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摘要： 目的　 探讨人参总皂苷对肝细胞癌相关巨噬细胞极化的影响。 方法　 采用 １００ ｎｇ ／ ｍＬ 佛波酯及 ＩＬ⁃１３、 ＩＬ⁃４ （２０
ｎｇ ／ ｍＬ） 将 ＴＨＰ⁃１ 细胞诱导为 Ｍ２ 型巨噬细胞， 并分为对照组及人参总皂苷低、 中、 高剂量组 （１、 ５、 １０ ｍｇ ／ Ｌ）。 收

集首次培养基用于细胞因子检测， 收集第二次培养基用于处理 ＨｅｐＧ２ 细胞。 将 ＨｅｐＧ２ 细胞随机分为 Ｍ２ 对照组、 Ｍ２
人参总皂苷低、 中、 高剂量组。 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法和 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 Ｍ２ ／ Ｍ１ 型巨噬细胞标志物的表达， ＥＬＩＳＡ 法检测

其分泌物水平， ＣＣＫ⁃８ 法测定 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖能力， 细胞划痕实验检测其迁移活性， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测其侵袭活性，
流式细胞术检测其凋亡率。 结果　 人参总皂苷处理后， Ｍ２ 型巨噬细胞表面标志物 （ＡＲＧ１、 ＣＤ１６３、 ＣＤ２０６） 表达及

分泌物 （ＩＬ⁃１０、 ＴＧＦ⁃β） 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； Ｍ１ 型巨噬细胞表面标志物 ＣＤ８６ 表达及分泌物 （ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α） 水平

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ＨｅｐＧ２ 细胞增殖、 迁移、 侵袭活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 凋亡率增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 人参总皂苷促

进 Ｍ２ 巨噬细胞向 Ｍ１ 巨噬细胞极化后， 可抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖、 侵袭和迁移， 促进 ＨｅｐＧ２ 凋亡。
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　 　 肝细胞癌 （ＨＣＣ） 是肝癌的主要组织学类型， 约占总

病例数的 ８０％ 。 研究表明， 炎症反应几乎是所有肝脏类疾

病的标志， 与肝细胞癌不良预后存在强制性关联， 是导致

其死亡率上升的重要原因［１］ 。 炎症微环境中的肿瘤相关巨

噬细胞 （ＴＡＭｓ） 与炎症反应密切相关， 而肝细胞癌相关巨

噬细胞的极化通常与肝细胞癌血管生成、 转移和预后不良

有关［２］ 。 肝细胞癌相关巨噬细胞的可塑性使其响应于不同

的微环境信号 （来自癌细胞或微环境细胞的分泌因子），
然后分别极化为抗肿瘤 Ｍ１ 表型和促肿瘤 Ｍ２ 表型， 其中炎

症消退被认为是由 Ｍ１ 极化巨噬细胞驱动的活跃过程［３⁃４］ 。
因此， 调节肝癌相关巨噬细胞 Ｍ１ ／ Ｍ２ 型极化是肝细胞癌的

一种新疗法。
人参的有效成分为人参总皂苷提取物， 包括 ２００

多种人参皂苷单体， 其中具有抗炎和抗癌活性的包括

人参皂苷 Ｒｂ１、 Ｒｇ１、 Ｒｇ３、 Ｒｈ２、 Ｒｏ 等 ［ ５⁃７］ 。 既 往 研

究表明， 人参皂苷可将肿瘤相关巨噬细胞从 Ｍ２ 表型

转化为 Ｍ１ 表型， 抑制肺癌细胞的迁移 ［ ８］ 。 目前， 人

参皂苷对肝细胞癌相关巨噬细胞极化的影响尚未有过

系统性报道， 因此， 本研究通过探究人参皂苷对肝细

胞癌相关巨噬细胞极化的影响， 以期为肝细胞癌的治

疗提供新思路。

１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 人源单核细胞 ＴＨＰ⁃１、 人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２ 购自

武汉尚恩生物技术有限公司。
１􀆰 ２　 试剂　 人参总皂苷 （货号 ＹＤＱ０１７３， 纯度＞９５％ ） 购

自无锡云萃生物科技有限公司。 佛波酯 （ＣＡＳ 号 ３７５５８⁃１６⁃
０） 购自德国默克公司； 胎牛血清、 ＤＭＥＭ 基础培养基购

自生工生物工程 （上海） 股份有限公司； ＣＣＫ⁃８ 试剂购自

上海碧云天生物技术有限公司； ＡＲＧ１ 抗体购自美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； ＣＤ１６３ 抗体购自英国 Ａｂｃａｍ 公

司； ＣＤ２０６ 抗体购自美国 ＢｉｏＷｏｒｌｄ 公司； ＣＤ２０４ 抗体购自

美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司； ＧＡＰＤＨ 抗体购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司； Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） ＨＲＰ 购自杭州弗德生物科

技有限公司； 细胞凋亡检测试剂购自星森林 （浙江） 生物

医学技术有限公司； ＥＬＩＳＡ 试剂购自上海酶联生物科技有

限公司； 结晶紫购自上海尚宝生物科技有限公司； 磷酸缓

冲液购自上海拜澳迪思生物技术公司； 细胞蛋白裂解液购

自武汉汉恒生物科技有限公司； 蛋白磷酸酶抑制剂购自武

汉卡诺斯科技有限公司。
１􀆰 ３　 仪器　 荧光显微镜 （德国徕卡公司）； Ｔａｎｏｎ ５２００ 全自

动化学发光图像分析系统 （北京原平皓生物技术有限公

司）； 低温高速离心机 （湖南凯达科学仪器有限公司）； 电
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子天平 （苏州赛恩斯仪器有限公司）； ＡＢＩ ７５００ 实时 ＰＣＲ 系

统 （美国赛默飞公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 纯水仪 （上海恒奇仪器仪表

有限公司）； 细胞培养箱 （深圳市瑞沃德生命科技股份有限

公司）； 多功能酶标仪 ［美谷分子仪器 （上海） 有限公司］。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养与分组 　 采用含有 １０％ 胎牛血清和 １００
Ｕ ／ ｍＬ青霉素 ／链霉素的 ＤＭＥＭ 培养基培养人肝癌 ＨｅｐＧ２ 细

胞和人 ＴＨＰ⁃１ 单核细胞， 培养条件为 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２。
２􀆰 １􀆰 １　 Ｍ２ 型细胞极化　 将 ＴＨＰ⁃１ 细胞按 １􀆰 ６×１０６ ／孔密度

接种于 ６ 孔板中， 采用 １００ ｎｇ ／ ｍＬ 佛波酯处理 ２４ ｈ， 得到

Ｍ０ 型巨噬细胞， 再加入 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ ＩＬ⁃４ 和 ＩＬ⁃１３ 诱导２４ ｈ，
得到 Ｍ２ 型巨噬细胞［９］ ， 分为对照组及人参总皂苷低、 中、
高剂量组 （１、 ５、 １０ ｍｇ ／ Ｌ）， 对照组加入等体积磷酸缓冲

液， 处理 ２４ ｈ 后收集培养基用于细胞因子水平检测； 再用

磷酸缓冲液冲洗细胞， 更换新鲜培养基， 继续培养 ２４ ｈ，
收集各组培养基并加入胎牛血清调整至终体积分数为 ５％ ，
用以培养 ＨｅｐＧ２ 细胞。 空白组仅用佛波酯处理得到 Ｍ０ 巨

噬细胞。
２􀆰 １􀆰 ２　 ＨｅｐＧ２ 细胞分组　 将 ＨｅｐＧ２ 细胞随机分为 Ｍ２ 对照

组及 Ｍ２ 人参总皂苷低、 中、 高剂量组， 加入上述第 ２ 次

收集到的 Ｍ２ 巨噬细胞培养基， 开展后续实验。
２􀆰 ２　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＨｅｐＧ２ 细胞活力 　 ＨｅｐＧ２ 细胞以 ３ ×
１０３ ／孔密度接种于 ９６ 孔板中， 加入 Ｍ２ 巨噬细胞第 ２ 次收

集到的培养液， 分别于 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 按试剂盒说明书检测

各组细胞的增殖活性。
２􀆰 ３　 细胞划痕实验检测 ＨｅｐＧ２ 细胞迁移能力 　 ＨｅｐＧ２ 细

胞培养 ２４ ｈ 后， 通过移液器吸头 （１００ μＬ） 垂直于细胞做

一条直线划痕， 模拟伤口， 吸弃旧培养基， 加入各组 Ｍ２
巨噬细胞第 ２ 次收集到的培养液。 在细胞迁移闭合伤口期

间 （２４ ｈ后） 于显微镜下拍照记录。
２􀆰 ４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ＨｅｐＧ２ 细胞侵袭能力 　 将 ＨｅｐＧ２
细胞接种在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室， 小室中为不含胎牛血清的培养

基。 下层培养板加入各组 Ｍ２ 巨噬细胞第 ２ 次收集到的培

养液培养 ２４ ｈ， 每组 ３ 个复孔。 磷酸缓冲液清洗 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室 ２ 次后， 用 ４％ 多聚甲醛在室温条件下固定细胞 ２５
ｍｉｎ， ０􀆰 ４％ 结晶紫染色 ５ ｍｉｎ， 蒸馏水冲洗。 于倒置显微镜

下观察， 每个样本随机选取 ５ 个视野计数， 取平均数。
２􀆰 ５　 流式细胞术检测 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡率 　 将 ＨｅｐＧ２ 细胞

以 ４×１０４ ／孔密度接种于 ６ 孔板， 加入各组 Ｍ２ 巨噬细胞第 ２
次收集到的培养液处理 ＨｅｐＧ２ 细胞 ２４ ｈ， 再加入不含

ＥＤＴＡ 的胰蛋白酶消化并收集细胞， 磷酸缓冲液洗涤， 在

５００ μＬ 缓冲液中重悬。 加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 和 １０ μＬ
ＰＩ 处理 ＨｅｐＧ２ 细胞， 避光孵育 １５ ｍｉｎ， 流式细胞仪上机检

测 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡率。
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｍ２ ／ Ｍ１ 型巨噬细胞标志物蛋白表

达　 采用 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液提取 Ｍ２ 型巨噬细胞总蛋白，
１００ ℃加热 ３ ～ ５ ｍｉｎ 使蛋白变性， ＢＣＡ 法测定蛋白浓度。
每孔上样约 ３０ μｇ， ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离蛋白， 转移到

ＰＶＤＦ 膜上， ３％ 脱脂牛奶封闭 １ ｈ， 洗膜后加入一抗 （１ ∶
１ ０００）， ４ ℃孵育过夜， 洗膜后加入辣根过氧化物酶耦联

的二抗 （１ ∶ １ ０００）， ３７ ℃孵育 １ ｈ。 采用 ＥＣＬ 显色试剂盒

显色， 全自动化学发光图像分析系统进行可视化分析。
２􀆰 ７　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 Ｍ２ ／ Ｍ１ 型巨噬细胞标志物的 ｍＲＮＡ 表

达　 采用 ＲＮｅａｓｙ Ｍｉｃｒｏ 试剂盒分离 Ｍ２ 型巨噬细胞的总

ＲＮＡ， 高通量 ｃＤＮＡ 逆转录试剂盒逆转录得到第一链

ｃＤＮＡ， 按照 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＧＣ 试剂盒说明书进行

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参基因， 并使用 ２－ΔΔＣＴ方法计算

ｍＲＮＡ 相对表达， 引物序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 正向引物（５′→３′） 反向引物（５′→３′）
ＡＲＧ１ ＴＧＡＧＣＧＣＣＡＡＧＴＣＣＡＧＡＡＣ ＴＣＴＣＡＡＧＣＡＧＡＣＣＡＧＣＣＴ
ＣＤ１６３ ＡＣＣＴＧＧＣＴＴＴＴＡＴＣＡＣＡＡＧＡ ＧＣＴＧＴＣＴＴＣＣＴＧＣＡＴＡＴＣＡＣＡ
ＣＤ２０６ ＣＡＧＧＧＡＡＡＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＴＴＡ ＧＣＡＴＴＡＣＣＧＡＴＴＡＧＣＡＡＡＧＡ
ＣＤ８６ ＡＴＣＴＴＣＡＧＣＣＣＡＡＴＧＡＴＧＣ ＣＧＴＴＧＣＧＴＴＡＡＧＧＧＴＴＡＣＴＧＣＴ
ＧＡＰＤＨ ＣＡＡＧＧＴＣＡＴＣＣＡＴＧＡＣＡＡＣＴＴＧ ＧＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧ

２􀆰 ８　 ＥＬＩＳＡ 法检测 Ｍ２ ／ Ｍ１ 型巨噬细胞分泌物水平 　 收集

人参皂苷 Ｍ２ 巨噬细胞第 １ 次培养基， 根据 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说

明书检测 Ｍ２ 型巨噬细胞分泌物 （ ＩＬ⁃１０、 ＴＧＦ⁃β） 与 Ｍ１ 型

巨噬细胞分泌物 （ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α） 水平。
２􀆰 ９　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
８􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以 （ ｘ± ｓ） 表示， 组间比较采用

Ｓｔｕｄｅｎｔ’ ｓ⁃ｔ 检验， 多组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 人参总皂苷对巨噬细胞表面标志物的影响　 与空白组

比较， 对照组 Ｍ２ 型巨噬细胞表面标志物 （ＡＲＧ１、 ＣＤ１６３、
ＣＤ２０６） 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与对照组比较， 人参总皂苷

各剂量组 Ｍ２ 型巨噬细胞表面标志物 （ ＡＲＧ１、 ＣＤ１６３、
ＣＤ２０６） 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｍ１ 型巨噬细胞表面标志物

ＣＤ８６ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 １、 表 ２～３。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为对照组， Ｃ～Ｅ 为人参总皂苷低、 中、 高剂量组。

图 １　 各组巨噬细胞表面标志物蛋白条带
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表 ２　 人参总皂苷对巨噬细胞表面标志物蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ＡＲＧ１ ＣＤ１６３ ＣＤ２０６ ＣＤ８６
空白组 ０􀆰 １１±０􀆰 ０５ ０􀆰 １６±０􀆰 ０３ ０􀆰 １２±０􀆰 ０３ ０􀆰 ０９±０􀆰 ０２
对照组 １􀆰 ３５±０􀆰 ０３∗ １􀆰 ２１±０􀆰 ０７∗ １􀆰 １９±０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０７∗

人参总皂苷低剂量组 １􀆰 １１±０􀆰 ０８＃ ０􀆰 ７２±０􀆰 １１＃ ０􀆰 ８９±０􀆰 ０３＃ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０３＃

人参总皂苷中剂量组 ０􀆰 ５９±０􀆰 ０２＃ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０８＃ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０９＃ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０８＃

人参总皂苷高剂量组 ０􀆰 ４９±０􀆰 ０３＃ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０２＃ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０５＃ ０􀆰 ８２±０􀆰 ０６＃

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ３　 人参总皂苷对巨噬细胞表面标志物 ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ＡＲＧ１ ＣＤ１６３ ＣＤ２０６ ＣＤ８６
空白组 ０􀆰 ０９±０􀆰 ０１ ０􀆰 １１±０􀆰 ０３ ０􀆰 １２±０􀆰 ０７ ０􀆰 １１±０􀆰 ０２
对照组 ０􀆰 ９１±０􀆰 １２∗ ０􀆰 ８９±０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ９３±０􀆰 ０５∗ ０􀆰 ３１±０􀆰 ０５∗

人参总皂苷低剂量组 ０􀆰 ７９±０􀆰 ０８＃ ０􀆰 ７２±０􀆰 ０７＃ ０􀆰 ８５±０􀆰 １２＃ ０􀆰 ５８±０􀆰 ０６＃

人参总皂苷中剂量组 ０􀆰 ６３±０􀆰 ０３＃ ０􀆰 ６５±０􀆰 ０９＃ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０７＃ ０􀆰 ６９±０􀆰 ０２＃

人参总皂苷高剂量组 ０􀆰 ５２±０􀆰 ０６＃ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０６＃ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０８＃ ０􀆰 ８８±０􀆰 ０９＃

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ２　 人参总皂苷对 Ｍ１ ／ Ｍ２ 巨噬细胞因子分泌的影响 　 与

空白组比较， 对照组培养基中 Ｍ２ 型巨噬细胞分泌物 ＩＬ⁃１０、
ＴＧＦ⁃β 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与对照组比较， 人参总皂苷

各剂量组培养基中 Ｍ２ 型巨噬细胞分泌物 ＩＬ⁃１０、 ＴＧＦ⁃β 水

平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｍ１ 型巨噬细胞分泌物 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水

平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ４。
表 ４　 人参总皂苷对 Ｍ１ ／ Ｍ２ 巨噬细胞因子分泌的影响 （ｐｇ ／ ｍＬ， ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ＩＬ⁃１０ ＴＧＦ⁃β ＩＬ⁃６ ＴＮＦ⁃α
空白组 ０􀆰 ０８±０􀆰 ０１ ０􀆰 ０９±０􀆰 ０３ ０􀆰 １１±０􀆰 ０２ ０􀆰 ０９±０􀆰 ０５
对照组 ５􀆰 ８９±０􀆰 １８∗ ９􀆰 ２３±０􀆰 ３２∗ ３􀆰 ２３±０􀆰 １５∗ ２􀆰 ３１±０􀆰 ０９∗

人参总皂苷低剂量组 ４􀆰 １９±０􀆰 ０７＃ ７􀆰 ２２±０􀆰 １６＃ ８􀆰 ８３±０􀆰 ２３＃ ５􀆰 ５３±０􀆰 １３＃

人参总皂苷中剂量组 ３􀆰 ０３±０􀆰 ０８＃ ６􀆰 ０５±０􀆰 ０８∗ １０􀆰 ８１±０􀆰 ０５＃ ７􀆰 １９±０􀆰 ２２＃

人参总皂苷高剂量组 ２􀆰 ０２±０􀆰 １６＃ ３􀆰 １３±０􀆰 ０９＃ １２􀆰 ３６±０􀆰 １２＃ １０􀆰 ５８±０􀆰 １１＃

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ３　 巨噬细胞极化对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖活性的影响　 由图 ２
可知， 与 Ｍ２ 对照组比较， Ｍ２ 人参总皂苷高剂量组 Ｍ２ 型

巨噬细胞减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＨｅｐＧ２ 细胞增殖活性降低。

注： 与 Ｍ２ 对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２ 　 巨噬细胞极化对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖活性的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ４　 巨噬细胞极化对 ＨｅｐＧ２ 细胞迁移能力的影响　 与 Ｍ２
对照组比较， Ｍ２ 人参总皂苷各剂量组Ｍ２ 型巨噬细胞减少，
ＨｅｐＧ２ 细胞迁移率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ３、 表 ５。
表 ５　 巨噬细胞极化对 ＨｅｐＧ２ 细胞迁移能力的影响 （ｘ±ｓ，

ｎ＝６）
组别 细胞迁移率％

Ｍ２ 对照组 ８８􀆰 ７９±１２􀆰 １８
Ｍ２ 人参总皂苷低剂量组 ６６􀆰 １９±９􀆰 ０７∗

Ｍ２ 人参总皂苷中剂量组 ４９􀆰 １３±９􀆰 ２８∗

Ｍ２ 人参总皂苷高剂量组 ３１􀆰 ２２±８􀆰 １６∗

　 　 注： 与 Ｍ２ 对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ５　 巨噬细胞极化对 ＨｅｐＧ２ 细胞侵袭能力的影响　 由图 ４
可知， 与 Ｍ２ 对照组比较， Ｍ２ 人参总皂苷各剂量组 Ｍ２ 型

巨噬细胞减少， ＨｅｐＧ２ 细胞侵袭数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注： Ａ 为 Ｍ２ 对照组， Ｂ～Ｄ 为 Ｍ２ 人参总皂苷低、 中、 高剂量组。

图 ３　 各组 ＨｅｐＧ２ 细胞迁移情况 （×２００）
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注： Ａ 为 Ｍ２ 对照组， Ｂ～Ｄ 为 Ｍ２ 人参总皂苷低、 中、 高剂量组。

图 ４　 各组 ＨｅｐＧ２ 细胞侵袭情况 （×４００）

表 ６　 巨噬细胞极化对 ＨｅｐＧ２ 细胞侵袭活性的影响 （ｘ±ｓ，
ｎ＝６）

组别 侵袭细胞数量 ／ 个
Ｍ２ 对照组 １０３􀆰 ２９±１６􀆰 ８８

Ｍ２ 人参总皂苷低剂量组 ７９􀆰 １９±７􀆰 ３７∗

Ｍ２ 人参总皂苷中剂量组 ５５􀆰 ３８±９􀆰 １６∗

Ｍ２ 人参总皂苷高剂量组 ３２􀆰 ８２±９􀆰 ３６∗

　 　 注： 与 Ｍ２ 对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ６　 巨噬细胞极化对 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡率的影响 　 由表 ７、
图 ５ 可知， 与 Ｍ２ 对照组比较， Ｍ２ 人参总皂苷各剂量组 Ｍ２
　 　 　 　

型巨噬细胞减少， ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
表 ７　 巨噬细胞极化对 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡率的影响 （ ｘ±ｓ，

ｎ＝６）
组别 细胞凋亡率 ／ ％

Ｍ２ 对照组 ７􀆰 ２９±０􀆰 １８
Ｍ２ 人参总皂苷低剂量组 １２􀆰 １２±０􀆰 １１∗

Ｍ２ 人参总皂苷中剂量组 １６􀆰 ３８±０􀆰 １８∗

Ｍ２ 人参总皂苷高剂量组 ２０􀆰 ８２±０􀆰 １５∗

　 　 注： 与 Ｍ２ 对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

注： Ａ 为 Ｍ２ 对照组， Ｂ～Ｄ 为 Ｍ２ 人参总皂苷低、 中、 高剂量组。

图 ５　 各组 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡情况

４　 讨论

早期肝细胞癌主要依靠手术切除或局部区域治疗 （冷
冻疗法、 射频或微波消融等） ［３］ ， 约 １０％ ～ ２０％ 患者会出现

复发和转移［３］ 。 近年来， 癌症免疫疗法兴起， 其通过唤醒

免疫系统对肿瘤产生反应而赋予预后益处， 并在转移肝细

胞癌中取得了阶段性的成功［５⁃６］ 。 但目前肝癌免疫疗法尚处

于起步阶段， 开发针对肝癌免疫环境的新疗法以及突破肝

癌治疗瓶颈乃是当务之急。 炎症微环境中的肝细胞癌相关

巨噬细胞影响着肝细胞癌进展， 其在炎症反应中扮演重要

角色， 是肿瘤微环境和肿瘤之间的桥梁［１０］ 。 因此， 阐明肝

细胞癌的癌细胞与巨噬细胞相互作用的分子机制可能为肝

细胞癌的治疗提供新策略。
肿瘤相关巨噬细胞的可塑性使其响应于不同的微环境

信号 （来自癌细胞或微环境细胞的分泌因子）， 然后分别极

化为抗肿瘤 Ｍ１ 表型和促肿瘤 Ｍ２ 表型巨噬细胞［５］ 。 与肿瘤

相关巨噬细胞密度相比， 肿瘤相关巨噬细胞功能表型的极

化与肿瘤分期的关系更加密切和准确， 其中涉及到癌症早

期阶段的 Ｍ１ 表型到晚期阶段的 Ｍ２ 表型的动态转化［１１⁃１２］ 。
因此， 分析巨噬细胞活化状态， 阐明肿瘤部位巨噬细胞极

化类型 （Ｍ１ ／ Ｍ２）， 有助于癌症患者的生存预测。 有关结直

肠癌、 肺癌和肝细胞癌的研究也早已证实 Ｍ１ ／ Ｍ２ 巨噬细胞

极化与患者不良预后之间的关联， Ｍ１ ／ Ｍ２ 标志物 （ＣＤ８６、
ＣＤ２０６、 ＣＤ１６３ 等） 也成为癌症预后的关键检测因子［１３⁃１５］ 。
例如， 在乳腺癌中， Ｍ１ 型巨噬细胞在肿瘤抑制基因 ＤＲＤ２
与乳腺癌细胞串扰过程中产生， 并进一步激活介导细胞凋

亡的信号通路， 抑制肿瘤进展［１６］ 。 在肺癌中， 抑制肺癌细

胞内 ＵＳＰ７ 表达可激活 ｐ３８ ＭＡＰＫ 通路将 ＴＡＭｓ 重编程为

Ｍ１ 表型， 逆转存在于肿瘤微环境中的免疫抑制作用， 提高

肺癌免疫治疗效率［１７⁃１８］ 。 在口腔鳞状细胞癌中， Ｍ１ ／ Ｍ２ 极

化比率和抗肿瘤免疫能力的下调可能与 ＲＡＣＫ１ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路

的激活有关［１９⁃２０］ 。 基于目前对 Ｍ１ 表型抑制肿瘤发展的作

用分析， 利用细胞内部因素或外部干预的手段调控肿瘤相

关巨噬细胞极化为 Ｍ１ 巨噬细胞， 逆转肿瘤微环境中的免疫

抑制状态提高抗肿瘤活性， 已经成为一种有吸引力的抑制

肿瘤进展的治疗策略。
在本研究中， 通过在培养基中加入佛波酯将 ＴＨＰ⁃１ 细

胞诱导为 Ｍ０ 巨噬细胞， 然后继续加入 ＩＬ⁃４ 和 ＩＬ⁃１３ 将 Ｍ０
巨噬细胞诱导为 Ｍ２ 巨噬细胞。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实
验发现， 空白组细胞中 ＡＲＧ１、 ＣＤ１６３、 ＣＤ２０６ 和 ＣＤ２０４ 表

达增加， 并且培养基中 ＩＬ⁃１０、 ＩＬ⁃１３、 ＴＧＦ⁃β 分泌水平增

加， 表明 Ｍ２ 巨噬细胞诱导成功。 加入人参总皂苷后， Ｍ２
巨噬细胞标志物表达降低， ＩＬ⁃１０、 ＴＧＦ⁃β 分泌水平降低；
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Ｍ１ 巨噬细胞标志物表达增加， ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 分泌水平增加，
表明人参总皂苷能够促进 Ｍ２ 巨噬细胞向 Ｍ１ 巨噬细胞极

化。 此外， 用不同剂量人参总皂苷处理后的 Ｍ２ 巨噬细胞培

养基处理 ＨｅｐＧ２ 细胞后发现， 随着 Ｍ２ 巨噬细胞比例降低，
肝癌细胞 ＨｅｐＧ２ 细胞的增殖、 侵袭和迁移能力降低， 凋亡

率增加。 以上结果提示， 人参皂苷促进 Ｍ２ 巨噬细胞向 Ｍ１
巨噬细胞极化后， 能够抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞的增殖、 侵袭和迁

移能力， 并提高 ＨｅｐＧ２ 凋亡率。
综上所述， 人参总皂苷可能通过调节巨噬细胞 Ｍ２ 型极

化， 进而抑制肝细胞癌的进展。
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