
lar smooth muscle cells) ，and then recombine these cells into vascular structures． The scarcity and heterogenicity
of primary endothelial cells and vascular smooth muscle cells ( vSMCs) hinder the advancement of vascular tissue
engineering． Therefore，we investigated whether vSMCs could be generated from human exfoliated deciduous teeth
( SHED) ． Methods Transforming growth factor beta 1 ( TGF-β1) was utilized to induce SHED differentiation into
vSMCs． The mRNA and protein expression were analyzed using RT-PCR，flow cytometry，Western blot and immu-
nostaining． Furthermore，in vitro Matrigel angiogenesis assay was used to examine whether those SHED-derived
vSMCs possess the similar function as primary SMCs． Results The results of analyzation of SMCs specific mark-
ers’( SM22α，α-SMA，SM-MHC，and Calponin) expression confirmed that TGF-β1 could induce the differentia-
tion of SMCs from SHED，and the efficiency of differentiation assessed by flow cytometry was relatively high ( α-
SMA 86. 1%，SM22α 93. 9%，Calponin 56. 8% and SM-MHC 88. 2% ) ． The results of in vitro Matrigel Angio-
genesis Assay confirmed that SHED-derived SMCs possessed the similar function with primary SMCs in stabilizing
the vascular structures generated by human umbilical vein endothelial cells． Conclusion SHED possesses the po-
tential to generate functional SMCs，and could be a promising cell candidate in vascular tissue engineering．
Key words tissue engineering; angiogenesis; dental pulp stem cells; smooth muscle cells
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白花丹醌对 CIA大鼠滑膜细胞增殖及 TNF-α、
IL-1β和 MMP-3 表达的影响
钟毓娟1，李 丽2，李勇文3，杨成芳3，方舒萍4，程 琪4

摘要 目的 研究白花丹醌对脂多糖( LPS) 诱导的体外培
养 CIA大鼠成纤维样滑膜细胞 ( CIA-FLS) 的增殖及肿瘤坏
死因子-α( TNF-α) 、白介素-1β( IL-1β) 和基质金属蛋白酶-3
( MMP-3) 表达的影响。方法 采用Ⅱ型胶原蛋白 +弗氏完
全佐剂建立大鼠关节炎模型( CIA) ;原代培养 CIA-FLS，MTT
法检测药物对 CIA-FLS增殖的影响; 随机设立 CIA 对照组、
LPS对照组、甲氨蝶呤组、白花丹醌 1. 0 μmol /L 组、白花丹
醌 1. 5 μmol /L 组、白花丹醌 2. 0 μmol /L 组; 各药物与细胞
共同孵育 48 h后，ELISA 法检测细胞培养上清液中 TNF-α、
IL-1β和 MMP-3 的含量; Western blot 检测细胞内 MMP-3 的
蛋白含量。结果 MTT 显示，白花丹醌能不同程度抑制
CIA-FLS的增殖，呈浓度和时间依赖性; 与 LPS对照组比较，
甲氨蝶呤或白花丹醌均能明显下调细胞培养上清液中 TNF-

α、IL-1β 和 MMP-3 的含量 ( P ＜ 0. 001 ) ，明显降低细胞中
MMP-3 的蛋白含量 ( P ＜ 0. 001 ) 。结论 白花丹醌能抑制
CIA-FLS的增殖，并能通过下调 TNF-α、IL-1β和MMP-3 的表
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类风湿性关节炎( rheumatoid arthritis，RA) 是以
关节组织慢性炎症性病变为主要表现的自身免疫性
疾病。RA的特征性表现是: 滑膜炎症、滑膜增生，
软骨吸收和骨质破坏。大量研究［1 － 2］显示 RA 的病
理过程及疾病的发生、发展与滑膜细胞、巨噬细胞和
软骨细胞等分泌的高水平的肿瘤坏死因子-α( tumor
necrosis factor-α，TNF-α ) 、白介素-1β ( interleukin-
1β，IL-1β) 和基质金属蛋白酶( matrix metalloprotein-
ase，MMPs) 密切相关。

白花丹是白花丹科白花丹属植物。在我国，主
要生长于广西、广东、四川、福建等地区，民间用于治
疗风湿性关节疼痛、血瘀闭经和跌打损伤等。白花
丹醌是白花丹的主要活性成分，其具有很强的活血
化瘀作用，已证实其抗炎、抗肿瘤、抗菌、抗纤维化等
作用［3］。白花丹醌抗类风湿关节炎研究国内尚未
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见报道。CIA大鼠模型已被公认为是研究人类类风
湿性关节炎的经典动物模型。脂多糖 ( lipopolysac-
charide，LPS) 为细菌内毒素，进入机体后可激活单
核、巨噬细胞等，促进各种细胞因子的合成与释放，
是一种能有效地刺激细胞产生炎性反应的物质，
LPS广泛应用于体外细胞实验建立细胞炎症模
型［4］。该实验采用 CIA 大鼠取滑膜组织作分离和
原代培养，LPS作为炎症刺激因子建立胶原诱导性
关节炎大鼠成纤维样滑膜细胞( fibroblast-like syno-
viocytes of college induced arthritis，CIA-FLS) 细胞炎
症模型，探讨白花丹醌抗类风湿关节炎可能的分子
机制。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 8 周龄 SD大鼠，购自桂林医学院，
动物许可证号: SCXK桂 2013-0001。
1． 2 药物与试剂 白花丹醌( 批号: 1001468662 ) 、
酸可溶性Ⅱ型胶原蛋白 ( CⅡ) 、弗氏完全佐剂和
LPS( 美国 Sigma 公司) ; 胎牛血清、1640 培养基和
0. 25%胰蛋白酶( 美国 HyClone 公司) ; 总蛋白提取
试剂盒 ( 上海碧云天生物技术研究所 ) ; 兔抗鼠
MMP-3 多克隆抗体 ( 英国 Abcam 公司) ; 兔抗鼠
GAPDH一抗和 HRP 标记的山羊抗兔二抗( 上海生
工公司) ; 大鼠 TNF-α ELISA kit ( 上海逸峰生物公
司) ; IL-1β ELISA kit( 南京森贝伽生物公司) ; MMP-
3 ELISA kit( 上海广锐生物公司) 。
1． 3 主要仪器 CO2 培养箱 ( Model 311，美国
Thermo 公司) ; 高速冷冻离心机( 德国 Eppendorf 公
司) ;倒置相差显微镜 ( 德国 Zeiss 公司) ; Molecular
Imager Chemi Doc XRS( 美国 BIO-RAD 公司) ; Infi-
nite M200 PRO Microplate reader( 瑞士 Tecan公司) 。
1． 4 方法
1． 4． 1 CIA大鼠模型制备 按照参考文献［5］的方
法，将酸性 CⅡ250 μg 注射于大鼠后肢足跖皮内致
炎，半个月后重复免疫 1 次，造模成功后 CIA模型大
鼠用于取滑膜细胞。
1． 4． 2 CIA大鼠滑膜细胞的分离和培养 参照文
献［6］，无菌条件下分离 CIA 大鼠膝关节滑膜，用 D-
hanks液冲洗 3 遍，洗去滑膜表面的血污及附着的脂
肪组织，将滑膜剪成约 1 mm × 1 mm × 1 mm 的小
块，2 500 r /min离心 10 min，弃上清液，加入 100 μl
胎牛血清，混匀，将其平铺在培养皿中，放入培养箱

中培养 20 min使其贴壁，然后轻轻加入适量 20%血
清 1640 培养基置于细胞培养箱中，37 ℃、5% CO2

条件下培养。48 h 后倒置显微镜下观察到组织块
周围有 FLS 细胞爬出，呈三角形、椭圆形和不规则
的梭形细胞等，待细胞融合成片后，剔除组织块，继
续培养。每 2 ～ 3 d 换液 1 次。待细胞长至 70% ～
80%密度时，用 0. 25%胰蛋白酶消化，每 3 ～ 4 d 传
代 1 次，取第 3 ～ 4 代的细胞进行实验［7］。
1． 4． 3 MTT 法检测白花丹醌对 LPS 作用后 CIA-
FLS细胞增殖的影响 MTT操作步骤参照文献［2］进
行，LPS 对照组加入含终浓度为 100 μg /L 的
LPS［8］，各给药组在 LPS 对照组加入 LPS 作用 12 h
后加入含各浓度的药物作用 24、48、72 h，甲氨蝶呤
组浓度为 2. 2 μmol /L，各组白花丹醌终浓度分别为
0. 125、0. 25、0. 5、1. 0、1. 5、2. 0、2. 5、3. 0、3. 5 μmol /
L，每组设 6 个复孔。计算细胞增殖抑制率。细胞增
殖抑制率( % ) = ( 对照组 OD 值 －给药组 OD 值) /
对照组 OD 值 × 100%。根据 MTT 实验结果，以白
花丹醌 1. 0、1. 5、2. 0 μmol /L 3 个浓度组进行下述
实验。
1． 4． 4 ELISA 法检测白花丹醌对 LPS 作用后细胞
培养上清液中 TNF-α、IL-1β 和 MMP-3 含量的影响
将第 3 ～ 4 代的滑膜细胞用 0. 25%胰蛋白酶消

化，调整细胞悬液为 3 × 107 /L，接种细胞至直径为
10 cm的培养皿中，细胞数为 30 × 104 /皿。培养过
夜，细胞贴壁良好后，CIA对照组:加入 10% 胎牛血
清的 1640 培养液; LPS 对照组: 加入含 LPS 终浓度
为 100 μg /L 10%胎牛血清 1640 培养液孵育 24 h;
甲氨蝶呤组: 先加入含甲氨蝶呤终浓度为 2. 2
μmol /L的培养液 24 h，再加入终浓度为 100 μg /L
LPS共孵育 24 h;白花丹醌 1. 0、1. 5、2. 0 μmol /L 浓
度组:先加入终浓度分别为 1. 0 、1. 5 、2. 0 μmol /L
的白花丹醌孵育 24 h，再加入终浓度为 100 μg /L
LPS共孵育 24 h。收集细胞培养上清液按各细胞因
子的 ELISA 试剂盒说明书进行检测。实验重复 3
次取平均值。
1． 4． 5 Western blot 检测白花丹醌对 LPS 作用后
CIA-FLS细胞内 MMP-3 蛋白表达的影响 同 1. 4. 4
分组给药后，低温提取细胞总蛋白，BCA 法测定蛋
白浓度，每孔上样 50 μg蛋白，10% SDS-PAGE 分离
样品，转膜，5%脱脂奶粉封闭 1 h，分别滴加 GAPDH
( 1 ∶ 1 000 ) 、MMP-3 ( 1 ∶ 1 000 ) Ⅰ抗，4 ℃摇床过
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夜，洗膜，加 Ⅱ 抗( 1 ∶ 8 000) 室温孵育 1 h，洗膜后
将超敏 ECL 发光液滴加到膜上，当条带充分显色
后，压 X光片，暗室曝光 5 ～ 10 s，将 X 胶片进行显
影、定影后可见到清晰条带。所得胶片经 Molecular
Imager Chemi Doc XRS分析系统进行灰度值分析。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 统计软件分析
数据，计量资料以 珋x ± s 表示，组间比较采用单因素
方差分析，各组均数间两两比较采用 Student-New-
man-Keuls( SNK-q) 检验，检验水准 α = 0. 05。

2 结果

2． 1 白花丹醌对 LPS 作用后 CIA-FLS 增殖的影
响 MTT结果所示，白花丹醌在 0. 125 ～ 0. 5 μmol /
L浓度范围内对 CIA-FLS 细胞的抑制作用较小，与
阳性药物甲氨蝶呤组比较，浓度为 1. 0 μmol /L时对
细胞的增殖抑制作用相当，差异无统计学意义;浓度
为 1. 5 ～ 3. 5 μmol /L 范围对细胞的抑制作用较好
( P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 001) ，呈浓度和时间依赖性。故选
取 1. 0、1. 5、2. 0 μmol /L 3 个浓度组进行后续实验。

见表 1。
2． 2 白花丹醌对细胞培养上清液中 TNF-α、IL-1β
和MMP-3 含量的影响 LISA 结果所示，与 CIA 对
照组比较，LPS 明显上调了细胞 TNF-α、IL-1β 和
MMP-3 的表达( P ＜ 0. 001) ，提示 CIA-FLS细胞炎症
模型复制成功; 与 LPS 对照组比较，阳性药物甲氨
蝶呤或白花丹醌 3 个浓度组均能明显降低细胞培养
上清液中 TNF-α、IL-1β 和 MMP-3 的含量 ( P ＜
0. 001) ;而与阳性药物甲氨蝶呤组比较，白花丹醌
2. 0 μmol /L 组 TNF-α、IL-1β 的含量降低差异有统
计学意义 ( P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 001 ) ; 白花丹醌 1. 5 和
2. 0 μmol /L组 MMP-3 含量降低差异有统计学意义
( P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 001) 。见表 2。
2． 3 白花丹醌对 LPS 作用后 CIA-FLS 内 MMP-3
蛋白表达的影响 Western blot结果所示，与 CIA对
照组比较，LPS对照组 MMP-3 蛋白表达明显增加( P
＜ 0. 001) ; 与 LPS 对照组比较，阳性药物甲氨蝶呤
或白花丹醌作用 48 h后，能明显降低细胞内 MMP-3
的蛋白含量( P ＜ 0. 001) ;而与阳性药物甲氨蝶呤组

表 1 不同浓度的白花丹醌对 LPS作用后 CIA-FLS增殖的影响 ( 珋x ± s，n = 6 )

组别 浓度( μmol /L) 24 h抑制率( % ) 48 h抑制率( % ) 72 h抑制率( % )
LPS对照 － － － －
甲氨蝶呤 2． 2 9． 30 ± 1． 35 23． 86 ± 2． 91 32． 80 ± 3． 02
白花丹醌 0． 125 3． 52 ± 0． 56* 6． 59 ± 0． 98＊＊ 7． 42 ± 1． 06＊＊

0． 25 5． 22 ± 0． 82 8． 81 ± 1． 17＊＊ 10． 86 ± 1． 12＊＊

0． 5 7． 92 ± 1． 13 13． 99 ± 2． 35＊＊ 15． 32 ± 2． 14＊＊

1 13． 50 ± 2． 06 22． 18 ± 2． 76 28． 40 ± 3． 29
1． 5 19． 79 ± 2． 97＊＊ 33． 04 ± 3． 73* 45． 32 ± 4． 82＊＊

2 25． 45 ± 4． 53＊＊ 41． 20 ± 3． 32＊＊ 58． 71 ± 4． 12＊＊

2． 5 39． 04 ± 4． 45＊＊ 61． 96 ± 4． 36＊＊ 77． 40 ± 5． 94＊＊

3 51． 84 ± 5． 93＊＊ 71． 89 ± 6． 94＊＊ 85． 32 ± 6． 36＊＊

3． 5 59． 53 ± 6． 30＊＊ 85． 12 ± 8． 67＊＊ 87． 69 ± 6． 22＊＊

F值 － 183． 28 238． 07 314． 53
P值 － ＜ 0． 01 ＜ 0． 01 ＜ 0． 01

与甲氨蝶呤组比较: * P ＜ 0. 01，＊＊P ＜ 0. 001

表 2 白花丹醌对 CIA-FLS 细胞培养上清液中 TNF-α、IL-1β和MMP-3 含量改变的影响( 珋x ± s，n = 6 )

组别 浓度( μmol /L) TNF-α( pg /ml) IL-1β( pg /ml) MMP-3( pg /ml)
CIA对照 － 24． 46 ± 5． 12 35． 72 ± 6． 39 81． 57 ± 9． 03
LPS对照 － 104． 20 ± 10． 94* 135． 33 ± 12． 41* 307． 09 ± 16． 69*

甲氨蝶呤 2． 2 60． 10 ± 7． 42# 75． 22 ± 10． 62# 178． 01 ± 12． 12#

白花丹醌 1． 0 70． 51 ± 9． 31# 84． 88 ± 9． 99# 188． 70 ± 9． 77#

1． 5 52． 61 ± 8． 60# 67． 13 ± 8． 55# 152． 58 ± 11． 28#△

2． 0 34． 74 ± 7． 84#△△ 51． 08 ± 8． 37#△ 120． 48 ± 12． 29#△△

F值 － 56． 65 64． 37 193． 50
P值 － ＜ 0． 01 ＜ 0． 01 ＜ 0． 01

与 CIA对照组比较: * P ＜ 0. 001; 与 LPS对照组比较: #P ＜ 0. 001; 与甲氨蝶呤组比较: △P ＜ 0. 01，△△P ＜ 0. 001
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比较，白花丹醌 1. 5 和 2. 0 μmol /L 组 MMP-3 的蛋
白含量明显降低，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05，P ＜
0. 01) 。见图 1。

图 1 白花丹醌对 LPS作用后 CIA-FLS 中的MMP-3 表达的影响
1: CIA 对照组; 2: LPS 对照组; 3: 甲氨蝶呤组; 4: 白花丹醌 1. 0

μmol /L组; 5:白花丹醌 1. 5 μmol /L 组; 6: 白花丹醌 2. 0 μmol /L 组;

与 CIA对照组比较: * P ＜ 0. 001; 与 LPS 对照组比较: #P ＜ 0. 001; 与
甲氨蝶呤组比较: △P ＜ 0. 05，△△P ＜ 0. 01

3 讨论

RA 是一种慢性进行性的自身免疫障碍性疾
病，在世界范围内的平均患病率约 1%，我国患病率
为 0. 35%［9］。RA晚期可出现不同程度的关节畸形
和功能障碍，是一种致残率较高的疾病，严重危害人
类健康。目前尚无根治的方法，常用的治疗药物主
要有非甾体类抗炎药、糖皮质激素、改善病情的抗风
湿药和生物制剂。

目前认为在 RA 发病机制中，滑膜细胞中的成
纤维样滑膜细胞 ( fibroblast-like synoviocytes，FLS )
是 RA关节损伤的最终效应细胞，通过表达细胞因
子和趋化因子等效应信号的精细调节，以自分泌和
旁分泌方式刺激或抑制炎症反应，成为关节炎症和
关节破坏的直接效应者［10］。滑膜细胞的增生是 RA
一个突出的特征。RA 滑膜细胞的异常增殖能分泌
大量的细胞因子是滑膜增生的主要原因。本研究结
果显示，与阳性药物甲氨蝶呤组相比较，白花丹醌在
浓度为 1. 5 ～ 3. 5 μmol /L范围对 CIA-FLS细胞的增
殖有很好的抑制作用( P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 001) ，表明白
花丹醌能直接和间接抑制滑膜的增生。

研究［11］显示，导致 RA 关节内炎性细胞聚集，
滑膜组织增生、软骨及骨降解和破坏的主要因素在

于成纤维样滑膜细胞具有的转化细胞的特征及其所
分泌的大量促炎性细胞因子、趋化因子和基质金属
蛋白酶 MMPs，其中由单核细胞、巨嗜细胞、关节组
织中的滑膜细胞和软骨细胞分泌的 IL-1β 及由主要
由单核巨嗜细胞产生的 TNF-α在 RA的病程进展中
处于中心地位。IL-1β 是炎症的始动因素，过度分
泌的 IL-1β可以刺激滑液和软骨细胞合成并释放前
列腺素 E2 和胶原酶，引发滑膜炎症反应、软骨基质
崩解。IL-1β还作用于内皮细胞，促进嗜中性粒细
胞、淋巴细胞和巨嗜细胞聚集，加重关节局部炎症反
应［12 － 13］。研究［14］显示，RA 患者血清中 TNF-α 呈
高水平分泌与疾病活动性或严重性增强密切相关。
TNF-α与 IL-1β 的效应与靶细胞相似，TNF-α 也可
以刺激滑膜细胞和软骨细胞合成前列腺素 E2 和胶
原酶，引起骨和软骨吸收的破坏，促进成纤维细胞增
生。TNF-α的分泌不但可以刺激巨嗜细胞增加自身
的产生，而且也促进 IL-1β的合成和分泌，呈正反馈
调节。因此，抑制 IL-1β 和 TNF-α 的分泌对控制
RA 的病情和改善预后非常重要。

基质金属蛋白酶是一组需要 Ca2 +、Zn2 +等金属
离子作为辅助因子的蛋白水解酶，MMPs 几乎能水
解细胞外基质的各种蛋白成分，导致关节韧带、骨和
软骨的破坏。MMPs 广泛存在于各种结缔组织中，
MMP-3 被认为与类风湿性关节炎关系最为密切。
Ma et al［15］研究发现，RA 患者血清中 MMP-3 异常
增高，是类风湿性关节炎诊断的一种生物标志物。
MMP-3 这一系统性的炎症标志物，现已被认为是诱
导软骨降解最重要的蛋白酶，并可作为类风湿关节
炎患者滑膜损伤以及预后的指标［2］。

本实验结果显示，白花丹醌能有效抑制 CIA-
FLS的增殖，明显降低 CIA-FLS 培养上清液中细胞
炎性因子 TNF-α、IL-1β的分泌和 MMP-3 的表达，降
低 CIA-FLS中 MMP-3 的蛋白表达，这可能是白花丹
醌抑制 CIA-FLS 炎症模型的重要作用机制之一，也
可能是白花丹醌民间用于治疗风湿性疼痛的有效途
径。本实验为白花丹醌治疗类风湿性关节炎的临床
应用提供实验依据。
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Effect of plumbagin on proliferation and the expressions of TNF-α，
IL-1β and MMP-3 in CIA-FLS in rat

Zhong Yujuan1，Li Li2，Li Yongwen3，et al
( 1Dept of Immunology，2Dept of Physiology，3Dept of Pharmacology，Guilin Medical University，Guilin 541001)

Abstract Objective To observe the effects of plumbagin on proliferation and the expressions of tumor necrosis
factor-α( TNF-α) ，interleukin-1β( IL-1β) and matrix metalloproteinase-3 ( MMP-3 ) in fibroblast-like synoviocytes
( FLS) induced by lipopolysaccharide( LPS) ． Methods Using typeⅡ collagen and Freund’s complete adjuvant to
make arthritis model in rat． CIA-FLS were primary cultured in vitro，the effect of drug on proliferation of CIA-FLS
was detected by MTT method． CIA-FLS were divided into CIA control group，LPS control group，methotrexate
group，three concentration groups of plumbagin 1. 0，1. 5 or 2. 0 μmol /L; after being incubated with each drug for
48 hours，the levels of TNF-α，IL-1β and MMP-3 in cell culture supernatant were assayed by ELISA; the protein
content of MMP-3 in CIA-FLS was mesured by Western blot． Results The result of MTT showed that plumbagin
could inhibit the proliferation of CIA-FLS in different degrees，presenting in a concentration and time dependence
manner． Compared with LPS control group，the contents of TNF-α，IL-1β and MMP-3 in cell culture supernatant
were significantly decreased in methotrexate，the 1. 0，1. 5 and 2. 0 μmol /L of plumbagin groups ( P ＜ 0. 001 ) ;
methotrexate or plumbagin could also significantly reduce the protein expression of MMP-3 in CIA-FLS ( P ＜
0. 001) ． Conclusion Plumbagin can inhibit the proliferation of CIA-FLS and the inflammatory reaction induced
by LPS via decreasing the expressions of TNF-α，IL-1β and MMP-3．
Key words plumbagin; CIA; FLS; TNF-α; IL-1β; MMP-3; LPS
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