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BDH2抑制MIF影响鼻咽癌对巨噬细胞的招募
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摘要    目的：研究3-羟基丁酸脱氢酶2（BDH2）和巨噬细胞迁移抑制因子（MIF）在鼻咽癌（NPC）中的表达特征及其对肿瘤免疫

微环境中巨噬细胞浸润的影响。方法：使用 BDH2过表达质粒转染 5-8F 细胞，实时荧光定量聚合酶链式反应（qPCR）检测

BDH2的转录水平。使用GEO数据库和蛋白免疫印迹法（western blotting）验证BDH2和MIF的表达差异。通过酶联免疫吸附

法和比色法分别检测细胞内MIF和乙酰乙酸的表达。通过免疫组化分析BDH2和MIF在NPC和正常鼻咽上皮组织中的表达

水平，使用连续切片染色和相关性分析评估MIF表达与M1、M2型巨噬细胞浸润的关系。结果：过表达BDH2显著增加了 5-8F

细胞内乙酰乙酸含量（P＜0.01），且MIF表达下调。GEO数据库分析和免疫组化结果表明NPC中BDH2的表达显著下调（P＜

0.000 1）， MIF的表达显著上调（P＜0.01）。在连续切片分析中，高表达MIF的NPC组织内M1巨噬细胞浸润减少（P＜0.000 1）。

结论：NPC中BDH2-MIF轴通过抑制M1巨噬细胞的浸润调控免疫微环境，可能是NPC潜在的治疗靶点。
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BDH2 inhibits MIF and affects the recruitment of macrophages by nasopharyngeal carci⁃
noma
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Surgery, the First Affiliated Hospital of Guangxi Medical University, Key Laboratory of Early Prevention and 

Treatment of Regional High Incidence Tumor, Guangxi Medical University, Guangxi Regional Key Laboratory of 

Early Prevention and Treatment of High Incidence Tumors, Nanning 530021, China)

Abstract    Objective: To investigate the expression characteristics of 3-hydroxybutyrate dehydrogenase 2 

(BDH2) and macrophage migration inhibitory factor (MIF) in nasopharyngeal carcinoma (NPC) and their impact 

on macrophage infiltration in the tumor immune microenvironment. Methods: 5-8F cells were transfected with 

BDH2 overexpression plasmids, and the transcription level of BDH2 was detected by quantitative real-time poly‐
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merase chain reaction (qPCR). Western blotting was used to verify the expression differences of BDH2 and MIF. 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and colorimetric method were performed to detect the expression 

levels of MIF and acetoacetate in cells. Immunohistochemistry (IHC) was used to analyze the expression levels of 

BDH2 and MIF in NPC and normal nasopharyngeal epithelium tissues. Serial section staining and correlation 

analysis were used to assess the relationship between MIF expression and M1 and M2 macrophage infiltration. 

Results: Overexpression of BDH2 significantly increased the intracellular levels of acetoacetate in 5-8F cells (P

＜0.01), and MIF expression was downregulated. GEO database and IHC results showed that BDH2 expression 

was significantly downregulated in NPC tissues (P＜0.0001) and MIF expression was significantly upregulated (P

＜0.01). Serial section analysis revealed that NPC tissues with high MIF expression had reduced M1 macrophage 

infiltration (P＜0.0001). Conclusion: The BDH2-MIF axis in NPC regulates the immune microenvironment by 

inhibiting M1 macrophage infiltration and may serve as a potential therapeutic target for NPC.

Keywords    nasopharyngeal carcinoma; 3-hydroxybutyrate dehydrogenase 2; macrophage migration inhibitory 

factor; tumor microenvironment

鼻咽癌（nasopharyngeal carcinoma，NPC）是起

源于鼻咽黏膜的恶性肿瘤，与EB病毒感染、遗传易

感性以及环境因素密切相关[1]。目前，放疗和化疗

仍然是NPC的主要治疗手段，尽管这些治疗方法在

提高患者生存率方面取得了显著进展，但肿瘤复发

及远处转移依然是一个主要挑战[2]。因此，深入研

究 NPC的分子机制和寻找新的治疗靶点对于改善

患者预后具有重要意义。酮体代谢包括 β-羟丁酸、

乙酰乙酸（acetoacetate，AcAc）和丙酮。3-羟基丁酸

脱氢酶 2（3-hydroxybutyrate dehydrogenase 2，BDH2）

是一种新型胞质型 2-羟基丁酸脱氢酶，在胞质酮体

的利用中起生理作用[3]。本课题组前期研究中，生

酮路径中的关键基因BDH2在NPC中表达下调，导

致酮体中的AcAc生成减少，并促进了NPC细胞的

增殖与转移[4]，提示AcAc代谢异常在NPC发病中可

能扮演一定角色，但其具体机制尚未完全阐明。肿

瘤微环境（tumor microenvironment, TME）在NPC的

发生、发展和治疗反应中的作用逐渐受到关注。其

中，巨噬细胞作为重要的免疫细胞类型，通过分泌

多种细胞因子和趋化因子，显著影响肿瘤的免疫逃

逸、炎症反应以及TME的重塑[5]。有研究报道，甘油

基转移酶家族中的成员 B3GALNT2 在肝癌中异常

高表达，其可能通过抑制 BDH2 的表达减少肝癌细

胞分泌AcAc[6]。而肝癌细胞来源的AcAc可使巨噬

细胞迁移抑制因子（macrophage migratory inhibi‐

tory factor, MIF）失活，从而减少对肿瘤相关巨噬细

胞的招募能力[6]。在NPC中，BDH2与AcAc、MIF的

表达之间的关系尚不清楚。本研究旨在进一步探

索BDH2是否通过影响MIF的表达进而调控巨噬细

胞的浸润，进一步阐明NPC的发病机制，并为NPC

的治疗策略提供新的思路。

1   材料和方法

1.1    材料

1.1.1    细胞株和主要试剂    NPC 细胞系 5-8F 和永

生化正常鼻咽上皮细胞系NP69来自广西区域性高

发肿瘤早期防治研究重点实验室。DMEM高糖培

养基、Keratinocyte-SFM上皮细胞培养基、澳洲胎牛

血清、青—链霉素溶液购自 Gibco Life Technolo‐

gies，X-tremeGENE ™转染试剂购自 Merck 公司，

BDH2质粒购自Origene公司，逆转录试剂盒购自北

京全式金生物技术有限公司，SYBR Green Master 

Mix购自赛默飞生物有限公司，BDH2、MIF、GAPDH、

CD16、CD163 特异性抗体购自 Cell Signaling Tech‐

nology公司，HRP标记山羊抗兔抗体购自上海雅酶

生物医药科技有限公司，Tris-EDTA 抗原修复液购

自武汉三鹰生物技术有限公司，PV-6000通用型试

剂盒、4%多聚甲醛固定液、DAB染色试剂盒购于北

京中杉金桥生物技术有限公司。乙酰乙酸比色测

定试剂盒、MIF酶联免疫吸附试验（ELISA）检测试

剂盒购自Abcam公司。

1.1.2    组织标本    鼻咽部组织标本来源于广西医

科大学第一附属医院耳鼻咽喉头颈外科门诊就诊

的患者，在手术或活检后经过病理科确诊为鼻咽部

相关疾病。本研究共收集 37例鼻咽部组织标本，包

括21例确诊为未分化非角化型NPC的组织标本，以

及 16例确诊为慢性黏膜炎的鼻咽上皮组织（NNE）
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标本。所有患者在取样前均签署了知情同意书。

本研究已取得医院伦理委员会批准（No.2021-KY-

国基-217）。

1.2    实验方法

1.2.1    细胞培养    NPC 细胞系 5-8F 培养在含有

10%胎牛血清和 1%青—链霉素溶液的完全DMEM

培养基中，永生化正常鼻咽上皮细胞系 NP69培养

在含有生长因子的Keratinocyte-SFM上皮细胞培养

基中，所有细胞置于 37 ℃、5% CO2 的培养箱中

培养。

1.2.2    质粒转染    使用 X-tremeGENE 转染试剂分

别用 pCMV6-Entry-BDH2 质粒和空载体 pCMV6-

Entry 转染NPC细胞系5-8F。

1.2.3    RNA提取、逆转录和实时荧光定量聚合酶链

式反应（qPCR）    使用 TRIzol 法提取细胞总 RNA，

使用分光光度计测量RNA浓度，参照逆转录试剂盒

说明书进行逆转录，得到 cDNA。qPCR使用 SYBR 

Green法，反应体系为 20 μL：SYBR Green 10 μL，正

向引物、反向引物、cDNA各1 μL，无菌去离子水7 μL。

反应条件为：95 ℃（预变性）10 min；95 ℃ 10 s，

60 ℃ 1 min，共 40个循环，所得结果使用 2-ΔΔCT方法

计算。本次实验所使用的BDH2 上游引物序列：5’

-GCTTCCAGCGTCAAAGGAGTT-3’，下游引物序

列：5’-CAGTTGCGAATCTTCCCGTC-3’；MIF上游

引物序列：5’-CTGCACAGCATCGGCAAGAT-3’，

下游引物序列：5’-AGTTGATGTAGACCCTGTC- 

CG-3’；GAPDH 上游引物序列：5’-GCTCAGACA- 

CCATGGGGAAG-3’，下游引物序列：5’-TGTAG- 

TTGAGGTCAATGAAGGGG-3’。

1.2.4    蛋白质免疫印迹法（western blotting）实验   

使用RIPA裂解液（含蛋白酶抑制剂）裂解、提取

蛋白质后，用BCA法定量，每孔加载等量蛋白进行

SDS-PAGE 电泳分离，并转移到 PVDF 膜上。膜在

5%脱脂奶粉中封闭 1 h，随后在 4 ℃下与目标蛋白

的一抗孵育过夜。用 TBST 洗膜后，在室温下与

HRP标记的二抗孵育 1 h，再次洗膜后，使用ECL化

学发光试剂检测蛋白信号，并通过凝胶成像系统记

录条带。

1.2.5    AcAc和MIF的测定    分别使用乙酰乙酸比

色测定试剂盒和 MIF ELISA 检测试剂盒测定细胞

内AcAc和MIF含量，使用酶标仪记录吸光度值，根

据标准曲线计算AcAc和MIF浓度。

1.2.6   生物信息学方法分析BDH2和MIF基因表达

从基因表达数据库GEO下载GSE150430数据

集，该数据集包含 15 个原发性 NPC 和 1 个正常样

本的 7 581 个恶性细胞和 40 285 个免疫细胞的单

细胞转录组图谱。使用 STATA13软件对恶性细胞

和非恶性上皮细胞内 BDH2 和 MIF 的转录水平差

异。 

1.2.7    免疫组化（immunohistochemistry，IHC）    

石蜡包埋的组织切片经 60 ℃烤片 1 h后，用二

甲苯脱蜡，再用梯度乙醇脱水。切片经 Tris-EDTA

缓冲液（pH=9.0）高压处理 10 min进行抗原修复，冷

却至室温后，用 3% 过氧化氢孵育 10 min以封闭内

源性过氧化物酶活性。随后，切片用 5% 牛血清白

蛋白（BSA）封闭 1 h，然后加入特异性一抗，在 4 ℃

孵育过夜。次日，用PBS洗涤切片 3次，每次 5 min。

接着，切片在室温下与HRP标记的二抗孵育30 min。

再用 PBS洗涤后，切片加入DAB显色剂显色，控制

显色时间，直至显现出目标蛋白表达。最后，切片

经苏木精轻度复染，脱水，透明，封片后，用显微镜

观察并拍照记录。结果由两名病理学专家以盲法

独立评估。IHC评分根据阳性细胞比例和染色强度

进行评定。阳性细胞比例评分标准如下：＜5% 为  

0 分，5%～25% 为 1 分，26%～50% 为 2 分，51%～

75%为3分，＞75%为4分。染色强度则根据以下标

准评分：无染色为 0 分，浅黄色为 1 分，棕黄色为      

2分，棕褐色为 3分。最终得分为阳性细胞比例分值

与染色强度分值的乘积，评分范围为0～12分。

1.3    统计学方法

采用 SPSS 23.0 软件进行数据分析，GraphPad 

8.0.2作图，计量资料采用均数±标准差（x̄ ± s）表示，

两组比较采用两独立样本 t检验和两样本配对 t检

验，以    P＜0.05为差异有统计学意义。

2   结   果

2.1    BDH2抑制MIF的基因转录和蛋白表达

BDH2的转录水平在 5-8F中显著低于 NP69（P

＜0.000 1），而 MIF 的转录水平在 5-8F 中则显著升

高（P＜0.000 1），见图1A、图1B。构建过表达pCMV6- 

Entry-BDH2和 pCMV6-Entry的NPC细胞系 5-8F的

细胞模型，过表达 BDH2 后 5-8F 的 BDH2 的 mRNA

水平和蛋白水平上调，见图1C、图1D。过表达BDH2

的 5-8F 的 MIF 的 mRNA、蛋白水平显著下调（P＜

0.000 1），见图1D、图1E。
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2.2    过表达BDH2增加NPC细胞内AcAc的表达

AcAc 比色法测定结果显示，过表达 BDH2 后   

5-8F细胞内 AcAc含量显著升高，差异具有统计学

意义（P＜0.01），见图2。

                             

与转染pCMV6-Entry相比， **P＜0.01。

图2    比色法测定5-8F细胞内AcAc含量

2.3    在NPC中BDH2表达下调，MIF表达上调

生物信息分析结果显示，恶性细胞的 BDH2转

录水平显著低于非恶性上皮细胞（P＜0.000 1），而

恶性细胞的 MIF 的转录显著高于非恶性上皮细胞

（P＜0.000 1）（图 3A、图 3B）。IHC染色检测了 21例

NPC组织和 16例NNE组织中BDH2和MIF的表达

水平。在癌组织中，BDH2蛋白主要分布于肿瘤细

胞质内，在正常组织中，BDH2蛋白主要分布于黏膜

下腺体上皮细胞的细质内，MIF蛋白阳性表达定位

于细胞质和细胞核（图 3C、图 3D）。IHC 评分结果

显示，BDH2 蛋白在 NPC 组织中的表达显著低于

NNE组织（P＜0.000 1）（图 3E），而MIF蛋白在NPC

组织中的表达显著高于NNE组织（P＜0.01）（图 3F）。

2.4    NPC组织中浸润的巨噬细胞以M2型为主

对 16例NNE组织和 21例NPC组织进行CD16

（M1型巨噬细胞标志物）和CD163（M2型巨噬细胞

标志物）的 IHC 染色。CD16 着色于巨噬细胞的细

胞质，呈棕黄色，连续或灶性颗粒状分布，CD163表

达于巨噬细胞的细胞膜和细胞质内（图 4A、图 4B）。

IHC 评分结果显示 ，NPC 中 CD16（P＜0.05）和

CD163（P＜0.000 1）的表达均显著高于 NNE，在

NNE 中 CD16 和 CD163 表达无显著差异（P＞0.05）

（图 4C），而在NPC中CD163的表达显著高于CD16

（P＜0.000 1）（图4C）。

2.5    在 NPC 中 MIF 的表达与 M1 型巨噬细胞浸润

呈负相关

 A：qPCR检测NP69和5-8F中BDH2的mRNA转录水平；B： qPCR检测NP69和5-8F中MIF的mRNA转录水平；C：过表达

BDH2 后使用 qPCR 检测 5-8F 中 BDH2 的 mRNA 转录水平；D：过表达 BDH2 后，通过 western blotting 法，使用 BDH2、MIF 和

GAPDH的特异性抗体检测5-8F中BDH2、MIF的蛋白表达水平；E：过表达BDH2后使用ELISA法检测5-8F细胞内MIF表达水

平； 组间比较，****P＜0.000 1。

图1    BDH2抑制MIF的基因转录和蛋白表达
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对 16 例 NNE 组织和 21 例 NPC 组织进行连续

切片，进行BDH2、MIF、CD16、CD163蛋白的 IHC染

色，见图 5A、图 5B。对相同的观察区域进行 IHC评

分，结果如图 5C～图 5F所示，在MIF表达高的NPC

组织中 M1型巨噬细胞浸润程度显著下调，差异具

有统计学意义（P＜0.000 1），与M2型巨噬细胞浸润

无显著关联（P＞0.05）。

A：单细胞转录组学分析BDH2转录水平在鼻咽恶性细胞和非恶性上皮细胞之间的差异；B：单细胞转录组学分析MIF转

录水平在鼻咽恶性细胞和非恶性上皮细胞之间的差异；C：NNE组织中BDH2蛋白的 IHC染色结果（物镜倍数×10和×40）；D：

NPC组织中BDH2蛋白的 IHC染色结果（物镜倍数×10和×40）；E：NNE和NPC组织中BDH2的 IHC评分；F：NNE和NPC组织

中MIF的 IHC评分；组间比较，**P＜0.01，****P＜0.000 1。

图3    NPC和NNE组织中BDH2、MIF的表达

A：NNE组织中CD16和CD163的 IHC染色结果（物镜倍数×10和×40）；B：NPC组织中CD16和CD16的 IHC染色结果（物

镜倍数×10和×40）；C：NNE、NPC组织中CD16和CD163的 IHC评分；组间比较，*P＜0.05，****P＜0.000 1。 

图4    NPC和NNE组织中CD16、CD163的表达
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3   讨   论

研究发现，BDH2在肝细胞癌、食管癌、胰腺癌

等多种实体肿瘤中异常表达[7-9]，这与本组前期对

NPC 的研究结果一致[4]。本研究进一步揭示了

BDH2和 MIF在 NPC 中的表达变化及其对 TME中

巨噬细胞浸润的影响，深入探讨了BDH2在NPC发

生、发展中的潜在调控作用。本研究发现，BDH2在

NPC中的表达受到抑制，而 MIF的表达显著上调，

并且MIF的高表达与M1型巨噬细胞浸润减少高度

相关。

此外，BDH2表达上调显著增加了NPC细胞内

AcAc的含量。AcAc作为酮体代谢的重要产物，参

与细胞能量代谢过程。有研究报道由于肿瘤细胞

线粒体的缺陷在利用酮体供能方面存在障碍，外源

性补充AcAc可以抑制结肠癌和乳腺癌糖酵解过程

中ATP的产生并发挥肿瘤抑制作用[10]。另外，AcAc

改善了甲状腺癌细胞对碘的摄取，对甲状腺癌有抗

肿瘤作用[11]。AcAc还在肿瘤代谢和免疫微环境调

控中发挥着关键作用。CD8+ T 细胞在体外和体内

优先使用酮体而不是葡萄糖来促进三羧酸循环，酮

体直接增强了呼吸能力和三羧酸循环周期依赖性

代谢途径，从而增强了 CD8+T 细胞的功能[12]。MIF 

在包括NPC在内的多种肿瘤中异常高表达，并调控

细胞的恶性转化[13]，与 TAM 从 M1 向 M2 型极化有

重要关系[14]， 之前报道在肝癌中 AcAc调控 MIF 从

而进一步影响肿瘤相关巨噬细胞的招募[6]，这与本

研究结果一致。

TME中的巨噬细胞能够通过极化为不同的表

型（如 M1 型和 M2 型巨噬细胞）来影响肿瘤的进

展[15-16]。M1型巨噬细胞通常具有抗肿瘤作用，通过

分泌 IL-1β、IL-6、肿瘤坏死因子 α 等促炎性细胞因

子直接或间接发挥抗肿瘤作用[17-18]。而 M2型巨噬

细胞主要产生转化生长因子 β和 IL-10等免疫抑制

因子以支持其它髓源性抑制细胞和调节性 T 细胞

等免疫抑制细胞促使肿瘤实现免疫逃逸[19]。本研究

发现，NPC有明显的巨噬细胞浸润的特征，NPC中

浸润的巨噬细胞以 M2型为主，MIF表达高的 NPC

伴随 M1型巨噬细胞浸润的显著减少，提示 MIF可

能通过抑制 M1型巨噬细胞的招募或活化，促使肿

瘤免疫逃逸，并进一步支持了MIF在肿瘤免疫抑制

中发挥关键作用的观点。

本研究的不足之处在于未能进一步验证BDH2-

MIF轴在NPC的TME中对巨噬细胞浸润的具体调

控机制，需在今后的研究中加以阐明。

A：NNE组织连续切片下同一观察区域BDH2、MIF、CD16和CD163的 IHC染色结果（物镜倍×40）；B：NPC组织连续切片

下同一观察区域 BDH2、MIF、CD16 和 CD163 的 IHC 染色结果（物镜倍数×40）；C～D：NNE 组织连续切片下 MIF 和 CD16、

CD163的 IHC评分之间的关联；E～F：NPC组织连续切片下MIF分别与CD16、CD163的 IHC评分之间的关联；组间比较，****P

＜0.000 1。 

图5    NPC和NNE组织中MIF的表达与CD16、CD163的表达之间的关联
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结合以上发现，我们推测 BDH2的表达下调通

过减少 AcAc的生成，可能间接导致 MIF的表达上

调，而MIF的表达上调又抑制了NPC中M1型巨噬

细胞的浸润。这为理解 BDH2-MIF 轴在调节 NPC

免疫微环境的作用机制提供了新的视角，并为NPC

的分子机制的理解和开发新的治疗策略提供了重

要的理论依据。
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