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摘要： 目的　 探讨救必应对结肠炎相关肠纤维化小鼠的保护作用。 方法 　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠随机分为正常组、 模型组、
巴柳氮钠组 （１􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ） 和救必应低、 中、 高剂量组 （０􀆰 ４５、 ０􀆰 ９、 １􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只。 除正常组外， 其余组小鼠

自由饮用 ２％ 葡聚糖硫酸钠 （ＤＳＳ） 建立结肠炎相关肠纤维化模型， 造模第 ２ 个循环开始灌胃相应剂量药物， 每周记

录小鼠体质量及小鼠存活率。 给药结束后， 分离小鼠结肠， Ｍａｓｓｏｎ 染色检测结肠纤维化程度， 免疫荧光染色检测结肠

组织 α⁃ＳＭＡ 和 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 蛋白表达， ＥＬＩＳＡ 法检测结肠组织 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测结肠组织 ＴＧＦ⁃β１、
Ｓｍａｄ２ ／ ３ 和 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ 蛋白表达。 结果　 与模型组比较， 救必应组小鼠体质量、 存活率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 结

肠组织 Ｍａｓｓｏｎ 染色阳性区域减少 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 结肠组织 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１），
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ、 ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 救必应可能通过调控 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 信号通

路， 减少结肠胶原纤维沉积， 发挥对结肠炎相关肠纤维化小鼠的治疗作用。
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　 　 肠纤维化是炎症性肠病 （ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ，
ＩＢＤ） 的严重并发症， 可导致肠壁形成过多的瘢痕组织，
引起肠道狭窄和肠道功能受损［１］ 。 据报道， 高达 １１％ 的溃

疡性结肠炎患者出现肠纤维化， 且溃疡性结肠炎患者的肠

纤维化并发症可能被严重低估［２］ 。 目前， 尚没有针对 ＩＢＤ
相关肠纤维化的治疗方法， 尽管一些抗炎药物能减轻 ＩＢＤ
患者的症状， 但对阻止肠纤维化的发生和发展效果甚

微［３］ 。 救必应来源于冬青科植物铁冬青 Ｉｌｅｘ ｒｏｔｕｎｄａ Ｔｈｕｎｂ．
的干燥树皮， 具有清热解毒、 祛湿止泻、 凉血止血作用。
江西 《草药手册》 记载救必应 “治急性肠胃炎、 胃及十二

指肠溃疡等”， 《广西本草选编》 中记载 “救必应 ２～ ３ 钱，
水煎服治疗急性胃肠炎、 急性阑尾炎” ［４⁃５］ 。 我国名老中医

劳绍贤教授常用救必应与败酱草治疗溃疡性结肠炎［６］ 。 现

代研究发现， 救必应能上调紧密连接粘附连接蛋白表达，
修复无水乙醇引起的大鼠胃及小肠黏膜损伤［７］ 。 课题组前

期研究发现， 救必应提取物对急、 慢性溃疡性结肠炎小鼠

症状有改善作用［８］ 。 然而， 救必应能否减轻结肠炎相关肠

纤维化尚不清楚， 故本实验通过建立结肠炎相关肠纤维化

小鼠模型， 探究救必应对结肠炎相关肠纤维化的保护作用，
以期为寻找肠纤维化的治疗药物提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ６０ 只， 雄性， 体质量 ２０～ ２４ ｇ，

购自空军军医大学实验动物中心 ［实验动物生产许可证号

ＳＣＸＫ （陕） ２０１４⁃００２］。 适应性饲养 １ 周后用于实验， 饲

养环境室内温度 ２２～ ２５ ℃， 相对湿度 ６０％ ～ ７０％ 。 本实验

所涉及的动物实验研究遵照国际公认的动物实验室操作规

范和标准操作程序实施， 并经陕西中医药大学实验动物伦

理委员会批准 （伦理批准号 ＳＵＣＭＤＬ２０２３０３０３０１６）。
１􀆰 ２　 药物　 救必应购自安徽贺林中药饮片科技有限公司，
并经西北大学谢艳华副主任药师鉴定为铁冬青 Ｉｌｅｘ ｒｏｔｕｎｄａ
Ｔｈｕｎｂ． 的干燥树皮。 巴柳氮钠颗粒 （湖北百科亨迪药业股

份有限公司， 国药准字 Ｈ２００３０７４８）。
１􀆰 ３　 试剂 　 葡聚糖硫酸钠 （ ｄｅｘｔｒａｎ ｓｏｄｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ， ＤＳＳ）
（美国 ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ 公司， 货号 １６０１１０）； Ｍａｓｓｏｎ 染色试

剂盒、 小鼠 ＩＬ⁃１β ＥＬＩＳＡ 试剂盒、 小鼠 ＴＮＦ⁃α ＥＬＩＳＡ 试剂

盒 （北京索莱宝科技有限公司， 货号 Ｇ１３４０、 ＳＥＫＭ⁃０００２、
ＳＥＫＭ⁃００３４）； 全蛋白提取试剂盒 （江苏凯基生物技术股份

有限公司， 货号 ＫＧＰ２１００）； ＢＣＡ 定量试剂盒 （武汉伊莱

瑞特生物科技股份有限公司， 货号 Ｅ⁃ＢＣ⁃Ｋ３１８⁃Ｍ）； ａｎｔｉ⁃α⁃
ＳＭＡ， ａｎｔｉ⁃Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ， Ｓｍａｄ２ ／ ３， ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ （沈阳万类生

物科技有限公司， 货号 ＷＬ０２５１０、 ＷＬ００８８、 ＷＬ０１５２０、
ＷＬ０２３０５）； ａｎｔｉ⁃β⁃ａｃｔｉｎ （ 美 国 Ｅｎｇｉｂｏｄｙ 公 司， 货 号

ＡＴ００４８）。
１􀆰 ４　 仪器　 ＭＥ２０４ 分析天平 （瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃Ｔｏｌｅｄｏ 公司）；
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Ｍｉｎｉ⁃Ｐｒｏｔｅａｎ 电泳仪、 Ｍｉｎｉ⁃Ｔｒａｎｓ⁃Ｂｌｏｔ 湿转印槽、 ＣｈｅｍｉＤｏｃ
ＸＲＳ＋化学发光成像仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； 超纯水系统

（德国 Ｍｅｒｃｋ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）； Ｎｉｋｏｎ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｅ１００ 光学显微

镜、 Ｎｉｋｏｎ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｃ１ 荧光显微镜 （日本 Ｎｉｋｏｎ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 救必应水提物制备　 取救必应药材适量， 第 １ 次加 ８
倍量水回流提取 ２ ｈ， 第 ２ 次加 ６ 倍量水回流提取 １ ｈ， 合

并 ２ 次滤液， 浓缩， 置于真空干燥箱中干燥， 粉碎， 得救

必应水提物。 每 １ ｇ 救必应提取物粉末相当于 ３􀆰 ９ ｇ 救必应

生药。
２􀆰 ２　 分组、 造模及给药 　 小鼠随机分为正常组、 模型组、
巴柳氮钠组 （ １􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ） 和救必应低、 中、 高剂量组

（０􀆰 ４５、 ０􀆰 ９、 １􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只。 正常组小鼠自由饮用

自来水， 其余组小鼠连续饮用 ２％ ＤＳＳ ７ ｄ， 更换自来水继

续饮用 １４ ｄ 为 １ 个循环， 重复 ３ 个循环， 第 ３ 个循环时的

自来水饮用调整为 ７ ｄ［９］ 。 实验第 ３ 周开始灌胃给予相应剂

量药物， 给药量 ２０ ｍＬ ／ ｋｇ， 正常组和模型组灌胃给予等量

去离子水。 实验第 ８ 周给药结束后， 戊巴比妥钠麻醉小鼠，
分离小鼠结肠， 一部分于 ４％ 多聚甲醛中固定， 一部分于

－８０ ℃冷冻保存， 用于后续检测。
２􀆰 ３　 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察结肠组织病理形态 　 将固定好的结

肠组织包埋、 切片、 脱蜡至水， 用铁苏木素染色 １０ ｍｉｎ，
分化和返蓝后， 依次用丽春红品红染液染色 ８ ｍｉｎ、 磷钼酸

染色 １ ｍｉｎ、 苯胺蓝染液染色 ２ ｍｉｎ， 脱水封片后于显微镜

下观察并采集图像。
２􀆰 ４　 免疫荧光法检测结肠组织 α⁃ＳＭＡ 和 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 蛋白表

达　 将脱蜡至水的切片在抗原修复液中进行抗原修复， 随

后放入 ０􀆰 ３％ 的双氧水溶液中室温孵育 ３０ ｍｉｎ， 防止组织中

内源性过氧化物酶干扰后续染色结果。 切片上滴加 １００ μＬ
３％ ＢＳＡ 溶液， 室温封闭 ３０ ｍｉｎ， 去除封闭液， 更换为 ａｎｔｉ⁃
α⁃ＳＭＡ 或 ａｎｔｉ⁃Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 一抗， 于 ４ ℃冰箱孵育过夜， 次日

ＰＢＳ 洗片并滴加二抗， 室温避光孵育 ６０ ｍｉｎ， 洗片并用

ＤＡＰＩ 染核， 封片后于荧光显微镜下观察并采集图像。
２􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测结肠组织 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平　 称取 ５０

ｍｇ 结肠组织， 预冷 ＰＢＳ 冲洗去除残留内容物及血液， 剪碎

后加入 ４５０ μＬ ＰＢＳ， 于玻璃匀浆器中充分研磨， ４ ℃、
５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 分离得到上清。 将小鼠 ＩＬ⁃１β 和

ＴＮＦ⁃α ＥＬＩＳＡ 试剂盒恢复至室温， 按照说明书检测结肠组

织中 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 水平。
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测结肠组织 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２ ／ ３、 ｐ⁃
Ｓｍａｄ２ ／ ３ 蛋白表达　 将冷冻保存于－８０ ℃的结肠组织在冰

上解冻， 称取 ２５ ｍｇ， 加入 １２５ μＬ 蛋白裂解液， 研磨后将

匀浆液于 ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下离心 １５ ｍｉｎ， 分离得到

上清液， ＢＣＡ 定量后加入 ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ， 沸水煮 ５ ｍｉｎ 变

性， 于－２０ ℃保存。 按照 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 配胶试剂盒说明书配

制 ８％ 分离胶， 蛋白上样后恒压电泳分离蛋白， 恒流将蛋白

转移至 ＰＶＤＦ 膜上， ５％ 脱脂牛奶室温封闭 ６０ ｍｉｎ， 放入

ａｎｔｉ⁃ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ２ ／ ３、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ 一抗孵育液中， ４ ℃ 孵

育过夜， 次日洗膜后放入二抗 （１ ∶ ３ ０００） 孵育液中， 室

温孵育 ６０ ｍｉｎ， 最后滴加超敏显色液， 于化学发光仪上显

色， 导出图像用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析各组蛋白条带灰度值。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 软件进行处理， 实验数

据以 （ｘ±ｓ） 表示， 当方差齐性时， 多组间比较采用单因素

方差分析， ２ 组间比较采用 ＬＳＤ 法； 方差不齐时， 则采用

非参数检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 救必应对结肠炎相关肠纤维化小鼠一般状态、 体质量

及生存率的影响　 实验期间正常组小鼠精神状态良好， 毛

发有光泽， 粪便成形无异常， 体质量稳定增加； 与正常组

比较， 模型组小鼠精神萎靡， 毛发无光泽， 生存率降低，
造模第 ３１ 天时出现死亡， 实验期间模型组死亡小鼠 ４ 只，
在饮用 ＤＳＳ ５～７ ｄ 时出现黏液脓血便， 体质量降低， 在第

１、 ３、 ６、 ８ 周时低于正常组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
救必应各剂量组和巴柳氮钠组均能改善小鼠的精神状态及

粪便性状， 减少血便， 改善小鼠体质量降低， 提高生存率，
其中救必应高剂量组小鼠实验期间未见死亡， 且在第 ３ 和

６ 周时， 救必应中、 高剂量组及巴柳氮钠组小鼠体质量高

于模型组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １。

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组小鼠体质量及生存率变化 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

３􀆰 ２　 救必应对结肠炎相关肠纤维化小鼠结肠组织纤维化程

度的影响　 Ｍａｓｓｏｎ 染色能使沉积于结肠的胶原纤维呈蓝色。
如图 ２ 所示， 正常组小鼠结肠组织排列整齐， 黏膜层和黏

膜下层无纤维化区域； 与正常组比较， 模型组小鼠结肠组

织黏膜及黏膜下层大量蓝染区域， 胶原纤维沉积和增生

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 救必应各剂量组及巴柳氮钠组
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小鼠结肠组织胶原纤维沉积减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ３　 救必应对结肠炎相关肠纤维化小鼠结肠组织 α⁃ＳＭＡ、
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 蛋白表达的影响　 免疫荧光结果显示， 与正常组

比较， 模型组小鼠结肠组织中的 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 荧光强度增加

（Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 而 α⁃ＳＭＡ 蛋白荧光强度无明显变化 （ Ｐ ＞

０􀆰 ０５）， 说明结肠炎小鼠结肠组织纤维化主要与 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ
胶原蛋白沉积增多有关； 与模型组比较， 救必应中、 高剂

量组小鼠结肠组织 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 蛋白荧光强度降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， α⁃ＳＭＡ 蛋白荧光强度无明显变化 （Ｐ＞ ０􀆰 ０５），
见图 ３～４。

注： 箭头代表结肠纤维化区域。 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组小鼠结肠纤维化程度比较 （Ｍａｓｓｏｎ 染色， ｘ±ｓ， ｎ＝４）

图 ３　 各组小鼠结肠 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达比较 （×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组小鼠结肠 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 蛋白表达比较 （×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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３􀆰 ４　 救必应对结肠炎相关肠纤维化小鼠结肠组织 ＩＬ⁃１β 和

ＴＮＦ⁃α 水平的影响 　 如图 ５ 所示， 与正常组比较， 模型组

小鼠结肠组织 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 救必应中、 高剂量组小鼠结肠组织 ＩＬ⁃１β 和

ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 各组小鼠结肠中 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ５　 救必应对结肠炎相关肠纤维化小鼠结肠组织 ＴＧＦ⁃β ／
Ｓｍａｄ 信号通路的影响　 如图 ６ 所示， 与正常组比较， 模型

组小鼠结肠组织中 ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 救必应高剂量组小鼠结肠组织

ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示救必应

可能通过调节 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 通路减轻结肠炎小鼠肠纤维化

进展。
４　 讨论

溃疡性结肠炎可归属于中医的 “泄泻” “痢疾” “肠
澼” 等范畴， 中医认为其病理因素主要包括湿邪、 瘀热、
热毒、 痰浊及气滞等， 在活动期时以湿热之实邪为主， 而

缓解期时以脾肾亏虚为主［１０⁃１１］ 。 由于溃疡性结肠炎病程漫

长、 反复发作， 患者肠道黏膜反复愈合时引起肠道细胞外

基质 （ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ， ＥＣＭ） 沉积， 诱发结肠炎相关肠

纤维化［１２］ 。 救必应是岭南特色药材， 瑶医及岭南名医将救

必应与其他药物配伍治疗胃痛、 胃肠炎、 溃疡性结肠炎等

　 　 　 　

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 各组小鼠结肠中 ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

胃肠系统疾病疗效显著， 以救必应为君药的复方制剂如复

方救必应胶囊、 救必应胃痛胶囊及肠胃适胶囊等已被批准

上市用于胃肠炎的治疗［１３⁃１４］ 。 本研究选择经典的化学制剂

诱导建立结肠炎相关肠纤维化小鼠模型， 通过间歇性重复

给予 ２％ ＤＳＳ， 引起小鼠肠道黏膜反复炎症和黏膜愈合， 诱

发肠道纤维化， 通过该模型对救必应治疗结肠炎相关肠纤

维化作用进行研究， 结果发现救必应能降低结肠炎相关肠

纤维化小鼠的死亡率， 改善小鼠体质量降低及结肠胶原蛋

白沉积。
ＴＧＦ⁃β 是研究最为广泛的促纤维化因子， 经典的 ＴＧＦ⁃

β ／ Ｓｍａｄ 通路已被证实在肠纤维化中发挥关键作用［１５⁃１６］ 。
ＴＧＦ⁃β 能与细胞膜上的 ＴＧＦ⁃β 受体结合， 从而激活细胞内

的 Ｓｍａｄ 信号通路， 促进 Ｓｍａｄ２ ／ ３ 磷酸化， 释放并转运到细

胞核中， 诱导 α⁃ＳＭＡ、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 等胶原蛋白的表达［１７］ 。 研

究发现， 通过腺病毒在小鼠结肠过表达 ＴＧＦ⁃β， 可致小鼠

出现结肠纤维化， 但 Ｓｍａｄ３ 缺失的小鼠对三硝基苯磺酸诱

导的结直肠纤维化产生抗性［１８⁃１９］ 。 通过敲除 Ｓｍａｄ３ 或过表

达 Ｓｍａｄ７ 能阻止 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 通路激活， 从而减轻包括肠

道在内的多个器官的纤维化［２０⁃２１］ 。 因此， 在细胞外或细胞

内水平阻断 ＴＧＦ⁃β 信号通路有望成为预防或治疗肠纤维化

的有效策略。 本研究结果显示， 模型组小鼠结肠中 Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ｉ 蛋白荧光增强， 且 ＴＧＦ⁃β１ 和 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ 蛋白表达增加，
而 α⁃ＳＭＡ 无明显变化， 说明模型小鼠的 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 信号

通路被激活， 主要引起结肠 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 蛋白沉积诱发肠纤维

化； 救必应干预后， 能降低 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ、 ＴＧＦ⁃β１ 及 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／
３ 蛋白表达， 说明救必应能抑制 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 通路的激活，
减少胶原蛋白 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 沉积。

综上所述， 救必应能减轻 ＤＳＳ 诱导的小鼠结肠炎相关

肠纤维化， 其作用可能是通过抑制 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 信号通路

激活， 减少 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 等胶原蛋白表达， 从而抑制肠纤维化

的形成。
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山柰酚对 ＴＮＦ⁃α／ ＩＮＦ⁃γ诱导 Ｃ２Ｃ１２ 细胞炎症及成肌分化的作用
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摘要： 目的　 探讨山柰酚对 ＴＮＦ⁃α ／ ＩＮＦ⁃γ 诱导 Ｃ２Ｃ１２ 细胞炎症及成肌分化的作用。 方法　 采用生长培养基培养 Ｃ２Ｃ１２
成肌细胞， 用山柰酚 （１０、 ２０、 ３０、 ４０、 ５０、 ６０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理 ２４ ｈ， ＣＣＫ８ 法检测细胞活力。 １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 和 １０
ｎｇ ／ ｍＬ ＩＦＮ⁃γ 与山柰酚 （３０、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 共处理 Ｃ２Ｃ１２ 细胞 ２４ ｈ， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测炎性因子 ｍＲＮＡ 表达。 采用分化

培养基诱导 Ｃ２Ｃ１２ 细胞肌分化， 在分化第 ５ 天， 加入 ＴＮＦ⁃α ／ ＩＮＦ⁃γ 与山柰酚共处理细胞 ２４ ｈ， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测生肌

调节因子 （ＭＲＦｓ） ｍＲＮＡ 表达， 免疫荧光观察肌管细胞形态， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 和 ＭＡＰＫｓ 相关功能蛋白

表达。 结果　 与刺激组比较， 山柰酚组成肌细胞促炎因子 （ ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６）， α 趋化因子 （ＣＣＬ２ ～ ５）、 β 趋化因子

（ＣＣＬ９～１１） ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 肌管细胞形态萎缩得到改善， Ｍｙｏｇｅｎｉｎ、 Ｍｙｆ６ ｍＲＮＡ 表达和 ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 山柰酚通过降低促炎因子和 α、 β 趋化因子 ｍＲＮＡ 表达

抑制 ＴＮＦ⁃α ／ ＩＮＦ⁃γ 诱导 Ｃ２Ｃ１２ 细胞炎症进程； 山柰酚促进肌源性分化， 其机制可能与上调 ＰＩ３Ｋ 和 ＥＲＫ１ ／ ２ 有关。
关键词： 山柰酚； Ｃ２Ｃ１２ 细胞； 炎症； 趋化因子； 成肌分化； ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ； ＭＡＰＫ
中图分类号： Ｒ２８５􀆰 ５　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２４）０９⁃３１１５⁃０５
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２４􀆰 ０９􀆰 ０４５

　 　 特 发 性 炎 症 性 肌 病 （ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｍｙｏｐａｔｈｉｅｓ， ＩＩＭ） 是一组异质性自身免疫性结缔组织

病， 基于其临床和病理特征主要分为皮肌炎、 多发性肌

炎、 免疫介导的坏死性肌病和散发性包涵体肌炎四类，
其共同特征为肌无力和肌活检呈炎性细胞浸润 ［１］ 。 疾病

发展后期可致肌肉萎缩， 引起不同程度的功能障碍 ［２］ 。
研究表明， 炎症是骨骼肌萎缩的主要原因， 炎症因子

ＴＮＦ⁃α 是最重要的肌肉消耗细胞因子之一， ＴＮＦ⁃α 在

ＩＮＦ⁃γ 辅助 下 能 够 抑 制 肌 纤 维 再 生 并 损 害 现 有 肌 纤

维 ［３⁃４］ 。 磷 脂 酰 肌 醇⁃３ 激 酶 （ ＰＩ３Ｋ ） ／蛋 白 激 酶 Ｂ
（Ａｋｔ） 信号通路作为受体信号向细胞内传导的重要途径

之一， 具有调节细胞增殖、 分化及蛋白合成等的功能，
已被证明参与骨骼肌损伤、 修复和再生 ［５］ 。 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ
信号通路有助于肌源性分化， 阻碍其表达或激活会显著

抑制肌细胞转分化， 诱导细胞凋亡 ［６］ 。 ＭＡＰＫ 途径是肌

原分化所必需的 ［７］ 。 山柰酚是一种常见的天然黄酮类化

合物， 广泛存在于沙姜、 大戟、 银杏等传统中草药中，
具有抗炎、 抗病毒、 抗癌等多种生物活性 ［８⁃９］ ， 但尚未

有报道山柰酚治疗肌萎缩的相关研究。 因此， 本实验通

过构建 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＦＮ⁃γ 诱导 Ｃ２Ｃ１２ 细胞萎缩模型， 观察

山柰酚对细胞活力、 炎性因子表达、 肌管细胞形态、
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 和 ＭＡＰＫ 信号通路相关蛋白及下游生肌调节

因子 （ ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ， ＭＲＦｓ） 表达的影响，
以期为骨骼肌相关疾病的研究提供实验基础。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 小鼠成肌细胞 Ｃ２Ｃ１２， 由中科院上海药物研究

所冷颖研究员课题组提供。 复苏细胞， 移入含有生长培养

基 （ＤＭＥＭ 高糖培养基＋１０％ 胎牛血清＋双抗） 的培养瓶

中， 轻轻摇匀， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 恒温培养箱中培养， 隔

天换液。
１􀆰 ２　 药物与试剂 　 山柰酚 （货号 ５１２⁃１８⁃３， 纯度≥９８％ ）
购自上海陶素生化科技有限公司。 重组小鼠 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ
蛋白 （货号 ５５４５８９、 ５５４５８７） 购自美国 ＢＤ 公司； 标准胎

牛血 清 （ 货 号 ＡＨＷ８７３２６ ） 购 自 美 国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公 司；
ＤＭＥＭ 高糖培养基、 热灭活马血清、 ０􀆰 ２５％ Ｔｒｙｐｓｉｎ⁃ＥＤＴＡ
（货号 ２３１０１１３０、 ２６０５００７０、 ２１８６９７０） 购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司； ＣＣＫ８ 试剂盒 （货号 ＣＫ０４） 购自日本同仁化学研究

所； 无菌 ＤＭＳＯ、 胎牛血清白蛋白 （货号 Ｄ２６５０、 ９０４８⁃４６⁃
８） 购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司； 总 ＲＮＡ 提取试剂盒 （货
号 ＤＰ４１９） 购自天根生化科技 （北京） 有限公司； ＢＣＡ 蛋

白定量试剂盒、 ＨＲＰ 标记羊抗兔 ＧＡＰＤＨ 抗体 （货号

２３２２５、 ３４５７７） 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； ＰＩ３
ｋｉｎａｓｅ ｐ８５ （ １９Ｈ８ ） ｍＡｂ、 ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ＰＩ３ ｋｉｎａｓｅ ｐ８５
（Ｔｙｒ４５８） ／ ｐ５５ （ Ｔｙｒ１９９） ｍＡｂ、 Ａｋｔ ｍＡｂ、 ｐ⁃Ａｋｔ （ Ｔ３０８）
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（２４４Ｆ９ ） ｍＡｂ、 ｐ３８ ＭＡＰＫ ｍＡｂ， ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ （ Ｔ１８０ ／
Ｙ１８２） ｍＡｂ、 ｐ４４ ／ ４２ ＭＡＰＫ （ＥＲＫ１ ／ ２） （１３７Ｆ５） ｍＡｂ、 ｐ⁃
ｐ４４ ／ ４２ ＭＡＰＫ （Ｔ２０２ ／ Ｙ２０４） （１９７Ｇ２） ｍＡｂ （货号 ４２５７Ｓ、
４２２８Ｓ、 ９２７２Ｓ、 ４０５６Ｌ、 ９２１２、 ９２５１Ｌ、 ４６９５Ｓ、 ４３７７Ｓ） 购

自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； ＨＲＰ 标记羊抗兔二

抗 （货号 １７０５０４６） 购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司。
２　 方法

２􀆰 １　 Ｃ２Ｃ１２ 细胞诱导肌分化培养　 待 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞生长

融合至 ７０％ ～ ８０％ 时， 弃生长培养基， 加入无血清培养基

饥饿过夜， 继而更换分化培养基 （ＤＭＥＭ 高糖培养基＋２％
马血清＋双抗） 诱导肌分化 ６ ｄ 以形成肌管， 间隔 １ ｄ 更换

新的分化培养基继续培养。
２􀆰 ２　 细胞分组及给药 　 将 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞随机分为对照

组、 ＴＮＦ⁃α ／ ＩＦＮ⁃γ 刺激组、 山柰酚组 （ ３０、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ），
每组设置 ３ 个复孔。 对照组加入生长培养基培养 ２４ ｈ； 刺

激组加入含 １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α 和 １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＩＦＮ⁃γ 的生长培养

基培养 ２４ ｈ； 山柰酚组加入含 １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＮＦ⁃α、 １０ ｎｇ ／ ｍＬ
ＩＦＮ⁃γ 和山柰酚 （３０、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 的生长培养基培养２４ ｈ。
在诱导肌分化第 ５ 天， 各组加入含药或不含药的分化培养

基培养 ２４ ｈ， 并于荧光倒置显微镜下实时观察各组肌管细

胞形态并拍照。
２􀆰 ３　 ＣＣＫ８ 法检测细胞活力　 取对数生长期 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细

胞， 以每孔 ５×１０３ 个的密度接种于 ９６ 孔板， 培养过夜至贴

壁， 加不同浓度山柰酚 （ ０、 １０、 ２０、 ３０、 ４０、 ５０、 ６０
μｍｏｌ ／ Ｌ） 孵育 ２４ ｈ， 每孔加入 ２０ μＬ ＣＣＫ８ 试剂继续培养

１ ｈ， 采用酶标仪于 ４５０ ｎｍ 波长处检测各孔光密度 （ＯＤ）
值， 计算细胞活力， 每组设置 ３ 个复孔。
２􀆰 ４　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测成肌细胞炎性因子和分化肌管细胞

ＭＲＦｓ 家族因子 ｍＲＮＡ 表达 　 细胞按 “２􀆰 ２” 项下方法处

理， 收集成肌细胞和分化肌管细胞， 加入 ＲＺ 裂解液， 使

用总 ＲＮＡ 提取试剂盒提取 ＲＮＡ 并逆转录得 ｃＤＮＡ， 检测成

肌细胞炎性因子 ｍＲＮＡ 表达和分化肌管细胞 ＭＲＦｓ 家族因

子 ｍＲＮＡ 表达。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 采用 ２－ΔΔＣＴ 法进行分

析。 引物序列来源于 ＰｒｉｍｅｒＢａｎｋ， 见表 １， 由生工生物工程

（上海） 股份有限公司合成。
２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测分化肌管细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 和 ＭＡＰＫｓ
信号通路蛋白表达 　 细胞按 “２􀆰 ２” 项下方法处理， 收集

各组细胞， 每孔加 １００ μＬ 含蛋白酶抑制剂的 ＳＤＳ 裂解液，
反复吹打至细胞裂解完全， ＢＣＡ 法进行蛋白定量， １００ ℃
恒温金属浴加热 １０ ｍｉｎ 使蛋白变性。 １０％ ＳＤＳ⁃聚丙烯酰胺

凝胶分离目的蛋白， 湿转法转至 ＮＣ 膜上， ５％ ＢＳＡ 室温封

闭 １ ｈ， 一抗 ４ ℃ 孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗涤， 二抗室温孵育

１ ｈ， ＴＢＳＴ 洗涤， ＥＣＬ 法显影曝光， 采用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ
６􀆰 ０ 软件分析条带灰度值， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 计算目的蛋

白相对表达。
２􀆰 ６　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ ７􀆰 ０ 软件进行处理， 数据

以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析， 两两比较

采用双侧 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。

表 １　 引物序列

基因 序列（５′→３′）
ＩＬ⁃１β 正向 ＧＣＡＡＣＴＧＴＴＣＣＴＧＡＡＣＴＣＡＡＣＴ

反向 ＡＴＣＴＴＴＴＧＧＧＧＴＣＣＧＴＣＡＡＣＴ
ＩＬ⁃６ 正向 ＣＴＧＣＡＡＧＡＧＡＣＴＴＣＣＡＴＣＣＡＧ

反向 ＡＧＴＧＧＴＡＴＡＧＡＣＡＧＧＴＣＴＧＴＴＧＧ
ＣＣＬ２ 正向 ＴＴＡＡＡＡＡＣＣＴＧＧＡＴＣＧＧＡＡＣＣＡＡ

反向 ＧＣＡＴＴＡＧＣＴＴＣＡＧＡＴＴＴＡＣＧＧＧＴ
ＣＣＬ３ 正向 ＴＴＣＴＣＴＧＴＡＣＣＡＴＧＡＣＡＣＴＣＴＧＣ

反向 ＣＧＴＧＧＡＡＴＣＴＴＣＣＧＧＣＴＧＴＡＧ
ＣＣＬ４ 正向 ＴＴＣＣＴＧＣＴＧＴＴＴＣＴＣＴＴＡＣＡＣＣＴ

反向 ＣＴＧＴＣＴＧＣＣＴＣＴＴＴＴＧＧＴＣＡＧ
ＣＣＬ５ 正向 ＧＣＴＧＣＴＴＴＧＣＣＴＡＣＣＴＣＴＣＣ

反向 ＴＣＧＡＧＴＧＡＣＡＡＡＣＡＣＧＡＣＴＧＣ
ＣＸＣＬ９ 正向 ＴＣＣＴＴＴＴＧＧＧＣＡＴＣＡＴＣＴＴＣＣ

反向 ＴＴＴＧＴＡＧＴＧＧＡＴＣＧＴＧＣＣＴＣＧ
ＣＸＣＬ１０ 正向 ＣＣＡＡＧＴＧＣＴＧＣＣＧＴＣＡＴＴＴＴＣ

反向 ＧＧＣＴＣＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＴＴＣＡＡ
ＣＸＣＬ１１ 正向 ＧＧＣＴＴＣＣＴＴＡＴＧＴＴＣＡＡＡＣＡＧＧＧ

反向 ＧＣＣＧＴＴＡＣＴＣＧＧＧＴＡＡＡＴＴＡＣＡ
ＭｙｏＤ 正向 ＣＣＡＣＴＣＣＧＧＧＡＣＡＴＡＧＡＣＴＴＧ

反向 ＡＡＡＡＧＣＧＣＡＧＧＴＣＴＧＧＴＧＡＧ
Ｍｙｆ５ 正向 ＡＡＧＧＣＴＣＣＴＧＴＡＴＣＣＣＣＴＣＡＣ

反向 ＴＧＡＣＣＴＴＣＴＴＣＡＧＧＣＧＴＣＴＡＣ
Ｍｙｏｇｅｎｉｎ 正向 ＧＡＧＡＣＡＴＣＣＣＣＣＴＡＴＴＴＣＴＡＣＣＡ

反向 ＧＣＴＣＡＧＴＣＣＧＣＴＣＡＴＡＧＣＣ
Ｍｙｆ６ 正向 ＡＧＡＧＧＧＣＴＣＴＣＣＴＴＴＧＴＡＴＣＣ

反向 ＣＴＧＣＴＴＴＣＣＧＡＣＧＡＴＣＴＧＴＧＧ
ＧＡＰＤＨ 正向 ＴＧＣＴＣＧＣＴＧＴＡＴＴＣＴＴＧＧＴＧ

反向 ＧＧＣＴＣＣＴＴＣＴＧＴＣＧＡＧＴＧＡＣ

３　 结果

３􀆰 １　 山柰酚对 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞活力的影响　 如图 １ 所示，
与对照组 （０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 比较， ６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚对 Ｃ２Ｃ１２
成肌细胞存活率有抑制作用 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 故选取 ３０、 ５０
μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度用于后续实验。

注： 与对照组 （０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 不同浓度山柰酚对 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞

活力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２　 山柰酚对 ＴＮＦ⁃α ／ ＩＦＮ⁃γ 诱导 Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞炎性因

子 ｍＲＮＡ 表达的影响　 与对照组比较， 刺激组成肌细胞促

炎因子 （ ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６）、 α 趋化因子 （ＣＸＣＬ９ ～ １１） 和 β 趋

化因子 （ＣＣＬ２～ ５） ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与刺激组比较， 山柰酚组 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＣＸＣＬ９、 ＣＸＣＬ１１、

６１１３
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　 　 　 　ＣＣＬ２～５ ｍＲＮＡ 表达均降低， 其中 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组作用更显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ２。

注： Ａ～Ｂ 为促炎因子 ｍＲＮＡ 表达， Ｃ～Ｅ 为 α 趋化因子 ｍＲＮＡ 表达， Ｆ～ Ｉ 为 β 趋化因子 ｍＲＮＡ

表达。 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与刺激组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 山柰酚对成肌细胞炎性因子 ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ３　 山柰酚对分化肌管细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 和 ＭＡＰＫｓ 信号通路

蛋白表达的影响　 与对照组比较， 刺激组肌管细胞 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ
蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与刺激组比较， ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰

酚组 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＥＲＫ 蛋白表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１），
ｐ⁃Ａｋｔ 和 ｐ⁃ｐ３８ 蛋白表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ３。

注： Ａ 为蛋白条带图， Ｂ～Ｅ 为蛋白表达统计图。 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与刺激组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 山柰酚对分化肌管细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 和 ＭＡＰＫｓ 信号通路蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ４　 山柰酚对分化肌管细胞形态和 ＭＲＦｓ 基因表达的影

响　 与对照组比较， 刺激组肌管细胞核融合减少， 形态萎

缩， 直径和长度缩小， ＭｙｏＤ、 Ｍｒｆ５、 Ｍｙｇｅｎｉｎ、 Ｍｙｆ６ ｍＲＮＡ

表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与刺激组比较， 山柰酚 ５０

μｍｏｌ ／ Ｌ 组肌管细胞形态改善， Ｍｙｏｇｅｎｉｎ、 Ｍｙｆ６ ｍＲＮＡ 表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭｙｏＤ、 Ｍｒｆ５ ｍＲＮＡ 表达无明显变化 （Ｐ＞

０􀆰 ０５）， 见图 ４。

４　 讨论

骨骼肌作为人体最大的组织， 约占体质量的 ４０％ ， 在

维持机体生长发育、 运动、 甚至糖代谢和脂肪代谢活动中

具有不可或缺的作用， 骨骼肌损伤或弱化严重影响机体的

正常运动和生产生活。 ＩＩＭ 是一组累及肌肉和四肢的慢性炎

症性肌病， 疾病进展后期会导致严重的肌肉无力和萎缩。

炎症所导致的骨骼肌弱化是许多骨骼肌疾病的典型后果，
７１１３
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注： Ａ 为各组分化肌管细胞形态 （ × ２００）， Ｂ ～ Ｅ 为肌管细胞 ＭｙｏＤ、 Ｍｒｆ５、 Ｍｙｇｅｎｉｎ、 Ｍｙｆ６ ｍＲＮＡ 表达。 与对照组比较，＃ Ｐ ＜

０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与刺激组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 山柰酚对分化肌管细胞形态和 ＭＲＦｓ 基因表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

减轻炎症反应、 改善肌肉萎缩可能是治疗 ＩＩＭ 以及其他骨

骼肌相关疾病的有效手段之一。
Ｃ２Ｃ１２ 成肌细胞常被广泛用于阐明骨骼肌细胞生长、

发育和分化的生物学功能特征， 是一个良好的细胞模型。
ＴＮＦ⁃α 能通过激活 ＮＦ⁃κＢ 信号通路抑制 Ｃ２Ｃ１２ 细胞的分化，
而 ＩＧＦ⁃１ 能够抵消 ＴＮＦ⁃α 引起的分化受阻。 ＴＮＦ⁃α 与 ＩＦＮ⁃γ
的组合导致 ＭｙｏＤ 的下调和肌管功能障碍［４］ ， 因此本实验

采用 ＴＮＦ＋ＩＦＮ 处理的细胞系来阐明与山柰酚对 Ｃ２Ｃ１２ 成肌

细胞炎症损伤的保护作用及成肌分化的作用。
细胞因子和趋化因子是 ＩＩＭ 发生和发展的重要参与者。

趋化因子根据保守的半胱氨酸残基周围氨基酸的定位被细

分为家族， 并且大多数属于 α 和 β 家族， 大多数趋化因子

可以与一种以上的受体结合［１０］ 。 已有研究表明， ＩＦＮ⁃γ 诱

导的 α 趋化因子 （ＣＸＣＬｓ） 在 ＩＩＭ 中具有重要作用， ＣＸＣＬ９
和 ＣＸＣＬ１０ ｍＲＮＡ 表达在 ｓＩＢＭ 患者肌肉中上调［１１］ 。 β 趋化

因子 （ＣＣＬｓ） 能够激活和趋化 Ｔ 细胞和单核细胞， 在 ＩＩＭ
慢性炎症性疾病中具有重要的促炎和调节作用［１２］ 。 体外研

究表明， 骨骼肌细胞暴露于 ＴＮＦ⁃α 导致许多炎症蛋白的合

成增加， 包括 ＣＣＬ２、 ＣＣＬ５、 ＣＸＣＬ５、 ＶＣＡＭ⁃１ 和 ＩＬ⁃６［１３⁃１４］ ；
ＩＦＮ⁃γ 诱导的成肌细胞和肌管细胞中的促炎细胞因子 ＩＬ⁃１、
ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１８ 和趋化因子 ＣＣＬ２ ｍＲＮＡ 表达［１５］ 。 以上研究提

示， 抑制促炎因子和趋化因子表达是治疗肌炎的有效手段

之一。 本研究发现， 山柰酚干预能够抑制 ＴＮＦ⁃α ／ ＩＦＮ⁃γ 诱

导的成肌细胞促炎因子、 α 和 β 趋化因子基因表达上调，
提示山柰酚可能通过抑制肌细胞分泌促炎因子和趋化因子

发挥抗炎的作用。
骨骼肌的分化和成熟需要信号通路之间的相互作

用［１６］ 。 胰岛素样生长因子⁃１ （ＩＧＦ⁃１） 在控制发育过程中骨

骼肌生长中起着至关重要的作用［１７］ ， 而 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ， ＭＡＰＫ
是 ＩＧＦ⁃１ 代谢途径的主要效应物［１８］ 。 ＩＧＦ⁃１ 与其受体结合

诱导 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 途径磷酸化， 诱导肌母细胞分化和存活。 此

外， Ａｋｔ 激活哺乳动物雷帕霉素靶标 （ｍＴＯＲ）， 并通过激

活核糖体蛋白 Ｓ６ 激酶 （Ｓ６Ｋ） 来增加蛋白质合成使肌纤维

肥大［１９］ 。 丝裂原活化蛋白激酶 （ＭＡＰＫ） 家族成员主要包

括 ＥＲＫ１ ／ ２、 ＪＮＫ ／ ＳＡＰＫ、 ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ＥＲＫ５ ／ ＢＭＫ１ 以及非

典型 ＭＡＰＫ［２０］ 。 ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ＥＲＫ１ ／ ２ ＭＡＰＫ 在肌肉细胞增

殖和分化机制中起着关键作用， 具有促进人卫星细胞成肌

分化， 抑制移植卫星细胞增殖的能力［７，２１］ 。 最新文献报道，
山柰酚通过 ＪＡＫ２ ／ ＡＭＰＫ 和 ＰＩ３Ｋ 信号通路促进肌管中的葡

萄糖摄取［２２］ 。 生肌调节因子家族 （ＭＲＦｓ）， 包括成肌分化

抗原 （ＭｙｏＤ）、 生肌素 （Ｍｙｏｇｅｎｉｎ）、 Ｍｙｆ５ 和 Ｍｒｆ６ 四种肌

肉特异性转录因子， 控制着肌细胞增殖和分化， 与肌纤维

的数量、 大小有着密切的关系［２３］ 。 ＭｙｏＤ 在肌肉特异基因

转录调控中起着总开关作用， Ｍｙｆ５ 协同 ＭｙｏＤ 在肌肉形成

过程中发挥作用。 Ｍｙｏｇｅｎｉｎ 位于 ＭｙｏＤ 下游， 具有抗增殖活

性， 促使成肌细胞退出细胞周期进入分化阶段。 Ｍｙｆ６ 位于

其他生肌因子的下游， Ｍｙｏｇｅｎｉｎ 与 Ｍｙｆ６ 具有同源性， 二者

协同控制肌肉分化。 研究表明， ＭｙｏＤ 和 Ｍｙｏｇｅｎｉｎ 通过

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路参与受损骨骼肌的修复［２４］ 。 本研

究发现， 山柰酚通过上调 ＰＩ３Ｋ 和 ＥＲＫ 蛋白磷酸化， 促进

Ｍｙｏｇｅｎｉｎ、 Ｍｙｆ６ 基因表达， 从而影响 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中的肌源

分化。
综上所述， 山柰酚能够降低 ＴＮＦ⁃α ／ ＩＦＮ⁃γ 诱导的成肌

细胞中促炎因子和趋化因子表达， 发挥其抗炎作用； 山柰

酚可能是通过调节 ＰＩ３Ｋ 和 ＥＲＫ 蛋白磷酸化影响 Ｃ２Ｃ１２ 细

胞中的肌源分化， 改善成肌分化形态。 本研究表明山柰酚

可作为保护肌肉免于炎症损伤和促进肌肉分化的功能性候

选化合物， 可为临床上炎症性肌病的治疗提供参考依据。
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