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双氢青蒿素调控巨噬细胞增殖和迁移的作用研究 *

刘 冲 郜赵伟 王会平 马海航 丁聪聪 何 婷 董 轲△

（空军军医大学第二附属医院检验科陕西西安 710038）

摘要目的：探讨双氢青蒿素在体外对小鼠单核巨噬细胞 RAW264.7的增殖、克隆形成、周期、凋亡和迁移的影响。方法：采用梯度

浓度（2.5 滋g/mL, 5 滋g/mL, 10 滋g/mL, 20 滋g/mL)的双氢青蒿素处理 RAW264.7细胞，利用 CCK8实验检测双氢青蒿素对巨噬细胞

增殖能力的影响，利用克隆形成实验检测双氢青蒿素对 RAW264.7细胞克隆形成能力的影响，利用流式细胞术检测双氢青蒿素

对 RAW264.7细胞周期和凋亡的影响，利用划痕修复实验检测 RAW264.7细胞迁移能力。结果：CCK8实验结果显示，双氢青蒿素

可以显著抑制 RAW264.7巨噬细胞的增殖能力，且抑制效果与双氢青蒿素的浓度呈正相关性。克隆形成实验结果显示，双氢青蒿

素可以抑制细胞的克隆形成能力。双氢青蒿素处理使 RAW264.7细胞 G0/G1期比例显著升高，S期与 G2/M期细胞比例显著降

低。双氢青蒿素对巨噬细胞凋亡具有诱导作用，且凋亡诱导作用呈现浓度依赖的特性。划痕修复实验结果显示，双氢青蒿素可以

显著抑制 RAW264.7巨噬细胞的迁移能力。结论：双氢青蒿素可以导致巨噬细胞的细胞周期 G0/G1阻滞，并且诱导细胞凋亡，对

巨噬细胞增殖和迁移具有抑制作用。
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The Effect of Dihydroartemisinin on Macrophage Cells Proliferation
and Migration*

To investigate the effect of dihydroartemisinin (DHA) on biological behavior of mouse macrophage cell,

including cells proliferation, clone formation, cell cycle, apoptosis and migration. RAW264.7 cells were treatment with gradient

concentration of DHA. The effect of DHA on macrophage cells proliferation was detected by CCK8. Clone formation assay was used to

evaluate the effect of DHA on macrophage cells cloning ability. Cell apoptosis and cell cycle were examined by flow cytometry. And

scratch assay was used to detect the effect of DHA on macrophage cells migration. DHA significantly inhibited the proliferation

of RAW264.7 cells in a dose and time dependent manner. And moreover, DHA could also suppressed the clone formation ability of

RAW264.7 cells. The flow cytometry analysis showed that DHA treatment lead to markedly elevate the proportion of cells in G0/G1

period. The flow cytometry analysis showed that DHA significantly induce RAW264.7 cell apoptosis in a dose dependent manner.

Moreover, DHA treatment could decrease the migration capabilities of RAW264.7 cells. DHA treatment can suppress

RAW264.7 cells proliferation and migration. And moreover, DHA induce cell apoptosis and cell cycle G0/G1 arrest.
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前言

免疫系统是机体抵御疾病的关键屏障，巨噬细胞是机体免

疫系统的重要组成部分，在机体的固有免疫反应中发挥重要作

用。巨噬细胞既可以通过对病原体、衰老细胞、凋亡细胞等的吞

噬作用清除体内有害物质，同时巨噬细胞还可以通过分泌

IL-6、IL-10、TNF琢、IL-18等多种细胞因子调节炎症反应 [1，2]，协

同发挥免疫监视和免疫防御功能。目前的研究显示，巨噬细胞

活性或功能的异常在自身免疫性疾病、心血管疾病、恶性肿瘤

等多种疾病的发生、发展过程中扮演重要角色[3-6]。研究可以调

控巨噬细胞生长、凋亡、迁移的药物，可为巨噬细胞相关疾病的

临床治疗提供参考。

青蒿素是我国科学家屠呦呦于 1972年首次在菊科植物黄

蒿发现的一种中药成分，因具有显著的抗疟功效而广为人知[7]。
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图 1不同浓度的 DHA对 RAW264.7细胞增殖抑制作用，* P<0.05
Fig.1 The inhibitory effects of DHA on the proliferation of RAW264.7,

*P<0.05

双氢青蒿素（dihydroartemisinin，DHA）是青蒿素衍生物的主要

形式之一[8]。近年的研究显示，除了抗疟疾作用之外，双氢青蒿

素对多种肿瘤细胞的生物学行为具有显著调控作用，如抑制细

胞增殖、诱导凋亡、改变细胞周期等[9-13]。2019年 6月有关青蒿

素的重大新闻披露，双氢青蒿素治疗系统性红斑狼疮开展临床

试验的申请已经获得批准。由于免疫系统调节紊乱是造成系统

性红斑狼疮等自身免疫病的重要原因，尤其是近期的研究指出

巨噬细胞功能调控的异常对系统性红斑狼疮具有重要促进作

用[14]，表明双氢青蒿素对机体巨噬细胞具有调控作用。然而双

氢青蒿素对免疫系统的作用研究相对较少，对免疫细胞的调控

作用尚未阐明。

本实验以小鼠单核巨噬细胞为研究对象，探讨双氢青蒿素

对巨噬细胞的调节作用。研究结果对于揭示双氢青蒿素对免疫

系统的调控作用具有重要意义，同时为双氢青蒿素的 "老药新

用 "研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 细胞、试剂与仪器

小鼠单核巨噬细胞 RAW264.7由本实验室保存。培养条

件 10%小牛血清，90%高糖 DMEM 培养液，37℃、5%CO2培

养箱中。

双氢青蒿素购自源叶生物科技有限公司，CCK8试剂盒购

自同仁化学研究所，细胞周期检测试剂盒、细胞凋亡检测试剂

盒均购自凯基生物技术股份有限公司。

Calibur流式细胞仪（美国 BD公司）；Epoch超微量分光光

度计（美国 BIO-TEK公司）；IX71倒置显微镜（日本奥林巴斯

株式会社）。

1.2 方法

1.2.1 CCK8检测细胞增殖 取对数生长期的 RAW264.7 细

胞，采用 0.25%的胰酶消化，离心收集细胞，调整细胞浓度至

5× 104/mL，接种细胞至 96孔板中，100 滋L/孔。培养 24h待细

胞贴壁后，吸弃培养液，加入含不同浓度 DHA的培养液（浓度

梯度为：0（对照组）、2.5、5、10、20 滋g/mL）每组设置 6 个复孔，

分别培养 24 h，48 h和 72 h，每孔加入 10 滋L的 CCK8，继续培

养 3 h，检测 450 nm吸光值。相对增殖速率 =OD实验组 /OD

对照组× 100%

1.2.2 细胞克隆形成实验 取对数生长期的 RAW264.7细胞，

接种 200个细胞至 9 cm培养皿中，分别加入 8 mL含不同浓

度(0、0.5 滋g/mL、1 滋g/mL) DHA培养液，培养 10天至克隆形

成，弃培养液，PBS洗三次，75%乙醇固定 15 min，加入 1 mL

结晶紫染液，染色 10 min。流水冲洗至背景干净，室温晾干，观

察计数。

1.2.3 细胞周期检测 接种 RAW264.7细胞至 6孔板中，5×

105个 /孔，加入含 0（对照）及 2.5 滋g/mL的 DHA，分别培养6、

15、24 h，胰酶消化收集细胞，100 L PBS重悬细胞，加入 1 mL

75%预冷无水乙醇固定 2 h，离心收集细胞，PBS洗涤一次，加

入 450 滋L Propidium Iodide（PI）及 50 滋L RNaseA，室温避光

30-60 min，流式细胞仪检测细胞周期分布。

1.2.4 细胞凋亡检测 接种 RAW264.7细胞 5× 105至 6孔板

中，5× 105个 /孔，加入含不同浓度（0（对照）、2.5、10、20 滋g/mL）

的 DHA，培养 24 h，采用无 EDTA的胰酶消化收集细胞，PBS

洗涤细胞 2 次，加入 500 滋L的 Binding Buffer 重悬细胞，分

别加入 5 滋L Annexin V-FITC与 5 LPI，混匀，室温避光反应

5-15 min，流式细胞仪检测。

1.2.5 划痕修复实验 将 RAW264.7按每孔 5× 105个细胞接

种于 6孔板中，培养细胞至密度达 80%，制备划痕，PBS清洗 3

次，洗去脱落细胞，每孔加 2 mL含不同浓度(0、0.5、1、2.5 滋g/mL)
DHA的无血清培养液，每隔 6 h在显微镜下观察并拍照，相对

迁移速率 =（初始划痕宽度 -培养后划痕宽度）/初始划痕宽

度× 100%。

2 结果

2.1 DHA抑制 RAW264.7细胞增殖

CCK8增殖实验结果显示（图 1），DHA处理可以显著抑制

巨噬细胞 RAW264.7细胞的增殖能力，且抑制率与 DHA的处

理浓度及处理时间呈现正相关性。

2.2 DHA抑制 RAW264.7细胞克隆形成

克隆形成实验结果显示（图 2），与对照组相比，DHA处理

的细胞，克隆数显著减少，且细胞克隆较小。DHA对 RAW264.

7克隆形成能力的抑制作用与 DHA浓度正相关。

2.3 DHA处理导致 RAW264.7细胞周期改变

流式细胞术分析发现，DHA处理可导致 RAW264.7细胞

周期分布发生显著改变（图 3），结果表明 DHA处理 15h，即可

以导致 RAW264.7细胞周期发生 G0/G1期阻滞。

2.4 DHA诱导 RAW264.7细胞凋亡

流式细胞术分析显示（图 4），DHA处理 RAW264.7细胞

24 h，可诱导 RAW264.7发生凋亡，凋亡细胞比率随 DHA处理

浓度的升高而提高。

2.5 DHA抑制 RAW264.7细胞迁移能力

划痕修复实验结果显示（图 5），与对照组相比，DHA处理

RAW264.7细胞 12 h后，细胞的相对迁移率受到明显的抑制，

抑制效应与 DHA处理浓度呈正相关性。

3 讨论

巨噬细胞在机体的免疫保护作用中扮演重要角色，巨噬细

胞可以通过吞噬作用和分泌相关炎症因子发挥免疫杀伤作
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图 3 流式细胞仪检测细胞周期

Fig.3 The cell cycle was detected by flow cytometry

图 2细胞的克隆形成：A对照组细胞的克隆形成；B 0.5 滋g/mL的 DHA处理 RAW264.7细胞后的克隆形成；

C 1 滋g/mL的 DHA处理 RAW264.7细胞后的克隆形成；D不同浓度 DHA处理细胞后生成的细胞克隆数.与对照组相比，* P<0.05
Fig.2 The colony formation of cell: A The colony formation of control; B The colony formation of RAW264.7 cells treated with DHA (0.5 滋g/mL);
(C) The colony formation of RAW264.7 cells treated with DHA (1 滋g/mL) (D)Number of cell clones produced by DHA treatment with different

concentrations. compared with the control group ,* P<0.05

用 [15]。在正常情况下，巨噬细胞的数量和活性处于动态平衡，

其异常将会导致机体免疫调节失衡，如巨噬细胞异常减少或活

性受到抑制时，病原体更易入侵，引发感染性疾病；除此之外，

机体内衰老、发生病变的细胞不能得到及时吞噬清除，可能发

生癌变，发展为恶性肿瘤。另一方面，当巨噬细胞数量或活性异

常升高时，炎症因子分泌过多，使机体免疫耐受遭到破坏，导致

自身免疫性疾病的发生和发展。大量的研究已经表明，巨噬细

胞在肿瘤、自身免疫性疾病发生发展过程中发挥重要作用[16-19]。

近些年，免疫治疗已经成为药物研发的热点，尤其是在针对肿

瘤开发的免疫检查点治疗药物，已成为明星药物，然而这些药

物大都通过调节 T细胞免疫反应发挥作用[20]。而针对巨噬细胞

的免疫治疗的研究目前尚处于起步阶段，发现对巨噬细胞数量

或活性具有调控作用的药物，对于开发新的免疫治疗策略具有

重要意义[21，22]。

青蒿素及其衍生物自发现以来，以其良好的抗疟疾治疗作

用，成为中药研究的典范，屠呦呦更是因此获得诺贝尔医学奖。
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图 4流式细胞仪检测细胞凋亡

Fig.4 The cell apoptosis was detected by flow cytometry

图 5细胞迁移能力检测（× 40）* P<0.05
Fig.5 The analysis of cell migration ability（× 40）* P<0.05

DHA是青蒿素的重要衍生分子之一，具有高效、低毒、代谢迅

速等特点[23，24]，是青蒿素临床应用的主要形式。近些年，随着青

蒿素研究的深入和扩展，除了抗疟疾作用外，研究人员发现

DHA对多种肿瘤细胞具有杀伤作用。如 Xu等研究人员 [25]发

现，利用 20 滋M的 DHA处理可以诱导大鼠神经胶质瘤细胞凋

亡，与对照组相比，DHA处理组细胞凋亡率提升 52.21%。朱文
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赫等研究人员[26，27]报道了 DHA对肝癌细胞和胰腺癌细胞的增

殖能力具有显著的抑制作用，利用 100 滋M的 DHA处理人肝

癌细胞 SMMC-7721 24 h 后，SMMC-7721细胞的增殖速率下

降达 50%。利用 120 滋M的 DHA处理人胰腺癌细胞 PANC-1

48 h后，PANC-1细胞增殖活性下降 40%。另外，刘洪伟等人发

现了 DHA 可以抑制胃癌细胞的迁移和侵袭能力，当利用

SKL2001激活Wnt/茁-catenin信号通路时，DHA对胃癌细胞迁
移和侵袭的抑制作用被逆转，当利用 XAV939 抑制

Wnt/茁-catenin信号通路，DHA对胃癌细胞迁移和侵袭的抑制
作用得到进一步加强[28]。上述的研究结果提示我们 DHA可能

是一种潜在的肿瘤治疗药物，尚需进一步的临床研究。

除了对肿瘤细胞的作用之外，研究人员还发现 DHA具有

调节机体免疫系统的功能，如任泽明等研究人员利用小鼠模型

试验发现，发现 DHA可以显著增强自然杀伤（NK）细胞的杀伤

活性[29]。国家药品监督管理局《药物临床试验批件》显示，由屠

呦呦团队所在的中国中医科学院中药研究所提交的 "双氢青

蒿素片剂治疗系统性红斑狼疮、盘状系统性红斑狼疮的适应症

临床试验 "申请已获批准，且首批志愿者已入组开展试验。系

统性红斑狼疮是临床常见的自身免疫性疾病，致病机制尚未阐

明。研究显示，免疫稳态调节紊乱是系统性红斑狼疮发生发展

的重要因素，系统性红斑狼疮患者具有巨噬细胞调控异常现

象[30-32]。因此，研究 DHA对巨噬细胞的调控作用，对于揭示其对

系统性红斑狼疮患者的治疗效果及机制具有重要意义。本文的

研究结果也显示了 DHA对巨噬细胞的增殖、凋亡、周期等生物

学行为具有显著的调控作用。

综上所述，DHA对巨噬细胞生长及迁移具有调节作用，提

示 DHA可以调节机体免疫系统，为青蒿素类药物的老药新用

研究提供参考，有助于青蒿素类药物进一步扩大临床应用。本

研究的不足之处在于，虽从细胞水平上研究 DHA对巨噬细胞

的生物学行为影响，但其作用的分子机制仍尚不清楚，有待进

一步研究。
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