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摘要　 目的　 探讨红景天苷调控 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ ／金属蛋白酶组

织抑制剂⁃２（ＴＩＭＰ２）轴对人类风湿关节炎成纤维样滑膜细

胞（ＨＦＬＳ⁃ＲＡ）功能和活化的影响。 方法　 以 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞

为研究对象，将 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞分为肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃
α）组、对照组、红景天苷组、ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 抑制物阴性对照（ ｉｎ⁃
ｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ）组、ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 抑制物组、红景天苷 ＋ ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ
模拟物阴性对照（ｍｉｍｉｃ ＮＣ）组、红景天苷 ＋ ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 模

拟物组。 实时荧光定量聚合酶链反应 （ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ） 检测

ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞中 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 表达； 酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）检测 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞上清液中白细胞介素（ ＩＬ）⁃１β、
ＩＬ⁃６ 水平；细胞计数试剂盒 ８（ＣＣＫ⁃８）法、５⁃乙炔基⁃２’⁃脱氧

尿苷（ＥｄＵ） 染色检测 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞增殖；划痕实验检测

ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞迁移；免疫印迹实验 （ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ） 检测

ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞中 ＴＩＭＰ２、细胞周期素 Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）、基质金

属蛋白酶（ＭＭＰ）⁃９ 蛋白表达；双荧光素酶验证 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ
与 ＴＩＭＰ２ 的关系。 结果　 与对照组比较，ＴＮＦ⁃α 组 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃
５ｐ 表达、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平、吸光度（ＯＤ４５０）值、ＥｄＵ 阳性细胞

率、划痕愈合率及 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＭＭＰ⁃９ 蛋白上调，ＴＩＭＰ２ 蛋白下

调（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＴＮＦ⁃α 组相比，红景天苷组 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 表

达、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平、ＯＤ４５０值、ＥｄＵ 阳性细胞率、划痕愈合率

及 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＭＭＰ⁃９ 蛋白下调，ＴＩＭＰ２ 蛋白上调（Ｐ ＜ ０. ０５）；
与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组、ＴＮＦ⁃α 组相比比较，ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 抑制物组

ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 表达、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平、ＯＤ４５０ 值、ＥｄＵ 阳性细胞

率、划痕愈合率及 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＭＭＰ⁃９ 蛋白下调，ＴＩＭＰ２ 蛋白上

调（Ｐ ＜ ０. ０５）；与红景天苷 ＋ ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组、红景天苷组相比，
红景天苷 ＋ ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 模拟物组 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 表达、ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６ 水平、ＯＤ４５０ 值、ＥｄＵ 阳性细胞率、划痕愈合率及 Ｃｙ⁃
ｃｌｉｎＤ１、ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达升高，ＴＩＭＰ２ 蛋白表达降低 （Ｐ ＜
０. ０５）。 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 与 ＴＩＭＰ２ 存在靶向调控关系。 结论 　
红景天苷可能通过调控 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ ／ ＴＩＭＰ２ 抑制 ＴＮＦ⁃α 诱导

的 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞增殖、迁移及炎症反应。
关键词　 红景天苷；ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ；金属蛋白酶组织抑制剂⁃２；
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　 　 类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是受影

响关节的进行性炎症损伤，从而导致软骨破坏、骨侵

蚀和残疾的一种疾病［１］。 大量研究［２］ 表明，成纤维

样滑膜细胞（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅ ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅ，ＦＬＳ）增殖、迁
移异常是 ＲＡ 的标志性特征。 随着疾病的进展，关
节中发生免疫细胞浸润，激活人类风湿关节炎成纤

维样滑膜细胞（ｈｕｍａｎ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃
ｌｉｋｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＨＦＬＳ⁃ＲＡ）并促进炎症因子的分

泌［３］。 目前，临床上经常使用非甾体抗炎药、糖皮

质激素等药物治疗 ＲＡ，但长期使用上述药物存在

多种副作用［４］。 因此，有效预防或缓解 ＲＡ 疾病的

进展已成为临床关注的焦点。 红景天苷具有抗氧

化、抗炎等特性。 已有研究［５］ 报道，红景天苷可抑

制肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）⁃α 诱导

的 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 增殖。 但具体机制尚不完全明确。 相

关研究［６］显示，上调 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 表达可促进宫颈癌

细胞增殖；ＲＡ 患者经甘露糖醛酸治疗后金属蛋白

酶组织抑制剂２（ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ２，
ＴＩＭＰ２）表达水平增加［７］。 且 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 与 ＴＩＭＰ２
存在靶向结合关系。 但红景天苷能否通过调控 ｍｉＲ⁃
２０ａ⁃５ｐ ／ ＴＩＭＰ２ 轴抑制 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 增殖和迁移未见文

献报道。 因此，该研究主要探究红景天苷对 ＨＦＬＳ⁃
ＲＡ 增殖和迁移的影响以及其作用的分子机制。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 细胞　 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞（上海通派生物公司）。
１． １． ２　 试剂与仪器　 红景天苷（货号：Ｔｂ⁃１００５，纯
度≥９８％ ） （上海如吉生物公司）；ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 模拟

物及其阴性对照（ｍｉｍｉｃ ＮＣ）、ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 抑制物及

其阴性对照（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ）（广州基迪奥生物公司）；
人白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）⁃１β、ＩＬ⁃６、酶联免疫吸

附试验（ ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）
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试剂盒（上海吉泰依科赛生物公司，货号：ＥＨ０１７⁃
４５、ＥＨ０１７⁃５６）；细胞计数试剂盒 ８（ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ⁃
８，ＣＣＫ⁃８ ） 试剂盒 （ 美 国 ＭＣＥ 公 司， 货 号： ＨＹ⁃
Ｋ０３０１）；５⁃乙炔基⁃２ ’⁃脱氧尿苷 （５⁃ｅｔｈｙｎｙｌ⁃２ ’⁃ｄｅ⁃
ｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，ＥｄＵ）染色试剂盒（上海东寰生物公司，
货 号： Ｃ００８５Ｓ ）； 兔 源 一 抗 细 胞 周 期 素 Ｄ１
（ＣｙｃｌｉｎＤ１）、基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎ⁃
ａｓｅ，ＭＭＰ）⁃９、ＴＩＭＰ２、ＧＡＰＤＨ 及二抗（英国 Ａｂｃａｍ
公司， 货号： ａｂ１６６６３、 ａｂ７６００３、 ａｂ２３０５１１、 ａｂ８２４５、
ａｂ６７２１）。 ＳＴ⁃３６０ 型酶标仪购自上海科华实验系统

有限公司；Ｔｉ２⁃Ｕ 型荧光显微镜购自日本尼康公司；
ＣＸ５３ 型光学显微镜购自日本奥林巴斯公司；１６５⁃
８００１ 型蛋白电泳仪购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 细胞分组　 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞分为 ＴＮＦ⁃α 组、
对照组、红景天苷组、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组、ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 抑

制物组、红景天苷 ＋ ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组、红景天苷 ＋ ｍｉＲ⁃
２０ａ⁃５ｐ 模拟物组。 除对照组 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞正常培

养不做任何处理外，其他组均需利用 ２０ ｎｇ ／ ｍｌ ＴＮＦ⁃
α 处理以诱导体外 ＲＡ 模型［８］，各组药物处理如下：
ＴＮＦ⁃α 组（２０ ｎｇ ／ ｍｌ ＴＮＦ⁃α 处理 ２４ ｈ）、红景天苷

组［９］（２０ ｎｇ ／ ｍｌ ＴＮＦ⁃α 和 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 红景天苷共同

处理 ２４ ｈ）、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组（２０ ｎｇ ／ ｍｌ ＴＮＦ⁃α 处理的

同时转染 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ ２４ ｈ）、ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 抑制物组

（２０ ｎｇ ／ ｍｌ ＴＮＦ⁃α 处理 ２４ ｈ 的同时转染 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ ２４ ｈ）、红景天苷 ＋ ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组（２０ ｎｇ ／
ｍｌ ＴＮＦ⁃α 和 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 红景天苷共同处理 ２４ ｈ 的

同时转染 ｍｉｍｉｃ ＮＣ ２４ ｈ）、红景天苷 ＋ ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ
模拟物组（２０ ｎｇ ／ ｍｌ ＴＮＦ⁃α 和 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 红景天苷共

同处理 ２４ ｈ 的同时转染 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ ２４ ｈ）。
１． ２． ２　 检测 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 表达　 在 ＴＲＩｚｏｌ 试剂中裂

解以提取各组 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞总 ＲＮＡ。 以逆转录形

成的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 反应。 通过 ２ － ΔΔＣＴ法以

Ｕ６ 作为内参标准化 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 表达。 序列为：Ｕ６：
正 向 ５′⁃ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴ⁃３′， 反 向

５′⁃ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴ⁃３′； ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ： 正

向 ５′⁃ＵＡＡＡＧＵＧＣＵＵＡＵＡＧＵＧＣＡＧＧＵＡＧ⁃３′， 反 向

５′⁃ＣＵＡＣＣＵＧＣＡＣＵＡＵＡＡＧＣＡＣＵＵＵＡ⁃３′。
１． ２． ３　 上清液中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平的检测　 根据试

剂盒说明书步骤检测上清液中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平。
１． ２． ４ 　 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞增殖的 ＣＣＫ⁃８ 法检测 　 将

ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞（２ × １０５ 个 ／ ｍｌ）接种到 ９６ 孔板中并

进行各组相应处理后，加 １０ μｌ ／孔的 ＣＣＫ⁃８ 孵育

２ ｈ。４５０ ｎｍ 处测量吸光度（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。

１． ２． ５ 　 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞增殖的 ＥｄＵ 染色检测 　
ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞（２ × １０５ 个 ／ ｍｌ）接种到 ９６ 孔板中，经
５０ μｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥｄＵ 处理 ２ ｈ 后，再对细胞进行 ４％ 多

聚甲醛、阿波罗染色、ＤＡＰＩ 染色处理，观察并统计细

胞染色情况，并计算 ＥｄＵ 阳性细胞率（％ ） ＝ 染色呈

ＥｄＵ 阳性细胞数目 ／总细胞数目 × １００％ 。
１． ２． ６　 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞迁移的划痕实验检测　 接种

于 ６ 孔板中的 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞（１ × １０６ 个 ／孔）汇合

度达到 １００％后，用 １０ μｌ 的无菌移液管尖在细胞层

上制造划痕。 用 ＰＢＳ 洗涤细胞碎片后，孵育细胞 ２４
ｈ 后，观察并统计划痕愈合率变化。
１． ２． ７　 ＴＩＭＰ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＭＭＰ⁃９ 蛋白的检测 　 ＲＩ⁃
ＰＡ 缓冲液裂解 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞，离心并收集上清液。
上清液的蛋白质浓度通过 ２，２⁃联喹啉⁃４，４⁃二甲酸

二钠法检测。 通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离 ３０ μｇ 蛋白质，
电转移至聚偏二氟乙烯膜，进行封闭处理 １ ｈ，在
４ ℃ 下将膜与 ＴＩＭＰ２ （１ ∶ ４ ０００）、 ＣｙｃｌｉｎＤ１ （１ ∶
５ ０００）、ＭＭＰ⁃９（１ ∶ ６ ０００）、ＧＡＰＤＨ（１ ∶ ２ ０００）孵育

过夜，再与二抗（１ ∶ ６ ０００）孵育１ ｈ。化学发光试剂

确定蛋白印迹，Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带灰度值。
１． ２． ８ 　 靶向关系验证 　 构建 ＴＩＭＰ２ 的突变型

（ＭＵＴ）和野生型（ＷＴ）荧光素酶报告质粒，分别命

名为 ＴＩＭＰ２⁃ＭＵＴ、ＴＩＭＰ２⁃ＷＴ。 将 ＴＩＭＰ２⁃ＭＵＴ、ＴＩＭＰ２⁃
ＷＴ 分别与与 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 模拟物或 ｍｉｍｉｃ ＮＣ 共转

染于 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ。 ４８ ｈ 后检测荧光素酶活性。
１． ３　 统计学处理 　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９. ０ 版进

行统计分析。 数据以 �ｘ ± ｓ 表示，单因素方差分析及

事后 ＳＮＫ⁃ｑ 检验用于多组间比较，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异

有统计学意义。

２　 结果

２． １　 红景天苷对 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞中 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 表

达及 ＴＩＭＰ２ 蛋白表达的影响 　 与对照组相比，
ＴＮＦ⁃α 组 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 表达上调，ＴＩＭＰ２ 蛋白表达下

调（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＴＮＦ⁃α 组相比，红景天苷组 ｍｉＲ⁃
２０ａ⁃５ｐ 表达下调，ＴＩＭＰ２ 蛋白表达上调（Ｐ ＜ ０. ０５）；
与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组、ＴＮＦ⁃α 组相比，ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 抑制

物组 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 表达下调，ＴＩＭＰ２ 蛋白表达上调（Ｐ
＜ ０. ０５）；与红景天苷 ＋ ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组、红景天苷组相

比，红景天苷 ＋ ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 模拟物组 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 表

达上调，ＴＩＭＰ２ 蛋白表达下调（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 １。
２． ２　 红景天苷对各组 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞上清液中 ＩＬ⁃
１β、ＩＬ⁃６ 水平的影响　 与对照组相比，ＴＮＦ⁃α 组 ＩＬ⁃
１β、ＩＬ⁃６ 水平上调（Ｐ ＜ ０. ０５）；与ＴＮＦ⁃α组相比，红
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图 １　 各组 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞中 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 表达及 ＴＩＭＰ２ 蛋白表达

Ａ： ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞中 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测各组 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞中 ＴＩＭＰ２ 蛋白表达；ａ：对照组；ｂ：ＴＮＦ⁃α
组；ｃ：红景天苷组；ｄ：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组；ｅ：ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 抑制物组；ｆ：红景

天苷 ＋ ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组；ｇ：红景天苷 ＋ ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 模拟物组；与对照组

比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＴＮＦ⁃α 组比较：＃＃ Ｐ ＜ ０. ０１；与红景天苷组比

较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组比较：＠ ＠ Ｐ ＜ ０. ０１；与红景天苷 ＋

ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组比较：△△Ｐ ＜ ０. ０１

景天苷组 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平下调（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ｉｎｈｉｂ⁃
ｉｔｏｒ ＮＣ 组、 ＴＮＦ⁃α 组相比， ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 抑制物组

ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞上清液中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平降低（Ｐ ＜
０. ０５）；与红景天苷组、红景天苷 ＋ ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组比

较，红景天苷 ＋ ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 模拟物组 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞

上清液中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见表 １。
２． ３　 红景天苷对各组 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞增殖的影响

　 与对照组相比，ＴＮＦ⁃α 组 ＯＤ４５０值、ＥｄＵ 阳性细胞

率上调（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＴＮＦ⁃α 组相比，红景天苷组

ＯＤ４５０值、ＥｄＵ 阳性细胞率下调（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ｉｎｈｉｂｉ⁃
ｔｏｒ ＮＣ 组、 ＴＮＦ⁃α 组相比， ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 抑制物组

ＯＤ４５０值、ＥｄＵ 阳性细胞率下调（Ｐ ＜ ０. ０５）；与红景

天苷 ＋ ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组、红景天苷组相比，红景天苷 ＋
ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 模拟物组 ＯＤ４５０值、ＥｄＵ 阳性细胞率上调

（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ２ 和表 ２。

图 ２　 ＥｄＵ 染色检测 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞增殖 × ２００
ａ：对照组；ｂ：ＴＮＦ⁃α 组；ｃ：红景天苷组；ｄ：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组；ｅ：ｍｉＲ⁃

２０ａ⁃５ｐ 抑制物组；ｆ：红景天苷 ＋ ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组；ｇ：红景天苷 ＋ ｍｉＲ⁃２０ａ⁃
５ｐ 模拟物组

表 １　 各组 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞上清液中 ＩＬ⁃１β、

ＩＬ⁃６ 水平变化比较（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

组别 ＩＬ⁃１β（ｐｍｏｌ ／ Ｌ） ＩＬ⁃６（ｎｍｏｌ ／ Ｌ）
对照 ３５． ５８ ± １． ２９ １． ９３ ± ０． １２
ＴＮＦ⁃α １２１． ２２ ± ５． ４５∗∗ ９． ５４ ± ０． ４６∗∗

红景天苷 ７１． ６５ ± ３． ０３＃＃ ３． ７３ ± ０． １６＃＃

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ １１９． ９４ ± ５． ３３ ９． ６９ ± ０． ５１
ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ６３． ３６ ± ２． ８５＃＃＠ ＠ ３． ２５ ± ０． １４＃＃＠ ＠

红景天苷 ＋ ｍｉｍｉｃ ＮＣ ６９． ９４ ± ２． ８６ ３． ８４ ± ０． １９
红景天苷 ＋ ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ ９７． ７５ ± ４． １１＆＆△△ ６． ７８ ± ０． ２５＆＆△△

Ｆ 值 ４０９． ５０ ６５７． ９０
Ｐ 值 ＜０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 与对照组比较：∗∗Ｐ ＜０. ０１；与 ＴＮＦ⁃α 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与红景天苷组

比较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组比较：＠ ＠ Ｐ ＜ ０. ０１；与红景天苷 ＋ ｍｉｍｉｃ

ＮＣ 组比较：△△Ｐ ＜０. ０１
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表 ２　 各组 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞 ＯＤ４５０值、
ＥｄＵ 阳性细胞率变化比较（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

组别 ＯＤ４５０值　 　 ＥｄＵ 阳性细胞率（％ ）
对照 ０． ５７ ± ０． ０５ ２５． ８７ ± １． ２４
ＴＮＦ⁃α １． ０９ ± ０． １３∗∗ ６６． ３６ ± ２． ９５∗∗

红景天苷 ０． ７８ ± ０． ０７＃＃ ３８． ８４ ± １． ８３＃＃

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ １． ０８ ± ０． １２ ６５． ９５ ± ２． ８７
ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ０． ６９ ± ０． ０６＃＃＠ ＠ ３３． ７１ ± １． ６８＃＃＠ ＠

红景天苷 ＋ ｍｉｍｉｃ ＮＣ ０． ７９ ± ０． ０７ ３７． ６５ ± １． ７９
红景天苷 ＋ ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ ０． ９４ ± ０． ０８＆＆△△ ５１． １２ ± ２． ０５＆＆△△

Ｆ 值 ３０． １８ ３３０． ９０
Ｐ 值 ＜０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 与对照组比较：∗∗Ｐ ＜０. ０１；与 ＴＮＦ⁃α 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与红景天苷组

比较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组比较：＠ ＠ Ｐ ＜ ０. ０１；与红景天苷 ＋ ｍｉｍｉｃ

ＮＣ 组比较：△△Ｐ ＜０. ０１

２． ４　 红景天苷对各组 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞迁移的影响

　 与对照组相比较，ＴＮＦ⁃α 组划痕愈合率上调（Ｐ ＜
０. ０５）；与 ＴＮＦ⁃α 组相比，红景天苷组划痕愈合率下

调（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组、ＴＮＦ⁃α 组相比，
ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 抑制物组划痕愈合率下调（Ｐ ＜ ０. ０５）；
与红景天苷组、红景天苷 ＋ ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组比较，红景

天苷 ＋ ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 模拟物组 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞划痕愈

合率升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ３。
２． ５ 　 红景天苷对各组 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 中 ＣｙｃｌｉｎＤ１、
ＭＭＰ ⁃９蛋白的影响 　 与对照组相比 ，ＴＮＦ ⁃α组

ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达上调（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＴＮＦ⁃
α 组相比，红景天苷组 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达下

调（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组、ＴＮＦ⁃α 组相比，
ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 抑制物组 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达下

调（Ｐ ＜ ０. ０５）；与红景天苷 ＋ ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组、红景天苷

组相比，红景天苷 ＋ ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 模拟物组 ＣｙｃｌｉｎＤ１、
ＭＭＰ⁃９ 蛋白上调（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ４。
２． ６ 　 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 靶向调控 ＴＩＭＰ２ 　 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ
与 ＴＩＭＰ２ 有结合位点，见图 ５。 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 模拟物

和 ＴＩＭＰ２⁃ＷＴ 共转染组荧光素酶活性低于 ｍｉｍｉｃ
ＮＣ 和 ＴＩＭＰ２⁃ＷＴ 共转染组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见表 ３。

表 ３　 荧光素酶活性（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

组别 ＴＩＭＰ２⁃ＷＴ ＴＩＭＰ２⁃ＭＵＴ
ｍｉｍｉｃ ＮＣ １． ０３ ± ０． １１ １． １９ ± ０． １７
ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 模拟物 ０． ３２ ± ０． ０３ １． １７ ± ０． １５
ｔ 值 １５． ２５３ ０． ２１６
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ０． ８３３

图 ３　 划痕实验检测 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞迁移 × ４０
ａ：对照组；ｂ：ＴＮＦ⁃α 组；ｃ：红景天苷组；ｄ：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组；ｅ：ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 抑制物组；ｆ：红景天苷 ＋ ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组；ｇ：红景天苷 ＋ ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 模

拟物组；与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＴＮＦ⁃α 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与红景天苷组比较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组比较：＠ ＠ Ｐ ＜ ０. ０１；与红景

天苷 ＋ ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组比较：△△Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞中

ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达

ａ：对照组；ｂ：ＴＮＦ⁃α 组；ｃ：红景天苷组；ｄ：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组；ｅ：ｍｉＲ⁃
２０ａ⁃５ｐ 抑制物组；ｆ：红景天苷 ＋ ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组；ｇ：红景天苷 ＋ ｍｉＲ⁃２０ａ⁃

５ｐ 模拟物组；与对照组比较：∗∗ Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＴＮＦ⁃α 组比较：＃＃ Ｐ ＜

０. ０１；与红景天苷组比较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 组比较：＠ ＠ Ｐ ＜

０. ０１；与红景天苷 ＋ ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组比较：△△Ｐ ＜ ０. ０１

图 ５　 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 与 ＴＩＭＰ２ 结合位点图

３　 讨论

　 　 临床上，ＲＡ 是最普遍的严重慢性炎症性自身

免疫性疾病，伴随着疼痛，肿胀和滑膜关节损伤，给
患者及其家人的生活带来极大的不便。 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ
细胞作为人类 ＲＡ 过程中的主要效应细胞之一，其
病理变化在慢性持续性炎症和关节破坏中起关键作

用［１０］。 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞在 ＲＡ 病理过程中具有异常

增殖和迁移的特征，此外，ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 还可分泌多种

促炎细胞因子（如 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６），诱导炎症细胞浸润，
最终导致进行性关节破坏和功能障碍［１１］。 因此，抑
制 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 增殖、迁移和过度产生炎性细胞因子可

能是 ＲＡ 治疗的一种有效的策略。 红景天苷是红景

天的生物活性成分，具有抗炎、抗癌和免疫调节的作

用。 据文献［１２］报道，红景天苷可通过抑制炎症抑制

骨关节炎的发展；红景天苷可抑制瘢痕疙瘩成纤维

细胞增殖与迁移［１３］。 在该研究中，实验使用 ＴＮＦ⁃α
刺激的 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 在体外模拟 ＲＡ 的发展，结果显

示，红景天苷可降低 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞

上清液中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平，抑制细胞增殖及迁移能

力，并抑制增殖相关蛋白 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 及迁移相关蛋白

ＭＭＰ⁃９ 表达，表明红景天苷可抑制 ＴＮＦ⁃α 诱导的

ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞增殖、迁移及炎症反应，提示红景天

苷可能成为治疗 ＲＡ 的有效药物之一。
近年来关于红景天苷通过调控 ｍｉＲＮＡ 表达来

影响疾病进展的研究有很多。 如红景天苷通过上调

ｍｉＲ⁃１０３⁃３ｐ 表达抑制非小细胞肺癌细胞增殖和迁

移［１４］。 该研究表明，在 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细

胞中 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 呈高表达，下调 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 可抑制

ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞增殖、迁移及炎症反

应，此外，红景天苷可抑制 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ
细胞中 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 表达，推测红景天苷抑制 ＴＮＦ⁃α
诱导的 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞增殖、迁移及炎症反应可能是

通过抑制 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 实现的。 为了验证上述推测

是合理的，该实验用 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 模拟物进行了回复

实验，结果显示，ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 减弱了红景天苷

对 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞增殖、迁移及炎症

反应的抑制作用，研究表明红景天苷通过抑制 ｍｉＲ⁃
２０ａ⁃５ｐ 表达抑制 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞增

殖、迁移及炎症反应。
ｍｉＲＮＡ 可通过与靶基因的 ３′⁃ＵＴＲ 结合参与疾

病的发生和进展。 为了进一步探究红景天苷调控

ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 表达抑制 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞

增殖、迁移及炎症反应的分子机制，该研究表明

ＴＩＭＰ２ 为 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 的靶基因。 ＴＩＭＰ２ 是最丰富

的 ＴＩＭＰ 家族成员，其在正常和患病哺乳动物组织

中普遍存在，对于维持组织稳态至关重要。 已有研

究［１５］表明，增加 ＴＩＭＰ２ 表达可抑制 ＦＬＳ 的体外增

殖、迁移，进而改善 ＲＡ。 研究表明 ＴＩＭＰ２ 是 ＲＡ 的

保护因子。 该研究表明，在 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ
细胞中 ＴＩＭＰ２ 蛋白呈低表达状态；抑制 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ
后，ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 中 ＴＩＭＰ２ 蛋白升高，且
红景天苷可抑制 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞中

ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ 表达，促进 ＴＩＭＰ２ 蛋白表达，表明红景

天苷可能通过调控 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ ／ ＴＩＭＰ２ 抑制 ＴＮＦ⁃α
诱导的 ＨＦＬＳ⁃ＲＡ 细胞增殖、迁移及炎症反应。

综上所述，红景天苷抑制 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＨＦＬＳ⁃
ＲＡ 细胞增殖、迁移及炎症反应的分子机制可能与

调控 ｍｉＲ⁃２０ａ⁃５ｐ ／ ＴＩＭＰ２ 有关。

·７０８·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２４ Ｍａｙ；５９（５）
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过表达 ｓＦＲＰ３ 对小鼠原代心肌成纤维细胞活化增殖的影响
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摘要　 目的　 探讨 Ｗｎｔ 信号通路调控剂分泌型卷曲相关蛋

白 ３（ｓＦＲＰ３）在小鼠心肌成纤维细胞（ＣＦｓ）活化增殖中的作

用。 方法　 购入 １ ～ ３ ｄ 的小鼠乳鼠，行手术对心脏取材，消
化后分离 ＣＦｓ 进行培养。 细胞贴壁生长后使用转化生长因

子（ＴＧＦ⁃β１）刺激构建 ＣＦｓ 活化增殖模型；确认模型构建成

功后分别向实验组和对照组细胞转染 ｓＦＲＰ３ 过表达质粒和

空载质粒 ２４ ～ ４８ ｈ。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 的方法在

分子层面对 ｓＦＲＰ３、Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ（ ＰＯＳＴＮ）、Ⅰ型胶原（ Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅰ）和增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）的表达进行检测；使用 ＭＴＴ
法、ＣＣＫ⁃８ 法和 ＥｄＵ 染色法检测细胞增殖能力的改变。 结果

　 在 ＴＧＦ⁃β１ 刺激构建的 ＣＦｓ 活化增殖模型中，相较于对照
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组，模型组 ｓＦＲＰ３ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达下降，活化增殖相关蛋

白 ＰＣＮＡ、ＰＯＳＴＮ 和 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ表达上调。 另外，在质粒转

染 ｓＦＲＰ３ 过表达组的 ＣＦｓ 中，ＰＣＮＡ、ＰＯＳＴＮ 和 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ蛋

白及 ｍＲＮＡ 表达相较于空载组下降。 ＭＴＴ、ＣＣＫ⁃８ 与 ＥｄＵ 实

验表明，质粒转染 ｓＦＲＰ３ 过表达组的 ＣＦｓ 增殖活性较空载组

明显下降。 结论　 过表达 ｓＦＲＰ３ 明显抑制 ＣＦｓ 活化增殖，提
示 ｓＦＲＰ３ 可能是参与调控 ＣＦｓ 活化增殖的关键基因。
关键词　 ｓＦＲＰ３；心肌成纤维细胞；心肌纤维化；活化；增殖
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　 　 心肌纤维化是一种慢性间质性心脏病，它几乎

发生在所有形式的心脏病终末期，同时它也是各类

心血管疾病的共同病理生理过程的一种［１］；过度的

心肌纤维化可引起心肌收缩力改变等一系列心脏功

能改变［２］。 心肌纤维化主要是以心肌成纤维细胞

（ｃａｒｄｉａｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＣＦｓ）的过度增殖及细胞外基质

的过度累积作为病理学特征［３ － ４］；ＣＦｓ 作为这一过

程的靶细胞，其活化增殖过程一直是近些年来深入

研究心肌纤维化过程中的重点［５］。
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