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高转移性结直肠癌细胞通过分泌 ＫＬＦ４诱导 Ｍ２型巨噬细胞
极化对结直肠癌免疫逃逸的影响
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摘要　目的　探讨高转移性结直肠癌细胞ＨＣＴ１１６诱导Ｍ２型巨噬细胞极化对结直肠癌免疫逃逸的影响及其机制。方法　
将结直肠癌细胞条件培养基（ＣＭ）与佛波酯（ＰＭＡ）诱导的Ｍ０型巨噬细胞共培养后，通过流式细胞术、实时荧光定量聚合酶链
反应（ｑＰＣＲ）和酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）观察Ｍ２型巨噬细胞极化状态；将ＣＭＭ０、ＣＭＳＷ４８０-Ｍφ和ＣＭＨＣＴ１１６-Ｍφ与ＨＣＴ１１６细胞共
培养后，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ｑＰＣＲ检测程序性死亡受体配体１（ＰＤ-Ｌ１）的表达情况，同时将刺激后的ＨＣＴ１１６细胞与人源Ｔ淋
巴细胞共培养，检测ＨＣＴ１１６细胞存活情况及上清液中的肿瘤坏死因子-α（ＴＮＦ-α）和干扰素-γ（ＩＦＮ-γ）水平；用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、
ｑＰＣＲ和ＥＬＩＳＡ检测ＳＷ４８０和ＨＣＴ１１６细胞中 Ｋｒｕüｐｐｅｌ样因子４（ＫＬＦ４）表达差异；用 ＫＦＬ４抑制剂肯帕罗酮（Ｋｅｎ）预处理
ＨＣＴ１１６细胞后，将ＣＭＨＣＴ１１６-Ｍφ和ＣＭ（ＨＣＴ１１６＋Ｋｅｎ）-Ｍφ与Ｍ０型巨噬细胞共培养，通过流式细胞术、ｑＰＣＲ、ＥＬＩＳＡ实验观察 Ｍ２型巨
噬细胞极化状态。将ＣＭＨＣＴ１１６-Ｍφ和ＣＭ（ＨＣＴ１１６＋Ｋｅｎ）-Ｍφ与ＨＣＴ１１６细胞共培养后，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ｑＰＣＲ检测ＰＤ-Ｌ１的表达情

况。结果　Ｍ０型巨噬细胞在ＣＭ刺激后，ＨＣＴ１１６-Ｍφ细胞中ＣＤ１１ｂ＋ＣＤ２０６＋细胞比例更高，Ｍ２型巨噬细胞标志物白细胞介
素（ＩＬ）-１０及转化生长因子-β（ＴＧＦ-β）表达更高；相比于ＣＭＳＷ４８０-Ｍφ组，ＣＭＨＣＴ１１６-Ｍφ组的 ＰＤ-Ｌ１蛋白表达水平更高；与 Ｔ淋巴细
胞共培养后，ＣＭＨＣＴ１１６-Ｍφ组细胞存活最多，同时ＴＮＦ-α和ＩＦＮ-γ水平最低；加入Ｋｅｎ后，Ｍ２型巨噬细胞极化比例及标志物均降
低。与ＣＭＨＣＴ１１６-Ｍφ组相比，ＣＭ（ＨＣＴ１１６＋Ｋｅｎ）-Ｍφ组ＨＣＴ１１６细胞ＰＤ-Ｌ１表达下降。结论　高转移性结直肠癌细胞通过分泌ＫＬＦ４诱
导Ｍ２型巨噬细胞极化促进结直肠癌细胞ＰＤ-Ｌ１表达，促进肿瘤免疫逃逸。该研究有望为提高临床免疫治疗效果提供潜在靶
点。
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＠１６３．ｃｏｍ

　　结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）是常见的消
化道恶性肿瘤，因其症状隐匿，多数患者在确诊时已

发生转移，而治疗转移性结直肠癌（ｍｅｔａｓｔａｔｉｃｃｏｌｏｒ-
ｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ｍＣＲＣ）的手段有限，预后极差，其５年
生存率仅为１４％［１］。近几年来癌症免疫治疗取得

了新进展，但 ｍＣＲＣ患者对免疫治疗反应较差，其
机制可能与肿瘤相关巨噬细胞（ｔｕｍｏｒ-ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ＴＡＭｓ）介导的免疫逃逸密切相关［２］。

　　Ｋｒｕüｐｐｅｌ样因子 ４（Ｋｒｕüｐｐｅｌ-ｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ４，
ＫＬＦ４）是一种包含锌指结构的转录因子，可调节细
胞生长、增殖和分化等生物过程，并与肿瘤等疾病密

切相关［３］。Ｚｈｏｕｅｔａｌ［４］指出过表达ＫＬＦ４可能通过
诱导上皮间质转化和 β-ｃａｔｅｎｉｎ核转位来促进
ＮＣＭ４６０和 ＨＣＴ１１６细胞的迁移和侵袭。Ａｒｏｒａｅｔ
ａｌ［５］指出ＫＬＦ４不仅具有调节非小细胞肺癌微环境
中的 Ｍ２型巨噬细胞的极化作用，且与免疫逃逸密
切相关，进而促进肿瘤的发生发展。该研究旨在探

究高转移性结直肠细胞 ＨＣＴ１１６［６］是否通过分泌
ＫＬＦ４诱导Ｍ２型巨噬细胞极化促进结直肠癌免疫
逃逸。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　 细胞系 　 结直肠癌细胞 （ＳＷ４８０和
ＨＣＴ１１６）和人单核细胞白血病细胞 ＴＨＰ１购于中国
科学院上海生命科学研究院。
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１．１．２　主要试剂　ＲＰＭＩ-１６４０培养基、胎牛血清
（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、青链霉素溶液和胰蛋白
酶购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；佛波酯（ｐｈｏｒｂｏｌｍｙｒｉｓｔａｔｅ
ａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；ＣＤ１１ｂ-ＰＥ抗体
和ＣＤ２０６-ＦＩＴＣ抗体购自美国 ＢＤＰｈａｒｍｉｎｇｅｎ公司；
ＲＮＡ提取试剂盒、逆转录试剂盒和实时荧光定量聚
合酶链反应（ｒｅａｌ-ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＰＣＲ）试剂盒购自江苏艾瑞克生物科技有
限公司；白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）-１０和转化生
长因子-β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ-β，ＴＧＦ-β）酶联
免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅ-ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司；
ＫＬＦ４ＥＬＩＳＡ试剂盒购自上海威奥生物科技有限公
司；蛋白样品制备及 ＳＤＳ-ＰＡＧＥ电泳相关试剂购自
上海碧云天生物技术有限公司；程序性死亡受体配

体１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈ-ｌｉｇａｎｄ１，ＰＤ-Ｌ１）抗体购自美
国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；ＫＬＦ４抗体购自杭
州华安生物技术有限公司；β-ａｃｔｉｎ抗体购自英国
Ａｂｃａｍ公司；ＫＬＦ４抑制剂肯帕罗酮（Ｋｅｎｐａｕｌｌｏｎｅ，
Ｋｅｎ）购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司；Ｐｅｒｃｏｌｌ溶液
购自美国Ｃｙｔｉｖａ公司；肿瘤坏死因子-α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏ-
ｓｉｓｆａｃｔｏｒ-α，ＴＮＦ-α）和干扰素-γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ-γ，ＩＦＮ-γ）
ＥＬＩＳＡ试剂盒购自深圳欣博盛生物科技有限公司；
细胞计数试剂盒８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ-８，ＣＣＫ-８）试剂
盒购自日本ＤＯＪＩＮＤＯ公司。
１．１．３　主要仪器　细胞恒温培养箱（型号：ＨＥＲＡ-
ｃｅｌｌ２４０ｉ）购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；酶
标仪（货号：ＢｉｏＲａｄ-６８０）购自美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ
公司；凝胶成像仪（货号：Ｇｅｌ-ＤｏｃＥＱ）购自美国
ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司；垂直电泳仪（货号：１６５-８００１）
购自美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司；流式细胞仪（货号：
ＣｙｔｏＦＬＥＸＬＸ）购自美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司；ＰＣＲ
仪（货号：ＡＢＩ７３００）购自美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公
司；电热恒温水浴锅（货号：ＤＫ-８Ｄ）购自上海精宏实
验设备有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　ＳＷ４８０、ＨＣＴ１１６和 ＴＨＰ１细胞
用ＲＰＭＩ-１６４０完全培养基（含１０％ＦＢＳ和１％双抗）
培养在３７℃含５％ＣＯ２的培养箱中。ＴＨＰ１细胞（２
×１０６个／孔）接种至 ６孔板，用含 ２００ｎｇ／ｍｌＰＭＡ
的完全培养基刺激４８ｈ诱导为贴壁的Ｍ０细胞。
１．２．２　条件培养基（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍ，ＣＭ）收集
　ＳＷ４８０细胞和 ＨＣＴ１１６细胞铺 ６孔板（５×１０４

个／孔），过夜贴壁后更换为无血清 ＲＰＭＩ-１６４０培养

基，饥饿 ４８ｈ后获得相应的 ＣＭ；用 ＣＭＳＷ４８０和
ＣＭＨＣＴ１１６刺激 Ｍ０细胞４８ｈ分别获得 ＳＷ４８０-Ｍφ细
胞和ＨＣＴ１１６-Ｍφ细胞；用ＫＬＦ４抑制剂Ｋｅｎ预处理
ＨＣＴ１１６细胞后获得相应的（ＨＣＴ１１６＋Ｋｅｎ）-Ｍφ细
胞；所诱导的巨噬细胞用无血清 ＲＰＭＩ-１６４０培养基
饥饿４８ｈ后获得相应的ＣＭ。
１．２．３　流式细胞术　不同肿瘤细胞 ＣＭ刺激 Ｍ０
４８ｈ后，收集细胞（１×１０６个）加入流式抗体，避光
孵育１５ｍｉｎ，用流式仪器检测。
１．２．４　ｑＰＣＲ　提取细胞总 ＲＮＡ和逆转录，经
ｑＰＣＲ反应，以β-ａｃｔｉｎ为内参，用２－ΔΔＣＴ法计算相对
表达水平，引物序列如下：ＩＬ-１０，（Ｆ）５′-ＴＧＣＣＴ-
ＴＣＡＧＣＡＧＡＧＴＧＡＡＧＡ-３′，（Ｒ）５′-ＧＧＴＣＴＴＧＧＴＴＣＴ-
ＣＡＧＣＴＴＧＧ-３′；ＴＧＦ-β，（Ｆ）５′-ＧＧＧＡＣＴＡＴＣＣＡＣＣＴ-
ＧＣＡＡＧＡ-３′，（Ｒ）５′-ＣＣＴＣＣＴＴＧＧＣＧＴＡＧＴＡＧＴＣＧ-
３′；ＰＤ-Ｌ１，（Ｆ）５′-ＴＴＴＧＣＴＧＡＡＣＧＣＣＣＣＡＴＡ-３′，（Ｒ）
５′-ＴＧＣＴＴＧＴＣＣＡＧＡＴＧＡＣＴＴＣＧ-３′；ＫＬＦ４，（Ｆ）５′-
ＡＣＧＡＴＣＧＴＧＧＣＣＣＣＧＧＡＡＡＡＧＧＡＣ-３′，（Ｒ）５′-ＣＡＡ-
ＣＡＡＣＣＧＡＡＡＡＴＧＣＡＣＣＡＧＣＣＣＣＡＧ-３′；β-ａｃｔｉｎ，（Ｆ）
５′-ＡＴＴＧＣＣＧＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡＧＡＡ-３′，（Ｒ）５′-ＧＣＴ-
ＧＡＴＣＣＡＣＡＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡ-３′。
１．２．５　ＥＬＩＳＡ　ＣＭ按照 １.２.２所描述的方法收
集，根据说明书检测 ＣＭＭ０、ＣＭＳＷ４８０-Ｍφ、ＣＭＨＣＴ１１６-Ｍφ和
ＣＭ（ＨＣＴ１１６＋Ｋｅｎ）-Ｍφ中 ＩＬ-１０、ＴＧＦ-β的水平；在 ＣＭＳＷ４８０
和ＣＭＨＣＴ１１６中检测的ＫＬＦ４水平。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法　制备的蛋白样品，经上样、
电泳和转膜后将蛋白转移至ＰＶＤＦ膜上，封闭后，将
其裁剪后加入相应的一抗，包括ＰＤ-Ｌ１（１∶１０００）、
ＫＬＦ４（１∶２０００）和 β-ａｃｔｉｎ（１∶５０００），在 ４℃过
夜，次日与对应的二抗孵育后显影。

１．２．７　人外周血 Ｔ淋巴细胞与结直肠癌细胞共培
养　ＨＣＴ１１６细胞（２×１０４个／孔）铺２４孔板，并分
别用ＣＭＭ０、ＣＭＳＷ４８０-Ｍφ、ＣＭＨＣＴ１１６-Ｍφ刺激４８ｈ；根据说
明书用Ｐｅｒｃｏｌｌ淋巴细胞分离液分离出Ｔ淋巴细胞，
随后与ＣＭ刺激后ＨＣＴ１１６细胞以１∶１０的比例共
培养２４ｈ，用结晶紫染色，收集上清液用 ＥＬＩＳＡ试
剂盒对细胞因子ＴＮＦ-α和ＩＦＮ-γ进行检测。
１．２．８　ＣＣＫ-８实验　９６孔板接种ＨＣＴ１１６细胞，贴
壁后，加入不同浓度 Ｋｅｎ的培养基刺激４８ｈ，加入
ＣＣＫ-８工作液孵育３０ｍｉｎ后测吸光度值。
１．３　统计学处理　每个实验均重复３次，结果用表
示，用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ进行作图及统计分析，多组间
比较采用单因素方差分析（Ｏｎｅ-ｗａｙＡＮＯＶＡ），两组
之间比较采用非配对ｔ检验进行统计分析，Ｐ＜０.０５
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为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　高ｍＣＲＣ细胞对Ｍ２型巨噬细胞极化的影响
　用流式细胞术检测 ＳＷ４８０-Ｍφ细胞和 ＨＣＴ１１６-
Ｍφ细胞中ＣＤ１１ｂ＋ＣＤ２０６＋细胞（Ｍ２型巨噬细胞）
比例，与 Ｍ０相比，ＳＷ４８０-Ｍφ和 ＨＣＴ１１６-Ｍφ中 Ｍ２
型巨噬细胞极化比例升高，且ＨＣＴ１１６-Ｍφ中 Ｍ２型
巨噬细胞比例更高（图１Ａ，Ｆ＝５６.２９，Ｐ＜０.００１）。
同时，ｑＰＣＲ实验（图 １Ｂ，ＦＩＬ-１０ ＝１１４.７，ＦＴＧＦ-β ＝
８８.５９，Ｐ＜０.００１）与 ＥＬＩＳＡ实验（图 １Ｃ，ＦＩＬ-１０ ＝
７０.８３，ＦＴＧＦ-β＝５５.１７，Ｐ＜０.００１）表明，Ｍ２型巨噬细
胞的生物标志物ＩＬ-１０和ＴＧＦ-β水平也具有同样的
趋势。这些结果表明高ｍＣＲＣ细胞ＨＣＴ１１６更能促
进Ｍ２型巨噬细胞极化。
２．２　高ｍＣＲＣ细胞诱导的Ｍ２型巨噬细胞对免疫
逃逸的影响　收集相应的巨噬细胞 ＣＭ刺激
ＨＣＴ１１６细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（图 ２Ａ，Ｆ＝２４.０３，Ｐ＜
０.０１）和ｑＰＣＲ（图２Ｂ，Ｆ＝４０.４９，Ｐ＜０.００１）结果显
示，与 ＣＭＭ０组相比，ＣＭＳＷ４８０-Ｍφ组和 ＣＭＨＣＴ１１６-Ｍφ组的

ＰＤ-Ｌ１蛋白表达水平升高，而ＣＭＨＣＴ１１６-Ｍφ组表达水平
最高。如图２Ｃ，与 Ｔ淋巴细胞共培养后，与其他两
组相比，ＣＭＨＣＴ１１６-Ｍφ组 ＨＣＴ１１６细胞存活最多，同时
ＴＮＦ-α和 ＩＦＮ-γ水平最低（图 ２Ｄ，ＦＴＮＦ-α＝６７.４２，
ＦＩＦＮ-γ＝４５.８１，Ｐ＜０.００１）。这些结果表明高 ｍＣＲＣ
细胞 ＨＣＴ１１６诱导的 Ｍ２型巨噬细胞可以促进
ＨＣＴ１１６细胞表达ＰＤ-Ｌ１，从而促进免疫逃逸。
２．３　转移程度不同的 ＣＲＣ细胞表达 ＫＬＦ４的差
异　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，相比于 ＳＷ４８０组，
ＨＣＴ１１６组的ＫＬＦ４蛋白水平更高（图３Ａ，ｔ＝４.６２７，
Ｐ＜０.０１）。同时 ｑＰＣＲ（图３Ｂ，ｔ＝６.９５２，Ｐ＜０.０１）
和ＥＬＩＳＡ实验（图 ３Ｃ，ｔ＝７.８４，Ｐ＜０.０１）也显示
ＨＣＴ１１６细胞的ＫＬＦ４水平高于 ＳＷ４８０细胞。这些
结果表明高ｍＣＲＣ细胞ＨＣＴ１１６高表达ＫＬＦ４。
２．４　高ｍＣＲＣ细胞通过分泌ＫＬＦ４对２型巨噬细
胞极化的影响　选择安全浓度（５μｍｏｌ／Ｌ）的 ＫＬＦ４
抑制剂预处理 ＨＣＴ１１６细胞（图４Ａ）。流式实验结
果显示（图 ４Ｂ），Ｋｅｎ预处理 ＨＣＴ１１６细胞后，与
ＨＣＴ１１６-Ｍφ组相比，（ＨＣＴ１１６＋Ｋｅｎ）-Ｍφ组的 Ｍ２
型巨噬细胞比例下降（ｔ＝７.６６２，Ｐ＜０.０１）。同时

图１　高ｍＣＲＣ细胞对Ｍ２型巨噬细胞极化的影响

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｈｉｇｈｌｙｍＣＲＣｃｅｌｌｓｏｎＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ

　　Ａ：Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｒｅｓｕｌｔｓ；Ｂ：ｑＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓ；Ｃ：ＥＬＩＳＡｒｅｓｕｌｔｓ；ａ：Ｍ０ｇｒｏｕｐ；ｂ：ＳＷ４８０-Ｍφｇｒｏｕｐ；ｃ：ＨＣＴ１１６-Ｍφｇｒｏｕｐ；*Ｐ＜０.０５，
***Ｐ＜０.００１ｖｓＭ０ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０.０５，＃＃Ｐ＜０.０１，＃＃＃Ｐ＜０.００１ｖｓＳＷ４８０-Ｍφｇｒｏｕｐ．
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图２　高ｍＣＲＣ细胞诱导的Ｍ２型巨噬细胞对免疫逃逸的影响

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｈｉｇｈｌｙｍＣＲＣｃｅｌｌｓｏｎｉｍｍｕｎｅｅｓｃａｐｅ

　　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓ；Ｂ：ｑＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓ；Ｃ：Ｔｈｅｃｏ-ｃｕｌｔｕｒｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙＣＭｗｉｔｈＴｃｅｌｌｓ；Ｄ：ＥＬＩＳＡｒｅｓｕｌｔｓ；ａ：ＣＭＭ０
ｇｒｏｕｐ；ｂ：ＣＭＳＷ４８０-Ｍφｇｒｏｕｐ；ｃ：ＣＭＨＣＴ１１６-Ｍφｇｒｏｕｐ；*Ｐ＜０.０５，**Ｐ＜０.０１，***Ｐ＜０.００１ｖｓＣＭＭ０ｇｒｏｕｐ；

＃Ｐ＜０.０５，＃＃Ｐ＜０.０１ｖｓＣＭＳＷ４８０-Ｍφ
ｇｒｏｕｐ．

图３　转移程度不同的ＣＲＣ细胞表达ＫＬＦ４的差异

Ｆｉｇ．３　ＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎＫＬＦ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＣＲＣｃｅｌｌｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｇｒｅｅｓｏｆｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓ；Ｂ：ｑＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓ；Ｃ：ＥＬＩＳＡｒｅｓｕｌｔｓ；ａ：ＳＷ４８０ｇｒｏｕｐ；ｂ：ＨＣＴ１１６ｇｒｏｕｐ；**Ｐ＜０.０１ｖｓＳＷ４８０ｇｒｏｕｐ．

ｑＰＣＲ（图４Ｃ，ｔＩＬ-１０＝３.４７４，ｔＴＧＦ-β＝３.１２３，Ｐ＜０.０５）
和ＥＬＩＳＡ试验（图４Ｄ，ｔＩＬ-１０＝４.９１６，Ｐ＜０.０１；ｔＴＧＦ-β
＝３.０３７，Ｐ＜０.０５）检测表明（ＨＣＴ１１６＋Ｋｅｎ）-Ｍφ
组的Ｍ２型巨噬细胞标志物（ＩＬ-１０和 ＴＧＦ-β）水平
下降。以上结果表明高 ｍＣＲＣ细胞通过分泌 ＫＬＦ４
诱导Ｍ２型巨噬细胞极化。
２．５　ＫＬＦ４抑制剂对 Ｍ２型巨噬细胞介导的 ＰＤ-
Ｌ１表达的影响　用 ＣＭＨＣＴ１１６-Ｍφ和 ＣＭ（ＨＣＴ１１６＋Ｋｅｎ）-Ｍφ分
别刺激 ＨＣＴ１１６细胞后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（图 ５Ａ，ｔ＝
３.００１，Ｐ＜０.０５）和 ｑＰＣＲ（图 ５Ｂ，ｔ＝５.３１４，Ｐ＜

０.０１）检 测 结 果 显 示，与 ＣＭＨＣＴ１１６-Ｍφ组 相 比，
ＣＭ（ＨＣＴ１１６＋Ｋｅｎ）-Ｍφ组的 ＰＤ-Ｌ１蛋白表达水平下降。结
果表明ＫＬＦ４在高ｍＣＲＣ细胞中通过诱导 Ｍ２型巨
噬细胞极化促进免疫逃逸中起了重要作用。

３　讨论

　　肿瘤免疫微环境不仅在肿瘤的发生与进展中起
着重要作用［７］，而且与免疫治疗反应和患者生存率

密不可分［８］。ＴＡＭｓ是肿瘤免疫微环境的重要组成
成分，由少量抗肿瘤的Ｍ１型巨噬细胞和大量促肿
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图４　高ｍＣＲＣ细胞通过分泌ＫＬＦ４对Ｍ２型巨噬细胞极化的影响

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｈｉｇｈｌｙｍＣＲＣｃｅｌｌｓｏｎＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈＫＬＦ４ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ

　　Ａ：ＣｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆＫｅｎｏｎＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣＣＫ-８ａｓｓａｙ；Ｂ：Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｒｅｓｕｌｔｓ；Ｃ：ｑＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓ；Ｄ：ＥＬＩＳＡｒｅｓｕｌｔｓ；ａ：ＨＣＴ１１６-Ｍφ
ｇｒｏｕｐ；ｂ：（ＨＣＴ１１６＋Ｋｅｎ）-Ｍφｇｒｏｕｐ；*Ｐ＜０.０５，**Ｐ＜０.０１ｖｓＨＣＴ１１６-Ｍφｇｒｏｕｐ．

图５　ＫＬＦ４抑制剂对Ｍ２型巨噬细胞介导的ＰＤ-Ｌ１表达的影响

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＫＬＦ４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｎＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ-ｍｅｄｉａｔｅｄＰＤ-Ｌ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓ；Ｂ：ｑＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓ；ａ：ＣＭＨＣＴ１１６-Ｍφｇｒｏｕｐ；ｂ：ＣＭ（ＨＣＴ１１６＋Ｋｅｎ）-Ｍφｇｒｏｕｐ；*Ｐ＜０.０５，**Ｐ＜０.０１ｖｓＣＭＨＣＴ１１６-Ｍφｇｒｏｕｐ．

瘤的Ｍ２型巨噬细胞共同构成，其中Ｍ２型巨噬细胞
可促进肿瘤生长、血管生成、转移，并诱导免疫抑制

状态微环境的形成，最终促进肿瘤的发展［８］。大量

研究［８－９］表明，ＴＡＭｓ浸润通常与肿瘤不良预后相
关，并且被认为会降低放疗、化疗和靶向治疗的反

应。本研究用高ｍＣＲＣ细胞ＨＣＴ１１６和低ｍＣＲＣ细
胞ＳＷ４８０上清液分别刺激 Ｍ０巨噬细胞后，用流式
细胞术检测显示 ＨＣＴ１１６-Ｍφ细胞中的 ＣＤ１１ｂ＋

ＣＤ２０６＋细胞比例明显高于 ＳＷ４８０-Ｍφ细胞，ｑＰＣＲ
和 ＥＬＩＳＡ实验显示 ＨＣＴ１１６-Ｍφ细胞中 ＩＬ-１０和
ＴＧＦ-β的水平明显高于 ＳＷ４８０-Ｍφ细胞，表明高

ｍＣＲＣ细胞ＨＣＴ１１６更能促进Ｍ２型巨噬细胞极化。
　　免疫疗法因其可以激活患者自身免疫系统产生
持久的抗肿瘤效应已被广泛用于治疗人类癌症，如

针对免疫检查点的免疫疗法 ＰＤ-１／ＰＤ-Ｌ１。ＰＤ-Ｌ１
是Ｂ７家族细胞表面糖蛋白，也是维持免疫稳态的
重要蛋白质，癌细胞上的 ＰＤ-Ｌ１与免疫细胞上的
ＰＤ-１结合，有助于癌症免疫逃逸［１０－１１］，阻断 ＰＤ-１／
ＰＤ-Ｌ１表达，则可以增强抗肿瘤免疫。研究［１２］表

明，肿瘤细胞ＰＤ-Ｌ１的表达水平可能影响ＰＤ-１／ＰＤ-
Ｌ１阻断的临床反应。本研究中收集 Ｍ０、ＨＣＴ１１６-
Ｍφ和ＳＷ４８０-Ｍφ细胞上清液刺激 ＨＣＴ１１６细胞后
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进行的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ｑＰＣＲ实验表明，高转移结直
肠癌细胞ＨＣＴ１１６诱导的 Ｍ２型巨噬细胞能显著促
进 ＨＣＴ１１６细胞表达 ＰＤ-Ｌ１，同时，将刺激后的
ＨＣＴ１１６细胞与Ｔ淋巴细胞共培养，发现 Ｔ淋巴细
胞对肿瘤细胞的杀伤作用明显减弱，且 Ｔ淋巴细胞
分泌的 ＴＮＦ-α和 ＩＦＮ-γ水平明显下降，因此，高
ｍＣＲＣ细胞ＨＣＴ１１６诱导的 Ｍ２型巨噬细胞通过促
进ＨＣＴ１１６细胞表达ＰＤ-Ｌ１，从而促进免疫逃逸。
　　文献［１３－１５］报道，ＫＬＦ４作为转录因子，在免疫抑
制及肿瘤转移等方面发挥重要作用，且与ＣＲＣ的不
良预后相关。Ｌｅｎｇｅｔａｌ［１６］在结肠癌细胞中分离出
具有干性特征的球状细胞，将 ＫＬＦ４敲低后，发现其
迁移、侵袭、耐５-ＦＵ和增殖能力减弱，因此 ＫＬＦ４是
诱导和维持结直肠癌肿瘤干性的关键因子。Ａｒｏｒａ
ｅｔａｌ［５］的研究表明 ＫＬＦ４具有调节非小细胞肺癌微
环境中的 Ｍ２型巨噬细胞的极化作用，其机制可能
与调节基因 ＩＬ-１β、ＩＬ-６（促炎介质）的表达有关。
为了探讨ＫＬＦ４在高 ｍＣＲＣ细胞诱导 Ｍ２型巨噬细
胞极化中的作用，该研究中首先用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、
ｑＰＣＲ和 ＥＬＩＳＡ实验表明 ＫＬＦ４在高 ｍＣＲＣ细胞
ＨＣＴ１１６中高表达。随后用 ＫＬＦ４抑制剂预处理
ＨＣＴ１１６后，通过流式试验、ｑＰＣＲ和 ＥＬＩＳＡ试验表
明（ＨＣＴ１１６＋Ｋｅｎ）-Ｍφ细胞中Ｍ２型巨噬细胞比例
明显下降，表明ＫＬＦ４在高ｍＣＲＣ细胞诱导Ｍ２型巨
噬细胞极化中起了关键作用。此外将 ＨＣＴ１１６-Ｍφ
与（ＨＣＴ１１６＋Ｋｅｎ）-Ｍφ上清刺激 ＨＣＴ１１６细胞后，
发现与ＨＣＴ１１６-Ｍφ上清组相比，（ＨＣＴ１１６＋Ｋｅｎ）-
Ｍφ上清组的 ＨＣＴ１１６细胞 ＰＤ-Ｌ１表达下降，表明
ＫＬＦ４在高 ｍＣＲＣ细胞中通过诱导 Ｍ２型巨噬细胞
极化促进免疫逃逸中起了重要作用。

　　综上所述，高 ｍＣＲＣ细胞 ＨＣＴ１１６通过分泌
ＫＬＦ４诱导Ｍ２型巨噬细胞极化，极化后的 Ｍ２型巨
噬细胞又促进了结直肠细胞表达 ＰＤ-Ｌ１，促进肿瘤
免疫逃逸，因此，ＫＬＦ４可能成为提高晚期ＣＲＣ患者
免疫治疗效果的潜在治疗靶点。但该研究仅进行了

体外细胞验证，未来可进一步进行动物实验验证。
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ｃｅｌｌｓ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈ-ｌｉｇａｎｄ１（ＰＤ-Ｌ１）ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎｄｑＰＣＲ．Ａｔｔｈｅ
ｓａｍｅｔｉｍｅ，ｔｈｅｓｔｉｍｕｌａｔｅｄＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｏ-ｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈｈｕｍａｎＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｏｆ
ＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ-α（ＴＮＦ-α）ａｎｄｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ-γ（ＩＦＮ-γ）．Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆ
ｋｒｕüｐｐｅｌ-ｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ４（ＫＬＦ４）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＳＷ４８０ａｎｄＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓ，ｑＰＣＲ
ａｎｄＥＬＩＳＡ．ＡｆｔｅｒｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓｗｉｔｈＫＦＬ４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＫｅｎｐａｕｌｌｏｎｅ（Ｋｅｎ），ｔｈｅＣＭＨＣＴ１１６ ａｎｄ
ＣＭＨＣＴ１１６＋Ｋｅｎｗｅｒｅｃｏ-ｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＭ０ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓａｎｄｔｈｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ｑＰＣＲａｎｄＥＬＩＳＡ．ＴｈｅＣＭＨＣＴ１１６-ＭφａｎｄＣＭ（ＨＣＴ１１６＋Ｋｅｎ）-Ｍφｗａｓｃｏ-ｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓ，ａｎｄｔｈｅ
ＰＤ-Ｌ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎｄｑＰＣＲ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＡｆｔｅｒｔｈｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｏｆＭ０
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｗｉｔｈＣＭ，ｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＣＤ１１ｂ＋ＣＤ２０６＋ｃｅｌｌｓｉｎＨＣＴ１１６-Ｍφｃｅｌｌｓｗａｓｈｉｇｈｅｒ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓ-
ｓｉｏｎｏｆＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍａｒｋｅｒｓｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ（ＩＬ-１０）ａｎｄｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ-β（ＴＧＦ-β）ｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒ．Ｃｏｍ-
ｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＣＭＳＷ４８０-Ｍφｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＰＤ-Ｌ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅＣＭＨＣＴ１１６-Ｍφｇｒｏｕｐ．Ａｆｔｅｒｃｏ-
ｃｕｌｔｕｒｅｗｉｔｈＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅａｒｅｔｈｅｍｏｓｔｉｎＣＭＨＣＴ１１６-Ｍφｇｒｏｕｐ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦ-αａｎｄ
ＩＦＮ-γｗｅｒｅｔｈｅｌｏｗｅｓｔ．ＡｆｔｅｒｔｈｅａｄｄｉｔｉｏｎｏｆＫｅｎ，ｔｈｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｒａｔｉｏａｎｄｍａｒｋｅｒｓｏｆＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ．
ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣＭＨＣＴ１１６-Ｍφｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＤ-Ｌ１ｉｎＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓｏｆｔｈｅＣＭ（ＨＣＴ１１６＋Ｋｅｎ）-Ｍφｇｒｏｕｐｄｅ-
ｃｒｅａｓｅｄ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＨｉｇｈｌｙｍｅｔａｓｔａｔｉｃｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｂｙｓｅｃｒｅｔｉｎｇ
ＫＬＦ４，ｐｒｏｍｏｔｅＰＤ-Ｌ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ，ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｔｕｍｏｒｉｍｍｕｎｅｅｓｃａｐｅ，ａｎｄｐｒｏｖｉｄｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｔａｒｇｅｔｓｆｏｒｃｌｉｎｉｃａｌｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｈｉｇｈｌｙｍｅｔａｓｔａｔｉｃｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ；ＫＬＦ４；ｔｕｍｏｒ-ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ；ｉｍｍｕｎｅｅｓｃａｐｅ；ＰＤ-Ｌ１
Ｆｕｎｄｐｒｏｇｒａｍｓ　ＳｈａｎｇｈａｉＲｉｓｉｎｇ-ＳｔａｒＰｒｏｇｒａｍ（ＳａｉｌｉｎｇＳｐｅｃｉａｌＰｒｏｊｅｃｔ）（Ｎｏ．２２ＹＦ１４４１４００）；ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｎｏ-
ｖａｔｉｏｎＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｈａｎｇｈａｉＰｕｔｕｏＤｉｓｔｒｉｃｔＨｅａｌｔｈＳｙｓｔｅｍ（Ｎｏ．ｐｔｋｗｗｓ２０２４０９）；ＳｈａｎｇｈａｉＳｉｘｔｈＰｅｏｐｌｅ′ｓＨｏｓｐｉｔａｌ
ＪｏｉｎｔＣｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｓｅａｒｃｈＦｕｎｄ（Ｎｏ．２３-ＬＹ-０３）；“１００ＴａｌｅｎｔｓＰｒｏｊｅｃｔ”ｏｆＰｕｔｕｏＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｓｈａｎｇｈａｉ
ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ（Ｎｏ．２０２２-ＲＣＬＨ-０３）；ＢｕｄｇｅｔｅｄＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｈａｎｇｈａｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｒａ-
ｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ（Ｎｏ．２０２１ＬＫ０５５）；ＫｅｙＤｉｓｃｉｐｌｉｎｅＰｌａｎ ｏｆＳｈａｎｇｈａｉＨｅａｌｔｈ Ｓｙｓｔｅｍ （Ｎｏ．
２０２４ＺＤＸＫ００４６）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒｓ　ＣｈｅｎＪｉｎｂａｏ，Ｅ-ｍａｉｌ：１９７６９８８８９１＠ｑｑ．ｃｏｍ；ＷａｎｇＨａｉｊｉｎｇ，Ｅ-ｍａｉｌ：ｗａｎｇｈｊ０３０７＠
１６３．ｃｏｍ
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