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基于 VEGF 通路探讨断藤益母汤抑制胶原诱导型关节炎小鼠
血管翳形成的作用

钱凯 1，曾丽盈 1，郑雪霞 1，许舒迪 1，刘丹凯 1，詹静怡 1，叶棠明 1，廖发杰 1，
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［摘要］ 目的：探讨断藤益母汤抑制胶原诱导型关节炎（CIA）小鼠血管翳形成的机制。方法：SPF 级 DBA/1 雄性小鼠 24

只，随机分为 4 组，分别是空白组（NC 组），模型组（CIA 组），甲氨蝶呤组（MTX 组），断藤益母汤组（DTYM 组），每组 6 只。除正

常组外，其余组小鼠进行造模。二次免疫起，给予灌胃等体积溶媒，MTX（1 mg·kg-1）和 DTYM（15.4 g·kg-1），给药 35 d。观察

小鼠一般情况、关节炎指数；取材后进行膝、踝关节微型计算机断层摄影（micro CT）扫描，苏木素-伊红（HE）和番红-固绿染色

观察病理改变，免疫组化检测血小板-内皮细胞黏附分子-1（CD31），血管内皮生长因子-α（VEGF-α），血管内皮生长因子受体 2

（VEGFR2），磷酸化（p）-VEGFR2 的表达。结果：与 NC 组比较，CIA 组小鼠踝关节红肿明显，关节炎指数评分显著上升（P<

0.05，P<0.01），膝、踝关节关节面明显破损，软骨厚度降低，膝、踝关节 micro CT 骨破坏评分明显升高（P<0.01），滑膜中 CD31，

VEGF-α，VEGFR2，p-VEGFR2 积分吸光度显著升高（P<0.01）；与 CIA 组比较，DTYM 组踝关节红肿程度明显减轻，给药 3 周后

小鼠关节炎指数评分明显下降（P<0.05，P<0.01），膝、踝关节关节面更完整，软骨厚度增加，膝、踝关节 micro CT 骨破坏评分均

明显降低（P<0.05，P<0.01），滑膜中 CD31，VEGF-α，VEGFR2，p-VEGFR2 积分吸光度显著降低（P<0.01）。结论：断藤益母汤可

能是通过调控 VEGF 通路抑制 CIA 小鼠血管翳的形成。

［关键词］ 断藤益母汤；胶原诱导型关节炎；血管翳；血管内皮生长因子（VEGF）信号通路；血小板-内皮细胞黏附分

子-1（CD31）
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Inhibitory Effect of Duanteng Yimu Decoction on Pannus Formation in Mice with

Collagen-induced Arthritis Based on VEGF Pathway
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［［Abstract］］ Objective：： To investigate the mechanism of Duanteng Yimu decoction（DTYM）in the

inhibition of pannus formation in collagen-induced arthritis（CIA）mice. Method：：Twenty-four SPF-grade DBA/

1 male mice were randomly divided into the following four groups：a blank group（NC group），a model group

（CIA group），a methotrexate group（MTX group），and a DTYM group，with six mice in each group. The

mice，except for those in the NC group，were modeled. From the second immunization，the medium，MTX
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（1 mg·kg-1），and DTYM（15.4 g·kg-1）were administered at an equal volume by gavage for 35 days. Mice were

observed for general condition and the arthritis index. The knee and ankle joints were scanned by microcomputed

tomography（micro CT）. Hematoxylin-eosin（HE）and safranin O/fast green staining were performed to observe

pathological changes. Immunohistochemistry was performed to detect the expression of platelet/endothelial cell

adhesion molecule-1（CD31），vascular endothelial growth factor- α（VEGF- α），vascular endothelial growth

factor receptor 2（VEGFR2），and phosphorylated（p）-VEGFR2. Result：： Compared with the NC group，the

CIA group showed red and swollen ankle joints，increased arthritis index scores（P<0.05，P<0.01），manifest

injury in the knee and ankle joints，reduced cartilage thickness，elevated Micro CT bone destruction scores of

knee and ankle joints（P<0.01），and up-regulated absorbance values of synovial CD31，VEGF-α，VEGFR2，

and p-VEGFR2（P<0.01）. Compared with the CIA group，the DTYM group showed relieved ankle joint redness

and swelling，reduced arthritis index scores of mice three weeks after administration（P<0.05，P<0.01），intact

joint surfaces of the knee and ankle joints，thickened cartilage，declining Micro CT bone destruction scores in

both the knee and ankle joints（P<0.05，P<0.01），and lowered absorbance values of CD31，VEGF- α，

VEGFR2，and p-VEGFR2 in the synovium（P<0.01）. Conclusion：：DTYM can inhibit the pannus formation in

CIA mice presumedly by regulating the VEGF pathway.

［［Keywords］］ Duanteng Yimu decoction；collagen-induced arthritis；pannus；vascular endothelial growth

factor（VEGF）signaling pathway；CD31

类风湿关节炎（RA）是一种常见的以对称性、慢

性进行性的多关节炎为主要病变表现的自身免疫

性疾病，属于中医“痹症”范畴。RA 发病过程漫长，

且无法完全治愈。在临床表现分期中的慢性期和

临床病理分期的血管翳形成期，均可见明显的血管

翳对骨与软骨以及软骨下骨的侵蚀。RA 患者的滑

膜血管数量和密度增加，是供应滑膜组织的扩张和

形成 RA 滑膜的增生性和侵袭性所必需的，这种病

理性血管结构在 RA 滑膜炎症形成过程中起着关键

的作用［1］。血管翳由新生微血管、增生肥大的滑膜

细胞、炎性细胞及机化的纤维素构成，具有类似肿

瘤组织的特性，是引起关节病变、软骨破坏的主要

病理基础［2-3］。

在继承广东省名中医陈纪藩教授的学术思想

下，林昌松教授运用经典理论结合临床实践，提出

RA 的病因病机可能为“风湿瘀阻，筋伤骨损”，拟出

祛风湿、强筋骨、通血脉的治法，基于此开展了断藤

益母汤（DTYM）的研究。DTYM 以南蛇藤、黑骨藤

为君药，祛风除湿、消肿止痛；以续断、益母草为佐

使，活血利湿、补肝肾、强筋骨；全方祛邪通脉而强

筋骨，风湿瘀去则筋骨无所伤。DTYM 能显著改善

RA 患者关节功能及降低炎症指标等临床症状［4］，并

且能明显抑制成纤维样滑膜细胞增殖、迁移、侵袭、

炎症因子的分泌以及诱导其凋亡等方面，能抑制破

骨细胞分化以及能起到软骨保护的作用［5-7］；中医药

防治 RA 具有多靶点、多通路的优势，但 DTYM 对

RA 中血管翳形成的影响还没有研究。

RA 滑膜血管翳中病理性的血管新生组成的新

生血管网络，能够在滑膜炎性组织中提供一定的氧

气，其结构网络的不稳定以及功能失调，并不能恢

复组织局部的氧气稳态，故而 RA 关节滑膜仍是明

显的缺氧环境［8］。局部缺氧又加重了滑膜病理性增

生和血管翳的形成，从而引起恶性循环，这种病理

特征与中医“气滞血瘀”的理论有明显相似之处［3］。

同时 DTYM 被认为具有通血脉的作用［9］，故推测

DTYM 治疗 RA 可能与抑制 RA 血管翳形成有关。

为了更加深入全面的阐释 DTYM 治疗 RA 的作用机

制，本研究采用胶原诱导型关节炎（CIA）小鼠模型，

从 CIA 小鼠足肿、关节苏木素-伊红（HE）病理、骨与

软骨的破坏、踝关节中血小板-内皮细胞黏附分子-1

（CD31）表达和血管内皮生长因子（VEGF）通路等

方面，阐述 DTYM 抑制 CIA 模型小鼠血管翳形成的

作用机制。

1 材料

1.1 动物 24 只 SPF 级 DBA/1 雄性小鼠，7~8 周

龄，体质量（18±2）g，购于北京维通利华实验动物技

术有限公司，合格证号 SCXK（京）2016-0011，动物

在广州中医药大学第一附属医院实验动物中心 SPF

级动物房［实验单位使用许可证号 SYXK（粤）2018-

0092，动物合格证号 1100112011028365］内检疫室

适应性饲养 7 d 后开始开展相关实验。本研究获得

广州中医药大学第一附属医院伦理委员会审核批
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准（伦理编号 2020006），按照 NIH 实验动物护理和

使用指南对实验动物进行治疗干预。

1.2 药物与试剂 DTYM 由南蛇藤（广东康美药业

股份有限公司，批号 180901971）；黑骨藤（贵阳市中

药材市场，经广州中医药大学中药学院张丹雁教授

鉴定为萝藦科杠柳属植物黑龙骨 Periploca forrestii

的干燥根及茎，标本保存于广州中医药大学药材鉴

定室，标本编号 20180411001）；续断（广东康美药业

股份有限公司，批号 181203101）；益母草（广东康美

药业股份有限公司，批号 1190201241）组成。所有

药材均由广州中医药大学中药学院张丹雁教授鉴

定符合 2020 年版《中华人民共和国药典》标准。注

射用甲氨蝶呤（MTX，山西普瑞药业有限公司，批号

20170203）；牛Ⅱ型胶原，完全弗氏佐剂，不完全弗

氏佐剂（美国 Chondrex 公司，批号分别为 180507，

18040，180346）；番红 O，固绿染液（美国 Sigma 公

司，批号分别为 S2255，F7258）；HE 染液（南京森贝

伽生物科技有限公司，批号 SBJ-0446）；二抗（中国

碧云天公司，批号 A0208）；CD31 抗体，VEGF-α抗

体，VEGF 受体 2（VEGFR2），磷酸化（p）-VEGFR2

（美国 Afinity 公司，批号分别为 AF6191，AF5131，

AF6281，AF3279）。
1.3 仪 器 JJ-12J 型 脱 水 机 ，JB-P5 型 包 埋 机 ，

RM2016 型病理切片机（上海徕卡仪器有限公司）；
KD-P 型组织摊片机（浙江省金华市科迪仪器设备

有限公司）；BX53 型生物显微镜（日本 Olympus 公

司）；5415D 型低温超速离心机；5702 型常温离心

机；3120 型微量移液器（德国 Eppendof 公司）；Milli-

Q Academic 型超纯水系统（美国 Millipore 公司）；
WD-9405D 型 恒 温 摇 床（ 北 京 六 一 仪 器 厂 ）；
MS105D 型电子分析天平（瑞士 Mettler Toledo 公

司）；Skyscan 1172 型高分辨率微型计算机断层摄影

术（micro-CT）扫描仪（比利时 Bruker公司）。
2 方法

2.1 药物制备 DTYM 的制备：取南蛇藤、黑骨藤、

续断、益母草，按照 2∶1∶1∶1 的临床用药比例投料，

放置 10 倍质量去离子水中浸泡 10 min，武火烧开至

沸腾，再文火煎煮 30 min，然后将药液倒出；再加 8

倍体积去离子水，武火烧开至沸腾，再文火煎煮

30 min。2 次药液合并，旋转蒸发仪将 DTYM 水煎

液减压浓缩至 200 g·L-1 母液，使用 200 目尼龙网筛

过滤，然后置于-80 ℃低温冰箱备用，用时稀释。

2.2 RA 小鼠模型（CIA 小鼠模型）的制备 CIA 模

型小鼠制备［10］，首次免疫接种，Ⅱ型胶原溶液与完

全弗氏佐剂（CFA）体积 1∶1 完全混合乳化，于小鼠

尾根部皮下注射混合溶液（含 100 μgⅡ型胶原）
100 μL，记为第 0 天。二次免疫接种，第 21 天二次

免疫接种 100 μL 混合溶液（胶原加不完全弗氏佐剂

1∶1 混合乳化，方法同首次免疫）。接种同首次免

疫，但接种部位不同。第 21 天开始关节评分，每

3 d 1 次。

2.3 分组及处理方法 实验分组分别为空白组

（NC 组），模型组（CIA 组），甲氨蝶呤（MTX）组，

DTYM 组（DTYM 组：南蛇藤 30 g，黑骨藤 15 g，川断

15 g，益母草 15 g）。以正常小鼠作为空白组，以

MTX 为阳性药。采用随机数字表法将造模的 CIA

小鼠随机分为以上 4 组，每组样本量为 6 只。各实

验组在 CIA 模型小鼠第 2 次皮下注射乳化剂免疫后

的第 2 天（即在第 1 次造模后的第 22 天）开始给予相

应药物的处理，NC 组和 CIA 组给予等体积溶媒，每

天灌胃 1 次，连续给药 35 d；根据人与小鼠药理学等

效剂量进行换算［11］，按照剂量折算表中成人到小鼠

换算系数为 12.33，DTYM 处方为 75 g，成人体质量

按照 60 kg 计，用量为 1.25 g·kg-1，故小鼠用量为

15.4 g·kg-1。DTYM 组灌胃 DTYM 15.4 g·kg-1，每天

1 次，连续 35 d；MTX 组灌胃 1 mg·kg-1 MTX，每 3 d

1 次，其余 2 d 灌胃等体积溶媒，如此循环连续灌胃

35 d，每只小鼠灌胃体积为 20 mL·kg-1。

2.4 关节炎指数（AI）评分 采用关节炎指数积分

评价其关节炎症程度。于初次免疫前观察 1 次，以

后每周观察 1 次足爪肿胀情况，同时对足爪炎症进

行评分，采用 4 分制的评分标准，以 0~4 分记录，累

积得分即为每只小鼠的关节炎指数，每只小鼠最高

分为 16 分。AI 的评分方法如下：0 分，关节正常，无

明显症状；1 分，单一趾关节发生炎症红肿；2 分，2 个

以上（包括 2 个）趾关节发生红肿，但没达到整个脚

掌，或整个脚掌轻微红肿；3 分，整个脚掌炎症红肿；
4 分，整个脚掌严重红肿，或踝关节变形、强直。

2.5 HE 染色观察小鼠膝、踝关节病理变化 石蜡

切片脱蜡至水化，Mayer 氏苏木素染细胞核，伊红染

细胞质，脱水封片，将切片从二甲苯拿出来稍晾干

透明后，中性树胶封片。显微镜镜检，图像采集

分析。

2.6 番红 -固绿染色 依次将切片放入二甲苯Ⅰ
5 min-二甲苯Ⅱ 5 min-二甲苯Ⅲ 5 min-无水乙醇Ⅰ
10 min-无水乙醇Ⅱ 5 min-无水乙醇Ⅲ 5 min-95% 乙

醇 5 min-90% 乙醇 5 min-80% 乙醇 5 min-70% 乙醇

5 min-流水洗 5 min-蒸馏水洗。Safranin 0 stain 内浸
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染 4~10 min，流水清洗。在固绿染色液内浸染 1~

2 min。1% 乙酸分化 1 min。分别用 95% 乙醇、无水

乙醇脱水。吹干中性树胶封片。

2.7 膝踝关节 micro CT 扫描 将膝踝关节整体用

4% 多聚甲醛固定，采用 micro CT 分析使用高分辨

率的 SkyScan-1076 X 射线 micro CT 系统对骨骼架

构进行了扫描。扫描参数（分辨率为 4 μm，电压为

80 kV，电流为 88 μA）。扫描完成后使用 CT-vox 软

件进行三维重建。骨破坏评分采用 micro CT 分析

（膝踝关节侵蚀程度按正中、内侧、外侧 3 个平面分

为 0~4 分，总分 12 分）［12］。

2.8 免疫组化法检测 CD31，VEGF-α，VEGFR2，p-

VEGFR2 的 表 达 依 次 将 切 片 放 入

二 甲 苯Ⅰ 10 min- 二 甲 苯Ⅰ 10 min- 无 水 乙 醇Ⅰ
10 min-无水乙醇Ⅰ 10 min-95% 乙醇 5 min-90% 乙

醇 5 min-80% 乙 醇 5 min-70% 乙 醇 5 min-流 水 洗

5 min-蒸馏水洗。枸橼酸修复 30 min；PBS（1~3 缸）
洗 3~5 min；3% 过氧化氢室温 10 min；PBS（1~3 缸）
洗 3~5 min；一抗（稀释比例为 1∶100）4 ℃孵育 12 h；
PBS（1~3 缸）洗 3~5 min；二抗（稀释比例为 1∶300）
37 ℃孵育 30 min；PBS（1~3 缸）洗 3~5 min；DAB 显

色；苏木素复染 3~5 min；盐酸乙醇分化；梯度乙醇

脱水，二甲苯透明，晾干，中性树胶封片。利用数字

病理扫描仪进行玻片扫描，在关节部位选取 3 个视

野，利用 Image J 软件进行积分吸光度/mm2计算［13］，

取均数进行统计学分析。

2.9 统计学分析 所有数据用 SPSS 20.0 统计软件

处理，定量资料均满足正态分布，所有数据均用 x̄± s

表示；两组间比较使用 t 检验，多组样本间比较采用

One-way ANOVA 法，若方差齐性则使用 Bonferroni

分析，方差不齐使用 Tamhane's T2。以 P<0.05 表示

差异有统计学意义。

3 结果

3.1 对 CIA 小鼠踝关节肿胀的影响 与 NC 组比

较，而 CIA 组踝关节红肿明显，各小鼠关节活动度

严重受限。与 CIA 组比较，而 DTYM 组和 MTX 组

踝关节红肿均不明显，且各小鼠关节活动度基本正

常，能够正常行走正常饮食。见图 1。

3.2 对 CIA 小鼠关节炎指数的影响 与 NC 组比

较，CIA 组小鼠 AI 评分在二次免疫后 30 d（即初次

免疫后 51 d）达到最高峰，而后评分有下降趋势。与

CIA 组比较，二次免疫后 21 d（即初次免疫后 42 d）
MTX 组小鼠 AI 评分明显下降（P<0.05，P<0.01）。
与 CIA 组比较，二次免疫后 24 d（即初次免疫后

45 d）后 的 DTYM 组 小 鼠 AI 评 分 显 著 下 降（P<

0.01），此后随着时间的推移，DTYM 组和 MTX 组小

鼠 AI 均下降的更加明显，而 DTYM 组关节炎指数

评分下降的更加稳定。见表 1。

3.3 对 CIA 小鼠膝、踝关节病理 HE 染色的影响

与 NC 组比较，CIA 组小鼠膝、踝关节结构明显紊

乱，关节囊内弥漫炎症细胞浸润明显，并且关节内

炎性滑膜有明显向骨组织侵袭的迹象，关节表面不

完整有明显缺损，关节破坏明显。与 CIA 组比较，

DTYM 组和 MTX 组膝、踝关节关节面结构则相对

完整，有少量滑膜增生的迹象，可见少量炎症细胞

的浸润。见图 2。

3.4 对 CIA 小鼠膝、踝关节番红 -固绿染色的影响

与 NC 组比较，CIA 组小鼠膝、踝关节结构紊乱，

骨的完整性丢失，滑膜向软骨内侵袭，红色软骨基

质明显减少，关节软骨面粗糙，钙化软骨层与软骨

下骨之间的黏合线受到明显破坏，有部分滑膜侵袭

到透明软骨与钙化软骨之间的潮线位置；与 CIA 组

比较，DTYM 组和 MTX 组小鼠膝、踝关节关节面相

对完整，有部分软骨面较为粗糙，关节两侧潮线和

黏合线位置完整。见图 3。

3.5 对 CIA 小鼠关节骨质破坏的影响 与 NC 组比

较，CIA 组小鼠膝、踝关节骨质侵蚀明显，破坏严重，

关节各处骨骼表面粗糙，凹凸不平，关节完整性破

坏明显，膝、踝关节骨破坏评分显著升高（P<0.01）；
与 CIA 组比较，MTX 组和 DTYM 组骨质破坏程度

均明显减轻，同时显示 MTX 组和 DTYM 组膝、踝关

A. NC 组；B. CIA 组；C. MTX 组；D. DTYM 组（图 2~5 同）
图 1 DTYM 对 CIA小鼠踝关节肿胀程度的影响

Fig. 1 Effect of DTYM on ankle swelling in CIA mice
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节 骨 破 坏 评 分 均 明 显 降 低（P<0.05，P<0.01）。

见图 4，表 2。

3.6 对 CIA 小鼠踝关节 CD31，VEGF-α，VEGFR2，

p-VEGFR2 表达的影响 与 NC 组比较，CIA 组关节

结 构 被 严 重 破 坏 ，在 滑 膜 血 管 翳 侵 袭 处 CD31，

VEGF-α，VEGFR2，p-VEGFR2 的表达明显，积分吸

光度均显著升高（P<0.01）；与 CIA 组比较，MTX 组

关节面正常，在滑膜与骨质附着处存在少量棕色区

域，CD31，VEGF-α，VEGFR2，p-VEGFR2 积分吸光

度均显著降低（P<0.01）；与 CIA 组比较，DTYM 组

关节面完整，有少量滑膜增生，部分存在滑膜血管

翳 侵 袭 ，在 侵 袭 处 可 见 少 量 棕 色 区 域 ，CD31，

VEGF-α，VEGFR2，p-VEGFR2 积分吸光度均显著

降低，差异有显著统计意义（P<0.01）。提示 DTYM

能明显抑制滑膜血管翳中 VEGF 通路的激活。见图

5，表 3。

图 2 DTYM 对 CIA小鼠膝、踝关节组织病理学的影响（HE，×200）
Fig. 2 Effect of DTYM on histopathology of knee and ankle joint in CIA mice（HE，×200）

表 1 DTYM 对 CIA小鼠关节炎指数评分的影响（x̄± s，n=6）

Table 1 Effect of DTYM on arthritis index score of CIA mice（x̄± s，n=6）

组别

NC

CIA

MTX

DTYM

组别

NC

CIA

MTX

DTYM

剂量/g·kg-1

0.001

15.4

剂量/g·kg-1

0.001

15.4

21 d

0.00±0.00

1.00±1.67

0.67±1.21

0.83±1.33

42 d

0.00±0.00

13.67±1.372）

10.50±1.523）

11.50±2.51

24 d

0.00±0.00

3.00±2.831）

2.83±1.47

1.67±1.21

45 d

0.00±0.00

14.17±0.982）

9.33±2.074）

10.17±2.564）

27 d

0.00±0.00

6.17±2.642）

4.33±2.58

3.66±1.75

48 d

0.00±0.00

14.5±1.222）

7.00±2.534）

9.17±1.834）

30 d

0.00±0.00

7.83±2.042）

6.67±2.80

5.33±2.33

51 d

0.00±0.00

14.83±0.982）

6.00±2.454）

7.33±1.504）

33 d

0.00±0.00

10.17±3.312）

10.33±2.34

9.50±2.17

54 d

0.00±0.00

13.17±1.942）

5.67±2.164）

5.83±1.474）

36 d

0.00±0.00

11.67±1.632）

11.00±1.79

11.67±1.03

57 d

0.00±0.00

12.00±2.282）

5.00±2.004）

3.17±1.174）

39 d

0.00±0.00

12.33±1.752）

10.83±1.47

11.33±1.03

注：与 NC 组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与 CIA 组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 2，3 同）。

图 3 DTYM 对 CIA小鼠膝、踝关节组织病理学的影响（番红-固绿，×200）
Fig. 3 Effect of DTYM on histopathology of knee and ankle joints in CIA mice（saffron - solid green，×200）
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4 讨论

在诱导型关节炎模型的多种方法中，佐剂性关

节炎（AA）模型造模操作方法简单，但是病程时间过

短，病变具有一定的自限性，在病理生理学特点上

与人类 RA 还存在较大差距［14］。而 CIA 小鼠模型是

RA 研究中有效的动物模型，该模型起病慢、病程

长，这最符合 RA 的特性［15］。CIA 小鼠动物模型与

人类 RA 的病理变化高度相似，能模拟出 RA 的主要

病理特征，例如 CIA 小鼠模型也存在关节受累、滑

膜增生、血管翳产生、骨和软骨破坏等病理变化［16］。

所以本研究选择 DBA/1 小鼠构建 CIA 模型来进行

实验。一般 CIA 造模后，在初次免疫 42~56 d 时（即

二 次 免 疫 后 21~35 d），CIA 的 发 病 率 为 90%~

100%［10］。而 DBA/1 小鼠关节炎在很长一段时间内

发病，在初次免疫后 40~50 d（即二次免疫后 19~

29 d）达到发病高峰［17］。在本研究中，CIA 组小鼠关

节红肿明显，造模成功率 100%，并且在初次免疫后

51 d（即二次免疫后 30 d）达到发病高峰，符合以往

CIA 模型研究的描述。本研究表明，DTYM 能显著

降低 CIA 小鼠动物模型的关节炎指数评分，具有治

疗 RA 的效果，而这与本课题组的前期研究结果

相符［18］。

HE 染色结果显示，DTYM 组能保护 CIA 模型

小鼠膝、踝关节关节面结构的完整性，关节内无明

显滑膜与血管翳的生成，但可见少量炎症细胞浸

润。该方法可观察关节结构形态、滑膜炎侵袭程度

以及炎症程度，也可以在一定程度上评价骨破坏的

程度，但在反应关节软骨结构上仍然具有一定的局

限性，并不能清晰的反应软骨的各层结构。故而本

研究结合番红 -固绿染色来验证 DTYM 在抑制软骨

破坏上的作用［19］。番红 -固绿染色最关键的环节之

一就是分色，嗜碱性的软骨与碱性的染料番红结合

呈红色，而软骨下骨与嗜酸性染料的固绿结合呈绿

色，这样将软骨组织与骨组织形成鲜明对比而被清

晰的区分［20］。番红 -固绿染色结果显示，DTYM 组

能明显抑制 CIA 模型软骨面和红色软骨基质的破

坏，关节两侧潮线和黏合线位置完整。而后进一步

通过 micro CT 扫描并进行三维重建分析，结果显示

DTYM 干预后 CIA 小鼠骨破坏评分明显降低。本

研究通过 HE 染色、番红 -固绿染色以及 micro CT 扫

描重建，评估了 DTYM 对 CIA 模型小鼠关节骨质破

坏的作用。通过关节组织病理的方法和 micro CT

检测 CIA 小鼠动物模型的关节受损情况，结果显示

DTYM 治疗后关节软骨更为完整，未见明显骨质破

图 4 使用 Skyscan CT-vox软件通过显微计算机断层扫描（micro-CT）分析了关节侵蚀

Fig. 4 Joint erosion was analyzed by micro computerized tomography（micro-CT）using Skyscan CT-vox software

表 2 DTYM 对 CIA 小鼠关节 micro CT 骨破坏评分的影响（x̄± s，

n=6）

Table 2 Effect of DTYM on micro CT bone destruction score of

joint in CIA mice（x̄± s，n=6） 分

组别

NC

CIA

MTX

DTYM

剂量/g·kg-1

0.001

15.4

踝关节

0.00±0.00

8.67±1.212）

3.83±1.944）

3.67±1.633）

膝关节

0.00±0.00

6.67±1.212）

2.67±1.033）

2.17±1.174）
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坏，血管翳形成被明显抑制。

CD31 由 6 个胞外免疫球蛋白超家族结构域、一

个较短的跨膜区域和一个较长的含有潜在翻译后

修饰位点的 118 个氨基酸的细胞质尾组成。CD31

是一种介导白细胞和血小板/内皮细胞黏附和内皮

细胞迁移的六域分子，是免疫球蛋白超家族的一员

构成内皮细胞间连接的主要蛋白质，CD31 在血小

板和大多数白细胞以及内皮细胞上表达，可用于显

示内皮细胞的存在［21］，这可以帮助评估血管生成的

程度。本实验中发现 CIA 组小鼠踝关节滑膜组织

中存在明显的由 CD31 标记的血管样形态生成，而

DTYM 组在滑膜与骨质附着处有少量滑膜侵袭，但

无 CD31 的表达，说明 DTYM 不仅能明显抑制滑膜

炎的形成，也能明显抑制滑膜组织中的血管生成，

从而能抑制血管翳的形成。血管新生是一个复杂

的调控过程，其受到很多因素的影响，其中直接参

与 血 管 形 成 的 最 强 有 力 促 血 管 生 成 因 子 是

VEGF［22］。缺氧条件以及炎症细胞因子能够诱导

VEGF-α分泌；可以结合和激活血管内皮生长因子

受体 1（VEGFR1）和 VEGFR2，调节生理和病理性血

管生成［23］。VEGF 结合 VEGFR2 后，激活 VEGFR2

在酪氨酸位点处的自身磷酸化，从而介导血管生成

等生物效应［24］。VEGF-α及其同源受体 VEGFR2 在

血管生成中起着核心作用［25］。本研究实验结果显

示，DTYM 能明显抑制 CIA 小鼠踝关节中 VEGF-α

的表达，同时能够显著下调 VEGFR2 的表达，并且

抑制 VEGFR2 的磷酸化。

针对 RA 血管生成的疗法目前研究较多是使用

抗癌疗法以及阻断血管生成促炎因子的疗法，包括

VEGF 抑制剂、紫杉醇、喜树碱和 FTY720［26］。尽管

图 5 DTYM 对 CIA小鼠踝关节 CD31，VEGF-α，VEGFR2，p-VEGFR2表达的影响（免疫组化，×200）
Fig. 5 Effect of DTYM on CD31，VEGF-α，VEGFR2，p-VEGFR2 expression of ankle joint of CIA mice（IHC，×200）
表 3 DTYM 对 CIA小鼠踝关节 CD31，VEGF-α，VEGFR2，p-VEGFR2积分吸光度的影响（x̄± s，n=6）

Table 3 Effect of DTYM on CD31，VEGF-α，VEGFR2 and p-VEGFR2 absorbance of integral absorbance of CIA mice（x̄± s，n=6）

组别

NC

CIA

MTX

DTYM

剂量/g·kg-1

0.001

15.4

CD31

0.583±0.080

1.331±0.0982）

0.615±0.0814）

0.868±0.0904）

VEGF-α

0.473±0.197

1.287±0.1282）

0.589±0.1474）

0.728±0.1114）

VEGFR2

0.379±0.113

0.909±0.0552）

0.519±0.0704）

0.468±0.1594）

p-VEGFR2

0.730±0.099

2.089±0.3532）

0.985±0.2274）

0.933±0.2634）
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中医药以 RA 血管翳血管新生为研究靶标的相关研

究起步较晚，但也已经取得了一定进展［27-29］。雷公

藤多苷干预治疗可有效改善 CIA 大鼠关节炎症状

与抑制微血管新生、下调 VEGF 及其 VEGFR2 表达

水平有关［30］。雷公藤多苷片对 CIA 大鼠关节滑膜

组 织 的 血 管 新 生 和 体 外 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞

（HUVEC）的管形成有抑制作用，且这一作用可能与

其调节炎症关节滑膜中失衡的缺氧诱导因子 -1α

（HIF-1α）/促血管生成素-1（Ang-1）轴有关［31］。甘草

附子汤可通过下调关节滑膜组织中 VEGF，核转录

因子 -κB（NF-κB），锌指转录因子 GATA4（GATA4）
的表达，减少滑膜组织中血管翳的形成并有效抑制

血管新生，从而对 AA 小鼠发挥防治骨质破坏、保护

关节等作用［32］。新风胶囊由黄芪、薏苡仁、雷公藤、

蜈蚣组成，其能通过调节磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/

蛋 白 激 酶 B（Akt）/哺 乳 动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白

（mTOR）信号通路，HIF-1α表达改善 AA 滑膜血管

新生［33］。同时研究表明风湿祛痛胶囊对 VEGF 诱导

的 HUVEC 增殖、迁移、黏附、侵袭和管形成具有抑

制 作 用 ，而 这 一 作 用 可 能 和 风 湿 祛 痛 胶 囊 对

HUVEC 中 VEGFR2 的磷酸化、蛋白和 mRNA 表达

的有效抑制有关［34］。故而从血管翳角度来研究中

医药防治 RA 能为中医药的应用提供科学基础。

综上所述，DTYM 能够显著改善 CIA 小鼠足肿

症状，减轻关节病变程度，减轻膝、踝关节骨质和软

骨的破坏程度，并且能显著抑制关节炎血管翳形

成；其作用机制可能与抑制 VEGF 信号通路激活有

关。本研究初步阐明了 DTYM 在抑制 CIA 小鼠血

管翳的作用和机制，为进一步拓展其在临床上的应

用以及深入研究奠定基础。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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