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摘 要：【目的】研究 IL-4激活的巨噬细胞对宫颈癌Hela细胞的侵袭、转移作用及其机制。【方法】细胞形态观察、流式

细胞术及ELISA检测巨噬细胞的激活状态。Transwell法观察Hela细胞的侵袭转移能力。Western blot检测NF-κB信号蛋白

的激活状况及转移相关基因的表达。【结果】①IL-4激活的巨噬细胞表现为免疫抑制的M2型表型；②IL-4激活的巨噬细胞

显著促进 Hela细胞的侵袭、迁移，而未激活的巨噬细胞没有这种能力（P < 0.001）；③IL-4激活的巨噬细胞上清中加入

CCL18中和抗体而不是同型 IgG对照能削弱M2型巨噬细胞的作用（P < 0.001）；④IL-4激活的巨噬细胞上清能促进共培养

肿瘤细胞中NF-κB信号蛋白的激活和 vimentin的表达；⑤直接应用CCL18也可以促进Hela细胞的侵袭转移，NF-κB信号蛋

白的激活和 vimentin的表达。【结论】IL-4激活的巨噬细胞可以促进宫颈癌细胞的侵袭转移，其作用机制为释放CCL18作用

于肿瘤细胞的NF-κB通路，进而促进转移相关基因的表达。
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Abstract：【Objective】To investigate the roles of IL-4 activated macrophages on Hela cells migration and invasion and the
underlying mechanism.【Methods】The phenotype of IL-4 activated macrophage was assayed by morphology，flow cytometry and
Elisa. The ability of Hela cell migration and invasion was evaluated by transwell assay. The signaling proteins expression was
displayed by Western blot.【Results】Il-4 activated macrophage had the phenotype of CD206high/HLA-DRlow，and highly expressed
IL-10 and CCL18，and decreased the expression of IL-12. The activated macrophages significantly promoted the migration and
invasion of Hela cells，while the unactivated macrophages did not had this effect. Applying anti-CCL18 antibody but not isotype
IgG in the supernatant of IL-4 activated macrophage inhibited Hela cells motility. Furthermore，activated macrophages phosphorylated
IKK and IκB and induced the translocation of p65 to nucleus，eventually increased the expression of vimentin. Treatment of Hela
cells with CCL18 also enhanced tumor cells migration and invasion，as well as the NF- κB activation and vimentin expression.
【Conclusion】IL-4 activated macrophages promoted Hela cells motility by secreting CCL18 and the following activation of NF-κB
signaling proteins.
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宫颈癌是影响女性健康的最常见的恶性肿瘤

之一。在世界范围内其发病率居于女性恶性肿瘤

第二位，病死率在发展中国家中居于第三位，分别

占新发肿瘤的 10%和肿瘤死亡的 8%［1］。肿瘤转

移是宫颈癌患者死亡的主要原因，早期宫颈癌或

者局部晚期宫颈癌患者经过传统的手术、化疗或

放射治疗后，5年生存率为 91.5%。而对于发生远

处转移的宫颈癌患者，由于其转移肿瘤的异质性，

目前还没有标准的治疗方式，其 5 年生存率为

16.5%，平均生存时间仅有 8～13个月［2］。目前，

宫颈癌发生转移的机制还未完全阐明。

近年来，越来越多的研究证明肿瘤的进展有

赖于肿瘤细胞与其所处微环境中间质细胞的相互

作用。在实体肿瘤中巨噬细胞的浸润常常与肿瘤

的不良预后相关［3-4］。多种肿瘤细胞产物，包括单

核细胞趋化因子如 CCL2 和集落刺激因子 CSF-1
等，通过一些目前尚未完全明了的途径，促进外周

血单核细胞的浸润并在肿瘤部位分化成为肿瘤相

关巨噬细胞。根据局部组织微环境中存在的因子

的不同而呈现不同的表型和激活状态［5］。细菌产

物或干扰素γ（interferon γ，IFN-γ）可诱导巨噬细

胞的“经典激活”，呈现M1表型，表达高水平的促

炎因子和MHC II，能够杀死微生物和肿瘤细胞。

而 Th2类细胞因子，例如白介素-4（interleukin 4，
IL-4）、IL-10和 IL-13，促进巨噬细胞进入“选择性

激活”途径，呈现M2表型，分泌抗炎因子，促进血

管生成和组织重构以及清除细胞碎片。总体说

来，M1型巨噬细胞（IL-12high，IL-10low）通过激活调

节性免疫系统，发挥抗肿瘤的作用；而M2型巨噬

细胞（IL-12low，IL-10high）则通过产生血管生成因

子，基质分解因子和下调抗肿瘤免疫反应从而促

进肿瘤的发展［6-7］。

我们前期的研究结果显示侵袭性乳腺癌组织

中的肿瘤相关巨噬细胞（tumor associated macro⁃
phages，TAM）和 IL-4激活的来源于单核细胞的

巨噬细胞（monocyte-derived macrophages，MDM）
大量表达一种“选择性激活”的巨噬细胞特异性

表达的趋化因子 CCL18，促进肿瘤细胞的侵袭转

移［8］。在宫颈癌中巨噬细胞是否通过分泌

CCL18与肿瘤细胞相互作用，从而促进肿瘤的转

移目前尚未有研究。因此，本论文旨在探讨巨噬

细胞对宫颈癌细胞的侵袭、转移作用并探索其

机制。

1 材料与方法

1.1 材 料

人宫颈癌细胞株Hela细胞购自中国科学院上

海生科院细胞资源中心；RPMI-1640培养基、2.5
g/L 胰酶、胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）购自

Life Technology；淋巴细胞分离液购自天津灏洋生

物；ELISA 试剂盒购于 Ebioscience 公司；CD206-
FITC、HLA-DR-PE 及其同型抗体购于 BD公司；

CCL18中和抗体及同型 IgG购自R&D公司；IKKβ，
IκBα，及其磷酸化抗体，vimentin、p65、GAPDH、

Lamin B1、抗兔/鼠二抗购自Cell Signaling Technology
（CST）或 Abcam 公司；8 μm transwell 小室购自

Corning；Matrigel购于BD公司。

1.2 实验方法

1.2.1 人外周血单核细胞分离并活化 人外周血

单个核细胞分离方法参考之前文献报道［9］。简单

来说，人外周血与等体积PBS混合后，以 2 : 1的比

例缓慢加入到淋巴细胞分离液上，450×g室温离

心 15 min后吸出白膜细胞层，PBS洗三遍后，重悬

于无血清 RPMI-1640 培养基中，以 5 × 106 细胞/
孔的密度种于 24孔板中，1 h后去掉悬浮细胞，加

入RPMI-1640完全培养基。未激活的单核细胞来

源的巨噬细胞（unactivated MDMs，Ua）继续用

RPMI-1640完全培养基培养，IL-4激活的巨噬细

胞（IL-4）则在培养基中加入 IL-4（45 ng/mL），培

养 4 d后检测表型变化。

1.2.2 Transwell细胞迁移和侵袭 Hela细胞培养

在含 10% FBS的RPMI-1640培养基中，置于 37 ℃
含 5% CO2的培养箱中。细胞 80%融合后胰酶消

化，PBS冲洗后将 100 μL无血清RPMI-1640重悬

1 × 105细胞，并置于Transwell上室，同时下室加入

500 μL不同处理组巨噬细胞上清作为趋化剂来

诱导细胞迁移。每组设置三个复孔。对于侵袭实

验，transwell小室上预先铺上matrigel（1 : 5）。继

续培养 12 h（迁移实验）或 24 h（侵袭实验）后，擦

掉小室上层细胞，PBS冲洗掉细胞碎片后，用 4%
多聚甲醛溶液固定 20 min，然后 0.1%结晶紫染色，

200倍光学显微镜下拍照并随机取 10个视野计

数。实验独立重复 3次。

1.2.3 ELISA IL-10、IL-12及CCL18的表达通过

ELISA实验检测。实验操作参考试剂盒说明书。
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细胞因子的绝对浓度通过绘制标准曲线计算。实

验独立重复 3次。

1.2.4 流式细胞术 巨噬细胞表面标记物的表

达情况通过流式细胞术检测。巨噬通过不同处

理后，消化收集细胞沉淀，冷 PBS 冲洗后离

心，50 μL PBS重悬并加入 5 μL相应抗体，冰上

孵育 30 min 后，PBS 洗两遍，流式细胞仪检测平

均荧光密度。

1.2.5 Western Blot 细胞种于 60 mm培养皿中，

加入不同处理巨噬细胞上清或加入 50 ng/mL
CCL18作用 4 d后，采用RIPA裂解细胞，提取蛋白

变性后跑 10%聚丙烯酰氨凝胶电泳，分离的蛋白

转移到 PVDF膜上，并孵育相应的一抗、二抗，最

后ECL发光，胶片显示蛋白条带。

1.3 统计与绘图

Originlab 7.5软件处理数据，样本间差异采用

t检验，P < 0.05为差异有统计学意义。Originlab
7.5及Adobe Illumistrator CS2软件进行绘图。所有

实验均最少进行 3次独立重复。

2 结 果

2.1 IL-4激活巨噬细胞成为M2的免疫抑制表型

我们将新鲜分离的人外周血单核细胞分

为两组，一组不做处理，一组加入 45 ng/mL IL-4
作用 4 d。我们的结果发现 IL-4 处理 4 d 后，巨

噬细胞显著拉长成为激活状态，而未处理细胞

仍为圆形（图 1A）。检测 CD206 及 HLA-DR 表

达发现，IL-4 处理的巨噬细胞高表达 CD206，
并低表达 HLA-DR，这种表型与免疫抑制表型

相关（图 1B）。相应的，IL-4 处理的巨噬细胞

IL-10 的分泌量是未处理组的约 10 倍，而 IL-12
的表达较未激活组低。同时我们检测 M2 型巨

噬细胞特异分泌的细胞因子 CCL18 的表达，发

现 CCL18 的表达在 IL-4 激活组较未激活组升

高约 4 倍。这些结果提示我们用 IL-4 处理外

周血单核细胞可以诱导免疫抑制的巨噬细胞

表型。

A：bright field images of macrophage morphology. 200×；B：Expression of CD206 and HLA-DR assayed by Flow cytometry，data indicates
mean fluorescence intensity；C：Concentration of IL-10，IL-12 and CCL18 assayed by ELISA. 1）P < 0.01

图 1 IL-4激活巨噬细胞成为M2表型

Fig.1 IL-4 activated macrophage to a M2 phenotype
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A：representative images；B：statistic column. 1)P < 0.01

图 3 CCL18中和抗体抑制 IL-4激活的巨噬细胞促进的Hela细胞侵袭、转移

Fig.3 Anti-CCL18 antibody inhibited IL-4 activated macrophages induced Hela cells migration and invasion

2.2 IL-4激活的巨噬细胞促进Hela细胞侵袭和

迁移

我们分别在 transwell下室中加入RPMI-1640
完全培养基、未激活巨噬细胞上清及 IL-4激活的

巨噬细胞上清，12 h后及 24 h后分别检测 transwell
小室上层Hela细胞的转移、侵袭情况。我们的结

果发现未激活的巨噬细胞上清没有增加Hela细
胞侵袭、迁移的能力，而 IL-4激活的巨噬细胞上

清显著促进了宫颈癌细胞的侵袭和迁移（图 2）。

结果提示 IL-4激活的巨噬细胞上清而不是未激

活的巨噬细胞上清中有促进Hela细胞侵袭、转移

的趋化因子。

A：representative images；B：statistic column. Ua：unactivated macrophage；IL-4：IL-4 activated macrophage. 1)P < 0.01
图 2 IL-4激活的巨噬细胞促进Hela细胞侵袭、迁移

Fig.2 IL-4 activated macrophages promote Hela cells migration and invasion

Con Ua IL-4

1）
Con Ua IL-4

1）80
60
40
20
0

80
60
40
20
0

Mig
rate

dc
ells

/fie
ld

Inv
ade

dc
ells

/fie
ld

Con Ua IL-4

Migration

Invasion

BA

2.3 IL-4激活的巨噬细胞通过分泌CCL18促进

Hela细胞侵袭、迁移

我们之前在乳腺癌细胞中的研究发现，M2型

激活的巨噬细胞通过分泌CCL18促进肿瘤细胞的

侵袭、转移［8］。在本研究中 IL-4激活的巨噬细胞

CCL18 分泌增高，因此，我们进一步探索是否

CCL18是 IL-4激活的巨噬细胞促进宫颈癌细胞转

移的主要因素。我们的研究发现 IL-4激活的巨

噬细胞上清较未处理组显著增加细胞的侵袭、迁

移能力。当在 IL-4激活的巨噬细胞上清中加入

10 μg/mL anti-CCL18中和抗体而不是同型 IgG对

照，显著抑制了Hela细胞的侵袭、迁移能力到未处

理组的水平（图 3）。这些结果提示CCL18是 IL-4
激活巨噬细胞促进肿瘤细胞转移的主要因素。
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A：representative cell migration and invasion images（200×）. B：statistical column. 1)P < 0.01. C：Expression of NF-κB signaling proteins
performed by Western blot. D：Expression of p65 in cytoplasm and nucleus performed by Western blot.

图 5 CCL18直接促进NF-κB信号通路的激活和细胞迁移

Fig.5 CCL18 directly increases the activation of NF-κB signaling pathway and cell migration and invasion

2.4 NF-κB信号通路介导了CCL18促进的Hela

细胞迁移

我们进一步检测 IL-4激活的巨噬细胞上清

对NF-κB信号的激活状况，发现 IL-4激活的巨噬

细胞上清处理的Hela细胞中磷酸化 IKK表达增

高，进而促进 IκB 的磷酸化，而整体 IKK、IκB的

表达没有影响（图4A）。IκB的磷酸化使得NF-κB
异二聚体（p50/p65）入核（图 4B），并启动肿瘤促进

相关基因的转录。我们的研究发现 IL-4激活巨

噬细胞上清处理组的 vimentin表达水平显著升高

（图 4A）。加入CCL18的中和抗体后，完全逆转了

NF-κB信号通路的激活和 vimentin的表达，而加

入同型 IgG对照没有这个作用。

2.5 CCL18直接促进NF-κB信号通路的激活和

Hela细胞侵袭、迁移

为了进一步验证是否 CCL18是介导 IL-4激

活的巨噬细胞促进肿瘤转移的关键因素，我们检

测 CCL18本身对宫颈癌细胞转移的影响。我们

的结果发现 CCL18可以显著促进Hela细胞的侵

袭和迁移（图 5A，B）。进一步检测NF-κB信号通

路激活情况发现，CCL18促进 IKK和 IκB的磷酸

化，而对整体 IKK、IκB的表达没有影响（图 5C）。

并且CCL18促进 p65的入核（图 5D）和 vimentin的

表达（图 5C）。这些结果提示 IL-4 激活的巨噬

细胞通过分泌 CCL18 激活 NF-κB 信号通路，并

促进 vimentin 的表达来影响肿瘤细胞的移动

能力。

3 讨 论

近年来越来越多的研究发现肿瘤的发生和进

展不仅与自身癌基因/抑癌基因的变异有关，也与

A：Expression of NF-κB signaling proteins performed by West⁃
ern blot. B：Expression of p65 in cytoplasm and nucleus performed by
Western blot.
图 4 NF-κB信号通路介导了CCL18促进的细胞迁移

Fig.4 NF-κB signaling proteins mediate CCL18
enhanced cell migration and invasion
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肿瘤周围的微环境密切相关［10-14］。TAM在多项

研究中发现具有抑制免疫的表型特征，与肿瘤的

不良预后相关。在宫颈癌中 PD-L1+的M2型巨噬

细胞的聚集与转移之间有很强的相关性，提示转

移的肿瘤细胞能够募集单核细胞并将之激活

为 M2型巨噬细胞［15］。这些M2型巨噬细胞反过

来可能辅助肿瘤细胞侵袭。在本研究中，我们通

过流式细胞术检测发现 IL-4激活的巨噬细胞具

有 CD206high/HLA-DRlow 的表型，并且大量分泌促

肿瘤的细胞因子 IL-10［16］，同时低分泌抗肿瘤的

IL-12。这些结果显示 IL-4激活的巨噬细胞表现

出类似 TAM的M2表型。进一步采用不同培养的

巨噬细胞上清处理Hela肿瘤细胞发现，IL-4处理

的巨噬细胞上清显著促进宫颈癌细胞的侵袭和

迁移。这与之前在乳腺癌、肺癌、食管癌等肿瘤

中的结果一致［8，17-18］。

很多研究发现M2型巨噬细胞可能通过释放

多种细胞因子促进血管淋巴管生成、基质降解、免

疫抑制，进而影响肿瘤细胞的侵袭［19］。Chen等［8］

之前的研究发现 TAM和 IL-4激活的MDMs具有

类似的细胞因子mRNA表达谱，其中 CCL18的表

达量最高，TAM 或 IL-4 激活的 MDMs 通过特异

性分泌 CCL18促进乳腺癌细胞的侵袭、转移。血

浆或组织中的高 CCL18水平与患者的不良预后

相关。同时，CCL18促进肿瘤细胞迁移的现象也

在卵巢癌、胰腺癌、前列腺癌、肺癌、肝癌等得到

证实［20-22］。我们的结果也发现 IL-4激活的巨噬

细胞高分泌 CCL18。为了探索是否 CCL18 介导

了 IL-4 激活的巨噬细胞的促迁移作用，我们在

IL-4激活的巨噬细胞上清中同时加入 10 μg/mL
的 CCL18 中和抗体，发现阻断 CCL18 的作用后，

IL-4激活的巨噬细胞上清不能促进Hela细胞的

侵袭、转移。而直接应用 50 ng/mL的 CCL18到培

养基中也可以促进 Hela 细胞的侵袭、转移。这

些结果说明 CCL18是介导巨噬细胞促肿瘤细胞

迁移的主要因素。

NFκB为一个转录因子蛋白家族，包括 5个亚

单位：Rel、p65、RelB和p50、p52。通常情况下NFκB
与 IκB结合，以失活的状态存在胞浆中，一旦接受

刺激信号，磷酸化的 IKK促进 IκB磷酸化，启动其

泛素化降解，进而释放 NFκB 亚单位 p65/p50 入

核，并与核内特定的DNA序列结合，启动下游基

因转录［23］。目前已有许多研究报道NFκB对于触

发和维持肿瘤细胞的上皮间质转化以及侵袭迁移

非常重要，其机制之一为转录调控迁移相关基因

的表达［12］。我们研究 IL-4激活的巨噬细胞促肿

瘤转移的机制发现，M2型巨噬细胞上清和直接应

用CCL18能促进NFκB信号的激活，表现为 IKK的

磷酸化，进而激活下游 IκB的磷酸化，以及 p65的

入核和 vimentin的表达增高。在多项研究中发现

NFκB的入核也可以调控E-cadherin的表达降低，

结合 vimentin的表达上调，从而调控细胞的 EMT
过程［24］。在本研究中Hela细胞在接受 IL-4激活

的巨噬细胞上清或直接 CCL18处理后 vimentin的

表达变化较大，而E-cadherin变化不明显，可能与

其本身处于较低的表达水平有关（数据未显示）。

Vimentin是迁移细胞的标志，其在细胞迁移中的

作用被认为与多种机制有关，如决定细胞的极

性，调节细胞连接形成，排列及输出与细胞运动

有关的信号蛋白等［25］。而在 IL-4激活的巨噬细

胞上清中加入 CCL18 中和抗体后阻碍了 NFκB
信号的激活和 vimentin的表达，这与中和抗体对

细胞迁移的作用一致。这些结果提示 IL-4激活

的巨噬细胞通过分泌 CCL18 作用到肿瘤细胞，

进而激活肿瘤细胞的NFκB信号通路，促进迁移

相关蛋白如 vimentin 的表达来影响 Hela 细胞侵

袭转移。

综上所述，我们通过体外 IL-4 激活的巨噬

细胞模型模拟晚期肿瘤进展过程中的 TAM 状

态，揭示了肿瘤微环境中的巨噬细胞可以通过

分泌趋化因子 CCL18 促进肿瘤的侵袭、转移。

并且提示 NFκB 信号作为重要的炎性信号通路

在宫颈癌的侵袭、转移中发挥重要作用，是重要

的治疗靶点。
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