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白凤菜总黄酮对类风湿关节炎滑膜细胞增殖和凋亡的影响 
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摘  要：目的  探讨白凤菜总黄酮对类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞增殖、凋亡及迁移的影响及其作用机制。方法  采用

CCK-8 法检测白凤菜总黄酮对成纤维样滑膜细胞增殖的抑制作用，流式细胞术分析细胞凋亡与细胞周期分布，荧光显微镜

检测线粒体膜电位变化，RT-PCR 检测磷脂酰肌醇-3 激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）通路相关基因表达及 Western blotting

检测 E-钙黏蛋白（E-cadherin）、PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt 蛋白表达，划痕实验及 Transwell 实验评价细胞迁移及侵袭能力。

结果  与对照组相比，白凤菜总黄酮对成纤维样滑膜细胞有明显的体外增殖抑制作用（P＜0.01）。与对照组相比，白凤菜总

黄酮组可诱导细胞凋亡并伴随线粒体膜电位下降（P＜0.05、0.01）。细胞周期分析显示，与对照组相比，白凤菜总黄酮 50、

100 μg/mL 组细胞群中处于 G1 期的细胞比例显著减少，而 S 期的细胞比例相应增加（P＜0.05、0.01）。与对照组相比，白凤

菜总黄酮组 PI3K 和 Akt mRNA 相对表达量明显下降（P＜0.05、0.01、0.001）。与对照组相比，白凤菜总黄酮 100 μg/mL 组

E-cadherin 蛋白相对表达量较对照组显著增高（P＜0.05）。与对照组相比，白凤菜总黄酮各浓度组 Akt 和 p-Akt 蛋白相对表

达量显著降低（P＜0.01），白凤菜总黄酮 50、100 μg/mL 组 PI3K、p-PI3K 蛋白相对表达量显著下调（P＜0.01）。结论  白

凤菜总黄酮通过抑制 PI3K/Akt 信号通路、诱导细胞周期 S 期阻滞、抑制其迁移与侵袭能力，并诱导线粒体依赖性凋亡及上

调 E-cadherin 表达等多途径，综合抑制成纤维样滑膜细胞的异常生物学活性。 
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Abstract: Objective  To investigate the effects and underlying mechanism of total flavonoids from Gynura formosana Kitam on the 

proliferation, apoptosis, and migration of rheumatoid arthritis fibroblast-like synoviocytes. Methods  The inhibitory effect of total 

flavonoids from Gynura formosana on fibroblast-like synoviocytes proliferation was assessed using the CCK-8 assay. Cell apoptosis 

and cell cycle distribution were analyzed by flow cytometry. Changes in mitochondrial membrane potential were observed via 

fluorescence microscopy. The mRNA expression of PI3K/Akt pathway-related genes was detected by RT-PCR, while the protein 

expression levels of E-cadherin, PI3K, p-PI3K, Akt, and p-Akt were measured by Western blotting. Cell migration and invasion 

capabilities were evaluated using wound healing and Transwell assays, respectively. Results  Compared with the control group, the 

total flavonoids from Gynura formosana had a significant inhibitory effect on the proliferation of fibroblastoid synoviocytes in vitro 

(P < 0.01). Compared with the control group, total flavonoids from Gynura formosana group could induce apoptosis and be 
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accompanied by a decrease in mitochondrial membrane potential (P < 0.05, 0.01). Cell cycle analysis showed that compared with the 

control group, the proportion of cells in the G1 phase in the total flavonoids from Gynura formosana 50 and 100 μg/mL groups was 

significantly reduced, while the proportion of cells in the S phase increased accordingly (P < 0.05, 0.01). Compared with the control 

group, the relative expression levels of PI3K and Akt mRNA in the total flavonoids from Gynura formosana group were significantly 

decreased (P < 0.05, 0.01, 0.001). Compared with the control group, the relative expression level of E-cadherin protein in the total 

flavonoids from Gynura formosana group 100 μg/mL group was significantly higher than that in the control group (P < 0.05). 

Compared with the control group, the relative expression levels of Akt and p-Akt proteins in each concentration group of total 

flavonoids from Gynura formosana were significantly decreased (P < 0.01), and the relative expression levels of PI3K and p-PI3K 

proteins in the total flavonoids from Gynura formosana 50 and 100 μg/mL groups were significantly down-regulated (P < 0.01). 

Conclusion  The total flavonoids from Gynura formosana comprehensively inhibit the abnormal biological activities of fibroblast-

like synovial cells through multiple pathways, including inhibiting the PI3K/Akt signaling pathway, inducing S-phase arrest of the cell 

cycle, suppressing their migration and invasion abilities, inducing mitochondrial-dependent apoptosis, and up-regulating the expression 

of E-cadherin. 

Key words: total flavonoids from Gynura formosana Kitam; rheumatoid arthritis; fibroblast-like synoviocytes; apoptosis; PI3K; Akt; 

E-cadherin 

 

类风湿关节炎是系统性自身免疫性疾病，以关

节为主要损伤靶点，呈反复活动性发作，最终造成

关节破坏[1-2]。国内外统计类风湿关节炎的患病率为

0.34%～0.36%，且预后较差，给患者造成严重的疼

痛、残疾甚至过早死亡，并给个人和社会带来严重

的经济负担[3]。目前，类风湿关节炎的临床治疗仍

以甲氨蝶呤、来氟米特和羟氯喹等抗风湿药物为

主，同时一些针对炎症细胞因子的阻断剂，如肿瘤

坏死因子-α（TNF-α）阻断剂也较常用[4-5]。这些药

物治疗虽在一定程度上能控制病情的继续发展，但

仍有部分患者存在疗效欠佳、不良反应大、易产生

耐药等问题[6-7]。 

近年来，靶向调控成纤维样滑膜细胞异常活化

已成为类风湿关节炎治疗的新策略。研究表明，这

类细胞不仅具有肿瘤样侵袭特性，其凋亡抵抗机制

更直接参与滑膜血管翳形成[8-9]。通过诱导成纤维样

滑膜细胞凋亡恢复滑膜稳态，可能为突破现有治疗

瓶颈提供新途径。在此背景下，天然产物因其多靶

点作用特征备受关注，其中植物黄酮类化合物凭借

显著的抗炎、促凋亡活性，在类风湿关节炎治疗领

域展现出独特优势[10-11]。白凤菜 Gynura formosana 

Kitam.作为传统药用植物，白凤菜总黄酮已被证实

具有调控炎症信号通路的潜力[12]。本研究将探讨白

凤菜总黄酮对成纤维样滑膜细胞增殖抑制及凋亡

诱导效应，旨在将白凤菜总黄酮开发为类风湿关节

炎的候选治疗药物提供实验理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

成纤维样滑膜细胞（货号 HTX1834）购自厦门

施科生物科技有限公司。黄酮标准品（CAS 621-82-

9、11135-24-6、970-74-1、327-97-9、482-35-9、520-

26-3、480-19-3、5041-82-7、1553-18-4、99-50-3）

购于厦门阿尔法派技术开发有限公司；DMEM 培养

液（货号 SH30022.01）购于美国 Hyclone 公司；磷

酸盐缓冲液（货号 C10010500BT）和胎牛血清（货

号 10099-141）购于美国 Gibco 公司；Matrigel 基质

胶（货号 354234）和 Transwell 小室（货号 3422）

购于康宁公司；胰酶（货号 MA0153）、细胞周期（货

号 MA0312）、凋亡检测试剂盒（货号 MA0220）、

CCK8 试剂盒（货号 MA0218）、线粒体膜电位试剂

盒（货号 MA0398）购于大连美仑生物技术有限公

司；Western blotting 相关抗体 E-钙黏蛋白（E-

cadherin，货号 20874-1-AP）、磷脂酰肌醇-3 激酶

（PI3K，货号 67071-1-Ig）、p-PI3K（货号 CY6506）、

蛋白激酶 B（Akt，货号 60203-2-Ig）、p-Akt（货号

66444-1-Ig）购于武汉三鹰生物技术有限公司；反转

录试剂盒（货号 A3500）购于美国 Promega 公司。 

FACSVerse 流式细胞仪（美国 BD 公司）、Mini-

PROTEAN Tetra 电泳系统（美国 Bio-Rad 公司）、

IX53 倒置显微镜（日本 Olympus 公司），

1530MultiskanSky 多功能酶标仪、Heracell™ 150i 

CO2 培养箱，QuantStudio™ 5 荧光定量 PCR 仪、

invitrogen EVOS FL 荧光显微镜（美国 Thermo 公

司），Qtrap5500液相色谱质谱联用仪（美国SCIEX）。 

1.2  方法 

1.2.1  白凤菜总黄酮的制备  为保证实验样品的

一致性，本研究所有实验均使用同一批次制备的白

凤菜总黄酮提取物。实验所用白凤菜采自本院药用
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植物园（经漳州卫生职业学院基础医学院副教授林

燕燕鉴定为菊科菊三七属植物 Gynura formosana 

Kitam，凭证标本号 GF2023-001）。取干燥全草粉末

1.0 kg，采用 70%乙醇加热回流提取 3 次，每次 2 h。

合并提取液，减压浓缩后上样于 AB-8 型大孔吸附

树脂柱，依次以去离子水和 70%乙醇进行洗脱，收

集 70%乙醇洗脱部位，经旋转蒸发浓缩、冷冻干燥，

获得原料中白凤菜总黄酮（全草粉末）质量分数为

8.56%，于−20 ℃密封保存。临用前，取适量浸膏以

双蒸水溶解，依次经 0.45、0.22 μm 微孔滤膜滤过，

即得白凤菜总黄酮浓度样液为 2.76 mg/mL[13]。 

1.2.2  细胞培养  将成纤维样滑膜细胞接种于含

有 10%胎牛血清的 DMEM 培养液中，37 ℃、5% 

CO2、湿度饱和的恒温培养箱中培养，每 1～2 d，

待细胞基本长满培养瓶底面时，用 0.25%胰蛋白酶

消化细胞使其脱壁离散，制成细胞悬液后进行传代

培养，取对数生长期细胞为实验对象。 

1.2.3  细胞存活率检测  采用 CCK-8 法检测白凤

菜总黄酮对成纤维样滑膜细胞增殖的影响。取对数

生长期细胞悬液按 5×103个/孔接种于 96 孔板，设

置 4 个复孔。实验组分别添加终浓度为 12.5、25、

50、100、150、200 μg/mL 的白凤菜总黄酮溶液，未

处理组作为阴性对照，另设仅含培养基与 CCK-8 试

剂的空白对照组。各组样本于 5% CO2、37 ℃恒温

孵箱中分别培养 24、48、72 h 后，每孔加 10 μL 

CCK-8 试剂，混匀后继续培养 4 h。终止反应后

使用酶标仪于 450 nm 波长测定吸光度（A）值。 

细胞存活率＝（A 实验－A 空白）/（A 对照－A 空白） 

1.2.4  细胞形态学观察  收集对数生长期细胞，6

孔板每孔接种 5×105 个细胞，设置白凤菜总黄酮对

照（0 μg/mL）组及 25、50、100 μg/mL 4 个白凤菜

总黄酮处理浓度，于 37 ℃、5% CO2 培养箱中孵育

24 h，在倒置显微镜下进行细胞形态学观察并拍照。 

1.2.5  线粒体膜电位检测  取对数生长期的细胞

进行铺板，在 6 孔板中接种成纤维样滑膜细胞，3×

105 个/孔，白凤菜总黄酮按 0、25、50、100 μg/mL

处理成纤维样滑膜细胞 24 h 后，PBS 洗涤 2 次，加

入 1 mL JC-1 染色工作液，充分混匀，细胞培养箱

37 ℃孵育 20 min。37 ℃孵育结束后，吸除上清，用

冰浴的 JC-1 染色缓冲液洗涤 2 次，每孔加入 2 mL

细胞培养液，使用荧光显微镜采集随机视野图像。 

1.2.6  细胞划痕检测  取对数生长期的成纤维样

滑膜细胞，以 5×105 个/孔的密度接种于 6 孔板。

待细胞融合至 90%以上后，使用 200 μL 无菌枪头

尖端垂直于板底划痕线划出笔直划痕。PBS 轻柔洗

涤 2 次后，更换为含终浓度 0、25、50、100 μg/mL

白凤菜总黄酮的完全培养基，每组 3 复孔。分别于

划痕后 0 h 及培养 24 h 后，于倒置显微镜下对同一

区域拍照，采用 Image J 软件测量划痕面积，并按

公式计算细胞迁移率。 

细胞迁移率＝（0 h 面积－24 h 面积）/0 h 面积 

1.2.7  细胞侵袭 Transwell 实验  在冰浴条件下，用

预冷无血清培养基将 Matrigel 基质胶按 1∶8 稀释，

取 100 μL 均匀铺于 Transwell 小室聚碳酸酯膜上，

37 ℃孵育 4～5 h 成胶。将经不同浓度（0、25、50、

100 μg/mL）白凤菜总黄酮预处理 24 h 的成纤维样

滑膜细胞用无血清培养基重悬至 1×105 个/mL，取

200 μL 接种于上室。下室加入 600 μL 含 20%胎牛

血清的完全培养基作为趋化剂，37 ℃、5% CO₂培养

24 h。取出小室，用棉签移除上室基质胶及未侵袭细

胞，4%多聚甲醛固定 30 min，0.1%结晶紫染色 20 

min，PBS 漂洗后于显微镜下随机选取 5 个视野拍

照并计数侵袭细胞，取平均值分析。 

1.2.8  细胞凋亡检测  采用 Annexin V-FITC/PI 双

染法进行细胞凋亡检测。将对数生长期成纤维样滑

膜细胞按 5×104 个/mL 密度接种于 6 孔板（3 mL/

孔），37 ℃、5% CO2条件下贴壁培养 12 h。分组同

前，干预 24 h 后收集上清和细胞。1 000 r/min 离心

5 min 获取细胞沉淀，以预冷缓冲液 195 μL 轻柔重

悬。依次添加 5 μL Annexin V-FITC 及 10 μL PI，混

匀后置于暗反应条件下双染 15 min。样本经 200 目

滤网过滤后，使用 BD 流式细胞仪检测。 

1.2.9  细胞周期检测  采用碘化丙啶（PI）单染法

进行细胞周期分析。将对数生长期成纤维样滑膜细

胞按 5×104 个/mL 接种于 6 孔板（3 mL/孔），设置

对照（0 μg/mL）、25、50、100 μg/mL 4 个白凤菜总

黄酮处理组，于 37 ℃、5% CO2 条件下持续处理

24 h。收集上清及细胞，经 1 000 r/min 离心 5 min

获取细胞沉淀后，1 mL 预冷 PBS 重悬洗涤转 70%

乙醇 4 ℃固定 2 h，PBS 洗涤 2 次。染色阶段加入

0.5 mL PI 工作液，37 ℃暗反应 30 min。样本经 200

目滤网滤过后，使用 BD 流式细胞仪检测。 

1.2.10  相关基因表达的 Real-time PCR 检测  根据

TRIzol RNA 提取试剂说明书，提取样本的总 RNA。

纯度及浓度检测后，使用反转录试剂盒合成 cDNA。

选取基因甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）作为内
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参，每个样品设置 3 个复孔。RT-PCR 检测反应在

荧光定量 PCR 仪上进行。反应条件为 95 ℃、30 s；

然后 95 ℃、5 s，60 ℃、30 s，共 40 个循环，最

后进行熔解曲线反应，实验重复 3 次。Real-time 

PCR 数值分析采用 2-ΔΔCt 分析法，相关引物的序

列见表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequence 

目的名称 上游引物序列 下游引物序列 扩增片段长/bp 

GAPDH AGGTCGGTGTGAACGGATTTG AGGTCGGTGTGAACGGATTTG 183 

Bax GGATGCGTCCACCAAGAAG CCGGAGGAAGTCCAATGTC 280 

Bcl-2 GACTTCGCCGAGATGTCCA CCCCACCGAACTCAAAGAA 136 

PI3K CAATACTTGATGTGGCTGAC CAATACTTGATGTGGCTGAC 280 

Akt GACATGAACTGGCTGAGGAG GGCTGGTGGTATTGTGAGGA 200 

1.2.11  Western blotting 检测  将细胞接种到 10 cm

的皿中培养过夜，分组同前，处理 24 h。Western 和

IP 细胞裂解缓冲液裂解细胞，收集上清液，用 BCA

蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白质浓度。等体积上

样，10% SDS-PAGE 分离蛋白，转膜，用快速封闭

液封闭 10 min，一抗 1∶1 000 体孵育 4 ℃过夜。

用相应的二抗室温孵育 1 h 后，用化学发光成像仪

曝光并拍照。 

1.3  统计学方法 

使用统计软件 SPSS 21.0 进行数据统计分析，

本实验数据以x ± s 表示，多组数据比较采用

Student-t 检验。 

2  结果 

2.1  白凤菜总黄酮对成纤维样滑膜细胞存活率

的影响 

如图 1 所示，与对照组相比，白凤菜总黄酮对

成纤维样滑膜细胞有明显的体外抑制作用（P＜

0.01），白凤菜总黄酮作用 24 h 后，白凤菜总黄酮对

其抑制作用有浓度和时间相关性。得到白凤菜总黄

酮对成纤维样滑膜细胞作用 24、48、72 h 的 IC50 分

别为 45.87、44.21、42.00 μg/mL。 

2.2  白凤菜总黄酮对成纤维样滑膜细胞形态的

影响 

如图 2 所示，成纤维样滑膜细胞呈梭形生长，

随着白凤菜总黄酮干预浓度的增大，成纤维样滑膜

细胞贴壁面积显著减少，伪足回缩，细胞数量减少，

部分细胞体积进一步缩小、变亮，或呈现碎片状，

折光度降低，胞体内含物减少，甚至成球形。 

2.3  线粒体膜电位检测 

如图 3 所示，对照组中细胞数量明显更甚，并

且排列相对紧密，胞体发出红色荧光，未见绿色凋

亡荧光细胞；白凤菜总黄酮 25 μg/mL 组中细胞数

量略少、但形态与对照组无明显差异，线粒体膜电 

 

与对照组比较：**P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group. 

图 1  白凤菜总黄酮对成纤维样滑膜细胞存活的影响  

（x ± s，n = 3） 

Fig. 1  Effect of total flavonoids of Gynura formosana on 

the cell survival of fibroblastoid synovial cells  

(x ± s, n = 3 ) 

 

图 2  成纤维样滑膜细胞形态的变化（×400） 

Fig. 2  Morphological changes of fibroblastoid synovial 

cells ( ×400) 

位（红绿荧光比值）下降（P＜0.05）；白凤菜总黄

酮 50 μg/mL 组细胞数量减少明显，细胞形态难见

正常的梭形，部分细胞的细胞膜受损，线粒体膜电

位显著下降（P＜0.01）；白凤菜总黄酮 100 μg/mL

组中细胞数量下降明显，胞体皱缩不均一，呈现较

多亮绿色荧光细胞，与对照组相比，活细胞群体其

线粒体膜电位出现了显著下降（P＜0.01）。 

2.4  细胞划痕实验  

划痕实验结果显示，干预 24 h 后，白凤菜总黄

酮 25、50、100 μg/mL 组迁移率分别为（8.35± 
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与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group. 

图 3  白凤菜总黄酮对细胞线粒体膜电位变化的影响（×400，x ± s，n = 3） 

Fig. 3  Influence of total flavonoids of Gynura formosana on the changes of mitochondrial membrane potential in cells (×400, x ± s, 

n = 3) 

1.02）%、（6.59±1.12）%、（−3.14±1.81）%，显著

低于对照组（32.60±1.25）%（P＜0.01），白凤菜总

黄酮 100 μg/mL 组迁移率低于白凤菜总黄酮 25 

μg/mL 组（P＜0.05），见图 4。 

2.5  细胞侵袭 Transwell 实验  

如图 5 所示，结晶紫染色结果显示，与对照组

相比，白凤菜总黄酮组穿过基质胶膜的细胞数量明 

 

与对照组比较：**P＜0.01；与白凤菜总黄酮 25 μg∙mL−1组比较：
#P＜0.05。 
**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05 vs total flavonoids of Gynura 

formosana Kitam 25 μg∙mL−1 group. 

图 4  白凤菜总黄酮对成纤维样滑膜细胞迁移的影响  

（x ± s，n = 3） 

Fig. 4  Effect of total flavonoids of Gynura formosana 

Kitam on the migration of fibroblastoid synovial cells    

(x ± s, n = 3 ) 

显减少。定量分析进一步表明，与对照组相比，白

凤菜总黄酮 25、50、100 μg/mL 组成纤维样滑膜细

胞侵袭细胞数显著降低（P＜0.001）。 

2.6  白凤菜总黄酮对成纤维样滑膜细胞凋亡的

影响   

如图 6 所示，与对照组相比，白凤菜总黄酮 25、

50、100 μg/mL 组凋亡率明显增加（P＜0.001）。 

2.7  白凤菜总黄酮对成纤维样滑膜细胞周期的

影响   

细胞周期分析结果显示，白凤菜总黄酮可诱导

成纤维样滑膜细胞发生周期阻滞。如图 7、表 2 所

示，与对照组相比，白凤菜总黄酮 50、100 μg/mL

组细胞群中处于 G1期的细胞比例显著减少，而 S 期

的细胞比例相应增加（P＜0.05、0.01）。这表明白凤

菜总黄酮可能通过阻止细胞从S期向G2/M期进展，

从而将细胞阻滞在 DNA 合成期，抑制其完成正常

的有丝分裂周期。 

2.8  相关基因表达的 RT-PCR 检测 

结果显示，与对照组相比，白凤菜总黄酮组

PI3K 和 Akt mRNA 相对表达量明显下降（P＜

0.001），其中 PI3K mRNA 相对表达量随着白凤菜

总黄酮浓度的增加而降低（P＜0.05、0.01），见图 8。 

2.9  Western blotting 检测相关蛋白表达量 

检测结果如图 9 所示，白凤菜总黄酮 100 

μg/mL 组 E-cadherin 蛋白相对表达量较对照组显

著增高（P＜0.05）；如图 10 所示，与对照组相比，

白凤菜总黄酮各浓度组 Akt 和 p-Akt 蛋白相对表

达量显著降低（P＜0.01），白凤菜总黄酮 50、100 

μg/mL 组 PI3K、p-PI3K 蛋白相对表达量显著下调

（P＜0.01）。 

3  讨论 

类风湿关节炎的病理进程与成纤维样滑膜细

胞的异常增殖和抗凋亡特性密切相关[14]，而传统药 
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与对照组比较：***P＜0.001。 

***P < 0.001 vs control group. 

图 5  白凤菜总黄酮对成纤维样滑膜细胞侵袭的影响（×100，x ± s，n = 3） 

Fig. 5  Effect of total flavonoids of Gynura formosana on invasion of fibroblastoid synovial cells (× 100, x ± s, n = 3 ) 

 

与对照组比较：***P＜0.001。 

***P < 0.001 vs control group. 

图 6  白凤菜总黄酮对成纤维样滑膜细胞凋亡的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 6  Effect of total flavonoids of Gynura formosana on apoptosis of fibroblastoid synovial cells (x ± s, n = 3 ) 

 

图 7  白凤菜总黄酮对成纤维样滑膜细胞周期的影响 

Fig. 7  Effect of total flavonoids of Gynura formosana on cell cycle of fibroblastoid synovial cells 

表 2  白凤菜总黄酮对成纤维样滑膜细胞周期的影响（x ± s，n = 3） 

Table 2  Effect of total flavonoids of Gynura formosana Kitam on the cell cycle of fibroblastoid synovial cells(x ± s, n = 3 ) 

细胞周期 对照 
白凤菜总黄酮/(μg∙mL−1) 

25 50 100 

G1 46.61±0.26 47.70±0.16 41.52±0.14* 36.10±0.22** 

S 39.53±0.16 38.96±0.19 44.33±0.11* 49.93±0.25** 

G2/M 13.86±0.15 13.34±0.14 14.15±0.12 13.97±0.21 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group. 
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与对照组比较：***P＜0.001；与白凤菜总黄酮 25 μg∙mL−1组比较：#P＜0.05；与白凤菜总黄酮 50 μg∙mL−1组比较：&&P＜0.01。 
***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05 vs total flavonoids of Gynura formosana 25 μg∙mL−1 group; &&P < 0.01 vs total flavonoids of Gynura formosana 

50 μg∙mL−1 group. 

图 8  白凤菜总黄酮对成纤维样滑膜细胞相关基因表达的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 8  Effect of total flavonoids of Gynura formosana Kitam on the expression of genes related to fibroblastoid synoviocytes 

(x ± s, n = 3 ) 

 
与对照组比较：*P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group. 

图 9  白凤菜总黄酮对成纤维样滑膜细胞 E-cadherin 蛋白表达的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 9  Effect of total flavonoids of Gynura formosana Kitam on the expression of E-cadherin protein in fibroblastoid synovial 

cells (x ± s, n = 3 ) 

 

与对照组比较：**P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group. 

图 10  白凤菜总黄酮对成纤维样滑膜细胞 Akt、p-Akt、PI3K、p-PI3K 蛋白表达的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 10  Effect of total flavonoids of Gynura formosana on protein expression of Akt, p-Akt, PI3K and p-PI3K in fibroblast-

like synovial cells (x ± s, n = 3 ) 
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物如甲氨蝶呤的局限性促使研究者探索新型治疗

策略。本研究揭示了白凤菜总黄酮在体外抑制成纤

维样滑膜细胞增殖、诱导凋亡并阻滞细胞周期的作

用，为其作为潜在抗类风湿关节炎药物的开发提供

了实验依据。 

本研究发现，白凤菜总黄酮对成纤维样滑膜细

胞的增殖抑制呈现浓度和时间相关性特征。随着作

用时间延长（24～72 h），IC50 值从 45.87 μg/mL 降

至 42.00 μg/mL，提示长期暴露可能增强白凤菜总黄

酮的生物活性。其中，白凤菜总黄酮 25 μg/mL 即表

现出良好的抑制效果，细胞皱缩、胞体缩小及折光

度降低，提示其可能具备较高的生物利用度优势。

线粒体膜电位结果进一步证实，白凤菜总黄酮 50 

μg/mL 组显著增加绿色荧光信号，表明细胞膜通透

性改变，提示有可能为线粒体凋亡途径通路的激

活。此前研究报道，黄酮类化合物可通过调控 Bcl2/ 

Bax 蛋白平衡诱导凋亡 [15]，但是在本实验中

Bcl2/Bax 中各组未见改变，但 qPCR 检测白凤菜总

黄酮显著抑制 PI3K 及 Atk 蛋白表达，PI3K/Akt 通

路可能在成纤维样滑膜细胞的存活和增殖中起作

用[16-17]。Western blotting 检测结果显示与对照组相

比，白凤菜总黄酮组中磷酸化的 PI3K 和 Akt 蛋白

水平显著下调，而总 PI3K 和 Akt 蛋白量也下降。

这一结果直接证实，白凤菜总黄酮能特异性抑制了

PI3K/Akt 信号通路的激活。此发现与前期 qPCR 结

果相互印证，共同揭示了白凤菜总黄酮靶向该通路

的多个调控层面。成纤维样滑膜细胞的侵袭性迁移

是关节软骨破坏的关键步骤，而白凤菜总黄酮干预

后，白凤菜总黄酮对 PI3K/Akt 通路的抑制，可能解

除了其对 E-cadherin 的转录抑制或蛋白稳定性破

坏，E-cadherin 表达的增加可能使成纤维样滑膜细

胞像“上皮样”表型转变促进其黏附，可减少侵袭，

这与实验结果表现一致[18]。白凤菜总黄酮通过抑制

PI3K/Akt 信号通路，抑制增殖、诱导凋亡、阻滞细

胞周期及抑制迁移等多重途径发挥抗成纤维样滑

膜细胞活性，且具备低浓度高效的特点。作为天然

来源的候选药物，白凤菜总黄酮有望为类风湿关节

炎治疗提供新思路。 
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