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类风湿性关节炎（

RA

）是一种慢性 、进行性 、

迁延性的自身免疫性疾病， 发病以小关节对称性

疼痛、肿大、变形为特征，多数患者可有永久性骨

质破坏，并可出现关节外损伤。 对于

RA

的发病机

制目前仍未明确， 而细胞因子是公认的关节炎症

损伤的重要介质

[1]

。 前期研究表明，三痹汤能降低

佐剂性关节炎（

AA

）大鼠关节滑膜内的基质金属

蛋白酶

-3

（

MMP-3

）及明胶酶

-B

、血清

CXCR3

及

CXCR4 mRNA

的水平 ，抑制关节炎症 ，减轻足肿

胀

[2-3]

。 本研究观察三痹汤对

AA

大鼠膝关节滑膜

组织病理改变的影响， 并从细胞因子角度探索其

治疗机制。

1

实验材料

1.1

实验动物 雌性清洁

Wistar

大鼠

60

只，

6～8

周龄，体重（

180±20

）

g

，购于黑龙江中医药大学实验

动物中心，合格证为黑动字第

P00102005

，在通风、

温度适宜的动物室内常规饲养。

1.2

药品与试剂 三痹汤药物组成：川续断、杜仲、

防风、肉桂、细辛、人参、白茯苓、当归、白芍、甘草各

30g

，秦艽、生地黄、川芎、川独活各

15g

，黄芪、川牛

膝各

30g

， 上述中药材均购于黑龙江中医药大学附

属第一医院； 注射用弗氏完全佐剂 （

FCA

）， 美国

Sigma

公司； 雷公藤多苷片， 黄石飞云制药有限公

司 ；

Rabbit Anti -TNF alpha

、

Rabbit Anti -MCP1

、

Rabbit Anti -RANTES

、

Rabbit Anti -TGF beta1

、

Rabbit Anti-17

， 北京博奥森生物技术有限公司；二

抗试剂盒， 北京中杉金桥生物技术有限公司；

10％

EDTA

脱钙液，

Biotpped

公司。

1.3

实验仪器与设备 光学显微镜，日本

Olympus

公司 ；

-80℃

低温冰箱 ，

Thermo

牌 ；微波炉 ，广东

美的环境电器制造有限公司 ；切片机 ，美国

AO

公司 ；

BMJ-B

包埋机 ，常州市中威电子仪器有限

公司 ；电热恒温水浴箱 ，江苏省金坛市医疗仪器

厂。
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摘 要 目的：观察三痹汤对佐剂性关节炎大鼠膝关节滑膜组织内的病理变化及关节滑膜组织中肿瘤坏死因子

-α

（

TNF-α

）、单核细胞趋化蛋白（

MCP-1

）、调节活化蛋白（

RANTES

）、转化生长因子

-β

（

TGF-β

）、白介素

-17

（

IL-17

）表达的

影响，探讨其作用机制。方法：采用随机数字表法将所有大鼠分为空白对照组、模型对照组、三痹汤高剂量组、三痹汤中剂

量组、雷公藤对照组，每组

12

只，除空白对照组外余

4

组均用弗式完全佐剂诱导佐剂性关节炎大鼠模型。造模后

8d

开始

灌胃给予相应药物或生理盐水，连续给药

21d

。 于实验期间每周对各组大鼠进行关节炎症评分；治疗结束后处死大鼠，取

双侧膝关节滑膜组织，光镜下观察关节滑膜病理变化，免疫组化检测关节滑膜

TNF-α

、

MCP-1

、

RANTES

、

TGF-β

、

IL-17

的表达。 结果：与空白对照组比较，造模后各组大鼠关节滑膜组织炎性改变严重，经三痹汤或雷公藤治疗后，病理改变明

显改善。 与模型对照组比较，三痹汤高剂量组原发足于第

3

周后、继发足于第

2

周后关节炎症评分明显减少（

P＜0.05

）；与

雷公藤对照组比较，三痹汤高剂量组于第

2

周时继发足关节炎症评分明显降低（

P＜0.05

）。 与空白对照组比较，各组大鼠

滑膜

TNF-α

、

MCP-1

、

RANTES

、

TGF-β

和

IL-17

表达明显增加（

P＜0.05

）；与模型对照组比较，三痹汤中、高剂量和雷公藤

能下调滑膜组织中

TNF-α

、

MCP-1

、

RANTES

、

IL-17

表达，上调

TGF-β

表达，差异均具有统计学意义（

P＜0.05

）；与雷公藤

对照组比较，三痹汤中剂量组

MCP-1

表达明显增高（

P＜0.05

），

TGF-β

、

IL-17

表达明显降低（

P＜0.05

），三痹汤高剂量组

RANTES

、

IL-17

表达明显降低 （

P＜0.05

）。 结论： 三痹汤通过下调关节滑膜

TNF-α

、

MCP-1

、

RANTES

、

IL-17

表达， 上调

TGF-β

表达，从而抑制细胞炎性因子，减轻关节肿胀及滑膜细胞增生，进而延缓关节损伤。
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空白对照组 模型对照组 三痹汤高剂量组

三痹汤中剂量组 雷公藤对照组

图

1

各组大鼠滑膜组织病理变化（

HE

染色，

×200

）

表

1

各组大鼠实验各时期原发足关节炎症评分比较（

x±s

） 分

组别

动物数

（只）

关节炎症评分

第

4

周第

2

周 第

3

周第

1

周第

0

周

模型对照组

12 1.58±0.51 2.66±0.49 2.41±0.51 2.00±0.60 1.58±0.51

雷公藤对照组

2.66±0.65 2.16±0.38 1.58±0.51 0.75±0.62

*

12 1.66±0.49

三痹汤中剂量组

12 1.75±0.45 2.66±0.49 2.33±0.49 1.66±0.49 0.75±0.45

*

三痹汤高剂量组

12 1.75±0.45 2.58±0.51 2.25±0.45 1.41±0.66

*

0.66±0.49

*

注：与模型对照组比较，

*P＜0.05

。

2

实验方法

2.1

药物制备 三痹汤药液制备：所有中药材用三

倍量的水浸泡

1h

后，煎煮

2

次，第

1

次煎

3h

，第

2

次煎

2h

，

2

次煎煮液混合后，煎煮浓缩。 雷公藤混悬

液制备：将雷公藤多苷片研末，用生理盐水配制成

混悬液，

1mL

雷公藤混悬液含有雷公藤多苷片

1mg

。

2.2

分组与造模

60

只大鼠采用随机数字表法分

为空白对照组、模型对照组、三痹汤高剂量组、三痹

汤中剂量组、雷公藤对照组，每组

12

只。 除空白对

照组外，其余各组大鼠制作

AA

模型

[4]

：临用前从冰

箱取出

FCA

，充分振荡、均匀，大鼠常规消毒后将其

右后肢拉直，用

1mL

注射器针头于右后足跖中部皮

内注射，每只大鼠注射

0.1mL FCA

。 所有动物造模

成功

[5]

。

2.3

给药方法 按人、大鼠给药剂量体表面积折算

公式计算出给药剂量。 于第

0

周时开始造模，造模

后第

8

天（第

1

周时）灌胃给药，三痹汤中剂量组给

予中药汤液

1.73g/

（

kg

·

d

）， 三痹汤高剂量组予中药

汤液

3.46g/

（

kg

·

d

）， 雷公藤对照组给予雷公藤混悬

液

9.45mg/

（

kg

·

d

）

,

空白对照组和模型对照组灌服同

体积生理盐水，各组均连续给药

21d

。

2.4

观察指标

2.4.1

关节炎症评分 实验期间每周记录各组大

鼠后肢踝关节病变程度，对关节炎症进行评分。 全

身病变按大鼠多发性关节炎全

身病变

5

级评分记录法进行评

分

[6]

。

0

分：无红肿；

1

分：小趾关

节红斑或轻度肿胀；

2

分：趾关节

和趾跖关节中度肿胀；

3

分：踝关

节以下的足爪肿胀；

4

分：包括踝

关节在内全部足爪肿胀。 累计后

肢关节的得分为每只大鼠的评

分，最高为

16

分。

2.4.2

光镜观察关节病理变化

造模后

28d

处死大鼠，取双侧

膝关节， 完整剥离滑膜组织，用

刀片完整切下 ，

4%

多聚甲醛固

定

2h

，

10%EDTA

脱钙

1

周 ，梯

度酒精脱水，二甲苯透明，石蜡

包埋，

HE

常规染色，于光学显微

镜下观察病理形态学改变。

2.4.3

免疫组化检测关节滑膜

TNF-α

、

MCP-1

、

RANTES

、

TGF-

β

、

IL-17

的表达 免疫组化方法

的具体步骤按试剂盒操作，由黑

龙江中医药大学附属第一医院

病理科协助完成。 图像结果分析方法：采用

Image-

ProPlus6.0

彩色病理图像分析软件， 对每张片进行

累积光密度值测定。

2.5

统计学方法 采用

SPSS17.0

统计软件， 计量

资料以（

x±s

）表示；多组间比较用单因素方差分析，

多组间的两两比较用 q 检验，检验水准为

P＜0.05

。

3

实验结果

3.1

关节及滑膜病理变化 空白对照组大鼠滑膜

组织未见增生及血管翳形成，软骨细胞排列整齐，

关节面光滑，关节间隙未见异常，无软骨、骨结构

的破坏。 模型对照组大鼠滑膜及关节组织中有大

量炎性细胞浸润， 滑膜增生且有大量的血管翳形

成，广泛的软骨及骨破坏，关节面粗糙，关节间隙

明显变小。 三痹汤高剂量组大鼠滑膜可见散在炎

性细胞浸润，未见增生，少量血管翳形成，细胞排

列尚整齐，软骨及骨破坏较少，关节面尚光滑 ，关

节间隙稍变小。 三痹汤中剂量组大鼠滑膜及关节

组织中可见炎性细胞浸润，滑膜组织增生，少量血

管翳形成，软骨及骨轻度破坏，其中有少数关节软

骨的侵蚀破坏，关节面略粗糙，关节间隙稍变小。

雷公藤对照组大鼠滑膜轻微增生， 少量炎性细胞

浸润及血管翳形成， 关节软骨及骨变化与三痹汤

高剂量组相当。 见图

1

。

3.2

各组大鼠原发足关节炎症评分比较 见表

1

。
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3.3

各组大鼠继发足关节炎症

评分比较 见表

2

。经药物治疗

后， 各给药组大鼠足关节炎症

评分均明显降低 （

P＜0.05

），三

痹汤高剂量组起效较快。

3.4

各组大鼠关节滑膜

TNF-

α

、

MCP -1

、

RANTES

、

TGF -β

、

IL-17

累积光密度表达的比较

见表

3

。

4

讨论

RA

是一种病因病机仍不

清楚的自身免疫性疾病，主要

累及周身关节，其病理改变是

因多种细胞因子分泌、炎症细

胞浸润，以致慢性关节滑膜炎

症损伤和骨质破坏

[1]

。

TNF-α

是机体免疫细胞被抗原激活后， 释放出来的参与

机体免疫反应的物质，由

Th1

细胞分泌，

TNF-α

与

相应受体结合后，促进一系列炎性细胞因子表达，

这些分子共同作用于内皮细胞， 促进白细胞进入

组织， 加剧滑膜炎症及血管翳的形成

[7-8]

。 此外，

TNF-α

通过聚集活化淋巴细胞， 促进滑膜巨噬细

胞和成纤维细胞的增生 ， 增强基质金属蛋白酶

（

MMP

）的活性，造成骨和软骨的直接损伤，

MMP-3

对滑膜的破坏在前期实验中已得到证实

[2]

。

MCP-1

由免疫及非免疫细胞分泌， 是一种常见的趋化因

子，在

AA

大鼠的血清及滑膜中均呈高表达（相关

研究结果待发表 ）， 滑膜的成纤维细胞在

IL-1

、

TNF-α

或

IFN-γ

的介导下合成

MCP-1

后，趋化单

核及淋巴细胞进入关节滑膜组织内， 通过

G

蛋白

耦联的胞膜受体与白细胞相互作用，趋化白细胞浸

润到组织损伤处，加重关节滑膜的炎性反应

[9-10]

。 有

实验表明，在注射

MCP-1

的兔关节内 ，发现滑膜

上有明显的巨噬细胞浸润，在

RA

患者的滑膜液中

检测到高滴度的

MCP-1

[11-13]

。

RNATES

主要由

T

细

胞产生，通过与相应细胞表面的

CC

亚族趋化因子

受体结合， 吸引

CD4

＋

及

CDRO45

＋

T

细胞， 趋化单

核、巨噬细胞，激活嗜碱、嗜酸粒细胞进入炎症反

应部位，导致细胞外基质大量堆积，使关节滑膜增

生受损， 在免疫应答及炎性反应等方面起重要作

用

[14-15]

。

TGF-β

是双向性、多效性的生长因子

[16]

，既

能抑制炎症反应又能促进炎症形成， 参与多种免

疫细胞的生长分化，抑制炎性细胞因子活性，减少

黏附于内皮细胞的中性粒细胞和

T

细胞

[17]

。 研究

发现

TGF-β

参与调节炎症过程

[16]

，是有效的免疫

抑制因子，有抗炎作用。 然而内源性的

TGF-β

刺

激细胞外基质分泌， 趋化单核巨噬细胞和成纤维

细胞，促进血管形成，对于

RA

的滑膜增生、炎性浸

润及纤维化等过程起致病作用

[18]

。

IL-17

主要由

Th17

、

Th1

细胞产生，是前沿性致炎细胞因子，能刺

激成纤维细胞分泌

IL-6

、

IL-8

及

TNF-α

等炎性细

胞因子，诱导滑膜及软骨细胞表达

MMP-1

，促进软

骨蛋白多糖及胶原降解，抑制软骨细胞合成基质，

刺激破骨细胞的生长，导致骨关节破坏

[19]

。

IL-17

还能刺激血管内皮细胞迁移以及血管索形成，促

进滑膜新生血管，形成血管翳，导致关节滑膜增生

损伤

[20-21]

，

KOHNO M

等

[22]

发现在

RA

患者关节滑

膜及滑膜液中有大量的

IL-17

表达， 前期研究证

实

IL-17

在

AA

大鼠血清中亦呈高表达（相关研究

结果待发表）。

RA

属中医痹证范畴，又称“顽痹”“历节风”等。

本病乃风寒湿邪痹着日久，导致肝肾不足、气血两

虚而成虚实夹杂之证。 三痹汤出于 《妇人大全良

方》，功能益气活血、补肾散寒、祛风除湿，主治肝肾

气血不足， 风寒湿邪侵袭而成痹者。 方中熟地、牛

膝、杜仲补益肝肾，四物汤和营卫养血，四君子汤益

气扶脾以祛邪扶正，细辛、独活通肾气、祛风寒，防

风、秦艽祛风湿，肉桂胜寒，诸药合用共奏补肝肾、

调气血、祛风湿、止痹痛之功。

本研究结果显示，与空白对照组比较，造模后

各组大鼠的关节滑膜有不同程度的炎性细胞浸润、

滑膜增生及血管翳形成，软骨及骨破坏，细胞因子

TNF-α

、

MCP-1

、

RANTES

、

TGF-β

和

IL-17

在滑膜

中呈高表达，提示模型制备成功。 与模型对照组比

较，三痹汤高剂量组原发足于实验第

3

周后、继发

足于第

2

周后关节炎症评分减少，三痹汤中、高剂

表

2

各组大鼠实验各时期继发足关节炎症评分比较（

x±s

） 分

组别

动物数

（只）

关节炎症评分

第

4

周第

2

周 第

3

周第

1

周第

0

周

模型对照组

12 0 0.75±0.45 1.16±0.57 1.50±0.52 0.58±0.51

雷公藤对照组

0.66±0.49 1.16±0.38 0.58±0.51

*

0.33±0.4912 0

三痹汤中剂量组

12 0 0.58±0.51 1.08±0.28 0.75±0.45

*

0.25±0.45

三痹汤高剂量组

12 0 0.41±0.51 0.75±0.45

*#

0.58±0.51

*

0.16±0.38

*

注：与模型对照组比较，

*P＜0.05

；与雷公藤对照组比较，

#P＜0.05

。

表

3

各组大鼠滑膜

TNF-α

、

MCP-1

、

RANTES

、

TGF-β

、

IL-17

累积光密度表达的比较（

x±s

）

空白对照组

组别

12

动物数（只）

1162.25±184.06

IL-17

三痹汤中剂量组

12 6938.08±500.39

△*#

三痹汤高剂量组

12 4935.00±502.00

△*#

模型对照组

12 29708.±1952.83

△

雷公藤对照组

12 7900.41±684.00

△*

1086.75±162.17 1586.83±127.54

TNF-α MCP-1

1028.66±153.46 767.66±186.86

RANTES TGF-β

17330.75±1354.18

△*

14204.0±1339.57

△*#

7483.50±485.04

△*

7979.17±708.02

△*#

14638.66±904.80

△*

8925.91±793.81

△*

5435.41±483.43

△*#

15312.75±1387.76

△*#

24744.25±3862.52

△

29263.83±1601.36

△

11172.08±958.72

△

5299.16±373.48

△

15895.83±1490.13

△*

9155.16±752.25

△*

7089.58.±303.23

△*

10362.75±1386.21

△*

注：与空白对照组比较，

△P＜0.05

；与模型对照组比较，

*P＜0.05

；与雷公藤对照

组比较，

#P＜0.05

。
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9

期

量 和 雷 公 藤 均 能 下 调 滑 膜

TNF -α

、

MCP -1

、

RANTES

、

IL-17

的表达，上调

TGF-β

的表达。 提示

三痹汤在治疗

AA

大鼠时，通过抑制炎性细胞因子，

减轻足肿胀及关节炎症评分。

TGF-β

为双向调节细

胞因子， 在

FCA

刺激下， 模型对照组大鼠滑膜中

TGF-β

高表达，三痹汤治疗后，其呈现更高表达状

态，而此时

AA

大鼠关节肿胀减轻，关节炎症评分减

少，说明

TGF-β

抑制炎症发展，与

Szekanecz Z

研

究发现一致

[16]

。

综上， 三痹汤可能通过下调关节滑膜

TNF-α

、

MCP-1

、

RANTES

、

IL-17

的表达， 上调

TGF-β

的表

达，抑制关节滑膜炎性细胞浸润，减轻足肿胀，进而

缓解关节滑膜炎症， 延缓关节软骨及骨质破坏，扶

正祛邪，使其恢复气血调和、阴平阳秘的状态。 下一

步， 我们拟采用血清药理学方法阐述三痹汤治疗

RA

的作用机制。
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