桂皮醛对LPS诱导的Raw264.7巨噬细胞迁移和M1极化的抑制作用研究
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摘要：目的 研究桂皮醛对由脂多糖（LPS）诱导的Raw264.7巨噬细胞迁移和M1极化的抑制作用。方法 培养Raw264.7巨噬细胞，随机分为空白组（不加LPS及药物）、LPS组（加入终浓度为20μg/L的LPS）、桂皮醛（0.1μmol/L、0.3μmol/L）组。应用Transwell小室法观察桂皮醛对LPS诱导的巨噬细胞迁移的影响；应用流式细胞术观察桂皮醛对LPS诱导的巨噬细胞M1极化的影响。结果 Transwell小室迁移实验结果与流式细胞术检测结果均显示，LPS（20ug/L）可明显促进RAW264.7巨噬细胞的迁移及M1极化（P<0.01）；与LPS组比较，桂皮醛100μmol/L组、桂皮醛300μmol/L组可明显抑制LPS诱导的Raw64.7巨噬细胞的迁移和M1极化（P<0.01，P<0.05），且桂皮醛300μmol/L组作用优于桂皮醛100μmol/L组（P<0.05）。结论 桂皮醛对LPS诱导的RAW264.7巨噬细胞的迁移和M1极化有明显抑制作用，且有浓度依赖性。
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Research of the inhibition of cinnamic aldehyde on the migration and M1 polarization of Raw264.7 macrophage induced by LPS

Jiang Tao, Wang Jian

(Guangzhou University of Traditional Chinese Medicine, Guangzhou, 510405)

Abstract: [Objective] To investigate the inhibition of cinnamic aldehyde on the migration and M1 polarization of RAW264.7 macrophage induced by lipopolysaccharide (LPS). Method Experimental groups: control group (without LPS and drug), LPS group (add to a final concentration of 20μg/Lof LPS),  cinnamic aldehyde group(0.1μmol/L 、0.3μmol /L.Transwell chamber was applied to observe the effect of cinnamic aldehyde on macrophage migration induced by LPS; flow cytometry was applied to observe the Inhibition of  cinnamic aldehyde on M1 polarization induced by LPS . Results The result of Transwell chambers and Flow cytometry show that LPS (20ug/L) can significantly promote the migration of RAW264.7 macrophages and make it to the M1 polarization(P<0.01); compared with LPS group, cinnamic aldehyde 0.1μmol / L group, cinnamic aldehyde 0.3μmol / L group significantly inhibited LPS-induced Raw264.7 macrophage migration and M1 polarization (P<0.01, P <0.05), and cinnamic aldehyde 0.3μmol/Lgroup was superior to cinnamic aldehyde 0.1μmol /L group (P<0.05). Conclusion cinnamic aldehyde can significantly inhibit Raw264.7 macrophage migration and M1 polarization induced by LPS in a concentration-depend manner.
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动脉粥样硬化是脂质在血管内膜沉积、内皮细胞受损、血小板和白细胞浸润，同时伴随着平滑肌细胞和胶原纤维增生的慢性炎症过程[1]。在这个过程中，巨噬细胞M1/M2亚型的平衡一直处于动态变化，并随着动脉粥样硬化病变的发展极化为M1或M2型巨噬细胞，其中M1型巨噬细胞主要存在于不稳定斑块中，而M2型巨噬细胞在稳定斑块中比例较大[2]。巨噬细胞有着很强的可塑性，不仅是未分型的单核细胞，即使是已分化为M1或M2型的巨噬细胞也可在环境的变化下发生分型的转变，如LPS可以逆转由Gr-1+CD115+骨髓来源的抑制性细胞从M2型转变为M1型[3]。因此研究哪些因素可以诱导巨噬细胞为M1或M2亚型对动脉粥样硬化的治疗有着重要的意义，也可作为药物开发的靶点之一。

东汉张仲景所著《伤寒论》中炙甘草汤、苓桂术甘汤等方剂至今仍是临床上广大医家治疗心血管疾病的有效手段之一。桂枝为方中常用药，具有温经通脉、助阳化气等作用。而桂皮醛作为其中有效成分之一经研究证实具有解热、镇痛、抗炎、抗真菌等作用[4-6] 。故本实验采用Raw264.7小鼠巨噬细胞，通过MTT比色法、Transwell小室迁移实验以及流式细胞术观察不同浓度桂皮醛对Raw264.7小鼠巨噬细胞迁移及M1极化的影响，为其在动脉粥样硬化的治疗中提供依据。

1材料与方法

1.1细胞株  小鼠巨噬细胞系Raw264.7（购自广州拓科达生物科技有限公司ATCC引种），加入含10%（体积分数）胎牛血清、100U/mL青霉素、链霉素的高糖DMEM,置于体积分数5%CO2、37℃培养箱中生长。细胞生长至70%～80%融合后传代，一般2～3d传代1次。

1.2 试剂及材料 桂皮醛（中国医药上海化学试剂公司提供，批号：F030516）；
LPS(美国Sigma公司产品，批号：L2880)；四甲基偶氮唑盐（MTT）、DMSO（上海翊圣生物科技有限公司产品）；FITC(标记异硫氰酸荧光素)标记CD11c+ 抗体（美国BD公司产品）；结晶紫染色液（碧云天公司产品）；Transwell24孔板（美国corning公司产品，孔径为8μm）。
1.3主要仪器 ORMA 371型CO2细胞培养箱(美国Thermo Fisher公司产品)；iMark型酶标仪16138、 C6流式细胞仪（美国Bio-Rad公司产品）等。

1.4 MTT实验  调整Raw264.7巨噬细胞悬液浓度为1×105/mL，加入96孔培养板内，每孔体积为100μL，置于5%（体积分数）CO2、37℃培养箱中培养至贴壁。吸出旧的培养基，分别加入含有药物桂皮醛的培养基，终浓度为0.1μmol/L、0.3μmol/L[15]。空白组加入空白培养基，每组设6个复孔，继续培养24h。每孔加入MTT20μL，37℃培养4h后，弃去上清液，每孔加入150μL的DMSO，于490nm处检测各孔的吸光度值。实验重复3次。

1.5 Transwell小室迁移实验   调整Raw264.7巨噬细胞悬液浓度为1×106/mL，上室每孔加入100μL细胞悬液，下室加入600μL含10%(体积分数)的胎牛血清的DMEM培养基培养12h，换无血清DMEM培养基，培养24h（使细胞同步化），加入药物干预。实验分组：空白组、LPS组、桂皮醛0.1μmol/L组、桂皮醛0.3μmol/L组，每组3个复孔。除空白组和LPS组外，各加药组均在加药4h后加入终浓度为20μg/L的LPS作用24h。取出小室，用棉签擦去上室的细胞，4%多聚甲醛固定15min，再用PBS清洗一次，结晶紫染色10min，显微镜下拍照并统计迁移至下室的细胞数量（随机选取三个视野）。

1.6 流式细胞术检测Raw264.7巨噬细胞膜蛋白CD11c+的表达[13]  调整Raw264.7巨噬细胞悬液浓度为1×106/mL，接种至12孔板。待细胞贴壁后换无血清DMEM培养基培养24h（使细胞同步化），加入药物干预。实验分组同1.5项。除空白组和LPS组外，各加药组均在加药后4h加入终浓度为20μg/L的LPS作用24h。消化收集细胞于250μL的离心管中PBS清洗2～3次，离心，加入200μLPBS重悬细胞后，加入1μL大鼠抗小鼠的流式抗体CD11c+，4℃避光孵育30min，流式细胞分析仪检测，以CD11c+标记百分率代表M1极化的比例。

1.7 统计方法  采用SPSS17.0 FOR widows 软件进行分析。数据以(x±s 表示，多组间比较采用方差分析（ANOVA）进行比较，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 桂皮醛对Raw264.7巨噬细胞活力检测检测结果比较  表1结果显示：与空白组比较，桂皮醛浓度为0.1μmol/L组、0.3μmol/L组均未显示出细胞毒性作用（P>0.05），可作为后续实验药物浓度。

表1 桂皮醛对Raw264.7巨噬细胞活力的影响((x±s，n=6)

Table 1 Effect of cinnamic aldehyde on Raw264.7 macrophage viability ((x ± s, n = 6)

	组别
	D(λ=490nm)

	空白组
	0.73±0.02

	桂皮醛0.1μmol/L组
	0.75±0.04**

	桂皮醛0.3μmol/L组
	0.74±0.04**


 注：与空白组比较，**P>0.05。
2.2 桂皮醛对Raw264.7巨噬细胞迁移能力影响的结果   表2、图1 结果显示：与空白组比较，20μg/L的LPS刺激24h可显著促进Raw64.7巨噬细胞的迁移（P<0.01）；与LPS组比较，桂皮醛0.1μmol/L组、桂皮醛0.3μmol/L组均可明显抑制LPS诱导的Raw64.7巨噬细胞的迁移（P<0.01），并且桂皮醛0.3μmol/L组抑制作用强于桂皮醛0.1μmol/L组（P<0.05），说明随着桂皮醛浓度增加，对Raw64.7巨噬细胞迁移的抑制作用增强。

表2桂皮醛对Raw64.7巨噬细胞迁移能力影响((x±s，n=3)

Table 2 Effect of cinnamic aldehyde on Raw264.7 macrophage migration((x±s，n=3)

	组别
	n迁移至下室的细胞数量（个/视野-1）

	空白组
	72.3±3.3

	LPS组
	135±9.42**

	桂皮醛0.1μmol/L组
	77.7±5.90△△

	桂皮醛0.3μmol/L组
	70.3±5.56△△ ##


注：**P<0.01，与空白组比较；与LPS组比较，△△P<0.01；与桂皮醛0.1μmol/L组比较，##P<0.05。    [image: image1.jpg]
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a、空白组                                 b、LPS组              
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c、桂皮醛0.1μmol/L组                     d、桂皮醛0.3μmol/L组             

图1 桂皮醛对Raw264.7巨噬细胞迁移能力影响（结晶紫染色，×200）

Figure 1 Effect of cinnamic aldehyde (crystal violet staining,×200) of Raw264.7 macrophage migration
2.4 桂皮醛对Raw64.7巨噬细胞膜蛋白CD11c+表达的影响    表3、图2 结果显示：与空白组比较，LPS组CD11c+表达显著升高（P<0.01），说明20μg/L的LPS组可以刺激RAW264.7巨噬细胞，使其向M1极化；与LPS组比较，桂皮醛0.1μmol/L组、桂皮醛0.3μmol/L组均可明显抑制LPS诱导的Raw64.7巨噬细胞向M1极化（P<0.05），并且桂皮醛0.3μmol/L组抑制作用强于桂皮醛0.1μmol/L组（P<0.05），说明随着桂皮醛浓度越高，对LPS诱导的Raw64.7巨噬细胞向M1极化的抑制作用越强。

表3 桂皮醛对LPS诱导Raw264.7巨噬细胞膜蛋白CD11c+表达的影响((x±s，n=3)

Table 3 Effect of cinnamic aldehyde on LPS-induced Raw264.7macrophage membrane protein expression of CD11c +( (x±s, n = 3)

	组别
	  CD11c+标记百分率/%

	空白组
	     16.3±0.45

	LPS组
	92.4±2.25**

	桂皮醛0.1μmol/L组
	76.5±0.61△△

	桂皮醛0.3μmol/L组
	65.0±1.50△△ ##


注：**P<0.01，与空白组比较；与LPS组比较，△△P<0.01；与桂皮醛0.1μmol/L组比较，##P<0.05。 
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a、空白组                                b、LPS组          
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c、桂皮醛0.1μmol/L组                    d、桂皮醛0.3μmol/L组         

图2 桂皮醛对LPS诱导Raw264.7巨噬细胞膜蛋白CD11c+表达的影响

Figure 2 Effect of cinnamic aldehyde on LPS-induced Raw264.7macrophage membrane protein expression of CD11c +
3讨论

    巨噬细胞来源于骨髓多功能干细胞，是机体最重要的免疫细胞之一，在免疫反应和炎症反应中发挥重要作用。同时，巨噬细胞也是第一个被认为与动脉粥样硬化相关的炎症细胞[7]。随着AS作为一种慢性炎症反应理论被广泛接受并证实，尤其是在AS早期病变形成期和不稳定斑块破裂期，关于巨噬细胞的研究也越发深入。单核巨噬细胞因其异质性和可塑性使其在机体不同的微环境中以不同亚型存在，总体可分为两大类，即M1型和M2型[8,9]。M1型又被称为经典激活的巨噬细胞，多为体外由脂多糖（LPS）、γ干扰素（IFN-γ）等炎症因子刺激后生成的巨噬细胞，M1型巨噬细胞分泌炎症因子，促进炎症反应。M2型巨噬细胞又被称为替代激活的巨噬细胞，可由白介素-4（IL-4）、白介素13(IL-13)等细胞因子刺激生成，M2型巨噬细胞分泌抗炎因子，抑制炎症反应[10-12]。研究表明，膜蛋白CD11c+可作为M1型巨噬细胞特异性标志物[13]。

   本实验参考与文献[14]报道10μg/L的LPS剂量，在此基础上加倍成功建立炎症模型。Transwell小室迁移实验结果表明20μg/L的LPS明显促进Raw264.7巨噬细胞发生迁移，说明炎症模型建立成功。加入桂皮醛干预发现，桂皮醛0.1μmol/L组、桂皮醛0.3μmol/L组均可明显抑制LPS诱导的Raw64.7巨噬细胞迁移且桂皮醛0.3μmol/L组抑制作用强于桂皮醛0.1μmol/L组，说明桂皮醛可以抑制Raw264.7巨噬细胞的迁移，且有浓度依赖性。流式细胞术实验结果表明与空白组比较，膜蛋白CD11c+表达率由16.3%升至92.4%，20μg/L的LPS可以诱导Raw264.7巨噬细胞可以诱导产生经典激活的M1型巨噬细胞，成功建立M1极化模型。加入桂皮醛干预发现，结果Transwell迁移实验结果一致，说明桂皮醛可以抑制Raw264.7巨噬细胞向M1极化，且有浓度依赖性。本实验结果表明桂皮醛LPS诱导的Raw264.7巨噬细胞的迁移和M1极化有着显著的抑制作用，为桂皮醛体外抗炎作用进行了补充，也为其在动脉粥样硬化的防治中提供一定的实验依据。
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