
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.31 NOV.2014

S-亚硝基 -N-乙酰 -DL-青霉胺对 RAW264.7巨噬细胞亚型
分化的影响 *
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摘要 目的：探讨 S-亚硝基 -N-乙酰 -DL-青霉胺(SNAP)对巨噬细胞亚型分化的影响及其机制。方法：以 RAW264.7巨噬细胞为研
究对象，分为空白对照组、SNAP 组、SNAP+PBA(4- 苯基丁酸)组，采用不同浓度(30、100、300、400、500 滋mol/L)的 SNAP或 300

滋mol/L SNAP+20 mmol/L PBA对巨噬细胞进行干预 24 h，应用 RT-PCR法检测 RAW264.7巨噬细胞亚型分化标志物 M1(iNOS，
CD86)、M2(Arg-I，MR)及 CHOP mRNA的表达，应用 Western blot技术检测 iNOS及 ERS通路中相关蛋白 CHOP、P-PERK的表

达。结果：与空白对照组比较，SNAP组 iNOS、CD86、CHOPmRNA的表达均明显降低(P＜0.05)，Arg-I mRNA表达明显升高(P<0.05)，而
MR mRNA表达升高，但差异无统计学意义(P>0.05)；与 300 滋mol/L SNAP组比较，300 滋mol/L+PBA组 iNOS、CHOP mRNA均无

明显变化(P>0.05)，CD86 mRNA升高，Arg-I、MR mRNA均明显降低(P<0.05)。SNAP组 CHOP、iNOS、p-PERK蛋白表达均明显低
于对照组 (P<0.05)，300 滋mol/L SNAP+20 mmol/L PBA组与 300 滋mol/L SNAP组比较 iNOS蛋白、p-PERK、CHOP蛋白表达升高
(P< 0.05)。结论：NO可能通过内质网应激机制抑制巨噬细胞向 M1亚型分化。
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Effect of S-nitroso-N-acetyl-DL-penicillamine (SNAP) on the Subtype
Differentiation of RAW264.7 Macrophages*

To investigate the effect and mechanism of SNAP on the subtype differentiation of RAW264.7

macrophages. RAW264.7 macrophages were plated in 12 wells plate as 106/ml for 24 h before intervention of SNAP in

different concentration (30, 100, 300, 400 and 500 滋mol/L) or 300 滋mol/L SNAP+20 mmol/L PBA. Total RNA of cells were extracted
after intervention for 24 hours. The mRNA expression of phonetype marker iNOS, CD86 (as M1 phenotypes markers), MR, and

Arginase-I (Arg-I) (as M2 phenotypes markers) were detected respectively by real time PCR. The protein expression of CHOP, p-PERK

were detected by western blotting. Compared with the control group, the iNOS, CD86 and CHOP mRNA expression

significantly decreased(P<0.05), Arg-I mRNA expression increased, but no significant difference was found(P>0.05). Compared with 300

滋mol/L SNAP group, no remarkable difference was found in iNOS, CHOP mRNA expression of 300 滋mol/L+PBA group, but Arg-I, MR
mRNA expression both significantly decreased (P<0.05). The protein expression of CHOP, iNOS and p-PERK of SNAP group were all

significantly lower than those of the control group (P<0.05), compared with 300 滋mol/L SNAP group, the protein expression of CHOP,

p-PERK, iNOS increased. SNAP could suppress macrophage differentiation to M1 subtype through endoplasmic reticulum

stress (ERS).
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前言

巨噬细胞在动脉粥样硬化的发生、发展过程中发挥着关键

的作用，也是粥样斑块细胞成分的主要构成部分。血液中单核

细胞渗入到内皮下并分化为巨噬细胞，其不仅可以通过表面受

体如清道夫受体(SPRs)、Toll样受体(TLRs)等吞噬氧化变性的

低密度脂蛋白形成泡沫细胞，而且和病灶局部的炎症及斑块的

稳定性密切相关[1, 2]。粥样斑块内存在着 M1、M2两种亚型巨噬
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细胞，其差异表达不同的表面抗原、受体、酶等。如 M1巨噬细

胞高表达诱导型一氧化氮合酶(inducible nitric oxide synthase，i-

NOS)、CD86，而 M2亚型巨噬细胞却高表达甘露糖受体(man-

nose receptor，MR)、精氨酸酶Ⅰ (arginase-I，Arg-I)等[3]。不同亚型

巨噬细胞对泡沫细胞的形成及斑块的稳定性产生不同的影响
[2]，因此调控巨噬细胞亚型分化可能是治疗动脉粥样硬化的潜

在靶点[4]。有研究报道内质网应激(endoplasmic reticulum stress，
ERS)和巨噬细胞分化密切相关[5, 6]，而 NO可引发巨噬细胞内质

网应激变化[7]。本研究通过观察 NO释放剂 S-亚硝基 -N-乙酰
-DL- 青 霉胺 (S-nitroso-N-acetyl-DL-penicillamine，SNAP) 对
RAW 264.7巨噬细胞分化标志物 iNOS、CD86(鉴定 M1亚型巨

噬细胞)；MR、Arg-I(鉴定 M2亚型巨噬细胞)[8, 9]及 ERS通路中

的相关蛋白 C/EBP同源蛋白(C/EBP homology protein，CHOP)、

磷酸化双链 RNA 依赖蛋白激酶样 ER 激酶 (Phosphorylation

protein kinase RNA (PKR)-like ER kinase，p-PERK)表达的影响，

旨在探讨 NO对巨噬细胞亚型分化的影响及其可能机制，为临

床防治动脉粥样硬化提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂
RAW 264.7单核巨噬细胞购自中国科学院上海细胞库，高

糖 DMEM培养基系美国 HyCLone公司产品。新生胎牛血清购

自杭州四季青生物有限公司。SNAP、PBA 均购自美国 Sigma

公司，胰酶购自美国 Gibco公司。小鼠 茁-Actin、iNOS、CD86、
MR、Arg-1、CHOP引物均由大连宝生物试剂公司合成。RNA提
取、逆转录、SYBR@ Premix Ex TapTMⅡ (Tli RNaseH Plus)均购

于大连宝生物试剂公司。兔抗小鼠 NOS2多克隆一抗(sc-650)、

兔抗人 P-PERK多克隆一抗 (sc-32577)、兔抗小鼠 GADD 153

(CHOP)(sc-575) 多克隆一抗均购自 Santa公司，HRP标记山羊

抗兔二抗购自 Raygene公司。其余试剂均为进口或国产分析纯
试剂。

1.2 方法
细胞培养及实验分组：将 RAW 264.7巨噬细胞置于加入

10 %胎牛血清的高糖 DMEM培养基中，此培养基中加入通过
0.22 滋m滤膜过滤除菌的 100 U/ml青霉素和 100 U/ml的链霉

素，37 ℃、5 % CO2孵育箱内培养，2-3代后处于对数生长期的
RAW 264.7细胞用于实验。实验分组：(1)空白对照组：完全培

养基；(2) 不同浓度 SNAP组：分别加入 30、100、300、400、500

滋mol/L 的 SNAP 作用 24 小时；(3)PBA 干预组 : 预先用 20

mmol/L的 PBA孵育 24 h后，再加入 300 滋mol/L的 SNAP作

用 24 h[10]。

1.3 荧光定量 PCR 检测 CD163、MR、CD86、iNOS、CHOP mR-

NA的表达

各组培养瓶中分别加入 1 mL Trizol RNA提取试剂，按照

说明书操作提取 RNA，溶于 DEPC处理水中。经核酸紫外线分

析仪检测，确定样本中 RNA的含量及纯度(A260/A280)。按照

逆转录试剂盒操作说明进行逆转录，反应总体积为 10 滋L，
RNA为 500 ng，反应条件为 37 ℃、15 min，85 ℃灭火 5 s，反应

结束后，取 2 滋L cDNA采用 SYBR Ⅱ嵌合荧光法直接进行扩
增。扩增引物序列见表 1。两部扩增法:条件为：一个循环 95 ℃

、10 s；40个循环，95 ℃、5 s，60 ℃、31 s。结束后进行溶解曲线

分析，通过观察溶解曲线是否为单一峰评价 PCR反应产物的

特异性，每个反应设置 2个复孔。所有 Real-time PCR实验至少

重复 3次。Real-time PCR统计分析采用 2-△△ Ct法，△△ Ct=各
组△ Ct(目的基因 -管家基因 Ct)-对照组△ Ct(目的基因 Ct-

管家基因 Ct)。

表 1 RT-PCR所用引物序列

Table 1 Primer sequences of RT-PCR

目的基因

Target gene

上游序列

Upstream sequences

下游序列

Downstream sequences

扩增长度

Length(bp)

iNOS

CD86

Arg1

MR

CHOP

茁-Actin

GCTGAACTTGAGCGAGGA

TGACCGTTGTGTGTGTTCTGGA

TCTGGGAATCTGCATGG

TTCATCTTCGGGCCTTTG

CACGCACATCCCAAAG

CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC

ACTCAGTGCCAGAAGCTGGA

GCCACAGTAACTGAAGCTGTAA

TACACGATGTCTTTGGCAGATA

GACCACTCCTGCTGCTTTAG

GACCACTCTGTTTCCGTTTC

ATGGAGCCACCGATCCACC

185

130

125

178

114

171

1.4 Western blotting技术检测CHOP、INOS、P-PERK蛋白的表达

收集各组细胞，经 PBS洗涤三次，加入蛋白裂解液裂解细

胞，置冰上 1 h，于 4 ℃、12000 rpm离心 20 min，弃去沉淀。用

BCA法进行蛋白定量。取 100 滋g蛋白溶于蛋白缓冲液，煮沸 5

分钟，使蛋白变性。用 6% SDS-聚丙烯胺凝胶进行电泳分离、

转膜。5％脱脂牛奶封闭 l h后，分别加入一抗，4 ℃过夜。PBST

洗膜 10 min× 3 次，加入辣根过氧化物酶标记的二抗，室温孵

育 1 h，PBST洗膜 15 min× 3次。把膜放于 WEST PICO 两分

钟，压片，显影，检测特异性蛋白条带。凝胶成像系统拍照，将拍

好的照片采用 ImageJ软件进行灰度分析。

1.5 数据统计与分析

采用 SPSS 18.0进行统计学分析，所有数据采用 x± s表

示，实验数据组间比较采用单样本或两样本 t检验，两样本 t检

验时检验方差齐性，总体方差不齐时采用 Cochran & Cox法，

以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 SNAP及 PBA对 RAW264.7巨噬细胞生长状态的影响

根据预定干预条件对 RAW 264.7进行刺激 24 h后，显微

镜下观察细胞的生长状态：空白对照组巨噬细胞形态以类圆形
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为主，500 滋mol/LSNAP干预组存活的细胞状态较差，与正常培

养条件下的细胞相比，贴壁能力较弱。而中小剂量 SNAP及

300 滋mol/L SNAP+20 mmol/L PBA干预组的细胞存活率高，细

胞状态较正常培养情况下并无太多改变(图 1)。

2.2 SNAP 及 PBA 对 RAW264.7 巨噬细胞 iNOS、CD86、
Arg-1、MR mRNA表达的影响

不同浓度 SNAP作用于 RAW 264.7巨噬细胞 24 h后，其
iNOS、CD86 mRNA 的表达均明显低于空白对照组(P<0.05)；
Arg-I mRNA表达明显高于空白对照组(P<0.05)，且 300 滋mol/L

SNAP处理后其升高最明显；MR mRNA表达升高，但差异无统

计学意义(P>0.05)。300 滋mol/L SNAP和 20 mmol/L PBA作用
于 RAW 264.7巨噬细胞 24 h后，其 iNOS mRNA的表达与 300

滋mol/L SNAP干预组比较无明显变化，CD86 mRNA表达明显

升高 (P<0.05)，Arg-I、MR mRNA表达均显著降低 (P<0.05)(图
2)。
2.3 SNAP及 PBA对 RAW264.7巨噬细胞 CHOP mRNA表达
的影响

不同浓度 SNAP(30、100、300、400、500 滋mol/L)SNAP作用

于 RAW264.7巨噬细胞 24 h后，其 CHOP mRNA表达均较空

白对照组明显下降 (P<0.05)；300 滋mol/L SNAP 和 20 mmol/L

PBA作用于 RAW264.7巨噬细胞后，其 CHOP mRNA表达与
300 滋mol/L SNAP干预组比较无明显差异(P>0.05)(图 3)。
2.4 SNAP 和 PBA 对 RAW264.7 巨噬细胞内 CHOP、iNOS、
p-PERK蛋白含量的影响

与空白对照组比较，不同浓度(30、100、300 滋mol/L)SNAP

组 CHOP、p-PERK、iNOS蛋白表达均明显降低，差异有统计学
意义 (P<0.05)，PBA组 CHOP、iNOS、p-PERK蛋白表达无明显
变化(P<0.05)；300 滋mol/L SNAP+20 mmol/L PBA 组 iNOS蛋、
p-PERK、CHOP 蛋白表达较 300 滋mol/L SNAP 组显著增加
(P<0.05)。

3 讨论

一氧化氮除了扩张血管作用外对动脉粥样硬化的影响也

是多方面的[11]，如 Martinet等证实 NO可以选择性促进巨噬细
胞凋亡而使动脉粥样斑块更加稳定[12]。此外，NO还参与机体炎

症、免疫反应过程[13]，iNOS可以被细胞因子、内毒素等诱导表

达。在炎症、免疫防御过程中M1巨噬细胞可以通过表达 iNOS

产生 NO发挥其杀菌及杀死肿瘤细胞的作用，并可造成自身组

织的损伤[14]。NO渗透性强，是炎症反应局部重要的活性物质
[15]。我们的实验证明 NO可降低 M1巨噬细胞亚型标志物 iN-

OS、CD86的表达，并可能增加 M2巨噬细胞亚型标志物 Arg-I

的表达，这可能会抑制巨噬细胞向 M1亚型巨噬细胞分化，在

图 1 SNAP及 PBA对 RAW264.7巨噬细胞生长状态的影响
Fig. 1 Effect of SNAP and PBA on the growth and morphology of RAW264.7 macrophages

注：a、b、c、d、f分别为空白对照组、30、100、300、500 滋mol/L SNAP干预组，e为 300 滋mol/L SNAP+20 mmol/L PBA组
的光镜照片(10× )。

Note: Picture a was the blank control group, b was 30 滋mol/L SNAP intervention group,c was 100 滋mol/L SNAP
intervention group, d was 300 滋mol/L SNAP intervention group, f was 500 滋mol/L SNAP intervention group, e was 300

滋mol/L SNAP +20 mmol/L PBA group electron micrograph(10× ).

图 2 SNAP和 PBA对 RAW264.7巨噬细胞 iNOS、Arg-I、CD86、MR
mRNA表达的影响

Fig. 2 The effect of SNAP and PBA on the mRNA expression of iNOS,
Arg-I, CD86, MR in RAW264.7 macrophages

*注：“*P<0.05”表示与对照组比较有显著差异。“☆P<0.05”表示与
300 滋mol/L SNAP干预组比较有显著差异。

*Note: "*" indicated there was significant difference the compared with
the control group(P<0.05).(☆”indicated there was significant difference

compared with 300 滋mol/L SNAP intervention group(P<0.05).
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图 3 SNAP及 PBA对 RAW264.7巨噬细胞 CHOP mRNA表达的影响
Fig. 3 The effect of SNAP and PBA on the mRNA expression of CHOP in

RAW264.7 macrophages
*注：“*”表示与注空白对照组比较有明显差异，P<0.05。

*Note:"*" indicated there was significant difference the compared with the
blank control group(P<0.05).

炎症局部可能通过这种负反馈作用调节炎症过程，同样也可能

影响动脉粥样硬化病程。

NO是M1巨噬细胞在炎性过程中分泌的一种重要的作用

因子，当巨噬细胞受到微生物、脂多糖等刺激向 M1亚型分化

时，细胞内 iNOS表达增加，其可将精氨酸转化为 NO和瓜氨
酸，在 M2亚型巨噬细胞内 Arg-I表达增加，其可与 iNOS竞争

共同底物，将精氨酸转化为鸟氨酸而使 NO 的合成减少，而鸟

氨酸是多肽和脯氨酸的前体，和细胞的分化，修复等密切相关[9,

16]。iNOS和 Arg-I分别可作为鉴定 M1、M2亚型巨噬细胞的标

志物。J. Assreuy等的实验证实 NO可以直接抑制 iNOS活性
[17]。我们的实验进一步证实 NO可抑制 iNOS基因的转录，而不

是仅仅抑制 iNOS酶活性发挥负反馈作用。

内质网是一种膜性细胞器，其功能与蛋白质折叠、成熟及

跨膜转运相关。在细胞分化、环境改变及不同的生理阶段都可

以发生内质网应激，主要为未折叠蛋白反应，其需要 3种内质

网定位蛋白参与，其中 P-PERK可通过磷酸化真核生物起始因

子 2(eIF2)及氨基末端激酶(JNK)通路发挥作用。内质网应激和

巨噬细胞及动脉粥样硬化密切相关[18, 19]。多项研究报道 NO可
以通过内质网应激机制引起巨噬细胞凋亡[7, 20]，而 2012年 Jisu

Oh.等报道内质网应激是促进巨噬细胞向 M2亚型分化的机制

并推测其可能是通过 JNK、PPAR-γ 通路发挥作用[5]。我们的实

验发现 NO 干预巨噬细胞 24 小时后其内质网应激标志物
CHOP、p-PERK表达降低，这可能和内质网应激随时间变化及
检测的时间点有关[12]，而 NO和内质网应激及巨噬细胞亚型分

化的关系还需进一步的研究。

巨噬细胞是动脉粥样硬化斑块内细胞的主要构成部分，不

同亚型巨噬细胞对泡沫细胞的形成、坏死及斑块的稳定性具有

不同的效果[2, 21]，因此其平衡对病程的发展及斑块的稳定有重

要影响。斑块的破裂并形成血栓是引起急性心血管事件的主要

原因，但目前还没有专门针对动脉斑块稳定性的治疗措施，因

此有人提出以调控斑块内巨噬细胞亚型分化为靶点，通过改变

不同亚型巨噬细胞的比例来改善或控制动脉粥样硬化的病程

进展[22]。但不同亚型巨噬细胞对动脉粥样硬化病程是复杂的，

在动脉粥样硬化早期斑块内主要为 M2亚型巨噬细胞，发展到
后期时M1亚型巨噬细胞增多。有人认为这种变化可能是引起

病程进展的关键，由于M2减少而致使“胞葬”作用减弱引发二
次坏死及M1亚型巨噬细胞增多，其分泌的促炎物质等招募更
多的炎性细胞到局部等都加重局部的炎性反应。同时，由于引

起斑块内平滑肌死亡并分泌基质金属蛋白激酶致使斑块不稳

定容易破裂。但巨噬细胞亚型改变的机制不十分清楚，有实验

认为是招募到血液中单核细胞亚型改变引起，也有认为是斑块

图 4 各组细胞 CHOP、iNOS、p-PERK蛋白表达水平的免疫印迹结果
Fig. 4 CHOP, iNOS, p-PERK protein expressions in the RAW264.7

macrophages detected by Western blotting
*注：1为对照组、2为 30 滋mol/L SNAP组、3为 100 滋mol/L SNAP组、
4为 300 滋mol/L SNAP组、5为 300 滋mol/L SNAP+20 mmol/L PBA干

预组。
*Note:1 indicated control group, 2 was 30 滋mol/L intervention group, 3

was 100 滋mol/L intervention group, 4 was 300 滋mol/L intervention
group. and 5 was 300 滋mol/L SNAP and 20 mmol/L PBA intervention

group.

图 5 SNAP和 PBA对 RAW264.7巨噬细胞内 CHOP、iNOS、p-PERK

蛋白表达的影响

Fig .5 The effect of SNAP and PBA on the protein expression of CHOP,

iNOS and p-PERK in RAW264.7 macrophages

*注：“☆P<0.05”表示与 300 滋mol/L SNAP干预组比较有显著差异。

*Note:"*" indicated there was significant difference the compared with the

control group(P<0.05).☆”indicated there was significant difference

compared with 300 滋 mol/L SNAP intervention group(P<0.05).
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内环境变化使巨噬细胞亚型分化改变引起的[23]。不同亚型巨噬

细胞对泡沫细胞形成的影响也有不同的观点。有实验结果显示

M2亚型巨噬细胞有更强吞噬变性脂质的能力，其胞质内脂滴

更大，更易形成泡沫细胞，但也有其他实验报告不同的结果[24]。

本实验研究证实 NO可以抑制巨噬细胞向 M1亚型分化，可能

和内质网应激相关，其具体机制及在动脉粥样硬化病程中的影

响还需要进一步的研究。
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