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摘要:目的 考察栀子苷对类风湿性关节炎大鼠Th17/Treg平衡和局部炎症因子的影响。方法 建立大鼠胶原诱导关节炎

模型,通过病理切片观察踝关节组织变化,ELISA检测血清TNF􀆼α,Westernblot法检测转录因子Foxp3和ROR􀆼γt的蛋白表

达,免疫组化法检测关节滑膜组织IL􀆼10、IL􀆼17表达。结果 模型组血清TNF􀆼α、IL􀆼17以及ROR􀆼γt和关节滑膜IL􀆼17表达

较正常组显著升高(P<0.01),而模型组血清IL􀆼10浓度以及Foxp3和关节滑膜IL􀆼10表达较正常组显著降低(P<0.01),栀

子苷中、高剂量组血清TNF􀆼α、IL􀆼17浓度以及ROR􀆼γt和关节滑膜IL􀆼17表达较模型组显著降低(P<0.05~0.01),而血清IL
􀆼10浓度、Foxp3和关节滑膜IL􀆼10表达较模型组显著升高(P<0.05~0.01)。结论 大鼠胶原诱导关节炎模型成模之后

Treg/Th17会失衡,栀子苷可升高IL􀆼10、Foxp3表达,降低IL􀆼17、ROR􀆼γt表达,提示其可能通过诱导Treg细胞生成同时抑制

Th17细胞分化,从而恢复病变部位Treg/Th17的平衡。
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ABSTRACT OBJECTIVE ToinvestigatetheeffectsofgeniposideonTh17 Tregbalanceandlocalinflammatoryfactorsin
ratswithrheumatoidarthritis METHODS WeestablishedtheCIAmodeltoobservethehistopathologicalchangesofankle

jointsinrats ELISAwasusedtodetectplasmaTNF􀆼α andWesternblotwasusedtodetecttheproteincontentsoftranscrip-
tionfactorFoxp3andRORγt TheexpressionofIL􀆼10andIL􀆼17injointsynovialtissuewasdetectedbyimmunohistochemis-
try RESULTS Comparedwiththenormalcontrolgroup theserumconcentrationofTNF􀆼α IL􀆼17andROR􀆼γtandtheex-

pressionofIL􀆼17injointsynovialtissueweresignificantlyhigherinthemodelgroup P<0 01  whiletheconcentrationofIL
􀆼10andFoxp3andtheexpressionofIL􀆼10injointsynovialtissuedecreasedsignificantlyinthemodelgroup P<0 01  Com-

paredwiththemodelgroup theserumconcentrationofTNF􀆼α IL􀆼17andROR􀆼γtandtheexpressionofIL􀆼17injointsynovi-
altissueweresignificantlylowerinthemiddle􀆼andhigh􀆼dosegroupsofgeniposide P<0 05 P<0 01  whiletheconcentra-
tionofIL􀆼10andFoxp3andtheexpressionofIL􀆼10injointsynovialtissueincreasedsignificantlyinthemiddle􀆼andhigh􀆼dose

groupsofgeniposide P<0 05 P<0 01  CONCLUSION TherewasanimbalancedTreg Th17differentiationinthejoint
synoviumofCIArats ByinhibitingthedifferentiationofTh17cellsinjointsynovium geniposidemightinducethegeneration
ofTregcellsandthenrestoretheTreg Th17balanceinthediseasedarea 
KEYWORDS Geniposide rheumatoidarthritis Th17 Treg

  类风湿性关节炎(Rheumatoidarthritis,RA)是
一种表现出缓慢侵蚀性周围关节炎的自身免疫性疾

病,全世界发病率大约1%,其发病机制尚不完全清

楚,可能受遗传和环境等因素的影响。RA在中医
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理论中归属于“骨痹”“历节”顽痹”“痹证”等范畴,中
医治疗RA历史悠久,早在《黄帝内经》就有记载“风
寒湿三气杂至,合而为痹”,阐述其病机为外邪侵袭、
痹阻经络关节,致气血不通、筋失濡养为病[1]。中药

栀子FructusGardeniae是茜草科植物山栀子Gar-
deniaJasminoidesEllis的干燥成熟果实,性寒、味
苦,归心肺三焦经,有泄火祛烦、清热利尿、凉血解毒

之效,主产于我国浙江、广东、江西、福建、湖南和江

西[2]。栀子苷(Jasminoidin,JA)是栀子主要的活性

成分,是栀子干燥成熟果实中的一种环烯醚萜苷类,
前期研究表明栀子苷可通过抑制大鼠细胞免疫从而

对其佐剂性关节炎有一定治疗作用。大量研究结果

表明RA发病与淋巴细胞免疫失调及其产生的大量

相关炎性细胞因子在滑膜组织中浸润有关[3]。其中

辅助性T细胞的亚型Th17细胞和调节性T细胞

及相关细胞因子的平衡在RA的发生和发展中发挥

了重要作用[4]。本研究将观察栀子苷对CIA大鼠

滑膜Th17细胞与Treg细胞的平衡和对局部炎症

因子的影响,在前期研究的基础上进一步探讨其免

疫调节方面的作用,为临床使用提供理论依据和研

究线索。

1 材料与方法

1.1 动物

雄性SD大鼠,体质量160~200g,生产许可证

号:SCXK(浙)2014􀆼0001。

1.2 试剂和仪器

栀子苷(纯度98.5%,江苏永健医药,160815),
雷公藤多苷片(浙江得恩德制药有限公司,规格:10
mg/片),牛源性Ⅱ型胶原(Chondrex,365u7482),不
完全弗氏佐剂(Chondrex,651i5816),肿瘤坏死因子

α(TNF􀆼α),ELISA试剂盒(武汉伊艾博生物科技有

限公司,070562005),兔抗大鼠CD4多克隆抗体(武
汉三鹰生物技术有限公司,4205),大鼠Foxp3单克

隆抗体(武汉三鹰生物技术有限公司,5463),大鼠转

录因子维甲酸受体相关孤儿受体γt(RORγt),单克

隆抗体(武汉三鹰生物技术有限公司,6544),兔抗大

鼠IL􀆼10多克隆抗体(武汉三鹰生物技术有限公司,

4604),兔抗大鼠IL􀆼17多克隆抗体(武汉三鹰生物

技术有限公司,4651),DAB显色试剂盒(上海碧云

天生物技术有限公司,070556342550)。
电热恒温培育箱(上海一恒科技有限公司);流

式细胞仪(美国BectonDickinson公司);倒置显微

镜(德国徕卡);超声波清洗器(昆山市超声仪器有限

公司)。

1.3 动物分组及模型制备

大鼠36只,分6组:正常组、模型组、雷公藤多

苷组,栀子苷低、中、高剂量组。模型制备:取牛Ⅱ型

胶原20mg溶于10mL乙酸(0.1mol/L)中,混匀后

于4℃保存,按1∶1比例加至弗氏完全佐剂中,充
分乳化。除正常组外其余各组大鼠右后背部、足底、
尾根3点共注射乳化剂0.1mL,正常组大鼠于相同

部位3点注射生理盐水,1周后以0.1mL乳化剂加

强免疫1次。

1.4 给药

加强免疫后7d开始灌胃给药,给药剂量为每

10g灌胃0.1mL,栀子苷低、中、高剂量组分别为

15、30、60mg/kg(用蒸馏水溶解,超声15min,4℃
保存,灌胃前摇匀),雷公藤多苷组剂量为10mg/kg
(用蒸馏水溶解,超声15min,4℃保存,灌胃前摇

匀),正常组和模型组给等体积蒸馏水,每日1次,给
药时间4周。

1.5 观察指标及方法

成模后28d处死大鼠,心脏取血。静置1.5h
后4000r/min转离心30min。取上清,于-80℃
保存。

取后踝关节,部分分离关节滑膜组织,于-80
℃保存,备用;其余于10%甲醛溶液中固定24h,经
脱钙、脱水、透明、包埋等处理制成石蜡块,室温保

存。切片,HE染色,光学显微镜下观察病理组织学

变化。
采用ELISA方法检血清TNF􀆼α、IL􀆼17、IL􀆼10

的浓度,WesternBlot方法检测关节滑膜组织转录

因子Foxp3和RORγt的蛋白量:取各组大鼠后踝

关节滑膜组织,提取总蛋白并采用BCA法定量,进
行SDS􀆼PAGE蛋白电泳、转膜、杂交。显影结果采

用QuantityOne软件分析各组条带灰度值,以目标

蛋白与内参比值反应蛋白表达情况。免疫组化学测

关节滑膜组织IL􀆼10、IL􀆼17表达:采用PBS代替一

抗作为阴性对照,抗IL􀆼17多克隆抗体(1∶100),抗

IL􀆼10多克隆抗体(1∶100),应用免疫组化检测试

剂盒检测,具体操作步骤按试剂盒说明书进行,光镜

下观 察 染 色 结 果,阳 性 表 达 呈 棕 褐 色。用Im-
ageProPlus软件对关节滑膜组织中IL􀆼10、IL􀆼17的

阳性染色信号进行半定量分析,同一张切片随机选

取5个不重叠的高倍镜视野,计算每个视野下阳性

染色的平均光密度值。
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1.6 统计学方法

采用SPASS16.0统计软件进行数据分析,计量

资料以􀭺x±s表示,符合正态分布的采用t检验,不
符合正态分布的采用秩和检验;计数资料以百分率

表示,采用χ2 检验,等级资料采用秩和检验。P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 关节组织病理学检查

病理学观察结果显示,正常组大鼠膝关节滑膜

组织完整,细胞排列整齐,无充血及水肿,无炎性细

胞浸润,关节软骨完整,无剥离及坏死;模型组膜细

胞显著增生,滑膜内血管增生,肉芽组织形成,关节

软骨面糜烂;雷公藤多苷组大鼠膝关节滑膜表层细

胞增生,呈“栅栏”状排列,见炎性细胞浸润,滑膜血

管充血、水肿。给药组滑膜肿胀、充血程度及滑膜细

胞增生较模型组减轻,未见明显炎细胞浸润及血管

增生,纤维化不明显,间质多为脂肪组织。见图1。

            正常组            模型组         雷公藤多苷组

          栀子苷15mg/kg      栀子苷30mg/kg        栀子苷60mg/kg

图1 各组大鼠关节滑膜病理学改变(HE,×400)

2.2 各组大鼠Foxp3,ROR􀆼γt蛋白表达比较

结果显示Foxp3:和正常组相比,模型组显著降

低(P<0.01);和模型组相比,雷公藤多苷组、中剂

量组、高剂量组显著升高P<0.05~0.01),低剂量

组有升高趋势但无显著性差异。ROR􀆼γt:和正常组

相比,模型组显著升高(P<0.01);和模型组相比,
雷公藤多苷组、中剂量组、高剂量组显著降低P<
0.05~0.01),低剂量组有降低趋势但无显著性差

异,见表1。
表1 不同组别Foxp3,ROR􀆼γt的蛋白表达比较(􀭺x±s,n=6)

组别
剂量/

(mg·kg-1)
Foxp3 ROR􀆼γt

正常组 - 1.37±0.17 0.41±0.11
模型组 - 0.71±0.15## 1.12±0.19##

雷公藤多苷组 10 1.27±0.14** 0.59±0.14**

低剂量组 15 0.83±0.12 1.01±0.27
中剂量组 30 1.18±0.09* 0.97±0.21
高剂量组 60 1.23±0.11** 0.79±0.03*

注:与正常组比较,##P<0.01,与模型组比较,*P<0.05,**P<

0.01。

2.3 各组大鼠血清Th17/Treg类细胞因子表达变

化

方差分析显示各组间的 TNF􀆼α、IL􀆼10、IL􀆼17

表达均存在统计学差异,其中一部分存在显著差异。

TNF􀆼α:模型组血浆TNF􀆼α浓度显著升高,与模型

组相比,雷公藤多苷组、中剂量组、高剂量组血浆

TNF􀆼α浓度显著降低(P<0.05~0.01),低剂量组

有降低趋势但无显著性差异。IL􀆼10:和正常组相

比,模型组显著升高(P<0.01);和模型组相比,雷
公藤多苷组、中剂量组、高剂量组显著降低P<0.05
~0.01),低剂量组有降低趋势但无显著性差异;IL􀆼
17:和正常组相比,模型组显著升高(P<0.01);和
模型组相比,雷公藤多苷组、中剂量组、高剂量组显

著降低P<0.05~0.01),低剂量组有降低趋势但无

显著性差异。见表2。

2.4 免疫组织化学检测关节滑膜组织IL􀆼10、IL􀆼17
表达

免疫组织化学分析结果显示,IL􀆼10、IL􀆼17主要

位于滑膜衬里细胞层及血管周围。方差分析显示各

组间的IL􀆼10、IL􀆼17表达均存在统计学差异,其中

一部分存在显著差异。和正常组相比,模型组IL􀆼
10显著升高(P<0.01),和模型组相比,雷公藤多苷

组、中剂量组、高剂量组显著降低P<0.05~0.01),
低剂量组有降低趋势但无显著性差异(P>0.05)。
和正常组相比,模型组IL􀆼17显著升高(P<0.01),
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与模型组相比,雷公藤多苷组、中剂量组、高剂量组

显著降低P<0.05~0.01),低剂量组有降低趋势但

无显著性差异,见图2~3,表3。

表2 不同组别Th17/Treg类细胞因子表达变化(􀭺x±s,n=6)

组别 剂量/(mg·kg-1)TNF􀆼α/(pg·mL-1)IL􀆼10/(pg·mL-1)IL􀆼17/(pg·mL-1)
正常组 - 7.32±1.08 15.21±0.66 90.17±12.11
模型组 - 36.25±8.39## 7.13±0.59 300.50±19.15##

雷公藤多苷组 10 19.25±5.63** 11.31±0.027** 190.57±019.16**

低剂量组 15 33.46±9.76 8.21±0.73 279.18±30.02
中剂量组 30 27.61±7.64* 9.27±0.82* 236.71±33.23*

高剂量组 60 20.56±5.9** 10.15±0.92** 213.28±27.86**

      注:与正常组比较,##P<0.01;与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01。

            正常组            模型组         雷公藤多苷组

          栀子苷15mg/kg      栀子苷30mg/kg        栀子苷60mg/kg

图2 各组关节滑膜组织IL􀆼10免疫组化图片

            正常组            模型组         雷公藤多苷组

          栀子苷15mg/kg      栀子苷30mg/kg        栀子苷60mg/kg

图3 各组关节滑膜组织IL􀆼17免疫组化图片

表3 大鼠关节滑膜IL􀆼10、IL􀆼17免疫组化半定量

分析结果(􀭺x±s,n=6)

组别
剂量/

(mg·kg-1)
IL􀆼10 IL􀆼17

正常组 - 0.0251±0.0031 0.0105±0.0034
模型组 - 0.0123±0.0037##0.0394±0.0055##

雷公藤多苷组 10 0.0223±0.0045**0.0266±0.0043**

低剂量组 15 0.0148±0.0039 0.0341±0.0051
中剂量组 30 0.0197±0.0033* 0.0316±0.0037*

高剂量组 60 0.0215±0.0051**0.0297±0.0045**

注:与正常组比较,##P<0.01;与模型组比较,*P<0.05,**P<

0.01。

3 讨论

RA是一种主要临床表现为滑膜细胞肿瘤样增

生、血管异常增生、炎性细胞向关节软骨及附近组织

浸润的全身性免疫疾病,其主要病理特征为关节滑

膜慢性炎症[5]。RA的发病机制尚未完全明确,研
究表明免疫细胞及细胞因子相互作用在其发生和发

展的过程中有重要作用,前期认为Th1在RA的发

病过程中占主要地位,但越来越多的研究结果提示

Treg和Th17细胞同样有着重要的影响。Treg是

—205— 南京中医药大学学报2018年9月第34卷第5期



T细胞亚群中具有免疫抑制活性的一类,Treg细胞

通过释放细胞因子IL􀆼10等降低炎症因子的产生及

抗体分泌,发挥免疫效应;Foxp3是Treg的特异性

标记物,其持续表达是维持 Treg活性的关键因

素[6]。Treg细胞数量或功能的改变可对 RA的产

生很重要的影响[7],一些研究已经证实,和健康人群

相比早期 RA 患者的外周血中的 Treg的数量更

低[8]。Th17细胞主要分泌IL􀆼17,还能分泌 TNF􀆼
α、IL􀆼21等,ROR􀆼γt是Th17细胞特异性的转录调

控因子,其作为促进细胞分化的关键转录调节因子

参与了体外细胞因子诱导的Th17细胞的分化以及

体内Th17细胞介导的炎症反应。研究发现RA患

者关节滑液中IL􀆼17的含量明显升高[9],在RA发

生发展过程中,IL􀆼17起着重要的作用,IL􀆼17不仅

对组织炎症具有明显的促进作用,而且能够对细胞

外基质损伤起到促进愈合作用,IL􀆼17能抑制蛋白聚

糖及胶原等修复基质的成分,加重骨损伤[10]。在

RA的发病中的免疫细胞比例异常的主要原因之一

是机体 Th17/Treg的失衡和相关细胞因子的异

常[11]。牛倩[12]等发现随着RA活动性的增加,患者

外周血细胞中Th17细胞的比率增加,Treg细胞的

比率降低,RA患者体内的免疫抑制效应减弱而免

疫炎性效应增强,二者作用导致外周血T细胞亚群

紊乱,破坏外周免疫耐受,促进疾病的发生发展。
本研究采用CIA模型,建模完成后通过病理学

观察发现模型组大鼠关节滑膜组织重度增生,滑膜

层变厚,排列紊乱,大量中性粒细胞、淋巴细胞和单

核细胞浸润,软骨重度缺失,检测大鼠血清 TNF􀆼α
显示模型组大鼠TNF􀆼α水平显著升高,提示模型建

立成功。本研究考察栀子苷对类风湿性关节炎大鼠

外周血Th17/Treg平衡和关节滑膜炎症细胞因子

的影响。结果表明,CIA模型大鼠的 Th17细胞比

率明显升高,Treg细胞比率明显降低,栀子苷中、高
剂量组及阳性药对照组可以显著地降低Th17细胞

比率,同时栀子苷中、高剂量组及阳性药对照组可以

显著上调 Treg细胞比率。低剂量组的 Th17和

Treg的趋势和其他剂量组一样,但无显著性差异,

结合检测结果,栀子苷中、高剂量组和阳性药组治疗

后,大鼠血清中TNF􀆼α、IL􀆼17以及关节滑膜中IL􀆼
17表达明显降低,同时可明显上调血清和关节滑膜

中IL􀆼10水平。综上所述,提示栀子苷可抑制Th17
细胞分化,促进 Treg细胞生成,诱导免疫耐受,对

CIA大鼠外周Th17/Treg失衡起到调节作用,可重

新建立体内免疫稳态。这可能是其抑制RA的炎症

反应、延缓病理进展、防止关节畸变等重要药效的机

制之一。
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