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摘要：目的　观察青藤碱（ＳＩＮ）对胶原诱导性关节炎（ＣＩＡ）小鼠关节炎指数（ＡＩ）评分、血清肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白细胞
介素１７（ＩＬ１７）及滑膜核因子κＢ（ＮＦκＢ）蛋白表达的影响。方法　将３０只ＤＢＡ／１小鼠用随机数字表法分为正常组、ＣＩＡ组、
ＳＩＮ组３组，每组各１０只，诱导 ＣＩＡ组与 ＳＩＮ组小鼠建立 ＣＩＡ模型，予青藤碱（ＳＩＮ）药物干预 ＳＩＮ组，对三组分别进行 ＡＩ评
分，测定血清ＴＮＦα、ＩＬ１７的水平及滑膜ＮＦκＢ蛋白的表达。结果　ＳＩＮ组和ＣＩＡ组ＴＮＦα、ＩＬ１７的水平及滑膜ＮＦκＢ蛋白
的表达均较正常组升高，且ＳＩＮ组小鼠的ＡＩ评分较 ＣＩＡ组明显降低，血清 ＴＮＦα［（１７０．７３±１１．０５）ｐｇ·ｍＬ－１比（３４７．９７±
１３．４５）ｐｇ·ｍＬ－１，Ｆ＝１０２１．６７，Ｐ＜０．０１］、ＩＬ１７［（４７０．３０±１２２．０２）ｐｇ·ｍＬ－１比（６２１．７８±４８．９６）ｐｇ·ｍＬ－１，Ｆ＝１８４．４２，Ｐ
＜０．０１］水平明显减少，滑膜ＮＦκＢ［（０．５３±０．０４）ｐｇ·ｍＬ－１比（０．８４±０．０４）ｐｇ·ｍＬ－１，Ｆ＝８０４．０５，Ｐ＜０．０１］蛋白的表达下
调。结论　ＳＩＮ能改善ＣＩＡ小鼠关节肿胀，降低血清ＴＮＦα、ＩＬ１７的分泌，这可能与其下调了滑膜ＮＦκＢ的表达有关。
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节滑膜炎症为基本病理表现的自身免疫性疾病，可

引起受累关节的肿胀疼痛、活动受限，炎症持续进展

可造成对软骨及骨的破坏，造成关节畸形和功能丧

失，具有高度的致残性。青藤碱（ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ，ＳＩＮ）
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ｏｌｏｇｉｃａｌｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｎｏｖｅｌｐｙｒａｚｏｌｏｃｈａｌｃｏｎｅｓａｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｍｏｄｕｌａ
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是从中药青风藤中提取的生物碱单体，药理研究发

现其具有抗炎、免疫抑制等作用，对ＲＡ有较好的疗
效［１］。胶原诱导性关节炎（ｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｄｕｃｅｄａｒｔｈｒｉ
ｔｉｓ，ＣＩＡ）模型是目前公认的ＲＡ动物模型之一，本研
究建立ＣＩＡ小鼠模型，通过观察小鼠关节炎指数
（ａｒｔｈｒｉｔｉｓｉｎｄｅｘ，ＡＩ）评分、血清炎症因子肿瘤坏死因
子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）及白细胞介素
１７（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１７，ＩＬ１７）、滑膜核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）蛋白的变化及 ＳＩＮ的干预作用，
以探索ＳＩＮ治疗ＲＡ的可能作用机制。
１　材料与方法
１．１　材料　ＤＢＡ／１小鼠３０只，６周龄，雄性，购于
常州卡文斯实验动物有限公司，使用许可证：ＳＣＸＫ
（苏）２０１１－０００３。青藤碱（正清风痛宁片），湖南正
清制药股份有限公司产品；牛Ⅱ 型胶原、完全弗氏
佐剂（ＣＦＡ）、不完全弗氏佐剂（ＩＦＡ），美国 Ｃｈｏｎｄｒｅｘ
公司产品；小鼠 ＴＮＦαＥＬＩＳＡ试剂盒，小鼠 ＩＬ１７
ＥＬＩＳＡ试剂盒，深圳欣博盛生物科技有限公司产品；
ＮＦκＢｐ６５抗体，英国Ａｂｃａｍ公司产品。
１．２　方法
１．２．１　动物分组　３０只 ＤＢＡ／１小鼠用随机数字
表法分成３组：即正常组、ＣＩＡ组、ＳＩＮ组，每组各１０
只，其中ＣＩＡ组和ＳＩＮ组的２０只小鼠均先诱导建立
ＣＩＡ模型（正常组除外），在造模及给药过程中每组
小鼠均有意外死亡，至最后实验数据统计，正常组

剩余小鼠９只，ＣＩＡ组９只，ＳＩＮ组８只。
１．２．２　造模　参照文献［２］方法诱导建立 ＣＩＡ小鼠
模型。将牛Ⅱ 型胶原与完全弗氏佐剂等体积研磨
配置牛Ⅱ 型胶原乳剂，待乳剂乳化完全，于小鼠尾
根部皮内免疫注射，分２次注射，每次各１００μＬ，初
次免疫当天记为ｄ１，ｄ２１给予加强免疫注射。
１．２．３　关节炎指数评分　ｄ２７开始根据各组小鼠
关节肿胀情况进行 ＡＩ评分，每周一次，评分标
准［３］：０分，无关节肿胀；１分，足趾关节肿胀；２分，
趾关节和足趾肿胀；３分，踝关节以下的足爪肿胀；４
分，包括踝关节在内整个足爪严重红肿。各关节累

计积分为各小鼠的ＡＩ评分，每只最高分为１６分。
１．２．４　给药　ｄ２８开始根据组别予不同处理，ＳＩＮ
组予每日青藤碱药液１００ｍｇ·ｋｇ－１灌胃，正常组及
ＣＩＡ组予生理盐水作为对照，连续给药２０ｄ。
１．２．５　外周血采集及酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）
采取摘眼球法收集小鼠全血，静置离心，收集血清，

放置－２０℃储存备用。按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书
步骤检测血清ＴＮＦα、ＩＬ１７水平。
１．２．６　滑膜采集及蛋白质印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）　

处死小鼠后，仰卧位固定其头部和四肢，沿膝关节

正中纵行切开皮肤，暴露膝关节中心约 ３ｃｍ ×３
ｃｍ的区域，用齿镊提起髌骨，剥离完整的膝关节滑
膜组织，参照说明书提取滑膜蛋白，经电泳、转膜、

封闭、一抗及二抗孵育完成滑膜ＮＦκＢ蛋白检测。
１．３　统计学方法　本研究采用 ＳＰＳＳ２２．０统计软
件处理数据，计量资料以 ｘ±ｓ表示，多组间整体分
析为单因素方差分析，组间多重比较，满足方差齐

性检验者用ＳＮＫ法比较，不满足方差齐性检验者用
ＤｕｎｎｅｔｔＴ３检验。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　各组小鼠关节炎指数比较　造模ｄ２４小鼠关
节开始发红肿胀，关节炎发病，随着时间的延长，小

鼠关节红肿情况加重，伴关节活动受限，无法承重。

ＣＩＡ组小鼠较正常组ＡＩ评分均明显升高，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０１）；与ＣＩＡ组比较，造模ｄ４１和ｄ
４８，ＳＩＮ组小鼠 ＡＩ评分则明显下降，差异有统计学
意义（ｄ４１，Ｐ＜０．０１；ｄ４８，Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　各组小鼠ＡＩ评分比较／（分，ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ｄ２７ ｄ３４ ｄ４１ ｄ４８

正常组 ９ ０ ０ ０ ０

ＣＩＡ组 ９ ３．３３±２．１２ａ９．５０±２．８１ａ９．６７±２．３４ａ３．３３±１．２１ａ

ＳＩＮ组 ８ ３．２５±２．０５ ８．８３±２．２３５．５０±１．３８ｂ１．６７±０．５２ｃ

Ｆ值 １１．２１ １８．３５ ２３．２８ ２０．８０

Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　注：与正常组比较，ａＰ＜０．０１；与 ＣＩＡ组比较，ｂＰ＜０．０１，ｃＰ＜

０．０５

２．２　各组小鼠血清 ＴＮＦα、ＩＬ１７及滑膜 ＮＦκＢ
蛋白比较　各组间血清 ＴＮＦα表达水平有明显差
异，其中 ＣＩＡ组较正常组和 ＳＩＮ组均明显升高，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），ＳＩＮ组 ＴＮＦα水平显
著降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。各组间血
清ＩＬ１７表达水平有明显差异，其中 ＣＩＡ组较正常
组和ＳＩＮ组均明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），ＳＩＮ组 ＩＬ１７水平显著降低，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。各组间滑膜ＮＦκＢ蛋白表达差异
显著，其中ＣＩＡ组ＮＦκＢ蛋白表达明显上调，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０１）；ＳＩＮ组ＮＦκＢ蛋白的表达显
著下调，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。见表２。
３　讨论

本实验采用ＤＢＡ／１小鼠的ＣＩＡ模型，系因ＣＩＡ
模型是研究ＲＡ最常用的模型之一，且其发病机制
与ＲＡ有多方面的共同之处，包括滑膜增生、单核细
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表２　各组小鼠血清ＴＮＦα、ＩＬ１７及滑膜ＮＦκＢ
蛋白比较／（ｐｇ·ｍＬ－１，ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＴＮＦα ＩＬ１７ ＮＦκＢ

正常组 ９ １２６．６２±８．１１ ３４７．６０±１４．６６ ０．１７±０．０２

ＣＩＡ组 ９ ３４７．９７±１３．４５ａ ６２１．７８±４８．９６ｃ ０．８４±０．０４ｃ

ＳＩＮ组 ８ １７０．７３±１１．０５ｂ ４７０．３０±１２２．０２ｂ０．５３±０．０４ｂ

Ｆ值 １０２１．６７ １８４．４２ ８０４．０５

Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　注：与正常组比较，ａＰ＜０．０１，ｃＰ＜０．０５；与 ＣＩＡ组比较，ｂＰ＜

０．０５

胞浸润、软骨破坏等［２］，ＤＢＡ／１小鼠是诱导 ＣＩＡ模
型的敏感种系，关节炎的发生率可达８０％ ～１００％，
造模成功率高。本实验观察造模小鼠 ｄ２４关节炎
开始发病，ｄ４０左右关节肿胀达到高峰，本次造模
的成功率为 ８０％。ＳＩＮ是从中药青风藤中提取的
有效成分，研究发现，ＳＩＮ可降低佐剂性关节炎大鼠
的关节肿胀，降低关节炎大鼠的机械痛和热痛［４］，

并能降低 ＣＩＡ小鼠血清 ＩＬ１β、ＩＬ６的水平［５］。本

实验结果显示，造模 ｄ２７ＣＩＡ组小鼠的 ＡＩ评分较
正常组显著升高，ｄ２８开始予 ＳＩＮ治疗２周后，ＳＩＮ
组小鼠的ＡＩ评分较ＣＩＡ组明显降低，结果发现ＳＩＮ
能明显改善ＣＩＡ小鼠的关节肿胀，对关节炎有较好
的治疗作用。

ＴＮＦα是ＮＦκＢ活化后产生的重要炎症介质，
具有广泛的生物学效应，其能诱导其他前炎症细胞

因子如 ＩＬ１、ＩＬ６的产生，促使趋化因子的释放，活
化蛋白水解酶和金属蛋白酶，破坏关节软骨等，在

ＲＡ关节炎中发挥重要作用［６７］。ＩＬ１７是较晚发现
的炎症细胞因子，有强大的致炎作用。ＩＬ１７在 ＲＡ
患者滑膜中表达水平升高，且会刺激多种趋化因子

的表达，募集嗜中性粒细胞、巨噬细胞和淋巴细胞

至关节滑膜，加重关节炎症和损伤［８９］。有研究发

现ＳＩＮ能下调血清ＩＬ１７的表达以改善ＣＩＡ大鼠关
节炎症［１０］。ＮＦκＢ是广泛表达的核转录因子，在多
种疾病的炎性位点高度活化，与关节炎的发生密切

相关［１１］。研究发现，ＮＦκＢ在ＣＩＡ大鼠关节滑膜中
的表达明显升高，ＮＦκＢ的活化能抑制 ＲＡ成纤维
样滑膜细胞（ＲＡＦＬＳ）的凋亡，促进 ＲＡＦＬＳ相关细
胞因子和蛋白酶的分泌［１２］。口服 ＮＦκＢ抑制剂咪
唑啉可明显改善关节炎模型小鼠的关节炎症、血管

翳形成、软骨损伤等症状［１３］。本研究发现，ＣＩＡ组
小鼠血清 ＴＮＦα、ＩＬ１７及滑膜 ＮＦκＢ蛋白的表达
均明显升高（Ｐ＜０．０１或 ＜０．０５），与既往的研究结
果一致，且 ＳＩＮ干预后，可显著抑制血清 ＴＮＦα、

ＩＬ１７及滑膜 ＮＦκＢ蛋白的表达（Ｐ＜０．０５），减轻
ＣＩＡ小鼠的关节炎症。

综上所述，本研究发现 ＳＩＮ可下调 ＣＩＡ小鼠滑
膜ＮＦκＢ的表达，抑制血清 ＴＮＦα、ＩＬ１７的分泌，
改善小鼠关节炎症，其可能是 ＳＩＮ治疗 ＲＡ作用机
制之一，为ＳＩＮ治疗ＲＡ提供一定的实验依据。
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