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◇基础医学研究◇

乙酰唑胺抑制自噬对类风湿关节炎
成纤维样滑膜细胞增殖、凋亡和炎症反应的影响

王梦晴，张曼玉，顾胜龙，黄　 艳，李　 荣

（安徽医科大学药学科学学院，炎症免疫性疾病安徽省实验室，合肥　 ２３００３２）

摘要　 目的　 研究水通道蛋白 １（ＡＱＰ１）抑制剂乙酰唑胺（ＡＺ）对类风湿关节炎（ＲＡ）成纤维样滑膜细胞（ＦＬＳ）增殖、凋亡和炎

症反应的影响及其潜在机制。 方法　 使用肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）诱导的 ＲＡ⁃ＦＬＳ 作为体外 ＲＡ 模型。 采用 ＭＴＴ 法、ＩＦ 染色

及 ＥｄＵ 掺入实验研究 ＡＺ 对 ＲＡ⁃ＦＬＳ 增殖的影响。 通过 Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色、Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染流式细胞术及线粒体膜电位实

验检测细胞凋亡情况。 使用 ＥＬＩＳＡ 和实时定量 ＰＣＲ 法检测促炎因子的水平。 通过 ＩＦ 染色及 ｍＣｈｅｒｒｙ⁃ＧＦＰ⁃ＬＣ３Ｂ 斑点实验评

估细胞自噬水平。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测与自噬、凋亡及增殖相关的蛋白表达。 通过联合使用自噬激活剂雷帕霉素（ＲＡＰＡ）或自噬

抑制剂 ３⁃甲基腺嘌呤（３⁃ＭＡ），探讨抑制自噬在 ＡＺ 治疗 ＲＡ⁃ＦＬＳ 中的作用。 结果　 ＡＺ 剂量依赖性地抑制 ＲＡ⁃ＦＬＳ 增殖，促进

其凋亡，并减少促炎细胞因子的产生。 ＡＺ 抑制 ＲＡ⁃ＦＬＳ 中的保护性细胞自噬，表现为 ＬＣ３Ｂ 水平降低（Ｐ ＜ ０. ０５）、ｐ６２ 表达增

加（Ｐ ＜ ０. ０５）、自噬流减少（Ｐ ＜ ０. ０１）。 此外，ＡＺ 的上述体外作用在 ＲＡＰＡ 诱导的自噬激活下被逆转，并在 ３⁃ＭＡ 诱导的自噬

抑制下得到增强。 结论　 ＡＺ 通过抑制细胞保护性自噬改善 ＲＡ⁃ＦＬＳ 的过度增殖、凋亡抵抗和异常炎症反应，揭示了自噬抑制

在 ＡＺ 抗 ＲＡ 疗效中的核心作用。
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　 　 类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一种

以滑膜增生、滑膜炎症和关节损伤为特征的慢性自

身免疫性疾病［１］。 ＲＡ 成纤维样滑膜细胞 （ ｆｉｂｒｏ⁃
ｂｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅ ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ，ＦＬＳ）呈现出过度增殖、凋亡抵

抗和异常炎症反应的特点［２］。 滑膜中水通道蛋白 １
（ａｑｕａｐｏｒｉｎ ｌ，ＡＱＰ１）表达升高，并且密切参与 ＲＡ 发

病过程［３］。 乙酰唑胺（ａｃｅｔａｚｏｌａｍｉｄｅ，ＡＺ）作为 ＡＱＰ１
抑制剂，在 ＲＡ 实验动物中表现出抗风湿作用［４］，但
ＡＺ 在调节 ＲＡ⁃ＦＬＳ 致病性细胞行为中的作用尚不

明确。 自噬通过回收细胞组分，促进细胞存活，并帮

助细胞抵御饥饿和炎症等应激因素［５］。 自噬水平

升高通过增强凋亡抵抗，促进 ＲＡ⁃ＦＬＳ 的过度增殖，
而抑制自噬则能诱导 ＲＡ⁃ＦＬＳ 凋亡，从而恢复增殖

与凋亡的平衡［６］。 该研究探讨 ＡＺ 对 ＴＮＦ⁃α 诱导的

ＲＡ⁃ＦＬＳ 增殖、凋亡、炎症反应和自噬的影响，并通过

与自噬激活剂雷帕霉素（ ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ＲＡＰＡ）和自噬

抑制剂 ３⁃甲基腺嘌呤（３⁃ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ，３⁃ＭＡ）联合

处理，阐明抑制自噬在 ＡＺ 对 ＲＡ⁃ＦＬＳ 治疗效果中的

关键作用，为 ＲＡ 治疗提供新的方向。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 细胞株　 ＲＡ⁃ＦＬＳ 购自美国 Ｃｅｌｌ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ
公司。
１． １． ２　 主要试剂　 肿瘤坏死因子⁃α（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）（货号：３００⁃０１Ａ，美国 Ｐｅｐｒｏ Ｔｅｃｈ 公

司）；胎牛血清（ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）（货号：０８６⁃
１５０，加拿大 Ｗｉｓｅｎｔ 公司）；ＤＭＥＭ 高糖培养基（货
号：ＳＨ３００２２. ０１，美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司）；ＥｄＵ 细胞增殖

试剂盒（货号：Ｃ１０３１０，广州锐博生物技术有限公

司）；ＡＺ（货号：Ａ１９４１１６，上海阿拉丁生化科技股份

有限公司）；白细胞介素（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）⁃１β、ＩＬ⁃６、
ＩＬ⁃８ ＥＬＩＳＡ 试 剂 盒 （ 货 号： ＹＸ⁃Ｅ１００８３Ｈ、 ＹＸ⁃
Ｅ１０１４０、ＹＸ⁃Ｅ１０１３９，上海优选生物科技公司）；Ｒｅ⁃
ｖｅｒｔＡｉｄ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ 合成试剂盒和 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
ＰＣＲ 试剂盒 （货号： Ｋ１６２２、４３６７６５９，美国 Ｔｈｅｒｍｏ
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Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；线粒体膜电位检测试剂盒

（ ＪＣ⁃１ ） 和 Ａｄ⁃ｍＣｈｅｒｒｙ⁃ＧＦＰ⁃ＬＣ３Ｂ （ 货 号： Ｃ２００６、
Ｃ３０１１，上海碧云天生物科技有限公司）；β⁃ａｃｔｉｎ、
ＬＣ３Ｂ、Ｂｃｌ⁃２、ｃ⁃ｍｙｃ、ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ｐ６２、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ ３
和 Ｂａｘ 的抗体（货号：ａｂ８２２６、ａｂ１９２８９０、ａｂ１８２８５８、
ａｂ３２０７２、ａｂ１６６６３、ａｂ１０９０１２、ａｂ２３０２、ａｂ３２５０３，英国

Ａｂｃａｍ 公司）；ＩＬ⁃１β 抗体（货号：ＢＳ６０６７，美国 Ｂｉｏ⁃
ｗｏｒｌｄ 公司）；ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃８ 抗体（货号：
ＷＬ０１９３２、ＷＬ０２８４１、ＷＬ０３０７４，沈阳万类生物科技

有限公司）；辣根酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ 和辣根酶标记

山羊抗小鼠 ＩｇＧ（货号：ＺＢ⁃２３０１、ＺＢ⁃２３０５，北京中杉

金桥生物技术有限公司）；ＰＣＲ 引物由上海生工生

物工程股份有限公司合成。
１． １． ３ 　 主要仪器 　 超净工作台 （型号：ＮＵ ４２５
４００ｓ，美国 Ｎｕａｉｒｅ 公司）；ＣＯ２ 细胞培养箱（型号：
Ｎａｐｃｏ ６１００，美国杜邦公司）；蛋白显影仪 （型号：
Ｃｈｅｍｉ Ｄｏｃ，美国 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 公司）；流式细胞仪（型
号：ＣｙｔｏＦｌｅｘ，美国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司）；ＣＦＸ Ｃｏｎ⁃
ｎｅｃｔ 实时定量 ＰＣＲ 仪（型号：１８５５２０２，美国伯乐公

司）；倒置荧光显微镜（型号：Ａｘｉｏ Ｏｂｓｅｒｖｅｒ ３，德国

蔡司集团）；酶标仪（型号：ＭＫ３，荷兰雷勃公司）。
１． ２　 细胞培养与药物治疗 　 将 ＲＡ⁃ＦＬＳ 在 ＤＭＥＭ
培养基（含 １０％ ＦＢＳ 和 １％ 青 － 链霉素溶液）中进

行培养。 应用 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 免疫荧光染色来鉴定培养

的细胞。 将 ＡＺ 溶解在 ＤＭＳＯ 中，然后用 ＤＭＥＭ 培

养基稀释到所需浓度。 在 ＴＮＦ⁃α（１０ μｇ ／ Ｌ）存在的

情况下，用 ＡＺ 单独或与 ＲＡＰＡ ／ ３⁃ＭＡ 共同处理 ＲＡ⁃
ＦＬＳ，再评估增殖、凋亡、炎症和自噬等相关指标。
细胞分为对照组、ＴＮＦ⁃α 诱导组、ＴＮＦ⁃α ＋ ＡＺ（４０、
８０ 和 １６０ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理组；在干预自噬实验中，分为

ＴＮＦ⁃α 诱导组、ＴＮＦ⁃α ＋ ＡＺ（８０ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理组、
ＴＮＦ⁃α ＋ ＡＺ（８０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＲＡＰＡ（２０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）处
理组、ＴＮＦ⁃α ＋ ＡＺ（８０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ３⁃ＭＡ（３ μｍｏｌ ／
Ｌ）处理组。
１． ３　 细胞活性测定　 ＲＡ⁃ＦＬＳ 以每孔 ５ × １０３ 个细

胞的密度接种到 ９６ 孔板中。 用 ０、１. ２５、２. ５、５、１０、
２０、４０、８０、１６０、３２０ 和 ６４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度的 ＡＺ 处理，
再在有或无 ＴＮＦ⁃α 刺激的情况下培养 ４８ ｈ。 随后，
在每个孔中加入 ２０ μＬ ＭＴＴ 溶液（５ ｇ ／ Ｌ），继续在

３７ ℃环境中孵育。 ４ ｈ 后，吸除培养基，加入 ＤＭＳＯ
（１５０ μＬ ／孔）。 最后，使用酶标仪检测 ４９０ ｎｍ 处每

个孔的吸光度值。
１． ４　 ＥｄＵ 细胞增殖试验　 根据实验分组，处理 ＲＡ⁃
ＦＬＳ ４８ ｈ。 在培养期结束前 ２ ｈ 向培养液中加入终

浓度为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＥｄＵ。 随后按照生产商的指南

进行染色，随机选取 ５ 个视野，计算 ＥｄＵ 阳性细胞

的平均百分比来评估细胞增殖率。
１． ５　 Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色试验　 在 ２４ 孔板的盖玻片上培

养 ＲＡ⁃ＦＬＳ。 经过适当处理后，细胞用 ＰＢＳ 清洗，
４％ 多聚甲醛固定， 并在避光条件下用 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２（１０ ｍｇ ／ Ｌ）在黑暗中染色 ３０ ｍｉｎ。 使用荧光

显微镜测定细胞凋亡核形态的百分比，再进行统计

分析。
１． ６　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细胞凋亡试验 　 将 ＲＡ⁃
ＦＬＳ 培养在 ６ 孔板中，每孔 １ × １０５ 个细胞，待其贴

壁后进行药物处理，后用不含 ＥＤＴＡ 的胰蛋白酶进

行消化，收获细胞并将其悬浮在结合缓冲液中。 在

４００ μＬ 细胞悬浮液中加入 ５ μＬ ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ 混

合染色，在 ２ ～ ８ ℃避光孵育 １５ ｍｉｎ。 孵育完毕后，
加入 ５ μＬ 的 ＰＩ 染色，在避光室中孵育 ５ ｍｉｎ，然后

用流式细胞仪进行检测，最后用 ＦｌｏｗＪｏ ７. ６ 软件分

析细胞凋亡百分比。
１． ７　 线粒体膜电位检测 　 将 ＲＡ⁃ＦＬＳ 以每孔 １ ×
１０４ 个细胞密度接种于共聚焦小皿中，待其贴壁后

进行 分 组 处 理， 分 为 对 照 组、 ＴＮＦ⁃α 诱 导 组、
ＴＮＦ⁃α ＋ ＡＺ（４０、８０ 和 １６０ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理组。 药物处

理结束后，去掉培养基，加入 ＰＢＳ 清洗 ２ 次，再加入

ＪＣ⁃１ 染料，完全混合后在 ３７ ℃孵育 ２０ ｍｉｎ。 使用激

光共聚焦显微镜观察细胞，并拍摄代表性图像。
１． ８　 免疫荧光试验 　 在 ２４ 孔板的盖玻片上培养

ＲＡ⁃ＦＬＳ 并进行药物处理，用 ４％ 多聚甲醛固定细

胞，再用 ０. ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 进行通透处理。 细胞用

５％山羊血清封闭后，与特异性一抗 （ ＬＣ３Ｂ，１ ∶
１ ６００；ｐ６２，１ ∶ ４００；Ｋｉ６７，１ ∶ ２００）在 ４ ℃孵育过夜。
用相应的荧光二抗（ＴＲＩＴＣ 或 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记，
１ ∶ １ ０００）孵育 １ ｈ 后，用 ＤＡＰＩ 对细胞进行复染。
最后，使用荧光显微镜观察荧光信号，并获取典型图

像。
１． ９ 　 ｍＣｈｅｒｒｙ⁃ＧＦＰ⁃ＬＣ３Ｂ 腺病毒转染 　 ＲＡ⁃ＦＬＳ
以每孔 １ × １０４ 个细胞的密度接种于共聚焦培养皿

中，并引入 ｍＣｈｅｒｒｙ⁃ＧＦＰ⁃ＬＣ３Ｂ 腺病毒，３７ ℃ 培养

２４ ｈ。对细胞进行分组处理，分为 ＴＮＦ⁃α 诱导组和

ＴＮＦ⁃α ＋ ＡＺ（１６０ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理组，再培养 ４８ ｈ。
通过激光共聚焦显微镜获取细胞自噬的典型图像。
自噬体用黄色斑点信号（ｍＣｈｅｒｒｙ ＋ ＧＦＰ ＋ ）表示，自
溶酶体用红色斑点信号（ｍＣｈｅｒｒｙ ＋ ＧＦＰ － ）表示。 通

过量化黄色斑点和红色斑点的数量来确定自噬流强

度。
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１． １０　 实时定量 ＰＣＲ 分析　 使用 ＴＲＩｚｏｌ 进行 ＲＮＡ
提取，然后使用 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ 合成试

剂盒进行 ＤＮＡ 合成。 使用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ 试剂

盒和 ＡＢＩ Ｐｒｉｓｍ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｄｅｔｅｃｔｏｒ 系统进行实时定

量 ＰＣＲ 分析，反应体系体积为 ２５ μＬ，扩增 ４０ 个循

环。 本研究使用的引物序列见表 １。 使用 β⁃ａｃｔｉｎ
作为内参，并采用 ２ － ΔΔＣＴ方法计算相对 ｍＲＮＡ 表达

量。

表 １　 引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′⁃３′）
ＩＬ⁃１β Ｆ： ＧＣＣＡＧＴＧＡＡＡＴＧＡＴＧＧＣＴＴＡＴＴ

Ｒ： ＡＧＧＡＧＣＡＣＴＴＣＡＴＣＴＧＴＴＴＡＧＧ
ＩＬ⁃６ Ｆ： ＣＡＣＴＧＧＴＣＴＴＴＴＧＧＡＧＴＴＴＧＡＧ

Ｒ： ＧＧＡＣＴＴＴＴＧＴＡＣＴＣＡＴＣＴＧＣＡＣ
ＩＬ⁃８ Ｆ： ＡＣＴＧＡＧＡＧＴＧＡＴＴＧＡＧＡＧＴＧＧＡＣ

Ｒ： ＡＡＣＣＣＴＣＴＧＣＡＣＣＣＡＧＴＴＴＴＣ
β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ： ＴＴＧＣＴＧＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡＧＡＡ

Ｒ： ＡＣＣＡＡＴＣＣＡＣＡＣＡＧＡＧＴＡＣＴＴ

１． １１　 ＥＬＩＳＡ 实验　 在 ＴＮＦ⁃α 刺激条件下，将细胞

用 ＡＺ 单独或与 ＲＡＰＡ ／ ３⁃ＭＡ 联合处理。 离心收集

上清液，并按照厂家提供的操作规程，采用 ＥＬＩＳＡ
试剂盒测定促炎因子的浓度。
１． １２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 采用 ＲＩＰＡ 裂解液提取

蛋白质，Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测定蛋白质含量。 应用 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 分离等量的蛋白质，将其转移到 ＰＶＤＦ 膜上

并用 ５％ 脱脂牛奶封闭。 使用特异性一抗 β⁃ａｃｔｉｎ
（１ ∶ ５ ０００）； ＬＣ３Ｂ、Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ （１ ∶ ２ ０００）； ｐ６２
（１ ∶ １０ ０００）； ｃ⁃ｍｙｃ、 ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 和

ＩＬ⁃８（１ ∶ １ ０００）；ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１（１ ∶ ２００）；ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ
３（１ ∶ ５００），在 ４ ℃下孵育过夜。 将膜与相应的辣

根过氧化物酶偶联的二抗（１ ∶ ５ ０００）在 ３７ ℃下孵

育 １ ｈ。 使用增强型化学发光试剂盒检测蛋白条带，
并通过 ＩｍａｇｅＪ 软件进行定量分析，结果以 β⁃ａｃｔｉｎ
为内参进行标准化处理。
１． １３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２０. ０ 软件进行统计

分析，并使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７. ０ 软件生成图表。
组间比较采用单因素方差分析，若方差齐性则选用

Ｔｕｋｅｙ′ｓ 检验进行事后检验，若方差不齐则选用

Ｔａｍｈａｎｅ′ｓ Ｔ２ 检验。 所有数据以 �ｘ ± ｓ 表示，Ｐ ＜
０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＡＺ 对 ＴＮＦ⁃α诱导的 ＲＡ⁃ＦＬＳ 活性的影响　
免疫荧光染色检测到 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 阳性表达，结合细胞

形态学特征，确认培养细胞属于 ＦＬＳ 内膜亚群，见
图 １Ａ。 ＭＴＴ 检测结果表明，６４０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＺ 处理

ＲＡ⁃ＦＬＳ ４８ ｈ 后，对其活性影响大（Ｐ ＜ ０. ０１），见图

１Ｂ。 ＴＮＦ⁃α 诱导组的细胞存活率高于未处理的对

照组 （ Ｐ ＜ ０. ０１ ）。 与 ＴＮＦ⁃α 诱导组比较，用 ２０
μｍｏｌ ／ Ｌ 及以下浓度的 ＡＺ 处理 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＲＡ⁃
ＦＬＳ 时，差异无统计学意义；但用 ４０、８０、１６０、３２０
μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＡＺ 处理 ４８ ｈ 后，细胞活性下降 （Ｐ ＜
０. ０５、Ｐ ＜ ０. ０１、Ｐ ＜ ０. ０１、Ｐ ＜ ０. ０１），见图 １Ｃ，这表

明 ＡＺ 对 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＲＡ⁃ＦＬＳ 的活性呈浓度依赖

性抑制。 因此，选择用 ４０、８０ 和 １６０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＺ 处

理 ４８ ｈ 进行后续细胞实验。
２． ２　 ＡＺ 对 ＴＮＦ⁃α诱导的 ＲＡ⁃ＦＬＳ 增殖的影响　
ＡＺ 在 ４０、８０ 和 １６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度下，浓度依赖性抑

制 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＲＡ⁃ＦＬＳ 增殖（Ｐ ＜ ０. ０５、Ｐ ＜ ０. ０１、
Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ２Ａ。 此外，ＥｄＵ 实验结果表明，与
对照组比较，ＴＮＦ⁃α 诱导组中 ＥｄＵ 阳性细胞百分比

大幅上升，但在 ＡＺ 处理 ４８ ｈ 后，这种上升趋势明显

图 １　 ＡＺ 对 ＴＮＦ⁃α诱导的 ＲＡ⁃ＦＬＳ 活性的影响

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＡＺ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＴＮＦ⁃α⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＡ⁃ＦＬＳ
　 　 Ａ： ＦＬＳ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ （ × ２００）； Ｂ： ＡＺ′ｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＲＡ⁃ＦＬＳ ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ
ｂｙ ＭＴＴ ａｓｓａｙ； Ｃ： ＡＺ′ｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＴＮＦ⁃α⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＡ⁃ＦＬＳ ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ＭＴＴ ａｓｓａｙ； ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５，
∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ＴＮＦ⁃α⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｒｏｕｐ．
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逆转，差异有统计学意义（均 Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ２Ｂ、
２Ｃ。 此外，ＩＦ 实验显示，ＡＺ 对 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＲＡ⁃
ＦＬＳ 中 Ｋｉ６７ 的表达也有类似的抑制作用，见图 ２Ｄ。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果进一步表明，与 ＴＮＦ⁃α 诱导组

比较，ＡＺ 处理组能有效降低 ｃ⁃ｍｙｃ 和 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的

蛋白表达，其中 ＡＺ（８０、１６０ μｍｏｌ ／ Ｌ）差异有统计学

意义（均 Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ２Ｅ、２Ｆ。
２． ３　 ＡＺ 对 ＴＮＦ⁃α诱导的 ＲＡ⁃ＦＬＳ 凋亡的影响　
Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色结果显示，对照组和 ＴＮＦ⁃α 诱导

组的细胞核均表现出一致且规则的染色。 而 ＡＺ
（４０、８０ 和 １６０ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理组则增加了具有凋亡核

形态的细胞比例，表现为核碎裂和染色质凝聚（Ｐ ＜

图 ２　 ＡＺ 抑制 ＴＮＦ⁃α诱导的 ＲＡ⁃ＦＬＳ 增殖

Ｆｉｇ． ２　 ＡＺ ｈｉｎｄｅｒｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＮＦ⁃α⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＡ⁃ＦＬＳ
　 　 Ａ： ＭＴＴ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； Ｂ， Ｃ： Ｔｙｐｉｃａｌ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＥｄＵ ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ （ × ２００） ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ＥｄＵ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ （％ ）； Ｄ： Ｔｙｐｉｃａｌ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ｋｉ６７ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ （ × １００）； Ｅ， Ｆ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃ⁃ｍｙｃ
ａｎｄ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ； ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＴＮＦ⁃α⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＴＮＦ⁃α ＋ ＡＺ （４０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｇｒｏｕｐ； ｄ： ＴＮＦ⁃α ＋ ＡＺ （８０ μｍｏｌ ／ Ｌ）

ｇｒｏｕｐ； ｅ： ＴＮＦ⁃α ＋ ＡＺ （１６０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｇｒｏｕｐ； ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ＴＮＦ⁃α⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｒｏｕｐ．
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０. ０５、Ｐ ＜ ０. ０１、Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ３Ａ、３Ｂ。 通过 Ａｎ⁃
ｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染流式细胞术分析显示，ＡＺ（４０、
８０、１６０ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理组提高了 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＲＡ⁃
ＦＬＳ 的细胞凋亡率（Ｐ ＜ ０. ０５、Ｐ ＜ ０. ０１、Ｐ ＜ ０. ０１），
见图 ３Ｃ、３Ｄ。 此外，随着 ＡＺ 剂量的增加，线粒体膜

电位逐渐降低，ＪＣ⁃１ 染色由红色荧光转变为绿色荧

光，见图 ３Ｅ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，与 ＴＮＦ⁃α 诱导

组比较，ＡＺ 处理组中 Ｂａｘ 水平上升，Ｂｃｌ⁃２ 水平下

降，Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 比值升高，并且 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ ３ 和

ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ 的蛋白水平上调 （Ｐ ＜ ０. ０５ 或 Ｐ ＜
０. ０１），见图 ３Ｆ － ３Ｈ。
２ ． ４ 　 ＡＺ对ＴＮＦ⁃α诱导的ＲＡ⁃ＦＬＳ中促炎细胞因

图 ３　 ＡＺ 促进 ＴＮＦ⁃α诱导的 ＲＡ⁃ＦＬＳ 凋亡

Ｆｉｇ． ３　 ＡＺ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＡ⁃ＦＬＳ
　 　 Ａ， Ｂ： Ｔｙｐｉｃａｌ ｐｈｏｔｏｓ ｏｆ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｆｒｏｍ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ （ × １００） ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｎｕｃｌｅａｒ ａｂ⁃
ｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ （％ ）； Ｃ， Ｄ： Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ⁃ｓｔａｉｎｅｄ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ （％ ）； Ｅ：
Ｔｙｐｉｃａｌ ｐｈｏｔｏｓ ｏｆ ＲＡ⁃ＦＬＳ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＪＣ⁃１ ｆｒｏｍ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ （ × ２００）； Ｆ， Ｇ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２， Ｂａｘ， ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ ３
ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ； Ｈ： Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｉｏｓ； ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＴＮＦ⁃α⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＴＮＦ⁃α ＋ ＡＺ （４０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｇｒｏｕｐ； ｄ： ＴＮＦ⁃α ＋
ＡＺ （８０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｇｒｏｕｐ； ｅ： ＴＮＦ⁃α ＋ ＡＺ （１６０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ＴＮＦ⁃α⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｇｒｏｕｐ．
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子产生的影响 　 ＥＬＩＳＡ 数据显示，与对照组比较，
ＴＮＦ⁃α 诱导组中促炎细胞因子的水平增加 （Ｐ ＜
０. ０１）。 然而，与 ＴＮＦ⁃α 诱导组比较，ＡＺ 以浓度依

赖的方式逆转促炎细胞因子的升高，见图 ４Ａ。 与

ＥＬＩＳＡ 结果一致，实时定量 ＰＣＲ 结果证实，ＡＺ 能够

不同程度地降低 ＴＮＦ⁃α 刺激组中的 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和

ＩＬ⁃８ ｍＲＮＡ 水平，见图 ４Ｂ。
２． ５　 ＡＺ 对 ＴＮＦ⁃α诱导的 ＲＡ⁃ＦＬＳ 中的细胞保护

性自噬的影响　 采用 ＩＦ 实验（图 ５Ａ、５Ｂ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 实验（图 ５Ｃ、５Ｄ）检测自噬标志物 ＬＣ３Ｂ 和 ｐ６２
的表达。 与 ＴＮＦ⁃α 诱导组比较，ＡＺ 处理组显示

ＬＣ３Ｂ 的水平降低，ｐ６２ 的水平升高。 在 ＴＮＦ⁃α 诱导

组中，感染 ｍＣｈｅｒｒｙ⁃ＧＦＰ⁃ＬＣ３Ｂ 的 ＲＡ⁃ＦＬＳ 中呈现大

量黄色斑点，而 ＡＺ 处理后，黄色荧光呈弥漫状分布

于 ＲＡ⁃ＦＬＳ 细胞质中，见图 ５Ｅ。 通过比较 ＴＮＦ⁃α 诱

导组和 ＡＺ（１６０ μｍｏｌ ／ Ｌ）组的黄色斑点和红色斑点，
发现 ＡＺ 处理后 ＲＡ⁃ＦＬＳ 中自噬通量下降 （ Ｐ ＜
０. ０１），见图 ５Ｆ。
２． ６　 干预自噬影响 ＡＺ 对 ＴＮＦ⁃α诱导的 ＲＡ⁃ＦＬＳ
增殖、凋亡和炎症反应的治疗作用 　 ＭＴＴ 实验（图
６Ａ）和 ＥｄＵ 实验（图 ６Ｂ、６Ｃ）结果表明，与 ＡＺ 组比

较，ＲＡＰＡ（２０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）逆转 ＡＺ（８０ μｍｏｌ ／ Ｌ）对 ＲＡ⁃
ＦＬＳ 增殖的抑制作用（Ｐ ＜ ０. ０１），而在 ＭＴＴ 实验中

联合使用 ３⁃ＭＡ（３ μｍｏｌ ／ Ｌ）会增强这种抑制作用

（Ｐ ＜ ０. ０５）。 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色（图 ６Ｄ、６Ｅ）和 Ａｎ⁃
ｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 染色的流式细胞术分析 （图 ６Ｆ、
６Ｇ）结果表明，与 ＴＮＦ⁃α 诱导组比较，ＲＡＰＡ 联合治

疗减少了 ＡＺ 诱导的细胞凋亡（Ｐ ＜ ０. ０１），而联合使

用 ３⁃ＭＡ 加强了 ＡＺ 的促凋亡作用（Ｐ ＜ ０. ０５ 或 Ｐ ＜
０. ０１）。 ＥＬＩＳＡ 结果显示，与 ＡＺ 处理组比较，联合

处理 ＲＡＰＡ 提高 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃８ 水平（均 Ｐ ＜
０. ０１），而联合给药 ３⁃ＭＡ 则效果相反，其降低了 ＩＬ⁃
１β 和 ＩＬ⁃８ 的水平（均 Ｐ ＜ ０. ０５），但对 ＩＬ⁃６ 的降低

则差异无统计学意义，见图 ６Ｈ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 进一

步证实了自噬干预对 ＡＺ 在 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＲＡ⁃ＦＬＳ
中增殖与凋亡作用的影响，见图 ６Ｉ、６Ｊ。

３　 讨论

　 　 ＲＡ 是一种慢性炎症性自身免疫性疾病，以滑

膜炎症、关节损伤和关节功能障碍为特征。 有研

究［３］表明，ＲＡ 滑膜组织中 ＡＱＰ１ 表达升高，并与滑

膜积液、关节肿胀及炎症程度相关，表明 ＡＱＰ１ 在

图 ４　 ＡＺ 减少 ＴＮＦ⁃α诱导的 ＲＡ⁃ＦＬＳ 中促炎细胞因子的产生

Ｆｉｇ． ４　 ＡＺ ｒｅｄｕｃｅｄ ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ＴＮＦ⁃α⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＡ⁃ＦＬＳ
　 　 Ａ： ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＩＬ⁃８ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ， ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ ａｓｓａｙ； Ｂ： ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＩＬ⁃８ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ａｍｏｎｇ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｅｌｌ
ｇｒｏｕｐｓ， ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ； ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＴＮＦ⁃α⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＴＮＦ⁃α ＋ ＡＺ （４０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｇｒｏｕｐ； ｄ： ＴＮＦ⁃α ＋ ＡＺ

（８０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｇｒｏｕｐ； ｅ： ＴＮＦ⁃α ＋ ＡＺ （１６０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｇｒｏｕｐ； ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ＴＮＦ⁃α⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｒｏｕｐ．
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图 ５　 ＡＺ 抑制 ＴＮＦ⁃α诱导的 ＲＡ⁃ＦＬＳ 中的细胞保护性自噬

Ｆｉｇ． ５　 ＡＺ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ＴＮＦ⁃α⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＡ⁃ＦＬＳ
　 　 Ａ， Ｂ： ＬＣ３Ｂ ａｎｄ ｐ６２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＩＦ ａｓｓａｙ （ × ２００）； Ｃ， Ｄ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＬＣ３Ｂ ａｎｄ
ｐ６２； Ｅ： Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｈｏｔｏｓ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｆｌｕｘ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｍＣｈｅｒｒｙ⁃ＧＦＰ⁃ＬＣ３Ｂ ｐｕｎｃｔａ ａｓｓａｙ （ × ８００）； Ｆ： Ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ
ｙｅｌｌｏｗ ａｎｄ ｒｅｄ ｐｕｎｃｔａ； ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＴＮＦ⁃α⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＴＮＦ⁃α ＋ ＡＺ （４０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｇｒｏｕｐ； ｄ： ＴＮＦ⁃α ＋ ＡＺ （８０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｇｒｏｕｐ； ｅ：

ＴＮＦ⁃α ＋ ＡＺ （１６０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｇｒｏｕｐ； ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ＴＮＦ⁃α⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｒｏｕｐ．
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图 ６　 干预自噬影响了 ＡＺ 对 ＴＮＦ⁃α诱导的 ＲＡ⁃ＦＬＳ 增殖、凋亡和炎症反应的治疗作用

Ｆｉｇ． ６　 Ｉｎｔｅｒｖｅｎｉｎｇ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ ＡＺ′ｓ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ＴＮＦ⁃α⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＡ⁃ＦＬＳ

　 　 Ａ： ＭＴＴ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＲＡ⁃ＦＬＳ； Ｂ， Ｃ： Ｔｙｐｉｃａｌ ｐｈｏｔｏｓ ｏｆ ＥｄＵ ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ （ × ２００） ｆｒｏｍ ｖａｒｉｏｕｓ
ｇｒｏｕｐｓ， ａｌｏｎｇ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄａｔａ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＥｄＵ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ （％ ）； Ｄ， Ｅ： Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｈｏｔｏｓ ｏｆ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｆｒｏｍ ｖａｒｉｏｕｓ
ｇｒｏｕｐｓ （ × １００） ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄａｔａ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｎｕｃｌｅａｒ ｃｈａｎｇｅｓ （％ ）； Ｆ， Ｇ： Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｓｓａｙ ｏｆ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ⁃ｓｔａｉｎｅｄ
ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ （％ ）； Ｈ： ＥＬＩＳＡ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＩＬ⁃８ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｕｐｅｒｎａ⁃
ｔａｎｔ； Ｉ， Ｊ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄａｔａ ｆｏｒ ｃ⁃ｍｙｃ， ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１， Ｂａｘ， Ｂｃｌ⁃２， ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ ３， ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ， ＬＣ３Ｂ ａｎｄ ｐ６２； ａ： ＴＮＦ⁃α⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＴＮＦ⁃α ＋ ＡＺ （８０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＴＮＦ⁃α ＋ ＡＺ （８０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＲＡＰＡ （２０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ） ｇｒｏｕｐ； ｄ： ＴＮＦ⁃α ＋ ＡＺ （８０ μｍｏｌ ／ Ｌ）

＋ ３⁃ＭＡ （３ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ＴＮＦ⁃α⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｒｏｕｐ； ＆Ｐ ＜ ０. ０５， ＆＆Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ＴＮＦ⁃α ＋ ＡＺ （８０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｇｒｏｕｐ．
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ＲＡ 病理进程中扮演重要角色，并可能是潜在的 ＲＡ
治疗靶点。 ＡＱＰ１ 抑制剂 ＡＺ 可减轻关节炎模型大

鼠的疾病严重程度［４］。 然而，ＡＺ 对 ＲＡ⁃ＦＬＳ 异常细

胞行为的潜在调控作用及机制尚不明确。 本研究首

次揭示了 ＡＺ 对 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＲＡ⁃ＦＬＳ 的细胞增

殖、凋亡抵抗和炎症反应的抑制作用，并进一步揭示

了 ＡＺ 抑制 ＲＡ⁃ＦＬＳ 保护性自噬的作用机制。
　 　 ＦＬＳ 在 ＲＡ 发病过程中发挥重要作用，研究其

生物学特性对于阐明 ＲＡ 的发病机制以及开发新型

ＲＡ 治疗药物至关重要。 滑膜增生是 ＲＡ 的关键病

理表现，主要源于 ＲＡ⁃ＦＬＳ 的类肿瘤性过度增殖及

凋亡抵抗［７ － ８］。 因此，抑制 ＲＡ⁃ＦＬＳ 过度增殖并促

进其凋亡具有潜在的 ＲＡ 治疗作用。 研究表明，
ＡＱＰ１ 可促进癌细胞周期进程与增殖［９］，而 ＡＺ 在多

种癌细胞中已被证实具有抑制增殖和促进凋亡的作

用［１０］。 本研究中，相较于 ＴＮＦ⁃α 诱导组，ＡＺ 处理组

中 Ｋｉ６７ 阳性细胞的百分比明显下降，ＥｄＵ 阳性细胞

的数量明显减少。 同时，Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染流

式实验显示，ＡＺ 能够提高 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＲＡ⁃ＦＬＳ 的

细胞凋亡率。 这些结果表明 ＡＺ 能够有效抑制 ＴＮＦ⁃
α 诱导的 ＲＡ⁃ＦＬＳ 过度增殖，并减少其抗凋亡能力。
　 　 滑膜炎症是 ＲＡ 的核心病理基础。 ＲＡ 发展过

程中，持续激活的 ＲＡ⁃ＦＬＳ 会大量产生促炎细胞因

子，诱导 ＲＡ⁃ＦＬＳ 的迁移或侵袭，加剧滑膜及全身炎

症，并导致骨和软骨损伤［１１］。 因此，抑制促炎细胞

因子产生是缓解 ＲＡ 的有效策略之一。 ＡＺ 已被证

实在多种疾病中具有抗炎作用［１２ － １３］，本研究中 ＡＺ
有效抑制 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＲＡ⁃ＦＬＳ 中促炎细胞因子的

产生，表明其具有显著的抗炎作用，为 ＡＺ 治疗 ＲＡ
的抗炎疗效提供了直接证据。
　 　 自噬是维持细胞内稳态的关键机制之一，其功

能失调与 ＲＡ 等自身免疫性疾病的发病密切相

关［１４］。 ＲＡ 滑膜组织中的自噬水平高于骨关节炎患

者，高水平的自噬通过缓解内质网应激促进 ＲＡ⁃ＦＬＳ
的存活、增殖及凋亡抵抗。 ＲＡ 滑膜内衬层细胞自

噬的增加与 ＲＡ⁃ＦＬＳ 的抗凋亡能力呈正相关，而抑

制自噬可提高 ＲＡ⁃ＦＬＳ 的凋亡率。 由此可见，自噬

是促进 ＲＡ⁃ＦＬＳ 过度增殖和凋亡抵抗的重要机

制［１５］。 ＴＮＦ⁃α 是 ＲＡ 患者滑液和血清中的重要炎

症因子，其水平与疾病的严重程度呈正相关。 研

究［１６］表明，ＴＮＦ⁃α 能够诱导 ＲＡ⁃ＦＬＳ 发生自噬，促进

错误折叠蛋白和受损细胞器的清除，从而减少凋亡

并促进细胞存活 。 本研究使用 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＲＡ⁃
ＦＬＳ 作为细胞模型，首次证实 ＡＺ 能够抑制 ＲＡ⁃ＦＬＳ

中的保护性自噬，表现为 ＬＣ３Ｂ 水平降低、ｐ６２ 水平

升高以及自噬流减少。 为进一步明确自噬抑制在介

导 ＡＺ 疗效中的作用，本研究使用自噬激活剂 ＲＡＰＡ
或自噬抑制剂 ３⁃ＭＡ 与 ＡＺ 进行联合处理。 实验结

果表明，ＲＡＰＡ 联合处理逆转了 ＡＺ 的治疗效果，而
３⁃ＭＡ 的加入则协同增强其作用。 这些发现进一步

支持自噬抑制在介导 ＡＺ 抗类风湿特性中的关键作

用。
　 　 综上所述，本研究首次证明 ＡＺ 通过抑制细胞

保护性自噬，抑制 ＲＡ⁃ＦＬＳ 的过度增殖、凋亡抵抗和

异常炎症反应。 本研究结果揭示了 ＡＺ 抗 ＲＡ 的新

作用机制，并强调了 ＡＺ 介导的 ＡＱＰ１ 抑制在 ＲＡ 治

疗中的应用潜力。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｑｕａｐｏｒｉｎ １ （ＡＱＰ１） ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ａｃｅｔａｚｏ⁃
ｌａｍｉｄｅ （ＡＺ） ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ （ＲＡ） ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃
ｌｉｋｅ ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ （ＦＬＳ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ＴＮＦ⁃α⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＡ⁃ＦＬＳ ｗａｓ ｓｅｒｖｅｄ ａｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ＲＡ ｍｏｄｅｌ． ＭＴＴ ａｓｓａｙ， ＩＦ
ｓｔａｉｎｉｎｇ， ａｎｄ ＥｄＵ ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｗｅｒｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ＡＺ′ｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ＲＡ⁃ＦＬＳ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ． Ｈｏｅｃｈｓｔ ｓｔａｉ⁃
ｎｉｎｇ， ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ⁃ｓｔａｉｎｅｄ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ． ＥＬＩＳＡ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｍｅａｓ⁃
ｕｒｅ ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ． Ｃｅｌｌ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ＩＦ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｍＣｈｅｒｒｙ⁃ＧＦＰ⁃ＬＣ３Ｂ
ｐｕｎｃｔａ ａｓｓａｙ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｉｎ ＡＺ′ｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ＲＡ⁃ＦＬＳ ｗａｓ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ ｃｏ⁃ｔｒｅａｔｉｎｇ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｒａｐａｍｙｃｉｎ （ＲＡＰＡ） ｏｒ ｔｈｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ３⁃ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ （３⁃ＭＡ）． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 ＡＺ
ｄｏｓｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｐｒｏｍｏｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ＲＡ⁃ＦＬＳ． Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ， ＡＺ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｃｙｔｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｔｈｅｓｅ ｃｅｌｌｓ， ａｓ ｅｖｉｄｅｎｃｅｄ ｂｙ ｄｅ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ ＬＣ３Ｂ ｌｅｖｅｌｓ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐ６２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｆｌｕｘ （Ｐ ＜
０. ０１）． Ｐａｒｔｉｃｕｌａｒｌｙ， ＡＺ′ｓ ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｗｅｒｅ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｂｙ ＲＡＰＡ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｂｙ
３⁃ＭＡ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｔｈａｔ ＡＺ ｈｉｎｄｅｒｓ ｃｙｔｏｐｒｏ⁃
ｔｅｃｔｉｖｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ， ｔｈｅｒｅｂｙ ａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｈｙｐｅｒｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ， ａｎｄ ａｂｅｒｒａｎｔ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅ⁃
ｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ＲＡ⁃ＦＬＳ， ｒｅｖｅａｌｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｉｎ ＡＺ′ｓ ａｎｔｉ⁃ＲＡ ｅｆｆｅｃｔｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ 　 ａｃｅｔａｚｏｌａｍｉｄｅ； ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅ ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ； ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；
ａｕｔｏｐｈａｇｙ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍｓ　 Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｎｏ． ８１９７２０４０）； Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｐｒｏ⁃
ｊｅｃｔ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ （Ｎｏ． ＧＸＸＴ⁃２０２２⁃０６３）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ　 Ｌｉ Ｒｏｎｇ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ａｙｄｌｉｒｏｎｇ＠ １６３． ｃｏｍ
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