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肺癌细胞促进单核吞噬细胞 ＭＡＰＫ相关通路活化诱导

炎性细胞因子表达上调的研究
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第一附属医院检验学部，南京　２１００２９）

　　【摘要】　目的　通过建立人单核吞噬细胞系（ＴＨＰ１）和人肺腺癌细胞系（ＳＰＣＡ１）共培养体系，检测共培养体

系中ＴＨＰ１的炎性细胞因子ｍＲＮＡ表达水平和丝裂原活化蛋白激酶通路（ＭＡＰＫ）的表达情况，初步阐明肺癌微

环境对ＴＨＰ１中炎性细胞因子表达的影响。方法　体外培养ＳＰＣＡ１细胞系、ＴＨＰ１细胞系，并建立二者共培养

体系，设置ＴＨＰ１单独培养组为对照组。２４ｈ后，收集各组 ＴＨＰ１细胞，实时荧光定量聚合酶链式反应（Ｒｅａｌ

ＴｉｍｅＰＣＲ）检测白细胞介素（ＩＬ）１β、６、８及肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）的 ｍＲＮＡ 表达水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

ＭＡＰＫ通路蛋白ｃＪｕｎ氨基末端激酶及其磷酸化形式（ＪＮＫ／ｐＪＮＫ）、丝裂原活化蛋白激酶ｐ３８亚单位及其磷酸

化形式（ｐ３８ＭＡＰＫ／ｐｐ３８ＭＡＰＫ）、细胞外调节蛋白激酶及其磷酸化形式（ＥＲＫ／ｐＥＲＫ）的表达。结果　共培养

２４ｈ后，共培养组ＴＨＰ１的ＩＬ１β、ＩＬ８ｍＲＮＡ表达水平均明显高于对照组（犘＜０．０５），分别为对照组的５．８１、４．２１

倍；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示共培养组ｐ３８ＭＡＰＫ、ｐｐ３８ＭＡＰＫ的表达水平均明显高于对照组（犘＜０．０５）。结论　肺

癌细胞可引起肺癌环境中单核吞噬细胞中ｐ３８ＭＡＰＫ通路的活化，进而诱导ＩＬ１β、ＩＬ８ｍＲＮＡ表达上调，有利于

肿瘤炎症微环境的维持和促进肿瘤的进展。
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ｃｙｔｏｋｉｎｅ；　ＭＡＰＫｐａｔｈｗａｙ

　　单核吞噬细胞在多种实体肿瘤的局部环境中存在，并且可

以分泌一系列炎性细胞因子，如白细胞介素（ＩＬ）８、１β，肿瘤

坏死因子α（ＴＮＦα）等。炎性细胞因子的表达有助于肿瘤炎

症微环境的建立和维持，ＩＬ８在肿瘤炎症微环境的维持中具

有一定作用，并且有利于肿瘤细胞的侵袭和转移，其在肿瘤环

境中的表达常与单核吞噬细胞的密度呈正相关。而ＩＬ１β可

以促进靶细胞内血管内皮生长因子Ｃ（ＶＥＧＦＣ）的表达
［１］。

肺癌是常见的恶性肿瘤之一，是癌症相关死亡的首要因素［２］。

非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）在肺癌中占主导地位，其肿瘤环境中

相关细胞因子的表达在其进展中有着不可或缺的作用。已有

研究表明，ＮＳＣＬＣ组织中ＩＬ８的表达明显高于健康对照组，

并且晚期组明显高于早期组，在有淋巴结转移组明显高于无转

移组［３］。为了探讨肺癌微环境对人单核吞噬细胞炎性细胞因

子表达的影响及其机制，本研究以人肺腺癌细胞系（ＳＰＣＡ１）

和人单核细胞系（ＴＨＰ１）建立体外共培养体系，模拟肺癌细胞

生长的微环境，研究ＴＨＰ１中炎性细胞因子表达水平的改变

和丝裂原活化蛋白激酶通路（ＭＡＰＫ）相关的活化情况，探索单

核吞噬细胞在肿瘤微环境中的相关作用和机制。

１　材料与方法

１．１　材料　ＴＨＰ１细胞株、ＳＰＣＡ１细胞株购自中科院上海
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细胞库，ＲＰＭＩ１６４０培养液购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，胎牛血清（ＦＢＳ）

购自美国Ｇｉｂｃｏ公司。

１．２　仪器与试剂　ＡＢＩ２７２０型和ＡＢＩ７５００型基因扩增仪为

美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ（ＡＢＩ）公司产品，电泳系统和电转移系

统购自ＢｉｏＲａｄ公司。兔抗人ｐ３８ＭＡＰＫ、ｐｐ３８ＭＡＰＫ单克

隆抗体；ＪＮＫ、ｐＪＮＫ单克隆抗体；ＥＲＫ、ｐＥＲＫ单克隆抗体均

购自Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌ公司。反转录试剂盒购自Ｔａｋａｒａ公司，扩增引

物由Ｔａｋａｒａ公司设计。

１．３　方法

１．３．１　细胞培养及体外共培养体系的建立　ＳＰＣＡ１、ＴＨＰ１

细胞株生长于含有１０％ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，取对数

期细胞行共培养实验。ＳＰＣＡ１接种于２４孔板中，１×１０５／孔，

予完全培养基培养；ＴＨＰ１细胞接种于基底膜为０．４μｍ 微孔

聚酯纤维膜的ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共培养小室内，５×１０５／孔。待相互作

用２４ｈ后，收集小室内ＴＨＰ１细胞。同时设置对照组（ＴＨＰ

１单独培养组），每组各设３复孔。独立实验重复３次。

１．３．２　ＲＮＡ 提取及实时荧光定量聚合酶链式反应（Ｒｅａｌ

ＴｉｍｅＰＣＲ）　采用ｍｉＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ（美国Ｑｉａｇｅｎ公司）提取

ＴＨＰ１细胞ＲＮＡ，ＲＮＡ溶于２０μＬＲＮＡａｓｅｆｒｅｅＨ２Ｏ中，并

测纯度和浓度，犃２６０／２８０在１．８～２．０范围内。反转录反应采

用Ｔａｋａｒａ公司的反转录试剂盒，总体系为２０μＬ，其中５×

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ４μＬ，ＲＮＡ溶液１６μＬ，取３００ｎｇ

总ＲＮＡ上样量。反应条件：３７℃１５ｍｉｎ，８５℃５ｓ；４℃冷却。

ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ采用Ｔａｋａｒａ公司引物（表１）及ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ

ＥＸＴａｑⅡ和ＡＢＩ７５００型基因扩增仪，总体系２０μＬ，其中１０

μＬ２×ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥＸＴａｑⅡ，６μＬｄｄＨ２Ｏ，相应上、下游引

物各１μＬ，２μＬｃＤＮＡ模板。以内源性βａｃｔｉｎ作参照。扩增

条件：９５℃预变性３０ｓ，９５℃５ｓ，６４℃退火延伸３４ｓ，共４５

个循环，ＰＣＲ结束后６０℃作熔解曲线，结束反应。扩增结果

炎性细胞因子相对表达量采用公式 Ｃａ／Ｃｂ＝２
（△Ｃｔａ△Ｃｔｂ）

（△Ｃｔ＝Ｃｔ目的基因－Ｃｔβａｃｔｉｎ）计算（ａ为共培养后ＴＨＰ１样本，ｂ

为单独培养ＴＨＰ１样本）。

表１　各细胞因子扩增引物序列

名称 上游引物（５＇３＇） 下游引物（５＇３＇）

ＩＬ１β
ＣＡＣＧＡＴＧＣＡＣＣＴＧＴＡ

ＣＧＡＴＣＡ

ＧＴＴＧＣＴＣＣＡＴＡＴＣＣＴ

ＧＴＣＣＣＴ

ＩＬ６
ＡＡＣＣＴＧＡＡＣＣＴＴＣＣＡ

ＡＡＧＡＴＧＧ

ＴＣＴＧＧＣＴＴＧＴＴＣＣＴＣ

ＡＣＴＡＣＴ

ＩＬ８
ＧＣＣＴＴＣＣＴＧＡＴＴＴＣＴ

ＧＣＡＧＣＴ

ＴＧＣＡＣＴＧＡＣＡＴＣＴＡＡ

ＧＴＴＣＴＴＴＡＧＣＡＣ

ＴＮＦα
ＡＴＧＡＧＣＡＣＴＧＡＡＡＧＣ

ＡＴＧＡＴＣＣ

ＧＡＧＧＧＣＴＧＡＴＴＡＧＡＧ

ＡＧＡＧＧＴＣ

１．３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＭＡＰＫ通路相关蛋白的表达　收

集ＴＨＰ１细胞，裂解蛋白溶液，ＢＣＡ法测浓度，取２０μｇ蛋白

上样量。与２×十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）充分混匀，１００℃煮沸５

ｍｉｎ使蛋白变性后，上样，进行ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳ

ＰＡＧＥ）电泳，浓缩胶电压６０Ｖ，分离胶电压８０Ｖ，待溴酚蓝欲

跑出而尚未跑出分离胶时终止电泳，使用聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）

膜进行转膜操作，１００ｍＡ转膜１００ｍｉｎ。取出ＰＶＤＦ膜，在含

５％脱脂牛奶的１×ＴＢＳＴ中室温封闭２ｈ，加入兔抗人ｐ３８

ＭＡＰＫ、ｐｐ３８ＭＡＰＫ单克隆抗体；ＪＮＫ、ｐＪＮＫ单克隆抗体；

ＥＲＫ、ｐＥＲＫ单克隆抗体；一抗用时以含５％脱脂牛奶的１×

ＴＢＳＴ（含０．１％吐温的ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲盐溶液）１∶１０００稀释，

４℃孵育过夜。１×ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１５ｍｉｎ；加二抗（辣根

过氧化物酶标记的ＩｇＧ），１∶３０００稀释，室温孵育１ｈ，１×

ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１５ｍｉｎ；加电化学（ＥＣＬ）发光液（Ａ、Ｂ液

等量混合），避光，暗室曝光。同时以鼠抗人ＧＡＰＤＨ抗体（１∶

８００稀释）检测管家基因ＧＡＰＤＨ含量作为内参照。独立实验

重复３次。条带图像用ＩｍａｇｅＪ软件进行吸光度值的分析。

１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０和 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍＳｏｆｔ

ｗａｒｅ５．０统计软件进行分析；计量资料以狓±狊表示；组间比较

采用独立样本狋检验；以α＝０．０５为检验水准，犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＴＨＰ１与ＳＰＣＡ１共培养２４ｈ后炎性细胞因子的表达

水平　ＴＨＰ１与 ＳＰＣＡ１共培养２４ｈ后，与对照组相比，

ＴＨＰ１细胞ＩＬ８和ＩＬ１β的表达水平明显增高，分别为对照

组的（４．２１±０．４３）、（５．８１±０．６９）倍，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；而ＩＬ６、ＴＮＦα表达水平较对照组分别增高了（１．２７±

０．１８）、（１．６９±０．３４）倍，与对照组相比差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。见图１。各细胞因子扩增的熔解曲线，见图２。

　　注：与对照组比较，ａ犘＜０．０５。

图１　共培养２４ｈ后ＴＨＰ１中各细胞因子的ｍＲＮＡ表达水平

图２　各细胞因子扩增的熔解曲线

图３　ＴＨＰ１与ＳＰＣＡ１共培养前后 ＭＡＰＫ通路

相关蛋白的表达

　　注：与单独培养组比较，ａ犘＜０．０５。

图４　ＴＨＰ１与ＳＰＣＡ１共培养２４ｈ后ｐｐ３８

ＭＡＰＫ／ｐ３８ＭＡＰＫ表达水

２．２　ＴＨＰ１与ＳＰＣＡ１共培养２４ｈ后 ＭＡＰＫ通路相关蛋白

·３８２３·检验医学与临床２０１４年１２月第１１卷第２３期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．２３



的表达　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示（图３），ＴＨＰ１与ＳＰＣＡ１共

培养２４ｈ后，其ｐ３８ＭＡＰＫ、ｐｐ３８ＭＡＰＫ的表达水平较对照

组明显升高（图４，均犘＜０．０５），而ｐＥＲＫ、ＥＲＫ、ｐＪＮＫ、ＪＮＫ

的表达水平与对照组相比无明显差异。

３　讨　　论

肿瘤微环境中的单核吞噬细胞对肿瘤的发展、肿瘤微环境

的维持有一定作用，为探究肺癌微环境中单核吞噬细胞的相关

作用，本研究利用ＴＨＰ１和ＳＰＣＡ１建立共培养体系，以研究

肺癌细胞对ＴＨＰ１细胞炎性细胞因子表达的影响及其相关机

制。存在于肿瘤微环境中的单核吞噬细胞称之为肿瘤相关巨

噬细胞（ＴＡＭ），对ＴＡＭ 的召集和激活有助于肿瘤进展。单

核吞噬细胞表达许多细胞因子，一定程度上促进了肿瘤细胞的

增殖和存活，如ＩＬ８、ＩＬ１β、ＴＮＦα、转化生长因子β（ＴＧＦβ）

等。

除了在炎症进展中发挥重要作用，ＩＬ８还参与促进肿瘤

血管生成，内皮细胞和癌细胞的增殖和存活及促进肿瘤细胞的

迁移，可参与多种疾病的发生机制［４］。ＩＬ１β对恶性肿瘤的进

展也具有一定的正向调控作用。已有研究表明，在与乳腺癌细

胞系 ＨＣＣ１９５４共培养的环境中，单核吞噬细胞的ＩＬ１β表达

迅速增高，以自分泌或旁分泌的方式发挥了作用，并最终介导

了乳腺癌细胞中环氧酶２（ＣＯＸ２）的表达上调，与乳腺癌的侵

袭性密切相关［５］。共培养实验结果显示，ＴＨＰ１细胞中ＩＬ８、

ＩＬ１β表达水平出现显著上调，其中ＩＬ８增高了４．２１倍，而

ＩＬ１β增高了５．８１倍。提示肺癌细胞生长微环境可诱导单核

吞噬细胞中ＩＬ１β、ＩＬ８ｍＲＮＡ表达上调。

研究显示，肿瘤环境中一些信号通路可发生活化，较为常

见的有 ＭＡＰＫ通路、核因子κＢ通路（ＮＦκＢ通路）等，这些通

路经诱导活化后最终可调节相关细胞因子表达上调，发挥促进

肿瘤进展的作用［６７］。ＥＲＫ、ＪＮＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ是 ＭＡＰＫ信号

途径中主要的三类途径，其中ＥＲＫ途径主要与生长因子引起

的相关应激有关，而ＪＮＫ途径和ｐ３８ＭＡＰＫ途径主要与炎症

和应激有关。ｐ３８ＭＡＰＫ是 ＭＡＰＫ家族成员之一，也是细胞

内重要的信号传导系统，介导了机体细胞的增殖、分化、分裂及

凋亡 等 多 种 病 理 生 理 过 程［８］。ｐ３８ ＭＡＰＫ 可 通 过 活 化

Ｃａｓｐａｓｅ家族成员或使抗凋亡蛋白失活，引起细胞凋亡。但也

有研究表明，一些恶性肿瘤中高度活化的ｐ３８ＭＡＰＫ可能通

过促进细胞过度增殖、抑制凋亡，参与致癌。在 ＮＳＣＬＣ的进

展中，ｐ３８ＭＡＰＫ通路也表现出双重性，ｐ３８的激活可以诱导

细胞凋亡，但同时也对 ＮＳＣＬＣ的发生发展具有促进作用，如

ｐ３８可作为黏附蛋白参与 ＮＳＣＬＣ 的转移
［９］。激活的 ｐ３８

ＭＡＰＫ可激活一些转录因子，进而调节参与细胞反应的细胞因

子，如ＴＮＦα、ＩＬ１、ＩＬ８、血管细胞黏附分子等的表达
［１０］。本研

究结果显示，ＴＨＰ１细胞与ＳＰＣＡ１细胞共培养２４ｈ后，与

ＴＨＰ１单独培养组相比ｐｐ３８ＭＡＰＫ和ｐ３８ＭＡＰＫ表达明显

增高，其ｐ３８ＭＡＰＫ通路是活化的，提示在共培养体系中，肺癌

细胞诱导该环境中ＴＨＰ１细胞的ｐ３８ＭＡＰＫ通路活化。

在肿瘤的维持和进展中，免疫细胞如单核吞噬细胞可通过

表达的细胞因子参与组织重建、炎症和免疫，发挥抗肿瘤免疫

作用。但在更多的情况下这些高表达的细胞因子往往还参与

促进肿瘤的进展，在肿瘤的生长和转移中发挥了正向调控作

用。如ＴＡＭ可表达多种刺激肿瘤细胞增殖和存活的细胞因

子，肿瘤环境中大量的ＴＡＭ与恶性肿瘤的早期转移有明显相

关［１１］。也有体外共培养实验证实，通过将巨噬细胞与肿瘤细

胞共培养后，巨噬细胞分泌的物质可刺激肿瘤细胞的增殖。

ＴＡＭ在肿瘤生长中的作用也因肿瘤类型的不同而呈现差异。

综上所述，肺癌细胞可作用于ＴＨＰ１细胞，使其炎性细胞

因子ＩＬ１β、ＩＬ８ｍＲＮＡ表达水平增高，同时伴有相应信号通

路蛋白ｐｐ３８ＭＡＰＫ和ｐ３８ＭＡＰＫ的表达水平显著增高，提示

可能通过ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路的活化引起下游炎性细胞因子

ＩＬ１β、ＩＬ８ｍＲＮＡ表达增高，在肿瘤炎症微环境的维持和肿

瘤的进展中发挥一定作用。
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ｍａｒｋｅｒｆｏｒＭ２ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｍｏｔｉｌｉ

ｔｙ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，２０１０，１８５（１）：６４２６５２．

（收稿日期：２０１４０３１７　　修回日期：２０１４０６２０）

·４８２３· 检验医学与临床２０１４年１２月第１１卷第２３期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．２３




