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承德医学院病原生物学教研室$河北承德
"%5"""
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"%5"""
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#
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"
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#
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#
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薯蓣皂苷片含药血清对
(B

#

#5

和
)3C

#

!

诱导大鼠

滑膜细胞株
DE&

#

$%6 3C

#

"F G%H

'

E)I)$

及
/8JC

影响的实验研究

郭亚春#

$高亚贤!

$宋鸿儒!

摘要$目的$观察薯蓣皂苷片含药血清对白细胞介素#

#5

!

;-K.?;.,L;-

#

#5

"

(B

#

#5

#联合肿瘤坏死因子#

!

!

K,90? -.A?0<;< M:AK0?

#

!

"

)3C

#

!

#诱导大鼠滑膜细胞株!

?:K <N-0O;:1 A.11

#

$%6

"

DE&

#

$%6

#核转录因子#

"F

!

-,A1.:? M:AK0? 0M L:GG: F

"

3C

#

"F

#$信号转导子和转录激活因子
$

!

<;=-:1 K?:-<P,A.? :-P :AK;O:

#

K0? 0M K?:-<A?;GK;0- $

"

E)I)$

#及血管内皮生长因子!

O:<A,1:? .-P0K>.1;:1 =?0QK> M:AK0?

"

/8JC

#表达

的影响"探讨薯蓣皂苷片抑制类风湿关节炎 !

?>.,9:K0;P :?K>?;K;<

"

DI

#血管新生可能的作用机制% 方法

实验设空白对照组$细胞模型组$薯蓣皂苷片含药血清组$雷公藤多苷片!阳性对照#含药血清组% 制备薯蓣

皂苷片和雷公藤多苷片含药血清&用
(B

#

#5

和
)3C

#

!

联合刺激
DE&

#

$%6

建立
DI

细胞模型" 薯蓣皂苷片与

雷公藤多苷片含药血清分别进行干预"应用
)?:-<I+

)+

3C

#

"F G%H

活性检测试剂盒检测
3C

#

"F G%H

的

R3I

结合活性"应用
*.<K.?- S10K

方法观察
E)I)$

蛋白的表达及应用实时荧光定量
T&D

方法观察

/8JC 9D3I

表达% 结果$与空白对照组比较"

(B

#

#5

和
)3C

#

!

联合诱导的细胞模型组核蛋白提取物中

3C

#

"F G%HR3I

结合活性$

E)I)$

蛋白表达及
/8JC 9D3I

表达均显著增高!

T U"

!

"#

"

T U"

!

"H

#&与模

型组比较"薯蓣皂苷片含药血清组$雷公藤多苷片含药血清组
3C

#

"F G%H

的
R3I

结合活性$

E)I)$

蛋白表

达及
/8JC 9D3I

表达均显著降低!

T U"

!

"#

"

T U"

!

"H

#% 薯蓣皂苷片含药血清组与雷公藤多苷片含药血

清组组间比较"差异无统计学意义!

T V"

!

"H

#% 结论$薯蓣皂苷片可能通过抑制
3C

#

"F

信号转导通路中

3C

#

"F G%H

的活性和酪氨酸蛋白激酶家族
':-,< L;-:<.

!

'IW

# "信号转导子和转录激活因子信号转导通

路中
E)I)$

蛋白表达来抑制
/8JC 9D3I

表达"从而起到抑制
DI

血管新生的作用%

关键词$薯蓣皂苷片&类风湿关节炎&血管新生&核转录因子#

"F G%H

&信号转导子和转录激活因子
$

&血

管内皮生长因子
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#
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#

A>,-

#

"

JIZ [:

#

X;:-

!

"

:-P EZ3J \0-=

#

?,

!

$
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#

K;0- M:AK0? G:K>Q:N

"

K>,< ;->;S;K;-= K>. :-=;0=.-.<;< 0M DI2
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$

R;0<A0?-;- ):S1.K

&
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&
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&
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&
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$$类风湿关节炎$

?>.,9:K0;P :?K>?;K;<

"

DI

%是一

种慢性自身免疫性疾病"其病因和发病机制尚不完全

清楚"基本病理特征为关节滑膜炎"成纤维样滑膜细胞

过度增生"大量炎症细胞浸润以及血管翳的形成( 有

研究表明酪氨酸蛋白激酶家族
':-,< L;-:<.

$

'IW

%

"信号转导子和转录激活因子$

<;=-:1 K?:-<P,A.?

:-P :AK;O:K0? 0M K?:-<A?;GK;0-

"

E)I)

%信号通路中

的信号转导子和转录激活因子
$

$

<;=-:1 K?:-<P,A.?

:-P :AK;O:K0? 0M K?:-<A?;GK;0-

"

E)I)$

%

)

#

*

"核转录

因子#

"F

$

-,A1.:? M:AK0? 0M L:GG: F

"

3C

#

"F

%通路

中的
3C

#

"F

)

!

*在
DI

发病及进展中发挥了重要作用(

前期研究表明从薯蓣科植物穿龙薯蓣中提取的穿山龙

总皂苷"能抑制
DI

新生血管生成"其作用与抑制滑膜

血管内皮生长因子$

O:<A,1:? .-P0,K>.1;:1 =?0QK>

M:AK0?<

"

/8JC

%表达有关)

$

*

"薯蓣皂苷片为穿山龙总

皂苷中水溶性总皂苷"本实验拟通过体外滑膜细胞株

检测
3C

#

"F

'

E)I)$

'

/8JC

的 表 达 水 平" 探 讨

3C

#

"F

'

E)I)$

信号通路和
/8JC

在
DI

滑膜血管生

成中的作用"通过这两条途径进一步探讨薯蓣皂苷片

抗
DI

滑膜新生血管生成中的作用机制"为薯蓣皂苷

片治疗
DI

提供实验依据(

材料与方法

#

$动物'药物'试剂与仪器

#

!

#

$动物$清洁级健康
*;<K:?

大鼠
!6

只"雄

性"体重$

!%"

&

!"

%

=

"购于北京维通利华实验技术有

限公司"合格证号#

"!64!56

"许可证号#

E&`W

$京%

!""7

"

"""6

(

#

!

!

$药物$雷公藤多苷片$黄石飞云制药有限

公司"生产批号#

a6!"!#!#!

"

#" 9=b

片%&薯蓣皂苷

片 $西安东盛科技股份有 限 公 司" 生 产 批 号#

\!"""$56$

"

4" 9=b

片%(

#

!

$

$试剂$

)D(aZB D.:=.-K

$批号#

#HH7%

"

"!%

"

(-O;K?0=.-

公司"美国%&

D) 9:<K.? +;X

"

):^

R3I G01N9.?:<.

$ 大 连 宝 生 物 公 司" 批 号#

RDD"$%<

"

RDD"$7<

%&引物
JITR\

#上游
H

%#

)J

#

J)&)I&I)J))&&IJ)I)JI&)JI)

#

$

%" 下 游
H

%#

&&I)))JI)J))IJ&JJJI)&)&

#

$

%探针
H

%#

CI+

#

&&I&J&IIJ))&II&JJ&I&IJ))

#

8A1;G<.

#

$

%"

扩增产物为
#$6 SG

&

/8JC

上游
H

%#

)&I&)&&&)

#

&III))I&))&JJ

#

$

%下游
H

%#

)&)&)&)&))&&))

#

JI&))&)&)&

#

$

%" 探 针
H

%#

CI+

#

)&&)J&)I&

#

&)&)))&&)&)J&)JI)

#

8A1;G<.

#

$

%扩 增 产 物 为

45 SG

$大连宝生物公司设计合成 %&

)?:-<I+

)+

3C

#

"F G%H

活性检测试剂盒"

D.A09S;-:-K 3C

#

"F

G%H G?0K.;-

$

IAK;O. +0K;M

公司"美国%&

F&I

蛋白浓

度测定试剂盒$

T;.?A.

公司"美国%&兔抗
E)I)$

多克

隆抗体$

EI3)I

公司"美国%( 大鼠成纤维样滑膜细

胞株
DE&

#

$%6

#解放军总医院骨病研究所提供(

#

!

6

$仪器$

!W#H

型高速冷冻离心机$

E;=9:

公司"美国%&

EBI3

荧光定量
T&D

检测系统$上海

宏石医疗科技有限公司"型号#

#!"!

"

"!"6

%&

RY4""

型 紫 外 可 见 分 光 光 度 计 $

F8&W+I3

&ZYB)8D

公司"美国%&电泳槽
R[&!

#

IZF

$北京

六一仪器厂"型号#

R[&T

#

$#&3

%&

+W

#

$

酶联检测

仪$

)>.?90

公司"美国%(

!

$实验方法

!

!

#

$含药血清的制备$健康
*;<K:?

大鼠"适应性

饲养
#

周后"按随机数字表法将
!6

只
*;<K:?

大鼠随机

分为雷公藤多苷片组与薯蓣皂苷片组"每组
#!

只"分别

给予以上相应药物
#!"

'

6H" 9=b

$

L=

!

P

%"连续灌胃
5

天"第
4

天给药
# >

后常规取血分离血清"

H%

'恒温

水浴灭活"

"

!

!! #9

滤膜过滤" "

!"

'保存备用(

!

!

!

$细胞模型建立及分组$取对数生长期的
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%

DE&

#

$%6

细胞$

!

(

#"

6

bB

%"每孔
# """ #B

加入
%

孔

板培养"将实验分空白对照组'细胞模型组'雷公藤多

苷片含药血清组'薯蓣皂苷片含药血清组"每组设
%

个

复孔"待细胞长满
%

孔板
4"c

后"空白对照组和细胞

模型组加培养液"雷公藤多苷片组'薯蓣皂苷片组分别

加入含相应药物的
!"c

含药血清"培养
# >

后药物组

和细胞模型组均加入肿瘤坏死因子#

!

$

K,90? -.A?0

#

<;< M:AK0?

#

!

"

)3C

#

!

"

#" #=bB

%

_

白细胞介素#

#5

$

;-

#

K.?;.,L;-

#

#5

"

(B

#

#5

"

#" #=bB

%"孵育
!6 >

(

!

!

$

$大鼠滑膜细胞株$

?:K <N-0O;:1 A.11

#

$%6

"

DE&

#

$%6

%

3C

#

"F G%H

活性测定$取孵育好的细胞

进行核蛋白的提取和
3C

#

"F G%H

的
R3I

结合活性的

测定( $

#

%滑膜细胞株蛋白的提取#将
%

孔板里的培

养基弃去"用含磷酸酶抑制剂的
TFE

洗涤后"加入预

冷的含磷酸酶抑制剂的
TFE

"刮下细胞移至预冷的离

心管中"于
6

'离心
H 9;-

"收集细胞沉淀置于冰上(

用预冷的低张裂解液轻柔重悬细胞并轻柔吹打"转移

至预冷的
8GG.-P0?M

管中"冰上孵育
#H 9;-

"加入去

污剂"高速震荡混匀
#" <

"

6

'离心
$" <

"转移上清液

剔除胞浆蛋白( 重悬细胞沉淀至裂解缓冲液中"吹打

混匀"高速震荡混匀"放入冰盒"置于水平震荡的摇床

上孵育
$" 9;-

"高速震荡混匀
$" <

"

6

'离心

#" 9;-

"吸取上清液即为核蛋白( 采用二辛可酸法

$

F&I

分析法%测定样本核蛋白的浓度"将核蛋白分

装置于"

4"

'保存备用( $

!

%

3C

#

"F G%H

的
R3I

活

性检测#参照
)?:-<I+

)+

3C

#

"F G%H

活性检测试剂盒

说明书"具体方法如下#设立空白对照孔'阳性对照孔'

特异性或非特异性竞争对照孔'

D.A09S;-:-K G?0

#

K.;-

孔及各样品核蛋白孔( 首先向各检测孔中分别加

入完全连接缓冲液或含有特定寡核苷酸的完全连接缓

冲液&再加入含有相同质量各样本核提取物或含有

K>. ',?L:K

$阳性对照%的完全裂解缓冲液"

D.A09S;

#

-:-K G?0K.;-

孔中依次加入梯度液"封板"室温下摇床

孵育
# >

&然后依次经
3C

#

"F G%H

抗体$

#

)

# """

%"

\DT

#标记的二抗$

#

)

# """

%室温孵育"最后每孔加入

室温的显色剂和终止液"

H 9;-

之内应用
+W

#

$

酶联

检测仪
6H" -9

波长测量出吸光度值"通过标准曲线"

换算成
-=

值"得到蛋白含量(

!

!

6

$

*.<K.?- S10K

方法检测
DE&

#

$%6

细胞

E)I)$

蛋白的表达$取孵育好的细胞温和
TFE

洗

涤"加入冰预冷的细胞裂解液 $

D)TI

)

T+EC d

#""

)

#

%裂解"离心"提取细胞总蛋白( 按照
F&I

蛋白

定量试剂盒说明进行定量测定"并计算出上样的样品

体积( 配
4c

分离胶和
Hc

浓缩胶"烷基硫酸钠"聚丙

烯酰胺凝胶电泳"每孔的上样量
$" #=

"恒压
#!" /

进

行电泳"电泳
! >

( 将合适大小的
T/RC

膜预先激活"

将滤纸和纤维帕在转膜缓冲液中浸泡"按阳极 "纤维

帕"滤纸"

T/RC

膜"凝胶"滤纸"纤维帕"阴极的

顺序放到转膜槽中"转膜条件为恒电流
! 9IbA9

!

"时

间
! >

(转膜完成后"

T/RC

膜蛋白面朝上置于
Hc

脱

脂奶粉的封闭液中摇床上封闭
! >

(

T/RC

膜分别用

大鼠
E)I)$

多克隆抗体$

#

)

!""

%"

6

'孵育过夜"再

与相应的
\D

#

TZ

抗
(=

抗体耦联物$

#

)

H """

%孵育

# >

"以上步骤间用
)FE)

常温下充分洗膜( 同样方

法"以
$

#

:AK;-

杂交做为内对照( 按照
8&B

检测试剂

盒说明书进行荧光染色"并用
`

光胶片感光'显影'洗

片"经扫描仪扫描后获得图像(

!

!

H

$实时荧光定量
T&D

检测
DE&

#

$%6

细胞

/8JC 9D3I

的表达$取孵育好的细胞"用
)?;e01

法

提取总
D3I

"检测
D3I

纯度及浓度"取纯度好的样品

进行逆转录反应"

AR3I

置"

!"

'保存备用(

T&D

反

应体系为
!H #B

"每个样品设
$

个平行复孔取均值( 依

据所得目的基因与内参基因
&K

值$

&K

值为每个反应孔

内荧光信号达到设定阈值时所对应的循环数%"用内参

进行标准化处理"按照
!

"

%%&K法对基因表达进行相对定

量分析(

%%&K d

$待测组目的基因
&K

均值"待测组内

参照基因
&K

均值% "$对照组目的基因
&K

均值"对照

组内参照基因
&K

均值%"

!

"

%%&K代表目的基因在不同组

织的相对表达量"进行实验数据分析(

!

!

%

$统计学分析$使用
ETEE #5

!

"

统计软件"

计量资料以
X

&

<

表示"若数据符合正态分布'方差齐"

组间均数比较采用单因素方差分析"多个样本均数间

两两比较采用
3.Q9:-

#

W.,1<

#

^

检验"否则采用

J:9.<

#

\0Q.11

检验"

T U"

!

"H

为差异有统计学意义(

结$$果

各组滑膜细胞
DE&

#

$%6 3C

#

"F G%H R3I

结合

活性'

E)I)$

蛋白表达及
/8JC 9D3I

表达的影响

比较$表
#

"图
#

"

$

%( 与空白对照组比较"模型组核

蛋白提取物中
3C

#

"F G%H

的
R3I

结合活性显著增高

$

T U"

!

"#

%"

E)I)$

蛋白表达及
/8JC 9D3I

表达

均显著增高$

T U"

!

"#

"

T U"

!

"H

%&与模型组比较"雷

公藤多苷片含药血清组'薯蓣皂苷片含药血清组的

3C

#

"F G%H R3I

结合活性显著降低 $

T U "

!

"#

%"

E)I)$

蛋白表达及
/8JC 9D3I

表达明显降低

$

T U"

!

"#

"

T U"

!

"H

%&雷公藤多苷片含药血清组及薯

蓣皂苷片含药血清组之间比较"差异无统计学意义

$

T V"

!

"H

%(
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%

!!"($$!

表
#

$各组滑膜细胞
DE&

#

$%6 3C

#

"F G%H R3I

结合活性'

E)I)$

蛋白表达及
/8JC 9D3I

表达比较$$

X

&

<

%

组 别
-

3C

#

"F G%H

$

-=

%

E)I)$

/8JC 9D3I

$

!

"

!!&)

%

空白对照
% "

!

"!$

&

"

!

""6 "

!

H!$

&

"

!

"H% #

!

""

&

"

!

!4

模型
%

"

!

"6$

&

"

!

""$

""

#

!

"4H

&

"

!

#"%

""

$

!

%5

&

"

!

H#

"

雷公藤多苷片含药血清
%

"

!

"$$

&

"

!

""$

!!

"

!

%%#

&

"

!

#!$

!!

#

!

H6

&

"

!

!6

!

薯蓣皂苷片含药血清
%

"

!

"!7

&

"

!

""6

!!

"

!

5!$

&

"

!

"55

!!

#

!

##

&

"

!

#$

!

$$注#与空白对照组比较"

"

T

*

"

!

"H

"

""

T

*

"

!

"#

&与模型组比较"

!

T

*

"

!

"H

"

!!

T

*

"

!

"#

$$注#

#

为空白对照组&

!

为模型组&

$

为雷公藤多苷片含药

血清组&

6

为薯蓣皂苷片含药血清组

图
#

$各组滑膜细胞
DE&

#

$%6 E)I)$

蛋白表达比较

图
!

$滑膜细胞总
D3I

的完整性鉴定

$$注#

#

'

H

为空白对照组&

!

'

%

为薯蓣皂苷片含药血清组&

$

'

5

为雷

公藤组多苷片含药血清组&

6

'

4

为模型组

图
$

$各组滑膜细胞
DE&

#

$%6 /8JC 9D3I

表达比较

讨$$论

成纤维细胞样细胞$

M;S?0S1:<K1;L. A.11<

"

CBE<

%

是一类从
DI

滑膜中分离得到的外观类似成纤维细胞

的
F

型滑膜细胞"根据滑膜细胞克隆结果"

CBE<

是滑

膜细胞主要克隆细胞"而
CBE<

的标志类似于成纤维

细胞(

CBE<

增殖和分泌在
DI

发病过程中发挥着关

键性作用(

)3C

#

!

作为一个重要的炎性细胞因子"可

以诱导
CBE<

过度增殖和活化"随后产生大量炎症介

质'化学趋化因子"分泌多种基质降解酶等"最终导致

关节内炎性细胞聚集'滑膜组织增厚'关节结构破坏"

研究表明应用
)3C

拮抗剂可以减轻关节炎症和滑膜

组织增生)

6

*

( 此外"

)3C

#

!

还能增强内皮细胞黏附分

子的表达"刺激结缔组织和多形核细胞产生前列腺素"

而上调
/8JC

以及促进外周血单核细胞分泌
/8JC

从而促进滑膜血管的增生)

H

*

(

(B

#

#5

是由
)

细胞介导

激活状态的软骨细胞分泌的前炎症因子"是
DI

患者

破骨反应的关键细胞因子"它能刺激上皮细胞'内皮细

胞和纤维原基质细胞分泌
(B

#

#%

'

(B

#

4

和粒细胞 "巨

噬细胞集落刺激因子$

J+

#

&EC

%等细胞因子"还参与

滑膜细胞的增生和诱导基质金属蛋白酶的产生"从而

加重关节软骨的破坏)

%

"

5

*

"因此
(B

#

#5

成为治疗
DI

关

节破坏非常重要的靶因子)

4

*

( 本研究选用大鼠成纤

维样滑膜细胞株
DE&

#

$%6

为研究对象"以
(B

#

#5

和

)3C

#

!

为刺激因子可促进滑膜细胞的过度增生和产

生"释放多种炎性介质"从而模拟了
DI

的炎性滑膜

细胞(

3C

#

"F

是一类具有启动基因转录功能的蛋白质"

在
DI

的滑膜细胞中广泛表达"与其调控的细胞因子

一同积极参与了关节炎症及损伤反应等病理进程"在

DI

的发病中起关键作用( 已有研究表明"

3C

#

"F

可

能对血管形成具有核心的调节作用)

!

*

"在胶原诱导型

关节炎鼠模型中抑制
3C

#

"F

的表达"将下调白细胞介

素#

#$

$

;-K.?;.,L;-

#

#$

"

(B

#

#$

%等炎症因子表达"在高

表达
3C

#

"F

的裸鼠胰腺癌移植瘤中封闭
3C

#

"F

的表

达"将下调
/8JC

"

(B

#

4

等多种促血管生成因子"推测

3C

#

"F

调节通路和
DI

的发生发展密切相关)

7

*

( 本

实验选择的阳性对照药物雷公藤是目前治疗
DI

药物

中疗效最被肯定的单味中药)

#"

*

( 本研究结果证实"薯

蓣皂苷片含药血清可以显著降低
DI

细胞模型组

3C

#

"F G%H

的
R3I

结合活性"其效果与雷公藤含药

血清组比较"差异无统计学意义"结合
/8JC 9D3I

的表达结果"提示薯蓣皂苷片可能通过
3C

#

"F

途径抑

制
DI

血管新生(
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E)I)$

作为
'IW

#

E)I)

信号转导途径的底物在

介导
DI

滑膜细胞信号转导中发挥了重要的作用( 研

究发现"

/8JC

启动子区上存在着
E)I)$

的结合位

点"

E)I)$

蛋白通过该结合位点可以直接调节
/8JC

的表达( 当在细胞外信号刺激下"

E)I)$

的酪氨酸基

团被磷酸化而激活成磷酸化#

E)I)$

$

G

#

E)I)$

%并在

E\!

区形成同源或异源二聚体"随后
G

#

E)I)$

蛋白

二聚体迅速转位入核结合并诱导下游基因如
/8JC

等

的异常高表达)

#

*

( 本研究采用
*.<K.?- S10K

方法检

测各细胞组的
E)I)$

蛋白水平"发现薯蓣皂苷片含药

血清可以使
DI

细胞模型组
E)I)$

蛋白显著下降"结

合
/8JC 9D3I

的表达结果"考虑薯蓣皂苷片可能通

过抑制
E)I)$

蛋白而降低
/8JC

的分泌"进而减少

DI

血管新生(

薯蓣皂苷片为穿山龙水溶性总皂苷"穿山龙为薯

蓣科植物穿龙薯蓣的干燥根茎"其有效成分主要为甾

体皂苷类"具有舒筋活血'祛风止痛'止咳平喘等功效"

主治腰腿疼痛'筋骨麻木'风湿热'跌打损伤等症( 本

课题组前期研究表明"穿山龙总皂苷能抑制
DI

新生

血管生成与抑制滑膜
/8JC

表达有关)

$

*

"考虑其调节

/8JC

作用机制可能和
/8JC

生成的信号转导途径有

关( 因此"本部分实验通过体外观察薯蓣皂苷片含药

血清对
(B

#

#5

和
)3C

#

!

联合诱导的大鼠滑膜细胞株

DE&

#

$%6 3C

#

"F G%H

'

E)I)$

及
/8JC

表达的影响"

证实了薯蓣皂苷片含药血清可能通过抑制转录因子

3C

#

"F G%H

'

E)I)$

来调控血管新生关键因子
/8JC

的产生"进而抑制
DI

血管新生"但细胞内存在的信号

转导通路是复杂精密的调控网络"关于薯蓣皂苷片抑

制
/8JC

的确切调控机制"仍有待于进一步深入研究(
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