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!!'摘要(!目的!研究芍药苷!,-02<'Q521'<#GV"对佐剂性关节炎!-NTOP-<.-1./1'.'3#66"大鼠关节滑膜成纤维

样滑膜细胞!Q'I12I5-3.)5'>03M<2P'24M.03#V97"内&FZ(信号的影响)方法!将大鼠分为正常组+66组+66iGV

!%%&=*&9组+66iGV"%%&=*&9组+66iGVX%%&=*&9组和66iGB7组#除正常组外#其余各组大鼠均采用

完全弗氏佐剂足跖注射法制备66大鼠#66iGV!%%&=*&9组+66iGV"%%&=*&9组+66iGVX%%&=*&9组

大鼠造模后向尾静脉注射剂量为%L!&9*"%%=体重GV#研究#个剂量GV对66大鼠关节炎评分的影响)造模后

第"Y天股动脉放血处死正常组和66组大鼠#分离各组大鼠关节滑膜组织#培养V97#将培养出的V97分为正常

组+66组+66iGV!&=*&9+66iGV"&=*&9+66iGVX&=*&9组#通过(0-5.'&0UGA(检测GV加药对66

大鼠V97内&FZ(表达的影响#H03.01<I52.检测GV对66大鼠V97磷酸化&FZ(!,)&FZ("蛋白表达的影响#

E9J76检测GV对66大鼠V97细胞因子白细胞介素!J9")!+J9)C表达的影响#10-5.'&0UGA(检测GV加药对66

大鼠V97内GG*#表达的影响#向V97转染 &FZ(过表达载体XY/后再次检测J9)!+J9)C和 KKG#的表达)

结果!GV能够降低66大鼠关节炎评分)GV加药后XY/#与66组V97相比#66大鼠V97在GV为!+"+X&=*

&9时&FZ(表达均降低)与66组V97相比#66大鼠V97在GV为"&=*&9时,)&FZ(蛋白表达量也降低)

GV加药后XY/#与66组V97相比#66大鼠V97在GV为!+"+X&=*&9时J9)!+J9)C+GG*#表达均降低)向

66iGV"&=*&9组V97转染&FZ(过表达载体XY/#与转染前相比#J9)!+J9)C+GG*#表达均升高)结论!GV

可以改善66大鼠病理#其机制可能与66大鼠V97内&FZ(信号的抑制有关)

'关键词(!芍药苷!佐剂性关节炎!成纤维样滑膜细胞!&FZ(信号

.E:,D#7,(@'C"@&-LA(Y',A(#?CAD#(Z(%#G#@#(Q7>H8"#Q('C#(QY'@%M'L#(F-I&*'(@FD@%D#@#B8'@B!G0!:;9<%=.

=7-
!#60:,5K#7.C-

!#T0,G<-.F#%=
!#;4$,4>#

!#;4!,5N7%
"
?!?Q##E>%E(@7=;#//<=<#!%97-D8-<%8<

>%E+<89%#/#=C 1%-P<@F-AC#V0<=M-<="##!%%#A/'<-&"?+9<Q#7@A9 !BB-/->A<E 4#F"-A>/#!%97-G<E-8>/

1%-P<@F-AC#D0'Q0'"#%%#"#A/'<-

'FGB@D'$@(! HGI,$@#*,! F23.ONM./00QQ04.2Q,-02<'Q521'<!GV"2<&FZ(3'=<-5'<3M<2P'-5Q'I12I5-3.)5'>0

3M<2P'24M.03!V97"'<1-.3S'./-NTOP-<.-1./1'.'3$+,@%A-B! 66&2N051-.3S010,10,-10NIM42&,50.0V10O<N23

-NTOP-<.'<T04.'2<'<Q22.),5-<.-1#./0GVS-3'<T04.0N.21-.3'<66iGV!%%&=*&9=12O,#66iGV"%%&=*

&9=12O,-<N66 i GVX%%&=*&9=12O,IM./0.-'5P0'<'<T04.'2<-../0N2302Q%$!&9*"%%=I2NM&-33#-<N

./00QQ04.32Q./100N23032QGV2<-1./1'.'3342103'<661-.3S0103.ON'0N$F/0&2N05'<=1-.3-<N42<.1251-.3S010

3-41'Q'40N-."YN-Q.01&2N05'<=#./0<./03M<2P'O&S-330,-10-.0NQ12&1-.-1.'4O5-1#./0V97S0104O5.O10N$F/0

0QQ04.2QGV2<./00R,1033'2<2Q&FZ(-<NKKG#'<66V97S-3N0.04.0NIM./010-5.'&0UGA($F/00QQ04.2<

./04M.2>'<0J9)!#J9)CS-3N0.04.0NIME9J76#-<N./0H03.01<I52.S-3O30N.2'<P03.'=-.0./012502QGV'<./0

&FZ(,/23,/21M5-.'2<$VO1./01&210#V97 S010.1-<3Q04.0N S'./ &FZ( P04.213#-<N./00QQ04.2Q &FZ(

2P010R,1033'2<2<./0GV12503S-3N0.04.0NIM10-5.'&0UGA(-<NE9J76$8,B&C@B! F/0.-'5P0'<'<T04.'2<2QGV

4-<3'=<'Q'4-<.5M10NO40./0661-.-1./1'.'334210$A2&,-10NS'./66=12O,#./00R,1033'2<2Q&FZ('<66iGV

!&=*&9#66iGV"&=*&9#66iGVX&=*&9S-33'=<'Q'4-<.5MN0410-30N-.XY/-Q.01N23'<=$A2&,-10NS'./

66=12O,#./0105-.'P00R,1033'2<2Q,)&FZ(,12.0'<'<GV"&=*&9=12O,S-3-532N0410-30N$A2&,-10NS'./66

=12O,-.XY/-Q.01N23'<=#./050P0532QJ9)!#J9)C-<NKKG#'<66iGV!&=*&9#66iGV"&=*&9#66iGV

X&=*&9S0103'=<'Q'4-<.5MN0410-30N#103,04.'P05M$A2&,-10NS'./GV"&=*&9=12O,#./0105-.'P00R,1033'2<2Q

J9)!#J9)C-<NKKG#'<GV"&=*&9i&FZ(P04.213S-3'<410-30N$JA($C&B#A(!GV4-<3'=<'Q'4-<.5M'</'I'../0

,-./252=M2Q661-.3#-<N'.3&04/-<'3&&-MI0105-.0N.2./0'</'I'.'2<2Q&FZ(3'=<-5'<V972Q661-.3$

'K,LMAD-B(!! G-02<'Q521'<!!6NTOP-<.-1./1'.'3!!V'I12I5-3.)5'>03M<2P'-540553!!&FZ(3'=<-5'<=

" 国家自然科学基金!@2$Y!#%"*Y#"+安徽科技学院稳定人才项目!@2$h(A"%!XX*#"#安徽科技学院优秀人才项目!@2$

fe\f(A"%!Y%!"和安徽省重点研究和研发计划!@2$!Y%X-%Y%""!Y"资助
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!!类风湿关节炎!1/0O&-.2'N-1./1'.'3#(6"是一

种以持续性的慢性关节滑膜炎症为主要特点的系统

性+自身免疫性疾病#疾病特征主要是手足小关节的

对称性+侵袭性关节炎症#并且伴有小关节软骨损

伤+关节外器官受累及血清类风湿因子阳性等疾病

特征#严重的可导致人手足关节畸形及功能丧

失
,! "-)(6发病机制目前仍未完全阐明#但有研

究表明关节滑膜成纤维样滑膜细胞!Q'I12I5-3.)5'>0

3M<2P'24M.03#V97"在发病机制中发挥关键作用,#-)

佐剂性关节炎!-NTOP-<.-1./1'.'3#66"大鼠病理特

点与人(6疾病特点非常相似#是常用的(6病理

研究和药物治疗研究的动 物 模 型
,X-)芍 药 苷

!,-02<'Q521'<#GV"来源于毛莨科植物芍药根+牡丹

根#是中药材芍药的主要药效成分#具有抗炎抗溃

疡+扩张血管+解热解痉+镇痛镇静等药理作用#研究

表明芍药苷对(6具有一定的治疗作用
,+-)本实验

以66大鼠作为(6研究的动物模型#以&FZ(信

号为切入点#深入研究GV影响 66大鼠病理的分

子机制#为(6疾病防治提供新思路新方法)

1!材料与方法

1$1!材料

!!GV购自上海源叶生物科技有限公司#纯度'

WŶ #"% &=*支#A67 号 "#!Y%)+*)C&脂 质 体

9',2Q04.-&'<0 "%%%+ Z,.')KEK 购 自 美 国

J<P'.12=0<公司&&FZ(过表达载体由上海吉玛制

药技术有限公司提供&逆转录试剂盒购自美国

V01&0<.-3公司&10-5.'&0UGA(试剂盒购自德国

g'-=0<公司&新生胎牛血清购自美国 DM452<0公

司&E9J76试剂盒购自上海源叶生物科技有限公

司)

1R/!FF大鼠制备及大鼠关节炎评分

采用完全弗氏佐剂制备66大鼠模型#实验采

用的雄性7:大鼠购自安徽医科大学实验动物中心

!皖医动准%!号"#体质量为!C%!!Y%=)实验大鼠

随机分为正常组+66 组+66iGV!%%&=*&9+

66iGV"%%&=*&9+66iGVX%%&=*&9+66i

GB7 对 照 组)正 常 组 大 鼠 一 次 性 足 跖 注 射

%L!&9*"%%=体质量生理盐水作为对照#其余各组

大鼠采用一次性足跖注射完全弗氏佐剂%L!&9*

"%%=体质量制备66大鼠)造模后向各治疗组大

鼠尾静脉注射各自剂量的GV或GB7%L!&9*"%%=

体质量#隔天注射!次GV)治疗后第*天+第!X

天+第"!天和第"Y天时采用大鼠关节炎评分评价

药物治疗效果
,C-#评分对象分别为66大鼠的!只

鼻子+!只尾巴+"只耳朵和X只足爪#共Y个评分对

象#每个评分对象出现结节或红肿被评为!分#每只

大鼠最高评分为Y分)

1RN!P<"原代培养

造模后第"Y天股动脉放血处死正常组和 66

组大鼠#分离大鼠关节滑膜组织#采用组织块法培养

大鼠关节滑膜中的V97)大鼠处死后在无菌条件

下分离大鼠后腿膝关节滑膜组织#剪碎组织块并转

移至一次性细胞培养瓶中培养至组织块边缘长出成

片V97)去除组织块#胰酶消化后用移液枪吹散

V97#!b"比例扩大培养)培养正常组和 66 组

V97#分组为正常组+66组+66iGV!&=*&9组+

66iGV"&=*&9组+66iGVX&=*&9组#培养

XY/后检测 &FZ(+GG*#基因和J9)!+J9)C+,)

&FZ(蛋白在各组V97中的表达)

1R3!7>H8过表达载体构建

将&FZ(基因编码 A:7序列构建到GEf)#

质粒上#以得到A[9XB过表达质粒
,*-)引物由上

海吉玛制药技术有限公司合成)GA(反应完成后#

利用 6=-1230电泳并切胶回收 &FZ(基因片段)

用7-5J和 B-&DJ对 ,Ef)#进行酶切#电泳#用

:@6凝胶回收试剂盒回收双酶切的,Ef)#载体条

带)利用 A52<ER,1033
*( E<.1MZ<07.0,A52<'<=

d'.#将扩增好的片段#重组克隆到线性化的,Ef)#

载体中)制备感受态细胞#将连接产物转化感受态

细胞)从平板上挑取克隆菌落#小抽质粒并做鉴定

挑出阳性克隆#重组质粒测序验证并大量抽提)将

V97细胞分为66组+66iGV"&=*&9组+66i

GV"&=*&9i&FZ(过表达质粒组和 66iGV

"&=*&9iGB7 组)在 !$+ &9 EG 管 中 加 入

"+%&9无血清:KEK培养基#加入"$+&=质粒#混

匀&取另一!$+ &9EG管#加入"+%&9 无血清

:KEK#加入+&95',2Q04.-&'<"%%%#混匀#室温放

置+ &'<后将两管混合#室温放置"% &'<后与

"&=*&9GV共转染 66iGV i&FZ(过表达质

粒组V97#与GB7共转染66iGV"&=*&9iGB7

组V97)#*_+体积分数+̂ AZ" 继续培养XY/#

分别收样#检测GG*#基因及J9)!+J9)C蛋白的水

平)

1R5!8,'C@#7,]YJ8检测P<"7>H8+((,N基

因表达

采用10-5.'&0UGA(检测&FZ(+GG*#基因

表达
,*-)F1']25试剂常规方法提取各组 V97总

C#+
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(@6#参照逆转录试剂盒提供的方法逆转录得到各

组细胞的4:@6#参照g'-=0<公司提供的10-5.'&0

UGA(实验方法检测 &FZ(+GG*#基因表达)

&FZ(30<30!+̀)#̀"$AaAFaFA6FAAAFFF6FA

a#-<.')30<30!+̀)#̀"$6FaAFA666A6AAFAA6A

A&GG*#30<30!+̀)#̀"$Fa6Fa66Aa6Faa6A

6a6Fa6#-<.')30<30!+̀)#̀"#6aA6FFaaAFa

6aFa666a6a)#)-4.'<30<30!+̀)#̀"$AAA6FA

F6Fa6aaaFF6AaA#-<.')30<30!+̀)#̀"$FFF6

6FaFA6AaA6Aa6FFFA)目的基因 &(@6的

相对表达量以公式";$$A.
表示)

1RO!.<Z"F检测P<"中Z<91+Z<9O表达

采用 E9J76 试剂盒检测J9)!+J9)C表达
,Y-)

取各组V97#参照试剂盒提供的检测方法#标准品

孔中加入标准品+%&9#样品孔中先加入细胞上清

液!%&9#再加入样品稀释液X%&9)然后各孔中加

入!%%&9辣根过氧化物酶标记的J9)!+J9)C抗体#

置#*_培养箱中孵育C%&'<)各孔反复洗涤+次

后加检测底物6+B各+%&9#再置#*_培养箱孵育

!+&'<)最后各孔加终止液+%&9#测定X+%<&处

吸光度值#以正常组吸光度值为参照计算各组J9)

!+J9)C相对表达量)

1R6![,B@,D(GCA@检测:97>H8蛋白表达

将培养的各组V97收集后加入细胞裂解液和

GK7V!!%%&&25*9"#!"%%%1*&'<高速离心+&'<

后取上清液;"%_冻存备用)各组蛋白置沸水中

煮+&'<后电泳分离#然后转膜并进行免疫印迹分

析)G/23,/2)&FZ( !701"XXY" !:WA"" fG*(

(-II'. &6I 购 自 A055 7'=<-5'<= F04/<252=M

!A7F"公司#工作浓度!bY%%)内参鼠单克隆抗体

#)-4.'<购自7-<.-A1O]公司#工作浓度!b!%%%)

与一抗相对应的二抗购自中杉金桥生物工程有限公

司)二抗孵育完成后将G8:V膜置入凝胶成像系

统拍照#以#)-4.'<蛋白灰度值为内参#根据目的蛋

白灰度值计算目的蛋白相对表达量)

1$2!统计学方法

数据结果均以%IcF表示)两组间比较采用A

检验#多组间比较采用 Z<0)H-M6@Z86 检验#

*$%L%+为差异有统计学意义)

/!结果

/R1!YP对8F的治疗作用

结果!图!"显示#高剂量GV!GVX%%&=*&9"

在造模给药第*天即能抑制 66 大鼠评分!*$

%L%+"#GV#个剂量组!!%%&=*&9+"%%&=*&9+

X%%&=*&9"从第!X天开始均能抑制 66大鼠关

节炎评分!*$%L%+")

Control group

AA group

AA+PF 100 g/mLμ group

AA+PF 200 μg/mL group

AA+PF 400 g/mL groupμ6

5

4

3

2

1

0

R
a
t 

a
rt

h
ri

ti
s 

sc
o

re
s

d7 d14 d21 d28

*
,#*
,#*
,#

*
,#

*
,#*
,#

*
,#*
,#*
,#

*
,#* * *

*
*

*

图1!大鼠关节炎评分法评价YP尾静脉注射对FF大鼠的治疗效

果

P#Q1!.*'C&'@#A(A?@%,,??,$@A?YP@'#C*,#(#(I,$@#A(A(FFD'@BGL

D'@'D@%D#@#BB$AD#(Q7,@%A-

"*$%L%+#P3$42<.125=12O,#%*$%L%+#P3$66=12O,

/R/!YP对FF大鼠P<"7>H878WF表达的影

响

与正常组相比#&FZ(在66组大鼠V97中表

达升高#差异有统计学意义!*$%L%+")与 66组

V97相比#GV加药XY/后#&FZ(在 66iGV各

组V97中表达均降低#差异有统计学意义!*$

%L%+"#但#个GV剂量组之间差异无统计学意义)

见图")

/RN!YP对FF大鼠P<":97>H8蛋白表达的影响

与正常组相比#66组,)&FZ(蛋白相对表达

量升高#差异有统计学意义!*$%L%+")与 66组

相比#"&=*&9GV加入XY/后#66iGV"&=*&9

组,)&FZ(蛋白相对表达量降低#差异有统计学意

义!*$%L%+")见图#)

/R3!.<Z"F检测YP对FF大鼠P<"细胞因子Z<9

1+Z<9O表达的影响

培养各组V97#与正常组相比#J9)!+J9)C的表

达量均升高#差异有统计学意义!*$%L%+")与66

组相比#GV加药XY/后#66iGV!&=*&9+66i

GV"&=*&9+66iGVX&=*&9各组中的J9)!+J9)

C表达量均降低#差异有统计学意义!*$%L%+")见

图X)

/R5!YP对 ++YN表达的影响

结果!图+"显示#66组的 KKG#相对表达量

高于正常组#GV#个剂量组!GV!&=*&9+GV"&=*

&9+GVX&=*&9"KKG#相对表达均低于66组)

/RO!7>H8过表达对YP作用的干扰

*#+
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图N![,B@,D(GCA@检测各组大鼠P<"中:97>H8蛋白表达
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!!检测结果!图C"显示#与66组相比#66iGV

"&=*&9组J9)!+J9)C+KKG#相对表达量均降低#

差异有统计学意义!*$%L%+")与66iGV"&=*

&9组相比#66iGV"&=*&9i&FZ(过表达组

J9)!+J9)C+KKG#相对表达量均升高 !*$%L%+")
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"*$%L%+#P3$42<.125=12O,#%*$%L%+#P3$66=12O,

N!讨论

(6是一种慢性+持续性的自身免疫性疾病#研

究表明其发病机制可能与遗传+炎症+环境因素等方

面有关#现有的研究较深入的解释了(6的病理机

制#但是(6发病机制仍然未能完全阐明
,W-)研究

表明关节滑膜中的V97异常增殖活化是(6发病

的关键环节#激活的V97分泌J9)!+J9)C+J9)Y等细

胞因 子#促 进 (6 病 理 相 关 基 因 KKG# 和

Q'I12<04.'<表达#分泌细胞黏附分子+纤维连接蛋白

等胞外基质蛋白#诱发了(6的发生发展)异常活

化的V97还能促进软骨的降解和血管翳的生成#增

Y#+
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加了关节炎症程度
,!%-)V97的异常活化也是骨不

可逆损坏的主要原因
,!!-)因此国内外(6病理及

防治研究都聚焦于V97的异常增殖活化机制)鉴

于V97在(6病理机制中的关键作用#本课题组分

离培养出V97#以V97为研究对象#探讨GV对(6

病理机制的影响)

!!众多研究表明GJ#d*6>.*&FZ(信号通路在

肿瘤+心血管疾病#以及其他生理病理机制中发挥重

要的调控作用#是细胞中经典的信号调控通路)特

别是对GJ#d*6>.*&FZ(信号通路起负调控作用

的GFE@分子#在细胞增殖+凋亡+代谢等机制中发

挥重要逆向调控作用#GFE@是重要的肿瘤治疗靶

点
,!"-)近年来#研究发现GJ#d*6>.*&FZ(信号

通路参与了(6病理机制#在(6的发生发展中起

到重要的促进作用
,!#-)鉴于&FZ(在(6病理中

的重要作用#课题组以&FZ(为研究靶点#探讨GV

对&FZ(的作用)本实验在培养的各组V97中加

入GVXY/后#采用10-5.'&0UGA(检测&FZ(在

正常组+66组+66iGV!&=*&9+66iGV"&=*

&9+66iGVX&=*&9+GB7对照组大鼠V97中的

表达)结果显示#与正常组相比#&FZ(在 66组

大鼠V97中表达显著升高#与 66组相比#&FZ(

在66iGV!&=*&9+66iGV"&=*&9+66iGV

X&=*&9三个组中表达显著降低)采用 H03.01<

I52.检测发现#与正常组相比#66组大鼠V97中

,)&FZ(蛋白相对表达量显著升高#与 66 组相

比#66iGV"&=*&9组中的,)&FZ(蛋白相对表

达量显著降低)提示在66大鼠病理机制中GV可

能通过抑制 &FZ(&(@6表达和 &FZ(蛋白磷

酸化抑制 &FZ(信号#进而抑制 66大鼠病理发

展)

同时#本课题组参照上海源叶生物科技有限公

司试剂盒提供的检测步骤检测GV对J9)!+J9)C表

达的影响)结果显示#与正常组相比#66 组大鼠

V97中J9)!+J9)C表达都显著升高)与 66 组相

比#66iGV!&=*&9+66iGV"&=*&9+66iGV

X&=*&9各组中的J9)!+J9)C表达都显著降低#提

示GV能显著抑制(6病理中J9的表达)同时#GV

能够显著抑制66组大鼠 KKG#的表达#提示GV

对66大鼠病理具有一定的抑制作用)为了进一步

确认GV影响66大鼠病理的靶点是 &FZ(#本实

验向66大鼠V97转染 &FZ(过表达载体#加药

GV"&=*&9至细胞培养液中共培养XY/#10-5.'&0

UGA(检测&FZ(过表达对GV作用的干扰)结果

显示#与66组相比#J9)!+J9)C+KKG#在GV"&=*

&9组相对表达量都显著降低)与GV"&=*&9组

相比#J9)!+J9)C+KKG#在GV"&=*&9i过表达组

相对表达量都显著升高#说明GV通过对 &FZ(的

抑制起到抑制 66 大鼠病理的作用)本实验以

&FZ(信号为研究切入点#研究了GV对(6动物

模型病理影响的分子机制#进一步阐明了GV对(6

的作用机制#为(6疾病防治提供了新思路新方法)
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