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二氢青蒿素对超高分子量聚乙烯颗粒诱导的巨噬细胞源性炎性
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摘要 目的：研究二氢青蒿素（Dihydroartemisinin，DHA)对超高分子量聚乙烯（Ultra high molecular weight polyethylene，UHMWPE）

颗粒诱导的小鼠巨噬细胞系RAW264.7细胞源性炎性因子释放的影响。方法：建立UHMWPE颗粒诱导的小鼠巨噬细胞系RAW264.7

细胞源性炎性因子释放模型；施加不同浓度的二氢青蒿素观察药物对细胞的影响，酶联免疫分析法（Enzyme-linked immuno sorb-

ent assay，ELISA）检测细胞培养液上清中 TNF-琢，IL-1茁，IL-6和 IL-10含量，MTT法检测细胞毒性反应。 结果：酶联免疫分析方

法结果表明，二氢青蒿素可以显著抑制由 UHMWPE颗粒诱导的小鼠 RAW264.7细胞促炎细胞因子 TNF-琢,IL-1和 IL-6的表达，

并显著促进抗炎因子 IL-10的释放，其效应具有剂量依赖性。结论：二氢青蒿素具有显著的抗炎作用，可以抑制 UHMWPE颗粒

诱导的巨噬细胞炎症反应，其在预防人工关节置换术后假体无菌性松动的药物治疗方面具有潜在的作用。
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The Effects of Dihydroartemisinin on Macrophage-derived Inflammatory
Factor Production Induced by UHMWPE Particles*

To investigate the effect of dihydroartemisinin on the production of inflammatory factors induced by

UHMWPE particles in mouse macrophage cell line RAW264.7. UHMWPE particles were used to establish inflammatory fact-

ors production model in RAW264.7 cell and it was treated with dihydroartemisinin on different concentrations. The contents of TNF-琢,
IL-1, IL-6 and IL-10 in the supernatant of cell culture medium were detected by ELISA. MTT assay was adopted to detect the cytotoxicit-

y of dihydroartemisinin. Dihydroartemisinin could significantly inhibit the secretion of TNF-琢, IL-1 and IL-6 in RAW246.7 cells

induced by UHMWPE particles while promote the content of anti-inflammatory factor IL-10 in a dose-dependent manner.

Dihydroartemisinin can significangtly inhibit the proinflammatory effects of macrophage induced by UHMWPE particles, which indicates

that it plays a potential role in drug treatment for prevention of aseptic loosening after artificial joint replacement surgery.

Dihydroartemisinin; UHMWPE particles; Macrophage; Inflammatory factor

*基金项目：国家自然科学基金项目（81301541）

作者简介：李鹏飞(1986-)，男，硕士研究生，主要研究方向：骨与关节，电话：13720758803，E-mail：13720758803@163.com

△通讯作者：朱庆生，E-mail:Zhuqsh@fmmu.edu.cn；朱锦宇，E-mail:Zhujinyu@fmmu.edu.cn

（收稿日期：2013-12-30 接受日期：2014-01-25）

前言

随着人口老龄化及人口预期寿命的增加，人工关节置换术

越来越得到广泛的应用。人工关节置换术已经成为治疗终末期

骨关节疾病的最有效方法。然而由此出现的新的难题，即如何

缓解假体周围骨溶解所带来的不利影响。假体周围骨溶解后所

继发的无菌性松动是人工关节置换术后关节翻修的重要原因

之一[1]。在金属 -聚乙烯摩擦界面中产生的 UHMWPE颗粒诱

发假体周围界膜组织内巨噬细胞产生一系列生物学反应，导致

假体周围骨溶解，是人工关节无菌性松动最常见的原因之一[2]。

关于破骨细胞生成和活化的最新研究表明，骨髓来源巨噬细胞

在人工关节置术后假体周围骨溶解的发病过程中起到双重作

用。一方面界膜组织中大量的巨噬细胞吞噬 UHMWPE颗粒产

生 TNF-琢，IL-1和 IL-6等促炎细胞因子形成炎性正反馈循环，

行使细胞宿主防御反应。另一方面在接下来的骨吸收过程中作

为破骨细胞前体，进一步分化为具有骨吸收功能的成熟破骨细
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胞，最终导致假体周围骨溶解及无菌性松动的发生[3]。

根据活化状态和发挥功能的不同，巨噬细胞主要可分为

M1型即经典活化的巨噬细胞和 M2型即替代性活化的巨噬细

胞。M1型巨噬细胞可分泌大量的促炎性细胞因子，如 TNF-琢，
IL-1和 IL-6等。而 M2型巨噬细胞高表达抑炎细胞因子 IL-10
[4,5]。TNF-琢，IL-1和 IL-6等促炎性细胞因子可以刺激成骨细胞

表达 RANKL和 M-CSF，通过作用于 RANK-RANKL-OPG 信

号通路，促使破骨细胞的形成和活化，导致假体周围骨溶解及

骨吸收[3,6-8]。L-10可显著抑制由颗粒诱导的 RAW264.7细胞释
放 TNF-琢和 IL-6等促炎细胞因子，从而抑制破骨细胞的形成

和骨吸收[9]。因此，预防和治疗假体周围骨溶解及无菌性松动的

关键就在于抑制巨噬细胞的炎性激活。

青蒿素(artemisinin)是从菊科植物黄花蒿中提取分离出的

一种具有过氧桥结构的新型倍半萜内酯类化合物，目前其是我

国首创的一类高效低毒的新型抗疟单体[10]。二氢青蒿素(dihy-

droartemisinin,DHA)是青蒿素的半合成衍生物，是青蒿素及其

他衍生物在体内的代谢产物和有效成份[11-13]。近年来的研究表

明，青蒿素及其他衍生物具有较强的免疫调节及抗炎作用[14]，

通过抑制 MAPK和 NF-资B炎性信号通路，可以显著的抑制促

炎细胞因子 TNF-琢，IL-1，IL-6等的产生[10,15-17]。

本实验通过 UHMWPE颗粒在体外巨噬细胞培养体系中

诱导小鼠源性巨噬细胞 RAW264.7释放炎性因子，观察二氢青

蒿素是否可以抑制促炎症因子的释放，并促进抑炎细胞因子的

生成，探讨二氢青蒿素在人工关节无菌性松动防治应用中的可

能性。

1 材料和方法

1.1 材料
1.1.1 药物与细胞系 二氢青蒿素(DHA)（纯度＞ 99.9%，sigma

公司，美国），用二甲基亚砜（Dimethyl sulfoxide，DMSO）溶解，

超声助溶，-20 ℃保存。实验前用培养基稀释至所需浓度(DM-

SO终浓度小于 0.1 %[17])。小鼠巨噬细胞系 RAW264.7购自美

国模式培养物保藏所（美国菌种保藏中心，美国）。

1.1.2 主要试剂和仪器 内毒素检测试剂盒、二甲基亚砜、牛Ⅰ

型胶原（sigma公司，美国）；RPMI-1640培养基、胎牛血清、0.25
%胰酶消化液、MTT试剂（Hyclone公司，美国）；酶联免疫试剂

盒（R&D公司，美国）；22× 22 滋m盖玻片（上海鼎杰生物科技

有限公司）；冰醋酸 (台山市新宁制药有限公司)；SB25-120DT

型超声波清洗机（上海予腾生物科技有限公司）；倒置光学显微

镜（Olympus，日本）；BIO-RAD 550 型酶标仪（Bio-Rad 公司，

美国）。

1.1.3 UHMWPE 颗粒 UHMWPE 颗粒有德国的 Mr.Ernst

Krendlinger先生惠赠。经扫描电镜（Hitachi,Osaka,japan）分析证

实 UHMWPE颗粒的直径范围是 0.05-11.06 滋m，其中 90 %的
颗粒直径小于 9 滋m，平均为 1.74± 1.43 滋m。绝大多数颗粒的

大小都位于生物活性范围之内[18]。所有的颗粒都用乙醇冲洗以

去除内毒素，并经内毒素检测试剂盒证实无内毒素存留。使用

前经 酌射线 Co-60照射消毒，-4 ℃保存。
1.2 方法
1.2.1 UHMWPE颗粒玻片的制备 由于 UHMWPE颗粒密度

小于 1 g/cm3，而 RAW264.7细胞是贴壁细胞。若将其直接置于

液体培养基内时，会漂浮于液体培养基表面而无法与贴壁的细

胞相接触，因此，根据 Voronov等人的方法来制备 UHMWPE

颗粒玻片[19]。方法如下：1 g UHMWPE颗粒与 0.5 mL DMSO混
悬于无菌的石英研中，用研磨杵混匀。然后用 14.5 mL储存于
4 ℃的 0.01 %牛 1型胶原单体溶液重悬。库尔特计数器计数

后，将颗粒的终浓度调整到 107/ mL，储于 4 ℃待用。盖玻片

（22× 22 滋m）用干热消毒法进行消毒。取 10 滋L的颗粒混悬液

（105个 /10 滋L）均匀涂于盖玻片表面并转移至室温条件下进行
胶原聚合反应。同时将 10 滋L同样比例混合的 DMSO和牛Ⅰ型

胶原的混合液涂于盖玻片表面作为空白对照。将上述制备好的

玻片放置于无菌的 6孔板内，紫外照射消毒，密封包装，储存于
4 ℃备用。
1.2.2 细胞培养 小鼠 RAW264.7细胞加入含 10 %胎牛血清，
100 IU/ml青霉素 G，100 滋g/ml链霉素的 RPMI-1640 培养基，

置于 5 % CO2，37 ℃ 恒温培养箱中生长。当细胞密度达到
80-90 %时，将细胞重悬至终浓度为 5× 105个细胞 /mL。细胞以
1× 106个 /2 mL/每孔接种于预先准备好的含有玻片的 6孔板

中，给药组同时分别加入不同浓度的二氢青蒿素（2.5，25，250

滋mol/L）[20]。同时设立空白对照组，阳性对照组（表 1）。然后培养
24 小时。每次培养结束后，收集培养液上清，-80℃保存。
RAW264.7细胞镜下吞噬情况观察（图 1）。
1.2.3 DHA对细胞活力影响的测定 采用 MTT法检测二氢青

蒿素对小鼠 RAW264.7 细胞活力的影响。取对数生长期的
RAW264.7细胞，调整细胞悬液浓度为 1× 104个细胞 /ml，分别

加入到 96孔板中，每孔 200 滋L，置于 5 % CO2，37 ℃ 恒温培

养箱培养 2小时后，用药组分别加入 2.5，25，250 滋mol/L的二

氢青蒿素，每组设 6个复孔，继续培养至 24小时。然后每孔加

入 20 滋LMTT溶液（5 mg/ml）。继续培养 4小时。终止培养，每

孔加入 150 滋L二甲基亚砜，置摇床上低速震荡 10分钟，使结

晶物充分溶解。在酶联免疫检测仪 450 nm出测量各孔的吸光

值。并将空白对照组细胞活力计作 100 %。实验重复 3次。细

胞的存活率(%) =(实验孔 OD值 -调零孔 OD值)/(对照孔 OD

值 -调零孔 OD值) × 100 %

1.2.4 细胞因子的检测 (ELISA) 培养液上清中 TNF-琢，IL-1，
IL-6和 IL-10细胞因子的水平用美国 R&D公司 ELISA试剂盒

按照说明书进行检测。

1.3 统计学分析

所有数据以均数± 标准差(x± s)表示。采用 SPSS11.0软件

进行统计分析。使用单因素方差分析的方法（one-way ANO-

VA）以及 Bonferroni分析对两组间结果进行比较。P值 <0.05

Group RAW264.7

Control

Positive control

High Dose

Medium dose

Low Dose

（＋）

（＋）

（＋）

（＋）

（＋）

UHMWPE

Particle

（－）

（＋）

（＋）

（＋）

（＋）

Drug Dose

（滋mol/L）

0

0

2.5

25

250

表 1 RAW264.7细胞培养分组

Table 1 Grouping of RAW264.7 cells culture

3602· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.19 JUL.2014

时提示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 UHMWPE颗粒对小鼠巨噬细胞源性炎性因子释放的影响
图 1A，显微镜下，RAW264.7细胞胞质清亮，呈圆形或多

边形。图 1B 和图 1C，镜下视野可见巨噬细胞吞噬了大量
UHMWPE颗粒。用 ELISA试剂盒检测已经收集取样的细胞上

清液中 TNF-琢，IL-1β ，IL-6 和 IL-10 含量（n=12），如图 3和图
4所示，经 UHMWPE颗粒刺激的阳性对照组中小鼠 RAW264.

7 细胞培养液上清中 TNF-琢,IL-1 和 IL-6 的水平与未经
UHMWPE颗粒刺激的空白对照组相比显著提高（P<0.01）。而
IL-10 阳性对照组的水平与空白对照组相比有所下降。表明

UHMWPE颗粒可以诱导巨噬细胞炎性激活，模型建立成功。

图 1 RAW264.7吞噬 UHMWPE颗粒图片

Fig. 1 The effects of RAW264.7 cells phagocytize UHMWPE particles by microscope

注:A:control (× 100);B:positive control (× 100);C:positive control (× 200);▲,吞噬作用

Note:A:control (× 100);B:positive control (× 100);C:positive control (× 200);▲,The phagocytosis of RAW264.7 cells

2.2 二氢青蒿素对细胞活力的影响
MTT实验结果显示，二氢青蒿素各浓度组细胞活力与空

白对照组相比较无显著差异（P>0.05）。提示，二氢青蒿素在
2.5-250 滋mol/L浓度范围内对小鼠 RAW264.7 细胞的活力无

影响，即在此浓度范围内无药物毒性作用（图 2）。
2.3 二氢青蒿素抑制 RAW264.7细胞促炎因子 TNF-琢,IL-1 和
IL-6的产生

用 ELISA试剂盒对已经收集取样的细胞上清液中促炎细

胞因子 TNF-琢，IL-1，IL-6进行测定（n=12）。结果如图 3所示，

经 UHMWPE 颗粒刺激的阳性对照组小鼠 RAW264.7细胞培

养液上清中 TNF-琢,IL-1和 IL-6的水平与未经 UHMWPE颗粒
刺激的空白对照组相比显著提高（P<0.05）。观察用药组中，二

氢青蒿素可以显著抑制 RAW264.7细胞中 TNF-琢,IL-1和 IL-6

的表达，其效应具有剂量依赖性（P<0.05）。
2.4 二氢青蒿素促进 RAW264.7细胞抗炎因子 IL-10的释放

用 ELISA试剂盒对已经收集取样的细胞上清液中抗炎因
子 IL-10进行测定（n=12）。结果如图 4所示，经 UHMWPE颗粒

刺激的阳性对照组小鼠 RAW264.7 细胞培养液上清中 IL-10

的水平与未经 UHMWPE颗粒刺激的空白对照组相比有所下

降。观察用药组中，二氢青蒿素可以显著提高 RAW264.7细胞

中 IL-10的释放，其效应具有剂量依赖性（P<0.05）。

图 2 MTT实验中各组细胞活力比较（x± s, n=15）

Fig. 2 Compasion of the cells vitality in each group by MTT assay

图 3二氢青蒿素抑制促炎细胞因子TNF-琢，IL-1，IL-6的释放（x± s,n=12）
Fig.3 Dihydroartemisinin can inhibit the secretion ofproinflammatoryfactorsTNF-琢,IL-1,IL-6（x± s,n=12）

注:*P<0.05，** P<0.05 VS阳性对照组 Note:*P<0.05,** P<0.05 VS positive control group
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图 4 二氢青蒿素促进抑炎细胞因子 IL-10的释放（x± s,n=12）
Fig. 4 Dihydroartemisinin can promote the secretion of anti-inflammatory

factor IL-10（x± s,n=12）
注:*P<0.05，** P<0.05 VS阳性对照组

Note:*P<0.05,** P<0.05 VS positive control group

3 讨论

人工关节置换术是治疗终末期骨关节疾病的最有效方法，

能达到解除关节疼痛、重建活动功能及提高生活质量的目的。

假体周围骨溶解导致的无菌性松动是人工关节置换术后关节

翻修的重要原因之一[1-3]。传统的金属 -聚乙烯界面的人工关节

置换术后假体周围骨溶解的发生与假体周围界膜组织的形成

密切相关，界膜组织中浸润有大量的巨噬细胞，炎性因子和

UHMWPE颗粒，巨噬细胞占到了界膜组织中细胞数量的 60%

-80%[16]。UHMWPE颗粒可以激活人工关节假体周围组织内的

巨噬细胞。由磨损颗粒所激活的巨噬细胞可以产生大量的促炎

性因子，如 TNF-琢,IL-1和 IL-6等，并可促使更多的巨噬细胞释

放更多的炎性因子，形成一个炎性正反馈循环，从而打破有效

关节腔内局部环境的骨代谢平衡稳态。TNF-琢,IL-1和 IL-6等

促炎性细胞因子可以刺激成骨细胞表达 RANKL和 M-CSF，通

过作用于 RANK-RANKL-OPG信号通路，并诱导巨噬细胞分

化为破骨细胞前体，促使破骨细胞的形成和活化，导致假体周

围骨溶解及骨吸收[3,6-8]。IL-10抑制促炎性细胞因子的表达，通

过抑制 NFATc1, c-Fos和 c-Jun的表达及阻止 NFATc1进入细

胞核，从而抑制破骨细胞活化，最终导致假体无菌性松动的发

生[21]。由此可见，UHMWPE颗粒诱导的巨噬细胞的激活在假体

周围骨溶解的发病过程中起着极其重要的作用。

目前，有关 UHMWPE颗粒作用于巨噬细胞的实验研究鲜

有文献报道。因为 UHMWPE 颗粒密度小于 1 g/cm3，而

RAW264.7细胞是贴壁细胞。若将其直接置于液体培养基内

时，会漂浮于液体培养基表面而无法与贴壁的细胞相接触。文

献报道的方法有倒置培养法[22]，固体培养基法[23]和胶原粘附法
[19]。其中，倒置培养法需要设计特殊的实验装置，复杂而难以重

复；固体培养基法不能很好地模拟体内的流体环境。本实验采

用胶原粘附的方法，成功建立了体外细胞培养模型，有效模拟

了人工关节假体置换术后 UHMWPE 颗粒刺激假体周围界膜

组织中巨噬细胞的炎症反应，证实了颗粒对巨噬细胞的生物学

作用。

巨噬细胞在假体周围骨溶解中发挥着重要的作用。目前根

据活化状态和发挥功能的不同，巨噬细胞主要可分为 M1型即

经典活化的巨噬细胞和 M2型即替代性活化的巨噬细胞。M1

型巨噬细胞可由脂多糖和 IFN-酌刺激诱导产生，分泌促炎性细
胞因子，有较强的吞噬杀菌作用;而 M2型巨噬细胞由 IL-4 或

IL-13 诱导产生，高表达抑炎细胞因子 IL-10，从而减少促炎细

胞因子的分泌，参与终止炎症[4,5]。Allison等研究表明，UHMW-

PE颗粒可以刺激人工关节假体周围组织内巨噬细胞的炎性激

活，向促炎功能表型 M1型巨噬细胞极化，产生大量的促炎细

胞因子 TNF-琢,IL-1和 IL-6等，从而导致假体周围骨溶解及无

菌性松动的发生[24]。因此，我们推测青蒿素可抑制人工关节假

体周围组织内的巨噬细胞 M1型炎性激活，向抑炎功能表型

M2转化，这有待进一步的实验证实。由此可见，调控巨噬细胞

功能表型的转化可以成为预防假体周围骨溶解的一个潜在的

治疗靶点。

青蒿素是我国首创的一类高效低毒的新型抗疟单体[10]。二

氢青蒿素是青蒿素及其他衍生物在体内的代谢产物和有效成

份[11-13]。研究表明，青蒿素及其衍生物除了具有抗疟作用外，还

具有免疫调节及抗炎作用[14]。在细胞分子水平，青蒿素及其衍

生物通过抑制 MAPK和 NF-资B炎性信号通路，可以显著的抑

制促炎细胞因子 TNF-琢，IL-1和 IL-6的产生[10,15,16]。国内外有大

量的文献报道，青蒿素及其衍生物应用在变应性接触性皮炎
[14]，类风湿性关节炎[16]，狼疮肾炎[20]等疾病的治疗上。但青蒿素

在防治人工关节置换术后假体无菌性松动方面鲜有文献报道。

目前，非甾体类抗炎药、二磷酸盐类药物等西药制剂应用于临

床防治人工关节置换术后假体无菌性松动，但这些药物不良反

应明显，普遍不能长期使用。青蒿素作为一种中草药制剂，有着

多年的临床用药史，安全低毒，因此，我们的研究是非常有临床

应用价值和科研创新性的。

在本实验中，我们研究了二氢青蒿素对于 UHMWPE颗粒

所诱导的小鼠巨噬细胞系 RAW264.7细胞炎性因子产生的影

响。结果表明将 RAW264.7细胞与 UHMWPE颗粒共培养可以

显著的提高促炎性细胞因子 TNF-琢，IL-1和 IL-6的产生。而二

氢青蒿素不仅可以显著的抑制促炎性细胞因子 TNF-琢，IL-1和

IL-6的升高，同时还可以显著提高抗炎性细胞因子 IL-10的释

放，并且呈剂量依赖性关系。但本研究只从体外细胞培养体系

中证实了二氢青蒿素的抗炎作用，其在人体中的作用有待进一

步的体内实验证明。综上所诉，本实验从细胞水平发现了一个

有关磨损颗粒诱导的假体周围骨溶解防治的潜在的治疗靶点，

为临床上应用药物治疗此类疾病提出了新的方向。
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