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摘     要             背景与目的：三 阴 性 乳 腺 癌 （TNBC） 是 一 种 临 床 行 为 高 度 恶 性 的 乳 腺 癌 亚 型 ， 免 疫 检 查 点 抑 制 剂

（ICB） 联合化疗已成为其新辅助治疗的重要策略。然而，ICB 疗效差异显著，相关免疫微环境机制尚

未明晰。肿瘤相关成纤维细胞 （CAF） 通过调控肿瘤微环境 （TME） 影响免疫治疗反应，其中成纤维

细胞活化蛋白 （FAP） 为 CAF 的关键标志物，其在 TNBC 中的免疫功能尚缺乏系统研究。本研究旨在揭

示 FAP 在 TNBC 中的表达特征、对免疫微环境及 ICB 疗效的影响，并探讨其可能的免疫抑制机制及临床

应用潜力。

方法：综合利用 TCGA 和 I-SPY2 临床试验数据，分析 FAP 表达与 TNBC 患者预后、免疫细胞浸润及免疫

检查点分子表达之间的关系。通过 CIBERSORT 算法、GSEA 通路富集分析及差异表达分析 （DESeq2），

评估 FAP 相关免疫微环境特征，并在转录组层面筛选其下游相关基因。构建 FAP 过表达与敲低的 CAF

模型，联合 CD8+ T 细胞共培养，检测其对 CD8+ T 细胞活性和凋亡的调控效应。进一步通过 qPCR 与

Western blot 验证转录组分析中发现潜在靶基因的表达变化。结合 I-SPY2 数据与湘雅医院 TNBC 病例的

多重免疫荧光病理样本与临床资料，分析 FAP 表达水平与新辅助免疫治疗病理完全缓解率 （pCR） 之

间的关系及其预测价值。

结果：FAP 在 TNBC 肿瘤组织中明显高于正常组织，高表达患者总生存期 （OS） 明显缩短。多因素 Cox

分析确认 FAP 为 TNBC 患者 OS 的独立不良预后因子。FAP 高表达与 CD8+ T 细胞、自然杀伤细胞、滤泡

辅助性 T 细胞浸润减少明显相关，同时伴随 CD276、TIM-3、PD-L2 等免疫检查点分子上调。CAF 模型

中，FAP 过表达可抑制 CD8+ T 细胞活性并促进其凋亡，敲低 FAP 则产生相反效应。转录组分析显示

FAP 高表达组中 COL1A1 等多种胶原蛋白基因明显上调，且与 FAP 表达呈正相关；qPCR 与 Western blot

实验证实 FAP 可正向调控 COL1A1 表达。I-SPY2 数据分析表明，FAP 低表达 TNBC 患者在接受帕博利珠

单抗联合化疗后 pCR 率明显高于 FAP 高表达组，湘雅临床病理队列亦验证 FAP 高表达患者 CD8+ T 细胞

浸润减少，且 pCR 率更低，受试者工作特征分析曲线下面积达 0.857。

结论：FAP 高表达 CAF 通过促进 COL1A1 分泌、抑制 CD8+ T 细胞功能及上调免疫检查点分子，塑造免疫

抑制性 TME，导致 TNBC 患者预后不良及免疫治疗应答下降。FAP 不仅可作为 TNBC 患者生存及疗效的

预测生物标志物，亦为未来联合靶向治疗的潜在干预靶点。
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Abstract             Background and Aims: Triple-negative breast cancer (TNBC) is a clinically aggressive subtype of 

breast cancer with limited treatment options. Immune checkpoint blockade (ICB) combined with 

chemotherapy has emerged as a key neoadjuvant therapeutic strategy for TNBC. However, significant 

variability in ICB efficacy exists among patients, and the underlying mechanisms related to the tumor 

immune microenvironment (TME) remain unclear. Cancer-associated fibroblasts (CAFs), as major 

stromal components, regulate TME and influence immunotherapy responses. Fibroblast activation 

protein (FAP), a key marker of CAFs, has been associated with poor prognosis in multiple solid tumors, 

yet its immunological role in TNBC has not been systematically investigated. This study aims to 

elucidate the expression pattern of FAP in TNBC, its impact on the immune microenvironment and ICB 

efficacy, and to explore its potential immunosuppressive mechanisms and clinical implications.

Methods: The data from TCGA and the I-SPY2 clinical trial were integrated to assess the association of 

FAP expression with prognosis, immune cell infiltration, and immune checkpoint molecule expression in 

TNBC. Immune landscape profiling was conducted using CIBERSORT, GSEA enrichment analysis, and 

differential gene expression analysis (DESeq2) to characterize the immune features associated with FAP 

expression and to identify downstream genes at the transcriptomic level. CAF models with FAP 

overexpression or knockdown were constructed and co-cultured with CD8 ⁺ T cells to evaluate FAP's 

regulatory effects on CD8⁺ T cell activity and apoptosis. The expression of COL1A1, a potential FAP-

regulated gene identified from transcriptomic analysis, was validated using qPCR and Western blot. 

Finally, clinical data and multiplex immunofluorescence pathology samples from TNBC patients at 

Xiangya Hospital were analyzed alongside I-SPY2 data to determine the predictive value of FAP 

expression for pathological complete response (pCR) following neoadjuvant immunotherapy.

Results: FAP was significantly upregulated in TNBC tumor tissues compared to normal tissues and 

associated with shorter overall survival. Multivariate Cox regression analysis identified FAP as an 

independent adverse prognostic factor. High FAP expression was correlated with reduced infiltration of 

CD8⁺ T cells, NK cells, and Tfh cells, as well as upregulation of immune checkpoints including CD276, 

TIM-3, and PD-L2. In CAF models, FAP overexpression suppressed CD8⁺ T cell activity and promoted 

apoptosis, while FAP knockdown had the opposite effect. Transcriptomic analysis showed that COL1A1 

and other collagen-related genes were significantly upregulated in the FAP-high group and positively 

correlated with FAP expression; qPCR and Western blot confirmed that FAP positively regulates 

COL1A1 expression. Analysis of I-SPY2 data revealed that FAP-low patients receiving pembrolizumab 

plus chemotherapy had significantly higher pCR rates compared to FAP-high patients. Consistently, 

clinical data from the Xiangya cohort showed reduced CD8⁺ T cell infiltration and lower pCR rates in 

FAP-high patients, with a ROC AUC of 0.857 for predicting treatment response.

Conclusion: FAP-high CAFs contribute to the formation of an immunosuppressive TME in TNBC by 
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promoting COL1A1 secretion, inhibiting CD8 ⁺ T cell function, and upregulating immune checkpoint 

molecules. High FAP expression is associated with poor prognosis and reduced response to 

immunotherapy, highlighting FAP as both a prognostic biomarker and a potential therapeutic target for 

stratified and combination treatment strategies in TNBC.

Key words           Triple Negative Breast Neoplasms; Cancer-Associated Fibroblasts; Tumor Microenvironment

CLC number: R737.9

乳 腺 癌 是 全 球 女 性 中 最 常 见 的 恶 性 肿 瘤[1-2]，

其 中 三 阴 性 乳 腺 癌 （triple-negative breast cancer，

TNBC） 因 缺 乏 雌 激 素 受 体 （estrogen receptor，

ER）、 孕 激 素 受 体 （progesterone receptor， PR） 和

人 表 皮 生 长 因 子 受 体 2 （human epidermal growth 

factor receptor 2， HER2） 的 表 达 ， 具 有 高 度 侵 袭

性 、 易 复 发 及 缺 乏 有 效 靶 向 治 疗 等 特 点 ， 患 者 预

后 较 差[3]。 近 年 来 ， 免 疫 检 查 点 抑 制 剂 （immune 

checkpoint blockade，ICB），特别是抗 PD-1/PD-L1 疗

法，为 TNBC 患者提供了新的治疗策略[4]。临床研

究[5-7] 表 明 ， ICB 可 通 过 调 控 肿 瘤 微 环 境 （tumor 

microenvironment，TME），改善患者的预后。ICB 联

合化疗已成为具有高危因素 TNBC 患者新辅助治疗

的标准方案[8]。然而，TNBC 患者对 ICB 的应答存在

明 显 差 异 性 ， 并 非 所 有 患 者 均 可 从 免 疫 治 疗 中 获

益。因此，如何预测 ICB 疗效并揭示影响疗效的潜在

分子机制，已成为当前 TNBC 研究的热点问题之一。

目 前 ， 对 实 体 肿 瘤 的 治 疗 视 角 已 逐 渐 从 癌 细

胞本身逐步拓展至 TME。基质是 TME 中的一部分，

指 的 是 除 肿 瘤 细 胞 外 的 所 有 结 构 性 支 撑 性 成 分 。

而 在 基 质 占 比 超 90% 的 乳 腺 肿 瘤 中 ， 肿 瘤 相 关 成

纤 维 细 胞 （cancer-associated fibroblasts， CAF） 是 其

中最为丰富的成分之一[9-11]，其异质性主要来源于

不 同 的 细 胞 起 源[12]。 其 中 主 要 转 化 途 径 主 要 依 靠

大 量 癌 细 胞 分 泌 的 TGF- β 蛋 白 ， 诱 导 正 常 成 纤 维

细胞 （normal fibroblasts，NF） 向 CAF 转化[13]。CAF

在 肿 瘤 生 物 学 行 为 中 发 挥 关 键 作 用 ， 包 括 肿 瘤 发

生、肿瘤生长、能量代谢、肿瘤免疫、血管生成、

肿瘤进展、复发和转移[13-14]。被激活的 CAF 能够通

过分泌改变细胞外基质 （extracellular matrix，ECM）

结 构 的 细 胞 因 子 及 酶 类 ， 调 控 TME 形 成 免 疫 抑 制

环境，削弱免疫细胞对 ICB 疗法的应答[15-18]。成纤

维 细 胞 活 化 蛋 白 （fibroblast activation protein， FAP）

是 一 种 CAF 特 异 性 标 志 物 。 在 正 常 组 织 中 FAP 通

常不表达[19]，而在超过 90% 的上皮性癌[20]中显著表

达 。 FAP 具 有 同 时 表 达 二 肽 基 肽 酶 及 内 肽 酶 活 性

（又 称 明 胶 酶 活 性） 的 特 点[21]。 已 有 研 究[22] 表 明 ，

FAP 通过多种机制影响肿瘤生长，包括增殖、促进

侵 袭 、 血 管 生 成 和 抑 制 免 疫 。 目 前 认 为 FAP 可 能

通过其内肽酶活性分泌因子破坏并重塑 ECM 促进

癌 细 胞 生 长 和 侵 袭 ； 还 可 以 独 立 于 酶 活 性 ， 通 过

改 变 细 胞 内 信 号 通 路 进 而 影 响 细 胞 周 期 信 号 通 路

和细胞生长促进肿瘤进展[23]。在乳腺癌中，FAP 高

表达，且与较差的总生存期 （overall survival，OS）

呈 正 相 关[24]， 并 且 抑 制 FAP 表 达 可 以 减 少 肿 瘤 细

胞增殖、降低转移率，并改善患者预后[25-26]，但其

在 TNBC 免疫微环境中的具体作用及其对 ICB 疗效

的影响仍缺乏系统研究。

本研究基于 TCGA 和 I-SPY2 数据，结合体外细

胞实验，探讨了 FAP 表达水平的不同在 TNBC 中对

患 者 预 后 、 新 辅 助 免 疫 治 疗 疗 效 和 免 疫 微 环 境 的

影 响 。 通 过 生 物 信 息 学 分 析 验 证 FAP 高 表 达 与

TNBC 不良预后的关系，并结合实验探讨 FAP 高表

达 CAF 在 塑 造 免 疫 抑 制 微 环 境 中 的 作 用 。 此 外 ，

研 究 FAP 与 胶 原 蛋 白 COL1A1 的 相 关 性 ， 并 分 析

FAP 高 低 表 达 对 新 辅 助 免 疫 治 疗 病 理 完 全 缓 解

（pathological complete response， pCR） 率 的 预 测 作

用。本研究旨在揭示 FAP 在 TNBC 进展及免疫治疗

应答中的重要作用，为优化 TNBC 的治疗策略提供

潜在靶点。

1     材料与方法 

1.1 数据库分析　

1.1.1 数据来源和处理　从 TCGA 数据库下载 BRCA

转 录 组 （RNA-seq） 及 对 应 临 床 数 据 ， 筛 选 TNBC

转录组数据共 117 例，对应临床信息 115 例，其中

早期患者 113 例，晚期患者 2 例；从 GEO 数据库下

载 I-SPY2 研究数据 （GSE194040），筛选 TNBC 患者

转录组及对应临床信息共 362 例，该试验纳入患者
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均为早期患者。

1.1.2 定 义 FAP 表 达 水 平 高 低 组　 首 先 使 用

survminer 包 res.cut 函数对 TCGA-TNBC 数据计算最佳

截止值为 FAP 表达量的 log2 （TPM+1） =3.07，以此

截 止 值 将 TNBC 患 者 （n=115） 分 为 FAP 高 表 达 组

（n=72） 和 FAP 低 表 达 组 （n=43）； 以 此 截 止 值 所

在的全体数据百分比 （37.6%） 在 I-SPY2 数据中划

分 FAP 高低组，FAP 高表达组 （n=226）、FAP 低表

达组 （n=136）。

1.1.3 生存分析　利用 survival 包和 survminer 包进行

Kaplan-Meier 生 存 分 析 ， 绘 制 FAP 高 低 表 达 组 的 生

存曲线。生存差异的统计学检验通过 Log-rank 检验

实 现 ， 判 断 FAP 高 低 表 达 对 患 者 生 存 的 影 响 是 否

有 统 计 学 意 义 （P<0.05）。 进 一 步 通 过 Cox 比 例 风

险 模 型 评 估 FAP 作 为 独 立 预 后 指 标 的 效 能 ， 提 取

HR 及 95% CI。

1.1.4 差 异 表 达（DES）分 析　 使 用 DESeq2 包 和

TCGA 转录组 counts 数据进行 DES 分析。筛选标准：

|log2FC|>1；P<0.05 为差异有统计学意义，校正 P 值

通过 Benjamini-Hochberg 方法调整。使用 ggplot2 包绘

制 火 山 图 （volcano plot） 将 差 异 表 达 结 果 可 视 化 ，

显示上调的基因。

1.1.5 基 因 富 集 分 析（gene set enrichment analysis，

GSEA）　富 集 分 析 所 用 基 因 集 来 源 于 MSigDB 数 据

库中的 HALLMARK 基因集。使用 clusterProfiler 包中

的 GSEA 函 数 对 差 异 表 达 的 基 因 进 行 GSEA， 计 算

富 集 得 分 （normalized enrichment score， NES） 和 显

著 性 P 值 。 显 著 性 标 准 ： NES>1 ， P<0.05 和 校 正

P<0.25。

1.1.6 免疫细胞浸润分析（CIBERSORT 分析）　使

用 CIBERSORT 算 法 计 算 免 疫 细 胞 浸 润 比 例 ， 基 于

LM22 基因集 （22 种免疫细胞亚群） 进行去卷积分

析 。 对 各 组 细 胞 的 表 达 数 据 进 行 正 态 性 检 验 后 ，

为 比 较 FAP 高 低 表 达 组 之 间 各 类 免 疫 细 胞 的 浸 润

水平，使用 wilcox.test 进行统计学检验 （P<0.05）。

1.1.7 线性回归分析　使用 Spearman 相关性分析计

算 FAP 与其他基因之间的表达相关性。使用 ggpubr 包

绘制相关性散点图，展示 FAP 与目标基因的相关性趋

势，并标注相关系数 （R 值） 及显著性水平 （P 值）。

1.2 实验研究　

1.2.1 细胞培养和转染分组　本 实 验 用 所 有 细 胞

（CAF 与 CD8+ T） 均为人源，购自丰晖生物。所有

细胞均在含 10% 胎牛血清 （FSP500，ExCellBio） 和

1% 双 抗 （ 青 霉 素 - 链 霉 素 溶 液 100X， 货 号 ：

BL505A，Biosharp） 的 DMEM/F12 培养基 （C11330500

BT，Gibco） 中 培 养 ， 培 养 条 件 为 37 ℃ 、 5% CO2、

饱 和 湿 度 。 CAF 细 胞 基 因 转 染 使 用 Lipo 汉 恒 试 剂

[HB-LF-1000， 汉 恒 生 物 科 技 （上 海） 有 限 公 司]，

按 照 厂 家 说 明 操 作 。 实 验 所 用 的 shRNA 和 过 表 达

质 粒 均 以 产 品 形 式 购 自 丰 晖 生 物 。 在 CAF 中 ， 用

靶向 FAP 的 shRNA （shFAP） 敲低 FAP 表达 （CAF+

shFAP 组）， 非 特 异 性 shRNA （shNC） 作 为 阴 性 敲

低 对 照 （CAF+shNC 组）； 用 FAP 过 表 达 质 粒 （oe-

FAP） 上调 FAP 基因表达 （CAF+oe-FAP 组），空载

体 质 粒 （oe-NC） 作 为 阴 性 过 表 达 对 照 （CAF+oe-

NC 组）；用无处理的 CAF 为空白对照。CAF 细胞接

种 于 6 孔 板 中 ， 培 养 至 细 胞 密 度 约 为 70%~80% 时

进 行 转 染 。 转 染 过 程 将 2 μ g 的 质 粒 或 shRNA 与

4 μL 转 染 试 剂 （Lipo 汉 恒） 混 合 ， 形 成 复 合 物 后

加入无血清培养基中孵育 4~6 h，随后更换为完全

培养基。各组细胞培养 48 h 后进行后续实验。

1.2.2 RNA 提取及 qRT-PCR　收 集 各 组 细 胞 后 ，

使 用 TRIzol 试 剂 提 取 总 RNA。 向 提 取 的 RNA 中 加

入 100 μL 氯仿进行相分层分离，再用等体积的异

丙 醇 沉 淀 RNA。 接 着 ， 用 1 mL 75% 乙 醇 （使 用

DEPC 水配制） 清洗 RNA 沉淀。最终将 RNA 溶解于

DEPC 水，并通过微量核酸检测仪测定其浓度与纯

度 。 逆 转 录 反 应 中 ， 使 用 RevertAid Reverse 

Transcriptase （EP0441，Thermo Fisher Scientific），将

1 μg RNA 与 oligo （dT） 引物 （擎科）、RNase 抑制

剂 （E00381， Thermo Fisher Scientific） 和 dNTPs

（GD1102，Thermo Fisher Scientific） 混合，按说明书

配 制 反 应 体 系 ， 合 成 cDNA。 荧 光 定 量 PCR 使 用

PerfectStart Green qPCR SuperMix 试 剂 ， 反 应 体 系 配

置 于 0.2 mL PCR 八 联 管 中 ， 包 含 引 物 和 逆 转 录 获

得的 cDNA 模板。使用实时荧光定量 PCR 仪进行扩

增反应。每组样品进行 3 次技术重复，最终数据采

用 2- ΔΔ CT 法进行分析。所用引物信息见表 1。

表1　引物信息表

Table1　Primer information

基因

h-FAP-205

h-COL1A1-178

h-GAPDH-168

引物序列（5'→3'）
正向：GGT GGA TGG TCG AGG AAC AG
反向：ACC AGT TCC AGA TGC AAG GG
正向：GAG AGC ATG ACC GAT GGA TT
反向：CCT TCT TGA GGT TGC CAG TC
正向：AGG TCG GAG TCA ACG GAT TT
反向：TGA CGG TGC CAT GGA ATT TG
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1.2.3 Western blot 分析　收集各组细胞，使用 1 mL

生 理 盐 水 洗 涤 后 转 移 至 1.5 mL 离 心 管 中 。 加 入

1 mL 裂 解 液 并 添 加 10 μL PMSF （100 mm）， 摇 匀

后置于冰上。确保 PMSF 充分溶解无结晶后再与裂

解液混合。根据细胞量，每管细胞加入 100~500 μL

含 PMSF 的 裂 解 液 ， 于 冰 上 裂 解 30 min。 裂 解 后 ，

4 ℃下以 12 000 r/min 离心 10 min。离心后的上清液

分 装 至 1.5 mL 离 心 管 中 ， 用 于 蛋 白 定 量 检 测 。 如

不能立即定量蛋白浓度，可将样品存放在-80 ℃。

使用二喹啉甲酸 （BCA） 法对蛋白进行定量后，依

据目的蛋白分子量大小配置分离胶和 5% 浓缩胶 。

计 算 所 需 的 蛋 白 溶 液 体 积 （20~80 μg）， 并 用 1×

Loading buffer 补 至 每 个 加 样 孔 相 同 体 积 。 电 泳 时 ，

浓缩胶在 80 V 下电泳 40 min，分离胶在 120 V 下电

泳 30~50 min，直至溴酚蓝跑至胶底。完成后，转

膜 至 0.45/0.22 μm 的 聚 偏 二 氟 乙 烯 （PVDF） 膜 上 。

将 膜 完 全 浸 泡 在 5% milk-PBST 或 5% BSA-PBST 中 ，

室温轻摇孵育 60 min 或在 4 ℃过夜。使用 5% BSA-

PBST 稀 释 一 抗 ， 4 ℃ 孵 育 过 夜 。 次 日 取 出 膜 ， 使

用 PBST 洗 膜 5 次 ， 每 次 6 min。 将 二 抗 加 入 膜 上 ，

在 室 温 下 孵 育 60 min。 洗 膜 5 次 ， 每 次 6 min。 最

后，使用 ECL A 和 B 液按 1∶1 比例混合后均匀滴加

至膜上，设置适当的曝光时间和类型，进行曝光。

曝光结束后保存并导出图片。FAP 与 COL1A1 一抗

均 购 自 Abcam 公 司 ， 以 GAPDH 作 为 内 参 蛋 白 ， 使

用 ImageJ 软 件 对 目 标 蛋 白 条 带 的 灰 度 值 进 行 量 化

分析。

1.2.4 CD8+ T 细胞活性与凋亡检测　细 胞 活 性 检

测 ： 将 各 组 转 染 后 的 CAF 细 胞 与 CD8+ T 细 胞 共 培

养 后 ， 收 集 对 数 生 长 期 的 细 胞 消 化 后 ， 离 心 去 除

上 清 液 ， 重 悬 细 胞 并 计 数 。 将 细 胞 接 种 于 6 孔 板

中 ， 接 种 密 度 为 5×105 个 细 胞/孔 。 使 用 Cell 

Staining Buffer 重 悬 细 胞 ， 将 细 胞 密 度 调 整 至 1×

107 个/mL。 每 管 取 100 μL 的 细 胞 悬 液 ， 加 入 相 应

的表面标记抗体，混匀后在室温下避光孵育 30 min。

加 入 2 mL 的 Cell Staining Buffer 重 悬 细 胞 后 ，

2 000 r/min 离心 5 min，弃去上清液，再加入 0.1 mL 的

Cell Staining Buffer 进 行 重 悬 。 最 后 ， 在 1 h 内 使 用

流 式 细 胞 仪 进 行 检 测 。 细 胞 凋 亡 检 测 ： 使 用

Transwell 小 室 （Corning； 货 号 3422）， 将 各 组 转 染

后 的 CAF 细 胞 与 CD8+ T 细 胞 共 培 养 48 h 后 进 行 乳

酸 脱 氢 酶 （LDH） 检 测 。 根 据 试 剂 盒 说 明 书 配 制

LDH 检测工作液并立即使用。将样本加入 96 孔板

中 ， 在 室 温 下 避 光 孵 育 30 min 。 使 用 酶 标 仪 在

490 nm 波长下测定吸光度，并以 600 nm 为参考波

长进行校正。

1.3 临床样本分析　

1.3.1 样 本 来 源 与 伦 理　 本 研 究 共 收 集 了 11 例

2023—2024 年 间 在 中 南 大 学 湘 雅 医 院 乳 腺 科 经 病

理确诊为 TNBC 且使用新辅助化疗联合免疫治疗方

案 患 者 的 术 前 初 诊 的 穿 刺 石 蜡 样 本 切 片 。 本 研 究

已 经 过 中 南 大 学 湘 雅 临 床 医 学 伦 理 审 查 委 员 会 批

准 （伦 审 号 ： 2024111446）， 并 豁 免 知 情 同 意 书 。

所 有 操 作 严 格 遵 守 伦 理 委 员 会 的 要 求 ， 确 保 患 者

隐私得到保护，并遵循相关的伦理规范进行研究。

1.3.2 多 重 免 疫 荧 光（multiplex immunofluorescence，

mIHC）　将石蜡切片在 65 ℃烤片机中烘烤 2 h 以去

除石蜡，随后进行二甲苯脱蜡处理 2 次，每次 10 min。

接着，切片依次通过 100%、95%、90%、85% 乙醇

进行脱水，每步 3 min，并使用 PBS 清洗。为修复

抗 原 ， 切 片 置 于 含 有 pH 8.0 的 EDTA 抗 原 修 复 液

中，在微波炉中进行中火加热 8 min，然后自然冷

却，并用 PBS 清洗。为封闭内源性过氧化氢酶，切

片 浸 泡 在 3% 过 氧 化 氢 溶 液 中 15 min， 随 后 用 PBS

清洗。接下来，滴加正常山羊血清进行封闭 30 min，

然 后 加 入 FAP 、 CD8 和 CD4 的 一 抗 （1∶1 000 、

1∶3 000 、 1∶3 000） 于 4 ℃ 孵 育 过 夜 。 洗 涤 后 ，

加 入 HRP-Polymer 二 抗 ， 在 室 温 下 孵 育 30 min， 再

次 洗 涤 。 重 复 上 述 步 骤 ， 使 用 不 同 的 荧 光 染 料

（TYR-570、TYR-520、TYR-650） 标记不同的抗原，

并进行相应的洗涤处理。最后，使用 DAPI 染色细

胞 核 ， 并 在 荧 光 显 微 镜 下 观 察 并 采 集 图 像 。 使 用

的抗体与染料均购自艾方生物：FAP （AF301279）、

CD8 （AF20211）、 CD4 （AF20210） 一 抗 ， HRP-

Polymer 二抗。

1.3.3 病理数据的处理和分析　病理数字全片扫描

（whole slide imaging， WSI） 数 据 的 分 析 在 ImageJ 中

进行。每张切片在 10×倍数下随机选取 5 个不重叠

区 域 ， 并 测 量 FAP 阳 性 面 积 （area）、 平 均 荧 光 强

度 （mean intensity） 及 总 荧 光 积 分 密 度 （integrated 

density，intDen）。最终，以每张切片 5 个区域的平

均 IntDen 值代表该患者的 FAP 总表达水平，通过计

算 ROC 曲线，获取最佳切点 （IntDen=13 696 109.5），

并以此将患者分为 FAP 高表达组 （n=5） 和 FAP 低

表达组 （n=6）。
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1.4 统计学处理　

本研究中所有关于生物信息学的分析均在 R 语

言 （v4.2.2） 中进行，其详细信息已在方法部分中

描 述 和 引 用 ， 本 研 究 未 生 成 新 的 代 码 或 算 法 。 所

有 关 于 实 验 的 统 计 分 析 均 使 用 GraphPad Prism

（v10.1.2） 完 成 ， 两 组 间 的 比 较 采 用 χ2 检 验 或

Fisher 精 确 检 验 （分 类 变 量） 以 及 独 立 样 本 t 检 验

（连续变量）；2 个及 2 个以上样本均数差别的显著

性 检 验 采 用 单 因 素 方 差 分 析 （ANOVA） 进 行 组 间

差 异 的 比 较 ， 若 ANOVA 结 果 有 统 计 学 意 义 （P<

0.05），进一步使用 Tukey's HSD 事后检验对组间进

行两两比较，以确定哪些组之间存在差异。

2     结　果 

2.1 FAP在TNBC中的表达及其与预后的关系　

利 用 TCGA 数 据 库 对 TNBC 患 者 中 FAP 的 表 达

水平进行分析，结果显示 FAP 在 TNBC 肿瘤组织中

明显高于正常组织 （图 1A）（P<0.000 1）。生存分

析表明，FAP 高表达患者的 OS 明显短于 FAP 低表

达 患 者 （图 1B）（P=0.001 3）。 为 了 进 一 步 明 确

FAP 与 TNBC 患 者 预 后 的 关 系 ， 分 析 TCGA 队 列

TNBC 患 者 临 床 病 理 特 征 与 预 后 的 关 系 ， 单 因 素

Cox 回归分析显示，肿瘤分期、N 分期和 FAP 表达

水平与患者 OS 有关 （均 P<0.05）；多因素 Cox 回归

分析显示，FAP 表达水平是 TNBC 患者 OS 的独立影

响因素 （P=0.034 7）（表 2）。 

2.2 FAP高表达TNBC的免疫抑制性微环境　

通过 GSEA 分析探讨 FAP 高低表达组之间的通

路 差 异 ， 结 果 显 示 ， 在 FAP 高 表 达 组 中 显 著 激 活

的 通 路 包 括 上 皮 - 间 充 质 转 化 （epithelial-

mesenchymal transition， EMT）、 TGF- β 信 号 通 路 、

血管生成、IL2-STAT5 信号通路和炎症反应等，这

些 通 路 与 肿 瘤 基 质 重 塑 、 免 疫 抑 制 和 肿 瘤 进 展 密

切相关。与之相反，FAP 高表达组中与细胞周期、

氧化磷酸化、DNA 修复及 MYC 靶基因相关的通路

显著下调 （图 2A）。接着，继续进行免疫细胞浸润

分析发现，FAP 表达水平显著影响多种免疫细胞的

浸润比例 （图 2B）。FAP 高表达组中 CD8+ T 细胞、

活 化 的 自 然 杀 伤 （NK） 细 胞 以 及 滤 泡 辅 助 性 T 细

胞 （Tfh 细胞） 的浸润比例显著低于 FAP 低表达组

（P<0.05）。随后，进一步对免疫检查点分子的表达

水平进行差异分析 （图 2C），结果表明 FAP 高表达

组 的 免 疫 检 查 点 整 体 呈 现 更 高 的 表 达 水 平 趋 势 ，

其 中 BTLA、 VSIR、 CD276 （B7-H3）、 CTLA4、

HAVCR2 （TIM-3） 和 PDCD1LG2 （PD-L2） 在 FAP

高 表 达 组 中 上 调 （均 P<0.05）， 尤 其 是 CD276、

HAVCR2、PDCD1LG2 的差异最为明显 （P<0.001）。
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图1　TCGA 队列 TNBC 患者 FAP 的表达情况及其与预后的关系　　A：FAP 在 TNBC 肿瘤组织和瘤旁正常组织中的表达差异；

B：TNBC 中 FAP 高表达组 （n=72） 和低表达组 （n=43） 患者的生存曲线

Figure 1　FAP Expression and its prognostic relevance in TNBC patients from the TCGA cohort　　　　A: Differential expression 

of FAP between TNBC tumor tissues and adjacent normal tissues; B: Kaplan-Meier survival curves of patients with high 

FAP expression (n=72) and low FAP expression (n=43) in TNBC  
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2.3 FAP表达与CD8+ T细胞的活性及凋亡的关系

qRT-PCR 与 Western blot 结果显示，与空白对照

组 CAF 细 胞 比 较 ， CAF+shFAP 组 CAF 细 胞 FAP 的

mRNA 与蛋白表达均明显降低，CAF+oeFAP 组 CAF

细 胞 FAP 的 mRNA 与 蛋 白 表 达 均 明 显 升 高 （均 P<

0.05）， 而 各 自 的 阴 性 对 照 组 （CAF+shNC 组 、

CAF+oeNC 组） 细 胞 FAP 的 mRNA 与 蛋 白 表 达 无 明

显 变 化 （均 P>0.05）（图 3A-B）。 将 以 上 不 同 处

理 组 的 CAF 与 CD8+ T 细 胞 共 培 养 后 结 果 显 示 ，

与 FAP 过 表 达 CAF 共 培 养 的 CD8+ T 细 胞 活 性 降

低 、 凋 亡 率 升 高 ， 而 与 FAP 敲 降 CAF 共 培 养 的

CD8+ T 细 胞 活 性 增 加 、 凋 亡 率 降 低 （均 P<0.05）

（图 3C-D）。

表2　TCGA队列TNBC患者预后的单因素和多因素Cox分析

Table 2　Univariate and multivariate Cox regression analysis of prognostic factors in TNBC patients from the TCGA cohort

变量

年龄（岁）

>50
≤50

肿瘤分期

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

T 分期

1
2
3
4

N 分期

0
1
2
3

M 分期

0
1

FAP 表达

高

低

数值[n（%）]

70（60.87）
45（39.13）

19（16.52）
73（63.48）
21（18.26）

2（1.74）

26（22.61）
73（63.48）
12（10.43）

4（3.48）

74（64.35）
25（21.74）
12（10.43）

4（3.48）

113（98.26）
2（1.74）

72（62.61）
43（37.39）

单因素分析

HR（95% CI）

0.84（0.267~2.63）

3.29（1.48~7.31）

1.53（0.78~3.01）

3.09（1.61~5.92）

6.73（0.80~56.4）

0.07（0.009~0.55）

P

0.763

0.003 4

0.218

0.000 672

0.078 6

0.011 7

多因素分析

HR（95% CI）

—

1.09（0.28~4.20）

—

2.23（0.82~6.61）

—

0.10（0.013~0.85）

P

—

0.897 4

—

0.112 7

—

0.034 7

高（n=72）
低（n=43）

* P<0.05
** P<0.01

高（n=72）
低（n=43）

* P<0.05
** P<0.01

** P<0.001
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图2　FAP 表达与 TME 的关系　　A：FAP 高低表达分组的通路 GSEA 分析；B：FAP 高表达组和低表达组之间免疫细胞浸润

亚群的差异；C：FAP 高表达组和低表达组之间检查点基因表达的差异  

Figure 2　Association between FAP expression and the TME　　A: GSEA of signaling pathways in high vs. low FAP expression 

groups; B: Differences in immune cell infiltration subpopulations between high and low FAP expression groups; C: 

Differential expression of immune checkpoint genes between high and low FAP expression group  
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2.4 FAP对胶原蛋白的表达与调控　

首先在 TCGA-TNBC 转录组数据中进行 FAP 高、

低 表 达 分 组 的 差 异 分 析 ， 结 果 显 示 ， 在 TNBC 中 ，

FAP 高 表 达 组 中 多 个 胶 原 蛋 白 相 关 基 因 （如

COL1A1、 COL10A1、 COL12A1 等） 明 显 上 调 （校

正 P<0.05， |log2FC|>1）（图 4A）。 进 一 步 对 这 些 基

因在 TNBC 患者肿瘤组织与非瘤组织中的表达量进

行分析，发现这些胶原蛋白相关基因均在 TNBC 组

织中高表达 （图 4B），且与 FAP 表达呈明显正相关

性 （图 4C）。为了进一步探讨 FAP 对一型胶原的调

控 作 用 ， 通 过 qRT-PCR 和 Western blot 验 证 FAP 对

COL1A1 蛋白水平的影响，结果表明，FAP 过表达

组 COL1A1 的 mRNA 与 蛋 白 表 达 均 明 显 上 调 ， 而

FAP 敲 低 组 COL1A1 的 mRNA 与 蛋 白 表 达 均 明 显 下

调 （均 P<0.05）（图 4D-E）。

2.5 FAP 高、低表达与 TNBC 新辅助免疫治疗 pCR

率的关系

基于 I-SPY2 研究数据将 TNBC 患者划分为 FAP

高 表 达 组 以 及 FAP 低 表 达 组 。 探 讨 FAP 表 达 与 不

同治疗策略下患者 pCR 率的关系 （图 5A）。结果显
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图3　FAP 敲低与过表达 CAF 模型的构建及与 CD8+ T 细胞共培养　　A：FAP mRNA 在 CAF 中的过表达以及敲降效率；B：

FAP 蛋白在 CAF 中的过表达以及敲降效率；C：FAP 过表达和敲降后 CD8+ T 细胞的活性变化；D：FAP 过表达和敲降后

CD8+ T 细胞的凋亡率变化  
Figure 3　Construction of CAF models with FAP knockdown and overexpression and co-culture with CD8+ T cells　　　　 A: 

Efficiency of FAP mRNA overexpression and knockdown in CAFs; B: Efficiency of FAP protein overexpression and 

knockdown in CAFs; C: Changes in CD8⁺ T cell activity after FAP overexpression or knockdown; D: Changes in CD8+ T 

cell apoptosis rate after FAP overexpression or knockdown  
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示，在接受 ganitumab （IGF-1R 单抗） 治疗的患者中，

FAP高、低表达组的pCR率存在明显差异 （P=0.027 9）。

进一步对单独接受紫杉醇化疗的患者 （Ctr 组） 与

接受紫杉醇联合帕博利珠单抗 （pembrolizumab） 治

疗的患者 （Pembro 组） 进行分析 （图 5B）。结果发

现，无论在 FAP 高表达组还是低表达组，Pembro 组

的 pCR 率均明显高于 Ctr 组，特别是在 FAP 低表达

组中，Pembro 组的治疗效果尤为显著 （FAP 高表达

组，P=0.024 3；FAP 低表达组，P=7.344 921e-06）。

2.6 FAP作为TNBC免疫治疗潜在预测因子的临床

意义

在 11 例临床病例中，7 例达到了 pCR，4 例未

达到病理完全缓解 （non-pCR）。为评估 FAP 表达水

平在 TNBC 患者新辅助治疗反应中的预测价值，绘

制 ROC 曲 线 ， 曲 线 下 面 积 为 0.857 （图 6A）， 表 明

FAP 的 表 达 能 够 较 好 地 区 分 pCR 与 non-pCR 患 者 。

根 据 ROC 曲 线 的 最 佳 截 断 点 ， 将 患 者 分 为 FAP 高

表 达 组 （n=5） 和 FAP 低 表 达 组 （n=6）。 mIHC 染

色 结 果 显 示 ， 在 FAP 高 表 达 组 中 ， CD8+ T 细 胞 的

浸润较 FAP 低表达组减少 （图 6B）。FAP 荧光强度

分析结果显示，FAP 高表达组 （H） 中 FAP 荧光强

度明显高于低表达组 （L），且差异具有统计学意

义 （P=0.030 6）（图 6C）。 进 一 步 分 析 FAP 表 达 水

平与 pCR 的关系，结果显示，FAP 高表达组的 pCR

率显著低于低表达组 （P=0.015 2）（图 6D）。  
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图4　FAP 表达对胶原蛋白基因的影响　　A：转录组学差异分析显示 FAP 高表达时前 50 个显著上调基因；B：COL1A1、

COL12A1、COL10A1 在 TNBC 与非瘤组织间的表达差异；C：COL1A1、COL12A1、COL10A1 在 TNBC 中与 FAP 表达

的相关性；D：FAP 过表达和敲低 CAF 对 COL1A1 蛋白表达的影响；E：FAP 过表达和敲低 CAF 对 COL1A1 mRNA 表达

的影响  

Figure 4　Effect of FAP expression on collagen-related gene expression　　A: Top 50 significantly upregulated genes in the FAP 

high-expression group identified by transcriptomic differential expression analysis; B: Expression differences of COL1A1, 

COL12A1, and COL10A1 between TNBC tumor tissues and non-tumor tissues; C: Correlation between FAP expression and 

COL1A1, COL12A1, and COL10A1 in TNBC; D: Effects of FAP overexpression and knockdown in CAFs on COL1A1 

mRNA expression; E: Effects of FAP overexpression and knockdown in CAFs on COL1A1 protein expression  
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图5　I-SPY2 临床试验数据中 FAP 表达高低与 TNBC 新辅助治疗疗效的关系　　A：各治疗组中 FAP 高、低表达间的 pCR 率差

异；B：在 FAP 高、低表达组中 Ctr 组和 Pembro 组间的 pCR 率差异  

Figure 5　Association between FAP expression levels and neoadjuvant treatment response in TNBC from the I-SPY2 clinical 

trial data　　A: Differences in pCR rates between high and low FAP expression groups across different treatment arms; 

B: Comparison of pCR rates between the Ctr and Pembro groups within the high and low FAP expression subgroups  
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图6　FAP 表达水平对 TNBC 患者新辅助治疗疗效的预测价值　　　　A：评估 FAP 表达水平对 TNBC 患者新辅助治疗 pCR 的预测

能力的 ROC 曲线；B：FAP 高低表达组的 mIHC 病理特征；C：FAP 高、低表达组的 FAP 平均 IntDen 差异；D：FAP 高、

低表达组的 pCR 率差异  

Figure 6　Predictive value of FAP expression levels for neoadjuvant treatment response in TNBC patients　　A: ROC curve 

evaluating the predictive ability of FAP expression levels for pCR in TNBC patients receiving neoadjuvant therapy; B: 

mIHC pathological features of the high and low FAP expression groups; C: Differences in mean IntDen of FAP between 

high and low expression groups; D: Differences in pCR rates between the high and low FAP expression groups  
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3     讨　论 

TNBC 因 其 高 度 异 质 性 和 缺 乏 靶 向 治 疗 手 段 ，

整 体 预 后 较 差 。 近 年 来 ， 越 来 越 多 的 研 究 关 注

TME 在 TNBC 进 展 及 治 疗 反 应 中 的 作 用 ， 特 别 是

CAF 在免疫逃逸中的重要性。CAF 不仅通过分泌细

胞 因 子 重 塑 TME， 还 能 调 控 免 疫 细 胞 功 能 ， 削 弱

抗肿瘤免疫反应。其中，FAP 作为 CAF 的特征性标

志 物 ， 在 多 种 恶 性 肿 瘤 中 被 发 现 与 免 疫 抑 制 密 切

相关。然而，目前针对 FAP 在 TNBC 中的具体作用

机制及其对免疫治疗反应的影响仍缺乏系统研究。

本 研 究 通 过 整 合 临 床 数 据 、 生 物 信 息 学 分 析 及 实

验 验 证 ， 深 入 探 讨 了 FAP 在 TNBC 中 的 生 物 学 功

能 ， 重 点 分 析 其 在 免 疫 微 环 境 中 的 作 用 及 其 对 免

疫治疗的影响。

本研究显示，FAP 在 TNBC 肿瘤组织中的表达

显著高于非瘤组织，且高表达患者的 OS 更短。既

往研究表明，FAP 在多种实体瘤 （包括乳腺癌、结

直 肠 癌 、 胰 腺 癌 等） 中 均 与 不 良 预 后 相 关[27]， 其

高 表 达 的 CAF 可 能 通 过 影 响 ECM 重 塑 、 细 胞 内 信

号 传 导 、 血 管 生 成 、 EMT 和 免 疫 抑 制 等 机 制 ， 推

动肿瘤进展和转移[26]，进而增加患者的死亡风险。

此外，GSEA 分析进一步支持了这一观点，FAP 高

表达组中多条肿瘤促进通路 （如 TGF-β 信号通路、

EMT、 血 管 生 成） 显 著 上 调 ， 这 为 肿 瘤 细 胞 的 转

移与侵袭提供了支持。已有研究[28]表明，FAP 阳性

CAF 与 乳 腺 癌 细 胞 共 培 养 时 ， 癌 细 胞 的 迁 移 能 力

增 强 ， 并 诱 导 EMT。 这 一 过 程 使 恶 性 上 皮 细 胞 获

得 间 质 表 型 ， 从 而 增 强 了 肿 瘤 转 移 所 需 的 迁 移 和

侵袭能力[29]。另外，FAP 还通过减少乳腺癌细胞对

外 源 生 长 因 子 的 依 赖 ， 促 进 癌 细 胞 的 异 常 生 长 并

增 加 微 血 管 密 度 ； 抑 制 FAP 表 达 可 促 进 细 胞 聚 集

并减少血管生成[30-31]。因此，FAP 的高表达可能强

化这些作用，导致 EMT 及血管生成通路的上调，从

而增加癌细胞侵袭性和肿瘤的血供，影响患者预后。

FAP 在 TME 中 的 作 用 不 仅 体 现 在 促 进 肿 瘤 细

胞的侵袭性还通过抑制免疫细胞浸润、增强免疫逃

逸以及调控 ECM 重塑，共同维持免疫抑制微环境。

首先，TGF-β 信号通路在 FAP 阳性 CAF 的活化

及免疫抑制微环境的形成中发挥核心作用。TGF-β
可诱导 NF 向 CAF 转化，并促进 FAP 的高表达，而

FAP 的高表达反过来增强 TGF-β 信号的活性，形成

持续性的正反馈环路[13]。CAF 介导的 TGF-β 信号通

路 不 仅 促 进 癌 细 胞 的 增 殖 、 迁 移 和 侵 袭[32]， 还 通

过 多 种 机 制 削 弱 抗 肿 瘤 免 疫 反 应 ， 加 剧 肿 瘤 的 免

疫 抑 制 状 态 。 免 疫 细 胞 浸 润 分 析 进 一 步 支 持 了 这

一机制：FAP 高表达组中与有利的抗肿瘤免疫反应

相 关 的 CD8+ T 细 胞 、 NK 细 胞 以 及 Tfh 细 胞 显 著 减

少[33]。已有研究[34] 表明，TGF-β 是肿瘤内 T 细胞排

斥 的 主 要 原 因 之 一 。 TGF- β 的 基 因 特 征 与 TME 中

的 免 疫 抑 制 密 切 相 关 ， 它 不 仅 促 进 CD8+ T 细 胞 在

肿瘤内部的排斥，还导致 T 细胞被包裹在富含胶原

蛋 白 的 肿 瘤 周 围 基 质 中 ， 从 而 限 制 其 对 肿 瘤 细 胞

的识别和攻击[34]。另外，FAP 阳性 CAF 还能通过抑

制树突状细胞的分化和成熟，阻碍 T 细胞向细胞毒

性 T 细 胞 的 转 化 ， 并 降 低 主 要 组 织 相 容 性 复 合 物

（MHC） 抗 原 的 表 达 ， 进 一 步 削 弱 抗 肿 瘤 免 疫 反

应[35]。基于此，笔者推测，靶向 FAP 以打破 TGF-β/

CAF/FAP 正反馈环路，可能是改善 TNBC 免疫抑制

微 环 境 的 关 键 策 略 。 本 实 验 进 一 步 验 证 了 这 一 假

设 ， FAP 过 表 达 的 CAF 显 著 降 低 CD8 ⁺ T 细 胞 的 活

性 ， 并 促 进 其 凋 亡 ； 而 敲 低 FAP 的 CAF 则 增 强 了

CD8 ⁺ T 细胞的活性，减少其凋亡。这些结果表明，

FAP 过表达 CAF 通过促进 TGF-β 信号、抑制免疫细

胞功能和增强免疫逃逸，共同塑造了 TNBC 的免疫

抑制微环境。

其 次 ， FAP 的 高 表 达 伴 随 免 疫 检 查 点 分 子

CD276 （B7-H3） 和 TIM-3 的显著上调，进一步加剧

免疫抑制。TIM-3 作为负调节检查点分子，其上调

与 T 细 胞 耗 竭 和 先 天 免 疫 反 应 抑 制 有 关[36]。 而

CD276 不仅能够抑制 T 细胞的增殖和活化[37-38]，其

高表达还可通过促进 IL-10 和 TGF-β1 的分泌，抑制

NK 细 胞 活 性 ， 从 而 减 弱 NK 细 胞 介 导 的 细 胞 杀 伤

作用[39]，形成免疫抑制微环境[40]，并且与乳腺癌的

不良预后和复发密切相关[41-42]。另外，在头颈鳞状

细 胞 癌 （HNSCC） 中 发 现 ， CD276 的 表 达 与

CD8+ T 细 胞 的 浸 润 呈 负 相 关 ， 阻 断 CD276 可 显 著

增 加 CD8+ T 细 胞 的 浸 润 ， 而 CD8+ T 细 胞 的 耗 竭 则

削弱了 CD276 阻断的抗肿瘤免疫效果[43]。这些结果

表 明 ， 相 关 免 疫 检 查 点 的 上 调 可 能 是 造 成 TME 中

抗 肿 瘤 免 疫 细 胞 浸 润 减 少 的 重 要 原 因 之 一 ， 并 且

再次强调了 TGF-β/CAF/FAP 正反馈环路在免疫抑制

微 环 境 中 的 重 要 性 。 有 研 究[44] 表 明 ， 对 于 当 前 免

疫 治 疗 方 案 中 出 现 适 应 性 抵 抗 的 患 者 ， 靶 向 新 兴

免疫检查点并结合抗 PD-1/PD-L1 治疗可能有助于改

善 临 床 治 疗 效 果 ， 克 服 免 疫 耐 药 性 。 或 许 ， 针 对
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CD276 的 阻 断 治 疗 与 抗 PD-1/PD-L1 治 疗 的 联 合 应

用，未来能够提高 FAP 高表达 TNBC 患者的免疫治

疗效果，改善患者预后。

此 外 ， FAP 通 过 调 控 ECM 成 分 重 塑 TME， 进

一步阻碍免疫细胞浸润。胶原蛋白 I 作为 ECM 中的

重 要 结 构 蛋 白 ， 是 FAP 的 已 知 底 物 之 一 ， 可 以 被

FAP 裂 解[45]。 而 COL1A1 是 I 型 胶 原 的 主 要 成 分 。

本 研 究 发 现 ， FAP 高 表 达 组 中 COL1A1 显 著 上 调 ，

且在 TNBC 中高表达，并与 FAP 呈显著正相关。这

与之前的研究[46] 一致。COL1A1 蛋白主要由 CAF 分

泌和沉积[47-48]，而本研究结果首次表明 FAP 表达直

接 影 响 CAF 对 COL1A1 的 分 泌 ， FAP 过 表 达 CAF 

COL1A1 的表达显著增多。COL1A1 通过与整合素的

β1 亚 基 结 合 来 激 活 粘 着 斑 激 酶 （FAK） [49]。 磷 酸

化 FAK 促进 E-钙黏蛋白/连环蛋白复合物的分解 ，

这 是 EMT 的 重 要 标 志 。 因 此 ， FAP 过 表 达 CAF 可

能通过促进 COL1A1 的表达促进 EMT 进程，增加肿

瘤 侵 袭 性 。 在 FAP 对 ECM 胶 原 蛋 白 的 降 解 与 合 成

的动态平衡中，FAP 不仅通过其蛋白酶活性降解胶

原蛋白 I，构建促肿瘤的 ECM 环境；还可能通过增

强 COL1A1 的表达来重塑 ECM 结构，进而促进肿瘤

进展。此外，COL1A1 的上调还可能通过形成机械

屏 障 限 制 免 疫 细 胞 的 浸 润 ， 这 进 一 步 支 持 了 FAP

在 TME 中的多重作用。

I-SPY2 临 床 试 验 数 据 显 示 ， 在 接 受 ganitumab

（IGF-1R 单 抗） 治 疗 的 TNBC 患 者 中 ， FAP 低 表 达

组 的 pCR 率 显 著 高 于 高 表 达 组 ， 提 示 FAP 可 能 是

IGF-1R 单抗治疗 TNBC 疗效的潜在预测因子。已有

研究表明，IGF-I 可以通过 PI3K/Akt 通路阻断 TGF-β
诱 导 的 细 胞 凋 亡[50]， 从 而 促 进 肿 瘤 细 胞 存 活 。

ganitumab 可通过阻断 IGF-Ⅰ和 IGF-Ⅱ与 IGF-1R 的结合

抑 制 下 游 信 号 通 路 ， 从 而 增 强 TGF- β 诱 导 的 细 胞

凋 亡 效 应 ， 增 强 抗 肿 瘤 效 果 。 然 而 ， 在 FAP 高 表

达组，TGF-β 信号通路的持续激活，CAF 表型和免

疫 抑 制 状 态 被 进 一 步 强 化 ， 从 而 削 弱 了 ganitumab

所产生的抗肿瘤效果。相比之下，FAP 低表达组的

患 者 TME 具 有 较 低 的 免 疫 抑 制 状 态 ， 使 其 对 治 疗

的免疫响应更敏感，从而显著提高 pCR 率。此外，

无 论 FAP 表 达 水 平 如 何 ， 加 用 帕 博 利 珠 单 抗 均 能

显著提高 pCR 率。这种 ICB 通过激活 T 细胞功能增

强 抗 肿 瘤 免 疫 反 应 ， 尤 其 在 FAP 低 表 达 组 中 ， 其

疗 效 尤 为 显 著 。 这 说 明 FAP 可 以 通 过 影 响 信 号 通

路 及 其 调 控 的 TME 进 而 改 变 患 者 对 免 疫 治 疗 的 敏

感 度 。 随 后 ， 在 湘 雅 临 床 病 理 数 据 中 ， 再 次 证 明

了 FAP 高低表达是 TNBC 患者新辅助免疫治疗疗效

的预测指标，并且观察到 FAP 高表达 TNBC 患者的

TME 中 CD8+ T 细 胞 浸 润 减 少 ， 而 这 也 是 免 疫 治 疗

效果不佳的主要原因之一[43]。这一现象可能与 FAP

阳 性 CAF 在 TME 中 介 导 的 免 疫 抑 制 作 用 有 关 。 本

研 究 已 表 明 FAP 低 表 达 或 靶 向 敲 低 FAP 在 CAF 上

的 表 达 可 以 显 著 提 高 CD8+ T 细 胞 的 浸 润 和 活 性 ，

并 抑 制 其 凋 亡 。 这 证 明 FAP 表 达 水 平 不 仅 可 以 作

为 TNBC 患者生存预后的独立预测指标，还可能作

为 其 接 受 免 疫 治 疗 时 的 分 层 依 据 。 在 FAP 高 表 达

患者中，联合靶向 FAP 和 TGF-β 的疗法可能进一步

提升治疗效果。

综上所述，本研究通过分析 FAP 在 TNBC 中的

表 达 特 征 ， 首 次 揭 示 了 FAP 高 表 达 与 TME 的 免 疫

抑 制 特 征 之 间 的 密 切 关 系 。 FAP 高 表 达 通 过 TGF-

β/FAP 正反馈环路促进 CAF 活化，增强免疫检查点

分子表达，降低 CD8+ T 细胞浸润，并通过 ECM 重

塑 强 化 物 理 屏 障 ， 最 终 形 成 免 疫 抑 制 性 微 环 境 。

另 外 ， 本 研 究 首 次 证 明 了 FAP 在 CAF 上 的 表 达 直

接调控 CD8+ T 细胞的活性与凋亡以及 COL1A1 的表

达 与 分 泌 。 这 些 机 制 的 协 同 作 用 解 释 了 FAP 高 表

达 TNBC 患者的较差预后和新辅助治疗疗效，并提

示靶向 FAP 及其相关通路可能是改善 TNBC 免疫治

疗效果的重要策略。

尽管本研究揭示了 FAP 高表达在 TNBC 中的潜

在 作 用 ， 尤 其 是 其 对 TME 和 新 辅 助 治 疗 效 果 的 影

响 ， 但 仍 存 在 一 些 局 限 性 。 首 先 ， 本 研 究 主 要 依

赖 生 物 信 息 学 分 析 、 体 外 实 验 和 临 床 样 本 ， 未 能

在 动 物 模 型 中 验 证 FAP 作 为 预 测 因 子 的 独 立 性 及

其 临 床 应 用 价 值 。 因 此 ， 未 来 的 研 究 应 通 过 临 床

前 动 物 模 型 进 一 步 验 证 ， 评 估 FAP 作 为 预 后 标 志

物 及 新 辅 助 治 疗 疗 效 预 测 因 子 的 实 际 应 用 潜 力 。

其 次 ， 尽 管 本 研 究 阐 述 了 部 分 FAP 高 表 达 CAF 免

疫 抑 制 性 微 环 境 的 形 成 机 制 ， 但 其 中 如 何 调 控

CD8+ T 细 胞 活 性 与 凋 亡 的 机 制 并 不 明 确 。 最 后 ，

鉴 于 FAP 在 多 种 肿 瘤 类 型 中 作 为 免 疫 抑 制 和 预 后

不 良 的 标 志 物 ， 针 对 FAP 的 治 疗 策 略 无 疑 将 是 研

究 的 一 个 重 要 方 向 。 针 对 FAP 的 靶 向 治 疗 可 能 成

为 改 善 TNBC 免 疫 微 环 境 的 有 效 策 略 。 结 合 ICB

（如 PD-1/PD-L1 抗体） 和 FAP 靶向治疗的联合治疗

方案，有望提高 TNBC 患者的免疫治疗反应和生存

率 。 此 外 ， 基 于 FAP 高 表 达 的 免 疫 逃 逸 机 制 ， 未
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来 希 望 设 计 更 精 准 的 治 疗 策 略 ， 以 期 在 临 床 上 取

得更好的治疗效果。
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