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［摘要］ 目的 探讨小乌桂汤治疗类风湿关节炎 ( ＲA) 的作用机制。 方法 60 只雄性 DBA /1 小鼠随机分
为正常组 8 只及造模组 52 只。造模组采用尾根部及背部分 3 点皮内注射鸡Ⅱ型胶原蛋白乳化液建立胶原诱
导性关节炎 ( CIA) 小鼠模型。造模成功的 40 只小鼠随机分成模型组、甲氨蝶呤组、小乌桂汤低剂量组、
小乌桂汤中剂量组、小乌桂汤高剂量组，每组 8 只。甲氨蝶呤组予 0. 1 mg /ml 甲氨蝶呤药液 2 mg /kg 灌胃，
每周 1 次; 小乌桂汤低、中、高剂量组分别予含生药 19. 5、39、75 g / ( kg·d) 小乌桂汤灌胃，每日 1 次;
正常组与模型组给予生理盐水 0. 2 ml /10 g灌胃，每日 1 次。4 周后评定关节炎指数评分，测量发病足厚度，
观察踝关节组织病理并进行组织病理学评分; 检测脾脏辅助性 T细胞 17 ( Th17) 、调节性 T细胞 ( Treg) 及
血浆肿瘤坏死因子 α ( TNF-α) 、白细胞介素 6 ( IL-6) 、白细胞介素 17 ( IL-17) 、白细胞介素 1β ( IL-1β) 、
白细胞介素 10 ( IL-10) 的水平。 结果 与模型组比较，甲氨蝶呤组及小乌桂汤中、高剂量组关节炎指数
评分，发病足厚度，脾脏 Th17 细胞水平，血浆 TNF-α、IL-6、IL-17、IL-1β水平，关节病理总评分，血管翳
及骨破坏评分均显著降低，Treg细胞水平均显著升高，甲氨蝶呤组及小乌桂汤高剂量组 Th17 /Treg 值、滑膜
炎评分显著降低 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) 。与甲氨蝶呤组比较，小乌桂汤低剂量组脾脏 Th17 细胞水平、
Th17 /Treg值、关节病理总评分、血管翳及骨破坏评分显著升高，小乌桂汤低、中剂量组 Treg 细胞水平显著
降低 ( P ＜ 0. 01) 。与小乌桂汤低剂量组比较，小乌桂汤中、高剂量组 Th17 细胞水平，Th17 /Treg 值显著降
低，Treg细胞水平显著升高，小乌桂汤高剂量组病理总评分、血管翳评分显著降低 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。
与小乌桂汤中剂量组比较，小乌桂汤高剂量组 Treg细胞水平显著升高 ( P ＜0. 01)。 结论 小乌桂汤对 CIA小
鼠具有抗炎及免疫调节作用，以高剂量效果最佳，其作用机制与调节 Th17 /Treg 的平衡，抑制 TNF-α、IL-6、
IL-17、IL-1β炎症因子的表达相关。
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类风湿关节炎 ( rheumatoid arthritis，ＲA) 是以
慢性对称性关节炎症和关节进行性损伤、骨质侵蚀
为主要特征的一类系统性自身免疫性疾病［1 － 2］。T
细胞介导的免疫反应异常是 ＲA 的主要病理机制之
一［3］。研究表明，辅助性 T细胞 17 ( Th17) /调节
性 T 细胞 ( Treg ) 的失衡在 ＲA 中起着关键作
用［4］。Th17 细胞分泌肿瘤坏死因子 α ( TNF-α ) 、
白细胞介素 6 ( IL-6 ) 、白细胞介素 17 ( IL-17 ) 、
白细胞介素 1β ( IL-1β) 等炎症因子，促进炎症的
发展; 而 Treg细胞能够分泌白细胞介素 10 ( IL-10)

等抑炎因子，阻止炎症的发展，两者在 ＲA中起着
相互拮抗的作用，调控 Th17 /Treg 的平衡可能成为
防治 ＲA的重要策略［5 － 6］。

ＲA常累及手、足小关节，主要临床表现为多
关节、对称性、侵蚀性的关节炎症，患者常因关节
软骨和骨组织的破坏而致残。目前的一线用药虽很
大程度上可以改善患者病情，但尚不能完全控制疾

病的进展，而且长期使用会导致一系列的副作

用［7］。小乌桂汤具有疏风散寒祛湿、益气养血通
络的功效，治疗 ＲA临床疗效颇佳［8 － 9］。本研究采
用胶原诱导性关节炎 ( CIA) 小鼠模型，观察小乌
桂汤对 CIA 小鼠相关免疫细胞 Th17、Treg 细胞的
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影响，探讨小乌桂汤治疗 ＲA的免疫学机制。本研
究已通过南方医科大学实验动物伦理委员会审查

( 批件号: L2018181) 。

1 材料与方法

1. 1 动物
60 只 SPF级雄性 6 周龄健康 DBA /1 小鼠，北
京维通利华实验动物技术有限公司，实验动物生产

许可证号: SCXK ( 京) 2012-0001。
1. 2 药物
小乌桂汤组成: 麻黄 10 g，桂枝 10 g，当归

10 g，党参 15 g，生石膏 20 g，干姜 10 g，川芎
10 g，白芍 15 g，黄芪 20 g，制川乌 10 g，知母
10 g，防风 10 g，黑顺片 10 g，牡丹皮 10 g，黄芩
10 g，炙甘草 10 g。饮片由南方医科大学南方医院
中药房提供，水煎煮两次，混匀过滤，浓缩分别制

得含生药 0. 975、1. 95、3. 9 g /ml 的药液，4℃保
存。甲氨蝶呤片 ( 上海上药信谊药厂有限公司，
批号: 036190503) 研磨成粉，用生理盐水混匀配
制成 0. 1 mg /ml药液，现配现用。
1. 3 主要试剂与仪器
鸡Ⅱ型胶原蛋白 ( CⅡ，批号: 190133 ) 、弗

氏完全佐剂 ( 批号: 190016 ) 、弗氏不完全佐剂
( 批号: 190269 ) ，美国 Chondrex 公司; 细胞刺激
剂 ( 含布雷菲德菌素 A，批号: B287064 ) 、纯化
抗小鼠 CD16 /32 抗体 ( 批号: B264872 ) 、异硫氰
酸荧光素 ( FITC ) 抗小鼠 CD4 抗体 ( 批号:
B266671) 、藻红蛋白 ( PE) 抗小鼠细胞介素 17A
( IL-17A) 抗体 ( 批号: B271227 ) 、别藻蓝蛋白
( APC) 抗小鼠 CD25 抗体 ( 批号: B272759 ) 、PE
抗小鼠叉头状转录因子 p3 ( Foxp3 ) 抗体 ( 批号:
B271498 ) 、LEGENDplexTM小鼠炎症因子试剂盒
( 批号: B301387 ) ，德国 Biolegend 公司; eBio-
scienceTM FOXP3 /转录因子染色缓冲液试剂盒 ( 美
国 Invitrogen公司，批号: 2115575 ) ; 苏木精染液
( 批 号: ZH200304 ) 、 伊 红 染 液 ( 批 号:
ZH202305) ，中国谷歌生物有限公司。
电动匀浆器 ( 德国 IKA公司，型号: T 10 basic

ULTＲA-TUＲＲAX ) ; 电子千分尺 ( 日本三丰公

司，型号: 293-240-30) ; 流式细胞仪 ( 美国 BD公
司，型号: BD LSＲFortessaTM ) ; 光学显微镜 ( 日本
尼康公司，型号: Eclipse E100) ; 高速离心机 ( 德
国 Eppendorf公司，型号: Centrifuge 5804 Ｒ) 。
1. 4 分组、造模及给药
用 0. 1mol /L 乙酸配制 2mg /ml 的 CⅡ溶液，冰

浴条件下，使用电动匀浆器将 CⅡ溶液与弗氏完全佐
剂或弗氏不完全佐剂混匀，条件为 25000 r /min，
进行2 min，暂停 2 min，反复多次直至形成油包水
状奶白色黏稠乳液，乳液终浓度为 1 mg /ml。

60 只小鼠适应性饲养 1 周后按随机数字表法
分为正常组 8 只及造模组 52 只。造模组小鼠参照
文献 ［10 － 11］建立 CIA 小鼠模型，于第 0 天进
行初次免疫，第 21 天进行强化免疫，予背部及尾
根部分 3 点皮内注射乳化剂。初次免疫时，每只小
鼠 3 点共注射 CⅡ弗氏完全佐剂乳化液 0. 1 ml。强
化免疫时，避开结痂部位，注射方法、部位大致同
初次注射，每只小鼠 3 点共注射 CⅡ弗氏不完全佐
剂乳化液 0. 1 ml。
初次免疫后的第 28 天，观察小鼠关节炎发病

情况，并记录关节炎指数评分［12］，≥1 分为造模
成功。40 只小鼠造模成功，按随机数字表法分为
模型组、甲氨蝶呤组及小乌桂汤低、中、高剂量
组，每组 8 只。初次免疫第 28 天开始给药，按照
人和动物间体表面积折算的等效剂量比值［13］计算

给药剂量。小乌桂汤低、中、高剂量组分别按
19. 5、39、75 g / ( kg·d) 剂量灌胃小乌桂汤，每
日 1 次。甲氨蝶呤组按 2 mg /kg 灌胃甲氨蝶呤药
液，每周 1 次。正常组与模型组给予生理盐水
0. 2 ml /10 g灌胃，每日 1 次。各组小鼠均连续给药
4 周。
1. 5 观察指标及方法
1. 5. 1 关节炎指数评分、发病足厚度测量 给药
4 周后观察各组小鼠关节红肿情况，并进行关节炎
指数评分。关节炎指数评分标准［12］: 0 分为正常，
无关节发炎; 1 分为轻度，踝关节或足趾单个关节
红肿; 2 分为中度，踝关节红肿; 3 分为重度，整
个足爪严重红肿; 4 分为极重度: 整个足爪严重红
肿，甚至关节变形、功能障碍。每只小鼠 4 足爪的
关节炎指数总评分最高为 16 分。使用电子千分尺
测量小鼠发病足的厚度。
1. 5. 2 血浆 TNF-α、 IL-6、 IL-17、 IL-1β、 IL-10
含量 麻醉小鼠后，采用肝素钠抗凝管采集全血

后，尽快进行血浆分离 ( 30 min 内 ) ，室温下
3000 r /min离心 10 min，离心半径为 16 cm，取上层
血浆，以 50μl /管分装至 1. 5 ml离心管中， － 80℃
冰箱保存备用，避免反复冻融。按 LEGENDplexTM小
鼠炎症因子试剂盒说明书检测 TNF-α、IL-6、IL-17、
IL-1β、IL-10水平。
1. 5. 3 脾脏 Th17、Treg细胞检测 麻醉处死小鼠
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后，分离脾脏，加入冷 PBS 研磨成单个脾细胞，
收集单细胞悬液，4℃、1600 r /min 离心 5 min，离
心半径为 16 cm，弃上清，加入红细胞裂解液，冰
上裂解红细胞后台盼蓝染色计数，调整细胞浓度至

1 × 107 个 /ml，混匀备用。
Th17 检测: 取上述脾单细胞悬液接种于 96 孔

板，用含有细胞刺激剂 ( 含布雷菲德菌素 A) 的
细胞培养液进行刺激培养，在 37℃、5% CO2 环境

下孵育 5 h 后，收集脾细胞，洗涤后进行细胞计
数，调整细胞数为 1 × 107 个 /ml。取 100μl脾细胞
悬液加入流式管，并加入 2μl的纯化抗小鼠 CD16 /
CD32 抗体冰上孵育 10 min 后，再加入 0. 5μl FITC
抗小鼠 CD4 抗体冰上避光孵育 25 min，加入 1 ml
PBS洗涤 1 次，离心 5 min ( 离心条件同上) ，弃上
清，加入 0. 5 ml 固定液，4℃固定过夜后，离心
5 min ( 离心条件同上) ，弃上清，加入 1 ml胞内染
色破膜洗涤液洗涤 1 次，离心 5 min ( 离心条件同
上) ，弃上清，加入 1. 25μl PE抗小鼠 IL-17A抗体
冰上避光孵育 30 min，用 1 ml胞内染色破膜洗涤液
洗涤 1 次，离心 5 min ( 离心条件同上) ，弃上清，
加入 300μl PBS 重悬细胞，流式细胞仪检测 Th17
细胞比例，选取 CD4 + IL-17 +标记的细胞群为 Th17
细胞。

Treg 检测: 取上述脾脏单细胞悬液 100μl 加
入流式管，并加入 2μl 的纯化抗小鼠 CD16 /CD32
抗体冰上孵育 10 min 后，加入 0. 5μl FITC 抗小鼠
CD4 抗体、1. 25μl APC 抗小鼠 CD25 抗体冰上避
光孵育 25 min，加入 1 ml PBS 洗涤 1 次，离心
5 min ( 离心条件同上) ，弃上清，加入 1 ml新鲜制
备的固定破膜液 1 次，在室温下避光孵育 30 ～
60 min，加入 2 ml 破膜液 1 次，室温下离心 5 min
( 离心条件同上) ，弃上清，加入 2. 5μl PE 抗小鼠
Foxp3 抗体冰上避光孵育 50 min，加入 1 ml 破膜液
洗涤细胞 1 次，室温下 1600 r /min 离心 5 min，离
心半径 16 cm，破膜，弃上清，加入 300μl PBS 重
悬细胞，流式细胞仪检测 Treg 细胞比例，选取
CD4 + CD25 + Foxp3 +细胞群标记为 Treg细胞。
1. 5. 4 踝关节组织病理学评分 麻醉处死小鼠后，
暴露小鼠发病的踝关节，于踝关节上缘 1 cm 剪断
下肢。分离剥除皮肤及肌肉，迅速放入 4%多聚甲
醛溶液中固定 48 h。置于福尔马林盐酸溶液 ( 40%
甲醛 10 ml，浓盐酸 2 ml，蒸馏水 88 ml ) 中脱钙
72 h，随后水洗脱酸，接着依次脱水、透明、65℃
浸蜡、包埋、切片，厚度 4 ～ 5μm。随后进行 HE

染色，依次进行脱蜡、HE 染色、脱水、透明、封
片。显微镜下观察滑膜增生、血管翳、软骨及骨侵
蚀情况。病理评分标准［14 － 15］: 1 ) 滑膜炎 ( 根据
滑膜细胞厚度判断) : ＜ 3 层计 0 分; 3 ～ 5 层计 1
分; 6 ～ 10 层计 2 分; 11 ～ 20 层计 3 分; 21 ～ 30
层计 4 分; ＞ 30 层计 5 分。2) 血管翳: 无血管翳
生成计 0 分; 存在微小绒毛计 1 分; 出现清楚的血
管翳 2 分; 血管翳明显附着计 3 分; 血管翳布满关
节腔计 4 分; 血管翳广泛增生计 5 分。3) 骨破坏:
未见骨侵蚀计 0 分; 骨和软骨轻微侵蚀计 1 分; 出
现清楚的软骨侵蚀计 2 分; 出现软骨下骨侵蚀计 3
分; 骨和软骨严重侵蚀计 4 分; 骨和软骨严重流失
计 5 分。
1. 6 统计学方法
采用 SPSS 21. 0 统计软件分析数据。计量资料

以均数 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，多组间比较采用单
因素方差分析，方差齐性者两两比较采用 LSD 法，
方差不齐者两两比较采用 Dunnett T3 检验，P ＜
0. 05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 各组小鼠关节炎指数评分、发病足厚度比较
表 1 示，与正常组比较，模型组关节炎指数评

分、发病足厚度均显著升高 ( P ＜ 0. 05 ) 。与模型
组比较，甲氨蝶呤组及小乌桂汤中、高剂量组关节
炎指数评分、发病足厚度均显著降低 ( P ＜ 0. 05 或
P ＜ 0. 01 ) ，小乌桂汤低剂量组关节炎指数评分、
发病足厚度差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) 。甲氨
蝶呤组及小乌桂汤各剂量组关节炎指数评分、发病
足厚度组间比较差异均无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。

表 1 各组小鼠关节炎指数评分、发病足厚度比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 关节炎指数评分 /分 发病足厚度 /mm

正常组 8 0 2. 20 ± 0. 06
模型组 8 9. 50 ± 0. 76a) 3. 41 ± 0. 23a)

甲氨蝶呤组 8 6. 25 ± 1. 28a) c) 2. 89 ± 0. 31a) b)

小乌桂汤低剂量组 8 7. 75 ± 4. 17a) 3. 00 ± 0. 40a)

小乌桂汤中剂量组 8 5. 63 ± 0. 74a) c) 2. 77 ± 0. 44b)

小乌桂汤高剂量组 8 4. 63 ± 1. 19a) c) 2. 52 ± 0. 21c)

注: a) 与正常组比较，P ＜ 0. 05; b ) 与模型组比较，P ＜

0. 05; c) 与模型组比较，P ＜ 0. 01。

2. 2 各组小鼠脾脏 Th17、Treg 细胞水平及 Th17 /
Treg值比较
表 2 示，与正常组比较，模型组小鼠脾脏中

Th17 细胞水平、Th17 /Treg值显著升高，Treg 细胞
水平显著降低 ( P ＜ 0. 01 ) 。与模型组比较，甲氨
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表 2 各组小鼠脾脏 Th17、Treg细胞水平及 Th17 /Treg值比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 Th17 /% Treg /% Th17 /Treg

正常组 8 1. 44 ± 0. 21 11. 33 ± 0. 87 0. 13 ± 0. 02
模型组 8 3. 12 ± 0. 84b) 5. 05 ± 0. 78b) 0. 64 ± 0. 24b)

甲氨蝶呤组 8 1. 78 ± 0. 5d) 9. 56 ± 0. 69b) d) 0. 19 ± 0. 05c)

小乌桂汤低剂量组 8 2. 78 ± 0. 52b) e) 5. 76 ± 0. 79b) e) 0. 49 ± 0. 1b) e)

小乌桂汤中剂量组 8 2. 04 ± 0. 64a) d) f) 7. 08 ± 0. 83b) d) e) g) 0. 29 ± 0. 09a) f)

小乌桂汤高剂量组 8 1. 94 ± 0. 53d) g) 9. 00 ± 0. 51b) d) g) h) 0. 22 ± 0. 05a) c) g)

注: Th17，辅助性 T细胞 17; Treg，调节性 T细胞。

a) 与正常组比较，P ＜0. 05; b) 与正常组比较，P ＜0. 01; c) 与模型组比较，P ＜0. 05; d) 与模型组比较，P ＜ 0. 01; e) 与甲氨蝶呤组比

较，P ＜0. 01; f) 与小乌桂汤低剂量组比较，P ＜0. 05; g) 与小乌桂汤低剂量组比较，P ＜0. 01; h) 与小乌桂汤中剂量组比较，P ＜0. 01。

蝶呤组及小乌桂汤中、高剂量组脾脏 Th17 细胞水
平均显著降低，Treg 细胞水平均显著升高 ( P ＜
0. 01) ，甲氨蝶呤组及小乌桂汤高剂量组 Th17 /
Treg值显著降低 ( P ＜ 0. 05) 。与甲氨蝶呤组比较，
小乌桂汤低剂量组脾脏 Th17 细胞水平、Th17 /Treg
值显著升高，小乌桂汤低、中剂量组 Treg 细胞水平
显著降低 ( P ＜ 0. 01) 。与小乌桂汤低剂量组比较，
小乌桂汤中、高剂量组 Th17 细胞水平、Th17 /Treg
值显著降低，Treg 细胞水平均显著升高 ( P ＜ 0. 05
或 P ＜0. 01) 。与小乌桂汤中剂量组比较，小乌桂汤
高剂量组 Treg细胞水平显著升高 ( P ＜0. 01) 。
2. 3 各组小鼠血浆 TNF-α、IL-6、IL-17、IL-1β、
IL-10 水平比较
图 1 示，与正常组比较，模型组小鼠血浆

TNF-α、IL-6、IL-17、IL-1β水平均显著升高 ( P ＜
0. 01) ; 与模型组比较，甲氨蝶呤组及小乌桂汤各
剂量组血浆 TNF-α、IL-6、IL-17、IL-1β 均显著降
低 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ; 甲氨蝶呤组及小乌桂
汤各剂量组间各指标比较差异均无统计学意义

( P ＞ 0. 05) 。各组血浆 IL-10 水平差异无统计学意
义 ( P ＞ 0. 05) 。
2. 4 各组小鼠踝关节组织病理学评分比较
图 2 示，正常组小鼠踝关节滑膜细胞排列规

则，未见炎性细胞浸润及骨侵蚀。模型组小鼠关节
滑膜细胞大量增殖，层次增多，排列紊乱，大量炎

性细胞浸润关节腔，广泛血管翳附着，可见软骨和

骨的侵蚀破坏，骨量严重流失。甲氨蝶呤组小鼠踝
关节滑膜细胞少量增殖，层次增多，排列紊乱，少

注: TNF-α，肿瘤坏死因子 α; IL-6，白细胞介素 6; IL-17，白细胞介素 17; IL-1β，白细胞介素 1β; IL-10，白细胞介素 10。
a) 与正常组比较，P ＜ 0. 05; b) 与正常组比较，P ＜ 0. 01; c) 与模型组比较，P ＜ 0. 05; d) 与模型组比较，P ＜ 0. 01。

图 1 各组小鼠血浆 TNF-α、IL-6、IL-17、IL-1β、IL-10 水平比较 ( 珋x ± s，n = 8)
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量炎性细胞浸润关节腔及血管翳形成，少量软骨侵

蚀破坏。小乌桂汤低、中、高剂量干预后均可改善
CIA小鼠的关节病理损伤，主要表现为减少了滑膜
细胞增生、炎性细胞浸润及血管翳形成，随着小乌
桂汤剂量增大，滑膜细胞增生、炎症细胞浸润、血
管翳形成呈梯度减少，软骨及骨侵蚀破坏程度降低。
图 3 示，与正常组比较，模型组小鼠的关节病

理总评分、滑膜炎、血管翳及骨破坏评分均升高
( P ＜ 0. 01) 。与模型组比较，甲氨蝶呤组及小乌桂
汤中、高剂量组关节病理总评分、血管翳及骨破坏

评分，甲氨蝶呤组及小乌桂汤高剂量组滑膜炎评分

均显著降低 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) 。与甲氨蝶呤
组比较，小乌桂汤低剂量组关节病理总评分、血管
翳及骨破坏评分显著升高 ( P ＜ 0. 05 ) ，小乌桂汤
中、高剂量组各指标差异均无统计学意义 ( P ＞
0. 05) 。与小乌桂汤低剂量组比较，小乌桂汤中剂
量组各指标差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) ，小乌
桂汤高剂量组病理总评分、血管翳评分显著降低
( P ＜ 0. 05) 。小乌桂汤中、高剂量组各指标比较差
异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。

注: 图中箭头所指为增生滑膜，血管翳形成，软骨及骨侵蚀破坏。
图 2 各组小鼠踝关节组织 HE染色病理图 ( × 200)

注: a) 与正常组比较，P ＜ 0. 05; b) 与正常组比较，P ＜ 0. 01; c) 与模型组比较，P ＜ 0. 05; d) 与模型组比较，P ＜ 0. 01;
e) 与甲氨蝶呤组比较，P ＜ 0. 05; f) 与小乌桂汤低剂量组比较，P ＜ 0. 05。

图 3 各组小鼠踝关节组织病理学评分比较 ( 珋x ± s，n = 8)
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3 讨论

ＲA属中医学“痹证”范畴，多由风、寒、湿
等邪气侵袭人体，闭阻经络，留滞关节，气血运行

不畅所致，当以祛风散寒除湿、益气活血通络为治
法。小乌桂汤方中应用辛温散寒祛风之麻黄、桂
枝、川乌、黑顺片、干姜、防风以达疏风散寒除湿
之功; 应用活血之川芎、当归、牡丹皮以通血瘀;
以补气养血之黄芪、党参、白芍、当归补气血亏
虚，扶助正气; 以寒凉之品知母、生石膏防麻黄、
桂枝、干姜等辛散过度耗伤正气，全方共奏疏风通
络、散寒除湿、益气养血之功，主治风寒湿痹证。
临床研究［16］发现，小乌桂汤对寒湿痹阻型 ＲA 患
者有明确疗效，能明显改善关节畏冷、肢体沉重等
临床症状。实验研究［17］证实，小乌桂汤具有抗炎、
调节免疫的作用。甲氨蝶呤是目前治疗 ＲA的一线
用药，因此本研究选用甲氨蝶呤片作为阳性对照

药物。
本研究结果显示，模型组小鼠关节炎指数评分

及踝关节切片 HE 染色病理总评分、滑膜炎评分、
血管翳评分、骨破坏评分均显著升高。小乌桂汤
中、高剂量组关节炎指数评分、发病足厚度、关节
病理总评分、血管翳及骨破坏评分均显著降低，小
乌桂汤高剂量组滑膜炎评分亦显著降低，疗效与甲

氨蝶呤组相当。小乌桂汤能减轻 CIA 小鼠关节红
肿，抑制关节滑膜细胞增生、血管翳形成、骨破坏
的进展，提示小乌桂汤具有抗炎作用。

ＲA的发展与细胞免疫紊乱、异常活化和细胞
亚群失衡密切相关，尤其是 CD4 + T 细胞亚
群［18 － 19］。CD4 + T细胞受到抗原的刺激活化后能进
一步分化为各种功能性细胞亚群，通过细胞及分泌

的细胞因子的相互作用，在关节局部诱导炎性细胞

聚集浸润并释放炎性因子，从而导致关节滑膜损

伤［20］。Th17 细胞是 CD4 + T 细胞亚群之一，其分
泌 IL-17、TNF-α、IL-6、IL-1β 等炎症因子，促进
破骨细胞的生成，从而导致骨破坏，是 ＲA发病的
关键因素之一［21］。既往研究［22］发现，在 ＲA 患者
外周血中以及模型鼠的滑膜及外周血中均检测到

Th17 细胞的增加。总之，Th17 细胞的活化增殖是
ＲA 发病不容忽视的因素之一。Treg 细胞也是
CD4 + T细胞亚群之一，其主要通过释放抗炎细胞
因子或者细胞接触的方式抑制炎性细胞因子的产

生，具有强大的抗炎功能［23］。实验研究［24］证实，
与正常小鼠相比，CIA 小鼠 Treg 细胞比例显著降

低，过继转移 Treg 细胞能够有效抑制 CIA 小鼠的
关节炎。由此表明，Treg细胞的减少或者功能受损
可能是导致 ＲA 发生的重要机制之一。本研究证
实，CIA小鼠脾脏中存在 Th17 /Treg 免疫失衡，促
进 CIA小鼠关节炎症反应; 小乌桂汤灌胃后，脾
脏中 Th17 细胞水平显著降低，Treg 细胞水平显著
升高，且随着小乌桂汤剂量增大，Th17 细胞水平
越低，Treg细胞水平越高。结果提示小乌桂汤具有
免疫调节作用，可能与改善 Th17 /Treg 免疫失衡有
关，且疗效呈剂量依赖性，其中高剂量与甲氨蝶呤

等效。
TNF-α可促进滑膜成纤维细胞增殖和血管翳生

成，促进基质金属蛋白酶 ( MMPs) 的分泌，激活
核因子 κB ( NF-κB) 信号通路介导的软骨和骨的
破坏，并能抑制 Treg 细胞［25 － 27］。IL-6 能够持续促
进单核细胞趋化因子 1 ( MCP-1 ) 分泌、血管增殖
及 T细胞抗凋亡功能，促进损伤部位的单核细胞
积聚，为持续的慢性炎症提供基础［28］; 同时 IL-6
能够通过促进信号转导子与转录激活子 3
( STAT3) 介导的类视色素孤儿受体 γt 的上调来促
进 Th17 细胞分化，同时抑制转化生长因子 β
( TGF-β) 诱导 Treg 细胞分化［29 － 31］。IL-6 和白细
胞介素 1 ( IL-1 ) 协同增强滑膜细胞产生 MMPs，
这可能导致软骨和关节破坏［32］。IL-17 是 Th17 分
泌的主要细胞因子，可诱导 IL-1β、IL-6、TNF-α 等
多种促炎细胞因子的表达［33 － 34］，同时上调 NF-κB
受体活化因子配体 ( ＲANKL) 的表达，从而促进
骨破坏和骨吸收［35］。IL-1β 是由活化的单核细胞 /
巨噬细胞、滑膜成纤维细胞产生的促炎细胞因子，
是促成 ＲA关节炎症和骨破坏的重要因素［36］。IL-10
通过阻断促炎性细胞因子的分泌起抑制炎症的作

用［37］。本研究证实，CIA 小鼠存在 TNF-α、IL-6、
IL-17、IL-1β炎症因子异常升高的情况，小乌桂汤
灌胃后，小鼠血浆中 TNF-α、IL-6、IL-17、IL-1β
的表达水平均显著降低，提示小乌桂汤的抗炎作用

可能主要与下调 TNF-α、IL-6、IL-17、IL-1β 炎症
因子的产生和表达有关。
综上所述，小乌桂汤对 CIA 小鼠具有抗炎及

免疫调节作用，其作用机制可能是通过调节脾脏

Th17 /Treg的平衡，抑制血浆 TNF-α、IL-6、IL-17、
IL-1β炎症因子的表达，从而减轻 CIA 小鼠关节炎
症反应。
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Effects of Xiaowugui Decoction ( 小乌桂汤) on Th17 /Treg Balance in the Spleen and Inflammatory Factors in
Plasma of Collagen-induced Arthritis Model Mice
SHAN Wenjun1，LI Changzheng2，QI Jieying1，XIE Lifen1，ZHANG Qiaoying1，NIE Xiaoli1

1． Traditional Chinese Medicine-Integrated Hospital of Southern Medical University，Guangzhou，510315; 2． School of Chinese Medi-
cine，Southern Medical University
ABSTＲACT Objective To explore the mechanism of Xiaowugui Decoction ( XWGD，小乌桂汤) for the treatment
of rheumatoid arthritis． Methods Sixty male DBA /1 mice were randomly divided into normal group ( n = 8 ) and
model group ( n = 52) ． To establish mice model of collagen-induced arthritis ( CIA) ，chicken type Ⅱ collagen emul-
sion was intracutaneously injected into the tail root and back of the mice at 3 points． Forty successful CIA model mice
were randomly divided into model group，methotrexate group，XWGD low，medium，and high-dose groups，with 8
mice per group． The mice in methotrexate group were given 0. 1 mg /ml methotrexate once a week，and the mice in
XWGD low，medium and high-dose groups were respectively given 19. 5，39，75 g / ( kg·d) XWGD once a day．
The mice in the normal group and model group were administered with 0. 2 ml /10 g normal saline once a day． All the
interventions were given by gavage for 4 weeks． The arthritis index score，thickness of the diseased paws and the his-
topathology of the ankle joint were evaluated． The ratio of helper T cell 17 ( Th17) and regulatory T cell ( Treg) in
spleens，and the expression levels of tumor necrosis factor-α ( TNF-α) ，interleukin-6 ( IL-6 ) ，interleukin-17 ( IL-
17) ，interleukin-1β ( IL-1β) and interleukin-10 ( IL-10) in plasma were detected． Ｒesults Compared to model
group，the methotrexate group and XWGD medium and high-dose groups significantly decreased the arthritis index
score，the thickness of the diseased paws，the ratio of Th17，the expression levels of plasma TNF-α，IL-6，IL-17，
and IL-1β，the total ankle joint pathology score，and the pannus-bone destruction score，as well as increased the ratio
of Treg; the methotrexate group and XWGD high-dose group significantly decreased the ratio of Th17 /Treg and the
synovitis score ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01 ) ． Compared to methotrexate group，XWGD low-dose group had significantly
higher Th17 and Th17 /Treg in spleen as well as higher total ankle joint pathology score and pannus-bone destruction
score; the XWGD low and medium-dose groups had significantly lower ratio of Treg ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． Com-
pared to XWGD low-dose group，the Th17 and Th17 /Treg ratio in the medium and high groups significantly reduced，
Treg level increased; the total ankle joint pathology score and the pannus-bone destruction score in the high-dose
group also significantly decreased ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． The level of Treg in XWGD high-dose group was signifi-
cantly higher than that of medium-dose group ( P ＜ 0. 01) ． Conclusion XWGD has anti-inflammatory and immune
regulation effects on CIA model mice，and the high-dose works best． It may reduce the joint inflammation by regula-
ting the balance of Th17 /Treg and inhibiting the expression of TNF-α，IL-6，IL-17，and IL-1β．
Keywords collagen-induced arthritis，Xiaowugui Decoction ( 小乌桂汤) ; helper T cell 17; regulatory T cell; infla-
mmatory factors
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