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【摘要】目的:探讨不同极化表型巨噬细胞对肝癌细胞增殖与转移进程中的影响及其潜在作用机制。方法:在人白血

病单核细胞系(THP-1)悬浮细胞中加入佛波醇-12-肉豆蔻酸-13-乙酸酯(PMA)使其贴壁为未活化巨噬细胞(M0),随后分别加

入脂多糖(LPS)、干扰素γ(IFN-γ)和人白细胞介素4(IL-4)、IL-13诱导分化经典活化巨噬细胞(M1)和替代活化巨噬细胞

(M2);采用荧光定量PCR(qPCR)对 M1和 M2巨噬细胞相关特异分子 mRNA表达水平进行分析;采用细胞增殖实验(CCK-
8)分析巨噬细胞培养上清对肝癌细胞生长的影响;采用细胞迁移实验(Transwell)分析巨噬细胞培养上清对肝癌细胞转移能

力的影响;采用免疫印迹法(Western
 

blot)对潜在信号通路关键蛋白的表达与活化水平进行检测。结果:qPCR实验结果表

明,经体外诱导的 M1型巨噬细胞中,人类白细胞抗原DR(HLA-DR)、肿瘤坏死因子α(TNF-α)和CXC趋化因子配体9(CX-
CL-9)特异性分子的 mRNA表达水平均上调(P<0.05),经体外诱导的 M2型巨噬细胞中,巨噬细胞甘露糖受体1(MRC1)和

肝细胞生长因子(HGF)特异性分子的 mRNA水平表达均升高(P<0.05),结合细胞不同的形态学证明了巨噬细胞极化模型

的成功构建。CCK-8实验表明,与 M2巨噬细胞上清共培养后,SMMC7721和Sk-hep1肝癌细胞的生长能力均高于空白组和

M1巨噬细胞上清共培养组(P<0.05);对于SMMC7721肝癌细胞,与M1巨噬细胞上清共培养后,其生长速度低于空白组(P
<0.05),而Sk-hep1肝癌细胞与 M1巨噬细胞上清共培养后,生长速度与空白组无统计学差异(P>0.05)。Transwell实验表

明,在 M2型巨噬细胞培养上清影响下,穿过小室的细胞数量明显高于 M1组(P<0.05),通过组间比对 M1组未表现出类似

M2组的促迁移效果。Western
 

Blot结果显示,M2型巨噬细胞可能通过激活细胞外调节蛋白激酶(ERK)、蛋白激酶B(AKT)

信号通路调控肝癌细胞的生长与转移,而 M1型巨噬细胞可能通过抑制ERK、AKT信号通路调控肝癌细胞的生长与转移。

结论:M2型巨噬细胞可能通过活化ERK、AKT信号通路进而促进肝癌细胞的增殖和转移,而 M1巨噬细胞可能通过抑制

ERK、AKT信号通路从而抑制肝癌细胞的增殖和转移。
【关键词】肝癌;M1和 M2巨噬细胞;ERK和AKT信号通路;生长转移
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【Abstract】Objective:To
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

different
 

macrophage
 

polarization
 

phenotypes
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

metastasis
 

of
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

(HCC)
 

cells
 

and
 

their
 

underlying
 

mechanisms.Methods:THP-1
 

suspension
 

cells
 

were
 

induced
 

to
 

adhere
 

and
 

differentiate
 

into
 

M0
 

macrophages
 

by
 

treatment
 

with
 

phorbol
 

12-myristate
 

13-acetate
 

(PMA).

Subsequently,polarization
 

into
 

M1
 

and
 

M2
 

macrophages
 

was
 

achieved
 

by
 

stimulation
 

with
 

lipopolysaccharide
 

(LPS)
 

and
 

interferon-γ
 

(IFN-γ),or
 

interleukin-4
 

(IL-4)
 

and
 

interleukin-13
 

(IL-13),respectively.Quantitative
 

real-time
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(qPCR)
 

was
 

performed
 

to
 

analyze
 

the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

specific
 

marker
 

genes
 

related
 

to
 

M1
 

and
 

M2
 

macrophage
 

phenotypes.The
 

Cell
 

Couting
 

Kit-8
 

(CCK-8)
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

effect
 

of
 

macrophage
 

culture
 

supernatants
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

(HCC)
 

cells.The
 

effect
 

of
 

macrophage
 

culture
 

supernatant
 

on
 

the
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metastatic
 

ability
 

of
 

liver
 

cancer
 

cells
 

were
 

analyzed
 

by
 

Transwell
 

assay.Western
 

blot
 

analysis
 

was
 

carried
 

out
 

to
 

determine
 

the
 

expression
 

and
 

activation
 

levels
 

of
 

key
 

proteins
 

involved
 

in
 

relevalent
 

signaling
 

pathways.Results:
 

qPCR
 

analysis
 

demonstrated
 

that
 

the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

M1-associated
 

markers,including
 

HLA-DR,TNF-α,and
 

CXCL-9,were
 

upregulated
 

in
 

vitro-induced
 

M1
 

macrophages
 

(P<0.05).In
 

contrast,the
 

expression
 

levels
 

of
 

MRC1
 

and
 

HGF,markers
 

associated
 

with
 

M2
 

macrophages,were
 

increased
 

in
 

vitro-induced
 

M2
 

macrophages
 

(P<0.05),with
 

distinct
 

morphological
 

features
 

validating
 

successful
 

polarization.CCK-8
 

assay
 

results
 

indicated
 

that
 

in
 

both
 

SMMC7721
 

and
 

Sk-hep1
 

cell
 

lines,co-cultured
 

with
 

M2
 

macrophages
 

supernatants
 

enhanced
 

cell
 

proliferation
 

compared
 

with
 

M1
 

groups
 

and
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

(P<0.05).
Co-cultured

 

with
 

M1
 

macrophages
 

supernatants
 

reduced
 

SMMC7721
 

proliferation
 

(P<0.05)
 

but
 

showed
 

no
 

significant
 

effect
 

on
 

Sk-hep1
 

compared
 

to
 

the
 

control.Transwell
 

migration
 

assays
 

further
 

confirmed
 

that
 

M2
 

macrophages
 

supernatants
 

markedly
 

promoted
 

the
 

migration
 

capacity
 

of
 

both
 

SMMC7721
 

and
 

Sk-hep1
 

cells
 

lines
 

compared
 

to
 

M1
 

(P<0.05),with
 

M1
 

showed
 

no
 

pro-migratory
 

effect.Western
 

blot
 

analysis
 

indicated
 

that
 

M2
 

macrophages
 

likely
 

promote
 

the
 

growth
 

and
 

metastasis
 

of
 

HCC
 

cells
 

by
 

activate
 

the
 

ERK
 

and
 

AKT
 

signaling
 

pathways,whereas
 

M1
 

macrophages
 

suppress
 

these
 

pathways.Conclusion:
 

M2
 

macrophages
 

may
 

promote
 

the
 

proliferation
 

and
 

metastasis
 

of
 

HCC
 

cells,potentially
 

through
 

activation
 

of
 

the
 

ERK
 

and
 

AKT
 

signaling
 

pathways,while
 

M1
 

macrophages
 

may
 

inhibit
 

these
 

processes
 

by
 

suppressing
 

ERK/AKT
 

signaling.
【Key

 

words】Hepatocellular
 

carcinoma;M1
 

and
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and
 

AKT
 

signaling
 

pathways;Proliferation
 

and
 

metastasis

  肝癌是全球范围内常见的恶性肿瘤,严重威胁

人类健康[1-3]。目前,肝癌患者的总体预后不佳,
5年生存率较低,其高复发率和转移率是导致治疗

失败和患者死亡的关键因素,因此深入探究肝癌细

胞生长和转移的机制迫在眉睫[4-5]。
巨噬细胞作为肿瘤微环境的重要组成部分,因

其高度的可塑性和异质性,可分化为具有不同功能

的表型[6-8]。在巨噬细胞研究领域中,巨噬细胞主

要存在经典激活的 M1型和替代激活的 M2型这两

种极化类型[9-10]。研究[11-13]表明,M1型巨噬细胞

通常展现出抗肿瘤特性,通过分泌肿瘤坏死因子-α
(TNF-α)和趋化因子配体

 

9(chemokine
 

ligand
 

9,
CXCL-9)等促炎因子,激活免疫应答,抑制肿瘤细胞

增殖和转移等,并具备直接杀伤肿瘤细胞的能力。
M2型巨噬细胞则呈现出促肿瘤作用,它们能够促

进肿瘤细胞的增殖、侵袭和转移,参与肿瘤血管生

成,抑制免疫反应,为肿瘤的生长和发展创造有利环

境[14-16]。文献[17]表明,M2型巨噬细胞主要通过分

泌肝 细 胞 生 长 因 子 (hepatocyte
 

growth
 

factor,
HGF)和转化生长因子-β(transforming

 

growth
 

fac-
tor

 

beta,TGF-β),激 活 c-Met/ERK/AKT 或

Smad2/3通路,促进上皮-间质转化(epithelial
 

to
 

mesenchymal
 

transition,EMT)和肿瘤侵袭。然而,
目前对于不同极化类型巨噬细胞在肝癌细胞生长和

转移过程中的影响及其作用机制尚未完全明确。本

研究旨在通过体外诱导不同极化类型的巨噬细胞,
提取其上清液与肝癌细胞共培养,以观察不同极化

类型巨噬细胞对肝癌细胞生长和转移的影响及其内

在机制。

1 材料与方法
 

1.1 实验材料

人白血病单核细胞系 THP-1、人肝癌细胞系

SMMC7721和Sk-hep1由南方医科大学抗体工程

研究所提供。

1.2 仪器与试剂

主要仪器:超净工作台(苏州净化设备厂)、细胞

计数仪(BioRad)、荧光定量PCR仪(ABI)、酶标仪

(BioRad)、倒置显微镜(OLYMPUS)、蛋白电泳及

转膜装置(BioRad)。主要试剂:二甲基亚砜(DM-
SO,Sigma公司,RNBM4106);佛波醇-12-肉豆蔻

酸-13-乙酸酯(PMA,Sigma公司,MKCT0606);脂
多糖 (LPS,Sigma公 司,0000223032);干 扰 素-γ
(IFN-γ,Sigma公司,0215AFC27);人白细胞介素-4
(IL-4,Peprotech公司,072314);人白细胞介素-13
(IL-13,Peprotech公司,102223-3);荧光定量PCR
试剂盒(qPCR试剂盒,Takara公司,AO70334A);
甘油醛-3-磷酸脱氢酶单克隆抗体(GAPDH 单抗,
广州天骏生物公司,01T354);兔抗磷酸化ERK抗

体(兔抗p-ERK,Affinity公司,40a4397);兔抗磷酸

化 AKT 抗 体 (兔 抗 p-AKT
 

,Affinity 公 司,

65b1558);辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 羊 抗 兔IgG
(HRP

 

标记的羊抗兔IgG,Affinity公司,34i9522);
胎牛血清(FBS,BI公司,2153440);DMEM 培养液

(Gibco公司,6124137);1640培养基(Gibco公司,

6123004)。

1.3 M1和 M2巨噬细胞极化方法
 

1.3.1 THP-1细胞培养 采用含10%FBS的

1640培养基培养THP-1悬浮细胞,当细胞融合度

达80%时进行传代。SMMC7721和Sk-hep1贴壁

细胞使用含10%FBS的DMEM 培养基培养,当细

胞融合度80%时经胰酶消化离心后传代。

1.3.2 M1巨噬细胞极化 收取生长状态良好的

THP-1细胞悬液,经离心处理后以1
 

×107 个细胞/
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皿的密度接种于10
 

cm培养皿中。添加PMA使终

浓度达到200
 

ng/mL,置于细胞孵箱中培养24
 

h,
诱导细胞贴壁并分化为 M0型巨噬细胞。培养结束

后弃去培养上清,更换含LPS和IFN-γ新鲜1640完

全培养基,终浓度分别为100
 

ng/mL和20
 

ng/mL,继
续培养24

 

h完成 M1型巨噬细胞的诱导分化。

1.3.3 M2巨噬细胞极化 THP-1细胞经PMA
诱导为 M0后,去除上清更换含IL-4和IL-13的新

鲜培养基(终浓度均为20
 

ng/mL),继续培养72
 

h,
以完成 M2型巨噬细胞的极化。

1.4 观察指标

1.4.1 qPCR检测 M1和 M2巨噬细胞特异分子

mRNA表达 分化完成的巨噬细胞去除培养上清

后,使用预冷的PBS清洗两次,然后向培养皿中加

入1
 

mL的Trizol试剂裂解细胞,提取M1和M2型

巨噬细胞的总RNA。cDNA的合成按照Takara公

司的PrimeScriptTM
 

RT
 

Master
 

Mix逆转录试剂盒

说明书步骤进行;qPCR扩增按照 Takara公司的

SYBR􀆿
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM 试剂盒说明书进行。Ct
值通过ABI

 

7500软件分析,采用2-ΔCt 法(ΔCt=靶

基因Ct值-GAPDH
 

Ct值)进行相对定量分析。见

表1。

表1 qPCR分析所用引物序列

基因 正向引物(5'-
 

3') 反向引物(5'-
 

3')

GAPDH CCACCCATGGCAAATTCC TGGGATTTCCATTGATGACAA

HLA-DR ATCATGACAAAGCGCTCCAACTAT GATGCCCACCAGACCCACAG

CXCL-9 GGACTATCCACCTACAATCCTTG GATGCCCACCAGACCCACAG

TNF-α GGCTCCAGGCGGTGCTTG CAGATAGATGGGCTCATACCA

MRC1 GGCGGTGACCTCACAAGTAT TTTTCATGGCTTGGTTCTCC

HGF CGAGGCCATGGTGCTATACT GCATTCAGTTGTTTCCAAAGG

1.4.2 CCK-8法检测肝癌细胞生长情况 M1和

M2巨噬细胞分化完成后,去除原培养上清,加入无

血清培养基进行饥饿处理24
 

h,随后收集培养上

清,离心去除细胞杂质,备用。收集生长状态良好的

SMMC7721和Sk-hep1肝癌细胞,经胰酶消化处理

后制备细胞悬液,接种于24孔板中,接种密度为

104 个细胞/孔。待细胞贴壁后,随机分为三组:Neg

组(添加无血清1640培养基)、M1上清处理组和

M2上清处理组。各组细胞继续培养48
 

h后,每孔

加入CCK-8试剂,继续孵育4
 

h,吸取每孔上清转移

至96孔板中,使用酶标仪在450
 

nm处测定吸光度

(OD)值,评估细胞增殖活性。

1.4.3 Transwell实验检测肝癌细胞迁移情况 
收集诱导分化后的 M1和 M2巨噬细胞上清,离心

去除细胞沉淀后,将上清加入Transwell板的下室,
上室接种肝癌细胞。孵育4

 

h后,取出小室,采用

4%多聚甲醛固定细胞,随后进行结晶紫染色。切取

膜片完成封片操作,置于显微镜下观察。每组迁移

细胞随机选取5个视野,通过计数方式统计细胞迁

移数量。

1.4.4 Western
 

blot检测信号通路节点蛋白表达

情况 肝癌细胞与 M1或 M2巨噬细胞上清共培养

后,去除培养上清,加入细胞裂解液收集细胞。将收

取的细胞裂解液煮沸变性后,进行SDS-PAGE电

泳,并将蛋白转移至PVDF膜。使用5%脱脂奶粉

封闭膜片2
 

h后,加入GAPDH、p-ERK、p-AKT一

抗,4
 

℃孵育过夜。次日,进行洗膜,随后与HRP标

记的二抗室温条件下孵育1
 

h。然后,使用ECL发

光液显色,记录并分析实验结果。
 

1.5 统计学分析

本研究采用GraphPad
 

Prism
 

9软件进行数据

分析。计量资料以(x-±s)表示,组间比较采用独立

样本t检验;等级资料以频数表示,组间比较使用秩

和检验;计数资料以[n(%)]表示,组间比较使用独

立样本χ2 检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 巨噬细胞形态观察

显微镜下(×200)观察显示:THP-1经PMA
诱导后,成功贴壁生长,并呈葡萄串样排列(图1A);
经LPS/IFN-γ诱导的 M1型巨噬细胞呈现梭形形

态,且细胞两端伸出伪足(图1B);经IL-4/IL-13诱

导的 M2型巨噬细胞,其伪足相较 M1型更加细长

(图1C)。

图 1 不同极化状态下巨噬细胞形态图
A. M0；B. M1;C. M2

A B C
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2.2 巨噬细胞特异分子mRNA表达水平

qPCR结果显示,与 M2巨噬细胞相比较,M1
型巨 噬 细 胞 中 特 异 分 子 HLA-DR、CXCL-9 和

TNF-α的mRNA表达水平均升高(P<0.05);而

在 M2型巨噬细胞中,与 M1型 相 比,特 异 分 子

MRC1和 HGF的 mRNA 表达水平均升高(P<
0.05)。上述结果表明 M1型与 M2型巨噬细胞的

极化模型构建成功。见图2。

图 2 相关特异分子 mRNA 在 M1 和 M2 巨噬细胞中的表达水平
①P<0.001。

G
AP

D
H

相
对

表
达

G
AP

D
H

相
对

表
达

G
AP

D
H

相
对

表
达

HLA鄄DR CXCL鄄9 TNF鄄a
① ① ①0.9
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2.3 对肝癌细胞生长的影响

CCK-8实验表明,无论是SMMC7721还是Sk-
hep1肝癌细胞,与 M2巨噬细胞上清共培养后,肝
癌细胞的生长能力均高于空白组和 M1巨噬细胞上

清共培养组(P<0.05)。对于SMMC7721肝癌细

胞,与 M1巨噬细胞上清共培养后,其生长速度低于

空白组(P<0.05);而Sk-hep1肝癌细胞与 M1巨

噬细胞上清共培养后,生长速度与空白组相比,差异

无统计学差异(P>0.05)。见图3。

图 3 与 M1 和 M2 巨噬细胞上清共培养后肝癌细胞

生长变化情况
①P<0.001。
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2.4 对肝癌细胞迁移的影响
 

Transwell实验表明,无论是SMMC7721还是

Sk-hep1肝癌细胞,在 M2型巨噬细胞培养上清影

响下,穿过小室的细胞数量均明显高于 M1组(P<
0.05)。见图4。

图 4 肝癌细胞在 M1 和 M2 巨噬细胞影响下迁移变化情况
①P<0.001。
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2.5 信号通路蛋白表达

Western
 

blot分析表明,与空白组相比,M1巨

噬细胞与肝癌细胞共培养组中,p-ERK、p-AKT蛋

白表达水平下调;而在 M2型巨噬细胞共培养组中,
上述蛋白表达水平呈上调趋势。见图5。
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图 5 肝癌细胞与 M1 或 M2 巨噬细胞共培养后信号

通路蛋白表达情况

Sk鄄hep1SMMC7721
Neg M1 M2 Neg M1 M2

p鄄AKT

p鄄ERK

GAPDH

p鄄AKT

p鄄ERK

GAPDH

3 讨论

在肿瘤微环境研究领域,巨噬细胞因其高度可

塑性和功能多样性而备受关注。它们在不同的极化

状态下能够对肿瘤的发生与发展产生截然相反的调

控作用,因此成为近年来肿瘤免疫学研究的热点之

一。近年来,多项研究[18-19]深入探讨了不同极化状

态的巨噬细胞与肝癌细胞之间的相互作用机制。本

研究通过对 THP-1细胞诱导分化为 M1型与 M2
型巨噬细胞,对比了其对肝癌细胞(SMMC7721和

Sk-hep1)生长与迁移的影响,并初步揭示了ERK/

AKT信号通路在其中的关键作用。
本研究首先建立了可靠的 M1/M2巨噬细胞极

化模型。形态学观察结果表明,PMA诱导的THP-
1细胞成功转变为贴壁生长的巨噬样细胞,通过

LPS/IFN-γ及IL-4/IL-13进一步刺激后,分别诱导

出 M1型和 M2型巨噬细胞。两者在形态上呈现明

显差异,符合既往文献[10]关于巨噬细胞极化表型的

描述。qPCR分析进一步验证了极化模型的成功构

建,M1型巨噬细胞的相关标志物(如 HLA-DR、

CXCL-9、TNF-α)在 M1组上调,而 M2型巨噬细胞

的相关标志物(如 MRC1、HGF)在 M2组升高(P<
0.05),表明诱导方式有效且具有良好的特异性。本

研究系统性对比了 M1型和 M2型巨噬细胞对肝癌

细胞生长与转移的差异性影响,揭示了其截然相反

的调控作用。Western
 

blot分析显示,M2型巨噬细

胞上清液与肝癌细胞共培养时,p-ERK和p-AKT
表达水平上调。提示 M2型巨噬细胞可能是通过分

泌 HGF、TGF-β等因子,激活 ERK/AKT信号通

路,促进肝癌细胞的增殖和迁移[20-21]。相反,M1
型巨噬细胞上清液与肝癌细胞共培养时,p-ERK和

p-AKT表达水平受到抑制,提示 M1型巨噬细胞可

能通过分泌促炎因子(如 TNF-α、CXCL-9)或负反

馈调节因子(如PTEN),抑制ERK/AKT通路的激

活,阻断肝癌细胞的增殖和迁移信号[22]。此外,M1
型巨噬细胞可能通过IFN-γ等因子增强抗肿瘤免

疫反应,抑制EMT过程,从而限制肿瘤的侵袭和转

移[23]。这一直接对比不仅明确了M1/M2巨噬细

胞对肝癌细胞生长的双向调控,还系统揭示了其对

迁移能力的差异性影响,为理解巨噬细胞在肝癌微

环境中的作用提供了新证据。
本研究提示,靶向调控巨噬细胞的极化状态,抑

制 M2型巨噬细胞的促癌作用,或激活 M1型巨噬

细胞的抗肿瘤功能,可能为肝癌治疗提供新的策略。
例如,研发可调控巨噬细胞极化表型的药物,使肿瘤

微环境中的巨噬细胞向具有抗肿瘤活性的 M1型极

化,而非促肿瘤的 M2型极化。另外,M1巨噬细胞

抑制肝癌细胞的生长和转移可能与ERK/AKT信

号通路的抑制有关,而 M2巨噬细胞促进肝癌细胞

的生长和转移可能与ERK/AKT信号通路的激活

有关。因此,靶向ERK/AKT信号通路可阻断巨噬

细胞的促癌效应。然而,本研究使用巨噬细胞上清

液的间接设计可能受非特异性因素(如代谢物积累

或PH 变化)干扰,且未通过抑制剂明确 HGF、

TGF-β等关键因子的贡献。未来研究可通过使用

HGF、TGF-β等因子的中和抗体进行CCK-8、Tran-
swell共培养实验,进一步验证 M1和 M2巨噬细胞

的直接作用及其分子机制。
综上,本研究通过直接对比 M1/M2型巨噬细

胞对肝癌细胞生长与转移的影响,揭示了 ERK/

AKT通路在其中的核心作用,为后续开发基于巨噬

细胞的免疫治疗方案提供了理论基础,具有提升肝

癌患者生存率和生活质量的潜在临床价值。
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