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瑞香素通过含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶通路对胶原
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摘要： 目的 探讨瑞香素（DAP）通过含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶（caspase）通路对胶原诱导性关节炎（CIA）大鼠成纤维

样滑膜细胞（FLS）增殖与凋亡的影响。方法 体外培养CIA-FLS，选取对数生长期细胞以不同浓度DAP（0、5、10、20、40、80 mg/
L）作用 48 h后，倒置显微镜下观察细胞生长状态，并通过人胆囊收缩素/缩胆囊素八肽（CCK-8）检测CIA-FLS细胞活力；采用

DAP（40 mg/L）作用 48 h后，通过Real-time PCR检测CIA-FLS中 caspase-3、caspase-8、caspase-9 mRNA相对表达量；采用特异性

不可逆的 caspase抑制剂（Casp3-In、Casp8-In、Casp9-In、Pancasp-In）以不同浓度、不同时间预处理CIA-FLS后，通过CCK-8检测

DAP（40 mg/L）对CIA-FLS细胞活力的影响；采用不同 caspase抑制剂预处理CIA-FLS 2 h后，再与DAP（40 mg/L）共处理 48 h，通
过Hoechst 33258荧光染色观察CIA-FLS凋亡形态以及Annexin V-FITC/PI双染流式细胞术检测CIA-FLS凋亡率。结果 经DAP
作用后CIA-FLS细胞活力下降，增殖明显受抑，并与DAP作用浓度呈剂量依赖性；经DAP作用后CIA-FLS中 caspase-3、caspase-
8、caspase-9 mRNA相对表达量分别为（3.07±0.43）、（1.67±0.09）、（2.35±0.20），与对照组相比明显增加（P<0.05）；各 caspase抑制

剂预处理均在不同程度上减弱DAP抑制CIA-FLS增殖的效应，但Casp8-In不如Casp3-In、Casp9-In、Pancasp-In效果明显；荧光染

色显示，经DAP作用后CIA-FLS细胞核形状大小不一，细胞核固缩、碎裂明显，出现较多浓染致密的颗粒状、块状荧光，Casp3-In、
Casp9-In、Pancasp-In预处理组，呈均匀蓝色荧光的正常细胞核较DAP组明显增多，Casp8-In预处理组与DAP组差异不明显；流

式结果显示，经DAP作用后CIA-FLS凋亡率为（34.80±3.90）%，与对照组相比明显升高（P<0.05），Casp3-In、Casp8-In、Casp9-In、
Pancasp-In预处理组CIA-FLS凋亡率分别为（18.09±2.50）%、（29.46±2.16）%、（20.41±3.53）%、（10.17±1.91）%，均明显低于DAP
组（P<0.05），但Casp8-In预处理组CIA-FLS凋亡率明显高于Casp3-In、Casp9-In、Pancasp-In预处理组（P<0.05）。结论 DAP可呈

剂量依赖性地抑制CIA-FLS增殖，并通过 caspase依赖的途径诱导CIA-FLS发生凋亡，可能与线粒体凋亡途径密切相关。
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Abstract： Objective To explore the effect of daphnetin (DAP) on the proliferation and apoptosis of fibroblast-like synoviocytes in
collagen-induced arthritic rats (CIA-FLS) through the cysteinyl aspartate specific proteinase (caspase) pathway.Methods CIA-FLSs
were cultured in vitro, and cells in logarithmic growth phase were selected and treated with different concentrations of DAP (0, 5, 10,
20, 40, 80 mg/L) for 48 h. The cell growth state was observed under an inverted microscope, and the cell viability of CIA-FLSs was de⁃
tected by the CCK-8 method. After treatment with DAP (40 mg/L), the relative expression levels of caspase-3, caspase-8 and caspase-9
mRNA in CIA-FLSs were detected by real-time PCR. After CIA-FLS were pretreated with specific irreversible caspase inhibitors
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(Casp3-In, Casp8-In, Casp9-In, and Pancasp-In) at different concentrations and for different times, the effect of DAP (40 mg/L) on the
viability of CIA-FLS cells was detected by the CCK-8 method. CIA-FLSs were pretreated with different caspase inhibitors for 2 h, and
then cotreated with DAP (40 mg/L) for 48 h. The apoptosis morphology of CIA-FLSs was detected by Hoechst 33258 fluorescence stain⁃
ing and Annexin V-FITC/PI double staining.Results The cell viability of CIA-FLSs decreased and the proliferation was significantly
inhibited after DAP treatment, and the concentration was in a dose-dependent manner. The relative expression levels of caspase-3, cas⁃
pase-8, and caspase-9 mRNA in CIA-FLSs after DAP treatment were 3.07±0.43,1.67±0.09, and 2.35±0.20, respectively, which were
significantly higher than those in the control group (P < 0.05). Pretreatment with each caspase inhibitor attenuated the effect of DAP on
inhibiting the proliferation of CIA-FLSs to varying degrees, but Casp8-In was not as effective as Casp3-In,Casp9-In, or Pancasp-In. Flu⁃
orescence staining showed that after DAP treatment, the CIA-FLS nuclei had different shapes and sizes, with obvious pyknosis and frag⁃
mentation of the nuclei, and there was more dense granular and massive fluorescence,Casp3-In, Casp9-In and Pancasp-In. Compared
with the DAP group, the number of normal cell nuclei with uniform blue fluorescence in the pretreatment group was significantly in⁃
creased, and the difference between the Casp8-In pretreatment group and the DAP group was not significant, which was significantly
higher than that in the control group (P<0.05). The apoptosis rates of CIA-FLS in the Casp3-In,Casp8-In,Casp9-In, and Pancasp-In pre⁃
treatment groups were (18.09±2.50)%,(29.46±2.16)%,(20.41±3.53)%, and (10.17±1.91)%, respectively, which were significantly lower
than those in the DAP group (P<0.05),but the CIA-FLS apoptotic rate in the Casp8-In pretreatment group was significantly higher than
that in the Casp3-In, Casp9-In, or Pancasp-In pretreatment groups (P<0.05).Conclusion DAP can inhibit the proliferation of CIA-

FLSs in a dose-dependent manner and induce CIA-FLS apoptosis through a caspase-dependent pathway, which may be closely related
to the mitochondrial apoptosis pathway.
Key words： Arthritis,rheumatoid; Arthritis,experimental; Daphnetin; Fibroblast-like synoviocytes; Cysteine-containing aspar⁃
tate proteolytic enzyme; Proliferation; Apoptosis

类风湿关节炎（rheumatoid arthritis，RA）是一种

常见的全身性自身免疫性疾病，主要病理特征是骨

与软骨组织受损，继而造成关节破坏［1］。RA病程

长、预后差、致残性大，且病情进行性加重，一直以

来是临床研究关注的重点。然而，RA确切的发病

机制仍未完全阐明，目前的研究观点主要认为与滑

膜细胞异常增生密切相关［2］。成纤维样滑膜细胞

（fibroblast-like synoviocytes，FLS）是 RA滑膜内膜衬

里的主要填充细胞，在滑膜衬里层处于极度活跃的

状态，呈肿瘤样增殖，在RA病人滑膜病变及关节损

伤中起着关键作用［3］。因此，抑制 FLS增生对控制

RA发病及病情进展具有重要意义。

瑞香素（daphnetin，DAP），化学名 7，8-二羟基香

豆素，是金边瑞香、长白瑞香等瑞香属植物的主要

活性成分，为我国自主研发的天然药物。文献报道

显示，DAP具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤、免疫调节等

多种药理作用［4］。本课题组前期研究从金边瑞香中

分离提纯出DAP，并发现DAP可抑制胶原诱导性关

节炎大鼠（collagen-induced arthritis，CIA，一种类风

湿关节炎常用的动物模型）的关节炎症，改善关节

病变，提高 Foxp3+ Treg细胞水平，使 Th17/Treg趋于

平衡［5-7］。体外实验还发现DAP能促使 CIA大鼠成

纤维样滑膜细胞（fibroblast-like synoviocytes in colla⁃
gen-induced arthritic rats，CIA-FLS）的促凋亡基因

DR3、PDCD5、FasL、p53去甲基化，以及降低 Bcl-2、
STAT3基因的表达，使其出现凋亡现象［8-9］。然而，

DAP诱导 CIA-FLS凋亡的信号途径尚不清楚。为

此，本研究自 2018年 3―9月利用DAP结合不同特

异性含半胱氨酸的胱天蛋白酶（cysteinyl aspartate
specific proteinase，caspase）抑制剂，观察 DAP 对

CIA-FLS增殖与凋亡的影响，旨在初步探讨DAP诱
导CIA-FLS凋亡的可能机制途径，为DAP用于临床

治疗RA提供实验依据。

1 材料

1.1 细胞系 CIA-FLS购于上海研生实业有限公

司，许可证号 J2900117872001。细胞采用含 10%胎

牛血清的双抗DMEM培养液，置于37 ℃、5%二氧化

碳饱和湿度的培养箱内培养，CIA-FLS为贴壁生长。

1.2 药物 DAP化学式C9H6O4，纯度≥ 98%，购于北

京索莱宝生物科技有限公司。将 20 mg DAP溶于 1
mL二甲基亚砜（DMSO）配成 20 g/L贮存液，使用时

以培养液稀释至目标浓度。

1.3 试剂 caspase-3抑制剂（Casp3-In，美国 Selleck
公司），caspase-8抑制剂（Casp8-In，美国 Santa Cruz
公司），caspase-9抑制剂（Casp9-In，美国 Santa Cruz
公司），泛 caspase抑制剂（Pancasp-In，美国 Selleck公
司），人胆囊收缩素/缩胆囊素八肽（CCK-8）细胞增

殖及细胞毒性检测试剂盒（上海贝博生物公司），

Hoechst 33258染液（上海贝博生物公司），AnnexinV-

FITC/PI细胞凋亡双染试剂盒（美国BD公司），离心

柱型总RNA提取试剂盒（北京天根科技公司），PCR
逆转录试剂盒（日本 TOYOBO公司），Real-time PCR
试剂盒（日本 TOYOBO公司），PCR引物（北京华大

基因公司），含链霉素青霉素的DMEM培养液（北京

索莱宝生物公司），胎牛血清（天津灏洋生物公司），

AccutaseTM细胞分离溶液（美国 eBioscience公司）。
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1.4 仪器 二氧化碳细胞培养箱（美国Thermo Sci⁃
entific公司），超净工作台（上海博迅公司），水平摇

床（海门其林贝尔公司），倒置荧光显微镜（日本

OLYMPUS公司），多功能酶标仪（美国Molecular De⁃
vices公司），流式细胞仪（美国 BD公司），PCR热循

环仪（美国Thermo Scientific公司），Real-time PCR仪

（美国Applied Biosystems公司）。

2 方法

2.1 CCK-8 检测 DAP 对 CIA-FLS 增殖的影响

取生长良好的对数期CIA-FLS，加入AccutaseTM细胞

分离液消化，低速离心收集细胞，再加入培养液重

悬后计数细胞浓度，将细胞接种于 96孔板（每孔约

8×103个细胞）。培养 12 h后，加入不同浓度DAP（终

浓度分别为 0、5、10、20、40、80 mg/L），每个浓度设 3
个平行孔，对照孔（含细胞）和空白孔（不含细胞）加

入等体积培养液。培养 48 h后，每孔加入CCK-8溶
液 10 μL，轻轻混匀，并放回培养箱继续培养 1 h再
取出，在酶标仪上测定各孔 450 nm处的吸光度

（OD）。CIA-FLS细胞活力（%）=（实验孔OD值－空

白孔OD值）/（对照孔OD值－空白孔OD值）×100%。

2.2 Real-time PCR检测 DAP对 CIA-FLS中 cas⁃
pase基因的影响 取CIA-FLS接种于 24孔板（每孔

约 5×104个细胞），培养 12 h后，加入DAP（终浓度为

40 mg/L）处理 48 h，并设细胞对照孔。培养结束后

提取CIA-FLS的总RNA，并进行逆转录反应（逆转录

反应体系：11 μL RNase-free Water，4 μL RT Buffer，
1 μL RT Enzyme Mix，1 μL Primer Mix，3 μL Total
RNA）。将逆转录好的 cDNA继续进行实时荧光定

量 PCR扩增反应（扩增反应体系：6.4 μL RNase-free
Water，10 μL Master Mix，0.8 μL Forward primer，0.8
μL Reverse primer，2 μL cDNA）。每个基因设 3个平

行管，采用公式 2−ΔΔCt计算目标基因 caspase-3、cas⁃
pase-8、caspase-9 mRNA相对表达量。

2.3 caspase抑制剂不同条件预处理后，CCK-8检
测DAP对CIA-FLS增殖的影响 取 CIA-FLS接种

于 96孔板（每孔约 8×103个细胞），培养 12 h后，分别

加入不同浓度的各 caspase抑制剂预处理 1、2、4 h，
再加入 DAP共处理 48 h，其中 Casp3-In、Casp8-In、
Casp9-In终浓度为 0、1.25、2.5、5、10、20 μmol/L，Pan⁃
casp-In终浓度为 0、1.25、2.5、5、10、20、40 μmol/L，
DAP终浓度为 40 mg/L。其余实验步骤同 2.1，最后

计算各孔CIA-FLS细胞活力。

2.4 Hoechst 33258荧光染色观察CIA-FLS凋亡形

态 取 CIA-FLS接种于 24孔板（每孔约 5×104个细

胞），培养 12 h后，分别加入各 caspase抑制剂预处理

2 h，再加入DAP共处理 48 h，其中 Casp3-In、Casp8-

In、Casp9-In终浓度为 5 μmol/L，Pancasp-In终浓度

为 20 μmol/L，DAP终浓度为 40 mg/L，并设细胞对照

孔。培养结束后，吸去各孔培养液，加入 PBS洗涤 1
min。将 Hoechst 33258染液稀释 30倍制成染色工

作液，每孔加入 200 μL染色工作液，室温避光染色

10 min。吸去染色液，加入 PBS水平缓摇洗涤 3
min，重复 3次。染色完成后尽快置于荧光显微镜

下，选择 340 ~ 350 nm蓝色激发光观察细胞凋亡形

态，并拍照留存。

2.5 Annexin V-FITC/PI 双染流式细胞术检测

CIA-FLS凋亡率 细胞分组同“2.4”，CIA-FLS培养

48 h后，加入AccutaseTM细胞分离液，室温消化后低

速离心，使用流式管收集细胞。每管加入预冷 PBS
洗涤 2次，低速离心后弃尽上清，加入 200 μL Bind⁃
ing Buffer重悬细胞，再分别加入 5 μL Annexin V-

FITC和 5 μL PI，室温避光孵育 15 min，最后上流式

细胞仪检测各组细胞凋亡率。

2.6 统计学方法 采用 SPSS 19.0统计软件进行数

据分析，计量资料以 x̄ ± s表示，组间比较采用单因

素方差分析，两两比较采用LSD-t检验，P <0.05表示

差异有统计学意义。

3 结果

3.1 DAP对CIA-FLS增殖的影响 如图1所示，倒

置显微镜下可观察到 CIA-FLS为成纤维样生长形

态，贴壁状态良好，细胞排列均匀；经 DAP作用后

CIA-FLS生长状态受到抑制，细胞数量明显减少，细

胞皱缩变形且贴壁能力下降。经DAP作用后 CIA-

FLS细胞活力明显下降，并与DAP作用浓度呈剂量

依赖性。当DAP浓度为 40 mg/L时，CIA-FLS细胞活

力在50%左右，故后续实验选择此浓度继续研究。

3.2 DAP对 CIA-FLS中 caspase基因的影响 如

表 1所示，经DAP（终浓度为 40 mg/L）作用 48 h后，

与对照组相比，CIA-FLS的 caspase-3、caspase-8、cas⁃
pase-9 mRNA相对表达量明显增加（P<0.05）。由此

可见，DAP可以激活CIA-FLS的 caspase通路。

3.3 caspase抑制剂不同条件预处理后，DAP对

CIA-FLS增殖的影响 与单独DAP作用组相比，各

caspase抑制剂预处理均在不同程度上影响DAP抑

表1 DAP对CIA-FLS中 caspase基因mRNA相对表达量的

影响/x̄ ± s
组别

对照组

DAP组
F值

P值

caspase-3
1.00 ± 0.00
3.07 ± 0.43
69.47
0.001

caspase-8
1.00 ± 0.00
1.67 ± 0.09
171.29
<0.001

caspase-9
1.00 ± 0.00
2.35 ± 0.20
131.85
<0.001
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制CIA-FLS增殖的效应。当Casp3-In、Casp9-In浓度

为 5 μmol/L，Pancasp-In浓度为 20 μmol/L，预处理

CIA-FLS 2 h或 4 h，均可明显提高 CIA-FLS细胞活

力；当 Casp8-In浓度为 5 μmol/L时亦可在一定程度

上提高 CIA-FLS细胞活力，但不如 Casp3-In、Casp9-

In、Pancasp-In效果明显，而当 Casp8-In浓度为 20
μmol/L时，CIA-FLS细胞活力却低于单独DAP作用

组。见图2。
3.4 DAP 对 CIA-FLS 凋亡形态的影响 根据

CCK-8实验和初期预实验，选择Casp3-In、Casp8-In、
Casp9-In 浓 度 为 5 μmol/L，Pancasp-In 浓 度 为 20
μmol/L，预处理 CIA-FLS 2 h，再与 DAP（终浓度为

40 mg/L）共处理 48 h。如图 3所示，对照组细胞核呈

弥散均匀的蓝色荧光，细胞排列均匀，未见明显的

凋亡荧光；DAP组细胞核形状大小不一，出现较多

浓染致密的颗粒状、块状荧光，细胞核固缩、碎裂明

显，细胞数量明显少于对照组；Casp3-In、Casp9-In、
Pancasp-In预处理组，呈均匀蓝色荧光的正常细胞

核较DAP组明显增多，但仍可见到少量散在分布的

颗粒状荧光，少数细胞核碎裂；Casp8-In预处理组与

DAP组差异不明显，细胞数量较少。

3.5 DAP对CIA-FLS凋亡率的影响 与对照组相

比，经DAP作用后CIA-FLS凋亡率明显升高［（34.80±
3.90）%比（5.68±1.35）%，P<0.05］；各 caspase抑制剂

预处理组 CIA-FLS凋亡率均明显低于 DAP组（P<
0.05）；各 caspase抑制剂预处理组中，Casp8-In预处

理组 CIA-FLS凋亡率明显高于 Casp3-In、Casp9-In、
Pancasp-In 预 处 理 组［（29.46±2.16）% 比（18.09±
2.50）%、（20.41±3.53）%、（10.17±1.91）%，P<0.05］。
4 讨论

FLS异常增生引发的持续性滑膜炎症和软骨破

坏，是RA最显著的病理特征［10］。研究表明FLS具有

类肿瘤样增殖和抗凋亡的特性，增生活化的 FLS产
生多种促炎细胞因子与基质破坏性酶类，促进了

FLS侵袭和破坏关节［11］。目前尚无根治RA的方法，

临床上常用的治疗药物包括非甾体抗炎药、免疫抑

制剂、糖皮质激素等，虽然具有明显对症及抗炎效

果，但相应毒副作用大，不适合长期使用；新兴生物

靶向制剂如利妥昔单抗，具有一定疗效，但价格昂

贵且仅对部分难治性RA有效［12］。天然植物来源的

活性单体药物，具有来源广泛、易于获得、价格相对

低廉、作用靶点多等优势，在临床应用方面日益受

到关注，也是人类从自然界获取新药的重要途

径［13］。既往文献报道中国传统中药活性成分如雷

公藤多苷［14］、姜黄素［15］、白藜芦醇［16］、青藤碱［17］等，

治疗RA病人或关节炎大鼠表现出较好疗效，极大

拓展了学者们对RA的研究思路。鉴于 FLS存在异

常增生和凋亡不足的特性，利用中药活性单体成分

干预来抑制FLS增殖、诱导其凋亡，有望成为一种治

疗RA行之有效的临床方案［18］。

细胞凋亡是一种高度有序、受基因精细调控以

及一系列酶参与的细胞自主性死亡方式，caspase家
族是其中非常关键的调控因子。根据 caspase在凋

亡通路所处位置及执行功能的不同，可将其分为两

大类，第一类是凋亡启动因子（包括 caspase-2/8/9/
10），第二类是凋亡效应因子（包括 caspase-3/6/
7）［19］。细胞凋亡主要有两条经典的介导通路，分别

是死亡受体途径和线粒体途径。死亡受体途径中，

死亡受体与相应配体结合后发生多聚化，募集

FADD，再与 caspase-8结合，形成死亡诱导信号复合

体，活化 procaspase-8，激活下游效应 caspase-3，导致

细胞凋亡［20］。线粒体途径由细胞内死亡信号如病

毒、射线、化疗药物等激活，使线粒体膜通透性增

加，造成Cyt-c等释放入胞质，在ATP/dATP存在情况

下，Cyt-c与Apaf-1等结合形成多聚复合体，活化pro⁃
caspase-9，激活下游效应 caspase-3，导致细胞凋

亡［21］。由此可见，caspase-8、caspase-9分别是两条凋

亡途径的上游启动因子，而 caspase-3是凋亡途径末

端共同的效应因子。caspase贯穿这两条途径的始

终，使其互相联系、彼此影响，共同调节细胞凋亡过

程。为此，本研究重点聚焦于 caspase通路来探讨

DAP对CIA-FLS增殖与凋亡的影响。

本研究首先明确DAP对CIA-FLS增殖的影响，

结合倒置显微镜下观察细胞生长状态和 CCK-8试
验，证实DAP能以剂量依赖性的方式降低 CIA-FLS
细胞活力，抑制其增殖。此外，DAP促使CIA-FLS的
caspase相关基因表达增加，说明这个过程中 caspase
通路激活。当采用不同 caspase抑制剂预处理CIA-

FLS后，DAP的抑制作用不同程度减弱，这与 caspase
抑制剂的种类、浓度、预处理时间均存在关联，特别

是抑制剂种类。细胞发生凋亡时会出现一系列形

态学变化，如细胞核碎裂、细胞质浓缩等，本研究利

用 Hoechst 33258荧光染色观察到 CIA-FLS呈均匀

弥散荧光，而经DAP作用后CIA-FLS细胞核形态发

生明显改变，出现较多典型的凋亡荧光，Casp3-In、
Casp9-In、Pancasp-In预处理组的凋亡现象较DAP组
有不同程度改善。因此，我们推测DAP可能通过诱

导CIA-FLS凋亡，从而抑制其增殖，这一过程中 cas⁃
pase通路起着重要作用。

为了进一步明确 DAP诱导 CIA-FLS凋亡的特

性，并探讨其主要参与哪条凋亡途径，本研究还采

用双染流式细胞术检测 CIA-FLS凋亡率，发现各
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caspase抑制剂预处理组凋亡率较DAP组均明显降

低，以 Pancasp-In预处理组降低最为明显，但Casp8-

In预处理组凋亡率却明显高于其他抑制剂预处理

组。不难看出，通过荧光染色观察到的凋亡情况与

流式检测结果基本一致，DAP可诱导 CIA-FLS发生

明显凋亡改变。当抑制 caspase通路后，可有效阻断

DAP诱导 CIA-FLS凋亡的效应，并且抑制线粒体途

径的凋亡启动因子对凋亡阻断效果，明显优于抑制

死亡受体途径的凋亡启动因子，说明线粒体途径在

这一过程中起着重要作用。文献报道［22］RA病人的

FLS在线粒体凋亡途径中，可出现多种方式抵抗相

关受体介导的凋亡，包括 Bcl-2家族蛋白的功能失

调、NF⁃κB信号转导通路失调、p53突变等，表明线

粒体凋亡途径是 FLS出现凋亡抵抗的重要原因，亦

是天然药物诱导FLS凋亡的重要潜在靶点。

综上所述，本研究发现DAP可呈剂量依赖性地

抑制CIA-FLS增殖，并通过 caspase依赖的途径诱导

CIA-FLS发生凋亡，其中主要涉及线粒体凋亡途径，

表明DAP有望作为治疗RA的一种天然候选药物。

值得注意的是，caspase通路涉及的调控基因众多，

以及其他少见凋亡通路的存在，如内质网凋亡通

路［23］、非 caspase依赖的凋亡通路［24］，故仍有待于我

们后续的实验研究来进一步剖析DAP诱导CIA-FLS
凋亡的精细机制，特别是线粒体途径中具体作用的

分子靶位。

（本文图1~3见插图11-1）
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