
·基础医学· 文章编号: 1002－0217( 2016) 04－0320－04

基金项目: 皖南医学院中青年科研基金项目( WK2013F07)

收稿日期: 2015-11-04
作者简介: 张梦莹( 1983-) ，女，检验师，( 电话) 13955356393，( 电子信箱) 51591569@ qq．com．

巨噬细胞诱导极化对痛风炎症反应的影响
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【摘 要】目的: 了解体外诱导极化的 M1 和 M2 型巨噬细胞对尿酸钠结晶 ( MSU) 诱导的急性痛风模型炎症反应的影响。
方法: 选用雄性 BALB /c 小鼠作为实验对象，随机分为空白对照组、模型组、模型 M1 型巨噬细胞组和模型 M2 型巨噬细胞组。
小鼠皮下气囊注射 MSU 结晶诱导小鼠急性痛风模型。体外将巨噬细胞诱导极化为 M1 和 M2 型巨噬细胞，并分别注射于小鼠

痛风模型皮下气囊。于炎症诱导后 4 h、12 h 和 24 h 检测不同组别皮下气囊浸润的炎性细胞数量变化，并应用 ELISA 法测定

囊内灌洗液中 IL-1β、TGF-β的水平。结果:①在 4 h、12 h 和 24 h 时间点模型组、模型 M1 型巨噬细胞组和模型 M2 型巨噬细

胞组皮下气囊炎性细胞均高于空白对照组( P＜0．01) 。在 4 h 时间点，模型组及模型 M1 型巨噬细胞组和模型 M2 型巨噬细胞

组间皮下气囊炎性细胞数量无差异( P＞0．05) ; 而在 12 h 和 24 h，模型 M1 型巨噬细胞组皮下气囊炎性细胞高于模型组，而模

型 M2 型巨噬细胞组皮下气囊炎性细胞低于模型组( P＜0．05) 。②在 3 个时间点，模型组、模型 M1 型巨噬细胞组及模型 M2 型

巨噬细胞组 IL-1β均高于空白对照组 ( P＜0．01) ; 在 3 个时间点比较，IL-1β 水平在模型组低于模型 M1 型巨噬细胞组 ( P＜
0．01) ，而高于模型 M2 型巨噬细胞组( P＜0．01) 。TGF-β水平在模型组高于模型 M1 型巨噬细胞组( P＜0．01) ，而低于模型 M2
型巨噬细胞组( P＜0．01) 。结论: 巨噬细胞的极化在痛风炎症反应不同阶段起到不同的作用。
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Effects of differentiated macrophages on gouty inflammation

ZHANG Mengying，LI Zhi，LI Xueqin，ZHONG Min，LYU Kun
Central Laboratory，The First Affiliated Hospital of Wannan Medical College，Wuhu 241001，China

【Abstract】Objective: To observe the effects of polarized M1 and M2 macrophages in vitro on monosodium urate ( MSU) crystals-induced acute gouty in-
flammation．Methods: Male BALB /c mice，selected as experimental models，were randomly divided into group of blank control，models，M1 macrophages
and M2 macrophages．Acute mouse gouty inflammation model was developed by subcutaneous injection of MSU crystals．M1 and M2 macrophages were po-
larized in vitro and injected into subcutaneous air sacs of gouty inflammation model．The levels of IL－1β and TGF-β in subcutaneous air sacs were dynami-
caly detected by ELISA before and after infusion of macrophages．Ｒesults:①The number of infiltrate inflammatory cells from model group，M1 macrophage
group and M2 macrophage group was significantly increased compared to the blank controls at 4 h，12 h，and 24 h( P＜0．01) ，whereas remained no differ-
ence at 4 h among groups of models，M1 macrophages an M2 macrophages( P＞0．05) ．However，the number of inflammatory cells of model group was signifi-
cant lower than that of M1 macrophages group，but significant higher than that of M2 macrophages group at 12 h and 24 h after stimulation( P＜0．05) ;②
IL-1β level in model group and groups of M1 macrophages and M2 macrophages was higher than that of control group at 3 time points( P＜0．01) ．IL－1β
level in model group was lower than that of M2 macrophages group，yet higher than that of M1 macrophages group( P＜0．01) ．Model group had higher TGF
－β level than M1 macrophages group，but lower level than M2 macrophages group．Conclusion: Differentiation of macrophages may diversely function in the
conversion of inflammation of the gout．
【Key words】macrophage; monosodium urate crystals; gout; IL-1β; TGF-β

痛风是尿酸钠或尿酸钠结晶( monosodium urate
monohydrate crystals，MSU) 从超饱和的细胞外液沉

积于组织或器官引起的一组临床综合征。临床表现

为急性关节炎、痛风石及慢性关节炎、痛风性肾病，

严重者可出现关节致残、肾功能不全。近年来，随着

人们饮食结构的改变，肥胖人群增多，其发病率逐年

增高，并有年轻化的趋势。本文以鼠皮下气囊痛风

模型为研究手段，探讨痛风的发作及自发缓解机制。

1 材料与方法

1．1 实验动物 清洁级雄性 BALB /c 小鼠，6 ～ 8 周
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龄，体质量( 20±2) g，由南京青龙山实验动物中心提

供，实验动物生产许可证号: SCXK ( 沪) 2012-0006。
实验前实验室标准条件下常规饲养一周。
1．2 药品与试剂 尿酸钠 ( sigma 公司) ; IL-1β 和

TGF-β ELISA 试 剂 盒 ( 美 国 ＲB 公 司 ) ; DMEM 和

ＲPMI1640 培养液( Hyclone 公司) ; 胎牛血清( Gibco
公司) ; 青霉素-链霉素、胰蛋白酶 ( 碧云天公司 ) ;

LPS、IFN-γ、IL-4( Peprotech 公司) ; APC 标记的抗小

鼠 CD206 抗体( BD 公司) ，APC 标记的抗小鼠 INOS
抗体( Ebioscience 公司) 。
1．3 实验方法

1．3．1 尿酸钠结晶的制备 无菌条件下将 6 mL
1 mol /L NaOH 溶液、1 g 尿酸钠加入 194 mL 蒸馏水

混合并煮沸，经搅拌使尿酸充分溶解，自然降温，滴

入 1 mol /L 的 HCl 调 pH 值为 7．0，溶液呈乳白色后

立即离心，4 ℃冷却 1 h 后离心收集结晶，置于 180
℃干燥箱烘 2 h，低温干燥。临用前将尿酸钠结晶

100 mg，加 9．9 mL PBS 和 0．1 mL 吐温 20，制备成

10 mg /mL无菌尿酸钠溶液。
1．3．2 小鼠骨髓来源的巨噬细胞极化及鉴定 将

小鼠颈椎脱臼处死后，无菌分离股骨和胫骨，用无菌

1 mL 注射器吸入 L929 条件 DMEM 培养基 ( 含有

20%小鼠成纤维细胞株 L929 培养 3 天的上清、20%
胎牛血清、100 U /mL 青霉素、100 U /mL 链霉素) ，1
mL 无菌注射器吸取培养基吹下骨髓内容物入一无

菌培养皿，并将细胞充分吹匀，接种于 6 孔细胞培养

板中。在 L929 条件培养基中培养，7 d 后去除非贴

壁细胞，再培养于完全 ＲPMI1640 培养基( 含 10%胎

牛血清、1000 U /mL 青霉素、100 U /mL 链霉素) 中，

1 天后贴壁细胞即为骨髓来源的巨噬细胞。第 8 天

后吸取上清以 PBS 洗涤 2 遍，再加入新的 DMEM 完

全培养基，根据实验要求以 IFN-γ ( 100 U /mL) 和

LPS( 100 ng /mL) 共同刺激培养 48 h，诱导出 M1 型

巨噬细胞; 以 IL-4 ( 20 ng /mL) 刺激培养 48 h 诱导

出 M2 型巨噬细胞。48 h 后消化收集细胞进行流式

细胞仪检测。同时收集细胞，用 Trizol 提取总 ＲNA，

行实 时 定 量 PCＲ 检 测 M1 型、M2 型 特 异 基 因。
qPCＲ 反应步骤如下: 95 ℃ 预变性 30 s，95 ℃ 变性

30 s，60 ℃延伸 34 s，共进行 40 个循环。同一样本 3
复孔，以 GAPDH 作为内参照。实验结果以荧光定

量 PCＲ 分析软件 BIO-ＲAD CFX Manager 自动进行

分析。其相对定量值使用比较 Ct 法进行计算，计算

公式为 2－ΔΔCt。
1．3．3 小鼠皮下气囊急性痛风模型、分组及用药

将小鼠随机分组，即空白对照组、模型组、模型 M1

和 M2 型巨噬细胞共 4 组，各组每个时间点 6 只。
小鼠第 1 天背部皮下注射灭菌过滤空气 5 mL，形成

适当大小的气囊，随后每天注入 3 mL 空气，使膨胀

3 天，第 7 天 皮 下 气 囊 注 射 200 μL 的 MSU 10
mg /mL，即可诱导急性痛风炎症模型。空白对照组

气囊注射 200 μL 的 PBS。其中同时，模型 M1、M2
型巨噬细胞组分别注射 5×107 /mL 的 M1、M2 型巨

噬细胞 100 μL; 空白对照组、模型组给予相应体积

的 PBS。
1．4 检测 MSU 诱导的急性痛风模型气囊中炎性细

胞和促炎症因子 各组小鼠诱导炎症 4 h、12 h 和

24 h 时间点，向皮下气囊注射 2 mL PBS 冲洗，按摩

5 min，抽 出 灌 洗 液 装 于 5 mL 的 离 心 管 中，1500
r /min离心 5 min，上清液分装于 EP 管中，于 －80 ℃
冰箱保存待测，采用 ELISA 法检测冲洗液中 IL-1β
和 TGF-β 的含量，具体操作步骤按试剂盒说明书进

行。且管底细胞进行炎性细胞计数。
1．5 统计学方法 应用 SPSS 18．0 统计软件进行统

计分析。计量资料采用 珋x±s，组间数据比较进行方

差分析。

2 结果

2．1 对极化后的巨噬细胞行流式检测 巨噬细胞

膜蛋白表达的差异是鉴定不同类型巨噬细胞的重要

方法。刺激细胞 48 h 后，对已报道的 M1 型巨噬细

胞的标志 NOS2 和 M2 型巨噬细胞的标志 CD206 的

表达进行了流式检测( 图 1) 。

图 1 流式检测体外极化的巨噬细胞相关标志的表达

2．2 实时定量 PCＲ 检测相关基因的 mＲNA 表达

刺激 48 h 后，用 Trizol 提取消化细胞，提取总 ＲNA，

目的是对 M1 型和 M2 型巨噬细胞特征性的基因表

达进行检测。发现经过体外诱导刺激之后，M1 型和

M2 型特征性的相应标志的表达有着明显的升高

( 图 2) 。经流式细胞仪及实时定量 PCＲ 检测，证实

体外诱导巨噬细胞 M1 和 M2 型巨噬细胞极化成功。
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＊＊P＜0．01，＊＊＊P＜0．01，M1 vs． M2。

图 2 qPCＲ 检测刺激后巨噬细胞极化相关基因的表达

2．3 巨噬细胞对尿酸钠诱导的小鼠急性痛风模型

炎性细胞数量的影响 MSU 结晶注入后在 4 h、12 h
和 24 h 时间点模型组、模型 M1 型巨噬细胞组和模

型 M2 型巨噬细胞组皮下气囊炎性细胞均高于空白

对照组。4 h 时间点，4 组比较差异有统计学意义，

进一步两两比较发现，各模型组与空白对照组间差

异有统计学意义，3 个模型组之间差异无统计学意

义( P＞0．05) 。而在 12 h 和 24 h 时间点，模型 M1 型

巨噬细胞组皮下气囊炎性细胞高于模型组，而模型

M2 型巨噬细胞组低于模型组。见表 1。
2．4 巨噬细胞对尿酸钠诱导的小鼠急性痛风模型

炎症因子的影响 于 4 h、12 h 和 24 h 时间点检测

各组皮下气囊灌洗液中 IL-1β 和 TGF-β 水平。结果

在 3 个时间点模型组、模型 M1 型巨噬细胞组及 M2
型巨噬细胞组 IL-1β 均高于空白对照组; 在 3 个时

间点比较，模型 M1 型巨噬细胞组 IL-1β 水平高于

模型组，而模型 M2 型巨噬细胞组 IL-1β 水平低于

模型组。3 个时间点的 TGF-β 水平在模型 M1 型巨

噬细胞组低于模型组，而模型 M2 型巨噬细胞组高

于模型组。见表 2。

表 1 各组小鼠气囊灌洗液的炎性细胞数变化及巨噬细胞的作用( 珋x±s，×106 /皮下气囊)

组别 n 0 h 4 h 12 h 24 h

空白对照组 6 － 2．81±0．90 3．48±0．86 1．26±0．18

模型组 6 － 17．80±3．22 19．82±1．20 7．98±2．85

模型 M1 型巨噬细胞组 6 － 18．14±4．16 26．64±2．03a 18．48±3．28a

模型 M2 型巨噬细胞组 6 － 16．62±3．48 8．53±3．12a 4．32±2．27a

F 31．62 169．02 56．91
P ＜0．01 ＜0．01 ＜0．01

a 与相应时间点模型对照组比较 P＜0．05。

表 2 各组小鼠气囊灌洗液中 IL-1β、和 TGF-β水平表达( n= 6)

组别
IL-1β / ( pg /mL) TGF-β / ( pg /mL)

4 h 12 h 24 h 4 h 12 h 24 h

空白对照组 30．45±4．38 28．23±3．56 27．82±3．76 26．34±2．47 28．32±5．63 27．48±3．42

模型组 140．65±8．12 96．91±9．47 46．33±4．32 32．92±3．10 57．27±6．04 38．39±5．13

模型 M1 型巨噬细胞组 250．68±10．75b 213．37±6．75b 87．69±7．86b 4．02±0．58b 36．79±5．03b 24．62±4．32b

模型 M2 型巨噬细胞组 82．43±9．48b 56．64±7．14b 32．95±5．43b 69．75±3．42b 86．38±4．52b 49．04±3．47b

F 754．52 814．73 141．85 600．32 137．83 43．15
P ＜0．01 ＜0．01 ＜0．01 ＜0．01 ＜0．01 ＜0．01

b 与相应时间点模型对照组比较 P＜0．01。

3 讨论

近年来的体外研究提示单核巨噬细胞在单尿酸

钠触发的初始炎症反应中起到核心作用。单核细胞

在单尿酸钠结晶刺激下产生一系列促炎症因子，尤

其是 IL-1β［1－2］，一直以来被认为是痛风和单尿酸钠
结晶诱导的炎症中的核心细胞因子［3－4］。在鼠的痛

风模型中，当鼠敲除 IL-1 受体或注射 IL-1 阻滞剂

rilonacept( 列洛西普) 后，单尿酸钠注入踝关节腔引

起的炎症均显著下降［5－6］。给急性痛风患者注射抗
IL-1 因子拮抗剂，IL-1 受体抗体( 阿那白滞素) 、IL-lβ

抗体等均取得明显疗效，从而进一步证实 IL-1β 在

痛风发病机制中的核心作用［7－8］。本文在不同实验

组测 IL-1β 水平，旨在判断不同干预因素下痛风炎

症发作程度的差异。
痛风性炎症的自限性从希波克拉底时代开始得

到认识，并得到近代实验室研究的支持［9］。急性痛

风短期内治疗的显著功效也提示明显的内源性机制

限制了炎症的发展。研究发现 TGF-β 在痛风的自发

缓解中起到重要作用［10］。越来越多的证据提示单

核巨噬细胞系统不仅在痛风炎症启动中而且在炎症
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进展及缓解中均起到轴心作用。体外研究提示，单

尿酸钠结晶刺激可使分离的单核细胞由分泌促炎因

子的 M1 型巨噬细胞转化成分泌抗炎因子 TGF-β 的

M2 型巨噬细胞［11］，该研究提示单核细胞可驱动炎

症，而极化的巨噬细胞可缓解痛风炎症。然而其他

研究显示单尿酸钠结晶在原位和骨髓诱导巨噬细胞

均起到促炎症作用，而且巨噬细胞在启动炎症级联

反应中起关键作用［12－13］。故单尿酸钠结晶体内募集

的单核巨噬细胞群的真正功能表型仍有争议，甚至

是相反的结论。大量证据表明单核巨噬细胞系统可

因局部环境变化而表达不同的功能活性［14］。有研

究提示单尿酸钠结晶在鼠的腹腔痛风模型中可募集

单核细胞极化为具有促炎症反应的 M1 样巨噬细

胞［15］。而 M2 型巨噬细胞在痛风的炎症反应中至今

尚未见报道。本文的研究关键点在于，巨噬细胞不

同的表型是否起到不同作用并参与了痛风炎症的发

作与自发缓解。我们将小鼠骨髓来源的巨噬细胞进

行体外诱导极化为 M1 和 M2 型巨噬细胞，分别注入

单尿酸钠诱导的痛风皮下气囊模型中，检测不同组

促炎症因子 IL-1β 和抗炎因子 TGF-β 的水平。我们

的研究提示 M1 型巨噬细胞注射入单尿酸钠诱导痛

风模型，促使 IL-1β 水平升高，M1 型巨噬细胞有促

进痛风炎症进展持续的作用。而 M2 型巨噬细胞注

射入单尿酸钠诱导痛风模型中，表现为 IL-1β 水平

降低，而 TGF-β 水平升高，提示 M2 型巨噬细胞有拮

抗痛风炎症，促进炎症缓解的作用。动物痛风模型

并不能等同于人类痛风炎症状态，但巨噬细胞的极

化可能在痛风发生及缓解中起到一定的作用，为痛

风的治疗提供一种思路。
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