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小白菊内酯通过调控 ＣＣＬ２ 介导肿瘤
相关巨噬细胞表型极化抑制胆囊癌细胞恶性进展

李鸿晨，哈力木拉提·吾布力卡斯木，陈　 骏

（新疆医科大学附属中医医院普外科，乌鲁木齐　 ８３００００）

摘要　 目的　 探究小白菊内酯（ＰＴＬ）调节肿瘤相关巨噬细胞（ＴＡＭ）极化抑制胆囊癌细胞恶性进展的作用及分子机制。 方法

　 将 Ｍ０ 型巨噬细胞与人胆囊癌细胞 ＧＢＣ⁃ＳＤ 共培养，并加入 ＰＴＬ 干预，分为对照组、ＴＡＭ 组、ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ 组，流式细胞术检测

巨噬细胞中 ＣＤ８６ 和 ＣＤ２０６ 水平，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＣＤ１６３、白细胞介素⁃１０（ ＩＬ⁃１０）和精氨酸酶⁃１（Ａｒｇ⁃１）表达；
ＥＬＩＳＡ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞上清液中 ＣＣ 类趋化因子配体 ２（ＣＣＬ２）分泌量及细胞中 ＣＣＬ２ 表达。 通过 ＣＣＬ２ 过表

达载体转染 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞，分为 ＴＡＭ 组、ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ 组、ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ＋ ＯＥ⁃ＮＣ 组、ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ＋ ＯＥ⁃ＣＣＬ２ 组，流式细胞术检测巨

噬细胞中 ＣＤ８６ 和 ＣＤ２０６ 水平，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＣＤ１６３、ＩＬ⁃１０ 和 Ａｒｇ⁃１ 表达；ＣＣＫ⁃８ 法、平板克隆形成、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室实验分别检测 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞增殖、迁移与侵袭。 结果　 与 ＴＡＭ 组比较，ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ 组巨噬细胞中 ＣＤ８６ 表达增加、ＣＤ２０６
表达减少，ＣＤ１６３、ＩＬ⁃１０、Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达量下调，ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞中 ＣＣＬ２ 含量降低且 ＣＣＬ２ 蛋白表达量下调，细胞增殖

活性及克隆形成数目、迁移与侵袭数目均减少（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ 组比较，ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ＋ ＯＥ⁃ＣＣＬ２ 组巨噬细胞中 ＣＤ８６
表达减少、ＣＤ２０６ 表达增加，ＣＤ１６３、ＩＬ⁃１０、Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达量上调，细胞增殖活性升高，克隆形成数目、迁移与侵袭数

目均增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 ＰＴＬ 通过下调胆囊癌细胞中 ＣＣＬ２ 表达，进而抑制 ＴＡＭ 中巨噬细胞向 Ｍ２ 型极化，阻止胆囊癌细

胞增殖、迁移及侵袭。
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　 　 胆囊癌是源自胆囊上皮的恶性肿瘤，因早期症

状不明显且进展迅速，多数患者确诊时已属晚期，常
出现肝、肺及其他器官转移［１ － ２］。 手术切除是早期

胆囊癌的有效疗法，但晚期患者多因远处转移失去

手术机会，仅能接受化疗或放疗［３］。 目前以吉西他

滨为基础的化疗常引起严重毒副作用和耐药性，患
者 ５ 年生存率低于 ２５％ ［４］。 因此，亟需寻找新药物

并探究其抗肿瘤机制以改善治疗效果。 肿瘤相关巨

噬细胞（ ｔｕｍｏｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ，ＴＡＭ）是肿瘤

微环境的主要组成部分，可分为促炎的 Ｍ１ 型和免

疫抑制的 Ｍ２ 型。 Ｍ１ 型能够增强抗肿瘤免疫反应，
Ｍ２ 型则促进肿瘤生长和转移［５］。 研究［６ － ８］显示，胆
囊癌微环境中的 ＴＡＭ 状态倾向于 Ｍ２ 型，可促进细

胞增殖、迁移及侵袭，增强免疫抑制并促进肿瘤生

长。 小白菊内酯（ ｐａｒｔｈｅｎｏｌｉｄｅ，ＰＴＬ）为菊科植物天

然倍半萜内酯，具抗炎、抗氧化和抗肿瘤特性。 ＰＴＬ
对结直肠癌［９］、胃癌［１０］、乳腺癌［１１］、甲状腺癌［１２］ 等
多种肿瘤有抑制效果。 研究［１３］ 表明，ＰＴＬ 能够抑制

胆囊癌细胞生长，通过抑制丝裂原活化蛋白激酶通

路诱导细胞凋亡。 然而其抗肿瘤机制及对 ＴＡＭ 极

化的影响尚需深入探讨。 该研究通过探讨 ＰＴＬ 对

胆囊癌微环境中 ＴＡＭ 极化的作用及分子机制，旨在

为胆囊癌治疗提供新的靶点和潜在药物。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验细胞与培养　 人单核细胞系 ＴＨＰ⁃１ 购

于上海酶研生物科技有限公司，人胆囊癌细胞系

ＧＢＣ⁃ＳＤ 购于武汉益普生物科技有限公司。 ＴＨＰ⁃１
和 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞复苏后，添加含 １％ 青 － 链霉素和

１０％ 胎牛血清的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养液， 在条件为

３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养细胞，２ ｄ 换液 １ 次，常
规传代。
１． １． ２　 主要试剂 　 青 － 链霉素混合液 （货号：
ＡＣ０３Ｌ３３２）购自上海和元李记生物技术有限公司，
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胎牛血清（货号：Ｓ８０５６⁃０１）购自广州蕊特生物科技

有限公司，ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养液（货号：ＺＹ⁃９７０７７）购自

美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司，ＰＴＬ（纯度≥９８％ ，货号：ＷＫＱ⁃
００００５９９）购自四川省维克奇生物科技有限公司，佛
波酯（货号：Ｐ８１３９⁃１ＭＧ）购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司，牛血

清白蛋白（货号：ＢＧＴ⁃ＣＭＰ⁃１０１）购自武汉佰瑞得生

物技术有限公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室（货号：３４２２）购自

美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司，ＴＲＩｚｏｌ 法总 ＲＮＡ 提取试剂盒（货
号：ＲＮ０１０２）购自杭州昊鑫生物科技股份有限公司，
ＣｈａｍＱ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ 试剂盒和 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒

（货号：Ｑ３４１、Ｅ１１２⁃０１）购自南京诺唯赞生物科技公

司，ＲＩＰＡ 裂解液（货号：ＩＮ⁃ＷＢ００１）购自北京英文特

生物 技 术 公 司， 化 学 发 光 显 影 试 剂 盒 （ 货 号：
ＹＩＪＩ３００２６）购自上海一基实业有限公司，ＣＣ 类趋化

因子配体 ２ （ＣＣ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ ２，ＣＣＬ２） （货号：
Ｅ０１６３２） ＥＬＩＳＡ 测定试剂盒购自上海瓦兰生物科技

有 限 公 司， Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 试 剂 盒 （ 货 号：
１１６６８０１９）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司，ＣＣＫ⁃８ 试

剂盒和结晶紫染液（货号：Ｃ００３７、Ｃ０１２１）购自上海

碧云天生物技术股份公司，ＣＤ８６、ＣＤ２０６、ＧＡＰＤＨ、
ＣＤ１６３、ＩＬ⁃１０、Ａｒｇ⁃１、ＣＣＬ２ 的抗体（货号：ａｂ２３９０７５、
ａｂ６４６９３、 ａｂ８２４５、 ａｂ１８９９１５、 ａｂ３１０３２９、 ａｂ３１６４３４、
ａｂ２５５３７２）均购自英国 Ａｂｃａｍ 公司，ｐＣＭＶ⁃ＳＰＯＲＴ６⁃
ＣＣＬ２ 质粒和阴性对照 ｐＣＭＶ⁃ＳＰＯＲＴ６⁃ＮＣ 质粒购自

武汉淼灵生物科技有限公司。
１． １． ３ 　 主要仪器 　 流式细胞仪（型号：ＢＤ ＦＡＣＳ⁃
Ｃａｎｔｏ Ⅱ）购自美国 ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司，实时荧光

定量 ＰＣＲ 系统（型号：ＡＢＩ ７５００）购自美国 Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司，显微镜（型号：ＣＸ３１）购自日本 Ｏ⁃
ｌｙｍｐｕｓ 公司，酶标仪（型号：ＳＫ⁃２１００）购自北京神康

医用科技有限公司， 细胞培养箱 （型号： ＰＨＣＢ⁃
２５０Ｄ）购自上海培康生物仪器有限公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 共培养体系构建　 利用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室构建

胆囊癌细胞与巨噬细胞共培养体系，将浓度为 １ ×
１０５ 个 ／ ｍＬ 的 ＴＨＰ⁃１ 细胞接种到 ６ 孔 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 的上

层小室，加入 １００ ｎｇ ／ ｍＬ 佛波酯培养 ４８ ｈ，诱导为

Ｍ０ 型巨噬细胞；取浓度为 １ × １０５ 个 ／ ｍＬ 的 ＧＢＣ⁃ＳＤ
细胞接种于新的 ６ 孔板底部，将诱导后的 Ｍ０ 型巨

噬细胞上室转移至接种了 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞的 ６ 孔板

内，上下层以 ０. ４ μｍ 聚碳酸酯膜相隔，４８ ｈ 后停止

培养，记为 ＴＡＭ 组。 以底部只加培养基无 ＧＢＣ⁃ＳＤ
细胞作为对照组，以底部加入 １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＰＴＬ 处理

的 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞作为 ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ 组。

１． ２． ２　 流式细胞术　 收集共培养后的巨噬细胞，用
磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ⁃ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）洗涤，
加入 １００ μＬ 含 ２％牛血清白蛋白的 ＰＢＳ 重悬细胞，
再分别加入 １０ μＬ 藻红蛋白（ ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ，ＰＥ）标

记的抗 ＣＤ８６ 抗体和 １０ μＬ ＰＥ 标记的抗 ＣＤ２０６ 抗

体，置于冰上避光孵育 ３０ ｍｉｎ，孵育结束后，通过流

式细胞仪检测各组细胞表面 ＣＤ８６ 和 ＣＤ２０６ 表达

水平。
１． ２． ３　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验 　 在收集的细胞中加入 ＴＲ⁃
Ｉｚｏｌ 溶液，提取总 ＲＮＡ，检测 ＲＮＡ 完整性和浓度。
按照逆转录说明书步骤将 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ，根
据 ＣｈａｍＱ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ 试剂盒进行 ｑＰＣＲ 反应，按说

明书实验操作步骤，在无酶离心管内加入各试剂、引
物、ｃＤＮＡ，并用无酶水补足 ２０ μＬ，按下列条件进行

扩增反应：９５ ℃、３０ ｓ，１ 个循环； ９５ ℃、１０ ｓ，６０ ℃、
３０ ｓ，４０ 个循环。 使用仪器默认熔解曲线采集程序，
以 ＧＡＰＤＨ 作为内参将各目的基因的表达水平归一

化，采用 ２ － ΔΔＣＴ法进行数据分析。 Ｐｒｉｍｅｒ ５. ０ 软件设

计引物，具体序列见表 １。

表 １　 引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′⁃３′）
ＣＤ１６３ Ｆ： ＧＡＴＧＴＣＡＣＣＧＧＡＧＴＴＧＴＧＣ

Ｒ： ＴＧＣＡＧＴＧＴＧＴＴＡＴＣＣＣＴＧＣＴ
ＩＬ⁃１０ Ｆ： ＣＣＡＡＧＡＣＣＣＡＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧ

Ｒ： ＡＡＧＧＣＡＴＴＣＴＴＣＡＣＣＴＧＣＴＣ
Ａｒｇ⁃１ Ｆ： ＣＡＣＡＣＣＡＧＣＴＡＣＴＧＧＣＡＣＡＣＣ

Ｒ： ＧＣＡＡＣＴＧＣＴＧＴＧＴＴＣＡＣＴＧＴＴＣＧ
ＣＣＬ２ Ｆ： ＴＧＴＧＣＣＴＧＣＴＧＣＴＣＡＴＡＧ

Ｒ： ＧＴＴＴＧＧＧＴＴＴＧＣＴＴＧＴＣＣ
ＧＡＰＤＨ Ｆ： ＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ

Ｒ： ＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ

１． ２． ４ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验 　 各组细胞用 ＰＢＳ 洗涤

后，加入 ＲＩＰＡ 溶液提取总蛋白，ＢＣＡ 法测定浓度。
在蛋白中加入适量缓冲液，混匀后加热变性，取各组

４０ μｇ 蛋白加载至聚丙烯酰胺凝胶孔内，电泳分离，
电转至 ＰＶＤＦ 膜上，５％ 脱脂奶粉封闭 １ ｈ。 分别加

入兔抗 ＣＤ１６３（１ ∶ １ ０００）、 ＩＬ⁃１０（１ ∶ １ ０００）、Ａｒｇ⁃１
（１ ∶ ５００）、ＣＣＬ２（１ ∶ １ ０００）抗体，４ ℃过夜，ＴＢＳＴ 洗

膜后，加入对应二抗（１ ∶ ５ ０００），室温反应 ２ ｈ。 化

学发光试剂显影，应用 ＩｍａｇｅＪ 软件分析各组条带的

灰度值，以 ＧＡＰＤＨ 作内参量化各目的蛋白的表达

水平。
１． ２． ５ 　 ＥＬＩＳＡ 实验 　 收集各组 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞培养

物，４ ℃低温 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，获取离心上
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清液。 使用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测各组肿瘤细胞上清

液中 ＣＣＬ２ 水平，制作标准曲线，在酶标仪上测量

４５０ ｎｍ 处的吸光度（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ， ＯＤ）。
１． ２． ６　 细胞转染与分组处理 　 将 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞以

１ × １０５ 个 ／ ｍＬ 的浓度接种至 １２ 孔板，达到 ８０％ 融

合度时进行转染，利用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 分别将

ｐＣＭＶ⁃ＳＰＯＲＴ６⁃ＣＣＬ２、 ｐＣＭＶ⁃ＳＰＯＲＴ６⁃ＮＣ 转 染 至

ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞，在 １. ５ μｇ 质粒中加入 ２５０ μＬ Ｏｐｔｉ⁃
ＭＥＭ 培养基，混匀静置 １０ ｍｉｎ，在 １０ μＬ 脂质体试

剂中加入 ２５０ μＬ Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 培养基，混匀静置 １０
ｍｉｎ，再将两种溶液混合作为转染体系加入到细胞孔

内，转染 ６ ｈ 后更换为无抗生素的完全培养基，利用

Ｇｅｎｅｔｉｃｉｎ 培养基筛选稳转的细胞系。 按“１. ２. １”方
法建立共培养体系，上层均为诱导后的 Ｍ０ 型巨噬

细胞，底部为不同处理的 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞，具体分组与

处理如下：① ＴＡＭ 组，底部为 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞；②
ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ 组，底部为 １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＰＴＬ 处理的 ＧＢＣ⁃
ＳＤ 细胞；③ ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ＋ ＯＥ⁃ＮＣ 组，底部为转染

ｐＣＭＶ⁃ＳＰＯＲＴ６⁃ＮＣ 的 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细 胞， 并 加 入 １５
μｍｏｌ ／ Ｌ ＰＴＬ 处理；④ ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ＋ ＯＥ⁃ＣＣＬ２ 组，底
部为转染 ｐＣＭＶ⁃ＳＰＯＲＴ６⁃ＣＣＬ２ 的 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞，并
加入 １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＰＴＬ 处理。 结束后，收集各组巨噬

细胞检测极化情况并检测各组 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞行为学

变化，并以单独培养、未进行任何处理的 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细

胞作为对照组。
１． ２． ７　 ＣＣＫ⁃８ 实验　 将 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞按“１. ２. ６”方
法进行分组与对应处理，置于培养箱中分别在培养

０、２４、４８、７２ ｈ 时，向每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 溶液，孵
育 ２ ｈ 后，在酶标仪上测量各孔 ＯＤ 值，检测波长为

４５０ ｎｍ，制作各组细胞增殖曲线。
１． ２． ８　 平板克隆形成实验　 收集未处理和处理后

的各组 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞，常规消化并制成细胞悬液，按
照每孔 ５００ 个细胞的密度接种在 ６ 孔板，置于培养

箱中培养，１４ ｄ 形成肉眼可见克隆菌落，４％ 多聚甲

醛固定 ２０ ｍｉｎ，０. １％结晶紫染色 ８ ｍｉｎ，流水冲洗，
在光学显微镜下拍照，随机取 ６ 个视野计数克隆数

目，结果取均值。
１． ２． ９　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验 　 采用孔径为 ８ μｍ 的

２４ 孔 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室进行迁移和侵袭实验。 侵袭实

验前在每个小室中铺 １００ μＬ 基质胶，待胶凝固后再

加细胞。 将未处理和处理后的各组 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞进

行消化后，用无血清培养基重悬并调整浓度为 ３ ×
１０５ 个 ／ ｍＬ，上层小室加入 ２００ μＬ 细胞悬液，下层小

室加入 ６００ μＬ 完全培养基，置于培养箱中孵育 ４８
ｈ，吸干上室液体，４％多聚甲醛固定 ２０ ｍｉｎ，０. １％结

晶紫中染色 １０ ｍｉｎ，用棉签擦去小室内部细胞，在光

学显微镜下拍照，随机取 ６ 个视野计数迁移或侵袭

数目，结果取均值。
１． ３　 统计学处理　 所有实验重复 ６ 次，每次实验设

置 ３ 个生物学重复。 采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 软件

进行统计学分析并制作柱形图和曲线图，所有实验

数据表示为 �ｘ ± ｓ，采用单因素方差分析进行多组间

数据差异比较，采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验进行组内两两比较。
Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＰＴＬ 对胆囊癌 ＴＡＭ 极化的影响　 将 ＧＢＣ⁃ＳＤ
细胞、ＰＴＬ 处理的 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞分别与巨噬细胞共

培养后，流式细胞术检测结果显示，与对照组比较，
ＴＡＭ 组 Ｍ１ 型巨噬细胞表面标志物 ＣＤ８６ 表达减少

（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｍ２ 型巨噬细胞表面标志物 ＣＤ２０６ 表达

增加（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＴＡＭ 组比较，ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ 组 Ｍ１
型巨噬细胞表面标志物 ＣＤ８６ 表达增加（Ｐ ＜ ０. ０５），
Ｍ２ 型巨噬细胞表面标志物 ＣＤ２０６ 表达减少（Ｐ ＜
０. ０５）。 见图 １。
　 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示，与对

照组比较，ＴＡＭ 组 Ｍ２ 型巨噬细胞极化特征基因

ＣＤ１６３、ＩＬ⁃１０、Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达量上调（Ｐ ＜
０. ０５）；与 ＴＡＭ 组比较， ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ 组中 ＣＤ１６３、
ＩＬ⁃１０、Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达量下调（Ｐ ＜ ０. ０５）。
见图 ２。
２． ２　 ＰＴＬ 对胆囊癌细胞 ＣＣＬ２ 分泌水平的影响　
将 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞、ＰＴＬ 处理的 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞分别与

巨噬细胞共培养后，ＥＬＩＳＡ 检测结果显示，与对照组

比较，ＴＡＭ 组 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞培养上清液中 ＣＣＬ２ 含

量升高（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＴＡＭ 组比较，ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ 组

ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞培养上清液中 ＣＣＬ２ 含量降低（Ｐ ＜
０. ０５）。 见图 ３Ａ。 此外， ＴＡＭ 组 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞中

ＣＣＬ２ 蛋白表达量高于对照组（Ｐ ＜ ０. ０５）；ＴＡＭ ＋
ＰＴＬ 组 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞中 ＣＣＬ２ 蛋白表达量低于 ＴＡＭ
组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ３Ｂ。
２． ３　 上调 ＣＣＬ２ 对 ＰＴＬ 抑制 ＴＡＭ 向 Ｍ２ 型极化

的影响　 与未转染、转染 ＯＥ⁃ＮＣ 的 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞比

较，转染 ＯＥ⁃ＣＣＬ２ 的 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞中 ＣＣＬ２ ｍＲＮＡ
及蛋白表达量上调（Ｐ ＜ ０. ０５），表明在 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细

胞中成功上调了 ＣＣＬ２ 表达。 见图 ４。
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图 １　 流式细胞术检测 Ｍ１ ／ Ｍ２ 型巨噬细胞表面标志物表达

Ｆｉｇ． １　 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｕｒｆａｃｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ Ｍ１ ／ Ｍ２ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＴＡＭ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＴＡＭ ｇｒｏｕｐ．

图 ２　 Ｍ２ 型巨噬细胞极化特征基因 ＣＤ１６３、ＩＬ⁃１０ 和 Ａｒｇ⁃１ 表达

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｇｅｎｅｓ ＣＤ１６３， ＩＬ⁃１０ ａｎｄ Ａｒｇ⁃１ ｉｎ Ｍ２ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ
　 　 Ａ：ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ１６３， ＩＬ⁃１０ ａｎｄ Ａｒｇ⁃１； Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ１６３， ＩＬ⁃１０ ａｎｄ Ａｒｇ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘ⁃

ｐｒｅｓｓｉｏｎ； ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＴＡＭ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＴＡＭ ｇｒｏｕｐ．
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图 ３　 各组胆囊癌细胞 ＣＣＬ２ 分泌与表达

Ｆｉｇ． ３　 ＣＣＬ２ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｇａｌｌｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
　 　 Ａ： ＥＬＩＳＡ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ＣＣＬ２ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ； Ｂ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＣＣＬ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； ａ： ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＴＡＭ ｇｒｏｕｐ； ｃ：
ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＴＡＭ ｇｒｏｕｐ．

图 ４　 转染后胆囊癌细胞中 ＣＣＬ２ 表达

Ｆｉｇ． ４　 ＣＣＬ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｇａｌｌｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ：ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ＣＣＬ２； Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ＣＣＬ２； ａ： ＧＢＣ⁃ＳＤ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ； ｂ：
ＧＢＣ⁃ＳＤ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＯＥ⁃ＮＣ； ｃ： ＧＢＣ⁃ＳＤ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＯＥ⁃ＣＣＬ２； ∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＧＢＣ⁃ＳＤ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ
ＧＢＣ⁃ＳＤ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＯＥ⁃ＮＣ．

　 　 流式细胞术检测结果显示，与 ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ 组比

较，ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ＋ ＯＥ⁃ＣＣＬ２ 组 Ｍ１ 型巨噬细胞表面标

志物 ＣＤ８６ 表达减少（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｍ２ 型巨噬细胞表

面标志物 ＣＤ２０６ 表达增加（Ｐ ＜ ０. ０５），ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ
＋ ＯＥ⁃ＮＣ 组中 ＣＤ８６、ＣＤ２０６ 未发生显著变化（Ｐ ＞
０. ０５）。 见图 ５。
　 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示，与

ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ 组比较，ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ＋ ＯＥ⁃ＣＣＬ２ 组 Ｍ２ 型

巨噬细胞极化特征基因 ＣＤ１６３、ＩＬ⁃１０、Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ
及蛋白表达量上调（Ｐ ＜ ０. ０５），ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ＋ ＯＥ⁃ＮＣ
组中 ＣＤ１６３、ＩＬ⁃１０、Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达量未发

生显著变化（Ｐ ＞ ０. ０５）。 见图 ６。
２． ４　 ＰＴＬ 通过 ＣＣＬ⁃２ 抑制 ＴＡＭ 向 Ｍ２ 型极化对

胆囊癌细胞行为的影响　 ＣＣＫ⁃８ 检测结果显示，在
同一时间点 （２４、 ４８、 ７２ ｈ） 下，与 ＴＡＭ 组比较，
ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ组 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞增殖活性降低 （ Ｐ ＜

０. ０５）；与 ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ 组比较， ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ＋ ＯＥ⁃
ＣＣＬ２ 组 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞增殖活性升高（Ｐ ＜ ０. ０５），
ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ＋ ＯＥ⁃ＮＣ 组增殖活性无显著变化（Ｐ ＞
０. ０５）。 见图 ７。
　 　 平板克隆实验检测结果显示，与 ＴＡＭ 组比较，
ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ 组 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞克隆形成数目减少（Ｐ ＜
０. ０５）；与 ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ 组比较， ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ＋ ＯＥ⁃
ＣＣＬ２ 组 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞克隆形成数目增加 （ Ｐ ＜
０. ０５），ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ＋ ＯＥ⁃ＮＣ 组克隆形成数目无显著

变化（Ｐ ＞ ０. ０５）。 见图 ８。
　 　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验检测结果显示，与 ＴＡＭ 组比

较，ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ 组 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞迁移、侵袭数目减少

（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ 组比较，ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ＋
ＯＥ⁃ＣＣＬ２ 组 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞迁移、侵袭数目增加（Ｐ ＜
０. ０５），ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ＋ ＯＥ⁃ＮＣ 组迁移、侵袭数目均无

显著变化（Ｐ ＞ ０. ０５）。 见图 ９。
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图 ５　 流式细胞术检测 Ｍ１ ／ Ｍ２ 型巨噬细胞表面标志物表达

Ｆｉｇ． ５　 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｍ１ ／ Ｍ２ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍａｒｋｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　 　 ａ： ＴＡＭ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ＋ ＯＥ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ； ｄ： ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ＋ ＯＥ⁃ＣＣＬ２ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＴＡＭ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ
ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ｇｒｏｕｐ．

图 ６　 Ｍ２ 型巨噬细胞极化特征基因 ＣＤ１６３、ＩＬ⁃１０ 和 Ａｒｇ⁃１ 表达

Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｇｅｎｅｓ ＣＤ１６３， ＩＬ⁃１０ ａｎｄ Ａｒｇ⁃１ ｉｎ Ｍ２ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ
　 　 Ａ： ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＣＤ１６３， ＩＬ⁃１０ ａｎｄ Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； Ｂ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ１６３， ＩＬ⁃１０ ａｎｄ Ａｒｇ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ； ａ： ＴＡＭ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ＋ ＯＥ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ； ｄ： ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ＋ ＯＥ⁃ＣＣＬ２ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＴＡＭ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ
ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ｇｒｏｕｐ．

３　 讨论

　 　 肿瘤微环境是肿瘤形成和发展过程中一个复杂

而关键的调控系统，由血管、肿瘤细胞、免疫细胞及

细胞外基质等多种成分组成。 肿瘤微环境不仅为肿

瘤细胞提供生存和增殖的支持，也通过多种信号传

导机制促进肿瘤的侵袭与转移［１４］。 其中，ＴＡＭ 是

肿瘤微环境中最丰富的免疫细胞类型之一，通常表

达 Ｍ２ 型巨噬细胞标志物和细胞因子，如 ＣＤ２０６、
ＣＤ１６３、ＩＬ⁃１０ 和 Ａｒｇ⁃１，支持肿瘤生长与扩散［１５］ 。研
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图 ７　 ＣＣＫ⁃８ 检测各组胆囊癌细胞增殖活性

Ｆｉｇ． ７　 ＣＣＫ⁃８ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆ ｇａｌｌｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

　 　 ∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＴＡＭ ｇｒｏｕｐ； △Ｐ ＜ ０. ０５
ｖｓ ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ｇｒｏｕｐ．

究［１６］表明，胆囊癌微环境中 ＴＡＭ 的高密度与肿瘤

恶性程度呈正相关，且高水平的 ＴＡＭ 浸润与患者总

生存期的缩短相关联。 ＴＡＭ 还可以通过抑制免疫

系统的反应来帮助肿瘤逃逸宿主免疫监视，并分泌

抗炎因子和趋化因子，对胆囊癌的发展产生直接影

响［１７］。 因此，靶向抑制 ＴＡＭ 向 Ｍ２ 型极化是抑制胆

囊癌肿瘤生长的有效策略。
　 　 近年来，中草药因其多靶点、低毒副作用的特点

在肿瘤治疗中引起广泛关注。 ＰＴＬ 通过多种信号通

路抑制肿瘤细胞的增殖与转移。 例如，ＰＴＬ 通过抑

制溶质载体家族蛋白 ２５ 成员 Ａ１ 表达导致线粒体

功能障碍，从而抑制肝癌细胞的生长和干细胞特

性［１８］；ＰＴＬ 通过抑制表皮生长因子介导的粘着斑激

酶和糖原合酶激酶⁃３β 的磷酸化来抑制宫颈癌细胞

的增殖和迁移［１９］。 此外，ＰＴＬ 在免疫调节中的作用

日益受到重视，相关研究报道指出 ＰＴＬ 能调控巨噬

细胞的功能，参与免疫治疗［２０］，并通过调节肿瘤微

环境中的免疫细胞发挥抗乳腺癌作用［２１］。 但 ＰＴＬ
对胆囊癌微环境中 ＴＡＭ 极化及其分子机制尚缺乏

系统研究。 本研究通过构建胆囊癌 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞与

ＴＨＰ⁃１ 细胞来源 Ｍ０ 型巨噬细胞的共培养体系，在
体外模拟胆囊癌微环境，结果显示，未经 ＰＴＬ 处理

的共培养组中，巨噬细胞表现出明显的 Ｍ２ 型极化

特征，Ｍ２ 标志物 ＣＤ２０６、ＣＤ１６３、ＩＬ⁃１０ 和 Ａｒｇ⁃１ 表达

均显著升高，而 Ｍ１ 标志物 ＣＤ８６ 表达减少，提示肿

瘤细胞促进 ＴＡＭ 向免疫抑制的 Ｍ２ 型转化，同时，
ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞表现出较高的增殖、迁移及侵袭能力。
相较之下，ＰＴＬ 处理组巨噬细胞中 Ｍ１ 标志物表达

增加，Ｍ２ 标志物明显减少，ＣＤ１６３、ＩＬ⁃１０、Ａｒｇ⁃１ 表达

降低，且伴随胆囊癌细胞增殖和转移能力的显著抑

制。 上述结果提示，ＰＴＬ 能够抑制胆囊癌微环境中

ＴＡＭ 向 Ｍ２ 型极化，抑制胆囊癌细胞恶性进展。
　 　 在肿瘤微环境中，ＴＡＭ与肿瘤细胞通过多种信

图 ８　 平板克隆实验检测各组胆囊癌细胞增殖水平　 × ４０
Ｆｉｇ． ８　 Ｐｌａｔｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｇａｌｌｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ　 × ４０
　 　 ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＴＡＭ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ｇｒｏｕｐ； ｄ： ＴＡＭ ＋
ＰＴＬ ＋ ＯＥ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ； ｅ： ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ＋ ＯＥ⁃ＣＣＬ２ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｃｏｎ⁃

ｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＴＡＭ ｇｒｏｕｐ； △Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ｇｒｏｕｐ．
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图 ９　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验检测各组胆囊癌细胞迁移与侵袭　 × １００
Ｆｉｇ． ９　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｃｈａｍｂｅｒ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｇａｌｌｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ　 × １００

　 　 ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＴＡＭ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ｇｒｏｕｐ； ｄ： ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ＋ ＯＥ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ； ｅ： ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ＋ ＯＥ⁃ＣＣＬ２ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＴＡＭ ｇｒｏｕｐ； △Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ｇｒｏｕｐ．

号分子相互作用，形成促进肿瘤进展的正反馈环路。
研究［２２］表明，肿瘤细胞通过分泌多种因子来诱导

ＴＡＭ 形成并将其招募到肿瘤部位。 ＣＣＬ２ 在 ＴＡＭ
的募集及极化过程中发挥关键作用，其通过与受体

ＣＣＲ２ 结合，促进促进巨噬细胞迁移并诱导其向 Ｍ２
型转化，从而建立免疫抑制微环境，支持肿瘤生长和

转移［２３ － ２４］。 肿瘤细胞通过调节 ＣＣＬ２ 表达，影响

ＴＡＭ 的动态平衡，改变肿瘤免疫环境。 例如，高迁

移率族蛋白 Ａ２ 直接结合转录激活因子 ３ 以激活其

转录，诱导结直肠癌细胞分泌 ＣＣＬ２，从而促进 ＴＡＭ
募集并向 Ｍ２ 型极化［２５］；ＳＬＦＮ１１ 敲除的肝癌细胞

中 ＣＣＬ２ 表达增加，这促进了巨噬细胞迁移和向 Ｍ２
型极化，减弱了抗 ＰＤ⁃１ 免疫治疗效果［２６］。 本研究

结果显示，共培养后的 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞上清液中 ＣＣＬ２
含量升高，细胞中 ＣＣＬ２ 蛋白表达量上调；而经 ＰＴＬ
处理显著降低了细胞上清液中 ＣＣＬ２ 含量及 ＣＣＬ２
蛋白表达，因而推测，ＰＴＬ 可能通过抑制 ＣＣＬ２ 调控

胆囊癌微环境中 ＴＡＭ 极化。 进一步过表达 ＣＣＬ２

实验验证了 ＣＣＬ２ 在 ＰＴＬ 调节 ＴＡＭ 极化中的关键

作用，实验结果显示，过表达 ＣＣＬ２ 后的巨噬细胞中

ＣＤ８６ 表达减少、 ＣＤ２０６ 表达增加， ＣＤ１６３、 ＩＬ⁃１０、
Ａｒｇ⁃１ 表达上调，且 ＧＢＣ⁃ＳＤ 细胞增殖活性升高，克
隆形成数目、迁移及侵袭数目增加。 以上结果证实

了 ＣＣＬ２ 是 ＰＴＬ 抑制 ＴＡＭ 向 Ｍ２ 型极化的作用靶

点。
　 　 综上所述，ＰＴＬ 通过抑制 ＣＣＬ２ 表达来阻止胆

囊癌微环境中 ＴＡＭ 向 Ｍ２ 型极化，从而抑制胆囊癌

细胞增殖、迁移及侵袭，控制胆囊癌的恶性进展，本
研究结果有望为胆囊癌的潜在药物治疗提供理论支

持。 但此次研究实验结果需要在动物水平上进行体

内验证，ＰＴＬ 是否还通过调控其他因子来发挥作用，
也尚需进一步明确。
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２０２４． １１５３１８．

［２４］ Ｑｉｎ Ｒ， Ｒｅｎ Ｗ， Ｙａ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｒｏｓｓｔａｌｋ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｕｍｏｒ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ［ Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ
Ｍｅｄ， ２０２３， ２３（５）： １３５９ － ７３． ｄｏｉ： １０． １００７ ／ ｓ１０２３８ － ０２２ －
００８８８ － ｚ．

［２５］ Ｗａｎｇ Ｘ， Ｗａｎｇ Ｊ， Ｚｈａｏ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＨＭＧＡ２ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｖｉａ ＳＴＡＴ３⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｕｍｏｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｃｒｏ⁃
ｐｈａｇｅ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ［ Ｊ］ ． Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓ， ２０２２， １２ （２）： ９６３ － ７５．
ｄｏｉ： １０． ７１５０ ／ ｔｈｎｏ． ６５４１１．

［２６］ Ｚｈｏｕ Ｃ， Ｗｅｎｇ Ｊ， Ｌｉｕ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ ｏｆ ＳＬＦＮ１１ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ＣＣＬ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ Ｍ２ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉ⁃
ａｔｅｓ ａｎｔｉ⁃ＰＤ⁃１ ｔｈｅｒａｐｙ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ［ Ｊ］ ．
Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ， ２０２３， １６４ （７）： １２６１ － ７８． ｄｏｉ： １０． １０５３ ／ ｊ．
ｇａｓｔｒｏ． ２０２３． ０２． ００５．
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　 Ｍ０ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｈｕｍａｎ ｇａｌｌｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＧＢＣ⁃ＳＤ ａｎｄ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＴＬ， ａｎｄ
ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＴＡＭ ｇｒｏｕｐ， ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ｇｒｏｕｐ． Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ
ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＤ８６ ａｎｄ ＣＤ２０６ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ． ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ
ｏｆ ＣＤ１６３， ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１０ （ＩＬ⁃１０） ａｎｄ ａｒｇｉｎａｓｅ⁃１ （Ａｒｇ⁃１）． ＥＬＩＳＡ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ＣＣ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ ２ （ＣＣＬ２） ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ＧＢＣ⁃ＳＤ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＣＬ２ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｅｌｌｓ． ＧＢＣ⁃ＳＤ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａ ＣＣＬ２ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ａｎｄ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ＴＡＭ， ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ， ＴＡＭ
＋ ＰＴＬ ＋ ＯＥ⁃ＮＣ， ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ＋ ＯＥ⁃ＣＣＬ２ ｇｒｏｕｐｓ． Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ＣＤ８６ ａｎｄ ＣＤ２０６ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ＣＤ１６３， ＩＬ⁃１０ ａｎｄ Ａｒｇ⁃１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ，
ｐｌａｔｅ⁃ｂａｓｅｄ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｃｈａｍｂｅｒ ａｓｓａｙ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ＧＢＣ⁃ＳＤ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉ⁃
ｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＴＡＭ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｉｎ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ ＣＤ８６ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＣＤ２０６ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ， ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ
ＣＤ１６３， ＩＬ⁃１０ ａｎｄ Ａｒｇ⁃１ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ， ｔｈｅ ＣＣＬ２ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＧＢＣ⁃ＳＤ ｃｅｌｌｓ ｄｅ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ， ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｍ⁃
ｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ＴＡＭ ＋ ＰＴＬ ＋ ＯＥ⁃ＣＣＬ２ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＣＤ８６ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｎ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ ＣＤ２０６ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ， ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＣＤ１６３， ＩＬ⁃１０ ａｎｄ Ａｒｇ⁃１ ｗｅｒｅ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ． Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｅｎｈａｎｃｅｄ， ａｎｄ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｌｌ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
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