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摘  要  在类风湿关节炎(Rheumatoid Arthritis，RA)病理过程中，成纤维细胞的“肿瘤”样转型被认

为与 M1 型巨噬细胞分泌的诱导因子有关，表现为增殖过度、凋亡减少以及异常分泌促炎症因子。此

外，成纤维细胞的异常转型也会通过反馈调节进一步刺激巨噬细胞向 M1 型极化。目前关于 M1 型巨

噬细胞对成纤维细胞和血管内皮细胞的体外作用尚未有报道。为探讨 RA 滑膜中不同细胞间的相互作

用，该研究利用实时荧光定量法检测人髓系白血病单核细胞(THP-1)源 M0、M1 型巨噬细胞中白细

胞介素-8(IL-8)和内皮型一氧化氮合酶(eNOS)基因的 mRNA 表达量，酶联免疫吸附法测定 THP-1 源 
M1 型巨噬细胞上清液炎症因子的含量，通过细胞增殖实验测定不同比例 M1 型巨噬细胞上清液对成

纤维细胞和血管内皮细胞的增殖影响。结果显示，THP-1 源 M1 型巨噬细胞主要分泌白细胞介素-1β、
白细胞介素-8 蛋白。对类风湿关节炎滑膜成纤维细胞(MH7A)而言，M1 型巨噬细胞上清液与含血

清 RPMI(Roswell Park Memorial Institute)培养基混合(比例为 7∶3)作用 48 h 能促进细胞增殖；对人脐

静脉细胞融合细胞(EA.hy926)而言，M1 型巨噬细胞上清液与含血清 DMEM(Dulbecco Modified Eagle 
Medium)培养基混合(比例为 6∶4 或 7∶3)处理 72 h 显著促进了细胞的增殖。该研究可为建立 RA 血管

翳类组织模型提供前期研究的数据支撑，有助于体外构建抗 RA 药物高通量筛选平台。
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1 引  言 

  类风湿关节炎(Rheumatoid Arthritis，RA)

是一种主要侵蚀关节的慢性、全身性自身免疫

疾病[1]。不可控的 RA 常导致关节损伤、残疾、

心血管疾病和其他并发症的发生，严重影响患

者的生活质量。据统计，RA 在全球范围内发病

率为 1%～2%，多见于妇女及老年人[2]。由于我

国人口基数巨大，RA 患者人数已达 480 万[3]。

目前 RA 发生的病因尚未明确，多认为与性别、

家族性遗传和吸烟等有关[4]。临床上常用的治疗

药物，如传统抗风湿药物甲氨喋呤、来氟米特

以及生物制剂(如肿瘤坏死因子抑制剂——TNFi 
等)，虽然都可在一定程度上减缓病症，但不良

The Effect of Supernatant-Derived from THP-1 Macrophage on 
Rheumatoid Arthritis Fibroblasts and Vascular Endothelial Cells in Vitro
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Abstract Normal synovium is mainly composed of fibroblasts and macrophages. In the pathological process 

of rheumatoid arthritis (RA), the “tumor like” transformation of fibroblasts is considered to be related to 

inducers secreted by M1 macrophages. They are manifested as excessive proliferation, decreased apoptosis 

and abnormal secretion of pro-inflammatory factors, which in turn stimulate the macrophages for M1 

polarization. However, the effect of M1 macrophages on fibroblasts and vascular endothelial cells has not been 

reported. In this study, we aim to reveal the interactions between different types of cells in the RA synovium. 

mRNA expression of IL-8 and eNOS in M0 and M1 macrophages derived from human myeloid leukemia 

monocytes (THP-1) were detected by real-time fluorescence quantitative method. Moreover, the concentration 

of inflammatory factors in the supernatant of THP-1 derived M1 macrophages was determined by enzyme-

linked immunosorbent assay. In addition, the proliferation of fibroblasts and vascular endothelial cells was 

investigated by CCK8. The results showed that interlekin-1β and interlekin-8 proteins were mainly secreted by 

THP-1 derived M1 macrophages. We found that the rheumatoid arthritis synovial fibroblasts (MH7A) treated 

with mixture of M1 macrophage supernatant and serum-containing roswell park memorial institute (RPMI) 

with the ratio of 7∶3 for 48 h, and the cells proliferation was improved. Meanwhile, the proliferation of 

human umbilical vein cells was remarkable enhanced after treated with the mixture ratio at 6∶4 or 7∶3 for 

72 h. Based on this study, we will further establish the in vitro RA pannus model in future, which will facilitate 

the generation of high-throughput screening techniques for anti-RA drugs development. 

Keywords rheumatoid arthritis; fibroblasts; macrophages; vascular endothelial cells
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反应往往限制了其应用，故研发安全、有效且廉

价的 RA 治疗药物非常有必要[5]。由于新药研发

前期成本昂贵且失败率极高，药物安全性和有效

性难以得到高效评估，导致有效治疗药物发展缓

慢[6]。因此，若想更好地进行药物开发，需要对 
RA 的发病机理进行深入探索，以期能找到新的

药物作用靶点。

  RA 的主要病理特征包括滑膜细胞异常增

生、炎性细胞迁移聚集、血管翳新生等，最终

引起软骨破坏和骨侵蚀[7]。血管生成是 RA 的早

期表现，RA 患者的关节滑膜通常含有丰富的血

管，体内外众多研究均表明血管生成在 RA 的病

程中起着极其重要的作用[8]。其中，血管生成不

仅为增生的滑膜细胞提供更多的氧气和营养物

质，还为炎症因子的扩散提供了更多的渠道，同

时也为白细胞的浸润提供了病理条件，最终促进

了滑膜炎症的发展和骨、软骨的破坏[9]。此外，

滑膜纤维组织增生后会和周围的新生血管共同形

成血管翳，对周围的关节滑膜进一步造成破坏，

从而加快 RA 的病程发展。因此，抑制血管生成

是早期预防和治疗 RA 的重要策略之一。

  正常的关节滑膜有 1～3 层细胞，主要分为

两类：滑膜巨噬细胞和滑膜成纤维细胞。在 RA 
发病前期，滑膜增生至 8～10 层[10-11]。滑膜巨噬

细胞和滑膜成纤维细胞被认为是促炎细胞因子、

趋化因子和酶的主要来源，起到降解滑膜内结缔

组织及破坏关节软骨的作用[12]。滑膜巨噬细胞

静息阶段表型为 MΦ，但在不同微环境下，MΦ 
可由静息阶段极化为 M1 型或 M2 型[13]。在脂

多糖(Lipopolysaccharide，LPS)或促炎因子，如

干扰素-γ(Gamma-Interferon，IFN-γ)和肿瘤坏死

因子-α(Tumor Necrosis Factor-α，TNF-α)的刺激

下，MΦ 被激活为 M1 型巨噬细胞。M1 型巨噬

细胞主要通过产生白细胞介素-6(Interlekin6，IL-
6)、白细胞介素-1β(Interlekin1β，IL-1β)和肿瘤

坏死因子促进炎症的发展。另外，MΦ 在白细胞

介素-4、白细胞介素-10、白细胞介素-13 等因子

的刺激下极化为 M2 型巨噬细胞，此表型主要在

炎症消除、血管生成和组织修复中发挥作用。然

而，在 RA 患者组织样本中发现 M1/M2 比率明

显升高[14]。

  炎性白细胞的迁移和炎症因子的浸润，特别

是随着 TNF-α 和 IL-1β 的大量产生，导致破骨

细胞功能增强，滑膜成纤维细胞向高度迁移和强

破坏性的表型转化[15]。滑膜成纤维细胞激活后

不仅产生具有促炎症反应的细胞因子，还产生具

有促血管生成作用的因子，其中包括白细胞介

素-8(Interlekin 8，IL-8)、血管生成素-1 和血管

内皮细胞生长因子[16]。血管内皮细胞生长因子的

主要作用是促进血管内皮细胞增殖及诱导血管新

生，在白细胞介素-1 和 TNF-α 的作用下，其促

血管新生的作用会得到进一步增强。此外，血管

生成素-1 与血管内皮细胞生长因子在血管新生中

起协同效应，具有促进血管发芽和提高血管通透

性的作用[17]。然而，滑膜巨噬细胞和滑膜成纤维

细胞之间是如何相互影响的？又是如何对血管生

成产生促进作用的？这些问题对于揭示 RA 的病

理过程及体外构建 RA 血管翳病理类组织模型具

有重要意义，同时也是本文的研究重点。

  目前血管新生的实验模型主要分为两种，体

外细胞培养和体内动物模型。由于动物模型建模

时间长且难度较大，故药物的初筛主要采用体外

细胞培养。血管内皮细胞在 RA 血管新生的过程中

受到巨噬细胞以及成纤维细胞的刺激，所以单纯

采用内皮细胞较难完整复制体内复杂的过程[18]。

因此，通过多种细胞的联合培养模拟体内血

管生成过程是一种更好的方法。黄欢 [19]采用 
Transwell 方法，研究染料木素对细胞共培养体

系的血管抑制作用。Blasioli 等[20]的研究表明在

含三维软骨成分下，单核细胞与滑膜细胞共培养

可产生细胞因子、降解酶、基质金属蛋白酶-1 和
基质金属蛋白酶-3，利用细胞间的相互作用可
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体外模拟骨关节炎疾病环境，建立早期骨关节

炎软骨降解模型。另外，有研究表明在未对 RA 
患者滑膜进行酶切的情况下可获得炎症细胞群

体，以此混合培养构建血管翳模型，在此基础

上可研究白细胞介素-17 在血管翳与破骨细胞中

的双向作用[21]。

  由于在 RA 增生的滑膜血管翳中，M1 型巨噬

细胞大量释放促炎症因子，因此其对于滑膜成纤

维细胞和血管内皮细胞而言是重要的病理进展推

手。然而，目前相关的研究和机理仍然不清楚，

这会阻碍后续对模拟血管翳病理类组织的体外构

建，因此有必要对该问题进行前期探讨。基于

此，本研究采用人髓系白血病单核细胞(THP-1)
源 M1 型巨噬细胞上清液进行研究。具体地，采

用酶联免疫吸附测定方法检测 M1 型巨噬细胞上

清液炎症因子的蛋白含量；采用 CCK8 试剂盒检

测 THP-1 源 M1 型巨噬细胞上清液对促进类风湿

关节炎滑膜成纤维细胞(MH7A)、人脐静脉细胞

融合细胞(EA.hy926)的增殖作用。通过本研究，

初步探讨了 M1 型巨噬细胞对滑膜巨噬细胞和成

纤维细胞的影响，也为下一步体外建立 RA 血管

翳模型提供前期数据支持。

2 材料和方法

2.1 材料

  THP-1 细胞获赠于深圳大学陈心春教授

课题组，人 RA 成纤维细胞 MH7A 购于 Riken 
细胞库，人血管内皮细胞  EA.hy926 获赠于

香港中文大学秦岭教授课题组；细胞培养基 
DMEM(Dulbecco Modified Eagle Medium)、

RPMI(Roswell Park Memorial Institute)，磷酸盐

缓冲液(Phosphate Buffered Saline，PBS)，青霉

素-链霉素混合双抗均购于美国 Hyclone 公司；

胎牛血清购于美国 Gibco 公司；胰酶购于美国 
Invitrogen 公司；佛波酯(Phorbol 12-Myristate 

13-acetate，PMA)获赠于中国科学院深圳先进

技术研究院李亮课题组；LPS 购于美国 Sigma-
Aldrich 公司；IFN-γ 购于中国 Sinobiologial 公
司；CCK8 细胞增殖与毒性检测试剂盒购于日本 
Dojindo 公司；酶联免疫吸附测定试剂盒(IL-1β、
TNF-α、IL-6、IL-8)购于美国 R&D 公司。

2.2 实验方法

2.2.1 细胞培养

  本实验的 THP-1 细胞、MH7A 细胞均采用 
RPMI 完全培养基(含 10% 血清和 1% 青链霉素

混合双抗)进行培养，EA.hy926 细胞采用 DMEM 
完全培养基(含 10% 血清和 1% 青链霉素混合双

抗)进行培养。其中，细胞培养箱环境为 37 ℃、 
5% CO2。

2.2.2 THP-1 诱导 M1 型巨噬细胞的分型实验

  THP-1 细胞状态良好且密度达 80% 时，

取部分用于细胞计数后，将剩余细胞悬液离心

(1 000 r/min、5 min)后，弃上层培养基并轻

轻弹散细胞(避免细胞抱团)，调整种板密度为 
3.5×105 个/mL，同时加入 100 ng/mL PMA，移

液枪混匀后等体积分到相应培养皿中，随后置

于培养箱内。PMA 作用 48 h 后使其诱导分化为 
MΦ 型细胞，PBS 清洗三遍，加入新鲜 RPMI 
培养基(无血清)过夜。次日用 RPMI 完全培养

基配制 100 ng/mL LPS 和 20 ng/mL IFN-γ 并替

换细胞培养液，作用 24 h 后转为 M1 型巨噬细

胞，用 PBS 清洗两遍，更换为  RPMI 培养基

(无血清)培养 24 h，收集 THP-1 源巨噬细胞及

其上清液。

2.2.3 引物合成

  所用引物委托华大基因科技有限公司合成，

具体引物序列如表 1 所示。 
2.2.4 实时荧光定量法

  为检测 MΦ 型和 M1 型巨噬细胞中 IL-8、
eNOS 基因在 mRNA 水平上的含量变化，诱导 
THP-1 成为 MΦ 型后，加入新鲜 RPMI 完全培养
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基过夜。接着，M0 组用 RPMI 完全培养基替换

原本培养基作用 24 h；M1 组用 RPMI 完全培养

基配制 100 ng/mL LPS 和 20 ng/mL IFN-γ 并替换

细胞培养液作用 24 h。此后，两组均换为 RPMI 
培养基(无血清)培养 24 h。接着，按照 RNA 提取

试剂盒说明书提取总 RNA，同时采用紫外分光光

度计定量各 mRNA 浓度并进行 RNA 逆转录。其

中，逆转录程序为：37 ℃，15 min；85 ℃，5 s；
4 ℃，∞。逆转录完成后得到 cDNA，将其与上下

游引物等反应液混匀充分后，离心去除气泡，使

用荧光定量 PCR 仪器进行检测。

2.2.5 酶联免疫吸附测定

  为检测 M1 型巨噬细胞上清液中 IL-1β、
TNF-α、IL-6 以及 IL-8 的蛋白含量。将收集到的 
M1 型巨噬细胞上清液吸取到 1.5 mL 小型离心管

(Eppendorf)中进行离心(3 000 r/min、20 min)，
离心结束后将上层液体转入新的离心管中；随后

按说明书配制标准液，将样品加到酶联免疫吸附

测定试剂盒专用的 96 孔板中，孵育，清洗。接

着加入抗体结合液后再次孵育，清洗，加入显色

液，避光孵育，随即加入终止液。充分混匀后采

用紫外分光光度计在 450 nm 和 540 nm 波长处测

量样品吸光值，根据标准曲线即可计算出各因子

的蛋白含量。

2.2.6 CCK8 细胞增殖与毒性实验

  为检测 M1 型巨噬细胞上清液对 MH7A、

EA.hy926 的增殖与毒性作用，将 MH7A 细胞(密度

为 5 000 个/孔)、EA.hy926 细胞(密度为 3 000 个/孔)

分别接种于 96 孔板。其中，收集 M1 型巨噬细

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

胞上清为实验组；将不加处理的无血清 RPMI 作
为对照组，并以此作为条件培养基。对于 MH7A 
细胞而言，对照组培养基使用 RPMI(无血清)与 
RPMI 完全培养基混合，比例分别为 5∶5、6∶4 
和 7∶3；实验组培养基使用 M1 型巨噬细胞上清

液与 RPMI 完全培养基混合，比例对应为 5∶5、
6∶4 和 7∶3。经过恒温培养箱分别培养 24 h、
48 h 和 72 h 后，每孔加入 10% 培养基体积的 
CCK8，37 ℃ 孵育 2 h。孵育完成后，使用紫外

分光光度计在 450 nm 波长下测量吸光值，利用

细胞活力公式计算增殖与毒性值。  
  对于 EA.hy926 细胞而言，对照组培养基使

用 RPMI(无血清)与 DMEM 完全培养基混合，

比例分别为 5∶5、6∶4 和 7∶3；实验组培养基

使用 M1 型巨噬细胞上清液与 DMEM 完全培养

基混合，比例对应为 5∶5、6∶4 和 7∶3，分别

作用 24 h、48 h、72 h 进行 CCK8 测试，并根据

公式对相应指标进行计算。

2.2.7 统计学分析

  首先，对实时荧光定量法、酶联免疫吸附测

定、CCK8 实验获得的初步数据使用 Excel 进行

公式计算；然后，使用 SPSS17.0 软件对所有组

内及组间数据进行分析。其中，所有数值均以

“平均值±标准误差”表示；采用单因素方差分

析和双因素方差分析了解各组数据间是否具有统

计学差异。当 P＜0.05 时，认为两组数据间具有

统计学差异；当 P＜0.01 时，认为两组数据间具

有显著统计学差异；当 P＜0.001 时，认为两组

数据间具有极显著统计学差异。
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3 实验结果

3.1 THP-1 细胞诱导的 M1 型巨噬细胞的形态

变化

  光学显微镜下观察 THP-1 细胞状态良好时

细胞形态呈圆形，大小均一，为单个悬浮细胞

(图 1(a))；经 100 ng/mL PMA 诱导 48 h 后，

部分细胞形态发生改变，呈长梭型，且贴壁牢

固，细胞团聚生长，此时诱导分化成的细胞

为 THP-1-MΦ 型(图 1(b))。静息过夜后，加入 
LPS、IFN-γ 诱导 6 h，细胞形态呈现细长状，且

细胞膜突起更为明显，此时诱导分化成的细胞为 
THP-1-M1 型(图 1(c))。LPS、IFN-γ 诱导 24 h，
圆形或椭圆形细胞脱落较多，此时诱导分化成的

细胞也为 THP-1-M1 型，但单个细胞突起较 6 h 
更多(图 1(d))。

3.2 RT-PCR 检测 THP-1 源 MΦ 和 M1 型巨噬

细胞中 IL-8、eNOS 的 mRNA 水平

  巨噬细胞 MΦ 与经 100 ng/mL LPS 和 20 ng/mL 
IFN-γ 诱导 24 h 的 M1 型巨噬细胞相比，两者在 
IL-8、eNOS 的 mRNA 水平上均有表达，但没有

显著性差异(P＞0.05)(图 2)。
3.3 酶联免疫吸附测定检测 THP-1 源巨噬细胞

上清液中炎症因子的蛋白含量

  与同一时期收取的 M0 型细胞上清液相比，

经 LPS＋IFN-γ 诱导 6 h 的 THP-1-M1 细胞上清液

中 IL-1β、IL-8 含量显著增多，其中 IL-1β 浓度

增加了 3.61 倍，IL-8 增加了 2.84 倍；经 LPS＋
IFN-γ 诱导 24 h 后，THP-1-M1 细胞上清液中 IL-
1β、IL-8 含量较 M0 上清液中有所增多，IL-1β 
浓度增加了 1.67 倍，IL-8 浓度增加了 2.1 倍，

但显著性差异较诱导 6 h 的小(图 3)。另外，由
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            (a)正常 THP-1 细胞                  (b)PMA 刺激(48 h)后的 THP-1-MΦ    (c)PMA(48 h)＋LPS、IFN-γ (6 h)    (d)PMA (48 h)＋LPS、IFN-γ (24 h)
                                                                                                                                        刺激 THP-1 分化为 THP-1-M1 细胞    刺激 THP-1 分化为 THP-1-M1 细胞

图 1 THP-1 不同诱导阶段的细胞形态(×20)

Fig. 1 Cell morphology of THP-1 in different induction stages (×20)

               (a)MΦ 巨噬细胞和 M1 型巨噬细胞 IL-8 的 mRNA 相对表达量                  (b)MΦ 巨噬细胞和 M1 型巨噬细胞 eNOS 的 mRNA 相对表达量

                图 2 RT-PCR 检测 THP-1 源 MΦ 和 M1 型巨噬细胞 IL-8 与 eNOS 的表达量

Fig. 2 Expression of IL-8 and eNOS in MΦ and M1 macrophages derived from THP-1
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于各组分泌 IL-6 及 TNF-α 水平较低，无法进行

比较(未显示)。

3 .4  CCK8 检测  M1  型巨噬细胞上清液对 

H7A、EA.hy926 细胞的增殖作用

  在实验组中，条件培养基为  LPS＋IFN-γ 

处理 THP-1 细胞 24 h 后 M1 型细胞的无血清 
RPMI 上清液，对照组条件培养基为不加处理的

无血清 RPMI 培养基。当条件培养基与 RPMI 
含血清培养基混合比例为 7∶3 作用 MH7A 细胞 
48 h 时，M1 型巨噬细胞上清液组对 MH7A 细
胞的增殖作用明显高于无血清 RPMI 组，细胞

存活率较无血清 RPMI 组高 1.41 倍(P＜0.05)。
另外，条件培养基与 DMEM 含血清培养基混合

比例为 6∶4 和 7∶3 作用 EA.hy926 细胞 72 h 
时，M1 巨噬细胞上清液组对 EA.hy926 细胞的

增殖作用明显高于无血清 RPMI 组，细胞存活

率较无血清 RPMI 组分别高 1.89 倍和 1.72 倍，

且具有显著性差异(图 4)。 
 

4 讨论与分析

  在 RA 中，细胞间的相互作用会影响药物治

疗的效果。因此，阐明 RA 各类细胞的相互影响

将有助于更好地建立 RA 血管翳模型，同时可以

高效、低成本地进行 RA 药物的高通量筛选。本

文从巨噬细胞的作用及其对成纤维细胞、血管内

皮细胞的增殖影响进行研究，了解在滑膜增生血

管翳中促炎的 M1 型巨噬细胞对另外两种细胞的

作用。同时对 RA 病理血管翳类组织的构建条件

进行了摸索，为后续体外筛选 RA 治疗药物提供

支撑。本文初步探讨的结果显示：体外 THP-1 源 
M1 型巨噬细胞主要分泌 IL-1β、IL-8 两种炎症因

子，但低表达 IL-6、TNF-α。CCK8 结果显示，

巨噬细胞上清液对  MH7A 细胞促增殖作用不

明显，72 h 对 EA.hy926 细胞的促增殖作用较

显著。

  在 RA 中，TNF-α 能直接影响内皮细胞的增

殖与分化，参与血管新生。此外，TNF-α  联合 
IL-1β、白细胞介素-17 刺激成纤维细胞产生血管

内皮细胞生长因子，也可以间接促进血管生成。

IL-1β 虽然不直接参与血管新生，但可引起成纤

维细胞中血管生成素-1、内皮细胞 TEK 酪氨酸

激酶和血管内皮细胞生长因子的表达升高，进而

影响血管生成。IL-8 主要由巨噬细胞和成纤维细

胞分泌，通过结合内皮细胞上 CXCR1 和 CXCR2  
受体(A 类视紫红质样 G 蛋白偶联受体)，促进

血管生成[9]。Tu 等[22]认为巨噬细胞与成纤维细

胞在 RA 中存在细胞交流，巨噬细胞主要通过分

泌 IL-1β 和 TNF-α 诱导成纤维细胞转化为“肿

瘤”样细胞；成纤维细胞通过分泌 IL-6、血管内

              (a)MΦ 巨噬细胞和 M1 型巨噬细胞 IL-1β 蛋白含量                                              (b)MΦ 型巨噬细胞和 M1 型巨噬细胞 IL-8 蛋白含量 

    注：*表示 P＜0.05；**表示 P＜0.01；***表示 P＜0.001；同图 4  

图 3 酶联免疫吸附测定检测细胞上清中 IL-1β 和 IL-8 的蛋白含量

Fig. 3 The protein content of IL-1β and IL-8 was detected by ELISA 
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皮细胞生长因子等细胞因子，促进血管生成。由

于 RA 滑膜巨噬细胞含量少且不易在体外长期培

养，故本文采用 PMA 诱导 THP-1 单核细胞形成

巨噬细胞的方法模拟巨噬细胞的作用。

  酶联蛋白吸附测定实验显示，LPS 和 IFN-γ 
诱导巨噬细胞 6 h、24 h 后，M1 型巨噬细胞上清

液 IL-1β、IL-8 炎症因子含量明显增多。其中， 
LPS 和 IFN-γ 诱导 6 h 后，M1 上清液中 IL-1β 浓
度增加了 3.61 倍，IL-8 增加了 2.84 倍；LPS 和 

IFN-γ 诱导 24 h 后，M1 上清液中 IL-1β 浓度增加

了 1.67 倍，IL-8 浓度增加了 2.1 倍。然而低表达 
IL-6、TNF-α。有文献报道 M1 上清中含有 IL-6 
和 TNF-α，此处不相符的原因可能是本文与其他

文献所用的 PMA、LPS 和 IFN-γ 浓度及作用时间

不同[23-24]。在诱导过程中，PMA 诱导 THP-1 分化

为巨噬细胞，其使用量、诱导时间对分化程度及

功能的影响具有显著性差异[25]。

  在 CCK8 实验结果中，M1 型巨噬细胞上
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                                                (e) MH7A-72h                                                                                                (f) EA.hy926-72h

              (a, c, e)分别为不同比例 THP-1 源 M1 巨噬细胞上清液在 24 h、48 h、72 h 对 MH7A 细胞的增殖作用；(b, d, f)分别为不同比例 THP-1 源 

               M1 巨噬细胞上清液在 24 h、48 h、72 h 对 EA.hy 926 细胞的增殖作用

图 4 CCK8 测定 THP-1 源 M1 巨噬细胞上清液对 MH7A 和 EA.hy926 细胞的增殖作用

Fig. 4 CCK8 was used to determine the proliferation of MH7A and EA.hy926 cells by the supernatant of M1 macrophages 

derived from THP-1

                                                (c) MH7A-48h                                                                                                (d) EA.hy926-48h

                                                (a) MH7A-24h                                                                                               (b) EA.hy926-24h
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清液与 RPMI 含血清培养基混合比例为 7∶3 作
用 MH7A 细胞 48 h 时，细胞存活率较无血清 
RPMI 组高 1.41 倍；M1 型巨噬细胞上清液与 
DMEM 含血清培养基混合比例为 6∶4 和 7∶3 
作用 EA.hy926 细胞 72 h 时，细胞存活率较无血

清 RPMI 组分别高 1.89 倍和 1.72 倍。THP-1 源巨

噬细胞上清液对 MH7A、EA.hy926 细胞增殖无明

显作用，可能是由于 LPS 和 IFN-γ 诱导 24 h 时，

M1 巨噬细胞的细胞因子分泌量较少，如 IL-1β 
蛋白含量约为 379 pg/mL，相较于研究常用的 
10 ng/mL IL-1β，或 20 ng/mL TNF-α 的刺激量远

远不足。另外，在本实验中，由于批次间细胞密

度不完全一致导致炎症因子浓度间的差异，因

此 CCK8 结果不稳定。但可以观察到，24 h 时 
M1 上清液组与对照组无血清 RPMI 的细胞存活

率间无明显差异，而在 48 h、72 h、血清含量相

同的情况下，THP-1 源 M1 型细胞无血清上清液

对细胞的存活仍然起到一定的作用，初步确定

了 THP-1 源 M1 型细胞分泌的因子对 MH7A 和 
EA.hy926 细胞具有增殖作用。由于 THP-1 源巨噬

细胞与患者体内病理环境下滑膜巨噬细胞存在差

异，本研究仅初步探讨了在 RA 增殖的滑膜中不

同细胞间的相互作用。

  Nozaki 等[26]表明从 RA 病患滑膜处收集细胞

后直接进行培养能够构建体外 RA 血管翳模型，

虽然这种方法更贴合真实病理情况，但由于性

别、发病程度等因素的不同，难以将模型标准化

进行 RA 药物的高通量筛选。另外，Ibold 等[27]

收集猪源软骨细胞与 RA 源滑膜成纤维细胞在体

外构建血管翳模型，但更多着重于比较人工与机

器操作的剪切力与准确性。本文基于巨噬细胞对

滑膜成纤维细胞的诱导转型作用，采用 THP-1 细
胞系诱导形成的 M1 型巨噬细胞，体外研究 M1 
型巨噬细胞对成纤维细胞 MH7A 的刺激作用及

血管内皮细胞 EA.hy926 的增殖作用。但本文也

存在不足，如未检测 M1 型巨噬细胞上清液对 

MH7A 中促血管因子在 mRNA、蛋白水平上的变

化以及对 EA.hy926 细胞迁移、成管腔能力的作

用。因此，未来构建类风湿关节炎血管翳模型时

需进行进一步探讨。

5  结  论

  本研究围绕 THP-1 源 M1 巨噬细胞上清液是

否促进 MH7A、EA.hy926 细胞增殖进行探讨。

通过 PMA 诱导 THP-1 细胞，经 LPS 和 IFN-γ 刺
激 24 h，得到 M1 型巨噬细胞。酶联免疫吸附测

定检测 M1 型巨噬细胞上清液主要含有 IL-1β、
IL-8 蛋白。将 M1 型巨噬细胞上清液与含血清培

养基进行不同比例混合发现，对 MH7A 细胞而

言，7∶3 的比例在 48 h 时能促进细胞增殖；对 
EA.hy926 细胞而言，6∶4 和 7∶3 在 72 h 对细

胞增殖更为明显。以上研究数据提示，M1 巨噬

细胞与 MH7A、EA.hy926 细胞存在相互作用，

未来工作将以此作为基础构建类风湿关节炎血管

翳模型并应用于 RA 药物高通量筛选，以更高效

地筛选安全有效的 RA 治疗药物。
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