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［摘　要］　目的　探讨风湿宁胶囊治疗类风湿关节炎（ＲＡ）的作用机制。 方法　６０只ＳＤ大鼠随机分为正常对照组、模型

组、雷公藤多苷片组、风湿宁低剂量组、风湿宁中剂量组、风湿宁高剂量组各１０只，除正常对照组外其余各组建立胶原诱导性

关节炎（ＣＩＡ）大鼠模型，雷公藤多苷片组给予雷公藤多苷片０．０３ｇ／（ｋｇ·ｄ），风湿宁低、中、高剂量组分别给予风湿宁胶囊

０．３３、０．６６、１．３２ｇ／（ｋｇ·ｄ），正常对照组和模型组给予蒸馏水，各组按２０ｍｌ／ｋｇ体重灌胃，每天１次，连续４周。透射电镜观

察大鼠滑膜细胞超微结构，ＲＴ－ＰＣＲ检测凋亡相关基因ｃａｓｐａｓｅ　３ｍＲＮＡ、ｃａｓｐａｓｅ　９ｍＲＮＡ的表达水平。 结果　电镜下风湿

宁低、中、高剂量组大鼠的滑膜细胞超微结构均较模型组有不同程度的改善，尤以风湿宁中剂量组效果明显。雷公藤多苷片

组及风湿宁低、中剂量组ｃａｓｐａｓｅ　３ｍＲＮＡ的表达较模型组上调（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；风湿宁中、高剂量组及雷公藤多苷片

组ｃａｓｐａｓｅ　９ｍＲＮＡ表达较模型组上调（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。 结论　风湿宁胶囊治疗ＲＡ机制可能与改善大鼠滑膜细胞

的超微结构、上调凋亡相关基因ｃａｓｐａｓｅ　３ｍＲＮＡ、ｃａｓｐａｓｅ　９ｍＲＮＡ有关。
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　　类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ　ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一
种以关节肿痛、畸形为主要表现的慢性系统性自身
免疫性疾病，其主要病理学特点为关节滑膜增生，衬
里层增厚和多种炎细胞浸润［１－２］。滑膜是ＲＡ的主

要攻击对象，易受到外界刺激导致滑膜细胞信号转
导异常，表现为滑膜增生，关节软骨及骨组织破坏，
久之会引起关节间隙狭窄，肢体活动受限［３－４］。研
究显示，风湿宁胶囊能显著减轻寒湿兼瘀血阻络型
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ＲＡ的主要症状和体征积分，治疗效果显著［５］。本
实验建立胶原诱导性关节炎（ＣＩＡ）大鼠模型，观察
风湿宁胶囊对大鼠滑膜细胞超微结构及细胞凋亡相

关基因表达的影响，探讨其可能的作用机制，以期为
临床研究提供依据。

１　材料

１．１　药品与试剂
风湿宁胶囊山西仁源堂药业有限公司提供，批

号：２０１１０３２９；雷公藤多苷片，上海复旦复华药业有
限公司，批号：Ｚ３１０２０４１５；弗氏完全佐剂，Ｓｉｇｍａ公
司，批号：Ｆ５８８１；牛ＩＩ型胶原，Ｃｈｏｎｄｒｅｘ公司，批
号：１００２５８；Ｔｒｉｚｏｌ试剂，美国 ＧＩＢＣＯ 公司，批号：

１５５９６０２６；ＲＮＡ逆转录试剂盒，ＭＢＩ　Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公
司，批号：Ｋ１６５２；ＳＹＢＲ　Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　Ｔａｑ试剂盒，豪
夫迈·罗氏公司，批号：０４９１３８５０　００１；引物由上海
生工生物工程有限公司合成。

１．２　实验动物

ＳＰＦ级ＳＤ大鼠６０只，雄性，体质量（１８０±２０）

ｇ，动物许可证号：ＳＣＸＫ（军）２００７－００４，购自中国
人民解放军军事医学科学院实验动物中心。

１．３　实验仪器

ＪＥＭ－１０１１透射电子显微镜，日本电子株式会
社；ＪＹ９６－ⅡＮ，超声波细胞粉碎机宁波新芝生物科
技股份有限公司；ＴＧＬ－１６高速台式冷冻离心机、

ＴＧＬ－１６Ｗ微量高速离心机，湖南湘仪实验室仪器
开发有限公司；ＴＬ９８８Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ仪，西安天隆
科技有限公司；Ｃａｒｙ　５０紫外可见分光光度计，Ｖａｒｉ－
ａｎ公司。

２　方法

２．１　动物分组与造模
采用随机数字表法将大鼠分为６组：正常对照

组、模型组、雷公藤多苷片组、风湿宁低剂量组、风湿
宁中剂量组、风湿宁高剂量组各１０只。将Ⅱ型胶原
醋酸溶液４℃过夜后，按１∶１的比例加至弗氏完全
佐剂中，充分乳化。除正常对照组外，其余各组大鼠
足跖、背部、尾根３点共注射乳化剂０．３ｍｌ，正常对
照组大鼠于相同部位３点各注射生理盐水０．１ｍｌ。

７ｄ后所有造模大鼠以０．１ｍｌ乳化剂加强免疫１
次［６］。

２．２　给药方法
雷公藤多苷片组给予雷公藤多苷片０．０３ｇ／

（ｋｇ·ｄ），风湿宁低、中、高剂量组分别给予风湿宁
胶囊０．３３、０．６６、１．３２ｇ／（ｋｇ·ｄ），正常对照组和模

型组给予蒸馏水，各组按２０ｍｌ／ｋｇ体重灌胃，每天１
次，连续４周。

２．３　电镜生物制样
取大鼠右膝关节滑膜组织，以２％戊二醛固定

液固定２ｈ，缓冲液冲洗３次，用１％锇酸固定２ｈ，丙
酮逐级脱水，每级１５ｍｉｎ，丙酮与包埋剂（１∶１）混合
液室温浸透３ｈ，环氧树脂６１８包埋、超薄切片、铀铅
双染色后，透射电镜下观察。

２．４　ＲＴ－ＰＣＲ 检 测 凋 亡 相 关 基 因 ｃａｓｐａｓｅ　３、

ｃａｓｐａｓｅ　９表达
用Ｔｒｉｚｏｌ提取滑膜细胞ｍＲＮＡ，紫外分光光度

计测定 Ａ２６０ｎｍ和 Ａ２８０ｎｍ吸光度，吸光度２６０／

２８０在１．８～２．０之间为合格。按照逆转录试剂盒
说明将ＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ。根据 ＧｅｎｅＢａｎｋ提
供的ｃａｓｐａｓｅ　３、ｃａｓｐａｓｅ　９、β－ａｃｔｉｎ核苷酸序列设计
和合成引物。ＰＣＲ 反应条件：９４℃预变性１０ｍｉｎ；

９４℃１５ｓ，６０℃６０ｓ，４５个循环结束。读取ＣＴ（ｃｙｃｌｅ
ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ）值，首先计算各样本测定基因ＸＣＴ与内
对照 基 因 Ｂｅｔａ－ａｃｔｉｎ　ＣＴ 的 差 值，即 ΔＣＴ ＝
ＣＴ（Ｘ）－ＣＴ（β－ａｃｔｉｎ），再用各实验组样本的 ΔＣＴ
减去正常对照组样本的 ΔＣＴ，得到 ΔΔＣＴ，利用

２－ΔΔＣＴ进行计算［７］，表示实验组测定基因Ｘ表达相
对正常对照组样本Ｘ表达的变化倍数。

２．５　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１３．０统计软件进行数据处理，数据

以（珚ｘ±ｓ）表示，组间比较采用 Ｏｎｅ－ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ
检验。

３　结果

３．１　各组大鼠滑膜细胞超微结构的比较
透射电镜下观察到，正常对照组大鼠滑膜细胞

的Ａ型细胞呈圆形或卵圆形，细胞染色质分布较均
匀；Ｂ型细胞呈梭形，细胞质中有中间纤维或成束
状，胞质中有较丰富的粗面内质网。与正常对照组
比较，模型组大鼠的 Ａ型细胞核形状不规则，核周
间隙明显扩张，核膜畸形凹陷，核异染色质凝集成高
电子密度的块状，分布不均匀，胞质变性坏死，形成
大小不一、形态不规则的膜性碎片或不同电子密度
的块状结构；Ｂ型细胞各种细胞器数量增加，粗面内
质网囊腔扩张；间质胶原纤维融合变性或解聚，形成
新的不规则的片层状结构。雷公藤多苷组 Ａ型细
胞细胞核卵圆形，部分粗面内质网囊腔扩张；Ｂ型细
胞核膜结构完整，未出现核周间隙的扩张，仅有部分
细胞核膜有不同程度的凹陷。与模型组比较，风湿
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宁低、中、高剂量组对滑膜细胞成分有较好的恢复作
用且能够抑制间质胶原纤维的异常增生，表现为 Ａ
型细胞形态结构较完整，胞质中可见较多的初级溶
酶体和一些吞噬小体，以及散在的核糖核蛋白体；Ｂ
型细胞细胞核形态基本正常，核染色质分布较均匀，
尚存在轻微的粗面内质网囊腔扩张，其中尤以风湿
宁中剂量组作用最为明显，大鼠滑膜细胞基本结构
恢复正常。

３．２　各组大鼠滑膜细胞ｃａｓｐａｓｅ　３ｍＲＮＡ、ｃａｓｐａｓｅ
９ｍＲＮＡ的比较
表１示，与正常对照组比较，模型组ｃａｓｐａｓｅ　３

ｍＲＮＡ、ｃａｓｐａｓｅ　９ｍＲＮＡ 的表达明显降低（Ｐ＜
０．０５或Ｐ＜０．０１）；雷公藤多苷片组及风湿宁低、中
剂量组ｃａｓｐａｓｅ　３ｍＲＮＡ的表达较模型组明显上调
（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；风湿宁中、高剂量组及雷公
藤多苷片组ｃａｓｐａｓｅ　９ｍＲＮＡ 表达较模型组上调
（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１）。风湿宁低剂量组大鼠

ｃａｓｐａｓｅ　９ｍＲＮＡ明显低于雷公藤多苷片组和风湿
宁中、高剂量组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。

表１　各组大鼠滑膜细胞ｃａｓｐａｓｅ　３ｍＲＮＡ、

　　ｃａｓｐａｓｅ　９ｍＲＮＡ的比较（珚ｘ±ｓ）

　组别 鼠数 ｃａｓｐａｓｅ　３ｍＲＮＡ　 ｃａｓｐａｓｅ　９ｍＲＮＡ

正常对照组 １０　 ０．９９±０．１６　 ０．９６±０．０８
模型组 １０　 ０．４３±０．２１＊ ０．３４±０．０４＊＊

雷公藤多苷片组 １０　 ０．９７±０．０３△ ０．８０±０．０８△

风湿宁低剂量组 １０　 １．１９±０．１２△△ ０．４４±０．２９＊＊▲

风湿宁中剂量组 １０　 １．２７±０．１２△△ １．１１±０．０３△△＃

风湿宁高剂量组 １０　 ０．８７±０．３３　 １．１０±０．０７△△＃

　　注：与正常对照组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与模型组比

较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１；与雷公藤多苷片组比较，▲Ｐ＜０．０５；

与风湿宁低剂量组比较，＃Ｐ＜０．０１

４　讨论

ＲＡ属于中医学中“痹证”、“历节”、“尪痹”、“骨
痹”等证的范畴。《素问·痹论》提出“所谓痹者，各
以其时，重感于风寒湿之气也”。痹证多因寒邪、风
寒或寒湿之邪侵袭人体，临床多表现为关节肿胀、疼
痛酸困、麻木、屈伸不利，病久则瘀阻经络而成痹
证［８］。现代医学认为，ＲＡ是一种以滑膜增生和滑
膜组织中炎细胞浸润为主要特征的慢性炎症性疾

病［９－１０］，常存在软骨缺失和骨侵蚀，并最终可能导
致永久性的关节功能障碍［１１］。
滑膜组织和关节腔内的Ａ、Ｂ型滑膜细胞是ＲＡ

关节损伤的最终效应细胞［１２］。巨噬细胞样细胞
（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ　ｌｉｋｅ　ｃｅｌｌｓ，Ａ 型细胞）对外有防御功

能，对内可以消化体内新陈代谢中衰老死亡的细胞
成分；成纤维细胞样细胞（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ　ｌｉｋｅ　ｃｅｌｌｓ，Ｂ型
细胞）含有较多的粗面内质网和一定数量的线粒体，
主要合成、分泌滑膜结缔组织胶原纤维，并为细胞活
动提供能量［１３］。在透射电镜下我们可以看到，模型
组大鼠滑膜细胞的基本结构出现异常改变，线粒体、
粗面内质网等各种细胞器肿胀，间质胶原纤维融合
变性或解聚，形成了很多新的形状不规则的片层状
结构，提示滑膜细胞处于亢进的增生状态。而风湿
宁中、高剂量组对ＣＩＡ大鼠的滑膜细胞病理状态有
明显的治疗作用，能够下调粗面内质网胶原蛋白的
分泌，抑制胶原纤维的增生。
凋亡是细胞死亡进程中的一种生理形式，对于

多细胞动物的发展及组织自我平衡具有重要的作

用。凋亡早期ｃａｓｐａｓｅ　９裂解并激活ｃａｓｐａｓｅ　３等效
应ｃａｓｐａｓｅ，分解大量的细胞底物，最终诱发细胞死
亡［１４－１５］。研究发现，升高ＲＡ大鼠的ｃａｓｐａｓｅ　３水
平可以促进增生的滑膜细胞凋亡［１６］。本实验结果
显示，模型组大鼠的ｃａｓｐａｓｅ　３ｍＲＮＡ、ｃａｓｐａｓｅ　９
ｍＲＮＡ水平明显降低，风湿宁中剂量组对ＣＩＡ大
鼠处于增殖状态的滑膜细胞有显著的促凋亡作用，
从而扭转ＲＡ的病理状态。该结果与透射电镜下观
察到的滑膜Ａ型细胞、Ｂ型细胞细胞器超微结构改
变一致。
综上所述，风湿宁胶囊促进ＲＡ亢进的滑膜细

胞凋亡可能与改善ＣＩＡ大鼠滑膜Ａ型、Ｂ型细胞的
超微结构和上调滑膜细胞中ｃａｓｐａｓｅ　３ｍＲＮＡ、

ｃａｓｐａｓｅ　９ｍＲＮＡ的表达有关，这将为风湿宁胶囊治
疗ＲＡ提供实验依据。
参考文献

［１］李春，王秀茹，唐熠达，等．全国多中心类风湿关节炎冠心

病危险因素的流行病学研究［Ｊ］．北京大学学报（医学

版），２０１２，４４（２）：１７６－１８１．
［２］许金鑫，张育，张学增，等．金雀异黄素抗Ⅱ型胶原诱导型

关节炎大鼠滑膜血管新生的研究［Ｊ］．中西医结合学报，

２０１１，９（２）：１８６－１９３．
［３］Ｅｌｋｈｏｌｉ　Ｒ，Ｆｌｏｒｏｓ　ＫＶ，Ｃｈｉｐｕｋ　ＪＥ．Ｔｈｅ　Ｒｏｌｅ　ｏｆ　ＢＨ３－Ｏｎ－

ｌｙ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｉｎ　Ｔｕｍｏｒ　Ｃｅｌｌ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ，ａｎｄ

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｓ　Ｃａｎｃｅｒ，２０１１，２（５）：５２３－５３７．
［４］Ｂａｉｅｒ　Ａ，Ｍｅｉｎｅｋｅｌ　Ｉ，Ｇａｙ　Ｓ，ｅｔ　ａｌ．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　ｉｎ　ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ　ａｒ－

ｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｒｈｅｕｍａｔｏｌ，２００３，１５（３）：２７４－２７９．
［５］赵建平，刘光珍，王裕颐．风湿宁胶囊治疗类风湿关节炎

疗效观察［Ｊ］．山西中医，１９９９，１５（６）：８－１０．

（下转第３３５页）

·８２３· 中 医 杂 志 ２０１３年第４期



床医师用药调查等更加深入广泛的研究提供了一定

的基础。
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ｍａｔｏｉｄ　ａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ　Ｒｅｓ　Ｔｈｅｒ，２０１１，１３（５）：

１５８．
［１１］Ｓｃｉａｎ　Ｒ，Ｂａｒｒｉｏｎｕｅｖｏ　Ｐ，Ｇｉａｍｂａｒｔｏｌｏｍｅｉ　ＧＨ，ｅｔ　ａｌ．Ｐｏ－
ｔｅｎｔｉａｌ　ｒｏｌｅ　ｏｆ　ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ－ｌｉｋｅ　ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ　ｉｎ　ｊｏｉｎｔ　ｄａｍ－
ａｇｅ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ａｂｏｒｔｕｓ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ｔｈｒｏｕｇｈ　ｐｒｏ－
ｄｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍａｔｒｉｘ　ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ［Ｊ］．

Ｉｎｆｅｃｔ　Ｉｍｍｕｎ，２０１１，７９（９）：３６１９－３６３２．
［１２］Ｋｉｅｎｅｒ　ＨＰ，Ｗａｔｔｓ　ＧＦ，Ｃｕｉ　Ｙ，ｅｔ　ａｌ．Ｓｙｎｏｖｉａｌ　ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

ｓｅｌｆ－ｄｉｒｅｃｔ　ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ　ｌｉｎｉｎｇ　ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ

ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｏｒｇａｎ　ｃｕｌｔｕｒｅ［Ｊ］．Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ

Ｒｈｅｕｍ，２０１０，６２（３）：７４２－７５２．
［１３］罗磊，胡玲，何璐，等．艾灸对类风湿性关节炎大鼠关节

滑膜细胞超微结构的影响［Ｊ］．针刺研究，２０１１，３６（２）：

１０５－１０９．
［１４］Ｃａｇｎｏｌ　Ｓ，Ｍａｎｓｏｕｒ　Ａ，Ｖａｎ　ＯＥ，ｅｔ　ａｌ．Ｒａｆ－１ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
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［１５］戴冽，李婷，朱浪静，等．海藻多糖对类风湿关节炎成纤
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结合杂志，２０１１，３１（７）：９６１－９６６．
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