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盐酸青藤碱诱导ＥＡ．ｈｙ９２６细胞自噬及其在抗炎中的作用

杨　亭，倪振洪，龚　薇，何凤田　　（４０００３８重庆，第三军医大学基础医学部生物化学与分子生物学教研室）

　　［摘要］　目的　探讨中药单体提取物盐酸青藤碱诱导人内皮细胞 ＥＡ．ｈｙ９２６自噬的机制及其在抗炎中发挥的作用。
方法　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测分别以终浓度为５０、１００μｇ／ｍＬ的盐酸青藤碱处理１２ｈ后的 ＥＡ．ｈｙ９２６细胞中自噬相关蛋白
ＬＣ３Ⅱ、ＥＲＫ２、磷酸化ＥＲＫ２及炎症细胞因子ＨＭＧＢ１表达变化情况；荧光显微镜观察吖啶橙染色的经盐酸青藤碱诱导后
ＥＡ．ｈｙ９２６细胞酸性小体变化情况。结果　 经终浓度为５０、１００μｇ／ｍＬ的盐酸青藤碱处理ＥＡ．ｈｙ９２６细胞后，与对照组比
较，１００μｇ／ｍＬ的盐酸青藤碱可使自噬相关蛋白 ＬＣ３Ⅱ表达（０．６７±００５）及 ＥＲＫ２的磷酸化水平（１．０８±０．０５）上调
（Ｐ＜０．０５），ＥＲＫ抑制剂Ｕ０１２６可使ＬＣ３Ⅱ表达下调（Ｐ＜０．０５）及 ＥＡ．ｈｙ９２６细胞中酸性小体减少；盐酸青藤碱可抑制
ＥＡ．ｈｙ９２６中ＬＰＳ诱导的ＨＭＧＢ１表达，自噬抑制剂氯喹可逆转该细胞中盐酸青藤碱对ＬＰＳ诱导ＨＭＧＢ１表达的抑制作用
（Ｐ＜０．０５）。结论　 盐酸青藤碱可通过ＥＲＫ通路诱导ＥＡ．ｈｙ９２６细胞自噬，该自噬过程是盐酸青藤碱下调炎症细胞因子
ＨＭＧＢ１进而发挥抗炎活性的机制之一。
　　［关键词］　 盐酸青藤碱；自噬；ＨＭＧＢ１；ＥＲＫ；抗炎
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　　青藤碱（ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ，ＳＩＮ）是防己科植物青风藤中
提取的生物碱单体，具有抗炎、免疫抑制等多种药理作

用，药用多为其盐酸盐，现广泛应用于治疗类风湿性关

节炎、系统性红斑狼疮等多种炎性、自身免疫性疾病，

取得较好的临床疗效［１－２］，但其作用机制有待深入研

究。高迁移率族蛋白 Ｂ１（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ１，
ＨＭＧＢ１）是一种可使炎症效应级联放大的关键炎症因
子，同时与多种自身免疫性疾病密切相关，已成为实施

抗炎治疗和免疫抑制极具吸引力的新靶标［３－５］。

　　自噬是细胞通过对自噬底物的识别、自噬囊泡的
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形成再与溶酶体融合，清除异常积聚蛋白的过程。自

噬直接参与了机体对细胞稳态的维持和对疾病的抵

抗。目前已有大量研究表明，自噬与炎症的发生、发展

关系密切［６－８］。ＳＩＮ能否引起炎症效应细胞发生自
噬，该自噬是否与ＳＩＮ发挥抗炎作用有联系，目前尚不
清楚。本研究旨在初步探讨ＳＩＮ诱导内皮细胞发生自
噬，并通过自噬途径减少内皮细胞炎症因子 ＨＭＧＢ１
的作用机制及其在抗炎中发挥的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＤＭＥＭ培养液（美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司），胎牛血清（美国Ｇｉｂｃｏ
公司），盐酸ＳＩＮ（上海药局），吖啶橙、Ｕ０１２６、ＬＰＳ、氯喹（ｃｈｌｏｒｏ
ｑｕｉｎｅ，ＣＱ）（美国Ｓｉｇｍａ公司），ＬＣ３抗体、ｐＥＲＫ２抗体、ＥＲＫ２抗
体（美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司），ＧＡＰＤＨ（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），
内皮细胞株ＥＡ．ｈｙ９２６为本实验室保存。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养、分组和给药方法　　采用含１０％胎牛血清
ＤＭＥＭ培养基，于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱内培养，并常规换液和
传代后，待细胞进入对数生长期后铺板实验。用ＰＢＳ按所需的
浓度溶解ＳＩＮ，其在培养基中稀释后的终浓度为５０、１００μｇ／ｍＬ。
用ＤＭＳＯ按所需的浓度溶解 Ｕ０１２６和 ＣＱ，Ｕ０１２６在培养基中
稀释后的终浓度为５μｍｏｌ／Ｌ，ＣＱ在培养基中稀释后的终浓度
为２０μｍｏｌ／Ｌ，有机溶剂ＤＭＳＯ在培养基中的最终浓度为１‰，
ＬＰＳ在培养基中的最终浓度为２００ｎｇ／ｍＬ。各实验设对照组，
分别加入等体积的ＰＢＳ或ＤＭＳＯ。
１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　分别以终浓度为５０、１００μｇ／ｍＬ
的ＳＩＮ处理 ＥＡ．ｈｙ９２６细胞１２ｈ，预冷 ＰＢＳ冲洗 ２次并弃尽
ＰＢＳ。各孔加入总蛋白提取液（含 Ｒｏｃｈｅ蛋白酶抑制剂），冰上
裂解３０ｍｉｎ，４℃，１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，收集上清，并用 ＢＣＡ
法测量蛋白浓度。将定量后的蛋白以每孔５０μｇ上样，在１５％
聚丙烯酰胺凝胶行电泳分离，半干法将蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜。
含５％ 封闭蛋白干粉的ＴＢＳＴ于３７℃ 孵箱封闭ＰＶＤＦ膜１ｈ，
其后分别以相应蛋白质的一抗３７℃ 摇床中孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗
膜３次。漂洗后用相应二抗３７℃摇床孵育ＰＶＤＦ膜１ｈ，孵育
完毕后ＴＢＳＴ漂洗３次。将化学发光底物滴至 ＰＶＤＦ膜上，于
暗室显影曝光。

１．２．３　荧光显微镜检测吖啶橙染色的酸性小体　　将处于对
数生长期的ＥＡ．ｈｙ９２６细胞接种于６孔板中，按相应组别给予
Ｕ０１２６及 ＳＩＮ处理细胞后，加入终浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ的吖啶
橙，于３７℃孵箱中避光孵育１５ｍｉｎ后，用 ＰＢＳ漂洗３次，于荧
光显微镜下观察酸性小体的变化。

１．３　统计学处理
　　实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件行单因素
方差分析。

２　结果

２．１　盐酸ＳＩＮ对ＥＡ．ｈｙ９２６细胞中自噬相关分子ＬＣ３
Ⅱ蛋白表达的影响

　　分别以０（对照组）、５０、１００μｇ／ｍＬ的 ＳＩＮ处理 ＥＡ．ｈｙ９２６
细胞１２ｈ后，与对照组（０．３５±０．０３）比较，１００μｇ／ｍＬ的 ＳＩＮ

可使自噬标志性蛋白 ＬＣ３Ⅱ表达显著上调［（０．６７±０．０５），
Ｐ＜０．０５］，５０μｇ／ｍＬ的ＳＩＮ可使ＬＣ３Ⅱ蛋白表达轻微上调，但
无统计学差异［（０．３８±０．０３），Ｐ＞０．０５］。见图１。
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１：对照组；２：５０μｇ／ｍＬＳＩＮ处理组；３：１００μｇ／ｍＬＳＩＮ处理组
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测盐酸ＳＩＮ对ＥＡ．ｈｙ９２６细胞ＬＣ３Ⅱ蛋白的

表达的影响

２．２　盐酸ＳＩＮ对ＥＡ．ｈｙ９２６细胞中ＥＲＫ２蛋白磷酸化
水平的影响

　　分别以０、５０、１００μｇ／ｍＬ的 ＳＩＮ处理 ＥＡ．ｈｙ９２６细胞１ｈ
后，与对照组（０．２６±０．０１）比较，１００μｇ／ｍＬ的 ＳＩＮ能显著够
提高ＥＲＫ２磷酸化水平［（１．０８±０．０５），Ｐ＜０．０５］，５０μｇ／ｍＬ
的ＳＩＮ可使ＥＲＫ２磷酸化水平轻微上调，但差异无统计学意义
［（０３５±０．０２），Ｐ＞０．０５］。见图２。
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１：对照组；２：５０μｇ／ｍＬＳＩＮ处理组；３：１００μｇ／ｍＬＳＩＮ处理组
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测盐酸ＳＩＮ对ＥＡ．ｈｙ９２６细胞ＥＲＫ２蛋白

磷酸化水平的影响

２．３　Ｕ０１２６对盐酸ＳＩＮ处理ＥＡ．ｈｙ９２６细胞中ＬＣ３Ⅱ
蛋白表达的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与对照组（０．０２±０．０２）及
１００μｇ／ｍＬＳＩＮ处理组（１．０２±０．１１）比较，５μｍｏｌ／Ｌ的ＥＲＫ抑
制剂Ｕ０１２６预处理ＥＡ．ｈｙ９２６细胞１ｈ后（０．１３±０．０４），加入
１００μｇ／ｍＬＳＩＮ处理１２ｈ，Ｕ０１２６有效降低了ＳＩＮ造成的ＬＣ３Ⅱ
升高［（０．７８±０．０８），Ｐ＜０．０５］。见图３。
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１：对照组；２：５μｍｏｌ／ＬＵ０１２６处理组；３：１００μｇ／ｍＬＳＩＮ处理组；
４：１００μｇ／ｍＬＳＩＮ＋５μｍｏｌ／ＬＵ０１２６处理组
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＲＫ抑制剂Ｕ０１２６对盐酸ＳＩＮ诱导

ＥＡ．ｈｙ９２６细胞自噬的影响

２．４　Ｕ０１２６和盐酸ＳＩＮ对ＥＡ．ｈｙ９２６细胞中酸性小体
的影响

　　发生自噬的细胞经吖啶橙染色，在荧光显微镜下可观察到
红黄色点状体，称为酸性小体。５μｍｏｌ／Ｌ的ＥＲＫ抑制剂Ｕ０１２６
预处理ＥＡ．ｈｙ９２６细胞１ｈ后，加入１００μｇ／ｍＬＳＩＮ处理１２ｈ，荧
光显微镜检测结果显示，ＳＩＮ可使ＥＡ．ｈｙ９２６细胞中酸性小体显
著增多，而Ｕ０１２６可抑制ＳＩＮ造成的酸性小体增多。见图４。
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Ａ：对照组；Ｂ：１００μｇ／ｍＬＳＩＮ处理组；Ｃ：１００μｇ／ｍＬＳＩＮ＋５μｍｏｌ／Ｌ
Ｕ０１２６处理组
图４　荧光显微镜观察盐酸ＳＩＮ及ＥＲＫ抑制剂Ｕ０１２６对ＥＡ．ｈｙ９２６

细胞酸性小体的影响　（标尺：５０μｍ）

２．５　盐酸 ＳＩＮ对 ＬＰＳ诱导的 ＥＡ．ｈｙ９２６细胞中
ＨＭＧＢ１表达的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＬＰＳ可诱导 ＥＡ．ｈｙ９２６细胞中
ＨＭＧＢ１的表达，与对照组（０．１３±０．０１）及 ５０μｇ／ｍＬＳＩＮ＋
２００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ处理组（２．０８±０．０７）比较，１００μｇ／ｍＬ的 ＳＩＮ
对ＬＰＳ诱导的ＨＭＧＢ１表达有抑制作用［２００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ处理组
（１．９７±０．０３），１００μｇ／ｍＬＳＩＮ＋２００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ处理组（１４９±
００２），Ｐ＜０．０５］。见图５。
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１：对照组；２：２００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ处理组；３：５０μｇ／ｍＬＳＩＮ＋２００ｎｇ／ｍＬ
ＬＰＳ处理组；４：１００μｇ／ｍＬＳＩＮ＋２００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ处理组
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测盐酸ＳＩＮ对ＬＰＳ诱导的ＥＡ．ｈｙ９２６细胞中

ＨＭＧＢ１表达的影响

２．６　自噬抑制剂对盐酸 ＳＩＮ抑制 ＬＰＳ诱导的 ＥＡ．
ｈｙ９２６细胞中ＨＭＧＢ１表达的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与对照组（０．３０±０．０１）及
１００μｇ／ｍＬＳＩＮ＋２００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ处理组（０．２６±０．０１）比较，自
噬抑制剂ＣＱ能够逆转 ＳＩＮ对 ＬＰＳ诱导的 ＥＡ．ｈｙ９２６细胞中
ＨＭＧＢ１表达的抑制作用［２００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ处理组（０６９±
００１），１００μｇ／ｍＬＳＩＮ＋２００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ＋２０μｍｏｌ／ＬＣＱ处理
组（０．６５±０．０１），Ｐ＜０．０５］。见图６。
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１：对照组；２：２００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ处理组；３：１００μｇ／ｍＬＳＩＮ＋２００ｎｇ／ｍＬ

ＬＰＳ处理组；４：１００μｇ／ｍＬＳＩＮ＋２００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ＋２０μｍｏｌ／ＬＣＱ处

理组

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测自噬抑制剂ＣＱ对盐酸ＳＩＮ抑制ＬＰＳ诱导的

ＥＡ．ｈｙ９２６细胞中ＨＭＧＢ１表达的影响

３　讨论

　　ＳＩＮ是从传统中药防己科植物青风藤中提取的单
体化合物，研究表明ＳＩＮ作为吗啡结构类似物，具有抗
炎、免疫调节、镇静和止痛的功效［１－２］。近２０年来，国

内外学者对ＳＩＮ的药学价值给予了充分肯定，对其作
用的分子机制研究证实，ＳＩＮ能抑制 ＬＰＳ刺激和非
ＬＰＳ刺激的体外培养人外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）中
白细胞介素１β（ＩＬ１β）、ＩＬ８、前列腺素 Ｅ２（ＰＧＥ２）等
炎症相关因子的表达，它通过下调单核／巨噬细胞系统
多种炎症介质和细胞因子合成发挥抗炎作用［９］。

　　ＨＭＧＢ１现已是公认的重要致炎细胞因子，参与多
种急慢性炎症的发生、发展。单核／巨噬细胞、内皮细
胞等炎症效应细胞受 ＬＰＳ刺激后细胞内大量 ＨＭＧＢ１
表达，此时 ＨＭＧＢ１可通过坏死细胞释放达胞外。被
释放至胞外的ＨＭＧＢ１又能反作用于炎症效应细胞刺
激其他致炎因子的释放，至此 ＨＭＧＢ１使炎症效应级
联放大［１０］。本实验中发现，盐酸ＳＩＮ能下调ＬＰＳ诱导
的内皮细胞ＥＡ．ｈｙ９２６中ＨＭＧＢ１蛋白的表达，提供了
一条研究ＳＩＮ抗炎作用的新路径，但其具体的作用机
制尚不清。

　　自噬是细胞降解自身成分以维持稳态的溶酶体降
解途径，多与适应营养缺失有关，也参与应对感染的威

胁。自噬在炎症和免疫应答中扮演着调节抗原清除的

免疫效应器的角色，参与胸腺选择、抗原呈递、促进淋

巴细胞的稳态和存活以及细胞因子的产生、降解等过

程［１１－１４］。另外有研究证实，炎症发生后绿茶提取物儿

茶素（ＥＧＣＧ）能促进巨噬细胞的自噬，并减少细胞质
内的炎症细胞因子ＨＭＧＢ１［７］。
　　为深入探讨ＳＩＮ抗炎的分子机制，本研究证实盐
酸ＳＩＮ可使内皮细胞中自噬标志性蛋白ＬＣ３Ⅱ表达上
调、酸性小体增加，即能促进内皮细胞 ＥＡ．ｈｙ９２６发生
自噬。此外，我们发现 ＳＩＮ能显著增强 ＥＲＫ２的磷酸
化，ＥＲＫ磷酸化抑制剂 Ｕ０１２６可降低 ＳＩＮ诱导的 ＬＣ３
Ⅱ升高，细胞内酸性小体也随之减少，证明 ＳＩＮ通过
ＥＲＫ通路诱导内皮细胞自噬。ＳＩＮ能下调ＬＰＳ诱导的
内皮细胞ＥＡ．ｈｙ９２６中ＨＭＧＢ１蛋白的表达，而自噬抑
制剂ＣＱ可逆转该下调作用，说明自噬参与了 ＳＩＮ下
调炎症细胞因子 ＨＭＧＢ１。本研究证实了 ＳＩＮ可通过
ＥＲＫ通路诱导内皮细胞 ＥＡ．ｈｙ９２６发生自噬，该自噬
过程是ＳＩＮ下调炎症细胞因子 ＨＭＧＢ１进而发挥抗炎
活性的机制之一，为揭示 ＳＩＮ抗炎机制提供了新的理
论依据。
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视神经脊髓炎伴结核性脑脊髓膜炎１例
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　　视神经脊髓炎（ｎｅｕｒｏｍｙｅｌｉｔｉｓｏｐｔｉａ，ＮＭＯ）是一种以视神经
与脊髓同时或相继受累的急性或亚急性脱髓鞘病变［１］。该病

属于神经科少见疾病，结合典型临床表现及体征、ＭＲＩ、脑脊液
等检查诊断并不困难，但该病合并结核性脑脊髓膜炎罕见，易

误诊、漏诊。本科近期收治１例该病患者，现报告如下。

１　临床资料

　　患者，女性，２１岁，以“纳差半个月，呕吐伴剑突下疼痛
１周”于２０１２年１０月２０日入我院消化内科。住院期间长期低
热，午后明显，下午体温３７．５～３８．４℃。胸片提示：右肺中叶
炎症。该患者于２０１２年１０月３１日出现右侧肢体无力、麻木，
次日出现排尿困难，１１月２日出现左眼疼痛、左眼视力下降，双
下肢无力，逐渐出现呼吸困难，转入神经内科。查体：体温

３８．０℃，最高达 ３９．７℃，脉搏 ８２／ｍｉｎ，呼吸 ２１／ｍｉｎ，血压
１１１／７０ｍｍＨｇ；神志清，双侧瞳孔等大、等圆，对光反射灵敏，眼
球活动可，左眼视力下降；颈阻抗可疑阳性，双上肢肌力Ⅴ级，
左下肢肌力Ⅵ级，右下肢肌力Ⅲ级；右侧胸５水平以下、左侧胸
１０水平以下痛觉减退，右下肢、左大腿中部以下痛觉、触觉缺
失，双上肢肌张力正常，双下肢肌张力低，双上肢反射对称，肱

二头肌腱反射（＋＋），桡骨膜反射（＋），双侧膝反射（＋＋）、

踝反射（＋），双侧病理征阳性。２０１２年１１月２日腰穿测颅压
１７０ｍｍＨ２Ｏ；脑脊液常规：细胞总数 ４８×１０

６／Ｌ，有核细胞数

３４×１０６／Ｌ；脑脊液生化：糖３．１ｍｍｏｌ／Ｌ，脑脊液蛋白０．７８ｇ／Ｌ；
同期血糖６．３ｍｍｏｌ／Ｌ；脑脊液抗酸染色及墨汁染色均为阴性；
脑脊液寡克隆蛋白检查阴性；视觉诱发电位（ＶＥＰ）：左眼 Ｐ１００
１４５ｍｓ，右眼Ｐ１００１００ｍｓ，提示左眼 Ｐ１００潜伏期明显延长；头
颅ＭＲＩ正常。诊断：ＮＭＯ伴结核性脑脊髓膜炎。经抗结核、糖
皮质激素冲击、静滴免疫球蛋白、呼吸机辅助呼吸治疗１个月后
呼吸机脱机，继续口服抗结核药物，病情逐渐好转。该患者于病

程２个月后出院，遗留左眼视力下降，右侧上、下肢肌力Ⅳ级，双
侧踝阵挛。２０１２年１２月１３日头颈部ＭＲＩ示延髓、颈

!

及胸
!

内散在不规则分布斑片状病灶较刚转入本科时缩小。肺结核治

疗１个月后复查肺部ＣＴ，结果显示右肺下叶病灶吸收，双肺下叶
基底段粟粒样病灶增多（图１）。

!

"

图１　视神经脊髓炎伴肺结核患者治疗前（Ａ）、治疗后（Ｂ）肺部ＣＴ表现
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