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摘要：目的　研究祛风舒筋丸对佐剂关节炎大鼠免疫调节作用以及对血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）与细胞黏附分子１（ＩＣＡＭ１）
表达的影响。方法　建立弗氏完全佐剂关节炎大鼠模型，检测体外诱导脾淋巴细胞增殖水平，血清细胞因子含量以及滑膜
ＶＥＧＦ、ＩＣＡＭ１的表达水平。结果　祛风舒筋丸能显著抑制模型大鼠足趾肿胀，抑制体外诱导的 Ｔ、Ｂ淋巴细胞增殖，抑制类
风湿因子（ＲＦ）、白细胞介素１β（ＩＬ１β）、白细胞介素６（ＩＬ６）及肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）的生成，抑制ＶＥＧＦ、ＩＣＡＭ１的表达，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　祛风舒筋丸具有较强的抗类风湿关节炎作用，其作用机制可能与抑制体外诱导的Ｔ、Ｂ
淋巴细胞增殖，抑制ＩＬ１β、ＩＬ６及ＴＮＦα等细胞因子生成，抑制ＶＥＧＦ和ＩＣＡＭ１的表达水平有关。
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　　类风湿性关节炎（ＲｈｅｕｍａｔｏｉｄＡｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）为
自身免疫性疾病，全世界发病率约０．５％ ～１％，我
国发病率约０．４％，女性的发病率高于男性［１２］。该

病以关节滑膜慢性炎症以及软骨和骨的破坏为其

主要特点［３］，可导致关节畸形和功能丧失，影响病

人的生活质量。类风湿性关节炎属于中医理论中

“痹症”范畴，发病初期因风寒湿邪侵入经络关节，

导致气血不通，故为风寒湿痹型，以祛风散寒，利湿

宣痹等功效中药施治［４］。祛风舒筋丸目前收载于

２０１５版《中国药典》［５］，该药由防风、牛膝、秦艽、威
灵仙等十八味中药制成，有祛风散寒，除湿活络之

功效，用于治疗风寒湿闭阻所致的关节疼痛、屈伸

不利、四肢麻木等症状。目前对祛风舒筋丸研究多

为质量标准的建立［６］，对其抗类风湿性关节炎的作

用机制研究鲜有报道。大鼠弗氏完全佐剂性关节

炎模型的发病机制和特征与临床上的类风湿性关

节炎较为接近［７］，本研究自２０１６年１０月至２０１７年
３月通过佐剂性关节炎大鼠模型，探究祛风舒筋丸对
模型大鼠的免疫调节作用以及对血管内皮生长因子

（ＶＥＧＦ）与细胞黏附分子１（ＩＣＡＭ１）表达的影响，为
该药用于类风湿性关节炎的治疗提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　实验动物　雄性健康ＳＤ大鼠，体质量（２５０±
２０）ｇ，清洁级动物，由北京维通利华实验动物技术
有限公司提供，许可证号 ＳＣＸＫ（京）２０１６００１１。
本研究中对于大鼠的处理符合动物伦理学标准。

１．２　药物及试剂　祛风舒筋丸（北京宝树堂科技
药业有限公司，规格 ６０ｇ／１００丸）；弗氏完全佐剂
（美国Ｓｉｇｍａ公司）；白芍总苷胶囊（宁波立华制药
有限公司，０．３ｇ／粒）；刀豆蛋白 Ａ（ＣｏｎＡ）、脂多糖
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（ＬＰＳ）、噻 唑 蓝 （ＭＴＴ）（美 国 Ｓｉｇｍａ公 司）；
ＲＰＭＩ１６４０培养粉（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；多聚甲醛、二
甲基亚砜（天津光复化学试剂有限公司）；０．９％氯
化钠注射液（天津百特医疗用品有限公司）；风湿因

子（ＲＦ）、白细胞介素１β（ＩＬ１β）、白细胞介素６
（ＩＬ６）及肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）ＥＬＩＳＡ试剂盒
（南京建成科技有限公司）；ＶＥＧＦ、ＩＣＡＭ１免疫组
化试剂盒（武汉博士德生物工程有限公司）。

试剂配制：将生理盐水和弗氏完全佐剂在临用

配制前充分摇匀。取适量生理盐水与弗氏完全佐

剂经双注射器充分乳化１ｈ（经三通接口反复抽推
乳化成油包水乳剂），配置成 １０ｍＬ的弗氏完全佐
剂生理盐水乳剂。

１．３　实验仪器　超净工作台（天津艾克瑞特实验
室设备有限公司）；细胞培养箱（美国 ＴｈｅｒｍｏＥｌｅｃ
ｔｒｏｎ公司）；酶标仪（美国 ＢＩＯＴＥＫ公司）；小型台式
冷冻离心机（美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）。
１．４　方法
１．４．１　大鼠佐剂性关节炎模型的建立　取雄性健
康ＳＤ大鼠，体质量（２５０±２０）ｇ，自由饮食、饮水，
适应性饲养１周后开始实验。在进行酒精常规消
毒左足趾和尾根部后，用微量注射器于每只大鼠左

后足足趾皮下注射 ０．１ｍＬ的弗氏完全佐剂生理盐
水乳剂，尾根部多点皮内注射上述乳剂 ０．１ｍＬ致
炎，空白组（随机取１０只大鼠）用同样方法于其相
应部位注射 ０．２ｍＬ生理盐水。分别于初次造模第
６天和第１２天后注射乳剂０．２ｍＬ以加强免疫炎症
反应，建立大鼠佐剂性关节炎模型。造模后第 １２
天，按照关节红肿程度进行关节炎指数（ＡｒｔｈｒｉｔｉｃＩｎ
ｄｅｘ，ＡＩ）的评分［８］（评分标准：０分，无关节红肿；１
分，关节发红而不肿胀；２分，关节轻度红肿；３分，
关节中度红肿；４分，关节重度红肿，不能负重。ＡＩ
＝四肢关节评分之和。各组评分 ＞４分认为造模成
功，ＡＩ＜４分的大鼠从实验组中剔除）。将造模成功
的大鼠采用随机数字表法分为５组，即模型组、白
芍总苷胶囊组、祛风舒筋丸低、中、高剂量组，每组

１０只，共计５０只。在造模后的第１２天分别测量并
记录左后足趾厚度后，灌胃给药。白芍总苷胶囊组

给药剂量为０．２７ｇ／ｋｇ，祛风舒筋丸低、中、高剂量组
（２．１６、１０．８、２１．６ｇ／ｋｇ，相当于临床等效剂量的１、
５、１０倍），每只大鼠灌胃２ｍＬ，空白组和模型组给
予等量生理盐水，共给药１８ｄ。
１．４．２　祛风舒筋丸对佐剂性关节炎大鼠关节肿胀
度的影响　在造模前及给药治疗前后观察各组大
鼠活动状态变化及关节红肿情况，于造模前、造模

后第１２天、造模后第１７天、造模后第２１天、造模后
第２５天、造模后第２９天用游标卡尺测量左后足趾
厚度，比较治疗后各组足趾肿胀程度的变化。计

算：肿胀度＝造模后足趾厚度－造模前足趾厚度。
１．４．３　祛风舒筋丸对大鼠脾淋巴细胞增殖的影响
　实验第３０天，即给药１８ｄ后眼球放血处死大鼠，
无菌取脾，制备脾细胞悬液，常规制备单个脾细胞

悬液，活细胞大于 ９５％，调整细胞浓度为 １×１０７

个／ｍＬ，加入９６孔培养板，每孔加细胞悬液１００μＬ，
再加入含 ＣｏｎＡ或 ＬＰＳ的 ＲＰＭＩ１６４０液 １００μＬ
（ＣｏｎＡ的终浓度为 ５ｍｇ／Ｌ，ＬＰＳ的终浓度为 １０
ｍｇ／Ｌ），在３７℃，５％ ＣＯ２的培养箱中培养４８ｈ，每
孔滴加ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ后继续培养４ｈ，去上
清液后滴加二甲基亚砜２００μＬ，于酶标仪５７０ｎｍ
处比色测定吸光度值。

１．４．４　大鼠血清 ＲＦ、ＩＬ１β、ＩＬ６及 ＴＮＦα的检
测　实验第 ３０天眼球放血处死大鼠，将全血以 ３
０００转／分钟离心，取血清，－２０℃保存，按照ＥＬＩＳＡ
试剂盒说明书方法测量血清 ＲＦ、ＩＬ１β、ＩＬ６以及
ＴＮＦα的含量。
１．４．５　大鼠滑膜组织 ＶＥＧＦ及 ＩＣＡＭ１蛋白表达
的检测　实验第３０天，即给药１８ｄ后处死大鼠，仰
位固定，酒精消毒处理，去皮毛及肌腱组织，打开膝

关节腔可见滑膜组织，将其剥离并放入４％多聚甲
醛中固定２ｈ，经梯度酒精逐级脱水，石蜡包埋，按
ＶＥＧＦ及ＩＣＡＭ１免疫组化试剂盒的具体步骤操作。
１．５　统计学方法　实验数据用 ＳＰＳＳ２０．０统计软
件处理。主要为计量资料，采用ｘ±ｓ表示。多组间
比较采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）＋两
两比较ＬＳＤｔ检验。重复测量资料则行两因素重复
测量方差分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　祛风舒筋丸对佐剂性关节炎大鼠关节肿胀度
的影响　各实验组于弗氏完全佐剂三次致炎造模
后第１２天给药，致炎造模后，各组大鼠足趾均明显
肿胀。造模后第１２、１７天祛风舒筋丸高、中剂量组
的足趾厚度均与模型组相比差异有统计学意义（Ｐ
＜０．０５）。造模后第２１、２５、２９天祛风舒筋丸高、中
剂量组的足趾厚度均与模型组相比差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０１），低剂量组的足趾厚度与模型组相
比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），且高剂量组显示
了持续稳定的足趾肿胀抑制作用，效果与白芍总苷

组接近，结果见表１。
２．２　祛风舒筋丸对佐剂性关节炎大鼠脾淋巴细胞
增殖的影响　本研究分别采用ＣｏｎＡ诱导的大鼠Ｔ
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表１　祛风舒筋丸对佐剂性关节炎大鼠关节肿胀度的影响／（ｍｍ，ｘ±ｓ）

组别 鼠数 １２ｄ １７ｄ ２１ｄ ２５ｄ ２９ｄ

模型组 １０ １．４４±０．１０ １．７２±０．０６ ２．０８±０．１２ ２．２５±０．１４ ２．４６±０．１７

白芍总苷组 １０ １．１４±０．１１ａ １．５５±０．１１ａ １．６１±０．２５ｂ １．７６±０．１３ｂ １．９１±０．１８ｂ

祛风舒筋丸低剂量组 １０ １．２６±０．３２ １．６３±０．１０ １．８４±０．１１ａ １．９４±０．１８ａ ２．１６±０．１４ａ

祛风舒筋丸中剂量组 １０ １．１９±０．２４ａ １．５１±０．１２ａ １．７２±０．１６ｂ １．８６±０．１６ｂ １．９８±０．０８ｂ

祛风舒筋丸高剂量组 １０ １．０４±０．０６ａ １．４８±０．１３ａ １．６５±０．１４ｂ １．７３±０．０６ｂ １．８８±０．０７ｂ

整体分析 ＨＦ系数 ０．９３６２

组间比较 Ｆ值，Ｐ值 ７２．６６４，０．０００

时间比较 Ｆ值，Ｐ值 ２３９．０００，０．０００

交互作用 Ｆ值，Ｐ值 １．７２６，０．０５５

　　注：整体分析为两因素重复测量方差分析。两两组间比较为ＬＳＤｔ检验，与模型组比较，ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１

淋巴细胞增殖和 ＬＰＳ诱导的 Ｂ淋巴细胞增殖实验
来评价祛风舒筋丸对佐剂性关节炎大鼠脾淋巴细

胞增殖的影响和对免疫功能的调节作用。模型组

吸光度与空白组相比差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）。与模型组比较，祛风舒筋丸高剂量组和白
芍总苷组分别对 ＣｏｎＡ和 ＬＰＳ诱导的 Ｔ淋巴细胞
和Ｂ淋巴细胞增殖能力有抑制作用，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０１），且与白芍总苷组接近；中、低剂量
组对淋巴细胞增殖能力亦有一定的抑制作用，差异

有统计学意义（Ｐ＜０．０５），结果见表２。

表２　祛风舒筋丸对佐剂性关节炎大鼠Ｔ淋巴细胞
和Ｂ淋巴细胞增殖的影响／ｘ±ｓ

组别 鼠数
ＣｏｎＡ吸光度

（５７０ｎｍ）

ＬＰＳ吸光度

（５７０ｎｍ）
空白组 １０ ０．２７５±０．０４９ ０．２９０±０．０４２
模型组 １０ ０．４２４±０．０５１ｄ ０．４７２±０．０５０ｄ

白芍总苷组 １０ ０．３１５±０．０３２ｂ ０．３５０±０．０５３ｂ

祛风舒筋丸低剂量组 １０ ０．３５４±０．０６４ｃａ ０．３８９±０．０３１ｃａ

祛风舒筋丸中剂量组 １０ ０．３３３±０．０４４ｃａ ０．３６３±０．０３７ｃａ

祛风舒筋丸高剂量组 １０ ０．３１０±０．０５０ｂ ０．３４３±０．０３５ｂ

Ｆ值 １０．４０６ ２０．６９６
Ｐ值 ０．０００ ０．０００

　　注：与模型组比较，ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１；与空白组比较，ｃＰ＜

０．０５，ｄＰ＜０．０１

２．３　大鼠血清 ＲＦ、ＩＬ１β、ＩＬ６及 ＴＮＦα含量的
检测　研究证实ＲＦ以其高敏感性作为临床上类风
湿关节炎的损伤程度及病情预后判断的重要指

标［９］。ＩＬ１β、ＩＬ６及 ＴＮＦα等细胞炎性因子的表
达失衡是ＲＡ发病的重要因素［１０１１］。实验结果显示

与模型组比较，祛风舒筋丸高剂量组和白芍总苷组

能极显著降低佐剂性关节炎大鼠血清 ＲＦ、ＩＬ１β、
ＩＬ６及ＴＮＦα的含量（Ｐ＜０．０１），祛风舒筋丸中、低
剂量组能显著降低佐剂性关节炎大鼠血清 ＲＦ、ＩＬ
１β、ＩＬ６及 ＴＮＦα的含量（Ｐ＜０．０５），且呈现出明
显的剂量依赖性，结果见表３。
２．４　大鼠滑膜组织ＶＥＧＦ和ＩＣＡＭ１表达的检测
本研究采用免疫组化检测大鼠关节滑膜组织中

ＶＥＧＦ与ＩＣＡＭ１的蛋白表达，实验结果显示与模型
组比较，祛风舒筋丸高剂量组和白芍总苷组能极显

著降低佐剂性关节炎大鼠滑膜组织ＶＥＧＦ与ＩＣＡＭ
１蛋白的表达（Ｐ＜０．０１），中、低剂量组能显著降低
ＶＥＧＦ与 ＩＣＡＭ１蛋白的表达（Ｐ＜０．０５），且对表
达的抑制作用呈现出明显的剂量依赖性，结果见

表４。

表３　祛风舒筋丸对佐剂性关节炎大鼠血清ＲＦ、ＩＬ１β、ＩＬ６及ＴＮＦα的影响／（ｐｇ／ｍＬ，ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＲＦ ＩＬ１β ＩＬ６ ＴＮＦα

空白组 １０ ３５．７１±５．０１ １２．７８±３．３６ ９９．３８±１０．０９ ２４．９４±２．０９

模型组 １０ ７７．１１±６．６０ｄ １９．００±１．３７ｄ １５２．９５±１０．０６ｄ ３２．４７±２．１０ｄ

白芍总苷组 １０ ５９．９１±８．０８ｂ １３．７３±１．４０ｂ １１２．５９±９．３８ｃｂ ２７．５５±０．８１ｃｂ

祛风舒筋丸低剂量组 １０ ６９．８８±９．１６ｃａ １５．３８±１．７１ｃａ １３７．８８±７．２７ｃａ ３０．４６±２．００ｃａ

祛风舒筋丸中剂量组 １０ ６３．６９±５．５９ｃａ １４．２４±１．２１ａ １２６．３７±９．５３ｃａ ２８．３５±１．１１ｃａ

祛风舒筋丸高剂量组 １０ ５７．００±６．００ｂ １３．４４±０．９５ｂ １０９．３０±５．４６ｃｂ ２６．３５±０．９５ｂ

Ｆ值 ４２．１５９ １４．９１７ ５１．２４７ ２９．０９３

Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　注：与模型组比较，ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１；与空白组比较，ｃＰ＜０．０５，ｄＰ＜０．０１
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表４　祛风舒筋丸对佐剂性关节炎大鼠滑膜组织
ＶＥＧＦ和ＩＣＡＭ１表达的影响／（％，ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＶＥＧＦ／（％） ＩＣＡＭ１／（％）

空白组 １０ ８．２５±０．８０ ９．１３±１．４８

模型组 １０ １６．５５±２．０１ｄ １８．６４±３．１５ｄ

白芍总苷组 １０ １０．０３±２．６８ｂ １０．７６±１．５２ｂ

祛风舒筋丸低剂量组 １０ １３．１９±１．２９ｃａ １５．６９±１．９２ｃａ

祛风舒筋丸中剂量组 １０ １１．９１±１．３９ｃａ １３．５４±１．００ｃａ

祛风舒筋丸高剂量组 １０ ９．９１±２．３６ｂ １０．８３±１．７５ｂ

Ｆ值 ２４．９２９ ３５．９５５

Ｐ值 ０．０００ ０．０００

　　注：与模型组比较，ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１；与空白组比较，ｃＰ＜

０．０５，ｄＰ＜０．０１

３　讨论
ＲＡ以关节滑膜慢性炎症为主要表现，病灶中

的滑膜细胞持续释放细胞因子，造成增生异常并导

致病变［１２］。本研究中在造模后期（第２１～２９天），
祛风舒筋丸的中、高剂量组大鼠足跖肿胀均有所减

轻，与模型组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），
高剂量组的效果与白芍总苷组接近，该实验结果符

合该动物模型的特点，证实祛风舒筋丸可以相对延

缓类风湿关节炎病人症状的后期进展，在提高生活

质量方面有着积极的作用。

淋巴细胞转化实验是是采用体外刺激物（Ｃｏｎ
Ａ等）刺激淋巴细胞，使其体积增大，蛋白与核酸合
成增加并转化为具有分裂能力的淋巴母细胞。淋

巴细胞转化率可用来判断药物对机体的细胞免疫

调节作用［１３］。ＲＡ作为一种自身免疫性疾病，始于
致病抗原被Ｔ细胞所识别和激活，继而引发 Ｔ细胞
增殖和 Ｂ细胞的活化增殖，导致滑膜新生血管形
成，产生细胞因子［１４］。实验研究显示祛风舒筋丸可

以显著抑制佐剂性关节炎大鼠 ＣｏｎＡ诱导的 Ｔ淋
巴细胞增殖和ＬＰＳ诱导的Ｂ淋巴细胞增殖，且作用
有剂量依赖性，说明祛风舒筋丸可通过抑制 Ｔ淋巴
和Ｂ淋巴细胞增殖从而抑制模型大鼠的细胞免疫
功能。

在ＲＡ的发病过程中，病人体内 ＣＤ＋４ Ｔ细胞被
抗原呈递细胞呈递的抗原活化［１５］，启动特异性免疫

应答，Ｔ辅助细胞１（Ｔｈ１）主要介导了 ＲＡ的特异性
自身免疫性，并使多种炎性细胞因子ＴＮＦα、ＩＬ１β、
ＩＬ６等增多［１６］。ＴＮＦα和 ＩＬ１β在发病中起促炎
作用的细胞因子，常同时合成和分泌，可进一步破

坏关节软骨，造成关节畸形，而 ＩＬ６是通过增强
ＴＮＦα、ＩＬ１β的免疫反应起作用，因此阻断 ＴＮＦα
或ＩＬ１β活性可延缓相关关节炎症状的发生［１６１８］。

实验结果显示祛风舒筋丸高、中剂量组和白芍总苷

组均能显著降低佐剂性关节炎大鼠血清ＲＦ、ＩＬ１β、
ＩＬ６及ＴＮＦα的含量，表明祛风舒筋丸可能通过抑
制ＩＬ１β、ＩＬ６及 ＴＮＦα等细胞因子生成的机制达
到调节免疫，控制病情进展的目的。

ＲＡ属于血管增生性疾病，其基本病理变化为
滑膜炎和血管翳的形成，其中包括多种细胞因子、

抗原抗体及粘附分子参与［１９］。ＶＥＧＦ为目前已知
作用最强，特异性最高的血管生长因子［２０］，可以特

异性地促进血管内皮细胞增殖与迁移，促进血管翳

的形成。ＩＣＡＭ１可导致滑膜细胞的移行增生，在细
胞激活过程中提供辅助刺激因子，使白细胞停滞在

炎症局部［２１］。因此关节滑膜组织中 ＶＥＧＦ与
ＩＣＡＭ１的表达水平可以反映炎症的变化程度。研
究发现祛风舒筋丸高、中、低剂量组均能显著降低

ＶＥＧＦ与ＩＣＡＭ１蛋白的表达，且对表达的抑制作用
呈现出明显的剂量依赖性，推测该药可能通过抑制

ＶＥＧＦ和ＩＣＡＭ１的表达，从而阻断滑膜血管新生和
血管翳形成，阻止巨噬细胞和淋巴细胞向局部移

行，抑制关节滑膜慢性炎症的产生。

综上所述，祛风舒筋丸抗类风湿关节炎作用机

制可能与抑制 Ｔ淋巴和 Ｂ淋巴细胞增殖调节细胞
免疫，抑制 ＩＬ１β、ＩＬ６及 ＴＮＦα等细胞因子生成，
抑制ＶＥＧＦ和 ＩＣＡＭ１的表达阻断滑膜血管新生，
抑制炎症细胞浸润与渗出有关。
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