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也摘要页 目的 研究通痹颗粒对胶原诱导性关节炎渊collagen-induced arthritis, CIA冤大鼠铁调素渊hepcidin, Hepc冤尧Janus 激酶

渊janus kinase, JAK冤2/信号转导子和转录激活子渊signal transduction and activator of transcription, STAT冤3信号通路的影响遥 方法 选

取 36 只雌性 SD大鼠随机分成空白组尧模型组尧阳性对照组和通痹颗粒低尧中尧高剂量组袁每组 6只遥空白组不予处理袁其余组用牛域
型胶原建立 CIA模型遥造模完成后袁空白组尧模型组予生理盐水灌胃袁其余各组分别以巴瑞替尼片和低尧中尧高剂量通痹颗粒灌胃遥每
天 1次袁连续 4周遥 HE 染色行滑膜组织病理学观察曰酶联免疫吸附法测定血清 Hepc尧白细胞介素 6渊interleukin 6, IL-6冤水平曰逆转

录-聚合酶链反应法测定滑膜中 JAK2尧STAT3尧细胞信号因子传导抑制体渊suppressor of cytokine signaling, SOCS冤1尧SOCS3 的 mR鄄
NA相对表达量曰Western blot法检测滑膜中 JAK2尧p-JAK2尧STAT3尧p-STAT3尧SOCS1尧SOCS3的蛋白表达量遥 结果 模型组见滑膜上

皮结构缺损袁滑膜重度增生袁排列紊乱袁并有大量炎症细胞浸润和多个血管翳形成曰各给药组滑膜炎症均有所减轻袁阳性对照组优于

通痹颗粒高剂量组袁通痹颗粒中尧高剂量组优于低剂量组遥 与模型组相比袁各给药组关节炎指数评分尧血清 Hepc和 IL-6水平均显著

降低渊P约0.01冤曰与阳性对照组相比袁通痹颗粒中尧低剂量组关节炎指数评分尧血清 Hepc和 IL-6水平均升高渊P约0.05冤遥 与模型组比较袁
阳性对照组和通痹颗粒低尧中尧高剂量组 JAK2尧STAT3 mRNA 和蛋白以及 p-JAK2尧p-STAT3 的蛋白表达量均降低渊P约0.05冤袁而通路

抑制因子 SOCS1尧SOCS3 mRNA 和蛋白的表达均升高渊P约0.05冤曰与阳性对照组比较袁通痹颗粒各剂量组 JAK2尧STAT3 mRNA 和蛋

白以及 p-JAK2尧p-STAT3 的蛋白表达量均升高渊P约0.05冤袁而 SOCS1尧SOCS3 mRNA 和蛋白的表达均降低渊P约0.05冤遥 结论 通痹颗粒

能够改善 CIA大鼠滑膜炎症袁其机制可能与抑制 JAK2/STAT3信号通路而减少 Hepc的表达有关遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To study the effects of Tongbi Granule on hepcidin (Hepc) and janus kinase (JAK) 2/signal transduction
and activator of transcription (STAT) 3 signaling pathway in collagen-induced arthritis (CIA) rats. Methods A total of 36 female SD
rats were randomized into blank, model, positive control, low-, medium-, and high-dose of Tongbi Granule groups, with six rats in
each group. CIA model was constructed with bovine type 域 collagen in all groups except the blank group. After modeling, the
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blank and model groups were given normal saline by gavage, the other groups were given baricitinib tablets, and low-, medium-,
and high-dose of Tongbi Granule by gavage respectively, once a day, for continual four weeks. HE staining was performed to
observe pathological synovial tissue. Serum Hepc and interleukin 6 (IL-6) levels were measured by ELISA. The mRNA relative
expressions of JAK2, STAT3, suppressor of cytokine signaling (SOCS) 1, and SOCS3 in synovium were determined by RT-PCR.
Western blot was used to test the protein expressions of JAK2, p-JAK2, STAT3, p-STAT3, SOCS1 and SOCS3 in synovium. Results
In the model group, there were defects of synovial epithelium, severe synovial hyperplasia, disordered arrangement, and a large
number of inflammatory cell infiltration and pannus formation. However, all administration groups showed reduction of synovial
inflammation, the positive control group was better than the high-dose Tongbi Granule group, and the medium- and high-dose
groups was better than the low-dose group. Compared with model group, arthritis index scores, and levels of serum Hepc and IL-6
were significantly lower in all drug administration groups (P<0.01). Compared with the positive control group, the arthritis index
scores, serum Hepc and IL-6 levels in low- and medium-dose Tongbi Granule groups were higher (P<0.05). Compared with model
group, the mRNA and protein expressions of JAK2 and STAT3, as well as the protein expressions of p-JAK2 and p-STAT3 were
lower (P<0.05), while the mRNA and protein expressions of pathway inhibitors SOCS1 and SOCS3 were higher in positive control group
and low-, medium-, and high-dose Tongbi Granule groups (P<0.05). Compared with positive control group, the mRNA and protein
expressions of JAK2 and STAT3, and the protein expressions of p-JAK2 and p-STAT3 were higher in Tongbi Granule groups of
various doses (P<0.05), while the mRNA and protein expressions of SOCS1 and SOCS3 were lower (P<0.05). Conclusion Tongbi Granule
can relieve synovial inflammation in CIA rats, and its mechanism may be related to inhibiting JAK2/STAT3 signaling pathway and
reducing the expression of Hepc.

也运藻赠憎燥则凿泽页 rheumatoid arthritis; collagen-induced arthritis; Chinese medicines; Tongbi Granule; hepcidin; janus kinase 2/
signal transduction and activator of transcription 3 signaling pathway

类风湿关节炎渊rheumatoid arthritis, RA冤是一

种临床常见的免疫介导性疾病袁以持续的滑膜炎症

和不可逆的软骨尧骨损伤为主要临床特点[1]遥 随着对

RA 发病机制研究的不断深入袁对小分子靶向药和

生物制剂的探索使用袁RA 的临床缓解率已经得到

了提高袁但仍有部分患者迁延难愈[2]遥 且常规治疗策

略中糖皮质激素尧抗风湿药的大剂量尧频繁和长期

给药袁不可避免地导致不良反应袁患者依从性差[3]遥滑
膜炎和骨破坏是 RA 治疗的主要切入点袁但在临床中

RA 的滑膜炎和骨破坏并非完全一致遥 当滑膜炎症

被控制尧病情活动度逐渐降低时袁软骨损伤和骨侵

蚀仍可继续发展[4]曰即使是针对非炎症的 RA 治疗袁
以破骨细胞为靶点同样可以缓解其骨破坏[5]遥 因此袁
在控制关节炎症的同时袁寻找滑膜炎和骨破坏机制

中共同的作用靶点袁具有重要临床意义[6]遥
铁调素渊hepcidin, Hepc冤具有调节机体铁状态尧

参与炎症反应尧增强机体防御机制的重要作用袁
Hepc 作为一种炎症介质参与了 RA 滑膜炎的发病袁
还是破骨细胞生成的关键调节因子袁研究发现袁Hepc
的过表达可能与 RA 滑膜炎和骨破坏共同相关[7]遥炎
症信号 Janus 激酶渊janus kinase, JAK冤2/信号转导子

和转录激活子渊signal transduction and activator of
transcription, STAT冤3 通路与 Hepc 的分泌相互关联

促进袁是调节 Hepc 的主要信号通路[8]遥 免疫反应时袁
炎症因子白细胞介素-6渊interleukin-6, IL-6冤与细

胞受体结合激活 STAT3袁激活的 STAT3 与 Hepc 启

动子结合进而增加 Hepc 的水平袁是 Hepc 的调控因

子[9]遥

通痹颗粒是由当归尧黄芪尧白芥子尧血竭尧甘草尧
僵蚕等多种药物组成袁用于治疗血虚痰瘀证 RA 活

动期患者遥前期研究表明袁通痹颗粒对 RA 滑膜炎和

骨破坏均有一定改善作用[10-12]袁但具体机制尚未完

全明确遥 本实验通过研究通痹颗粒对 RA 模型胶原

诱导性关节炎渊collagen-induced Arthritis, CIA冤大鼠

Hepc尧JAK2/STAT3 信号通路尧IL-6 及细胞信号因子

传导抑制体渊suppressor of cytokine signaling, SOCS冤
的作用袁进一步明确通痹颗粒治疗 RA 的可能作用

机制袁以期为中药治疗 RA 研究提供依据并指导临

床治疗遥
1 材料与方法

1.1 实验动物

雌性健康 SPF 级 SD 大鼠 36 只袁体质量渊200依
20冤 g袁购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司袁动物

许可证号院SCXK(湘)2019-0004遥 大鼠饲养于湖南中

医药大学 SPF 级中心实验室袁室温 20耀25 益袁相对湿

度 40%耀60%袁通风尧光照良好袁适应性饲养 1 周后开

始实验遥本实验严格按照伦理委员会的审查执行袁伦
理审批号院20201010-35遥
1.2 主要药物与试剂

通痹颗粒渊湖南中医药大学第一附属医院院内

制剂袁主要成分是当归尧黄芪尧血竭尧白芥子尧僵蚕尧甘
草等袁规格院10 g伊6 包冤曰巴瑞替尼片渊美国礼来公司袁
批号院H20190039袁规格院2 mg伊28 片冤遥

牛域型胶原渊北京凯诗源生物科技有限公司袁
货号院T07-0597冤曰完全弗氏佐剂渊美国 Sigma公司袁批
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表 1 基因引物序列

引物

JAK2

STAT3

SOCS1

SOCS3

GAPDH

引物序列

正向:5'-CAGCAAACTAAAGAAGGCAGGA-3'
反向:5'-TTCTCGCTCAACGGCAAAG-3'
正向:5'-CAGTTCTCGTCCACCACCAA-3'
反向:5'-TCATTCCAAAGGGCCAAGAT-3'
正向:5'-ACTCTGATTACCGGCGCATC-3'
反向:5'-CTCAGGGGTCCCCAGTAGAA-3'
正向:5'-TCACCCACAGCAAGTTTCCC-3'
反向:5'-GCACTCCAGTAGAATCCGCTC-3'
正向:5'-CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG-3'
反向:5'-GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT-3'

引物长度/bp
103

215

73

145

138

号院F5881冤曰兔抗 JAK2 试剂盒尧兔抗 STAT3 试剂

盒尧兔抗 p-STAT3 试剂盒渊北京 Bioss 公司袁货号院
bs-23003R尧bsm-52235R尧bs-22386R冤曰兔抗 p-JAK2
试剂盒尧兔抗 SOCS1 试剂盒尧兔抗 SOCS3 试剂盒渊美
国 Affinity 公司袁货号院AF3024-100尧AF5378尧DF6133冤曰
Hepcidin ELISA 试剂盒渊上海齐源生物科技有限公

司袁货号院E4693-100冤曰IL-6 ELISA 试剂盒渊武汉艾

迪抗生物科技有限公司袁货号院AD40134冤遥
1.3 主要仪器

荧光定量RCP仪渊美国Bio-rad公司袁型号院CFX冤曰
超微量分光光度计渊美国 Thermo 公司, 型号院Nano鄄
Drop2000冤曰电泳仪尧转膜仪渊中国北京六一有限公

司袁型号院DYY-6C尧DYCZ-40D冤曰生物样品均质仪渊杭
州奥盛公司袁型号院BioPrep-24冤曰化学发光成像系统

渊广州勤翔有限公司袁型号院Chemiscope6100冤遥
1.4 造模与分组

将实验大鼠随机分为 6 组院空白组尧模型组尧阳
性对照组和通痹颗粒低尧中尧高剂量组袁每组 6 只遥 空

白组不予处理袁其余各组予牛域型胶原诱导造模袁具
体如下院取牛域型胶原溶解于冰醋酸并充分乳化袁将
乳化后的溶液与完全弗氏佐剂充分混合袁制备牛域
型胶原试剂曰将配制好的试剂皮下注射于大鼠于尾

部进行初次免疫袁量约为 0.2 mg袁2周后再以 0.1 mg于

尾部进行再次免疫曰4 周后进行模型判定袁当免疫后

CIA 大鼠关节炎指数评分逸6 分袁则为造模成功[10]遥
1.5 实验给药

造模成功后袁空白组尧模型组予等量生理盐水灌

胃袁其他各组药物均按照人-大鼠体表面积进行换

算袁以正常人体质量 70 kg 进行计算袁大鼠体质量平

均为 210 g袁换算系数 6.3[13]遥其中袁阳性对照组以巴瑞

替尼片换算为人临床等效剂量袁换算后的等效剂量

为 0.18 mg/渊kg窑d冤曰通痹颗粒低尧中尧高剂量组分别换

算为等效剂量的 1/2尧1尧2 倍袁换算后分别为0.9尧1.8尧
3.6 g/渊kg窑d冤遥 均每天灌胃 1 次袁连续4 周遥
1.6 取材及指标检测

1.6.1 关节炎指数评分 在造模成功后渊第 0 天冤及
药物治疗过程渊第 7尧14尧21尧28 天冤共计 5 次评分袁根
据大鼠关节受累程度不同进行相应的评分袁具体如

下院无任何关节红肿为 0 分曰仅足趾关节红肿评为 1
分曰足底及足趾均红肿评为 2 分曰踝关节以下全部红

肿评为 3 分曰全部足踝关节均红肿则评为 4 分遥 将

大鼠 4 个关节的评分加起来所得分数即为大鼠的关

节炎指数评分袁最大值为 16 分[14]遥 关节炎指数评分

越高袁则大鼠关节炎症状越严重遥

1.6.2 取材及处理 治疗 4 周后处死所有大鼠袁予
以腹主动脉采血袁4 益静置 4 h袁3 500 r/min 离心

10 min渊离心半径 15 cm冤袁取上清液用于血清Hepc尧
IL-6 水平检测曰将大鼠的左膝关节滑膜剥离袁福尔

马林液固定袁用于滑膜组织病理形态学观察曰将大

鼠的右膝关节滑膜剥离袁放入液氮中速冻袁-80 益条

件下封存袁用于 JAK2/STAT3 信号通路相关基因和

蛋白检测遥
1.6.3 滑膜组织病理学观察 取固定好的滑膜组

织袁石蜡包埋袁制作切片袁HE 染色袁光镜下渊伊200冤行
组织形态学观察遥
1.6.4 酶联免疫吸咐法测定各组大鼠血清 Hepc尧
IL-6 水平 取离心好的血清室温静置 30 min袁使用

酶联免疫吸咐法测定血清 Hepc尧IL-6 水平袁具体流

程严格按照试剂盒说明书执行遥
1.6.5 逆转录-聚合酶链反应法测定滑膜组织中

JAK2尧STAT3尧SOCS1尧SOCS3 的 mRNA 相对表达量

使用 Trizol 法提取滑膜组织的总 RNA袁超微量分光

光度计检测 RNA 的浓度和纯度袁逆转录后获取互补

的 cDNA袁使用逆转录-聚合酶链反应进行定量扩

增遥具体为院预变性 95 益 10 min曰95 益 15 s寅60 益
30 s袁扩增循环 40 次遥 以 GAPDH 为内参袁对目的基

因的扩增溶解曲线进行逆转录-聚合酶链反应程序

分析袁采用 2-吟吟ct 法计算目的 mRNA 的相对表达量遥
基因引物序列详见表 1遥

1.6.6 Western blot 法检测滑膜组织中 JAK2尧p-
JAK2尧STAT3尧p-STAT3尧SOCS1尧SOCS3 的蛋白表达

将粉碎的滑膜组织进行冰上裂解袁裂解后离心并

取上层清液袁使用 BCA 法测定相关蛋白浓度袁West鄄
ern blot 法电泳后转印于 NC 膜封闭过夜袁将一抗按

比例稀释后与膜一起孵育袁4 益过夜袁次日室温放置

90 min袁PBST洗3次曰二抗与膜共同室温孵育 90 min
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后袁PBST 洗 3 次袁进行 ECL 显色袁并曝光遥 曝光后底

片扫满袁以 GAPDH 为内参袁用化学发光成像系统软

件分析分子量和灰度值遥
1.7 统计学分析

采用 SPSS 25.0 软件袁计量资料以野曾依s冶表示遥
若满足正态分布和方差齐性者袁行单因素方差分析

和 LSD检验曰方差不齐者则采用 Tamhane' T2 法遥以

P约0.05 为差异具有统计学意义遥
2 结果

2.1 各组大鼠关节炎指数评分变化

造模后袁与空白组相比袁其余各组大鼠关节炎

指数积分显著上升渊P约0.01冤遥 经治疗 7 d 后袁阳性

对照组和通痹颗粒各剂量组关节炎指数评分达到高

峰遥经治疗 28 d 后袁与模型组相比袁通痹颗粒高尧中尧
低剂量组及阳性对照组大鼠关节炎指数评分均降

低袁差异有统计学意义渊P约0.01冤袁与阳性对照组比

较袁通痹颗粒中尧低剂量组 CIA 大鼠关节炎指数评分

均增加袁差异有统计学意义渊P约0.05冤遥 详见图 1遥
2.2 各组大鼠滑膜组织病理学观察

空白组滑膜上皮细胞形态结构正常袁脂肪细胞

无明显异常袁未见明显炎症增生曰模型组见滑膜上皮

结构缺损袁滑膜重度增生袁排列紊乱袁并有大量炎症

细胞浸润和多个血管翳形成曰阳性对照组滑膜结构

基本正常袁滑膜轻度增生袁少量炎症细胞袁较模型组

明显改善曰通痹颗粒低剂量组见滑膜上皮结构缺损袁
滑膜重度增生袁炎症细胞浸润及血管翳形成袁较模型

组稍轻曰通痹颗粒中尧高剂量组均见中度滑膜增生及

炎症细胞浸润袁较低剂量组均减轻袁且高剂量组炎症

细胞浸润及滑膜增生比中剂量组略轻遥 详见图 2遥
2.3 各组大鼠血清 Hepc尧IL-6水平比较

与空白组比较袁模型组和各给药组大鼠血清Hepc尧
IL-6 水平均升高渊P约0.05冤遥 与模型组比较袁通痹颗

粒高尧中尧低剂量组和阳性对照组血清 Hepc尧IL-6
水平均降低渊P约0.05冤遥与阳性对照组比较袁通痹颗粒

中尧低剂量组血清Hepc尧IL-6水平均升高渊P约0.05冤袁通
痹颗粒高剂量组血清 Hepc尧IL-6水平差异无统计

学意义渊P跃0.05冤遥 详见表 2遥
2.4 各组大鼠滑膜组织 JAK2尧STAT3尧SOCS1尧
SOCS3 的 mRNA 表达量比较

与空白组比较袁其余各组大鼠滑膜 JAK2尧STAT3
的 mRNA 表达均升高渊P约0.05冤袁SOCS1尧SOCS3 的

mRNA 表达均降低渊P约0.05冤遥与模型组比较袁通痹颗

粒高尧中尧低剂量及阳性对照组 JAK2尧STAT3 的

mRNA 表达均降低渊P约0.05冤袁SOCS1尧SOCS3 的mRNA

图 2 各组大鼠滑膜组织 HE 染色结果渊伊200冤

空白组 模型组 阳性对照组

通痹颗粒低剂量组 通痹颗粒中剂量组 通痹颗粒高剂量组

图 1 各组大鼠关节炎指数评分变化

注院与空白组比较袁##P约0.01曰与模型组比较袁**P约0.01曰与阳性对照组

比较袁&P约0.05遥

##
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表达均升高渊P约0.05冤遥与阳性对照组比较袁通痹颗粒

各剂量组 JAK2尧STAT3的mRNA表达均升高渊P约0.05冤袁
SOCS1尧SOCS3 的 mRNA 表达均降低渊P约0.05冤遥详见

表 3遥
2.5 各组大鼠滑膜组织 JAK2尧p-JAK2尧STAT3尧p-
STAT3尧SOCS1尧SOCS3蛋白表达比较

与空白组比较袁其余各组大鼠滑膜 JAK2尧p-
JAK2尧STAT3尧p-STAT3 蛋白表达均升高渊P约0.05冤袁
SOCS1尧SOCS3 蛋白表达均降低渊P约0.05冤遥 与模型组

比较袁通痹颗粒高尧中尧低剂量组和阳性对照组滑膜

JAK2尧p-JAK2尧STAT3尧p-STAT3 的蛋白表达均降低

渊P约0.05冤袁SOCS1尧SOCS3 的蛋白表达均升高渊P约
0.05冤遥 与阳性对照组比较袁通痹颗粒各剂量组JAK2尧
p-JAK2尧STAT3尧p-STAT3 的蛋白表达均升高渊P约
0.05冤袁SOCS1尧SOCS3 的蛋白表达均降低渊P约0.05冤遥详
见图 2尧表 4遥

3 讨论

RA 是一种炎症性尧慢性自身免疫性关节疾病袁
当固有免疫和适应性免疫系统发生异常时袁免疫耐

受失衡诱发的损伤显得尤为关键袁这一系列事件将

导致持续的关节炎症尧增生性滑膜炎袁并最终引起基

底层软骨和软骨下骨的损伤袁导致永久性关节破坏尧
畸形和功能丧失[15]遥 由于 RA 常规治疗药物并不能

完全满足临床袁且存在药物相关的耐药性尧经济负担

和毒副作用等原因[16]袁中医药辨证论治的独特优势

在 RA 治疗中逐渐凸显出来遥中医从整体入手袁扶正

注院与空白组比较袁#P约0.05曰与模型组比较袁*P约0.05曰与阳性对照

组比较袁&P约0.05遥

组别

空白组

模型组

阳性对照组

通痹颗粒低剂量组

通痹颗粒中剂量组

通痹颗粒高剂量组

Hepc/(ng/mL)
4.13依1.04

15.57依0.29#

5.77依0.24#*
12.05依0.18#*&

10.74依0.33#*&

7.62依0.47#*

IL-6/(pg/mL)
104.36依8.73
257.52依7.36#

149.81依10.08#*
207.14依5.26#*&

193.78依3.75#*&

168.57依5.19#*

表 2 各组大鼠血清 Hepc尧IL-6水平比较渊曾依s袁n=6冤

图 2 各组大鼠滑膜组织 JAK2尧p-JAK2尧STAT3尧p-STAT3尧
SOCS1尧SOCS3 蛋白表达比较

注院A.空白组曰B.模型组曰C.阳性对照组曰D.通痹颗粒低剂量组曰E.通
痹颗粒中剂量组曰F.通痹颗粒高剂量组遥

注院与空白组比较袁#P约0.05曰与模型组比较袁*P约0.05曰与阳性对照组比较袁&P约0.05遥

组别

空白组

模型组

阳性对照组

通痹颗粒低剂量组

通痹颗粒中剂量组

通痹颗粒高剂量组

JAK2
1.00依0.05
1.91依0.34#

1.05依0.07#*
1.42依0.29#*&

1.35依0.17#*&

1.27依0.31#*&

STAT3
1.01依0.02
1.79依0.23#

1.12依0.22#*
1.52依0.04#*&

1.41依0.27#*&

1.25依0.18#*&

SOCS1
1.00依0.06
0.34依0.14#

0.87依0.23#*
0.59依0.12#*&

0.62依0.21#*&

0.71依0.09#*&

SOCS3
1.01依0.12
0.41依0.11#

0.93依0.23#*
0.68依0.18#*&

0.75依0.25#*&

0.83依0.17#*&

表 3 各组大鼠滑膜组织 JAK2尧STAT3尧SOCS1尧SOCS3 的 mRNA表达比较渊曾依s袁n=6冤

注院与空白组比较袁#P约0.05曰与模型组比较袁*P约0.05曰与阳性对照组比较袁&P约0.05遥

组别

空白组

模型组

阳性对照组

通痹颗粒低剂量组

通痹颗粒中剂量组

通痹颗粒高剂量组

JAK2
0.27依0.07
0.72依0.12#

0.36依0.02#*
0.57依0.09#*&

0.49依0.04#*&

0.41依0.05#*&

p-JAK2
0.23依0.03
0.62依0.02#

0.31依0.05#*
0.49依0.06#*&

0.41依0.08#*&

0.37依0.04#*&

STAT3
0.41依0.04
0.93依0.03#

0.47依0.02#*
0.71依0.05#*&

0.66依0.07#*&

0.53依0.06#*&

p-STAT3
0.22依0.04
0.89依0.03#

0.36依0.02#*
0.59依0.05#*&

0.51依0.07#*&

0.42依0.06#*&

SOCS1
0.59依0.06
0.17依0.03#

0.55依0.05#*
0.36依0.08#*&

0.41依0.01#*&

0.48依0.07#*&

SOCS3
0.54依0.08
0.21依0.02#

0.51依0.05#*
0.30依0.09#*&

0.39依0.04#*&

0.45依0.03#*&

表 4 各组大鼠滑膜组织 JAK2尧p-JAK2尧STAT3尧p-STAT3尧SOCS1尧SOCS3 蛋白表达比较渊曾依s袁n=6冤
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与祛邪并行袁具有多靶点调节尧疗效确切尧毒副作用

小等特点袁在临床中得到了广泛应用遥
RA 属于中医学野尪痹冶野骨骱痹冶等范畴遥 叶诸病

源候论窑风湿痹候曳载院野由气血虚袁则受风湿袁而成此

病遥冶叶医级窑痹曳云院野痹非三气袁患在痰瘀遥冶素体正气

亏虚袁则易感受风寒湿邪为患曰久痹不愈袁则易成瘀

血痰浊而迁延受损遥基于 RA 的病机特点和前期研

究[17-18]袁本课题组提出了 RA 的基本病机是野虚尧瘀尧
痰冶袁以此为基础制定了益气养血尧化痰逐瘀的经验

协定方剂通痹颗粒遥 方中当归为君袁温养活血袁舒筋

通脉曰黄芪为臣袁充养元气袁配伍当归以共资气血生

化袁气血双补曰血竭散瘀和血止痛袁僵蚕尧白芥子豁痰

散结尧通利消肿袁皆为佐药曰甘草为使袁缓急温中健

脾袁调和诸药遥 既往课题组研究表明袁通痹颗粒对

RA 滑膜炎和骨破坏均有一定的改善作用[19]遥 黄芪

已被证实可调节阿尔茨海默病模型小鼠脑组织

Hepc 的表达 [19]袁并可通过JAK2尧STAT3 免疫炎症相

关通路治疗 RA[20]曰当归的有效成分当归多糖对慢性

炎症贫血大鼠 Hepc 的表达具有抑制效应[21]遥 因此袁
通痹颗粒可能通过 Hepc 和JAK2/STAT3 信号通路对

RA 发挥治疗作用遥
Hepc 是一种具有抗菌特性的肝源性肽袁最早于

20 世纪初从人的血清和尿液中提纯发现袁主要由炎

症细胞因子尤其是 IL-6 诱导产生袁具有调节铁代谢

和参与人体炎症防御反应的重要功能[22]遥研究表明袁
Hepc 可以反映 RA 患者的疾病活动度袁其高表达可

以直接加剧 RA 的炎症程度袁是 RA 疾病活动度增

强的重要原因[23]遥 促炎因子在 RA 的病变进程中发

挥重要作用袁肿瘤坏死因子渊tumor necrosis factor,
TNF冤尧IL-6 和粒细胞巨噬细胞集落刺激因子渊gran鄄
ulocyte-macrophage colony stimulating factor, GM鄄
CSF冤等驱动了 RA持续性滑膜炎和全身并发症[24]遥 IL-
6 作为 RA 临床发病前的关键调节因子袁在 RA早期

滑膜炎的维持和造成关节破坏中发挥主要介导效

应遥 研究发现袁与健康者对比袁RA 组血清 Hepc 水平

显著升高袁且与 IL-6 的表达和 RA 疾病活动度评分

呈正相关袁提示 Hepc 可能直接参与了慢性炎症的

发病过程[25]曰通过药物对 IL-6 进行抑制袁Hepc 表达

量明显减少袁证明 IL-6 与 Hepc 之间具有高度相关

性[26]遥另有研究证实袁Hepc 在 RA 中的升高与骨破坏

标志物正相关袁Hepc 的分泌增加促进破骨细胞生

成和骨小梁破坏丢失袁提示 Hepc 可能参与 RA 的骨

破坏[27]曰而 Hepc 的负调节因子红富铁激素可调节成

骨细胞中骨形成蛋白的信号传导尧减少核因子-资茁受
体活化因子配体的产生袁限制破骨细胞生成袁具有骨

保护作用[28]遥 因此袁Hepc尧IL-6 与 RA 的滑膜炎和骨

破坏共同相关遥 本研究发现袁通痹颗粒对 CIA 大鼠

滑膜炎症具有明显改善作用袁可减少滑膜增生和炎

症细胞浸润袁并且对大鼠关节炎指数评分具有一定

降低作用遥 与模型组相比袁阳性对照组和通痹颗粒

各剂量给药组均能有效降低 CIA 血清 Hepc 和 IL-6
水平袁且阳性对照组疗效最佳袁通痹颗粒高剂量与

阳性对照组之间无明显差异袁提示 Hepc 与 RA 的炎

症状态存在一定正相关性袁推测通痹颗粒缓解 RA
滑膜炎和骨破坏的机制可能与降低血清的Hepc 和

IL-6 水平有关袁且通痹颗粒的疗效可能存在一定的

剂量依耐性遥
Hepc 主要通过与细胞表面的受体膜铁转运蛋

白渊ferroportin, FPN冤结合后可激活 JAK2 蛋白激酶袁
促进 FPN 磷酸化以及内化降解袁并通过调节铁代谢

影响成骨功能[8]遥 JAK2/STAT3 通路受多种细胞因子

调节袁尤其是 IL-6 和 酌干扰素[29]袁IL-6 可刺激 JAK/
STAT 信号通路促使 Hepc 表达袁既可加重 RA 的炎

症反应袁还可导致贫血尧骨破坏遥 而 SOCS 家族成员

作为 JAK/STAT 信号通路的代表性负调节因子袁可
通过调节 T 细胞的分化和功能参与免疫耐受[30]遥 相

关研究证实袁IL-6 可通过 JAK2/STAT3 信号通路降

低十二指肠铁转运蛋白 1 水平袁刺激 Hepc 的产生[26]曰
而 Hepc 也可与膜转铁蛋白结合激活 JAK2袁并磷

酸化转录因子STAT3袁进而促进 IL-6尧TNF的表达[31]曰
另外袁抑制 JAK2/STAT3 信号通路可以使 Hepc 的表

达降低袁SOCS 的转录表达增加袁下调 IL-6 等细胞因

子的水平进而减轻 RA 的骨破坏[8]遥 Hepc 与 JAK2/
STAT3 信号通路相互作用形成恶性循环袁从而使RA
滑膜炎及骨破坏不断加深加重遥 通过本实验进一步

研究发现袁与模型组对比袁阳性对照组和通痹颗粒各

剂量给药组 JAK2/STAT3 信号通路相关因子 mRNA
和蛋白表达均显著降低袁而通路抑制因子 SOCS1尧
SOCS3的表达明显升高袁提示通痹颗粒对 JAK2/STAT3
信号通路具有一定的调节作用遥

综上所述袁通痹颗粒能有效改善 CIA 大鼠的滑

膜炎及关节炎指数评分袁对 RA 具有多靶点的治疗

作用袁降低炎症因子 IL-6 水平袁其作用机制与抑制

JAK2/STAT3 信号通路进而减少 Hepc 的表达有关遥
本研究还发现袁通痹颗粒对 Hepc 和 JAK2/STAT3 信

号通路的调节作用与药物浓度有关袁因此袁临床探

索最合理有效的治疗剂量也是接下来的研究重点之

一曰研究还可以结合网络药理学袁从细胞分子水平

进一步探讨通痹颗粒对破骨细胞的具体作用靶点

及相关通路袁以期为治疗 RA 提供新的方法与药物遥
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