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也摘要页 目的 探讨苗药金乌健骨胶囊对胶原诱导关节炎渊collagen-induced arthritis, CIA冤模型大鼠肠道尧滑膜炎症及参与 NF-
资B 信号通路基因 IL-17 受体信号分子 ACT1渊nuclear factor kappa B activator 1, ACT1冤尧泛素化 TRAF6渊TNF receptor associated
factor 6, TRAF6冤尧转化生长因子 茁 激活激酶 1渊transforming growth factor-茁-activated kinase 1, TAK1冤尧核因子-资B 上游激酶渊I资B
kinase 琢, IKK琢冤尧核因子 资B/p65尧核因子 资B/p50 表达的影响遥 方法 将 70 只 SPF 级 6~8 周龄雌性 Wistar 大鼠随机分为 7 组袁分别

为空白对照组尧模型组尧金乌健骨胶囊低剂量组尧金乌健骨胶囊中剂量组尧金乌健骨胶囊高剂量组尧甲氨蝶呤组及益生菌组袁每组 10只遥适
应性喂养后除空白对照组外袁其余 6 组构建 CIA 模型袁两次免疫造模成功后分别进行药物金乌健骨胶囊尧甲氨蝶呤尧益生菌灌胃治

疗袁治疗 4 周后静脉取血袁处死大鼠袁分离大鼠滑膜组织及肠道组织遥 利用HE染色法检测大鼠滑膜及大肠组织病理情况曰ELISA 法

检测大鼠血清 TGF-茁1尧IL-1琢尧IL-17琢尧IL-21尧IL-23的含量曰Western blot法检测大鼠肠道组织ACT1尧TRAF6尧TAK1尧IKK琢尧P65尧P50 蛋白的表

达水平曰RT-qPCR 法检测大鼠肠道 ACT1尧TRAF6尧TAK1尧IKK琢尧P65尧P50 基因的表达情况遥 结果 滑膜病理结果显示袁与模型组相

比袁金乌健骨胶囊中尧高剂量组和甲氨蝶呤组炎性浸润尧增生尧血管新生组织有明显改善曰肠道病理结果显示袁与模型组相比袁金乌健

骨胶囊低尧中尧高剂量组及甲氨蝶呤组尧益生菌组肠道组织细胞可见少量炎性细胞浸润袁肠道组织细胞病变情况较模型组有不同程度

的改善曰ELISA结果显示袁与模型组相比袁各给药组血清含量显著降低渊P<0.05或P<0.01冤; Western blot 结果显示袁各给药组大鼠肠道组织

ACT1尧TRAF6尧TAK1尧IKK琢尧P65尧P50的蛋白表达显著降低渊P<0.05 或 P<0.01冤曰RT-qPCR 结果显示袁各给药组 ACT1尧TRAF6尧TAK1尧
IKK琢尧P65尧P50 基因的表达显著降低渊P<0.05或P<0.01冤曰金乌健骨胶囊高剂量组的作用最佳遥 结论 苗药金乌健骨胶囊能够减轻 CIA
大鼠肠道尧滑膜炎症袁同时能够影响肠道 IL-17琢/TRAF6/NF-资B信号途径相关基因的表达情况遥

也关键词页 类风湿关节炎曰胶原诱导关节炎曰金乌健骨胶囊曰炎症曰IL-17琢/TRAF6/NF-资B 信号通路
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苗药金乌健骨胶囊对胶原诱导关节炎模型大鼠肠道尧
滑膜炎症及 IL-17琢/TRAF6/NF-资B信号通路的影响
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节炎模型大鼠肠道尧滑膜炎症及 IL-17琢/TRAF6/NF-资B 信号通路的影响[J]. 湖南中医药大学学报, 2023, 43(8): 1379-1387.

1379



湖南中医药大学学报 http://hnzyydxxb.hnucm.edu.cn 圆园23 年第 43 卷

1. Guizhou University of Chinese Medicine, Guiyang, Guizhou 550002, China; 2. Department of Rheumatology and Immunology,
the Second Hospital of Guizhou University of Chinese Medicine, Guiyang, Guizhou 550001, China; 3. Research Center for

Clinical Medicine, the Hospital of Guizhou Medical University, Guiyang, Guizhou 550001, China

也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To investigate the effects of Jinwu Jiangu Capsule (JWJGC), the medicine from the Chinese Miao
nationality, on intestinal and synovial inflammation in rat models with collagen-induced arthritis (CIA), and on the expressions of
genes involved in NF-资B signaling pathway, including IL-17 receptor signaling molecule nuclear factor kappa B activator 1 (ACT1),
TNF receptor associated factor-6 (TRAF6), transforming growth factor-茁-activated kinase 1 (TAK1), and the nuclear factors of I资B
kinase 琢 (IKK琢), 资B/p65, and 资B/p50. Methods Seventy female Wistar rats aged 6-8 weeks of SPF grade were randomly divided
into seven groups: blank control group, model group, low- , medium- and high-dose JWJGC groups, methotrexate group, and
probiotic group, with 10 rats in each group. After adaptive feeding, except for the blank control group, CIA models were established
in the other six groups. After two successful immune modeling attempts, rats in JWJGC groups, methotrexate group, and probiotic
group were treated with JWJGC, methotrexate, and probiotics by gavage, respectively. After four weeks of treatment, blood of rats
was collected via vein. Then the rats were sacrificed and the synovial tissues and intestinal tissues were separated from the bodies.
The histopathological condition of rat synovium and intestine was checked by HE staining, the content of serum TGF-茁1, IL-1琢,
IL-17琢, IL-21, and IL-23 in rats was tested by ELISA, the expression levels of ACT1, TRAF6, TAK1, IKK琢, P65, and P50
proteins in rat intestinal tissues were determined by Western blot, and the expression levels of ACT1, TRAF6, TAK1, IKK琢, P65,
and P50 genes in rat intestinal tissues were checked by RT-qPCR. Results The synovial pathological results showed that the medium-
and high-dose JWJGC groups and methotrexate group had a significant reduction in inflammatory infiltration and proliferation, and a
significant improvement in angiogenesis compared with the model group; the intestinal pathological results showed that a small
amount of inflammatory cell infiltration could be seen in intestinal tissue cells of low-, medium- and high-dose JWJGC groups,
methotrexate group, and probiotic group, and the pathological changes of intestinal tissue cells were improved to different degrees
compared with the model group; the ELISA results showed that the content of serum TGF-茁1, IL-1琢, IL-17琢, IL-21, and IL-23 in
each medication group was significantly reduced compared with the model group (P<0.05 or P<0.01); the Western blot results
showed that the expression levels of ACT1, TRAF6, TAK1, IKK琢, P65, and P50 proteins in rat intestinal tissues in each medication
group were significantly lower compared with the model group (P<0.05 or P<0.01); the RT-qPCR results showed that the expression
levels of ACT1, TRAF6, TAK1, IKK琢, P65, and P50 genes in each medication group significantly decreased compared with the
model group (P<0.05 or P<0.01); the high-dose JWJGC group had the best effects (P<0.05 or P<0.01). Conclusion JWJGC, the Miao
medicine, can reduce the intestinal and synovial inflammation in CIA rats, and it can affect the expressions of genes related to
intestinal IL-17琢/TRAF6/NF-资B signaling pathway at the same time.

也运藻赠憎燥则凿泽页 rheumatoid arthritis; collagen-induced arthritis; Jinwu Jiangu Capsule; inflammation; IL-17琢/TRAF6/NF-资B
signaling pathway

类风湿关节炎渊rheumatoid arthritis, RA冤是一

种以侵蚀性关节炎为主要表现的全身性自身免疫疾

病袁临床表现为对称性尧持续性多关节炎袁其发病机

制尚未完全明确袁宿主和环境之间存在复杂的相互

作用袁决定了 RA 疾病易感性尧持久性及严重程度遥
而微生物群失调及共病免疫介导作为重要的因素在

RA 的发病及病情进展中发挥重要作用[1]遥 据最新的

文献报道袁RA 患者易出现肠道炎症袁失调的肠道微

生物会改变机体肠道上皮黏膜细胞的通透性袁发生

肠道炎症袁产生大量自身抗体或促炎免疫细胞袁自身

抗体和免疫细胞产生的细胞因子运输到关节部位袁
造成关节滑膜组织炎症及骨质破坏[2]遥 此外袁肠道促

炎细胞因子可触发 RA 免疫介导炎症的信号通路袁

促炎和抗炎细胞因子的失衡可促进自身免疫的诱

导袁激活的信号通路产生促炎细胞因子袁导致 RA病

情加重[3]遥
对早期 RA 患者进行的研究表明袁几乎所有患

者都存在亚临床肠道炎症袁其特征是浸润性单核细

胞尧T 细胞尧B 细胞和 CD68+巨噬细胞数量增加袁以
及淋巴滤泡的存在[4]遥 一项涵盖 6 776名受试者渊包
括 2 686 名 RA 患者冤的横截面研究表明袁普雷沃

菌属与 RA 的遗传风险显著相关袁普雷沃菌属可能通

过介导 Th17 细胞的炎症反应促进 RA 发病[5]遥因此袁
进一步了解IL-17 在 RA 患者中的肠道炎症作用将

对探讨该病的发病机制具有重要意义遥
目前发现袁RA 的发生发展与IL-17琢 密切相
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关袁Th17 细胞主要分泌 IL-17琢尧IL-17F 和 IL-22袁
而 IL-17琢 是 Th17 细胞分泌的最重要的效应物袁
IL-17琢 通过与细胞表面受体 IL-17RA 结合袁进而与

IL-17RC 形成异源二聚体介导下游信号袁胞内接头

分子ACT1 可以结合到受体复合物上与 IL-17RA
和 IL-17RC 上的 SEFIR 结构域结合袁泛素化TRAF6
从而激活NF-资B 转录因子袁促进炎症基因的表达[6]遥
一方面袁IL-17 通过 IKK琢 激活和 I资Ba 降解触发

NF-资B 的激活遥 NF-资B 随后上调 陨资B灼 和 B 细胞

淋巴瘤 3 编码蛋白的表达袁从而促进IL-17/NF-资B
驱动的促炎和抗微生物感染基因的表达[7]遥 另一方

面袁TRAF6 还能促进丝裂原活化蛋白激酶渊mitogen-
activated protein kinases, MAPK冤信号途径的激活遥
此外袁IL-17/NF-资B 信号传导通路可抑制多种NF-
资B 负反馈回路的激活[8]遥 在自身免疫性疾病和机体

防御反应中袁IL-17发挥着重要作用遥 而 TGF-茁1尧IL-
1琢尧IL-17琢尧IL-21尧IL-23 在 IL-17 形成过程中起

着积极地促进作用[9]遥
由于 RA 发病原因尚未完全明确袁临床治疗

以抗炎尧镇痛及延缓病情进展为主遥 传统抗 RA 药

物如甲氨蝶呤尧来氟米特尧糖皮质激素或者生物制

剂如肿瘤坏死因子抑制剂尧IL-1 受体拮抗剂尧IL-
6 受体拮抗剂尧B 细胞耗竭剂尧T 细胞等靶向药物

等虽对 RA 有较好的疗效袁但具有恶心尧呕吐尧感
染尧口腔溃疡等不良反应 [10]遥而苗药金乌健骨胶囊

是贵州中医药大学第二附属医院长期用于治疗风

湿病的有效经验方袁已在课题组应用十余年遥课题

组前期大量的临床研究证实金乌健骨胶囊对 RA
的治疗有着良好的疗效袁能够有效改善 RA 患者

临床症状和体征袁降低抗风湿药如甲氨蝶呤等的

毒副作用 [11-13]袁但该药治疗 RA 的作用机制尚未明

确遥 本研究主要探讨苗药金乌健骨胶囊对胶原诱

导关节炎模型渊collagen induced arthritis, CIA冤大鼠

肠道尧滑膜炎症及IL-17琢/TRAF6/NF-资B 信号途径的

影响袁为阐述苗药金乌健骨胶囊治疗 RA 的作用机

制提供参考遥
1 材料

1.1 实验动物

6 周龄 SPF 级雌性 Wistar 大鼠渊体质量 150~
180 g冤购自长沙市天勤生物技术有限公司袁实验动

物生产许可证号院SCXK渊湘冤2019-0013遥所有动物饲

养于贵州中医药大学甲秀校区实验动物中心清洁环

境袁适应性喂养 1 周袁活动尧进食尧排便均无异常后进

行实验遥 所有实验大鼠的使用和喂养严格遵照贵州

中医药大学伦理委员会规章制度执行袁批准批号院
ky2020035遥
1.2 实验试剂

金乌健骨胶囊渊药物由金毛狗脊 15 g尧乌梢蛇

10 g尧千年健 15 g尧黑骨藤 10 g尧小花青风藤 15 g尧
姜黄 20 g尧白芍 15 g尧三七 3 g尧甘草 3 g 组成遥 每

粒 0.45 g袁贵州中医药大学第二附属医院药剂科袁黔
药制字 Z20160028袁批号院170701冤遥甲氨蝶呤片渊metho鄄
trexate tablets, MTX袁上海上药信谊药厂有限公司袁
批号院H31020644冤曰双歧杆菌乳杆菌三联活菌片渊内
蒙古双奇药业股份有限公司袁批号院S19980004冤曰牛
域型胶原冻干粉渊Chondrex袁批号院200078冤曰弗氏完

全佐剂渊批号院SLCD4457冤袁苏木素渊批号院H9627冤均
购自 Sigma 公司曰磷酸酶抑制剂渊碧云天袁批号院
S1873冤曰伊红 Y渊国药集团袁批号院71014544冤曰PMSF
渊阿拉丁袁批号院P105539冤曰RIPA 裂解液渊碧云天袁批
号院P0013B冤曰小鼠单抗 茁-actin渊批号院BM0627冤曰
HRP 标记羊抗小鼠二抗渊批号院BA1051冤均购自武汉

博士德生物工程有限公司曰兔多抗 ACT1渊abclonal袁
批号院A6776冤曰兔多抗TRAF6渊批号院AF5376冤尧兔多抗

TAK1渊批号院AF7616冤尧兔多抗 IKK琢渊批号院DF6047冤尧
兔多抗 P65渊批号院AF5006冤尧兔多抗 P50 渊批号 院
AF6217冤均购自 Affinity 公司曰TGF-茁1 酶免疫吸

附试剂盒渊批号院E-EL-0162c冤尧IL-1琢 酶联免疫吸

附试剂盒渊批号院E-EL-R0011c冤尧IL-17琢 酶联免疫吸

附试剂盒渊批号院E-EL-R0566c冤尧IL-21 酶联免疫吸

附试剂盒渊批号院E-EL-R0568c冤尧IL-23 酶联免疫

吸附试剂盒渊批号院E-EL-R0569c冤均购自伊莱瑞

特公司曰胞浆胞核蛋白提取试剂盒渊南京凯基生物袁
批号院KGP150冤遥
1.3 实验仪器

病理切片机渊德国 Leica RM 2016 轮转式切片

机袁批号院2016冤曰垂直电泳槽渊北京六一仪器厂袁批
号院DYCZ-24DN冤曰离心机渊湖南湘仪实验室仪器开

发有限公司袁批号院HI650冤曰电转仪渊北京六一仪器

厂袁批号院DYCZ-40冤曰磁力搅拌器渊江苏省金坛市中

大仪器厂袁批号院T8-1冤曰酶标仪渊Thermo袁批号院m滋鄄
lISKANMK3冤曰电热恒温鼓风干燥箱渊上海精宏实验

设备有限公司袁批号院DHG 9203A冤曰PCR 仪渊东胜创

新生物科技有限公司袁批号院580BR10905冤曰紫外分

析仪渊北京君意东方电泳设备有限公司袁批号院
JY02S冤遥
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2 方法

2.1 实验分组与动物模型制备

将购入的 70 只雌性 SPF 级 Wistar 大鼠袁随机

分为空白对照组尧模型组尧金乌健骨胶囊低剂量组尧
金乌健骨胶囊中剂量组尧金乌健骨胶囊高剂量组尧甲
氨蝶呤组及益生菌组袁每组 10 只遥 CIA 模型按照参

考文献[14]制备袁在 0.1 mol/L 冰乙酸 5 mL 中加入

10 mg 牛域型胶原冻干粉袁置于 4 益冰箱过夜袁造模

前与弗氏完全佐剂等体积混合袁冰浴乳化袁使配制浓

度为 1 mg窑mL-1遥 除空白对照组外袁其余各组大鼠待

尾根部及右后足垫部消毒后袁注射胶原乳剂 0.2 mL/
只致炎遥 7 d 后再次加强免疫袁于尾根部及右后足垫

部皮内注射 0.4 mL/只致炎遥加强免疫后关节肿痛进

一步加重袁出现精神萎靡尧食欲不振尧脱毛等症状袁这
些表现符合 CIA 大鼠造模成功的标志[15]遥
2.2 实验动物灌胃

加强免疫后一天开始灌胃给药袁 灌胃时间为 4周遥
空白对照组及模型组每日按照大鼠体质量 100 g窑mL-1

生理盐水灌胃袁其余各组按照成人与动物给药等

效计量换算给药袁等效剂量人鼠换算=S渊药物剂量

g窑60 kg-1冤伊0.625[16]遥 金乌健骨胶囊组每日分别给予

金乌健骨胶囊渊低剂量组院0.225 g窑kg-1袁中剂量组院
0.45 g窑kg-1 和高剂量组院1.35 g窑kg-1冤曰甲氨蝶呤组每

周给予 0.001 g窑kg-1 的甲氨蝶呤曰益生菌组每周给予

0.35 g窑kg-1 益生菌遥
2.3 检测指标及方法

2.3.1 大鼠一般情况观察 期间观察造模前后大鼠

的毛色变化尧活动状态尧饮食尧饮水及关节肿胀情况遥
末次给药后各组大鼠禁食不禁水袁采集血清后用10%
的水合氯醛麻醉大鼠袁处死大鼠后分离关节滑膜组

织及结肠组织袁用于观察组织病理变化及后续实验遥
2.3.2 足趾肿胀度测定 致炎后第 7 天开始观察大

鼠右后足关节病变程度遥参考相关文献袁采用关节炎

指数积分法评定法[17]遥 没有关节受累则为 0 分袁一个

关节或关节区为 1 分袁两个关节或两个关节区为 2
分袁两个或两个以上关节区则为 3 分袁整个肢体则为

4 分遥 不同的关节区为趾骨关节尧跗骨关节尧踝关节尧
膝关节袁分别测量第 1尧2尧3尧4 周大鼠右后足关节肿

胀度遥
2.3.3 HE染色法检测滑膜及大肠组织病理情况 取

10豫福尔马林对大鼠滑膜及大肠组织进行标本固

定袁使用梯度乙醇对标本脱水袁浸透蜡的标本包裹在

石蜡块中遥 包埋好的蜡块使用徕卡病理切片机进行

切片袁将切片放入组织摊烤片机进行烤片袁烤好的切

片放入二甲苯及乙醇中脱蜡袁切片依次放入蒸馏水

浸洗 5 min 再入苏木素染液染 5 min袁自来水洗浸返

蓝后的切片再放入 1%水溶性伊红染液染色 5 min袁
自来水洗浸洗遥 风干后用中性树胶封片袁镜检遥
2.3.4 TGF-茁1尧IL-1琢尧IL-17琢尧IL-21尧IL-23 的含

量的测定 按试剂盒说明书加入标准品和待测样

品袁取大鼠血清 3 000 r/min袁离心 10 min袁取上清样

检测遥 往空白孔加标准品及样品稀释液 100 滋L袁标准

孔和待测样品孔分别加标准品和待测样品 100 滋L遥
覆膜后 37 益孵育后弃去孔内液体袁甩干袁每孔加入

抗体 100 滋L袁覆膜后 37 益温育 1 h遥弃去液体袁洗板

3 次遥 每孔加酶 100 滋L袁覆膜后 37 益温育 30 min遥
弃去液体袁甩干袁洗板 5 次遥每孔加显色剂 90 滋L袁覆
膜后 37 益避光孵育 15 min遥每孔加终止液 50 滋L袁
此时蓝色立转黄色遥 立即用酶标仪在 450 nm 波长

测量各孔的光密度遥 根据检测顺序测量各基因血清

中的含量遥
2.3.5 ACT1尧TRAF6尧TAK1尧IKK琢尧P65尧P50 基因检

测 取大肠组织袁加入 200 滋L 氯仿袁混匀后室温放

置 5 min袁在 4 益袁离心 8 min 后转移上层水相于新

1.5 mL EP 管中袁加入 400 滋L 异丙醇袁静置 10 min袁
在 4 益袁离心 10 min袁管底可见白色的 RNA 沉淀遥
弃上清袁加入无 RNase 的 75%乙醇 1 mL袁混匀后袁
在 4 益袁离心 5 min遥 弃上清袁将沉淀物溶于 20 滋L
DEPC 水中遥 取溶解后的 RNA 2 滋L 用微量分光光

度计测定 OD260/OD280 值袁根据公式计算 RNA 的浓度院
总 RNA 浓度渊滋g/滋L冤=OD260伊40伊10-3袁分别利用

RT1 和 RT2 将总 RNA 逆转录成 cDNA袁结果以茁-
actin 为内参袁利用 2-驻驻Ct 法计算其相对定量袁使用引

物序列如下表 1遥
2.3.6 ACT1尧TRAF6尧TAK1尧IKK琢尧P65尧P50 蛋白检

测 将大肠组织加蛋白裂解液袁置冰上 40 min袁在
4 益尧离心 10 min袁取上清遥用 Bradford 法对上清进

行蛋白定量遥 取 20 滋g 蛋白样品袁进行电泳袁100 V
转移 1 h至硝酸纤维素薄膜袁37 益封闭 1 h袁一抗 4 益
过夜遥 用 TBST 液孵育作为阴性对照遥 洗膜后袁将膜

与碱性磷酸酶渊AP冤标记的抗 IgG 抗体孵育袁洗去一

抗遥 用 TBST 稀释相应的 HRP 标记二抗袁室温孵育

2 h袁然后洗去二抗遥 将增强液与过氧化物酶按 1:1
比例混匀袁滴加工作液于 PVDF 膜上袁覆膜后用 X
光胶片压片后依次放入显影液显影尧定影液定影袁冲
洗胶片遥 用图像分析测定各带吸光度渊A冤值作定量

分析遥
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表 1 RT-qPCR引物序列

基因

茁-actin

ACT1

TRAF6

TAK1

IKK琢

P65

P50

正向引物

反向引物

正向引物

反向引物

正向引物

反向引物

正向引物

反向引物

正向引物

反向引物

正向引物

反向引物

正向引物

反向引物

引物序列(5'-3')
CACGATGGAGGGGCCGGACTCATC
TAAAGACCTCTATGCCAACACAGT
CATGGAGGTGGTGAAGTGTG
GCCTTCCACATCCTGTTTGT
TGTGTAAACTGTGCTGTGCC
CGTGCCAAGTGATTCCTCTG
CAGACCAGCAGACAGGACAA
GCTCCACAGAAGCAGAATCC
GAAGAGCCCCTATGGGAGAC
GAACTCGGTCCTGACTCTGC
GGTGACATCTGCTTCTCCCT
TGGATTTGCTCGAACGGAAC
TGACGGGAGGGGAAGAAATC
TGAACAAACACGGAAGCTGG

扩增长度/bp
240

181

215

222

167

239

211

2.4 统计学处理

每组实验重复 3 次及以上袁各组实验数据均采

用 SPSS 26.0 统计软件分析袁计量资料以野曾依s冶表
示袁若检验样本资料符合正态分布并且满足方差齐

性袁则采用方差分析及 t 检验袁不符合的采用非参数

检验遥 以 P<0.05 为差异有统计学意义袁P<0.01 为差

异有显著统计学意义遥
3 结果

3.1 大鼠一般情况表现

造模前袁各组大鼠表现并无差异遥 造模后袁与对

照组比较袁模型组大鼠饮食尧饮水情况下降袁部分大

鼠出现毛发脱落袁关节肿胀导致运动缓慢尧行走不

稳袁呼吸加快袁对外界反映情况较急躁遥 给与金乌健

骨胶囊及甲氨蝶呤尧益生菌干预后袁与模型组比较袁
给药组一般情况都有改善袁尤以甲氨蝶呤及金乌健

骨胶囊高剂量组明显遥
3.2 金乌健骨胶囊对 CIA 大鼠右后足关节炎症指

数评分的影响

结果如表 2 比较袁与正常对照组比较袁模型组在

各时间点右后足关节炎症指数评分均显著升高渊P<
0.05 或 P<0.01冤遥 与模型组比较袁各给药组在给药第

3 周时右后足关节炎症指数评分增长缓慢袁第 4 周

时右后足关节炎症指数评分已显著降低渊P<0.05 或

P<0.01冤遥
3.3 金乌健骨胶囊对 CIA 大鼠滑膜组织病理学的

影响

正常对照组滑膜组织无血管翳形成及炎性细胞

浸润袁滑膜细胞排列整齐遥 模型组滑膜组织可见滑

膜细胞增生袁大量淋巴细胞成弥漫性浸润袁并可见肉

芽肿改变袁血管翳形成遥金乌健骨胶囊低剂量组及益

生菌组滑膜间质内可见炎细胞浸润袁滑膜组织增生

水肿袁滑膜细胞排列紊乱袁与模型组比较无明显改

善遥金乌健骨胶囊中尧高剂量组和甲氨蝶呤组可见少

量新生血管形成及滑膜轻度增生袁炎性细胞浸润少袁
与模型组大鼠比较袁炎性浸润尧增生尧血管新生组织

有明显改善袁金乌健骨胶囊高剂量组和甲氨蝶呤组

作用效果较为接近遥 详见图 1遥
3.4 金乌健骨胶囊对 CIA 大肠组织病理学的影响

正常对照组大肠组织黏膜层及黏膜下层可见周

围黏膜大致正常及无炎细胞浸润袁黏膜层及黏膜下

层细胞排列整齐遥 模型组大肠组织黏膜层及黏膜下

层可见大量细胞增生并水肿袁大量炎性细胞成弥漫

性浸润袁并可见棉絮状假膜及纤维素样物形成遥金乌

健骨胶囊低剂量组内大肠黏膜层及黏膜下层可见

稍中等量炎细胞浸润袁大肠组织轻度增生水肿袁大肠

黏膜层及黏膜下层细炎性胞排列紊乱袁与模型组比较

无明显改善遥 金乌健骨胶囊中尧高剂量组和甲氨蝶呤

组可见少量棉絮状假膜及纤维素样物形成袁炎性细

胞浸润少袁与模型组大鼠比较袁炎性浸润尧增生及弥

漫性浸润有明显改善袁金乌健骨胶囊高剂量组和甲氨

蝶呤组作用效果较为接近遥 详见图 2遥
3.5 金乌健骨胶囊对 CIA 大鼠血清 TGF-茁1尧IL-
1琢尧IL-17琢尧IL-21尧IL-23含量的影响

与正常对照组比较袁模型组血清 TGF-茁1尧IL-
1琢尧IL-17琢尧IL-21尧IL-23 含量显著升高(P<0.05或
P<0.01冤遥 与模型组比较袁甲氨蝶呤组及金乌健骨高

剂量组血清 TGF-茁1尧IL-1琢尧IL-17琢尧IL-21尧IL-23
含量显著降低(P<0.05 或 P<0.01冤遥 详见图 3遥
3.6 金乌健骨胶囊对 CIA 大鼠大肠 ACT1尧TRAF6尧
TAK1尧IKK琢尧P65尧P50 mRNA 的表达量影响

与正常对照组比较袁模型组 ACT1尧TRAF6尧TAK1尧

注院A.正常组曰B.模型组曰C.益生菌组曰D.金乌健骨胶囊低剂量组曰
E.金乌健骨胶囊中剂量组曰F援金乌健骨胶囊高剂量组曰G.甲氨蝶

呤组遥 与正常对照组比较袁绎P<0.05袁绎绎P<0.01曰与模型组比较袁#P<
0.05袁##P<0.01遥

表 2 各组大鼠右后足关节炎症指数评分渊曾依s袁n=10冤
组别

关节炎指数评分/分
第 1 周 第 2 周 第 3 周 第 4 周

A
B
C
D
E
F
G

0.00依0.00
1.90依0.74绎绎

1.20依0.42
2.40依0.70#

2.00依0.47
1.70依0.48#

1.40依0.35

0.00依0.00
2.90依0.82绎

2.70依1.16
2.86依0.70
3.30依0.82##

3.60依0.70
2.60依0.55##

0.00依0.00
3.50依0.67绎

3.80依0.41#

3.00依0.22
3.30依0.42
3.20依0.48#

3.10依0.64

0.00依0.00
3.70依0.48绎

2.20依0.79
2.00依0.41#

1.90依0.74
2.60依0.84
2.50依0.87
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图 1 各组大鼠滑膜组织病理图渊比例尺=50 滋m袁HE袁伊200冤
注院A.正常组曰B.模型组曰C.益生菌组曰D.金乌健骨胶囊低剂量组曰E. 金乌健骨胶囊中剂量组曰F援金乌健骨胶囊

高剂量组曰G.甲氨蝶呤组遥

IKK琢尧P65尧P50基因表达显著升高渊P<0.05或 P<0.01冤遥
与模型组比较袁各给药组 ACT1尧TRAF6尧TAK1尧IKK琢尧
P65尧P50 基因表达显著降低渊P<0.05 或 P<0.01冤遥 详

见图 4遥
3.7 金乌健骨胶囊对 CIA大鼠大肠中ACT1尧TRAF6尧
TAK1尧IKK琢尧P65尧P50 蛋白的表达水平影响

与正常对照组比较袁模型组 ACT1尧TRAF6尧
TAK1尧IKK琢尧P65尧P50 蛋白表达显著升高渊P<0.05或
P<0.01冤袁与模型组比较袁金乌健骨胶囊组尧甲氨蝶

呤组及益生菌组 ACT1尧TRAF6尧TAK1尧IKK琢尧P65尧
P50 蛋白表达显著降低渊P<0.05 或 P<0.01冤遥 详见图

5要6遥

4 讨论

RA 是一种以侵袭性尧对称性多关节炎为主要临

床表现的慢性尧全身性自身免疫性疾病遥确切的发病

机制不明袁可导致关节畸形和功能丧失遥 有证据表

明袁肠道菌群失调在 RA 的发生发展中起着重要作

用袁肠道的通透性及损伤和炎症标志物的变化影

响着关节炎症袁肠道屏障完整性有助于关节炎的好

转[18]遥 当肠道屏障的完整性被打破袁其肠道微生物

就会打破平衡产生肠道炎症袁RA 患者可观察到的

常见微生物群变化包括细菌比重的降低袁例如革兰

氏阳性菌类和革兰氏阴性菌比例失衡袁以及某些物

图 2 各组大鼠大肠组织病理图渊比例尺=50 滋m袁HE袁伊200冤
注院A.正常组曰B.模型组曰C.益生菌组曰D.金乌健骨胶囊低剂量组曰E.金乌健骨胶囊中剂量组曰F援金乌健骨胶囊

高剂量组曰G.甲氨蝶呤组遥
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种的过量或枯竭袁其中普雷沃菌群可见大量增多[19]遥
早期RA 患者肠道微生物失调导致的肠道炎症中以

亚群普雷沃为主袁同时发现 RA 患者肠道微生物中

肠Th17 细胞数量增加袁Th17 细胞表现出分泌 IL-17
响应于 NF-资B 迅速诱导 RA[20]遥

NF-资B 是一种蛋白质复合物袁其控制转录 DNA
及细胞因子的产生和细胞存活遥 NF-资B 几乎存在于

所有动物细胞类型中袁并参与细胞刺激的反应袁如应

激尧细胞因子尧肠道炎症和自身免疫疾病[21]遥IL-17 是

Th17 细胞因子的原型遥 IL-17琢 通过有效介导中性

粒细胞袁参与肠道炎症反应遥在本实验中通过造模以

后血清中 IL-17琢 明显升高袁当给予金乌健骨胶囊以

后IL-17琢 显著下降遥 此外 IL-17琢 在氨基酸水平上

的同源性较强袁在不同的自身免疫性疾病中起着重

要的作用[22]遥 IL-17琢 受体细胞通路袁首先招募 ACT1

图 3 各组大鼠血清炎症因子水平的表达量渊曾依s袁n=10冤
注院A.正常组曰B.模型组曰C.益生菌组曰D.金乌健骨胶囊低剂量组曰E.金乌健骨胶囊中剂量组曰F援金乌健骨胶囊高剂量

组曰G.甲氨蝶呤组遥 与正常对照组比较袁绎绎P<0.01曰与模型组比较袁#P<0.05袁##P<0.01遥

图 4 各组大鼠 IL-17琢/TRAF6/NF-资B 信号通路基因表达量渊曾依s袁n=10冤
A.正常组曰B.模型组曰C.益生菌组曰D.金乌健骨胶囊低剂量组曰E.金乌健骨胶囊中剂量组曰F援金乌健骨胶囊高剂量

组曰G.甲氨蝶呤组遥 与正常对照组比较袁绎P<0.05袁绎绎P<0.01曰与模型组比较袁#P<0.05袁##P<0.01遥

图 5 各组大鼠 IL-17琢/TRAF6/NF-资B 信号通路蛋白表达量

注院A.正常组曰B.模型组曰C.益生菌组曰D.金乌健骨胶囊低剂量组曰E.金乌

健骨胶囊中剂量组曰F援金乌健骨胶囊高剂量组曰G.甲氨蝶呤组遥
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启动袁其具有活化 NF-资B 的功能袁ACT1 在机体免疫

反应的作用极为广泛遥 如在 B 细胞中袁其可以通过

调节 CD40 信号来影响 B 细胞的存活率遥 此外袁也
是NF-资B 介导的炎症反应下游信号通路的重要分

子遥 ACT1 也被认为是 IL-17琢 受体信号激活必需的

分子袁ACT1 具有 E3 泛素连接酶活性袁在 IL-17琢 信

号传递后袁ACT1 迅速招募并泛素化 TRAF6 与使用

TRAF6 的其他受体一样遥 研究表明袁RA 中成纤维细

胞样滑膜细胞通过产生炎性细胞因子和蛋白酶导致

软骨破坏袁TRAF6 升高的在 RA 滑膜与滑膜炎的严

重性和炎症细胞浸润的数量显著相关[23]遥IL-17 通过

IKK 激酶激活 IKK琢 降解触发 NF-资B 的激活遥 NF-
资B 随后上调 IKK琢 和 B 细胞淋巴瘤 3 编码蛋白基

因的表达袁而 NF-资Bp50/NF-资Bp65 能与免疫球蛋白

k 轻链基因转录增强序列特异性结合遥 从而驱动了

IL-17琢/TRAF6/NF-资B 信号促炎导致自身免疫疾病

的发生[24]遥本实验的滑膜病理及大肠病理结果表明袁
金乌健骨胶囊高剂量组和甲氨蝶呤组改善RA的

滑膜炎及肠道炎症作用效果较为接近袁各组 ACT1尧
TRAF6尧TAK1尧IKK琢 及 P65尧P50 下降水平及血清

TGF-茁1尧IL-1琢尧IL-17琢尧IL-21尧IL-23 含量降低水

平与甲氨蝶呤组类似袁这也证明了苗药金乌健骨胶

囊可能通过抑制 IL-17琢/TRAF6/NF-资B 信号的表达

来改善大鼠肠道尧滑膜炎症遥
中医学认为 RA 属于野痹病冶范畴袁苗医医学认

为其属于野痹毒冶范畴遥金乌健骨胶囊具有补肾活血尧
祛风除湿尧通络止痛的作用袁为贵州中医药大学第二

附属医院长期用于治疗贵州人民 RA 的经验用方袁

对 RA都能起到治愈或者缓解其关节肿痛的情况遥
前期研究者多通过体外培养 RA-FLS 或构建 CIA 模

型大鼠袁通过对炎症因子渊IL-17尧IL-1尧IL-6 等冤尧自
噬相关基因渊LC3尧Beclin-1尧Bcl-2 等冤尧RA-FLS 增

殖与凋亡率等一系列数据的测定袁得出金乌健骨胶

囊防治 RA 具有良好疗效的结论[25]遥 但与肠道菌群失

衡导致的肠道炎症方面未有研究袁通过探讨苗药金

乌健骨胶囊对胶原诱导关节炎模型 CIA 大鼠肠道尧滑
膜炎症及参与 NF-资B 信号通路基因 ACT1尧TRAF6尧
TAK1尧IKK琢尧P65尧P50 表达的影响遥对于 RA 的治疗

具有广阔的临床应用前景以及较大的社会和经济

效益遥
从本实验结果来看袁与正常对照组比较袁模型组

关节滑膜中 ACT1尧TRAF6尧TAK1尧IKK琢 及 P65尧P50
蛋白表达及血清 TGF-茁1尧IL-1琢尧IL-17琢尧IL-21尧
IL-23 含量显著升高袁给予金乌健骨胶囊干预后袁大
肠组织中 ACT1尧TRAF6尧TAK1尧IKK琢 及 P65尧P50 蛋

白表达及血清 TGF-茁1尧IL-1琢尧IL-17琢尧IL-21尧IL-
23 含量降低袁尤其以金乌健骨胶囊高剂量及甲氨

蝶呤组显著降低袁益生菌稍降低袁而甲氨蝶呤片是

临床上用于治疗 RA 的一线药物袁况且肠道菌群失

调导致的肠道尧滑膜炎症与 RA 密切相关遥由此可知袁
适当剂量的金乌健骨胶囊可通过抑制 IL-17琢/
TRAF6/NF-资B 信号途径来治疗 RA遥同时袁病理切片

显示苗药金乌健骨胶囊可抑制 RA 滑膜血管翳增

生尧降低滑膜细胞的侵润及抑制大肠棉絮状假膜及

纤维素样物形成袁炎性细胞浸润遥可得出金乌健骨胶

囊可抑制胶原诱导关节炎模型 CIA 大鼠的肠道尧滑

图 6 CIA大鼠 IL-17琢/TRAF6/NF-资B 蛋白表达量渊曾依s袁n=10冤
注院A.正常组曰B.模型组曰C.益生菌组曰D.金乌健骨胶囊低剂量组曰E.金乌健骨胶囊中剂量组曰F援金乌健骨胶囊高剂

量组曰G.甲氨蝶呤组遥 注:与正常对照组比较袁绎绎P<0.01曰与模型组比较袁#P<0.05袁##P<0.01遥

琢
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膜炎症遥
综上所述袁金乌健骨胶囊可改善大鼠肠道尧滑膜

炎症来治疗 RA 的作用机制可能是通过下调 ACT1尧
TRAF6尧TAK1尧IKK琢 及 P65尧P50 蛋白基因表达袁降
低炎症因子含量袁抑制 IL-17琢/TRAF6/NF-资B 信号

途径的表达袁防止滑膜细胞增生尧血管翳形成袁从而

抑制 RA 炎症水平袁使炎症障碍建立袁快速代谢和快

速消除全身的炎症遥 最终起到通过调控炎症袁从而

抑制类风湿关节炎病情的进展袁缓解关节肿胀袁降低

炎症反应袁防止骨破坏遥 这些可能为苗药金乌健骨

胶囊的基础研究提供理论依据袁为中医药治疗 RA提

供理论和实验依据遥
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