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盐酸小檗碱对强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞的影响
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[摘要] 目的:探讨盐酸小檗碱对脂多糖诱导的强直性脊柱炎成纤维样滑膜(FLS)细胞增殖、迁移及侵

袭的影响及分子机制。方法:从强直性脊柱炎患者滑膜组织活检中分离出成纤维样滑膜细胞进行培养。
待成纤维样滑膜细胞传至第3代后,用脂多糖提前预处理细胞24h,再用含有不同浓度盐酸小檗碱的培

养基干预细胞24h。随后,采用倒置显微镜观察盐酸小檗碱对成纤维样滑膜细胞的形态学变化,CCK-8
检测盐酸小檗碱对脂多糖刺激下成纤维样滑膜细胞增殖的影响,平板克隆形成实验和钙黄绿素/碘化丙

啶(Calcein/PI)染 色 实 验 检 测 盐 酸 小 檗 碱 对 脂 多 糖 刺 激 下 成 纤 维 样 滑 膜 细 胞 增 殖 的 影 响,

Hoechst33342染色实验和Annexin-V/PI流式细胞仪检测盐酸小檗碱对脂多糖刺激下成纤维样滑膜细

胞凋亡的影响,ELISA检测盐酸小檗碱对脂多糖刺激下成纤维样滑膜细胞上清液中IL-6、TNF-α、

IL-17、IL-23表达水平的影响,Transwell小室实验检测盐酸小檗碱对成纤维样滑膜细胞侵袭能力的影

响,划痕实验检测盐酸小檗碱对成纤维样滑膜细胞迁移能力的影响,用蛋白质印迹技术检测盐酸小檗碱

对脂多糖刺激下成纤维样滑膜细胞中相关凋亡、迁移及通路蛋白表达水平的影响。结果:与空白组相

比,盐酸小檗碱处理组(观察组)对脂多糖刺激下成纤维样滑膜细胞的增殖、侵袭、迁移力及炎性因子均具

有一定的抑制作用,且诱导脂多糖刺激下成纤维样滑膜细胞的凋亡。盐酸小檗碱可以上调Bax、Cleaved-
casepase-3、E-cadherin的相对表达(P<0.01),且下调Bcl-2、IL-17、IL-23、c-JunNH2末端激酶和细胞外信

号调节蛋白激酶、N-cadherin的表达水平(P<0.01)。结论:盐酸小檗碱抑制成纤维样滑膜细胞的增殖、侵
袭及迁移能力并诱导其凋亡,该机制可能与抑制p-JNK、p-ERK1/2通路有关。
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EffectsofBerberineHydrochlorideonFibroblast-Like
SynovialCellsofAnkylosingSpondylitis
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Abstract Objective:Toinvestigateeffectandmolecularmechanismsofberberinehydrochlorideontheproliferation,

migration,andinvasionoffibroblast-likesynovial(FLS)cellsinlipopolysaccharideinducedankylosingspondylitis.Meth-
ods:FLScellswereisolatedfromsynovialtissuebiopsyofpatientswithankylosingspondylitisandcultured.AftertheFLS
cellsweretransferredtothethirdgeneration,thecellswerepre-treatedwithlipopolysaccharidefor24h,andthendried
withculturemediacontainingdifferentconcentrationsofberberinehydrochloridefor24h.Subsequently,aninvertedmi-
croscopewasusedtoobservethemorphologicalchangesofberberinehydrochlorideonFLScells.CCK-8wasusedtode-
tecttheeffectofberberinehydrochlorideontheproliferationofFLScellsunderlipopolysaccharidestimulation.Plateclone

formationexperimentsandCalcein/PIstainingexperiments

wereusedtoexaminetheeffectofberberinehydrochlorideon

theproliferationofFLScellsunderlipopolysaccharidestimu-

lation;Hoechst33342stainingexperimentandAnnexin-V/PI

flowcytometrywereusedtodetecttheeffectofberberine
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hydrochlorideonapoptosisofFLScellsstimulatedbylipopolysaccharide.Theeffectsofberberinehydrochlorideontheex-

pressionlevelsofIL-6,TNF-α,IL-17andIL-23inthesupernatantofFLSbylipopolysaccharideweredetectedbyELISA.
TranswellchamberexperimentwasusedtodetecttheeffectofberberinehydrochlorideontheinvasiveabilityofFLS
cells;scratchexperimentwasusedtodetecttheeffectofberberinehydrochlorideonthemigrationabilityofFLScells,and

proteinblottingtechnologywasusedtodetecttheeffectofberberinehydrochlorideonapoptosis,migration,andpathway
proteinexpressionlevelsinFLScellsunderlipopolysaccharidestimulation.Results:Comparedwiththeblankgroup,the
berberinehydrochloridetreatmentgrouphadacertaininhibitoryeffectontheproliferation,invasion,migration,andinflam-
matoryfactorsofFLScellsunderlipopolysaccharidestimulation,andinducedapoptosisofFLScellsunderlipopolysaccha-
ridestimulation.Berberinehydrochloridecanup-regulatetherelativeexpressionofBax,clearedcasease-3,andE-cadherin
(P<0.01),anddown-regulatedtheexpressionlevelsofBcl-2,IL-17,IL-23,c-JunNH2terminalkinase,extracellularsig-
nal-regulatedproteinkinase,andN-cadherin(P<0.01).Conclusion:BBRinhibitstheproliferation,invasion,andmigration
abilityofASFLScellsandinducestheirapoptosis,whichmayberelatedtotheinhibitionofthep-JNKandp-ERK1/2pathways.
Keywords: berberinehydrochloride;ankylosing-likespondylitis;proliferation;fibroblastic-likesynovialcellsproliferation;inva-
sion;migration

  强直性脊柱炎(AnkylosingSpondylitis,AS)是一

种病变以骶髂关节和脊柱为主要部位的慢性炎症疾

病,炎症、骨破坏和新骨形成是强直性脊柱炎的典型病

理变化[1]。近年来的研究发现,强直性脊柱炎主要表

现在成骨和破骨细胞之间的不平衡,造成强直性脊柱

炎残疾率较高,严重影响患者的生活质量,其致残率较

高与滑膜细胞增生、侵袭迁移密切相关[2]。因此,抑制

成纤维样滑膜(FLS)细胞的增生、迁移侵袭,对控制强

直性脊柱炎的发病与缓解强直性脊柱炎疾病进展具有

重要意义。盐酸小檗碱(Berberine,BBR)是中草药黄

连、黄柏的主要有效成分,具有抗炎、抗氧化、抗菌抗感

染、抗肿瘤、提高免疫力及改善心血管功能等多种生物

学作用,对肠道内环境、多种炎症性皮肤病和自身免疫

性疾病等具有良好的治疗效果[3-4]。实验证明盐酸小

檗碱可以通过抑制TNF-α、IL-1等炎性因子,进而抑

制成纤维样滑膜细胞的增殖,促进风湿性关节炎、脊柱

炎关节炎等自身免疫性疾病的治疗[5],但其作用机制

仍不清楚。为探讨盐酸小檗碱的作用及其机制,本研

究的研究对象是人类强直性脊柱炎成纤维样滑膜

(ASFLS)细胞,通过观察盐酸小檗碱对脂多糖刺激下

强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞的增殖、凋亡、侵袭、
迁移的影响,并进一步探讨其调控强直性脊柱炎发生

发展的生物学分子机制,以期为盐酸小檗碱治疗强直

性脊柱炎的临床应用提供实验依据。

1 材料和方法

1.1 细胞系

细胞从强直性脊柱炎患者在甘肃省中医院行关节

置换术或滑膜切除术中的滑膜组织中分离出成纤维样

滑膜细胞进行培养,待成纤维样滑膜细胞传至第三代

后备用。这些强直性脊柱炎患者均符合改良的纽约强

直性脊柱炎标准[6],且无感染性疾病、炎症性疾病或风

湿性疾病史。按照标准化方案[7],从滑膜组织活检中

采集滑膜组织标本。本研究由甘肃省中医院医学伦理

委员会支持和批准,并遵循《赫尔辛基宣言》原则。所

有参与者均签署知情同意书。

1.2 主要试剂

盐酸小檗碱(纯度>97%)购自北京索莱宝科技有

限公司(北京,批号为25316-40-9)。RIPM1640培养

基和磷酸盐缓冲盐水(PBS)均购自上海源培生物科技

有限公司(上海,批号分别为L110KJ,B320KJ)。胎牛

血清(FBS)购自上海诺娃医药科技有限公司(上海,批
号为 AB-FBS-1050S)。含0.25% EDTA 的胰蛋白

酶、青-链霉素混合液、胶原酶Ⅰ均购自北京索莱宝科

技 有 限 公 司 (北 京,批 号 分 别 为 G4001,P1400,

T2195)。细胞活力测定(CCK-8)试剂盒购自翊圣生

物技术有限公司(上海,批号为40203ES60)。4%组织

细胞固定液、TritonX100购自北京索莱宝科技有限公

司(北京,批号分别为 P1110,T8200)。N-cadherin、

E-cadherin购自武汉三鹰生物技术有限公司(武汉,批
号分别为10026796,10004426)。Transwell小室购自

广州 洁 特 生 物 过 滤 股 份 有 限 公 司(广 州,批 号 为

210708-325)。彩色预染标准分子量蛋白 Marker、增
强型化学发光(ECL)试剂盒购自北京博奥龙免疫技术

有 限 公 司 (北 京,批 号 分 别 为 KEB3022593,

NMB3015103)。蛋白酶磷酸抑制剂混合物、BCA蛋

白浓度测定试剂盒、高效RIPA组织/细胞快速裂解液

购自北京索莱宝科技有限公司(北京,批号分别为

20230222,20220909,20220808)。PVDF膜购自德国

MerckkGaA公司(批号为0000194582)。PAGE凝胶

快速制备试剂盒(10%)、免冰快速转膜缓冲液(10×)
购自上海雅酶生物医药科技有限公司(上海,批号分别

为03745300,03681200)。脂多糖购自北京索莱宝科技

有限公司(北京,批号为3230809001)。p-JNK、p-ERK1/

2购 自 美 国Immunoway公 司(批 号 分 别 为 Y185,
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B2501)。Bax、Bcl-2、Cleaved-caspase-3购自武汉三鹰生

物技 术 有 限 公 司 (武 汉,批 号 分 别 为 00107829,

00085540,B0601)。Annexin-V/PI流式细胞仪试剂盒购

自杭州联科生物科技股份有限公司(杭州,批号为

A30335)。Calcein/PI细胞活性与细胞毒性检测试剂盒

购自上海碧云天生物技术有限公司(上海,批号为

121522230328)。

1.3 仪器

倒置光学显微镜(InvertedMicroscope,IM,日本

Olympus公司),倒置荧光显微镜(日本 Olympus公

司),酶标仪(美国伯腾仪器有限公司),流式细胞仪(美
国BD公司),凝胶成像仪器(美国Bio-Rad公司)。

1.4 强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞的培养及分组

将滑膜组织切成规格小于1mm3的薄片,用生理

盐水洗净。然后,用1%的胶原酶I在37℃下分离

2h。收集消化液于无菌的离心管中,并放置于离心机

中离心(200g,10min)。用新鲜的完全培养基(RPMI
1640,20%胎牛血清,1%非必需氨基酸,1%谷氨酰胺,

1%丙酮酸钠,1%青-链霉素;Sigma-Aldrich)将离心管

底部的沉淀进行重悬,将悬液转移至无菌的培养瓶中,
并且放置在37℃、5%CO2条件下的培养箱中进行孵

育。当细胞的生长密度达到95%及以上的汇合度时,
用含有0.25%EDTA的胰蛋白酶进行消化、传代。待

细胞传至第3代后,剩余细胞主要为强直性脊柱炎成

纤维样滑膜细胞,并用于后续实验。
将分离得到的强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞转

移至完全培养基(包括 RPMI1640,10%胎牛血清,

1%青-链霉素)中进行培养,并放置于37℃、5%CO2
条件下的培养箱中进行孵育。细胞分组:待细胞传至

第3代后,以未加药物在脂多糖(终浓度为1μg/mL)
刺激的强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞作为空白组,
而在脂多糖刺激存在时用盐酸小檗碱干预细胞作为观

察组。

1.5 指标检测

1.5.1 CCK-8法检测盐酸小檗碱对强直性脊柱炎成

纤维样滑膜细胞增殖的影响 取对数生长期的强直性

脊柱炎成纤维样滑膜细胞以3×104个/mL的密度接

种于无菌的96孔板中,并将孔板放置于培养箱内培养

24h。根据1.4节分组给予药物干预24,48,72h。每

个处理设置5个平行孔,干预结束后,每个孔中加入

CCK-8试剂10μL,并将孔板放置于培养箱中避光孵

育2h,用酶标仪在450nm处测定每孔的吸光度值。

1.5.2 倒置光学显微镜观察强直性脊柱炎成纤维样

滑膜细胞形态 取第3代细胞,当强直性脊柱炎成纤维

样滑膜细胞生长密度达到95%以上时,将细胞以1×
105个/mL的密度接种于无菌的6孔板中,并将6孔板

置于37℃、5%CO2培养箱中培养24h。强直性脊柱炎

成纤维样滑膜细胞完全贴壁后,将其通过0,80,120,

200μmol/L的盐酸小檗碱干预24h,干预结束后,通过

倒置光学显微镜观察和拍照强直性脊柱炎成纤维样滑

膜细胞的形态变化。

1.5.3 平板克隆形成实验观察盐酸小檗碱对强直性

脊柱炎成纤维样滑膜细胞增殖的影响 取第3代细

胞,当强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞生长密度达到

95%以上时,将细胞以1×103个/mL的密度接种于无

菌的6孔板中,并将6孔板置于37℃、5%CO2培养箱

中培养24h。强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞完全

贴壁后,将其通过0,80,120,200μmol/L的盐酸小檗

碱干预24h。待强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞干

预结束后,弃细胞培养液,同时用PBS轻轻冲洗,冲洗

2次后加入新鲜的完全培养基。待细胞培养至12d
后,弃除原培养基,再用PBS轻轻摇晃冲洗细胞2次,
冲洗结束后加入预冷的固定液进行固定,固定时间约

15min,固定结束后再用PBS清洗细胞2次,每孔加

入0.1%结晶紫染液染色,染色时间约30min,用流水

冲洗染色的细胞,并将孔板倒置晒干。通过倒置光学

显微镜进行观察,统计每组的细胞簇团。

1.5.4 Calcein/PI实验观察盐酸小檗碱对强直性脊

柱炎成纤维样滑膜细胞活力的影响 取第3代细胞,
当强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞生长密度达到

95%以上时,将细胞以1×105个/mL的密度接种于无

菌的6孔板中,并将6孔板置于37℃、5%CO2培养箱

中培养24h。强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞完全

贴壁后,将其通过0,80,120,200μmol/L的盐酸小檗

碱干预24h。待强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞干

预结束后,弃细胞培养液,同时用PBS轻轻冲洗。冲

洗2次后,每孔加入200μLCalcein/PI染色工作液,
并将孔板放置于37℃培养箱中避光孵育15min。通

过倒置荧光显微镜观察和拍照强直性脊柱炎成纤维样

滑膜细胞。

1.5.5 Hoechst33342染色实验观察盐酸小檗碱对强

直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞凋亡的影响 取第3代

细胞,当强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞生长密度达

到95%以上时,将细胞以1×106个/mL的密度接种于

无菌的6孔板中,并将6孔板置于37℃、5%CO2培养

箱中培养24h。强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞完

全贴壁后,将其通过0,80,120,200μmol/L的盐酸小

檗碱干预24h。待强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞

干预结束后,弃去细胞培养液,同时,用PBS轻轻冲

洗,加入细胞固定液固定,固定时间约为20min,用

PBS清洗细胞2次,在暗光下加入适量 Hoechst33342
工作液染色,染色时间约为30min,染色结束后用
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PBS轻轻冲洗细胞,总共冲洗3次,每次时间大约为

5min,最后每孔加入适量PBS溶液,并在倒置荧光显

微镜下观察和拍照染色的细胞。

1.5.6 Annexin-V/PI流式细胞仪检测盐酸小檗碱对

强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞凋亡的影响 取第3
代细胞,当强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞生长密度

达到95%以上时,将细胞以1×106个/mL的密度接种

于无菌的6孔板中,并将6孔板置于37℃、5%CO2培
养箱中培养24h。强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞

完全贴壁后,将其通过0,80,120,200μmol/L的盐酸

小檗碱干预24h,待强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞

干预结束后,弃去细胞培养液,同时用PBS轻轻冲洗,
加入适量胰蛋白酶消化,将其收集到50mL离心管

中,加入适量PBS进行1200r/min离心,离心时间为

5min,弃去PBS液体。再用1×Loadingbuffer试剂

冲洗细胞,冲洗2次,每次3min,冲洗结束后,在暗光

下加入5μL的膜联蛋白V(AnnexinV)染液染色,染
色时间约30min,待染色结束后,用PBS轻轻冲洗1~
2遍,同时在暗光下再加入5μL的碘化丙啶(PI)染液

再次染色,用尼龙目筛网过滤强直性脊柱炎成纤维样

滑膜细胞悬液,待过滤结束后用流式细胞仪分析结果

并记录。

1.5.7 Transwell小室实验检测盐酸小檗碱对强直

性脊柱炎成纤维样滑膜细胞侵袭能力的影响 取第3
代细胞,当强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞生长密度

达到95%以上时,将细胞以1×105个/mL的密度接种

于无菌的6孔板中,并将6孔板置于37℃、5%CO2培
养箱中培养24h。强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞

完全贴壁后,将其通过0,80,120,200μmol/L的盐酸

小檗碱干预24h,待细胞干预结束后,将细胞浓度调

整为1×105个/mL备用。在制备好 Transwell小室

中,分为上室和下室,上室滴加不含胎牛血清的细胞悬

液,下室滴加含有胎牛血清的培养液,置于37℃、5%
CO2 的培养箱中孵育48h。待孵育结束后,先用组织

固定液固定30min,固定结束后用PBS轻轻冲洗3
次,每次3min,然后每孔加入0.1%结晶紫染液染色,
染色时间约30min,用流水冲洗染色的细胞,并将孔

板倒置晒干,通过倒置光学显微镜进行观察和计数

拍照。

1.5.8 划痕实验检测盐酸小檗碱对强直性脊柱炎成

纤维样滑膜细胞迁移能力的影响 取第3代细胞,当
强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞生长密度达到95%
以上时,将细胞以1×105个/mL的密度接种于无菌的

做好标记的6孔板中,并将6孔板置于37℃、5%CO2
培养箱中培养24h。强直性脊柱炎成纤维样滑膜细

胞完全贴壁后,将其通过0,80,120,200μmol/L的盐

酸小檗碱干预24h,待细胞干预结束后,弃去旧培养

基,用PBS轻轻冲洗3次,每次3min,通过显微镜对

细胞的位置变化进行观察并拍照。

1.5.9 ELISA法检测盐酸小檗碱对强直性脊柱炎成

纤维样滑膜细胞中IL-23、IL-17、IL-6、TNF-α水平的

影响 取第3代细胞,当强直性脊柱炎成纤维样滑膜

细胞生长密度达到95%以上时,将细胞以1×105个/

mL的密度接种于无菌的6孔板中,并将6孔板置于

37℃、5%CO2培养箱中培养24h。强直性脊柱炎成

纤维样滑膜细胞完全贴壁后,将其通过0,80,120,

200μmol/L的盐酸小檗碱干预24h,待细胞干预结束

后,收集6孔板中的培养上清液,1000r/min离心

5min,轻轻吸取细胞上清液,根据试剂盒说明书步骤,
测定强直性脊柱炎成纤维样滑膜上清液中IL-23、IL-
17、IL-6、TNF-α的含量。

1.5.10 蛋白免疫印迹分析 用终浓度为0,80,120,

200μmol/L的盐酸小檗碱处理强直性脊柱炎成纤维

样滑膜细胞24h后,用胰蛋白酶消化,将其收集到

50mL离心管中,加入适量 PBS,1200r/min离心

5min,弃去PBS液体,采用RIPA裂解液裂解蛋白,
并通过BCA 定量分析。采用蛋白免疫印迹法检测

Bax、Bcl-2、Cleaved-casepase-3相关凋亡蛋白,IL-23、

IL-17、p-JNK、p-ERK1/2 相 关 通 路 蛋 白 以 及 N-
cadherin、E-cadherin相关迁移蛋白相对表达水平。

1.6 统计学方法

应用SPSS22软件对结果进行统计学分析,检测

数据以x±s形式表示。组间均数比较采用单因素方

差分析,P<0.05差异有统计学意义,P<0.01组间差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 盐酸小檗碱抑制脂多糖刺激下强直性脊柱炎成

纤维样滑膜细胞的增殖

首先,采用ELISA法评估了在脂多糖刺激下强直

性脊柱炎成纤维样滑膜细胞炎性因子的影响,结果如

图1所示,脂多糖刺激促进强直性脊柱炎成纤维样滑

膜细胞炎性因子的表达,差异有统计学意义(P<
0.05),且在时间为24h、浓度为1μg/mL时炎性因子

表达水平最高。为了保障细胞中炎性状态的持续,后
续实验所用到的细胞均用终浓度为1μg/mL的脂多

糖进行提前干预。

  随后,将脂多糖刺激下的细胞接种在96个孔板

上,用不同浓度的盐酸小檗碱(0~300μmol/L)分别

处理24,48,72h,并采用CCK-8法评估了不同浓度

盐酸小檗碱对脂多糖刺激下强直性脊柱炎成纤维样

滑膜细胞增殖能力的影响,结果如图2a所示。与空

白组相比,盐酸小檗碱处理组中细胞的存活率随着
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药物浓度的增加而降低,差异有统计学意义(P<
0.05)。根据药物的有效性和半抑制浓度(IC50)值,
将盐酸小檗碱浓度确定为80,120,200μmol/L,并将

处理时间选为24h。为了让结果更有说服力,采用

倒置光学显微镜观察不同浓度盐酸小檗碱(80,120,

200μmol/L)对脂多糖刺激下强直性脊柱炎成纤维

样滑膜细胞生长的影响,结果如图2b所示。与空白

组相比,经盐酸小檗碱处理细胞24h后呈浓度依赖

性地增加了细胞之间的间隙以及圆形凋亡细胞的数

量。同时,平板克隆形成实验的结果如图2c所示,与
空白组相比,80,120,200μmol/L盐酸小檗碱处理组

的细胞簇团呈浓度依赖性地缩小。总之,这些结果

均表明,盐酸小檗碱可抑制脂多糖刺激下强直性脊

柱炎成纤维样滑膜细胞的增殖情况。

图1 通过ELISA法检测脂多糖对强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞中炎症因子的影响

图2 通过CCK-8法、倒置光学显微镜观察和平板克隆形成实验检测盐酸小檗碱对脂多糖刺激的强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞增殖的影响

2.2 盐酸小檗碱诱导脂多糖刺激下强直性脊柱炎成

纤维样滑膜细胞的凋亡

如图3所示,根据细胞钙黄绿素/碘化丙啶(Calcein/

PI)染色实验显示,空白组中强直性脊柱炎成纤维样滑膜

细胞的形态呈现长梭状。然而经过80,120,200μmol/L
盐酸小檗碱处理细胞24h后,视野中的强直性脊柱炎成

纤维样滑膜细胞开始呈现多边形,逐渐变成圆形,圆形为

凋亡细胞,且凋亡细胞的数量呈浓度依赖性增加。

  核染色凝聚现象也是凋亡的经典形态特征之一。
通过Hoechst33342染色实验观察不同浓度的盐酸小

檗碱对强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞中核染色质状

况的影响,结果如图4所示,与空白组相比,盐酸小檗

碱处理的强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞中核染色质

凝聚现象呈浓度依赖性增多。

  流式细胞仪检测结果如图5所示,与空白组相比,
强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞经盐酸小檗碱处理

后,总凋亡率呈浓度依赖性明显增多,差异有统计学意

义(P<0.05),80,120,200μmol/L盐酸小檗碱处理

组中的总凋亡率分别为16.40%±0.95%,21.20%±
1.77%,29.60%±0.95%。

2.3 Transwell小室实验检测盐酸小檗碱对强直性

脊柱炎成纤维样滑膜细胞侵袭能力的影响

与空白 组 比 较,盐 酸 小 檗 碱 处 理 组(80,120,

200μmol/L)中能够穿过 Transwell小室中 Matrigel
基质胶的强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞数量减少,
且呈浓度依赖性下降,见图6。
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图3 Calcein/PI细胞活性和细胞毒性实验检测盐酸小檗碱对脂多糖刺激的成纤维样滑膜细胞活力的影响(×200)

图4 Hoechst3342染色分析盐酸小檗碱对脂多糖刺激的强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞核染色质的影响(24h,×400)

图5 流式细胞仪检测盐酸小檗碱对脂多糖刺激的强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞凋亡的影响
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图6 Transwell检测盐酸小檗碱对强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞侵袭能力的影响

2.4 划痕实验检测盐酸小檗碱对强直性脊柱炎成纤

维样滑膜细胞迁移能力的影响

与空白 组 比 较,盐 酸 小 檗 碱 处 理 组(80,120,

200μmol/L)愈合面积均明显增加,差异有统计学意

义(P<0.05),且呈时间和浓度依赖性,见图7。与空

白组比较,盐酸小檗碱处理组(80,120,200μmol/L)
强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞E-cadherin蛋白表

达明 显 升 高,差 异 有 统 计 学 意 义 (P <0.05),

N-cadherin蛋白水平明显降低,差异有统计学意义

(P<0.05)。

图7 盐酸小檗碱对强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞迁移能力影响的划痕实验

2.5 盐酸小檗碱抑制脂多糖刺激下强直性脊柱炎成

纤维样滑膜细胞的炎症反应

强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞受到脂多糖刺激

后,空白组 中 的 促 炎 因 子(包 括IL17、IL-23、IL-6、

TNF-α)的含量均呈现高水平。用不同浓度的盐酸小

檗碱干预处理后,与空白组相比,盐酸小檗碱处理组中

IL-17、IL-23、IL-6和 TNF-α的含量呈浓度依赖性降

低,差异有统计学意义(P<0.05),见图8。

图8 ELISA法检测盐酸小檗碱对脂多糖刺激的强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞中炎性细胞因子的影响

2.6 盐酸小檗碱对脂多糖刺激下强直性脊柱炎成纤

维样滑膜细胞中凋亡相关蛋白表达的影响

蛋白免疫印迹法检测结果显示,与空白组相比,

80,120,200μmol/L盐酸小檗碱干预后,细胞中Bax、

Cleaved-casepase-3蛋白的表达均呈浓度依赖性升高,
差异有统计学意义(P<0.01),而Bcl-2蛋白的表达水
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平呈浓度依赖性降低,差异有统计学意义(P<0.01),
见图9。这些蛋白表达的变化说明盐酸小檗碱可通过

线粒体途径来诱导强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞凋

亡,抑制强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞在脊柱关节

部位异常增生,促进细胞凋亡,进而控制强直性脊柱炎

病变进程。

图9 蛋白免疫印迹法检测盐酸小檗碱对脂多糖刺激的强直性

脊柱炎成纤维样滑膜细胞中凋亡相关蛋白(Bax、Bcl-2和

Cleaved-caspase-3)表达水平的影响

2.7 盐酸小檗碱对脂多糖刺激下强直性脊柱炎成纤

维样滑膜细胞p-JNK、p-ERK1/2蛋白表达的

影响

蛋白免疫印迹法检测结果显示,与空白组相比,经

80,120,200μmol/L盐酸小檗碱分别干预处理后,细
胞中p-JNK、p-ERK1/2蛋白的表达水平随着盐酸小

檗碱浓度的增加而降低,差异有统计学意义(P<
0.01),见图10。

2.8 盐酸小檗碱对脂多糖刺激下强直性脊柱炎成纤

维样滑膜细胞中迁移蛋白表达的影响

蛋白免疫印迹法检测结果显示,与空白组比较,盐
酸小檗碱处理组(80,120,200μmol/L)强直性脊柱炎

图10 蛋白免疫印迹法检测盐酸小檗碱对脂多糖刺激的强直

性脊柱炎成纤维样滑膜细胞中通路相关蛋白(p-JNK和

p-ERK1/2)表达水平的影响

成纤维样滑膜细胞E-cadherin蛋白表达明显升高,差
异有统计学意义(P<0.05),N-cadherin蛋白水平明显

降低,差异有统计学意义(P<0.05),见图11。

2.9 盐酸小檗碱对脂多糖刺激下强直性脊柱炎成纤

维样滑膜细胞中炎症因子相关蛋白表达的影响

蛋白免疫印迹分析显示,与空白组相比,盐酸小檗

碱处理组中IL-17、IL-23蛋白的表达水平呈浓度依赖

性降低,差异有统计学意义(P<0.01),见图12。

3 讨论

强直性脊柱炎是一种病因不明的慢性炎症疾病,
病理因素表现为脊柱关节滑膜增生增厚,主要特征是

慢性炎症和异位骨化[8]。现代研究发现,在强直性脊

柱炎产生炎症反应的过程中,成纤维样滑膜细胞释放

大量细胞促炎性因子,导致滑膜细胞增生异常及炎性

细胞因子浸润,进而侵蚀关节软骨及脊柱骨骼等,最终

导致脊柱关节侵蚀破坏、硬化和畸形[9]。因此,抑制强

直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞的过度增殖和炎症反

应,诱导强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞发生凋亡,可
能会控制滑膜炎症的进展,进而缓解强直性脊柱炎病

情。而盐酸小檗碱是中草药黄连、黄柏的主要有效成
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图11 盐酸小檗碱对脂多糖刺激下强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞中通路相关蛋白表达的影响

图12 盐酸小檗碱对脂多糖刺激的强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞中炎性细胞因子相关蛋白(IL-17和IL-23)表达水平的影响

分,具有抗炎、抗氧化、抗菌抗感染、抗肿瘤、提高免疫

力及改善心血管功能等多种生物学作用,已有研究证

实,盐酸小檗碱可通过NF-κB/NLRP3信号通路缓解

急性肺损伤所起的炎症反应[10]。另外,在脂多糖刺激

的Raw264.7巨噬细胞中,盐酸小檗碱可通过Sirt7/

NF-κB信号通路发挥抗炎的作用[11],由此可见盐酸小

檗碱具有天然的抗炎效果。然而盐酸小檗碱对于强直

性脊柱炎的治疗效果及潜在分子机制尚不清楚,因此

探究盐酸小檗碱对于强直性脊柱炎发生发展的影响是

非常有研究前景的。
实验发现强直性脊柱炎患者的滑膜组织及血液细

胞中存在大量炎性因子TNF-α和IL-6,且与强直性脊

柱炎患者的病情息息相关[12]。李家江等[13]以健康人

为对照组,采用ELISA法检测IL-1、IL-6、IL-17、IL-23
的含量水平,与正常空白组组比较,强直性脊柱炎患者

血清中IL-1、IL-6、IL-17、IL-23的含量水平明显升高。

Heijde等[14]报告IL-17抑制剂可治疗关节炎及减轻

关节炎症状。Liao等[12]通过调节细胞因子的正反馈

来诱导更多T-reg产生和抗炎细胞因子分泌,从而抑

制这种炎症状态,并且可以通过抗TNF-α治疗逆转,
炎症反应也得到改善。与他们的结果相似,本研究通

过ELISA实验发现,盐酸小檗碱治疗在体外降低了强

直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞中促炎因子IL-6、IL-
17、IL-23、TNF-α的 含 量 水 平。同 时,本 研 究 通 过

CCK-8法和平板克隆形成实验发现盐酸小檗碱能够

抑制脂多糖刺激下强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞的

增殖能力。
细胞侵袭是细胞通过一个区域穿过基地膜基质层

(BME)到另一个新的区域,常发生于炎症反应、伤口

修复及癌细胞转移等过程中,与细胞迁 移 密 不 可

分[15]。Sun等[16]通过实验证明,盐酸小檗碱可以通过

抑制TGF-β1/COL11A1信号通路激活,抑制胶质瘤

细胞的迁移和侵袭。同时,实验表明通过盐酸小檗碱

干预处理AGS和SGC7901胃癌细胞,不仅抑制胃癌

细胞的增殖,还减弱了胃癌细胞的迁移侵袭,其作用机

制与AMPK-HNF4α-WNT5有关[17]。本实验通过侵

袭和划痕实验结果表明,盐酸小檗碱可以抑制强直性

脊柱炎成纤维样滑膜细胞的侵袭力和迁移,进一步通

过蛋白免疫印迹法表明盐酸小檗碱可以促进上皮钙黏

蛋白(E-cadherin)的 表 达,抑 制 神 经 钙 黏 蛋 白(N-
cadherin),进而抑制强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞

的侵袭迁移。
研究发现Bcl-2是一种抗凋亡蛋白,Bax是一种促

凋亡蛋白,Bcl-2和Bax活化后,通过异二聚体的形式

相结合,然后通过某种方式进入细胞核内,导致核内的

细胞蛋白骨架分离、DNA降解和核碎裂等现象,最后

促进细胞的凋亡[18]。本研究首先通过倒置光学显微

镜观察、Calcein/PI染色、Hoechst33342染色及流式

细胞仪观察发现,盐酸小檗碱确实能够诱导强直性脊

柱炎成纤维样滑膜细胞凋亡,并且进一步通过蛋白免
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疫印 迹 技 术 发 现,盐 酸 小 檗 碱 可 以 升 高 Bax 和

Cleaved-caspase-3蛋白的表达水平,同时降低Bcl-2蛋

白的表达水平,表明盐酸小檗碱可通过线粒体途径来

诱导强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞凋亡,抑制强直

性脊柱炎成纤维样滑膜在关节部位异常增生,进而缓

解强直性脊柱炎病变。
实验研究显示,TNF-α可诱导成纤维样滑膜细胞

中p38和细胞外信号调节激酶(ERK)的磷酸化和活

化,进而激活丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)信号途

径[19]。MAPK通路是多种信号通路的重要中心环

节,主要参与调控细胞的增殖、凋亡、炎症等[20]。在哺

乳动物中,根据其特有的结构和功能,可将 MAPK的

亚型划分为 ERK、JNK 和p38MAPK 三种[21]。其

中,ERK主要与癌症细胞的增殖、生长最为密切[22],

ERK激活也参与促进强直性脊柱炎中成骨细胞和成

纤维细胞的骨化[23],ERK抑制剂抑制ERK磷酸化,
降低炎性因子的分泌[24]。而JNKs和p38MAPK信

号通路则在细胞增殖、分化、凋亡、迁移以及炎症等应

激反应中发挥重要作用。在正常生理状态下,MAPK
处于静默状态,在细胞受到炎症细胞因子和氧化应激

等因素的刺激之后,MAPK信号通路可被激活,此时

MAPK蛋白处于磷酸化状态,从而介导转化生长因

子-β-活化蛋白激酶1/结合蛋白1与p38相互作用,进
而导致p38-MAPK信号通路被激活,下调嘌呤能配体

门控离子通道7受体(P2X7R)、TNF-α、IL-1β因子的

表达,抑制炎症反应[25]。近年的研究表明,ERK 和

p38MAPK能活化不同信号转导路径,在滑膜组织导

致的炎性反应和氧化应激中,可参与各种因素导致的

刺激细胞的信号转导[26]。因此,p38MAPK和ERK
介导并调控强直性脊柱炎滑膜炎症的核心机制,能被

炎症细胞因子如TNF-α、IL-6、IL-17、IL-23等细胞因

子刺激并激活,且活化后的p38MAPK和ERK又可

能产生炎性细胞因子,进一步促进炎性反应发展,从而

使关节炎症迁延难愈。如果能够阻断TNF-α激活的

p38MAPK和ERK1/2信号通路,就能抑制成纤维样

滑膜细胞增殖,从而抑制脊柱关节滑膜组织增生,最后

控制并缓解强直性脊柱炎发生发展。本研究采用蛋白

免疫印迹技术发现,盐酸小檗碱能够抑制p-JNK和p-
ERK1/2蛋白的表达水平。

综上所述,盐酸小檗碱抑制强直性脊柱炎成纤维

样滑膜细胞的增殖、侵袭及迁移能力并诱导其凋亡,该
机制可能与抑制p-JNK和p-ERK1/2通路有关,但盐

酸小檗碱抑制强直性脊柱炎成纤维样滑膜细胞的增

殖、侵袭及迁移能力作用机制较为复杂,且具体通过

p-JNK和p-ERK1/2通路下游的哪些蛋白发挥作用有

待进一步研究。
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