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Abstract Objective To investigate the role of stromal interaction molecule 1( STIM1) in apoptosis of H9C2 car-
diomyocytes after hypoxia / reoxygenation( H/Ｒ) injury． Methods H9C2 cardiomyocytes were cultured，the model
of H /Ｒ injury was established． STIM1-siＲNA was transfected into H9C2 cardiomyocytes to implement ＲNA inter-
ference． The apoptotic rate was detected by flow cytometry． Western blot analysis was used to detect the expressions
of STIM1 and the apoptosis related proteins in each group． Ｒesults Compared with the control group，the expres-
sion of STIM1 was markedly increased in H /Ｒ group( P ＜ 0. 05) ，Bax /Bcl-2 was increased and the expression of
Caspase-3 was up-regulated． Meanwhile，the apoptotic rate was increased ( P ＜ 0. 05 ) ． However，inhibition of
STIM1 through transfection of STIM1-siＲNA resulted in significantly decreased expression of STIM1( P ＜ 0. 05) and
reduced influx of calcium，the ration of Bax /Bcl-2 was decreased and the expression of Caspase-3 was down-regula-
ted，the apoptotic rate was also reduced ( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion The expression of STIM1 is significantly in-
creased when cardiomyocytes suffered from the H /Ｒ injury． Inhibition of STIM1 through transfection of STIM1-siＲ-
NA can decrease the myocardial apoptosis after H /Ｒ injury．
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◇药学研究◇

环耙明对 M1 型巨噬细胞分泌 iNOS 的影响
叶家宝，李 俊，徐晓军，黄 成，孟晓明

摘要 目的 研究环耙明在巨噬细胞极化过程中的作用。
方法 用 100 ng /ml 脂 多 糖 ( LPS ) 和 20 ng /ml 干 扰 素 γ
( IFN-γ) 处理 ＲAW264. 7 24 h 刺激成 M1 型巨噬细胞，用 20
ng /ml 白介素-4 ( IL-4) 处理 ＲAW264. 7 24 h 刺激成 M2 型

巨噬细胞，用荧光定量 PCＲ( QPCＲ) 法检测各分型中一氧化

氮合成酶( iNOS) 、CD86、精氨酸酶-1 ( Arg-1) 、CD206、GLi1、
ptch1 mＲNA 水平的表达; 用 QPCＲ 法、Western blot 法、免疫

荧光法检测加入环耙明后对 M1 型巨噬细胞分泌 iNOS 的影

响。结果 M1 型巨噬细胞高分泌 iNOS、CD86、M2 型巨噬细
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胞高分泌 Arg-1、CD206 ( P ＜ 0. 01 ) ; 40 nmol /L 环耙明刺激

后，M1 型巨噬细胞中 ptch1 mＲNA 水平的表达明显增强且

在 100 nmol /L 时达到最大值 ( P ＜ 0. 01 ) ; 经环耙明 1 000
nmol /L 刺激后有效降低了 iNOS 的 mＲNA 和蛋白水平，可能

提示环耙明会促进巨噬细胞向 M2 型巨噬细胞分化。结论

环耙明能够明显地降低 M1 型巨噬细胞中 iNOS 的分泌。
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巨噬细胞是机体重要的免疫细胞之一，通过免

疫监视、免疫清除，清除病原体，维护内环境的稳

态［1］。在这个过程中，巨噬细胞可在不同的生理病

理状况下表现出不同的表型以调控炎症反应，即定

义为不同的极化状态。研究［2］显示，巨噬细胞极化

与炎症相关疾病的发生发展有着密切关系，例如类

风湿性关节炎、细菌和寄生虫感染等。进一步的研
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究［3］表明，巨噬细胞极化过程受到多种信号分子的

调控。其中 NF-κB 是巨噬细胞向 M1 极化过程中的

关键分子。寻找内源性 NF-κB 的调控信号分子，影

响巨噬细胞极化，在疾病的防治过程中有重要的作

用。研究［4］表明多种通路可调控 NF-κB，Hedgehog
信号通路可通过调控 NF-κB 在胰腺癌等疾病中发

挥重要作用。并且其与调节 NF-κB 的多种通路有

交叉作用。而环耙明是一种小分子化合物，并且是

Hedgehog 信号通路特异性拮抗剂，作用于该通路中

的 Smo 受体。该研究旨在探讨 Hedgehog 通路对巨

噬细胞极化的影响 ，对免疫治疗的分子机制的研究

提供实验依据。

1 材料与方法

1． 1 细胞系 ＲAW264. 7 细胞由美国 ATCC 细胞

库提供。细胞在常规培养基 ( DMEM 高糖 + 5% 胎

牛血清 + 100 kU /L 青霉素 + 100 mg /L 链霉素) ，在

含 5% CO2、37 ℃、饱和湿度恒温培养箱里培养。取

对数生长期细胞用于实验。
1． 2 药品和试剂 环耙明 ( 美国 Selleckchem 公

司) ; DMEM 高糖培养基( 美国 HyClone 公司) ; PBS、
ＲIPA 强裂解液、PMSF( 上海碧云天生物技术有限公

司) ; 4 × Tris × HCl /SDS，pH 8. 8、4 × Tris × HCl /
SDS，pH 6. 8、丙烯酰胺 /甲叉双丙烯酰胺( 37. 5 ∶ 1)

溶液( 40% ) ( 上海生工生物工程技术服务有限公

司) ; 二 甲 基 亚 砜 ( 美 国 Sigma 公 司 ) ; 胎 牛 血 清、
0. 25%胰酶( 美国 Gbico 公司) ; 逆转录试剂盒( 日本

TOYOBO 公司) ; TＲIzol、QPCＲ 引物合成、BCA 法蛋

白浓度定量试剂盒( 美国 Invitrogen 公司) ; iNOS 抗

体( 美国 Cell Signal 公司) ; GLi1 抗体( 美国 Abcam
公司) ; β-actin 抗体( 美国 Santa Cruz 公司) ; 辣根过

氧化酶标记抗兔和抗鼠 IgG ( 北京中杉金桥生物技

术有限公司) 。
1． 3 主要仪器 生物安全柜、NanoDrop2000 超微

量分光光度计( ND2000) ( 美国 Thermo 公司) ; 冷冻

离心机 ( 美国 Beckman 公司) ; QPCＲ 扩增仪 ( 美国

ABI 公司) ; 十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳

( SDS-PAGE) 仪( 美国 Bio-Ｒad 公司) 。
1． 4 QPCＲ 法检测 按 TＲIzol 试剂说明书提取经

处理后的 ＲAW264. 7 总 ＲNA，再立即用 ND2000 测

定总 ＲNA 浓度。取 1 μg ＲNA 逆转录得到的 cDNA
后进行扩增，以 GAPDH 作为检测的内参物，QPCＲ
扩增的反应体系为 20 μl，包括 cDNA 2 μl、上下游引

物各 0. 4 μl、sybrgreen 10 μl、Ｒox 0. 4 μl、无酶水 6. 8

μl。上机检 测。以 内 参 的 循 环 数 作 为 对 照，计 算

2 － ΔΔCt，再进行统计学分析。
1． 5 Western blot 法检测 ＲAW264. 7 细胞用预

冷的 ＲIPA 裂解缓冲液加 PMSF 在冰上裂解 60 min，

每 10 min 振荡 1 次，收集细胞裂解物，于 4 ℃、13
000 r /min 离心 30 min，吸取上清液，BCA 法测定蛋

白浓度。蛋白上样量为 30 μg，进行 10% 聚丙烯酰

胺凝胶电泳 2 h，再转移到活化的 PVDF 膜上，非特

异性封闭 1 h，加入一抗，4 ℃ 过夜。次日用含辣根

过氧化物酶标记的二抗孵育 1 h，后用 TBST 洗膜 4
次，每次 10 min，最后用 ECL 发光剂进行显影，以 β-
actin 作为内参，分别以目的蛋白与 β-actin 灰度比

值作为该目的蛋白的相对表达量。
1． 6 免疫荧光法检测 在传代细胞之时，将经过处

理的盖玻片放入培养皿中，让细胞爬片。用 4% 多

聚甲醛处理细胞室温固定 30 min。PBS 洗 3 次。
0. 2% Triton-X 100 室温通透 30 min，PBS 洗 3 次。
3%BSA 室温封闭 2 h。滴 20 μl 一抗在封口膜上，

放在有水的饭盒中 4 ℃过夜。撬片，放到皿里，PBS
洗 3 次。滴 20 μl 二抗在封口膜上，放到湿盒里室

温 1 h。PBS 洗 3 次。稀释 DAPI，然后加 0. 5 ml，室

温 5 min。PBS 洗 1 次、5 min。在载玻片上滴上封

片剂，不要太多且注意不要有气泡，在毛玻璃侧做好

标记。正置荧光显微镜观察。
1． 7 统计学处理 采用 Graphpad 6. 01 软件进行统

计分析，数据以 珋x ± s 表示，组间比较采用独立样本 t
检验。检验水准 α = 0. 05，所有检验为双侧检验。

2 结果

2． 1 Hedgehog 信号通路中抑制蛋白 ptch1 和转运

蛋白 GLi1 在巨噬细胞中的表达 QPCＲ 检测显示:

与 M2 型巨噬细胞相比，M1 型巨噬细胞中 GLi1 mＲ-
NA 水平的表达明显增加，差异有统计学意义 ( t =
10. 72，P ＜ 0. 01) ，与 M1 型巨噬细胞相比，M2 型巨

噬 细 胞 中 ptch1 mＲNA 水 平 的 表 达 明 显 增 加

( t = 475. 4，P ＜ 0. 01) 。见图 1。
2． 2 巨噬细胞中 iNOS、CD86、Arg-1、CD206 的表

达 QPCＲ 检测显示，ＲAW264. 7 细胞中，与 M2 型

相比，M1 型中 iNOS、CD86 mＲNA 水平的表达明显

增强( t = 23. 40，P ＜ 0. 01; t = 16. 68，P ＜ 0. 01 ) ，与

M1 型相比，M2 型中 Arg-1、CD206 mＲNA 水平的表

达明显 增 强 ( t = 8. 79，P ＜ 0. 01; t = 19. 79，P ＜
0. 01) 。见图 2。
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图 1 Hedgehog 信号通路中转运蛋白 GLi1 和

抑制蛋白 ptch1 在各类型巨噬细胞中的表达

A: ptch1; B: GLi1; 与 M1 型比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 2 各类型巨噬细胞中 iNOS、CD86、Arg-1、CD206 mＲNA 的水平

A: iNOS; B: CD86; C: Arg-1; D: CD206; 与 M1 型 比 较: ＊＊ P ＜

0. 01

2． 3 环耙明对 M1 型巨噬细胞的 ptch1 表达的影

响 QPCＲ 检测显示，与对照组比较，经环耙明 40、
100、1 000、2 000 nmol /L 刺激后，M1 型巨噬细胞中

ptch1 mＲNA 水平的表达明显增强，且在 100 nmol /L
时达到最大值( t = 16. 68，P ＜ 0. 01) 。见图 3。
2． 4 环耙明对 M1 型巨噬细胞 iNOS 表达的影响

用 QPCＲ 法检测加入环耙明后 M1 型巨噬细胞分

泌 iNOS mＲNA 水 平 明 显 下 调 ( t = 194. 9，P ＜
0. 01) 。见图 4。Western blot 法、免疫荧光法检测的

蛋白水平也明显下调 ( t = 264. 7，P ＜ 0. 01 ) 。见图

5、6。

图 3 环耙明对 M1 型巨噬细胞的 ptch1 在 mＲNA 水平的影响

1: M1 巨噬细胞 ( 对照组) ; 2: 环耙明 ( 40 nmol /L ) ; 3: 环耙明

( 100 nmol /L) ; 4: 环耙明( 1 000 nmol /L) 组; 6: 环耙明 ( 2 000 nmol /

L) ; 与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 4 QPCＲ 法检测环耙明对 M1 型巨噬细胞 iNOS 表达的影响

1: 无水乙醇( 对照组) ; 2: 环耙明 1 000 nmol /L ( 实验组) ; 与对

照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 5 Western blot 法检测环耙明对

M1 型巨噬细胞 iNOS 表达的影响

1: M0 + 等体积无水乙醇; 2: M1 + 等体积无水乙醇( 对照组) ; 3:

M2 + 等体积无水乙醇; 4: M0 + 1 000 nmol /L 环耙明; 5: M1 + 1 000

nmol /L 环耙明( 实验组) ; 6: M2 + 1 000 nmol /L 环耙明; 与对照组比

较: ＊＊P ＜ 0. 01

·3411·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2016 Aug; 51( 8)



图 6 免疫荧光法检测环耙明对

M1 型巨噬细胞 iNOS 表达的影响 × 100

A: GLi1; B: iNOS; 1: M1 + 无水乙醇; 2: M1 + 环耙明

3 讨论

巨噬细胞是从单核细胞分化而来，是一类重要

的固有免疫效应细胞。在固有免疫应激过程中，组

织外的巨噬细胞对于外来抗原起到防御作用，并且

能够通过吞噬或者降解从而维持抗原在一定的耐受

范围内，其还可以与其他的免疫细胞发生相互作用，

比如 T 细胞和 B 细胞，相互作用的过程中会释放大

量的细胞因子和酶类等。巨噬细胞还可参与机体内

许多抗炎或抑炎反应，对于组织细胞的损伤和修复

都起到一定的作用。研究［5］ 表明，巨噬细胞按照

TH 细胞的分类原理一样，根据其表型和分泌的细胞

因子定义为两种极化类型，即经典活化的 M1 型和

选择性活化的 M2 型。M1 型高表达 ＲOS、IL-1、IL-
12、IL-23 等其他趋化因子，发挥宿主免疫功能，但也

会导致机体正常组织的炎症损伤。M2 型高表达

CD209、CD206、IL-10、CD301 等其他趋化因子，发挥

降低炎症反应、组织修复功能，但在炎症后期可发挥

抗炎作用、促进创伤修复。此外，持久性 M1 型巨噬

细胞及其活性的产品可以诱导组织损伤，M2 型巨噬

细胞抑制炎症、清除残骸，血管生成和组织愈合。巨

噬细胞极化在许多人类炎性疾病治疗中，包括动脉

粥样硬化、肥胖和胰岛素抵抗、癌症、类风湿性关节

炎、细菌和寄生虫感染发挥了至关重要的作用。其

中，信号通路在影响巨噬细胞极化的过程中起到巨

大作用。如 TLＲ、MyD88、MAPK、NF-κB［6］、mTOＲ、
STAT6［7］。因为许多信号通路与 Hedgehog 信号通

路存在交叉作用。所以，也许 Hedgehog 信号通路参

与了巨噬细胞的极化过程。

Hedgehog 信号通路开始发现其功能，是在胚胎

发育、组织分化过程中起到重要的调控作用。然而

近年来，研究［8］显示 Hedgehog 信号通路在肿瘤发生

的过程中也发挥着重要作用。Hedgehog 信号通路

主要由正调控的 Shh 配体和跨膜蛋白 Smo、负调控

跨膜蛋白受体 Ptch 以及下游转录因子 Gli 蛋白 (

Gli1、Gli2、Gli3) 组成。Smo 蛋白是 Hedgehog 信号

通路中重要的传递信使，能够将细胞外的 Shh 信号

转换成细胞内的 Gli1 信号，从而启动细胞核内基因

的转录，对 Hedgehog 信号通路具有激活作用。其中

Ptch 蛋白的异常激活也能阻止该过程的发生。为了

探究当该通路没有激活时，其对病理生理的影响，运

用其抑制剂是个很好的研究方法，其中环耙明是

Hedgehog 信号通路特异性抑制剂［9］，作用于该通路

中 Smo 受体。
目前，许多对于 Hedgehog 信号通路的研究［9］集

中于其在癌症发生发展中的作用。对于其在免疫方

面的作用尚未有所研究。本研究从其与 NF-κB 等

重要的炎症信号通路有交叉作用，探讨其对巨噬细

胞极化的影响。本研究显示，Hedgehog 信号通路在

M1 型巨噬细胞中是激活的，抑制基因 ptch1 低表

达，其抑制剂环耙明可降低 M1 型巨噬细胞 iNOS 的

表达，可能促进巨噬细胞向 M2 型巨噬细胞极化，本

研究的意义在于，Hedgehog 信号通路的异常激活可

促进癌症的发生，通过使用其抑制剂可能会导致其

向 M2 型巨噬细胞极化，而 M2 型巨噬细胞在炎症后

期对癌症细胞起到保护作用，这就提示，小分子化合

物对于癌症［10］治疗的副作用可能就是因为其促进

巨噬细胞向 M2 型巨噬细胞极化，尚需进一步深入

研究，本研究是第一次探讨该抑制剂对巨噬细胞极

化后分泌物的影响，为后来的研究提供基础，也为临

床治疗提供一定的理论依据。
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multi-step sequence of oxidation，etherification，chlorination and N-alkylation． Methods The target compounds
were confirmed by 1H NMＲ，IＲ，MS spectra as well as elemental analyses． Ｒesults All these synthesized nitrogen
mustards were evaluated for in vitro antimicrobial and fungi ctivities by two fold serial dilution technique． The anti-
microbial activities indicated that most of the title compounds inhibited effectively all the tested stains in vitro and
showed strongly selective inhibitory efficacy against Staphylococcus aureus with comparable or superior activity to the
clinic drug． Among these compounds，pyridine-derived bis-alkyl nitrogen mustard 7 and its hydrochloride 8a and
nitrateand 8b showed equivalent anti-S． aureus activities to chloramphenicol． Conclusion Pyridine-derived bis-
amide nitrogen mustard 11 exhibited better antibacterial activities against S． aureus than chloramphenicol，which
were worthy of further investigation． A single crystal of the key intermediate 6 with suitable dimension and no crack
was obtained and measured by X-ray diffraction． The structure belongs to orthorhombic system with space group
P21212．
Key words nitrogen mustard; pyridine; antibacterial; antifungal
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Effect of cyclopamine on the secretion of iNOS in M1-type
Ye Jiabao，Li Jun，Xu Xiaojun，et al

( School of Pharmacy，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To observe the role of cyclopamine in macrophage polarization． Methods M1-type macro-
phage was treated with LPS ( 100 ng /ml) and IFN － γ ( 20 ng /ml) for 24 h，and M2-type macrophage was stimula-
ted with IL-4 ( 20 ng /ml) for 24 h． The expressions of iNOS，CD86，Arg-1，CD206，GLi1，ptch1 were detected
by QPCＲ in various types; the mＲNA level of iNOS was determined by QPCＲ after joining cyclopamine in the M1-
type，the protein expression of iNOS was assessed by western blot and immunofluorescence after joining cyclopam-
ine in the M1-type． Ｒesults The relative expression of iNOS，CD86 was significantly higher in M1-type than that
in M2-type at mＲNA level ( P ＜ 0. 01) ． The relative expression of Arg-1，CD206 was significantly higher in M2-type
than that in M1-type at mＲNA level ( P ＜ 0. 01) ． After 40 nmol /L cyclopamine stimulation，the mＲNA level of
ptch1 was significantly enhanced in M1 macrophages and reached the maximum at 100 nmol /L treatment of M1-type
with cyclopamine at 1 000 nmol /L，which effectively reduced the expression of iNOS at mＲNA and protein levels，
suggesting that it could promote the macrophages polarization to M2-type． Conclusion Cyclopamine can obviously
reduce the secretion of iNOS in M1 macrophages．
Key words cyclopamine; macrophages; ＲAW264． 7; iNOS
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