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温化蠲痹方对胶原诱导性关节炎大鼠
成纤维样滑膜细胞凋亡的影响

刘喜德1 黄柳云2 郑琳琳2 黄梦婷2 周海丽2 柯雅妮2 刘 敏1

摘要  目的 研究温化蠲痹方对微小核糖核酸 -146a（miRNA-146a）/ 核因子 κB（NF-κB）

环路诱导胶原诱导性关节炎（CIA）大鼠成纤维样滑膜细胞（FLS）凋亡作用及其相关分子机制。 
方法 选用雌性 Wistar 大鼠 25 只，按随机数字表法分为正常组（10 只）和造模组（15 只），造模组

采用尾部皮内多点注射牛Ⅱ型胶原乳剂的方法进行免疫，建立 CIA 模型。在造模成功后（12 只，造模

成功率为 80%）随机选取 10 只作为模型组，分别取正常大鼠和 CIA 大鼠的关节滑膜，用组织块培养

法培养出原代 FLS，培养至第 3 代进行干预实验。分别过表达、沉默 miRNA-146a，并加入通路阻断

剂和含药血清共培养，应用荧光定量聚合酶链式反应（RT-PCR）检测 miRNA-146a、肿瘤坏死因子

受体相关因子 6（TRAF6）、白细胞介素 -1 受体相关激酶 1（IRAK1）基因表达；Western Blot 法检测

磷酸化核因子 κB p65（NF-κB p65，p-p65）、核因子 κB 抑制因子 α（IκBα）、增殖细胞核抗原

（PCNA）、含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 -3（Caspase-3）蛋白表达；流式细胞术检测各组 FLS 凋

亡；CCK-8 法检测各组 FLS 增殖。结果 与正常组比较，模型组大鼠足掌厚度明显增加（P<0.01）；

正常转染 miRNA-146a 组 miRNA-146a、TRAF6、IRAK1 基因表达及 PCNA、p-p65 蛋白表达增加，

Caspase-3、IκBα 蛋白表达及 FLS 凋亡率降低（P<0.05）；正常转染反义 miRNA-146a 组 miRNA-
146a、TRAF6、IRAK1 基因表达及 PCNA、p-p65 蛋白表达降低，Caspase-3、IκBα 蛋白表达及 FLS
凋亡率增加（P<0.05）。与 CIA 对照组比较，CIA 转染 miRNA-146a 组 TRAF6、IRAK1 基因表达及

PCNA、p-p65 蛋白表达增加，Caspase-3、IκBα 蛋白表达及 FLS 凋亡率降低（P<0.05）；CIA 转染反

义 miRNA-146a 组 TRAF6、IRAK1 基因表达及 PCNA、p-p65 蛋白表达降低，Caspase-3、IκBα 蛋白

表达及 FLS 凋亡率增加（P<0.05）。加入 NF-κB 通路阻断剂后，随着阻断时间延长及 PCNA、p-p65 蛋

白表达降低，Caspase-3、IκBα 蛋白表达增加（P<0.05）。与对照血清组比较，中药含药血清组细胞增殖

率降低（P<0.05）。结论 温化蠲痹方可以通过 miRNA-146a/NF-κB 环路诱导 FLS 凋亡、抑制 FLS 增殖。

关键词 温化蠲痹方；胶原诱导性关节炎；微小核糖核酸 -146a；核因子 κB 信号通路；凋亡
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Effects of Wenhua Juanbi Recipe on Inducing Apoptosis of Fibroblast-like Synoviocytes in 
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Hai-li2， KE Ya-ni2， and LIU Min1 1 Department of Athropathy，Zhejiang Provincial Hospital of Integrated 
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ABSTRACT Objective To study the apoptotic effects of Wenhua Juanbi Recipe （WJR） on the fibroblast-
like synoviocytes （FLS） of collagen-induced arthritis （CIA） rats through the microRNA-146a/nuclear factor-κ-
gene blinding （miRNA-146a/NF-κB） circuit and its related molecular mechanisms. Methods Totally 25 female 
Wistar rats were divided into normal control group （n=10） and model making group （n=15） by random number 
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类风湿关节炎（rheumatoid arthritis， RA）是一

种慢性、进行性、侵袭性疾病，表现为关节疼痛、畸

形、破坏。其特性为滑膜组织炎症性增生，血管襻形

成以及软骨组织和骨骼的破坏，成纤维样滑膜细胞

（fibroblast-like synoviocyte， FLS）在其中发挥着重

要作用。

FLS 是一种非免疫细胞，通过产生关节滑液及关

节内膜的细胞外基质成份维持关节内外的稳定。在传

统认知中，FLS 充当着一个“被动反应者”角色，可

以对特异性免疫和非特异性免疫所驱动的炎症刺激做

出适当的反应 [1]。但是在 RA 中，持续的炎症刺激导

致 FLS 发生了一系列转变。增殖与凋亡之间失衡导

致 FLS 数量不断增加、对凋亡抗性增强，同时通过

表观遗传所获得的具有侵袭能力的相关表型促进炎症

发生及关节、组织破坏 [2]。

微 小 核 糖 核 酸（microribonucleic， miRNA） 是

一类非编码 RNA，通过选择性结合到 30 个非翻译

区的特定位点来调节靶信使 RNA 稳定性，从而抑制

翻 译 与 RNA 降 解。 有 报 道 证 实 miRNA-146a 可 以

降低炎症反应， miRNA-146a 在系统性红斑狼疮中表

达下调，在 RA 中却是呈上调趋势 [3]。目前 RA 尚无

根治方法，中医药治疗 RA 具有一定优势，本团队

前期临床研究表明，温化蠲痹方治疗 RA 取得满意

疗效 [4]，且该方可以通过抑制 miRNA-146a、肿瘤

坏死因子受体相关因子 6（TNF receptor associated 
factor 6， TRAF6）、白细胞介素 -1 受体相关激酶 1

（IL-1 receptor associated kinase 1， IRAK1） 基 因

表达从而抑制胶原诱导性关节炎（collagen-induced 
arthritis， CIA）大鼠 FLS 增生，发挥其抗炎作用 [5]。

本实验通过探究温化蠲痹方通过调控 miRNA-146a/
核 因 子 κB（nuclear factor-κ-gene blinding， NF-
κB）环路对 FLS 增殖和凋亡影响的机制，为临床应

用温化蠲痹方治疗 RA 提供实验依据。

材料与方法

1 动物 SPF 级健康雌性 Wistar 大鼠 25 只，

体重（110±10）g，SPF 级健康雄性 SD 大鼠 6 只， 
体 重（200±20）g。 上 述 实 验 动 物 购 于 上 海 斯 莱

table. Rats in the model making group were induced by intradermal injection of bovine collagen type Ⅱ emulsion 
at multiple points of the tails to establish CIA model. The successfully modeled CIA rats （n=12， success rate of 
modeling was 80%） were randomly selected as the model group （10 rats）. The joint synovium of normal rats 
and CIA rats were taken， and primary FLS were cultured by explant culture method to the third generation for 
intervention experiments. miRNA-146a was overexpressed and silenced respectively， and pathway blockers and 
drug-containing serum were added to co-culture. The expressions of miRNA-146a， tumor necrosis factor （TNF） 
receptor associated factor 6 （TRAF6）， and IL-1 receptor associated kinase 1 （IRAK-1） genes were detected 
by quantitative real-time PCR （αRT-PCR）.p-NF-κBp65（p-p 65），NF-kappa-B inhibitor alpha（IκBα）、

proliferating cell nuclear antigen（PCNA）， and Caspase-3 protein expressions were detected by Western Blot. 
FLS apoptosis in each group was detected by flow cytometry （FCM）. FLS proliferation in each group was 
detected by cell counting kit-8 （CCK-8） method. Results Compared with the normal group， the pads thickness 
of the model group became thicker （P<0.01）. The expressions of miRNA-146a， TRAF6， IRAK1， PCNA， p-p65 
increased （P<0.05）， the expressions of Caspase-3 and IκBα and FLS apoptosis rate decreased （P<0.05） 
in normal transfection miRNA-146a group. The expressions of miRNA-146a， TRAF6， IRAK1， PCNA， p-p65 
decreased （P<0.05）， the expressions of Caspase-3 and IκBα and FLS apoptosis rate increased （P<0.05） in 
normal antisense transfection miRNA-146a group. Compared with CIA control group， the expressions of TRAF6， 
IRAK1， PCNA， p-p65 increased （P<0.05）， the expressions of Caspase-3 and IκBα and FLS apoptosis rate 
decreased （P<0.05） in CIA transfection miRNA-146a group. The expressions of TRAF6， IRAK1， PCNA， p-p65 
decreased （P<0.05）， the expression of Caspase-3 and IκBα and FLS apoptosis rate increased （P<0.05） in CIA 
antisense transfection miRNA-146a group. As the extending of blocking time after adding pathway blocker went 
by， the expressions of PCNA， p-p65 decreased （P<0.05）， the expressions of Caspase-3 and IκBα increased 

（P<0.05）. Compared with control serum group， the expressions of FLS proliferation rate decreased in Chinese 
herbs-containing serum group （P<0.05）. Conclusion WJR induced the apoptosis of FLS and inhibited its 
proliferation through miRNA-146a/NF-κB circuit.

KEYWORDS Wenhua Juanbi Recipe； collagen induced rheumatoid arthritis； microribonucleic-146a； 
nuclear factor-κgene blinding signaling pathway； apoptosis
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克实验动物有限责任公司，实验动物生产许可证

号：SCXK（沪）2017-0005，饲养于浙江中医药大

学动物实验中心屏障环境（室温 25℃，相对湿度

40%~60%，日光照 12 h），全封闭 SPF 状态下隔离

普通饲养。实验动物许可证号：SYXK（浙）2018-
0012，本实验获得浙江中医药大学实验动物管理与伦

理委员会批准（No.IACUC-2018121706）。

2 主要试剂及仪器

2.1 主要试剂 牛Ⅱ型胶原（bovine collagen  
type Ⅱ，BC Ⅱ，美国 Chondrex 公司，批号：20022）； 
弗氏不完全佐剂（incomplete Freund's adjuvant，IFA，

美 国 Chondrex 公 司， 批 号：7002）；增 强 型 CCK-8
试剂盒（上海生工生物工程股份有限公司，批号：

040219190604）；Lipofectamine 3000 Transfection 
Kit （Invitrogen， 批 号：2067565）；吡 咯 烷 二 硫 代 氨

基 甲 酸 盐（ammonium pyrrolidinedithiocarbamate， 
PDTC；上 海 生 工 生 物 工 程 股 份 有 限 公 司， 批 号：

E917BA0020）；Annexin Ⅴ 凋 亡 试 剂 盒（ 上 海 生 工

生 物 工 程 股 份 有 限 公 司， 批 号：E606336）；p-NF- 
κ B p65（p-p65，S536） Rabbit mAb（CST，批号：

17）；IκB-alpha Rabbit mAb（CST，批号：12）；PCNA 
XP（R） Rabbit mAb（CST，批号：4）；Caspase-3 Rabbit  
Ab（CST，批号：18）；GAPDH（6C5） sc-32233 mouse 
monoclonal IgG（Santa Cna Biotechnology，批号：F0316）； 
引物均由 Qiagen 公司设计合成，具体见表 1。

消毒后，在无菌条件下取滑膜。用手术剪把滑膜剪

成 2~3 mm3 大小的组织块，剪碎后放进含有 20% 
FBS 高糖型 DMEM 培养基的 12 孔培养板中，置于 
5% CO2、  37 ℃的培养箱中培养，培养至第 3 代进行

后续实验。

4 中药含药血清制备 将 6 只 SD 大鼠随机分

为空白对照组（3 只）和中药组（3 只），中药组给予

灌胃温化蠲痹方（由威灵仙 30 g 防风 10 g 白芥

子 10 g 忍冬藤 12 g 制僵蚕 10 g 全蝎 6 g 蜈蚣

2 条 白芷 10 g 炒薏苡仁 30 g 延胡索 20 g 海

桐皮 20g 炙甘草 5 g 组成），用药剂量根据实验动

物与人体体表面积比等效剂量换算比例及用药前大鼠

体重进行计算 [6]，临床成人中药用量为每天 3.2 g/kg， 
则大鼠为 22.9 g/kg（相当于临床用量的 10 倍），依

据文献 [7]给药方法，中药组大鼠按 1 mL/100 g 灌胃，

空白对照组给予等剂量生理盐水灌胃，连续给药 3 天，

1 天 2 次，于末次给药 60 min 后，行腹主动脉采血。

采集所得血液于室温静置 60 min，待血清析出后， 
3 000 r/min 离心 10 min，分离得到血清，56 ℃水浴

灭活 30 min，置 -80℃冰箱中保存备用。

5 造模方法 将 25 只 Wistar 大鼠适应性喂养 
7 天，按照随机数字表法分为正常组 10 只，造模组

15 只，造模参照《药理学实验指南 - 新药发现和药理

学评价》[8]；制备 BC Ⅱ乳剂，浓度为 2 mg/mL；于造

模组大鼠尾跟部 3 个部位进行皮下注射总量为 0.3 mL 
的 BC Ⅱ乳剂；7 天后进行 2 次免疫，二次免疫时注

射部位同为尾跟部 3 点皮下注射，总量 0.15 mL。于

2 次免疫后的第 7~14 天测量大鼠足掌厚度以进行造

模评估，造模成功的评价标准：关节炎指数（athritis 
index， AI）评分标准分级 [9]：0 分：无红肿；1 分：趾

关节稍肿，足爪或足垫单个区域炎症；2 分：关节轻

度红肿，足爪和足垫或踝关节 2 个区域以上的炎症；

3 分：关节中度红肿，轻度功能障碍；4 分：关节重度

红肿，僵直甚至畸形，严重功能障碍。同时满足单侧

左足外踝以下隆起的体积 >1.6 mL 和 AI 评分 >4 分

为造模成功。在造模成功的 12 只大鼠（造模成功率

80%）中随机选取 10 只作为模型组。

6 检测指标及方法

6.1 大鼠一般情况 观察各组 CIA 大鼠的精神状

态、毛发色泽、肢体活动灵敏度、饮食度等并进行记录。

6.2 大鼠足掌厚度 以左后肢胫骨下端内踝处

为标志点，在造模前和造模后第 14 天用游标卡尺测

量大鼠左踝关节直径。

6.3 细胞转染 将第 3 代正常、CIA 大鼠成纤维

表 1 实时定量 PCR 引物序列

基因名称 引物序列（5’ - 3’） 引物长度

miRNA-146a UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU 22bp

U6 snRNA 上游：CTCGCTTCGGCAGCACA 17bp

下游：AACGCTTCACGAATTTGCGT 20bp

TRAF6 上游：CAGTCCCCTGCACATTCAGT  20bp

下游：CTGGGCCAACAGTCTCATGT 20bp

IRAK1 上游：TACCTGCCTGAGGAGTACATCAA 23bp

下游：TCATCTTCAATCAGGTCTTTCAGA 24bp

GADPH 上游： GGTGATGCTGGTGCTGAGTA 20bp

下游： CGGAGATGATGACCCTTTTG 20bp

2.2 主 要 仪 器 全 自 动 流 式 细 胞 仪（ 型 号：

AW07006，美国贝克曼）；二氧化碳细胞培养箱（型

号：WJ-160A-3， 上 海 新 苗 公 司 ）；RNA 浓 度 测 量

仪（型号：NANODROP 2000，美国 Thermo 公司）；

PCR 仪（型号：ABI Prism 7000，美国应用生物系统

公司）；全自动化学成像系统（型号：JS-1046，上海

培清科技有限公司）。

3 细胞培养 大鼠腹腔注射麻醉，浸在酒精中
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样滑膜细胞分别接种于 6 孔板中（每孔 0.25×106 个 
细胞）并放进 5% CO2、37℃培养箱中培养，待细

胞 汇 合 度 为 60%~80% 时 使 用 Lipofectamine 3000
进行转染。正常、CIA 大鼠成纤维样滑膜细胞分别

转 染 miRNA-146a、 反 义 miRNA-146a， 并 分 组 如

下：正 常 对 照 组、 正 常 转 染 miRNA-146a 组、 正

常 转 染 反 义 miRNA-146a 组；CIA 对 照 组、CIA 转

染 miRNA-146a 组、CIA 转 染 反 义 miRNA-146a
组。 在 2 个 离 心 管 中 用 不 含 血 清 的 改 良 Eagle 培

养 基（Dulbeo's modification of Eagle's medium 
dulbeo， DMEM） 稀 释 转 染 试 剂 和 miRNA， 并 混

合 均 匀。 两 种 试 液 1：1 混 合， 静 置 室 温 孵 育 10~ 
15 min。将孵育好的混合液分别加入到每孔细胞中，

放入细胞培养箱中培养 48 h 后收集细胞。

6.4 加入含药血清共培养  用改良 DMEM 高糖

型细胞培养液配置 10% 含药血清与对照血清的培养

基，以 2 mL/ 孔加入 6 孔细胞培养板，与 FLS 共培

养 24 h 后收集细胞。

6.5 加入 NF-κB 通路阻断剂 PDTC 取 4.1 mg 
浓 度 为 2.5×104 μmol/L 的 PDTC 加 入 1 mL 的 灭

菌蒸馏水中，每 1 mL 的细胞培养基中加入 4 μL 的

PDTC 溶液。分别在加入阻断剂后 0、6、24、48 h 后

检测含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 -3（cysteinyl 
aspartate specific proteinase-3， Caspase-3）、

NF-κB 抑 制 因 子 α（NF-kappa-B inhibitor alpha， 
IκBα）、增殖细胞核抗原（proliferating cell nuclear 
antigen， PCNA）、p-p65 表达。

6.6 流 式 细 胞 术 检 测 FLS 凋 亡 情 况 使 用

Annexin Ⅴ凋亡试剂盒进行流式细胞术。将 FLS 接种

在 6 孔板中（1×106 细胞 / 孔），培养 48 h，然后通

过胰蛋白酶消化收集细胞，并用 PBS 重悬细胞。参照

膜联蛋白Ⅴ - 异硫氰酸荧光素（Annexin Ⅴ -FITC）/ 
碘化丙啶（propidium iodide， PI）双染法细胞凋亡

试剂盒说明书，分别加入 5 μL Annexin Ⅴ -FITC 和 
10 μL PI，室温下闭光孵育 15 min，用流式细胞仪

检测 FLS 凋亡情况，每组设 3 个复孔。

6.7 CCK-8 测定 FLS 增殖情况 将第 3 代 CIA
大鼠与正常大鼠的成纤维样滑膜细胞以 2×104/mL 浓

度接种到 96 孔板中，并向每孔加入 100 μL 不含双

抗的培养基，放入培养箱中培养 24 h。在测试前 1 h
向待测孔中加入 10 μL CCK-8 溶液，使用酶标仪在

450 nm 处测定吸光度值（FLS 增值率）。

6.8 蛋白免疫印迹（Western Blot）实验 收集

FLS 细胞，加入适量的 1×SDS 细胞裂解液裂解细胞

提取蛋白质，将蛋白在 10% SDS-PAGE 凝胶上进行

电泳，并转移至聚偏氟乙烯（polvinylidene fluoride， 
PVDF）膜上。然后在室温下将 PVDF 膜浸泡在 5%
的脱脂牛奶摇床中封闭 2 h。将膜与相应的一抗在 4 ℃ 
下孵育过夜。用 TBST 洗涤 3 次后，将膜与 HRP 标

记的二抗室温下孵育 1 h。最后全自动化学成像系统

显影，使用 Image J 软件分析蛋白质条带灰度值，测

定 Caspase-3、IκBα、PCNA、p-p65 表达。

6.9 实 时 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应（real-time 
polymerase chain reaction， RT-PCR） 分 析 使 用

Trizol 试剂提取总 RNA 并测定其浓度，使用逆转录

试剂盒对每个样品进行逆转录成 cDNA，反应体系为

15 μL，其条件为：37 ℃，180 min；85 ℃，5 min； 
4 ℃， 终 止 反 应。 实 时 荧 光 PCR 反 应 体 系 均 为 
15 μL，2 个 复 孔，miRNA-146a 内 参 基 因 为 U6，

普通基因内参基因为 GAPDH，使用 PCR 仪进行反

应。其相对基因表达量通过 2–ΔΔCt 算法进行计算，测

定 miRNA-146a、TRAF6、IRAK1 基因表达。

7 统计学方法 运用 SPSS 25.0 统计软件进行

数据统计分析，以 x–±s 表示计量资料，两组间比较

采用 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析，组内

方差齐时比较采用 LSD 检验，方差不齐时用 Dunnett 
T3 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

结  果

1 大鼠的一般情况（图 1） 正常组大鼠状态良

好，饮食正常，活动自如，动作敏捷，反应灵活，体

重自然增加，四肢颜色呈淡粉色。CIA 大鼠普遍精神

萎靡、行动迟缓、食欲不振、毛发枯槁，体重增长减缓

甚至停滞，四肢中某些肢体肿胀、畸形、僵硬、行动

不便，严重的甚至完全无法活动，患肢颜色呈紫红色。

    注：A 为造模前；B 为造模后

图 1 造模前后大鼠足趾外观

2 两组大鼠足掌厚度比较（表 2） 与造模前比

较，模型组大鼠足掌厚度明显增加（P<0.01）；与正

常组比较，模型组大鼠足掌厚度明显增加（P<0.01）。

3 各组 FLS 凋亡率比较（表 3） 与正常对照
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组比较，正常转染 miRNA-146a 组 FLS 凋亡率降低

（P<0.05），正常转染反义 miRNA-146a 组 FLS 凋亡

率 增 加（P<0.05）；与 CIA 对 照 组 比 较，CIA 转 染

miRNA-146a 组 FLS 凋亡率降低（P<0.05），CIA 转

染反义 miRNA-146a 组 FLS 凋亡率增加（P<0.05）；

分别与正常转染 miRNA-146a 组、CIA 转染 miRNA-
146a 组比较，正常转染反义 miRNA-146a 组、CIA
转染反义 miRNA-146a 组 FLS 凋亡率增加（P<0.05）。

表 3 各组 FLS 凋亡率比较  （%，x–±s）

组别 n 凋亡率

正常对照 3 15.71±0.93

正常转染 miRNA-146a 3 12.89±0.69

正常转染反义 miRNA-146a 3 16.74±0.37 ▲

CIA 对照 3 12.53±0.77

CIA 转染 miRNA-146a 3 10.61±0.36∆

CIA 转染反义 miRNA-146a 3 14.61±0.17∆ ○

  注：与正常对照组比较， P<0.05；与 CIA 对照组比较，∆P<0.05；

与正常转染 miRNA-146a 组比较，▲P<0.05；与 CIA 转染 miRNA- 
146a 组比较，○P<0.05

  注：1 为加入阻断剂 0 h；2 为加入阻断剂 6 h；3 为加入阻断剂 24 h；
4 为加入阻断剂 48 h
图 2 加入 NF-κB 通路阻断剂后 PDTC 蛋白表达电泳图

1                2                 3                4 

36 kD

19 kD

36 kD

65 kD

65 kD

39 kD

GAPDH

Caspase-3 

PCNA

p65

p-p65

IκBα

因表达及 PCNA、p-p65 蛋白表达降低，Caspase-3、

IκBα 蛋白表达增加（P<0.05）。与 CIA 对照组比

较，CIA 转 染 miRNA-146a 组 TRAF6、IRAK1 基 因

表 达 及 PCNA、p-p65 蛋 白 表 达 增 加，Caspase-3、

IκBα 蛋 白 表 达 降 低（P<0.05）；CIA 转 染 反 义

RNA-146a 组 miRNA-146a、TRAF6、IRAK1 基 因

表 达 及 PCNA、p-p65 蛋 白 表 达 降 低，Caspase-3、

IκBα 蛋白表达增加（P<0.05）。

表 4 NF-κB 通路阻断剂 PDTC 对 Caspase-3、PCNA、IκBα、p-p65 蛋白表达的影响 （%，x–±s）

时间 n              Caspase-3 PCNA IκBα p-p65

  0 h 3 1.05±0.15 0.83±0.07 0.26±0.03 1.02±0.11

  6 h 3 2.63±0.20 0.83±0.09 2.18±0.25  0.46±0.06

24 h 3 2.89±0.23  0.42±0.03 2.31±0.22  0.34±0.02

48 h 3 2.95±0.26  0.28±0.05 2.56±0.27  0.31±0.04

  注：与阻断 0 h 比较， P<0.05

  注：1 为正常对照组；2 为 CIA 对照组；3 为正常转染 miRNA-

146a 组；4 为 CIA 转染 miRNA-146a 组；5 为正常转染反义 miRNA-

146a 组；6 为 CIA 转染反义 miRNA-146a 组

图 3 各组 Caspase-3、PCNA、p65、p-p65、IκBα

蛋白表达电泳图

1           2            3           4           5         6 
GAPDH

Caspase-3 
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p65

p-p65

IκBα

36 kD

19 kD

36 kD
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39 kD

6 两组 FLS 增殖率比较（表 6） 与对照血清

组比较，含药血清组 FLS 增殖率降低（P<0.05）。

讨  论

虽然中医学理论中并无与 RA 具有明确关联的

表 2 两组大鼠足掌厚度比较 （mm，x–±s ）
组别 n 足掌厚度

造模前 造模第 14 天

正常 10 3.151±0.100 3.207±0.151

模型 10 3.231±0.160 5.434±0.929 △

注：与本组造模前比较， P<0.01；与正常组比较，△P<0.01

4 NF-κB 通 路 阻 断 剂 PDTC 对 Caspase-3、

IκBα、PCNA、p-p65 蛋白表达影响（图 2，表 4）  
体外培养的 FLS 中加入 NF-κB 通路阻断剂 PDTC，

分 别 阻 断 0、6、24、48 h。 随 着 阻 断 时 间 延 长，

Caspase-3 和 IκBα 蛋 白 表 达 升 高（P<0.05）；

PCNA、p-p65 蛋白表达降低（P<0.05）。

5 各组 miRNA-146a、TRAF6、IRAK1 基因表

达及 Caspse-3、PCNA、p-p65、IκBα 蛋白表达水

平比较（图 3，表 5） 与正常对照组比较，正常转染

miRNA-146a 组 miRNA-146a、TRAF6、IRAK1 基

因表达及 PCNA、p-p65 蛋白表达增加，Caspase-3、

IκBα 蛋 白 表 达 降 低（P<0.05）；正 常 转 染 反 义

miRNA-146a 组 miRNA-146a、TRAF6、IRAK1 基
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说明 miRNA-146a 可能通过参与 NF-κB 通路调控

FLS 凋亡和增殖。加入阻断剂后，miRNA-146a 及其

靶基因表达降低，进一步证明 miRNA-146a 是通过

NF-κB 通路调控细胞凋亡和增殖。FLS 与温化蠲痹

方含药血清共培养后，miRNA-146a 及其靶基因表达

降低，FLS 凋亡增加，细胞增殖率降低，提示温化蠲

痹方可能通过抑制 miRNA-146a 介导的 NF-κB 通路

诱导 FLS 凋亡和抑制 FLS 增殖。该研究表明，温化

蠲痹方可以通过 miRNA-146a/NF-κB 环路调节调节

FLS 的增殖与凋亡，这解释了 miRNA-146a 可能是

温化蠲痹方治疗 RA 的潜在相关基因。

有 研 究 报 道 miRNA-146a 与 靶 基 因 TRAF6、

IRAK1 是负调控 [14]，新近有研究发现，在神经系统

中 miRNA-146a 可以降低 TRAF6 和 IRAK1 表达 [15]， 
在 RA 患者中，药物治疗后外周血中 miRNA-146a、

IRAK1、TRAF6、NF-κ B 基因表达下调，这提示药

物可能通过调节细胞因子环境来改善 miRNA-146a 对

其靶分子的调节作用 [16]。这或许与 RA 中活动指数具

有一定的相关性，或与 miRNA-146a 基因多态性相

关，同时有研究表明 miRNA-146a 中 rs2910164 多

态性性直接影响其靶向 TRAF6 和 IRAK1 的能力 [17]；

又或是在 RA 中存在其他通路或分子上调了 TRAF 6、 
IRAK1 基因表达，但与此同时，IRAK1、TRAF6 仍

在 miRNA-146a 控制之下。因此仍需探究 miRNA-
146a/IRAK1/TRAF6 更复杂的调控网络，其具体分子

机制还有待进一步研究。

利益冲突：无。
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病名，根据 RA 临床表现，中医学将其归于“痹病”。

且 RA 病情缠绵难愈，但风、寒、湿三类外邪是痹病

发病的关键，外邪入侵关节，致气血滞而成瘀、引浊

湿聚而成痰，痰瘀互结伏于筋骨之间，久病则耗损肝

肾，故关节强直、经脉拘挛。外邪非气血虚而不入，

气血不足是痹病发病的基础。因此治疗多选择祛风、

通络、化痰、培正。温化蠲痹方中威灵仙性善行，主

诸风，入各经络，忍冬藤通络解毒，防风从各引经之

药而无所不达，三药并用以散风湿、消痹痛，共为君；

久病伤里，邪气伏藏于骨，非血肉有情之品无以搜

刮深陷之痰湿邪气，故配伍全蝎、蜈蚣、僵蚕以增

强逐瘀化痰之性；白芥子化痰、白芷燥湿、延胡索散

瘀，与全蝎、蜈蚣、僵蚕共为臣；海桐皮舒筋通络以

缓病情、薏苡仁渗湿健脾以消病因，共为佐。全方

寒热并用、风湿痰瘀并消。

miRNA-146a 通过多途径参与了诸多疾病发生

发展 [8, 10]。研究证明 miRNA 表达改变与炎症信号通

路的增强、促炎细胞因子分泌增加以及其他维持自

身免疫恶性循环过程相关 [11]。对于 NF-κB 通路，

miRNA-146a 作为 NF-κB 的依赖基因 [12]，可以调

节 NF-κB 通路上下游进而调节 NF-κB 通路的活

性。TRAF6、IRAK1 作为 miRNA-146a 的下游靶基

因，IRAK1 被认为是 TLR/IL-1 受体与 TRAF6 的连接

器，且磷酸化的 IRAK1 可以与 TRAF6 结合 [13]，从

而激活 NF-κB 信号通路。miRNA-146a 对 TRAF6、

IRAK1 起到负调控的作用。

本研究探索了 miRNA-146a 对 CIA 大鼠 FLS 细

胞增殖、凋亡的影响以及温化蠲痹方的调控机制。体

外实验数据揭示了 CIA 大鼠 FLS 沉默 miRNA-146a
后，NF-κB 通路表达降低，FLS 凋亡增加，增殖降低，
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