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· 论著 ·

结直肠癌外泌体诱导肿瘤相关巨噬细胞极化抑制

CD8+T细胞抗肿瘤活性

周江浩，谢书海，陈勇
（海南医科大学第一附属医院胃肠肿瘤外科，海口  570102）  

摘要  目的 探讨结直肠癌外泌体诱导巨噬细胞极化对CD8+T细胞抗肿瘤活性的影响。方法  M0型巨噬细胞与PBS及HT-29和

LoVo细胞外泌体 （HT-29 exo和LoVo exo） 共孵育48 h （PBS组、HT-29 exo组、LoVo exo组），实时定量PCR检测细胞中M2型巨噬细胞

标志物CD206、Arginase-1、IL-10、CD163以及M1型巨噬细胞标志物iNOS和IL-1β mRNA表达量。CD8+T细胞与PBS组、HT-29 exo

组和LoVo exo组M0巨噬细胞共孵育48 h （PBS+M0组、HT-29 exo+M0组和LoVo exo+M0组），流式细胞术检测CD8+T细胞中 PD-1的
表达。将PBS+M0组、HT-29 exo+M0组和LoVo exo+M0组CD8+T细胞分别与HT-29及LoVo细胞共孵育24 h （PBS+M0/CD8+T组，HT-
29 exo+M0/CD8+T组和LoVo exo+M0/CD8+T组），ELISA检测细胞上清γ干扰素 （IFN-γ）、穿孔素 （perforin）和颗粒酶B （granzyme B）

浓度，细胞毒性实验检测HT-29和LoVo细胞裂解率。结果  与PBS组相比，HT-29 exo组、LoVo exo组细胞中CD206、Arginase-1、IL-
10、CD163 mRNA表达显著上调 （P < 0.05），iNOS和IL-1β mRNA表达显著下调 （P < 0.05）。与PBS+M0组相比，HT-29 exo+M0组和

LoVo exo+M0组CD8+T细胞PD-1表达上调 （P < 0.001）。与PBS+M0/CD8+T组相比，HT-29 exo+M0/CD8+T组和LoVo exo+M0/CD8+T组

细胞培养上清中IFN-γ、perforin、granzyme B浓度以及HT-29和LoVo细胞裂解率均显著降低 （P < 0.001）。结论  HT-29 exo和LoVo 

exo诱导的M2型巨噬细胞可抑制CD8+T细胞抗肿瘤活性。
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Colorectal cancer exosomes induce tumor associated macrophage polarization to
inhibit the anti-tumor activity of CD8+ T cells

ZHOU Jianghao，XIE Shuhai，CHEN Yong
（Department of Gastrointestinal Oncology，The First Affiliated Hospital of Hainan Medical University，Haikou 570102，China） 

Abstract  Objective To investigate the effect of macrophage polarization induced by colorectal cancer exosomes on the anti-tumor 

activity of CD8+ T cells. Methods  M0 macrophages were co-incubated with PBS，HT-29 cells，and LoVo exosomes （HT-29 and LoVo 

exo） for 48 h，and termed the PBS，HT-29 exo，and LoVo exo groups. Real-time quantitative polymerase chain reaction was performed 

to detect M2 macrophage biomarker CD206，Arginase-1，IL-10，and CD163 mRNA expressions as well as M1 macrophage biomarker 

iNOS and IL-1β mRNA expressions. CD8+ T-cells were co-incubated with the macrophages of the aforementioned groups （PBS+M0，

HT-29 exo+M0，and LoVo exo+M0 groups） for 48 h. Flow cytometry was performed to detect CD8+T PD-1 expression. Next，the PBS+M0，

HT-29 exo+M0，and LoVo exo+M0 groups of CD8+ T-cells were incubated with HT-29 or LoVo cells for 24 h，respectively （PBS+M0/

CD8+T，HT-29 exo+M0/CD8+T，and LoVo exo+M0/CD8+T groups）. Subsequently，the enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA） was 

used to detect the concentration of IFN-γ，perforin，and granzyme B in the cell supernatant. The cell lysis rates of HT-29 and LoVo cells 

were detected through cytotoxicity experiments. Results  Compared with the PBS group，CD206，Arginase-1，IL-10，and CD163 mRNA 

expressions of macrophages in the HT-29 exo and LoVo exo groups were significantly upregulated （P < 0.05），whereas iNOS and IL-1β 

mRNA expressions were significantly downregulated （P < 0.05）. Compared with the PBS+M0 group，the HT-29 exo+M0 and LoVo exo+M0 

groups exhibited significantly increased PD-1 expression （P < 0.05）. Compared with the PBS+M0/CD8+T group，the IFN-γ，perforin，

and granzyme B levels in the cell culture supernatant of the HT-29 exo+M0/CD8+T and LoVo exo+M0/CD8+T groups were significantly 

reduced （P < 0.05），and the cell lysis rates of HT-29 and LoVo were significantly reduced （P < 0.001）. Conclusion  M2 macrophage 

induced by HT-29 and LoVo exo can inhibit the tumor-killing function of CD8+ T cells.
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结直肠癌是常见的胃肠道恶性肿瘤，发病率和

死亡率较高。结直肠癌的发病隐匿，多数确诊时已

为晚期，患者预后差［1-3］。研究［4-5］表明，肿瘤免疫治

疗或可提高结直肠癌的治疗效果。CD8+T细胞在肿

瘤免疫中发挥重要的调控作用，活化的CD8+T细胞

可以分泌细胞因子、穿孔素 （perforin） 等毒性物质杀

伤肿瘤细胞。肿瘤相关巨噬细胞是肿瘤微环境中的

免疫细胞之一，表型与M2型巨噬细胞相似，对CD8+T

细胞有抑制作用，能促进肿瘤的免疫逃逸［6-7］。外泌

体是肿瘤微环境中的纳米级囊泡，可诱导肿瘤相关

巨噬细胞的极化［8］。本研究探讨了结直肠癌外泌体

介导的巨噬细胞极化对CD8+T细胞肿瘤杀伤功能的

影响，旨在为结直肠癌的免疫治疗提供参考。

1 材料与方法

1.1  材料

结肠癌细胞系HT-29和LoVo购自中国科学院上

海细胞库，人单核细胞白血病细胞THP-1购自美国

ATCC公司，HiScriptⅡU+ One Step qRT-PCR Probe Kit

购自南京诺唯赞生物科技有限公司，CD8+T细胞分

选试剂盒购自美国Biolegend公司，γ干扰素 （interfe-

ron-γ，IFN-γ）、perforin、颗粒酶B （granzyme B） ELISA

检测试剂盒购自天津安诺瑞康生物技术有限公司，

乳酸脱氢酶细胞毒性检测试剂盒和细胞凋亡检测

试剂盒购自上海碧云天生物股份技术有限公司，佛

波酯 （phorbol 12-myristate 13-acetate，PMA） 购自上海

翊圣生物科技有限公司，TSG101、CD9、CD81和山羊

抗兔IgG购自美国Invitrogen公司，CD8-FITC、PD-1-PE

抗体购自上海优宁维生物科技股份有限公司，外泌

体提取试剂盒购自北京百奥莱博科技有限公司，酶

标仪购自美国赛默飞世尔科技有限公司，流式细胞

仪购自美国Beckman公司。

1.2  细胞培养与分组

HT-29和LoVo细胞培养于含10%胎牛血清 （fetal 

bovine serum，FBS） 的RPMI-1640培养基，THP-1细胞

培养于含10%FBS和0.05 mmol/L β-巯基乙醇的RPMI 

1640培养基。THP-1与100 ng/mL PMA共培养48 h诱

导为贴壁的M0型巨噬细胞。

将M0型巨噬细胞分为PBS组、HT-29组、LoVo组、

HT-29 exo组、LoVo exo组。PBS组细胞与PBS共孵育48 

h。HT-29组和LoVo组处理方式为将1×105个M0型

巨噬细胞接种于24孔板，将1×104个HT-29和LoVo

细胞分别接种于Transwell小室，将Transwell小室置

于24孔板中，孵育48 h后收集24孔板中的巨噬细胞

进行后续研究。HT-29 exo组和LoVo exo组M0型巨

噬细胞分别与10 μg/mL HT-29 exo和LoVo exo共孵育

48 h，收集巨噬细胞。

将CD8+T细胞分为PBS+M0组、HT-29 exo+M0组

和LoVo exo+M0组。1×106个M0型巨噬细胞接种于

Transwell小室中，分别加入50 μL PBS、HT-29 exo和

LoVo exo，Transwell小室置于接种1×106个CD8+T细

胞的24孔板中，小室底部浸于下层培养液中，共孵

育48 h。

将上述PBS+M0组、HT-29 exo+M0组和LoVo exo+

M0组CD8+T细胞与HT-29或LoVo细胞以2 ∶ 1的比

例在96孔板中共孵育24 h。命名为PBS+M0/CD8+T组、

HT-29 exo+M0/CD8+T组和LoVo exo+M0/CD8+T组。

1.3  外泌体的提取与鉴定

收集HT-29和LoVo细胞培养上清，按照外泌体

提取试剂盒说明书提取HT-29和LoVo细胞分泌的

外泌体，主要步骤为将细胞上清10 000 r/min离心

20 min，收集上清并移入另一离心管，加入1 mL提

取液，混匀，4 ℃静置过夜，10 000 r/min离心60 min，

收集沉淀即为外泌体。透射电镜观察外泌体结构。

Western blotting检测外泌体标志蛋白TSG101、Hsp70

和CD81，使用RIPA蛋白裂解试剂盒提取HT-29 exo

和LoVo exo蛋白，取10 μg蛋白进行SDS-聚丙烯酰胺

凝胶电泳，转膜，封闭，将PVDF膜与TSG101、Hsp70

和CD81一抗过夜孵育，洗膜后与山羊抗兔IgG室温

孵育1 h，洗膜后，ECL曝光。

1.4  实时定量PCR检测肿瘤相关巨噬细胞标志物

用TRIzol提取各组巨噬细胞总RNA，根据HiScript 

Ⅱ U+ One Step qRT-PCR Probe Kit进行一步法实时定

量PCR反应，反应条件为55 ℃  5 min；95 ℃  30 s；95 

Keywords  colorectal cancer； exosome； tumor associated macrophage； CD8+T cell

中国医科大学学报  第54卷



·63·

℃ 5 s，20 ℃  20 s，循环45次。记录各孔Ct值，采用

2-ΔΔCt法计算mRNA相对表达量。PCR引物序列见

表1。

1.5  CCK-8法检测CD8+T细胞增殖能力

取各组CD8+T细胞稀释至5×104/ mL，取100 μL

接种于96孔板，分别培养24、48、72 h，取出孔板，加

入5 μL CCK-8溶液，混匀后孵育4 h，使用酶标仪检测

450 nm波长下各孔光密度 （optical density，OD） 值。

表1  引物序列

Tab.1  Primer sequences

Gene Primer sequence

CD206 Forward：5’-CTCTGTTCAGCTATTGGACGC-3’

Reverse：5’-CGGAATTTCTGGGATTCAGCTTC-3’

Arginase-1 Forward：5’-ATGTCAATTATAGCACGCAGA-3’

Reverse：5’-CTGCAAAAATTTCTAAGTGA-3’

IL-10 Forward：5’-ATATGAATTCGCCACCATGC-3’

Reverse：5’-ATATGGATCCGCTTTTGCTTA-3’

CD163 Forward：5’-GGATTGCCCTATGACTGCTCT-3’

Reverse：5’-TTGGACCGAAGATGATGAACTAC-3’

iNOS Forward：5’-GGTCGCTTCGACGTGCT-3’

Reverse：5’-TCCCCATTCCCAAATGTG-3’

IL-1β Forward：5’-GAAGAAGAGCCCATCCTCTGT-3’

Reverse：5’-TGTTCACGGAGCCTGTAG-3’

GAPDH Forward：5’‑ GCAAGTTCAACGGCACAG-3’

Reverse：5’‑ GCCAGTAGACTCCACGACA-3’

1.6  流式细胞术检测PD-1表达及细胞凋亡

取1×105个PBS+M0组、HT-29 exo+M0组和LoVo 

exo+M0组CD8+T细胞置于流式管中，每管加入1 μL 

PD-1-PE抗体，并设置PD-1-PE单染管，室温孵育15 

min后，使用流式细胞仪检测各组PD-1表达水平。

取1×105个PBS+M0组、HT-29 exo+M0组和LoVo 

exo+M0组CD8+T细胞置于流式管中，根据细胞凋亡

检测试剂盒，每管细胞分别加入5 μL Annexin-FITC

和5 μL PI，并设置Annexin-FITC和PI单染管，室温孵

育15 min后，使用流式细胞仪检测各组细胞凋亡水

平。

1.7  ELISA检测CD8+T细胞分泌的IFN-γ、perforin和

granzyme B水平

取PBS+M0/CD8+T组、HT-29 exo+M0/CD8+T组和

LoVo exo+M0/CD8+T组细胞培养上清，根据ELISA检

测试剂盒在铺有抗体的96孔板中加入40 μL细胞上

清和10 μL生物素标记抗体，然后加100 μL辣根过氧

化物酶标记抗体37 ℃条件下反应30 min，加入50 μL

显色液，混匀后室温避光放置15 min，然后使用酶标

仪检测450 nm波长处OD值。

1.8  乳酸脱氢酶细胞毒性实验检测CD8+T细胞抗肿

瘤活性

将PBS+M0/CD8+T组、HT-29 exo+M0/CD8+T组

和LoVo exo+M0/CD8+T组细胞接种至96孔板中共培

养18 h，使用乳酸脱氢酶细胞毒性试剂盒检测各孔

OD值，肿瘤细胞裂解率= （ODE+T-ODE-ODT） / （ODEmax-

ODE） ×100%。ODEmax为HT-29和LoVo全部裂解时的

OD值，ODE为HT-29和LoVo单独培养孔的OD值，ODT

为CD8+T细胞单独培养孔的OD值，ODE+T为共培养孔

的OD值。

1.9  统计学分析

采用GraphPad Prism7.0软件进行统计分析，所

有数据以x-±s表示，组间单因素比较采用t检验分

析，多组间比较采用单因素方差分析，P < 0.05 为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1  M0型巨噬细胞和CD8+T细胞鉴定结果

实时定量PCR结果 （图1A） 显示，相比于THP-1细

胞，PMA诱导THP-1后 （THP-1+PMA） 细胞中巨噬细胞

第1期  周江浩等.  结直肠癌外泌体诱导肿瘤相关巨噬细胞极化抑制CD8+T细胞抗肿瘤活性
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标志物CD68表达显著上调 （P < 0.05），并且THP-1细

胞诱导为贴壁的M0型细胞，说明M0型巨噬细胞诱

导成功。流式细胞术鉴定结果 （图1B） 显示，本研究

分选的CD8+T细胞表达水平达97%，说明CD8+T细胞

分选成功，可用于后续研究。

2.2  结直肠癌细胞对M2型巨噬细胞极化的影响

实时定量PCR结果显示，相比于PBS组，HT-29

组和LoVo组巨噬细胞中CD206、Arginase-1、IL-10、
CD163 mRNA表达显著上调 （P < 0.05），iNOS和IL-1β 

mRNA表达无显著变化。说明结直肠癌细胞可诱导

M2型巨噬细胞极化，见图2。

2.3  结直肠癌外泌体鉴定结果

A，CD206 mRNA expression；B，Arginase-1 mRNA expression；C，IL-10 mRNA expression；D，CD163 mRNA expression；E，iNOS mRNA expression；F，

IL-1β mRNA expression. *P < 0.05 vs. PBS group.

图2  各组巨噬细胞CD206、Arginase-1、IL-10、CD163、iNOS和IL-1β mRNA相对表达量比较

Fig.2  Comparison of relative CD206，Arginase-1，IL-10，CD163，iNOS，and IL-1β mRNA expression  levels  in macrophages from 

the different groups

A，real-time quantitative PCR was performed to detect the relative CD68 mRNA expression level；B，identification of CD8+ T cells using flow cytometry. 

*P < 0.05 vs. THP-1.

图1  M0型巨噬细胞和CD8+T细胞鉴定结果

Fig.1  Identification results of M0 macrophages and CD8+ T cells
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透射电镜结果显示，HT-29 exo和LoVo exo双层

膜结构粒径约100 nm，并且表达标志蛋白TSG101、

Hsp70和CD81，见图3。

2.4  结直肠癌细胞分泌外泌体对M2型巨噬细胞极

化的影响

实时定量PCR结果显示，相比于PBS组，HT-29 

exo组LoVo exo组中CD206、Arginase-1、IL-10、CD163 

mRNA表达显著上调 （P < 0.05），iNOS表达无显著变

化，HT-29 exo组IL-1β mRNA表达显著下调 （P < 0.05），

即HT-29 exo和LoVo exo可促进M2型巨噬细胞极化，

见图4。

A，CD206 mRNA expression；B，Arginase-1 mRNA expression；C，IL-10 mRNA expression；D，CD163 mRNA expression；E，iNOS mRNA expression；F，

IL-1β mRNA expression. *P < 0.05 vs. PBS group.

图4  各组巨噬细胞CD206、Arginase-1、IL-10、CD163、iNOS和IL-1β mRNA相对表达量比较

Fig.4  Comparison of relative CD206，Arginase-1，IL-10，CD163，iNOS，and IL-1β mRNA expression  levels  in macrophages from 

the different groups

2.5  结直肠癌细胞外泌体诱导的M2型巨噬细胞对

CD8+T细胞增殖、凋亡及耗竭的影响

细胞增殖检测结果显示，与PBS+M0组CD8+T

细胞相比，HT-29 exo+M0组和LoVo exo+M0组CD8+T

细胞增殖能力显著降低 （P < 0.05），说明HT-29 exo和

LoVo exo诱导的M2型巨噬细胞可以抑制CD8+T细胞

增殖。细胞凋亡检测结果显示，与PBS+M0组CD8+T

细胞相比，HT-29 exo+M0组和LoVo exo+M0组CD8+T

细胞凋亡能力显著增加 （P < 0.05）。流式细胞术检

测结果显示，与PBS+M0组CD8+T细胞相比，HT-29 

图3  Western blotting检测外泌体标志蛋白结果

Fig.3  Exosome marker proteins were detected using Western 

blotting
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exo+M0组和LoVo exo+M0组CD8+T细胞PD-1表达显

著上调 （P < 0.05），说明HT-29 exo和LoVo exo诱导的

M2型巨噬细胞可促进CD8+T细胞耗竭，见图5。

2.6  结直肠癌细胞外泌体诱导的M2型巨噬细胞对

CD8+T细胞IFN-γ、perforin、granzyme B分泌的影响

ELISA检测结果显示，与HT-29和LoVo细胞共孵

育后，相比于PBS+M0/CD8+T组，HT-29 exo+M0/CD8+T

组和LoVo exo+M0/CD8+T组细胞培养上清中IFN-γ、

perforin、granzyme B浓度显著降低 （P均<0.05），提

示HT-29 exo和LoVo exo诱导的巨噬细胞能够抑制

CD8+T细胞分泌IFN-γ、perforin、granzyme B，见图6。

2.7  结直肠癌细胞外泌体诱导的M2型巨噬细胞对

CD8+T细胞肿瘤杀伤的影响

细胞毒性检测结果显示，相比于PBS+M0/CD8+T

组，HT-29 exo+M0/CD8+T组和LoVo exo+M0/CD8+T组

HT-29和LoVo细胞裂解率均显著降低 （P < 0.05），说

明HT-29 exo和LoVo exo诱导的巨噬细胞可抑制CD8+T

细胞杀伤肿瘤细胞的活性，见图7。

A，comparison of CD8+ T cell proliferation ability；B，comparison of CD8+ T cell apoptosis levels；C，comparison of PD-1 expression levels in CD8+ T cells. 

* P < 0.05 vs. PBS+M0 group.

图5  各组CD8+T细胞增殖、凋亡和耗竭水平比较

Fig.5  Comparison of CD8+ T cell proliferation，apoptosis，and depletion levels
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A，after incubation with HT29 cells，IFN-γ，perforin，and granzyme B levels secreted by CD8+ T cells in each group；B，after incubation with LoVo cells，

IFN-γ，perforin，and granzyme B secreted by CD8+ T cells in each group. *P < 0.05 vs. PBS+M0/CD8+T group.

图6  各组CD8+T细胞分泌的IFN-γ、perforin、granzyme B的水平比较

Fig.6  IFN -γ，perforin，and granzyme B secreted by CD8+ T cells in each group

A，comparison of HT-29 cell lysis rate；B，comparison of LoVo cell lysis rate. *P < 0.05 vs. PBS+M0/CD8+T group.

图7  各组CD8+T细胞杀伤HT-29和LoVo细胞比较

Fig.7  Comparison of CD8+ T cell cytotoxicity against HT-29 and LoVo cells from the different groups
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3 讨论

外泌体是肿瘤微环境中的纳米级囊泡，肿瘤细

胞可以通过分泌外泌体调控肿瘤微环境中的多种

免疫细胞的功能及表型［9］。肿瘤微环境中浸润的淋

巴细胞、巨噬细胞、中性粒细胞等免疫细胞共同维

持肿瘤免疫微环境。其中，肿瘤相关巨噬细胞是肿

瘤微环境中富集的一类免疫细胞，研究［10-12］表明，

肿瘤相关巨噬细胞与M2型巨噬细胞表型及功能相

似，在体外研究中可用M2型巨噬细胞替代肿瘤相关

巨噬细胞。外泌体可诱导肿瘤微环境中的巨噬细胞

向M2型极化。XIN等［13］研究表明，胃癌细胞外泌体

可通过转移lncRNA HCG18促进巨噬细胞向M2型极

化。RAO等［14］研究指出，小细胞肺癌外泌体可诱导

M2型巨噬细胞极化，从而促进肿瘤的转移。本研究

将结直肠癌HT-29和LoVo细胞与M0型巨噬细胞共

孵育，发现孵育后M2型巨噬细胞标志物CD206、

Arginase-1、IL-10、CD163表达显著上调，M1型巨噬细

胞标志物iNOS和IL-1β无显著变化，说明结直肠癌细

胞可诱导M2型巨噬细胞极化。本研究提取了HT-29

和LoVo细胞分泌的外泌体，与M0型巨噬细胞共孵育

后，CD206、Arginase-1、IL-10、CD163表达显著上调，

说明HT-29 exo和LoVo exo可诱导M2型巨噬细胞极

化。ZHAO等［15］研究表明，结直肠癌外泌体miR-934

可诱导M2型巨噬细胞极化从而促进肿瘤转移。

肿瘤相关巨噬细胞功能与表型与M2型巨噬细

胞相似，可通过分泌IL-10和Arginase-1等细胞因子

抑制肿瘤微环境中的炎症反应，进而调控肿瘤的免

疫逃逸［16］。肿瘤相关巨噬细胞可调控T细胞的功能

及表型。GARRIDO-MARTIN等［17］发现M1表型的

肿瘤相关巨噬细胞可促进肺癌组织中剂型性T细胞

的浸润；NIXON等［18］研究表明，表达转录因子IRF8
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的肿瘤相关巨噬细胞可促进T细胞耗竭；FANG等［19］

研究发现，表达PD-L1的肿瘤相关巨噬细胞可促进

CD8+T细胞的耗竭。本研究发现HT-29 exo和LoVo exo

所诱导的巨噬细胞与CD8+T细胞共孵育后，CD8+T

细胞增殖能力显著降低，细胞凋亡水平显著增加，

CD8+T细胞PD-1表达显著上调，说明结直肠癌细胞

HT-29和LoVo外泌体所诱导的M2型巨噬细胞可抑

制CD8+T细胞的活性，诱导CD8+T的耗竭。CHEN

等［20］研究表明，肝癌外泌体可通过调控肿瘤相关巨

噬细胞极化促进CD8+T的免疫抑制。激活的CD8+T

细胞可通过分泌IFN-γ、perforin、granzyme B而杀伤

肿瘤细胞，本研究结果显示，HT-29 exo和LoVo exo诱

导的M2型巨噬细胞可以抑制CD8+T细胞分泌IFN-γ、

perforin、granzyme B的能力，并且CD8+T细胞杀伤HT-29

和LoVo的能力显著下降，说明外泌体诱导的M2型巨

噬细胞可抑制CD8+T细胞的抗肿瘤活性。

综上所述，结直肠癌细胞分泌的外泌体可诱导

M2型巨噬细胞极化，外泌体诱导的M2型巨噬细胞

可抑制CD8+T细胞的活性及抗肿瘤活性，并且诱导

CD8+T细胞的耗竭，但是抑制外泌体诱导的M2型巨

噬细胞是否可作为肿瘤免疫治疗的新靶点还需要

进一步验证。
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