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力学刺激对巨噬细胞极性的影响
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摘要：目的　 探讨力学刺激对巨噬细胞极性的影响。 方法 　 使用不同幅度、时间张应变刺激 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞，
ＣＣＫ⁃８试剂检测细胞活性以明确使用的力学刺激参数。 将 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞诱导为 Ｍ１ 型巨噬细胞，并施加 １０％ 幅

度、２ Ｈｚ张应变。 使用 ＣＣＫ⁃８、流式细胞仪检测张应变对细胞活性、凋亡的影响。 运用实时荧光定量聚合酶链反应

仪（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检测张应变对 Ｍ１ 型巨噬细胞炎症相关基因表达量的

影响。 结果　 在刺激 ３ ｈ 后，１５％ 和 ２０％ 幅度、２ Ｈｚ 张应变会显著抑制细胞活性（Ｐ＜０ ０５），而 １０％ 幅度、２ Ｈｚ 张应

变不会对 ＲＡＷ２６４ ７ 活性产生抑制作用（Ｐ＞０ ０５）。 １０％ 幅度、２ Ｈｚ 张应变对 Ｍ１ 型巨噬细胞凋亡、活性无显著影

响（Ｐ＞０ ０５）。 １０％ 幅度、２ Ｈｚ 张应变可以显著抑制 Ｍ１ 型巨噬细胞炎症相关因子白细胞介素⁃１β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β，
ＩＬ⁃１β）、肿瘤坏死因子 α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）的表达（Ｐ＜０ ０５）。 结论　 １０％ 幅度、２ Ｈｚ 力学刺激可抑制

Ｍ１ 型巨噬细胞，促使其向 Ｍ２ 型转化。 力学刺激可能成为炎症相关疾病的一种治疗手段。
关键词：巨噬细胞极化； 张应变； 力学刺激； 细胞活性； 细胞凋亡
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ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ Ｍ１ ｔｙｐｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｍ１ ｔｏ Ｍ２． Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｍａｙ
ｂｅｃｏｍｅ ａ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｒｅａｔｉｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ．
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　 　 巨噬细胞是存在于所有成人组织中的多功能

免疫细胞。 它们参与人体生理病理过程，包括发

育、代谢、维持组织内环境稳定和抵御入侵病原体

等［１］ 。 在胚胎期，组织的特异性巨噬细胞来源于

卵黄囊，并通过自我更新来维持［２］ 。 在成人中，骨
髓造血生成的单核细胞在血液中循环，这些单核

细胞通常在受伤的地方可被招募和分化，以补充

组织局部巨噬细胞［３］ 。 巨噬细胞被微环境刺激后

可诱导出多种功能表型。 由于巨噬细胞表型的复

杂性，使用巨噬细胞系统性耗竭的实验疗法会导

致有害、往往是致命的后果。 研究发现，某些功能

群体对于伤口愈合十分必要，并且可以阻止疾病

的进展［４⁃５］ 。 在不同的疾病环境下，Ｍ１ 与 Ｍ２ 型巨

噬细胞呈现的功能也各不相同。 虽然 Ｍ１ 型巨噬

细胞具有杀瘤功能，但在癌症中，大多数肿瘤相关

巨噬细胞呈 Ｍ２ 样表型。 Ｍ２ 型巨噬细胞帮助肿瘤

细胞逃避宿主免疫细胞的破坏，促进血管生成、侵
袭和转移。 相反，在动脉粥样硬化中，Ｍ１ 型巨噬

细胞通常被认为是致动脉粥样硬化，而 Ｍ２ 型巨噬

细胞则被认为是具有动脉粥样硬化保护作用［６⁃７］ 。
为了发掘巨噬细胞作为病理学治疗靶点的潜力，
需要对巨噬细胞在疾病发病过程中的表型改变有

更深入的了解。
人体的组织，如骨骼、血管和肺，都承受着人体

自身的机械负荷和张应变作用力，这是它们正常功

能的一部分。 虽然生理水平的机械刺激对这些组

织中细胞的生长和成熟很重要，但异常的刺激与炎

症和疾病也具有一定相关性［８］。 目前对巨噬细胞

功能可塑性的认识大多局限于可溶性因子（如细胞

因子和趋化因子）对极化的影响。 巨噬细胞存在于

人体复杂的微环境中，故有必要考虑其他可能影响

巨噬细胞表型极化的因素。 鉴于力学刺激在人体

微环境中起到的作用尚不清楚，本文通过 １０％ 幅

度、２ Ｈｚ 持续力学刺激 Ｍ１ 型巨噬细胞 ３ ｈ，探讨其

是否向 Ｍ２ 型极化。

１　 材料与方法

１ １　 实验材料

１ １ １　 实验细胞　 本实验中所用小鼠巨噬细胞系

ＲＡＷ２６４ ７ （ 见 图 １ ） 来 自 美 国 菌 种 保 藏 中 心

（ Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｔｙｐｅ Ｃｕｌｔｕｒｅ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ， ＡＴＣＣ ）。
ＲＡＷ２６４ ７ 细胞使用含有 １０％ 胎牛血清（ＨｙＣｌｏｎｅ
公司，美国）、１００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素（Ｇｉｂｃｏ 公司，美国）
和 １００ μｇ ／ ｍＬ 链霉素（Ｇｉｂｃｏ 公司，美国）ＤＭＥＭ 培

养基（ＨｙＣｌｏｎｅ 公司，美国）培养。 每 ２ ～ ３ ｄ 传代

１ 次。

图 １　 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞形态

Ｆｉｇ．１　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＲＡＷ２６４ ７ ｃｅｌｌｓ

１ １ ２　 实验材料、试剂　 细胞张应变系统（Ｍｅｎｉｃｏｎ
Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ 公司，日本）。 ０ １％ 明胶溶液（ＨｙＣｌｏｎｅ
公司，美国）， ＣＣＫ⁃８ 试剂盒（Ｄｏｊｉｎｄｏ 公司，日本）。
脂 多 糖 （ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＬＰＳ ）、 干 扰 素⁃γ
（ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ γ， ＩＦＮ⁃γ） （ Ｒｏｃｋｙ Ｈｉｌｌ 公司， 美国）。
ＰＣＲ 逆转录试剂（Ｔａｋａｒａ 公司，日本）。 实时荧光定

量聚合酶链反应仪（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ） （ ＡＢＩ ７５００， Ｌｉｆｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司，美国）。
１ ２　 实验方法

１ ２ １　 诱导与分组 　 使用 ＬＰＳ （ １００ ｎｇ ／ ｍＬ） 和

ＩＦＮ⁃γ（２０ ｎｇ ／ ｍＬ）刺激 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞 ２４ ｈ，诱导
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其向 Ｍ１ 型巨噬细胞分化。 体外实验分为 ３ 组：对
照组为 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞，第 ２ 组为 Ｍ１ 型巨噬细胞

（Ｍ１ 组），第 ３ 组为 Ｍ１ 型巨噬细胞＋力学刺激（Ｍ１
＋Ｓｔｒｅｔｃｈ 组）。
１ ２ ２　 细胞张应变 　 将 ０ １％ 明胶溶液加入无菌

的张应变小室内，放在 ４ ℃冰箱内过夜。 接种 ２ ５×
１０５个 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞于 ２ ｃｍ×２ ｃｍ 小室内。 为确

定合适的张应变幅度和时间，设置不同梯度的张应

变幅度（１０％ 、１５％ 、２０％ ） 和张应变时间 （０、３、６、
１２ ｈ），张应变频率为 ２ Ｈｚ，使用正弦波张应变模式

进行双向张应变。 选择幅度 １０％ 、２ Ｈｚ 正弦波张应

变模式刺激 Ｍ１ 型巨噬细胞 ３ ｈ。
１ ２ ３　 流式细胞仪检测　 用移液枪将细胞吹打下

来，移入 １５ ｍＬ 离心管，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ５ ｍｉｎ，弃
上清。 使用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ（ＰＩ）凋亡试

剂盒（ＢＤ 公司，美国）自带的封闭液洗涤 ２ 次，调整

细胞密度为 １×１０６个 ／ ｍＬ。 吸取 １００ μＬ 细胞悬液，
加入 ５ μＬ 的 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 和 ＰＩ 染剂，室温避光孵育

０ ５ ｈ。 使用封闭液稀释至 ５００ μＬ 后在流式细胞仪

上（Ｂｅｃｋｍａｎ 公司，美国）检测。
１ ２ ４　 细胞存活率测定 　 使用 ＣＣＫ⁃８ 试剂检测

细胞活性状态。 吸掉上清液，按照 ＣＣＫ⁃８ 试剂 ∶培
养基为１ ∶ １０ 的比例配制 ＣＣＫ⁃８ 检测液。 将配好

的检测液加入各组的张应变小室内，１ ｍＬ ／孔，完
全覆盖细胞。 ３７ ℃培养箱孵育 ２ ｈ，每个小室吸出

１００ μＬ 液体转移至 ９６ 孔板内，４５０ ｎｍ 测其吸光

度值。
１ ２ ５　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测　 使用 Ｔｒｉｚｏｌ 溶液裂解细胞，
按照试剂说明提取 ＲＮＡ，测量其在 ２６０ ｎｍ 处的吸

光度计算总 ＲＮＡ 的浓度。 使用一步法逆转录试剂

盒按说明将 ｍＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡ。 然后进行实时

定 量 荧 光 ＰＣＲ。 促 炎 因 子 白 细 胞 介 素⁃１
（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β， ＩＬ⁃１β）、 肿瘤坏死因子⁃α （ ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）的基因表达量以 ＧＡＰＤＨ
作为参照，并使用 ２－ΔΔＣＴ方法进行计算。 引物序列

如表 １ 所示。
１ ３　 统计方法

计量资料以均值±标准差表示。 使用 ＳＰＳＳ ２１
对数据进行单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）进行比较。
Ｐ＜０ ０５ 表示差异用统计学意义。

表 １　 引物序列

Ｔａｂ．１　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 引物序列

ＧＡＰＤＨ⁃Ｆ ５′⁃ＣＴＴＣＡＴＴＧＡＣＣＴＣＡＡＣＴＡＣＡＴＧＧＴＣＴＡ⁃３′
ＧＡＰＤＨ⁃Ｒ ５′⁃ＧＡＴＧＡＣＡＡＧＣＴＴＣＣＣＡＴＴＣＴＣＡＧ⁃３′
ＩＬ⁃１β⁃Ｆ ５′⁃ＴＴＣＡＡＧＧＧＧＡＣＡＴＴＡＧＧＣＡＧ⁃３′
ＩＬ⁃１β⁃Ｒ ５′⁃ＴＧＴＧＣＴＧＧＴＧＣＴＴＣＡＴＴＣＡＴ⁃３′
ＴＮＦ⁃α⁃Ｆ ５′⁃ＣＴＣＡＧＣＧＡＧＧＡＣＡＧＣＡＡＧＧ⁃３′
ＴＮＦ⁃α⁃Ｒ ５′⁃ＡＧＧＧＡＣＡＧＡＡＣＣＴＧＣＣＴＧＧ⁃３′

２　 结果

２ １　 张应变幅度、时间测定

使用不同梯度的张应变幅度（１０％ 、１５％ 、２０％ ）
和张应变时间（０、３、６、１２ ｈ）刺激 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞。
结果表明，幅度 １０％ 、２ Ｈｚ 张应变刺激 ３ ｈ 对细胞活

性无显著影响。 而张应变幅度更高或者张应变时

间更长的刺激则会抑制细胞活性（Ｐ＜０ ０５）。 因此，
在后续实验中，选择幅度 １０％ 、２ Ｈｚ、３ ｈ 的张应变

刺激。

图 ２　 不同幅度、时间的 ２ Ｈｚ 张应变对细胞活性

影响（∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１）
Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ２ Ｈｚ ｔｅｎｓｉｌｅ ｓｔｒｅｔｃｈ ｗｉｔｈ ｖａｒｉｏｕｓ

ａｍｐｌｉｔｕｄｅｓ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ

２ ２　 细胞凋亡率、存活率比较

细胞可以接受微环境的改变并产生生物学反

应。 使用 Ａｎｎｅｘｉｎ⁃Ｖ ／ ＰＩ 双染检测细胞凋亡情况，其
中右上象限（Ａｎｎｅｘｉｎ⁃Ｖ 阳性，ＰＩ 阳性）为晚期凋亡

细胞，右下象限（Ａｎｎｅｘｉｎ⁃Ｖ 阳性，ＰＩ 阴性）为早期凋

亡细胞。 在统计细胞凋亡率时，将右上、右下象限

的细胞一起计入。 流式凋亡结果表明，ＲＡＷ２６４ ７
细胞（对照组）凋亡率约为 ５％ ，Ｍ１ 型巨噬细胞和经

过 １０％ 幅度、２ Ｈｚ 力学张应变作用的 Ｍ１ 型巨噬细
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胞与对照组细胞的凋亡率无显著差异（Ｐ＞０ ０５）。
该结果表明，ＬＰＳ 和 ＩＦＮ⁃γ 诱导的 Ｍ１ 型巨噬细胞

凋亡率不会增加。 此外，力学刺激也不会诱导 Ｍ１
型巨噬细胞凋亡。 细胞活性实验结果也表明，１０％
幅度、２ Ｈｚ 力学张应变对 Ｍ１ 型巨噬细胞的活性无

影响（Ｐ＞０ ０５），见图 ３。

图 ３　 １０％幅度、２ Ｈｚ 张应变对 ＲＡＷ２６４ ７ 诱导的 Ｍ１ 型
巨噬细胞凋亡及活性的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｎｓｉｌｅ ｓｔｒｅｔｃｈ ａｔ １０％ ａｍｐｌｉｔｕｄｅ ａｎｄ ２ Ｈｚ
ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｍ１ ｔｙｐｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＲＡＷ２６４ ７ ｃｅｌｌｓ

２ ３　 炎症因子基因测定

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，ＲＡＷ２６４ ７ 细胞诱导形成

的 Ｍ１ 型巨噬细胞炎症基因 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 与对照组

相比表达显著增加。 而 １０％ 幅度、２ Ｈｚ 张应变刺激

Ｍ１ 型巨噬细胞 ３ ｈ 后，细胞在炎症基因 ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α的表达量上与 Ｍ１ 型巨噬细胞相比明显降低

（Ｐ＜０ ０５），见图 ４。 因此，本文推测，张应变刺激可

以抑制 Ｍ１ 型巨噬细胞，促使其向抗炎的 Ｍ２ 型

转化。

３　 讨论与结论

在本研究中，首先使用不同幅度、时间的力学

张应变刺激巨噬细胞，并检测细胞活性。 结果发

现，１０％ 幅度、２ Ｈｚ 力学张应变刺激 ３ ｈ 对巨噬细胞

活性没有影响，故在后续实验中选择该刺激参数。
进一步使用张应变刺激 Ｍ１ 型巨噬细胞。 结果表

图 ４　 １０％ 幅度、２ Ｈｚ 张应变对 Ｍ１ 型巨噬细胞炎症

因子基因表达的影响（∗Ｐ＜０ ０５）
Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｅｎｓｉｌｅ ｓｔｒｅｔｃｈ ａｔ １０％ ａｍｐｌｉｔｕｄｅ ａｎｄ

２ Ｈｚ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｍ１ ｔｙｐｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ

明，１０％ 幅度、２ Ｈｚ 力学张应变对 Ｍ１ 型巨噬细胞活

性没有影响，但是能够抑制 Ｍ１ 炎症因子基因表达。
因此，本文认为，张应变刺激可以抑制 Ｍ１ 型巨噬细

胞，可能促使其向 Ｍ２ 型转化，力学刺激有望成为炎

症相关疾病的一种治疗手段。
作为机体免疫防线的组成部分，巨噬细胞在炎

症相关疾病中起着重要的作用［９］。 Ｍ０ 极性的巨噬

细胞可以被不同刺激物极化为促炎的 Ｍ１ 型或抗炎

的 Ｍ２ 型［１０］。 Ｍ１ 型巨噬细胞由脂多糖和干扰素 γ
激活，其分泌促炎因子包括 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 等，会损

伤正常组织。 Ｍ２ 型巨噬细胞由 ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１３
等激活， 其通过分泌 ＩＬ⁃１０ 抑制炎症和免疫反

应［１１］。 在炎症性疾病如关节炎、炎症性肠病中，抑
制促炎的 Ｍ１ 型巨噬细胞，促使其向抗炎的 Ｍ２ 型

转化并减少炎症因子分泌，可能成为炎症性疾病的

重要治疗手段。
巨噬细胞具有高度异质性和可塑性，它存在于

全身的大多数组织中，具有多种功能。 利用巨噬细

胞的功能可塑性，通过生化和物理手段，合理调控，
以获得有益的表型，将是一个有前途的治疗手段。
巨噬细胞起源于体循环中的单核细胞，在进入组织

时发生分化，从而表现出其多样性。 巨噬细胞的多

样性源于它们能够根据机体自身不断变化的微环

境而做出的相应表型改变。 事实上，巨噬细胞在癌

症、心血管疾病、肥胖、伤口愈合和异物反应等病理

生理过程中起着重要的作用。 现在，人们普遍认

为，巨噬细胞的表型可以看作是一个连续体，由多
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种不同的功能状态组成，每一种都有其独特的功

能。 在最简单的形式中，巨噬细胞的活化通常分为

经典活化（Ｍ１）和替代活化（Ｍ２） ［１２］。 巨噬细胞在

生理状态下，可清除体内凋亡细胞维持组织稳态，
机体受到破坏时，可协助进行机体组织修复。 然

而，巨噬细胞暴露于各种微环境刺激后可被激活并

实现多种功能表型。 由于巨噬细胞表型的复杂性，
巨噬细胞的极化仍是当前研究和争论的焦点［１３］。

力学刺激对巨噬细胞极性有重要调节作用。
巨噬细胞因环境变化刺激极化，这种极化导致其行

为功能改变。 研究表明，在体外低幅度张应变刺激

巨噬细胞有抗炎作用，而高幅度张应变会促进炎症

反应［１４⁃１５］。 本实验结果表明，１０％ 幅度、２ Ｈｚ 力学

张应变对细胞的生长状态产生影响。 通过对诱导

的 Ｍ１ 细胞持续张应变 ３ ｈ 发现，在基因表达方面，
炎症基因 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 的表达明显减弱，故可以认

为通过适度的张应变会使 Ｍ１ 向 Ｍ２ 极化。 通过本

实验结果可以推测，对于骨关节炎等类似病人，适
当活动有抑炎作用。

本文利用 ＣＣＫ８、细胞凋亡、ＰＣＲ 实验对 Ｍ１ 和

Ｍ２ 型巨噬细胞极化调节进行简单的阐述。 实验证

明了适当的力学刺激可以抑制 Ｍ１ 型巨噬细胞炎症

因子基因表达，故力学刺激在炎症相关疾病中可能

有治疗价值。 然而，本研究也存在如下的局限性：
① 仅基于体外实验研究，并没有进行动物模型研

究；② 仅探究力学刺激对巨噬细胞表型的影响，并
未研究其内在的机制；③ 力学刺激有很多种类，包
括张应变、压缩、剪切等，而本文只研究张应变刺激

对巨噬细胞极性的影响。 在后续研究中，本课题组

将进一步研究上述问题。
综上所述，本文通过研究张应变刺激对巨噬细

胞极性的调节作用发现，适当的力学刺激可以抑制

Ｍ１ 型巨噬细胞以及炎症因子基因表达。 因此，力
学刺激可能在炎症性疾病中起到治疗作用。
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３４７
池广浩，等． 力学刺激对巨噬细胞极性的影响
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