%， 将 培 养 液 更 换 为 1% FBS 的 培 养 基 继

续培养 30 h 后，将培养基收集后离心，其上清液

即为肿瘤细胞条件培养基（conditioned medium，

CM）[13]。

1.2.3  CAFs 与 乳 腺 癌 细 胞 共 培 养 模 型　 根 据 实

验需求选取以下方式：⑴ 收集肿瘤细胞 CM 处理

CAFs 细胞 36 h；⑵ Transwell 小室法共培养 24 h，

CAFs 细胞种于上室，肿瘤细胞种于下室，细胞比

例 为 3:1。 分 别 得 到 CAFs+MCF-7 与 CAFs+MDA-
MB-468 共培养细胞模型 [13]。

1.2.4  GPER 核 输 出 信 号（NES） 序 列 突 变　 依

托上海吉码制药技术有限公司对 GPER NES 序列：

YFINLAVADLILV 的 核 心 区 域 LIL 进 行 突 变， 得

到突变型 YFINLAVADAAAV 的质粒，课题组已在

前期研究中用脂质体 2000 转染等方法获得稳定筛

选的 GPER NES 序列突变型细胞株 CAFs（M）[13]。

1.2.5  细 胞 免 疫 荧 光 检 测 CAFs 细 胞 中 GPER 表

达定位　取 单 独 培 养 及 共 培 养 条 件 下 对 数 期 生 长

的 野 生 型 CAFs 与 突 变 型 CAFs（M） 细 胞 胰 酶 消

化 离 心 重 悬 后 以 2×105/mL 接 种 于 底 部 放 有 小 玻

片的 24 孔板中，置于细胞孵箱中培养，待细胞生

长状态及密度合适后，取出 24 孔板用 PBS 洗 3 次，

加 入 4% 多 聚 甲 醛 200 μL 固 定 20 min，PBS 洗 

3 次，10% 山 羊 血 清 37 ℃ 封 闭 30 min， 加 入

GPER 抗体（1:100 稀释）30~40 μL，4 ℃孵育过夜，

PBS 洗 3 次，暗室中加入 FITC 荧光二抗（1:200），

37 ℃ 60 min，PBS 洗 3 次， 加 入 DAPI（1:10）

染 核 5 min，PBS 洗 3 次， 每 次 5 min， 封 片 后，

倒置荧光显微镜下拍照。

1.2.6  荧 光 定 量 PCR 检 测 CAFs 细 胞 中 FGF2 

mRNA 表达量　CAFs 细胞单独培养或取不同的共

培养细胞模型，待 CAFs 细胞生长至 70%~80% 后，

更换无血清培养基饥饿 24 h。分别加入 100 nmol/L 

E2 与 100 nmol/L G1 处 理 CAFs 细 胞 12 h（ 药 物

处理浓度参考研究团队前期研究 [13]），各组调整

DMSO 至一致，最后分别得到对照组、E2 处理组、

G1 处理组，处理相应时间后立即终止药物处理，

用 TRIzol 试 剂 提 取 各 组 CAFs 细 胞 中 总 RNA， 逆

转录为 cDNA。逆转录及 PCR 反应均按照 TaKaRa

试 剂 盒 及 荧 光 定 量 PCR 试 剂 盒 说 明 进 行 操 作。

FGF2 上 游 引 物 序 列 为 5'-AGC CAG GTA ACG 

GTT AGC AC-3'， 下 游 引 物 序 列 为 5'-GGA GAA 

GAG CGA CCC TCA C-3'；以 β-actin 为内参对照，

上游引物序列为 5'-AGC GAG CAT CCC CCA AAG 

TT-3'， 下 游 引 物 序 列 为 5'-GGG CAC GAA GGC 

TCA TCA TT-3'。实验重复 3 次。

1.2.7  ELISA 法 检 测 CAFs 细 胞 上 清 中 FGF2 的

分泌量　 实 验 分 组 同 1.2.6， 待 CAFs 细 胞 生 长 至

80%~90% 后，更换无血清培养基饥饿 24 h。分别

加 入 100 nmol/L E2 与 100 nmol/L G1 处 理 CAFs

细 胞 24 h， 各 组 调 整 DMSO 至 一 致， 最 后 分 别 得

到对照组、E2 处理组、G1 处理组，处理相应时间后

立即终止药物处理，收集细胞上清液，保存于 -80 ℃

冰箱，按 ELISA 试剂盒操作说明书检测各组样本

中 FGF2 的含量。实验重复 3 次。

1.2.8  流式细胞术检测乳腺癌细胞周期　取对数

生 长 期 MCF-7、MDA-MB-468 与 CAFs 细 胞 胰 酶

消化离心重悬后，接种于 6 孔板及 Transwell 小室
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中，用 10% 胎牛血清的无酚红高糖 DMEM 培养基

培 养 至 肿 瘤 细 胞 密 度 达 到 约 50%， 移 去 培 养 基，

PBS 洗 2 次， 加 入 无 血 清 无 酚 红 DMEM 培 养 基 饥

饿 24 h， 使 各 组 细 胞 周 期 同 步 于 G0/G1 期。 分 别

加 入 100 nmol/L E2、100 nmol/L G1 与 2 μg/mL 

FGF2 中和抗体处理上室中 CAFs 细胞 24 h，各组

调 整 DMSO 至 一 致，24 h 后 收 获 下 室 中 乳 腺 癌 细

胞，70% 乙醇固定，置于 4 ℃冰箱过夜，PI 染色

避光室温孵育 30 min，流式细胞仪检测肿瘤细胞

中各细胞周期中 DNA 的含量。实验重复 3 次。

1.2.9  CCK8 法检测乳腺癌细胞增殖　 实 验 分 组

及 方 法 同 1.2.8， 乳 腺 癌 细 胞 与 CAFs 分 别 接 种

于 96 孔 板 及 Transwell 小 室 中， 加 入 100 nmol/L 

E2、100 nmol/L G1 与 2 μg/mL FGF2 中和抗体处

理 上 室 中 CAFs 细 胞 24 h， 各 组 调 整 DMSO 至 一

致，24 h 后取出 Transwell 小室，每孔加入 10 μL 

CCK-8 试剂，细胞孵箱中孵育 2 h，酶标仪测定各

孔 的 吸 光 度（OD 值）， 波 长 选 择 450 nm， 获 得

各组相对细胞数。实验重复 3 次。    

1.3  统计学处理

数 据 用 均 数 ± 标 准 差 （ x ± s ） 表 示 ， 采 用

SPSS 17.0统计软件，多组间比较采用重复测量方

差分析，两两比较采用q检验，P<0.05为差异有统

计学意义。

2　结　果

2.1  不同类型乳腺癌细胞均可诱导 CAFs 中 GPER

发生细胞浆转位

细胞免疫荧光实验表明：CAFs细胞单独培养

条件下，GPER主要表达于细胞核，而与ER +乳腺

癌 M C F - 7 及 E R -乳 腺 癌 M D A - M B - 4 6 8 细 胞 共 培 养

后，CAFs中GPER的表达定位由细胞核转位入细胞

浆中；GPER NES序列突变后，上述两种类型的乳

腺癌细胞均不能使CAFs（M）中GPER发生核浆转

位，与前期结果一致[13]（图1）。

2.2  共培养条件下，E2 与 G1 上调 CAFs 细胞中

FGF2 的表达及分泌

实 时 荧 光 定 量 P C R 结 果 显 示 ， 共 培 养 条 件

下，分别用E2和G1处理CAFs细胞12 h后，均可上

调细胞内FGF2 mRNA表达水平，明显高于对照组

（均P<0.05）。ELISA结果进一步显示，药物处理

24 h后，E2及G1明显促进共培养模型CAFs细胞上

清液中FGF2的分泌量（均P<0.05）。而单独培养

图 1　免疫荧光法检 CAFs 细胞中 GPER 的表达定位（绿色荧光代表目的蛋白 GPER，蓝色荧光代表细胞核；×400）
Figure 1　Determination of GPER expression localization in CAFs by immunofluorescence (green fluorescence showing GPER, and blue 

fluorescence showing the cell nucleus; ×400)
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条件下，则无上述现象（图2）。

突变共培养模型CAFs中GPER NES序列后，

E2与G1的上述作用被取消，与对照组比较无统计

学差异（均P>0.05）（图3）。

2.3  CAFs 中细胞浆 GPER 介导的 FGF2 旁分泌

促进乳腺癌细胞周期进展

细 胞 周 期 结 果 显 示 ， 分 别 用 E 2 和 G 1 处 理 共

培养模型中CAFs细胞24 h后，两种药物均可降低

乳腺癌MCF -7与MDA -MB -468细胞周期中静止期

（G 0/G 1期）细胞的比例，促进细胞周期向增殖期

（S期与G 2/M期）进展。其中E2及G1处理后肿瘤

细胞处于S期的DNA改变量最为明显（P<0.05），

其促细胞周期进展的效应被FGF2的特异性中和抗

体所阻断（图4）。

2.4  CAFs 中细胞浆 GPER 介导的 FGF2 旁分泌

增强乳腺癌细胞增殖能力

CCK -8法检测结果进一步显示，E2及G1处理

CAFs细胞24 h后，可明显促进共培养模型中乳腺

癌细胞增殖，且其促增殖效应被FGF2中和抗体所

拮抗（图5）。

图 2　荧光定量 PCR 及 ELISA 检测 CAFs 中 FGF2 mRNA 表达及上清液中 FGF2 含量　　1）与空白对照组比较，P<0.05； 

2）与 CAFs+E2 组比较，P<0.05；3）与 CAFs+G1 组比较，P<0.05 
Figure 2　Detection of FGF2 mRNA expression in CAFs and FGF2 level in culture supernatant by real-time qPCR and ELISA　　 

1) P<0.05 vs. blank control; 2) P<0.05 vs. CAFs alone+E2; 3) P<0.05 vs. CAFs alone+G1

图 3　突变 GPER NES 序列对 CAFs 中 FGF2 mRNA 表达及上清液中 FGF2 含量的影响　　1）与对照组比较，P<0.05； 

2）与 CAFs（M）+E2 组比较，P<0.05；3）与 CAFs（M）+G1 组比较，P<0.05 
Figure 3　Influences of GPER NES sequence mutation on FGF2 mRNA expression in CAFs and FGF2 level in culture supernatant　　 

1) P<0.05 vs. blank control; 2) P<0.05 vs. CAFs (M)+E2; 3) P<0.05 vs. CAFs (M)+G1
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图 5　CCK-8 法检测共培养条件下乳腺癌细胞增殖情况　　

1）与对照组比较，P<0.05；2）与 E2+FGF2 中和抗体

组比较，P<0.05；3）与 G1+FGF2 中和抗体组比较，
P<0.05 

Figure 5　Determination of breast cancer cells proliferation 
under co-culture condition by CCK-8　　1) P<0.05 
vs. control; 2) P<0.05 vs. E2+FGF2 neutralizing antibody; 
3) P<0.05 vs. G1+FGF2 neutralizing antibody

3　讨　论

肿 瘤 的 发 生 发 展 不 仅 仅 被 认 为 是 肿 瘤 实 质 细

胞 本 身 的 单 独 作 用 ， 其 微 环 境 成 分 也 同 时 作 为 肿

瘤的核心特征被广泛接受[18-19]。研究团队前期体外

实验数据显示CAFs单独培养条件下GPER主要表达

于细胞核中，而这与免疫组化实验所观察到GPER

主要表达于肿瘤间质成纤维细胞（tumor  s t romal 

fibroblasts，TSFs）中细胞浆的结果不相符合[13]。

事实上，生理条件下CAFs可能受到肿瘤组织中多

种成分的影响，而肿瘤实质细胞与CAFs是乳腺肿

瘤 中 最 主 要 的 两 大 成 分 ， 因 此 提 示 在 体 内 环 境 乳

腺癌细胞可能影响CAFs中GPER的细胞内定位。仅

仅单独研究CAFs中GPER的生物学功能可能是不

妥的，乳腺癌细胞与CAFs之间的“交叉对话”须

考 虑 在 内 ， 这 更 加 符 合 实 体 肿 瘤 真 实 的 “ 内 部 环

境”。本研究在不同类型的乳腺癌（ER+型MCF-7

与ER -型MDA -MB -468）细胞中均证实了GPER的

核浆转位现象，提示CAFs中GPER的核浆转位可能

是 乳 腺 肿 瘤 的 普 遍 特 点 之 一 ， 其 在 肿 瘤 进 展 及 药

物 耐 受 中 或 发 挥 关 键 性 作 用 ， 可 能 是 潜 在 的 治 疗

靶点。

近年来，GPER所介导的肿瘤旁分泌效应越来

越被诸多研究者所关注。郭林英等 [20]报道CAFs中

GPER可介导细胞因子HMGB1外分泌促进ER+乳腺

癌细胞自噬。此外，在ER-乳腺癌细胞中，雌激素

还可通过活化GPER自分泌炎症因子IL-6进而促进

肿瘤细胞快速生长 [ 21]。同样，笔者在前期研究中

也证实GPER创造乳酸微环境引起乳腺癌细胞能量

代谢重塑从而导致肿瘤细胞的临床多药耐受 [ 13]。

本研究进一步明确了乳腺癌微环境GPER与成纤维

细胞因子家族成员FGF2的潜在调控关系：共培养

条件下雌激素活化CAFs中细胞浆GPER促进FGF2

的表达及旁分泌，突变GPER的NES序列（GPER

图 4　流式细胞术检测共培养条件下乳腺癌细胞的细胞周期　　1）与对照组比较，P<0.05；2）与 E2+FGF2 中和抗体组比较，
P<0.05；3）与 G1+FGF2 中和抗体组比较，P<0.05 

Figure 4　Detection of cell cycle of the breast cancer cells under co-culture condition by flow cytometry　　1) P<0.05 vs. control;  
2) P<0.05 vs. E2+FGF2 neutralizing antibody; 3) P<0.05 vs. G1+FGF2 neutralizing antibody
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位 于 C A F s 细 胞 核 ） 后 可 阻 断 上 述 效 应 。 同 时 ，

CAFs单独培养条件下则未观察到上述现象，更进

一步提示共培养下微环境GPER细胞浆定位的独特

生物学作用。然而，CAFs中雌激素/GPER/FGF2

信 号 轴 活 化 的 具 体 机 制 尚 不 明 确 ， 有 待 后 续 实 验

的进一步研究。

现有研究表明，FGF2的过量表达及下游信号

的 过 度 活 化 参 与 肿 瘤 恶 性 临 床 进 展 [ 2 2 - 2 3 ]。 在 慢 性

髓系白血病（chronic  myeloid leukemia，CML）

中，FGF2表达异常升高将导致CML细胞对靶向药

物伊马替尼治疗不敏感 [24]。Terai等 [25]则证实非小

细胞肺癌中FGF2及其受体FGFR1活性增强将引起

肿 瘤 细 胞 快 速 增 殖 及 转 移 ， 且 对 靶 向 药 物 吉 非 替

尼 出 现 耐 药 。 同 样 ， 本 研 究 也 得 到 类 似 结 果 ： 微

环境GPER所介导的FGF2旁分泌可显著促进乳腺

癌细胞周期进展及肿瘤快速生长，应用FGF2的特

异性中和抗体可明显逆转以上效应，提示靶向阻断

CAFs中雌激素/GPER/FGF2信号通路可能是对抗肿

瘤临床进展的新型治疗模式，但这还需要更多的体

外及体内实验来进一步验证与支持。
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