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雷公藤甲素微乳凝胶对 ＣＩＡ大鼠 Ｔ细胞
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摘要　目的：观察雷公藤甲素微乳凝胶（ＴＰＭＢＧｓ）外用对ＣＩＡ大鼠Ｔ细胞相关因子表达水平的影响，以探究其治疗类风
湿性关节炎的作用机制。方法：将５６只ＣＩＡ模型大鼠随机分成空白组、模型组、基质组、ＴＰ灌胃组、ＴＰ微乳高剂量组、ＴＰ
ＭＢＧｓ高、中、低剂量组，给药２８ｄ后处理，采用ＥＬＩＳＡ法检测各组大鼠皮肤（ＣＤ１α、ＩｇＡ）、血清（ＩＦＮγ、ＩＬ６、ＴＮＦα、ＣｏｌⅡ、
ＩＬ１０）及滑膜细胞上清液（ＩＬ１、ＰＧＥ２、ＴＮＦα）中相关细胞因子的表达水平。结果：与空白对照组比较，模型组皮肤中
ＣＤ１α、血清中ＩＦＮγ、ＩＬ６、ＴＮＦα和滑膜细胞上清液中 ＩＬ１、ＰＧＥ２、ＴＮＦα的表达水平明显升高；与模型组比较，ＴＰＭＢＧｓ
中剂量组血清中的 ＴＮＦα及 ＩＬ６、滑膜细胞上清液中的 ＩＬ１及 ＴＮＦα表达水平显著降低；ＴＰＭＢＧｓ高剂量组皮肤中
ＣＤ１α、血清中的ＴＮＦα及ＩＦＮγ、滑膜细胞上清液中的ＩＬ１及ＴＮＦα的表达水平显著降低。结论：雷公藤甲素微乳凝胶
外用治疗类风湿性关节炎，可能通过调节皮肤免疫功能及抑制相关细胞因子的分泌，从而起到局部及全身治疗作用。
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　　类风湿性关节炎（ＲｈｕｍａｔｏｉｄＡｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一
种以关节炎性反应和骨损伤为主要特征的全身性自

身免疫疾病，其患病率较高［１２］。全世界不同地区人

群中 ＲＡ的发病率为０１８％～１０７％，其中北欧及
北美地区 ＲＡ的发病率竟达到０５％～１１％［３］，如

果不及时进行治疗，会导致关节破坏、畸形和功能障

碍等，致残率极高，难以治愈，素来有“不死癌症”之

称。中药雷公藤治疗ＲＡ历史悠久，疗效佳，其主要

的活性成分之一是环氧化二萜内酯类化合物雷公藤

甲素（Ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ，ＴＰ），药理学研究表明 ＴＰ具有显著
的抗炎和免疫抑制作用，也是目前雷公藤制剂质量

控制的指标性成分。为了改善目前临床上使用雷公

藤口服制剂，产生的严重的肝、肾、生殖等毒性，课题

组前期通过将ＴＰ制备成外用制剂微乳凝胶进行研
究，ＴＰ单体的研究可以改善雷公藤中成分复杂和
ＴＰ含量差异大的问题。早期就有研究表明在给予
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雷公藤外用治疗后，血药浓度较口服血药浓度低，而

治疗效果却与口服制剂相当，且不良反应较小［４］。

雷公藤甲素微乳凝胶（ＴｒｉｐｔｏｌｉｄｅＭｉｃｒｏｅｍｕｌｓｉｏｎＢａｓｅｄ
Ｇｅｌｓ，ＴＰＭＢＧｓ）外用可以直接作用在病灶部位，增
加药物的渗透性，且前期药效学实验表明 ＴＰＭＢＧｓ
对Ⅱ型胶原诱导关节炎（ＣｏｌｌａｇｅｎＩｎｄｕｃｅｄＡｒｔｈｒｉｔｉｓ，
ＣＩＡ）模型大鼠具有较好的治疗效果。但对 ＴＰ
ＭＢＧｓ治疗ＲＡ的作用机制的研究较少，故本实验通
过建立ＣＩＡ大鼠模型，从皮肤免疫及抗炎方面，研究
ＴＰＭＢＧｓ外用治疗ＲＡ的作用机制，以期为指导ＴＰ
ＭＢＧｓ临床使用提供一定参考。
１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　ＳＤ大鼠，雄性，体质量（２００±２０）ｇ，
（湖南斯莱克景达实验动物有限公司，动物许可证

号：ＳＣＸＫ（湘）２０１１０００３，实验动物从业人员上岗证
号：赣３９３６）。
１１２　药物　ＴＰ（批号：１６０５１３，质量分数≥９８％，
成都普菲德生物技术有限公司）。

１１３　试剂与仪器　弗氏完全佐剂７００１（北京博
蕾德生物科技有限公司，生产批号：１６０３０８）；牛 ＩＩ
型胶原蛋白２００２２（北京博蕾德生物科技有限公司，
生产批号：１６０１７７）；酶标仪（ＭｕｌｔｌｓｋａｎＭｋ３赛默飞
世尔仪器有限公司）；计算机（ＴＦＴ１８５Ｗ８０ＰＳ冠捷显
示科技有限公司）；大鼠 ＴＮＦα试剂盒（ＫＩＴ，ＸＬ
Ｅｒ０２０１Ａｂｃａｍ公司）；转轮式切片机（徕卡２０１６，德
国）；ＴＳＪⅡ型全自动封闭式组织脱水机（常州市中
威电子仪器有限公司）；ＢＭＪⅢ型包埋机（常州郊区
中威电子仪器厂）；ＰＨＹⅢ型病理组织漂烘仪（常州
市中威电子仪器有限公司）；数码三目摄像显微镜

（ＢＡ４００Ｄｉｇｉｔａｌ，麦克奥迪实业集团有限公司）等；图
像分析软件 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６０（美国 ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒ
ｎｅｔｉｃｓ公司）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　雄性ＳＤ大鼠适应性饲养
１周后，随机选取８只作为空白对照组，其余进行造
模。将牛Ⅱ型胶原蛋白与弗氏完全佐剂在冰浴条件
１∶１乳化，形成稳定的乳化剂（水中成团）。在大鼠尾
根部２ｃｍ处注射乳化剂０２ｍＬ／只，７ｄ后在离大鼠尾
根部１５ｃｍ处注射乳化剂０１ｍＬ／只再次免疫１次。

从初次免疫第１天起，每日观察四肢肿胀情况，
按照０～４级评分标准进行评分［５］，０分：无关节炎；
１分：小趾关节轻度肿胀；２分：小趾关节和足跖肿
胀；３分：踝关节以下的足爪肿胀；４分：包括踝关节

在内全部关节肿胀。四肢评分之和为关节炎指数

（ＡｒｔｈｒｉｔｉｓＩｎｄｅｘ，ＡＩ），ＡＩ越高，表明关节炎程度越严
重。初次免疫后第１４天进行关节炎指数评分，ＡＩ≥
４即为造模成功，将 ＡＩ评分不足大鼠剔除，最终随
机选取５６只ＣＩＡ模型大鼠进行实验。将５６只 ＣＩＡ
模型大鼠，按评分梯度均匀分为模型组、基质组、ＴＰ
灌胃组、ＴＰ微乳高剂量组、ＴＰＭＢＧｓ高、中、低剂量
组，每组８只。
１２２　给药方法　空白对照组和模型组正常饲养，
ＴＰ灌胃组灌胃给药，其余各组均涂在患病关节部
位，给药量见表１，１次／ｄ，连续给药２８ｄ，为方便给
药各组大鼠给药部位定期进行剃毛处理。

表１　给药剂量和途径

动物 组别 给药浓度 给药途径

正常ＳＤ大鼠 空白对照组
!

经皮

ＣＩＡ模型大鼠 模型组
!

经皮

基质组 ０１ｇ／只，００５ｇ／ｃｍ２ 经皮

ＴＰ灌胃组 １３５７ｍｇ／ｋｇ 灌胃

ＴＰ微乳高剂量组 ００３５１％ 经皮

ＴＰＭＢＧｓ低剂量组 ００１０３％ 经皮

ＴＰＭＢＧｓ中剂量组 ００２００％ 经皮

ＴＰＭＢＧｓ高剂量组 ００３５１％ 经皮

１２３　检测指标与方法
１２３１　大鼠皮肤组织 ＣＤ１α、ＩｇＡ平均吸光度的
测定　取大鼠皮肤，４％多聚甲醛固定后均按病理检
验ＳＯＰ程序进行。脱水、修剪、包埋、切片、染色、封
片等，最后镜检。采用 ＢＡ２００Ｄｉｇｉｔａｌ数码三目摄像
显微摄像系统显微摄像系统对切片进行图像采集，

每张切片先于１００倍下观察全部组织，再根据组织
大小及表达情况分别选取 １个区域 ４００倍采集图
像。采用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６０图像分析系统测定所
采集全部图像的吸光度（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅＡ），并计算其平
均值。

１２３２　采用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）测定大鼠
血清中ＩＦＮγ、ＩＬ６、ＴＮＦα、ＣｏｌⅡ、ＩＬ１０的水平　各
组大鼠采用１０％水合氯醛腹腔麻醉，于腹主动脉取
血，室温放置１ｈ，取上清液２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ
得血清。采用 ＥＬＩＳＡ法检测血清中 ＣｏｌⅡ、ＩＦＮγ、
ＩＬ６、ＩＬ１０、ＴＮＦα的含量，其操作过程按照试剂盒
提供的方法进行。

１２３３　采用ＥＬＩＳＡ法测定大鼠滑膜细胞上清液
中ＩＬ１、ＰＧＥ２、ＴＮＦα水平　在无菌条件下，取各组
大鼠膝关节滑膜组织，用 Ｄｈａｎｋ′ｓ液洗涤３次以去
除血细胞，仔细剔除脂肪组织后，获得较纯的白色滑

膜组织块。剪成约１～２ｍｍ２大小，Ⅱ型胶原酶消化
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３ｈ后，离心收集未贴壁的细胞，经０２５％胰蛋白酶
消化５ｍｉｎ，离心弃去上清液，将细胞重悬于含１５％
胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养液中，置３７℃ ５％ ＣＯ２条
件下培养４８ｈ，离心收集上清液，－８０℃冰箱保存
备用。按照试剂盒说明测定滑膜细胞上清液中 ＩＬ
１、ＰＧＥ２、ＴＮＦα的含量。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２１０统计软件进行
数据分析，其中计数资料以（％）表示，采用χ２检验，
计量资料以（珋ｘ±ｓ）表示，采用ｔ检验，以 Ｐ＜００５为
差异有统计学意义。

２　结果
２１　ＴＰ对大鼠皮肤组织 ＣＤ１α、ＩｇＡ平均吸光度的
影响　模型组与空白对照组比较，ＣＤ１α表达水平明
显升高，且差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；其余各给
药组与模型组比较，ＣＤ１α均有降低趋势，其中 ＴＰ
灌胃组和 ＴＰＭＢＧｓ高剂量组降低程度明显（Ｐ＜
００５），基质组与模型组几乎相等，而 ＩｇＡ的表达在
各组之间差异无统计学意义。见表２。

表２　大鼠皮肤组织中ＣＤ１α、ＩｇＡ平均吸光度（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组别 ＣＤ１α ＩｇＡ

空白对照组 ０２６４７±０００７２ ０３１６８±００３６８
模型组 ０２８５９±００１１２ ０３４２９±００３８５
基质组 ０２８５８±００１７８ ０３０９５±００４５２
ＴＰ灌胃组 ０２６５５±０００７６△ ０３１２１±００２２８

ＴＰ微乳高剂量组 ０２７３８±００１１０ ０３２１４±００４８７
ＴＰＭＢＧｓ低剂量组 ０２７６９±００１１１ ０３７４５±００２６１
ＴＰＭＢＧｓ中剂量组 ０２７４６±００２０６ ０３４７２±００３１９
ＴＰＭＢＧｓ高剂量组 ０２６７３±０００５６△ ０３４６５±００２９６

　　注：模型组与空白组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；其余组与模

型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

２２　ＴＰ对大鼠血清中 ＩＦＮγ、ＩＬ６、ＴＮＦα、ＣｏｌⅡ、
ＩＬ１０水平的影响　模型组与空白组比较，大鼠血清
中ＩＦＮγ、ＩＬ６、ＴＮＦα水平均升高，差异有统计学意
义（Ｐ＜００１），而ＣｏｌⅡ与ＩＬ１０无统计学意义；基质
组与模型组比较，各因子水平几乎相等；其余各组与

模型组比较，ＴＰ灌胃组、ＴＰ微乳高剂量组及 ＴＰ
ＭＢＧｓ高剂量组中 ＩＦＮγ浓度显著性降低（Ｐ＜
００５），ＴＰＭＢＧｓ中、高剂量组及ＴＰ灌胃组的ＴＮＦα
水平显著降低（Ｐ＜００５），ＴＰ灌胃组及ＴＰＭＢＧｓ中
剂量组的ＩＬ６的水平显著降低（Ｐ＜００５）；ＣｏｌⅡ和ＩＬ
１０的水平无明显变化，差异无统计学意义。见表３。
２３　ＴＰ对大鼠滑膜细胞上清液中ＩＬ１、ＰＧＥ２、ＴＮＦ
α的影响　模型组与空白组大鼠比，滑膜细胞上清
液中ＩＬ１、ＰＧＥ２及 ＴＮＦα的含量均有升高，差异有
统计学意义（Ｐ＜００１）；基质组与模型组比较，ＩＬ１、

ＰＧＥ２、ＴＮＦα水平几乎相等，差异无统计学意义；而
与模型组比较，ＴＰ灌胃组、ＴＰＭＢＧｓ高、中剂量组及
ＴＰ微乳高剂量组中 ＩＬ１、ＰＧＥ２及 ＴＮＦα的含量均
降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表４。
３　讨论

ＣＩＡ模型在临床表现、病理组织学及体液免疫
反应方面与ＲＡ有诸多相似之处，是目前复制ＲＡ最
佳的动物模型［６７］，故本实验选择ＣＩＡ为ＲＡ的动物
模型进行研究。树突状细胞（ＤＣ）是目前所知功能
最强的抗原提呈细胞，它的数量和活性将会直接影

响免疫应答过程，从而直接参与 ＲＡ的发展过程。
ＣＤ１α是树突状细胞的特征性抗原，在皮肤中大量表
达并发挥免疫作用［８］。本实验结果表明，模型组与

空白比较，ＣＤ１α的表达水平显著升高，而 ＴＰ灌胃
组，ＴＰＭＢＧｓ高剂量组与模型组比较，ＣＤ１α的表达
水平显著降低（Ｐ＜００１），说明在制备大鼠类风湿
关节炎模型后，免疫功能出现异常，树突状细胞表达

水平升高，ＲＡ的发展与树突状细胞的表达密切相
关，而ＴＰＭＢＧｓ外用可通过下调皮肤中 ＣＤ１α的表
达水平从而起到治疗ＲＡ的作用。

ＲＡ是自身免疫性疾病，因此对血液和关节滑膜
细胞中的细胞因子进行研究，其中 ＩＬ６是一种重要
的多效性细胞因子，由体内多种细胞分泌，是 ＲＡ的
关键细胞因子。它对ＲＡ的主要致病作用包括促进
炎性反应相关的Ｂ细胞和 Ｔｈ１７细胞的分化以及急
性期蛋白的合成；诱导破骨细胞分化，造成关节损

伤；与ＩＬ１共同诱导基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）的产
生，破坏关节软骨等［９］。在 ＲＡ患者血清及受累关
节的滑液中均可观察到 ＩＬ６浓度升高，并且浓度升
高与患者临床表现的轻重相关［１０］。ＴＮＦα是一种
多效性的细胞因子，是 ＲＡ发病过程中主要的促炎
因子，被认为是与 ＲＡ滑膜炎性反应的发生和发展
关系最密切的促炎递质，在 ＲＡ的局部滑膜炎性反
应、血管翳的生成和组织损伤中都发挥了重要作用，

可作为疾病活动度的重要指标。本实验中，空白组

与模型组比较，大鼠血清中 ＩＬ６、ＴＮＦα及 ＩＦＮγ的
水平显著升高，表明 ＲＡ的发病过程与炎性反应因
子的水平密切相关。ＴＰ灌胃组与 ＴＰＭＢＧｓ中剂量
组相较于模型组，ＩＬ６水平显著降低；ＴＰ灌胃组、微
乳高剂量组及 ＴＰＭＢＧｓ高剂量组的 ＩＦＮγ浓度较
模型组显著降低；与模型组比较，ＴＰ灌胃组及 ＴＰ
ＭＢＧｓ中剂量组的ＴＮＦα的表达水平显著降低。表
明 ＴＰＭＢＧｓ外用可通过降低血清中相关炎性反应
因子，发挥全身作用，从而达到治疗ＲＡ的效果。
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表３　大鼠血清中ＩＦＮγ、ＩＬ６、ＴＮＦα、ＣｏｌⅡ、ＩＬ１０的水平（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组别 ＩＦＮγ（ｎｇ／Ｌ） ＩＬ６（ｎｇ／Ｌ） ＴＮＦα（ｎｇ／Ｌ） ＣｏｌⅡ／ｎｇ·ｍＬ１ ＩＬ１０（ｐｇ／ｍＬ）

空白对照组 １８０６０８４±２０２９７１ １７５４２８±２１８８２ １６９９９３８±１１０２６９ ６６２８６２±４３３３２ １３８１１３１±１０７６７２
模型组 ２４６１１５２±４５５４５２２２１８００±３６７４２ １９５２５９１±２１４２３１ ６２９６４３±３８９３７ １３００５６５±２１０１７５
基质组 ２４１３３０６±３３５５８３ ２２１６６０±１４４４１ １９５５４５７±９６０５９ ６４１６４８±２８５１１ １２８１０４３±１９９９２７
ＴＰ灌胃组 ２０１２９６４±１６０２１７△ １９４８５７±１４９５３△ １７８５０６８±１１３９１９△ ６５８５４１±２８７６５ １３５９４８０±９７５３９

ＴＰ微乳高剂量组 ２０４０１８２±１１０３２４△ ２０２７７２±２６６６９ １８０３９４２±１６９２３５ ６５５４１３±４９４１３ １３３２７７８±１３７９６０
ＴＰＭＢＧｓ低剂量组 ２２８９９５２±５９８３６５ ２１８１７３±１３１８７ １８４７４６０±１５８７０５ ６４５８８９±５６０５２ １３０２５８２±１２４２３２
ＴＰＭＢＧｓ中剂量组 ２２２５７５８±３８３９５９ １９９１４３±２０４２７△ １７５２２８７±１３１４４２△ ６４５４３７±３７２７８ １３６１１８８±９１９５８
ＴＰＭＢＧｓ高剂量组 ２０１２６５１±３４５９２４△ ２０７５３３±１４７１１ １７８６０６８±１７２８３３△ ６５２０６３±３４４７４ １３２７４３９±１０７９１３

　　注：模型组与空白对照组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；其余组与模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

表４　大鼠滑膜细胞上清液中ＩＬ１、ＰＧＥ２、ＴＮＦα的浓度（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组别 ＩＬ１（ｐｇ／ｍＬ） ＰＧＥ２（ｎｇ／Ｌ） ＴＮＦα（ｎｇ／Ｌ）

空白对照组 ５７４０１１±７３８１１ ４０９９２２２±５１１６２７ １１８３９４６±２１５０７１
模型组 ７８１９４６±１０７３７７ ５３４４４４３±５５３２３６ １６８６５２４±２３０４４０

基质组 ７７３２５５±９６７１１ ５３３４６１０±３５４１８２ １６６７６００±１７３９４６
ＴＰ灌胃组 ６４４１０８±１１２１３３△ ４５４８０５２±６９２８７１△ １３７６８５７±２８２１２０△

ＴＰ微乳高剂量组 ６６１４８４±７９９８４△ ４７５４８３５±５８１３２８ １４２５７４６±２０３３０８△

ＴＰＭＢＧｓ低剂量组 ７１００３４±７６３１８ ５０３６９１３±５２３９３２ １５３３９４６±２１１５２２
ＴＰＭＢＧｓ中剂量组 ６５９９６１±１４６１３４△ ４６８７４６５±７６３３３５△ １３９４７０４±２９７４３７△

ＴＰＭＢＧｓ高剂量组 ６５９７１４±１４４４７５△ ４６７７１８５±８３２３３１△ １４１３８３３±２９７４３８△

　　注：模型组与空白组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；其余组与模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

　　在机体处于炎性反应情况下，ＩＬ１被大量表达，
它的２种亚型 ＩＬ１α和 ＩＬ１β在介导炎性反应和免
疫过程中发挥重要作用。适量的 ＩＬ１可以增强机
体抵御外界入侵的能力，而过多 ＩＬ１则引起关节损
害，表现出类似 ＲＡ的症状。在 ＲＡ发病中 ＩＬ１可
以刺激成纤维细胞增殖和血管翳生成，诱导产生更

多ＰＧＥ２，引起白细胞向滑膜部位聚集以及金属基质
蛋白酶、胶原酶的分泌，加剧关节破坏［１１］。本实验

中，较空白组，模型组大鼠滑膜细胞上清液中的 ＩＬ
１、ＰＧＥ２及ＴＮＦα的水平明显升高；较模型组，ＴＰ灌
胃组、微乳高剂量组、ＴＰＭＢＧｓ中、高剂量组的 ＩＬ１
及ＴＮＦα水平显著降低；ＴＰ灌胃组、ＴＰＭＢＧｓ中剂
量组及ＴＰＭＢＧｓ高剂量组中 ＰＧＥ２浓度明显降低。
基质组与模型组差异无统计学意义，说明基质对

ＲＡ不产生影响，表明 ＴＰＭＢＧｓ可降低局部滑膜细
胞中的致炎因子，且 ＴＰＭＢＧｓ与灌胃组效果相当，
这可能是其外用治疗ＲＡ的作用机制之一。

综上所述，ＴＰＭＢＧｓ外用治疗 ＲＡ，可能通过调
节皮肤免疫功能及抑制相关细胞因子的分泌，从而

起到局部及全身治疗作用。ＴＰＭＢＧｓ外用与 ＴＰ口
服相比效果相当，均有一定的治疗效果。其中微乳

凝胶基质对 ＲＡ无明显的治疗效果 ＴＰＭＢＧｓ较 ＴＰ
微乳指标更趋向于空白对照组，治疗效果更好。
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