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滁菊总黄酮调控类风湿性关节炎模型大鼠

滑膜组织 Wnt 通路 SFRP4 表达

缪成贵1,2,3，刘健2，张永和2，高敏2，陈庆榆3，何华奇3

(安徽科技学院    1. 家禽疫病监测安徽省重点实验室；2. 食品药品学院；3. 生命科学学院，安徽 蚌埠 233100)

[ 摘要 ] 目的：研究中药滁菊中主要活性成分总黄酮对类风湿性关节炎 (rheumatoid arthritis，RA) 模型大鼠滑膜组

织 Wnt 通路分泌型卷曲蛋白 4(secreted frizzled-related protein 4，SFRP4) 基因及 SFRP4 下游基因 β-catenin 和 C-myc 表达

的调控作用。方法：采用大鼠关节炎评分法和足爪肿胀评分法评价滁菊总黄酮 (Chuju total flavonoids，CJTF) 对 RA 模

型大鼠的治疗作用；RT-PCR 和 Western 印迹分别检测 CJTF 灌胃治疗对模型大鼠滑膜组织 Wnt 通路中 SFRP4，β-catenin

和 C-myc 基因 mRNA 和蛋白表达的调控作用。结果：经 CJTF 灌胃治疗后，模型大鼠关节炎评分、足爪肿胀评分

均明显下降。模型大鼠滑膜组织中 SFRP4 基因 mRNA 和蛋白表达明显上调，而其下游基因 β-catenin 和 C-myc 基因

mRNA 和蛋白表达明显下调。结论：CJTF 对 RA 模型大鼠有明显的治疗作用，其机制与以 SFRP4 为靶点，抑制 RA 模

型大鼠滑膜组织 Wnt 通路的激活有关。
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Chuju total flavonoids control the SFRP4 expression in 
Wnt pathway in rheumatoid arthritis model rats
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ABSTRACT Objective: To determine the effect of Chuju total flavonoids (CJTF) on the secreted frizzled-
related protein 4 (SFRP4) expression in Wnt pathway in rheumatoid arthritis (RA) model rats. 

 Methods: The role of CJTF in the treatment of RA model rats was evaluated by rat arthritis score 
and paw edema score. The expression regulation of the SFRP4, β-catenin and C-myc in Wnt 
pathway in RA model rats was detected by RT-PCR and Western blot after CJTF gavage treatment. 

 Results: After CJTF treatment, the rat arthritis score and paw edema score in RA model rats were 
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类风湿性关节炎(rheumatoid arthritis，RA)是

一种以关节滑膜炎为特征的慢性全身性自身免疫

性疾病。R A发病过程中首先发生病变的是关节滑

膜，表现为滑膜的增生和炎症，进而导致骨和软

骨的破坏，发病机制目前仍不清楚，但极有可能

与关节独特的解剖和生理结构有关 [1-2]。滑膜细胞

的激活增生、淋巴细胞的侵入、微血管的生成导

致滑膜向软骨表面侵袭增生形成血管翳，破坏骨

和软骨的结构和功能 [3-4]。多种信号通路参与调控

R A的发生发展，虽然Wnt通路调控R A发生发展的

研究起步较晚，但研究[5]已证明Wnt通路在RA发生

过程中起重要调控作用。在R A发生过程中Wnt1，

Wnt5a，Wnt7b显著高表达，而下调Wnt1，Wnt5a，

Wnt7b能够抑制关节成纤维化滑膜细胞(f ibroblast-

like synoviocytes，FLS)活化增殖，预示Wnt通路相

关分子可能是潜在的R A治疗靶点 [6]。SFRP4是Wnt

信号通路上游负调控基因，β-catenin是经典Wnt通

路关键基因，C-myc是经典Wnt通路下游重要效应

基因，并且与RA滑膜异常增生直接相关。RA发生

时，上游SFRP4表达下调，β-catenin和C-myc表达

均明显上调，滑膜异常增生 [5-6]。滁菊位列中国四

大药用名菊之首，具有清热解毒等功效，亦是具有

重要保健作用的食品。本课题以滁菊中主要化学成

分滁菊总黄酮(Chuju total flavonoids，CJTF)为研究对

象，研究CJTF对RA发生相关基因SFRP4，β-catenin

和C-myc表达的调控作用，探讨其对RA模型大鼠滑

膜组织异常增生的调控作用。

1  材料与方法

1.1  仪器和试剂

1.1.1  仪器设备

梯度PCR仪购自美国ABI公司；CO 2培养箱购

自美国Thermo公司；电泳仪和半干转膜仪购自美

国Bio -rad公司；倒置显微镜购自奥林巴斯公司；

ChemiScope3400 Mini化学发光成像购自上海勤翔

科学仪器有限公司；101AS-3型数显恒温干燥箱购

自上海浦东跃欣科学仪器厂；超净工作台购自江

苏净化仪器设备有限公司。

1.1.2  药品试剂

C J T F 由 安 徽 科 技 学 院 药 学 系 天 然 药 物 化 学

室研制。取滁菊花干燥叶， 9 0 % 乙醇提取后减压

浓缩，水溶后调 p H 值至 2 . 0 ，乙醚萃取有机相精

制 浓 缩 ， 水 相 大 孔 树 脂 吸 附 ， 二 者 混 合 得 C J T F

含量>80%。反转录试剂盒和PCR试剂盒购自美国

Fermentas公司；C-myc抗体和SFRP4抗体购自美国

Santa公司；β-catenin抗体购自上海碧云天生物技

术有限公司。

1.2  方法

1.2.1  RA 模型大鼠制备

S D雄性大鼠，体质量1 8 0 ~ 2 0 0  g，由安徽医

科大学实验动物中心提供(合格证号：皖医动准01

号)，随机分为5组：正常组、模型组、CJTF(50，

100，150 mg/kg)，每组10只。模型组以完全弗氏佐

剂于每只大鼠右后足趾皮内注射0.1 mL致炎，正常

对照组注射0.1 mL PBS。造模后进行关节炎评分和

足爪肿胀评分。

1.2.2  RA 模型大鼠关节炎和足爪肿胀评分

关节炎评分：RA模型大鼠1只耳朵出现结节和

红肿记1分，1只鼻子出现结节和红肿记1分，1只尾

巴出现结节和红肿记1分，1只足爪出现结节和红肿

记1分，每只RA模型大鼠的关节炎最高评分为8分。

足爪肿胀评分：R A模型大鼠每只足爪包括5

只指关节或趾关节，1只腕关节或踝关节，每个小

关节出现结节和红肿记为1分，每只RA模型大鼠的

足爪肿胀最高评分为24。

1.2.3  RT-PCR，Western 印迹检测 RA 模型大鼠滑膜组

织 SFRP4，β-catenin 和 C-myc 基因表达

TR Izol试剂提取大鼠滑膜组织细胞总R NA，

significantly decreased when the RA model rats were treated with CJTF, the SFRP4 expression was 
significantly up-regulated, while the β-catenin and C-myc gene expression were significantly down-
regulated in RA model rat synovial tissues. 

 Conclusion: CJTF has significant therapeutic effect and inhibitory effect on Wnt pathway 
activation by targeting SFRP4 in RA model rat synovium.

KEY WORDS Chuju total flavonoids; rheumatoid arthritis; sonyvium; SFRP4; Wnt; β-catenin
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Fermentas反转录酶反转录得到cDNA。PCR引物(表1)

由上海生工合成，PCR扩增反应条件为：94 ℃预变

性5 min，94 ℃变性40 s，54 ℃复性40 s(β-catenin，

SFRP4，C-myc)，72 ℃延伸1 min，35个循环。PCR

产物在琼脂糖凝胶上进行电泳，凝胶成像用Quantity 

One v 4.6软件分析。

W e s t e r n 裂 解 液 充 分 裂 解 滑 膜 组 织 ， 4  ℃
下 1 2 0 0 0  r / m i n 离 心 3 0  m i n 后 取 上 清 ， 加 入 上

样 缓 冲 液 后 1 0 0  ℃加 热 1 0  m i n 。 每 孔 上 样 2 0  μ L

总 蛋 白 进 行 S D S - P A G E 。 电 泳 后 半 干 转 蛋 白 至

P V D F 膜 上 ， 5 % 的 脱 脂 奶 粉 封 闭 3  h ， 加 一 抗 ，

一抗β-catenin，SFRP4和C-myc均为1: 1000稀释。 

4 ℃孵育过夜后加二抗，室温孵育2 h，ECL发光试剂盒

显影，以β-actin为内对照，分析蛋白条带光密度值。

1.3  统计学处理

数据分析采用SPSS17.0软件，所有数据结果均

以均数±标准差(x±s)表示，组间比较采用One-Way 

ANOVA检验，P<0.05表示差异有统计学意义。

表 1   RT-PCR 引物序列

Table 1   RT-PCR primer sequence
Primer name Primer sequence (5' → 3') Size/bp
β-catenin1 5'-F CTGACCAAACTGCTAAATGACG 208
β-catenin1 5'-R GATGGTGGGAAAGGTTGTGTAG 208

SFRP4 5'-F CTTCATCACCTATCCCTCGAAC 241

SFRP4 5'-R CTGGCTATTTGCTTCTTGTCCT 241

C-myc 5'-F TCTTGGAACGTCAGAGGAGAA 142

C-myc 5'-R GCTTGAACGGACAGGATGTAG 142
β-actin 5'-F TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC 345
β-actin 5'-R ACGCAGCTCAGTAACAGTCCG 345

2  结   果

2.1  CJTF 对 RA 模型大鼠的治疗作用

R A 模 型 大 鼠 在 造 模 后 第 1 7 天 出 现 继 发 性 炎

症，四肢、耳朵、鼻子、尾巴出现红肿或结节，

关节炎评分显著增高；与模型组相比，CJTF能显

著降低 R A 大鼠关节炎评分 ( P<0 . 0 5，图 1 A ) 。 R A

模型大鼠在造模后第1 7天，足爪肿胀评分显著增

加，与模型组相比，CJTF能显著降低R A模型大鼠

的足爪肿胀评分(P<0.05，图1B)。

2.2  CJTF 对 RA 模型大鼠滑膜组织 SFRP4 基因表达

的调控作用

与正常对照大鼠相比，R A模型大鼠滑膜组织

中Wnt通路上游基因SFRP4 mRNA和蛋白表达均明显

降低；R A模型大鼠灌胃CJTF治疗后，滑膜组织中

SFRP4 mRNA和蛋白表达明显上调(P<0.05，图2)。

2.3  CJTF 对 RA 模型大鼠滑膜组织 β-catenin 基因表

达的调控作用

与正常对照大鼠相比，R A模型组大鼠滑膜组

织中经典Wnt通路关键基因β-catenin mRNA和蛋白

表达明显升高，CJTF灌胃治疗后β-catenin mRNA

和蛋白表达明显下调(P<0.05，图3)。

2.4  CJTF 对 RA 模型大鼠滑膜组织 C-myc 基因表达的

调控作用

与正常对照大鼠相比，R A模型组大鼠滑膜组

织中C-myc mRNA和蛋白表达明显上调，CJTF灌胃

治疗后C-myc mRNA和蛋白表达明显下调(P<0.05；

图4，5)。
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图 2   CJTF 对 RA 大鼠滑膜组织 SFRP4 表达的影响。A：RT-PCR 电泳图；B：SFRP4 mRNA 表达结果分析直方图 (n=3，

x±s)；C：Western 印迹电泳图；D：SFRP4 蛋白表达结果分析直方图 (n=3，x±s)。与 normal 组比较，*P<0.05；与 model 组

比较，#P<0.05。

Figure 2   Effects of CJTF on the expression of SFRP4 in RA rat synovium. A: Electrophoretogram of RT-PCR; B: Analysis of the SFRP4 

mRNA expression (n=3, x±s); C: Electrophoretogram of Western blot; D: Analysis of the SFRP4 protein expression (n=3, x±s).  *P<0.05 vs 

the normal group; #P<0.05 vs the model group. 
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图 1   CJTF 对 RA 大鼠关节炎评分 (A) 和足爪肿胀评分 (B) 的影响 (n=3，x±s)。与 normal 组比较，*P<0.05；与 model 组比较，
#P<0.05。

Figure 1   Effects of CJTF on arthritis score (A) and paw edema score (B) of RA rat (n=3, x±s). *P<0.05 vs the normal group; #P<0.05 

vs the model group. 
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图 3   CJTF 对 RA 大鼠滑膜组织 β-catenin 表达的影响。A：RT-PCR 电 泳 图；B：β-catenin mRNA 表 达 结 果 分 析 直 方 图

(n=3，x±s)；C：Western 印迹电泳图；D：β-catenin 蛋白表达结果分析直方图 (n=3，x±s)。与 normal 组比较，*P<0.05；与

model 组比较，#P<0.05。

Figure 3   Effects of CJTF on the expression of β-catenin in RA rat synovium. A: Electrophoretogram of RT-PCR; B: Analysis of the 
β-catenin mRNA expression (n=3, x±s); C: Electrophoretogram of Western blot; D: Analysis of the β-catenin protein expression (n=3, 
x±s).  *P<0.05 vs the normal group; #P<0.05 vs the model group. 
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图 4   CJTF 对 RA 大鼠滑膜组织 C-myc mRNA 表达的影响。A：RT-PCR 电泳图；B：直方图 (n=3，x±s)。与 normal 组比较，
*P<0.05；与 model 组比较，#P<0.05。

Figure 4   Effects of CJTF on the expression of C-myc mRNA in RA rat synovium. A: Electrophoretogram of RT-PCR; B: Analysis of the 

C-myc mRNA expression (n=3, x±s).  *P<0.05 vs the normal group; #P<0.05 vs the model group. 
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3  讨   论

Wnt和Fz家族基因首先在果蝇中被发现，之后

证实Wnt通路在哺乳动物各组织细胞水平上广泛存

在，在细胞增殖、细胞分化、四肢发育、胚胎发

育中起重要调控作用。随进一步深入研究发现Wnt
通路广泛参与了肿瘤的发生发展、肿瘤细胞的侵

袭生长等 [7-8 ]。Wnt蛋白家族存在多个成员，在细

胞外结合到细胞表面FZ多肽胞外区后，通过FZ介

导的跨膜多肽启动了一系列的信号激活信号。FZ
类似于 G 蛋白跨膜多肽，其胞外区同时可以结合

Wnt通路负调控蛋白DKK，阻断Wnt介导的激活信

号。Wnt通路另一类重要的负调控蛋白即是SFR P
蛋白家族，目前研究发现共存在5个S F R P蛋白，

分别是SFRP1，2，3，4和5 [9-12]。SFRPs具有与FZ
胞外区相似的结构域，理论上5个S F R P蛋白都能

和Wnt蛋白结合，阻断Wnt蛋白在细胞膜外启动的

Wnt信号，但在不同的组织、细胞水平，SFRPs的

作用并不相同。我们研究发现，R A模型大鼠滑膜

组织中SFRP4表达明显升高，而其他的4个SFRP蛋

白表达差异并不明显。R A发生前，Wnt通路上游

负调控基因SFRP4的表达量较高，高表达的SFRP4
能够抑制 Wn t 通路信号，抑制滑膜的异常增殖。

RA发生过程中，SFRP4表达明显下调，经典Wnt通
路基因β-catenin，C-myc表达明显上调，导致了滑

膜的异常增生。CJTF灌胃R A模型大鼠后，关节滑

膜组织中SFRP4表达明显上调，验证了SFRP4在RA
发生发展中起到了重要调控作用，并且CJTF对R A
的治疗作用可能是通过对SFRP4的调控实现的。

目前的研究证实了R A的发生发展与Wnt通路

的异常激活有直接的关系。Wnt1蛋白在R A病人滑

膜组织中显著高表达，并且高于炎症较轻为特征

的骨关节炎。在R A病人关节滑膜分离的F L S中同

样检测到Wnt 1的差异表达，下调Wnt 1蛋白表达能

够显著抑制R A FLS的增殖。Wnt 5a是另一个被证

实的参与RA发病机制的Wnt蛋白，抑制Wnt 5a蛋白

表达能够明显减轻R A模型大鼠关节滑膜增生和炎

症[13-14]。在骨关节炎病人软骨和RA病人滑膜中Wnt 
7b表达明显上调，当向软骨细胞和滑膜细胞转染

Wnt 7b后TNF-α，IL -1b和IL -6表达上调，这些因

子在RA的发病机制中起重要作用[15]。Wnt 1，Wnt 
5a，Wnt 7b等蛋白在RA发生过程中通过Wnt通路促

进FLS活化、增殖，促进炎症发展、骨的侵蚀等，

同时有研究表明SFRP 1在R A滑膜组织和正常关节

滑 膜 组 织 中 表 达 有 差 异 ， 并 且 在 R A 发 生 过 程 中

SFRP 1极有可能通过表观遗传学修饰下调导致Wnt
通路激活促进FLS的活化、增殖[16]。药用菊花主要

活性成分为黄酮、三萜类等化合物，具有多种药

理活性，在心血管、抗病毒、抗肿瘤等方面活性

研究报道较多。滁菊花为滁州产安徽地道药材，

药食两用，既有重要的保健作用又有较大的经济

价值。鉴于Wnt信号通路在R A滑膜异常增殖中的

重要作用，本课题研究CJTF对R A模型大鼠滑膜组

织Wnt通路的调控作用，并证明CJTF对R A模型大

鼠滑膜组织低表达的SFRP4具有上调作用，上调的

SFRP4抑制了β-catenin，C-myc的表达，抑制了RA
模型大鼠滑膜的异常增殖。与国内外同类研究相

比，首次研究了安徽滁州地区地道药材滁菊中总

黄酮对R A的治疗作用，探讨了这种作用的分子机

制，为安徽滁州地道药材滁菊的综合开发和R A治

疗奠定了实验基础。

图 5   CJTF 对 RA 大鼠滑膜组织 C-myc 蛋白表达的影响。A：Western 印迹电泳图；B：C-myc 蛋白表达结果分析直方图

(n=3，x±s)。与 normal 组比较，*P<0.05；与 model 组比较，#P<0.05。

Figure 5   Effects of CJTF on the expression of C-myc protein in RA rat synovium. A: Electrophoretogram of Western blot; B: Analysis 

of the C-myc protein expression (n=3, x±s). *P<0.05 vs the normal group; #P<0.05 vs the model group. 
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