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·基础研究·

虎杖对胶原诱导性关节炎大鼠滑膜

GGHIγE 3Jκ7 信号途径的影响
杨　蕾#　张正菊#　相瑞阳#　顾　文!　张红红&

何毓玺#　王达利#　刘　慧#　马卫国#　孟凤仙#

摘要　目的　通过观察虎杖对胶原诱导性关节炎（
')H

）大鼠踝关节病理及滑膜组织、血清中过氧化物

酶体增殖物激活受体γ（GGHIγ）、K;%、白细胞介素 #4

（
)L


#4

）表达的影响，探讨虎杖抑制类风湿关节炎

（
IH

）滑膜免疫炎性损伤的作用机制。方法　采用大鼠尾根部注射牛
'Ⅱ方法制备 ')H

模型，将成模大鼠

按随机数字表法分为模型组、阳性对照组、虎杖
!

倍剂量组、虎杖常量组，另设正常对照组，每组
;

只。正常

对照组与模型组每天予去离子水
#" =LEMN

灌胃，阳性对照组每天予来氟米特
#


54 =NE MN

灌胃，虎杖
!

倍剂量

组、常量组每天分别以
5

、
O NE MN

灌胃，连续干预
#!

周。采用光镜观察各组大鼠踝关节病理改变。运用
I*


G'I

、
+:PQ:RS 710Q

及
<L)9H

检测技术，观察各组大鼠滑膜组织、血清中
GGHIγ、K;%、)L#4 =I3H

及蛋白

表达情况。结果　与正常对照组比较，模型组大鼠踝关节关节周围纤维组织增生，炎性细胞浸润；与模型组
比较，虎杖常量组大鼠关节软骨、关节腔未见明显病变。与正常对照组比较，模型组

GGHIγ、K;%、)L#4
=I3H

及蛋白表达上调（
G T"


"#

）。与模型组比较，虎杖
!

倍剂量组及常量组
K;%

、
)L


#4 =I3H

及蛋白

表达均下调（
G T"


"#

）；
GGHIγ=I3H

蛋白表达水平上调（
G T"


"#

）。结论　虎杖改善
')H

模型大鼠关

节滑膜免疫炎性损伤的机制，可能与调节
GGHIγE 3Jκ7 信号途径相关。

关键词　虎杖；胶原诱导性关节炎；
GGHIγE 3Jκ7 信号途径
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R:NU1-Q:V

（
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*W: =:BW-S>P= 0? G01.N0SU= BUPK>V-QU= ?0R >=KR0Y>SN P.S0Y>-1 >==US: >S?1-=


=-Q0R. >SFUR. >S ')H R-QP =>NWQ ^: R:1-Q:V Q0 R:NU1-Q>SN GGHIN-==-E3J


M-KK- 7 P>NS-1>SN K-QWX-.2

a<6+DIC9

　
G01.N0SU= BUPK>V-QU=

；
B011-N:S


>SVUB:V -RQWR>Q>P

；
GGHIγE3Jκ7 P>NS-1>SN K-QWX-.

　　类风湿关节炎（
RW:U=-Q0>V -RQWR>Q>P

，
IH

）是一

种慢性自身免疫性疾病，以关节滑膜为主要受累靶组

织［
#

］。流行病学研究显示，
IH

在我国的发病率高达

"


%b

，且呈现逐年上升的趋势，越来越多的研究论

证，免疫炎性损伤是
IH

发生的核心环节［
!

，
&

］。本实

验通过观察虎杖对
')H

模型大鼠滑膜组织中

GGHIγ、K;%、)L#4 表达的影响，旨在探讨虎杖抑制
IH

模型大鼠滑膜免疫炎性损伤的分子机制是否与

GGHIγE3Jκ7 信号通路的有关。

材料与方法

#

　材料
#


#

　动物　
9GJ

级雄性
9C

大鼠
O"

只，
;

周龄，

体重（
!#"

±
#"

）
N

，购自北京维通利华实验动物技术

有限公司，许可证号：
9'8a

（京）
!"#!

－
"""#

。本实

验获北京中医药大学东方医院动物实验伦理委员会批

准（
302 7]',


O


!"#;"!"%"5!""O

）。

#


!

　药物　虎杖中药颗粒购自北京中医药大学
东方医院药剂科；来氟米特片，每片

#" =N

，购自苏州

长征－欣凯制药有限公司，批号：
#&"#!;

。

#


&

　试剂与仪器　牛Ⅱ型胶原（美国 'W0S


VR:@

，批号：
#&""54

）；完全弗氏佐剂（
'JH

，美国

9>N=-

公 司，批 号：
'H9$""4

－
5#

－
!

）；
-SQ>


GGHIγ抗体（英国 H^B-=

公司，批号：
-^#$O5#

）；

-SQ>


3J

κ7G;%

抗体（英国
H^B-=

公司，批号：

-^#&#O5%

）；
*R>`01

（美国
)SY>QR0N:S

公司，批号：

;;""4

）；
DS: 9Q:K 967II*


G'I a>Q

（日本
*-a-


I-

公司，批号：
7a#O"#

）；目标上下游引物 （上海英

骏公司）；
*R>P

、
HG9

、
9C9

、
*<,<C

、丙烯酰胺等购

自美国
9>N=-

公司；氯仿、异丙醇、
$$b

乙醇为市售

分析纯。

HKK1>:V 7>0P.PQ:=P 4%""

型定量
G'I

仪（美

国
H7)

公司）；
C66


#"'

电泳仪（北京六一仪器厂）；

*'


$;EZE\

（̂ ）梯度
G'I

仪 （杭州博日公司）；

\'


&"#5I

高速冷冻离心机（安徽中科中佳仪器公

司）；
%5#"I

台式冷冻离心机（德国
<KK:SV0R?

公

司）；
(6


!6#

转膜仪（北京君意东方公司）；
]/


!"""

紫外分光光度计（上海尼柯公司）；
I*


;"""

型酶标仪

（深圳雷杜公司）。

!

　方法
!


#

　分组、模型制备及给药干预　
O"

只
9C

大

鼠，适应性喂养
#

周，随机选取
;

只为正常对照组，

其余为模型组。参照本课题组造模方法［
!

，
&

］配制冰

醋酸溶液
#% =L

（浓度为
"


# =01EL

），
O

℃冰箱降温
后，加入

&" =N

牛
'Ⅱ冻粉，配制成牛 'Ⅱ冰醋酸溶

液，
O

℃避光过夜。次日取已配制牛
'Ⅱ冰醋酸溶液

及
'JH

各
#% =L

，乳化（以滴入水中不扩散为度，乳

化过程不超过
&" =>S

）。取上述造模剂经大鼠尾根部

皮内注射，
"


! =LE

只，此次操作为第
#

次免疫干预。

$

天后取造模剂经大鼠尾根部皮内注射
"


# =LE

只，

为加强免疫，正常对照组
!

次免疫时注射等体积的生

理盐水。免疫
#;

天时对模型进行评价。

模型成功判定标准：于第
#

次免疫
#;

天时，根据

关节炎指数（
-RQWR>Q>P >SV:@

，
H)

）评分进行模型成功

评判，参考本课题组
H)

评分标准［
!

，
&

］，
H)

评分≥O

分

视为造模成功。本次造模成模率为
5&


&&b

。采用随

机数字表法选取成模大鼠
!O

只，按体重及
H)

评分随

机分为模型组、阳性对照组、虎杖
!

倍剂量组、虎杖常

量组，每组各
;

只。正常对照组与模型组每天予去离

子水
#" =LEMN

灌胃，阳性对照组每天予来氟米特
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灌胃，虎杖
!

倍剂量、常量组分别每天给

予虎杖
5

、
O NEMN

灌胃。阳性对照组及虎杖
!

倍剂量、

常量组药量相当于临床成人用药剂量
%


;

、
##


!

、
%


;

倍［
&

，
O

］。连续干预
#!

周。

!


!

　检测指标及方法
!


!


#

　样本采集　
#!

周后，
#"b

水合氯醛麻

醉，经腹主动脉取血，全血静置
! W

后离心提取血清，

用于
<L)9H

检测；处死后，置冰面解剖，摘取右踝关

节，置于
Ob

多聚甲醛固定液中，备病理学观察。摘取

双侧膝关节滑膜，置于液氮中保存，以备
I*


G'I

、

+:PQ:RS 710Q

技术检测。

!


!


!

　一般情况　每天对大鼠一般情况包括毛
发色泽、饮食摄水、精神状态等进行观察。每周用游标

卡尺测骨关节
#

次，并记录体重变化情况，进行
H)

评分。

!


!


&

　大鼠踝关节组织形态学观察　取大鼠右
踝关节，进行石蜡包埋，常规封片后，光镜下观察大鼠

踝关节病理变化，具体检测方法参照文献［
!

］。

!


!


O

　关节滑膜组织
GGHI γ、K;% 、)L#4 基

因转录水平检测　取大鼠膝关节滑膜组织标本，使用
*R>`01

试剂提取
I3H

后，进行一步法
I:-1 Q>=: G'I

反应。反应体积为
!% μL，反应体系含样本 I3H

! μL，GD+<I 967I ZI<<3 #4


! μL，#" K=01

引

物各
"


5 μL。反应条件为：O! ℃灭活 % =>S

，
$%

℃变
性

#" P

，
$%

℃退火
% P

，
;"

℃延伸
&O P

，共
O"

个循

环。反应结束后进行熔解曲线分析，以鉴定
G'I

产

物的特异性。使用
9:cU:SB: C:Q:BQ>0S 9.PQ:=

软

件分析
G'I

过程各检测样本的
'Q

值。引物设计及

合成情况见表
#

。

表
#

　引物设计及合成情况

名称 引物序列 长度（̂
K

）

)L


#4

上游引物
%

′
*H'HH''*''**Z'HZ'*''


&

′
#5"

下游引物
%

′
ZZH*'**'H*ZHZZ*HZ*'HZ*'


&

′
K;%

上游引物
%

′
HH'HHHH*Z''''H'ZZ**H


&

′
#!%

下游引物
%

′
ZZZH'ZH*Z'HH*ZZH'*Z*


&

′
GGHIγ 上游引物

%

′
'H**'*ZZ'''H''HH'***ZZ


&

′
!!$

下游引物
%

′
*ZZHZH*Z'HZZ'*''H'***Z


&

′
ZHGC\

上游引物
%

′
'''H*'*H*ZHZZZ**H'Z'


&

′
#%"

下游引物
%

′
***HH*Z*'H'Z'H'ZH***'


&

′

!


!


%

　关节滑膜组织
GGHI γ、K;%

蛋白表达

水平检测　取关节滑膜组织
&" =N

，加入
!"" μL 蛋

白裂 解 液，
#% =>S

。匀 浆 后，低 温 离 心，
O

℃
#! """ R E=>S

，
#" =>S

。取上清，测定蛋白浓度，煮沸

变性
% =>S

，－
!"

℃保存。采用
9C9

聚丙烯凝胶电

泳，配制
#!b

分离胶，
%b

浓缩胶，加定量后蛋白样本，

电泳，浓缩胶
5" /

，分离胶
#%" /

，待溴酚蓝电泳至

胶底部时终止电泳。湿法电转移至
G/CJ

膜。将

G/CJ

膜放入封闭袋中，加入 含
%b

脱脂奶粉封闭液

*79*

，摇床摇动
! W

。用封闭液将一抗按照
#

∶
# """

比例稀释，与膜共同孵育，
O

℃过夜。次日，
*79*

洗
&

次，每次
#" =>S

。用封闭液稀释二抗，浓

度
#

∶
% """

，将稀释后的二抗与膜共同孵育
! W

。孵

育结束，
*79*

洗
O

次，每次
#" =>S

。
<'L

化学发光

显色液，曝光。

采用凝胶图像分析系统对
+:PQ:RS 710Q

蛋白杂

交条带进行扫描，并用
Z:1


KR0

软件对图像进行灰度

分析。相对含量的变化
_

目的蛋白灰度
E-BQ>S

灰度。

!


!


;

　血清
)L


#4

蛋白表达水平检测　严格按
照

<L)9H

试剂盒说明书操作。

!


&

　统计学方法　采用
9G99 !"


"

统计软件

进行分析，数据以
@

±
P

表示，多组间比较采用单因素

方差分析，方差齐时，各组间两两比较采用
L9C

检验，

方差不齐时，则采用
*-=W-SB:

′
P *!

检验，
G T"


"%

为差异有统计学意义。

结　　果

#

　一般情况　正常对照组大鼠毛色光亮，精神
良好，饮食摄水正常；模型组毛色暗淡，精神萎靡，饮

食减少，所有大鼠均有多关节或单关节肿大，行动受

限；各治疗组随治疗周期关节肿大减轻，行动受限

改善。

!

　各组大鼠踝关节组织形态学变化比较（图
#

）

正常对照组关节面光滑，滑膜组织中未见炎性细胞浸

润，未见滑膜增生，软骨细胞排列整齐；模型组可见以

淋巴细胞为主的炎性细胞浸润，关节腔缩小，软骨滑膜

　　注：
3Z

为正常对照组；
,Z

为模型组；
+,Z

为阳性对照

组；
LGC

为虎杖
!

倍剂量组；
9GC

为虎杖常量组；下图均同；图

中红色箭头为滑膜增生；蓝色箭头为炎性细胞浸润

图
#

　各组大鼠踝关节组织形态学变化比较
（
\<

，×
!""

）
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　　注：
H

为滑膜组织
)L


#4 =I3H

表达；
7

为血清
)L


#4

蛋白表

达；与
3Z

比较，
G T"


"#

；与
,Z

比较，△
G T"


"#

图
!

　各组大鼠关节滑膜组织
)L


#4 =I3H

及血清

)L


#4

蛋白表达水平比较

轻度增生；阳性对照组及虎杖常量组，关节滑膜、关

节软骨、关节腔以及周围软组织未见明显病变；虎杖

!

倍剂量组关节周围软组织有少量纤维组织增生，未

见炎性细胞浸润，关节软骨未见明显病变，关节腔

闭塞。

&

　各组大鼠关节滑膜组织
)L


#4 =I3H

转录水

平及血清
)L


#4

蛋白表达水平比较（图
!

）　与正常对照
组比较，模型组

)L


#4 =I3H

转录水平及蛋白表达水平

均上调（
G T "


"#

）。与模型组比较，各治疗组
)L


#4

=I3H

转录水平及蛋白表达水平下调（
G T"


"#

）。

O

　各组大鼠关节滑膜组织
K;% =I3H

转录水

平及
K;%

蛋白表达水平比较（图
&

）　与正常对照组
比较，模型组

K;% =I3H

转录水平及蛋白表达水平

均上调（
G T "


"#

）。与模型组比较，各治疗组
K;%

=I3H

转录水平及蛋白表达水平下调，差异均有统计

学意义（
G T"


"#

）。

%

　各组大鼠关节滑膜组织
GGHIγ=I3H

转录

及蛋白表达水平比较（图
O

）　与正常对照组比较，模
型组

GGHIγ=I3H

转录水平及蛋白表达水平均上调

（
G T"


"#

）。与模型组比较，各治疗组
GGHIγ=I3H

转录水平及蛋白表达水平均上调（
G T"


"#

）。

　　注：
H

为
K;% =I3H

表达；
7

为
K;%

蛋白表达；与
3Z

比较，


G T"


"#

；与
,Z

比较，△
G T"


"#

图
&

　各组大鼠关节滑膜组织
K;% =I3H

及蛋白水平比较

讨　　论

IH

属中医学“痹病”范畴，中医学认为正气不足

是其内在原因，风寒湿热之邪乘虚而入，侵袭肌肉、关

节，邪盛正虚，内外因合，故发此病。后世医家认为痰

浊留窜骨节、经络，痹而不通，气血凝结而为痹证。孟

凤仙教授根据
IH

患者急性发作期关节局部红肿

痛，病处拒按的临床特点，认为瘀血是贯穿
IH

病程始

终的病理因素，热毒则是导致
IH

急性发作的重要原

因，风寒湿热等外邪侵入筋脉、骨节，闭阻经络，气血运

行不畅，津液输布失常，则痰浊、瘀血内生，内生之痰瘀

与外邪之风寒湿交阻不化，蕴结日久则化热成毒，因此

“热毒瘀滞”是
IH

急性发作期的主要病机［
O

］。虎杖

为草本植物，性微寒，归肝、胆、肺经。具有清热解毒、

散瘀止痛之效［
%

］。现代药理研究，虎杖主要含有蒽醌

类、黄酮类、酚类以及单糖类的化合物，有多种药理作

用，能够抗炎，抗氧化，改变血流变，抑制肿瘤细胞增殖

等作用［
;

］。研究发现，虎杖能够通过多途径、多环节

抑制
IH

病情发展。虎杖的提取物大黄素可以通过抑

制炎症、新生血管形成控制
IH

进展［
4

］，以及通过降低
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　　注：
H

为
GGHIγ=I3H

表达；
7

为
GGHIγ蛋白表达；与 3Z

比较，
G T"


"#

；与
,Z

比较，△
G T"


"#

图
O

　各组大鼠关节滑膜组织
GGHIγ=I3H

及

蛋白水平比较

氧化物歧化酶（
PUK:R0@>V: V>P=UQ-P:

，
9DC

），改善

关节滑膜氧化损伤，纠正
IH

模型大鼠炎症及免疫机

制紊乱［
5

］。虎杖提取物虎杖苷能够抑制
+SQEβB-Q:

S>S

信号通路，降低
IH

模型大鼠血清肿瘤坏死因子

（
QU=0R S:BR0P>P ?-BQ0R

α，*3Jα）、白细胞介素 #β
（
1SQ:R1:UM>S #β，)L#β）浓度，改善关节腔炎症状
态［

$

］。此外，虎杖能够调控
GGHIγ表达。有报道指

出，虎杖能够抑制黄嘌呤氧化酶活性，降低前列腺素

<

!

（
KR0PQ-N1-SV>S <

!

，
GZ<

!

）的表达水平、增强

GGHI

γ表达，抑制 3J

κ7K;% 的表达，改善痛风性关
节炎［

#"

］。虎杖能降低乙醇导致的大鼠肝损伤，通过提

高
GGHIγ表达，降低肝脏 *3J

α表达，抑肝细胞膜
脂质过氧化与炎性反应［

##

］。由此可见，虎杖通过多靶

点抑制免疫炎性反应，发挥抗炎、抗氧化、调节细胞代

谢的生物学作用。

GGHIγ是 GGHIP

的一个亚型，
GGHIP

作为一

类依赖配体激活的核转录因子，在自身免疫调节和抗

炎反应中发挥重要的保护作用。研究显示，
GGHIγ

在炎症反应中呈负反馈效应，可以通过抑制
B


(US

氨

基末端激酶（
B


(US 3


Q:R=>S-1 M>S-P:

，
(3a

）、环氧

合酶 （
B.B100@.N:S-P:

，
'D8

）、
3J

κ7、胞外信号
调节 激 酶 （

=>Q0N:S


-BQ>Y-Q:V KR0Q:>S M>S-P:

，

,HGa

）多个信号途径，抑制下游细胞因子
*3J

α、
)L


#β、)L;、巨噬细胞炎性蛋白 #α（=-BR0KW-N: >S


?1-==-Q0R. KR0Q:>S #α）、上调特异性受体 *LIO

与

抗炎因子转化生长因子β（QR-SP?0R=>SN NR0XQW ?-B


Q0R

β，*ZJβ）。最新研究证实，GGHIγ与 IH

关系

密切。
GGHIγ在 IH

患者外周血单核细胞表达，其表

达水平与患者疾病活动度呈负相关［
#!

］。
GGHI γ激

动剂通过诱导
IH

患者关节滑膜细胞凋亡，抑制前炎

因子
)L


# β、*3Jα表达，降低 3J

κ7 活性［
#&

］。

3J

κ7信号通路在 IH

发病过程发挥着重要作用。生

理状态下，
3J

κ7 与抑制 )κ7 蛋白在胞浆中结合，无
转录活性。而外界刺激因子能够通过激活

)aa

，诱发

)κ7 磷酸化、泛素化，解除 )κ7 对 3J

κ7 的抑制作用。
活化的

3J

κ7 由胞浆进入细胞核，调节多种基因转
录。

IH

发生时关节滑膜中的免疫平衡被打破，滑膜

组织中的免疫细胞被异常活化，释放大量趋化因子包

括
)L


5

、单核细胞趋化因子（
=0S0B.Q: BW:=0-Q


QR-BQ-SQ KR0Q:>S

，
,'G

），并招募外周血中的炎性细

胞，趋化、迁移到病变滑膜，滑膜局部的炎症因子激活

标准
3J

κ7 信号通路，活化后的 3J

κ7 高效诱导细
胞因子

)L


#β、*3Jα、)L;；趋化因子 )L


5

、
,'G

，促进

炎症反应［
#O

－
#4

］。这种炎症反应产生级联瀑布效应，

是导致
IH

免疫炎性持续存在主要原因。而在此过程

中，
)L


#4

发挥着重要的促炎作用。
)L


#4

主要由辅助

性
*

细胞
#4

（
*W#4

）产生，是
IH

免疫炎性损伤的核

心细胞因子。
)L


#4

能够激活
3J

κ7 信号途径、诱导
'D8


!

表达，后者能够产生
G<Z

!

放大滑膜局部炎症

反应［
#5

］。
)L


#4

还能够促进树突状细胞（
V:SVR>Q>B

B:11

，
C'

）产生
)L


;

，破坏
)L


!&E)L


#!

平衡，导致更多

的
)L


#4

产生［
#$

］。
)L


#4

与
*3J

、
)L


#β和干扰素 γ

（
>SQ:R?:R0S

γ，)J3γ）共同作用可促使软骨细胞表达
胶原酶和蛋白聚糖酶，引起软骨胶原及蛋白多糖的降

解［
!"

］。因此，
)L


#4

不仅能够诱导滑膜组织中产生更

多的炎性细胞因子，放大炎症反应，还参与骨侵蚀及骨

破坏。

课题组前期研究发现，虎杖能够下调
IH

模型大

鼠血清
)L


;

、
)L


!

、
*3J

α等炎性细胞因子，改善 IH

模型大鼠滑膜炎性病理损伤（相关文章发表中）。本

次实验结果显示，与正常对照组比较，模型组
)L


#4

、

K;% =I3H

和蛋白表达明显升高，提示
3J

κ7 信号
活化参与了

')H

模型大鼠滑膜免疫炎性损伤；与正常
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对照组比较，模型组
GGHIγ蛋白表达水平明显上调，

机体在氧化应激和炎症状态下
GGHIγ在滑膜组织中

出现一过性高表达。与模型组相比，虎杖
!

倍剂量组、

常量组
GGHIγ蛋白表达水平明显上调，而 )L


#4

、
K;%

=I3H

和蛋白表达明显下调，提示虎杖改善
IH

模型

大鼠关节滑膜免疫炎性病理损伤的机制可能与激活大

鼠滑膜组织中
GGHIγ，活化的 GGHIγ负性调节

3J

κ7信号途径，抑制多种细胞因子生成，阻断滑膜中
免疫炎性损伤环路有关。由此笔者推测，虎杖可能具

有激动
GGHIγ的生物学作用。但虎杖对于调节

GGHIγE3Jκ7 信号途径抑制炎症环路，改善 ')H

大

鼠免疫炎性损伤的具体影响机制还有待进一步研究。

利益冲突：无。
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