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摘要： 目的　 探讨姜黄素对脂多糖 （ＬＰＳ） 诱导小鼠滑膜成纤维细胞炎症和纤维化的影响。 方法　 ０、 ５、 １０、 ２０、 ４０、
８０、 １６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素作用小鼠滑膜成纤维细胞 ２４ ｈ， ＭＴＴ 法检测细胞增殖情况， 筛选最佳作用浓度。 将细胞分为对

照组、 模型组 （１０ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ）、 姜黄素组 （２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 ＳＢ⁃４３１５４２ 组 （１００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 和姜黄素 ＋ ＳＢ⁃４３１５４２ 组

（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ＋１００ μｍｏｌ ／ Ｌ）。 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＣＯＬ１Ａ１、 ＴＩＭＰ１、 ＴＧＦ⁃β１、
Ｓｍａｄ２、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 蛋白表达。 结果　 与对照组比较， 模型组滑膜成纤维细胞 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水

平， 以及 ＣＯＬ１Ａ１、 ＴＩＭＰ１、 ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ Ｓｍａｄ２、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ ／ Ｓｍａｄ３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 姜

黄素组和 ＳＢ⁃４３１５４２ 组滑膜成纤维细胞 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平， 以及 ＣＯＬ１Ａ１、 ＴＩＭＰ１、 ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ Ｓｍａｄ２、
ｐ⁃Ｓｍａｄ３ ／ Ｓｍａｄ３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 ＳＢ⁃４３１５４２ 组比较， 姜黄素＋ＳＢ⁃４３１５４２ 组滑膜成纤维细胞 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃
α、 ＩＬ⁃６ 水 平， 以 及 ＣＯＬ１Ａ１、 ＴＩＭＰ１、 ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ Ｓｍａｄ２、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ ／ Ｓｍａｄ３ 蛋 白 表 达 降 低 （ Ｐ＜ ０􀆰 ０５ ）。
结论　 姜黄素通过抑制 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路， 从而抑制 ＬＰＳ 诱导小鼠滑膜成纤维细胞炎症和纤维化。
关键词： 姜黄素； 滑膜成纤维细胞； 炎症； 纤维化； ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路
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　 　 骨关节炎是最常见的关节疾病， 主要表现为关节软骨

退化及滑膜炎， 导致疼痛和残疾［１］ 。 滑膜成纤维细胞在骨

关节炎的炎症和关节破坏中发挥重要作用， 主要通过分泌

多种促炎介质及金属蛋白酶等， 促进细胞外基质降解， 进

一步加剧骨关节炎进展［２］ 。 研究表明， 在骨关节炎的发展

过程中滑膜会发生纤维化， 并在软骨破坏中起关键作用，
这也是导致关节僵硬及滑膜增生等常见症状的重要原因之

一［３⁃４］ ， 因此， 减轻滑膜炎症及纤维化是治疗骨关节炎的有

效途径。 临床上治疗骨关节炎的常用药物是非甾体抗炎药，
然而长期使用可能会引起胃肠道和心血管不良反应， 因此

寻找安全有效的药物尤为重要［５］ 。 姜黄素是姜黄的主要活

性成分， 具有抗癌、 抗炎、 抗氧化等作用［６］ ， 可减轻骨关

节炎症状， 延缓其进程， 在治疗骨关节炎方面具有巨大潜

力［７］ 。 本研究通过体外实验观察姜黄素对 ＬＰＳ 诱导的滑膜

成纤维细胞炎症及纤维化的影响， 并探讨其可能的作用机

制， 以期为其深入考察提供参考。
１　 材料

小鼠滑膜成纤维细胞来源于青旗 （上海） 生物技术发

展有限公司。
胎牛 血 清 （ 货 号 ＳＨ３００２２􀆰 ０１Ｂ） 购 自 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ

Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； ＤＭＥＭ （货号 ＳＨ３００２２􀆰 ０１Ｂ） 购自美

国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司； ＩＬ⁃１β （货号 ＭＵ３０３６９）、 ＴＮＦ⁃α （货号

ＭＵ３００３０ ）、 ＩＬ⁃６ （ 货 号 ＭＵ３００４４ ） ＥＬＩＳＡ 试 剂 盒，
ＣＯＬ１Ａ１ （货号 ＰＡＢ４５８９３）、 ＴＩＭＰ１ （货号 ＰＡＢ３８５４６）、
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ＴＧＦ⁃β１ （ 货 号 ＰＡＢ３９２７６）、 Ｓｍａｄ２ （ 货 号 ＰＡＢ３０７１２ ）、
Ｓｍａｄ３ （货号 ＰＡＢ４４７００） 抗体均购自武汉贝茵莱生物科技

有限公司； 姜黄素 （货号 Ｃ１１０６８５， 纯度 ９９％ ）、 ＬＰＳ （货
号 Ｌ１１８７１６） 均购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；
ＳＢ⁃４３１５４２ （ＴＧＦ⁃β１ 受体抑制剂， 货号 ＨＹ⁃１０４３１） 购自上

海皓元生物医药科技有限公司； ＭＴＴ （货号 Ｍ１０２５）、
ＲＩＰＡ （强） 组织细胞快速裂解液 （货号 Ｒ００１０）、 ＢＣＡ 蛋

白浓度测定试剂盒 （货号 ＰＣ００２０） 均购自北京索莱宝科技

有限公司； ＤＭＳＯ （货号 Ｄ２６５０） 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；
ＰＶＤＦ 转移膜 （货号 ＩＰＶＨ０００１０）、 化学发光试剂 （货号

ＷＢＫＬＳ０５００） 均购自沃卡威 （北京） 生物技术有限公司；
ｐ⁃Ｓｍａｄ２ （货号 ａｂ１８８３３４）、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ （货号 ａｂ５２９０３） 抗体

均购自英国 Ａｂｃａｍ 公司。
倒置荧光显微镜 （型号 ＤＭＩＬ ＬＥＤ） 购自德国 Ｌｅｉｃａ 公

司； 酶标分析仪 （型号 ＡＭＲ⁃１００） 购自杭州奥盛仪器有限

公司； 电泳仪 （型号 ｍｉｎｉ ｐｒｏｔｅａｎ ３ ｃｅｌｌ） 购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ
公司； 全自动化学发光分析仪 （型号 Ｔａｎｏｎ⁃５２００） 购自上

海天能生命科学有限公司。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养及造模　 小鼠滑膜成纤维细胞加入含 １０％ 胎

牛血清的 ＤＭＥＭ， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养， 收

集细胞， 分为对照组和模型组， 对照组细胞正常培养， 模

型组细胞加入 １０ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ， 均置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养

箱中培养 ６ ｈ［８］ ， ＥＬＩＳＡ 法检测细胞上清液 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃６ 水平， 进行细胞模型鉴定。
２􀆰 ２　 ＭＴＴ 法检测细胞增殖 　 收集细胞， 调整密度至 ３×
１０３ ／孔， 接种于 ９６ 孔板中， 每孔 １００ μＬ， 培养过夜， 使细

胞贴壁， 分别加入含 ０、 ５、 １０、 ２０、 ４０、 ８０、 １６０ μｍｏｌ ／ Ｌ
姜黄素的完全培养基， 继续培养 ２４ ｈ［９］ ， 取出细胞培养板，
每孔加入 １０ μＬ ＭＴＴ， 继续培养 ４ ｈ， 吸取上清液， 每孔加

入 １５０ μＬ ＤＭＳＯ， 置于摇床上低速振荡 １０ ｍｉｎ， 使结晶物

充分溶解， 在 ４９０ ｎｍ 波长处检测光密度， 计算细胞增殖抑

制率， 筛选姜黄素最佳作用浓度［１０］ 。
２􀆰 ３　 细胞分组与处理　 将造模成功的细胞分为模型组、 姜

黄素组 （２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 ＳＢ⁃４３１５４２ 组 （１００ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 姜黄

素＋ ＳＢ⁃４３１５４２ 组 （ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素 ＋ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＢ⁃
４３１５４２）， 并设置对照组， 加入相应药物处理 ２４ ｈ。
２􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测细胞上清液 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平　
取对数生长期细胞， 调整密度至 １􀆰 ０×１０６ ／孔， 接种于 ６ 孔

板中， 培养过夜， 融合度达到 ７０％ 时收集上清， 按照相关

试剂盒说明书操作， 检测 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平。
２􀆰 ５ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 ＣＯＬ１Ａ１、 ＴＩＭＰ１、 ＴＧＦ⁃β１、
Ｓｍａｄ２、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 蛋白表达　 取对数生长

期细胞， 调整密度至 １􀆰 ０×１０６ ／孔， 接种于 ６ 孔板中， 培养

过夜， 融合度达到 ７０％ 时加入 ＲＩＰＡ 裂解液， 离心后取上

清， ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒检测浓度， 蛋白样本经 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 电泳后转移至 ＰＶＤＦ 膜， ５％ 脱脂奶粉在 ４ ℃下封闭

过夜， 加入 ＣＯＬ１Ａ１、 ＴＩＭＰ１、 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２、

Ｓｍａｄ３、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３、 ＧＡＰＤＨ 一抗 （１ ∶ １ ０００）， 在 ４ ℃下孵

育过夜， ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 加入二抗 （１ ∶ ２０ ０００）， 室温孵

育 １ ｈ， ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次， ＥＣＬ 试剂显色， 全自动化学发光

分析仪和 ＴＡＮＯＮ ＧＩＳ 软件采集图像。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参，
计算蛋白条带灰度值。
２􀆰 ６　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表

示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 细胞模型鉴定　 如图 １ 所示， 与对照组比较， 模型组

细胞 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明模型

构建成功。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 细胞模型鉴定结果 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２　 姜黄素对滑膜成纤维细胞增殖的影响　 如图 ２ 所示，
与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组比较， １０、 ２０、 ４０、 ８０、 １６０ μｍｏｌ ／ Ｌ
姜黄素组细胞增殖抑制率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 参考文献 ［１０］
报道， 选用细胞增殖抑制率小于 １５％ 的 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 进行后

续实验。

注： 与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 姜黄素对滑膜成纤维细胞增殖的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ３　 姜黄素对滑膜成纤维细胞 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平

的影响　 如图 ３ 所示， 与对照组比较， 模型组细胞上清液

ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较，
姜黄素组和 ＳＢ⁃４３１５４２ 组细胞上清液 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６
水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 ＳＢ⁃４３１５４２ 组比较， 姜黄素＋ＳＢ⁃
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４３１５４２ 组细胞上清液 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ ＜０􀆰 ０５； 与

ＳＢ⁃４３１５４２ 组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 姜黄素对滑膜成纤维细胞 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６
水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ４　 姜黄素对滑膜成纤维细胞 ＣＯＬ１Ａ１、 ＴＩＭＰ１ 蛋白表达

的影 响 　 如图 ４ 所示， 与 对 照 组 比 较， 模 型 组 细 胞

ＣＯＬ１Ａ１、 ＴＩＭＰ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 与模型组比

较， 姜黄素组和 ＳＢ⁃４３１５４２ 组细胞 ＣＯＬ１Ａ１、 ＴＩＭＰ１ 蛋白表

达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 与 ＳＢ⁃４３１５４２ 组比较， 姜黄素 ＋ ＳＢ⁃
４３１５４２ 组细胞 ＣＯＬ１Ａ１、 ＴＩＭＰ１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注： Ａ～Ｅ 分别为对照组、 模型组、 姜黄素组、 ＳＢ⁃４３１５４２ 组、

姜黄素＋ＳＢ⁃４３１５４２ 组。 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比

较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ＳＢ⁃４３１５４２ 组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 姜黄素对滑膜成纤维细胞 ＣＯＬ１Ａ１、 ＴＩＭＰ１ 蛋

白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ５　 姜黄素对滑膜成纤维细胞 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２、
Ｓｍａｄ３、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 蛋白表达的影响　 如图 ５ 所示， 与对照组

比较， 模型组细胞 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表达及 ｐ⁃Ｓｍａｄ ／ Ｓｍａｄ２、 ｐ⁃
Ｓｍａｄ３ ／ Ｓｍａｄ３ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 姜黄素组

和 ＳＢ⁃４３１５４２ 组细胞 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表达及 ｐ⁃Ｓｍａｄ ／ Ｓｍａｄ２、 ｐ⁃

Ｓｍａｄ３ ／ Ｓｍａｄ３ 降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 与 ＳＢ⁃４３１５４２ 组比较， 姜

黄素＋ＳＢ⁃４３１５４２ 组细胞 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表达及 ｐ⁃Ｓｍａｄ ／ Ｓｍａｄ２、
ｐ⁃Ｓｍａｄ３ ／ Ｓｍａｄ３ 降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注： Ａ～Ｅ 分别为对照组、 模型组、 姜黄素组、 ＳＢ⁃４３１５４２ 组、 姜

黄素＋ＳＢ⁃４３１５４２ 组。 与对照组比较，∗ Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，
＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ＳＢ⁃４３１５４２ 组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 姜黄素对滑膜成纤维细胞 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２、 ｐ⁃
Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ，
ｎ＝３）

４　 讨论

滑膜炎存在于骨关节炎的所有阶段， 在病理条件下滑

膜成纤维细胞可被活化， 产生与骨关节炎相关的促炎细胞

因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃８、 ＩＬ⁃１５、 ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃２１， 以

及基质金属蛋白酶 ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃３、 ＭＭＰ⁃９、 ＭＭＰ⁃１３ 等，
促进骨关节炎发生发展［１１⁃１３］ 。 Ｂａｅｋ 等［１４］ 研究了一种新型

多蛋白激酶抑制剂 ＫＭＵ⁃１１７０ 在人骨关节炎滑膜成纤维细

胞中的炎症抑制信号转导机制， 发现 ＫＭＵ⁃１１７０ 减弱滑膜

成纤维细胞中 ＬＰＳ 诱导的炎症反应， 表现为抑制 ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 和蛋白表达。 Ｄａｉ 等［１５］ 研究结果显示，
姜黄素可抑制类风湿关节炎大鼠血清和滑膜中 ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α、 ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃３ 水平， 抑制滑膜增生。 本研究发

现， 姜黄素可抑制 ＬＰＳ 诱导的滑膜成纤维细胞 ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平， 表明姜黄素可减轻 ＬＰＳ 诱导的滑膜成

纤维细胞炎症反应。
与骨关节炎相关的纤维化包括软骨修复或骨关节炎进

８５３１

２０２４ 年 ４ 月

第 ４６ 卷　 第 ４ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ａｐｒｉｌ ２０２４

Ｖｏｌ． ４６　 Ｎｏ． ４



展过程中的软骨纤维化和骨关节炎发病及进展过程中的滑

膜纤维化， 滑膜纤维化的特点是成纤维细胞过度增至以及

胶原合成与分解之间失衡［３，１６］ 。 研究表明， ＣＯＬ１Ａ１ 和

ＴＩＭＰ１ 在骨关节炎相关纤维化中上调， 通常认为是纤维化

的标志物［１７］ 。 本研究发现， 姜黄素可降低 ＬＰＳ 诱导的滑膜

成纤维细胞中 ＣＯＬ１Ａ１、 ＴＩＭＰ１ 蛋白表达， 表明姜黄素可

抑制 ＬＰＳ 诱导的滑膜成纤维细胞纤维化。
ＴＧＦ⁃β 被认为是纤维化的主要调节因子， 可激活滑膜

成纤维细胞， 促进细胞外基质基因表达， 抑制其降解［１８］ 。
Ｒｅｍｓｔ 等［１９］研究表明， 在 ＴＧＦ⁃β 诱导的骨关节炎成纤维细

胞中 ＣＯＬ１Ａ１ 和 ＴＩＭＰ１ 表达上调。 Ｄｅｎｇ 等［２０］ 研究了氯沙

坦在骨关节炎中调节 ＰＰＡＲγ 的机制， 发现氯沙坦通过上调

ＰＰＡＲγ， 抑制 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３ 信号通路， 从而减少 ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＣＯＸ⁃２ 和 ＭＭＰ⁃１３ 等的表达缓解骨关节炎进

程。 本研究发现， 姜黄素可抑制 ＬＰＳ 诱导的滑膜成纤维细胞

中 ＴＧＦ⁃β１ 蛋 白 表 达， 下 调 ｐ⁃Ｓｍａｄ ／ Ｓｍａｄ２ 和 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ ／
Ｓｍａｄ３， 表明姜黄素对 ＬＰＳ 诱导的滑膜成纤维细胞炎症反应

和纤维化的影响可能与 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路有关。
综上所述， 姜黄素通过抑制 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路从

而抑制 ＬＰＳ 诱导的小鼠滑膜成纤维细胞炎症和纤维化。 这

为姜黄素治疗骨关节炎的临床应用提供了一定的理论基础。
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