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青藤碱增加配对免疫球蛋白受体B表达抑制巨噬细胞经典活化
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摘要: 本研究以体外实验探讨青藤碱通过上调配对免疫球蛋白样受体B (paired immunoglobulin-like receptor B,

PIR-B) 的表达水平而抑制巨噬细胞的经典活化。以脂多糖与 γ干扰素联合刺激建立巨噬细胞经典活化细胞模型。

分别以实时荧光逆转录-聚合酶链反应与蛋白免疫印迹方法检测细胞PIR-B的基因与蛋白表达, 以酶联免疫吸附测

定法检测培养上清液肿瘤坏死因子 α与白细胞介素 8, 流式细胞术检测M1巨噬细胞, 激光扫描共聚焦显微镜观察

PIR-B原位表达。结果显示, 青藤碱显著增加PIR-B表达, 明显减少M1巨噬细胞百分比, 降低培养上清液肿瘤坏死

因子α、白细胞介素 8水平。以上结果提示, 青藤碱可显著抑制巨噬细胞经典活化, 其机制可能与其增加巨噬细胞的

PIR-B表达有关, 此药理作用有助于解释青藤碱治疗类风湿性关节炎的药效机制。
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expression to restrain macrophage classic activation
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Abstract: In this study, in vitro experiments were conducted to investigate that sinomenine inhibits the macro‐

phage classic activation by up-regulating the expression of paired immunoglobulin-like receptor B (PIR-B). A

macrophage model with classic activation was established by lipopolysaccharide and interferon-gamma co-stimula‐

tion. Real-time fluorescence reverse transcription-polymerase chain reaction was executed for evaluating the PIR-B

gene expression, and Western blot for PIR-B protein expression, in macrophages, respectively. The tumor necrosis

factor α and interleukin 8 in cell culture supernatant were measured by enzyme-linked immunosorbent assay. The

flow cytometry was utilized to detect M1 macrophages. The PIR-B expression in situ was observed by laser

scanning confocal microscope. The results showed that sinomenine significantly increased the expression of PIR-B,

markedly reduced the percentage of M1 macrophages, and decreased the levels of tumor necrosis factor α and

interleukin 8 in the culture supernatant. The above results indicated that sinomenine can significantly inhibit the

macrophage classic activation, and its mechanism may be related to the increase of PIR-B expression in macro‐

phages. This pharmacological effect helps explain the pharmacodynamic mechanism of sinomenine in treating

rheumatoid arthritis.
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类风湿性关节炎 (rheumatoid arthritis, RA) 是一种

病因未明的, 以慢性、对称性、多关节滑膜炎和关节结

构破坏为主要特征的自身免疫性疾病[1]。RA的病理

变化主要是关节滑膜慢性炎症、滑膜细胞增生、滑膜血

管新生, 形成血管翳、软骨和骨组织破坏, 最终造成关

节畸形和功能丧失[2]。RA病灶局部关节滑膜、软骨常

可见到大量巨噬细胞浸润, 巨噬细胞在 RA的病理过

程中发挥了关键作用, 参与RA炎症的启动和维持、白

细胞的黏附和迁移、基质的降解和血管新生。经典活

化的 M1巨噬细胞能够大量表达黏附分子、趋化因子

受体和其他表面抗原, 分泌多种趋化因子、细胞因子、

生长因子、蛋白酶和其他炎症介质, 成为RA炎症和血

管增生的关键病理机制[3]。抑制巨噬细胞的经典活化

有助于减轻RA的炎症损伤, 减少RA的继发症, 改善

RA病理进程的转归。

配对免疫球蛋白样受体B (paired immunoglobulin-

like receptor B, PIR-B) 是一种跨膜糖蛋白 , 存在于单

核-巨噬细胞、多形核白细胞、自然杀伤细胞、树突状细

胞等免疫细胞表面, 具有多种抑制性生物学效应, 可使

其下游的酪氨酸激酶去磷酸化而传递抑制性信号, 抑

制细胞活化相关的钙离子动员等细胞内活动, 进而负

性调控巨噬细胞遵循经典活化途径而极化为M1巨噬

细胞。增加 PIR-B 表达可抑制巨噬细胞的经典活化,

从而负调控巨噬细胞经典活化介导的炎症损伤, 对于

RA的治疗可能具有潜在的价值。

青风藤是防己科植物青藤 [Sinomenium acutum

(Thunb.) Rehd. et Wils.] 及毛青藤 [Sinomenium acutum

(Thunb.) Rehd. et Wils. var. cinereum Rehd. et Wils.] 的

干燥藤茎, 为广西壮族先民习用于治疗 RA等骨关节

疾病的常用壮药, 具有祛风除湿、活血通络、消肿止痛

之功效。近年来研究显示, 青风藤的主要药理活性成

分为青藤碱 (sinomenine, 图 1), 具有显著抑制RA炎症

的作用, 可以抑制巨噬细胞的经典活化, 显著减少M1

巨噬细胞产生肿瘤坏死因子 α (tumor necrosis factor α,

TNF-α)、白细胞介素 8 (interleukin 8, IL-8) 等多种趋化

因子和促炎细胞因子, 但尚不清楚该作用是否与其上

调PIR-B表达水平有关[4]。本研究以人THP-1单核细胞

诱导分化的巨噬细胞为研究对象, 探讨青藤碱对于巨

噬细胞经典活化过程中PIR-B表达水平以及巨噬细胞

M1 极化的影响, 有助于在分子水平理解青藤碱用于

RA治疗的分子机制。

材料与方法

主要试剂 青藤碱、大鼠抗人 PIR-B 单抗、小鼠

抗 人 磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶 (reduced glyceraldehyde-

phosphate dehydrogenase, GAPDH) 单抗、小鼠抗人

CD80-FITC 单抗、小鼠抗人 CD86-PE/Cy7 单抗 (美国

Abcam 公司 , 批号分别为 GR152096-4、GR235409-1、

GR202362-1、GR230810-1 和 GR2325704-1); 人 γ干扰

素 (interferon-gamma, IFN-γ) (美国 Pepro Tech公司, 批

号 101227); 脂 多 糖 (lipopolysaccharide, LPS, from

Escherichia coli O55:B5) 和佛波酯 (phorbol myristate

acetate, PMA) ( 美 国 Sigma 公 司 , 批 号 分 别 为

032M4082V 和 4AD221411C); RPMI-1640 细胞培养

液、胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS) 和磷酸盐缓冲

液 (phosphate buffered saline, PBS) (美国 Gibco 公司 ,

批号分别为 2003787、1828728和 8117266); Accutase胶

原酶细胞解离液 (美国 eBioscience公司, 批号E00023-

1662); 细胞计数试剂盒-8 (cell counting kit-8, CCK-8)

(日本同仁化学研究所, 批号DV652)。总RNA提取试

剂盒、Quant cDNA 第一链合成试剂盒、SuperReal

PreMix (SYBR Green) 预混试剂盒 (北京天根生化科

技有限公司 , 批号分别为 Q5821、Q5317 和 M1729),

PIR-B和GAPDH引物由上海生工公司合成。人TNF-α

和 IL-8的酶联免疫吸附检测 (enzyme-linked immuno‐

sorbent assay, ELISA) 试剂盒 (武汉华美公司 , 批号

D27014434和E15014428)。组织细胞放射免疫沉淀分

析 (radioimmunoprecipitation assay, RIPA) 裂解液、双金

鸡宁酸 (bicinchoninic acid, BCA) 蛋白浓度测定试剂

盒和蛋白电泳预制胶 (北京索莱宝公司, 批号分别为

20190903、20190910 和 20190923)。 Image-it Fix-Perm

kit细胞固定与透化试剂盒 (美国 Life Technologies 公

司 , 批号 1968179), NucBlue Fixed Cell ReadyProbes

Reagent 细胞核 4,6-二氨基-2-苯基吲哚 (4,6-diamino-

2-phenyl indole, DAPI) 染料 (美国 Life Technologies

公司 , 批号 1921604)。辣根过氧化物酶 (horseradish

Figure 1 Chemical structure of sinomenine
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peroxidase, HRP) 标记兔抗大鼠 IgG、HRP 标记羊抗

小鼠 IgG 和 Alexa Fluor 488 标记羊抗大鼠 IgG (上海

生工公司 , 批号分别为 E814AA0010、E326AA0001 和

E703AA0016)。

主要仪器 Mini-PROTEAN 型垂直电泳仪、Mini

Trans-blot型转印仪和 ChemiDoc 成像系统 (美国 Bio-

Rad公司); 5430R 型高速冷冻离心机 (德国 Eppendorf

公司); Infinite 200 Pro酶标仪 (瑞士Tecan公司); Light‐

Cycler 480Ⅱ实时荧光 PCR仪 (瑞士Roche公司); SP5Ⅱ

激光扫描共聚焦显微分析系统 (德国Leica公司); LSR

Fortessa多色分析流式细胞仪 (美国 Becton Dickinson

公司)。

THP-1细胞培养 THP-1人单核细胞白血病细胞

株购自中国科学院昆明细胞库, 培养于RPMI-1640培

养液 (含 10% FBS、100 u·mL-1青霉素和 100 mg·L-1链

霉素), 初始细胞浓度为每毫升 2×105个, 接种于细胞培

养瓶中 , 置于 CO2培养箱 (37 ℃、5% CO2, 饱和湿度)

进行培养, 传代周期约4天。

青藤碱的细胞安全性测试[5-7] 取对数生长期的

THP-1细胞接种于 96孔细胞培养板, 初始细胞浓度每

毫升 1×105个。THP-1 细胞以 200 nmol·L-1的 PMA 刺

激 3天诱导分化为巨噬细胞, 然后移去含PMA的培养

液, 更换为新鲜的RPMI-1640培养液。取巨噬细胞, 设

置无药物处理的正常 (normal) 组, 以及每孔加入青藤

碱终浓度分别为 10、25、50、100和 200 μmol·L-1的青藤

碱各浓度处理组, 各设置 3个复孔。细胞培养箱孵育

24 h, 加入CCK-8溶液 10 μL, 继续孵育 2 h。收集培养

上清液, 以酶标仪于 450 nm处测定光吸收度。根据细

胞安全性测试数据选择后续实验的青藤碱安全浓度。

经典活化巨噬细胞模型的建立[8] 取对数生长期

的THP-1细胞接种于 96孔细胞培养板, 初始细胞浓度

每毫升 1×105个。THP-1 细胞以 200 nmol·L-1的 PMA

刺激 3天诱导分化为巨噬细胞, 然后移去含PMA的培

养液, 更换为新鲜的RPMI-1640培养液。取巨噬细胞,

设置正常 (normal) 组、经典活化巨噬细胞模型 (model)

组, 后者加入LPS (1 μg·mL-1) 与 IFN-γ (20 ng·mL-1) 孵

育4 h诱导巨噬细胞经典活化。收集培养上清液, 严格

按照ELISA试剂盒说明书方法检测培养上清液TNF-α

和 IL-8浓度, 流式细胞分析检测CD80+/CD86+的M1巨

噬细胞, 评价建模方法的有效性。

青藤碱干预巨噬细胞经典活化 取对数生长期的

THP-1细胞接种于细胞培养板, 初始细胞浓度每毫升

1×105个。THP-1细胞以 200 nmol·L-1的PMA刺激 3天

诱导分化为巨噬细胞, 然后移去含 PMA的培养液, 更

换为新鲜的RPMI-1640培养液。取巨噬细胞接种于细

胞培养板, 初始细胞浓度每毫升 1×105个。设置正常

(normal) 组、经典活化巨噬细胞模型 (model) 组、青藤

碱干预 (sinomenine) 组, 其中的青藤碱干预组以适宜终

浓度的青藤碱预孵育 12 h, 其他两组不进行药物干预。

12 h后, 经典活化巨噬细胞模型组与青藤碱干预组加

入LPS (1 μg·mL-1) 与 IFN-γ (20 ng·mL-1) 孵育 4 h诱导

巨噬细胞经典活化。收集细胞培养上清液, ELISA法

检测培养上清液 TNF-α和 IL-8 浓度; 收集细胞, 部分

细胞用于蛋白免疫印迹检测 PIR-B的表达水平; 剩余

细胞用于激光扫描共聚焦显微分析细胞PIR-B原位表

达情况及流式细胞分析检测CD80+/CD86+的M1巨噬

细胞。

激光扫描共聚焦显微镜观察细胞 PIR-B 原位表

达 接续“青藤碱干预巨噬细胞经典活化”实验部分

的操作 , 取接种有接受不同处理的巨噬细胞的 96 孔

细胞培养板 , 去除培养液 , PBS 洗 3 次。以 Image-it

Fix-Perm kit进行细胞固定与透化, 加入 1∶500稀释的

PIR-B一抗, 4 ℃避光孵育过夜。一抗孵育结束, PBS

洗 3 次 , 加入 Alexa Fluor 488 标记二抗 (稀释度 1∶

1 000), 25 ℃避光孵育 2 h。二抗孵育结束 , PBS 洗 3

次, 加入NucBlue Fixed Cell ReadyProbes Reagent细胞

核DAPI染料, 25 ℃避光孵育 15 min。PBS洗 3次, 以

Leica SP5Ⅱ激光扫描共聚焦显微分析系统成像。

实时荧光逆转录聚合酶链反应 (reverse tran‐

scription-polymerase chain reaction, RT-PCR) 法检

测细胞PIR-B基因表达 接续“青藤碱干预巨噬细胞

经典活化”实验部分的操作, 取接种有接受不同处理的

巨噬细胞的 6孔细胞培养板, 去除培养液, PBS洗 3次,

胶原酶细胞解离液消化 10 min, 加入适量 4 ℃预冷的

PBS, 1 000 r·min-1离心 5 min。小心去除上清, 采用总

RNA提取试剂盒提取细胞总RNA, 以Quant cDNA第

一链合成试剂盒完成 cDNA第一链合成。PIR-B引物

序列 ACCTCTATGCTGCTGTGA (正向)、ATCTGCCT

GTCCTCTTCC (反向), GAPDH 引物序列 CAGTGCC

AGCCTCGTCTCAT ( 正向)、AGGGGCCATCCACAG

TCTTC (反向)。PCR 反应条件: 95 ℃预变性 10 min;

95 ℃变性 10 s, 60 ℃退火 20 s, 72 ℃延伸 20 s, 循环

40次, 最后 72 ℃延伸 5 min。以 2-△△Ct表示PIR-B基因

相对表达水平。

Western blot法检测细胞 PIR-B蛋白表达 接续

“青藤碱干预巨噬细胞经典活化”实验部分的操作, 取

接种有接受不同处理的巨噬细胞的 6 孔细胞培养

板, 去除培养液, PBS洗 3次, 胶原酶细胞解离液消化

10 min, 加入适量 4 ℃预冷的 PBS, 1 000 r·min-1离心

5 min。小心去除上清, 加入 10倍体积裂解液 4 ℃孵育
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20 min, 12 000 r·min-1离心 5 min, 取上清并蛋白定量。

准备蛋白电泳预制胶, 蛋白上样量 20 μg。垂直电泳条

件为恒压 100 V, 指示剂泳动至凝胶中下部时停止。采

用湿法转膜, 封闭, 4 ℃摇床一抗孵育过夜, PIR-B单抗

和 GAPDH 单抗稀释倍数均为 1∶1 200。一抗孵育结

束, 二抗 (1∶3 000稀释) 室温孵育 60 min, 增强化学发

光 (enhanced chemiluminescence, ECL) 超敏化学发光

液孵育 3 min, 即以ChemiDoc成像系统测定并计算目

的蛋白 PIR-B与内参蛋白GAPDH条带灰度的比值作

为蛋白的相对表达水平。

流式细胞术分析 CD80+/CD86+的 M1 巨噬细胞

接续“经典活化巨噬细胞模型的建立”和“青藤碱干预

巨噬细胞经典活化”实验部分的操作, 取接种有接受不

同处理的巨噬细胞的 6 孔细胞培养板 , 去除培养液 ,

PBS洗 3次, 胶原酶细胞解离液消化 10 min, 加入适量

4 ℃预冷的PBS, 1 000 r·min-1离心 5 min。小心去除上

清 , PBS 重悬细胞 , 加入 CD80-FITC 和 CD86-PE/Cy7

单抗 (1∶1 000稀释), 于 4 ℃避光孵育 60 min。孵育结

束之后以 PBS 洗细胞 2 次 , 以 LSR Fortessa 流式细胞

仪进行流式细胞分析, 前向散射光和侧向散射光用于

圈定细胞群并测量其大小与颗粒度, 非染色细胞用于

记录自发荧光, CD80+/CD86+设门圈选双阳性的M1巨

噬细胞。

统计学处理 数据以均数 ± 标准差 (
-
x ± s) 表示,

以 SPSS 12.0统计软件进行组间均数比较。方差齐性

数据采用独立样本 t检验 (两组间均数比较) 或单因素

方差分析LSD检验 (多组间均数比较), 方差不齐数据

采用秩和检验。以P < 0.05为差异具有统计学意义。

结果

1 青藤碱的细胞安全性

与未经青藤碱处理的正常组比较 , 以终浓度为

10、25、50和 100 μmol·L-1的青藤碱孵育巨噬细胞 24 h,

对细胞的活力无明显影响; 以终浓度为200 μmol·L-1的

青藤碱孵育巨噬细胞 24 h, 细胞活力显著降低, 其差异

有统计学意义 (P < 0.01), 故选择 100 μmol·L-1为后续

细胞实验的青藤碱适宜浓度。结果见图2。

2 经典活化巨噬细胞模型的建立

与未经青藤碱处理的正常组比较, 模型组细胞培

养上清液中的TNF-α、IL-8水平以及M1巨噬细胞百分

比显著提升, 两组间差异具有统计学意义 (P < 0.01)。

结果见图3。

3 青藤碱对巨噬细胞经典活化的影响

与未经 LPS+IFN-γ联合诱导活化的正常组比较 ,

模型组细胞培养上清液中的TNF-α和 IL-8水平显著提

升, M1巨噬细胞占比百分率显著增加, 两组间差异具

有统计学意义 (P < 0.01)。与模型对照组比较, 青藤碱

预处理组细胞培养上清液中的TNF-α和 IL-8水平明显

降低, 可见CD80+/CD86+的M1巨噬细胞占比百分率显

著减少, 两组间差异具有统计学意义 (P < 0.01)。结果

见图4。

4 青藤碱对巨噬细胞PIR-B表达的影响

实时荧光RT-PCR检测结果显示, 与正常组比较,

模型组细胞 PIR-B基因表达水平显著降低, 两组间差

异具有统计学意义 (P < 0.01, 图 5A); Western blot检测

结果显示, 模型组细胞 PIR-B蛋白表达水平低于正常

组, 两组间差异具有统计学意义 (P < 0.05, 图 5B、C)。

激光扫描共聚焦显微分析 PIR-B 蛋白原位表达情况,

镜下可见青藤碱预处理组细胞膜PIR-B表达明显多于

模型组, 正常组的细胞膜 PIR-B表达水平则介于模型

组和青藤碱预处理组之间 (图5D)。

讨论

RA的滑膜与软骨炎症产生的大量趋化因子, 吸引

外周血单核细胞移动并聚集于 RA病灶局部, 分化为

组织巨噬细胞[9]。RA局部存在多种可溶性介质, 包括

促炎细胞因子、生长因子和免疫球蛋白等, 巨噬细胞借

助这些可溶性介质与病灶局部的其他细胞相互影响,

这些复杂的相互作用很大程度上导致了巨噬细胞的经

典活化, 其主要结果就是巨噬细胞进一步极化为具有

强烈促炎作用的M1巨噬细胞, 引起TNF-α、IL-8和其

他细胞因子、趋化因子和生长因子的释放[10]。值得注

意的是, 此病理过程可以自我循环而持久存在, 并可能

Figure 2 Cell safety test for sinomenine. Incubating macro‐

phages with sinomenine at 10, 25, 50, and 100 μmol·L-1 for 24 h

has no significant effect on cell viability. However, incubating with

sinomenine at 200 μmol·L-1 for 24 h, cell viability is significantly

reduced. n = 3,
-
x ± s. **P < 0.01 vs cells without sinomenine treat‐

ment
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在某些特定的病理因素作用下获得加强, RA漫长而反

复的临床过程即与此密切相关[11,12]。可溶性介质需要

与巨噬细胞的特定受体结合以便发挥其生物学作用,

PIR-B即为其中具有关键作用的一种受体。PIR-B是

一种跨膜糖蛋白, 具有广泛的生物学作用, 能够负调节

整合素、Toll样受体 (Toll-like receptor, TLR) 等信号转

导途径, 调节巨噬细胞的吞噬与分泌功能, 抑制移植物

抗宿主反应, 负调节炎症反应, 抑制组织纤维化, 维持

免疫应答与内环境的稳态[13-17]。PIR-B介导的受体后

信号转导途径活化对于RA的病理进程具有多个层级

的调节作用, 不仅抑制炎症损伤, 也有助于组织修复,

并维持正常的内环境平衡[16,18]。因此, 适当上调PIR-B

受体表达, 可以期待其对于改善 RA临床转归具有良

好治疗效应, 具备成为RA治疗潜在靶点的价值。

上述推测获得了体外研究与模式动物研究的验证

与正面支持。敲除了 PIR-B 基因的小鼠骨髓巨噬细

胞, 经大肠杆菌刺激后的促炎细胞因子分泌明显增多;

正常个体接受PIR-B基因敲除的小鼠骨髓巨噬细胞移

植后, 可观察到类似的炎症增强反应, 其结肠炎的发生

率显著提升; PIR-B基因敲除的小鼠感染沙门氏菌后

也出现了类似的炎症难以控制的现象, 导致高水平的

促炎细胞因子释放; PIR-B基因敲除的模式动物, 感染

金葡菌后的存活率显著低于正常个体, 其原因也与无

法控制的过度炎症反应有关[19]。此外, PIR-B 可以调

Figure 3 Establishment of macrophage classic activation model. A: The comparisons of interleukin 8 (IL-8) and tumor necrosis factor α

(TNF-α) in cell culture supernatants between normal control and model group were shown; B: Bar charts were made to display comparison

of M1 macrophage percentage; C: The comparisons of appropriate flow scatter plots between normal control and model group were exhibited.

M1 macrophages with CD80+ and CD86+ were located in the Q2 quadrant, and the number in upper right corner of Q2 quadrant indicates the

percentage of M1 macrophages. n = 3,
-
x ± s. **P < 0.01 vs normal group. FITC: Fluorescein isothiocyanate; PE/Cy7: Phycoerythrin/cyanine 7
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节酪氨酸激酶磷酸化而负调节TLR9, 抑制自身抗体产

生[20]。由上可知, PIR-B 及其介导的信号转导途径对

于巨噬细胞经典活化参与的过度炎症损伤具有抑制

作用。

经典活化的巨噬细胞即 M1巨噬细胞, 其表面标

记已被逐渐确认。有研究报道, M1巨噬细胞表达高水

平的CD80和CD86细胞表面标记, 而且其表达上调与

大量的促炎细胞因子的释放有关, 因而 CD80+/CD86+

Figure 4 Inhibition of sinomenine on macrophage classic activation. A: The comparisons of IL-8 and TNF-α in cell culture supernatants

among normal control, model group, and sinomenine treatment group were shown; B: Bar charts were made to display comparisons of M1

macrophage percentage in each group; C: The comparisons of appropriate flow scatter plots were exhibited in each group. M1 macrophages

with CD80+ and CD86+ were located in the Q2 quadrant, and the number in upper right corner of Q2 quadrant indicates the percentage of

M1 macrophages. n = 3,
-
x ± s. **P < 0.01 vs normal group; ▲▲P < 0.01 vs model group
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Figure 5 Regulation of sinomenine on cell PIR-B expression in macrophage classic activation. A: The comparisons of macrophage PIR-B

gene expressions among normal control, model group, and sinomenine treatment group were shown; B: The comparisons of macrophage

PIR-B protein expressions were shown in each group with bar charts; C: The Western blot bands of PIR-B protein expressions in each

group; D: Cell PIR-B proteins were stained using Alexa Fluor 488-labelled antibody (green). Blue pseudo color indicates DAPI. Scale bar:

100 μm. n = 3,
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs normal group; ▲▲P < 0.01 vs model group. PIR-B: Paired immunoglobulin-like receptor B;

GAPDH: Reduced glyceraldehyde-phosphate dehydrogenase; DAPI: 4,6-Diamino-2-phenyl indole
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的细胞表面标记已被广泛接受为 M1 巨噬细胞的标

记[21,22]。本研究中, LPS/IFN-γ刺激之前巨噬细胞仅表

达很少的CD80/CD86, 而且细胞培养上清液中的促炎

细胞因子以及细胞 PIR-B 的表达水平也很低 ; LPS/

IFN-γ刺激显著提升了细胞表面CD80/CD86表达和培

养上清液中的促炎细胞因子水平, 符合巨噬细胞经典

活化的变化规律[23], 与此同时, 细胞PIR-B表达出现明

显下调, 其确切原因尚无法确定。有研究报道, 人类

RA患者的白细胞PIR-B表达水平较高, 并在免疫抑制

剂治疗 12～36个月后其 PIR-B表达水平显著下调, 然

而这些患者的病程长达数十年, 其 PIR-B表达水平的

变化, 或许更有可能是缘于免疫抑制剂导致的炎症细

胞反应性降低后机体不再需要通过高水平表达PIR-B

抑制炎症, 而疾病活动期的高水平 PIR-B表达则是机

体试图恢复慢性炎症损伤-组织修复的动态平衡的结

果[24]。然而, 为何较高水平的 PIR-B表达未能导致这

些患者的 RA获得自然缓解, 则仍然是有待探究的问

题。RA的发病机制仍然不够清楚, 普遍认为RA的持

续性炎症损伤不是单一原因的结果, 或许可以合理推

测: RA患者的炎症自限机制发生了某些尚未完全清楚

的障碍, 在此情况下, 即使较高水平的PIR-B表达也未

能达到炎症缓解的目的。虽然目前尚无有关巨噬细胞

经典活化介导的急性炎症期是否存在PIR-B表达水平

下调的文献报道, 但本研究的体外实验结果确实提示

了这样的趋势。同样地, 也尚无明确证据证明存在某

种机制, 在巨噬细胞经典活化过程中持续发挥正反馈

效应, 从而下调PIR-B表达水平, 持续增强巨噬细胞的

M1极化。然而, 无论何种原因导致的细胞PIR-B表达

下调, 在具有巨噬细胞经典活化介导的过度炎症损伤

的疾病状态下, 均不利于炎症范围局限化以及炎症损

伤趋于可控, 应当是合理的认知。研究 RA病程早期

与晚期的患者的巨噬细胞的 PIR-B表达水平, 并试图

寻找其关键的控制因素, 有助于理解此现象的发生机

制以及找到RA治疗的新的潜在靶点。

本研究的另一个结果, 即青藤碱预处理显著抑制

了 LPS 与 IFN-γ联合刺激诱导的巨噬细胞经典活化 ,

同时可见PIR-B表达水平显著上调, 提示青藤碱可能通

过上调PIR-B的表达而发挥抑制巨噬细胞经典活化的

药理作用。青藤碱用于临床治疗RA的有效性结果表

明, 青藤碱极有可能不是仅通过上调PIR-B的表达而获

得 RA临床缓解的疗效, 如果青藤碱的药效机制仅基

于此, 则无法解释 RA活动期患者白细胞较高水平的

PIR-B表达与炎症水平之间的矛盾表象。青藤碱治疗

RA 的药效机制应为基于多途径和/或多靶点的方式,

而其上调PIR-B表达水平抑制巨噬细胞经典活化则是

包括于该多途径和/或多靶点药效机制之中的一部分。

迄今为止, 对于 RA 发病机制的复杂性尚存在许

多有待填补的未知区域, 其中的部分原因来自缺乏可

以良好模拟人类RA病理过程的模式动物, 现有的RA

动物模型均无法良好重现人类 RA 的复杂病理过程 ,

该问题的存在极大地限制了体外测试有效的药物继续

验证其体内有效性的尝试。所幸青风藤与青藤碱均已

在长期的RA临床治疗实践中获得了足够的正面支持

证据, 虽然其确切的药理作用机制依然不够清晰。已

经有青藤碱基于代谢重编程机制调控巨噬细胞极化的

部分研究证据, 表明青藤碱在 RA炎症微环境中调控

巨噬细胞的极化及后续的有益作用, 有助于更为深刻

地认识青藤碱治疗 RA的药理作用机制, 也是青藤碱

作为 RA 治疗药物进行增效减毒等深入研究的良好

开端[25]。
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