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论　著

[摘要]　目的　探讨硫酸右旋糖苷(DS)通过影响M2型肿瘤相关巨噬细胞(M2-TAMs)抑制人胃癌细胞HGC-27侵袭

与迁移的作用及可能机制。方法　(1)体外实验：将人胃癌细胞HGC-27分为对照组、DS组、M2组(M2型巨噬细胞与

HGC-27细胞共培养)以及M2+DS组(经DS处理的M2型巨噬细胞与HGC-27细胞共培养)。采用Transwell侵袭实验和划痕

实验检测DS对M2型巨噬细胞促HGC-27细胞侵袭、迁移的影响。(2)动物实验：将24只裸鼠随机分为对照组(n=12)与

DS组(n=12)，分别腹腔注射人胃癌细胞HGC-27。24 h后对照组腹腔注射生理盐水，DS组腹腔注射DS。14d后打开裸鼠

腹腔，观察胃癌细胞腹腔种植的结节数量，收集裸鼠大网膜瘤组织，通过免疫组化检测CD163蛋白的表达。(3)人胃癌

组织：收集临床胃癌标本，通过免疫组化和免疫荧光检测CD163与程序性死亡配体1(PD-L1)的表达。结果　(1)体外实

验：成功诱导的M2型巨噬细胞CD163表达明显增高；DS可抑制M0向M2方向的极化。与M2组相比，M2+DS组HGC-27

细胞的侵袭、迁移能力显著降低(P＜0.001)。(2)动物实验：与对照组相比，DS组的胃癌细胞腹腔种植结节数量明显减

少，体积明显缩小，大网膜转移瘤中M2-TAMs特异性表型标志物CD163的表达显著降低(P＜0.001)。(3)人胃癌组织：

与高分化腺癌和癌旁组织相比，低分化腺癌M2-TAMs特异性表型标志物CD163的表达水平显著增高(P＜0.05)，与癌旁

组织相比，高分化腺癌的CD163蛋白表达无显著增高(P＞0.05)；PD-L1阳性组CD163的表达较PD-L1阴性组显著增高 

(P＜0.05)，CD163与人胃癌细胞PD-L1的表达呈正相关(r=0.40，P＜0.05)。结论　硫酸右旋糖苷可通过影响M2-TAMs抑制

人胃癌细胞的侵袭与迁移。
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[Abstract]　Objective　To investigate the potential mechanisms of sulfate sodium (DS) on suppressing human gastric 

cancer cells (HGC-27) invasion and migration through regulating M2 tumor-associated macrophages (M2-TAMs). Methods　

(1) In vitro experiment: Differentiation of human monocytes (THP-1) into M0 macrophages was induced by phorbol 12-myristate 

13-acetate(PMA). Interleukin 4 (IL-4) and interleukin 13 (IL-13) were used to activate M0 macrophages into M2 macrophages. 

Immunofluorescence and Western blotting were used to detect the expression of CD163, a specific marker of M2-TAMs. HGC-27 

cells were divided into 4 groups, including the control group, DS group, M2 group (co-culture of M2 and HGC-27 cells) and M2+DS 

group (co-culture of M2 and HGC-27 cells treated with DS). Transwell and scratch tests were performed to detect the invasion and 

migration ability of HGC-27 cells. (2) Animal experiment: 24 nude mice were randomized into control group (n=12) and DS group 

(n=12). After 24 h intraperitoneally injecting HGC-27 cells, mice were treated with DS (DS group) or saline (control group) through 
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intraperitoneal injections. Later, mice were sacrificed after 14 days. The number of nodules induced by peritoneal implantation 

of gastric cancer cells was counted and the omentum tumor tissue was collected to examine CD163 expression levels using 

immunohistochemistry. (3) Human gastric cancer tissue: Clinical gastric cancer samples were collected; the expression of CD163 

and programmed death-ligand 1 (PD-L1) were detected by immunohistochemistry and immunofluorescence. Results　(1) In vitro 

experiment: The expression of CD163 in successfully induced-M2 macrophages was increased; DS could inhibit the polarization 

of M0 to M2 macrophages; Compared with M2 group, M2+DS group could significantly reduce the invasion and migration ability 

of HGC-27 cells which was already enhanced by M2-TAMs (P＜0.001). (2) Animal experiment: Compared with Control group, 

the number and volume of metastatic nodules implanted in the abdominal cavity in DS group were significantly decreased, and 

the expression of CD163 in omentum tumor tissue in DS group was significantly lower (P＜0.001). (3) In human gastric cancer 

tissues: The expression of CD163 in poorly differentiated adenocarcinomas was significantly higher than those in well-differentiated 

adenocarcinomas and adjacent tissues (P<0.05), but there was no significant difference in CD163 expression between well-

differentiated adenocarcinomas and adjacent tissues (P＞0.05); The expression of CD163 in PD-L1 positive group was significantly 

higher than that in PD-L1 negative group (P<0.05). There was a positive correlation between CD163 and PD-L1 expression in 

human gastric cancer cells (P<0.05, r=0.40). Conclusion　Dextran sulfate sodium can inhibit the invasion and migration of human 

gastric cancer cells by affecting M2 tumor-associated macrophages.
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胃癌患者多数死于腹腔种植转移[1]。腹腔种植

转移与肿瘤微环境密切相关，肿瘤相关巨噬细胞

(tumor-associated macrophages，TAMs)是肿瘤微环境

的重要组成部分[2-3]。程序性死亡配体1(programmed 
death ligand 1，PD-L1)是肿瘤常见分子标志物，存

在于癌细胞表面并与细胞毒T细胞表面的免疫检查

点程序性死亡受体1(programmed death receptor 1，
PD-1)结合，从而使活性T细胞失活，逃避免疫识

别 [4]，与不良预后相关。研究M2型肿瘤相关巨噬

细胞(M2 tumor-associated macrophages，M2-TAMs)
对胃癌细胞恶性生物学行为的影响，对于寻找新的

胃癌治疗靶点具有十分重要的意义。硫酸右旋糖苷

(dextran sulfate，DS)是一种大分子糖类，具有来源

广、腹腔作用时间长、毒副作用小的特点。研究

表明，DS对人胃癌细胞具有直接抑制作用，表现

在可抑制人胃癌细胞黏附、血管生成，并促进其

凋亡、侵袭迁移和上皮-间质转化等多个方面 [5]。 
有报道称PD-L1在癌细胞中的表达与TAMs的数量

有关[6]。DS除了上述直接作用外是否可通过巨噬细

胞间接抑制人胃癌细胞的侵袭和迁移有待进一步研

究。本研究旨在探讨DS通过影响M2-TAMs抑制人胃

癌细胞HGC-27侵袭和迁移的作用及其可能机制。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　细胞株　人胃未分化腺癌细胞株HGC-27由
哈尔滨医科大学赠与，THP-1人单核细胞株购自上

海中乔新舟生物科技有限公司。

1.1.2　药品　DS购自美国Sigma-Aldich公司(货号

D8906)。
1.1.3　试剂　RPMI 1640培养基购自美国HyClone

公司；佛波酯-12-肉豆蔻酸酯-13-乙酸酯(phorbol 
12-myristate 13-acetate，PMA)购自美国Sigma-Aldich
公司；IL -4和IL -13购自美国Peprotech公司；兔单

克隆抗体CD163、小鼠单克隆抗体PD-L1购自英国

Abcam公司。

1.1.4　裸鼠　雄性BALB/c裸鼠24只，4~6周龄，体

重18~22 g，购自北京维通利华实验动物技术有限公

司[生产许可证号：SCXX(京)2006-009]。
1.1.5　人胃癌组织标本　收集宁夏回族自治区人民

医院2018年2月－2019年10月经手术切除、术后病

理确诊为胃腺癌的组织标本46例，所有患者术前均

未接受放化疗。

1.2　方法

1.2.1　M2的诱导与验证　取对数生长期THP-1细
胞接种于1 0  m m培养皿内，经PM A诱导培养4 8  h
后，加入IL -4、IL -13为M2组，加入IL -4、IL -13以
及DS为DS组，干预36 h后观察细胞形态变化，利

用免疫荧光和Western blotting检测细胞表面标志物

CD163的表达。

1 . 2 . 2　细胞培养与药品处理　将T H P - 1、胃癌

HGC -27细胞置于含10%FBS的R PMI 1640培养基

中，于37 ℃、5%CO2培养箱内培养，当细胞汇合度

达80%时，取对数生长期THP-1细胞，调整细胞密

度为2×105个/ml，种板，进行下述实验。称取适

量DS溶解于PBS中，混匀后经22 μm过滤器灭菌，

使用前用含10%胎牛血清的RPMI 1640培养基稀释

至终浓度为0.3%。

1.2.3　构建裸鼠胃癌腹腔种植转移模型　BALB/c 
裸鼠24只，随机分为对照组与DS组，每组12只。

将人胃癌HGC-27细胞悬液密度调整为5×107个/ml 
(0.2 ml/只)，两组均腹腔注射。24 h后对照组裸鼠
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腹腔注射生理盐水(1 ml/只)，DS组裸鼠腹腔注射

0.3%的DS(1 ml/只)，14 d后处死。

1.2.4　免疫组化染色　将裸鼠大网膜及瘤组织浸泡

于4%多聚甲醛溶液中固定，脱水、包埋、切片、

抗原修复后依次加入一抗及二抗孵育并显色。倒置

显微镜下观察并采集图像。结果判定标准：棕黄色

颗粒显像为PD-L1、CD163表达阳性。

1.2.5　免疫组织荧光双染　人胃癌组织病理切片经

脱蜡水化、抗原修复、封闭处理后，孵育不同种属

来源的一抗4 ℃过夜，荧光二抗孵育后，加DAPI，
封片。在400倍镜下随机选取5个视野，采集图像。

PD-L1和CD163主要分布于胞膜和胞质，PD-L1蛋
白用红色荧光标记，CD163蛋白用绿色荧光标记，

DAPI发蓝色荧光用来标记细胞核。应用Image-Pro 
Pl u s软件测定光密度(O D)值，各组均取5张图的

平均OD值，应用Adobe Photoshop CS5软件合并图

片。

1.2.6　免疫细胞荧光染色　诱导THP-1细胞使其

成为贴壁的巨噬细胞爬片。经4 %多聚甲醛固定

15 min，0.2%TritonX-100通透20 min，10%山羊血

清封闭30 min，一抗反应4 ℃过夜，二抗反应37 ℃ 
1  h，滴加DA PI工作液，封片。CD163用FITC标

记，细胞核用DAPI标记。应用Image-Pro Plus图像分

析软件，在400倍镜下随机选取5个视野，获得所选

视野的平均光密度值。

1.2.7　Western blotting检测蛋白表达　裂解蛋白，

EP管置冰上5 min后，振荡30 s，重复5次，吸取上

清。BCA法测蛋白浓度，100 ℃煮蛋白10 min。配

胶、上样，进行SDS-PAGE胶电泳，切胶、转膜、

封闭、一抗孵育、二抗孵育、曝光。应用Image-
Pro  P l u s图像分析软件测量各条带的灰度值，以

β-tubulin为内参，用各组目的蛋白与内参蛋白表达

灰度值的比值来表示相对蛋白量。

1.2.8　划痕实验　共培养体系建立：将对数生长

期的HGC-27细胞接种于6孔板中，待细胞贴壁生

长90%~100%，用200 μl枪头比着直尺画横线，PBS
冲洗3次，拍照。取对数生长期M2，添加含10%胎

牛血清的RPMI 1640培养基重悬后调整细胞密度为

5×105个/ml，将细胞分为4组：(1)对照组，仅培

养HGC-27；(2)DS组，0.3%DS干预的HGC-27细
胞；(3)M2组，将M2接种在Transwell小室上室内，

HGC-27细胞接种在下室；(4)DS+M2组，将M2接
种在Transwell小室上室内，0.3%DS干预的HGC-27
细胞接种在下室；下室用无血清培养液继续培养。

重复3孔，培养24、48 h，显微镜下观察，拍照。

1.2.9　Transwell侵袭实验　稀释基质胶铺于小室

上室。待基质胶凝固后，收集对数生长期H G C -

2 7细胞，用不含F B S的培养基调整细胞密度为

5×104/孔接种于小室上室。下室分别为：(1)对照

组，10%FBS完全培养基；(2)DS组，加入0.3%DS
的10%FBS完全培养基；(3)M2组，用10%FBS完全

培养基培养的M2；(4)DS+M2组，加入0.3%DS的
10%FBS完全培养基培养的M2。重复3孔，培养箱

中培养24 h，轻柔擦弃上室细胞与基质胶，经4%
多聚甲醛固定20 min，PBS洗涤，0.1%结晶紫染色

15 min，显微镜下观察。随机选取5个200倍视野拍

照，计算各组中穿膜细胞数量。

1.3　统计学处理　采用SPSS 20.0 统计学软件进行

数据分析。计量资料以x±s表示，若符合正态性和

方差齐性，则两组间比较采用t检验；多组间比较

采用单因素方差分析，进一步两两比较采用L SD
法。对于3个时间点的重复测量数据，采用重复测

量资料的方差分析，因子间相关性分析采用Pearson
法。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　体外实验

2.1.1　经诱导分化的THP-1细胞形态改变　经PMA
诱导4 8  h后，T H P- 1细胞由悬浮状态变成贴壁状

态，具备M0形态；IL -4、IL -13继续诱导M0 36 h
后定向分化为M2，细胞伸出伪足，呈长梭形、多

边形，形态多样，但在M0阶段加入DS或在IL -4、
IL-13干预同时加入DS 36 h后M2形态的细胞数量相

对减少(图1)。
2.1.2　THP-1的诱导分化鉴定　结果显示，M2特
异性表型标志物CD163表达处发绿色荧光，主要分

布于细胞质和细胞膜。与M0相比，M2特异性表型

CD163表达升高，为M2型巨噬细胞诱导分化成功

状态(图2)。
2.1.3　DS对M0诱导分化的影响　结果显示，与M0
组相比，DS组和M2组CD163表达增高(0.35±0.11 
vs. 1.29±0.06，P＜0.01；0.35±0.11 vs. 1.56±0.11，
P＜0 . 0 1 )；与D S组相比，M 2组C D 1 6 3表达增高 
(P＜0.05，图3)。
2 . 1 . 4　各组人胃癌HG C -27细胞的侵袭能力　对

照组的穿膜细胞数高于D S组( 5 4 4 . 6 7±5 5 . 5 0  v s . 

178.33±19.30，P<0.01)；M2组的穿膜细胞数高于

对照组(912.00±41.07 vs. 544.67±55.50，P<0.01)；
D S + M 2组穿膜细胞数低于M 2组( 2 5 4 . 3 3±3 3 . 5 3 
vs.  912.00±41.07，P<0.01)，DS组穿膜细胞数低

于DS+M2组(178.33±19.30  vs .  254.33±33.53，
P<0.05，图4)。
2 . 1 . 5　各组人胃癌HG C -27细胞的迁移能力　重

复测量资料的方差分析结果显示，多组间比较差
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图1　THP-1细胞经诱导分化的形态变化

Fig.1　Morphological changes of induced differentiation of THP-1 cells
THP-1. 人单核细胞；M0. 巨噬细胞；IL-4. 白细胞介素4；IL-13. 白细胞介素13；DS. 硫酸右旋糖苷 

图2　细胞免疫荧光检测CD163的表达(×40)

Fig.2　CD163 expression detected by cellular immunofluorescence (×40)
M0. 巨噬细胞；M2. M2型巨噬细胞；DAPI. 4',6-二脒基-2-苯基吲哚；CD163. 富含半胱氨酸清道夫受体1型M130

图3　Western blotting检测各组CD163的表达情况

Fig.3　CD163 expression in each group (Western blotting)
　　CD163. 富含半胱氨酸清道夫受体1型M130；β-tubulin. β微管蛋白；M0. 巨噬细胞；M2. M2型巨噬细胞；DS. 硫酸右旋糖苷；A. 电

泳图；B. 柱状图；与M0组比较，(1)P＜0.01；与DS组比较，(2)P＜0.05。
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异存在统计学意义(F=738.72，P＜0.05)，表明组间

迁移距离存在差异。进一步两两比较发现，2 4  h
对照组迁移距离大于DS组[(183.04±2.50) μm  vs.  
(94.78±4.69) μm，P＜0.01]；M2组迁移距离大于对照

组[(194.74±6.43) μm vs. (183.04±2.50) μm，P＜0.05]；
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v s .  ( 2 7 8 . 7 7±1 1 . 6 6 )  μm，P＜0 . 0 1 ]；D S + M 2组
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迁移距离小于 M 2 组 [ ( 3 1 1 . 2 8 5 ± 2 . 7 7 )  μm  v s . 

(436.13±3.89) μm，P＜0.01]；DS+M2组迁移距离大

于DS组[(311.285±2.77) μm vs. (167.62±6.79) μm， 
P＜0.01](图5)。

图5　划痕实验检测各组人胃癌HGC-27细胞迁移能力

Fig.5　Detection of migration ability of human gastric cancer HGC-27 cells in 24 h and 48 h groups (wound healing test)
　　DS.  硫酸右旋糖苷；M 2 .  M 2型巨噬细胞；A .各组划痕实验不同时间点的迁移宽度(×1 0 )；B.迁移距离；与对照组比较， 

(1)P＜0.01，(2)P＜0.05；与M2组比较，(3)P＜0.01；与DS组比较，(4)P＜0.01。

图4　Transwell侵袭实验检测各组人胃癌HGC-27细胞的侵袭能力

Fig.4　Detection of invasive ability of human gastric cancer HGC-27 cells in each group (Transwell invasion assay)
　　DS. 硫酸右旋糖苷；M2. M2型巨噬细胞；A. 各组Transwell实验侵袭后的穿膜细胞；B. 侵袭细胞计数；与对照组比较，(1)P＜0.01；

与M2组比较，(2)P＜0.01；与DS组比较，(3)P＜0.05。
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2.2　动物实验

2.2.1　DS对胃癌腹腔种植转移的影响　胃癌细胞

腹腔种植转移瘤颜色灰白，质地硬。与对照组相

比，DS组的胃癌细胞腹腔种植转移瘤结节数量明

显减少，体积明显缩小(图6)。
2.2.2　DS对大网膜瘤组织中CD163表达的影响　结

果显示，CD163阳性表达定位于细胞质、细胞膜，

呈棕黄色，DS组CD163阳性细胞OD值低于对照组

(0.37±0.20 vs. 1.37±0.30，P<0.01，图7)。

2.3　人胃癌组织

2.3.1　免疫组化检测不同分化程度胃癌CD163的
表达　低分化腺癌(PD)的CD163表达与高分化腺癌

(WD)和癌旁组织(PT)相比均增高(P<0.05)；与癌旁

组织(PT)相比，高分化腺癌(WD)的CD163表达无

显著增高，差异无统计学意义(P＞0.05，图8)。
2.3.2　免疫组织荧光染色检测PD-L1与CD163的表

达及相关性　结果显示，P D -L 1表达处发红色荧

光，主要分布于细胞膜，CD163表达处发绿色荧
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图6　DS对胃癌腹腔种植转移的影响

Fig.6　Ef fect  of  DS on intraper itoneal  implantat ion of 

metastatic tumor of gastric cancer
DS. 硫酸右旋糖苷

图7　免疫组化检测DS对大网膜瘤组织中CD163表达的影响

Fig.7　Effect of DS on CD163 expression in greater omentum tumor (immunohistochemistry)
　　DS. 硫酸右旋糖苷组；A. 免疫组化图；B. OD值；与对照组比较，(1)P＜0.01。

图8　免疫组化检测不同分化程度胃癌CD163的表达(×20)

Fig.8　Immunohistochemical detection of CD163 expression in different differentiated gastric cancer (×20) 
　　CD163. 富含半胱氨酸清道夫受体1型M130；A. 免疫组化图；B. OD值；与PD组比较，(1)P＜0.05。

图9　免疫组织荧光染色检测PD-L1与CD163的表达(×20)

Fig.9　Expression of PD-L1 and CD163 detected by immunofluorescence staining
PD-L1. 程序性死亡配体1；CD163. 富含半胱氨酸清道夫受体1型M130；DAPI. 4',6-二脒基-2-苯基吲哚

对照组                                                DS组 光，主要分布于细胞膜和细胞质。与PD-L1(+)组
比较，PD-L1(–)组荧光强度明显减弱(P<0.05)。将

图片合并后可见红光位于肿瘤实质、绿光位于肿瘤

间质，且CD163表达越强，PD-L1阳性表达越强，

CD163与PD-L1的表达呈正相关(r=0.40，P<0.05，
图9)。

3　讨　　论

癌细胞转移和复发是胃癌患者死亡的主要原 
因[6]。术后化疗可清除微转移灶及残余肿瘤，是治

疗胃癌术后转移的有效方法。大多数静脉化疗药物

不能到达腹腔，导致其功效降低，而直接注射入腹

腔的药物更容易达到有效浓度，DS正是这种具有

腹腔注射应用潜力的药物之一。

肿瘤的进展伴随着微环境的改变，如肿瘤细
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胞、间质细胞和免疫细胞分泌的趋化因子、细胞因

子和其他因子[8-9]，以及局部缺氧、炎症和高水平

乳酸的存在，可使血液中的单核细胞系列被招募到

肿瘤微环境中成为TAMs[10]，发育成具有不同免疫

防御和免疫监视功能的两大类，即经典激活的巨噬

细胞(M1)和交替激活的巨噬细胞(M2)，M1具有促

炎和抗肿瘤、防止肿瘤免疫逃逸的作用，M2具有

抗炎和促肿瘤、帮助肿瘤免疫逃逸的作用[11]。

本研究中，M2组CD163的表达高于DS组，与

形态学观察结果一致，表明DS能够抑制M0向M2
方向的极化，其机制可能是DS作用于激活M2极化

的细胞因子IL -6、IL -10、TGF-β和单核细胞集落

刺激因子[12]或者其他影响M2极化的信号通路。侵

袭和迁移实验的结果表明，DS对HGC-27细胞的侵

袭、迁移有抑制作用，M2对HGC-27细胞的侵袭、

迁移有促进作用，DS可以抑制M2促HGC-27细胞

的侵袭、迁移作用。因此，可以将DS干预M0并抑

制其向M2分化的相关机制作为下一步研究的主要 
内容。

体内实验表明，裸鼠腹腔内种植的肿瘤结节数

量及体积随癌细胞注射时间的延长而明显增多、增

大。与对照组相比，DS可以抑制人胃癌细胞增殖及

腹腔种植转移。免疫组化结果显示，DS可以抑制

M2-TAMs特异性表型标志物CD163的表达，表明DS
可以减少M2-TAMs的数量。因此，DS可能通过影

响M2-TAMs这一间接作用抑制人胃癌细胞HGC-27 
的增殖、侵袭和迁移。

癌细胞可以通过上调免疫检查点蛋白如PD-L1
来逃避免疫监视，这种逃逸可以通过使用免疫检查

点阻断剂(ICB)来抵消，如帕普利珠单抗和纳武单

抗，它们可以中断PD-1与PD-L1之间的相互作用[13]。 
免疫组化和免疫荧光检测结果表明，M2-TAMs的
浸润程度可能与临床病理特征有关，病理恶性程

度越高，胃癌微环境中M2-TAMs细胞数量越多。

PD-L1阳性的胃癌标本中CD163阳性细胞密度明显

高于PD-L1阴性的胃癌标本，证实了PD-L1阳性的

人胃癌细胞周围有明显的M2浸润，PD-L1表达与

CD163阳性的巨噬细胞浸润相关，提示M2-TAMs可
能促进了人胃癌细胞PD-L1的表达。这些结果也提

示M2-TAMs浸润可作为PD-L1表达的预测标志物，

M2-TAMs可作为潜在的治疗靶点。据报道，在肝

细胞癌、胰腺癌和胃癌中，肿瘤细胞P D -L 1的表

达与TAM的数量有关[6,14]。Kasikara等[15]发现TAMs
受体(Tyro3、Axl、Mertk)上调了乳腺癌细胞系中

PD-L1的表达，支持了M2-TAMs可能激活肿瘤细胞

中PD -L1表达的观点。M2-TA Ms激活肿瘤细胞中

PD-L1表达的机制还需要进一步的研究，本课题组

目前正在对这一机制进行评估。

综上所述，DS可抑制M2促HGC-27细胞的侵袭

和迁移作用，并下调CD163的表达，其作用机制可

能是通过抑制M0向M2方向的极化，降低M2促肿瘤

作用，从而影响肿瘤的生长。本研究为DS抑制裸

鼠腹腔种植转移的作用机制提供了理论支持，并为

开发预防和治疗胃癌腹腔转移的有效药物提供了新

的依据。
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