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低剂量５氨基酮戊酸光动力疗法促进Ｍ１型巨噬细胞极性的转换
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　　［摘要］　目的　观察低剂量５氨基酮戊酸光动力疗法（５ａｍｉｎｏｌｅｖｕｌｉｎｉｃａｃｉｄｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ，
ＡＬＡＰＤＴ）对Ｍ１型巨噬细胞极性转换的影响并初步探索其机制。方法　Ｍ１组用含１００ｎｇ／ｍＬ脂多糖
（ＬＰＳ）的培养基培养ＲＡＷ２６４．７细胞２４ｈ，诱导其成为Ｍ１型巨噬细胞，对照组用不含ＬＰＳ的培养基培
养细胞２４ｈ。ＣＣＫ８法检测不同光照强度的低剂量ＡＬＡＰＤＴ疗法对Ｍ１巨噬细胞的毒性作用和对Ｍ１
型标志物诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）表达的影响；将 Ｍ１型巨噬细胞分为４组：Ｍ１组正常培养，ＡＬＡ
组仅孵育ＡＬＡ，红光组仅照射红光，ＡＬＡＰＤＴ组孵育ＡＬＡ后进行红光照射。采用实时荧光定量ＰＣＲ检
测Ｍ１型标志物ｉＮＯＳ和白介素６（ＩＬ６）、Ｍ２型标志物白介素１０（ＩＬ１０）和精氨酸酶１（ａｒｇｉｎａｓｅ１，Ａｒｇ１）
ｍＲＮＡ表达水平，用ＥＬＩＳＡ法检测ＩＬ６、ＩＬ１０的分泌水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｉＮＯＳ、Ｍ１型标志物白介素
１
!

（ＩＬ１β）、Ａｒｇ１及自噬相关的蛋白泛素结合蛋白Ｐ６２、微管相关蛋白１轻链３（ＬＣ３）的表达。结果　
与对照组比较，Ｍ１组ｉＮＯＳ和ＩＬ６ｍＲＮＡ表达升高（Ｐ＜０．０５），ｉＮＯＳ、ＩＬ１β蛋白表达升高（Ｐ＜０．０５），
Ａｒｇ１的表达降低（Ｐ＜０．０５），ＩＬ６的分泌水平升高（Ｐ＜０．０５）。随着光照强度的增强，ＡＬＡＰＤＴ疗法对
Ｍ１型巨噬细胞的毒性作用逐渐增强（Ｐ＜０．０５），光照强度大于２Ｊ／ｃｍ２时，对ｉＮＯＳ的表达有抑制作用。
与Ｍ１组、ＡＬＡ组和红光组比较，ＡＬＡＰＤＴ组Ａｒｇ１和ＩＬ１０的ｍＲＮＡ表达升高、ｉＮＯＳ的ｍＲＮＡ表达降低
（Ｐ＜０．０５），Ａｒｇ１的蛋白表达升高、ｉＮＯＳ和ＩＬ１β的蛋白表达降低（Ｐ＜０．０５），ＩＬ１０的分泌水平升高（Ｐ＜
０．０５），ＩＬ６的分泌水平降低（Ｐ＜０．０５），Ｐ６２表达降低（Ｐ＜０．０５），ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ的比值升高（Ｐ＜０．０５）。结论
低剂量ＡＬＡＰＤＴ疗法可促进Ｍ１型巨噬细胞转换为Ｍ２型巨噬细胞，其作用机制可能与自噬相关。
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　　巨噬细胞是单核吞噬细胞系统的一部分，在体内
发挥着重要作用。巨噬细胞具有多种表型，不同表型

巨噬细胞功能各异［１］，常以类似于 Ｔ细胞命名方法对
其亚型进行命名，分为经典活化（Ｍ１）型和替代活化
（Ｍ２）型。Ｍ１型巨噬细胞可分泌一些炎症因子，如
ＩＬ１β、ＩＬ６和白介素１２（ＩＬ１２）等，并高表达用于合成
一氧化氮的ｉＮＯＳ，从而促进炎症的发生、发展；Ｍ２型
可产生抗炎细胞因子和促进修复的酶，如 ＩＬ１０、转化
生长因子β（ＴＧＦβ）和Ａｒｇ１，清除细胞组织碎片和凋
亡细胞的能力较强，具有促进血管生成和纤维生长的

能力，使局部微环境从炎症状态向修复状态转变，从而

有效促进组织修复和伤口愈合。生理条件下，创面中

的巨噬细胞早期为Ｍ１表型，促进创面的炎症，有利于
杀灭创面中的微生物；后期则转换为Ｍ２表型，使创面
进入修复状态，促进创面愈合［２］；在糖尿病足、下肢静

脉溃疡和压疮等慢性创面中，巨噬细胞停留在 Ｍ１表
型，不能向 Ｍ２表型转换，一直处于炎症阶段，从而无
法启动创面的修复［３］。因此，如果能使 Ｍ１型巨噬细
胞转换为Ｍ２型，将有可能改善慢性创面的愈合。
　　光动力疗法（ｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ，ＰＤＴ）作为一
种新兴的治疗手段，通过局部光敏剂给药，然后运用与

光敏剂相匹配波长的光照射靶组织，发生光化学反应，

产生活性氧（ＲＯＳ）而发挥光生物学效应。５氨基酮戊
酸（５ａｍｉｎｏｌｅｖｕｌｉｎｉｃａｃｉｄ，ＡＬＡ）是临床上常用的一种
光敏剂，已用于治疗多种疾病。研究表明，大剂量的

ＡＬＡＰＤＴ疗法产生较多的 ＲＯＳ，可引发细胞凋亡［４］，

从而发挥抗微生物和抗肿瘤作用；而采用小剂量的

ＡＬＡＰＤＴ治疗，效果则不同，产生较少的 ＲＯＳ，可激活

体内抗氧化相关因子［５］，具有抗氧化应激的作用；同

时，小剂量的光动力疗法还可激活自噬［６］，而自噬在

巨噬细胞极性转换过程中也起着重要作用［７］。

　　本研究观察低剂量ＡＬＡＰＤＴ对Ｍ１型巨噬细胞的作
用，探讨ＡＬＡＰＤＴ对巨噬细胞表型转换的影响及其作用
机制，为ＡＬＡＰＤＴ在慢性创面中的应用提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
　　ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞购自浙江美森细胞科技有限
公司。胎牛血清购自 Ｖｉｖａｃｅｌｌ公司，培养基购自上海
生工科技有限公司，细胞刮购自上海生工科技有限公

司，ＬＰＳ购自美国Ｓｉｇａｍ公司，ＡＬＡ购自上海复旦张江
生物医药公司，３甲基腺嘌呤（３ＭＡ）购自美国 ＭＣＥ
公司，ＴＲＩｚｏｌ购自上海碧云天生物技术有限公司，引物
购自上海生工科技有限公司，逆转录试剂盒和实时定

量ＰＣＲ试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ公司；仪器为美国
ＢｉｏｒａｄＣＦＸ９６荧光定量 ＰＣＲ仪。细胞裂解液购自上
海碧云天生物技术有限公司，一抗购自武汉三鹰生物技

术公司，具体如下：ｉＮＯＳ（兔来源单克隆抗体，１∶１０００），
ＩＬ１β（兔来源单克隆抗体，１∶１０００），Ａｒｇ１（兔来源单克
隆抗体，１∶１０００），ＬＣ３（兔来源单克隆抗体，１∶１０００），
Ｐ６２（兔来源单克隆抗体，１∶１０００），ＧＡＰＤＨ（鼠来源单
克隆抗体，１∶２００００）；羊抗兔和羊抗鼠二抗购于武汉
三鹰生物技术公司（１∶５０００）。ＥＬＩＳＡ试剂盒购自深
圳达科为生物技术公司。

１．２　细胞培养及分组
　　在含１０％胎牛血清的高糖培养基中培养ＲＡＷ２６４．７

０２２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



细胞，温度设置为３７℃，ＣＯ２浓度设置为５％，细胞处
于对数生长期时进行传代。对照组采用不含 ＬＰＳ的
培养基培养２４ｈ，Ｍ１组采用 １００ｎｇ／ｍＬ的 ＬＰＳ刺激
ＲＡＷ２６４．７细胞 ２４ｈ，诱导其成为 Ｍ１型巨噬细胞。
Ｍ１型诱导成功后，在孵育低剂量（０．１ｍｍｏｌ／Ｌ）ＡＬＡ的
条件下，分别给予０（Ｍ１）、０．５、１、１．５、２、２．５、３Ｊ／ｃｍ２的
红光进行照射，ＣＣＫ８检测其对 Ｍ１型巨噬细胞活性
的影响。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｍ１型巨噬细胞在孵育低剂
量ＡＬＡ的条件下，不同光照强度（０、１、２、３、４Ｊ／ｃｍ２）
对Ｍ１型标志物 ｉＮＯＳ的影响。尔后，细胞分为 ４组：
Ｍ１组正常培养，ＡＬＡ组仅孵育０．１ｍｍｏｌ／ＬＡＬＡ，红光
组仅用红光对细胞进行照射，ＡＬＡＰＤＴ组为孵育
０．１ｍｍｏｌ／ＬＡＬＡ后，根据实验条件，用相应强度红光
对细胞进行照射。

１．３　实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）
　　利用 ＴＲＩｚｏｌ提取各组细胞总 ＲＮＡ，将其逆转为
ｃＤＮＡ，分别设计小鼠引物 ＧＡＰＤＨ、ｉＮＯＳ、ＩＬ６、ＩＬ１０
和Ａｒｇ１（表１），以ｃＤＮＡ为模板，进行实时定量扩增，
观察各基因ｍＲＮＡ转录水平，采用２－ΔΔＣｔ法进行分析，
每个反应设置３个复孔，实验至少重复３次。

表１　小鼠引物序列

引物名称 序列（５′→３′） 碱基数／ｂｐ

ＧＡＰＤＨ 上游：ＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧ ２０

下游：ＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧ ２０

ｉＮＯＳ 上游：ＣＡＧＣＴＧＧＧＣＴＧＴＡＣＡＡＡＣＣＴＴ ２１

下游：ＣＡＴＴＧＧＡＡＧＴＧＡＡＧＣＧＴＴＴ １９

ＩＬ６ 上游：ＡＣＴＣＡＣＣＴＴＣＡＧＡＡＣＧＡＡＴＴＧ ２１

下游：ＣＣＡＴＣＴＴＴＧＧＡＡＧＧＴＴＧ １７

Ａｒｇ１ 上游：ＡＧＧＡＣＡＧＣＣＴＣＧＡＧＧＡＧＧＧＧ ２２

下游：ＣＣＴＧＧＣＧＴＧＧＣＣＡＧＡＧＡＴＧＣ ２０

ＩＬ１０ 上游：ＣＣＡＧＴＡＣＡＧＣＣＧＧＧＡＡＧＡＣＡ ２０

下游：ＧＡＡＧＧＣＡＧＴＣＣＧＣＡＧＣＴＣＴＡ ２０

１．４　蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
　　于１０ｃｍ培养皿中培养细胞，全蛋白提取方法如
下，实验条件处理后，ＰＢＳ清洗３遍，加入细胞裂解液，
用细胞刮反复刮取２ｍｉｎ，将混悬液收集于 ＥＰ管中，
冰上裂解３０ｍｉｎ后，１５０００×ｇ、４℃离心１５ｍｉｎ，小心
吸取上清液，即为所需蛋白。采用ＢＣＡ法测量蛋白浓
度并调平蛋白浓度，尔后将蛋白煮沸变性，储存于

－８０℃冰箱中。电泳程序为９０Ｖ转１４０Ｖ，转膜程序
为２００ｍＡ恒流１２０ｍｉｎ，快速封闭液封闭３０ｍｉｎ，一抗
孵育过夜，一抗孵育后，ＴＢＳＴ洗涤３次，二抗孵育１ｈ，
而后ＴＢＳＴ洗涤３次，配置ＥＣＬ发光液，凝胶成像系统
曝光照相记录，采用ＩｍａｇｅＪ对条带灰度进行分析。实

验至少重复３次。
１．５　ＥＬＩＳＡ
　　收集细胞２４ｈ上清液，２５００ｒ／ｍｉｎ离心，各孔加
入１００μＬ标准品或样品，再加入 ５０μＬ检测抗体，
３７℃孵育９０ｍｉｎ；洗板，各孔加入 １００μＬＨＲＰ工作
液，３７℃孵育３０ｍｉｎ；洗板后，各孔加入 １００μＬ显色
液，３７℃避光孵育 １５ｍｉｎ，加入终止液，酶标仪读取
４５０ｎｍ处光密度值［Ｄ（４５０）］。实验至少重复３次。
１．６　检测指标
　　建立 Ｍ１型巨噬细胞模型：ＬＰＳ处理后，用 ＰＣＲ、
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＥＬＩＳＡ等方法检测Ｍ１型标志物ＩＬ１

!

、

ＩＬ６、ｉＮＯＳ和Ｍ２型标志物Ａｒｇ１的表达情况。
　　ＣＣＫ８法检测在不同 ＡＬＡＰＤＴ条件下 Ｍ１型巨
噬细胞的活力情况。

　　不同光照条件的 ＡＬＡＰＤＴ处理 Ｍ１型巨噬细胞
后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｍ１型标志物 ｉＮＯＳ的表达情况，
探索ＡＬＡＰＤＴ使Ｍ１型巨噬细胞极性转换条件。
　　ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及 ＥＬＩＳＡ验证极性转换是否
成功：ＡＬＡＰＤＴ处理后，检测Ｍ２型标志物Ａｒｇ１、ＩＬ１０
和Ｍ１型标志物ＩＬ１

!

、ＩＬ６、ｉＮＯＳ的表达情况。
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＡＬＡＰＤＴ处理 Ｍ１型巨噬细胞
后自噬相关蛋白Ｐ６２和ＬＣ３表达情况；使用自噬抑制
剂３ＭＡ后，Ｍ１型标志物 ｉＮＯＳ和自噬相关蛋白 ＬＣ３
的表达情况。

１．７　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２２．０软件进行分析，使用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ８绘制图表。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采
用两独立样本ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　ＬＰＳ诱导巨噬细胞为Ｍ１表型
　　ＲＴＰＣＲ结果显示，Ｍ１组 ＬＰＳ刺激后，巨噬细胞
ｉＮＯＳ和ＩＬ６表达较对照组明显增强（Ｐ＜０．０５，图１Ａ、
Ｂ），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，Ｍ１组巨噬细胞 ｉＮＯＳ和
ＩＬ１β表达较对照组明显增强，Ａｒｇ１较对照组表达降
低（Ｐ＜０．０５，图１Ｃ～Ｆ）。ＥＬＩＳＡ结果显示，Ｍ１组ＩＬ６分
泌量较对照组显著增多（Ｐ＜０．０５，图１Ｇ）。
２．２　低剂量ＡＬＡＰＤＴ疗法促进 Ｍ１型巨噬细胞转换

为Ｍ２型
２．２．１　不同光照强度的低剂量 ＡＬＡＰＤＴ疗法对 Ｍ１
型巨噬细胞活性影响　　ＣＣＫ８结果显示，随着光照
强度的增强，Ｍ１型巨噬细胞活性逐渐下降（Ｐ＜０．０５，
图２Ａ）。
２．２．２　不同光照强度的低剂量 ＡＬＡＰＤＴ疗法对 Ｍ１
型巨噬细胞标志物 ｉＮＯＳ的影响　　孵育 ＡＬＡ后，分

１２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（３）



别给予 ０（Ｍ１）、１、２、３、４Ｊ／ｃｍ２的红光进行照射，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，光照强度为 ２、３、４Ｊ／ｃｍ２时，
ｉＮＯＳ表达下降（Ｐ＜０．０５，图 ２Ｂ、Ｃ），结合不同光照强
度对细胞活性的影响，选择 ２Ｊ／ｃｍ２这一光照强度用
于后续实验。

２．２．３　低剂量ＡＬＡＰＤＴ处理后巨噬细胞相关标志物
表达情况　　ＲＴＰＣＲ检测Ｍ１标志物 ｉＮＯＳ和 Ｍ２标
志物Ａｒｇ１、ＩＬ１０的ｍＲＮＡ表达情况，结果显示，ＡＬＡ

ＰＤＴ组Ａｒｇ１和ＩＬ１０的 ｍＲＮＡ表达升高，ｉＮＯＳ表达
降低（Ｐ＜０．０５，图 ３Ａ～Ｃ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，
ＡＬＡＰＤＴ组 Ｍ１型标志物 ｉＮＯＳ和 ＩＬ１β表达降低，
Ｍ２型标志物 Ａｒｇ１表达升高（Ｐ＜０．０５，图 ３Ｄ～Ｇ）。
ＥＬＩＳＡ结果显示，Ｍ１组、ＡＬＡ组和红光组 ＩＬ１０、ＩＬ６
分泌量差异无统计学意义；与Ｍ１组、ＡＬＡ组和红光组
比较，ＡＬＡＰＤＴ组ＩＬ１０分泌量增加，ＩＬ６分泌量减少
（Ｐ＜０．０５，图３Ｈ、Ｉ）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
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ｉＮＯＳ、ＩＬ１β和Ａｒｇ１蛋白半定量分析；Ｇ：ＥＬＩＳＡ检测两组ＩＬ６分泌水平

图１　ＬＰＳ对ＲＡＷ２６４．７细胞极性相关标志物的影响
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３：ＡＬＡＰＤＴ（２Ｊ／ｃｍ２）组；４：ＡＬＡＰＤＴ（３Ｊ／ｃｍ２）组；５：ＡＬＡＰＤＴ（４Ｊ／ｃｍ２）组

图２　不同光照强度的低剂量ＡＬＡＰＤＴ疗法对Ｍ１型巨噬细胞活性影响和ｉＮＯＳ表达的影响

２２２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｍ１组比较
Ａ～Ｃ：分别为Ａｒｇ１、ＩＬ１０和ｉＮＯＳ的ｍＲＮＡ相对表达水平；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组Ａｒｇ１、ＩＬ１

!

和ｉＮＯＳ蛋白表
达；Ｅ～Ｇ：分别为ｉＮＯＳ、ＩＬ１

!

和Ａｒｇ１蛋白半定量分析；Ｈ、Ｉ：ＥＬＩＳＡ检测各组ＩＬ１０和ＩＬ６分泌水平

图３　低剂量ＡＬＡＰＤＴ疗法对Ｍ１型巨噬细胞相关标志物的影响

２．３　自噬介导低剂量ＡＬＡＰＤＴ疗法对 Ｍ１型巨噬细
胞的极性转换作用

２．３．１　低剂量 ＡＬＡＰＤＴ疗法对 Ｐ６２和 ＬＣ３表达的
影响　　光动力处理后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，Ｐ６２
在 ＡＬＡＰＤＴ组中表达显著降低，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ在
ＡＬＡＰＤＴ组中显著增高（Ｐ＜０．０５，图４），提示自噬可
能在Ｍ１型巨噬细胞极性转换过程中发挥了作用。
２．３．２　３ＭＡ对 Ｍ１型巨噬细胞活性和 ＬＣ３、ｉＮＯＳ蛋
白表达的影响　　使用自噬抑制剂３ＭＡ对自噬进行
抑制，ＣＣＫ８结果显示，随着 ３ＭＡ浓度的增大，其细
胞毒性作用变大（Ｐ＜０．０５，图５Ａ）。因此，选择细胞毒
性较小的浓度 １ｍｍｏｌ／Ｌ，孵育 ２４ｈ后进行光动力处
理，结果显示，自噬被抑制后，ｉＮＯＳ的表达显著升高
（Ｐ＜０．０５，图５Ｂ～Ｄ），提示自噬介导了Ｍ１型巨噬细胞

的极性转换作用。

３　讨论

　　创面愈合是一个连续的过程，简单来说，分为４个
部分，即止血、炎症、增殖和重塑［８］，生理情况下，这

４个过程序贯进行，创面顺利愈合。在慢性创面中，这
一进程是被阻止的，尤其是从炎症过渡到增殖这一关

键节点被抑制［９］，从而使慢性创面停留在炎症阶段，

无法愈合。巨噬细胞在创面愈合中起类似于“总指

挥”的作用［２］，其从 Ｍ１表型转换为 Ｍ２表型，分泌一
些促修复因子，协调其他细胞进入修复程序，启动了炎

症向增殖的转变。因此，将慢性创面中的巨噬细胞表

型从Ｍ１型转换为Ｍ２表型，是促进慢性创面愈合的一
个可行思路。

３２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（３）
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图４　低剂量ＡＬＡＰＤＴ疗法对Ｐ６２和ＬＣ３的影响
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图５　３ＭＡ对Ｍ１型巨噬细胞活性和ＬＣ３、ｉＮＯＳ蛋白表达的影响

　　光动力的效应多样，目前临床上应用较多的主要
是对肿瘤和细菌、病毒等感染物质的杀伤作用，但其对

创面愈合也有显著的促进作用：一项关于光动力疗法

用于伴有感染的糖尿病足溃疡患者的临床研究表明，

ＡＬＡＰＤＴ疗法可促进糖尿病足愈合，并有可能避免截
肢［１０］；另一项关于将光动力疗法应用于伴有铜绿假单

胞菌感染的小鼠皮肤创面的动物实验中，结果显示

ＡＬＡＰＤＴ不仅可以杀灭细菌，同时还能促进创面愈
合［１１］。结合巨噬细胞极性转换在创面愈合中的重要

作用，提示ＡＬＡＰＤＴ疗法可能参与了巨噬细胞的极性
转换作用。

　　光动力疗法既可引起细胞凋亡，又可引起细胞自
噬，在光动力疗法应用于肿瘤疾病时，所用光敏剂剂量

较大，主要引起细胞凋亡［１２］，继而介导核碎裂、核固缩

等细胞死亡事件；光动力疗法导致的细胞自噬［６］，常

被认为是参与细胞成分回收的过程，可以发挥细胞保

护作用。Ｐ６２和ＬＣ３是自噬机制的重要参与者，常用

于监测自噬活性，自噬活跃时，自噬底物 Ｐ６２常被降
解，ＬＣ３Ⅰ则转变为ＬＣ３Ⅱ，因而ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值升
高。自噬在巨噬细胞极性转换过程中可能发挥着重要

作用，ＺＨＡＯ等［１３］研究显示，ｍｉＲ３２６过表达促进自噬
并抑制 Ｍ１型巨噬细胞标志物 ｉＮＯＳ的表达，在 ＬＩＵ
等［１４］的研究中，泛素特异性蛋白酶 １９可通过激活自
噬来抑制炎症小体的活化，并促进巨噬细胞极性转换。

因此，光动力疗法对巨噬细胞极性转换的影响可能是

通过自噬介导的。

　　ＲＡＷ２６４．７细胞是单核细胞／巨噬细胞样细胞系，
来源于小鼠，呈圆形或椭圆形，贴壁生长，具有很强的

黏附和吞噬抗原能力，是常用的巨噬细胞模型之一。

对于ＲＡＷ２６４．７细胞，常用的有１００ｎｇ／ｍＬ的 ＬＰＳ刺
激２４ｈ、２０ｎｇ／ｍＬ的ＩＦＮγ刺激２４ｈ和ＬＰＳ（１００ｎｇ／ｍＬ）
联合ＩＦＮγ（２０ｎｇ／ｍＬ）刺激１２ｈ等方案诱导其成为Ｍ１
型巨噬细胞。本实验采用应用较为广泛的１００ｎｇ／ｍＬ
的ＬＰＳ诱导形成 Ｍ１型巨噬细胞，结果发现 Ｍ１型巨

４２２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



噬细胞标志物ｉＮＯＳ、ＩＬ６和ＩＬ１
!

表达升高，而 Ｍ２型
巨噬细胞标志物 Ａｒｇ１表达则降低。ｉＮＯＳ可持续合
成大量的ＮＯ，促进炎症的进展［１５］；ＩＬ６是经典的促炎
细胞因子，可诱导产生许多急性期蛋白，如血清淀粉样

蛋白Ａ和Ｃ反应蛋白等，还可促进中性粒细胞运输到
炎症部位来参与炎症的启动和维持，进而导致产生更

多的炎性介质［１６］；ＩＬ１
!

也是一种重要的炎症细胞因

子，可促进急性炎症反应和慢性炎症反应［１７］；Ａｒｇ１是
一种催化精氨酸转化为鸟氨酸和尿素的酶［１８］，由于其

与ｉＮＯＳ竞争精氨酸底物，因此能有效下调 ＮＯ的产
生，是一个重要的 Ｍ２型巨噬细胞标志物。本研究结
果表明，通过ＬＰＳ刺激，成功诱导Ｍ１型巨噬细胞表型。
　　本实验探究了不同光照强度的低剂量 ＡＬＡＰＤＴ
疗法对Ｍ１型巨噬细胞活性的影响，低剂量是个相对
概念，不同细胞及动物均有不同的浓度，研究表明，应

用０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＡＬＡＰＤＴ疗法于 ＲＡＷ２６４．７细胞，
可促使其极化为Ｍ１型［１９］，应用０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ的ＡＬＡ
ＰＤＴ疗法于小鼠骨髓巨噬细胞，则可减轻其炎症反
应［２０］，结合课题组前期研究成果，０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＡＬＡ
ＰＤＴ疗法可激活成纤维细胞的抗氧化应激通路，发挥
抗老化的作用［２１］。因此，本实验低剂量选定的浓度为

０．１ｍｍｏｌ／Ｌ。结果表明，在孵育低剂量 ＡＬＡ的条件
下，随着光照强度的逐渐增强，Ｍ１型巨噬细胞的活性
逐渐下降。ＨＵＡＮＧ等［２２］在焦磷脂α甲酯介导的光
动力疗法对巨噬细胞炎症影响的研究中也发现，随着

光照强度的增加，细胞活性逐渐下降；ＺＨＯＵ等［４］研究

表明，随着ＡＬＡ孵育时间的延长和光照强度的增加，
ＡＬＡＰＤＴ疗法对成纤维细胞增殖活性影响逐渐增强。
这些研究成果一定程度上也佐证了本研究结果。梯度

实验结果表明，光照强度在１Ｊ／ｃｍ２时，对 ｉＮＯＳ的表
达无影响，光照强度增大为２、３、４Ｊ／ｃｍ２时，均可显著
抑制 ｉＮＯＳ表达，结合不同光照强度的光动力疗法对
细胞活性的影响，本研究选择２Ｊ／ｃｍ２用于后续实验。
　　本研究在０．１ｍｍｏｌ／Ｌ、２Ｊ／ｃｍ２这一条件下，ＰＣＲ、
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＥＬＩＳＡ等实验发现，光动力组 Ｍ１型标
志物ｉＮＯＳ、ＩＬ１

!

和ＩＬ６表达降低，Ｍ２型标志物Ａｒｇ１
和ＩＬ１０表达升高；表明低剂量光动力疗法使Ｍ１型巨
噬细胞转换为 Ｍ２型，并且这一转换作用是由光动力
效应来实现的，而不是依赖ＡＬＡ和红光。
　　本研究发现，光动力组巨噬细胞的 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ
的比值增高，Ｐ６２表达降低。相关研究显示，Ｍ２型巨
噬细胞的基因特征中并未包含自噬相关基因［２３］，我们

推测低剂量 ＡＬＡＰＤＴ可能通过激活自噬促进 Ｍ１型

巨噬细胞发生极性转换。随后，使用自噬抑制剂３ＭＡ
对自噬进行抑制，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ的表达随之被下调，同
时在光动力组受到抑制的 ｉＮＯＳ的表达也重新升高，
证实自噬在Ｍ１型巨噬细胞极性转换过程中起了重要
作用。

　　慢性创面的愈合结果不甚理想，当前缺乏能取得
较好疗效的治疗方法，ＡＬＡＰＤＴ疗法既能杀灭引发创
面感染的微生物，还能调节创面局部微环境中巨噬细

胞的极性，将有望成为改善慢性创面愈合情况的新治

疗方式。

　　综上，本研究发现，低剂量 ＡＬＡＰＤＴ疗法可通过
激活自噬促进Ｍ１型巨噬细胞转换为Ｍ２型巨噬细胞，
为低剂量 ＡＬＡＰＤＴ疗法应用于慢性创面的治疗提供
了相关的细胞实验基础。
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