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Abstract Objective: This study investigates the following: proportions of tumor-associated macrophage (TAM) and its subpopulations

in the ascite of ovarian cancer (OC) patients and expression of mammalian homologs of the toll-like receptors (TLRs) in different TAM

subpopulations. Methods: CD68+ TAM expression was detected by streptavidin-peroxidase immunohistochemical staining. Proportions of

TAM and its subpopulations were identified by flow cytometry. RNA assessment of TLR was performed by real-time polymerase chain

reaction. Results: Mean density of CD68+ TAM was similar between OC patients and those with benign tumor (73.6 vs. 50.2 per vision field,

P>0.05). CD68+ TAM in the ascite exhibited no difference between OC patients and those with benign tumor (P>0.05). However, M1

macrophage in OC ascites was significantly less than those found in benign tumor (30.5% vs. 53.3%; P<0.01). M2 macrophage in OC ascites

was significantly higher than those found in benign tumor (54.3% vs. 10.1%; P<0.05). TLR level was similar in M1 and M2 macrophages

(P>0.05). Conclusion: A mixed-phenotype of tumor-associated macrophages was found in the peritoneal environment. M2 macrophages

were dominant in the ascite of OC, whereas M1 macrophages were predominant in the benign tumor. TLRs were not the key factors that

affected the polarization of macrophages.
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卵巢癌腹腔微环境中肿瘤相关巨噬细胞表型特点

及其TLR表达谱的研究

冯 慧 田 菁 孙和熙 张山岭 鞠宝辉 郝 权

摘要 目的：探讨卵巢癌腹水微环境中肿瘤相关巨噬细胞（TAM）浸润情况及其表型特征和TAM的Tol 样受体表达情况。方

法：应用免疫组织化学方法及流式细胞术检测卵巢癌及妇科良性病变腹水中CD68+TAM及其亚型的比例情况。应用Real-time
PCR检测不同亚型TAM的Tol 样受体的表达情况。结果：23例卵巢癌腹水细胞CD68+TAM平均值为73.6个/HP，20例良性病变平

均计数为50.2个/HP。两组间CD68+ TAM浸润差异无统计学意义（P>0.05）。CD68+TAM在卵巢癌及对照组腹水中所占比例无差异，

分别为31.7%和18.8%（P>0.05）。卵巢癌腹水中M2型TAM占全部巨噬细胞54.3%，明显高于对照组10.0%（P<0.05）；对照组M1型

TAM占优势，为53.3%，明显高于卵巢癌组的30.5%（P<0.01）。不同亚型巨噬细胞Toll样受体表达差异无统计学意义。结论：卵巢

癌腹腔微环境中同时存在M1和M2型TAM，但M2型TAM在卵巢癌中占优势，而M1型TAM在良性病变中占优势。Toll样受体不

能区分M1-TAM与M2-TAM。
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卵巢癌是常见妇科肿瘤之一，其死亡率位居妇

科疾病之首，5年生存率为25%～30%［1-2］。腹腔转移

是卵巢癌的重要病理特点，也是影响卵巢癌疗效及

预后的关键问题。先前有研究发现晚期卵巢癌患者

的盆腹腔腹膜中，即使无肿瘤侵袭，也存在大量单核

巨噬细胞浸润［1］。腹水中，巨噬细胞可占整个单个核

白细胞的 50%甚至更多［3］。肿瘤中的巨噬细胞称为

肿瘤相关巨噬细胞（tumor-associated macrophages，
TAM），通常认为其表达 M2 型表型［4-5］，因而称为

“M2-skewed”巨噬细胞。巨噬细胞具有高度特异性

功能，依其不同的定居环境改变其表型以适应微环

境。本研究旨在研究肿瘤相关巨噬细胞及其亚型在

卵巢癌腹水中的浸润分布特点，并初步探讨可能影

响巨噬细胞分化方向的可能机制。

375



中国肿瘤临床 2013年第40卷第7期 Chin J Clin Oncol 2013, Vol. 40, No. 7 www.cjco.cn

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂及仪器 鼠抗人CD68单克隆抗体

（PG-M1）购自美国 ZYMED 公司。BAD 显色剂，

EDTA修复液，二抗，山羊血清，辣根酶标记链霉卵白素均

购自北京达科为公司。淋巴细胞分离液购自挪威Fresn⁃
ius Kabi Norge AS公司；红细胞裂解液（150 mmol/L氯化

铵，10 mmol/L NaHCO3和0.1 mmol/L EDTA）购自上海

麦约尔生物技术有限公司；TRIzol试剂和RPMI 1640
培养基购于美国 Invitrogen公司；免疫荧光标记用抗

体均购自美国BD Pharmingen公司；实时定量PCR试

剂盒TaKaRa SYBR Premix Ex Taq TM购自日本TaKa⁃
Ra公司。流式细胞分析采用FACScan（BD Bioscienc⁃
es，USA），并采用 FlowJo 软件进行数据分析；定量

PCR扩增，Applied Biosystems公司的 7500 Fast定量

PCR系统。

1.1.2 标本采集 标本采集于天津医科大学附属肿

瘤医院妇瘤科行手术治疗的卵巢癌、子宫内膜癌或

宫颈癌及妇科良性病变患者。恶性肿瘤患者按FIGO
分期。术前临床及化验检查证实无感染性疾病存

在。该研究通过天津医科大学附属肿瘤医院伦理委员

会审核。用无菌离心管采集于手术时收集肝素化腹水

或腹腔冲洗液，置于冰中运送。4℃，1 500 r/min离心

10 min。将无细胞的上清液置于-80℃冰箱中保存。

用流式细胞仪从沉淀细胞分离巨噬细胞。舍弃被血

严重污染样本。

1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学方法检测腹水中TAM的浸润情况

用PBS洗涤细胞（1 000 r/min，离心 5 min），并重悬于

PBS中。调整浓度至1～2×106/mL。将载玻片固定于

甩片机上，加入 0.1 mL细胞悬液；离心（2 000 r/min，
5～10 min）。空气中干燥15～20 min。丙酮固定15 min。
采用 S-P法检测腹水中 CD68+ TAM的浸润情况，按

S-P及DAB显色剂盒说明进行操作。

1.2.2 巨噬细胞及其亚群的分离 Ficoll-Paque密度

梯度法收集中间层单核细胞。将肿瘤浸润单个核细

胞以1×106/mL浓度加入RPMI 1640，37%，5%CO2，在

细胞瓶内培养2 h，弃去未贴壁细胞，收集贴壁细胞为

巨噬细胞。取 1×106/mL上述获得的巨噬细胞，PBS
洗涤1 次，100 μL PBS重悬，加入1μg FITC标记的人

CD68抗体、1 μg PE标记的抗人CD16/32抗体、1 μg
PE标记的抗人CD86抗体，或加入1 μg FI TC标记的人

CD68 抗体和1 μg APC标记的抗人CD206抗体、1 μg
APC标记的抗人CD163抗体，4℃共育30 min，用PBS
洗去游离的抗体，用 0.3 mL PBS 重悬后用流式细胞

仪 FACScan 检测巨噬细胞表面 CD68、CD16/32、
CD86、CD163和CD206的表达。以FITC标记的抗小

鼠 IgG2b，κ同型抗体、APC标记的抗小鼠 IgG1，κ同型

抗体、PE标记的抗小鼠 IgG1，κ同型抗体和PE标记的

抗小鼠 IgG2b，κ 同型抗体作为阴性对照，未与抗体作

用的巨噬细胞作为空白对照。将标记好的细胞经

FACScan 流式细胞仪收集分离，收集 1～2×107/次个

细胞，采用FACScan FlowJo软件进行数据分析。

1.2.3 实时定量PCR检测不同亚型巨噬细胞TLR基因

mRNA的表达 按 TRIzol试剂盒说明书操作抽提总

RNA，紫外分光光度计测定A260/A280比值，计算RNA
浓度。取1～2 μg RNA，以随机引物作为逆转录引物，

经65℃变形5 min，置于冰中2 min，加入5×反应缓冲液

4 μL，RNAse抑制剂 1 μL，10 mmol/L dNTPs 2 μL和

MMuLV（200 U/μL）1 μL，逆转录反应体系为 20 μL。
上述反应物混匀后置于25℃孵育5 min，置于42℃孵育

60 min，进行 cDNA的合成；70℃加热 5 min后停止

反应。取 cDNA模板 2 μL，加入 TLR上下游引物各

0.4 μL至终浓度为0.2 mmol/L，2×SYBR Green反应混

合物 10 μL和 Passive Reference Dye/RoxⅡ0.4 μL，加
水定容至 20 μL，在 ABI Fast7500 荧光定量 PCR仪

（ABI公司）上进行PCR扩增和检测，反应条件为95℃
30 s，95℃ 3 s，60℃ 30 s，40 个循环后进行结果分

析。TLR分子的相对表达量按照 2-（Ct.TLR-Ct.GAPDH）计算

（表1）。

表1 TLR受体RT-PCR扩增引物序列

Table 1 RT-PCR primer sequences used for the detection of human TLRs
TLR
TLR1
TLR2
TLR3
TLR4
TLR5
TLR6
TLR7

Forward
5'-ACCCATCGGCTGATTTCTTCCAGA-3'
5'-GGCCAGCAAATTACCTGTGTG-3'
5'-AATTGGGCAAGAACTCACAGGCCA-3'
5'-AGGGCATGCCTGTGCTGAGTTTGAAT-3'
5'-AACGTGGCTTCTCCACAGTCACCAAA-3'
5'-ACCCATCGGCTGATTTCTTCCAGA-3'
5'-TATTCCCACGAACACCACGAACCT-3'

Reverse
5'-AATCAGGCCAGCCCTCTAACACTT-3'
5'-AGGCGGACATCCTGAACCT-3'
5'-TTGAAGGCTTGGGACCAAGGCAAA-3'
5'-TATGCAGCCAGCAAGAAGCATCAGGT-3'
5'-AAGTCAATTGCCAGGAAAGCTGGGCA-3'
5'-AATCAGGCCAGCCCTCTAACACTT-3'
5'-GCAGCCTCTTGATGCACATGTTGT-3'
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表1 TLR受体Reverse transcription-PCR（RT-PCR）扩增引物序列 （续表1）
Table 1 RT-PCR primer sequences used for the detection of human TLRs （Continued）
TLR
TLR8
TLR9
TLR10

Forward
5'-GGAAAGCAAGTCCCTGGTAGAATT-3'
5'-ATCTGCACTTCTTCCAAGGCCTGA-3'
5'-GGAGGCTGAGGCAGGAGAAT-3'

Reverse
5'-ACCTGTTGTCATCATCATTCCACAA-3'
5'-AAGGCCAGGTAATTGTCACGGAGA-3'
5'-GTGGCTCGATCTCAGCTCACT-3'

1.3 统计学方法

采用SPSS 17.0软件进行统计学分析。计数资料

的比较采用 x±s检验。肿瘤相关巨噬细胞亚型比例

及其 Toll样受体表达情况采用两独立样本秩和检

验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 卵巢癌组织及妇科良性病变对照组中卵巢相关

巨噬细胞的浸润

本研究所有样本均可见特异性表达CD68抗体的

TAM，在腹水细胞甩片上可见胞浆含棕褐色颗粒的细

胞浸润。23例卵巢癌腹水细胞甩片中CD68+ TAM为

26～137个/HP，平均值为 73.6个/HP（图 1A）。20例

妇科良性病变对照组腹水细胞甩片中CD68+ TAM为

3～96个/HP，平均值为50.2个/HP（图1B）。

A：CD68 expression in ascite cells in ovarian cancer patients；B：CD68 ex⁃
pression of ascite cells in individuals with benign tumor
图1 卵巢癌及妇科良性病变对照组腹水中CD68的表达情况（CD68×
400）
Figure 1 CD68 expression in ascite cells in ovarian cancer patients and
those with benign tumor

2.2 卵巢癌组与妇科良性病变腹水中肿瘤相关巨噬

细胞浸润情况比较

本研究中妇科良性病变对照组中腹水细胞中

CD68+ TAM浸润平均值为（50.2±10.1）个/HP，而卵巢

癌患者腹水中 CD68+ TAM浸润平均计数为（73.6±
16.8）个/HP。卵巢癌组与良性病变对照组间差异无

统计学意义（P>0.05）。流式细胞术检测也证实上述

结果，即本组所有病例的腹水中均存在CD68+的肿瘤

相关巨噬细胞。23例卵巢癌腹水中 CD68+标志的

TAM占全部有核细胞的（31.72±29.93）%，而 20例妇

科良性病变对照组腹水中CD68+ TAM占全部有核细

胞的（18.80±19.89）%。卵巢癌腹腔微环境中TAM比

例高于良性病变，但两者差异无统计学意义（P=0.347，
图2A）。
2.3 卵巢癌及良性妇科病变腹水中肿瘤相关巨噬细

胞的表型特点

进一步检测腹水中肿瘤相关巨噬细胞亚型分布情况

发现（表2），特异性表达CD16/32及CD86的M1型TAM在

良性病变组占优势，占腹水有核细胞的（53.43±23.79）%，

远高于卵巢癌组的（30.54±26.33）%，差异有统计学意义

（P=0.001，图 2B）；而特异性表达 CD163及 CD206的

M2型肿瘤相关巨噬细胞在卵巢癌腹水中占优势，为

有核细胞的（54.31±30.71）%，明显高于良性病变组的

（10.12±15.12）%，差异有统计学意义（P=0.03，图2C）。

A：CD68+ macrophages in ascite；B：CD16+ CD32+ CD86+M1 macrophages
in ascite；C：CD163+CD206+M2 macrophages in ascite *：P<0.05
图2 卵巢癌组与妇科良性病变腹水中CD68+巨噬细胞及其亚型浸润

情况比较

Figure 2 Comparisons of CD68+ macrophages and their subpopulations
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表2 腹水中巨噬细胞及其亚群M1型巨噬细胞、M2型巨噬细

胞的检测 %
Table 2 Proportions of macrophage subpopulations %

2.4 不同亚型巨噬细胞TLR分子表达格局

流式细胞术分选巨噬细胞亚群，获得M1型肿瘤

相关巨噬细胞及M2型肿瘤相关巨噬细胞，采用实时

定量 PCR 方法分析不同亚型巨噬细胞中 TLR1～
TLR10分子的表达情况。结果显示：M1型肿瘤相关

巨噬细胞及M2型肿瘤相关巨噬细胞不同程度的表

达TLR1～TLR10分子，然而两种巨噬细胞亚型中Toll
样受体的表达水平的差异无统计学意义（表3）。
表3 M1型与M2型巨噬细胞TLR分子表达特点

Table 3 Expression of TLRs in M1 and M2 macrophages

3 讨论

巨噬细胞是腹水中最丰富的单个核细胞［6-7］。正

常女性腹腔中也存在巨噬细胞，但当发生盆腔炎或

其他妇科疾病时，腹腔中的巨噬细胞往往会增加。

巨噬细胞具有多种功能，其可吞噬微生物及细胞碎

片，分泌多种免疫调节细胞因子，提呈抗原等。另

外，大量证据也表明巨噬细胞能促进肿瘤发生及肿

瘤进展。巨噬细胞可分为两类亚型，即经典激活巨

噬细胞（M1型巨噬细胞）和替代激活巨噬细胞（M2型
巨噬细胞）。M1型巨噬细胞由LPS、INF-γ激活，其分

泌抑菌素而促进TH1反应，因此表达促炎功能；而M2
型巨噬细胞由 IL-4、IL-6、IL-10及 IL-13激活，表达

免疫抑制表型并分泌细胞因子促发 TH2 反应［8］。

TAM为M2型巨噬细胞［4-5］。然而，最近有研究认为

TAM的表型随肿瘤的进展而变化。在肿瘤发生时，

TAM创造炎性环境，从而诱导突变和促进恶变细胞

的生长；一旦肿瘤生成，TAM就会刺激血管生成，加

强肿瘤细胞的迁移和浸润，并抑制抗肿瘤免疫。在

癌转移病灶，TAM为转移的癌细胞提供靶组织，并

促进肿瘤细胞从血管中侵出及其随后的存活和成

长［9］。也就是说，病变出现初期，TAM表现为M1型巨

噬细胞特征，构筑局部炎性环境；一旦肿瘤形成，

TAM则表现为M2型特点，发挥免疫抑制作用，促进

肿瘤进展。本研究也证实，无论卵巢癌患者，还是妇

科良性病变患者的腹腔微环境中，均存在一定数量

的巨噬细胞，且两组无差异，说明巨噬细胞作为一种

免疫细胞，其在腹腔微环境中的存在是非特异性

的。然而，主要发挥促炎作用的M1型巨噬细胞在妇

科良性病变中占优势，积极调动免疫机制，发挥着机

体防御功能，保护机体免受损伤；相反，在卵巢癌患

者腹水中，M2型巨噬细胞占绝对优势，其分泌或激活

多种免疫抑制因子，抑制局部免疫反应，促使肿瘤免

疫逃逸，促进血管和淋巴管生成，以利于肿瘤的进展

和转移［3，8，10-12］。

TAM具有促肿瘤活性，但究竟是何原因激活其

不同表型的出现尚不得而知。先前研究认为肿瘤环

境教育了 TAM［3］，至少部分影响了 TAM的表型。本

文先前研究了卵巢癌腹水中多种细胞因子的表达情

况，结果证实与妇科良性病变比较，卵巢癌腹水中

IL-6，IL-10相对高表达，而 IFN-γ相对较低表达。

Toll样受体（Toll-like Receptor，TLR）作为重要的

模式识别受体（PRR），在机体固有免疫细胞识别各类

病原体相关分子模式（PAMP）中发挥重要作用。其

最早发现于免疫细胞。目前在人类已发现10种TLR
分子。根据其细胞定位分为两类：一类定位于细胞

内内体表面，包括 TLR3、TLR7、TLR8、TLR9，其配体

主要为核酸类分子；另一类则是位于细胞膜上，包括

TLR1、TLR2、TLR4、TLR5、TLR6、TLR10［13］。研究表

明巨噬细胞表达多种Toll样受体［14-15］。

在巨噬细胞的极化的过程中，肿瘤微环境中生

物信号的改变通过某些机制决定了巨噬细胞的分化

方向。在这一过程中，TLR可能发挥重要作用。先前

有研究证实，TLR4识别脂多糖（LPS），从而使巨噬细

胞极化为M1型巨噬细胞［16］；TLR或 IL-1受体识别免

疫复合物，诱导M2b巨噬细胞的产生，后者是M2型

巨噬细胞的一种亚型［17］；TLR依赖途径参与M1性巨

噬细胞的极化［18］。本研究探讨了M1型肿瘤巨噬细

胞及M2型肿瘤巨噬细胞TLR1～TLR10的表达特点，

结果显示两种亚型肿瘤相关巨噬细胞TLR表达差异

无统计学意义。这一结果表明在M1型及M2型肿瘤

Type
Ovarian cancer
Control
a：P<0.05，experiment group vs. control group

Macrophages
31.72±29.93
18.80±19.89

M1-macrophages
30.54±26.33a

53.43±23.79

M2-macrophages
54.31±30.71a

10.12±15.12

TLRs
TLR1
TLR2
TLR3
TLR4
TLR5
TLR6
TLR7
TLR8
TLR9
TLR10
mRNA expression is shown as the ratio of the number of transcripts for a
given TLR to the number of transcripts for the housekeeping gene GAP⁃
DH. Data shown are representative of three experiments

M1-macrophages
1.22±0.18
0.98±0.02
1.10±0.02
0.59±0.19
0.75±0.02
1.15±0.02
1.24±0.11
0.88±0.03
0.81±0.22
0.64±0.13

M2-macrophages
1.22±0.27
0.98±0.01
1.12±0.01
1.00±0.07
0.75±0.02
1.16±0.02
1.39±0.01
0.88±0.59
1.00±0.30
0.97±0.05

P

0.39
0.31
0.61
0.30
0.70
0.61
0.94
0.81
0.60
0.10
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相关巨噬细胞的极化过程中，TLR并不是唯一的极化

相关受体途径。

肿瘤细胞与TAMs之间的关系错综复杂，全面了

解其中的机制，并进行相应的处理，如采取措施有效

阻止M2型表型 TAMs的募集，减少其多种生长因子

的表达、释放和作用，和/或提高机体抗肿瘤作用等，

部分或全面抑制M2型 TAMs作用，必然可遏制肿瘤

生长的帮凶，从而开拓出一条治疗肿瘤的新路。
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“临床病例讨论”栏目简介

临床病例讨论为本刊特色栏目之一，重点报道疑难与典型肿瘤病例的诊疗过程，旨在鼓励临床工作者相互交

流易误诊、误治或少见、罕见肿瘤和并发症的处理经验，使肿瘤临床医师从中得到启示与借鉴，提高对疑难病例的

辨别与治疗水平。

来稿将以论著形式刊登。稿件内容具体要求如下：1）应有完整的病历摘要和详细的检查结果；2）临床讨论

部分要有参加讨论的医师发言，就所讨论病例提出各自的看法；3）能提供有说服力的图片或病理检查结果，并结

合本例患者的特点进行讨论；4）最后的分析要能总结经验教训，为临床工作提供借鉴与参考。

质量优秀的稿件将优先刊登。欢迎踊跃投稿！

·读者·作者·编者·
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