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［摘　要］　目的　探讨祛痹方对Ⅱ型胶原诱导的免疫性关节炎（ＣＩＡ）大鼠的作用及免疫调节机制。 方法　ＳＤ大鼠７２只随

机分为空白对照组１２只，模型组、雷公藤多苷组、祛痹方高剂量组、祛痹方低剂量组各１５只。除空白对照组外其余各组采用

尾根部皮下注射Ⅱ型胶原与不完全弗氏佐剂的方法诱导出ＣＩＡ模型，造模第１５天祛痹方高、低剂量组分别给予祛痹方混悬

液６．６６ｇ／（ｋｇ·ｄ）、３．３３ｇ／（ｋｇ·ｄ），雷公藤多苷组给予雷公藤多苷混悬液９．６８ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），空白对照组和模型组大鼠等体

积纯净水，各组每天灌胃１次，连续４周。观察各组大鼠关节病理损伤并进行半定量评分，检测血浆中抗Ⅱ型胶原抗体（ＣＯＬ－
２）、白细胞介素－１β（ＩＬ－１β）、白细胞介素６（ＩＬ－６）含量。 结果　模型组大鼠膝关节病理积分，血浆ＣＯＬ－２、ＩＬ－１β、ＩＬ－６含量较空

白对照组明显升高（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，祛痹方高剂量组与雷公藤多苷组大鼠关节病理积分，血浆ＣＯＬ－２、

ＩＬ－１β、ＩＬ－６含量明显降低（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；祛痹方高剂量组大鼠关节病理积分，血浆ＣＯＬ－２、ＩＬ－１β水平亦明显低于雷

公藤多苷组和祛痹方低剂量组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。 结论　高剂量祛痹方显著减轻了ＣＩＡ大鼠膝关节损伤，其作用机理

可能与降低血浆ＣＯＬ－２水平，下调血浆ＩＬ－１β、ＩＬ－６含量有关。
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　　类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ　ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是造
成我国人群丧失劳动力与致残的主要病因之一［１］，

深入探索该病的病因及发病机理，寻找有效的治疗

方法，改善生存质量是人类的共同目标。在ＲＡ的
发病过程中，异常的Ｔ细胞免疫反应、滑膜细胞免
疫反应以及细胞因子的自分泌和旁分泌作用等均起

·０７７１· 中医杂志２０１３年１０月第５４卷第２０期　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０１３，Ｖｏｌ．５４，Ｎｏ．２０　　　　

DOI:10.13288/j.11-2166/r.2013.20.025



着重要作用［２－５］。本实验从免疫调节作用的角度，
探讨祛痹方对Ⅱ型胶原诱导的免疫性关节炎（ＣＩＡ）
的作用机制。

１　材料及方法

１．１　动物

ＳＰＦ级ＳＤ大鼠７２只，雄性，体重１６０～２００ｇ，
由中国药品生物制品检定所提供，动物许可证号：

ＳＣＸＫ（京）２００９－００１７，在中国中医科学院中医基础
理论研究所清洁级动物室喂养，实验动物室许可证
号：ＳＹＸＫ（京）２０１０－００３２。

１．２　药品与试剂
祛痹方组成：青风藤１５ｇ，威灵仙１５ｇ，鸡血藤

１５ｇ，白芍１５ｇ，牛膝１５ｇ，续断１０ｇ，甘草１０ｇ等，干
浸膏粉由中国中医科学院中医基础理论研究所方证

中心汪文来副研究员提供，每克干膏粉相当于生药

４．０２ｇ。成人每天临床用量为１４５ｇ生药（相当于成
人每日服用干粉３６．０７ｇ），按体表面积折换成大鼠
的等效剂量为１３．３７ｇ／（ｋｇ·ｄ），相当于每日服用干
粉３．３３ｇ／（ｋｇ·ｄ），临用前用纯净水分别配成

０．３３３ｇ／ｍｌ和０．６６６ｇ／ｍｌ两个浓度的混悬液。雷
公藤多苷片：１０ｍｇ／片，江苏美通制药有限公司，批
号：０８０７１７，临用前用纯净水配成０．９６８ｍｇ／ｍｌ的混
悬液。牛Ⅱ型胶原、不完全弗氏佐剂（ＩＦＡ）、大鼠抗

Ⅱ型胶原抗体（ＣＯＬ－２）试剂盒：美国Ｃｈｏｎｄｒｅｘ公司
产品，批号分别为１０００２８、１００１０６、０６２１１０；大鼠白
细胞介素－１β（ＩＬ－１β）、白细胞介素６（ＩＬ－６）试剂盒：
美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司产品，批号分别为６１３６１０１０、

６１９４５０２１。

１．３　主要仪器

Ｆｉｎｅｓｓｅ　ＭＥ＋型轮转式切片机、３１２００６１型烤
片机、３１２００５９型展片机、Ｈｉｓｔｏｃｅｎｔｒｅ　３全自动组织
包埋机、ＵｌｔｒａＦｒｅｅｚｅ超低温冰箱、Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ　Ａｓｃｅｎｔ
酶标仪、Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ　Ａｓｃｅｎｔ洗板机：美国Ｔｈｅｒｍｏ公
司产品；Ｂｏｎｄ　ｍａｘ全自动免疫组化仪、ＣＴＲ６０００显
微镜、Ｑｗｉｎ图像分析仪系统：德国Ｌｅｉｃａ公司产品；

Ｔ１０Ｂａｓｉｃ手持式分散机：德国ＩＫＡ公司产品。

１．４　造模方法
参考文献［６－７］方法：取适量牛Ⅱ型胶原溶液

（浓度为２ｍｇ／ｍｌ）逐滴加入至等容积的ＩＦＡ中，Ⅱ
型胶原终浓度为１ｍｇ／ｍｌ。冰浴中用匀浆器充分乳
化，以滴加水中不扩散为度，取乳化后的混合物按

０．２ｍｌ／只，即每只２００μｇⅡ型胶原，于尾根部皮下
注射。７天后按０．１ｍｌ／只，即每只１００μｇⅡ型胶

原，于尾根部皮下加强免疫１次，１０天后即可诱导
出ＣＩＡ模型。

１．５　动物分组及给药

７２只ＳＤ大鼠适应性喂养１周后，用Ｅｘｃｅｌ随
机函数“ｒａｎｄ”法将大鼠分为空白对照组１２只，模型
组、雷公藤多苷组、祛痹方高剂量组、祛痹方低剂量
组各１５只。造模第１５天开始灌胃给药，祛痹方高、
低剂量组分别给予祛痹方混悬液６．６６ｇ／（ｋｇ·ｄ）、

３．３３ｇ／（ｋｇ·ｄ），雷公藤多苷组给予雷公藤多苷混
悬液９．６８ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），空白对照组和模型组大鼠
灌服等体积纯净水。各组每天灌胃１次，连续４周。

１．６　观察指标及方法
将大鼠用戊巴比妥钠（４５ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻

醉，腹主动脉取血，２　５００ｒ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ离心后取血
浆，分装后－８０℃冰冻备用。取膝关节在４％多聚
甲醛中固定备用。

１．６．１　关节损伤半定量分析　膝关节用４％多聚
甲醛固定１周后，１０％ＥＤＴＡ脱钙，乙醇逐级脱水，
二甲苯透明，石蜡包理，切片，常规 ＨＥ染色。光镜
下观察滑膜、软骨、骨的病理改变，并进行关节病理
损伤半定量分析［６］。０分：关节结构正常，关节间隙
均匀，软骨、骨无损伤，滑膜组织无炎症、增生等；１
分：关节结构基本正常，有滑膜增生，血管数量增加，
可见少量炎细胞浸润，软骨表层轻度破坏；２分：关
节软骨有明显的侵蚀破坏，血管翳形成，炎细胞浸润
明显，无骨破坏，关节间隙基本正常；３分：有大量的
血管翳形成，可见广泛的软骨的侵蚀破坏，可见骨破
坏，关节结构遭破坏。

１．６．２　ＣＯＬ－２、ＩＬ－１β、ＩＬ－６含量的测定　采用酶联
免疫吸附方法（ＥＬＩＳＡ）测定血浆中ＣＯＬ－２、ＩＬ－１β、

ＩＬ－６含量，操作方法按照试剂盒说明书进行。

１．７　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１６．０统计软件分析，结果以均数±

标准差（珚ｘ±ｓ）表示，采用单因素方差分析，组间两两
比较采用ＬＳＤ法。

２　结果

２．１　各组大鼠膝关节病理光镜结果
图１示，空白对照组关节结构正常，滑膜组织无

充血水肿，滑膜细胞无增生现象，无血管翳形成，关
节软骨表面光滑平整，无剥脱现象，关节软骨下骨小
梁大小、排列正常。模型组可见明显的滑膜细胞增
生，排列紊乱，滑膜组织充血水肿，毛细血管增生，并
可见炎细胞浸润；增生的滑膜组织形成绒毛状，可伸
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向关节腔深处，或向软骨面爬行形成血管翳；在血管
翳覆盖下的软骨表层可见明显的组织变性、坏死；关
节软骨面剥脱，可见关节腔内有脱剥的关节软骨及
滑膜组织。雷公藤多苷组滑膜细胞增生略有减轻，
滑膜组织充血水肿减轻，血管增生和浸润炎细胞数
量减少，血管翳形成减少；关节软骨面可见扁平层剥
脱，剥脱软骨面较平整。祛痹方高剂量组滑膜细胞
增生减轻，滑膜组织充血水肿明显减轻，血管增生和
浸润炎细胞数量减少，血管翳形成显著减少；关节软
骨面可见少量扁平层剥脱，剥脱软骨面平整。祛痹
方低剂量组滑膜细胞增生略有减轻，血管翳形成稍
有减少；可见明显的软骨表层组织的变性、坏死；关
节软骨面剥脱，可见关节腔内有脱剥的关节软骨及
滑膜组织。

２．２　各组大鼠膝关节病理积分比较
表１示，模型组大鼠膝关节病理积分较空白对

照组明显升高（Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，祛痹方高
剂量组与雷公藤多苷组大鼠关节病理积分明显降

低，但仍高于空白对照组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；祛
痹方高剂量组大鼠关节病理积分亦明显低于雷公藤

多苷组和祛痹方低剂量组（Ｐ＜０．０５）。

表１　各组大鼠膝关节病理积分变化（分，珚ｘ±ｓ）

　组别 鼠数 病理积分

空白对照组 １２　 ０．１７±０．２５

模型组 １５　 ２．５７±０．４２＊

雷公藤多苷组 １５　 ２．１７±０．４１＊▲

祛痹方高剂量组 １５　 １．８３±０．４９＊▲▲

祛痹方低剂量组 １５　 ２．２７±０．５９＊

　　注：与空白对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，▲Ｐ＜０．０５，

▲▲Ｐ＜０．０１；与祛痹方高剂量组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　各组大鼠血浆ＣＯＬ－２、ＩＬ－１β、ＩＬ－６含量比较
表２示，与空白对照组比较，模型组大鼠血浆

ＣＯＬ－２、ＩＬ－１β、ＩＬ－６含量水平明显升高（Ｐ＜０．０５或

Ｐ＜０．０１）；雷公藤多苷组和祛痹方高剂量组大鼠血
浆ＣＯＬ－２、ＩＬ－１β、ＩＬ－６含量水平较模型组明显降低
（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；祛痹方高剂量组大鼠血浆

ＣＯＬ－２、ＩＬ－１β水平明显低于雷公藤多苷组和祛痹方
低剂量组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。

３　讨论
基于ＲＡ正气虚衰、气滞血瘀与痰湿互结的病

机我们创立了祛痹方，该方君药青风藤，具有祛风
湿、通经络、利小便之功效；臣药威灵仙，祛风湿，通

图１　各组大鼠膝关节 ＨＥ染色结果（２００×）

表２　各组大鼠血浆ＣＯＬ－２、ＩＬ－１β、ＩＬ－６含量比较（珚ｘ±ｓ）

　组别 鼠数 ＣＯＬ－２（μｇＩｇＧ／ｍｌ） ＩＬ－１β（ｐｇ／ｍｌ） ＩＬ－６（ｐｇ／ｍｌ）

空白对照组 １２　 ２３．９±４．０３　 １０９．４８±９．７４　 ６５．７９±１０．２５
模型组 １５　 ６２．１６±５．４３＊＊ １３２．４９±１５．７１＊＊ ７７．８９±１３．６９＊

雷公藤多苷组 １５　 ５５．９５±７．６７＊＊▲ １２１．２９±１４．１８＊▲ ６７．２３±１１．１４▲

祛痹方高剂量组 １５　 ５０．６８±７．００＊＊▲▲ １１０．８９±１１．９３▲▲ ６６．９３±１１．９１▲

祛痹方低剂量组 １５　 ５８．０５±６．６９＊＊ １２３．１９±１４．５５＊ ７０．２０±１１．０７

　　注：与空白对照组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，▲Ｐ＜０．０５，▲▲Ｐ＜０．０１；与祛痹方高剂量组比较，Ｐ＜０．０５，

Ｐ＜０．０１。
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络止痛，为治疗风湿痹痛的要药；续断功用为祛风
湿，补肝肾，强筋骨，对痹证日久、伤及肝肾、腰膝酸
软、筋骨无力者尤佳；佐药怀牛膝补肝肾，强筋骨，活
血通经，利水通淋，引火（血）下行；鸡血藤行血补血，
舒筋活络，可使经脉通畅，脉络通和，在本方中与威
灵仙配伍，可治疗风湿痹痛，肢体麻木；白芍养血敛
阴，柔肝止痛；使药甘草调和诸药。诸药合用共奏祛
风湿，活血化瘀，祛痰湿。本实验结果表明，模型组
大鼠膝关节可见较明显的滑膜细胞增生，并可见炎
细胞浸润；增生的滑膜组织形成血管翳；在血管翳覆
盖下的软骨表层可见明显的变性、坏死；关节腔可见
内有脱剥的关节软骨及滑膜组织。经雷公藤多苷和
祛痹方治疗后，大鼠膝关节损伤有不同程度的改
善，其中高剂量祛痹方病理损伤程度要轻于雷公藤
多苷。
既往研究发现，ＣＯＬ－２可以直接与软骨内的胶

原结合，以嗜中性粒细胞弹性蛋白酶降解关节软骨，
导致关节软骨的破坏［８－９］。本实验结果表明，空白
对照组大鼠血浆中含有少量的ＣＯＬ－２，表明在正常

ＳＤ大鼠体内存在对自身Ⅱ型胶原抗原的低反应性，
当给予Ⅱ型胶原抗原免疫时，就可以打破这种低免
疫应答反应状态，诱导关节炎的发生。ＣＩＡ大鼠血
浆中Ⅱ型胶原抗体显著增高，表明ＣＯＬ－２在ＣＩＡ
的发病过程中起着重要的作用。雷公藤多苷组和祛
痹方高剂量组大鼠血浆ＣＯＬ－２水平较模型组明显
降低，说明雷公藤多苷和祛痹方高剂量对ＣＩＡ有较
好的治疗作用。而与雷公藤多苷组比较，祛痹方高
剂量组ＣＯＬ－２含量降低更加明显。
细胞因子特别是ＩＬ－１，在ＲＡ的发生发展过程

中起着重要作用［１０－１１］。在ＲＡ发病中，ＩＬ－６也是一
种重要的炎性因子，且ＩＬ－６水平增高与疾病的活动
程度呈正相关［１２－１３］。本实验结果显示，模型组大鼠
外周血浆中ＩＬ－１β、ＩＬ－６含量明显升高，而雷公藤多
苷和高剂量祛痹方可降低外周血浆中ＩＬ－１β、ＩＬ－６
含量，提示高剂量祛痹方同雷公藤多苷均对ＣＩＡ大
鼠外周血浆中ＩＬ－１β、ＩＬ－６含量有抑制的作用，其中
高剂量祛痹方对ＩＬ－１β的抑制作用较雷公藤多苷效
果更显著。
综上，祛痹方可以显著减轻ＣＩＡ大鼠关节损伤

程度，对ＣＩＡ大鼠具有明显的改善作用，其效果优
于雷公藤多苷。其作用机理可能是通过降低血浆中
抗Ⅱ型胶原抗体水平，减少免疫复合物的形成，抑制

ＣＩＡ大鼠异常的自身免疫反应，并通过下调血浆中

ＩＬ－１、ＩＬ－６的含量，调节机体免疫状态，减少骨破坏，
从而达到治疗ＲＡ的作用。
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ｔｈｅｌｉａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ　ａｒｔｈｒｉｔｉｓ
［Ｊ］．Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ　Ｒｈｅｕｍ，２００３，４８（６）：１５２１－１５２９．

［１３］Ｄｅ　Ｂｅｎｅｄｅｔｔｉ　Ｆ，Ｒｕｃｃｉ　Ｎ，Ｄｅｌ　Ｆａｔｔｏｒｅ　Ａ，ｅｔ　ａ１．Ｉｍ－
ｐａｉｒｅｄ　ｓｋｅｌｅｔａｌ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｉｎ　ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６－ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｍｉｃｅ：ａ　ｍｏｄｅｌ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｉｍｐａｃｔ　ｏｆ　ｃｈｒｏｎｉｃ　ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ　ｏｎ
ｔｈｅ　ｇｒｏｗｉｎｇ　ｓｋｅｌｅｔａｌ　ｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ　Ｒｈｅｕｍ，

２００６，５４（１１）：３５５１－３５６３．
（收稿日期：２０１３－０１－２１；修回日期：２０１３－０７－０３）

［编辑：邓　媛］
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