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瘀血痹片对大鼠胶原诱导性关节炎的干预作用及抗炎机制
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［摘要］ 目的：观察瘀血痹片对胶原诱导性关节炎（CIA）大鼠的干预作用并探索抗炎相关机制。方法：建立大鼠 CIA 模

型，给药组和阳性药组分别灌胃给予低、中、高剂量瘀血痹片（0.1，0.2，0.4 g·kg-1）和甲氨蝶呤（0.4 mg·kg-1），每 3 d 检测发病率、

机械痛敏阈值及冷刺激痛敏；给药 30 d 后取材，外周血检测血小板计数（PLT）及纤维蛋白原（FIB）含量；苏木素-伊红染色法分

析 CIA 大鼠关节组织病理变化；免疫组化法（IHC）和蛋白免疫印迹法（Western blot）分别检测 CIA 大鼠关节组织中白细胞介素

（IL）-1β，IL-8，核转录因子 -κB（NF-κB）p65，磷酸化 NF-κB p65（p-NF-κB p65），大鼠肉瘤（Ras）及 Raf-1 蛋白表达情况。此外，

采用 10 μg·L-1的肿瘤坏死因子-α（TNF-α）诱导人类类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞（RA-FLS），转移小室法检测 RA-FLS 迁移

及侵袭能力。Western blot检测 RA-FLS 中 Ras，Raf-1，p-NF-κB p65 蛋白表达水平。结果：与正常组比较，CIA 模型组发病率升

高，机械痛阈值明显降低（P<0.05，P<0.01），冷刺激反应评分显著增高（P<0.01），外周血中 PLT 和 FIB 含量，大鼠关节组织病理

评分，RA-FLS 迁移和侵袭细胞个数及炎性相关因子的表达水平均显著升高（P<0.01）；与模型组比较，瘀血痹片低、中、高剂量

组均能降低 CIA 大鼠发病率，提高其机械痛阈值并降低冷刺激痛敏反应评分（P<0.05，P<0.01）；降低 CIA 大鼠外周血中 PLT 和

FIB 含量（P<0.05，P<0.01），改善关节滑膜增生、骨及软骨破坏等病理变化（P<0.05，P<0.01），并抑制 RA-FLS 的迁移及侵袭。此

外，瘀血痹片低、中、高剂量组均能不同程度地著抑制 CIA 大鼠关节组织中 IL-1β，IL-8，Ras，Raf-1 和 p-NF-κB p65 的含量，以及

RA-FLS细胞中 Ras，Raf-1及 p-NF-κB p65等蛋白表达水平（P<0.05，P<0.01）。结论：瘀血痹片具有降低大鼠 CIA 发病率、关节炎

临床症状和改善关节组织病理变化、抑制滑膜生成等作用，并且这一作用可能与其对 Ras/Raf-1/NF-κB信号通路的抑制有关。
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Effect and Mechanism of Yuxuebi Tablet Against Collagen-Induced Arthritis of Rats
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［Abstract］ Objective：To explore the intervention effect of Yuxuebi tablet（YXB）on collagen-induced

arthritis（CIA）in rats and its anti-inflammatory mechanism. Method：Following CIA modeling，the rats in the

drug administration groups were separately treated with intragastric administration of YXB（0.1，0.2，and 0.4 g·

kg-1）and methotrexate（MTX，0.4 mg·kg-1），once a day. The incidence of CIA，mechanical pain threshold

（MPT）and cold pain threshold（CPT）were evaluated once every three days. After continuous administration for

30 days，the peripheral blood of rats was collected for the determination of platelet（PLT）count and fibrinogen

（FIB）content. The hematoxylin-eosin（HE）staining was conducted to analyze the pathological changes in joint
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tissues. The protein expression levels of interleukin（IL）-1β，IL-8，nuclear transcription factor- κB（NF- κB）
p65，phosphorylated NF- κB（p-NF- κB）p65，Ras，and Raf-1 in joint tissues of CIA rats were detected by

immunohistochemistry（IHC）and Western blot. The rheumatoid arthritis fibroblast-like synoviocytes（RA-FLS）
were induced by tumor necrosis factor-α（TNF-α，10 μg·L-1）in vitro and then subjected to transwell migration/

invasion assay，followed by the detection of protein expression levels of Ras，Raf-1，and p-NF-κB p65 in RA-

FLS by Western blot. Result： Compared with the control group，the model group exhibited an increased

incidence of CIA，significantly decreased MPT（P<0.05，P<0.01），elevated CPT（P<0.01）and PLT and FIB in

the peripheral blood，worsened histopathological score of joints，enhanced RA-FLS migration and invasion，and

up-regulated inflammatory factors（P<0.01）. The comparison with the model group revealed that YXB at

different doses obviously reduced the incidence of CIA，increased MPT，down-regulated CPT and PLT and FIB

in the peripheral blood（P<0.05，P<0.01），ameliorated the pathological changes like synovial hyperplasia and

bone and cartilage destruction（P<0.05，P<0.01），and inhibited RA-FLS migration and invasion. Besides，the

low-，medium-，and high-dose YXB reversed the IL-1β，IL-8，Ras，Raf-1，and p-NF-κB p65 expression in

joint tissues of CIA rats to different extents，as well as the protein expression of Ras，Raf-1 and p-NF-κB p65 in

RA-FLS（P<0.05，P<0.01）. Conclusion： YXB reduces the incidence of CIA， ameliorates the clinical

symptoms of RA and the pathological changes in joint tissues，and inhibits the formation of synovium，which

may be attributed to its inhibition against Ras/Raf-1/NF-κB signaling pathway.

［Key words］ rheumatoid arthritis（RA）； Yuxuebi tablet； fibroblast-like synoviocytes（FLS）；
inflammatory factors；Ras/Raf-1/nuclear transcription factor-κB（NF-κB）

类风湿关节炎（RA）是一种慢性进行性的自身

免疫性疾病，以关节滑膜的慢性炎症、软骨侵蚀及

骨破坏等为主要病理特征。RA 在中医理论中属

“痹证”范畴，血瘀是痹证的致病因素和主要病理产

物，而属痹证的 RA 在发生发展的过程中会累及多

个关节并伴有持续性疼痛，严重时可致关节畸形，

最终关节功能丧失等，严重影响患者的生理、心理

及生活质量［1］。目前已上市的病情改善药物在治疗

RA 的同时常伴有或多或少的不良反应［2］，不适于患

者长期服用。近年来，中药尤其中药复方凭其疗效

佳、药效持久、不良反应少及复发率低等特点和优

势，越来越引起 RA 治疗界的重视并获得患者的

认可。

瘀血痹片是由乳香（炙），没药（炙），红花，丹

参，香附（炙），川芎，当归，炙黄芪，威灵仙，川牛膝，

姜黄 11 味中药材组成的中成药，功能活血化瘀、通

络定痛，主治瘀血阻络所致的痹证。曾有临床研究

报道，瘀血痹片对膝骨关节炎具有良好的治疗效

果［3］；近年来有专家通过临床研究发现瘀血痹片单

用或联合甲氨蝶呤对 RA 具有较好的治疗效果，能

够低关节炎症反应，改善患者的关节功能并缓解疼

痛，且安全性较好，具有一定的临床推广应用价

值［4-5］；实验室的急性实验也证明瘀血痹片具有良好

的抗炎镇痛效果［6］。为了进一步明确瘀血痹片对

RA 的干预作用及特点，本研究拟观察瘀血痹片口

服灌胃后对大鼠胶原佐剂诱导性关节炎（CIA）发病

率、血生化、痛敏和关节组织病理学的影响，以及对

肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）诱导的 RA 患者成纤维样

滑膜细胞（RA-FLS）的迁移和侵袭能力的干预作用，

分析瘀血痹片对炎症关节及滑膜细胞中白细胞介

素（IL）-1β，IL-8，大鼠肉瘤（Ras），Raf-1 及核转录因

子 -κB p65（NF-κB p65）等炎症介质的影响，为后续

瘀血痹片的机制探索提供基础，也为临床应用提供

科学依据。

1 材料

1.1 动物 雄性 SD 大鼠，体质量 160~170 g；购于

北京华阜康生物科技股份有限公司 ，合格证号

SCXK（京）2019-0008，饲养于中国中医科学院中医

基础理论研究所实验动物中心，日光灯照明，温度

湿度适宜，本实验通过中国中医科学院中医基础理

论研究所实验动物福利伦理审查，编号为 2017-

076，适应性饲养 3 d 后用于实验。

1.2 药物和主要试剂 瘀血痹片（辽宁华润本溪三

药有限公司，批号 20190312），由乳香（炙），没药

（炙），红花，丹参，香附（炙），川芎，当归，炙黄芪，威

灵仙，川牛膝，姜黄 11 味药材组成；甲氨蝶呤片（通

化茂祥制药有限公司，批号 180702）；牛Ⅱ型胶原溶

液（Bovine Type Ⅱ Collagen，美国 Chondrex 公司，货

··53



第 27 卷第 11 期
2021 年 6 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 27，No. 11

Jun. ，2021

号 20022）；不完全弗氏佐剂（IFA，美国 Chondrex 公

司，货号 7002）；IL-1β抗体，Ras 抗体，Raf-1 抗体，

p65 抗体，甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体（美

国 Abcam 公 司 ，货 号 分 别 为 ab9722，ab52939，

ab137435，ab16502，ab181602）；IL-8 抗体（美国 SAB

公 司 ，货 号 38419）；p-NF- κB p65 抗 体（美 国 Cell

Signaling Technology 公司，货号 3033S）；兔二步法

检测试剂盒（北京中杉金桥生物技术有限公司，货

号 PV-9001）；苏木素（北京九州柏林生物科技有限

公司，批号 20191119）；伊红（北京中杉金桥生物技

术有限公司，批号 18091203）；氨水（国药集团化学

试剂有限公司，批号 20150427）；Bradford 蛋白定量

试 剂 盒（北 京 普 利 莱 基 因 技 术 有 限 公 司 ，货 号

P1510）；DMEM 培 养 基（美 国 Gibco 公 司 ，批 号

8120441）；迁移小室（transwell，美国 Costar 公司，货

号 3422）；基质胶（美国 Corning 公司，批号 354234）；
结晶紫（大连美仑生物技术有限公司，货号 548-

62-9）。
1.3 仪 器 Von Frey 针 刺 触 觉 测 量 套 件（美 国

Danmic Aesthesio 公司）；CX31 型倒置显微镜（日本

Olympus 公司）；LX-100 手掌型离心机（江苏海门市

其林贝尔仪器制造有限公司）；PowerpacTM Basic 型

电泳仪；Mini Trans-Blot Cell 型转移电泳槽（美国

Bio-Rad 公司）；TS-1 型水平摇床（江苏海门市其林

贝尔仪器制造有限公司）；Fusion FX6 型凝胶成像仪

（法国 Vilber公司）。
2 方法

2.1 体内实验

2.1.1 CIA 大鼠模型的建立 将适量牛Ⅱ型胶原溶

液与等体积的不完全弗氏佐剂充分混匀并乳化，每

只大鼠于尾根部皮内注射上述乳剂 0.2 mL。第 1 次

免 疫 7 d 后 ，按 前 述 方 法 进 行 第 2 次 注 射 ，每 只

0.1 mL 以加强免疫。与正常组比较，模型组大鼠关

节出现明显红、肿、畸形等变化即视为制备 CIA 模

型成功［7］。

2.1.2 分组及给药 SD 大鼠随机分为正常组，模型

组，瘀血痹片低、中、高剂量组（0.1，0.2，0.4 g·kg-1，

1 次/d，分别相当于临床等效剂量的 0.5，1，2 倍）和甲

氨蝶呤组（0.4 mg·kg-1，1 次/3d，相当于临床等倍剂

量）。各组大鼠数量分别为正常组 10 只、模型组

11 只，甲氨蝶呤组 11 只，低剂量组 7 只，中剂量组 7

只，高剂量组 12 只。自 2 次免疫开始，正常组和模

型组按体质量灌胃给予 0.3% 的羧甲基纤维素钠

（CMC-Na），给药组按体质量灌胃给予不同剂量的

药物，给药持续 30 d。

2.1.3 大鼠关节炎发病率评价 各组大鼠自第 1 次

免疫后，每隔 3 d 观察大鼠发病情况，同时统计发病

率。发病率=每组发病大鼠只数/该组大鼠总只数×

100%。

2.1.4 机械刺激痛觉过敏检测 采用 Von-Frey 针

刺触觉测量套件检测 CIA 大鼠的机械痛敏。测量

前，将大鼠置于透明有机玻璃箱中，使其适应实验

环境 15 min，玻璃箱底部为 1 cm×1 cm 的铁丝网。

待大鼠处于安静状态时进行测量，利用 Von-Frey 纤

维由下至上垂直刺激大鼠右后肢足底正中光滑皮

肤处，刺激时纤维弯曲成 S 形并维持 2~3 s 即可。大

鼠受到刺激后若出现抬足、舔足等行为视为阳性反

应，反之则为阴性反应，每只大鼠测定 3 次，每次间

隔 15 s。最后根据公式计算大鼠机械缩足反射阈值

（PWT），50%PWT（g）=［10（Xf+Kδ）］/10 000，Xf 为能使

大鼠出现阳性反应的最小刺激强度，K 为痛觉阈矫

正系数（可查表获得），δ为相邻不同纤维刺激之间

的差异，即 0.224［8-9］。

2.1.5 冷刺激痛觉超敏检测 通过丙酮刺激检测

CIA 大鼠的冷刺激痛觉超敏。测量前，将大鼠置于

透明有机玻璃箱中，使其适应实验环境 15 min，玻璃

箱底部为 1 cm×1 cm 的铁丝网，待大鼠处于安静状

态时进行测量。测量时，用注射器将 0.2 mL 的丙酮

快速喷射于大鼠右后肢足底正中光滑皮肤处，观察

喷射后 30 s 内大鼠的应激反应，将大鼠对丙酮刺激

的反应分为以下 4 个等级，没有任何反应者为 0 分；
快速缩回、轻弹或轻跺爪子者为 1 分；长时间缩回或

反复挥动受刺激后足者为 2 分；反复剧烈甩动并舔

舐受刺激后足或四处走动者为 3 分［10］。

2.1.6 血小板计数及纤维蛋白原的检测 大鼠麻

醉后采取腹主动脉取血，迅速收集于抗凝采血管

中，立即进行血小板（PLT）计数及纤维蛋白原（FIB）
含量检测。

2.1.7 苏木素-伊红（HE）染色法观察大鼠关节组织

病理变化 取大鼠膝关节石蜡切片，二甲苯脱蜡及

梯度乙醇复水，利用苏木素液染核，经盐酸乙醇及

氨水分化返蓝后，再利用伊红染液进行染色，之后

梯度乙醇脱水，二甲苯透明，最后利用中性树脂封

片并置于显微镜下观察关节组织病理变化，并分别

从滑膜增生、软骨及骨破坏两个方面进行评分。

2.1.8 免疫组化（IHC）检测大鼠关节中 IL-1β，IL-8，

Ras，Raf-1 的表达 取大鼠膝关节石蜡切片，二甲苯

脱蜡及梯度乙醇复水，抗原修复后滴加 0.3% 过氧化
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氢阻断内源性过氧化酶，5%BSA 室温封闭 1 h，分别

滴 加 IL-1β（1∶100），IL-8（1∶200），Ras（1∶600），
Raf-1（1∶500）抗体 4 ℃孵育过夜，结合山羊抗兔二

抗，DAB 显色液显色并在显微镜下控制反应，及时

用纯水终止反应，利用苏木素液复染细胞核，盐酸

乙醇及氨水分化返蓝，经梯度乙醇脱水，二甲苯透

明后，用中性树胶封片，置于显微镜下观察 IL-1β，

IL-8，Ras及 Raf-1 阳性表达情况并进行拍照。

2.1.9 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠关

节中 NF-κB p65 及 p-NF-κB p65 蛋白表达水平

大鼠麻醉、腹主动脉取血后，取大鼠左后肢通过研

磨制备关节粉末样品，用含有蛋白酶抑制剂的 RIPA

裂解液提取蛋白，采用 Bradford 法测定蛋白浓度及

蛋白定量，加热法进行蛋白变性，制备 10% 十二烷

基硫酸钠 -聚丙稀酰胺（SDS-PAGE）凝胶上样后进

行电泳、转膜、封闭，4 ℃过夜孵育 NF-κB p65（1∶

500）及 p-NF-κB p65（1∶1 000）一抗，次日用辣根过

氧化物酶（HRP）标记的兔二抗（1∶5 000）室温孵育

2 h，随后按照增强化学发光（ECL）试剂盒所示方法

进行显影，显影结果采用 ImageJ 1.48 软件测量条带

灰度值。

2.2 体外实验

2.2.1 transwell 迁移实验检测 RA-FLS 细胞的迁移

能力 取对数生长期的 RA-FLS 细胞，消化细胞，用

无血清的 DMEM 培养基重悬细胞，调整细胞浓度，

使加入小室中的细胞个数为 5×104 个。 transwell 小

室上室中加入细胞 100 μL 及不同质量浓度的瘀血

痹片（12.5，25，50，100 mg·L-1）100 μL，下室加入含

15%FBS 的 DMEM 培养基 600 μL（含/不含终质量

浓度为 10 μg·L-1的 TNF-α）。迁移 7 h 后，常温固定

20 min，0.1% 结晶紫 37 ℃水浴染色 20 min，PBS 清

洗 3 次，将小室倒置于显微镜上，观察迁移到小室下

表面的细胞，每孔随机选取 5 个视野拍照并进行

计数。

2.2.2 transwell 侵袭实验检测 RA-FLS 细胞的侵袭

能力 提前将 Matrigel 于 4 ℃过夜融化，用 DMEM

培养基 1∶8 稀释，40 μL/孔包被 transwell 小室底部

上表面并置于 37 ℃培养箱中凝胶 2~4 h，备用。

Matrigel包被的 transwell小室加入用 100 μL 无血清

培养基重悬的细胞 5×104个及 100 μL 不同质量浓度

的瘀血痹片（12.5，25，50，100 mg·L-1），下室加入

600 μL 的含 15%FBS 的 DMEM 培养基（含/不含终

浓度为 10 μg·L-1 的 TNF-α）。侵袭 12 h 后，常温固

定 20 min，0.1% 结晶紫 37 ℃水浴染色 20 min，PBS

清洗 3 次，将小室倒置于显微镜上，观察迁移到小室

下表面的细胞，每孔随机选取 5 个视野拍照并进行

计数。

2.2.3 Western blot 检测 TNF-α诱导的 RA-FLS 细

胞中 Ras，Raf-1 及 p-NF-κB p65 蛋白的表达水平

RA-FLS 细胞接种于六孔板中，加入不同质量浓

度的瘀血痹片（12.5，25，50，100 mg·L-1）作用 1 h 后，

加入终质量浓度为 10 μg·L-1的 TNF-α（对照组加入

等体积培养基），作用 10 min 后收集细胞，用含有蛋

白酶抑制剂的 RIPA 裂解液提取蛋白，采用 Bradford

法测定蛋白浓度及蛋白定量，加热法进行蛋白变

性，制备 10%SDS-PAGE 凝胶上样后进行电泳、转

膜、封闭，4 ℃过夜孵育 Ras（1∶1 000），Raf-1（1∶500）
及 p-NF-κB p65（1∶1 000）一抗，次日用 HRP 标记的

兔二抗（1∶5 000）室温孵育 2 h，随后按照 ECL 试剂

盒所示方法进行显影，显影结果采用 ImageJ 1.48 软

件测量条带灰度值。

2.3 统计学分析 采用 Graph Pad Prism 8.0.1 软件

进 行 统 计 分 析 ，组 间 差 异 用 Ordinary one-way

ANOVA 进行分析，实验数据用 x̄± s 表示，P<0.05 表

示差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 对 CIA 大鼠发病率的影响 模型组大鼠在首

次免疫后第 12 天开始发病，且发病率高达 70% 左右

并持续升高，至给药后第 15 天时达到 100%；甲氨蝶

呤组发病稍晚于模型组，给药后 15 d 发病率仅为

10%，给药 18 d 后上升至 50%，此后持续上升至给药

后 30 d 达 80%；瘀血痹片低、中、高剂量组大鼠虽与

模型组同时发病，但发病率始终明显低于模型组，

给 药 30 d 后 ，各 剂 量 组 发 病 率 分 别 为 85.71%，

57.14%，57.14%，表明瘀血痹片各剂量均能延缓

CIA 大鼠关节炎病情的发展，其中尤以高剂量瘀血

痹片缓解效果为最佳。见表 1。

3.2 对 CIA 大鼠机械痛敏的影响 与正常组比较，

模型组机械痛阈值显著降低（P<0.05），且随时间延

长而下降，说明 CIA 大鼠呈现明显的机械刺激痛敏

反应。与模型组比较，给药 9 d 后，瘀血痹片各剂量

组大鼠机械痛敏阈值明显升高（P<0.05，P<0.01）；给
药后 15 d 和 21 d 后瘀血痹片中、高剂量组均可观察

到较模型组显著上升的机械痛敏阈值（P<0.05，

P<0.01）；给药后 27 d 和 30 d，低、中剂量组对 CIA 大

鼠的机械痛敏阈值差异无统计学意义，而高剂量的

瘀 血 痹 片 明 显 升 高 CIA 大 鼠 的 机 械 痛 敏 阈 值

（P<0.05）。见表 2。
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3.3 对 CIA 大鼠冷刺激痛觉超敏的影响 与正常

组比较，模型组大鼠冷刺激痛敏反应评分在给药 6 d

后显著升高（P<0.01）。经瘀血痹片干预后，各剂量

组评分开始下降；与模型组比较，给药 12 d 后，与模

型组比较，瘀血痹片高剂量明显降低 CIA 大鼠冷刺

激痛敏反应评分（P<0.05）；给药 18 d 和 24 d 后，瘀血

痹片中、高剂量组均明显降低冷刺激痛敏反应评分

（P<0.05，P<0.01）；给药 30 d 后，瘀血痹片高剂量组

对 反 应 评 分 仍 有 明 显 的 降 低 作 用（P<0.05）。

见表 3。

3.4 对 CIA 大鼠血小板计数和纤维蛋白原的影响

与正常组比较，CIA 模型组大鼠血液中 PLT 计数

及 FIB 含量均显著升高（P<0.01）；与模型组比较，给

予不同剂量的瘀血痹片干预后，PLT 计数及 FIB 含

量均有下降，其中瘀血痹片高剂量组可明显降低异

常升高的 PLT 和 FIB（P<0.05，P<0.01）；甲氨蝶呤组

组的 PLT 和 FIB 差异无统计学意义。见表 4。

3.5 对 CIA 大鼠关节组织病理的影响 与正常组

比较，模型组滑膜增生、骨及软骨破坏评分均显著

升高（P<0.01）；与模型组比较，瘀血痹片低剂量组滑

膜增生、软骨及骨破坏评分有所降低，但差异无统

计学意义；瘀血痹片中、高剂量组明显抑制滑膜增

表 3 瘀血痹片对 CIA大鼠冷刺激痛敏反应的影响（x̄± s）

Table 3 Effect of YXB on cold stimulation-induced hyperalgesia in CIA rats（x̄± s）

组别

正常

模型

甲氨蝶呤

瘀血痹片

剂量/g·kg-1

0.000 4

0.1

0.2

0.4

n

11

13

10

7

7

14

冷刺激痛敏反应评分/分

0 d

1.04±0.30

1.08±0.37

1.20±0.31

1.43±0.34

1.10±0.39

1.21±0.35

6 d

1.22±0.70

2.37±0.482)

1.53±0.873)

1.33±0.62

0.89±0.604)

1.61±0.66

12 d

1.36±0.72

2.38±0.602)

1.24±0.754)

1.38±0.493)

1.57±0.43

1.52±0.613)

18 d

0.90±0.41

2.57±0.482)

1.67±0.673)

1.67±0.47

1.62±0.583)

1.64±0.504)

24 d

0.53±0.34

2.46±0.622)

1.37±0.804)

1.44±0.423)

1.38±0.904)

1.21±0.924)

30 d

0.58±0.28

2.00±0.252)

1.25±0.49

1.40±0.50

1.38±0.92

0.81±1.013)

表 1 瘀血痹片对 CIA大鼠关节炎发病率的影响

Table 1 Effect of Yuxuebi table (YXB) on arthritis incidence of CIA rats

组别

正常

模型

甲氨蝶呤

瘀血痹片

剂量/g·kg-1

0.000 4

0.1

0.2

0.4

n

11

13

10

7

7

14

发病率%

3 d

0

0

0

0

0

0

6 d

0

0

0

0

0

0

9 d

0

0

0

0

0

0

12 d

0

69.23

0

28.57

28.57

7.14

15 d

0

100

10

57.14

57.14

35.71

18 d

0

100

50

71.42

57.14

50

21 d

0

100

50

71.42

57.14

57.14

24 d

0

100

50

71.42

57.14

57.14

27 d

0

100

50

85.71

57.14

57.14

30 d

0

100

50

85.71

57.14

57.14

表 2 瘀血痹片对 CIA大鼠机械痛敏阈值的影响（x̄± s）

Table 2 Effect of YXB on mechanical pain threshold in CIA rats（x̄± s）

组别

正常

模型

甲氨蝶呤

瘀血痹片

剂量/g·kg-1

0.000 4

0.1

0.2

0.4

n

11

13

10

7

7

14

50% 缩足阈值/g

0 d

6.22±1.32

6.14±1.40

9.88±3.27

8.50±0.95

7.98±2.80

10.13±2.97

3 d

10.36±3.57

6.12±1.88

5.53±2.17

5.67±3.86

6.79±3.49

6.35±2.83

9 d

9.87±3.69

6.00±6.461)

2.14±0.58

9.20±3.963)

12.28±4.214)

12.09±6.674)

15 d

8.68±3.65

2.00±0.471)

5.22±3.27

4.70±1.90

7.48±5.553)

7.69±3.723)

21 d

9.99±1.79

1.66±0.712)

3.13±0.19

5.91±2.26

7.41±2.923)

12.50±3.204)

27 d

7.63±2.90

1.97±0.50

5.17±2.69

7.22±2.73

6.53±3.38

8.26±5.373)

30 d

10.42±0.46

1.57±0.392)

3.86±0.80

3.70±1.62

4.84±2.08

7.41±3.693)

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 3~5，8，9 同）。
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生的同时也能降低软骨及骨破坏程度（P<0.05，P<

0.01）；甲氨蝶呤组病理评分显著降低（P<0.01）。
见表 5。

3.6 对 TNF-α诱导的 RA-FLS 细胞迁移和侵袭能

力的影响

3.6.1 对 TNF-α诱导的 RA-FLS 细胞迁移能力的影

响 与正常组比较，TNF-α组 RA-FLS 细胞迁移至

下室的细胞数目显著增多（P<0.01）；与 TNF-α组比

较，瘀血痹片 12.5，25，50，100 mg·L-1组细胞迁移数

目均显著减少（P<0.01），其中瘀血痹片 100 mg·L-1

组细胞的迁移数目接近正常组。见图 1，表 6。

3.6.2 对 TNF-α诱导的 RA-FLS 细胞侵袭能力的影

响 与正常组比较，TNF-α组诱导迁移至下室的

RA-FLS 细胞数目显著增多（P<0.01），表明 TNF-α

诱 导 可 显 著 增 强 RA-FLS 细 胞 的 侵 袭 能 力 。 与

TNF-α组比较，瘀血痹片 12.5 mg·L-1 组对 RA-FLS

细胞的侵袭能力差异无统计学意义；瘀血痹片 25，

50，100 mg·L-1 组 侵 袭 细 胞 数 目 均 显 著 减 少（P<

0.01）。见图 2，表 7。

3.7 对 CIA 大鼠关节中 IL-1β和 IL-8 表达水平的影

响 与正常组比较，模型组 IL-1β和 IL-8 的表达显

著升高（P<0.01）；与模型组比较，瘀血痹片中、高剂

量组可显著降低 CIA 大鼠关节组织中 IL-1β和 IL-8

的表达（P<0.01），其中瘀血痹片高剂量组与正常组

相 近；甲 氨 蝶 呤 组 可 显 著 降 低 IL-8 的 表 达（P<

0.01）。见图 3，4，表 8。

3.8 对 CIA 大鼠关节组织中 Ras/Raf-1/NF-κB 蛋白

表达的影响 免疫组化检测结果显示，与正常组比

较，模型组 Ras 及 Raf-1 的表达显著升高（P<0.01）；
与模型组比较，瘀血痹片中、高剂量组均可降低关

节组织滑膜中 Ras，Raf-1 的表达（P<0.01）；甲氨蝶

表 4 瘀血痹片对 CIA 大鼠血小板计数及纤维蛋白原含量的影响

（x̄± s）

Table 4 Effect of YXB on platelet count and fibrinogen content in

CIA rats（x̄± s）

组别

正常

模型

甲氨蝶呤

瘀血痹片

剂量/g·kg-1

0.000 4

0.1

0.2

0.4

n

10

10

9

7

5

13

FIB/g·L-1

2.23±0.26

3.21±0.392)

3.09±0.38

2.97±0.45

3.02±0.21

2.39±0.304)

PLT/×109个/L

1 114.56±89.95

1 529.00±287.592)

1 498.86±231.78

1 247.33±94.22

1 253.80±168.74

1 178.43±82.123)

表 5 瘀血痹片对 CIA大鼠组织病理学半定量积分的影响（x̄± s）

Table 5 Effect of YXB on pathological semi-quantitative score in

CIA rats（x̄± s）

组别

正常

模型

甲氨蝶呤

瘀血痹片

剂量/g·kg-1

0.000 4

0.1

0.2

0.4

n

11

13

10

7

7

14

滑膜增生

0

2.70±0.452)

1.20±0.874)

2.20±0.87

1.80±0.983)

1.44±0.614)

骨及软骨破坏

0

2.50±0.502)

1.10±1.044)

2.10±0.83

1.60±0.663)

1.31±0.584)

A. 正常组；B.TNF-α组；C. 瘀血痹片 12.5 mg·L-1 组；D. 瘀血痹片

25 mg·L-1组；E.瘀血痹片 50 mg·L-1组；F.瘀血痹片 100 mg·L-1组（图

2，8 同）
图 1 瘀血痹片对 TNF-α诱导 RA-FLS 细胞迁移能力的影响 (结晶

紫，×200)

Fig. 1 Effect of YXB on migration of RA-FLS cell induced by

TNF-α (crystal violet, ×200)

表 6 瘀血痹片对 TNF-α诱导 RA-FLS细胞迁移能力的影响（x̄± s，

n=6）

Table 6 Effect of YXB on migration of RA-FLS cell induced by

TNF-α（x̄± s，n=6）

组别

正常

TNF-α

瘀血痹片

质量浓度/mg·L-1

12.5

25

50

100

细胞迁移数目/个

60.00±2.68

150.60±8.482)

131.40±9.164)

103.40±6.684)

92.80±5.424)

78.40±6.154)

注：与正常组比较 1)P<0.05，2)P<0.01；与 TNF-α组比较 3)P<0.05，

4)P<0.01（表 7，10 同）。
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呤组能显著降低 Ras 及 Raf-1 的表达（P<0.01）。见

图 5，6，表 9。Western blot结果显示，与正常组比较，

模型组大鼠关节组织中 NF-κB p65 和 p-NF-κB p65

蛋白的表达显著升高（P<0.01）；经瘀血痹片低、中剂

量干预后 NF-κB p65 及 p-NF-κB p65 蛋白表达差异

无统计学意义 ，而瘀血痹片高剂量可明显抑制

NF-κB p65 及 p-NF-κB p65 蛋白的表达（P<0.05，P<

0.01），甲氨蝶呤组也可显著抑制 p-NF-κB p65 蛋白

的表达（P<0.01），但对 NF-κB p65 作用差异无统计

学意义。见图 7，表 9。

3.9 对 TNF- α 诱 导 RA-FLS 细 胞 中 Ras/Raf-1/

NF-κB 蛋白表达的影响 与正常组比较，模型组

Ras，Raf-1 和 p-NF- κB p65 的 表 达 显 著 升 高（P<

0.01），表明 TNF-α诱导可显著激活 RA-FLS 中 Ras/

Raf-1/NF-κB 等蛋白的表达；与模型组比较，瘀血痹

片低剂量组对 Ra，Raf-1 及 p-NF-κB p65 的表达差异

A. 正常组；B. 模型组；C. 甲氨蝶呤组；D. 瘀血痹片低剂量组；E. 瘀血

痹片中剂量组；F.瘀血痹片高剂量组（图 4~7 同）。
图 3 瘀血痹片对 CIA 大鼠关节组织中 IL-1β表达的影响（免疫组

化，×200）
Fig. 3 Effect of YXB on expression of IL-1β in CIA rats

(IHC, ×200)

表 7 瘀血痹片对 TNF-α诱导 RA-FLS细胞侵袭能力的影响（x̄± s，

n=6）

Table 7 Effect of YXB on invasion of RA-FLS cell induced by

TNF-α（x̄± s，n=6）

组别

正常

TNF-α

瘀血痹片

质量浓度/mg·L-1

12.5

25

50

100

细胞侵袭数目/个

79.75±3.49

118.60±6.152)

112.00±3.85

103.80±4.754)

90.60±4.724)

76.60±4.634)

图 4 瘀血痹片对 CIA 大鼠关节组织中 IL-8 表达的影响（免疫组

化，×200）
Fig. 4 Effect of YXB on expression of IL-8 in CIA rats

(IHC, ×200)

图 2 瘀血痹片对 TNF-α诱导 RA-FLS 细胞侵袭能力的影响 (结晶

紫，×200)

Fig. 2 Effect of YXB on invasion of RA-FLS cell induced by

TNF-α (crystal violet, ×200)
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无统计学意义，而中、高剂量组显著降低 Ras和 Raf-1

的表达（P<0.01），差异有显著统计学意义，高剂量组

p-NF-κB p65 的表达（P<0.01），差异有显著统计学

意义。见图 8，表 10。

4 讨论

本研究所选择的 CIA 模型是目前较为公认的

研究 RA 的理想模型，在临床症状、组织病理学改

变、细胞免疫及体液免疫变化等方面均与临床的

图 6 瘀血痹片对 CIA 大鼠关节组织中 Raf-1 表达的影响（免疫组

化，×400）
Fig. 6 Effect of YXB on expression of Raf-1 in CIA rats

(IHC，×400)

表 8 瘀血痹片对 CIA 大鼠关节组织中 IL-8 及 IL-1β表达的影响

（x̄± s，n=6）

Table 8 Effect of YXB on expression of IL-8 and IL-1β in CIA

rats（x̄± s，n=6）

组别

正常

模型

甲氨蝶呤

瘀血痹片

剂量/g·kg-1

0.000 4

0.1

0.2

0.4

IL-8

1.88±0.26

15.82±0.242)

6.87±0.354)

15.26±0.413)

5.54±0.364)

2.02±0.104)

IL-1β

4.61±0.63

21.90±0.912)

17.21±1.21

20.94±0.09

13.58±0.974)

4.71±0.524)

图 5 瘀血痹片对 CIA 大鼠关节组织中 Ras 表达的影响（免疫组

化，×400）
Fig. 5 Effect of YXB on expression of ras in CIA rats (IHC, ×400)

图 7 各组大鼠关节组织中 NF-κB p65及 p-NF-κB p65表达电泳

Fig. 7 Electrophoresis of NF-κB p65 and p-NF-κB p65 expression

in each group rats

表 9 瘀血痹片对 CIA大鼠关节组织中 Ras，Raf-1，NF-κB p65及 p-NF-κB p65表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 9 Effect of YXB on expression of Ras, Raf-1, NF-κB p65 and p-NF-κB p65 in CIA rats（x̄± s，n=3）

组别

正常

模型

甲氨蝶呤

瘀血痹片

剂量/g·kg-1

0.000 4

0.1

0.2

0.4

Ras

4.24±0.57

24.27±0.402)

15.98±0.424)

22.31±0.614)

16.81±0.564)

4.16±0.264)

Raf-1

4.65±0.72

25.64±0.522)

5.38±0.854)

24.13±0.414)

15.82±0.804)

5.06±0.414)

p-NF-κB p65/GAPDH

1.00±0.05

4.00±0.512)

2.51±0.124)

3.92±0.97

3.75±0.09

0.92±0.244)

NF-κB p65/GAPDH

1.00±0.03

6.15±2.522)

4.19±1.67

6.16±3.54

5.60±2.06

2.04±0.823)
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RA 患者极为相似［11-12］，且成模快捷有效，因此广泛

应用于 RA 发病机制及其治疗手段等方面的研

究［13-16］。本研究通过此模型开展研究，主要是为了

评价瘀血痹片口服对 RA 发生发展的影响，并针对

滑膜炎症探索初步的作用机制。由于 TNF-α等炎

症 因 子 的 刺 激 会 提 高 RA-FLS 的 迁 移 及 侵 袭 能

力［17］，而 RA-FLS 过度活化的迁移和侵袭能力是 RA

滑膜增生和侵袭性血管翳形成的基础，在 RA 软骨

和骨质破坏中起着至关重要的作用［18］，因此本研究

除了整体动物实验外，尚增加了体外的 RA 患者成

纤维样滑膜细胞的相关研究。另外，由于甲氨蝶呤

目前是 RA 治疗的一线药物以及病情改善的锚定

药 ，对 RA 炎 症 及 骨 破 坏 等 方 面 具 有 明 确 的 药

效［19-20］，因此本实验选择甲氨蝶呤作为阳性对照药，

与临床等效剂量的瘀血痹片同步对比观察。

研究结果显示，与正常组大鼠比较，用胶原诱

导后的大鼠出现关节红肿、变形，15 d 时发病率达到

100%，组织病理学也可观察到大鼠的炎性关节有滑

膜增生、关节软骨侵蚀、骨破坏等异常改变，提示了

大鼠 CIA 模型复制成功。灌胃给予瘀血痹片后，可

观察到给药组大鼠的关节炎评分降低，组织病理改

变减轻，高剂量的效果与甲氨蝶呤给药组效果相

近，提示了较高剂量的瘀血痹片在对 RA 发病及病

情改善方面能达到 RA 临床锚定药的水平。

已知关节疼痛是 RA 病程中的突出特征，部分

RA 患者在关节红肿等症状缓解后，疼痛仍是影响

其功能恢复及生活质量的主要因素。临床上 RA 患

者炎性疼痛常常表现为无意识的持续性疼痛、关节

触碰或活动触发引起的机械性刺激疼痛［21］，甚至部

分患者存在神经病理性疼痛。针对以上临床特点，

本实验采用 Von-Frey 纤维丝机械刺激和丙酮冷刺

激的方法对实验动物不同时间点的机械痛阈值和

冷刺激反应评分进行测量，发现瘀血痹片在改善

CIA 大鼠关节红、肿症状的同时也能显著缓解炎症

刺激所引起的疼痛。实验观察到瘀血痹片 3 个剂量

均能不同程度地升高 CIA 大鼠的机械痛敏阈值，抑

制冷刺激痛敏反应，且作用更稳定而持续。相比之

下，甲氨蝶呤的镇痛作用要更弱，对于 CIA 的纤维

丝机械刺激，甲氨蝶呤几乎没有作用，其对丙酮冷

刺激反应虽有一定抑制作用，但药效持续时间短，

不及瘀血痹片。由于 RA 属中医“痹证”范畴，血瘀

作为“痹证”的主要病理产物，表现为血循环障碍及

凝血纤溶系统平衡失调等，因此 PLT 计数和纤维蛋

白原常常作为痹证治疗药物活血化瘀功效评估的

观察指标［22］。本研究对 CIA 大鼠血液中的 PLT 计

数和 FIB 含量进行检测，发现瘀血痹片能显著抑制

由胶原诱导后异常升高的 PLT 计数和 FIB 含量，且

作用效果明显优于甲氨蝶呤。

研究发现，促炎因子如 TNF-α，IL-1β和 IL-8 等

在 RA 的发生发展中起关键作用，其能通过改变细

胞内的信号传导途径，引起磷酸化酶联反应，降低

伤害神经元的动作电位阈值，最终导致疼痛敏感性

增强［23-24］。此外，IL-1β和 IL-8 等炎症因子具有激活

血小板，影响其黏附、聚集及释放等功能的作用［25］。

雒宏等［26］证实 RA 患者血小板中 IL-1β的表达水平

显著升高，并且两者呈正相关。本研究观察到瘀血

痹片能剂量依赖性的降低 CIA 大鼠关节组织中 IL-

图 8 各组 RA-FLS中 Ras/Raf-1/NF-κB相关蛋白表达电泳

Fig. 8 Electrophoresis of Ras/Raf-1/NF- κB expression in each

groups RA-FLS

表 10 瘀血痹片对 TNF-α诱导 RA-FLS中 Ras/Raf-1/NF-κB相关蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 10 Effect of YXB on expression of Ras/Raf-1/NF-κB in RA-FLS induced by TNF-α（x̄± s，n=3）

组别

正常

TNF-α

瘀血痹片

质量浓度/mg·L-1

12.5

25

50

100

Ras/GAPDH

1.00±0.01

1.17±0.012)

1.12±0.014)

1.16±0.01

0.94±0.014)

0.59±0.014)

Raf-1/GAPDH

1.00±0.01

1.60±0.012)

1.69±0.014)

1.73±0.01

1.47±0.014)

0.80±0.014)

p-NF-κB p65/GAPDH

1.00±0.01

1.27±0.012)

1.73±0.01

1.47±0.01

1.46±0.01

1.00±0.014)
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1β，IL-8 的表达，体外细胞实验也证实瘀血痹片显著

抑制 TNF-α诱导体外 RA-FLS 的迁移和侵袭，提示

了瘀血痹片对炎症细胞因子的抑制作用可能是其

缓解 CIA 大鼠炎症反应和疼痛等症状的原因之一。

Ras/Raf-1 作为介导炎症反应、促进炎症因子产

生的关键通路，参与了 RA 滑膜细胞的活化和关节

的破坏。研究发现，Ras 在 RA 患者的滑膜组织及体

外培养的 RA-FLS 细胞中均高表达，而沉默其表达

能显著缓解 CIA 炎症反应和关节破坏的同时，也能

降低 IL-1β及 IL-8 的表达［27-28］。此外，Ras 的过度活

化会激活 Raf，而 Raf-1 激酶的升高也与 RA 患者关

节滑膜增生、骨质破坏等病理改变呈正相关［29］。

WILLIAMS 等［30］研究证实 Ras/Raf-1 信号通路的激

活会诱导下游通路 NF-κB 的激活，而 NF-κB 被激活

后又可引发下游炎症反应因子如 IL-1β，IL-8 等表达

增加，进而导致滑膜增生，加重关节的破坏［31］；故抑

制 NF-κB 的激活可诱导滑膜细胞凋亡及抑制滑膜

血管新生，达到预防 RA 关节破坏的作用［32］。为进

一步探索瘀血痹片抑制大鼠 CIA 的炎症机制，本研

究采用 IHC 和 Western blot 对炎症关节组织以及体

外滑膜细胞中的 Ras/Raf-1/NF-κB 信号分子的表达

水平进行了检测。结果表明，瘀血痹片不仅能够剂

量依赖性的抑制 CIA 大鼠关节组织中 Ras，Raf-1，降

低 NF-κB p65 及 p-NF-κB p65 蛋白的表达，同时也

能 有 效 降 低 RA-FLS 细 胞 中 Ras，Raf-1 及

p-NF-κB p65 等蛋白表达水平，提示了瘀血痹片对

前述炎症因子产生的抑制作用可能与 Ras/Raf-1/

NF-κB 通路的负调节有关，确切机制有待后续进一

步的探索。

综上，本研究通过 CIA 大鼠整体模型和体外滑

膜细胞证明了瘀血痹片对实验性 RA 的抑制作用并

揭示了初步抗炎机制。由研究结果可知，瘀血痹片

能明显降低大鼠 CIA 发病率，改善 CIA 的关节炎临

床症状，延缓病情发展，抑制滑膜增生并降低关节

组织病理学严重度；瘀血痹片对 Ras/Raf-1/NF-κB 信

号通路的调控以及对 IL-1β和 IL-8 等炎症因子的抑

制在抗 RA 炎症的过程中发挥了重要的作用。相关

研究结果有利于解析瘀血痹片活血化瘀、通络定痛

的功效科学内涵，并指导临床合理用药。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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