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甲氨蝶呤诱导巨噬细胞M1极化促进骨肉瘤细胞凋亡的实验研究 *
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摘要 目的：探讨甲氨蝶呤诱导巨噬细胞分化情况和分化后巨噬细胞对骨肉瘤细胞凋亡的影响。方法：采用甲氨蝶呤刺激小鼠单

核巨噬细胞 RAW264.7细胞 24小时后，使用流式、免疫荧光等技术检测M1型巨噬细胞标志物 CD86、诱导型一氧化氮合酶（In-

ducible nitric oxide synthase，iNOS）的表达量，并以脂多糖(Lipopolysaccharide, LPS)诱导巨噬细胞极化为阳性对照，未处理细胞为

阴性对照，评估甲氨蝶呤的诱导效果。将经甲氨蝶呤刺激的巨噬细胞与骨肉瘤细胞 K7共培养，使用流式技术检测骨肉瘤细胞 K7

凋亡程度。结果：一定剂量的甲氨蝶呤作用于小鼠单核巨噬细胞后，可以显著上调M1型巨噬细胞的标志物 CD86、iNOS，上调程

度与 LPS组相当。与脂多糖诱导巨噬细胞极化类似，甲氨喋呤可以激活 NF-资B。经甲氨蝶呤刺激后的巨噬细胞可以促进骨肉瘤细
胞的凋亡。结论：甲氨蝶呤诱导向M1型分化的巨噬细胞可以促进骨肉瘤细胞的凋亡。
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Experimental Study of Methotrexate Induced M1 Polarization of
Macrophages to Promote Apoptosis of Osteosarcoma Cells*

To investigate the differentiation in methotrexate-induced macrophages and the effect of the macrophages

on apoptosis of osteosarcoma cells. Macrophages were stimulated with methotrexate for 24 hours. The expressions of CD86

and inducible nitric oxide synthase, which are markers of M1-like macrophages, were respectively detected by flow cytometry and im-

munofluorescence. To evaluate the effect of methotrexate on the polarization of macrophages, lipopolysaccharide, LPS, was adopted as a

positive control, and untreated cells were used as a negative control. The macrophages, stimulated with MTX, were co-cultured with os-

teosarcoma cells to assess the effects of the macrophages on the apoptosis of osteosarcoma cells. The rates of apoptosis in osteosarcoma

cells were detected by Flow cytometry. After co-cultured with methotrexate, the expression of M1-like macrophage' markers,

such as CD86 and iNOS in macrophages was significantly up-regulated, and the degree of upregulation is comparable to that of the LPS

group. Similar to LPS-induced macrophage' polarization, methotrexate can cause NF-资B activation. Macrophages stimulated by

methotrexate can increase the apoptosis rate of osteosarcoma cells. Methotrexate can induce macrophages to differentiate in-

to M1 like and differentiated macrophages can promote the apoptosis of osteosarcoma cells.
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前言

诸多新近研究表明，巨噬细胞在多种实体肿瘤的发生发展

中起到至关重要的作用。巨噬细胞具有很强的可塑性，受到不

同的刺激可以改变极化状态，M1型巨噬细胞与 M2型巨噬细

胞的激活途径以及所执行的功能不同。M1型巨噬细胞可以对

肿瘤起到一定程度的抑制作用，而M2型巨噬细胞可以促进肿

瘤的发生以及进展[1]。其中M1型巨噬细胞的极化通常与 Toll

样受体激动剂 -脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）的作用有关。

M1型巨噬细胞可以产生 IL-6、iNOS、TNF-琢等因子抑制肿瘤
的生长[2,3]。而在肿瘤微环境中的巨噬细胞多为M2型，可以通

过促进肿瘤血管形成、帮助肿瘤实现免疫逃避、转移等机制促

进肿瘤的发生发展[4]。因此，诱导巨噬细胞向M1型分化可以作

为肿瘤免疫治疗的新策略。骨肉瘤是最常见的原发性恶性骨肿

瘤，儿童及青少年是其易感人群[5]，骨肉瘤的常规治疗手段包括

手术以及化疗[6]。但是，化疗药存在毒副作用，如高剂量的甲氨
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蝶呤（methotrexate，MTX）具有肾毒性，阿霉素的心脏毒性等不

容忽视，而且骨肉瘤极易发生化疗耐药[7]。因此，亟需使用新的

治疗方法和药物来进一步改善当前化疗疗效。基于以上研究，

我们设想甲氨蝶呤对巨噬细胞极化起到调节作用，进而研究极

化后的巨噬细胞对于骨肉瘤细胞的影响以探究骨肉瘤细胞治

疗的新方法。

1 材料与方法

1.1 材料

小鼠单核巨噬细胞 RAW264.7细胞购买于上海中科院细

胞库，小鼠骨肉瘤细胞由上海市第一人民医院骨肿瘤研究所尹

飞研究员提供；胎牛血清购自 Gibco公司；DMEM细胞培养液

购自美国 Hyclone公司；胰酶、双抗（青霉素 +链霉素）购自杭

州吉诺生物科技有限公司；CCK-8试剂盒购买于日本同仁公

司；Anti-mouse CD86以及 CD11b流式抗体购买于杭州联科生

物技术有限公司；LPS购自 Proptein 公司；甲氨蝶呤购买于

BBL公司；免疫荧光固定液、通透液、封闭液、一抗及二抗稀释

液购买于碧云天公司；WB凝胶制备试剂盒、电泳缓冲液、转膜

液购自上海雅酶生物科技有限公司；小鼠 iNOS抗体、NF-资B
抗体组合购买于 CST公司；流式凋亡试剂检测盒购买于 BD

公司。荧光显微镜（Leica DMI6000B，德国）用于检测荧光，流式

细胞仪（BD Accuri C6，美国）用于巨噬细胞表面标志物以及细

胞凋亡的检测。

1.2 方法

1.2.1 CCK8检测细胞毒性 为了明确MTX诱导巨噬细胞合

适的作用剂量，使用 CCK8检测不同浓度的调整 RAW264.7细

胞浓度为 1× 105，接种于 96孔板中，每孔 100 滋L，设置不同的
浓度梯度，每个梯度 6个复孔，置于细胞培养箱中培养过夜。次

日，分别加入不同浓度的 MTX，培养 48小时。弃去培养液上

清，使用 PBS洗涤细胞 3次，每孔加入 90 滋L新鲜细胞培养液
以及 10 滋L CCK-8试剂溶液，于细胞培养箱中培养一定时间
后，使用酶标仪测定 450 nm的波长下的吸光度，根据说明书给

出的公式计算出各组细胞存活率。

1.2.2 实验分组 调整 RAW264.7细胞浓度为 1× 105/mL，在

六孔板中按照每孔 2 mL细胞悬液的数量接种小鼠单核巨噬细

胞 RAW264.7细胞。为了研究甲氨蝶呤是否可以诱导巨噬细胞

向 M1型分化，将 RAW264.7细胞分为 3组：未给予任何刺激

的一组为阴性对照组，Blank组；根据经典诱导方式[8]，添加 LPS

（100 ng/mL）组为 LPS组，作为阳性对照组；根据 MTX应用于

RAW264.7 细胞时的细胞毒性分析结果，添加 MTX（0.5

滋g/mL）组为实验组 --MTX组，置于 37℃细胞培养箱中培养

24小时。

1.2.3 流式检测巨噬细胞 CD86表达实验 收集不同处理的

细胞，用流式缓冲液（5% FBS+95% PBS）调整细胞数量为 1×

107/mL，每组各取 90 滋L，分别加入 5 滋L 的 Anti-Mouse CD86

以及 Anti-Mouse CD11b，使其终体积为 100 滋L，震荡混匀。室
温下避光孵育 20分钟后，每管加入 1 mL流式缓冲液，离心弃

上清，加入 500 滋L流式缓冲液重悬，待上机检测。
1.2.4 免疫荧光检测 iNOS表达 将 RAW264.7细胞按照 1×

105/mL的密度接种于共聚焦皿中，在 37℃培养箱中培养过夜。

待细胞贴壁后，分别不加或者加入 LPS、MTX（剂量同 1.2.2）继

续孵育 24小时后，弃去培养液上清，弃去培养液上清，PBS洗

涤 3次，每次 3分钟，固定通透后，室温封闭 1小时，后加入 iN-

OS一抗，4℃孵育过夜，PBS洗涤 3次后，室温孵育 FITC标记

的抗兔荧光二抗 1小时，PBS洗涤 3次，加 DAPI染色 5分钟

后，加入 PBS洗涤 3次后，于荧光显微镜下观察。

1.2.5 Western Blot检测 NF-资B相关蛋白的表达 收集六孔

板中不同处理的 RAW264.7细胞，使用 PBS冲洗 3次后，每孔

加入 100 滋L蛋白裂解液（混有蛋白酶抑制剂）于冰上裂解 10

分钟，12000 rpm，4℃离心 20分钟，吸取 80 滋L上清于新的 EP

管中，加入 20 滋L的 5× 蛋白上样缓冲液，充分混匀，置于 100

℃水中煮 10分钟。蛋白定量后，进行电泳以及转膜，用 5%脱脂

奶粉室温封闭 1 小时后，4℃孵育 NF-资b p-p65、actin、I资B-琢
（1/1000比例稀释）过夜。PBST洗涤条带 3次，每次 10分钟，室

温下孵育二抗 1小时，后洗涤条带，滴加 ECL发光液进行显影。

1.2.6 流式检测不同处理组巨噬细胞对骨肉瘤 K7细胞凋亡影

响 使用 Transwell培养板（0.4 滋m，Corning，美国）将不同处
理组 RAW264.7细胞与 K7细胞共同培养 48小时后，收集下

室的 K7细胞培养液上清，使用不含 EDTA的胰酶消化细胞，

使用收集的培养液上清终止消化，离心，PBS洗涤后，使用流式

凋亡试剂盒中的 Binding buffer（使用 ddH2O稀释为 1X溶液）

重悬，取 100 滋L细胞悬液，设置未染色组以及 FITC、PI单染组

用于调节补偿，其余各组加入 AnnexinV-FITC5滋L以及 PI5滋L，
混匀后室温下避光孵育 20分钟后，加入 400 滋L 1× Binding

buffer混匀，上机待检。

1.3 统计学分析

所有的定量数据使用 GraphPad Prism 7.04进行分析，两组

组间差异使用 t检验，P＜0.05具有统计学差异。

2 结果

2.1 不同浓度甲氨蝶呤作用后对细胞活性的影响

用不同浓度 （0.5、1、5、10、100 滋g/mL） 的 MTX 处理

RAW264.7细胞 48小时后，CCK-8检测细胞活性。结果显示，

MTX浓度为 0.5 滋g/mL时细胞存活率仍在 80%以上，见图 1。

据此，我们选定 1 滋M的浓度刺激巨噬细胞极化，对巨噬细胞
的增殖不会产生影响。此外，考虑到上述 MTX浓度梯度可能

不会对 K7细胞产生明显的毒性，将MTX的浓度梯度提高后，

再与小鼠骨肉瘤 K7细胞孵育，进行了 K7细胞增殖活性检测。

结果显示，MTX浓度为 100 滋g/mL时，才会对细胞增殖产生明
显影响（P＜0.05），见图 2。由此可见，用于诱导 RAW264.7细胞

分化的MTX剂量不会对 K7细胞的增殖产生影响，从而保证

MTX对后续 K7细胞凋亡的检测不会产生干扰。

2.2 MTX作用后巨噬细胞M1型标志物 CD86、iNOS表达上调

共刺激分子 CD11b可以用来标记巨噬细胞，CD86是 M1

型巨噬细胞的标志物之一[9]。我们使用流式检测了未受任何刺

激的巨噬细胞以及 LPS、MTX 孵育 24 小时后的巨噬细胞

CD86的表达情况。结果如图 3所示，Blank组中 CD11b+CD86+

细胞的比例为（8.5± 1.45）%，LPS组中比例为（17.3± 0.45）%，

MTX组中双阳性细胞的比例为（35.9± 4.4）%。相比于 Blank

组，LPS组中双阳性细胞比例明显增加（P＜0.05），而与 LPS组

相比，MTX组中双阳性细胞比例明显增加（P＜0.05）。
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图 3 不同处理组的巨噬细胞 CD86表达情况

Fig.3 CD86 expression in macrophages of different treatment groups

A为 Blank组巨噬细胞，B为 LPS组巨噬细胞, C为MTX组，D为统计分析结果。*：P＜0.05

图 1 不同浓度的MTX对 RAW264.7细胞增殖的影响

Fig.1 Effects of different concentrations of MTX on proliferation of

RAW264.7 cells

图 2 不同浓度的MTX对 K7细胞增殖的影响

Fig.2 Effects of different concentrations of MTX on proliferation of K7

cells

*：P＜0.05

除 CD86外，LPS刺激巨噬细胞产生的 iNOS也是常用的

鉴别M1型巨噬细胞的标志物[10]。我们采用免疫荧光染色观察

各处理组巨噬细胞表达 iNOS的结果，如图 4所示。Blank组中

未见明显的 iNOS表达，LPS组与 MTX组巨噬细胞中可以见

到明显的表达。

我们进一步探究了 MTX诱导巨噬细胞分化的可能机制。

LPS通常是通过激活 NF-资B的途径诱导巨噬细胞分化[11]。我们

采用蛋白免疫印迹（Western Blot，WB）技术检测了 NF-资B p65

磷酸化蛋白以及 I资B-琢的表达，结果如图 5所示，可以看到

LPS组与MTX组中 p-p65蛋白的表达与 Blank组相比，具有

明显升高（P＜0.01）。与 Blank 组相比，LPS组与 MTX 组中

I资B-琢蛋白的降解明显（P＜0.01, P＜0.001）。
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图 4 不同处理组的巨噬细胞 CD86表达情况,图中标尺代表 100 滋m
Fig.4 iNOS expression in macrophages of different treatment groups. Scale bar=100 滋m

图 5 不同处理组的巨噬细胞中 NF-资B的激活情况
Fig.5 Activation of NF-资B in macrophages in different treatment groups

*：＜0.05, **：＜0.01, ***：＜0.001.

2.3 甲氨蝶呤诱导巨噬细胞分化促进骨肉瘤 K7细胞的凋亡

为了进一步验证，经甲氨蝶呤极化的巨噬细胞是否可以起

到抑制肿瘤的作用，我们使用流式技术检测与不同处理巨噬细

胞共同孵育后的 K7细胞的凋亡情况。结果如图 6示，与 Blank

组巨噬细胞共敷 24小时后 K7细胞凋亡率为（1± 0.2）%，与

LPS组巨噬细胞及MTX组巨噬细胞共敷后 K7细胞凋亡率分

别为（10.85± 0.84）%和（12.95± 0.45）%。LPS组与 MTX组和

Blank组比较差异都有统计学意义（t=11.28，24.27，P<0.01）。

3 讨论

巨噬细胞是机体先天免疫系统的重要组成成分，与动脉粥

样硬化、风湿性关节炎、肿瘤等多种疾病的发生发展有着密切

的联系[12]。此外，近年来，不少研究者发现化疗药物对于巨噬细

胞极化产生影响。例如，伊马替尼可以在体外抑制 M2型巨噬

细胞的极化，进而预防肺癌的转移[13]，双膦酸盐可以诱导M2型

巨噬细胞向M1型分化[14]，卢比克丁可以通过耗减小鼠胰腺癌

中的肿瘤相关巨噬细胞从而增强吉西他滨的治疗作用[15]，曲贝

替定可以选择性地消耗小鼠肿瘤模型中的巨噬细胞同时可以

减少血管的生成[16]。由此可见，化疗药物对于机体的免疫系统

会产生一定的影响。有部分化疗药物可以实现肿瘤治疗的同时

可以作为多种炎症以及自身免疫疾病的治疗剂，例如，甲氨蝶

呤作为类风湿性关节炎的一线药物，还可以用于强直性脊柱炎、

系统性硬化、炎症性肠病等[17]。因此，通过甲氨蝶呤或许可以调

节巨噬细胞极化状态从而在肿瘤的治疗中发挥一定的作用。

我们通过流式、免疫荧光等技术证明，一定剂量的甲氨蝶

呤可以使得 CD86、iNOS表达上调。以上结果证明甲氨蝶呤可

以在一定程度上诱导巨噬细胞向 M1型分化。在巨噬细胞向

M1型分化过程中，NF-资B通路起关键作用。NF-资B被激活后，
I资B-琢降解，p65完成磷酸化，便易位至细胞核，以促进促炎性
细胞因子的产生，如 iNOS表达上调，产生一氧化氮[18]。我们通

过检测 NF-资B相关蛋白表达情况，推测甲氨蝶呤可能通过激
活 NF-资B来实现巨噬细胞的极化。但也有研究认为，低剂量的
甲氨蝶呤可以通过下调 NF-资B通路抑制肝脏炎症的发生[19]，与

该研究不同的是，我们使用的药物剂量以及使用的细胞系不

同，或许是这些差异导致了研究结果的不同。将极化后的巨噬

细胞与骨肉瘤细胞体外共培养后，结果显示，极化后的巨噬细

胞可以促进骨肉瘤细胞的凋亡，这也证实了前面所述，"M1"型

巨噬细胞可以起到抑制肿瘤的作用。
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近年来，以细胞治疗为代表的免疫疗法在肿瘤治疗中显示

出了较为满意的效果，如过继性 T细胞凭借其来源于宿主自身

体内从而可以避免不良的免疫排斥反应以及具有较强的抗肿

瘤效果[20]。此外，上文中涉及的肿瘤微环境中的巨噬细胞等抗

原呈递细胞对于 T细胞发挥作用起到了至关重要的作用[21]。因

此，针对肿瘤免疫微环境的免疫治疗或许可以为肿瘤的治疗带

来新的希望，我们的研究也为骨肉瘤的免疫治疗提供了新思

路。然而，骨肉瘤治疗的一个重大问题是早期的肺转移，针对这

一点，有研究表明，甲氨蝶呤可以抑制肿瘤相关巨噬细胞的M2

极化达到预防骨肉瘤肺转移的发生[22]。我们下一步将针对骨肉

瘤肺转移进行巨噬细胞极化的研究以探索是否可以达到更好

的治疗效果。
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