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脂氧素抑制关节炎大鼠滑膜及ＩＬ１β刺激的ＲＳＣ３６４细胞中ＶＥＧＦ的表达

周　丹１，代　洁２，艾　青３，林　玲４，张　力４　　（４０８０００重庆，重庆市涪陵中心医院病理科１；４０２１６０重庆，重庆
文理学院校医院２；４０００１６重庆，重庆医科大学基础医学部：生理学教研室３，病理生理学教研室４）

　　［摘要］　目的　探讨在体内外脂氧素 Ａ４（ｌｉｐｏｘｉｎＡ４，ＬＸＡ４）对血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）表达的影响及其可能机制。方法　ＳＤ雄性大鼠（６～８周龄，２００～２５０ｇ，
３２只）分为正常对照组、ＢＭＬ１１１单独处理组（ＢＭＬ１１１）、佐剂诱导的关节炎（ａｄｊｕｖａｎｔａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＡＡ）模
型组及ＢＭＬ１１１干预组（ＡＡ＋ＢＭＬ１１１），每组８只。ＡＡ组通过左后足跖部注射弗氏完全佐剂诱导建
立ＡＡ动物模型，ＡＡ＋ＢＭＬ１１１组于造模后每日腹腔注入ＬＸＡ４受体激动剂ＢＭＬ１１１。２８ｄ后，取病变
关节滑膜组织，匀浆后ＥＬＩＳＡ法检测ＶＥＧＦ水平，免疫印迹法检测ＶＥＧＦ受体２（ＶＥＧＦＲ２）总蛋白水平
及磷酸化水平。体外培养 ＲＳＣ３６４大鼠成纤维样滑膜细胞（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｌｉｋｅｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅ，ＦＬＳ），采用白细
胞介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）诱导ＶＥＧＦ表达，加入空白溶剂或不同浓度 ＬＸＡ４（１～１００ｎｍｏｌ／Ｌ）共
同孵育２４ｈ后，ＥＬＩＳＡ法检测上清液中ＶＥＧＦ水平，免疫印迹法检测Ｐ３８、ＪＮＫ和ＥＲＫ的总蛋白水平及
磷酸化水平，免疫印迹法检测缺氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒｓ１α，ＨＩＦ１α）蛋白含量。结果
　在ＡＡ大鼠滑膜组织，ＢＭＬ１１１明显降低ＶＥＧＦ水平（Ｐ＜０．０１），对 ＶＥＧＦＲ２表达无明显影响，但显
著降低磷酸化ＶＥＧＦＲ２的水平（Ｐ＜０．０１）。在ＦＬＳ细胞，ＬＸＡ４剂量依赖性抑制ＩＬ１β诱导的ＶＥＧＦ表
达（Ｐ＜０．０１），显著降低Ｐ３８（Ｐ＜０．０５）、ＪＮＫ和ＥＲＫ磷酸化水平（Ｐ＜０．０１），下调ＨＩＦ１α含量（Ｐ＜
０．０１）。结论　ＬＸＡ４可能通过抑制ＭＡＰＫ、ＨＩＦ１α下调ＲＳＣ３６４细胞中ＩＬ１β诱导的ＶＥＧＦ表达，影响
ＡＡ大鼠模型中血管新生和血管翳的形成。
　　［关键词］　 类风湿性关节炎；佐剂诱导的关节炎；血管内皮生长因子；血管新生
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ＬｉｐｏｘｉｎｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｓｙｎｏｖｉｕｍｏｆａｄｊｕｖａｎｔａｒｔｈｒｉｔｉｓｒａｔｓａｎｄｉｎ
ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１βｓｔｉｍｕｌａｔｅｄＲＳＣ３６４ｃｅｌｌｓ
ＺｈｏｕＤａｎ１，ＤａｉＪｉｅ２，ＡｉＱｉｎｇ３，ＬｉｎＬｉｎｇ４，ＺｈａｎｇＬｉ４（１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰａｔｈｏｌｏｇｙＦｕｌｉｎｇＣｅｎｔｅｒａｌＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，
４０８０００；２ＳｃｈｏｏｌＩｎｆｉｒｍａｒｙ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＡｒｔｓａｎｄＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０２１６０； ３Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆ
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，４ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＢａｓｉｃＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１６，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌｉｐｏｘｉｎＡ４（ＬＸＡ４）ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ）ｉｎｖｉｖｏａｎｄｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｐｏｓｓｉｂｌｅｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａｔｏｔａｌｏｆ３２ｍａｌｅＳＤｒａｔｓ（６ｔｏ８ｗｅｅｋｓｏｌｄ，ｗｅｉｇｈｉｎｇ２００ｔｏ２５０ｇ）ｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙａｎｄｅｑｕａｌｌｙ
ｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ４ｇｒｏｕｐｓ，ｔｈａｔｉｓ，ｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ，ＢＭＬ１１１ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ（ＬＸＡ４ｒｅｃｅｐｔｏｒａｇｏｎｉｓｔ），
ａｄｊｕｖａｎｔａｒｔｈｒｉｔｉｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ＡＡ），ａｎｄｍｏｄｅｌｐｌｕｓＢＭＬ１１１ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（ＡＡ＋ＢＭＬ１１１）．Ｔｈｅ
ＡＡｍｏｄｅｌｗａｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｉｎｔｒａｄｅｒｍａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｌｅｔｅＦｒｅｕｎｄ’ｓａｄｊｕｖａｎｔｉｎｔｏｔｈｅｌｅｆｔｈｉｎｄｆｏｏｔｐａｄｏｆｔｈｅ
ｒａｔｓ．ＩｎｔｈｅＡＡ＋ＢＭＬ１１１ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒａｔｓｗｅｒｅｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄｗｉｔｈＢＭＬ１１１ｄａｉｌｙｆｏｒ２８ｄ．Ｔｈｅｎｔｈｅ
ｓｙｎｏｖｉｕｍｆｒｏｍｉｎｊｕｒｅｄｊｏｉｎｔｓｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＶＥＧＦｉｎｔｈｅｈｏｍｏｇｅｎａｔｅｓｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＥＬＩＳＡ，
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ａｎｄｔｈｅｔｏｔａｌｌｅｖｅｌａｎｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｌｅｖｅｌｏｆＶＥＧＦｒｅｃｅｐｔｏｒ２ｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ．Ｔｈｅ
ｒａｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｌｉｋｅｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅ（ＦＬＳ）ＲＳＣ３６４ｗａｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β
（ＩＬ１β）ｉｎｔｈｅａｂｓｅｎｃｅｏｒｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＬＸＡ４（１ｔｏ１００ｎｍｏｌ／Ｌ）ｆｏｒ２４ｈ．ＴｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＶＥＧＦｉｎｔｈｅ
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＥＬＩＳＡ，ｔｈｅｔｏｔａｌｌｅｖｅｌｓａｎｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｌｅｖｅｌｓｏｆｐ３８，ＪＮＫａｎｄＥＲＫ，ａｎｄ
ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒｓ１α（ＨＩＦ１α）ｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　
ＩｎｔｈｅｓｙｎｏｖｉｕｍｆｒｏｍＡＡｒａｔｓ，ＬＸＡ４ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆＶＥＧＦ．Ｉｔｄｉｄｎｏｔａｌｔｅｒｔｈｅｔｏｔａｌｌｅｖｅｌｏｆ
ＶＥＧＦＲ２ｂｕｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＶＥＧＦＲ２．ＬＸＡ４ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄＩＬ１βｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＶＥＧＦｉｎＦＬＳｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ，ｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＰ３８，ＪＮＫａｎｄ
ＥＲＫ，ａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｏｆＨＩＦ１α．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＬＸＡ４ｍｉｇｈｔｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅＩＬ１βｉｎｄｕｃｅｄ
ＶＥＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＲＳＣ３６４ｃｅｌｌｓｖｉａｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＡＰＫ ａｎｄＨＩＦ１，ｗｈｉｃｈｍｉｇｈｔｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｐａｎｎｕｓｄｕｒｉｎｇｔｈｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＡｉｎｒａｔｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅａｎｏｖｅｌ
ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＬＸＡ４ｏｎａｒｔｈｒｉｔｉｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｌｉｐｏｘｉｎ；ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ；ａｄｊｕｖａｎｔａｒｔｈｒｉｔｉｓ；ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ；

ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒｅＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１０７１４４６）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺｈａｎｇＬｉ，Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｌｃｑｍｕ＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ

　　类风湿性关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是临床
常见的慢性系统性多关节炎，其病变特征包括进行性

滑膜炎、血管翳形成并侵袭破坏关节组织。我们前期

研究发现脂性抗炎介质脂氧素 Ａ４（ｌｉｐｏｘｉｎＡ４，ＬＸＡ４）
可在ＲＡ动物模型中显著抑制自身免疫反应并减轻关
节损伤［１－２］。除自身免疫攻击外，失控的滑膜血管新

生也是ＲＡ发生、发展的关键环节［３］。血管内皮生长

因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）是血管
新生的最主要刺激因子，是 ＲＡ的关键潜在干预靶
点［４］。本研究首先在佐剂诱导的关节炎（ａｄｊｕｖａｎｔ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＡＡ）大鼠模型中观察ＬＸＡ４受体激动剂对滑膜
组织中 ＶＥＧＦ表达的影响，随后在体外培养的大鼠成
纤维样滑膜细胞（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｌｉｋｅｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅ，ＦＬＳ）中观
察ＬＸＡ４对白细胞介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）诱导
的ＶＥＧＦ表达的影响，探讨相关信号机制，以期进一步
揭示ＬＸＡ４减轻ＲＡ的药理机制。

１　材料与方法

１．１　动物及实验材料
　　ＳＤ大鼠，雄性，３２只，６～８周龄，体质量 ２００～
２５０ｇ，由重庆医科大学实验动物中心提供。大鼠
ＲＳＣ３６４ＦＬＳ株购自中国科学院上海细胞生物学研究
所，ＬＸＡ４、弗氏完全佐剂（ｃｏｍｐｌｅｔｅｆｒｅｕｎｄ’ｓａｄｊｕｖａｎｔ，
ＣＦＡ）及结核杆菌为Ｓｉｇｍａ公司产品，ＬＸＡ４受体激动剂
ＢＭＬ１１１为Ｂｉｏｍｏｌ公司产品，重组大鼠 ＩＬ１β为 Ｒ＆Ｄ
公司产品，大鼠 ＶＥＧＦＥＬＩＳＡ试剂盒为欣博盛生物科
技有限公司产品，兔抗大鼠 ｐ３８、ＪＮＫ、ＥＲＫ及磷酸化
ｐ３８、ＪＮＫ、ＥＲＫ抗体为ＣＳＴ公司产品，兔抗大鼠 ＶＥＧＦ
受体２（ＶＥＧＦＲ２）及 ＶＥＧＦＲ２抗体、小鼠抗大鼠缺氧

诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒｓ１α，ＨＩＦ１α）抗
体为Ａｂｃａｍ公司产品，小鼠抗大鼠 βａｃｔｉｎ抗体、辣根
过氧化物酶标记的羊抗兔二抗、辣根过氧化物酶标记

的羊抗小鼠二抗购自碧云天生物技术有限公司，增强

化学发光试剂（ＥＣＬ）、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒为 Ｐｉｅｒｃｅ
公司产品。

１．２　细胞培养及分组
　　大鼠ＲＳＣ３６４细胞株用ＤＭＥＭ培养液培养在６孔
培养板中，加入 １０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和
１００Ｕ／ｍＬ链霉素，置于３７℃

!

５％ ＣＯ２培养箱。实
验分组（ｎ＝８）：①空白对照组，无特殊处理；②ＬＸＡ４单
独处理组：培养液中加入 １００ｎｍｏｌ／ＬＬＸＡ４；③ＩＬ１β
刺激组：培养液中加入１０ｎｇ／ｍＬＩＬ１β；④ＬＸＡ４干预
组Ⅰ：培养液中加入 １０ｎｇ／ｍＬＩＬ１β及 １ｎｍｏｌ／Ｌ
ＬＸＡ４；⑤ＬＸＡ４干预组Ⅱ：培养液中加入１０ｎｇ／ｍＬＩＬ１β
及１０ｎｍｏｌ／ＬＬＸＡ４；⑥ＬＸＡ４干预组Ⅲ：培养液中加入
１０ｎｇ／ｍＬＩＬ１β及１００ｎｍｏｌ／ＬＬＸＡ４。各组细胞处理
２４ｈ后收集培养上清液及细胞用于后续实验。
１．３　动物模型及分组
　　参照文献［５］方法建立 ＡＡ模型，实验共分４组
（ｎ＝８）：①正常对照组：０．１ｍＬ生理盐水左后足跖皮
内注射；②ＢＭＬ１１１单独处理组（ＢＭＬ１１１）：每日以
３ｍｇ／ｋｇＢＭＬ１１１腹腔注射；③ＡＡ模型组：左后足跖
皮内注射ＣＦＡ０．１ｍＬ；④ＢＭＬ１１１干预组（ＡＡ＋ＢＭＬ
１１１）：ＣＦＡ诱导ＡＡ后，每日以３ｍｇ／ｋｇＢＭＬ１１１腹腔
注射。各组大鼠在ＣＦＡ致炎后第２８天取病变部位关
节滑膜组织，匀浆后离心后取上清用于后续实验。

１．４　ＥＬＩＳＡ检测ＶＥＧＦ水平
　　检测细胞培养上清液或滑膜组织匀浆中的 ＶＥＧＦ
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水平。按说明书方法依次加入样品／标准品、生物素化
抗体、酶结合物工作液、显色剂，最后加入终止液后酶

标仪４５０ｎｍ测吸光度值［Ｄ（４５０）］。根据标准曲线计
算各样品中ＶＥＧＦ浓度。检测滑膜匀浆中的ＶＥＧＦ水
平时，采用 ＢＣＡ蛋白定量试剂盒测定各样本蛋白浓
度，计算各样本 ＶＥＧＦ浓度与同一样本的蛋白浓度的
比值以标准化滑膜匀浆中的ＶＥＧＦ水平。
１．５　免疫印迹检测蛋白的表达
　　细胞或组织经裂解液裂解、超声破碎，离心取上清
液。用 ＢＣＡ蛋白定量试剂盒进行定量。蛋白煮沸变
性后经电泳分离、转膜并封闭，加入一抗４℃孵育过
夜；洗膜后，再加入辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵

育１ｈ；充分洗膜后，化学发光法显影。
１．６　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件，计量数据以珋ｘ±ｓ表示，
多组间差异比较采用单因素方差分析，随后采用 ＬＳＤ
法进行两两比较。

２　结果

２．１　ＬＸＡ４抑制ＡＡ大鼠ＶＥＧＦ的生成及其受体激活
　　ＡＡ大鼠滑膜中 ＶＥＧＦ含量为（５１．２±９．２）ｐｇ／ｇ，
ＢＭＬ１１１干预［（３０．４±５．１）ｐｇ／ｇ］可显著降低ＡＡ大
鼠滑膜中 ＶＥＧＦ含量（Ｐ＜０．０１）。检测滑膜组织中
ＶＥＧＦＲ２的含量及其磷酸化水平，结果显示与 ＶＥＧＦ
的表达水平一致。ＢＭＬ１１１干预对 ＶＥＧＦＲ２含量无
明显影响，但ＢＭＬ１１１干预则可显著降低 ＡＡ大鼠滑
膜中ＶＥＧＦＲ２磷酸化水平（Ｐ＜０．０１，图１）。
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１：正常对照组；２：ＢＭＬ１１１单独处理组；３：ＡＡ模型组；

４：ＢＭＬ１１１干预组

Ａ：免疫印迹检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与ＡＡ模型

组比较

图１　免疫印迹法检测大鼠滑膜中ＶＥＧＦＲ２蛋白水平及其

磷酸化水平

２．２　ＬＸＡ４抑制ＩＬ１β诱导的ＶＥＧＦ表达
　　ＬＸＡ４可剂量依赖性抑制ＩＬ１β诱导的ＶＥＧＦ表达

（图２）。
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１：空白对照组；２：ＬＸＡ４单独处理组；３：ＩＬ１β刺激组；

４：ＬＸＡ４干预组Ⅰ；５：ＬＸＡ４干预组Ⅱ；６：ＬＸＡ４干预组Ⅲ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＩＬ１β刺激组比较

图２　ＥＬＩＳＡ法检测ＲＳＣ３６４细胞中ＶＥＧＦ的表达

２．３　ＬＸＡ４抑制ＩＬ１β诱导的ＭＡＰＫ活化
　　ＬＸＡ４处理可显著抑制 ＩＬ１β诱导的 ｐ３８、ＪＮＫ和

ＥＲＫ磷酸化（图３、表１），提示ＬＸＡ４可通过调节ＭＡＰＫ
通路的信号转导过程而影响ＶＥＧＦ的表达。
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１：空白对照组；２：ＬＸＡ４单独处理组；３：ＩＬ１β刺激组；

４：ＬＸＡ４干预组Ⅲ

图３　免疫印迹法检测ＩＬ１β诱导的ＲＳＣ３６４细胞中

ＭＡＰＫ通路的磷酸化激活

表１　ＭＡＰＫ通路的磷酸化水平灰度扫描结果（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

组别 ｐｐ３８／ｐ３８ ｐＪＮＫ／ＪＮＫ ｐＥＲＫ／ＥＲＫ

空白对照组 ０．２９±０．０７ ０．１１±０．０６ ０．２１±０．０６

ＬＸＡ４单独处理组 ０．３２±０．１２ ０．１１±０．０７ ０．２２±０．０７

ＩＬ１β刺激组 １．００±０．２２ １．００±０．２３ １．００±０．１８

ＬＸＡ４干预组Ⅲ ０．６０±０．１１ａ ０．１５±０．０８ｂ ０．３１±０．０７ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＩＬ１β刺激组比较
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２．４　ＬＸＡ４抑制ＩＬ１β诱导的ＨＩＦ１α上调
　　ＬＸＡ４处理可明显抑制 ＩＬ１β诱导的 ＨＩＦ１α上调

（Ｐ＜０．０１，图４），提示 ＬＸＡ４也可通过抑制转录因子
ＨＩＦ１而下调ＶＥＧＦ表达。
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１：空白对照组；２：ＬＸＡ４单独处理组；３：ＩＬ１β刺激组；

４：ＬＸＡ４干预组Ⅲ

Ａ：免疫印迹检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与 ＩＬ１β

刺激组比较

图４　免疫印迹法检测ＲＳＣ３６４细胞中ＨＩＦ１α的蛋白水平

３　讨论

　　ＬＸＡ４是由花生四烯酸代谢而来的脂性生物活性

分子，具有独特的抗炎促消退效应，在肾缺血再灌注损

伤、脑梗死、急性肺损伤等急性炎症损伤过程中可发挥

有效的保护作用［６－７］。我们前期研究发现：ＬＸＡ４可抑

制树突状细胞的分化成熟［８］、抑制 Ｔ淋巴细胞的增殖
及ＩＬ２的产生［９］；在 ＲＡ小鼠及大鼠模型中，ＬＸＡ４受
体激动剂可有效减轻自身免疫应答及关节组织病

变［１－２］；提示ＬＸＡ４在ＲＡ等慢性炎症性疾病中有潜在
应用价值，但其药理学机制仍有待进一步的研究。

　　过度的血管新生是 ＲＡ病情进展的关键环节，而
ＶＥＧＦ是促进血管新生的最主要调控因子［３］。在 ＲＡ
病变关节局部，滑膜细胞受到 ＩＬ１β等炎症因子的刺
激，可大量表达ＶＥＧＦ等促血管生成因子，这些因子可
强烈诱导血管内皮细胞增殖并形成大量的新生血管，

从而为炎症细胞的浸润活化及滑膜细胞的迅速增殖提

供充足的血液供应［１０］。由于天然ＬＸＡ４在体内半衰期

极短［１］，我们首先在ＡＡ大鼠模型中采用ＬＸＡ４受体激
动剂ＢＭＬ１１１初步探讨 ＬＸＡ４对 ＶＥＧＦ表达的影响。
结果显示，ＬＸＡ４受体激动剂可显著降低 ＡＡ大鼠滑膜

组织中ＶＥＧＦ含量。目前发现的ＶＥＧＦ受体至少包含
ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２、ＶＥＧＦＲ３，其中 ＶＥＧＦＲ２主要表达
于血管内皮细胞，是介导 ＶＥＧＦ促血管生成作用的主
要受体［４］。与配体结合后，ＶＥＧＦＲ２发生磷酸化，进而
通过激活多条下游通路传递增殖信号［４］。本研究发现

ＬＸＡ４受体激动剂处理后，ＡＡ大鼠滑膜组织中ＶＥＧＦＲ２
的磷酸化水平显著降低，这也与 ＶＥＧＦ表达受抑相
吻合。

　　ＩＬ１β是ＲＡ发生、发展过程中极为重要的炎症因
子，可通过诱导ＶＥＧＦ、基质金属蛋白酶等多种机制促
进关节损伤［１１］。进一步在体外培养的 ＦＬＳ中观察
ＬＸＡ４对ＩＬ１β诱导的ＶＥＧＦ表达的影响，发现ＬＸＡ４可
在ＦＬＳ中显著抑制ＩＬ１β诱导的ＶＥＧＦ表达。与这一
发现相似，ＬＸＡ４也可抑制白三烯Ｄ４或ＶＥＧＦ诱导的内

皮细胞增殖［１２］；在小鼠角膜损伤后，敲除ＬＸＡ４合成关
键酶１５脂加氧酶（１５ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ，１５ＬＯ）可引起角膜
组织ＶＥＧＦ表达及血管新生增强，而局部应用ＬＸＡ４可

逆转这些改变［１３］。由此可见，ＬＸＡ４可能也通过调节
血管新生过程在ＲＡ中发挥保护效应。
　　研究发现，丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）系统是ＩＬ１β诱导ＶＥＧＦ表达的
重要信号转导通路，ＭＡＰＫ通路的激活状态与 ＶＥＧＦ
的表达水平密切相关［１４］。本研究发现，ＬＸＡ４在抑制
ＩＬ１β诱导的 ＶＥＧＦ表达的同时，ｐ３８、ＪＮＫ和 ＥＲＫ这
三种ＭＡＰＫ的磷酸化水平均显著降低。与此一致，
ＬＸＡ４也可在ＢＶ２小鼠胶质细胞及大鼠肺微血管内皮
细胞中抑制脂多糖诱导的 ＥＲＫ、ｐ３８磷酸化激活及炎
症因子的表达［１５－１６］，ＬＸＡ４还可抑制肿瘤坏死因子刺
激的人肺微血管内皮细胞中ｐ３８的磷酸化及多种粘附
分子的表达［１７］。可见，ＬＸＡ４可能通过抑制 ＭＡＰＫ通
路的活化而抑制ＶＥＧＦ表达。
　　除炎症刺激外，快速增殖的滑膜细胞往往处于相
对缺氧状态，这可通过激活 ＨＩＦ１而诱导 ＶＥＧＦ表
达［１８］。ＨＩＦ１由α和β亚单位所组成，其活性主要受
ＨＩＦ１α的调节。在常氧状态下，ＨＩＦ１α上的脯氨酸
残基被羟基化，这可迅速导致 ＨＩＦ１α的泛素化降解；
在缺氧状态下，ＨＩＦ１α的羟基化及降解受抑，在细胞
内积聚，转入细胞核内后启动 ＶＥＧＦ等基因的表
达［１９］。在氯化钴诱导的化学性缺氧的人脐静脉内皮

细胞，ＬＸＡ４可抑制 ＨＩＦ１核转位及 ＶＥＧＦ表达
［２０］。

ＨＩＦ１也可被 ＩＬ１β等炎症因子激活，在 ＩＬ１β诱导
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ＶＥＧＦ表达中发挥重要作用［２１］。本研究发现ＬＸＡ４可明
显下调ＩＬ１β刺激的ＦＬＳ中ＨＩＦ１α的蛋白水平，提示
ＬＸＡ４可通过抑制转录因子ＨＩＦ１而调节ＶＥＧＦ表达。
　　综上所述，本研究发现 ＬＸＡ４可在体内外抑制
ＶＥＧＦ这一关键促血管生成因子的表达，这一效应与
其抑制 ＭＡＰＫ、ＨＩＦ１的激活有关。提示，除其强大的
抗炎及免疫调节效应外，ＬＸＡ４可能也通过抑制血管新
生过程而在ＲＡ发生、发展过程中发挥重要调节效应，
这可能是ＬＸＡ４减轻 ＲＡ的药理新机制。ＬＸＡ４可从多
个方面控制 ＲＡ的发生、发展，有望成为 ＲＡ防治的新
靶点。
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