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巨噬细胞移动抑制因子对人结肠癌细胞增殖

和血管形成的影响

胡淞，张才全，倪春，李建，杨海平，

（重庆医科大学附属第一医院 普通外科，重庆４０００１６）

　　摘要：目的　探讨巨噬细胞移动抑制因子（ＭＩＦ）对人结肠癌细胞增殖和血管形成的影响。方法
　检测不同浓度的抗 ＭＩＦ抗体（ＡｎｔｉＭＩＦ）对人 ＨＣＴ１１６结肠癌细胞株增殖及对血管内皮细胞生长因

子（ＶＥＧＦ）的表达影响。结果　１００，２００，４００，８００μｇ／ＬＡｎｔｉＭＩＦ处理 ＨＣＴ１１６细胞 ４８，７２ｈ后，细胞

增殖明显受到抑制，且呈时间剂量依赖性。１００，２００，４００，８００μｇ／ＬＡｎｔｉＭＩＦ处理 ＨＣＴ１１６细胞７２ｈ

后，流式细胞仪细胞周期分析表明 Ｇ０／Ｇ１期细胞百分率上升，Ｓ期和 Ｇ２／Ｍ期细胞百分率下降；与阴性

对照组相比，ＡｎｔｉＭＩＦ作用７２ｈ后 ＶＥＧＦ蛋白表达明显减弱，并呈剂量依赖性（Ｐ＜０．０５）。结论　ＭＩＦ

参与调节细胞的生长周期，并可能通过 ＶＥＧＦ影响肿瘤血管形成，而在结肠癌的发病中发挥重要作用。
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第４期 胡淞，等：巨噬细胞移动抑制因子对人结肠癌细胞增殖和血管形成的影响

　　巨噬细胞移动抑制因子（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ，ＭＩＦ）由活化 Ｔ细胞产生，因其可
以抑制离体巨噬细胞迁移和在皮肤迟发性超敏反

应中促进巨噬细胞的聚集而得名［１－２］。目前的研

究表明 ＭＩＦ在许多肿瘤中都有较高的表达，并有
可能参与肿瘤的血管生成、增殖和迁移。但其具

体机制还尚未完全阐明。文献报道血管内皮生长

因子（ＶＥＧＦ）的表达与高水平 ＭＩＦ呈正相关［３］。

本实验旨在观察抗人 ＭＩＦ抗体（ＡｎｔｉＭＩＦ）对结肠
癌细胞株 ＨＣＴ１１６增殖的影响并通过检测 ＶＥＧＦ
在细胞的表达探讨其在肿瘤发生、发展中的作用。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂　ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛血
清、胰蛋白酶及噻唑兰（ＭＴＴ）购自重庆博雅公司；
ＶＥＧＦ（兔抗）和 ＡｎｔｉＭＩＦ为美国 Ｒ＆Ｄ公司产品。
１．１．２　细胞系　人结肠癌细胞（ＨＣＴ１１６）系购
自重庆医科大学基础研究所。

１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养 ＨＣＴ１１６　细胞株常规培养于
含 １０％胎牛血清和 １×１０５Ｕ／Ｌ青霉素及 ０．１ｇ／Ｌ
链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，置于 ３７℃，５％
ＣＯ２浓度及饱和湿度的 ＣＯ２恒温培养箱内培养。
用 ０．２５％胰蛋白酶消化传代。取呈对数生长的
细胞用于实验。

１．２．２　ＭＴＴ比色分析法　取细胞以 １×１０４的浓
度接种于 ９６孔板中，每孔 １８０μＬ；２４ｈ待细胞贴
壁后加入浓度为１００，２００，４００，８００μｇ／Ｌ的 Ａｎｔｉ
ＭＩＦ，每孔 ２０μＬ。每个浓度设 １２个复孔，重复
３板，分别培养至 ２４，４８，７２ｈ；每孔加入 ５ｍｇ／ｍＬ
ＭＴＴ液 ２０μＬ，继续孵育 ４ｈ后弃其上清液；每孔
加入１５０μＬ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），震荡１０ｍｉｎ，使
其结晶充分溶解；并设不接种细胞的空白组和不

加药物的对照组。酶标仪测定 ４９０ｎｍ处的吸光
度，计算 ＨＣＴ－１１６细胞抑制率。抑制率 ＝（１－
实验组平均值／对照组平均值）×１００％。
１．２．３　免疫组织化学（免疫组化）检测癌细胞株
ＶＥＧＦ的表达　将细胞稀释为 １×１０５／ｍＬ，以每孔
５ｍＬ接种于 ６孔板中；每培养孔放置直径 １２ｎｍ
经多 聚 赖 氨 酸 处 理 的 无 菌 盖 玻 片 ３张，置 于
３７℃，５％ ＣＯ２浓度及饱和湿度的 ＣＯ２恒温培养
箱内培养。培养 ２４ｈ待细胞贴壁生长后，吸除培
养液，分别加入终浓度为 １００，２００，４００，８００μｇ／Ｌ
含 ＡｎｔｉＭＩＦ的 ＲＰＭＩ１６４０培养基；并设不加药物
的阴性对照组，每组平行 ６个样本。继续培养
７２ｈ后取出玻片，以磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗，

４％中性甲醛固定，置恒温箱 ２ｈ后取出，按 ＶＥＧＦ
免疫组化试剂盒说明步骤进行染色。ＶＥＧＦ为胞
质着色。

１．２．４　细胞周期检测　取细胞接种于 １００ｍＬ
培养瓶中，培养 ２４ｈ待细胞贴壁后更换新鲜培养
液并加入终浓度分别为 １００，２００，４００，８００μｇ／Ｌ
的 ＡｎｔｉＭＩＦ，并 设 阴 性 对 照 （ＰＢＳ液 代 替 Ａｎｔｉ
ＭＩＦ），每组平行 ３个样本。培养至 ７２ｈ，分别制
成 １×１０６／ｍＬ细胞悬液。离心弃其上清液加入
８０％冰乙醇固定，置于 ４℃保存待检。检测前充
分摇匀待检液，ＰＢＳ洗去乙醇后加入碘化丙锭
（ＰＩ）染液，避光染色 ３０ｍｉｎ，其余步骤按流式细
胞仪标准操作。

１．２．５　免疫印迹（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测 ＶＥＧＦ蛋白
的表达　将细胞悬液稀释为 １×１０５／ｍＬ接种于
１００ｍＬ培养瓶中，培养 ２４ｈ待细胞贴壁后弃其
上清 液 并 更 换 含 有 终 浓 度 为 １００，２００，４００，
８００μｇ／Ｌ的 ＡｎｔｉＭＩＦ培养液，并设阴性对照（ＰＢＳ
液代替 ＡｎｔｉＭＩＦ）。继续培养 ７２ｈ后取出，弃上
清液，加 入 全 细 胞 裂 解 液 及 苯 甲 基 磺 酰 氟

（ＰＭＳＦ），置于冰块上充分摇匀消化细胞 ３０ｍｉｎ；
冷冻离心机 ２５００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ后收集上清
液作为细胞总蛋白。加样前于沸水中煮 ５ｍｉｎ使
蛋白变性后进行十二烷基硫酸钠存在下的聚丙烯

酰氨（ＳＤＳＰＡＧＥ）凝胶电泳，然后电转至硝酸纤维
膜上；加入 １∶８００稀释 ＶＥＧＦ（兔抗），４℃孵育过
夜；加入二抗，室温孵育 ２ｈ，ＤＡＢ显色观察。
１．３　统计学处理

结果以算术均数（ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃｍｅａｎ）±标准差
（ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ）表示。数据采用 ＳＰＳＳ１３．０统
计软件进行分析。Ｐ＜０．０５为差异有显著性。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果运用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图象分析软件
进行灰度值分析。

２　结　果

２．１　ＡｎｔｉＭＩＦ对人结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞的抑
制作用

ＡｎｔｉＭＩＦ对人结肠癌 ＨＣＴ１１６系细胞生长的
抑制作用具有明显的剂量时间依赖性；随着药物
浓度的增加和作用时间的延长，结肠癌细胞的生

长抑制愈明显，尤以 ８００μｇ／Ｌ作用 ７２ｈ组最为显
著（表 １）。
２．２　ＨＣＴ１１６细胞株 ＶＥＧＦ的表达

ＡｎｔｉＭＩＦ对细胞中 ＶＥＧＦ的表达有明显抑制
作用，其表达随着 ＡｎｔｉＭＩＦ剂量的增加而减少
（图 １－２）。

１５３
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表１　不同浓度ＡｎｔｉＭＩＦ在不同时间对ＨＣＴ１１６细胞的抑制作用（ｎ＝１２，ｘ±ｓ）

浓度组（μｇ／Ｌ）
２４ｈ

Ａ值 抑制率（％）

４８ｈ

Ａ值 抑制率（％）

７２ｈ

Ａ值 抑制率（％）

０ ０．９７５±０．０４７ （－） １．１５７±０．０５４ （－） １．２７７±０．０４５３） （－）

１００ ０．９６５±０．０３６ １．０２ １．１３２±０．０４６ ２．１６ １．２１２±０．０４１１），３） ５．０９

２００ ０．９３７±０．０５８ ３．９０ １．０７８±０．０５８１），２） ６．８３ １．１１２±０．０５６１），３） １２．９２

４００ ０．８９１±０．０６７１），２） ８．６２ ０．９４６±０．０４８１），３） １８．２４ ０．８４４±０．０４６１），３） ３３．９１

８００ ０．８２６±０．０５４１），３） １５．２８ ０．７１５±０．０４４１），３） ３８．２０ ０．５９３±０．０３８１），３） ５３．５６

　　注：１）与０μｇ／Ｌ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与上组比较，Ｐ＜０．０５；３）与上组比较，Ｐ＜０．０１

图１　ＶＥＧＦ的表达（×１０）　Ａ：阴性组；Ｂ：１００μｇ／Ｌ组；Ｃ：２００μｇ／Ｌ；Ｄ：４００μｇ／Ｌ；Ｅ：８００μｇ／Ｌ

图２　ＶＥＧＦ的表达（×４００）　Ａ：阴性组；Ｂ：１００μｇ／Ｌ组；Ｃ：２００μｇ／Ｌ；Ｄ：４００μｇ／Ｌ；Ｅ：８００μｇ／Ｌ
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２．３　ＡｎｔｉＭＩＦ对结肠癌细胞周期的影响
ＡｎｔｉＭＩＦ作用７２ｈ后细胞周期分布呈浓度依

赖性改变，表现为 Ｇ０／Ｇ１期细胞比例增高，Ｓ期
和 Ｇ２／Ｍ期细胞比例降低（表 ２）。

表２　ＡｎｔｉＭＩＦ作用ＨＣＴ１１６细胞７２ｈ后对细胞周期的影
响（ｎ＝３，ｘ±ｓ）

浓度（μｇ／Ｌ） Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

０ ５１．０９±３．７５ ４５．７８±２．８２ ３．１２±０．９５

１００ ５７．６５±１．６４ ３９．６１±１．９３ ２．７４±０．４６

２００ ６４．５２±２．７０１） ３３．０１±２．５８１） ２．４８±０．４７

４００ ６７．０５±２．３５１） ３０．９４±１．９８１） ２．０１±１．１１

８００ ７３．３６±４．９１１） ２５．３４±４．３８１） １．３１±０．５４１）

　　注：１）为与０μｇ／Ｌ组比较，Ｐ＜０．０５

２．４　ＡｎｔｉＭＩＦ对 ＶＥＧＦ蛋白表达的影响
经 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图象分析软件重复 １０次进行

灰度值测定，ＡｎｔｉＭＩＦ０，１００，２００，４００，８００μｇ／
Ｌ组作用 ７２ｈ后，其 ＶＥＧＦ的蛋白表达分别为
２０５６７．４８±１５２２．１９，１７１８８．０３±１０１１．５９，
１３９２０．２１±１３０５．７２，１３２５６．５±１２６６．０９和
１１８４５．６２±１０７１．２０，分别与 ０μｇ／Ｌ组比较，均
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（图 ３）。

! """""" # """"""" $ """"""" % """"""" & """"""""" '

图 ３　ＡｎｔｉＭＩＦ作用于 ＨＣＴ１１６细胞 ７２ｈ后 ＶＥＧＦ蛋
白的表达　０：ｍａｒｋ；１－５：ＡｎｔｉＭＩＦ８００μｇ／Ｌ，
４００μｇ／Ｌ，２００μｇ／Ｌ，１００μｇ／Ｌ，０μｇ／Ｌ组

３　讨　论

ＭＩＦ为 １１５个氨基酸组成的 １２．５ｋＤ的多
肽，三维结构为 α／β结构，以同源三聚体的形式
存 在，基 因 定 位 在 ２２ 号 染 色 体 长 臂 上

（２２ｑ１１．２）。它不仅存在于巨噬细胞、单核细胞、
垂体前叶细胞，而且在上皮细胞、内皮细胞等各

种类型的细胞中，甚至在肝、脾等组织的实质细

胞中也有表达［４］。近来发现 ＭＩＦ不仅是免疫和炎
症反应中的必要成分，而且也在肿瘤细胞中表

达，并与肿瘤较高的转移危险性和较差的预后密

切相关［５－６］。

Ｗｉｌｓｏｎ等［７］在建立的腺瘤性结肠息肉病小鼠

模型中发现，ＭＩＦ的表达较病变附近的正常黏膜

明显增加，并且绝大多数存在于上皮细胞中。外

源性 ＭＩＦ还能抑制细胞的凋亡，促进人结、直肠
腺瘤细胞的生长。笔者用 ＭＴＴ方法反向证实 Ａｎ
ｔｉＭＩＦ对人结肠癌 ＨＣＴ１１６系细胞的生长有抑
制作用，该作用具有明显的剂量时间依赖性。在
≤２００μｇ／Ｌ组，２４ｈ对结肠癌细胞的生长影响不
明显（Ｐ＞０．０５），４８ｈ后癌细胞的生长逐渐抑制
（Ｐ＜０．０５）；随着浓度的增加和作用时间的延
长，大肠癌细胞的生长明显抑制，７２ｈ最为显著
（药物组与对照组 Ｐ值均 ＜０．０５）。文献报道
ＭＩＦ影响细胞增殖与 Ｐ４４／Ｐ４２细胞外信号调节
激酶（ＥＲＫ）调节的有丝分裂原激活蛋白激酶
（ＭＡＰＫ）的激活和磷酸化有关。ＭＩＦ缺陷导致细
胞周期蛋白 Ｄ１（ｃｙｃｌｉｎＤ１）的表达下降，依赖细胞
周期蛋白激酶 ４／６（ＣＤＫ４／６）活性降低，视网膜
母细胞瘤易感基因（Ｒｂ）和转录因子 Ｅ２Ｆ功能受
损，使细胞进入合成期的关键酶和调节因子无法

正常转录，最终促进细胞的生长抑制 ［８－９］。

本实验用不同浓度 ＡｎｔｉＭＩＦ作用 ７２ｈ的
ＨＣＴ１１６结肠癌细胞进行流式细胞仪检测细胞
周期的结果表明：随着作用浓度的增加，Ｇ０／Ｇ１
期比例升高，Ｓ期和 Ｇ２／Ｍ期降低。由于不同生
物细胞的增殖周期时间不同，主要表现在 Ｇ１期
持续时间的差异，而且 Ｇ１期的启动是细胞周期
的关键。因此 Ｇ１～Ｓ期的调控尤为重要。Ｇ１期
阻滞使 ＨＣＴ１１６细胞生长周期延长，细胞的恶性
增殖相应减慢。本结果提示，ＡｎｔｉＭＩＦ能使进入
Ｓ期细胞明显减少，即阻碍细胞进入 ＤＮＡ合成
期，从而抑制结肠癌细胞生长。此结果也证实

ＡｎｔｉＭＩＦ可调控细胞周期的推测。
ＶＥＧＦ是最重要的血管生成刺激因子之一，在

肿瘤细胞中和血管内皮细胞中有明显的阳性表

达。蒋萍等［１０］发现大肠癌组织中 ＶＥＧＦ阳性表达
显著高于远癌肠黏膜，且与 Ｄｕｋｅｓ分期有关。吴
泽宇等［１１］对中下段直肠癌研究也发现 Ｔ３期中
ＶＥＧＦ的阳性表达率明显高于 Ｔ２和 Ｔ１者；淋巴
结转移阳性者 ＶＥＧＦ表达率明显高于淋巴结转移
阴性者，提示大肠癌的发生发展可能与癌细胞大

量表达 ＶＥＧＦ及 ＶＥＧＦ促进血管生成关系密切。
另一方面，ＶＥＧＦ的表达又与高水平 ＭＩＦ呈正相
关。Ｒｅｎ等［３］发现 ＭＩＦ在食管鳞状细胞癌中过度
表达，患者血清 ＭＩＦ水平也伴随血清 ＶＥＧＦ的升
高而升高。ＭＩＦ在体外还能刺激食管癌细胞分泌
白介素 －８（ＩＬ８）和 ＶＥＧＦ，提示肿瘤细胞可自分
泌 ＭＩＦ，从而上调 ＩＬ８和 ＶＥＧＦ，在食管癌的发
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生、发展中具有重要作用。笔者用细胞免疫组化

法检测也发现 ＡｎｔｉＭＩＦ对细胞中 ＶＥＧＦ的表达有
明显抑制作用，ＶＥＧＦ表达随着 ＡｎｔｉＭＩＦ剂量增
加而减少；在 ８００μｇ／Ｌ组的细胞中 ＶＥＧＦ表达明
显减弱。蛋白印迹实验中也显示实验组 ＶＥＧＦ蛋
白表达比对照组明显降低，且均具有统计学意

义。ＶＥＧＦ是一种肝素结合因子，能以自分泌和
旁分泌形式加速肿瘤细胞的有丝分裂。同时，它

能特异性地引起血管内皮细胞分裂增殖和血管

构建，促进内皮细胞、单核细胞等迁移，从而促进

新生血管形成［１２］。肿瘤血管形成受血管生成因

子与抑制因子的调节。当血管生成因子增多时，

打破了血管形成因子与抑制因子的平衡状态，丰

富的肿瘤新生血管必然会加速肿瘤的生长、浸润

及转移［１３］。Ｃｈｅｓｎｅｙ［１４］将同源的 Ｂ淋巴细胞注入
ｓｙｎｇｅｎｅｉｃ小鼠体内，观察在 ＭＩＦ多克隆中和抗体
即抗 ＭＩＦ抗体缺乏及存在的情况下肿瘤的生长
情况。结果发现，抗 ＭＩＦ抗体在肿瘤生长的初始
阶段明显影响肿瘤生的大小。用反义核酸技术

抑制肿瘤形成部位 ＭＩＦ的形成，结果几乎完全抑
制了肿瘤的生长。说明 ＭＩＦ是内皮细胞增殖和
肿瘤血管生成的必需因子。

虽然目前关于 ＭＩＦ对肿瘤的作用机制还未完
全明了，但有理由认为 ＡｎｔｉＭＩＦ能抑制肿瘤的生
长，并有可能是通过抑制肿瘤细胞分泌 ＶＥＧＦ而
发挥作用。Ｋａｔｈｅｒｉｎｇｅ等［１５］应用 ＭＩＦ抑制剂透明
质酸（ＨＡ）和抗 ＭＩＦＡｂ及反义 ＭＩＦ核苷酸作用于
人膀胱癌细胞株 ＨＴ１３７６，其 ＭＩＦ的基因表达、
蛋白分泌、肿瘤坏死因子α和细胞生长均受到抑
制，从而认为抗 ＭＩＦ有可能作为治疗膀胱癌的新
方法。随着研究的深入和全面了解，相信 ＭＩＦ将
为治疗肿瘤开辟一条新的可行途径。
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