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摘要： 目的　 研究刺山柑正丁醇部位对类风湿关节炎滑膜成纤维细胞系 ＭＨ７Ａ 细胞增殖和凋亡的影响， 以及对 ＭＭＰ⁃
１、 ＭＭＰ⁃９、 ＭＭＰ⁃１３、 ｐ⁃ＪＮＫ 及 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达的影响。 方法　 采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＭＨ７Ａ 细胞增殖抑制率， 使用流

式细胞术检测 ＭＨ７Ａ 凋亡， 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃９、 ＭＭＰ⁃１３、 ｐ⁃ＪＮＫ 及 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达。 结果　
刺山柑正丁醇部位能抑制 ＭＨ７Ａ 细胞增殖率 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 并能诱导细胞凋亡 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 降低 ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃９、
ＭＭＰ⁃１３、 ｐ⁃ＪＮＫ 及 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达。 结论　 刺山柑正丁醇部位可抑制 ＭＨ７Ａ 细胞增殖， 诱导细胞凋亡， 可能通过

ｐ⁃ＪＮＫ 和 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 信号通路进行调节。
关键词： 刺山柑； ＭＨ７Ａ； 增殖； 凋亡； ＪＮＫ； ＳＴＡＴ３
中图分类号： Ｒ２８５􀆰 ５　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２２）０２⁃０５７８⁃０４
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２２􀆰 ０２􀆰 ０４６

　 　 刺山柑 Ｃａｐｐａｒｉｓ ｓｐｉｎｏｓａ Ｌ． 为山柑科山柑属植物， 俗称

野西瓜［１］ 。 化学研究表明， 刺山柑中含有生物碱类［２］ 、 黄

酮类［３］ 、 酚酸类［４］等化学成分， 具有对关节软骨细胞的保

护［５］ 、 抗炎镇痛［６］ 、 抑菌［７］等作用。

类风湿关节炎是以慢性、 进行性周身多关节炎为特征

的一种自身免疫性疾病［８］ ， 其病理过程为滑膜慢性炎症、

增生， 形成血管翳； 持续的炎症破坏关节软骨、 韧带及肌

腱， 最终导致关节畸形和功能丧失［９］ 。 关节软骨被破坏的
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主要诱因是过度增殖的滑膜细胞和过度分泌的基质金属蛋

白酶 （ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ， ＭＭＰｓ） ［１０］ 。 ＭＭＰｓ 是一种

几乎能降解所有软骨细胞外基质的一组蛋白酶［１１］ ， 其高水

平表达是慢性炎症疾病状态的标志［１２］ 。 在类风湿关节炎发

展过程中， 增加的 ＭＭＰｓ 导致过度的基质降解， 失去功能

性软骨， 并损害关节完整性［１３］ 。 ｐ⁃ＪＮＫ 在类风湿性关节炎

成纤维滑膜细胞中有促进滑膜细胞中炎症因子分泌和表达

的作用［１４］ 。 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 对于细胞的存活、 增殖及迁移起重要

作用， 并且还可以介导炎症因子及趋化因子的释放［１５］ 。
类风湿关节炎滑膜成纤维细胞系 ＭＨ７Ａ 细胞是研究类

风湿关节炎公认的体外细胞模型［１６］ 。 本实验通过观察刺山

柑正丁醇部位对 ＭＨ７Ａ 细胞增殖、 凋亡及蛋白表达的影

响， 为刺山柑正丁醇部位的深度研究与开发利用提供一定

实验和理论基础。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 ＭＨ７Ａ 细胞 （广州莱德盟生物科技有限公司）。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 刺山柑， 购自新疆乌鲁木齐市北园春市

场， 经新疆农业大学马生军副教授鉴定为刺山柑 Ｃａｐｐａｒｉｓ
ｓｐｉｎｏｓａ Ｌ．。 胎牛血清、 ＤＭＥＭ 高糖培养基、 青链霉素、
ＰＢＳ 磷酸钾缓冲液 （美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司）； ＨＲＰ 标记的

ＧＡＰＤＨ 内参 （上海康成生物工程有限公司）； ＭＭＰ⁃１、
ＭＭＰ⁃９、 ＭＭＰ⁃１３ （英国 Ａｂｃａｍ 公司）； ｐ⁃ＪＮＫ、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３
（美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司）； Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ （Ｈ＋
Ｌ）、 Ｍｏｕｓｅ ／ Ｈｕｍａｎ ａｄｓ⁃ＨＲＰ （美国 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 刺山柑正丁醇部位的制备　 取 ２００􀆰 ００ ｇ 刺山柑干燥果

实， 进行粉碎， 过 ６０ 目筛， 分别加入 ８０％ 、 ５０％ 乙醇， 分

别超声提取 ２ 次， 提取时间为每次 ５０ ｍｉｎ， 提取功率为

５７５ Ｗ， 料液 比 为 １ ∶ １０， 合 并 醇 提 取 液， 减 压 浓 缩

（５５ ℃） 至膏状， 得乙醇提取物， 以等量蒸馏水将其混悬，
随后按 １ ∶ ２的体积比， 依次用石油醚、 乙酸乙酯、 水饱合

正丁醇溶剂对乙醇提取物混悬液进行分级萃取， 各溶剂重

复萃取 ４ 次， 收集萃取液， 减压浓缩 （５５ ℃） 至 １０ ｍＬ，
于真空干燥箱中干燥， 得刺山柑正丁醇部位。
２􀆰 ２　 细胞培养 　 将 ＭＨ７Ａ 细胞接种于含 １０％ 胎牛血清和

１％ 双抗的 ＤＭＥＭ 高糖培养基中， 置于 ５％ ＣＯ２、 ３７ ℃恒温

培养箱中培养。 将生长良好的 ＭＨ７Ａ 细胞消化后， 利用细

胞计数仪进行计数， 用 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 细胞培养液调整细胞密

度为 １×１０５ ／ ｍＬ。
２􀆰 ３　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＭＨ７Ａ 细胞增殖抑制率　 按 “２􀆰 ２” 项

下方法处理 ＭＨ７Ａ 细胞， 每孔 １００ μＬ 接种于 ９６ 孔板。 细

胞贴壁生长 １２ ｈ 后， 将原有培养基更换为含不同质量浓度

刺山柑正丁醇部位的培养基， 每组质量浓度分别为 ０、
０􀆰 ７５、 １􀆰 ５、 ３􀆰 １２５、 ７􀆰 ５、 １５、 ３０ ｍｇ ／ ｍＬ， 分别培养 ２４、
４８ ｈ后， 每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 试剂， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２

培养箱中孵育 ４ ｈ。 使用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长处检测光密

度 （ＯＤ） 值， 并计算细胞增殖抑制率。 实验重复 ３ 次。
２􀆰 ４　 流式细胞术检测 ＭＨ７Ａ 细胞凋亡率　 按 “２􀆰 ２” 项下

方法处理 ＭＨ７Ａ 细胞， 每孔 ２ ｍＬ 接种于 ６ 孔板。 待细胞贴

壁生长 １２ ｈ 后， 将原有培养基更换为含刺山柑正丁醇部位

的培养基。 将细胞分为 ５ 组， 每组质量浓度分别为 ０、
０􀆰 ７５、 １􀆰 ５、 ３􀆰 １２５、 ７􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ。 将 ６ 孔板置于 ３７ ℃、 ５％
ＣＯ２ 培养箱中， 培养 ２４ ｈ。 使用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＣＴ ／ ＰＩ 进行染

色， 避光反应后， 通过流式细胞仪检测细胞凋亡率。
２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测 ＭＨ７Ａ 细 胞 中 ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃９、
ＭＭＰ⁃１３、 ｐ⁃ＪＮＫ 和 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 的蛋白表达 　 按 “２􀆰 ２” 项下

方法处理 ＭＨ７Ａ 细胞。 稀释实验样品， 每个样品取 ２ μＬ，
稀释 ２０ 倍， ＢＣＡ 法检测样品浓度。 电泳， 转膜， ＴＢＳＴ 漂

洗 ５ ｍｉｎ， ５％ 脱脂奶粉溶液室温封闭 １ ｈ， 加入 ＭＭＰ⁃１、
ＭＭＰ⁃９、 ＭＭＰ⁃１３、 ｐ⁃ＪＮＫ 及 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 一抗， ４ ℃过夜孵育，
ＴＢＳＴ 洗膜， 加入相应二抗 ３７ ℃孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜， 在

膜的表面均匀加入化学荧光底物， 反应持续 ５ ｍｉｎ。 放至暗

盒， 显影， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件统计各蛋白条带的灰度值。
２􀆰 ６　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件进行处理， 结果以

（ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析 （ ｏｎｅ⁃ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）， 两 两 比 较 采 用 Ｄｕｎｃａｎ ’ ｓ 法， 图 表 采 用

Ｇｒａｐｈｇａｄ ８ 软件绘制。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 刺山柑正丁醇部位对 ＭＨ７Ａ 细胞增殖的影响　 如图 １
所示， 与空白对照组 （０ ｍｇ ／ ｍＬ） 比较， 刺山柑正丁醇部

位各质量浓度处理对 ＭＨ７Ａ 细胞的增殖均有抑制作用， 作

用 ２４ ｈ 后细胞增殖抑制率均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ０􀆰 ７５ ｍｇ ／ ｍＬ
组细胞增殖抑制率最低为 １２􀆰 ７６％ ， ７􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 组细胞增殖

抑制率最高为 ７４􀆰 ３８％ ； 作用 ４８ ｈ 后各质量浓度组细胞抑

制率均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ０􀆰 ７５ ｍｇ ／ ｍＬ 组细胞增殖抑制率最

低为 ２９􀆰 ０８％ ， ７􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 组 细 胞 增 殖 抑 制 率 最 高 为

８５􀆰 ０７％ 。 结果表明， 随着刺山柑正丁醇部位质量浓度升高

对细胞增殖的抑制率增加， 且 ７􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 时细胞增殖抑制

率达到稳定， 随着刺山柑正丁醇部位干预时间的增加细胞

增殖抑制率呈现升高趋势。 因此， 选择 ０、 ０􀆰 ７５、 １􀆰 ５、
３􀆰 １２５、 ７􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 质量浓度进行后续实验。

注： 与空白对照组 （０ ｍｇ ／ ｍＬ） 比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 不同质量浓度刺山柑正丁醇部位对 ＭＨ７Ａ
细胞的增殖作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２　 刺山柑正丁醇部位对 ＭＨ７Ａ 细胞凋亡的影响 　 如图

２～３ 所示， 与空白对照组比较， 刺山柑正丁醇部位各质量

浓度组均能诱导 ＭＨ７Ａ 细胞发生凋亡 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且细胞

凋亡率随着质量浓度的增加而升高， 呈现剂量依赖性。 质
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注： 与空白对照组 （０ ｍｇ ／ ｍＬ） 比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 不同质量浓度刺山柑正丁醇部位对 ＭＨ７Ａ 细胞

的凋亡作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

　 　 　 　

量浓度为 ０􀆰 ７５ ｍｇ ／ ｍＬ 时细胞凋亡率最低为 ３􀆰 ４７％ ， 质量

浓度为 ７􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 时细胞凋亡率最高为 １５􀆰 １２％ 。 结果表

明， 刺山柑正丁醇部位能够诱导 ＭＨ７Ａ 细胞的凋亡， 并且

随着质量浓度的增加抑制率呈现升高趋势。
３􀆰 ３　 刺山柑正丁醇部位对 ＭＨ７Ａ 细胞中 ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃９、
ＭＭＰ⁃１３、 ｐ⁃ＪＮＫ 和 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达的影响　 如表 １、 图 ４
所示， 与空白对照组比较， 随着刺山柑正丁醇部位质量浓

度的升高， ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃９、 ＭＭＰ⁃１３、 ｐ⁃ＪＮＫ 及 ｐ⁃ＳＴＡＴ３
的蛋白表达均降低， 说明刺山柑正丁醇部位对 ＭＭＰ⁃１、
ＭＭＰ⁃９、 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白表达有抑制作用， 对 ｐ⁃ＪＮＫ 及 ｐ⁃
ＳＴＡＴ３ 通路蛋白也有抑制作用。
４　 讨论

现代医学认为类风湿关节炎主要是关节滑膜中的里层

细胞异常增殖、 炎性细胞浸润、 血管翳生成、 软骨基质降

解， 最终导致关节变形及功能障碍［１７］ 。

注： Ａ 为空白对照组， Ｂ 为 ０􀆰 ７５ ｍｇ ／ ｍＬ 刺山柑正丁醇部位组， Ｃ 为 １􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 刺山柑正丁醇部位组， Ｄ 为

３􀆰 １２５ ｍｇ ／ ｍＬ 刺山柑正丁醇部位组， Ｅ 为 ７􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 刺山柑正丁醇部位组。

图 ３　 各组 ＭＨ７Ａ 细胞凋亡情况

表 １　 各组 ＭＨ７Ａ 细胞中相关蛋白的灰度值 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 药物质量浓度 ＭＭＰ⁃１ ＭＭＰ⁃９ ＭＭＰ⁃１３ ｐ⁃ＪＮＫ ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ＧＡＰＤＨ
１ ０ ｍｇ ／ ｍＬ ８１２􀆰 ２３ ８７８􀆰 ７１ ５６８􀆰 ８３ １ ５５２􀆰 ８３ ５８３􀆰 ００ ５ ４０９􀆰 ８７
２ ０􀆰 ７５ ｍｇ ／ ｍＬ ３２４􀆰 ９５ ５７７􀆰 ８４ ６０９􀆰 ０６ ８９９􀆰 ３１ ３４６􀆰 １３ ６ ３９１􀆰 ７２
３ １􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ １５７􀆰 ８０ ６６７􀆰 １７ １７２􀆰 ９１ ９６􀆰 ３７ ３７９􀆰 ２９ ５ ６９１􀆰 ７９
４ ３􀆰 １２５ ｍｇ ／ ｍＬ １１７􀆰 ９９ ４２５􀆰 ４６ １１８􀆰 ２３ ９６􀆰 ９９ ９１􀆰 ７１ ４ ４２９􀆰 ５７

　 　 在病理状态下， 类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞

（ＲＡＦＬＳｓ） 会表现出异常增殖以及凋亡不足的情况， 但多

种细胞因子由 ＲＡＦＬＳ 释放， 如炎性介质、 ＭＭＰｓ、 趋化因

子等， 这些因子均可引起软骨破坏， 因此需促进滑膜细胞
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注： Ａ 为空白对照组， Ｂ 为 ０􀆰 ７５ ｍｇ ／ ｍＬ 刺山柑正丁醇部位组， Ｃ 为

１􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 刺山柑正丁醇部位组， Ｄ 为 ３􀆰 １２５ ｍｇ ／ ｍＬ 刺山柑正丁醇

部位组。

图 ４　 各组相关蛋白表达条图

的凋亡， 抑制滑膜组织的增生［１８］ 。 ＭＨ７Ａ 细胞作为 ＲＡＦＬＳ
中的一种成熟细胞系， 其作用和 ＲＡＦＬＳｓ 基本类似， 但可

以多次传代不影响细胞活性， 因此本研究选择 ＭＨ７Ａ 细胞

作为类风湿关节炎研究的细胞模型［１９］ 。 本研究用不同质量

浓度刺山柑正丁醇部位干预 ＭＨ７Ａ 细胞， 发现刺山柑正丁

醇部位可以抑制 ＭＨ７Ａ 细胞增殖， 并能够有效诱导 ＭＨ７Ａ
细胞的凋亡。

在病理状态下， ＲＡＦＬＳｓ 表现为 “类肿瘤样”， 多条信

号通路的异常激活， 异常增厚的细胞包裹关节软骨， 致使

其不能正常代谢并且分泌大量 ＭＭＰｓ 降解软骨， 导致关节

活动度降低甚至永久性损伤［２０］ 。 在类风湿关节炎中，
ＭＭＰｓ 水平高并且几乎可降解软骨基质中所有成分， 若要

保护软骨， 应抑制其活性或表达。 本研究的结果显示刺山

柑正丁醇部位可以抑制 ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃９、 ＭＭＰ⁃１３ 的表达，
可通过负调控 ＭＭＰｓ 来保护关节软骨。 ｐ⁃ＪＮＫ 可促进滑膜

细胞中炎症因子分泌和表达； ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 可促进炎症因子及

趋化因子的释放， 抑制这 ２ 个信号通路后， 可降低炎症因

子的分泌， 能有效抑制类风湿性关节炎发生发展［２１］ 。 本研

究的结果显示刺山柑正丁醇部位可以抑制 ｐ⁃ＪＮＫ、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３
的表达， 可通过负调控 ｐ⁃ＪＮＫ、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 来抑制炎症分子的

分泌和表达。
综上所述， 刺山柑正丁醇部位可负调控 ＪＮＫ、 ＳＴＡＴ３

信号通路， 抑制 ＭＨ７Ａ 细胞增殖， 诱导 ＭＨ７Ａ 细胞凋亡，
并抑制 ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃９、 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白表达， 为开发刺山

柑作为防治类风湿关节炎提供一定理论基础。
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ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ＳＴＡＴ ｉｎ ｈｕｍａｎ
ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｒｅｐ， ２０１７， ６９ （ ５ ）：
１０３０⁃１０３５．

［１６］ 　 武璐璐． 湖北枫杨提取物对 ＭＨ７Ａ 细胞增殖和凋亡的影响

及其机制初探［Ｄ］． 恩施： 湖北民族学院， ２０１８．
［１７］ 　 苏　 杉． 秦艽不同配伍药对对风寒湿痹 ＲＡ 模型大鼠 ＮＦ⁃

κＢ、 ＶＥＧＦ、 ＭＭＰ⁃３、 ＴＩＭＰ⁃１ 表 达 的 影 响 ［ Ｄ ］． 兰 州：
甘肃中医药大学， ２０１９．

［１８］ 　 郝润璇． 基于 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路探讨刺老苞抑制 ＲＡ
滑膜增殖的作用及机制［Ｄ］．恩施：湖北民族大学， ２０２０．

［１９］ 　 杨　 爽． 基于ＪＡＫ／ ＳＴＡＴ通路探讨桂枝芍药知母汤对ＴＮＦ⁃α诱导的

ＭＨ７Ａ细胞的抗炎作用［Ｄ］． 成都： 成都中医药大学， ２０１９．
［２０］ 　 黄同列． ＣＹＲ６１介导ＤＤＲ２过分泌ＭＭＰ１的分子机制及其在 ＲＡ

滑膜细胞侵袭中的作用研究［Ｄ］． 西安： 第四军医大学， ２０１５．
［２１］ 　 陈　 英， 张文玲， 黄 　 涛， 等． 炎症因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、

ＩＬ⁃１７ 与类风湿关节炎并发动脉粥样硬化的关系［ Ｊ］ ． 免疫

学杂志， ２０１７， ３３（３）： ２６８⁃２７２．
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