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当归拈痛汤对类风湿关节炎大鼠滑膜细胞

凋亡通路的影响

尚延春　申　晟　柴巍巍　刘云龙
（河南省洛阳正骨医院（河南省骨科医院）膝部损伤科，郑州，４５００００）

摘要　目的：观察当归拈痛汤对类风湿关节炎大鼠足趾关节的改变情况及探讨其对滑膜细胞凋亡通路的影响。方法：选
取５０只Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠，并随机分为模型组、低剂量组、中剂量组和高剂量组；除对照组外其余均建立胶原诱导的关节炎
（ＣｏｌｌａｇｅｎＩｎｄｕｃｅｄＡｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＣＩＡ）模型，在类风湿关节炎模型制备成功后开始给药：对照组和模型组予以６５ｇ／ｋｇ生理盐
水，低剂量组、中剂量组和高剂量组均为当归拈痛汤灌胃给药，分别给予生药６５ｇ／ｋｇ，１３０ｇ／ｋｇ，１９５ｇ／ｋｇ。干预时间２８
ｄ。采用容积法测量双后肢的足趾关节肿胀度；采用足趾关节苏木精伊红（ＨＥ）染色计算细胞凋亡数；采用免疫印迹法
（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ，ＷＢ）检测Ｂｃｌ２、ＰＩ３Ｋ、Ｂａｘ的蛋白表达情况。结果：对照组未见足趾肿胀情况，给药１ｄ模型组、低剂量
组、中剂量组和高剂量组间比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），给药７～２８ｄ各剂量给药组肿胀度均低于模型组（Ｐ＜
００５），至１４～２８ｄ中、高剂量组的肿胀度显著低于低剂量组（Ｐ＜００５），而２８ｄ高剂量组的肿胀度又明显低于中剂量组
（Ｐ＜００５）。足趾关节ＨＥ染色中，对照组、模型组、低剂量组、中剂量组和高剂量组中的细胞凋亡数呈逐渐上升的趋势（Ｐ
＜００５）。ＰＩ３Ｋ和Ｂｃｌ２蛋白在模型组中表达上调，经过给药治疗，随着剂量的逐渐升高而下调（Ｐ＜００５）；而Ｂａｘ蛋白的
表达情况则与ＰＩ３Ｋ相反，随着剂量的增加而上调（Ｐ＜００５）。结论：当归拈痛汤能有效改善类风湿关节炎大鼠足趾关节
肿胀度，促进滑膜细胞的细胞凋亡数进而抑制滑膜细胞增殖的进程，而ＰＩ３Ｋ通路对细胞凋亡的调控起到关键的作用。
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　　类风湿性关节炎（ＲｈｅｕｍａｔｏｉｄＡｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是
临床常见的自身免疫性疾病，滑膜组织炎症反应及

关节破坏、畸形及功能丧失是其主要病理改变，给患

者日常生活及工作造成严重影响［１３］。目前现代医

学并无特异性药物对其进行治疗，多数靶向治疗药

物虽可在一定程度改善 ＲＡ临床症状，但费用高或
不良反应多严重影响治疗依从性。ＲＡ属于中医学
“痹证”条目，历代医家均对痹证进行大量条目的论

述，风湿热痹是痹证的主要证候，素体脾胃亏虚致气

血不足，风湿之邪乘虚而入蛰伏体内，郁久化热，湿

热交织壅堵骨节经脉而发此病，故健脾益气、祛风清

热除湿是治疗本病的关键［４］。当归拈痛汤首载于金

代医学家张元素的《医学启源》，是治疗湿热致痛的

经典名方，其在治疗类风湿性关节炎亦兼顾了病机，

临床不乏其疗效的临床报道［５７］，但其作用机制目前

尚无统一定论，我们制备 ＲＡ模型大鼠，利用当归拈
痛汤梯度干预，观察疗效差异及作用机制。现报道

如下。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　选取 ５０只的洁级雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠
（由中国医科大学实验动物中心提供），体重为（１００
±２０）ｇ，饲养条件室温２０℃、自由饮水饮食、通风良
好。

１１２　药物　当归拈痛汤（当归１５ｇ、羌活１０ｇ、防
风１０ｇ、升麻５ｇ、猪苓１２ｇ、泽泻１０ｇ、茵陈１０ｇ、陈
皮１０ｇ、黄芩１０ｇ、葛根１５ｇ、苍术１５ｇ、白术１５ｇ、苦
参１０ｇ、知母１０ｇ、甘草５ｇ、全蝎５ｇ、地龙１５ｇ、黑豆
１５ｇ），所有中药饮片由本院中药房提供，经过煎药
室水煎、抽滤、浓缩制作成 ２００％的浓缩水煎药液
（１ｍＬ约含１６４ｇ生药）。
１１３　试剂与仪器　１）类风湿关节炎造模试剂，产
品：鸡Ⅱ型胶原（ＣＣＩＩ）和完全弗氏佐剂（ＣＦＡ）均购
于 Ｓｉｇｍａ公司。２）免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ，
ＷＢ）试剂，产品：Ｂｃｌ２鼠抗鼠单克隆抗体、ＰＩ３Ｋ鼠
抗鼠单克隆抗体、碱性磷酸酶标记的羊抗兔及羊抗

鼠抗体均购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司；而 Ｂａｘ、βａｃｔｉｎ兔
抗鼠单克隆抗体则为福州沃森生物科技有限公司产

品。３）凝胶成像系统 ＳＹＳＴＥＭＧｅｌＤｏｃＸＲ＋（型号：

１７０８１９５，中国ＢｉｏＲａｄ公司）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　适应性饲养１周后随机
分为５组即对照组、模型组、低剂量组、中剂量组和
高剂量组，除对照组，其余均建立在胶原诱导的关节

炎（ＣｏｌｌａｇｅｎＩｎｄｕｃｅｄＡｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＣＩＡ）大鼠模型上。
ＣＩＡ模型的建立：将ＣＣⅡ溶解于０１ｍｏｌ／Ｌ冰醋酸
中，并加入等体积的 ＣＦＡ充分乳化，最终配制出终
浓度为０５ｍｇ／ｍＬ的乳剂，即Ⅱ型胶原溶液。根据
０３ｍＬ／１００ｇ的用量以１０％水合氯醛麻醉大鼠后，
将总量为１ｍＬ的Ⅱ型胶原溶液皮下注射于大鼠背
部及鼠尾根部多点，１周后上述方法、相同剂量再次
皮下注射；对照组仅采用等体积的生理盐水于相同

位置皮下注射。

１２２　干预方法　在类风湿关节炎模型制备成功
后开始给药：对照组和模型组给予６５ｇ／ｋｇ生理盐
水，低剂量组、中剂量组和高剂量组均为当归拈痛汤

灌胃给药，分别给予生药６５，１３０，１９５ｇ／ｋｇ。干
预时间２８ｄ。
１２３　检测指标与方法
１２３１　足趾关节肿胀度　容积法测量双后肢的
足肿胀度：计分法评价四肢足肿胀度：正常的足趾记

为０分；仅有１个足趾关节肿胀记为１分；２个或超
过２个足趾肿胀或１个踝关节肿胀变形记为２分；
全部四肢的足趾关节肿胀记为３分。每只大鼠总记
分０～１２分。
１２３２　足趾关节苏木精伊红（ＨＥ）染色　治疗
２８ｄ后，麻醉猝死大鼠后取其左前肢和右后肢近端
第３足趾关节进行固定，包埋切片后常规 ＨＥ染色，
在显微镜下凋亡细胞核于滑膜组织中呈深蓝或青紫

色，在４００倍视野中计算每张切片的滑膜组织带的
细胞凋亡数，计数５～１０个视野，取每个视野平均细
胞凋亡数进行统计分析。

１２３３　免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ，ＷＢ）检测　
治疗２８ｄ后麻醉猝死大鼠，取其后肢滑膜组织冻存
－８０℃保存，将剪碎滑膜组织加入蛋白裂解缓冲液
中裂解，将碱性酮液及酚试剂加入所取上清液，根据

ＢＣＡ试剂盒说明书，测样品浓度，并将样品取等量上
样于浓缩胶中，经十二烷基磺酸纳聚丙烯酰胺凝胶
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表１　５组足趾肿胀度比较（珋ｘ±ｓ，分）

组别 给药１ｄ 给药７ｄ 给药１４ｄ 给药２８ｄ

对照组（ｎ＝１０） ０ ０ ０ ０
模型组（ｎ＝１０） １１０±０２７ ４４２±２３２ ５７３±１７２ ６４８±０８６
低剂量组（ｎ＝１０） １１４±０２２ ３２２±１１３ ４５２±１３５ ４４１±０５３

中剂量组（ｎ＝１０） １１９±０３１ ３１３±１０６ ３６１±２０２△ ２５４±０６７△

高剂量组（ｎ＝１０） １１２±０２９ ２９４±１４３ ２４３±２７８△＃ １６２±０８９△＃

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５；与低剂量组比较，△Ｐ＜００５；与中剂量组比较，＃Ｐ＜００５

（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳、聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜进行转
膜、５％脱脂奶粉封闭２ｈ后，一抗４℃孵育过夜［羊
抗鼠Ｂｃｌ２、ＰＩ３Ｋ及兔抗鼠Ｂａｘ抗体（１∶２００）、１３ａｃ
ｔｉｎ鼠抗鼠抗体（１∶４００）］，经过３次磷酸缓冲盐溶液
（ＰＢＳ）洗膜后，室温孵育相应碱性磷酸酶标记的二
抗２ｈ，ＥＣＬ碱性磷酸酶显色，于凝胶自动成像分析
系统下成像，对产物进行半定量分析。进行组间比

较时则设对照组相对值为１。
１３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ２００统计软件对数据
进行分析，计量资料用（珋ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用
单因素方差分析，方差齐选择ＬＳＤｔ或方差不齐选择
Ｔａｍｈａｎｅ′ｓ检验，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　５组足趾肿胀度比较　对照组未见足趾肿胀
情况，给药１ｄ模型组、低剂量组、中剂量组和高剂
量组间比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），给药
７～２８ｄ各剂量给药组肿胀度均低于模型组（Ｐ＜
００５），至１４～２８ｄ中、高剂量组的肿胀度显著低于
低剂量组（Ｐ＜００５），而给药２８ｄ高剂量组的肿胀
度又明显低于中剂量组（Ｐ＜００５）。
２２　５组足趾关节ＨＥ染色比较　足趾关节ＨＥ染
色中，对照组、模型组、低剂量组、中剂量组和高剂量

组中的细胞凋亡数呈逐渐上升的趋势（Ｐ＜００５）。
见图１。

图１　５组给药２８ｄ细胞凋亡数比较（ＨＥ染色×４００）
　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５；与低

剂量组比较，＃Ｐ＜００５；与中剂量组比较，▲Ｐ＜００５

２３　当归拈痛汤抑制滑膜细胞凋亡通路　ＷＢ检
测中显示ＰＩ３Ｋ通路在模型组中表达上调，经过给药
治疗，随着剂量的逐渐升高而下调（Ｐ＜００５）；Ｂｃｌ２
蛋白的改变情况同ＰＩ３Ｋ一致（Ｐ＜００５），而Ｂａｘ蛋
白的表达情况则与ＰＩ３Ｋ相反，随着剂量的增加而上
调（Ｐ＜００５）。见图２。

而Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的比值中，假设对照组为１，则模
型组比值最高，其次分别是低剂量组、中剂量组、高

剂量组（Ｐ＜００５）。见表２。

图２　当归拈痛汤抑制滑膜细胞凋亡通路

表２　５组Ｂｃｌ２／βａｃｔｉｎ、Ｂａｘ／βａｃｔｉｎ
　　和Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比较（珋ｘ±ｓ）

组别 Ｂｃｌ２／βａｃｔｉｎ Ｂａｘ／βａｃｔｉｎ Ｂｃｌ２／Ｂａｘ

对照组（ｎ＝１０） １ １ １
模型组（ｎ＝１０） ５０２±０１９ １０４±０３７ ４８２±０２２△

低剂量组（ｎ＝１０） ４６４±０３２△ １２３±０１３△ ３７７±０１５△

中剂量组（ｎ＝１０） ４１９±０２１△▲ １４１±０１６△▲ ２９７±０１４△▲

高剂量组（ｎ＝１０） ３３２±０１９△▲＃１９４±０１３△▲＃ １７１±０１２△▲＃

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５；与低剂量组比

较，▲Ｐ＜００５；与中剂量组比较，＃Ｐ＜００５

３　讨论
ＲＡ以关节肿胀疼痛、活动不利、晨僵为主要临

床特征，是病因复杂的自身免疫性疾病，具有易复

发、病情缠绵难愈的特点，严重影响患者的生命质量
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及日常工作。非甾体抗炎药、糖皮质激素、免疫抑制

剂是目前临床治疗 ＲＡ的主要药物种类，虽可在一
定程度上缓解病情，但耐受性差、不良反应明显，限

制了患者的依从性，故探寻新的用药方案具有重要

价值。近年来，中草药以其毒性低、疗效显著等特点

被诸多医学科研工作者纳入研究。目前有多种类风

湿性关节炎的动物模型，本研究采用胶原诱导的关

节炎模型制备方法，经过数十年的不断验证已然成

为研究类风湿性关节炎最重要的动物模型之一，本

研究研究显示此方法制备而成的 ＲＡ大鼠模型其足
趾病理学表现及滑膜病理ＨＥ染色结果均与国内外
诸多文献［８１０］结果相一致，这提示本研究的模型可

行且造模成功。

ＲＡ属于中医“痹证”“历节风”范畴，历代医家
对痹证”“历节风”研究方兴未艾［１１］。《黄帝内经》

认为“痹证”与风湿二邪的关系密切，当痹证日久不

愈则化热成瘀，瘀阻脉络耗气伤津。清代医家林佩

琴在其《类证治裁·痹证论治》一书中描述：“久痹

不愈，必有湿痰败血瘀滞经络”。故素体亏虚，风湿

侵袭机体而成瘀阻，并贯穿本病发生发展过程，因此

益气活血，祛风化湿通络是治疗本病的关键。当归

拈痛汤源自《医学启源》，是治疗湿热致痛的经典名

方，方中重用羌活、茵陈，可祛风胜湿，清热利湿，共

为君药。《本草拾遗》中写到“茵陈可通关节，去滞

热”，故羌活、茵陈合用是疏风清热、化湿止痛经典

组合。猪苓、泽泻是利水渗湿的要药，黄芩、苦参可

清热燥湿；防风、升麻及葛根解表疏风。上述几味中

药分别从“湿”“风”“热”方面进行治疗。白术、苍

术为佐药可燥湿健脾，运化水湿以祛邪。ＲＡ多以
湿邪为胜，药方中诸药多以祛湿为主，药性以苦燥为

著，极易耗血伤阴，故加党参、当归以益气生血，知母

清热养阴，达到祛邪不伤正的目的。方中甘草可调

和诸药药性。纵观整方药物配伍，具有发散风湿与

利湿清热相配，表里共治；苦燥渗利兼顾益气养血，

祛邪而不伤正［１２１３］。本研究结果显示加用当归拈

痛汤的大鼠不论是在改善足肿胀度方面还是病理学

方面均明显优于模型组，这提示当归拈痛汤确对

ＲＡ有理想疗效，并具有一定的剂量依赖性。
目前虽对ＲＡ的发病机制尚无统一定论，但有

研究显示ＲＡ化膜细胞以自分泌或旁分泌的形式分
泌大量活性因子，各类活性因子间相互作用后形成

复杂的生物网络，介导滑膜细胞的增殖及凋亡过程，

有研究人员指出，滑膜细胞增殖／凋亡过程的失衡是
ＲＡ发生发展的重要机制，诱导其凋亡是控制病情

的关键。由此我们考虑当归拈痛汤可有效治疗 ＲＡ
是否与介导滑膜细胞凋亡程序有关，并进一步研究。

近年来随着分子生物学研究不断深入，各类细胞因

子及其相关受体介导细胞增殖、生长、发育、凋亡等

一系列过程已被不断证实，其中 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路与
细胞凋亡的关系密切，成为研究重点。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
信号通路的异常激活是滑膜细胞凋亡失衡的机制之

一［１４１５］，因此我们认为从 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路研究
当归拈痛汤的作用机制具有理论可行性。于静雅和

陈勇［１５］发现 ＰＩ３Ｋ在 ＲＡ滑膜细胞中具有高表达，
活化的 ＰＩ３Ｋ可激活 ＡＫＴ，从而介导多种下游蛋白
的磷酸化，抑制细胞凋亡。ＰＩ３Ｋ可展现出丝氨酸／
苏氨酸激酶的活性，又具有磷脂酰肌醇激酶的活性，

对Ｇ蛋白有活化效应，其水平上调后可活化下游因
子ＡＫＴ，抑制诸多凋亡基因的转录。本研究中当归
拈痛汤干预的大鼠滑膜组织ＰＩ３Ｋ水平下调，促进了
凋亡程序的启动。我们对 Ｂｃｌ２及 Ｂａｘ２个细胞因
子进一步检测，Ｂｃｌ２家族是细胞凋亡程序的“开关
分子”，Ｂｃｌ２与Ｂａｘ的水平变化决定着细胞的命运，
Ｂｃｌ２是抗细胞凋亡的重要因子，Ｂａｘ水平上调是促
进了细胞凋亡［１６１７］，Ｂｃｌ２与 Ｂａｘ均在细胞核、内质
网膜及线粒体膜有广泛分布，当 Ｂｃｌ２表达下调或
Ｂａｘ水平增加时可改变线粒体的孔道形态，导致其
通透性增加，促进了细胞凋亡，Ｂｃｌ２与 Ｂａｘ表达改
变诱导细胞凋亡被研究人员视为“内源性途径”改

变细胞命运［１８］。本研究发现类风湿性关节炎大鼠

Ｂｃｌ２水平明显上调，Ｂａｘ表达被抑制，提示ＲＡ模型
大鼠的滑膜组织中的滑膜细胞凋亡被抑制，从而导

致其增殖能力凸显，滑膜细胞的过度增殖导致了关

节软骨和骨组织浸润生长，从而出现关节畸形功能

下降。当归拈痛汤干预后大鼠滑膜组织的 Ｂｃｌ２水
平下调，Ｂａｘ表达增加，可见该汤剂可有效诱导滑膜
细胞凋亡，改善病情。

总之，我们证实了当归拈痛汤确对 ＲＡ有理想
疗效，其作用机制可能与促进滑膜细胞凋亡有关，从

而抑制了滑膜细胞向关节软骨和骨组织的过度增

殖，改善了ＲＡ的病情。
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