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王枣子总黄酮对佐剂性关节炎大鼠的治疗作用及机制研究
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!!&摘要'!目的!研究王枣子中总黄酮!:8NT"对佐剂性关节炎!TT"的治疗作用及机制(方法!采用注射完

全弗氏佐剂制备TT模型大鼠后随机分为$组$TT组*TTf:8NTG#'H.MH组*TTf:8NT"##'H.MH组*TTf

:8NT"G#'H.MH组#每组"#只(另设空白对照组大鼠#不造模!;b"#"(造模后$=#:8NT各剂量组大鼠采用

:8NT灌胃治疗#分别按上述Q个剂量灌胃#每天"次#共.$=#空白对照组和TT组灌胃生理盐水(治疗第".天*

"!天*.#天*.$天采用大鼠关节炎评分法评价:8NT对TT大鼠的治疗作用(治疗第.$天处死各组大鼠#分离大

鼠滑膜组织#原代培养各组大鼠成纤维样滑膜细胞!8Z)"#IZN)T检测各组8Z)中白细胞介素!NZ/""表达#(::

检测各组8Z)增殖活力#31C62<'1Y*%+检测各组8Z)'<+/"G.和经典 042信号通路关键基因3#/?C214<4*细胞周

期蛋白基因!##;G""4表达(向TT大鼠8Z)转染'<+/"G.'<'<?&和对照D%'<'<?&#向:8NT"##'H.MH剂量组

大鼠8Z)转染'<+/"G.<4B<5<273&和对照D%<4B<5<273&#Q!B后检测'<+/"G.*#/?C214<4*##;G"*NZ/"表达和8Z)的

增殖(结果!:8NT各剂量灌胃治疗均能抑制TT大鼠关节炎评分#抑制#/?C214<4*##;G"*NZ/"表达和8Z)增殖活

力!3$#a#G"#各剂量组间比较差异无统计学意义!3'#a#G"#与空白对照组相比#各剂量组均未恢复至正常水平

!3$#a#G"(与空白对照组相比#TT组8Z)中'<+/"G.表达降低!3$#a#G"#向TT组8Z)转染 '<+/"G.'<'<?&

后#与对照组相比#过表达的 '<+/"G.抑制#/?C214<4*##;G"*NZ/"表达#抑制 8Z)增殖!3$#a#G"(向 :8NT

"##'H.MH剂量组8Z)转染 '<+/"G.<4B<5<273&#与对照组相比#抑制了 '<+/"G.的表达#促进了#/?C214<4*##;G"*

NZ/"表达#促进了8Z)增殖!3$#a#G"(结论!:8NT对TT大鼠有一定治疗作用#此作用可能通过上调 '<+/"G.

的表达#影响经典 042信号通路实现(
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&12C4=?7',6121831>4=0&C=j>LC42<4j1?2<74#3C4=7'6A=<L<=1=<427$H37>,&$TTH37>,#TTf:8NTG#'H.MH

H37>,#TTf:8NT"##'H.MHH37>,#TTf:8NT"G#'H.MHH37>,#C4=1C?BH37>,BC&"#3C2&F[6C4M?742376

H37>,JC&&12J<2B7>2'7=16<4H!;b"#"F87>3=CA&,7&2/'7=16<4H3C2&<41C?B:8NTH37>,&J131231C21=74?1C

=CAJ<2B:8NTC2G#'H.MH#"##'H.MHC4="G#'H.MHK73.$=#C4=3C2&<456C4M?742376C4=TTH37>,&J131

H<L14&C6<41C&?742376FT22B1".2B=CA#"!2B=CA#.#2B=CAC4=.$2B=CA7K231C2'142#2B11KK1?27K:8NT74TT

3C2&JC&1LC6>C21=5A3C2C32B3<2<&&?731F:B142B13C2&J131&C?3<K<?1=742B1.$2B=CA7K231C2'142#C4=2B1

&A47L<C62<&&>17K3C2& JC&<&76C21=C4=2B1K<53756C&2/6<M1&A47L<7?A21& !8Z)"J131,3<'C3A?>62>31=F:B1

1@,31&&<74&7KNZ/"<48Z)JC&=121?21=5AIZN)T#2B18Z),376<K13C2<74C?2<L<2AJC&=121?21=5A(::C&&CA#C4=

2B11@,31&&<747K'<+/"G.##/?C214<4C4=?A?6<4V"H141!##;G""J131=121?21=5A31C62<'1Y*%+F(<+/"G.'<'<?&

C4=D%'<'<?&!?742376"J13123C4&K1?21=<4278Z)<4TT3C2&#C4='<+/"G.<4B<5<273&C4=D%<4B<5<273&!?742376"

J13123C4&K1?21=<4278Z)<4TTf:8NT"##'H.MHH37>,3C2&F:B11@,31&&<74&7K'<+/"G.##/?C214<4###;G"#NZ/

"C4=8Z),376<K13C2<74J131=121?21=Q!B,7&2/23C4&K1?2<74F7,;&D=;! :8NT&<H4<K<?C426A<4B<5<21=2B1C32B3<2<&

&7?317K3C2&C4=2B11@,31&&<74&7K#/?C214<4###;G"#NZ/"C4=2B1,376<K13C2<747K8Z)<4TT3C2&!3$#a#G"F
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56C4M?742376H37>,!3$#a#G"F%7',C31=J<2B2B1?742376H37>,#2B11@,31&&<747K'<+/"G.<4TTH37>,JC&

&<H4<K<?C426A=1?31C&1=!3$#a#G"FTK21323C4&K1?2<747K'<+/"G.'<'<?&<427TT8Z)#7L131@,31&&<747K'<+/"G.

&<H4<K<?C426A<4B<5<21=2B11@,31&&<74&7K#/?C214<4###;G"#NZ/"C4=2B1,376<K13C2<747K8Z) !3$#a#G"FTK213

23C4&K1?2<747K'<+/"G.<4B<5<273&<4278Z)K37'TTf:8NT"##'H.MHH37>,#<4B<5<2<747K'<+/"G.&<H4<K<?C426A

,37'721=2B11@,31&&<74&7K#/?C214<4###;G"#NZ/"C4=2B1,376<K13C2<747K8Z)F6<($D&;#<(! :8NTBC&C?132C<4

2B13C,1>2<?1KK1?274TT3C2&L<C2B1>,/31H>6C2<747K'<+/"G.1@,31&&<74#,7&&<56ACKK1?2<4H2B1?6C&&<?C6042

&<H4C6<4H,C2BJCAF

&I,CJ<A-;'!! :72C6K6CL747<=&7KN&7=74C'12BA&27<=1&![14/2B"%A0>12;&>C4!!T=j>LC42C32B3<2<&

'<+/"G.!!8<53756C&26<M1&A47L<7?A21&!!NZ/"

!!类风湿性关节炎!3B1>'C27<=C32B3<2<&#+T"

以滑膜炎及关节软骨损伤为主要特征#是一种病因

未能完全阐明的慢性*系统性*自身免疫性疾

病
," .-(王枣子!N&7=74C'12BA&27<=1&![142B"%A

0>12;&>C4"为香茶菜属草本植物,Q-#其根茎中天

然化学成分复杂#其中黄酮类成分是含量较高的天

然有效成分
,$-#关于王枣子总黄酮!:8NT"对+T的

治疗作用#国内外均未开展过此类研究(研究

:8NT对+T的治疗作用及其分子机制对+T病理

机制研究和王枣子药材的开发都有重要的意义(佐

剂性关节炎大鼠!Cj>LC42C32B3<2<&#TT"具有和+T

相似的病理特点#是常用的 +T 研究动物模型
,G-(

课题组前期研究发现
,!-
'<+/"G.在TT大鼠病理中

显著低表达#过表达的 '<+/"G.以分泌型卷曲相关

蛋白$!&1?3121=K3<\\61=/316C21=,3721<4$#)8+*$"

为靶点抑制经典 042信号通路#抑制 TT病理发

展(鉴于:8NT对TT大鼠具有一定的治疗作用#

本研究从大体评分*细胞水平*蛋白质水平和基因水

平等多个角度#研究:8NT对TT大鼠的治疗作用

及机制#为+T治疗提供新思路*新方法(

1!材料与方法

1F1!仪器和试剂

1F1F1!仪器!倒置荧光显微镜$日本 EZh(*9)

公司+酶标仪$美国[<7:1M公司+实时定量*%+仪$

美国T[N公司+细胞培养箱$美国热电公司+超纯水

系统$美国密理博 (<66</i+1K1314?1+台式冷冻离心

机$德国I,,14=73K公司+dR#_超低温冰柜$日本

三洋公司+超净工作台$上海智城O;g;/%"."$%(

1F1F/!试剂!:8NT由安徽科技学院药学系天然

药物化学室制备(取王枣子干燥茎叶#SG̀ 乙醇提

取后减压浓缩#水溶后调,;至.F#后乙醚萃取#得

到有机相再精制浓缩备用(水相经大孔树脂吸附#

与有机相浓缩物混合得:8NT#经测定 :8NT占提

取物总质量的RGF!"̀ +'<+/"G.引物$德国i<CH14

公司+逆转录试剂盒$美国813'142C&+i>C42<8C&2%+

)h[+%+ 3̂114*%+ 试剂盒$德国 i<CH14 公司+

'<+/"G.'<'<?&*D% '<'<?&*'<+/"G.<4B<5<273&*

D%<4B<5<273&!序列见表""$上海吉玛制药技术有

限公司+(::$)<H'C公司+IZN)T$上海源叶生物

科技有限公司+脂质体Z<,7K1?2C'<41
:(.###*E,2</

(I($美国N4L<237H14公司+新生胎牛血清!K12C6

57L<4&13>'#8[)"$美国 ;A?6741公司(经典 042

信号通路关键基因3#/?C214<4*细胞周期蛋白基因

!##;G""4引物购自生工生物工程!上海"股份有限公

司(

1F/!方法

1F/F1!TT大鼠制备和分组!采用完全弗氏佐剂

足趾底部注射法制备TT大鼠(雄性)V大鼠购自

安徽医科大学实验动物中心!皖医实动准字第#"

号"#大鼠体质量"!#'"R#H(新购大鼠适应性饲养

$=后随机分为G组#分别是空白对照组*TT组*

TTf:8NTG#'H.MH组*TTf:8NT"##'H.MH

组*TTf:8NT"G#'H.MH组#每组"#只(空白对

照组大鼠足趾底部一次性注射生理盐水#F"'Z#其

余$组大鼠足趾底部一次性注射完全弗氏佐剂

#F"'Z制备TT大鼠模型(注射后$=各组开始

灌胃给药$:8NT各剂量组大鼠采用 :8NT灌胃治

疗#分别按大鼠体质量以G#'H.MH*"##'H.MH*

"G#'H.MHQ个剂量灌胃#每天"次#共灌胃治疗

.$=#空白对照组和TT组同时点灌胃生理盐水(

1F/F/!TT大鼠关节炎评分评价模型和治疗效果

TT大鼠关节炎评分是基于实验大鼠不同部位是否

出现TT症状进行量化评分的方法#一只耳朵出现

结节或红肿为"分#最多.分+鼻子出现症状为"

分#最多"分+尾巴出现症状为"分#最多"分+足爪

出现症状为"分#最多$分(总评最高为R分(

TT组大鼠关节炎评分与空白对照组同时点相

比#差异有统计学意义说明模型制备成功#测量时点

为开始治疗后的第".天*"!天*.#天*.$天+同时

GUQ
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于上述时点测量 :8NT各剂量组的大鼠关节炎评

分#与前两组比较#评价:8NT对TT大鼠的治疗作

用(

1F/F5!大鼠滑膜成纤维样滑膜细胞!8Z)"原代培

养!治疗.$=后处死大鼠#分离大鼠两只后腿大膝

关节中滑膜部分#剔除附带的软骨组织(关节滑膜

剪碎至"'Q?'Q#移液管转移滑膜组织块至一次性

无菌细胞培养瓶内#贴壁放置后加含有胎牛血清的

细胞培养基Q'Z#转移至细胞培养箱内培养#每隔

Q=更换"次培养基(第!天弃净细胞培养基后加

胰酶#FG'Z消化细胞#移液枪吹散细胞后按"c.

比例传代培养#实验所用细胞为第Q'G代8Z)(

1F/F3!IZN)T检测:8NT治疗后大鼠滑膜8Z)的

白细胞介素!NZ/""表达!取G组8Z)上清#G##X.

离心G'<4取上清#用IZN)T试剂盒#按说明书操

作说明检测NZ/"表达#在$G#4'波长处测定各孔

光密度!EV"值(

1F/FM!(::检测:8NT治疗后大鼠滑膜8Z)的

增殖活力!取G组8Z)#参照 (::说明书提供的

方法于S!孔板中每孔加入.#&Z#FG̀ (::溶液

后继续培养$B#终止培养#弃净液体#然后每孔加

二甲基亚砜"G#&Z#置低速摇床上孵育"#'<4#酶

标仪$S#4'检测各组8Z)的 (::值((::值

越高#增殖活力越高(

表1!N#7:1M/N#N#$;*#(%#B#=<A;及定量引物的碱基序列

P'BD,1!V';,;,]&,($,;<>N#7:1M/N#N#$;##(%#B#=<A;'(-]&'(=#='=#*,@A#N,A;

)1Y>14?1 )14&1!G]27Q]" T42</&14&1!G]27Q]" Z14H2B.5,

'<+/"G.'<'<?& 9%T̂ 9̂ %T9̂ T%T̂ TT%99̂ ^ TT̂ 99%9̂ 9%T9̂ %T%9̂ T99 d

D%'<'<?& 99%9%%̂ TT%̂ 9̂ 9%T%̂ 9:: T%̂ 9̂ T%T%̂ 99%̂ T̂̂ TT:: d

'<+/"G.<4B<5<273& T̂9̂ %%9%%TT99%99T̂ T:: 9%99̂ %TT99̂ 9T̂ %̂%9%T9 d

D%<4B<5<273& 99%9%%̂ TT%̂ 9̂ 9%T%̂ 9:: T%̂ 9̂ T%T%̂ 99%̂ T̂̂ TT:: d

'<+/"G. 9%T̂ 9̂ %T9̂ T%T̂ TT%99̂ ^ d ."

>! %:%̂ %::%̂ %̂T̂ %T%T TT%̂ %::%T%̂ TT:::̂ %̂ : U#

#/?C214<4 %::T%̂ %̂TT:%T̂ T̂TT̂ % T%T̂ T%T̂ %T%%::%T̂ %T%: ".R

##;G" %̂%%:%%̂ :::%::T%::%TT %:%::%̂ %T%::%:̂ %:%%:% "$"

#/C?2<4 %%%T:%:T:̂ T̂ ^̂ ::T%̂ % :::TT:̂ :%T%̂ %T%̂ T:::% "Q!

1F/FL!+1C62<'1Y*%+检测:8NT各剂量组大鼠

8Z)的 '<+/"G.*#/?C214<4*##;G"表达!:3<\76试

剂消化G组8Z)#常规方法提取各组8Z)总+DT#

参照逆转录试剂盒提供的方法逆转录总+DT得到

各组大鼠8Z)的?VDT(参照31C62<'1Y*%+试

剂盒提供的方法进行操作((<+/"G.的扩增条件$

SG_条件下变性Q'<4#然后在SG_#".&+!._#

$#&条件下扩增$#个循环#>!为内参基因(#/

?C214<4和##;G"的扩增条件$SG _条件下变性

"#'<4#然后在SG_#"G&+!#_#Q#&+U._#Q#&

条件下扩增$#个循环##/C?2<4为内参基因(各引

物序列见表"#以公式.d))%2
计算各组基因的相对表

达量(

1F/FO!转染 '<+/"G.'<'<?&后 TT大鼠8Z)中

#/?C214<4*##;G"*NZ/"的表达和8Z)增殖检测!培

养空白对照大鼠和TT大鼠8Z)#TT大鼠8Z)随

机分为TT组*TTf'<+/"G.'<'<?&组*TTfD%

'<'<?&阴性对照组(待8Z)细胞长至细胞培养瓶

瓶底S#̀ 面积后#弃净瓶内培养基#每瓶加无菌超

纯水Q'Z洗涤.次#弃净洗涤液#每瓶再加胰酶

#aG'Z消化细胞#FG'<4(弃净胰酶#每瓶加入含

8[)的细胞培养基Q'Z#使用移液枪充分吹打细胞

制备"X"#G 'Zd"
细胞浓度的细胞悬液接种于S!

孔板内#计算细胞浓度使每孔细胞密度达到"###'

"####.孔(采用6<,7K12C'<4
:(.###试剂#并按照说

明书提供的转染方法向TT组8Z)转染对照试剂#

向TTf'<+/"G.'<'<?&组转染 '<+/"G.'<'<?&

!转染组"#向 TTfD%'<'<?&组转染 D%'<'<?&

!阴性对照组"#空白对照组8Z)不作转染!空白对

照组"(转染Q!B后#采用31C62<'1Y*%+ 检测

'<+/"G.表达!方法同"F.F!"#当其表达高于 TT

组且差异有统计学意义时#判定转染成功(31C6

2<'1Y*%+ 检 测 #/?C214<4*##;G" 表 达 方 法 同

"a.a!(检测NZ/"表达!方法同"a.a$"和8Z)的增

殖!方法同"a.aG"(

1F/F2!转染 '<+/"G.<4B<5<273&后 TTf:8NT

"##'H!MH剂量组大鼠8Z)中#/?C214<4*##;G"*NZ/

"和8Z)增殖检测!培养TT大鼠和 TTf:8NT

"##'H.MH剂量组大鼠8Z)#TTf:8NT"##'H.

MH剂量组大鼠8Z)随机分为TTf:8NT"##'H.

MH组*TTf:8NT"##'H.MHf'<+/"G.<4B<5<273&

组*TTf:8NT"##'H.MHfD%<4B<5<273&组(待

各组8Z)长至细胞培养瓶瓶底S#̀ 面积后#采用

6<,7K12C'<4
:(.###试剂#并按照说明书提供的转染

!UQ
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方法向TTf:8NT"##'H.MH组8Z)转染对照试

剂#向TTf:8NT"##'H.MHf'<+/"G.<4B<5<273&

组8Z)转染'<+/"G.<4B<5<273&!转染组"#向TTf

:8NT"##'H.MHfD%<4B<5<273&组8Z)转染D%

<4B<5<273&!阴性对照组"#TT组8Z)不作转染(转

染Q!B后#采用31C62<'1Y*%+检测 '<+/"G.*#/

?C214<4*##;G"表达#方法同"F.F!(NZ/"检测方法

同"F.F$#8Z)增殖检测同"F.FG(

1F/F4!统计学方法!数据结果均以&Me-表示(多

组组间比较采用 E41/0CATDE-T检验#两组间

比较采用'检验#3$#F#G为差异有统计学意义(

/!结果

/F1!各组大鼠关节炎评分比较

TT大鼠成模率"##̀ (与正常对照组比较#

TT组大鼠各时点的关节炎评分均值增加!3 均$

#F#G"#各剂量组关节炎评分均低于 TT 组!3$

#a#G"#但均值也未恢复至正常水平!3均$#F#G"#

见表.(TT组和各剂量组大鼠病情随时间进行性

加重#但每个时点#各剂量组评分均较TT组有所下

降!3均$#F#G"#且同一时点各剂量组评分差异无

统计学意义(

表/!各组大鼠关节炎评分比较!(<\"#Ac10"

P'BD,/!7'='A=%A#=#;;$<A,#('DDTA<&@;!(<\"#Ac10"

3̂7>, ".= "!= .#= .$=

%742376 #F$e#F$R# #F$e#FGR# #F!e#FGG# #F$e#F!.#

TT QFUe#FS" QFSe#FU. QFSe#FSQ $F!e#F!R

TTf:8NTG#'H.MH .FRe#FR$. .FSe#FRR. QF#e#FU$. QF!e#F!!.

TTf:8NT"##'H.MH .F!e#FR". .FSe#FR.. QF"e#FR.. QF.e#FRQ.

TTf:8NT"G#'H.MH .FUe#FUG. .FUe#FUS. QF#e#FU!. QF.e#FUQ.

!!.3$#F#G#L&FTTH37>,+#3$#F#G#L&F72B13H37>,&C22B1&C'12<'1,7<42

/K/!PS8F对FF大鼠8Y:1表达和SY"增殖的影

响

见图"(治疗.$=#与空白对照相比#TT组大

鼠8Z)中NZ/"表达升高!3$#F#G"#8Z)增殖活力

增强!3$#F#G"(与 TT组相比#经 :8NT各剂量

灌胃治疗后#NZ/"表达均下降!3$#F#G"#8Z)增殖

活力均减弱!3$#F#G"#各剂量组组间比较差异无

统计学意义(与空白对照组相比#各剂量组未恢复

至正常水平!3均$#F#G"(

/K5!PS8F对 FF大鼠SY"N#7:1M/表达及经典

W(=信号通路的影响

见图.(与正常对照组相比#'<+/"G.在 TT

大鼠8Z)中表达降低(与TT大鼠相比#:8NT的

Q个剂量都能上调 '<+/"G.表达!3$#F#G"#抑制

经典 042信号通路关键基因#/?C214<4*##;G"表达

!3$#F#G"#各剂量组组间比较均差异无统计学意

义(与正常对照组相比#各剂量组的 '<+/"G.表

达*#/?C214<4表达*##;G"表达均未恢复至正常水平

!3均$#F#G"(

/K3!N#7:1M/过表达对FF大鼠SY"经典 W(=信

号通路*8Y:1表达和SY"增殖的影响

见图Q('<+/"G.'<'<?&转染 TT 大鼠8Z)

后'<+/"G.表达高于 TT组 #说明转染成功(与

TT组和阴性对照组相比#转染'<+/"G.'<'<?&

Control group AA group AA+TFIA 50 mg/kg group AA+TFIA 100 mg/kg group AA+TFIA 150 mg/kg group
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图1!PS8F对FF大鼠8Y:1表达和SY"增殖的影响!!!图/!PS8F对FF大鼠N#7:1M/表达及经典W(=信号通路":$'=,(#(基因*&&AE1基

因表达的影响

S#T1!.>>,$=<>PS8F<(8Y:1,?@A,;;#<('(-SY"@A<D#>,A'=#<(#(FFA'=;!!!S#T/!.>>,$=<>PS8F<(N#7:1M/,?@A,;;#<('(-=%,$'(<(#$'D

W(=;#T('D#(T@'=%J'CT,(,;!":$'=,(#(#&&AE1"#(FFA'=;

"3$#F#G#L&F?742376H37>,+.3$#F#G#L&FTTH37>,
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后##/?C214<4表达*##;G"表达和NZ/"表达均降低#

8Z)增殖活力被抑制!3 均$#F#G"(与空白对照

组相比#其余Q组的#/?C214<4表达*##;G"表达*NZ/

"表达和8Z)的增殖差异均有统计学意义!3均$

#a#G"#转染'<+/"G.'<'<?&可拮抗 TT的指标改

变#但均未恢复至正常水平(

Control group AA group AA+miR-152 mimics group AA+NC mimics group
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图5!N#7:1M/N#N#$;转染FF大鼠SY"对N#7:1M/*":$'=,(#(*&&AE1*8Y:1表达和SY"增殖的影响

S#T5!P%,,>>,$=<>N#7:1M/N#N#$;<(=%,,?@A,;;#<(;<>N#7:1M/#":$'=,(#(N7RF#&&AE1N7RF#8Y:1'(-SY"@A<D#>,A'=#<('>=,A=A'(;>,$=#<(

#(=<FFSY"

"3$#F#G#L&F?742376H37>,+.3$#F#G#L&FTTH37>,

/KM!N#7:1M/抑制和PS8F治疗对FF大鼠SY"经

典 W(=信号通路*8Y:1表达和SY"增殖的影响

见图$(与TTf:8NT"##'H.MH组相比#转

染TTf:8NT"##'H.MHf'<+/"G.<4B<5<273&组

8Z)后'<+/"G.表达降低!3$#F#G"#说明转染成

功#'<+/"G.被抑制(与TTf:8NT"##'H.MH组

相比#转染 '<+/"G.<4B<5<273&后#'<+/"G.的抑制

上调了#/?C214<4*##;G"表达#促进了NZ/"表达和

8Z)增殖(与TT组相比#其余Q组的#/?C214<4表

达*##;G"表达*NZ/"表达和8Z)的增殖差异均有

AA group AA+TFIA 100 mg/kg group AA+TFIA 100 mg/kg+miR-152
inhibitors group

AA+TFZA 100 mg/kg+NC
inhibitors group
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图3!N#7:1M/#(%#B#=<A;转染和PS8F治疗对FF大鼠SY"N#7:1M/*":$'=,(#(*&&AE1*8Y:1表达和SY"增殖的影响

S#T3!P%,,>>,$=<>N#7:1M/#(%#B#=<A;'(-PS8F<(=%,,?@A,;;#<(;<>N#7:1M/#":$'=,(#(N7RF#&&AE1N7RF#8Y:1'(-SY"@A<D#>,A'=#<(#(

FFSY"

"3$#F#G#L&F?742376H37>,+.3$#F#G#L&FTTH37>,

统计学意义!3均$#F#G"(

5!讨论

王枣子是唇形科香茶菜属草本植物#广泛分布

于安徽*江苏*湖北等地#具有抗菌*消炎和抗肿瘤等

作用#特别是在安徽省宿州市維桥区一带#民间常用

王枣子汤剂治疗急性传染性肝炎*腹泻等症#治疗效

果良好
,U-(研究表明王枣子含有丰富的五环三萜类

化合物齐墩果酸#齐墩果酸以游离或结合成苷的形

式存在于王枣子根茎中#发挥着重要的药效作用#主

要药效包括保肝*降血糖*降血脂*强心*抗心律失常

等#同时还具有抗炎*免疫调节*抗病毒*抑制血小板

聚集等药理作用
,R-(黄酮类成分是中草药中含量较

高的 天 然 产 物#在 中 草 药 药 效 中 发 挥 重 要 作

用
,S "#-(王枣子研究较少涉及总黄酮成分#本研究

以王枣子茎叶中主要天然产物:8NT为切入点#采

用31C62<'1Y*%+*IZN)T*(::等方法研究:8NT

对TT模型大鼠的治疗作用及部分机制(本研究表

明:8NT对TT大鼠具有一定的治疗作用#并探讨

了其可能存在的分子机制(

本文研究发现与空白对照相比#'<+/"G.在

TT 大鼠 8Z) 中表达降低(与 TT 大鼠相比#

RUQ
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:8NT三个剂量都能上调'<+/"G.表达#提示:8NT

可能通过对 '<+/"G.表达的上调影响 TT大鼠病

理发展(NZ/"和8Z)异常增殖是+T发病机制的

重要指标#本文试验结果表明与空白对照相比#TT

组大鼠8Z)中NZ/"表达升高#8Z)增殖活力增强#

与TT组相比#经:8NT三个剂量灌胃治疗后#大鼠

关节炎评分降低#NZ/"表达下降#8Z)增殖减弱#说

明:8NT具有抑制TT大鼠病理变化的作用#提示

:8NT对+T有治疗作用(同时'<+/"G.'<'<?&转

染 TT 大鼠 8Z) 后过表达的 '<+/"G. 抑制 #/

?C214<4表达*##;G"表达*NZ/"表达和8Z)的增殖(

'<+/"G.<4B<5<273&转染TTf:8NT"##'H.MH剂

量组大鼠 8Z)后#'<+/"G.的表达抑制上调#/

?C214<4*##;G"表达#促进NZ/"表达和8Z)增殖(

提示:8NT通过对 '<+/"G.表达的上调#抑制 TT

大鼠病理发展(

(<+DT 是基因表达调控研究的热点领域#

'<+DT是大约含有."个核苷酸的非编码小+DT#

大量研究表明 '<+DT在体内通过对靶 '+DT的

结合或降解#在基因后转录水平影响基因表达#即基

因的碱基没有变化#但改变了基因的表达调控,""-(

大量研究及本课题组研究都表明 '<+DT 参与了

+T发病机制的调控#在+T病理机制中发挥重要

的调控作用#对紊乱表达的 '<+DT及其下游信号

通路影响的研究有利于 +T 病理机制的阐明
,".-(

例如#本课题组研究发现,"Q-#在+T病理中'<+/"G.

表达显著降低#低表达的 '<+/"G.与异常高表达的

VD(:"和 (1%*.有关('<+/"G.与 VD(:"和

(1%*.构成双向负调控环路以)8+*$为靶点#影

响经典 042信号通路#通过对 042信号通路的激

活或抑制影响 +T 发病机制
,"Q-(本研究肯定了

'<+/"G.在 TT大鼠8Z)治疗中的关键地位(具

体表现为$各实验中 '<+/"G.与#/?C214<4*##;G"*

NZ/"表达和8Z)增殖的同向改变#'<+/"G.正向转

染和负向阻断后#这种同向变化的关系依然存在(

向TTf:8NT"##'H.MH剂量组大鼠8Z)转染

'<+/"G.<4B<5<273&可拮抗 :8NT对 TT大鼠的治

疗作用至TT组水平#提示阻断 '<+/"G.的表达即

可阻断:8NT的治疗作用#'<+/"G.位于 :8NT治

疗机制的核心位置#验证了 '<+/"G.在+T发病机

制中的重要作用#进一步提示:8NT可能通过影响

'<+/"G.表达抑制+T病理发展(但是与正常对照

组相比#各剂量组的'<+/"G.*#/?C214<4*##;G"表达

均未恢复至正常水平!3均$#F#G"(:8NT即使增

加剂量也无法调动更多的 '<+/"G.#可能与TT大

鼠的:8NT胃肠道吸收有关#也可能与TT大鼠体

内'<+/"G.表达调控的复杂机制有关
,"Q-(

此外#'<+/"G.'<'<?&转染TT大鼠8Z)可拮

抗TT的#/?C214<4*##;G"*NZ/"表达和8Z)增殖的

改变#但这些指标均未恢复至正常水平(提示在

TT大鼠8Z)中可能还存在其他的信号通路#例如

*:ID*':E+#影响 TT 病理变化(此类研究为

+T的防治提供新的思路#也为王枣子这种地方特

色药材新功效研究与开发提供了依据(
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