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摘要 :目 的 利用肿瘤坏死囚子-α (rrNΓ -α )诱导的人类风湿性关节炎成纤维滑膜细胞(MH7A)对 细胞因子分泌

的影响来探讨类叶牡丹提取物(C扭 llF,l,llyllum d,li s1unl Mclxim Ex⑾ ct,CRMF)抗 类风湿性关节炎(RΛ )的 分子机

制。方法 采用噻唑蓝(Mη∶)法检测 CRME对 MH7Λ 活力的影响,选取半数抑制浓度(ICm)以 下的药物浓度作

为干预剂量;ELISA法检测 CRME(50,100,500ug ηnI'l)剂 童对 TNF-α (⒛ 呷 ·n1LJ)诱 导 MH7A细胞释放

白介素-6(IL-6)、 白介素 4̈(lL-4)、 血管内皮生长因子(VEGⅡ、
)、 核因子 κB受体活化因子配体 (RANKL)、 促

凋亡因子 (Bax、 FasI,)和抗凋亡因子 (Bcl-2)的 影响。结果 CRME在 质量浓度为 50ug· mI'^l~500ug·

mI冫
l对 细胞活力均无影响 ,℃m值为 “5.32ug· mI·

l。

与空白组比较 ,模型组细胞上清中 Π̀-4、 II'-6、

ⅤEGF、 RAN灯
'、

Bax、 朊 I-2和 FasI`含 量均显著捉 高(P<0。“ ,`<o,0I),与模 型组比较 ,CRME各 剂量组

均能降低 IL-6水 平及升 高 lL-4水 平 (P<O,01);CRME100,500ug· mLˉ
l剂

量组 能明显 降低 VEGⅡ
、
白勺表达

(P<O.05),且 具有浓度依赖性 ;CRME500ug· ml冫
^l剂

量组能明显 降低 RANlkl`含 量 (P<O.01);CRME lOO

ug.mr,l剂 量组可促进 几sl.的 表达(P(0.01);CRME m ug.m丨、l剂 量组可降低 Bcl-2的 表达(P(0。“ );

CRME各剂量组均可促进 Bax的 表达(P<0.01)。 结论 减轻炎症、降低血管翳形成、增加骨保护,促进异常增

生的滑膜细胞的凋亡可能是 CRME抗类风湿性疾病的机理之一Ⅱ
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C()jlCe11"aLi()11bel()w the 1、 alf iΙ ,hⅡ)i10ry cOncenlra1iOlt (IC50) val11e was chosen as 1he i"【e1venuon dosθ ; de1ec1ion

tlte efl。 ct of CRME (50, 100, 500ug· n1I`-l) of MH7A ce11s were stimulated by TNF-α  (20ng· nlI'-l), thel1

d1e sccretion of intcⅡ e11killˉ 6 (1L-6), inteⅡ euki11ˉ 4 (1L-4), vascular cndothchal growth hctor (Ⅴ EGF),

receptor activa10r of nuclct△ 1· hct【 )r kappa B hgan(l (RANKL), proˉ apoptoti(· hc1or (Bax、  FasL) a11d an1i-

ar)Optolic nt(l1。 r (Bcl-2) were Ineasured L)y沉 I`IsΛ .Resld1s CRⅣ FE showed no sig11iⅡ can丨 c″ec10n111e cell vi引 )ili1y in

MH7∧  cells a⒈ d()ses ⅡlYlge l1· ol了1 501o500ug·  mTi-1.1C50of CRME to MH7Λ  cells was645.32ug· InI'-1,

C()mpa1· ed with the blank group, 1he conte11ts of IL-4, IL-6, ⅤEGF, RANKL, Bax, Bcl-2and FasL in the ce11

supcH1atant(lf Lho n1odol group were si$11incandy incrcas()d (P(0,05, l’ <0.01) , Colnparcd with the lnodel group,

ead1(l()se gro11p of CRME co1丿 ld rcd11cc dle levd of IL-6and incrcasc tllc levcl of Il'-4 (P(0.01); CRME a1t11c

con(rentralio了 )of100、  500ug◆ 了nI`^1 could(lecreased the expression of ⅤEGF signi伍 ca1111y (P<O,05) wi1had0seˉ

dependent ma11ne1· ; The content of RΛNKL of CRME500ug· nlL-l tlose grouP was sig11i岱 candy decreased (P<

0,01); CRⅣ1E 100ug· 1nL-1 dose group can p※ )lnote the eⅩpressi()11(fF、sL (P<0.01); CRME50 ug·  :nL-l

dose grol】p couId red1火 CC 1he oxprossion of Bcl-2  (I)(0.05) ;  All doscs of CRhIE groups could prolno1c u1C

expression of Bax (P(0.01) 。 Conch1sion C)r1e of1hc Jllecha11isn1s tha1 CRME agains1r1、 eun】 atokl diseases n】 ay be

lhrough reduce inf1an11△ 1ation an(1 angiogenesis, iI1crease bo11e pro1ection and 【)“少Iγlo1e apoptosis of syllovia1 cells of

ab11orn1al proliferati()n.

Key、vords: Caulophyllun1robusttln1hIaxin1extract; tun1or nccrosis factor alpha; cytokine; rheumatoid art11ritis

类风混性关节炎 (Rheun1at。 d mbⅡ
"s,RΛ

)姓

发病率和致残率较高的伞身慢性免疫性疾病 ,革要

临床衷现为滑膜细胞炎性浸润 ,浸涧处毛细咖管及

其周 l+,l成 纤维滑腴细胞增⊥ ,并向软丿臂
·
内侵人 ,使

关{1软 `吕'破坏,严巫者骨质破坏 ,导致关节畸形和

功能障碍。同前,尽管 RΛ 发病机制尚不清楚,但是

大世研究表明 RΛ ⒈J炎性细胞因子、血管内皮生长因

子和核冈子-κB受体沂化囚子配体等高表达有关。

囚此,抑制 ⒈述因子的表达,促进炎性泔膜细胞的

凋广r姓治疗 RA的有效手段。类叶牡丹(C拙 lop”llum

mbustum Ma姑m,CRM)是 东北地区特色药材 ,具有

抑菌、抗炎 、镇痛等作用。《巾药大辞典》记载:其

性温 ,味古衤,具有祛风活血、婵气止痛的功效 ,

‖丨
^用

∫跌打损伤、风湿痹痛、月经不调、社腹疼痛

等症 ,尤其在治疗类风湿关节炎方面有独特疔

效"刊。莳期研究显示类叶牡丹抗 RA作用与降低炎症

因子水平,抑制非特廾性免疫、体液免疫以及细胞

免疫等有关丨Ⅱ4q。 本义以胂瘤坏死因子-α (TNl′ -α )诱

寻的人类风湿性关节炎成纤维滑膜细胞模型来研究

类叶牡丹提取物(CRME)对抗炎 、活血、'闫 '保护及促

凋}等方面的作用,对阐明类叶牡丹抗 RA作用机制

提供科学依据c

1材料与方法

1.1绷胞及培芥 人类风湿性关△炎成纤维样滑膜细

胞系 MH7∧ ,购 自广州吉妮欧生物科技有限公司。

1.2药物 If试刺 CRME,制 备方法 :取类叶牡丹根

奈 1吒 ,加 人 8倍带的 %%乙醇 ,浸泡过夜 ,国 流

捉取两次,每次 211,回 收冉装上 AB-8大孔树脂柱

用纯净水和 70%乙 醉 (l//㈥ 洗脱、TO%乙 醇洗脱液浓

缩得到提取液 ,过夜静置 ,抽滤,旋转蒸发仪 55℃

蒸十所得滤液 ,得 田体粉末 ⒛1,25g,提取率为

⒛。125%。 DMEM培芥綦 (扌比号:8116349)、 胎牛血

清 (扌比号:彻G5163K),均 购自关 Itl Gl,【 ·o公司;肿

瘤坏死囚子-α (TNF-α ,,批号 :“07B25),购 自关

国 Pcpro1、 ech公 司;白介素一4(IL-4)、 山介素-6(IL-

6)、 llll~竹 内皮生 κ囚子 (VEG11)、 核囚子 κB受体活

化 l,Nl F配体 (RANK1.)、 Bttx、 hsI'和 Bd-2检测试剂

盒 (批号 : E2017060IA)购 自哭国 R&D”sterrn公

司。

⒈3仪器 sCB丬 360Ⅱ变超净T作台,北京东联哈尔

仪器制造有限公 Hˉl,311型二氧化碳培养箱 ,美 H
Thermo公 司 ,CKⅩ41型倒器镞微铳 ,冂 本 OIⅣPUs

公司,酶标仪 , 关网 I’erkinⅢ丫ne公司,CT15E型离

心机 ,日 本 H⒒⑽h公司。

⒈4细胞培芥 MII7A细胞接种于细胞培养瓶中,加

人含 ⒛%胎牛血清的 DMEM培 芥皋 4mI',掇 于

37℃ ,5%C02细胞培养箱屮培芥,每周更换培养基

2-3次。
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1.5测定细胞生κ曲线 采用计数法,取生长良好的

细胞,调整 MⅡ7A细胞密度全 I× lO“ ·mI,→ 做传代培

养接种细胞,共接种 21瓶 ,每隔⒉ h计数⋯次,每

次 3瓶 ,分别计数并算平均值,连续 7d,根掂细胞

计数结果 ,以单位细胞数 (细胞数 mLl)为纵坐标 ,

以时问为横坐标绘制生长曲线。确定细胞的对数生

长期以进行后续实验◇

⒈6MTT法检测对绷胞活力的彤响 按 1× 10s· mLl

细胞 ,接种于 %孔细胞培养板屮,每孔 100uIj,

置于37℃ ,5%C02细胞培养箱屮培莽。,zI h后 弃去

上清,空 白组加入 100ILT丿 不完全培养基,样尉I组分

别加人 100uL质壁浓度 为 10,50,100,250,

5tJlJ,1000ug· 1nL l的 CRME,每浓度设 6个复孔 ,

溶剂对照纽仅加人等量的不宪全培荞慕 ,继续培养

⒛ h,每孔加入 ⒛ uL质景浓度为 5mg· mLl的

MTT溶液,置 于C02培养箱,~sT℃孵育 4h后 ,弃

去原来培养液,每孔加人 150uL DMS0溶液,振荡

10min。 采用酶标仪在 翎0nm处检测各孔的吸光

度,汁算抑制率及)u数抑制浓度(ICm)佶 ,米确定后

续实验的给药浓庋。

1刀 ELISA法检测棚关绷胞因∫禽盘 调整 MH7A

纟Ⅲ胞密度全 1× 1σ ·mI冫
~I,接

种于 96孔细胞培芥板

中,每孔 100uL,置 于 37℃ ,5%C02细胞培养箱

中培养。γ h细胞贴堤后弃去上清,空 白纽仅加入

等骨的不宪全培养基培养 ,模型组用不宪全培养基

培养预处理 1h后 ,加 入 100uL⒛ 珥 。mLˉ
l TNF-

α;样浔|组分别加人质遄浓J叟 为 m、 1oo、 5oo ug·

mI`l‘昀CRME100uT`, 予页冽LJ掇 lh丿舌, 再力ⅡA100

町`TNF-α (终浓度 9O ng· mI`丬 ),每组 3个复孔。置

于 C02培养箱 37℃孵育 ,zZI h后 收集细胞上清液 ,

按 El,ISA试 剂 盒 说 明 书 检 测 ‖J-4、 II'-6、 VEGF、

RANKL、 Bax、 Bc1-2和 l′asL向勺含 1噩 。

1.8统计学处埋方法 采用 sPss(版 本 ⒛,O)统计学

软件进行统计学分析 ,计带资料以均数±标准差 (万 ±

s)表示,组问比较采用 r榆验,以 P<0,“ 为有统计

学差畀。

2结果

2.1MH7A绷胞生κ曲线绘制 缔果见图 1、 图 2。

MI17A细胞形态为Κ梭形,隹 Κ较缓,细胞在接种的

第 3天进人对数生κ期,第 6~7天达高峰。

⒉2cRryIE对 MH7A细胞活力的影响 结果见图

3。 采用 MTΓ 法检测经 CRME处理后 ,MH7A细 胞

活力的变化绘制细胞抑{官刂率曲线图 3,并计箅 IC50

-●-缃胞浓皮

时l。l ld)

图 1 MH7A细 胞生长 曲线

Figure l Cell g“ )w111cuIγ e

图2 MH7A细胞形态图(× I00,第 3天 )

riguⅡ 2 Thc ccⅡ  n1(〉屮11ology(,fMH7A celh(× 100)

值。结果显示,CRME在质鸶浓度为 50~50O ug· mL·

对细胞活力均无影响 ,IC⑽值为 bZI5,32ug· mL",表

明后续实验选择的 CRME不宜超过 f,zI5.32ug· luL1。

本实验采用高、中、低(5t|rJ,1oo,m ug· n11`丬 )二个

剂量来考察其对不同细胞 lkl子 的影响。

-●-抑碲刂率

图 3 类叶牡丹提取物对 MH7A细胞活力的影响

Figule3 I111Ⅰ ibi1ion eⅡ e￠1of CRME on MII7A ce1Is

2.3CRME对 TNF-α 刺激的 MH7A细 胞分泌细胞
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冈∫的彤晌

2,3.1对炎性因子 IL-6和抑炎因子 1L-4的彤响 结

果见图 4、 图 5。 与帘白组比较 ,模型纽细胞上 s清

屮 IL-6、 L-4含岢镙著升高(P(0,0I)。 与模型组比

较,50ug· ml厂 l剂量的 CRME即可极显著降低 ll.-

6水平及升高 Ⅱ'-4的水平(P<0,01),H^CRME∞ 0

ug· mL-l剂里纽能降低 IL-6到接近正常水平 ,表

明 CRME具有抗炎作用且以 CRME500ug· mI`】 剂

量纨作用最为明显。

肜钐细L￡浓度

CRME/lug mL1)

注:叮帘白绀比较 ,社
#`<001;圬

模捌缎比较 ,艹

讣
P<001。

图 4 CRME对 TNF-α 诱导的 MH7A分泌 IL-6的 影晌

Irig1"e 4  EflIc1s 。f CⅠ辶MIE o11 II'-6 secretio" i11 TNF-(x-

hl(1tll κ)d MH7A cdls

鳕

CRME/lug· mL· )

注:与帘F1组比较 ,拓P<0,0】 ;圬模型缏比较 ,″
珠
P<0,0Ⅱ

图 5 CRME对 TNF-α 诱导的 MH7A分泌 lL-4 的影晌

Fig11re 5  Effects or CRⅣ IE 。n IL-4 secre刂 ()Fl in TNF-α ˉ

in(iuced MH7A cd“

2.3.2对 VE()F的影响 结果见图 6。 与帘白细比

较 ,模 烈组细胞 ⒈l清 屮 ⅤEGF含毋显著升离(P<

0.01)。 与模型组比较 ,CRME100,500ug· mI`· 剂

壁组能明辘降低 ⅤEGF的表达 ,差舁具有统计学意

义(P《 0.o5),并呈一定的剂量侬赖关系。实验表明

CRME降低 ⅤECF的表达也是其扰 RΛ 机制之一。
灬

|锱 笸̌o0诚崖
|

倥白缎   糗At组

CRME/lug mrl)

亡L:与帘向组比较 ,洲 P<θ,Ol;与 模型纰比较 ,艹P(0()5.

图 6 CRME对 TNF-α 诱导的 MH7A分 泌 VEGF的 影晌

F`s11rc 6 Efl【 )ct 〈,l CRME 〈)l) VEGF se〈 |rcti(〉 11 in TNF-α ˉ

illcl11c￠d MH7A cdls

2.3.3对 RANKL的影响 结果呃图 7。 与空白组比

较 ,模型组细胞上清巾 RANKL含母显萧升高 (J)《

O.01)。 与模型绌比较,CRME500ug· n1L-1剂 量纽

细胞上清中 RANKL禽 盘显 :梏
:降低并趋近于正常水

平,差异具有统 )丨
~学蒽义(P<0.01)。 实验表明高浓

庋的 CRME遒过调节 RANKI'的分泌亟会J谮强抗 RA

作用。

飕 RANKL浓度

CRME/(ug mr.)

泣:勹空白组比较 ,栅

`《
001;勹棋型纟Ⅱ比较 ,艹

·
P<00I。

图 7 CRME对 TNF-α 诱导的 MH7A分 泌 RANKL的 影晌

Figu1e 7 Ellc· c1 (亻 ()RME ()n RANKL secre1i〈 )n in TNF-α ˉ

ir、cluced MH7A ceIls

2.3.4对 促调宀囚子 hsL、 Bax和抗凋rf冈 子 Bc1-2

的彤响 结果见阁 8、 图 9、 图 10。 与空白组比较 ,
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促调亡㈥ r· Fas1`、 :铱 和抗凋亡闪r Bd-2的表达水

平显著升高 ,差异均有统计学意义(P<0.“ ,P<
0.01)。 上j模猁组比较 ,CRME100ug· n1Lˉ

{齐
刂蚩组

可明显增加促凋亡因子 1、asL的表达(P<0.01),促 进

滑膜细胞的凋亡 ,CRME50、 100、 50θ ug· 1nl丿
1齐

刂

量细坳可促进促凋亡 冈∷r Bax的 表达 (P<O.01),

CRME50ug· mI么
I剂

董组可显蒈抑制抗凋亡 lKl子

Bcl咙 的表达(P(0.01)。 实验表明,CRME可通过促

进促渊1∷ 因子 hsL和 B扒 的表达 ,抑制扰凋宀因子

Bcl-2的 表达,来促进滑膜细胞的凋亡而起到治疗作

用。

|镯镯FasL浓搜
{

尘囟绲   攒型组   CRMε 50

注: 、空白组比较 ,

剧P<0.01,与 棋烈组 比较 ,″P(

图 8 CRME对 TNF-α 诱导的 MH7A分 泌 FasL的 影晌

Fig1trc8 E仔 o(lt of CRM∶E on Fas1丿 secr〈 )“on in′ΓNF-α ī11(iuccd

MH7Ac()lls

模 tJ纟R   0RME50  CRME100  CRME50o

CRME/(ug mL"〉

注 :与个 白组 比较 ,V<0θ 5,辂P<001,与 摸 型绲 比较 ,路P(

005, P<001。

图 9 CRME对 TNF-α 诱导的 MH7A分泌 Bax的影晌

Ⅱ、gure 9 Effecl of C)ItV1E on 1)ax secre1ion i11 IΓ NΓ-(xˉ induced

M【 I7Λ cells

^
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沣 :lJ空 向组 比较 ,?(o05,扌#P(0,Ol‘
与模型绌 比较 ,》 (

⒍05, P<0()l。

图 10 CRME对 TNF-α 诱导的 MH7A分泌 Bc丨-2的影晌

Figl丿 rc 10 ∷EfCoct of C∷ RM∶讠 (),a B(1-2 s(x)rction in TNΓ -α-

i11ducc·【】MH7Λ ceⅡ s

3讨论

RA H前尢特效治疗持施 ,临床卞要以非甾体抗

炎药物和糖皮质激紊等药物来治疗 ,虽能够御时缓

解症状 ,却依然存在着忠者耐受性差,不 良反应多

等问题。从传统屮队药宋炸屮开发抗 RΛ 新药成为一

大研究热点。CRME灶类叶牡丹屮抗 RA的有效部

位,为 了新药研究的需婴 ,本义采用 CRME的有效

治疗浓度观察其对 Ml17A细胞中与 RA相关的囚了

的影晌。由于 RΛ 核心病埤过租主要衷现为潸膜细胞

的炎性损伤,本义选择人类风湿性关 i1ˉ 炎成纤维滑

膜细胞模型来探讨类叶牡丹抗 RA的其他分子机制。

成纤维样滑膜细胞(FLs)是 ·种典有分泌功能的

梭形多核细胞 ,邋过分泌滑液使关节的润滑,从而

防止关节粘连 ,在维持芷皙的关节活动屮起着重要

的作用。MH7A细胞是⋯种从 RA患者体内分离出来

的类lxl湿性关节炎成纤维细胞 (RAΓ Ls)成熟细胞系 ,

具有更贴近病忠体内状态的特性。在研究过租中 ,

MH7Λ 细胞对胎牛血清的质量和浓度要求较高,其
⊥长遮度较慢,删期较长,有效传代次数在 10代 以

内。TN1· -α 为功能较强致炎凶子,可 以加剧炎症的

产-L。 TNF-α 刺激 M‖7A细胞后,炎症闪F的分泌

壁会龈著增加 ,从 两可能导致滑膜的增生肥埠,血
管翳生成,软骨及软惜 阝骨侵仞舻叫。因此调控 MH7A

细胞炎症囚子的分泌、抑制其增殖和关节软骨的破

坏是防治 RA的关键环节。

CRME娃类叶牡卅屮抗 RΛ 的有效部位,为了新

约研究的箫要 ,本文采用 CRME的有效治疗浓度观

空白御
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察其对 MH7Λ 细胞中旬 RΛ 相关的 lJ·lj∴ 的影响。

在炎症细胞中,IL-6是炎症起始阶段的 个̄盥

要致炎囚子 ,在急性期炎症反应中可以促进反应篮

白的产隹、关节软骨细织的拟伤。IL-4是 ^种扰炎

细胞因子 ,可抑制促炎囚子的表达。从本实验结果

可以看出,高 、中、低剂里的 CRME都可下调 ll.-

6、 IL4含 散 ,具 有显著地抗炎活性 ,低剂谶的

CRME即可极显省降低 Ⅱj-6水 半及升高 Ⅱ,-4的 水

平 ,这 与其含有大甘的生物碱和皂带成分密切相

关"←
口。

滑膜细胞大量增殖会 导致局部毛细血什造成 ^

个低氧微环境卩3|。 ⅤECF是功能最强的促血管生成 F+xl

子 ,点接参与新生血钎的形成。VEGⅡ咱勺过度表达会

促使 RΛ 滑膜形成血管翳。此外 ,反复存在的滑膜炎

及软骨破坏岜与其过度表达有关。本实验表明,逦

过降低 VECF的 表达也是 CRME抗 RA机制之-。

在 RA病人病灶部位 中 ,发 现 0PG/RANK1丿

RANK(甘保护素/核 因子一κB受体活化因子配体/核 囚

j饣-d受体活化 lslf)信 盱迪路 与 RΛ 的发生和发展

有着密不町分的联系。RANKL∶异常升高会导致破 '吊 '

细胞大壁增殖并 J曾加其活性 ,进雨破坏骨的形成及

'目'吸 收平衡 ,促 进骨分解代谢 ,造成骨质破坏。

oPG IJ RΛNK竞争性结合 RΛN(凵 ,从 i盯 抑制破骨

细胞分化 fl成熟。研究发现 RA患者关节中 RANKl氵

含蚩升高,而 OPf)水平 卜降 , 这刂能姓 RA甘质破

坏的分 子生物学綦础 l叫。研究 中发现对 VEGF和

RANKL因子的调控需要巾高剂蚩的 CRME才能实

现 ,推测具有上述活性的成分征 CRME中含量较

低 ,或 已知成分需在剂景 累积之后才具有⊥述活

性 ,有待进一步研究与验证。

RA患者关节的滑膜细织内激活的滑膜细胞与浸

润细胞能够成组性地表达 几s及 hsJ“ {。 hsI.革 要

表达于胞膜 ,Ⅱ
′ad结合 l′as抗原后 ,细胞内转导凋亡

估号 ,使细胞凋宀。Bax/Bcl-2为 一对经典的凋亡因

∶F, Bcl-2最 初是在滤泡淋巴细胞中发现的原癌綦

因,楚典驷的扰凋亡因子 ,它能够阻断细胞凋亡的

过程。实验发现 RA忠耆滑腆细胞上 Bcl-2表 达上

调 ,通过核因子 κB通路活化来抑制凋亡 ,促进滑膜

细胞的增生圬J曾殂,Bttx自 身能形成同源二聚体 ,促

进细胞凋亡l叫。本实验结果表明,CRME具有极显著

地促凋∴作用 ,其对 Bct-2和 hsl具有调控作用弱

于 Bax,提示 CRME的促凋亡作用主要是通过上调

Blix囚 子的表达来实现的。此外 ,类叶牡丹屮含有火

量的lf环三萜类皂甘类成分 ,五环 i萜类皂社类成

分如常春藤皂扌l” 有盥蒈地促凋亡作用 ,推断类叶牡

廾中的皂奋类成分可能是其促凋亡的有效成分。

综上所述 ,减轻炎症、降低血管翳形成 、l田 加骨保

护 ,促进异常增生的泔腴细胞的凋亡可能足 CRME

抗类风湿性疾病的机理之一。
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