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摘要 目的 探索巨噬细胞在肝癌炎症微环境中通过炎症

趋化因子( C-X-C 基序) 配体 1 ( CXCL1 ) 调控肝癌细胞系
Huh7 进展。方法 筛选肿瘤临床数据库 TISIDB，分析 CX-
CL1 与肝癌患者预后的关系。免疫组化、免疫荧光染色验证
肿瘤巨噬细胞与 CXCL1 的关系。通过佛波酯( PMA) 诱导人
单核细胞( THP-1) 获得未分化的巨噬细胞( M0 ) ，建立与肝
癌细胞共培养模型，实时荧光定量 PCＲ 法检测巨噬细胞表
型的改变; 细胞克隆形成实验、台盼蓝细胞活率检测肝癌细
胞的增殖能力; 肝癌细胞的迁移及侵袭能力使用 Transwell
实验检测; 肝癌细胞 Huh7 中 E-cadherin、N-cadherin、Vimentin
的蛋白表达水平使用蛋白印迹法检测; 酶联免疫吸附实验

( ELISA法) 检测细胞培养液中目标蛋白的表达。结果
CXCL1 高表达与肝癌患者不良预后有关，并且高表达 CX-
CL1 的肝癌组织具有更多的巨噬细胞富集。在巨噬细胞 －
肝癌细胞共培养模型中，两种细胞 CXCL1 的表达水平及共
培养液中 CXCL1 浓度均增加。巨噬细胞 M2 型标志物
CD163、CD206 mＲNA表达水平升高。肝癌细胞 Huh7 的增
殖、迁移及侵袭能力增强。结论 巨噬细胞 －肝癌细胞共培
养增加肿瘤相关巨噬细胞 CXCL1 表达，促进肝癌细胞系
Huh7 进展。
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原发性肝癌在我国居民恶行肿瘤中发病率居第

四位，病死率居第二位( 以下简称肝癌) ［1］。在我国
乙型肝炎基础上发生的肝硬化是肝癌的最主要病

因，肝脏炎症环境与肝癌发生的病理生理过程相关。
在肝脏炎症微环境中肿瘤相关性巨噬细胞( Tumor-

associated macrophages，TAMs ) ［2 － 3］，通过影响炎症

微环境发挥着调控肿瘤免疫和生长的作用。大量临
床和实验研究证明 TAMs数目与肿瘤的进展呈正相
关，是肿瘤侵袭性的重要因素之一［4 － 5］。
肝脏炎症病变中，趋化因子 CXC 亚群配体 1 (

CXC-chemokine ligand 1，CXCL1 ) 被发现在乙肝、丙
肝及非病毒肝炎的炎性损伤过程中发挥重要作用。
CXCL1 在多种肿瘤中被证实具有促进肿瘤生长和
转移的作用。本研究探讨 TAMs 是否通过调控趋化
因子 CXCL1 的表达从而改变肝癌细胞 Huh7 的生物
学行为［6 － 8］。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 细胞株 人肝癌细胞株 Huh7 及人单核细
胞株 THP-1 均购于中国科学院细胞库。
1． 1． 2 主要试剂与仪器 DMEM 高糖培养基购于
美国 Hyclone公司、ＲPMI 1640 培养基购于上海源培
公司，胎牛血清购自美国 Gibco 公司，Transwell 嵌套
小室( 8 μm) 、共培养小室( 0. 1 μm) 购自美国康宁
公司，BCA 试剂盒、4% 多聚甲醛、青 /链霉素、
0. 25%胰酶、结晶紫购自北京碧云天生物技术公司，
ELISA试剂盒购自武汉华美，重组蛋白 CXCL1 购自
上海 MCE 公司，一抗购自 Cell Signaling Technology
公司，二抗购自北京中杉金桥有限公司，引物由新贝

( 上海) 生物科技有限公司设计。主要仪器有细胞
培养箱( Thermo Fisher) ，荧光倒置显微镜、荧光正置
显微镜( ZEISS) ，KHB酶标仪( 上海科华生物) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 TISIDB 数据库分析 利用 TISIDB 基因表
达数据库进行肝癌患者生存分析。观察不同表达程
度的 CXCL1 与肝癌患者预后间的相关性。
1． 2． 2 细胞培养 使用 DMEM培养基培养人肝癌
细胞 Huh7，使用 ＲPMI 1640 培养基培养人单核细胞
THP-1。培养基中含有 10%胎牛血清和 1%青 /链霉
素，于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养。采用离心方
式对 THP-1 细胞进行收集、传代; 采用 0. 25%胰蛋
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白酶消化方式对 Huh7 进行收集、传代。
1． 2． 3 实验分组与处理 本研究分为对照组: 正常
培养的肝癌细胞系 Huh7; 实验组: 肝癌细胞 －巨噬
细胞共培养( 细胞比例为 1 ∶ 1 是模拟肝癌环境中巨
噬细胞与肿瘤细胞数目比例) ; CXCL1 干预组: 在正
常培养基的基础上添加重组蛋白 CXCL1。共培养
方案如下: 使用佛波酯( phorbol-12-myristate-13-ace-
tate，PMA) 100 ng /ml 作用 THP-1 悬液得到的贴壁
M0 巨噬细胞。用 PBS 漂洗去除培养基中含有的
PMA，并将 0. 1 μm PET膜六孔板细胞培养小室( 购
自美国康宁公司) 置于已接种肝癌细胞 Huh7 的六
孔板进行共培养［3］。收集共培养 48 h 后的细胞培
养液和各组贴壁细胞以备后续实验。
1． 2． 4 克隆形成实验 将肝癌细胞 Huh7 接种于
六孔板中，1 000 个 /孔。以 1. 2. 3 项的实验方案培
养对照组和实验组细胞，待成团细胞数有半数时

( 14 d) 用 4%多聚甲醛固定 30 min，使用结晶紫染
色 15 min，拍照。成团细胞数使用 Image-J 软件分
析。
1． 2． 5 台盼蓝细胞活率检测 分别消化收集各分
组肝癌细胞，将收集的细胞悬液 1 500 r /min 离心，
弃上清液，用 1 ml重悬液重悬细胞。用等量台盼蓝
染色液加入细胞悬液，混匀，染色 3 min，使用细胞计
数仪计算细胞存活率。
1． 2． 6 Transwell 迁移和侵袭实验 将各组细胞消
化并用 ＲPMI 1640 无血清培养基重悬，迁移实验为
4 × 104 细胞 /孔，侵袭实验为 1 × 105 细胞 /孔重悬于
100 μl培养基接种于 Transwell 小室上室( 8 μm 聚
碳酸酯膜) ，其中侵袭实验中预先对上室铺放基质

胶稀释液置于培养箱过夜凝固。下室加入含 30%
胎牛血清的培养基，继续培养 36 h。取出小室清洗、
固定、染色。于倒置显微镜下拍照，使用 Image-J 软
件计算迁移和侵袭细胞数。
1． 2． 7 实时荧光定量 PCＲ 用 Trizol 法提取总
ＲNA，并测定 ＲNA浓度。根据逆转录试剂盒说明书
按照 10 μl反应体系逆转录成 cDNA后以 95 ℃预变
性 30 s，扩增条件为 95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，循环 40
次。每个反应设置 3 个复孔，以 2 －△△Ct值作为相对

表达量，以 GAPDH 为内参，主要引物序列如下:
GAPDH-F: 5'-GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG-3'，Ｒ:
5'-ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA-3'; CXCL1-F: 5'-
TGCTGAACAGTGACAAATCCAAC-3'，Ｒ: 5'-TGGGG-
TTGACATTTCAAAAAGAA-3'; CD68-F: 5'-CTTCTCT-
CATTCCCCTATGGACA-3'，Ｒ: 5'-GAAGGACACATT-

GTACTCCACC-3'; CD206-F: 5'-TTCGGACACCCAT-
CGGAATTT-3，Ｒ: 5-CACAAGCGCTGCGTGGAT-3'
1． 2． 8 Western blot 将蛋白裂解液( ＲIPA 裂解液
∶ 蛋白酶抑制剂 ∶ 磷酸酶抑制剂 = 100 ∶ 1 ∶ 1) 加入
各组细胞，裂解 30 min后收集所有液体在 4 ℃离心
机中以 13 200 r /min 离心 30 min，收集上清液并按
照 BCA试剂盒说明书测定蛋白浓度。蛋白于 100
℃变性 10 min。后续 SDS-PAGE凝胶对提取的蛋白
进行电泳 2 h，转膜 1. 5 h，封闭液封闭后相应一抗
( CST) 孵育过夜，TBST 洗膜后孵育二抗，显影。蛋
白条带的结果分析采用 Image-J进行灰度值测定。
1． 2． 9 酶联免疫吸附( ELISA) 实验 收集各组细
胞培养液离心，取上清液，按照试剂盒说明书进行铺

板、洗涤、样本孵育、抗体孵育、显色、终止显色等测
定培养液 CXCL1 浓度。
1． 2． 10 免疫组化和免疫荧光实验 收集自 2010
年 6 月—2020 年 6 月在安徽医科大学第二附属医
院因肝炎相关性肝癌行肝脏切除术，术后病理诊断

为肝癌的病例。将收集病例的癌和癌旁非癌组织分
别进行石蜡和冰冻切片，获得 3 μm 切片，按照既往
实验方案进行染色。在正置显微镜下观察组织中相
关指标表达。
1． 2． 11 MTT 实验 将肝癌细胞以 2 500 细胞 /孔
接种于 96 孔板内。待细胞贴壁后更换为 100 μl /孔
正常培养基( 对照组) 、含不同浓度重组蛋白( 0、50、
100 ng /ml) 的培养基培养不同时间，加入 MTT 溶液
10 μl ，培养 4 h后加入 150 μl 异丙醇振荡 10 min，
酶标仪分别检测波长 570 nm和 630 nm处测定吸光
度( optical density，OD) 值，两者差值反映细胞活力。
1． 3 统计学处理 采用 GraphPad Prism 9. 0 对实
验数据进行统计学分析，数据以 珋x ± s 表示。采用 t
检验分析两组间的差异，多组间比较采用单因素方

差分析( One-way ANOVA) 。所有实验重复 3 次，以
P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 CXCL1 水平与肝癌患者不良预后相关 使用
TISIDB网站统计，发现高水平表达 CXCL1 的肝癌
患者预后较低表达 CXCL1 的患者预后差。另外，对
肝癌患者癌组织及癌旁非癌组织免疫组化定量分析

CXCL1 的表达，发现癌组织中 CXCL1 为高表达，癌
旁非癌组织中 CXCL1 为低表达。免疫荧光定性分
析癌组织中 CXCL1 与巨噬细胞( CD68 ) 之间的关
系，可以发现在巨噬细胞 CD68 高表达的区域同样
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高表达 CXCL1，两者之间具有正相关性，见图 1。
2． 2 巨噬细胞 －肝癌细胞共培养诱导巨噬细胞向
M2 型 TAMs 极化 对 PMA 诱导 THP-1 获得的未
分化的巨噬细胞 ( M0 ) 进行检测，显示 CD68 与
CD14( 巨噬细胞特征型标志) mＲNA 表达均明显上
调( CD68: t = 20. 01，P ＜ 0. 001; CD14: t = 13. 10，P ＜
0. 001) 达到诱导分化成巨噬细胞效果。将诱导后

巨噬细胞与肝癌细胞构建共培养体系，检测共培养

到共培养后巨噬细胞的促癌 M2 型标志物 CD206 与
CD163 mＲNA( CD206: t = 9. 367，P ＜ 0. 05; CD163: t
=7. 092，P ＜ 0. 05) 表达量较对照组上升，差异均有
统计学意义。见图 2。
2． 3 巨噬细胞 －肝癌细胞共培养上调 CXCL1 的
表达 分别提取正常培养的对照组及肝癌 －巨噬细

图 1 CXCL1 与肝癌患者临床病理特征间的关系
A: TISIDB网站分析 CXCL1 表达水平与肝癌患者预后的关系; B: 癌组织 CXCL1 免疫组化图 SP × 100; C 癌旁非癌组织 CXCL1 免疫组化

图 SP × 100; D: CXCL1 高表达与巨噬细胞 CD68 共染荧光图 SP × 100; E: CXCL1 低表达与巨噬细胞 CD68 共染荧光图 SP × 100; 蓝光: DA-

PI; 红光: CXCL1; 绿光: CD68; 橙光: CD68 + CXCL1

图 2 与肝癌细胞共培养后巨噬细胞表型变化
A: qＲT-PCＲ检测细胞 CD68( 巨噬细胞表面标记物) 、CD14( 单核细胞表面标记物) mＲNA水平表达量; B: qＲT-PCＲ检测细胞 M2 型巨噬细

胞表面标记物 mＲNA水平表达量; M0: PMA处理 THP-1 获得的未分化的巨噬细胞; TAMs: M0 与肝癌细胞共培养后获得的肿瘤相关巨噬细胞;

C: THP-1 经 PMA处理后形态; D: M0 与肝癌细胞共培养后巨噬细胞形态 SP × 100; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01
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胞共培养的实验组肝癌细胞和巨噬细胞总 ＲNA，
PCＲ检测 CXCL1 的相对表达量( 肝癌细胞中 CX-
CL1: t = 36. 89，P ＜ 0. 001; 巨噬细胞中 CXCL1: t =
7. 355，P ＜ 0. 05 ) 。对不同分组培养液使用 ELISA
法测定 CXCL1 的浓度。相对于对照组细胞，共培养
可以刺激巨噬细胞和肿瘤细胞在 mＲNA 水平上调
CXCL1 表达，增加共培养液中 CXCL1 浓度［Huh7
培养液: ( 1 288 ± 88) ，M0 培养液: ( 1 536 ± 54 ) ，共
培养液: ( 2 080. 5 ± 19. 5) ，F = 44. 66，P ＜ 0. 01］，见
图 3。
2． 4 巨噬细胞 －肝癌细胞共培养增强肝癌细胞系
Huh7 的增殖能力 在该研究中，肿瘤细胞 －巨噬
细胞共培养可以获得表型倾向于 M2 型的肿瘤相关
巨噬细胞( TAMs) ，TAMs 显著的促癌作用已经被大
量研究证实。本研究克隆形成实验结果可以得到类
似的结果，与肿瘤相关巨噬细胞共同培养的肝癌细

胞相比于对照组，细胞克隆形成数增加，差异具有统

计学意义［Huh7 组: 67. 5 ± 10. 5，Co-Huh7 组: 70 ±
18; t = 5. 098，P ＜ 0. 05］，见图 4。

2． 5 巨噬细胞 －肝癌细胞共培养增强肝癌细胞系
Huh7 的迁移、侵袭能力 Transwell 实验检测肝癌
细胞系 Huh7 的迁移和侵袭能力。结果表明共培养
组中肝癌细胞发生迁移和侵袭的数目多于对照组

( 迁移组: t = 7. 499，P ＜ 0. 05; 侵袭组: t = 8. 161，P ＜
0. 05) ，见图 5。另外，用 qＲT-PCＲ和Western blot检
测共培养对肝癌细胞 EMT作用发现，共培养组肝癌
细胞上皮细胞表型标志分子 E-cadherin 表达减少
( 蛋白水平: t = 5. 824，P ＜ 0. 01; mＲNA 水平: t =
17. 84，P ＜ 0. 000 1 ) ，反之增加 N-cadherin、Vimentin
的表达，见图 5。
2． 6 重组蛋白 CXCL1 增强肝癌细胞系Huh7 的增
殖能力、促进其迁移和侵袭能力 在体外实验正常
培养的肝癌细胞中加入不同浓度( 0、50、100 ng /ml)
的重组蛋白 CXCL1，观察对细胞增殖、迁移及侵袭
能力的影响: 重组蛋白 CXCL1 浓度增加，肝癌细胞
系 Huh7 的增殖、迁移和侵袭能力同样增强( 迁移
组: F = 99. 65，P ＜ 0. 001; 侵袭组: F = 169，P ＜
0. 001) ，见图 6。

图 3 共培养体系中各细胞及培养液 CXCL1 相对表达量
A: 对照组和共培养组中肝癌细胞 CXCL1 的表达量; 与对照组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 01; B: 对照组和共培养组中巨噬细胞( M0 为 PMA 诱导

THP-1 得到的巨噬细胞; TAMs为 M0 与肝癌细胞 Huh7 共培养得到的巨噬细胞) CXCL1 的表达量; 与对照组比较: * P ＜ 0. 01; C: 各培养液中
CXCL1 的表达量; 1: Huh7 培养液; 2: M0 培养液; 3: 共培养液; 与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 4 TAMs对肝癌细胞生长能力的影响

A: 台盼蓝检测细胞活率; B-C: 细胞克隆形成集落计数; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01
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图 5 TAMs对肝癌细胞迁移、侵袭能力的影响
A － C: Transwell实验，对照组( A) 和共培养组( B) 肝癌细胞 Huh7 迁移细胞数 SP × 100，与对照组比较: * P ＜ 0. 05 ; D － F: Transwell 实验，

对照组( D) 和共培养组( E) 肝癌细胞 Huh7 侵袭细胞数 SP × 100，与对照组比较，* P ＜ 0. 05 ; G － H: 肝癌细胞 Huh7 中 E-cadherin、N-cadherin、

Vimentin在蛋白水平( G) 和 mＲNA水平( H) 变化; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001，＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1

3 讨论

肝癌的发生及进展与肝脏炎症背景息息相

关［9 － 10］。作为肿瘤炎性微环境中的重要组成部分，
巨噬细胞既受微环境的影响分化为抗肿瘤 M1 型和
促肿瘤 M2 型，又反向调控肿瘤细胞的生物学行
为［2］，在肿瘤细胞 －巨噬细胞反馈作用中扮演桥梁
作用的是细胞因子和趋化因子［2 － 4］。本课题组对临
床标本的检测发现，在 CXCL1 高表达肝癌组织中，
巨噬细胞数目增多较为明显。而在单核及巨噬细胞
表面发现 CXCL1 受体 CXCＲ2 显著富集［8，11 － 12］。因
此肝癌微环境中 CXCL1 与巨噬细胞两者之间可能
存在某些关联。为验证这一临床现象，本课题组通
过实验检测巨噬细胞 －肝癌细胞共培养后 M2 型肿
瘤相关巨噬细胞表型 CD163、CD206 表达，检测共培
养体系中培养液、肿瘤细胞、巨噬细胞的 CXCL1 表
达，结果均显著增加。

CXCL1 作为 CXC亚群中重要因子之一，不仅来
源于常见的巨噬细胞，肿瘤细胞中也同样分泌，在肿

瘤的免疫微环境中发挥双向调控作用［2］。它能够
在肿瘤进展期间从单核细胞中大量分泌从而诱导

M1 型向 M2 型的转化，形成 M2 型的诱导剂从而参

与肿瘤的生长和侵袭［3］。为了验证 CXCL1 对肝癌
细胞的促癌作用，应用不同浓度 CXCL1 作用于肝癌
细胞，本课题组发现，随着 CXCL1 浓度的升高，肝癌
生长和迁移、侵袭能力不断增强。肿瘤相关巨噬细
胞在肿瘤微环境中通过炎性介质的作用可以促进肿

瘤的迁移、侵袭和上皮 － 间质转化 ( EMT ) 能
力［3，13 － 14］。而肿瘤细胞 EMT 作用增强将活化下游
炎症细胞因子，如 CXCL1、CXCL10、CCL2、IL-6 和
IL-18 等表达，募集更多巨噬细胞并促进其向 M2 型
极化，强化促癌炎症微环境［2，4，6，15］。
肿瘤微环境构成了肿瘤细胞生长和免疫逃逸的

生态环境［3 － 4］，而巨噬细胞则在肿瘤微环境不同细

胞因子( 如趋化因子、IL-4、IL-10、TGF、IL-1、干扰素
等) 诱导下，表现为抗肿瘤或促肿瘤表型［2 － 3］。在其
中，以 EMT表型为例，它不仅是肿瘤进展的重要标
志还是微环境生态变化的重要驱动因素。EMT 表
型转变的肝癌细胞可以释放出促癌型细胞因子，募

集巨噬细胞到肿瘤微环境并向促癌型极化，促癌型

巨噬细胞能进一步推动肿瘤细胞的 EMT 状态和肿
瘤进展［8，15］。整个炎性微环境以正反馈的形式不
断促进肿瘤细胞的生长、迁移和浸润。
本研究发现肝癌患者高表达CXCL1与预后不
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图 6 重组蛋白 CXCL1 对肝癌细胞 Huh7 增殖、迁移及侵袭能力的影响
A: 不同浓度( 0、50、100 ng /ml) 重组蛋白 CXCL1 作用于肝癌细胞 24、48、72 h细胞活力变化; B: 0 ng /ml重组蛋白 CXCL1 对肝癌细胞迁移

能力的影响 SP × 100; C: 50 ng /ml重组蛋白 CXCL1 对肝癌细胞迁移能力的影响 SP × 100; D: 100 ng /ml重组蛋白 CXCL1 对肝癌细胞迁移能力

的影响 SP × 100; E: 细胞迁移数柱状图; F: 0 ng /ml重组蛋白 CXCL1 对肝癌细胞侵袭能力的影响 SP × 100; G: 50 ng /ml重组蛋白 CXCL1 对肝癌

细胞侵袭能力的影响 SP × 100; H: 100 ng /ml重组蛋白 CXCL1 对肝癌细胞侵袭能力的影响 SP × 100; I: 细胞侵袭数柱状图; 与对照组比较: ＊＊P

＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001

良之间的关联及 CXCL1 高表达与肿瘤相关巨噬细
胞的关联现象。通过巨噬细胞 －肝癌细胞体外共培
养模型验证了肿瘤微环境促进肝癌细胞 Huh7 的生
长、迁移与侵袭。在共培养体系中，CXCL1 表达水
平较单一细胞培养明显增加，促进了肝癌细胞 EMT
表型的增强和肿瘤的进展。以上结果为进一步理解

炎症反应趋化因子在肝癌进展中的作用探索了可能

的机制。
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Effects of TAMs and CXCL1 on the biological behavior
of hepatocellular carcinoma cell line Huh7

Zhao Huiyong，Wei Sheng，Yang Minghao，Guo Zicheng，Liu Yongfan，Cui Xiao
( Dept of General Surgery，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the effects CXCL1 derived from TAMs on the progression of HCC by CXCL1
in tumor microenvironment ( TME) ． Methods PMA induced human monocyte ( THP-1) to obtain undifferentiated
macrophages ( M0) and then co-cultured with Huh 7 HCC cells． The biomarkers of macrophage phenotype and mＲ-
NA level of HCC were analysed by qＲT-PCＲ． Colony formation assay，cell viability assay and transwell assay were
performed to evaluate the biological alteration of HCC cells in TME． Epithelial-mesenchymal transition ( EMT) mo-
lecular genetics were detected using western blot． The levels of CXCL1 in TME were measured by ELISA assay．
Ｒesults High CXCL1 expression in HCC patients predicted poor prognosis． Abundant macrophages were found in
CXCL1 high expression HCC tissues． In macrophages and HCC co-cultured model，significantly increasing CXCL1
expression was detected in both two cells and the biomarkers of M2 macrophages，CD163 and CD206 were elevat-
ed． The growth and migration of HCC cells were promoted． Conclusion Co-culture of macrophages with HCC
cells induces macrophages pro-tumor phenotype and CXCL1 secretion which promotes the progression of HCC．
Key words hepatocellular carcinoma; tumor-associated macrophages; tumor microenvironment; CXCL1; epithelial-
mesenchymal transition
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