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要!目的
!

探讨选择性激活的巨噬细胞$

-(

%促进乳腺癌浸润迁移的分子机制&为治疗乳腺癌提供

新的分子靶点'方法
!

用密度梯度离心法&从健康成人外周血中分离单个核细胞&体外诱导选择性激活

巨噬细胞$

-(

%'用
G1&<1='C:"<

的方法检测
-(

对乳腺癌信号分子的激活#用浸润迁移实验和划痕实

验检测
*+#,

和
.H,

抑制剂对
-(

促乳腺癌迁移的抑制作用'结果
!

模拟乳腺癌微环境&把
-(

与乳

腺癌
-I)(-6((#!

细胞共培养&证明
*+#,

抑制剂
JK($*""(

和
-.,

抑制剂
L"!()

作用于乳腺癌细

胞&可以在
)

(

!(0

抑制
-(

对乳腺癌
*+#,

!

.H,

的激活#两种抑制剂可以抑制
-(

促进乳腺癌浸润迁移

的作用'结论
!

*+#,

和
-.,

抑制剂可以抑制
-(

促进乳腺癌浸润迁移&

*+#,

!

.H,

可以成为抑制
-(

作用的新靶点'

关键词!乳腺癌#选择性激活的巨噬细胞#

*+#,

#

.H,

#浸润迁移

中图分类号!

H%#%$$

!!

文献标识码!
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!

引言

在不同的微环境因素作用下巨噬细胞走向不

同的激活状态&执行不同的功能)

!

*

'经典激活的

巨噬细胞的功能是
;0!

细胞免疫反应中的效应细

胞#选择性激活的巨噬细胞$

-(

%的功能主要是诱

导
;0(

型免疫反应&参与免疫抑制和组织修复)

(

*

'

在肿瘤微环境因素的作用下&巨噬细胞被选择性

激活&形成肿瘤相关巨噬细胞&

-(

与肿瘤相关巨

噬细胞的表型与功能相似)

#

*

'在以往的研究中&

我们已经证明
-(

促进乳腺癌浸润(迁移'在本文

中&我们把选择性激活的巨噬细胞与乳腺癌细胞

共培养&模拟肿瘤组织微环境&同时用
*+#,

抑制

剂
JK($*""(

和
.H,

上游
-.,

抑制剂
L"!()

处

理乳腺癌细胞&证明
L"!()

和
JK($*""(

可以抑

制
-(

促进乳腺癌浸润迁移的作用&进一步研究选

择性激活的巨噬细胞促进乳腺癌细胞浸润迁移的
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机制&为抑制肿瘤微环境促乳腺癌浸润迁移提供

新的治疗靶点'
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材料与方法

!$!

!

材料

从广州市中心血站取健康成人外周血白细

胞&利用从
);//

购买的乳腺癌
-I)(-6((#!

细

胞系#

;=7'&?1::

培养板购于
/"='#'

3

公司#

*+#,

(

.H,

和
C1<7(7A<#'

抗体购于
/1::M#

3

'7:/"=

>

"=7<#"'

公司#

*+#,

抑制 剂
JK($*""(

和
-.,

抑 制 剂

L"!()

均购于
-1=N

公司#

+J(*

购于
HOI

公司'

!$(

!

细胞培养

从
);//

获得
-I)(-6((#!

&在完全培养液

中培养$含
!"P

胎牛血清的
I-.-

%'人单核细胞

取自广州血液中心$中国&广州%的健康志愿者外周

血的单 个核细 胞'人 外 周 血 细 胞 铺 在
Q#A"::(
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7
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*07=@7A#7/"=

>
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&

*17

>
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%

上层&用密度梯度离心法进一步分离去除红细胞&以

(+!"

)

"

@:

接种于
)

或
(*

孔板&在
I-.-

$

S#CA"

%

培养液中培养&

#%T

孵育
(0

后&反复洗去悬浮细胞

后&贴壁细胞在完全培养液中培养'培养
#

天后&用

加入含
*''

3

"

@:

人
+J(*

或
('

!

3

"

@:

脂多糖$

J*M

%的

新鲜完全培养液培养&激活单核细胞'在第
%

天获得

光学显微镜下形态不同的
+J(*

激活的巨噬细胞

$

-(

%(

J*M

激活的巨噬细胞$

-!

%和未激活的巨噬细

胞$

L7

%&见图
!

'通过此方法获得的贴壁细胞中超过

$'P

为
/I!*

,细胞$结果未展示%'

!$#

!

G1&<1='C:"<

检测

用抑 制 剂
JK($*""(

(

L"!()

处 理 乳 腺 癌

-I)(-6((#!

细胞
(0

&然后把选择性激活的巨噬

细胞(未激活的巨噬细胞与乳腺癌细胞共培养
!(

0

&在共培养
)

(

!(0

&收集培养(诱导成功的
-I)(

-6((#!

细胞&加入混有蛋白酶抑制剂$

-1=N

%的

H+*)

裂解液$
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&

!P R*(*"

&
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钠

脱氧胆酸盐&

"$!PMIM

&

'"@-;=#&

>

9&-"

%&提取

细胞总蛋白&作蛋白定量'制备电泳
MIM

凝胶后&

每个泳道加入
!"

"

'"

!

3

提取蛋白(电泳&蛋白转移

至
*UIQ

膜$

-#::#

>

"=1

%&洗膜&孵育一抗&洗膜&用

标记辣根过氧化酶的对应的
+

3

S

二抗$

A1::&#

3
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:#'

3

<1A0'":"

3D

&

/M;

%孵育'抗原抗体结合用化学

发光剂$

./J

&

;01=@"

%观测'

!$*

!

;=7'&?1::

侵袭实验

在
;=7'&?1::

上层小室$

(*

孔&直径
&

!

@

&

/"=(

'#'

3

%底部膜的下表面包被
!"

!

:

纤维连接连蛋白

$

*"

!

3

"

@:

&

H"A01

%&

*T

放置
*&0

#把
'"

!

:-7<=#

3

1:

$用无血清培养液
!.#

稀释&

HOI

%加入
;=7'&?1::

的嵌 套 内&

#%T

孵 育
#" @#'

'用
JK($*""(

和

L"!()

处理乳腺癌
-I)(-6((#!

细胞
(0

&消化收

集不同激活状态的巨噬细胞和乳腺癌细胞&用无血

清培养液 $

I-.-(Q!(

加入
(P 6(%

(胰岛素
!*"

8

"

!""@:

和
"-*P 6M)

%制细胞悬液&把乳腺癌细

胞加入
;=7'&?1::

上室$

!"

'细胞"孔%&在下室接种

不同激活状态的巨噬细胞&下层小室加
("P

的胎牛

血清'培养
&0

后&用棉签去除
;=7'&?1::

上层小

室内的基质胶&用多聚甲醛固定黏附在
;=7'&?1::

上层小室膜下表面的侵袭细胞&用结晶紫$

"$""'P

&

M#

3

@7

%染色&在
*""

倍的光学显微镜下&随机选取

!"

个视野计数&同时拍摄图片&独立实验重复三次'

!$'

!

划痕实验

乳腺癌细胞的迁移能力用划痕实验分析'在

$"P

铺满单层
-I)(-6((#!

细胞的培养皿上&用

JK($*""(

和
L"!()

处理
-I)(-6((#!

细胞
(0

&

用
!"

!

:

移液枪尖端轻轻划痕&洗去脱落细胞&用

相差显微镜拍摄划痕区
"0

的图像&标记需拍照

处'在无血清的培养体系中&在
;=7'&?1::

上层小

室内加入
-(

(

L7

$

!"

)

"

@:

%与划痕后的乳腺癌细胞

共培养
!(0

&观察细胞的迁移情况并拍照&测量共

培养前后划痕的宽度&进行统计分析'

!$)

!

统计学方法

用
&

检验统计分析迁移的细胞数和细胞迁移的

距离'所有数据均采用
M*MM!%-"

版本统计软件进

行分析'

#

!

结果

($!

!
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抑制剂
JK($*""(

抑制
-(

对乳腺癌细

胞
*+#,

的磷酸化激活

用
*+#,

抑制剂
JK($*""(

处理乳腺癌
-I)(

-6((#!

细胞
(0

&然后把
-(

与乳腺癌细胞共培养

!(0

&在共培养
)

(

!(0

分别提取
-I)(-6((#!

细

胞蛋白&用
G1&<1='C:"<

的方法&检测促乳腺癌迁移

信号通路上的关键分子
*+#,

的磷酸化激活状态&

发现
-(

可以在共培养
!0

磷酸化激活
-I)(-6(

(#!

细胞的
*+#,

#

L7

没有磷酸化激活共培养的乳

腺癌细胞
*+#,

的作用#

*+#,

抑制剂
JK($*""(

可

以持续
!(0

抑制
-(

对
-I)(-6((#!

细胞中

*+#,

的磷酸化激活&见图
(
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D

#'0#C#<*+#,7A(
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图
D

!

/(01

抑制剂
EFDGHIID

抑制选择性激活的巨噬细胞

$

2D

%对乳腺癌
2J6=2>=D0K

细胞
/(01

的磷酸化激活

L*

;

#,4D

!

M)4/(01*')*+*"&,

&

EFDGHIID

&

*')*+*"4$ 2DN-
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)&-

:
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%

78"*&'89"*58"*&'*'+,48-"98'94, 2J6=2>=D0K

9477-/(01

($(
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抑制剂
L"!()

抑制
-(

对乳腺癌细胞

.H,

的磷酸化激活

用
-.,

抑制剂
L"!()

处理乳腺癌
-I)(-6(

(#!

细胞
(0

&然后把
-(

(

L7

与乳腺癌细胞共培养

!(0

&在共培养
)

(

!(0

分别提取
-I)(-6((#!

细

胞蛋白&用
G1&<1='C:"<

法检测
-.,

下游促乳腺

癌迁移信号通路上的关键分子
.H,

的磷酸化激活

状态&发现
-(

可以在共培养
!0

磷酸化激活

-I)(-6((#!

细胞的
.H,

#

L7

没有磷酸化激活共

培养的乳腺癌细胞
.H,

的作用#

.H,

抑制剂

L"!()

可以持续
!(0

抑制
-(

对
-I)(-6((#!

细

胞中
.H,

的磷酸化激活&见图
#

'

)B<1=-I)(-6((#!A1::&?1=1<=17<1!C

D

L"!()B"=(0

&
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&
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&
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>

1=(
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D
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图
0

!

3B1

上游
231

抑制剂
OIKDP

抑制选择性激活的巨噬

细胞$

2D

%对乳腺癌
2J6=2>=D0K

细胞
3B1

的磷酸化激活

L*

;

#,40

!

M)4231*')*+*"&,

&

OIKDP

&

*')*+*"4$2D"&89"*=

58"43B1*'2J6=2>=D0K+,48-"98'94,9477-

($#

!

JK($*""(

和
L"!()

抑制
-(

促乳腺癌浸润

迁移

为了检测在
JK($*""(

(

L"!()

处理后的乳腺

癌细胞浸润迁移能力&我们进行了
;=7'&?1::

侵袭

实验&结果发现
-(

比
L7

使乳腺癌
-I)(-6((#!

发生浸润迁移的平均每个视野的细胞数提高
!"

倍&

JK($*""(

和
L"!()

抑制
-(

促乳腺癌浸润迁

移的作用&见图
*

'

为了检测在
JK($*""(

(

L"!()

处理后的乳

腺癌细胞迁移能力&我们进行了划痕实验&结果

发现
-(

与
L7

比&使乳腺癌
-I)(-6((#!

发生

迁移的能力强'

JK($*""(

和
L"!()

抑制
-(

促乳腺癌迁移的作用'说明
-(

通过
*+#,

(

.H,

促浸润迁移相关的信号分子促进乳腺癌浸润迁

移&见图
'

'

$

!

讨论

远处转移是乳腺癌患者死亡的主要原因&手

术(化疗(放疗(内分泌治疗等多种治疗手段不能

进一步改善乳腺癌的治疗效果&纠其原因认为肿

瘤微环境对肿瘤转移起关键作用)

*

*

'早在
!&&$

年
*1

3

1<

就提出了,种子
(

土壤-学说&认为肿瘤转

移是特殊的肿瘤细胞$种子%在适宜的环境$土壤%

中发生(发展的结果'肿瘤相关巨噬细胞$

<8@"=

7&&"A#7<1!@7A@

>

07

3

1&

&

;)-&

%是肿瘤微环境中的

主要免疫细胞&大量研究表明
;)-&

在肿瘤细胞

的,教育-下&丧失了递呈抗原引发抗肿瘤免疫的

功能&而起到促进肿瘤转移的作用)

'

*

&

;)-&

在肿

瘤组织中的分布密度和患者预后相关)

!

*

'

6#'

3

:1

等)

)

*用
-1<7

分析的方法分析了一系列肿瘤的临

床病例研究结果&证明巨噬细胞浸润密度越高&

&"P

以上的病例预后越差'乳腺癌的研究表明肿

瘤相关巨噬细胞与患者的预后呈负相关)

%(&

*

'

临床研究的进展推动乳腺癌治疗思路的变

化'降低肿瘤基质中
;)-&

的数量&重塑肿瘤生

长微环境&可以明显抑制肿瘤转移&提出了靶向

;)-&

治疗乳腺癌的新思路)

$

*

'

;)-&

是一种分

化终末期的细胞&不可能应用针对快速增长的乳

腺癌细 胞 的化 疗(放疗 等手段去清 除
;)-&

'

;)-&

通过分泌大量的细胞因子促进乳腺癌进

展&我们的前期研究已经证明
;)-&

通过分泌

//J!&

促进乳腺癌浸润迁移)

!"

*

&

//J!&

是一种

//

型趋化因子&而
//

型趋化因子与乳腺癌细胞

表面的
S*/H

结合可以激活一系列信号分子&

.H,

"

),;(*+#,

信号通路是与肿瘤细胞迁移密切相关的

+
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的信号&所以我们检测了通路中的关键分子
.H,

"

*+#,

&进一步研究
;)-&

作用的分子机制&寻找抑

制
;)-&

作用的治疗分子靶点'目前靶向巨噬细

胞成功的例子是攻击巨噬细胞所表达的半胱氨酸

蛋白酶
/!#

家族
J1

3

8@7#'

&可以引发强烈的
/I&

,

;

对
;)-&

的免疫反应&明显降低肿瘤组织中浸

润
;)-&

的 数 量&减 少
;)-&

释 放 的
;SQ(

$

(

;RQ(

%

(

--*($

和
U.SQ

等细胞因子&抑制肿瘤血

管生成(肿瘤生长和转移)

!!

*

'这一策略已经在鼠

的转移性乳腺癌(结肠癌和非小细胞肺癌模型中

得到证实'但因为
/I&

,

;

细胞在体内的广泛激

活&很难避免自身免疫性疾病的发生&限制了这种

方法的应用'

JK($*""(

是一种能够阻断三磷酸

酰肌醇蛋白激酶$

*+#,

%细胞信号通路的蛋白酶抑

制剂&被广泛应用于
*+#,

信号转导通路的特性研

究中#

L"!()

是
.H,

上游
-.,!

"

(

的特异性抑制

剂&可以特异性抑制
.H,

的磷酸化激活&在
.H,

信号通路功能的研究中应用广泛'本文利用两种

抑制剂的特性&在研究与
;)-&

表形功能相似的

-(

作用于乳腺癌细胞引起乳腺癌内
*+#,

(

.H,

信号分子磷酸化激活的基础上&证明在乳腺癌细

胞中用
*+#,

(

-.,

抑制剂抑制
-(

激活的乳腺癌

细胞内的信号通路&从而抑制
;)-&

促进乳腺癌

浸润迁移的作用'但在本实验中&联合应用两种

抑制剂&并没有进一步增强抑制乳腺癌细胞浸润

迁移的作用&我们需要进一步研究
.H,

(

*+#,

信

号分子所参与的整体信号通路对乳腺癌迁移的作

用&从而阐明
.H,

(

*+#,

信号分子在整体信号通

路中的作用&从更深入的层面阐明
-(

促进乳腺癌

浸润迁移的分子机制'本实验研究结果为抑制乳

腺癌的浸润和转移提供了新的分子靶点'
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