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【摘 要】 目的 探讨含 Src同源 2结构域蛋白酪氨酸磷酸酶( SHP2) 在肿瘤微环境中调控巨噬细胞 M2 极化
的分子机制，及其对鼻咽癌细胞侵袭转移的抑制作用。方法 2024年 6月在开滦总医院医学研究中心实验室进行实
验。构建 SHP2过表达慢病毒载体并感染 THP-1单核细胞，建立稳定过表达 SHP2 的巨噬细胞模型( SHP2-THP-1) 。

将细胞分为空白对照组、CNE-1-CM 组、SHP2 过表达组，分别与鼻咽癌细胞 CNE-1 条件培养基共培养，并采用
qＲT-PCＲ和Western blot检测M2型标志物( IL-10、Arg1、CD163、CD206) 及 IL-6/STAT3、PI3K /AKT通路关键蛋白表达。

将细胞分为空白对照组、THP-1-CM 组、SHP2-THP-1-CM 组，通过细胞划痕实验和 Transwell 实验评估各组上清液对
CNE-1细胞迁移和侵袭能力的影响。结果 与空白对照组比较，CNE-1-CM 组细胞中 M2 型标志物 ( IL-10、Arg1、
CD163、CD206) mＲNA表达显著升高( P＜0．05) 。与 CNE-1-CM组比较，SHP2过表达组 IL-10、Arg1、CD163、CD206表达
显著降低( P＜0．05) 。Western blot 结果显示，与 CNE-1-CM 组比较，SHP2 过表达组 ( SHP2-THP-1) 中 IL-6、p-STAT3、
p-PI3K和 p-AKT的蛋白磷酸化水平均显著降低( P＜0．05) 。细胞划痕和 Transwell实验结果显示，与空白对照组比较，
THP-1-CM组 CNE-1细胞迁移和侵袭显著增加( P＜0．01) ;与 THP-1-CM 组比较，SHP2-THP-1-CM 组 CNE-1细胞的迁
移和侵袭显著抑制( P＜0．01) 。结论 SHP2通过抑制 IL-6/STAT3和 PI3K /AKT信号通路活性，阻断肿瘤微环境诱导
的巨噬细胞 M2极化，进而抑制鼻咽癌细胞的侵袭与转移。
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【Abstract】 Objective To elucidate the molecular mechanism by which tyrosine phosphatase SHP2 regulates macro-

phage M2 polarization in the tumor microenvironment and its inhibitory effect on the invasion and metastasis of nasopharyn-

geal carcinoma (NPC). Methods The experiment was conducted in the laboratory of the Medical Research Center of Kailuan
General Hospital in June 2024. A lentiviral vector overexpressing SHP2 was constructed and used to infect THP-1 monocytes
to establish a stable macrophage model overexpressing SHP2 (SHP2-THP-1). Cells were divided into blank control group,
THP-1 group, and SHP2-THP-1 group, and co-cultured with conditioned medium from NPC CNE-1 cells. Quantitative real-

time PCR (qRT-PCR) and Western blot were used to detect the expression of M2 polarization markers (IL-10, Arg1, CD163,
CD206) and key proteins in the IL-6/STAT3 and PI3K/AKT signaling pathways. The effects of supernatants from each group
on the migration and invasion abilities of CNE-1 cells were evaluated using wound healing and Transwell assays. Ｒesults

Compared with the blank control group, the mRNA expression levels of M2 markers (IL-10, Arg1, CD163, CD206) in THP-1
cells treated with CNE-1 conditioned medium were significantly increased (P <0.05). Compared with the THP-1 group, the
SHP2 overexpression group (SHP2-THP-1) showed a significant decrease in the expression of these M2 markers (P <0.05).
Western blot analysis revealed that overexpression of SHP2 significantly inhibited the protein expression of IL-6, p-STAT3
(Tyr705), p-PI3K, and p-AKT (Ser473) (P <0.05). Functional assays demonstrated that the migration rate and invasion number
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of CNE-1 cells were significantly higher in the THP-1 supernatant group than in the blank control group (P <0.05), whereas
these parameters were significantly lower in the SHP2-THP-1 supernatant group compared with the THP-1 supernatant group
(P <0.05). Conclusion SHP2 inhibits tumor microenvironment-induced M2 polarization of macrophages by suppressing IL-6/
STAT3 and PI3K/AKT signaling, thereby attenuating NPC cell invasion and metastasis. These findings highlight the
therapeutic potential of targeting the SHP2-immunometabolic axis in NPC.
【Key words】 Nasopharyngeal carcinoma; Invasion and metastasis;M2-polarized tumor-associated macrophages;Src

homology 2 domain-containing protein tyrosine phosphatase

鼻咽癌( nasopharyngeal carcinoma，NPC) 起源于鼻
咽内膜，是一种罕见的癌症类型，占全球所有新发病例

的 0．7%和所有癌症相关死亡的 0．8%［1］。由于其具有
放射敏感和化学敏感特性以及根深蒂固的解剖位置，

单独放疗和同步放化疗是鼻咽癌的主要治疗方法［2］，

但是 NPC患者预后极差，而且在所有头颈癌中，NPC
具有较高的远处转移倾向。因此，探讨 NPC 侵袭和转
移的分子机制对于开发新的治疗方法至关重要。肿瘤
相关巨噬细胞 ( tumor-associated macrophage，TAM) 作
为一种在形态、功能和组织位置方面极其异质的细胞
群，是肿瘤微环境的重要组成部分。TAM 主要分为
M1型和M2型 2种类型，研究表明，M1 TAM诱导炎性
反应并在抗肿瘤活性中起关键作用，而 M2 TAM 与肿
瘤生长、血管生成和免疫抑制功能有关，对 NPC 的预
后有非常重要的影响［3-4］。含 Src同源 2( SH2) 结构域
蛋白酪氨酸磷酸酶 ( Src homology 2 domain-containing
protein tyrosine phosphatase，SHP2) 由 PTPN11 基因编
码，是一种非受体磷酸酪氨酸磷酸酶［5］。最近研究指
出，SHP2在调节 TAM 极化及其功能中起着至关重要
的作用，但其存在巨大的异质性，在不同肿瘤及不同的

肿瘤微环境中功能不同［6-9］，尤其在 NPC 中的研究甚
少。因此，本研究基于 NPC 肿瘤微环境调控 TAM 向
M2极化的作用［10］，进一步探讨 SHP2对该通路的影响
及具体的分子机制，进而明确 SHP2通过抑制巨噬细胞
M2极化参与 NPC侵袭与转移的分子机制，报道如下。
1 材料与方法
1．1 材料与试剂 ( 1) 材料: THP-1细胞( 上海中科院
细胞库，编号 TCHu 57) ; 鼻咽癌 CNE-1 细胞 ( 上海中
科院细胞库，编号 SCSP-502) 。( 2) 试剂: DMEM/F12
培养基( Gibco，货号 11330032) ; 胎牛血清 ( Gibco，货
号 10099141) ; 胰蛋白酶消化液 ( 北京索莱宝，货号
T1300 ) ; 青 霉 素 － 链 霉 素 溶 液 ( HyClone，货 号
SV30010 ) ; ＲNA 反 转 录 试 剂 盒 ( Takara，货 号
ＲＲ047A) ; SYBＲ Green 实时荧光定量 PCＲ 试剂盒
( Takara，货号 ＲＲ820A) ; IL-6 抗体 ( Cell Signaling，货
号 12912 ) ; STAT3 抗体 ( Cell Signaling，货号 9139 ) ;

p-STAT3 ( Tyr705) 抗体 ( Cell Signaling，货号 9145 ) ;
p-PI3K p85 抗体 ( Cell Signaling，货号 17366 ) ; p-AKT
( Ser473) 抗体( Cell Signaling，货号 4060) ; GAPDH 抗
体( Proteintech，货号 60004-1-Ig) 。
1．2 实验方法 2024 年 6 月在开滦总医院医学研究
中心实验室进行实验。
1．2．1 细胞培养与处理: THP-1和 CNE-1细胞均采用
含 10%胎牛血清、100 U /ml 青霉素和 100 mg /L 链霉
素的 DMEM/F12 培养基，在 37℃、5% CO2 条件下培

养。细胞传代至 80%融合度时进行实验。为制备条
件培养基，CNE-1 细胞培养 48 h 后收集上清液，经离
心( 2 000 r /min，10 min) 和 0．22 μm 滤膜过滤，获得
CNE-1-CM。将 THP-1 和 SHP2-THP-1 细胞分别与
CNE-1-CM共培养 48 h，更换为完全培养基继续培养
24 h，收集上清液，离心过滤后得 THP-1-CM 和 SHP2-
THP-1-CM，用于后续实验。
1．2．2 实验分组: ( 1) 巨噬细胞 M2极化及相关信号通
路检测实验。设空白对照组: THP-1 细胞常规培养
( 不添加 CNE-1条件培养基) ; CNE-1-CM组: THP-1细
胞与 CNE-1条件培养基( CNE-1-CM) 共培养; SHP2 过
表达组: SHP2-THP-1细胞( 稳定过表达 SHP2 的 THP-
1细胞 ) 与 CNE-1-CM 共培养。采用 qＲT-PCＲ 检测
M2 标志物 ( IL-10、Arg1、CD163、CD206、INOS) ，采用
Western blot 检测信号通路蛋白 ( IL-6 /STAT3、PI3K /
AKT) 。( 2) 功能实验( 细胞迁移和侵袭) 。设空白对
照组: CNE-1细胞常规培养 ( 不添加巨噬细胞条件培
养基) ; THP-1-CM 组: CNE-1 细胞与 THP-1 条件培养
基( THP-1-CM) 共培养; SHP2-THP-1-CM 组: CNE-1细
胞与 SHP2-THP-1条件培养基( SHP2-THP-1-CM) 共培
养。用于细胞划痕实验和 Transwell 实验，评估 CNE-1
细胞的迁移和侵袭能力。
1．2． 3 SHP2 过表达慢病毒载体构建: 根据 NM _
001330437．2通过 PCＲ扩增技术获得全长 1 794 bp 的
目的片段，将 PCＲ 所得片段回收、酶切后交换入线性
化载体 pLVX-zsGreen-C1 进行转化，送上海生工生物
工程技术服务有限公司进行测序。然后进行慢病毒的
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包装、纯化及滴度测定。
1．2．4 SHP2过表达慢病毒感染 THP-1细胞:在 THP-
1细胞上应用制备完成的 pLVX-zsGreen-C1-SHP2 慢
病毒液感染 48～96 h 后，感染效率达到 80%时提取细
胞的 ＲNA，将 ＲNA反转录成 cDNA，用 qＲT-PCＲ 法对
SHP2过表达慢病毒的感染效率进行检测。
1．2．5 细胞划痕实验: 制备细胞混悬液进行细胞计
数，将待测细胞调至合适浓度后，将细胞接种于 6孔板
上。在 5%二氧化碳培养箱中进行 37℃孵育 24 h。在
细胞密度达到 70%后，使用 200 μl无菌移液管进行愈
合实验，将划痕尖端尽可能垂直于细胞，确保各组划痕

宽度基本相同。用 PBS 洗涤细胞 2 次，然后在 5%
CO2 无血清培养基中孵育 24 h。分别在 0 h和 48 h拍
照，测量愈合距离。
1．2．6 Transwell实验: 用无血清培养基以 1 ∶8的比例
稀释基质胶，包裹在转孔底部的膜上表面，在 37℃的
培养箱中孵育 4 h，将基质胶聚合成凝胶待用。将细胞
在无血清培养基中重悬。在 Transwell 的上室加入
100 μl的细胞悬液，下室加入 600 μl 的含血清的培养
基 48 h。用棉签去除膜上表面未迁移的细胞，将膜下
表面的细胞用多聚甲醛固定。清洗后结晶紫染色，在
倒置显微镜下计数细胞。
1．2．7 ＲT-PCＲ检测 mＲNA表达水平:提取细胞后按照
试剂说明书的步骤提取总 ＲNA，引物序列见表 1，按照
SuperScriptTM IV First-Stand Synthesis System试剂盒说明
书步骤进行逆转录合成 cDNA，置于－80℃冰箱备用。
以 GAPDH为内参，qＲT-PCＲ 条件: 95℃预变性 5 min，
95℃变性、55℃退火 /延伸 30 min 重复 40个循环，仪器
默认设置溶解曲线分析，每组重复 3次。以 GAPDH为
内参、采用 2-ΔΔCT方法计算每个基因的相对表达量。

表 1 各 mＲNA引物序列
Tab．1 Primer sequences of mＲNA

基因 上游引物 下游引物

GAPDH 5＇-TGTGAACGGATTTGG-
CCGTA-3＇

5＇-GATGGGCTTCCCGTT-
GATGA-3＇

SHP2 5＇-CTTTCCGTTAGAAGA-
AATGG-3＇

5＇-ATGTAATACTGGACC-
AACTC-3＇

IL-10 5＇-GACTTTAAGGGTTAC-
CTGGGTTG-3＇

5＇-TCACATGCGCCTTGA-
TGTCTG-3＇

Arg1 5＇-CTCTACAAATTCCCT-
CTTGG-3＇

5＇-AGAGTCCCACTCTAT-
GTATG-3＇

CD163 5＇-GCTGTGGTAACTTGC-
ATCCTG-3＇

5＇-GCAGTAGTGTTCCAC-
CCATCA-3＇

CD206 5＇-CTGCAGATGGAAACA-
TCTAA-3＇

5＇-GATCCAGATAAACAC-
ATGCT-3＇

INOS 5＇-CAAGACACACTTCAC-
CATAA-3＇

5＇-ATTCGATAGCTTGAG-
GTAGA-3＇

1．2．8 Western blot 检测蛋白表达水平: 提取细胞，使
用细胞裂解液裂解后用 BCA法检测细胞蛋白浓度，进
行蛋白定量后－20℃条件下储存。配 SDS-PAGE 电泳
胶，随后进行电泳、转膜、封闭，洗膜后分别加入 IL-6、
STAT3、p-STAT3、p-PI3K、p-AKT 一抗，4℃孵育过夜，
于次日回收一抗并洗膜后加入二抗，室温孵育 2 h 后
回收洗膜，ECL 超敏发光显影。选择 GAPDH 为内参
基因，采用 ImageJ 软件检测条带灰度值并进行比较。
每组实验重复 3次。
1．3 统计学方法 使用 Graphpad Prism 8．0 进行数据
统计及数据图绘制。符合正态分布的计量资料以均
数±标准差表示，方差齐时多组间比较采用单因素方
差分析( One-way ANOVA) ，两两比较使用 LSD 法; 方
差不齐时采用Welch’s ANOVA，两两比较使用 Games-
Howell法;非正态分布数据采用 Kruskal-Wallis 秩和检
验。P＜0．05为差异有统计学意义。
2 结 果
2．1 SHP2过表达慢病毒载体构建及稳定细胞系验证
测序比对结果显示，插入片段与目的序列 ( NM_

001330437．2) 完全一致 ( Identities = 100%) ，成功构建
pLVX-zsGreen-C1-SHP2慢病毒表达载体。用该慢病
毒感染 THP-1 细胞 72 h 后，感染效率达 80%以上。
qＲT-PCＲ 检测结果显示，与空白对照组 SHP2 的
mＲNA表达水平 ( 1． 00 ± 0． 05 ) 比较，SHP2 过表达组
( 5．45±0．72) 表达水平显著升高( t = 10．679，P＜0．01) ，
表明稳定过表达 SHP2的巨噬细胞模型构建成功。
2．2 各组巨噬细胞 M2型极化标志物比较 qＲT-PCＲ
结果显示，与空白对照组比较，CNE-1-CM 组 M2 型巨
噬细胞标志物 ( IL-10、Arg1、CD163、CD206) 的 mＲNA
表达水平均显著上调( P＜0．05) ，而 M1 型标志物 INOS
的表达无显著变化。与 CNE-1-CM组相比，SHP2过表
达组的 M2 型标志物 ( IL-10、Arg1、CD163、CD206 )
mＲNA表达均显著下降 ( P＜0．05) ，INOS 表达仍无显
著差异，表明 NPC细胞 CNE-1 通过分泌某些因子，能
够诱导巨噬细胞向 M2表型极化，SHP2 过表达能够有
效逆转由 NPC细胞诱导的巨噬细胞 M2极化，见图 1。
2．3 SHP2 通过抑制 IL-6 /STAT3 和 PI3K /AKT 信号
通路发挥作用 Western blot检测结果表明，与 CNE-1-
CM组比较，SHP2 过表达组中 IL-6、p-STAT3、p-PI3K
和 p-AKT的蛋白磷酸化水平均显著降低 ( P＜0．05) 。
表明 SHP2 抑制 M2 极化的分子机制与下调 IL-6 /
STAT3和 PI3K /AKT 信号通路的活性密切相关，见
图 2。
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注:与空白对照组比较，aP＜0．05;与 CNE-1-CM组比较，bP＜0．05。

图 1 各组细胞 IL-10、Arg1、CD163、CD206 和 INOS mＲNA 表
达水平比较

Fig．1 Comparison of IL-10，Arg1，CD163，CD206 and INOS
mＲNA expression levels of cells in each group

注:与 CNE-1-CM组比较，aP＜0．05。

图 2 各组细胞 IL-6/STAT3-PI3K /AKT 通路关键蛋白表达的
比较

Fig． 2 Comparison of key protein expression of IL-6/STAT3-
PI3K /AKT pathway in cells of each group

2．4 SHP2通过抑制 M2极化削弱 NPC细胞的侵袭和
迁移能力 细胞划痕和 Transwell 实验结果显示，与空

白对照组比较，THP-1-CM 组 CNE-1 细胞迁移和侵袭
显著增加( P＜0．01) ;与 THP-1-CM组比较，SHP2-THP-
1-CM 组 CNE-1 细胞的迁移和侵袭显著抑制 ( P ＜
0．01) 。表明 SHP2通过阻断巨噬细胞的 M2极化，间接
抑制 NPC细胞的侵袭转移能力，见图 3～5。

注:与空白对照组比较，aP＜0．01;与 THP-1-CM组比较，bP＜0．01。

图 3 不同巨噬细胞条件培养基对 CNE-1细胞迁移和侵袭的
影响

Fig．3 Effects of different macrophage conditioned media on migra-
tion and invasion of CNE-1 cells

图 4 各组细胞划痕实验结果
Fig．4 Cell scratch test results of each group

图 5 各组 Transwell实验结果( 结晶紫染色，×100)
Fig．5 Transwell experiment results of each group

3 讨 论
本研究揭示了酪氨酸磷酸酶 SHP2 通过靶向 IL-

6 /STAT3和 PI3K /AKT信号通路调控 TAMs M2 极化，
进而调控 NPC 侵袭转移的分子机制。这一发现不仅
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拓展了 SHP2在肿瘤免疫微环境中的非经典功能，更
为靶向 SHP2-免疫代谢轴的精准治疗提供了理论依
据。然而，SHP2 在肿瘤微环境中的调控网络具有高
度的复杂性，其功能可能因细胞类型、信号通路的时空
激活状态及肿瘤异质性而呈现显著差异。
近年研究发现，M2 巨噬细胞的极化与糖酵解和

脂肪酸氧化 ( FAO) 的代谢重编程密切相关。本实验
中，SHP2过表达导致 M2标志物 IL-10和 Arg1的显著
下调，提示 SHP2可能通过抑制 STAT3 /AKT依赖的代
谢酶( 如 HK2、ACLY) 表达，阻断 M2极化的能量供给。
这一假设与姚小暄等［10］关于 SHP2 调控巨噬细胞线
粒体呼吸链功能的研究相呼应。进一步研究可通过代
谢组学分析 SHP2 对巨噬细胞代谢产物 ( 如乳酸、
ATP ) 的影响，并利用 2-DG ( 糖酵解抑制剂 ) 或
Etomoxir( FAO 抑制剂) 验证代谢通路的关键性［11］。
本研究发现，SHP2 过表达显著抑制 IL-6 /STAT3 和
PI3K /AKT通路的磷酸化水平，提示 SHP2可能通过去
磷酸化作用直接靶向 STAT3( Tyr705) 和 AKT( Ser473)
的关键激活位点。这与既往研究报道的 SHP2 在肿瘤
细胞中通过 ＲAS-MAPK 通路发挥促癌作用形成鲜明
对比［12-13］。值得注意的是，SHP2 对 STAT3 的调控可
能具有双重性:一方面，SHP2 通过去磷酸化 STAT3 的
Tyr705 位点抑制其核转位与转录活性; 另一方面，
SHP2可能通过增强 PTEN 的稳定性间接抑制 PI3K /
AKT通路［14-15］。然而，本研究尚未通过 Co-IP 或磷酸
酶活性缺失突变体 ( 如 SHP2-C459S ) 明确 SHP2 与
STAT3 /AKT的直接相互关系。未来需结合结构生物
学手段( 如冷冻电镜) 解析 SHP2-STAT3 /AKT 复合物
的结合界面，以揭示其精确的分子调控机制。

IL-6 /STAT3与 PI3K /AKT 通路并非独立运作，而
是通过多重交叉调控形成正反馈环路。例如，STAT3
可直接转录激活 PI3K 催化亚基 p110δ 的表达，而
AKT又可磷酸化 STAT3 的 Ser727 位点增强其转录活
性［16-17］。本研究发现，SHP2 对两条通路的同步抑制
可能打破这一协同性，但其具体机制仍待阐明。一种
可能的解释是，SHP2 通过去磷酸化 STAT3 的 Tyr705
位点，阻断其与 PI3K 调控亚基 p85 的相互作用，从而
抑制 PI3K /AKT 的活化。此外，SHP2 可能通过调控
SOCS3( STAT3的负反馈调节因子) 的表达间接影响通
路活性［17-18］。未来可借助双荧光报告系统( 如 STAT3-
luc /PI3K-luc) 实时监测通路活性的时空变化。本研究
表明，SHP2缺失的 M2-TAM 通过分泌 CCL18 激活鼻
咽癌细胞的 EMT 进程。然而，TAM 衍生的其他因子
( 如 TGF-β、VEGF) 是否参与这一过程仍需探讨。值

得注意的是，SHP2 可能通过调控巨噬细胞的分泌体
( Secretome) 组成影响肿瘤－基质互作，SHP2 缺陷的巨
噬细胞可能高表达 PD-L1，从而增强免疫抑制微环
境［19-24］。结合单细胞测序技术解析 SHP2 调控的分泌
因子网络，将有助于全面理解其免疫代谢调控功能。
近年来，SHP2抑制剂( 如 ＲMC-4630、TNO155) 在实体
瘤临床试验中展现出显著疗效，但其作用机制多局限

于阻断肿瘤细胞自主性信号 ( 如 ＲAS-MAPK) 。本研
究首次提出 SHP2抑制剂可能通过重塑免疫微环境发
挥抗肿瘤作用，这为联合免疫检查点抑制剂( 如抗 PD-
1) 提供了理论依据。例如，SHP2 抑制可能通过减少
M2-TAM浸润和增强 CD8+ T细胞毒性，实现“去抑制－
再激活”的双重效应［25-27］。然而，SHP2 在 T 细胞功能
调控中的作用尚存争议，SHP2 缺陷可能抑制 T 细胞
受体信号传导，提示需谨慎评估其免疫毒性［28-30］。
尽管本研究在体外模型中系统验证了 SHP2-M2

极化轴的调控机制，但仍存在以下不足: 首先，THP-1
细胞系在分化过程中可能无法完全模拟体内巨噬细胞

的异质性，原代巨噬细胞或患者源性类器官模型将提

高结论的可靠性。其次，缺乏转基因小鼠或人源化小
鼠模型验证 SHP2 对肺转移的抑制作用，无法明确其
在复杂微环境中的整体效应。
综上所述，本研究系统阐明了 SHP2 通过 IL-6 /

STAT3-PI3K /AKT通路抑制巨噬细胞 M2 极化，进而
抑制 NPC侵袭转移的分子机制。这一发现不仅拓展
了 SHP2的生物学功能认知，更为 NPC 的免疫代谢治
疗提供了新靶点。未来研究需聚焦于通过多学科交叉
与技术创新，靶向 SHP2-免疫代谢轴有望成为突破
NPC治疗瓶颈的关键策略。
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