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关节炎大鼠软骨细胞焦亡的影响
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ｌｉｗｅｉｑｉｎｇ１２２６＠ １６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 探讨益气蠲痹方对胶原诱导性关节炎 （ＣＩＡ） 大鼠软骨细胞焦亡的影响。 方法　 ５０ 只大鼠于尾根部皮下

注射牛Ⅱ型胶原和不完全弗氏佐剂等体积的混合乳液， 以诱导建立 ＣＩＡ 模型， 并将其随机分为模型组、 甲氨蝶呤组

（０􀆰 ３５ ｍｇ ／ ｋｇ） 和益气蠲痹方低、 中、 高剂量组 （９􀆰 ４、 １８􀆰 ７、 ３７􀆰 ４ ｇ ／ ｋｇ）； 另取 １０ 只正常大鼠作为空白组。 灌胃给药

４ 周后， 观察大鼠一般情况， 检测关节肿胀程度及关节炎指数； ＨＥ 染色观察踝关节病理变化； ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＩＬ⁃
１β、 ＩＬ⁃１８ 和 ＴＮＦ⁃α 水平； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测踝关节软骨组织 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ
表达； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测踝关节软骨组织 ＮＦ⁃κＢ、 ＮＬＲＰ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白表达； 免疫组化法检测踝关节软骨组织

ＮＬＲＰ３、 ＧＳＤＭＤ 阳性表达。 结果　 与空白组比较， 模型组大鼠关节肿胀程度、 关节炎指数升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 血清 ＩＬ⁃
１β、 ＩＬ⁃１８ 和 ＴＮＦ⁃α 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 踝关节出现软骨表面缺损破坏， 细胞数量减少、 形态改变、 排列不规则，
滑膜组织有大量的炎性细胞浸润； 踝关节软骨组织 ＮＦ⁃κＢ、 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ
表达和 ＮＦ⁃κＢ、 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 踝关节软骨组织 ＮＬＲＰ３、 ＧＳＤＭＤ 阳性表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益气蠲痹方中、 高剂量组和甲氨蝶呤组大鼠关节肿胀程度、 关节炎指数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 踝

关节病理损伤程度减轻； 血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 和 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 踝关节软骨组织 ＮＦ⁃κＢ、 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃
１、 ＧＳＤＭＤ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达和 ＮＦ⁃κＢ、 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 踝

关节软骨组织 ＮＬＲＰ３、 ＧＳＤＭＤ 阳性表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 益气蠲痹方可减轻 ＣＩＡ 大鼠炎症反应， 其作用可能

与抑制 ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 信号通路活化， 从而抑制软骨细胞焦亡有关。
关键词： 益气蠲痹方； 类风湿关节炎； 软骨细胞焦亡； 炎症反应； ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 信号通路
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Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｙｉｑｉ Ｊｕａｎｂｉ Ｆｏｒｍｕｌａ ｏｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｃ ｒａｔｓ ｖｉａ ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

ＣＵＩ Ｘｉｎ⁃ｙｕ１， 　 ＬＩ Ｈａｏ⁃ｌｉｎ１， 　 ＬＩ Ｗｅｉ⁃ｑｉｎｇ２∗， 　 ＫＡＮＧ Ｈｕｉ⁃ｑｉｎ１， 　 ＣＨＥＮＧ Ｗｅｉ⁃ｇａｎｇ１， 　 ＨＥ Ｐｅｉ⁃ｘｉｎ１，
ＹＡＮＧ Ｃａｉ⁃ｈｏｎｇ１， 　 ＣＨＥＮ Ｐｉｎｇ２， 　 ＷＡＮＧ Ｈａｉ⁃ｄｏｎｇ２

（１． Ｇａｎｓｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｌａｎｚｈｏｕ ７３００００， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｍｕｓｃｕｌｏｓｋｅｌｅｔａｌ Ｈｅａｌｔｈ， Ｇａｎｓｕ
Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｌａｎｚｈｏｕ ７３００５０， Ｃｈｉｎａ）

ＡＢＳＴＲＡＣＴ： ＡＩＭ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｙｉｑｉ Ｊｕａｎｂｉ Ｆｏｒｍｕｌａ ｏｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ
ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ （ＣＩＡ）． ＭＥＴＨＯＤＳ 　 Ｆｉｆｔｙ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｔａｉｌ ｂａｓｅ ｗｉｔｈ ａｎ
ｅｍｕｌｓｉｏｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｅｑｕａｌ ｖｏｌｕｍｅｓ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｔｙｐｅ Ⅱ ｃｏｌｌａｇｅｎ ａｎｄ ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ （ＩＦＡ） ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ
ｔｈｅ ＣＩＡ ｍｏｄｅｌｓ． Ｔｈｅｓｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｒａｎｄｏｍｌｙ ａｓｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ ｇｒｏｕｐ （ ０􀆰 ３５
ｍｇ ／ ｋｇ）， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ， ｍｅｄｉｕｍ⁃ｄｏｓｅ， ａｎｄ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ Ｙｉｑｉ Ｊｕａｎｂｉ Ｆｏｒｍｕｌａ ｇｒｏｕｐｓ （９􀆰 ４， １８􀆰 ７， ３７􀆰 ４ ｇ ／ ｋｇ），
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ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｔｏ ｔｈｅ ｔｅｎ ｉｎｔａｃｔ ｒａｔｓ ｓｅｒｖｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｏｕｒ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｒａｔｓ ｈａｄ ｔｈｅｉｒ ｇｅｎｅｒａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ； ｔｈｅｉｒ ｊｏｉｎｔ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ａｎｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎｄｉｃｅｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ；
ｔｈｅｉｒ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ； ｔｈｅｉｒ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃１８ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ＥＬＩＳＡ； ｔｈｅｉｒ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＮＬＲＰ３， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＧＳＤＭＤ， ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃１８ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ａｎｋｌｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ
ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ； ｔｈｅｉｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ， ＮＬＲＰ３ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｉｎ ａｎｋｌｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ＮＬＲＰ３ ａｎｄ ＧＳＤＭＤ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ａｎｋｌｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ． ＲＥＳＵＬＴＳ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｊｏｉｎｔ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ａｎｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎｄｉｃｅｓ （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ｅｌｅｖａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃１８ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｄｅｆｅｃｔｓ， ｒｅｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔ， ａｌｔｅｒｅｄ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ，
ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ； ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ， ＮＬＲＰ３， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＧＳＤＭＤ， ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃１８ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α （Ｐ＜０􀆰 ０１） ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ， ＮＬＲＰ３ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ｉｎ ａｎｋｌｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ； ｅｎｈａｎｃｅｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ
ＮＬＲＰ３ ａｎｄ ＧＳＤＭＤ ｉｎ ａｎｋｌｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎｔｅｒｖｅｎｅｄ ｗｉｔｈ
ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ ｏｒ ｍｅｄｉｕｍ⁃ ｏｒ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ Ｙｉｑｉ Ｊｕａｎｂｉ Ｆｏｒｍｕｌａ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｊｏｉｎｔ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ａｎｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎｄｉｃｅｓ
（Ｐ＜０􀆰 ０１）； ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔｓ； ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃１８ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α
（Ｐ＜０􀆰 ０１）； ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ， ＮＬＲＰ３， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＧＳＤＭＤ， ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃１８ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α
（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ， ＮＬＲＰ３ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１） ｉｎ
ａｎｋｌｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ； ａｎｄ ｄｉｍｉｎｉｓｈｅｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＮＬＲＰ３ ａｎｄ ＧＳＤＭＤ ｉｎ ａｎｋｌｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）．
ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 Ｙｉｑｉ Ｊｕａｎｂｉ Ｆｏｒｍｕｌａ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ＣＩＡ ｒａｔｓ， ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｙｉｑｉ Ｊｕａｎｂｉ Ｆｏｒｍｕｌａ； ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ； ＮＦ⁃
κＢ ／ ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 类风湿关节炎 （ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ， ＲＡ） 是

一种常见的进行性、 炎症性关节病， 随着病情进

展， 持续增生滑膜炎症易导致软骨和骨的破坏， 最

终造成关节功能丧失［１⁃２］。 研究表明， ＲＡ 关节软

骨破坏多与炎症反应密切相关， 软骨因其生物学特

性及结构特点， 是一种非自我修复组织， 一旦受损

很难愈合［３］。 其中易受损的软骨细胞被证明在 ＲＡ
关节滑膜中释放炎症因子， 进一步促进炎症反应和

软骨细胞外基质的降解［４］。 细胞焦亡在 ＲＡ 病程进

展中至关重要， 核转录因子 （ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ⁃
Ｂ， ＮＦ⁃κＢ ） ／ ＮＯＤ 样 受 体 蛋 白 ３ （ ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ３， ＮＬＲＰ３） ／胱天蛋白酶

（Ｃａｓｐａｓｅ） ⁃１ 信号通路是经典的细胞焦亡途径， 该

通路激活后可诱发软骨细胞焦亡， 从而加重炎症反

应及软骨退变［５⁃６］。
益气蠲痹方是甘肃省名中医王海东教授以治痹

名方四神煎、 四妙散为基础化裁而来的经验方。 前

期研究发现益气蠲痹方可减轻胶原诱导性关节炎

（ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ， ＣＩＡ） 大鼠软骨破坏程

度， 但具体机制尚不清楚。 因此， 本研究以软骨细

胞焦亡为切入点， 观察益气蠲痹方对 ＣＩＡ 大鼠炎症

反应及 ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 信号通路的影响。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ６０ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠， ７～８ 周龄，
体质量 （２００±２０） ｇ， 购自斯贝福 （北京） 生物技

术有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （京）
２０１９⁃００１０］， 饲养于甘肃中医药大学动物实验中心

［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （甘） ２０２１⁃０００４］，
温度 （２２±２）℃， 相对湿度 ７０％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 光 ／暗
循环， 自由进食水和饲料。 所有实验均按照机构指

南进行， 并经甘肃中医药大学伦理委员会批准

（伦理号 ＳＹ２０２３⁃７５３）。
１􀆰 ２　 药物　 益气蠲痹方由黄芪 １５ ｇ、 炙黄芪 １５ ｇ、
炒白术 １５ ｇ、 苍术 １２ ｇ、 薏苡仁 ２０ ｇ、 黄柏 １５ ｇ、
石斛 １５ ｇ、 忍冬藤 ２０ ｇ、 鸡血藤 ２０ ｇ、 川牛膝

２０ ｇ、 远志 １５ ｇ 组成， 以上药材均购自甘肃省中医

院门诊中药房， 并由甘肃省中医院药学部王红丽主

任中药师鉴定， 均符合 ２０２０ 年版 《中国药典》。
将药材浸泡 ３０ ｍｉｎ， 第 １ 次煎煮 ３０ ｍｉｎ 后过滤，
加水再煎煮 ３０ ｍｉｎ， 过滤后将 ２ 次药液混匀， 用旋

转蒸发仪浓缩至 １􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ， 放置于 ４ ℃冰箱保存

备用。 甲氨蝶呤 （国药准字 Ｈ３１０２０６４４， 规格 ２􀆰 ５
１８８２
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ｍｇ×１６ 片× １ 盒） 购自上海上药信谊药厂有限公

司， 研磨成粉末状， 加蒸馏水制成混悬液。
１􀆰 ３　 试剂　 牛Ⅱ型胶原、 不完全弗氏佐剂 （美国

Ｃｈｏｎｄｒｅｘ 公司， 批号 ２３０４８３、 ２３０４２１）； 白细胞介

素 （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ， ＩＬ） ⁃１β ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （北京博

奥森生物技术有限公司， 货号 ｂｙｊ００１ ）； ＩＬ⁃１８
ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （泉州市睿信生物科技有限公司， 货

号 ＲＸ３０２８７１Ｒ）； 肿瘤坏死因子⁃α （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α） ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （上海麦莎生物科

技有 限 公 司， 货 号 ＭＳ３０５６⁃Ｂ ）； 苏 木 精⁃伊 红

（ＨＥ） 染色试剂盒 （北京索莱宝科技有限公司，
货号 Ｇ１１２０）； ＮＦ⁃κＢ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 抗体 （江苏亲科

生物研究中心有限公司， 货号 ＡＦ６４５６、 ＡＦ５４１８）；
ＮＬＲＰ３ 抗体 （江苏佰嘉生物科技有限公司， 货号

ＤＦ７４３８）； 免疫组化试剂盒 （北京百奥莱博科技有

限公司， 货号 ＺＮ２９３９⁃ＥＧＯ）； 逆转录试剂盒 ［翌
圣生 物 科 技 （ 上 海 ） 股 份 有 限 公 司， 货 号

１１１２３ＥＳ６０］； 消皮素 Ｄ （ ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ， ＧＳＤＭＤ）
抗体 （美国 ＣＳＴ 公司， 货号 １０１３７）。
１􀆰 ４　 仪器 　 高速冷冻离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公
司）； 恒温培养箱 （上海精宏实验设备有限公司）；
超低温培养箱 （中科美菱低温科技股份有限公

司）； 酶标仪、 梯度 ＰＣＲ 仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；
包埋机、 切片机 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司）； 显微镜 ［舜
宇光学 （北京） 仪器有限公司］； 医用离心机 （湖
南可成仪器设备有限公司）； 超低温冰箱、 定时定

量 ＰＣＲ 仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； 超微量分光光度

计 ［骋克仪器 （上海） 有限公司］； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
转膜仪、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 电泳仪、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 电源

（北京六一生物科技公司）； 化学发光成像仪 （北
京赛智创业科技有限公司）； 分析天平 （德国赛多

利斯公司）； Ｅ⁃ＢＬＯＴ 成像仪 ［易孛特生命科学

（上海） 有限公司］。
２　 方法

２􀆰 １　 ＣＩＡ 大鼠模型制备、 分组与给药　 随机取 １０
只大鼠作为空白组， 其余 ５０ 只大鼠进行造模。 将

牛Ⅱ型胶原和不完全弗氏佐剂在冰上等体积混合，
直至完全乳化， 在大鼠尾根部皮下多点注射 ０􀆰 ２
ｍＬ 胶原乳剂。 第 ７ 天， 按照上述方法在大鼠尾根

皮下多点注射 ０􀆰 １ ｍＬ 胶原乳剂以增强免疫反应。
空白组大鼠则注射等量生理盐水。 以关节炎指数≥
４ 分为造模成功［７］。 将造模成功的 ５０ 只大鼠按随

机数字表法随机分为模型组、 甲氨蝶呤组和益气蠲

痹方低、 中、 高剂量组。 从加强免疫第 ７ 天开始，

依据成人与大鼠的折算系数得出大鼠用量［８］， 其

中益气蠲痹方低、 中、 高剂量组分别给予 ９􀆰 ４、
１８􀆰 ７、 ３７􀆰 ４ ｇ ／ ｋｇ 益气蠲痹方， 每天 １ 次； 甲氨蝶

呤片组给予 ０􀆰 ３５ ｍｇ ／ ｋｇ 甲氨蝶呤片混悬液， 每 ４
天 １ 次； 空白组和模型组给予等体积蒸馏水， 每天

１ 次， 持续 ２８ ｄ。
２􀆰 ２　 大鼠关节肿胀程度、 关节炎指数检测　 在每

只大鼠右踝关节处用记号笔画一标志线， 分别在造

模前及药物干预第 ０、 ７、 １４、 ２１、 ２８ 天用软尺测

量大鼠踝关节同一部位直径， 以肿胀后、 肿胀前直

径的差值与肿胀前直径比值的百分数作为关节肿胀

度。 从药物干预后第 ０、 ７、 １４、 ２１、 ２８ 天进行关

节炎指数 （ＡＩ） 评分， 具体评分标准为 ０ 分， 关

节无红肿； １ 分， 跗骨或踝关节轻度红肿； ２ 分，
从足踝到跗骨有中度红肿； ３ 分， 从足踝延及跖骨

关节中度红肿伴轻度功能障碍； ４ 分， 最严重的红

肿、 僵硬伴严重的功能障碍。 每只足均进行评分，
计算四足的分数之和， 由 ２ 名实验员独立评分并取

其平均数。
２􀆰 ３　 取材 　 末次给药结束后， 大鼠腹腔注射 ３％
戊巴比妥钠进行麻醉， 腹主动脉采血， 全血静置

１０～２０ ｍｉｎ 后， ４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 收

集上层血清于－８０ ℃冰箱保存。 取各组大鼠右踝关

节， 于 ４％ 多聚甲醛中固定 ２４ ｈ， 备用。 取大鼠左

踝关节软骨， 于－８０ ℃冰箱中保存备用。
２􀆰 ４　 ＨＥ 染色观察踝关节组织病理学改变 　 将在

４％ 多聚甲醛中固定的踝关节组织放入 １０％ ＥＤＴＡ
中脱钙， 梯度体积分数乙醇脱水， 二甲苯透明， 石

蜡包埋， 切片， 脱蜡， 行常规 ＨＥ 染色， 将染色后

的切片进行脱水、 透明处理， 使用中性树胶封片，
于光学显微镜下观察组织病理学改变， 如软骨破

坏、 滑膜血管增生、 炎细胞浸润等。
２􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清炎症因子水平 　 按照试剂

盒说明书， 用 ＥＬＩＳＡ 法检测血清炎症因子 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α 水平。 使用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长处

测定各孔的吸光度， 并绘制标准曲线， 计算出各样

品浓度。
２􀆰 ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测踝关节软骨组织 ＮＦ⁃κＢ ／
ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 通路相关基因 ｍＲＮＡ 表达　 提取

大鼠踝关节软骨组织中总 ＲＮＡ， 使用分光光度计

检测 ＲＮＡ 的浓度和纯度， 将 ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡ，
随后进行定量实时 ＰＣＲ 实验以量化相关基因的表

达， 引物由北京擎科生物科技股份有限公司设计并

合成， 序列见表 １。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 反应条件为 ９５ ℃
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３０ ｓ， ９５ ℃ ５ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ４０ 个 循 环。 以

ＧＡＰＤＨ 为内参， 采用 ２－ΔΔＣＴ法计算目的基因 ｍＲＮＡ
相对表达量。

表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因 正向序列（５′→３′） 反向序列（５′→３′）
ＮＦ⁃κＢ ＴＣＴＴＣＴＴＴＴＧＧＴＡＧＧＧＡＡＣＴＣＴＴＧ ＧＧＴＧＴＣＡＧＧＣＡＧＡＣＣＴＣＡＴＧ
ＮＬＲＰ３ ＧＣＡＧＡＧＣＣＴＡＣＡＧＴＴＧＧＧＴＧＡ ＣＡＧＧＣＴＴＴＴＣＣＴＣＣＴＧＧＡＧＡＧＣ

Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ＡＣＴＣＧＴＡＣＡＣＧＴＣＴＴＧＣＣＣＴＣＡ ＣＴＧＧＧＣＡＧＧＣＡＧＣＡＡＡＴＴＣ
ＧＳＤＭＤ ＣＣＡＧＣＡＴＧＧＡＡＧＣＣＴＴＡＧＡＧ ＣＡＧＡＧＴＣＧＡＧＣＡＣＣＡＧＡＣＡＣ
ＩＬ⁃１β ＴＣＧＴＧＣＴＧＴＣＴＧＡＣＣＣＡＴＧＴ ＡＧＧＧＡＴＴＴＴＧＴＣＧＴＴＧＣＴＴＧＴ
ＩＬ⁃１８ ＧＣＣＴＧＴＧＴＴＣＧＡＧＧＡＴＡＴＧＡＣＴ ＣＣＴＴＣＡＣＡＧＡＧＡＧＧＧＴＣＡＣＡＧ
ＴＮＦ⁃α ＡＣＴＧＧＣＧＴＧＴＴＣＡＴＣＣＧＴＴＣＴ ＣＴＧＡＧＣＡＴＣＧＴＡＧＴＴＧＴＴＧＧＡＡＡＴ
ＧＡＰＤＨ ＡＡＴＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣ ＡＧＧＴＣＡＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＧＴＴＧ

２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测踝关节软骨组织 ＮＦ⁃κＢ、
ＮＬＲＰ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白表达　 将大鼠踝关节软骨

组织剪成合适大小并提取总蛋白， ＢＣＡ 法测定蛋

白质浓度， 制备 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶， 蛋白变性后上

样， 凝胶电泳， 将蛋白从凝胶转移到 ＰＶＤＦ 膜上，
５％ 脱脂牛奶室温封闭 １􀆰 ５ ｈ， 加入稀释后的一抗

（ＮＦ⁃κＢ、 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 抗体）， ４ ℃ 孵育过

夜， ＴＢＳＴ 洗膜以去除未结合的抗体， 加入对应的

稀释后的二抗， 室温孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜， 将显色

液均匀滴加在膜上， 排出气泡后进行曝光， 保存照

片， 并采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对条带进行量化分析。
２􀆰 ８　 免疫组化法检测软骨组织 ＮＬＲＰ３、 ＧＳＤＭＤ
阳性表达 　 取固定于 ４％ 多聚甲醛中的大鼠踝关

节， 经脱水、 石蜡包埋、 切片后， 用二甲苯脱蜡、
梯度乙醇脱水， 抗原修复后， 将内源性过氧化物酶

阻断剂滴加到载玻片中， 室温孵育 １０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗

涤 ３ 次后滴加 １％ 山羊血清封闭 ３０ ｍｉｎ， 去除血清，

滴加一抗在 ４ ℃下孵育过夜， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后加入

二抗在 ３７ ℃孵育 １ ｈ， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后使用 ＤＡＢ
显色， 并用苏木精复染， 脱水， 中性树胶封片， 于

光学显微镜下观察、 拍照， 并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析

其阳性面积占比。
２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理，
实验数据以 （ｘ±ｓ） 表示， ２ 组间比较采用 ｔ 检验，
多组间比较采用方差分析， 进一步两两多重比较采

用 ＬＳＤ 法。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 益气蠲痹方对 ＣＩＡ 大鼠关节肿胀程度、 关节

炎指数的影响　 与空白组比较， 模型组大鼠关节肿

胀度、 关节炎指数升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， ２１ ｄ 后， 益气蠲痹方各剂量组和甲氨蝶呤组

大鼠关节肿胀度、 关节炎指数均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ２～３。

表 ２　 各组大鼠关节肿胀程度比较 （％， ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｊｏｉｎｔ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （％， ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 ０ ｄ ７ ｄ １４ ｄ ２１ ｄ ２８ ｄ
正常组 ５􀆰 ２１±１􀆰 １４ ６􀆰 ７０±１􀆰 ５９ １６􀆰 １０±２􀆰 ６９ ２７􀆰 １５±３􀆰 ３６ ３１􀆰 ３２±２􀆰 ０１
模型组 ８６􀆰 ５８±１１􀆰 ０６＃＃ ９０􀆰 ３９±９􀆰 ８８＃＃ ９２􀆰 ２６±８􀆰 ９２＃＃ ９４􀆰 ３４±１０􀆰 ３６＃＃ ８８􀆰 ４３±８􀆰 ９８＃＃

益气蠲痹方低剂量组 ８５􀆰 ９７±８􀆰 ６１ ８８􀆰 ３７±９􀆰 ５６ ８６􀆰 ８２±８􀆰 ５７ ８１􀆰 ９４±９􀆰 １３∗ ７４􀆰 ８８±１３􀆰 ９８∗

益气蠲痹方中剂量组 ８７􀆰 ８４±１０􀆰 １８ ８６􀆰 ３８±９􀆰 ８５ ８１􀆰 ５６±１２􀆰 ７７∗ ７７􀆰 ３１±１２􀆰 ９４∗∗ ６７􀆰 ８７±１６􀆰 ４６∗∗

益气蠲痹方高剂量组 ８５􀆰 ４７±１１􀆰 ８３ ８３􀆰 ２１±９􀆰 ３１ ７２􀆰 ２４±１５􀆰 ４５∗∗ ６４􀆰 ８３±１６􀆰 ２４∗∗ ５５􀆰 ２５±１６􀆰 ５８∗∗

甲氨蝶呤组 ８８􀆰 ２４±１１􀆰 ４４ ８１􀆰 １７±１１􀆰 ０９∗ ６７􀆰 ５１±１４􀆰 ２８∗∗ ５８􀆰 ６７±１７􀆰 ８５∗∗ ４３􀆰 ９６±１１􀆰 ８９∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ３　 各组大鼠关节炎指数比较 （分， ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｓｃｏｒｅ， ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 ０ ｄ ７ ｄ １４ ｄ ２１ ｄ ２８ ｄ
正常组 ０􀆰 ００±０􀆰 ００ ０􀆰 ００±０􀆰 ００ ０􀆰 ００±０􀆰 ００ ０􀆰 ００±０􀆰 ００ ０􀆰 ００±０􀆰 ００
模型组 ７􀆰 ９０±０􀆰 ９６＃＃ ８􀆰 １８±１􀆰 １４＃＃ ８􀆰 ３８±１􀆰 １６＃＃ ８􀆰 １０±１􀆰 ２１＃＃ ７􀆰 ９１±１􀆰 ０５＃＃

益气蠲痹方低剂量组 ７􀆰 ８１±０􀆰 ８１ ７􀆰 ７５±０􀆰 ７７ ７􀆰 ６０±０􀆰 ７４∗∗ ６􀆰 ５７±０􀆰 ５６∗∗ ５􀆰 ４７±０􀆰 ７３∗∗

益气蠲痹方中剂量组 ７􀆰 ７２±０􀆰 ７７ ７􀆰 ２７±０􀆰 ８２∗∗ ６􀆰 ２３±０􀆰 ７９∗∗ ４􀆰 ９５±０􀆰 ７８∗∗ ３􀆰 ５０±０􀆰 ５２∗∗

益气蠲痹方高剂量组 ７􀆰 ８９±１􀆰 ２３ ７􀆰 １７±１􀆰 ０３∗∗ ５􀆰 ３５±０􀆰 ６２∗∗ ３􀆰 ９３±０􀆰 ３７∗∗ ３􀆰 ０２±０􀆰 ３７∗∗

甲氨蝶呤组 ７􀆰 ３９±０􀆰 ９８ ６􀆰 ９０±０􀆰 ８０∗∗ ５􀆰 ８４±０􀆰 ７５∗∗ ４􀆰 ６０±０􀆰 ６２∗∗ ３􀆰 ４２±０􀆰 ３８∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
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３􀆰 ２　 益气蠲痹方对 ＣＩＡ 大鼠踝关节组织病理形态

的影响　 空白组大鼠软骨结构正常， 表面光滑平

整， 细胞形态规则， 排列整齐， 滑膜无增生； 与空

白组比较， 模型组中可见到软骨表面出现缺损破

坏， 细胞数量减少、 形态改变、 排列不规则， 滑膜

组织有大量炎性细胞浸润； 与模型组比较， 益气蠲

痹方低剂量组仍存在软骨面缺损、 炎性细胞的大量

浸润， 益气蠲痹方中剂量组和甲氨蝶呤组软骨表面

相对完整， 炎性浸润逐渐减轻， 益气蠲痹方高剂量

组关节软骨表面趋向完整， 层次结构较为清晰， 存

在少量炎性细胞浸润， 见图 １。
３􀆰 ３　 益气蠲痹方对 ＣＩＡ 大鼠血清炎症因子水平的

影响　 与空白组比较， 模型组大鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃
１８、 ＴＮＦ⁃α 水平均升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比

　 　 　 　

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ ～ Ｅ 为益气蠲痹方低、 中、 高剂量

组， Ｆ 为甲氨蝶呤组。

图 １　 各组大鼠踝关节组织病理形态 （ＨＥ 染色， ×１００）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ×１００）

较， 益气蠲痹方中、 高剂量组和甲氨蝶呤组大鼠血

清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α 水平均降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１），
益气蠲痹方低剂量组大鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ２。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｅ 为益气蠲痹方低、 中、 高剂量组， Ｆ 为甲氨蝶呤组。 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组大鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃１８ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

３􀆰 ４　 益气蠲痹方对 ＣＩＡ 大鼠踝关节软骨组织 ＮＦ⁃
κＢ ／ ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 通路相关基因 ｍＲＮＡ 表达的

影响　 与空白组比较， 模型组大鼠踝关节软骨组织

ＮＦ⁃κＢ、 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃
１８、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型

组比较， 益气蠲痹方各剂量组和甲氨蝶呤组大鼠踝

关节软骨组织 ＮＦ⁃κＢ、 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ、
ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表 达 均 降 低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 见图 ３。
３􀆰 ５　 益气蠲痹方对 ＣＩＡ 大鼠 ＮＦ⁃κＢ、 ＮＬＲＰ３ 和

Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白表达的影响 　 与空白组比较， 模型

组大鼠踝关节软骨组织 ＮＦ⁃κＢ、 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１
蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益气

蠲痹方中、 高剂量组和甲氨蝶呤组大鼠踝关节软骨

组织 ＮＦ⁃κＢ、 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白表达均降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 益气蠲痹方低剂量组大鼠踝

关节软骨组织 ＮＦ⁃κＢ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ４。
３􀆰 ６　 益气蠲痹方对 ＣＩＡ 大鼠踝关节软骨组织

ＮＬＲＰ３、 ＧＳＤＭＤ 表达的影响 　 与空白组比较， 模

型组大鼠踝关节软骨组织中 ＮＬＲＰ３、 ＧＳＤＭＤ 阳性

表达增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益气蠲痹方

中、 高剂量组和甲氨蝶呤组大鼠踝关节软骨组织

ＮＬＲＰ３、 ＧＳＤＭＤ 阳性表达均减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 益

气蠲痹方低剂量组大鼠踝关节软骨组织 ＧＳＤＭＤ 阳

性表达减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ５～６。
４　 讨论

中医学认为 ＲＡ 归属于 “痹证” 范畴。 益气蠲

痹方是以四妙散和四神煎为基础， 结合西北地域气

候特点及饮食特点并经过多年临床经验， 加减化裁

而成的治痹经验方［９］， 临床上多用于治疗湿热痹

阻型 ＲＡ， 具有益气健脾、 清热祛湿、 通络止痛之

效。 方中黄芪生用以益气化湿， 炙用以行血利痹，
二者用以驱散经隧深部邪气， 白术既健脾燥湿利

水， 又增黄芪扶正固表之效， 三者共用为君药； 臣

以苍术、 薏苡仁、 黄柏、 石斛燥湿健脾、 滋阴清

热， 四药相合以绝生痰、 湿热之源； 忍冬藤、 鸡血

藤活血通络止痛， 远志补益心肾， 预安未受邪之
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注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｅ 为益气蠲痹方低、 中、 高剂量组， Ｆ 为甲氨蝶呤组。 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比

较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组大鼠踝关节软骨组织 ＮＦ⁃κＢ、 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＧＳＤＭＤ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达比较

（ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ， ＮＬＲＰ３， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＧＳＤＭＤ， ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃１８ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｒａｔ

ａｎｋｌｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｅ 为益气蠲痹方低、 中、 高剂量组， Ｆ 为甲氨蝶呤组。 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，
∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组大鼠踝关节软骨组织 ＮＦ⁃κＢ、 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ， ＮＬＲＰ３ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｉｎ ｒａｔ ａｎｋｌｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

（ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｅ 为益气蠲痹方低、 中、 高剂量组， Ｆ 为甲氨蝶呤组。 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 各组大鼠踝关节软骨组织 ＮＬＲＰ３ 表达比较 （×６０， ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔ ａｎｋｌｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×６０， ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
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注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｅ 为益气蠲痹方低、 中、 高剂量组， Ｆ 为甲氨蝶呤组。 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 各组大鼠踝关节软骨组织 ＧＳＤＭＤ 表达比较 （×６０， ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＧＳＤＭＤ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔ ａｎｋｌｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×６０， ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

地， 同时祛瘀消肿， 三者共为佐药； 川牛膝通利关

节， 引诸药下行以助药势。 全方扶正之力甚强， 祛

邪之力亦具， 寒热并用， 攻补兼施， 使邪有出路，
堪称妙方。

研究表明， 湿热痹阻型 ＲＡ 患者更易发生关节

软 骨 破 坏［１０］。 关 节 软 骨 由 细 胞 外 基 质

（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ， ＥＣＭ） 和嵌入其中的软骨细

胞组成［１１］。 ＲＡ 关节软骨破坏与炎症环境密切相

关， 多种促炎因子如 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 可诱导

软骨细胞死亡及其基质的降解［１２］， 且软骨细胞稳

态的失衡可进一步引发 ＥＣＭ 的降解、 基质金属蛋

白酶 （ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ， ＭＭＰｓ） 分泌增加

或作为促炎因子的来源加重软骨破坏［１３⁃１５］。 本研

究发现， 益气蠲痹方能够缓解 ＣＩＡ 大鼠关节肿胀

程度， 降低关节炎指数并降低炎症因子 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 水平， 表明益气蠲痹方具有抑制炎

症反应的作用； 同时， 益气蠲痹方能够减轻软骨

缺损、 软骨细胞异常及染色不均等病理变化， 提

示益气蠲痹方对 ＣＩＡ 大鼠软骨组织有一定的保护

作用。
促炎因子可通过诱导软骨细胞焦亡导致软骨破

坏［１６］。 细胞焦亡作为新型的程序性死亡方式， 可

使细胞质膜破裂释放内容物及炎症因子， 加剧 ＲＡ
炎症反应［１７⁃１８］。 其中， 经典的细胞焦亡途径是由

ＮＬＲＰ３ 炎症小体所介导的。 当 ＮＬＲＰ３ 响应细胞

内、 外刺激表达上调后， 与凋亡相关斑点样蛋白

（ＡＳＣ）、 半胱天冬酶⁃１ 前体 （ｐｒｏ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１） 组成

炎症小体复合物［１９］。 随后， ＮＬＲＰ３ 炎症小体形成

Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 激活平台， 以促进 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 的活化，
并进一步切割、 激活膜成孔的 ＧＳＤＭＤ， 引发细胞

焦亡［２０］。 有研究证明， 在 ＲＡ 大鼠软骨细胞中可

检测到 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的活化［２１］。 ＮＦ⁃κＢ 作为

炎症反应的关键介质， 相关通路的激活不仅可促进

软骨降解［２２］， 还可调控 ＮＬＲＰ３ 的表达［２３⁃２４］。 本研

究 结 果 显 示， 在 ＣＩＡ 大 鼠 中 ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＬＲＰ３ ／
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 信号通路处于激活状态， 而益气蠲痹方

可下调该焦亡信号通路相关蛋白和 ｍＲＮＡ 的表达，
且大鼠关节软骨组织中 ＮＬＲＰ３、 ＧＳＤＭＤ 阳性细胞

数也减少， 说明益气蠲痹方可能通过抑制 ＮＦ⁃κＢ ／
ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 信号通路的表达， 减轻软骨细胞

焦亡。
综上所述， 益气蠲痹方能够减轻 ＣＩＡ 大鼠炎

症反应， 减少焦亡相关因子的表达， 从而发挥对软

骨细胞的保护作用， 其机制可能与抑制 ＮＦ⁃κＢ ／
ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 信号通路活化有关。
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ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ

Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１９， １９（８）： ４７７⁃４８９．

［２０］ 　 Ｚｕ Ｙ， Ｍｕ Ｙ， Ｌｉ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｉｃａｒｉｉｎ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｂｙ

ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＮＬＲＰ３⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｊ Ｏｒｔｈｏｐ Ｓｕｒｇ Ｒｅｓ，

２０１９， １４（１）： ３０７．

［２１］ 　 Ｚｈａｏ Ｙ， Ｃｈｅｎ Ｙ， Ｗａｎｇ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ Ｙｉｑｉ Ｙａｎｇｙｉｎ

Ｔｏｎｇｌｕｏ ｃａｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅ ｔｈｅ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ

ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＡＳＩＣ１ａ ／ ＮＬＲＰ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ ． Ａｎｎ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ， ２０２２， １０（３）： １４５．

［２２］ 　 Ｄｅｎｇ Ｙ， Ｌｕ Ｊ， Ｌｉ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｃｉｐｒｏｃａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＹＡＰ ／ ＴＡＺ

ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｃ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｎａｔ

Ｃｏｍｍｕｎ， ２０１８， ９（１）： ４５６４．

［２３］ 　 Ｊｉａｎｇ Ｓ， Ｚｈａｎｇ Ｈ， Ｌｉ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ／ ＶＤＲ ａｔｔｅｎｕａｔｅ

ｃｉｓｐｌａｔｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＡＫＩ ｂｙ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ／

ＧＳＤＭＤ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ ． Ｊ Ｓｔｅｒｏｉｄ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ，

２０２１， ２０６： １０５７８９．

［２４］ 　 Ｂａｕｅｒｎｆｅｉｎｄ Ｆ Ｇ， Ｈｏｒｖａｔｈ Ｇ， Ｓｔｕｔｚ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｃｕｔｔｉｎｇ ｅｄｇｅ：

ＮＦ⁃κＢ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｐａｔｔｅｒｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ

ｌｉｃｅｎｓｅ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＮＬＲＰ３

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１９， １８３（２）： ７８７⁃７９１．

７８８２

２０２５ 年 ９ 月
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