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摘要： 目的　 探讨异槲皮素对关节炎大鼠炎症微环境的影响。 方法　 将 ４０ 只 ＳＤ 大鼠随机分为对照组、 模型组、 异槲

皮素组 （５０ ｍｇ ／ ｋｇ） 和地塞米松组 （２ ５ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只。 除对照组外， 其余各组在第 １、 ８ 天于大鼠尾根部、 背

部和足底区域注射牛Ⅱ型胶原 （２ ｍｇ ／ ｍＬ） 与等体积不完全弗氏佐剂的混合乳液， 每次 ２００ μＬ， 构建胶原诱导的类风

湿性关节炎 （ＲＡ） 模型。 造模第 １５ 天后开始给药， 拍摄并记录大鼠的爪和关节状况。 使用 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 对大鼠足部进行

三维成像， 并分析骨体积分数； 使用小动物高频超声成像对大鼠膝关节进行成像， 观察积液水平； ＨＥ 染色法评价滑

膜组织病理变化； 免疫组织化学法检测膝关节滑膜组织 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１０ 表达； 流式细胞仪分析骨髓源巨噬细胞

（ＢＭＤＭ） 表型； 免疫荧光染色检测滑膜组织中 Ｍ２ 型巨噬细胞表达。 通过网络药理学筛选异槲皮素作用于 ＲＡ 的靶

点， 使用虚拟分子对接法探究异槲皮素与靶蛋白的结合位点和结合能。 通过脂多糖诱导 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞炎症， 探究异

槲皮素在细胞水平的抗炎作用， 以及对 ＢＭＤＭ 的极化作用， 并验证异槲皮素对 ＲＡ 的作用靶点。 结果　 动物实验结果

表明， 异槲皮素可修复胶原诱导的关节炎大鼠的骨畸形， 改善骨体积分数 （Ｐ＜０ ０５）， 降低膝关节滑膜组织中炎症因

子水平 （Ｐ＜０ ０１）， 改善胶原诱导的关节炎大鼠膝关节炎症微环境。 网络药理学结果表明， 异槲皮素对 ＲＡ 的作用潜

在靶点主要有 ＮＦ⁃κＢ、 Ａｋｔ 和 ＴＮＦ⁃α。 在细胞水平， 异槲皮素可以显著抑制 ＮＦ⁃κＢ 活化， 诱导 ＢＭＤＭ 向 Ｍ２ 型极化，
降低促炎因子 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 表达， 促进 ＩＬ⁃１０ 和 Ａｒｇ⁃１ 表达。 结论　 异槲皮素可以通过抑制 ＮＦ⁃κＢ 活化， 诱导滑膜组织

中巨噬细胞向 Ｍ２ 型极化， 改善 ＲＡ 的炎症微环境。
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　 　 类风湿性关节炎 （ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ， ＲＡ） 是一种慢

性、 全身性、 炎症性自身免疫性疾病， 影响全球约 １％ 的人

口［１］ 。 类风湿性关节炎患者忍受着长期的关节疼痛， 这不

仅给他们带来了沉重的经济负担， 还造成了由疾病引起的

精神痛苦［２］ 。 临床上治疗 ＲＡ 的药物以抗风湿药物和糖皮

质激素为主。 ＲＡ 患者长期使用皮质类固醇会引起心血管疾

病、 糖尿病、 骨质疏松等， 亟需寻求安全、 有效、 负担得

起的治疗方案。
几十年来， 传统中医对 ＲＡ 的治疗具有一套全面的治

疗策略。 异槲皮素是黄酮类化合物， 具有广泛的生物活性

和多种药理作用［３］ ， 其广泛存在于锦葵科植物和罗布麻的

花中、 杨梅树叶、 杜仲叶和桑叶等植物中， 现有研究表明

多种植物的生物活性与其中所含的异槲皮素密切相关［４⁃５］ 。
有研究证实， 异槲皮素对体内外成骨都有实质性的有利影

响［６⁃７］ 。 此外， 黄酮类化合物可通过抑制 ＮＬＲＰ３ 或 ＮＦ⁃κＢ
通路的激活来刺激 Ｍ１ 巨噬细胞向 Ｍ２ 巨噬细胞的极化［８⁃９］ 。

因此， 本研究通过建立胶原诱导型关节炎 （ ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ， ＣＩＡ） 大鼠模型， 探究异槲皮素对骨畸形

的修复能力和改善 ＲＡ 炎症微环境的潜力。
１　 材料

１ １　 动物 　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠， 体质量 （２００± ２０） ｇ，
由上海斯莱克实验动物有限责任公司提供 ［实验动物生产

许可证号 ＳＣＸＫ （沪） ２０２２⁃０００４］， 饲养于江南大学无锡医

学院实验动物中心 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （苏）
２０２１⁃００５６］， 环境温度 ２０ ～ ２６ ℃， 相对湿度 ４０％ ～ ７０％ ，
标准饮食饮水。 动物实验经江南大学伦理委员会批准 （实
验动物伦理编号 ＪＮ． Ｎｏ２０２３０２２８Ｓ０２５０５１９）。
１ ２　 试剂与药物 　 异槲皮素 （货号 Ｂ１０３７３） 购自上海士

锋生物技术有限公司。 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞购自武汉博士德生

物工程有限公司。 牛Ⅱ型胶原 （货号 ２００２２） 购自美国

Ｃｈｏｎｄｒｅｘ 公司； 不完全弗氏佐剂 （货号 Ｆ５５０６） 购自美国

Ｓｉｇｍａ 公 司； ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１０ 一 级 抗 体 （ 货 号 ＢＡ４３３９、
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Ａ０００２１⁃３） 购自武汉博士德生物工程有限公司； ＣＤ８６ 抗体

（货号 ５６０５８２） 购自上海百赛生物技术股份有限公司；
ＣＤ８６、 ＣＤ１６３ 抗体 （货号 Ａ１１９９、 Ａ８３８３） 购自武汉爱博

泰克生物科技有限公司。 脂多糖 （ＬＰＳ， 货号 Ｓ１７３２） 购自

上海碧云天生物技术股份有限公司； ＩＦＮ⁃γ （货号 ｐ０１５８０）
购自安诺伦 （北京） 生物科技有限公司； ＤＡＰＩ 活性染料

（货号 Ｄ１３０６） 购自赛默飞世尔科技 （中国） 有限公司；
固定剂、 渗透缓冲液、 ＦｃＲ 抗体 （货号 ５５４７２２、 ５５４７２３、
１５６６０３） 均购自美国 ＢＤ 公司； ＣＤ２０６ 抗体 （货号 １４１７０７）
购自美国 ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ 公司。
１ ３　 仪器 　 ＰＣＲ 扩增仪 （德国艾本德公司）； Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ
［型号 ｑｕａｎｔｕｍ ＧＸⅡ， 珀金埃尔默仪器 （上海） 有限公

司］； 小动物高频超声成像系统 ［型号 Ｖｅｖｏ ３１００ ＬＴ， 富士

胶片 （中国） 投资有限公司］； 数字玻片扫描仪 （匈牙利

３ＤＨＩＳＴＥＣＨ 公司）； 荧光显微镜 （型号 Ａｘｉｏ Ｉｍａｇｅｒ Ｚ２， 德

国蔡司公司）；
２　 方法

２ １　 ＣＩＡ 大鼠模型构建 　 将 ４０ 只 ＳＤ 大鼠随机分为对照

组、 模型组、 异槲皮素组和地塞米松组， 每组 １０ 只， 除对

照组外， 其余各组均建立 ＣＩＡ 关节炎大鼠模型。 将牛Ⅱ型

胶原 （２ ｍｇ ／ ｍＬ） 与等体积的不完全弗氏佐剂混合， 并在

冰上用注射器将乳液完全乳化。 第 １ 天进行初级免疫， 于

大鼠尾根和足底区域多点注射 ２００ μＬ 混合乳液； 第 ８ 天，
再次注射相同体积胶原乳液进行加强免疫［１０⁃１２］ 。 １５ ｄ 后，
拍摄并记录大鼠的爪和关节状况， 同时开始给药， 异槲皮

素组灌胃给予 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 异槲皮素溶液， 地塞米松组灌胃给

予 ２ ５ ｍｇ ／ ｋｇ 地塞米松溶液， 对照组和模型组灌胃给予生

理盐水， 给药体积约 ０ ２ ｍＬ。
２ ２　 股骨和爪的 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检测 　 给药 ３０ ｄ 后， 用异氟烷

持续麻醉大鼠， 在小型动物成像床上进行成像。 采用

Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 对股骨和爪的畸形、 骨体积分数 （ＢＶ ／ ＴＶ） 进行

检测。 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描电压 ９０ ｋＶ； 扫描电流 ８０ μＡ； 扫描视

野 ８６ ｍｍ； 扫描时间 ４ ｍｉｎ； 扫描方式为高分辨率； 滤片 Ｃｕ
０ １ ｍｍ； 扫描分辨率 １７２ μｍ。
２ ３　 小动物高频超声成像系统评估关节积液　 用 １ ５％ 异

氟烷麻醉大鼠， 用脱毛膏对大鼠膝关节进行脱毛， 将大鼠

放在手术台上进行持续麻醉。 使用 ＭＸ４００ 超声成像探头和

小动物高频超声成像系统对大鼠的膝关节进行成像。
２ ４　 血清细胞因子水平检测 　 给药 ３０ ｄ 后， 采集血样，
室温静置 １５ ｍｉｎ， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ， 收集血清。
ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１０ 和 Ａｒｇ⁃１ 水平。
２ ５　 膝关节组织病理学观察　 取各组大鼠膝关节， 于 ４％
多聚甲醛中固定 １０ ｄ， 进行 ４ 周的脱钙处理。 将脱钙后的

膝关节包埋在石蜡中， 制备 ５ μｍ 切片。 切片脱蜡后使用梯

度乙醇进行水合， 苏木精⁃伊红染色试剂盒染色。 通过数字

切片扫描仪观察膝关节病理变化。 对半月板和滑膜组织中

血管翳的严重程度进行评分， 根据严重程度， 将血管翳分

为 ５ 个等级， 即正常 （１ 分）、 局部轻度血管翳 （２ 分）、

部分重度血管翳 （３ 分）、 重度血管翳 （４ 分） 和极严重血

管翳 （５ 分）。
２ ６　 免疫组织化学 （ ＩＨＣ） 法检测 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１０
表达　 取各组大鼠膝关节组织切片进行脱蜡， 经乙醇梯度

水化、 柠檬酸抗原修复、 过氧化物酶失活和 ＢＳＡ 封闭后，
将切片与特异性一级抗体 （稀释比 １ ∶ ２００） 在 ４ ℃下孵育

过夜。 第二天， 将组织切片在 ３７ ℃下复温 １ ｈ， 用 ＰＢＳ 缓

冲溶液洗涤， 室温下用辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ） 标记的二

抗孵育 ２ ｈ。 使用数字玻片扫描仪观察 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃
１０ 在大鼠膝关节中的表达。
２ ７　 免疫荧光 （ ＩＦ） 染色检测 Ｍ２ 型巨噬细胞表达　 取各

组大鼠膝关节组织切片， ９５ ℃下用 ＥＤＴＡ 缓冲液进行抗原

回收， 组织切片用 ５％ 山羊血清封闭 ３０ ｍｉｎ， 对于 Ｍ２ 巨噬

细胞的染色， 使用抗 ＣＤ６８ 和抗 ＣＤ１６３ 进行共染色。 用

Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ （ 绿 色 ） 标 记 的 山 羊 抗 小 鼠 ＩｇＧ 和

ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ ５９４ 标记的山羊防兔 ＩｇＧ 在室温下避光孵育 ２ ｈ，
洗涤后用 ＤＡＰＩ 对细胞核进行复染。 使用荧光显微镜观察染

色情况， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６ ０ 软件对荧光强度进行量化。
２ ８　 ＲＡＷ２６４ ７ 炎症模型构建和干预 　 将对数生长期的

ＲＡＷ２６４ ７ 细胞以 ２×１０５ ／孔的密度接种至 ６ 孔板中， 先以

１ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 诱导 ２４ ｈ， 再分别以 ０ ２５、 ２ ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 异槲

皮素处理 ２４ ｈ。
２ ９　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测炎症因子 ｍＲＮＡ 表达 　 使用 ＴＲＩｚｏｌ
试剂提取各组细胞的 ＲＮＡ， 然后经逆转录获得 １ μｇ ｃＤＮＡ，
并用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 进行荧光定量 ＰＣＲ。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参，
通过 ２－ΔΔＣＴ法计算 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１０ 和 Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ 相对表

达。 引物序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 序列

ＩＬ⁃１β 正向 ５′⁃ＧＣＴＧＡＡＡＧＣＴＣＴＣＣＡＣＣＴＣＡＡＴＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＧＴＣＧＴＴＧＣＴＴＧＧＴＴＣＴＣＣＴＴＧ⁃３′

ＩＬ⁃６ 正向 ５′⁃ＴＣＣＴＡＣＣＣＣＡＡＴＴＴＣＣＡＡＴＧＣＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＧＧＴＣＴＴＧＧＴＣＣＴＴＡＧＣＣＡＣ⁃３′

ＩＬ⁃１０ 正向 ５′⁃ＣＡＡＧＧＣＡＧＴＧＧＡＧＣＡＧＧＴＧＡＡＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＧＣＴＴＴＧＧＴＧＡＧＴＡＧＡＣＡＧＡＧＧＴＣ⁃３′

Ａｒｇ⁃１ 正向 ５′⁃ＣＡＧＡＡＧＡＡＴＧＧＡＡＧＡＧＴＣＡＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＡＧＡＴＡＴＧＣＡＧＧＧＡＧＴＣＡＣＣ⁃３′

β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ５′⁃ ＣＡＴＧＧＡＧＴＣＣＴＧＴＧＧＣＡＴＣＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣＣＴＧＴＣＧＧ⁃３′

２ １０　 网络药理学研究与虚拟分子对接　 使用 Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ
Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｗｅｂｓｉｔｅ 预测异槲皮素可能作用的靶目标； 通过

ＧｅｎｅＣａｒｄ 数据库检索 ＲＡ 相关目标； 将获得的异槲皮素和

ＲＡ 相关靶标导入 ＳＴＲＩＮＧ １１ ５ 数据库， 进行网络药理学图

谱分析， 并使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３ ７ ０ 软件对网络药理学图谱进

行优化。 使用 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ ２０２１ 软件进行虚拟分子对

接， 选择异槲皮素作为配体， 与关节炎途径密切相关的常

规途径蛋白， 如 ＰＤＢ 蛋白数据库中的 ＮＦ⁃κＢ 和 ＩＫＫβ， 作

为受体进行分子对接， 评估异槲皮素与靶蛋白的结合能和

结合位点。
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２ １１　 蛋白质印迹法检测 ＮＦ⁃κＢ 和 ＩＫＫβ 蛋白表达 　 将培

养好的细胞收集到离心管中， 使用 ＰＢＳ 进行清洗， 去除细

胞外的干扰物， 然后加入含有蛋白酶抑制剂和磷酸酯酶抑

制剂的裂解液， 通过超声波破碎仪进行细胞破碎， 离心后

获得含有目标蛋白的提取液。 使用 １０％ 分离凝胶和 ５％ 浓

缩凝胶对总蛋白质进行电泳分离， 通过湿法将分离的蛋白

转移到 ＰＶＤＦ 膜上， 用 ５％ 脱脂奶粉溶液封闭 １ ｈ， 加入特

异性一抗在 ４ ℃下孵育过夜， 加入 ＨＲＰ 标记的二抗孵育

２ ｈ， ＴＢＳＴ 洗涤后使用 ＥＣＬ 发光液显影， 以目的蛋白与内

参蛋白 ＧＡＰＤＨ 的光密度值比值表示目的蛋白相对表达量。
２ １２　 ＢＭＤＭ 细胞极化　 从小鼠股骨和胫骨中获得骨髓细

胞， 巨噬细胞集落刺激因子诱导为成骨髓源巨噬细胞 （ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ， ＢＭＤＭ）。 ＬＰＳ （ １０ ｎｇ ／ ｍＬ） ＋
ＩＦＮ⁃γ （２０ ｎｇ ／ ｍＬ） 诱导 ＢＭＤＭ 分化为 Ｍ１ 巨噬细胞。 培养

１２ ｈ 后， 将其分为对照组、 ＬＰＳ ＋ ＩＦＮ⁃γ 组、 异槲皮素组

（ＬＰＳ＋ＩＦＮ⁃γ 诱导后 ６ ｈ， 加入终浓度为 ０ ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 异槲

皮素）， 细胞消化成单细胞悬浮液后 ２４ ｈ， 加抗小鼠 ＦｃＲ
抗体 ４ ℃孵育 １５ ｍｉｎ， 加 ＤＡＰＩ 活性染料 ４ ℃孵育 １５ ｍｉｎ
以区分死细胞， 使用 ＦＩＴＣ 大鼠抗小鼠 ＣＤ８６ 抗体在 ４ ℃下

表面染色 ２０ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 缓冲溶液洗涤细胞 ２ 次， 固定剂在

４ ℃下固定 ３０ ｍｉｎ， 用渗透缓冲液洗涤 ２ 次。 对于细胞内染

色， ＡＰＣ 抗小鼠 ＣＤ２０６ （ＭＭＲ） 抗体在渗透缓冲液中稀释，
添加到细胞中， ４ ℃染色 ３０ ｍｉｎ。 用渗透缓冲溶液洗涤 ２ 次

后， 将细胞重悬在 ＰＢＳ 缓冲液中， 并用 ＢＤ ＬＳＲＦｏｒｔｅｓｓａ 细胞

分析仪检测。 使用 ＦｌｏｗＪｏ 软件进行数据分析。
２ １３　 统计学分析 　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ ０ 软件进行处

理， 数据以 （ ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分

析， 进一步两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ 检验； ２ 组间比较采用独

立样本 ｔ 检验。 Ｐ＜０ ０５ 表示差异有统计学意义。
３　 结果

３ １　 异槲皮素对 ＣＩＡ 大鼠踝关节肿胀和骨质流失的影

响　 如图 １Ａ 所示， 异槲皮素可以减轻 ＣＩＡ 大鼠踝关节肿

胀， 与模型组比较， 异槲皮素组大鼠足肿胀抑制率为

（４０ ００±３ １７）％ 。 如图 １Ｂ～１Ｃ 所示， 与对照组比较， 模型

组大鼠足关节出现畸形， 表现为指间距离增加， 骨体积分

数降低 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 异槲皮素组大鼠足部

骨畸形得到改善， 骨体积分数增加 （Ｐ＜０ ０１）。 以上结果

表明， 异槲皮素不仅能抑制 ＣＩＡ 大鼠踝关节肿胀， 改善骨

畸形， 还能提高骨体积分数。
３ ２　 异槲皮素对 ＣＩＡ 大鼠膝关节积液的影响　 通过小动物

高频超声成像系统观察大鼠膝关节， 积液部位呈现低回声，
主要表现为暗灰色和黑色影像； 相反， 滑膜和软骨组织表

现为高回声区， 主要表现为白色成像。 如图 ２ 所示， 异槲

皮素可改善大鼠膝关节积液程度 （Ｐ＜０ ０１）。 异槲皮素可

能通过改善 ＣＩＡ 大鼠关节的慢性炎症状态， 促进滑膜组织

修复， 减轻关节积液。
３ ３　 异槲皮素对 ＣＩＡ 大鼠滑膜组织病理形态的影响　 如图

３ 所示， 模型组大鼠膝关节半月板和滑膜组织内炎性血管

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 １　 各组大鼠踝关节组织形态和骨体积分数比较 （ｘ±ｓ，
ｎ＝１０）

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ２　 各组大鼠关节积液情况 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

翳明显 （Ｐ＜０ ０１）； 异槲皮素组和地塞米松组半月板炎性

血管翳和滑膜血管翳程度均减轻 （Ｐ＜０ ０１）。
３ ４　 异槲皮素对 ＣＩＡ 大鼠滑膜组织炎症的影响　 如图４Ａ～
４Ｆ 所示， 与对照组比较， 模型组促炎细胞因子 ＩＬ⁃６ 和

ＴＮＦ⁃α 以及抗炎因子 ＩＬ⁃１０ 表达升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组

比较， 异槲皮素组 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 表达降低 （Ｐ＜０ ０１）， ＩＬ⁃
１０ 表达升高 （Ｐ＜０ ０５）， 地塞米松组 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１０
表达降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。 提示异槲皮素逆转了滑膜

组织中促炎因子的高表达， 同时增强了抗炎因子表达， 从

而改善关节炎症微环境。 考虑到 Ｍ２ 型巨噬细胞分泌 ＩＬ⁃１０，
后续对滑膜组织中 Ｍ２ 型巨噬细胞进行检测。
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注： 蓝色箭头指向滑膜， 黑色箭头指向半月板中的炎症性血管翳，

红色箭头指向滑膜组织血管翳。 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与模型

组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ３　 各组大鼠膝关节滑膜组织病理形态 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

　 　 如图 ４Ｇ ～ ４Ｊ 所示， 与对照组比较， 模型组大鼠血清

ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０ ０１）， ＩＬ⁃１０、 Ｍ２ 巨噬细胞标

志物 Ａｒｇ⁃１ 水平降低 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 异槲皮素

组血清 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０ ０１）， ＩＬ⁃１０、 Ａｒｇ⁃１ 水

平升高 （Ｐ＜０ ０１）。
３ ５　 异槲皮素对 ＣＩＡ 大鼠滑膜组织 Ｍ２ 巨噬细胞表达的影

响　 如图 ５ 所示， 与对照组比较， 模型组 Ｍ２ 巨噬细胞表

达降低 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 异槲皮素组 Ｍ２ 巨噬

细胞表达升高 （Ｐ＜０ ０１）， 而地塞米松组 Ｍ２ 巨噬细胞表

达无明显差异 （Ｐ＞０ ０５）。 以上结果显示， 异槲皮素可以

通过诱导巨噬细胞在滑膜组织内转变为 Ｍ２ 型， 进而抑制

促炎因子的分泌， 从而潜在地改善滑膜炎症。
３ ６　 异槲皮素对 ＬＰＳ 诱导的 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞炎症的影

响　 异槲皮素在 ０ ０２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 至 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的范围内对

ＲＡＷ２６４ ７ 细胞表现出安全性， 见图 ６Ａ。 如图 ６Ｂ～６Ｅ 所示，
与对照组比较， ＬＰＳ 组 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１０、
Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， ０ ２５、
２ ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 异槲皮素组 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ
表达降低 （Ｐ＜ ０ ０１）， ＩＬ⁃１０ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜ ０ ０１），
２ ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 异槲皮素组 Ａｒｇ⁃１ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０ ０５）。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ４　 各组大鼠滑膜组织炎症水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
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注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ５　 各组大鼠滑膜组织 Ｍ２ 型巨噬细胞表达比较 （ｘ±ｓ，
ｎ＝１０）

３ ７　 异槲皮素对 ＬＰＳ 诱导的 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞 ＮＦ⁃κＢ ／ ＩＫＫβ
信号通路的影响　 网络药理学结果显示， 异槲皮素治疗 ＲＡ
的靶点主要涉及 ＮＦ⁃κＢ、 Ａｋｔ 和 ＴＮＦ⁃α， 见图 ７Ａ。 通过分

子对接发现， 异槲皮素与 ＮＦ⁃κＢ 和 ＩＫＫβ 都具有良好的结

合位点和高结合能， 异槲皮素与 ＮＦ⁃κＢ 和 ＩＫＫβ 之间的结

合主要是氢键， 见图 ７Ｂ。 如图 ７Ｃ ～ ７Ｅ 所示， 与对照组比

较， ＬＰＳ 组 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 和 ｐ⁃ＩＫＫβ 蛋白表达升高 （ Ｐ ＜
０ ０１）； 与 ＬＰＳ 组比较， ０ ２５、 ２ ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 异槲皮素组 ｐ⁃
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 和 ｐ⁃ＩＫＫβ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０１）。 以上结果提

示， 异槲皮素可能抑制 ＮＦ⁃κＢ 通路的激活， 进而阻断炎症因

子的表达， 从而改善炎症微环境， 达到治疗关节炎的效果。
３ ８　 异槲皮素在体外诱导 ＢＭＤＭ 极化为 Ｍ２ 表型　 如图 ８
所示， 与对照组比较， ＬＰＳ＋ＩＦＮ⁃γ 组 ＣＤ２０６＋ 标记的 Ｍ２ 巨

噬细胞比例降低 （Ｐ＜０ ０１）， ＣＤ８６＋标记的 Ｍ１ 巨噬细胞比

例升高 （Ｐ＜ ０ ０１）； 与 ＬＰＳ＋ ＩＦＮ⁃γ 组比较， 异槲皮素组

ＣＤ２０６＋标记的 Ｍ２ 巨噬细胞比例升高 （Ｐ＜０ ０１）， ＣＤ８６＋标

记的 Ｍ１ 巨噬细胞比例无明显变化 （Ｐ＞０ ０５）。 以上结果表

明， 异槲皮素虽然不能抑制 ＢＭＤＭ 向 Ｍ１ 型极化， 但是可

以显著促进 ＢＭＤＭ 向 Ｍ２ 型极化。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ６　 各组 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞炎症因子 ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ７　 异槲皮素对 ＮＦ⁃κＢ ／ ＩＫＫβ信号通路的作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ８　 异槲皮素对 ＢＭＤＭ 向 Ｍ２ 表型极化的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

ＲＡ 是一种慢性、 全身性、 免疫性疾病， 主要特征为滑

膜持续炎症、 滑膜异常增生、 骨侵蚀等［１３⁃１４］ ， 多发于 ３０ 岁

至 ５０ 岁女性， 男女比例约为 １ ∶ ３， 这一现象可能与雌激素

分泌密切相关［１５⁃１６］ 。 随着病程的延长， ＲＡ 患者的残疾率不

断上升， 软骨和成骨出现不同程度的侵蚀， 进而导致关节

畸形， 最终导致残疾或者死亡［１７⁃１８］ 。 因此， 寻找一种有效

缓解 ＲＡ 进程的药物迫在眉睫。 现有的临床抗风湿药物的
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毒副作用， 极大地限制了它们的使用。 而中药复方和中药

提取物治疗 ＲＡ 具有悠久历史， 且毒副作用较小。
异槲皮素是存在于多种中草药中的黄酮类化合物， 本

研究发现 ＣＩＡ 大鼠模型显示出与 ＲＡ 类似的病理属性， 包

括骨耐受性破坏、 滑膜组织内炎症细胞浸润、 滑膜增生、
骨畸形、 骨密度损失和骨侵蚀［１０⁃１１］ 等。 异槲皮素可抑制

ＣＩＡ 大鼠踝关节肿胀， 改善骨质流失， 表明异槲皮素对 ＲＡ
具有改善作用。 本研究进一步分析发现， 异槲皮素不仅可

以缓解膝关节积液还可以减轻滑膜炎症， 降低促炎因子 ＩＬ⁃
１β 和 ＩＬ⁃６ 水平， 提高抗炎因子 ＩＬ⁃１０ 和 Ａｒｇ⁃１ 水平。 但是

其作用机制仍不清楚， 因此借助网络药理学来深入探究异

槲皮素对 ＲＡ 的作用机制。
网络药理学结果显示， 异槲皮素对 ＲＡ 的作用潜在靶

点主要有 ＮＦ⁃κＢ、 Ａｋｔ 和 ＴＮＦ⁃α， ＮＦ⁃κＢ 通路是一种经典的

炎症途径， 同时也是多种中药成分作用于 ＲＡ 的主要靶

点［１９⁃２０］ 。 通过虚拟分子对接发现， 异槲皮素与 ＮＦ⁃κＢ 和

ＩＫＫβ 都具有良好的结合位点和较高的结合能。 进一步验证

实验发现， 异槲皮素可以抑制 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 和 ｐ⁃ＩＫＫβ 蛋白

表达， 这表明异槲皮素可能是通过抑制 ＮＦ⁃κＢ 通路的激活，
进而阻断炎症因子的表达， 来改善滑膜炎症。

ＮＦ⁃κＢ 通路与巨噬细胞极化的密切关系， 以及 Ｍ１ ／ Ｍ２
型巨噬细胞极化失衡对骨关节炎造成的严重损伤［２１⁃２２］ 。 本

研究发现， 异槲皮素可以促进 ＢＭＤＭ 向 Ｍ２ 型极化， 这也

解释了异槲皮素促进 ＩＬ⁃１０ 和 Ａｒｇ⁃１ 表达的原因。
综上所述， 本研究表明异槲皮素不仅改善了膝关节的

炎症状态， 还促进了抗炎因子和修复因子的分泌， 修复了

关节骨损伤， 阻断了 ＲＡ 的持续恶化， 其可能是通过靶向

ＮＦ⁃κＢ 通路， 促进滑膜组织中巨噬细胞向 Ｍ２ 型极化， 来改

善滑膜组织的炎症微环境。
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