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类风湿关节炎（ＲＡ）属常见自身免疫性疾病，主要
病理表现为多个关节滑膜的炎症、增生等，如不及时有

效地治疗，随着病情的不断进展，会出现不同程度的关

节畸形及活动功能障碍犤１犦。近年来，中医药低毒性及多靶

风湿定胶囊治疗类风湿关节炎模型大鼠的相关机制研究

王景靓，徐晓峰，张家国
（辽宁省大连市第二人民医院骨科，辽宁 大连 １１６０１１）

摘要：目的 探讨风湿定胶囊治疗类风湿关节炎（ＲＡ）模型大鼠的作用机制。方法 选取健康大鼠 １００只，随机选取 ２０只作为空白对照
组牗等量生理盐水牘，剩余 ８０只大鼠均注射 ＣⅡ型胶原制备 ＲＡ大鼠模型，随机分成模型组及牗等量生理盐水牘风湿定胶囊低剂量组
犤２００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）犦、中剂量组犤４００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）犦、高剂量组犤８００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）犦，每组２０只。分别比较给药后不同时间点各组大鼠的体
质量与足部肿胀体积变化情况。此外，给药４周后采用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ法测定各组大鼠的关节滑膜组织 ｐ－ＪＡＫ３及 ｐ－ＳＴＡＴ３蛋白表
达水平。结果 空白对照组和风湿定胶囊低、中、高剂量组大鼠分别于７，１４，２１，２８ｄ时的体质量均比模型组高，且随着风湿定胶囊剂量
的不断增加，不同时间点的体质量呈逐渐增长趋势，组间差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；空白对照组和风湿定胶囊低、中、高剂量组
大鼠７，１４，２１，２８ｄ时的足部肿胀体积均较模型组低，且随着风湿定胶囊剂量的不断增加，不同时间点的足部肿胀体积呈逐渐降低趋势，
组间差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；空白对照组和风湿定胶囊低、中、高剂量组大鼠滑膜组织中ｐ－ＪＡＫ３及ｐ－ＳＴＡＴ３蛋白表达水平
均比模型组低（Ｐ＜０．０５），且随着风湿定胶囊剂量的不断增加，蛋白表达水平呈逐渐降低趋势，组间差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
结论 风湿定胶囊治疗 ＲＡ模型大鼠效果显著，可改善大鼠体质量，降低足部肿胀体积，其作用机制可能与下调大鼠关节滑膜组织中的

ｐ－ＪＡＫ３和 ｐ－ＳＴＡＴ３蛋白表达水平有关。
关键词：类风湿关节炎；风湿定胶囊；作用机制；关节滑膜组织；大鼠
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组别

Ａ组

Ｂ组

Ｃ１组

Ｃ２组

Ｃ３组
Ｆ值

Ｐ值

０ｄ
１８２．４２±６．３２
１７４．３２±７．４１
１９２．１７±８．２０
１９２．３３±７．６８
１９２．４２±７．３１
３．０１１
０．１０４

７ｄ
２０３．６６±７．１３＃

１９６．３２±８．１１
２１３．４３±８．７２＃

２１５．０３±８．２０＃

２１８．５４±８．１６＃▲

４．６５３
０．０１２

１４ｄ
２２５．９１±８．１４＃

２１３．８７±８．２９
２２３．６２±７．１６＃

２３６．０４±７．４１＃

２４１．６７±８．１０＃▲

６．８８０
０．０００

２１ｄ
２７３．１８±９．２７＃

２３５．４６±９．１０
２６５．７９±８．２２＃

２７４．６９±７．３３＃

２９０．５１±９．９２＃▲

４．９３０
０．００８

２８ｄ
２９８．３４±９．２０＃

２４６．８３±９．６１
２８２．８８±６．２４＃

２９１．７０±８．１８＃

３０８．５２±９．４４＃▲

１０．２５７
０．０００

０ｄ
０．９９±０．０９
１．２９±０．１１
１．２３±０．１０
１．２４±０．１０
１．２４±０．１１
０．３１９
０．１０８

７ｄ
１．０７±０．１３＃

１．５８±０．０９
１．４９±０．０７＃

１．３８±０．１０＃

１．２８±０．０６＃▲

１１．２６１
０．０００

１４ｄ
１．１３±０．１３＃

１．７５±０．１４
１．５５±０．１５＃

１．４４±０．０７＃

１．３５±０．０７＃▲

７．３０３
０．０００

２１ｄ
１．２０±０．１１＃

１．９０±０．１４
１．７０±０．１３＃

１．５５±０．１５＃

１．４２±０．０９＃▲

５．２８８
０．００１

２８ｄ
１．３０±０．１８＃

２．０６±０．１７
１．８０±０．１２＃

１．６１±０．１２＃

１．４８±０．１３＃▲

５．３９４
０．０００

表１ 各组大鼠不同时间点体质量和足部肿胀体积比较（Ｘ±ｓ，ｎ＝２０）

注：与 Ｂ组相比，＃Ｐ＜０．０５；与 Ｃ１组相比，Ｐ＜０．０５；与 Ｃ２组相比，▲Ｐ＜０．０５。下表同。

体质量牗ｇ牘 足部肿胀体积牗ｍＬ牘

点治疗的特点越来越受到重视，已成为研发治疗ＲＡ药
物的新靶点犤２犦。风湿定胶囊具有补气养血、扶正祛邪、驱

寒除湿等功效，能治疗 ＲＡ及坐骨神经痛等病症，其作
用机制可能与其能调节Ｊａｎｕｓ激酶／信号转导子与转录
激活子（ＪＡＫ／ＳＴＡＴ）信号通路有关犤３犦。ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号
通路属诸多细胞因子发生信号转导的一个共同途径，能

广泛地参与到细胞增殖、分化、凋亡，以及机体的炎性反应

过程，并能依靠负调节因子同其他信号通路发生相互作

用，还可通过ＳＴＡＴｓ的共价修饰途径实施信号调节。此信
号通路能促使各类炎症类疾病的形成和发展，对其实施

靶向治疗逐渐成了当前研究的重要方向。本研究中探讨

了风湿定胶囊治疗ＲＡ的作用机制。现报道如下。
１ 材料与方法

１．１ 动物、试药与仪器
动物：ＳＰＦ级健康未交配性成熟的雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠

１００只，体质量为１８０～２２０ｇ，足趾容积为１．７０～２．３０ｍＬ，
购自广州中医药大学，动物合格证号为 ＳＹＸＫ（粤）
２０１４－０１４４，予以标准饲料和水饲养，保证生存室温为
１８～２２℃，相对湿度为４０％～５０％。本试验经医院试验
动物伦理委员会审批。

试药：风湿定胶囊（陕西健民制药有限公司，国药准

字 Ｚ２００４４１６５，规格为每粒０．３ｇ）；Ⅱ型胶原（规格为每
支１０ｍｇ），完全弗氏佐剂，均购自大连宝生物工程有限
公司。

仪器：总ＲＮＡ提取试剂盒，逆转录试剂盒，实时荧光
定量ＰＣＲ试剂盒购自上海恒远生物科技有限公司；ＤＡＢ
显色试剂盒（武汉博士德生物技术有限公司牘；ｐ－ＪＡＫ３及
ｐ－ＳＴＡＴ３单抗购自上海康朗生物科技有限公司；荧光
定量 ＰＣＲ仪（南京贝登医疗股份有限公司）；Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔｔｉｎｇ相关试剂盒（上海英拜生物科技有限公司）。
１．２ 方法

动物分组：根据随机数字表法将大鼠分为５组，分
别为空白对照组牗Ａ组牘，模型组牗Ｂ组牘，风湿定胶囊低、
中、高剂量组牗Ｃ１组，Ｃ２组，Ｃ３组牘，每组２０只。

风湿定胶囊灌胃溶液配制：按照不同剂量取风湿定

胶囊加入 ０．９％氯化钠注射液中，制成混悬液，低、
中、高剂量分别为 １０，２０，４０ｇ／Ｌ，给药体积为每 １００ｇ
体质量 ２ｍＬ。大鼠的风湿定胶囊灌胃浓度根据体表面
积法，以临床成人给药剂量计算。

ＣⅡ乳剂配置：无菌条件下用 ０．１ｍｏｌ／Ｌ冰乙酸充
分溶解Ⅱ型胶原，随后置４℃冰箱过夜。于次日取出，加
入等体积完全弗氏佐剂混合，经振荡乳化得 ＣⅡ乳剂，
置４℃冰箱保存。

ＲＡ模型大鼠制备：采用 １０％水合氯醛麻醉处理，
选择大鼠背部及左右足跖多点皮下注射 ０．５ｍＬＣⅡ乳
剂。Ａ组与Ｂ组予等量生理盐水，Ｃ１组，Ｃ２组，Ｃ３组分别予
２００，４００，８００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）的风湿定胶囊，连续给药４周。

ｐ－ＪＡＫ３及 ｐ－ＳＴＡＴ３蛋白表达水平检测：提取各
组大鼠的关节滑膜组织，置研钵内，添加 ３００μＬ的裂
解液，研磨１０ｍｉｎ，再充分振荡后放置１０ｍｉｎ，４℃下以
１４０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，获得上清总蛋白，通过 ＢＣＡ
法测定蛋白浓度，再提取适量的总蛋白，通过 ５倍的上
样缓冲液稀释后，置 ９５℃条件下 ５ｍｉｎ。再将变性蛋白
置 １２０ｇ／ＬＳＤＳ－ＰＡＧＥ内实施电泳，并添入一抗 ｐ－
ＪＡＫ３和 ｐ－ＳＴＡＴ３，４℃下与辣根过氧化酶发生结合的
山羊抗兔共同孵育过夜，通过 ＢｅｙｏＥＣＬＰｌｕｓ发光测定，
完成后清除免疫印迹，测定甘油醛 －３－磷酸脱氢酶
牗ＧＡＰＤＨ牘，有关操作步骤同上。利用图像分析软件对条
带实施灰度分析，将二者的蛋白灰度比记为表达水平。

１．３ 观察指标
比较给药后０，７，１４，２１，２８ｄ时各组大鼠的体质量

与足部肿胀体积变化情况，对比给药４周后各组大鼠的
ｐ－ＪＡＫ３和ｐ－ＳＴＡＴ３蛋白表达水平。
１．４ 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ２０．０统计学软件处理。计数资料以率
（％）表示，行 χ２检验。计量资料以 Ｘ±ｓ表示，行 ｔ检
验；多组间的计量资料比较实施方差分析，计算 Ｆ
值。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

结果见表１和表２及图１。

·研究·
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组别

Ａ组

Ｂ组
Ｃ１组

Ｃ２组

Ｃ３组

Ｆ值

Ｐ值

ｐ－ＪＡＫ３蛋白

０．５９±０．０４＃▲

１．９０±０．１５
１．３１±０．１２＃

１．１５±０．１１＃

０．８７±０．０７＃▲

７．８８５
０．０００

ｐ－ＳＴＡＴ３蛋白

０．６８±０．１３＃▲

２．７６±０．２１
１．７０±０．１８＃

１．３３±０．１２＃

０．９３±０．１０＃▲

１０．６９１
０．０００

表２ 各组大鼠滑膜组织中的 ｐ－ＪＡＫ３和 ｐ－ＳＴＡＴ３蛋白表达
水平比较（Ｘ±ｓ，ｎ＝２０）

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ

ｐ－ＪＡＫ３

ＡＣＴＩＮ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ

ｐ－ＪＡＫ３

ＡＣＴＩＮ
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Ａ．Ａ组 Ｂ．Ｃ１组 Ｃ．Ｃ２组 Ｄ．Ｃ３组 Ｅ．Ｂ组

图１ 各组大鼠滑膜组织中的ｐ－ＪＡＫ３和ｐ－ＳＴＡＴ３蛋白表达水平

３ 讨论

ＲＡ患者普遍存在不同程度的关节功能障碍，加之
免疫系统失调，极易导致感染性疾病及心血管疾病犤４－５犦。

目前，临床主要采用激素类药物治疗，但长期服用极易引

发不良反应，降低患者的依从性及耐受性，不利于预后犤６犦。

ＲＡ中医治疗主要是从病机根源“痹病”出发，辨证施治，且
以扶正驱邪为主要原则。目前，中医针对 ＲＡ的治疗常
用有清热解毒、活血化瘀、祛风散寒等功效的复方药，虽

然临床疗效明显，但其具体的作用机制尚未完全明确。

本研究结果显示，Ａ组和风湿定胶囊给药组大鼠于
７，１４，２１，２８ｄ时的体质量均比 Ｂ组高，且随着风湿定
胶囊剂量的不断增加呈逐渐增长趋势。风湿定胶囊方

中，甘草清热解毒、补气益脾、和中缓急，八角枫祛风除

湿、散瘀止痛、舒筋活络，徐长卿祛风止痛、止痒消肿，白

芷祛风除湿、活血排毒、生肌止痛，诸药联用，共奏镇

痛、抗炎、消肿及活血通络功效，可有效改善 ＲＡ的预
后。Ａ组和风湿定胶囊给药组大鼠 ７，１４，２１，２８ｄ时的
足部肿胀体积均比 Ｂ组低，且随着风湿定胶囊剂量的
不断增加而逐渐降低，表明风湿定胶囊有利于降低大鼠

的足部肿胀体积，主要原因与风湿定胶囊能有效改善关

节滑膜组织增生、炎症有关。

Ａ组和风湿定胶囊给药组大鼠滑膜组织中的
ｐ－ＪＡＫ３和ｐ－ＳＴＡＴ３蛋白表达水平均比Ｂ组低，且随

着风湿定胶囊剂量的不断增加而呈逐渐降低趋势，这与

文献犤７－８犦报道相符，提示风湿定胶囊可有效降低 ＲＡ
大鼠滑膜组织中的 ｐ－ＪＡＫ３和 ｐ－ＳＴＡＴ３蛋白表达水
平与其能调节 Ｊａｎｕｓ激酶 ／信号转导子与转录激活子
（ＪＡＫ／ＳＴＡＴ）信号通路等因素有关。ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通
路是哺乳动物机体中较常见的一种信号转导途径，通常

含有４个ＪＡＫｓ及７个ＳＴＡＴｓ，其中ＪＡＫｓ属非受体类酪
氨酸激酶，主要有ＪＡＫ１，ＪＡＫ２，ＪＡＫ３，Ｔｙｋ２等成员，相对
ＪＡＫ３存在７个保守性结构域，不含跨膜结构域，其Ｃ－末
端的ＪＨ１和ＪＨ２域存在催化功能，而Ｎ－末端所含４个
ＪＨ域不存在酪氨酸激酶的活性，但可能参与到ＪＡＫｓ和
其他有关的信号蛋白分子互相结合过程犤９－１１犦。ＳＴＡＴｓ源
自研究干扰素的信号转导机制过程，其主要包括

ＳＴＡＴ１，ＳＴＡＴ２，ＳＴＡＴ３，ＳＴＡＴ４，５ａＳＴＡＴ，５ｂＳＴＡＴ，ＳＴＡＴ６
等成员。ＳＴＡＴ３是常见的家族蛋白成员，其所含有的
Ｃ－末端残基构成了转录激活域，并与其他 ＳＴＡＴｓ成员
间具有较大差异，因此可促使其与 ＲＡ有关的其他转录
调节信号发生联系犤１２－１３犦。此信号通路是人体内重要的

多功能细胞因子转导通路，参与了体内细胞增殖分化、

炎性反应、免疫调节等多种病理生理过程，并与 ＲＡ的
发生及进展有关。研究发现，ＲＡ大鼠治疗后关节滑
膜组织中的 ＪＡＫ３及 ＳＴＡＴ１等均存在显著降低 犤１４犦。

风湿定胶囊可能正是通过下调组织滑膜中的 ｐ－ＪＡＫ３
和ｐ－ＳＴＡＴ３蛋白表达水平调控ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通路，
发挥治疗ＲＡ的作用。

综上所述，风湿定胶囊治疗ＲＡ模型大鼠的可能机
制为下调组织滑膜中 ｐ－ＪＡＫ３和 ｐ－ＳＴＡＴ３蛋白表达
水平，参与 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通路的调控过程，进一步发
挥治疗作用。
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