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［摘要］目的：观察桃红四物汤改善类风湿关节炎（RA）模型大鼠关节肿胀的效果并探讨其作用机制。方

法：从 75 只雌性 SPF 级 Wistar 大鼠中随机选取 60 只，建立 RA 大鼠模型，剩余 15 只纳入空白组。将造模成

功的 60 只大鼠随机分为模型组及桃红四物汤低、中、高 （6.53、13.06、26.13 g/kg） 剂量组，每组 15 只。连

续给药 4 周。采用关节炎指数（AI）评分法评定各组大鼠右肢的肿胀情况；酶联免疫吸附法测定各组大鼠血清

基质金属蛋白酶-8（MMP-8）和基质金属蛋白酶组织抑制剂-3（TIMP-3）含量；苏木精-伊红染色法观察各

组大鼠滑膜组织病理学变化情况；采用蛋白质印迹法检测各组大鼠关节滑膜中 Toll 样受体 4（TLR4）、核转录

因子-κB（NF-κB）蛋白含量。结果：干预后，与空白组比较，模型组大鼠 AI 评分、血清 MMP-8 含量及关节

滑膜 TLR4、NF-κB 蛋白含量均显著升高 （P＜0.05），血清 TIMP-3 含量降低 （P＜0.05）；与模型组比较，桃

红四物汤低、中、高剂量组大鼠 AI 评分、血清 MMP-8 含量及关节滑膜 TLR4、NF-κB 蛋白含量降低 （P＜

0.05），血清 TIMP-3 含量升高（P＜0.05）。与空白组比较，模型组大鼠关节滑膜组织出现炎性细胞浸润，滑膜

细胞增生；干预后，桃红四物汤低、中、高剂量组大鼠关节滑膜组织病理变化得到明显改善。结论：桃红四物

汤能有效缓解 RA 大鼠关节肿胀症状，减轻炎症反应，其机制与下调 TLR4/NF-κB 信号通路蛋白表达，降低

MMP-8 含量和提高 TIMP-3 含量有关。
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Study on Improvement Effect of Taohong Siwu Decoction on Joint Swelling in Rat
Models with Rheumatoid Arthritis and Its Mechanism

FAN Weichuang，LYU Litao，BAI Dengyan，MA Fuhai
Abstract：Objective：To observe the effect of Taohong Siwu Decoction on the improvement of joint

swelling in rat models with rheumatoid arthritis(RA) and discuss its mechanism. Methods：With a total of

75 female SPF Wistar rats，60 rats were selected as rat models with RA，and the rest of 15 rats were

included into the blank group. After successful modeling，a total of 60 rats were randomly divided into the

model group and the Taohong Siwu Decoction groups of low-dose，medium-dose and high-dose(6.53 g/kg，

13.06 g/kg and 26.13 g/kg)，with 15 rats in each group. All groups were administrated for four weeks. The

swelling of right limbs of rats in each group was evaluated by Arthritis Index(AI) scoring；the contents of

matrix metalloproteinase-8(MMP-8) and tissue inhibitor of metalloproteinase-3(TIMP-3) were measured
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类风湿关节炎（RA）是遗传或免疫机制异常导致

的以对称性、侵蚀性关节炎症，并伴有关节外器官

受累及血清类风湿因子阳性的慢性免疫性疾病。西

医主要采用非甾体类抗炎和抗风湿药治疗 RA，但患

者病情易反复，且存在一定不良反应。中医药能有

效消除 RA 肿痛、改善关节功能，在治疗 RA 方面优

势明显[1]。桃红四物汤具有养血活血、活血化瘀的作

用，其能明显抑制机体炎症反应，消除 RA 关节肿

胀 [2-4]，但其具体作用机制尚不明确。本研究观察桃

红四物汤对 RA 大鼠关节肿胀的改善效果，探讨桃红

四物汤治疗 RA 的作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物 20 周龄雌性 SPF 级 Wistar 大鼠

75 只，体质量（200±10）g，由甘肃中医药大学实验动

物中心提供，实验动物合格证号：SCXK（甘）2020-
0001。动物饲养和处置均在甘肃中医药大学实验动

物中心进行。实验方案通过甘肃中医药大学动物实

验伦理委员会（伦理批号：201901185）批准。

1.2 药物、试剂与仪器 桃红四物汤（红花 6 g，川

芎 8 g，桃仁 9 g，白芍 10 g，当归、熟地黄各 15 g）
采用免煎颗粒，购自开封市人民医院中药房。弗氏

完全佐剂（美国 Sigma 公司，批号：F58761）；基质金

属蛋白酶-8（MMP-8）、基质金属蛋白酶组织抑制物-
3（TIMP- 3）试 剂 盒（英 国 Abcam 公 司 ， 批 号

A10043、A10572）；二喹啉甲酸（BCA）蛋白定量试剂

盒（美国 Thermo 公司，批号：AS75001）；兔抗大鼠

Toll 样受体 4（TLR4）、核转录因子-κB（NF-κB）多

抗（武汉艾美捷科技有限公司，批号： F1072、
F1403）；苏木精-伊红染色（HE）染液（武汉塞维尔科

技公司，批号：G1012）；酶标仪（Safire2，瑞士

Tecan 公司）；光学显微镜（IX73，日本 Olympus 公

司）。

1.3 造模与动物分组 从 75 只大鼠中随机选取

60 只大鼠，按照参考文献[5]中的方法建立 RA 大鼠

模型，具体方法：于大鼠右足足跖部注射弗氏完全

佐剂，每天注射 1 次，每次 0.1 mL，连续注射 1 周。

剩余 15 只纳入空白组，于大鼠右足足跖部注射 0.9%
氯化钠溶液，每天注射 1 次，每次 0.1 mL，连续注射

1 周。1 周后，由 2 名实验人员观察大鼠的关节肿胀

程度，大鼠关节肿胀程度参照文献[6]中的关节炎指

数（AI）评分法进行评定：趾关节无红肿为 0 分；1 个

趾关节红肿为 1 分；2 个及 2 个以上趾关节红肿为 2

by enzyme- linked immunosorbent assay；the pathological changes of synovial tissue of joints of rats in

each group were observed by hematoxylin- eosin staining； the protein contents of Toll- like receptor 4

(TLR4) and nuclear factor-κB(NF-κB) of the synovial tissue of joints of rats in each group were detected by

Western blot. Results：After intervention，the scores of AI，MMP-8 content，and protein contents of

TLR4 and NF-κB in the model group were significantly increased when compared with those in the blank

group(P＜0.05)， and the TIMP- 3 content was decreased(P＜0.05)； compared with those in the model

group，the scores of AI，MMP-8 content and protein contents of TLR4 and NF-κB in the Taohong Siwu

Decoction groups of low-dose，medium-dose and high-dose were decreased(P＜0.05)，and the TIMP-3

content was increased(P＜0.05). Compared with those in the blank group，the inflammatory cells infiltration

and synovial cell proliferation were found in the synovial tissue of joints of rats in the model group；after

intervention，the pathological changes of the synovial tissue of joints of rats in the Taohong Siwu Decoction

groups of low-dose，medium-dose and high- dose were significantly improved. Conclusion： Taohong

Siwu Decoction can effectively improve the symptom of joint swelling of rats and reduce the inflammatory

responses，and its mechanism is related to the down regulation of protein expression of the TLR4/NF-κB
signaling pathway，decrease of the MMP-8 content and increase of the TIMP-3 content.

Keywords：Rheumatoid arthritis；Taohong Siwu Decoction；Toll- like receptor 4/nuclear factor-κB；
Matrix metalloproteinase-8；Tissue inhibitor of metalloproteinase-3
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分；踝关节以下足爪红肿和足趾肿胀为 3 分；全足

爪肿胀严重为 4 分。取 2 名实验人员评定的平均值

作为最终评定结果，评分≥3 分为造模成功。将造模

成功的 60 只大鼠随机分为模型组及桃红四物汤低、

中、高剂量组，每组 15 只。

1.4 药物干预 造模成功后，开始灌胃，按照实验

动物与人（人按 60 kg 计）体表面积折算方法[7]计算大

鼠给药量，桃红四物汤低、中、高剂量组大鼠剂量

分别为 6.53、13.06、26.13 g/kg，空白组及模型组大

鼠以等量蒸馏水灌胃；各组大鼠均每天灌胃 1 次，连

续灌胃 4 周。

1.5 取材方法 灌胃 4 周后，末次灌胃结束 24 h
后，对各组大鼠进行 AI 评定，然后用 20%乌拉坦溶

液腹腔麻醉各组大鼠，股动脉取血 5 mL，以离心半

径 10 cm，3 000 r/min 条件下离心 10 min，取上清

液，于 4 ℃保存备用。处死大鼠后，取各组大鼠右后

肢踝关节滑膜组织样品各 2 份，1 份用多聚甲醛固定

待检，另 1 份置入-80 ℃冰箱中储存备用。

1.6 关节肿胀情况评定 采用 AI 评分法评定各组大

鼠右肢的肿胀情况。

1.7 大鼠关节滑膜组织病理学观察 取各组大鼠关

节滑膜组织 1 份，用多聚甲醛固定 24 h 后，常规脱

水、透明、包埋，进行石蜡包埋切片。切片经过二

甲苯脱蜡，80%乙醇、95%乙醇、无水乙醇梯度脱

水；苏木精染色 8 min，冲洗，伊红染色 1 min，冲

洗，脱水，透明后树胶封片，光镜下观察各组大鼠

关节滑膜病理学变化。

1.8 大鼠血清 MMP-8 及 TIMP-3 含量检测 采用

酶联免疫吸附试验法按照试剂盒说明书上的操作步

骤检测各组大鼠血清中 MMP-8 及 TIMP-3 含量。

1.9 大鼠关节滑膜组织中 TLR4、NF-κB 蛋白含量

检测 取各组大鼠关节滑膜组织 1 份，加入裂解

液，提取滑膜中的总蛋白，参照 BCA 蛋白试剂盒说

明书操作步骤进行蛋白定量。以 10%十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转移到 PDVF 膜上，用

5%的脱脂牛奶封闭 2 h，添加一抗（1∶500），以 4 ℃
条件下孵育过夜，洗涤后，添加二抗（1∶500），常温

下进行 2 h 孵育。采用 ECL 试剂显影，应用软件

Quantity One 测定蛋白含量的相对表达水平，相对表

达强度用 TLR4、NF-κB 与 β-actin 灰度值的比值

表示。

1.10 统计学方法 采用统计学软件 SPSS22.0 对数

据进行分析，计量资料采用（x ± s）表示，组间比较采

用单因素方差分析，事后两两比较采用 SNK-q 检验。

2 结果

2.1 各组大鼠 AI 评分比较 见表 1。与空白组比

较，模型组 AI 评分明显增高（P＜0.05）；药物干预

后，桃红四物汤低、中、高剂量组大鼠 AI 评分均低

于模型组，差异具有统计学意义（P＜0.05）。
表 1 各组大鼠 AI评分比较（x ± s） 分

组 别

空白组

模型组

桃红四物汤低剂量组

桃红四物汤中剂量组

桃红四物汤高剂量组

鼠数

15
15
15
15
15

AI 评分

0
3.93±0.24①

3.06±0.17②

2.49±0.13②

1.25±0.12②

注：①与空白组比较，P＜0.05；②与模型组比较，P＜0.05
2.2 各组大鼠血清 MMP-8、TIMP-3含量比较 见

表 2。与空白组比较，模型组大鼠血清 MMP-8 含量

明显升高 P＜0.05），TIMP- 3 含量明显降低（P＜

0.05）；与模型组比较，桃红四物汤低、中、高剂量

组血清 TIMP-3 含量明显升高（P＜0.05），MMP-8 含

量明显降低（P＜0.05）。
表 2 各组大鼠血清 MMP-8、TIMP-3含量比较（x ± s） mg/L
组 别

空白组

模型组

桃红四物汤低剂量组

桃红四物汤中剂量组

桃红四物汤高剂量组

鼠数

15
15
15
15
15

MMP-8
0.56±0.15
3.78±0.52①

3.07±0.44②

2.11±0.12②

1.33±0.09②

TIMP-3
3.08±0.34
0.57±0.07①

1.01±0.11②

1.91±0.16②

2.18±0.21②

注：①与空白组比较，P＜0.05；②与模型组比较，P＜0.05
2.3 各组大鼠关节滑膜组织病理学比较 见图 1。
空白组大鼠滑膜结构清晰，组织细胞正常；模型组

大鼠关节滑膜组织有炎性细胞浸润，滑膜细胞增

生；桃红四物汤低、中剂量组大鼠关节滑膜组织病

理变化较模型组改善，但仍有轻微滑膜细胞增生和

少量炎性细胞浸润；桃红四物汤高剂量组大鼠关节

滑膜组织病理变化明显改善，未见滑膜细胞增生和

炎性细胞浸润。

2.4 各组大鼠关节滑膜组织 TLR4、NF-κB 蛋白表

达比较 见图 2、表 3。与空白组比较，模型组大鼠
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关节滑膜组织中 TLR4、NF-κB 蛋白含量均明显升

高（P＜0.05）；与模型组比较，桃红四物汤低、中、

高剂量组大鼠滑膜组织 TLR4、NF-κB 蛋白含量均降

低（P＜0.05）。

对照组 模型组 桃红四物汤低剂量组 桃红四物汤中剂量组 桃红四物汤高剂量组

图 1 各组大鼠关节滑膜组织 HE染色图（×400）

空白组 模型组 低剂量组 中剂量组 高剂量组

桃红四物汤

96 kDa

36 kDa

42 kDa

TLR4
NF-κB
β-actin

图 2 各组大鼠关节滑膜 TLR4、NF-κB蛋白条带图

表 3 各组大鼠关节滑膜 TLR4、NF-κB蛋白表达比较（x ± s）
组 别

空白组

模型组

桃红四物汤低剂量组

桃红四物汤中剂量组

桃红四物汤高剂量组

鼠数

15
15
15
15
15

TLR4
0.21±0.08
0.99±0.34①

0.81±0.27②

0.69±0.12②

0.38±0.09②

NF-κB
0.22±0.04
0.87±0.12①

0.73±0.09②

0.55±0.03②

0.38±0.07②

注：①与空白组比较，P＜0.05；②与模型组比较，P＜0.05
4 讨论

RA 是一种发病机制复杂的慢性疾病，与代谢异

常及基因多态性相关 [8]。中医将 RA 归属于痹证范

畴，认为 RA 的发病与肝脾肾三脏关系密切，其中肝

血不足、气滞血瘀是其发病重要机制[9]。桃红四物汤

始见于《医宗金鉴》，是著名的养血活血方，具有调

节机体免疫、抗炎、抗过敏等作用[10]。

基质金属蛋白酶（MMPs）及基质金属蛋白酶抑制

剂（TIMPs）是降解和重塑细胞外基质重要的活性

酶[11-12]，其中 MMP-8 及 TIMP-3 的含量变化与 RA 发

病存在密切关系 [13-14]。MMP-8 是哺乳动物结缔组织

中能够启动细胞外基质分解的关键酶，也是 RA 发病

过程中重要的生物学标志物。血清 MMP-8 高表达是

RA 危险因素之一，活化之后的 MMP-8 可裂解丝氨

酸蛋白酶抑制蛋白等多种 RA 关键蛋白，从而加速关

节滑膜炎性病变[15]。TIMP-3 是一种非可溶性分泌型

蛋白，其能通过 1∶1 非共价方式与 MMPs 结合，从

而使 MMPs 失活，保护细胞基质不被 MMPs 破坏。

研究证实促进 TIMPs 表达会显著降低 MMPs 对关节

滑膜的损伤，调整 TIMPs 与 MMPs 的失衡，可以减

轻关节炎的症状和软骨破坏[16-17]。临床上桃红四物汤

对 RA 的治疗效果良好，但其具体作用机制并不清

楚。研究表明，桃红四物汤早期干预能够明显影响

骨痂中 TIMPs 蛋白表达，且对调控大鼠皮肤组织中

的 MMPs 蛋白表达有显著效果 [18- 19]。本研究结果发

现，经药物干预后，桃红四物汤低、中、高剂量组

大鼠血清中 MMP-8 含量均低于模型组，TIMP-3 含

量均高于模型组；组织病理学结果也显示桃红四物

汤低、中、高剂量组大鼠关节滑膜组织炎性病变减

轻，这说明桃红四物汤能够有效调节大鼠组织中

MMP-8 和 TIMP-3 的表达，降低类风湿因子对关节

组织的损害。方立等[20]研究也证实，桃红四物汤可明

显改善关节功能，降低类风湿因子表达。

Toll 样受体家族主要分布在炎症细胞表面，

TLRs 信号通路中的特异性靶点能够有效减缓 RA 患

者的慢性炎症反应，TLR4 是其中之一，研究发现

TLR4 能够激活机体免疫屏障来参与多种非特异性免

疫应答，其特异性表达对调控炎症发展有重要意

义[21-23]。机体固有免疫对 RA 发病有重要影响，体内

类风湿因子发生变化时，TLRs 组成的信号通路激活

跨膜蛋白识别并产生多种炎症因子调控免疫应

答[24-25]。研究发现，Toll 样受体信号通路的表达能促

进 NF-κB 的表达，而桃红四物汤能够有效降低

TLR4/NF-κB 相关蛋白的表达，降低炎症反应 [26-28]。

RA 发病时，NF-κB 在胞质中与 κB 家族抑制因

子（IκB）大量结合，从而激活多种免疫应答信号通

路，调节 MMP-8 及 TIMP-3 等多种蛋白的表达。此

外，研究还发现抑制 TLR4/NF-κB 信号通路可有效

降低 MMPs 表达[29]。本次实验也证明，RA 大鼠造模
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成功后，关节滑膜组织发生特异性炎症反应，TLR4/
NF-κB 信号通路蛋白表达明显增加，这也说明

TLR4/NF-κB 信号通路调控的免疫反应机制与 RA 发

病有关。本研究结果还显示，药物干预后 RA 大鼠

TLR4/NF-κB 信号通路表达发生变化，血清 MMP-8
含量降低，TIMP-3 含量增高，这说明桃红四物汤能

够调控 RA 大鼠关节组织 TLR4/NF-κB 信号通路的表

达，干预 MMP-8、TIMP-3 等因子的释放，影响关节

炎症发展。

综上所述，桃红四物汤可有效缓解 RA 大鼠的关

节肿胀，其作用机制可能是通过下调 TLR4/NF-κB
信号通路蛋白的表达，降低 MMP-8 含量，提高

TIMP-3 含量，从而减轻炎症反应。
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