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粒 一巨细胞集落刺激因子对单核细胞表达 CCR2的影响 

李 炯，罗文军，陈以宽 

(重庆医科大学附属第二医院血管外科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：探讨粒一巨细胞集落刺激因子(Granulocyte—macrophage colony—stimulating factor，GM—csv)对体外培养的人单核 

细胞株 THP-1表达半胱氨酸 一半胱氨酸趋化因子受体 2(Cysteine—cysteine chemokine receptor 2，CCR2)mRNA和蛋白的影响。 

方法：以不同浓度的 GM—CSF处理 THP一1细胞，应用半定量 RT—PCR方法检测 CCR2 mRNA表达，并应用 Western蛋白印迹法 

进一步检测 CCR2蛋 白的表达。结果：对照组 THP一1细胞表达较低水平的CCR2 mRNA和蛋白，经 GM—CSF刺激后各实验组 

CCR2 mRNA和蛋白表达随 GM—CSF浓度和时间的增加而增强。结论：GM—CSF可以刺激 THP一1细胞 CCR2 mRNA和蛋白的 

表达，且其增加程度与 GM—CSF刺激浓度及刺激时间呈正性相关。 
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Effects of granulocyte-macrophage colony-stimulating factor on the expression 

Of CySteine—cySteine chemokine receptor 2 in THP-1 monocytes 

LI 0， ，et 

(Department ofVascular Surgery，the SecondAffiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the effects of granulocyte—macrophage colony—stimulating factor on expressions of CC chemokine re— 

ceptor 2(CCR2)mRNA and protein in cultured human THP一1 cell lines．Methods：THP一1 cell was stimulated by GM—CSF ofdifferent 

concentrations and time intervals．The mRNA expression of CCR2 was tested by RT-PCR，The protein expression of CCR2 was an alyzed by 

Western blotting．Results：RT—PCR and Western blotting showed that THP一1 cell in control group expressed a low-level of CCR2 mRNA 

and protein．After stimulated by GM-CSF，the expression of CCR2 mRNA and protein increased in a concentration-and time-dependent 

manner．Conclusion：GM—CSF could stimulate THP一1 cell to express CCR2 mRNA and protein，in an concentration-and time-depen- 

dent manner． 
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静脉血栓包括深静脉血栓形成和肺栓塞，是血 

管外科常见的疾病。目前国内外静脉血栓的治疗策 

略主要是溶栓、抗凝和祛聚等非手术措施。这些治 

疗措施存在诱发严重出血等危险。体内静脉血栓的 

吸收和溶解最终主要依靠机体 自身的慢性 自然溶 

解机制。目前研究发现，单核 一巨噬细胞在静脉血 

栓的溶解和吸收中有着重要的作用。静脉血栓中注 

入单核 一巨噬细胞可以促进其溶解IlI。在人和动物 

的血栓中均发现，血栓中的新生血管主要出现在单 

核 一巨噬细胞聚集的区域[21。先前的研究已经揭示， 

趋化因子及其受体在深静脉血栓溶解方面扮演着 

重要的角色。单核细胞趋化蛋白一1(Monocyte che 
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moattractant protein一1，MCP一1)与其高亲和力半胱 

氨酸 一半胱氨酸趋化因子受体 2(Cysteine—cyste— 

ing chemokine receport 2，CCR2)是单核 一巨噬细胞 

的主要趋化因子和受体，它们一起参与体内的多种 

生理病理过程。在实验模型中发现，加入外源性的 

MCP一1(一种 CC类趋化因子)能促进血栓的溶解[31。 

CCR2基因缺失或 CCR封闭均能抑制单核细胞的 

骨髓动员和血栓的溶解【lJ。因而深入研究 MCP一1及 

其受体 CCR2的作用机制，有可能为静脉血栓疾病 

的治疗找到一条新的途径。我们在本实验中旨在探 

讨 粒 一巨 细 胞 集 落 刺 激 因子 (Granuloeyte—m 

acrophage colony—stimulating factor，GM—CSF)对体夕卜 

培养的人单核细胞株THP一1表达 CCR2 mRNA和 

蛋白的影响，并进一步探讨 GM—CSF在静脉血栓溶 

解中的作用机制。 
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1 材 料 与 方 法

1 ． 1 材 料

1 ． 1 ． 1 人 单 核 T H P 一 1 细 胞 株 由重 庆 医 科 大 学 感 染 性 疾 病

分 子 生 物学 教 育部重 点 实 验 室 提 供 。

1 ． 1 ． 2 主 要 试 剂 G M — C S F 购 自北 京 北 医 联 合 药业 有 限 公

司 ；R P M l l 6 4 0 购 自 G i b c o 公 司 ； 胎 牛 血 清 购 自 C e l l S c i e n c e s

公 司 ；R N A 提 取 试 剂 盒 购 自上 海 华 舜 公 司 ；R T — P C R 试 剂 盒

购 自大 连 T a k a r a 公 司 ；C C R 2 基 因 及 内参 G A P D H 引 物 由上

海 生 工 合 成 ；B C A 检 测 试 剂 盒 购 自上 海 生 工 ；P V D F 膜 购 自

W h a t m a n 公 司 ；显 影 液 和 定 影 液 购 自北 京 普 利莱公 司 ；化学 发

光 试 剂 购 自 S h i n e G e n e 公 司 ；兔 抗 人 C C R 2 抗 体 ( 一 抗 )购 自

武 汉 博 士 德公 司 ；辣 根 过 氧化 物 酶 标 记 的羊 抗 兔 I g G ( 二 抗 )

和 内参 G A P D H 一 抗 均 购 自北 京博奥 森公 司 ， 其余试 剂 均 为

国产或进 口 分 析纯 。

1 ． 2 方 法

1 ． 2 ． 1 T H P 一 1 细胞 的培养 T H P 一 1 细 胞 为悬 浮 细胞 ， 细 胞 培

养 基 采 用 R P M l l 6 4 0 完 全 培 养 基 ( 含 10 ％ 胎 牛 血 清 、 谷 氨 酰

胺 2 m m o l／L 、 H E P E S I O m m o ~ L 、 丙 酮 酸钠 1 ． 0 m m o l／L
、 5 × 1 0

。

m o l／L 13 一 巯 基 乙 醇 、 青 霉 素 1 ． 0 X 10 s
U ／I 。 、 链 霉 素 1 0 0 m g ／L ) ，

在 3 7 ℃ 、 5 ％ C O ： 饱 和 湿 度 条 件下 常 规 培 养 ， 每 2 ～ 3 d 传 代 1

次 ， 待细 胞 密度 达 到 1 X 1 0
’ 个 ／m l 时用 于 实验 。 生 长 良好 的

细胞 随机 分成 实验 组 和 对 照 组 ， 每组 细 胞 数 相 同 。 不 同浓 度

实 验 组 分 别 加 入 含 G M — C S F 4 0 n g ／m l 、 8 0 n g ／m l 、 1 6 0 n g ／m l 的

培养基 培养 2 4 h ；不 同时 间 实验 组 加 入 含 8 0 n g ／m G M — C S F 的

培养基 ， 分别 培养 1 2 、 2 4 、 3 6 、 4 8 h ；对 照 组 加 不 含 G M — C S F 的

培养基 。 按 不 同实验 方 法 ， 分 别收 集 和保 存 实验 材 料 。

1 ． 2 ． 2 逆 转 录 多 聚 酶 链 反 应 ( R T — P C R ) 各 组 细 胞 总 R N A

的提取按 R N A 提取 试 剂盒 操作说 明进 行 ， 取 1 tx g 总 R N A 进

行逆转 录反 应 ， 之 后 以 5 0 “ l 反 应体系进 行 P C R 扩增 。 C C R 2

基 因 的 引 物 序 列 为 ：正 向 引 物 5
’

～ A C T C C T G C C T C C G C T C T

A 一 3
’

，反 向弓I物 5
’

一 C G C C A A A A T A A C C G A T G T 一 3
’

， P C R 扩
‘

增

产物长度 为 2 5 1 b p 。 反 应 条件如下 ：9 4 ％ 变性 1 ra i n ， 5 1 ℃ 退 火

3 0 S ， 7 2 ℃ 延 伸 2 m i n ， 共 3 0 个 循 环 ， 末 次延 伸 为 7 2 ℃ 1 0 m i n ，

7 5 0 b p

5 0 0 b p

2 5 0 b p

10 0 b p

M a r k e r 1 2 3 4

G A P D H

C C R 2

4 ℃ 保存 。 内参 G A P D H 的引 物序列 为 ： 正 向引物 5
’

一 C T A C —

C A C C T C G A A c l
’

ITr G A C A G C 一 3
’

， 反 向 弓I 物 5
’

一 C T T C C C A T C —

C 1 T11G A A c A A A T A c A G 一 3
’

， P C R 扩增 产 物长 度 为 4 9 5 b p 。 反 应

条件 如下 ：9 4 ％ 变性 1 m i n ， 5 8 qc 退 火 4 5 S ， 7 2 ％ 延 伸 1 m i n ， 共

3 5 个循环 ， 末 次延 伸为 7 2 ℃ 1 0 m i n ， 4 ℃ 保存 。 反 应 完毕 ， 取 反

应 产 物 10 “ l 于 2 ． 0 ％ 琼 脂 糖凝 胶 中进 行 电泳 ， 用 G o l d v i e w 进

行 染 色 ， 并于 紫外灯 下 拍 照 ， 图像分 析 系统 检测 各组 目的基 因

及 G A P D H 的积 分 吸 光 度 ( A )值 ， 计算 二 者 的 比值 ， 以 此 作 为

各组 m R N A 的相对 表达 量 。

1 ． 2 ． 3 W e s t e r n b l o t 检 测 C C R 2 蛋 白 表 达 收 集 T H P 一 1 细

胞 ， 用 裂 解 液 提 取 蛋 白 ， 以 蛋 白提 取 液 样 品 做 S D S — P A G E 电

泳后 转 至 P V D F 膜 ， 取 出 膜用 T B S T 清洗 1 m i n ， 4 ℃ 冰箱 封 闭

过 夜 。 用 封 闭液将 对 应 的 一 抗 稀 释 成 一 定 比例 ( C C R 2 1 ：4 0 0 ) ，

内参 一 抗 稀 释 比例 为 1 ：4 0 0 ， 温 育 1 ． 5 h ， T B S T 清 洗 3 次 ， 每 次

1 0 m i n 。 用 封 闭液将 辣根 过 氧化物 酶 标 记 的二 抗 稀 释 成 一 定

的浓 度 ( 1 ：4 0 0 0 ) ， 温 育 2 h ， T B S T 清洗 3 次 ， 每次 1 0 ra i n 。 将化

学发 光试 剂 A 和 B 在 保鲜 膜上 等体积 混 合 ， 然 后 加 在 P V D F

膜 的正 面 ， 温 育 3 m i n 。 进 人 暗 室 ， 将 胶 片压 在 P V D F 膜 上 ， 依

照 发 光 的强 度选 择 不 同 的曝光 时间 。 将胶 片放 人 显 影 液 中 ， 出

现 条带 后 ， 立 即放人 定 影 液 中 。 对胶 片进 行扫描 ， 然后 用 U V P

凝 胶 成像 系统 分析 目标 蛋 白条带 的灰度值 。

1 ． 2 ． 4 统 计 学 分 析 采 用 S P S S I 1 ． 5 统计 软 件 对 数 据 资料 进

行 统 计 分 析 。 P < 0 ． 0 5 为 差 异 有 显 著性 意 义 。

2 结 果

2 ． 1 R T — P C R 检 测 结 果

实 验 组 和 对 照 组 T H P 一 1 单 核 细 胞 的 C C R 2 m R N A 经 逆

转 录并 扩增 后 ， 电泳显 示 不 同的荧 光 强 度 。 实验 组 荧 光 强 度

高 于 对 照 组 。 图 像 分 析 结 果 显 示 ：4 0 n g ／m l 、 8 0 n g ／m l 和 1 6 0

n g ／m l G M — C S F 3 个 浓 度 组 的 C C R 2 m R N A 表 达 水 平 ( A 值 分

别 为 1 ． 7 5 、 2 ． 0 4 和 1 ． 8 3 )均 较 对 照 组 ( A 值 为 0 ． 8 5 ) 明 显 升 高 ，

分 别 为对 照 组 的 2 ． 2 3 倍 、 2 ． 5 6 倍 和 2 ． 2 9 倍 。 8 0 n g ／m l G M — C S F

处理 T H P 一 1 细胞后 ， 1 2 、 2 4 、 3 6 和 4 8 h 后 C C R 2 m R N A 表达 水

l 2 3 4

# ：艮 O． 叭 与 对 照 组 比较 ；1 对 照 组 ；2 G M — C S F 4 0 n g ／m l

3 ． G M - C S F 8 0 n g ／m l ：4 G M — C S F l 6 0 n g ／m l

图 1 不 同 浓 度 G M — C S F 对 T H P 一 1 单核 细 胞 表 达 C C R 2 m R N A 的 影 响
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7 5 0 b p

5 0 0 b p

2 5 0 b p

1 0 0 b p

M a r k e r A B C D

C C R 2

G A P D H

G A P D H

C C R 2

A B C D

{
：Jp < 0 ． 0 1 与 1 2 h 比较 ；A ． 1 2 h ；B ． 2 4 h ；C ． 3 6 h ；D ． 4 8 h

图 2 不 同 时 间 G M — C S F 对 T H P — l 单核 细 胞 表 达 C C R 2 m R N A 的影 响

l 2 3 4 A B C D

4 2 k D

3 7 k D

1 ． 对 照 组 ；2 ． G M — C S F 4 0 n g ／m l ；3 ． G M — C S F 8 0 n g ／m l ；4 ． G M — C S F 16 0 n g ／m l ；A ． 1 2 h ；B ． 2 4 h ；c ． 3 6 h ；D ． 4 8 h

图 3 G M — C S F 对 T H P — l 单 核 细 胞 表达 C C R 2 蛋 白的影 响

平 随 时 间递 增 而 升 高 ( A 值分 别 为 0 ． 8 8 、 O． 9 9 、 2 ． 3 7 和 2 ．4 4 ) ， 在

3 6 h 后 表达 稳定增加 。

2 ． 2 W e s t e r n b l o t 检 测 结 果

不 同浓 度 的 G M — C S F 对 T H P 一 1 单 核 细 胞 的 C C R 2 蛋 白

表 达 的影 响 不 同 。 图像 分 析 结 果 显 示 ：4 0 n g ／m l 、 8 0 n g ／m l 和

16 0 n ~／m l G M — C S F 3 个浓度组 的 C C R 2 蛋 白表达 水平 ( A 值分

别为 1 ． 7 6 、 2 ． 0 7 和 1 ． 8 0 )均 较对 照组 ( A 值为 O． 8 3 ) 明显 升 高 ， 分

别为对 照组 的 2 ． 1 2 倍 、 2 ． 4 9 倍 和 2 ． 1 7 倍 。 8 0 n g ／m l G M — C S F 处

理 T H P 一 1 细胞 后 ， 1 2 、 2 4 、 3 6 和 4 8 h 后 C C R 2 基 因蛋 白表达 水

平随时 间递 增 而 升 高 ( A 值分别 为 0 ． 8 5 、 0 ． 9 8 、 2 ． 3 4 和 2 ．4 1 ) ， 在

3 6 h 后 表达稳 定增 加 。

3 讨 论

深静脉血 栓 形 成 是 临床常 见 的血 管外科疾 病 ， 发病 率 在

过 去 2 0 年呈 上 升趋 势 。 预 防性 抗 凝 治 疗 是 临 床有 效 的治 疗

措施 ， 但 长期 应 用 可 能会 带来 严 重 出血 危 险 。 直接 溶 栓 治疗

因其有 限 的 临床效果 而 没 有 建立 起 标准 的治疗策 略 。 深 静 脉

血 栓形成后 常激 发 静脉壁 和 静脉 周 围组 织 的炎 症 反 应 ， 单 核

细胞 和 巨 噬细胞 等炎性 细胞 参与其 中。 深静脉血 栓 的溶解 是

一 个 十分 复杂 的过 程 ， 包 括纤 维 蛋 白溶 酶 介 导 的纤 维 蛋 白溶

解 和蛋 白水解 酶介导 的胶 质 崩解 等 。 早 期 的研 究 已 经 揭示 细

胞 趋 化 因子 及 其 受 体 在 深静 脉 血 栓 的溶 解 吸 收过 程 中起 着

极其重 要 的作用 。 它们 之 间构成特 殊 的信号 通 路 ， 共 同完 成

一 系列 的生 理 病理 过 程 。

趋 化 因 子 受体 C C R 2 主要 表 达 在 单 核 一 巨 噬 细 胞 和 少

数记 忆性 T 淋 巴 细 胞 ， M C P 一 1 是 C C R 2 的主要 配 体H
。 M C P 一

1 ／C C R 2 信号 通 路 在趋 化 单核 一 巨 噬 细胞 的迁 移 和 游走 中起

着 重 要 作用 ， C C R 2 基 因 敲 除 小 鼠的单 核 细胞 很 难 由骨 髓 动

员 入 外 周 血 和 到 达 病 变 部 位 15 , q
。 T s o u 等 人 研 究 发 现 C C R 2

在 趋 化单核 一 巨 噬 细 胞 的迁 移 、 游 走 及 动员 中起 着关 键 的作

用 m
。 相 似 的 ， 单核 细胞 表 达 的 C X C R 2 ( 另外 一 种 C C 类 趋 化

因子 受 体 )通 过 增 加 纤 维 蛋 白的溶 解 ， 在 早 期 血 栓 溶 解 过 程

中也 起 着重 要 的作用 [8 1
。 P h i l l i p s 等人 研 究显 示 ， 人 单核 细 胞

和 单 核 细 胞 株 T H P 一 1 均 高 表 达 C C R 2 ， 但 T H P 一 1 分 化 和 发

育 为成熟 的 巨 噬 细 胞 后 检测 不 到 C C R 2 m R N A 和 蛋 白 ， 表 明

C C R 2 的表 达 与单 核细胞 的成熟 密切 相 关 H
。 C C R 2 受体还 能

够 通 过 T h l — T h 2 轴 来 调 节 细 胞 因 子 的 免 疫 反 应 ， P e t e r 等 人

研 究 证 实 C C R 2 基 因 敲 除 将 会 导 致 T h l 淋 巴 因 子 反 应 的 丧

失 ， 影 响 M M P 一 9 的活性 进 而 影 响深静 脉血 栓 的溶解 ㈣
。 深 静

脉血 栓形 成后 血 流 的再 通 包 括 新 生 血 管 的形 成 ， 血 栓 的收缩

以及 纤 维 蛋 白的溶解 等 。 C C R 2 信号通 路 即参 与 了新 生 血 管

生 成 的过 程 I“ 】
。 因 此 ， C C R 2 的诸 多作用 为其在 血 管疾 病 的治

疗 新 靶 点方 面 提供 了很 好 的研 究 方 向 。

目前 临 床上 利 用 细 胞 因 子 来 增 强 目的基 因 的表 达 从 而

达 到 治疗某些 疾病 的 目的成 为研 究 的热 点 。 G M — C S F 作 为 临

床 常 用 的 细 胞 因 子 ， 可 以 动 员 骨 髓 中各 种 干 细 胞 进 入 外 周

血 ， 包括单核细胞 ， 巨 噬 细胞 等炎性 细胞 。 这 些 细胞 到 达 静脉

血 栓 内部 ， 发挥吞 噬 作用 。 同时 ， G M — C S F 还 能促进 这 些 细 胞

表达 更 多 的趋 化 因子 及 其 受 体 ， 增 强 其迁 移 、 聚集 等能力 ， 加

速静 脉血 栓 的溶解 、 机 化 和 再 通 。 本 实验 即利 用 G M — C S F 的

骨 髓 动员 作用 ， 来增 加 T H P 一 1 单 核 细 胞 C C R 2 基 因 的表 达 ，

促进 静脉血 栓 的溶 解 。

本实验通过 R T — P C R 和 W e s t e r n b l o t 的方法 ，证 实 G M — C S F

在 体外可 促进 T H P 一 1 单核 细胞 表达 C C R 2 m R N A 和 蛋 白 ， 且

这种 效应呈 剂 量 和 时 间依赖性 。 不 同浓 度刺激 条件下 ， 以 8 0
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化疗药物联合TRAIL对鼻咽癌细胞株增殖抑制的实验研究 

余晓燕，邓 碧，沈 娜，叶 琳，张潜英，陈鸿雁 

(重庆医科大学附属第一医院耳鼻咽喉科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体(TNF related apoptosis indncing ligmard，TRAIL)联合化疗药物顺铂(Cispl 

atin，DDP)、5氟尿嘧啶(5一Fluorouraeil，5一FU)作用于鼻咽癌 HNE一1细胞株后对其细胞毒作用及凋亡影响的研究。方法：M1Tr法 

检测其增殖抑制率，FCM法检测细胞凋亡率。结果：TRAIL与 DDP、5-FU联合作用于 HNE一1细胞株时，其抑制率 、凋亡率高于 

单独作用时的抑制率和凋亡率。结论：TRAIL与 5-FU、DDP联合作用有协同抑制 HNE一1细胞株增殖 、诱导 HNE一1细胞株凋亡 

的作用。 

【关键词】TRAIL；DDP；5-FU；HNE一1细胞株 
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Effects of Trail combined with chenOtherapeuticS on proliferation and apoptosis 

Of HNE-1 cellline 

YUXiao-yan，et cd 

(Department ofOtolaryngology，the First Affiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To observe the effects ofdifferent concentrations ofTRAIL and chemotherapeutic drugs(5一FU，DDP)on proliferation 
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and apoptosis of HNE一1 cell lines，both singlely and jointly． 

M etkods：M'IT was used to detect the inhibition rate．FCM was 

used to detect the apoptosis rate of cel1．Results：The inhibition rate 

and apoptosis rate of combination HSe of TRAIL and 5-FU，DDP 

ng／ml GM—CSF刺激时，CCR2 mRNA和蛋白含量表达最高。而 

不同时间刺激条件下，经过 36 h刺激后，CCR2 mRNA和蛋白 

表达趋于稳定，与对照组相比有明显升高。但是 GM—CSF如何 

诱导 THP一1细胞 CCR2 mRNA和蛋白表达的机制尚不清楚。 

该作用在人体外周血单核细胞能否显现，尚需进一步实验加以 

证实。CCR2受体的激活可能与以下几种途径有关 ：直接抑制 

腺苷酸环化酶活性 ，减少细胞内cAMP水平；活化磷脂酶 C和 

蛋白激酶 C，引起胞质中 Ca2+水平升高；活化 JAK／STAT途径 

等。详细的机制还需要进一步的研究。总之，利用细胞因子来促 

进血栓的溶解可能成为今后静脉血栓性疾病治疗的一个重要 

发展方向。 
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