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nAChR琢1调控尼古丁促进巨噬细胞 RAW264.7增殖迁移的作用研究 *
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摘要目的：探讨 nAChR琢1是否参与调节尼古丁促进巨噬细胞 RAW264.7增殖迁移的作用。方法：将体外培养的 RAW264.7细胞

分 4组为：① 正常对照组；② 尼古丁组；③ 对照干扰 +尼古丁组；④ nAChR琢1干扰 +尼古丁组。用尼古丁(5 ng/mL)刺激巨噬细胞

RAW264.7，特异性 nAChR琢1 siRNA用脂质体 3000转染细胞，CCK-8法检测尼古丁处理 3 h、24 h和 48 h后细胞的增殖情况，细

胞划痕实验检测细胞迁移情况，Western blot和 RT-PCR检测细胞内 nAChR琢1、MMP-2、MMP-9的蛋白和 mRNA的表达情况。结

果：与空白对照组相比，尼古丁可显著促进 RAW264.7细胞的增殖和迁移，增加 nAChR琢1、MMP-2、MMP-9的蛋白和 mRNA表

达；而在干扰 nAChR琢1表达后，尼古丁诱导的 RAW264.7细胞的增殖和迁移明显被抑制，且细胞 nAChR琢1、MMP-2、MMP-9的

蛋白和 mRNA表达均显著的降低。结论：nAChR琢1可介导尼古丁促进 RAW264.7细胞的增殖和迁移，这可能与其参与调控尼古

丁增加 RAW264.7细胞分泌MMP-2、MMP-9有关。
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nAChR琢1 Mediates Nicotine-induced the Proliferation and Migration of
RAW264.7*

To investigate whether nAChR琢1 mediate nicotine-induced proliferation and migration of macrophages

RAW264.7. RAW264.7 cells cultured in vitro were divided into four groups: ① Control group; ② Control+Nicotine group；③

NC-siRNA+Nicotine group; ④ 琢1-siRNA+Nicotine group. RAW264.7 Cells were treated with nicotine(5 ng/mL), nAChR琢1-siRNA was

transfected into RAW264.7 cells by Lipofectamine 3000 reagent; The cell proliferation at 3 h, 24 h and 48 h after nicotine treatment was

measured by CCK-8 assay; Scratch wound healing was used to measure the migration of cells. The protein and mRNA expression of

nAChR琢1, MMP-2, MMP-9 were determined by Western blot and RT-PCR. Compared with the control group, the proliferation

and migration of RAW264.7 cells under nicotine exposure were significantly increased (P＜0.05). In addition, the protein and mRNA

expression of nAChR琢1, MMP-2, MMP-9 were obviously increased (P＜0.05). However, the inhibitor of nAChR琢1 by si-RNA

interference can significantly reduce the proliferation and migration of RAW264.7 cells under nicotine exposure. And the protein and

mRNA expression of nAChR琢1, MMP-2, MMP-9 were significantly decreased (P ＜0.05). nAChR琢1 mediated

nicotine-induced proliferation and migration of RAW264.7 cells, which may related to the promotion of MMP-2 and MMP-9 secretion.
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前言

动脉粥样硬化(Atherosclerosis，AS)是心血管系统最常见的

疾病之一。既往的研究表明烟草中的尼古丁可能通过诱导内皮

细胞功能障碍，促进血管平滑肌细胞增殖和迁移，激活炎症细

胞及免疫细胞释放炎症因子，诱发细胞氧化应激等多方面作用

促进 AS的生成[1]。琢1烟碱型乙酰胆碱受体(Alpha 1 nicotinic

acetylcholine receptor，nAChR琢1)分布在神经肌肉接头处，对于

神经肌肉电信号传导起到重要作用。

本研究以巨噬细胞(RAW264.7)为研究对象，通过小干扰

RNA降低细胞中 nAChR琢1的表达，CCK-8法检测 RAW264.7

细胞的增殖情况，细胞划痕法检测细胞迁移情况，Western Blot

和 RT-PCR 检测细胞中基质金属蛋白酶 -2 (MMP-2) 和 9

(MMP-9)的蛋白表达，旨在探讨 nAChR琢1在尼古丁对巨噬细
胞的增殖迁移影响中的作用及其可能的机制。

1 材料与方法
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图 1 nAChR琢1参与调控尼古丁促 RAW264.7细胞增殖的作用

Fig.1 nAChR琢1mediated the promotion effect of nicotine on the
proliferation of RAW264.7 cells.

Note: Compared with Control group; Compared with NC-siRNA group,

*P＜0,05, **P＜0.01.

1.1 材料

1.1.1 仪器 酶标仪(Bio-Rad,美国)；正置普通光显微镜(Zeiss，

德国)；定量 Real-time PCR仪(Bio-Rad，美国)。

1.1.2 试剂 尼古丁(N-3876)购于美国 Sigma-Aldrich；小干扰

RNA (si-RNA) 购于广州市锐博生物科技有限公司；Lipofec-

tamine 3000转染试剂盒 (L3000001) 购于美国 Thermo Fisher

Scientific；BCA蛋白浓度试剂盒以及 CCK-8试剂盒购于江苏

碧云天生物技术有限公司；DMEM培养基，胰蛋白酶和胎牛血

清购于美国 Gibco；抗 GAPDH单克隆抗体，抗 nAChR琢1，抗
MMP-2，MMP-9 抗体均购于美国 Cell Signaling Technology。

Trizol 试剂购于美国 Invitrogen；SYBR Green PCR Master Mix

购于日本 Takara。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 巨噬细胞 RAW264.7购于中国科学院上海

生命科学研究所。培养在含 10 %胎牛血清的 DMEM培养液

中，加入 0.5× 104 U/L青、链酶素，放置于 5 % CO2、37 ℃密闭

条件下培养。每隔 2天换液一次，细胞密度长至 80 %～90 %时

进行胰酶消化传代。

1.2.2 细胞 nAChR琢1-siRNA转染 取对数期细胞种于 6孔板

上，待细胞密度长至 70 %左右，饥饿处理 4小时，分别用 125 滋L
Opti-MEM 培养液混合 5 滋L 的 Lipofectamin3000 和 5 滋L 的
nAChR琢1-siRNA(20 滋M),室温孵育 10分钟，加入 6 孔板中混

匀，培养 48 h 后进行 RT-PCR 检测干扰效果，72 h 后进行

Western blot 检测蛋白的表达。nAChR琢1-siRNA 的序列为：
5'-GTCGGCTCATTGAGTTACA-3'，同时有 NC-siRNA 作为阴

性对照。

1.2.3 荧光定量 PCR 细胞转染 48 h 后，加入尼古丁 (5

ng/mL)处理细胞 3 h，然后将 6孔板内培养基吸干，用 Trizol提

取细胞总 RNA，然后测 RNA浓度，进行逆转录反应，将逆转录

所得 cDNA进行 PCR反应。nAChR琢1 引物序列上游：5'-CT-
GACCGTGTTCCTTCTGGT-3'，下游：5'-GATGATGATGGACG

CAATGA-3'；MMP-2引物序列上游：5'-GATAACCTGGATGC-

CGTCGTG-3'，下游：5'-GGTGTGCAGCGATGAAGATGATA-3'

；MMP-9引物序列上游：5'-GCCCTGGAACTCACACGACA-3'；

下游：5'-TTGGAAACTCACACGCCAGAAG-3'；内参 GAPDH

引物序列上游：5'-GTATGACTCTACCCACGGCAAGT-3'；下

游：5'-TTCCCGTTGATGACCAGCTT-3'。PCR反应条件是：94

℃ 5 min；94 ℃ 30 s; 60 ℃ 30 s；72 ℃ 45 s;共 40个循环。每个

样品设置 3个复孔，基因表达量按照 2-△ △ Ct方法计算。

1.2.4 Western blot方法检测蛋白表达 RAW264.7细胞转染

72 h后，加入尼古丁(5 ng/mL)处理细胞 3 h，然后分别提取细胞

总蛋白。测蛋白浓度，进行凝胶电泳、转膜、封闭、洗膜、一抗孵

育过夜、TBST洗膜、二抗孵育 3 h、再洗膜、曝光后显影。运用

ImageJ软件进行定量分析。

1.2.5 CCK-8法检测细胞增殖 取转染后 3、24、48 h的细胞

悬液 90 滋L，加入 96孔板中，每孔加入 10 滋L CCK-8 试剂，每

组设 8个复孔，于培养箱中培养 3 h后，使用酶标仪(450 nm)测

吸光度，去掉一个最大值一个最小值，取剩下 6个的平均值。实

验重复 3次。

1.2.6 细胞划痕实验 细胞转染 8 h后，用 1 mL枪头在六孔

板小孔中围绕圆心划一个 "十 "字，然后用 PBS清洗两次，换

液，按小组加入等量的 DMEM培养基或者用 DMEM稀释的尼

古丁溶液，在显微镜下拍照记录，继续培养 24 h后，弃培养基，

PBS清洗后再次拍照记录，使用 Image J软件测得划痕面积。

1.3 统计学分析

使用 Graph-Pad Prism 7统计软件进行统计，所有数据用均

数加标准差表示(mean± SD)。·多组之间的比较用因素方差分

析(One-way ANOVA)，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 nAChR琢1参与调控尼古丁对于 RAW264.7细胞的增殖的

影响

采用 nAChR琢1特异性 siRNA转染 RAW264.7细胞，分别

在转染 3h、24h、48h用 CCK-8细胞增殖检测试剂盒测定细胞

的增殖情况。在 24h、48h，与空白对照 Control 组相比 Con-

trol+Nicotine组细胞 OD值明显升高(P＜0.05)；而实验干扰组

琢1-siRNA+Nicotine 与对照干扰 NC-siRNA+Nicotine 组细胞

OD值显著抑制 (P＜0.01)，见图 1。这些结果提示尼古丁(5

ng/mL)能促进 RAW264.7细胞的增殖，而 nAChR琢1参与调控
尼古丁(5 ng/mL)促 RAW264.7细胞增殖的作用。

2.2 nAChR琢1参与调控尼古丁促 RAW264.7细胞迁移的作用

尼古丁处理 RAW264.7细胞 12小时后，细胞的划痕面积

率较对照组 Control组显著减少(P＜0.05)；而 琢1-siRNA+Nico-
tine组和 NC-siRNA+Nicotine组相比，细胞的划痕面积率有所

提高(P＜0.05)，见图 2。由此可见，nAChR琢1参与调控尼古丁促
RAW264.7细胞迁移的作用。

2.3 nAChR琢1 参与调控尼古丁对于 RAW264.7 细胞分泌

MMP-2/MMP-9的作用

2.3.1 nAChR琢1 对尼古丁诱导的 RAW264.7 细胞后胞

MMP-2、MMP-9 mRNA 表达的影响 在尼古丁的刺激下，

Control+Nicotine 组 nAChR琢1 的 mRNA 表达比 Control 组明

显提高 (P＜0.05)。琢1-siRNA+Nicotine组 nAChR琢1的 mRNA

表达比 NC-siRNA+Nicotine 组显著降低 (P＜0.05)。NC-siR-

NA+Nicotine 与 Control+Nicotine组 nAChR琢1 的 mRNA 表达

相比较并无显著差异(P＞0.05)。这说明转染 琢1-siRNA可有效
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图 2 nAChR琢1参与调控尼古丁促 RAW264.7细胞迁移的作用

Fig.2 nAChR琢1mediated the promotion effect of nicotine on the migration of RAW264.7 cells

Note: Compared with Control group; Compared with NC-siRNA+Nicotine group; *P＜0.05.

图 3 nAChR琢1对尼古丁诱导的 RAW264.7细胞后胞MMP-2、MMP-9 mRNA表达的影响

Fig.3 Effect of nAChR琢1 on nicotine-induced mRNA expressions of MMP-2 and MMP-9 in RAW264.7 cells

Note: Compared with Control group, Compared with NC-siRNA+Nicotine group, *P＜0,05, **P＜0.01.

降低 RAW264.7细胞内 nAChR琢1的表达(图 3A)。同时，古丁

可促进 RAW264.7细胞 MMP-2、MMP-9的 mRNA表达，而转

染 琢1-siRNA后，这种促进作用可被显著抑制(图 3B，3C)。

2.3.2 nAChR琢1 对尼古丁诱导的 RAW264.7 细胞后胞

MMP-2、MMP-9蛋白表达的影响 如图 4所示，尼古丁刺激

能增加 RAW264.7 细胞的 nAChR琢1、MMP-2、MMP-9 的蛋白

表达，而通过转染 nAChR琢1 siRNA后，RAW264.7细胞内的

nAChR琢1、MMP-2、MMP-9蛋白水平均较转染阴性对照 siRNA

组显著降低(P＜0.05)。

3 讨论

动脉粥样硬化的是一种能引起心脏和大脑缺血性梗死的

慢性血管炎症性疾病，主要危害是由于动脉硬化失去弹性，动

脉血管管腔变窄甚至阻塞，导致重要脏器或组织的血供受影

响，继发很多如冠心病、脑卒中、主动脉瘤、肾功能衰竭、四肢动

脉疾病等临床疾病的发生。动脉粥样硬化的危险因素众多，包

括血液中高水平的总胆固醇和低密度脂蛋白浓度、低水平的高

密度脂蛋白浓度、高血压、吸烟、糖尿病、肥胖等[2，3]，尤其是吸烟

与动脉粥样硬化斑块的进展关系很大[4, 5]。烟草中含有 4000多

种化学物质，其中尼古丁是烟草中重要的成瘾成分，其在动脉

粥样硬化的发生发展中的影响越来越受到关注[6]。

烟碱乙酰胆碱受体 (nicotinic acetylcholine receptor，

nAChR)是一个大家族，在脊柱动物中目前已经发现有 17种单
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图 4 nAChR琢1对尼古丁诱导的 RAW264.7细胞后胞MMP-2、MMP-9蛋白表达的影响

Fig.4 Effect of nAChR琢1 on nicotine-induced protein expressions of MMP-2 and MMP-9 in RAW264.7 cells

Note: Compared with Control group;Compared with NC-siRNA+Nicotine group, *P＜0,05, **P＜0.01.

体，包括 琢1-琢10、茁1-茁4、酌、啄和 着等[7]。由于 nAChR的多种单

体在心血管细胞中有广泛表达，所以研究 nAChR在心血管疾

病中的作用有很重要的意义。目前的研究主要集中在

nAChR琢7 上，但存在矛盾报道。使用 nAChR琢7 的激动剂
(PNU-282987)能够通过改变巨噬细胞表型，减轻急性肺损伤的

炎症程度，nAChR琢7起到是抗炎保护作用[8]。而又有实验证明

nAChR琢7参与晚期动脉粥样硬化斑块的形成，促进斑块内巨
噬细胞的浸润[9，10]。寻找新型受体是探索 nAChR在 AS中的重

要途径。

nAChR琢1分布在血管平滑肌细胞、巨噬细胞、内皮细胞等
心血管细胞中。在高脂血症肾病模型中，nAChR琢1能促进肾组
织纤维化和巨噬细胞炎症反应[11]。在 ApoE-/-小鼠动脉粥样硬

化模型中，降低 nAChR琢1的表达能够显著降低动脉粥样硬化
斑块面积，并减少板块中炎症反应水平 [12]。但是目前尚无

nAChR琢1的体外实验研究。在我们的前期体外实验研究中证
实尼古丁可诱导 MMP-2、MMP-9以及 VCAM-1表达增高，应

用 nAChR琢7的激动剂(PNU-282987)可阻断这种效果[13]。在本

实验中，用尼古丁刺激巨噬细胞 RAW264.7，胞内 nAChR琢1的
mRNA水平和蛋白水平均有明显增高，转染特异性 siRNA抑

制 nAChR琢1的表达，发现细胞内的 MMP-2、MMP-9的表达也

随之下降，说明 nAChR琢1参与调控尼古丁刺激 RAW264.7细

胞的MMP-2、MMP-9的表达。

基质金属蛋白酶家族主要是由锌离子介导，目前已经明确

的种类有 26种[14]，其中 MMP-2和 MMP-9降解细胞外基质的

作用是最重要的[15]。MMP-2能够影响血管平滑肌细胞的增殖

迁移，对于血管重构产生作用[16]。在自发性高血压大鼠模型中，

尼古丁可刺激肾组织内 CD161a+/CD68+巨噬细胞的浸润和增

殖导致肾炎的发生[17]，巨噬细胞在动脉粥样硬化发生发展中的

作用巨大，在内皮下巨噬细胞的迁移，形成泡沫细胞，在动脉粥

样硬化进展期，巨噬细胞大量增殖，促进斑块进展[18]。我们的体

外研究中也证明了尼古丁可以促进 RAW264.7细胞的增殖，并

且这种增殖效应在尼古丁刺激的 48h 尤其明显，在降低

nAChR琢1后，这种效果又可被阻断。此外，巨噬细胞还可分泌
基质金属蛋白酶(MMPs)加速细胞外基质的降解。有研究显示

绿茶中的儿茶素可抑制 TLR4/MAPK/NF-资B信号通路，降低
MMP-9 和 MCP-1的表达 [19]；在巨噬细胞中 IL-33能够通过

ERK1/2和 NF-kB通路提高核转录因子 AP-1的活性，增加对

MMP-9表达[20]。MMP-9的表达提高可大量降解血管壁中的细

胞外基质中的胶原蛋白，有减弱血管壁的屏障作用，促进了巨

噬细胞的迁移运动增加[21]，同时增加了动脉粥样硬化斑块的不

稳定性。此外，我们在实验中也发现了 nAChR琢1能调控尼古丁
对于巨噬细胞的促迁移现象。

综上所述，nAChR琢1可介导尼古丁促进 RAW264.7细胞

的增殖和迁移，这可能与其参与调控尼古丁增加 RAW264.7细

胞分泌MMP-2、MMP-9有关。巨噬细胞的增殖迁移是血管炎

症产生和发展的重要组成部分，而尼古丁是香烟中重要成分，

是诱发动脉粥样硬化等血管炎症的重要因子，探究 nAChR琢1
在细胞中的作用有助于阐明尼古丁促动脉粥样硬化的作用机

制，为治疗动脉粥样硬化等血管类疾病提供新的思路。
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