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Abstract. T�� ��������������� �� ������ �����, ���� �� ��������-T�� ��������������� �� ������ �����, ���� �� ��������-
����, ��� �������d by ��� ��m�� m�����������m���. S��d��� 
���� ���w� ���� ��������k�� (IL)-6 ��d ��m�� �������� ������ 
(TNF)-α ��g����� ��� p������������ �� ���g ������. H�w����, 
��w ���d��� ���� ������d �� ��� ������� �� IL-6 ��d TNF-α �� 
m��������� �� ���g ������. T�� p������ ���dy w�� d���g��d �� 
�������g��� w������ IL-6 ��d TNF-α ��� p��m��� m��������� 
�� ���-�m��� ���� ���g ������ (NSCLC). S�x�y-���� ��m�� 
��d m�����d �dj����� ������ ��mp��� ���m p������� w��� 
NSCLC ��d ������p��d��g ����m ��mp��� w��� ��������d. 
T����y ����m ��mp��� ���m ������y ��bj���� w��� �������d �� 
��������. R���-��m� PCR ��d w������ b��� ����y��� w��� ���d �� 
m������ IL-6, TNF-α, ��m�����, E-��d�����, ��d N-��d����� 
�xp������� �� ������ ��mp���; ELISA w�� ���d �� m������ IL-6 
��d TNF-α �xp������� �� ����m ��mp���. T�� ����������� �� 
����m ������ �� IL-6 ��d TNF-α w��� ��� �������� ���g� w�� 
����yz�d; ��� ����������� �� IL-6 ��d TNF-α ������ �� ����m 
w��� ����� ������� w�� ����yz�d; ��� ����������� �� ����m ������ 
�� IL-6 ��d TNF-α w��� �ymp� ��d� m��������� ��d d������ 
m��������� w�� ����yz�d. Exp������� �� IL-6 ��d TNF-α w��� 
significantly increased compared with controls in both serum 
��d ������; IL-6 ��d TNF-α ������ w��� p��������y ���������d 
w��� �ymp� ��d� m��������� ��d d������ m���������; IL-6 ��d 
TNF-α ������ w��� ��g������y ���������d w��� E-��d����� 
����� ��d w��� p��������y ���������d w��� N-��d����� ��d 
��m����� ������. I� ����������, IL-6 ��d TNF-α ��� ��d��� 
�p��������-m������ym�� ����������, ��d ��b��q�����y p��m��� 
m��������� �� ���g ������. A���-�����mm����� �����d b� 
�����d���d ��� ��� �����m��� �� ���g ������.

Introduction

W��� ���������g ��� p��������, ��� ����d���� ���� �� ���g ������ 
has been increasing annually and ranks first among all malig-
���� ��m��� (1). Am��g ���g �������, ���-�m��� ���� ���g 
������ (NSCLC) �������� ��� 80%, w��� ���m������py �� ��� 
m��� �����m��� m����d (2). E���y �������� ��d m��������� �� 
tumors and drug resistance are important factors that influence 
��� ������ �� �����m���, ���w��g ���y � 15% 5-y��� �������� 
���� (3). A p������� ���dy ���w�d ���� ��� ��bp�p������� �� 
��m�� ����� k��w� �� ‘��m�� ���m �����’ ��� ��p�b�� �� �������� 
��d ���� ������� d��g-���������� �� ��� �b����y �� ��q���� d��g 
���������� ����� m�������� (4). P������� ���� ��d ���m�� m�d��� 
p����d ���� NSCLC ��m��� ��� ������� ��������k�� (IL)-6 ��d 
��m�� �������� ������ (TNF)-α, w���� p��m��� p������������ 
��d d�������������� �� ��m�� �����. I� ��������, ����� ��� ��w 
���d��� �� ��� �b����y �� ����� m�������� �� ��g����� �������� 
��d m�g������ (5). A� �� ���������g ������ �� d������ m��������� 
�� m���g���� ��m���, ��� m��� ������� �� ��� �p��������-m����-
��ym�� ���������� (EMT) �� ��� ����g� �� ���� p�����yp�, 
�����d��g ��� d�w���g������� �� �p�������� m��k��� ���� �� 
E-��d�����, ���� �� ���� p������y, �p��g������� �� ��m����� 
��d N-��d�����, ��� ��q�������� �� �xp������� �� ����� m����-
��ym�� m��k���, ��d ��������d m�g������ ��d m�b����y, ���� 
p��m����g ��� �������� ��d m��������� �� m���g���� �p�������� 
��m�� ����� (6,7). NSCLC �� m����y d�����d ���m ��� b�������� 
��d �������� �p�������m, ��������� �� �� �p�������d ���� EMT 
p��y� �� �mp������ ���� �� ��� b����g���� b������� �� NSCLC. 
B���d �� ���� �yp�������, ��� p������ ���dy w�� d���g��d �� 
����yz� ��� �b����y �� IL-6 ��d TNF-α �� p��m��� EMT ��d 
�� ���� NSCLC, �� p����d� � ��������� ��� �������� d��g�����, 
�����m���, ��d p��g����� �� p������� w��� NSCLC.

Patients and methods

Patients. Sixty-five patients who were admitted to the First 
Affiliated Hospital of Chengdu Medical College for primary 
d��g����� �� NSCLC ���m J�����y 2014 �� J�����y 2016 w��� 
������������y �������d ��d ��d p������g�����y-������m�d 
d������. P������� w�� ��d��w��� ���g��y �� ��d�������py, 
��d ������y �� ���m������py, �� ����� w��� ����� p��m����y 
d������� ���� �� ������� �b��������� p��m����y d������ ��d 
p������� w��� �x���d�d. Am��g p�������, ����� w��� 37 m���� 
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��d 28 ��m����, w��� �����g� �g� �� 56.7±12.3 y����. A����d��g 
�� TNM ���g��g, ��� p������� w��� d���d�d ���� ����� ����� �� 
���g� I, 18 ����� �� ���g� II, 22 ����� �� ���g� III, ��d 18 ����� 
�� ���g� IV. Add��������y, 30 ������y ��bj���� w��� �������d �� 
��� ������� g���p d����g ��� ��m� p����d, �����d��g 15 m���� 
��d 15 ��m����, w��� �����g� �g� �� 55.8±14.6 y����. T�� 
���dy �b�����d ��� �pp����� �� ��� E����� C�mm����� �� ��� 
First Affiliated Hospital of Chengdu Medical College and 
w������ �����m�d ������� �� ��� p������� �� ����� ��m����� w�� 
�b�����d.

Research methods. T�m�� ������ ��d �dj����� ������ (�w�y 
���m ��� ��m�� ��������� m��g�� w��� ��g����� ���������, by 
�� ����� 5 �m) �p���m��� w��� �b�����d ���m p������� w��� 
NSCLC, w���� w��� ���d ��� p��p����g p������� ��������. 
I� �dd�����, 5 m� p���p����� ������ b���d ���m p������� w��� 
NSCLC ��d ��� ������� g���p w��� ��������d, ��d ��� ��p����-
���� w�� ��������d ����� ��������g����� �� 2,000 x g ��� 20 m��, 
and stored at -20˚C. The levels of IL-6, TNF-α, ��m�����, 
E-��d�����, ��d N-��d����� �� ������ ��mp��� w��� m������d 
by RT-PCR ��d w������ b��� ����y���, w���� ��� ������ �� 
����m IL-6 ��d TNF-α w��� m������d by ��zym�-���k�d 
�mm������b��� ����y (ELISA).

RT-PCR. T���� RNA w�� �x������d w��� ��� Q��g�� RN���y 
m��� k�� (Q��g��, B�����, G��m��y), ��d ��� ������������� 
��d p����y w��� d����m���d by �p�����p����m���y. A ����� �� 
4,000 �g RNA w�� ���d ��� ������� ��������p����. T�� �������� 
�y���m �����d�d 5 µ� AMV ������� ��������p���� 5X ����-
���� b����� + 2.5 µ� dNTP� (10 mm��/�) + 40 U ��b��������� 
����b���� + 150 �g �� ���� O��g� d(T)15 P��m�� ��d ���d�m 
p��m��� + 30 U AMV ������� ��������p���� + RN���-���� 
w���� ��� � ����� ����m� �� 25 µ�. T�� �������� w�� ����w�d 
to proceed for 60 min in a 42˚C water bath. The IL-6, TNF-α, 
��m�����, E-��d�����, N-��d�����, ��d β-����� g��� ��q������ 
w��� ��������d ���m NCBI (T�b�� I), p��m��� w��� d���g��d 
w��� P��m�� P��m��� 5.0, ��d �y������z�d by B�� B����g���� 
E�g�������g C�., L�d. (D�����, C����). T�� �������� �y���m 

�����d�d 12.5 µ� 2X M����� M�x + 1 µ� �� ���� p��m�� (�p�����m 
��d d�w������m) (10 µm��/�) + 2 µ� �DNA + 8.5 µ� ddH2O. 
The thermal profile was 95˚C for 30 sec, 95˚C for 5 sec, and 
63˚C for 30 sec, for a total of 40 cycles. Gene expression was 
���������d �����d��g �� ��� 2-ΔΔCq m����d.

Western blot analysis. T���� p������ ���m w���� ������ 
��mp��� w��� �x������d �����d��g �� ��� ������������ �� ��� 
p������-��������� k�� (K��gC��� B��-����, I��., S���g���, 
C����). A BCA p������ ������������� k�� (B��j��g B�y������ 
T�������gy C�., L�d., B��j��g, C����; m����p���� ���d�� 
EXL 800 UV w�� p�������d ���m B��T�k I�����m����, 
I��., W�����k�, VT, USA) w�� ���d �� m������ p������ 
�������������. S�mp��� w��� ���d�d �� g��� ��d ��p�����d 
by SDS-PAGE (��p������� g�� �����g� w�� 120 V) ��� 2 � 
(�������p������� ������m��� w�� ���m B��-R�d L�b���������, 
I��., H�������, CA, USA). A ��m�-d�y �����m�mb���� ������-
m��� (B��-R�d L�b���������, I��.) w�� ���d ��� �����������g 
��mp��� �� PVDF m�mb�����. PVDF m�mb����� w��� p����d 
�� b���k��g �������� (5% d���d �k�mm�d m��k �� TBST) �� 
� ���k��g p������m ��� 1 � �� ���m ��mp�������. TBST w�� 
���d �� w��� m�mb����� ����� ��m�� ��� 10 m��. M�mb����� 
w��� ���� �����d �� ����� b�g� ���������g m���� m��������� 
IL-6 ����b�dy (d�������, 1:200; ���. ��. 12153), m���� m���-
������ TNF-α ����b�dy (d�������, 1:200; ���. ��. 11948), m���� 
m��������� ��m����� ����b�dy (d�������, 1:500; ���. ��. 3390), 
m���� m��������� E-��d����� ����b�dy (d�������, 1:500; ���. 
��. 5296), m���� m��������� N-��d����� ����b�dy (d�������, 
1:500; ���. ��. 14215) �� m���� m��������� β-����� ����b�dy 
(d�������, 1:50; ���. ��. 12262) m��������� p��m��y ����b�d��� 
(C��� S�g�����g T�������gy, I��., D������, MA, USA), ��d 
allowed to incubate with shaking for 2 h at 4˚C. Membranes 
w��� ���� w����d ����� ��m�� ��� 10 m�� w��� TBST. N�x�, 
m�mb����� w��� ����b���d w��� g��� ����-m���� �����d��y 
����b�dy (d�������, 1:10,000; ���. ��. 926-65010) �������� 
(LI-COR B����������, L������, NE, USA) ��� 30 m�� �� ���m 
��mp�������. PVDF m�mb����� w��� ���� p����d �� TBST 
b����� w���� �����d�d ���m ��g��. A ��mp���� �m�g��g �y���m 
(Ody���y Im�g��; LI-COR B���������� GmbH) w�� ���d �� 
����yz� p������ �xp�������.

ELISA. IL-6 ��d TNF-α ELISA k��� w��� ���m S�gm�-A�d���� 
(S�. L����, MO, USA), ��d �xp���m���� w��� p�����m�d 
�����d��g �� ��� m�����������'� ������������. V����� w��� 
�����g�d ����� ��p�����g ��� �xp���m���� �w���.

Statistical analysis. SPSS 20.0 ����w��� (IBM, A�m��k, NY, 
USA) w�� ���d ��� ����������� ����y���. M������m��� d��� ��� 
p�������d �� m��� ± ����d��d d��������, ��d�p��d��� ��mp�� 
�-���� w�� ���d ��� �����-g���p ��mp�������, ��d p����d �-���� 
w�� ���d ��� ��mp������� w����� g���p�. A P������'� ���� w�� 
���d ��� ����������� ����y��� ����� ���m����y �����. P<0.05 w�� 
considered to indicate a statistically significant difference.

Results

Comparison of IL-6, TNF-α, vimentin, E-cadherin, and 
N-cadherin mRNA expression in tissue samples. IL-6, TNF-α, 
��m�����, ��d N-��d����� mRNA �xp������� ������ �� ��m�� 
������� w��� ��g���������y ��g��� ��mp���d w��� �dj����� 

T�b�� I. G��� p��m�� ��q������.

G���  S�q������ bp

IL-6 F: 5'-GAAAACACCAGGGTCAGCAT-3'
 R: 5'-CAGCCACTGGTTTTTCTGCT-3' 153
TNF-α F: 5'-CTCCTACCCGAACAAGGTCA-3'
 R: 5'-CGGTCACCCTTCTCCAACT-3' 138
V�m����� F: 5'-TGGCCGACGCCATCAACACC-3'
 R: 5'-CACCTCGACGCGGGCTTTGT-3' 145
E-��d����� F: 5'-TGAAGGTGACAGAGCCTCTGGA-3'
 R: 5'-TGGGTGAATTCGGGCTTGTT-3' 152
N-��d����� F: 5'-GCGCGTGAAGGTTTGCCAGTG-3'
 R: 5'-CCGGCGTTTCATCCATACCACAA-3' 156
β-����� F: 5'-GAATCCACTGGCGTCTTCAC-3'
 R: 5'-CGTTGCTGACAATCTTGAGAGA-3' 160

IL-6, ��������k��-6; TNF-α, ��m�� ��������-α.
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tissues, and E-cadherin mRNA expression level was signifi-
�����y d�������d (P<0.05) (T�b�� II).

Comparison of IL-6, TNF-α, vimentin, E-cadherin and 
N-cadherin protein expression in tissue samples. IL-6, TNF-α, 
��m�����, ��d N-��d����� p������ �xp������� ������ �� ��m�� 
tissues were significantly higher than in adjacent tissues, and 
E-cadherin protein expression level decreased significantly 
(P<0.05) (T�b�� III).

Comparison of serum IL-6 and TNF-α levels. T�� ������ 
�� ����m IL-6 ��d TNF-α �� p������� w��� NSCLC w��� 
significantly higher than those of the control group, and the 
d���������� w��� ������������y ��g�������� (P<0.05). Am��g 
p������� w��� NSCLC, ����� w��� 24 ����� w��� �ymp� ��d� 
�� d������ m��������� (36.9%), ��d ��� ������ �� ����m IL-6 
��d TNF-α were significantly higher than in patients without 
m��������� (P<0.05) (T�b�� IV).

Correlation analysis. T�� ������ �� ����m IL-6 ��d TNF-α 
����� w��� ���������d w��� ��� ������ �� IL-6, TNF-α, ��m�����, 
E-��d�����, ��d N-��d����� mRNA ��d p������ �� ��m�� 
������. S���m IL-6 ��d TNF-α ������ w��� p��������y �����-
����d w��� IL-6, TNF-α, ��m�����, ��d N-��d����� mRNA 

��d p������ ������, w���� ���y w��� ��g������y ���������d w��� 
E-��d����� mRNA ��d p������ ������.

Discussion

EMT �� ��� ���������� ���m �p�������� ����� �� m������ym�� 
�����. I� �� ����������z�d by d�������d �xp������� �� ���� �� 
�p�������� ���� m��k���, ���� �� E-��d����� ��d k������, ��d 
��������d �xp������� �� m������ym�� ���� m��k���, ���� 
�� ��m����� ��d N-��d�����. C���g�� �� ���� m��p����gy 
���� d������� �d���������� �����d by �������g�m���� �� ��� 
�y���k������ �y���m �� ��m�� ����� ����w ���m �� �����y b���k 
�w�y ���m p��m��y �������, ���� ����d��g ��d m��������z��g 
�� �������d��g ������� (8). T��������, EMT �� �� �mp������ 
m�������m �������d �� ��m�� m���������. T��� ���dy ���w�d 
���� ��� ������ �� ��m����� ��d N-��d����� mRNA ��d p������ 
in tumor tissues of patients with NSCLC were significantly 
��g��� ���� ����� �� �dj����� �������, w���� E-��d����� 
expression level decreased significantly. These observations 
w��� ���������� w��� � p������� ���dy (9). F������m���, �� 
w�� p��������y ���w� ���� EMT �� ������d �� ��� �������� 
��d m��������� �b����y �� ��m��� �� �����, b�����, p������� ��d 
���������� ������ (10). T�m�� ���m ����� ��� m������� ��� 
��������������� �� �x���m��y ������ EMT (11). M�������, p38, 

T�b�� IV. C�mp������ �� ����m IL-6 ��d TNF-α ����� (�g/�).

G���p� NSCLC g���p C������ g���p T�m�� m��������� �� NSCLC g���p N� m���������

IL-6 234.6±43.8 54.7±12.5 336.2±52.6 152.8±25.9
TNF-α 86.4±12.3 12.6±5.6 126.4±16.7 35.2±8.2

IL-6, ��������k��-6; TNF-α, ��m�� ��������-α. NSCLC, ���-�m��� ���� ���g ������.

T�b�� II. C�mp������ �� IL-6, TNF-α, ��m�����, E-��d�����, ��d N-��d����� mRNA �xp������� �� ������ ��mp���.

G���p� IL-6 TNF-α V�m����� E-��d����� N-��d�����

T�m�� ������� 0.5264±0.1259 0.4284±0.1321 0.5321±0.1524 0.1252±0.0326 0.4629±0.1022
Adj����� ������� 0.1203±0.0527 0.1523±0.0326 0.2262±0.0527 0.3529±0.1215 0.1152±0.0629
�-���� 4.623 4.235 4.827 3.629 3.957
P-����� 0.024 0.028 0.022 0.035 0.031

IL-6, ��������k��-6; TNF-α, ��m�� ��������-α.

T�b�� III. C�mp������ �� IL-6, TNF-α, ��m�����, E-��d�����, ��d N-��d����� p������ �xp������� �� ������ ��mp���.

G���p� IL-6 TNF-α V�m����� E-��d����� N-��d�����

T�m�� ������� 0.76±0.16 0.62±0.14 0.64±0.13 0.23±0.09 0.66±0.22
Adj����� ������� 0.24±0.07 0.22±0.08 0.19±0.06 0.75±0.18 0.23±0.10
�-���� 5.123 4.785 4.925 5.234 5.426
P-����� 0.018 0.024 0.020 0.016 0.013

IL-6, ��������k��-6; TNF-α, ��m�� ��������-α.
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AKT/β-�������, ��d W��5� ��g�����g p���w�y� p������p��� 
�� ��� ���������� �� EMT �� ��m�� ���m �����. I���b����g 
key signaling molecules in these pathways can significantly 
����b�� EMT �������y ��d �������� ��� �p�p����� �� �������� �� 
��m�� ����� (12,13).

T�� ���������� �� EMT �� ������y ���������d w��� ��� ��m�� 
microenvironment and inflammation (14). Mesenchymal stem 
����� (MSC�), w���� ���� m����p�� d�������������� p�������� 
and specific chemotaxis toward tumor tissue, can be used 
�� �������� ��� ���g���d d������y �� �����d� g����, g��w�� 
������ ����b�����, ��d �����y��� ������� �� ��m�� ������� (15). 
H�w����, MSC� ��� ���� p��m��� ��m�� g��w�� by �mm��� 
����b�����, p��m����g ��g��g������, ��d by ����� m����-
���m� (16). W��� ���m�����d by ��� ��m�� m�����������m��� 
or inflammatory mechanisms, MSCs can secrete IL-6 and 
TNF-α, w���� p��m��� ��� ���������� �� EMT �� ��m�� 
����� (17). T�� ������ �� �xp������� �� IL-6 ��d TNF-α �� ��� 
��m�� ������� ��d ���� ���m p������� w��� NSCLC ��������d 
significantly with the clinical stage of the tumor; vimentin 
��d N-��d����� mRNA ��d p������ ������ �� ��m�� ������� 
increased significantly, while E-cadherin mRNA and protein 
levels decreased significantly; IL-6 and TNF-α ������ w��� 
p��������y ���������d w��� ��m����� ��d N-��d����� mRNA 
��d p������ ������ �� ��m�� �������, w���� ���y w��� ��g������y 
���������d w��� E-��d����� mRNA ��d p������ ������. T���� 
������� ��d�����d ���� IL-6 ��d TNF-α p��y�d �mp������ ����� 
�� ��� ���������� �� EMT �� ��m��� (18). O�� ������� ������� 
d�m��������d ���� ����m ������ �� IL-6 ��d TNF-α �� p������� 
w��� NSCLC w��� �ymp� ��d� �� d������ m��������� w��� 
significantly higher than in patients without metastasis. A 
p������� ���dy ���w�d ���� IL-6 ��d TNF-α ��� p��m��� ��� 
p������������ ��d d�������������� �� NSCLC ��d p������p��� �� 
�������� ��d m���������, ��� ������������ �� w���� m�y ��p��-
���� � ��w m����d ��� ��� �����m��� �� ��m��� (19). T������g 
A549 ���g ������ ����� w��� IL-6 ��d TNF-α ����g������ ��� 
d��������y d������� ��m����� ��d N-��d����� �xp������� ��d 
�������� E-��d����� �xp�������, w���� ��d�����d ���� IL-6 
��d TNF-α ���� ��� p�������� �� ��������� w��� ��� b����g���� 
��������������� �� ��m��� (20).

I� ����������, IL-6 ��d TNF-α ��� p��m��� EMT �� ���g 
������ �����, ��d p��m��� �������� ��d m���������, w���� 
��� ���������d w��� ��m�� ���������� ��d d��g ����������. 
I���b����g ��� �xp������� �� IL-6 ��d TNF-α m�y ��p������ � 
��w m����d ��� ��� �����m��� �� ��m���.
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