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新型吡唑衍生物 IHMT-140通过溶酶体pH调控重编程免疫微环境

发挥抗肿瘤作用

马雯雯 1,2, 邹凤鸣 1, 王文超 1,2, 王蓓蕾 1*, 刘青松 1,2*

(1. 中国科学院合肥物质科学研究院健康与医学技术研究所, 中国科学院合肥肿瘤医院, 安徽 合肥 230031; 

2. 中国科学技术大学, 安徽 合肥 230026)

摘要: 肿瘤相关巨噬细胞 (tumor-associated macrophages, TAMs) 在肿瘤微环境中扮演着双重角色, 既可参与免

疫激活, 也能介导免疫抑制。具体而言, M1型TAMs具有免疫激活功能, 可杀伤肿瘤细胞; 而M2型TAMs则发挥免

疫抑制作用, 促进肿瘤生长。因此, 如何激活TAMs并增强其抗肿瘤免疫功能, 已成为肿瘤免疫治疗领域的重要研

究方向。本研究发现了一种新型吡唑衍生物 IHMT-140, 该化合物能够将促肿瘤的M2型巨噬细胞重编程为抑肿瘤

的M1型巨噬细胞, 从而发挥抗肿瘤效应。机制研究表明, IHMT-140可提高M2型巨噬细胞中溶酶体的 pH值, 阻断

自噬过程 , 进而激活丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen-activated protein kinases, MAPKs) 与核转录因子-κB (nuclear 

factor κB, NF-κB) 信号通路, 最终诱导M2型TAMs向M1型TAMs转化, 实现对肿瘤的抑制作用。IHMT-140作为一

种潜在的抗肿瘤免疫调节剂, 不仅为TAMs重编程机制研究提供了新型工具分子, 也为肿瘤免疫治疗策略的开发提

供了研究基础。动物实验方案均经中国科学院合肥物质科学院所批准, 批准号为DWLL-2023-116。
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Novel pyrazole derivative IHMT-140 exerts anti-tumor effects by 

reprogramming the immune microenvironment through lysosomal 

pH regulation
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Abstract: Tumor-associated macrophages (TAMs) have a dual role in the tumor microenvironment, mediating 

both immune activation and suppression. M1-TAMs kill tumor cells, while M2-TAMs are immunosuppressive and 

promote tumor growth. The activation of TAMs and enhancement of their anti-tumor immune function is a major 

goal in cancer immunotherapy. Here, we report a novel pyrazole derivative, IHMT-140, which reprograms tumor-

promoting M2 macrophages into tumor-suppressing M1 macrophages, thereby inhibiting tumor growth. 

Mechanistically, IHMT-140 raises lysosomal pH in M2 macrophages, blocking autophagy and activating MAPK 

and NF-κB signaling, which induces M2-TAMs to M1-TAMs and mediates the anti-tumor response. As a potential 

immunomodulator, IHMT-140 provides not only a new tool for studying TAM reprogramming, but also a 

foundation for developing related immunotherapies. All animal experimental protocols were approved by the Hefei 

Institutes of Physical Science, Chinese Academy of Sciences, with approval number DWLL-2023-116.

收稿日期: 2025-11-11;     修回日期: 2026-01-28.

基金项目: 中国科学院合肥物质科学研究院院长基金 (YZJJ-GGZX-202204); 国家自然科学基金资助项目 (82574243).

*通讯作者E-mail: beilwang@hmfl.ac.cn; qsliu97@hmfl.ac.cn

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2025-1337

·· 1688



马雯雯等: 新型吡唑衍生物 IHMT-140通过溶酶体pH调控重编程免疫微环境发挥抗肿瘤作用

Key words: pyrazole derivative; tumor-associated macrophage; anti-tumor effect; lysosome; pH value

癌症是基因组变异导致生长失控的疾病[1,2], 这些

变异产生的肿瘤抗原可能被免疫系统识别为非自身抗

原, 并引发细胞免疫反应[3,4]。免疫系统在免疫监视中

起着至关重要的作用, 适应性和先天免疫系统的免疫

细胞渗透到肿瘤微环境中 , 并参与肿瘤进展的调

节[5-7]。因此, 肿瘤免疫治疗区别于传统的手术、化疗、

放疗及靶向治疗, 其核心机制在于激活人体自身的免

疫系统以对抗肿瘤。在肿瘤微环境中, 肿瘤相关巨噬

细胞 (tumor-associated macrophages, TAMs) 作为主要

的浸润免疫细胞群体, 常被肿瘤细胞“驯化”为其协同

因子 , 促进肿瘤免疫逃逸、血管生成、肿瘤生长及转

移[8-10]。由于TAMs在遗传上相对稳定, 不易产生耐药

突变, 因此靶向 TAMs被视为一种极具潜力的癌症免

疫治疗策略[11-14]。值得注意的是, TAMs在肿瘤微环境

中具有双重调控作用, 既参与免疫激活, 也介导免疫抑

制[15,16]。但在肿瘤进展过程中, 肿瘤微环境整体呈免

疫抑制状态。因此, 如何激活TAMs、恢复其抗肿瘤免

疫功能, 成为肿瘤免疫治疗的重要研究方向。

根据在肿瘤中的功能不同 , TAMs 分为 M1 型和

M2型。在肿瘤微环境中, 大量浸润的巨噬细胞经肿瘤

信号影响极化为M2型TAMs, 这类细胞不仅丧失了对

肿瘤细胞的直接杀伤能力, 反而促进肿瘤血管生成、免

疫逃逸以及侵袭转移[17]。相反, M1型巨噬细胞具备直

接杀伤肿瘤细胞的能力, 并能激活肿瘤特异性T细胞, 

从而发挥抗肿瘤效应。因此, 靶向M2型TAMs已成为

一种潜在的免疫治疗策略。目前, 相关策略主要集中

于清除 TAMs[18,19]; 然而 , 相较于直接清除 , 将 M2 型

TAMs“驯化”为具有抗肿瘤表型的 M1型巨噬细胞是

更为理想的途径[20], 从而实现“以转化代杀伤”的治疗

理念。实现这一转化的关键在于识别能够调控巨噬细

胞极化的核心细胞内信号。

巨噬细胞是先天免疫系统的重要组成部分, 具有

高度的可塑性, 能够在不同的环境条件下极化为经典

活化的M1型和替代活化的M2型。研究表明, 巨噬细

胞的功能, 包括其极化状态, 与溶酶体的功能密切相

关。巨噬细胞的核心功能之一是通过溶酶体实现对异

物或微小物体的吞噬[21]。溶酶体的典型特征是其腔内

维持酸性 pH环境 (约为 4.5～5.0), 该酸性条件为其中

多种水解酶的活性所必需, 是保证内容物有效降解的

关键[22]。因此 , 溶酶体 pH 的变化可能影响其功能状

态, 进而调控巨噬细胞的表型与免疫功能[23]。基于此, 

本研究发现了一个新型的化合物 IHMT-140, 该化合物

能够诱导小鼠及人源的M2型巨噬细胞表达M1型标

志物及炎性细胞因子。其作用机制在于 IHMT-140能

提高M2型巨噬细胞中溶酶体的 pH值, 进而阻断自噬

并激活 MAPK 与 NF-κB 信号通路 , 最终促使 M2 型

TAMs向M1型TAMs转化, 发挥抗肿瘤作用。

材料与方法

细胞培养 PANC02和THP-1细胞均来源于上海

瑾原生物科技有限公司。THP-1细胞采用含 10%胎牛

血清 (BC-SE-FBS01, 元航生物) 和 0.05 mmol·L-1 β-巯

基乙醇 (O3446I, Sigma 公司) 的 RPMI-1640 培养基 

(BC-M-016, 元航生物) 中培养 ; PANC02 细胞采用含

10% 胎牛血清的 DMDM 培养基 (BC-M-005, 元航生

物) 中培养。

主要仪器设备 恒温 CO2 细胞培养箱 (Heracell 

150i, 美国 Thermo Scientific 公司); SpectraMax i3x 酶

标仪 (美国 Molecμlar Devices公司); 流式细胞仪 (美国

BD Biosciences 公 司); EVOS M5000 显 微 镜 ( 美 国

Thermo Fisher 公司); LightCycler96 qPCR 仪 ( 瑞士

Roche 公司); PowerPac HC 凝胶电泳仪 (美国 Bio-Rad

公司) 及 Repure-A 基因扩增仪 (杭州柏恒科技有限

公司)。

实验试剂 脂多糖 (lipopolysaccharides, LPS) (货

号 : L2880) 和 poly-L-lysine (货号 : P4832) 购自美国

Sigma Aldrich 公司; 人源 IL-4 (货号: 118466-HNAE)、

人源 IL-13 (货号: 10369-HNAC) 和 IL-4 (货号: 11846-

HNAE) 购自北京义翘神州股份有限公司; SB203580 

(货号 : T1764)、SP600125 (货号 : T3109)、L-lactic acid 

(货号: T4845) 以及蛋白/蛋白酶抑制剂 (货号: C0057) 

购自上海陶术生物科技有限公司; 鼠源M-GSF (货号: 

315-02)、鼠源 IL-4 (货号: 214-14) 及鼠源 IL-13 (货号: 

210-13) 购自美国 PeproTech公司; phospho-p38 MAPK 

(Thr180/Tyr182) ( 货 号 : 4511S)、phospho-SAPK/JNK 

(Thr183/Tyr185, 货号 : 4668S)、LC3B ( 货号 : 3868)、

SQSTM1/p62 (货号: 5114)、phospho-NF-κB p65 (Ser536, 

货号 : 93H1)、NF-κB p65 (货号 : C22B4)、p38 MAPK 

(货号: 8690) 及SAPK/JNK (货号: 9252) 等抗体购自美

国 Cell Signaling Technology 公司 ; FITC anti-mouse 

NKp46 (CD335, 货 号 : 560756)、PE-CD19 ( 货 号 : 

553786)、percp-CY5.5-CD3e ( 货 号 : 551163)、APC-

CD3e (货号: 553066)、FITC-CD3e (货号: 553062)、PE-

CD3e ( 货号 : 553064) 及 percp-CY5.5-CD8a ( 货号 : 
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551162) 等流式抗体购自美国 BD Biosciences 公司 ; 

β-actin (货号: 30101ES60) 和DAPI (货号: 40727ES10) 

购自上海翌圣生物科技股份有限公司 ; Multi-rAbTM 

CoraLite® Plus 594-goat anti-rabbit recombinant secondary 

antibody (H+L) (货号 : SA00013-4) 购自 Proteintech 公

司; intracellular pH calibration buffer kit (货号: P35379) 

与 LysoSensor Green DND-189 (货号: A66436) 购自美

国Thermo Fisher Scientific公司; RNA提取试剂盒 (货

号: AC0205) 购自山东思科捷生物技术有限公司; ECL

试剂盒 (货号: AR1172) 购自北京全式金生物技术有限

公司; RIPA裂解液 (货号: BL651A) 购自合肥Biosharp

公司; 红细胞裂解液 (货号: abs-9101) 购自上海优宁维

生物科技股份有限公司 ; 人源佛波酯 (Phorbol 12-

myristate 13-acetate PMA, 货号 : HY-18739) 购自中国

MedChemExpress公司。

THP-1 来源的巨噬细胞的诱导 6 孔板里以

5×105个细胞/孔的密度接种THP-1细胞, 培养基中加入

100 nmol·L-1 PMA, 24 h细胞贴壁后撤去PMA, 此时巨

噬细胞为M0型, 加 150 ng·mL-1 LPS诱导为M1型; 加

入 25 ng·mL-1 IL-4 和 25 ng·mL-1 IL-13, 诱导为 M2 型 ; 

观察M1型和M2型细胞形态并拍照。其中M2型细胞

加入不同浓度的 IHMT-140, 处理 48 h后, 显微镜观察

并拍照。

小鼠骨髓来源巨噬细胞的提取与诱导 将小鼠安

乐死, 于 75%酒精中浸泡 10 min。从小鼠左腹部和右

腹部剪开皮肉组织, 分离双侧后肢, 去除皮肤及肌肉组

织, 将腿骨于 75% 酒精中漂洗 30 s后放入含 1% 双抗

的PBS中。剪掉小腿骨两侧用注射器吸取培养基将骨

髓吹于 50 mL离心管中, 用细胞滤网将细胞悬液过滤

于新离心管中, 1 500 r·min-1, 5 min离心, 去上清, 加2 mL

红细胞裂解液重悬, 放置 2 min裂红, 加 6 mL培养基终

止裂红, 1 500 r·min-1, 5 min离心, 去上清, 13 mL培养

基 (DMEM 完全培养基 , 含 20 ng·mL-1 M-GSF) 重悬 , 

5×105个细胞/孔的密度铺板于 6 孔板中培养。2 天后

半换液 , 换 2 次液 , 最后一次全换液即可得到贴壁生

长的小鼠骨髓来源巨噬细胞 (bone marrow-derived 

macrophages, BMDM) 细胞。为诱导极化 , 在培养基

中分别加入 100 ng·mL-1 LPS (诱导成 M1 型巨噬细

胞) 或 20 ng·mL-1 IL-4和 20 ng·mL-1 IL-13 (诱导成M2

型巨噬细胞)。

免疫荧光染色 圆形玻璃片置于 12孔板中, 并加

多聚赖氨酸 (poly-L-lysine), 将诱导为M2型的BMDM

细胞 (2×105个细胞/孔) 铺于玻璃片上, 加入10 μmol·L-1 

IHMT-140孵育 24 h, 多聚甲醛固定, 封闭。一抗孵育, 

4 ℃ , 过夜。 1×TBST 缓冲液 [含 10 mmol·L-1 Tris, 

150 mmol·L-1 NaCl, 0.05% (v/v) Tween-20, pH值为 7.5] 

洗 3次, 每次 5 min; 二抗室温避光孵育 1 h, 1×TBST洗

3 次, 每次 5 min; 加入 DAPI 室温染色 20 min, 注意避

光, 1×TBST洗 3次, 每次 5 min, 通过激光共聚焦显微

镜 (型号: LSM 710, 德国蔡司) 进行拍照。

荧光实时定量聚合酶链反应 BMDM 与 THP-1

来源的巨噬细胞铺板 , 在 6 孔板接种 5×105个/孔的细

胞。细胞贴壁后, 按照上述步骤诱导极化。其中 M2

型给药刺激 48 h后收集细胞, 按照RNA提取试剂盒说

明书上的操作流程进行RNA提取。总RNA浓度测定

后 , 取 500 ng RNA 进行逆转录反应合成 cDNA, 反应

体系为 20 μL, 每组设置 3个复孔, 按照反转录说明书

使用 QPCR 仪进行实时定量逆转录聚合酶链式反应 

(quantitative real-time polymerase chain reaction, RT-

qPCR)。

小鼠皮下荷瘤体内药效检测 从江苏集萃药康生

物科技股份有限公司购买 8 周龄的雌性 C57BL/6J 小

鼠, 合格证号为B202307100265。实验期间, 小鼠饲养

在没有病原体环境中, 自由饮水和摄食。所有动物实

Table 1　 Primer sequences used for RT-qPCR. iNOS: Inducible nitric oxide synthase; CD206: Mannose receptor C-type; GAPDH: 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; CD86: Cluster of differentiation 86; ARG: Arginase; IL-10: Interleukin-10; TNF- α: Tumor 

necrosis factor-alpha; IL-6: Interleukin-6

Gene
hCD86

hCD206

hIL-10

hARG

hGAPDH

miNOS

mCD206

mTNF-α

mARG

mIL-6

mIL-10

mTubulin

Forward primer sequence
CTCTTTGTGATGGCCTTCCTG

CTACAAGGGATCGGGTTTATGGA

GGGAGCCCCTTTGATGATTAA

GTGGAAACTTGCATGGACAAC

CCAAGGAGTAAGACCCCTGG

ATCTTTGCCACCAAGATGGCCTGG

CTCTGTTCAGCTATTGGACGC

CCACGTCGTAGCAAACCAC

CATATCTGCCAAAGACATCGTG

CCCAATTTCCAATGCTCTCCTA

GCTGAGGCGCTGTCATCGATTT

AGATTTGATGGGGCCCTGAA

Reverse primer sequence
CTTAGGTTCTGGGTAACCGTG

TTGGCATTGCCTAGTAGCGTA

GCCACAGCTTTCAAGAATGAAGT

AATCCTGGCACATCGGGAATC

TGGTTGAGCACAGGGTACTT

TTCCTGTGCTGTGCTACAGTTCCG

CGGAATTTCTGGGATTCAGCTTC

TTGTCCCTTGAAGAGAACCTG

GACATCAAAGCTCAGGTGAATC

AGGAATGTCCACAAACTGATATGCT

GGCCCTGCAGCTCTCAAGTGT

CAGGCATTGGTGATCTCTGC
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验方案均经中国科学院合肥物质科学院所批准 (批准

号: DWLL-2023-116), 并严格按照中国科学院合肥物

质科学研究院动物伦理规定执行。体外扩增PANC02

细胞 , 待细胞长至对数生长期 , 取 1×106个 (1×PBS 稀

释) PANC02 细胞进行 C57BL/6J 小鼠皮下接种 , 待肿

瘤长至 50～100 mm3时, 实验动物被随机分为 4组: 溶

剂对照组 (n = 4)、IHMT-140单药组 (n = 5)、吉西他滨

单药组 (n = 5) 以及 IHMT-140与吉西他滨联合给药组 

(n = 5)。

溶媒: HKI溶液 (0.5% methocellulose/0.4% Tween 

80 in ddH2O)。 IHMT-140 给药 : 100 mg·kg-1, 口服灌

胃, 每天一次。吉西他滨给药: 60 mg·kg-1, 腹腔注射, 

每 3 天 一 次 。 联 合 给 药 组 同 时 给 予 IHMT-140 

(100 mg·kg-1, 口服灌胃 , 每天一次); 吉西他滨给药 

(60 mg·kg-1, 腹腔注射, 每 3天一次)。给药期间, 每 3天

测量一次肿瘤大小并对小鼠进行称重; 于第 30天处死

小鼠, 取肿瘤并测量称重。

免疫组化 石蜡切片脱蜡至水: 依次将切片放入

环保型脱蜡液10 min-无水乙醇5 min-蒸馏水洗。抗原

修复: 自然冷却后将玻片置于 1×PBS (pH 7.4) 中在脱

色摇床上洗涤 3次, 每次 5 min。阻断内源性过氧化物

酶: 切片放入3%双氧水溶液, 室温避光孵育25 min, 随

后将玻片置于PBS (pH 7.4) 中在脱色摇床上洗涤 3次, 

每次 5 min。血清封闭: 滴加 3% BSA 均匀覆盖组织 , 

室温封闭 30 min。加一抗: 轻轻甩掉封闭液, 在切片上

滴加一抗, 将切片平放于湿盒内 4 ℃ 孵育过夜。加二

抗: 取出切片, 将玻片置于 1×PBS (pH 7.4) 中在脱色摇

床上洗涤 3次, 每次 5 min。切片稍甩干后, 滴加对应

种属的二抗 (HRP 标记) 覆盖组织, 室温孵育 50 min。

DAB显色: 玻片置于 1×PBS (pH 7.4) 中在脱色摇床上

洗涤 3次, 每次 5 min。切片稍甩干后, 在组织区域滴

加新鲜配制的 DAB显色液, 显微镜下控制显色时间, 

以出现棕黄色为阳性, 自来水冲洗切片终止显色。复

染细胞核: 苏木素复染 3 min左右, 自来水洗, 经苏木

素分化液分化数秒, 自来水冲洗, 再用苏木素返蓝液返

蓝, 流水冲洗。脱水封片: 将切片依次放入 75% 酒精

5 min, 85% 酒精 5 min, 无水乙醇 5 min, 正丁醇 5 min, 

二甲苯 5 min中进行脱水透明, 将切片从二甲苯拿出

来稍晾干, 用封片胶封片。拍照: 置于白光显微镜下进

行观察并拍照。

流式细胞术 处死小鼠, 取各组脾脏并浸泡于 1×

PBS 中 , 研磨脾脏组织 , 经 200 目滤网过滤收集于

15 mL离心管中 (冰上操作), 2 000 r·min-1, 4 ℃, 10 min

离心, 去上清, 每管加2 mL红细胞裂解液重悬, 室温避光

裂解15 min, 每管加4 mL 1×PBS终止裂解, 2 000 r·min-1, 

4 ℃, 10 min离心, 去上清, 用 2 mL 1×PBS重悬细胞制

备成细胞悬液。封闭: 取 1.5 mL EP管于EP管架上, 标

记药物名称及编号, 取 10 μL 大鼠血清于 EP管中, 再

每管加入100 μL细胞悬液, 轻轻吹打混匀, 4 ℃, 30 min

孵育。孵育一抗: 封闭结束后, 制备抗体混合液 (130 μL 

1×PBS + 20 μL FITC-NKP46 + 20 μL PE-CD19 + 20 μL 

percp-CY5.5-CD3e + 20 μL APC-CD3e), 充分混匀后 , 

向每个样本管加 10 μL抗体混合液 (空白管不加抗体, 

单标管分别加入 FITC-CD3e、PE-CD3e、percp-CY5.5-

CD8a、APC-CD3e 各 1 μL, 样本管每管加入 FITC-

CD3e、PE-CD3e、percp-CY5.5-CD8a、APC-CD3e 各

1 μL)。加入抗体后, 4 ℃避光孵育 30 min。每管加入

1 mL 1×PBS, 混匀 , 3 500 r·min-1, 4 ℃ , 5 min 离心 , 去

上清, 用 350 μL 1×PBS重悬细胞沉淀, 过筛网转至流

式管内, 上机检测。

转录组测序 使用Agilent 2100 bioanalyzer (美国

Agilent Technologies公司) 进行样品检测, 并采用经典

方法进行文库构建与质检, 进行 Illumina测序。采用

韦恩图绘制对照组与给药组的差异表达基因交集。对

于有生物重复的样品 , 使用 DESeq2 R 包进行两个条

件/组的差异表达分析。DESeq2提供统计程序, 用于

使用基于负二项分布的模型确定数字基因表达数据中

的差异表达。使用 Benjamini和 Hochberg方法对 P值

进行校正以控制错误发现率, 将校正后的 P < 0.05以

及|log2(fold change)| ≥ 1设为显著差异表达阈值。

差异基因富集分析 通过 clusterProfiler (3.8.1) 软

件实现差异表达基因的 GO (gene ontology) 富集分析 

(对 P < 0.05的GO term通过差异表达基因显著富集), 

并使用相同软件分析KEGG (Kyoto encyclopedia of genes 

and genomes) 通路中差异表达基因的统计富集情况。

Western blot 将诱导为 M2 型的 BMDM/THP-1

细胞铺于 12孔板, 1.5×105个/孔细胞铺板, 细胞贴壁后

加药处理, 收集细胞样品于 1.5 mL EP管中, 在冰上用

RIPA裂解液裂解细胞 30 min (每隔 10 min涡旋一次), 

随后 12 000 r·min-1, 10 min离心, 取上清于新 EP管中, 

采用BCA法定量后计算蛋白浓度, 总蛋白中加入上样

缓冲液混匀, 于 100 ℃金属浴中煮样 10 min使蛋白变

性, 短暂离心后获得总蛋白样品。通过 SDS-PAGE凝

胶电泳进行蛋白分离, 采用湿转法将蛋白转移至NC/

PVDF 膜上。将转移后的 NC/PVDF 膜进行封闭 (5%

脱脂奶粉, 1 h), TBST溶液清洗 3次, 每次 10 min。随

后, 加入用含 5% BSA的 TBST溶液稀释特异性一抗, 

4 ℃过夜孵育。次日 , 回收一抗 , 将 NC/PVDF 膜用

TBST 清洗 3 次 , 每次 10 min, 加入相应的二抗 (用含

5% 脱脂奶粉的 TBST 稀释到相应的倍数), 室温孵育
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1 h, 弃去二抗 , TBST 清洗 NC/PVDF 膜 3 次 , 每次

10 min。根据 ECL 试剂盒说明书进行 ECL 工作液配

置和曝光显影, 采用 ImageJ软件分析条带灰度值, 并

用GraphPad Prism软件作图。

溶酶体 pH检测 将BMDM/THP-1来源的M2型

细胞以 1.5×104个/孔的密度接种于 96 孔板, 细胞贴壁

后加药 DMSO/IHMT-140 (10 μmol·L-1), 处理 6 h。随

后 , 将 1.1 μL 1 000×染液 LysoSensor Green DND-189

加到 1.1 mL HEPES中混匀制备染色液, 移除培养基, 

每孔加入 100 μL染色液, 于室温下避光孵育 1 h后, 用

1×HEPES洗涤两遍。标准曲线组分别用A/B/C/D buffer

稀释 1 000× cell loading solution (具体配置方法详见说

明书), 37 ℃避光孵育5 min。最后, 将实验组与标准曲

线组用酶标仪在 Ex/Em = 443 nm/505 nm 条件下检测 , 

用GraphPad Prism 8.0处理数据并作图。

统计学方法 实验相关数据的统计分析与作图采

用 GraphPad Prism 8.0 软件完成 , 其中气泡图采用

GraphPad Prism 10.0软件绘制。多组件比较采用单因

素方差 one-way ANOVA分析以确定统计学上显著性

差异, P < 0.05被认为具有统计学意义。

结果

1　IHMT-140通过重编程TAMs抑制胰腺癌生长

吉西他滨 (gemcitabine) 是一种胞嘧啶核苷类似

物, 其活性代谢产物可掺入肿瘤细胞DNA, 通过抑制

DNA 合成与复制发挥抗肿瘤作用。自 1997 年 Burris

等[24]的随机临床试验证实, 吉西他滨单药治疗晚期胰

腺癌在临床获益率和生存期方面均优于 5-氟尿嘧啶 

(5-FU) 后, 该药即被确立为晚期胰腺癌的一线化疗药

物。在免疫正常的 PANC02 荷瘤小鼠移植瘤模型上, 

本研究评估了 IHMT-140、吉西他滨以及两药联合给药

的体内抗肿瘤效果。连续给药 30天后评价 3组小鼠体

内抗肿瘤药效 (图1)。实验结果显示, 单药组小鼠的体

重没有明显降低 , 说明化合物 IHMT-140 具有较好的

Figure 1　Assessment of the antitumor efficacy of IHMT-140 in a PANC02 syngeneic model. A: Schematic of the experimental design; B: 

Body weight change curves; C: Tumor growth curves; D: Final tumor weights from each treatment group; E: Representative photographs of 

excised tumors. n = 5, -x ±  s. **P < 0.01 vs vehicle group
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安全性 (图1A)。联合给药组在给药第18天, 小鼠体重

下降约 25%, 但之后体重逐渐恢复。为进一步排除

IHMT-140单药毒性的影响, 本研究通过大鼠 14天亚

急毒实验证实, 其在 200与 400 mg·kg-1剂量下并未导

致体重下降或死亡。因此, 联合用药初期观察到的显

著体重下降 , 应归因于 IHMT-140 与吉西他滨的协同

作用, 这可能加重了机体的代谢负担或应激反应。体

重的后续恢复则表明, 该毒性是可逆的, 或与机体对联

合治疗的适应性调节及药物代谢的动态变化有关。在

肿瘤生长方面, IHMT1-140组肿瘤体积增长较吉西他

滨给药组更为缓慢, 而联合给药组的抑制效果最为显

著, 表明 IHMT1-140及其与化疗药吉西他滨联合能够

有效抑制肿瘤生长 (图 1B、C)。给药结束时的肿瘤重

量测量进一步证实, IHMT-140单药给药组及其与吉西

他滨联合给药组均能较好抑制肿瘤增长, 联合给药物

对肿瘤生长的抑制率 (tumor growth inhibition, TGI) 达

到 58.9% (图 1D、E), 联合用药组与吉西他滨单药组相

比, 肿瘤生长抑制效果具有统计学显著性差异。然而, 

联合用药组与 IHMT-140 单药组之间 , 以及吉西他滨

单药组与 IHMT-140 单药组之间 , 均未达到统计学意

义上的显著差异。IHMT-140单药组内部观察到的个

体反应差异可能是导致上述组间比较未显示统计显著

性的一个潜在因素。

由于该模型小鼠为免疫正常鼠, 脾脏作为关键的

免疫应答器官, 对照组小鼠因肿瘤刺激导致脾脏处于

过度激活状态, 其脾脏发生病理性肿大, 常与肿瘤诱导

相关。因此, 给药结束后, 本研究首先检测了不同给药

组小鼠脾脏重量变化, 与模型对照组相比, 各给药组脾

脏重量均有降低 (图 2A), 其中联合给药组脾脏重量已

接近正常生理范围 , 提示 IHMT-140 减轻了机体持续

的免疫应激, 从而改善了整体免疫状态, 使得脾脏得以

从病理性的激活中恢复。随后, 通过流式细胞术进一

步检测了脾脏中免疫细胞比例, 如NK细胞、B细胞、T

细胞和 CD8+ T 细胞。检测结果显示, 虽然 IHMT-140

对NK细胞比例有一定上调 (图 2B), 但对B细胞、T细

胞和CD8+ T细胞无影响 (图 2C～E)。以上结果提示, 

IHMT-140 的抗肿瘤作用可能不是通过 B 细胞以及 T

细胞的活化所介导。

随后, 本研究检测了给药后对肿瘤中 TAMs的影

响。通过RT-qPCR方法检测肿瘤组织中M1型肿瘤巨

噬细胞相关标志物 iNOS 和 M2 型标志物 CD206 的

RNA表达水平。检测结果显示, 各给药组的M1型标

志物 iNOS均有一定上调趋势, M2型标志物均有下调

趋势 (图 3A、B)。此外 , 通过免疫组化方法对肿瘤中

TAMs标志物进行染色, 结果显示, 仅 IHMT-140 和联

合给药组的肿瘤中M1 TAMs的标志物CD86和 iNOS

蛋白水平表达均有所增加, 而肿瘤中 M2相关的标志

物CD206表达下调, 吉西他滨单药治疗组没有出现该

现象 (图 3C)。本研究还通过苏木精−伊红 (HE) 染色

法对肿瘤组织进行染色, 发现对照组和吉西他滨单药

治疗组的肿瘤组织中, 苏木精染液将细胞核内的染色

质与胞质内的核酸染为经典蓝紫色, 而伊红染液将细

胞质和细胞外基质中的成分染为红色, 细胞核清晰可

见。而 IHMT-140和联合给药组, 尤其是联合用药组, 

细胞核收缩和面积大量减少 , 表明 IHMT-140 及其联

合给药组均能有效诱导肿瘤细胞损伤 (图3C)。

2　IHMT-140 通过调控多重信号通路及细胞功能诱

导巨噬细胞重编程

为了进一步阐明 IHMT-140对免疫细胞作用的分

子机制 , 本研究分离了小鼠原代 BMDM 细胞并进行

了转录组测序 (RNA-Seq) 分析。通过GO和KEGG通

路分析显示 , 共有 418 个上调基因和 39 个下调基因 

(图 4A、B)。KEGG通路分析结果确定了Rap1信号通

路为最显著富集的通路, 该通路在细胞黏附、迁移、增

殖和巨胞饮作用中发挥重要作用 (图 4C)。此外 , 

KEGG 通路分析还提示炎症因子通路和 NF-κB 信号

通路被显著激活 (图 4C)。GO功能分析表明, 差异基

因在生物过程 (IL-6分泌、氧化应激和炎症反应) 中显

Figure 2　 Analysis of treatment effects on spleen weight and 

splenic immune cell populations. A: Quantification of spleen 

weight of each group; B−E: Proportion of NK cells (B), B cells 

(C), T cells (D), and CD8+ T cells (E) in spleen. n = 5, -x ±  s. **P < 

0.01, ****P < 0.000 1 vs vehicle group
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著富集 (图 4D)、在细胞成分 (内吞体循环、溶酶体和

空泡膜) 中富集 (图 4E)、在分子功能 (跨膜转运体激

活、G 蛋白偶联受体激活和 Toll 样受体结合) 中富集 

(图 4F)。

Figure 4　Transcriptome profiling of IHMT-140-treated BMDM cells. A: Bar graph depicting the quantitative distribution of upregulated 

and downregulated DEGs; B: Volcano plot visualizing the magnitude and statistical significance of DEGs, highlighting upregulated (blue) 

and downregulated (red) genes; C: Top 10 enriched pathways from KEGG analyses; D: Top 10 enriched pathways from GO-BP analyses; E: 

Top 10 enriched pathways from GO-CC analyses; F: Top 10 enriched pathways from GO-MF analyses. DEGs: Differentially expressed 

genes; KEGG: Kyoto encyclopedia of genes and genomes; GO-BP: Gene ontology biological process; GO-CC: Gene ontology cellular 

component; GO-MF: Gene ontology molecular function

Figure 3　Evaluation of IHMT-140 on tumor microenvironment macrophage reprogramming in a PANC02 syngeneic mouse model. A: 

mRNA expression of M1-like macrophage marker iNOS in tumor tissues; B: mRNA expression of M2-like macrophage marker CD206 in 

tumor tissues; C: Representative immunohistochemical (IHC) staining images of tumors (scale bar, 40 μm). n = 5, -x ±  s. **P < 0.01, ****P < 

0.000 1 vs vehicle group
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3　IHMT-140在体外诱导M2型巨噬细胞向M1型重

编程

基于转录组分析提示 IHMT-140可影响炎症因子

相关组分, 因此, 本研究进一步在人急性单核细胞白血

病细胞系THP-1细胞中验证其重编程作用。THP-1细

胞通过加入诱导因子可分化为M1和M2型巨噬细胞, 

是研究单核−巨噬细胞的重要工具。形态学观察显示, 

M2型巨噬细胞有明显的突触, 而M1型巨噬细胞没有

明显的突触。本研究在诱导获得的M2型THP-1细胞

中加入 IHMT-140处理后, 通过显微镜观察细胞形态, 

发现 IHMT-140 能从形态上将 M2 型巨噬细胞逆转至

M1型的形态 (图 5A)。为进一步验证该发现, 本研究

体外分离并培养了 BMDM 细胞, 并观察到 IHMT-140

同样可诱导类似的形态逆转 (图5B)。

本研究通过 RT-qPCR 检测了 IHMT-140 对 M2 型

THP-1来源巨噬细胞不同标志物以及炎症因子转录水

平的影响。结果显示 , IHMT-140 能显著上调 M1 型

TAMs 特异性标志物 CD86 mRNA 水平 (图 6A), 并显

著降低 M2 型 TAMs 特异性标志物 ARG 和 CD206 的

mRNA 水平 (图 6B、C)。此外, IHMT-140 能显著下调

M2 型 TAMs 中炎症因子 IL-10 mRNA 水平 (图 6D)。

同样, 在小鼠原代M2型BMDM细胞中, IHMT-140能

显著上调 M1 型 TAMs 标志物 iNOS mRNA 水平 (图

6E), 显著下调 M2 型 TAMs 标志物 ARG 和 CD206 

mRNA水平 (图 6F、G)。此外, IHMT-140还可上调M1

型TAMs炎症因子TNF-α和 IL-6的mRNA水平, 并下调

M2型TAMs炎症因子 IL-10的mRNA水平 (图6H)。

4　IHMT-140通过升高溶酶体 pH值诱导巨噬细胞表

型逆转

转录组分析发现 IHMT-140 可影响巨胞饮相关

Rap1 信号通路以及溶酶体相关的组分变化 , 提示

IHMT-140可能影响溶酶体 pH值。为验证此假设, 本

研究将 THP-1 和 BMDM 来源的 M2 型巨噬细胞经

IHMT-140处理后, 通过溶酶体 pH值荧光探针检测溶

酶体中pH值。结果显示, IHMT-140可显著提高M2型

巨噬细胞中溶酶体的pH值 (图7A、B)。

5　IHMT-140通过抑制自噬并激活MAPK/NF-κB信

号通路促进巨噬细胞M1型重编程

最后, 本研究进一步检测了炎症及自噬相关信号

通路的变化。在 M2 型骨髓来源巨噬细胞 (M2-

BMDMs) 中, IHMT-140处理后, 用Western blot方法检

测了自噬相关蛋白 p62和LC3B, MAPK通路相关蛋白 

(p-p38、p-JNK) 以及调控炎症的核转录因子 p-NF-κB

的表达变化。结果显示 , IHMT-140 能够抑制细胞自

噬 , 并上调 p38、c-JNK N 端激酶 (c-Jun NH2-terminal 

kinase, JNK) 及NF-κB的磷酸化水平 (图 8A、B)。通过

免疫荧光染色证实, IHMT-140能够促进NF-κB的核转

位, 进而调控相关基因的转录过程 (图 8C)。为进一步

明确 IHMT-140 通过上调溶酶体 pH 及激活 MAPK 通

路相关蛋白 (p-p38、p-JNK) 来调控 TAMs重编程的作

用机制, 本研究采用 p38抑制剂 (SB203580)、JNK抑制

剂 (SP600125) 及有机酸 (L-lactic acid) 进行回补实验。

结果显示 , 这 3 种化合物均能部分逆转 IHMT-140 对

TAMs重编程的诱导效应, 具体表现为CD86 (M1型标

志物) 和 CD206 (M2型标志物) 转录水平的相应恢复 

(图8D)。

讨论

IHMT-140是课题组自主研发的小分子化合物, 在

免疫正常小鼠PANC02移植瘤模型中表现出良好的抗

肿瘤活性。综合免疫表型分析显示, IHMT-140能降低

脾脏的重量。尽管该化合物并不影响脾脏脾组织中淋

巴细胞亚群组成 (B 细胞、CD4/CD8+ T 细胞和 NK 细

胞) 的比例, 但通过 RT-qPCR 和免疫组化分析肿瘤组

织中 TAMs标志物发现, IHMT-140可诱导 TAMs从免

疫抑制型M2表型极化到免疫刺激型M1状态, 从而重

塑肿瘤免疫微环境。进一步体外实验表明, IHMT-140

可以有效地诱导巨噬细胞由致瘤性 (M2型) 向抑瘤性 

(M1型) 转化。因此, 本课题组推测 IHMT-140对肿瘤

Figure 5　 Morphological changes associated with IHMT-140 

induced repolarization of M2-type TAMs to M1-type TAMs. A: 

Representative images of M2-type THP-1-derived macrophages 

after treatment; B: Representative images of M2-type BMDM after 

treatment (scale bar, 50 μm). BMDM: Bone marrow-derived 

macrophages
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的抑制作用可能是通过其对肿瘤微环境的免疫重编程

作用所介导的。

转录组分析发现, IHMT-140可调控巨噬细胞中吞

体循环、溶酶体和液泡膜相关基因的表达。巨噬细胞

吞噬作用主要是通过形成伪足包围目标并吞入胞内形

成吞噬体, 继而与溶酶体融合, 形成吞噬溶酶体并将其

降解。作为膜结合的细胞器, 溶酶体是含有各种水解

酶的球形囊泡, 可分解各种生物大分子[25]。然而, 该降

解过程高度依赖于溶酶体内部的酸性 pH环境。溶酶

体主要通过质子泵将 H+从细胞质中泵入腔内以维持

其低 pH值。研究表明, M2巨噬细胞有突触, 对炎症和

吞噬能力较低, 而M1巨噬细胞主要与吞噬功能相关。

基于小鼠 BMDM 的转录组测序分析显示, IHMT-140

不仅影响炎症相关信号通路, 同时显著调控内吞及溶

酶体相关基因的表达。

因此, 溶酶体 pH的变化可能影响其功能状态, 进

而调控巨噬细胞的表型与免疫功能。化合物 IHMT-

140是一种弱碱性化合物, 实验发现该化合物可上调

M2型巨噬细胞中溶酶体的 pH值, 从而诱导免疫抑制

M2型巨噬细胞表型向肿瘤抑制M1型巨噬细胞转化。

利用 RT-qPCR方法对 M1和 M2型蛋白标志物及其分

泌的炎症因子的转录水平信号通路检测发现, IHMT-

140能上调 M1型巨噬细胞相关的蛋白及炎症因子的

转录水平。进一步 Western blot 分析表明 , IHMT-140

能阻断细胞自噬, 并上调 p38、JNK以及NF-κB磷酸化

水平, 进而影响炎症因子分泌。

尽管 IHMT-140 作用机制与氯喹调控 TAMs 重编

程的机制相似, 但二者也存在一定差异, IHMT-140是

基于激酶抑制剂相关靶点设计开发的小分子化合物, 

Figure 6　 IHMT-140 promotes M2-to-M1 repolarization in TAMs. A−D: In THP-1-derived macrophages, RT-qPCR analysis shows the 

relative mRNA levels of CD86 (A), ARG (B), CD206 (C), and IL-10 (D) after treatment with or without IHMT-140; E−G: In BMDM, the 

relative mRNA levels of iNOS (E), ARG (F), and CD206 (G) are shown; H: Relative mRNA levels of key M1 (TNF-α, IL-6) and M2 (IL-10) 

inflammatory factors are also presented. n = 3, -x ±  s. *P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.000 1 vs M2 without IHMT-140 group

Figure 7　 IHMT-140 increases lysosomal pH in M2-TAMs. A: 

Lysosomal pH measurements in M2-polarized THP-1 cells 

following IHMT-140 treatment; B: Lysosomal pH measurements 

in M2-polarized bone marrow-derived macrophages (BMDM-M2) 

following treatment with IHMT-140. n = 3, -x ±  s. ***P < 0.001
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其具体作用靶点尚有待进一步阐明。本研究虽然揭示

了 IHMT-140在细胞和动物模型中调控 TAMs表型的

核心通路, 但其对溶酶体相关靶点 (如特定离子通道

或泵) 的直接作用蛋白与高选择性仍需通过化学生物

学手段 (如设计光亲和探针) 进行最终确证。未来, 将

IHMT-140推向转化研究仍面临一系列挑战。在药学

层面, 其溶解性、代谢稳定性等成药性参数仍需通过系

统的剂型优化加以改善。在安全性层面, 尽管初步亚

急毒实验显示了一定安全窗, 但全面的临床前毒理评

估 (包括长期毒性、生殖毒性等), 特别是其与标准化疗

药物联用时的协同毒性机制需深入阐明, 以确定最佳

联合策略与安全剂量。

综上所述 , 本研究证实 IHMT-140 是一种通过重

编程肿瘤免疫微环境发挥抗肿瘤作用的新型免疫调节

剂。其作用机制为通过上调巨噬细胞溶酶体 pH值, 阻

断自噬流, 进而激活MAPK信号通路并驱动NF-κB核

转位, 最终通过转录重编程, 实现将M2型TAMs逆转

为抗肿瘤的M1型表型。该发现为靶向巨噬细胞的癌

症免疫治疗提供了新的思路与候选策略。
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