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［摘　要］　目的　观察祛风方对佐剂性关节炎大鼠的治疗作用及其机制。 方法　将３２只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为正常组、模

型组、激素组、中药组，每组８只。大鼠右后足趾皮内注射福氏完全佐剂０．０５ｍｌ致炎；激素组造模后予强的松片每次０．２５ｍｇ
灌胃，每日２次；中药组造模后予祛风方每次３ｍｌ灌胃，每日２次。２１天后检测各组大鼠膝关节滑膜白细胞介素１β（ＩＬ－１β）、

白细胞介素６（ＩＬ－６）的ｍＲＮＡ表达水平。 结果　正常组、激素组、中药组大鼠膝关节滑膜组织ＩＬ－１β、ＩＬ－６ｍＲＮＡ的表达均低

于模型组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；正常组、中药组与激素组３组之间比较无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。 结论　佐剂性

关节炎大鼠滑膜细胞ＩＬ－１β、ＩＬ－６ｍＲＮＡ表达水平是上调的，激素和祛风方有抑制其转录和表达的作用。
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　　类风湿性关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ　ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是
一种以慢性炎症、异常免疫反应和滑液增多为特征
的全身性自身免疫性疾病［１］。ＲＡ的免疫病理损伤

涉及细胞免疫和体液免疫等多个环节。近年研究证
实［１－４］，诸多免疫细胞及其所分泌的细胞因子（Ｃｙ－
ｔｏｋｉｎｅｓ，ＣＫ）参与了这一病理过程，该病的发生可能
是ＣＫ的相互作用失去平衡，而导致免疫病理损伤
所致。本研究通过建立ＲＡ的病理模型大鼠佐剂性
关节炎（ａｄｊｕｖａｎｔ　ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＡＡ），探讨祛风方对ＡＡ
的两个ＣＫ即白细胞介素－１β（ＩＬ－１β）、白细胞介素－６
（ＩＬ－６）ｍＲＮＡ表达的影响及机理。

１　材料与方法

１．１　动物

３２只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，清洁级，雌雄各半，体重
（２００±２０）ｇ。由河北医科大学提供，动物许可证号：

ＳＹＸＫ（冀）２００８－００２６。

１．２　药物
祛风方由防风、黄芪各３０ｇ，党参２０ｇ，柴胡、防

己各１５ｇ，薄荷、桂枝、芍药、知母各１０ｇ组成，由河
北省中医院制剂室煎制，０．１ｇ／ｍｌ；福氏完全佐剂，

Ｓｉｇｍａ公司，批号：Ｆ－５８８１；强的松片，天津太平洋
制药有限公司，批号：０８１００２。
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１．３　主要试剂和仪器

ＰＣＲ微板核酸杂交－ＥＬＩＳＡ试剂盒、杂交液由
第一军医大学生物学诊断研究中心提供；ＰＣＲ仪为
上海复华公司产品，５５０型酶标仪为ＢＩＯ－ＲＡＤ公司
产品；采用Ｐｒｉｍｅｒ软件设计引物，选用ＩＬ－１β、ＩＬ－６
的特异性序列作为引物与探针，由上海生物工程公
司合成。

１．４　动物分组与处理

３２只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠采用随机数字表法分为４组，
每组８只。模型组：参照文献［５］制备模型，大鼠右后
足趾皮内注射福氏完全佐剂０．０５ｍｌ致炎；激素组：造
模后，强的松片每次０．２５ｍｇ（加生理盐水至３ｍｌ）灌
胃，每日２次；中药组：造模后，祛风方每次３ｍｌ灌胃，
每日２次；正常组：不造模，正常饲养。各组均在２１
天后经眼眶静脉取血后处死，切开每只大鼠右膝关节
囊，切取关节滑膜组织１０ｍｇ，超低温冷藏。

１．５　基因扩增

ＲＮＡ提取：从超低温冰箱中取出冻存的关节滑
液，４℃，５　０００ｒ／ｍ离心１０ｍｉｎ，弃上清，收集细胞成
分，加入５００μｌ裂解液，０℃匀浆；分别加入５０μｌ的

２．０ＭＮａＡＣ（ｐＨ４．０），５００μｌ水饱和酚，１００μｌ氯仿／
异戊醇 （４９∶１），用力混匀，冰浴 １５ｍｉｎ。４℃，

１２　０００ｒ／ｍ离心２０ｍｉｎ，分离上层水相，加入等体积
异丙醇，混匀，－２０℃放置２ｈ，４℃，１２　０００ｒ／ｍ离心

１５ｍｉｎ，去上清，加２倍体积７０％乙醇洗涤沉淀，

４℃，１２　０００ｒ／ｍ离心１５ｍｉｎ，去上清，风干，加入２０μｌ
ＤＥＰＣ水溶解。取４μｌ于１．５％琼脂糖凝胶电泳鉴
定其完整性；ＯＤ２６０／ＯＤ２８０鉴定其纯度，取比值为

１．７～２．０的样品进行反转录反应，按列顺序加入反
转录试剂和样品：５×ｂｕｆｆｅｒ、ｄＮＴＰ（１０ｍＭ）、ＲＮａ－
ｓｉｎ（３０Ｕ／μ１）、ＡＭＶ（５Ｕ／μ１）、随机引物（１００ｎｇ／

μ１）、样品ＲＮＡ、三蒸水，加至终体积２０μ１，混匀，置

４２℃水浴３０ｍｉｎ，９５℃５ｍｉｎ，以灭活反转录酶，置－
２０℃备用。之后进行ＰＣＲ反应，并将反应产物１０μｌ
于１．５％琼脂糖凝胶电泳分析结果并照相。
用Ｔａｎｏｎ－４１００凝胶图像分析系统对ＰＣＲ产物

电泳照片进行分析，分别计算ＩＬ－１β、ＩＬ－６各个样品
中待检测 ｍＲＮＡ相对于内参 ｍＲＮＡ的表达水平，
即 Ｒ＝（ＩＬ－１β或ＩＬ－６灰度×像素）／（β－ａｃｔｉｎ或

ＧＡＰＤＨ灰度×像素）。

１．６　统计学方法
采用ｓｔａｔａ８．０统计软件处理，计量数据用均数

±标准差表示，采用单因素方差分析。

２　结果
以提取的ＲＮＡ作为逆转录反应的模板，ＩＬ－１β、

ＩＬ－６ｍＲＮＡ最终扩增出的片段与设计的ＩＬ－１β、ＩＬ－
６ｍＲＮＡ扩增片段长度相一致。
图１、图２、表１示，各组大鼠膝关节滑膜组织

ＩＬ－１β、ＩＬ－６ｍＲＮＡ的表达，正常组、激素组、中药组
均低于模型组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；正
常组、中药组与激素组３组之间比较差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。

图１　各组大鼠膝关节滑膜组织ＩＬ－１βｍＲＮＡ的表达

注：Ｍ：位点；１、２：正常组；３、４：模型组；５、６：激素组；７、８：中

药组

图２　各组大鼠膝关节滑膜组织ＩＬ－６ｍＲＮＡ的表达

注：Ｍ：位点；１、２：正常组；３、４：模型组；５、６：激素组；７、８：中

药组

表１　各组大鼠膝关节滑膜组织ＩＬ－１β、ＩＬ－６ｍＲＮＡ

　　表达的比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＩＬ－１β ＩＬ－６

正常组 ８　 ０．４１６５±０．０３２４＊ ０．３５０３±０．０６０３＊
模型组 ８　 ０．５３０３±０．６５４７　 ０．５９４０±０．０４６８
激素组 ８　 ０．４４０３±０．３９８６＊ ０．４９７９±０．４９５２＊

中药组 ８　 ０．４６０１±０．０４０２＊ ０．５０９９±０．０６６３＊

　　注：与模型组比较，＊Ｐ＜０．０５

３　讨论
祛风方为河北省中医院的经验方，具有祛风除

湿、清热散寒、健脾益气之功能。该方以《金匮要略》
桂枝芍药知母汤为基础，在长期临床实践过程中化
裁而来。前期临床研究表明［６］，本方可以有效改善
ＲＡ患者的晨僵、握力、２０米行速、疼痛指数、肿胀指
数、功能指数，控制病情，使用安全，未发现毒副作用。

ＲＡ的多种治疗方案中，糖皮质激素不可或缺，
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糖皮质激素通过抑制膜磷类释放花生四烯酸而减少

前列腺素与白三烯等炎性介质的合成；降低炎症部
位中性粒细胞移动、聚积、黏附及其酶的释放和炎症
介质的产生（如白介素系列）；直接抑制成纤维细胞
的增生与分泌功能，使结缔组织的基质合成抑制；稳
定溶酶体膜减少其酶的释放等。糖皮质激素的免疫
抑制作用有：使淋巴组织萎缩；干扰免疫过程的识别
与增殖时相，明显抑制细胞免疫；阻断细胞间交通抑
制免疫的连锁反应［７］。在本研究中，模型组滑膜的
ＩＬ－１βｍＲＮＡ、ＩＬ－６ｍＲＮＡ的基因表达在上调，提
示ＲＡ早期ＩＬ－１β、ＩＬ－６转录增强，滑膜对ＩＬ－１β、ＩＬ－
６反应的敏感性亦可能增强。ＩＬ－１βｍＲＮＡ、ＩＬ－６
ｍＲＮＡ的表达水平具有协同性，推测ＩＬ－１β、ＩＬ－６在
炎症部位具有相互促进作用，可能是ＲＡ部分发病
机制。ＲＡ早期病程中，ＩＬ－１增加内皮细胞间黏附
分子的表达；诱导中性细胞、单核细胞和淋巴细胞的
趋化，诱导ＩＬ－６的合成参与免疫调节过程［８］，刺激
成纤维样细胞的增生。ＲＡ关节腔损伤机理中，ＩＬ－１
的局部生物效应发挥充分［９］，ＩＬ－１进一步诱导成纤维
细胞和软骨的前列腺素Ｅ２、胶原酶的产生，增强破骨
细胞活性，促进关节软骨和骨破坏。
本研究结果提示，祛风方治疗ＲＡ的可能机制

是：ＩＬ－１β、ＩＬ－６的转录和表达受到抑制，使ＩＬ－１β、

ＩＬ－６的基因表达下调，从而抑制ＲＡ滑膜炎症以及
阻断关节软骨基质的降解和破坏。其更深层次机制
有待进一步研究。
参考文献

［１］Ｇａｙ　Ｓ，Ｇａｙ　ＲＥ，Ｋｏｏｐｍａｎ　ＷＪ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ａｎｄ　ｃｅｌｌｕｌａｒ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ　ｏｆ　ｊｏｉｎｔ　ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ　ａｒｔｈｒｉｔｉｓ：

ｔｗｏ　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ　ｅｘｐｌａｉｎ　ｊｏｉｎｔ　ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ？［Ｊ］．
Ａｎｎ　Ｒｈｅｕｍ　Ｄｉｓ，１９９３，５２（Ｓｕｐｐｌ　１）：３９－４７．

［２］Ｋｕｒｙｌｉｓｚｙｎ－Ｍｏｓｋａｌ　Ａ．Ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ　ａｎｄ　ｓｏｌｕｂｌｅ　ＣＤ４ａｎｄ
ＣＤ８ｍｏｌｅｃｕｌｃｓ　ｉｎ　ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ　ａｒｔｈｒｉｔｉｓ：ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ　ｔｏ
ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ　ｖａｓｃｕｌｉｔｉｓ　ａｎｄ　ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ　ｃａｐｉｌｌａｒｏｓｃｏｐｉｃ
ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ［Ｊ］．Ｃｌｉｎ　Ｒｈｅｕｍａｔｏｌ，１９９８，１７（６）：４８９－４９３．

［３］Ｔａｋｅｕｃｈｉ　Ｅ，Ｔｏｍｉｔａ　Ｔ，Ｔｏｙｏｓａｋｉ－Ｍａｅｄａ　Ｔ．Ｅｓｔａｂｌｉｓｈ－
ｍｅｎｔ　ａｎｄ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｎｕｒｓｅ　ｃｅｌｌ－ｌｉｋｅ　ｓｔｒｏｍａｌ　ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅｓ　ｆｒｏｍ　ｓｙｎｏｖｉａｌ　ｔｉｓｓｕｅｓ　ｏｆ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ　Ｒｈｅｕｍ，１９９９，４２（２）：２２１－２２８．

［４］Ｍａｎｇｇｅ　Ｈ，Ｋｅｎｚｉａｎ　Ｈ，Ｃａｌｌｉｓｔ　ＪＳ，ｅｔ　ａｌ，Ｓｅｒｕｎ　Ｃｙｔｏ－
ｋｉｎｅｓ　ｉｎ　ｊｕｖｅｎｉｌｅ　ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ　ａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ
Ｒｈｅｕｍ，１９９５，３８（２）：２１１－２２３．

［５］李仪奎．中药药理实验方法学［Ｍ］．上海：上海科学技术
出版社，１９９１：３０５－３０６．

［６］施光其，陈国会，孙仁．加减桂枝芍药知母汤合益肾除湿
丸治疗类风湿性关节炎３８例［Ｊ］．新中医，２００９，４１（４）：

７０－７１．
［７］刘嘉玲，鲍春德．风湿病疑难问题［Ｍ］．北京：人民卫生出
版社，２００４：４５８．

［８］Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ　ＪＰ，ＭｃＣｏｌｌｕｍ　Ｒ，Ｃｌｏｕｔｉｅｒ　ＪＭ，ｅｔ　ａｌ．Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ｏｆ　ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅｓ　ａｎｄ　ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ　６（ＩＬ－６）ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｏｓ－
ｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｃ　ｓｙｎｏｖｉａｌ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｉｓ　ａｎ　ＩＬ－１ ｍｅｄｉａｔｅｄ

ｐｒｏｃｅｓｓ［Ｊ］．Ｊ　Ｒｈｅｕｍａｔｏｌ，１９９５，４３（Ｓｕｐｐｌ）：１０９－１１４．
［９］Ａｒｅｎｄ　ＷＰ，Ｄａｙｅｒ　ＪＭ．Ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ　ａｎｄ　ｃｙｔｏｋｉｎｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ
ｏｒ　ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｓ　ｉｎ　ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ　ａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ
Ｒｈｅｕｍ，１９９０，３３（３）：３０５－３１５．

（收稿日期：２０１０－１２－０６；修回日期：２０１１－０３－２１）

［编辑：崔京艳］

（上接第１１３７页）
整的作用。但随着再灌注时间的延长，损伤继续加
重，大量产生的 ＯＦＲ引发 ＧＳＨ－Ｐｘ的消耗增加。

ＱＨ组大鼠肝组织ＧＳＨ－Ｐｘ活力呈递增趋势，表明
羌活醇提取物可以提高 ＨＩＲＩ模型大鼠肝组织的

ＧＳＨ－Ｐｘ活力而保护肝脏。
值得注意的是，Ｉ４５Ｒ６０时点ＤＳ组大鼠肝组织

ＧＳＨ－Ｐｘ活力低于模型组，而 ＱＨ 组大鼠肝组织

ＧＳＨ－Ｐｘ活力高于 ＤＳ组，但不能说明羌活醇提取
物比丹参更能提高大鼠肝组织ＧＳＨ－Ｐｘ活力，表明
羌活醇提取物可提高 ＨＩＲＩ模型大鼠肝脏组织的

ＧＳＨ－Ｐｘ活力。
总之，本研究结果提示，羌活醇提取物可提高

ＨＩＲＩ模型大鼠肝组织ＧＳＨ－Ｐｘ活力，增强对ＯＦＲ
的清除能力，保护细胞膜的完整性，抵抗脂质过氧化
损伤，从而发挥保肝作用，亦即针对 ＨＩＲＩ的瘀血、

湿阻、津停之病机，发挥泄热散瘀、温通血脉、活血利
水之功效，使肝胆气机畅利达到抗御不良刺激损害
的作用。从中医角度来看，羌活可能在本实验中除发
挥泄热祛湿功效之外，尚奏其温通效应而温通血脉，
活血利水，以对抗ＨＩＲＩ。通过本研究可以初步确定，
羌活同样具有保肝作用，但中药不同提取物的化学成
分复杂，其保肝效果的作用机制，有待进一步研究。
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