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【摘  要】 探索真核起始因子 6（Eukaryotic initiation factor-6，eIF6）对巨噬细胞的影响。eIF6 慢病毒载体和空载体转染 RAW264.7 细胞，通

过梯度嘌呤霉素筛选，获得 eIF6 过表达细胞和空载体对照组细胞。荧光显微镜下检测细胞荧光表达；Real time PCR 检测细胞系中 eIF6 的 mRNA 表达及

各炎症因子的表达。细胞划痕实验检测 eIF6 过表达对巨噬细胞迁移的影响。结果显示 eIF6 过表达巨噬细胞细胞的迁移速率显著降低于阴性对照组（P

＜0.05）；eIF6 过表达细胞中促炎标记物（iNOS，IL-1β，IL-4 和 MCP-1）表达显著升高（P＜0.05），抗炎标记物（CD163，IL-10 和 TGF-β1）表达

显著降低（P＜0.05）。eIF6 调节巨噬细胞迁移及炎症因子的变化。 
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动脉粥样硬化（atherosclerosis，AS）是一种慢性心血管疾病，该病在

全球具有较高的罹患率和致死率，人类的生命健康受到严重威胁[1]。巨噬

细胞在主动脉粥样硬化的发展中起着核心作用，其有助于维持局部炎症

反应，影响斑块发展并促进血栓形成。巨噬细胞的这些作用及其可塑性

使巨噬细胞成为阻止和加速现有动脉粥样硬化发展的有吸引力的治疗靶

标[2]。有研究显示，巨噬细胞作为一种免疫细胞，通过分泌炎性因子、生

长因子等促进创面修复和后期纤维化[3]。此外，巨噬细胞能够通过吞噬病

原菌清除坏死细胞和组织；分泌促炎症因子和抑炎症因子影响炎症的发

展过程。在动脉粥样硬化中，巨噬细胞的异质性是现在公认的概念[3]。真

核细胞起始因子 6（eukaryotic initiation factor-6，eIF6）可对真核生物的翻

译起始阶段进行调控。在细胞核内 eIF6 参与核糖体生成和蛋白质翻译过

程[2]。研究表明，与野生型（WT）相比，eIF6 杂合（het）细胞表达 50% eIF6，

具有正常的基础翻译[4]。eIF6+/-细胞保留足够的核仁 eIF6 和正常的核糖体

生物发生[2]。本研究目的探索 eIF6 对巨噬细胞的调控作用，为未来的研究

炎症炎症研究提供更多的支持。 

1 材料与方法 

1.1 细胞 

RAW264.7 细胞系及 eIF6+/-和 eIF6+/+小鼠腹腔巨噬细胞。 

1.2 慢病毒 eIF6 转染 RAW264.7 

eIF6 慢病毒制备由上海吉玛生物构建。 

1.3 划痕修复实验 

取用 100 μL 无菌塑料黄枪头在单层细胞表面划一条垂直于板底水平线

的直线。细胞继续培养 24 小时，显微镜下观察细胞迁移变化，并拍照记录。 

1.4 定量 PCR 

细胞：按 5×106 个细胞加入 1 mL RNAiso Plus 试剂，提取 RNA。Takra

反转录试剂盒进行反转录，实时荧光定量 PCR 对一下基因进行检测，引

物参照[5]。 

1.5 统计方法 

数据采用 SPSS26.0 分析处理，计量资料以均数±标准差（ sx  ）

表示，两组间比较用 t 检验。多组间比较采用单因素方差分析（One-Way 

ANOVA）。假设检验水准按α=0.05 判定。P<0.05 表示差异有统计学意义。 

2 结果 

2.1 成功构建 eIF6 过表达和空载体对照细胞系 

eIF6 慢病毒表达载体和对照载体分别感染 RAW264.7 细胞，嘌呤霉

素筛选后在荧光显微镜下检测荧光表达变化，结果显示 eIF6 与 Control 组

均有绿色荧光表达（图 1A）。实时荧光定量 PCR 结果显示，与 Control 组
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相比，eIF6 过表达转染组细胞中 eIF6 含量显著升高（图 1B）。荧光检测

与实时荧光定量 PCR 结果表明 eIF6 慢病毒载体转染成功。 
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图 1. 荧光检测和 qPCR 检测 eIF6 慢病毒表达载体转染效率 

（A）通过荧光显微镜检测慢病毒感染后转染效率； 

（B）通过实时荧光定量 PCR 检测各组细胞内 eIF6 的表达。 

（注：Scale bar=50 μm. vs. the control group，*P< 0.05） 

2.2  高水平 eIF6 抑制 RAW264.7 细胞迁移 

本实验运用细胞划痕实验，观察 eIF6 对巨噬细胞的迁移能力的影响。

从图 2 中可以看出，与 eIF6 阴性对照组相比，eIF6 过表达细胞的迁移速

率较慢。结果表明高水平 eIF6 能显著抑制巨噬细胞的迁移速率。 

2.3 高水平 eIF6 上调促炎因子表达且下调抑炎因子表达 

实时荧光定量 PCR 检测 eIF6 过表达和阴性对照细胞中炎症因子表达

变化。从图 3 中可以看出，与 eIF6 阴性组相比，eIF6 过表达细胞中促炎

因子（MCP-1、iNOS、IL-6、IL-1β）的表达显著升高，而抑炎因子（TGF-

β1、IL-10、CD163）的表达显著降低。结果表明高水平 eIF6 能促进促

炎因子表达，抑制抑炎因子的表达。 
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图 2  划痕法检测 eIF6 过表达对巨噬细胞迁移能力的影响 

（注：Scale bar=100 μm. vs. the control group，*P<0.05） 

 

 

图 3  qPCR 检测过表达 eIF6 和 Control 组细胞中炎症因子的表达 

（注：vs. the control group，*P<0.05） 
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3 .讨论 

动脉粥样硬化是一种慢性炎症，炎症贯彻于动脉粥样硬化发展的各

个阶段。巨噬细胞在动脉粥样硬化的微环境中具有重要作用，其不同的

活化状态和功能影响动脉粥样硬化斑块大小[6]。真核生物基因表达调控的

一种机制是控制翻译速率，翻译调控在细胞生长，增殖和发育中起着关

键作用。可以在翻译的起始、伸长和终止中的每一步控制翻译速率[7]。eIF6

作为一种真核翻译起始因子，在细胞核中通过与核糖体亚基 60S 结合以

抑制 80S 核糖体的形成，进而调节真核生物的初始翻译[8]。eIF6 可调控组

蛋白乙酰化及限速性脂肪酸合成酶 mRNA 的表达量。近年研究表明，eIF6

能够在瘢痕形成以及肾纤维化等过程中调节巨噬细胞及其相关信号通路

的表达影响疾病的发展[9]。本研究中，对 RAW264.7 细胞进行慢病毒过表

达转染 eIF6，细胞经诱导成 M1 型和 M2 型巨噬细胞后发现 M1 型中 eIF6

表达显著高于 M2 型中 eIF6 表达。 

本研究发现，巨噬细胞 M1 型中 eIF6 表达显著高于 M2 型。由于 eIF6

基因的转录受 Notch-1 受体调控，控制着在发育，细胞分化和增殖中极为

重要的进化保守信号转导途径[10]。稳定表达 eIF6 不会显着改变细胞增殖

的速度，但对细胞迁移和侵袭具有深远的影响 [11]。本研究对转染后

RAW264.7 细胞进行细胞划痕实验观察到 eIF6 过表达明显抑制巨噬细胞

的迁移速率。eIF6 可能在动脉粥样硬化过程中高表达，其表达具有细胞

类型特异性，这种调节可能与组织特异性因子和蛋白合成途径相关。 
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