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　　【摘要】　目的　探讨重组人肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（ｈＴＲＡＩＬ）对类风湿关节炎滑膜成纤维细
胞（ＲＡＳＦ）的作用。 方法　原代培养 ＲＡＳＦ，不同浓度 ｈＴＲＡＩＬ（０、１００、２００、４００、８００、１０００ ｎｇ／ｍｌ）干预 ４ ｈ，检
测 ｈＴＲＡＩＬ对 ＲＡＳＦ的增殖和凋亡及其相应受体 ＤＲ５ ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响。 结果　１００、２００、４００、８００、
１０００ ｎｇ／ｍｌ ｈＴＲＡＩＬ干预可抑制 ＲＡＳＦ增殖；可上调 ＤＲ５ ｍＲＮＡ（０畅８０１ ±０畅０３６、０畅９４７ ±０畅０３２、０畅９６９ ±０畅０４８、
１畅０５２ ±０畅０３１、０畅９９２ ±０畅０７２）和蛋白（０畅６５０ ±０畅１１８、０畅８０３ ±０畅１４２、０畅９６８ ±０畅１３０、０畅９４５ ±０畅１３６、０畅８６４ ±
０畅１６０）表达（F ＝７８畅４７８，F＝１８畅６２７，均 P＜０畅０１）；高浓度 ｈＴＲＡＩＬ（４００、８００、１０００ ｎｇ／ｍｌ）可诱导 ＲＡＳＦ 发生
凋亡［（５畅８２ ±０畅４３）％、（７畅３２ ±０畅４９）％、（８畅７８ ±０畅８１）％］（F＝３０４畅５７３，P＜０畅０１）。 结论　ｈＴＲＡＩＬ可诱导
类风湿关节炎滑膜成纤维细胞凋亡。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈＴＲＡＩＬ ｉｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｓｙｎｏｖｉａｌ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ（ＲＡＳＦｓ）．Methods　Ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｈｅ ＲＡＳＦｓ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｈＴＲＡＩＬ（０，１００，２００，４００，８００，１０００ ｎｇ／ｍｌ） ｆｏｒ ４ ｈ，ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＲＡＳＦｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＭＴＴ
ａｓｓａｙ ａｎｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ａｎｄ ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＤＲ５ ｗａｓ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ ＲＴ唱ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ．Ｏｎｅ唱Ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ ａｎｄ ＬＳＤ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ．Results　ｈＴＲＡＩＬ （０，１００，２００，４００，８００，１０００ ｎｇ／ｍｌ） ｈａｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＡＳＦ ；Ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＤＲ５ ｍＲＮＡ （０畅８０１ ±０畅０３６，０畅９４７ ±
０畅０３２，０畅９６９ ±０畅０４８，１畅０５２ ±０畅０３１，０畅９９２ ±０畅０７２）ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ（０畅６５０ ±０畅１１８，０畅８０３ ±０畅１４２，０畅９６８ ±０畅１３０，
０畅９４５ ±０畅１３６，０畅８６４ ±０畅１６０） ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（F ＝７８畅４７８，F ＝１８畅６２７，ａｌｌ P ＜０畅０１）；Ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｈＴＲＡＩＬ（４００，８００，１０００ ｎｇ／ｍｌ）ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＲＡＳＦ ［（５畅８２ ±０畅４３）％，（７畅３２ ±０畅４９）％，（８畅７８ ±
０畅８１）％］（F ＝３０４畅５７３，P＜０畅０１）．Conclusions　ｈＴＲＡＩＬ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＲＡＳＦ．

【Key words】　Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ；　Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ；　Ｈｕｍａｎ ＴＮＦ唱ｒｅｌａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ唱ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｌｉｇａｎｄ；　Ｄｅａｔｈ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ５

　　类风湿关节炎（ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）的病理特
征主要表现为滑膜细胞的增殖与炎性细胞的浸润，导
致滑膜增厚、骨与软骨组织的侵蚀破坏。 越来越多的
研究表明，ＲＡ滑膜成纤维细胞（ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｓｙｎ唱
ｏｖｉａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＲＡＳＦ）的凋亡缺陷是其重要发病机制
之一［１唱２］ 。 因此诱导 ＲＡＳＦ 凋亡、抑制滑膜组织增殖成
为治疗 ＲＡ的关键。 肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配

体（ＴＮＦ唱ｒｅｌａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ唱ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｌｉｇａｎｄ，ＴＲＡＩＬ）是近
年来新发现的凋亡诱导配体。 它和 ＴＮＦ唱α、ＦａｓＬ 虽然
都是 ＴＮＦ超家族成员，都可以诱导细胞凋亡，但与后两
者相比却有很大不同：它具有强大的诱导肿瘤细胞凋
亡的能力，但对正常细胞基本没有影响［３］ 。 有研究发
现，在 ＩＬ唱１β诱导的兔膝骨关节炎模型中，通过对兔关
节腔内注入带有 ＴＲＡＩＬ基因的腺病毒可使 ＴＲＡＩＬ介导
的炎性滑膜组织凋亡率升高［４］ 。 目前有学者［５］研究表

明丹参可体外诱导 ＲＡＳＦ凋亡，抑制其增殖。 本试验拟
通过重组人 ＴＲＡＩＬ（ｈＴＲＡＩＬ）蛋白体外诱导 ＲＡＳＦ的凋
亡，以期寻找 ＲＡ新的生物治疗方法。
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对象与方法

一、滑膜标本来源
ＲＡ滑膜细胞来自我院骨科接受膝关节滑膜切除

术的确诊活动期 ＲＡ患者。 诊断符合美国风湿病协会
（ＡＣＲ）修订的诊断标准，２８ 关节疾病活动度评分
（ＤＡＳ２８） ＞２畅６。 患者签署知情同意书，该研究经我院
伦理委员会批准。
二、主要试剂
ＤＭＥＭ（高糖）培养基，胰蛋白酶，青链霉素（均购

自 Ｇｉｂｃｏ公司）；胎牛血清（ＨｙＣｌｏｎｅ 公司）；Ⅰ型胶原酶
（Ｓｉｇｍａ公司）；连接素（Ａｎｎｅｘｉｎ）Ⅴ唱ＥＧＦＰ 细胞凋亡检
测试剂盒（南京凯基生物科技发展有限公司）；Ｔｒｉｚｏｌ
Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＮＡ唱Ｒｅｄ（碧云天生物技术研
究所），ＴａＫａＲａ ＲＮＡ ＰＣＲ Ｋｉｔ（ＡＭＶ）Ｖｅｒ．３畅０（Ｔａｋａｒａ公
司）；重组 ｈＴＲＡＩＬ（近岸蛋白质科技有限公司）；ＤＲ５
Ａｎｔｉｂｏｄｙ（ＣＳＴ公司，Ｃａｔ＃：２１唱３６９６ｓ），Ａｎｔｉ唱ＧＡＰＤＨ ｍｏｎ唱
ｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ （联科生物，Ｃａｔ ＃：Ｍａｂ５４６５ ），ＰａｇｅＲｕ唱
ｌｅｒＴＭ Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ （１０ ～１７０ ｋＤａ） （联科生
物，Ｃａｔ＃：ＰＭ０６７１）。
三、方法
１．ＲＡＳＦ的原代培养及鉴定：采用消化培养法：将

临床无菌取材的滑膜组织块带入准备好的超净工作

台；剔除表面血污及附着脂肪组织，用含双抗 ＰＢＳ清洗
３次；将组织剪成 １ ｍｍ３

小块，加入含Ⅰ型胶原酶
（４ ｍｇ／ｍｌ）的无血清 ＤＭＥＭ 培养液（２ ～３ 倍体积），
３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中孵育 ２ ｈ，期间 ２０ ｍｉｎ 摇晃一
次；将未黏附细胞（贴壁细胞为滑膜组织的巨噬细胞）
移入离心管离心，１０００ ｒ／ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ，弃上清，再加入含
二乙烯四乙酸二钠（０畅０２％ＥＤＴＡ）的 ０畅２５％胰蛋白酶
４ ｍｌ，在３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中消化３０ ｍｉｎ；镜检见分
散成细胞团块或单个细胞时，加入完全培养基终止消化，
经２００ 目不锈钢筛网过滤，滤液以离心，１５００ ｒ／ｍｉｎ，
６ ｍｉｎ，弃上清；用 ＰＢＳ 清洗 ２ 次后，将细胞重悬液入
瓶，用“十”字法轻轻摇晃培养瓶使细胞均匀分布，置
３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中培养；２４ ｈ 后换液，去除仍未
贴壁细胞，继续培养。 以后每 ２ ～３ ｄ 换液 １ 次。 实验
采用 ４ ～９代的滑膜细胞。 通过倒置相差显微镜，人滑
膜细胞Ⅱ型胶原进行鉴定。

２．ＭＴＴ 法检测 ｈＴＲＡＩＬ 对 ＲＡＳＦ 增殖的影响：将
ＲＡＳＦ以 ５０００ 个／孔接种于 ９６ 孔板，设 ６ 个复孔，０、
１００、２００、４００、８００、１０００ ｎｇ／ｍｌ ｈＴＲＡＩＬ（０ ｎｇ／ｍｌ为对照
组，１００、２００、４００、８００、１０００ ｎｇ／ｍｌ 为试验组）；分别干
预 ４、１２、２４、４８ ｈ后加入 ＭＴＴ（５ ｍｇ／ｍｌ），继续培养 ４ ｈ
后终止培养，吸净孔内培养液，每孔加入 １５０ μｌ二甲基

亚砜后于酶标仪（４９０ ｎｍ）下测定各孔吸光度（Ａ）值。
根据每组各孔测得的 Ａ 值计算出平均值。 实验重复
３次。

３．ＡｎｎｅｘｉｎⅤ唱ＰＩ双标法流式细胞术定量分析细胞
早期凋亡：细胞的收集：不同浓度 ｈＴＲＡＩＬ 作用于滑膜
细胞 ４ ｈ后，弃去旧培养液，加入０畅１２５％不含 ＥＤＴＡ的
胰酶消化；收集细胞后计数，每管取（１ ～５） ×１０５

个细

胞，各个药物作用浓度均设三管，用冷的 ＰＢＳ洗涤 ２ 次
（２０００ ｒ／ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ）；加入 ５００ μｌ的 Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ
悬浮细胞，加入５ μｌ ＡｎｎｅｘｉｎⅤ唱ＥＧＦＰ混匀后，加入５ μｌ
Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ Ｉｏｄｉｄｅ，混匀；室温、避光、反应 ５ ～１５ ｍｉｎ；在
１ ｈ 内，进行流式细胞仪的观察和检测。 实验重复
３次。

磷脂酰丝氨酸（ＰＳ）正常位于细胞膜脂质双层的内
侧，而在细胞凋亡早期，细胞膜中的 ＰＳ 由脂膜内侧翻
向外侧。 暴露在细胞外环境中。 暴露的 ＰＳ与 Ａｎｎｅｘｉｎ
Ⅴ有较强的亲和力。 因此，将 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ标以荧光素
（ＥＧＦＰ），以标记了的 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ作为荧光探针，利用流
式细胞仪可检测凋亡和坏死的细胞。 虽然坏死细胞的
细胞膜亦丧失其完整性，可能出现 ＰＳ 外翻，但如果同
时使用一种核酸染料———碘化丙锭（ｐｒｏｐｉｄｉｎｅ ｉｏｄｉｄｅ，
ＰＩ），它不能透过完整的细胞膜，可将凋亡细胞以及坏
死细胞区分开来。
结果判断：即左上象限 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ－／ＰＩ ＋为细胞碎

片，右上象限 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ＋／ＰＩ ＋为晚期凋亡细胞或死亡

细胞，左下象限 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ－／ＰＩ －
为正常细胞，右下象限

ＡｎｎｅｘｉｎⅤ＋／ＰＩ －
为早期凋亡细胞。

４．ＲＴ唱ＰＣＲ 检测 ｈＴＲＡＩＬ 对其相应受体 ＤＲ５ ｍＲ唱
ＮＡ的影响：０、１００、２００、４００、８００、１０００ ｎｇ／ｍｌ ｈＴＲＡＩＬ
干扰 ＲＡＳＦ ４ ｈ 后，加入 Ｔｒｉｚｏｌ １ ｍｌ 裂解细胞提取总
ＲＮＡ，紫外分光光度计测量 ＲＮＡ 总量。 取 ２ μｇ ＲＮＡ
合成 ｃＤＮＡ。 ＤＲ５ 的引物序列为上游：５′唱ＧＧＧＡＧＣ唱
ＣＧＣＴＣＡＴＧＡＧＧＡＡＧＴＴＧＧ唱３′，下游 ５′唱ＧＧＣＡＡＧＴＣＴＣＴ唱
ＣＴＣＣＣＡＧＣＧＴＣＴＣ唱３′，产物长 １８２ ｂｐ。 ＧＡＰＤＨ 的引物
序列为上游 ５′唱ＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴＴＧＧＧＣＧ唱３′，下
游 ５′唱ＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧ唱３′，产物长 ２１２ ｂｐ。
取上述 ｃＤＮＡ ２ μｌ，终体积 ２０ μｌ，按 ＴａＫａＲａ ＲＮＡ ＰＣＲ
Ｋｉｔ（ＡＭＶ）Ｖｅｒ．３畅０ 操作说明书加样。 Ｂｉｏ唱Ｒａｄ ＰＣＲ 仪
ＲＴ唱ＰＣＲ反应条件：预变性 ９５ ℃ ３ ｍｉｎ；９５ ℃ ４５ ｓ、
５５ ℃ １ ｍｉｎ、７２ ℃ ４５ ｓ，ＤＲ４ ３５ 个循环、ＧＡＰＤＨ ２５ 个
循环，随后 ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ。 各药物作用浓度扩增 ３
管，使用 １畅５％的琼脂糖进行凝胶电泳检测 ＰＣＲ 产物，
实验重复 ３ 次。 以 ＧＡＰＤＨ 作为内参，使用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ软件对基因的 ｍＲＮＡ表达量进行半定量分析。

５．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｈＴＲＡＩＬ 对 ＤＲ５ 蛋白表达的
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影响：０、１００、２００、４００、８００、１０００ ｎｇ／ｍｌ ｈＴＲＡＩＬ 干扰
ＲＡＳＦ ４ ｈ后，提取总蛋白，２５ μｇ／孔，１０％十二烷基磺
酸钠唱聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ唱ＰＡＧＥ）后电转至聚偏
氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜，５％脱脂奶粉室温封闭 ２ ｈ，兔抗人
ＤＲ５（１∶１０００ 稀释）一抗及 ＧＡＰＤＨ（１∶５０００ 稀释）４ ℃
孵育 １５ ｈ，孵育二抗 １ ｈ后采用底物发光法进行检测。
实验重复 ３次。 采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ软件进行扫描定量，
取目的蛋白条带吸光度值（Ａ／ｍｍ２ ）与内参蛋白吸光度
值（Ａ／ｍｍ２ ）的比值来表达蛋白的相对定量。

６．统计学分析：数据以均数±标准差（珋x ±s）表示，
多样本间均数比较采用单因素方差分析（Ｏｎｅ唱Ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），两两均数比较采用 ＬＳＤ 法检验。 所有数据
经 ＳＰＳＳ １３畅０ 统计软件进行处理，以 P ＜０畅０５ 为差异有
统计学意义。

结　　果

１．ＭＴＴ 法检测 ｈＴＲＡＩＬ 对 ＲＡＳＦ 增殖的影响：０、
１００、２００、４００、８００、１０００ ｎｇ／ｍｌ ｈＴＲＡＩＬ分别干预 ４、１２、
２４、４８ ｈ，结果显示不同浓度 ｈＴＲＡＩＬ对 ＲＡＳＦ增殖有明
显抑制作用（P ＜０畅００１），见表 １。

表 1　不同浓度 ｈＴＲＡＩＬ对 ＲＡＳＦ增殖的影响（珋x ±s）

ｈＴＲＡＩＬ
（ｎｇ／ｍｌ）

Ａ值
４ ｈ １２ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ

０ D０   畅４４５ ±０ /畅０５８ ０ **畅４５３ ±０ D畅０３８ ０ ??畅４４４ ±０ Y畅０３３ ０ ss畅４４８ ±０ 崓畅０２６

１００ l０   畅２９６ ±０ /畅０３９ ０ **畅３１２ ±０ D畅０５７ ０ ??畅３８７ ±０ Y畅０４２ ０ ss畅３６６ ±０ 崓畅０３５

２００ l０   畅２６３ ±０ /畅０４２ ０ **畅２３６ ±０ D畅０１１ ０ ??畅３５２ ±０ Y畅０３６ ０ ss畅３５４ ±０ 崓畅０８１

４００ l０   畅２５３ ±０ /畅０４３ ０ **畅２６８ ±０ D畅０２２ ０ ??畅２９９ ±０ Y畅０３２ ０ ss畅２７９ ±０ 崓畅０１６

８００ l０   畅１８１ ±０ /畅０２１ ０ **畅１７８ ±０ D畅０１３ ０ ??畅１５１ ±０ Y畅００９ ０ ss畅１６５ ±０ 崓畅０１０

１０００ �０   畅１１４ ±０ /畅０３２ ０ **畅１２９ ±０ D畅０４１ ０ ??畅１３４ ±０ Y畅２６３ ０ ss畅１２１ ±０ 崓畅０３２

F 值 ２１６ 揶揶畅３３ １８０ 篌篌畅３３ １９８   畅６１ １６３ <<畅７３

P 值 ＜０ 怂怂畅００１ ＜０ 噜噜畅００１ ＜０ 貂貂畅００１ ＜０ ))畅００１

　　２．流式细胞术检测 ｈＴＲＡＩＬ对 ＲＡＳＦ凋亡的影响：
０、１００、２００、４００、８００、１０００ ｎｇ／ｍｌ ｈＴＲＡＩＬ 分别干预 ４ ｈ，
结果显示 ４００、８００、１０００ ｎｇ／ｍｌ ｈＴＲＡＩＬ 能诱导 ＲＡＳＦ
发生凋亡（P ＜０畅００１）。 见表 ２；图 １，２。

３．ｈＴＲＡＩＬ 对 ＲＡＳＦ 的 ｍＲＮＡ 表达的影响：１００、
２００、４００、８００、１０００ ｎｇ／ｍｌ ｈＴＲＡＩＬ 干预 ＲＡＳＦ ４ ｈ 后，
ＤＲ５的 ｍＲＮＡ表达升高，与对照组比较差异有统计学
意义，且随 ｈＴＲＡＩＬ 浓度增高，ＤＲ５ ｍＲＮＡ表达升高越
明显。 见表 ３，图 ３。

４．ｈＴＲＡＩＬ对 ＲＡＳＦ的蛋白表达的影响：１００、２００、
４００、８００、１０００ ｎｇ／ｍｌ ｈＴＲＡＩＬ干预 ＲＡＳＦ ４ ｈ后，ＤＲ５的
蛋白表达升高，与对照组比较差异有统计学意义，且随
ｈＴＲＡＩＬ浓度增高，ＤＲ５ ｍＲＮＡ表达升高越明显。 见表

４，图 ４。

表 2　不同浓度 ｈＴＲＡＩＬ作用于滑膜细胞后的
凋亡检测结果（珋x ±s）

ｈＴＲＡＩＬ（ｎｇ／ｍｌ） 孔数 早期凋亡细胞（％）

０ 腚９ い２ AA畅３９ ±０ 3畅２２

１００  ９ い２ AA畅４９ ±０ 3畅３０

２００  ９ い２ AA畅８３ ±０ 3畅３３

４００  ９ い５ AA畅８２ ±０ 3畅４３ ａｂｃ

８００  ９ い７ AA畅３２ ±０ 3畅４９ ａｂｃｄ

１０００ '９ い８ AA畅７８ ±０ 3畅８１ ａｂｃｄｅ

F 值 ３０４ 挝挝畅５７３

P 值 ＜０ 舷舷畅００１

　　注：与 ０ ｎｇ／ｍｌ ｈＴＲＡＩＬ 比较，ａP ＜０畅０５；与 １００ ｎｇ／ｍｌ ｈＴＲＡＩＬ 比
较，ｂP ＜０畅０１；与 ２００ ｎｇ／ｍｌ ｈＴＲＡＩＬ 比较，ｃP ＜０畅０１；与 ４００ ｎｇ／ｍｌ
ｈＴＲＡＩＬ比较，ｄP ＜０畅０１；与 ８００ ｎｇ／ｍｌ ｈＴＲＡＩＬ 比较，ｅP ＜０畅０１

表 3　不同浓度 ｈＴＲＡＩＬ对 ＤＲ５ ｍＲＮＡ表达的影响（珋x ±s）
ｈＴＲＡＩＬ（ｎｇ／ｍｌ） 孔数 ＤＲ５ ｍＲＮＡ

０ 腚９ い０   畅７４２ ±０ 3畅０４９

１００  ９ い０   畅８０１ ±０ 3畅０３６ ａ

２００  ９ い０   畅９４７ ±０ 3畅０３２ ａｂ

４００  ９ い０   畅９６９ ±０ 3畅０４８ ａｂ

８００  ９ い１   畅０５２ ±０ 3畅０３１ ａｂｃｄ

１０００ '９ い０   畅９９２ ±０ 3畅０７２ ａｂｃｅ

F 值 ７８ 汉汉畅４７８

P 值 ＜０ 沣沣畅０１

　　注：与 ０ ｎｇ／ｍｌ ｈＴＲＡＩＬ 比较，ａP ＜０畅０５；与 １００ ｎｇ／ｍｌ ｈＴＲＡＩＬ 比
较，ｂP ＜０畅０５；与 ２００ ｎｇ／ｍｌ ｈＴＲＡＩＬ 比较，ｃP ＜０畅０５；与 ４００ ｎｇ／ｍｌ
ｈＴＲＡＩＬ比较，ｄP ＜０畅０５；与 ８００ ｎｇ／ｍｌ ｈＴＲＡＩＬ 比较，ｅP ＜０畅０５

表 4　不同浓度 ｈＴＲＡＩＬ对 ＤＲ５ 蛋白表达的影响（珋x ±s）
ｈＴＲＡＩＬ（ｎｇ／ｍｌ） 孔数 ＤＲ５ 蛋白

０ 腚９ い０   畅４９１ ±０ 3畅１２１

１００  ９ い０   畅６５０ ±０ 3畅１１８ ａ

２００  ９ い０   畅８０３ ±０ 3畅１４２ ａｂ

４００  ９ い０   畅９６８ ±０ 3畅１３０ ａｂｃ

８００  ９ い０   畅９４５ ±０ 3畅１３６ ａｂｃ

１０００ '９ い０   畅８６４ ±０ 3畅１６０ ａｂ

F 值 １８ 汉汉畅６２７

P 值 ＜０ 沣沣畅０１

　　注：与 ０ ｎｇ／ｍｌ ｈＴＲＡＩＬ 比较，ａP ＜０畅０５；与 １００ ｎｇ／ｍｌ ｈＴＲＡＩＬ 比
较，ｂP ＜０畅０５；与 ２００ ｎｇ／ｍｌ ｈＴＲＡＩＬ 比较，ｃP ＜０畅０５

讨　　论

ＲＡ是一种系统性炎症性疾病，影响关节衬里组
织，即滑膜。 滑膜正常情况下由 １ ～２ 层细胞组成，而
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ＲＡ的滑膜组织中成纤维样滑膜细胞（ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ唱ｌｉｋｅ ｓｙ唱
ｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ，ＦＬＳ）过度增生，并有巨噬细胞、Ｔ 细胞、Ｂ 细
胞的大量浸润。 ＲＡＦＬ 的过度增生一方面通过提高基
质降解酶的产生直接导致关节破坏，另一方面，通过致
炎症细胞因子的过度释放间接起作用。 ＲＡＦＬ 的增生
表现出类似肿瘤细胞增生的特性，如抛锚式独立生长，
接触抑制缺乏，表达癌基因及象征转化的细胞周期
蛋白［１］ 。

ＴＲＡＩＬ是Ｗｉｌｅｙ等［６］
于 １９９５ 年首次发现并克隆成

功的。 一直以来，由于 ＴＲＡＩＬ 表现出的特定的诱导肿
瘤细胞凋亡的特性，在肿瘤发生方面备受关注，多项临
床临床试验评估了 ＴＲＡＩＬ的潜在治疗作用［７］ 。 ＴＲＡＩＬ
共有 ５种受体：２个死亡受体（ｄｅａｔｈ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＤＲ），包括
ＤＲ４和 ＤＲ５；２ 个诱骗受体（ｄｅｃｏｙ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＤｃＲ），包括
ＤｃＲ１和 ＤｃＲ２；１ 个可溶性死亡受体护骨素（ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅ唱
ｇｅｒｉｎ，ＯＰＧ）［８］ 。 死亡受体的作用至今未明，ＤＲ４ 和
ＤＲ５能触发除凋亡以外的细胞反应，如增生和分化［９］ 。
多项研究表明，ＴＲＡＩＬ 能控制自身免疫性疾病的
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病情，包括 ＲＡ［１０］ 。 动物实验研究表明，ＴＲＡＩＬ 治疗能
明显抑制 ＤＢＡ／１Ｊ小鼠胶原诱导性关节炎（ｃｏｌｌａｇｅｎ唱ｉｎ唱
ｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＣＩＡ）的病情进展。 这主要是由于 ＴＲＡＩＬ
的抗炎和免疫调节活化作用。 这种对于 ＲＡ 发病机制
的抑制作用，可能与淋巴细胞活化调节、通过凋亡途径
清除活化淋巴细胞、减少致炎细胞因子及抗 ＣⅡ特异性
抗体的释放有关［１１］ 。 结合于脂质膜的 ＴＲＡＩＬ 能增强
其生物活性并有效治疗抗原诱发关节炎（ ａｎｔｉｇｅｎ唱ｉｎ唱
ｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＡＩＡ）［１２］ 。 来自 ＲＡ 患者滑液的 Ｔ 细胞
对 ＴＲＡＩＬ诱导的凋亡敏感［１３］ 。 研究表明，来自不同患
者和不同病情严重程度的 ＲＡ患者的 ＦＬＳ，对于 ＴＲＡＩＬ
作用的敏感性存在差异［９］ 。

本实验研究 ＭＴＴ结果显示，人重组 ＴＲＡＩＬ蛋白能
有效抑制 ＲＡ患者滑膜成纤维细胞的生长，流式细胞术
显示：与对照组比较，１００ ｎｇ／ｍｌ ｈＴＲＡＩＬ 作用浓度，
ＲＡＳＦ早期凋亡率（２畅４９ ±０畅３０）％，２００ ｎｇ／ｍｌ ＴＲＡＩＬ
作用浓度，ＲＡＳＦ 早期凋亡率为（２畅８３ ±０畅３３）％，差异
无统计学意义（P ＞０畅０５），而当 ｈＴＲＡＩＬ 浓度为 ４００、
８００、１０００ ｎｇ／ｍｌ，ＲＡＳＦ 早期凋亡率明显上升，分别为
（５畅８２ ±０畅４３）％、（７畅３２ ±０畅４９）％、（８畅７８ ±０畅８１）％，
差异有统计学意义（P ＜０畅０５）。 随着 ｈＴＲＡＩＬ 浓度的
逐渐升高，ＴＲＡＩＬ相应受体 ＤＲ５ ｍＲＮＡ 及蛋白表达水
平逐渐升高，呈现剂量依赖性关系，差异具有统计学意
义（P ＜０畅０１）。 说明 ＴＲＡＩＬ作用于 ＲＡＳＦ，可能通过凋
亡途径起作用，这为治疗 ＲＡ，延缓关节破坏提供了新
的研究思路。
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