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·基础研究·

风湿清方对
%'G

大鼠骨保护作用机制研究

姜　泉#　李德平!　曹　炜#　吴广均$　唐晓颇#　雷　云!　李家9

康浩宸8　高　波9　雷　光9　翟春红9　翟华强!　吴振宇$

摘要　目的　探讨风湿清方对胶原诱导的关节炎（
-233<H,@


=@IB-,I <0J?0=J=K

，
%'G

）大鼠骨保护作用

机制。方法　试验分为空白组、模型组、西药组（
*(L

，
# .HFMH

）和中药组（风湿清方，
!9 H

生药
FMH

），除空

白组外，其余各组大鼠
%'G

造模，西药组与中药组免疫后第
#9

天开始给药，给药直至第
8:

天。观察各组大

鼠足趾体积（每周二、周五测量），检测干预
$

、
:

周时血清
'N


#7

、
OG5PN

、
*'Q


#α的表达水平及骨密度、核

素骨显像，观察病理切片，评价清热活血方药对
%'G

大鼠骨破坏的干预情况。结果　造模各组第
#"

天起，

双足体积开始增加，
!#

天左右达到高峰，
$"

天左右明显下降，其中两个给药组比模型组肿胀程度轻。与模

型组同期比较，西药组干预
$

周后
'N


#7

、
OG5PN

降低（
Q R"


"#

，
Q R"


"8

），中药组干预
$

周后
'N


#7

降低

（
Q R"


"8

）；两个给药组干预
:

周后
OG5PN

均降低（
Q R"


"#

，
Q R"


"8

）。与模型组及西药组同期比较，

中药组干预
:

周后整体
S*+

及踝关节
S*+

均升高（
Q R"


"#

，
Q R"


"8

）
4

，中药组干预
$

周踝
OE'F

下颌骨

升高、足趾
OE'F

下颌骨升高（
Q R"


"8

）。病理切片发现模型组关节腔隙明显增宽，滑膜组织增生严重，骨组

织破坏，与模型组比较，两个给药组改善显著，软骨结构轮廓完整。结论　风湿清方可以抑制骨密度下降，防
止骨破坏，其机制可能通过骨免疫

(?FOG5PN

系统，下调
'N


#7

、
OG5PN

、
*'Q


#α的表达水平，抑制破骨细

胞的成熟和分化，促进成骨细胞活跃，从而抑制骨破坏。

关键词　类风湿关节炎；风湿清方；骨免疫学；核素骨显像；骨密度
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　　类风湿关节炎（
0?,B.<J2=I <0J?0=J=K

，
OG

）是一

种以滑膜慢性炎症为主要表现的自身免疫性疾病，最

终可产生软骨及骨侵蚀，导致骨质疏松。而新兴的

“骨免疫学”研究免疫系统与骨的相互作用［
#


$

］，一方

面，
OG

中免疫系统与骨的相互影响属于骨免疫学范

畴，另一方面，骨免疫学在
OG

的研究中得到发展。前

期研究结果表明，风湿清方可抑制
OG

骨破坏，即具有

“骨保护”作用［
9

－
##

］，风湿清方是路志正教授治疗
OG

经验方，本实验采用胶原诱导关节炎（
-233<H,@


=@


IB-,I <0J?0=J=K

，
%'G

）大鼠模型，基于骨免疫学，探讨

风湿清方骨保护机制。

材料与方法

#

　动物　清洁级
U+

雌性大鼠
9"

只，
7

周龄，体

重（
!!"

±
#"

）
H

。购自北京维通利华实验动物技术有

限公司，动物合格证号：
U%LP

（京）
!"#!

－
"""#

。于

中国中医科学院广安门医院Ⅱ级动物实验室适应性饲
养

#

周，由专业人员饲养，温度为室温。

!

　药物、试剂及仪器　风湿清方：土茯苓、金银
花、苍术、黄柏、萆、丹参、莪术共

#$

味，常规煎煮，

浓缩，
$ """ 0 F.=@

离心
#" .=@

，弃掉渣滓沉淀，再浓

缩药液，制成
! HF.N

的药液（广安门医院药剂科煎药

室制备）。甲氨蝶呤片（
*(L

），
!


8 .HF

片，上海医药

有限公司信谊制药总厂，批号：
!"#""$"!

。免疫原系

牛Ⅱ型胶原，浓度为 ! .HF.N

，
%?2@I0,_

公司生产，

批号：
##"$79

；完全弗氏佐剂，批号：
##"$!!

，
%?2@



I0,_

公司生产；放射性核素骨显像剂：bb .

(-


*+Q

（亚甲基二磷酸），由北京森科核医药中心标记、提供，

放化纯度
c b8

％。手提式均质仪，型号：
'PG


(#"

<K=- \3J0<


JB00<_

，上海攸茜实业有限公司；
+=K-2T


,0A )

型双能
L

线骨密度仪（
+LG

），美国
NENEZ'%

公司生产；单光子发射计算机断层显像仪（
UQ;%(

），

德国西门子公司；酶标仪：
*\N('UPG5 *P$

，
(?,0


.2

，美国。

$

　
%'G

大鼠模型制备及分组　根据大鼠体重随
机分为空白组、模型组、西药组、中药组，每组各

#"

只。

在净化操作台上，冰浴环境下将牛Ⅱ型胶原缓慢加入
完全弗氏佐剂中，利用均质仪充分乳化至油包水状，滴

入水中不散开，乳剂中牛Ⅱ型胶原的终浓度为
# .HF.N

，乳剂现配现用。模型组、西药组、中药组进

行第
#

次免疫，于尾根部左侧皮内注射免疫原乳剂

（含牛Ⅱ型胶原 !"" μHF"! .N

）。初次免疫后第
7

天加强免疫
#

次，于尾根部右侧皮内注射免疫原乳剂

（含牛Ⅱ型胶原 #"" μHF"# .N

）。肉眼观察肿胀即

为造模成功，本实验造模成功率
b"d

，每组失败
#

只。

9

　干预方法　各组均于二次免疫
#

周后进行干

预。西药组西药组灌胃
*(L

（
# .HF # """ H

，相当于

临床人用药剂量
:

倍），每周
#

次，未用药的实验日灌

服等体积生理盐水，每日
#

次。中药组灌胃风湿清方

（
!9 H

生药
FMH

，相当于人临床用药剂量
:

倍），每日
#

次。其余两组大鼠每天灌胃等体积生理盐水。各组均

干预
:

周。
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　检测指标及方法
8


#

　足趾体积测量　膝关节处标记，采用排水
法测记号以下部位的体积，从造模开始每周测

!

次

（周二、周五），直至实验结束。

8


!

　细胞因子检测　干预
$

周、
8

周后采大鼠

眼眶后静脉丛血
"


8 .N

左右，干预
6

周后采大鼠麻

醉后腹主动脉血
8 .N

。血标本静置
! ?

，
$ """ 0 F.=@

离心
#" .=@

取上清，置于 －
6"

℃冰箱保存。采用
;N'UG

法检测各组大鼠血清
'N


#7

、巨噬细胞炎性因

子（
.<-02Y?<H, =@V3<..<J20A Y02J,=@

，
*'Q

）－
#α、

核因子 κS

受体活化因子配体（
0,-,YJ20 <-J=T<J20

V20 @B-3,<0 V<-J20

κS 3=H<@I

，
OG5PN

）表达水平。

操作步骤严格按照试剂盒说明书进行。

8


$

　骨密度（
S*+

）检测　干预
8

周、
6

周后，麻

醉后俯卧位固定，置于骨密度仪上全身扫描检测。对

全身和足局部进行
S*+

分析。

8


9

　核素骨显影　干预
8

、
6

周后，采用单光子

发射计算机断层显像仪，配低能通用型准直器。尾静

脉注射bb .

(-


*+Q

（
"


78 .%=F.N

）
"


: .N

，自由饮

水，
! ?

后
#"d

水合氯醛腹腔注射麻醉大鼠，仰位固定

于探头上。采集条件：能峰
#9" P,1

，窗宽
!"

％，矩阵
#!6

×
#!6

，采集
8 .=@

，放大倍数
#


76

。采用感兴趣

区域（
0,H=2@ 2V =@J,0,KJ

，
OE'

）法计算大鼠等面积踝

关节、足趾关节
OE'

与其下颌骨
OE'

放射性比值。

8


8

　病理结果观察　处死后取大鼠双腿浸泡在
#"d

福尔马林固定液中
!9 ?

。自来水冲洗
!9 ?

，
8d

硝酸浸泡脱钙
!

周，每周换液
!

次。至刀片能轻松切

断骨质后，重新浸泡至
#"d

福尔马林固定液，石蜡包

埋，切片
! ..

，̀
;

染色，观察病理结果。

:

　统计学方法　采用
UQUU #:4 "

软件，数据采

用
_

±
K

表示，组间比较采用单因素方差分析，
Q R

"


"8

为差异有统计学意义。

结　　果

#

　各组大鼠一般状态比较　造模各组第
#"

天，

部分大鼠足趾开始肿胀，足趾皮温明显增高，红肿热痛

明显，活动受限，精神萎靡，毛发松乱、欠光泽。造模后

第
!8

天起小部分大鼠足红肿热痛有所减轻，发现关

节畸形。
$#

天后急性红肿热痛基本减轻，关节畸形加

重。药物干预后上述病理状态有所缓解，但不甚明显。

干预期间空白组死亡
$

只，模型组死亡
#

只，西药组死

亡
9

只，中药组死亡
!

只，死亡原因为麻醉死亡以及因

疾病引起的大鼠相互打斗死亡。

!

　各组各时间点大鼠足趾体积比较（图
#

）　造

模各组第
#"

天起，双足体积开始增加，
!#

天左右达到

高峰，
$"

天左右明显下降，其中两个给药组比模型组

肿胀程度轻。

　　注：
G

为左足趾；
S

为右足趾

图
#

　各组大鼠足趾体积随时间变化情况

!

　各组干预
$

、
:

周后血清
'N


#7

、
*'Q


#α、

OG5PN

比较（表
#

）　与空白组同期比较，模型组干
预

$

周后
'N


#7

、
*'Q


#α、OG5PN 均升高（Q R "


"#

，

Q R"


"8

），模型组干预
:

周后
*'Q


#α、OG5PN 均升

高（
Q R"


"8

）。与模型组同期比较，西药组干预
$

周

后
'N


#7

、
OG5PN

降低（
Q R"


"#

，
Q R"


"8

），中药组

干预
$

周后
'N


#7

降低（
Q R"


"8

）；两个给药组干预
:

周后
OG5PN

均降低（
Q R"


"#

，
Q R"


"8

），中药组干

预
:

周后
*'Q


#α降低（Q R"


"#

）。

表
#

　各组干预
$

、
:

周后血清
'N


#7

、
*'Q


#α、

OG5PN

比较　（
_

±
K

）

组别 时间
@

'N


#7

（
@HFN

）

*'Q


#α

（
YHF.N

）

OG5PN

（
Y.23FN

）

空白 干预
$

周
#"

#"

．
8

±
"

．
6


!7:

．
8

±
#:

．
#


!6

．
6

±
#

．
7



干预
:

周
7 #"

．
!

±
#

．
#

!:#

．
9

±
6

．
9


!6

．
!

±
"

．
6



模型 干预
$

周
b #9

．
8

±
!

．
# $"9

．
7

±
!!

．
6 $!

．
b

±
!

．
#

干预
:

周
b #"

．
6

±
"

．
7 !b8

．
7

±
!b

．
" $#

．
9

±
#

．
6

西药 干预
$

周
b

#$

．
9

±
!

．
!


!bb

．
$

±
$:

．
8

$"

．
7

±
"

．
7



干预
:

周
: #"

．
9

±
#

．
7 !7:

．
!

±
!9

．
!

!b

．
:

±
#

．
$



中药 干预
$

周
b

#!

．
:

±
#

．
:


!b$

．
!

±
#6

．
$ $#

．
8

±
$

．
"

干预
:

周
7 #"

．
9

±
"

．
$

!7#

．
!

±
!8

．
7


!b

．
8

±
#

．
7



　　注：与模型组同期比较，
Q R"

．
"8

，
Q R"

．
"#
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$

　各组干预
$

、
:

周后大鼠整体
S*+

及踝关节

S*+

比较（表
!

）　与空白组同期比较，模型组干预
$

周后整体
S*+

降低（
Q R"


"8

）。与模型组及西药组

同期比较，中药组干预
:

周后整体
S*+

及踝关节

S*+

均升高（
Q R"


"#

，
Q R"


"8

）。

表
!

　各组干预
$

、
:

周后大鼠整体
S*+

及

踝关节
S*+

比较　（
HF-.

!，
_

±
K

）

组别 时间
@

整体
S*+

踝关节
S*+

空白 干预
$

周
9

"

．
#79

±
"

．
""7


"

．
#87

±
"

．
"#7

干预
:

周
6 "

．
#76

±
"

．
""7 "

．
#98

±
"

．
"!"

模型 干预
$

周
9 "

．
#7"

±
"

．
""9 "

．
#7"

±
"

．
"#7

干预
:

周
6 "

．
#:b

±
"

．
""9 "

．
#8$

±
"

．
"#b

西药 干预
$

周
9 "

．
#7!

±
"

．
""8 "

．
#:!

±
"

．
"#$

干预
:

周
6 "

．
#7"

±
"

．
""79 "

．
#:"

±
"

．
"!"

中药 干预
$

周
9 "

．
#:"

±
"

．
"#9 "

．
#69

±
"

．
"$6

干预
:

周
6

"

．
#76

±
"

．
""8

△
"

．
!""

±
"

．
"!9

△△

　　注：与模型组同期比较，
Q R "

．
"8

，
Q R "

．
"#

；与西药组同期比

较，△
Q R"

．
"8

，△△
Q R"

．
"#

9

　各组干预
$

、
:

周后大鼠踝
OE'F

下颌骨、足趾

OE'F

下颌骨比较（表
$

）　与空白组同期比较，模型组
干预

$

、
:

周踝
OE'F

下颌骨
OE'

升高（
Q R"


"#

，
Q R

"


"8

），模型组干预
:

周足趾
OE'F

下颌骨
OE'

升高

（
Q R"


"8

）。与模型组及西药组同期比较，中药组干预

$

周踝
OE'F

下颌骨
OE'

升高、足趾
OE'F

下颌骨
OE'

升

高（
Q R"


"8

）。

表
$

　各组干预
$

、
:

周后大鼠踝
OE'F

下颌骨、

足趾
OE'F

下颌骨
OE'

比较　（
HF-.

!，
_

±
K

）

组别 时间
@

踝
OE'F

下颌骨
OE'

足趾
OE'F

下颌骨
OE'

空白 干预
$

周
:

"

．
$8

±
"

．
#$


"

．
87

±
"

．
$7

干预
:

周
:

"

．
$b

±
"

．
#$


"

．
9#

±
"

．
!"



模型 干预
$

周
#" !

．
:"

±
"

．
66 #

．
#"

±
"

．
$#

干预
:

周
: #

．
6"

±
"

．
6! #

．
"7

±
"

．
$6

西药 干预
$

周
6 9

．
"$

±
#

．
69 #

．
86

±
"

．
6$

干预
:

周
: #

．
8$

±
"

．
69 "

．
6!

±
"

．
96

中药 干预
$

周
6

9

．
6#

±
$

．
$!

△
!

．
9#

±
#

．
97

△△

干预
:

周
6 #

．
6!

±
"

．
b9 #

．
"7

±
"

．
$7

　　注：与模型组同期比较，
Q R"

．
"8

，
Q R"

．
"#

；与西药组同期比较，△
Q R

"

．
"8

，△△
Q R"

．
"#

8

　各组大鼠踝关节病理结果比较（图
!

）　空白
组踝关节腔滑膜软骨结构光滑完整；模型组踝关节腔

隙明显增宽，滑膜组织增生严重，填充整个关节腔，大

部分软骨和骨组织破坏；与模型组比较，两个给药组改

善显著，滑膜、软骨结构轮廓完整。

讨　　论

采用
%'G

造模，可使模型机体产生体液和细胞免

疫反应、肢体远端关节红肿、滑膜增生、血管翳形成、软

　　注：
G

为空白组；
S

为模型组；
%

为西药组；
+

为中药组；箭头

所指为关节轮廓病理改变

图
!

　各组大鼠踝关节病理结果　（̀
;

，×
#


8

）

骨及骨破坏等病理表现，这些病理表现与临床
OG

患者

病理表现极为相似，该方法是目前公认的
OG

最佳模

型［
#!

］，本实验造模后足肿胀、病理切片、炎性因子的表

达等多方面验证，表明该方法与临床具有高度相似性，

可为探讨清热活血方药“护骨”机制提供模型基础。

本研究发现模型组整体
S*+

较空白组显著下

降，而炎症反应剧烈的踝关节
S*+

却有上升趋势，尤

其是中药干预
:

周后踝关节
S*+

显著上升（
Q R

"


"#

）。原因可能是灌服中药后成骨代谢增强，成骨

细胞活跃，破骨细胞分化和成熟减弱，尤其是在骨破坏

严重的足局部成骨细胞更为活跃，在关节局部堆积以

抵抗骨破坏，从而导致局部骨密度升高。

为证实上述推测，本研究进行了核素骨显像实验，

因bb .

(-


*+Q

与骨有特殊亲和性，能导向吸附于骨的

羟基磷灰石表面，当某部位骨代谢增强或成骨增加时，

核素就在该处沉积增加，表现为放射性增强，且与局部

的血流量成正比，早期
OG

局部血流增加以及关节骨

骺端骨组织磷酸盐代谢增强，晚期关节面软骨组织和

骨质破坏所致反应性成骨代谢增强，是造成局部放射

性异常浓聚的主要原因［
#$

－
#8

］，因此可以根据局部核

素放射性浓聚的强弱来判断成骨的活跃程度。本研究

中，干预
$

、
:

周后，模型组踝关节可见到放射性核素浓

集显著增高，随着时间的推移（
8:

天），有向远端关节

发展的趋势，且中药组放射性核素浓集增加最多。干

预
$

周后，由于足局部还有红肿热痛的炎症反应，放射

性核素浓集增高可能是因为踝关节局部血流增加及骨

骺端骨代谢旺盛（成骨活跃）；干预
:

周后，由于足局

部红肿热痛的炎症反应基本消除，放射性核素浓集增

高应该是以反应性成骨代谢增强为主，这也验证了上
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述
S*+

增高是反应性成骨代谢增强所致。即清热活

血方药能增加成骨细胞的活跃程度，以抵抗骨破坏。

分子机制方面，由于
OG

发病机制复杂，本研究仅

基于骨免疫学角度进行探讨。因免疫细胞和骨细胞共

同起源于骨髓，从起始、成熟到分化，存在着共同的细

胞因子、转录因子和受体，它们相互影响。研究免疫系

统和骨的交叉作用产生了“骨免疫学”，该学科在
OG

、

骨质疏松、
Q<H,J

骨病、骨溶解等诸多有关骨的疾病中

得到发展［
#:

］。基于骨免疫学，
OG

骨破坏机制如下，

(?

细胞在
*'Q


#α的作用下选择性地进入并积聚在

OG

患者的关节中，
(?

等免疫细胞可分泌
OG5PN

，促

进破骨细胞的成熟与分化，从而使骨损伤，造成骨丢

失。此外，
(?

细胞
#7

细胞还特异性表达
'N


#7

，
'N


#7

具有诱导
OG5PN

的表达，破坏
OG5PNF

骨保护素

（
EQZ

）平衡等生物学功能，造成骨损伤［
#7

，
#6

］。故本

实验基于骨免疫学的骨破坏机制，以
*'Q


#α、

OG5PN

、
'N


#7

为指标，探讨风湿清方骨保护机制。结

果发现干预
$

周后，模型组
*'Q


#α、OG5PN、'N#7 与

空白组比较均显著升高，给药各组有下降趋势。其中，

干预
:

周后，与模型组比较，中药组
*'Q


#α降低（Q R

"


"#

）；模型组
OG5PN

与空白组比较差异有统计学

意义（
Q R"


"8

），西药组、中药组
OG5PN

的表达水平

与模型组比较差异有统计学意义（
Q R "


"#

，
Q R

"


"8

）。由上结果可见，清热活血方药抑制骨破坏的

分子机制可能为下调
*'Q


#α、OG5PN、'N#7 的表达

水平。

综上，风湿清方治疗
OG

的机制可能为通过骨免

疫
(?FOG5PN

系统，下调
*'Q


#α、OG5PN、'N#7 的

表达水平，从而增加成骨细胞的活跃程度，降低破骨细

胞的成熟与分化，抑制骨破坏。若实验能加大样本量，

延长观察时间，缩短检测间隔时间，风湿清方对骨的影

响可能会有新的发现。
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