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肿瘤相关巨噬细胞ＭＧＬＬ缺失促进免疫抑制和结直肠癌细胞腹腔种植转移

袁　静，缪洪明　　４０００３８重庆，陆军军医大学（第三军医大学）基础医学院生物化学与分子生物学教研室

　　［摘要］　目的　探究单酰甘油脂肪酶（ｍｏｎｏａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌｌｉｐａｓｅ，ＭＧＬＬ）在肿瘤相关巨噬细胞（ｔｕｍｏｒ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ＴＡＭｓ）中调节结直肠癌腹腔种植转移（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｍｅｔａｓｔａｓｅｓ，
ＣＲＣＰＭ）的效应和机制。方法　首先构建了巨噬细胞ＭＧＬＬ特异性敲除（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌｋｎｏｃｋｏｕｔ，ｃＫＯ）小
鼠，并进一步构建ＣＲＣＰＭ模型，最后结合细胞生物学和高通量测序等方法探究肿瘤相关巨噬细胞
ＭＧＬＬ在小鼠结直肠癌细胞腹腔种植转移中的效应和机制。结果　相较于对照组小鼠，特异性敲除巨
噬细胞ＭＧＬＬ小鼠的生存期显著缩短（Ｐ＜０．０５），腹腔肿瘤重量显著增加（Ｐ＜０．０５），同时肿瘤微环境
（ｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，ＴＭＥ）中Ｔ细胞占比显著减少（Ｐ＜０．０１）而Ｍ２型巨噬细胞占比显著增加（Ｐ＜
０．０５），并且ＲＮＡｓｅｑ结果显示ＭＧＬＬ特异性敲除巨噬细胞的 ＴＲＬｓ、ＰＤ１／ＰＤＬ１以及 ＨＩＦ１等信号通
路发生显著改变。结论　在结直肠癌腹腔种植转移中，肿瘤相关巨噬细胞ＭＧＬＬ缺失促使ＴＡＭｓ向Ｍ２
型极化，进而抑制基于Ｔ细胞的抗肿瘤免疫，最终促进结直肠癌的腹腔种植转移。其机制可能与ＴＲＬｓ、
ＰＤ１／ＰＤＬ１以及ＨＩＦ１等信号通路的改变相关。
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　　结直肠癌是临床常见的恶性肿瘤之一，近年来发
病率和死亡率持续攀升［１］。肿瘤转移是结直肠癌患

者致死的主要原因。据统计，在每年新增肠癌患者中，

约２０％患者已经发生转移，还有约２５％的肠癌患者在
确诊后发生肿瘤转移。结直肠癌的转移形式包括血行

转移、淋巴转移和腹腔种植转移。其中，腹腔种植转移

（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｍｅｔａｓｔａｓｅｓ，ＣＲＣＰＭ）约占
结直肠癌死亡患者的 ８０％［２］，然而，临床暂无有效的
ＣＲＣＰＣ防治策略［３］。因此，探究结直肠癌的转移机

制具有重要意义。

　　肿瘤微环境（ｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，ＴＭＥ）是肿
瘤组织的重要组成部分，由免疫细胞、基质细胞等构

成。ＴＭＥ可以通过抑制基于Ｔ细胞的抗肿瘤免疫，诱
导免疫抑制，促使肿瘤细胞发生免疫逃逸，导致肿瘤转

移［４］。肿瘤相关巨噬细胞（ｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍａｃｒｏｐｈａ
ｇｅｓ，ＴＡＭｓ）是肿瘤微环境中数量最多的免疫细胞，对
肿瘤的恶性进展发挥重要调控作用［５］。ＴＡＭｓ对肿瘤
调控作用依赖于其异质性，现认为，巨噬细胞可分为

Ｍ１型和Ｍ２型，其中Ｍ１型巨噬细胞主要通过分泌ＩＬ
１β、ＩＬ６、ＴＮＦα和ＲＯＳ等促炎因子，放大免疫反应，进而
发挥抑瘤作用；而Ｍ２型巨噬细胞主要通过分泌ＩＬ１０、
ＩＬ１３和ＴＧＦβ等抗炎因子，介导免疫抑制，发挥促瘤作
用，并且二者间可以相互转化。因此，通过干预巨噬细

胞的极化进而抑制肿瘤的恶性进展是潜在针对肿瘤转

移的治疗策略。但是，ＴＡＭｓ极化的调控机制不清。
　　代谢重编程是巨噬细胞功能转换的重要方式，我
们课题组前期研究发现，脂肪分解代谢中的单酰甘油

脂肪酶（ｍｏｎｏａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌｌｉｐａｓｅ，ＭＧＬＬ）介导的脂质堆
积参与了ＴＡＭｓ的功能转化，并在肿瘤的恶性进展中
发挥关键作用［６－７］。然而，巨噬细胞 ＭＧＬＬ在腹腔种
植转移中的效应和机制不清。因此，本研究构建了特

异性敲除巨噬细胞 ＭＧＬＬ小鼠，并利用其进一步构建
结直肠癌腹腔种植转移模型，最后结合细胞生物学和

高通量测序等方法探究巨噬细胞ＭＧＬＬ在小鼠结直肠
癌细胞腹腔种植转移中的效应和机制。研究结果将为

基于巨噬细胞的结直肠癌腹腔种植转移防治策略提供

新的理论基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　实验用Ｎｅｏｄｅｌｅｔｅ阳性杂合子（ＭＧＬＬｆｌｏｘ／＋）小鼠和
组织特异性表达 Ｃｒｅ（ＬｙｚＣｒｅ）小鼠，由广州赛业生物
科技有限公司在Ｃ５７ＢＬ／６品系基础上进行构建，两种
小鼠各交付８周龄一雄一雌２只老鼠，饲养于陆军军
医大学实验动物中心ＳＰＦ级环境。

１．２　主要仪器及试剂
　　低温高速离心机（Ｔｈｅｒｍｏ）；ＰＣＲ仪（ＢＩＯＲＡＤ）；
水平电泳仪（ＢＩＯＲＡＤ）；流式细胞仪（Ｂｅｃｋｍａｎ）；琼脂
糖（ＬＯＮＺＡ）；胰岛素注射器（ＢＤ）；细胞培养瓶（康宁）；
ＤＭＥＭ基础培养基（ＶｉｖａＣｅｌｌ）；胎牛血清（ＢＩ）；蛋白酶
抑制剂（Ｒｏｃｈｅ）；ＢＣＡ检测试剂盒（碧云天）；ＷＢ预制胶
（ＡＣＥ）；ＭＧＬＬ抗体（Ｓａｎｔａ）；ＴＲＩｚｏｎ裂解液（康为世
纪）；巯基乙酸（北京奥博星）；流式抗体（Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ）。
１．３　方法
１．３．１　ＭＧＬＬ敲除小鼠的构建及鉴定　　由 Ｎｅｏｄｅ
ｌｅｔｅ阳性杂合子（ｆｌｏｘ／＋）自交得到 Ｎｅｏｄｅｌｅｔｅ阳性纯
合子（ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ），将 ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠与组织特异性
表达 Ｃｒｅ小鼠（ＬｙｚＣｒｅ）进行杂交，获得 ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ
ＬｙｚＣｒｅ小鼠。对 ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘＬｙｚＣｒｅ小鼠进行繁殖。
实验以 ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠为对照组，ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘＬｙｚＣｒｅ
小鼠为实验组。

　　待小鼠长到３～４周龄，取小鼠尾部１～２ｍｍ，每个
样本添加变性裂解液（ＮａＯＨ，５０ｍｍｏｌ／Ｌ）３００μＬ后放
置于９６℃金属浴中加热１～２ｈ，待鼠尾融化后从金属
浴中取出，每个样品中加入ＴｒｉｓＨｃｌ（１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝６．８）
３０μＬ，混匀后作为ＰＣＲ模板备用。用该ＤＮＡ模板进
行ＰＣＲ反应后再进行琼脂糖凝胶电泳，最后根据电泳
结果判断小鼠基因型。

１．３．２　ＰＣＲ及琼脂糖凝胶电泳　　用１．３．１中快速
提取的 ＤＮＡ作为模板，按照 ２５μＬ的体系进行配制
（表１）。ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ和ＬｙｚＣｒｅ基因型鉴定体系（表２）
分别如下：

表１　各基因型鉴定体系

基因型 ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ ＬｙｚＣｒｅ
ｄｄＨ２Ｏ／ｕＬ ８ ８．５
ＰｒｅｍｉｘＴａｑ／μＬ １２．５ １２．５
ＭｇｌｌＦ或ＣｒｅＦ／μＬ １ １
ＭｇｌｌＲ或ＣｒｅＲ／μＬ １ １
模板／μＬ ２．５ ２
总体积／μＬ ２５ ２５

表２　ＭＧＬＬ敲除小鼠基因型鉴定ＰＣＲ扩增引物序列

编号 名称 序列（５′→３′）
产物长

度／ｂｐ
１ ＭｇｌｌＦ ＴＧＧＡＡＣＡＧＡＡＣＡＧＡＧＣＡＡＧＣＣＡＡＡＧ ＭＴ：４３４

ＭｇｌｌＲ ＧＣＡＣＡＴＣＡＡＣＡＴＣＣＣＣＡＣＡＣＡＣＡＴＡ ＷＴ：３２１
２ ＣｒｅＦ ＣＡＴＡＴＴＧＧＣＡＧＡＡＣＧＡＡＡＡＣＧＣ Ｃｒｅ：４１３

ＣｒｅＲ ＣＣＴＧＴＴＴＣＡＣＴＡＴＣＣＡＧＧＴＴＡＣＧＧ

　　上述体系加不同引物分别进行 ＰＣＲ反应。
ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ基因型反应程序为：９４℃３ｍｉｎ；（９４℃ ３０ｓ，
６０℃ ３５ｓ，７２℃ ３５ｓ）×３３ｃｙｃｌｅｓ；７２℃ ５ｍｉｎ；１２～

１３５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（６）



１６℃ ｆｏｒｅｖｅｒ。ＬｙｚＣｒｅ基因型反应程序为：９４℃
３ｍｉｎ；（９４℃ ３０ｓ，５６℃ ３５ｓ，７２℃ ３５ｓ）×３３ｃｙｃｌｅｓ；
７２℃５ｍｉｎ；１２～１６℃ ｆｏｒｅｖｅｒ。ＰＣＲ反应完成后，对反
应产物进行琼脂糖凝胶电泳，并在凝胶成像系统中进

行统计分析。

１．３．３　结直肠癌腹腔种植转移模型的构建　　将小
鼠结直肠癌ＭＣ３８ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ细胞复苏扩大培养，用胰
酶消化，离心，弃上清后用 ＰＢＳ重悬，计数，冰上放置
备用。用胰岛素注射器吸取 ＭＣ３８ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ（１×１０６

个细胞／只）细胞分别腹腔注射 ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ 组和
ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘＬｙｚＣｒｅ组小鼠后放置于原 ＳＰＦ级环境中
饲养（自由取食，昼夜节律各１２ｈ），每３ｄ更换一次垫
料、水和饲料。

１．３．４　动物活体成像技术　　将腹腔种植转移造模
小鼠在不同时间点从动物房中取出，按照说明书，腹腔

注射配制好的荧光素酶底物（现配现用），待５～８ｍｉｎ，
将小鼠放置于活体成像配套气体麻醉仪中，小鼠麻醉

后将小鼠腹部向上放置于活体成像检测仪载物台上，

水平放置后选择适宜的程序采集并分析图像。

１．３．５　蛋白免疫印记实验（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）　　将小鼠
巨噬细胞取出后，ＰＢＳ洗２次，弃上清，加入含有蛋白
酶抑制剂的ＲＩＰＡ裂解液，冰上放置１０ｍｉｎ使其充分
裂解，离心取上清。用ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度并标
化后加入ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，将样品放置于１００℃金属浴中
变性１０ｍｉｎ，备用。通过聚丙烯酰胺凝胶电泳将目的蛋
白分开后，取出凝胶放置于活化的ＰＶＤＦ膜（０．２２μｍ）
上，按照“三明治”结构将膜海绵、滤纸、凝胶、ＰＶＤＦ
膜、滤纸、海绵夹好，２５０ｍＡ恒流转膜 ９０ｍｉｎ，取出
ＰＶＤＦ膜，封闭，一抗和二抗孵育完成后，滴加 ＥＣＬ显
色液，在化学发光仪中显影分析。

１．３．６　原代腹腔巨噬细胞诱导和提取　　小鼠腹腔
注射３％巯基乙酸３ｍＬ，４ｄ后，腹腔巨噬细胞诱导成
功。在超净台中提取腹腔巨噬细胞，并放置于含有适

量完全培养基的９０ｍｍ细胞培养皿中，３７℃ ５％ＣＯ２
培养箱中培养０．５～１ｈ，弃上清，用无菌ＰＢＳ左右摇晃
清洗２次，培养皿底部的贴壁细胞为腹腔巨噬细胞。
１．３．７　脂肪组织免疫细胞的提取及流式细胞术　　
将荷瘤小鼠颈椎脱臼处死并取出腹腔内脏脂肪，用剪

刀将脂肪剪成１ｍｍ３左右的块状后放置于含有血清、
Ⅳ胶原酶、透明质酸酶和ＤＮａｓｅ的 ＤＭＥＭ基础培养基
中，放置于磁力搅拌器上，在３７℃孵箱中消化至无颗
粒状组织为止。终止消化，ＰＢＳ清洗，裂红，离心，弃上
清后用ＦＣＡＳＢｕｆｆｅｒ重悬，冰上放置备用。

　　将小鼠脂肪组织中的免疫细胞制备成单细胞悬
液，按照免疫细胞的标志物对不同类型的免疫细胞进

行染色。染色终止后，用流式细胞仪检测，并使用

ＦｌｏｗＪｏ软件进行统计分析。
１．３．８　统计学分析　　将需要分析数据导入 Ｇｒａｐｈ
ｐａｄｐｒｉｓｍ８．０软件中，根据样品类型选择合适的分析
方法，用 ｔ检验、ＡＮＯＶＡ方差分析或生存期等统计方
法对数据进行统计分析。Ｐ＜０．０５被认为差异具有统
计学意义。

２　结果

２．１　巨噬细胞 ＭＧＬＬ特异性敲除小鼠的构建和鉴定
　　首先构建了Ｃ５７ＢＬ／６背景的ＭＧＬＬｆｌｏｘ／＋小鼠，并将
其与 ＬｙｚＣｒｅ小鼠进行杂交繁殖，直至获得纯合
ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘＬｙｚＣｒｅ小鼠，繁殖策略及其基因型见图
１Ａ～Ｂ。为了验证子代小鼠的基因型和检测巨噬细胞
中ＭＧＬＬ的表达情况，利用ＰＣＲ和球脂糖凝胶电泳实
验对小鼠基因型进行鉴定（引物见表２），结果显示：按
照上述繁殖策略，可获得 ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ及 ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ
ＬｙｚＣｒｅ小鼠（图１Ｃ）。然后，我们分别提取ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ

及 ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘＬｙｚＣｒｅ小鼠的腹腔巨噬细胞，并利用
ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＭＧＬＬ表达情况，结果显示：相较于
ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠巨噬细胞，ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘＬｙｚＣｒｅ小鼠巨
噬细胞 ＭＧＬＬ蛋白表达缺失（图 １Ｄ～Ｅ）。这些结果
表明巨噬细胞ＭＧＬＬ特异性敲除小鼠构建成功。
２．２　巨噬细胞 ＭＧＬＬ缺失促进小鼠结直肠癌腹腔种

植转移

　　为探究巨噬细胞 ＭＧＬＬ缺失对小鼠 ＣＲＣＰＭ的
影响，分别在 ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ和 ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘＬｙｚＣｒｅ小鼠
上，通过腹腔注射 ＭＣ３８ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ细胞以构建小鼠
ＣＲＣＰＭ模型。然后，分别在７和１４ｄ，利用动物活体
成像技术检测腹腔种植转移情况。结果显示：与

ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠相比，ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘＬｙｚＣｒｅ小鼠腹腔荧
光强度明显增高（图２Ａ）。同时观察记录小鼠死亡时
间并进行生存期统计，结果显示：ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘＬｙｚＣｒｅ
小鼠较ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠生存期显著缩短（图２Ｂ）。最
后，腹腔注射造模２１ｄ后取腹腔内所有肿瘤进行大体
观测（图２Ｃ）并统计两组小鼠腹腔内肿瘤质量（图２Ｄ）。
结果显示：与 ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠相比，ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘＬｙｚ
Ｃｒｅ小鼠腹腔内肿瘤重量显著增加（Ｐ＜０．０５）。这些
结果表明巨噬细胞 ＭＧＬＬ缺失促进结直肠癌细胞腹
腔种植转移。

２３５ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图１　巨噬细胞ＭＧＬＬ特异性敲除小鼠的构建和鉴定
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ａ：Ｐ＜０．０１，与ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５
Ａ：ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ和ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘＬｙｚＣｒｅ小鼠 ＣＲＣＰＭ模型活体成像图（７、１４ｄ）；Ｂ：ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ和 ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘＬｙｚＣｒｅ小鼠 ＣＲＣ
ＰＭ模型生存期统计图；Ｃ：ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘＬｙｚＣｒｅ和ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠ＣＲＣＰＭ模型肿瘤大体图；Ｄ：肿瘤质量统计图

图２　巨噬细胞 ＭＧＬＬ缺失促进结直肠癌细胞腹腔种植转移

３３５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（６）



２．３　巨噬细胞 ＭＧＬＬ缺失抑制抗肿瘤免疫能力
　　肿瘤微环境对肿瘤恶性进展起至关重要的作用。
其中重要的效应细胞包括 Ｔ细胞和骨髓来源的免疫
抑制（ＭＤＳＣｓ）细胞。且研究表明，内脏脂肪是 ＣＲＣ
ＰＭ的重要靶组织。因此，为探究 Ｔ细胞和 ＭＤＳＣｓ是
否参与巨噬细胞 ＭＧＬＬ缺失介导的促 ＣＲＣＰＭ效应，
分别在模型构建０、５、７和１４ｄ，利用流式细胞术检测
小鼠内脏脂肪血管基质组分（ｓｔｒｏｍａｌｖａｓｃｕｌａｒｆｒａｃｔｉｏｎ，
ＳＶＦ）中Ｔ细胞（图３Ａ）和 ＭＤＳＣｓ（图３Ｅ）占比变化情

况，结果显示：与 ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠相比，ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ
ＬｙｚＣｒｅ小鼠脂肪 ＳＶＦＴ细胞总量占比显著降低（Ｐ＜
０．０５，图３Ｂ），ＣＤ４＋Ｔ细胞亚型占比也显著降低（Ｐ＜
０．０５，图 ３Ｃ），而 ＣＤ８＋Ｔ细胞无显著性差异（Ｐ＞
０．０５，图３Ｄ）。与此同时，相较于 ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠，
ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘＬｙｚＣｒｅ小鼠内脏脂肪 ＭＤＳＣｓ总量及亚型
占比无显著变化（Ｐ＞０．０５，图３Ｆ～Ｈ）。上述结果表明
巨噬细胞 ＭＧＬＬ缺失会降低肿瘤微环境中 Ｔ细胞及
其亚型ＣＤ４＋Ｔ细胞占比，抑制抗肿瘤免疫。
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ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ组比较
Ａ：小鼠脂肪ＳＶＦ流式细胞术检测Ｔ细胞分析策略；Ｂ～Ｄ：小鼠 ＣＲＣＰＭ模型不同时间点脂肪 ＳＶＦＴ细胞（ＣＤ４５＋ＣＤ３＋）、ＣＤ４
（ＣＤ４５＋ＣＤ３＋ＣＤ４＋）和ＣＤ８（ＣＤ４５＋ＣＤ３＋ＣＤ８＋）亚型占比；Ｅ．小鼠脂肪ＳＶＦ流式细胞术检测ＭＤＳＣｓ细胞分析策略

图３　巨噬细胞ＭＧＬＬ缺失抑制肿瘤免疫
（图３Ｆ、Ｇ、Ｈ续下页）

４３５ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



!"

#"

$%

"

&
!
&
'
(
)
*

细
胞
占
比
（
+

）

% , - ./

时间
01

2

3
&
4
!
&
'
(
)
*

细
胞
占
比
（
+

）

% , - ./

时间
51

6

#%

.,

.%

,

%

&
'
(
)
*

细
胞
占
比
（
7

）

% , - ./

时间
51

8

9

&6::

;<=>5;<=>

&6::

;<=>5;<=>

!:?@!)AB

C%

$,

$%

,

%

&6::

;<=>5;<=>

&6::

;<=>5;<=>

!:?@!)AB

&6::

;<=>5;<=>

&6::

;<=>5;<=>

!:?@!)AB

ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ组比较
Ｆ～Ｈ：小鼠ＣＲＣＰＭ模型不同时间点ＭＤＳＣｓ（ＣＤ４５＋Ｇｒ１＋ＣＤ１１ｂ＋）细胞、ＰＭＮＭＤＳＣｓ（ＣＤ４５＋ＣＤ１１ｂ＋Ｌｙ６Ｇ＋）和ＭＭＤＳＣｓ（ＣＤ４５＋
ＣＤ１１ｂ＋Ｌｙ６Ｃｈｉｇ）亚型占比统计

续图３　巨噬细胞ＭＧＬＬ缺失抑制肿瘤免疫
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Ａ：小鼠脂肪ＳＶＦ流式细胞术检测巨噬细胞分析策略；Ｂ～Ｄ：小鼠 ＣＲＣＰＭ模型不同时间点脂肪 ＳＶＦ巨噬细胞（ＣＤ４５＋Ｆ４／８０
＋）、Ｍ１（ＣＤ４５＋Ｆ４／８０＋ＣＤ１１ｃ＋）和Ｍ２（ＣＤ４５＋Ｆ４／８０＋ＣＤ２０６＋）亚型占比　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ组比较

图４　ＭＧＬＬ缺失促进巨噬细胞向Ｍ２极化

２．４　ＭＧＬＬ缺失促进ＴＡＭｓ向Ｍ２型极化
　　巨噬细胞异质性参与 Ｔ细胞数量及功能调控。
为了进一步探究巨噬细胞 ＭＧＬＬ缺失如何介导 Ｔ细
胞的改变，在腹腔注射结直肠癌细胞后０、５、７和１４ｄ
后，利用流式细胞术检测小鼠内脏脂肪 ＳＶＦ中巨噬细
胞极化情况（图４Ａ），结果显示：较 ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠相
比，ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘＬｙｚＣｒｅ小鼠腹腔脂肪中的 Ｍ１型巨噬
细胞占比显著降低（Ｐ＜０．０５，图４Ｂ～Ｃ），而Ｍ２型巨噬
细胞占比显著增高（Ｐ＜０．０５，图４Ｄ）。这些结果表明
巨噬细胞ＭＧＬＬ缺失促进ＴＡＭｓ向Ｍ２型极化。

２．５　ＭＧＬＬ缺失促进ＴＡＭｓ向Ｍ２型极化的分子机制
　　为了解析ＭＧＬＬ缺失促进 ＴＡＭｓ向 Ｍ２型极化的
具体分子机制，分别提取 ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ和 ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ
ＬｙｚＣｒｅ小鼠腹腔巨噬细胞，进行 ＲＮＡＳｅｑ高通量测
序。结果显示：两组小鼠巨噬细胞间差异基因共 ２５７
个，与 ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠相比，ＭＧＬＬｆｌｏｘ／ｆｌｏｘＬｙｚＣｒｅ小鼠
腹腔巨噬细胞上调１７６个基因，下调８１个基因（图５Ａ）。
进一步对两组小鼠巨噬细胞间差异基因进行 ＧＯ及
ＫＥＧＧ分析（图５Ｂ～Ｃ）均提示ＴＬＲｓ信号通路，特别是
其下游的ＮＦκＢ信号通路显著改变，这与我们的前期

５３５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（６）



研究相一致。同时，ＫＥＧＧ分析提示：ＰＤ１／ＰＤＬ１、
ＨＩＦ１以及ＡＭＰＫ等信号通路也发生显著改变。
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Ａ：火山图；Ｂ：ＧＯ分析；Ｃ：ＫＥＧＧ分析

图５　ＭＧＬＬ缺失促进巨噬细胞向Ｍ２极化机制的初步分析

　　研究表明，在肺癌中，ＰＤＬ１表达水平升高促进巨
噬细胞向Ｍ２极化，导致肿瘤细胞免疫逃逸。此外，人
前列腺肿瘤细胞通过上调巨噬细胞 ＨＩＦ１α表达水平
促进其向Ｍ２极化。ＡＭＰＫ作为调控能量稳态的重要
激酶，与脂质代谢密切相关。在肺癌中，通过阻断巨噬

细胞中的 ＡＭＰＫ信号可以抑制巨噬细胞向 Ｍ２型极
化。因此推测：ＭＧＬＬ缺失可能通过调控ＰＤ１／ＰＤＬ１、
ＨＩＦ１以及ＡＭＰＫ信号通路进而促进 ＴＡＭｓ向 Ｍ２型
极化。

３　讨论

　　结直肠癌是危害人类健康的重大疾病，而结直肠
癌的腹腔种植转移在临床上被认为是结直肠癌的晚期

阶段，目前尚无有效的防治策略。研究表明肿瘤微环

境在肿瘤的恶性进展中起重要作用［４］。ＴＡＭｓ作为肿
瘤微环境中数量最多的免疫细胞，与肿瘤的转移密切

相关［８］。而其功能又依赖于异质性，不同亚型的巨噬

细胞在肿瘤转移中发挥不同的作用［９］。因此，通过调

控不同亚型巨噬细胞间的功能转化可以成为潜在的肿

瘤转移治疗策略，然而巨噬细胞功能转换的机制尚不

清楚。

　　代谢重编程可以调控巨噬细胞的功能转化［１０］。

研究表明：在肥胖小鼠模型中，葡萄糖６磷酸脱氢酶
介导的糖代谢重编程调控巨噬细胞功能［１１］。在肝癌

中，色氨酸含量变化介导的氨基酸代谢重编程可通过

诱导 ＴＡＭｓ产生大量的吲哚胺 ２，３双加氧酶（ｉｎ
ｄｏｌｅａｍｉｎｅ２，３ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＩＤＯ），进而抑制 Ｔ细胞功
能［１２］。此外，研究也表明：脂质代谢重编程参与肿瘤

相关巨噬细胞的极化，特别是 Ｍ２型巨噬细胞的极
化［１３－１５］。在败血症中，巨噬细胞信号素７Ａ（ｓｅｍａｐｈｏｒ
ｉｎ７Ａ，Ｓｅｍａ７Ａ）通过激活ｍＴＯＲ和ＡＫＴ２信号通路介
导脂质代谢重编程进而促进其向 Ｍ２极化［１６］。但是

在结肠癌腹腔种植转移中，脂质代谢重编程在巨噬细

胞中的效应有待揭示。

６３５ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



　　ＭＧＬＬ是脂肪酸分解代谢中的重要酶，其主要生
理功能是将单酰甘油脂肪分解为游离脂肪酶和甘油及

水解 ２花生四烯酸甘油（２ａｒａｃｈｉｄｏｎｏｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ，２
ＡＧ），为机体供能和调节体内大麻素系统信号转
导［１７］。肿瘤细胞的 ＭＧＬＬ表达水平与其活性与肿瘤
转移也密切相关。如在人前列腺癌中，ＭＧＬＬ的激活
促进人前列腺癌细胞的侵袭［１８］；在鼻咽癌和在黑色素

瘤中，ＭＧＬＬ表达水平增加均可促进癌细胞的转
移［１９－２０］。机制研究表明，ＭＧＬＬ在肿瘤中主要发挥代
谢酶的功能，可通过其水解产物游离脂肪酸来维持肿
瘤细胞中不同致癌脂质信号水平，如 ＬＰＡ、ＰＥＧ２和溶
血磷脂酰胆碱等，最终促进肿瘤的侵袭和转移［１７，２１］。

此外，课题组前期的研究表明，在结直肠癌皮下荷瘤和

血行转移模型中，ＭＧＬＬ表达抑制介导的巨噬细胞脂
质代谢重编程可促进结直肠癌的转移［５］。这些证据

表明，ＭＧＬＬ介导的脂质代谢在肿瘤恶性进展中确实
发挥重要作用。

　　本研究发现，在结直肠癌腹腔种植转移中，巨噬细
胞ＭＧＬＬ表达缺失促进结直肠癌的腹腔种植转移。进
一步研究发现，与ＭＧＬＬ直接影响肿瘤活性不同，巨噬
细胞ＭＧＬＬ缺失会降低肿瘤微环境中Ｔ细胞及其亚型
ＣＤ４＋Ｔ细胞占比进而抑制抗肿瘤免疫。而这可能与
巨噬细胞ＭＧＬＬ缺失促进了ＴＡＭｓ向Ｍ２型分化相关。
为进一步探索巨噬细胞ＭＧＬＬ缺失促进肿瘤相关巨噬
细胞向 Ｍ２极化的具体机制，随后进行的 ＲＮＡＳｅｑ高
通量测序分析提示：ＭＧＬＬ缺失可能通过调控 ＰＤ１／
ＰＤＬ１、ＨＩＦ１以及ＡＭＰＫ信号通路进而促进脂肪巨噬
细胞向Ｍ２极化［２２－２４］，这进一步细化了ＭＧＬＬ作用机制。
　　同时，本研究也存在不足之处，虽然对巨噬细胞
ＭＧＬＬ敲除后促进结直肠腹腔种植转移的具体机制进
行了测序分析，但尚未对测序结果进行实验验证，下一

步将结合文献提示和测序结果分析对测序结果进行验

证。其次，由于目前的实验结果仅在小鼠上得到证明，

需进一步在临床标本上验证关键靶点与通路。
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