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卵巢癌细胞与巨噬细胞共培养对B7-H1
表达的影响及机制

熊海玉  马婷婷  王  秦  董晋豫  梁勤东  李紫微  张维理  涂植光*

(重庆医科大学检验医学院, 临床检验诊断学教育部重点实验室, 重庆 400016)

摘要      为了探讨卵巢癌细胞与巨噬细胞共培养后对B7-H1表达的影响及其可能机制, 利用佛

波酯(PMA)诱导THP-1或外周血单核细胞分化为巨噬细胞后, 与人卵巢癌细胞株SKOV3体外非接

触共培养24 h, qRT-PCR、Western blot以及流式细胞术分别检测SKOV3与巨噬细胞B7-H1的表达; 
进一步利用NF-κB、JAK2/STAT3、p38 MAPK信号通路的抑制剂作用于共培养体系, 检测B7-H1
表达的变化, 以探讨其机制。结果显示, 共培养24 h后, SKOV3及巨噬细胞B7-H1 mRNA和蛋白

的表达较非共培养组均显著升高(P<0.05), 而阻断NF-κB、JAK2/STAT3、p38 MAPK信号通路后, 
B7-H1的上调均明显被抑制(P<0.05)。SKOV3与巨噬细胞共培养后B7-H1的表达升高(P<0.05), 其
机制可能涉及到NF-κB、JAK2/STAT3、p38 MAPK信号通路的激活。
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The Effects of Ovarian Cancer Cells Co-cultured with Macrophages on 
the Expression of B7-H1 and Its Mechanisms

Xiong Haiyu, Ma Tingting, Wang Qin, Dong Jinyu, Liang Qindong, Li Ziwei, Zhang Weili, Tu Zhiguang*
(College of Laboratory Medicine, Key Laboratory of Laboratory Medical Diagnostics of Education Ministry, 

Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract       To investigate the effects of ovarian cancer cells co-cultured with macrophages on the expre-
ssion of B7-H1 and its possible mechanisms, phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) treated THP-1 cells or hu-
man monocytes were co-cultured with human ovarian cancer cell line SKOV3 for 24 h in vitro without direct 
contact, the expression of B7-H1 in SKOV3 cells and macrophages was detected by qRT-PCR, Western blot and 
flow cytometry, respectively; In addition, the expression of B7-H1 was also determined after treating the cocul-
ture system with inhibitors of NF-κB, JAK2/STAT3 or p38 MAPK signal pathways. These results suggested that 
the expression of B7-H1 was significantly elevated at both mRNA and protein levels in SKOV3 and macrophages 
after coculture for 24 h (P<0.05). However, the upregulation of B7-H1 expression was inhibited by blocking NF-
κB, JAK2/STAT3 or p38 MAPK signal pathways (P<0.05). SKOV3 cells co-cultured with macrophages promoted 
the expression of B7-H1 (P<0.05), which was possible involved in the activation of NF-κB, JAK2/STAT3, p38 
MAPK signal pathways.
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卵巢癌是妇科三大恶性肿瘤之一, 因确诊时

大多已为晚期, 5年生存率极低。近年来, 对卵巢癌

免疫治疗的研究取得了重大进展, 但临床疗效却不

佳。其中, 肿瘤的免疫逃避是重要原因之一。据报

道, B7-H1/PD-1参与了卵巢癌的免疫逃避, 有望成为

治疗的有效靶点, 但其升高机制尚未完全阐明。B7-
H1(也称PD-L1、CD274)是B7家族的新成员, 是一种

重要的负性协同刺激分子, 可与T细胞上的受体PD-1
结合, 抑制T细胞激活及效应应答, 介导肿瘤的免疫

逃避[1]。Chen等[2]研究证实, 肝癌组织B7-H1的表达

与肿瘤相关巨噬细胞(TAM)显著相关, Bloch等[3]也发

现神经胶质瘤细胞可促进TAM的B7-H1的表达。这

些研究表明, 肿瘤与其TAM可能协同促进了B7-H1
的表达, 但在卵巢癌中并未见报道。

1   材料与方法
1.1   材料

健康人静脉血由重庆市血液中心提供, 人卵

巢癌细胞系SKOV3, 人急性单核细胞白血病细胞系

THP-1均由本实验室保存, DMEM培养基及胎牛血

清购自Gibco公司, 人外周血单个核细胞分离液购自

天津TBD公司, 孔径0.4 μm的Transwell共培养小室购

自Corning公司, 佛波酯(PMA)及抑制剂Bay11-7082、
AG490、SB203580均购自碧云天, 抗人B7-H1(PE)、
CD14(APC)单克隆抗体及同型对照均购自eBioscience
公司, 兔抗人B7-H1单克隆抗体购自Abcam公司, 小鼠

抗人β-Actin抗体、HRP标记山羊抗兔IgG及山羊抗小

鼠IgG抗体均购自北京中杉金桥公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞的分离和诱导      健康人抗凝静脉血用

HBSS等体积稀释后, 按照Ficoll密度梯度离心法分

离得到外周血单个核细胞(PBMC)。用含10%胎牛

血清的DMEM培养基调整PBMC密度为3×106/mL, 
置于6孔板内, 于37 °C、5% CO2 孵箱中培养2 h。之后, 
弃去未黏附细胞, 获得单核细胞。分离得到的单核

细胞或1×106/孔的THP-1细胞用终浓度为320 nmol/L
的PMA处理24 h后诱导分化为巨噬细胞。

1.2.2   巨噬细胞与卵巢癌细胞共培养      6孔板中的

单核细胞或THP-1细胞经PMA处理24 h, 弃去培养

基, 磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤3次, 加入新的培养基后

在其上放入0.4 μm的共培养小室并在小室上层铺入

2×105的SKOV3细胞。

1.2.3   qRT-PCR检测B7-H1      收集细胞, 利用Trizol
试剂提取总RNA, 逆转录为cDNA, qPCR检测B7-H1 
mRNA的表达。内参β-actin引物序列: 上游5′-CTG 
GGA CGA CAT GGA GAA AA-3′, 下游5′-AAG GAA 
GGC TGG AAG AGT GC-3′, 扩增产物长度为564 bp。 
B7-H1引物序列: 上游5′-GGT GGT GCC GAC TAC 
AAG-3′, 下游5-′ATT GGT GGT GGT GGT CTT AC-3′, 
扩增产物长度为192 bp。qPCR反应条件: 预变性95 °C 
30 s, 变性95 °C 10 s, 退火64 °C 20 s, 延伸72 °C 30 s。
1.2.4   Western blot检测B7-H1蛋白的表达      收集各

组细胞, 用预冷的PBS洗3次后提取总蛋白并用BCA
法测定蛋白浓度。常规方法进行Western blot, 最后

用ECL化学发光法显影成像, 并用Quantity One软件

进行图像分析, 计算各组目的条带与内参条带的灰

度值之比。

1.2.5   流式细胞术检测B7-H1的表达      收集细胞, 
用预冷的PBS洗3次, 重悬后吸取100 μL细胞悬液分

别与5 μL抗体4 °C避光孵育30 min, PBS洗3次除去

未结合的抗体, 重悬后检测。

1.2.6   抑制NF-κB、JAK2/STAT3、p38 MAPK信号通路      
巨噬细胞与SKOV3细胞分别用5 μmol/L Bay11-7082、
50 μmol/L AG490及10 μmol/L SB203580作用1 h, 之
后共培养24 h, 收集细胞, qRT-PCR及Western blot检
测B7-H1的表达。

1.2.7   统计学分析      所有实验数据以x
_
±s表示, 采用

SPSS 19.0软件分析,根据资料的性质采用配对t检验

或方差分析, P<0.05表示差异有统计学意义。

2   结果
2.1   共培养上调了巨噬细胞B7-H1的表达  

外周血单核细胞来源巨噬细胞或THP-1来源巨

噬细胞与SKOV3共培养24 h, B7-H1的mRNA(图1A)
和蛋白(图1B、图2A和2C)的表达都显著高于非共

培养组(P<0.05)。    
2.2   共培养促进了卵巢癌细胞SKOV3 B7-H1的表达

人外周血单核细胞或THP-1细胞经PMA诱导分化

为巨噬细胞后, 完全去除PMA再与SKOV3共培养24 h, 
SKOV3细胞B7-H1的表达在mRNA(图3A)和蛋白水平

(图3B、图2B和2D)都显著高于非共培养组(P<0.05)。  
2.3   NF-κB、JAK2/STAT3和p38 MAPK信号通

路对B7-H1表达的影响  
利用NF-κB、JAK2/STAT3、p38 MAPK的抑制
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1: 外周单核来源巨噬细胞; 2: 外周单核来源巨噬细胞与SKOV3细胞共培养后; 3: THP-1来源巨噬细胞; 4: THP-1来源巨噬细胞与SKOV3细胞共培养后。

1: monocyte-derived macrophages; 2: monocyte-derived macrophages after coculture with SKOV3; 3: THP-1-derived macrophages; 4: THP-1-
derived macrophages after coculture with SKOV3.

图1  qRT-PCR(A)和Western blot(B)检测巨噬细胞B7-H1的表达

Fig.1  The expression of B7-H1 in macrophages was detected by qRT-PCR (A) and Western blot (B) 

A: THP-1来源巨噬细胞; B: SKOV3细胞; C: 外周单核来源巨噬细胞(图中数据表示CD274在CD14阳性细胞中所占的比例); D: SKOV3细胞; 
MFI: 平均荧光强度。

A: THP-1-derived macrophages; B: SKOV3 cells; C: monocyte-derived macrophages (the data was percentage of CD274+ cells in CD14+ cells); D: 
SKOV3 cells; MFI: mean fluorescence intensity.

图2  流式细胞术检测B7-H1的表达

Fig.2  The expression of B7-H1 was determined by flow cytometry
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1: 外周单核来源巨噬细胞; 2: SKOV3细胞; 3: THP-1来源巨噬细胞; 4: SKOV3细胞。*P<0.05, 与DMSO组比较。

1: monocyte-derived macrophages; 2: SKOV3 cells; 3: THP-1-derived macrophages; 4: SKOV3 cells; *P<0.05 vs DMSO group.
图4  qRT-PCR (A、C)及Western blot (B、D)检测B7-H1的表达

Fig.4  The expression of B7-H1 was evaluated by qPCR (A,C) and Western blot (B,D)

1: SKOV3不共培养; 2: SKOV3与外周血单核细胞来源巨噬细胞共培

养后; 3: SKOV3不共培养; 4: SKOV3与THP-1来源巨噬细胞共培养后。

1: SKOV3 cells; 2: SKOV3 cells after coculture with monocyte-derived 
macrophages; 3: SKOV3 cells; 4: SKOV3 cells after coculture with 
THP-1-derived macrophages.

图3  qRT-PCR(A)及Western blot(B)检测SKOV3细胞

B7-H1的表达

Fig.3  The expression of B7-H1 in SKOV3 was tested by 
qRT-PCR (A) and Western blot (B)

剂分别处理SKOV3和巨噬细胞1 h, 然后进行共培

养, 结果如图4, 各抑制剂组较对照DMSO组B7-H1的
表达全部显著降低(P<0.05)。  

3   讨论  
肿瘤免疫治疗的基础与动物研究为肿瘤的治

疗带来了希望, 然而却因为肿瘤的免疫逃避使得其

临床疗效不尽如人意。因此, 对卵巢癌及其免疫系

统的相互关系的进一步研究, 以期找出更为有效的

免疫治疗策略显得尤为必要。

研究发现, 卵巢癌细胞及其浸润巨噬细胞、树

突样细胞高表达B7-H1[4], 但其具体机制并未完全阐

明。为了进一步探讨这一机制, 本试验通过在体外

模拟体内环境, 建立巨噬细胞与卵巢癌细胞非接触

共培养体系, 对非培养与共培养后两种细胞B7-H1的
表达进行检测。结果发现, 共培养24 h后巨噬细胞

与卵巢癌细胞SKOV3 B7-H1的表达较非培养组都显

著升高, 而在使用抑制剂阻断NF-κB、JAK2/STAT3、
p38 MAPK信号通路后, B7-H1的上调被明显抑制。

近来的研究发现, 炎症因子IL-2、IL-7、IL-15、
IL-21、IL-27 、TNF-α、IL-10 、IFN-α、IFN-γ等
可上调不同细胞B7-H1的表达[2]。神经胶质瘤细胞

可通过诱导单核细胞产生IL-10从而上调单核细胞
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B7-H1的表达。阻滞IL-10或IL-10受体后, 这一上调

作用被抑制[3]。在对肝癌的研究中发现, 由肿瘤细胞

激活的单核细胞可通过自分泌TNF-α、IL-10上调自

身B7-H1的表达[5]。另外, 肝癌细胞B7-H1的表达与

浸润的TAM显著相关。这些都提示TAM与肿瘤细胞

交互对话后, 可能通过介导相应的炎症介质的改变, 
促进B7-H1的表达。在肿瘤微环境中, TAM分泌的炎

症因子主要通过激活NF-κB、STAT3信号通路来促

进肿瘤的发生与发展。研究表明, B7-H1的启动子区

域有NF-κB、STAT3的结合位点[6-7], 而p38 MAPK可

通过调节IL-6、IL-10的表达, 激活STAT3信号通路

来促进B7-H1的表达[8]。

本研究发现, 巨噬细胞与SKOV3细胞共培养后

促进了彼此B7-H1的表达, 利用抑制剂阻断NF-κB、
JAK2/STAT3或p38 MAPK信号通路后, B7-H1的表

达上调被显著抑制, 提示TAM分泌的炎症因子可能

是通过激活NF-κB、STAT3、p38 MAPK信号通路, 
上调B7-H1表达。然而, 其具体作用方式及分子机

制仍有待于进一步的研究。

  目前, 对卵巢癌疫苗的研究主要是增强免疫

原性, 该研究结果提示, 即使肿瘤疫苗可以有效地激

活T细胞, TAM及肿瘤细胞的B7-H1仍可抑制T细胞

的效应。因此, 针对B7-H1的抑制剂及阻断抗体可

作为治疗的新靶点, 而以TAM或NF-κB、STAT3及
p38 MAPK信号通路为靶点, 下调肿瘤细胞的B7-H1
表达, 有望增强基于肿瘤特异性CD8+ T细胞的免疫

治疗疗效。
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