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基于 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 信号通路
探讨铁筷子对 ＣＩＡ 大鼠骨破坏

的防护作用
单文婷，王潇，杨晓龙，艾飞，刘杨，魏鑫，刘霞∗

（贵州中医药大学，贵阳　 ５５００２５）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨铁筷子对胶原诱导性关节炎（ｃｏｌｌａｇｅｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＣＩＡ）模型大鼠的抗炎作用及对

ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 信号通路的影响。 方法　 雌性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ６０ 只分为：正常组、模型组、阳性药物组（甲氨蝶

呤，ＭＴＸ）、低剂量组、中剂量组和高剂量组。 采用胶原抗体诱导法于大鼠尾根部注射牛Ⅱ型胶原蛋白建立 ＣＩＡ 大

鼠模型，模型建立成功后进行灌胃给药，正常组：给予 １０ ｍＬ ／ （ｋｇ·ｄ）生理盐水；模型组：给予 １０ ｍＬ ／ （ｋｇ·ｄ）生理盐

水；阳性药物组每次给予 ２􀆰 ０ ｍＬ ／ （ｋｇ·ｄ） ＭＴＸ，每周 ３ 次；铁筷子低、中、高剂量组每次分别给予 ０􀆰 ２５ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）、
０􀆰 ５ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）、１􀆰 ０ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）；连续灌胃治疗 ２５ ｄ。 通过记录大鼠体重；观察大鼠足肿胀程度；大鼠踝关节炎指数评

分；ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 观察踝关节骨组织病理改变；苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色对大鼠踝关节骨组织和滑膜病理变化；抗酒石酸

酸性磷酸酶（ＴＲＡＰ）染色法检测观察破骨细胞数量的改变；ＰＣＲ 检测骨保护素（ＯＰＧ）、核因子⁃κＢ 受体激活剂

（ＲＡＮＫ）、ＲＡＮＫ 配体（ＲＡＮＫＬ）、肿瘤坏死因子（ ＴＮＦ⁃α）和骨形成蛋白 ２（ＢＭＰ⁃２）的 ｍＲＮＡ 水平，ＯＰＧ、ＲＡＮＫ、
ＲＡＮＫＬ、ＴＮＦ⁃α 和 ＢＭＰ⁃２ 蛋白相对表达量检测用蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ），以确定铁筷子对类风湿关节炎大

鼠的治疗作用及其对骨关节保护的潜在药理机制。 结果　 数据统计结果表明，与正常组相比，ＣＩＡ 大鼠体重增长

减慢（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），足底厚度增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），踝关节出现关节腔变窄，骨组织啃噬样骨质破坏、滑膜的病理性变化，
如炎性细胞增生和滑膜异常增生浸润；Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 结果显示：与正常组相比，模型组、低剂量组、中剂量组，踝关节表

面凹凸不平、外形不完整，踝关节表面出现啃噬样骨质破坏，高剂量组与正常组相比，各项指标变化都不明显；ＨＥ
染色发现模型组大鼠踝关节出现关节腔变窄，骨组织啃噬样骨质破坏、滑膜组织增生和炎性细胞浸润等病理改变；
与模型组相比，低、中、高剂量组大鼠踝关节骨组织增生和炎性浸润显著改善；ＴＲＡＰ 染色观察与正常组比，模型组

破骨细胞数量最多，低、中、高剂量组干预下 ＴＲＡＰ 染色阳性破骨细胞数量逐渐减少；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 的结果，与模型组相

比，低、中、高剂量组 ＯＰＧ、ＢＭＰ⁃２ ｍＲＮＡ 相对表达量升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＲＡＮＫ、ＲＡＮＫＬ、ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 相对表达量降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果，与模型组比，低、中、高剂量组 ＯＰＧ、ＢＭＰ⁃２ 蛋白相对表达量升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
ＲＡＮＫ、ＲＡＮＫＬ、ＴＮＦ⁃α 蛋白相对表达量降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 铁筷子可能通过调节 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 信号通

路缓解 ＲＡ 大鼠体内炎症反应，发挥其抗类风湿关节炎机制的作用。
【关键词】 　 类风湿关节炎；铁筷子；骨破坏；ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 信号通路
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ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｆｏｒ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｃ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ＣＩＡ ｒａｔｓ ｈａｄ ａ ｌｏｗｅｒ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｎｔａｒ ｆｏｏｔ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
ｎａｒｒｏｗｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｊｏｉｎｔ ｃａｖｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ， ｇｎａｗｉｎｇ⁃ｌｉｋｅ ｂｏｎｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｎｏｖｉｕｍ，
ｓｕｃｈ ａｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｂｎｏｒｍａｌ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ． Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ｍｏｄｅｌ， ｌｏｗ ａｎｄ ｍｅｄｉｕｍ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ｓｈｏｗｅｄ ａｎ ｕｎｅｖｅｎ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｓｕｒｆａｃｅ ｗｉｔｈ ａｎ ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ ｓｈａｐｅ ａｎｄ
ｇｎａｗｉｎｇ⁃ｌｉｋｅ ｂｏｎｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ａｌｌ ｉｎｄｅｘｅｓ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｊｏｉｎｔ ｃａｖｉｔｙ ｎａｒｒｏｗｉｎｇ， ｇｎａｗｉｎｇ⁃ｌｉｋｅ ｂｏｎｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ， ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ． Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ， ｓｕｃｈ ａｓ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ， ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ
ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ， ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ， ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｌｏｗ， ｍｅｄｉｕｍ， ａｎｄ ｈｉｇｈ
ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ． ＴＲＡＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｔｈｅ ｌａｒｇｅｓｔ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ，
ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＴＲＡＰ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ ｌｏｗ， ｍｅｄｉｕｍ， ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ
ｇｒｏｕｐ． ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＰＧ ａｎｄ ＢＭＰ⁃２ ｗａｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｌｏｗ， ｍｅｄｉｕｍ， ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＡＮＫ， ＲＡＮＫＬ， ａｎｄ
ＴＮＦ⁃α ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｌｏｗ， ｍｅｄｉｕｍ， ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＰＧ ａｎｄ ＢＭＰ⁃２ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｌｏｗ， ｍｅｄｉｕｍ， ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＡＮＫ， ＲＡＮＫＬ， ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
Ｈｅｌｌｅｂｏｒｕｓ ｔｈｉｂｅｔａｎｕｓ ｆｒａｎｃｈ ｍａｙ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ＲＡ ｒａｔｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｎ ａｎｔｉ⁃ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ｔｈｅ ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 】 　 ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ｈｅｌｌｅｂｏｒｕｓ ｔｈｉｂｅｔａｎｕｓ ｆｒａｎｃｈ； ｂｏｎｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ； ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

１５２１
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　 　 类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）属于一

种慢性进行自身免疫性疾病［１］，其病理特点包括慢

性炎症浸润、血管翳形成、进行性骨侵蚀、骨丢失和

关节破坏，在疾病晚期可导致多脏器的并发症［２］，
且 ＲＡ 女性的发病率高于男性，致残率约占全球人

口的 １％ ～ ２％［３］。 目前临床上用于治疗 ＲＡ 主要

以抗风湿病药物、糖皮质激素及生物制剂为主，如
甲氨蝶呤、肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）α 抑制剂、白细胞介

素（ＩＬ⁃６）抑制剂、羟氯喹、甲泼尼龙［４］，这些药物对

于 ＲＡ 的关节改善有限，而脏器的不良反应较多且

价格昂贵，因此需要找到在治疗 ＲＡ 方面更具有临

床意义和研究价值的药物。
中医认为 ＲＡ 引起骨破坏的发生与发展属于气

滞血瘀证范畴，而活血化瘀、理气止痛类药物在该

类疾病的临床应用中可取得较好疗效［５］。 苗药铁

筷子（ｈｅｌｌｅｂｏｒｕｓ ｔｈｉｂｅｔａｎｕｓ ｆｒａｎｃｈ）又名黑毛七、小桃

儿七、九龙丹、见春花、九朵云、九莲灯，为腊梅科腊

梅 （ Ｃｈｉｍｏｎａｎｔｈｕｓ ） 属 植 物 腊 梅 （ ｃｈｉｍｏｎａｎｔｈｕｓ
ｐｒａｅｃｏｘ Ｌ． Ｌｉｎｋ）及山腊梅（ ｃｈｉｍｏｎａｎｔｈｕｓｉｔｅｎｓ Ｏｌｉｖ）
的干燥根［６］。 药用部位为植物干燥的根部，性温味

辛，具有理气止痛、活血化瘀的功效［７］，是苗族人民

常用于治疗 ＲＡ、跌打损伤、疮疡肿毒的传统用药。
目前临床研究和实验研究均已证明铁筷子醇提物

能够显著改善血管翳异常增生以及骨关节的生理

特性和功能异常［８］，但目前对其作用机制的认识还

不够深入。
骨保护素（ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ，ＯＰＧ）是肿瘤坏死因

子受体（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｔｉｃ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＮＦＲ）之一，
通过与核因子 κＢ 受体活化因子配体 （ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ ｌｉｇａｎｄ，ＲＡＮＫＬ）竞争性

结合 ＲＡＮＫ（ＮＦ⁃κＢ 受体激活子），阻断 ＲＡＮＫ 与其

配体结合，抑制破骨细胞的活化和成熟，诱导破骨

细胞凋亡［９］。 由此，ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫＬ ／ ＲＡＮＫ 信号通路

构成新的调控网络，不仅调控破骨细胞的激活和骨

重建，还在骨破坏相关疾病中起至关重要的作用。
研究表明，类风湿关节炎组织中破骨细胞数量与活

性明显增加，提示活化的破骨细胞参与 ＲＡ 的骨破

坏。 可见抑制破骨细胞的活化可能是治疗该疾病

的关键。 基于此，本研究采用胶原和不完全弗氏佐

剂复制 ＣＩＡ 大鼠模型［１０］，通过观察铁筷子对 ＣＩＡ 大

鼠的治疗效果及 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 信号通路关

键因子的检测，以探讨铁筷子对模型大鼠骨组织的

防护机制，为铁筷子治疗 ＲＡ 奠定实验基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

６０ 只 ５ 周龄 ＳＰＦ 级 Ｗｉｓｔａｒ 雌性健康大鼠，体重

１１０ ～ １５０ ｇ，由斯贝福（北京）生物技术有限公司提

供【ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１０】。 本研究于室内温度 ２１
～ ２５℃，相对湿度 ４０％ ～ ５０％，每日光照时间 ５ ｈ
环境进行，饲养于贵州中医药大学动物研究实验中

心【ＳＹＸＫ（黔）２０２１－０００５】，通过贵州中医药大学实

验动物伦理委员会的批准（２０２２０１０８）。
１􀆰 １􀆰 ２　 药物

铁筷子购于贵阳市乌当区三江镇农场，经贵州

中医药大学药学院生药教研室进行初步鉴定，铁筷

子为山腊梅科腊梅属植物腊梅的根茎。 购来的铁

筷子用水清洗弃其杂质后，进行晒干，将其打成粗

粉。 称取粉碎后铁筷子 １０００ ｇ，７ 倍量甲醇回流提

取 ２ 次，每次 ３ ｈ，甲醇热回流提取蒸干，将混合的滤

液过滤以获得总提取物，减压浓缩后在水浴锅将提

取物平铺于托盘蒸干浓缩得浸膏，将其放入 ４℃冰

箱保存，动物给药时用 ２５％乙醇溶解以达到所需生

药浓度，以 ０􀆰 ２５、０􀆰 ５０、１􀆰 ００ ｇ ／ ｋｇ 作为后续实验的

药物浓度，记为低剂量组、中剂量组、高剂量组。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

甲氨蝶呤 （上海上药信谊药厂有限公司，
１９７２２０７０４）；牛Ⅱ型骨胶原蛋白（美国 ｃｈｏｎｄｒｅｘ 公

司，２００２２）、不完全弗氏佐剂（美国 ｃｈｏｎｄｒｅｘ 公司，
７００２ ）； Ｍｏｌｐｕｒｅ􀅺 Ｃｅｌｌ ／ Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ
（ＹＥＡＳＥＮ 公司，１９２２１ＥＳ５０）； ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ
Ｋｉｔ（宝日医生物技术有限公司，ＲＲ０４７Ａ）、ＴＢ ＧｒｅｅｎＴＭ

Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ（Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ） （宝日医生物

技术有限公司，ＲＲ８２０Ａ）；苏木素染液（武汉塞维尔

生物科技有限公司，Ｇ１００４）；伊红染液（合肥博美生

物科技有限责任公司，ＹＥ２０８０）；ＴＲＡＰ 染色试剂盒

（德国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ，３８７Ａ⁃１ＫＴ）；预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ
（ａｂｃｌｏｎａｌＲＭ，１９００１）、ＲＡＮＫＬ（ａｂｃｌｏｎａｌ，Ａ２５５０）、β⁃
ａｃｔｉｎ（ ａｂｃｌｏｎａｌ， ＡＣ０３３）、 ＯＰＧ （ ａｂｃｌｏｎａｌ， Ａ１２９９７）、
ＲＡＮＫ（ａｂｃｌｏｎａｌ，Ａ２１００）、ＨＲＰ Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ
（ Ｈ ＋ Ｌ ） （ ａｂｃｌｏｎａｌ， ＡＳ００３ ）； ＴＮＦ⁃α （ ｂｏｓｔｅｒ，
ＢＡ０１３１ ）； ＢＭＰ⁃２ （ ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ， ６６３８３⁃１⁃Ｉｇ ）； Ｇｏａｔ
Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ （Ｈ ＋ Ｌ） ＨＲＰ（Ａｆｆｉｎｉｔｙ，Ｓ０００１）。 实

时荧光定量（ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）仪（四川西陇科学有限公

司）；转轮式切片机（２０１６ 德国徕卡）；组织包埋机
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（常州郊区中威电子仪器）；ＪＹ⁃ＳＣＺ４ ＋ 型垂直电泳

槽（北京君意东方电泳设备有限公司）；超声波细胞

粉碎机（宁波新芝生物科技股份有限公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组及实验干预

随机将大鼠分为正常组 （ Ｃｏｎｔｒｏｌ ）、 模型组

（Ｍｏｄｅｌ）、阳性药物组（ＭＴＸ）、低剂量组、中剂量组

和高剂量组，共 ６ 组，每组 １０ 只。 用戊巴比妥钠（５０
ｍｇ ／ ｋｇ）对正常组以外的剩余大鼠进行腹腔注射麻

醉后，进行第 １ 次免疫（Ｄａｙ ０）：在每只大鼠的尾根

部 ３ ｃｍ 的位置进行皮下注射 ０􀆰 ２ ｍＬ 的牛Ⅱ型胶原

蛋白乳剂；在 １ 次免疫后 ７ ｄ 进行 ２ 次免疫：在大鼠

的尾根部 ３ ｃｍ 的位置用 ０􀆰 ４ ｍＬ 牛Ⅱ型胶原蛋白乳

剂以加强免疫刺激。 胶原蛋白乳剂的配制：将等体

积的 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 牛Ⅱ型胶原溶液与 １ ｍｇ ／ ｍＬ 不完全

弗氏佐剂混合在冰浴状态下用匀浆器搅拌均匀，使
其充分混合乳化，待牛Ⅱ型胶原蛋白乳液完全乳化

后（乳化条件为：乳液滴水面成球状，不分散），置于

冰上待用，以避免胶原蛋白的变性和失活。 ＣＩＡ 模

型构建成功后（模型成功标准：用游标卡尺法测定

造模大鼠踝关节肿胀 ≥ ６ ｍｍ），于一次免疫第 １４
天，正常组与模型组分别灌胃 １０ ｍＬ ／ （ ｋｇ·ｄ）浓度

０􀆰 ９％生理盐水；阳性药物组给予 ＭＴＸ，每周 ３ 次，均
按照实时体重计算给药量；低剂量组、中剂量组和

高剂量组大鼠，０􀆰 ２５、０􀆰 ５０、１􀆰 ００ ｇ ／ ｋｇ 浓度铁筷子每

天 １ 次，连续灌胃给药 ２５ ｄ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 形态指标检测及取材

末次给药后，禁食禁饮 １ ｄ，用戊巴比妥钠（５０
ｍｇ ／ ｋｇ）腹腔注射全麻基础下断颈处死大鼠，于冰上

取左踝关节骨组织，做好标记，放入－８０℃冰箱中保

存。 取右踝关节骨组织，多聚甲醛固定一部分骨组

织，做石蜡切片。 将包埋好的石蜡切成 ６ μｍ 厚的

石蜡切片备用。 于冰上取骨组织并置入配制好

１０％ ＥＤＴＡ 脱钙溶液中 １ 个月。 ＰＢＳ 缓冲液冲洗 ３
次，将 １ ｍＬ 蛋白提取液添加到试管中，骨组织蛋白

液超声匀浆化，离心，取上清，以备测定。
１􀆰 ２􀆰 ３　 一般情况的观察

大鼠体重、进食量、行为状态、毛发等一般状

况。 用游标卡尺分别在 ７、１４、２０、２６、３２、３８ ｄ 测量

大鼠双侧后肢肿胀程度。
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检测

造模成功后 ＲＡ 大鼠取材，对各组大鼠关节损

伤进行 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检测，扫描胫骨和踝关节骨组织获

取骨体积分数（ｂｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ ／ ｔｉｓｓｕｅｖｏｌｕｍｅ，ＢＶ ／ ＴＶ）、
骨密度（ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＢＭＤ）及骨表面体积比

（ｂｏｎｅ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａ ／ ｂｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ，ＢＳ ／ ＢＶ）。
１􀆰 ２􀆰 ５　 踝关节组织病理学观察（ＨＥ 染色）

４％多聚甲醛将大鼠踝关节骨组织固定 ４８ ｈ
后，将组织取出放入配制好的 １０％ ＥＤＴＡ 脱钙溶液

中 １ 个月。 脱钙组织置于 ７５％乙醇脱水 ３０ ｈ、８５％
乙醇脱水 ４ ｈ、９５％乙醇脱水 ８ ｈ、１００％乙醇脱水

２ ｈ、 １００％乙醇脱水 １ ｈ，二甲苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ各 ４５
ｍｉｎ 进行透明处理后进行石蜡包埋，石蜡切片（厚为

４ μｍ）， 用常规脱蜡至水，将各标本的蜡块各取

５ 张切片，再于苏木精⁃伊红（ＨＥ）染色下用光学显

微镜观察，收集图像并进行分析。
１􀆰 ２􀆰 ６　 踝关节组织病理学观察（ＴＲＡＰ 染色）

石蜡切片常规脱蜡至水，切片于纯水洗 ５ ｍｉｎ
后，吸水纸吸干。 置于盛有纯水的湿盒中，用纯水

３７℃孵育 ２ ｈ。 倒去组织上纯水后，切片重新放入湿

盒，加现配好的 ｔｒａｐ 工作液完全覆盖于切片组织上，
放于 ３７℃烤箱避光染色 ２０ ～ ３０ ｍｉｎ。 倾去染液，水
洗玻片，用抗酒石酸酸性磷酸酶浸染 １ ～ ２ ｍｉｎ（破
骨细胞呈酒红色，细胞核呈蓝色）水洗；切片经 ３ 次

无水乙醇，每次 ５ ｍｉｎ，放入二甲苯 ２ 次，每次 ５ ｍｉｎ。
待染色切片透明后，滴加中性树胶封片剂密封切

片，切片干燥后在显微镜下对其进行观察，并进行

图像采集和分析。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 技术测定踝关节组织中 ＯＰＧ、
ＲＡＮＫ、ＲＡＮＫＬ、ＴＮＦ⁃α、ＢＭＰ⁃２ 基因表达

从－８０℃ 超低温冰箱取出冻存的踝关节骨组

织，液氮下研磨成粉，按 ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒说明提取总

ＲＮＡ，根据逆转录试剂盒说明书进行操作获取

ｃＤＮＡ，以 β⁃ａｃｔｉｎ 作为内参。 引物由上海生工生物

工程技术服务有限公司设计并合成，序列如表 １ 所

示。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 扩增体系为 ２０ μＬ；Ｔｅｍｐｌａｔｅ（ＤＮＡ）
２ μＬ， 上下游引物各 ０􀆰 ８ μＬ，加无菌蒸馏水 ６􀆰 ４
μＬ。 反应条件：４２℃预变性 ２ ｍｉｎ；扩增反应：９５℃
反应 ３５ ｓ，５５℃反应 ３０ ｓ，７２℃反应 ３０ ｓ，收集荧光

信号，共 ４５ 个循环；熔点曲线 ５５ ～ ９５℃，扩增反应

在 ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ 多重实时荧光定量 ＰＣＲ 仪上进行。
采用 ２－ΔΔＣｔ 方法， 比较各组 ＯＰＧ、 ＲＡＮＫＬ、 ＲＡＮＫ、
ＢＭＰ⁃２、ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 相对表达水平。
１􀆰 ２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 技术检测踝关节组织中 ＯＰＧ、
ＲＡＮＫ、ＲＡＮＫＬ、ＴＮＦ⁃α、ＢＭＰ⁃２ 蛋白表达

　 　 在－８０℃下，将保存的骨组织放入含有 ２％ＳＤＳ
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　 　 　 　 　 　 　 　 表 １　 实时定量荧光 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
上游

Ｕｐｓｔｒｅａｍ
下游

Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ
β⁃ａｃｔｉｎ ５’⁃ＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＴ⁃３’ ５’⁃ＧＣＧＧＣＡＧＴＧＧＣＣＡＴＣＴＣ⁃３’
ＢＭＰ⁃２ ５’⁃ＡＡＧＣＧＴＣＡＡＧＣＣＡＡＡＣＡＣＡＡＡＣＡＧ⁃３’ ５’⁃ＣＣＣＣＡＣＡＴＣＡＣＴＧＡＡＧＴＣＣＡＣＡＴＡＣ⁃３’
ＯＰＧ ５’⁃ＴＧＴＧＴＣＣＣＴＴＧＣＣＣＴＧＡＣＴＡＣＴＣ⁃３’ ５’⁃ＣＴＣＧＧＴＴＧＴＧＧＧＴＧＣＧＧＴＴＧ⁃３’
ＲＡＮＫ ５’⁃ＣＡＡＧＧＧＡＣＧＡＣＧＧＡＡＴＣＡＧＡＴＧＴＧ⁃３’ ５’⁃ＴＧＡＡＧＡＧＧＡＧＣＡＧＧＡＣＧＡＴＧＡＧＡＣ⁃３’
ＲＡＮＫＬ ５’⁃ＧＡＧＣＧＡＡＧＡＣＡＣＡＧＡＡＧＣＡＣＴＡＣＣ⁃３’ ５’⁃ＧＡＧＣＣＡＣＧＡＡＣＣＴＴＣＣＡＴＣＡＴＡＧＣ⁃３’
ＴＮＦ⁃α ５’⁃ＣＡＣＣＡＣＧＣＴＣＴＴＣＴＧＴＣＴＡＣＴＧＡＡＣ⁃３’ ５’⁃ＴＧＧＧＣＴＡＣＧＧＧＣＴＴＧＴＣＡＣＴＣ⁃３’

裂解液的 Ｅｐ 管中，试管内加入钢珠，用匀浆装置研

磨，室温放置 ２０ ｍｉｎ，在室温下以 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

３０ ｍｉｎ。 取上清液，用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒对蛋白

进行定量，并对其总浓度进行测定，各实验组取 ５０
μＬ，在 ９５℃条件下变性 １５ ｍｉｎ，取 ３０ μｇ 蛋白样品，
用 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离 １ ｈ，之后将样品转移

到 ＰＶＤＦ 膜上，在室温下，用 ５％脱脂奶粉将 ＰＶＤＦ
膜封闭 １ ～ ２ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，并在 ４℃时加入针

对靶蛋白 ＯＰＧ（１ ∶２０００）、ＲＡＮＫ （１ ∶２０００）、 ＲＡＮＫＬ
（１ ∶２０００）、ＴＮＦ⁃α（１ ∶２０００）、ＢＭＰ⁃２（１ ∶２０００）、 β⁃ａｃｔｉｎ
（１ ∶５００００）的一抗孵育过夜，将膜用 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次

后，与辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的山羊抗兔二抗

体 ＩｇＧ 稀释缓冲剂（１ ∶５０００）在室温孵育 ２ ～ ３ ｈ，采
用 ＥＣＬ 荧光显像技术，以 β⁃ａｃｔｉｎ 的表达量作为内

参，应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行条带灰度值分析，并以正

常组结果为 １，对各组蛋白表达结果进行归一化

处理。

表 ２　 给药结束时各组小鼠的体重、足趾肿胀度测定结果（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ａｎｄ ｔｏｅ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｄｒｕｇ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

左足趾肿胀度（ｍｍ）
Ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｏｆ ｌｅｆｔ ｔｏｅ（ｍｍ）

右足趾肿胀度（ｍｍ）
Ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｏｆ ｒｉｇｈｔ ｔｏｅ（ｍｍ）

关节炎评分（分）
Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｓｃｏｒｅ（ｓｃｏｒｅ）

体重（ｇ）
Ｗｉｇｈｔ（ｇ）

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ２４ ± ０􀆰 ２１ ２􀆰 ２３ ± ０􀆰 １９ ０ ２３３􀆰 ３７ ± ３􀆰 ７５

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ３３ ± ０􀆰 ８３ａ ５􀆰 ３２ ± ０􀆰 ８７ａ ７􀆰 ３０ ± １􀆰 ５７ａ １９４􀆰 ０８ ± １􀆰 ５２ａ

阳性药物组
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ２１ ± ０􀆰 ５４ｂ ４􀆰 ８７ ± ０􀆰 ８６ ５􀆰 ００ ± ２􀆰 ０８ｂ １９２􀆰 ９４ ± ４􀆰 ２０

低剂量组
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ８３ ± １􀆰 ０３ ４􀆰 ７８ ± ０􀆰 ９１ ５􀆰 ６７ ± １􀆰 ９１ｂ ２０３􀆰 ４９ ± ５􀆰 ０６

中剂量组
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ４１ ± １􀆰 ０２ ４􀆰 ６７ ± １􀆰 １５ ５􀆰 ３３ ± ２􀆰 ０７ｂ ２００􀆰 ９６ ± ３􀆰 ７２

高剂量组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 ７５ ± ０􀆰 ７６ｂ ３􀆰 ８０ ± ０􀆰 ７３ｂ ５􀆰 ０３ ± ２􀆰 ２６ｂ ２０８􀆰 ４６ ± ３􀆰 ０７ｂ

　 　 注：与正常组相比，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５；与模型组比较，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图 ／ 表同）
　 　 Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ａＰ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

１􀆰 ３　 统计学分析

结果用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，所有数据

均使用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ 统计软件展

开数据分析。 两组样本间的比较采用 ｔ 检验；以单

因子方差分析 ／重复计量方差分析（ＡＮＯＶＡ）进行多

组之间的比较，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 一般状况及足肿胀度的影响

药物铁筷子有毒性，将总提取物以 ０􀆰 ２５、０􀆰 ５０、
１􀆰 ００、２􀆰 ００、４􀆰 ００、８􀆰 ００、１６􀆰 ００ ｇ ／ ｋｇ 的浓度梯度进行

动物急性毒性检测，发现 １􀆰 ００ ｇ ／ ｋｇ 以上浓度可致

大鼠死亡，在急性毒性浓度梯度进行动物检测时发

现 １􀆰 ００ ｇ ／ ｋｇ 以上大鼠出现毒性反应，将 １􀆰 ００ ｇ ／ ｋｇ
记为安全范围。 故选择低剂量组（０􀆰 ２５ ｇ ／ ｋｇ）、中剂

量组（０􀆰 ５０ ｇ ／ ｋｇ）、高剂量组（１􀆰 ００ ｇ ／ ｋｇ）。
一次免疫的第 ７ 天记录测量足肿胀度、关节炎

指数、体重（表 ２），各组大鼠体重增长率变化情况

（图 １Ａ）、足底厚度改变情况（见图 １Ｂ，１Ｃ）。 正常

组大鼠发育良好、被毛致密光亮，日常活动及食、水
摄入量均正常；与正常组相比，模型组大鼠在二次

免疫后，被毛变黄无光泽，精神躁动不安，食、水摄

入量减少，后肢沉重呈拖行状态、四肢明显肿胀，体
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图 １　 铁筷子对 ＲＡ 大鼠体重和足肿胀度的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｅｌｌｅｂｏｒｕｓ ｔｈｉｂｅｔａｎｕｓ ｆｒａｎｃｈ ｏｎ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ， ｆｏｏｔ ａｎｄ ｐｌａｎｔａｒ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＲＡ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

重下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与模型组相比，阳性药物组与高

剂量组大鼠一般状况、体重（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、足肿胀度

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）均显著改善。

注：白色箭头：骨组织破坏。

图 ２　 铁筷子对类风湿关节炎大鼠骨组织 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗ． Ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｅｌｌｅｂｏｒｕｓ ｔｈｉｂｅｔａｎｕｓ ｆｒａｎｃｈ ｏｎ Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ｏｆ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

２􀆰 ２　 踝关节 ｍｉｃｒｏＣＴ 的影响

正常组踝关节表面光滑、外形完整（图 ２）。 与

正常组比，模型组踝关节表面凹凸不平、外形不完

整，骨组织表面出现啃噬样骨质破坏。 骨密度

（ＢＭＤ）和骨体积分数（ＢＶ ／ ＴＶ）均显著下降（Ｐ ＜

０􀆰 ０５），骨表面积体积比（ＢＳ ／ ＢＶ）则明显升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 与模型组比，阳性药物组踝关节表面光滑，
外形完整。 相比 ＢＳ ／ ＢＶ 均降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；ＢＭＤ、
ＢＶ ／ ＴＶ 升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与阳性药物组相比，低、
中剂量组踝关节表面较凹凸不平，外形不完整，骨
组织表面出现啃噬样骨质破坏；ＢＳ ／ ＢＶ 降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；ＢＭＤ、ＢＶ ／ ＴＶ 升高较明显（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 高剂

量组踝关节表面光滑，外形完整。 ＢＳ ／ ＢＶ 明显降低
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（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＢＭＤ、ＢＶ ／ ＴＶ 明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），高
剂量组效果与阳性药物组接近（表 ３）。 可见随着铁

筷子剂量加大，ＢＳ ／ ＢＶ 降低更加明显，ＢＭＤ、ＢＶ ／ ＴＶ
升高明显，说明铁筷子药物作用呈量效关系。

表 ３　 铁筷子对类风湿关节炎大鼠骨组织 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｅｌｌｅｂｏｒｕｓ ｔｈｉｂｅｔａｎｕｓ ｆｒａｎｃｈ ｏｎ Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ｏｆ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

骨量百分比（％）
Ｂｏｎｅ ｍａｓｓ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ（％）

骨表面体积（％）
Ｂｏｎｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｖｏｌｕｍｅ（％）

骨密度（％）
Ｂｏｎｅ ｄｅｎｓｉｔｙ （％）

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ８４􀆰 ０７ ± ４􀆰 ８１ ６􀆰 ８７ ± ０􀆰 ２８ ０􀆰 ７６ ± ０􀆰 ０１

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ５９􀆰 ６６ ± ７􀆰 ２１ａ １２􀆰 ４１ ± １􀆰 ９０ａ ０􀆰 ５９ ± ０􀆰 ０９ａ

阳性药物组
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ ６９􀆰 ７１ ± ２􀆰 ８５ｂ １０􀆰 ７７ ± ０􀆰 ７６ｂ ０􀆰 ６８ ± ０􀆰 １５ｂ

低剂量组
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ８３􀆰 ８７ ± ７􀆰 ０４ｂ ８􀆰 ２５ ± １􀆰 ９７ｂ ０􀆰 ７６ ± ０􀆰 ０７ｂ

中剂量组
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ８１􀆰 ２１ ± ９􀆰 ３８ｂ ７􀆰 ８０ ± ２􀆰 ０５ｂ ０􀆰 ７６ ± ０􀆰 １０ｂ

高剂量组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ８３􀆰 １８ ± ３􀆰 ５５ｂ ７􀆰 １０ ± ０􀆰 ５２ｂ ０􀆰 ７８ ± ０􀆰 ０２ｂ

注：黑色箭头：啃噬样骨破坏；蓝色箭头：炎症细胞浸润；绿色箭头：骨关节腔滑膜组织。

图 ３　 各组大鼠踝关节不同组织病理形态学观察（ＨＥ 染色）（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ． Ｇｎａｗｉｎｇ ｂｏｎｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ． Ｇｒｅｅｎ ａｒｒｏｗ． Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ
ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ（ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

２􀆰 ３　 踝关节组织病理学的影响（ＨＥ 染色）
正常组大鼠踝关节骨组织中的成骨细胞和骨

细胞均有规整排列，且结构完整，滑膜表面光滑，没
有明显增生，亦无炎性浸润（见图 ３）；模型组骨关节

腔内有大量的成纤维细胞和大量的炎症细胞浸润，
滑膜表面可见“啃噬”样病理改变，滑膜上的细胞排

列不规则，关节腔增生、肿胀明显。 低、中、高剂量

组较模型组明显减轻了滑膜的炎性细胞浸润和增

生；其中，铁筷子高剂量组对踝关节滑膜组织和骨

组织有显著的保护作用。
２􀆰 ４　 踝关节组织（ＴＲＡＰ 染色）

铁筷子低、中、高剂量组作用于 ＲＡ 大鼠，破骨

细胞的 ＴＲＡＰ 染色结果，正常组破骨细胞数目明显

较少；模型组破骨细胞数目显著增加（图 ４），有明显

的骨破坏形成；与模型组相比，铁筷子中剂量组和

铁筷子高剂量组干预下破骨细胞数量减少，大鼠骨

损伤程度减轻，证明了铁筷子可以抑制 ＲＡＮＫ 诱导

的破骨细胞的生成。
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注：蓝色箭头：破骨细胞。

图 ４　 各组大鼠踝关节破骨细胞活化情况观察（ＴＲＡＰ 染色）（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ． Ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ＴＲＡＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ）（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

表 ４　 铁筷子对类风湿关节炎大鼠骨组织中 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 通路 ｍＲＮＡ 表达水平（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｅｌｌｅｂｏｒｕｓ ｔｈｉｂｅｔａｎｕｓ ｆｒａｎｃｈ ｏｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ

ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＯＰＧ ＲＡＮＫ ＲＡＮＫＬ ＢＭＰ⁃２ ＴＮＦ⁃α

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２７ ± ０􀆰 ０５ａ １􀆰 ６３ ± ０􀆰 ０２ａ ２􀆰 ５９ ± ０􀆰 ２８ａ ０􀆰 ４６ ± ０􀆰 ０７ａ ４􀆰 ４６ ± ０􀆰 ０４ａ

阳性药物组
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ７６ ± ０􀆰 ０９ｂ １􀆰 ０４ ± ０􀆰 １２ｂ １􀆰 ０５ ± ０􀆰 １３ｂ ０􀆰 ３４ ± ０􀆰 ０１ｂ １􀆰 ０２ ± ０􀆰 １３ｂ

低剂量组
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２８ ± ０􀆰 ０１ １􀆰 ９４ ± ０􀆰 ０３ｂ ２􀆰 ７６ ± ０􀆰 ０５ ０􀆰 ２３ ± ０􀆰 ０１ｂ ３􀆰 ４４ ± ０􀆰 ０６ｂ

中剂量组
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３１ ± ０􀆰 ０４ １􀆰 ６０ ± ０􀆰 ０６ １􀆰 ４１ ± ０􀆰 ０５ｂ ０􀆰 ２９ ± ０􀆰 ０２ｂ ２􀆰 ２７ ± ０􀆰 ０８ｂ

高剂量组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ６０ ± ０􀆰 ０２ｂ ０􀆰 ８８ ± ０􀆰 １４ｂ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ０４ｂ ０􀆰 ３１ ± ０􀆰 ０２ｂ １􀆰 ４２ ± ０􀆰 ０５ｂ

２􀆰 ５　 踝关节骨组织 ＯＰＧ、ＲＡＮＫ、ＲＡＮＫＬ、ＴＮＦ⁃
α、ＢＭＰ⁃２基因表达的影响

采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 对类风湿关节炎大鼠踝关节骨

组织中 ＴＮＦ⁃α、ＲＡＮＫＬ、ＲＡＮＫ、ＯＰＧ、ＢＭＰ⁃２ ｍＲＮＡ
水平进行检测（图 ５）。 结果显示，与正常组相比（表
４），模型组大鼠踝关节骨组织 ＯＰＧ ｍＲＮＡ 表达水平

显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＴＮＦ⁃α、ＲＡＮＫＬ、ＲＡＮＫ、ＢＭＰ⁃２
ｍＲＮＡ 表达显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与模型组相比，铁
筷子高剂量组大鼠踝关节骨组织 ＯＰＧ、ＢＭＰ⁃２ ｍＲＮＡ
表达升高，ＴＮＦ⁃α、ＲＡＮＫＬ、ＲＡＮＫ 表达降低，改善效果

最为明显（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与阳性药物组相比，铁筷子中

剂量组 ＯＰＧ、ＢＭＰ⁃２ ｍＲＮＡ 表达升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
ＴＮＦ⁃α、ＲＡＮＫ 表达降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；铁筷子低剂量组

大鼠踝关节骨组织 ＯＰＧ、ＢＭＰ⁃２ ｍＲＮＡ 表达升高，
ＴＮＦ⁃α 表达降低，具有一定的改善作用（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ６　 踝关节骨组织 ＯＰＧ、ＲＡＮＫ、ＲＡＮＫＬ、ＴＮＦ⁃
α、ＢＭＰ⁃２蛋白表达的影响

与正常组相比（表 ５），模型组大鼠踝关节骨组

织中 ＴＮＦ⁃α、ＲＡＮＫＬ、ＲＡＮＫ 蛋白表达水平升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），ＯＰＧ、ＢＭＰ⁃２ 蛋白表达水平降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；
与模型组比较，阳性药物组、铁筷子中、高剂量组大

鼠踝关节滑膜组织中 ＴＮＦ⁃α、ＲＡＮＫＬ、ＲＡＮＫ 蛋白表

７５２１



中国实验动物学报 ２０２３ 年 １０ 月第 ３１ 卷第 １０ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． １０

　 　 　 　 　 　 　 　表 ５　 铁筷子对类风湿关节炎大鼠骨组织中 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 通路关键蛋白表达水平（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｋｅｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ ｂｙ

ｈｅｌｌｅｂｏｒｕｓ ｔｈｉｂｅｔａｎｕｓ ｆｒａｎｃｈ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＯＰＧ ＲＡＮＫ ＲＡＮＫＬ ＢＭＰ⁃２ ＴＮＦ⁃α

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ２５ ± ０􀆰 １３ ０􀆰 ２４ ± ０􀆰 ０２ ０􀆰 ５０ ± ０􀆰 ０９ ０􀆰 ６４ ± ０􀆰 ０４ ０􀆰 １１ ± ０􀆰 ０１

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ４４ ± ０􀆰 ０５ａ ０􀆰 ５６ ± ０􀆰 ０５ａ ０􀆰 ７８ ± ０􀆰 ０７ａ ０􀆰 １９ ± ０􀆰 ０２ａ ０􀆰 ５９ ± ０􀆰 ０４ａ

阳性药物组
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ０６ ± ０􀆰 １１ｂ ０􀆰 ４０ ± ０􀆰 ０３ｂ ０􀆰 ６４ ± ０􀆰 ０６ ０􀆰 ５６ ± ０􀆰 ０３ｂ ０􀆰 ２８ ± ０􀆰 ０１ｂ

低剂量组
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ６９ ± ０􀆰 ０５ ０􀆰 ５１ ± ０􀆰 ０３ ０􀆰 ７３ ± ０􀆰 ０６ ０􀆰 ３１ ± ０􀆰 ０３ｂ ０􀆰 ４７ ± ０􀆰 ０３ｂ

中剂量组
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ９１ ± ０􀆰 ０８ｂ ０􀆰 ４３ ± ０􀆰 ０３ｂ ０􀆰 ６４ ± ０􀆰 ０５ ０􀆰 ４０ ± ０􀆰 ０３ｂ ０􀆰 ４１ ± ０􀆰 ０２ｂ

高剂量组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ０３ ± ０􀆰 ０８ｂ ０􀆰 ４１ ± ０􀆰 ０４ｂ ０􀆰 ６１ ± ０􀆰 ０７ｂ ０􀆰 ５２ ± ０􀆰 ０４ｂ ０􀆰 ３４ ± ０􀆰 ０２ｂ

达水平降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＯＰＧ、ＢＭＰ⁃２ 蛋白表达水平

升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而铁筷子低剂量组与阳性药物组

比较差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。

注：Ⅰ：正常组；Ⅱ：模型组；Ⅲ：阳性药物组；Ⅳ：低剂量组；Ⅴ：中
剂量组；Ⅵ：高剂量组。

图 ５　 铁筷子对类风湿关节炎大鼠骨

组织中 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 通路关键

蛋白表达水平（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ⅰ． Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ． Ⅱ． Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ⅲ． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ．
Ⅳ． Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ． Ⅴ． Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ． Ⅵ． Ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ｈｅｌｌｅｂｏｒｕｓ ｔｈｉｂｅｔａｎｕｓ ｆｒａｎｃｈ ｏｎ ｔｈｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

３　 讨论

ＲＡ 是一种以关节腔内滑膜异常增生、血管翳

组织增多，骨破坏为病理特征的对称性慢性自身免

疫疾病［１１］。 其基本病理机制是滑膜组织炎症过程

中滑膜细胞增生，伴有血管翳形成，软骨和骨受损，
最后导致关节畸形和功能丧失［１２］。 病理变化可能

是由滑膜细胞损伤、滑膜组织浸润过程中炎症细胞

释放的促炎细胞因子、趋化因子等因素共同作用引

起的［１３］。 有研究报道，炎症因子在 ＲＡ 的发展中起

着重要作用［１４］。 ＲＡ 发病初期患者会感到关节肿

胀、屈伸不利、晨僵产生疼痛、关节变形、严重会导

致残疾并伴随全身性并发症、脏腑功能的紊乱［１５］。
尽管 ＲＡ 在临床治疗中取得一定的进展，如利用生

物制剂、激酶抑制剂、ＭＴＸ 等进行治疗，但上述药物

均存在因众多不良反应，总体疗效仍不理想，因此

寻找副作用小且疗效确切的抗 ＲＡ 药物十分重要。
在 ＲＡ 的模型中，ＣＩＡ 模型被研究得最为广泛，

与人类 ＲＡ 在形态学上有许多相似之处，包括血管

翳的形成、滑膜炎和软骨的模式以及骨侵蚀［１６］。 因

此，本研究采用抗体牛Ⅱ型胶原和不完全弗氏佐剂

配成胶原蛋白乳剂诱导 ＲＡ 大鼠模型，模型组大鼠

出现食欲不振、体重减轻、足爪肿胀度升高等典型

症状，提示 ＲＡ 大鼠模型的成功建立。
苗药铁筷子是一种具有理气止痛、祛风解毒作

用的药物，主治风湿痹痛、胃痛、腹痛等常见的疼痛

病症，是苗族常用于治疗风湿痹痛、跌打损伤的药

物之一，对于消除关节肿胀，改善关节功能具有较

好的疗效［１７］。 在此疗效上，贵州许多医药企业还在

此基础上以铁筷子为主开发了“筋骨伤喷雾”“通络

骨宁”等药物，具有祛风除湿、通经活血、败毒止痛

的功效，此外，铁筷子还是苗药透骨香方中的主要

方药［１８］。
研究证实，铁筷子具有抗菌、抗炎症、抗肿瘤和

止痛等多方面的功能，其提取物对 ＲＡ 有着较好的

治疗作用，能减轻关节肿胀程度、抑制血清炎症因

子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、ＰＡＦ，还能明显下调关节组织中
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ＨＩＦ⁃１α 及 ＶＥＧＦ、ＭＭＰ⁃３ 的表达［１９－２０］。
ＲＡ 局灶骨破坏主要发生在关节表面骨血管翳

附着处和软骨及骨小梁处，且破坏处组织中破骨细

胞数量与活性明显增加［２１］，研究显示破骨细胞的活

化是 ＲＡ 的骨质破坏的关键环节。 ＲＡＮＫＬ ／ ＲＡＮＫ ／
ＯＰＧ 信号通路是破骨细胞分泌的一种跨膜信号分

子，在 ＲＡ 发病的骨破坏过程中发挥着重要作用。
ＲＡＮＫＬ、ＲＡＮＫ 及 ＯＰＧ 均属于糖蛋白，ＲＡＮＫＬ、ＯＰＧ
在成骨细胞中发挥重要作用，抑制破骨细胞的分化

和活性。 而 ＲＡＮＫ 蛋白在破骨细胞前体细胞有高

表达。 ＲＡＮＫＬ 可以通过诱导破骨细胞参与促进骨

质破坏，而 ＯＰＧ 则可以通过抑制 ＲＡＮＫＬ 与其受体

ＲＡＮＫ 的结合来阻止骨质破坏，ＲＡ 病理过程中产生

的多种促炎细胞因子上调该信号通路，刺激破骨细

胞的活性，从而导致骨破坏。 因此防治 ＲＡ 骨破坏

的调节 ＲＡＮＫＬ 和 ＯＰＧ 表达之间的相对平衡有助于

预防和治疗骨破坏。 本实验通过 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检测：在
铁筷子各治疗组中，相对于低剂量组，高剂量组铁

筷子的大鼠骨量和骨密度明显增高，骨表面体积指

数显著降低；高剂量组对 ＲＡ 大鼠的关节骨质破坏

起到了保护作用［２２］。 ＴＲＡＰ 染色结果提示：与低剂

量组相比，中剂量组和高剂量组干预下 ＴＲＡＰ 染色

阳性破骨细胞数量减少，铁筷子有效抑制了 ＲＡ 大

鼠关节破骨细胞的生成和活化。 进一步检测结果

显示：在 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果中，铁筷子不同剂量 ３ 组对

比，只有铁筷子高剂量组 ＯＰＧ ｍＲＮＡ 相对表达明显

上调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），证明铁筷子可以有效抑制 ＲＡＮＫ
的转录和表达，同时促进 ＯＰＧ、ＢＭＰ⁃２ 的转录和表

达，其中以铁筷子高剂量组改善效果最为明显。 上

述结果提示，铁筷子可能通过调节 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫＬ ／
ＲＡＮＫ 信号通路，抑制破骨细胞的生成与活化，从而

对 ＲＡ 大鼠的骨关节起到保护作用。
本项目以 ＲＡＮＫＬ ／ ＲＡＮＫ ／ ＯＰＧ 系统为切入点，

从防治骨质破坏的角度，综合运用植物化学、药理

学以及分子生物学等研究手段，观察铁筷子对 ＲＡ
的治疗作用，探索其治疗机制，为充实铁筷子治疗

ＲＡ 的科学内涵提供新的思路。
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