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  [摘 要] 目的 探讨二甲双胍(Met)对佐剂关节炎(AA)大鼠炎症和滑膜细胞自噬的作用及机制。方法

 采用Freund完全佐剂诱导AA大鼠模型。采用足爪肿胀度评分评价 Met对AA大鼠炎症的作用。取大鼠

滑膜进行原代滑膜细胞培养,采用四甲基偶氮唑盐比色法检测 Met对滑膜细胞增殖的影响。采用蛋白质印迹

检测Met及Compound
 

C对自噬相关蛋白———自噬效应蛋白Beclin
 

1抗体、P62表达的影响。结果 Met可改

善AA大鼠的全身炎症反应,减轻足爪部肿胀,尤其是高剂量时效果更明显;Met可抑制肿瘤坏死因子-α(TNF-
α)刺激的大鼠滑膜细胞增殖,且呈时间剂量依赖性;Met可抑制TNF-α刺激的大鼠滑膜细胞自噬,而Com-
pound

 

C可降低 Met抑制自噬的程度。结论 Met可改善AA大鼠的全身炎症反应,且可在体外抑制TNF-α
刺激的大鼠滑膜细胞增殖及自噬,其机制可能与 Met激活AMP激活蛋白激酶信号通路相关。

[关键词] 二甲双胍; 佐剂关节炎; 滑膜细胞自噬

DOI:10.3969/j.issn.1009-5519.2023.14.003 中图法分类号:R684.3
文章编号:1009-5519(2023)14-2352-05 文献标识码:A

Effect
 

of
 

metformin
 

on
 

inflammation
 

and
 

synovial
 

cell
 

autophagy
 

in
 

adjuvant
 

arthritis
 

rats*

CHEN
 

Xiaotian1,SONG
 

Yining2,XIAN
 

Hao2,JIANG
 

Wenbo2,ZU
 

Menghan2,YAN
 

Xuesong2,
XU

 

Liang2,WANG
 

Qingbin2,WANG
 

Ying2△

(1.Department
 

of
 

Orthopaedics,the
 

First
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Bengbu
 

Medical
 

University,
Bengbu,Anhui

 

233004,China;2.Pharmacology
 

Department
 

of
 

Bengbu
 

Medical
 

College,
Bengbu,Anhui

 

233000,China)
[Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

metformin(Met)
 

on
 

inflammation
 

and
 

synovial
 

cell
 

autophagy
 

in
 

adjuvant
 

arthritis(AA)
 

rats.Methods The
 

AA
 

rat
 

model
 

was
 

induced
 

by
 

Freund
 

complete
 

adjuvant.The
 

effect
 

of
 

Met
 

on
 

inflammation
 

in
 

AA
 

rats
 

was
 

evaluated
 

by
 

paw
 

swelling
 

score.Prima-
ry

 

synovial
 

cells
 

were
 

cultured
 

from
 

rat
 

synovial
 

cells,and
 

the
 

effects
 

of
 

Met
 

on
 

synovial
 

cell
 

proliferation
 

were
 

detected
 

by
 

tetramethylazolium
 

salt
 

colorimetry.The
 

effects
 

of
 

Met
 

and
 

Compound
 

C
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

Be-
clin1

 

antibody
 

and
 

P62,a
 

protein
 

associated
 

with
 

autophagy,were
 

detected
 

by
 

western
 

blot.Results Met
 

could
 

improve
 

the
 

systemic
 

inflammatory
 

response
 

and
 

reduce
 

the
 

swelling
 

of
 

the
 

paws
 

in
 

AA
 

rats,especially
 

at
 

high
 

dose.Met
 

inhibited
 

the
 

proliferation
 

of
 

synovial
 

cells
 

stimulated
 

by
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α(TNF-α)
 

in
 

a
 

time-dose
 

dependent
 

manner.Met
 

inhibited
 

autophagy
 

in
 

TNF-α-stimulated
 

synovial
 

cells,and
 

Compound
 

C
 

reduced
 

the
 

degree
 

of
 

Met
 

inhibition.Conclusion Met
 

can
 

improve
 

systemic
 

inflammatory
 

response
 

in
 

AA
 

rats,and
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

and
 

autophagy
 

of
 

TNF-α-stimulated
 

synovial
 

cells
 

in
 

vitro,which
 

may
 

be
 

re-
lated

 

to
 

the
 

activation
 

of
 

AMP-activated
 

protein
 

kinase
 

signaling
 

pathway
 

by
 

Met.
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  类风湿关节炎(RA)是一种自身免疫性和全身炎

症性疾病,以滑膜炎症、软骨和骨破坏及全身表现为

主[1]。发病1年内未治疗的RA患者中20%~30%
将发生永久性功能丧失,严重影响患者的健康和生活

质量[2]。RA病因不明,目前认为该病的发生和病情

进展与感染、遗传、免疫紊乱等有关。成纤维样滑膜

细胞(FLS)来源于内膜间质细胞,其异常增生活化是

RA特征性标志之一,常被看作是滑膜炎症和骨破坏

中的关键作用点[3],在RA的病程进展中发挥着重要

作用。FLS异常增殖导致其存在自噬失衡,这一“失
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衡”状态主要来源于FLS的细胞信号传导异常,即激

活不同的细胞表面膜受体会通过不同方式的细胞信

号传导途径引起不同蛋白激酶的持续激活。
自噬是一种保守的次级溶酶体降解过程,通过该

过程细胞降解并回收细胞内成分以应对环境应激,从
而维持细胞内环境的稳态[4]。多项研究表明,自噬与

RA相关[5-7],然而其对疾病的确切表现尚存在争议。
因此,探索FLS自噬失衡与FLS异常增生活化的相

互关系及其相关的调控途径可能为RA提供新的治

疗策略。
二甲双胍(Met)是治疗2型糖尿病的核心药

物[8],在50余年的临床应用中已显示出安全、有效、
不良反应少等优点。近年来,多项研究发现,Met还

能抑制全身炎症反应、调节免疫、影响骨代谢等[9],但
目前对其作用机制并未完全阐明。Met可激活AMP
激活蛋白激酶(AMPK),与自噬信号网络相关[10]。本

研究观察了 Met对佐剂关节炎(AA)大鼠及肿瘤坏死

因子-α(TNF-α)诱导的大鼠FLS自噬的影响,并探讨了

其相关机制,旨在为RA的临床治疗提供新的方向。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂和仪器 完全弗氏佐剂购自Chondrex
 

Inc(USA),Met片(格华止)购自中美上海施贵宝制

药有限公司,甲氨蝶呤(MTX)购自通化茂祥制药有限

公司,二甲基亚砜购自上海麦克林生化有限公司,胎
牛血清购自南京维森特生物技术有限公司,杜氏改良

高糖Eagle培养基(DMEM)购自美国Gibco公司,二
喹啉甲酸蛋白浓度测定试剂盒、十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶配制试剂盒、蛋白质印迹(Western
 

blot)
一抗稀释液均购自上海碧云天生物技术有限公司,兔
抗自噬效应蛋白(Beclin1)抗体、鼠抗β-Actin、兔抗P2
均购自美国Cell

 

Signaling
 

Technology公司,TNF-α
购自美国Protein

 

tech公司,YLS-7C足趾容积测量仪

购自安徽正华仪器设备有限公司,抗原修复液、免疫

组织化学(免疫组化)二抗、二氨基联苯胺显色试剂盒

均购自北京索莱宝科技有限公司,免疫染色封闭液购

自上海碧云天生物技术有限公司,LEICA
 

2235型轮

转切片机、LEICA
 

AUTOSTAINER
 

XL全自动染色

机、LEICA
 

ASP300S全自动生物组织脱水机均购自

德国LEICA,MICROM
 

HM525型冷冻切片机、MI-
CROM

 

EC350-1 冷 热 台 包 埋 机 均 购 自 德 国 MI-
CROM,TEC2500病理组织烘漂仪购自常州市郝思琳

医用仪器有限公司。

1.1.2 实验动物 雄性SD大鼠[平均体重(150±
20)g]购自蚌埠医学院实验动物中心[证号:SCXK
(苏)2017-0001]。光 照/暗 循 环12

 

h,恒 温[(24±
2)℃],平均湿度为(50±10)%。本研究经蚌埠医学

院动物实验伦理审查委员会批准(证书编号:2017-
013)。大鼠FLS为原代细胞培养。

1.2 方法

1.2.1 构建AA大鼠模型 将液体石蜡置于高压蒸

汽灭菌锅灭菌,冷却后取适量液体石蜡加入到无菌安

瓿瓶中,将卡介苗放置于80
 

℃油浴锅中灭活2
 

h,倒
入装有液体石蜡的安瓿中与液体石蜡混合,配制终浓

度为10
 

mg/mL的完全弗氏佐剂,冰上充分研磨6~
8

 

h至乳化。第0天于大鼠右后爪足底皮下注射

0.15
 

mL完全弗氏佐剂的乳剂,观察到大鼠继发侧足

趾出现红肿表明 AA模型构建成功。采用同样方法

注射生理盐水作为正常组。在大鼠免疫后第14天开

始出现炎症表现,根据致炎后足爪肿胀程度和多发性

炎症指数评分情况分为正常组,AA组,Met低、高剂量

组[50、100
 

mg/(kg·d),腹腔注射,给药2周]和 MTX
组(0.5

 

mg/kg,每3天1次,腹腔注射,给药2周)。

1.2.2 足趾容积测量 测量并记录免疫前用足趾容

积测量仪将各组大鼠左后(继发侧)足爪容积作为免

疫第0天的足爪容积,此后每3天对大鼠继发侧足爪

容积进行测量作为致炎后足爪容积,直到第28天。
足爪肿胀度(μL)=致炎后容积-致炎前容积。

1.2.3 大鼠后足关节病理检查及 AMPK免疫组化

检测 切片脱蜡至水:经二甲苯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ,3次,每次

5
 

min;确保二甲苯足量、有效;无水乙醇2次,每次5
 

min,95%乙醇2次,每次5
 

min,蒸馏水2次,每次5
 

min。采用柠檬酸抗原修复法热修复后冷却至室温,
磷酸盐缓冲液(PBS)洗3次,每次5

 

min。免疫染色

封闭液室温封闭15
 

min,封闭后甩掉封闭液,不洗,加
一抗孵育,4

 

℃过夜。室温平衡30
 

min,PBS洗3次,
每次5

 

min,二抗孵育,37
 

℃,30
 

min;PBS洗3次,每
次5

 

min,二氨基联苯胺显色,显微镜观察确定显色终

点;显色完毕苏木精复染核2
 

min,自来水返蓝,梯度浓

度乙醇脱水,二甲苯透明,中性树胶封片。每只大鼠选

择组织切片1张,采用显微镜显影系统采集图像。

1.2.4 大鼠FLS培养及鉴定 SD大鼠通过颈椎脱

臼法处死,在无菌操作下取出大鼠双侧膝关节滑膜组

织,剪成1~2
 

mm3 大小的组织块,以DMEM 培养液

洗涤2~3次。取数个组织块均匀分布在培养瓶中的

底壁上,使培养瓶翻转,瓶底朝上,置于培养箱内,培
养箱设置为37

 

℃、5%二氧化碳,培养2
 

h使其贴壁。
取出培养瓶加入少许含20%胎牛血清的DMEM培养

液,使组织块刚好被覆盖为宜,再放入培养箱中继续

培养,换液间隔时间为1~2
 

d,待组织块长出FLS后

去除组织块继续培养,待细胞长满后用0.25%胰蛋白

酶处理细胞并进行传代培养,3代纯化后用于后续实

验。倒置显微镜观察FLS形态及生长情况。见图1。
将FLS分为空白组(FLS)、TNF-α组(FLS+TNF-α

 

·3532·现代医药卫生2023年7月第39卷第14期 J
 

Mod
 

Med
 

Health,July
 

2023,Vol.39,No.14



25
 

ng/mL)、TNF-α+ Met组 (FLS+TNF-α
 

25
 

ng/mL+ Met
 

5、10、20、40
 

mmol/L)、TNF-α+
AMPK抑制剂———Compound

 

C组(10
 

μmol/L)和
TNF-α+Met+

 

Compound
 

C组。

图1  倒置显微镜观察大鼠FLS形态及生长情况

1.2.5 四甲基偶氮唑盐(MTT)比色法 将生长密

度达到80%左右的大鼠FLS消化离心,弃上清液,含
5%胎牛血清(FBS)的DMEM培养液重悬,调整细胞密

度为5×104 个/mL。取100
 

μL接种至96孔板,每组5
个复孔,细胞培养箱中贴壁后吸取旧液,加入含5%

 

FBS的DMEM培养液,按既定给药方案(浓度梯度为

0、5、10、20、40
 

mmol/L)给药,并用新鲜5%FBS的

DMEM培养液补足至200
 

μL。在细胞培养箱中培养

24、48、72
 

h后加入20
 

μL
 

MTT试剂,放入细胞培养箱

孵育4
 

h。孵育结束后沿孔壁缓慢吸弃旧液,并在每孔

加入150
 

μL二甲基亚砜,37
 

℃烘箱中孵育30
 

min,于
酶标仪波长490

 

nm处读取吸光度,计算细胞存活率。
1.2.6 Western

 

blot 将细胞接种于60
 

mmol/L平

皿中,每个平皿接种50×104 细胞。药物刺激24
 

h后

收集细胞,每组加入适量放射免疫沉淀实验蛋白裂解

液,冰上裂解30
 

min,4
 

℃离心,提取细胞总蛋白。使

用二喹啉甲酸蛋白浓度测定试剂盒进行蛋白定量,然
后取50

 

mg蛋白进行12%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺电泳,转膜至膜聚偏二氟乙烯膜;室温封闭2~3
 

h,
一抗4

 

℃孵育过夜,TPBS缓冲液洗3次,相应二抗孵

育2
 

h,TPBS缓冲液洗3次。化学发光增强试剂盒显

影,Bio-Rad凝胶成像仪对膜进行曝光获取图像。
1.3 统计学处理 应用SPSS19.0统计软件进行数

据分析,计量资料以x±s表示,组间比较采用单因素

方差分析(One-way
 

ANOVA)和 Dunnett's-t 检验。
P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 Met可改善AA大鼠足爪肿胀度 AA组大鼠

的足爪肿胀从免疫后第10天开始,第20天左右达到

高峰,高剂量 Met可明显改善AA大鼠足爪肿胀度,
效果与 MTX组接近。见图2A。AA大鼠足爪肿胀

度在免疫后第14天明显增加,免疫后第20天左右达

高峰。Met(50、100
 

mg/kg)和 MTX(0.5
 

mg/kg)均
能不同程度降低AA大鼠足爪肿胀度,差异均有统计

学意义(P<0.05)。见图2B。
2.2 Met对大鼠膝关节滑膜组织 AMPK的影响 
正常组大鼠膝关节滑膜组织FLS呈纺锤状,细胞核呈

蓝色,AMPK阳性表达部位呈棕黄色。Met高剂量组

大鼠膝关节滑膜组织 AMPK免疫组化染色呈棕色,
部分区域可见褐色,表达也呈强阳性。与正常组、Met
组比较,AA组大鼠膝关节滑膜组织AMPK免疫组化

染色偶尔可见阳性细胞,染色区域明显降低,染色深

度也明显减弱。见图3、4。

  注:A为 Met对大鼠足爪肿胀度的影响;B为各组大鼠足爪肿胀度比较,与正常组比较,aP<0.05;与AA组比较,bP<0.05。

图2  Met对大鼠足爪肿胀的影响

2.3 Met抑制TNF-α刺激的大鼠FLS增殖活性 
与空白组比较,TNF-α组大鼠FLS增殖率明显增强,

Met能抑制大鼠FLS增殖,且随药物浓度(5、10、20、

40
 

mmol/L)增加和时间(24、48、72
 

h)
 

延长 Met的抑

制作用逐渐增强,10
 

mmol/L作用大鼠FLS
 

24
 

h能

明显抑制大鼠FLS的增殖活性,并可作为最适实验条
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件用于后续实验。见图5。
 

图3  大鼠膝关节滑膜组织病理AMPK免疫组化检测(200×,标尺:20
 

μm)

  注:与正常组比较,aP<0.05;与AA组比较,bP<0.05。

图4  各组大鼠膝关节滑膜组织AMPK免疫组化结果比较

2.4 Met可影响自噬相关蛋白的表达 与空白组比

较,TNF-α组大鼠FLS
 

Beclin1表达明显上调,P62表

达明显下调;TNF-α+Met组(10
 

mmol/L)大鼠FLS
 

Beclin1表达明显下调,P62表达明显上调,差异均有

统计学意义(P<0.05)。且 TNF-α组与 TNF-α+
Compound

 

C 组 (10
 

μmol/L)无 明 显 差 别,但 与

TNF-α+Met组(10
 

mmol/L)比较,TNF-α+Met(10
 

mmol/L)+Compound
 

C组(10
 

μmol/L)大鼠FLS
 

Beclin1下调及P62上调程度均降低。见图6。

图5  Met对大鼠FLS增殖的影响

  注:A为 Western
 

blot检测大鼠FLS
 

Beclin1、P62的表达;B、C为光密度法定量评价Beclin1/β-actin和P62/β-actin的表达;与空白组比较,
aP<0.05;与TNF-α组比较,bP<0.05。

图6  Met对大鼠FLS自噬相关蛋白表达的影响
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3 讨  论

RA是一种以关节病变引起肢体严重畸形的全身

性自身免疫性疾病,在全球的发病率为1%左右,发病

机制不明。目前,RA的治疗大多数基于传统的治疗

方案,包括非甾体抗炎药、抗风湿药物、糖皮质激素类

药物及最新的生物治疗。但由于非甾体类抗炎药、抗
风湿药物、糖皮质激素类药物等长期服用有严重的不

良反应,生物制剂价格高昂且疗效需进一步证实,尤
其是在用于活动性低的RA患者的临床试验中收效

甚微[11]。一些学者针对RA的治疗也做出猜想并进

行了实验验证,如CHANG等[12]通过从紫草中提取

其主要活性成分———紫草素,证明了其具有减轻 AA
大鼠的炎性反应,达到治疗RA的目的。此外还有相

当部分患者对已有的药物治疗反应较差,无法缓解病

情。寻找疗效好且不良反应少的新型药物具有重要

意义。
 

Met安全、有效、不良反应少,近年来,越来越多

的证据证明,其除降糖外,还具有抗炎、调节免疫、抗
肿瘤等作用,但其在RA中的效果及机制仍不明确。
本研究观察了不同剂量 Met对AA大鼠的作用,结果

显示,Met可改善 AA大鼠足爪肿胀度,且呈剂量依

赖性。Met还可激活AMPK信号通路,是AMPK的

激活剂。AMPK是哺乳动物体内一种丝氨酸/苏氨酸

激酶,是体内能量代谢至关重要的调节因子,AMPK
的激活可能与自噬相关。本研究大鼠膝关节滑膜组

织AMPK免疫组化结果显示,Met可激活 AA大鼠

AMPK信号通路。
 

目前,围绕RA发病机制的研究表明,FLS作为

滑膜细胞的主要细胞,既是靶细胞,也是效应细胞,其
异常活化可能是RA发病的重要环节[13-14]。以FLS
为靶细胞有效干预和防治RA、有效控制FLS异常增

生活化是阻止 RA病情进展的关键性节点。TNF-α
作为前炎症细胞因子,在RA发生和持续中具有关键

作用,多被用于体外诱导RA-FLS模型研究RA发病

机制及药物治疗机制[15-16]。本研究在体外原代培养

大鼠FLS,并用TNF-α(25
 

ng/mL)模拟RA滑膜微

环境,MTT检测结果显示,Met可抑制 TNF-α刺激

的大鼠FLS增殖,且呈时间及浓度依赖性。滑膜细胞

的异常增生活化可能与其自身自噬失衡有关,关节滑

膜代谢微环境的改变会使FLS自噬增加,进而导致

FLS局部积累并赋予其侵袭性表型。Beclin1是形成

自噬体的必需分子,能与多种蛋白反应调控自噬体的

形成和成熟。P62是自噬选择性底物,在自噬发生过

程中被自噬-溶酶体通路降解,自噬的缺失使P62明

显聚集。本研究 Western
 

blot对自噬相关蛋白的检

测结果显示,与空白组比较,TNF-α组大鼠FLS
 

Bec-
lin1表达明显上调,P62表达明显下调;TNF-α+Met

组(10
 

mmol/L)大鼠FLS
 

Beclin1表达明显下调,P62
表达明显上调,差异均有统计学意义(P<0.05)。此

外为探究 Met是否通过 AMPK信号通路影响FLS
自噬,本研究使用了AMPK抑制剂———Compound

 

C
(10

 

μmol/L),结果显示,TNF-α组与TNF-α+Com-
pound

 

C组(10
 

μmol/L)无明显差别,但与TNF-α+
Met 组 (10

 

mmol/L)比 较,TNF-α+ Met(10
 

mmol/L)+Compound
 

C组(10
 

μmol/L)大鼠 FLS
 

Beclin1下调及P62上调程度均降低。说明 Met可能

通过激活AMPK信号通路影响FLS自噬。
综上所述,Met可在体内改善AA大鼠关节炎症

状,并且在体外抑制大鼠FLS增殖,降低其自噬,其机

制可能与 Met激活AMPK信号通路相关,但具体机

制尚需后续更深入的探究。本研究结果为 Met作为

RA临床治疗用药提供了新的依据。
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