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肿瘤相关巨噬细胞通过EMT促进乳腺癌的浸润转移
宋瑞卉  张宝刚  李洪利  尹崇高  董  惠  郭文君*

(潍坊医学院病理学教研室, 潍坊 261053)

摘要      探讨肿瘤相关巨噬细胞(tumor-associated macrophages, TAMs)是否通过上皮间质转化

(epithelial-mesenchymal transitions, EMT)促进乳腺癌浸润转移。免疫组化检测80例乳腺浸润性导

管癌中TAMs标记物CD68、E-cadherin和Vimentin的表达。结果显示, 乳腺浸润性导管癌中CD68阳
性表达率明显高于正常乳腺组织, CD68阳性表达与分化程度、淋巴结转移程度相关, 与E-cadherin
表达呈负相关, 与Vimentin表达呈正相关。分离新鲜肿瘤组织中的TAMs, 细胞免疫荧光鉴定TAMs
分离成功; 乳腺癌MCF-7细胞在TAMs条件培养基培养后: 细胞形态学发生改变; Transwell侵袭实验

表明, 细胞侵袭转移力增强; Western blot结果显示, 细胞中E-cadherin表达明显减少, Vimentin表达明

显增多。由此可得出, TAMs与乳腺癌的浸润转移过程密切相关, TAMs可促进MCF-7细胞发生EMT
进而促进乳腺癌的浸润转移。

关键词      乳腺癌; 肿瘤相关巨噬细胞; 上皮—间质转化; 浸润转移

Tumor-associated Macrophages Promote Invasion and 
Metastasis of Breast Cancer by EMT

Song Ruihui, Zhang Baogang, Li Hongli, Yin Chonggao, Dong Hui, Guo Wenjun* 
(Department of Pathology, Weifang Medical College, Weifang 261053, China)

Abstract        To investigate the mechanism of the tumor-associated macrophages (TAMs) promoting invasion 
and metastasis of breast cancer, TAMs marker CD68, E-cadherin and Vimentin expression were detected in 80 in-
vasive ductal carcinoma specimens by immunohistochemistry. The positive rate of CD68 in invasive ductal carcino-
mas was significantly higher than that in normal breast tissue. The expression of CD68 was significantly associated 
with tumor differentiation and lymph node metastasis and was negatively correlated with E-cadherin expression 
while it was positively correlated with Vimentin expression. TAMs were separated from fresh invasive ductal car-
cinoma tissue and were confirmed by immunofluorescence. After being cultured in TAMs-conditioned medium, the 
MCF-7 cells morphological changed, the results of Transwell assay showed the invasion and metastasis ability of 
cells were obviously increased, and the results of Western blot showed that the expression of E-cadherin was signif-
icantly down-regulated and the expression of Vimentin was significantly up-regulated. The conclusion is that TAMs 
are closely related to invasion and metastasis of breast cancer and promoted MCF-7 cells invasion and metastasis 



610 · 研究论文 ·

by inducing EMT.
Key  words        breast cancer; tumor-associated macrophage; epithelial-mesenchymal transitions; invasion 

and metastasis

乳腺癌是危害女性健康的最常见恶性肿瘤之

一, 近年发病率逐年上升且呈年轻化趋势[1]。虽然乳

腺癌在早期诊断和综合治疗方面已有很大的进步, 
但远期生存率却无明显提高。而乳腺癌的预后好坏

与肿瘤的浸润转移有一定的关系, 研究乳腺癌的浸

润转移机制对于寻找临床治疗的分子靶点, 提高患

者生存率和延长生存时间具有重要的意义。

肿瘤相关巨噬细胞(tumor-associated macrophages, 
TAMs)是外周循环血液中的单核细胞在肿瘤来源的

细胞因子和趋化因子作用下迁移到肿瘤微环境中增

殖、分化形成的[2]。研究发现, TAMs可以通过表达

一些生长因子和细胞因子等来增强肿瘤细胞的浸润

转移能力, 并通过促进肿瘤血管淋巴管生成, 抑制微

环境免疫反应促进肿瘤的进展[3]。由于TAMs在一

些恶性肿瘤的发生和进展过程中具有重要作用, 因
此有望成为肿瘤治疗的新靶点。虽然有研究表明

TAMs在乳腺癌中具有促肿瘤作用[4], 但在乳腺癌浸

润转移中的机制尚不完全明确。

TAMs与肿瘤细胞之间的相互作用可促进肿

瘤的生长和侵袭转移, 而上皮间质转化(epithelial-
mesenchymal transitions, EMT)却是肿瘤细胞侵袭转

移的首要步骤。上皮—间质转化是指上皮样细胞失

去极性, 经过细胞骨架重塑, 转变成具有迁移能力的

间充质表型的过程, 其不仅参与胚胎发生与器官发

育, 而且在肿瘤形成、浸润转移以及组织纤维化等

病理过程中发挥重要作用。目前, 已发现EMT存在

于多种上皮来源的恶性肿瘤中, 与肿瘤细胞的浸润

和远处转移密切相关[5]。随着对EMT发生机制研究

的深入, 发现可有多种途径诱导EMT的发生, 如环境

因素、转录抑制因子等, 因此本实验拟采用免疫组

化、Transwell侵袭实验、Western blot等方法, 探讨

在乳腺浸润性导管癌中TAMs是否通过EMT促进肿

瘤的浸润转移, 为乳腺癌的治疗提供新的思路。

1   材料与方法
1.1   材料 
1.1.1   临床资料      收集潍坊医学院附属医院病理

科2009–2012年手术切除的乳腺浸润性导管癌标本

80例, 其中伴淋巴结转移者40例, 不伴转移者40例。

患者为25~75岁女性。以上患者术前均未接受化疗

和放疗且经病理诊断明确, 有完整的临床资料。另

选取80例乳腺癌肿块5 cm以外的乳腺组织作为对

照, 组织学切片证实均为正常乳腺组织。

1.1.2   主要试剂      鼠抗人CD68单克隆抗体(ZM-
0464)、鼠SP-9002及兔SP-9001检测试剂盒和FITC标
记山羊抗鼠IgG(ZF-0312)均购于北京中杉金桥生物

技术公司; RPMI-1640培养基和胎牛血清购于美国

Hyolone公司; Matrigel购自北京威格拉斯生物技术

公司; Transwell小室购自美国Corning公司; 兔抗人E-
cadherin单克隆抗体(bs-1519R)及兔抗人Vimentin单
克隆抗体(bs-0756R)购于北京博奥森生物技术公司; 
MCF-7细胞由潍坊医学院科研中心实验室提供。

1.2   方法

1.2.1   免疫组化      免疫组化SP法检测CD68、E-
cadherin及Vimentin在乳腺浸润性导管癌中和CD68
在正常组织中的表达。三者对应一抗浓度均为1:100, 
用PBS代替一抗做阴性对照。按SP法试剂盒说明书

操作。CD68阳性结果判断: 每张切片在400倍镜下

随机选择10个视野, 计数200个细胞, 阳性细胞<10%
为阴性, ≥10%为阳性。E-cadherin阳性结果判断参

考Tanaka改良定量记分法[6]。Vimentin阳性结果判

断标准: ≤20%判定为Vimentin低表达; >20%判定为

Vimentin高表达。

1.2.2   TAMs的分离      TAMs的分离参照Sierra等[7]

的方法。将手术切除的新鲜肿瘤组织切成2 mm大

小的碎片, 用含0.3%胶原酶的PBS在37 °C下消化

1 h, 制成细胞悬液; 70 µm无菌不锈钢网过滤, 形成

单细胞悬液; 将悬液离心、PBS冲洗, 用不含血清的

RPMI-1640培养基重悬加入培养瓶中, 37 °C、5% 
CO2孵育箱中培养40 min; 用RPMI-1640培养基冲掉

没有黏附的细胞。免疫荧光标记法(巨噬细胞标记

物CD68)鉴定贴壁细胞。无血清培养基培养细胞24 h, 
收集TAMs培养液(内含TAMs分泌多种的因子及酶

如: EGF、TNF-α、基质金属蛋白酶等)作为TAMs条
件培养基, 为下一步实验做准备。

1.2.3   细胞免疫荧光      将TAMs消化接种于24孔
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板中, 室温4%多聚甲醛固定, 0.3% TritonX-100透
化, 1% BSA室温封闭; 加入CD68单克隆抗体(浓度

1:100) 4 °C过夜; 加FITC标记的二抗, 室温避光孵育; 
染核封片, 观察。PBS代替一抗做阴性对照。

1.2.4   细胞培养      MCF-7细胞分为两组: (1)空白

对照组: 普通培养基, 不进行任何处理; (2)实验组: 
TAMs条件培养基。细胞置37 °C、5% CO2孵育箱中

培养72 h后, 进行下述实验。

1.2.5   细胞形态学观察      光学显微镜下观察两组

细胞形态学的改变。

1.2.6   Transwell小室      参照Ries等[8]的方法, 在Tran-
swell小室中铺Matrigel制成人工基质胶层, 取对照组

和实验组各200 µL(2×105/mL)细胞悬液加入上室, 下
室为10%胎牛血清+RPMI-1640培养液, 500 µL/孔, 
于37 °C、5% CO2孵育箱中培养24 h, 固定染色。每

组实验做3个复孔, 相同实验重复3次。高倍镜(200×)
下随机对5个视野的细胞进行连续计数, 取均值。

1.2.7   Western blot检测MCF-7细胞中E-cadherin及
Vimentin的表达      将实验组和空白组细胞培养72 h
后, 裂解并提取蛋白, 按王二云等[9]的方法进行West-
ern blot, 检测E-cadherin和Vimentin的表达。

1.3   统计学处理

采用SPSS16.0统计软件进行相关统计学分析。

计数资料比较采用χ2检验, 两组定量数据之间比较采

A B

A: CD68在正常乳腺组织中的表达(400×); B: CD68在乳腺浸润性导

管癌中的表达(100×)。
A: expression of CD68 in normal breast tissue(400×); B: Expression of 
CD68 in invasive ductal carcinoma(100×).

图1  CD68在正常乳腺组织和乳腺浸润性导管癌中的

免疫组化检测 
Fig.1  Eexpression of CD68 in normal breast tissue and 

invasive ductal carcinoma by immunohistochemical staining 

A: CD68低表达; B: E-cadherin高表达; C: Vimentin低表达; D: CD68高表达; E: E-cadherin低表达; F: Vimentin高表达。

A: low expression of CD68; B: high expression of E-cadherin; C: low expression of Vimentin; D: high expression of CD68; E: low expression of 
E-cadherin; F: high expression of Vimentin. 

图2  CD68、E-cadherin和Vimentin在乳腺浸润性导管癌中的表达(400×)
Fig.2  Eexpression of CD68, E-cadherin and Vimentin in invasive ductal carcinoma by immunohistochemical staining(400×)

A B C

D E F

用独立样本t检验, P<0.05表示差异有统计学意义。

2   结果
2.1   免疫组织化学结果

CD68定位于巨噬细胞细胞质, 阳性染色为棕

黄或棕褐色颗粒, 不着色为阴性(图1)。E-cadherin
定位于细胞膜, 阳性染色为棕褐色颗粒(图2B和2E); 
Vimentin定位于细胞质, 阳性染色为棕褐色颗粒(图
2C和2F)。

在癌巢及癌间质均有大量CD68阳性的细胞浸



612 · 研究论文 ·

润, 阳性表达率为80%(64/80, 图1B), 在正常乳腺组

织中其阳性表达率为25%(20/80, 图1A), 差异有统

计学意义(P<0.05)。CD68表达与肿瘤分化程度、淋

巴结转移相关(P<0.05); 而与患者年龄、肿瘤大小

及ER、PR、c-erbB-2等临床病理特征无显著性相

关(P>0.05); 与E-cadherin表达呈负相关(P<0.05), 与
Vimentin表达呈正相关(P<0.05, 图2)(表1)。
2.2   TAMs的分离鉴定

CD68表达于巨噬细胞细胞质, 阳性物质在细

胞质内染色后发绿色荧光(图3B), PBS为一抗时, 胞
浆呈阴性(图3A)。目前, 通过对TAMs的鉴定, 明确

CD68是巨噬细胞特异性分子标志物[10], 所以CD68

阳性的细胞即为乳腺癌组织中分离得到的TAMs。
2.3   细胞形态学观察

倒置显微镜观察两组MCF-7细胞的形态, 发现

对照组细胞较钝圆, 排列紧密, 融合度高; TAMs条件

培养基培养的细胞, 细胞伪足不同程度地增多, 细胞

变得细长呈梭形, 细胞间融合度降低(图4)。
2.4   TAMs条件培养基能够促进MCF-7细胞的体

外侵袭转移能力

结果显示, 加入TAMs条件培养基的实验组中迁

表1  CD68的表达与浸润性导管癌中不同临床参数的关系

Table 1  The relationship between CD68 expression and 
clinical features of breast cancer patients

变量

Variables

       CD68的表达

        CD68 expression
P值
P valuePositive Negative

Age(years)
<50 30 6

0.500
>51 34 10

Tumor 
size(cm)

≤5 cm 28 8
0.653>5 cm 36 8

Tumor 
differentiation

I 11 2
0.014II 26 1

III 27 13
Lymph node 
metastasis

Yes 37 3
0.005No 27 13

Estrogen 
receptor

Positive 36 5
0.074Negative 28 11

Progesterone 
receptor

Positive 33 7
0.576Negative 31 9

c-erbB-2
Positive 20 5

1.000
Negative 44 11

E-cadherin
Positive 19 12

0.001
Negative 45 4

Vimentin
Positive 48 7

0.020
Negative 16 9

A: CD68阴性的细胞; B: CD68阳性的细胞。

A: CD68-negative cells; B: CD68-positive cells.
图3  细胞免疫荧光结果(400×)

Fig.3  The result of immunofluorescence(400×)

A B

A: 普通培养基中的MCF-7细胞; B: TAMs条件培养基中的MCF-7细胞。

A: MCF-7 cells in normal medium; B: MCF-7 cells in TAMs-conditioned 
medium.
图4  实验组和对照组中MCF-7细胞的形态学的改变(200×)

Fig.4  Morphological changes of MCF-7 cells in the
 experimental group and the control group(200×)
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A: 对照组; B: 实验组; C: Transwell小室检测的直方图, *P<0.05。
A: control group; B: experimental group; C: histogram of Transwell as-
say, *P<0.05.
图5  TAMs条件培养基对MCF-7细胞侵袭性的影响(200×)

Fig.5  The influence of MCF-7 cells invasiveness by 
TAMs-conditioned medium(200×)
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3   讨论
肿瘤微环境是指肿瘤发生发展和浸润转移的

局部稳态环境, 在肿瘤细胞的增殖、血管形成、侵

袭和转移中有重要作用。大量研究结果表明, TAMs
作为肿瘤微环境中的重要炎症细胞, 在肿瘤组织中

高度浸润, 与肿瘤的发生、发展及不良预后密切相

关。

已有研究表明, TAMs可与肿瘤细胞相互作用, 
在肿瘤微环境中通过分泌多种生长因子和细胞因子

来增强肿瘤细胞的浸润转移能力, 促进血管和淋巴

管生成, 诱导微环境的免疫抑制状态而促进肿瘤的

发生发展[3]。TAMs浸润密度与乳腺癌的预后密切

相关, 是乳腺癌患者预后指标之一。免疫组化显示, 
在乳腺浸润性导管癌中CD68阳性率明显高于正常

乳腺组织, 有淋巴结转移者明显高于无淋巴结转移

者; 组织学分级越高CD68阳性率越高; 而与患者年

龄、肿瘤大小及激素受体状态等临床病理特征无显

著性相关。

肿瘤浸润转移指恶性肿瘤细胞脱离其原发部

位, 通过各种渠道转运到其他组织继续增殖生长, 并
形成同样性质肿瘤的过程。EMT是肿瘤发生浸润转

移的第一步[11], EMT的发生使上皮细胞失去了细胞

极性及与基底膜连接等上皮表型特征, 而获得高迁

移、侵袭、抗凋亡及降解细胞外基质等间质表型特

征。本研究中, 用TAMs条件培养基培养后的MCF-7
细胞形态发生改变, 伪足不同程度增多且变得细长, 
细胞融合度降低, 失去上皮特性, 显示更多的间质细

胞样特性, 提示发生了一定程度的EMT。
EMT通过促使上皮细胞失去极性、减弱细胞

间黏附力及增强细胞运动性等生物学改变, 导致细

胞极性和紧密连接的破坏, 并改变细胞骨架重塑的

过程, 使得肿瘤细胞侵袭性增强进而获得远处转移

的能力[12-13]。本研究中Transwell小室侵袭实验发现, 
在TAMs培养基中的MCF-7细胞比在普通培养基中

的细胞侵袭和转移能力显著提高, 提示当MCF-7细
胞发生EMT后细胞极性丧失, 细胞间黏附较差, 浸润

侵袭能力增强。EMT的发生不仅使细胞表型发生改

变, 而且细胞标记物也发生改变: 上皮样细胞标记物

表达的下调如E-cadherin、细胞角蛋白等, 间质样细

胞标记物表达的上调如Vimentin、N-cadherin等[14]。

免疫组化结果显示, CD68与E-cadherin表达呈负相

关, 而与Vimentin表达呈正相关。同时, 通过Western 
blot对两组细胞中EMT标志性蛋白分子进行检测, 
与对照组相比, 实验组细胞中E-cadherin表达明显减

少, 而Vimentin表达明显增多, 从而进一步证明EMT
的发生。研究发现, E-cadherin表达下调, Vimentin表
达上调, 可以促进肿瘤细胞发生表型改变, 更易脱离

肿瘤组织发生局部侵袭或远处转移[15]。

本研究通过对乳腺癌浸润转移的研究, 结果表

明, TAMs能够诱导乳腺癌细胞发生EMT, 增强其浸润

转移能力, 为乳腺癌的治疗预后提供了新的思路。
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