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摘要:目的 研究七味通痹口服液(QWTB)对胶原诱导关节炎(Collagen􀆼inducedarthritis,CIA)大鼠模型的治疗作用及其机

制。方法 大鼠右侧足趾和尾根部皮下多点注射弗氏完全佐剂和Ⅱ型胶原混合物复制大鼠CIA模型,成模后随机分为模型

组,QWTB12.20、6.10、3.05g/kg3个剂量组和醋酸地塞米松(0.893mg/kg)组(地米组),另设空白对照组。21d后,在尾根部

皮下注射进行激发免疫,14d后处死。观察QWTB对大鼠足趾容积,继发病变,血清中TNF􀆼α、IL􀆼1α、IL􀆼17水平及关节滑膜

NF􀆼κB、RANK、RANKL蛋白表达的影响。结果 QWTB3个剂量均可不同程度地抑制关节炎大鼠足趾肿胀度,减轻继发病

变,降低炎性细胞因子和滑膜NF􀆼κB、RANK、RANKL蛋白表达,其中12.20、6.10g/kg剂量组与模型组比较均有显著性差异

(P<0.05~0.01)。结论 QWTB可以通过下调炎性细胞因子水平,抑制骨损伤,减轻CIA大鼠关节病变。

关键词:七味通痹口服液;胶原诱导关节炎;炎性细胞因子;RANK/RANKL
中图号:R285.5 文献标志码:A 文章编号:1672 0482(2018)03 0287 05
DOI:10.14148/j.issn.1672􀆼0482.2018.0287

TheEffectonRheumatoidArthritisRatsofQiweiTongbiOralLiquidBasedonNF􀆼κBandRANK
BAODong􀆼qiao1 XUBin1 LINChao1 QIANXing1 YAOYuan1 ZHANGYa􀆼yun1 MAZhi1 BIANHui􀆼min1 2*

 1 JiangsuKeyLaboratoryforPharmacologyandSafetyEvaluationofChineseMateriaMedica Nanjing 210023 Chi-
na 2 SchoolofPharmacy NanjingUniversityofChineseMedicine Nanjing 210023 China 
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  类风湿关节炎(Rheumatoidarthritis,RA)是一

种自身免疫性疾病,其主要病理变化为关节滑膜慢

性炎症、炎性细胞浸润、血管翳形成并向邻近骨组织

侵蚀、细胞外基质发生降解,导致骨质破坏、关节畸

形和功能丧失。由于RA的作用机制尚不明确,现
代医学方法难以治愈,大多药物毒副作用显著,长期

用药依从性较差。而在临床,使用中药治疗该病疗

效显著且副作用少。七味通痹口服液(QWTB)是

临床有效验方开发的中药复方口服液。为进一步证

实该方的药理作用,我们设计了本实验,以期为临床

应用提供依据。

1 材料与方法

1.1 动物

SD大鼠,雄性,体质量(160±20)g,由上海斯莱

克实验动物有限公司提供,许可证号:SCXK(沪)

2012􀆼0002,大鼠适应性饲养1周后开始造模。
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1.2 药物及试剂

①QWTB:蚂蚁30g,青风藤35g,鸡血藤28g,
鹿衔草35g,石楠藤35g,千年健35g,威灵仙28g,
制备成棕褐色液体,气味芳香,每1mL含2.26g生

药,批号:20130501。原液稀释成每1mL含生药量

为1.22、0.61、0.31g3种浓度,冷藏备用。②Ⅱ型胶

原、弗氏完全佐剂、弗氏不完全佐剂,均购自美国

chondrex公司,批号:130042、130021、130097。③
醋酸地塞米松片剂,规格:0.75mg/片,天津药业新

郑制药有限公司,批号:131212,用0.5%CMC􀆼Na
配制成0.0893mg/mL的混悬液。④TNF􀆼α、IL􀆼
1α、IL􀆼17ELISA试剂盒,武汉伊莱瑞特生物科技有

限公司,批号:E􀆼EL􀆼R0019、E􀆼EL􀆼R0011、E􀆼EL􀆼
R0566。

1.3 模型复制方法

将Ⅱ型胶原乳液与弗氏完全佐剂(CFA)等体

积混合成乳液,每只大鼠在右侧足趾注射0.05mL,
尾根部皮下多点注射0.15mL,使得每只免疫的胶

原量为 2μg。造 模 后 随 机 分 为 模 型 组,QWTB
3.05、6.10、12.20g/kg3个剂量组和醋酸地塞米松

0.893mg/kg组(地米组),共5组。另取10只大鼠

将弗氏不完全佐剂(IFA)以同样方法注射,使之成

为空白对照组(对照组)。QWTB组和地米组给予

对应浓度的药物,模型组和空白对照组给予0.5%
CMC􀆼Na,每100g体质量灌胃给药1.0mL。

激发免疫:于首次免疫21d后,将Ⅱ型胶原乳

液与弗氏完全佐剂(CFA)等体积混合成乳液,剂量

减半,每只大鼠尾根部皮下多点注射0.15mL,使得

每只免疫的胶原量为1μg。给药并观察继发病变

14d后,10%水合氯醛麻醉,颈动脉取血,离心留取

血清-20℃保存备检,取膝关节和踝关节的滑膜-
70℃冻存备用。

1.4 观察指标及检测方法

1.4.1 足趾肿胀度 造模前用记号笔在大鼠右后

肢踝关节周围作标记,用XLS􀆼7A足趾容积测量仪

测量容积作为正常值,激发免疫前同法测量左足容

积作为对照。第1次免疫后每天测量右足趾容积,
第2次激发免疫后隔天观察继发病变左足趾容积变

化:肿胀度=不同时间点检测值-基础值。

1.4.2 ELISA 试剂盒检测炎性细胞因子 按照

ELISA试剂盒操作说明书,检测血清中TNF􀆼α、IL􀆼
1α、IL􀆼17的含量。

1.4.3 免疫组化、Westernblot检测关节滑膜 NF􀆼
κB水平 免疫组化方法:取下滑膜存放于福尔马

林,脱水,石蜡包埋。切片,烤片60℃,1h,然后脱

蜡及复水。1份30%双氧水加10份蒸馏水,室温

10min,蒸馏水洗3次,每次3min。将切片浸入0.
01mol/L枸橼酸缓冲液,微波中加热至沸腾(98~
100℃),冷却(约5~10min),反复2次。将切片自

然冷却至室温,PBS洗涤3次,每次5min。封闭,

5%BSA,室温20min,甩去多余液体。滴加一抗,37
℃,1h后,PBS洗涤3次,每次3min。滴加二抗,37
℃,15~30min,PBS洗涤3次,每次3min,滴加

SABC,37℃,30min,PBS洗涤3次,每次5min,1
mL蒸馏水中分别滴加显色剂,混匀。DAB显色剂

配置好后,滴加于切片,室温,镜下检测反应时间(约

5min)。自来水冲洗干净,过蒸馏水。苏木素复染

2min,自来水冲洗。脱水,树胶封片,镜检、摄片。
每张切片随机观察5个高倍视野,应用ImagePro
Plus5.0图像分析系统进行处理,随机选择,自动采

点分析,测得阳性细胞积分吸光度值,分析比较各组

NF􀆼κB表达量的变化(积分吸光度值越高,表示阳

性细胞区域越大或信号越强)。

Westernblot方法:取冻存的关节滑膜,用裂解

液裂解细胞,提取细胞总蛋白并进行电泳,而后将蛋

白转移至硝酸纤维素膜上,置于含脱脂奶粉的封闭

液室温封闭1~2h。TBST洗膜,加入一抗孵育1
h,TBST洗膜后加入二抗室温孵育1h,TBST洗

膜。用显影液进行显色反应。以β􀆼actin为内参,实
验均重复3次。

1.5 统计学方法

实验数据采用SPSS13.0统计软件进行分析,
计量资料均以􀭺x±s表示,组间比较用两样本均数

的t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 QWTB对大鼠免疫后右足肿胀度的影响

首次免疫1h后,对照组轻微肿胀,模型大鼠右

足趾肿胀明显,随时间的延长逐渐加重,至第5天肿

胀达到高峰,随后肿胀逐渐减轻,至实验结束仍未完

全消退,与对照组比较有显著性差异(P<0.05~
0.01)。各给药组均有不同程度的抑制足趾肿胀的

作用,地米组从6h起,QWTB6.10、12.20g/kg剂

量从24h起,3.05g/kg剂量从72h起与模型组比

较有显著性差异(P<0.05~0.01),见表1。
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表1 QWTB对大鼠胶原性关节炎足趾肿胀度的影响(􀭺x±s,mL,n=10)
组别 剂量/(g·kg-1) 基础值 1h 3h 6h 12h 24h 48h 72h 5d

对照组 - 1.71±0.20 2.12±0.26 2.17±0.26 2.24±0.25 2.35±0.29 2.23±0.13**2.29±0.12**2.34±0.11**2.39±0.16**

模型组 - 1.68±0.08 1.98±0.14 2.09±0.13 2.21±0.19 2.61±0.26 2.63±0.26 2.60±0.17 2.72±0.12 2.87±0.22
地米组 8.928×10-4 1.69±0.10 1.98±0.18 1.96±0.17 1.98±0.22* 1.97±0.24**2.24±0.29**2.02±0.20**2.11±0.16**1.95±0.15**

QWTB组 3.05 1.72±0.23 1.99±0.19 2.07±0.20 2.31±0.28 2.53±0.28 2.48±0.22 2.50±0.24 2.49±0.18** 2.63±0.34
6.10 1.68±0.23 1.87±0.23 2.02±0.22 2.22±0.26 2.54±0.24 2.36±0.25* 2.41±0.19* 2.46±0.13**2.48±0.14**

12.20 1.78±0.14 1.91±0.16 2.06±0.18 2.24±0.24 2.58±0.37 2.45±0.23 2.54±0.21 2.44±0.14**2.32±0.17**

组别 剂量/(g·kg-1) 6d 7d 8d 9d 10d 11d 12d 13d 14d
对照组 - 2.40±0.14**2.35±0.15**2.31±0.16**2.26±0.18**2.28±0.17**2.32±0.12**2.31±0.13**2.32±0.15**2.35±0.13**

模型组 - 2.87±0.30 2.91±0.29 2.87±0.31 2.84±0.29 2.85±0.22 2.85±0.18 2.82±0.16 2.81±0.14 2.85±0.17
地米组 8.928×10-41.87±0.12**1.84±0.13**1.82±0.14**1.81±0.14**1.87±0.12**1.91±0.12**1.82±0.08**1.76±0.08**1.69±0.09**

QWTB组 3.05 2.73±0.42 2.65±0.41 2.55±0.34* 2.49±0.35* 2.47±0.31** 2.53±0.32* 2.50±0.31* 2.53±0.31* 2.54±0.28**

6.10 2.41±0.21**2.47±0.17**2.48±0.23**2.45±0.24** 2.45±0.27* 2.47±0.26**2.46±0.23**2.44±0.25**2.44±0.26**

12.20 2.28±0.20**2.32±0.14**2.27±0.09**2.22±0.09**2.21±0.08**2.26±0.12**2.29±0.14**2.27±0.13**2.27±0.13**

组别 剂量/(g·kg-1) 15d 16d 17d 18d 19d 20d 21d
对照组 - 2.38±0.09**2.39±0.17**2.39±0.13**2.38±0.12**2.39±0.10**2.37±0.13**2.36±0.13**

模型组 - 2.84±0.19 2.85±0.17 2.85±0.16 2.84±0.16 2.85±0.17 2.85±0.18 2.87±0.19
地米组 8.928×10-41.72±0.06**1.75±0.10**1.79±0.11**1.80±0.12**1.82±0.13**1.82±0.13**1.81±0.14**

QWTB组 3.05 2.55±0.30**2.54±0.32**2.53±0.32**2.54±0.32**2.53±0.24**2.54±0.26**2.50±0.28**

6.10 2.48±0.29**2.42±0.27**2.44±0.27**2.42±0.26**2.45±0.24**2.44±0.24**2.43±0.24**

12.20 2.28±0.09**2.29±0.11**2.28±0.08**2.30±0.12**2.30±0.12**2.30±0.14**2.24±0.13**

  注:与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01。

2.2 QWTB对Ⅱ胶原激发后大鼠继发病变(CIA)
的影响

激发后第2天大鼠产生继发病变,左足趾开始

肿胀,随时间的延长逐渐加重,至第6天肿胀达到高

峰,随后肿胀度略有下降,观察至实验结束足趾肿胀

仍未完全消退,与对照组比较有显著性差异(P<
0.05~0.01)。各给药组均有不同程度的抑制继发病

变的作用,与模型组比较有显著性差异(P<0.05~
0.01),见表2。

表2 QWTB对Ⅱ胶原激发后大鼠继发病变(CIA)的影响(􀭺x±s,mL,n=10)

组别 剂量/(g·kg-1) 4d 6d 8d 10d 12d 14d
对照组 - 0.05±0.06** 0.07±0.09** 0.05±0.14** 0.009±0.13**-0.04±0.17**-0.05±0.16**

模型组 - 0.65±0.34 0.72±0.32 0.73±0.32 0.68±0.32 0.65±0.33 0.58±0.30
地米组 8.928×10-4 0.23±0.12** 0.22±0.11** 0.21±0.09** 0.18±0.09** 0.16±0.09** 0.15±0.09**

QWTB组 3.05 0.38±0.46 0.51±0.63 0.48±0.62 0.45±0.57 0.41±0.51 0.38±0.49
6.10 0.20±0.24** 0.40±0.32 0.42±0.30 0.33±0.28* 0.24±0.24* 0.19±0.21**

12.20 0.32±0.25* 0.41±0.34 0.33±0.27* 0.19±0.22** 0.11±0.19** 0.03±0.17**

  注:与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01。

2.3 QWTB对炎性细胞因子水平的影响

造模后模型组大鼠IL􀆼1α、IL􀆼17、TNF􀆼α等炎

性细胞因子水平均明显升高,与对照组比较均有显

著性差异(P<0.01)。各给药组均可降低IL􀆼1α、IL􀆼
17、TNF􀆼α等细胞因子水平,与模型组比较有显著

性差异(P<0.05),且呈剂量依赖性,见表3。
表3 QWTB对CIA大鼠炎性细胞因子水平的影响(􀭺x±s,pg·mL-1,n=10)

组别 剂量/(g·kg-1) IL􀆼1α IL􀆼17 TNF􀆼α
对照组 - 75.40±10.62** 36.31±8.71** 82.69±12.47**

模型组 - 169.70±22.17 71.26±13.25 173.67±30.35
地米组 8.928×10-4 82.99±9.16** 41.49±7.79** 96.25±10.78**

QWTB组 3.05 121.98±9.70** 57.20±7.23** 122.37±11.97**

6.10 99.19±8.98** 53.76±4.73** 104.85±9.44**

12.20 91.45±6.48** 44.95±5.68** 107.74±6.33**

       注:与模型组比较,**P<0.01。

2.4 QWTB对 CIA 大鼠关节滑膜蛋白 NF􀆼κB、

RANK、RANKL表达的影响

Westernblot结果见图1,造模后模型组大鼠的

NF􀆼κB、RANK、RANKL表达明显升高,与对照组比
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较有显著性差异(P<0.01)。QWTB组与地米组均

可不同程度地抑制 NF􀆼κB、RANK、RANKL的表

达,与模型组比较,具有显著性差异(P<0.01)。免

疫组化结果见图2,结果表明造模后大鼠关节滑膜

NF􀆼κB、RANK、RANKL的表达明显升高,与对照组

比较,有显著性差异(P<0.01);地米组和QWTB组

12.20g/kg 剂 量 组 均 可 抑 制 NF􀆼κB、RANK、

RANKL的表达,与模型组比较有显著性差异(P<
0.05~0.01)。

注:与模型组比较,**P<0.01。􀭺x±s,n=3。

图1 QWTB对CIA大鼠NF􀆼κB、RANK、RANKL蛋白水平的影响

注:A.NF􀆼κB;B.RANK;C.RANKL;与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01。􀭺x±s,n=3。

图2 免疫组化检测QWTB对CIA大鼠NF􀆼κB、RANK、RANKL的影响(×100)

3 讨论

RA在祖国医学中称为痹症,亦称其为“尪痹”
或“顽痹”。其病因多为先天不足或后天失养,肾虚

不能濡养肝木,筋骨失养而成骨松筋挛,关节变形不

得屈伸。尪痹发病关键在于风寒湿邪入肾伤骨,骨
质受损,关节变形。久病不愈,病邪深入,常累及于

肝肾,寒湿、痰浊、瘀血,互为胶结、凝聚不散,导致骨

损筋挛肉削,使病情日益加重[1]。QWTB由蚂蚁、
鸡血藤、鹿衔草、青风藤、石楠藤、千年健、威灵仙等

7味中药组成,蚂蚁、鸡血藤、鹿衔草可补益肝肾、补
血活血,发挥补充正气的作用。而青风藤、石楠藤、
千年健、威灵仙可祛风除湿、通络止痛,抵抗外邪入

侵导致的气血痹阻不通。诸药配伍,标本兼顾,主治

肝肾不足,风湿阻络引起的关节损伤。实验结果表

明QWTB可以有效控制模型大鼠关节原发和继发

炎症,对大鼠关节组织具有良好的保护作用。

RA的治疗主要是在早期疾病过程中能够有效

减轻炎症和抑制骨破坏[2]。RA患者血清内炎性细

胞因子是导致关节滑膜炎症的主要原因,直接造成

滑膜坏死、充血水肿、过度增生等病理变化[3]。核转

录因子NF􀆼κB的活化是RA滑膜的共同特征,能调

节多种炎症反应相关基因的转录水平[4],在RA发

病初始和炎症持续过程中起到重要作用[5]。研究表

明,抑制NF􀆼κB的活化可抑制多种炎性细胞因子的

表达[6]。另外,白细胞介素在炎症环境下大量增加,

损伤关节滑膜[7],促进血管生成,产生血管翳[8]。如

IL􀆼1α可增强TNF超家族与其他白介素细胞家族

的表达,还能诱导各类炎性细胞因子产生[9]。IL􀆼17
是T细胞源性促炎因子,可刺激成纤维细胞分泌炎

症因子,进一步激活NF􀆼κB的转录活性。目前认为
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IL􀆼17促进RA骨破坏的机制可能包括诱导IL􀆼1和

TNF􀆼α产生,间接加剧关节破坏。此外,RA造成的

骨破坏,主要由破骨细胞(Osteoclast,OC)过度表达

所致,而IL􀆼17与IL􀆼1之间存在着交叉调控的作

用,并直接刺激 OC前体的分化与活化[10]。OC过

度表达打破原先骨生成与破坏的动态平衡,使平衡

向破骨方向移动,是骨破坏的最直接因素。TNF􀆼α
与多种疾病相关,在RA中直接促进炎症发生[11],
在其他炎性因子存在的环境下加速了炎症进行,并
诱导OC前体分化[12]。TNF的两个主要激活途径

是NF􀆼κB和丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)通路,并
且两者在破坏性关节炎的发病机制中的作用已被报

道[13]。在本实验中,QWTB有效抑制了IL􀆼1α、IL􀆼
17、TNF􀆼α、NF􀆼κB的表达,减轻了炎细胞浸润、滑膜

变性、充血水肿等病理状况,使得炎症和骨组织破坏

减轻。

RANKL与RANK受体在破骨细胞前体和成

熟的破骨细胞表面上结合,导致破骨细胞分化和激

活[14]。而造模后 RA 发生时,即可诱导其膜上的

RANKL表达。RANK是 RANKL的唯一信号受

体,两者结合后即可将信号传入破骨前体细胞,并通

过引起级联扩增反应而促使破骨细胞分化、成熟。

RANK和RANKL过度表达,导致破骨细胞过度分

化,打破原有成骨细胞与破骨细胞相对平衡,使得破

骨细胞数量增多、作用增强,表现为RA中的关节损

伤。而RANK又是NF􀆼κB信号通路激活的重要参

与者,RANKL与RANK结合后,诱导下游转录因

子NF􀆼κB活化,促进破骨相关基因表达[15]。在本

实验中,QWTB有效抑制了RANK、RANKL的表

达,减少NF􀆼κB信号通路激活,阻止破骨细胞过度

分化,使得骨组织破坏减轻。
目前,大多数药物在治疗炎症与骨质流失时难

以兼顾,而本实验表明QWTB能够同时控制RA病

程中的炎症和骨损伤,且毒副作用小,较之醋酸地塞

米松,有自身的优势,更适合临床长期使用。
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