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摘要 目的：研究未活化和活化态人小胶质细胞系CHME-5培养上清液对鼻咽癌细胞CNE-2迁移、侵袭能

力的影响。方法：采用1 μg/mL LPS活化人小胶质细胞系CHME-5，收集未活化和LPS活化的CHME-5培养

上清液。分为对照组（无血清培养基）、45%上清组、90%上清组、LPS组（LPS干预的小胶质细胞上清）、45%

LPS上清组、90%LPS上清组。使用划痕实验和Transwell小室建立鼻咽癌细胞CNE-2的迁移模型，观察不

同浓度的未活化/活化小胶质细胞培养上清液对鼻咽癌细胞迁移能力的影响；使用Transwell小室建立鼻咽

癌细胞CNE-2的侵袭模型，用结晶紫染色观察不同浓度的未活化/活化小胶质细胞培养上清液对鼻咽癌细

胞侵袭能力的影响。结果：低浓度（45%）和高浓度（90%）未活化/活化的小胶质细胞培养上清液均促进鼻咽

癌细胞迁移和侵袭。结论：无论小胶质细胞是否活化，其培养上清液均促进鼻咽癌细胞的迁移和侵袭。
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Abstract Objective: To study the effect of unactivated/activated human microglia cell line CHME-5 on the

migration and invasion of nasopharyngeal carcinoma cell line CNE-2. Methods: Human microglia cell line

CHME-5 was cultured, and 1 μg/mL LPS was used to activate cells. Unactivated/activated cell supernatant was

collected. For the experiment, we established 6 groups: control group, 45% supernatant group, 90% supernatant

group, LPS group (LPS activated microglia supernatant), 45% LPS supernatant group, and 90% LPS supernatant

group. The wound healing assay and Transwell inserts were used to establish the nasopharyngeal carcinoma cell

line CNE-2 migration model, and the effect of unactivated/activated microglia supernatant on the migration of

the cell was observed. Transwell inserts were used to establish the nasopharyngeal carcinoma cell line CNE-2 in-

vasion model, and crystal violet staining was used to observe the effect of microglia supernatant on the migration

of the cell. Results: Low (45%) and high (90%) concentrations of unactivated/activated microglia supernatant

promoted the migration and invasion of nasopharyngeal cancer cells. Conclusion: Both unactivated and activat-

ed microglia supernatant promote the migration and invasion of nasopharyngeal carcinoma cells.

Key words microglia; nasopharyngeal carcinoma; migration; invasion

研究发现，10%~25%的颅外恶性肿瘤容

易发生脑转移，最常发生脑转移的肿瘤是肺

癌、乳腺癌和黑色素瘤[1-4]。鼻咽癌是最常见

的头颈部肿瘤，在世界上的分布具有种族和

地域性。在东南亚地区、中国的南部、地中

海地区以及中东地区比较流行 [5,6]。鼻咽癌

虽然位于鼻咽部，临近大脑，但是很少通过

血行发生脑转移。笔者认为，有某种机制介

导这两种类型的肿瘤脑转移发生的区别，明

确这种机制对于肿瘤脑转移的预防和治疗

起到很重要的作用。

研究表明，巨噬细胞同肺癌细胞共培

养，可以增加肺癌细胞的侵袭能力。小胶质

细胞是中枢神经系统最重要的免疫细胞，被

认为是中枢神经系统的巨噬细胞，并且具有

很多单核细胞的特点，包括免疫系统经典信

号通路的活化[7,8]。实验发现，小胶质细胞可

通过主动转运或形成通路，主动参与乳腺癌

细胞在大脑的侵袭和种植。免疫细胞如周

围系统巨噬细胞、中枢神经系统小胶质细胞

在肿瘤发展过程中起双刃剑的作用：它们主

要起破坏恶性细胞的作用，然而也可释放一

系列促进肿瘤生长的因子[9,10]。小胶质细胞

在肿瘤脑转移的作用尚不清楚。本实验利用
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肿瘤细胞体外迁移和侵袭模型，观察未活化/活化的小

胶质细胞上清对鼻咽癌细胞迁移和侵袭的影响，为进

一步研究肿瘤脑转移的机制提供铺垫。

1 材料与方法

1.1 材料

人小胶质细胞 CHME-5 细胞系、鼻咽癌细胞

CNE-2 细胞系均购自中国典型培养物保藏中心。

DMEM/高糖培养基、PBS缓冲液、胰蛋白酶购自美国

Hyclone 公司；胎牛血清购自美国 GIBCO 公司；LPS、

DMSO、4',6-二脒基-2-苯基吲哚（4,6-diamidino-2-pheny

lindole，DAPI）、BSA 甘油和多聚赖氨酸购自美国

Sigma公司；兔抗 Iba1购自美国Wako公司；Cy3标记的

羊抗兔IgG购自美国Jackson公司。Triton X-100购自武

汉谷歌生物科技有限公司；8 μm Transwell小室、2 mL

细胞冻存管、细胞培养瓶和无菌离心管购自美国

Corning 公 司 ；10 cm 细 胞 培 养 皿 购 自 美 国

ThermoFisher公司；Matrigel购自美国BD公司；结晶紫

购自碧云天生物科技有限公司；人肿瘤坏死因子α

（tumor necrosis factor α，TNF-α）ELISA 试剂盒购自北

京达科为生物技术有限公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞的传代培养及小胶质细胞CHME-5细胞上

清液的提取 CHME-5细胞和CNE-2细胞用含20%胎

牛血清的DMEM/高糖培养基培养，当细胞达到95%融

合时用0.25%的胰酶消化细胞，进行细胞传代。1∶3~1∶5
比例传至新的培养瓶中。CHME-5 细胞上清液的提

取：①将 CHME-5 细胞接种于 10 cm 细胞培养皿中培

养至细胞融合95%；②弃掉原培养基，PBS液清洗2遍，

加入 3 mL无血清培养基或 3 mL含 1 μg/mL LPS的无

血清培养基；③继续培养1 h、3 h、6 h、12 h，收集细胞上

清，4 ºC离心，1 200 rpm，5 min；④分装上清，－80 ºC

保存；使用时，加入无血清培养基分别稀释至 45%和

90%浓度，进行干预实验。

1.2.2 CHME-5 细胞的免疫组化鉴定 调整 CHME-5

细胞悬液中细胞密度为 3.5×105/mL，接种于多聚赖氨

酸（0.1 mg/mL）包被过的12孔板中，于37 ºC 5%CO2培

养箱进行培养，24 h后将12孔板中的细胞爬片取出用

PBS漂洗两次，然后100%甲醇室温下固定15 min；PBS

漂洗两次，洗去固定液；将爬片浸于0.2%Triton-PBS液

中破膜 15 min；封闭液（10%BSA-PBS）封闭 1 h；兔抗

Iba1（1 ∶200）4 ºC 孵育过夜；Cy3 标记的羊抗兔 IgG

（1∶500）室温下孵育1 h，用DAPI标记细胞核。

1.2.3 ELISA法测定小胶质细胞上清液中TNF-α含量

ELISA法测定TNF-α严格按照试剂盒说明书进行。终

止反应10 min内用620 nm参考波长、450 nm检测波长

检测各孔吸光度值。绘制标准曲线，通过标准曲线得

到相应的TNF-α浓度。

1.2.4 肿瘤细胞迁移实验 提前24 h给CNE-2细胞换

液，换为无血清培养基；0.25%胰酶消化，完全培养基终

止消化，4 ºC、1 200 rpm离心5 min；无血清培养基重悬

沉淀，计数，细胞数为 2.5 × 105/mL；接种到 24 孔板

Transwell小室上室中，每组加入细胞悬液 20 μL，同时

根据分组加入不同的培养基：对照组给予180 μL无血

清培养基，45%上清组给予90 μL无血清培养基+90 μL

小胶质细胞上清，90%上清组给予 180 μL小胶质细胞

上清，LPS组给予180 μL LPS活化的小胶质细胞上清，

45%LPS上清组给予 90 μL无血清培养基+90 μL LPS

活化的小胶质细胞上清，90%LPS 上清组给予 180 μL

LPS活化的小胶质细胞上清；24孔板Transwell小室下

室中加入完全培养基500 μL；14~18 h后，弃掉培养基，

加入4%多聚甲醛室温固定30 min；PBS清洗2遍，加入

结晶紫染液，染色30 min；PBS清洗2遍，用棉签擦掉上

室细胞，倒置相差显微镜下观察拍照，Image Pro Plus

软件技术分析结果。

1.2.5 肿瘤细胞侵袭实验 提前24 h给CNE-2细胞换

液，换为无血清培养基；24孔板Transwell小室上室加入

60 μL稀释过的Matrigel（使用时按1∶8比例用无血清培

养基稀释），37 ºC，放置30 min；细胞的接种分组处理同

肿瘤细胞迁移实验；24孔板Transwell小室下室中加入

完全培养基500 μL；24 h后，弃掉培养基，加入4%多聚

甲醛室温固定30 min；PBS清洗2遍，加入结晶紫染液，

染色30 min；PBS清洗2遍，用棉签擦掉上室细胞，倒置

相差显微镜下观察拍照，Image Pro Plus软件计数分析。

1.3 统计学处理

应用SPSS 16.0软件包分析数据，计量资料以（均

数±标准差）表示，单因素方差分析，P＜0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 人小胶质细胞系CHME-5免疫组化鉴定

CHME-5 在传代培养 24 h 后，细胞完全贴壁，贴

壁细胞的突起随着培养时间增加明显增多延长。将

CHME-5细胞进行 Iba1免疫荧光染色，发现传代培养

的CHME-5细胞表达小胶质细胞特异性抗原 Iba1（图

1）。
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2.2 ELISA检测小胶质细胞CHME-5上清液中TNF-α

的含量

小胶质细胞CHME-5上清液的ELISA检测结果显

示，在LPS诱导3 h时，与对照组相比，上清液中TNF-α

的量显著增加（P<0.01）。3 h 无 LPS 和 LPS 刺激的上

清组中 TNF-α分别为（16.50 ± 2.23）pg/mL 和（47.06 ±

2.07）pg/mL。因此，笔者在接下来的实验中使用 LPS

诱导 3 h后的小胶质细胞CHME-5上清液来干预鼻咽

癌细胞（图2）。

2.3 小胶质细胞 CHME-5 培养上清液对鼻咽癌细胞

CNE-2迁移的影响

与对照组相比，1 μg/mL 的 LPS 对鼻咽癌细胞

CNE-2 的迁移作用无影响；LPS 活化的小胶质细胞

CHME-5上清和未活化的小胶质细胞CHME-5上清都

显著促进鼻咽癌细胞CNE-2的迁移（P<0.01，图3）。

2.4 小胶质细胞 CHME-5 培养上清液对鼻咽癌细胞

CNE-2侵袭的影响

与对照组相比，LPS活化的小胶质细胞上清和未

活化的小胶质细胞上清都显著促进鼻咽癌细胞的侵袭

能力，LPS活化的小胶质细胞上清促进鼻咽癌细胞侵

袭的作用更明显（P<0.01，图4）。

A1

MergeDAPIIba1

MergeDAPIIba1
B1

A2

B2

A3

B3

注：CHME-5细胞 100%表达小胶质细胞特异性抗原 Iba1。

A1、B1：红色为 Iba1阳性，A2、B2：蓝色为DAPI染色的细胞核，

A3、B3：Iba1和DAPI双标的结果

图1 培养的CHME-5细胞的免疫组化鉴定（Iba1免疫荧光染

色，标尺=20 μm）
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图2 ELISA检测不同时间点各组小胶质细胞

CHME-5上清液中TNF-α的含量

A1

对照组 45%上清组 90%上清组

LPS组 45%LPS上清组90%LPS上清组

A2 A3

A4 A5 A6

A

注：A：各组迁移细胞结晶紫染色（×200，标尺=50 μm）；B：

各组迁移细胞数目统计，①P<0.01（n=5）

图3 小胶质细胞培养上清对鼻咽癌细胞CNE-2迁移能力的影响
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注：A：各组代表性侵袭细胞结晶紫染色图片（×200，标尺=

50 μm）；B：各组侵袭细胞数目统计，①P<0.01（n=5）

图4 小胶质细胞培养上清对鼻咽癌细胞CNE-2侵袭能力的影响
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3 讨论

鼻咽癌易发生淋巴转移，且有发生血行播散的高

度倾向，由于其位于鼻咽部，所以易直接侵袭颅骨[11]，

但是很少有鼻咽癌通过血行转移到大脑实质的报道。

这表明在鼻咽癌细胞通过血行发生脑转移过程中肯定

有某种抑制机制。由于有血脑屏障的存在，大脑中的

微环境不同于外界器官。小胶质细胞是大脑最重要的

免疫细胞，参与宿主针对外来生物的免疫反应。基于

此，本研究探讨小胶质细胞对鼻咽癌细胞在发生远处

播散的前提条件：侵袭和迁移能力的影响。

肿瘤细胞和巨噬细胞共培养，可明显增加肿瘤细

胞的侵袭能力[12,13]。研究表明小胶质细胞对于肿瘤的

作用很有争议，他们既可以破坏恶性细胞；还可以释

放肿瘤生长的必须因子促进肿瘤进展。小胶质细胞

的不同作用可能是由于其各种分泌因子的相对量不

同引起的。体外研究表明不同浓度的 LPS 活化的小

胶质细胞上清对肺癌细胞有不同的作用，低浓度

（10%）甚至可以起到营养作用，高浓度导致肺癌细胞

凋亡 [10]。本研究设置两个不同的小胶质细胞上清的

浓度：45%和 90%，观察不同浓度、不同活化状态的小

胶质细胞上清对于鼻咽癌细胞侵袭和迁移能力的影

响。

LPS是已确定的小胶质细胞活化因子，广泛应用

于小胶质细胞的活化和炎症相关研究。本研究利用

LPS干预小胶质细胞，发现干预后3 h时小胶质细胞分

泌的TNF-α水平显著增高。用未活化或LPS诱导活化

的小胶质细胞上清干预鼻咽癌细胞，初步发现无论是

未活化还是LPS活化的小胶质细胞上清都促进鼻咽癌

细胞的迁移和侵袭，表明小胶质细胞对鼻咽癌细胞有

促转移作用。相较于Transwell迁移实验，侵袭实验是

在其基础上在小室膜上多铺了一层基质胶。基质胶的

主要成分是层粘联蛋白、Ⅳ型胶原、硫酸乙酰肝素蛋白

多糖等 [14,15]。细胞通过 Transwell 小孔之前，必须分泌

能分解基质胶的物质，比如基质金属蛋白酶（matrix

metalloproteinase，MMP）家族。MMP家族是锌依赖蛋

白酶参与组织损伤和修复，分解细胞外基质的多种成

分，包括层粘连蛋白、纤连蛋白和Ⅳ型胶原，这些都是

基底膜的成分，参与血脑屏障的组成[16,17]。本研究结果

中，LPS活化的小胶质细胞上清对肿瘤的侵袭作用强

于未活化的小胶质细胞上清，有可能是小胶质细胞上

清液中的高浓度TNF-α诱导鼻咽癌细胞对MMP的分

泌增加，从而影响鼻咽癌细胞穿透基质胶的能力，但其

机制仍有待深入探讨。

本研究结果显示小胶质细胞上清对鼻咽癌细胞有

促转移作用。所以，可能存在其它的鼻咽癌细胞脑转

移抑制机制，如小胶质细胞对鼻咽癌细胞的毒性作用、

鼻咽癌细胞在通过血脑屏障中被阻断，脑内的微环境

不适合鼻咽癌细胞的转移生长等，需进一步研究。
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