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类风湿关节炎（RA）以关节慢性侵蚀性炎症为特征，基本

病理变化为滑膜炎，表现为成纤维样滑膜细胞（Fibroblast-like

synoviocytes，FLS）过度增生、大量T淋巴细胞和巨噬细胞浸

润以及血管翳的形成。FLS作为炎症性滑膜炎中组织损伤和

基质重塑的直接效应细胞，可通过诱导炎症反应、介导骨基质

降解、促进破骨细胞分化或增殖等途径参与 RA 患者关节软

骨、骨质的破坏[1-3]。因此，抑制FLS的异常增殖或诱导FLS分

化成熟成为治疗RA的新策略。

雷公藤是卫茅科植物，具有抗炎、抑制免疫的作用，临床

上常用于治疗RA、肾病综合征、支气管哮喘等，但其作用机制

尚不完全清楚[4]。雷公藤甲素（Triptolide，TP）又称雷公藤内酯

醇，是中药雷公藤的有效单体成分，是雷公藤中活性最高的环

氧化二萜内酯化合物，临床上常用于治疗RA。有研究表明，

TP 体外可诱导 RA 患者 FLS 的凋亡 [5]，但相关的试验数据较

少，故本试验研究TP对RA患者体外FLS增殖和细胞周期的

影响，并探讨其可能的作用机制，以期为TP治疗RA提供试验

依据。

1 材料
1.1 仪器

3100 SeniesⅡ水套CO2细胞培养箱、Labofuge 400高速离

心机、Multiskan MK3酶标仪（美国Thermo 公司）；Epics XL流

式细胞仪（美国Beckman coulter公司）；X70倒置显微镜[Olym-

pus（中国）有限公司]。

1.2 药品与试剂

雷公藤甲素（上海融禾医药科技发展有限公司，批号：

071206，纯度：99.92％）；高糖DMEM培养基（美国Gibco BRL

公司）；胎牛血清（FBS，美国Gibco BRL公司），Ⅲ型胶原酶（美

国Sigma 公司，批号：30H6812）；胰蛋白酶（上海华美公司）；二

甲基亚砜（DMSO，上海生工生物工程有限公司）。

1.3 滑膜组织来源

雷公藤甲素对类风湿关节炎患者滑膜成纤维样细胞增殖的体外
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摘 要 目的：研究雷公藤甲素（TP）对体外培养的类风湿关节炎（RA）患者成纤维样滑膜细胞（FLS）增殖的影响。方法：从5例

RA患者的膝关节置换术或滑膜切除术中获得滑膜组织，经分离、培养、鉴定得到FLS后分别与0（空白对照）、50、100、200 nmol/ml

TP共孵育24、48、72 h。采用MTT法检测TP对FLS增殖的影响，计算增殖抑制率；流式细胞仪检测细胞凋亡和细胞周期。结果：

50、100、200 nmol/ml TP 对 FLS 的增殖抑制率为 17.46％～52.56％，且抑制作用与药物浓度呈正相关。与空白对照组比较，100、

200 nmol/ml TP 作用后 G0/G1期细胞比例增加，S 期细胞比例减少，差异有统计学意义（P＜0.05）；200 nmol/ml TP 可诱导细胞凋

亡。结论：TP对RA患者体外培养的FLS具有一定的增殖抑制作用并可诱导其凋亡，这可能是TP治疗RA的机制之一。
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Study on Inhibitory Effects of Triptolide on the Proliferation of Fibroblast-like Synovial Cells from Pa-
tients with Rheumatoid Arthritis in vitro
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the effects of triptolide（TP）on the proliferation of fibroblast-like synoviocytes（FLS）

from patients with rheumatoid arthritis（RA）in vitro. METHODS：5 RA patients received knee arthroplasty or synovectomy to ob-

tain synovial tissue. FLS was isolated，cultured and identified，and then incubated in the presence of TP [0（blank control），50，

100 and 200 nmol/ml] for 24，48 and 72 h. The effects of TP on FLS was evaluated by MTT，and then proliferation inhibitory rate

was calculated；flow cytometry was used to detect the apoptosis and cell cycle of FLS. RESULTS：The inhibitory rates of TP（50，

100 and 200 nmol/ml）on the proliferation of FLS were 17.46％-52.56％，which was positively correlated with drug concentration.

Compared with blank control group，100 and 200 nmol/ml TP could increase the percentage of cells in G0/G1 phase and decrease

the percentage of cells in S phase，with statistical significance（P＜0.05）；200 nmol/ml TP could induce cell apoptosis. CONCLU-

SIONS：TP could inhibit the proliferation and also could induce the apoptosis of FLS in RA patients in vitro，which may be one of

its mechanism for treating RA.
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滑膜组织取自山东省千佛山医院骨关节科经关节镜行膝

关节置换术或滑膜切除术的 5例 RA 患者，RA 诊断均符合

1987年美国风湿病学会修订的类风湿关节炎分类标准。患者

均为女性，年龄 59～72岁，平均年龄 61岁，X 线分期均为Ⅳ

期。5例患者均于术中切取膝关节滑膜组织。本试验经山东

省千佛山医院伦理委员会批准。

2 方法
2.1 FLS的分离、培养与鉴定

采用组织块原代培养法进行 FLS原代培养，具体方法见

文献[5]。倒置显微镜下观察细胞生长情况，当细胞生长至覆

盖底面＞80％时，吸弃培养液，用无菌磷酸盐缓冲液（PBS）冲

洗2～3遍，加入胰蛋白酶/乙二胺四乙酸溶液于37 ℃消化约1

min。倒置显微镜下观察，若大部分细胞胞质回缩、胞体变圆、

细胞间隙增大，则加入少量含10％ FBS的DMEM培养液终止

消化，吸管吹打使细胞悬液混匀后移至 15 ml离心管中，以离

心半径为 17 cm、1 000 r/min 离心 5 min，弃上清，加入适量含

10％ FBS的DMEM培养液吹打均匀后，按1 ∶3传代，分别接种

到培养瓶中，置于含 5％ CO2、37 ℃培养箱中培养。根据细胞

的生长情况及培养液的变化，每 1～3天更换培养液 1次。细

胞培养至3～4代后，加入CD55抗体，用流式细胞仪检测细胞

表达CD55阳性率，检验细胞纯度。

2.2 台盼蓝法对体外FLS计数及活力检测

将第 3～4代细胞消化、离心、重悬后，取等体积细胞悬液

与5 g/L的台盼蓝染液混匀，静置染色3～4 min后计数。死细

胞被染成淡蓝色，活细胞拒染。根据以下公式进行细胞计数

并计算活细胞百分率：细胞总数＝（4大格细胞总数/4）×104×稀

释倍数；活细胞百分率（％）＝（4大格活细胞总数/4大格细胞

总数）×100％。

2.3 MTT法检测细胞的增殖抑制率

取对数生长期细胞，用含 10％ FBS 的 DMEM 制备成 1×

105 ml－1的细胞悬液，接种于 96孔培养板中，孵育 24 h后加入

TP溶液，制成TP终浓度为0 nmol/ml的空白对照组和50、100、

200 nmol/ml的低、中、高浓度组，每个浓度设 6个复孔。分别

置于 37 ℃ 、5％ CO2的培养箱中继续培养24、48、72 h后，加入

5 mg/ml MTT 20 μl，继续培养 4 h，弃去上清，每孔加 DMSO

200 μl，振荡至结晶完全溶解。用酶标仪于490 nm波长处测定

吸光度A，细胞的增殖抑制率（SF，％）＝（1－A 试验组/A 空白对照组）×

100％。

2.4 流式细胞术检测细胞凋亡和周期

取对数生长期细胞制成5×105 ml－1的细胞悬液，将试验分

为 4组，TP浓度分别为 0（空白对照）、50、100、200 nmol/ml，每

个浓度设6个复孔。各组细胞均于37 ℃、5％ CO2培养箱中培

养 48 h后，取适量细胞，PBS洗涤 2次，加入 70％乙醇固定 30

min，离心后PBS洗2次，弃上清，加入10 mg/ml的核糖核酸酶

A 100 μl 和 10 mg/ml 的溴化丙啶（PI）2 ml，4 ℃避光孵育 30

min，流式细胞仪检测细胞凋亡和细胞周期。

2.5 统计学方法

采用SPSS 6.12软件处理试验数据。数据以x±s表示，所

有数据均进行方差齐性检验，两组数值间的比较采用 t检验，

多组数值间的比较采用方差分析，并进行两两比较的 q检验。

标准检验α＝0.05，P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 细胞的形态及鉴定结果

对原代培养的FLS进行贴壁分离纯化，细胞传代培养，试

验各间段均在倒置显微镜观察细胞形态。结果显示，活细胞

百分率＞98％，流式细胞仪鉴定细胞表面CD55阳性表达率大

于95％，因此可用3～4代细胞进行试验。

3.2 各组细胞增殖抑制率检测结果

与空白对照组比较，各给药组作用24、48、72 h后 SF值均

升高，差异有统计学意义（P＜0.05）；作用时间相同时，随着药

物浓度的增加，SF值增加；当药物浓度相同时，适当延长作用

时间，SF 值略有升高（除中浓度组 72 h SF 值较 48 h 略有下

降），平均在24～48 h达抑制最大值。增殖抑制率测定结果见

表1。

表1 增殖抑制率测定结果（x±±s，n＝6）

Tab 1 The results of proliferation inhibitory rates（x±±s，n＝6）

TP浓度，
nmol/ml

0（空白对照）

50

100

200

24 h

A

1.225±0.320

1.011±0.451

0.755±0.324

0.616±0.210

SF，％
0

17.46±2.3＊

38.43±3.2＊

49.71±4.3＊

48 h

A

1.291±0.321

1.058±0.431

0.775±0.218

0.618±0.182

SF，％
0

18.02±2.6＊

40.02±5.4＊

52.10±6.2＊

72 h

A

1.289±0.453

1.049±0.452

0.782±0.302

0.609±0.203

SF，％
0

18.62±2.1＊

39.63±4.2＊

52.56±4.9＊

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05

3.3 各组细胞凋亡和细胞周期检测结果

与空白对照组比较，中、高浓度TP作用后G0/G1期细胞比

例增加，S期细胞比例减少，差异有统计学意义（P＜0.05）；且

高浓度时可诱导细胞凋亡，作用48 h后出现显著凋亡峰（见图

1）。各组细胞周期检测结果见表2。

表2 细胞周期检测结果（x±±s，n＝6，％％）

Tab 2 The results of cell cycle test（x±±s，n＝6，％％）

TP浓度，nmol/ml

0（空白对照）

50

100

200

G0/G1

59.2±3.34

61.2±3.28

63.1±2.92＊

72.9±3.51＊

S

23.3±3.13

18.8±2.87

17.1±3.01＊

15.3±3.24＊

G2/M

17.2±1.89

19.9±2.16

15.5±1.34

13.2±1.68＊

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05

4 讨论
正常情况下，FLS可分泌纤维蛋白、胶原蛋白、软骨素蛋白

聚糖等多种结缔组织的组成成分，在保持关节内环境稳态中

发挥重要作用[6]。大量的研究表明，RA患者的FLS在慢性炎

图1 高浓度TP对FLS的流式细胞凋亡图

Fig 1 Flow cytometry apoptosis of FLS after treated with

high concentration of TP
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症过程中被激活后出现细胞表型的显著改变，在连续培养中

这些细胞表现出高增殖率、接触抑制缺失、组成性表达细胞因

子mRNA 和锚定非依赖性细胞生长等特性[7]。FLS为RA患者

炎症性滑膜炎中组织损伤和基质重塑的关键效应细胞，抑制

FLS增殖可有效减轻关节炎和减少骨侵蚀，从而达到治疗RA

的效果。

研究证明，TP可抑制炎症关节滑膜组织中多种趋化因子、

细胞因子mRNA及其相应受体的表达[8-11]，抑制血清中炎性细

胞因子的表达，促进抗炎细胞因子的水平升高[11]，抑制滑膜细

胞分泌血管内皮生长因子（VEGF）、金属基质蛋白酶 9（MMP-

9）等从而抑制血管翳增殖[12]。

笔者从RA患者膝关节分离滑膜组织，采用组织块培养法

得到的FLS，经原代培养后，取第3～4代FLS用于试验。加入

TP作用 24 h后FLS即开始出现生长明显减慢，光镜下可见细

胞突触回缩，细胞形态变不规则，细胞变圆甚至皱缩变小，核

分裂相细胞较少，有的可见凋亡小体。这与周光伟等[5]研究结

果相一致。不同浓度对FLS的增殖均有抑制作用，并随浓度

的加大抑制作用增强，呈浓度依赖性；而与作用时间并无明显

的正相关关系，平均24～48 h均达作用最高峰。低剂量TP虽

对FLS细胞增殖有抑制作用，但对其细胞周期无明显影响。加

大药物浓度可诱导细胞凋亡，使S期细胞比例降低，G0/G1期细

胞比例增加，抑制细胞有丝分裂，促进细胞分化。

综上，TP对RA 患者体外培养的 FLS 具有良好的抑制作

用，高浓度TP可诱导FLS凋亡，但其作用机制不明，有待进一

步研究。
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本刊讯 2015年 9月 22日，第十届石龙食品药品安全与

法治会议在广州召开。本次会议由广东省食品药品监督管理

局、法制日报社、广东省公安厅、东莞市人民政府联合主办，主

题是深入贯彻习近平总书记提出的“四个最严”，即最严谨的

标准、最严格的监管、最严厉的处罚、最严肃的问责，依法保障

食品药品安全。国家食品药品监督管理总局党组成员、食品

安全总监郭文奇出席会议并讲话。

郭文奇在讲话中指出，全国食品药品稽查系统联合公安

机关，不辱使命，依法履职，积极推进稽查工作体制机制建设，

全面夯实稽查工作基础，着力提升行政执法能力和水平，始终

保持对食品药品违法犯罪行为的严打高压态势，取得了明显

成效。郭文奇强调，在当前食品药品安全问题易发多发的形

势下，保障食品药品安全需要企业、政府、公众等社会各界齐

抓共管、形成社会共治的良好氛围。 一是企业要增强诚信守

法意识，熟悉法律法规对生产经营的各项要求，自觉履行第一

法定责任和义务，建立保证质量安全的内控、溯源、召回等制

度，把好产品质量安全关，严密防范各种安全风险，加强对从

业人员的诚信教育和技能培训。二是政府要提高依法监管水

平，各级监管部门要坚持有法必依、执法必严、违法必究的要

求，完善食品药品信息发布制度；各级地方政府要认真落实属

地责任、加强对食品药品安全工作的组织领导，切实做到“四

有两责”，保障食品药品监管工作有责、有岗、有人、有手段，组

织履行好日常检查职责和监督抽检职责。三是引导社会各界

积极参与食品药品安全社会共治，搭建各界参与的平台桥梁，

充分发挥行业协会等社会组织的作用，要注重发挥专家学者

的作用，支持新闻媒体开展舆论监督。
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