
冻融治疗后肝癌库普弗细胞分泌功能的变化

朱亚玲, 易峰涛, 丁梦南, 曾程, 徐振华, 邵志雄, 谢俊杰

引用本文:
朱亚玲, 易峰涛, 丁梦南, 等. 冻融治疗后肝癌库普弗细胞分泌功能的变化[J]. 肿瘤防治研究, 2020, 47(01): 20-24.
ZHU Yaling, YI Fengtao, DING Mengnan, et al. Secretory Function of Kupffer Cells in Liver Cancer After Cryoablation[J]. Zhong Liu Fang
Zhi Yan Jiu, 2020, 47(01): 20-24.

在线阅读 View online: https://doi.org/10.3971/j.issn.1000-8578.2020.19.0801

您可能感兴趣的其他文章

Articles you may be interested in

TAK-242对人多发性骨髓瘤细胞增殖及凋亡的影响

Effect of TAK-242 on Proliferation and Apoptosis of Human Multiple Myeloma Cells

肿瘤防治研究. 2019, 46(4): 322-326   https://doi.org/10.3971/j.issn.1000-8578.2019.18.1743

RNA聚合酶Ⅰ抑制剂通过NF-κb调控鼻咽癌细胞系CNE-1的增殖、侵袭与凋亡

RNA Polymerase Ⅰ Inhibitor Regulates Proliferation, Invasion and Apoptosis of Nasopharyngeal Carcinoma Cell Line CNE-1 by NF-κb

肿瘤防治研究. 2019, 46(4): 294-300   https://doi.org/10.3971/j.issn.1000-8578.2019.18.1211

全反式维甲酸抑制U87细胞血管生成拟态的机制研究

Mechanism of All-trans Retinoic Acid Inhibiting Vasculogenic Mimicry Formation in Glioma Cell Line U87

肿瘤防治研究. 2017, 44(6): 377-380   https://doi.org/10.3971/j.issn.1000-8578.2017.16.1470

金丝桃苷诱导人胃癌细胞MKN-45凋亡及其机制

Hyperoside Induces Apoptosis of Gastric Cancer Cell Line MKN-45 and Related Mechanism

肿瘤防治研究. 2017, 44(12): 792-795   https://doi.org/10.3971/j.issn.1000-8578.2017.17.0461

微小RNA-340对肝癌细胞增殖和凋亡的影响

Effect of MicroRNA-340 on Proliferation and Apoptosis of Hepatocellular Carcinoma Cell Lines

肿瘤防治研究. 2017, 44(11): 724-727   https://doi.org/10.3971/j.issn.1000-8578.2017.17.0063

 

http://www.zlfzyj.com/
http://www.zlfzyj.com/
http://www.zlfzyj.com/
http://www.zlfzyj.com/CN/10.3971/j.issn.1000-8578.2020.19.0801
http://www.zlfzyj.com/CN/10.3971/j.issn.1000-8578.2019.18.1743
http://www.zlfzyj.com/CN/10.3971/j.issn.1000-8578.2019.18.1211
http://www.zlfzyj.com/CN/10.3971/j.issn.1000-8578.2017.16.1470
http://www.zlfzyj.com/CN/10.3971/j.issn.1000-8578.2017.17.0461
http://www.zlfzyj.com/CN/10.3971/j.issn.1000-8578.2017.17.0063


肿瘤防治研究2020年第47卷第1期  Cancer Res Prev Treat,2020,Vol.47,No.1·20·

doi:10.3971/j.issn.1000-8578.2020.19.0801

冻融治疗后肝癌库普弗细胞分泌功能的变化 
朱亚玲

1
，易峰涛

1,2
，丁梦南

1
，曾程

2
，徐振华

2
，邵志雄

2
，谢俊杰

2

Secretory Function of Kupffer Cells in Liver Cancer After Cryoablation 
ZHU Yaling1, YI Fengtao1,2, DING Mengnan1, ZENG Cheng2, XU Zhenhua2, SHAO 
Zhixiong2, XIE Junjie2

1. First School of Clinical Medicine, Hubei University of Chinese Medicine, Wuhan 430065, 
China; 2. Department of Oncological Radiotherapy, Wuhan General Hospital of PLA, Wuhan 
430070, China
Corresponding Author: YI Fengtao, E-mail: flzxyft@163.com 

Abstract: Objective  To explore the effect of Kupffer cells (KCs) secretion on HCC cells after cryoablation 
and its mechanism. Methods  Sixteen groups were divided: 37℃ control group, three hypothermia 
groups(0℃, 5℃, 10℃), freeze-thaw necrotic substances group, three combined stimulation group and 8 
parallel groups for each group. In the 8 parallel groups, pyrrolidine dithiocarbamate(PDTC) was added, and 
the final concentration was 100 μmol/ml. The concentration of TNF-α, IL-1β and INF-γ in 16 groups of KCs 
supernatant were determined by Elisa method. The expression of NF-κB protein in each group was detected 
by Western blot. Results  The secretion of inflammatory factors TNF-α, IL-1β and INF-γ increased after 
combined stimulation of KCs with hypothermia and freeze-thaw necrotic substances (P<0.01). The combined 
stimulation of low temperature (0℃, 5℃, 10℃) and freeze-thaw necrotic substances in the three groups 
showed superposition effect. Hypothermia stimulation had no significant effect on the expression of NF-
κB protein (P>0.05), but the expression of NF-κB protein in the combined stimulation group and freeze-
thaw necrosis substances group were significantly up-regulated (P<0.05). Treated with NF-κB inhibitor, the 
expression of NF-κB protein and the secretion level of inflammatory factors did not change significantly 
among 8 parallel groups (P>0.05). The concentrations of TNF-α, IL-1β and INF-γ were positively 
correlated with the expression of NF-κB protein in the culture medium of KCs (r≥0.870, P=0.000). 
Conclusion  Freeze-thaw therapy could enhance the function of KCs secretion cytokines, and to a certain 
extent, it could induce inflammatory response and eliminate tumor cells. The secretion function of KCs may 
play a role through NF-κB signaling pathway.
Key words: Cryoablation; Kupffer cells; Secretion function; Liver cancer 
摘  要：目的   探讨冻融治疗后库普弗细胞（KCs）的分泌功能对肝癌细胞的影响及其变化机

制。方法  将实验分为16组：37℃对照组、三组低温组（0℃、5℃、10℃）、冻融坏死物质组和

三组联合刺激组及以上每组分别设置一个平行组。8个平行组分别加入吡咯烷二硫代氨基甲酸酯

（PDTC），终浓度为100 μmol/ml。ELISA法测定16组KCs上清液中能反映KCs分泌功能的TNF-α、

IL-1β和INF-γ的浓度，Western blot检测各组NF-κB蛋白的表达。结果  低温和冻融坏死物质联合刺激

KCs后，炎性因子TNF-α、IL-1β和IFN-γ的分泌增加（P<0.01），三组低温（0℃、5℃、10℃）与冻

融坏死物质联合刺激均表现出叠加效应。低温刺激对NF-κB蛋白的表达无显著影响（P>0.05），联合

刺激组和冻融坏死物质组NF-κB蛋白表达明显上调（P<0.05）。NF-κB抑制剂处理后，8组平行组间

NF-κB蛋白的表达和炎性因子的分泌水平无明显变化（P>0.05）。TNF-α、IL-1β和INF-γ浓度与KCs
上清液中NF-κB蛋白表达呈正相关（r=0.870, P=0.000）。结论  冻融治疗可增强KCs分泌细胞因子
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KCs的分泌功能可能通过NF-κB信号
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0  引言	
在过去20年里，局部肿瘤的冻融治疗已经有了

长足的发展，主要集中在肝癌[1]、转移性癌[2]、肾

癌[3]、前列腺癌[4]等实体瘤治疗中。同时，越来越

多的报道表明，冻融治疗可以破坏肿瘤，增强或诱

导细胞免疫或抗肿瘤免疫应答[5-7]。此外，肿瘤细

胞的破坏和溶解可能成为炎性反应的重要介质[8]。  
库普弗细胞（Kupffer cells, KCs）是数量最大

的免疫细胞，占肝脏巨噬细胞的80%~90%，也是

单核吞噬细胞系统的重要组成部分，在肝脏巨噬细

胞的发生发展中起着重要的作用[9]。KCs的激活与

多种细胞因子的分泌密切相关，这些细胞因子参与

免疫和促炎或抗炎反应[10]。KCs自身还具有分泌炎

性因子的功能，参与肝脏中各种重要的生理和病理

过程，如炎性反应、脂质代谢、移植免疫等[11]。 
因此，有必要研究冻融后KCs分泌功能的特

征，帮助我们治疗肝癌，促进患者的早期康复，

为肝癌冻融治疗能提高自身免疫功能的学说提供

理论依据。为此，本研究通过体外细胞实验，从

兔肝中提取KCs并进行了体外培养，应用NF-κB抑

制剂吡咯烷二硫代氨基甲酸酯（PDTC）阻断NF-
κB信号通路后，观察KCs的分泌功能变化，探索

冻融治疗引起KCs功能变化的机制。

1  材料与方法
1.1  材料

NF-κB抑制剂PDTC购自美国BioVision公司；

胎牛血清购自杭州四季青生物工程材料有限公

司；低糖DMEM完全培养基购自美国ATCC公司；

0.4%锥虫蓝溶液购自美国Sigma公司；GAPDH购

自英国Abcam公司；蛋白Marker（10~170 kDa）购

自立陶宛Fermentas公司；0.45 μm PVDF膜购自美

国Millipore公司；SDS-PAGE凝胶制备试剂盒、蛋

白抽提试剂盒、BCA蛋白浓度测定试剂盒、ECL
化学发光试剂盒、PMSF（100 mmol/L）、磷酸

化蛋白酶抑制剂、5×蛋白上样缓冲液、10×丽春

红染液和抗体洗脱液均购自武汉拓捷生物公司；

Tris和甘氨酸购自国药集团化学试剂有限公司（上

海）；动物麻醉剂（速眠新Ⅱ）购自中国动物保

健品有限公司（北京），其他试剂由中国人民解

放军中部战区总医院医学实验科提供。

1.2  方法

1.2.1  KCs细胞悬液的制备  经肌肉注射速眠新Ⅱ

（0.2 ml/kg）麻醉后，对其进行消毒、开腹、门静

脉暴露和固定插管并打开胸腔。根据Zeng等[12]制

备KCs细胞悬液的方法，对下腔静脉结扎后，快速

切割、断裂部分肝脏，用PBS冲洗两次。取肝悬液

离心，取上清液。充分悬浮后，将上述肝细胞悬液

移入含30%和60%细胞分离液的离心管中，以800 g
（20℃）缓升缓降离心20 min，离心后可见乳白色

细胞层。收集细胞层，继续培养。

1.2.2  构建低温和冻融坏死的肿瘤细胞攻击KCs的
细胞模型  模拟冻融治疗时体内KCs受到的主要

攻击因素是低温和冻融坏死物质，构建体外细胞

模型。将浓度为1×106/ml的KCs悬浮液用5 ml一次

性塑料吸管分为不同的培养瓶，每瓶加入5 ml。
实验分为8组，每组9瓶：（1）对照组：KCs正常

培养37℃；（2）0℃组：模拟冻融治疗时冰球边

缘温度，将培养瓶置于0℃环境中20 min，取出放

回37℃孵化器。5 min后，将培养瓶置于0℃环境

中20 min，再放入37℃培养箱中，培养6 h后，进

行实验；（3）5℃低温组和10℃低温组：模拟冻

融治疗时冰球边缘距离0.5 cm和2 cm的温度。实

验方法与0℃组相同，但放置培养瓶的温度环境

不同。5℃组在5℃环境中放置2次20 min，10℃
组在10℃环境中放置2次20 min；（4）冻融坏死

物质组：冻融治疗后第3天将治疗中心肿瘤组织

（人肝癌HepG2细胞购于中国科学院上海科学院

资源中心，于中国人民解放军中部战区总医院医

学实验科内进行传代培养）制成1%细胞悬液，在

KCs培养瓶中加入2 ml，其余培养条件与对照组相

同；（5）联合刺激组：按不同温度（0℃、5℃、

10℃）放置的KCs培养瓶分为3组。各组再加入冻

融肿瘤坏死细胞悬液，其浓度与冻融坏死物质组

相同，实验方法分为0℃、5℃和10℃组。

1.2.3  干预措施   以上8组各设1个平行组。将

PDTC加入培养基中，NF-κB抑制剂最终浓度为

100 μmol/L。

1.2.4  KCs分泌功能的检测   参考文献中的方

法 [13]，采用ELISA法检测KCs上清液中肿瘤坏死

因子-α（TNF-α）、白细胞介素-1（IL-1β）和干扰

素-γ（INF-γ）的浓度。各组采用ELISA法检测细

胞培养液中的IFN-γ、IL-1β、TNF-α的浓度。

1.2.5  NF-κB蛋白测定  各组培养6 h后，用West-
ern blot法检测各组NF-κB蛋白的表达，用定量软件

处理系统分析靶带的吸光度值。Western blot检测

方法如文献所述[14]。用鼠抗NF-κB抗体（sc-109，
Santa Cruz生物技术，美国圣克鲁斯州）进行印迹

检测，计算靶带的吸光度值。

1.3  统计学方法
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采用SPSS19.0统计学软件进行统计学分析。

计数资料以均数±标准差（x±s）表示，采用t检验

及方差分析；计量资料以率（%）表示，采用χ2检

验；组间比较采用单因素方差分析；组内比较采

用Friedman检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果
2.1  KCs分泌功能测试

（1）无抑制剂组与对照组比较：低温组

（0℃、5℃、10℃）和10℃冻融坏死物质组培

养1 h时KCs细胞分泌炎性因子水平差异无统计

学意义（P>0.05），冻融坏死物质组与联合刺

激组比较KCs细胞分泌炎性因子水平差异有统计

学意义（P<0.05），10℃冻融坏死物质组与对

照组比较KCs细胞分泌炎性因子水平差异有统计

学意义（P<0.05）。各组培养1 h，与对照组比

较（P<0.01），差异有统计学意义。（2）无抑

制剂组KCs细胞分泌炎性因子水平与培养时间的

相关性：随着培养时间的延长（1、2、3 h），

炎性因子的分泌水平显著升高，差异有统计学

意义（χ2=10.750, P=0.005）。（3）抑制剂组与

对照组比较：各组KCs细胞分泌炎性因子水平比

较（P>0.05），差异无统计学意义；组内KCs细
胞分泌炎性因子水平比较，差异无统计学意义

（χ2=2.25, P=0.325）。（4）有抑制剂组和无抑

制剂组KCs细胞分泌炎性因子水平比较，两组

在相同条件下（对照组除外）均有统计学意义

（P<0.01）。

KCs分泌功能结果显示，用低温或冻融坏死

物或联合刺激KCs后培养1 h，炎性因子的分泌

增加（P<0.01），低温和冻融坏死产物组的联合

刺激具有叠加作用。此外，随着培养时间的延长

（1、3、6 h），炎性因子的分泌水平显著升高

（χ2=10.750, P=0.005），有级联放大的趋势。在

PDTC存在下，8组间炎性因子的分泌水平差异无

统计学意义（P=0.325）。延迟培养时间，各组

KCs细胞分泌炎性因子水平无变化，见表1~2。
2.2  NF-κB蛋白表达

低温刺激对NF-κB蛋白的表达无显著影响，

而对照组与低温组之间比较差异无统计学意义

（P>0.05）。联合刺激组和冻融坏死物质组NF-κB
蛋白表达明显上调（P<0.05），差异有统计学意

义。而抑制剂组NF-κB蛋白的表达无明显变化，其

线型几乎呈直线状，见图1~3。

3  讨论
KCs凭其吞噬和分泌功能，参与了肝脏多种

重要的生理和病理过程，如清除坏死细胞和组织

碎片，诱导炎性反应、参与脂质代谢、移植免疫

等[15-17]。KCs功能受内毒素、脂多糖、坏死组织或

细胞、应激等多种因素的影响[10]。活化的KCs能产

生多种细胞因子，包括TNF-α、IL-1β和INF-γ等，对

表2  有抑制剂组的KCs分泌功能测试结果
Table 2  Test results of secretion function of KCs with inhibitor

Groups TNF-α concentration(pg/ml) IL-1β concentration(pg/ml) INF-γ concentration(pg/ml)
1h 2h 3h 1h 2h 3h 1h 2h 3h

Control group 4.689 4.855 4.630 7.502 7.672 7.362 12.004 12.199 11.631
0℃ 5.414 5.814 5.355 8.663 9.186 8.515 13.860 14.605 13.454
5℃ 5.323 5.562 6.016 8.518 8.788 9.565 13.628 13.972 15.112
10℃ 5.147 5.973 5.121 8.236 9.438 8.142 13.176 15.006 12.865
Frozen necrosis 5.357 5.551 5.492 8.571 8.770 8.733 13.714 13.945 13.798
0℃+Frozen necrosis 5.227 5.419 5.501 8.364 8.562 8.747 13.382 13.614 13.821
5℃+Frozen necrosis 5.774 4.891 5.605 9.239 7.728 8.912 14.782 12.287 14.082
10℃+Frozen necrosis 4.957 5.797 6.001 7.931 9.160 9.542 12.690 14.564 15.076

表1  无抑制剂组的KCs分泌功能测试结果
Table 1  Test results of secretion function of Kupffer cells (KCs) without inhibitor

Groups TNF-α concentration(pg/ml) IL-1β concentration(pg/ml) INF-γ concentration(pg/ml)
1h 2h 3h 1h 2h 3h 1h 2h 3h

Control group 4.964   4.188   4.963   7.943   6.492   7.841 12.471 10.258 12.389
0℃ 5.967   9.195 13.930   9.548 14.252 22.010 14.990 22.519 34.776
5℃ 5.975   8.085 12.598   9.560 12.532 19.905 15.009 19.801 31.450
10℃ 4.660   7.106 11.431   7.457 11.015 18.062 11.707 17.403 28.538
Frozen necrosis 6.467   9.380 16.341 10.348 14.540 25.819 16.247 22.973 40.796
0℃+Frozen necrosis 6.602 13.407 19.672 10.563 20.782 31.082 16.584 32.836 49.110
5℃+Frozen necrosis 6.077 12.054 18.663 9.723 18.684 29.487 15.265 29.521 46.590
10℃+Frozen necrosis 5.271 10.839 17.896 8.434 16.801 28.276 13.242 26.547 44.677
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靶细胞产生杀伤作用，从而发挥其生物学作用[18]。冻

融治疗主要利用温度急剧变化，破坏肿瘤细胞，同

时对治疗区周围组织产生低温刺激，诱发机体应

激反应。而应激和坏死肿瘤细胞释放的如水解蛋

白酶等细胞有害物均可引起KCs的变化[19]。

KCs受到低温或冻融坏死物质刺激后，可促进

炎性因子的分泌，如TNF-α、IL-1β和INF-γ，这些

炎性因子可诱导炎性细胞聚集、介导炎性反应和

清除坏死细胞或组织碎片[20]，这一反应过程可能

是冻融治疗后残存肿瘤的一个杀伤机制。此外，

本研究还发现，在培养瓶中加入NF-κB抑制剂后，

低温组、冻融坏死物质组和联合刺激组的炎性细

胞因子水平均无变化，说明用NF-κB抑制剂可以抑

制炎性因子的分泌过程。同时，还发现TNF-α、IL-
1β和INF-γ的浓度与KCs上清液中NF-κB蛋白表达呈

正相关，所以冻融治疗后KCs的分泌功能可能通过

NF-κB信号通路调控。

NF-κB是一个转录因子家族，调控大量参与细

胞存活、炎性反应和免疫反应等重要生理过程的

基因。最近有研究表明，NF-κB的组成型表达与多

种类型的癌症有关[21]。NF-κB信号通路也是炎性反

应相关的癌症发生的重要因素[22]。本研究通过对

NF-κB信号通路相关蛋白的检测，探讨了KCs诱导

炎性反应的机制。NF-κB是细胞内重要的核转录因

子，是细胞免疫和炎性反应的重要组成部分[23]，它

参与多种基因的表达和调控[24]。关于KCs活化的信

号转导途径，认为NF-κB是调节KCs活化的关键因

素[25]，NF-κB在某些细胞信息转录调控中起着关键

作用[26]，它是细胞活化的标志，也是激活炎性反应

的重要因素[27]。有研究证实，NF-κB信号通路是肿

瘤治疗的潜在靶点[28]。如果这一信号通路在冻融

治疗引起的免疫功能变化中发挥类似作用，将有

助于探讨冻融治疗后免疫功能变化的机制。其最

直接的判断方法即阻断NF-κB信号通路。吡咯烷二

硫代氨基甲酸酯在NF-κB活化通道的不同水平发挥

抑制NF-κB蛋白表达的作用，从而阻断NF-κB信号

通路，阻断是否成功可以通过检测NF-κB信号通路

中的通路终末蛋白NF-κB蛋白的表达情况判断。

在KCs培养瓶中加入冻融坏死物质，其中含有

细胞毒素等刺激信号，这些信号可与KCs膜表面

受体结合，如与清道夫受体（scavenger receptor, 
SR）结合，被吞噬到KCs内；再经过多级级联反

应，使NF-κB的抑制蛋白（IKB）的上游激酶IKB
激酶（IKB kinse, IKK）磷酸化而激活，IKK使IKB
降解。P50有核定位信号，当失去了IKB的束缚

后，P50会携载RelA（P65）向核内迁移，P65与
细胞核内基因启动子或增强子区域上的顺势反应

元件结合，从而调控靶基因的转录，诱导NF-κB 
mRNA的产生，最后转录、产生和释放各种细胞

因子（如TNF-α、IL-1β等）[29]。本研究检测结果

提示加入冻融坏死物质后，NF-κB蛋白表达上调，

炎性因子分泌增加，说明NF-κB信号通路的存在；

而加入PDTC后，PDTC作为一种抗氧化剂，可以

在NF-κB活化通道的不同水平发挥抑制NF-κB蛋白

表达的作用，如阻止上游IKK磷酸化，从而阻止

NF-κB信号通路，抑制NF-κB蛋白表达，导致炎性

因子分泌减少。反向证明冻融治疗后KCs的变化可

能通过NF-κB信号通路发挥作用。

综上所述，冻融治疗可以改变KCs周围的微环

境，刺激KCs分泌细胞因子的功能，从而诱导炎性

反应，清除肿瘤细胞。另外还证实KCs分泌功能变

化可能是通过NF-κB信号通路转导的。
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