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［摘要］ 　 目的　 探讨优化人类白血病单核细胞系（ＴＨＰ⁃１）细胞极化为 Ｍ０ 型巨噬细胞所需的

佛波醇 １２⁃肉豆蔻酸酯 １３⁃乙酸酯（ＰＭＡ）浓度和时间，以及进一步极化为 Ｍ１ 型巨噬细胞所需脂多

糖（ＬＰＳ）浓度和时间。 方法　 在传代成功的 ＴＨＰ⁃１ 细胞中分别加入不同浓度的 ＰＭＡ 及 ＬＰＳ，分别

处理 ２４ ｈ 及 ４８ ｈ 后，在镜下观察每组细胞形态变化，采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测每组细胞的贴壁程度，流式

细胞分析仪检测 ＣＤ８６、ＣＤ１１ｂ 的表达水平，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＣＤ８６ 和炎症因子［诱导型一

氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）、肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）⁃α］的表达水平。 结果　 ＣＣＫ⁃８ 检测结果显示，ＰＭＡ 诱导

浓度为 ７５ ｎｇ ／ ｍｌ、诱导时间为 ４８ ｈ 时 ＴＨＰ⁃１ 细胞贴壁程度最佳。 流式细胞分析结果显示，ＰＭＡ 诱

导浓度为 １００ ｎｇ ／ ｍｌ、诱导时间为 ４８ ｈ 时 ＣＤ１１ｂ 表达水平最高；ＬＰＳ 诱导浓度为 １００ ｎｇ ／ ｍｌ、诱导时

间为 ２４ ｈ 时 ＣＤ８６ 表达水平最高（Ｐ ＜ ０． ０５）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，随着 ＬＰＳ 诱导浓度增加，
ＣＤ８６ 及炎症因子 ｉＮＯＳ 与 ＴＮＦ⁃α 表达水平均逐渐升高（Ｐ ＜ ０． ０５）。 结论　 ＴＨＰ⁃１ 细胞分化为 Ｍ０
型巨噬细胞所需的 ＰＭＡ 最佳诱导浓度为 ７５ ｎｇ ／ ｍｌ，时间为 ４８ ｈ；分化为 Ｍ１ 型巨噬细胞所需的 ＬＰＳ
最佳诱导浓度为 １００ ｎｇ ／ ｍｌ、时间为 ２４ ｈ。
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　 　 由于人原代巨噬细胞提取困难及获取成本较

高［１］，因此对炎症反应在组织修复作用的研究中通常

使用人类白血病单核细胞系（ＴＨＰ⁃１）作为研究单核细

胞 ／巨噬细胞生物学功能、作用机制的工具细胞系。 而

诱导细胞极化为 Ｍ０ 和 Ｍ１ 型巨噬细胞的药物佛波醇

１２⁃肉豆蔻酸酯 １３⁃乙酸酯（ＰＭＡ）和脂多糖（ＬＰＳ）使用

所需浓度和时间存在较大差异，既往文献报道 ＰＭＡ 诱

导浓度从 ３ ～ ２００ ｎｇ ／ ｍｌ 不等［２⁃４］，而诱导时间从 ２４ ～
７２ ｈ 不等［２⁃５］，ＬＰＳ 诱导浓度从 １０ ～ １０００ ｎｇ ／ ｍｌ 不等，
诱导时间从 ６ ～４８ ｈ 不等［６⁃７］。 因此，为了筛选出 ＴＨＰ⁃１
极化为 Ｍ０ 与 Ｍ１ 型巨噬细胞的最佳诱导条件，本研究

分析目前使用较多与诱导 ＴＨＰ⁃１ 极化所用 ＰＭＡ 和

ＬＰＳ 的诱导浓度范围及诱导时间范围，比较分析了不

同条件对 ＴＨＰ⁃１ 细胞的形态变化、贴壁程度、细胞标

志物表达的影响，最终得到 ＴＨＰ⁃１ 细胞极化为 Ｍ０ 及

Ｍ１ 型巨噬细胞模型的最佳 ＰＭＡ 与 ＬＰＳ 诱导浓度和诱

导时间，为后续研究生物活性材料对巨噬细胞表型和

功能的调控作用奠定了实验基础。

材料与方法

１． 材料：ＴＨＰ⁃１ 来自中国典型培养物保藏中心（中
国，武汉）；ＰＭＡ 购自美国 ＭＣＥ 公司；ＬＰＳ 购自美国

ｓｉｇｍａ 公司；胎牛血清购自武汉普诺赛生命科技有限公

司；ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基、杜氏磷酸缓冲液（ＤＰＢＳ）购自

武汉赛维尔生物科技有限公司；Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ（８３５２３⁃４⁃
ＲＲ）、诱导型一氧化氮合酶（ ｉＮＯＳ）抗体购自武汉三鹰

生物技术有限公司；ＣＤ１１ｂ 购自美国 ＢＤ 公司；ＣＤ８６
抗体购自美国 ＢＤ 公司；肿瘤坏死因子（ ＴＮＦ）⁃α、β⁃
ｔｕｂｕｌｉｎ购自武汉亲和生物生命科技有限公司；ＣＣＫ⁃８
购自上海和元李记生物技术有限公司；ＤＹＹ⁃６Ｃ 电泳

仪电源购自北京六一生物科技有限公司；正置显微镜

来自日本奥林巴斯；流式细胞仪 ＣｙｔｏＦｌｅｘ（美国贝克曼

公司）；凝胶成像系统（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 扫膜仪；美国伯乐

公司）。
２． 方法

（１）细胞培养和诱导分化：用 ６ ～ ８ ｍｌ ＲＰＭＩ⁃１６４０
完全培养基将 ＴＨＰ⁃１ 细胞悬浮置于 Ｔ２５ 培养瓶中，于
３７ ℃、５％ ＣＯ２的培养箱中培养，每 ２ ～ ３ 天向瓶中加

入 １ ～ ２ ｍｌ 新鲜培养基，当细胞密度达 ８ × １０５ ～ １ ×
１０６ｃｅｌｌｓ ／ ｍｌ 时进行传代。 优化 ＰＭＡ 诱导浓度：用 ２ ｍｌ
含有 ０、２５、５０、７５、１００、２００ ｎｇ ／ ｍｌ ＰＭＡ 的 ＲＰＭＩ⁃１６４０
完全培养基将 ＴＨＰ⁃１ 细胞以 １ × １０６ ｃｅｌｌｓ ／孔的密度接

种于 ６ 孔板。 优化 ＰＭＡ 诱导时间：在同一 ＰＭＡ 浓度

下将 ＴＨＰ⁃１ 细胞以 １ × １０６ ｃｅｌｌｓ ／孔的密度接种于 ６ 孔

板，分别诱导分化 ０、２４、４８ ｈ。 优化 ＬＰＳ 诱导浓度：将

ＴＨＰ⁃１ 细胞在 ７５ ｎｇ ／ ｍｌ ＰＭＡ 中孵育 ４８ ｈ 后弃除培养

基，并用 ＤＰＢＳ 洗涤细胞 ３ 次后，为优化 ＬＰＳ 最佳状

态，用 ２ ｍｌ 含有 ０、１０、５０、１００、５００、１ ０００ ｎｇ ／ ｍｌ ＬＰＳ 的

ＲＰＭＩ⁃１６４０ 完全培养基加入 ６ 孔板。 优化 ＬＰＳ 诱导时

间：在同一 ＬＰＳ 浓度下将 ＴＨＰ⁃１ 细胞以 １ × １０６ ｃｅｌｌｓ ／
孔的密度接种于 ６ 孔板，分别诱导分化 ０、２４、４８ ｈ。

（２）细胞形态变化观察及贴壁程度检测：ＴＨＰ⁃１ 细

胞按上述方法诱导后，每组分别设置 ３ 个平行重复样品

在相应时间点弃去孔内的旧培养基，用 ＤＰＢＳ 洗涤细

胞 ３ 次后，向每孔加入 ＣＣＫ⁃８ 工作液（ＣＣＫ⁃８：ＲＰＭＩ⁃
１６４０ ＝ １∶ １０）２ ｍｌ，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２的培养箱中培

养 １ ｈ，吸取 ６ 孔板中每个孔的溶液分三次加入 ９６ 孔

板中，每孔 １００ μｌ ，用酶标仪检测样品溶液在 ４５０ ｎｍ
处的吸光值（ＯＤ 值），间接表示细胞的贴壁程度。 在

镜下观察每组细胞形态变化。
（３）流式细胞分析：将 ＴＨＰ⁃１ 细胞诱导分化后，将

目的细胞刮下以 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 转速离心 ５ ｍｉｎ，弃上清，
磷酸缓冲液（ＰＢＳ）洗涤 ３ 次，用 １ ｍｌ １％ ＢＳＡ⁃ＤＰＢＳ 溶

液将细胞重悬，在 ３７ ℃、５％ＣＯ２条件下封闭 ３０ ｍｉｎ，再
以 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 转速离心 ５ ｍｉｎ 弃上清，随后加入１００ μｌ
抗体工作液，在 ４ ℃冰箱中避光孵育 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤

１ 次，最后用 ６００ μｌ ＰＢＳ 重悬细胞，采用流式细胞分析

仪检测 ＣＤ８６、ＣＤ１１ｂ 表达水平。
（４）Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ：将 ＴＨＰ⁃１ 细胞诱导分化后，弃去

孔内的旧培养基，ＰＢＳ 洗 ３ 次，每孔加入 １ ｍｌ 的胰酶消

化，收集细胞以 １０００ｒ ／ ｍｉｎ 转速离心 ５ ｍｉｎ，弃上清，加
入 ＰＢＳ 清洗，每管加入 ２００ｕｌ 裂解液。 将裂解液置于

超声粉碎机中进行超声粉碎，每管超声 １ ｍｉｎ，冰上裂

解 ３０ ｍｉｎ。 以 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 转速离心 １５ ｍｉｎ 取上清，
使用 ＢＣＡ 法测定 ＣＤ８６ 和炎症因子（ ｉＮＯＳ、ＴＮＦ⁃α）表
达水平。

３． 统计学处理：应用 ＳＰＳＳ １７． ０ 软件进行统计分

析。 符合正态分布的计量资料以 􀭰ｘ ± ｓ 表示，组间比较

采用 ｔ 检验。 以 Ｐ ＜ ０． ０５ 表示差异有统计学意义。

结　 　 果

１． 不同 ＰＭＡ 诱导浓度和诱导时间对 ＴＨＰ⁃１ 细胞

形态变化和贴壁程度的影响：镜下可观察到不同浓度

ＰＭＡ 诱导 ２４ ｈ 的 ＴＨＰ⁃１ 细胞形态由悬浮的体积较小

的中心透亮圆形细胞逐渐转变为贴壁体积较大中心较

暗的梭形或不规则形状，且随着 ＰＭＡ 浓度增加，发生

变化细胞数目逐渐增多，当浓度为 ７５、１００ 及 ２００ ｎｇ ／ ｍｌ
时，发生变化的细胞数目最多。 见图 １。 ＣＣＫ⁃８ 实验结

果显示，０、２５、５０、７５、１００、２００ ｎｇ ／ ｍｌＰＭＡ 诱导 ＴＨＰ⁃１
细胞２４ｈ后ＯＤ值分别为０． １４５ ± ０． ００４、１． ０５６ ± ０． ００６、
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图 １　 不同 ＰＭＡ 浓度诱导 ２４ ｈ 对 ＴＨＰ⁃１ 细胞形态变化和贴壁程度的影响（Ａ：０ ｎｇ ／ ｍｌ；Ｂ：２５ ｎｇ ／ ｍｌ；Ｃ：５０ ｎｇ ／ ｍｌ；Ｄ：７５ ｎｇ ／ ｍｌ；
Ｅ：１００ ｎｇ ／ ｍｌ；Ｆ：２００ ｎｇ ／ ｍｌ； × ２０）

图 ２　 ＰＭＡ 及 ＬＰＳ 诱导对 ＴＨＰ⁃１ 细胞结构的影响（Ａ、Ｂ：对照细胞；Ｃ、Ｄ：ＰＭＡ 诱导处理细胞；Ｅ、Ｆ：ＰＭＡ ＋ ＬＰＳ 诱导处理细胞；
Ａ、Ｃ、Ｅ： × ３ ０００；Ｂ、Ｄ、Ｆ： × ８ ０００；箭头所示为细胞线粒体）

１． ０３５ ± ０． ００２、１． ２６８ ± ０． ００４、０． ９７６ ± ０． ００９、０． ４９８ ±
０． ０１５，其中 ＰＭＡ 为７５ ｎｇ ／ ｍｌ 时ＯＤ 值最高。 当 ＰＭＡ 为

７５ ｎｇ ／ ｍｌ 时，诱导 ＴＨＰ⁃１ 细胞 ０ｈ 、２４ ｈ 及 ４８ ｈ 后的 ＯＤ
值分别为 ０． ２１６ ± ０． ００６、０． ５７４ ± ０． ００３、０． ７６９ ± ０． ００２，
ＴＨＰ⁃１ 的贴壁程度随着诱导时间的增加而增加。
　 　 ２． 不同 ＰＭＡ 诱导浓度和诱导时间对 ＣＤ１１ｂ 的影

响：流式细胞分析结果显示，ＰＭＡ 诱导浓度为 ０、２５、
５０、７５、１００、２００ ｎｇ ／ ｍｌ 时，诱导 ２４ ｈ 后 ＣＤ１１ｂ 表达水

平分别为 ８． １３ ± １． ５９、２３． ５０ ± １． ９３、３１． ７３ ± １． ３６、
３６． ５３ ± ３． ４０、３９． ２３ ± １． ４５、３７． ３３ ± １． ４７，诱导 ４８ ｈ 后

ＣＤ１１ｂ 表达水平分别为 ６． ６０ ± ３． ２７、５８． ３３ ± ９． ４９、
６５． ８６ ± ３． ３８、７２． ５０ ± １． ４５、７９． ３０ ± ３． １９、７９． ０６ ±
２． １１。 随着 ＰＭＡ 诱导浓度升高，ＣＤ１１ｂ 表达水平均逐

渐上升（Ｐ ＜ ０． ０５），均在 １００ ｎｇ ／ ｍｌ 达到峰值。 在各个

浓度诱导下，诱导 ４８ ｈ 后的 ＣＤ１１ｂ 表达水平高于诱导

２４ ｈ 后（Ｐ ＜ ０． ０５）。
　 　 ３． 不同 ＬＰＳ 诱导浓度对 ＣＤ８６、ＣＤ１１ｂ 及单核巨

噬细胞炎症因子的影响：流式细胞分析结果显示，ＬＰＳ
诱导浓度为 ０、１０、５０、１００、５００、１０００ ｎｇ ／ ｍｌ 时，ＣＤ８６ 表

达水平分别为 ２９． ３３ ± ５． ２０、６８． ２０ ± ２． ３５、７８． ４０ ±
１． ２３、８３． ０３ ± ３． ４３、７４． ７７ ± ２． ６７、 ６５． ３７ ± ９． ６５，
ＣＤ１１ｂ 表达水平分别为 ７９． ６８ ± ２． １４、８１． ７４ ± １． ８６、
８２． １４ ± ３． ０１、８５． ６９ ± １． ７６、８１． ９４ ± ３． ５７、７７． ６９ ±
２． ２８；随着 ＬＰＳ 诱导浓度升高，ＣＤ８６ 表达水平逐渐升

高，当 ＬＰＳ 诱导浓度为 １００ ｎｇ ／ ｍｌ 时，ＣＤ８６ 表达水平

达到峰值，进一步增加 ＬＰＳ 浓度后 ＣＤ８６ 表达水平逐渐

下降（Ｐ ＜ ０． ０５）。 但 ＬＰＳ 浓度对 ＣＤ１１ｂ 表达水平并没

有显著影响（Ｐ ＞ ０． ０５）。 当 ＬＰＳ 诱导浓度为 １００ ｎｇ ／ ｍｌ
时，诱导 ２４ ｈ 后（８３． ３０ ± ５． ６７）的 ＣＤ８６ 表达水平均大

于诱导 ０ ｈ 后（２９． １３ ± ６． ５８）及 ４８ ｈ 后（６９． ０７ ± ４． ２２，
Ｐ ＜ ０． ０１）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果也表明，ＬＰＳ 诱导浓度为

０、２０、４０、６０、１８０、１００ ｎｇ ／ ｍｌ 时，ＣＤ８６ 表达水平分别为

０． ２０ ±０． １５、０． ４５ ± ０． ２７、０． ５９ ± ０． ２３、０． ７２ ± ０． ２９、０． ９１
±０． ２０、０． ９６ ± ０． １８，ｉＮＯＳ 表达水平分别 ０． ２４ ± ０． １０、
０． ５５ ± ０． １３、０． ６０ ± ０． ０９、０． ７３ ± ０． ２１、１． １４ ± ０． １９、
１． ３０ ±０． ０２，ＴＮＦ⁃α 表达水平分别为０． ２０ ±０． １３、０． １６ ±
０． ０９、０． ２５ ± ０． １２、０． ３９ ± ０． ０８、０． ５６ ± ０． １７、１． ０８ ±
０． ０７。 随着 ＬＰＳ 浓度增加，ＣＤ８６ 及炎症因子 ｉＮＯＳ 与

ＴＮＦ⁃α 表达水平均逐渐升高（Ｐ ＜ ０． ０１）。
　 　 ４． ＰＭＡ 及 ＬＰＳ 诱导对 ＴＨＰ⁃１ 细胞结构的影响：在
ＴＨＰ⁃１ 细胞极化为 Ｍ０ 及 Ｍ１ 型巨噬细胞最佳诱导条

件下（Ｍ０：７５ ｎｇ ／ ｍｌ ＰＭＡ ４８ ｈ；Ｍ１：Ｍ０ 条件下进一步

用 １００ ｎｇ ／ ｍｌ ＬＰＳ ２４ ｈ），通过透射电子显微镜观察细

胞超微结构，发现对照细胞（仅用完全培养基处理）形
态规则，线粒体呈类椭圆形，具有清晰的内膜嵴结构。
ＰＭＡ 诱导处理细胞伪足明显增多，细胞呈现出不规则

形状，线粒体形态呈现出棒状或球形的异常形态，内膜

嵴减少、增厚、纹理模糊。 ＰＭＡ ＋ ＬＰＳ 诱导处理细胞密

度升高，胞内线粒体变为更加紧凑的球形或类球形，密
度不均，体积明显缩小，内膜嵴断裂、纹理消失，部分线

粒体膜破裂。 见图 ２。

讨　 　 论

上呼吸道感染是临床最常见的感染性疾病之一，
其病原体以病毒为主，少数由细菌或异型病原体引起，
严重影响患者的生活质量，而先天免疫作为机体防御

病原体的第一道屏障，在抵御上呼吸道感染中起着至

关重要的作用。 巨噬细胞作为先天免疫系统中关键的

效应细胞，其功能状态更是直接影响着感染结局，因此

建立巨噬细胞诱导模型进行体外细胞实验对巨噬细胞

的影响及其免疫调控机制的研究非常重要。 目前，
ＴＨＰ⁃１ 细胞已被广泛用于体外巨噬细胞诱导模型，但
对于 ＰＭＡ 及 ＬＰＳ 诱导出稳定的巨噬细胞模型的刺激

条件及标准仍相对缺乏说服力。 根据现有文献报道的
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ＰＭＡ 和 ＬＰＳ 诱导条件基础上再进一步进行比较和优

化，对建立有效及稳定的 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞诱导模型至

关重要。 既往研究对于细胞极化为 Ｍ１ 型巨噬细胞成

功的判断仅依靠细胞形态变化、细胞贴壁程度及极化

相关指标变化来判断［８］。 本研究聚焦于材料信号对

巨噬细胞极化行为的调控，一个关键的实验前提是，所
用的巨噬细胞模型必须具备正常的信号响应能力。 值

得注意的是，ＬＰＳ 作为一种强效诱导剂，其过度刺激会

非生理性地驱动巨噬细胞极化，或使其对材料信号产

生耐受或反应迟钝。 这种由模型本身缺陷引入的变

量，会系统性地干扰实验结果，削弱研究的科学价值。
本研究优化了 ＴＨＰ⁃１ 细胞极化为 Ｍ１ 型巨噬细胞的条

件，为后续研究生物活性材料对巨噬细胞表型和功能

的调控作用奠定了实验基础。
Ａｂｕａｗａｄ 等［９］过去曾经对 ＴＨＰ⁃１ 细胞极化为 Ｍ０、

Ｍ１、Ｍ２ 型巨噬细胞的相关特征分子进行质谱分析，以
期能够得出 ＴＨＰ⁃１ 极化状态的评估，但由于极化刺激

药物种类繁多，特别是各种药物的刺激的浓度和孵育

时间跨度差距较大，因此得出最佳 ＴＨＰ⁃１ 细胞刺激条

件似乎并不可能。 本研究仅对目前经典 Ｍ０、Ｍ１ 极化

方案中所使用的 ＰＭＡ 和 ＬＰＳ 浓度范围（ ＰＭＡ：２５ ～
２００ ｎｇ ／ ｍｌ，ＬＰＳ：０ ～ １０００ ｎｇ ／ ｍｌ）和时间（２４ ｈ、４８ ｈ），
通过比较不同浓度 ＰＭＡ 和 ＬＰＳ 下对细胞形态、贴壁程

度、细胞标志物的表达及细胞器超微结构的形态变化

进行综合比较，优化出极化为 ＭＯ、Ｍ１ 型巨噬细胞最佳

刺激条件，其结果在体外巨噬细胞极化模型中具有一

定说服力。 Ｐａｒｋ 等［１０］ 研究发现在 ５ ｎｇ ／ ｍｌ ＰＭＡ 浓度

下刺激 ２４ ｈ 能够使 ＴＨＰ⁃１ 细胞达到 Ｍ０ 极化状态，这
与本研究结果差异较大。 ＴＨＰ⁃１ 细胞在 ＰＭＡ ７５ ｎｇ ／ ｍｌ
或 １００ ｎｇ ／ ｍｌ 刺激条件下分化为梭形及不规则状态的

细胞数目最多，ＣＣＫ⁃８ 实验结果表明低浓度 ＰＭＡ 能够

促进 ＴＨＰ⁃１ 细胞贴壁，并且随着浓度升高，诱导 ＴＨＰ⁃１
贴壁的作用越强，当 ＰＭＡ 浓度为 ７５ ｎｇ ／ ｍｌ 时，细胞贴壁

最佳，呈现出良好的 Ｍ０ 极化状态。 更高浓度下，ＰＭＡ
可能对细胞代谢产生影响从而导致细胞死亡。 而在一

定浓度 ＰＭＡ 下，随着诱导时间的延长，低浓度 ＰＭＡ 仍

可缓慢促进 ＴＨＰ⁃１ 贴壁，并使已贴壁的 ＴＨＰ⁃１ 细胞稳

定并维持其贴壁状态，因此我们认为诱导 ＴＨＰ⁃１ 细胞

极化为 Ｍ０ 型巨噬细胞的 ＰＭＡ 最佳浓度和时间应是

７５ ｎｇ ／ ｍｌ、４８ ｈ。 ＣＤ１１ｂ、ＣＤ８６ 分别为巨噬细胞极化为

Ｍ０ 和 Ｍ１ 型巨噬细胞的相关特异性分子，因此我们可

以通过细胞表面特异性分子的表达水平反映 ＬＰＳ 的

最佳诱导浓度。 流式细胞分析结果显示，随着 ＰＭＡ 浓

度增加，ＣＤ１１ｂ 表达水平逐渐升高，并在 ７５ ｎｇ ／ ｍｌ 到

达顶峰，进一步增加诱导浓度并不能增加 ＣＤ１１ｂ 表达

水平，而在一定浓度下诱导时间越长，ＣＤ１１ｂ 表达水平

越高，这与大多数的研究中 ＰＭＡ 刺激条件接近［７，１１］。
此外有研究表明，高浓度 ＰＭＡ 有可能导致巨噬细胞中

Ｍ１、Ｍ２ 相关基因表达上调［１０］，但本研究并未涉及此

诱导条件下是否会导致细胞其他相关 Ｍ１、Ｍ２ 标志物

表达升高。 我们进一步探究 Ｍ０ 状态下巨噬细胞进一

步向 Ｍ１ 转变的最佳刺激条件，通过流式细胞分析对

不同浓度 ＬＰＳ 诱导下 ＣＤ１１ｂ 及 ＣＤ８６ 表达水平进行分

析，发现在 ＬＰＳ 浓度达到 １００ ｎｇ ／ ｍｌ 时，ＣＤ８６ 表达水

平达到峰值，而 ＬＰＳ 浓度对 ＣＤ１１ｂ 表达水平并没有显

著影响。 在该最佳 ＬＰＳ 浓度下验证诱导时间对 ＣＤ８６
表达水平的影响，我们在 １００ ｎｇ ／ ｍｌ ２４ ｈ 诱导条件下，
Ｍ１ 极化标志 ＣＤ８６ 表达水平最为显著，此后增加诱导

时间 ＣＤ８６ 表达逐渐降低。 有研究表明巨噬细胞被病

原体或细胞碎片上的病原体相关分子模式（ＰＡＭＰ）激
活［１１］，活化的巨噬细胞能分泌各种炎症介质如 ｉＮＯＳ、
ＴＮＦ⁃α，ｉＮＯＳ 能够诱导一氧化氮大量产生，激发机体

炎症反应，ＴＮＦ⁃α 是炎症反应的关键调节因子，可以诱

导其他炎症介质的产生。 ｉＮＯＳ 与 ＴＮＦ⁃α 是 Ｍ１ 型巨

噬细胞分泌的最常见炎性因子，在 ＴＨＰ⁃１ Ｍ１ 的刺激

条件的研究中发现在 ＬＰＳ １００ ｎｇ ／ ｍｌ ２４ ｈ 刺激条件下，
ＴＨＰ⁃１ 细胞可显著表达 Ｍ１ 极化标志物 ＣＤ８６，而相关

炎症因子 ｉＮＯＳ、ＴＮＦ⁃α 的表达水平也与 ＬＰＳ 诱导浓度

增加逐渐升高。 但 Ｍ１ 状态下的巨噬细胞产生的相关

炎症因子是否进一步对细胞极化状态产生一定的作

用。 既往研究已证实线粒体能够通过提供蛋白质相互

作用的场所和细胞内信号分子的运输，调控钙离子稳

态和活性氧的产生，在细胞死亡、自噬、先天和获得性

免疫激活、生长因子、细胞分化及在氧化应激中发挥重

要作用［１２］。 我们运用电子显微镜对细胞超微结构的

观察也发现，相比与未经处理的 ＴＨＰ⁃１ 细胞，ＰＭＡ 诱

导至 Ｍ０ 状态细胞的线粒体表现出轻微损伤，内膜嵴

减少、增厚、纹理模糊；而进一步用 ＬＰＳ 诱导刺激 ＴＨＰ⁃１
至 Ｍ１ 状态下，ＴＨＰ⁃１ 细胞形态更加不规则，细胞密度

增加，线粒体表现出严重损伤，线粒体固缩，破裂，内膜

嵴断裂，纹理消失。 为了更准确地评估生物活性材料

对巨噬细胞的影响及其作用机制，需要建立稳定的巨

噬细胞模型，过度刺激的巨噬细胞模型可能会影响细

胞对材料刺激的响应，导致实验结果偏差。
综上所述，最佳诱导 ＴＨＰ⁃１ 细胞分化为 Ｍ０ 型巨

噬细胞所需的 ＰＭＡ 浓度为 ７５ ｎｇ ／ ｍｌ，时间为 ４８ ｈ，分
化为 Ｍ１ 型巨噬细胞所需的 ＬＰＳ 浓度为 １００ ｎｇ ／ ｍｌ、时
间为 ２４ ｈ。
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美国东部肿瘤协作组体力状况评分与造血干细胞移植合并症
指数评分对老年急性髓系白血病患者化疗耐受性的动态评估
价值比较
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［摘要］ 　 目的　 比较美国东部肿瘤协作组（ＥＣＯＧ）体力状况评分（简称 ＥＣＯＧ 评分）和造血

干细胞移植合并症指数（ＨＣＴ⁃ＣＩ）评分对老年急性髓系白血病（ＡＭＬ）患者不同治疗阶段化疗耐受

性评估的差异。 方法　 回顾性纳入 ８６ 例初诊 ＡＭＬ 患者，根据随机数字表法分为 ＥＣＯＧ 组（４３ 例）
和 ＨＣＴ⁃ＣＩ 组（４３ 例），再将巩固治疗结束时不同评分组中达到标准强化治疗（Ｆｉｔ）的患者纳入对应

ＥＣＯＧ Ｆｉｔ 组（１０ 例）和 ＨＣＴ⁃ＣＩ Ｆｉｔ 组（１１ 例）。 收集所有患者的一般临床资料、不同时间点 ＥＣＯＧ
评分及 ＨＣＴ⁃ＣＩ 评分、化疗不良反应情况及预后情况并进行组间比较。 生存分析采用 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ
法。 结果　 ＨＣＴ⁃ＣＩ Ｆｉｔ 组中 ＨＣＴ⁃ＣＩ 评分项占前 ２ 位的主要是感染和糖尿病。 ８６ 例初诊患者中，
ＨＣＴ⁃ＣＩ 评分 Ｆｉｔ 患者比例大于 ＥＣＯＧ 评分 Ｆｉｔ（Ｐ ＝ ０． ０１０）。 ５７ 例达到 ＣＲ１ 患者与 ４２ 例完成巩固

治疗患者中，ＨＣＴ⁃ＣＩ 评分 Ｆｉｔ 患者比例与 ＥＣＯＧ 评分 Ｆｉｔ 比较差异均无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。 巩

固治疗结束时 ＨＣＴ⁃ＣＩ Ｆｉｔ 组出现重要脏器并发症及心脏事件的发生率显著均低于 ＥＣＯＧ Ｆｉｔ 组
（Ｐ ＜ ０． ０５），但两组生存时间比较差异无统计学意义（Ｐ ＝ ０． ７６５）。 结论　 ＨＣＴ⁃ＣＩ 评分在巩固治疗

阶段能更有效筛选化疗耐受患者，建议与 ＥＣＯＧ 评分联合应用。
［关键词］ 　 老年急性髓系白血病；　 美国东部肿瘤协作组体力状况评分；　 造血干细胞移植

合并症指数评分；　 标准巩固治疗
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