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青藤碱对胶原诱导性关节炎小鼠 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８及
ＮＦκＢｍＲＮＡ表达的影响

张玉萍，姚茹冰，赵智明，蔡　辉

（南京军区南京总医院，江苏 南京　２１０００２）

［摘　要］目的：探讨青藤碱（ＳＩＮ）对胶原诱导性关节炎（ＣＩＡ）小鼠滑膜Ｔｏｌｌ样受体（ＴＬＲ）４、髓样分化因子８８
（ＭｙＤ８８）、核因子（ＮＦ）κＢｍＲＮＡ表达的影响。方法：３０只ＤＢＡ／１小鼠均分为正常组、ＣＩＡ组和 ＳＩＮ组；ＣＩＡ组
与ＳＩＮ组小鼠尾根部给予皮内注射胶原乳剂诱导建立ＣＩＡ模型，ＣＩＡ造模第２８天时ＳＩＮ组小鼠给予ＳＩＮ干预治
疗，其余两组予生理盐水作对照，治疗２０ｄ；于造模第２７、３４、４１及４８天时对各组小鼠进行关节炎指数（ＡＩ）评
分，并于第４８天时处死３组小鼠取小鼠膝关节滑膜，采用逆转录聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）测定小鼠滑膜
ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８及ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达。结果：与正常组比较，ＣＩＡ组及ＳＩＮ组小鼠ＡＩ评分明显升高（Ｐ＜００１）；
造模第４１和 ４８天时，ＳＩＮ组小鼠 ＡＩ评分较 ＣＩＡ组有明显下降（Ｐ＜００５）；ＣＩＡ组 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦκＢｍＲＮＡ
的相对表达较正常组明显上调，与ＣＩＡ组相比，ＳＩＮ组ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８及ＮＦκＢｍＲＮＡ的相对表达明显降低（Ｐ＜
００１）。结论：ＳＩＮ可改善ＣＩＡ小鼠的关节炎症，这可能与其抑制了滑膜ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路有关。

［关键词］青藤碱；胶原诱导性关节炎；Ｔｏｌｌ样受体４；髓样分化因子８８；核因子κＢ
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　　类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是以
滑膜炎和滑膜增生为主要病理表现的慢性自身性

免疫疾病，滑膜的持续炎症可导致关节损伤和功能

障碍［１］。虽然ＲＡ的发病机制尚不明确，但一般认
为炎症细胞因子的级联反应在 ＲＡ的发生发展中
起着重要作用［２－３］。Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ，ＴＬＲ）４是先天免疫和适应性免疫的桥梁，是机
体重要的防御机制，但某些情况下也参与疾病的发

生发展，有研究发现ＴＬＲ４信号通路的异常激活可
能与ＲＡ有关［４］。青藤碱（ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ，ＳＩＮ）具有
抗炎镇痛、调节免疫等作用，对 ＲＡ有较好的治疗
作用，但作用机制尚不清楚［５］，本研究于小鼠尾根

部皮内注射胶原乳剂建立胶原诱导性关节炎

（ＣＩＡ）模型，同时给予ＳＩＮ治疗，观察小鼠滑膜Ｔｏｌｌ
样受体４（ＴＬＲ４）、髓样分化因子８８（ＭｙＤ８８）、核因
子κＢ（ＮＦκＢ）ｍＲＮＡ表达，以探索 ＳＩＮ对 ＣＩＡ的
疗效及可能的作用机制。

１　材料与方法

１１　实验动物、药品及试剂
ＤＢＡ／１小鼠 ３０只，６周龄，雄性，购于常州卡

文斯实验动物有限公司，使用许可证 ＳＣＸＫ（苏）
２０１１－０００３。ＳＩＮ（正清风痛宁片，湖南正清制药股
份有限公司产品），牛 ＩＩ型胶原、完全弗氏佐剂
（ＣＦＡ）及不完全弗氏佐剂（ＩＦＡ）均为美国 Ｃｈｏｎ
ｄｒｅｘ公司产品，ＴＲＩｚｏｌ试剂（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），
ｃＤＮＡ第一链合成试剂盒（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公
司），ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（日本 ＴＯＹＯＢＯ公
司）。

１２　方法
１２１　动物分组　３０只 ＤＢＡ／１小鼠以随机数字
表法分成正常组（ｎ＝１０）、ＣＩＡ组（ｎ＝１０）、ＳＩＮ组
（ｎ＝１０）。除正常组外，ＣＩＡ组和 ＳＩＮ组小鼠参与
ＣＩＡ造模，在后续的造模及实验给药过程中，正常
组死亡１只，ＣＩＡ组死亡１只，ＳＩＮ组死亡２只。
１２２　造模　参照文献［１］方法制备 ＣＩＡ小鼠模
型。配置牛ＩＩ型胶原乳剂，于小鼠尾根部皮内注
射１００μＬ，造模当天记为０ｄ，第２１天时于小鼠尾
根部加强免疫 ＩＩ型胶原乳剂１００μＬ。第２８天时
ＳＩＮ组予ＳＩＮ药液１００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃，正常组及
ＣＩＡ组给予等量生理盐水处理，连续给药２０ｄ。
１２３　关节炎指数（ＡＩ）评分　于造模第２７、３４、
４１及４８天时对各组小鼠进行 ＡＩ评分［２］，无关节

肿胀记０分，足趾关节肿胀记１分，趾关节和足趾
肿胀记２分，踝关节以下的足爪肿胀记３分，包括
踝关节在内整个足爪严重红肿记４分；各关节累计
积分为各小鼠的ＡＩ评分，每只最高分为１６分。
１２４　ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８及ＮＦκＢｍＲＮＡ表达　给予
ＳＩＮ治疗２０ｄ时处死３组小鼠，剥离完整的膝关节
滑膜并置于预冷的组织匀浆器中研磨，研磨结束后

用ＴＲＩｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，紫外分光光度仪测定提
取ＲＮＡ的浓度及含量，由南京金斯瑞科技有限公
司设计合成引物，提取总ＲＮＡ样品２μｇ进行逆转
录聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）。ＰＣＲ反应条件为
９５℃ １５ｓ、６０℃ ３０ｓ、７２℃ ３０ｓ共４０个循环，取
ＰＣＲ产物４μＬ进行琼脂糖凝胶电泳，采用凝胶成
像系统和图像分析系统进行成像及灰度分析，以

ＧＡＰＤＨ为参照，分别计算 ＴＬＲ４／ＧＡＰＤＨ、ＭｙＤ８８／
ＧＡＰＤＨ、ＮＦκＢ／ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ的比值。引物序列
和反应条件见表１。

表１　ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦκＢ及ＧＡＰＤＨＰＣＲ
引物序列及产物大小

Ｔａｂ．１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅｓｏｆＴＬＲ４，
ＭｙＤ８８，ＮＦκＢ，ａｎｄＧＡＰＤＨ

基因 引物序列 产物（ｂｐ）
ＴＬＲ４ Ｆ：５′ＡＣＡＡＡＣＧＣＣＧＧＡＡＣＴＴＴＴ

ＣＧ３′
Ｒ：５′ＧＴＣＧＧＡＣＡＣＡＣＡＣＡＡＣＴＴ
ＡＡＧＣ３′

１２９

ＭｙＤ８８ Ｆ：５′ＴＴＧＣＣＡＧＣＧＡＧＣＴＡＡＴＴＧ
ＡＧ３′
Ｒ：５′ＡＣＡ ＧＧＣ ＴＧＡ ＧＴＧ ＣＡＡ
ＡＣＴＴＧ３′

９４

ＮＦκＢ Ｆ：５′ＴＧＴＣＴＧＣＡＣＣＴＧＴＴＣＣＡＡ
ＡＧ３′
Ｒ：５′ＴＣＡ ＧＣＡ ＴＣＡ ＡＡＣ ＴＧＣ
ＡＧＧＴＧ３′

１３９

ＧＡＰＤＨ Ｆ：５′ＴＣＴＣＣＣＴＣＡＣＡＡＴＴＴＣＣＡ
ＴＣＣＣ３′
Ｒ：５′ＴＴＴＴＴＧＴＧＧＧＴＧＣＡＧＣＧＡ
ＡＣ３′

２０２

１３　统计学方法
采用ＳＰＳＳ２２软件分析实验结果，数据资料用

均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，数据比较采用单因素方
差分析；两两组间比较，满足方差齐性检验者用

ＳＮＫ法比较，不满足方差齐性检验者用 ＤｕｎｎｅｔｔＴ３
检验；Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
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２　结果

２１　ＡＩ评分
如表２所示，与正常组比较，ＣＩＡ组及 ＳＩＮ组

小鼠 ＡＩ评分明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）；造模第４１和 ４８天时，ＳＩＮ组小鼠 ＡＩ评分
较ＣＩＡ组有明显下降，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。

表２　各组小鼠ＡＩ评分比较
Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＡＩｓｃｏｒｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

造模 正常组 ＣＩＡ组 ＳＩＮ组

第２７天 ０ ３３３±２１２（１） ３２５±２０５（１）

第３４天 ０ ９５０±２８１（１） ８８３±２２３（１）

第 ４１天 ０ ９６７±２３４（１） ５５０±１３８（１）（２）

第４８天 ０ ３３３±１２１（１） １６７±０５２（１）（３）

（１）与正常组比较，Ｐ＜００１；与ＣＩＡ组比较，（２）Ｐ＜００１，（３）Ｐ

＜００５

２２　ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８及ＮＦκＢｍＲＮＡ表达
如表 ３所示，ＣＩＡ组 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８及 ＮＦκＢ

ｍＲＮＡ的相对表达较正常组明显上调，差异有统计
学意义（Ｐ＜００１）；与 ＣＩＡ组相比，ＳＩＮ组 ＴＬＲ４、
ＭｙＤ８８及ＮＦκＢｍＲＮＡ的相对表达明显下调，差
异有统计学意义（Ｐ＜００１）。

表３　各组小鼠滑膜ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８及ＮＦκＢ
ｍＲＮＡ表达

Ｔａｂ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｓｙｎｏｖｉｕｍＴＬＲ４，ＭｙＤ８８，ＮＦκＢ

组别 ＴＬＲ４ ＭｙＤ８８ ＮＦκＢ

正常组 １１８±０１４ １０７±０１０ １１１±０１３

ＣＩＡ组 ４２９±０１４（１） ８３２±０１４（１） ６７９±０１７（１）

ＳＩＮ组 ２８４±０１７（２） ４１８±０２３（２） ３０７±０１９（２）

（１）与正常组比较，Ｐ＜００１；（２）与ＣＩＡ组比较，Ｐ＜００１

３　讨论

ＲＡ是一种复杂的自身免疫性疾病，主要表现
为关节肿痛、晨僵、关节畸形，基本的病理学特点为

滑膜炎，其贯穿 ＲＡ整个病程，是 ＲＡ的研究热点
之一。ＴＬＲ是先天免疫和适应性免疫的桥梁，研究

表明 ＴＬＲ４在 ＲＡ发病机制中可能发挥重要作
用［４］。ＴＬＲ４是炎症信号通路中的重要受体，不管
是细菌性或是非细菌性的炎症反应中均扮演着重

要角色。ＴＬＲ４信号传导分为两种途径，即 ＭｙＤ８８
依赖性和非依赖性，ＭｙＤ８８是ＴＬＲ４信号通路中重
要的衔接蛋白，参与 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号的传递。
当组织损伤或细胞坏死后可释放相当于佐剂的内

源性激活剂，这些激活剂可作为 ＴＬＲ４的配体与之
结合，进而激活细胞内信号，使其与 ＭｙＤ８８结合，
然后可引发 ＮＦκＢ的活化，促进一系列基因的转
录并释放多种致炎细胞因子［３－４］。研究发现，

ＴＬＲ４缺陷小鼠诱导的 ＣＩＡ模型在关节炎的严重
程度和发病率上较野生型小鼠明显降低，ＴＬＲ４表
达的上调可诱发关节炎症，并诱导软骨细胞变

性［５－６］。脂多糖是ＴＬＲ４的重要配体，其可诱导外
周血单个核细胞分泌炎症细胞因子的产生［７－８］。

ＳＩＮ是从中药青风藤中提取的有效成分之一，
其有抗炎、免疫抑制、镇痛等多种药理作用，在 ＲＡ
治疗中有较好的临床疗效。ＣＩＡ被认为其在临床
表现、实验室检查、免疫学及病理学改变等方面均

与人类ＲＡ十分相似，是目前 ＲＡ实验研究常用的
动物模型之一。本研究成功诱导 ＣＩＡ小鼠模型，
造模第２４天小鼠关节炎开始发病，随着时间的延
长，关节肿胀逐渐加重，急性期表现为关节明显红

肿，红肿甚者可见少量渗出及出血，肿胀关节无法

承重、活动受限［４，９］，本研究发现 ＣＩＡ小鼠滑膜
ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８及ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达较正常组显
著上调（Ｐ＜００１）；经ＳＩＮ药物干预后，ＳＩＮ组小鼠
滑膜ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８及 ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达较 ＣＩＡ
组显著下降（Ｐ＜００１），与以往研究结果相一致，
并在此基础上探索ＳＩＮ可能的作用机制，前期课题
组在ＳＩＮ治疗ＲＡ上做了相关研究，结果发现 ＳＩＮ
对佐剂性关节炎大鼠滑膜 ＴＬＲ２、ＭｙＤ８８ｍＲＮＡ的
表达以及ＲＡ患者外周血单个核细胞表面 ＴＬＲ４、
ＭｙＤ８８及ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达均有显著的抑制作
用［１０－１１］，本研究在前期研究的基础上进一步发现

ＳＩＮ对 ＣＩＡ小鼠滑膜 ＴＬＲ４信号通路亦有抑制作
用。

综上所述，ＳＩＮ可改善 ＣＩＡ小鼠的关节炎症，
其机制可能与抑制了小鼠滑膜 ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ
κＢ信号通路有关，但其确切的机制有待于进一步
从蛋白及细胞水平进行论证。

（下转第７８９页）
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７６５％，０８５％～１０９％，该结果可以作为该下一
步研究的基础。

艳山姜作为贵州的特色民族药，其疗效可定，

有深入研究和开发的潜力；由文献报道可知对其挥

发性成分与药理作用研究较多，但缺乏对其显微特

征及质量评价方面的研究报道。本文从显微鉴别

和质量评价方面对贵州特色民族药艳山姜进行了

系列研究，结果可为该药材的深入研究、应用，质量

标准的提升及制定提供可靠的数据参考。
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