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肿瘤相关巨噬细胞对肾透明细胞癌增殖作用及其分子机制的影响 *

张 磊 樊扬威 胡 媛 井佳瑜 师 煜 李恩孝△
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摘要 目的：探讨肿瘤相关巨噬细胞（Tumor Associated Macrophages, TAMs）对肾透明细胞癌的增殖影响及其分子机制。方法：将

单核细胞系(THP-1)细胞诱导为 TAMs，同时采用细胞共培养方法将 TAMs和肾透明细胞癌 ACHN共培养，共培养前后舒尼替尼

给药处理；CCK-8和克隆形成实验检测共培养前后 ACHN细胞增殖能力；TAMs和 ACHN细胞共培养，采用皮下接种方法建立

裸鼠皮下移植瘤模型，舒尼替尼给药处理，观察裸鼠皮下成瘤能力及肿瘤体积大小；Western Blot检测共培养前后磷酸肌醇依赖

性蛋白激酶 1 (Phosphoinositol Dependent Protein Kinase 1，PDPK1)介导磷酸甘油酸激酶 1(Phosphoglycerate Kinase 1, PKG1)的磷

酸化作用的影响。结果：显微镜观察结果显示肿瘤相关巨噬细胞促进了 ACHN细胞增殖作，而舒尼替尼可以抑制其促增殖作用；

CCK-8和克隆形成实验表明 TAMs促进了 ACHN克隆形成能力，但是其克隆形成能力可以被舒尼替尼抑制；动物实验证明

TAMs促进裸鼠皮下成瘤能力和移植瘤的成长；肿瘤相关巨噬细胞可以通过分泌 IL-6促进 PDPK1介导 PKG1的磷酸化。结论：

肿瘤相关巨噬细胞通过分泌 IL-6促进 PDPK1介导 PKG1的磷酸化作用，从而促进了肾透明细胞癌的增殖作用。
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Sunitinib inhibits PDPK1-mediated PKG1 Phosphorylation and Inhibits
Proliferation of Renal Clear Cell Carcinoma by Inhibiting Macrophage

Secretion of IL-6*

To investigate the effect of Tumor Associated Macrophages (TAMs) on the proliferation of renal clear cell

carcinoma (RCCC) and its molecular mechanism. Monocyte line (THP-1) cells were induced into TAMs, and TAMs and

ACHN were co-cultured with clear cell carcinoma of kidney (RCC) by cell co-culture method, then treated with sunitinib before and after

co-culture; CCK-8 and clone formation assay were used to detect the proliferation of ACHN cells before and after co-culture; TAMs and

ACHN cells were co-cultured with subcutaneous inoculation method to establish subcutaneous transplanted tumor model in nude mice,

where sunitinib was administered. Western Blot was used to detect the effect of Phosphoinositol Dependent Protein Kinase 1 (PDPK1) on

phosphorylation of Phosphoglycerate Kinase 1 (PKG1) before and after co-culture. Microscopic observation showed that tu-

mor-related macrophages promoted the proliferation of ACHN cells, while sunitinib inhibited the proliferation of ACHN cells; CCK-8

and clonogenesis experiments showed that TAMs promoted the clonogenic ability of ACHN, but its clonogenic ability could be inhibited

by sunitinib; animal experiments showed that TAMs promoted the growth of subcutaneous tumors and transplanted tumors in nude mice.

Tumor-related macrophages can promote the phosphorylation of PKG1 mediated by PDPK1 by secreting IL-6. Tumor-related

macrophages promote the phosphorylation of PKG1 mediated by PDPK1 through secreting IL-6, thus promoting the proliferation of renal

clear cell carcinoma.
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前言

肾透明细胞癌 ( renal cell carcinoma，RCC)是源于肾小管

上皮恶性程度较高的肿瘤，是泌尿系统最常见的恶性肿瘤之

一，肾透明细胞癌约占原发性肾恶性肿瘤 80%～95%[1-3]，因其

具有多耐药基因等原因，肾透明细胞癌对放化疗均不敏感，多

为手术切除治疗[4]。2005年，首个靶向治疗肾细胞癌药物索拉

非尼( sorafenib)经美国食品药品管理局批准之后上市，舒尼替
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尼( Sunitinib)则是最具典型的代表性药物，在临床治疗中多和

手术切除联合治疗，对肾细胞癌晚期患者的术后生存期有明显

延长作用[5,6]。现有研究可知舒尼替尼通过作用于血管内皮生长

因子受体、血小板衍生内皮生长因子受体和 IL-6等靶点，可以

直接抑制肿瘤生长，又能够通过抑制肿瘤新生血管生成而间接

抑制肿瘤生长[7]。肿瘤微环境是肿瘤细胞赖以生存的的复杂环

境，主要由多种不同的细胞外基质和基质细胞组成[8]。肿瘤相关

巨噬细胞（Tumor-associated macrophages, TAMs)是侵润在肿瘤

组织中的巨噬细胞，是肿瘤微环境中最多的免疫细胞，对肿瘤

的发生进展起到积极的作用[9]。但是巨噬细胞对肾透明细胞癌

作用的分子机制仍然鲜有报道。

本实验研究了肾透明细胞癌 ACHN和肿瘤相关巨噬细胞

共培养下对其增殖作用的影响以及分子机制的研究，为临床治

疗肾透明细胞癌提供新的依据，同时发现潜在的肾透明细胞癌

新的作用靶点。

1 材料和方法

1.1 材料

苹果酸舒尼替尼肾透明细胞癌细胞系 ACHN和单核细胞

THP-1细胞购自中科院上海细胞库，蛋白定量试剂盒、SDS凝

胶试剂盒、细胞裂解液均购自武汉碧天根生物有限公司，蛋白

酶抑制剂购自罗氏试剂生物有限公司，高糖 DMEM、RP-

MI-1640培养基 、优级胎牛血清、胰蛋白酶消化液均购自美国

HyClone，青链霉素混合液购自北京碧云天有限公司，CD206、

白介素 6（Interleukin 6，IL-6）、PDPK1、PKG1和 P-PKG1抗体

购自英国 Abcam，ECL化学发光试剂盒购自美国 Advansta，兔

二抗购自英国 Abcam，游标卡尺购自哈尔滨量具刃具有限责任

公司，4%多聚甲醛购自西安科昊生物技术有限公司，裸鼠由北

京维通利华实验动物技术有限公司提供。

1.2 方法

1.2.1 TAMs和 AHCN 细胞共培养 在 6 孔板中用 50 滋g/L
PMA刺激培养 THP-1，加入 10% FCS的 RPMI-1640培养液培

养 48 h，获得 TAMs。将 TAMs和 AHCN共培养在 6孔板中。

1.2.2 CCK-8 测细胞增殖 待细胞长满后调整细胞浓度为

5× 104 cells/mL，接种于 96孔培养板，每孔 100 滋L，37℃，5%
CO2培养箱内培养 48 h后在每孔加入 20 滋L的 CCK-8，37℃，

5% CO2培养箱内培养避光孵育 3 h，室温于摇床震荡 10 min。

酶标仪 490 nm波长测出同一时间点 OD值，用测得的 OD值

进行细胞增殖影响的分析。

1.2.3 细胞克隆形成实验 将对数生长期 ACHN和 TAMs细

胞消化，调整密度为 300个 /孔，接种至 6孔板，每孔加 2 mL

10%胎牛血清 DMEM培养液。细胞接种 5 d后每孔各加 500滋L
胎牛血清继续培养。贴壁生长 15 d后，PBS洗 3次，4%多聚

甲醛固定 15 min。固定后用 0.1%结晶紫溶液染色 15 min，PBS

轻轻冲洗细胞，室温风干后计数多于 50个细胞的克隆。根据公

式计算克隆形成率：克隆形成率（%）=克隆数 /300× 100%。

1.2.4 WB检测 IL-6、PDPK1、PKG1和 P-PKG1蛋白表达水平

细胞计数以 1× 106个细胞 /mL的细胞数种到 6孔板中，设 3

个复孔。细胞贴壁取出 6孔板，弃掉上清；PBS清洗 1 min后加

含有蛋白酶抑制剂的裂解液并吹打细胞团，后放置冰上裂解，

30 min后用细胞刮将细胞刮下来转移至 1.5 mL试管中，高速

离心并抽取上清，即为所提蛋白。蛋白定量完成后加上样缓冲

液，沸水煮 5 min，样品可冻于 -80 ℃保存。SDS-PACE电泳后

进行转膜操作，转膜成功后用脱脂牛奶进行封闭，PBST清洗，

裁剪条带并分别加入 IL-6、PDPK1、PKG1、P-PKG1 和 茁-actin
抗体，均为 1：1000稀释，室温孵育 1 h后 4℃过夜。次日反复清

洗条带，加二抗室温孵育 90 min，PBS反复冲洗，然后加 ECL

发光液，化学发光仪检测并拍照。

1.2.5 舒尼替尼抑制裸鼠皮下成瘤实验 出生 3周雄性裸鼠，

随机进行分组，对照组和实验组各 3只，7天后胰蛋白酶消化

液消化对数生长期 ACHN细胞，调整密度 5× 106个 /200 滋L，
充分混匀在无血清 DMEM培养液中，分别接种至对照组和实

验组裸鼠皮下。7 天后裸鼠皮下成瘤，舒尼替尼给药 20

mg/kg/d，每 3 d游标卡尺测 1次移植瘤长径（a）和短径（b），计

算肿瘤体积（V）：肿瘤体积 = ab
2

2
，并绘制肿瘤生长曲线。裸鼠

实验遵循动物保护和做好动物福利相关规定，并经室验动物伦

理委员会批准。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 18.0统计学软件进行数据分析，计量资料数据

用均数± 标准差（x± s）表示，多组间比较采用 F检验，以 P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 显微镜下观察 TAMs对 ACHN细胞的促增殖作用

肾透明癌细胞 ACHN和肿瘤相关巨噬细胞 TAMs共培养

48 h，显微镜下观察拍照结果表明 ACHN+TAMs组细胞增殖

明显能力明显强于 ACHN组（P<0.05），加入舒尼替尼 8 滋m/L
干预 12 h后，ACHN+TAMs+Sun组细胞增殖速度明显减慢同

ACHN+TAMs相比（P<0.05）。

图 1 A：显微镜（10× 40 滋m）下观察 TAMs对 ACHN细胞的促增殖情况

Fig.1 A: Proliferation of ACHN cells induced by TAMs was observed under a microscope (10× 40 um)
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图 3 TAMs促进 ACHN细胞克隆形成能力（10× 40 滋m）
Fig.3 TAMs Promote ACHN Cell Clone Formation Ability (10× 40 滋m)

2.2 CCK-8实验结果 TAMs可以促进 ACHN细胞增殖能力

CCK-8结果表明 ACHN组细胞增殖能力与 ACHN+TAMs

组比明显较弱（P<0.05）但是强于 ACHN+Sun组，加入舒尼替

尼 8 滋m/L干预 12 h后，ACHN+TAMs+Sun组细胞增殖能力明

显低于 ACHN+TAMs组（P<0.05）

2.3 克隆形成结果表明 TAMs促进 ACHN细胞增殖能力

克隆形成实验结果表明 ACHN 组细胞克隆形成与

ACHN+TAMs组比明显较弱（P<0.05）。但是强于 ACHN+Sun

组，加入舒尼替尼 8 滋m/L干预 12 h后，ACHN+TAMs+Sun组

细胞克隆形成能力明显低于 ACHN+TAMs组（P<0.05）。
2.4 动物实验证明 TAMs可以促进裸鼠皮下成瘤能力和移植

瘤的成长

皮下接种 TAMs共培养后 ACHN细胞，7 d后成瘤，随后

ACHN+Sun组腹腔注射舒尼替尼，20 mg/kg/d。随着时间的增

加，药物干预组肿瘤生长明显较慢，结果表明舒尼替尼显著抑

制了裸鼠皮下成瘤能力和移植瘤的成长（P<0.05）。
2.5 肿瘤相关巨噬细胞分泌 IL-6抑制 PDPK1介导 PKG1的磷

酸化

3 讨论

肿瘤微环境是指肿瘤基质中的各种细胞包括普通肿瘤细

胞、肿瘤相关巨噬细胞、免疫细胞、间充质细胞以及附近区域的

间质和浸润在其中的生物分子等组成的胞外环境[10]。肿瘤相关

巨噬细胞（Tumor-associated macrophages, TAMs)是侵润在肿瘤

组织中的巨噬细胞，是存在肿瘤微环境中最多的免疫细胞，对

肿瘤的发生进展起到积极的作用[11,12]。肾透明细胞癌的增殖、转

移和侵袭过程同样和肿瘤相关巨噬细胞密不可分。肿瘤细胞的

增殖是如何受浸润巨噬细胞的调控，以及是否受其调控导致癌

症进展的因素仍然难以定论。研究表明，来自巨噬细胞的 IL-6

图 2 CCK-8检测 ACHN、ACHN+Sun、ACHN+TAMs和

ACHN+TAMs+Sun四组细胞的增殖能力

Fig.2 CCK-8 detects the proliferative capacity of four groups of ACHN,

ACHN+Sun, ACHN+TAMs and ACHN+TAMs+Sun cells

能诱导 GSK3b磷酸化以稳定 b-catenin增强 T细胞因子(TCF)

依赖性基因激活肿瘤细胞[13]。Il-6也可以增强炎症反应促进肝

细胞肝癌(HCC)通过激活 STAT3和它发展下游抗凋亡促增殖

基因[14,15]。

肿瘤微环境是肿瘤细胞赖以生存的的重要环境，由多种不

同的细胞外基质和基质细胞组成[16,17]。肿瘤微环境为肿瘤细胞
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图 5 TAMs分泌 IL-6促进 PDPK1介导 PKG1的磷酸化

Fig.5 Interleukin-6 secreted by TAMs promotes phosphorylation of PKG1 mediated by PDPK1

图 4 TAMs促进裸鼠皮下成瘤能力和移植瘤的成长

Fig.4 TAMs promote subcutaneous tumorigenesis and growth of transplanted tumors in nude mice

提供了有力的生存环境，导致肿瘤细胞逃脱免疫系统攻击，在

体内随着淋巴液、血液等转移到其他器官形成新的病灶[18]。其

中，肿瘤相关巨噬细胞在肿瘤微环境中起到重要的作用，有研

究表明在乳腺癌组织中的肿瘤相关巨噬细胞分泌的白介素 12

(Interleukin 12，IL12)能够刺激结乳腺癌细胞转变成为肿瘤干细

胞，从而促进结乳腺癌细胞的增殖、转移和侵袭性[19,20]。

肿瘤细胞微环境中同时存在肿瘤相关巨噬细胞由 M1型

转化为 M2型的生理过程，M2型巨噬细胞会促进肿瘤的生成

和进展[21]。M2型巨噬细胞可以促进基质金属蛋白酶的分泌，从

而促进肿瘤相关成纤维细胞的胶原分泌，因此抑制 M2型巨噬

细胞的活性可作为一个抑癌的作用靶点[22]，比如，MAKP信号

通路就是通过刺激肿瘤相关巨噬细胞由 M1 型转化为 M2型

转化促进金属蛋白酶活性从而引发肿瘤相关成纤维细胞分泌

胶原来促进结肠癌的发生发展[23]。肺癌肝转移与M2型肿瘤相

关巨噬细胞的增高密切相关，发生肝转移的肺癌癌原发灶基质

中M2型肿瘤相关巨噬细胞高表达。肿瘤相关巨噬细胞重塑一

个富含炎性因子的基质，促进细胞迁移、肿瘤转移[24]。另外在子

宫内膜癌组织中，肿瘤相关巨噬细胞可以通过分泌 IL-17增强

其对化疗的抵抗[25]。事实上，肿瘤相关巨噬细胞在多种肿瘤组

织诱导了炎性因子的活化和上皮间充质转化 (Epithelial Mes-

enchymal Transformation，EMT)[26]。

肾透明细胞癌的增殖过程同样和其周围肿瘤微环境中的

肿瘤相关巨噬细胞密不可分。舒尼替尼作为治疗肾透明细癌的

药物，其可以有效延长晚期肾细胞癌患者的术后生存期[27,28]。舒

尼替尼通过作用于血管内皮生长因子受体、血小板衍生内皮生

长因子受体等靶点，既可以直接抑制肿瘤生长，又能够通过抑
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制肿瘤新生血管生成而间接抑制肿瘤生长[29,30]。

因此本研究中，我们首次将肾透明细胞癌和肿瘤相关巨噬

细胞共培养，使用舒尼替尼来给药处理，在此基础上肿瘤相关

巨噬细胞对肾透明细胞癌的增殖及其分子机制的研究。首先我

们将肾透明癌细胞 ACHN和肿瘤相关巨噬细胞 TAMs共培养

48 h，然后显微镜下拍照记录观察，结果发现 TAMs促进了

ACHN细胞增殖能力，而舒尼替尼可以抑制这种作用，随后的

CCK-8和克隆形成实验也同样证实了这一结果。紧接着体外裸

鼠实验说明，TAMs促进了裸鼠的皮下成瘤能力和肿瘤生长曲

线。以上结果均证明 TAMs可以有效促进肾透明细胞癌的增殖

作用，但其是通过那种分子途径来实现的尚补明确。

有研究表明，磷酸肌醇依赖性蛋白激酶 1（PDPK1）活化与

IL-6表达和巨噬细胞浸润相关，PDPK1活化可以引起 PKG1，

T243位点的磷酸化，PGK1/T243的磷酸化与胶质母细胞瘤的

增殖、转移和侵袭作用密不可分[27]。在肾透明细胞癌中，巨噬细

胞也是否可以通过分泌 IL-6 增强 PDPK1 介导的 PKG1 的磷

酸化从而促进了其增殖作用 [31]。我们用 WB 检测了 IL-6、

PDPK1和 P- PKG1在各组的蛋白表达，发现舒尼替尼显著的

抑制了 IL-6、PDPK1和 P- PKG1三种蛋白的表达，免疫组化结

果显示舒尼替尼抑制了 CD206和 IL-6在肿瘤组织中的表达。

综上所述我们研究结果发现了肾透明细胞癌增殖的新机

制，即肿瘤相关巨噬细胞通过分泌 IL-6引起 PGK1/T243的磷

酸化增强肾透明细胞癌增殖能力。提示通过抑制 IL-6的分泌

阻断 PDPK1的活化抑制 PKG1磷酸化为临床治疗肾透明细胞

癌提供新的作用靶点和治疗思路。同时我们发现了舒尼替尼的

新的作用靶点，可以抑制肿瘤相关巨噬细胞活动性，降低其对

肾透明细胞癌的影响，为临床上舒尼替尼的治疗用药提供有力

的依据。但是肿瘤相关巨噬细胞其上游诱导分子机制如何，将

会是我们下一步研究重点。
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