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超声介导携氧载紫杉醇脂质微泡抑制乏氧巨噬细胞ＨＩＦ１α表达
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　　［摘要］　目的　 探讨超声介导携氧载紫杉醇脂质微泡对乏氧巨噬细胞 ＨＩＦ１α表达的影响。
方法　 ＣｏＣｌ２化学诱导小鼠巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７乏氧模型，将乏氧巨噬细胞分成６组（ｎ＝１３）：对照组、
紫杉醇组（６×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）、超声组（０．５Ｗ／ｃｍ２，３０ｓ）、携氧微泡组（２５μＬ）、携氧载紫杉醇脂质微泡组
（２５μＬ）和超声介导携氧载紫杉醇脂质微泡组（２５μＬ；０．５Ｗ／ｃｍ２，３０ｓ）。ＭＴＴ测定巨噬细胞活性、
ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组干预后ＨＩＦ１α的表达，ＥＬＩＳＡ试剂盒测定干预后上清液ＴＮＦα和ＩＬ６
的含量。结果　ＣｏＣｌ２１００μｍｏｌ／Ｌ作用１２ｈ细胞活性抑制率低于８％，可成功诱导乏氧状态；超声介导
携氧载紫杉醇脂质微泡抑制乏氧巨噬细胞 ＨＩＦ１α基因和蛋白的表达并抑制 ＴＮＦα和 ＩＬ６的分泌
（Ｐ＜０．０５）。结论　超声介导携氧载紫杉醇脂质微泡能抑制乏氧巨噬细胞ＨＩＦ１α表达，从而改善其乏
氧状态。
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｏｘｙｇｅｎａｎｄｐａｃｌｉｔａｘｅｌｌｏａｄｅｄｌｉｐｏｓｏｍｅｍｉｃｒｏｂｕｂｂｌｅｓ；ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ；ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅ
ｆａｃｔｏｒ１α；ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ；ｈｙｐｏｘｉａ
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　　类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一种常
见的自身免疫性疾病，其发病机制尚不明确［１］。其

中，由于ＲＡ关节内炎症细胞的浸润、滑膜组织的增生
以及新血管的生成，关节内形成乏氧微环境［２］。作为

对乏氧的回应低氧诱导因子１（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅ
ｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）水平明显上调，从而提高血管内皮
生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）基
因的转录，并促进致炎因子（如ＴＮＦα和ＩＬ６等）的大
量释放，因此乏氧在 ＲＡ病理机制中扮演着非常重要
的角色。目前ＲＡ的治疗手段主要是抑制免疫细胞功
能及滑膜细胞增殖，但对发病关节乏氧微环境的发病

机制缺乏针对性。

　　脂质微泡不仅可以包裹药物或基因，也可实现对
氧气的荷载［３－４］，而超声微泡靶向破坏技术（ｕｌｔｒａ
ｓｏｕｎｄｔａｒｇｅｔｅｄｍｉｃｒｏｂｕｂｂｌｅｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，ＵＴＭＤ）是可靠
的药物靶向释放技术，其通过超声空化效应可以促进

药物在靶向区域的释放，并提高辐照部位的药物吸

收［５］。紫杉醇作为一线抗肿瘤药，可以抑制滑膜细胞

增殖并对关节软骨有一定的保护作用［６］。本实验采

用机械振荡法制备携氧载紫杉醇脂质微泡，以乏氧巨

噬细胞为研究对象，联合超声辐照干预处理，观察超声

介导携氧载紫杉醇脂质微泡对乏氧巨噬细胞的作用，

为ＲＡ的治疗提供新的手段。

１　材料与方法

１．１　主要试药、试剂和仪器
　　紫杉醇纯品购自南通飞宇生物科技有限公司，携
氧载紫杉醇脂质微泡为本课题组制备，粒径（１．７±
０１）μｍ，紫杉醇包封率（９７．７１±１．１３）％，载药量
（２２７０±０．８２）％，见参考文献［７］。ＣｏＣｌ２、ＭＴＴ均购
自美国Ｓｉｇｍａ公司。ＥＬＩＳＡ试剂盒为进口分装。超声
转染治疗仪（由重庆医科大学超声影像学研究所自行

研制，ＵＧＴＩ２０５型，频率３００ｋＨｚ），ＨＩＦ１α抗体（Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ，ＣＡ），其他细胞培养用品购自美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司。
１．２　细胞系与培养
　　小鼠单核巨噬细胞 ＲＡＷ２６４．７由中国科学技术
大学徐晓嵘教授馈赠，培养于含１０％胎牛血清、２％双
抗的ＤＭＥＭ高糖培养液中，置于３７℃、５％ＣＯ２及饱和
湿度的细胞培养箱恒温孵育，每２天更换１次培养液，
取对数生长期的细胞进行实验。

１．３　巨噬细胞乏氧模型的构建及评价
１．３．１　乏氧模型构建及细胞活性检测　　参照文献
［８］用 ＣｏＣｌ２化学诱导法构建巨噬细胞乏氧模型，用
ＭＴＴ法检测不同 ＣｏＣｌ２孵育浓度和时间对 ＲＡＷ２６４．７
细胞活性的影响，筛选出合适的诱导参数。将对数生

长期的 ＲＡＷ２６４．７细胞用０．２５％胰酶消化，于９６孔
板每孔种１００００个细胞，每组设有５个复孔。细胞贴
壁后分别加入浓度为５０、１００、１５０、２００、３００μｍｏｌ／Ｌ的
ＣｏＣｌ２，于恒温培养箱中孵育６、１２、２４、４８ｈ后，每孔分
别加入２０μＬＭＴＴ液孵育３ｈ后，弃去上清液，加入
１５０μＬＤＭＳＯ，振荡１０ｍｉｎ后，酶标仪测波长４９０ｎｍ
处光密度值，计算细胞活性。

１．３．２　模型成功评价　　用ＲＴＰＣＲ法检测ＣｏＣｌ２处
理后巨噬细胞ＨＩＦ１α基因的表达，评价乏氧模型是否
构建成功。取对数生长期的 ＲＡＷ２６４．７细胞，１×１０６

个／孔分别接种于 ６孔板中，贴壁过夜后加入 ＣｏＣｌ２
（１００μｍｏｌ／Ｌ）或正常培养液处理，分为乏氧组和常氧
组，每组设有３个复孔，作用１２ｈ后收集细胞。按照
ＴＲＩｚｏｌ试剂盒说明书的方法提取细胞总的 ＲＮＡ，ＰＣＲ
扩增ＨＩＦ１α，同时扩增 ＧＡＰＤＨ作为内参。小鼠巨噬
细胞ＨＩＦ１α的引物序列（由上海吉玛制药合成）上
游：５′ＴＴＣＣＡＧＴＴＡＣＧＴＴＣＣＴＴＴＧＡＴＣＡＧ３′，下游：５′
ＧＴＧＧＣＡＧＴＧＧＣＡＧＴＧＡＴＧＧＴ３′，扩增产物为 １２８ｂｐ。
ＧＡＰＤＨ的引物序列上游：５′ＧＧＣＧＣＴＧＡＧＴＡＣＧＴＣＧＴ
ＧＧＡＧＴＣ３′，下游：５′ＧＡＣＧＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣＴ
３′，其扩增产物片段的长度为 ５２７ｂｐ。扩增条件为：
９４℃ 预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５７℃退火３０ｓ，
７２℃ 延伸 ６０ｓ，该过程循环 ３０次。扩增产物经
１５％琼脂糖凝胶电泳，凝胶结果拍照。每组实验重复
３次。
１．４　超声介导携氧载紫杉醇脂质微泡对乏氧巨噬细

胞ＨＩＦ１α表达的影响
１．４．１　实验分组及超声介导携氧载紫杉醇脂质微泡
对乏氧巨噬细胞的处理　　实验分为６组（ｎ＝１３）：
①对照组，②紫杉醇组，③携氧微泡组，④超声组，⑤携
氧载紫杉醇脂质微泡组，⑥超声介导携氧载紫杉醇脂
质微泡组。根据预实验，选择超声辐照时间为３０ｓ、辐
照强度为０．５Ｗ／ｃｍ２对超声组和超声介导携氧载紫杉
醇脂质微泡组进行超声辐照处理。紫杉醇浓度约为

６×１０－６ｍｏｌ／Ｌ，携氧载紫杉醇脂质微泡组紫杉醇终浓

９２１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１９）



度约为６×１０－６ｍｏｌ／Ｌ。
１．４．２　ＲＴＰＣＲ检测乏氧巨噬细胞 ＨＩＦ１α基因的表
达　　乏氧巨噬细胞经各组处理６ｈ后收集细胞，按
照１．３．２的方法测定各组处理后乏氧巨噬细胞 ＨＩＦ
１α基因的表达情况。每组实验重复３次。
１．４．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测乏氧巨噬细胞 ＨＩＦ１α蛋白
的表达　　各组处理乏氧巨噬细胞 ２４ｈ后，收集细
胞，用蛋白裂解液裂解，收取裂解液，４℃，１３０５０×ｇ
离心１５ｍｉｎ，取上清液，依据 ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂
盒（碧云天，中国）测定蛋白浓度，调整各组上清液蛋

白含量一致。取上清液样品进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离
蛋白，分离条带用５％脱脂奶粉封闭４ｈ，加入小鼠单
克隆抗体 ＨＩＦ１α孵育过夜，辣根过氧化物标记的二
抗室温下孵育２ｈ，化学发光试剂作用３ｍｉｎ进行化学
发光、显影。每组实验重复３次。
１．４．４　ＥＬＩＳＡ检测ＴＮＦα和ＩＬ６的蛋白水平　　按
照试剂盒说明书对各组上清液中 ＴＮＦα和 ＩＬ６的蛋
白水平进行测定。

１．５　统计学处理
　　实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１９０统计软件
包，不同浓度不同时间 ＣｏＣｌ２对细胞活性的影响采用
双因素方差分析，乏氧模型ＨＩＦ１α表达采用独立样本
ｔ检验，其他结果采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　ＣｏＣｌ２对巨噬细胞活性的影响
　　不同浓度 ＣｏＣｌ２作用巨噬细胞不同时间，巨噬细
胞活性抑制率见表１。在ＣｏＣｌ２１００μｍｏｌ／Ｌ作用１２ｈ
时，细胞活性抑制率接近８％，然而随着作用时间的延
长或者浓度增大时，细胞活性抑制率明显降低，其抑制

作用与ＣｏＣｌ２呈剂量时间依赖关系（Ｐ＜０．０５）。提示
巨噬细胞随着 ＣｏＣｌ２浓度增加及时间延长，其活性受
到明显抑制。

表１　不同浓度ＣｏＣｌ２孵育不同时间对ＲＡＷ２６４．７增殖
抑制率的影响［ｎ＝１５，（珋ｘ±ｓ）％］

ＣｏＣｌ２浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
６ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ

５０ ２．９３±０．５６ ５．０７±１．０２ １４．５７±１．２２ ３３．８０±４．５０

１００ ５．９４±１．４１ ７．９７±１．３８ ２２．３３±３．７０ｂ４１．０４±４．４３ｂ

１５０ １６．２５±２．４２ １８．４６±１．８４ａ ３５．９９±５．１６ ４８．８９±３．７２

２００ ２４．２７±３．７４ ２０．３９±１．６７ａ ４２．４４±４．８１ ６３．２１±６．７５

３００ ３２．５１±４．０４ ３２．３５±５．５８ａ ４７．５７±５．９１ ７１．７３±３．７１

ａ：Ｐ＜０．０５，与相同时间浓度为 １００μｍｏｌ／Ｌ比较；ｂ：Ｐ＜
００５，与相同浓度时间为１２ｈ比较

２．２　巨噬细胞乏氧模型的评价
　　通过ＲＴＰＣＲ检测ＣｏＣｌ２乏氧诱导巨噬细胞ＨＩＦ１α
ｍＲＮＡ的表达（图１），评价模型乏氧情况。结果显示，
乏氧组ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的表达较常氧组提高４倍（ｔ＝
２３．１３６，Ｐ＜０．０５），提示巨噬细胞乏氧模型构建成功。
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１：乏氧组；２：常氧组
图１　ＲＴＰＣＲ检测ＣｏＣｌ２对巨噬细胞ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的表达

２．３　超声介导携氧载紫杉醇脂质微泡对乏氧巨噬细
胞ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达水平的影响

　　通过ＲＴＰＣＲ检测超声介导携氧载紫杉醇脂质微
泡等处理组对乏氧小鼠巨噬细胞 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的表
达（图２Ａ）。结果显示，只有超声介导携氧载紫杉醇
脂质微泡组能显著降低 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的表达同对照
组及其他处理各组之间的差异有统计学意义（Ｆ＝
２１９４２，Ｐ＜０．０５）。
２．４　超声介导携氧载紫杉醇脂质微泡对乏氧巨噬细

胞ＨＩＦ１α蛋白水平的影响
　　通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测超声介导携氧载紫杉醇脂
质微泡等处理组对乏氧巨噬细胞 ＨＩＦ１α蛋白的表达
（图２Ｂ）。结果显示，只有超声介导携氧载紫杉醇脂质
微泡组能明显降低 ＨＩＦ１α蛋白的表达，与对照组及
其他各处理组之间的差异有统计学意义（Ｆ＝３７．６３８，
Ｐ＜０．０５）。
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１：对照组；２：紫杉醇组；３：携氧微泡组；４：超声组；５：携氧载
紫杉醇脂质微泡组；６：超声介导携氧载紫杉醇脂质微泡组
图２　各组处理后乏氧巨噬细胞ＨＩＦ１αｍＲＮＡ（Ａ）和

蛋白（Ｂ）的表达

２．５　超声介导携氧载紫杉醇脂质微泡对乏氧巨噬细
胞分泌ＴＮＦα和ＩＬ６的影响

　　乏氧巨噬细胞经超声介导携氧载紫杉醇脂质微泡
组处理后，ＴＮＦα和ＩＬ６的分泌水平较其他各组显著
降低（Ｐ＜０．０５，图３），提示该治疗手段可能降低乏氧
细胞炎症因子ＴＮＦα和ＩＬ６的分泌。

０３１２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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１：对照组；２：紫杉醇组；３：携氧微泡组；４：超声组；５：携氧
载紫杉醇脂质微泡组；６：超声介导携氧载紫杉醇脂质微泡
组　ａ：Ｐ＜０．０５，与其他５组比较
图３　各组处理后乏氧巨噬细胞ＴＮＦα（Ａ）和ＩＬ６（Ｂ）

的分泌（ｎ＝１５，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　乏氧是某些疾病的特征，而在 ＲＡ的病理生理过
程中，乏氧是血管生成和炎症的重要调节因子，对疾病

的发生、发展产生深远的影响［９－１１］。抑制其表达可能

成为ＲＡ治疗新策略。本课题组已经成功制备出稳定
的携氧载药脂质微泡，并在体内以及体外研究均发现

超声介导携氧载药脂质微泡可以改善卵巢癌的乏氧耐

药抵抗［７，１２］。由于ＲＡ的乏氧特点，因此我们假设该
治疗手段可能用于对ＲＡ乏氧状态的改善。
　　为了验证该治疗思路的可行性，本研究构建了体
外巨噬细胞乏氧模型。乏氧模型的建立主要有两种方

法，即物理模拟乏氧环境或者采用 ＣｏＣｌ２化学方法进
行诱导。前者不适用于体外局部氧浓度改善研究，而

后者利用Ｃｏ２＋置换氧感受器血红素中的二价铁离子，
同时ＨＩＦ１α被羟基化，从而上调并稳定 ＨＩＦ１α的表
达，达到了和缺氧条件在体外和体内近似的结果［１３－１４］。

　　本实验采用ＣｏＣｌ２诱导法构建巨噬细胞乏氧模型。
首先检测不同浓度和时间条件下ＣｏＣｌ２对小鼠巨噬细胞
活性的影响，结果显示，ＣｏＣｌ２对巨噬细胞活性抑制作用

呈剂量时间依赖性抑制，浓度小于１５０μｍｏｌ／Ｌ，作用时
间１２ｈ，巨噬细胞活性抑制低于８％。因此，巨噬细胞乏
氧模型采用ＣｏＣｌ２１００μｍｏｌ／Ｌ，诱导１２ｈ，建立巨噬细胞
乏氧模型。通过ＲＴＰＣＲ检测ＣｏＣｌ２诱导巨噬细胞ＨＩＦ
１αｍＲＮＡ的表达，评价乏氧模型情况，结果提示乏氧模
型组ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的表达提高几倍，提示该方法可以
稳定构建巨噬细胞乏氧模型。

　　用超声介导携氧载紫杉醇脂质微泡处理乏氧巨噬
细胞模型后，ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，只有
超声介导携氧载药微泡组使得乏氧小鼠巨噬细胞

ＨＩＦ１α基因与蛋白表达明显下降，同时，在各组处理
后的乏氧巨噬细胞 ＴＮＦα和 ＩＬ６的分泌情况也取得
了类似的结果。这提示超声介导携氧载紫杉醇脂质微

泡处理在体外可以有效改善乏氧巨噬细胞的乏氧状

态，并减少相关炎症因子的分泌，这对于 ＲＡ关节炎的
治疗有一定治疗意义。然而我们同样观察到未经超声

辐照的携氧微泡组和携氧载紫杉醇微泡组均未能抑制

巨噬细胞 ＨＩＦ１α基因和蛋白的表达，可能是由于未
经超声辐照的微泡不能产生空化效应，脂质微泡包裹

的氧气无法进入乏氧巨噬细胞内，改变细胞内的氧压

差，而联合超声辐照的携氧微泡组，由于 ＵＴＭＤ的作
用，有效提高了乏氧巨噬细胞内的氧压差，抑制了

ＨＩＦ１α基因和蛋白的表达。而 ＵＴＭＤ提高乏氧细胞
内氧浓度的可能机制是低强度超声使得微泡产生振

荡，进而微泡破裂并产生稳定的微气流，微气流产生的

剪切力破坏细胞膜使其产生可恢复的小孔，提高了细

胞膜的通透性［１５］，同时微泡释放的氧气被动转运进入

乏氧巨噬细胞内，改善乏氧巨噬细胞的乏氧状态。与

此同时，单纯的药物组不能下调 ＨＩＦ１α基因和蛋白
表达，因此，微泡中包裹的氧气可能是治疗的关键。上

述研究结果表明，超声以及携氧载药微泡相结合是改

善乏氧巨噬细胞乏氧状态的关键，并为后续的超声介

导携氧载紫杉醇脂质微泡治疗类风湿关节炎的在体实

验奠定了基础。
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