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#摘要$

!

目的
!

观察青藤碱对佐剂诱导性关节炎"

7(7

#模型大鼠的治疗作用!以及对炎症相关因子表达的影响$方法
!

采

用完全弗氏佐剂诱导法复制类风湿关节炎大鼠模型!造模成功后分为模型组!甲氨蝶呤组!青藤碱低&中&高剂量组$取未造模大

鼠为正常对照组!连续灌胃给药
*!.

后取材$苏木素
5

伊红"

G8

#染色观察大鼠关节损伤并行病理学半定量评分!全自动血生化

仪检测大鼠血清类风湿因子"

9H

#和
'

反应蛋白"

'9E

#水平!

8K(&7

法检测大鼠血清炎症相关因子白细胞介素"

(K

#

5!

&

(K5#

&

(K5!%

的水平$结果
!

与模型组比较!甲氨蝶呤组!青藤碱低&中剂量组大鼠关节损伤程度明显较轻!病理学半定量积分明显下降"

!

$

%1%+

#!血清
'9E

水平明显降低"

!

$

%1%+

#!血清炎症相关因子
(K5!

&

(K5#

水平明显降低!

(K5!%

水平明显升高"

!

$

%1%+

#$

结论
!

低&中剂量青藤碱能调节促炎因子与抑炎因子表达水平的失衡!从而显著改善类风湿关节炎的关节病理损伤程度$

#关键词$

!

青藤碱'类风湿关节炎'白细胞介素
5!

'白细胞介素
5#

'白细胞介素
5!%

#中图法分类号$
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类风湿关节炎!

?B@ZO>C/0.>?CB?0C03

#

97

"是一种常见的以

关节慢性炎症为主要表现#伴有关节外的各系统损伤的自身免

疫性疾病+

!

,

%

97

的病因及发病机制仍不甚明确#为多种因素

共同作用的结果#包括)遗传因素$感染$基因突变$滑膜细胞的

演变$炎性细胞浸润及促炎细胞因子和趋化因子的释放等%但

自身免疫及细胞因子网络的紊乱在
97

发生和发展中发挥的

关键作用已经得到广泛的认可+

*

,

%清风藤用于治疗风湿性疾

病历史悠久#李时珍在/本草纲目0中称清风藤'主治风疾#治风

湿流注$历节鹤膝(%青藤碱是清风藤的单体提取物%现代药

理研究显示#青藤碱具有显著的镇痛镇静$抗炎$免疫抑制等药

理作用#但青藤碱的免疫抑制和抗风湿的机制尚未完全阐

明+

-

,

%为进一步探讨青藤碱抗
97

的作用及机制#本实验通过

复制佐剂诱导性关节炎!

7(7

"大鼠模型#选取炎症相关细胞因

子进行研究#探讨青藤碱对类风湿关节炎相关细胞因子的影响

及其免疫调节机制%

!

!

材料与方法

!1!

!

材料

!1!1!

!

动物
!

清洁级
&F

大鼠
"#

只#

,

周龄#雌雄各
)6

只#体

质量!

*%%h!%

"

Q

#购自成都达硕生物科技有限公司#质量合格

证号
I/1%%%#%)+

#许可证号
&'cX

!川"

*%%65!!

%

!1!1"

!

药物
!

甲氨蝶呤#购自上海信谊药制药有限公司#批号

G-!%*%#))

%以临床常用量换算为大鼠等效剂量作为本实验

剂量#每
-

天
!

次!

%1+!O

Q

.

[

Q

$!

.

.

$!

"%盐酸青藤碱#购自

宝鸡市永嘉天然植物开发有限公司#批号
JU%!!%6**7

%参照

陈奇编著/中药药理研究方法学0#在多次给药实验后#给药浓

度确定为按临床用量
*)%O

Q

进行折算后
#1*+

倍作为中剂量

组#本实验中盐酸青藤碱低$中$高剂量组分别设计给药量为

-%

$

#%

$

!*%O

Q

.

[

Q

$!

.

.

$!

%

!1!1#

!

试剂
!

完全弗式佐剂#

&0

Q

O>

公司#每瓶
!%OK

%卡介

苗!

:'\

"#成都生物制品研究所#每瓶
+O

Q

&白细胞介素!

(K

"

5!

检测试剂盒!

9mF

公司#货号)

'X58-%)!69

"&

(K5#

检测试剂

盒!

9mF

公司#货号)

'X58-%#)#9

"&

(K5!%

检测试剂盒!

9mF

公司#货号)

'X58-%#+!9

"%

!1!1$

!

仪器
!

酶标仪)

;B@?O/SZPP03[>473=>4C

公司&显微

",6

重庆医学
*%!6

年
-

月第
),

卷第
,

期

&

基金项目!国家自然科学基金资助项目!

6!!,-#*,

"&教育部博士点基金!

*%!%+!-*!!%%%!

"%

!

作者简介!赵静!

!"6*$

"#讲师#博士#主要

从事中药免疫安全性与有效性评价研究%

!

'

!

通信作者#
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Q
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%



镜)德国莱卡显微镜#德国莱卡病理图像分析系统
FS*%%%

%

!1"

!

方法

!1"1!

!

造模
!

&F

大鼠常规条件下饲养#自由饮水#普通饮食#

适应性喂养
,.

后#取
6%

只大鼠#雌雄各
)%

只#参照文献+

)

,

采用完全弗氏佐剂!

'H7

"诱导法复制类风湿关节炎大鼠模型#

即取
'H7

每支
!%OK

#在冰浴下与卡介苗混合#配制成含卡介

苗
!%O

Q

*

OK

的水包油乳剂#对大鼠予以每只
%1!OK

左足趾

皮下注射%取
!#

只大鼠#雌雄各
6

只#予生理盐水以每只
%1!

OK

左足趾皮下注射%第
!)

天加强免疫#操作方法同前#注射

部位改为尾部皮下#制成
7(7

模型%

!1"1"

!

分组和给药
!

加强免疫
,.

后取注射
'H7

的
6%

只大

鼠#雌雄各
)%

只#分成模型组$甲氨蝶呤组$青藤碱低剂量组$

青藤碱中剂量组$青藤碱高剂量组&取注射生理盐水的
!#

只大

鼠为 正 常 对 照 组%甲 氨 蝶 呤 组 灌 胃 给 药 剂 量 为
%1+!

O

Q

.

[

Q

$!

.

.

$!

#青藤碱低$中$高剂量组灌胃给药剂量分别为

-%

$

#%

$

!*%O

Q

.

[

Q

$!

.

.

$!

#正常对照组和模型组给予
!%

O

Q

.

[

Q

$!

.

.

$!生理盐水灌胃#连续给药
*!.

%

!1"1#

!

取材
!

末次给药后禁食禁水
!*B

#以
!%M

水合氯醛

%1-OK

*

!%%

Q

腹腔注射#辅以乙醚吸入麻醉大鼠%每组选取

大鼠
#

只#剖开大鼠腹腔#腹主动脉取血并处死大鼠#离断大鼠

注射侧足髋关节#取包含踝关节的足部%血液经
-%%%?

*

O04

离心
!%O04

后取上清液备用#离断的大鼠含踝关节的足置于

)M

多聚甲醛中固定备用%

!1"1$

!

指标检测

!1"1$1!

!

病理观察及半定量评分
!

标本经乙醇逐级脱水#二

甲苯透明#石蜡包埋#切片#行苏木素
5

伊红!

G8

"染色%光镜下

观察关节的病理改变#根据滑膜炎病理改变)滑膜衬层细胞层

数$血管翳形成$炎性细胞浸润$新生血管*毛细血管&骨*软骨

破坏)骨侵蚀$软骨侵蚀$关节粘连$关节结构破坏&关节修复)

新生骨$新生软骨
!%

项基本病变的不同严重程度!正常$轻度$

中度$中度"给予
%

#

-

分#进行病理学半定量分析%

!1"1$1"

!

全自动血生化仪检测大鼠血清类风湿因子!

9H

"和

'

反应蛋白!

'9E

"水平
!

以标记后的血生化采血管!红色"#从

大鼠腹主动脉采取抗凝血
-OK

%以全自动血生化仪检测各组

大鼠
9H

和
'9E

的水平%

!1"1$1#

!

8K(&7

法检测大鼠血清
(K5!

$

(K5#

$

(K5!%

的水平
!

根据
8K(&7

试剂盒使用说明书中标准操作方法进行#每组选

#

只大鼠血清#

8K(&7

法检测给药
*!.

后的大鼠血清
(K5!

$

(K5

#

$

(K5!%

水平#在酶标仪!

/

d)"%4O

"测定吸光度!

$

"值%

!1#

!

统计学处理
!

采用
&E&&!,1%

统计软件进行分析#实验

数据以
Hh=

表示#组间比较采用单因素方差分析#以
!

$

%1%+

为差异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

"1!

!

青藤碱对大鼠关节病理损伤的影响
!

正常对照组大鼠关

节腔均未见病变!图
!7

"%模型组大鼠关节腔几乎完全消失#出

现弥漫性滑膜细胞和纤维组织增生#血管翳形成#填满关节腔&

多灶性区域出现炎性细胞聚集和新生毛细血管形成#并向软骨

和骨组织浸润#软骨和骨破坏现象多见&灶性区域可见新生骨*

软骨组织形成!图
!:

"%甲氨蝶呤组!图
!'

"$青藤碱低剂量组

!图
!F

"和青藤碱中剂量组!图
!8

"#虽然呈现明显的关节腔狭

窄$腔内有炎性渗出物#以及关节囊测的滑膜组织明显增生和血

管翳形成#但其程度低于模型组&灶性区域仍可见炎性细胞浸润

和新生毛细血管形成#软骨和骨破坏现象也在部分切片中出现#

但出现的频率和程度均远低于模型组#此
-

组的病理学积分与

模型组比较显著降低%青藤碱高剂量组病理改变及病理学积

分虽比模型组有所改善和降低!图
!H

"#但差异无统计学意义

!

!

%

%1%+

"%各实验组大鼠关节组织病理学积分统计结果见

图
*

%

!!

7

)正常对照组&

:

)模型组&

'

)甲氨蝶呤组&

F

)青藤碱低剂量组&

8

)青藤碱中剂量组&

H

)青藤碱高剂量组

图
!

!!

大鼠关节组织病理切片&

G8

'

j)%%

(

表
!

!!

青藤碱对各组大鼠
(K5!

%

(K5#

%

(K5!%

的水平的影响&

4d#

'

Hh=

'

DQ

)

OK

(

组别 剂量
(K5! (K5# (K5!%

正常对照组
%

!)1#6h-1%*

^

!)1*"h!1*%

^

,1#%h%1)6

^

模型组
% *#1+-h)1#- !,1++h!1)! )1,!h!1!-

甲氨蝶呤组
%1+!O

Q

.

[

Q

$!

.

.

$!

!616+h!1%%

^

!)1#+h!1--

^

,1)*h!1%-

^

青藤碱低剂量组
-%O

Q

.

[

Q

$!

.

.

$!

!,1*!h-1)"

^

!+1#!h!1,+

>

,1*!h!1!"

^

青藤碱中剂量组
#%O

Q

.

[

Q

$!

.
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$!
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^
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^
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^
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[

Q
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$!
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!
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!
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!!

'd#

&

>

)

!

$

%1%+

#与模型组比较&

^

)

!

$

%1%+

#与青藤碱高剂量组

比较

图
*

!!

各实验组大鼠关节组织病理学积分

"1"

!

青藤碱对大鼠血清
9H

和
'9E

表达水平的影响
!

与正

常对照组比较#模型组大鼠血清
9H

和
'9E

水平明显升高#差

异有统计学意义!

!

$

%1%+

"%与模型组比较#甲氨蝶呤组$青

藤碱低$中$高剂量组
9H

水平降低#但差异无统计学意义!

!

%

%1%+

"#见图
-

&甲氨蝶呤组#青藤碱低$中$高剂量组#差异有统

计学意义!

!

$

%1%!

或
!

$

%1%+

"#见图
)

%

!!

'd#

&

>

)

!

$

%1%+

#与模型组比较

图
-

!!

各组大鼠血清
9H

水平比较

!!

'd#

&

>

)

!

$

%1%+

#

^

)

!

$

%1%!

#与模型组比较

图
)

!!

各组大鼠血清
'9E

水平比较

"1#

!

青藤碱对大鼠血清炎症相关细胞因子表达水平的影响
!

模型组大鼠与正常对照组相比#

(K5!

$

(K5#

水平明显上升#

(K5

!%

水平则明显下降#且差异均有统计学意义!

!

$

%1%!

"%用药

后#甲氨蝶呤组和青藤碱低$中剂量组与模型组相比#

(K5!

$

(K5

#

水平下降#

(K5!%

水平上升#差异有统计学意义!

!

$

%1%!

或

!

$

%1%+

"%青藤碱高剂量组与模型组相比#指标下降但差异

无统计学意义!

!

$

%1%+

"%见表
!

%

#

!

讨
!!

论

!!

根据
97

的临床表现特征#其归属于中国传统医学的'历

节('痹病(范畴%如/金匮要略.中风历节病脉证并治0提出)

'病历节不可屈伸疼痛('诸肢节疼痛#身体魁赢#脚肿如脱(#其

中对症状的描述#与
97

有相似之处+

+

,

%中医学理论认为#风

寒湿邪为'痹病(发生的重要外在因素#痰淤互结是痹症产生的

关键病机#其治疗常用清热解毒$祛风散寒#活血化瘀$补益肝

肾等法%清风藤为防己科植物青藤$华防己或清风藤科植物清

风藤等的藤茎#李时珍在/本草纲目0中称清风藤'主治风疾#治

风湿流注$历节鹤膝(

+

#

,

%/本草汇言0记载)'清风藤#散风寒

湿痹之药也#能舒筋活血#正骨利髓#故风病软弱无力#并劲强

偏废之证#久服常服#大建奇功(

+

,

,

%青藤碱是清风藤的单体提

取物#现代药理研究证实#青藤碱具有显著的镇痛$镇静$抗炎$

免疫抑制等药理作用#临床用于治疗风湿病常有良效+

-

,

%

现代医学研究证实#机体免疫功能紊乱#免疫细胞及细胞

因子网络失衡是
97

重要的发病机制和表现形式#尤其是细胞

因子
(K5!

$

(K5#

和
(K5!%

在其中发挥重要作用%

(K5!

是目前已

知的
97

中最重要的炎性细胞因子之一%血浆和滑膜中的
(K5

!

水平#与关节炎性活动水平$关节破坏进展直接相关%

97

的

(K5!

主要来源于活化的巨噬细胞#可由肿瘤坏死因子!

;IH

"

5

*

或
(K5!

自身刺激产生#具有促进自我分泌的能力#能将炎症信

号迅速放大%滑液中的
(K5!

会刺激前列腺素
8*

$一氧化氮

!

IR

"和基质金属蛋白的表达#促进关节的破坏&并能抑制胶原

的合成而抑制关节修复#刺激破骨细胞重吸收骨%此外
(K5!

作为内生致热源#能激活
;

淋巴细胞和
:

淋巴细胞#并使巨噬

细胞活化释放各种蛋白水解酶和趋化因子+

65!%

,

%

(K5#

也是
97

中重要的促炎细胞因子%当滑膜成纤维细胞受到促炎细胞因

子如
(K5!

$

;IH5

*

$

(K5!,

等刺激时#能大量产生
(K5#

#继而通过

诱导新生血管形成$促进炎性细胞浸润和促进滑膜细胞增生#

促进滑膜炎性进程%此外#

(K5#

还能诱导滑膜细胞和软骨细胞

产生金属蛋白酶!

O@C>PP/

D

?/C@04>3@3

#

SSE3

"#刺激破骨细胞形

成#引起骨质吸收+

!!

,

%更重要的是
(K5#

还能通过破坏
;B!,

和
;?@

Q

之间的平衡参与自身免疫性疾病的发病+

!*

,

%由于其

在发病中的核心地位#

(K5#

已成为一个独立的阻断靶点%同进

针对
(K5#

的单抗已进入
&

期临床试验#并被证实有效%而与

(K5!

和
(K5#

相反#

(K5!%

是
97

疾病过程中#比较重要的抑炎

因子%作为
;B*

细胞的代表细胞因子#

(K5!%

具有很强的免疫

抑制及免疫调控作用#在
97

的发病环节中能抑制
(K56

#粒细

胞集落刺激因子和粒细胞
5

巨噬细胞集落刺激因子等炎症因子

的释放#拮抗相关
;G!

细胞因子#从而发挥对
97

的抑制作

用+

!-5!)

,

%

如上所述#

(K5!

和
(K5#

是
97

疾病进程中重要的促炎因

子#与关节炎性反应和关节破坏程度呈正相关&

(K5!%

则是重要

的抑炎因子#与关节炎性反应呈负相关%同时血液中的
(K5!

$

(K5#

和
(K5!%

水平还能反映
97

发生时机体的全身免疫状态%

本实验选取上述
-

个因子作为
97

发生时炎性细胞因子网络

失衡的代表#以期探讨青藤碱能否通过调节机体免疫状态#恢

复促炎因子与抑炎因子的失衡状态#进而发挥治疗作用%

9H

和
'9E

与
97

的临床表现和关节损伤程度密切相关#

在一定程度上反映
97

的疾病活动度+

!+

,

%本实验研究结果显

示#造模处理后#模型组大鼠
9H

和
'9E

水平明显升高#同时

血清
(K5!

和
(K5#

水平升高#

(K5!%

水平降低#大鼠关节病理损

伤程度半定量评分明显增加#提示佐剂诱导性
7(7

模型复制

成功&经过灌胃给药治疗后#甲氨蝶呤组及青藤碱低$中$高剂

量组大鼠血清
'9E

水平明显低于模型组#青藤碱低$中剂量组

大鼠血清
(K5!

和
(K5#

水平降低#

(K5!%

水平上升#大鼠关节病

理损伤程度半定量评分也相应降低#提示青藤碱对佐剂诱导性

7(7

模型大鼠具有治疗作用%青藤碱高剂量组大鼠关节组织

病理评分$血清
(K5!

$

(K5#

和
(K5!%

水平变化与模型组比较均

无显著差异#可能为高剂量青藤碱免疫抑制的药理作用减弱#

反而对大鼠脏器产生不良反应#有待进一步研究证实%已有研

究报道显示#大剂量青藤碱可导致大鼠肝脏损伤#且脏器损伤
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程度与药物在组织中浓度呈正相关+

!#

,

%青藤碱能明显减轻关

节腔内的炎性反应#抑制滑膜组织增生及血管翳的形成#减轻

软骨和骨组织浸润及关节腔的破坏#可能与青藤碱抑制模型动

物的血清
(K5!

和
(K5#

的上升趋势#同时促进
(K5!%

的分泌有

关%这一现象既能够反映青藤碱对模型组的治疗作用#同时也

揭示了部分可能的治疗作用机制#即青藤碱可能通过下调血清

促炎细胞因子
(K5!

和
(K5#

的表达#上调抑炎因子
(K5!%

的表

达#对
97

的细胞因子网络进行调节#阻断或干扰其后续炎性

反应#减轻滑膜血管翳增生和软骨破坏%青藤碱对促炎因子与

抑炎因子失衡状态的调节作用#与中医治疗疾病 '调节阴阳#

以平为期(最终目的不谋而合%

尽管发现了青藤碱能对部分细胞因子起调控作用#从而发

挥其抗炎效应%但针对点状模式的细胞因子网络#并不能全面

解释其对
97

炎性反应过程中#复杂的免疫调节过程%在实验

后续机制探索部分#将应用基因芯片技术#全面检测全基因表

达谱的改变#试图寻找位于网络结构中心的信号通路和基因#

并分析之间相互联系%通过以上探索#可为后续发掘中药青藤

碱对
97

的治疗机制#拓展青藤碱在治疗自身免疫性疾病的应

用打下基础%
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