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苦参碱对人成纤维样滑膜细胞生长的影响
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　　【摘要】　目的　探讨苦参碱对类风湿关节炎的潜在治疗作用。方法　原代培养人关节成纤维样滑膜细胞，传

至第３～５代时，以０．４、０．８、１．２、１．６、２．０ｍｇ／ｍＬ等不同浓度的苦参碱处理细胞，分别于作用后２４、４８ｈ用倒置显

微镜观察细胞形态。采用四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）法检测不同浓度苦参碱处理的细胞生长情况，计算抑制率。

结果　不同浓度的苦参碱均可抑制人成纤维样滑膜细胞生长，ＭＴＴ检测结果显示细胞抑制率为２．５２％～

２５．７４％，随苦参碱药物浓度增加和处理时间延长，抑制作用增强。结论　苦参碱可抑制人成纤维样滑膜细胞生长，

可作为治疗类风湿关节炎的潜在药物。

【关键词】　苦参碱；　人成纤维样滑膜细胞；　类风湿关节炎

犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７２９４５５．２０１４．１８．００６ 文献标志码：Ａ 文章编号：１６７２９４５５（２０１４）１８２５１００３

犈犳犳犲犮狋狅犳犿犪狋狉犻狀犲狅狀狋犺犲犵狉狅狑狋犺狅犳犺狌犿犪狀犳犻犫狉狅犫犾犪狊狋犾犻犽犲狊狔狀狅狏犻犪犾犮犲犾犾狊

　犑犐犃犖犌 犎狅狀犵

１，犔犈犐犑犻犪犺狅狀犵
１，３，犎犈

犆犺犲狀犵
３，犌犝犗犡犻犪狅犾犪狀１

，２，３，犢犃犖犌犕犻狀犵犺狌犻
１，犆犃犐犢犪狀１

，２，３△（１．犐狀狊狋犻狋狌狋犲狅犳犚犺犲狌犿犪狋犻狊犿犐犿犿狌狀犻狋狔；２．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋

狅犳犆犾犻狀犻犮犪犾犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔，犃犳犳犻犾犻犪狋犲犱犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犖狅狉狋犺犛犻犮犺狌犪狀犕犲犱犻犮犪犾犆狅犾犾犲犵犲，犖犪狀犮犺狅狀犵，犛犻犮犺狌犪狀６３７０００，犆犺犻

狀犪；３．犉犪犮狌犾狋狔狅犳犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔犕犲犱犻犮犻狀犲，犖狅狉狋犺犛犻犮犺狌犪狀犕犲犱犻犮犪犾犆狅犾犾犲犵犲，犖犪狀犮犺狅狀犵，犛犻犮犺狌犪狀６７３００７，犆犺犻狀犪）

【犃犫狊狋狉犪犮狋】　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｌｅｆｆｅｃｔｏｆｍａｔｒｉｎｅｏｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ

ａｒｔｈｒｉｔｉｓ（ＲＡ）．犕犲狋犺狅犱狊　ＴｈｅｈｕｍａｎｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｌｉｋｅｓｙｎｏｖｉａｌｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＲＡａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｄ

ｔｏ３ｔｈｔｏ５ｔｈｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ｔｈｅｎｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｍａｔｒｉｎｅ（０．４，０．８，１．２，１．６，２．０ｍｇ／ｍＬ）．Ｍｉ

ｃｒｏｓｃｏｐｅｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｓｈａｐｅｏｆｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｉｎｇ２４ｈｏｕｒｓｏｒ４８ｈｏｕｒｓ．Ｔｈｅｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ

（ＭＴＴ）ｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｒａｔｅｓｏｆｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｍａｔｒｉｎｅ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｍａｔｒｉｎｅ

ｃｏｕｌｄｉｎｈａｂｉｔｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｈｕｍａｎｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｌｉｋｅｓｙｎｏｖｉａｌ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆＭＴＴｍｅｔｈｏｄｓｈｏｗｅｄｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｗａｓ

２．５２％－２５．７４％ ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｍａｔｒｉｎｅ，ａｓｔｈｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｃｕｂａｔｅｄｔｉｍｅｉｎ

ｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｏｏ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｍａｔｒｉｎｅｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｈｕｍａｎｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｌｉｋｅｓｙｎｏ

ｖｉａｌｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｃｈｃｏｕｌｄｂｅｕｓｅｄａｓａｐｏｔｅｎｔｉａｌｄｒｕｇｆｏｒｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＲＡ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ｍａｔｒｉｎｅ；　ｈｕｍａｎｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｌｉｋｅｓｙｎｏｖｉａｌｃｅｌｌｓ；　ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ

　　类风湿性关节炎（ＲＡ）是一种以关节滑膜炎为特征的慢性

全身性自身免疫疾病，主要临床表现为慢性、对称性、多滑膜关

节炎和关节外病变，常累及全身多个系统，严重影响患者的生

存质量。ＲＡ在国内发病率约为０．３％～０．４％，女性发病率高

于男性［１］。目前临床上多采用甲氨蝶呤、环磷酰胺等抗肿瘤药

物，阻断淋巴细胞刺激因子的Ｋｉｎｅｒｅｔ、肿瘤坏死因子阻断剂英

利昔单抗等生物制剂治疗ＲＡ患者，虽然这些药物疗效明显，

但都有不良反应多或价格昂贵等缺点，增加了患者的痛苦和经

济负担。研究显示人成纤维样滑膜细胞的过度增生和分泌在

ＲＡ的发病和发展中具有重要作用
［２］。本研究拟从中医中药

的角度研究苦参碱对人成纤维样滑膜细胞生长的影响，探讨苦

参碱对ＲＡ的潜在治疗作用。

１　材料与方法

１．１　人成纤维样滑膜细胞　采集２０１３年１～８月川北医学院

附属医院风湿科收治的７例ＲＡ患者关节积液标本，体外原代

培养人成纤维样滑膜细胞。７例患者中男２例、女５例；年龄

３６～６０岁，平均５０．４岁。

１．２　仪器与试剂　生物安全柜（安泰公司）；ＨＦ９０ＣＯ２ 培养

箱（力康公司）；ＩＸ７１倒置显微镜（日本 ＯＬＹＭＰＵＳ）；酶标仪

（美国ＢｉｏＲＡＤ）。ＤＭＥＭ培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ）；胎牛血清（杭

州四季青）；四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）、二甲基亚砜（美国Ｓｉｇ

ｍａ）；胰蛋白酶（美国 Ａｍｒｅｓｃｏ）；苦参碱（每瓶１００ｍｇ，购自南

京替斯艾么中药研究所，纯度大于９８．０％），配制浓度为０．４、

０．８、１．２、１．６、２．０ｍｇ／ｍＬ的药物备用。

１．３　方法

１．３．１　人成纤维样滑膜细胞培养　无菌采集患者关节腔积

１０～３０ｍＬ，１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清后用磷酸盐缓冲

液（ＰＢＳ）重悬沉淀，经１００目筛网过滤，将滤液以１０００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ，再以ＰＢＳ清洗沉淀２次后，以含１０％胎牛血清及

青霉素和链霉素各１００Ｕ的ＤＭＥＭ培养基重悬细胞，用计数

板计数细胞，按１×１０７ 接种于２５ｃｍ２ 培养瓶中，置３７℃、５％

ＣＯ２ 培养箱中进行培养。３ｄ后观察细胞生长情况，视情况进
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行传代，一般于培养后１０ｄ可取第３～５代细胞按（１～５）×

１０００个／孔接种至２个９６孔板中备用，每块板上每个药物浓

度接种６个孔，设只加培养液的空白组和不加药物处理的对照

组。每位患者均重复检测３次。

１．３．２　药物处理　９６孔板中细胞培养２４ｈ后，以培养基稀释

药物，将浓度为０．４、０．８、１．２、１．６、２．０ｍｇ／ｍＬ苦参碱分别加

入相应培养孔中继续培养。分别于药物处理２４、４８ｈ后用倒

置显微镜观察细胞生长情况。

１．３．３　ＭＴＴ法检测　培养２４、４８ｈ后，每孔加入５ｍｇ／ｍＬ

的 ＭＴＴ２０μＬ，继续培养４ｈ，弃上清液，每孔加入１５０μＬ二

甲基亚砜，室温振荡１０ｍｉｎ，在酶标仪上测定４９０ｎｍ处吸光度

值（Ａ值）。每孔减去空白对照 Ａ值均值后计算每组平均数，

抑制率（％）＝（１－处理组Ａ值／对照组Ａ值）×１００％。

１．４　统计学处理　采用软件ＳＰＳＳ１６．０进行数据处理及统计

学分析，平均数以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５

表示比较差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　细胞培养结果　７例患者的关节滑液经处理后均成功获

得大量成纤维样细胞，经鉴定该细胞为ＣＤ６８阴性细胞
［３］，即

人成纤维样滑膜细胞，传代至第３～５代时９０％以上细胞为该

类细胞。人成纤维样滑膜细胞多为长梭形，胞质透亮、均匀，细

胞轮廓清晰，见较多分裂期细胞，表明细胞状态良好，适合后续

研究。

２．２　苦参碱处理后细胞形态变化　苦参碱作用于细胞后，细

胞的数量减少，细胞间的连接减少乃至消失，胞体变小，细胞质

内可见大量空泡样结构，并随着药物浓度的增加和处理时间的

延长，空泡增加。见图１。

　　Ａ：对照组细胞；Ｂ：１．６ｍｇ／ｍＬ处理２４ｈ后的细胞；Ｃ：２．０ｍｇ／

ｍＬ处理２４ｈ后的细胞；Ｄ：１．２ｍｇ／ｍＬ处理４８ｈ后的细胞；Ｅ：１．６

ｍｇ／ｍＬ处理４８ｈ后的细胞；Ｆ：２．０ｍｇ／ｍＬ处理４８ｈ后的细胞。

图１　不同浓度苦参碱处理后的人成纤维样

滑膜细胞形态（×２００）

２．３　ＭＴＴ法检测结果　苦参碱处理后，处理组各浓度的 Ａ

值低于对照组，其中处理２４ｈ后的１．６、２．０ｍｇ／ｍＬ浓度，处

理４８ｈ后１．２、１．６、２．０ｍｇ／ｍＬ浓度的Ａ值明显低于对照组，

比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。见表１。各组细胞抑制率

为２．５２％～２５．７４％，随药物浓度增加和处理时间延长，抑制

作用增强。见图２。

表１　苦参碱对人成纤维样滑膜细胞生长的影响（狓±狊）

组别
２４ｈ

Ａ值 狋 犘

４８ｈ

Ａ值 狋 犘

对照组（ｍｇ／ｍＬ） ０．５２０２±０．００６９ ０．５２２０±０．０５７０

处理组（ｍｇ／ｍＬ）

　０．４ ０．５０７１±０．０７７４ ０．３３４ ０．７４４ ０．５０４０±０．０６４３ ０．５５３ ０．５９０

　０．８ ０．４７５９±０．０７８５ １．１２１ ０．２８４ ０．４８５３±０．０５７３ １．１９９ ０．２５４

　１．２ ０．４５６０±０．０７９６ １．６１３ ０．１３３ ０．４４０４±０．０６４６ ２．５０５ ０．０２８

　１．６ ０．４２８９±０．０７９１ ２．３０４ ０．０４０ ０．４０２６±０．０７２３ ３．４２９ ０．００５

　２．０ ０．４１２９±０．０７４６ ２．７９７ ０．０１６ ０．３８７６±０．０７４３ ３．７９６ ０．００３

　　注：表示与对照组比较的狋、犘值。

图２　不同浓度苦参碱对人成纤维样滑膜细胞增殖的影响

３　讨　　论

ＲＡ是目前临床上比较常见的一种自身免疫性疾病，病因

复杂。研究表明人成纤维样滑膜细胞过度增生和分泌是 ＲＡ

发病的重要基础，参与关节的炎性反应和关节破坏。人成纤维

样滑膜细胞可表现出转化细胞的特征，呈类肿瘤细胞样异常增

殖，侵入到软骨和软骨下的骨质，并产生炎性介质、促炎性细胞

因子及抗炎性细胞因子、分泌基质金属蛋白酶等。因此抑制人

成纤维样滑膜细胞的增殖和活化是目前研究ＲＡ的热点，可能

为临床上治疗ＲＡ提供新的思路或靶点。

苦参碱是苦参根部分离的一种生物碱，具有抗肿瘤、抗病

毒、抗心律失常、抗炎等作用［４］。其不良反应较少，目前主要用

于抗病毒性肝炎治疗。研究发现苦参碱能抑制食管癌、胃癌

ＳＧＣ７９０１细胞、前列腺癌ＰＣ３Ｍ细胞等肿瘤细胞的增殖
［５７］。

人成纤维样滑膜细胞具有肿瘤细胞样异常增殖的特性，故本研

究拟探讨苦参碱是否能影响人成纤维样滑膜细胞的生长。结

果表明，人成纤维样滑膜细胞经不同浓度的苦参碱处理后，细

胞生长均受到不同程度的抑制，随着药物浓度的增加和作用时

间的延长，抑制作用增强。其中处理２４ｈ后的１．６、２．０ｍｇ／

·１１５２·检验医学与临床２０１４年９月第１１卷第１８期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．１８



ｍＬ浓度，处理４８ｈ后１．２、１．６、２．０ｍｇ／ｍＬ浓度，与对照组

细胞的Ａ值比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。提示苦参碱

能抑制人成纤维样滑膜细胞的增殖。

滑膜增生是ＲＡ的特征性病理表现，增生的滑膜可形成血

管翳依附于软骨表面，介导骨和软骨的破坏，人成纤维样滑膜

细胞凋亡不足与滑膜增生有关［８］。介导人成纤维样滑膜细胞

凋亡可能是治疗ＲＡ的有效途径。有研究显示，苦参碱能诱导

宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞凋亡，其作用机制可能与抑制ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因

的表达有关［９］。李海军等［１０］发现苦参碱能通过上调Ｆａｓ蛋白

的表达促进乳腺癌 ＭＣＦ７细胞凋亡。而范悦等
［１１］研究提示

苦参碱能诱导肝癌 ＨｅｐＧ２发生自噬作用。自噬和凋亡均可导

致细胞死亡、细胞数目减少，本研究通过光镜和 ＭＴＴ法检测

苦参碱对人成纤维样滑膜细胞的生长具有抑制作用，但细胞数

目的减少是自噬还是凋亡导致的结果有待进一步探讨。总之，

苦参碱可影响人成纤维样滑膜细胞的生长，可作为治疗ＲＡ的

潜在药物。
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关［３４］。（２）主动外排机制：ＰＡＥ获得染色体介导的ｑａｃＥΔ１

ｓｕｌｌ抗菌药物外排泵基因，从而产生针对抗菌药物的主动外排

作用［５］。（３）形成生物被膜：群体感应系统、表面黏附蛋白、二

价阳离子、菌毛合成系统、温度等环境因素等均参与ＰＡＥ生物

被膜的形成，但相关分子机制仍不十分明确［６７］。本研究结果

显示，２０１１年部分药物耐药率高于２０１２年，与文献报道的耐

药率逐年升高有所不同［８］。其中，哌拉西林／他唑巴坦、妥布霉

素耐药率下降明显（犘＜０．０５），可能与临床用药逐渐趋于规范

化有关。

在临床工作中，合理选择抗菌药物、加强抗菌药物质量监

督、严格执行消毒隔离制度、保护性使用抗菌药物是防止耐药

菌传播的关键。
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