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摘要： 目的 探究新风胶囊调控巨噬细胞M1/M2型极化对DBA/1小鼠胶原诱导型关节炎（CIA）的影响。方法 按体质量将

DBA/1小鼠采用随机数字表法分为空白对照组（NC组）、模型组（M组）和新风胶囊组（XFC组）三组。M组和XFC组建立Ⅱ型

胶原合并弗氏佐剂诱导的CIA小鼠模型，第二次免疫当天，NC组和M组给予生理盐水，XFC组按照规定剂量给予新风胶囊混

悬液 1.5 mL/100 g，每天 1次，连续 21 d灌胃处理。利用小鼠关节炎指数（AI）评分评估新风胶囊对CIA模型小鼠关节的作用，

HE染色检测滑膜组织病理损伤程度；蛋白质印迹法（Western blotting）检测巨噬细胞中CD68、iNOS 蛋白表达水平。研究时间

自 2020年 6月至 2021年 5月。结果 实验结果表明，与NC组相比，滑膜炎性细胞浸润数量及血管翳增生数量较前升高，第 30
天 M组发病关节炎爪数［（3.83 ± 0.41）只］明显增多（P<0.05），右后爪关节炎严重程度评分［（2.83 ± 0.75）分］上升（P<0.05）， 四
肢关节炎评分均值［（2.17 ± 0.38）分］升高（P<0.05），CD68相对表达量（0.964±0.080）高于NC组（0.430±0.0186）（P<0.05），iNOS
相对表达量（0.738±0.052）高于NC组（0.477±0.016）（P<0.05）。与M组比较，第30天 XFC组滑膜炎性细胞浸润数量及血管翳增

生数量均下降，发病关节炎爪数［（1.50 ± 0.55）只］低于M组［（3.83 ± 0.41）只］（P<0.05），右后爪关节炎严重程度评分［（1.00 ± 
1.10）分］低于 M组［（2.83 ± 0.75）分］（P<0.05），四肢关节炎评分均值［（0.75 ± 0.27）分］低于［（2.17 ± 0.38）分］（P<0.05），CD68
相对表达量（0.632±0.017）低于 M组（0.964±0.080）（P<0.05），iNOS相对表达量（0.572±0.036）低于 M组（3.83 ± 0.41）（P<0.05）。

结论 新风胶囊改善 CIA 小鼠体内炎症诱导的关节滑膜损伤，可能通过抑制巨噬细胞向 M1 型极化，从而减少炎性因子的

释放。
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Abstract： Objective To investigate the effects of Xinfeng capsule on M1/M2 polarization of macrophages on collagen-induced ar‐
thritis (CIA) in DBA/1 mice.Methods According to body weight, DBA/1 mice were randomly divided into three groups: blank control 
group (NC group), model group (M group) and Xinfeng capsule group (XFC group). CIA mouse model induced by typeⅡ collagen com‐
bined with fredrin's adjuvant was established in M group and XFC group. On the day of the second immunization, NC group and M 
group were given normal saline, XFC group was given Xinfeng capsule suspension at the specified dose of 1.5 mL/100 g, once a day, for 
21 consecutive days. Arthritis Index (AI) score was used to evaluate the effects of Xinfeng capsule on CIA model mice joints, and HE 
staining was used to detect the degree of synovial tissue pathological damage. The expression levels of CD68 and iNOS in macrophages 
were detected by Western blotting. The study period was from June 2020 to May 2021.Results The results showed that compared with 
NC group, the number of synovial inflammatory cell infiltration and pannus hyperplasia increased, and the number of arthritic claws in 
M group [(3.83 ± 0.41)]significantly increased on day 30 (P<0.05), the severity score of right posterior paw arthritis [(2.83 ± 0.75) 
points] increased (P<0.05), the mean score of limb arthritis[(2.17 ± 0.38) points]increased (P<0.05), the relative expression of CD68 
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(0.964±0.080) was higher than that of NC group (0.430 ±0.0186)(P<0.05), the relative expression of iNOS in NC group (0.738 ± 0.052) 
was higher than that in NC group (0.477 ± 0.016) (P<0.05).Compared with M group, XFC group decreased the number of synovial in‐
flammatory cell infiltration and pus hyperplasia on day 30, and the number of arthritic claws[(1.50 ± 0.55)]was lower than that of M 
group[(3.83±0.41)](P<0.05),the severity score of right posterior paw arthritis [(1.00 ± 1.10) points] was lower than that of M group[(2.83±
0.75) points](P<0.05), the mean score of limb arthritis [(0.75±0.27) points] was lower than [(2.17 ± 0.38) points](P<0.05),the relative ex‐
pression of CD68 (0.632 ± 0.017) was lower than that of M group (0.964±0.080) (P<0.05), the relative expression of iNOS (0.572±
0.036) was lower than that of M group (3.83 ± 0.41)(P<0.05).Conclusion Xinfeng capsule ameliorates arthrities-induced synovial in‐
jury in CIA mice, possibly by inhibiting m1-type polarization of macrophages, thereby reducing the release of inflammatory factors.
Key words： Arthritis,rheumatoid; Xinfeng capsule; Macrophages; Inflammatory cytokines

类风湿关节炎（rheumatoid arthritis，RA）是一种

以关节滑膜炎为特征的自身免疫性疾病，其特征是

由浸润性的滑膜炎症导致的关节损伤，进而产生软

骨和骨质侵蚀，最终引起关节畸形，对病人的日常

活动有着严重不良影响［1］。虽然 RA 的确切发病机

制尚不清楚，前期多项研究发现巨噬细胞是引起 
RA 的关键性因素之一。巨噬细胞是机体的免疫细

胞，被发现可趋化至关节滑膜处，参与机体炎症反

应［2-5］。现代研究表明，巨噬细胞能够发挥免疫应答

作用，进而维持机体内环境的稳态，当这种动态平

衡被打破时，在特定环境下，巨噬细胞可极化为 M1
和M2型，M1型分泌大量的炎性因子，如肿瘤坏死因

子 - α（TNF- α）、白细胞介素（IL）-6、IL-1 等，同时 
TNF-α 还可活化免疫细胞中的核转录因子-κB（NF-

κB）信号通路，放大炎症效应，从而引起并加剧组织

细胞损伤，M2型释放抑炎因子，可降低人体的炎症

反应，在组织修复中发挥作用［6-7］。通过建立 RA 动

物模型，研究人员发现促进滑膜组织的巨噬细胞凋

亡或抑制M1型极化，可达到缓解RA的目的［8-9］。由

此可见，调控巨噬细胞M1/M2型极化可有效干预滑

膜组织中炎症的发展。

目前，西医在临床治疗上采用非甾体抗炎药、

抗风湿药物、糖皮质激素和生物制剂等虽然能够有

效地改善 RA 的长期治疗预后，但同时也伴随着对

人体肝、肾脏各项机能的损害、胃肠道反应和白细

胞数量的减少等多种情况导致的不良反应［10］。因

此，寻找一条新的辅助治疗思路极为迫切，近年来，

随着中医中药的发展与崛起，传统中医药具有成本

低、毒副作用小、整体调理等优势，其在 RA 中的推

广与使用引起了人们越来越广泛的关注。新风胶

囊（Xinfeng capsule，XFC）是安徽中医药大学第一附

属医院生产的中药复方制剂，由黄芪、薏苡仁、雷公

藤、蜈蚣四种中药材组成，具有益气健脾、通络止痛

之功。课题组前期研究证实，XFC被发现可以减轻

实验动物 RA 症状，并具有抗炎功能，但其缓解 RA
潜在的调控机制尚需深入研究［11-12］。本研究自 2020
年 6月至 2021年 5月以胶原诱导型关节炎（collagen-

induced arthritis，CIA）小鼠为模型，巨噬细胞极化为

主线，通过动物体内外实验来探讨XFC调控巨噬细

胞极化对改善RA的影响。

1　材料与方法

1.1　实验动物　SPF 级雄性 DBA/1 小鼠购自北京

华阜康，许可证号 SCXK（京）2019-0008。饲养于安

徽中医药大学动物实验中心，实验光照时间为 7点

至 19 点，研究人员将饲养环境设置为室温 20~
26 ℃、相对湿度 40%～70%，在该条件下对小鼠实施

适应性喂养。最后取 18只 7~8周龄，体质量 18～22 
g的雄性小鼠开展实验。

1.2　试剂与仪器　

1.2.1　实验药品与试剂　牛源性Ⅱ型胶原购于美

国 Chondrex；HE 染色试剂盒、蛋白质印迹（Western 
blotting）试剂盒购于碧云天，二甲苯购于上海化学

试剂有限公司；全蛋白提取试剂盒购于上海源叶生

物科技有限公司；二辛可宁酸（BCA）蛋白检测试剂

盒购自江苏凯基生物公司；增强化学发光法（ECL）
发光液购自Millipore；聚偏二氟乙烯膜（PVDF）购自

Bio-Rad。
1.2.2　主要仪器　冰冻切片机购自日本 Olympus 
公司；电泳仪购自福禄克国际；凝胶成像仪购自 SIM 
公司；4 ℃冰箱购于北京福意电器有限公司；转膜仪

购自Bio-Rad。
1.3　方法　

1.3.1　CIA 模型的建立、分组和给药　小鼠适应性

饲养 1周后，按体质量随机分为三组，分别为NC组、

M组和XFC组，每组 6只。选用 M 组和XFC组开始

造模。将 2 g/L 牛源性Ⅱ型胶原（bovine collagen Ⅱ，

B Ⅱ）在等量 Freund’s complete adjuvant 中进行乳

化，在小鼠尾根部皮下注射 100 μL乳化BⅡ。第 21
天将BⅡ在等量Freund不完全佐剂中进行乳化并以

同样的方式加强免疫。第二次免疫当天，XFC组每

天灌胃一定浓度的实验药物治疗。鉴于课题组前

期研究基础，NC 组及 M 组予生理盐水灌胃，1 mL/
100 g，每天 1 次。XFC 组：新风胶囊混悬液 1.5 mL/
100 g灌胃，每天 1次［13］。持续给药至二个时间节点
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（42 d）处死小鼠取材，第 42天处死小鼠进行关节滑

膜组织检测。

1.3.2　 记 录 关 节 炎 指 数（arthritis index，AI）评 分　

首次免疫后，研究人员每 3 d 记录各组小鼠发生关

节炎的爪数，并对每只关节炎爪的关节严重程度进

行评分。计算平均值并连续记录至第 42天。AI评
分最高为 16 分，按照 AI 评分标准将四肢红肿程度

评为 1～4分。0分：无红肿；1分：轻微发红；2分：中

度发红；3分：全足明显红肿；4分：全足红肿，伴关节

变形和运动障碍。AI评分≥ 1分即为造模成功［14］

1.3.3　HE 染色法观察滑膜组织病理学变化　取小

鼠右后肢，4% 多聚甲醛固定，乙醇分步脱水，二甲

苯透明后石蜡浸渍，包埋，制成蜡块后切成 4 μm薄

片；将蜡块组织依次浸入二甲苯（Ⅰ）及二甲苯（Ⅱ）

各 10 min，随后将乙醇分步脱水，用蒸馏水洗涤 2 
min；苏木素染色 5 min，清水冲洗 1 min，盐酸乙醇分

化 20 s，酸水、氨水反蓝 20 s，伊红染色 5 min，再次

使用乙醇分步脱水，经二甲苯使切片透明，将透明

的切片滴上树胶，然后用盖玻片密封，制成中性树

胶封片，显微镜下观察小鼠关节的形态和结构。

1.3.4　Western blotting 检测蛋白表达水平　用预冷

的 PBS 缓冲液洗涤关节滑膜组织，加入 50 μL 裂解

液，并与 100 mol/L PMSF 以 100∶1 混合制备，处理

25 min至完全裂解，然后将蛋白吸于EP 管，在 4 ℃，

12 000 r/min下离心 5 min，吸取上清置于−80 ℃环境

中，分装保存。用BCA试剂盒测量OD值，计算蛋白

量，配制SDS-PAGE 凝胶，加入样品，使样品在100 V
电泳条件下分离，恒定电流转移至预先准备的

PVDF 膜上 1 h。使用 5% 的脱脂奶粉封闭 2 h，加入

稀释后的CD68抗体、INOS抗体、GAPDH抗体，摇床

4 ℃孵育过夜。将一抗回收，用 Western 液洗涤 5～
10 min，共 3 次，二抗同样孵育 1 h，用 Western 液洗

涤，ECL试剂检测蛋白。

1.4　统计学方法　使用 SPSS 21.0软件进行统计学

分析，数据以 x̄ ± s 表示，多组间比较采用单因素方

差分析，两两比较使用 LSD-t 检验，P<0.05 为差异

有统计学意义。

2　结果

2.1　CIA 造模成功及关节炎严重程度评分　M组、

XFC组小鼠造模后足爪均充血红肿，关节开始出现

畸形，小鼠活动受限，NC组四肢无红肿、畸形，AI评
分为 0。第二次免疫开始，每 3 d记录发生关节炎的

爪数、右后爪关节炎严重程度评分和四肢关节炎评

分均值。实验结果表明：

①首次免疫后 21 d～42 d，NC组小鼠四肢发生

关节炎的次数为 0，M 组和 XFC 组发病的关节数量

均高于NC组，随着时间延长，两组的关节炎爪数也

相应升高，M组于致炎30 d发病至最高峰，后保持不

变；与M组比较，XFC组上升速度明显减缓，发病爪

数明显减少（表1）。

②首次免疫后 21～42 d，NC组右后爪关节炎严

重程度评分为 0，M 组评分随时间延长明显上升后

缓慢下降，XFC 组评分缓慢上升后缓慢下降，且上

升幅度始终低于M组（表2）。

③首次免疫后 21～42 d，NC组四肢评分均值为

0，随着造模时间延长，M组四肢评分均值缓慢上升，

XFC 组先缓慢上升，于致炎第 39 天至最高峰，后出

现逐渐下降趋势，且 XFC 组评分均值始终低于 M
组（表3）。

表 1　新风胶囊（XFC）对免疫后不同时间胶原诱导型关节炎（CIA）小鼠发生关节炎爪数的影响/x̄ ± s
组别

NC
M
XFC 1.5 mL/100 g
F值

P值

鼠数

6
6
6

21 d
0
0
0

24 d
0

0.83 ± 0.75①

0.50 ± 0.55①②

3.65
0.051

27 d
0

2.17 ± 0.41①

1.00 ± 0.63①②

37.35
<0.001

30 d
0

3.83 ± 0.41①

1.50 ± 0.55①②

143.93
<0.001

33 d
0

3.83 ± 0.41①

1.67 ± 0.52①②

153.46
<0.001

36 d
0

3.83 ± 0.41①

1.83 ± 0.41①②

198.50
<0.001

39 d
0

3.83 ± 0.41①

2.00 ± 0.63①②

116.77
<0.001

42 d
0

3.83 ± 0.41①

2.17 ± 0.41①②

199.50
<0.001

注：①与NC组比较，P<0.05。②与 M组比较，P<0.05。

表 2　新风胶囊（XFC）对免疫后不同时间胶原诱导型关节炎（CIA）小鼠右后爪关节炎严重程度评分的影响/（分，x̄ ± s）
组别

NC
M
XFC 1.5 mL/100 g
F值

P值

鼠数

6
6
6

21 d
0
0
0

24 d
0

0.50 ± 0.84①

0.33 ± 0.52①②

1.21
0.327

27 d
0

1.17 ± 0.75①

0.50 ± 0.84①②

4.87
0.023

30 d
0

2.83 ± 0.75①

1.00 ± 1.10①②

21.04
<0.001

33 d
0

2.67 ± 0.52①

1.33 ± 1.03①②

24.000
<0.001

36 d
0

2.67 ± 0.52①

1.33 ± 0.82①②

34.29
<0.001

39 d
0

2.67 ± 0.52①

1.17 ± 0.75①②

38.60
<0.001

42 d
0

2.50 ± 0.55①

1.17 ± 0.75①②

32.50
<0.001

注：①与NC组比较，P<0.05。②与 M组比较，P<0.05。
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2.2　CIA 小鼠踝关节组织 HE 染色结果　NC 组关

节组织形态结构正常，滑膜腔内未见明显炎性细胞

浸润，M组滑膜腔内可见炎性细胞浸润及血管翳形

成，软骨表面被侵蚀，增生滑膜侵入皮下。与 M 组

相比，XFC 组滑膜腔内血管翳减少，关节组织结构

基本正常（图1）。

2.3　XFC 降低 CIA 小鼠滑膜组织 CD68、iNOS 的

蛋白表达水平　蛋白质印迹法结果表明：与 NC 组

比较，M组与XFC组小鼠滑膜组织中CD68、iNOS蛋

白表达均增加；与 M 组相比，XFC 组小鼠滑膜组织

中CD68和 iNOS蛋白表达降低（P<0.05）。见图2。

3　讨论

RA 属于中医“痹证”范畴，因其病程长而难以

治愈，后人称之为“尪痹”，是风湿免疫科的常见病

症之一［15］。临床上 RA 多表现为关节肿痛，严重者

可导致关节变形。RA的病理基础为滑膜炎症。本

研究结果发现，XFC 具有降低 CIA 小鼠模型 AI 评
分、血管翳形成和滑膜炎症细胞浸润数量，降低关

节滑膜组织中CD68、iNOS的蛋白表达水平的作用。

表明XFC具有改善CIA小鼠体内炎症诱导的关节滑

膜损伤的功能。

作为公认研究人类RA的经典动物模型，CIA 小
鼠易感且成本较低，能够模拟RA的治疗作用，目前

是人类较为理想的动物模型［16］。由于该动物模型

造模成熟和发病稳定，而被广泛应用于 RA 治疗的

多个研究和探索的领域，因此，选用CIA模型突出了

XFC 治疗作用的靶点。中药复方 XFC 遵循中医整

体调节的原则，方中黄芪益气健脾；薏苡仁可达健

脾利湿、舒筋除痹之功；雷公藤消肿止痛；蜈蚣祛风

通络止痛，根据现代药理学研究成果，方中选用的

中草药具有抗风湿、调节免疫、抗炎等药理作用［17］。

课题组初步发现，使用XFC治疗AA大鼠后，血清中

IL-10 显著升高，IL-17 水平显著降低，前期已发现 
IL-17 是参与自身免疫性疾病发生、发展的重要炎

症介质，由此推测 XFC 具有抗炎作用［18-19］。实验结

果显示与 M 组相比，治疗后小鼠 AI评分、滑膜中血

管翳形成数量和炎性细胞浸润明显减少，提示 XFC
能够显著改善 CIA 小鼠的关节肿胀情况，抑制血管

翳的生成，抑制炎症发展，这与之前的研究结果保

持一致。

现代研究认为，巨噬细胞参与机体固有免疫系

统，具有吞噬、杀灭病原微生物、炎症防御等功能，

在人体非特异性免疫中发挥了重要作用。在人体

被外界因素刺激时，巨噬细胞会表现为活化状态，

从而清除异物，来保护人体不被伤害。然而，当巨

噬细胞清除异物时，也随之会释放TNF-α、IL-1等炎

性因子，导致人体产生炎症反应，进而对机体某些

组织造成损伤。通常巨噬细胞不会大量增多，当其

受 到 某 种 信 号 ，如 巨 噬 细 胞 集 落 刺 激 因 子         
（GM-CSF） 、表皮生长因子（EGF）的诱导时，会在机

体内大量增殖。GM-CS 是一种在造血细胞产生及

活性表达的过程中发挥调节作用的细胞因子。GM-

CSF 在正常生理条件下的表达水平较低。当人体发

生感染或炎症时，GM-CSF 可短时间内急剧增加。

在自身免疫炎症小鼠模型中，GM-CSF 阻断剂减少

了中性粒细胞和单核细胞的聚集，从而降低疾病的

严重性［20］。此外，GM-CSF 还能将巨噬细胞极化为 
M1 型巨噬细胞，产生并分泌 TNF-α、诱导型一氧化

氮合酶（inducible nitric oxide synthase，iNOS）等致炎

因子［21］。CD68是巨噬细胞的通用标志物，可以同时

识别 M1 和 M2 两种表型［22］。iNOS 的表达和活性可

用于 M1 型和 M2 型巨噬细胞的鉴别，在巨噬细胞

中，M1型则以高度表达 MCP-1和 iNOS 等促炎细胞

因子为标志［23-24］IA 动物模型中，XFC 组 CD68、iNOS
的蛋白表达水平显著低于模型组，由此推测XFC可

能通过下调滑膜组织中中M1型巨噬细胞的表达抑

制促炎细胞的释放，以减轻关节炎症。

综上所述，新风胶囊可缓解因滑膜炎症导致的

6
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4

1

5

7 8 9 10

注：1―CAPDH；2―iNOS；3―CD68；4―正常组；5―模型组；6―
XFC治疗组。

图 2　XFC对CIA小鼠滑膜组织CD68、iNOS的蛋白表达的影响

表 3　新风胶囊（XFC）对免疫后不同时间胶原诱导型关节炎（CIA）小鼠四肢关节炎评分均值的影响/（分，x̄ ± s）
组别

NC
M
XFC 1.5 mL/100 g
F值

P值

鼠数

6
6
6

21 d
0
0
0

24 d
0

0.25 ± 0.27①

0.13 ± 0.14①②

3.00
0.080

27 d
0

0.92 ± 0.47①

0.33 ± 0.20①②

15.00
<0.001

30 d
0

2.17 ± 0.38①

0.75 ± 0.27①②

100.58
<0.001

33 d
0

2.17 ± 0.34①

0.75 ± 0.25①②

130.75
<0.001

36 d
0

2.25 ± 0.27①

0.79 ± 0.19①②

212.36
<0.001

39 d
0

2.21 ± 0.25①

0.83 ± 0.26①②

176.15
<0.001

42 d
0

2.29 ± 0.33①

0.79 ± 0.19①②

167.21
<0.001

注：①与NC组比较，P<0.05。②与 M组比较，P<0.05。
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关节红肿疼痛，并可能通过下调滑膜组织中 M1 型

巨噬细胞表达，抑制炎性因子的产生和分泌，从而

对CIA小鼠模型产生保护作用。

（本文图1见插图2-1）
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