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摘要　目的　探讨Ｍ２巨噬细胞来源的肿瘤坏死因子配体超家族成员１３（ＴＮＦＳＦ１３）通过调控干扰素调节因子８（ＩＲＦ８）对胶
质母瘤（ＧＢＭ）细胞替莫唑胺（ＴＭＺ）耐药的影响。方法　免疫组织化学法（ＩＨＣ）检测正常脑组织和 ＧＢＭ组织中 ＴＮＦＳＦ１３的
表达，ＥＬＩＳＡ检测Ｍ０型巨噬细胞和Ｍ２型巨噬细胞条件培养基（ＣＭ）中 ＴＮＦＳＦ１３的表达。Ｍ０ＣＭ和 Ｍ２ＣＭ用于培养 Ｕ２５１
敏感（Ｕ２５１／Ｓ）细胞和Ｕ２５１耐药（Ｕ２５１／Ｒ）细胞。ＴＭＺ处理组同时加入８００μｍｏｌ／Ｌ的 ＴＭＺ。Ｕ２５１／Ｒ细胞分为如下组：ｃｏｎ
组、Ｍ２ｖｅｃｔｏｒＣＭ组、Ｍ２ｖｅｃｔｏｒＣＭ＋ＴＭＺ组、Ｍ２ＴＮＦＳＦ１３ＣＭ组、Ｍ２ＴＮＦＳＦ１３ＣＭ＋ＴＭＺ组、ｓｉＩＲＦ８组、ｓｉＩＲＦ８＋Ｍ２ＴＮＦＳＦ１３ＣＭ组。ＣＣＫ８
检测细胞活力并计算ＩＣ５０值，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞侵袭，流式细胞术检测凋亡，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＩＲＦ８的表达。构建裸鼠移

植瘤模型并且将裸鼠分为如下组：Ｕ２５１＋Ｍ２ｓｉＮＣ组、Ｕ２５１＋Ｍ２ｓｉＴＮＦＳＦ１３组、Ｕ２５１＋Ｍ２ｓｉＮＣ＋ＴＭＺ组、Ｕ２５１＋Ｍ２ｓｉＴＮＦＳＦ１３＋ＴＭＺ组。
检测各组成瘤体积和质量，免疫组化检测各组肿瘤组织中ＴＮＦＳＦ１３和ＣＤ２０６的表达。结果　与癌旁组织以及 Ｍ０ＣＭ比较，
癌组织以及Ｍ２ＣＭ中ＴＮＦＳＦ１３的表达上调。与Ｍ０ＣＭ组相比，Ｍ２ＣＭ组中Ｕ２５１／Ｓ和Ｕ２５１／Ｒ细胞ＴＭＺ的ＩＣ５０值和细胞侵
袭数目均显著上调（均Ｐ＜００５）。在Ｍ２巨噬细胞中过表达ＴＮＦＳＦ１３能够促进Ｕ２５１／Ｒ细胞ＴＭＺ的ＩＣ５０值，促进细胞侵袭、
抑制细胞凋亡（均Ｐ＜００５）。过表达 ＴＮＦＳＦ１３促进 ＩＲＦ８的表达，敲低 ＩＲＦ８能够减弱过表达 ＴＮＦＳＦ１３介导的 Ｕ２５１／Ｒ对
ＴＭＺ耐药。体内研究显示，敲低ＴＮＦＳＦ１３与ＴＭＺ单独或联合处理显著抑制肿瘤生长、降低ＴＮＦＳＦ１３和ＣＤ２０６的表达。结论
　Ｍ２巨噬细胞来源的ＴＮＦＳＦ１３通过激活ＩＲＦ８促进ＧＢＭ细胞ＴＭＺ耐药。
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　　胶质瘤是神经系统常见的原发性恶性肿瘤，其
中胶质母瘤（ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＧＢＭ）占所有胶质瘤的
６０％～７０％，是恶性程度最高的胶质瘤类型［１］。尽

管在治疗方面取得了一些进展，但患者预后仍然较

差［２］。替莫唑胺（ｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ，ＴＭＺ）是临床治疗
ＧＢＭ的一线化疗药，然而大部分患者在治疗过程中
不可避免的产生耐药性，严重限制了ＴＭＺ的治疗效
果［３］。因此，探索新的治疗靶点和耐药机制具有重

大意义。

肿瘤坏死因子配体超家族成员１３（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏ
ｓｉｓｆａｃｔｏｒｌｉｇａｎｄｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ１３，ＴＮＦＳＦ１３）也
称ＡＰＲＩＬ，以往有研究［４－５］显示 ＴＮＦＳＦ１３在多种肿
瘤中高表达并且与胶质瘤中Ｍ２型巨噬细胞浸润有

关。干扰素调节因子８（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ８，
ＩＲＦ８）是干扰素调节因子家族中的一个重要成员，
在调控炎症和肿瘤免疫中起着重要的作用，研究［６］

表明 ＩＲＦ８也在胶质瘤中高表达。此外，研究［５］表

明ＴＮＦＳＦ１３能够介导ＩＲＦ８的活性。然而，关于ＴＮ
ＦＳＦ１３调控ＩＲＦ８对 ＧＢＭ细胞 ＴＭＺ耐药的影响仍
需进一步研究。该研究旨在探讨Ｍ２巨噬细胞来源
的ＴＮＦＳＦ１３调控 ＩＲＦ８对ＧＢＭ细胞 ＴＭＺ耐药的影
响。

１　材料与方法

１．１　主要材料　ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠购自苏州赛业生物
科技有限公司［许可证号：ＳＹＸＫ（苏）２０２２００６１］；
人ＧＢＭ细胞系 Ｕ２５１（货号：Ｄｅｌｆ１６４０２）、Ｕ８７细胞
（货号：ＴＣＨｕ１３８）、Ａ１７２细胞（货号：ＴＣＨｕ１７１）、
ＴＨＰ１（货号：ＳＣＳＰ５６７）细胞购自中国科学院上海
细胞库；ＴＭＺ（货号：ＨＹ１７３６４）、ＣＣＫ８试剂盒（货
号：ＨＹＫ０３０１）购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司；
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Ｄｕｌｂｅｃｃｏ改良Ｅａｇｌｅ培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａ
ｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）（货号：１１９６５０９２）、胎牛血清
（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）（货号：１２４８４０２８）购自美
国 Ｇｉｂｃｏ公司；ＴＮＦＳＦ１３过表达质粒、ｓｉＴＮＦＳＦ１３、
ｓｉＩＲＦ８以及对应的阴性对照购自上海 ＧｅｎｅＰｈａｒｍａ
公司；一抗：ＩＲＦ８（货号：ａｂ２０７４１８）、ＴＮＦＳＦ１３（货号：
ａｂ１８９２６３），ＨＲＰＩｇＧ二抗（货号：ａｂ６７２１），ＴＮＦＳＦ１３
（货号：ａｂ１６０１７０）ＥＬＩＳＡ试剂盒均购自美国 Ａｂｃａｍ
公司；ＲＩＰＡ裂解液（货号：ａｂＰ００１３Ｂ）、ＢＣＡ蛋白浓
度测定试剂盒（货号Ｐ０００９）、超敏 ＥＣＬ化学发光试
剂盒（货号：Ｐ００１８Ｓ）购自上海 ＢｅｙｏｔｉｍｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ公司；结晶紫溶液（货号：Ｇ１０６２）购自北京 Ｓｏｌａｒ
ｂｉｏ公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡检测试剂盒
（货号：４０３０２ＥＳ２０）购自上海 ＹｅａｓｅｎＢｉｏｔｅｃｈ公司；
酶标仪（型号：ＰＲ４１００）购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司；流
式细胞仪（型号：ＡｃｃｕｒｉＴＭＣ６Ｐｌｕｓ）购自美国ＢＤＢｉｏ
ｓｃｉｅｎｃｅｓ公司；显微镜（型号：ＩＸ７３Ｐ２Ｆ）购自日本 Ｏ
ＬＹＭＰＵＳ公司。
１．２　方法
１．２．１　临床样本收集　ＧＢＭ组织收集自２０２１年１
月—２０２２年１月在内蒙古医科大学第二附属医院
神经外科行手术切除的ＧＢＭ患者，共２１例，患者年
龄１１～６２（４７５４±１５３３）岁，正常脑组织于该院行
颅脑外伤手术的患者中收集，共１０例，患者年龄１３
～６６岁，平均年龄（４６７１±１４２８）岁。所有 ＧＢＭ
患者均经病理检测确诊为 ＧＢＭ，且术前未接受化
疗、放疗和免疫治疗等其他治疗。该研究获得该院

伦理委员会的批准，所有参与研究的人员均签署了

书面知情同意书。

１．２．２　免疫组织化学法（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，
ＩＨＣ）　将临床收集到的脑组织以及后续动物实验
中收集的裸鼠肿瘤组织以４％多聚甲醛固定，石蜡
包埋后切片（５μｍｏｌ／Ｌ），之后行常规 ＩＨＣ染色，一
抗为抗ＴＮＦＳＦ１３和抗ＣＤ２０６抗体，二抗为辣根过氧
化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的 ＩｇＧ。
染色结束后在显微镜下观察染色结果。

１．２．３　生物信息学预测　ＧＥＰＩＡ数据库（ｈｔｔｐ：／／
ｇｅｐｉａｃａｎｃｅｒｐｋｕ．ｃｎ／ｄｅｔａｉｌ．ｐｈｐ）用于预测 ＩＲＦ８在
ＧＢＭ中的表达及其和ＴＮＦＳＦ１３表达的相关性。
１．２．４　ＧＢＭ细胞处理和 ＴＭＺ耐药细胞系的建立
　将Ｕ２５１、Ｕ８７、Ａ１７２细胞依据说明书要求进行培
养，通过将各细胞株暴露在逐渐增加剂量的ＴＭＺ中
筛选对 ＴＭＺ最敏感的细胞纳入后续实验。亲本
Ｕ２５１细胞（也称敏感细胞系，表示为 Ｕ２５１／Ｓ）。根

据先前的研究［７］建立 ＴＭＺ耐药的 Ｕ２５１细胞
（Ｕ２５１／Ｒ），将 Ｕ２５１细胞暴露于逐渐增加剂量的
ＴＭＺ中，直到１８００μｍｏｌ／Ｌ。大多数细胞被杀死后，
存活的细胞进行传代培养，当细胞生长率正常被认

为是耐药细胞系的建立成功，产生的抗ＴＭＺ细胞表
示为Ｕ２５１／Ｒ。
１．２．５　巨噬细胞处理和条件培养基（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ
ｍｅｄｉｕｍ，ＣＭ）获取　使用３２０ｎｍｏｌ／Ｌ佛波醇１２肉
豆蔻酸１３乙酸酯（ｐｈｏｒｂｏｌ１２ｍｙｒｉｓｔａｔｅ１３ａｃｅｔａｔｅ，
ＰＭＡ）处理 ＴＨＰ１细胞６ｈ以诱导分化为 Ｍ０型巨
噬细胞。然后，使用 ＩＬ４（２０ｎｇ／ｍｌ）和 ＩＬ１３（２０
ｎｇ／ｍｌ）处理７２ｈ，以获得Ｍ２极化巨噬细胞。将Ｍ０
巨噬细胞和Ｍ２巨噬细胞分别用无血清的培养基培
养２４ｈ，收集上清液与含有１０％ ＦＢＳ的培养基以
１∶１体积混合，制备Ｍ０ＣＭ和Ｍ２ＣＭ。
１．２．６　细胞分组　Ｍ０ＣＭ和 Ｍ２ＣＭ用于培养
Ｕ２５１／Ｓ细胞和 Ｕ２５１／Ｒ细胞。Ｍ０ＣＭ＋ＴＭＺ组和
Ｍ２ＣＭ＋ＴＭＺ组细胞同时加入８００μｍｏｌ／Ｌ的 ＴＭＺ
处理。

Ｕ２５１／Ｒ细胞分为如下组，每组３×１０５个细胞：
ｃｏｎ组（Ｕ２５１／Ｒ细胞不做任何处理）、Ｍ２ｖｅｃｔｏｒＣＭ组
（转染 ｖｅｃｔｏｒ的 Ｍ２ＣＭ处理 Ｕ２５１／Ｒ细胞 ２４ｈ）、
Ｍ２ｖｅｃｔｏｒＣＭ＋ＴＭＺ组（Ｕ２５１／Ｒ细胞被转染 ｖｅｃｔｏｒ的
Ｍ２ＣＭ处理，同时加入 ＴＭＺ）、Ｍ２ＴＮＦＳＦ１３ＣＭ组（转
染ＴＮＦＳＦ１３过表达载体的 Ｍ２ＣＭ处理 Ｕ２５１／Ｒ细
胞２４ｈ）、Ｍ２ＴＮＦＳＦ１３ＣＭ＋ＴＭＺ组（Ｕ２５１／Ｒ细胞被转
染ＴＮＦＳＦ１３过表达载体的 Ｍ２ＣＭ处理，同时加入
ＴＭＺ）、ｓｉＩＲＦ８组（Ｕ２５１／Ｒ细胞转染 ｓｉＩＲＦ８）、ｓｉ
ＩＲＦ８＋Ｍ２ＴＮＦＳＦ１３ＣＭ组（转染 ｓｉＩＲＦ８的 Ｕ２５１／Ｒ细
胞被转染 ＴＮＦＳＦ１３过表达载体的 Ｍ２ＣＭ处理）。
细胞的转染借助 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００试剂依据试剂
盒说明书完成。

１．２．７　ＣＣＫ８检测细胞活力　在９６孔板中接种１００
μｌ／孔的细胞悬液，置于培养箱中２４ｈ后于每孔加入
１０μｌＣＣＫ８溶液，并在３７℃下培养４ｈ。终止培养
后，使用酶标仪检测４５０ｎｍ处波每个孔的吸光度值。
使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件计算ＴＭＺ的ＩＣ５０值。
１．２．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞侵袭　将各组 ＧＢＭ
细胞（细胞２００个／孔）接种于９６孔板中，在３７℃、
５％ ＣＯ２的培养箱中培养。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ室上腔覆盖
２００ｍｇ／ｍｌＭａｔｒｉｇｅｌ并且孵育过夜。之后在上腔接
种２×１０３个 ＧＢＭ细胞，下腔放置含 １０％ ＦＢＳ的
ＤＭＥＭ培养基作为趋化剂，孵育１ｄ后去除未侵袭
过膜细胞，固定、结晶紫染色后显微镜下拍照并计数
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侵袭细胞。

１．２．９　流式细胞术检测细胞凋亡　各组ＧＢＭ细胞
经胰酶消化、ＰＢＳ冲洗和离心后弃上清液。细胞重
悬于１×Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ中，调整细胞浓度为１×１０５

个／ｍｌ。细胞悬液中加入 ５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和 ５
μｌＰＩ充分混匀，室温下避光孵育１０ｍｉｎ。上机前加
入１×Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅ补齐总体积至５００μｌ，使用 Ａｃ
ｃｕｒｉＣ６流式细胞仪检测各组细胞凋亡率。
１．２．１０　ＥＬＩＳＡ检测ＣＭ中ＴＮＦＳＦ１３的浓度　根据
ＥＬＩＳＡ试剂盒的说明，检测各组 ＣＭ中 ＴＮＦＳＦ１３的
浓度。

１．２．１１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　使用ＲＩＰＡ裂
解液裂解蛋白并且借助 ＢＣＡ法完成蛋白浓度测定
后，取２５μｇ总蛋白行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，转膜、
封闭后加入一抗（ＩＲＦ８）孵育过夜，次日加入 ＨＲＰ
标记的二抗孵育１ｈ后行ＥＣＬ显影，ＩｍａｇｅＪ软件分
析蛋白水平。

１．２．１２　裸鼠成瘤模型　ＢＡＬＢ／ｃ雄性裸鼠（４～６
周龄，１８～２０ｇ）共２０只，饲养在无特殊病原体的环
境中，将裸鼠分为如下组，每组５只：Ｕ２５１＋Ｍ２ｓｉＮＣ

组、Ｕ２５１＋Ｍ２ｓｉＴＮＦＳＦ１３组、Ｕ２５１＋Ｍ２ｓｉＮＣ ＋ＴＭＺ组、
Ｕ２５１＋Ｍ２ｓｉＴＮＦＳＦ１３＋ＴＭＺ组。具体处理为：将转染
ｓｉＮＣ或 ｓｉＴＮＦＳＦ１３的 Ｍ２型巨噬细胞和 Ｕ２５１细
胞以１∶１的比例混合，调整细胞浓度为５×１０７个／
ｍｌ，接种于裸鼠右肋处皮下，每只０１ｍｌ。大约１周
后，皮下肿瘤生长至５０ｍｍ３，ＴＭＺ处理组使用 ＴＭＺ

（５ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射，每周５次。每周用游标卡尺
测量皮下肿瘤的大小，计算肿瘤体积（ｍｍ３）＝（长
×宽２）／２。第一次治疗后到第２８天，对所有裸鼠实
施安乐死，收集肿瘤组织，称重并拍照。

１．３　统计学处理　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８０进行
数据分析。数据表示为 珋ｘ±ｓ。多组和两组之间数
据统计分别采用单因素方差分析和ｔ检验，Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｍ２巨噬细胞促进ＧＢＭ细胞 ＴＭＺ耐药　将
Ｕ２５１、Ｕ８７、Ａ１７２细胞在含有 ＴＭＺ的培养液中培养
４８ｈ，通过逐渐增加 ＴＭＺ浓度，并使用 ＣＣＫ８检测
细胞活力显示，ＴＭＺ对 Ｕ２５１细胞活力的抑制最明
显，因此，选择此细胞构建耐药细胞株，并进行后续

实验（图１Ａ）。
为了研究Ｍ２巨噬细胞对 ＧＢＭ细胞 ＴＭＺ耐药

的影响。分别用 Ｍ０ＣＭ和 Ｍ２ＣＭ培养 Ｕ２５１／Ｓ和
Ｕ２５１／Ｒ细胞，并使用不同浓度ＴＭＺ处理（０～１８００
μｍｏｌ／Ｌ）４８ｈ。ＣＣＫ８检测细胞并计算 ＩＣ５０。结果
显示，与Ｍ０ＣＭ组相比，Ｍ２ＣＭ组中ＴＭＺ在Ｕ２５１／
Ｓ和 Ｕ２５１／Ｒ细胞中的 ＩＣ５０值均显著上调（Ｐ＜
００５，图 １Ｂ）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果表明，与 Ｍ０ＣＭ
＋ＴＭＺ组相比，Ｍ２ＣＭ＋ＴＭＺ组细胞侵袭数目显著
增多（ｑＵ２５１／Ｓ＝４８２８，ｑＵ２５１／Ｒ＝８０５５，Ｐ＜００５）（图
１Ｃ）。

图１　Ｍ２巨噬细胞促进ＧＢＭ细胞ＴＭＺ耐药

Ｆｉｇ．１　Ｍ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｐｒｏｍｏｔｅｄＴＭＺｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎＧＢＭｃｅｌｌｓ

Ａ：Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＩＣ５０ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ×４００；Ｐ＜０００１ｖｓ

Ｍ０ＣＭｇｒｏｕｐ；＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＭ０ＣＭ＋ＴＭＺｇｒｏｕｐ．
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２．２　ＴＮＦＳＦ１３水平在 ＧＢＭ组织和 Ｍ２巨噬细胞
中增强　为了研究 ＴＮＦＳＦ１３在 ＧＢＭ中的表达特
点，该研究采用 ＩＨＣ检测 ＧＢＭ组织和对照组脑组
织中ＴＮＦＳＦ１３的表达。结果显示，ＴＮＦＳＦ１３在ＧＢＭ
组织中的表达明显高于正常脑组织（图 ２Ａ）。
ＥＬＩＳＡ检测Ｍ０ＣＭ和 Ｍ２ＣＭ中 ＴＮＦＳＦ１３的浓度。
结果显示，与Ｍ０ＣＭ组相比，Ｍ２ＣＭ中ＴＮＦＳＦ１３的
浓度明显上调（ｔ＝９５８４，Ｐ＜００５，图２Ｂ）。
２．３　Ｍ２巨噬细胞分泌的 ＴＮＦＳＦ１３增强 ＧＢＭ细
胞ＴＭＺ耐药　为了研究 ＴＮＦＳＦ１３对 ＧＢＭ细胞对
ＴＭＺ耐药的影响，该研究将 ｖｅｃｔｏｒ、ＴＮＦＳＦ１３过表达
质粒转染至 Ｍ２巨噬细胞 中，将 Ｍ２ｖｅｃｔｏｒＣＭ、

Ｍ２ＴＮＦＳＦ１３ＣＭ与Ｕ２５１／Ｒ细胞共培养，在此基础上使
用不同浓度 ＴＭＺ（０～１８００μｍｏｌ／Ｌ）处理 Ｕ２５１／Ｒ
细胞。ＣＣＫ８检测细胞活力并计算ＩＣ５０值。结果显
示，ＴＭＺ在 Ｍ２ＴＮＦＳＦ１３ＣＭ处理的 Ｕ２５１／Ｒ细胞中的
ＩＣ５０值（１４１４μｍｏｌ／Ｌ）显著高于 Ｍ２

ｖｅｃｔｏｒＣＭ处理的
Ｕ２５１／Ｒ细胞（ＩＣ５０值：９０３８μｍｏｌ／Ｌ）（Ｐ＜００５）
（图３Ａ）。使用 ＴＭＺ（１２００μｍｏｌ／Ｌ）处理巨噬细胞
ＣＭ共培养的 Ｕ２５１／Ｒ细胞。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ和流式细胞
术检测结果显示，与 Ｍ２ｖｅｃｔｏｒＣＭ＋ＴＭＺ组相比，
Ｍ２ＴＮＦＳＦ１３ＣＭ＋ＴＭＺ组细胞侵袭显著增加（ｑ＝
１４６３，Ｐ＜００５）（图３Ｂ），细胞凋亡明显减少（ｑ＝
５５２８，Ｐ＜００５，图３Ｃ）。

图２　ＴＮＦＳＦ１３在ＧＢＭ组织和Ｍ２巨噬细胞中高表达 ×４００

Ｆｉｇ．２　ＴＮＦＳＦ１３ｗａｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＧＢＭｔｉｓｓｕｅｓａｎｄＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ×４００

Ａ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦＳＦ１３ｉｎＧＢＭａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｂｒａｉｎ；Ｂ：ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＴＮＦＳＦ１３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＭ０ＣＭａｎｄＭ２ＣＭ；Ｐ＜０００１ｖｓＭ０ＣＭｇｒｏｕｐ．

图３　Ｍ２巨噬细胞分泌的ＴＮＦＳＦ１３增强ＧＢＭ细胞ＴＭＺ耐药

Ｆｉｇ．３　ＴＮＦＳＦ１３ｓｅｃｒｅｔｅｄｂｙＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｅｎｈａｎｃｅｄＴＭＺｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎＧＢＭｃｅｌｌｓ

Ａ：ＩＣ５０ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ×４００；Ｃ：Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ

ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；ａ：Ｍ２ｖｅｃｔｏｒＣＭｇｒｏｕｐ；ｂ：Ｍ２ｖｅｃｔｏｒＣＭ＋ＴＭＺｇｒｏｕｐ；ｃ：Ｍ２ＴＮＦＳＦ１３ＣＭｇｒｏｕｐ；ｄ：Ｍ２ＴＮＦＳＦ１３ＣＭ＋ＴＭＺｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜

０００１ｖｓＭ２ｖｅｃｔｏｒＣＭｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓＭ２ｖｅｃｔｏｒＣＭ＋ＴＭＺｇｒｏｕｐ．
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２．４　Ｍ２巨噬细胞分泌的 ＴＮＦＳＦ１３上调 ＩＲＦ８的
表达　为了研究 Ｍ２巨噬细胞分泌的 ＴＮＦＳＦ１３在
ＧＢＭ中作用的机制。ＧＥＰＩＡ数据库分析显示 ＩＲＦ８
在ＧＢＭ中表达上调（图４Ａ）。此外 ＧＥＰＩＡ数据库
预测ＴＮＦＳＦ１３和 ＩＲＦ８呈正相关（图４Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测ＩＲＦ８的表达。结果显示，与 Ｍ２ｖｅｃｔｏｒＣＭ组
相比，在 Ｍ２巨噬细胞中过表达 ＴＮＦＳＦ１３显著上调
ＩＲＦ８的表达（ｔ＝４３４０，Ｐ＜００５）（图４Ｃ）。
２．５　敲低 ＩＲＦ８减弱 Ｍ２巨噬细胞分泌的 ＴＮ

ＦＳＦ１３在ＧＢＭ中介导的促癌作用　为了验证 ＴＮ
ＦＳＦ１３在ＧＢＭ中的作用机制。该研究将 ｓｉＮＣ和
ｓｉＩＲＦ８转染至 Ｕ２５１／Ｒ细胞，过表达 ＴＮＦＳＦ１３的
Ｍ２巨噬细胞ＣＭ处理上述细胞。结果显示，与 ｃｏｎ
组相比，敲低 ＩＲＦ８抑制细胞活力（ｑ＝６５９９）和侵
袭（ｑ＝４１０６），促进细胞凋亡（ｑ＝７８２２）。与 ＴＮ
ＦＳＦ１３组相比，敲低ＩＲＦ８抑制细胞活力（ｑ＝８８３７）
和侵袭（ｑ＝１８２８），促进细胞凋亡（ｑ＝１０１４）（均
Ｐ＜００５）。见图５。

图４　Ｍ２巨噬细胞分泌的ＴＮＦＳＦ１３上调ＩＲＦ８的表达

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅＴＮＦＳＦ１３ｓｅｃｒｅｔｅｄｂｙＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄＩＲＦ８ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ａ：ＧＥＰＩＡｄａｔａｂａｓｅｓｈｏｗｅｄｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＲＦ８ｉｎＧＢＭ；Ｂ：ＧＥＰＩＡｄａｔａｂａｓｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄｐｏｓｉｔｉｖｅｍＲＮＡｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＴＮＦＳＦ１３ａｎｄＩＲＦ８ｉｎ

ＧＢＭ；Ｃ：ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＲＦ８ｉｎｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ；ａ：Ｍ２ｖｅｃｔｏｒＣＭｇｒｏｕｐ；ｂ：Ｍ２ＴＮＦＳＦ１３ＣＭｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓ

Ｍ２ｖｅｃｔｏｒＣＭｇｒｏｕｐ．

图５　敲低ＩＲＦ８减弱Ｍ２巨噬细胞分泌的ＴＮＦＳＦ１３在ＧＢＭ中介导的促癌作用

Ｆｉｇ．５　ＫｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＩＲＦ８ａｔｔｅｎｕａｔｅｓｔｈｅｐｒｏｏｎｃｏｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆＴＮＦＳＦ１３ｓｅｃｒｅｔｅｄｂｙＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｉｎＧＢＭ

Ａ：Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ×４００；Ｃ：Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；ａ：ｃｏｎｇｒｏｕｐ；

ｂ：ｓｉＩＲＦ８ｇｒｏｕｐ；ｃ：Ｍ２ＴＮＦＳＦ１３ＣＭｇｒｏｕｐ；ｄ：ｓｉＩＲＦ８＋Ｍ２ＴＮＦＳＦ１３ＣＭｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜

０００１ｖｓＭ２ＴＮＦＳＦ１３ＣＭｇｒｏｕｐ．
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２．６　在Ｍ２巨噬细胞中敲低ＴＮＦＳＦ１３抑制肿瘤的
生长并增强对 ＴＭＺ的敏感性　将 Ｕ２５１细胞与
Ｍ２ｓｉＮＣ或Ｍ２ｓｉＴＮＦＳＦ１３混合接种构建异种移植瘤模型，
使用ＴＭＺ治疗，实验示意图见图６Ａ。实验结果显
示，与Ｕ２５１＋Ｍ２ｓｉＮＣ组相比，在Ｍ２巨噬细胞中敲低
ＴＮＦＳＦ１３或使用 ＴＭＺ治疗显著抑制肿瘤的生长。
与Ｕ２５１＋Ｍ２ｓｉＮＣ＋ＴＭＺ组相比，Ｕ２５１＋Ｍ２ｓｉＴＮＦＳＦ１３＋
ＴＭＺ组异种移植瘤表现出明显的生长抑制（图６Ｂ
６Ｄ）。ＩＨＣ染色检测 ＴＮＦＳＦ１３和 ＣＤ２０６的表达。
结果 显 示，与 Ｕ２５１＋Ｍ２ｓｉＮＣ组 相 比，Ｕ２５１＋
Ｍ２ｓｉＴＮＦＳＦ１３组和 Ｕ２５１＋Ｍ２ｓｉＮＣ＋ＴＭＺ组 ＴＮＦＳＦ１３和
ＣＤ２０６的表达下调。与 Ｕ２５１＋Ｍ２ｓｉＮＣ＋ＴＭＺ组相
比，Ｕ２５１＋Ｍ２ｓｉＴＮＦＳＦ１３＋ＴＭＺ组 ＴＮＦＳＦ１３和 ＣＤ２０６
的表达进一步下调（图６Ｅ）。

３　讨论

　　该研究结果表明，Ｍ２巨噬细胞能够增强 ＧＢＭ
细胞对ＴＭＺ的耐药性。进一步研究表明，ＴＮＦＳＦ１３
在ＧＢＭ组织和Ｍ２巨噬细胞中高表达，过表达 ＴＮ
ＦＳＦ１３不仅促进了ＧＢＭ细胞活力和侵袭，还上调了
ＩＲＦ８的表达。因此，作者推断Ｍ２巨噬细胞在 ＧＢＭ
细胞的生长、生存和耐药中发挥了重要作用，而 ＴＮ
ＦＳＦ１３是一个关键的调节因子，可能为 ＧＢＭ治疗提
供新的理论基础。

据文献［８］报道，炎性微环境能够影响 ＧＢＭ细
胞复杂的异质性并诱导细胞侵袭和耐药。ＧＢＭ的
肿瘤微环境（ｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，ＴＭＥ）由肿瘤
细胞和非肿瘤细胞组成，小胶质细胞和骨髓来源的

图６　在Ｍ２巨噬细胞中敲低ＴＮＦＳＦ１３抑制肿瘤的生长并增强对ＴＭＺ的敏感性

Ｆｉｇ．６　ＫｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＴＮＦＳＦ１３ｉｎＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈａｎｄｅｎｈａｎｃｅｄｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｏＴＭＺ

Ａ：Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ；Ｂ：Ｔｕｍｏｒｄｉａｇｒａｍｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｖｏｌｕｍｅｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｔｕｍｏｒｍａｓｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ｍｅａｓｕｒｅ

ｍｅｎｔｏｆＴＮＦＳＦ１３ａｎｄＣＤ２０６ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙＩＨＣｓｔａｉｎｉｎｇ×４００；ａ：Ｕ２５１＋Ｍ２ｓｉＮＣｇｒｏｕｐ；ｂ：Ｕ２５１＋Ｍ２ｓｉＴＮＦＳＦ１３ｇｒｏｕｐ；ｃ：Ｕ２５１＋Ｍ２ｓｉＮＣ＋ＴＭＺｇｒｏｕｐ；

ｄ：Ｕ２５１＋Ｍ２ｓｉＴＮＦＳＦ１３＋ＴＭＺｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓＵ２５１＋Ｍ２ｓｉＮＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＵ２５１＋Ｍ２ｓｉＮＣ＋ＴＭＺｇｒｏｕｐ．
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巨噬细胞约占 ＴＭＥ中所有细胞类型的 ３０％ ～
５０％，通常被称为肿瘤相关小胶质细胞／巨噬细
胞［９］。巨噬细胞能够极化为２种表型：Ｍ１型和 Ｍ２
型，Ｍ２型巨噬细胞被证实能够促进 ＧＢＭ细胞恶性
生物学行为［１０］。此外，Ｍ２极化的巨噬细胞有助于
ＧＢＭ的 ＴＭＺ耐药［１１］。另有文献［１２］报道通过促进

巨噬细胞的Ｍ１样极化可以增强胶质瘤细胞对ＴＭＺ
的敏感性。该研究表明Ｍ２巨噬细胞 ＣＭ上调 ＴＭＺ
在Ｕ２５１／Ｓ或 Ｕ２５１／Ｒ细胞中的 ＩＣ５０值，增强 ＧＢＭ
细胞侵袭能力。这些结果表明，Ｍ２型巨噬细胞在
ＧＢＭ细胞生长方面发挥了重要作用，并且增强了
ＧＢＭ细胞对 ＴＭＺ的化学抗性，这可能为 ＧＢＭ细胞
耐药的治疗提供新的思路。

ＴＮＦＳＦ１３是一种ＩＩ型跨膜蛋白，通过蛋白水解
裂解以可溶性同源三聚体形式（即活性形式）释放，

参与调控 Ｂ细胞生长、成熟以及肿瘤的生长和侵
袭［１３］。关于胃淋巴瘤的研究［１４］表明，ＴＮＦＳＦ１３几
乎完全由胃淋巴瘤浸润的巨噬细胞产生，且能够促

进胃淋巴瘤的进展。此外，关于胶质瘤的研究也表

明ＴＮＦＳＦ１３主要来自于肿瘤细胞和 Ｍ２巨噬细
胞［５］。Ｐｅｌｅｋａｎｏｕｅｔａｌ［１３］认为 ＴＮＦＳＦ１３是诱导乳腺
癌耐药的一种可能的新机制。该研究表明ＴＮＦＳＦ１３
在ＧＢＭ组织中高表达，且在Ｍ２型巨噬细胞中表达
上调。进一步研究表明过表达巨噬细胞中ＴＮＦＳＦ１３
可以增强 ＧＢＭ细胞对 ＴＭＺ的耐药性，并促进 ＧＢＭ
细胞的侵袭和抑制凋亡。

通过ＧＥＰＩＡ数据库预测显示 ＩＲＦ８在 ＧＢＭ中
表达上调，且 ＴＮＦＳＦ１３与 ＩＲＦ８的表达呈正相关。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明 ＴＮＦＳＦ１３上调 ＩＲＦ８的表达。
ＩＲＦ８作为一种免疫逃逸相关转录因子与ＧＢＭ低生
存率有关［１５］。此外，有报道［５］称ＴＮＦＳＦ１３在Ｍ２巨
噬细胞中过表达，并且可以上调ＩＲＦ８的表达。该研
究结果显示，ＴＮＦＳＦ１３在 ＧＢＭ中具有重要作用，而
敲低 ＩＲＦ８减弱 Ｍ２巨噬细胞分泌的 ＴＮＦＳＦ１３在
ＧＢＭ诱导的化疗药耐药。

综上所述，Ｍ２巨噬细胞来源的 ＴＮＦＳＦ１３是
ＧＢＭ细胞ＴＭＺ耐药的关键因素。Ｍ２巨噬细胞分
泌的ＴＮＦＳＦ１３可以通过激活 ＩＲＦ８增强 ＧＢＭ细胞
的ＴＭＺ耐药。该研究也存在一定局限性，如该研究
仅仅考察了单一的机制，后续还需进一步研究和验

证其他可能存在的机制。此外，该研究只对 ＴＭＺ耐
药相关机制展开了研究，还需对其他抗肿瘤药物进

行研究以综合评估Ｍ２巨噬细胞来源的ＴＮＦＳＦ１３对
ＧＢＭ治疗中的作用。因此，未来需要开展更多的研

究工作，以克服这些局限性和不足，全面阐述 Ｍ２巨
噬细胞在ＧＢＭ细胞ＴＭＺ耐药性中的作用机制。
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ｉｎｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ［Ｊ］．ＯｘｉｄＭｅｄＣｅｌｌＬｏｎｇｅｖ，２０２２，２０２２：

１６１４３３６．ｄｏｉ：１０．１１５５／２０２２／１６１４３３６．

［１２］ＬｉＺ，ＦｕＷＪ，ＣｈｅｎＸＱ，ｅｔａｌ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙｂａｓｅｄｕｎｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ

ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆＨＭＧＢ１ｉｎｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｐｒｏｍｏｔｅｓｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｏ

ｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅｔｈｒｏｕｇｈｍａｃｒｏｐｈａｇｅＭ１ｌｉｋｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＥｘｐ

ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０２２，４１（１）：７４．ｄｏｉ：１０．１１８６／ｓ１３０４６－０２２

－０２２９１－８．

［１３］Ｐｅｌｅｋａｎｏｕ Ｖ， Ｎｏｔａｓ Ｇ， ＡｔｈａｎａｓｏｕｌｉＰ， ｅｔａｌ． ＢＣＭＡ

（ＴＮＦＲＳＦ１７）ｉｎｄｕｃｅｓＡＰＲＩＬａｎｄＢＡＦＦｍｅｄｉａｔｅｄｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ

ｃｅｌｌｓｔｅｍｎｅｓｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＯｎｃｏｌ，２０１８，８：３０１．ｄｏｉ：１０．３３８９／

ｆｏｎｃ．２０１８．００３０１．

［１４］ＭｕｎａｒｉＦ，ＬｏｎａｒｄｉＳ，ＣａｓｓａｔｅｌｌａＭＡ，ｅｔａｌ．Ｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓａｓｍａｊｏｒｓｏｕｒｃｅｏｆＡＰＲＩＬｉｎｇａｓｔｒｉｃＭＡＬＴｌｙｍｐｈｏｍａ

［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２０１１，１１７（２４）：６６１２－６．ｄｏｉ：１０．１１８２／ｂｌｏｏｄ－

２０１０－０６－２９３２６６．

［１５］ＣｈｅｎＸ，ＣｈｅｎＹ，ＣｈｅｎＸ，ｅｔａｌ．ＳｉｎｇｌｅｃｅｌｌＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅ

ｖｅａｌｓｉｎｔｒａｔｕｍｏｒａｌｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙｏｆｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａａｎｄａｐｒｏｔｕｍｏｒ

ｓｕｂｓｅｔｏｆｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｂｙＥＺＨ２

ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａＭｏｌＢａｓｉｓＤｉｓ，２０２２，

１８６８（１２）：１６６５３４．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｂｂａｄｉｓ．２０２２．１６６５３４．

Ｍ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｄｅｒｉｖｅｄＴＮＦＳＦ１３ａｆｆｅｃｔｓｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｉｎｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｃｅｌｌｓｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇＩＲＦ８

ＬｉｕＷｅｎｈｕｉ１，ＨｏｎｇＷｅｎｍｉｎｇ２，ＣｈｅｎＪｉａｘｉｎｇ１，ＳａＲｉｎａ１，ＬｉｕＪｕａｎ１，ＺｈａｎｇＸｉａｏｌｉ１

（１ＤｅｐｔｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，ＴｈｅＳｅｃｏｎｄＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈｏｈｈｏｔ　０１００１０；
２ＤｅｐｔｏｆＮｅｕｒｏｓｕｒｇｅｒｙ，ＴｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈｅｆｅｉ　２３００２２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｉｍｐａｃｔｏｆｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｌｉｇａｎｄｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ１３
（ＴＮＦＳＦ１３）ｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｏｎｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ（ＴＭＺ）ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｖｉａｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒ８（ＩＲＦ８）ｉｎｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ（ＧＢＭ）ｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（ＩＨＣ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦＳＦ１３ｉｎｎｏｒｍａｌｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓａｎｄＧＢＭｔｉｓｓｕｅｓ．ＥＬＩＳＡｗａｓｕｓｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮ
ＦＳＦ１３ｉｎｔｈｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉａ（ＣＭ）ｏｆＭ０ｔｙｐｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓａｎｄＭ２ｔｙｐｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ．Ｍ０ＣＭａｎｄＭ２ＣＭ
ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｃｕｌｔｕｒｅＵ２５１ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ（Ｕ２５１／Ｓ）ａｎｄｒｅｓｉｓｔａｎｔ（Ｕ２５１／Ｒ）ｃｅｌｌｓ．ＴｈｅＴＭＺｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｗａｓａｌｓｏ
ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ８００μｍｏｌ／ＬＴＭＺ．ＴｈｅＵ２５１／Ｒｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｇｒｏｕｐｓ：ｃｏｎｇｒｏｕｐ，Ｍ２ｖｅｃｔｏｒＣＭ
ｇｒｏｕｐ，Ｍ２ｖｅｃｔｏｒＣＭ＋ＴＭＺｇｒｏｕｐ，Ｍ２ＴＮＦＳＦ１３ＣＭｇｒｏｕｐ，Ｍ２ＴＮＦＳＦ１３ＣＭ＋ＴＭＺｇｒｏｕｐ，ｓｉＩＲＦ８ｇｒｏｕｐ，ａｎｄｓｉＩＲＦ８＋
Ｍ２ＴＮＦＳＦ１３ＣＭｇｒｏｕｐ．ＣＣＫ８ａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙａｎｄｃａｌｃｕｌａｔｅｔｈｅＩＣ５０ｖａｌｕｅ．Ｔｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｗａｓ
ｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎ．Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＲＦ８．Ｎｕｄｅｍｏｕｓｅｘｅｎｏｇｒａｆｔｍｏｄｅｌｓｗｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｄｔｈｅｎｕｄｅｍｉｃｅｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇ
ｇｒｏｕｐｓ：Ｕ２５１＋Ｍ２ｓｉＮＣｇｒｏｕｐ，Ｕ２５１＋Ｍ２ｓｉＴＮＦＳＦ１３ｇｒｏｕｐ，Ｕ２５１＋Ｍ２ｓｉＮＣ＋ＴＭＺｇｒｏｕｐ，Ｕ２５１＋Ｍ２ｓｉＴＮＦＳＦ１３＋ＴＭＺ
ｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅａｎｄｍａｓｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄ，ａｎｄＩＨＣｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮ
ＦＳＦ１３ａｎｄＣＤ２０６ｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓａｎｄＭ０ＣＭ，ｔｈｅｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦＳＦ１３ｗａｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄＭ２ＣＭ．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＭ０ＣＭｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＩＣ５０
ｖａｌｕｅｏｆＴＭＺａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎｓｉｎＵ２５１／ＳａｎｄＵ２５１／ＲｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＭ２ＣＭｇｒｏｕｐｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎ
ｃｒｅａｓｅｄ（ａｌｌＰ＜００５）．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦＳＦ１３ｉｎＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｃｏｕｌｄｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅＩＣ５０ｖａｌｕｅｏｆＴＭＺｉｎ
Ｕ２５１／Ｒｃｅｌｌｓ，ｐｒｏｍｏｔｅｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎ，ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ（ａｌｌＰ＜００５）．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦＳＦ１３ｐｒｏ
ｍｏｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＲＦ８，ａｎｄｋｎｏｃｋｉｎｇｄｏｗｎＩＲＦ８ｃｏｕｌｄａｔｔｅｎｕａｔｅｔｈｅＴＭＺｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆＵ２５１／Ｒｍｅｄｉａｔｅｄｂｙ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦＳＦ１３．ＩｎｖｉｖｏｓｔｕｄｉｅｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｋｎｏｃｋｉｎｇｄｏｗｎＴＮＦＳＦ１３ａｌｏｎｅｏｒｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＴＭＺ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈａｎｄｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦＳＦ１３ａｎｄＣＤ２０６．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
ＴＮＦＳＦ１３ｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｐｒｏｍｏｔｅｓＴＭＺｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎＧＢＭｃｅｌｌｓｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇＩＲＦ８．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｍ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ；ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ；ＴＮＦＳＦ１３；ＩＲＦ８；ｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ；ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
Ｆｕｎｄｐｒｏｇｒａｍ　ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（Ｎｏ．８２００３７９５）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ　ＺｈａｎｇＸｉａｏｌｉ，Ｅｍａｉｌ：８２４８０６２７９＠ｑｑ．ｃｏｍ
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