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肿瘤相关巨噬细胞分泌的 IL-8 对结直肠癌转移的影响 

苏  雅 1，袁路云 2，张  强 1，王海静 3 

（上海市普陀区中心医院 1 放射治疗科、2 中医肿瘤科、3 药学部，上海 200062） 

摘要 目的 探讨肿瘤相关巨噬细胞（TAMs）分泌的白细胞介素-8（IL-8）在结直肠癌（CRC）

转移中的作用及其潜在治疗价值。方法 通过佛波酯（PMA）联合 IL-4/IL-13 构建 TAMs 模

型，采用流式细胞术、RT-qPCR 和 ELISA 验证模型表型。用巨噬细胞 M0 及 TAMs 条件培

养基（CM）处理人源 CRC 细胞 HCT116，通过划痕实验、Transwell 实验评估细胞转移能

力。Western blot、RT-qPCR 及 ELISA 实验检测巨噬细胞 M0 及 TAMs 中 IL-8 表达水平。用

Western blot 和 RT-qPCR 检测经 CM-M0 及 CM-TAM 处理后的 HCT116 细胞中上皮-间质转

化（EMT）标志物（E-cadherin、N-cadherin）表达水平。在 CM-TAMs 中加入 IL-8 受体抑制

剂 Reparixin 后刺激 HCT116 细胞，通过划痕实验、Transwell 实验评估细胞转移能力，用

Western blot 和 RT-qPCR 检测 E-cadherin、N-cadherin 表达水平。最后，采用鼠源结直肠细胞

CT26-LUC 构建脾注射肝转移模型，用活体成像观察 Reparixin 对该动物模型的影响。结果 

流式细胞术显示 TAMs 模型中的 M2 型巨噬细胞（CD11b+CD206+细胞）比例升高，RT-qPCR

和 ELISA 实验显示 M2 型巨噬细胞的标志物 IL-10 和 TGF-β 明显升高。划痕实验、Transwell

实验显示 CM-TAMs 显著增强 HCT116 细胞的迁移、侵袭能力。Western blot、RT-qPCR 及

ELISA 实验显示 TAMs 高表达 IL-8，同时诱导 HCT116 细胞下调 E-cadherin 表达水平并上

调 N-cadherin 表达水平。Reparixin 不仅可以逆转 CM-TAMs 的促转移作用，同时上调 HCT116

细胞中 E-cadherin 表达水平并下调 N-cadherin 表达水平，还可以在脾注射肝转移模型中减少

小鼠肝转移灶的生物发光信号强度。结论 TAMs 通过分泌 IL-8 诱导 EMT 促进 CRC 转移，

抑制 TAMs 分泌 IL-8 或抑制 IL-8 与其受体结合，可能为 CRC 治疗提供新方向。 
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Abstract Objective To investigate the role of interleukin-8 (IL-8) secreted by tumor-associated 

macrophages (TAMs) in colorectal cancer (CRC) metastasis and its potential therapeutic value. 

Methods The TAMs model was constructed by phorbol ester (PMA) combined with IL-4/IL-13, and 

the model phenotype was verified by flow cytometry, RT-qPCR and ELISA. Human CRC HCT116 

cells were treated with conditioned medium (CM) from M0 macrophages and TAMs, and the 

metastatic capacity of HCT116 cells was evaluated by wound-healing assay and Transwell assay. 

The expression levels of IL-8 in M0 macrophages and TAMs were detected by Western blot, RT-

qPCR and ELISA. The expression level of epithelial-mesenchymal transition (EMT) markers (E-

cadherin, N-cadherin) in HCT116 cells treated with CM-M0 and CM-TAMs were detected by 

Western blot and RT-qPCR. HCT116 cells were stimulated with CM-TAMs supplemented with IL-

8 receptor inhibitor Reparixin. The HCT116 cells metastasis ability was evaluated by wound-healing 

assay and Transwell assay, and the expression levels of E-cadherin and N-cadherin were detected 

by Western blot and RT-qPCR. Finally, a splenic injection liver metastasis model was established 

using murine CRC cells CT26-LUC, and the effect of Reparixin on this animal model was observed 

by in vivo imaging. Results Flow cytometry showed that the proportion of M2 macrophages 

(CD11b+CD206+ cells) was elevated in the TAMs model. RT-qPCR and ELISA assays revealed that 

the levels of M2 macrophage markers IL-10 and TGF-βsignificantly increased. Wound-healing 

assay and Transwell assay demonstrated that CM-TAMs significantly enhanced the migration and 

invasion ability of HCT116 cells. Western blot, RT-qPCR and ELISA assays showed that TAMs 

highly expressed IL-8 and simultaneously induced downregulation of E-cadherin and upregulation 

of N-cadherin in HCT116 cells. Reparixin not only reversed the pro-metastatic effects of CM-TAMs, 

but also upregulated the expression level of E-cadherin and downregulated that of N-cadherin in 

HCT116 cells. Furthermore, it reduced the bioluminescence signal intensity of liver metastatic 

lesions in the splenic injection liver metastasis model. Conclusion The TAMs promote CRC 

metastasis by secreting IL-8 to induce EMT. Inhibiting IL-8 secretion in TAMs or blocking the 

binding of IL-8 to its receptor may provide a new strategy for CRC treatment. 
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结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是临床常见的消化道恶性肿瘤，其发病率在男性和

女性人群中均位列第三 [1]。尽管 CRC 的治疗取得了较大的进步，但发生转移的患者预后仍

极差，是其主要死因之一 [2]。因此，探索 CRC 转移的分子机制，筛选新的靶向治疗位点，

对于提高 CRC 疗效及改善预后极为重要。 

肿瘤相关巨噬细胞（tumor-associated macrophages，TAMs）作为肿瘤微环境（tumor 

microenvironment，TME）主要浸润的免疫细胞，常常表现为 M2 表型，在促进血管生成、

肿瘤发生和转移方面具有重要作用 [3-5]。TAMs 衍生的细胞因子在这些过程中起到关键作用 

[6]。白细胞介素（interleukin, IL）-8 是一种促炎因子，已被证明可以诱导血管生成并促进许

多癌症的进展，包括 CRC [7]。值得注意的是，在 TME 中，TAMs 被认为是 IL-8 的主要分泌

细胞 [8, 9]。本文旨在探讨 TAMs 分泌的 IL-8 在 CRC 转移中的作用及其潜在治疗价值。 

 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1  细胞 

人源结直肠癌细胞 HCT116、鼠源结直肠癌细胞 CT26-LUC 和人单核细胞白血病细胞

THP1（中国科学院上海生命科学研究院）。 

1.1.2  主要试剂 

RPMI-1640 培养基、胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）、青-链霉素溶液和胰蛋白酶购

自美国 Gibco 公司；佛波酯（phorbol myristate acetate，PMA）购自美国 Sigma 公司；流式

抗体（CD11b-PE 和 CD206-FITC）及 BD Matrigel 基质胶购自美国 BD Pharmingen 公司；IL-

10、转化生长因子-β（transforming growth factor-β, TGF-β）和 IL-8 酶联免疫吸附试验（enzyme-

linked immunosorbent assay，ELISA）试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司；实时荧光

定量聚合酶链反应（real-time quantitative polymerase chain reaction，RT-qPCR）实验相关实验

试剂盒购自江苏艾瑞克生物科技有限公司；Transwell 小室购自美国 Corning 公司；Western 

blot 实验相关试剂及结晶紫染色液购自上海碧云天生物技术有限公司；IL-8 抗体购自美国



 

 

Proteintech 公司，E-钙黏蛋白（E-cadherin）抗体购自美国 CST 公司，N-钙黏蛋白（N-cadherin）

购自杭州华安生物公司，β-actin 抗体及二抗购自英国 Abcam 公司；IL-8 受体抑制剂 Reparixin

购自美国 MedChemExpress 公司；IL-4 和 IL-13 购自杭州斯达特生物科技有限公司。 

1.1.3 主要仪器 

细胞恒温培养箱（型号：HERAcell240i）购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；流式细胞

仪（货号：CytoFLEX LX）购自美国 Beckman Coulter 公司；PCR 仪（货号：ABI7300）购

自美国 Applied Biosystems 公司；酶标仪（货号：BioRad-680）购自美国 Beckman Coulter 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；垂直电泳仪（货号：

165-8001）；凝胶成像仪（货号：Gel-DocEQ）购自美国 Beckman Coulter 公司；小动物活体

成像仪（型号：IVIS Lumina Series III）购自美国 PerkinElmer 公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1 细胞培养 

HCT116 细胞、CT26-LUC 细胞和 THP1 细胞用 RPMI-1640 完全培养基培养在恒温恒湿

培养箱中（37℃，5% CO2）培养。 

1.2.2 TAMs 模型构建和条件培养基（conditioned medium，CM）收集 

THP1 细胞用 PMA（200 ng/mL）诱导为贴壁的 M0 细胞。使用 20 ng/mL IL-4 和 20 ng/mL 

IL-13 刺激 M0 型巨噬细胞 72 h，获得 TAMs。CM 由相应的巨噬细胞用无血清培养基饥饿

48 h 后获得，命名为 CM-M0 和 CM-TAMs，在 CM-TAMs 中加入 Reparixin（采用浓度 25 

μg/mL [10]），命名为 CM-TAMs+Reparixin。 

1.2.3 流式细胞术检测 TAMs 模型中的 M2 型巨噬细胞表型 

收集诱导后的巨噬细胞与流式抗体（CD11b-PE 和 CD206-FITC）避光共孵育后，用流

式仪器检测。 

1.2.4 RT-qPCR 实验 

提取巨噬细胞及与巨噬细胞 CM 刺激后的 HCT116 细胞的总 RNA 并进行逆转录，经

RT-qPCR 反应，以 β-actin 为内参，用 2-ΔΔCT法计算 mRNA 的相对表达水平，引物序列如下：

β-actin 正 向 引 物 为 5'-ATTGCCGACAGGATGCAGAA-3' ， 反 向 引 物 为 5'-

GCTGATCCACATCTGCTGGAA-3'；IL-10 正向引物为 5'-TGCCTTCAGCAGAGTGAAGA-3'，

反 向 引 物 为 5'-GGTCTTGGTTCTCAGCTTGG-3' ； TGF-β 正 向 引 物 为 5'-

GGGACTATCCACCTGCAAGA-3'，反向引物为 5'-CCTCCTTGGCGTAGTAGTCG-3'；IL-8 正

向 引 物 为 5'-ACTGAGAGTGATTGAGAGTGGAC-3' ， 反 向 引 物 为 5'-



 

 

AACCCTCTGCACCCAGTTTTC-3' ； E-cadherin 正 向 引 物 为 5'-

CTCCCAATACATCTCCCTTCAC-3'，反向引物为 5'-CGCCTCCTTCTTCATCATAGTAA-3'；

N-cadherin 正 向 引 物 为 5'-GGCATACACCATGCCATCTT-3' ， 反 向 引 物 为 5'-

GTGCATGAAGGACAGCCTCT-3'。 

1.2.5 ELISA 实验 

根据 ELISA 说明书检测 CM-M0 和 CM-TAMs 中 IL-10、TGF-β 和 IL-8 的水平。 

1.2.6 划痕实验 

HCT116 细胞汇合后用枪头划出直线，用 PBS 清洗细胞碎片后，根据实验分组加入不同

巨噬细胞 CM 处理，具体为 CM-M0、CM-TAMs 和 CM-TAMs+Reparixin，分别于 0 h 和 48 

h 拍照。 

1.2.7 Transwell 实验 

迁移实验：HCT116 细胞用 CM（含 10% FBS）培养 48 h，收集 2×104 个细胞加入上室，

下室加入 700 μL 培养基（20% FBS），48 h 后用结晶紫染色后拍照。侵袭实验：预先用基质

胶包被 Transwell 上室的底膜，并按照迁移实验的方法完成侵袭实验。 

1.2.8 Western blot 法 

HCT116 细胞经 CM-M0、CM-TAMs 和 CM-TAMs+Reparixin 刺激 48 h 后收集全细胞蛋

白，同时收集 M0 和 TAMs 全细胞蛋白；蛋白样品经电泳和转膜后将蛋白转移至 PVDF 膜

上，封闭后，加入相应的一抗，包括 IL-8（1∶1 000）、E-cadherin（1∶1 000），N-cadherin

（1∶1 000）和 β-actin（1∶5 000），4 °C 孵育过夜，次日与对应的二抗（1∶2 000）孵育后

显影。 

1.2.9 脾注射肝转移模型 

雄性 Balb/c 小鼠（SPF 级，4~6 周，18~20 g）购自上海必凯科翼生物科技有限公司，饲

养于 SPF 级动物房中，CT26-LUC 细胞用 CM-TAMs 刺激 48 h，消化后取 2×106 个细胞注射

至小鼠脾脏建立脾注射肝转移模型，并在 1 周后用活体成像进行验证，取造模成功后的小鼠

共 10 只，随机分成 2 组，每组 5 只，分为对照组和 Reparixin 组（15 mg/kg，腹腔注射），

每 2 d 给药 1 次，2 周后活体成像观察肝转移情况。所有动物实验由上海市普陀区中心医院

动物伦理委员会审批通过（批件号：DWEC-A-2024-22-1-92）。 

1.2.10  统计学处理 

每个实验均重复 3 次，结果用 sx  表示，用 GraphPad Prism 10 进行作图及统计分析，

两组之间比较采用独立样本 t 检验进行统计分析，P<0.05 为差异有统计学意义。 



 

 

2  结果 

2.1  TAMs 模型验证结果 

流式结果如图 1A 所示，TAMs 模型中 M2 型巨噬细胞（CD11b+CD206+细胞）比例相比

M0 巨噬细胞显著升高（图 1A，t=21.38，P<0.001）。RT-qPCR 实验（图 1B）与 ELISA 实验

（图 1C）表明，M2 型巨噬细胞的标志物 IL-10（t=8.85、15.84，P<0.001）和 TGF-β（t=18.49、

15.87，P<0.001）水平也在 TAMs 模型中显著升高。这些结果表明 TAMs 模型构建成功。 

 

图 1  TAMs 模型验证结果 

Fig.1  The results of TAMs model establishment 

A: flow cytometry results of M0 and TAMs; B, C: RT-qPCR results and ELISA results of IL-10 and 

TGF-β in M0 and TAMs; ***P<0.001 vs M0 group. 

2.2  TAMs 对结直肠癌细胞转移的影响 

划痕实验结果表明，CM-TAMs 组处理的 HCT116 细胞的划痕愈合率相比于 CM-M0 组

明显升高（图 2A，t=6.41，P＜0.01）。Transwell 实验结果如图 2B 所示，CM-TAMS 处理的

HCT116 细胞发生迁移（t=18.97，P＜0.01）和侵袭（t=7.96，P＜0.05）的细胞数目增多。这

些结果表明 TAMs 可以促进 HCT116 细胞转移能力。 



 

 

 

图 2  TAMs 对 CRC 细胞转移的影响 

Fig.2  The effects of TAMs on CRC cell metastasis 

A, B: Wound healing results (×50) and Transwell results (×100) of HCT116 after treated with CM-

M0 and CM-TAMs; *P<0.05, **P<0.01 vs CM-M0 group. 

 

2.3  TAMs高表达 IL-8并促进上皮细胞-间质细胞转化（epithelial-mesenchymal transition，

EMT） 

Western blot 结果如图 3A 所示，TAMs 比 M0 型巨噬细胞 IL-8 表达更高（t=11.33，

P<0.01）。同时，RT-qPCR（图 3B）和 ELISA 实验（图 3C）也显示 TAMs 的 IL-8（t=5.85、

10.96，P<0.01）水平更高。Western blot（图 3D）和 RT-qPCR 实验（图 3E）结果显示，TAMs

下调 HCT116 细胞的 E-cadherin 表达水平（t=10.85、3.50，P<0.05），上调 N-cadherin 表达水

平（t=5.73、6.30，P<0.05）。这些结果表明 TAMs 高表达 IL-8 并促进了 EMT。 



 

 

 

图 3  TAMs 表达 IL-8 的水平及其对 HCT116 细胞 EMT 的影响 

Fig.3  The expression level of IL-8 in TAMs and its effects on EMT in HCT116 cells 

A-C: Western blot results, RT-qPCR results and ELISA results of IL-8 expression in M0 and TAMs; 

D, E: Western blot results and RT-qPCR results of E-cadherin and N-cadherin expression in HCT116 

treated with CM-M0 and CM-TAMs; **P<0.01, ***P<0.001 vs M0 group; #P<0.05, ##P<0.01 vs 

CM-M0 group. 

 

2.4  Reparixin 逆转 TAMs 介导的促转移及 EMT 作用 

划痕实验如图 4A 所示，CM-TAMs+Reparixin 组的划痕愈合率相比于 CM-TAMs 组明显

下降（t=6.47，P＜0.01）。Transwell 实验如图 4B 所示，在加入 IL-8 受体抑制剂后，CM-

TAMS+Reparixin 组 HCT116 细胞发生迁移（t=15.03，P<0.01）和侵袭（t=9.063，P<0.05）

的细胞数目相比于 CM-TAMs 组明显减少。Western blot 实验（图 4C）和 RT-qPCR 实验（图

4D）结果显示，与 CM-TAMs 组相比，CM-TAMs+Reparixin 组的 E-cadherin 表达上升（t=8.92、

11.23，P<0.05），而 N-cadherin 表达下降（t=11.38、3.43，P<0.05）。这些结果表明 Reparixin



 

 

可以逆转 TAMs 所介导的促转移及 EMT。 

 

图 4  Reparixin 逆转 TAMs 介导的促转移及 EMT 作用 

Fig.4  Reparixin reversed the metastasis-promoting and EMT effects mediated by TAMs 

A, B: Wound healing results (×50) and Transwell results (×100) of HCT116 treated with CM-TAMs 

and CM-TAMs+Reparixin; C, D: Western blot results and RT-qPCR results of E-cadherin and N-

cadherin expression in HCT116 treated with CM-TAMs and CM-TAMs+Reparixin; *P<0.05, 

**P<0.01, ***P<0.001 vs CM-TAMs group. 

 

2.5  Reparixin 对脾注射肝转移模型的影响 

第 21 天的活体成像结果如图 5 所示，与对照组相比，Reparixin 组中的生物发光强度明

显降低（t=7.73，P<0.05），这表明 IL-8 在促进 CRC 中起了关键作用，而 Reparixin 可以逆

转这种作用。 



 

 

 

图 5  Reparixin 对脾注射肝转移模型的影响 

Fig.5  The effects of Reparixin on the splenic injection-induced liver metastasis model 

A: Bioluminescence images of the mouse spleen-injection liver metastasis model; B: Statistical 

analysis of Bioluminescence intensity; *P<0.05 vs Control group. 

 

3 讨论 

转移是 CRC 高病死率的主要原因，这不仅是由癌细胞的复杂改变驱动的，还受到癌细

胞与 TME 成分之间动态相互作用的影响。在 TME 中，肿瘤细胞与 TAMs 相互合作可以促

进肿瘤转移和进展，一方面肿瘤细胞通过分泌细胞因子、趋化因子、细胞外囊泡等诱导巨噬

细胞向 M2 型极化，另一方面，极化后的 M2 型 TAMs 通过促进肿瘤进展和转移 [11]。文献

报道，TAMs 不仅可以通过分泌细胞因子和趋化因子来提高循环中 CRC 细胞的存活率，还

可以分泌多种酶，如基质金属蛋白酶（matrix metalloproteinase, MMP）-2、MMP-9 和组织蛋

白酶，降解细胞外基质成分，从而促进 CRC 细胞的局部侵袭 [2]。本研究主要通过构建体外

TAMs 模型，流式细胞术实验、RT-qPCR 和 ELISA 实验表明 TAMs 模型构建成功。用 CM-

M0 和 CM-TAMs 刺激 HCT116 细胞，划痕实验和 Transwell 实验表明，TAMs 能显著提高

HCT116 细胞的转移能力。 

目前，TAMs 通过释放外泌体、细胞因子等介导肿瘤生长和转移的作用已在多种肿瘤类

型中被证实。例如，有研究 [12]表明，在炎症诱导的结肠癌小鼠模型中，TAMs 已被确定为肿

瘤新生血管生成的主要驱动因素，这是通过产生促血管生成因子 C-X-C 基序趋化因子配体

12（C-X-C motif chemokine ligand 12, CXCL12）来实现的。Zhao et al [13]证明，极化的 M2 巨

噬细胞可以分泌 CXCL13，进而激活 CXCL13/CXCR5/NFκB/p65/miR-934 的正反馈回路，从

而诱导 CRC 中转移前生态位的形成，从而支持转移性肿瘤的建立和生长。Wang et al [14]发现



 

 

TAMs 分泌外泌体将转移相关肺腺癌转录本 1（metastasis-associated lung adenocarcinoma 

transcript 1, MALAT1）传递到胃癌细胞，其中 MALAT1 稳定了 δ-catenin 蛋白并上调了 HIF-

1α 的表达，从而促进糖酵解和胃癌进展。Liu et al [15]发现 TAMs 分泌的 TGF-β 可以激活 HIF-

1α/TRIB3 信号通路，从而促进 CRC 的进展。Zhong et al [8]发现 TAMs 高表达 IL-8，并通过

IL-8/STAT3/GLUT3 途径促进糖酵解和胰腺癌进展。EMT 是指上皮细胞获得间充质特征的过

程，与肿瘤的发生、侵袭、转移和耐药密切相关 [16]。IL-8 是一种促炎趋化因子，有利于转

移、侵袭、肿瘤生长和血管生成。在 CRC 肿瘤细胞中，高水平的 IL-8 标志着更差的预后。

研究表明 IL-8 可以诱导 EMT 促进 CRC 肝转移 [17, 18]。本研究结果显示，构建的 TAMs 高表

达 IL-8，同时 CM-TAMs 刺激 HCT116 细胞后 E-cadherin 表达下调，而 N-cadherin 表达上

调，表明 TAMs 促进 HCT116 细胞的转移可能与 IL-8 分泌及 EMT 诱导有关。为了进一步验

证 IL-8 与 EMT 诱导之间的关系，本研究利用 IL-8 受体抑制剂 Reparixin 处理 HCT116 细

胞，结果显示 Reparixin 不仅逆转了 TAMs 所介导的迁移和转移，还可抑制其 EMT 的促进

作用。最后，本研究构建了脾注射肝转移模型，结果显示 IL-8 受体抑制剂干预可以明显抑

制肝转移过程。表明 TAMs 通过分泌 IL-8 诱导 EMT 来促进 CRC 细胞的迁移和侵袭能力。 

综上所述，TAMs 通过分泌 IL-8 诱导 EMT 促进 CRC 侵袭转移，抑制 TAMs 分泌 IL-8

或抑制 IL-8 与其受体结合，可能为 CRC 靶向治疗提供新的方向。 
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