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毛蕊异黄酮抑制成纤维样滑膜细胞迁移侵袭的机制研究

颜清华1 齐浩宏1 汤照明1△

[摘要] 目的:探讨毛蕊异黄酮调节TLR9/MyD88信号通路对人类风湿关节炎(RA)成纤维样滑膜细

胞(FLS细胞)迁移和侵袭的影响。方法:将类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞分为对照组(正常培养细

胞)、低剂量 毛 蕊 异 黄 酮 组(5μmol/L)、中 剂 量 毛 蕊 异 黄 酮 组(10μmol/L)、高 剂 量 毛 蕊 异 黄 酮 组

(20μmol/L)和CpG1826(1μg/mL)+高剂量毛蕊异黄酮(20μmol/L)组。类风湿关节炎成纤维样滑

膜细胞活性、凋亡、迁移、侵袭及 MMP-2、MMP-9、TLR9、MyD88蛋白表达的检测分别用CCK-8法、流

式细胞术、划痕实验、Transwell法及 WesternBlot法进行。结果:与对照组比较,低/中/高剂量毛蕊异

黄酮组细胞光密度(OD)值、划痕愈合率、侵袭细胞数及 MMP-2、MMP-9、TLR9、MyD88蛋白水平显著

降低,差异有统计学意义(P<0.05),细胞凋亡率升高,差异有统计学意义(P<0.05);与高剂量毛蕊异

黄酮组比较,CpG1826+高剂量毛蕊异黄酮组升高细胞OD值、划痕愈合率、侵袭细胞数及 MMP-2、

MMP-9、TLR9、MyD88蛋白水平,差异有统计学意义(P<0.05),降低细胞凋亡率,差异有统计学意义

(P<0.05)。结论:毛蕊异黄酮可能通过抑制TLR9/MyD88信号通路,进而抑制类风湿关节炎成纤维

样滑膜细胞的迁移和侵袭。
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Abstract Objective:ToinvestigatetheimpactsofCalycosinonthemigrationandinvasionofhumanrheumatoidfibroblast-
likesynoviocytes (RA-FLScells)byregulatingtheTLR9/MyD88signalingpathway.Methods:RA-FLScellswere
assignedintocontrolgroup(normalculturedcells),low-doseCalycosingroup(5μmol/L),medium-doseCalycosingroup
(10μmol/L),high-doseCalycosingroup (20μmol/L),andCpG1826 (1μg/mL)+high-doseCalycosingroup
(20μmol/L).Theactivity,apoptosis,migration,invasionofRA-FLScells,andtheexpressionofMMP-2,MMP-9,TLR9,

andMyD88proteinsweredetectedusingCCK-8assay,flowcytometry,scratchassay,Transwellassay,andWesternBlot,

respectively.Results:Comparedwiththecontrolgroup,theODvalue,scratchhealingrate,numberofinvasivecells,the

proteinlevelsofMMP-2,MMP-9,TLR9,and MyD88weregreatlyreduced(P<0.05),andtheapoptosisratewas
increased(P<0.05)inthelow-doseCalycosingroup,medium-doseCalycosingroup,andhigh-doseCalycosingroup.Com-

paredwiththehigh-doseCalycosingroup,theODvalue,scratchhealingrate,numberofinvasivecells,theproteinlevelsof
MMP-2,MMP-9,TLR9,andMyD88weregreatlyincreased(P<0.05),andtheapoptosisratewasreduced(P<0.05)in
CpG1826+high-dosecalycosingroup.Conclusion:CalycosincaninhibitthemigrationandinvasionofRA-FLScells,and
itsmechanismmayberelatedtotheTLR9/MyD88signalingpathway.
Keywords: calycosin;fibroblast-likesynoviocytes;signalingpathway;migration;invasion

  类风湿关节炎(RheumatoidArthritis,RA)是常

见慢性自身免疫性疾病,会破坏骨骼关节及软骨等,使
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患者关节肿胀,严重者可造成患者死亡[1-2]。类风湿关

节炎会造成成纤维样滑膜细胞(Fibroblast-LikeSyno-
viocytes,FLS)增生[3]。在全球范围内,类风湿关节炎

患病人数占比达到0.5%~1.0%,中国类风湿关节炎

患病率为0.42%,严重威胁人们健康[4]。李金益等[5]

研究发现,类风湿关节炎患者出现关节处滑膜增生及

侵袭的主要原因为成纤维样滑膜细胞的异常迁移及侵

袭。因此,抑制成纤维样滑膜细胞的迁移和侵袭对改

善类风湿关节炎患者症状至关重要。毛蕊异黄酮是从

黄芪干燥根中提取的具有抗炎、抗氧化及抗肿瘤等不

同药理活性的黄酮类化合物[6-7],研究发现毛蕊异黄酮

对骨关节炎关节软骨损伤具有预防作用[8]。Toll样

受体9(Toll-LikeReceptor9,TLR9)属于Toll样受体

家族成员之一,而髓样分化因子88(MyeloidDifferen-
tiationFactor88,MyD88)是TLR9的一种接头蛋白,

MyD88与TLR9相互作用[9]。Xu等[10]研究发现,激
活TLR9/MyD88通路会促进类风湿关节炎的成纤维

样滑膜细胞炎症反应加重。但毛蕊异黄酮对类风湿关

节炎的影响机制未见报道,因此本研究探讨毛蕊异黄

酮调节TLR9/MyD88通路对成纤维样滑膜细胞迁移

和侵袭的影响,现报告如下。

1 材料和方法

1.1 材料

类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞(RA-FLS,货号

为IM-H439,厦 门 逸 漠);DMEM 培 养 基(货 号 为

PM150210B,普诺赛);毛蕊异黄酮(货号为20575-57-
9,MedChemExpress);CCK-8试 剂 盒(货 号 为 BY-
Q50356,艾美捷);TLR9激动剂(CpG1826,货号为

HY-146245,MedChemExpress);AnnexinV-FITC/PI
试剂盒(货号为P-CA-201,普诺赛);BCA试剂盒(货
号为D2154-01,深圳子科);基质金属蛋白酶(Matrix
Metalloproteinase,MMP)-2、MMP-9、TLR9、MyD88、

GAPDH 抗 体 及 山 羊 抗 兔 二 抗 (Abcam,货 号 为

ab181286,ab137867,ab211012,ab219413,ab181602,

ab205718);酶标仪(型号为 MultiskanSkyHigh,赛默

飞);CO2细胞培养箱(型号为CellXpertC170i,Eppen-
dorf);光学显微镜(型号为EVOSM5000,赛默飞);流
式细胞仪(型号为 NL-CLC,CytekBiosciences);凝胶

成像仪(型号为iBrightTMCL750,赛默飞)等。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养与分组 将类风湿关节炎成纤维样

滑膜细胞置于 DMEM 培养基(10%胎牛血清)培养

(37℃,5%CO2)。其中对照组正常培养细胞;低/中/
高剂 量 毛 蕊 异 黄 酮 组 分 别 加 入 不 同 浓 度(5,10,

20μmol/L)
[11]的毛蕊异黄酮处理培养基;TLR9激

动剂(CpG1826)+高剂量毛蕊异黄酮组分别加入

1μg/mL
[12]CpG1826和20μmol/L毛蕊异黄酮共同

处理培养基,24h后进行后续实验。

1.2.2 CCK-8试剂盒检测细胞活性 将对数生长期

的细胞接种于96孔板中,细胞密度为5×103个/孔,
进行处理让其贴壁培养,48h后在每个孔中加入

CCK-8试 剂10μL,接 着 培 养4h,用 酶 标 仪 检 测

450nm光密度(OD450nm)。

1.2.3 流式细胞术检测细胞凋亡 用胰蛋白酶对收

集的每组细胞进行消化、离心(3000r/min,6min),在
沉淀 中 加 入 结 合 缓 冲 液 重 悬 细 胞,各 加 入 5μL
AnnexinV-FITC和PI孵育10min。用流式细胞仪测

定细胞的凋亡率。

1.2.4 划痕实验检测细胞迁移 各组类风湿关节炎

成纤维样滑膜细胞以2×105个/孔接种于6孔板,24h
后滑动6孔板拍照,之后继续培养24h,置于光学显微

镜下观察细胞的迁移情况,计算划痕愈合率。

1.2.5 Transwell法检测细胞侵袭 收集细胞并重

悬,重悬后的细胞浓度为4×104个/mL,取100μL加

入含有 Matrigel的Transwell上室,并取600μL含血

清的DMEM培养基加入Transwell下室,置于细胞培

养箱培养,多聚甲醛固定20min,0.2%结晶紫染色

30min。用显微镜随机观察统计5个视野的细胞

数量。

1.2.6 WesternBlot法检测 TLR9/MyD88通路相

关蛋白检测 收集每组类风湿关节炎成纤维样滑膜细

胞置于RIPA裂解物中分离总蛋白,用BCA定量检测

浓度。在10%SDS-PAGE孔槽中加入蛋白,电泳、转
膜、封闭。随后用 MMP-2、MMP-9、TLR9、MyD88一

抗和内参GAPDH4℃下培养24h,与二抗37℃下孵

育2h。用ImageLabTM定量检测蛋白条带。

1.3 统计学方法

用SPSS25.0分析数据。计量资料以x±s形式

表示,单因素方差分析用于多组比较,SNK-q检验用

于两两比较。

2 结果

2.1 毛蕊异黄酮降低类风湿关节炎成纤维样滑膜细

胞活性

低/中/高剂量毛蕊异黄酮组较对照组细胞光密度

(OD)值呈剂量依赖性降低,差异有统计学意义(P<
0.05);CpG1826+高剂量毛蕊异黄酮组较高剂量毛

蕊异黄酮组OD值显著增加,差异有统计学意义(P<
0.05),见表1。

2.2 毛蕊异黄酮对类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞

凋亡的影响

低/中/高剂量毛蕊异黄酮组较对照组细胞凋亡率

呈剂量依赖性升高,差异有统计学意义(P<0.05);
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表1 毛蕊异黄酮对类风湿关节炎成纤维样滑膜

细胞活性的影响(n=6,x±s)

组别 OD值

对照组 1.51±0.20
低剂量毛蕊异黄酮组 1.19±0.151)

中剂量毛蕊异黄酮组 0.82±0.131)2)

高剂量毛蕊异黄酮组 0.55±0.071)2)3)

CpG1826+高剂量毛蕊异黄酮组 1.21±0.174)

注:1)与对照组相比,P<0.05;2)与低剂量毛蕊异黄酮组相

比,P<0.05;3)与中剂量毛蕊异黄酮组相比,P<0.05;4)与高

剂量毛蕊异黄酮组相比,P<0.05。

CpG1826+高剂量毛蕊异黄酮组较高剂量毛蕊异黄

酮组细胞凋亡率显著降低,差异有统计学意义(P<
0.05),见表2。

2.3 毛蕊异黄酮对类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞

迁移的影响

表2 毛蕊异黄酮对类风湿关节炎成纤维样滑膜

细胞凋亡的影响(n=6,x±s)

组别 凋亡率/%  
对照组 7.92±0.81

低剂量毛蕊异黄酮组 12.76±1.351)

中剂量毛蕊异黄酮组 17.33±1.861)2)

高剂量毛蕊异黄酮组 22.71±2.391)2)3)

CpG1826+高剂量毛蕊异黄酮组 10.66±1.174)

注:1)与对照组相比,P<0.05;2)与低剂量毛蕊异黄酮组相

比,P<0.05;3)与中剂量毛蕊异黄酮组相比,P<0.05;4)与高

剂量毛蕊异黄酮组相比,P<0.05。

  低/中/高剂量毛蕊异黄酮组较对照组划痕愈合率

呈剂量依赖性减少,差异有统计学意义(P<0.05);

CpG1826+高剂量毛蕊异黄酮组较高剂量毛蕊异黄

酮组划痕愈合率显著上升,差异有统计学意义(P<
0.05),见图1和表3。

图1 各组类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞的迁移能力(划痕实验)

表3 毛蕊异黄酮对类风湿关节炎成纤维样滑膜

细胞迁移的影响(n=6,x±s)

组别 划痕愈合率/%
对照组 76.25±7.71

低剂量毛蕊异黄酮组 60.92±6.121)

中剂量毛蕊异黄酮组 49.01±5.021)2)

高剂量毛蕊异黄酮组 36.31±3.711)2)3)

CpG1826+高剂量毛蕊异黄酮组 63.93±6.434)

注:1)与对照组相比,P<0.05;2)与低剂量毛蕊异黄酮组相

比,P<0.05;3)与中剂量毛蕊异黄酮组相比,P<0.05;4)与高

剂量毛蕊异黄酮组相比,P<0.05。

2.4 毛蕊异黄酮对类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞

侵袭的影响

低/中/高剂量毛蕊异黄酮组较对照组侵袭细胞数

呈剂量依赖性减少,差异有统计学意义(P<0.05);

CpG1826+高剂量毛蕊异黄酮组较高剂量毛蕊异黄

酮组侵袭细胞数显著增加,差异有统计学意义(P<
0.05),见图2和表4。

2.5 毛蕊异黄酮对类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞

中TLR9/MyD88信号通路的影响

与对照组比较,低/中/高剂 量 毛 蕊 异 黄 酮 组

图2 各组类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞的侵袭能力(×200)

MMP-2、MMP-9、TLR9、MyD88蛋白水平均降低,差
异有统计学意义(P<0.05),且随着毛蕊异黄酮浓度

的增加,MMP-2、MMP-9、TLR9、MyD88蛋白表达量

逐渐减少,差异有统计学意义(P<0.05);与高剂量毛

蕊异黄酮组比较,CpG1826+高剂量毛蕊异黄酮组

MMP-2、MMP-9、TLR9、MyD88蛋白水平显著升高,
差异有统计学意义(P<0.05),见图3和表5。

3 讨论

类风湿关节炎是一种慢性、主要表现为炎性滑膜

炎的疾病,其特征为手等小关节处出现一定程度的关
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表4 毛蕊异黄酮对类风湿关节炎成纤维样滑膜

细胞侵袭的影响(n=6,x±s)

组别 侵袭细胞数/个  
对照组 173.81±18.23

低剂量毛蕊异黄酮组 139.59±14.271)

中剂量毛蕊异黄酮组 122.88±13.521)2)

高剂量毛蕊异黄酮组 79.37±8.031)2)3)

CpG1826+高剂量毛蕊异黄酮组 144.92±15.114)

注:1)与对照组相比,P<0.05;2)与低剂量毛蕊异黄酮组相

比,P<0.05;3)与中剂量毛蕊异黄酮组相比,P<0.05;4)与高

剂量毛蕊异黄酮组相比,P<0.05。 图3 WesternBlot法检测蛋白表达

表5 各组类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞中TLR9、MyD88、MMP-2、MMP-9蛋白水平(n=6,x±s)

组别 TLR9/GAPDH MyD88/GAPDH MMP-2/GAPDH MMP-9/GAPDH
对照组 0.89±0.12 0.81±0.10 0.96±0.12 0.92±0.11

低剂量毛蕊异黄酮组 0.71±0.091) 0.64±0.071) 0.67±0.071) 0.73±0.091)

中剂量毛蕊异黄酮组 0.53±0.061)2) 0.46±0.051)2) 0.43±0.051)2) 0.46±0.051)2)

高剂量毛蕊异黄酮组 0.34±0.041)2)3) 0.24±0.031)2)3) 0.21±0.031)2)3) 0.25±0.031)2)3)

CpG1826+高剂量毛蕊异黄酮组 0.76±0.114) 0.66±0.094) 0.71±0.084) 0.77±0.10@

注:1)与对照组相比,P<0.05;2)与低剂量毛蕊异黄酮组相比,P<0.05;3)与中剂量毛蕊异黄酮组相比,P<0.05;4)与高剂量毛

蕊异黄酮组相比,P<0.05。

节炎。据相关资料显示,82%的中国类风湿关节炎患

者有中度以上的疾病活动,病程在5~10年的患者中

43.48%有一些关节畸形,这一比例随着病程的延长而

逐渐增加[13]。甘珮荣等[14]研究发现,类风湿关节炎患

者在炎症的作用下成纤维样滑膜细胞会发生肿瘤样细

胞转化,使成纤维样滑膜细胞增殖、迁移及侵袭能力增

强,促进一些炎症因子的分泌,进一步加重关节的破

坏。因此,通过对成纤维样滑膜细胞不正常的增殖、迁
移甚至侵袭进行抑制,是对类风湿关节炎疾病进行有

效干预的方法之一。
近年来,由于中草药提取物具有副作用小、较易吸

收等优点,研究者对其兴趣越来越大。毛蕊异黄酮是

一种从中草药植物中提取得到、具有多种生物活性的

有效活性物质[6-7]。已有研究证实,毛蕊异黄酮可以缓

解由于损伤而造成的炎症反应,也可以减轻损伤对微

环境的破坏[15-16]。Shi等[17]研究发现,在软骨细胞中

毛蕊异黄酮可以减轻其炎症反应。本研究用不同浓度

的毛蕊异黄酮处理类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞,
发现毛蕊异黄酮呈现剂量依赖性降低类风湿关节炎成

纤维样滑膜细胞的OD值、划痕愈合率和侵袭细胞数,
增加了细胞凋亡率,表明毛蕊异黄酮呈剂量依赖性地

促进了类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞的凋亡,抑制

了类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞的增殖、迁移和

侵袭。

MMP-2和 MMP-9属于 MMPs家族成员之一,
会通过对胶原及明胶的降解,进一步破坏骨关节,并且

可以介导一些肿瘤细胞发生不正常迁移和侵袭,也可

以作为细胞迁移及侵袭的标志物[18-19]。本研究发现,
毛蕊异黄酮对 MMP-2和 MMP-9表达具有降低作

用,提示毛蕊异黄酮对类风湿关节炎的干预可能是通

过抑制类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞迁移及侵袭来

实现的。已有相关研究发现,MyD88作为TLR9的适

配器,二者结合后会对其下游因子进行激活,进一步促

使炎症因子大量表达,从而加剧炎症反应,因此通过抑

制TLR9/MyD88信号通路的激活可以减轻炎症[20]。

Li等[21]研究发现,一些物质可以通过TLR9/Myd88/

NF-κB信号通路来减弱大鼠结肠炎。Cao等[22]研究

发现,中草药成分氧苦参碱可以通过 TLR9-MyD88-
STAT3信号通路调节滤泡调节性T细胞(Tfr)/Tfh
细胞平衡,进一步改善类风湿关节炎症状。最新研究

发现,TLR9/MyD88信号通路在巨噬细胞的极化及其

炎症反应中发挥调节作用[23]。本研究结果显示,类风

湿关节炎成纤维样滑膜细胞在毛蕊异黄酮的作用下,
显著降低TLR9及 MyD88蛋白表达,说明毛蕊异黄

酮可能抑制TLR9/MyD88信号通路。为了对这一猜

测进行验证,本研究设计实验,在TLR9激动剂(CpG
1826)的作用下进行对照实验发现,与高剂量毛蕊异黄

酮组比较,CpG1826+高剂量毛蕊异黄酮组细胞OD
值、划痕愈合率、侵袭细胞数、MMP-2和 MMP-9及

TLR9/MyD88信号通路相关蛋白水平均升高,但降低

了细胞凋亡率,因此推测毛蕊异黄酮对类风湿关节炎

成纤维样滑膜细胞迁移及侵袭的影响可能与抑制

TLR9/MyD88信号通路相关。
综上所述,本研究表明毛蕊异黄酮可能通过对
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TLR9/MyD88信号通路进行调控,从而进一步抑制类

风湿关节炎成纤维样滑膜细胞增殖、迁移、侵袭,并促

进类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞的凋亡。但是本研

究也存在一些不足之处,例如只是在细胞上进行了体

外验证,并未进行动物体内验证,针对这一不足,后续

会进一步开展相关实验。
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