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摘要： 目的　 观察通迪胶囊对Ⅱ型胶原诱导性关节炎小鼠的影响。 方法　 建立鸡Ⅱ型胶原诱导性关节炎小鼠模型， 随

机分为正常组、 模型组、 通迪胶囊组 （０􀆰 ５５ ｇ ／ ｋｇ）、 甲氨蝶呤组 （２􀆰 ０５５ ｍｇ ／ ｋｇ）， 各组于初次免疫后 １６ ｄ 开始灌胃给

药， 给药 ５０ ｄ。 ＨＥ 染色观察各组小鼠关节病理变化； ＥＬＩＳＡ 法检测小鼠血清因子 Ｃ⁃反应蛋白 （Ｃ⁃Ｒｅａｃｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＣＲＰ） 和肿瘤坏死因子⁃α （ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α） 水平； 流式细胞术检测小鼠 Ｔｈ１、 Ｔｈ２、 Ｔｈ１７ 和 Ｔｒｅｇ 脾脏

细胞水平。 结果　 通迪胶囊组小鼠的关节损伤减轻， 血清因子 ＣＲＰ、 ＴＮＦ⁃α 水平较模型组降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２
及 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞比例较模型组降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 通迪胶囊可以调节 ＣＤ４＋Ｔ 淋巴细胞亚群 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２、 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ
细胞比例平衡， 降低炎性因子的水平， 减轻小鼠关节病理损伤， 缓解关节炎症状。
关键词： 通迪胶囊； Ⅱ型胶原诱导性关节炎； ＣＲＰ； ＴＮＦ⁃α； 淋巴细胞
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　 　 类风湿关节炎 （ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ， ＲＡ） 是一种以关

节软骨病变， 滑膜细胞增生为特征的系统性、 炎性自身免

疫性疾病［１］ 。 目前认为免疫细胞及其分泌的细胞因子的调

节失衡是 ＲＡ 发病过程的核心免疫机制［２］ ， 其中自身反应

性 Ｔ 细胞在 ＲＡ 免疫紊乱中起着关键作用［３］ 。 由于 ＲＡ 的

难治性和机制的复杂性， 现有方案的治疗效果仍有待进一

步改善［４］ ， 因此， ＲＡ 治疗药物的研发仍然迫切。 中医药

治疗 ＲＡ 效果显著， 但是很多有效药物的机制仍然不明，
限制了其临床广泛应用。 通迪胶囊是纯中药制剂， 具有活

血行气、 散瘀止痛的功效， 被广泛用于各种风湿关节病。
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本研究以Ⅱ型胶原诱导性关节炎小鼠为研究对象， 探讨通

迪胶囊对 ＣＩＡ 小鼠关节炎症与细胞免疫功能的影响。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ２９ 只， ６～８ 周龄， 体

质量 （２０±２） ｇ， 购自北京维通利华实验动物技术有限公

司， 动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （京） ２０１６⁃０００６。
１􀆰 ２　 药物与试剂 　 通迪胶囊 （批号 ２０１７０７１４， 贵州景诚

制药 有 限 公 司 ）； 鸡 Ⅱ 型 胶 原 （ 批 号 １２０２５７， 美 国

Ｃｈｏｎｄｒｅｘ 公司）； 弗氏完全佐剂 （批号 ＳＬＢＴ１７１４， 美国

Ｓｉｇｍａ 公司）； ＰＥ 偶联小鼠 ＣＤ４ 抗体 （批号 ７３１２８５９， 美国

ＢＤ 公 司 ）； Ｍｏｕｓｅ Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ ／ Ｔｈ１７ Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｎｇ Ｋｉｔ （ 批 号

８０１９８３１， 美国 ＢＤ 公司）； Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｆａｃｔｏｒ Ｂｕｆｆｅｒ Ｓｅｔ
（批号 ７２８２５９０， 美 国 ＢＤ 公 司 ）； 甲 氨 蝶 呤 片 （ 批 号

０３６１７０５０２， 上海上药信谊药厂有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 造模　 选用 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠作为实验对象， 鸡Ⅱ型胶原

溶解于 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 冰醋酸中， 使其终质量浓度为 ２ ｍｇ ／ ｍＬ，
４ ℃过夜， 次日， 将溶解的胶原与等体积弗氏完全佐剂充

分乳化 （冰上操作） 至油包水状， 使胶原浓度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ；
初次免疫时， 于 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠足底皮下和尾根部皮下 ２ ～
３ ｃｍ 处注射 １００ μＬ 乳化胶原； ２ 周后， 以相同剂量再次加

强免疫， 肉眼观察小鼠四肢， 每隔 ３ ｄ 采用游标卡尺测量

小鼠左右后足踝关节下 ０􀆰 ５ ｍｍ 处的直径值， 作为关节肿

胀度的指标。
２􀆰 ２　 分组、 给药　 根据动物的存活率和模型成功率， 将以

上造模成功Ⅱ型胶原诱导性关节炎小鼠随机分为模型组

（５ 只）、 甲氨蝶呤组 （８ 只）， 通迪胶囊组 （１１ 只）， 另设

空白组 ５ 只。 各组动物于第 １ 次免疫第 １６ 天后， 通迪胶囊

组灌胃给予通迪胶囊溶液 ０􀆰 ５５ ｇ ／ ｋｇ， １ ｄ ／次； 甲氨蝶呤组

每周灌胃给予 ２ 次甲氨蝶呤溶液 ２􀆰 ０５５ ｍｇ ／ ｋｇ； 空白组、 模

型组每天给予生理盐水； 连续给药 ５０ ｄ。 给药剂量按照实

验动物与人临床用药量的换算公式计算得出。
２􀆰 ３　 肿胀度的测定　 根据参考文献 ［５］， 每隔３ ｄ采用游

标卡尺测量小鼠左右后足踝关节下 ０􀆰 ５ ｍｍ 处的直径值，

作为关节肿胀度的指标。
２􀆰 ４　 细胞因子检测　 给药 ５０ ｄ 后， 采用毛细管眼球取血。
离心收集血清 （３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ、 ４ ℃、 １５ ｍｉｎ）， 冻存于⁃８０ ℃
待测。 以上样品均采用 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＣＲＰ、 ＴＮＦ⁃α 水平。
２􀆰 ５　 关节组织病理检查 　 根据参考文献 ［６］， 给药 ５０ ｄ
后， 颈椎脱臼处死小鼠， 除去病变关节的皮毛和多余的组

织， 保留跖趾关节及趾间关节， ４％ 多聚甲醛固定， １０％
ＥＤＴＡ 脱钙， 常规脱水， 石蜡包埋， 切片。 ＨＥ 染色， 加封

玻片保存， 显微镜下观察。
２􀆰 ６　 流 式 细 胞 术 检 测 Ｔｈ１、 Ｔｈ２、 Ｔｈ１７、 Ｔｒｅｇ 淋 巴 细

胞　 给药 ５０ ｄ 后， 脱颈处死小鼠后置于 ７５％ 酒精中浸泡

５ ｍｉｎ杀菌， 开腹， 立即取出脾脏， 研磨， 分离脾淋巴细胞，
加入 １ ｍＬ 红细胞裂解液， 轻弹， 室温下静置 ５ ｍｉｎ， １ ０００ｇ
离心 ５ ｍｉｎ， 将制备的脾脏单细胞悬浮于 ＲＰＭＩ １６４０ （含
１０％热灭活 ＦＢＳ）， 细胞计数， 调节细胞浓度为 １×１０６ ／ ｍＬ。 分

别取 ２００ μＬ 细胞加入到 ９６ 孔细胞培养板中。 加入 ２５０×的
ＰＭＡ＆ 离子霉素工作液 ０􀆰 ８ μＬ， 混匀。 ３７ ℃ 孵育１ ｈ， 加

入高尔基阻断剂 ０􀆰 １３ μＬ， 继续孵育 ６ ｈ， 期间混匀 ３ 次。
收集细胞于流式管中， 加入相应抗体， 上机检测。
２􀆰 ７　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 统计软件进行统计分析，
数据以 （ｘ±ｓ） 表示； 多组间比较采用单因素方差分析， 方

差齐时两两比较采用 ＬＳＤ 法， 方差不齐时两两比较采用

Ｔａｍｈａｎｅ’ｓ Ｔ２ 法。 以Ｐ≤０􀆰 ０５表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 Ⅱ型胶原诱导性关节炎小鼠踝关节一般状态　 经完全

弗氏佐剂和鸡Ⅱ型胶原诱导后第 ３ 天， 造模小鼠开始出现

关节及足趾轻微肿胀， 食欲减退， 精神差， 体质量下降情

况； 在第 １５ 天进行 ２ 次免疫后关节肿胀程度加重， 行动

不便。
３􀆰 ２　 各组小鼠踝关节肿胀度 　 如图 １ 所示， 与空白组相

比， 模型组、 甲氨蝶呤组、 通迪胶囊组小鼠自注射鸡Ⅱ型

胶原蛋白后， 左右足关节明显出现肿胀， 并在第 １８ 天达到

高峰。 经给药后， 甲氨蝶呤组、 通迪胶囊组的小鼠， 左右

足的肿胀度下降。

图 １　 各组小鼠踝关节肿胀度

３􀆰 ３　 各组小鼠细胞因子水平　 如图 ２～３ 所示， 与空白组比

较， 模型组 ＣＲＰ、 ＴＮＦ⁃α 水平升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比

较， 甲氨蝶呤组、 通迪胶囊组的 ＣＲＰ、 ＴＮＦ⁃α 水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 通迪胶囊与甲氨蝶呤组比较， 差异无统计学意

义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。
３􀆰 ４　 各组小鼠踝关节 ＨＥ 染色　 如图 ４ 所示， 空白组各关
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注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 各组小鼠 ＣＲＰ 水平

注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 各组小鼠血清因子 ＴＮＦ⁃α水平

　 　 　 　 　

节结构较清晰正常， 关节腔内干净， 关节软骨结构正常，
滑膜未见增生， 组织未见明显炎症反应。 模型组局部关节

可见滑膜增生、 骨膜增生， 并伴有少量炎症细胞浸润； 关

节腔内可见较多细胞结构； 组织中还可见多处大量结缔组

织增生， 并伴有少量炎症细胞浸润。 甲氨蝶呤组组织中关

节滑膜未见增生， 关节软骨结构正常， 关节腔内干净； 组

织中可见较多结缔组织增生， 但未见明显炎症反应； 通迪

胶囊组的组织中关节滑膜未见增生， 关节软骨结构正常，
关节腔内干净； 组织可见较多结缔组织增生 （与甲氨蝶呤

组相似）， 并伴有少量炎症细胞浸润。 与空白组比较， 模型

组病变显著， 主要病变为滑膜增生、 结缔组织增生、 炎症

细胞浸润； 与模型组比较， 甲氨蝶呤组和通迪胶囊组关节

软骨结构正常， 关节腔内干净， 未见滑膜增生， 其中甲氨

蝶呤组炎症反应较模型组轻， 通迪胶囊组炎症反应较模型

组差异不显著， 但症状较模型组稍好转， 提示通迪胶囊可

减轻小鼠关节损伤。
３􀆰 ５　 各组小鼠 Ｔｈ１、 Ｔｈ２、 Ｔｈ１７ 和 Ｔｒｅｇ 淋巴细胞比例　 与空

白组比较， 模型组 Ｔｈ１、 ＴＨ１７ 细胞比例升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与

模型组比较， 甲氨蝶呤组、 通迪胶囊组的 Ｔｈ１、 ＴＨ１７ 细胞比

例降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与空白组比较， 模型组 ＴＨ２、 Ｔｒｅｇ 细胞比

例减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 甲氨蝶呤组和通迪胶囊

组的 Ｔｈ２、 Ｔｒｅｇ 细胞比例升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图５～６。

注： １、 ２、 ３ 为正常关节； ４ 关节腔内可见细胞； ５ 结缔组织增生， 炎症细胞浸润； ６ 滑膜增生， 关节腔内可见较多细胞； ７ 结缔组织增

生， 炎症细胞浸润； １０ 结缔组织增生， 炎症细胞浸润。

图 ４　 各组踝关节病理切片 （２００×）
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注： ＣＤ４＋ ＩＦＮ⁃γ＋标记 Ｔｈ１ 细胞， ＣＤ４＋ ＩＬ⁃４＋标记 Ｔｈ２ 细胞， ＣＤ４＋ ＩＬ⁃１７Ａ＋标记 Ｔｈ１７ 细胞， ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋标记 Ｔｒｅｇ 细胞。

图 ５　 流式细胞图

　 　 与空白组比较， 模型组的小鼠脾脏 Ｔｈ 细胞亚群相对数

量 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２、 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 比值均上升（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比

较， 甲氨蝶呤组、 通迪胶囊组的小鼠脾脏 Ｔｈ 细胞亚群相对

数量 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２、 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 比值均下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 ７。
４　 讨论

ＲＡ 是由自身免疫耐受失衡引起的系统性自身免疫性疾

病， 以滑膜炎症、 血管翳形成及关节破坏为主要病理特征。
ＲＡ 确切发病机制不明， 目前认为 Ｔｈ 亚型 （ Ｔｈ１、 Ｔｈ２、
Ｔｈ１７、 Ｔｒｅｇ） 间的相互作用及平衡在 ＲＡ 的发生发展中起着

重要作用［７］ 。 当平衡向 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ１７ 型细胞倾斜时， 导致

Ｔｈ１ 和 Ｔｈ１７ 型细胞因子， 如 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１７ 等炎性细胞因子

亢进， 而 Ｔｈ２ 和 Ｔｒｅｇ 型抗炎细胞因子如 ＩＬ⁃４ 和 ＴＧＦ⁃β 产生

不足， 机体内稳定的免疫内环境遭到破坏， 引起局部或全

身免疫应答失常， 导致 ＲＡ 的疾病进展， 由此可见 ＲＡ 的转

归依赖于 Ｔｈ 细胞亚型及其相关细胞因子的变化［８］ 。 研究表

明， Ｔｈ１７ 细胞产生具有强大致炎效应的 ＩＬ⁃１７、 ＴＮＦ⁃α， 通

过诱导基质金属蛋白酶 （ＭＭＰｓ） 和破骨细胞的生成， 促进

关节滑膜的炎症反应及软骨破坏［９］ ； 而 Ｔｒｅｇ 细胞可以产生

抑制性细胞因子 ＩＬ⁃１０、 ＴＧＦ⁃β、 ＩＬ⁃３５， 并通过上调抑制性

免疫细胞表面分子表达和下调活化 Ｔ 细胞的相关基因， 抑

制靶细胞诱导的免疫应答［１０］ 。 Ｔｒｅｇ、 Ｔｈ１７ 细胞在特定的细

胞因子微环境下可以相互转换， 初始 ＣＤ４＋Ｔ 细胞在 ＴＧＦ⁃β
单独作用下分化为 Ｔｒｅｇ 细胞， 而当 ＴＧＦ⁃β 和 ＩＬ⁃６ 共同存在

时， 能够诱导 ＲＯＲγｔ 的表达， 促进初始 Ｔ 细胞分化为 Ｔｈ１７
细胞［１１］ 。 因此， 调节 Ｔｈ１、 Ｔｈ２、 Ｔｈ１７ 和 Ｔｒｅｇ 细胞间的平

衡可成为治疗 ＲＡ 的新方法。
本研究采用鸡Ⅱ型胶原诱导 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠关节炎模型，

在发病机制、 疾病症状和病理特征上与 ＲＡ 都具有共同点，
是研究人类 ＲＡ 较为经典、 成熟的实验动物模型， 在国际

上广泛应用于治疗 ＲＡ 药效评价和作用机制的研究［１２］ 。 结

果发现， 经通迪胶囊干预后的 ＣＩＡ 小鼠关节肿胀度明显降

低， 提示了该药的抗炎效果。 ＣＩＡ 小鼠模型与人 ＲＡ 相似，
细胞免疫和体液免疫变化明显， 可表达 ＴＮＦ⁃α、 ＣＲＰ 等促

炎细胞因子， ＥＬＩＳＡ 结果表明通迪胶囊能够显著的降低

ＣＲＰ 和 ＴＮＦ⁃α 血清因子水平， 进一步证明了通迪胶囊的抗

炎作用。 病理切片的研究结果还发现， 虽然在通迪胶囊给
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注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 各组小鼠 Ｔｈ１、 Ｔｈ２、 Ｔｈ１７、 Ｔｒｅｇ 细胞比例

注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ７　 各组小鼠脾脏 ＴＨ 细胞亚群 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 和 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 的比值

药组的 ＣＩＡ 小鼠踝关节组织内有少量炎症细胞浸润， 但较

模型组轻， 重要的是组织细胞排列相对整齐， 血管翳生成

减少， 关节软骨结构正常， 说明了通迪胶囊不仅具有炎症

抑制作用， 更可以保护 ＣＩＡ 小鼠的关节软骨， 具有较好的

骨保护作用。
ＲＡ 的骨质破坏进程是该病致残的主要原因， 目前的西

医常规治疗策略无法有效抑制 ＲＡ 骨破坏进程， 而新型药

物如生物模拟物对骨破坏是否具有有效抑制作用仍有待进

一步的研究观察［１３］ 。 本研究中， 通迪胶囊对 ＣＩＡ 小鼠血管

翳生成的抑制作用及对关节软骨的保护作用提示了该药作

为 ＲＡ 骨保护药物的开发价值， 是中药复方治疗作用的一

个亮点， 值得重视和深入挖掘。
为了进一步探讨通迪胶囊治疗关节炎的作用机制， 本

研究结合 ＲＡ 的免疫学机制， 进一步探索了通迪胶囊对 ＣＩＡ
小鼠脾脏 Ｔｈ１、 Ｔｈ２、 Ｔｈ１７ 和 Ｔｒｅｇ 淋巴细胞的影响。 在Ⅱ型

胶原诱导性关节炎模型中 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２、 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞的比例

及其分泌的细胞因子较空白实验组明显升高， 表明在Ⅱ型

胶原诱导性关节炎形成中 Ｔｈ 处于高度活化状态， 这与 ＲＡ
的研究结果报道一致［１４⁃１５］ 。 研究结果发现通迪胶囊灌胃给

药能够升高Ⅱ型胶原诱导性关节炎小鼠 Ｔｈ２ 和 Ｔｒｅｇ 细胞的

水平， 同时下调Ⅱ型胶原诱导性关节炎小鼠的 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ１７
的水平， 从而调节 Ｔｈ１、 Ｔｈ２、 Ｔｈ１７、 Ｔｒｅｇ 功能性细胞间的

相互作用， 诱导Ⅱ型胶原诱导性关节炎小鼠产生免疫耐受。
另一方面经过给药后Ⅱ型胶原诱导性关节炎小鼠的 Ｔｈ１ ／
Ｔｈ２ 与 Ｔｒｅｇ ／ Ｔｈ１７ 细胞比例下降， 提示通迪胶囊通过调控Ⅱ
型胶原诱导性关节炎小鼠脾脏 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２、 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞比
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例失衡， 重新诱导Ⅱ型胶原诱导性关节炎小鼠的免疫平衡，
从而达到治疗疾病的目的。 鉴于 Ｔｈ１７ 活化在其他自身免疫

病中的重要作用， 以及新上市的针对 ＩＬ⁃１７ 的生物制剂在银

屑病关节炎和强直性脊柱炎治疗中的显著疗效［１６⁃１７］ ， 通迪

胶囊在其他自身免疫病治疗中的应用价值值得进一步探讨。
综上所述， 本研究表明通迪胶囊对Ⅱ型胶原诱导性关

节炎小鼠的抗炎和骨保护作用， 并探讨了其免疫学的机制

与调控 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２、 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 失衡有关。 研究结果进一步提

示了通迪胶囊对自身免疫病的治疗作用， 值得深入开展机

制研究和临床观察。
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