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摘要：目的　探究青藤碱（Ｓｉｎ）通过调控巨噬细胞极化治疗胶原诱导性关节炎
（ＣＩＡ）大鼠的可能作用机制。方法　将 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为对照组（正常饲
养）、模型组（尾根部注射牛Ⅱ型胶原建立ＣＩＡ模型）和低、中、高剂量实验组（在
模型组基础上，分别灌胃 ４０、８０、１６０ｍｇ·ｋｇ－１ Ｓｉｎ）以及 ｉｎｈ－ＮＣ组和
ｉｎｈ－ｍｉＲ－８８５－５ｐ组［在高剂量实验组基础上，分别尾静脉注射微小 ＲＮＡ－
８８５－５ｐ（ｍｉＲ－８８５－５ｐ）阴性对照和ｍｉＲ－８８５－５ｐ抑制药］，持续４周，每组各
１０只。统计各组大鼠关节炎指数（ＡＩ）及足跖肿胀度，用苏木精－伊红染色法观
察踝关节滑膜组织病理状况，用实时荧光定量聚合酶链反应检测大鼠滑膜组织

中ｍｉＲ－８８５－５ｐ相对表达水平，用蛋白质印迹法检测大鼠滑膜组织中相关蛋白
相对表达水平，用酶联免疫吸附试验法检测血清炎症因子水平，用末端脱氧核苷

酸转移酶介导的缺口末端标记法检测大鼠滑膜细胞凋亡情况。结果　对照组、
模型组、高剂量实验组的ＡＩ评分分别为０、（７２０±１３８）和（５５０±１１０）分，足
跖肿胀度分别为３５３２±７０５、７２４６±１４４７和５１６５±１０３１，ｍｉＲ－８８５－５ｐ相
对表达水平分别为１００±０１８、０５２±０１０和０７１±０１４；对照组、模型组、高
剂量实验组、ｉｎｈ－ＮＣ组和ｉｎｈ－ｍｉＲ－８８５－５ｐ组的细胞因子信号传导抑制因子
１（ＳＯＣＳ１）蛋白相对表达水平分别为 １００±０１８、０５１±０１０、０７５±０１５、
０７１±０１４和０５５±０１１，白细胞介素（ＩＬ）－６水平分别为（３５２９±７０５）、
（２１５８２±４３１５）、（１２１３３±２４２５）、（１１５６２±２３０８）和（２０７３９±４１３６）
ｐｇ·ｍＬ－１，细 胞 凋 亡 率 分 别 为 （３１４７±６２９）％、（１２１９±２４３）％、
（２２０３±４４１）％、（２０１６±４０３）％和（１３３７±２６６）％。低、中、高剂量实验
组的上述指标呈剂量依赖性变化，高剂量实验组和对照组的上述指标与模型组

相比，在统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）；
ｉｎｈ－ｍｉＲ－８８５－５ｐ组的上述指标与ｉｎｈ－ＮＣ组比较，在统计学上差异均有统计
学意义（均Ｐ＜００５）。结论　Ｓｉｎ能够调控巨噬细胞极化，改善ＣＩＡ大鼠滑膜炎
症，其机制可能与上调ｍｉＲ－８８５－５ｐ表达，激活ＳＯＣＳ１／信号转导及转录激活因
子３（ＳＴＡＴ３）信号途径有关。
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导抑制因子１；信号转导及转录激活因子３；炎症因子；凋亡
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ｏｆｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ（Ｓｉｎ）ｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｃｏｌｌａｇｅｎ－ｉｎｄｕｃｅｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ
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ｔｗｏｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈａｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｍｉｃｒｏＲＮＡ－８８５－５ｐ（ｍｉＲ－８８５－５ｐ）ａｎｄｍｉＲ－８８５－５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｉｎｔｈｅｔａｉｌｖｅｉｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）］，ｆｏｒｆｏｕｒｗｅｅｋｓ，ｗｉｔｈ１０ｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐＴｈｅａｒｔｈｒｉｔｉｓｉｎｄｅｘ（ＡＩ）ａｎｄ
ｐｌａｎｔａｒｓｗｅｌｌｉｎｇｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙａｎａｌｙｚｅｄＴｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｓｙｎｏｖｉａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｔｈｅ
ａｎｋｌｅｊｏｉｎｔｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇＲｅａｌ－ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｅｘａｍｉｎｅｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ－８８５－５ｐｉｎｒａｔｓｙｎｏｖｉａｌｔｉｓｓｕｅＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
ｗａｓｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｓｙｎｏｖｉａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓＥｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
ａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｓｅｒｕｍｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓＴｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ－ｍｅｄｉａｔｅｄｎｉｃｋ
ｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ（ＴＵＮＥＬ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｒａｔｓｙｎｏｖｉａｌｃｅｌｌｓＲｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅＡＩｓｃｏｒｅｓｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅ０，（７２０±１３８）ａｎｄ（５５０±１１０）ｓｃｏｒｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅ
ｐａｗｓｗｅｌｌｉｎｇｗｅｒｅ３５３２±７０５，７２４６±１４４７ａｎｄ５１６５±１０３１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
ｍｉＲ－８８５－５ｐｗｅｒｅ１００±０１８，０５２±０１０ａｎｄ０７１±０１４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｇｎａｌｉｎｇ１（ＳＯＣＳ１）ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ，ｉｎｈ－ＮＣ
ｇｒｏｕｐａｎｄｉｎｈ－ｍｉＲ－８８５－５ｐｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１００±０１８，０５１±０１０，０７５±０１５，０７１±０１４ａｎｄ０５５±０１１，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ（ＩＬ）－６ｗｅｒｅ（３５２９±７０５），（２１５８２±４３１５），（１２１３３±２４２５），
（１１５６２±２３０８）ａｎｄ（２０７３９±４１３６）ｐｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｗｅｒｅ（３１４７±６２９）％，（１２１９±２４３）％，
（２２０３±４４１）％，（２０１６±４０３）％ ａｎｄ（１３３７±２６６）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
－Ｌ，－Ｍ，－Ｈｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｄｏｓｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ，ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ
ｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，
Ｐ＜０００１），ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｉｎｈ－ｍｉＲ－８８５－５ｐｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｉｎｈ－ＮＣｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅａｌｓｏａｌｌｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｓｉｎｃａｎｒｅｇｕｌａｔｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ａｎｄ
ｉｍｐｒｏｖｅｓｙｎｏｖｉａｌｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎＣＩＡｒａｔｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｉＲ－８８５－５ｐｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＳＯＣＳ１／ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３（ＳＴＡＴ３）ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ；ｍｉｃｒｏＲＮＡ－８８５－５ｐ；ｃｏｌｌａｇｅｎ－ｉｎｄｕｃｅｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ；ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｇｎａｌｉｎｇ１；ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３；ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一种致
残性慢性自身免疫性疾病，临床症状表现为多关节慢

性滑膜炎、软骨和骨损伤，严重影响患者的生活质

量［１］。目前，ＲＡ的治疗以控制滑膜炎和骨破坏为切
入点，非甾体抗炎药、抗风湿药、激素等常规治疗药物

可在一定程度上缓解 ＲＡ临床症状，但部分患者存在
药物不良反应较大、耐受和依从性差等问题［２］。青藤

碱（ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ，Ｓｉｎ）是从青风藤及毛青藤中提取的单
体生物碱，有抗肿瘤、抗炎、抗菌、镇痛、免疫抑制、降

血压等药理作用，治疗ＲＡ具有疗效显著、药物不良反
应小的优势［３］。本研究旨在探究Ｓｉｎ通过调控巨噬细
胞极化治疗胶原诱导性关节炎大鼠的可能作用机制，

以期为Ｓｉｎ治疗ＲＡ提供实验依据。

材料与方法

１　材料
动物　ＳＰＦ级Ｗｉｓｔａｒ雌性大鼠，鼠龄３～４周，体

质量１００～１２０ｇ，购自山东朋悦实验动物科技有限公
司。动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（鲁）２０２２０００６。本实
验经山东中医药高等专科学校实验动物伦理委员会

批准（伦理批号：２０２４－００１）。
药品与试剂　Ｓｉｎ，规格：每瓶２５ｇ，纯度：≥９８％，

批号：ＭＯ７ＨＳ１７７２０８，购自上海源叶生物科技有限公
司；牛Ⅱ型胶原，规格：每瓶 １０ｍｇ／５ｍＬ，批号：
２３０４７９，购自美国Ｃｈｏｎｄｒｅｘ公司；弗氏不完全佐剂，规
格：每瓶 ５ｍＬ，批号：２４００６８，购自美国 Ｃｈｏｎｄｒｅｘ公
司。ｍｉＲ－８８５－５ｐ抑制物（ｍｉＲ－８８５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，
ｉｎｈ－ｍｉＲ－８８５－５ｐ）及其阴性对照（ｉｎｈ－ＮＣ）、荧光
探针和所有引物，均由上海生工生物工程股份有限公

司提供；信号转导及转录激活因子３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ
ａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ＳＴＡＴ３）抗体、磷酸化
ＳＴＡＴ３（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎＳＴＡＴ３，ｐ－ＳＴＡＴ３）抗体、细胞
因子信号传导抑制因子１（ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｇｎａ
ｌｉｎｇ１，ＳＯＣＳ１）抗体、甘油醛 －３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅ
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ｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）抗
体，均购自美国ＣＳＴ公司；分化簇（ｃｌｕｓｔｅｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉ
ａｔｉｏｎ，ＣＤ）２０６抗体、ＣＤ８６抗体，均购自武汉三鹰生物
技术有限公司；山羊抗兔免疫球蛋白 Ｇ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕ
ｌｉｎＧ，ＩｇＧ）、山羊抗小鼠 ＩｇＧ二抗，均购自美国 Ｂｉｏ
Ｗｏｒｌｄ公司；肿瘤坏死因子－α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－
ａｌｐｈａ，ＴＮＦ－α）、白细胞介素 －６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６，
ＩＬ－６）、ＩＬ－１０和 ＩＬ－４试剂盒，均购自江苏酶免实
业有限公司；反转录、荧光定量分析试剂盒，均购自北

京天根生化科技公司；苏木精 －伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ
ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色试剂盒、二喹啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ
ａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白法检测试剂盒、末端脱氧核苷酸转移
酶介导的缺口末端标记（ｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌ
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｍｅｄｉａｔｅｄｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）试剂盒，
均购自北京索莱宝科技有限公司。

仪器　ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ酶标仪、ＰｉｋｏＲｅａｌ定量聚合
酶链反应（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅ
ｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ－ｑＰＣＲ）仪，均为美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ公司产品；ＢＸ５１倒置荧光显微镜，日本Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司产品；ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋凝胶成像系统，美国
Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产品。
２　实验方法
２１　模型构建、动物分组与给药方法

将２ｍｇ·ｍＬ－１牛Ⅱ型胶原与弗氏不完全佐剂充
分乳化，于大鼠尾根部皮下注射０３ｍＬ作为基础免
疫，１周后于大鼠尾根部皮下注射０２ｍＬ进行加强免
疫；对照组大鼠注射等体积０９％ ＮａＣｌ。建模时间为
１４ｄ。将Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为对照组、模型组和低、中、
高剂量实验组以及ｉｎｈ－ＮＣ组和ｉｎｈ－ｍｉＲ－８８５－５ｐ
组。对照组：不做任何处理；模型组：按照上述方法建

立胶原诱导性关节炎（ｃｏｌｌａｇｅｎ－ｉｎｄｕｃｅｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，
ＣＩＡ）模型；低、中、高剂量实验组：基于模型组大鼠，分
别给予 ４０、８０和１６０ｍｇ·ｋｇ－１ Ｓｉｎ灌胃处理，每天
１次，持续４周；ｉｎｈ－ＮＣ组：基于高剂量实验组大鼠，
尾静脉注射６０ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，每周２次，持
续４周；ｉｎｈ－ｍｉＲ－８８５－５ｐ组：基于高剂量实验组大
鼠，尾静脉注射 ６０ｎｍｏｌ· Ｌ－１ ｍｉＲ－８８５－５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，每周２次，持续４周。
２２　关节炎指数（ａｒｔｈｒｉｔｉｓｉｎｄｅｘ，ＡＩ）评分

根据关节肿胀程度、颜色及关节活动情况记录并

评价大鼠全身关节病变程度。评分标准：０分表示无
关节肿胀；１分表示小趾关节稍肿；２分代表趾关节和
足趾肿胀；３分是踝关节以下的足爪肿胀；４分则包括
踝关节在内全部足爪肿胀［４］。将肢体的病变程度累

积积分，最高分值为１６分。
２３　足跖肿胀度评价［５］

在大鼠造模前１ｄ、给药前１ｄ（给药前）和给药
２８ｄ（给药后），用足趾容积测量仪分别测量大鼠双后
肢足爪的容积。足跖肿胀度＝（Ｖ１－Ｖ０）／Ｖ０×１００％，
Ｖ１是给药前１ｄ或给药２８ｄ足跖容积，Ｖ０为造模前
１ｄ足跖容积。
２４　ＨＥ染色法检测大鼠踝关节滑膜组织病理变化

将大鼠麻醉，仰卧固定，剥离大鼠的踝关节滑膜，

多聚甲醛固定，石蜡包埋，切片，ＨＥ染色后，用显微镜
进行组织形态学观察。

２５　ＲＴ－ｑＰＣＲ法检测大鼠滑膜组织中ｍｉＲ－８８５－５ｐ
相对表达水平［６］

用ＴＲＩｚｏｌ法提取ｉｎｈ－ＮＣ组、ｉｎｈ－ｍｉＲ－８８５－５ｐ
组大鼠血清和各组大鼠滑膜组织的总ＲＮＡ，根据试剂
盒将ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ并配制体系进行定量扩增，
以Ｕ６为内参，用２－ΔΔＣｔ法检测 ｍｉＲ－８８５－５ｐ相对表
达水平。

２６　荧光原位杂交（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａ
ｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）法检测滑膜组织 ｍｉＲ－８８５－５ｐ的荧光
强度

ｍｉＲ－８８５－５ｐ的特异性探针序列为５′－ＤＩＧ－
ＵＣＣＡＣＵＡＣＡＣＣＣＣＧＣＵＧＣＣＵＣ－ＤＩＧ－３′，取“２４”石
蜡包埋后的切片，经固定脱水后，加入杂交液室温孵

育１２ｈ，４′，６－二脒基－２－苯基吲哚将细胞核染成蓝
色，最后置于荧光显微镜下观察。

２７　蛋白质印迹法测定大鼠滑膜组织中相关蛋白表
达情况［７－８］

取各组大鼠滑膜组织，加入放射免疫沉淀法裂解

缓冲液提取总蛋白，ＢＣＡ法检测各组滑膜组织蛋白浓
度，电转移至聚偏氟乙烯膜上，用５％ 脱脂奶粉溶液
室温下封闭，抗体孵育后，滴加电化学发光显影液显

色，以ＧＡＰＤＨ为内参，于凝胶成像系统仪下成像，用
ＩｍａｇｅＪ软件进行灰度值量化分析。
２８　酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ
ｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）法检测大鼠血清炎症因子
水平

大鼠麻醉后腹主动脉取血，以３０００ｒ·ｍｉｎ－１离
心１５ｍｉｎ，将上清液保存于 －２０℃，用 ＥＬＩＳＡ试剂盒
检测血清ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－４和ＩＬ－１０的水平。
２９　ＴＵＮＥＬ法检测大鼠滑膜组织细胞凋亡率

取“２４”石蜡包埋后的切片，二甲苯和梯度乙醇
脱蜡水化后，加入２０μｇ·ｍＬ－１蛋白酶 Ｋ溶液通透，
室温孵育２０ｍｉｎ，蒸馏水清洗，按照说明书加入配制
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ６Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２８）

的 ＴＵＮＥＬ检测液，３７℃下避光孵育１ｈ，磷酸盐缓
冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）清洗，加入 ４′，
６－二脒基 －２－苯基吲哚对细胞核复染，荧光显微
镜观察，细胞凋亡率（％）＝阳性细胞数／总细胞数
×１００％。
３　统计学处理

用ＳＰＳＳ２６０软件进行统计分析。计量资料用
珋ｘ±ｓ表示，多组间比较用单因素方差分析，２组间比较
用独立样本ｔ检验。

结　　果

１　Ｓｉｎ对ＣＩＡ大鼠ＡＩ及足跖肿胀度的影响
对照组大鼠正常饲养，不做处理；模型组大鼠用牛Ⅱ

型胶原与弗氏不完全佐剂建立ＣＩＡ模型；低、中、高剂量
实验组基于模型组分别灌胃４０、８０、１６０ｍｇ·ｋｇ－１Ｓｉｎ
处理；ｉｎｈ－ＮＣ组和 ｉｎｈ－ｍｉＲ－８８５－５ｐ组基于高剂
量实验组，分别尾静脉注射 ｍｉＲ－８８５－５ｐ阴性对照
和ｍｉＲ－８８５－５ｐ抑制药。

给药前，模型组大鼠的 ＡＩ评分和足跖肿胀度均
显著高于对照组（均 Ｐ＜０００１）；低、中、高剂量实验
组大鼠的ＡＩ评分和足跖肿胀度与模型组相比，在统
　　

计学上差异均无统计学意义（均 Ｐ＞００５）。给药后，
中、高剂量实验组大鼠的 ＡＩ评分均显著低于模型组
（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；低、中、高剂量实验组大鼠的足
跖肿胀度均显著低于模型组（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。
结果见表１。
２　Ｓｉｎ对ＣＩＡ大鼠踝关节滑膜组织病理学的影响

ＨＥ结果显示：对照组大鼠踝关节滑膜组织结构
正常，无炎性细胞浸润；模型组滑膜细胞紊乱，肥大变

形突起，滑膜增生形成血管翳，并可见大量炎性细胞

浸润；低、中、高剂量实验组的上述病理变化有不同程

度减轻。结果见图１。
３　Ｓｉｎ对ＣＩＡ大鼠滑膜组织中 ｍｉＲ－８８５－５ｐ表达
的影响

对照组、模型组和低、中、高剂量实验组的

ｍｉＲ－８８５－５ｐ相对表达水平分别为 １００±０１８、
０５２±０１０、０６３±０１２、０６８±０１３和０７１±０１４；
模型组与对照组相比，ｍｉＲ－８８５－５ｐ相对表达水平显
著降低（Ｐ＜０００１）；低、中、高剂量实验组与模型组相
比，ｍｉＲ－８８５－５ｐ相对表达水平均显著升高（均
Ｐ＜００５）。
４　Ｓｉｎ基于ｍｉＲ－８８５－５ｐ对ＳＯＣＳ１／ＳＴＡＴ３通路蛋
白表达水平的影响

ｉｎｈ－ＮＣ组和 ｉｎｈ－ｍｉＲ－８８５－５ｐ组血清中
　　

表１　各组大鼠关节炎指数（ＡＩ）评分和足跖肿胀度的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｒｔｈｒｉｔｉｓｉｎｄｅｘ（ＡＩ）ｓｃｏｒｅｓａｎｄｐｌａｎｔａｒｓｗｅｌｌｉｎｇｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
ＡＩ（ｓｃｏｒｅ） Ｐｌａｎｔａｒｓｗｅｌｌｉｎｇ（％）

Ｂｅｆｏｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ Ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ Ｂｅｆｏｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ Ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １０ ０００±０００ ０００±０００ １５７±０３１ ３５３２±７０５

Ｍｏｄｅｌ １０ ４７０±０９４ ７２０±１３８ １９３２±３８５ ７２４６±１４４７

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １０ ４８０±０９６ ６１０±１２１ １８５４±３７１ ６０３３±１１０５＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ １０ ４６０±０９２ ５７０±１１３＃ １８２７±３６５ ５６２４±１１２３＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １０ ４８０±０９５ ５５０±１１０＃＃ １９６６±３９３ ５１６５±１０３１＃＃

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｎｏｒｍａｌｆｅｅｄｉｎｇ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：Ｔｈｅｃｏｌｌａｇｅｎ－ｉｎｄｕｃｅｄａｒｔｈｒｉｔｉｓｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｂｏｖｉｎｅｔｙｐｅⅡ ｃｏｌｌａｇｅｎ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ，－Ｍ，－Ｈ

ｇｒｏｕｐｓ：Ｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，４０，８０，１６０ｍｇ·ｋｇ－１Ｓｉｎｗａｓｇｉｖｅｎｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｌｌｙ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１

图 １　用苏木精－伊红染色法观察各组大鼠滑膜组织病理形态（×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｓｙｎｏｖｉａｌｔｉｓｓｕｅｉｎｒａｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×２００）
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ｍｉＲ－８８５－５ｐ相对表达水平分别为 １００±０１８和
０６２±０１２，滑膜组织中 ｍｉＲ－８８５－５ｐ相对表达水
平分别为１００±０１９和０５８±０１１，ｉｎｈ－ｍｉＲ－８８５－５ｐ
组的上述指标与 ｉｎｈ－ＮＣ组比较均显著降低（均
Ｐ＜０００１）。对照组、模型组、低剂量实验组、中剂量
实验组、高剂量实验组、ｉｎｈ－ＮＣ组、ｉｎｈ－ｍｉＲ－８８５－５ｐ
组的ＳＯＣＳ１蛋白相对表达水平分别为１００±０１８、
０５１±０１０、０６２±０１２、０６７±０１３、０７５±０１５、
０７１±０１４和０５５±０１１，ＳＴＡＴ３蛋白磷酸化相对表
达水平分别为１００±０１７、２６６±０５３、２１５±０４２、
１９３±０３８、１７８±０３５、１８４±０３７和２４７±０４９；
模型组与对照组相比，ＳＯＣＳ１蛋白相对表达水平显著
降低，ＳＴＡＴ３蛋白磷酸化相对表达水平显著升高（均
Ｐ＜０００１）；低、中、高剂量实验组与模型组相比，
ＳＯＣＳ１蛋白相对表达水平显著升高，ＳＴＡＴ３蛋白磷酸
化相对表达水平显著降低（均 Ｐ＜００５）；ｉｎｈ－ＮＣ组
与高剂量实验组相比，ＳＯＣＳ１蛋白相对表达水平和
ＳＴＡＴ３蛋白磷酸化相对表达水平均无显著性差异（均
Ｐ＞００５）；ｉｎｈ－ｍｉＲ－８８５－５ｐ组与 ｉｎｈ－ＮＣ组相
比，ＳＯＣＳ１蛋白相对表达水平显著降低，ＳＴＡＴ３蛋白
磷酸化相对表达水平显著升高（均Ｐ＜００５）。
５　Ｓｉｎ基于 ｍｉＲ－８８５－５ｐ对 ＣＩＡ大鼠滑膜组织中
巨噬细胞标志蛋白相对表达水平的影响

对照组、模型组、低剂量实验组、中剂量实验组、

高剂量实验组、ｉｎｈ－ＮＣ组和 ｉｎｈ－ｍｉＲ－８８５－５ｐ组
的 ＣＤ８６蛋白相对表达水平分别为 １００±０２０、
２４１±０４７、２０１±０３７、１８４±０３６、１６３±０３２、
１６７±０３３和２３８±０４７，ＣＤ２０６蛋白相对表达水平
分别为 １００±０１８、０４４±００９、０５３±０１０、
０６５±０１２、０７１±０１４、０７５±０１５和０４９±０１０；
模型组与对照组相比，ＣＤ８６蛋白相对表达水平显著

升高，ＣＤ２０６蛋白相对表达水平显著降低 （均
Ｐ＜０００１）；低、中、高剂量实验组与模型组相比，
ＣＤ８６蛋白相对表达水平显著降低，ＣＤ２０６蛋白相对
表达水平显著升高（均 Ｐ＜００５）；ｉｎｈ－ＮＣ组与高剂
量实验组相比，ＣＤ８６和 ＣＤ２０６蛋白相对表达水平均
无显著性变化（均 Ｐ＞００５）；ｉｎｈ－ｍｉＲ－８８５－５ｐ组
与ｉｎｈ－ＮＣ组相比，ＣＤ８６蛋白相对表达水平显著升
高，ＣＤ２０６蛋白相对表达水平显著降低（均Ｐ＜００１）。
６　Ｓｉｎ基于 ｍｉＲ－８８５－５ｐ对 ＣＩＡ大鼠血清炎症因
子水平的影响

模型组中 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６水平均显著高于对照
组，ＩＬ－４和 ＩＬ－１０水平均显著低于对照组（均
Ｐ＜０００１）；低、中、高剂量实验组中ＴＮＦ－α和ＩＬ－６
水平均显著低于模型组，ＩＬ－４和 ＩＬ－１０水平均显著
高于模型组（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）；ｉｎｈ－ＮＣ
组中ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－４和 ＩＬ－１０水平与高剂量
实验组相比，在统计学上均无统计学意义 （均

Ｐ＞００５）；ｉｎｈ－ｍｉＲ－８８５－５ｐ组中ＴＮＦ－α和ＩＬ－６
水平均显著高于ｉｎｈ－ＮＣ组，ＩＬ－４和 ＩＬ－１０水平均
显著低于ｉｎｈ－ＮＣ组（均Ｐ＜０００１）。结果见表２。
７　Ｓｉｎ基于 ｍｉＲ－８８５－５ｐ对 ＣＩＡ大鼠滑膜细胞凋
亡的影响

对照组、模型组、低剂量实验、中剂量实验、高剂

量实验组、ｉｎｈ－ＮＣ组、ｉｎｈ－ｍｉＲ－８８５－５ｐ组的细胞
凋亡率分别为（３１４７±６２９）％、（１２１９±２４３）％、
（１５３４±３２７）％、（１７３６±３５７）％、（２２０３±４４１）％、
（２０１６±４０３）％和（１３３７±２６６）％；模型组与对照
组相比，细胞凋亡率显著下降（Ｐ＜０００１）；低、中、高
剂量实验组与模型组相比，细胞凋亡率均显著提高

（均Ｐ＜００５）；ｉｎｈ－ｍｉＲ－８８５－５ｐ组与 ｉｎｈ－ＮＣ组
相比，细胞凋亡率显著降低（Ｐ＜０００１）。

表２　各组大鼠血清中炎症因子水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＴＮＦ－α（ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ－６（ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ－４（ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ－１０（ｐｇ·ｍＬ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ １０ ７８２３±１５４６ ３５２９±７０５ ７６１６±１５２２ ８７３６±１７４５

Ｍｏｄｅｌ １０ ４８７８９±９６７５ ２１５８２±４３１５ １５６７±３１３ １１３５±２２６

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １０ ４０１２８±７９８７＃ １６７３０±３３４１＃ ２０３６±４２７＃ １５４８±３３９＃＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ １０ ３６２２７±７２４１＃＃ １４００５±２７７６＃＃＃ ２６５１±５３１＃＃＃ ２６１３±５２１＃＃＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １０ ２７７３４±５５４１＃＃＃ １２１３３±２４２５＃＃＃ ３７４８±７０９＃＃＃ ３８５９±７７１＃＃＃

ｉｎｈ－ＮＣ １０ ２８２６８±５６４８ １１５６２±２３０８ ３３０２±６６１ ４１２３±８２５

ｉｎｈ－ｍｉＲ－８８５－５ｐ １０ ４６６２７±９３２５ΔΔΔ ２０７３９±４１３６ΔΔΔ １９４５±３８８ΔΔΔ １０６４±２１０ΔΔΔ

ｉｎｈ－ＮＣｇｒｏｕｐ：Ｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ，ｒａｔｓｗｅｒｅｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈａｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｍｉｃｒｏＲＮＡ－８８５－５ｐ（ｍｉＲ－８８５－５ｐ）；

ｉｎｈ－ｍｉＲ－８８５－５ｐｇｒｏｕｐ：Ｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ，ｒａｔｓｗｅｒｅｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ－８８５－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｉｎｔｈｅｔａｉｌｖｅｉｎ；ＴＮＦ－α：Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏ

ｓｉｓｆａｃｔｏｒ－ａｌｐｈａ；ＩＬ－６：Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６；ＩＬ－４：Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－４；ＩＬ－１０：Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１０；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｉｎｈ－ＮＣｇｒｏｕｐ，△△△Ｐ＜０００１
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ６Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２８）

讨　　论

既往研究发现，许多中药可以通过调控炎症信号

通路，抑制炎症因子分泌，从而发挥抗炎作用，减轻关节

和软骨组织的破坏［９－１０］。Ｓｉｎ可以通过调节免疫、炎
症、氧化应激等相关信号转导途径和阻断痛觉神经元

信号传递，发挥治疗风湿免疫性疾病的作用［１１］。戴宗

顺等［１２］研究发现，ＣＩＡ模型大鼠足肿胀容积和关节炎
指数评分均显著增加，关节可见大量炎性细胞浸润并

伴有严重骨破坏，５０ｍｇ·ｋｇ－１Ｓｉｎ灌胃干预后，上述指
标和病症均有显著改善，与本研究结果相一致。这表

明Ｓｉｎ有减轻大鼠关节肿胀度和骨破坏的功效。
成熟巨噬细胞有Ｍ１和Ｍ２２种极化状态。Ｍ１型

巨噬细胞可分泌 ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１２、活
性氧和一氧化氮合成酶等细胞因子参与促炎反应；Ｍ２
型则高表达精氨酸酶 －１、转化生长因子 －β、ＩＬ－１０
等参与抗炎反应［１３］。在正常生理条件下，Ｍ１／Ｍ２保
持动态平衡。本研究发现，ＣＩＡ大鼠滑膜组织中 Ｍ１
型巨噬细胞标志物 ＣＤ８６大量表达，而 Ｍ２型巨噬细
胞标志物ＣＤ２０６低表达；经 Ｓｉｎ治疗后，滑膜中 ＣＤ８６
表达下降，ＣＤ２０６表达升高。

有研究显示，ｍｉＲ－８８５－５ｐ在氧化受损的血管平
滑肌细胞中低表达，上调其表达可抑制细胞的恶性增

殖和炎症反应［１４］。ＴＮＦ－α可与相应受体结合促进炎
症因子产生，ＩＬ－６是促炎因子，参与调控炎症因子表
达，二者均可作为炎症评价指标，与疾病活动呈正相

关［１５］。ＳＴＡＴ３是由ＩＬ－６激活的主要转录因子，ＲＡ中
高表达的炎症因子激活ＩＬ－６－ＳＴＡＴ３细胞因子环，引
发慢性持续性炎症和关节破坏，上调ＳＯＣＳ１可抑制磷酸
化ＳＴＡＴ３的表达，从而抑制炎症细胞因子的产生［１６］。

ＵＴＴＲＡ等［１７］在对关节炎大鼠的研究中发现，麻黄乙醇水

溶液提取物可通过下调促炎因子ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α
的水平，升高抗炎介质ＩＬ－４和ＩＬ－１０的水平，抑制关节
炎大鼠疾病的发生和发展。本研究中，ＣＩＡ模型大鼠血
清ＴＮＦ－α和ＩＬ－６水平均显著升高，ＩＬ－４和ＩＬ－１０水
平均显著降低；经 Ｓｉｎ治疗后，降低了血清 ＴＮＦ－α和
ＩＬ－６水平，升高了ＩＬ－４和ＩＬ－１０水平。

本研究提示，Ｓｉｎ可促进巨噬细胞Ｍ２型极化并抑
制Ｍ１型极化，诱导滑膜细胞凋亡，有效减轻ＣＩＡ大鼠
关节滑膜炎性损伤，其机制可能与上调ｍｉＲ－８８５－５ｐ
表达，激活ＳＯＣＳ１／ＳＴＡＴ３信号通路有关。
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