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西达本胺通过调控肿瘤相关巨噬细胞功能增强对结肠癌细胞的抑制作用

高阳，霍苗苗，刘梅，徐宁志，朱红霞（国家癌症中心/国家肿瘤临床医学研究中心/中国医学科学院北京协和医

学院肿瘤医院 细胞生物及分子生物学研究室/分子肿瘤学国家重点实验室，北京 100021）

[摘 要] 目的：探讨肿瘤相关巨噬细胞（TAM）对西达本胺（chidamide）抑瘤效果的影响及其作用机制。方法：体外培养小鼠

巨噬细胞系Ana1和Raw264.7，用肿瘤上清诱导成为TAM。用西达本胺处理TAM后，用比色法检测HDAC酶活性，用qPCR检测

TAM中 IL-6、IL-12、TNF、IL-1β等细胞因子的mRNA表达水平，用Wb实验检测西达本胺处理后TAM中NF-κB和STAT3蛋白的

表达水平。将TAM和结肠癌CT26细胞混合后，接种到裸鼠体内构建皮下移植瘤模型，灌喂西达本胺（3.87 mg/kg），观察西达本胺

对皮下移植瘤生长的影响，并通过免疫组化检测移植瘤组织中PCNA、F4/80、Arg1、iNos蛋白的表达水平。结果：西达本胺抑制

CT26细胞的增殖活性，在裸鼠体内西达本胺单独处理CT26细胞皮下移植瘤的抑制率约为18.7%；当TAM存在时，西达本胺处理

可以将移植瘤抑制率提高到57.2%。西达本胺可以抑制TAM的HDAC酶活性，进而使得组蛋白乙酰化水平升高；西达本胺能影

响核内转录因子NF-κB水平，并且降低Arg1、IL-6、IL-12表达，提高 iNos、Tnf、IL-1β 表达。结论：西达本胺通过抑制TAM中

HDAC活性和调控细胞因子表达，增强其对于结肠癌CT26细胞的抑制作用。
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Chidamide enhances inhibitory effect on colon cancer cells by modulating tumor-

associated macrophage

GAO Yang, HUO Miaomiao, LIU Mei, XU Ningzhi, ZHU Hongxia (Laboratory of Cell and Molecular Biology/State Key Laboratory

of Molecular Oncology, National Cancer Center/National Clinical Research Center for Cancer/Cancer Hospital, Chinese Academy of

Medical Sciences and Peking Union Medical College, Beijing 100021, China)

[Abstract] Objective: To investigate the effect of tumor-associated macrophage (TAM) on the anti-tumor function of chidamide and to

explore the mechanism. Methods: Mouse macrophage cell lines Ana1 and Raw264.7 were cultured in vitro and induced into TAM with

tumor supernatant. HDAC enzyme activity was detected after TAM treated with chidamide. The mRNA expressions of cytokines, such

as IL-6, IL-12,TNF and IL-1β, in TAM were detected by qPCR. The protein expression of NF-κB and STAT3 in TAM treated with chi-

damide were detected by Wb. The mixture of TAM and colon cancer CT26 cells was inoculated into nude mice to construct the subcuta-

neous xenograft model; and the efficacy of chidamide (3.87 mg/kg) on the growth of CT26 xenograft tumors was observed. The pro-

tein expressions of PCNA, F4/80, Arg1 and iNos were detected by immunohistochemistry. Results: Chidamide inhibited the prolifer-

ation of CT26 cells. In the in vivo experiment, the inhibition rate of chidamide alone on CT26 xenograft was about 18.7%; howev-

er, the inhibition rate was up to 57.2% with the presence of TAM. Chidamide could inhibit the activity of HDAC enzyme in TAM,

and further increase the Histone acetylation level. Chidamide could affect the expression of nuclear transcription factor NF-κB,

inhibit the expressions of Arg1, IL-6 and IL-12, but up-regulate the expressions of iNOS, TNF and IL-1β in TAM. Conclusion:

Chidamide can enhance its inhibitory effect on colon cancer CT26 cells via regulating the expression of cytokines and inhibiting the

activity of HDAC in TAM.
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组蛋白去乙酰化酶（histone deacetylase，HDAC）

在多种肿瘤中存在过表达或活性异常现象，因此

HDAC已经成为针对表观遗传学领域肿瘤治疗药物

开发的一个主要靶标[1]。已经有多个HDAC抑制剂

被批准用于临床淋巴瘤和多发性骨髓瘤治疗中[2-3]。

西达本胺（chidamide）是中国自主研发的首个HDAC

抑制剂类抗癌药物，获国家食品药品监督管理总局

（CFDA）批准用于外周T细胞淋巴瘤治疗[3]。在实体

肿瘤中，HDAC抑制剂的研究还处于临床前实验阶

段。有文献[4-5]报道，HDAC抑制剂除了可以直接抑

制肿瘤细胞增殖，还可以通过调控肿瘤相关免疫细

胞的功能而发挥抗肿瘤作用。在结直肠癌的肿瘤微

环境中，巨噬细胞是数量最多的免疫群体之一[6]。肿

瘤微环境中的巨噬细胞具有促进肿瘤发生发展的作

用[7-9]，而且还可以影响肿瘤治疗疗效[10]。因此，本研

究目的是探讨HDAC抑制剂西达本胺是否可以通过

调控巨噬细胞功能抑制结肠癌，为西达本胺的临床

应用提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞系、实验动物及主要试剂

小鼠结肠癌细胞系 CT26、巨噬细胞 Ana1 和

Raw264.7均购自中国医学科学院基础医学研究所细

胞资源中心，于90% RPMI 1640+10% FBS培养基中，

在37 ℃、5%CO2的恒温培养箱中培养。

20只雌性、体质量 18~20 g、6周龄的BALB/c-nu

裸鼠购自北京华阜康公司（实验动物合格证号：

11401300089103）。

西达本胺购自Selleck公司，DMSO、0.5%羧甲基

纤维素钠（CMC-Na）、胎牛血清均购自ExCell Bio公

司 ，RPMI 1640 培养基购自北京细工公司 ，抗

HDAC1、HDAC2、HDAC3、HDAC10、H3、p65及Stat3

抗体均购自CST公司，抗Acetyl-H3抗体购自Active

Motif 公司，抗 GAPDH、β-actin 抗体购自 Proteintech

公司，抗mouse IgG/HRP、rabbit IgG/HRP抗体购自中

杉金桥公司，PV-9000通用型二步法检测试剂盒购自

中杉金桥公司，TRIzol试剂购自 Invitrogen公司，qP-

CR PowerUpTM SYBR® Green Master Mix qPCR试剂

盒购自 Applied Biosystems 公司，HDAC Activity As-

say Kit HDAC 酶活试剂盒购自 BioVision 公司，Cell

Counting Kit-8 购自 Dojindo 公司，NC 膜购自 Milli-

pore公司，脱脂奶粉购自北京普利莱基因技术公司，

EnlightTM显色剂购自Engreen公司，PrimeScriptTM RT

Master Mix逆转试剂盒购自TaKaRa公司，核浆分离

试剂盒购自 Invent公司。

1.2 qPCR检测TAM细胞的Arg1、IL-6、IL-12、Nos2、

TNF、IL-1β等细胞因子mRNA表达水平

当Ana1或Raw264.7细胞汇合度达到40%时，给

予50%肿瘤细胞培养上清或肿瘤上清与4 μmol/L西

达本胺联合处理，36 h后收获各组细胞。用TRIzol裂

解法提取总RNA，用逆转试剂盒逆转得到cDNA。按

照20 μl体系（10 μl Mix、1 μl正向引物、1μl反向引物、

1 μl cDNA和7 μl H2O ）加样，qPCR扩增程序为95℃

预变性 3 min, 95℃变性 15 s，60 ℃退火/延伸 30 s, 共

40 个循环。用 2-△△Ct法计算 mRNA 的相对表达量。

PCR引物由生工公司合成验证，其序列见表1。实验

重复3次。

表1 引物序列

Tab.1 Sequences of primer

Gene

GAPDH

IL-6

iNos

IL-12

Arg1

TNF

IL-1β

Sequences

F: AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

R: TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

F: CTCTGCAAGAGACTTCCATCCA

R:GACAGGTCTGTTGGGAGTGG

F:GTTCTCAGCCCAACAATACAAGA

R:GTGGACGGGTCGATGTCAC

F:ACTCTGCGCCAGAAACCTC

R:CACCCCTGTTGATGGTCACGAC

F: TGGCTTGCGAGACGTAGAC

R: GCTCAGGTGAATCGGCCTTTT

F: CGAGTGACAAGCCTGTAGCC

R:ACAAGGTACAACCCATCGGC

F: TGCCACCTTTTGACAGTGATG

R: AAGGTCCACGGGAAAGACAC

1.3 Wb实验检测Ana1及Raw264.7细胞的 HDAC1、

HDAC2、HDAC3、HDAC10、H3、p65 及 Stat3 蛋白的

表达水平

收获各组细胞用 PBS冲洗后，用含蛋白酶抑制

剂和蛋白磷酸酶抑制剂的RIPA裂解液提取总蛋白。

通过 BCA 法进行蛋白定量，然后进行 10%SDS -

PAGE，半干转 NC 膜后 ，孵抗 HDAC1、HDAC2、

HDAC3、HDAC10、H3、p65及Stat3的一抗（1∶1 000）

4 ℃过夜，洗膜后孵HRP标记的 IgG二抗（1∶1 000）

室温 1 h，之后用显色剂显色，暗室曝光。实验重复

3次。

1.4 比色法检测Ana1及Raw264.7细胞中HDAC的

活性

提取Anal、Raw264.7(Control)、4 μmol/L处理 24 h

后的 Anal、Raw264.7（Chi-24 h）细胞核蛋白，通过

BCA法进行蛋白定量，利用HDAC Activity Assay Kit

检测酶活性。按照100 μl检测体系，核蛋白样稀释至
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85 μl，阳性对照使用HeLa细胞核提取物，阴性对照

在核提取物中添加 2 μ l 曲古柳菌素（trichostatin）。

在 96 孔板中 ，每孔加入 85 μ l 核蛋白样、10 μ l

10×HDAC 分析缓冲液、5μ l HDAC 显色底物，在

37 ℃孵育 1 h 后每孔加 10 μ l 赖氨酸显影剂（ly-

sine developer），在 37 ℃孵育 30 min，最后酶标仪

上检测波长在 450 nm 处的光密度（D）值。实验

设置 2 个平行孔，实验重复3次。

1.5 结肠癌细胞小鼠皮下移植瘤的治疗实验

在 6 周龄的裸鼠皮下接种 100 μl CT26 细胞悬

液，细胞密度为 5×106/ml。CT26细胞对照组每只接

种 5×105个细胞，CT26-AT组中额外添加 5×104个经

过肿瘤细胞上清诱导的Ana1细胞（TAM）[13]。灌喂西

达本胺的CT26组标记为CT-Chi组，灌喂西达本胺的

CT26-AT组标记为CT26-AT-chi组。接种前称体质

量，待皮下瘤长径达到5 mm时开始每天灌喂西达本

胺（3.87 mg/kg）。给药后隔天称体质量，待肿瘤达到

足够大小后处死裸鼠, 取出移植瘤称体质量并测量

肿瘤体积，比较CT26-chi组及CT26-AT-chi组治疗效

果。并将部分肿瘤组织用 4%多聚甲醛固定作后续

检测。

1.6 免疫组化检测移植瘤组织中F4/80、PCNA、Arg1

及 iNos的表达

用 4% 多聚甲醛固定皮下移植瘤后，石蜡包埋，

4 μm连续切片后4 ℃长期保存。实验时将切片正对

出风口 68 ℃~72 ℃烘烤 2 h以上，常规脱蜡、梯度乙

醇水化，PBS洗片，室温避光灭活内源性过氧化物酶

15 min；微波炉加热至90 ℃后，使用微波炉P-60模式

加热 4 min，之后用微波炉 P-40模式加热 6 min进行

抗原修复，冷却移至室温后，用山羊血清封闭液封闭

1 h；PBS洗片3 min×3次，滴加F4/80、PCNA、Arg1及

iNos 一抗（1∶60）孵育过夜；将一抗弃去，依次用 1×

PBST和PBS冲洗3 min×3次；加反应增强剂，37 ℃孵

育20 min；PBS洗片3 min×3次，滴加偶联HRP的 IgG

二抗（1∶200），37 ℃孵育20 min；将二抗弃去，依次用

1×PBST和 1×PBS冲洗 3 min×3次；DAB显色，蒸馏

水洗片；苏木素复染，自来水洗片、返蓝；梯度乙醇上

行脱水，二甲苯透明后树脂封片，光学显微镜下观察

染色情况并拍照保存。以细胞膜（F4/80）、细胞质

（iNOS及Arg1）或细胞核（PCNA）内出现棕黄色或棕

褐色颗粒为阳性，对每张组化切片在高倍镜（×400）

下计数 5个视野。将所染蛋白的染色数量及染色强

度依据以下标准半定量化，结果取平均值。染色强

度：不着色 0分，淡黄色1分，棕黄色 2分，棕褐色 3分。

染色数量：阳性细胞数占总细胞数比率≤5%为 0分，

6%~25% 为 1 分 ，26~50% 为 2 分 ，51~75% 为 3 分，

≥76%为 4分。染色强度计分与染色数量计分相乘，

结果≤4为低表达，≥5为高表达。

1.7 统计学处理

应用 GraphPad Prism 5.0 软件，计量资料以 x̄±s

表示，两组间数据比较采用 t检验。以P<0.05或P<

0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 西达本胺抑制Ana1及Raw264.7细胞中HDAC

酶活性

西达本胺处理Ana1细胞18、36和72 h后，Wb实

验结果显示，西达本胺不影响Ana1的HDAC本身的

表达水平，HDAC1/2/3/10蛋白表达水平均无明显改

变。随着西达本胺浓度的增加，组蛋白H3的乙酰化

水平随之升高（图 1A）。在Raw264.7细胞中也能看

到类似的结果（图 1B）。随后，用 4 μmol/L西达本胺

处理Ana1细胞 24 h后检测HDAC活性结果发现，西

达本胺可以抑制Ana1细胞HDAC酶活性，其活性显

著下降 [（36.4 ± 1.1）% ，t=15.21，P<0.01；图 1C]。在

Raw264.7细胞中，也能得到类似的结果（图1D）。以

上结果表明，西达本胺可以抑制Ana1及Raw264.7细

胞的HDAC酶活性。

2.2 西达本胺通过调控TAM极性抑制促癌细胞因

子的表达

qPCR检测结果（图2A）显示，与Control组比较，

T组中巨噬细胞M2型标志 Arg1 显著升高（t=69.21，

P<0.01）；与T组比较，西达本胺处理的T-chi组中巨

噬细胞极性由M2转变为M1，M1型标志Nos2显著升

高（t=16.65 ，P<0.01），M2 型标志 Arg1 显著下降

（t=56.42，P<0.01）。与Control组比较，T组中促进肿

瘤生长相关的细胞因子 IL-6、IL-12表达升高。T组

比较，西达本胺处理的T-chi组中这些促瘤细胞因子

表达下降；而抑制肿瘤生长相关的细胞因子TNF、IL-

1β则在西达本胺处理后升高。在Raw264.7细胞中也

能得到类似结果（图2B）。

Wb检测结果（图2C）发现，肿瘤上清的诱导能使

TAM细胞核内 p65含量升高，而西达本胺可以抑制

这个改变，但细胞核内 STAT3的含量则不受西达本

胺影响。结果提示，西达本胺可能通过抑制NF-κB

转录活性而影响某些细胞因子的表达。

因此，西达本胺可能通过调控TAM极性抑制其

细胞因子的表达，进而使得巨噬细胞的促瘤功能减

弱而抑瘤功能增强。

2.3 TAM显著促进西达本胺对结肠癌CT26细胞移

植瘤的抑制作用

移植瘤治疗实验3周后处死裸鼠，解剖得到皮下
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瘤块（图 3A）。西达本胺灌喂处理后，肿瘤体积明显

减小。在TAM存在的情况下，西达本胺抑制肿瘤的

作用更加明显（图3B）。

移植瘤质量分析可以看出，西达本胺处理可以

抑制移植瘤生长，抑制率为18.7%。与CT26组比较，

CT26-AT组移植瘤的平均质量显著增大（t=3.904，P<

0.01）。与CT26-AT组比较，CT26-AT-chi组西达本胺

处理能更为显著地抑制移植瘤体质量增长，抑制率

为 57.2%（图 3C、D）。因此，TAM的存在可以显著增

强西达本胺对结肠癌CT26细胞皮下瘤抑制能力（t=

5.542，P<0.05）。

**P<0.01 vs Control group

A: The expression of HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC10, histone H3 and acetylated histone Ac-H3 in Ana1 cells; B: The

expression of histone H3 and acetylated histone Ac-H3 in Raw264.7 cells; C: The activity of HDAC at 24 h after treatment with

4 μmol/L chidamidein in Ana1 cells; D: The activity of HDAC at 24 h after treatment with 4 μmol/L chidamide in Raw264.7 cells

图1 西达本胺抑制TAM的HDAC活性

Fig.1 Chindamide inhibited HDAC activity in TAM

2.4 西达本胺调控移植瘤组织中 TAM 从 M2 型向

M1型转变

免疫组化染色结果（图4）显示，CT26-AT组相对

于CT26组，移植瘤组织中 F4/80阳性的细胞比例更

多，说明 TAM 确实存在于皮下移植瘤中（图 4A）。

CT26-AT组相对于CT26组，PCNA阳性细胞比例更

多，说明TAM确实促进了移植瘤细胞增殖（图 4B）。

与CT26-AT组比较，CT26-AT-chi组具有促癌作用的

Arg1阳性的巨噬细胞比例由（8.90±1.87）%显著减少

到（3.39±0.80）%（t=6.181，P<0.01；图 4C），而抑制肿

瘤生长的 iNOS阳性的巨噬细胞比例由（1.14±0.41）%

显著增多到（4.03±0.73）%（t=7.742，P<0.01；图 4D）。

结果提示，西达本胺可以调控TAM的极性，使其由促

瘤作用转化为抑瘤作用，进而抑制肿瘤细胞生长。

3 讨 论

微环境中的免疫细胞和细胞因子与结直肠癌的

发生发展、转移乃至治疗效果密切相关，甚至可以影

响患者的预后[11-12]。结直肠癌组织中包含大量的

TAM[6]，这些TAM与结直肠癌的发生发展及治疗疗

效密切相关[10]。因此，巨噬细胞具备成为结直肠癌治

疗新靶点的条件，非常值得关注。本课题组利用肿

瘤细胞的培养上清处理巨噬细胞模拟肿瘤微环境中

的 TAM，随后将该 TAM 进而肿瘤细胞共同接种小

鼠[13]。利用西达本胺治疗的结果发现，当TAM存在

时，西达本胺对肿瘤细胞的抑制作用明显强于单纯
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肿瘤细胞。该结果提示，西达本胺可能通过调控

TAM而进一步抑制肿瘤细胞的生长。因此，与其他

HDAC抑制剂类药物类似，西达本胺也可以作为一种

免疫调节类药物用于肿瘤的治疗[4, 14]。

*P<0.05, **P<0.01

A: The cytokine expressions in Ana1 cells; B: The cytokine expressions in Raw264.7 cells; C: The expression of p65 and STAT3 in

Ana1 cells; Control: Untreated group; Chi: Treated with 4 μmol/L chidamide for 36 h; T: Treated with tumor condition medium; T-Chi:

Treated with tumor condition medium and 4 μmol/L chidamide

图2 西达本胺调控TAM细胞因子的表达

Fig.2 Chidamide modulated the expressions of cytokines in TAM
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*P<0.05；** P<0.01；ns: P>0.05

A: CT26 xenograft tumors; B: Tumor volume; C: Tumor mass; D: Inhibition rate of chidamide based on tumor mass;

CT26: Untreated group of CT26 xenograft; CT26-Chi: CT26 cells treated with chidamide; CT26-AT: Untreated group of

CT26 cells with TAM; CT26-AT-chi: CT26-AT group treated with chidamide

图3 混合TAM时西达本胺对CT26细胞的抑制率增高

Fig.3 The inhibition rate of chidamide on CT26 cells was enhanced in the presence of TAMs

图4 西达本胺使移植瘤组织中TAM M1型增加而M2型减少（免疫组化染色）

Fig.4 Chidamide increased M1 type and decreased M2 type of TAM in xenograft tumor (immunohistochemical staining)
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GUERRIERO 等[5] 发 现 Ⅱ 型 HDAC 抑 制 剂

TMP195可以使得促瘤作用的巨噬细胞比例减少，而

巨噬细胞的吞噬功能和激活T细胞的功能增强，进而

抑制AOM-DSS小鼠模型肠道成瘤，并且增强化疗药

物卡铂及PD-1抗体治疗效果。而HDAC抑制剂类药

物贝利司他（belinostat）可以改变肿瘤微环境中巨噬

细胞的极性，使得抗瘤作用的 M1 型巨噬细胞增

多[15]。本实验检测了西达本胺处理TAM后巨噬细胞

标志分子，结果发现，M1 型巨噬细胞标志升高，而

M2型标志降低，提示西达本胺可以调控TAM的极性

从M2向M1型转变，使得抗肿瘤作用的M1型巨噬细

胞增多，而促瘤作用的M2型巨噬细胞减少，进而抑

制肿瘤细胞的增殖。

西达本胺属于选择性HDAC抑制剂，在多种肿

瘤细胞中可以抑制Ⅰ类HDAC中的 1、2、3亚型和第

Ⅱb类的 10亚型的组蛋白去乙酰化酶活性[16]。本研

究利用西达本胺处理巨噬细胞Ana1，发现西达本胺

可以抑制HDAC的酶活性，同时HistoneH3的乙酰化

水平升高。证明西达本胺在巨噬细胞同样可以发挥

HDAC抑制剂的作用。

巨噬细胞主要通过吞噬和分泌细胞因子发挥功

能。HDAC抑制剂可以通过调控巨噬细胞的细胞因

子分泌而参与自身免疫及炎症性病变[17]。本研究检

测TAM细胞因子的表达结果发现，HDAC抑制剂可

以改变包括 IL-6、IL-12、TNF、IL-1β在内的一系列巨

噬细胞细胞因子的表达，这些细胞因子可以影响肿

瘤细胞的增殖。

HDAC主要在转录水平发挥调控作用，尤其是

Ⅰ类HDAC，主要存在于细胞核内，参与不同的转录

抑制复合物的形成，由此调控下游靶基因转录。另

外，HDAC还可以在细胞质中调控包括转录调控因

子、细胞结构分子等非组蛋白底物的乙酰化，从而调

控细胞的增殖等。RelA不同位点的乙酰化水平与作

用不同，有些促进RelA与DNA的结合而促进转录活

性，有些位点乙酰化则使得RelA与 IκB结合而使得

RelA转位出核，抑制NF-κB的活性[18]，而NF-κB可以

调控多种炎性细胞因子的表达。在DC中，HDAC抑

制剂LBH589 可以通过抑制NF-κB的RelB亚基的表

达而抑制 IL-6、IL-10和TNF-α等多种细胞因子的表

达[19]。西达本胺处理使得细胞核内磷酸化的NF-κB

减少，但是不影响 STAT3 的量。而 RÖSLER 等[20]在

研究 T 细胞对真菌感染的反应时，利用帕比司他

（panobinostat）处理 T 细胞，发现 STAT1 的磷酸化水

平受到抑制，而STAT3的磷酸化水平无变化。LEUS

等[21]发现，HDAC-3抑制剂并不影响p65的乙酰化，但

是依然可以抑制NF-κB的活性。这些结果提示，不

同的HDAC抑制剂在不同的细胞系可能通过不同的

信号通路发挥作用。在本研究中，西达本胺处理巨

噬细胞可能通过抑制NF-κB信号通路而影响相应细

胞因子的分泌，进而影响肿瘤细胞的增殖。

总之，本研究结果提示选择性HDAC抑制剂西

达本胺可以抑制结肠癌细胞增殖，而且在TAM存在

的情况下，西达本胺的抑瘤效果更好。其机制可能

是通过调控巨噬细胞和相关细胞因子的分泌，改变

肿瘤微环境。该研究结果为西达本胺在结直肠癌治

疗中的临床应用提供了实验依据。
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