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［摘要］ 背景与目的：乳腺癌是危害女性健康及生命的主要恶性肿瘤之一，

其发病率位居女性癌症前列。核苷酸结合寡聚化结构域样蛋白1（nucleotide-
binding oligomerization domain containing 1，NOD1）属于模式识别受体家族，

参与调节多种癌症的免疫微环境。然而，NOD1对乳腺癌免疫微环境的调控

作用和机制尚不清楚。本研究旨在探索乳腺癌NOD1对其免疫微环境中肿瘤

相关巨噬细胞（tumor-associated macrophages，TAM）的影响，并探讨此影

响的具体机制。方法：利用公共数据库分析和多重免疫组织化学（multiplex 
immunohistochemistry，mIHC）评估人乳腺癌NOD1表达水平与免疫浸润的相

关性。通过多色流式细胞术分析过表达NOD1的移植瘤样本中免疫细胞的组成

与变化。采用趋化实验模型和定量反转录聚合酶链反应（quantitative real-time 
polymerase chain reaction，qRT-PCR）在体外探究过表达NOD1的乳腺癌细胞对

巨噬细胞趋化和极化功能的影响。构建原位移植瘤模型，采用流式细胞术分析

乳腺癌移植瘤NOD1对巨噬细胞的募集和极化情况的影响。利用荧光活化细胞分

选技术（fluorescence-activated cell sorting，FACS）分选过表达NOD1的乳腺癌

干细胞预处理的巨噬细胞并与普通乳腺癌细胞构建共培养模型，使用流式细胞

术检测NOD1驯化的巨噬细胞对乳腺癌细胞干性的影响。结果：公共数据库分

析及多色流式细胞术结果显示，NOD1与TAM的浸润具有相关性（P＜0.01）。

体外功能实验显示，过表达NOD1的乳腺癌细胞能显著促进巨噬细胞的趋化

（P＜0.001），并显著上调M2型巨噬细胞标志物的表达。与对照组相比，过

表达NOD1的乳腺癌移植瘤可显著富集巨噬细胞，并促进其向M2表型的极化| 
（P＜0.01）。同时，NOD1驯化的巨噬细胞又能作用于肿瘤细胞，通过上调

乳腺癌细胞中乳腺癌干细胞的比例（P＜0.05），促进乳腺癌的恶性进展。 
结论：乳腺癌中NOD1通过招募巨噬细胞并诱导其向M2型TAM极化重塑免疫微

环境，同时，NOD1驯化的巨噬细胞可增强乳腺癌细胞的干性，促进乳腺癌进

展。NOD1是乳腺癌的潜在治疗靶点之一。

［关键词］ 乳腺癌；核苷酸结合寡聚化结构域样蛋白1；肿瘤相关巨噬细胞；免

疫微环境；癌干细胞
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［Abstract］ Background and purpose: Breast cancer is one of the leading malignancies affecting women’s health, with high 
incidence. Nucleotide-binding oligomerization domain containing 1 (NOD1), a member of the pattern recognition receptor family, is 
involved in regulating the immune microenvironment in various cancers. However, the specific regulatory functions and mechanisms 
of NOD1 in the breast cancer immune microenvironment remain unclear. This study aimed to investigate the effects of NOD1 on 
tumor-associated macrophages (TAM) within the breast cancer immune microenvironment and to explore the underlying mechanisms 
involved. Methods: The public databases and multiplex immunohistochemistry (mIHC) were utilized to analyze the correlation 
between NOD1 expression and immune infiltration in human breast cancer. Multicolor flow cytometry was performed to assess the 
immune cell composition and changes in NOD1-overexpressing breast tumor allografts. In vitro, chemotaxis assays and quantitative 
real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) were used to evaluate the effect of NOD1-overexpressing breast cancer cells on 
macrophage chemotaxis and polarization. Additionally, the effect of NOD1 on macrophage recruitment and polarization in breast 
tumor allografts was assessed by flow cytometry. Fluorescence-activated cell sorting (FACS) was used to isolate macrophages 
pre-conditioned by NOD1-overexpressing breast cancer stem cells, which were then cocultured with parental breast cancer cells. 
Flow cytometry was used to assess the impact of NOD1-conditioned macrophages on the stemness of breast cancer cells. Results: 
The database analysis and multicolor flow cytometry results demonstrated significant correlations between NOD1 expression and 
TAM infiltration (P＜0.01). In vitro functional assays of macrophages demonstrated that NOD1-overexpressing breast cancer cells 
enhanced macrophage chemotaxis (P＜0.001) and upregulated the expression of M2 macrophage markers. Compared with control 
groups, NOD1-overexpressing breast tumor allografts showed increased macrophage infiltration and polarization (P＜0.01). NOD1-
educated macrophages promoted malignant progression of breast cancer by increasing the proportion of breast cancer stem cells  
(P＜0.05). Conclusion: In breast cancer, NOD1 remodels the immune microenvironment by recruiting macrophages and inducing 
their polarization towards the M2 phenotype. Furthermore, NOD1-educated macrophages enhance breast cancer cell stemness, 
thereby accelerating tumor progression. NOD1 represents a potential therapeutic target in breast cancer.
［Key words］ Breast cancer; Nucleotide-binding oligomerization domain containing 1; Tumor-associated macrophages; Immune 
microenvironment; Cancer stem cell

乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤之一，其发病

率和死亡率均位居女性癌症的前列［1］。目前，

发生远处转移的晚期乳腺癌患者仍不可完全治 
愈［2］。近年来肿瘤的免疫疗法不断发展，免

疫检查点阻断（immune checkpoint blockade，
ICB）等免疫疗法的应用在一定程度上改善了乳

腺癌患者的预后［3-4］。然而，受到肿瘤免疫微环

境（tumor immune microenvironment，TIME）组

分、肿瘤免疫原性等的影响，免疫治疗面临着长

期疗效难维持、治疗耐受等瓶颈，阐明乳腺癌与

免疫微环境的相互作用机制是解决这些问题的 
关键［5-7］。

作为TIME的核心组分，免疫细胞通过复杂

的调控网络参与肿瘤发展、转移及耐药等关键病

理学过程［4］。其中，肿瘤相关巨噬细胞（tumor-
associated macrophage，TAM）的调控机制具有

典型意义，有研究［8］表明，肿瘤能够通过多种

信号通路募集并激活巨噬细胞，促使其极化为促

肿瘤的M2样表型。同时，此类TAM可通过三重

作用机制促进肿瘤进展：① 分泌血管内皮生长因

子（vascular endothelial growth factor，VEGF）
诱导血管生成；② 释放基质金属蛋白酶（matrix 

metalloproteases，MMP）介导细胞外基质重塑；

③  表达程序性死亡蛋白配体-1（programmed 
death ligand-1，PD-L1）等免疫检查点分子抑制

T细胞功能［9］。在乳腺癌中，乳腺癌细胞能够通

过募集和极化TAM以重塑免疫抑制微环境［10］。

这种免疫细胞的重编程现象为探索靶向肿瘤微环

境的联合治疗策略提供了新的切入点。

核 苷 酸 结 合 寡 聚 化 结 构 域 样 蛋 白 1
（nucleotide-binding oligomerization domain 
containing 1，NOD1）属于模式识别受体家族，

是机体先天性免疫的重要组成部分［11］。NOD1
蛋白可识别多种细菌细胞壁中的保守片段，招

募信号分子激活下游经典核因子-κB（Nuclear 
Factor Kappa-B，NF-κB）信号通路，驱动机体

产生炎症反应［12-13］。临床数据分析显示，乳腺

癌细胞中NOD1的高表达与接受新辅助化疗患

者不良预后显著相关。机制研究［14］进一步揭

示，NOD1作为乳腺癌干细胞中高表达的特征分

子，可通过增强肿瘤细胞干性、提升其化疗耐药

性等方式促进乳腺癌的恶性进展。同时，近期 
研究［15-16］显示，NOD1在结直肠癌、肝细胞癌等

癌症的免疫微环境调节中也发挥重要作用：在肠
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炎诱导肠癌的小鼠模型中，肿瘤浸润的骨髓来源

的抑制性细胞（myeloid-derived suppressor cells，
MDSC）的NOD1在炎癌转化过程中被激活，调

控小鼠局部形成免疫抑制微环境，促进结肠癌发

展；肝癌TAM中NOD1的激活可导致细胞内游离

脂肪酸的积累，促进相关分子的膜定位，最终激

活CD8+ T淋巴细胞介导的抗肿瘤免疫。然而，

NOD1是否通过重塑免疫微环境以促进乳腺癌的

恶性进程目前尚不清楚，有待进一步探索。本研

究旨在利用体内、体外实验揭示乳腺癌细胞中

NOD1m表达水平与TIME塑造的关系，期望为解

析乳腺癌进展的具体机制提供新见解，并为新治

疗策略的开发提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 组织样本

本实验所采用的13例原位乳腺癌患者的组织

样本石蜡切片来自复旦大学附属肿瘤医院。本研

究经复旦大学附属肿瘤医院医学伦理委员会审查

批准（伦理批号：050432-4-2307E），患者均已

签署知情同意书。

1.1.2 细胞及小鼠

人源性乳腺癌细胞系S U M 1 5 9购自美国

Asterland Bioscience公司，人源性乳腺癌细胞系

MDA-MB-231、人源性急性单核细胞白血病细

胞系THP-1、鼠源性乳腺癌细胞系4T1均购自美

国典型培养物保藏中心（American Type Culture 
Collection，ATCC）细胞库。

1.1.3 主要试剂和耗材

DMEM、RPMI-1640、Han’s F12、胎牛血清

（fetal bovine serum，FBS）均购自美国Gibco公
司，磷酸缓冲盐溶液（phosphate-buffered saline，
PBS）、嘌呤霉素均购自美国Sigma-Aldrich公
司，100×链霉素-青霉素溶液购自碧云天生物

技术（上海）有限公司，胰岛素、4 ’ ,6 -二脒

基-2-苯基吲哚（4’,6-diamidino-2-phenylindole，
DAPI）均购自北京兰杰柯科技有限公司，氢

化可的松购自上海阿拉丁生化科技股份有限公

司，佛波酯（phorbol 12-myristate 13-acetate，
PMA）购自美国MedChemExpress公司，酪酰胺

信号放大（tyramide signal amplification，TSA）

多重免疫荧光 /多重免疫组织化学（multiplex 
immunohistochemistry，mIHC）试剂盒、即用型

TSA荧光六标七色试剂盒、mIHC专用抗体洗脱

液均购自碱基天工（上海）生物科技有限公司，

非连接酶依赖的一步克隆试剂盒、第二代高效全

长cDNA一步合成试剂盒、AceQ通用型qPCR预

混液均购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司，

RNAiso Plus购自宝日医生物技术（北京）有限公

司，Transwell小室购自美国Corning公司。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养

SUM159细胞在含有5% FBS、1%链霉素-
青霉素、5 mg/mL胰岛素和1 μg/mL氢化可的松

的Han’s F12培养基中培养；MDA-MB-231细胞

和4T1细胞在含有5% FBS、1%链霉素-青霉素、

4 μg/mL庆大霉素的RPMI-1640培养基中培养；

THP-1细胞在含有10% FBS、1%链霉素-青霉素的

RPMI-1640培养基中培养；HEK-293T细胞在含

有10% FBS、1%链霉素-青霉素的DMEM培养基

中培养。所有细胞均置于37 ℃、CO2体积分数为

5%的细胞培养箱中培养，当细胞汇合度达到80%
左右时进行传代。使用THP-1进行趋化实验、共

培养前需诱导其分化为巨噬细胞，将THP-1维持

在PMA浓度为185 ng/mL的完全培养基中6 h即可

用于后续实验。

1.2.2 质粒构建、慢病毒生产和转染

使用SUM159细胞系的cDNA扩增人NOD1
全长开放阅读框，利用一步克隆试剂盒将其克

隆到pSIN-EF1a-IRES-Puro载体中，在NOD1的
C端引入FLAG标签。使用聚乙烯亚胺进行转

染。当HEK-293T细胞汇合度达到80%左右时，

按核心质粒∶包装质粒（psPAX2）∶包膜质粒

（pMD2. G）=10∶6∶3的比例计算各质粒用量，

共转染至HEK-293T细胞中，产生高滴度的慢病

毒，使用慢病毒转染乳腺癌细胞，使用嘌呤霉素

筛选并得到稳定转入目的基因的细胞系。

1.2.3 趋化实验和共培养实验

对于趋化实验，使用 8  μ m 孔径的 2 4 孔

transwell小室与24孔板构建巨噬细胞的趋化测定

模型。将SUM159细胞（2×104个细胞/孔）接种

于下室，将已诱导THP-1（1×105个细胞/孔）接

种于上室。培养18~24 h后，擦除留在transwell
小室上膜的未募集THP-1。募集到下膜表面的

THP-1用4%多聚甲醛固定液固定，随后使用0.1%
结晶紫染色。洗涤后，使用显微镜对募集细胞成

像，并使用Image J软件计数。对于共培养实验，

将已诱导的THP-1（2×104细胞/板）与乳腺癌细

胞（5×104细胞/板）在10 cm培养皿中混合培养

5  d，以CD45作为标志物分选出巨噬细胞用于后

续定量反转录聚合酶链反应（quantitative real-
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time polymerase chain reaction，qRT-PCR）检测

和流式细胞术分析。

1.2 .4  流式细胞术和荧光活化细胞分选技术

（fluorescence-activated cell sorting，FACS）

为实现移植瘤样本中乳腺癌细胞的解离，用

摇床在37 ℃下消化肿瘤1 h，用40 μm滤网过滤

细胞悬液、去除聚集体。使用氯化铵溶液在室温

下裂解红细胞5 min，以336×g离心5 min，将肿

瘤组织制成单细胞悬液用于后续分析。进行移植

瘤的多色流式细胞数术分析时，使用CD45.2、
CD11b、Gr-1、F4 /80、MHCII、CD11c、
NKp46、CD19、CD3、CD4、CD8a、TIM3、
PD-1和PD-L1抗体标记收获的单细胞。将样品

悬浮于含有2% FBS和DAPI的1×PBS中，使用 
40 μm细胞滤网过滤后上机检测。

对于巨噬细胞的分析，使用CD45、CD11b、
F4/80和MHCII抗体标记巨噬细胞，随后对样本

进行固定和破膜处理，再使用CD206抗体标记

巨噬细胞。将样品悬浮于含有2% FBS和DAPI的
1×PBS中，使用40 μm细胞滤网过滤后上机检

测。若需从混合共培养模型中分离出巨噬细胞，

仅采用CD45抗体标记即可。

对于乳腺癌细胞的乙醛脱氢酶（acetaldehyde 
dehydrogenase，ALDH）活性检测，将解离

的单细胞重悬于含有底物BAAA（BODIPY-
aminoacetaldehyde）的ALDEFLUOR缓冲液中，

每样本设置加入DEAB的阴性对照，并在37 ℃培

养箱中温育40 min。染色后，将样品悬浮于含有

2% FBS和DAPI的1×PBS中，使用40 μm细胞滤

网过滤后进行检测。

所有的流式细胞术和FACS均使用MoFlo 
Astrios或CytoFlex分析仪进行，并通过FlowJo 
10.8.1软件进行数据处理。

1.2.5 总RNA抽提和qRT-PCR
使用R N A i s o  P l u s从肿瘤细胞中提取总

RNA，并使用HiScript Ⅱ第1链cDNA合成试剂盒

将总RNA反转录为cDNA。采用AceQ Universal 
S Y B R  q P C R预混液进行q RT- P C R，并使用

7300Plus qRT-PCR系统（Applied Biosystems）
收集荧光信号。 iNOS基因的上游引物序列为

5’-CAGCGGGATGACTTTCCAA-3’，下游引物

序列为5’-AGGCAAGATTTGGACCTGCA-3’；
IRF5基因的上游引物序列为5’-GGGCTTCAAT 
GGGTCAACG-3 ’，下游引物序列为5 ’ -GCC 
TTCGGTGTATTTCCCTG-3’；IRF4的上游引物序

列为5’-AGCGCATTTCAGTAAATGTAAACACA 

T-3’，下游引物序列为5’-TCTTGTGTTCTGTA 
GACTGCCATCA-3 ’；CD206的上游引物序列

为5’-TTCGGACACCCATCGGAATTT-3’，下游

引物序列为5’-CACAAGCGCTGCGTGGAT-3’；
内 参 照 t u b u l i n 蛋 白 的 上 游 引 物 序 列 为

5’-GCACAGGAGCCAAGAGTGAA-3’，下游引

物序列为5’-CACATCACAGCTCCCCACCA-3’。
所有引物均由生工生物工程（上海）股份有限

公司合成。采用2-ΔΔCt法比较目的基因的相对表 
达量。

1.2.6 小鼠和体内模型

4~5周龄的雌性BALB/c小鼠或NSG小鼠均

购自北京维通利华实验动物技术有限公司。在

23~25  ℃、无特定病原体的环境下将小鼠饲养

于标准动物笼中，在复旦大学实验动物中心进

行12 h的光照 -黑暗循环。动物实验按照复旦

大学实验动物护理指南进行，且经复旦大学附

属肿瘤医院机构审查委员会批准（JS-113），

经复旦大学实验动物科学部动物实验伦理审查

（202401FS0002）。将乳腺癌细胞悬液原位接

种于小鼠第4对乳腺脂肪垫处以获得乳腺癌原位

移植模型，定期测量肿瘤大小，当肿瘤直径达到

10~15 mm时采用颈椎脱臼法处死小鼠，收取样

本进行后续分析。

1.2.7 mIHC分析

使用WASci即用型TSA荧光六标七色试剂盒

中的单色荧光染料TSA-650、TSA-620、TSA-
520进行切片荧光染色。组织切片依次进行脱蜡

与水化、内源性过氧化物酶阻断及抗原修复处

理。随后使用3%牛血清白蛋白（bovine serum 
albumin，BSA）室温封闭非特异性位点，进

行抗体温育：首先使用鼠源CD68一抗与辣根

过氧化物酶标记的山羊抗鼠二抗温育，随后采

用单色荧光染料TSA-650进行荧光染色，使用

mIHC专用抗体洗脱液去除抗体复合物。重复上

述步骤，依次进行ARG1（TSA-520）和NOD1
（TSA-570）的染色。全部染色结束后，使用

1×PBS清洗切片，稍干后以含DAPI的抗荧光淬

灭封固剂封固。使用Akoya Phenocycler Fusion
多重荧光成像系统在同一曝光条件下采集图

像，并基于荧光强度与阳性面积对各标志物进

行定量分析。

1.3 统计学处理

采用GraphPad Prism 6.0软件进行图像处理和

统计学分析。对本研究的所有计量资料进行正态

性检验，n≤50时采用Shapiro-Wilk检验，n＞50
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时采用Kolmogorov-Smirnov检验，符合正态分布

者采用x±s表示，2组间数据比较采用Student t检
验，3组及以上数据比较采用方差分析。不符合

正态分布者以Median（Q1，Q3）表示，2组间数

据比较采用非参数Mann-Whitney U检验，3组及

以上数据比较采用Kruskal-Wallis检验。变量间的

相关性采用Spearman秩相关分析，并报告相关系

数（Rho）及其显著性（P值），采用散点图对

结果进行可视化。所有检验均为双侧，P＜0.05
为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 乳腺癌组织中NOD1表达水平与M2型巨噬

细胞的浸润呈显著正相关

为探究乳腺癌NOD1表达水平与免疫浸润的

关系，本研究采用肿瘤免疫评估资源（Tumor 
Immune Estimation Resource，TIMER）平台对

癌症基因组图谱（The Cancer Genome Atlas，
TCGA）数据库中1 100例乳腺癌样本的RNA-
seq数据进行了相关性分析。结果显示，乳腺癌

NOD1表达水平与调节性T（regulatory T，Treg）
细胞、MDSC、M1型巨噬细胞的浸润呈弱负相关

（Rho＜0，P＜0.05），与M2型巨噬细胞的浸润

呈显著正相关（Rho＞0.3，P＜0.001，图1A）。

已有研究［8］证明巨噬细胞能够接受多种信号刺

激极化为M2表型的TAM以促进肿瘤发展，因

此，我们推测乳腺癌中NOD1可能通过调节巨噬

细胞功能，塑造利于乳腺癌发展的免疫微环境。

为验证乳腺癌NOD1表达水平与M2型巨噬细胞浸

润情况的关系，本研究收集了复旦大学附属肿瘤

医院收治的13例原位乳腺癌患者的组织样本切片

进行mIHC分析。结果显示，NOD1（绿色）与

巨噬细胞标志物CD68（红色）及M2型巨噬细胞

标志物ARG1（橙色，图1B）显著共定位。定量

分析进一步表明，CD68与ARG1的表达水平均与

乳腺癌NOD1表达水平呈正相关（P ＜0.001，图

1C），提示乳腺癌NOD1表达水平与M2型巨噬细

胞的浸润密切相关，并可能在其功能调控中发挥

重要作用。

2.2 过表达NOD1的乳腺癌移植瘤中巨噬细胞的

状态发生显著变化

为进一步分析NOD1对乳腺癌免疫微环境组

成的影响，本研究构建了过表达NOD1的乳腺癌

原位移植瘤模型，对移植瘤中的免疫细胞进行了

多色流式细胞术分析。结果显示，过表达NOD1
的移植瘤样本中存在T细胞、B细胞、自然杀伤

（natural killer，NK）细胞、MDSC、巨噬细

胞、树突状细胞等多种免疫细胞的浸润，但与对

照组相比较无明显组成上的差异（图2B）。过表

达组中T细胞、NK细胞、DC细胞的比例与群体

定位出现一定程度的改变（图2C、2G、2H）；

B细胞、Tc1细胞、Treg细胞、MDSC变化不明显

（图2D、2E、2F、2I）。巨噬细胞在两组中均

占据较高比例，且其表型变化最为复杂，是组间

差异显著的群体之一（图2A、2J），过表达组巨

噬细胞的分布重心从偏右变为偏左，提示巨噬细

胞状态与定位发生变化。此外，M1型巨噬细胞

标志物MHCII的分布发生改变，在巨噬细胞的主

要群体中MHCII明显下调（图2J），提示乳腺癌

NOD1对TAM相关功能具有重要影响。上述结果

表明，乳腺癌中NOD1可能主要通过调节巨噬细

胞功能和亚群定位以重塑乳腺癌免疫微环境。

2.3 过表达NOD1的乳腺癌细胞能够增强巨噬细

胞的趋化和极化功能

为探究过表达NOD1的乳腺癌细胞对免疫微

环境中巨噬细胞趋化和极化功能的影响，本研究

分别采用趋化实验和共培养模型进行分析。结果

显示，NOD1过表达组的巨噬细胞穿膜数量显著

上升（图3A，P＜0.001），说明乳腺癌细胞中过

表达NOD1能够显著增强巨噬细胞的趋化功能。

在与过表达NOD1的乳腺癌细胞共培养后，巨噬

细胞中M2型标志物CD206和IRF4的mRNA表达

明显上调（图3B），提示过表达NOD1的乳腺癌

细胞在体外能够驱动巨噬细胞向M2表型极化。

在体内实验中，过表达NOD1的4T1乳腺癌移植

瘤组织内巨噬细胞（CD11b+F4/80+，P＜0.01）
及M2型巨噬细胞（F4/80+CD206+，P＜0.01）
比例均显著升高（图3C）。此外，NOD1敲降

的MDA-MB-231乳腺癌移植瘤中M1型巨噬细胞

（CD11b+MHCII+）呈下调趋势（图3D）。以上

结果说明，乳腺癌细胞能够通过NOD1招募巨噬

细胞并促进其向M2表型极化以重塑乳腺癌的免

疫微环境。

2.4 过表达NOD1的乳腺癌干细胞驯化的巨噬细

胞增强乳腺癌细胞干性

我们的前期研究［14］显示，NOD1在ALDH+

乳腺癌干细胞中高表达，是乳腺癌干性相关基因

之一，与乳腺癌的复发和耐药密切相关。因此，

本研究从过表达NOD1的乳腺癌细胞系中分选出

ALDH+乳腺癌干细胞，将其与巨噬细胞共培养，

收集过表达NOD1的ALDH+乳腺癌干细胞驯化的

巨噬细胞与乳腺癌细胞系混合共培养，检测共培



52 李董婧，等  NOD1通过重塑肿瘤相关巨噬细胞免疫微环境促进乳腺癌进展

养后乳腺癌细胞的ALDH活性（图4A），结果显

示，在过表达NOD1的乳腺癌干细胞共培养组中

分离的巨噬细胞诱导下，乳腺癌细胞中ALDH+

乳腺癌干细胞的比例显著升高，表明由过表达

NOD1的乳腺癌干细胞驯化的巨噬细胞能够显著

增强乳腺癌细胞的干性（P＜0.05，图4B和C）。

3 讨  论

乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤，全球乳腺癌

发病率逐年上升，这种趋势似乎仍在持续。尽管

针对乳腺癌已经进行了大量研究，治疗手段也不

断完善进步，但发生远处器官转移的晚期乳腺癌

仍然缺乏有效的治疗手段，患者预后较差，亟待

寻找可靠而有效的治疗策略［2］。

近年来，乳腺癌的免疫治疗不断发展，

在免疫检查点抑制剂（ immune  checkpo i n t 
inhibitors，ICI）和抗体药物偶联物（antibody-
drug conjugates，ADC）问世后，基于乳腺癌免

疫治疗的临床试验数量不断增加［4］。然而，免

疫治疗的效果受到TIME中免疫细胞表型和功能

图1  乳腺癌NOD1表达水平与免疫浸润的关系

Fig. 1  The correlation between NOD1 expression and immune cell infiltration in breast cancer

A: The correlation between NOD1 expression and immune cell infiltration in breast cancer was analyzed by TIMER platform on RNA-seq data from 
the TCGA database. P＞0.05: No significance, assessed by Spearman's rank correlation coefficient; Rho＞0, P＜0.05: Positive correlation, assessed 
by Spearman's rank correlation coefficient; Rho＜0, P＜0.05: Negative correlation, assessed by Spearman's rank correlation coefficient; |Rho|＞0.3, 
P＜0.05: Strong correlation, assessed by Spearman's rank correlation coefficient. B: Co-localization of NOD1 (green) with CD68 (red) and ARG1 
(orange) in breast cancer tissues by mIHC. Nuclei are stained with DAPI (blue). C: Correlation of NOD1 expression with CD68 (left) and ARG1 (right). 
The expression level of each marker was quantified by IHC scores integrating fluorescence intensity and positive area. Rho＞0, P ＜0.05: Positive 
correlation, assessed by Spearman's rank correlation coefficient.
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图2  NOD1过表达对乳腺癌移植瘤中免疫细胞浸润的影响

Fig. 2  Effect of NOD1 overexpression on the immune cell infiltration in breast tumor allografts

A, B: Flow cytometry analysis of immune cells in breast tumor allografts. C~J: Flow cytometry analysis of T cells (C), B cells (D), Tc1 cells (E), Treg 
cells (F), NK cells (G), DC cells (H), MDSC (I) and Macrophage (J). Axes labels are shown in panel A only and apply to all panels. The t-SNE-1 and 
t-SNE-2 axes are unitless dimensions representing the relative similarity between cells in high-dimensional space.
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的显著影响，其中，抑制性免疫细胞的浸润是癌

症对免疫疗法产生治疗抵抗的关键［17］。癌症中

常见抑制性免疫细胞群体包括Treg细胞、M2型
TAM和MDSC等［4，7］。在乳腺癌中，M2型TAM
的富集能够塑造免疫抑制微环境以促进乳腺癌发

展，靶向此类抑制性免疫细胞可以延缓肿瘤的恶

性进展［10，18］。我们期望探明乳腺癌与TIME中

免疫细胞的相互作用机制，为相关治疗策略提供

理论依据。

NOD1是核苷酸结合寡聚化结构域样受体

家族的成员，参与机体对多种微生物的抗感染

免疫反应［19-20］。多项研究表明，NOD1及其下

游分子RIP2对乳腺癌的转移、耐药具有重要作 
用［21-22］。我们过去的研究［14］证明了NOD1在乳

腺癌干细胞中高表达，能够增强乳腺癌细胞的

干性和化疗耐药性，在乳腺癌恶性进程中发挥

重要作用。然而，NOD1受体是否参与乳腺癌与

免疫微环境的相互作用过程尚不清楚。本研究对

TCGA数据库中的RNA-seq数据进行分析，对13
例原位乳腺癌患者的组织样本切片进行mIHC染

色，发现乳腺癌组织中NOD1的表达水平与M2型

图3  过表达NOD1的乳腺癌细胞对巨噬细胞趋化与极化功能的影响

Fig. 3  Effects of NOD1 overexpression in breast cancer cells on the chemotaxis and polarization of macrophages

A: The chemotaxis of THP-1(PMA treated) with or without NOD1-overexpressed cancer cell treatment was assessed by chemotaxis assay. B: mRNA 
levels of M2-type polarization markers in THP-1(PMA treated) with or without NOD1-overexpressed cancer cell treatment. C, D: Flow cytometry 
analysis of the macrophages in breast tumor allografts.

巨噬细胞的浸润显著相关；对过表达NOD1的乳

腺癌移植瘤样本进行多色流式细胞术分析，发现

乳腺癌细胞NOD1表达水平对巨噬细胞的功能及

亚群定位具有潜在影响。

巨噬细胞是肿瘤中募集的主要免疫细胞类型

之一，具有表型和功能上的多样性。有研究［23］

证明，巨噬细胞可被各种信号激活并极化为M1
样或M2样表型的TAM。本研究通过趋化模型及

表型测定在体内外探究了乳腺癌过表达NOD1对
巨噬细胞趋化和极化功能的影响。结果显示，乳

腺癌在体内外均能通过NOD1增强巨噬细胞的趋

化功能并促进其向M2型TAM极化。本研究在体

外构建共培养模型以探究NOD1驯化的巨噬细胞

对乳腺癌细胞的反作用，发现受过表达NOD1的
乳腺癌干细胞调控的巨噬细胞能够显著上调乳腺

癌细胞的干性，提示乳腺癌可通过NOD1调节巨

噬细胞的功能以重塑免疫微环境，并促进乳腺癌

的恶性进展。然而，由乳腺癌NOD1介导的此种

癌细胞-免疫细胞相互作用具体通过何种机制实

现尚不清楚。综合现有证据，NOD1影响乳腺癌

进展的机制可能涉及两方面：一方面是通过激活
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图4  过表达NOD1的乳腺癌干细胞驯化的巨噬细胞对乳腺癌细胞干性的影响

Fig. 4  NOD1-overexpressing breast cancer stem cell-educated macrophages modulate breast cancer cell stemness

A: Experimental flow diagram of continuous FACS and mixed-culture. B, C: Flow cytometry analysis of the percentage of ALDH+ breast cancer stem 
cells in breast cancer cell with or without NOD1-educated macrophages treatment.

MacrophagesEM

NOD1

EM

NOD1

Cancer cells (parental)

MacrophagesALDH+ cellsCancer cells ALDEFLUOR assay

Mixed-culture
2 d

FACSFACS Mixed-culture
3 d

200

150

100

50

0

EM

103 105104 106

P4 (1.51%)
SUM159

200

150

100

50

0
103102 105104 106

P4 (1.23%)
MDA-MB-231

200

150

100

50

0
103102 105104 106

P4 (2.87%)200

150

100

50

0

N
O

D
1

103 105104 106

ALDH

P4 (3.16%)

4

3

2

1

0

A
LD

H
+  c

el
l p

er
ce

nt
ag

e/
%

NOD1EM

P＜0.05B C

A

NF-κB等经典下游通路调控癌细胞干性和TAM功

能；另一方面则可能通过NOTCH信号轴发挥作

用。我们团队此前的研究［14］表明，NOD1可能

参与调控NOTCH1-HEY1信号轴。在乳腺癌中，

NOTCH1已被证实可通过上调转录因子ERBB2的
表达，增强乳腺癌干细胞的自我更新能力［24］；

该通路也参与微环境中MDSC、Treg细胞及TAM
等免疫抑制细胞的功能调控［25］。

然而，本研究仍存在一些局限。首先，

NOD1调控巨噬细胞募集和极化的直接下游效应

分子及信号轴尚未完全阐明；其次，针对NOD1
功能的遗传学验证仍有待补充，以进一步增强结

论的可靠性；最后，当前使用的鼠源移植瘤模型

与人类TIME存在固有差异。因此，后续研究将

在人源化小鼠等更具临床相关性的模型中，利用

基因操作手段深入探索NOD1的具体作用机制，

为确立靶向NOD1的乳腺癌治疗策略提供更坚实

的理论基础。

综上所述，本研究发现乳腺癌细胞可通过

NOD1增强巨噬细胞的趋化功能，并促进其向M2
型TAM极化，进而重塑免疫抑制微环境。
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