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类风湿关节炎（rheumatoid arthritis，RA）是一

种慢性全身性自身免疫性疾病，其主要表现为滑膜

炎症，同时会引起关节细胞坏死等[1]。RA可归属于中

医学“痹证”范畴，主要由于风、寒、湿邪侵袭，导致

气血凝滞，经络痹阻而引起肢体关节病变[2-3]。目前

治疗RA的药物主要包括非甾体抗炎药、糖皮质激素

以及植物药[4]。大黄素是中药虎杖的生物活性组分，

具有抗肿瘤、抗微生物生长、解痉、止咳和利尿等作

用，对RA具有治疗作用[5-6]。彭菲菲等[7]研究表明，大

黄素对体外培养的RA患者成纤维样滑膜细胞增殖

及转移有一定的抑制作用。本研究旨在观察大黄素

对类风湿关节炎模型大鼠的治疗作用，并探索其治

疗机理。

1 实验材料

1.1 实验动物 SPF级 3 周龄SD大鼠 60 只，购自广

东医学院实验动物中心，粤监证字 2004A029 号。所

有大鼠均在新疆医科大学动物中心实验室饲养，饲

养温度 20～25 ℃，相对湿度 50%~65%。本实验经

新疆医科大学动物伦理委员会批准同意，审批编号：

20180302145。

1.2 药物与试剂 大 黄 素（货 号：E8390 ；纯 度

>98%）购自北京索莱宝科技有限公司；白细胞介

素-6（IL-6）、白细胞介素-1β（IL-1β）、肿瘤坏死

因子-α（TNF-α）试剂盒购自美国Sigma公司；B

淋 巴 细 胞 瘤-2（Bcl-2）及Bcl-2 关 联X蛋 白（Bax）

抗体购自北京傲锐东源生物科技有限公司；含半胱

氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶-3（Caspase-3，货号

sc-7272）、高迁移族转移蛋白1（HMGB1，货号sc-

74085）购自美国Santa Cruz公司；HRP羊抗兔IgG、

HRP羊抗鼠IgG等二抗购自美国Thermo公司。

1.3 主要仪器 BS-124s型电子天平，北京赛多斯仪

器系统有限公司；3-5W低温离心机，湖南恒诺离心

机有限公司；SG-51 正置型金相显微镜，上海光学仪

器厂；蛋白电泳及转膜仪，美国Bio-Rad公司；凝胶成

像系统，以色列DNR公司；LD-66 实验室切片机，长

沙益广制药机械公司。
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摘 要 目的：观察大黄素对类风湿关节炎模型大鼠的治疗作用，并探索其抗炎机制。方法：选取60只3周龄SD大

鼠，采用随机数字表法分为空白对照组、模型组、大黄素低剂量组和大黄素高剂量组。除空白对照组外其余各组采用不完

全氟氏佐剂及牛Ⅱ胶原乳化剂制成类风湿关节炎大鼠模型。大黄素低剂量组和高剂量组分别予40 mg/kg和80 mg/kg大黄

素灌胃，空白对照组和模型组予等量生理盐水灌胃，每日1次，持续14 d。造模与给药期间每周检测各组大鼠足肿胀度，计

算足肿胀率；采用ELISA试剂盒检测治疗后各组大鼠血清炎症因子白细胞介素-1β（IL-1β）、白细胞介素-6（IL-6）和肿

瘤坏死因子-α（TNF-α）含量；比较各组大鼠滑膜病理学评分；采用蛋白质印迹检测各组大鼠关节组织中高迁移族转移

蛋白1（HMGB1）及含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶-3（Caspase-3）、B淋巴细胞瘤-2（Bcl-2）及Bcl-2关联X蛋白（Bax）

的表达。结果：造模后各造模组大鼠足肿胀率明显高于空白对照组（P<0.01）；经大黄素低剂量、中剂量干预后，足肿胀率

明显低于同期模型组（P<0.01），高剂量治疗效果明显优于低剂量（P<0.01）。与空白对照组比较，模型组大鼠血清IL-1β、

IL-6和TNF-α含量，滑膜细胞增生评分、炎症评分、血管新生评分及总病理评分，HMGB1、Caspase-3及Bax蛋白表达均

显著升高（P<0.01），Bcl-2蛋白表达显著降低（P<0.01）；与模型组比较，大黄素低、高剂量组大鼠上述指标均有明显改善

（P<0.01），高剂量组改善程度明显优于低剂量组（P<0.01）。结论：大黄素可以通过降低类风湿关节炎模型大鼠体内炎症反

应同时抑制关节组织细胞的凋亡，从而缓解类风湿关节炎症状。
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2 实验方法

2.1 分组、造模与给药 将 60 只大鼠适应性喂养1

周，随机分为空白对照组、模型组、大黄素低剂量组

和大黄素高剂量组，每组15 只。除空白对照组外，其

余各组大鼠采用不完全氟氏佐剂及牛Ⅱ胶原乳化剂

制成类风湿关节炎大鼠模型，制作方法及判断造模

是否成功参考黄顺等[8]的研究。具体操作如下：将

乙酸溶液中溶解牛Ⅱ型胶原制成 2 g/L的胶原溶液，

取 400 μg胶原乳化剂注射于大鼠右足跖部皮下以

致炎，并于造模第14日用100 μg胶原乳化剂同法

注射以加强。炎症表现程度大约在造模 20 d左右

达到高峰。20 d时通过大鼠足跖相机拍照和X线摄

片观察，出现严重红肿、连续低密度影及溶骨现象表

明造模成功。本研究所有造模大鼠均造模成功。造

模第 21日开始，大黄素低剂量组和高剂量组分别予

40 mg/kg和 80 mg/kg大黄素灌胃，空白对照组和模

型组灌胃等量生理盐水，每日灌胃1 次，持续14 d。

2.2 观察指标

2.2.1 大鼠足肿胀度检测并计算肿胀率 用水容积

法检测各组大鼠足肿胀度。从造模开始后每周末检

测1 次共检测 5 次，同一只大鼠每次检测同一只足。

以第1次测得的关节置换水容积为基值，以后每测得

的值与之相比得出的比值为关节肿胀率。

2.2.2 血清炎症因子检测 末次给药并完成足肿胀

度检测后，各组大鼠麻醉，腹主动脉取血分离血清

0.5 mL，在低温离心机中以离心半径8 cm，3000 r/min

离心15 min，取上清液严格按照ELISA试剂盒说明书

检测IL-1β、IL-6 和TNF-α含量。

2.2.3 大鼠滑膜病理学评分 取血后处死大鼠，取

右足踝关节，剪开皮肤，用显微

外科手术剪刀和镊子在髋关节

的 周围 剪 下 滑 膜 组 织（为白色

海绵状），清理，修剪，固定于 4%

多 聚甲醛中，关 节 组 织 直 接 冻

存。观察各组大鼠滑膜细胞增

生、滑 膜 下 层炎 症 程 度 及 血 管

生成情况，对大鼠滑膜病理学进

行评分。滑膜细胞增生评分 ：0

分，少于 3 层；1 分，3~4 层；2 分，

5~6 层 ；3 分，6 层以上。炎症程

度评分 ：0 分，无淋巴细胞浸润；

1 分，淋巴细胞聚集 ；2 分，出现

炎细胞浸润且形成淋巴滤泡 ；3

分，出现较多炎性细胞且以滤泡

增生为主伴生发中心进行性转

化。血管生成评分 ：0 分，无新

生血管生成 ；1 分，轻度新生血管生成 ；2 分，中度

新生血管生成 ；3 分，重度新生血管生成。以上 3 项

评分总和即为滑膜病理学总评分。

2.2.4 蛋白质印迹法（Western Blot）检测大鼠关

节组织蛋白表达 使 用Western Blot检 测HMGB1、

Caspase-3、Bcl-2 及Bax蛋白。取冻存的大鼠关节组

织，剪刀剪碎，胰蛋白酶消化，提取总蛋白，使用半干

法将蛋白转移到PVDF膜，5%脱脂奶粉室温封闭 2 h

后加入各需要检测蛋白的一抗、二抗，孵育 2 h，以

β-actin为内参蛋白，采用显色液显色后行吸光度分

析，计算各蛋白相对表达量。

2.3 统计学方法 本研究数据分析采用SPSS 22.0

统 计 学 软 件，作 图 采 用GraphPad Prism 5 软 件，

多组间采用单因素方差分析，P<0.05 则表明数据

差异有统计学意义，本研究所有检验均为双侧检

验。

3 实验结果

3.1 各组大鼠足肿胀率比较 实验第1、2 周末，各

组大鼠足肿胀率比较无统计学差异（P>0.05）；实

验第 3、4、5 周末，模型组和大黄素低、高剂量组大

鼠足肿胀率显著高于空白对照组（P<0.01）；实验第

4、5 周末大黄素低、高剂量组大鼠足肿胀率显著低

于模型组（P<0.01），且高剂量组明显低于低剂量组

（P<0.01）。见表1。

3.2 各大鼠血清炎症因子比较 与空白对照组比

较，模型组大鼠血清IL-1β、IL-6 和TNF-α含量显著

升高（P<0.01）；与模型组比较，大黄素低、高剂量组

大鼠上述指标显著降低（P<0.01），高剂量组明显低

于低剂量组（P<0.01）。见表 2。

表1 各组大鼠实验各时期足肿胀率比较（x-±s）

组别 动物数/只 实验第1周末 实验第2周末 实验第3周末 实验第4周末 实验第5周末

空白对照组 15 1.00±0.01 1.01±0.04 1.03±0.04 1.02±0.01 1.05±0.02

模型组 15 1.00±0.00 1.20±0.10 2.52±0.25** 2.70±0.22** 1.90±0.23**

大黄素低剂量组 15 1.00±0.01 1.18±0.09 2.40±0.18** 1.80±0.10**## 1.60±0.10**##

大黄素高剂量组 15 1.00±0.01 1.22±0.06 2.54±0.23** 1.50±0.07**##△△ 1.20±0.06**##△△

  注 ： 与同时期空白对照组比较，**P<0.01；与同时期模型组比较，##P<0.01；与

同时期大黄素低剂量组比较，△△P<0.01。

表2 各组大鼠血清炎症因子比较（x-±s）   单位：pg/mL

组别 动物数/只 IL-1β IL-6 TNF-α

空白对照组 15 28.87±2.64 50.12±8.32 43.21±8.66

模型组 15 147.35±22.55** 318.47±25.78** 288.32±23.25**

大黄素低剂量组 15 74.08±15.90**## 274.22±28.49**## 175.31±19.47**##

大黄素高剂量组 15 48.09±10.04**##△△ 108.69±18.97**##△△ 93.55±10.23**##△△

  注 ： 与空白对照组比较，**P<0.01；与模型组比较，##P<0.01；与大黄素低剂量

组比较，△△P<0.01。
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3.3 各组大鼠滑膜病理学评分比

较 见表 3。

3.4 各组大鼠关节组织HMGB1、
Caspase-3、Bcl-2及Bax蛋白表达

比较 见图1、表 4。

4 讨论

类风湿关节炎是一种以滑

膜慢性炎症为主的自身免疫性疾

病，抗体即类风湿因子会与自身

抗原结合形成免疫复合物，这些

免疫复合物会导致滑膜增厚、充

血、水肿[9]。检测大鼠足肿胀度

可以在一定程度上反映其类风湿

关节炎的严重程度[10]。本研究发

现，造模前各组大鼠足肿胀率无

显著性差异，造模后模型组与给

药组大鼠足肿胀率显著高于空白

对照组，使用大黄素治疗后，各治

疗组大鼠足肿胀率显著低于模型

组。说明大黄素可以有效改善类

风湿关节炎症状。

细胞因子主要可分为促炎

性细胞因子和抗炎性细胞因子

两 种[11]。IL-1β、IL-6、TNF-α

是两种重要的促炎性细胞因子，

主要由单核细胞和巨噬细胞等

免疫细胞和非免疫细胞等分泌，

是炎症的重要介导物质[12-14]。本研究结果表明，

模型组大鼠血清TNF-α、IL-1β、IL-6 含量显著升

高，使用大黄素干预后，大鼠血清上述炎症因子含

量显著降低。说明大黄素可以有效降低大鼠体内的

炎症反应，这可能因为大黄素可以抑制NF/KB信号

通路，抑制其下游的炎症因子表达从而抑制类风湿

关节炎大鼠体内炎症反应。

关节细胞凋亡会加重类风湿关节炎的病情，目前

关于凋亡相关基因研究较多，较为常见的是Bcl-2家

族和Caspase家族蛋白，其中Bcl-2家族中Bcl-2和Bax

这两种蛋白表达量决定细胞是否凋亡[15-16]。Bax和

Bcl-2表达呈相反趋势，当Bcl-2表达下降时，Bax表达

上升，此时会促进细胞的凋亡；当Bcl-2表达升高，而

Bax表达降低，则抑制细胞凋亡。本研究结果表明，模

型组大鼠关节组织中HMGB1及Caspase-3、Bax蛋白表

达显著升高，Bcl-2蛋白表达显著降低，使用大黄素处

理后关节组织中HMGB1及Caspase-3、Bax蛋白表达显

著降低，Bcl-2蛋白表达显著升高。说明大黄素可以

有效降低类风湿关节炎大鼠关节组织细胞的凋亡。

综上，大黄素可以通过降低类风湿关节炎大鼠

体内炎症反应同时抑制关节组织细胞的凋亡，以缓

解类风湿关节炎症状。在后续的实验中将进一步增

加大黄素的浓度梯度，并探讨不同浓度大黄素通过

相关信号通路对类风湿关节炎大鼠体内炎症反应影

响的作用机制。
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表3 各组大鼠滑膜病理学评分比较（x-±s）   单位：分

组别 动物数/只 滑膜细胞增生评分 炎症程度评分 血管新生评分 总分

空白对照组 15 0.15±0.04 0.18±0.05 0.19±0.09 0.52±0.01

模型组 15 2.28±0.47** 1.69±0.57** 2.25±0.75** 7.59±1.25**

大黄素低剂量组 15 1.78±0.25**## 1.45±0.21**## 1.83±0.18**## 4.32±0.87**##

大黄素高剂量组 15 1.02±0.11**##△△ 1.10±0.17**##△△ 1.16±0.22**##△△ 3.14±0.65**##△△

  注： 与空白对照组比较，**P<0.01；与模型组比较，##P<0.01；与大黄素低剂量组

比较，△△P<0.01。

A-空白对照组；B-模型组；C-大黄素低剂量组；D-大黄素高剂量组

图1 各组大鼠关节组织HMGB1、Caspase-3、Bcl-2及Bax蛋白表达比较

表4 各组大鼠关节组织HMGB1、Caspase-3、Bcl-2及Bax蛋白表达比较（x-±s）

组别 动物数/只 HMGB1/β-actin灰度值 Caspase-3/β-actin灰度值 Bcl-2/β-actin灰度值 Bax/β-actin灰度值

空白对照组 15 0.35±0.07 0.60±0.08 1.87±0.21 0.42±0.09

模型组 15 1.80±0.20** 1.70±0.18** 0.35±0.06** 1.40±0.14**
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大黄素高剂量组 15 0.70±0.09**##△△ 0.81±0.07**##△△ 1.20±0.11**##△△ 0.80±0.07**##△△

  注： 与空白对照组比较，**P<0.01；与模型组比较，##P<0.01；与大黄素低剂量组

比较，△△P<0.01。
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乌鸡白凤丸是常用的中成药，出自明代《寿世保

元》所载“乌鸡丸”[1]。2015 版《中国药典》收录的

乌鸡白凤丸由乌鸡、鹿角胶、醋鳖甲、煅牡蛎、桑螵蛸

等二十味中药组成[2]，其被誉为“妇科圣药”，常用于

月经不调、崩漏带下、经期腹痛等妇科病证。除了人

们熟知的妇科应用，该中成药还被报道用于男科、消

化科、内分泌科等诸多疾病领域。本研究对中国知

网、万方数据知识服务平台、维普数据库、中国生物

医学文献数据库和PubMed数据库进行了检索，检索

日期从各数据库建库起至 2020 年 5 月，现将乌鸡白

凤丸的临床拓展应用报道概述如下。

1 男科疾病

1.1 慢性前列腺炎 蒋孝红等[3]将 64 例慢性前列

腺炎肾虚夹瘀证患者随机分为实验组（乌鸡白凤丸

治疗）和对照组（常规治疗），疗程 2 个月。结果显

示实验组治愈率 56.25%，总有效率 84.37%，对照组

治愈率 18.75%，总有效率 68.75%，2 组间比较差异

有统计学意义（P<0.05）。张风梧[4]采用乌鸡白凤丸

治疗 100 例慢性前列腺炎患者，疗程 3 个月。结果

提示显效率 39%，有效率 50%，其中 21 例不育者精

乌鸡白凤丸临床拓展应用研究进展

何进德 1 吴挺超 2 何茗苠 2

（1.眉山市彭山区中医医院，四川眉山620800；2.成都中医药大学附属医院，四川成都610072）

doi ：10.19844/j.cnki.1672-397X.2020.10.029

摘 要 乌鸡白凤丸是临床常用的中成药，除被广泛用于多种妇科病证外，还被用于其他多种疾病，如：男科、消化科、

内分泌代谢科、血液科、呼吸科、皮肤黏膜科、肾病科、神经内科和骨科疾病。目前报道的针对乌鸡白凤丸的临床试验普遍

研究设计质量较差，大部分研究存在样本量少、随机方法不明、盲法缺失等问题，若要更好地评价乌鸡白凤丸的临床效用，

未来还需要有更多高质量的循证医学证据支撑。
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