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青藤碱对佐剂性关节炎大鼠 TLR4 / MyD88 信号通路的影响

姚茹冰,牟摇 慧,赵智明,蔡摇 辉

[摘要]目的:探讨青藤碱对佐剂性关节炎大鼠 TLR4 / MyD88 信号通路诱导炎症的影响。 方法:选择清洁级 SD 大鼠 40 只,随
机分为模型组、青藤碱组、甲氨蝶呤组及正常对照组。 前 3 组大鼠右后足跖皮内注射弗氏完全佐剂诱发大鼠佐剂性关节炎模

型,正常对照组大鼠右后足跖皮内注射等量 0. 9%氯化钠注射液。 4 组分别干预 4 周后,取膝关节滑膜,采用 Real鄄time PCR 法

检测 TLR4 mRNA、MyD88 mRNA 表达,ELISA 法检测炎性因子 TNF鄄琢。 结果:模型组大鼠膝关节滑膜组织 TLR4 mRNA、MyD88
mRNA 及炎性因子 TNF鄄琢 表达均较正常对照组明显升高(P < 0. 01)。 经青藤碱治疗后,TLR4 mRNA、MyD88 mRNA 及炎性因

子 TNF鄄琢 表达均较模型组明显下降(P < 0. 01)。 结论:青藤碱可改善佐剂性关节炎大鼠的关节炎症,该作用可能与抑制

TLR4 / MyD88 信号通路有关。
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Effect of Sinomenine on the TLR4 / MyD88 signal pathway in rats with adjuvant arthritis
YAO Ru鄄bing,MOU Hui,ZHAO Zhi鄄ming,CAI Hui

(Department of Integrated Traditional Chinese and Western Medicine,
Nanjing General Hospital of Nanjing Military Command of The PLA,Nanjing Jiangsu 210002,China)

[Abstract] Objective: To investigate the effects of Sinomenine on TLR4 / MyD88 signal pathway in rats with adjuvant arthritis.
Methods:Forty SD rats were randomly divided into the model group,Sinomenine group,methotrexate group and normal control group.
The rat model of adjuvant arthritis in first three groups were induced by intradermal injecting Freund忆s into right paw,the normal control
group were injected with saline. The mRNA expressions of TLR4 and MyD88 and level of TNF鄄琢 in knee synovium of four groups were
detected by real鄄time PCR and ELISA after 4 weeks of intervention, respectively. Results:The levels of TLR4 and MyD88 mRNA
expressions,and TNF鄄琢 of synovial tissue in model rats were significantly higher than those in normal control group(P < 0. 01).
Compared with the model rats, the levels of TLR4 and MyD88 mRNA expressions, and TNF鄄琢 significantly were decreased after
treatment with Sinomenine(P < 0. 01). Conclusions:Sinomenine can improve the adjuvant arthritis in rats,which may be by inhibiting
the TLR4 / MyD88 signal pathway.
[Key words] arthritis,adjuvant;Sinomenine;signal pathway;rat

摇 摇 类风湿关节炎(rheumatoid arthritis,RA)是以对

称性多关节滑膜炎为主要临床表现的异质性、系统

性自身免疫性疾病。 Toll 样受体(Toll like receptor,
TLR)作为一种细胞表面的跨膜信号转导蛋白,通过

选择性地识别病原体中病原相关分子模式的保守结

构及某些内源性配体,触发 MyD88 依赖或非依赖途

径,导致基因编码的促炎性细胞因子激活,诱发局部

炎症,并通过上调抗原提呈细胞表面的共刺激分子,
诱导 T、B 淋巴细胞向效应 T、B 淋巴细胞分化,启动

后继的适应性免疫应答。 TLR4 与 RA 关系密切,在
早期及长期持续的 RA 中 TLR4 均高表达[1],其可

能通过增加促炎细胞因子的表达而加重 RA 的炎症

和骨破坏[2];TLR4 表达不足的小鼠胶原诱导的关

节炎发病率低,关节炎严重程度轻,关节破坏与炎症

侵 入 较 少[3]。 已 有 研 究[4] 显 示, 青 藤 碱

(sinomenine,SN)用于治疗 RA 有较好的抗炎和免

疫抑制作用,本研究在此基础上进一步研究 SN 对

佐剂性关节炎大鼠 TLR4 / MyD88 途径的作用,以期

深入了解其治疗 RA 的相关机制。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料摇
1. 1. 1摇 实验动物摇 选择 40 只清洁级健康雄性 SD
大鼠,体质量(100 依 20) g,由我院实验动物中心提

供。 均于实验前适应环境喂养 1 周,控制室温 20 ~
24 益,给予充足的标准饲料和饮用水,自然光照。
1. 1. 2摇 药物与主要试剂摇 青藤碱(正清风痛宁片,
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湖 南 正 清 制 药 集 团 股 份 有 限 公 司, 批 号

Z43020278);甲氨蝶呤(上海信谊药厂有限公司,批
号 H31020644);完全弗氏佐剂(美国 Sigma,批号

047K8710);大鼠 TNF鄄琢 ELISA 试剂盒(Keygen,批
号 KGERC102琢鄄1 ); TRIzol (美国 Invitrogen, 货号

15596鄄026); CDNA 第一链合成试剂盒 (立陶宛

Fermentas,PC0002)。
1. 1. 3摇 主要仪器与设备 摇 高速冷冻离心机(德国

Sorvall,型号 D鄄37520 ); 紫外分光光度仪 (日本

SHIMADZU,型号 UV鄄2450 ); PCR 循环仪 ( 美国

Labnet,型号 MultiGene Gradient);核酸电泳仪(中国

北京六一,型号 DYY鄄6B);凝胶成像仪(美国 BIO鄄
RAD,型号 Gel Doc XR)。
1. 2摇 方法摇
1. 2. 1摇 模型制作及分组干预摇 大鼠 40 只随机分为

模型组、青藤碱组、甲氨蝶呤组及正常对照组各 10
只。 前 3 组大鼠右后足跖皮内注射完全弗氏佐剂

0. 1 ml 诱发大鼠佐剂性关节炎模型,造模大鼠注射

弗氏完全佐剂后 3 ~ 4 h,右后足出现红、肿、热等急

性炎症表现,造模致炎 1 周后,造模大鼠开始出现全

身症状,表现为四肢足爪红肿、变形,耳部及尾部结

节,行走不便,为造模成功。 正常对照组右后足跖皮

内注射 0. 9% 氯化钠注射液 0. 1 ml。 造模第 2 天,
根据不同组别进行灌胃给药处理。 正常对照组:正
常条件下喂养,不做任何处理;模型组:给予 0. 9%
氯化钠注射液 100 mg·kg - 1·d - 1;青藤碱组:给予

青藤碱 100 mg·kg - 1·d - 1;甲氨蝶呤组:给予甲氨

喋呤 0. 5 mg·kg - 1 ·w - 1,以上药物均连续灌胃

28 d。 造模当天视为 0 天,全部动物于第 30 天

处死。
1. 2. 2摇 大鼠滑膜的采集摇 大鼠腹腔注射 10%氯胺

酮 0. 1 ml / 100 g 麻醉,仰卧位固定头部和四肢,沿膝

关节正中纵行切开皮肤,暴露出以膝关节为中心约

3 cm 伊3 cm 的区域,沿膑骨上缘约 0. 3 ~ 0. 4 cm 处

向下切割直至膑骨,再沿膑骨两侧向下分离至胫骨,
可见由膑骨下端向下延续有一层平滑光亮呈浅淡黄

色的滑膜组织,用眼科镊钝性分离关节囊的滑膜层

和纤维层,眼科剪完整剥离滑膜组织,置于 - 80 益
冰箱保存备用。
1. 2. 3 摇 Real time鄄PCR 法检测大鼠滑膜组织 TLR4
mRNA 及 MyD88 mRNA 的表达摇 冰冻状态下,取大

鼠滑膜组织于预冷的组织匀浆器中碾磨,TRIzol 法
提取大鼠滑膜组织的总 RNA,紫外分光光度仪测定

RNA 的质量和浓度,OD260 / 280在 1. 8 ~ 2. 1 视为抽提

的 RNA 的纯度很高。 采用 Primer5 软件设计引物

(南京金斯瑞科技有限公司合成),取 RNA 样品

2 滋g,测定 TLR4 mRNA 及 MyD88 mRNA 表达量。
引物序列和反应条件见表 1、2。 取 PCR 产物各

4 滋l,1. 8%琼脂糖凝胶电泳,应用凝胶成像系统成

像及图像分析系统进行灰度分析, 得出 TLR4
mRNA / GAPDH mRNA、 MyD88 mRNA / GAPDH
mRNA 的比值。

表 1摇 TLR4 mRNA 引物序列和 RT鄄PCR 反应条件

目的基因 引物 摇 扩增条件 循环数 目的片段长度

TLR4摇 + :5鄄 CAG GAT GAT GCC TCT CTT GC 鄄3摇 摇 摇 95 益 15 s 摇 40 129 bp

摇 摇 - :5鄄 TGA TCC ATG CAT TGG TAG GTA A鄄3摇 摇 摇 60 益 30 s

摇 摇 摇 72 益 30 s

GAPDH摇 摇 + :5鄄 TGT TGC CAT CAA CGA CCC CTT 鄄3摇 摇 摇 95 益 15 s 摇 40 202 bp

摇 - :5鄄 CTC CAC GAC ATA CTC AGC A 鄄3摇 摇 摇 60 益 30 s

摇 摇 摇 72 益 30 s

表 2摇 MyD88 mRNA 引物序列和 RT鄄PCR 反应条件

目的基因 引物 摇 扩增条件 循环数摇 目的片段长度

MyD88摇摇 + :5鄄 GGA CTG CCA GAA ATA CAT ACG C鄄3 95 益 15 s 40 94 bp

摇 摇 摇 - :5鄄 CTT TGT CTG TGG GAC ACT GCT C 鄄3摇 摇 摇60 益 30 s

72 益 30 s

GAPDH摇摇 + :5鄄 TGT TGC CAT CAA CGA CCC CTT 鄄3 95 益 15 s 40 202 bp

摇 - :5鄄 CTC CAC GAC ATA CTC AGC A鄄3摇 60 益 30 s

72 益 30 s

1. 2. 4摇 ELISA 法检测大鼠滑膜炎性细胞因子 TNF鄄
琢 表达摇 取冰冻的大鼠滑膜组织加入 RIPA 裂解液

研磨匀浆,直至充分裂解,将裂解后的溶液放入离心

管,在低温离心机中以 13 000 g 离心 5 min,取上清

液。 用 Bradford 方法定量后,用于后续的 ELISA 操

作。 取提取好的大鼠滑膜蛋白,按照 ELISA 试剂盒

说明书检测大鼠滑膜组织 TNF鄄琢 的表达。
1. 3摇 统计学方法摇 采用方差分析和 q 检验。

2摇 结果

2. 1摇 4 组大鼠滑膜组织 TLR4 mRNA 表达比较摇 模

型组大鼠滑膜 TLR4 mRNA 表达较正常对照组显著

升高 (P < 0. 01),青藤碱组及甲氨蝶呤组 TLR4
mRNA 表达均较模型组显著降低 (P < 0. 01) (见

表 3)。
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表 3摇 4 组大鼠滑膜 TLR4 mRNA 表达比较(x 依 s)

分组 n
相对 mRNA 水平

(TLR4 / GAPDH)
F P MS组内

正常对照组 10 1. 01 依 0. 21摇

模型组摇 摇
青藤碱组摇

10
10

24. 91 依 2. 68**

6. 59 依 2. 28##
414. 10 < 0. 01 3. 111

甲氨蝶呤组 10 0. 92 依 0. 13##

摇 摇 q 检验:与正常对照组比较**P <0. 01;与模型组比较## P <0. 01

2. 3摇 4 组大鼠滑膜组织 MyD88 mRNA 表达比较摇
模型组大鼠滑膜 MyD88 mRNA 表达较正常对照组

显著升高 ( P < 0. 01),青藤碱组及甲氨蝶呤组

MyD88 表达均较模型组显著降低(P < 0. 01) (见

表 4)。

表 4摇 4 组大鼠滑膜 MyD88 mRNA 表达比较(x 依 s)

分组 n
相对 mRNA 水平

(MyD88 / GAPDH)
F P MS组内

正常对照组 10 1. 02 依 0. 24摇

模型组摇 摇
青藤碱组摇

10
10

5. 30 依 0. 66**

1. 47 依 0. 30##
165. 11 < 0. 01 0. 224

甲氨蝶呤组 10 2. 36 依 0. 56##

摇 摇 q 检验:与正常对照组比较**P <0. 01;与模型组比较## P <0. 01

2. 4摇 4 组大鼠滑膜炎性细胞因子 TNF鄄琢 表达比较

摇 模型组大鼠滑膜炎性细胞因子 TNF鄄琢 表达较正

常对照组显著升高(P < 0. 01),青藤碱组及甲氨蝶

呤组 TNF鄄琢 表达均较模型组显著降低(P < 0. 01)
(见表 5)。

表 5摇 4 组大鼠滑膜 TNF鄄琢 比较(x 依 s)

分组 n TNF鄄琢(pg / mg) F P MS组内

正常对照组 10 17. 28 依 4. 97

模型组摇 摇
青藤碱组摇

10
10

摇 摇 71. 71 依 14. 64**

摇 摇 33. 63 依 11. 48## 摇
57. 43 < 0. 01 94. 75

甲氨蝶呤组 10 摇 31. 04 依 2. 86##

摇 摇 q 检验:与正常对照组比较**P <0. 01;与模型组比较## P <0. 01

3摇 讨论

摇 摇 RA 是一种多因素疾病,与遗传、环境因素、感
染和组织损伤等具有一定相关性。 TLR 是介导感染

和损伤的重要组成部分,TLR4 在 RA 发病中可能有

重要作用。 钱雷等[4]研究显示 RA 患者外周血单核

细胞的 TLR4 表达及对脂多糖刺激的反应性增加,
且具有较强的诱导 Th17 细胞分化能力。 郭慧芳

等[5]研究显示,RA 患者外周血单核细胞具有合成

和分泌高迁移率族蛋白 1 的功能,并部分通过与

TLR4 结合激活炎症反应,加重骨质破坏。 任敏

等[6]研究显示,TLR4 在 RA 患者外周血 CD14 + 单核

细胞表面表达上调且与血清 IL鄄18 的水平呈正相

关,而与 DAS28 呈负相关,提示 TLR4 可能间接参与

RA 的发病过程。 雷公藤红素通过抑制 TLR4 / NF鄄
资B 诱导的 MMP鄄9 的表达,抑制脂多糖诱导的 RA
滑膜成纤维细胞的迁移及侵入[7]。 龙须藤提取物

可调节 TLR4 / NF鄄资B 和 MyD88 表达,明显抑制 RA
的足肿胀[8]。

SN 是从青风藤中提取的单体生物碱,有抗炎、
镇痛、免疫抑制等药理作用,临床用于治疗 RA 等风

湿病取得明显疗效。 本实验结果显示佐剂性关节炎

大鼠滑膜 TLR4 mRNA、MyD88 mRNA 及 TNF鄄琢 表

达均较正常对照组明显升高(P < 0. 01)。 经青藤碱

治疗后,TLR4 mRNA、MyD88 mRNA 及 TNF鄄琢 表达

均较模型组显著降低(P < 0. 01)。 既往研究提示

SN 可抑制细胞内核因子 资B 活性,减轻 RA 滑膜炎

症。 如黄小鲁等[9] 研究显示胶原诱导性关节炎大

鼠滑膜细胞可见明显的 NF鄄资B p65 亚基核移位,NF鄄
资B 的 DNA 结合活性显著升高,SN 可呈浓度依赖性

地抑制胶原诱导性关节炎大鼠滑膜细胞 p65 亚基核

转位及 NF鄄资B 的 DNA 结合活性。 陈方军等[10] 研

究显示 SN 可降低大鼠足趾肿胀度和关节炎评分,
抑制滑膜细胞产生 IL鄄1茁、TNF鄄琢,恢复 AA 大鼠滑

膜细胞的形态,SN 治疗 RA 的作用可能与抑制滑膜

细胞分泌炎性介质,恢复滑膜细胞形态有关。 本研

究结合既往研究分析,佐剂性关节炎大鼠发病过程

中,相关配体与 TLR4 结合,上调 TLR4 的表达,向下

游传递信号并经 NF鄄资B 活化下游的 TNF鄄琢 等炎性

因子的表达,介导了实验动物炎症的发生,SN 治疗

后,抑制了 TLR4 的表达,下游一系列蛋白和炎症因

子的表达受到抑制,并最终抑制炎性反应过程。 甲

氨蝶呤是传统的改变病情的抗风湿性药物,是 RA
对照药物,研究显示,公认的首选治疗药物[12],本研

究选用甲氨蝶呤作为 SN 与甲氨蝶呤比较,同样可

有效抑制 TLR4 及 MyD88 mRNA 的表达,抑制炎性

细胞因子 TNF鄄琢 的产生,发挥良好的抗炎作用。
本实验提示 SN 改善佐剂性关节炎大鼠关节炎

症,可能与抑制 TLR4 / MyD88 信号通路有关。 本研

究为 SN 靶向 TLR4 / MyD88 信号通路治疗关节炎提

供了一定的实验依据,但其确切作用途径及靶点需

进一步从细胞分子水平进行研究。
(下转第 433 页)
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调骨桥蛋白;(5)BRMS1 的表达调控。 有研究[10] 表

明,同一恶性肿瘤组织可能是由不同的肿瘤细胞亚

型构成,各亚型都具有不同的生物学行为,表现出不

同的病理学特性。 本实验选用的细胞株中 SUNE鄄1鄄
6鄄5鄄8F 为高转移性[11],而 SUNE鄄1鄄6鄄10B 不具有转

移性,其他细胞株具有不同的转移能力。 本实验通

过检测不同转移习性的人鼻咽癌细胞株中 BRMS1
基因的表达,发现 BRMS1 基因的表达水平随细胞株

转移习性的增高逐渐降低(P < 0. 05),表明 BRMS1
可能与鼻咽癌的转移能力呈负相关,因此,BRMS1
有可能作为鼻咽癌预后的重要指标。
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