
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１６０３１８８

二甲双胍对类风湿性关节炎患者滑膜细胞增殖及凋亡的影响
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　　［摘要］　目的　探讨二甲双胍对类风湿性关节炎患者滑膜细胞增殖与凋亡的影响。方法　取类风
湿性关节炎患者滑膜组织，用胰酶消化法分离其滑膜细胞，分别用流式细胞术和 ＣＣＫ８法检测三种浓
度的二甲双胍（１０、２０、３０ｍｍｏｌ／Ｌ）对滑膜细胞增殖的影响，ＴＵＮＥＬ和流式细胞仪检测滑膜细胞凋亡情
况，ＥＬＩＳＡ法检测二甲双胍处理的滑膜细胞上清中的炎性因子和抗炎性因子。结果　三种浓度（１０、２０、
３０ｍｍｏｌ／Ｌ）的二甲双胍分别干预滑膜细胞２４、４８、７２ｈ，均不同程度抑制了滑膜细胞的增殖，且成时间
浓度依赖性。ＣＣＫ８法检测结果显示２０、３０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处理显著抑制了滑膜细胞的增殖（Ｐ＜
００５），流式细胞术结果表明２０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处理４８ｈ后，Ｇ０／Ｇ１期滑膜细胞的百分比与对照组相
比显著增加了约２０％（Ｐ＜０．０５），Ｓ期和Ｇ２／Ｍ期的细胞比例分别显著下降了９％和１１％（Ｐ＜０．０５）。
凋亡结果表明，２０、３０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处理４８、７２ｈ，较对照组显著促进滑膜细胞的凋亡（Ｐ＜０．０５），流
式细胞术显示早期和晚期的滑膜细胞凋亡率约１７．５％。检测炎性因子发现，２０、３０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处
理后显著降低炎症因子 ＩＬ６、ＩＬ１β和 ＴＮＦα的水平（Ｐ＜０．０５），增加抗炎因子 ＩＬ１０水平约６６％和
７６％（Ｐ＜０．０５）。结论　二甲双胍可显著抑制体外培养的人滑膜细胞的增殖，诱导其凋亡，可能与二甲
双胍降低炎性因子ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β水平和增加抗炎因子ＩＬ１０水平有关。
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　　类风湿性关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）的主要
病理特征为滑膜炎症、滑膜增生、新生血管生成和软骨

组织破坏。其中滑膜细胞增生在 ＲＡ的发生发展中起
重要作用。如何有效抑制滑膜细胞的增殖及促进其凋

亡是治疗ＲＡ的关键。研究报道二甲双胍具有全身性
抗炎的作用，可有效保护类风湿性关节炎，但具体机制

尚不明确［１］。本研究观察二甲双胍对体外培养的滑

膜细胞的增殖、凋亡，以及上清分泌的炎性因子［包括

肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦα）、白细胞
介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）、白细胞介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕ
ｋｉｎ１β，ＩＬ１β）及抗炎因子白细胞介素１０（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ
１０，ＩＬ１０）］水平的影响，探讨二甲双胍对 ＲＡ的保护
机制，以期为临床上ＲＡ的治疗提供一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　组织来源
　　人关节滑膜组织取自１２例在本院四肢关节外科
行膝关节置换术的ＲＡ患者，年龄（４９±６）岁，以及５例
正常外伤后行滑膜切除术的患者，年龄（４５±６）岁。
ＲＡ患者的诊断根据美国风湿病协会（ＡｍｅｒｉｃａｎＣｏｌｌｅｇｅ
ｏｆＲｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ，ＡＣＲ）修订的分类标准（１９８７版）进行。
滑膜细胞的分离培养方法见１．３．１。
１．２　主要材料
　　二甲双胍（Ｓｉｇｍａ公司），ＤＭＥＭ培养基（ＨｙＣｌｏｎｅ
公司），胎牛血清、胰酶（Ｇｉｂｃｏ公司），青链霉素、ＤＡＰＩ
核染料、抗荧光淬灭封片剂（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司），流式细
胞周期检测试剂盒（ＢＤ公司），ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测
试剂盒（Ｒｏｃｈｅ公司），Ｋｉ６７抗体（Ａｂｃａｍ公司），荧光
二抗（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＥＬＩＳＡ检测试剂盒（Ｍｕｌｔｉ
Ｓｃｉｅｎｃｅ）。流式细胞仪（Ａｃｃｕｒｉ公司），倒置荧光显微
镜（Ｎｉｋｏｎ公司），ＣＯ２细胞培养箱（ＨｅａｌＦｏｒｃｅ），全自动
酶标仪（ＴｈｅｒｍｏＭｕｌｔｉｓｋａｎ）。
１．３　方法
１．３．１　人滑膜细胞体外分离培养　　无菌取滑膜组
织置于冰上，ＰＢＳ缓冲液漂洗３遍去血渍，于平皿中将
组织块剪至１ｍｍ３小块，加入０．１５％胰蛋白酶连续消
化３次，每次２ｍｉｎ，消化的细胞悬液转移至带血清的
离心管中终止消化，加入０．０８％Ⅱ型胶原酶３７℃继

续消化３０ｍｉｎ。合并消化液后过筛，将细胞悬液置于
１０ｍＬ离心管，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，用含有
１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基吹打成细胞悬液，置于
３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中培养，隔天换液。待细胞长至
８０％的融合度时，用０．２５％胰蛋白酶消化传代培养，
至第３代时开始实验（图１）。

图１　分离培养的第３代人滑膜细胞（×２００）

１．３．２　ＣＣＫ８法检测滑膜细胞增殖　　制备细胞悬液
并以２０００／孔接种至９６孔板，摇匀，于３７℃培养箱中
培养２～４ｈ至细胞贴壁，用１０、２０、３０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍
干预。对照组同样加入等量ＰＢＳ，２４、４８、７２ｈ后分别每
孔加入１０μＬＣＣＫ８反应液，摇匀，放入培养箱中培养
２ｈ后用酶标仪检测其４５０ｎｍ吸光度值［Ｄ（４５０）］。
１．３．３　流式细胞术检测滑膜细胞周期　　生长至第
３～５代的细胞以６×１０５／孔接种至６孔板，待细胞融
合率约７５％时，用３０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处理。对照组
用等量ＰＢＳ处理。４８ｈ后用胰酶消化成单细胞悬液，
ＰＢＳ清洗一遍，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，加入 １００μＬ
ＰＩＲＮａｓｅＡ室温孵育１５ｍｉｎ，避光，流式细胞仪检测分
析比较细胞周期各时期的ＤＡＮ含量差异。
１．３．４　流式细胞术检测滑膜细胞凋亡　　生长至第
３～５代的细胞以６×１０５／孔接种至６孔板，待细胞融
合率约７５％时，用２０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处理。对照组
用等量ＰＢＳ处理。４８ｈ后用胰酶消化成单细胞悬液，
ＰＢＳ清洗一遍，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，每组分别加入
１００μＬ１×ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ重悬细胞，按顺序分别加入
５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ与５μＬＰＩ，混匀，室温避光１５ｍｉｎ，流
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式检测细胞凋亡。

１．３．５　ＴＵＮＥＬ法检测滑膜细胞凋亡　　将细胞以
１２×１０５／孔接种至铺有细胞爬片的１２孔板，培养４ｈ
后分为对照组和二甲双胍组，干预３６ｈ，弃去培养基，
固定，ＰＢＳ清洗３遍，打孔１５ｍｉｎ，分别进行ＴＵＮＥＬ染
色，显微镜下观察染色结果。

１．３．６　ＥＬＩＳＡ法检测细胞培养液上清中的炎性因子
　　取生长状态良好的滑膜细胞，按６×１０５／孔接种
于６孔板，于ＣＯ２培养箱中培养，４ｈ后分为对照组、炎
症诱导组、二甲双胍组，每组６个孔，分别用ＰＢＳ、类风
湿关节炎诱导乳剂，以及１０、２０、３０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍
处理，４８ｈ后收集上清。ＥＬＩＳＡ法分别检测上清中
ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β、ＩＬ１０的水平。
１．４　统计学处理
　　采用 ＳＰＳＳ１６．０统计软件，计量资料数据以 珋ｘ±ｓ
表示，进行单因素方差分析及ｔ检验，以Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　二甲双胍对滑膜细胞增殖的影响
　　ＣＣＫ８检测显示，１０、２０、３０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍对
人滑膜细胞的增殖具有抑制作用，且呈时间与浓度依

赖性，其中２０、３０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处理４８、７２ｈ后，
与对照组相比，其抑制作用差异有统计学意义（Ｐ＜
００５，图２）。
　　流式细胞术检测显示，与对照组相比，２０ｍｍｏｌ／Ｌ
二甲双胍处理 ４８ｈ显著抑制了滑膜细胞的增殖
（图３），Ｇ０／Ｇ１期滑膜细胞的百分比显著增加约２０％，
Ｓ期和 Ｇ２／Ｍ期细胞比例分别显著下降 ９％和 １１％
（表１）。
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图２　ＣＣＫ８法检测二甲双胍对滑膜细胞增殖的影响
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Ａ：对照组；Ｂ：二甲双胍处理组
图３　流式细胞术检测人滑膜细胞增殖

表１　流式细胞术检测二甲双胍对人滑膜细胞周期的影响
（％，珋ｘ±ｓ）

组别 Ｇ０／Ｇ１期 Ｓ期 Ｇ２／Ｍ期

对照组 ５６．８１±３．４１ ２８．１６±１．６４ １７．１３±２．３３

二甲双胍组 ７６．１６±２．０９ａ １９．７７±２．６４ａ ６．４４±２．１１ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组相比

２．２　二甲双胍对滑膜细胞凋亡的影响
　　１０、２０、３０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处理滑膜细胞后，
ＴＵＮＥＬ染色发现，与对照组细胞凋亡率相比［（０．３７±
０．０５）％］，１０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处理对滑膜细胞的凋
亡影响差异无统计学意义［（１．９７±０．０３）％，Ｐ＞
００５］，但２０、３０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处理显著促进了滑
膜细胞的凋亡［（１２．６４±０．１０）％、（１５．８０％±０．４１）％，
Ｐ＜０．０５］。
　　流式细胞术检测滑膜细胞凋亡结果如图４所示，
２０ｍｍｏｌ／Ｌ的二甲双胍处理细胞４８ｈ后，可以显著诱
导滑膜细胞的凋亡，其中早期和晚期的滑膜细胞凋亡

率约１７．５％，与对照组比较差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。
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Ａ：对照组；Ｂ：二甲双胍处理组
图４　流式细胞术检测二甲双胍对人滑膜细胞凋亡的影响

２．３　ＥＬＩＳＡ法检测人滑膜细胞上清中的炎症因子及
抗炎因子含量

　　ＥＬＩＳＡ检测（图５）显示，对照组炎性因子ＩＬ６、ＩＬ
１β、ＴＮＦα及抗炎因子 ＩＬ１０含量均在正常范围内。
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诱导组炎性因子含量显著升高，抗炎因子含量降低。

在此基础上，１０、２０、３０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处理，与诱导
组相比降低了炎症因子 ＩＬ６、ＩＬ１β和 ＴＮＦα的表达
水平，其中２０、３０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处理后表达差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。２０、３０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处理
后，与诱导组相比，ＩＬ６水平分别降低约５２％和６３％，
ＩＬ１β和 ＴＮＦα则分别降低约 ３９％、５５％和 ２５％、
４４％，抗炎因子ＩＬ１０显著增加约６６％和７６％。
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Ａ：ＩＬ６；Ｂ：ＴＮＦα；Ｃ：ＩＬ１０；Ｄ：ＩＬ１β　１：对照组；２：诱
导组；３～５：分别为二甲双胍１０、２０、３０ｍｍｏｌ／Ｌ组；ａ：Ｐ＜
０．０５，与相应指标中的诱导组相比
图５　ＥＬＩＳＡ法检测二甲双胍对人滑膜细胞上清中炎性

因子及抗炎因子含量的影响

３　讨论

　　ＲＡ的病理特征表现为滑膜增生、新生血管翳生
成以及炎性细胞的渗透等［２］。其中滑膜组织增生主

要由成纤维样滑膜细胞的过度增生导致，并且在 ＲＡ
的发病机制中起着至关重要的作用。与癌细胞相似，

成纤维样滑膜细胞同样具有异常增殖与凋亡的特性，

这种特性可致使滑膜肥厚，侵入性血管翳组织形成，最

终导致关节的破坏［３］。因此，如何有效抑制滑膜细胞

的增殖和介导成纤维样滑膜细胞的凋亡是 ＲＡ的潜在
治疗策略。

　　二甲双胍是治疗二型糖尿病比较广泛的规定用
药，主要通过抑制肝糖原异生，增强肌肉葡萄糖摄取及

抑制小肠对葡萄糖的吸收等降血糖［４－６］。研究表明二

甲双胍还具有降血脂的作用，主要是减少血液中游离

脂肪酸、甘油三酯及极低密度脂蛋白的含量［５］。二甲

双胍的主要分子靶点是通过激活 ＡＭＰＫ［Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
５’ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ＡＭＰ）ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ］信号
通路和上述抗糖尿病的作用改善胰岛素的敏感

性［７－９］。此外研究报道二甲双胍同样可以作为治疗炎

症相关疾病的潜在用药［１０－１３］。二甲双胍的抗炎机制

目前还不明确。本研究观察二甲双胍对滑膜细胞增殖

与凋亡的影响，以及滑膜细胞相关炎性因子及抗炎因子

的表达，探讨二甲双胍对类风湿性关节炎的作用机制。

　　ＴＮＦα生物作用广泛，可影响细胞增殖、凋亡、分
化及免疫反应［１４］。ＴＮＦα可刺激免疫细胞、激活炎性
反应抵抗感染，但同样可以介导脓毒性休克、类风湿性

关节炎与肿瘤［１５－１６］。ＴＮＦα的促炎作用目前研究比
较深入。研究报道 ＴＮＦα对细胞的增殖与凋亡也有
一定的影响，鉴于组织特异性，对免疫细胞表现为促增

殖作用，对多数的肿瘤细胞则具有一定的促凋亡作

用［１７］。ＴＮＦα对ＲＡ的滑膜细胞，则起到促进其增殖
的作用［１８］。本研究发现，二甲双胍处理诱导滑膜细胞

可显著降低ＴＮＦα的表达，同时有效抑制滑膜细胞的
增生，促进滑膜细胞的凋亡。ＩＬ１β、ＩＬ６等也是滑膜
细胞在炎症反应中分泌的炎性因子，２０、３０ｍｍｏｌ／Ｌ二
甲双胍处理同样显著降低了这些炎性因子的含量，抑

制了滑膜细胞的增殖。ＩＬ１０是炎症反应中的负性调
节因子，可起到抵抗炎性介质的作用。研究表明在给

予ＲＡＩＬ１０治疗后能明显抑制炎症的发生［１９］。本研

究发现，１０、２０、３０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处理人滑膜细胞
后，其上清中ＩＬ１０含量显著升高，表明二甲双胍显著
增加滑膜细胞上清中 ＩＬ１０的含量，从而有效抑制滑
膜细胞的增殖，促进滑膜细胞的凋亡。

　　综上所述，本研究提示二甲双胍可通过明显降低
炎性因子ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα水平，以及增加抗炎因子
ＩＬ１０水平显著抑制滑膜细胞的增殖和促进其凋亡。
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