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松萝酸对类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞HMGB1/RAGE
炎症通路及VEGF、IL-6、IL-1β表达的影响*
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  [摘要] 目的 构建类风湿关节炎(RA)成纤维样滑膜细胞(RAFLS)模型,研究松萝酸对其高迁移率族蛋

白B1(HMGB1)/晚期糖基化终产物受体(RAGE)炎症通路及血管内皮生长因子(VEGF)、白细胞介素(IL)-6、
IL-1β表达的影响。方法 选取贵州中医药大学第二附属医院骨科行关节置换治疗的RA患者,于术中获取滑

膜组织。将细胞分为空白对照组(胎牛血清)、溶剂对照组(胎牛血清+10%羟丙基倍他环糊精)、松萝酸高剂量

组(松萝酸50
 

μg/mL)、松萝酸中剂量组(松萝酸10
 

μg/mL)、松萝酸低剂量组(松萝酸2.5
 

μg/mL)和羟氯喹组

(羟氯喹50
 

mmol/L)。MTT检测不同浓度松萝酸处理后细胞增殖情况,Western
 

blot检测各组细胞HMGB1、
RAGE蛋白表达,ELISA检测各组细胞HMGB1、VEGF、IL-6、IL-1β表达。结果 与空白对照组比较,松萝酸

高、中、低剂量组及羟氯喹组细胞凋亡比例增加(P<0.05),松萝酸高、中剂量组和羟氯喹组 HMGB1、RAGE蛋

白表达明显降低(P<0.05),松萝酸高、中、低剂量组和羟氯喹组HMGB1、VEGF、IL-6、IL-1β表达均降低(P<
0.05);与羟氯喹组比较,松萝酸中、低剂量组细胞凋亡比例减少(P<0.05),松萝酸低剂量组 HMGB1蛋白表

达明显升高(P<0.05),松萝酸中、低剂量组RAGE蛋白表达明显升高(P<0.05)。结论 松萝酸可能通过调

控HMGB1/RAGE炎症通路及VEGF、IL-6、IL-1β等炎症因子表达,减轻滑膜细胞的炎症反应。
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  [Abstract] Objective To

 

construct
 

the
 

rheumatoid
 

arthritis
 

fibroblast-like
 

synoviocytes
 

(RAFLS)
 

model,and
 

to
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

usnic
 

acid
 

on
 

the
 

inflammatory
 

pathway
 

of
 

high-mobility
 

group
 

protein
 

B1(HMGB1)/receptor
 

for
 

activated
 

glycation
 

end
 

products
 

(RAGE)
 

and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

vascular
 

en-
dothelial

 

growth
 

factor
 

(VEGF),interleukin
 

(IL)-6
 

and
 

IL-1β.Methods The
 

patients
 

with
 

RA
 

undergoing
 

joint
 

replacement
 

surgery
 

in
 

the
 

orthopedic
 

department
 

of
 

the
 

Second
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Guizhou
 

Universi-
ty

 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

were
 

selected
 

and
 

the
 

synovial
 

tissues
 

were
 

obtained
 

during
 

operation.The
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

(fetal
 

calf
 

serum),solvent
 

control
 

group
 

(fetal
 

calf
 

serum+
10%

 

hydroxypropyl
 

betacyclodextrin),usnic
 

acid
 

high
 

dose
 

group
 

(usnic
 

acid
 

50
 

μg/mL),usnic
 

acid
 

middle
 

dose
 

group
 

(usnic
 

acid
 

10
 

μg/mL),usnic
 

acid
 

low
 

dose
 

group
 

(usnic
 

acid
 

2.5
 

μg/mL)
 

and
 

hydroxychloroquine
 

group
 

(hydroxychloroquine
 

50
 

mmol/L).The
 

cell
 

proliferation
 

after
 

different
 

concentrations
 

of
 

usnic
 

acid
 

treatment
 

was
 

detected
 

by
 

MTT,the
 

HMGB1
 

and
 

RAGE
 

protein
 

expression
 

in
 

cells
 

of
 

each
 

group
 

was
 

detec-
ted

 

by
 

Western
 

blot,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

HMGB1,VEGF,IL-6
 

and
 

IL-1β
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA.Re-
sults Compared

 

with
 

the
 

blank
 

control
 

group,the
 

proportions
 

of
 

cellular
 

apoptosis
 

in
 

the
 

usnic
 

acid
 

high,
middle

 

and
 

low
 

doses
 

groups
 

and
 

hydroxychloroquine
 

group
 

were
 

increased
 

(P<0.05);the
 

expression
 

levels
 

of
 

HMGB1
 

and
 

RAGE
 

protein
 

in
 

the
 

usnic
 

acid
 

high,middle
 

and
 

low
 

doses
 

groups
 

and
 

hydroxychloroquine
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05),the
 

expression
 

levels
 

of
 

HMGB1,VEGF,IL-6
 

and
 

IL-1β
 

were
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decreased
 

(P<0.05);compared
 

with
 

the
 

hydroxychloroquine
 

group,the
 

cellular
 

apoptosis
 

proportions
 

of
 

the
 

usnic
 

acid
 

high,middle
 

and
 

low
 

doses
 

groups
 

were
 

decreased
 

(P<0.05),the
 

HMGB1
 

protein
 

expression
 

level
 

in
 

the
 

usnic
 

acid
 

low
 

dose
 

group
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<005),the
 

RAGE
 

protein
 

expression
 

level
 

in
 

the
 

the
 

usnic
 

acid
 

middle
 

amd
 

low
 

doses
 

groups
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).Conclusion Usnic
 

acid
 

alleviates
 

the
 

inflammatory
 

reaction
 

of
 

synoviocytes
 

possibly
 

by
 

regulating
 

HMGB1/RAGE
 

inflammatory
 

pathway
 

and
 

VEGF,IL-6
 

and
 

IL-1β
 

inflammatory
 

factors
 

expression
 

levels.
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ad-
vanced

 

glycation
 

end
 

products

  类风湿关节炎(rheumatoid
 

arthritis,RA)是以对

称性、侵蚀性多关节慢性炎症为主要临床表现的自身

免疫性疾病,慢性滑膜炎是基本病理特征,伴随着毛

细血管的增生、血管翳形成,如未及时治疗,病情迁延

不愈,会出现关节软骨和骨破坏。研究发现,高迁移

率族 蛋 白 B1(high
 

mobility
 

group
 

box-1
 

protein,
HMGB1)与RA发病及病情严重程度相关[1],在损伤

或炎症情况下 HMGB1释放进入血液、组织,并通过

与晚期糖基化终产物受体(the
 

receptor
 

of
 

advanced
 

glycation
 

end
 

products,RAGE)结合,激活核因子-κB
(nuclear

 

factor-κB,NF-κB)炎症通路,促进多种白细

胞介素(interleukin,IL)、肿瘤坏死因子(tumor
 

necro-
sis

 

factor,TNF)-α、血管内皮生长因子(vascular
 

en-
dothelial

 

growth
 

factor,VEGF)等生成,使 RA的滑

膜炎症持续、进展,而VEGF是促进毛细血管生长的

重要刺激因子[2],最终导致RA的关节破坏[3]。侗族

医学把RA归属在“风湿痛”范畴,认为该病多因外感

风、寒、湿、热等邪,致使脉道不通、气血水津代谢异

常,机体蕴生“邪热”所致。侗药松萝性味甘、平,有清

热止痛、除湿通络之功,可治风湿痹痛、跌打损伤。现

代研究证实,松萝酸具有抗炎、镇痛、抑制血管生成、
减少渗出性炎症等作用[4]。课题组前期的动物实验

结果表明,松萝酸能够抑制 HMGB1、RAGE蛋白表

达从而减轻RA的炎症反应[5]。本研究观察松萝酸

对RA成纤维样滑膜细胞(rheumatoid
 

arthritis
 

fibro-
blast-like

 

synoviocytes,RAFLS)的 HMGB1/RAGE
炎症通路及 VEGF、IL-6、IL-1β表达的影响,进一步

探讨其治疗RA的作用机制。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 RAFLS
滑膜组织来源于贵州中医药大学第二附属医院

骨科行关节置换治疗的RA患者,于术中获取滑膜组

织。所取滑膜组织标本均取得患者知情同意并通过

伦理委员会批准(审批号:PY2019019)。疾病诊断符

合2010年美国风湿病学会和欧洲抗风湿病联盟分类

标准[6],并除外合并感染、肿瘤、其他风湿病等,3个月

未使用抗风湿药。
1.1.2 实验药物及试剂

松萝酸(北京索莱宝科技有限公司,纯度>98%,
IU0130),羟 氯 喹 (北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司,

IH0720),DMEM(武汉普诺赛生命科技有限公司,
PM150210),胎牛血清(苏州依科赛生物科技股份有

限公司,FSP500),Trypsin-EDTA(武汉普诺赛生命科

技有限公司,PB180225),四甲基乙二胺(国药集团化

学试剂有限公司,80125336),MTT(德国BIOFROXX
公司,3580MG250),RIPA裂解液(上海碧云天生物技

术有限公司,P0013B),BCA蛋白浓度测定试剂盒(上
海碧云天生物技术有限公司,P0010),溴酚蓝(国药集

团化学试剂有限公司,71008060)。
1.1.3 实验仪器

微量移液器(美国Thermo
 

Fisher公司,4641100N),
酶标仪(美国Molecular

 

Devices公司,Flexstation􀆿
 

3),电
热恒温鼓风干燥箱(上海精宏实验设备有限公司,
DHG

 

9203A),水平电泳仪(北京君意东方电泳设备

有限公司,JY300),紫外分析仪(北京君意东方电泳设

备有限公司,JY02S),分光光度计(上海舜宇恒科学仪

器有限公司,752),CO2 恒温培养箱(日本Sanyo公

司,MCO-15AC),超净工作台(苏州集团安泰空气技

术有限公司,SW-CJ-1FD)。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养与鉴定

充分分离滑膜组织,PBS反复冲洗5次,并剪成

大小约1
 

mm3 的滑膜组织块,放置于无菌培养瓶中加

入胰酶消化、离心处理后,置于恒温培养箱中培养,传
代至第3~5代,取第3代生长活跃的细胞进行固定、
破膜及抗体孵育,再染色后观察细胞形态、颜色,经鉴

定后进行后续实验。
1.2.2 MTT检测细胞增殖情况

 

取第3代对数期 RAFLS,以5×103 个/孔接入

96孔板,同时设空白组,置于恒温培养箱中培养24
 

h。
将松萝酸溶解于10%羟丙基倍他环糊精,分别以0、
1、2.5、10、50、100、250、500、1

 

000
 

μg/mL浓度的松

萝酸对细胞进行处理,置于恒温培养箱中培养后加入

MTT,450
 

nm处测定各孔吸光度[A(450)]。
1.2.3 药物配制及分组

使用10%羟丙基倍他环糊精配制为50
 

mmol/L
的羟氯喹储存液,置于-20

 

℃储存。根据 MTT检测

结果,使用10%羟丙基倍他环糊精溶解后配制为50
 

μg/mL的松萝酸储存液,再分别稀释成10、2.5
 

μg/
mL,置于-20

 

℃储存。将细胞分为6组:空白对照组

(胎牛血清)、溶剂对照组(胎牛血清+10%羟丙基倍
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他环糊精)、松萝酸高剂量组(松萝酸50
 

μg/mL)、松
萝酸中剂量组(松萝酸10

 

μg/mL)、松萝酸低剂量组

(松萝酸2.5
 

μg/mL)和羟氯喹组(羟氯喹50
 

mmol/L)。
1.2.4 流式细胞术检测细胞凋亡情况

取第3代对数期RAFLS,以2×105
 

个/孔接入6
孔板,将各组置于恒温培养箱中干预24

 

h,抗体孵育和

染色,应用流式细胞计数仪检测各组细胞凋亡情况。
1.2.5 Western

 

blot检测HMGB1、RAGE蛋白表达

蛋白提取:将第3代细胞于75
 

cm2 培养瓶中培

养24
 

h。以PBS冲洗细胞,并分别加入各组培养基进

行干预后培养1
 

d,收集细胞上清液分装保存。随后

使用PBS冲洗细胞并加入EDTA胰酶消化,终止消

化后进行细胞裂解并收集上清液,-20
 

℃保存。蛋白

浓度测定:首先将蛋白样品稀释20倍(PBS
 

19
 

μL,然
后加入样品1

 

μL),再将BSA标准品进行稀释,制成

蛋白浓度为1、0.8、0.6、0.4、0.2
 

mg/mL标准蛋白。
于96孔板中加入不同浓度的标准蛋白及经过稀释的

蛋白样品,每孔加入20
 

μL,设置待检测样品孔,每组

3个平行孔,标准品为每个浓度2个平行孔(加入

PBS)。将BCA试剂盒中 A液和B液以50∶1的比

例混合后加入200
 

μL于96孔板内,避光孵育15
 

min
后用酶标仪在562

 

nm处测定吸光度[A(562)],并计算

各孔样品的蛋白浓度。电泳:制胶、电泳、转膜和蛋白

转移过程依次进行。制胶后电泳液添加于电泳槽,以
120

 

V电泳至溴酚蓝指示剂接近底部边缘。转膜前需

浸泡于转膜滤纸电转液中,将黑色板、纤维垫、滤纸、
凝胶、聚 偏 二 氟 乙 烯 膜 (polyvinylidene

 

fluoride,
PVDF)、滤纸、纤维垫、白色板依次放好后滚压。封

闭,一抗孵育,洗 膜,二 抗 处 理,再 洗 膜,最 后 显 影

分析。
1.2.6 ELISA 检 测 HMGB1、VEGF、IL-6、IL-1β
表达

 

采用 ELISA 检测 HMGB1、VEGF、IL-6、IL-1β
表达,将干预后的各组细胞上清液取出在常温下静置

30
 

min解冻,根据ELISA试剂盒内说明书进行操作,
最后加终止液50

 

μL。用酶标仪在450
 

nm处检测各

孔吸光度[A(450)]。
1.3 统计学处理

采用SPSS22.0软件进行统计学分析。计量资料

以x±s表示,多组间比较采用 One-Way
 

ANOVA,
两组间比较采用t检验。以P<0.05为差异有统计

学意义。
2 结  果

2.1 不同浓度松萝酸对细胞增殖的影响
 

0、1、2.5、10、50、100、250、500、1
 

000
 

μg/mL松

萝酸处理细胞后的增殖率分别为100.00%、96.46%、
83.19%、75.00%、71.44%、51.16%、42.68%、
21.16%、18.86%,选择细胞增殖率在70%左右为松

萝酸高剂量组(50
 

μg/mL),邻近的较低剂量分别为

松萝酸中、低剂量组(10、2.5
 

μg/mL)。
2.2 各组细胞凋亡情况

与空白对照组比较,松萝酸高、中、低剂量组及羟

氯喹组细胞凋亡比例增加,差异有统计学意义(P<
0.05)。与羟氯喹组比较,松萝酸中、低剂量组细胞凋

亡比例减少,差异有统计学意义(P<0.05),见图1、
表1。

 

  A:空白对照组;B:溶剂对照组;C:松萝酸高剂量组;D:松萝酸中剂量组;E:松萝酸低剂量组;F:羟氯喹组。
图1  各组流式细胞计数比较
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表1  松萝酸对细胞凋亡的影响(x±s,%)

组别 n 细胞凋亡比例

空白对照组 3 2.02±0.07

溶剂对照组 3 4.34±0.25

羟氯喹组 3 18.30±0.84a

松萝酸高剂量组 3 16.73±2.49a

松萝酸中剂量组 3 14.67±2.25ab

松萝酸低剂量组 3 13.11±1.11ab

  a:P<0.05,与空白对照组比较;b:P<0.05,与羟氯喹组比较。

2.3 各组细胞HMGB1、RAGE蛋白表达比较

与空白对照组比较,松萝酸高、中剂量组、羟氯喹

组HMGB1、RAGE蛋白表达明显降低,差异有统计

学意义(P<0.05);与羟氯喹组比较,松萝酸低剂量组

HMGB1蛋白表达明显升高(P<0.05),松萝酸中、低
剂量组RAGE蛋白表达明显升高(P<0.05),见表2、
图2。

表2  各组细胞 HMGB1、RAGE蛋白表达

   比较(x±s,mg/mL)

组别 n HMGB1 RAGE

空白对照组 3 1.13±0.21 0.80±0.10

溶剂对照组 3 1.12±0.22 0.80±0.10

羟氯喹组 3 0.65±0.05a 0.39±0.08a

松萝酸高剂量组 3 0.74±0.04a 0.47±0.03a

松萝酸中剂量组 3 0.79±0.57a 0.53±0.06ab

松萝酸低剂量组 3 1.02±0.18b 0.67±0.01b

  a:P<0.05,与空白对照组比较;b:P<0.05,与羟氯喹组比较。

2.4 各 组 细 胞 HMGB1、VEGF、IL-6、IL-1β表 达

比较

与空白对照组比较,松萝酸高、中、低剂量组和羟

氯喹组 HMGB1、VEGF、IL-6、IL-1β表达均有不同程

度降低,差异有统计学意义(P<0.05),见表3。

表3  各组细胞 HMGB1、VEGF、IL-6、IL-1β表达比较(x±s,pg/mL)

组别 n HMGB1 VEGF IL-6 IL-1β

空白对照组 6 1
 

998.91±100.11 277.83±12.75 610.00±28.16 60.70±6.17

溶剂对照组 6 2
 

000.55±193.09 266.52±24.68 609.33±45.72 59.55±4.09

羟氯喹组 6 1
 

061.11±143.40a 146.75±16.33a 401.66±53.78a 31.62±4.20a

松萝酸高剂量组 6 1
 

139.97±176.09a 154.61±18.20a 452.66±71.60a 29.95±2.96a

松萝酸中剂量组 6 1
 

250.62±158.45a 166.39±17.08a 433.33±53.67a 37.59±3.83a

松萝酸低剂量组 6 1
 

690.36±199.13a 213.81±18.75a 512.00±52.51a 47.57±2.75a

  a:P<0.05,与空白对照组比较。

  1:空白对照组;2:溶剂对照组;3:羟氯喹组;4:松萝酸低剂量组;5:

松萝酸中剂量组;6:松萝酸高剂量组。

图2  各组蛋白印迹图

3 讨  论

RA是一种自身免疫性疾病引起的关节滑膜慢性

炎症和骨破坏,关节的滑膜衬里层主要有成纤维样滑

膜细胞(fibroblast-like
 

synoviocyte,FLS)[7],正常状

态下FLS起着分泌关节滑液、营养关节软骨的作

用[8]。对于RA患者,FLS作为自身免疫反应攻击的

靶细胞,在持续的炎症情况下生成IL-1、IL-6、TNF-α、

VEGF等炎 症 因 子,其 是 导 致 关 节 炎 症 和 破 坏 的

基础[9]。

HMGB1作为一种重要的晚期炎症因子,其结构

高度保守,由Abox、Bbox、Ctail
 

3个结构域组成,其中

Bbox具有促炎作用[10],细胞外的 HMGB1可以与多

种炎症因子形成正向炎症反馈通路促进炎症因子的

释放[11]。另一方面,RA患者滑膜组织中 HMGB1相

关受体RAGE、toll样受体(toll
 

like
 

receptor,TLR)
等的表达上调[12-13],进而与 HMGB1相结合,发挥致

炎作用[14]。滑膜炎以血管翳形成为特征,在RA疾病

进展、关节损坏中扮演重要角色,而 HMGB1在血管

翳的形成中发挥着重要作用。RA患者FLS中高表

达VEGF、NF-κB等,参与毛细血管的增殖过程,而

HMGB1-脂多糖(lipopoly
 

saccharides,LPS)复合物通

过p38丝裂原激活蛋白激酶(p38
 

mitogen-activated
 

protein
 

kinase,p38
 

MAPK)及 NF-κB炎症通路上调

TLR4和RAGE表达,从而刺激 VEGF及人微血管

内 皮 细 胞 (human
 

microvascular
 

endothelial
 

cell,

HMVEC)的增加,致血管翳延伸,导致关节破坏[15]。

RAGE为Ⅰ型跨膜受体,同时也是免疫球蛋白之

一,具有“多配体”的性质,可以与 HMGB1等融合,有
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传导信号的作用,并诱发细胞炎症反应[16]。HMGB1
是RAGE的配体之一,与RAGE有着较高的亲和力,

HMGB1与RAGE结合激活 NF-κB炎症通路,释放

IL-6、IL-1β等炎症因子,导致炎症反应[17],促进软骨

破坏。HMGB1/RAGE炎症通路与RA发病的相关

性可能表现为:机体释放出的 HMGB1作用于关节滑

膜表面的RAGE,并使中性粒细胞向已经有炎症的关

节滑膜组织中积聚,促进炎症反应。

VEGF有促进血管内皮细胞生长的作用。人类

VEGF家族一共包含6种因子,而其中VEGF-A因其

具有较强的促进血管内皮细胞增殖、血管通透性的功

能而被人们广泛所知,在机体炎症、缺血缺氧、恶性肿

瘤等病理情况下,VEGF的表达可明显升高[18]。研究

发现,RA患者血清中 VEGF水平明显升高,与类风

湿因子(rheumatoid
 

factor,RF)呈正相关,并且可以

反映 RA的疾病活动度[19]。HMGB1通过与 TLR、

RAGE结合,激活相关信号通络,诱导 VEGF释放,
促进内皮细胞的活化以刺激炎症发生,从而导致RA
病理性血管生成和加剧关节炎症[20]。

IL-6为早期炎症反应的标志物,当 HMGB1与

IL-1β、核小 体 或 LPS等 结 合 后 形 成 聚 合 物,再 与

TLR2、TLR4结合,促进炎症细胞的趋附性及IL-6的

分泌。研究发现,RA患者的关节滑液中IL-6水平明

显升高,持续的炎症可致FLS增殖[21],因此对RA病

情有明显影响。IL-6能促进滑膜细胞分泌基质金属

蛋白酶(matrix
 

metalloproteinase,MMP),导致软骨

和关节破坏[22],诱导FLS导致产生过量的VEGF,生
成血管翳[23]。

IL-1β是重要的炎症因子,在RA患者的血清及

关节液中均可检测出高水平的IL-1β
[24]。而 HMGB1

位于细胞核内,在机体受到外源性或内源性炎症刺

激,或细胞凋亡、坏死及免疫细胞活化等情况下,细胞

核内的HMGB1可被释放至细胞核外,与IL-1β等炎

症因子形成正向炎症通路,刺激血管内皮细胞及单核

巨噬细胞释放HMGB1,促使IL-1β分泌,使炎症反应

得以维持[25-26],此时处于细胞外的 HMGB1是一种损

伤相关模式分子,与RA等自身免疫疾病密切相关。
本研究发现,松萝酸可以下调VEGF、IL-6、IL-1β

表达,以及HMGB1、RAGE蛋白表达,说明松萝酸可

能通过调控 HMGB1/RAGE炎症通路及VEGF、IL-
6、IL-1β炎症因子表达,减轻滑膜细胞的炎症反应,这
与课题组前期的动物实验结果一致[5]。NF-κB是细

胞内 一 系 列 炎 症 因 子 表 达 的 关 键 调 控 因 子,而

HMGB1/RAGE轴的激活能够促进 NF-κB的活化,
接下来的研究将致力于深入了解松萝酸如何影响

NF-κB炎 症 通 路 的 多 个 步 骤。此 外 HMGB1 与

RAGE的互动被认为是炎症反应中的一个关键节点,

RAGE表达的降低可能是松萝酸通过抑制其转录活

性或加速蛋白降解而实现,这种抑制作用的下游效应

是多种炎症 通 路 的 减 弱,特 别 是 与IL-6、IL-1β和

VEGF表达调节紧密相关的炎症通路,这为松萝酸在

调控炎症反应中的潜在作用机制提供了线索。VEGF
作为一种重要的血管生长因子,其在 HMGB1/RAGE
炎症通路中的作用尤为关键,在炎症环境下VEGF不

仅促进血管形成,还会加剧组织损伤和炎症[27]。虽然

目前的研究已经为理解松萝酸对 HMGB1/RAGE炎

症通路及相关炎症因子影响提供了初步证据,但其深

层机制及临床应用潜力仍需未来更为系统和深入的

研究。
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