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[摘要] 目的　探讨M2型巨噬细胞来源的X-box结合蛋白1(XBP1)调控固醇调节元件结合蛋白2(SREBP2)对结直肠癌

(CRC)细胞奥沙利铂(Ox)耐药的影响。方法　将HCT116、SW480和LoVo细胞置于Ox培养液中培养48 h，选取对Ox最敏

感的细胞系，采用药物浓度递增法建立CRC-Ox耐药细胞系。分别采用M0条件培养基(M0-CM)和M2-CM处理Ox亲本敏

感细胞(HCT116-S)和 Ox 耐药细胞(HCT116-R)，观察 M0-CM 和 M2-CM 对两种细胞的影响，根据处理情况将其分为 M0-

CM+HCT116-S 组、M2-CM+HCT116-S 组、M0-CM+HCT116-R 组、M2-CM+HCT116-R 组。为研究 M2 型巨噬细胞中 XBP1

激活对 HCT116 细胞生长和 Ox 耐药的影响，将 HCT116-R 细胞分为过表达阴性对照 M2-CM 组(M2oe-NC-CM 组)、M2oe-NC-

CM+Ox 组、过表达 XBP1 M2-CM 组(M2oe-XBP1-CM 组)、M2oe-XBP1-CM+Ox 组。为研究敲减 SREBP2 对 HCT116-R 细胞的影响，

将HCT116-R细胞分为正常对照组、SREBP2小干扰RNA组(si-SREBP2组)、M2oe-XBP1-CM组、si-SREBP2+M2oe-XBP1-CM组。采

用CCK-8法、Transwell实验、流式细胞术检测各组细胞活力、侵袭能力、凋亡情况，qRT-PCR检测细胞中SREBP2 mRNA

表达水平，Western blotting 检测细胞中 XBP1 和 SREBP2 蛋白表达水平。将转染空载体或 oe-XBP1 的 M2 型巨噬细胞和

HCT116 细胞接种于裸鼠皮下构建裸鼠成瘤动物模型，比较各组肿瘤体积与重量，免疫组化染色检测肿瘤中 XBP1 和

SREBP2 的表达水平。结果　CCK-8 法检测结果显示，与 SW480 和 LoVo 细胞相比，Ox 可明显抑制 HCT116 细胞的活力

(P<0.05)。与 M0-CM+HCT116-S 组相比，M2-CM+HCT116-S 组细胞活力、侵袭能力明显升高，细胞凋亡率明显降低

(P<0.05)；与 M0-CM+HCT116-R 组相比，M2-CM+HCT116-R 组细胞活力、侵袭能力明显升高，细胞凋亡率明显降低

(P<0.05)。与 M0-CM+HCT116-R 组相比，M2-CM+HCT116-R 组细胞中 XBP1 蛋白表达水平明显升高(P<0.05)。与 M2oe-NC-

CM组比较，M2oe-XBP1-CM组细胞活力和侵袭能力增高，细胞凋亡率降低(P<0.05)。与M2oe-NC-CM+Ox组相比，过表达XBP1

可明显提高SREBP2 mRNA和蛋白表达水平(P<0.05)。与正常对照组比较，si-SREBP2组细胞活力和侵袭能力降低(P<0.05)，

细胞凋亡率增高(P<0.05)。与M2oe-XBP1-CM组相比，si-SREBP2+M2oe-XBP1-CM组细胞活力和侵袭能力降低(P<0.05)，细胞凋亡

率增高(P<0.05)。体内实验表明，过表达 XBP1 可逆转 Ox 对肿瘤生长的抑制(P<0.05)，上调 SREBP2 的表达(P<0.05)。

结论　M2型巨噬细胞来源的XBP1通过激活SREBP2促进CRC细胞的Ox耐药性。
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[Abstract] Objective　To investigate the impact of X-box binding protein 1 (XBP1) derived from M2-type macrophages on 

oxaliplatin (Ox) resistance in colorectal cancer (CRC) cells by modulating sterol regulatory element binding protein 2 (SREBP2). 

Methods　HCT116, SW480, and LoVo cells were cultured in Ox-containing medium for 48 h. The cell line that was most sensitive to 

Ox was selected, and the CRC-Ox resistant cell line was established by the method of gradually increasing drug concentration. Ox-

sensitive parental cells (HCT116-S) and Ox-resistant cells (HCT116-R) were treated with M0-conditioned medium (M0-CM) and 

M2-CM, respectively, to observe the effects of M0-CM and M2-CM on the cells. According to the treatment conditions, the cells were 

divided into M0-CM+HCT116-S group, M2-CM+HCT116-S group, M0-CM+HCT116-R group, and M2-CM+HCT116-R group. 

To study the effect of XBP1 activation in M2-type macrophages on the growth and OX-resistance of HCT116 cells, HCT116-R cells 

were divided into overexpression negative control (oe-NC) M2-CM group (M2oe-NC-CM group), M2oe-NC-CM+Ox group, XBP1 

overexpression M2-CM group (M2oe-XBP1-CM group), and M2oe-XBP1-CM+Ox group. To study the effect of SREBP2 knockdown on 

HCT116-R cells, HCT116-R cells were divided into normal control group, SREBP2 small interference RNA group (si-SREBP2 

group), M2oe-XBP1-CM group, and si-SREBP2+M2oe-XBP1-CM group. CCK-8 assay was used to detect the viability of HCT116 cells in 

each group. The invasion capacity of CRC cells was detected by Transwell assay. Flow cytometry was used to detect the apoptosis rate. 

The mRNA level of SREBP2 was detected by qRT-PCR. The protein expression levels of XBP1 and SREBP2 were detected by 

Western blotting. M2-type macrophages and HCT116 cells transfected with empty vector or oe-XBP1 were subcutaneously 

inoculated into nude mice to construct a tumor-bearing nude mouse model. The tumor volume and weight were compared among 

groups, and the expression levels of XBP1 and SREBP2 in tumors were detected by immunohistochemical staining. Results　The 

results of CCK-8 assay showed that, compared with SW480 and LoVo cell lines, Ox could significantly inhibit the viability of HCT116 

cells (P<0.05). Compared with M0-CM+HCT116-S group, cell viability and invasion capacity in M2-type-CM+HCT116-S group 

were significantly increased, while the apoptosis rate was significantly decreased (P<0.05). Compared with M0-CM+HCT116-R 

group, cell viability and invasion capacity in M2-CM+HCT116-R group were significantly increased, while the apoptosis rate was 

significantly decreased (P<0.05). Compared with M0-CM+HCT116-R group, the XBP1 protein expression level in cells of M2-CM+

HCT116-R group was notably increased (P<0.05). Compared with M2oe-NC-CM group, cell viability and invasion capacity in M2oe-XBP1-

CM group were significantly increased, and the apoptosis rate was significantly decreased (P<0.05). Compared with M2oe-NC-CM+Ox 

group, overexpression of XBP1 significantly increased the expression levels of SREBP2 mRNA and protein (P<0.05). Compared with 

control group, cell viability and invasion capacity were decreased, while the apoptosis rate was significantly increased in si-SREBP2 

group (P<0.05). Compared with M2oe-XBP1-CM group, the cell viability and invasion capacity in si-SREBP2+M2oe-XBP1-CM group were 

decreased, and cell apoptosis was increased (P<0.05). In vivo experimental results showed that overexpression of XBP1 reversed the 

inhibition of Ox on tumor growth and upregulated SREBP2 protein expression in nude mice (P<0.05). Conclusion　XBP1 derived 

from M2-type macrophages significantly enhances Ox resistance in CRC cells by activating SREBP2.

[Key words] M2 macrophages; X-box binding protein 1; colorectal cancer; oxaliplatin

结直肠癌(colorectal cancer，CRC)作为全球范围

内最常见的恶性肿瘤之一，其发病率和死亡率均居

高不下[1-3]。随着医学研究的不断深入，化疗已成为

CRC 综合治疗的重要手段[4]。奥沙利铂(oxaliplatin，
Ox)作为第3代铂类化疗药物，在CRC治疗中的应用

日益广泛[5]。而在临床实践中，Ox 耐药性严重影响

CRC患者疗效[6]。因此，探索Ox耐药机制及其潜在

干预靶点对改善CRC患者的预后和提高整体治疗效

果具有重要临床价值和现实意义。

目前肿瘤微环境在肿瘤耐药机制中的作用备受

关注[7]。巨噬细胞作为肿瘤微环境的重要组成部分，

与肿瘤耐药密切相关[8-9]，其可分为 M1 型和 M2 型，

M2型巨噬细胞在肿瘤进展、血管生成、免疫抑制及

化疗耐药等方面发挥着重要作用[10-11]。X-box结合蛋

白1(X-box binding protein 1，XBP1)作为关键性转录因

子，参与调控多种细胞生理过程，包括内质网应激、

脂质代谢、免疫反应等，其表达上调可促进CRC细

胞的增殖[12]。同时，XBP1 在 M2 型巨噬细胞中高表

达[13]，因此，M2 型巨噬细胞来源的 XBP1 可能参与

CRC细胞的增殖。作为XBP1的下游因子之一，固醇

调节元件结合蛋白 2(sterol regulatory element binding 
protein 2，SREBP2)可促进 CRC、肝癌、膀胱癌等多

种癌症的发展[14-15]，与未剪接的XBP1共同参与肿瘤

细胞的代谢重编程，通过调节胆固醇的生物合成促

进癌细胞的生长和侵袭[16-17]。此外，SREBP2抑制剂

通过抑制SREBP2活性，降低肝癌细胞的耐药性，提
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高化疗药物疗效[18]。但 M2 型巨噬细胞来源的 XBP1
是否能够通过调节 SREBP2 进而影响 CRC 细胞耐药

仍未被揭示。本研究旨在深入探讨M2型巨噬细胞来

源的 XBP1 是否可通过调控 SREBP2 的表达，影响

CRC 细胞对 Ox 的耐药性，以期为 CRC 的化疗耐药

提供新的治疗思路。

1　材料与方法

1.1　主要材料　本研究获衡水市人民医院伦理审批

(2021KY174)。本研究所用人类CRC细胞系HCT116、
SW480、LoVo 购自 American Type Culture Collection；
THP-1巨噬细胞购自中国科学院上海细胞库；BABL/c
裸鼠购自北京维通达生物技术有限公司[生产许可证

号：SCXK(京)2023-0014]；胎牛血清、1%青霉素-链
霉素、RPMI-1640 培养基购自美国 Hyclone 公司；

XBP1过表达载体质粒、si-SREBP2购自广州市锐博生

物科技有限公司；Lipofectamine 3000 细胞转染试剂

盒、高容量 cDNA 反转录试剂盒(4368813)购自美国

Thermo Fisher Scientific 公 司 ； CCK-8 试 剂 盒 (HY-
K0301)购自美国 MedChemExpress 公司；Transwell 小
室购自美国康宁公司；Annexin V-FITC/丙吡啶碘化

物(PI)凋亡试剂盒(40302ES20)购自翌圣生物科技(上
海)股份有限公司；RIPA裂解液(abP0013B)、BCA蛋

白浓度测定试剂盒(P0009)、ECL 化学发光试剂盒

(P0018S)购自上海碧云天生物技术有限公司；一抗

XBP1(ab37152)、 SREBP2(ab30682) 及山羊抗兔 IgG 
H&L (HRP) 二 抗 (ab6721) 购 自 美 国 Abcam 公 司 ；

Trizol试剂盒(12183555)购自美国 Invitrogen 公司；结

晶紫溶液(G1062)购自北京索莱宝科技有限公司；

3,3´-二氨基联苯胺(DAB)试剂盒购自北京中杉金桥生

物技术有限公司。微孔板读数器(Synergy HT ZX-22)
购自美国佛蒙特州生物泰克仪器公司；流式细胞仪

(Accuri™ C6 Plus)购自美国 BD Biosciences 公司；显微

镜(IX73P2F)购自日本Olympus公司。

1.2　　Ox 耐药细胞株筛选　　将 HCT116、SW480 和

LoVo 细胞置于含有 Ox(浓度为 0.1 μg/ml)的培养液

中，于 37 °C、5% CO2的恒温培养箱中培养 48 h。采

用CCK-8法检测 0、5、10、15、20 h时的细胞活力，

选取对Ox最敏感的细胞系用于后续研究。

1.3　CRC-Ox 耐药细胞系的建立　通过药物浓度递

增法将Ox添加到含亲本敏感细胞(HCT116-S)培养物

的培养基中，以产生对Ox耐药的HCT116-R细胞株。

具体步骤：将HCT116细胞置于含递增浓度(0~4 μg/ml) 
Ox 的培养基中，持续 6 个月。将生长状态良好的

HCT116-R细胞传代培养进行后续研究。

1.4　诱导巨噬细胞极化　将处于对数生长期的THP-1
细胞离心，使用 RPMI-1640 培养基重悬。加入佛波

酯(phorbol ester，PMA)调整细胞密度为 5×105个/ml，
PMA终浓度为100 ng/ml。将细胞接种于6孔板中，于

37 ℃、5% CO2条件下培养48 h，诱导细胞分化为M0
型巨噬细胞。加入 IL-4(20 ng/ml)和 IL-13(20 ng/ml)，
于 37 ℃、5% CO2 条件下继续培养 48 h 以上，诱导

M0型巨噬细胞向M2型极化。

1.5　条件培养基(conditional medium，CM)的制备　

将M0型、M2型巨噬细胞分别使用无血清的培养基

培养 24 h，收集上清液与含有 10% FBS 的培养基以

1:1体积混合，制备成M0-CM和M2-CM培养基。备

存于-20 ℃冰箱中。

1.6　细胞分组及处理　HCT116-S和HCT116-R细胞

置于 M0-CM 和 M2-CM 培养基中分别进行培养，分

为 M0-CM+HCT116-S 组 、 M2-CM+HCT116-S 组 、

M0-CM+HCT116-R组、M2-CM+HCT116-R组，比较

M0 型和 M2 型巨噬细胞对 CRC 细胞生物学行为的

影响。

为研究 M2 型巨噬细胞中 XBP1 激活对 HCT116
细胞生长和 Ox 耐药的影响，将 HCT116-R 细胞分为

过表达阴性对照M2-CM组(M2oe-NC-CM组，在M2型

巨噬细胞中转染 oe-NC，制成 CM 后与 HCT116-R 细

胞共同培养)、M2oe-NC-CM+Ox 组(在 M2 型巨噬细胞

中转染 oe-NC，制成 CM 后与 4 μg/ml Ox 处理的

HCT116-R 细胞共同培养)、过表达 XBP1 M2-CM 组

(M2oe-XBP1-CM 组，在 M2 型巨噬细胞中转染 XBP1 过

表达质粒，制成CM后与HCT116-R细胞共同培养)、
M2oe-XBP1-CM+Ox组(在M2型巨噬细胞中转染XBP1过

表达质粒，制成CM后与4 μg/ml Ox处理的HCT116-R
细胞共同培养)。

为研究敲减 SREBP2 对 HCT116-R 细胞的影响，

将HCT116-R细胞分为正常对照组(HCT116-R细胞不

做 处 理)、 SREBP2 小 干 扰 RNA 组 (si-SREBP2 组 ，

HCT116-R 细胞转染 si-SREBP2)、M2oe-XBP1-CM 组(在
M2型巨噬细胞中转染XBP1过表达质粒，制成CM后

与HCT116-R细胞共同培养)、si-SREBP2+M2oe-XBP1-CM
组(在M2型巨噬细胞中转染XBP1过表达质粒，制成

CM后与被转染si-SREBP2的HCT116-R细胞共同培养)。
oe-NC、oe-XBP1、 si-SREBP2 转染使用 Lipofectamine 
3000细胞转染试剂盒完成，具体步骤依据试剂盒说

明书进行。

1.7　CCK-8 法检测 HCT116 细胞增殖活性　将各组

HCT116 细胞(5×10³个/孔)接种至 96 孔板中。培养

48 h 后，弃掉原培养基，加入 10 μl/孔的 CCK-8 试

剂，于 37 ℃下孵育 1 h。使用微孔板读数器测量

450 nm波长下的吸光度值。

1.8　Transwell 实验检测 HCT116 细胞侵袭能力　将

各组 HCT116 细胞 (1×106 个/孔，200 μl)加入涂有
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Matrigel包被膜的Transwell小室上腔中，下腔中注入

400 μl含10% FBS的全培养基。37 ℃，5% CO2条件下

孵育 24 h。4% 多聚甲醛溶液固定细胞 15 min，0.2%
结晶紫染色8 min。用棉签去除培养基中漂浮的细胞

(未侵入膜)。观察Transwell小室下腔5个视野，在显

微镜下测定细胞的相对侵袭率。

1.9　流式细胞术检测 HCT116 细胞凋亡情况　使用

Annexin V-FITC/PI 凋亡试剂盒测定各组 HCT116 细

胞凋亡率。细胞共培养处理 72 h 后，使用 0.125% 胰

酶制备细胞悬液，以 1500 r/min 离心 5 min，PBS 洗

涤。以 1×106个/ml 的浓度在结合缓冲液(10 mmol/L 
HEPES， pH 7.4， 140 mmol/L NaCl 和 2.5 mmol/L 
CaCl2)中悬浮，黑暗环境下使用Annexin V-FITC和PI
染色20 min，通过流式细胞仪分析细胞凋亡率。

1.10　Western blotting 检测 HCT116-R 细胞中 XBP1、
SREBP2 蛋白的表达　将 HCT116-R 细胞在含蛋白酶

抑制剂的RIPA缓冲液中裂解提取总蛋白。使用BCA
试剂盒测定蛋白浓度。将等量的蛋白样品(40 μg)通
过 12% SDS-PAGE 分离，转移到PVDF 膜上。室温下

使用 5% 脱脂奶粉封闭 2 h。TBST 洗涤 3 次×10 min。
将膜在 4 ℃下与兔源 XBP1 抗体 (1: 1000) 和兔源

SREBP2 抗体(1:1000)孵育过夜。TBST 洗涤 2 次，与

山羊抗兔 IgG H&L (HRP)在室温下孵育2 h。TBST洗

涤。将ECL试剂添加至膜上，自动化学发光成像设

备下进行显影。使用 ImageJ软件进行灰度分析。

1.11　qRT-PCR检测HCT116-R细胞中SREBP2 mRNA
的表达　使用 Trizol 试剂提取细胞中总 RNA，利用

脱氧核糖核酸酶 I 去除基因组 DNA，采用高容量

cDNA 反转录试剂盒将总 RNA 反转录为 cDNA。在

Bio-Rad CFX96 检测系统中，通过 SYBR Green Ⅰ实时

检测试剂盒进行实时定量 PCR。反应体系(20 μl)：
cDNA 2 μl、SYBR Green 染料 10 μl、上游引物 0.5 μl、
下游引物 0.5 μl、ddH2O 7 μl。反应步骤：95 ℃ 30 s；
95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，95 ℃ 15 s，
共 40 个循环。采用 2-ΔΔCT法分析目的基因的相对表

达量，并将mRNA水平以相对值表示，以GAPDH作

为内参基因。具体引物序列如下：SREBP2 正向

TGGCTTCTCTCCCTACTCCA，反向 GAGAGGCAC
AGGAAGGTGAG；GAPDH 正向 CGACCACTTTGTC
AAGCTCA，反向AGGGGTCTACATGGCAACTG。

1.12　裸鼠成瘤模型　24只BALB/c雄性裸鼠(4~6周

龄，体重18~20 g)饲养于无特殊病原体的环境中，随

机分为 4 组：HCT116+M2vector 组、HCT116+M2vector+
Ox 组、HCT116+M2oe-XBP1 组及 HCT116+M2oe-XBP1+Ox
组 ， 每 组 6 只 。 HCT116+M2vector 组 、 HCT116+
M2vector+Ox组裸鼠注射转染空载体的M2型巨噬细胞

和 HCT116-R 细胞的混合液；HCT116+M2oe-XBP1组和

HCT116+M2oe-XBP1+Ox组裸鼠注射转染 oe-XBP1的M2
型巨噬细胞和 HCT116-R 细胞的混合液构建异种移

植肿瘤模型。具体方法：将转染空载体或 oe-XBP1
的 M2 型巨噬细胞和 HCT116-R 细胞以 1:1 的比例混

合，调整细胞浓度为 5×107 个/ml，皮下接种于

HCT116+M2vector+Ox 组和 HCT116+M2oe-XBP1+Ox 组小

鼠右侧腹部，每只 0.1 ml。2周后，每只小鼠腹腔注

射 5 mg/(kg.d)Ox进行治疗，每周使用游标卡尺测量

皮下肿瘤的大小，计算肿瘤体积。肿瘤体积(mm3)=
(长×宽 2)/2。第 1次治疗后第 4周，对所有裸鼠实施

安乐死，手术切除肿瘤，收集肿瘤组织，称重并

拍照。

1.13　　免疫组化检测裸鼠肿瘤组织中XBP1和SREBP2
的表达水平　　小鼠肿瘤组织于4%多聚甲醛溶液中进

行固定，嵌入石蜡并切成 5 μm 的切片后进行染色，

乙醇和二甲苯脱蜡和水化。于煮沸的柠檬酸盐缓冲

液中进行抗原修复20 min，室温下使用3% H2O2抑制

内源性过氧化物酶活性 30 min。切片于 5% BSA 阻断

液中进行封闭，4 ℃下与兔源XBP1抗体(1:200)和兔

源 SREBP2 抗体(1:200)孵育过夜，使用 HRP 标记的

抗兔 IgG二抗(1:100)于37 ℃下孵育1 h。使用DAB染

色，并采用苏木精对 DNA 进行复染。使用显微镜

(200×)观察肿瘤组织，每只小鼠随机取 10 张切片，

每张切片随机选5个视野，计数阳性细胞数。

1.14　统计学处理　采用GraphPad 8.0软件进行统计

分析。计量资料符合正态分布，以x±s表示，两组间

比较采用 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析

(ANOVA)，进一步两两比较采用 LSD 法，采用

GEPIA 网站预测 XBP1 和 SREBP2 在结直肠癌中的相

关性。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　M2 型巨噬细胞对 HCT116 细胞 Ox 耐药的影

响　CCK-8法检测结果显示，与 SW480和LoVo细胞

相比，Ox 可明显抑制 HCT116 细胞的活力(P<0.001，
图 1A)。据此采用 HCT116 细胞构建同源获得性 Ox
耐药细胞系。选取 Ox 浓度为 4 μg/ml 时存活的

HCT116-R细胞进行传代培养，细胞生长状态良好则

表示耐药细胞系建立成功。HCT116-R 和 HCT116-S
细胞的 IC50分别为237.52 μmol/L和11.26 μmol/L，耐

药指数为21.09。
CCK-8 法、Transwell 实验、流式细胞术检测结

果显示，与 M0-CM+HCT116-S 组相比， M2-CM+
HCT116-S组细胞活力、侵袭能力明显升高，细胞凋

亡率明显降低；与 M0-CM+HCT116-R 组相比，M2-
CM+HCT116-R组细胞活力、侵袭能力明显升高，细

胞凋亡率明显降低(P<0.05，图1B－D)。
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2.2　XBP1对耐药HCT116-R细胞生长的影响　Western 
blotting 检测结果显示，与 M0-CM+HCT116-R 组相

比，M2-CM+HCT116-R 组 HCT116-R 细胞中 XBP1 蛋

白表达水平明显升高(P<0.05，图 2A)。CCK-8 法、

Transwell 实验、流式细胞术检测结果显示，与

M2oe-NC-CM组相比，M2oe-NC-CM+Ox组细胞增殖与侵

袭能力明显降低，细胞凋亡率明显升高(P<0.05)；而

过表达 XBP1 明显提高 HCT116-R 细胞增殖与侵袭能

力，并抑制其凋亡(P<0.05，图2B－D)。
2.3　过表达 XBP1 对 HCT116-R 细胞中 SREBP2 表达

水平的影响　GEPIA预测结果显示，XBP1与SREBP2
在 CRC 中的表达中呈正相关(P=0.0092，图 3A)。使

用过表达 XBP1 的巨噬细胞培养基处理 HCT116-R 细

胞，qRT-PCR 和 Western Blotting 检测结果显示，与

M2oe-NC-CM组相比，M2oe-NC-CM+Ox组SREBP2 mRNA
和蛋白表达水平明显降低，M2oe-XBP1-CM 组 SREBP2 
mRNA 和 蛋 白 表 达 水 平 明 显 升 高 (P<0.05)； 与

M2oe-NC-CM+Ox 组 相 比 ， 过 表 达 XBP1 明 显 提 高

SREBP2 mRNA和蛋白表达水平(P<0.05，图3B、C)。
2.4　敲减 SREBP2对HCT116-R细胞增殖的影响　将

转染 si-SREBP2的HCT116-R细胞置于M2oe-XBP1-CM中

培养，CCK-8 法、Transwell 实验和流式细胞术检测

结果显示，与正常对照组相比，si-SREBP2组细胞增

殖与侵袭能力明显下降，细胞凋亡率明显升高；

M2oe-XBP1-CM组细胞增殖与侵袭能力明显升高，细胞

凋亡率明显降低(P<0.05)。与 M2oe-XBP1-CM 组相比，

敲减 SREBP2 后可明显抑制 HCT116-R 细胞的增殖与

侵袭能力，促进其凋亡(P<0.05，图4A－C)。
2.5　过表达 XBP1 对裸鼠肿瘤生长的影响　与

HCT116+M2vector组相比，HCT116+M2oe-XBP1组裸鼠肿

瘤体积与重量明显增加，而Ox治疗后可明显抑制裸

鼠 肿 瘤 生 长 ； 与 HCT116+M2vector+Ox 组 相 比 ，

HCT116+M2oe-XBP1+Ox组裸鼠肿瘤体积与重量明显增

加(P<0.05，图 5A、B)。免疫组化检测结果显示，与

HCT116+M2vector 组相比，HCT116+M2oe-XBP1 组 XBP1
和 SREBP2 阳性表达均增强，而 HCT116+M2vector+Ox
组 XBP1 和 SREBP2 阳性表达降低；与 HCT116+
M2vector+Ox 组相比，过表达 XBP1 明显上调 XBP1 和

SREBP2阳性表达(P<0.05，图5C)。

3　讨　　论

Ox作为晚期CRC患者的标准辅助化疗药物，应

图1　M2型巨噬细胞对HCT116细胞Ox耐药性的影响

Fig.1　Effect of M2-type macrophages on Ox resistance in HCT116 cells
A. CCK-8法检测Ox对不同CRC细胞系活力的影响；B. CCK-8法检测各组HCT116细胞增殖情况；C. 流式细胞术检测各组HCT116细

胞凋亡情况；D. Transwell 实验检测各组 HCT116 细胞侵袭能力。与 SW480 比较，(1)P<0.001；与 LoVo 比较，(2)P<0.001；与 M0-CM+

HCT116-S组比较，(3)P<0.01；(4)P<0.001；与M0-CM+HCT116-R组比较，(5)P<0.001。Ox. 奥沙利铂；CRC. 结直肠癌；M0-CM. M0条件

培养基；M2-CM. M2条件培养基
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用较为广泛，但其化学耐药性可影响晚期CRC患者

的疗效和生存率，通常涉及多种复杂因素，包括肿

瘤细胞内药物积累减少、解毒系统活性增强、DNA
修复过程增加以及抑制细胞凋亡途径等，各种因素

间相互作用导致化疗药物无法有效杀灭肿瘤细

胞[19-20]。因此，本研究选择对 Ox 敏感的 HCT116 细

胞作为体外研究对象，研究 M2 型巨噬细胞来源的

XBP1通过调控SREBP2增强CRC细胞对Ox耐药性的

机制，并建立裸鼠肿瘤模型进行体内实验验证。

肿瘤微环境是一个复杂的生态系统，包含大量

图2　XBP1对CRC细胞增殖、侵袭和凋亡情况的影响

Fig.2　Effects of XBP1 on the proliferation, invasion and apoptosis of CRC cells
A. Western blotting检测HCT116-R细胞中XBP1蛋白表达水平；B. CCK-8法检测各组HCT116-R细胞增殖情况；C. 流式细胞术检测各组

HCT116-R 细胞凋亡情况；D. Transwell 实验检测各组 HCT116-R 细胞侵袭能力。与 M0-CM 组相比，(1)P<0.05；与 M2oe-NC-CM 组相比，

(2)P<0.05，(3)P<0.01，(4)P<0.001；与 M2oe-NC-CM+Ox 组相比，(5)P<0.05，(6)P<0.01，(7)P<0.001；与 M2oe-XBP1-CM 组相比，(8)P<0.05，

(9)P<0.01。CM. 条件培养基；XBP1. X-box结合蛋白1

图3　过表达XBP1对HCT116-R细胞中SREBP2表达的影响

Fig.3　Effect of overexpression of XBP1 on SREBP2 expression in HCT116-R cells
A. GEPIA网站预测XBP1和SREBP2在CRC中的相关性；B. qRT-PCR检测HCT116-R细胞中SREBP2 mRNA表达水平；C. Western bloting

检测 HCT116-R 细胞中 SREBP2 蛋白表达水平。与 M2oe-NC-CM 组相比，(1)P<0.01，(2)P<0.001；与 M2oe-NC-CM+Ox 组相比，(3)P<0.01，

(4)P<0.001；与M2oe-XBP1-CM组相比，(5)P<0.01。GEPIA. 基因表达谱交互分析；CM. 条件培养基；XBP1. X-box结合蛋白 1；SREBP2. 固醇

调节元件结合蛋白2
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非恶性基质细胞，与肿瘤细胞在肿瘤进展过程中共

同演化，扮演着至关重要的角色[21-22]。在全直肠系

膜切除术中，大多数肿瘤相关巨噬细胞可在肿瘤细

胞影响下转化为M2型巨噬细胞，促进肿瘤的免疫逃

逸和进展[23]。有研究发现M2型巨噬细胞分离的外泌

体可参与胃癌进展，并明显升高癌细胞对Ox的耐药

性[24]。本研究将CRC 细胞置于M2-CM中培养发现，

M2型巨噬细胞可促进Ox耐药CRC细胞的增殖与侵

袭，抑制其凋亡。该结果表明 M2 型巨噬细胞在

CRC细胞生长生存方面发挥重要作用，可增强CRC
细胞对Ox的化学抗性，这为改善CRC细胞耐药性研

究提供了新思路。

XBP1为内质网驻留蛋白，通过调控多种基因的

表达影响细胞生长、凋亡、自噬以及耐药等生物学

过程[25-27]。有研究发现巨噬细胞中XBP1的激活可促

进CRC的生长和转移[13]。本研究中XBP1在M2型巨

噬细胞中高表达，且在 M2 型巨噬细胞中转染 XBP1

过表达质粒制成的 CM 可明显促进 CRC 细胞生长，

增加其对 Ox 的耐药性。其原因可能在于，M2 型巨

噬细胞高表达 XBP1，可调控多种基因的表达促进

CRC细胞的生长，并增强CRC细胞对Ox的耐药性。

SREBP2为甾醇调节元件结合蛋白，GEPIA检索

发现 XBP1 与 SREBP2 呈正相关，且 SREBP2 在 CRC
中表达上调。本研究发现，过表达 XBP1 明显提高

CRC 细胞中 SREBP2 水平。SREBP2 在 CRC 中可通过

调控脂质生物合成和细胞代谢，影响CRC细胞的生

长、增殖和肿瘤形成[28]。在肝细胞癌中，SREBP2通

过调控胆固醇生物合成来增强癌细胞的生存能力和

对药物的抵抗性[29]。本研究发现，敲减SREBP2可明

显逆转M2型巨噬细胞分泌的XBP1对癌细胞生长和

耐药性的促进作用。在裸鼠成瘤体内实验中，过表

达 XBP1 明显促进肿瘤生长，且可逆转 Ox 对 CRC 的

治疗作用。因此，SREBP2表达下调可抑制CRC细胞

的活力和对 Ox 的抵抗性，而过表达 XBP1 可促进

图4　敲减SREBP2对CRC细胞增殖、侵袭和凋亡的影响

Fig.4　Effects of SREBP2 knockdown on the proliferation, invasion and apoptosis of CRC cells
A. CCK-8法检测HCT116-R细胞增殖情况；B. 流式细胞术检测HCT116-R细胞凋亡情况；C. Transwell实验检测HCT116-R细胞侵袭能

力。与正常对照组相比，(1)P<0.05，(2)P<0.01，(3)P<0.001；与 si-SREBP2 组相比，(4)P<0.05，(5)P<0.001；与 M2oe-XBP1-CM 组相比，

(6)P<0.05，(7)P<0.001。SREBP2. 固醇调节元件结合蛋白2；XBP1. X-box结合蛋白1；CM. 条件培养基；CRC. 结直肠癌
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CRC肿瘤的生长。

综上所述，本研究结果表明，M2型巨噬细胞来

源的XBP1通过调控SREBP2增强CRC细胞对Ox的耐

药性，影响CRC细胞生长，该结果为探索CRC耐药

机制提供了新方案。但本研究存在一定局限性，未

对分子和细胞类型进行进一步的研究，未来的研究

应进一步研究分子和细胞类型在CRC中的具体作用

机制，探索其在改善患者预后和提高治疗效果方面

的潜力。
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