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腺苷脱氨酶抑制巨噬细胞增殖迁移的作用研究 *
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（空军军医大学第二附属医院检验科 陕西西安 710038）

摘要 目的：探讨腺苷脱氨酶对鼠源巨噬细胞 RAW264.7增殖、迁移、细胞周期、细胞凋亡的影响。方法：用不同浓度 (0、0.25、1.25、

2.5、5U/mL)的腺苷脱氨酶处理 RAW264.7细胞后，用实时细胞分析系统检测细胞增殖能力，用流式细胞术检测腺苷脱氨酶对细

胞凋亡和周期的影响，划痕修复实验检测 RAW264.7细胞迁移能力。结果：与对照组相比，高浓度腺苷脱氨酶（2. 5 U/mL、5 U/mL）

处理可以显著抑制 RAW264.7细胞的增殖能力，且抑制效果随腺苷脱氨酶浓度升高而增强（P<0.05）。流式细胞术检测结果显示，
相较于对照组，高浓度腺苷脱氨酶（2.5 U/mL）处理可以诱导 RAW264.7细胞凋亡，并导致细胞周期 G2/M期阻滞（P<0.05）。此外，
细胞划痕实验表明，高浓度腺苷脱氨酶（2.5 U/mL）处理可以显著抑制 RAW264.7巨噬细胞的迁移能力（P<0.05）。结论：高浓度腺
苷脱氨酶对巨噬细胞增殖和迁移具有抑制作用，并可诱导细胞凋亡和细胞周期阻滞。

关键词：腺苷脱氨酶；巨噬细胞；增殖；周期；迁移

中图分类号：R-33；Q813；Q26 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2021）03-414-04

The Effects of Adenosine Deaminase on Macrophage Cells
Proliferation and Migration*

To investigate the effects of adenosine deaminase on the proliferation, migration, cycle and apoptosis of

macrophage RAW264.7 cells. RAW264.7 cells were treated with adenosine deaminase at gradient concentrations (0, 0.25,

1.25, 2.5, 5U/mL). The proliferation ability was detected by realtimecellularanalysis. The effect of adenosine deaminase on apoptosis and

cell cycle was detected by flow cytometry. Scratch repair experiment was used to investigate the migration ability of RAW264.7 cells.

Compared with the control group, high concentration of adenosine deaminase (2.5 U/mL, 5 U/mL) significantly inhibited the

proliferation capacity of RAW264.7 cells compared with the control group, and the inhibitory effect was enhanced with the increase of

adenosine deaminase concentration (P<0.05). Flow cytometry showed that high concentration of adenosine deaminase (2.5 U/mL) in-

duced RAW264.7 cell apoptosis and led to G2/M cell cycle arrest (P<0.05). In addition, cell scratch experiments showed that high con-
centration of adenosine deaminase (2.5 U/mL) significantly inhibited RAW264.7 macrophage migration (P<0.05). Adeno-

sine deaminase inhibits the proliferation and migration of macrophages and induces apoptosis and cell cycle arrest.
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前言

巨噬细胞通过分泌 TNF-琢、IL-6、IL-10、iNOS等多种细胞
因子参与机体的炎性反应、组织修复等不同病理过程，在免疫

应答和维持机体免疫稳态中发挥着不可或缺的作用[1]。研究表

明，巨噬细胞功能异常与多种疾病的发生和发展相关，如：肿

瘤、自身免疫性疾病、心脑血管等疾病[2-4]。

腺苷是机体微环境中重要的免疫调节信号，一定浓度的腺

苷可以抑制炎症反应，维持机体免疫稳态[5-9]。腺苷对巨噬细胞

的生长、分化、成熟及活性具有调控作用 [10]。腺苷脱氨酶

（adenosine deaminase, ADA）通过调节腺苷代谢，作用于免疫系

统，影响免疫细胞的功能，促进或抑制其增殖、分化、迁移等能

力，间接调节人体免疫平衡[11]。目前，对于 ADA对免疫系统调

节还主要集中在 T、B等淋巴细胞[12,13]，具体调控机制还没有阐

明。本文以鼠源性巨噬细胞为研究对象，通过系列实验来研究

ADA对巨噬细胞生物学行为的作用，结果报告如下。

1 材料与方法

1.1 材料

小鼠巨噬细胞 RAW264.7由本实验室液氮保存。腺苷脱氨
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酶购自上海科华生物工程公司（产品批号：20190412），细胞周

期检测试剂盒（产品批号：20191230）、细胞凋亡检测试剂盒（产

品批号：20200103）均购自凯基生物技术股份有限公司。FACS

Calibur流式细胞仪（美国 BD公司）；实时细胞分析系统（艾森

生物公司）；IX71倒置显微镜（日本奥林巴斯株式会社）。

1.2 方法

1.2.1 RAW264.7 细胞培养 采用 90%高糖 DMEM 培养液

+10% FBS，37℃、5% CO2培养箱。

1.2.2 细胞增殖实验 RAW264.7细胞培养，按照实时细胞分

析系统（real time cellular analysis, RTCA）操作流程，首先加

50 滋L空白培养液至检测板中，测定基线，然后每孔接种 100 滋L
含有 5000个细胞的培养液至 RTCA检测板中，培养液中含有

不同浓度的 ADA [0（对照）、0.25、2.5、5 U/mL]，将 RTCA检测

仪置于孵箱中，培养 77小时，监测细胞增殖曲线。

1.2.3 划痕修复实验 在 6 孔板的每个孔中接种 5× 105个

RAW264.7细胞，使培养细胞的密度达到 80%时，制备划痕。用

PBS洗涤细胞 3次后，洗去脱落细胞，每孔加 2 mL无血清培养

液，培养液中含不同浓度的 ADA [0(对照)、0.25、2.5 U/mL]，每

隔 10 h在显微镜下观察并拍照记录。相对迁移率 =（初始划痕

宽度 -培养后划痕宽度）/初始划痕宽度× 100%。

1.2.4 细胞凋亡检测 在 6 孔板的每个孔中接种 5× 105个

RAW264.7细胞，加入含不同浓度 ADA [0（对照）、0.25、1.25、

2.5 U/mL]的培养液，培养 24 h，用无 EDTA的胰酶消化收集细

胞。用 PBS洗涤细胞 2次后，加入 500 滋L的 Binding Buffer重

悬细胞，分别加入 5 滋L Annexin V-FITC与 5 滋L PI，混匀，室温
避光反应 5-15 min，流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.2.5 细胞周期检测 在 6 孔板的每个孔中接种 5× 105个

RAW264.7细胞，采用梯度浓度的 ADA[0(对照)、0.25、2.5 U/mL]

处理细胞，培养 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。用 PBS

洗涤细胞 1 次后，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。

1.3 统计学分析

采用 SPSS13.0软件对实验数据进行统计学分析，实验数

据均采用 x± s表示。两组实验数据比较，采用两独立样本 t检

验方法对数据进行分析，P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 ADA抑制 RAW264.7细胞增殖

细胞增殖曲线结果显示（图 1）：统计 ADA加入 48 h后实

验结果，通过与对照组相比，高浓度 ADA（2.5 U/mL、5 U/mL）

处理会显著抑制 RAW264.7巨噬细胞增殖能力，且抑制效果随

ADA的浓度升高而增大，差异有统计学意义（P<0.05）。

2.2 ADA抑制 RAW264.7细胞迁移

划痕修复实验结果（图 2A）和相对迁移率（图 2B）显示：与

对照组相比，2.5 U/mL的 ADA处理 RAW264.7细胞，会使细

胞迁移的能力受到抑制，差异有统计学意义（P<0.05），0.25
U/mL的 ADA处理则对细胞迁移能力无显著影响。

图 1 ADA处理对 RAW264.7细胞增殖的影响

Fig.1 The effect of ADA on Raw264.7 cells proliferation

Note: *P<0.05, compared with control group; #P<0.05, compared with
control group.

图 2 ADA对 RAW264.7细胞迁移能力的影响

（A）0.25 U/mL、2.5 U/mL ADA处理 RAW264.7细胞 0h和 10h后迁移实验结果；(B)相对迁移率计算及统计分析结果

Fig.2 The effect of ADA on Raw264.7 cells migration

(A) Migration results of RAW264.7 cells treated by 0.25 U/mL and 2.5 U/mL ADA after 0h and 10h; (B) The results of relative migration ratio calculation

and statistical analysis

Note: Data were expressed as x± s, n=3. *P<0.05, compared with controlgroup.

2.3 ADA诱导 RAW264.7细胞凋亡

流式细胞术分析结果显示（图 3）：ADA处理 RAW264.7

细胞 24 h后，凋亡细胞比率显著升高，且凋亡率与 ADA处理

的浓度呈正相关。表明 ADA处理对 RAW264.7细胞凋亡具有

诱导作用，随 ADA浓度升高而增大。
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2.4 ADA诱导细胞周期阻滞

流式细胞术检测结果（图 4A）和细胞周期比率（图 4B）显

示：2.5 U/mL的 ADA处理 RAW264.7细胞 24 h后，G2/M期细

胞比率（13.19%)高于对照组(7.51%)差异有统计学意义（P<0.

05），S期细胞比率（26.32%）低于对照组（31.17%）差异有统计

学意义（P<0.05），表明 ADA对 RAW264.7细胞周期具有调节

作用。

图 3 ADA对 RAW264.7细胞凋亡的影响

Fig.3 The effect of ADA on Raw264.7 cell apoptosis

图 4 ADA处理对 RAW264.7细胞周期的影响

（A）0.25 U/mL、2.5 U/mL ADA处理 RAW264.7细胞后细胞周期流式细胞术检测结果；（B）细胞周期分布统计分析结果

Fig.4 The effect of ADA on Raw264.7 cell cycle distribution

(A) The results of RAW264.7 cells were detected by flow cytometry after treatment by 0.25 U/mL and 2.5 U/mL ADA; (B) Statistical analysis of cell

cycle distribution

Note: Data were expressed as x± s, n=3.*P<0.05, compared with control group; #P< 0.05, compared with control group

3 讨论

巨噬细胞是机体免疫系统的重要组成部分，参与非特异性

和特异性免疫应答[14,15]。巨噬细胞可以吞噬并清除外源病原体

或自身衰老损伤的细胞，并可以通过分泌多种细胞因子，参与

炎症反应和组织修复[16,17]。因此，巨噬细胞数量和活性对机体免

疫至关重要，如陈纬纬等研究发现系统性红斑狼疮患者体内的

巨噬细胞表型和功能发生了显著改变[18]，陆峰等研究发现，结

直肠癌患者肿瘤组织中的巨噬细胞数量与患者预后负相关[19]。

目前，巨噬细胞已被专家视为肿瘤免疫治疗的潜在靶点[20,21]。因

此，发现对巨噬细胞生物学行为和功能具有调控作用的分子，

可为巨噬细胞异常相关疾病的临床治疗提供新的思路。

研究显示，多种小分子物质对巨噬细胞的生物学行为具有

调控作用，如维生素 C可以促进巨噬细胞的增殖和迁移[22]，人

参皂苷 Rg1可通过促进 RAW264.7巨噬细胞自噬，发挥抗凋

亡的保护作用[23]，高浓度的人参皂苷 Rg2（大于 100 g/mL）可显

著抑制巨噬细胞的增殖[24]，绿豆肽能够促进 RAW264.7巨噬细

胞的增殖[25]。本文实验结果发现高浓度 ADA可以诱导巨噬细

胞凋亡和细胞周期阻滞，从而抑制巨噬细胞的增殖，并对巨噬

细胞的迁移能力有一定的抑制作用。

综上所述，ADA对巨噬细胞生物学行为具有显著的调节

作用，本文研究结果为巨噬细胞异常相关疾病的临床治疗药物

开发提供新的思路。当然，本文也有一定的研究不足，首先，虽

然利用细胞实验揭示了 ADA对巨噬细胞生物学行为的影响，

但具体分子作用机制不明确。其次，本文未进行动物体内实验，

ADA在体内对巨噬细胞的作用尚待进一步研究。因此，在后续

的研究中，我们将结合体内外实验，继续探讨 ADA对巨噬细胞

的调控作用和分子机制。
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