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摘要： 目的　 探讨大黄素对 ＴＮＦ⁃α 诱导的类风湿性关节炎成纤维样滑膜细胞增殖的影响。 方法 　 将人类风湿关

节炎成纤维样滑膜 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞随机分为对照组 （未处理） 、 诱导组 （ ＴＮＦ⁃α 处理） 、 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 大黄素组

（ＴＮＦ⁃α 和大黄素处理） 、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 大黄素组 （ ＴＮＦ⁃α 和大黄素处理） 和 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 大黄素组 （ ＴＮＦ⁃α 和大黄

素处理） 。 采用 ＭＴＴ 法和克隆形成实验检测细胞的存活率和克隆形成率， 流式细胞仪检测细胞的凋亡率， ＲＴ⁃
ＰＣＲ 检测凋亡相关基因 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 的表达， ＥＬＩＳＡ 检测细胞上清液中 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测细胞中 ＮＦ⁃κＢ 信号通路相关蛋白 ｐ⁃ＩκＢα 和 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的表达。 结果 　 ＴＮＦ⁃α 能够使 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞的存活

率、 克隆形成率、 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 的表达和 ｐ⁃ＩκＢα、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白的表达以及细胞上清液中 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 水平

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５） ， 而细胞凋亡率和 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５） ； ２５、 ５０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 大黄素能够呈浓度依

赖性抑制 ＴＮＦ⁃α 引起的上述变化 （Ｐ＜０􀆰 ０５） 。 结论 　 大黄素可能通过抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的活化抑制类风湿关

节炎滑膜细胞增殖和炎症反应。
关键词： 大黄素； 类风湿性关节炎； 类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞； 炎性因子； ＮＦ⁃κＢ 信号通路

中图分类号： Ｒ２８５􀆰 ５　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２１）０２⁃０４８０⁃０５
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２１􀆰 ０２􀆰 ０３６

　 　 类风湿关节炎 （Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ， ＲＡ） 是一种常见

的自身免疫性慢性疾病， 慢性炎症、 滑膜增生和关节进行

性破坏是其重要的病理特征； 在 ＲＡ 的发生发展过程中，
成纤维样滑膜细胞是其重要的效应细胞， 可通过异常增殖、
产生炎症因子逐渐浸润至包括软骨和骨关节在内的多种关

节或器官， 严重威胁着人们的身体健康［１⁃２］ 。 因此， 抑制成

纤维样滑膜细胞增殖、 控制或减轻滑膜炎症进展是治疗 ＲＡ
的重要策略。

目前， 临床上治疗 ＲＡ 的常用药物为甲氨喋呤和来氟

米特等生物制剂， 但因其不良反应和价格昂贵等因素给患

者用药带来严重负担。 ＲＡ 属于中医学的 “痹症” 范畴，
中药治疗 ＲＡ 一直是研究的热点。 大黄素是药用植物大黄
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的有效成分之一， 具有抗炎、 抗菌、 抗病毒和抗癌等多种

生物活性， 其对角膜炎和心肌炎等多种自身免疫性具有良

好的改善作用［３⁃５］ 。 核转录因子 κＢ （ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ⁃κＢ， ＮＦ⁃
κＢ） 信号通路是一种细胞内重要的信号转导通路， 可通过

肿瘤坏死因子⁃α （ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α）、 Ｂ 细胞

活化因子和病毒等刺激因子的活化诱导产生炎症因子参与

炎症反应， 也可通过调控细胞的增殖和凋亡等生物学过程

参与 ＲＡ 的发生发展［６⁃７］ 。 已有研究［８］指出， 大黄素可通过

抑制成纤维样滑膜细胞增殖和转移发挥抗 ＲＡ 发生发展的

作用， 但其对炎症因子及 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的影响尚不清

楚。 ＴＮＦ⁃α 是一种常见的促炎因子， 可造成成纤维样滑膜

细胞炎症损伤［９］ 。 本研究以人类风湿性关节炎成纤维样滑

膜 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞为研究对象， 通过观察大黄素对 ＴＮＦ⁃α 刺

激的 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞增殖凋亡、 炎症因子和 ＮＦ⁃κＢ 信号通路

的影响， 探讨其抗 ＲＡ 发生发展的分子机制， 以期为大黄

素的临床应用提供实验依据。
１　 材料

１􀆰 １　 药物与试剂 　 大黄素 （纯度＞９８％ ， 批号 ２０１６１０２５）
购于北京索莱宝科技公司； 胰蛋白酶 （批号 ＳＨ３００４２􀆰 ０１）、
ＤＭＥＭ 高 糖 培 养 基 （ 批 号 ＳＨ３００２２􀆰 ０１８Ｂ ） 购 于 美 国

ＨｙＣｌｏｎｅ 公司； 胎牛血清 （批号 １６０００⁃４４）、 青链霉素 （批
号 １４５０５７２） 购于美国 Ｇｉｂｉｃｏ 公司； ＴＮＦ⁃α （批号 ＹＷ⁃６）
购于上海生物工程公司； 噻唑蓝 （Ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｄｉｐｈｅｎｙｌ⁃
ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ， ＭＴＴ； 批 号 ２０３５Ｂ３５８ ） 购 于 美 国

Ｐｒｏｍｅｇａ 公司； Ｔｒｉｚｏｌ 试剂 （批号 ＤＰ１２１２２１） 购于北京天

根生物有限公司； ｐ⁃ＩκＢα 抗体 （货号 ａｂ７２１７）、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ
ｐ６５ 抗体 （货号 ａｂ９５０２０） 购于英国 Ａｂｃａｍ 公司； β 肌动蛋

白 （β⁃ａｃｔｉｎ） 抗 体 （ 批 号 １６１１０６）、 辣 根 过 氧 化 物 酶

（Ｈｏｒｓｅ ｒｅｄｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ， ＨＲＰ ） 山 羊 抗 兔 ／鼠 （ 批 号

１６０９１３） 购于北京中杉金桥生物技术有限公司； 放射免疫

沉淀法 （ Ｒａｄｉｏ⁃Ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ Ａｓｓａｙ， ＲＩＰＡ） 裂解液

（批号 Ｐ００１３Ｂ） 购于上海碧云天生物研究所； 白细胞介素⁃
６ （ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６， ＩＬ⁃６） ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （批号 ２０１６１０２１）、
白细胞介素⁃１β （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β， ＩＬ⁃１β） （批号 ２０１６１０２８）
购于南京建成生物工程研究所； 逆转录试剂盒 （批号

ＲＲ４２０ Ａ ） 购 于 日 本 Ｔａｋａｒａ 公 司； 二 喹 啉 甲 酸

（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄ， ＢＣＡ） 蛋白定量分析试剂盒 （批号

２３２２５） 购于美国 Ｐｉｅｒｃｅ 公司。
１􀆰 ２　 仪器 　 Ｇａｌｌｉｏｓ 型号流式细胞仪购于美国 Ｂｅｃｋｍａｎ
Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司； ＣＦＸ３８４ 型号实时定量 ＰＣＲ 仪购于美国 Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 公司； ＭＫ３ 型号酶标仪购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司； ＧｅｌＤｏｃ
ＸＲ＋型号购于美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司； ＴＳ１００⁃Ｆ 型号倒置显微镜

购于日本尼康公司； ＸＳＰ⁃９ＣＡ 型号光学显微镜购于上海光

学仪器厂。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞、 培养与分组　 将来自于美国 ＡＴＣＣ 细胞库的人

类风湿性关节炎成纤维样滑膜细胞株 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 解冻复苏

后， 接 种 于 含 １５％ 胎 牛 血 清、 １００ μｇ ／ ｍＬ 链 霉 素 和

１００ Ｕ ／ ｍＬ青霉素的 ＤＭＥＭ 高糖培养基中， 置于条件为

３７ ℃和 ５％ ＣＯ２ 的细胞培养箱 （日本 ＳＡＮＹＯ 公司） 中培

养。 每 ２ 天换液 １ 次。 待细胞融合度达 ８５％ 时， 胰蛋白酶

消化， 并按 １ ∶ ３ 比例传代至第 ４ 代时进行后续实验。 实验

分为 ５ 组， 分别为对照组 （未处理）、 诱导组 （给予

２０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 处 理 ）、 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 大 黄 素 组 （ 给 予

２０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 和 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 大黄素共同处理）、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ
大黄素组 （给予 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 和 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 大黄素共同

处理） 和 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 大黄素组 （给予 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 和

１００ μｍｏｌ ／ Ｌ大黄素共同处理）。 每组设置 ３ 个重复。
１􀆰 ３　 ＭＴＴ 法检测　 取对数生长期的 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞以每孔

５ ０００ 个细胞接种至含完全培养基的 ９６ 孔细胞板上， 于培

养箱内培养过夜。 根据 “１􀆰 ２” 项下分组给药干预 ２４ ｈ。 每

个处理设置 ６ 个平行孔。 干预结束后， 取出培养板， 吸去

培养液后加入质量浓度为 ５ ｇ ／ Ｌ ＭＴＴ 溶液 ２０ μＬ 干预 ４ ｈ。
以２００ μＬ二甲基亚砜溶解 ＭＴＴ 结晶物后， 采用美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司的酶标仪检测各处理组细胞在 ４５０ ｎｍ 处的光密度值

（ＯＤ 值）。 按照公式细胞存活率＝（ＯＤ 值药物组 ／ ＯＤ 值对照组）×
１００％ 计算各组细胞的存活率。 实验重复 ３ 次。
２􀆰 ２　 克隆形成实验　 取干预 ２４ ｈ 后的 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞， 以

每皿 ３００ 个细胞接种至 ６０ ｍｍ 培养皿中， 于培养箱中培养

１２ ｄ 后， 吸去培养基以磷酸缓冲液冲洗。 冲洗 ２ 次后， 加

入预冷的 ４％ 甲醇溶液。 待固定 １０～１５ ｍｉｎ 后， 经磷酸缓冲

液洗涤后， 加入 ０􀆰 １％ Ｇｉｅｍｓａ 溶液。 待染色 １５～３０ ｍｉｎ 后，
流水冲洗晾干。 置于显微镜下观察统计克隆细胞数。 其中，
大于 ５０ 个细胞的集落记为有效克隆， 以克隆形成率 ＝ （克
隆细胞数 ／接种细胞株） ×１００％ 的公式计算各组细胞的克

隆形成能力。 实验重复 ３ 次。
２􀆰 ３　 流式细胞仪检测　 将干预 ２４ ｈ 后的 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞以

胰蛋白酶消化制备细胞悬液。 取细胞悬液 １ ｍＬ， 经磷酸缓

冲液洗涤和离心后， 重悬于 ２００ μＬ 的结合缓冲液中， 加入

５ μＬ 膜联蛋白 Ｖ⁃ＦＩＴＣ （Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ） 和 １０ μＬ 碘化丙

啶 （Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ Ｉｏｄｉｄｅ， ＰＩ） 避光条件下染色 １５ ｍｉｎ 后， 补

加 ３００ μＬ 的结合缓冲液， 上美国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司的流

式细胞仪进行检测。 实验重复 ３ 次。
２􀆰 ４　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 　 收集待检测的 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞， 采用

Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ， 并采用分光光度法检测总 ＲＮＡ 的质

量。 再按照逆转录试剂盒说明书步骤将 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤ⁃
ＮＡ。 将由中国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司合成的 Ｂ 细胞淋巴瘤 ／白血病⁃
２ （Ｂ ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ ／ ｌｅｗｋｍｉａ⁃２）， Ｂｃｌ⁃２ 引物 （正向 ５′⁃ＧＧＴ⁃
ＧＧＧＧＴＣＡＴＧＴＧＴＧＴＧＧ⁃３′ 和 反 向 ５′⁃ＣＧＧＴＴＣＡＧＧＴＡＣＴ⁃
ＣＡＧＴＣＡＴＣＣ⁃３′）、 Ｂｃｌ⁃２ 相关 Ｘ 蛋白 （ Ｂｃｌ⁃２ Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ
Ｐｒｏｔｅｉｎ）， Ｂａｘ 引物 （正向 ５′⁃ＧＣＧＣＴＣＧＴＧＴＴＴＣＴＧＧＡＣＡ⁃３′
和反 向 ５′⁃ＡＧＴＡＴＡＧＡＣＡＣＴＣＧＴＣＡＣＴＧＧＴＧ⁃３′） 和 β⁃ａｃｔｉｎ
引物 （正向 ５′⁃ＡＴＣＡＴＧＴＴＴＧＡＧＡＣＣＴＴＣＡＡＣＡＣＣ⁃３′和反向

５′⁃ＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＣＣＧＣＣＡＧＡＣＡＧ⁃３′） 加入二乙基焦磷酰胺

（ｄｉｅｔｈｙｌ ｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ， ＤＥＰＣ） 处理水稀释成终浓度为

０􀆰 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ的工作液， 取 １ μＬ ｃＤＮＡ、 各 １ μＬ 正反引物、
１８４
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１０ μＬ ２×ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑⅡ和 ７􀆰 ４ μＬ ｄｄＨ２Ｏ 配成 ２０ μＬ
的 ＰＣＲ 反应体系， 放入 ＰＣＲ 仪中， 按照 ９５ ℃ １２０ ｓ、
（９５ ℃ ３０ ｓ、 ６０ ℃ ３０ ｓ、 ７２ ℃ ３０ ｓ） ×４０ 个循环的 ＰＣＲ 扩

增条件进行扩增， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 作为管家基因， ２－△△ＣＴ法分析

Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 的相对表达水平。 实验重复 ３ 次。
２􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测上清液中 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 水平　 取含高糖

培养基的 ６ 孔细胞板， 将生长良好的 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞以每孔

３×１０５ 个细胞接种， 放入细胞培养箱中培养。 按 “２􀆰 １” 项

下的分组给药处理， 每组设置 ３ 个复孔。 处理 ２４ ｈ 后， 收

集各处理组上清液， 参照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书步骤分别检

测 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 水平。 实验重复 ３ 次。
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 向待测的 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞中加入含

蛋白酶抑制剂的蛋白质裂解液提取总蛋白。 向经 ＢＣＡ 法定

量后的总蛋白中加入等体积上样缓冲液于沸水浴中变性 ３～
５ ｍｉｎ。 取变性蛋白 ６０ μｇ 行聚丙烯酰胺凝胶电泳 （Ｓｏｄｉｕｍ
ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）
电泳分离。 待完全分离后， 电转于聚偏二氟乙烯 （ｐｏｌｙｖｉ⁃
ｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅ， ＰＶＤＦ） 膜。 浸于新鲜的含 ５％ 脱脂奶粉

的 ＴＢＳＴ （Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓冲盐溶液＋Ｔｗｅｅｎ） 溶液温育 １ ｈ 后，
放入 ＴＢＳＴ 溶液稀释 １ ０００ 倍的一抗中于 ４ ℃下孵育 ２４ ｈ。
经 ＴＢＳＴ 溶液洗膜 ３ 次， １０ ｍｉｎ ／次， 放入 ＴＢＳＴ 溶液稀释

５ ０００倍的二抗中 ３７ ℃下孵育 １ ｈ。 避光下加入化学发光剂

显影曝光后， 采用美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司的凝胶成像系统扫描

分析。 实验重复 ３ 次。
２􀆰 ７　 统计学分析 　 实验数据以 （ ｘ± ｓ） 表示， 采用 ＳＰＳＳ
２２􀆰 ０ 进行统计学分析， 多组间比较使用单因素方差分析，
组间多重比较采用 ＳＮＫ⁃ｑ； 两组间比较采用独立样本 ｔ 检

验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 大黄素对 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞增殖的影响 　 ＭＴＴ 检测结果

显示， 与对照组比较， 诱导组细胞的存活率升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）； 与诱导组比较， ２５、 ５０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 大黄素处理

组细胞的存活率下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 同时， 克隆形成实验结

果显示， 诱导组细胞的克隆形成率较对照组升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）； 而给予 ２５、 ５０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 大黄素处理后， ＨＦＬＳ⁃
ＲＡ 细胞的克隆形成率较诱导组均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 随着大

黄素浓度的增加， ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞的存活率和克隆形成率越

低。 见表 １。
表 １　 各组细胞的存活率、 克隆形成率和凋亡率 （ｘ±ｓ，％ ，

ｎ＝９）

组别 细胞存活率 克隆形成率 细胞凋亡率

对照组 １００±０􀆰 ００ ５７􀆰 ６４±３􀆰 ７５ ２􀆰 ９５±０􀆰 ３５

诱导组 １４８􀆰 ４２±１１􀆰 ５８∗ ８４􀆰 ２５±５􀆰 ６２∗ １􀆰 ２６±０􀆰 １６∗

２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 大黄素组 １２２􀆰 １５±９􀆰 ０５＃ ６４􀆰 ５４±３􀆰 １５＃ ５􀆰 ８２±０􀆰 ５３＃

５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 大黄素组 ８４􀆰 ３６±５􀆰 ６３＃ ４０􀆰 ６８±３􀆰 ２６＃ １０􀆰 ３６±１􀆰 ０５＃

１００ μｍｏｌ ／ Ｌ 大黄素组 ６５􀆰 ２８±３􀆰 ７５＃ ２３􀆰 ４７±２􀆰 ３２＃ １３􀆰 ２５±１􀆰 ６４＃

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与诱导组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ２　 大黄素对 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞凋亡的影响 　 流式细胞仪

（图 ２） 检 测 对 照 组、 诱 导 组、 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 大 黄 素 组、
５０ μｍｏｌ ／ Ｌ大黄素组和 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 大黄素组细胞的凋亡率

存在差异 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 与对照组比较， 诱导组细胞的凋亡

率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与诱导组比较， ２５、 ５０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ
大黄素组细胞的凋亡率均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且呈浓度依赖

性。 结果见图 １、 表 １。

图 １　 流式细胞仪检测各组 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞的凋亡

３􀆰 ３　 大黄素对 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞凋亡相关基因表达的影响 　
ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果显示， 诱导组细胞中 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 的表达

水平高于对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达低于对照

组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 随 ２５、 ５０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 大黄素浓度的升高，
ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞中 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 逐渐降低， 而 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达

逐渐升高， 与诱导组比较， 差异均有统计学意义 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 见表 ２。
３􀆰 ４　 大黄素对 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞上清液中 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 水平的

影响　 与对照组比较， 诱导组中 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 而大黄素组较诱导组降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且大黄

素浓度越高降低幅度越明显。 见表 ３。

表 ２　 各组细胞中 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 的相对表达水平

（ｘ±ｓ， ｎ＝９）
组别 Ｂｃｌ⁃２ Ｂａｘ

对照组 １􀆰 ００±０􀆰 ０６ １􀆰 ００±０􀆰 ０８
诱导组 ２􀆰 ３６±０􀆰 １８∗ ０􀆰 ７２±０􀆰 ０６∗

２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 大黄素组 １􀆰 ７５±０􀆰 １２＃ ０􀆰 ９５±０􀆰 ０５＃

５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 大黄素组 １􀆰 ２４±０􀆰 ０８＃ １􀆰 ２５±０􀆰 ０８＃

１００ μｍｏｌ ／ Ｌ 大黄素组 ０􀆰 ５８±０􀆰 ０３＃ １􀆰 ６４±０􀆰 １２＃

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与诱导组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ５　 大黄素对 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞中 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的影响 　
与对照组比较， 诱导组细胞中 ｐ⁃ＩκＢα 和 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白

的表 达 升 高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）； 与 诱 导 组 比 较， ２５、 ５０、
２８４
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１００ μｍｏｌ ／ Ｌ大黄素组细胞中 ｐ⁃ＩκＢα 和 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白的

表达下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且呈浓度依赖性。 见图 ２、 表 ４。
表 ３　 各组 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞上清液中 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 水平

（ｘ±ｓ， ｎ＝９）

组别 ＩＬ⁃６ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） ＩＬ⁃１β ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）
对照组 １􀆰 ８６±０􀆰 ０５ ３６􀆰 ２２±３􀆰 ５４

诱导组 ９􀆰 ７５±０􀆰 ８５∗ １２２􀆰 ５６±１０􀆰 １５∗

２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 大黄素组 ７􀆰 ５６±０􀆰 ６４＃ １０６􀆰 ３５±７􀆰 ２３＃

５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 大黄素组 ５􀆰 ３４±０􀆰 ４８＃ ７５􀆰 ２４±５􀆰 ８２＃

１００ μｍｏｌ ／ Ｌ 大黄素组 ２􀆰 ７５±０􀆰 ２８＃ ４１􀆰 １６±３􀆰 ２６＃

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与诱导组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｐ⁃ＩκＢα和 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白的表达

表 ４　 各组 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞中 ｐ⁃ＩκＢα和 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白

的相对表达量 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）

组别 ｐ⁃ＩκＢα ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
对照组 ０􀆰 １７±０􀆰 ０２ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０３
诱导组 ０􀆰 ６３±０􀆰 ０５∗ ０􀆰 ７２±０􀆰 ０６∗

２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 大黄素组 ０􀆰 ４２±０􀆰 ０３＃ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０４＃

５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 大黄素组 ０􀆰 １６±０􀆰 ０２＃ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０３＃

１００ μｍｏｌ ／ Ｌ 大黄素组 ０􀆰 ０８±０􀆰 ０１＃ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０２＃

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与诱导组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

４　 讨论

从中医角度讲， ＲＡ 是一种因风、 寒、 湿邪入侵导致的

气血凝滞和经络痹阻的肢体关节病变， 关节肿胀压痛是急

性活动期的重要表现。 有报道［１０］ 指出， 中药复方大黄散可

通过缓解 ＲＡ 关节的红肿热痛改善 ＲＡ 病情， 而其中的君药

大黄是我国传统的中草药， 具有逐瘀通经之功效。 此外，
作为大黄的主要成分， 大黄素是一种蒽醌类化合物， 具有

抗炎、 免疫调节、 抗病毒和抗肿瘤等药理作用。 已有研

究［１１⁃１２］证实， 大黄素可通过 Ｎｏｔｃｈ⁃１ ／ Ｈｅｓ 信号通路促进胰腺

细胞凋亡进而减轻胰腺炎反应； 另外， 在 ＬＰＳ 刺激的小胶

质细胞中， 还可通过 ＡＭＰＫ ／ Ｎｒｆ２ 信号通路发挥抗神经炎症

的作用。
ＴＮＦ⁃α 是参与滑膜炎症反应的重要细胞因子， 贯穿 ＲＡ

的整个病程， 其作为一种促炎因子， 可通过激活巨噬细胞、
中性粒细胞和单核细胞等参与免疫调节， 也可通过诱导成

纤维样滑膜细胞和软骨细胞产生炎症介质， 在触发 ＲＡ 炎

症反应和关节破坏等过程中发挥着重要作用。 有研究［１３⁃１４］

指出， ＴＮＦ⁃α 可诱导 ＲＡ 滑膜细胞增殖， 抑制其凋亡并激活

ＮＦ⁃κＢ 信号通路。 ＮＦ⁃κＢ 信号通路是与炎症反应关系密切

的信号转导通路， ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 是 ＮＦ⁃κＢ 家族中的重要成员，

正常情况下， ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 与 ｐ５０ 形成的二聚体与 ＮＦ⁃κＢ 抑

制蛋白 ＩκＢ 结合成为无活性的复合物， 但当受到外界刺激

时， ＩκＢ 降解使 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ／ ｐ５０ 暴露出来， 导致 ＮＦ⁃κＢ 活

化， 其活化后可通过诱导促炎因子如 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 的生成

加重炎症反应［１５］ ， 还可引发 ＲＡ 滑膜细胞增殖和凋亡异常

等反应， 参与 ＲＡ 发生发展［１６］ 。 本研究以 ＴＮＦ⁃α 刺激体外

培养的人类风湿性关节炎成纤维样滑膜 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞 ２４ ｈ
后发现， ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞的存活率、 克隆形成率、 Ｂｃｌ⁃２
ｍＲＮＡ 的表达水平、 ｐ⁃ＩκＢα 蛋白和 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白的表

达水平和上清液中 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 含量均明显升高， 细胞凋亡

率和 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 的表达降低； 而给予 ２５、 ５０ 和１００ μｍｏｌ ／ Ｌ
大黄素干预后， ＴＮＦ⁃α 引起的上述变化均明显受到显著抑

制， 且呈浓度依赖性。 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 是与细胞凋亡关系密切

的抑凋亡因子和促凋亡因子， 在 ＲＡ 患者中 Ｂｃｌ⁃２ 表达升高

而 Ｂａｘ 表达降低， 通过活化抑制 ＲＡ 滑膜细胞调亡信号， 促

进细胞增殖［１３，１７］ 。 已有报道［１８⁃１９］ 证实， 大黄素可抑制 ＮＦ⁃
κＢ 信号通路的活化改善缺氧和脂多糖诱导的肠上皮屏障功

能障碍， 而 ＮＦ⁃κＢ 信号通路受到抑制可降低舌鳞癌移植瘤

细胞中 Ｂｃｌ⁃２ 和上调 Ｂａｘ。 结果提示， 大黄素可通过抑制

ＮＦ⁃κＢ 信号通路的活化抑制 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞增殖， 诱导细胞

凋亡， 减轻炎症反应。
综上所述， 大黄素可抑制 ＲＡ 滑膜细胞增殖， 诱导细

胞凋亡， 减轻炎症反应， 其分子机制可能与抑制 ＮＦ⁃κＢ 信

号通路的活化有关。 该结果为大黄素临床治疗 ＲＡ 提供新

依据。 然而， 大黄素是否通过调控其他信号通路或基因的

表达发挥抗 ＲＡ 的作用还有待后续进一步研究。
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王雨佳１， 　 王梦如１＃， 　 赵健铤１， 　 金凡茂１， 　 沈咏梅１，２， 　 刘　 衡１， 　 何　 苗１∗， 　 李　 玥１∗

（１． 云南省昆虫生物医药研发重点实验室 药用特种昆虫开发国家地方联合工程研究中心 中国西南药用昆

虫及蛛形类资源开发利用协同创新中心， 云南 大理 ６７１０００； ２． 药用美洲大蠊四川省重点实验室， 四川

成都 ６１００００）

收稿日期： ２０１９⁃０６⁃０６
基金项目： 国家自然科学基金 （８１６６０６０５， ８１８６０７４２， ８１８６０７６５）； 云南省教育厅科学研究基金产业化培育项目 （２０１６ＣＹＨ１５）
作者简介： 王雨佳 （１９９４—）， 男， 研究方向为中药药理。 Ｔｅｌ： １８５８６４０７２９６， Ｅ⁃ｍａｉｌ： １８０１４９１８５２１＠ １６３．ｃｏｍ
＃共同第一作者： 王梦如 （１９９２—）， 女， 研究方向为中药药理。 Ｔｅｌ： １５９４７９７１２６９， Ｅ⁃ｍａｉｌ： １５９４７９７１２６９＠ １６３．ｃｏｍ
∗通信作者： 何　 苗 （１９８３—）， 女， 博士生， 助理研究员， 研究方向免疫药理学。 Ｔｅｌ： １５１２５２５５８９８， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｍｉｏ⁃ｈ＠ １６３．ｃｏｍ

李　 玥 （１９８６—）， 女， 博士生， 研究实习员， 研究方向中药药理。 Ｔｅｌ： １８２８８７４５１６９， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｉｙｕｅ０２０８＠ １６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 研究美廉净凝胶对大鼠宫颈炎的药效作用。 方法　 采用阴道灌注苯酚胶浆建立大鼠宫颈炎模型， 实验大

鼠分为正常对照组， 模型对照组， 凝胶组， 阳性药组， 美廉净凝胶高、 中、 低剂量组。 造模结束后次日阴道给药， 连

续 １０ ｄ， 末次给药后处死大鼠， 检测血清中 ＣＰ、 ＭＤＡ、 Ｔ⁃ＳＯＤ 水平， 计算脏器指数并进行组织病理学检查。 结果　
与模型对照组比较， 美廉净凝胶高、 中、 低剂量组均能降低造模大鼠的外阴炎症评分、 肾脏指数、 宫颈指数以及血清

中 ＣＰ、 ＭＤＡ、 Ｔ⁃ＳＯＤ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 宫颈以及阴道组织病理情况得到一定的改善。 结论　 美廉净凝胶可

减轻宫颈组织充血水肿， 对宫颈炎模型大鼠有一定的药效作用。
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中图分类号： Ｒ２８５􀆰 ５　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２１）０２⁃０４８４⁃０５
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２１􀆰 ０２􀆰 ０３７

４８４

２０２１ 年 ２ 月

第 ４３ 卷　 第 ２ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２１

Ｖｏｌ． ４３　 Ｎｏ． ２


