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摘要　 目的　 探讨蟾毒灵（ＢＵ）抑制 Ｍ２ 型巨噬细胞介导结

直肠癌转移的作用。 方法　 用佛波酯（ＰＭＡ）诱导人急性白

血病单核细胞（ＴＨＰ⁃１）分化为 Ｍ０ 型巨噬细胞，４８ｈ 后用含

有白细胞介素⁃４（ＩＬ⁃４）和 ＩＬ⁃１３ 的培养基处理 Ｍ０ 型巨噬细

胞，通过酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）、形态学、实时荧光定量

（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）实验观察其表面标志物和形态变化， ＲＴ⁃ＰＣＲ 和

ＥＬＩＳＡ 实验检测 Ｍ２ 型巨噬细胞的表面标志物转化生长因

子⁃β（ＴＧＦ⁃β）、ＩＬ⁃１０。 通过 ＥＬＩＳＡ 实验比较 Ｍ２ 型巨噬细胞

和结直肠癌细胞 ＨＣＴ１１６ 上清液中 ＩＬ⁃６ 分泌水平，通过 Ｔｒ⁃
ａｎｓｗｅｌｌ 实验、划痕实验、ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测

条件培养基对结直肠癌细胞 ＨＣＴ１１６ 的的影响。 在条件培

养基中加入 ＢＵ 后，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验、划痕实

验、和 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验观察可以 ＨＣＴ１１６ 中 ＡＫＴ ／ ＰＩ３Ｋ 蛋白

以及迁移和上皮间质转化能力的变化。 结果　 将 ＴＨＰ⁃１ 成

功诱导成为 Ｍ２ 型巨噬细胞。 Ｍ２ 型巨噬细胞通过分泌 ＩＬ⁃６
激活了 ＨＣＴ１１６ 中 ＡＫＴ ／ ＰＩ３Ｋ 蛋白磷酸化，促进了其迁移和

上皮间质转化能力。 ＢＵ 可以抑制 Ｍ２ 巨噬细胞介导的

ＨＣＴ１１６ 迁移和上皮间质转化。 结论　 Ｍ２ 型巨噬细胞释放

ＩＬ⁃６ 激活了结直肠癌细胞 ＡＫＴ ／ ＰＩ３Ｋ 信号通路，促进了其迁

移和上皮间质化。 此外，ＢＵ 可以抑制其促迁移和上皮间质

化作用。
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　 　 结直肠癌 （ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ， ＣＲＣ）是世界第三

大常见的恶性肿瘤，大多数结直肠癌患者的死亡是

由于肿瘤转移至肝脏。 全球范围内，每年诊断出约

１４０ 万例新增结直肠癌病例，约 ２５％ 的患者在诊断

时出现肝转移［１］。 控制结直肠癌转移对于改善预后

至关重要。 很多报道［２］ 表明肿瘤细胞与肿瘤微环

境的相互作用是结直肠癌转移的重要因素。 巨噬细

胞作为肿瘤微环境的主要成分，其中 Ｍ２ 型巨噬细

胞高表达细胞因子白细胞介素⁃１０ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１０，
ＩＬ⁃１０）、转化生长因子⁃β（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃
ｂｅｔａ，ＴＧＦ⁃β）等，通常以促进肿瘤的发展为导向［３］。
ＩＬ⁃６ 是一种重要的促炎细胞因子，高表达的 ＩＬ⁃６ 与

ＣＲＣ 的不良预后相关［４］。 有研究［５］ 表明 Ｍ２ 型巨

噬细胞释放 ＩＬ⁃６ 可以促进肿瘤的发生发展。 越来

越多研究［６］表明蛋白激酶 Ｂ （ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ， ＡＫＴ） ／ 磷脂酰肌醇 ３⁃激 酶 （ ｐｈｏｓ⁃
ｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ ３⁃Ｋｉｎａｓｅ， ＰＩ３Ｋ）是肿瘤发生上皮间质转

化、促进肿瘤转移的重要因素之一。 但关于 Ｍ２ 型

肿瘤相关巨噬细胞来源的 ＩＬ⁃６ 对于 ＡＫＴ ／ ＰＩ３Ｋ 信

号通路的激活报道还比较少［７］。 蟾毒灵（ ｂｕｆａｌｉｎ，
ＢＵ）是临床用药华蟾素的主要活性成分，有促肿瘤

细胞凋亡，抗血管生成，抑制转移的作用［８］。 该文

旨在研究 ＢＵ 对于 Ｍ２ 型巨噬细胞介导结直肠癌转

移的影响。

１　 材料与方法

１． １　 细胞株　 人急性白血病单核细胞 ＴＨＰ⁃１、结直

肠癌 ＨＣＴ１１６ 细胞株，从中国科学院上海细胞生物

学研究所购买。
１． ２　 试剂及耗材 　 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基、双抗、胰酶

（Ｔｒｙｐｓｉｎ⁃ＥＤＴＡ）、胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；佛
波酯（美国 ＳＩＧＭＡ 公司）；ＥＬＩＳＡ 试剂盒（ＢＯＳＴＥＲ，
武汉）；蟾毒灵购自成都瑞芬思生物科技有限公司。
１． ３　 细胞培养　 结直肠癌 ＨＣＴ１１６ 细胞、人急性白

血病单核细胞 ＴＨＰ⁃１ 均含有 １％ 青霉素 ／链霉素双

抗溶液、１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养液，置于细

胞培养箱中进行恒温培养（３７ ℃、５％ ＣＯ２）。 取生
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长状态良好（对数生长期）的细胞进行后续实验。
１． ４　 条件培养基（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ， ＣＭ）收集　
取对数生长期的 ＴＨＰ⁃１ 细胞铺板于 ６ 孔板，每孔种

植 １ × １０６ 个细胞，加入 ＩＬ⁃ ４ 和 ＩＬ⁃１３。 待分化为

Ｍ２ 型巨噬细胞后弃去培养基，无血清培养基添加 ２
ｍｌ ／ 孔， ４８ ｈ 后收取上清液，离心 ８００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ，
获得 ＣＭ。
１． ５　 荧光定量 ＰＣＲ 实验　 提取细胞 ＲＮＡ 根据艾

科瑞生物试剂盒说明书去操作，逆转录按照试剂盒

的说明书。 ＰＣＲ 反应组分：２ × ＳＹＢＲ ５ μｌ Ｔｅｍｐｌａｔｅ
１μｌ，Ｐｒｉｍｅｒ Ｆ ０. ２ μｌ， Ｐｒｉｍｅｒ Ｒ ０. ２ μｌ ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ ｗａ⁃
ｔｅｒ ３． ６ μｌ；参照仪器操作手册设置反应条件。 见表

１。

表 １　 ＰＣＲ 引物序列

编号 基因 序列（５′⁃３′）
１ ＭＭＰ２⁃Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＴＴＣＡＡＧＧＧＴＧＣＣＴＡＴＴＡＣＣＴＧ
２ ＭＭＰ２⁃Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＴＣＡＧＣＡＧＣＣＴＡＧＣＣＡＧＴＣＧ
３ ＴＧＦ⁃β⁃Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＧＧＡＣＴＡＴＣＣＡＣＣＴＧＣＡＡＧＡ
４ ＴＧＦ⁃β⁃Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＣＴＣＣＴＴＧＧＣＧＴＡＧＴＡＧＴＣＧ
５ ＩＬ⁃１０⁃Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＧＣＣＴＴＣＡＧＣＡＧＡＧＴＧＡＡＧＡ
６ ＩＬ⁃１０⁃Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＧＴＣＴＴＧＧＴＴＣＴＣＡＧＣＴＴＧＧ
７ β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｆｏｒｗａｒｄ ＡＴＴＧＣＣＧＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡＧＡＡ
８ β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＣＴＧＡＴＣＣＡＣＡＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡ
９ ＭＭＰ９⁃Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＧＣＡＡＣＧＴＧＡＡＣＡＴＣＴＴＣＧＡＣ
１０ ＭＭＰ９⁃Ｒｅｖｅｒｓｅ ＡＧＡＡＴＣＧＣＣＡＧＴＡＣＴＴＣＣＣ
１１ Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ⁃Ｆｏｒｗａｒｄ ＡＣＣＡＴＴＣＡＧＴＡＣＡＡＣＧＡＣＣＣＡ
１２ Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ⁃Ｒｅｖｅｒｓｅ ＴＣＡＣＣＣＡＣＣＴＣＴＡＡＧＧＣＣＡＴ
１３ Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ⁃Ｆｏｒｗａｒｄ ＡＡＴＴＧＧＡＣＣＡＴＣＡＣＴＣＧＧＣＴＴ
１４ Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ⁃Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＣＡＡＡＣＣＴＴＣＡＣＡＣＧＣＡＧＧＡ

１． ６　 ＣＣＫ⁃８ 实验　 ＨＣＴ１１６ 到对数生长期，胰酶消

化，计数板计数后调整细胞浓度为 １０５ 个 ／ ｍｌ，１００ μｌ
细胞悬液加入到 ９６ 孔板的每个孔中。 第二天细胞

贴壁后，去除培养基，根据实验需要对细胞进行不同

浓度的 ＢＵ 或条件培养基处理，培养箱中孵育 ４８ ｈ。
配制对 ＣＣＫ⁃８ 反应液，具体条件为 ＣＣＫ⁃８ ∶ 无血清

培养基 ＝ １ ∶ ９（避光条件下）。 去掉原先孔中培养

基，将 １００ μｌ 配制好的反应液加入到每孔中，于 ３７
℃恒温培养箱孵育 １ ～ ２ ｈ。 通过酶标仪进行吸光值

检测，一般为 ４５０ ｎｍ 波长处，进而计算细胞存活率，
采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ８ 软件作图。
１． ７　 单核细胞诱导分化　 对人急性白血病单核细

胞 ＴＨＰ⁃１ 进行细胞计数，接种 １ × １０６ 个单核细胞于

６ 孔板中，加入 ＩＬ⁃ ４ 和 ＩＬ⁃１３ 刺激。 ＩＬ⁃ ４ 和 ＩＬ⁃１３
浓度均为 ２０ μｇ ／ ｍｌ。 确定 ＩＬ⁃ ４ 和 ＩＬ⁃１３ 刺激时间

２ ｄ 时用 ＥＬＩＳＡ、荧光定量 ＰＣＲ 检测表面分子标志

物的表达。 结果显示，单核细胞表面 ＩＬ⁃１０ 和 ＴＦＧ⁃
β 的表达在 ＩＬ⁃ ４ 和 ＩＬ⁃１３ 刺激 ２ ｄ 后明显增加。

１． ８　 ＥＬＩＳＡ 实验 　 根据 ＥＬＩＳＡ 试剂盒的说明，用
人源 ＩＬ１０、 ＴＧＦ⁃β 的试剂盒，测出巨噬细胞 ＴＧＦ⁃β、
ＩＬ１０ 的水平。
１． ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 弃掉培养皿的上清液，加
入 ＰＢＳ 溶液清洗，加入裂解液，于冰上静置 １５ ｍｉｎ
后，使用细胞刮刀收取悬液放入 ＥＰ 管，使用超声振

荡后进行定量，再进行金属浴。 之后上样、电泳和转

膜。 封 闭 后 将 抗 体 进 行 稀 释 Ｂｅｔａ Ａｃｔｉｎ （ 鼠

１ ∶ ３ ０００） 、 ＰＩ３Ｋ （ 兔 １ ∶ １ ０００ ） 、 Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ （ 兔

１ ∶ １ ０００）、 ＡＫＴ（兔 １ ∶ １ ０００） 、Ｐ⁃ＡＫＴ（兔 １ ∶
２ ０００ ） 、 ＭＭＰ９ （ 兔 １ ∶ １ ０００ ）、 ＭＭＰ２ （ 兔

１ ∶ １ ０００）、 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ （兔 １ ∶ １ ０００ ）、 Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ
（兔 １ ∶ １ ０００）。 ４ ℃过夜，次日用二抗孵育 １ ｈ，最
后去显影。
１． １０　 划痕实验　 将细胞消化后离心，按照 １ × １０６

个 ／ ｍｌ 放入 ６ 孔板中，待细胞贴壁占据 ９０％ 面积。
取 ６ 孔板内最大直径，用 ２００ μｌ 枪头沿着直尺快速

划下，清洗 ２ 次，在倒置显微镜下进行拍照。
１． １１　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验 　 将细胞制成悬液，并计数

２. ５ × １０５ 个 ／ ｍｌ。 在 ２４ 孔板的下方加入 ７００ μｌ 含
有 ２０％ ＦＢＳ 的培养基，用枪头将小室放入培养基上

方。 加入 ３００ μｌ 细胞悬液到小室。 ２ ｄ 后，将上清

液吸出，在空白孔内加入 ５００ μｌ 结晶紫，将小室放

入后清洗 ３ 次，清洗完毕使用固定液固定 ２０ ｍｉｎ，用
棉签轻轻擦拭掉小室内壁的细胞，在倒置显微镜下

进行拍照。
１． １２　 统计学处理　 采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件对

相关数据进行分析，实验结果为正态分布，以 �ｘ ± ｓ
表示。 方差齐时，两组间比较采用独立样本 ｔ 检验，
多组间比较采用单因素方差分析。 检验标准为 α ＝
０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 Ｍ２ 型巨噬细胞的鉴定 　 ＴＨＰ⁃１ 细胞被 ＰＭＡ
诱导 ４８ ｈ 成为 Ｍ０ 型肿瘤相关巨噬细胞（Ｔｕｍｏｒ⁃ａｓ⁃
ｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ， ＴＡＭ），然后被 ＩＬ⁃４ 和 ＩＬ⁃１３
诱导 ４８ ｈ 成为 Ｍ２⁃ＴＡＭ，可以观察到细胞由圆饼形

状转变成梭形（图 １Ａ、Ｂ），ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验检测巨噬

细胞中 Ｍ２ 型巨噬细胞相关标志物表达，结果表明，
与 Ｍ０ 巨噬细胞相比，诱导的 Ｍ２ 型巨噬细胞极化标

志物 ＩＬ１０、ＴＧＦ⁃β 升高（图 １Ｃ， ｔＩＬ⁃１０ ＝ １９. ３９，Ｐ ＜
０. ０１；ｔＴＧＦ⁃β ＝ １７. １３，Ｐ ＜ ０. ０１）。 此外，ＥＬＩＳＡ 实验检

测巨噬细胞上清液中 Ｍ２ 型巨噬细胞相关标志物也

发生了同样改变。 （图 １Ｄ， ｔＩＬ⁃１０ ＝ ４２. ５６， Ｐ ＜ ０. ０１；
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图 １　 Ｍ２ 型巨噬细胞的鉴定

Ａ：Ｍ２ 型巨噬细胞诱导流程图；Ｂ：形态学观察； 显微镜拍摄 × ４００；Ｃ：ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 Ｍ０⁃ＴＡＭ 和 Ｍ２⁃ＴＡＭ 中的相关 Ｍ２ 巨噬细胞标志物；

Ｄ：ＥＬＩＳＡ 检测 Ｍ０⁃ＴＡＭ 和 Ｍ２⁃ＴＡＭ 中的相关 Ｍ２ 巨噬细胞标志物；与 Ｍ０⁃ＴＡＭ 比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗ Ｐ ＜ ０. ００５

ｔＴＧＦ⁃β ＝ １６. ８７，Ｐ ＜ ０. ００１）。
２． ２　 Ｍ２ 型巨噬细胞的 ＩＬ⁃６ 分泌　 在肿瘤微环境

中，Ｍ２ 型巨噬细胞通常会分泌 ＩＬ⁃６， ＥＬＩＳＡ 实验表

明了 ＨＣＴ１１６ 和 Ｍ２ 型巨噬细胞的 ＩＬ⁃６ 水平（图 ３，ｔ
＝ ４２. ６９，Ｐ ＜ ０. ０５）。

图 ２　 两组细胞分泌 ＩＬ⁃６ 水平

与 ＨＣＴ１１６ 比较：∗Ｐ ＜ ０． ０５

２． ３　 Ｍ２ 型巨噬细胞上清液促进 ＨＣＴ１１６ 迁移，促
进结直肠癌细胞 ＡＫＴ ／ ＰＩ３Ｋ 磷酸化表达 　 将

ＨＣＴ１１６ 分为两组，一组普通培养基培养作为对照，
另外一组加 Ｍ２ 型巨噬细胞上清液培养。 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验、划痕实验、ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验显

示 Ｍ２ 型巨噬细胞上清液培养的 ＨＣＴ１１６ 迁移能力

增强 （图 ３Ａ、 Ｂ， ｔ划痕 ＝ １１３. ８， Ｐ ＜ ０. ０１； ｔＴｒａｎｓｗｅｌｌ ＝
３０. １３，Ｐ ＜ ０. ０５），Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验显示条件培养基

作用于 ＨＣＴ１１６ 后 ＭＭＰ９、ＭＭＰ２、Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白

水平上升， Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白水平下降 （ 图 ３Ｃ）。

ＭＭＰ９、ＭＭＰ２、Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 水平上升，Ｅ⁃Ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 水平下降 （图 ３Ｄ， ｔＭＭＰ９ ＝ ９. ３５６，Ｐ ＜
０. ０５；ｔＭＭＰ２ ＝ １１. ４５，Ｐ ＜ ０. ０１； ｔＥ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ ＝ １２. ００，Ｐ ＜
０. ０５；ｔＮ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ ＝ ５. ９７３）。 此外，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验显

示条件培养基作用于 ＨＣＴ１１６ 激活了 ＡＫＴ ／ ＰＩ３Ｋ 磷

酸化表达。 这部分的实验结果证明了 Ｍ２ 型巨噬细

胞上清液可以促进 ＨＣＴ１１６ 的迁移，在这个过程中

激活了 ＡＫＴ ／ ＰＩ３Ｋ 的磷酸化（图 ３Ｅ）。
２． ４　 ＢＵ 对 ＨＣＴ１１６ 细胞活性的增殖影响　 ＣＣＫ⁃８
实验观察 ＢＵ 对 ＨＣＴ１１６ 细胞作用 ４８ ｈ 后增殖活性

的影响，ＢＵ 对 ＨＣＴ１１６ 细胞的增殖活性具有抑制作

用，且有浓度依赖性，本实验采用 ＢＵ 的非杀伤浓度

１２. ５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ （ＩＣ３０）（图 ４，Ｆ ＝ ９２２. １，Ｐ ＜ ０. ００１）。
２． ５ 　 ＢＵ 可以调节 ＡＫＴ ／ ＰＩ３Ｋ 蛋白磷酸化抑制

ＨＣＴ１１６ 迁移能力 　 将 ＨＣＴ１１６ 分为 ２ 组，一组加

Ｍ２ 型巨噬细胞上清液作为对照，另外一组 Ｍ２ 型巨

噬细胞上清液加 ＢＵ（１２. ５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）培养。 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验、划痕实验、ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验显

示 ＢＵ 可以抑制Ｍ２ 型巨噬细胞上清液促进 ＨＣＴ１１６
迁移的效应 （图 ５Ａ、 Ｂ， ｔ划痕 ＝ ７２. ６３， Ｐ ＜ ０. ０１；
ｔＴｒａｎｓｗｅｌｌ ＝ ２６. ３８，Ｐ ＜ ０. ０５），Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验从蛋白

水平验证 ＢＵ 可以减弱 ＨＣＴ１１６ 的上皮间质化能

力， ＭＭＰ９、 ＭＭＰ２、 Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白水平降低， Ｅ⁃
Ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白水平上升（图 ５Ｃ）。 同时 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实

验表明 ＭＭＰ９、ＭＭＰ２、Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 基因水平下降，Ｅ⁃
Ｃａｄｈｅｒｉｎ 基因水平升高（图 ５Ｄ， ｔＭＭＰ９ ＝ １００. ０１，Ｐ ＜
０. ０００ １；ｔＭＭＰ２ ＝ １１. ４５，Ｐ ＜ ０. ０１；ｔＥ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ ＝ ３２. ９８，
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图 ３　 Ｍ２ 型巨噬细胞上清液通过 ＡＫＴ ／ ＰＩ３Ｋ 磷酸化促进 ＨＣＴ１１６ 迁移

Ａ：划痕实验 × １００ 及其半定量结果；Ｂ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结晶紫染色 × １００ 及其半定量结果；Ｃ：ＨＣＴ１１６ 接受 Ｍ２ 型细胞上清液刺激后 ＭＭＰ９、
ＭＭＰ２、Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 的蛋白免疫印迹； Ｄ：ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验观察 ＨＣＴ１１６ 接受 Ｍ２ 型细胞上清液刺激后 ＭＭＰ９、ＭＭＰ２、Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃Ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 的表达； Ｅ：ＨＣＴ１１６ 接受 Ｍ２ 型细胞上清液刺激后 ＡＫＴ、Ｐ⁃ＡＫＴ、ＰＩ３Ｋ、Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 的蛋白免疫印迹；１：正常培养基组；２：Ｍ２ 型巨噬细胞

上清液组；与正常培养基组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ４　 ＢＵ 对 ＨＣＴ１１６ 的增殖活性影响

Ａ：ＢＵ 分子结构示意图；Ｂ：ＢＵ 对 ＨＣＴ１１６ 的增殖活性影响；与 ０ 浓度组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

Ｐ ＜ ０. ００１； ｔＮ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ ＝ ５. ９７３，Ｐ ＜ ０. ０１；）。 设置普通

培养基培养、巨噬细胞上清液、Ｍ２ 型巨噬细胞上清

液加 ＢＵ 组验证 ＢＵ 抑制 ＡＫＴ ／ ＰＩ３Ｋ 的磷酸化的作

用。 这部分的实验结果证明 ＢＵ 可以抑制 ＨＣＴ１１６
迁移，抑制 ＡＫＴ ／ ＰＩ３Ｋ 磷酸化。 （图 ５Ｅ）。

３　 讨论

　 　 ＣＲＣ 是全世界癌症相关死亡的主要原因之一，

ＣＲＣ 作为一种常见的恶性肿瘤，虽然治疗上有很大

的进步，但 ＣＲＣ 远处转移仍是患者病死率居高不下

的罪魁祸首。 肿瘤微环境主要是指成纤维细胞、巨
噬细胞等非肿瘤细胞之间相互影响的场所，是肿瘤

发生和发展的局部病理环境［９］。 大量研究显示，肿
瘤的发生和发展与 Ｍ２ 型巨噬细胞等肿瘤微环境密

切相关。 肿瘤细胞通常可以通过重塑其肿瘤微环

境，从而避开免疫系统，侵入底层间质，在恶劣的循
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图 ５　 ＢＵ 通过 ＡＫＴ ／ ＰＩ３Ｋ 磷酸化抑制 ＨＣＴ１１６ 迁移

　 　 Ａ：划痕实验 × １００ 及其半定量结果；Ｂ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结晶紫染色 × １００ 及其半定量结果；Ｃ：两组细胞 ＭＭＰ９、ＭＭＰ２、Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｅ⁃Ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ 的蛋白免疫印迹；Ｄ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验观察ＭＭＰ９、ＭＭＰ２、Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 的表达；Ｅ：３ 组细胞 ＡＫＴ、Ｐ⁃ＡＫＴ、ＰＩ３Ｋ、Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 的蛋白

免疫印迹；１：Ｍ２ 型巨噬细胞上清液组；２：ＢＵ 加 Ｍ２ 型巨噬细胞上清液组；３：普通培养基；与 Ｍ２ 型巨噬细胞上清液组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜

０. ０１， ∗∗∗ Ｐ ＜ ０. ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

环环境中存活，渗入其他人体的器官，塑造适合肿瘤

生长的微环境，最后，长成临床可检测的转移病灶，
而 Ｍ２ 型巨噬细胞就参与了这一过程［１０］。 ＢＵ 是我

国已临床使用的华蟾素注射液的主要功效成分，目
前临床上已经使用华蟾素来全身治疗多种肿瘤［１１］。
研究［１２］显示 ＢＵ 在抑制迁移和侵袭、逆转多药耐

药、诱导细胞凋亡、抑制血管生成等抗肿瘤作用中发

挥着至关重要的作用。
本研究中，将 ＴＨＰ⁃１ 用试剂诱导成 Ｍ２ 型巨噬

细胞， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ、划痕实验和 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验显示结

直肠癌细胞迁移和上皮间质转化能力增加。 ＩＬ⁃６ 通

过其受体 ＩＬ⁃６Ｒ 对许多细胞发挥作用，在维持慢性

炎症中起主要作用［１３］，此外，有研究［１４］表明 ＩＬ⁃６ 作

为一种促癌因子，促进肿瘤发展，并有助于 ＣＲＣ 中

慢性炎性和致瘤性微环境的形成。 另外有研究［１５］

报道 ＩＬ⁃６ 参与了 ＡＫＴ ／ ＰＩ３Ｋ 信号通路的磷酸化过

程 。 ＥＬＩＳＡ 实验显示 Ｍ２ 型巨噬细胞分泌 ＩＬ⁃６ 水

平显著高于 ＨＣＴ１１６。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验中，Ｍ２ 巨噬

细胞上清液可以激活 ＨＣＴ１１６ 中 ＡＫＴ ／ ＰＩ３Ｋ 蛋白磷

酸化，促进 ＨＣＴ１１６ 迁移和上皮间质转化。 将 ＢＵ
加入 Ｍ２ 巨噬细胞上清液培养 ＨＣＴ１１６，结果 ＢＵ 逆

转了 Ｍ２ 型巨噬细胞诱导的结直肠癌细胞迁移和上

皮间质转化，并且减少了 ＡＫＴ ／ ＰＩ３Ｋ 蛋白磷酸化。
综上所述，Ｍ２ 型巨噬细胞可以通过分泌 ＩＬ⁃６

使结直肠癌细胞 ＨＣＴ１１６ 迁移和上皮间质转化，并
促进 ＡＫＴ ／ ＰＩ３Ｋ 通路磷酸化，而 ＢＵ 能够抑制 Ｍ２ 型

巨噬细胞诱导的 ＨＣＴ１１６ ＡＫＴ ／ ＰＩ３Ｋ 通路磷酸化。
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