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窑.基础研究窑

三水白虎汤对类风湿关节炎人 TNF鄄琢 转基因
小鼠模型的作用研究

朱兴旺1袁2 摇 赵文婷1 摇 陈摇 永1 摇 赵晓峰1 摇 陈恩生1

摇 毕亚男1 摇 顾为望2 摇 肖长虹1

摘要摇 目的摇 探讨三水白虎汤渊SSBH冤对类风湿关节炎渊RA冤 人血清肿瘤坏死因子渊TNF鄄琢冤转基因

渊Tgtc冤小鼠模型的疗效袁初步探讨其抑制 Tgtc 小鼠骨质破坏的作用机制遥 方法摇 24 只 Tgtc 小鼠按随机数

字表法分为生理盐水渊NS冤组尧SSBH 组和来氟米特渊LEF冤组袁每组 8 只遥 记录各组在给药期间的关节炎指

数渊AI冤袁药物连续灌胃 60 天后进行双踝关节 micro CT 扫描及血清肿瘤坏死因子渊TNF鄄琢冤尧踝关节组织病

理尧免疫组化等检测遥 结果摇 SSBH尧LEF 组 AI 升高幅度尧血清及踝关节滑膜组织 TNF鄄琢 水平均较 NS 组低

渊P<0郾 05冤曰SSBH尧LEF 组脾脏指数尧踝关节骨质较 NS 组差异无统计学意义渊P>0郾 05冤袁但 LEF 组雌性鼠的

骨质情况较其余两组的雌性鼠的骨质情况好渊P<0郾 05冤曰踝关节病理提示 SSBH尧LEF 组的软骨层损伤深度尧
软骨表面损伤范围尧软骨处炎症细胞浸润程度较 NS 组的低遥 结论摇 SSBH 对 Tgtc 小鼠慢性关节炎有良好

的抑制作用曰并通过抑制炎症因子 TNF鄄琢 的释放袁一定程度上减缓 Tgtc 小鼠关节骨质破坏的进展遥
关键词摇 三水白虎汤曰 类风湿关节炎曰 Tgtc 小鼠曰 骨质破坏

Effect of Sanshui Baihu Decoction on the Human TNF alpha Transgenic Mice with Rheumatoid Ar鄄
thritis 摇 ZHU Xing鄄wang1袁2袁 ZHAO Wen鄄ting1袁 CHEN Yong1袁 ZHAO Xiao鄄feng1袁 CHEN En鄄sheng1袁
BI Ya鄄nan1袁 GU Wei鄄wang2袁 and XIAO Chang鄄hong1 摇 1 Department of Rheumatology and Immunolo鄄
gy袁 Integrated Hospital of Traditional Chinese Medicine and Western Medicine袁 Southern Medical Universi鄄
ty袁 Guangzhou 渊 510315 冤曰 2 Experimental Animal Center袁 Southern Medical University袁 Guangzhou

渊510515冤
ABSTRACT摇 Objective摇 To observe the effect of Sanshui Baihu Decoction 渊SSBHD冤 on human TNF

alpha transgenic 渊Tgtc冤 mice with rheumatoid arthritis 渊RA冤袁and to primarily explore its mechanism of in鄄
hibiting bone destruction. Methods摇 Totally 24 Tgtc mice were divided into normal saline 渊NS冤袁 SSBH袁
and leflunomide 渊LEF冤 groups by random digit table袁 8 in each group. The arthritis index 渊AI冤 of each
group was recorded during administration. micro鄄CT was performed in two ankle joints曰 serum tumor nec鄄
rosis factor alpha 渊TNF鄄琢冤袁 ankle joint histopathology and immunohistochemistry were also evaluated af鄄
ter 60 days of continuous intragastric administration. Results 摇 Increased AI袁 TNF鄄琢 levels in serum and
synovial tissue of ankle joint in SSBH and LEF groups were lower than those in NS group after intervention
渊P<0郾 05冤 . There was no significant difference in spleen index and bony condition of ankle joint between
SSBH/LEF group and NS group 渊P>0郾 05冤 . But the bone condition of female mice in the LEF group was
better than that of the other two groups 渊P<0郾 05冤 . Ankle joint pathology showed that the depth of cartilage
layer injury袁 the extent of cartilage surface injury袁 and the degree of inflammatory cell infiltration at carti鄄
lage were lower in SSBH and LEF groups than in NS group. Conclusion摇 SSBH had favorable inhibitory
effect on chronic arthritis in Tgtc mice袁 and slowed down the progress of bone destruction in Tgtc mice to
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some extent possibly by inhibiting the release of inflammatory factor TNF鄄琢lpha.
KEYWORDS摇 Sanshui Baihu Decoction曰 rheumatoid arthritis曰 Tgtc mouse曰 bone destruction

摇 摇 类风湿关节炎渊 rheumatoid arthritis袁RA冤是临

床常见的一种以持续的滑膜炎和骨质破坏为特点的自

身免疫性疾病遥 三水白虎汤渊Sanshui Baihu Decoc鄄
tion袁SSBH冤 具有清热解毒尧除湿消肿尧祛瘀通络功

效袁是本科长期应用于活动期 RA 的经验方袁前期研究

表明经 SSBH 治疗后的胶原诱导性关节炎模型渊col鄄
lagen鄄induced arthritis袁CIA冤大鼠模型膝尧踝关节骨

皮质变薄袁侵蚀样改变袁关节狭窄尧融合等骨质破坏情

况均有明显改善袁但其作用机制仍有待深化咱1暂 遥 与传

统的佐剂诱导性关节炎渊adjuvant induce arthritis袁
AIA冤尧CIA 诱导型关节炎模型不同的是袁人肿瘤坏死

因子 琢渊TNF鄄琢冤转基因小鼠渊Tgtc冤能自发性出现侵

蚀性关节炎袁与人 RA 的关节破坏更为相似遥 本研究

首次利用该转基因模型观察 SSBH 的疗效袁并探讨

SSBH 对抑制 RA 骨质破坏的作用机制遥
材料与方法

1摇 材料

1郾 1摇 动物摇 SPF 级 Tgtc 小鼠 24 只袁雌雄不限袁
6~ 8 周龄袁体重 18 ~ 22 g袁动物喂养条件为院温度

渊23依2冤益 尧湿度渊55依2冤%袁每日光照/黑暗各 12 h袁
自由进食尧饮水袁饲料由南方医科大学实验动物中心生

产袁更换刨花垫料 2 次/周遥 动物从广东省实验动物监

测所引种袁批号院SCXK渊粤冤2018原0044遥 于南方医科

大学动物实验中心繁育袁实验单位使用许可证院SYXK
渊粤冤2016原0167遥 本实验经南方医科大学实验动物

伦理委员会批准渊No. L2018149冤遥
1郾 2摇 药物摇 SSBH 由叶千金要方曳 犀角散及叶千

金要方曳 白虎方化裁而来袁主要药物由生地 15 g 摇 水

牛角 15 g 摇 牡丹皮 10 g摇 寒水石 20 g摇 知母 12 g摇
白芥子 3 g摇 独活 10 g摇 桑枝 15 g 摇 鸡血藤 15 g 摇
蜈蚣 5 g摇 全蝎 3 g 等组成袁药材由南方医科大学中西

医结合医院中药房提供袁蒸馏水煎煮 2 次后浓缩为含

生药 2 g/mL遥 来氟米特渊LEF袁 5 mg/片袁苏州长征原
欣凯制药有限公司袁批号院H20060034冤袁将药片溶于

生理盐水中制成含药浓度 0郾 2 mg/mL 悬液遥
1郾 3摇 主要试剂及仪器 摇 旋转蒸发仪渊巩义市予

华仪器有限责任公司袁YRE鄄2000A冤袁mirco CT 扫描

仪渊日本 Hitachi鄄Aloka 公司袁Latheta LCT鄄200冤袁全
波长酶标仪渊美国 ThermoFi 公司袁MulTiskan Sky冤袁
体视显微镜 渊日本 Olympus 公司袁 SZ61冤袁 TNF鄄琢

ELISA kits渊上海酶联生物袁ml001543冤袁Anti鄄TNF al鄄
pha antibody渊Abcam 公司袁ab6671冤袁舒泰渊法国维

克袁Zoletil 50袁批号院05393冤袁苏木素原伊红染液渊Pan鄄
era袁AAPR14 原 06冤袁EDTA 脱钙液 渊慢脱冤 渊Roles鄄
Bio袁RBG1110冤遥

2摇 方法

2郾 1摇 动物分组与处理摇 24 只小鼠按随机数字表

法分为 NS 组尧SSBH 组尧LEF 组袁每组 8 只袁分别给予

NS尧SSBH 浓缩液尧LFE 溶解液各 0郾 13 mL/10 g袁连
续灌胃 60 天遥

2郾 2摇 观察指标及检测方法

2郾 2郾 1摇 关节炎指数渊arthritis index袁AI冤 摇 AI 评
分标准如下咱2暂 院各足根据关节红肿程度评为 0~4 分遥
0 分院无关节红肿曰1 分院踝关节或足趾的轻度红肿曰2
分院踝关节的中度红肿曰 3 分院包括趾关节在内的全足

明显红肿曰4 分院多足明显红肿伴关节变形尧功能障碍遥
每只小鼠的 AI 评分最高为 16 分遥

2郾 2郾 2摇 mirco CT 检测 摇 灌胃给药 60 天后袁舒
泰按 50 mg/kg 肌肉注射对小鼠进行麻醉袁小鼠俯卧

位摆放袁双下肢外展放置于放射源与摄像头之间袁使用

mirco CT 对小鼠双踝关节进行扫描袁参照文献咱3袁 4暂
在 Latheta LCT 软件系统上设置扫描条件为院功率

8 W袁电压 40 kV袁电流 250 滋A袁视野范围 80 mm袁分辨

率 160 伊160 滋m袁Filter =0郾 5 mmAL遥 参照文献咱5暂选
择从胫腓骨远端骨骺端开始至 150 片扫描片的厚度进

行骨密度测量袁利用 Latheta LCT软件自动获得骨皮质

骨密度尧松质骨骨密度尧总体骨密度 3个指标遥
2郾 2郾 3摇 血清 TNF鄄琢 检测摇 影像检查结束后袁摘

眼球法采血袁分离血清袁4 益 冷藏备用遥 按照 ELISA
试剂盒操作说明取 50 滋L 样本稀释液加入 50 滋L 血

清袁室温渊25耀28 益冤孵育 120 min袁清洗袁后加入小鼠

TNF鄄琢 生物素抗体室温孵育 60 min袁清洗袁后加入亲

和素连接的 HRP 酶工作液室温孵育 20 min袁清洗袁加
入显色剂 TMB袁避光尧室温孵育 20 min 后加入终止

液袁混匀后即刻测量 OD450 值袁绘制标准曲线袁计算每

个样本的浓度遥
2郾 2郾 4摇 免疫器官指数测定摇 各组小鼠于处死后

称取体重及脾脏重量袁按公式咱脾脏指数 =脾脏质量

渊mg冤 /小鼠质量渊g冤暂计算各组小鼠脾脏指数咱6暂 遥
2郾 2郾 5摇 组织学检测 摇 获取左踝关节袁经福尔马

林溶液固定 12 h袁EDTA 脱钙液渊慢脱冤脱钙处理 8 周
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后脱水进行石蜡包埋袁切成 5 滋m 切片袁进行 HE 染

色院烤片尧脱蜡尧苏木素原伊红染色尧脱水封片袁显微镜

下观察软骨侵蚀情况遥 采用半定量评分法评价软骨侵

蚀袁评分标准参照文献咱7暂院软骨层损伤的深度分为

0~3 分院0 分院光滑尧完整尧光滑软骨层曰1 分院软骨层表

面损伤曰2 分院损伤至软骨层深度的一半曰3 分院软骨层

全层损伤曰软骨表面损伤范围分为 0 ~3 分院0 分院软骨

表面无损伤曰1 分院集中于一处损害曰2 分院1/ 3~2/ 3 软

骨表面损伤曰3 分院>2/ 3 软骨表面损伤曰软骨炎症细胞

浸润分为 0 ~ 3 分院0 分院滑膜未见滑膜细胞浸润曰
1 分院滑膜浸润 1 层曰2 分院滑膜浸润 2 层曰3 分院滑膜浸

润在逸 3 层遥 最后将三部分得分相加即为软骨侵蚀评

分遥
2郾 2郾 6摇 关节滑膜 TNF鄄琢 免疫组化检测摇 获取左

踝关节切片袁进行免疫组化院烤片尧脱蜡尧抗原修复尧过
氧化氢封闭内源性过氧化物酶尧血清封闭尧TNF鄄琢 抗

体孵化尧二抗孵化尧DAB 显色尧苏木素复染尧脱水封片袁
显微镜下观察细胞中有棕黄色颗粒者为阳性细胞表

达遥 滑膜根据阳性细胞的比率和染色强度进行评

分咱8暂院按阳性细胞比例将无尧1% ~25%尧26% ~50%尧
51% ~ 75%尧76% ~100%分别计为 0~4 分袁按染色强

度将无尧弱尧中尧强分别计为 0~3 分袁最后将两部分得

分相乘为滑膜总评分袁选取 4~5 个视野袁取均值遥
2郾 3摇 统计学方法摇 数据采用 SPSS 21郾 0 统计软

件进行分析袁计量资料采用 x依s 表示袁采用方差分析

对多个样本的均数进行比较袁采用 LSD鄄 t 检验进行组

间比较袁 P<0郾 05 为差异有统计学意义遥
结摇 摇 果

1摇 3 组小鼠灌胃前后 AI 比较 渊表 1袁图 1冤 摇 经

灌胃处理后袁各组小鼠较灌胃前 AI 均有升高 渊P <
0郾 05冤袁其中 SSBH尧LEF 组升高的幅度较 NS 组低

渊P<0郾 05冤袁SSBH 组与 LEF 组比较袁差异无统计学意

义渊P>0郾 05冤遥
表 1摇 小鼠灌胃前后 AI 比较摇 渊x依s冤

组别 n
AI

灌胃前 灌胃后

NS 8 11援 13依2援 29 14援 00依1援 31鄢
SSBH 8 10援 50依2援 33 11援 75依1援 28鄢吟
LEF 8 10援 88依1援 25 12援 37依0援 74鄢吟

摇 摇 注院 与 本 组 灌 胃 前 比 较袁 鄢P < 0郾 05曰 与 NS 组 灌 胃 后 比
较袁 吟P<0郾 05

2摇 3 组小鼠踝关节骨质密度比较渊表 2尧3冤 摇 各

组小鼠双侧踝关节骨皮质骨密度尧松质骨骨密度尧总体

骨密度比较袁差异均无统计学意义 渊P>0郾 05冤曰LEF 组

雌性鼠的骨质情况较 SSBH 组的雌性鼠的骨质情况

好渊P<0郾 01冤遥

摇 摇 注院A 为小鼠灌胃前曰B 为NS组曰C为 SSBH组曰D为 LEF组曰
箭头为关节红肿部位

图 1摇 3 组小鼠灌胃前后比较

表 2摇 3 组小鼠踝关节骨质水平比较摇 渊mg/cm3袁 x依s冤
组别 n 骨皮质密度 松质骨骨密度 总体骨密度

NS 8 478援 6依6援 3 632援 3依46援 1 487援 9依11援 0
SSBH 8 470援 6依27援 7 632援 9依66援 3 483援 6依23援 6
LEF 8 509援 5依53援 9 691援 2依71援 8 521援 1依56援 6

表 3摇 3 组雌性小鼠踝关节骨质水平比较摇 渊mg/cm3袁 x依s冤
组别 n 骨皮质密度 松质骨骨密度 总体骨密度

NS 4 473援 4依2援 3摇 605援 6依13援 1摇 480援 8依2援 5
SSBH 5 491援 5依14援 2 660援 0依67援 9 500援 7依15援 0
LEF 4 553援 2依39援 3鄢 745援 2依45援 6鄢 565援 8依42援 8鄢

摇 摇 注院与 NS 组比较袁 鄢P<0郾 01
3摇 3 组小鼠血清 TNF鄄琢 水平及脾脏指数比较

渊表 4冤 摇 经 SSBH尧 LEF 灌胃处理后小鼠的血清

TNF鄄琢 水平较 NS 组降低渊P<0郾 05袁 P<0郾 01冤曰3 组小

鼠间脾脏指数比较袁差异无统计学意义渊P>0郾 05冤遥
表 4摇 3 组小鼠 TNF鄄琢 水平及脾脏指数比较摇 渊x依s冤

组别 n TNF鄄琢渊pg/mL冤 脾脏指数渊mg/g冤
NS 8 266援 27依30援 67 4援 40依0援 21
SSBH 8 89援 45依8援 71鄢鄢 4援 10依0援 39
LEF 8 168援 77依26援 95鄢 4援 50依0援 86

摇 摇 注院与 NS 组比较袁 鄢P<0郾 05袁 鄢鄢P<0郾 01

4摇 3 组小鼠踝关节组织病理比较渊图 2冤摇 3 组小

鼠均有不同程度的软骨破坏袁但 SSBH尧LEF 组小鼠的

软骨层损伤深度尧软骨表面损伤范围尧软骨处炎症细胞

浸润程度较 NS 组低袁并且较 NS 组小鼠软骨侵蚀评

分均降低渊P<0郾 05冤遥
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摇 摇 注院A 为 NS 组曰B 为 SSBH 组曰C 为 LEF组曰D 为软骨侵蚀

评分曰与 NS 组比较袁 鄢P<0郾 05曰箭头所指为软骨侵蚀处

图 2摇 3 组小鼠踝关节病理渊HE袁伊200冤
5摇 3 组小鼠滑膜组织 TNF鄄琢 含量比较渊图 3冤 摇

SSBH尧LEF 组踝关节滑膜组织 TNF鄄琢 含量均低于

NS 组渊P<0郾 01冤遥

摇 摇 注院A 为 NS 组曰B 为 SSBH 组曰C 为 LEF 组曰D 为滑膜组织

TNF鄄琢袁与 NS 组比较袁 鄢P<0郾 01曰箭头所指为滑膜组织 TNF鄄琢 阳

性表达

图 3摇 3 组小鼠踝关节滑膜组织免疫组化结果

渊A1尧B1尧C1 伊20袁A2尧B2尧C2 伊40冤
讨摇 摇 论

RA 是一种以病理特征表现为关节滑膜炎症及滑膜

组织增生自身免疫性疾病袁关节骨质破坏是导致RA 致残

的主要原因咱9暂遥 阻断骨质破坏袁防止关节畸形是 RA 的

重要治疗目标遥 既往通过临床观察证实袁SSBH 联合甲

氨蝶呤对 RA 的疗效优于单纯使用甲氨蝶呤或者 LEF袁

并且使用 SSBH后患者的骨质破坏进程得以减缓咱10暂袁后
期利用大鼠CIA 模型发现该方能抑制CIA 模型的滑膜增

生尧纤维化和炎细胞的浸润及软骨和骨破坏咱1暂袁其作用机

制主要是抑制金属蛋白酶尧核因子鄄资B渊NF鄄资B冤尧mRNA
在关节局部的表达尧抑制血清中 TNF鄄琢 含量并降低

p38MAPK 表达尧抑制滑膜细胞表达氧化氮渊NO冤和分泌

IL鄄17咱11袁 12暂遥 但其机制研究主要是在 CIA 大鼠模型及体

外培养的滑膜细胞上完成的袁诱导性关节炎模型能够很

好的模拟免疫炎症的反应的过程袁但有自限性袁关节炎只

能维持数周袁无法长时间持续存在咱13暂袁在研究 RA 的骨质

破坏或者评估药效方面有一定的局限性遥
Tgtc 鼠是通过将人的 TNF鄄琢 基因移植到鼠基因

组中袁从而诱导表达人类 TNF鄄琢 和出现类似于人 RA
的关节炎症状咱14暂 袁 该模型小鼠咱15暂 从 3 周龄开始就显

示关节炎症状并随着周龄增长逐渐加重且无自愈情

况袁18~20 周龄时出现关节严重僵硬尧肿胀和变形等

情况袁病理提示关节内以大量的滑膜增生和进展性的

软骨侵蚀尧骨质破坏为特征遥 因此袁与诱导性关节炎模

型相比袁Tgtc 小鼠的关节骨质破坏特点更接近于人

类遥 本研究首次采用 Tgtc 小鼠研究复方中药对关节

骨质破坏的保护作用遥
结果显示 SSBH 可以减缓 Tgtc 小鼠 AI 升高幅

度袁表明 SSBH 有抗炎消肿的功效遥 骨密度是反应骨

质情况的一个重要参数袁使用 mirco CT 能对其进行

宏观判断袁本研究结果显示各组小鼠踝关节骨质情况

差异不大袁可能灌胃前小鼠骨质已发生器质性病变袁经
药物干预并不能逆转其骨质破坏袁提示应尽早对疾病

展开治疗尧预防遥 踝关节病理提示经 SSBH 灌胃后袁
小鼠踝关节软骨层损伤深度尧软骨表面损伤范围尧软骨

处炎症细胞浸润程度均较低袁并且未出现骨质溶解情

况袁表明 SSBH 对骨质破坏有抑制作用袁且作用靶点

主要位于软骨面袁与前期的研究结果一致遥 mirco CT
提示 LEF 组雌性小鼠总体骨质情况均较 NS 组的高袁
与人的 RA 发病存在性别差异一致咱16暂 遥 已知 TNF鄄琢
是 RA 的发病过程中的一个关键炎症因子袁同时也是

RA 骨质破坏的重要介导因子咱17暂 袁目前针对 TNF鄄琢
的各种生物制剂已经广泛在临床得到应用遥 有别于

既往的体外实验袁本次研究首次证实 SSBH 灌胃后袁
血清 TNF鄄琢 含量及滑膜组织中 TNF鄄琢 表达水平均

显著降低袁且血清 TNF鄄琢 含量低于免疫抑制剂 LEF
组袁提示 SSBH 对 Tgtc 小鼠的骨质破坏的抑制作用

可能主要与下调 TNF鄄琢 炎症因子的产生和表达有

关遥 脾脏是最大的次级淋巴器官咱18暂 袁其重量大小在

一定程度上能反应免疫功能咱19暂 袁本研究显示各组小
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鼠的脾脏指数无差异袁这可能与该模型的基因表达

及炎症反应部位有关渊主要发生在关节冤袁肺尧肾等组

织未发现 hTNF鄄琢 的表达或者炎症遥
综上所述袁SSBH 对 Tgtc 小鼠慢性关节炎有较强

的抑制作用袁其机制主要是通过抑制 TNF鄄琢 炎症因子

的表达袁从而降低 Tgtc 小鼠关节炎指数上升的幅度袁
减轻软骨层损伤深度尧软骨表面损伤范围及软骨处炎

症细胞浸润程度遥
利益冲突院 无遥
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