
1395

中国矫形外科杂志

Orthopedic Journal of China
Vol.30,No.15
Aug.2022

第 30 卷 第 15 期

2 0 2 2 年 8 月

·基础研究·

1,25 二羟基维生素 D3 对强直性脊柱炎巨噬细胞
极化的作用

张恒维，刘晓伟，段康颖，张增山，翟 凯，田云虎*

（潍坊医学院附属医院脊柱外科，山东潍坊 261031）

摘要：［目的］探讨 1,25 二羟基维生素 D3 对强直性脊柱炎（ankylosing spondylitis, AS）患者巨噬细胞极化的作用以及其对

Toll 样受体 4（toll-like receptor 4, TLR4） /髓样分化因子 88（myeloid differentiation factor 88, MyD88） /核因子-κB（nuclear fac⁃
tor-κB, NF-κB）信号通路的调节。［方法］以佛波酯诱导人单核细胞株 THP1 分化为巨噬细胞。正常组加入 5%的健康体检者的

血清，AS 组加入 5%的 AS 患者的血清，试验组加入 5%的 AS 患者的血清，再添加 1 ml 的 100 nmol/L 的 1,25-二羟基维生素 D3
溶液。ELISA 法检测各组细胞上清液中 IL-10、IL-6、TNF-α 的含量。 Western blot 检测各组细胞信号通路相关蛋白的表达。

［结果］与正常组相比，AS 组和试验组细胞上清液中 IL-10 的含量明显下降（P<0.05），细胞上清液中 IL-6、TNF-α 的含量，细

胞中 TLR4、MyD88、NF-κB 的表达明显增加（P<0.05）；与 AS 组比较，试验组细胞上清液中 IL-10 的含量明显增加（P<0.05），
细胞上清液中 IL-6、TNF-α、细胞中 TLR4、MyD88、NF-κB 的表达的含量明显降低（P<0.05）。［结论］ 1,25-二羟基维生素 D3
可能通过 TLR4/MyD88/NF-κB 信号通路，调节强直性脊柱炎患者巨噬细胞的极化过程。

关键词：强直性脊柱炎，1,25 二羟基维生素 D3，巨噬细胞极化，Toll 样受体 4/髓样分化因子 88/核因子-κB 信号通路
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Role of 1,25-dihydroxyvitamin D3 on the polarization of macrophages in ankylosing spondylitis // ZHANG Heng-wei, LIU
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Abstract: [Objective] To investigate the effect of 1,25 dihydroxyvitamin D3 on macrophage polarization in ankylosing spondylitis (AS)

and its regulation mechanism by Toll-like receptor 4 (TLR4) /myeloid differentiation factor 88 (MyD88) /nuclear factor-κB (NF-κB) signal
pathway. [Methods] Phorbol ester was used to induce human monocyte line THP1 differentiate into macrophages. Subsequently, the cells
were cultured with 5% serum of healthy subjects (normal group) , 5% AS patients serum (the AS group) , whereas 5% serum of AS patients,
and 1 ml of 100 nmol/L 1,25-dihydroxyvitamin D3 solution (the trial group) . ELISA method was used to detect the content of interleukin-
10 (IL-10) , IL-6 and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in the supernatant of each group of cells. Western blot was used to detect the cell
signaling pathway related protein expression. [Results] Compared with the normal group, the AS group and the trial group had significantly
decreased IL-10 in the cell supernatant, while significantly increased IL-6 and TNF-α in the cell supernatant, as well as the expression of
TLR4, MyD88, NF-κB, which were statistically significant (all P<0.05) . Compared with the AS group, the trial group had significantly in⁃
creased IL-10 content in the cell supernatant, whereas significantly decreased IL-6 and TNF-α, as well as expression levels of TLR4,
MyD88, and NF-κB with statistically significant differences (P<0.05) . [Conclusion] 1,25-dihydroxyvitamin D3 might regulate polarization
process of macrophages in ankylosing spondylitis by the TLR4/MyD88/NF-κB signaling pathway.

Key words: ankylosing spondylitis, 1,25 dihydroxyvitamin D3, macrophage polarization, toll-like receptor 4 / myeloid differentiation
factor 88 / nuclear factor-κB signaling pathway

强直性脊柱炎（ankylosing spondylitis, AS）是一

种好发于青壮年男性的慢性、进展性的炎症性自身免

疫性疾病［1］。该病不但容易累及中轴以及下肢关节病

变，造成骨关节系统功能障碍，还可诱发炎性肠病以

及急性虹膜炎等胃肠和眼部疾病，并且该病还可导致

动脉硬化症状的发生，是高血压等心血管疾病的高风
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险因素［2］。遗传、环境以及感染均可导致该病的发

生，但 AS 较为确切的发病机制以及病情进展机制尚

未完全阐明。近来随着对 AS 研究的不断深入，De⁃
odhar 等［3］报道，AS 的病情进展与炎性介质介导的

免疫抑制关系密切。Park 等［4］研究证实单核巨噬细

胞在 AS 的炎症进展以及免疫应答过程中发挥了重要

作用。Li［5］研究表明，在应激条件下，Toll 样受体 4
（toll like receptor, TLR4）等多种基因被激活，参与机

体内免疫调节过程，同时巨噬细胞极易极化成（clas⁃
sically activated type 1, M1） /（classically activated
type 2, M2） 不同的亚型，作为对不同细胞刺激应

答，这对炎性进展以及器官组织修复发挥关键性的

作用。Kiltz 等［6］研究证实增强 AS 患者血清中巨噬

细胞向 M2 型的转化，能明显改善疾病对骨关节的损

伤程度。大量的临床研究证实，血清中维生素 D 被

活化为 1,25-二羟基维生素 D3［25(OH)D3］，与特异

性受体结合，不仅参与患者骨质代谢，还能抑制促炎

分子肿瘤坏死因子-α （tumor necrosis factor-α, TNF-
α），白介素-6（interleukin-6, IL-6）等的释放，参与

AS 的病情进展［7］。目前有关 1,25-二羟基维生素 D3
对巨噬细胞的极化的影响的报道较少。本研究通过对

巨噬细胞进行体外培养，探讨 1,25-二羟基维生素 D3
对巨噬细胞的极化的作用机制，希望能为 AS 的临

床治疗提供基础数据支撑。

1 材料与方法

1.1 研究对象

人单核细胞株 THP1 购自中科院上海细胞生物学

研究所。

选取 2018 年 3 月—2019 年 3 月来本院风湿免疫

科就诊的 20 例 AS 初诊患者作为研究对象，男 15
例，女 5 例，年龄 16~38 岁，平均 （32.27±4.83）
岁。纳入标准：所有患者均符合 1984 年 AS 诊断标

准；排除标准：伴有严重的肝肾功能不全；患有恶

性肿瘤；合并其他部位感染；在入组 3 个月前服用

过免疫抑制剂、使用过 1,25-二羟基维生素 D3 及激

素等影响免疫功能的药物；年龄超过 40 岁，且在门

诊被 2 位主任医师确诊为Ⅳ级骶髂关节炎。同时选

取 20 名健康体检者作为对照组，男 15 例，女 5 例，

年龄 16~38 岁，平均（32.27±4.83）岁。本研究经医

院伦理委员会批准，所有研究对象均对本研究的目

的知情并签署同意书。所有入组研究对象均被要求

空腹 12 h，并在次日早上 6:30~7:30 以肝素钠抗凝抽

取空腹静脉血 5 ml，离心分离血浆，转至-20℃冰箱

待用。

1.2 细胞体外分组处理

正常组：THP1 细胞的培养基中加入 5%的对照

组血清。AS 组：THP1 细胞的培养基中加入 5%的 AS
患者的血清。试验组：THP1 细胞的培养基中加入

5%的 AS 患者的血清，再添加 1 ml 的 100 nmol/L 的

1,25-二羟基维生素 D3 溶液［8］。将细胞常规培养 48 h
后，分别加入 160 nmol/L 佛波酯诱导 THP1 细胞分

化［9］。

1.3 检测指标

1.3.1 细胞形态观察

进行诱导分化后，各组细胞常规培养 24 h，IX⁃
plore Pro 倒置相差显微镜观察。

1.3.2 流式细胞检测 ［10］

将细胞常规培养 48 h 后，分别加入 160 nmol/L
佛波酯，继续培养 24 h 后，收集各组细胞，经 PBS
制成单细胞悬浮液，加入 CD206 和 CD68 抗体，孵

育 PBS 稀释，上流式细胞仪检测。

1.3.3 ELISA 法检测

将细胞常规培养 48 h 后，收集上清液，ELISA
检测各组细胞上清液中 IL-10、IL-6、TNF-α 的含

量。

1.3.4 基因生物芯片分析

根据试剂盒要求进行分离 RNA，标记，杂交，

采用 GeneChip Gene Pixpro V6.0 系统进行扫描图像，

并进行 RNA 的聚类分析，绘制基因热图［11］。

1.3.5 实时荧光定量聚合酶链反应（real-time quanti⁃
tative polymerase chain reaction, RT-qPCR）分析

常规提取各组细胞的总 RNA，测定纯度和完整

度，逆转录合成 cDNA，PCR 仪进行扩增。GAPDH
作为内参；以 2-ΔΔCt来表示基因的相对表达量［12］。各

目的基因的引物序列由生工生物（中国上海）有限公

司合成，见表 1。
1.3.6 Western blot 检测

将细胞常规培养 48 h 后，分别加入 160 nmol/L
佛波酯，继续在培养箱中培养 24 h，经裂解、离心

后，收集各组细胞，按试剂盒要求进行电泳加入一

抗，孵育，加入二抗，显色，封片，拍照，并以

GAPDH 作为内参蛋白［13］，计算蛋白的相对表达量。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 16.0 软件对数据进行统计分析。

计量资料以 x̄ ±s 表示，资料符合正态分布，组

间比较采用单因素方差分析，两两组间比较采
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用独立样本 t 检验，P<0.05 为差异有统计学意

义。 2 结 果

2.1 各组细胞形态的变化

各组细胞常规培养 24 h 后倒置相差显微镜所见

如图 1。正常组细胞贴壁生长良好，呈现出饱满圆

润的性态，形状较为规整，胞核较为稳定的定位在

胞质中；AS 组细胞分化严重，细胞胞体狭长，体积

增大，“伪足”样凸起清晰可辨，且数量较多，视野

里的细胞形状不规则，多呈梭形；试验组细胞的体

积明显减小，细胞分化情况明显改善，“伪足”样凸

起数量减少，视野中的细胞形状有恢复近圆状态的

趋势。

表 1 各基因的引物序列

基因

TLR4

MMP1

MMP10

GAPDH

备注：MMP1：基质金属蛋白酶-1

序列

上游引物

下游引物

上游引物

下游引物

上游引物

下游引物

上游引物

下游引物

CGGAGCTTTGAACAAAGAGTG
TCTCTCACTCTCGTACACTTC
AGCTCAGTACCAGCGGGAGT
TGGAAGGTGGCATTGAAGAC
TGTGAGACCAACAGCCTGAC
GTCAAATAGCTGACTCTTGGC
CCTGTCCTGGATAAGACCAAGTT
CTCCTGTTCATAGATGTCAGCGAT

长度（bp）
25
26
30
28
20
18
22
20

图 1 各组细胞形态的变化（×400） 1a: 正常组细胞贴壁生长良好，呈现出饱满圆润的性态，形状较为规整 1b: AS 组细

胞分化严重，细胞胞体狭长，体积增大 1c: 试验组细胞的体积明显减小，细胞分化情况明显改善，“伪足”样凸起数量减

少

2.2 各组细胞中 CD206 和 CD68 阳性细胞的比例变化

流式细胞术结果见图 2 及表 2，与正常组比较，

AS 组和试验组细胞 CD206 阳性细胞的比例明显降

低，CD68 阳性细胞的比例明显增加，差异均具有统

计学意义 （P<0.05）；与 AS 组比较，试验组细胞

CD206 阳性细胞的比例明显增加，CD68 阳性细胞的

比例明显降低，差异均具有统计学意义（P<0.05）。

图 2 流式细胞检测各组细胞中 CD206 和 CD68 阳性细胞的比例变化 2a: 正常组 2b: AS 组 2c: 试验组
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2.3 各组细胞上清液中 IL-10、IL-6 及 TNF-α 的含

量

ELISA 检测结果见表 3。与正常组相比，AS 组

和试验组细胞上清液中 IL-10 的含量明显下降，IL-
6、TNF-α 的含量明显升高，差异均具有统计意义

（均 P<0.05）；与 AS 组相比，试验组细胞上清液中

IL-10 的含量明显升高，IL-6、TNF-α 的含量明显下

降，差异均具有统计意义（均 P<0.05）。
2.4 基因生物芯片分析以及 qRT-PCR 分析确定 1，
25-二羟基维生素 D3 作用的靶基因

对正常组、AS 组和试验组细胞进行基因芯片检

测，分析差异基因的表达，选取 Top3 差异表达的基

因，依次为 TLR4、MMP1、MMP10。qRT-PCR 结果

见表 4，与正常组相比，AS 组和试验组中 TLR4 的

mRNA 相对表达明显升高，差异具有统计学意义

（P<0.05）；与 AS 组相比，试验组 TLR4 的 mRNA 相

对表达明显降低，差异具有统计学意义（P<0.05），

MMP1、MMP10 的 mRNA 相对表达无明显变化（P>
0.05）。说明 TLR4 为 1,25-二羟基维生素 D3 作用靶

基因。

表 2 各组细胞中 CD206 和 CD68 阳性细胞的比例变化

（ x̄ ±s，%）
指标

CD206
CD68

正常组（n=8）
30.35±1.67
50.71±2.05

AS 组（n=8）
7.42±2.56

65.28±2.69

试验组（n=8）
30.13±1.06
56.17±0.95

P 值

<0.001

<0.001

表 3 ELISA 检测各组细胞上清液中细胞因子

（ x̄ ±s，pg/L）与比较

指标

IL-10
IL-6
TNF-α

正常组（n=8）
38.22±1.23
8.05±0.36

40.11±10.28

AS 组（n=8）
9.34±2.66

97.61±1.82
247.29±15.69

试验组（n=8）
28.47±2.01
38.44±1.73

147.88±12.93

P 值

<0.001

<0.001

<0.001

图 3 TLR4 为 1,25-二羟基维生素 D3 作用靶基因 3a: 差异表达基因的火山图 3b: 差异表达基因的热图

2.5 各组细胞信号通路相关蛋白的表达

Western blot 检测各组细胞中信号通路蛋白的表

达的结果见图 4 及表 5。与正常组相比，AS 组和试

验组细胞中 TLR4、MyD88、NF-κB 的表达明显升

高，与 AS 组相比，试验组细胞中 TLR4、MyD88、
NF-κB 的表达明显降低，差异均具有统计学意义

（P<0.05）。 3 讨 论

高致残率和高致畸率的 AS 的发病率呈现出日益

表 4 qRT-PCR 检测各组细胞上清液中 mRNA 相对表达量

（ x̄ ±s）与比较

指标

TLR4
MMP1
MMP10

正常组（n=8）
1.00±0.05
0.98±0.06
0.99±0.07

AS 组（n=8）
3.45±0.25
1.01±0.04
0.97±0.06

试验组（n=8）
2.15±0.16
0.94±0.05
0.92±0.07

P 值

<0.001

0.347
0.189

图 4 Western blot 检测各组细胞中信号通路蛋白的表达

电泳印迹图
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升高的趋势，严重威胁人类健康。由于该病的发病较

为隐匿，没有可监测的早期典型性症状，导致大部分

患者在确诊时已错过最佳治疗时机，给患者的骨关节

系统造成永久的不可逆的损伤，严重影响生活和生存

质量［14］。因 AS 的病因及发病机制尚处在探索阶段，

尚无根治性措施使 AS 患者免于疾病困扰。而 AS 自

身具有较强的异质性，疾病的轻重程度差异较大，目

前临床主要采用非甾体抗炎类药物以及生物制剂或糖

皮质类激素、骨科矫正术以及康复训练来缓解症

状［15］。但是在干预疾病的病情中，提高患者自身的

免疫功能，改善患者的生命质量一直是临床工作者研

究的热点之一。

在 AS 患者的免疫机制的调节中，越来越多的研

究学者关注非特异性免疫应答的效应细胞——单核巨

噬细胞的作用。Sharif 等 ［16］ 临床研究证实骶髂关

节、脊柱和髋关节的滑膜组织中的巨噬细胞是 AS 炎

性浸润的靶细胞之一。在正常生理条件下，机体内的

巨噬细胞处于 M1 和 M2 共同调节的稳态中；在进行

免疫应答过程中，单核巨噬细胞在 M1 和 M2 的表型

转换被称为巨噬细胞的极化。以 IL-6、TNF-α 为细

胞标志分子的 M1 型主要负责杀灭病原微生物以及正

常组织细胞；以 IL-10、CD206 为细胞标志分子的

M2 型主要介导组织修复以及体液免疫过程调节［17］。

大量的研究证实，作为多年龄段都适用的一种营养补

充剂，1,25-二羟基维生素 D3 具有良好的免疫调节作

用［18］。Miler 等［19］研究证实 1,25-二羟基维生素 D3
能增强类风湿患者的免疫功能，缓解疼痛，改善临床

症状。但有关 1,25-二羟基维生素 D3 在 AS 中的报

道，尤其是 1,25-二羟基维生素 D3 对单核巨噬细胞

的极化的报道较少。本研究通过添加 AS 患者的血清

对单核巨噬细胞进行体外培养，显微镜下观察各组细

胞发现，AS 组细胞呈现出明显的 M1 型“伪足”样

分化趋势，而添加 1,25-二羟基维生素 D3 后，试验

组细胞的“伪足”样凸起明显减少，说明 M2 型巨噬

细胞的吞噬功能发挥了效用，初步证明维生素 D 具

有调控 AS 患者巨噬细胞的极化的作用。本研究采用

CD68 作为巨噬细胞的生物标记分子，以 CD206 和

IL-10 作为 M2 型巨噬细胞的生物标记物， IL-6、
TNF-α 作为细胞标志分子的 M1 型巨噬细胞的生物标

记物，采用流式细胞术和 ELISA 法进行深入研究，

结果显示，AS 组细胞的 CD68 较正常组明显升高，

细胞上清液中 IL- 6、 TNF- α 的含量明显升高，

CD206 以及上清液中 IL-10 的含量明显下降，与 AS
组相比，添加 1,25-二羟基维生素 D3 后，上述趋势

发生逆转，说明 1,25-二羟基维生素 D3 能明显调控

巨噬细胞表型的转换。

大量的临床以及动物实验数据证实，炎症在 AS
的发病以及病情进展中发挥了关键性作用［20］。而

TLR4/MyD88/NF-κB 信号是机体内重要的炎症介导通

路。Zhao 等［21］研究指出 TLR4 主要在上皮细胞、巨

噬细胞以及内皮细胞中表达，参与调控细胞增殖、凋

亡以及细胞损伤等生理病理过程。研究表明 TLR4 极

易被 TNF-α、IL-6 等炎性因子激活，传递炎性信号

至胞内 MyD88，募集相关炎性因子的转导因子和趋

化因子，使炎症性信号发生级联放大，使染色质中的

NF-κB 发生核移位，导致炎性应激呈现“瀑布样”

进展，致使细胞损伤情况加剧［22］。本研究采用基因

芯片技术证实 TLR4 基因在三组细胞中的差异性表

达，并且这一差异性表达被 qRT-PCR 所证实，说明

1,25-二羟基维生素 D3 对 TLR4 基因的调控作用。进

一步的 Western blot 实验证实在 AS 患者巨噬细胞发

生极化的过程中，1,25-二羟基维生素 D3 对 TLR4/
MyD88/NF-κB 信号的调控机制。

综上所述，1,25-二羟基维生素 D3 能调控 TLR4/
MyD88/NF-κB 信号，调节强直性脊柱炎患者巨噬细

胞的极化过程，发挥免疫调节作用，但这一调控作用

如何应用到对强直性脊柱炎的治疗，还需要考虑药物

的剂量、患者病情的个体差异性以及适应性。
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