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汉黄芩素通过调控巨噬细胞极化

抑制心肌梗死后乳腺癌肺转移的作用研究
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　　摘要：目的 探讨汉黄芩素对心肌梗死（Myocardial infarction，MI）后乳腺癌肺转移的药理作用及其机制，为乳腺癌肺
转移的治疗提供潜在药物以及实验基础。方法 实验通过 6 ～7 周雌性 BALB/c 小鼠构建心肌梗死乳腺癌小鼠模型，检
测汉黄苓素对心肌梗死后乳腺癌肺转移的影响及对小鼠肿瘤中巨噬细胞的影响。体外诱导 THP -1、RAW264.7 及骨髓
来源巨噬细胞（Bone marrow -derived macrophages，BMDM）细胞构建巨噬细胞极化模型，检测汉黄苓素对巨噬细胞极化
的影响及调控极化关键蛋白的变化。结果 与模型组小鼠相比，汉黄芩素组小鼠肺部肿瘤转移灶数显著减少，乳腺肿瘤

重量显著降低，心功能和心脏炎症明显改善，肿瘤中M2 型巨噬细胞表达显著降低。体外实验显示，汉黄芩素显著抑制
巨噬细胞M2 极化，显著降低信号转导和转录激活剂 6（Signal transducer and activator of transcription 6，STAT6）磷酸化；显
著阻抑MDA -MB 231 细胞迁移。结论 汉黄芩素可以遏制心肌梗死后乳腺腺癌肺转移，其作用机制可能是通过抑制

STAT6 磷酸化进而影响肿瘤中巨噬细胞M2 极化实现的。
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Effect of Wogonin in Suppressing Lung Metastasis of Breast Cancer After Myocardial
Infarction by Regulating Macrophage Polarization
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2.School of Medical Technology，Tianjin University of Traditional Chinese Medicine，Tianjin 301 61 7，China）

Abstract：Objective This study explored the pharmacological effect and mechanism of wogonin on lung metastasis of breast
cancer after myocardial infarction，and provided potential drugs and experimental basis for the treatment of lung metastasis of
breast cancer.Methods In the experiment，the mouse model of myocardial infarction and breast cancer was established by 6 -7
weeks old female balb/c mice，and the effect of wogonin on lung metastasis of breast cancer after myocardial infarction and macro-
phages in mouse tumors was detected.THP -1，RAW264.7 and bone marrow -derived macrophages（BMDM）cells were in-
duced in vitro to construct macrophage polarization model，and the effect of wogonin on macrophage polarization and the changes
of key proteins regulating polarization were detected.Results The results showed that compared with those of the model group，the
number of lung tumor metastasis，the weight of breast tumor，cardiac function and cardiac inflammation were significantly reduced，
and the expression of M2 macrophages in tumor was significantly reduced in the wogonin group.In vitro experiments showed that
wogonin significantly inhibited the M2 polarization of macrophages，reduced the phosphorylation of signal transducer and activator
of transcription 6（STAT6）and inhibited the migration of MDA -MB 231 cells.Conclusions The above results indicate that
wogonin can inhibit the lung metastasis of breast adenocarcinoma after myocardial infarction，and its mechanism may be realized
by inhibiting the phosphorylation of STAT6 and then affecting the M2 polarization of macrophages in the tumor.
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　　乳腺癌是女性最常见的癌症，超过 90%乳腺癌患者死亡
与乳腺癌转移相关，其中乳腺癌肺转移为最常见的转移情

况［1 -2］。心肌梗死（Myocardial infarction，MI）会促进癌症的发
生及转移，临床数据统计发现心肌梗死患者患癌概率为健康人

群的 3.29 倍［3 -5］，实验结果显示心肌梗死后，心脏小细胞外囊

泡会促进癌细胞的增殖以及转移［6］。乳腺癌与心肌梗死也存

在相关性，临床数据研究及Meta数据分析发现，乳腺癌患者心
肌梗死死亡率上升 1 .98 倍［7 -9］，实验研究结果显示心肌梗死

后会加速乳腺癌的生长以及乳腺癌小鼠死亡［1 0］。

乳腺癌在肿瘤微环境中存在着大量的炎症细胞的浸润，其

中以肿瘤相关巨噬细胞（Tumour -associated macrophages，
TAMs）最为丰富。TAMs 具有高度的可塑性在不同环境因素
下，它们主要分化为 2 个亚型：促炎表型（M1 型）和抗炎表型
（M2 型）［1 1 -1 2］。其中M2 极化的巨噬细胞可以通过调节血管
生成因子和细胞外基质调节因子等细胞因子促进肿瘤进展和

肿瘤相关血管生成［1 3 -1 4］。

汉黄芩素为黄芩中的重要有效成分，研究表明汉黄芩素不

仅具有心血管保护作用，该化合物还具有显著的抗癌效果。最

近研究发现汉黄芩素可以抑制三阴性乳腺癌中的血管生成、诱

导皮肤癌细胞的凋亡，抑制肺癌细胞和结肠癌等癌细胞黏附和

迁移能力，同时汉黄芩素还可以通过改善肿瘤免疫微环境、调

节免疫系统来发挥治疗癌症的作用［1 5 -1 7］。因此本研究以汉黄

芩素为研究对象，探究汉黄芩素是否能通过抑制巨噬细胞 M2
极化从而减少MI介导的乳腺癌肺转移。
1 　材料
1 .1 　动物　健康 BALB/c 小鼠，雌性，24 只，6 ～7 周龄；健康
C57BL/6，雄鼠，6 只，8 ～1 2 周龄购于斯贝福（北京）生物技术
有限公司，动物许可证号 SCXK（京）201 9 -001 0，在天津中医
药大学实验动物中心饲养，室温 20 ～25 ℃。实验动物所有操
作均严格按照天津中医药大学动物伦理委员会标准执行（动

物伦理号：TCM-LAEC201 8028）。
1 .2　细胞　小鼠 RAW264.7 巨噬细胞株购自北京协和细胞
库，THP -1 人类白血病单核细胞系购自北纳生物细胞库，
4T1、MDA -MB -231 购自武汉普诺赛生命科技有限公司。
1 .3　药品与试剂　汉黄芩素标准品（HPLC≥98%）（武汉德
斯特公司，货号 DC0037 -1 000），DMSO、三溴乙醇和叔戊醇
（德国 Sigma -Aldrich公司，货号分别为 D2650、T48402 -1 00G
和 1 52463 -250ML）；Stat -6 antibody 和 p -Stat -6 antibody
（美国 Cell Signaling Technology 公司，货号 3230 和 66245）；
CD68 antibody（英国 Abcam 公司，货号 ab955）；MTS（美国 pro-
mega公司，货号 G5421）；重组小鼠 IL -4、重组小鼠 IL -1 3、重
组小鼠 M-CSF（美国 Peprotech公司，货号 21 4 -1 4、21 0 -1 3、
31 5 -02）；PMA（美国MedChemExpress公司，货号 1 6561 -29 -
8）；HE 染色液（上海碧云天生物技术有限公司，货号 C01 05）；
BSA粉末（德国 biofrox公司，货号 4240GR1 00）；柠檬酸纳抗原
修复液（北京索莱宝生物科技有限公司，货号 C1 032）；0.5%羧
甲基纤维素钠（瑞典MCE 公司，货号 9004 -32 -4）；TGF -β1
（中国 Novoprotein公司，货号 CA59）。
1 .4　仪器　CO2 恒温培养箱（美国 Thermo公司，型号 HeraceII
VIOS 1 60I）；多功能酶标仪（美国 Molecula Device 公司，型号

Flex Station 3）；生物安全柜（力康生物医疗科技控股有限公
司，型号 NU -430 -60E）；低温高速离心机（德国 Eppendorf公
司）；倒置显微镜（日本尼康公司，型号 TS2）；实时定量 PCR仪
Q6（美国 Applied Biosystems 公司）；小动物呼吸机（上海 Har-
vard Inspira，型号 Harvard USA ventilators687）；体视显微镜、高
分辨率超声仪（加拿大 Visual Sonics 公司，型号分别为 LEICA
S8APO、Vevo 31 00 TM）；小动物MI手术器械包（中国瑞沃德公
司）；双极电凝笔（美国 bovie 公司）；IncuCyte Zoom（美国 ES-
SEN 公司，型号 4473）。
2　方法
2.1　小鼠乳腺癌模型的制备　选取 6 ～7 周龄雌性 BALB/c
小鼠，取 4T1 细胞（1 ×1 07个/mL），1 00 μL/只无菌条件下接种
于右侧倒数第二对乳腺脂肪垫下，建立小鼠乳腺癌原位接种瘤

模型［1 8］，每日观察肿瘤生长情况。

2.2　小鼠心肌梗死模型的制备　建立乳腺癌原位接种瘤模型
成功的小鼠，于接种乳腺癌模型 3 d 后进行心脏功能学检测，
纳入实验小鼠的标准为：射血分数（Left ventricular ejection frac-
tions，LVEF）≥50%，左室短轴缩短分数（Left ventricular frac-
tional shortening，LVFS）≥30%。按照如下过程建立小鼠左前
降支永久性结扎模型［1 9］：随机编号（称量体质量），麻醉（腹腔

注射 Avertin，0.33 mL/20 g），气管插管，分离胸大肌和胸小肌，
连接小动物呼吸机（参数为 weight 0.05 kg，潮气量为 0.1 5
ccH2O，呼吸频率为 1 45 次 /min，呼吸比为 1 ∶1），暴露心脏，结
扎心尖［通过 8/0 单丝尼龙缝合线将左心耳到心尖的 1 /3 ～1 /
2 处（冠状动脉左前降支 2 mm）］穿线并永久性结扎，结扎后可
见结扎点以下明显的苍白缺血区），缝合胸部肌层，最后拔管

前将胸腔抽为负压。对照组仅开胸后用 8/0 单丝尼龙缝合线
在左心耳到心尖的 1 /3 ～1 /2 处穿过不结扎，其他操作如上。
术后将小鼠随机分为 3 组，即假手术组、模型组（0.5%CMC -
Na，灌胃）、汉黄芩素［50 mg/（kg·d），灌胃］组，每组 8 只。术
后 1 h给药，术后药物治疗组给药 1 次/d，连续给药 1 4 d，对照
组、模型组给予等体积 0.5%CMC -Na。
2.3　心脏功能学检测　使用 Vevo 31 00TM多普勒超声仪进行
心脏功能学检测，超声前通过腹腔注射 Avertin（0.1 1 mL/20 g）
对小鼠进行麻醉。麻醉后小鼠仰卧位固定于感应板上，四肢均

涂抹适量导电液，小鼠胸部覆盖适量耦合剂。通过 Vevo
31 00TM多普勒超声仪在Mmode超声心动图模式中采集二尖
瓣前后叶水平的左心室收缩和舒张期运动曲线，取 3 个心动周
期求平均值，分别测量 LVFS、LVEF、左心室舒张末期容积（Left
ventricular end -diastolic volume，LVEDV）和左心室收缩末期容
积（Left ventricular end -systolic volume，LVESV）。
2.4　免疫组化染色　随机选取每组 3 只鼠心脏进行固定，固
定完成后依次进行石蜡包埋、切片、脱蜡、抗原修复、BSA 封闭
45 min、滴加一抗（CD206，1 ∶200 稀释）孵育过夜，次日洗涤后
滴加二抗（1 ∶1 00 稀释）孵育 1 h，PBS 洗涤 3 次后 DAB 显色，
苏木素复染 3 min，脱水封片后拍照。
2.5　细胞培养　RAW264.7 细胞株培养基为 90%DEME +
1 0%FBS（热灭活血清）+1%PS（双抗），培养条件为 37 ℃，
95%湿度，5%CO2；换液传代，取对数生长的细胞用于实验。
THP -1 细胞株培养基为 90%1 640 + 1 0%FBS（热灭活血

731



第 44 卷　第 4 期
2 0 2 6 年 4 月

中　华　中　医　药　学　刊
CHINESE　ARCHIVES　OF　TRAD ITIONAL　CHINESE　MEDICINE

Vol.44 No.4
Apr.2 0 2 6

清）+1%PS（双抗），其余培养条件与 RAW264.7 一致。骨髓
来源单核巨噬细胞（BMDM）从 8 ～1 2 周龄的 C57BL/6 小鼠骨
髓中获得，经过过滤、红细胞裂解、离心等步骤后，培养于 1 640
完全培养基（与 THP -1 细胞株培养基一致），1 640 完全培养
基中重组小鼠M-CSF 浓度为 20 ng/mL，次日进行半量换液
后，每隔 1 d进行完全换液，1 周后即可在体外诱导分化为 BM-
DM。MDA -MB -231 乳腺癌细胞以含 5%FBS 的 1 640 完全培
养基常规培养。

2.6　M2 型巨噬细胞　THP -1 细胞经佛波酯（Phorbol 1 2 -
myristate 1 3 -acetate，PMA）刺激 24 h 后给予白细胞介素 -4
（Interleukin -4，IL -4）/白细胞介素-1 3（Interleukin -1 3，IL -
1 3）（1 0 ng/mL IL -4 +1 0 ng/mL IL -1 3）诱导 24 h 后成为M2
型巨噬细胞，M2 型巨噬细胞培养于含 1 0%FBS（HI）的 DMEM
完全培养基进行常规培养。RAW264.7 巨噬细胞给予 IL -4/
IL -1 3（1 0 ng/mL IL -4 +1 0 ng/mL IL -1 3）诱导 24 h 后成为
M2 型巨噬细胞，M2 型巨噬细胞培养于含 1 0%FBS（HI）的
DMEM完全培养基进行常规培养。BMDM经过巨噬细胞集落
刺激因子（Macrophage colony -stimulating factor，M-CSF）诱导
7 d成为骨髓来源单核巨噬细胞，通过 IL -4/IL -1 3（1 0 ng/mL
IL -4 +1 0 ng/mL IL -1 3）诱导骨髓来源单核巨噬细胞向 M2
型巨噬细胞极化，细胞培养于 1 640 完全培养基。
2.7　MTS 细胞活力　根据 2.6 将 THP -1 细胞诱导为 M2 型
巨噬细胞，MDA -MB -231 乳腺癌细胞以含 1 0%FBS（HI）的
DMEM完全培养基常规培养，分别取对数期细胞以 5 ×1 03 个/
孔接种于 96 孔板中。实验中汉黄芩素浓度设立 0、1 0、20、40、
80、1 60 μmol/L 6 个浓度梯度，每组 6 个副孔，进行细胞毒性检
测。给药 24 h后，避光加入 20 μL/孔 MTS 溶液，置于孵箱中
继续培养 1 h后小心取出 96 孔板，放入多功能酶标仪中选择
490 nm测量各孔的吸光值，记录数据。细胞存活率（%）=
（A实验孔 -A空白孔）/（A对照孔 -A空白孔）×100%。
2.8　RT -qPCR　将 2.2 项所取的心脏及肿瘤样本随机选择
3 个放入离心管中，于冰上充分剪碎，每管 1 mL PBS 清洗 1
遍，4 ℃，2000 r/min，离心 5 min；去除上清，每管加入 1 mL Tr-
izol UP，通过组织研磨器裂解组织至透明黏稠液体。根据试剂
盒说明书进行 RNA提取，检测 RNA 浓度，反转录 cDNA，Qrt -
PCR进行扩增。引物序列见表 1。M2 型巨噬细胞中 RNA 提
取步骤细胞接种于为 6 孔板，每孔加入 1 mL Trizol UP，冰上刮
去收集细胞于 1 .5 mL离心管中，随后步骤如动物组织处理。
2.9　Western -blotting检测巨噬细胞M2 极化关键蛋白 STAT6
磷酸化表达　RAW264.7 巨噬细胞以 1 ×1 06个/孔接种于 6 孔
板中。细胞分为对照组、M2 巨噬细胞模型组、汉黄芩素组
（1 0、20、40 μmo/L），每组 3 个复孔，以未分化的 M0 型巨噬细
胞为对照。细胞培养 24 h 后，置换成含有药物及诱导因子的
完全培养液中。再次培养 24 h 后收集细胞，冻存于 -80 ℃冰
箱。后续依次进行蛋白提取、BCA 蛋白定量法、蛋白浓度均一
化，与上样缓冲液（5 ×）混匀，金属浴 99 ℃，1 0 min 使蛋白充
分变性后，进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜，PVDF 膜封闭，加
入一抗，4 ℃孵育过夜，洗涤，加入二抗，室温孵育 1 ～2 h，洗
涤，显色，用 Image J对条带进行灰度值计算。原代骨髓来源巨
噬细胞以 2 ×1 06个/孔接种于六孔板中。经 M-CSF 诱导 7 d

后将培养液置换为含有药物及诱导因子的完全培养液，分组同

上。于 24 h 后收集细胞，-80 ℃冰箱中保存。其余步骤如
RAW264.7 巨噬细胞所示。

表 1 　引物序列

引物名称 引物序列

GAPDH F 5’-CAACGGGAAACCCATCACCA -3’
R 5’-ACGCCAGTAGACTCCACGACAT -3’

iNOS F 5’-GTGTTCCACCAGGAGATGTTG-3’
R 5’-CTCCTGCCCACTGAGTTCGTC -3’

IL -6 F 5’-TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC -3’
R 5’-TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC -3’

IL -1β F 5’-TCGCAGCAGCACATCAACAAGAG-3’
R 5’-AGGTCCACGGGAAAGACACAGG-3’

MR F 5’-CAAGGAAGGTTGGCATTTGT -3’
R 5’-CCTTTCAGTCCTTTGCAAGC -3’

TGF -β F 5’-CGCAACAACGCCATCTATGA -3’
R 5’-ACCAAGGTAACGCCAGGAAT -3’

Arg -1 F 5’-AGCACTGAGGAAAGCTGGTC -3’
R 5’-TACGTCTCGCAAGCCAATGT -3’

TNF -α F 5’-CAGAAAGCATGATCCGCGAC -3’
R 5’-GGTCTGGGCCATAGAACTGA -3’

IL -1 0 F 5’-CTGCTATGTTGCCTGCTCTTACTG-3’
R 5’-GGGTCTGGCTGACTGGGAAG-3’

IGF -1 F 5’-TTATTTCAACAAGCCCACAGG-3’
R 5’-CTTAGATCACAGCTCCGGA -3’

2.1 0　细胞划痕实验　THP -1 单核细胞以 1 ×1 06 个接种于 6
孔板中，培养过夜。根据 2.6 及 2.9 进行分组及诱导 M2 巨噬
细胞，收取细胞上清液，按照分组进行保存。MDA -MB -231
细胞以 5 ×1 04个/孔接种于 96 孔板中，每组 3 个副孔，培养 24
h。细胞分为对照组、汉黄芩素组（包含 3 组浓度 1 0、20、40
μmol/L）、汉黄芩素处理过的M2 型巨噬细胞上清液组（汉黄芩
素 3 组浓度处理，分别为 1 0、20、40 μmol/L）以及M2 型巨噬细
胞上清液组。24 h后，对 MDA -MB -231 细胞进行细胞划痕
实验，PBS 去除掉落细胞，并按照分组进行给药，放入 IncuCyte
中，继续培养 24 h。在此过程中使用倒置显微镜进行拍照。记
录 0、1 2、24 h时细胞前沿位置。测量 0 h（细胞开始迁移前）与
24 h划痕间隙宽度，通过二者宽度计算迁移率，计算公式为 24
h迁移率=（W0 h -W24 h）/W0 h ×1 00%；W指划痕间隙宽度。
2.1 1 　统计学方法　用 SPSS 1 6.0 软件进行统计分析。实验
数据以均数±标准差（★x±s）表示，多组间比较用单因素方差分
析，两两比较用配对样本 t 检验，P<0.05 为差异有统计学
意义。

3　结果
3.1　汉黄芩素显著遏制心肌梗死后乳腺癌肺转移且显著降低
乳腺癌肿瘤质量　建立乳腺癌原位接种瘤模型后结扎冠状动
脉左前降支建立心肌缺血模型，连续给药 1 4 d。1 4 d内小鼠体
质量无显著变化。1 4 d后，取材称量小鼠肺部及肿瘤质量，结
果显示小鼠肺部质量无显著改变；相比于对照组，模型组小鼠

肿瘤质量显著增加（P<0.05），汉黄芩素组和模型组相比，肿
瘤组织质量显著下降（P<0.05）。小鼠肺组织进行固定，显微
镜下观察小鼠肺组织上的乳腺癌的肺转移情况。结果显示相

比于对照组，模型组心肌梗死后肺部肿瘤转移灶数显著增加
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（P<0.01）；汉黄芩素组相比于模型组肺部肿瘤转移灶数显著
下降（P<0.05）。以上结果表明，汉黄芩素的干预能够有效抑
制乳腺癌肺转移，并显著减轻乳腺癌肿瘤的重量，展示出对乳

腺癌治疗的潜在价值，实验结果见插页ⅩⅩⅢ图 1。
3.2　汉黄芩素显著抑制心肌梗死后心功能的恶化，有效下调
心脏炎症的表达水平　为了研究汉黄芩素对 MI 术后乳腺癌
小鼠的心功能的影响，本实验在术前 1 天及术后 3、7 d 对各组
小鼠进行超声心动检测，记录 LVEDV、LVESV、LVEF、LVFS，比
较各组小鼠心脏功能变化。结果显示，模型组术后 LVEDV、
LVESV显著升高，LVEF、LVFS 显著降低（P<0.001），表明心

肌梗死小鼠模型建立成功，小鼠左心室的收缩舒张功能变差，

心室腔有明显扩张，汉黄芩素组给药 7 d后，LVEDV、LVESD显
著降低，LVEF、LVFS 显著增加（P<0.01）。同时本研究检测
了心肌梗死 1 4 d后，心脏中 iNOS、IL -1β及 IL -6 炎症指标，
结果显示心肌梗死后小鼠心脏中炎症的表达显著增加（P<
0.05，P<0.01），汉黄芩素可以显著抑制心脏中炎症的表达
（P<0.01）。以上结果提示，汉黄芩素能够显著抑制心肌梗死
后心功能的恶化，并且有效下调心脏炎症反应的表达水平，表

明汉黄芩素对心肌梗死后的心脏功能有明显的保护作用，实验

结果见图 2。

　　注：A.小鼠心脏超声图；B ～E.小鼠心功能指标；F ～H.小鼠心脏中炎症指标结果；*与对照组比较，P<0.05，**与对照组比较，
P<0.01，***与对照组比较，P<0.001；##与模型组比较，P<0.01。

图 2　汉黄芩素对心肌梗死后小鼠心功能、心脏炎症的表达水平的影响（★x±s）
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3.3　汉黄芩素限制心肌梗死后乳腺癌小鼠肿瘤组织中M2 型
巨噬细胞数量　为了探究汉黄芩素对心肌梗死后的乳腺癌小
鼠肿瘤组织中M2 型巨噬细胞的影响，通过免疫组化法检测了
心肌梗死后的乳腺癌小鼠肿瘤组织中 M2 型巨噬细胞的数量。
结果显示，与对照组相比，心肌梗死组的乳腺癌小鼠肿瘤组织

中M2 型巨噬细胞数量显著增加（P<0.001）；和心肌梗死组相
比，汉黄芩素组肿瘤组织中M2 型巨噬细胞数量显著减少（P<
0.01）。结果提示，汉黄芩素可以抑制M2 型巨噬细胞在MI 后
的乳腺癌小鼠肿瘤组织中的数量。

同时本研究对心肌梗死后的乳腺癌小鼠肿瘤组织中 M2
型巨噬细胞标志基因进行了检测，结果显示，和对照组相比，模

型组的乳腺癌小鼠肿瘤组织中 M2 型巨噬细胞标志型基因和
功能型基因表达显著增加（P<0.05，P<0.01，P<0.001）；与
模型组相比，汉黄芩素组肿瘤组织中 M2 型巨噬细胞标志型基
因和功能型基因表达显著降低（P<0.05，P<0.001）。以上结
果提示汉黄芩素能够限制心肌梗死后乳腺癌小鼠肿瘤组织中

M2 型巨噬细胞数量。实验结果见插页ⅩⅩⅣ图 3。
3.4　汉黄芩素能够显著抑制巨噬细胞向M2 极化　通过MTS
的方法检测汉黄芩素在 0、1 0、20、40、80、1 60 μmol/L对 THP -
1 诱导后的M2 型巨噬细胞活力以及 MDA -MB -231 乳腺癌

细胞活力的影响。结果显示，汉黄芩素在 1 60 μmol/L 时对
MDA -MB -231 乳腺癌细胞存在显著的细胞毒性（P<
0.001），为了避免汉黄芩素的细胞毒性对实验结果带来影响，
选择汉黄芩素的给药浓度为 1 0、20、40 μmol/L。

通过 IL -4/IL -1 3（1 0 ng/mL）诱导 RAW264.7 巨噬细胞
为M2 型极化巨噬细胞，利用 RT -PCR检测汉黄芩素对M2 型
巨噬细胞极化的影响。结果显示，IL -4/IL -1 3 能够显著促进
RAW264.7 巨噬细胞中M2 标志型基因 Arg -1、MR及功能型
基因 IGF -1、TGF -β1 的表达（P<0.001）；汉黄芩素能够显著
降低M2 标志型基因 Arg -1、MR及功能型基因 IGF -1、TGF -
β1 的表达（P<0.05，P<0.01，P<0.001）。以上结果表明，汉
黄芩素能够显著抑制巨噬细胞向M2 极化。实验结果见图 4。
3.5　汉黄芩素以及汉黄芩素处理过的巨噬细胞上清溶液能够
显著的限制乳腺癌细胞的迁移　为了探究汉黄芩素对乳腺癌
细胞迁移作用的影响，本研究利用 IncuCyte Zoom 观察不同条
件下处理的乳腺癌细胞的迁移能力。结果显示，20、40 μmol/L
浓度的汉黄芩素能够显著抑制乳腺癌细胞MDA -MB -231 的
迁移（P<0.001）；根据 2.1 0 实验步骤收集巨噬细胞上清液
（Macrophage conditioned medium，MCM），结果显示 MCM能够
显著促进乳腺癌细胞MDA -MB -231的迁移（P<0.05），当

　　注：A.MDA -MB -231 细胞活力结果；B.M2 型巨噬细胞活力结果；C ～F.RAW264.7 细胞M2 极化标志基因的表达；

*与对照组比较，P<0.05；***与对照组比较，P<0.001；#与模型组比较，P<0.05；##与模型组比较，P<0.01；###与模
型组比较，P<0.001。

图 4　汉黄芩素对巨噬细胞向M2 极化的影响
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使用汉黄芩素预处理巨噬细胞的上清液后，相比于模型组乳腺

癌细胞MDA -MB -231 的迁移得到显著抑制（P<0.001）。
插页ⅩⅩⅤ图 5D对比了汉黄芩素单独给药与给予预处理巨噬细
胞上清液后对乳腺癌细胞迁移的抑制作用，结果显示汉黄芩素

预处理巨噬细胞后，相比于直接给予汉黄芩素，乳腺癌细胞

MDA -MB -231 的迁移得到更为显著的抑制（P<0.05，P<
0.000 1），提示汉黄芩素可能通过影响巨噬细胞进而限制乳腺
癌细胞迁移。给予 5 ng/mL TGF -β1 后模型组乳腺癌细胞
MDA -MB -231 迁移能力显著增强（P<0.05），汉黄芩素干预
后相比于模型组实验组乳腺癌细胞MDA -MB -231 的迁移得
到显著抑制（P<0.001）。结果提示汉黄芩素以及汉黄芩素处
理过的巨噬细胞上清溶液能够显著地限制乳腺癌细胞的迁移，

且巨噬细胞对汉黄芩素抑制乳腺癌细胞转移的药效具有显著

增强作用，实验结果见插页ⅩⅩⅤ图 5。
3.6　汉黄芩素通过调控 STAT6 蛋白磷酸化抑制巨噬细胞向
M2 型极化　为了探究汉黄芩素抑制 RAW264.7 巨噬细胞及
BMDM巨噬细胞向 M2 型巨噬细胞极化的机制，本研究通过
Western -blotting实验检测了汉黄芩素对巨噬细胞极化的关键
蛋白 STAT6 的影响，结果显示，汉黄芩素能够显著抑制 STAT6
蛋白的磷酸化（P<0.05，P<0.001）。以上结果提示汉黄芩素
可能通过抑制 STAT6 蛋白磷酸化进而抑制巨噬细胞向 M2 型
极化。实验结果见图 6。
4　讨论

最近的研究表明，心血管疾病与癌症可能存在关联。例

如，心力衰竭患者患癌的风险增加，而心肌梗死可能加速乳腺

癌的生长和肺部转移［1 0，20］。乳腺癌导致死亡的原因基本与肿

瘤转移相关［1］，临床及基础研究发现肿瘤中的巨噬细胞会促

进肿瘤生长以及转移［21］。这些发现突显了心血管健康与癌症

之间的复杂关系，需要进一步的研究和关注。

汉黄芩素作为中药黄芩的活性成分，已被广泛应用于保护

心血管和治疗癌症［22］。研究显示，汉黄芩素不仅具有抗癌和

抗炎效果，还能抑制 M2 型巨噬细胞标志物如 Arg -1、MR 和
TGF -β1 的表达。本实验探索了汉黄芩素是否能够抑制心肌
梗死后促进的乳腺癌肺转移及其机制。体内实验结果显示，汉

黄芩素显著降低了心肌梗死增强的乳腺癌小鼠肺转移，并减少

了肿瘤组织中M2 型巨噬细胞的 CD206 表达及相关基因 Arg -
1 和 IGF -1 的表达。心脏超声结果以及心脏炎症水平的检测
结果显示，汉黄芩素对左心室的收缩与舒张能力有所改善，并

且汉黄芩素降低了心脏炎症水平。结果展示出汉黄芩素具有

抑制心肌梗死后乳腺癌肺转移的作用，且汉黄芩素可能通过影

响乳腺癌肿瘤中的巨噬细胞向M2 型极化发挥该作用，此外汉
黄芩素遏制了心肌梗死后的心功能的恶化，展示出对心脏具有

一定的保护作用。

为了进一步研究 M2 型巨噬细胞在心肌梗死后乳腺癌肺
转移中的作用，本研究进行了体外研究。通过体外培养 THP -
1 细胞，并将其诱导为 M2 型巨噬细胞，收集其上清溶液，与
MDA -MB -231 乳腺癌细胞进行了共培养。通过细胞划痕实
验展示出M2 型巨噬细胞上清溶液能够显著促进MDA -MB -

　　注：A.RAW264.7 细胞中 p -STAT6/STAT6 蛋白表达；B.BMDM细胞中 p -STAT6/STAT6 蛋白表达；

***与对照组比较，P<0.001；#与模型组比较，P<0.05；###与模型组比较，P<0.001。
图 6　汉黄芩素对通过控制 STAT6 蛋白磷酸化抑制巨噬细胞向M2 型极化的影响（★x±s）
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231 乳腺癌细胞的迁移。通过 RT -qPCR 检测了汉黄芩素对
巨噬细胞向M2 型极化的影响，结果显示汉黄芩素能够显著抑
制巨噬细胞M2 型标志基因（如 Arg -1、MR）和功能型基因
（如 IGF -1、TGF -β1）的表达。STAT6 蛋白的磷酸化为调控
巨噬细胞向M2 型极化的关键［23 -24］，Western blot 实验检测了
汉黄芩素对 STAT6 磷酸化的影响，结果显示汉黄芩素显著抑
制 STAT6 蛋白磷酸化，该结果表明汉黄芩素能够抑制巨噬细
胞向M2 型极化。此外细胞划痕实验也展示出，汉黄芩素与
M2 型巨噬细胞共孵育后的细胞上清液能够显著抑制 MDA -
MB -231 乳腺癌细胞迁移，此外汉黄芩素单独给予 MDA -
MB -231 乳腺癌细胞也能够显著抑制癌细胞的迁移，并且汉
黄芩素与M2 型巨噬细胞共孵育后的细胞上清液对 MDA -
MB -231 乳腺癌细胞迁移作用的抑制作用比单独给予汉黄芩
素更加显著。以上结果显示，M2 型巨噬细胞能够促进MDA -
MB -231 乳腺癌细胞迁移；汉黄芩素能够通过抑制巨噬细胞
内 STAT6 蛋白磷酸化进而抑制巨噬细胞向M2 型极化；汉黄芩
素能够通过干预M2 型巨噬细胞显著抑制 MDA -MB -231 乳
腺癌细胞迁移，并且汉黄芩素也能显著抑制 MDA -MB -231
乳腺癌细胞迁移。

综上所述，心肌梗死会促进乳腺癌肺转移的发生，汉黄芩

素可以抑制心肌梗死后乳腺癌肺转移的发生，发挥该作用的机

制至少有一部分与汉黄芩素通过抑制巨噬细胞 STAT6 磷酸化
抑制巨噬细胞 M2 极化进而抑制乳腺癌转移有关。更加具体
的作用机制仍需要进一步的探索。
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ⅩⅩⅢ

汉黄芩素通过调控巨噬细胞极化抑制心肌梗死后乳腺癌肺转移的作用研究

（正文见 136 -142 页）

　　注：A.实验流程；B.小鼠体质量变化；C.小鼠肺部肿瘤转移图；D.小鼠肺部肿瘤转移量化图；E.小鼠肺部质量；F.小鼠乳腺癌肿瘤
质量；*与对照组比较，P<0.05；**与对照组比较，P<0.01；#与模型组比较，P<0.05。

图 1　汉黄芩素对心肌梗死后小鼠乳腺癌肺转移和降低乳腺癌肿瘤质量的影响（★x±s）
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ⅩⅩⅣ

　　注：A.肿瘤组织免疫组化；B.免疫组化量化结果；D ～E.小鼠肿瘤中 M2 型巨噬细胞标志基因表达结果；*与对照组比较，P<
0.05；**与对照组比较，P<0.01；***与对照组比较，P<0.001；#与模型组比较，P<0.05；##与模型组比较，P<0.01；###与模型
组比较，P<0.001。

图 3　汉黄芩素对心肌梗死后乳腺癌小鼠肿瘤组织中M2 型巨噬细胞数量的影响（★x±s）
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ⅩⅩⅤ

　　注：A.MDA -MB -231 细胞迁移图；B ～E.MDA -MB -231 细胞迁移量化图；*与对照组比较，P<0.05；###与模型组比较，P<
0.001；&汉黄芩素组与汉黄芩素预处理细胞上清液组比较，P<0.05；&&&汉黄芩素组与汉黄芩素预处理细胞上清液组比较，P<0.000 1。

图 5　汉黄芩素以及汉黄芩素处理过的巨噬细胞上清溶液对乳腺癌细胞迁移的影响（★x±s）


