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摘要　 目的　 探讨牙龈卟啉单胞菌（Ｐｇ）感染食管癌细胞对

肿瘤相关巨噬细胞（ＴＡＭｓ）的极化及其功能变化的影响。 方

法　 采用 ＥＬＩＳＡ 方法检测食管鳞状细胞癌（ＥＳＣＣ）细胞系上

清及 Ｐｇ 感染的 ＥＳＣＣ 细胞系上清细胞因子分泌情况；构建

ＥＳＣＣ 细胞与巨噬细胞体外共培养模型，采用 ｑＰＣＲ、细胞免

疫荧光及流式细胞术方法检测 ＴＡＭｓ 表面标志的变化情况；
采用 ＥＬＩＳＡ 方法检测共培养 ＴＡＭｓ 分泌细胞因子的影响；使
用共培养 ＴＡＭｓ 的条件培养基（ＣＭ）培养 ＥＳＣＣ 细胞，采用

ＣＣＫ⁃８、克隆形成实验、划痕实验及 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验评估 ＴＡＭｓ
对 ＥＳＣＣ 细胞的增殖、迁移及侵袭能力的影响。 结果　 Ｐｇ 感

染的 ＥＳＣＣ 细胞白细胞介素（ ＩＬ）⁃６、ＩＬ⁃１０ 表达量升高（Ｐ ＜
０. ０１）；与 Ｐｇ 感染的 ＥＳＣＣ 细胞共培养的 ＴＡＭｓ 表面 ＣＤ１６３
及 ＣＤ２０６ 表达量升高（Ｐ ＜ ０. ００１）；Ｐｇ 感染的 ＥＳＣＣ 细胞共

培养的 ＴＡＭｓ 分泌细胞因子 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１０ 相对升高 （ Ｐ ＜
０. ０１）；Ｐｇ 感染的 ＥＳＣＣ 细胞共培养的 ＴＡＭｓ 能够增强 ＥＳＣＣ
细胞增殖、迁移和侵袭能力（均 Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　 Ｐｇ 感染

ＥＳＣＣ 细胞可诱导其分泌细胞因子，重塑 ＴＡＭｓ 向 Ｍ２ 型免疫

抑制表型极化，从而促进 ＥＳＣＣ 细胞的恶性生物学行为。
关键词　 食管鳞癌；牙龈卟啉单胞菌；细胞因子；ＴＨＰ⁃１ 细

胞；巨噬细胞
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　 　 食管癌（ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｃａｎｃｅｒ，ＥＣ）是恶性程度较

高的消化系统肿瘤［１］，常见组织学类型为食管鳞状

细胞 癌 （ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＥＳ⁃
ＣＣ） ［２］。 牙龈卟啉单胞菌（Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ ｇｉｎｇｉｖａｌ⁃

ｌｉｓ，Ｐｇ）是一种革兰阴性厌氧菌，可以通过其毒力因

子引起宿主免疫功能异常，成为肿瘤潜在危险因

素［３］。 本课题组前期研究［４］ 表明，Ｐｇ 与 ＥＳＣＣ 的发

生发展具有正相关性。 巨噬细胞是机体固有免疫的

重要组成部分之一，可塑性极强，在肿瘤微环境

（ｔｕｍｏｒ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，ＴＭＥ）中不同因素影响下

会分化为不同亚群，具备不同的功能，参与调控肿瘤

组织免疫反应。 巨噬细胞主要分两种表型：Ｍ１ 抗肿

瘤型和 Ｍ２ 促肿瘤型［５］。 肿瘤相关巨噬细胞（ ｔｕｍｏｒ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ＴＡＭｓ）是肿瘤组织中浸润的

巨噬细胞，是 ＴＭＥ 中最丰富的细胞之一［６］。 现有研

究多为 ＴＡＭｓ 如何调控癌症的侵袭迁移，对肿瘤细

胞如何影响巨噬细胞极化的机制研究尚未明确。 该

研究首次通过探寻 Ｐｇ 感染 ＥＳＣＣ 细胞对巨噬细胞

极化及其功能变化的影响，探讨 ＥＳＣＣ 发病机制，为
ＥＳＣＣ 病因学提供数据支持，为免疫治疗提供潜在

靶点。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料

１． １． １ 　 细胞与细菌 　 人 ＥＳＣＣ 细胞株 ＫＹＳＥ１４０、
ＫＹＳＥ１５０ 购自中国科学院细胞库；人单核细胞白血

病细胞株（ＴＨＰ⁃１）购自武汉普诺赛生命科技有限公

司；标准 Ｐｇ 菌株来源于 ＡＴＣＣ 细胞库。
１． １． ２　 主要试剂　 ＰＭＡ 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；白细

胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）⁃４ 购自美国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公司。
ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基、ＦＢＳ、胰蛋白酶均购自美国 Ｇｉｂｃｏ
公司；青 －链霉素购自北京索莱宝科技有限公司；β⁃
巯基乙醇购自武汉普诺赛生命科技有限公司；
ＣＤ１１ｂ⁃ＦＩＴＣ 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司、 ＣＤ６８⁃
ＢＶ４２１ 购自美国 ＢＤ 公司、ＣＤ２０６⁃ＰＥ 购自美国 Ｂｉｏ⁃
ｌｅｇｅｎｄ 公司。 引物由金唯智生物科技有限公司合

成。 Ｈｕｍａｎ ＩＬ⁃６ ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ、Ｈｕｍａｎ ＩＬ⁃１０ ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ
购自杭州联科生物技术股份有限公司。
１． １． ３　 主要仪器设备 　 ＣＯ２ 培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ 公司）、厌氧培养箱（美国 Ｓｈｅｌｌａｂ 公司）、激光

共聚焦显微镜（德国 Ｚｅｉｓｓ 公司）、流式细胞仪（美国
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Ｃｙｔｅｋ 公司）、多功能酶标仪（美国 Ｂｉｏｔｅｋ 公司）、荧
光定量 ＰＣＲ 仪（美国 Ｂｉｏ Ｒａｄ 公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 细胞培养与实验分组　 将不同分化程度的

ＥＳＣＣ 细胞系 ＫＹＳＥ１４０ 和 ＫＹＳＥ１５０ 采用完全培养

基（ＲＰＭＩ⁃１６４０ ＋ １０％ ＦＢＳ ＋ １％ 青 － 链霉素），３７
℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养，按 １ ∶ ４ 比例传代。
ＴＨＰ⁃１ 细胞采用完全培养基（ＲＰＭＩ⁃１６４０ ＋ １０％ ＦＢＳ
＋ １％ 青 － 链霉素 ＋ ０. ０５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ β⁃巯基乙醇）
３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱培养。 ２ ～ ３ ｄ 换液，４ ～ ５ ｄ 按

１ ∶ ２ ～ １ ∶ ４ 比例传代，取对数生长期细胞进行后续

实验。 实验分组：① Ｍ０ 组：将 ＴＨＰ⁃１ 细胞以 ４ × １０５

个 ／ 孔接种于 ６ 孔板，加入 ５０ ｎｇ ／ ｍｌ ＰＭＡ 培养 ４８ ｈ，
细胞由悬浮状态变为贴壁状态，即为 Ｍ０ 巨噬细胞；
② Ｍ２ 组：Ｍ０ 细胞中加入 ２０ ｎｇ ／ ｍｌ ＩＬ⁃４ 培养 ３ ｄ，即
为 Ｍ２ 型巨噬细胞；③ ＫＹＳＥ１５０ＣＭ 组：将 ＫＹＳＥ１５０
细胞培养 ３ ｄ，收集细胞培养上清液，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ５ ｍｉｎ 去除沉淀获得 ＫＹＳＥ１５０ＣＭ；④ ＫＹＳＥ１５０
（Ｐｇ ＋ ）ＣＭ 组：Ｐｇ 感染 ＫＹＳＥ１５０ 细胞 ３ ｄ，收集细胞

培养上清液，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 去除沉淀获得

ＫＹＳＥ１５０（Ｐｇ ＋ ） ＣＭ；⑤ ＴＡＭＫＹＳＥ１５０ 组：取 ５０％
ＫＹＳＥ１５０ＣＭ 加上 ５０％新鲜完全培养基培养 Ｍ０ 细

胞，即为 ＴＡＭＫＹＳＥ１５０；⑥ ＴＡＭＫＹＳＥ１５０ ＋ （Ｐｇ）组：
取 ５０％ ＫＹＳＥ１５０（Ｐｇ ＋ ）ＣＭ 加上 ５０％ 新鲜完全培

养基培养 Ｍ０ 细胞，即为 ＴＡＭＫＹＳＥ１５０（ Ｐｇ ＋ ）；⑦
Ｍ０⁃ＣＭ 组：将 ＴＨＰ⁃１ 诱导而来的 Ｍ０ 细胞培养 ３ ｄ，
收集培养上清液，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 去除沉淀获

得 Ｍ０⁃ＣＭ； ⑧ ＴＡＭＫＹＳＥ１５０⁃ＣＭ 组： 采 用

ＫＹＳＥ１５０ＣＭ 共培养巨噬细胞后，去除 ＴＡＭｓ 培养上

清液，更换为新鲜完全培养基，培养 ３ ｄ 收集上清

液， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离 心 ５ ｍｉｎ 去 除 沉 淀 获 得

ＴＡＭＫＹＳＥ１５０⁃ＣＭ；⑨ ＴＡＭＫＹＳＥ１５０（Ｐｇ ＋ ）⁃ＣＭ 组：
采用 ＫＹＳＥ１５０（Ｐｇ ＋ ）ＣＭ 共培养巨噬细胞后，去除

ＴＡＭｓ 培养上清液，更换为新鲜完全培养基，培养 ３
ｄ 收集上清液，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 去除沉淀获

得 ＴＡＭＫＹＳＥ１５０（Ｐｇ ＋ ）⁃ＣＭ。
１． ２． ２ 　 菌株培养与感染 　 标准菌株 Ｐｇ 采用 ＢＨＩ
液体培养基于 ８５％ Ｎ２、５％ ＣＯ２、１０％ Ｈ２、３７ ℃厌

氧培养箱中培养。 细菌复苏后传代至第 ２ 或第 ３ 代

处于对数生长期时，吸取 ３００ μｌ 菌液于石英比色皿

中，利用紫外分光光度计，检测 ６００ ｎｍ 下的吸光度，
取 ６００ ｎｍ 下吸光度值在 １ ～ ２ 之间的细菌进行梯度

传代或感染细胞。 细菌感染：根据 ６００ ｎｍ 下吸光度

值计算菌液浓度为 １ × １０９ ＣＦＵ ／ ｍｌ 时对应的菌液体

积，吸取相应体积菌液，４ ℃，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ，去除培养基，加入 １ ｍｌ 无菌 ＰＢＳ 重悬，获得 １
× １０９ ＣＦＵ ／ ｍｌ Ｐｇ 菌液。 根据感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ
ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ） ＝ ２０，即细菌与细胞比例为 ２０ ∶ １，
吸取相应体积菌液加入细胞培养基，进行细胞感染。
１． ２． ３　 ＥＬＩＳＡ 实验 　 按照说明书步骤准备好检测

细胞培养上清液，在包被好抗体的板孔中加入 １００
μｌ 标准品工作液或样本，５０ μｌ 抗体，室温孵育 ２ ｈ；
洗板 ６ 次，加入 １００ μｌ 辣根过氧化物酶标记的链霉

亲和素，室温孵育 ４５ ｍｉｎ；洗板 ６ 次；每孔加入 １００
μｌ 显色底物溶液，室温孵育 １０ ｍｉｎ 左右；每孔加入

１００ μｌ 终止液；立即在 ４５０ ｎｍ 波长检测吸光度值。
１． ２． ４　 细胞免疫荧光　 将不同条件下处理过的巨

噬细胞消化重悬计数，细胞密度按 １ × １０３ 个 ／孔接

种于玻璃底共聚焦小皿，放入培养箱孵育 ２４ ｈ 以

上，４％多聚甲醛室温固定 １ ｈ，０. ２％ ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 透

化 ５ ～ １０ ｍｉｎ， ５％ ＢＳＡ 封闭 １ ｈ，１％ ＢＳＡ 稀释抗

体，一抗 ＣＤ６８（１ ∶ ５０）、ＣＤ２０６（１ ∶ １００）４ ℃过夜，
ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，荧光二抗室温避光孵育 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗涤 ３ 次，ＤＡＰＩ 核染色，激光共聚焦显微镜拍照。
１． ２． ５ 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验 　 使用 ＴＲＩｚｏｌ 分别提取 Ｐｇ
感染与未感染的 ＫＹＳＥ１５０ 细胞、Ｐｇ 感染与未感染

的 ＫＹＳＥ１４０ 细胞、Ｍ０ 细胞、Ｍ２ 细胞、与 ＫＹＳＥ１５０
共培养的 ＴＡＭｓ、与 Ｐｇ 阳性 ＫＹＳＥ１５０ 细胞共培养的

ＴＡＭｓ 总 ＲＮＡ，测量 ＲＮＡ 浓度后将 ＲＮＡ 逆转录为

ｃＤＮＡ。 采用 ｑＰＣＲ 方法检测 ＣＤ２０６、ＣＤ１６３ 等 ｍＲ⁃
ＮＡ 相对表达量，每组样本重复 ３ 次。 ＩＬ⁃６ 上游引物

５′⁃ＣＣＣＡＧＧＡＧＡＡＧＡＴＴＣＣＡＡＡＧＡＴＧＴＡ⁃３′， 下 游 引

物 ５′⁃ＧＴＣＧＡＧＧＡＴＧＴＡＣＣＧＡＡＴＴＴＧＴＴＴＧ⁃３′； ＩＬ⁃１０
上游引物 ５′⁃ＧＴＧＡＡＧＡＣＴＴＴＣＴＴＴＣＡＡＡＣＡＡＡＧ⁃３′，
下游 引 物 ５′⁃ＣＴＧＣＴＣＣＡＣＴＧＣＣＴＴＧＣＴＣＴＴＡＴＴ⁃３′；
ＣＤ１６３ 上游引物 ５′⁃ＧＣＡＡＡＣＴＣＡＧＡＡＴＧＧＴＧＣＴＡＣ⁃
ＴＴＧＡ⁃３′，下游引物 ５′⁃ＣＡＧＴＡＡＴＧＧＴＧＡＡＧＧＧＡＣＴ⁃
ＣＡＧＧＴＴ⁃３′；ＣＤ２０６ 上游引物 ５′⁃ＴＴＧＡＡＴＡＣＴＧＴＧ⁃
ＧＴＧＡＧＣＴＧＡＡＡＧＧ⁃３′， 下 游 引 物 ５′⁃ＧＧＣＡＡＡＴＣ⁃
ＣＡＧ⁃ＴＴＧＴＴＡＡＧＧＴＧＴＴＣ⁃３′。 ９５ ℃ ５ ｍｉｎ，９５ ℃ １０
ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ，３９ 个循环。 按 ２ － ΔΔＣｔ法计算基因相对

表达水平。
１．２．６　 流式细胞术　 将Ｍ０ 细胞、Ｍ２ 细胞、与 ＫＹＳＥ１５０
共培养的 ＴＡＭｓ、与 Ｐｇ 阳性感染的 ＫＹＳＥ１５０ 细胞共

培养的 ＴＡＭｓ 分别消化下来，ＰＢＳ 洗涤 ２ 遍，２ ０００ ｒ ／
ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 去上清液，２００ μｌ ＰＢＳ 重悬细胞转移

至流式管，一抗 ＣＤ１１ｂ⁃ＦＩＴＣ、ＣＤ６８⁃ＢＶ４２１、ＣＤ２０６⁃
ＰＥ 染色，４ ℃避光孵育 ３０ ｍｉｎ，加 ３００ μｌ ＰＢＳ 洗涤
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未结合染料，离心去上清液后加入 ３００ μｌ ＰＢＳ 重悬

细胞上机检测。
１． ２． ７　 ＣＣＫ⁃８ 实验 　 将 ＫＹＳＥ１５０ 细胞按 １ × １０３

个 ／孔接种于 ９６ 孔板，每组设置 ３ 个复孔，加上与

Ｐｇ 感染或未感染的 ＫＹＳＥ１５０ 细胞共培养的 ＴＡＭｓ
条件培养基以及对照组含血清培养基作为趋化条

件，分别在 ０、１２、２４、３６、４８ ｈ 每孔加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８
溶液，３７ ℃ 培养箱孵育 １ ｈ，使用多功能酶标仪在

４５０ ｎｍ 处检测吸光度值，绘制细胞生长曲线。
１． ２． ８　 克隆形成实验　 将 ＫＹＳＥ１５０ 细胞按 １ × １０３

个 ／孔接种于 ６ 孔板中，待细胞贴壁，将培养基更换

为与 Ｐｇ 感染或未感染的 ＫＹＳＥ１５０ 细胞共培养的

ＴＡＭｓ ＣＭ，３７ ℃培养箱培养 ２ 周，一周 ２ 次换液，当
细胞形成肉眼可见的克隆时，吸去培养基，ＰＢＳ 洗涤

３ 次，４％ 多聚甲醛固定，结晶紫染色后，ＰＢＳ 洗涤，
拍照使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 计数细胞克隆数。
１． ２． ９　 划痕实验　 将 ＫＹＳＥ１５０ 细胞按 ４ × １０５ 个 ／
孔接种于底部画好横线的 ６ 孔板中，待细胞长至

８０％划痕，ＰＢＳ 洗涤漂浮细胞，加上与 Ｐｇ 感染或未

感染的 ＫＹＳＥ１５０ 细胞共培养的 ＴＡＭｓ ＣＭ，显微镜

拍照 ０、２４ ｈ 划痕愈合情况，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量

不同时间点划痕面积，进行统计。
１． ２． １０　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验 　 将饥饿过的 ＫＹＳＥ１５０ 细

胞重悬于无血清培养基接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室上室，
加上与 Ｐｇ 感染或未感染的 ＫＹＳＥ１５０ 细胞共培养的

ＴＡＭｓ ＣＭ 为趋化条件，３７ ℃培养箱孵育 ２４ ～ ４８ ｈ
终止。 吸去培养基，用棉签去除未侵袭入膜的细胞，
ＰＢＳ 洗涤小室，４％多聚甲醛固定，结晶紫染色后，光
学显微镜下拍照计数细胞量。
１． ３ 　 统计学处理 　 采用 ＳＰＳＳ ２６. ０ 和 ＧｒａｐＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 对实验数据进行统计学分析及制图，数据

以 �ｘ ± ｓ 表示，两组数据比较采用独立样本 ｔ 检验，３
组或以上采用单因素方差分析。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有

统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１０ 在 Ｐｇ 感染的食管癌细胞中的表

达　 为观察 Ｐｇ 感染对 ＥＳＣＣ 细胞的影响，通过

ＥＬＩＳＡ 方法检测细胞上清液中 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１０ 的浓度变

化，利用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 方法检测感染与未感染 Ｐｇ 的 ＥＳ⁃
ＣＣ 细胞 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１０ ｍＲＮＡ 转录水平的变化。 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 结果显示：Ｐｇ 感染 ＥＳＣＣ 细胞系后，ＫＹＳＥ１４０
细胞系 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达较未感染组升高［（２. ４６ ±
０. １０）ｖｓ（１. ６９ ± ０. ０４），Ｐ ＜ ０. ０１］、ＫＹＳＥ１５０ 细胞系

ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达较未感染组升高［（３. ５７ ± ０. ０４） ｖｓ
（１. ２９ ± ０. ０６），Ｐ ＜ ０. ００１］、 ＫＹＳＥ１４０ 细胞系 ＩＬ⁃１０
ｍＲＮＡ 表达较未感染组升高［（３. ３４ ± ０. ０８） ｖｓ（２. ５３
± ０. ０５），Ｐ ＜ ０. ０１］、ＫＹＳＥ１５０ 细胞系 ＩＬ⁃１０ ｍＲＮＡ
表达较未感染组升高 ［（２. ５７ ± ０. ０４） ｖｓ （１. ２９ ±
０. ０６），Ｐ ＜ ０. ０１］ （图 １Ａ）。 ＥＬＩＳＡ 结果显示：Ｐｇ 感

染 ＥＳＣＣ 细胞系后，ＫＹＳＥ１４０ 细胞系分泌的细胞因

子 ＩＬ⁃６ 水平较未感染组升高［（１ ６５０. ０７ ± ３１. ８６）
ｐｇ ／ ｍｌ ｖｓ （１ １５０. ８１ ± １３. ４６ ） ｐｇ ／ ｍｌ， Ｐ ＜ ０. ００１ ］、
ＫＹＳＥ１５０ 细胞系分泌细胞因子 ＩＬ⁃６ 水平较未感染

组升高［（３ ００１. ０３ ± ５９. ８１） ｐｇ ／ ｍｌ ｖｓ（１ ３１３. ８０ ±
７７. ８５）ｐｇ ／ ｍｌ，Ｐ ＜ ０. ００１］、ＫＹＳＥ１４０ 细胞系分泌的

细胞因子 ＩＬ⁃１０ 水平较未感染组升高［（２ ６４６. ７０ ±
１６. ３３）ｐｇ ／ ｍｌ ｖｓ（１ １１１. ２３ ± ３２. １４）ｐｇ ／ ｍｌ，Ｐ ＜ ０. ０００
１］、 ＫＹＳＥ１５０ 细胞系分泌的细胞因子 ＩＬ⁃１０ 水平较

未感染组升高 ［（２ ９２６. ５６ ± ５７. ６８ ） ｐｇ ／ ｍｌ ｖｓ （ １
３９３. ５８ ± ３５. ０７）ｐｇ ／ ｍｌ，Ｐ ＜ ０. ００１］ （图 １Ｂ）。 综上，
Ｐｇ 感染 ＥＳＣＣ 细胞系 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１０ ｍＲＮＡ 转录水平及

ＥＳＣＣ 细胞分泌的细胞因子 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１０ 水平均有所

升高，差异有统计学意义。
２． ２　 Ｐｇ 对 ＥＳＣＣ 细胞调控Ｍ２ 型 ＴＡＭｓ 极化的影

响

２． ２． １　 流式细胞术检测与 Ｐｇ 感染的 ＥＳＣＣ 细胞共

培养的 ＴＡＭｓ 表面标记物变化 　 为观察 Ｐｇ 感染与

未感染 ＥＳＣＣ 细胞 ＣＭ 对 ＴＡＭｓ 极化的影响，采用流

式细胞术方法检测 Ｍ０ 细胞、Ｍ２ 细胞、与 ＫＹＳＥ１５０
共培养的 ＴＡＭｓ 细胞及与 Ｐｇ 感染的 ＫＹＳＥ１５０ 共培

养的 ＴＡＭｓ 细胞表面 Ｍ２ 型巨噬细胞标记物 ＣＤ２０６
的表达水平。 流式结果显示：与 ＫＹＳＥ１５０ＣＭ 组比

较，ＫＹＳＥ１５０（Ｐｇ ＋ ）ＣＭ 组 ＣＤ２０６ ＋ ＴＡＭｓ 比例升高，
差异有统计学意义［（２０. ９０ ± １. ２５）％ ｖｓ（６０. ９７ ±
０. ８１）％ ，Ｐ ＜ ０. ０００ １］。 见图 ２。
２． ２． ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 Ｐｇ 感染对共培养 ＴＡＭｓ 表面

标记物表达水平的影响　 为观察 Ｐｇ 感染与未感染

ＥＳＣＣ 细胞 ＣＭ 对 ＴＡＭｓ 极化的影响，分别提取 Ｍ０
细胞、Ｍ２ 细胞、与 ＫＹＳＥ１５０ 共培养的 ＴＡＭｓ 细胞及

与 Ｐｇ 感染的 ＫＹＳＥ１５０ 共培养的 ＴＡＭｓ 细胞总

ＲＮＡ，通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测各分组转录因子的表达水

平。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示： Ｐｇ 感染 ＥＳＣＣ 细胞后，
ＫＹＳＥ１５０（Ｐｇ ＋ ）ＣＭ 组 ＴＡＭｓ ＣＤ２０６ ｍＲＮＡ 表达量

比 ＫＹＳＥ１５０ＣＭ 组 ＣＤ２０６ ｍＲＮＡ 表达量高［（５. １０ ±
０. ４２）ｖｓ（１. ６０ ± ０. ４５），Ｐ ＜ ０. ００１］，ＫＹＳＥ１５０（Ｐｇ ＋ ）
ＣＭ 组 ＴＡＭｓ ＣＤ１６３ ｍＲＮＡ 表达量比 ＫＹＳＥ１５０ＣＭ
组 ＴＡＭｓ ＣＤ１６３ ｍＲＮＡ 表达量高 ［（６. ３０ ± ０. ５０） ｖｓ
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图 １　 Ｐｇ 感染对 ＥＳＣＣ 细胞 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１０ 表达的影响

Ａ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＥＳＣＣ 细胞转录因子表达水平变化；Ｂ：ＥＬＩＳＡ 法检测 ＥＳＣＣ 细胞分泌细胞因子浓度变化；ａ：ＫＹＳＥ１４０ 组；ｂ：ＫＹＳＥ１４０ ＋ Ｐｇ

组；ｃ：ＫＹＳＥ１５０ 组；ｄ：ＫＹＳＥ１５０ ＋ Ｐｇ 组；与 Ｐｇ 未感染组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

图 ２　 流式细胞术检测与 Ｐｇ 感染的 ＥＳＣＣ 细胞共培养的 ＴＡＭｓ ＣＤ２０６ 比例变化

ａ：Ｍ０ 组；ｂ：Ｍ２ 组；ｃ：ＫＹＳＥ１５０ＣＭ 组；ｄ：ＫＹＳＥ１５０（Ｐｇ ＋ ）ＣＭ 组；与 ＫＹＳＥ１５０ＣＭ 组比较：∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

（２. ３５ ± ０. １２），Ｐ ＜ ０. ００１］，差异有统计学意义。 见

图 ３。

图 ３　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测与 Ｐｇ 感染的 ＫＹＳＥ１５０ 细胞共培养的

ＴＡＭｓ ＣＤ２０６ ｍＲＮＡ、ＣＤ１６３ ｍＲＮＡ 表达水平变化

Ａ：ＴＡＭｓ ＣＤ２０６ ｍＲＮＡ 相对表达量；Ｂ：ＴＡＭｓ ＣＤ１６３ ｍＲＮＡ 相对

表达量；ａ：Ｍ０ 组；ｂ：Ｍ２ 组；ｃ：ＫＹＳＥ１５０ＣＭ 组；ｄ：ＫＹＳＥ１５０（Ｐｇ ＋ ）ＣＭ

组；与 ＫＹＳＥ１５０ＣＭ 组比较： ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

２． ２． ３　 免疫细胞荧光检测与 Ｐｇ 感染的 ＥＳＣＣ 细胞

共培养的巨噬细胞表面标记物变化　 为观察 Ｐｇ 感

染与未感染 ＥＳＣＣ 细胞 ＣＭ 对 ＴＡＭｓ 极化的影响，将
Ｍ０ 细胞、Ｍ２ 细胞、与 ＫＹＳＥ１５０ 共培养的 ＴＡＭｓ 细

胞及与 Ｐｇ 感染的 ＫＹＳＥ１５０ 共培养的 ＴＡＭｓ 细胞，
消化重悬接种于共聚焦小皿，激光共聚焦显微镜观

察。 结 果 显 示： 与 ＫＹＳＥ１５０ＣＭ 组 比 较， Ｍ０ ＋
ＫＹＳＥ１５０（Ｐｇ ＋ ）ＣＭ 组，Ｍ２ 型巨噬细胞表面标记物

ＣＤ２０６ 与巨噬细胞表面标志物 ＣＤ６８ 共定位增加，
即 Ｍ２ 型巨噬细胞表面标志物 ＣＤ２０６ 表达升高。 见

图 ４。
２． ３　 Ｐｇ 感染 ＥＳＣＣ 细胞细胞对共培养 ＴＡＭｓ 分
泌 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１０ 水平的影响 　 采用 ＥＬＩＳＡ 方法检测

与 ＫＹＳＥ１５０ 细胞或 Ｐｇ 感染的 ＫＹＳＥ１５０ 细胞共培

养的 ＴＡＭｓ 分泌细胞因子水平的变化。 结果显示：
ＴＡＭＫＹＳＥ１５０ 组 ＴＡＭｓ 分泌 ＩＬ⁃６ 水平较 Ｍ０ 组升高

［（６６２. ７８ ± ５９. １５） ｐｇ ／ ｍｌ ｖｓ （２３２. ８５ ± １９. １０） ｐｇ ／
ｍｌ，Ｐ ＜ ０. ０１］，ＴＡＭＫＹＳＥ１５０（Ｐｇ ＋ ）组分泌 ＩＬ⁃６ 水

平较 ＴＡＭＫＹＳＥ１５０ 组进一步升高 ［ （１ １８３. １１ ±
４４. １２） ｐｇ ／ ｍｌ ｖｓ （ ６６２. ７８ ± ５９. １５ ） ｐｇ ／ ｍｌ ， Ｐ ＜
０. ０１］； ＴＡＭＫＹＳＥ１５０ 组 ＴＡＭｓ 分泌 ＩＬ⁃１０ 水平较

Ｍ０ 组升高［（４１９. ６１ ± １２. ６３） ｐｇ ／ ｍｌ ｖｓ （１７５. ７２ ±
６. ７０）ｐｇ ／ ｍｌ，Ｐ ＜ ０. ００１］，ＴＡＭＫＹＳＥ１５０（Ｐｇ ＋ ）组分

泌 ＩＬ⁃１０ 水 平 较 ＴＡＭＫＹＳＥ１５０ 组 进 一 步 升 高

［（１ １６３. ６４ ± ３５. ０７）ｐｇ ／ ｍｌ ｖｓ （４１９. ６１ ± １２. ６３）ｐｇ ／
ｍｌ，Ｐ ＜ ０. ０１］。 见图 ５。
２． ４　 Ｐｇ 感染 ＥＳＣＣ 细胞调控Ｍ２ 型 ＴＡＭｓ 极化对

ＥＳＣＣ 细胞恶性增殖的影响 　 为观察与 Ｐｇ 感染的

ＥＳＣＣ 细胞共培养后 ＴＡＭｓ 对 ＥＳＣＣ 细胞增殖、迁
移、侵袭能力变化，将 ＥＳＣＣ 细胞分为 ３ 组，对照组

加入 Ｍ０⁃ＣＭ 培养，实验组分别加入 ＴＡＭＫＹＳＥ１５０⁃
ＣＭ，ＴＡＭＫＹＳＥ１５０（Ｐｇ ＋ ）⁃ＣＭ 培养后进行 ＣＣＫ⁃８、
克隆形成实验、划痕实验及 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验。 ＣＣＫ⁃８
细胞增殖活性实验结果显示：与对照组 Ｍ０⁃ＣＭ 比

较，ＴＡＭＫＹＳＥ１５０⁃ＣＭ 组促进 ＥＳＣＣ 细胞增殖能力

增强，ＴＡＭＫＹＳＥ１５０（Ｐｇ ＋ ）⁃ＣＭ 组比 ＴＡＭＫＹＳＥ１５０⁃
ＣＭ 组促进 ＥＳＣＣ 细胞增殖能力进一步增强，差异有

统计学意义（Ｆ ＝ １０８. ０３，Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ６Ａ。 克隆

形 成 实 验 结 果 显 示 ：与 对 照 组 Ｍ０ ⁃ ＣＭ 比 较 ，
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图 ４　 免疫细胞荧光检测与 Ｐｇ 感染的 ＫＹＳＥ１５０ 细胞共培养的 ＴＡＭｓ ＣＤ２０６ 表达水平变化 × ４００
ａ：Ｍ０ 组；ｂ：Ｍ２ 组；ｃ：ＫＹＳＥ１５０ＣＭ 组；ｄ：ＫＹＳＥ１５０（Ｐｇ ＋ ）ＣＭ 组

图 ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测 Ｐｇ 感染 ＥＳＣＣ 细胞对共培养

ＴＡＭｓ分泌细胞因子水平的影响

Ａ：ＥＬＩＳＡ 法检测共培养 ＴＡＭｓ 分泌 ＩＬ⁃６ 水平变化；Ｂ：ＥＬＩＳＡ 法

检测共培养 ＴＡＭｓ 分泌 ＩＬ⁃１０ 水平变化；ａ：Ｍ０ 组；ｂ：ＴＡＭＫＹＳＥ１５０

组；ｃ：ＴＡＭＫＹＳＥ１５０（Ｐｇ ＋ ）组；与 Ｍ０ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜

０. ００１；与 ＴＡＭＫＹＳＥ１５０ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

ＴＡＭＫＹＳＥ１５０⁃ＣＭ 组促进 ＥＳＣＣ 细胞增殖能力增

强，ＴＡＭＫＹＳＥ１５０ （ Ｐｇ ＋ ）⁃ＣＭ 组比 ＴＡＭＫＹＳＥ１５０⁃
ＣＭ 组促进 ＥＳＣＣ 细胞增殖能力进一步增强，差异有

统计学意义（Ｆ ＝ ６１０. １８，Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ６Ｂ。
　 　 划痕实验结果显示：与对照组 Ｍ０⁃ＣＭ 比较，
ＴＡＭＫＹＳＥ１５０⁃ＣＭ 组促进 ＥＳＣＣ 细胞迁移能力增

强，ＴＡＭＫＹＳＥ１５０ （ Ｐｇ ＋ ）⁃ＣＭ 组比 ＴＡＭＫＹＳＥ１５０⁃
ＣＭ 组促进 ＥＳＣＣ 细胞迁移能力进一步增强，差异有

统计学意义（Ｆ ＝ ３ ５３９. ５０２，Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ７。

　 　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果显示：与对照组 Ｍ０⁃ＣＭ 比

较，ＴＡＭＫＹＳＥ１５０⁃ＣＭ 组促进 ＥＳＣＣ 细胞侵袭能力

增强，ＴＡＭＫＹＳＥ１５０（Ｐｇ ＋ ）⁃ＣＭ 组比 ＴＡＭＫＹＳＥ１５０⁃
ＣＭ 组促进 ＥＳＣＣ 细胞侵袭能力进一步增强，差异有

统计学意义（Ｆ ＝ ４８２. ５５３，Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ８。

３　 讨论

　 　 食管癌的发病机制复杂，其中微生物感染是主

要高危因素之一。 随着细菌调控免疫作用被发现，
其对肿瘤免疫影响相关机制的研究得到越来越多的

关注［７］。 以微生物为靶点的治疗对食管癌的预防、
早期发现与治疗均具有重要意义。 研究［８］ 发现，Ｐｇ
感染 ＥＳＣＣ 细胞介导 ＴＭＥ 中 Ｔ 淋巴细胞免疫抑制，
协助 ＥＳＣＣ 细胞免疫逃逸，从而维持自身定植。 巨

噬细胞是 ＴＭＥ 中数量最多的固有免疫细胞，可以有

效清除病原菌。 在此，本研究重点关注 Ｐｇ 感染 ＥＳ⁃
ＣＣ 细胞对 ＴＭＥ 中巨噬细胞的影响，进而研究 Ｐｇ 对

微环境的改变及其对肿瘤进展的影响。
肿瘤发生发展过程中常常伴有感染引起的炎

症，肿瘤细胞分泌相关细胞因子作用于募集的免疫

细胞，改变其细胞形态及功能，从而改变ＴＭＥ，进而
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图 ６　 与 Ｐｇ 感染的 ＥＳＣＣ 细胞共培养的 ＴＡＭｓ对 ＥＳＣＣ 细胞增殖的影响

Ａ：ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＴＡＭｓ 对 ＥＳＣＣ 细胞增殖的影响；Ｂ：克隆形成实验检测 ＴＡＭｓ 对 ＥＳＣＣ 细胞增殖的影响；ａ：Ｍ０⁃ＣＭ 组；ｂ：ＴＡＭＫＹＳＥ１５０⁃ＣＭ

组；ｃ：ＴＡＭＫＹＳＥ１５０（Ｐｇ ＋ ）⁃ＣＭ 组；与 Ｍ０⁃ＣＭ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＴＡＭＫＹＳＥ１５０⁃ＣＭ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ７　 与 Ｐｇ 感染的 ＥＳＣＣ 细胞共培养的 ＴＡＭｓ对 ＥＳＣＣ 细胞迁移的影响 × ２００

ａ：Ｍ０⁃ＣＭ 组；ａ：ＴＡＭＫＹＳＥ１５０⁃ＣＭ 组；ｃ：ＴＡＭＫＹＳＥ１５０（Ｐｇ ＋ ）⁃ＣＭ 组；与 Ｍ０⁃ＣＭ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＴＡＭＫＹＳＥ１５０⁃ＣＭ 组比较：＃＃Ｐ
＜ ０. ０１

图 ８　 与 Ｐｇ 感染的 ＥＳＣＣ 细胞共培养的 ＴＡＭｓ对 ＥＳＣＣ 细胞侵袭的影响 × ２００

ａ：Ｍ０⁃ＣＭ 组；ｂ：ＴＡＭＫＹＳＥ１５０⁃ＣＭ 组；ｃ：ＴＡＭＫＹＳＥ１５０（Ｐｇ ＋ ）⁃ＣＭ 组；与 Ｍ０⁃ＣＭ 组比较：∗∗ Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＴＡＭＫＹＳＥ１５０⁃ＣＭ 组比较：＃Ｐ ＜
０. ０５

助力肿瘤细胞逃避机体的免疫识别与攻击［９］。 在

微环境中不同细胞因子和趋化因子的作用下，ＴＡＭｓ
可极化为不同亚型，从而发挥不同的功能。 在 ＴＭＥ
中，ＴＡＭｓ 向 Ｍ２ 型极化是一个多因素、多步骤的复

杂病理过程［１０］。 病原菌可以通过调控宿主产生不

同的细胞因子而间接调控巨噬细胞的极化状态，从
而抑制宿主免疫系统，使病原菌得以逃避宿主免疫

系统的防御及杀伤。 研究［１１］ 发现结直肠癌细胞分

泌的 ＩＬ⁃４ 影响 ＴＡＭｓ 的 Ｍ２ 极化。 具核梭杆菌感染

通过 ＴＬＲ４ 依赖性机制促进巨噬细胞向 Ｍ２ 型极

化［１２］。 本研究通过检测 Ｐｇ 感染对 ＥＳＣＣ 细胞的影

响，发现 Ｐｇ 感染促进 ＥＳＣＣ 细胞中 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１０ 的分

泌水平。 为了进一步探究 Ｐｇ 感染 ＥＳＣＣ 细胞对

ＴＡＭｓ 调控作用，本研究建立 Ｐｇ 感染的 ＥＳＣＣ 细胞

与 ＴＡＭｓ 共培养模型，证实与 Ｐｇ 感染 ＥＳＣＣ 细胞共

培养的 ＴＡＭｓ 表面 Ｍ２ 型标志物表达量升高，提示

Ｐｇ 可以促进 ＥＳＣＣ 细胞调控 Ｍ２ 型 ＴＡＭｓ 极化。 同

时，Ｐｇ 感染 ＥＳＣＣ 细胞促进共培养 ＴＡＭｓ 分泌 ＩＬ⁃６、
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ＩＬ⁃１０ 水平升高。
Ｍ２ 型 ＴＡＭｓ 通常被认为在肿瘤进展过程中抑

制炎症反应和促进肿瘤免疫逃逸［１３］。 本研究利用

与 Ｐｇ 感染或未感染的 ＥＳＣＣ 细胞共培养的 ＴＡＭｓ
ＣＭ 再去培养 ＥＳＣＣ 细胞，观察其对肿瘤细胞功能变

化的影响。 实验结果表明，被 Ｐｇ 感染的 ＥＳＣＣ 细胞

极化的 ＴＡＭｓ，可以进一步促进 ＥＳＣＣ 细胞的增殖，
迁移及侵袭能力。 但 Ｐｇ 如何通过刺激 ＥＳＣＣ 上调

ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１０ 的分子机制尚不清楚，以及极化后的

ＴＡＭｓ 促进 ＥＳＣＣ 恶性生物学行为的详细机制仍需

一步的研究。
综上所述，本研究初步探究了 Ｐｇ 感染 ＥＳＣＣ 细

胞通过诱导肿瘤细胞分泌 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１０ 介导 ＴＡＭｓ 向

Ｍ２ 型极化，将 ＴＡＭｓ 重塑为免疫抑制表型，从而促

进食管癌细胞恶性进展，并揭示了 Ｐｇ 对巨噬细胞极

化的调节作用，有助于今后更好的解析 ＥＣ 的微环

境变化，为临床上开展以 ＴＡＭｓ 为靶点的抗肿瘤免

疫治疗奠定理论基础。
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ＭＢＬ２ 作为男性肝癌患者预后标志物的分析与验证
王延峰１，２，韩嘉奇１∗，张　 静１

摘要　 目的　 探究甘露糖结合凝集素 ２（ＭＢＬ２）基因表达对

肝细胞癌（ＨＣＣ）细胞系增殖和预后的影响。 方法　 采用生

物信息学方法分析 ＭＢＬ２ 在不同性别 ＨＣＣ 患者中的表达及

其对 ＨＣＣ 患者预后的影响。 利用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测基因的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平。 ＭＴＴ 实验和细胞克隆

形成实验检测细胞增殖能力；采用流式细胞术检测细胞周期

和细胞凋亡的变化。 基因集富集分析（ＧＳＥＡ）筛选 ＭＢＬ２ 富

集的相关信号通路。 结果　 生物信息学分析和 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结

果显示，ＭＢＬ２ 在男性 ＨＣＣ 患者中的表达高于女性患者，并
且与 ＨＣＣ 患者预后相关；与对照组比较，ＭＢＬ２ 过表达后

Ｈｕｈ７ 细胞和 ＭＨＣＣ⁃９７Ｈ 细胞的活力和克隆形成率下降，细
胞周期转化受阻，细胞凋亡数增加；ＧＳＥＡ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结
果表明，ＭＢＬ２ 富集在细胞周期信号通路上，过表达 ＭＢＬ２ 能

够抑制 ＣＤＫ４ 蛋白表达，促进 Ｐ１６ 和 ＢＡＸ 蛋白表达。 结论

　 ＭＢＬ２ 在 ＨＣＣ 组织中表达下调，与男性 ＨＣＣ 患者预后相

关，并且参与细胞增殖过程。 ＭＢＬ２ 可能是男性 ＨＣＣ 患者治

疗的潜在靶点。
关键词　 肝癌；ＭＢＬ２；预后；增殖；凋亡

２０２３ － ０２ － ０３ 接收

基金项目：国家自然科学基金（编号：８１８６０４４４）
作者单位：１ 延安大学医学院，延安　 ７１６０００

２ 延安大学附属医院检验科，延安　 ７１６０００
作者简介：王延峰，男，主管检验师；

张　 静，男，教授，硕士生导师，责任作者，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｙａｄｘｚｊ＠
ｙａｕ． ｅｄｕ． ｃｎ
∗对本文具有同等贡献

中图分类号　 Ｒ ７３５. ７

文献标志码 Ａ 文章编号 １０００ － １４９２（２０２３）０５ － ０７８７ － ０７

ｄｏｉ：１０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００ － １４９２． ２０２３． ０５． ０１４

　 　 肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是原

发性肝癌的主要组织学亚型，原发性肝癌是 ２０２０ 年

全球第六大最常见的癌症和第三大癌症死亡原因，
男性的发病率和病死率比女性高 ２ ～ ３ 倍，且预后较

差［１］。 ＨＣＣ 的发生是一个涉及多种风险因素的复

杂过程。 慢性肝炎病毒感染、吸烟和过度饮酒是男

性患者常见的危险因素［２］。 早期筛查、诊断和治疗

是改善 ＨＣＣ 预后的关键。 然而，性别相关的诊断、
预后标志物的缺乏，高转移和复发率等因素直接降

低了手术切除后 ＨＣＣ 患者的生存率［３ － ４］。 甘露糖

结合凝集素 ２（ｍａｎｎｏｓｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｌｅｃｔｉｎ ２，ＭＢＬ２）位于

人类 １０ 号染色体，在先天免疫系统中起着重要作

用，而在恶性肿瘤中的关键作用是免疫监测，ＭＢＬ２
基因变异是癌症风险增加的因素之一［５］。 目前，在
儿童血液肿瘤中发现，ＭＢＬ２ 基因的多态性与中性

粒细胞减少症发生相关［６］。 而 ＭＢＬ２ 在 ＨＣＣ 中的

作用尚不清楚。 该研究利用生物信息学技术分析

ＭＢＬ２ 在不同性别 ＨＣＣ 患者中的表达，细胞实验探

究其对 ＨＣＣ 细胞增殖的作用，为不同性别 ＨＣＣ 患

者个性化治疗提供新的靶点。
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