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附子汤对类风湿性关节炎滑膜成纤维细胞 MH7A 增殖和
miR-155 表达的影响
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［摘要］ 目的：观察附子汤对类风湿性关节炎滑膜成纤维细胞 MH7A 增殖的影响，研究附子汤对 miR-155 表达的影响并

进一步探讨其抗类风湿性关节炎的作用机制。方法：体外培养 MH7A 细胞，设空白组、附子汤高剂量组（25 g·L-1）、低剂量组

（12.5 g·L-1）和硫酸羟氯喹阳性药组（0.006 25 g·L-1），采用细胞增殖与活性检测（CCK-8）试剂盒法检测细胞增殖，流式细胞术

检测 MH7A 细胞周期的改变；应用实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）法检测药物处理后 miR-155 及其下游基因含

SH2 结构域的肌醇 5-磷酸酶-1（SHIP-1）、蛋白激酶 B3（Akt3）和哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）mRNA 表达，蛋白免疫印迹

法（Western blot）检测磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）、Akt3 和 mTOR 的蛋白表达。结果：附子汤体外在质量浓度 6.25 g·L-1以上时，

能明显抑制 MH7A 增殖，且呈明显的量-效关系和时-效关系。与空白组比较，附子汤高、低剂量组 G2/M 期细胞比例均明显增

加（P<0.05），高剂量组 G0/G1期细胞比例明显降低（P<0.05），其细胞周期的阻滞作用呈明显的量效关系。与空白组比较，附子

汤高、低剂量组 miR-155 的表达均明显下调（P<0.05）；附子汤高剂量组 SHIP1 mRNA 表达明显上调、Akt3 mRNA 表达明显下

调（P<0.05），附子汤高、低剂量组 mTOR mRNA 表达均明显下调（P<0.05）。与空白组比较，附子汤高、低剂量组的 PI3K、Akt3

和 mTOR 的蛋白表达均明显下调（P<0.05）。结论：附子汤对 MH7A 细胞增殖具有显著的抑制作用，作用机制与下调 miR-155

的表达，从而促进 SHIP-1 的表达，抑制其下游 PI3K/Akt3/mTOR 信号通路的基因表达有关。
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Effect of Fuzitang on Proliferation of Human Rheumatoid Arthritis Synovial Fibroblast Cell

Line MH7A and Expression of miR-155

QIN Wanli，XU Yujie，PAN Zhenzhen，LI Xiaohui，WANG Zhenhua，SONG Jianping，

XU Qin，HUANG Xinan，LI Changqing*

（Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou 510405，China）

［［Abstract］］ Objective：： To observe the effects of Fuzitang（FZT）on the proliferation of MH7A cells，

the human rheumatoid arthritis synovial fibroblasts，and the expression of miR-155 and explore its anti-

rheumatoid arthritis mechanism. Method：： MH7A cells were cultured in vitro and divided into a blank group，

high-（25 g·L-1）and low-dose（12.5 g·L-1）FZT groups，and a positive drug group（hydroxychloroquine，

0.006 25 g·L-1）. The cell proliferation was detected by cell counting kit-8（CCK-8）method，and the change in

the MH7A cell cycle was detected by flow cytometry. The mRNA expression of miR-155 and its downstream

genes，including SH2 domain-containing inositol 5-phosphatase-1（SHIP-1），protein kinase B 3（Akt3），and
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mammalian target of rapamycin（mTOR），was detected by Real-time fluorescence quantitative polymerase chain

reaction（Real-time PCR），and the protein expression of phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K），Akt3，and

mTOR was detected by Western blot. Result：： FZT in vitro in a concentration of 6.25 g·L-1 above could inhibit

the proliferation of MH7A cells in the significant dose- and time-effect manner. Compared with the blank group，

the FZT groups showed increased proportions of cells in the G2/M phase（P<0.05），and the high-dose FZT group

showed a decreased proportion of cells in the G0/G1 phase（P<0.05）. The arresting effect of FZT on the cell cycle

was in a significant dose-effect manner. Compared with the blank group，the FZT groups showed down-regulated

miR-155 and mTOR mRNA expression（P<0.05），and the high-dose FZT group showed up-regulated SHIP1

mRNA expression and down-regulated Akt3 mRNA expression（P<0.05）. Compared with the blank group，the

FZT groups showed reduced protein expression of PI3K，Akt3，and mTOR（P<0.05）. Conclusion：： FZT can

significantly inhibit the proliferation of MH7A cells，and the mechanism is related to the promotion of the

expression of SHIP-1 and down-regulation of the gene expression of the PI3K/Akt3/mTOR signaling pathway by

down-regulating the expression of miR-155.

［［Keywords］］ Fuzitang；rheumatoid arthritis；MH7A cells；miR-155；SH2 domain-containing inositol 5-

phosphatase-1（SHIP-1）；phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K）/protein kinase B 3（Akt3）/mammalian target of

rapamycin（mTOR）signaling pathway

类风湿性关节炎（RA）是一种常见的慢性全身

性自身免疫性疾病，其临床表现主要为慢性、对称

性和周围多关节炎性病变，其主要病理特征是滑膜

炎症、滑膜增生、血管翳形成以及类风湿结节的形

成。我国 RA 的患病率约为 0.32%~0.36%，如果不

经过积极正规的治疗，约 75% 的患者会在 3 年内出

现残疾［1］。

RA 的发病机制尚未完全明确，目前公认与个

体遗传易感性、环境因素和失调的免疫反应有关。

目前已确立的相关发病机制包含辅助性 T 细胞

（Th1）细胞/Th2 细胞及 Th17/调节性 T 细胞（Treg）细
胞失衡，导致关节滑膜的炎症反应及滑膜成纤维细

胞增殖激活，最终形成 RA［2-3］。近年来的研究显示

miR-155 在 RA 患者关节滑膜组织、滑膜液及外周血

单核细胞均呈高表达，且在实验性关节炎中发挥促

炎作用［4］，显示 miR-155 是治疗 RA 的潜在靶点。

RA 在中国传统医学中称为“痹证”，类风湿关

节炎的病名最早载于《黄帝内经·素问》，其言“风寒

湿三气杂至，合而为痹也”。附子汤来源于张仲景

所著《伤寒论》，由炮附子、人参、白术、茯苓和白芍

组成，具有温经助阳，祛寒化湿止痛之功，应用于寒

湿痹阻肢体关节之证，包括类风湿性关节炎的治

疗，长期的临床应用已经证实附子汤是安全有效治

疗 RA 的经典名方［5］。本实验采用人类风湿关节炎

滑膜成纤维细胞—MH7A 细胞，由类风湿性关节炎

滑膜成纤维细胞（RA-FLS）细胞经过 SV40T 基因转

染后转化而成的永生细胞株［6］，观察附子汤体外对

MH7A 细胞的增殖和 miR-155 表达的影响，并进一

步探讨其抗 RA 的作用机制。

1 材料

1.1 细胞 人类 RA-FLS（MH7A 细胞），购自广州

吉妮欧生物科技有限公司（批号 2021071231401）。
1.2 药物与试剂 附子汤饮片购自广州杏园春药

店，所有饮片经广州中医药大学中药学院李小翚副

教授鉴定。附子汤组成为炮附子 15 g、茯苓 9 g、人

参 6 g、白 术 12 g、白 芍 9 g，水 煎 煮 ，每 剂 加 水

1 600 mL 浸泡 30 min 后熬至 600 mL，将水提液用旋

转蒸发仪浓缩至含生药 1 g·mL-1 质量浓度。经

0.22 μm 微孔滤膜过滤除菌后，用离心管进行分装，

置于-20 ℃保存；使用时于 4 ℃溶解，加入完全培养基

稀释成所需浓度用于实验。硫酸羟氯喹（上海上药中

西制药有限公司，批号 210268，简称羟氯喹），DMEM

高糖培养基、0.25% 胰酶、胎牛血清（美国 Gibco公司，

批号分别为 8120321、2186974、2260087），磷酸盐缓冲

液（PBS，武 汉 普 诺 赛 生 命 科 技 有 限 公 司 ，批 号

WH052E101），青 -链霉素（美国 Hyclone 公司，批号

J210011），细胞增殖与活性检测（CCK-8）试剂盒、BAC

蛋白定量试剂盒（北京索莱宝科技有限公司，批号分

别为 702H011、PC0020），荧光染料碘化丙啶（PI，美国

Sigma公司，批号 81845），RNA 酶（大连美仑生物技术

有 限 公 司 ，批 号 MB3087），EasyScript First-Strand

cDNASynthesisSuperMix（北京全式金生物技术有限

公司，批号 P20329），焦碳酸二乙酯（DEPC）水（上海

生 工 生 物 工 程 有 限 公 司 ，批 号 H305KA9141），
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TRIzol 试 剂（ 美 国 Life Technologies 公 司 ，批 号

260710），琼脂糖（西班牙琼脂糖，批号 QZT-100），
ECL 发 光 液（ 美 国 MerckMillipore 公 司 ，批 号

WBKLS0100），磷 脂 酰 肌 醇 3- 激 酶（PI3K）inase

p110α（C73F8）Rabbit mAb、蛋 白 激 酶 B3（Akt3）
（E1Z3W）Rabbit mAb、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（mTOR）（7C10）Rabbit mAb、甘油醛 -3-磷酸脱氢酶

（GAPDH）兔多克隆抗体（美国 CST 公司，批号分别

为 4249T、14982S、2983T、5174），引物序列所用引物

由苏州金唯智生物科技有限公司合成，引物序列

见表 1。

1.3 仪器 AC2-3A1 型超净工作台（新加坡 ESCO

公司），CB150 型 BINDER 二氧化碳培养箱（德国

Binder 公司），Multiskan FC 型酶标仪（美国 Thermo

公司），DMi1 型倒置生物显微镜（德国 Leica 公司），
32R 型冷冻离心机（德国 Hettich 公司），CytoFLEX

型 流 式 细 胞 仪（ 美 国 Beckman Coulter 公 司 ）、

PRISM® 7500 Sequence Detection System 型实时荧

光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）仪（美国

ABI 公司），BioPhotometer-plus 型核酸蛋白测定仪

（德国 Eppendorf 公司），BSD-YX（F）3200 型恒温摇

床（上海博迅实业公司），HWS-5A 型恒温水浴锅（上

海百典仪器设备有限公司），VE-180 型湿转转膜仪、

EPS-200 型电泳仪（中国 Tanon 公司）。
2 方法

2.1 细胞培养 MH7A 细胞复苏后，置于培养瓶中

（含 15% 胎牛血清、1% 青-链霉素的完全培养液），在

5% CO2、37 ℃饱和湿度的培养箱中培养，隔天换液

1 次；待细胞生长至 80%~90% 时，按 1∶2 传代，细胞

传 3 代以后选择对数生长期细胞进行实验。

2.2 CCK-8 法检测附子汤及羟氯喹对 MH7A 细胞

增殖的影响 取对数生长期的 MH7A 细胞，按 1×

105个/mL 细胞密度接种于 96 孔板中，每孔 100 μL，

设空白组、细胞空白组、附子汤药物各浓度组（100、

50、25、12.5、6.25 g·L-1），每组 6 个复孔。硫酸羟氯

喹 各 质 量 浓 度 组（50、25、12.5、6.25、3.125、1.562

5 mg·L-1），其余同上。细胞培养 24 h 后按上述分

组，空白组、细胞空白组加入完全培养基，附子汤、

羟氯喹各浓度组加入用完全培养液稀释的相应浓

度的药液。继续培养 48 h后，吸弃上清，采用 CCK-8

法，用酶标仪检测 450 nm 波长下的吸光度 A。计算

细胞抑制率（%）=（空白组 A-实验组 A）/空白组 A×

100%，采 用 Logit 法 计 算 药 物 的 半 数 抑 制 浓 度

（IC50）。根据药物 IC50的结果，设置附子汤高剂量组

（25 g·L-1）、低剂量组（12.5 g·L-1），并设空白组。按

上述方法操作，分别于加药培养 24、48、72 h 后，吸

弃上清，加入 CCK-8 孵育 2 h，用酶标仪检测 450 nm

波长下的 A，取各组平均 A，计算各组药物对细胞的

抑制率，以观察附子汤对 MH7A 细胞增殖的影响。

2.3 流式细胞术检测附子汤对 MH7A 细胞周期的

影响 取对数生长期 MH7A 细胞，以 1×105个/mL 细

胞密度接种于 6 孔板中，每孔 2 mL；设置空白组、附

子汤高剂量组（25 g·L-1）、低剂量组（12.5 g·L-1），羟
氯喹阳性药组（0.006 25 g·L-1），每组设 3 个复孔；置
于 37 ℃、含 5% CO2、饱和湿度的培养箱中培养。培

养 24 h 后，吸弃上清，附子汤高、低剂量组及阳性药

组分别加入相应浓度的药物稀释液，空白组加入完

全培养液，培养 48 h 后每孔 0.5 mL 胰酶消化收集细

胞。PBS 润洗细胞 2 次，1 000 r·min-1离心 5 min，离

心半径为 97 mm，弃上清，75% 冰乙醇 500 μL 于

4 ℃固定过夜；离心收集细胞，PBS 润洗细胞两次，

加 入 PI 工 作 液 300 μL（PI 50 mg·L-1、RNAse

100 mg·L-1）温室避光孵育 30 min 后上机检测。

2.4 Real-time PCR 检 测 附 子 汤 对 MH7A 细 胞

miR-155 及下游肌醇 5-磷酸酶 -1（SHIP-1）、PI3K/

Akt/mTOR 信号通路基因 mRNA 表达的影响 细胞

培养、分组、给药同 2.3 项。收集细胞后，用 TRIzol

法提取总 RNA，DnaseⅠ（RNase-free）去除基因组

DNA，测定 260 nm 和 280 nm 处的 A，计算 A260/A280比

值 >1.8；凝胶成像系统检测该样品总 RNA 的 5 s、

18 s、28 s条带的完整性。根据逆转录反应试剂盒说

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

引物

miR-155

SHIP-1

Akt3

mTOR

U6

18s

序列（5'-3'）

上游 ACACTCCAGCTGGGTTAATGCTAATCGTGAT

下游 CTCAACTGGTGTCGTGGA

上游 CAACAGCCACTTGACTTCAG

下游 GCAGATCCACACGGTAGTTA

上游 GGGCGAGCTGTTTTTCCAT

下游 CGGTACACAATCTTTCCGGAAT

上游 TTTGGACGGTGTGGAACTTG

下游 CATCTGGGCCTCCAGTTAC

上游 GGGCGAGCTGTTTTTCCAT

下游 CGGTACACAATCTTTCCGGAAT

上游 CCTGGATACCGCAGCTAGGA

下游 GCGGCGCAATACGAATGCCCC

长度

/bp

73

170

120

295

94

112
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明书，每个样本取 RNA 1 μL 进行逆转录反应，合成

cDNA；再 以 cDNA 为 模 板 ，各 样 本 基 因 检 测 按

20 μL 体系进行 PCR 反应。目的片段：miR-155、

SHIP-1、Akt3、mTOR。内参片段：U6、18 s。反应条

件：50 ℃反应 2 min，95 ℃反应 15 s，60 ℃反应 32 s，

40 个循环；于 60~95 ℃进行融解曲线分析；各个样

品重复实验 3 次。利用 Real-time PCR 仪自带软件

观察扩增曲线，并计算样本所得的 ΔΔCt值，以 2-ΔΔCt

值进行各样本之间的比较。

2.5 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测附子汤对

MH7A 细胞 miR-155 下游信号通路基因 PI3K、Akt3

及 MTOR 蛋白表达的影响 细胞培养、分组、给药

同 2.3 项。加药培养 48 h 后，吸弃上清，收集细胞，

提取总蛋白，用 BCA 蛋白定量检测试剂盒进行样品

蛋白定量。每孔上样总蛋白 20 μL 进行 SDS-PAGE

电泳；转膜后用 5% 脱脂奶粉常温封闭 2 h；加一抗

（1∶1 000）常温摇床中振荡孵育 2 h；加入辣根过氧

化物酶（HPR）标记的二抗（1∶5 000）常温振荡孵育

1 h；洗膜，按照 ECL 荧光底物试剂盒中的步骤操作，

进行发光、显影、定影，检测条带灰度值。实验重

复 3 次。

2.6 统计学方法 采用 SPSS 26.0 统计软件对所得

的实验数据进行统计学分析。计量资料表示为

x̄± s，多个样本均数采用单因素方差分析（One-way

ANOVA 检验）进行组间比较，方差齐时，多重比较

采用最小显著性差异法（LSD），方差不齐时采用

Dunnett's t，P<0.05 为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 附子汤及羟氯喹对 MH7A 细胞 IC50 的测定

将 MH7A 细胞经不同浓度药物及阳性药处理

48 h 后，采用 CCK-8 测定其 A，由此测得附子汤对

MH7A 细胞的 IC50 为 24.1 g·L-1，羟氯喹对 MH7A 细

胞的 IC50 为 0.005 6 g·L-1。随着药物质量浓度的升

高，附子汤对 MH7A 细胞的抑制作用明显增加，呈

明显的量效关系，见表 2 和表 3。

3.2 附子汤对 MH7A 细胞增殖的影响 与空白组

比较，附子汤高、低剂量组作用 MH7A 细胞 48 h 后，

镜下可见细胞增殖明显被抑制；加药后 48、72 h，与

低剂量组比较，附子汤高剂量对 MH7A 细胞的增殖

抑制作用更加明显（P<0.05）。见图 1、表 4。

3.3 附子汤对 MH7A 细胞周期的影响 附子汤作

用于 MH7A 细胞 48 h 后，对 MH7A 细胞的周期有明

显的阻滞作用，与空白组比较，附子汤高剂量组 G0/

G1 期细胞比例明显降低（P<0.05），附子汤高、低剂

量 组 G2/M 期 细 胞 比 例 明 显 增 加（P<0.05）。

见表 5。

3.4 附 子 汤 对 MH7A 细 胞 miR-155 及 SHIP-1、

Akt3、mTOR 基因 mRNA 表达的影响 与空白组比

较，附子汤高、低剂量组的 miR-155 的表达均明显下

调（P<0.05）；与空白组比较，附子汤高剂量组的

SHIP-1 mRNA 表达升高（P<0.05），附子汤高剂量组

表 2 附子汤对 MH7A细胞生长的影响

Table 2 Effect of Fuzitang（FZT）inhibition of MH7A cell

组别

空白组

附子汤组

质量浓度/g·L-1

100

50

25

12.5

6.25

A（x̄± s，n=6）

0.714 4±0.056 7

0.003 4±0.001 1

0.004 5±0.003 8

0.411 2±0.039 1

0.607 9±0.054 1

0.639 2±0.079 0

抑制率/%

0.00

99.52

99.36

29.14

14.55

10.14

表 3 硫酸羟氯喹对 MH7A细胞生长的影响（n=6）

Table 3 Effect of hydroxychloroquine sulfate on inhibition of

MH7A cell（n=6）

组别

空白组

羟氯喹组

质量浓度/g·L-1

0.05

0.025

0.012 5

0.006 25

0.003 125

0.001 562 5

A（x̄± s）

0.993 7±0.059 0

0.018 7±0.002 4

0.060 2±0.024 0

0.404 2±0.168 1

0.522 8±0.175 3

0.603 2±0.152 7

0.778 2±0.145 0

抑制率/%

0.00

98.12

93.94

59.33

47.38

39.30

21.69

注：A. 空白组；B. 羟氯喹组；C. 附子汤高剂量组；D. 附子汤低

剂量组

图 1 显微镜下 MH7A细胞形态图（倒置显微镜，×100）
Fig. 1 Morphology of MH7A cells under microscope（inverted

microscope，×100）
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的 Akt3 mRNA 表达明显下调（P<0.05），附子汤高、

低剂量的 mTOR mRNA 组表达明显下调（P<0.05）。

其中附子汤高剂量组的 SHIP-1 mRNA 表达明显高

于低剂量组、而 Akt3 mRNA 的表达明显低于低剂量

组（P<0.05），呈明显的量效关系。见表 6。

3.5 附子汤对 MH7A 细胞 PI3K/Akt3/mTOR 信号

通路蛋白表达的影响 与空白组比较，附子汤高、

低剂量组的 PI3K、Akt3 和 mTOR 蛋白表达均明显下

调（P<0.05）。见表 7、图 2。

4 讨论

RA-FLS 激活是 RA 发展的早期步骤，以 T 和 B

淋巴细胞为代表的免疫细胞浸润关节滑膜组织，并

促进促炎性细胞因子的释放，使 RA-FLS 异常增殖

并产生大量白细胞介素-6（IL-6）、IL-8 和环氧合酶-2

（COX-2）及基质金属蛋白酶（MMP）［7-8］。细胞因子

和趋化因子的产生进而吸引更多的炎症细胞。活

化的成纤维细胞，连同活化的 T 细胞、B 细胞、单核

细胞和巨噬细胞，通过滑膜细胞上表达的核转录因

子 -κB 受体活化因子配体（RANKL）的受体活化剂

触发破骨细胞的生成，导致骨侵蚀发生、软骨退化

从而形成关节破坏［9-10］。RA-FLS 与血管生成也有

紧密联系，血管生成后，进一步提高这些细胞的增

殖率［11-13］，导致慢性炎症形成。

miR-155 作为一种多功能 miRNA，参与多种疾

表 5 附子汤对 MH7A细胞周期的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of FZT on MH7A cell cycle（x̄± s，n=3） %

组别

空白组

附子汤高剂量组

附子汤低剂量组

羟氯喹组

质量浓

度/g·L-1

25

12.5

0.006 25

G0/G1期

75.77±0.47

50.50±1.101，2）

63.37±3.10

52.23±0.971）

S 期

13.70±0.26

14.80±1.20

14.88±2.93

19.17±1.101）

G2/M 期

10.14±0.34

36.83±1.051，2）

21.57±0.351）

25.63±2.371）

表 4 附子汤对 MH7A细胞增殖的影响（x̄± s，n=6）

Table 4 Effect of FZT on proliferation of MH7A cell（x̄± s，n=6）

组别

空白组

附子汤高剂量组

附子汤低剂量组

质量浓度

/g·L-1

25

12.5

A

24 h

0.53±0.17

0.47±0.12

0.46±0.06

48 h

0.97±0.02

0.73±0.051，2）

0.91±0.061）

72 h

1.32±0.05

0.96±0.061，2）

1.19±0.061）

注：与空白组比较 1）P<0.05；与附子汤低剂量组比较 2）P<0.05

（表 5-表 7 同）

表 6 附子汤对 MH7A细胞 miR-155及 SHIP-1、Akt3、mTOR mRNA表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of FZT on mRNAs expression of miR-155，SHIP1，Akt3 and mTOR in MH7A cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

附子汤高剂量组

附子汤低剂量组

羟氯喹组

质量浓度/g·L-1

25

12.5

0.006 25

miR-155

1.00±0.24

0.33±0.041）

0.56±0.041）

0.37±0.051）

SHIP-1

1.00±0.08

4.18±0.281，2）

1.51±0.44

2.73±0.681，2）

Akt3

1.00±0.07

0.53±0.081，2）

0.90±0.05

0.40±0.041，2）

mTOR

1.00±0.06

0.65±0.131）

0.74±0.171）

0.49±0.071，2）

表 7 附子汤对 MH7A细胞信号通路 PI3K/Akt3/mTOR蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 7 Effect of FZT on expression of PI3K/Akt3/mTOR protein in MH7A cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

附子汤高剂量组

附子汤低剂量组

羟氯喹组

质量浓度/g·L-1

25

12.5

0.006 25

PI3K/GAPDH

1.282±0.170

0.559±0.0151）

0.579±0.0261）

0.632±0.0621）

Akt3/GAPDH

1.038±0.123

0.780±0.0951）

0.794±0.0801）

0.714±0.0751）

mTOR/GAPDH

0.788±0.081

0.555±0.1051）

0.613±0.0281）

0.561±0.0681）

注：A. 空白组；B. 附子汤高剂量组；C. 附子汤低剂量组；D. 羟

氯喹组

图 2 各组 MH7A细胞 PI3K/Akt3/mTOR信号通路蛋白电泳

Fig. 2 Electrophoresis of PI3K/Akt3/mTOR protein expression

in MH7A cells of each groups
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病的发生过程，包括癌症、炎症和免疫异常疾病。

miR-155 在不同的细胞类型和组织环境中表达均有

所不同，并且受到多种信号途径的影响和调节。在

RA 中，miR-155 和 miR-146 可以交叉调节炎症反

应［14］。miR-155 可影响 RA 患者不同类型的细胞及

细胞因子。例如，单核细胞、巨噬细胞、B 细胞、T 细

胞和成纤维细胞等多种细胞产生多向性细胞因子。

高表达的 miR-155，在 RA 发病过程中，发挥促炎及

促进 RA-FLS 的异常增殖作用［15］。在 RA 患者的关

节和滑膜成纤维细胞中检测到 miR-155 的表达高于

正常滑膜组织，且 TNF-α、IL-1β、脂多糖、poly（IC）
可以进一步诱导 miR-155 的表达。在正常滑膜细胞

中，TNF-α刺激后，MiR-155 表达没有变化。而下调

miR-155 的表达可中和 TNF-α诱导的 RA-FLS 的增

殖和侵袭［16］。实验研究显示敲除 miR-155 基因的小

鼠，可以完全免于胶原刺激诱导产生的关节炎［17］，

提示 miR-155 有可能成为 RA 治疗的理想靶标［18］。

SHIP-1 是肌醇 5-磷酸酶家族成员之一［19］，基因

定 位 于 2q36~37，能 够 负 调 控 细 胞 增 殖 ，是 除 了

PTEN 以外发现的另外一种肌醇磷酸酶［20］。已证实

SHIP-1 是 miR-155 的靶基因，SHIP-1 的表达受 miR-

155 负调控。miR-155 的过度表达可导致 SHIP-1 的

表达下调，致使 PI3K/Akt/mTOR 信号通路活化［4］，

SHIP-1 通过负调控 PI3K/Akt/mTOR 信号通路，影响

细胞的增殖和凋亡，并调节 T 细胞分化及细胞因子

的分泌，从而影响 RA 炎症反应［21］。

PI3K/Akt/mTOR 信号级联与 RA 的发生发展密

切相关。RA 患者滑膜组织中 PI3K/Akt/mTOR 信号

通路处于异常激活状态［22］，其可抑制 RA-FLS 自噬

并促进 RA-FLS 持续增生，加重 RA 病情［23］。研究表

明 PI3K 抑制剂能通过抑制 PI3K/Akt/mTOR 信号转

导有效抑制 MH7A 增殖，还可降低 MH7A 的 IL-6 水

平，从而降低 RA-FLS 的炎症反应［24］。在 RA 整个发

生过程中，PI3K/Akt信号通路与滑膜炎症［25-28］、软骨

破坏与骨侵蚀［29-32］、血管翳［33-34］三大病理改变都密

切相关。

本实验证实附子汤具有较好的抑制 MH7A 细

胞增殖的作用，研究结果显示附子汤包括但不限于

通过调整细胞周期及下调 miR-155 的表达，从而上

调 SHIP-1 的表达，进而抑制下游 PI3K/Akt/mTOR 信

号通路基因表达，发挥抑制 MH7A 细胞增殖作用。

提示附子汤可能通过抑制 RA-FLS 的增殖从而阻止

类风湿性关节炎的持续发生进而治疗类风湿性关

节炎。
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