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摘要　 目的　 探讨纳米材料胶束莪术醇（ＭＣ）通过促进卵巢

癌腹水 Ｍ２ 型巨噬细胞向 Ｍ１ 型极化调控卵巢癌免疫微环境

的机制。 方法　 ① 小鼠分组后，用鼠卵巢癌细胞株 ＩＤ８ 构

建卵巢癌腹水模型，观察体质量变化，收集肿瘤组织和腹水。
流式细胞术检测肿瘤组织和腹水巨噬细胞 ＣＤ８６ 和 ＣＤ２０６
表达；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测蛋白激酶 Ｂ（ＰＫＢ ／ Ａｋｔ） ／ 哺乳动物

雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）表达。 ② 诱导人单核细胞白血病

（ＴＨＰ⁃１）细胞转化 Ｍ２ 型巨噬细胞（ＴＨＰ⁃１ Ｍ２φ），用 １０ μｇ ／
ｍｌ 的 ＭＣ 处理，流式法检测凋亡率；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测巨噬细

胞甘露糖受体（ＣＤ２０６）、转化生长因子⁃β（ＴＧＦ⁃β）和白细胞

介素（ＩＬ）⁃１β、肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）的 ｍＲＮＡ 表达；流式

法检测 ＣＤ８６ 和 ＣＤ２０６ 表达；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ
表达。 结果　 ① 体内实验：给药后，ＭＣ 组鼠平均体质量低

于对照组；ＭＣ 组肿瘤组织和腹水巨噬细胞 ＣＤ２０６ 表达降

低，ＣＤ８６ 表达上调；ＭＣ 组腹水 Ａｋｔ、ｍＴＯＲ 磷酸化水平降低。
② 体外实验：用药前后 ＴＨＰ⁃１ Ｍ２φ 凋亡无差异；ＭＣ 组

ＣＤ２０６、ＴＧＦ⁃β 的 ｍＲＮＡ 表达及 ＣＤ２０６ 蛋白表达明显低于对

照组，同时 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 的 ｍＲＮＡ 和 ＣＤ８６ 蛋白表达明显高

于对照组；ＭＣ 组 Ａｋｔ、ｍＴＯＲ 的磷酸化水平降低。 结论　 ＭＣ
促进腹水巨噬细胞向 Ｍ１ 极化调控卵巢癌免疫微环境，其机

制可能与 Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 通路有关。
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　 　 卵巢癌（ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ，ＯＣ）是常见妇科恶性肿

瘤之一，病死率居女性恶性肿瘤第五位［１］。 ＯＣ 的

主要特征是发生腹膜下种植并引起大量腹水。 腹水

含有大量肿瘤相关巨噬细胞（ ｔｕｍｏｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｃ⁃
ｒｏｐｈａｇｅｓ，ＴＡＭｓ），与 Ｂ、Ｔ 细胞等进行复杂的相互作

用形成独特的肿瘤微环境（ ｔｕｍｏｒ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，
ＴＭＥ） ［２］。 研究［３］ 表明 ＯＣ 中 ＴＡＭｓ 与单核细胞来

源的巨噬细胞相似，主要为 Ｍ２ 型巨噬细胞，标志物

有 ＴＧＦ⁃β、ＣＤ２０６ 等，促进肿瘤进展和免疫抑制，Ｍ１
是抑制性表型，标志物有 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＣＤ８６ 等，抑
制肿瘤进展和免疫促进。 因此调控 ＴＭＥ 中 Ｍ１ ／ Ｍ２
比例是当前免疫治疗关注的热点。 莪术醇是中药莪

术油有效单体成分，有抗肿瘤、改善 ＴＭＥ 等多种功

能。 前期课题组研究表明莪术醇能有效发挥抗 ＯＣ
作用并降低 ＯＣ 对顺铂耐药性［４ － ５］。 该课题组在成

功构建纳米材料包装的 ＭＣ 并初步证实了对 ＯＣ 生

长起抑制作用的基础上，拟进一步探讨 ＭＣ 在治疗

ＯＣ 中对 ＴＡＭｓ 极化影响及可能机制。

１　 材料与方法

１． １　 细胞株及实验试剂　 人单核细胞 ＴＨＰ⁃１（安徽

医科大学基础实验室提供）；鼠源性卵巢癌细胞 ＩＤ８
（东南大学医学院提供）；胶束、ＭＣ（合肥工业大学

合成）；小鼠肿瘤解离试剂盒（１３０⁃０９６⁃７３０）、ＣＤ４５
磁珠（１３０⁃１１０⁃６１８） （德国美天旎技术有限公司）；
Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染细胞凋亡检测试剂盒（上
海贝博公司）；ＣＤ２０６ （１９. ２，美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；
ＣＤ１１Ｂ （ Ｍ１ ／ ７０ ）、 ＣＤ８６ （ ＩＴ２. ２ ） （ ＧＬ⁃１ ）、 ＣＤ２０６
（Ｃ０６８Ｃ２） （美国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ 公司）；ｐ⁃Ａｋｔ （ＡｋｔＴ３０８⁃
Ｇ１２）、ｐ⁃ｍＴＯＲ（ＥＰＲ４２６（２））、ｍＴＯＲ（Ｙ３９１） （英国

Ａｂｃａｍ 公司）；Ａｋｔ（Ｃ６７Ｅ７，美国 ＣＳＴ 公司）；β⁃ａｃｔｉｎ
（２Ｄ４Ｈ５，美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）；ＨＲＰ⁃羊抗鼠、抗兔

ＩｇＧ（北京中杉金桥技术有限公司）；逆转录试剂盒

（南京诺唯赞生物科技有限公司）；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物

（安徽通用生物股份有限公司）。
１． ２　 实验动物 　 ５ 周龄雌性 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 鼠

３０ 只，体质量（１９ ± １） ｇ，购自杭州子源实验动物科

技有限公司，许可证编号：ＳＣＸＫ（浙）２０１９⁃０００４。 饲

养在温度、湿度适应的环境：温度 ２２ ～ ２４ ℃，湿度

４０％ ～６０％，昼夜 １２ ｈ 节律，自由进食及饮水，适应 １
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周后进行实验。 所有实验动物方案均获安徽医科大

学动物伦理审查委员会批准，批号：ＬＬＳＣ２０２３２２６６。
１． ３　 方法

１． ３． １　 小鼠卵巢癌腹水模型的建立　 将 ＩＤ８ 细胞

以 １ × １０７ 个 ／ ｍｌ 浓度接种到腹膜腔，当小鼠体质量

超过其初体质量 ２０％时，随机分成 ３ 组（ｎ ＝ ７）： ①
空白对照组：尾静脉注射 ＰＢＳ；② 空载体组：尾静脉

注射胶束（５ ｍｇ ／ ｋｇ）；③ ＭＣ 组：尾静脉注射 ＭＣ（２
ｍｇ ／ ｋｇ）。 １ 周给药 ２ 次，共 ２ 周。 记录每日体质量，
收集腹膜肿瘤组织和腹水用于后续免疫组化、流式

细胞术和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析。
１． ３． ２　 肿瘤组织解离成单细胞悬液　 先将组织剪

成直径 ２ ～ ４ ｍｍ 的小块，按小鼠肿瘤解离试剂盒说

明，将组织解离成单细胞悬液。
１． ３． ３　 免疫磁珠分选 ＣＤ４５ ＋ 细胞　 按上述方法收

集肿瘤组织单细胞悬液；收集小鼠腹水，裂解红细胞

后，ＰＢＳ 洗 ２ 遍；向组织单细胞悬液和腹水细胞中加

入 ２５０ μｌ ｂｕｆｆｅｒ 和 １０ μｌ ＣＤ４５ 磁珠 ４ ℃孵育 １５ ｍｉｎ
后，２ ｍｌ ｂｕｆｆｅｒ 清洗 ２ 遍，用栓塞冲洗出 ＣＤ４５ ＋ 细

胞，用于后续流式和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析。
１． ３． ４　 细胞培养及分组　 ＴＨＰ⁃１ 用含 １０％ 胎牛血

清的 １６４０ 培养基培养。 ＴＨＰ⁃１ Ｍ２ 型巨噬细胞分

为：① 对照组：常规培养基；② 载体组：含 １００ μｇ ／
ｍｌ 胶束培养基；③ ＭＣ 组：含 １０ μｇ ／ ｍｌ 的 ＭＣ 培养

基。
１． ３． ５　 ＣＣＫ⁃８ 测细胞活力　 收集 ＴＨＰ⁃１ 细胞于 ９６
孔板，５０ ｎｇ ／ ｍｌ 的佛波酯（ｐｈｏｒｂｏｌ １２⁃ｍｙｒｉｓｔａｔｅ １３⁃ａｃ⁃
ｅｔａｔｅ，ＰＭＡ）作用 ４８ ｈ 分化为 Ｍ０ 型巨噬细胞后，用
２０ ｎｇ ／ ｍｌ 的 ＩＬ⁃４ 和 ＩＬ⁃１３ 作用 ４８ ｈ 极化为 Ｍ２ 型，
加入不同浓度的载体和 ＭＣ 作用 ４８ ｈ 后，加入 ＣＣＫ⁃
８，３７ ℃培养 ４ ｈ，检测 ４５０ ｎｍ 波长吸光度，实验重

复 ３ 次。 细胞活力 ＝ （实验组 － 无细胞培养基组） ／
（对照组 －无细胞培养基组） × １００％ 。 使用 Ｇｒａｐｈ⁃
ｐａｄ 回归模型计算半数抑制浓度（ｈａｌｆ ｍａｘｉｍａｌ ｉｎｈｉｂ⁃
ｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）。
１． ３． ６　 流式检测细胞凋亡率　 用不含 ＥＤＴＡ 的胰

酶消化收集细胞，按 Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 凋亡试剂

盒说明书操作，使用流式分析仪检测，ＣｙｔＥｘｐｅｒｔ 软
件进行分析。
１． ３． ７　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＣＤ２０６、ＴＧＦ⁃β、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α
ｍＲＮＡ 相对量　 收集各组细胞，ＴＲＩｚｏｌ 法提 ＲＮＡ，使
用逆转录试剂将 ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡ，按照 ｑＰＣＲ
试剂盒说明进行引物扩增，最终数据以 ２ －△△ＣＴ值进

行计算，引物序列见表 １。

表 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物序列

基因名称 引物序列（５′⁃３′）
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＣＡＧＧＡＧＧＣＡＴＴＧＣＴＧＡＴＧＡＴ

Ｒ：ＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴ
ＣＤ２０６ Ｆ：ＡＡＧＧＣＧＧＴＧＡＣＣＴＣＡＣＡＡＧ

Ｒ：ＡＡＡＧＴＣＣＡＡＴＴＣＣＴＣＧＡＴＧＧＴＧ
ＴＧＦ⁃β Ｆ：ＧＧＧＡＣＴＡＴＣＣＡＣＣＴＧＣＡＡＧＡ

Ｒ：ＣＣＴＣＣＴＴＧＧＣＧＴＡＧＴＡＧＴＣＧ
ＩＬ⁃１β Ｆ：ＣＴＴＡＡＡＧＣＣＣＧＣＣＴＧＡＣＡＧＡ

Ｒ：ＡＣＡＣＴＧＣＴＡＣＴＴＣＴＴＧＣＣＣＣ
ＴＮＦ⁃α Ｆ：ＣＴＣＴＴＣＴＧＣＣＴＧＣＴＧＣＡＣＴＴＴＧ

Ｒ：ＡＴＧＧＧＣＴＡＣＡＧＧＣＴＴＧＴＣＡＣＴＣ

１． ３． ８　 流式检测肿瘤组织、腹水细胞和培养细胞

ＣＤ８６ 和 ＣＤ２０６ 表达　 收集各组组织、腹水 ＣＤ４５ ＋

细胞及胰酶消化各组培养细胞，加入 ５ μｌ ＣＤ１１Ｂ、
ＣＤ２０６ 和 ＣＤ８６ 抗体 ４ ℃避光孵育 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 清

洗 ２ 遍后，加入 １００ μｌ ＰＢＳ 重悬。 使用流式细胞分

析仪检测，ＣｙｔＥｘｐｅｒｔ 软件进行分析。
１． ３． ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测腹水细胞和培养细胞中

Ａｋｔ 和 ｍＴＯＲ 蛋白表达及其磷酸化水平　 提取各组

小鼠腹水细胞及培养细胞蛋白，ＢＣＡ 试剂盒检测蛋

白浓度。 ８％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳，３００ ｍＡ、２００ ｍｉｎ
转移到 ＰＶＤＦ 膜，封闭，加一抗 ｐ⁃Ａｋｔ（１ ∶ １ ０００）、
Ａｋｔ （ １ ∶ １ ０００ ）、 ｐ⁃ｍＴＯＲ （ １ ∶ １ ０００ ）、 ｍＴＯＲ
（１ ∶ １ ０００），４ ℃摇床孵育过夜，二抗室温孵育 ２ ｈ，
ＥＣＬ 进行发光反应，β⁃ａｃｔｉｎ 作为内参。 用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
软件进行灰度分析。
１． ４　 统计学处理 　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９. ０ 进行

统计学分析，数据以 �ｘ ± ｓ 表示。 多组均数间的比较

采用单因素方差分析及其两两比较方法 ＬＳＤ 法，以
Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １ 　 造模后小鼠体质量及腹水和组织中 ＣＤ８６、
ＣＤ２０６ 表达　 成功构造 ＩＤ８ 卵巢癌腹水小鼠模型，
平均 ３ 周后小鼠体质量和腹围增大。 给药后第 ７ 天

ＭＣ 组腹水量减少，腹围缩小（见图 １Ａ），体质量较

对照组和载体组下降明显（Ｐ ＜ ０. ００１，见图 １Ｂ），ＭＣ
组 Ｋｉ６７ 表达下调（见图 １Ｃ）。 肿瘤组织流式结果

（见图 １Ｄ）提示，与对照组相比，载体组 ＣＤ２０６ 表达

降低（Ｐ ＜ ０. ０１），ＣＤ８６ 表达降低（Ｐ ＜ ０. ０００ １）。
ＭＣ 组 ＣＤ２０６ 表达降低， ＣＤ８６ 表达升高 （ Ｐ ＜
０. ０００ １）。 腹水细胞流式结果（见图 １Ｅ）提示，与对

照组相比，载体组 ＣＤ８６ 和 ＣＤ２０６ 表达差异无统计

学意义；ＭＣ 组 ＣＤ２０６ 表达降低（Ｐ ＜ ０. ００１），ＣＤ８６

·１４８·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２４ Ｍａｙ；５９（５）



表达升高（Ｐ ＜ ０. ０１）。
２． ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测腹水中 Ａｋｔ 和 ｍＴＯＲ 蛋白

表达及其磷酸化水平　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果（图 １Ｆ）显

示，与对照组相比，载体组 Ａｋｔ、ｍＴＯＲ 磷酸化水平差

异无统计学意义；ＭＣ 组 Ａｋｔ 磷酸化水平下降（Ｐ ＜
０. ０５），ｍＴＯＲ 磷酸化水平下降（Ｐ ＜ ０. ０１）。

图 １　 ＭＣ 调控 ＴＡＭｓ向 Ｍ１ 型巨噬细胞转化

并抑制 Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 通路

Ａ：动物模型构建；Ｂ：小鼠体质量变化图；Ｃ：腹膜 ＯＣ 的 Ｋｉ６７
表达 × ２００；Ｄ：流式细胞术分析肿瘤组织巨噬细胞 ＣＤ８６、ＣＤ２０６ 表

达；Ｅ：流式细胞术分析腹水巨噬细胞 ＣＤ８６、ＣＤ２０６ 表达；Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测腹水细胞各组 ｐ⁃Ａｋｔ、Ａｋｔ、ｐ⁃ｍＴＯＲ、ｍＴＯＲ 的蛋白表达；粗
体和细黄点分别代表网膜 ＯＣ 负荷和腹膜 ＯＣ 传播；与对照组比

较：∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １
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２． ３　 ＭＣ 对 ＴＨＰ⁃１ Ｍ２ 型增殖力和凋亡的影响　
ＣＣＫ⁃８ 结果（见图 ２Ａ）显示，不同浓度的载体对 ＴＨＰ⁃
１ Ｍ２ 型细胞活力无明显抑制。 ５ μｇ ／ ｍｌ 和 １０ μｇ ／ ｍｌ
的 ＭＣ 对 ＴＨＰ⁃１ Ｍ２ 型细胞活力无明显抑制，２０ μｇ ／
ｍｌ 的 ＭＣ 可明显抑制细胞活力（Ｐ ＜ ０. ０５），４０ μｇ ／ ｍｌ
的 ＭＣ 也可明显抑制细胞活力（ＩＣ５０ ＝ ２３. ８１ μｇ ／ ｍｌ，
Ｐ ＜０. ０００ １）。 故后续实验设定载体和 ＭＣ 浓度分别

为 １００ μｇ ／ ｍｌ 和 １０ μｇ ／ ｍｌ。 相比对照组，载体组和

ＭＣ 组细胞凋亡率差异无统计学意义（图 ２Ｂ）。
２． ４　 ＭＣ 对 ＣＤ２０６、ＴＧＦ⁃β、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ
表达和 ＣＤ８６、ＣＤ２０６ 表达的影响 　 细胞 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
结果（见图 ３Ａ）显示，与对照组和载体组相比，ＭＣ
组的 ＣＤ２０６ 和 ＴＧＦ⁃β 的 ｍＲＮＡ 表达降低 （ Ｐ ＜
０. ０５）； ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 的 ｍＲＮＡ 表达升高 （ Ｐ ＜
０. ０１）。 流式结果显示，与对照组相比， 载体组

ＣＤ２０６ 和 ＣＤ８６ 表达差异无统计学意义 （图 ３Ｂ、
３Ｃ）；而 ＭＣ 组 ＣＤ２０６ 表达降低（Ｐ ＜ ０. ０１），ＣＤ８６
表达升高（Ｐ ＜ ０. ０００ １）。
２． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中 Ａｋｔ 和 ｍＴＯＲ 蛋白

表达及其磷酸化水平　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果（见图 ３Ｄ）
显示，相比对照组，载体组 Ａｋｔ 和 ｍＴＯＲ 磷酸化表达

差异无统计学意义；而 ＭＣ 组 Ａｋｔ 磷酸化水平降低

（Ｐ ＜ ０. ０１），ｍＴＯＲ 磷酸化水平降低（Ｐ ＜ ０. ０００ １）。

３　 讨论

　 　 有研究［６］ 表明约 ４４. １％ 的卵巢癌患者出现腹

水。 腹水的发生和进展与患者预后不良和疾病复发

相关。 已知 ＯＣ 的 ＴＭＥ 具有高度免疫抑制性，可以

逃避免疫监视，导致肿瘤生长不受控制。 ＴＡＭｓ 是

ＴＭＥ 中最丰富的免疫细胞，在上皮性 ＯＣ 中，ＴＡＭｓ
占腹膜肿瘤和腹水细胞的 ５０％以上。 ＴＡＭｓ 具有高

度的可塑性和异质性。 根据 ＴＭＥ 和细胞外刺激，巨
噬细胞在光谱上表现出两种主要表型，抗肿瘤 Ｍ１
型和促肿瘤 Ｍ２ 型。 Ｍ２ 型 ＴＡＭｓ 通过和 ＯＣ 细胞及

其他免疫细胞相互作用，分泌 ＶＥＧＦ、ＥＧＦ、ＩＬ⁃１０ 等

细胞因子促进肿瘤转移、血管生成、化疗耐药和预后

不良［７］。 有研究［８］表明恶性肿瘤相关腹水的 Ｍ２ 亚

群频率越高，肿瘤分级越高，无进展生存期越短，相
比之下，Ｍ１ 型 ＴＡＭｓ 通过释放 ＲＯＳ 和促炎细胞因

子 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 杀死癌细胞。 卵巢癌中

ＴＡＭｓ 主要表现为 Ｍ２ 型。 有研究［９］ 表明增加肿瘤

中 Ｍ１ ／ Ｍ２ 比率可改善预后，其中肿瘤 Ｍ２ 型 ＴＡＭｓ
被复极化为抗肿瘤 Ｍ１ 状态，已经成为免疫治疗的

一种新模式，值得进一步研究。
　 　 莪术作为一种倍半萜类在生物系统中具有抗

癌、抗炎、免疫调节和保护神经的作用。 而莪术醇作

图 ２　 载体和 ＭＣ 对 ＴＨＰ⁃１ Ｍ２ 型细胞活力的影响

Ａ：不同浓度载体和 ＭＣ 对 ＴＨＰ⁃１ Ｍ２ 型细胞活力的影响；Ｂ：载体（１００ μｇ ／ ｍｌ）和 ＭＣ（１０ μｇ ／ ｍｌ）对 ＴＨＰ⁃１ Ｍ２ 型细胞凋亡的影响；与 ０ ｎｇ ／

ｍｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

·３４８·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２４ Ｍａｙ；５９（５）



图 ３　 ＭＣ 调控 ＴＨＰ⁃１ Ｍ２ 向 Ｍ１ 型转化并抑制 Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 通路

Ａ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测各组 ＣＤ２０６、ＴＧＦ⁃β、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 的 ｍＲＮＡ 表达；Ｂ：流式细胞术检测各组 ＣＤ２０６ 表达；Ｃ：流式细胞术检测各组 ＣＤ８６ 表

达；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组 ｐ⁃Ａｋｔ、Ａｋｔ、ｐ⁃ｍＴＯＲ、ｍＴＯＲ 的蛋白表达；与 Ｍ０ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与对照组比较：＃Ｐ
＜ ０. ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１， ＃＃＃＃Ｐ ＜ ０. ０００ １

为其中有效的单体成分，对多种癌细胞具有广泛的

毒性，并通过各种信号级联的调节阻滞肿瘤细胞周

期、诱导细胞凋亡来对抗癌症的发生和进展［１０ － １１］。
由于莪术醇本身几乎不溶于水，药效低，极大限制了

实验研究和临床应用，该实验成功构建了纳米材料

ＭＣ 提高了水溶性和生物利用度并初步证明了对

ＯＣ 生长起抑制作用。 为了进一步证实 ＭＣ 对 ＯＣ
中 ＴＡＭｓ 极化的影响，该实验在体内成功建立了小

鼠 ＯＣ 腹水模型。 实验表明 ＭＣ 能够明显抑制血性

腹水的增加，有效的抑制卵巢癌细胞的生长。 通过

流式细胞术检测了腹膜组织和腹水细胞中 Ｍ１ 和

Ｍ２ 型巨噬细胞表面分子 ＣＤ８６ 和 ＣＤ２０６ 蛋白表达，
实验结果显示载体组腹膜组织中 ＣＤ２０６ 和 ＣＤ８６ 阳

性细胞均减少，这与该实验在体外细胞株上结果有

所不同，该研究在体外比较了对照组、载体组、ＭＣ
组三组，结果显示载体组与对照组之间 ＣＤ２０６ 和

ＣＤ８６ 的表达并没有差异，因而该研究推测可能是由

于药物在小鼠体内代谢更加复杂，导致了载体组体

内 ＣＤ２０６ 和 ＣＤ８６ 表达的下调。 而 ＭＣ 治疗组中肿

瘤组织和腹水细胞的 ＣＤ２０６ 阳性细胞均减少，ＣＤ８６
阳性细胞均增多，表明 ＭＣ 可以促进腹水 Ｍ２ 型

ＴＡＭｓ 向 Ｍ１ 型转化。 然后，在体外细胞水平上建立

ＴＨＰ⁃１ Ｍ２ 巨噬细胞与胶束载体和 ＭＣ 共培养模型，
通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和流式细胞术显示经 ＭＣ 处理后，
ＣＤ２０６、ＴＧＦ⁃β 的 ｍＲＮＡ 表达及 ＣＤ２０６ 蛋白表达明

显低于对照组， 同时 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 的 ｍＲＮＡ 和

ＣＤ８６ 蛋白表达明显高于对照组，表明 ＭＣ 促进 Ｍ２
型巨噬细胞向 Ｍ１ 型转化。

该研究进一步对 ＭＣ 促进 Ｍ２ 型巨噬细胞向

Ｍ１ 转化机制进行初步研究。 有研究［１２］ 表明 Ａｋｔ ／
ｍＴＯＲ 通路参与了 Ｍ２⁃ＴＡＭｓ 向 Ｍ１⁃ＴＡＭｓ 转化。
Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 通路在 Ｍ２ 极化中起着重要作用，其作

用机制包括：Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 通路受到抑制后可诱导巨

噬细胞向 Ｍ１ 型极化，并释放促炎症因子；相反，
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Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 通路的激活可导致巨噬细胞 Ｍ２ 型分化，
并抑制促炎因子的分泌［１３］。 有研究［１４］ 表明，肉豆

蔻素可以通过抑制 Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路抑制 Ｍ２⁃
ＴＡＭｓ 的分化和极化来重塑 ＴＭＥ 从而抑制肺癌生

长。 该研究在体内外实验的结果均显示 ＭＣ 能够抑

制 Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 的活化，提示 ＭＣ 促进巨噬细胞向 Ｍ１
表型转化，其机制可能与抑制 Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 通路有关。
但是 ＭＣ 是否通过 Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 途径促进巨噬细胞

Ｍ２ 向 Ｍ１ 表型转化需要进一步研究。 大量 Ｍ２⁃
ＴＡＭｓ 与更具侵袭性的肿瘤特征相关，将 ＴＡＭｓ 从促

肿瘤 Ｍ２ 表型重编程为抗肿瘤 Ｍ１ 表型是目前癌症

治疗的潜在策略。 该研究表明 ＭＣ 明显抑制了 Ｍ２⁃
ＴＡＭｓ 极化，为 ＭＣ 介导的体内肿瘤生长抑制提供了

机制研究。
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ＰＫＣ ／ ＴＲＰＶ１ 通路在大鼠三叉神经痛中的病理作用
吴贝贝１，沈　 莲１，王元银１，王烈成２

摘要　 目的　 探究蛋白激酶 Ｃ（ＰＫＣ） ／瞬时感受器电位香草

酸亚型 １（ＴＲＰＶ１）通路在大鼠三叉神经疼痛（ＴＮ）中的病理

作用。 方法　 采用眶下神经慢性收缩术（ ＩＯＮ⁃ＣＣＩ）来创建

大鼠 ＴＮ 的模型。 将大鼠随机分为假手术组（Ｓｈａｍ 组）、ＣＣＩ
组、ＣＣＩ ＋ ＤＭＳＯ 组、ＣＣＩ ＋ ＧＦ１０９２０３Ｘ（双吲哚马来酰亚胺，
一种 ＰＫＣ 抑制剂）组。 使用 Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 毛刷检测大鼠的机械

痛阈。 采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分别检测三叉神经节

（ＴＧ）内 ＰＫＣ 和 ＴＲＰＶ１ 表达量的变化。 ＨＥ 染色观察 ＴＧ 的

病理变化。 结果　 ＣＣＩ 组大鼠机械痛阈降低（ Ｐ ＜ ０. ０５） ，
大鼠 ＴＧ 内的磷酸化的 ＰＫＣ（ｐ⁃ＰＫＣ）和 ＴＲＰＶ１ 表达显著增

加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 组织病理学结果显示，与 Ｓｈａｍ 组相比，ＣＣＩ
组观察到 ＴＧ 出现明显的炎性细胞浸润增多、神经细胞肿胀

等变化。 注射 ＧＦ１０９２０３Ｘ 后降低了大鼠 ＴＧ 内 ＰＫＣ 的磷酸

化和 ＴＲＰＶ１ 的表达，大鼠机械痛阈升高（Ｐ ＜ ０. ０５），光学显

２０２４ － ０２ － ２０ 接收
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微镜下可见 ＴＧ 内细胞肿胀和炎症细胞有所减少。 结论 　
ＰＫＣ ／ ＴＲＰＶ１ 通路可能参与了大鼠的三叉神经痛。
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　 　 三叉神经痛（ｔｒｉｇｅｍｉｎａｌ ｎｅｕｒａｌｇｉａ， ＴＮ）是发生在

三叉神经分支的突发、严重、短暂的疾病［１］， 其发病

机制存在争议，目前认为脱髓鞘是 ＴＮ 发病的主要

原因［２］。 临床上对三叉神经痛的治疗较为棘手，一
线药物卡马西平会有一系列并发症 ［３ － ４］，三叉神经

根微血管减压、神经根切断术联合射频热凝术等治

疗效果也不满意［５］。 因此，有必要进一步探讨三叉

神经痛的可能发病机制，以寻找更有效、精准的治疗

方法。 瞬时感受器电位香草酸亚型 １（ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅ⁃
ｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｖａｎｉｌｌｏｉｄ ｓｕｂｔｙｐｅ １， ＴＲＰＶ１） 通道属

于 ＴＲＰＶ 家族，近年来 ＴＲＰＶ１ 通道在病理性疼痛领

域的作用日益受到关注［６］，也有研究［７］ 表明 ＴＲＰＶ１
在三叉神经性疼痛产生和发展中起着至关重要的作

用。 然而，ＴＲＰＶ１ 的上游调控机制仍不清楚。 蛋白

激酶 Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｃ， ＰＫＣ）是一种在外周和中

枢神经系统中广泛分布的磷脂和钙依赖性蛋白激
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