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基于TNF信号通路探讨三痹颗粒治疗
类风湿关节炎模型大鼠的机制*
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[摘要] 目的：探究三痹颗粒对类风湿关节炎（RA）模型大鼠的影响及可能的作用机制。方法：采用大鼠尾根

部真皮下层注射法注射完全弗氏佐剂+卡介苗油乳剂以构建RA模型，随机分为模型对照组、甲氨蝶呤组、三痹颗

粒高剂量组、三痹颗粒中剂量组及三痹颗粒低剂量组，另设空白对照组，每组10只。三痹颗粒高、中、低剂量组予

三痹颗粒灌胃，剂量分别为5.40 g/kg、2.70 g/kg、1.35 g/kg，3次/d。甲氨蝶呤组给予甲氨蝶呤（0.90 mg/kg）灌胃，2次/周。

空白对照组和模型对照组给予蒸馏水（10 mL/kg）灌胃，3次/d。连续给药4周，检测大鼠踝关节肿胀度并进行HE染

色观察，酶联免疫吸附试验法（ELISA）试剂盒检测血清肿瘤坏死因子（TNF）-琢、白细胞介素（IL）-6、IL-17和C反

应蛋白（CRP），蛋白印迹法（Western Blotting）检测足趾组织TNF-琢、IL-6、IL-17和CRP蛋白相对表达水平，实时定

量聚合酶链式反应（PCR）检测TNF-琢 mRNA、IL-6 mRNA、IL-17 mRNA和CRP mRNA相对表达水平。结果：与

模型组比较，三痹颗粒各剂量组和甲氨蝶呤组踝关节肿胀度降低（ <0.01），炎症细胞浸润减少。同时，三痹颗粒

高剂量组和甲氨蝶呤组TNF-琢蛋白及mRNA相对表达水平降低（ <0.05），表明TNF信号通路被抑制，其下游炎症

因子IL-6、IL-17和CRP的蛋白及mRNA相对表达水平亦明显降低（ <0.05）。此外，三痹颗粒高剂量组踝关节肿胀

度与甲氨蝶呤组比较，差异无统计学意义（ >0.05），TNF-琢、IL-17和IL-6的蛋白及mRNA相对表达水平差异均无

统计学意义（ >0.05）。结论：三痹颗粒能通过降低TNF-琢表达水平以抑制TNF信号通路，并进一步下调下游炎症

因子表达水平，缓解RA发展过程中出现的炎症细胞浸润和踝关节肿胀现象，从而减轻炎症反应。
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The Mechanism of Sanbi Granules (三痹颗粒) in Treating Rheumatoid

Arthritis Model Rats Based on TNF Signaling Pathway

[Abstract] Objective: To explore the effect and possible mechanisms of Sanbi granules on rheumatoid

arthritis (RA) model rats. Method: RA model was established by injecting complete Freund's adjuvant and BCG

oil emulsion into the subcutaneous layer of rat tail root using injection method. The rats were randomly divided

into model control group, methotrexate group, high dose group of Sanbi granules, medium dose group of Sanbi

granules, and low dose group of Sanbi granules, with 10 rats in each group. A blank control group was also

established. The high, medium, and low dose groups of Sanbi granules were given 5.40 g/kg, 2.70 g/kg, and

1.35 g/kg of Sanbi granules, respectively, 3 times a day. The methotrexate group was given methotrexate (0.90mg/kg),

twice a week. The blank control group and model control group were given distilled water at a dose of 10 mL/kg,
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类 风 湿 关 节 炎 （ rheumatoid arthritis， RA） 是 一 种 常 见 的 慢

性 自 身 免 疫 性 疾 病 ， 在 中 医 学 中 多 被 归 为 “ 痹 证 ” ， 发 病 原 因

与 风 寒 湿 邪 侵 袭 、 气 血 不 畅 等 密 切 相 关 [1-2]。 研 究 [3] 表 明 ， 炎 症

细 胞 浸 润 、 滑 膜 增 生 及 骨 破 坏 是 RA 的 典 型 病 理 特 征 。 当 RA 发

生 时 ， 成 纤 维 样 滑 膜 细 胞 （ fibroblast-like synoviocytes， FLS） 被

激 活 并 释 放 血 管 内 皮 生 长 因 子 以 诱 导 血 管 生 成 ， 致 使 滑 膜 细

胞 异 常 增 殖 [4-5]。 同 时 ， 血 管 数 目 增 多 提 高 了 其 向 病 变 部 位 提

供 氧 气 和 营 养 的 能 力 ， 并 且 可 以 募 集 更 多 的 炎 症 细 胞 以 维 持

慢 性 炎 症 微 环 境 [5]。 当 炎 症 细 胞 数 量 增 多 ， 病 变 部 位 C 反 应 蛋

白 （ C-reactive protein， CRP） 、 白 介 素 -6（ iInterleukin-6， IL-6） 、

IL-17和 肿 瘤 坏 死 因 子 -琢（ tumor necrosis factor-琢， TNF-琢） 等

促 炎 症 因 子 水 平 将 显 著 上 调 ， 干 扰 成 骨 细 胞 和 破 骨 细 胞 的 分

化 及 功 能 ， 导 致 骨 丢 失 [6-7]。 这 些 反 应 的 累 积 ， 促 使 RA在 临 床 上

呈 现 出 关 节 疼 痛 和 肿 胀 等 症 状 ， 随 着 病 情 发 展 还 可 能 出 现 关

节 强 直 、 畸 形 甚 至 功 能 丧 失 ， 严 重 影 响 患 者 生 活 [8]。 目 前 甲 氨

蝶 呤 常 用 于 治 疗 RA ， 但 其 被 证 实 可 能 对 机 体 产 生 副 作 用 ， 影

响 治 疗 效 果 [8-9]。 相 比 于 甲 氨 蝶 呤 等 西 药 ， 中 药 在 RA 的 治 疗 中

则 具 有 治 疗 效 果 好 、 副 作 用 较 小 等 优 势 [10]。 因 此 ， 可 从 传 统 中

药 库 中 挖 掘 治 疗 RA 的 有 效 方 剂 ， 为 RA 治 疗 提 供 新 的 药 物

选 择 。

三 痹 颗 粒 为 娄 底 市 中 医 医 院 自 行 研 制 的 临 床 验 方 ， 由 三

痹 汤 化 载 而 来 ， 以 黄 芪 、 人 参 、 续 断 、 防 风 、 生 地 黄 等 16 味 中 药

为 组 方 ， 具 有 益 气 活 血 、 除 湿 通 络 、 补 益 肝 肾 功 效 ， 多 用 于 治

疗 RA、 骨 性 关 节 炎 等 疾 病 [10-11]。 过 往 研 究 [12-13]已 证 实 三 痹 汤 对 于

类 风 湿 关 节 炎 具 有 良 好 治 疗 效 果 ， 可 缓 解 关 节 肿 胀 ， 改 善 滑

膜 组 织 病 理 损 伤 ， 减 少 炎 症 细 胞 浸 润 ， 降 低 血 清 TNF-琢、 IL-1茁 以

及 IL-6 水 平 。 三 痹 颗 粒 对 RA 的 治 疗 具 有 多 成 分 、 多 靶 点 、 多

通 路 特 点 [10]。 其 中 ， 关 键 靶 点 TNF 参 与 构 成 的 TNF-琢 信 号 通 路

是 细 胞 因 子 经 典 通 路 之 一 ， 对 多 种 炎 症 因 子 表 达 具 有 促 进

作 用 ， 同 时 亦 影 响 骨 细 胞 功 能 ， 因 此 可 作 为 RA 治 疗 的 关 键 路

径 [14-15]。 在 此 基 础 上 ， 本 研 究 通 过 注 射 完 全 弗 氏 佐 剂 （ complete

freund's adjuvant， CFA） + 卡 介 苗 油 乳 剂 构 建 RA 大 鼠 模 型 ， 观

察 灌 服 三 痹 颗 粒 后 RA 模 型 大 鼠 踝 关 节 肿 胀 度 和 关 节 组 织 炎

症 细 胞 浸 润 情 况 ， 并 检 测 TNF-琢 及 IL-6 等 炎 症 因 子 表 达 水 平

以 验 证 三 痹 颗 粒 是 否 通 过 TNF 信 号 通 路 对 RA 大 鼠 炎 症 反 应

产 生 影 响 ， 以 期 为 三 痹 颗 粒 临 床 应 用 提 供 参 考 依 据 。

1 材 料

1.1 药物与试剂 三 痹 颗 粒 （ 娄 底 市 中 医 医 院 自 制 ， 批 号 ：

240327 ， 药 准 制 号 ： 湘 药 制 备 字 Z20230774000） ； 甲 氨 蝶 呤 片

（ 通 化 茂 祥 制 药 有 限 公 司 ， 批 号 ： 231101） ； CFA（ SIGMA 公 司 ，

批 号 ： JM-01495R） ； 卡 介 苗 （ 美 国 BD公 司 ， 批 号 ： 231141） ； 大 鼠

TNF-琢 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 （ enzyme-linked immunosorbent

assay ， ELISA） 试 剂 盒 （ 批 号 ： JM-01587） 、 大 鼠 IL-17 ELISA

试 剂 盒 （ 批 号 ： JM-01495R） 、 大 鼠 IL-6 ELISA 试 剂 盒 （ 批 号 ：

JM-01597R） 、 大 鼠 CRP ELISA 试 剂 盒 （ 批 号 ： JM-01488R） 均

购 自 晶 美 生 物 工 程 有 限 公 司 。 TNF-琢抗 体 （ 批 号 ： AWA46292） 、

IL-6 抗 体 （ 批 号 ： AWA46788） 、 IL-17 抗 体 （ 批 号 ： AWA58209）

均 购 自 Abiowell公 司 ； CRP抗 体 （ Proteintech 公 司 ， 批 号 ： 66250-

1-lg） 。

1.2 主要仪器 电 子 天 平 （ 长 沙 湘 平 科 技 有 限 公 司 ， 型 号 ：

ES-100E） ； 12 号 灌 胃 器 [东 西 仪 （ 北 京 ） 科 技 有 限 公 司 ]； 分 析 天

平 （ 上 海 舜 宇 恒 平 科 技 有 限 公 司 ， 型 号 ： FA2104） ； 酶 标 仪 （ 北

京 普 朗 新 技 术 有 限 公 司 ， 型 号 ： DNM-9606） ； 离 心 机 （ 湖 南 湘

仪 实 验 室 仪 器 开 发 有 限 公 司 ， 型 号 ： TDZ5-WS） ； 生 物 显 微 镜

[ 奥 林 巴 斯 （ 广 州 ） 工 业 有 限 公 司 ， 型 号 ： CX23LEDRFS1C]； 石

蜡 包 埋 机 （ 湖 北 锦 源 医 疗 科 技 有 限 公 司 ， 型 号 ： JY-BMC） ； 自

3 times a day. After continuous administration for 4 weeks, the swelling degree of the ankle joint in rats was

detected and HE staining was implemented. The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit was used to

measure serum tumor necrosis factor (TNF)-琢, interleukin-6 (IL-6), interleukin-17 (IL-17), and C-reactive protein

(CRP). Western blotting analysis was used to measure the protein relative expression levels of TNF-琢, IL-6,

IL-17, and CRP in toe tissue. Real-time quantitative polymerase chain reaction (PCR) was used to measure the

relative expression levels of TNF-琢 mRNA, IL-6 mRNA, IL-17 mRNA, and CRP mRNA. Results: Compared

with the model control group, the ankle joint swelling degree was reduced in high, medium, and low dose

groups of Sanbi granules and methotrexate group (P<0.01), and the inflammatory cell infiltration was reduced.

At the same time, the TNF-琢 protein and TNF-琢 mRNA relative expression levels reduced in the high-dose

group of Sanbi granules and methotrexate group (P<0.05), indicating that the TNF signaling pathway was

in hibited. The protein and mRNA relative expression levels of downstream inflammatory factors IL-6, IL-17,

and CRP were also significantly reduced (P<0.05). In addition, compared with the methotrexate group, there was

no statistically significant difference in ankle joint swelling and protein and mRNA relative expression levels of

TNF-琢, IL-17 and IL-6 in high-dose group of Sanbi granules (P>0.05). Conclusion: Sanbi granules can inhibit

the TNF signaling pathway by reducing the expression level of TNF-琢, and further down-regulate the expression

level of downstream inflammatory factors, alleviate the inflammatory cell infiltration and ankle joint swelling that

occur during the development of RA, and reduce the inflammatory response.

[Keywords] rheumatoid arthritis; Sanbi granules; TNF signaling pathway; inflammatory response; inflammatory

factors
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动 组 织 脱 水 机 （ 型 号 ： HP300） 、 轮 转 式 切 片 机 （ 型 号 ： MT1） 和

摊 片 烤 片 机 （ 型 号 ： JY-TK6） 均 购 自 达 科 为 生 物 技 术 股 份 有 限

公 司 ； 生 强 玻 片 扫 描 影 像 系 统 （ 湖 北 锦 源 医 疗 科 技 有 限 公 司 ，

型 号 ： SQS-40R） ； 实 时 荧 光 定 量 PCR 分 析 仪 （ 杭 州 博 日 科 技 股

份 有 限 公 司 ， 型 号 ： FQD-96C） ； 超 灵 敏 多 功 能 成 像 仪 （ Cytiva

公 司 ， 型 号 ： AI800UV） ； 足 趾 容 积 测 量 仪 （ 成 都 泰 盟 仪 器 有 限

公 司 ， 型 号 ： PV-200） 。

1.3 实验动物 70 只 SPF 级 SD 大 鼠 ， 240~260 g ， 8 周 龄 ， 雌 雄

各 半 ， 购 于 广 东 维 通 利 华 实 验 动 物 有 限 公 司 ， 生 产 许 可 证 号 ：

SCXK（ 粤 ） 2022-0063； 质 量 合 格 证 号 ： 44829700032493 。 于 湖

南 斯 莱 克 景 达 实 验 动 物 有 限 公 司 动 物 房 中 饲 养 [ 使 用 许 可 证

号 ： SYXK（ 湘 ） 2019-0017] ， 温 度 20~26 益 ， 湿 度 40%~70% ，

12 h/12 h明 暗 交 替 照 明 ， 自 由 饮 食 。 实 验 动 物 的 使 用 经 湖 南 斯

莱 克 景 达 实 验 动 物 有 限 公 司 实 验 动 物 管 理 （ 伦 理 ） 委 员 会 审

批 通 过 （ 审 批 号 ： SJA202400801-09） 。

2 方 法

2.1 RA大鼠模型的建立 参 考 封 桂 英 等 [16]的 方 法 构 建 RA 大

鼠 模 型 。 低 温 环 境 下 CFA、 卡 介 苗 溶 液 [V（ CFA） 颐V（ 卡 介 苗 溶

液 ） =1颐1] 比 例 混 合 ， 形 成 CFA+ 卡 介 苗 油 乳 剂 。 固 定 SD 大 鼠 ， 在

其 尾 根 部 经 皮 下 注 射 CFA+ 卡 介 苗 油 乳 剂 。 于 第 2 周 再 次 进 行

注 射 ， 加 强 免 疫 。 若 大 鼠 足 趾 出 现 红 肿 ， 踝 关 节 体 积 明 显 增

大 ， 则 视 为 造 模 成 功 [17]。

2.2 动物分组及处理 取 10 只 正 常 SD 大 鼠 作 空 白 对 照 组 ，

将 50 只 符 合 要 求 的 RA 模 型 大 鼠 划 分 为 5 组 （ n=10） ： 模 型 对 照

组 、 甲 氨 蝶 呤 组 、 三 痹 颗 粒 高 剂 量 组 、 三 痹 颗 粒 中 剂 量 组 及 三

痹 颗 粒 低 剂 量 组 。 三 痹 颗 粒 高 、 中 、 低 剂 量 组 以 灌 胃 方 式 给 予

三 痹 颗 粒 ， 剂 量 分 别 为 5.40 g/kg 、 2.70 g/kg 、 1.35 g/kg ， 3 次 /d 。 甲

氨 蝶 呤 组 以 灌 胃 方 式 给 予 甲 氨 蝶 呤 （ 0.90 mg/kg） 灌 胃 ， 2 次 /

周 。 空 白 对 照 组 和 模 型 对 照 组 给 予 蒸 馏 水 （ 10 mL/kg） 灌 胃 ，

3 次 /d 。 连 续 给 药 4 周 后 ， 采 集 各 组 大 鼠 血 液 、 足 趾 及 踝 关 节 等

组 织 进 行 检 测 。

2.3 大鼠一般情况观察 开 始 给 药 后 ， 每 周 观 察 大 鼠 活 动 、

饮 食 、 皮 毛 、 体 质 量 及 踝 关 节 肿 胀 变 化 。

2.4 踝关节肿胀度 采 集 大 鼠 足 趾 至 踝 关 节 完 整 组 织 ， 使 用

足 趾 容 积 测 量 仪 检 测 踝 关 节 肿 胀 度 。 计 算 公 式 如 下 ： 踝 关 节

肿 胀 度 =（ 最 终 肿 胀 体 积 V1- 最 初 肿 胀 体 积 V0） /最 终 肿 胀 体 积

V1伊100%。

2.5 足趾肿胀评分 大 鼠 足 趾 肿 胀 评 分 通 常 用 于 评 估 关 节

炎 或 其 他 炎 症 模 型 的 严 重 程 度 ， 具 体 评 分 标 准 如 下 。 0 分 ： 无

红 斑 和 肿 胀 的 证 据 ； 1分 ： 红 斑 和 轻 度 软 组 织 肿 胀 局 限 于 跗 骨 /

踝 关 节 ； 2 分 ： 从 踝 关 节 到 跗 骨 ， 红 斑 和 轻 度 软 组 织 肿 胀 ； 3 分 ：

红 斑 和 中 度 软 组 织 肿 胀 从 踝 关 节 延 伸 到 跗 骨 ； 4 分 ： 明 显 红 斑

和 严 重 肿 胀 （ 包 括 踝 关 节 、 足 底 面 和 脚 趾 ） 或 四 肢 强 硬 。

2.6 HE染色 将 踝 关 节 置 于 4%多 聚 甲 醛 固 定 液 中 固 定 48 h，

进 行 HE染 色 ， 观 察 踝 关 节 中 炎 症 细 胞 浸 润 情 况 。

2.7 酶联免疫吸附试验 血 液 静 置 分 层 ， 3 500 r/min（ 离 心 半

径 15 cm） 离 心 15 min， 取 上 清 液 即 得 血 清 。 借 助 ELISA 检 测 试

剂 盒 检 测 血 清 炎 症 因 子 TNF-琢、 IL-6 、 IL-17 、 CRP水 平 。

2.8 蛋白印迹法（Western blotting） 充 分 研 磨 裂 解 足 趾 组

织 ， 测 定 蛋 白 质 浓 度 并 定 量 稀 释 。 使 用 10% 十 二 烷 基 硫 酸 钠

（ SDS） 凝 胶 分 离 蛋 白 质 ， 并 电 转 印 至 PVDF 膜 上 。 PVDF 膜 在 室

温 下 封 闭 2 h ， 后 与 一 抗 [TNF-琢 抗 体 、 IL-6 抗 体 、 IL-17 抗 体 、

CRP抗 体 ， 稀 释 倍 数 均 为 V（ 抗 体 ） ： V（ TBST） =1颐5 000] 在 4 益 下

孵 育 过 夜 。 PVDF 膜 洗 涤 3 次 后 与 二 抗 一 起 孵 育 1 h 。 以 茁-actin

作 为 标 准 化 对 照 ， 使 用 ImageJ软 件 对 图 像 进 行 定 量 及 分 析 。

2.9 实时定量聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，

PCR） 借 助 qPCR 技 术 测 定 足 趾 组 织 中 TNF-琢 mRNA、 IL-6

mRNA、 IL-17 mRNA及 CRP mRNA水 平 ， 结 果 标 准 化 为 茁-actin

表 达 水 平 。 引 物 序 列 表 见 表 1 。

表 1 用于实时荧光定量 PCR的引物序列

目 的 基 因 序 列 （ 5忆– 3忆） 扩 增 产 物 片 段 长 度 / b p

C R P 上 游 引 物 ： C T C T A T G C C C A C G C T G A T G T 2 0

下 游 引 物 ： A T T T C A G G C C C A C C T A C T G C 2 0

I L - 6 上 游 引 物 ： A G C C A G A G T C A T T C A G A G C A 2 0

下 游 引 物 ： T G G T C T T G G T C C T T A G C C A C 2 0

I L - 1 7 上 游 引 物 ： T C A G A C T A C C T C A A C C G T T C C A 2 2

下 游 引 物 ： G T G C C T C C C A G A T C A C A G A A G 2 1

T N F - α 上 游 引 物 ： G G C G T G T T C A T C C G T T C T C 1 9

下 游 引 物 ： C T T C A G C G T C T C G T G T G T T T C T 2 2

β - a c t i n 上 游 引 物 ： T C A G G T C A T C A C T A T C G G C A A T 2 2

下 游 引 物 ： A A A G A A A G G G T G T A A A A C G C A 2 1

2.10 统计学方法 使 用 SPSS 26.0 软 件 ， 计 量 资 料 以 “ 均 数 依

标 准 差 ” （ x依s） 表 示 ， 多 组 间 比 较 先 进 行 方 差 齐 性 和 正 态 性 比

较 ， 方 差 齐 且 符 合 正 态 性 时 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ， 不 符 合 正

态 性 时 采 用 Nonparametric T 检 验 ， 符 合 正 态 性 但 方 差 不 齐 时

采 用 Tamhane ’ s T2检 验 。 <0.05 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

3 结 果

3.1 大鼠一般情况 空 白 对 照 组 大 鼠 外 观 体 征 、 行 为 活 动 、

饮 食 及 排 泄 物 均 正 常 。 模 型 对 照 组 大 鼠 存 在 精 神 萎 靡 、 活 动

减 少 、 运 动 迟 缓 、 瘸 腿 跛 行 、 啃 咬 肿 胀 脚 趾 的 现 象 。 持 续 给 药

后 ， 与 模 型 对 照 组 比 较 ， 甲 氨 蝶 呤 组 与 三 痹 颗 粒 高 、 中 、 低 剂

量 组 大 鼠 精 神 状 态 、 外 观 活 动 均 有 明 显 好 转 。

3.2 踝关节肿胀度与足趾肿胀评分 与 模 型 对 照 组 比 较 ， 甲

氨 蝶 呤 组 与 三 痹 颗 粒 高 、 中 、 低 剂 量 组 大 鼠 踝 关 节 肿 胀 度 显

著 降 低 （ <0.01） ， 甲 氨 蝶 呤 组 与 三 痹 颗 粒 高 剂 量 组 足 趾 肿 胀

评 分 显 著 降 低 （ <0.01） 。 三 痹 颗 粒 高 剂 量 组 踝 关 节 肿 胀 度 和

足 趾 肿 胀 评 分 与 甲 氨 蝶 呤 组 比 较 ， 差 异 均 无 统 计 学 意 义 （ >

0.05） 。 （ 见 表 2）

表 2 各组大鼠踝关节肿胀度与足趾肿胀评分比较 （x依s）

组 别 n 给 药 剂 量 肿 胀 度 /% 足 趾 肿 胀 评 分 /分

空 白 对 照 组 10 0.17依0.08 0.50依0.53

模 型 对 照 组 10 0.47依0.08bf 3.20依0.79b

甲 氨 蝶 呤 组 10 0.90 mg/kg 0.21依0.10c 1.50依0.71ad

三 痹 颗 粒 高 剂 量 组 10 5.40 g/kg 0.20依0.14c 1.60依0.70ad

三 痹 颗 粒 中 剂 量 组 10 2.70 g/kg 0.30依0.07ace 2.50依0.71bf

三 痹 颗 粒 低 剂 量 组 10 1.35 g/kg 0.34依0.06bd f 3.00依0.67bf

14.936 22.595

0.000 0.000

注：与空白对照组比较，a <0.01，b <0.001；与模型对照组

比较，c <0.001，d <0.01；与甲氨蝶呤组比较，e <0.05，f <0.01。
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3.3 大鼠踝关节HE染色结果 模 型 对 照 组 大 鼠 踝 关 节 存 在

大 量 炎 症 细 胞 浸 润 。 与 模 型 对 照 组 比 较 ， 甲 氨 蝶 呤 组 和 三 痹

颗 粒 高 剂 量 组 大 鼠 踝 关 节 炎 症 细 胞 浸 润 明 显 减 少 ， 三 痹 颗 粒

中 、 低 剂 量 组 炎 症 细 胞 浸 润 减 少 。 （ 见 图 1）

注：A.空白对照组；B.模型对照组；C.甲氨蝶呤组；D.三痹

颗粒高剂量组；E.三痹颗粒中剂量组；F.三痹颗粒低剂量组。

黑色框表示炎症细胞浸润区域。

图 1 RA大鼠踝关节 HE染色图 （伊400）

3.4 大鼠血清中炎症因子表达水平 与 模 型 对 照 组 比 较 ， 甲

氨 蝶 呤 组 大 鼠 血 清 TNF-琢、 IL-6 、 CRP和 IL-17 水 平 均 降 低 （ <

0.05 或 <0.01） ； 三 痹 颗 粒 高 剂 量 组 TNF-琢、 IL-17 、 CRP 和 IL-6

水 平 均 降 低 （ <0.05 或 <0.01） ； 三 痹 颗 粒 中 、 低 剂 量 组 IL-17

水 平 显 著 降 低 （ <0.01） 。 三 痹 颗 粒 高 、 中 剂 量 组 TNF-琢、 IL-6 、

IL-17 和 CRP 水 平 与 甲 氨 蝶 呤 组 比 较 ， 差 异 均 无 统 计 学 意 义

（ >0.05） ； 三 痹 颗 粒 低 剂 量 组 TNF-琢 、 IL-6 和 IL-17 水 平 与 甲

氨 蝶 呤 组 比 较 ， 差 异 均 无 统 计 学 意 义 （ >0.05） 。 （ 见 表 3）

表 3 各组大鼠血清 TNF-琢、IL-6、IL-17及 CRP水平比较

（x依s袁ng/mL）

组 别 n 给 药 剂 量 TNF-琢 IL-6 IL-17 CRP

空 白 对 照 组 10 153.67依24.48 14.54依5.00 12.76依4.08 72.84依37.40

模 型 对 照 组 10 189.67依19.40b 22.75依4.68a 19.41依1.85b 204.19依90.44b

甲 氨 蝶 呤 组 10 0.90 mg/kg 169.15依22.15c 15.76依4.08c 15.97依2.55d 97.24依41.55c

三 痹 颗 粒 高 剂 量 组 10 5.40 g/kg 158.35依12.61d 16.40依2.60c 16.00依2.09d 97.10依20.19d

三 痹 颗 粒 中 剂 量 组 10 2.70 g/kg 173.32依18.96a 19.45依2.22 17.14依1.44d 151.36依18.85b

三 痹 颗 粒 低 剂 量 组 10 1.35 g/kg 186.98依13.30b 21.14依3.66 18.03依1.26ad 180.07依18.37be

5.932 7.230 8.921 13.352

0.000 0.000 0.000 0.000

注：与空白对照组比较，a <0.05，b <0.01；与模型对照组

比较，c <0.05，d <0.01；与甲氨蝶呤组比较，e <0.05。

3.5 大鼠足趾组织中炎症因子的蛋白相对表达水平 与 模

型 对 照 组 比 较 ， 甲 氨 蝶 呤 组 大 鼠 足 趾 组 织 TNF-琢、 IL-6 、 IL-17

和 CRP 蛋 白 相 对 表 达 水 平 均 降 低 （ <0.05 或 <0.01） ； 三 痹 颗

粒 高 、 中 剂 量 组 TNF-琢 、 IL-6 、 IL-17 和 CRP 蛋 白 相 对 表 达 水 平

均 降 低 （ <0.05或 <0.01） ； 三 痹 颗 粒 低 剂 量 组 TNF-琢、 CRP和 IL-6

蛋 白 相 对 表 达 水 平 均 降 低 （ <0.05或 <0.01） 。 （ 见 表 4、 图 2）

表 4 大鼠足趾组织中 TNF-琢、IL-6、IL-17及 CRP蛋白

相对表达水平比较 （x依s）

组 别 n 给 药 剂 量 T N F - α I L - 6 I L - 1 7 C R P

空 白 对 照 组 1 0 0 . 2 4 ± 0 . 0 5 0 . 1 2 ± 0 . 0 2 0 . 1 6 ± 0 . 0 2 0 . 2 2 ± 0 . 0 8

模 型 对 照 组 1 0 1 . 0 0 ± 0 . 1 3 b 1 . 0 0 ± 0 . 0 5 b 1 . 0 0 ± 0 . 0 8 b 1 . 0 0 ± 0 . 1 0 b

甲 氨 蝶 呤 组 1 0 0 . 9 0 m g / k g 0 . 3 9 ± 0 . 0 0 a c 0 . 3 0 ± 0 . 0 6 a d 0 . 3 5 ± 0 . 1 7 a d 0 . 4 8 ± 0 . 0 3 a d

三 痹 颗 粒 高 剂 量 组 1 0 5 . 4 0 g / k g 0 . 4 2 ± 0 . 0 3 b d 0 . 3 8 ± 0 . 0 7 b d 0 . 5 3 ± 0 . 0 8 b d e 0 . 6 0 ± 0 . 0 8 b d e

三 痹 颗 粒 中 剂 量 组 1 0 2 . 7 0 g / k g 0 . 7 2 ± 0 . 0 6 b d e 0 . 6 8 ± 0 . 0 6 b d f 0 . 8 0 ± 0 . 0 8 b c f 0 . 8 1 ± 0 . 0 2 b d f

三 痹 颗 粒 低 剂 量 组 1 0 1 . 3 5 g / k g 0 . 8 7 ± 0 . 0 2 b c e 0 . 7 1 ± 0 . 1 5 b d f 0 . 9 9 ± 0 . 0 7 b f 0 . 8 1 ± 0 . 0 1 b c e

6 9 . 0 9 2 4 8 . 5 0 1 4 4 . 4 6 0 6 0 . 9 4 6

0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

注：与空白对照组比较，a <0.05，b <0.01；与模型对照组

比较，c <0.05，d <0.01；与甲氨蝶呤组比较，e <0.05，f <0.01。

图 2 大鼠足趾组织中 TNF-琢、IL-6、IL-17及 CRP蛋白条带图

3.6 大鼠足趾组织中炎症因子mRNA相对表达水平 与 模

型 对 照 组 比 较 ， 甲 氨 蝶 呤 组 大 鼠 足 趾 组 织 中 TNF-琢 mRNA 、

IL-6 mRNA 、 IL-17 mRNA 和 CRP mRNA 相 对 表 达 水 平 均 降

低 （ <0.05 或 <0.01） ； 三 痹 颗 粒 高 剂 量 组 TNF-琢 mRNA、 IL-6

mRNA、 IL-17 mRNA 和 CRP mRNA 相 对 表 达 水 平 显 著 降 低

（ <0.01） ； 三 痹 颗 粒 中 剂 量 组 IL-17 mRNA 相 对 表 达 水 平 显

著 降 低 （ <0.01） ； 三 痹 颗 粒 低 剂 量 组 TNF-琢 mRNA 、 IL-17

mRNA相 对 表 达 水 平 均 降 低 （ <0.05或 <0.01） 。 三 痹 颗 粒 高 剂

量 组 TNF-琢 mRNA 、 IL-6 mRNA、 IL-17 mRNA及 CRP mRNA

相 对 表 达 水 平 与 甲 氨 蝶 呤 组 比 较 ， 差 异 均 无 统 计 学 意 义 （ >

0.05） ； 三 痹 颗 粒 中 、 低 剂 量 组 TNF-琢 mRNA、 IL-6 mRNA 和

IL-17 mRNA 相 对 表 达 水 平 与 甲 氨 蝶 呤 组 比 较 ， 差 异 无 统 计

学 意 义 （ >0.05） 。 （ 见 表 5）

表 5 大鼠足趾组织中 TNF-琢 mRNA、IL-6 mRNA、

IL-17 mRNA及 CRP mRNA相对表达水平比较 （x依s）

组 别 n 给 药 剂 量 T N F - α I L - 6 I L - 1 7 C R P

空 白 对 照 组 1 0 0 . 0 1 ± 0 . 0 1 0 . 1 5 ± 0 . 1 4 0 . 2 6 ± 0 . 1 8 0 . 1 0 ± 0 . 0 2

模 型 对 照 组 1 0 1 . 0 0 ± 0 . 4 4 b 1 . 0 0 ± 0 . 5 3 b 1 . 0 0 ± 0 . 3 4 b 1 . 0 0 ± 0 . 1 3 b

甲 氨 蝶 呤 组 1 0 0 . 9 0 m g / k g 0 . 3 3 ± 0 . 1 4 b c 0 . 2 5 ± 0 . 1 9 c 0 . 4 3 ± 0 . 3 6 d 0 . 5 2 ± 0 . 3 7 b d

三 痹 颗 粒 高 剂 量 组 1 0 5 . 4 0 g / k g 0 . 2 9 ± 0 . 3 9 b d 0 . 3 9 ± 0 . 1 9 d 0 . 4 4 ± 0 . 1 9 d 0 . 4 6 ± 0 . 1 6 b d

三 痹 颗 粒 中 剂 量 组 1 0 2 . 7 0 g / k g 0 . 7 0 ± 0 . 8 3 b 0 . 5 5 ± 0 . 3 6 a 0 . 6 0 ± 0 . 4 7 a d 0 . 8 6 ± 0 . 2 7 b e

三 痹 颗 粒 低 剂 量 组 1 0 1 . 3 5 g / k g 0 . 7 7 ± 0 . 8 6 b c 0 . 5 5 ± 0 . 4 2 a 0 . 6 1 ± 0 . 2 5 a d 0 . 8 6 ± 0 . 2 5 b f

4 . 4 9 5 8 . 0 1 9 6 . 4 8 2 2 1 . 1 5 2

0 . 0 0 2 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

注：与空白对照组比较，a <0.05，b <0.01；与模型对照组

比较，c <0.05，d <0.01；与甲氨蝶呤组比较，e <0.05，f <0.01。
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4 讨 论

RA 作 为 一 种 慢 性 自 身 免 疫 性 疾 病 ， 受 多 种 因 素 影 响 ， 呈

现 出 炎 症 反 应 、 血 管 生 成 和 骨 破 坏 等 特 征 [18]。 本 研 究 所 构 建 的

RA模 型 大 鼠 踝 关 节 肿 胀 度 同 正 常 大 鼠 相 比 显 著 升 高 ， 同 相 关

文 献 中 建 立 的 RA模 型 大 鼠 观 察 结 果 一 致 ， 证 实 其 是 关 节 炎 症

的 重 要 表 现 [19]。 作 为 RA 常 用 治 疗 药 物 ， 甲 氨 蝶 呤 的 使 用 则 存

在 一 定 副 作 用 [8-9]。 因 此 ， 亟 需 寻 找 合 适 药 物 以 建 立 RA 治 疗 新

方 案 。

同 化 学 药 物 相 比 ， 中 药 药 性 温 和 、 价 格 低 、 副 作 用 小 ， 具

有 使 用 优 势 。 在 中 药 制 剂 领 域 ， 三 痹 汤 已 被 证 实 对 RA 具 有 良

好 治 疗 效 果 ， 可 减 少 炎 症 细 胞 浸 润 ， 缓 解 病 理 损 伤 [12-13]。 其 组

方 中 的 独 活 、 秦 艽 、 防 风 等 具 有 镇 痛 消 炎 作 用 ， 续 断 、 杜 仲 、 黄

芪 、 人 参 、 甘 草 可 以 提 高 机 体 非 特 异 性 免 疫 力 ， 当 归 、 川 芎 则

具 有 改 善 血 液 微 循 环 的 能 力 [20]。 课 题 组 前 期 研 究 已 经 证 实 所

研 制 的 三 痹 颗 粒 （ 化 载 自 三 痹 汤 ） 可 有 效 改 善 RA 患 者 临 床 症

状 [10]。 在 本 研 究 中 ， RA 模 型 大 鼠 灌 服 三 痹 颗 粒 后 精 神 状 态 、 外

观 活 动 及 踝 关 节 肿 胀 程 度 明 显 好 转 ， 关 节 组 织 中 炎 症 细 胞 浸

润 现 象 也 得 到 了 减 轻 。 这 一 结 果 亦 符 合 张 春 芳 等 [10-11] 的 研 究

结 论 ， 即 三 痹 颗 粒 对 于 关 节 炎 症 具 有 一 定 的 治 疗 作 用 。

炎 症 因 子 介 导 炎 症 反 应 ， 对 于 RA 患 者 来 说 ， 炎 症 因 子 表

达 水 平 升 高 是 诱 导 其 发 生 自 身 免 疫 、 炎 症 增 强 和 关 节 破 坏 的

重 要 因 素 [21]。 课 题 组 通 过 网 络 药 理 学 研 究 发 现 ， TNF 是 三 痹 颗

粒 治 疗 RA 的 关 键 靶 点 ， 其 与 肿 瘤 坏 死 因 子 受 体 （ TNFR） 共 同

构 成 TNF-琢 信 号 通 路 [10,14]。 TNFR 识 别 并 结 合 TNF-琢 分 子 后 构

象 改 变 ， 暴 露 多 个 结 合 位 点 。 这 些 位 点 同 适 配 蛋 白 结 合 形 成

信 号 传 导 复 合 物 进 而 激 活 下 游 信 号 通 路 ， 促 进 IL-6 、 IL-17 等

炎 症 因 子 表 达 [22]。 同 时 ， 该 通 路 还 被 证 实 参 与 调 节 成 骨 细 胞 及

破 骨 细 胞 功 能 [15]。 故 而 推 测 三 痹 颗 粒 治 疗 RA 的 作 用 机 制 与

TNF 信 号 通 路 相 关 。 经 检 测 ， RA 模 型 大 鼠 体 内 TNF-琢 表 达 水

平 显 著 高 于 正 常 大 鼠 ， 而 灌 服 三 痹 颗 粒 后 RA模 型 大 鼠 血 液 及

组 织 中 的 TNF-琢 表 达 水 平 呈 现 出 剂 量 依 赖 性 降 低 趋 势 。 这 将

减 弱 TNF-琢信 号 通 路 作 用 ， 抑 制 IL-6 、 IL-7 等 下 游 炎 症 因 子 的

表 达 。 本 研 究 结 果 中 三 痹 颗 粒 各 剂 量 组 大 鼠 体 内 IL-6 、 IL-7 和

CRP表 达 水 平 的 降 低 也 在 一 定 程 度 上 证 实 了 这 一 点 。 研 究 [23-25]表

明 ， IL-6 在 RA 疾 病 发 生 发 展 过 程 中 发 挥 着 重 要 作 用 ， 其 一 方

面 与 破 骨 细 胞 、 成 骨 细 胞 和 滑 膜 成 纤 维 细 胞 等 多 种 细 胞 发 生

相 互 作 用 进 而 触 发 中 性 粒 细 胞 朝 关 节 迁 移 ， 引 导 急 性 炎 症 转

变 为 慢 性 炎 症 ； 另 一 方 面 还 影 响 B 细 胞 和 T 细 胞 的 活 化 及 分

化 ， 诱 导 适 应 性 免 疫 反 应 增 强 ， 进 而 维 持 慢 性 炎 症 和 关 节 退

化 ， 促 进 RA 病 程 发 展 。 IL-7 则 多 富 集 于 RA 患 者 的 单 核 细 胞 和

滑 液 巨 噬 细 胞 中 ， 通 过 激 活 巨 噬 细 胞 和 内 皮 细 胞 分 泌 IL-8

和 Ang-1 来 促 进 血 管 生 成 ， 同 时 借 助 STAT 5 信 号 通 路 直 接 抑

制 关 节 炎 部 位 破 骨 细 胞 分 化 [26-28]。 CRP 是 炎 症 典 型 指 标 ， 通 常

于 肝 脏 中 合 成 并 受 TNF-琢 和 IL-6 等 炎 症 因 子 调 节 ， 与 RA 等 慢

性 炎 症 性 疾 病 相 关 联 [29-31]。 因 此 ， 当 上 述 炎 症 因 子 表 达 被 抑 制

时 ， 引 起 的 临 床 症 状 和 病 理 变 化 将 会 得 到 改 善 。 这 不 仅 为 三

痹 颗 粒 各 剂 量 组 RA 模 型 大 鼠 的 关 节 肿 胀 程 度 及 病 理 变 化 提

供 了 解 释 ， 同 时 也 从 分 子 角 度 说 明 三 痹 颗 粒 或 通 过 影 响 TNF

信 号 通 路 来 抑 制 炎 症 因 子 表 达 并 最 终 阻 碍 RA的 持 续 发 展 。

综 上 所 述 ， 本 研 究 结 果 表 明 三 痹 颗 粒 可 减 轻 RA 模 型 大 鼠

炎 症 反 应 。 其 通 过 降 低 TNF-琢 表 达 水 平 以 抑 制 TNF信 号 通 路 ，

进 而 下 调 RA 模 型 大 鼠 体 内 IL-6 、 IL-17 和 CRP 表 达 ， 有 效 缓 解

RA发 展 过 程 中 出 现 的 炎 症 细 胞 浸 润 和 踝 关 节 肿 胀 现 象 。 这 有

利 于 改 善 RA患 者 预 后 ， 为 RA临 床 治 疗 提 供 新 的 可 行 方 案 。
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