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昆母汤对类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞 bax、bcl-2的影响

林昌松 1，陈秀敏 2，刘清平 1，徐 强 1，关 彤 1，陈纪藩 1，刘风震 3，吴 莹 3（1. 广州中医药大学第一附

属医院风湿病科，广东 广州 510405；2. 广东省中医院 广州中医药大学博士后科研流动站，广东 广州

510120；3. 广州中医药大学，广东 广州 510405）

摘要：目的 观察昆母汤醇提液（KMT）对人类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞（RA-FLS）B淋巴细胞瘤 -2基因

（bcl-2）、bcl-2相关 X蛋白（bax）mRNA及蛋白的影响，探讨昆母汤治疗 RA的部分作用机制。方法 滑膜组织

取自行关节置换术或关节镜检查术的 8例活动性类风湿关节炎（RA）患者，分离出 FLS并进行原代培养，用逆

转录－聚合酶链反应（RT-PCR）观察 bax、bcl-2 mRNA 表达的变化，采用酶联免疫吸附测定（ELISA）法检测

bax、bcl-2蛋白含量的变化。结果 与肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）组比较，KMT高剂量组可以明显促进bax

mRNA 表达，明显抑制 bcl-2 mRNA 表达，且 bax mRNA/bcl-2 mRNA 比值明显提高（P < 0.05，P < 0.01）；

KMT中、高剂量组可以提高 bax蛋白含量，各剂量组均可降低 bcl-2蛋白含量，bax/bcl-2的蛋白比值明显提高

（P < 0.05，P < 0.01），且有一定的剂量依赖性。结论 昆母汤可能通过抑制 bcl-2的表达，同时促进 bax的表

达，调节 bax/bcl-2比值来发挥对 RA-FLS的促凋亡作用，具有治疗 RA的潜在价值。
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类风湿关节炎（Rheumatoid arthritis， RA）是一种

常见的炎性关节病，其病变特点为滑膜炎以及由此造

成的关节软骨和骨质破坏，最终导致关节畸形。滑膜

细胞凋亡缺陷促发增生性滑膜炎而导致软骨和骨的破

坏是 RA的主要病理特征。研究[1]发现，RA滑膜组织

中细胞凋亡率较低，其中衬里下层滑膜成纤维细胞

（fibroblast-like synoviocyte，FLS）凋亡率仅有 3 %，而

衬里层 FLS几乎无凋亡现象，与此同时，FLS从原来

的 1~3 层增殖到 5~6 层甚至更多，这表明 RA-FLS

增殖可能与其凋亡不足有关。Perlman H 等 [2]研究显

示抗凋亡基因，特别是 B淋巴细胞瘤 -2基因（B-cell

lymphoma-2，bcl-2）在 RA-FLS 中的表达显著增高，

因此推测 RA-FLS凋亡不足可能与 bcl-2的过度表达

有关。昆母汤是临床上治疗 RA的常用处方，我们通

过对 78例活动期 RA患者进行临床研究，结果表明

昆母汤联合甲氨蝶呤（methotrexate，MTX）能够更好地

改善患者的临床症状、体征和实验室指标，优于单独

使用 MTX [3]。同时，前期研究 [4]证实昆母汤醇提液

（KMT）对 RA-FLS增殖有抑制作用。因此，我们进一

步探讨 KMT对 RA-FLS 促凋亡基因 bcl-2相关 X蛋

白（bcl-2 Associated X Protein，bax）和抗凋亡基因

bcl-2的影响，为昆母汤治疗 RA的作用机制提供理

论依据。

1 材料与方法
1.1 滑膜组织来源 取自于广州中医药大学第一附属

医院骨科或风湿病科行关节置换或关节镜检查术的 8

名活动期 RA 患者，其诊断均符合 2009 年 ACR 和

EULAR联合颁布的 RA诊断标准[5]，术前均获得患者

知情同意。参考文献方法[4]体外培养 RA-FLS。

1.2 药物及试剂 昆母汤醇提液（KMT）由昆明山海棠

和益母草组成，按文献方法[5]制备，KMT所含生药量

为 7.5 g·mL-1；MTX，上海医药集团有限公司信谊制

药总厂，批号： 036140507；肿瘤坏死因子 -α

Effects of Kunmu Decoction on Bax and Bcl-2 Expression in Fibroblast-like Synoviocytes of Rheumatoid
Arthritis Patients
LIN Changsong1，CHEN Xiumin2，LIU Qingping1，XU Qiang1，GUAN Tong1，CHEN Jifan1，LIU Fengzhen3，WU

Ying3 （1. Department of Rheumatology and Immunology， the First Affiliated Hospital of Guangzhou University of

Chinese Medicine，Guangzhou 510405 Guangdong，China；2. Guangdong Provincial Hospital of Traditional Chinese

Medicine，Postdoctoral Mobile Research Station of Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou 510120

Guangdong，China；3. Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou 510405 Guangdong，China）

Abstract：Objective To observe the effects of alcohol extract of Kunmu decoction（KMT）on the expression of B-cell

lymphoma-2（bcl-2）and bcl-2 associated X protein（bax）in human rheumatoid arthritis fibroblast-like synoviocytes

（RA-FLS）in vitro，and to explore the possible therapeutic mechanism. Methods Synovial tissues were obtained from

patients with active RA subjecting to the revised criteria of the American College of Rheumatology，who received joint

replacement or arthroscopy. Real time-PCR was used for the expression of bax and bcl-2 mRNA in RA-FLS.

Enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）was used to detect the expression of bax and bcl-2 protein. Results
High-dosage KMT had obvious inhibitive effect on the expression of bax induced by tumor necrosis factor alpha

（TNF-α）（P < 0.01）. Compared with TNF-α group，methotrexate（MTX） and high-dosage KMT had obvious

inhibitory effect on the expression of bcl-2（P < 0.05，P < 0.01）. Compared with MTX group，high-dosage KMT had

obvious inhibitory effect on the expression of bcl-2 mRNA and protein（P < 0.05，P < 0.01）. Low-，moderate- and

high-dosage KMT increased the ratio of bax/bcl-2 in a dose-dependent manner. Conclusion Kunmu decoction may

promote the apoptosis of RA-FLS by regulating the expression of bcl-2， bax mRNA and protein and the ratio of

bax/bcl-2，showing possible therapeutic effect for RA.

Keywords： Kunmu decoction； Rheumatoid arthritis； Fibroblast-like synoviocytes； B-cell lymphoma-2； Bcl-2

associated X protein
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（tumor necrosis factor-琢，TNF-琢），美国 Sigma公司；

RT-Reagent逆转录酶试剂盒，日本 TaKaRa公司；人

bax、bcl-2酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂盒，美国

RD公司。

1.3 分组及给药 将细胞分为空白对照组（培养基中

加入等体积的DMSO），TNF-α组（终浓度为 10 ng·mL-1

的 TNF-琢），MTX组（终浓度为 10 ng·mL-1的 TNF-琢
和 1 滋g·mL-1的 MTX），KMT低、中、高剂量组（终

浓度为 10 ng·mL-1的 TNF-琢基础上分别加入终浓度
为 100，200，400 滋g·mL-1的 KMT）。

1.4 逆转录-聚合酶链反应（RT-PCR）检测 FLS bax、
bcl-2 mRNA的表达 对干预后的细胞按文献方法[5]

进行 bax、bcl-2 mRNA 检测。PCR 引物序列：bax，

上游引物： 5-GTGCACCAAGGTGCCGGAAC-3，下

游引物： 5-TCAGCCCATCTTCTTCCAGA -3，扩增长

度 205 bp；bcl-2，上游引物： 5-CGACGACTTCTCC

CGCCGCTACCGC -3，下游引物： 5-AGATCATCTCT

GCCTGAGTATGCTT-3，扩增长度 318 bp；内参 茁-

action，上游引物： 5-CCTAGAAGCATTTGCGGTGC-3，

下游引物： 5-TCATGAAGTGTGACGTTGAC-3，扩增

长度 250 bp。引物由上海生物工程技术服务有限公

司合成。实验重复 3 次，取其平均值。计算 bax、

bcl-2 mRNA 表达相对含量（2-△△Ct）。△Ct=目标基因

-内参基因，△△Ct=实验组△Ct-对照组△Ct。

1.5 ELISA 法检测 FLS bax、 bcl-2 蛋白的含量
选取第 3~5 代对数生长期的 FLS，调整细胞浓度为

1×105 mL-1，以每孔 2 mL接种于 6孔板中培养，细

胞同期化后分组处理，分组与干预方法同 1.3项下，

作用 24 h。按照试剂盒说明书 ELISA法测定上清液

中 bax、bcl-2蛋白的含量。

1.6 统计学处理方法 采用 SPSS17.0 统计软件，数

据以均数±标准差（x依 s）表示，组间比较采用单因素
方差分析（One-way ANOVA），P < 0.05为差异有统

计学意义。

2 结果
2.1 KMT对 FLS bax、bcl-2 mRNA的影响 见表

1。与空白对照组比较，TNF-α组 bax mRNA表达明

显降低，bcl-2 mRNA 表达明显上升（P < 0.05，P <

0.01）；与 TNF-α组比较，KMT高剂量组可明显促

进 bax mRNA 的表达（P < 0.01）；KMT 高剂量组和

MTX组可明显抑制 bcl-2 mRNA的表达（P < 0.05，P <

0.01），且 KMT高剂量组的抑制作用优于 MTX组（P <

0.05）。与空白对照组比较，TNF-α 组 bax mRNA/

bcl-2 mRNA的比值明显降低（P < 0.01）；与 TNF-α

组比较，KMT高剂量组能明显提高 bax mRNA/bcl-2

mRNA的比值（P < 0.01）。

表 1 KMT对 RA-FLS bax、bcl-2 mRNA表达的影响（x依 s，
n=3）
Table 1 Effect of KMT on the expression of bax and bcl-2 mRNA

in RA-FLS

注：与 TNF-α组比较， *P＜0.05， **P＜0.01；与 MTX组比较，#P＜

0.05。

2.2 KMT对RA-FLS上清液 bax、bcl-2蛋白的影响
见表 2。与空白对照组比较，TNF-α 组 bax 蛋白含

量下降，bcl-2蛋白含量升高（P < 0.05，P < 0.01）；与

TNF-α组比较，MTX 组和 KMT中、高剂量组可提

高 bax蛋白含量（P < 0.05，P < 0.01），且 KMT高剂量

组对 bax蛋白的作用优于 MTX组（P < 0.05）；MTX组

和 KMT低、中、高剂量组可降低 bcl-2 蛋白含量（P
< 0.05），且 KMT高剂量组对 bcl-2蛋白的作用优于

MTX 组（P < 0.01）。与空白对照组比较，TNF-琢 组
Bax/ Bcl-2的蛋白比值明显降低（P < 0.01）；与TNF-琢
组比较，MTX组和 KMT低、中、高剂量组能明显提

高 Bax/Bcl-2的蛋白比值（P < 0.01）；且 KMT高剂量

组对 Bax/Bcl-2的蛋白比值的作用优于 MTX 组（P <

0.05）。

表 2 KMT 对 RA-FLS 上清液 bax、bcl-2蛋白含量的影响
（x依 s，n=3）
Table 2 Effect of KMT on the expression of bax and bcl-2 protein

in RA-FLS

注：与 TNF-琢组比较， *P＜0.05， **P＜0.01；与 MTX组比较，#P＜

0.05，##P＜0.01；与 KMT低剂量组比较，△P＜0.05，△△P＜0.01。

组别

空白对照组

TNF-琢组
MTX组

KMT低剂量组

KMT中剂量组

KMT高剂量组

浓度 /滋g·mL-1

0.01

0.01（TNF-琢）+1（MTX）

0.01（TNF-琢）+100（KMT）

0.01（TNF-琢）+200（KMT）

0.01（TNF-琢）+400（KMT）

bax mRNA

1.00±0.00*

0.68±0.25

0.60±0.17

0.37±0.44

0.36±0.76

1.30±0.15**

bcl-2 mRNA

1.00±0.00**

1.99±0.41

1.28±0.90*

1.85±0.49

1.55±0.82

0.75±0.59**#

bax mRNA/bcl-2 mRNA

1.00±0.00**

0.35±0.21

0.47±0.40

0.20±0.26

0.23±0.44

1.73±0.15*

组别

空白对照组

TNF-α组

MTX组

KMT低剂量组

KMT中剂量组

KMT高剂量组

浓度

0.01

0.01（TNF-琢）+1（MTX）

0.01（TNF-琢）+100（KMT）

0.01（TNF-琢）+200（KMT）

0.01（TNF-琢）+400（KMT）

Bax/ng·mL-1

45.29±0.44**

29.62±0.46

37.39±0.91*

32.06±0.19

38.23±0.95*

42.94±1.11**#△

Bcl-2/ng·mL-1

51.91±0.56*

71.91±1.73

56.63±0.53*

60.04±0.80*

54.76±0.55*△

51.62±0.55*##△△

Bax/Bcl-2

0.87±0.01**

0.41±0.01

0.66±0.01**

0.53±0.06**

0.70±0.02**

0.83±0.02**#△
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3 讨论
细胞凋亡是一个复杂的、严格受多基因调控的主

动死亡过程，在这个过程中 bcl-2 家族起着重要作

用[6-7]。Bcl-2家族成员可分为两大类，一类是抗细胞

凋亡基因，如 bcl-2、bcl-XL、bcl-w、mcl-1 等；另

一类是促细胞凋亡基因，如 bax、bak、bcl-Xs、bok、

bid、bad等。Bc1-2基因是在滤泡性淋巴瘤细胞中染

色体易位 t（14∶18）的断点上发现的一种原癌基因，

bcl-2蛋白则是由 bcl-2抑制基因表达控制线粒体中

致凋亡因子释放的抗凋亡类蛋白组成，具有抑制细胞

凋亡和延长细胞寿命的功能，在许多细胞的凋亡中

bcl-2的表达下降，过表达 bcl-2则抑制细胞的凋亡。

在发生凋亡过程中，bcl-2家族的促凋亡蛋白在凋亡

相关因子激活下，易位到线粒体膜上，破坏线粒体完

整性，释放线粒体内的促凋亡因子，经过细胞信号转

导途径逐步放大，最终导致凋亡发生[8]。Sugiyama M

等 [9]用免疫组织化学证实在 RA 滑膜细胞过度表达

bcl-2、p53、p21 及 c-myc，而正常人滑膜细胞中这

些蛋白均不表达，说明 RA患者滑膜增殖可能是由于

FLS中过度表达 bcl-2等抗凋亡基因导致凋亡不足所

致。Bax基因是 bcl-2相关蛋白基因，广泛分布于上

皮细胞、造血细胞、淋巴细胞及神经细胞中，可提高

细胞的凋亡敏感性，有直接促进细胞凋亡的功能。许

多细胞凋亡中有 bax表达的升高，转染 bax能诱导细

胞凋亡。死亡信号能激活 bax，使 bax从细胞浆移位

到线粒体膜上。bax在移位到线粒体膜上后，很快形

成同源二聚体，促进凋亡，而 bcl-2则在 Bax诱发凋

亡过程中对其功能进行限制。Bcl-2可以与 bax形成

二聚体，从而导致 bcl-2的抗凋亡作用受到抑制，因

此，调整 bcl-2与 bax的比例可以改变细胞凋亡的趋

势，bax比例增高，促进细胞凋亡，bcl-2比例增高，

则抑制细胞凋亡[10－11]。Bcl-2/bax比值对决定细胞是否

进入凋亡状态有重要意义。

本研究结果显示，TNF-琢可促进 bcl-2的表达，

抑制 bax的表达，说明 TNF-琢可能是通过调节抗凋
亡基因 bcl-2和促凋亡基因 bax的表达导致 RA-FLS

增生。KMT高剂量组可以促进 bax mRNA 表达，抑

制 bcl-2 mRNA表达，且对其比值有明显提升作用，

但低、中剂量组作用不明显；对 RA-FLS 上清液

bax、bcl-2蛋白作用，KMT中、高剂量组可以提高

bax蛋白含量，KMT各剂量组可以降低 bcl-2蛋白含

量，提高 bax/bcl-2的蛋白比值，且这些作用有一定

的剂量依赖性，说明 KMT可能通过抑制 bcl-2、促进

bax 的表达，从而达到促进凋亡作用。作者前期研

究 [5]提示 KMT 可抑制 RA-FLS 增殖，结合本实验结

果，我们推测该作用可能是与抑制 bcl-2、促进 bax

表达有关。本实验初步探讨了 KMT治疗 RA的部分

作用机制，为昆母汤治疗 RA提供一定的实验依据。
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