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利用活细胞工作站构建
巨噬细胞吞噬子宫内膜癌细胞的体外模型

檀学文，陈维乐，陈义昭，方亦龙，蒋海峰，许　 振，涂佳杰，魏　 伟

摘要　 目的　 利用活细胞工作站观察巨噬细胞吞噬子宫内

膜癌细胞的过程及流式细胞术检测巨噬细胞吞噬肿瘤细胞

对 Ｔ 细胞的活化。 方法　 将 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞与 ＴＨＰ⁃１ 诱导的

巨噬细胞分别用 ＣＦＳＥ 荧光探针和 ＣＤ１１ｂ 标记，混合接种于

成像皿，实时记录 １２０ ｍｉｎ 内巨噬细胞对 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的吞

噬，流式细胞术检测巨噬细胞与 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞共培养后对 Ｔ
细胞活化的影响。 结果 　 共培养的 ２ 种细胞相互接触后

Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的绿色荧光被巨噬细胞摄取，且巨噬细胞能连

续吞噬多个 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞。 吞噬了 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的巨噬细

胞能诱导细胞毒性 Ｔ 细胞分化。 结论　 成功利用活细胞工

作站构建巨噬细胞吞噬肿瘤细胞的体外模型，为检测巨噬细

胞及 Ｔ 细胞对肿瘤细胞双重杀伤作用提供可行的实验方法。
关键词　 活细胞工作站；巨噬细胞；Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞；吞噬；细
胞毒性 Ｔ 细胞
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细胞行为的重要方法［３ － ５］。 目前流式细胞术被广泛
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用于检测最终的细胞吞噬比例，但不能体现动态吞

噬过程［６］。 巨噬细胞吞噬肿瘤细胞的过程是肿瘤

微环境中一种复杂的相互作用［７］，利用活细胞工作

站直接记录巨噬细胞吞噬肿瘤细胞的动态过程有助

于进一步研究这一复杂过程，并且能够继续探讨巨

噬细胞吞噬肿瘤细胞后对 ＣＤ８ ＋ ＩＦＮγ ＋ 细胞毒性 Ｔ
细胞激活的影响。 该研究利用活细胞工作站，建立

了巨噬细胞吞噬肿瘤细胞的体外模型，这为深入研

究巨噬细胞吞噬肿瘤细胞的动态过程提供了一种可

靠的实验方法，同时研究巨噬细胞吞噬肿瘤细胞后

增强 Ｔ 细胞的抗原提呈作用，证实其能活化细胞毒

性 Ｔ 细胞对肿瘤的杀伤作用。

１　 材料与方法

１． １　 细胞株　 人源单核细胞系 ＴＨＰ⁃１ 和人源子宫

内膜癌细胞系 Ｉｓｈｉｋａｗａ 购自武汉普诺赛公司。
１． ２　 试剂与仪器　 ＤＭＥＭ 无酚红高糖培养基、ＲＰ⁃
ＭＩ １６４０ 培养基、ＭＥＭ 培养基、磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）、胎牛血清购自以色列 ＢＩ
公司；胰蛋白酶、青 －链霉素溶液购自上海碧云天生

物技术有限公司；非必需氨基酸购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司；荧光染料 ＣＦＳＥ 购自上海贝博生物科技有限公

司；Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ Ｖｉｏｌｅｔ ４２１ ａｎｔｉ⁃ｈｕｍａｎ ＣＤ１１ｂ、 Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ
Ｖｉｏｌｅｔ ４２１ ａｎｔｉ⁃ｈｕｍａｎ ＣＤ８、 ＰＥ ／ Ｃｙ７ ａｎｔｉ⁃ｈｕｍａｎ
ＩＦＮγ、ＰＥ ａｎｔｉ⁃ｈｕｍａｎ ＣＤ３ 购自美国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ 公司；
ＰｒｏＬｏｎｇＴＭ Ｌｉｖｅ Ａｎｔｉｆａｄｅ Ｒｅａｇｅｎｔ 购 自 美 国 Ｔｈｅｒ⁃
ｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司；人源淋巴细胞分离液购自北京达科

为生物技术有限公司；玻璃底成像皿购自北京兰杰

·５６４１·安徽医科大学学报　 Ａcｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉcｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｓｅｐ；５７（９）



柯科技有限公司；徕卡活细胞工作站 ＤＭｉ８ 购自德

国 Ｌｅｉｃａ 公司；ＳＩＧＭＡ ３⁃３０ Ｋ 低温高速离心机购自

上海纳腾仪器有限公司；流式细胞仪购自美国

Ｂｅｃｋｍａｎ 公司。
１． ３　 细胞培养 　 ＴＨＰ⁃１ 细胞培养于 ＲＰＭＩ １６４０ 培

养基中，另补加 １０％胎牛血清和 １％的青 －链霉素，
Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞培养于 ＭＥＭ 培养基中，另补加 ５％ 胎

牛血清、１％的青 －链霉素和 １％非必需氨基酸置于

３７ ℃，５％ ＣＯ２ 的培养箱中常规培养。 当细胞密度

长至 ８０％左右时开始后续实验。
１． ４　 活细胞工作站细胞样本制备 　 以 ５ × １０５ 个 ／
ｍｌ 的密度将 ＴＨＰ⁃１ 细胞接种于 １２ 孔板中，每孔 １
ｍｌ 完全培养基和 １００ ｎｇ ／ ｍｌ 佛波酯 （ ｐｈｏｒｂｏｌ １２⁃
ｍｙｒｉｓｔａｔｅ １３⁃ａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ），处理 ４８ ｈ 后换成普通完

全培养基继续培养 ２４ ｈ。 ＴＨＰ⁃１ 预处理 ７２ ｈ 后用

０. ２５％胰蛋白酶消化制备成细胞悬液，再用 ＰＢＳ 洗

涤细胞 ２ 次后加入 １００ μｌ ＰＢＳ 重悬，在 ４ ℃条件下

用抗人 ＣＤ１１ｂ 孵育巨噬细胞 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤后用

５００ μｌ 不含酚红 ＤＭＥＭ 完全培养基重悬。 将细胞

密度 １. ５ × １０５ 个 ／ ｍｌ Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞从培养瓶中消化

并用含 ＣＦＳＥ 荧光探针的染色工作液重悬，在 ３７ ℃
培养箱孵育 ２０ ｍｉｎ 后离心收集细胞，ＰＢＳ 洗涤细胞

２ 次后用 ５００ μｌ 不含酚红 ＤＭＥＭ 完全培养基重悬

备用。 将上述处理的 ＣＤ１１ｂ 标记 ＴＨＰ⁃１ 细胞与

ＣＦＳＥ 标记 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 湿润环

境按约 ３ ︰ １ 的比例混合接种在玻璃底成像皿中。
１． ５　 成像观察　 预先开启活细胞工作站自带微型

培养箱保持 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的细胞培养环境，设置

活细胞工作站成像系统拍摄参数：激发光强度为 ３，
绿色荧光曝光时间为 １００ ｍｓ，蓝色荧光曝光时间为

３０ ｍｓ，ＦＩＭ 为 ５０％ ，ＩＬ⁃ＦＩｄ 为 ６。 将接种 ２ 种细胞的

玻璃底成像皿放置 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的微型培养箱

中，在活细胞工作站成像系统下，每 ５ ｍｉｎ 拍摄一张

照片，拍摄 １２０ ｍｉｎ，挑选巨噬细胞吞噬 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细

胞的代表图。
１． ６　 流式细胞术检测 ＣＤ８ ＋ ＩＦＮγ ＋ Ｔ 细胞　 ＴＨＰ⁃
１ 诱导的巨噬细胞与 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞混合共培养 ２４ ｈ
后，加入人外周血 ＰＢＭＣ 继续共培养 ２４ ｈ，流式细胞

术检测 ＣＤ３ ＋ ＣＤ８ ＋ ＩＦＮγ ＋ Ｔ 细胞数量。
１． ７　 统计学处理 　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ２. １ 软

件进行统计分析和作图，结果以均数 ± 标准误差

（Ｍｅａｎ ± ＳＥＭ）表示，组间比较采用 ｔ 检验，Ｐ ＜ ０. ０５
为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＴＨＰ⁃１ 诱导的巨噬细胞和 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的荧

光标记　 ＴＨＰ⁃１ 给予 ＰＭＡ 诱导的巨噬细胞和 Ｉｓｈ⁃
ｉｋａｗａ 细 胞 分 别 用 Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ Ｖｉｏｌｅｔ ４２１⁃ＣＤ１１ｂ 和

ＣＦＳＥ 荧光探针进行标记，其中蓝色荧光标记的是

ＴＨＰ⁃１ 诱导的巨噬细胞，绿色荧光标记的是 Ｉｓｈｉｋａ⁃
ｗａ 细胞。 见图 １。

图 １　 ＴＨＰ⁃１ 诱导的巨噬细胞和 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的荧光标记图

　 　 Ａ：Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的绿色荧光标记 × ５０；Ｂ：ＴＨＰ⁃１ 诱导的巨噬细

胞的蓝色荧光标记 × ５０

２． ２　 活细胞工作站记录 ＴＨＰ⁃１ 诱导的巨噬细胞吞

噬 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的过程 　 活细胞工作站实时拍照

记录巨噬细胞对 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的逐步吞噬情况，在
１２０ ｍｉｎ 内每隔 ５ ｍｉｎ 拍摄一张照片，记录巨噬细胞

吞噬 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的过程并整理出每隔 １５ ｍｉｎ 的

全视野细胞吞噬图像（图 ２Ａ）。 在整个视野中均可

以观察到 ＴＨＰ⁃１ 诱导的巨噬细胞围绕 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞

不停运动，并随着共培养时间的增加，巨噬细胞逐渐

吞噬 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞。 活细胞工作站拍摄的照片记录

着整个拍摄视野中的不同位置，每个位置上均匀分

布着巨噬细胞和 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞，巨噬细胞识别周围

的 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞，不断摄取 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的绿色荧

光，Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的绿色荧光逐渐到被巨噬细胞的

蓝色荧光包裹，形成蓝色荧光环绕绿色荧光的类似

同心圆结构。 在图 ２Ｂ、Ｃ 中，可以清楚呈现出巨噬

细胞对 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的吞噬现象。 在共培养的不同

时间点，可见到巨噬细胞开始吞噬 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞。
图 ２Ｂ 中，巨噬细胞对 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的吞噬作用发生

在共培养 ４０ ｍｉｎ，巨噬细胞开始逐步摄取 Ｉｓｈｉｋａｗａ
细胞的绿色荧光。 图 ２Ｃ 展现了巨噬细胞在 ８０ ｍｉｎ
时开始吞噬 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞。 随着吞噬作用的不断进

行，Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的绿色荧光逐渐减弱，与 ０ ｍｉｎ 比

较，１２０ ｍｉｎ 后绿色荧光减弱，差异有统计学意义（ ｔ
＝ ５. ６９２，Ｐ ＜ ０. ０５），结果见图 ２Ｄ。
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２． ３　 巨噬细胞对多个 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的吞噬情况　
在巨噬细胞和 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞同培养 ０ ｍｉｎ 时，活细

胞工作站记录 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞和巨噬细胞呈现独立分

布。 与 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞比较，巨噬细胞的比例更高，巨
噬细胞均匀分布在 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞周围。 巨噬细胞吞

噬单个 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞后，迁移到另一个 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细

胞旁，不断摄取其绿色荧光直至绿色荧光被巨噬细

胞的蓝色荧光完全包裹。 在 ４０ ｍｉｎ 时，吞噬了 Ｉｓｈ⁃
ｉｋａｗａ 细胞的巨噬细胞开始包围摄取另一个 Ｉｓｈｉｋａ⁃
ｗａ 细胞的绿色荧光，并在 ８０ ｍｉｎ 时完全包裹 Ｉｓｈｉｋａ⁃
ｗａ 细胞，表明随着共培养时间的延长，单个巨噬细

胞能够吞噬多个 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞。 见图 ３。
２． ４　 流式细胞术检测巨噬细胞吞噬 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞

后对 Ｔ 细胞的影响 　 为了观察巨噬细胞吞噬 Ｉｓｈ⁃
ｉｋａｗａ 细胞后对 Ｔ 细胞的作用，利用流式细胞术检

测 Ｔ 细胞比例。 与未吞噬 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的巨噬细胞

与 ＰＢＭＣ 共培养组比较，吞噬了 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的巨

噬细胞与 ＰＢＭＣ 共培养组中 ＣＤ３ ＋ ＣＤ８ ＋ ＩＦＮγ ＋ Ｔ
细胞数量显著增加，差异有统计学意义（ ｔ ＝ ９. ８７６，Ｐ
＜ ０. ０５），表明巨噬细胞吞噬 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞后促进

ＣＤ３ ＋ Ｔ 细胞转变为 ＣＤ８ ＋ ＩＦＮγ ＋ 细胞毒性 Ｔ 细胞，

增强 Ｔ 细胞对 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的杀伤作用。 见图 ４。

３　 讨论

　 　 巨噬细胞是人体免疫系统的重要细胞，能够摄

取并且清除肿瘤细胞［８ － ９］，同时 Ｔ 细胞能够识别巨

噬细胞提呈的肿瘤抗原信息，杀伤肿瘤细胞［１０］。 本

研究选择 ＴＨＰ⁃１ 诱导的巨噬细胞和子宫内膜癌 Ｉｓｈ⁃
ｉｋａｗａ 细胞进行共培养，运用活细胞工作站构建了体

外巨噬细胞对 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的吞噬模型，为研究巨

噬细胞对肿瘤细胞的动态吞噬过程提供一种新的方

法。 同时观察巨噬细胞吞噬 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的后续过

程，实验结果证实 ＣＤ８ ＋ ＩＦＮγ ＋ 细胞毒性 Ｔ 细胞被

进一步活化。
　 　 长时间观察巨噬细胞吞噬肿瘤细胞的复杂动态

过程，这是既往使用的流式细胞术和普通荧光显微

镜无法实现的，但是活细胞工作站能够实现。 从实

验结果可以看出，使用活细胞工作站观察巨噬细胞

吞噬肿瘤细胞有几个比较重要的条件：① 活细胞工

作站必须配有微型培养箱，保证细胞在成像观察过

程中保持正常的健康状态；② 用 １００ ｎｇ ／ ｍｌ ＰＭＡ 将

ＴＨＰ⁃１诱导成具有强大吞噬能力的巨噬细胞；③ 对

图 ２　 ＴＨＰ⁃１ 诱导的巨噬细胞吞噬人子宫内膜癌 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞示意图

　 　 Ａ：ＴＨＰ⁃１ 诱导的巨噬细胞吞噬 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的全视野代表图 × １００；Ｂ、Ｃ：单个巨噬细胞吞噬单个 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的代表图 × ２５；Ｄ：ＣＦＳＥ 荧

光改变；与 ０ ｍｉｎ 比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ３　 巨噬细胞吞噬多个 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的示意图　 × ２５
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图 ４　 流式细胞术检测巨噬细胞吞噬 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞后对 Ｔ 细胞的影响

　 　 Ａ：未吞噬 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的巨噬细胞与 ＰＢＭＣ 共培养组 ＣＤ８ ＋ ＩＦＮγ ＋ Ｔ 细胞的比例；Ｂ：吞噬 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的巨噬细胞与 ＰＢＭＣ 共培养组

ＣＤ８ ＋ ＩＦＮγ ＋ Ｔ 细胞的比例；Ｃ：两组 ＣＤ８ ＋ ＩＦＮγ ＋ Ｔ 细胞的比例统计图；ａ：未吞噬 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的巨噬细胞与 ＰＢＭＣ 共培养组；ｂ：吞噬 Ｉｓｈｉｋａｗａ
细胞的巨噬细胞与 ＰＢＭＣ 共培养组；与未吞噬 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的巨噬细胞与 ＰＢＭＣ 共培养组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

巨噬细胞和肿瘤细胞进行不同的荧光标记，以便在

动态过程中区分两种不同的细胞，本研究使用 Ｂｒｉｌ⁃
ｌｉａｎｔ Ｖｉｏｌｅｔ ４２１⁃ＣＤ１１ｂ 和 ＣＦＳＥ 荧光探针，分别标记

ＴＨＰ⁃１ 诱导的巨噬细胞和 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细 胞， 其 中

ＣＤ１１ｂ 标记巨噬细胞膜表面，在吞噬过程中能够明

显观察到 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的绿色荧光被摄取到巨噬细

胞胞质内。
　 　 观察时间过长可能因为光漂白导致荧光逐渐淬

灭，影响成像质量，这是活细胞成像重要的局限性。
在本研究中为了减少荧光淬灭，将成像系统的参数

进行调整，降低激发光强度，调整 ＦＩＭ 为 ５０％ ，并使

用活细胞抗荧光淬灭剂，结果在成像过程中减少了

荧光淬灭。
　 　 综上所述，活细胞工作站能够实时记录巨噬细

胞吞噬肿瘤细胞，长时间动态观察细胞吞噬过程，弥
补经典流式细胞术和荧光显微镜的不足，为巨噬细

胞与肿瘤细胞相互作用研究提供了一种可行的实验

方法。 在此基础上，通过流式证明了巨噬细胞吞噬

肿瘤细胞后能够增加 ＣＤ８ ＋ ＩＦＮγ ＋ 细胞毒性 Ｔ 细胞

的比例，发挥 Ｔ 细胞的抗肿瘤作用。 本研究中所演

示的肿瘤细胞 － 巨噬细胞 － Ｔ 细胞 ３ 种细胞的相互

作用模型为体外水平研究肿瘤免疫治疗作用及相关

潜在靶点开发提供了一个的理想平台。

参考文献

［１］ 　 Ｑｉｎ Ｈ，Ｈｏｌｄｂｒｏｏｋｓ Ａ Ｔ，Ｌｉｕ Ｙ，ｅｔ ａｌ． ＳＯＣＳ３ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
Ｍ１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌ，

２０１２，１８９（７）：３４３９ － ４８．
［２］ 　 Ｂａｒｋａｌ Ａ Ａ， Ｂｒｅｗｅｒ Ｒ Ｅ， Ｍａｒｋｏｖｉｃ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＣＤ２４ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ

ｔｈｒｏｕｇｈ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ Ｓｉｇｌｅｃ⁃１０ ｉｓ ａ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｃａｎｃｅｒ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ
［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ，２０１９，５７２（７７６９）：３９２ － ６．

［３］ 　 Ｗａｎｇ Ｒ，Ｄａｎｇ Ｙ，Ｚｈｅｎｇ Ｒ，ｅｔ ａｌ． Ｌｉｖｅ ｃｅｌｌ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｈｕ⁃
ｍａｎ ｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔ ｓｙｎｃｙｔｉａｌｉｚａｔｉｏｎ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｌ Ｒｅｐｒｏｄ，２０１４，９０ （６）：
１１７．

［４］ 　 Ｓａｋａｕｅ⁃Ｓａｗａｎｏ Ａ，Ｈｉｒｏｓｈｉ Ｋ，Ｔｏｓｈｉｆｕｍｉ Ｍ，ｅｔ ａｌ． Ｖｉｓｕａｌｉｚｉｎｇ ｓｐａｔｉ⁃
ｏｔｅｍｐｏｒａｌ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｅｌｌ⁃ｃｙｃｌｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ［ Ｊ］ ．
Ｃｅｌｌ，２００８，１３２（３）：４７８ － ８７．

［５］ 　 Ｌｅｋｓｈｍｉ Ａ，Ｖａｒａｄａｒａｊａｎ Ｓ Ｎ，Ｌｕｐｉｔｈａ Ｓ Ｓ，ｅｔ ａｌ． Ａ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅ⁃
ａｌ⁃ｔｉｍｅ ａｐｐｒｏａｃｈ ｆｏｒ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｎｇ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｎｅｃｒｏｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ
Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓｃｏｖ，２０１７，３（１）：１６１０１．

［６］ 　 方亦龙，韩大飞，檀学文，等． 成像流式细胞术在检测巨噬细胞

吞噬肿瘤细胞中的应用 ［ Ｊ］ ． 安徽医科大学学报，２０２１，５６
（１０）：１６７０ － ４．

［７］ 　 Ｇｏｒｄｏｎ Ｓ Ｒ，Ｍａｕｔｅ Ｒ Ｌ，Ｄｕｌｋｅｎ Ｂ Ｗ，ｅｔ ａｌ． ＰＤ⁃１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ
ｔｕｍｏｕｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｕｍｏｕｒ
ｉｍｍｕｎｉｔｙ［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ，２０１７，５４５（７６５５）：４９５ － ９．

［８］ 　 Ｒａｍｅｓｈ Ａ，Ｋｕｍａｒ Ｓ，Ｎａｎｄｉ Ｄ，ｅｔ ａｌ． ＣＳＦ１Ｒ⁃ａｎｄ ＳＨＰ２⁃ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ⁃
ｌｏａｄｅｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｅｎｈａｎｃｅ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ ｉｎ
ｔｕｍｏｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ［ Ｊ］ ． Ａｄｖ Ｍａｔｅｒ， ２０１９， ３１ （ ５１ ）：
ｅ１９０４３６４．

［９］ 　 Ｄｅ Ｎａｒｄｏ Ｄ Ｇ，Ｒｕｆｆｅｌｌ Ｂ． Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｓ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ ｏｆ ｔｕｍｏｕｒ ｉｍ⁃
ｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｉｍｍｕｎｏｌ，２０１９，１９（６）：
３６９ － ８２．

［１０］ Ｃｈｅｎ Ｃ，Ｓｈｅｎ Ｙ，Ｑｕ Ｑ Ｘ，ｅｔ ａｌ． Ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂ７⁃Ｈ３ ｏｎ
ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｍｅｄｉａｔｉｎｇ
ａｎｔｉ⁃ｔｕｍｏｒ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ［Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ，２０１３，３１９（１）：９６
－ １０２．

·８６４１· 安徽医科大学学报　 Ａcｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉcｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｓｅｐ；５７（９）



Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｖｉａ ｌｉｖｅ ｃｅｌｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

Ｔａｎ Ｘｕｅｗｅｎ，Ｃｈｅｎ Ｗｅｉｌｅ，Ｃｈｅｎ Ｙｉｚｈａｏ，Ｆａｎｇ Ｙｉｌｏｎｇ，Ｊｉａｎｇ Ｈａｉｆｅｎｇ，Ｘｕ Ｚｈｅｎ，Ｔｕ Ｊｉａｊｉｅ ，Ｗｅｉ Ｗｅｉ
（ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｃｌｉｎｉcａｌ Ｐｈａｒｍａcｏｌｏｇｙ，Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉcａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｋｅｙ Ｌａｂ ｏｆ Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｎｄ

Ｉｍｍｕｎｅ Ｍｅｄｉcｉｎｅ，Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕcａｔｉｏｎ，Ａｎｈｕｉ Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ
Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｎｄ Ｉｍｍｕｎｅ Ｍｅｄｉcｉｎｅ，Ｈｅｆｅｉ　 ２３００３２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｈｅ ｌｉｖｅ ｃｅｌｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ａｎｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｅｎｇｕｌｆｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ
ｏｎ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ Ｔ ｃｅｌｌ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｉｓｈｉｋａｗａ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ＴＨＰ１⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ＣＦＳＥ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｂｅ ａｎｄ ＣＤ１１ｂ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄ ｔｈｅｎ ｍｉｘｅｄ ａｎｄ ｓｅｅｄｅｄ ｏｎ ａ ｇｌａｓｓ ｉｍａｇｉｎｇ ｄｉｓｈ． Ｔｈｅ ｌｉｖｅ ｃｅｌｌ ａｐｐｌｉｃａ⁃
ｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｒｅｃｏｒｄ ｔｈｅ ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ ｏｆ Ｉｓｈｉｋａｗａ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｉｔｈｉｎ １２０ ｍｉｎｕｔｅｓ． Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｅｎｇｕｌｆｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ Ｔ ｃｅｌｌ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ
ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ Ｉｓｈｉｋａｗａ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｔａｋｅｎ ｕｐ ｂｙ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｔｗｏ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎ
ｃｏｎｔａｃｔ ｗｉｔｈ ｅａｃｈ ｏｔｈｅｒ，ａｎｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｅｒｅ ａｂｌｅ ｔｏ ｅｎｇｕｌｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ Ｉｓｈｉｋａｗａ ｃｅｌｌｓ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙ． Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｔｈａｔ
ｅｎｇｕｌｆｅｄ Ｉｓｈｉｋａｗａ ｃｅｌｌｓ ｃｏｕｌｄ ｉｎｄｕｃｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ Ｔ ｃｅｌｌ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｌｉｖｅ ｃｅｌｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ｓｕｃ⁃
ｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａ
ｆｅａｓｉｂｌｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｄｕａｌ ｋｉｌｌｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｎｄ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｌｉｖｅ ｃｅｌｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ；ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ；Ｉｓｈｉｋａｗａ ｃｅｌｌｓ；ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ；ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ Ｔ ｃｅｌｌｓ

网络出版时间：２０２２ － ８ － １７ ９：３０　 网络出版地址：ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｋｎｓ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ ／ ｋｃｍｓ ／ ｄｅｔａｉｌ ／ ３４． １０６５． Ｒ． ２０２２０８１６． ０９３０． ０３２． ｈｔｍｌ

基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序技术分析利福平致
大鼠肝损伤中肠道菌群变化特征
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摘要　 目的　 采用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序技术分析利福平（ＲＦＰ）致
大鼠抗结核药物性肝损伤（ＡＤＬＩ）中肠道菌群的变化。 方法

　 将 ２４ 只雄性 ＳＤ 大鼠随机均分为对照组（Ｄ０ 组）、ＲＦＰ 灌

胃 １０ ｄ 组（Ｒ１０ 组）、ＲＦＰ 灌胃 ２８ ｄ 组（Ｒ２８ 组）。 用随机数

字表法每组选取 ４ 只大鼠的粪便标本进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序。
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结果　 与 Ｄ０ 组比较，Ｒ１０ 组和 Ｒ２８ 组 α 多样性和 β 多样性

均发生改变（Ｐ ＜ ０. ０５），门水平上拟杆菌门（Ｂａcｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）丰
度增加，厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉcｕｔｅｓ）丰度减少（Ｐ ＜ ０. ０５）；属水平

上 ｕｎcｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｆ＿Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａcｅａｅ、特氏菌属（Ｂｌａｕｔｉａ）、Ｐｒｅｖｏｔｅｌ⁃
ｌａcｅａｅ＿ＮＫ３Ｂ３１＿ｇｒｏｕｐ、Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉcｈａcｅａｅ＿ｕＣＧ⁃００３、Ｆｏｕｒｎｉｅｒｅｌ⁃
ｌａ 丰度增加，乳杆菌属（ Ｌａcｔｏｂａcｉｌｌｕｓ）、Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ、Ｒｕｍｉｎｏ⁃
cｏccａcｅａｅ＿ｕＣＧ⁃０１４ 丰度减少（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　 ＲＦＰ 致大

鼠 ＡＤＬＩ 过程中，肠道菌群数量减少，结构和组成均发生改

变，有益菌减少，致病菌增多，但其菌群多样性未见改变。
关键词　 抗结核药物性肝损伤；利福平；１６Ｓ ｒＤＮＡ；肠道菌

群；高通量测序
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