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STAT1通过调控APOL6表达促进喉癌组织中肿瘤相关

巨噬细胞脂质沉积

李晓明1，吴岳林1，2，徐振明3，富伟能1，孙媛媛1

（1. 中国医科大学生命科学学院医学遗传学教研室，沈阳  110122； 2. 赤峰学院附属医院生殖医学科，内蒙古  赤峰  024000； 3. 沈阳市第四人

民医院耳鼻喉科，沈阳  110082）  

摘要  目的 探讨STAT1调控APOL6表达介导喉癌组织中肿瘤相关巨噬细胞 （TAM） 脂质沉积的分子机制。方法  通过实时

PCR、Western blotting、免疫组织化学、酶联免疫吸附试验检测STAT1和APOL6在喉癌组织中的表达水平及STAT1对APOL6表达

的调控作用； 染色质免疫共沉淀揭示STAT1调控APOL6的分子机制； 应用油红O染色评估TAM中脂质沉积情况。结果  STAT1与

APOL6在喉癌组织中表达水平显著高于癌旁正常组织 （P < 0.01）。 STAT1转录激活APOL6基因的表达； 过表达STAT1显著促进

喉癌细胞中APOL6表达和分泌，诱导TAM中脂质沉积。结论  STAT1是APOL6基因新的转录因子； STAT1通过调控APOL6表达促

进喉癌组织中TAM脂质沉积，重塑TAM的脂质代谢。
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STAT1 promotes lipid deposition in tumor-associated macrophages in laryngeal cancer tissues by
regulating APOL6 expression
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Abstract  Objective To investigate the molecular mechanism by which STAT1  regulates the expression of APOL6 in order to mediate 

lipid deposition in tumor-associated macrophages （TAM） in laryngeal cancer tissues. Methods  Real-time polymerase chain reaction，

Western blotting，immunohistochemistry，and enzyme-linked immunosorbent assays were used to detect the expression levels of STAT1 

and APOL6 in laryngeal cancer tissues，as well as the regulatory effect of STAT1 on APOL6 expression. Chromatin immunoprecipitation 

was used to elucidate the molecular mechanisms underlying APOL6 regulation by STAT1. Oil Red O staining was used to evaluate the 

lipid deposition in TAM. Results  The expression levels of STAT1 and APOL6 in laryngeal cancer tissues were significantly higher than 

those in the adjacent normal tissues （P < 0.01）. STAT1 transcriptionally activated APOL6 gene expression. STAT1 overexpression sig-
nificantly promoted the expression and secretion of APOL6 in laryngeal cancer cells and induced lipid deposition in TAM. Conclusion

STAT1 is a novel transcription factor for the APOL6 gene. STAT1 promotes lipid deposition in the TAM of laryngeal cancer tissues by regu-
lating APOL6 expression，thereby reshaping the lipid metabolism of TAM.
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喉癌是常见的头颈部恶性肿瘤。我国北方地区

喉癌发病率较高，且男性多发，侵袭和转移是主要

致死原因［1-2］。肿瘤微环境 （tumor microenvironment，

TME） 是肿瘤细胞产生和生存的内环境。其中，肿瘤

相关巨噬细胞 （tumor-associated macrophage，TAM） 

是TME中数量最多的免疫细胞，在肿瘤发生、侵袭、

转移中发挥重要作用［3］。TAM具有极高的异质性

和可塑性，在不同的环境条件下可以极化成M1型和

M2型［4］。研究［5］表明，脂质沉积可调节TAM极化，进

而影响肿瘤的发生发展。然而，喉癌细胞重塑TME，

进而影响TAM脂质重编程相关研究鲜有报道。
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本课题组前期研究［6］对喉癌组织进行了单细

胞测序，并对测序结果进行了分析，结果发现，信号

转导及转录激活因子1 （signal transducer and activator 

of transcription 1，STAT1） 处于基因表达调控的核心。

研究［7-8］表明，STAT1具有多种生物学功能，在TAM

的M2型极化和脂质代谢调节方面发挥重要作用。

本研究预测分析发现，APOL6是STAT1的潜在直接

下游靶基因。APOL6是载脂蛋白家族成员，能够通

过与Plin1直接相互作用抑制脂肪分解，促进细胞内

脂滴体积增大［9］。提示STAT1可能通过APOL6参与

TAM的脂质沉积。本研究通过检测STAT1和APOL6

在喉癌组织中的表达水平及对TAM脂质沉积的影

响，探讨STAT1对APOL6的转录调控机制；同时探讨

STAT1通过调控APOL6表达及分泌对喉癌组织中

TAM脂质沉积的影响，旨在为喉癌诊治靶点的进一

步研究提供线索。

1 材料与方法

1.1 细胞与试剂

人喉癌细胞系TU212购自武汉尚恩生物技术有

限公司，人单核细胞白血病细胞系THP-1和人正常

支气管上皮细胞系BEAS-2B购自武汉普诺赛生命科

技有限公司。10例喉癌患者癌组织及癌旁组织配对

标本取自沈阳市第四人民医院耳鼻喉科，所有患者

组织标本经病理学确诊。本研究获得中国医科大学

医学伦理委员会批准，患者均知情同意并签署知情

同意书。 

胎牛血清购自苏州海星生物科技有限公司，

RPMI 1640培养基购自武汉赛维尔科技有限公司，

胰蛋白酶购自北京兰杰柯科技有限公司，jetPRIME

转染试剂购自法国Polyplus公司，反转录试剂盒、

PCR相关试剂购自南京诺唯赞生物科技股份有限

公司，TRIzol 核酸提取试剂购自日本TaKaRa公司，

STAT1和β-actin抗体、山羊抗兔二抗和山羊抗鼠二

抗购自美国Proteintech公司，APOL6抗体购自美国

Immnuoway公司，ECL发光试剂盒购自上海天能生

物技术公司，SDS-PAGE凝胶配制试剂盒购自上海

碧云天生物技术公司，BCA蛋白浓度检测试剂盒、预

染彩色蛋白分子量Marker购自上海铂莱生物技术公

司，免疫组织化学试剂盒购自北京中杉金桥生物技

术有限公司，ChIP试剂盒购自上海爱必信生物技术

公司，ELISA试剂盒购自上海酶联生物技术公司，油

红O试剂盒购自江苏凯基生物技术公司，PMA购自

北京索莱宝科技有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养：使用含10%胎牛血清、1%青霉素

和链霉素的RPMI 1640培养基常规培养TU212细胞、

THP-1细胞和BEAS-2B细胞。

1.2.2 细胞转染：按照jetPRIME转染试剂说明书步

骤将STAT1过表达质粒 （上海吉凯生物技术公司），

siAPOL6、STAT1过表达质粒+siAPOL6和相应对照

质粒或siRNA （上海生工生物工程股份有限公司） 转

染至喉癌细胞中，48 h后收集细胞进行后续分析。

1.2.3 条件培养：收集1.2.2各转染组培养基，与正

常培养基按1 ∶ 1混合，制成条件培养基，条件培养

THP-1细胞24~48 h，收集细胞用于后续实验。

1.2.4 实时PCR检测：收集各组细胞，应用TRIzol法

提取总RNA，按照HiScript Ⅱ Q RT SuperMix for qPCR

和SupRealQ Ultra Hunter SYBR qPCR Master Mix （U+） 

试剂盒说明书分别进行反转录和实时PCR，引物序

列 如 下：STAT1，正 向5’-GCCAGAAAACTTTTGGGA

GGA-3’，反 向5’-ATCCAGTTCTGTTGAGGCCG-3’；

APOL6，正 向5’-CCATCTACAACATCGACACCAG-3’，

反向5’-CTTCCACACTATGCTCAGGTAG -3’；

CD68，正向5’-GTCCACCTCGACCTGCTCT-3’，反向

5’-CACTCGGGCAGGAGAAACT-3’；β-actin，正向

5’-TGAGACCTTCAACACCCCAGCCATG-3’，反向

5’-CGTAGATGGGCACAGTGTGGGTG-3’。以2-ΔΔCt

计算目的基因相对表达量。

1.2.5 Western blotting检测：收集各组细胞，提取总

蛋白，通过BCA试剂盒对蛋白浓度进行定量。加入

蛋白上样缓冲液后，煮沸使蛋白变性。按照试剂盒

说明书配制凝胶，每个加样孔加入30 µg蛋白进行电

泳、转膜。5%脱脂牛奶室温封闭后，分别加入稀释

好的抗体STAT1 （1 ∶ 2 000稀释）、APOL6 （1 ∶ 2 000

稀释）、β-actin （1 ∶ 10 000稀释），4 ℃条件下杂交过

夜。次日洗涤后，按照1 ∶ 4 000稀释相应种属二抗，

室温孵育1 h，漂洗后加入ECL发光液，用化学发光

成像系统进行曝光及拍照，应用ImageJ软件进行

光密度分析。

1.2.6 染色质免疫共沉淀 （chromatin immunopreci-

pitation，ChIP）：收集喉癌细胞，按照试剂盒说明书进
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行ChIP实验。分离、纯化抗STAT1抗体沉淀的DNA，

应用APOL6启动子区引物进行PCR扩增并进行检

测，引 物 序 列：正 向5’-CTGCTCTTTCACCTCCTTGT

T-3’；反向5’-GAGTAGGGTGGCCTTTGAAC-3’。

1.2.7 酶联免疫吸附试验 （enzyme-linked immuno-

sorbent assay，ELISA）：收集各组细胞培养上清，按照

试剂盒说明书进行APOL6水平检测。

1.2.8 油 红O染 色：将 佛 波 酯 （phorbol 12-myristate 

13-acetate，PMA） 诱导后的THP-1细胞进行细胞爬

片，根据试剂盒说明书进行油红O染色。

1.2.9 免疫组织化学 （immunohistochemistry，IHC） 

检测：应用4%多聚甲醛固定新鲜的喉癌组织，经

石蜡包埋后切片 （4 μm）。按照试剂盒说明书进行

操作，分别使用抗STAT1 （稀释比例1 ∶ 100） 和抗

APOL6 （稀释比例1 ∶ 100） 抗体与切片进行杂交，

洗片后显微镜下观察并拍照。

1.3 统计学分析

使用SPSS 26.0软件进行统计分析，计量资料以

x-±s表示。2组间比较采用配对样本t检验、独立样

本t检验，多间组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 喉癌组织中STAT1和APOL6的表达水平 （图1）

A，expression of STAT1 and APOL6 mRNA in HNSCC from the TCGA database；B，expression of STAT1 and APOL6 proteins in laryngeal cancer tissues 

by immunohistochemistry （×200）；C. expression of STAT1 and APOL6 proteins in laryngeal cancer tissues by Western blotting；D. expression of STAT1 

and APOL6 mRNA in laryngeal cancer cells and normal respiratory epithelial cells by real-time PCR. R，paracancerous tissue；T，tumor tissue；N，normal 

tussue. * P < 0.05，** P < 0.01. HNSCC，head and neck squamous cell carcinoma.

图1  喉癌组织中STAT1和APOL6的表达

Fig.1  STAT1 and APOL6 expression in laryngeal cancer tissue
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A，STAT1 and APOL6 protein expression in TU212 cells；B，APOL6 protein expression in TU212 cells with APOL6 knockdown；C，the effect of STAT1 

on APOL6 mRNA expression in TU212 cells；D，the correlation between STAT1 and APOL6 expression in HNSCC tissues from GEPIA database；E，pre-

diction results of STAT1 binding sites in the promoter region of APOL6；F，the binding ability in vivo between STAT1 and the APOL6 promoter region in 

TU212 cells. *P < 0.05，** P < 0.01.

图2  喉癌细胞中STAT1对APOL6转录调控作用

Fig.2  The transcriptional regulatory effect of STAT1 on APOL6 in laryngeal cancer cells

利用癌症基因组图谱 （The Cancer Genome Atlas，

TCGA） 数据库 （https：//www.cancer.gov/ccg/research/

genome-sequencing/tcga） 对STAT1和APOL6在头颈部

鳞状细胞癌 （head and neck squamous cell carcinoma，

HNSCC） 中mRNA表 达 水 平 进 行 分 析，结 果 显 示，

STAT1、APOL6 mRNA在HNSCC中表达水平较对照

组显著升高 （P < 0.05，图1A）。IHC检测结果显示，

人喉癌组织中STAT1和APOL6蛋白表达较癌旁组织

均显著升高 （P < 0.01，图1B）。Western bloting检测

结果表明，喉癌组织中STAT1和APOL6蛋白表达较对

照组均显著升高 （P < 0.05，图1C）。实时 PCR检测结

果显示，与BEAS-2B细胞相比，TU212细胞中STAT1

和APOL6 mRNA表达水平均显著升高 （P < 0.05，图

1D）。

2.2 喉癌细胞中STAT1对APOL6的转录调控机制 

（图2）

为了探讨STAT1对APOL6的调控作用，在TU212

细胞中分别转染了STAT1过表达载体 （STAT1组）、

siAPOL6 （siAPOL6组） 和STAT1 过 表 达 载 体+

siAPOL6 （STAT1+siAPLO6组） 和其相应对照 （CON

组、NC组和CON+NC组）。Western blotting检测结果

显示，转染STAT1过表达载体后APOL6蛋白表达水

平较对照组显著升高 （P < 0.05，图2A）；敲减APOL6

后APOL6蛋 白 表 达 水 平 较 对 照 组 显 著 降 低 （P < 

0.05，图2B）。实时 PCR检测结果显示，转染STAT1

过表达载体后APOL6 mRNA表达水平较对照组也显
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A，lipid droplet contents in TU212 cells transfected with STAT1，siAPOL6，and STAT1+siAPOL6 （×200）；B，macrophage morphology （×100，red 

arrows indicate pseudopodia） and CD68 mRNA expression；C，lipid droplet contents in TAM transfected with STAT1，siAPOL6，and STAT1+siAPOL6 

（×200）. *P < 0.05，** P < 0.01，*** P < 0.001.

图3  STAT1对喉癌细胞和TAM脂质沉积的影响

Fig.3  The Effect of STAT1 on lipid deposition in laryngeal cancer cells and TAM 

著升高 （P < 0.05，图2C）。转染STAT1过表达载体后

敲减APOL6能够显著逆转STAT1过表达对APOL6蛋

白和mRNA表达的促进作用 （P < 0.01，图2A、2C）。

基 因 表 达 谱 交 互 式 分 析 （Gene Expression Profiling 

Interactive Analysis，GEPIA） 数据库 （http：//gepia.

cancer-pku.cn/） 结果显示，STAT1与APOL6表达呈正

相关 （R = 0.87，P < 0.05，图2D）。Jaspar软件 （https：//

jaspar.elixir.no/） 预测结果显示，APOL6启动子区存

在STAT1潜在的结合位点 （图2E）。ChIP实验结果

显示，在体内STAT1能够与APOL6启动子区直接结

合 （图2F）。

以上研究结果说明在喉癌细胞中STAT1通过与

APOL6启动子区结合促进其转录，提示APOL6可能

是STAT1下游新的靶基因。

2.3 喉癌细胞中STAT1通过APOL6对TAM脂质沉积

的影响（图3）

收集转染STAT1过表达载体和空载体的TU212

细胞的上清液，并对细胞分泌APOL6的水平进行检

测。ELISA结果显示，对照组、STAT1组上清液中APOL6

水平分别为 （70.95±1.02）、 （93.77±1.34） ng/mL，STAT1

组较对照组APOL6水平显著升高 （P < 0.05），提示

STAT1可以促进喉癌细胞分泌APOL6。油红O染色结

果显示，过表达STAT1后TU212细胞中脂滴含量较对

照组显著升高 （P < 0.05），敲减APOL6的TU212细胞
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中脂滴含量较对照组显著下降 （P < 0.05），siAPOL6

可以显著逆转STAT1对喉癌细胞脂质沉积的影响 

（P < 0.05，图3A）。显微镜下观察结果显示，PMA诱

导剂诱导后的THP-1细胞出现贴壁现象并伸出伪

足；同时，实时 PCR结果显示，M0巨噬细胞中巨噬

细胞标记基因CD68 mRNA表达水平较THP-1细胞

显著升高，提示巨噬细胞诱导成功 （图3B）。收集了

转 染STAT1、siAPOL6、STAT1+siAPOL6和 相 应 对 照

组的条件培养基培养24 h后M0巨噬细胞。油红O染

色结果显示，过表达STAT1条件培养基处理的巨噬

细胞中脂滴含量较对照组显著升高 （P < 0.05），而

敲减APOL6条件培养基处理的巨噬细胞中脂滴含

量较对照组显著下降 （P < 0.05），siAPOL6可以显著

逆转STAT1对TAM脂质沉积的促进作用 （P < 0.05，

图3C）。提示在喉癌细胞中STAT1可直接转录激活

APOL6的表达和分泌，促进TAM的脂质沉积。

3 讨论

肿瘤的发生发展与TME的改变密切相关。近年

来，TME已成为研究肿瘤分子机制的切入点和新靶

点。肿瘤细胞与免疫细胞、肿瘤相关成纤维细胞、血

液、淋巴管以及细胞外基质和信号分子一起构成了

TME［10］。TME对包括喉癌在内的头颈部鳞癌的发

生发展和临床复发耐药起着重要作用［11］。研究［12］

表明，肿瘤细胞与周围微环境细胞之间通过交流

对话相互促进，进而不断影响肿瘤细胞的增殖和转

移。因此，针对TME寻找肿瘤诊治分子靶标是一种有

效途径。 

STAT1具有多种生物学功能，在不同肿瘤中发

挥不同的作用。有研究［13］报道，过表达STAT1可抑制

紫杉醇耐药性卵巢癌细胞的干性，然而，在一些人

类肿瘤 （如乳腺癌和HNSCC） 中，STAT1呈现异常激活

状态，且其表达水平与患者预后差有关［14-15］。最近，

STAT1引起的肿瘤代谢异常受到越来越多的关注。

有学者［16］发现，STAT1直接或间接调节肿瘤细胞中

的各种代谢相关过程。本研究结果显示，STAT1促进

TU212细胞和TAM中脂质沉积，提示STAT1参与喉

癌细胞及TAM的脂质代谢重塑。

APOL6是一种广泛表达的脂质结合蛋白［9］，属

于载脂蛋白L家族，该家族成员之间具有高度相似

性，通常情况下认为它们具有与APOL1相似的功能。

有研究［17］表明，APOL1在肝癌细胞中合成及分泌。

本研究发现APOL6是STAT1的下游靶基因，二者在

HNSCC中均高表达。进一步研究发现，STAT1能够通

过与APOL6启动子区直接结合，转录激活APOL6表

达和分泌，参与喉癌细胞及TAM的脂质代谢重塑。

然而，APOL6分泌方式和跨膜转运机制仍不清楚，有

待进一步探讨。此外，细胞微环境中APOL6如何促

进TAM脂质摄取和沉积仍不清楚。有学者［13］发现，

TAM倾向于通过其表面CD36受体从TME摄取更多

的脂质，以维持其肿瘤促进能力。HE等［18］发现，口

腔鳞癌中TAM高表达PLIN2促进脂质沉积。WANG

等［9］发现，APOL6通过Plin1直接相互作用，抑制脂肪

分解作用促进细胞内脂滴体积增大，甘油三酯含量

升高。APOL6是否通过与脂类摄取相关分子结合，

协调促进TAM脂质摄取和累积有待进一步研究。

综上所述，本研究通过ChIP实验明确了STAT1

与APOL6启动子区直接结合；喉癌中STAT1通过转

录激活APOL6进而促进喉癌细胞和TAM中脂质沉

积。这些发现将为深入了解喉癌发生发展的分子机

制，寻找喉癌早期诊治的潜在分子靶标提供新思

路。然而，脂质代谢重塑对TAM的影响是复杂多向

的，不仅表现在其M1/M2极化状态变化，还会影响其

分化产生特异性细胞亚群调控肿瘤免疫，因此需进

一步研究论证。
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