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［摘要］ 目的：探讨南蛇藤多萜（COE）对巨噬细胞极化的影响，及其抑制胃癌细胞增殖、迁移的作用机制。方法：采用佛

波酯（PMA）和白细胞介素（IL）-4、IL-13 刺激人急性单核细胞白血病细胞（THP-1），构建 M2 型巨噬细胞的极化模型，实验分为

M0 组（PMA 100 μg·L-1 处理）、M2 组（PMA 100 μg·L-1+IL-4、IL-13 各 20 μg·L-1 处理）、M2+南蛇藤多萜组（PMA 100 μg·L-1+

IL-4、IL-13 各 20 μg·L-1+COE 10 mg·L-1 处理）。通过细胞增殖与活性检测（CCK-8）法检测南蛇藤多萜对巨噬细胞活力的影

响；5-乙炔基-2′-脱氧尿苷（EdU）实验检测细胞增殖情况；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测巨噬细胞极化标

志物白细胞介素-10（IL-10）、分化簇 206（CD206）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、分化簇 86（CD86）的 mRNA 表达变化；酶联免疫吸

附测定法（ELISA）检测巨噬细胞上清中 IL-10、TNF-α的含量变化；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测南蛇藤多萜干预巨噬细

胞后的条件培养基对胃癌细胞迁移能力的影响。结果：CCK-8、EdU 实验结果显示，与 M2-CM 组比较，M2+南蛇藤多萜-CM 组

明显抑制胃癌细胞的增殖（P<0.05，P<0.01）。与 M0 组比较，M2 组巨噬细胞中的 IL-10、CD206 mRNA 表达显著升高（P<0.01）；
与 M2 组比较，M2+南蛇藤多萜组的 IL-10、CD206 mRNA 表达显著降低（P<0.01），而 TNF-α、CD86 的 mRNA 表达显著升高（P<

0.01），细胞上清中 IL-10 水平降低，TNF-α水平明显升高（P<0.05，P<0.01）。Western blot 分析结果表明，与 M2-CM 组比较，

M2+COE-CM 组中人胃腺癌细胞系（AGS）、人胃癌细胞 HGC-27（HGC-27）和人胃癌细胞 MKN28（MKN28）细胞中波形蛋白

（Vimentin）、基质金属蛋白酶 -2（MMP-2）、基质金属蛋白酶 -9（MMP-9）、蜗牛转录抑制因子（Snail）、锌指蛋白 SNAI2（Slug）蛋
白的表达水平明显降低（P<0.05，P<0.01）。结论：南蛇藤多萜可通过调控巨噬细胞的极化状态，抑制胃癌细胞的增殖和迁移能

力，其作用机制可能与 Toll样受体 4/核转录因子-κB（TLR4/NF-κB）信号通路调控上皮-间充质转化（EMT）过程密切有关。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the effects of Celastrus orbiculatus ethylacetate extract （COE） on macrophage 

polarization and the underlying mechanisms in inhibiting the proliferation and migration of gastric cancer cells. Methods：： THP-1 

cells were stimulated with phorbol 12-myristate 13-acetate （PMA）， interleukin-4 （IL-4）， and interleukin-13 （IL-13） to establish 

an M2 macrophage polarization model. The cells were divided into three groups： M0 group （ treated with PMA at 100 μg·L-1）， 

M2 group （ treated with PMA at 100 μg·L-1 + IL-4 and IL-13 at 20 μg·L-1 each）， and M2 + COE group （ treated with PMA at 

100 μg·L-1 + IL-4 and IL-13 at 20 μg·L-1 each， and COE at 10 mg·L-1）. Cell viability was assessed using the cell counting kit-8

（CCK-8） assay， and cell proliferation was evaluated by the EdU assay. The mRNA expression levels of macrophage polarization 

markers， including interleukin-10 （IL-10）， cluster of differentiation 206 （CD206）， tumor necrosis factor-α （TNF-α）， and cluster 

of differentiation 86 （CD86）， were determined by Real-time PCR. The levels of IL-10 and TNF-α in macrophage supernatants were 

measured by ELISA. Western blot were performed to evaluate the expression of migration‑related proteins in gastric cancer cells 

treated with conditioned medium （CM） from COE‑treated macrophages. Results：： CCK-8 and EdU assays showed that， compared 

with the M2-CM group， the M2 + COE-CM group significantly inhibited the proliferation of gastric cancer cells （P<0.05， P<0.01）. 

Compared with the M0 group， the mRNA expression levels of IL-10 and CD206 in macrophages were significantly increased in the 

M2 group （P<0.01）. Compared with the M2 group， the M2 + COE group showed significantly decreased mRNA expression of IL-

10 and CD206 （P<0.01）， while the mRNA expression of TNF-α and CD86 was significantly increased （P<0.01）. In addition， the 

level of IL-10 in the supernatant was decreased， whereas the level of TNF- α was significantly increased （P<0.05， P<0.01）. 

Western blot analysis demonstrated that， compared with the M2-CM group， the protein expression levels of Vimentin， MMP-2， 

MMP-9， Snail， and Slug in AGS， HGC-27， and MKN28 cells were significantly reduced in the M2 + COE-CM group （P<0.05， P

<0.01）. Conclusion：： COE can inhibit the proliferation and migration of gastric cancer cells by regulating macrophage polarization. 

The underlying mechanisms may be closely associated with the regulation of the epithelial-mesenchymal transition （EMT） process 

via the TLR4/NF-κB signaling pathway.

［［Keywords］］ Celastrus orbiculatus ethylacetate extract； gastric cancer； proliferation； migration； macrophage polarization

胃癌作为一种消化系统的常见肿瘤，在我国呈

现 出 高 发 病 率 和 高 死 亡 率 的 显 著 特 点 。 根 据

2021 年全国癌症报告统计，胃癌的年新发病例数约

为 40.3 万例，死亡人数达到 20.9 万例，位居我国恶

性肿瘤发病率及死亡率排名的第三位［1］。近年来受

经济发展及胃镜检查普及的影响，胃癌总体的发病

率虽有所降低，但仍属于危害我国人民身体健康的

重大疾病之一。肿瘤微环境（TMEs）是一个围绕肿

瘤细胞的复杂且动态变化的生态体系。除了肿瘤

细胞外，TME 还包含多种免疫细胞、成纤维细胞、内

皮细胞、各类细胞因子、趋化因子及其受体等成分。

这些成分共同调控着肿瘤的生长、侵袭及恶性转化

等关键过程，对肿瘤的整体发展和演变具有举足轻

重的作用［2-3］。肿瘤相关巨噬细胞（TAMs）是 TME

中的一类免疫细胞，被认为是肿瘤发展的主要调控

因子，在肿瘤的发展和转移中起着关键作用，与大

部分癌症的不良预后有关［4］。藤类中药在中医药学

中有着悠久的历史和广泛的应用［5］。南蛇藤系卫矛

科南蛇藤属植物，具有多种丰富的药用价值。他又

名为过山枫、地南蛇、大南蛇、黄藤、降龙草等，常用

于祛风除湿、活血解毒、消肿等治疗领域［6］。从其

茎、叶、根皮、种子等不同部位中，已分离鉴定出多

种活性成分，包括倍半萜类、三萜类化合物及黄酮

类物质，研究表明这些成分具有显著的抗肿瘤、抗

炎和抗病毒等多种药理活性［7］。本课题组首次发现

南蛇藤多萜（COE）在体内外具有显著的抗肿瘤活

性［8］。COE 能够抑制多种恶性肿瘤细胞的增殖与转

移，并诱导其凋亡，如胃癌、食管癌、肝癌等，显示了

COE 在抗肿瘤治疗中的广阔前景［9-11］。多萜类中药

成分与巨噬细胞极化的关系是近年来中药研究的

热点之一。多萜类化合物可通过调控信号通路影

响巨噬细胞从促炎的 M1 型向抗炎的 M2 型极化，从

而在抗炎、抗肿瘤等方面发挥重要作用。例如人参

皂苷能通过抑制脂多糖（LPS）刺激结肠癌 HT-29 细

胞分泌炎症因子白细胞介素（IL）-8 而发挥抗炎作

用，其作用机制可能与抑制阻断核转录因子 -κB

（NF-κB）信号通路活化有关［12］。隐丹参酮通过靶向

激活腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）信号通路，显著

增强巨噬细胞糖酵解代谢活性，促进 TAMs向 M1 型

抗肿瘤表型极化，从而有效抑制肝癌细胞的增殖和

进展［13］。但 COE 是否通过影响巨噬细胞极化抑制

胃癌的研究未见明确报道。因此，本研究将围绕巨

噬细胞极化，深入探讨 COE 对胃癌细胞增殖和转移

的抑制作用及其潜在机制，旨在为 COE 的临床应用

提供理论支持。

1 材料

1.1　药物     南蛇藤茎购于广州致信药业有限公司，

批号 070510。

1.2　细胞株     人急性单核细胞白血病细胞（THP-1）
细胞、人胃癌细胞株 AGS、HGC-27、MKN28 均购自
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武 汉 普 诺 赛 生 命 科 技 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为

CL-0233、CL-0022、CL-0107、CL-0291，所有细胞均

经过 STR 鉴定。为了确保细胞的稳定性和实验结

果的可靠性，通常使用 10~20 代的细胞。

1.3　试剂     RPMI 1640 细胞培养基（美国 Hyclone

公司，批号 AK30807642）；THP-1 专用培养基、磷酸

盐缓冲液（PBS）缓冲液（武汉普诺赛生命科技有限

公司，批号分别为 WHAA24A094、WHB824P281）；
胎 牛 血 清（美 国 Gibco 公 司 ，批 号 B210665RP）；
0.25% 胰蛋白酶 -乙二胺四乙酸（EDTA）消化液、青

链霉素混合液（北京索莱宝科技有限公司，批号分

别为 240005008、240001003）；佛波酯（PMA）、人白

细胞介素 -4（IL-4）、人白细胞介素 -13（IL-13）（美国

MCE 公司，批号分别为 4014669、532274、636904）；
细胞增殖与活性检测（CCK-8）试剂盒、5-乙炔基-2′-

脱氧尿苷（EdU）细胞增殖检测试剂盒（武汉亚科因

生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 ATXH12021、

ATXG18161）；IL-10、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）酶联

免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒（武汉伊莱瑞特生

物科技股份有限公司，批号分别为 WZ06T4F08002、

WZ050J025500）；RNA Easy Fast 动物组织/细胞总

RNA 提取试剂盒（北京天根生化科技有限公司，批

号 Y2013）；5×PrimeScript RT Master Mix（ 日 本

Takara 公司，批号 AIF2347A）；EvaGreen 2× qPCR 

Master Mix（加拿大 Abm 公司，批号 JLC-A19393）；
聚氰基丙烯酸正丁酯（BCA）蛋白浓度测定试剂盒、

Western 一抗稀释液、二抗稀释液（上海碧云天生物

技 术 股 份 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 060823231225、

AZ050、P0258）；0.45 μm 聚偏二氟乙烯（PVDF）膜
（美国 Millipore 公司，批号 IPVH00010）；波形蛋白

（Vimentin）、基 质 金 属 蛋 白 酶（MMP）-2、MMP-9

抗 体（ 美 国 Thermo Fisher 公 司 ，批 号 分 别 为

MA5-16409、MA5-32705、PA5-85197）；锌 指 蛋 白

SNAI2（Slug）抗体（武汉三鹰生物技术有限公司，批

号 12129-1-AP）；β -肌动蛋白（β -actin）抗体（美国

Sigma 公司，批号 A3854）；蜗牛转录因子（Snail）抗
体、辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗兔免疫球蛋

白 G（IgG）、羊抗小鼠 IgG（美国 CST 公司，批号分别

为 3879、7074、7076）；超敏增强化学发光（ECL）化
学发光试剂盒（苏州新赛美生物科技有限公司，批

号 20240918）。
1.4　仪器     ICO150 型 CO2 培养箱（德国 Memmert

公司）；MSC1.2 型生物安全柜（美国 Thermo 公司）；
AR224CN 型电子天平（美国 Ahaus 公司）；EnSpire

型多功能酶标板分析仪（美国 PerkinElmer 公司）；
1X73 型 倒 置 荧 光 显 微 镜（日 本 Olympus 公 司）；
S1000 型 PCR 仪、Mini-Protean Tetra System 型垂直

电泳仪、Trans-Blot 湿法转膜仪、ChemiDoc XRS+型

凝胶成像系统（美国 Bio-Rad 公司）；LightCycler 96

型实时荧光定量 PCR 仪（美国 Roche公司）。
2 方法

2.1　COE 的制备     南蛇藤茎药材经中国药科大学

中 药 资 源 研 究 所 王 强 教 授 鉴 定 为 卫 矛 科

植物 Celastrus orbiculatus 的茎。南蛇藤提取物的

鉴定、提取和纯化由中国药科大学王强教授课题

组 进 行［14］ 。 根 据 国 家 发 明 专 利（ 专 利 号

ZL200710025343.3）的制备方法，将干燥的南蛇藤

茎药材进行粉碎处理，采用 95% 乙醇进行 3 次浸提，

使用石油醚进行 3 次萃取分离，再以乙酸乙酯进行

3 次萃取纯化。将最终获得的提取物进行冷冻干燥

处理，得到南蛇藤多萜原粉末。详细的步骤请参照

之前的描述［15-16］。本课题组前期利用高效液相色谱

对南蛇藤提取物中的活性成分进行了分离与结构

分析，并依据其化学特征进行了分类，研究共鉴定

出 26 种结构各异的化合物，主要包括 12 种二萜类、

8 种三萜类及 6 种苯丙素类成分［17］。这些结构多样

的活性成分从分子结构层面解释了其药物的主要

成分，进一步保证了实验的准确性和可重复性。使

用前由专人将其研磨成细粉，准确称取 0.016 g 置于

离心管中，加入二甲基亚砜（DMSO）100 μL 助溶。

待粉末完全溶解形成黑褐色黏稠液体后，再加入无

血清的 1640 培养基 10 mL，随后使用 0.22 μm 微孔

滤膜进行过滤除菌，最终得到 COE 储存液，并将其

置于 4 ℃冰箱中保存。根据实验方案配制所需浓度

（DMSO 终体积分数<0.1%）。
2.2　细胞培养     THP-1 细胞使用 THP-1 专用培养

基进行培养，人胃癌细胞株 AGS、HGC-27、MKN28

使用含 10% 胎牛血清、1% 青 -链霉素混合液的罗斯

韦尔公园纪念研究所（RPMI）1640 培养基，所有细

胞均置于 37 ℃、5%CO2的条件下进行培养，将处于

对数生长期的细胞用于后续细胞实验。

2.3　诱导巨噬细胞极化     以每皿 1×107个的密度将

处于对数生长期的 THP-1细胞接种于 35 mm 细胞培

养皿中，加入 PMA 使其最终质量浓度为 100 μg·L-1，

培养 24 h后观察是否贴壁并分化为 M0型巨噬细胞。

移除已分化巨噬细胞的上清液，添加 IL-4（20 μg·L-1）
和 IL-13（20 μg·L-1）在新鲜的专用培养基中，继续培

养 48 h以诱导巨噬细胞从 M0向 M2型极化。
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2.4　CCK-8 法检测细胞活力     将处于指数增长期的

THP-1 细胞诱导成 M0、M2 型巨噬细胞，分别以每孔

1×10⁴个细胞的接种密度均匀铺板于 96孔板中，随后

置于 37 ℃、5%CO₂的细胞培养箱中进行培养。24 h后

分别更换为含 0、10、20、40、80、100 mg·L-1 COE 的

RPMI 1640 培养基，于细胞培养箱中持续孵育 48 h

后，向每孔添加 CCK-8 溶液 10 μL，继续在细胞培养

箱中孵育 3 h，随后使用多功能酶标仪在 460 nm 波

长下检测各孔的吸光度 A。

在确定 COE 的最适作用浓度后，将 THP-1 细胞

进行分组处理，具体分为以下 3 组：M0 组（PMA 处

理组）、M2 组（PMA+IL-4、IL-13 处理组）、M2+COE

组（PMA+IL-4、IL-13+COE 处理组）。各组细胞经

药物处理 48 h 后，更换为无血清的 RPMI 1640 培养

基，继续培养 24 h 后，收集细胞培养上清液，在 4 ℃

以 5 000 r·min-1，离心半径为 12.5 cm 的条件下离心

10 min，制成条件培养基（CM）。
取对数生长期的 AGS、HGC-27 和 MKN28 细

胞，经胰酶消化后制成单细胞悬液（5×104 个/mL）
后，按照每孔 100 μL 体系接种于 96 孔板中。培养

24 h 后，将先前的细胞培养基分别更换为 M0-CM

组、M2-CM 组和 M2+COE-CM 组，每组设置 3 个副

孔，然后继续在培养箱中培养。24 h 后，加入 CCK-8

溶液进行孵育并检测 A 值，细胞存活率按以下公式

计算：细胞存活率=（A 药物组-A 溶剂组）/（A 空白组-A 溶剂组）×

100%。

2.5　EdU 检测细胞增殖     取对数生长期的 AGS、

HGC-27 和 MKN28 细胞，按照每孔 2×104 个的数量

接种于 24 孔培养板中，每孔 100 μL。培养 24 h 后更

换培养基为 M0-CM、M2-CM、M2+COE-CM，继续

培养箱中培养 24 h。根据 EdU 细胞增殖检测试剂

盒说明书，每孔加入 10 μmol·L-1的 EdU 工作液后继

续培养 2 h，去除培养基，向每孔加入 4% 多聚甲醛

溶液 200 μL 以固定细胞，室温下作用 10 min。随后

吸去固定液，并用洗涤液进行 3 次洗涤，每次持续

5 min。每孔加入 Triton X-100 通透液 200 μL，室温

孵育 15 min 后去除通透液，再次使用洗涤液洗涤

3次，每次 5 min。去除洗涤液，每孔加入现配的 Click

反应液 200 μL，室温下避光孵育 30 min。吸除反应

液，加入洗涤液洗涤。使用 Hoechst 33342 进行细胞

核染色，随后在倒置荧光显微镜下观察实验结果。

2.6　 Real-time PCR 检 测 IL-10、分 化 簇 206

（CD206）、TNF-α、分化簇 86（CD86） mRNA 表达水

平     收集 M0-CM 组、M2-CM 组、M2+COE-CM 组的

细胞，按照 RNA Easy Fast 动物组织/细胞总 RNA 提

取试剂盒的说明书提取总 RNA。在冰浴条件下，于

RNase-free 的 PCR 管中加入 RNA 样品 1 000 ng，随

后加入 5×PrimeScript RT Master Mix 2 μL，最后用

RNase-free 水补足至总体积 20 μL。将上述 20 μL

反应溶液置于 PCR 仪中 ，设置程序反转录合成

cDNA。根据 EvaGreen 2×qPCR Master Mix 试剂说

明书，对巨噬细胞相关标志物 IL-10、CD206、TNF-α、

CD86 的 mRNA 水平进行测定。反应条件：95 ℃，

600 s；95 ℃，10 s；55 ℃，10 s；72 ℃，10 s，45 个循

环；95 ℃，10 s，65 ℃，60 s，97 ℃，1 s。以 β-actin 作

为内参，使用 2-ΔΔCt 法计算目标基因的相对表达水

平。相关引物由生工生物工程（上海）股份有限公

司合成，引物序列见表 1。

2.7　ELISA 检测 IL-10、TNF-α蛋白表达     对应孔

板 中 加 入 100 μL 标 准 品 工 作 液 和 M0-CM 组 、

M2-CM 组、M2+COE-CM 组的样品，在 37 ℃条件下

孵育 1.5 h，移除板内液体后，向每孔加入生物素化

抗体工作液 100 μL，并于 37 ℃条件下孵育 1 h。孵

育完成后弃去板内液体，使用洗涤液洗涤板孔。接

着向每孔内加入 HRP 酶结合物工作液 100 μL，将孔

板在 37 ℃条件下继续孵育 0.5 h。最后完全弃除板

内液体，并对板孔进行洗涤，每孔加入 TMB 溶液

90 μL，37 ℃ 孵 育 15~30 min。 每 孔 加 入 终 止 液

50 μL 以停止显色反应，使用多功能酶标仪检测

450 nm 波长下各孔的吸光度 A，处理数据结果。

2.8　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测蛋白表达

水平     将 AGS、HGC-27 和 MKN28 细胞接种于 6 孔

板，培养其贴壁至合适数目，分别加入 M0-CM 组、

M2-CM 组、M2+COE-CM 组培养 24 h，提取细胞总

表 1　引物序列

Table 1　Primer Sequences

引物

IL-10

CD206

TNF-α

CD86

β-actin

序列（5′-3′）
上游 CTTGCTGGAGGACTTTAAGGGTTAC

下游 CTTGATGTCTGGGTCTTGGTTCTC

上游 TTCAGTGGACCATCGAGGAAGAGG

下游 ATGGCAACACACCCTGGCTTTC

上游 CTCATCTACTCCCAGGTCCTCTTC

下游 CGATGCGGCTGATGGTGTG

上游 TGTGGAACCAACACAATGGAGAGG

下游 AAACACGCTGGGCTTCATCAGATC

上游 GCACTCTTCCAGCCTTCCTCCC

下游 GCGGATGTCCACGTCACACTTC

长度/bp

25

24

24

22

24

19

24

24

22

22
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蛋白后采用 BCA 法定量，进行十二烷基硫酸钠 -聚

丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分离蛋白质。电泳

完成后，将蛋白质电转印到 PVDF 膜上，随后使用

TBST 对 PVDF 膜进行洗涤。再将膜置于 5% 封闭

液中，在室温条件下封闭 2 h。TBST 溶液洗膜，加入

一抗（1∶1 000），4 ℃孵育过夜，TBST 洗膜后加入

HRP 标记的二抗（1∶2 000）孵育 2 h，TBST 溶液洗

膜，滴加适量的超敏型 ECL 化学发光液，采用凝胶

成像系统拍照观察结果，使用 Image J软件进行条带

的灰度值分析。

2.9　统计学处理     本研究采用 SPSS 16.0 统计软件

进行相关数据的分析处理。计量资料数据以 x̄ ± s

表示，两组间比较采用独立样本 t 检验，多组组间比

较 采 用 完 全 随 机 设 计 的 单 因 素 方 差 分 析

（ANOVA），组间两两比较用最小显著差异法（LSD）
检验进行分析，以 P<0.05 为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1　COE对巨噬细胞活力的影响     运用肿瘤免疫评

估资源（TIMER）分析肿瘤与浸润免疫细胞的关系，结

果显示巨噬细胞与胃癌存在相关性（P<0.01），巨噬细

胞与胃癌的关联性图见增强出版附加材料。CCK-8

结果显示，与空白组比较，20、40、80、160 g·L-1 COE 对

巨噬细胞 THP-1 的活力有显著抑制作用（P<0.01），
且呈浓度依赖性，但 COE 不影响 M2 型巨噬细胞的

增殖，见表 2，表明其仅影响巨噬细胞的活化状态，

调控极化相关通路而非增殖。因此选择 10 g·L-1浓

度的 COE 用于后续的实验。

3.2　COE 抑制 M2 型巨噬细胞极化对胃癌细胞增

殖能力的影响     AGS、HGC-27 和 MKN28 细胞在

M0-CM 中生长良好，细胞形态正常。与 M0 组比

较，加入 M2-CM 后细胞的活力显著增加，表明 M2

型巨噬细胞的条件培养基能够促进胃癌细胞的增

殖（P<0.05）。与 M2 组比较，加入 M2-COE-CM 后

AGS、HGC-27 和 MKN28 细胞的增殖明显受到抑

制，细胞活力明显下降，表明 M2 型巨噬细胞与 COE

共 培 养 上 清 具 有 抑 制 胃 癌 细 胞 增 殖 的 作 用 ，

（P<0.05，P<0.01）。见表 3、图 1。

3.3　COE 对巨噬细胞极化相关标志物 mRNA 表达

水平的影响     相较于 M0 组，经 IL-4、IL-13 诱导的

M2 组中的 IL-10、CD206 mRNA 表达水平出现显著

上调（P<0.01），表明成功诱导了 M2 型巨噬细胞的

极化。与 M2 组比较，经 COE 处理的 M2+COE 组中

IL-10 和 CD206 mRNA 表 达 水 平 显 著 降 低

（P<0.01），表明 COE 处理能抑制 M2 型巨噬细胞的

极化。同时，M2+COE 组中 TNF-α和 CD86 mRNA

表达水平出现显著升高（P<0.01）。见表 4。

3.4　 COE 对巨噬细胞上清中细胞因子水平的影

响     ELISA 检测结果表明，与 M0 组比较，M2 组细

胞 上 清 中 IL-10 水 平 显 著 降 低（P<0.01）；而 M2+

COE 组细胞上清中 IL-10 水平较 M2 组显著升高

（P<0.01），表明 COE 处理抑制了 M2 型巨噬细胞的

极化。同时，M2+COE 组细胞上清中 TNF-α的水平

明显降低（P<0.05），表明 COE 处理促进了 M1 型巨

噬细胞的极化。见表 5。

3.5　 COE 抑制 M2 型巨噬细胞极化对胃癌细胞

Vimentin、MMP-2、MMP-9、Snail、Slug 蛋白表达的

影响     与 M2 组比较，M2+COE 组中 AGS、HGC-27

和 MKN28 细胞中 Vimentin、MMP-2、MMP-9、Snail、

表 2　COE 对 THP-1 和 M2 细胞增殖的抑制作用  （x̄± s，n=3）

Table 2　 Inhibitory effect of COE on proliferation of THP-1 cells 

and M2 cells （x̄± s，n=3）

细胞

THP-1

M2

组别

空白组

COE 组

空白组

COE 组

质量浓度/mg·L-1

10

20

40

80

160

10

20

40

80

160

吸光度 A

2.00±0.42

1.81±0.40

1.59±0.421）

1.04±0.421）

0.35±0.011）

0.28±0.011）

1.58±0.25

1.54±0.22

1.51±0.22

1.49±0.21

1.49±0.23

1.49±0.23

注：与空白组比较 1）P<0.01

表 3　CM 对胃癌细胞 AGS、HGC-27 和 MKN28 增殖的抑制作用的

影响  （x̄± s，n=3）

Table 3　 Inhibitory effect of CM on proliferation of gastric cancer 

cells AGS，HGC-27，MKN28 （x̄± s，n=3）

组别

M0 组

M2 组

M2+COE 组

吸光度 A

AGS

1.81±0.14

2.40±0.121）

1.49±0.133）

HGC-27

1.75±0.07

1.97±0.151）

1.55±0.114）

MKN28

1.19±0.11

1.53±0.181）

0.79±0.124）

注：M0 组给药质量浓度 PMA 100 μg·L-1；M2 组给药质量浓度

PMA 100 μg·L-1+IL-4、IL-13 20 μg·L-1；M2+COE 组给药质量浓度

PMA 100 μg·L-1+IL-4、IL-1320 μg·L-1+COE 10 mg·L-1；与 M0 组比

较 1）P<0.05，2）P<0.01；与 M2 组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 4-表 8 同）
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Slug 蛋白的表达水平明显降低（P<0.05，P<0.01）。
见图 2，表 6-表 8。

4 讨论

肿瘤的发生发展常以“虚、毒”为核心病机［18］。

中医理论认为，气虚不固，阳虚毒结，癌毒流注是肿

瘤形成的重要病理基础。现代医学研究表明，这一

病机与肿瘤免疫微环境的形成密切相关。癌毒流

注可促进免疫抑制细胞的分化及免疫抑制微环境

表 6　CM 对 AGS 细胞中 Vimentin、MMP-2、MMP-9、Snail、Slug 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 6　Effect of CM on expression of Vimentin， MMP-2， MMP-9， Snail， and Slug proteins in AGS Cells （x̄± s，n=3）

组别

M0 组

M2 组

M2+COE 组

Vimentin/β-actin

0.57±0.16

0.64±0.18

0.27±0.143）

MMP-2/β-actin

1.35±0.24

1.27±0.24

0.80±0.244）

MMP-9/β-actin

0.82±0.19

0.97±0.16

0.52±0.194）

Snail/β-actin

1.32±0.19

1.76±0.172）

1.38±0.214）

Slug/β-actin

0.76±0.15

0.41±0.19

0.37±0.163）

图 2　 AGS、HGC-27 和 MKN28 细 胞 Vimentin、MMP-2、MMP-9、

Snail、Slug 的蛋白电泳

Fig. 2　 Electrophoresis of protein expression of Vimentin， 

MMP-2， MMP-9， Snail， and Slug in AGS， HGC-27， and MKN28 

cells

注：A.M0-CM 组；B.M2-CM 组；C.M2+COE-CM 组（图 2 同）
图 1　M0、M2、M2+COE 上清对 AGS、HGC-27 和 MKN28 细胞增殖能力的影响  （标尺 200 μm）
Fig. 1　Impact of M0，M2，and M2+COE supernatants on proliferation of AGS，HGC-27，and MKN28 cells （Scale 200 μm）
表 4　COE 对 IL-10、CD206、TNF-α和 CD86 mRNA 表达水平的影

响  （x̄± s，n=3）

Table 4　 Effect of COE on mRNA expression levels of IL-10，

CD206，TNF-α，and CD86 （x̄± s，n=3）

组别

M0 组

M2 组

M2+COE 组

IL-10

0.93±0.01

2.01±0.072）

0.85±0.044）

CD206

1.08±0.05

47.60±0.032）

15.07±0.044）

TNF-α

0.94±0.04

0.57±0.092）

1.16±0.024）

CD86

0.93±0.04

0.24±0.032）

0.67±0.074）

表 5　COE 对 IL-10、TNF-α表达水平的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　 Effect of COE on expression of IL-10， TNF- α levels 

（x̄± s，n=3） ng·L-1

组别

M0 组

M2 组

M2+COE 组

IL-10

291.11±15.57

275.12±21.082）

345.91±13.254）

TNF-α

98.96±4.08

133.56±7.55

36.86±5.373）
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的形成，而胃癌细胞则可通过多种机制逃避免疫系

统的监视，实现异常增殖。其中，TAMs 在塑造抑制

性肿瘤免疫微环境和介导免疫逃逸中发挥着关键

作用［19］。从病理生理学角度来看，胃癌微环境中的

TAMs 通常表现出特定的 M2 型活化表型。这种表

型能够显著促进肿瘤的侵袭和转移，并且与胃癌患

者的不良预后密切相关［20］。YAN 等［21］的研究进一

步证实，TAMs 高水平浸润与胃癌的侵袭性特征之

间存在显著正相关，可作为胃癌患者的独立预后因

素。此外，上皮-间质转化（EMT）过程在肿瘤细胞与

TAMs 的相互作用中扮演着重要角色，通过复杂的

细胞间信号传导促进肿瘤的迁移、侵袭和转移［22］。

在分子机制层面，EMT 的核心特征是上皮细胞标志

物［如上皮型钙黏蛋白（E-cadherin）、细胞角蛋白］的

下调和间充质细胞标志物［如神经型钙黏蛋白

（N-cadherin）、Vimentin、纤连蛋白］的上调［23］。其

中，Vimentin 作为一种重要的中间丝蛋白，在细胞内

结构稳定、细胞迁移和肿瘤侵袭中发挥关键作

用［24］，其在肿瘤中的高表达往往与疾病的恶性程度

及预后不良密切相关。Snail 和 Slug 属于锌指结构

转录因子，可通过结合 E-cadherin 等靶基因启动子

的 E-box 区域，抑制其表达，从而推动 EMT 的进

程［25］。在肿瘤侵袭转移过程中，MMPs 家族发挥着

重要作用。作为锌依赖性内切蛋白酶，MMPs 能降

解细胞外基质和基底膜，其中的 MMP-2 和 MMP-9

在多种肿瘤（包括胃癌）的侵袭和迁移中发挥着重

要作用［26］。

近年研究发现，多萜类中药可通过 Toll 样受

体 4（TLR4）/NF-κB 信号通路调控 EMT 过程，具有

重要抗肿瘤作用。TLR4 作为先天免疫系统的关键

模式识别受体，在病原体识别和免疫信号转导中扮

演核心角色。其通过激活下游转录调控网络，尤其

是介导 NF-κB 等关键转录因子的核转位，进而调控

多种炎症介质的表达，最终协调机体的炎症免疫应

答［27-28］。值得注意的是，NF-κB 作为炎症调控中枢，

能够启动促炎细胞因子基因的转录程序，导致炎症

因子的大量产生和释放［29］。VUMMIDIGIRIDHAR

等［30］的研究发现雷公藤甲素抑制 TLR4 二聚化及下

游髓样分化因子 88/TIR 结构域衔接蛋白诱导干扰

素 -β（MyD88/TRIF）适配蛋白募集。雷公藤红素通

过逆转 EMT 抑制人结肠癌细胞增殖并减轻结肠异

种移植肿瘤的生长，可通过阻断 NF-κB，减少 Snail

转录，上调 E-cadherin 的表达［31］。冬凌草甲素显著

抑制乳腺癌细胞 MDA-MB-231 细胞迁移和侵袭，降

低 MMP-2/MMP-9 活化，抑制 NF-κB 的表达［32］。本

实验研究从分子水平和细胞层面深入探讨了 COE

的作用机制。研究发现，COE 能够抑制 M2 型巨噬

细胞极化，抑制胃癌细胞的增殖能力和迁移运动，

下 调 转 移 相 关 蛋 白 Vimentin、MMP-2、MMP-9、

Snail、Slug 的表达水平。这些发现为深入理解 COE

治疗胃癌的多靶点作用机制提供了重要线索。

从免疫微环境的角度，TAMs 主要分为两种极

化类型：M1 型和 M2 型。M1 型巨噬细胞能够分泌

大量细胞因子，如 IL-2、IL-6、TNF-α，具有高度杀伤

性，主要通过增强炎症反应、杀菌能力、吞噬作用及

抑制肿瘤生长来发挥其功效。而 M2 型巨噬细胞则

分泌 IL-10、IL-13、转化生长因子 -β（TGF-β）等具有

免疫抑制性的抗炎细胞因子，对肿瘤生长起促进作

用［33-34］。这两种极化类型的巨噬细胞在肿瘤微环境

中发挥着截然不同的作用，共同影响着肿瘤的进展

和转归。本实验结果表明，经 COE 处理后 IL-10 和

CD206 的表达水平降低，TNF-α和 CD86 的表达水

表 7　CM 对 HGC-27 细胞中 Vimentin、MMP-2、MMP-9、Snail、Slug 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 7　Effect of CM on expression of Vimentin， MMP-2， MMP-9， Snail， and Slug proteins in HGC-27 Cells （x̄± s，n=3）

组别

M0 组

M2 组

M2+COE 组

Vimentin/β-actin

0.71±0.09

0.65±0.11

0.47±0.104）

MMP-2/β-actin

2.08±0.29

2.14±0.35

1.42±0.334）

MMP-9/β-actin

0.93±0.05

0.87±0.05

0.77±0.073）

Snail/β-actin

1.36±0.20

1.88±0.212）

1.63±0.223）

Slug/β-actin

0.52±0.32

1.35±0.332）

0.94±0.344）

表 8　CM 对 MKN28 细胞中 Vimentin、MMP-2、MMP-9、Snail、Slug 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 8　Effect of CM on expression of Vimentin， MMP-2， MMP-9， Snail， and Slug Proteins in MKN28 Cells（x̄± s，n=3）

组别

M0 组

M2 组

M2+COE 组

Vimentin/β-actin

0.74±0.12

0.61±0.10

0.48±0.104）

MMP-2/β-actin

0.29±0.06

0.17±0.01

0.12±0.063）

MMP-9/β-actin

0.64±0.31

1.19±0.032）

0.39±0.034）

Snail/β-actin

1.07±0.12

1.32±0.12

1.04±0.134）

Slug/β-actin

0.74±0.14

0.80±0.13

0.48±0.133）
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平升高，表明 COE 处理能抑制 M2 型巨噬细胞的极

化，促进 M1 型巨噬细胞的极化，从而改善肿瘤免疫

微环境。

综上，COE 通过调节巨噬细胞的极化状态，能

够显著抑制胃癌细胞的增殖和迁移能力，其潜在机

制与 TLR4/NF-κB 信号通路调控 EMT 过程密切相

关。然而，目前的研究仍处于初步阶段，未来需要

开展更多体内外实验，以深入探究 COE、巨噬细胞

极化与胃癌之间的复杂关系，以期为 COE 的临床应

用提供更坚实的理论基础和实验支持。
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