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磁性纳米粒介导沉默PI3Kγ基因调控肿瘤相关巨噬

细胞抗小鼠肺癌细胞效应的研究
陈全*  刘佳霖  贺静荣  范晓霞  吴蕊鑫

(重庆医科大学免疫学研究中心, 基础医学院免疫学教研室, 重庆 400016)

摘要      为了探讨超顺磁性Fe3O4纳米粒子(superparamagnetic iron oxide nanoparticles, SPIONs)
介导的磷脂酰肌醇3激酶γ(phosphatidylinositol 3 kinase γ, PI3Kγ)抑制表达调控的肿瘤相关巨噬

细胞(tumor-associated macrophages, TAM)对小鼠Lewis肺癌细胞(Lewis lung carcinoma, LLC)增殖

和凋亡的影响, 该研究构建了能启动巨噬细胞(macrophage, MФ)特异性表达PI3Kγ催化亚基p100 
siRNA的pSilencer-EGFP-SP-p110质粒, 通过SPIONs负载成磁性纳米质粒复合物(SPIONs-DNA), 
在强磁作用下转染MФ, 通过普鲁士蓝染色法检测SPIONs-DNA在细胞内的分布, Real-time PCR
和Western blot检测细胞PI3Kγ p110亚基的表达水平。建立M1、M2型MФ模型, 将SPIONs-DNA
在强磁作用下转染M2型MФ, 通过Real-time PCR和Western blot鉴定细胞表型, 明确M2型MФ转化

为M1型的强度。采用Transwell系统建立SPIONs-DNA转染的M2型MФ与小鼠LLC细胞的共培养

模型, 通过锥虫蓝染色法检测LLC细胞的活细胞数并绘制细胞生长曲线, CCK-8法检测LLC细胞

增殖情况, 硝酸还原酶法检测共培养液上清中NO含量, 流式细胞术检测LLC细胞凋亡情况。结果

显示, 制备的SPIONs-DNA在强磁作用下成功转染MФ并大量分布在细胞胞核周围, SPIONs-DNA
转染组细胞PI3Kγ p110 mRNA和蛋白表达水平显著低于空白细胞对照组(P<0.05)。建立的M1型
MФ高表达iNOS(P<0.001), M2型MФ高表达ARG-1(P<0.001)。M2型MФ转染SPIONs-DNA后细胞

iNOS mRNA和蛋白的表达显著增加(P<0.001), ARG-1 mRNA和蛋白的表达显著降低(P<0.01)。在

共培养组中, SPIONs-DNA转染的M2型MФ组能大量分泌NO, LLC细胞生长和增殖能力显著降低

(P<0.05), 凋亡率显著增高(P<0.01)。结果表明, 磁性纳米粒负载pSilencer-EGFP-SP-p110重组质粒

能够特异性靶向抑制巨噬细胞PI3Kγ p110的表达, 诱导M2型MФ转化为M1型; 其转染的M2型MФ
可显著抑制LLC细胞的生长和增值, 促进细胞凋亡, 这与其大量分泌NO有关。该磁性纳米质粒复

合物可诱导TAM发挥抗肿瘤作用, 为研究开发有效的抗肺癌基因治疗措施奠定基础。
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Silencing PI3Kγ Gene via Magnetic Nanoparticles Regulates the Effect of 
Tumor Associated Macrophages on Mouse Lung Cancer Cells

CHEN Quan*, LIU Jialin, HE Jingrong, FAN Xiaoxia, WU Ruixin,
(Immune Research Centre, Department of Immunology, College of Basic Medicine, Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract       The purpose of this research was to explore the effect of silencing PI3Kγ (phosphatidylinositol 3 
kinase γ) gene via SPIONs (superparamagnetic iron oxide nanoparticles) to regulate TAM (tumor-associated mac-
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在肿瘤的发生、发展过程中 , 巨噬细胞 (macro-
phage, MФ)存在一系列连续可调节的功能状态 , M1
型和M2型是该状态的两个极端 [1]。M1型为促炎型 , 
即经典活化型 , 可抵御胞内寄生菌和病毒 , 参与炎症

反应 , 是抗肿瘤免疫的重要组成部分 ; M2型为抗炎

型 , 即替代活化型 , 可促进肿瘤的生长和侵袭 , 抑制T
细胞的功能 [2]。肿瘤相关巨噬细胞 (tumor-associated 
macrophages, TAM)是浸润到肿瘤间质内的巨噬细胞 , 
在大多数恶性实体肿瘤中 , 其比例占肿瘤组织细胞总

数的50%以上 , 肿瘤微环境诱导产生的TAM, 其表型

和功能更接近M2型 [3-4]。巨噬细胞表达的磷脂酰肌醇

3激酶γ(phosphatidylinositol 3 kinase γ, PI3Kγ)是TAM
极化为M2型和发挥促瘤效应的关键分子 , 其介导的

信号通路可促进肿瘤的生长 , 而敲除PI3Kγ基因或使

用PI3Kγ抑制剂 , 均可显著抑制肿瘤的生长 [5]。由于

PI3K-Akt-mTOR信号通路在T细胞等免疫细胞的生

长、分化、凋亡等方面同样发挥着重要作用 [2], 广谱

抑制PI3Kγ会对T细胞等免疫细胞的功能产生不利

效应。因此 , 在以PI3Kγ为靶点的抗肿瘤研究中 , 靶
向并特异性地抑制巨噬细胞PI3Kγ, 同时对其他免疫

细胞的PI3Kγ不产生显著影响的研究尤为重要。超

顺磁性Fe3O4纳米粒子 (superparamagnetic iron oxide 
nanoparticles, SPIONs)作为基因治疗的载体 , 无毒、

无免疫原性、分散性好、对细胞膜及血脑屏障的穿

透性强, 且可通过“摄粒或胞吞”直接进入细胞, 以使

其负载的药物或基因免受吞噬体酶的破坏 , 由于它

具有超顺磁性 , 在体外磁场引导下可无创性靶向肿

瘤部位[6-7]。

rophages) on the proliferation and apoptosis of mouse LLC (Lewis lung carcinoma) cells. The pSilencer-EGFP-SP-
p110 plasmid which can specifically promote MФ (macrophages) to express siRNA of PIK3CG (PI3Kγ catalytic 
subunit p100) was constructed and loaded into SPIONs-DNA (magnetic nano-plasmid complexes) via SPIONs 
which was transfected into macrophages under strong magnetism. The distribution of SPIONs-DNA in the cells was 
detected by Prussian blue staining, and the expression of PI3Kγ p110 of transfected cells was detected by Real-time 
PCR and Western blot. The M1 and M2 MФ models were established, and SPIONs-DNA was transfected into M2 
MФ under strong magnetism. The phenotype of the transfected cells was identified by Real-time PCR and Western 
blot, and the intensity of M2 MФ transformed into M1 was determined. The Transwell system was used to estab-
lish the co-culture models of SPIONs-DNA transfected M2 MФ with mouse LLC cells. The number of live cells 
of LLC was detected by trypan blue staining and the cell growth curve was drawn. The proliferation of LLC cells 
was detected by CCK-8 assay. The NO concentrations in supernatant of co-culture medium was detected by Nitrate 
reductase method. The apoptosis level of LLC cells was detected by flow cytometry. The results showed that the 
prepared SPIONs-DNA complex was successfully transfected into MФ under strong magnetism and distributed in 
a large amount around the cell nucleus. The mRNA and protein levels of PI3Kγ p110 in SPIONs-DNA transfected 
cells were significantly lower than those in the blank control group (P<0.05). The established M1 MФ highly ex-
pressed iNOS (P<0.001), and the M2 MФ highly expressed ARG-1 (P<0.001). After SPIONs-DNA transfection, 
the expression levels of iNOS mRNA and protein in M2 cells increased significantly (P<0.01), and the expression 
of ARG-1 mRNA and protein decreased significantly (P<0.01). Among the co-culture groups, SPONs-DNA trans-
fected M2 type cell group was able to secrete a large amount of NO, the growth and proliferation capacity of LLC 
cells were significantly reduced (P<0.05), and the apoptosis rate of LLC cells were significantly increased (P<0.01). 
These results confirm that magnetic nanoparticles loaded with pSilencer-EGFP-SP-p110 plasmids could specifically 
inhibit the expression of PI3Kγ p110 in MФ, and then induce the transformation of M2 type MФ into M1 type. The 
SPIONs-DNA transfected M2 type MФ can significantly inhibit the growth and proliferation of LLC cells, and pro-
mote the apoptosis of LLC cells, which is related to its large amount of NO secretion. The magnetic nano-plasmid 
complex can induce TAM to play an anti-tumor role what laying a foundation for the research and development of 
effective gene therapy for lung cancer.
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本研究以 MФ特异性启动子构建能够在 MФ
中特异性启动表达 siRNA、带绿色荧光标签蛋白

基因 (enhanced green fluorescence protein, EGFP)
的 pSilencer-EGFP-SP工具质粒 [8], 再以鼠PI3Kγ催
化亚基p110编码基因 (PI3Kγ catalytic subunit p100, 
PIK3CG)为靶基因 , 构建能够在巨噬细胞内特异性

敲减PI3Kγ的pSilencer-EGFP-SP-p110重组质粒 , 再
由SPIONs负载成基因复合体 , 在细胞水平研究该基

因复合体对TAM极化的影响以及抗肺癌细胞效应 , 
为研究开发有效的抗肺癌基因治疗措施奠定基础。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞株      小鼠巨噬细胞RAW264.7由重庆医

科大学免疫学研究中心保存 , 小鼠LLC细胞由重庆

医科大学检验医学院赠送。

1.1.2   主要材料与试剂      pSilencer-EGFP-SP质粒

载体由重庆医科大学免疫学研究中心保存 ; 超顺磁

性Fe3O4纳米粒子材料 (商品名 : MagTransPoly)购于

普瑞迈格生物科技有限公司 ; 小鼠重组白介素4(in-
terleukin 4, IL-4)、小鼠重组 γ-干扰素 (interferon-γ, 
IFN-γ)购于 Proteintech公司 ; 脂多糖 (lipopolysac-
charide, LPS)购于Sigma公司 ; DMEM高糖培养基购

于Hyclone公司 ; 胰蛋白酶购于Gibco公司 ; 青霉素–
链霉素溶液 (penicillin-streptomycin solution, 100×)
购于上海碧云天生物技术有限公司 ; 胎牛血清购

于Natocor-Industria Biologica公司 ; 转染试剂脂质

体Lipofectamine™ 3000试剂盒购于 Invitrogen公
司 ; RNA提取试剂盒、逆转录试剂盒、TB Green™ 
Premix Ex Taq™ (Tli RNaseH Plus) RT-PCR试剂盒

均购于TaKaRa公司 ; 引物由上海生工生物工程有

限公司合成 ; RIPA裂解液、BCA蛋白浓度测定试

剂盒、PVDF膜 (0.22 μm/0.45 μm)购于北京鼎国昌

盛生物技术公司 ; SDS-PAGE凝胶试剂盒购于Bio-
Rad公司; 兔iNOS多克隆抗体购于Abcam公司; 小鼠

ARG-1单克隆抗体、小鼠β-actin单克隆内参抗体购

于Proteintech公司; 兔PI3 Kinase p110γ单克隆抗体购

于Cell Signaling Technology公司 ; 辣根过氧化物酶

(horseradish peroxidase, HRP)标记的羊抗兔 IgG、羊

抗鼠 IgG购于abbkine公司 ; 0.4 %锥虫蓝染液、普鲁

士蓝染色液 (细胞专用 )购于Solarbio公司 ; CCK-8试
剂购于GENVIEW公司 ; NO测定试剂 (硝酸还原酶

法)购于南京建成生物工程研究所。

1.2   重组质粒构建、转染及功能验证

1.2.1   重组质粒的构建和转染      根据GenBank 
(NM_020272.2)在线设计能有效抑制PI3Kγ p110表
达的 shRNA模板序列 , 选GC含量较少的3条合成3
条DNA模板 , 该模板5′端含BamH I酶切位点 , 3′端
含Hind III酶切位点 , 在PCR仪上退火后回收退火

产物。用BamH I和Hind III双酶切质粒 pSilencer-
EGFP-SP使其具有相同的黏性末端 , 经 0.1%琼脂

糖凝胶电泳后回收载体大片段 , 与退火产物按 4׃1
的摩尔比混匀经DNA连接酶于16 °C金属浴过夜连

接。连接产物转化感受态E.coli Top10大肠杆菌, 用
含氨苄西林(50 μg/mL)的LA培养基筛选 , 挑取阳性

克隆单菌落继续培养, 提取质粒后, 通过EcoR I单酶

切与目的基因测序鉴定所构建的重组质粒 , 酶切结

果与成都擎科生物技术有限公司测序结果一致 , 显
示重组质粒构建成功。重组质粒命名为 pS-EGFP-
SP-p110-1(简写为S1)、pS-EGFP-SP-p110-2(简写

为S2)和pS-EGFP-SP-p110-3(简写为S3)。用Lipo-
fectamine™ 3000脂质体转染试剂分别将3条重组质

粒瞬时转染RAW264.7细胞 , 设转染pS-EGFP-SP空
质粒载体的RAW264.7细胞为阴性对照组 , 未转染

质粒的RAW264.7细胞为空白对照组, 转染24 h后荧

光显微镜观察荧光密度。

1.2.2   Real-time PCR法检测细胞PI3Kγ p110 mRNA
的转录水平      按RNA提取试剂盒说明分别提取3
条重组质粒S1、S2、S3转染组、空质粒转染对照

组、空白对照组五组细胞的总RNA, 将其逆转录成

cDNA, 以cDNA 为模板进行实时定量PCR扩增 , 测
定各组细胞PI3Kγ p110 mRNA转录水平。引物序列

如下: PI3Kγ p110上游引物为5′-TGA ACC GTA CCA 
CGA CAG TG-3′, 下游引物为5′-GGC TTC TTC TTG 
GAG GCC AT-3′; 内参GAPDH上游引物为5′-AGG 
TCG GTG TGA ACG GAT TTG-3′, 下游引物为5′-
GGG GTC GTT GAT GGC AAC A-3′。PCR反应条件

为: 95 °C预变性30 s; 95 °C变性5 s, 61 °C退火30 s, 共
39个循环; 熔解曲线65 °C~95 °C递增, 每0.5 °C 5 s, 
每个反应做3个复孔。扩增完毕后, 对结果用2–ΔΔCt法

进行相对定量分析 , ΔΔCt=对照组ΔCt(目的基因Ct–
管家基因Ct)–各组ΔCt(目的基因Ct–管家基因Ct)。
选择PI3Kγ p110基因沉默效率最佳的重组质粒进行

后续实验。
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1.2.3   Western blot法检测细胞PI3Kγ p110蛋白的表

达      分别收集S1、S2、S3转染组、空质粒转染对

照组、空白对照组五组细胞 , 用加有苯甲基磺酰氟

(phenylmeth anesulfonyl fluoride, PMSF)的RIPA蛋白裂

解液提取各组细胞的总蛋白 , BCA法检测各组蛋白

浓度后 , 调整上样体积使总蛋白浓度一致。总蛋白经

SDS-PAGE 10%的分离胶和5%的浓缩胶电泳分离, 恒
流电转至PVDF膜(0.2 μm)上。转至50 g/L脱脂牛奶室

温封闭2 h后, 分别加入兔PI3 Kinase p110γ单克隆抗

体 和小鼠β-actin单克隆内参抗体(000 1׃1)  ,(000 5׃1)
于 4 °C摇床孵育过夜 ; 加入HRP标记的山羊抗鼠

IgG(1000 10׃)、HRP标记的山羊抗兔 IgG(1000 10׃), 
室温条件下孵育2 h, TBST缓冲液洗涤3次后, 用ECL
化学发光试剂盒在Bio-Rad凝胶成像仪上显影 , 使
用 Image Lab分析条带灰度值。选择使RAW264.7细
胞PI3Kγ p110蛋白表达最低的重组质粒进行后续实

验。

1.3   SPIONs-DNA复合物的制备及功能验证

1.3.1   SPIONs的表征及特性      SPIONs(商品名 : 
MagTransPoly)购于普瑞迈格生物科技有限公司 , 通
过透射电镜检测SPIONs的表征及分散性。

1.3.2   SPIONs-DNA复合物的制备及检测      将
SPIONs与重组质粒DNA按不同的质量比混合, 漩涡

振荡数秒钟后 , 于37 °C孵箱孵育15 min以便充分吸

附, 得到SPIONs-DNA复合物。DNA掺入比计算: 测
定离心后上清液的体积 , 用蛋白核酸分析仪测定游

离DNA的浓度 , 推算游离DNA的含量 , 计算掺入比

例 , DNA掺入比=(总DNA量–游离DNA量 )/总DNA
量×100%。取最佳结合率复合物离心后的上清液 , 
通过0.8%琼脂糖凝胶电泳进行检测, 显示SPIONs与
DNA的结合情况。

1.3.3   SPIONs-DNA复合物的转染及表达      转染前1
天将RAW264.7细胞按照1.2×106个/孔接种于6孔板中 , 
将所需量的SPIONs(根据最佳结合比的DNA量 )加入

无菌EP管中, 用无血清无补充的DMEM培养基将所需

量的重组质粒DNA稀释至200 μL, 将200 μL DNA溶液

加入SPIONs中, 并通过快速移液立即混合, 于37 °C孵
箱孵育15 min后, 向细胞中加入200 μL复合物, 每孔用

无血清无补充的DMEM培养基补足至2 mL, 将6孔板

置于铷–铁–硼稀土强磁铁上并在37 °C、5% CO2的培

养箱中培养20 min后 , 取下磁板 , 细胞继续培养24 h, 
设Lipofectamine™ 3000脂质体转染DNA的细胞为对

照组 , 未转染质粒的细胞为空白对照组。通过普鲁士

蓝染色法观察SPIONs-DNA在细胞内的分布 ; 按RNA
提取试剂盒说明分别提取SPIONs-DNA复合物转染

组、Lip 3000转染DNA对照组、未转染质粒的空白

对照组三组细胞的总RNA, 将其逆转录成cDNA, 以
cDNA为模板进行实时定量PCR扩增 , 测定各组细胞

PI3Kγ p110 mRNA转录水平, PI3Kγ p110引物序列、内

参GAPDH引物序列、PCR反应条件同上 ; DPBS洗涤

细胞后 , 用RIPA裂解液分别提取三组细胞的总蛋白 , 
BCA法检测各组蛋白浓度后, 调整上样体积使总蛋白

浓度一致 , Western blot检测方法、一抗、二抗、反应

条件同上, 用ECL化学发光试剂盒在Bio-Rad凝胶成像

仪上显影, 使用Image Lab分析条带灰度值。

1.4   M1、M2型巨噬细胞的诱导及表型的鉴定

参考 Edwards等 [9]的方法 ,  取对数期生长的

RAW264.7细胞以2×105个/孔接种于6孔板中, 分别用小鼠

重组IFN-γ(终浓度20 ng/mL)+LPS(终浓度100 ng/mL)、小

鼠重组IL-4(终浓度20 ng/mL)处理之, 48 h后即可诱导

成M1型和M2型巨噬细胞, 以未经处理的RAW264.7
细胞为空白对照组。按RNA提取试剂盒说明分别

提取M1型、M2型、空白对照组 3组细胞的RNA, 
将其逆转录成 cDNA, 以 cDNA为模板进行实时定

量 PCR扩增 , 测定各组细胞 iNOS mRNA和ARG-
1 mRNA转录水平 , 引物序列如下 : iNOS上游引物

为5′-CCC TTC AAT GGT TGG TAC ATG G-3′, 下
游引物为5′-ACA TTG ATC TCC GTG ACA GCC-
3′; ARG-1上游引物为5′-CAT ATC TGC CAA AGA 
CAT CGT-3′, 下游引物为5′-CCA GCT TGT CTA CTT 
CAG TCA-3′; 内参GAPDH上游引物为5′-AGG TCG 
GTG TGA ACG GAT TTG-3′, 下游引物为 5′-GGG 
GTC GTT GAT GGC AAC A-3′。PCR反应条件为 : 
95 °C预变性30 s; 95 °C变性5 s, 58 °C退火30 s, 共
39个循环; 熔解曲线65 °C~95 °C 递增, 每0.5 °C 5 s, 
每个反应做 3个复孔。通过Western blot法检测M1
型、M2型、空白对照组 3组细胞 iNOS和ARG-1蛋
白表达水平 , 一抗为兔 iNOS多克隆抗体 、(000 1׃1)
小鼠ARG-1单克隆抗体 小鼠β-actin单克、(000 5׃1)

隆内参抗体 二抗为HRP标记的山羊抗鼠 ;(000 5׃1)

IgG(1000 10׃)、HRP标记的山羊抗兔 IgG(1000 10׃), 
Western blot检测方法同上 , 用ECL化学发光试剂盒

在Bio-Rad凝胶成像仪上显影 , 使用 Image Lab分析

条带灰度值。
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1.5   SPIONs-DNA复合物对M2型巨噬细胞表型

的影响

在铷–铁–硼稀土强磁作用下, 将SPIONs-DNA
复合物转染上述已诱导成功的M2型巨噬细胞, 设重

组质粒DNA(S1)转染组、空质粒PS-EGFP-SP转染

组、SPIONs转染组为对照组, 设未转染质粒及复合

物的M2型细胞为空白对照组。通过Real-time PCR
检测不同处理组M2型巨噬细胞iNOS mRNA、ARG-
1 mRNA转录水平, iNOS和ARG-1引物序列同上, 
PCR反应程序同上; Western blot法检测不同处理组

M2型巨噬细胞iNOS和ARG-1蛋白表达水平, 明确

SPIONs-DNA复合物是否可诱导M2型巨噬细胞转

化为M1型巨噬细胞。

1.6   SPIONs-DNA复合物转染的M2型巨噬细胞

及RAW264.7细胞对LLC细胞的影响

1.6.1   共培养系统的建立      选择孔径为0.4 μm的上

室和24孔培养板建立Transwell共培养系统。上室接

种处于对数期的LLC细胞(含细胞1×105个), 下室接

种不同表型的巨噬细胞(含细胞2×105个)。根据下室

内的细胞类型分为: ①(1)SPIONs-DNA转染的M2型
细胞组; (2)SPIONs-DNA转染的RAW264.7细胞组; 
(3)M1型细胞组; (4)M2型细胞组; (5)RAW264.7细胞

组; (6)空白对照组, 未接种任何细胞。每天在下室

更换1/3培养液, 连续培养4天。

1.6.2   绘制LLC细胞生长曲线      上述各个共培养组

分别设4个时间平行孔, 每个时间点设2个复孔, 实验

重复3次。每隔24 h, 连续4天分别对上室的LLC细胞

进行锥虫蓝染色, 计算每个时间点的平均活细胞数。

以培养时间为横坐标、平均细胞数为纵坐标绘制细

胞生长曲线。

1.6.3   CCK-8法检测LLC细胞增殖情况      上述各个

共培养组, 每隔24 h连续4天分别用胰酶消化上室的

LLC细胞成单个细胞, 取100 μL细胞悬液于96孔板, 
加入10 μL CCK-8充分混匀, 于37 °C、5% CO2孵箱

孵育1 h后, 用酶标仪测定波长为450 nm的吸光度(D)
值, 以空白孔调零, 记录结果并绘制LLC细胞增殖能

力曲线。每组细胞均设2个复孔, 实验重复3次。

1.6.4   硝酸还原酶法测定共培养液上清NO含量      
取上述各个共培养组24 h后的共培养液上清, 严格

按试剂盒说明书操作测定NO含量, 每组样本设3个
复孔, 取平均值计算, 实验重复3次。

1.6.5   流式细胞术(flow cytometry, FCM)检测LLC细

胞的凋亡率      共培养48 h后, 分别用胰酶消化各

个共培养组上室中LLC细胞, 收集细胞于离心管中

1 000 r/min离心5 min, 加入500 μL PBS缓冲液重悬

细胞, 调整细胞浓度至1×105个/mL, FCM检测LLC细
胞凋亡率。

1.7   统计学分析  
所有实验均独立重复3次, 数据采用均数±标准

差(x
_
±s)表示, 使用SPSS 25.0软件进行数据分析, 各

组间比较用单因素方差分析法(One-Way ANOVA); 
两组数据的比较使用独立样本的t检验; P<0.05为差

异具有统计学意义。

2   结果
2.1   重组pSilencer-EGFP-SP-p110质粒的转染及

功能验证

2.1.1   重组pSilencer-EGFP-SP-p110质粒成功转染

RAW264.7细胞      3条重组质粒转染细胞24 h后, 用
倒置荧光显微镜观察到重组质粒S1、S2、S3转染的

细胞均可表达绿色荧光蛋白(图1), 且重组质粒S1转
染的细胞荧光密度相对于重组质粒S2和S3转染的细

胞高。

2.1.2   重组质粒转染的RAW264.7细胞PI3Kγ p110 
mRNA和蛋白的表达水平      Real-time PCR结果显

示(图2A), 重组质粒转染RAW264.7细胞24 h后, 五
组细胞PI3Kγ p110 mRNA的相对转录水平为: S1
重组质粒转染组(0.35±0.21)<S3重组质粒转染组

(0.36±0.21)<S2重组质粒转染组(0.43±0.16)<空质粒

对照组(0.71±0.26)<空白对照组(定为1), 通过组间

比较, 3条重组质粒S1、S2、S3转染组与空白对照

组之间PI3Kγ p110 mRNA转录水平的差异均具有统

计学意义(P<0.01), 但空质粒对照组与空白对照组

PI3Kγ p110 mRNA转录水平的差异无统计学意义

(P>0.05)。
Western blot结果 (图 2B和图 2C)显示 , 5组细

胞的 PI3Kγ  p110蛋白的相对表达水平为 :  S1重
组质粒转染组 (0.001±0.001)<S2重组质粒转染组

(0.006±0.003)<S3重组质粒转染组(0.009±0.005)<PS-
EGFP-SP空质粒对照组 (0.044±0.005)<空白对照

组 (0.047±0.004), 通过组间比较 , 3条重组质粒S1、
S2、S3转染组与空质粒对照组和空白对照组之间

PI3Kγ p110蛋白表达水平的差异均具有统计学意义

(P<0.01), 但空质粒对照组与空白对照组之间PI3Kγ 
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A: 重组质粒转染RAW264.7细胞24 h后(荧光显微镜); B: 重组质粒转染RAW264.7细胞24 h后(相差显微镜)。
A: the plasmid transfected cells under fluorescence microscope; B: the plasmid transfected cells under ordinary optical microscopy.

图1   荧光显微镜观察pSilencer-EGFP-SP-p110重组质粒转染RAW264.7的绿色荧光

Fig.1   Observation of plasmid transfected into RAW264.7 cell using fluorescence microscope

(A)

(B)

S1 S2 S3

S1 S2

200 µm 200 µm 200 µm

200 µm 200 µm 200 µm

S3

p110蛋白表达水平的差异无统计学意义(P>0.05)。
结果表明, 3条重组质粒均可显著降低RAW264.7细
胞PI3Kγ p110 mRNA和蛋白的表达, 且重组质粒S1
转染组细胞PI3Kγ p110 mRNA和蛋白的表达水平最

低, 因此我们选取重组质粒S1进行后续实验。

2.2   SPIONs-DNA复合物的制备及功能验证

2.2.1   SPIONs的表征及特性      通过透射电镜检测

SPIONs的表征及分散性(图3), 表面包被PEI-600的
SPIONs直径约为10 nm, 似球型, 分散性好; pH7.4时
表面zata电位约为+40 mV; 具有超顺磁性, 饱和磁化

强度约60 emu/g。
2.2.2   SPIONs与重组质粒DNA结合率的测定及

琼脂糖凝胶电泳检测      当SPIONs与重组质粒

DNA(S1)以质量比61׃混合时显示出较好的结合率

(图4A), 结合率高达100%。当保持质粒DNA量不

变, 逐渐增加SPIONs量时, 结合率基本处于平台

期, 这是由于SPIONs与重组质粒DNA靠静电吸附

结合, 一定量带正电荷的SPIONs只能吸附相当量带

负电荷的重组质粒DNA。琼脂糖凝胶电泳结果显

示(图4B), 与等质量的游离重组质粒DNA(S1)相比, 
SPIONs-DNA复合物中未见游离的质粒DNA泳出, 
这表明SPIONs与重组质粒DNA有很好的结合率。

2.2.3   普鲁士蓝染色法观察SPIONs-DNA复合物在

细胞内的分布      SPIONs-DNA转染RAW264.7细胞

24 h后, 通过普鲁士蓝染色观察到细胞胞浆内有多

少不等的蓝染铁颗粒, 大部分的SPIONs-DNA复合

物包绕在细胞核周围, 而细胞核未检测到(图5)。
2.2.4   SPIONs-DNA复合物转染的RAW264.7细胞

PI3Kγ p110 mRNA和蛋白的表达水平      Real-time 
PCR结果 (图6A)显示 , SPIONs-DNA转染RAW264.7
细胞24 h后 , 3组细胞PI3Kγ p110 mRNA的相对转录

水平为 : SPIONs-DNA转染组 (0.07±0.11)<DNA(S1)
转染组 (0.34±0.29)<空白对照组 (定为 1)。通过组

间比较 , SPIONs-DNA复合物转染组和重组质粒

DNA(S1)转染组与空白对照组之间 PI3Kγ p110 
mRNA转录水平的差异均具有统计学意义 (P<0.01), 
但 SPIONs-DNA转染组与重组质粒DNA(S1)转染

组之间PI3Kγ p110 mRNA转录水平无显著性差异

(P>0.05)。
Western blot结果 (图6B和图6C)显示 , 3组细胞

PI3Kγ p110蛋白的相对表达水平为 : SPIONs-DNA
转染组 (0.002 1±0.000 6)<重组质粒DNA(S1)转染组

(0.002 4±0.000 7)<空白对照组 (0.018 0±0.019 0), 通
过组间比较 , SPIONs-DNA复合物转染组、重组质

粒DNA(S1)转染组与空白对照组之间PI3Kγ p110蛋
白表达水平的差异均具有统计学意义 (P<0.05), 但
SPIONs-DNA复合物转染组与重组质粒DNA(S1)
转染组之间 PI3Kγ p110蛋白表达水平无显著差异
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A: Real-time PCR检测5组细胞PI3Kγ p110 mRNA水平; B: 5组细胞PI3Kγ p110的Western blot检测结果; C: 5组细胞PI3Kγ p110蛋白的相对表达水

平, **P<0.01, 与空白对照组比较。Blank control group: 未转染质粒的RAW264.7空白对照组; PS-EGFP-SP treated group: 转染PS-EGFP-SP空质

粒载体对照组; S1 treated group: 实验组或转染重组质粒S1的质粒转染组; S2 treated group: 实验组或转染重组质粒S2的质粒转染组; S3 treated 
group: 实验组或转染重组质粒S3的质粒转染组。

A: mRNA level of PI3Kγ p110 in the 5 groups detected by Real-time PCR. B: Western blot detection results of protein levels of PI3Kγ p110 in the 5 
groups. C: the relative protein level of PI3Kγ p110 in the 5 groups, **P<0.01 compared with the blank control group. Blank control group: the cells 
treated do not treated; PS-EGFP-SP treated group: the cells transfected with PS-EGFP-SP empty plasmid; S1 treated group: the cells transfected with S1 
recombinant plasmid; S2 treated group: the cells transfected with S2 recombinant plasmid; S3 treated group: the cells transfected with S3 recombinant 
plasmid.

图2   RAW264.7细胞PI3Kγ p110 mRNA和蛋白的表达水平

Fig.2   mRNA and protein level of PI3Kγ p110 in RAW264.7 cells

图3   MagTransPloy试剂中SPIONs-PEI分散于水相的透射电子显微镜图

Fig.3   Transmission electron microscopy of SPIONs-PEI dispersed in aqueous phase in MagTransPloy reagent

100 µm 100 µm
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(P>0.05)。结果表明, SPIONs-DNA复合物和重组

质粒S1均可显著降低RAW264.7细胞PI3Kγ p110 
mRNA和蛋白的表达水平。

2.3   M1、M2型巨噬细胞的诱导及表型的鉴定

Real-time PCR结果显示(图7A), 不同处理组处理

细胞48h后3组细胞iNOS mRNA的相对转录水平为: IFN-
γ+LPS处理组(1.22±0.38)>IL-4处理组(0.000 11±0.000 02)>空
白对照组(0.000 05±0.000 06), 通过组间比较, IFN-
γ+LPS处理组与IL-4处理组和空白对照组之间iNOS 
mRNA转录水平的差异均具有统计学意义(<0.001); 
而IL-4处理组与空白对照组之间iNOS mRNA转录

水平的差异不具有统计学意义(P>0.05), 说明IFN-
γ+LPS处理组iNOS mRNA的转录水平明显高于IL-4
处理组及空白对照组。3组细胞ARG-1 mRNA的相

对转录水平为: IL-4处理组(1.34±0.26)>空白对照组

(0.05±0.04)>IFN-γ+LPS处理组(0.04±0.003), 通过组

间比较, IL-4处理组与IFN-γ+LPS处理组和空白对照

组之间ARG-1 mRNA转录水平的差异均具有统计学

意义(P<0.001); 而IFN-γ+LPS处理组与空白对照组

之间ARG-1 mRNA转录水平的差异不具有统计学意

义(P>0.05), 说明IL-4处理组ARG-1 mRNA转录水平

明显高于IFN-γ+LPS处理组及空白对照组。

Western blot结果显示 (图 7B), 3组细胞 iNOS
蛋白的相对表达水平为 :  I F N - γ + L P S处理组

(1.574±0.153)>IL-4处理组 (0.021±0.005)>空白对

照组 (0.015±0.004), 通过组间比较 , IFN-γ+LPS处
理组与 IL-4处理组和空白对照组之间 iNOS蛋白表

达的差异具有统计学意义 (P<0.001); 而 IL-4处理

A: SPIONs与重组质粒DNA(S1)在不同质量比时的结合能力; B: SPIONs与重组质粒DNA(S1)的结合实验(1为重组质粒S1; 2为SPIONs与重组质

粒S1结合比列为61׃时复合物)。
A: ability of precipitating DNA at different W/W ratio of SPIONs and recombinant plasmid DNA (S1); B: combination experiment of SPIONs and 
recombinant plasmid DNA (S1) (1 is recombinant plasmid S1; 2 is SPIONs precipitating recombinant plasmid S1 at the ratio of 61׃).

图4   SPIONs与重组质粒DNA(S1)结合能力的验证

Fig.4   Verification of SPIONs binding ability to recombinant plasmid DNA (S1)

Marker
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A: SPIONs-DNA转染RAW264.7细胞24 h后(相差显微镜); B: 未转染SPIONs-DNA复合物RAW264.7细胞(相差显微镜)。
A: the SPIONs-DNA transfected cells under ordinary optical microscopy; B: the SPIONs-DNA untransfected cells under ordinary optical microscopy.

图5   普鲁士蓝染色结果

Fig.5   Prussian blue staining results
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组与空白对照组之间 iNOS蛋白表达的差异不具有

统计学意义 (P>0.05), 说明 IFN-γ+LPS处理组 iNOS
蛋白的表达明显高于 IL-4处理组及空白对照组。3
组细胞ARG-1蛋白的相对表达水平为 : IL-4处理组

(0.100±0.006)>IFN-γ+LPS处理组 (0.006±0.002)>空
白对照组 (0.002±0.001), 通过组间比较 , IL-4处理组

与 IFN-γ+LPS处理组和空白对照组的ARG-1蛋白表

达的差异具有统计学意义 (P<0.001); 而 IFN-γ+LPS
处理组与空白对照组之间蛋白表达的差异不具有统

计学意义(P>0.05), 说明IL-4处理组ARG-1蛋白表达

的水平明显高于IFN-γ+LPS处理组及空白对照组。

以上结果表明, 小鼠重组IFN-γ联合LPS刺激

RAW264.7细胞48 h后, 细胞高表达M1型特异性标志

物iNOS, 成功极化成M1型巨噬细胞; 小鼠重组IL-4

刺激RAW264.7细胞48 h后, 细胞高表达 M2型特异

性标志物ARG-1, 成功极化成M2型巨噬细胞。

2.4   SPIONs-DNA复合物对M2型巨噬细胞表型

的影响

Real-time PCR结果显示 (图8A), 5组细胞 iNOS 
mRNA的相对转录水平为 : SPIONs-DNA转染组

(1.241±0.172)>DNA(S1)转染组(0.819±00.473)>DNA(pS-
EGFP-SP)转染组 (0 .146±0 .105)>空白对照组

(0.005±0.006)>SPIONs转染组 (0.003±0.001); 通过组

间比较 , SPIONs-DNA转染组和重组质粒DNA(S1)
转染组与所有对照组之间 iNOS mRNA转录水平

的差异均具有统计学意义 (P<0.001); 而DNA(pS-
EGFP-SP)转染组、SPIONs转染组与空白对照

组之间 iNOS mRNA转录水平的差异无统计学意
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A: Real-time PCR法检测RAW264.7细胞PI3Kγ p110 mRNA水平; B: 3组细胞PI3Kγ p110的Western blot检测结果; C: 3组细胞PI3Kγ p110蛋白的相

对表达水平。*P<0.05, **P<0.01, 与空白对照组比较。Blank control group: 未转染质粒的RAW264.7空白对照组; DNA(S1) treated group: 转染

S1重组质粒的对照组SPIONs-DNA treated group: 实验组或转染SPIONs-DNA复合物的转染组。 
A: mRNA level of PI3Kγ p110 in RAW264.7 cell detected by Real-time PCR; B: Western blot detection results of protein levels of PI3Kγ p110 in the 
3 groups. C: the relative protein level of PI3Kγ p110 in the 3 groups, *P<0.05, **P<0.01 compared with the blank control group. Blank control group: 
the cells treated do not treated; DNA(S1) treated group: the cells transfected with DNA (S1) recombinant plasmid; SPIONs-DNA treated group: the 
cells transfected with SPIONs-DNA. 

图6   SPIONs-DNA复合物对RAW264.7细胞PI3Kγ p110 mRNA和蛋白水平的影响

Fig.6   Effect of SPIONs-DNA complex on PI3Kγ p110 mRNA and protein levels in RAW264.7 cells
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义 (P>0.05), 说明 SPIONs-DNA复合物和重组质

粒 S1转染 M2型巨噬细胞后均可显著增加细胞

iNOS mRNA的转录水平 , 而DNA(pS-EGFP-SP)与
单独使用 SPIONs对细胞 iNOS mRNA的转录水平

无显著影响。5组细胞 ARG-1 mRNA的相对转录

水平为 : SPIONs转染组 (0.162±0.082)<DNA(S1)
转染组 (0.274±0.127)<DNA(PS-EGFP-SP)转染组

(0.282±0.355)<SPIONs-DNA转染组 (0.389±0.469)<
空白对照组 (1.515±0.446); 通过组间比较 , 各个转染

组与空白对照组之间ARG-1 mRNA转录水平的差

异均具有统计学意义 (P<0.01); 而各个转染组之间

ARG-1 mRNA转录水平的差异不具有统计学意义

(P>0.05), 说明各个转染组均可降低M2型巨噬细胞

ARG-1 mRNA的转录水平。

Western blot结果显示 (图 8B), 5组细胞 iNOS
蛋白的相对表达水平为 :  SPIONs-DNA转染组

(1.409±0.402)>DNA(S1)转染组 (0.359±0.016)>SPI-
ONs转染组 (0.003±0.001)>DNA(pS-EGFP-SP)转
染组 (0.000 3±0.000 1)>空白对照组 (0.000 2±0.000 1); 
通过组间比较 , SPIONs-DNA转染组和重组质粒

DNA(S1)转染组与所有对照组之间 iNOS蛋白表达

的差异均具有统计学意义 (P<0.05), 而其余转染

组与空白对照组之间蛋白表达的差异不具有统计

学意义 (P>0.0.5), SPIONs-DNA转染组与DNA(S1)
转染组之间 iNOS蛋白表达的差异具有统计学意

义 (P<0.05); 说明SPIONs-DNA复合物和重组质粒

DNA(S1)转染M2型巨噬细胞后均可显著增加细胞

iNOS蛋白的表达 , 并且SPIONs-DNA转染组 iNOS 
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A: Real-time PCR法检测诱导细胞iNOS和ARG-1 mRNA转录水平; B: Western blot检测诱导细胞iNOS和ARG-1蛋白表达水平; ***P<0.001, 与空

白对照组比较。Blank control group: 未处理的RAW264.7空白对照组; IFN-γ+LPS treated group: IFN-γ+LPS极化刺激RAW264.7细胞48 h实验组; 
IL-4 treated group: IL-4极化刺激RAW264.7细胞48 h实验组。

A: mRNA level of iNOS and ARG-1 in induced cell detected by Real-time PCR; B: protein levels of iNOS and ARG-1 in induced cell detected by West-
ern blot; ***P<0.001 compared with the blank control group. Blank control group: the cells treated do not treated; IFN-γ+LPS treated group: the cells 
treated with IFN-γ+LPS for 48 hours; IL-4 treated group: the cells treated with IL-4 for 48 hours.

图7   M1、M2型巨噬细胞表型的鉴定

Fig.7   Identification of M1 and M2 macrophage phenotypes

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



306 · 研究论文 ·

蛋白的表达明显高于重组质粒DNA(S1)转染组 , 而
DNA(pS-EGFP-SP)与单独使用SPIONs对细胞 iNOS 
蛋白的表达无显著影响。5组细胞ARG-1蛋白的相

对表达水平为 : 空白对照组 (0.12±0.05)>DNA(pS-
EGFP-SP)转染组 (0.08±0.03)>SPIONs-DNA转染组

(0.033±0.005)>DNA(S1)转染组 (0.021±0.004)>SPIONs
转染组 (0.018±0.002); 通过组间比较 , SPIONs-DNA转

染组、DNA(S1)转染组、SPIONs转染组与空白对照

组之间ARG-1 蛋白表达水平的差异均具有统计学意

义 (P<0.05); 而DNA(PS-EGFP-SP)转染组与空白对照

组之间ARG-1蛋白表达水平的差异不具有统计学意

义(P>0.05), 说明SPIONs-DNA转染组、DNA(S1)转

染组、SPIONs转染组均可显著降低M2型巨噬细胞

ARG-1蛋白表达水平。

以上结果表明 , SPIONs-DNA复合物和重组质

粒DNA(S1)转染M2型巨噬细胞 24 h后均可使细胞

转化为M1型 , 高表达M1型巨噬细胞特异性标志物

iNOS, 且SPIONs-DNA复合物的转化强度明显高于

重组质粒DNA。 
2.5   SPIONs-DNA复合物转染的M2型巨噬细胞

及RAW264.7细胞对LLC细胞的影响

2.5.1   绘制LLC细胞生长曲线      根据各组锥虫

蓝染色活细胞计数绘制LLC细胞生长曲线(图9), 
M2+SPIONs-DNA组、RAW264.7+SPIONs-DNA组、

Blank control group: 未处理的M2型空白对照组; SPIONs-DNA treated group: SPIONs-DNA转染M2型巨噬细胞24 h实验组; DNA(S1) treated 
group: DNA(S1)转染M2型巨噬细胞24 h对照组; DNA(PS-EGFP-SP) treated group: DNA(PS-EGFP-SP)转染M2型巨噬细胞24 h对照组; SPIONs 
treated group: SPIONs转染M2型巨噬细胞24 h对照组。A: Real-time PCR法检测M2型巨噬细胞iNOS和ARG-1 mRNA水平; B: Western blot检测

M2型巨噬细胞iNOS和ARG-1蛋白表达水平; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与未处理M2型空白对照组比较。

Blank control group: the M2 macrophages treated do not treated; SPIONs-DNA treated group: the M2 macrophages transfected with SPIONs-DNA 
for 24 hours; DNA(S1) treated group: the M2 macrophages transfected with DNA(S1) for 24 hours; DNA(PS-EGFP-SP) treated group: the M2 
macrophages transfected with DNA(PS-EGFP-SP) for 24 hours; SPIONs treated group: the M2 macrophages transfected with SPIONs for 24 hours. A: 
mRNA level of iNOS and ARG-1 in M2 macrophages detected by Real-time PCR; B: protein levels of iNOS and ARG-1 in M2 macrophages detected 
by Western blot; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 compared with the blank control group.

图8   SPIONs-DNA复合物对M2型巨噬细胞表型的影响

Fig.8   Effect of SPIONs-DNA Complex on Phenotype of M2 Macrophages
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M1型细胞组3组共培养的LLC细胞生长速度明显低

于其余对照组(P<0.01); 未转染SPIONs-DNA的M2
型细胞组和RAW264.7细胞组共培养的LLC细胞生

长速度明显高于空白对照组(P<0.05)。结果表明, 
转染了SPIONs-DNA的M2型巨噬细胞及RAW264.7
细胞能够显著抑制LLC细胞生长, 而未转染SPIONs-
DNA的M2型巨噬细胞和RAW264.7细胞能促进LLC

细胞的生长。

2.5.2   CCK-8法检测LLC细胞增殖情况      共培养24 h(图
10), 各个共培养组LLC细胞的增值速度在各组间比

较无明显的差异(P>0.05); 共培养48 h、72 h和96 h, 
SPIONs-DNA转染的M2型细胞组、SPOPNs-DNA转

染的RAW264.7细胞组、M1型细胞组共培养的LLC
细胞增殖速度明显低于其余对照组 (P<0.01); M2型
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M2+SPIONs-DNA group: 下室接种转染SPIONs-DNA的M2型巨噬细胞共培养实验组; RAW264.7+SPIONS-DNA group: 下室接种转染SPIONs-
DNA的RAW264.7细胞共培养实验组; M1 group: 下室接种M1型巨噬细胞共培养对照组; M2 group: 下室接种M2型巨噬细胞共培养对照组; 
RAW264.7 group: 下室接种RAW264.7细胞共培养对照组; Blank control group: 下室未接种细胞空白对照组; *P<0.05, **P<0.01, 与空白对照组

比较。

M2+SPIONs-DNA group: co-culture group of M2 macrophages transfected with SPIONs-DNA in the lower chamber; RAW264.7+SPIONS-DNA 
group: co-culture group of RAW264.7 cells transfected with SPIONs-DNA in the lower chamber; M1 group: co-culture group of M1 macrophage in the 
lower chamber; M2 group: co-culture group of M2 macrophage in the lower chamber; RAW264.7 group: co-culture group of RAW264.7 cells in the 
lower chamber; Blank control group: uninoculated cells in lower compartment, *P<0.05, **P<0.01 compared with the blank control group.

图9   各个共培养组LLC细胞生长曲线

Fig.9   Growth curve of LLC cells in each co-culture group

M2+SPIONs-DNA group: 下室接种转染SPIONs-DNA的M2型巨噬细胞共培养实验组; RAW264.7+SPIONS-DNA group: 下室接种转染SPIONs-
DNA的RAW264.7细胞共培养实验组; M1 group: 下室接种M1巨噬细胞共培养对照组; M2 group: 下室接种M2型巨噬细胞共培养对照组; 
RAW264.7 group: 下室接种RAW264.7细胞共培养对照组; Blank control group: 下室未接种细胞空白对照组; *P<0.05, **P<0.01, 与空白对照组

比较。

M2+SPIONs-DNA group: co-culture group of M2 macrophages transfected with SPIONs-DNA in the lower chamber; RAW264.7+SPIONS-DNA 
group: co-culture group of RAW264.7 cells transfected with SPIONs-DNA in the lower chamber; M1 group: co-culture group of M1 macrophage in the 
lower chamber; M2 group: co-culture group of M2 macrophage in the lower chamber; RAW264.7 group: co-culture group of RAW264.7 cells in the 
lower chamber; Blank control group: uninoculated cells in lower compartment, *P<0.05, **P<0.01 compared with the blank control group.

图10   CCK-8法检测6组LLC细胞增殖能力

Fig.10   The proliferation of LLC in 6 groups detected by CCK-8
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细胞组共培养的LLC细胞增殖速度高于空白对照组

(P<0.05); 而RAW264.7细胞组与空白对照组LLC细
胞的增殖速度无显著性差异 (P>0.05)。结果表明 , 
转染SPIONs-DNA的M2型巨噬细胞与RAW264.7细
胞均可显著抑制LLC细胞的增殖 , M2型巨噬细胞可

促进LLC细胞的增殖。

2.5 .3    硝酸还原酶法测定共培养液上清 NO含

量      共培养 24 h后 , 各组共培养液上清 NO含

量为 : M1型细胞组 (275.92±32.0)>M2+SPIONs-
DNA组 (200.01±65.64)>RAW264.7+SPIONs-DNA
组 (105.85±2.95), M2型细胞组、RAW264.7细胞

组和空白对照组均未能检测到NO的产生 (图 11), 
M2+SPIONs-DNA组、RAW264.7+SPIONs-DNA
组、M1型细胞组与空白对照组之间的差异均具有

统计学意义 (P<0.01)。结果表明 , M2型巨噬细胞及

RAW264.7细胞在转染了SPIONs-DNA后能够大量

分泌NO。

2.5.4   流式细胞仪检测LLC细胞的凋亡情况      An-
nexi- V/PI染色之后 ,  用流式细胞术 (FCM)检测

各个共培养组 L L C细胞同时间段的细胞凋亡

率 ,  结果显示 (图 12),  6组 LLC细胞凋亡率分别

为 : M1型细胞组 (95.66±1.73)>M2+SPIONs-DNA
组 (91.40±6.63)>RAW264.7+SPIONs-DNA组

(77.08±10.83)>空白对照组 (54.03±36.07)>RAW264.7
细胞组(20.87±5.46)>M2型细胞组(15.82±8.08); 经两两

组间比较 , M2+SPIONs-DNA组、RAW264.7+SPIONs-
DNA组、M1型细胞组与空白对照组之间凋亡率的差

异均具有统计学意义(P<0.01); RAW264.7细胞组和M2
型细胞组与空白对照组之间的凋亡率无显著性差异

(P>0.05)。M2+SPIONs-DNA组、RAW264.7+SPIONs-
DNA组、M1型细胞组的早期凋亡和晚期凋亡都明显

高于空白对照组、M2型细胞组和RAW264.7细胞组。

结果表明 , M2型巨噬细胞和RAW264.7细胞在转染

SPIONs-DNA后明显促进了LLC细胞的凋亡。

3   讨论
MФ是免疫系统的重要组成部分 , 在机体中发

挥重要的防御功能 , 其表型和功能具有极大的可塑

性。MФ在不同的微环境刺激下极化为不同的表型 : 
(1)经典活化的MФ, 又称M1型MФ, 主要分泌促炎性

细胞因子, 如IL-12、IL-16以及iNOS等, 发挥抗肿瘤

作用; (2)替代活化的MФ, 又称M2型MФ, 高分泌IL-

M2+SPIONs-DNA group: 下室接种转染SPIONs-DNA的M2型巨噬细胞共培养实验组; RAW264.7+SPIONS-DNA group: 下室接种转染SPIONs-
DNA的RAW264.7细胞共培养实验组; M1 group: 下室接种M1巨噬细胞共培养对照组; M2 group: 下室接种M2型巨噬细胞共培养对照组; 
RAW264.7 group: 下室接种RAW264.7细胞共培养对照组; Blank control group: 下室未接种细胞空白对照组; **P<0.01, 与空白对照组比较。

M2+SPIONs-DNA group: co-culture group of M2 macrophages transfected with SPIONs-DNA in the lower chamber; RAW264.7+SPIONS-DNA 
group: co-culture group of RAW264.7 cells transfected with SPIONs-DNA in the lower chamber; M1 group: co-culture group of M1 macrophage in the 
lower chamber; M2 group: co-culture group of M2 macrophage in the lower chamber; RAW264.7 group: co-culture group of RAW264.7 cells in the 
lower chamber; Blank control group: uninoculated cells in lower compartment, **P<0.01 compared with the blank control group.

图11   硝酸还原酶法检测共培养液上清NO含量

Fig.11   NO content in co-culture supernatant detected by nitrate reductase method
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10、TGF-β以及ARG-1等, 发挥促肿瘤生长转移的作

用[10-12]。TAM是外周血单核细胞浸润到实体肿瘤组

织中演变成的MФ, 它通过分泌多种炎症因子的方

 A: 6组LLC细胞的凋亡情况; B: 6组LLC细胞的凋亡率; **P<0.01, 与空白对照组比较。M2+SPIONs-DNA group: 下室接种转染SPIONs-DNA
的M2型巨噬细胞共培养实验组; RAW264.7+SPIONs-DNA group: 下室接种转染SPIONs-DNA的RAW264.7细胞共培养实验组; M1 group: 下室

接种M1巨噬细胞共培养对照组; M2 group: 下室接种M2型巨噬细胞共培养对照组; RAW264.7 group: 下室接种RAW264.7细胞共培养对照组; 
Blank control group: 下室未接种细胞空白对照组。

A: apoptosis of LLC in the 6 groups. B: the apoptosis rate of LLC in the 6 groups; **P<0.01 compared with the blank control group. M2+SPIONs-
DNA group: co-culture group of M2 macrophages transfected with SPIONs-DNA in the lower chamber; RAW264.7+SPIONS-DNA group: co-culture 
group of RAW264.7 cells transfected with SPIONs-DNA in the lower chamber; M1 group: co-culture group of M1 macrophage in the lower chamber; 
M2 group: co-culture group of M2 macrophage in the lower chamber; RAW264.7 group: co-culture group of RAW264.7 cells in the lower chamber; 
Blank control group: uninoculated cells in lower compartment.

图12   流式细胞术检测LLC细胞的凋亡情况

Fig.12   Apoptosis rate of LLC by flow cytometry
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式影响肿瘤微环境, 在肿瘤的发生、生长、侵袭、

转移、肿瘤血管和淋巴管生成等过程中发挥重要作

用[13]。近年来, 越来越多的研究证实, 肿瘤组织中浸
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润的大量TAM与M2型MФ相似[4]。章必成等[14]通过

研究不同活化表型的MФ对Lewis小鼠肺癌细胞增

殖和侵袭的影响, 发现M1型MФ可产生NO, 使Lewis
小鼠肺癌细胞增殖和侵袭受到抑制 , 而M2型MФ
因为高表达血管内皮生长因子 (vascular endothelial 
growth factor C, VEGF-C), 从而促进Lewis小鼠肺

癌细胞增殖和侵袭的能力 , 并且随着肿瘤微环境的

进展 , M1型MФ可向M2型极化。DING等 [15]证明了

M1型MФ可以抑制肿瘤的生长 , 而M2型MФ的比率

与肿瘤增殖呈正相关 , 与患者预后呈负相关。因此 , 
TAM的表型可作为评估肿瘤恶性程度的指标 , 是肿

瘤侵袭和患者预后的潜在生物标志。目前以TAM为

靶标的治疗策略主要集中在将TAM的M2型诱导为

M1型, 让这些大量“叛变”的、沦为肿瘤“帮凶”的M2
型TAM转化为M1型MФ继续发挥抗肿瘤效应。

目前 , 某些在M1型向M2型转化过程中发挥重

要作用的调控分子 [2], 如细胞核因子 NF-κB(nuclear 
fator kappa B, NF-κB)、信号转导子和转录激活子

3(signal transducers and activators of transcription 3, 
STAT3)、STAT6等已相继被发现 , 这些分子及所介

导的信号通路均可能成为肿瘤免疫治疗的潜在靶

点。PI3K是一种胞内磷脂酰肌醇激酶 , 除本身具有

磷脂酰肌醇激酶和丝氨酸 /苏氨酸激酶的活性外 , 还
与v-ras和v-ser等癌基因的产物有关 , 参与调节细胞

的分裂、分化、凋亡等活动。PI3K根据其结构和

底物的特异性不同分为I型、II型和III型。其中, I型
PI3K是目前研究最深、最广泛的亚型 , 其与肿瘤的

关系也最为密切 , 已成为肿瘤治疗的重要靶标 [16-17]。

2016年Nature刊文表明 [5], 在小鼠肿瘤模型中 , 通过

靶向抑制PI3Kγ可以消除免疫抑制并提高免疫检查

点抑制剂的作用。通过PI3Kγ基因沉默也证实 , MФ
特有的 PI3Kγ信号通路的表达可以促进肿瘤的生

长 , PI3Kγ信号通路的抑制可以促进CD8+ T细胞向

肿瘤部位迁移并提高其抗肿瘤效应。更有研究报

道 , PI3Kγ在肿瘤信号下才会被激活 , 而在正常组织

中的活性较低 , 因此靶向抑制TAM的PI3Kγ不会对

正常MФ造成影响 [18]。目前 , 靶向PI3K信号通路中

关键位点的不同类型抑制剂正处于各自不同的临

床研究阶段, 用以治疗人体恶性肿瘤, 例如: IPI549、
AS-605240等 [18-19]。但是目前市售的PI3Kγ的抑制

剂属PI3Kγ广谱抑制 , 这对T细胞等免疫细胞的功能

也会产生不利效应。本研究所构建的能在MФ中特

异性启动表达针对鼠PI3Kγ催化亚基p110编码基因

(PIK3CG)的 siRNA的pSilencer-EGFP-SP-p110重组

质粒能靶向并特异性抑制TAM的PI3Kγ, 而对其他

免疫细胞的PI3Kγ不产生显著影响。

由于现行的病毒载体及脂质体载体在临床应用

中存在很多问题和缺陷 [20-21], 例如: 病毒制备困难; 装
载外源性DNA大小有限 ; 能诱导宿主免疫反应 ; 具有

潜在致瘤性和细胞毒性 ; 容易被宿主体内的酶降解

等。而本研究所采用的SPIONs作为基因治疗的载体 , 
无毒、无免疫原性 , 分散性好 [22]。在外加磁场推动

下, 对细胞膜及血脑屏障的穿透性强; 它可通过“摄粒

或胞吞”直接进入细胞 , 以免其负载的药物或基因受

吞噬体酶的破坏; 在强磁作用下可无创靶向肿瘤并实

现安全有效的目的基因的靶向释放 , 解决了基因载体

在靶位点浓度过低的问题 ; 进入体内的SPIONs除部

分被人体利用外 , 其余能通过皮肤、胆汁和肾脏等排

除体外 , 且纳米颗粒在体内的循环时间明显长于普通

大小的颗粒 , 在短时间内不会很快被吞噬细胞清除 , 
从而延长与细胞的接触时间, 提高转染效率[7]。同时, 
Fe3O4纳米粒子可以调节细胞内铁含量 , 并使MФ向

M1型分化, 发挥抗肿瘤的作用[23]。

本研究成功建立了M1型和M2型MФ模型, 验
证了M1型MФ高表达iNOS, M2型MФ高表达ARG-
1。我们所构建的重组质粒pSilencer-EGFP-SP-p110
由SPIONs负载成SPIONs-DNA复合物, 在转染M2型
MФ后, 成功将M2型MФ转化为M1型, 使细胞高表达

iNOS。本研究进一步将SPIONs-DNA复合物转染的

M2型MФ与LLC细胞共培养, 发现SPIONs-DNA复

合物转染的M2型MФ能大量分泌NO, 明显抑制LLC
细胞的生长和增殖, 促进LLC细胞的凋亡, 这也证实

了SPIONs-DNA复合物可将M2型MФ转化为M1型
而发挥抗肿瘤效应。此外, 本研究还发现将SPIONs-
DNA复合物转染的RAW264.7细胞与LLC细胞共培

养后, 同样能大量分泌NO, 抑制LLC细胞的生长和

增殖, 促进LLC细胞凋亡, 说明SPIONs-DNA转染

RAW264.7细胞后能使细胞发挥与M1型MФ类似的

抗肿瘤作用, 具体的作用机制还有待于进一步的探

究。本研究在基因水平和细胞水平上探索了所构建

的纳米质粒复合物SPIONs-DNA对RAW264.7巨噬

细胞PI3Kγ p110靶向抑制的效应以及对TAM极化的

影响和抗肺癌细胞效应, 为研究开发有效的抗肺癌

等肿瘤的基因治疗措施奠定了基础。
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