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摘要：THP-1细胞经LPS和IFN-γ活化诱导为经典激活的M1型巨噬细胞。M1型巨噬细胞在肿瘤发生的

初期发挥着重要的作用，能够识别并清除肿瘤细胞，但对食管鳞癌细胞Eca109的具体调节作用尚不清

楚。本研究利用THP-1细胞来源的M1型巨噬细胞与食管鳞癌细胞Eca109共培养的模型；用实时荧光定

量聚合酶链式反应(qRT-PCR)检测TNF-α和IL-1β mRNA的表达；用流式细胞技术、Transwell实验检测

M1型巨噬细胞与食管鳞癌细胞Eca109共培养24 h后对Eca109细胞凋亡、增殖与迁移的影响。结果显

示，诱导后的THP-1细胞完全贴壁并有伪足出现；与M0细胞相比，诱导的M1型巨噬细胞相关细胞因

子TNF-α、IL-1β的mRNA表达均显著增高(P<0.01)；与M1型巨噬细胞共培养后可以促进食管鳞癌细胞

的凋亡(P<0.01)、抑制食管鳞癌细胞的增殖(P<0.01)与迁移(P<0.001)。本研究结果提示，THP-1来源的

M1型巨噬细胞与食管鳞癌细胞Eca109共培养可以促进食管鳞癌细胞Eca109的凋亡，抑制其增殖与

迁移。

关键词：THP-1；M1型巨噬细胞；食管鳞癌细胞Eca109；共培养
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YANG Yinyin1, LI Huiwu2, LIU Ling1, ZHU Shimao1, HAINISAYIMU Tuersun1, LI Hui3*
(1School of Basic Medical Sciences, Xinjiang Medical University, Urumqi 830011, China;

2Medcal Research Center of Yuebei People’s Hospital, Shaoguan 512025, China;
3Central Laboratory of Xinjiang Medical University, Urumqi 830011, China)

Abstract: THP-1 cells are induced into classic activated M1 macrophages by LPS and IFN-γ activation. M1
macrophages play an important role in the early stage of tumorigenesis. M1 macrophages can recognize and
remove tumor cells, but the specific regulatory effect on esophageal squamous cell carcinoma cell line Eca109
is not clear. In this study, the model of co-culture of M1 macrophages derived from THP-1 cells with
esophageal squamous cell carcinoma cell line Eca109 was used, the expression of TNF-α and IL-1β was
detected by real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction (qRT-PCR), and the effect of M1
macrophage co-cultured with esophageal squamous cell carcinoma cell line Eca109 on apoptosis, proliferation
and migration of Eca109 cells were detected by flow cytometry and transwell assay. The results showed that
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the induced THP-1 cells adhered to the wall completely and had pseudopodia, and the mRNA expression of
TNF-α and IL-1β of M1 macrophages was significantly higher than that of M0 cells (P<0.01). Co-culture with
M1 macrophages could promote apoptosis and inhibit the proliferation and migration of esophageal squamous
cell carcinoma cells (P<0.01). The results suggest that co-culture of THP-1-derived M1 macrophages with
esophageal squamous cell carcinoma cell line Eca109 can promote the apoptosis (P<0.01) of esophageal
squamous cell carcinoma cell line Eca109 and inhibit its proliferation (P<0.01) and migration (P<0.001).
Key Words: THP-1; M1 macrophage; esophageal cancer cell Eca109; co-culture

癌症已经成为全球人类第二大死因，据世界

卫生组织统计，有近六分之一的死亡是由癌症引

发的。食管癌是世界上最普遍的八大恶性肿瘤之

一，报道显示，全球食管癌发病率和死亡率分别

居第8位和第6位[1]。

巨噬细胞是肿瘤间质中最大的白细胞群之

一，在肿瘤的进展中起着极其重要的作用。这些

巨噬细胞也被称为肿瘤相关巨噬细胞 ( t umo r -
associated macrophages，TAMs)[2]。TAMs在调节肿

瘤生长、侵袭和转移等方面发挥着极其重要的作

用，约占肿瘤体积的一半[3]。TAMs可以通过多种

机制促进肿瘤细胞的生长，肿瘤的生长主要取决

于基质、浸润的炎性细胞等肿瘤微环境的变化。

巨噬细胞是一种异质的具有可塑性的细胞群，通

过整合来自外界周围环境中的变化信号，可以被

激活为两种不同的亚型——M1极化表型(促炎和免

疫刺激 )和M2极化表型 (抗炎和免疫抑制髓细

胞)[4]；在癌症的早期阶段以促炎激活的M1型巨噬

细胞为主。本研究以THP-1来源的M1巨噬细胞对

食管鳞癌细胞Eca109生物学行为的影响为主线，

探讨在炎症早期阶段M1型巨噬细胞对食管鳞癌细

胞Eca109的调节作用。

1 材料与方法

1.1 研究材料

THP-1(procell CL-0233)细胞株由武汉普诺赛

生命科技有限公司提供。佛波酯(PMA)、脂多糖

(LPS)、二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide，DMSO)均
购自Sigma公司。IFN-γ购自R&D SYSTEMS公司。

胎牛血清(fetal bovine serum，FBS)、RPMI1640培
养基、PBS缓冲液、0.25%胰蛋白酶消化液、青链

霉素混合液均购自Biological Industry公司。一步法

RT-PCR检测试剂盒购自TaKaRa公司。Annexin V-
FITC细胞凋亡检测试剂盒购自BD公司。Trizol试
剂购自Prima公司。1%结晶紫染色液购自北京索莱

宝科技有限公司。细胞周期检测试剂盒购自江苏

凯基生物技术股份有限公司。Transwell细胞培养

板购自Costar公司。7500型荧光定量PCR仪购自

ABI公司。

1.2 细胞培养

THP-1细胞为悬浮生长细胞，生长速度比较

快，在含有 1 0%胎牛血清、 1%青链霉素的

RPMI1640培养基中培养，细胞密度最低控制在

3×105/mL，达到8×105/mL时传代。复苏后每48 h加
入一定体积的完全培养基进行传代，直至达到上

述最大密度之后，每隔2 d传代一次至完全更换培

养液。

1.3 PMA和LPS诱导THP-1细胞定向分化为M1型
巨噬细胞

取5×105~8×106个THP-1细胞接种于共培养皿

上室。THP-1细胞在含有PMA(100 ng/mL)的10%
FBS、不含双抗的培养基中，置于37 ℃、5% CO2

孵箱中静置培养16 h后，更换为含10% FBS的
RPMI1640培养基，加入终剂量为100 ng/mL的LPS
和20 ng/mL的IFN-γ。培养箱中静置培养18~24 h即
诱导分化为M1型巨噬细胞。

1.4 定向诱导分化后的M1型巨噬细胞与Eca109
细胞共培养

取对数生长期Eca109细胞以5×105~7×105的密

度均匀接种于六孔板。培养12 h至完全贴壁后，将

上室诱导分化好的THP-1-M1型巨噬细胞加入上

室，上室加入10% FBS的完全培养基1.5~1.8 mL，
下室加入同样的培养基2.0~2.5 mL，共培养24 h。
由于两种细胞消耗营养物质较快，间隔12 h进行一
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次半数换液。

1.5 实时荧光定量PCR(qRT-PCR)
Trizol法提取细胞总RNA并测定RNA的浓度和

纯度。按照TaKaRa逆转录试剂盒说明书将RNA逆
转录为cDNA，并存放于20 ℃冰箱保存。由上海生

工生物工程有限公司合成所需引物。IL-1β引物如

下，F：5′-TGG CTT ATT ACA GTG GCA ATG
AGG ATG-3′；R：5′-TGT AGT GGT GGT CGG
AGATTC GTA G-3′。TNF-α引物如下，F：5′-AGC
TGG TGG TGC CAT CAG AGG-3′；R：5′-TGG
TAG GAG ACG GCG ATG CG-3′。β-actin引物如

下，F：5′-GAG CAC AGA GCC TCG TT-3′；R：
5′-GAG CGC GGC GAT ATC ATC A-3′。PCR扩
增，最后进行结果的统计分析。

1.6 细胞凋亡实验

收集正常培养和与诱导的M1型巨噬细胞共

培养24 h后的各组Eca109细胞，胰蛋白酶消化后

1 000 r/min离心5min，弃上清。用PBS洗涤两次，

调整细胞密度为1×106个细胞。再次以相同转速离

心，弃上清，加入1 mL结合缓冲液重悬细胞，分

装到对应的2 mL EP管中，相应加入膜联蛋白-V-异
硫氰酸荧光素(Annexin V-FITC)和碘化丙啶(PI)各
5 μL，避光孵育15 min后，过滤网后流式细胞仪检

测各组细胞的凋亡率。其中每组实验均重复

三次。

1.7 细胞周期检测

Eca109细胞以5×105/孔的密度接种于6孔板。

培养箱静置培养12 h后，对照组在共培养皿上室以

相同条件诱导M1型巨噬细胞。诱导完成后，将含

有M1型巨噬细胞的小室与含有Eca109细胞的6孔板

进行组合，此时记录为共培养开始的时间。培养

箱静置培养24 h后，弃去上清，用胰蛋白酶消化正

常培养以及共培养的细胞，PBS洗一遍，1 000 r/min
离心5 min，弃去上清，加入70%冷乙醇500 μL固
定，4℃过夜。第2天，1 000 r/min离心5min，弃去

固定液，用PBS洗一遍。过200目筛网到1.5 mL EP
管中，1 000 r/min离心5 min，弃上清，加入500 μL
PI/PNaseA染色工作液(Rnase：PI按19体积配置)避
光40 min。
1.8 Transwell迁移实验

取与THP-1-M1共培养24 h的Eca109细胞与正

常培养24 h的Eca109细胞进行细胞计数器分别计

数。计数用不含血清的培养基重悬，加入24孔板

Transwell培养皿上室，孔径0.8 μm，每上室200 μL
细胞悬液含1×104个细胞，下室为500 μL含10%
FBS的完全培养基，置于37 ℃、5% CO2孵箱中静

置培养18~24 h后，弃去培养基，用PBS洗两遍。

0.4%多聚甲醛固定30 min后PBS洗两遍，0.1%结晶

紫染色5 min(可回收)，PBS洗去结晶紫，用棉签擦

去小室内侧细胞，置于倒置显微镜下拍照，使用

Image J软件统计穿过小室的细胞数。

1.9 统计学处理

采用GraphPad Prism 8.0.1对实验数据进行统

计与分析。计量资料用均数±标准差(x±s)表示，两

组间均数比较采用t检验；多组间均数比较采用单

因素方差分析。以P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 THP-1细胞经PMA诱导再经不同细胞因子诱

导分化后的形态变化

为了观察THP-1细胞诱导过程中的形态变化，

用荧光倒置显微镜对各阶段诱导的THP-1进行拍照

处理。结果显示，THP-1细胞形态饱满、折光性

好，为单个悬浮生长细胞，近似球形(图1A)。当

THP-1被PMA刺激24 h后，细胞全部贴壁，且有少

量伪足出现(图1B箭头所示)。随后加入LPS和IFN-γ
诱导细胞定向分化，显微镜下观察发现，THP-1-
M1细胞有大量触角状出现并呈“荷包蛋”形态(图
1C箭头所示)。
2.2 qRT-PCR检测THP-1细胞来源的M1型巨噬

细胞TNF-α、IL-1β mRNA的表达情况

为了检测诱导的巨噬细胞是否趋向于M1型，

用qRT-PCR检测M1巨噬细胞的典型标志物TNF-α、
IL-1β mRNA的表达(图2)。结果显示，与M0相比，

诱导的M1型巨噬细胞中TNF-α(P<0.01)和IL-1β
(P<0.001)的mRNA表达均明显增高。

2.3 THP-1-M1型巨噬细胞从形态上观察促进食

管鳞癌细胞凋亡

为了观察与M1型巨噬细胞共培养对Eca109细
胞的外观形态的改变，做了与M1巨噬细胞共培养

24 h后 (图3A)，对Eca109用4%多聚甲醛固定

30 min，0.1%结晶紫染色后荧光倒置显微镜下拍
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照。结果显示，正常Eca109细胞形态规则呈梭

形；与M1巨噬细胞共培养的Eca109细胞形态不规

则，发生明显皱缩，且与正常组细胞相比染色加

深(图3B和图3C)。
2.4 与THP-1-M1型巨噬细胞共培养促进Eca109
细胞的凋亡

为了研究与M1型巨噬细胞共培养后对Eca109
细胞凋亡的影响，用流式细胞仪检测Eca109细胞

与THP-1来源的M1型巨噬细胞共培养24 h的凋亡

率。结果显示，与M1型巨噬细胞共培养24 h能促

进Eca109细胞的凋亡(P<0.01)(图4)。
2.5 与THP-1-M1型巨噬细胞共培养抑制食管癌

细胞的增殖

为了研究与M1型巨噬细胞共培养后对Eca109
细胞增殖的影响，用流式细胞仪检测与THP-1来源

的M1型巨噬细胞共培养24 h的细胞周期变化。结

果显示，与THP-1-M1型巨噬细胞共培养24 h，
Eca109细胞S期受到明显抑制(P<0.01)，S期为

DNA复制合成期。结果提示，与THP-1来源的M1
型巨噬细胞共培养能够抑制食管癌细胞的增殖

(图5)。
2.6 与THP-1-M1型巨噬细胞共培养抑制食管癌

细胞的迁移

为了研究与M1型巨噬细胞共培养后对Eca109
细胞运动能力的影响，我们做了Transwell迁移实

验。结果显示，与THP-1-M1共培养24 h时的细胞

穿孔数目明显比正常组少(P<0.001)(图6)。

3 讨论

食管癌是常见的消化道肿瘤，它依据病理分

A：THP-1； B：PMA刺激后的THP-1；C：LPS联合IFN-γ刺激后的THP-1

图1 不同细胞因子刺激后THP-1细胞的形态变化图

TNF-α、IL-1β的mRNA表达结果。**P<0.01，***P<0.001

图2 qRT-PCR对M1型巨噬细胞的鉴定

A：共培养模型图；B：正常Eca109细胞形态；C：与THP-1-M1共培养的Eca109细胞形态

图3 与M1型巨噬细胞共培养24 h后Eca109形态变化图
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型，主要分为食管腺癌和食管鳞癌两大类，以食

管鳞癌最为常见。食管癌的发生与许多因素有

关。据数据分析显示，在SDI水平低的国家，30%
的癌症发生与慢性炎症有关[5]。慢性炎症参与免疫

抑制，从而为肿瘤的发生、发展和转移提供了有

利的微环境。慢性炎症部位主要浸润的免疫细胞

是巨噬细胞和淋巴细胞[6]。巨噬细胞是一类异质性

的可塑性细胞群[7]，TAMs与肿瘤的发生发展密切

**P<0.01

图4 THP-1-M1型巨噬细胞对Eca109细胞凋亡的影响

**P<0.01，***P<0.001

图5 THP-1-M1型巨噬细胞对Eca109细胞增殖的影响
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相关[8]，通过非免疫和免疫机制在促进肿瘤发生和

转移中发挥着关键作用，导致各种类型实体肿瘤

和血液恶性肿瘤患者的临床预后较差[9,10]。

THP-1细胞系具有与人单核细胞相似的形态和

功能，且具有稳定的基因背景，因此是外周血单

核细胞合适的替代，广泛用于单核巨噬细胞模

型，是研究免疫和炎症的理想工具[11]。关于巨噬

细胞的诱导分化，诱导浓度和诱导时间其文献报

道不一，鉴定的方法也不尽相同[12]。本研究鉴于

肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素-1β(IL-1β)是
M1型巨噬细胞的典型标志物[13]，也是介导各种炎

症反应的关键因子，采用实时定量聚合酶链反应

(qRT-PCR)评估这些基因的表达，由此验证诱导的

巨噬细胞趋向于M1型。在肿瘤微环境中存在两种

不同的分化类型：经典活化的M1型巨噬细胞和替

代性活化的M2型巨噬细胞[14]，TAM的极化是一个

动态过程，根据肿瘤类型和肿瘤分期[15]显示出不

同功能和表型多样性。尽管TAMs通常被认为可以

与M2型巨噬细胞互换，但由于其独特的转录和表

型特征，TAMs被认为是一个单独的亲肿瘤巨噬细

胞组[16]。常规的巨噬细胞M1-M2二分法有助于理

解巨噬细胞的极化，但过于简单，没有考虑可能

影响TAM功能的各种因素，包括肿瘤的位置、类

型和分期。基于一组特定的标记来识别具有重叠

特征的TAMs特定亚群一直是一个挑战。此外，在

TAMs中观察到的异质性是否源于肿瘤发展过程中

不同的前体或微环境刺激的变化仍有待研究[3]。

为了模拟癌细胞与M1型巨噬细胞之间的通

讯，将M1型巨噬细胞与食管鳞癌细胞Eca109共培

养，利用间接接触的方法，探讨巨噬细胞通过分

泌细胞因子对食管鳞癌细胞Eca109的调节作用。

巨噬细胞在促炎因子刺激下，可释放一系列炎症

因子，这些炎症因子又进一步促进巨噬细胞的招

募与M1型细胞的极化。巨噬细胞是怎样进行极化

的? 有研究表明，JAK-STAT信号通路与巨噬细胞

分化关系紧密[17,18]。炎症因子种类复杂多样，可激

活相应的JAK-STAT通路，发挥信号转导与转录激

活的功能，从而调控巨噬细胞的M1/M2型极化和

炎症走向。除此之外，还有研究表明，JAK-STAT
通路与Toll样受体相互作用，共同调控巨噬细胞极

化与炎症反应[19]。基于此，JAK-STAT信号通路在

炎症相关疾病中应用前景较好，可做进一步的深

入研究以及相关药物的研发。

细胞凋亡是生物基本生理过程，是指为维持

内环境稳定由基因控制的细胞自主有序的死

亡 [ 2 0 ]，细胞的凋亡、迁移运动在机体免疫、损

伤、修复等生理过程以及炎症、癌症转移等病理

过程中都起着重要作用。Transwell与周期实验结

果表明，与巨噬细胞共培养24 h能抑制细胞增殖与

迁移；但随着共培养时间的不断延长，受肿瘤微

环境的影响将表现出对肿瘤细胞怎样的调节趋势?
综合上述结果提示：M1型巨噬细胞与食管鳞癌细

胞共培养24 h表现为促进食管鳞癌细胞凋亡，抑制

其增殖与迁移能力，但随着共培养时间的延长，

受肿瘤微环境的影响，M1型巨噬细胞是否会逐渐

向M2型极化，表现为促肿瘤增殖与迁移的作用?
这将有待进一步的研究。因此，针对肿瘤相关巨噬

细的靶向治疗有可能成为食管癌治疗的新途径。

A: Eca109细胞迁移情况；B: 与THP-M1共培养的Eca109细胞的迁移情况；C: 细胞迁移情况的统计分析，***P<0.001

图6 THP-1-M1型巨噬细胞对Eca109细胞迁移的影响
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