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摘要# 目的!研究寒痹方 "黄芪’ 制川乌’ 全蝎’ 蜈蚣’ 地龙# 对佐剂型类风湿性关节炎 "?@# 大鼠的治疗作用%
并探讨其机制& 方法!建立佐剂型大鼠 ?@模型后% 大鼠分为正常组% 模型组% 地塞米松阳性组% 宝光风湿液 "羌
活’ 独活’ 川芎等# 阳性组% 寒痹方低% 高剂量组% 测量大鼠足跖容积和肿胀度& -ABC@法检测血清白介素+"! "BA+
"!# 和肿瘤坏死因子+""9DE+"#( 四甲基偶氮唑盐 "F99# 法测定淋巴细胞的增殖能力( G-染色检查关节滑膜组织
病理学变化( 免疫组化法检测滑膜组织中白介素+"4 "BA+"4# 和9DE+"的表达& 结果!寒痹方可显著缓解 ?@大鼠的
足跖肿胀& 与模型组相比% 寒痹方可显著缓解?@大鼠的滑膜腔炎症% 下调血清及滑膜组织中BA+"!和9DE+"的表达%
抑制淋巴细胞增殖& 以上指标在低’ 高剂量寒痹方组之间无统计学差异% 寒痹方整体效果与宝光风湿液相当% 但不及
地塞米松& 结论!寒痹方具有较强的抗 ?@作用% 其机制可能与抑制淋巴细胞增殖以及降低炎性细胞因子的分泌
有关&
关键词! 寒痹方( 佐剂型关节炎( 白介素+"!( 肿瘤坏死因子+"
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!!类风湿性关节炎 "RM7P./8>0V /R8MR0803% ?@#
是一类以慢性炎性’ 对称性和系统性为表现的自身
免疫性疾病)"* & ?@的病因和机制尚不清楚% 目前
也还没有根治的方法)#* % 临床多使用大剂量非甾
体抗炎药对症治疗)$* % 但不良反应较多% 严重的
胃肠反应更是给 ?@的治疗带来诸多困扰)%* & ?@
在中医理论中属 +痹证, 范畴% 中医治疗多以益
气养血’ 散寒除湿’ 祛风止痛为主& 实践表明% 中
药复方的多途径’ 多环节’ 多靶点作用能够发挥更
好的调节 ?@的作用% 显著改善患者的生存质
量))+** & 寒痹方是一种有效的抗寒中医药方% 具有
中医理论的抗 +痹证, 作用)4* % 故本研究建立佐
剂型?@大鼠模型% 探究其抗 ?@作用% 为相关研
究提供有效的实验依据&
HI材料与仪器
"H" 实验动物!C Ê级昆明小鼠 #( 只% 雌雄各半%
体质量 "’ ‘## N% 购于新疆维吾尔自治区实验动物
研究中心 "许可证号 CSab )新* #(""+((($#& 雄
性c038/R大鼠 *( 只% 体质量 ""*( d#(# N% 购
自新疆医科大学动物中心 "@@@A@S认证% 许可
证号 *)(((4((((((’4#&
"H#!主要试剂!卡介苗 "北京生物制品研究所%
批号 #(")()(%#( 液体石蜡 "天津市北辰方正试剂
厂% 批号 #(")"#"’#( ER7P6V-3完全佐剂是卡介苗
和液体石蜡按 "( .Ne" .A的比例配制而成& 刀豆
蛋白S>6@ "C0N./公司% 批号 ()#b*’%#( 脂多糖
"C0N./公司% 批号 *$4@(*"#( 宝光风湿液 "羌
活’ 独 活’ 川芎’ 红花’ 鹿角胶’ 鳖甲胶% 四川
宝光药业股份有限公司% 批号 (*(’("#( 醋酸地塞
米松片 "天津药业集团新郑股份有限公司% 批号
""(4#(#( 大鼠淋巴细胞分离液 "天津灏洋生物制
品科技有限责任公司% 批号 #(")"("%#( BA+"!’
9DE+"-ABC@试剂盒 "[76V7RF7VCX387.公司#( 细
胞增殖及细胞毒性检测试剂盒 "武汉博士德生物工
程有限公司#( 兔抗鼠 BA+"4 抗体 "一抗#’ 兔抗鼠
9DE+"抗体 "一抗#’ 兔二步法检测试剂盒 "二抗#
"北京博奥森生物公司#&
JI方法
#H"!寒痹方浸膏的制备!取等量黄芪’ 制川乌’

全蝎’ 蜈蚣’ 地龙药材% 粉碎后加 "( 倍的水浸泡
"# M% 煎煮 *( .06% 纱布过滤后加入 ’ 倍水% 煎煮
$( .06后合并滤液% 浸膏得率为 #%H#)!& 寒痹方
临床拟用量为 "#%H) N生药% 采用水提取法提取浸
膏% " N浸膏相当于 %H"# N生药&
#H#!佐剂型 ?@模型的建立!取 *( 只 c038/R大
鼠% 随机取出 "( 只作为正常组% 其余大鼠建立佐
剂型?@模型)’* & 操作简述如下! 致炎前以容积法
测量大鼠左’ 右后足跖容积& 除正常组外% 各大鼠
于左后足跖腱膜下注射 ER7P6V-3完全佐剂% 注射
体积为 (H" .AI只& 致炎 4 V 后% 测定足跖容积%
根据足跖肿胀程度不同随机分为 ) 组% 即为模型
组% 地塞米松组% 宝光风湿液组和寒痹方低’ 高剂
量组% 其中寒痹方低剂量组给药量为 "H( NI]N寒
痹方浸液 "相当于人体给药量的 "I$(#% 寒痹方高
剂量组给药量为 #H( NI]N寒痹方浸液 "相当于人
体给药量的 "I")#&
#H$!寒痹方对大鼠足跖容积及足跖肿胀度的影响
!?@大鼠模型建立成功以后% 给药组每天灌胃相
应药物% 正常组和模型组给予等量的生理盐水% 每
天 " 次% 连续 $) V& 隔天测量每组大鼠左后足跖容
积并计算足跖肿胀度% 计算公式为肿胀度f致炎后
足跖容积g致炎前足跖容积&
#H%!-ABC@法测定血清中的 BA+"!和 9DE+"!实
验结束后% 收集大鼠血液% 离心得到血清% 按照
-ABC@试剂盒说明书操作测定BA+"!和9DE+"&
#H)!F99法检测淋巴细胞增殖!无菌取出脾脏%
制备脾细胞悬液% 将细胞调整至 ) h"() I.A% 每孔
加入 "(( .A细胞到 ,* 孔板中% S>6@’ ÂC’ 正常
对照及给药大鼠各 ) 个复孔% $4 i’ )! Sj# 培养
箱中孵育 %’ M& 每孔加入 "(( .AF99液% 然后孵
育 # M% 最后于酶标仪 %)(’ *)( 6. "参考波长#
处进行双波长测定&
#H*!大鼠关节滑膜组织形态学观察!实验结束后%
取实验大鼠左后肢% "(!甲醛溶液中固定标本
%’ M% 脱钙处理% 脱钙后洗涤% 过夜% 然后乙醇脱
水% 二甲苯透明% 石蜡包埋% 修样% 常规切片% 然
后烤片 "# M% 最后用苏木素+伊红 "G-# 染色并封
片& 参考文献 ),* 进行关节滑膜评分&
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#H4!免疫组化法检测滑膜组织中 BA+"4 和 9DE+"
!采用 C 免̂疫组化法% 以细胞质中出现淡黄至褐
黄色颗粒状着色者为阳性细胞& 每张切片随机选取
) 个视野 " h#((# 计算阳性细胞数% 并对染色强
度进行评价% 标准为阳性细胞数""(!为 ( 分%
""!‘$(!为 " 分% $"! ‘)(!为 # 分% )"! ‘
4(!为 $ 分% 4"!以上为 % 分& 按阳性细胞的着色
强度计分% 与背景一致的浅黄色或无着色为 ( 分%
浅棕黄色为 " 分% 棕黄色为 # 分% 棕褐色为 $ 分%
最后进行统计定量&
#H’!统计学处理!数据资料均以Ld2表示% 采用
C ĈC #(H( 软件进行统计处理& 多组间比较采用单
因素方差分析% 多组间两两比较采用 (检验& -k
(H() 认为有统计学差异&

KI结果
$H"!寒痹方对?@模型关节肿胀的影响!大鼠注射
ER7P6V-3佐剂后 " ‘$ V内表现为急性局部炎症% 后
逐渐减轻% 随后出现继发性反应% 表现为对侧和前
肢足爪肿胀% 耳’ 尾部出现炎性结节和红斑& 如表
"所示% 与模型组相比% 寒痹方高剂量组于 4 V开始
至实验结束减少足跖容积程度明显 "-k(H()#( 寒
痹方低剂量组于 #" V开始至实验结束减少足跖容积
程度明显 "-k(H()#& 而在整个过程中% 寒痹方
低’ 高剂量组对于足跖容积的影响无明显差异
"-l(H()#& 寒痹方与宝光风湿液组缓解大鼠?@作
用相当% 但不及地塞米松& 如表 # 所示% 宝光风湿
液组对大鼠足趾肿胀度的影响与各组之间无明显差
异 "-l(H()#% 其他跟足跖容积的变化相似&

表 HI寒痹方对;8模型足跖容积的影响 $!L"% #MHN&
$(1OHI?--&,+"-/(01#2"’3*4( "0+"&6"4*3&#0;83"!&4$!L"% #MHN&

组别
足跖容积I.A

( V 4 V "% V #" V #’ V $) V
正常组 "H*( d(H"# "H** d(H(, "H*( d(H"( "H*" d(H"" "H’" d(H"% "H’( d(H"#
模型组 $H4* d(H%#!! %H$$ d(H*4!! %H)% d(H4%!! %H*% d(H4%!! %H,% d"H"*!! %H," d(H,%!!

地塞米松组 $H*% d(H%$ #H#) d(H##mm #H%4 d(H$"mm #H%4 d(H$"mm #H*( d(H#%mm #H*, d(H#)mm

宝光风湿液组 $H4# d(H*$ %H"$ d(H*’ %H(" d(H’"m $H4# d(H)#m $H*’ d(H*)m $H)$ d(H)’m

寒痹方低剂量组 $H%# d(H%$ %H(" d(H%4nn %H(* d(H,"nn $H’) d(H’#mnn $H," d(H*#mnn $H’# d(H*(mnn

寒痹方高剂量组 $H%$ d(H)" $H’% d(H)%mnn $H,% d(H,)mnn $H,# d(H4)mnn $H,, d(H*4mnn $H’) d(H)#mnn

!!注! 与正常组比较%!!-k(H("( 与模型组比较%m-k(H()%mm-k(H("( 与地塞米松组比较%nn-k(H("

表 JI寒痹方对;8模型足跖肿胀度的影响 $!L"% #MHN&
$(1OJI?--&,+"-/(01#2"’3*4( "0+"&.P&44#0Q #0;83"!&4$!L"% #MHN&

组别
肿胀度I.A

( V 4 V "% V #" V #’ V $) V
正常组 (H($ d(H(# (H($ d(H"# (H(, d(H(4 (H($ d(H"" (H(% d(H"# (H(% d(H"*
模型组 "H)’ d(H%"!! #H") d(H%(!! #H4" d(H**!! #H,$ d(H44!! #H,% d(H4$!! $H$# d"H#*!!

地塞米松组 "H$, d(H#( (H)$ d(H%$mm (H*% d(H#%mm (H’* d(H$#mm (H4’ d(H$#mm (H,( d(H)4mm

宝光风湿液组 "H)# d(H)( #H"# d(H)’ #H)$ d(H*# #H%, d(H4* #H)( d(H4) #H4* d(H,%
寒痹方低剂量组 "H*% d(H)# "H*’ d(H))mnn #H#) d(H$4mnn #H$" d(H"#mnn #H$4 d(H%,mnn #H%% d"H"’mnn

寒痹方高剂量组 "H*% d(H%# "H4* d(H%’mnn #H"4 d(H%,mnn #H"$ d(H#’mnn #H"% d(H’’mnn #H(* d(H"$mnn

!!注! 与正常组比较%!!-k(H("( 与模型组比较%m-k(H()%mm-k(H("( 与地塞米松组比较%nn-k(H("

$H#!寒痹方对 ?@模型血清 BA+"!和 9DE+"的影
响!由表 $ 可知% 与模型组相比% 给药组均能显著
降低BA+"!和 9DE+"表达 "-k(H("#( 与地塞米
松组相比% 寒痹方组降低佐剂 ?@BA+"!和 9DE+"
表达的作用较弱 "-k(H()% -k(H("#( 寒痹方组
与宝光风湿液组对于血清BA+"!和9DE+"表达的作
用相当&
$H$!寒痹方对 ?@大鼠脾脏淋巴细胞增殖的影响
!由表 % 可知% 阳性对照组 "地塞米松组’ 宝光
风湿液组# 由于其显著的抗风湿作用% 淋巴细胞

表 KI血清中=C7H!’ $D27"的表达 $!L"% #MHN&
$(1OKI?R)’&..#"0."-=C7H!(0!$D27"#0.&’*3 $! L"%

#MHN&

组别 BA+"!P"TN..Ag"# 9DE+"P"TN..Ag"#!
正常组 #")H#’ d$*H", %(#H%$ d"$$H",
模型组 %)"H,* d$4H)(!! ’#)H’’ d*"H")!!

地塞米松组 $#’H%( d)’H$)mm )%’H’# d’"H%#mm

宝光风湿液组 $*#H%* d%4H)"mm ),"H*( d""%H%#mm

寒痹方低剂量组 $4,H)4 d%,H$(mmn *4’H)’ d,%H""mmn

寒痹方高剂量组 $,$H%# d*"H(4mmn 4(#H)$ d,"H(*mmnn

!! 注! 与正常组比较%!!-k(H("( 与模型组比较%mm-k(H("(

与地塞米松组比较%n-k(H()%nn-k(H("
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表 SI寒痹方对 ;8模型脾脏淋巴细胞增殖反应的影响
$!L"% #MHN&

$(1OSI?--&,+"-/(01#2"’3*4( "0.)4&&04T3)%",T+&)’"7
4#-&’(+#6&’&.)"0.&#0;83"!&4$!L"% #MHN&

组别
#%)(

S>6@ ÂC
正常组 (H#,# ’ d(H(() $ (H#4% ) d(H((* (
模型组 (H$#4 ) d(H($% #!! (H$(( ) d(H(#) ’!!

地塞米松组 (H#,* $ d(H("$ ’mm (H#4% 4 d(H("" *mm

宝光风湿液组 (H#4% ( d(H("$ %m (H#)$ * d(H(") 4m

寒痹方低剂量组 (H#,) ( d(H((’ %mn (H#44 ( d(H("( "mn

寒痹方高剂量组 (H$"% ( d(H(*$ 4mn (H#’$ " d(H(%4 ’mn

!!注! 与正常组比较%!!-k(H("( 与模型组比较%m-k(H()%
mm-k(H("( 与地塞米松组比较%n-k(H()

增殖率降低% 与模型组相比差异显著 "-k(H()%
-k(H("#( 寒痹方低’ 高剂量组淋巴细胞增殖也
有所降低% 与模型组差异显著 "-k(H()#% 但不
及地塞米松组 "-k(H()#% 寒痹方低’ 高剂量组
之间差异不明显 "-l(H()#&
$H%!寒痹方处理 ?@大鼠关节滑膜组织病理学变
化!各组大鼠关节滑膜组织病理学检测和关节滑膜
分级结果见图 " 和表 )& 正常组大鼠可见清晰的关
节腔% 滑膜组织无病理变化% 滑膜层由滑膜细胞
!!!

组成并有序排列着% 炎症级别为 ( 级( 模型组大鼠
滑膜组织炎症级别为#级% 基质层厚度明显增厚%
滑膜下层胶原纤维结构改变% 有以淋巴细胞为主的
炎性细胞浸润& 地塞米松组为$级% 宝光风湿液组
为%级% 寒痹方低’ 高剂量组均为%级& 病理检测
结果可知% 寒痹方可以显著缓解?@大鼠的滑膜腔
炎症症状&

图 HI滑膜组织病理学检查 $/?% UJNN&
2#QOHI/#.+")(+%"4"QT !&+&,+#"0"-.T0"6#(4+#..*&

$/?% UJNN&

表 VI滑膜分级 $!L"&
$(1OVI;(+#0Q "-.T0"6#(4#.$!L"&

项目 正常组 模型组 地塞米松组 宝光风湿液组 寒痹方低剂量组 寒痹方高剂量组
滑膜评分 (H’( d(H"4 4H#) d"H)( #H*4 d(H)# %H*4 d(H’# )H’$ d(H4) *H(( d"H"(
滑膜分级 ( 级 #级 $级 %级 %级 %级

$H)!寒痹方对 ?@大鼠滑膜组织 BA+"4 和 9DE+"
表达的影响!由图 # ‘$ 可知% 不同组之间% BA+"4
和9DE+"表达的变化趋势基本一致% 相比正常组%
模型组中BA+"4 和9DE+"表达明显增强% 定性统计
显示差异具有统计学意义 "-k(H("# "图 %#( 阳
性对照组相比模型组% BA+"4 和 9DE+"表达明显下
降 "-k(H("#( 寒痹方两个剂量组的 BA+"4 和
9DE+"表达也显著降低 "-k(H("#% 其下降程度
不及地塞米松组 "-k(H("#&
SI讨论

?@是一种以关节滑膜慢性炎症为特征的自身
免疫性疾病% 其免疫功能的失调主要体现在细胞免
疫与体液免疫的失衡)"(* & 研究表明% 滑膜组织中
细胞因子的产生在 ?@病变中起重要作用)""* & 细
胞因子网络的复杂作用是使?@病变持续’ 迁延的
关键因素)"#* % 其可分为两类% 一类由 9淋巴细胞
产生% 另一类主要是由单核I巨噬细胞产生% 包括
BA+"’ 9DE’ BA+)’ BA+"’’ BA+")’ BA+*’ BA+"# 和

图 JI滑膜组织=C7HW 免疫组化结果 $ UJNN&
2#QOJI=33*0"%#.+",%&3#,(4’&.*4+."-=C7HW #0.T0"6#7

(4+#..*&$ UJNN&

BA+"4 等& 其中% BA+"!在 ?@的关节腔中高表达%
在?@的早期% 其可协助其它细胞迁徙和刺激内皮
细胞% 进一步加重或放大炎症)"$* & 因此% 通过抑
制BA+"!的产生是治疗 ?@的途径之一& 9DE+"与
BA+" 被称为 +姊妹细胞因子,% 9DE+"以自分泌方
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图 KI滑膜组织$D27"免疫组化结果 $ UJNN&
2#QOKI=33*0"%#.+",%&3#,(4’&.*4+."-$D27"#0.T0"7

6#(4+#..*&$ UJNN&

注! 与正常组比较%!!-k(H("( 与模型组比较%mm-k(H("( 与地塞

米松组比较%nn-k(H("

图 SI滑膜组织=C7HW 和$D27"免疫组化结果
2#QOSI=33*0"%#.+",%&3#,(4’&.*4+."-=C7HW (0!$D27"#0

.T0"6#(4+#..*&

式刺激巨噬细胞增加自身的产生% 同时促进对方的
合成& 在?@中% 9DE+"的高表达可引起局部关节

组织的破坏% 血清中 9DE+"水平的升高可能提示
疾病的严重性)"%* & 在动物模型中% 9DE+"过表达
可致小鼠发生严重关节炎% 抑制或阻断 9DE+"活
性的药物可以明显改善 ?@临床症状)")* & 另外%
BA+"4 还可以与9DE+"’ BA+"!发挥协同作用% 放大
炎症反应)"** &

佐剂诱导建立大鼠 ?@模型能够模拟人类 ?@
的发病过程% 故利用E7RP6VY3完全佐剂可以系统地
探究寒痹方对 ?@大鼠的治疗作用及可能的机制&
结果表明% 寒痹方可以显著缓解佐剂致?@大鼠的
足跖容积和肿胀度% 中’ 高剂量寒痹方组之间差异
不明显% 尽管该作用不及地塞米松组% 但与宝光风
湿液作用相当& 已有研究表明% 中药具有较强的抗
?@作用% 如内服马钱子’ 雷公藤’ 青风藤等可明
显治疗 ?@)"4+"’* % 就其机制而言% 许多中药抗 ?@
的作用主要与抑制相关细胞因子的表达有关)",+#(* &
故本实验着眼于?@大鼠的炎性细胞因子% 在细胞
和分子水平初步探究寒痹方缓解 ?@的作用机制&
结果显示% 寒痹方可显著缓解?@大鼠的滑膜腔炎
症症状% 降低关节滑膜炎症分级& 进一步研究发
现% 寒痹方可以抑制?@大鼠血清中BA+"!和9DE+
"的表达’ 抑制 S>6@和 ÂC 诱导的大鼠淋巴细胞
的增殖反应% 并下调滑膜组织 BA+"4 和 9DE+"表
达% 低’ 高剂量组之间没有表现出差异性& 以上结
论说明% 寒痹方具有较强的抗?@作用% 作用程度
与宝光风湿液相当% 其机制可能与降低炎症因子的
释放’ 调节脾脏功能以及提高机体免疫功能有关&

综上所述% 寒痹方用于治疗?@较安全% 其机
制可能与抑制血清 BA+"!’ 9DE+"% 减少淋巴细胞
增殖% 以及下调滑膜组织中BA+"4 和9DE+"表达有
关% 该研究可为临床应用寒痹方治疗?@提供了有
效的实验依据&
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苜蓿素对哮喘小鼠肺泡巨噬细胞$C;SX>TAYYXD27#9通路的抑制作用
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摘要# 目的!观察苜蓿素对低剂量脂多糖 "ÂC# 诱导的哮喘小鼠气道炎症的抑制作用& 方法!采用低剂量 ÂC q卵
白蛋白 "j_@# 建立[@A[I<小鼠哮喘气道炎症反应模型% 随机分为哮喘模型组’ 苜蓿素组’ 地塞米松 "阳性药#

组% 另设空白对照组& -ABC@法对小鼠支气管肺泡灌洗液 "[@AE# 炎症介质Dj’ 肿瘤坏死因子 ""9DE+"# 和白细
胞介素+"!"BA+"!# 水平进行检测( G-染色观察小鼠肺组织病理情况( ?9+̂S?法和 c7387R6 U1>8法对小鼠肺泡巨噬
细胞的9>11样受体 % "9A?%#’ 髓样分化因子 ’’ "FXo’’#’ 核因子 ’[T*) "DE+’[T*)# .?D@及蛋白表达进行检
测& 结果!苜蓿素可显著降低哮喘小鼠[@AE液中Dj’ 9DE+"’ BA+"!水平% 有效改善哮喘小鼠肺部炎症% 显著下调
肺泡巨噬细胞的9A?%’ FXo’’’ DE+’[T*) .?D@和蛋白相对表达量& 结论!苜蓿素对哮喘小鼠气道炎症有抑制作
用% 其机制可能与干预9A?%IFXo’’IDE+’[通路有关&
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