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［摘要］目的：观察灵芝多糖 （GLPs） 对类风湿关节炎 （RA） 成纤维样滑膜细胞 （RA-FLSs） 增殖和炎性

因子释放的影响。方法：体外分离培养 RA-FLSs 后，设置两部分实验：①观察白细胞介素 （IL） -17 对 RA-
FLSs 增殖的影响，分为阴性对照组 （未经处理的 RA-FLSs）、IL-17 组 （加 5 ng/mL IL-17） 和肿瘤坏死因子-
α （TNF-α） 组 （加 10 ng/mL TNF-α，阳性对照）；②观察 GLPs 对 RA-FLSs 增殖及 IL-1β、IL-6 表达的抑制作

用，分为阴性对照组（未经处理的RA-FLSs）、IL-17组（加5 ng/mL IL-17）和 IL-17+GLPs组（加5 ng/mL IL-17
与 5 ng/mL GLP）。各组细胞处理 48 h 后，采用后续逆转录-聚合酶链反应 （RT-PCR） 检测 IL-6 和 IL-1β 的

mRNA 表达；通过蛋白质印迹法分析检测 IL-6、IL-1β以及丝裂原活化蛋白激酶/细胞外调节蛋白激酶 （MAPK/
ERK） 信号通路与核因子-κB （NF-κB） 信号通路关键蛋白 （p65、p50） 的表达及磷酸化水平；应用酶联免疫

吸附法 （ELISA） 检测 IL-6和 IL-1β的蛋白表达水平，以 OD450值表示吸光度变化，反映细胞因子分泌量的相对

差异；通过 CCK-8 实验评估细胞的增殖能力。结果：①IL-17 能否促进 RA-FLSs 增殖 （IL-17 组、TNF-α 组、

阴性对照组）：3组 0 h的 OD450值比较，差异无统计学意义 （P＞0.05）。96 h，3组 OD450值比较，差异有统计学

意义 （P＜0.05）；IL-17组及 TNF-α组的 OD450值均高于阴性对照组 （P＜0.05），IL-17组的 OD450值与 TNF-α组

比较，差异均无统计学意义 （P＞0.05）。3 组培养 2 周后的细胞集落数比较，差异有统计学意义 （P＜0.05）；

IL-17 组及 TNF-α 组的细胞集落数均多于阴性对照组 （P＜0.05）；IL-17 组的细胞集落数与 TNF-α 组比较，差

异无统计学意义 （P＞0.05）。3组 IL-6、IL-1β mRNA 相对表达量分别比较，差异均有统计学意义 （P＜0.05）。

IL-17 组、TNF-α 组的 IL-6、IL-1β mRNA 相对表达量均高于阴性对照组 （P＜0.05），IL-17 组的 IL-6、IL-1β 
mRNA 相对表达量与 TNF-α组比较，差异均无统计学意义 （P＞0.05）。3组 IL-6、IL-1β蛋白相对表达量比较，

差异均有统计学意义 （P＜0.05）。IL-17组及 TNF-α组的 IL-6、IL-1β蛋白相对表达量均高于阴性对照组 （P＜

0.05）；IL-17 组的 IL-6、IL-1β 蛋白相对表达量与 TNF-α 组比较，差异均无统计学意义 （P＞0.05）。②GLP 能

否抑制 RA-FLSs 增殖 （IL-17 组、IL-17+GLPs 组、阴性对照组）：0 h，3 组 OD450 值比较，差异无统计学意

义 （P＞0.05）。96 h，3 组 OD450值比较，差异有统计学意义 （P＜0.05）；IL-17 组的 OD450值均高于阴性对照组

及 IL-17+GLPs 组 （P＜0.05）；IL-17+GLPs 组的 OD450 值与阴性对照组比较，差异无统计学意义 （P＞0.05）。

3 组培养 2周后的细胞集落数比较，差异有统计学意义 （P＜0.05）；IL-17组的细胞集落数均多于阴性对照组及

IL-17+GLPs 组 （P＜0.05）；IL-17+GLPs 组的细胞集落数与阴性对照组比较，差异无统计学意义 （P＞0.05）。
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3 组 IL-6、IL-1β mRNA相对表达量比较，差异均有统计学意义 （P＜0.05）。IL-17 组的 IL-6、IL-1β mRNA 相

对表达量均高于阴性对照组及 IL-17+GLPs 组 （P＜0.05）；IL-17+GLPs 组的 IL-6、IL-1β mRNA 相对表达量与

阴性对照组比较，差异均无统计学意义 （P＞0.05）。3 组 IL-6、IL-1β蛋白相对表达量比较，差异均有统计学

意义 （P＜0.05）。IL-17 组的 IL-6、IL-1β 蛋白相对表达量均高于阴性对照组及 IL-17+GLPs 组 （P＜0.05）；

IL-17+GLPs组的 IL-6、IL-1β蛋白相对表达量与阴性对照组比较，差异均无统计学意义 （P＞0.05）。③蛋白质

印迹法结果显示，GLPs 可抑制 IL-17 诱导的 MAPK/ERK 信号通路及 NF-κB 信号通路的磷酸化激活。结论：

GLPs可有效拮抗 IL-17诱导的 RA-FLSs增殖及炎性因子释放，其调控效应与 TNF-α相当，提示 GLPs可能成为

RA抗炎治疗的潜在候选药物。
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Abstract：Objective：To observe the effects of ganoderma lucidum polysaccharides （GLPs） on the proliferation 
and inflammatory factor release of rheumatoid arthritis （RA） fibroblast-like synoviocytes （RA-FLSs）. Methods：After 
isolating and culturing RA-FLSs in vitro，two experiments were set up：①To observe the effect of interleukin （IL）-17 
on the proliferation of RA-FLSs cells， the cells were divided into a negative control group （untreated RA-FLSs），an 
IL-17 group （with 5 ng/mL IL-17），and a tumor necrosis factor-α （TNF-α） group （with 10 ng/mL TNF-α，a positive 
control）；②To observe the inhibitory effect of GLPs on the proliferation of RA-FLSs and the expression of IL-1β and 
IL-6， the cells were divided into a negative control group （untreated RA-FLSs）， an IL-17 group （with 5 ng/mL 
IL-17）， and an IL-17+GLPs group （with 5 ng/mL IL-17 and 5 ng/mL GLPs）. After 48 h of treatment， the mRNA 
expression of IL-6 and IL-1β was detected by reverse transcription-polymerase chain reaction （RT-PCR）. Western blot 
analysis was performed to assess the expression and phosphorylation levels of IL-6, IL-1β，and key components of the 
mitogen-activated protein kinase/extracellular regulated protein kinase （MAPK/ERK） and Nuclear Factor-kappa 
B （NF-κB） signaling pathways, specifically p65 and p50. Enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA） was used to 
detect the protein expression levels of IL-6 and IL-1β，with OD450 values representing absorbance changes to reflect the 
relative differences in cytokine secretion. Cell proliferation was assessed using a CCK-8 assay. Results：① Whether 
IL-17 can promote the proliferation of RA-FLSs （IL-17 group，TNF-α group，negative control group）：There was no 
statistically significant difference in OD450 values among the three groups at 0 h （P＞0.05）. At 96 h， there was a 
statistically significant difference in OD450 values among the three groups （P＜0.05）； the OD450 values of the IL-17 
group and TNF-α group were higher than those of the negative control group （P＜0.05），while there was no statistically 
significant difference in OD450 values between the IL-17 group and the TNF- α group （P＞0.05）. After two weeks in 
culture，The count of cell colonies in the three groups showed statistically significant differences （P＜0.05）. The count 
of cell colonies in the IL-17 group and the TNF-α group was more than that in the negative control group （P＜0.05）. 
There was no statistically significant difference in the count of cell colonies between the IL-17 group and the TNF- α 
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类风湿关节炎（RA）是一种以炎症、滑膜炎、关

节软骨及骨损伤为主要表现的常见慢性炎性疾病，

约有 40%～70% 的患者最终会发展为残疾[1-2]。病程

较长的患者除有局部关节表现外，还可引起间质性

肺疾病、心血管疾病等多种关节外表现[3-4]。

现有研究认为，活化的成纤维样滑膜细胞（FLSs）
广泛参与RA病理过程[5-6]。FLSs的主要功能是提供滑

膜组织结构支持，分泌滑膜液润滑关节，减少摩擦

运动，滋养无血管的软骨[7]。而在 RA 患者的关节滑

膜中，FLSs 被活化，表现出细胞凋亡减少、迁移与

侵袭能力增强，呈现出类似肿瘤细胞的生物学特征，

参与 RA 的炎症过程[8]。活化态的 FLSs可产生白细胞

介素-1β（IL-1β）、肿瘤坏死因子（TNF）-α、白细胞

介素-6（IL-6）等促炎细胞因子以及基质金属蛋白

group （P＞0.05）. The relative expression levels of IL-6 and IL-1β mRNA among the three groups showed statistically 
significant differences （P＜0.05）. The relative expression levels of IL-6 and IL-1β mRNA in the IL-17 group and 
TNF- α group were higher than those in the negative control group （P＜0.05）. There was no statistically significant 
difference in the relative expression levels of IL-6 and IL-1β mRNA between the IL-17 group and the TNF- α 
group （P＞0.05）. The relative expression levels of IL-6 and IL-1β proteins among the three groups were all statistically 
significant （P＜0.05）. The relative expression levels of IL-6 and IL-1β proteins in the IL-17 group and the TNF- α 
group were higher than those in the negative control group （P＜0.05）， while there was no statistically significant 
difference in the relative expression levels of IL-6 and IL-1β proteins between the IL-17 group and the TNF- α 
group （P＞0.05）. ② Whether GLPs can inhibit RA-FLSs proliferation （IL-17 group， IL-17+GLPs group，negative 
control group）：At 0 h， there was no statistically significant difference in OD450 values among the three groups （P＞

0.05）. At 96 h， the OD450 values of the three groups showed statistically significant differences （P＜0.05）. The OD450 
values of the IL-17 group were higher than those of the negative control group and the IL-17+GLPs group （P＜0.05）. 
There was no statistically significant difference in OD450 values between the IL-17+GLPs group and the negative control 
group （P＞0.05）. After two weeks in culture， the count of cell colonies in the three groups showed statistically 
significant differences （P＜0.05）. The count of cell colonies in the IL-17 group was higher than that in the negative 
control group and the IL-17+GLPs group （P＜0.05）. There was no statistically significant difference in the count of cell 
colonies between the IL-17+GLPs group and the negative control group （P＞0.05）. The relative expression levels of 
IL-6 and IL-1β mRNA in the three groups also showed statistically significant differences （P＜0.05）. The relative 
expression levels of IL-6 and IL-1β mRNA in the IL-17 group were significantly higher than those in the negative 
control group and the IL-17+GLPs group （P＜0.05）；however， there were no statistically significant differences in 
the relative expression levels of IL-6 and IL-1β mRNA between the IL-17+GLPs group and the negative control 
group （P＞0.05）. The relative expression levels of IL-6 and IL-1β proteins in the three groups were statistically 
significant （P＜0.05）. The relative expression levels of IL-6 and IL-1β proteins in the IL-17 group were significantly 
higher than those in the negative control group and the IL-17+GLPs group （P＜0.05）； however， there were no 
statistically significant differences in the relative expression levels of IL-6 and IL-1β proteins between the IL-17+GLPs 
group and the negative control group （P＞0.05）. ③Western blot results showed that GLPs could inhibit IL-17-induced 
phosphorylation activation of the MAPK/ERK signaling pathway and the NF-κB signaling pathway. Conclusion：GLPs 
can effectively antagonize IL-17-induced proliferation and inflammatory factor release in RA-FLSs，with a regulatory 
effect comparable to that of TNF- α， suggesting that GLPs may be a potential candidate drug for anti-inflammatory 
therapy in RA.

Keywords：Rheumatoid arthritis；Fibroblast-like synoviocytes；Ganoderma lucidum polysaccharides； Inflam⁃
matory factors
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酶（MMP）和血管生成因子（VEGF），这些分子共同促

进滑膜增生、软骨破坏及新生血管形成，是RA病理

发展的核心驱动因素之一[9]。另一方面，有研究认

为，RA的滑膜炎症多由固有免疫细胞和适应性免疫

细胞的异常浸润与活化共同引起，微环境中，免疫

细胞的比例失衡能够促进白细胞介素-17（IL-17）的

释放，加速自身免疫性疾病的发生[10]。IL-17 可直接

作用于 FLSs，促进其活化与炎性表型转变，并刺激

其释放 IL-6、IL-1β等炎性因子，同时协同TNF-α进

一步放大炎症反应；此外，IL-17还能诱导FLSs产生

趋化因子、生长因子及破坏性介质如一氧化氮（NO），

促进滑膜炎症的持续活化，加速软骨与骨质破坏，

通过直接作用或招募中性粒细胞、单核细胞等多重

途径加重 RA 炎症反应[11]。因此，有效抑制 IL-17 对

FLSs 的活化作用，减少炎性因子的释放可能是治疗

RA的有效手段。

灵芝（GL）属担子菌纲多孔菌科真菌，灵芝多

糖（GLPs）是GL中重要的生物活性化合物之一，具有

免疫调节、降血糖、抗氧化、抗衰老、抗癌等多种

药理功能[12]。研究表明，GLPs 发挥了积极的抗癌作

用，能够显著抑制Lewis肺癌[13]。从GL破壁孢子粉中

提取的粗制 GLPs能够通过诱导大肠癌细胞凋亡和自

噬来抑制肿瘤生长[14]。从 GL 子实体中分离和纯化的

精制GLPs通过调控核因子κB（NF-κB）信号通路，抑

制骨髓来源的抑制细胞（MDSCs）在脾脏和肿瘤组织中

的积累，从而增强抗肿瘤免疫反应[15]。色氨酸代谢产

物和芳香烃受体通过调节 NF-κB 信号通路和丝裂原

活化蛋白激酶/细胞外调节蛋白激酶（MAPK/ERK）磷

酸化来减轻RA大鼠的炎症和免疫反应[16]。GLPs可以

通过抑制 NF-κB通路，从而限制炎性因子的释放[17]。

尽管 GLPs 在免疫调节方面已被证实具有良好潜力，

但其在RA患者体内是否可抑制 IL-17诱导的 FLSs活
化及炎性因子释放尚不明确。本研究通过体外实验，

探讨 GLPs 是否能够抑制 IL-17 诱导的 RA-FLSs 增殖

与炎性因子分泌，分析其是否通过阻断 NF-κB 与

MAPK/ERK 通路发挥作用，从而为 GLPs 在 RA 治疗

中的潜在应用价值提供实验依据。TNF-α是RA研究

中公认的关键致炎因子之一，长期作为靶向治疗的

经典分子，其致病作用已被广泛证实。本研究以

TNF-α 处理组为阳性对照，旨在比较 GLPs 对 IL-17
诱导的生物学效应是否具有相似或优越的调控作用。

结果报道如下。

1 材料与方法

1.1 组织样本 本研究经驻马店市中心医院医学伦

理委员会批准（EC-2019-KS-023）。所有参与者均签

署知情同意书。研究共纳入 2017—2019 年在驻马店

市中心医院因RA接受手术治疗的 25例患者，其中男

14例，女 11例，年龄 37～71岁，平均年龄 55岁，术

中采集滑膜组织标本。所有病例均经术后病理检查

确诊为 RA。 10 例健康对照标本，均取自 2017—
2019 年在驻马店市中心医院行关节置换手术的关节

外伤患者，其中男 5例，女 5例，年龄 27～67岁，平

均年龄 47 岁。所有健康对照者无自身免疫性疾病、

传染病和恶性肿瘤等基础疾病。

1.2 细胞培养 获取新鲜滑膜组织后 2 h内，无菌条

件下剪碎，胰蛋白酶 10 mL（2.5 g/L）消化 2 h，以转速

1 000 r/min、离心半径 10 cm 离心 10 min，获得目的

细胞。DMEM 培养基（Invitrogen，美国），加 10% 胎

牛血清（Gibco，美国）、青霉素和链霉素（均购自P/S，
Gibco，美国），于 37 ℃、5% CO2 条件下培养细胞，

细胞生长约 80% 时传代，选取传到 3～5代的细胞进

行实验。

1.3 GLPs制备 GL 破壁孢子粉购自浙江寿仙谷植

物药研究院有限公司。通过热水提取法从GL的破壁

孢子粉中提取 GLPs。将 5 g GLPs置于 100 mL超纯水

中去除脂质，然后在 70 ℃下振荡（300 r/min）12 h。
以转速 4 000 r/min 离心 15 min 去除溶液中的不溶性

物质。采用溶剂萃取法中的 Sevage 法进一步纯化以

去除蛋白质，并再次离心，收集上清液。将上清液

浓缩，使用 H051冷冻干燥机（LaboGene，丹麦）进行

冷冻干燥以获得GLPs用于后续实验。

1.4 实验分组 ①在观察 IL-17 能否促进 RA-FLSs
增殖的实验中，未处理的RA-FLSs作为阴性对照组，

加入人重组 IL-17（PeproTech，美国，货号 AF-200-
17，浓度为 5 ng/mL）的组别设为 IL-17 组；加入

10 ng/mL人重组TNF-α（PeproTech，美国，货号 300-
01A，浓度为 20 ng/mL）的组别设为 TNF-α 组，作为

阳性对照。②在观察 GLPs 能否抑制 RA-FLSs 增殖，

抑制 IL-1β 和 IL-6 表达的实验中，未处理的 RA-
FLSs 作为阴性对照组，加入 5 ng/mL IL-17 的组别设

为 IL-17组，同时加入5 ng/mL IL-17、5 ng/mL GLPs的
组别设为 IL-17+GLPs 组。相应处理 48 h 后，收集各
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组细胞，用于后续逆转录-聚合酶链反应（RT-PCR）、

蛋白质印迹法和酶联免疫吸附法（ELISA）检测。

1.5 检测指标与方法

1.5.1 RT-PCR 用于检测目标基因在转录水平的

表达。从细胞中分离得到总 RNA。使用 Super RT 
cDNA 合成试剂盒（Thermo Fisher Scientific，日本）将

RNA 模板逆转录为 cDNA。以 β-肌动蛋白（β-actin）
作为内参，采用特异性引物对目的 mRNA 进行扩增

和 检 测（7500 Fast Real-Time PCR System， Applied 
Biosystems，美国）。采用 2-△△Ct 法计算相对表达量，

重复 3 次。引物信息如下，IL-6：Forward，AGACA 
GCCACTCACCTCTTCAG，Reverse：TTCTGCCAGTG C
CTCTTTGCTG；IL-1β：Forward，CCACAGACCTTCC
AGGAGAATG，Reverse：GTGCAGTTCAGTGATCGTA
CAGG；β-actin：Forward，CACCATTGGCAATGAGC
GGTTC， Reverse： AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT。
记录各组 IL-6、IL-1β的mRNA相对表达量。

1.5.2 蛋白质印迹法 提取总蛋白，经 10% 十二烷

基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（上海起发实验试剂

有限公司），随后转移到硝基纤维素膜（Millipore 
Corporation，美国）。膜在室温下用 5%脱脂牛奶封闭

1 h，然后加入IL-6（1∶1 000，Abcam，美国），IL-1β（1∶
1 000， Abcam， 美 国）、 细 胞 外 调 节 蛋 白 激

酶（ERK）（1∶1 000，Abcam，美国）、磷酸化细胞外

信号调节激酶（p-ERK）（1∶1 000，Abcam，美国）、

甲基乙基酮（MEK）（1∶1 000，Cell Signaling Technology，
美国）、人磷酸化甲基乙基酮激酶（p-MEK）（1∶1 000，
Cell Signaling Technology，美国）、高尔基体外周膜蛋

白（p65）（1∶1 000，Cell Signaling Technology，美国）、

人源重组蛋白 NF-κB（p50）（1∶1 000，Cell Signaling 
Technology，美国）、组蛋白 3（Histone3）（1∶1 000，
Abcam，美国）和β-actin（1∶1 000，Proteintech Group，
美国）孵育过夜。膜洗涤 3 次，二抗（1∶5 000，
Proteintech Group，美国）室温下孵育 1 h，显影成

像。该方法可检测 IL-6、IL-1β、MAPK/ERK 信号通

路[细胞外信号调节激酶（ERK）、磷酸化细胞外信号

调 节 激 酶（p-ERK）、 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 激

酶（MEK）、 磷酸化丝裂原活化蛋白激酶激酶（p-
MEK）]以及 NF-κB 信号通路关键蛋白（p65、p50）的

表达及磷酸化水平，从而评估以上各项处理对 RA-
FLSs炎性反应和信号通路激活情况的影响。

1.5.3 ELISA 使用ELISA试剂盒（R&D Systems，美

国）检测细胞因子表达水平。实验分组同前，取培养

液上清，各组样品一式两份进行检测，用ELISA试剂

盒提供的免疫测定标准作为阳性对照。使用美国

Thermo Labsystems 公司生产的 Labsystems Multiscan 
MS 比色板读数器，在 450 nm 波长下检测吸光

度（OD450），并根据空白孔进行校正。使用美国

Thermo Labsystems公司生产的 Ascent Software v.2.6进

行计算。ELISA可定量检测RA-FLSs上清液中 IL-6与

IL-1β的蛋白水平，以 OD450值反映蛋白相对表达量，

从而判断 GLPs 是否能抑制 IL-17 诱导的炎性因子

释放。

1.5.4 细胞增殖情况 实验分组同前。各组均于相

应处理结束后，在 6 孔板中培养细胞，每孔接种

2 000 个细胞（2 mL）。培养 2 周后，用 PBS 缓冲

液（Gibco，美国）洗涤细胞集落 3 次， 4% 多聚甲

醛（武汉博士德生物工程有限公司，中国）固定，

0.1% 结晶紫溶液（Sigma-Aldrich，美国）染色。通过

ImageJ软件记录各组的细胞集落数。

1.5.5 CCK-8 实验 评估细胞的增殖能力。按照

CCK-8 试剂盒（MCE，中国）说明书进行检测。将各

组细胞接种于 96 孔板（1×105个/mL，200 μL/孔），于

接种 24 h、48 h、72 h、96 h加入CCK-8试剂（10 μL/
孔），37 ℃，5% CO2条件下培养 2 h，使用多功能酶

标仪在 450 nm 波长下检测 OD，通过 OD450值评估细

胞的增殖情况。实验重复3次。

1.6 统计学方法 本研究使用 SPSS22.0软件进行统

计分析。符合正态分布和方差齐性的计量资料以均

数±标准差（x ± s）表示。3组计量资料比较采用单因素

方差分析，若方差分析结果显示组间差异有统计学

意义，则采用Holm-Sidak法进行事后两两组间比较。

P＜0.05代表差异有统计学意义。

2 研究结果

2.1 IL-17能否促进RA-FLSs增殖的实验结果

2.1.1 3 组 OD450 值及培养 2 周后的细胞集落数比

较 见表 1。经CCK-8实验，3组 0 h的OD450值比较，

差异无统计学意义（P＞0.05）。96 h，3 组 OD450值比

较，差异有统计学意义（P＜0.05）；IL-17组及TNF-α
组的 OD450值均高于阴性对照组（P＜0.05），IL-17 组

的 OD450 值与 TNF- α 组比较，差异均无统计学意

义（P＞0.05）。3组培养 2周后的细胞集落数比较，差
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异有统计学意义（P＜0.05）；IL-17 组及 TNF-α 组的

细胞集落数均多于阴性对照组（P＜0.05）；IL-17组的

细胞集落数与 TNF- α 组比较，差异无统计学意

义（P＞0.05）。提示 IL-17 及 TNF- α 均可促进 RA-
FLSs增殖。从图 1可见，IL-17组与TNF-α组的细胞

密度及集落面积均高于阴性对照组，提示 IL-17可促

进RA-FLSs增殖。

表1 3组OD450值及培养2周后的细胞集落数比较（x ± s）
组 别

阴性对照组

IL-17 组

TNF-α 组

样本量

3
3
3

OD450

0 h
0.20 ± 0.02
0.18 ± 0.02
0.21 ± 0.03

96 h
0.66 ± 0.03
0.88 ± 0.04①

0.91 ± 0.04①

细胞集落数
（个）

217 ± 15
452 ± 23①

462 ± 30①

注：①与阴性对照组比较，P＜0.05。

阴性对照组 IL-17 组 TNF-α 组

图1 3组RA-FLSs增殖情况

2.1.2 3组 IL-6、IL-1βmRNA相对表达量比较 见

表 2。3 组 IL-6、IL-1β mRNA 相对表达量比较，差

异均有统计学意义（P＜0.05）。IL-17 组及 TNF-α 组

的 IL-6、 IL-1β mRNA 相对表达量均高于阴性对照

组（P＜0.05），IL-17组的 IL-6、IL-1β mRNA 相对表

达量与 TNF-α 组比较，差异均无统计学意义（P＞

0.05）。提示 GLPs 可有效下调 IL-17 诱导的炎性因子

基因表达。

表2 3组 IL-6、IL-1β mRNA相对表达量比较（x ± s）
组 别

阴性对照组

IL-17 组

TNF-α 组

样本量

3
3
3

IL-6
1.00 ± 0.10
3.75 ± 0.22①

4.10 ± 0.22①

IL-1β
1.00 ± 0.12
4.17 ± 0.46①

4.53 ± 0.44①

注：①与阴性对照组比较，P＜0.05。

2.1.3 3组 IL-6、IL-1β蛋白相对表达量比较 见表 3。
3组 IL-6、IL-1β 蛋白相对表达量比较，差异均有统

计学意义（P＜0.05）。 IL-17 组及 TNF-α 组的 IL-6、
IL-1β蛋白相对表达量均高于阴性对照组（P＜0.05）；

IL-17组的 IL-6、IL-1β蛋白相对表达量与 TNF-α组

比较，差异均无统计学意义（P＞0.05）。提示 IL-17
与 TNF-α均可促进炎性因子蛋白的分泌。图 2显示，

IL-17 组的 IL-6、 IL-1β 蛋白条带灰度加深，提示

IL-17可诱导炎性因子蛋白表达上调，但与TNF-α组

的条带灰度相似，说明二者促炎效果接近。

表3 3组 IL-6、IL-1β蛋白相对表达量比较（x ± s）
组 别

阴性对照组

IL-17 组

TNF-α 组

样本量

3
3
3

IL-6
100 ± 30
420 ± 70①

350 ± 50①

IL-1β
100 ± 41
530 ± 70①

450 ± 65①

注：①与阴性对照组比较，P＜0.05。

阴性对照组 IL-17 组 TNF-α 组

图2 3组 IL-6、IL-1β蛋白表达条带图

2.2 GLPs能否抑制RA-FLSs增殖的实验结果

2.2.1 3 组 OD450 值及培养 2 周后的细胞集落数比

较 见表 4。经 CCK-8实验，0 h，3组 OD450值比较，

差异无统计学意义（P＞0.05）。96 h，3 组 OD450值比

较，差异有统计学意义（P＜0.05）；IL-17 组的 OD450

值均高于阴性对照组及 IL-17+GLPs 组（P＜0.05）；

IL-17+GLPs组的 OD450值与阴性对照组比较，差异无

统计学意义（P＞0.05）。3组培养 2周后的细胞集落数

比较，差异有统计学意义（P＜0.05）；IL-17组的细胞

集落数均多于阴性对照组及 IL-17+GLPs 组（P＜

0.05）；IL-17+GLPs组的细胞集落数与阴性对照组比

较，差异无统计学意义（P＞0.05）。提示GLPs能够抑

制 IL-17对RA-FLSs增殖能力的促进作用。从图 3可

见，IL-17 组细胞密度增加，而 GLPs 干预后，细胞

数量明显减少，提示 GLPs 可抑制 IL-17 诱导的细胞

增殖。

2.2.2 3组 IL-6、IL-1β mRNA相对表达量比较 见

表 5。3 组 IL-6、IL-1β mRNA 相对表达量比较，差

异均有统计学意义（P＜0.05）。IL-17组的 IL-6、IL-1β 
mRNA 相对表达量均高于阴性对照组及 IL-17+GLPs
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组（P＜0.05）； IL-17+GLPs 组的 IL-6、 IL-1β mRNA
相对表达量与阴性对照组比较，差异均无统计学意

义（P＞0.05）。提示 GLPs可有效下调 IL-17诱导的炎

性因子基因表达。

表4 3组OD450值及培养2周后的细胞集落数比较（x ± s）
组 别

阴性对照组

IL-17 组

IL-17+GLPs 组

样本量

3
3
3

OD450

0 h
0.19 ± 0.02
0.20 ± 0.03
0.18 ± 0.02

96 h
0.67 ± 0.04①

0.91 ± 0.05
0.70 ± 0.03①

细胞集落数

（个）

212 ± 12①

449 ± 28
247 ± 29①

注：①与 IL-17组比较，P＜0.05。

阴性对照组       IL-17 组 IL-17+GLPs 组

图3 3组RA-FLSs增殖情况

表5 3组 IL-6、IL-1β mRNA相对表达量比较（x ± s）
组 别

阴性对照组

IL-17 组

IL-17+GLPs 组

样本量

3
3
3

1.00 ± 0.10①

4.10 ± 0.22
0.89 ± 0.07①

IL-6 IL-1β
1.00 ± 0.13①

4.30 ± 0.51
0.73 ± 0.10①

注：①与 IL-17组比较，P＜0.05。

2.2.3 3 组 IL-6、 IL-1β 蛋白相对表达量比较 见

表 6。3 组 IL-6、IL-1β 蛋白相对表达量比较，差异

均有统计学意义（P＜0.05）。IL-17组的 IL-6、IL-1β
蛋白相对表达量均高于阴性对照组及 IL-17+GLPs
组（P＜0.05）；IL-17+GLPs 组的 IL-6、IL-1β 蛋白相

对表达量与阴性对照组比较，差异均无统计学意

义（P＞0.05）。图 4 显示，IL-17 组的 IL-6、IL-1β 蛋

白条带灰度加深，GLPs干预后，IL-17+GLPs组的蛋

白条带灰度减弱，提示 GLPs 可抑制 IL-17 诱导炎性

因子释放。

表6 3组 IL-6、IL-1β蛋白相对表达量比较（x ± s）
组 别
阴性对照组

IL-17 组

IL-17+GLPs 组

样本量

3
3
3

IL-6
100 ± 35①

430 ± 75
72 ± 15①

IL-1β
100 ± 41①

520 ± 75
110 ± 20①

注：①与 IL-17组比较，P＜0.05

阴性对照组 IL-17 组 IL-17+GLPs 组

图4 3组 IL-6、IL-1β蛋白表达条带图

2.2.4 NF-κB及MAPK/ERK信号通路关键蛋白表达

结果 图 5显示，与阴性对照组相比，IL-17组细胞

核组分的 p65、p50 蛋白条带灰度加深，提示 NF-κB
信号通路被激活。2组细胞质组分的 p65、p50蛋白条

带灰度相比，均未见明显差异。

图 6 显示，3 组 MEK、ERK 蛋白条带灰度相比，

未见明显差异；IL-17组的 p-MEK、p-ERK蛋白条带

灰度较阴性对照组、 IL-17+GLPs 组加深，提示

MAPK/ERK信号通路被激活。IL-17+GLPs组的p-MEK、

p-ERK 蛋白条带灰度较 IL-17 组明显减弱，提示

GLPs抑制了MAPK/ERK信号通路的磷酸化激活。

注：“−”代表阴性对照组，“+”代表 IL-17组

图5 阴性对照组与 IL-17组的NF-κB通路关键蛋白表达结果

阴
性
对
照
组

IL-1
7组

IL-1
7+G

LPs
组

图6 3组MAPK/ERK信号通路关键蛋白表达结果
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3 讨论

RA是一种自身免疫性疾病，可导致关节滑膜组

织的慢性炎症，进而发展为不可逆的关节破坏，包

括细胞侵袭性生长，滑膜增生，关节肿胀、疼痛和

关节炎症，以及软骨和滑膜损伤等[18]。与其他具有恶

性肿瘤表型的细胞类似，RA-FLSs 可抵抗氧自由基

和其他有毒代谢物对滑膜的损伤[19]。因此，RA-FLSs
表型的改变，可促进滑膜血管翳的形成并侵犯邻近

的软骨和骨组织，也是 RA 发病的关键，现有的 RA
药物不能直接针对紊乱的 RA-FLSs 表型进行治疗。

RA-FLSs 具体的激活机制尚不清楚，但近期有研究

发现，TNF等炎性因子在RA的发生发展中发挥重要

的促进作用，TNF抑制剂在临床中取得了积极的治疗

效果，但由于其费用高昂，限制了临床应用[20]。另一

方面，在RA的发病机制中，免疫细胞Th17/Treg失调

也是导致RA发病的重要原因，Th17细胞主要通过分

泌 IL-17促进炎症反应，从而加速自身免疫性疾病的

发生，同时加速了炎性细胞因子的释放[21]。

目前已有许多关于 GLPs相关机制的研究，如抗

氧化、抗肿瘤、抗炎、抗病毒、抗糖尿病和免疫调

节等活性，在治疗自身免疫性疾病和肿瘤的过程中

发挥重要作用[22-23]。GL具有抗过敏特性，可抑制肥大

细胞释放组胺[24-25]，并减少免疫球蛋白 G 的产生[26]。

此外，GL还对血小板和单核细胞具有抑制作用[27-28]，

可减少炎性因子的释放，从而抑制RA等自身免疫性

疾病的免疫炎症反应，因此广泛应用于炎症性疾病

的治疗。有研究结果显示，GL的提取物可以通过下

调细胞程序性死亡-配体 1（PD-L1）表达，提高 PD-
L1 单克隆抗体的抗肿瘤疗效，并减轻其引起的体质

量减轻和脾萎缩等不良反应[29]。关于GLPs在RA治疗

中作用的相关研究报道，目前仅检索到 1篇，研究者

认为GLPs可显著抑制RA-FLSs中 IL-1β的表达[17]。

本研究结果显示，IL-17可促进RA-FLSs的增殖

及炎性因子 IL-6、IL-1β 的表达，而 GLPs 干预能有

效逆转此效应。IL-17 是 RA 发病中的关键促炎细胞

因子，可通过激活 MAPK/ERK 信号通路及 NF-κB 信

号通路促进滑膜细胞增殖和炎性因子释放。本研究

结果显示，IL-17组的 OD450值、细胞集落数与 IL-6、
IL-1β的mRNA相对表达量及蛋白相对表达量均高于

阴性对照组，提示 IL-17 可促进细胞活化与炎症反

应。GLPs处理后，上述指标均下降，说明其可拮抗

IL-17诱导的炎症反应。蛋白质印迹法结果进一步证

实 GLPs 可降低 p-MEK、p-ERK 的表达水平，促进

p50和 p65向细胞核迁移，提示其可通过抑制 MAPK/
ERK 及 NF-κB 信号通路的激活发挥抗炎作用，减少

RA-FLSs 的增殖与炎性因子释放，显示出良好的抗

炎潜力。与 TNF-α 组相比，GLPs 对 IL-17 诱导的炎

性因子分泌的抑制效应相近，提示 GLPs在信号通路

调控上可能具有与生物制剂类似的潜在作用机制。

GLPs作为天然多糖，安全性高、不良反应小，在抑

制炎症、调节免疫方面具有显著优势，为RA的治疗

提供新的候选分子。未来研究应进一步解析 GLPs的
主要活性成分、作用靶点及体内药效，并探讨其与

IL-17拮抗剂或TNF-α拮抗剂联合应用的可能性。

综上所述，本研究证明了 GLPs 治疗 RA 的潜在

效果和价值，但仍有几点需在后续研究中继续补足。

首先，目前还未明确GLPs治疗RA的具体有效成分，

这也限制了对 GLPs 治疗 RA 相关分子机制的深入探

讨。第二，目前的研究主要集中在体外实验部分，

已建立小鼠RA模型并采用GLPs进行抗RA治疗。通

过对 GLPs 治疗小鼠 RA 模型的病灶组织样本进行分

析，有望为临床转化提供更有意义的参考。第三，

本研究只进行了单药治疗，联合阿达木单抗等药物

的综合治疗也是有价值的研究方向。
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