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口腔癌组织中缺氧微环境对单核／巨噬细胞分泌ＶＥＧＦ影响的实验研究
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　　摘　要：目的　通过缺氧微环境对单核／巨噬细胞分泌血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）影响的实验研究，探讨口腔癌组织局部微

环境对单核／巨噬细胞功能的影响。方法　从健康人的外周血中分离单个核细胞并通过培养将其转化为单核／巨噬细胞；分别在

缺氧（Ｏ２＜１％）和常氧条件（２０％ Ｏ２）下加入口腔鳞癌细胞系Ｔｃａ８１１３培养上清液进行单核／巨噬细胞培养，在３、５、７ｈ采用酶联

免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法检测培养上清液中ＶＥＧＦ的表达。结果　在缺氧微环境下，单核／巨噬细胞分泌 ＶＥＧＦ的能力较常氧

环境下增加，并随时间的延长而增加（犘＜０．０５）。结论　在缺氧的微环境下，单核／巨噬细胞可能更多的通过生长因子的分泌参

与肿瘤的生长，但单核／巨噬细胞在肿瘤组织中的作用其具体机制及在肿瘤免疫治疗中的意义还需进一步的研究。
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　　肿瘤内浸润的单核／巨噬细胞被称为肿瘤相关巨噬细胞

（ｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅ，ＴＡＭ），其功能状态的研究对

肿瘤的免疫治疗具有重要的意义。由于单核／巨噬细胞不同的

表型特征和活化特性与所处的局部微环境有关，而肿瘤组织内

局部多处于缺氧状态，本文通过细胞培养的方法进行研究，探

讨口腔癌中缺氧的微环境对单核／巨噬细胞功能影响，现报道

如下。

１　材料与方法

１．１　试剂　人血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒购于上海西

唐生物科技有限公司；双抗、淋巴细胞分离液、单核细胞分离

液，购于天津市灏阳生物制品科技有限责任公司；抗ＣＤ６８单

克隆抗体、无钙镁ＰＢＳ液购于武汉博士德生物工程有限公司；

ＲＰＭＩ１６４０培养液购于美国Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清购于杭州四

季青生物工程材料有限公司。

１．２　细胞　Ｔｃａ８１１３人舌鳞癌细胞株，购自中国科学院细胞

库／中国科学院上海生命科学研究所细胞资源中心。

１．３　单核／巨噬细胞的培养及获取　采用密度梯度离心法后

通过两次贴壁法，获得有大量单个核细胞贴壁的培养板，然后

在培养板中加入ＲＰＭＩ１６４０（含１０％胎牛血清、１％双抗）在３７

℃、５％ＣＯ２ 培养箱中继续培养，每隔３ｄ换液，到第７天时采

用机械法收获贴壁的单核／巨噬细胞。用倒置显微镜观察，可

见单核／巨噬细胞贴壁细胞逐渐变大，且胞体拉长，呈梭形或多

角形，具备典型的单核／巨噬细胞形态。

１．４　流式细胞仪进行鉴定　用抗ＣＤ６８单克隆抗体分析悬液

中的细胞，单核／巨噬细胞定义为ＣＤ６８阳性细胞，结果ＣＤ６８

阳性细胞占９４．０３％，满足实验需要。以瑞氏染色计数单核／

巨噬细胞数目，胎盘蓝染色计数死细胞，中性红计数活细胞，结

果细胞活性大于９６％。

１．５　细胞培养方法及检测　将 Ｔｃａ８１１３培养上清液（每孔

０．３ｍＬ）、巨噬细胞（每孔０．３ｍＬ）加入１２孔板中，缺氧组放入

密闭的厌氧罐中（３７℃、Ｏ２＜１％），常氧组在３７℃、２０％ Ｏ２、

５％ＣＯ２ 条件下培养，分别在３、５、７ｈ收集培养上清液，后采用

人ＶＥＧＦＥＬＩＳＡ试剂盒进行检测，操作步骤严格按照说明书
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进行，每组设５个复孔。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１０．０统计软件分析，采用配对狋

检验及方差分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

缺氧微环境对单核／巨噬细胞分泌 ＶＥＧＦ的影响（图１）。

在缺氧组培养５ｈ后，培养液中的ＶＥＧＦ显著增高，７ｈ达到最

高，在３、５、７ｈ，ＶＥＧＦ分泌量均高于同一时间内的常氧培养条

件下的分泌量，差异有统计学意义（犘＜０．０１），这说明缺氧条

件下增加了单核／巨噬细胞分泌ＶＥＧＦ的能力。

图１　　缺氧微环境对单核／巨噬细胞分泌ＶＥＧＦ的影响

３　讨　　论

本研究显示，在缺氧环境下单核／巨噬细胞分泌 ＶＥＧＦ的

能力增加。

肿瘤细胞必须依赖于宿主的支持才能够形成肿瘤，包括各

种组织细胞、炎细胞、淋巴管、维持肿瘤生长和作为日后远处转

移途径的血管等，其共同构成了肿瘤发生、发展的微环境［１］。

有研究表明，巨噬细胞是肿瘤间质中细胞数量最多的一种［２］。

单核／巨噬细胞具有广泛生物学活性和高度复杂多变的表型，

在肿瘤组织中，作为正向调控的效应细胞，其介导直接的抗肿

瘤细胞毒性或参与肿瘤相关抗原的提呈，以利于肿瘤的清除；

另一方面，在肿瘤细胞组织内单核／巨噬细胞可分化形成具有

独特表型的巨噬细胞，这些巨噬细胞可促进肿瘤细胞的增殖及

抑制Ｔ细胞和自然杀伤细胞（ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌ，ＮＫ）的抗肿瘤

活性［３４］。单核／巨噬细胞的功能取决于所处的微环境［５］，针对

不同的微环境信号行使不同的功能是巨噬细胞的生物学特征。

而在实体肿瘤形成过程中，肿瘤生长迅速，随着肿瘤体积的增

大，肿瘤内部不能得到足够的血液供应，导致供氧和耗氧的不

平衡，许多研究发现肿瘤内部都存在一定程度或一定区域的缺

氧，缺氧是大多数实体瘤的特征之一。本课题组的前期研究显

示，在口腔鳞癌组织内有大量的巨噬细胞浸润，进一步研究发

现口腔癌组织内可以分泌对单核／巨噬细胞有趋化作用的血管

细胞黏附分子１
［６］，从而促使单核／巨噬细胞在口腔癌中的浸

润和聚集。近年来越来越多的证据表明肿瘤组织中的单核／巨

噬细胞通过多种途径参与了肿瘤的生长和转移［７８］，本课题组

在口腔癌的研究中发现单核／巨噬细胞可以分泌促肿瘤血管生

成作用最强的因子之一 ＶＥＧＦ
［９］，而 ＶＥＧＦ在口腔癌生长和

侵袭转移中起重要作用［１０］。口腔癌及其他肿瘤的研究中表明

肿瘤组织中浸润的单核／巨噬细胞多聚集在微血管较少的缺氧

区域［１１１２］。因此本研究推测可能由于局部缺氧的微环境是促使

单核／巨噬细胞的功能发生了改变，而本研究进一步证实在局

部缺氧的微环境下，单核／巨噬细胞分泌 ＶＥＧＦ的能力增加，

从而更多地参与了肿瘤的生长和转移。

总之，本研究表明在缺氧的微环境下，单核／巨噬细胞可能

通过分泌功能更多的参与了肿瘤的生长，但由于单核／巨噬细

胞又具有复杂表型和活化状态，因此其在肿瘤中的具体机制及

如何调节其功能均需要进一步的研究。
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