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肝癌是全球发病率最高的几个癌症之一，也是世界 上第2大致死性癌症。目前治疗肝癌的方法多种多样，

但是均难有好的疗效，尤其是当肝癌发生远处转移或者

无法根治性切除时，患者的生存时间往往不会超过6个

月［1］。因此，更深层次了解肝癌发生发展机制对肝癌的

早期诊断和治疗都极为重要，目前研究较多的是肝癌微

环境对肝癌发生、发展以及肿瘤转移的影响［2-3］。

TAMs是肝癌微环境中含量最多的细胞［2, 4-5］。研究

表明，肝癌微环境可以促进TAMs呈M2型极化，进而促
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摘要：目的 探讨肿瘤相关巨噬细胞（TAMs）中RIP140的表达对肝癌细胞侵袭、增殖的影响。方法 慢病毒介导小鼠腹腔巨

噬细胞（PMs）RIP140的过表达，Western blot和Real-time PCR（qRT-PCR）分别检测PMs中RIP140蛋白以及核酸表达水平，

流式细胞仪分析慢病毒转染率；Western blot、细胞免疫荧光和 qRT-PCR检测肝癌条件培养基（HCM）刺激PMs后TAMs中

RIP140的表达变化；HCM刺激PMs以及HCM刺激过表达RIP140的PMs，qRT-PCR检测TAMs极化指标以及NF-κB和 IL-6

的表达；Transwell实验和细胞流式凋亡实验检测肝癌细胞的侵袭和凋亡；肝癌细胞和PMs以4∶1比例注射于BALB/c裸鼠皮

下，建立裸鼠皮下肝癌模型，成瘤癌组织HE染色和免疫组化评定肝癌组织大体生长情况和肝癌细胞增殖能力。结果 慢病

毒介导PMs RIP140的过表达，病毒转染效率高，RIP140过表达明显；HCM刺激PMs后，TAMs中RIP140呈低表达；HCM诱

导TAMs呈M2型极化，并且与肿瘤生长密切相关的NF-κB-IL-6轴处于活化状态；TAMs可促进肝癌细胞侵袭和增殖，抑制

肝癌细胞凋亡。TAMs过表达RIP140可抑制HCM介导的TAMs M2型极化并抑制NF-κB/IL-6通路的激活，减少 IL-6的释

放；除此之外，TAMs过表达RIP140可抑制肝癌细胞的侵袭和增殖，促进肝癌细胞的凋亡。结论 过表达RIP140的TAMs可

抑制肝癌细胞的侵袭和增殖。其机制可能与TAMs过表达RIP140后抑制TAMs M2型极化有关。
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Abstract: Objective To investigate the role of receptor-interacting protein 140 (RIP140) in tumor-associated macrophages
(TAMs) in the invasion and proliferation of hepatoma cells in vitro. Methods Western blotting, qRT-PCR and flow cytometry
were performed to examine the effects of lentivirus-mediated RIP140 over-expression in mouse peritoneal macrophages (PMs).
Western blotting, qRT-PCR and immunofluorescence staining were used to detect the expression of RIP140 in TAMs following
stimulation of the PMs with hepatocellular carcinoma conditioned medium (HCM) for 24 h. The polarization index and the
expression of NF-κB and IL-6 were detected using qRT-PCR in TAMs in HCM-stimulated PMs with or without RIP140
over-expression. Transwell assay and flow cytometry were used to estimate the cell invasion and apoptosis. HE staining and
immunohistochemical staining were used to analyze the effects of RIP140-over-expressing macrophages on the growth and
tumor formation of H22 cells in BALB/c nude mice. Results The lentivirus vector efficiently mediated RIP140 over-expression
in mouse PMs. HCM stimulation significantly inhibited RIP140 expression in the TAMs and promoted their M2-like
polarization. Over-expression of RIP140 in PMs suppressed the invasion and induced apoptosis of HCC cells. RIP140
over-expression inhibited HCM-induced M2 polarization and the activation of NF-κB/IL-6 axis in the TAMs, and RIP140-
overexpressing TAMs obviously suppressed the growth of H22 cell xenograft in nude mice. Conclusion Over-expression of
RIP140 in TAMs suppresses the growth and proliferation of hepatoma cells possibly by inhibiting M2 polarization of the TAMs.
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进肿瘤的发生和发展，但是其具体机制尚不明了［4, 6］。

目前发现的是肝癌微环境中TGF-β可以通过与TAMs

细胞膜上的Tim3作用，进而促进TAMs的M2型极化。

研究表明，受体相互作用蛋白 140（receptor

interacting protein140, RIP140）作为细胞核受体转录调

节因子，在许多生理、病理过程中都起着重要作用，其中

就包括能量代谢、炎症应答以及肿瘤的转移等［7-8］。此

外，巨噬细胞中的RIP140还参与巨噬细胞极化，巨噬细

胞过表达RIP140可以促进其向M1型极化，进而放大炎

症反应。相反，巨噬细胞RIP140的降解可以促进其向

M2型极化，并且诱导巨噬细胞内毒素耐受，从而减轻

炎症反应［9-10］。关于RIP140在影响巨噬细胞极化方面

的研究有大量报道，但其对TAMs的极化是否有影响，

目前还没有相关报道。本文研究过表达 RIP140 的

TAMs对TAMs极化的影响以及对肝癌侵袭、增殖的影

响，为进一步了解肿瘤微环境以及研究TAMs极化的

机制提供依据。

1 材料和方法

1.1 材料及主要试剂

人肝癌细胞系HepG2和Huh7细胞，小鼠肝癌细胞

系 H22 细胞，3 种细胞均为本实验室冻存。过表达

RIP140的慢病毒（GOCL3581039001）购自上海吉凯基

因化学技术有限公司。胎牛血清、胰酶、DMEM高糖细

胞培养液均购自HyClone公司；Annexin V-FITC/PI细

胞凋亡试剂盒购自Keygen公司；基质胶购自BD公司；

逆转录试剂盒和实时荧光定量PCR试剂SYBR®Green

购自TaKaRa公司；所有PCR引物均购自上海生工公

司；RIP140抗体购自购自Abcam公司，PCNA、p-p65、

p65和β-actin抗体购自Cell Signaling公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 人肝癌细胞系HepG2和Huh7以及小

鼠肝癌细胞系H22接种在含10%胎牛血清、1%的青霉

素-链霉素双抗的DMEM高糖培养基中，37 ℃、5% CO2

的饱和湿度恒温培养箱中培养。

1.2.2 PMs的提取、培养及转染 PMs的提取方法详见

参考文献［11］。提取的PMs接种在含10%胎牛血清、

1%的青霉素-链霉素双抗的DMEM高糖培养基中，

37 ℃、5% CO2的饱和湿度恒温培养箱中培养，待细胞贴

壁后更换培养基，继续培养。24 h后用过表达RIP140

的慢病毒以及不带目的基因的阴性慢病毒（NS）对PMs

进行转染，96 h后荧光显微镜观察慢病毒的转染效率，

流式细胞仪检查慢病毒的转染率，并用Western blot和

qRT-PCR进行验证。

1.2.3 HCM 的提取及利用 H22 细胞在无血清的

DMEM高糖中培养24 h，收集上清作为HCM［5-6］。在六

孔板中，用含10%的HCM（培养基总体积为2 mL，其余

培养基用完全培养基补充）培养PMs 24 h，本组作为实

验组，用完全培养基培养PMs同等时间作为对照组。

1.2.4 BALB/c裸鼠皮下肝癌模型的建立以及肝癌组织

HE染色和免疫组化实验 取10只4周大的BALB/c裸

鼠，将H22细胞和PMs以4∶1的比例混匀，注入裸鼠皮

下成瘤，以后每周处死2只裸鼠，用于测量裸鼠皮下瘤

的体积，将第4周处死的裸鼠皮下瘤用于做后续的HE

染色实验和免疫组化实验。HE染色与免疫组化的具体

方法详见参考文献［12］。简单来说，将皮下成瘤的肝癌

组织放入福尔马林浸泡，石蜡包埋，切片，将玻片放入

60 ℃恒温箱中1 h，取出玻片，放入二甲苯Ⅰ和二甲苯Ⅱ
中脱蜡水化，各30 min，然后用梯度酒精脱水，将玻片

放入盛有稀释后的枸橼酸钾溶液的烧杯中，进行90 ℃
微波抗原热修复 10 min，然后室温冷却，PBS缓冲液

冲洗 3次×5 min，依次滴加 3% H2O2室温下灭活内源

性过氧化物酶 10 min，加入 5%的山羊血清室温封闭

30 min，倾去封闭液（勿冲洗），每张片子加入 80 μL

PCNA一抗（1∶100浓度稀释），将玻片放入湿盒，4 ℃过

夜孵育24 h，PBS冲洗3次×5 min，加入适量对应的二抗

工作液37 ℃孵育1 h，PBS冲洗3次×5 min，显色剂显色

3~5 min，自来水充分冲洗，复染、脱水、透明和中性树胶

封片。待中性树胶干后，于正置显微镜下观察或采图。

1.2.5 Western blot实验 PMs经慢病毒转染96 h后，提

取细胞总蛋白，BCA法测定蛋白浓度，所得蛋白样品与

上样缓冲液以4∶1比例混合后变性，取100 μg/孔蛋白样

品上样，依次进行电泳、转膜，5%的BSA在37 ℃封闭

1 h，分别加入RIP140抗体（1∶1000）和β-actin抗体（1∶

3000）4 ℃过夜孵育，TBST洗3遍×10 min，加入对应的

二抗（1∶2000）37 ℃孵育 2 h，TBST 洗 3 遍×10 min，

ECL化学发光显影。

1.2.6 qRT-PCR 实验 qRT-PCR 检测核酸表达，以

GAPDH为内参。具体引物序列如下：CD206上游引

物：5'-GGGACTCTGGATTGGACTCA-3'，下游引物：

5'-CCAGGCTCTGATGATGGACT-3'；Arg-1上游引物：

5'-CCCCAGTACCAACAGGACTACC-3'，下游引物：

5'-TGAACGTGGCGGAATTTTGT-3'；PPAR上游引物：

5'-TCCCATACACAACCGCAGTCGC-3'，下游引物：

5'-GGGGTCATTTGGTGACTCTGGGGT-3'；TNF-α上

游引物：5'-GGATCTCAAAGACAACCAAC-3'，下游引

物：5'-ACAGAGCAATGACTCCAAAG-3'；NF-κB 上

游引物：5'-AGTGTGGAGGCTGCCTTGCGAATG-3'，

下 游 引 物 ：5'-TGGGCTTTCAAGACTGGAACGGT

C-3'；GAPDH上游引物：5'-CACCCACTCCTCCACC

TTTG-3'，下游引物：5'-CCACCACCCTGTTGCTGTA

G-3'。
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1.2.7 细胞流式实验和Transwell侵袭实验 慢病毒的

转染率以及细胞的凋亡实验用流式细胞仪分析；细胞的

侵袭能力用Transwell实验分析：选用 24孔板配套的

transwell小室。在上室的聚碳酸酯膜上加入稀释后的

Matrigel（1∶8）60 μL，置于细胞培养箱中37 ℃ 30 min

使Matrigel聚合成凝胶。上室加入100 μL密度为1×105

的肝癌细胞，下室加入500 μL密度为1×105的PMs，放

入细胞培养箱中共培养24 h后，取出上室，放入含有多

聚甲醛的 24孔板中室温固定 30 min，PBS清洗 3次×

5 min/次，结晶紫染色10 min，PBS清洗3次×5 min/次，

去掉上室液体，将棉签轻轻擦去上室细胞，风干后显微

镜下观察并计数下室细胞数。

1.2.8 细胞免疫荧光实验 将PMs接种在含有拔片的

24孔板中培养24 h，PMs用4%的多聚甲醛在37 ℃固

定 10 min，再用 0.1%的 Triton 在 37 ℃孵育 10 min 进

行透膜，用PBS洗至少3次×1 min/次，用山羊血清在

37 ℃封闭 10 min，加入适量的 RIP140 抗体 4 ℃过夜

孵育，用PBS洗 3次×1 min/次，加入山羊抗兔的荧光

二抗在 37 ℃避光孵育 1 h，用 PBS洗 3次×2 min/次，

加入适量DAPI在 37 ℃孵育 3~5 min，固定、封片、正

置显微镜观察。

1.3 统计学分析

采用SPSS 17.0统计软件分析数据，数据以均数±

标准差表示，进行正态性、方差齐性检验，两样本均数比

较采用独立样本 t检验，以P<0.05为差异有统计学意

义。采用GraphPad Prism 5软件制图。

2 结果

2.1 慢病毒介导的PMs RIP140过表达

为了了解慢病毒转染情况，我们在慢病毒转染

PMs 96 h后用荧光显微镜观察PMs绿色荧光的表达

（图1A）；与此同时，用流式细胞仪定量检测PMs慢病毒

的转染率（转染率为图 1B中 P3），其中，空载慢病毒

（NS）转染率约为60%，目的基因慢病毒（Lentivirus）转

染率约为63%（图1B）。qRT-PCR检测PMs中RIP140

的核酸表达水平，目的基因转染后，PMs RIP140的核酸

表达水平明显高于对照组（P<0.05）。用Western blot检

测PMs中RIP140的蛋白表达水平（图1C）。表达水平

明显提高。

图1 慢病毒介导的PMs RIP140过表达
Fig.1 Lentivirus-mediated RIP140 over-expression in PMs. A: Fluorescence microscopy showing green fluorescence in the PMs 96 h
after transfection; B: Flow cytometry for detecting the transfection rate; C: Western blot analysis of RIP140 protein expression in PMs.
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2.2 肝癌微环境抑制TAMs中RIP140的表达

用10%的HCM（总体积2 mL，其余培养基用完全

培养基补充）培养PMs 24 h后，PMs中RIP140的蛋白

（图2A）表达水平较正常组明显降低。如图2B所示，

PMs用 10%HCM刺激 24 h后，细胞免疫荧光检测到

TAMs细胞核RIP140的表达明显低于对照组。

2.3 TAMs 中RIP140的过表达可抑制肝癌微环境介导

的TAMs M2型极化

HCM刺激PMs后可促进TAMs呈M2型极化并抑

制TAMs向M1型极化，与巨噬细胞M2型极化相关的

标记物，如CD206、Arg-1和PPAR等表达升高，与巨噬

细胞M1型极化相关的标记物，如TNFα表达明显降低；

PMs 过表达 RIP140 后再用 HCM 刺激，可明显抑制

HCM介导的TAMs向M2型极化的趋势，促进TAMs向

M1型极化的趋势（图3，P<0.05）。

2.4 TAMs RIP140的过表达可抑制肝癌细胞侵袭并促

进肝癌细胞凋亡

如图4A所示，TAMs过表达RIP140后可以明显抑

制 HepG2 和 Huh7 细胞的侵袭能力；如图 4B 所示，

TAMs过表达RIP140后可以明显促进H22细胞凋亡

（凋亡率为P2-Q2+P2-Q3，P<0.05），对照组凋亡率约为

30%，TAMs RIP140过表达组凋亡率约43%。

2.5 TAMs过表达RIP140抑制BALB/c裸鼠身上肝癌

细胞的生长

如图5A所示，TAMs细胞RIP140过表达组肝癌组

织的大小以及体质量均较对照组明显降低（P<0.05）；肝

图2 肝癌微环境抑制TAMs中RIP140
表达
Fig.2 HCC microenvironment inhibits
the expression of RIP140 in TAMs. A:
Western blot analysis of RIP140
protein expression in TAMs; B:
Immunofluorescence for detecting
RIP140 expression in TAMs.
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癌组织HE染色。如图5B所示，对照组中出现大片坏死

的肝癌细胞（红色箭头所指），而在TAMs细胞RIP140

过表达组未见或者仅有少量坏死的肝癌细胞，提示

TAMs过表达RIP140抑制肝癌细胞的生长；肝癌组织

增殖细胞核抗原（PCNA）免疫组化染色，PCNA的高表

达提示细胞增殖活跃。如图5C所示，TAMs细胞过表

达RIP140可明显减少肝癌细胞中PCNA的表达（红色

箭头指向PCNA阳性的细胞，P<0.05）。图5A~C均提

示，TAMs过表达RIP140可明显抑制肝癌细胞生长和

增殖。

2.6 TAMs过表达RIP140抑制NF-κB/IL-6轴的激活，

进而抑制IL-6的释放

我们通过Western blot和qRT-PCR检测了p-p65和

p65的蛋白和NF-κB和 IL-6的核酸表达，如图6所示，

TAMs过表达RIP140可以明显抑制NF-κB和IL-6的表

达（P<0.05）。

3 讨论

大量研究发现，HCM刺激巨噬细胞后巨噬细胞呈

M2型极化，M2型极化的巨噬细胞可促进肿瘤细胞的侵

袭、迁移和增殖并抑制肿瘤细胞凋亡［5-6, 13-14］。过表达

RIP140的巨噬细胞可以抑制HCM刺激下巨噬细胞的

M2型极化。为了探讨过表达RIP140的TAMs是否可

以抑制肝癌细胞的侵袭以及是否可以促进肝癌细胞凋

亡，我们将TAMs和肝癌细胞进行共培养，分别做了

Transwell实验和细胞凋亡实验。实验中证实肿瘤微环

境中TAMs RIP140呈低表达，TAMs呈M2型极化，过

表达RIP140的TAMs抑制TAMs M2型极化趋势。许

多研究已经证实HCM是通过激活NF-κB/IL-6通路，促

进炎性因子IL-6的释放，进而促进了肿瘤的生长［3, 15-17］。

本实验中证实了对肝癌细胞的生长和增殖具有抑制作

用，其具体机制可能与TAMs过表达RIP140 后抑制

NF-κB-IL-6轴的激活，进而抑制 IL-6的释放有关。

RIP140作为细胞核受体转录调节因子，存在于机

体各个细胞中，在调节能量代谢、炎症应答以及肿瘤的

发生、转移等方面起着重要作用［8］。在炎症调节上，巨噬

细胞过表达RIP140可以促进其向M1型极化，进而放大

炎症反应，相反，巨噬细胞RIP140的降解可以促进其向

M2型极化，并且诱导巨噬细胞内毒素耐受，从而减轻炎

症反应。无论是RIP140介导的M1型极化还是M2极

化，均与NF-κB介导的炎症通路有关［9-10］。我们知道，

肿瘤的发生发展与肿瘤微环境中TAMs介导的慢性炎

症有关，因此，我们猜测，肝癌微环境通过调节TAMs中

RIP140的表达，参与肿瘤相关的免疫应答，进而调节肿

瘤的生长和增殖。本研究结果发现HCM刺激PMs后

TAMs RIP140表达降低并且细胞呈M2型极化；TAMs

细胞过表达RIP140可以抑制巨噬细胞M2型极化，促进

巨噬细胞M1型极化趋势，并抑制肝癌的生长增殖，促进
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图4 TAMs RIP140的过表达可抑制肝癌侵袭并促进肝癌细胞凋亡
Fig.4 Over-expression of RIP140 in PMs suppresses invasion and induces apoptosis of HCC cells. A: Transwell assay for
analyzing the invasion of HepG2 cells and Huh7 cells; B: Flow cytometry for detecting apoptosis of H22 cells.
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图5 过表达RIP140的TAMs抑制BALB/c裸鼠肝癌皮下瘤的生长
Fig.5 Over-expression of RIP140 in TAMs suppresses the growth of H22 cell subcutaneous xenograft in
BALB/c nude mice. A: Tumour size at 4 weeks; B: HE staining of the tumor sections. Red arrows indicate
the necrotic area; C: Immunohistochemical staining of PCNA in the tumor sections. Red arrows indicate
PCNA-positive cells. *P<0.05.
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图6 TAMs中NF-κB和IL-6的表达
Fig.6 Over-expression of RIP140 in TAMs inhibits NF-κB/IL-6 axis in TAMs. A: Western blotting was
performed to detect the indicated proteins; B: Relative NF-κB and IL-6 levels normalized to GAPDH.
*P<0.05 vs control group; #P<0.05 vs control+HCM group.
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肝癌细胞的凋亡；其机制可能与TAMs过表达RIP140

后抑制NF-κB-IL-6轴的激活，进而抑制 IL-6的释放

有关。

本研究发现过表达RIP140的TAMs具有治疗肝

癌的潜力，为TAMs极化的进一步研究提供了基础。
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