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摘要 目的  研究白芍总苷 ×°对胶原性关节炎 ≤大鼠滑膜细胞的作用及机制 ∀方法  采用鸡 型胶

原诱导大鼠 ≤模型 胶原酶和胰蛋白酶消化法分离培养大鼠滑膜细胞 透射电镜观察滑膜细胞超微结构的变化 

 ××法检测滑膜细胞的增殖能力 滑膜细胞培养上清液中 2活性的测定采用小鼠胸腺细胞增殖法 ×ƒΑ和 °∞

含量的测定采用放射免疫测定法 ∀结果  ×°能有效改善 ≤大鼠滑膜细胞超微结构的变化 抑制其过度的增殖

反应和产生 2×ƒΑ和 °∞
的水平 ∀结论  ×°对 ≤大鼠功能亢进的滑膜细胞具有明显的抑制作用 其作用

机制可能与其抑制滑膜细胞的过度增殖和分泌能力有关 ∀
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  类风湿关节炎 ∏ 是一种

以关节滑膜炎为主要特征的自身免疫性疾病 其关

节滑膜细胞功能的改变直接影响  病理进程 ∀表

现为在多种炎性因子的刺激下 关节滑膜类细胞肿

瘤样无限增生 对关节软骨 !骨造成进行性破坏 最

终导致关节畸形和功能障碍 ≈ ∀因此对关节滑膜

细胞的保护在  治疗中具有重要意义 ∀

白芍总苷 ∏×°是从

中药白芍 Παεονια λαχτιφλορα °中提取的有效部

位 其成分包括芍药苷 !羟基芍药苷 !芍药花苷 !芍药

内酯苷 苯甲酰芍药苷等 其中芍药苷是 ×°的主

要活性成分 ∀研究表明 ×°具有抗炎 !镇痛和免疫

调节等作用 能有效改善  患者的临床症状和体

征 ∀动物实验显示 ×°对大鼠佐剂性关节炎和胶

## 药学学报 °∏≥  



原性关节炎 2∏≤ 模型均

有抑制作用 可显著改善关节病理组织学变化 对 ×

细胞 !细胞和腹腔巨噬细胞等多种免疫细胞均呈

功能和浓度 剂量依赖性的免疫调节作用 ≈ ∀为

了进一步研究其治疗  的作用机制 本文观察了

×°对 ≤大鼠滑膜细胞超微结构 !增殖反应和分

泌功能的影响 ∀

材料与方法

实验动物  雄性 ≥∏2⁄ ≥⁄大鼠 体

重  ?  雄性 ≤小鼠 体重  ? 

均由安徽医科大学实验动物中心提供 ∀

药品与试剂  ×°由安徽医科大学临床药理研

究所化学室提供 雷公藤多苷  ∏ 

×∏ ×• 购自上海复旦复华药业

有限公司 批号 上述两种药物实验时均以

1羧甲基纤维素钠配制成所需浓度的悬液 ∀卡

介苗 上海生物制品研究所产品 鸡 型胶原 ≤

上海本草生物医学研究所产品 胶原酶 !胰蛋

白酶 !刀豆蛋白  √ ≤ !脂多糖

°≥和  ××均为 ≥公司产

品 


2×ƒΑ放射性免疫 ∏  

试剂盒购自苏州大学医学院 


2°∞  试剂盒

购自北京邦定泰克生物技术有限公司 ∀

ΧΙΑ模型的建立 ≈  将 ≤ 溶于 1 # 


醋酸中 在  ε 下搅拌使之充分溶解 质量浓度为

 # 

置  ε 冰箱过夜 再将灭活的卡介苗置于

液体石蜡中 配成 1 # 
的完全弗氏佐剂 将二

者等体积混合 !乳化 制成 ≤ 乳剂 ∀将该乳剂于

大鼠的右后足趾皮内注射 1 致炎 尾根部

近三分之一处和背部  ∗ 点皮内注射该乳剂 1

作为激发注射 ∀

实验分组与给药  将 ≥⁄大鼠随机分为 组 

正常对照组 ≤模型组 ×° 和  # 


组和阳性对照组 ×•  # 

∀各用药组于

致炎后  ∗ 灌胃给药 正常对照组和 ≤

模型组灌胃等体积的 1羧甲基纤维素钠 ∀ 

处死大鼠 检测各项指标 ∀

滑膜细胞超微结构的观察  取大鼠膝关节滑膜

组织 以 戊二醛  . 缓冲液预固定 

锇酸固定液固定 不同浓度乙醇逐级脱水 环氧丙烷

过渡 ∞ 浸泡 !包埋 定位后行超薄切片 醋

酸铀和枸橼酸铅双染色后 透射电镜观察滑膜细胞

超微结构并摄片 ∀

滑膜细胞的分离培养 ≈  无菌取大鼠膝关节

滑膜组织 用无 ≤
 

 
 的 ⁄2液反复洗 

次后剪成  ∗  
小块 将其置于含有  ° 2

培养液  和 1 # 
胶原酶   的 


培养瓶中 在  ε  ≤培养箱中消化  ∀

取未黏附细胞移至离心管中 离心  ≅ γ

弃上清液 再加入 1 # 
胰蛋白酶 

 ε  ≤作用  后 目尼龙网过

滤 离心  ≅ γ 在  ε  ≤培养箱

中培养  弃去未黏附细胞 此时的贴壁细胞为原

代滑膜细胞 ∀

滑膜细胞增殖反应的检测  用含 小牛血

清的  ° 2培养液制备滑膜细胞悬液  ≅  #



加至 孔培养板 每孔  Λ置  ε 

≤培养箱培养  贴壁后换新的培养液  Λ

继续培养  后 每孔加  # 


 ××  Λ再培

养  吸弃上清液 加入二甲基亚砜  Λ振荡

 于酶标仪  处读取每孔 Α值 结果以 

个复孔的均值表示 ∀

滑膜细胞上清液的制备  用含有  # 


°≥的  ° 2培养液配制滑膜细胞悬液  ≅


 # 


加至 孔培养板 每孔  于  ε 

 ≤培养箱中培养  收集上清液    ε 保

存待测 ∀

ΙΛ21活性测定 ≈  采用小鼠胸腺细胞增殖法 ∀

≤小鼠处死后无菌取胸腺 用  ° 2培

养液制成  ≅ 
 # 

细胞悬液 ∀在 孔培养板

上 每孔加入胸腺细胞悬液  Λ各设 个复孔 !

滑膜细胞上清液  Λ和 ≤  终质量浓度 

# 

  Λ置  ε  ≤培养箱培养 

∀终止培养前  每孔加  # 


 ××  Λ∀

培养结束后离心  ≅ γ 弃上清液 每孔

加入二甲基亚砜  Λ振荡  于酶标仪 

处读取每孔 Α值 结果以 个复孔的均值表示 ∀

ΤΝΦΑ和 ΠΓ Ε2含量测定  取滑膜细胞上清液 

采用放射免疫测定法 按 
2×ƒΑ  试剂盒和


2°∞  试剂盒说明书进行 ∀

统计学处理  测定结果以 ξ ? σ表示 采用单因

素方差分析进行组间差异的比较 ∀

结果

1  ΤΓ Π对 ΧΙΑ大鼠滑膜细胞超微结构的影响

透射电镜观察显示 与正常对照组相比 ≤大

鼠滑膜细胞数量增多 功能活跃 ∀其中 型滑膜细
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胞内可见致密体 !高尔基体 !线粒体和空泡显著增

多 同时高尔基体变小并严重卷曲 线粒体肿胀 !嵴

突破坏或消失 型滑膜细胞内粗面内质网异常丰

富并呈池状扩张 成群的核糖体散布于其周围 线粒

体和致密体数量也增加 ∀ ×° 和  #



和 ×•  # 


治疗可使滑膜细胞数

量接近正常 并有效减轻上述超微结构的病理损害 

表现为 高尔基体数量减少 结构清晰 !完整 轻度卷

曲 线粒体肿胀不明显 嵴突完整 粗面内质网略有

扩张 但数量减少 同时中间纤维丝 !致密体 !空泡的

数量均降低 ∀尤以 ×°  # 
作用最为明

显 细胞结构基本恢复正常 ∀见图 ∀

2  ΤΓ Π对 ΧΙΑ大鼠滑膜细胞增殖反应的影响

与正常对照组相比 ≤大鼠滑膜细胞的增殖

反应明显增强 ×°和  # 

和 ×•

 # 

处理可使 ≤大鼠滑膜细胞的增殖

反应显著降低 ∀见图 ∀

Φιγυρε 2  ∞×°  √
≤  ××       
×°  # 


  ×°  # 


  ×°

 # 

  ×•  # 


 ≤ 

∏  ∏    
  ƒ∏.  ∏√ ×° 
  # 


 ×•  # 


 

√ ≤    
∏ ≥√ 
   ∏
 ××   ∏ ν   ξ ? σ


Π 

1 ϖσ∏
3
Π  1 3 3

Π 1 ϖσ∏

Φιγυρε 1  ∞∏ ×°  ∏∏∏ √  ×  √
  × √  ≤ × √ ≤   ∏
 ∏   ⁄ × √ ≤  ∏
∏∏  ∞        ∞ ×  √  ≤ 

×°  # 

 ∏∏∏ ƒ × √ ≤ 

×°  # 

 ∏∏∏   ≅  
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3  ΤΓ Π对 ΧΙΑ大鼠滑膜细胞产生 ΙΛ21, ΤΝΦΑ和

ΠΓ Ε2的影响

与正常对照组相比 ≤大鼠滑膜细胞产生

2×ƒΑ和 °∞的水平均明显升高 ×°和

 # 

和 ×•  # 


各给药组 ≤

大鼠滑膜细胞培养上清液中 2×ƒΑ和 °∞水

平明显降低 提示 ×°和 ×• 对 ≤大鼠滑膜细

胞亢进的分泌功能有显著抑制作用 ∀见图 ∀

Φιγυρε 3  ∞×°  2   ×ƒΑ 

°∞  ∏  √ ≤ 

      ×°  # 

  ×°

 # 

  ×°  # 


  ×• 

# 

 ≤ ∏ ∏

      ƒ∏. 

∏√ ×°    # 

  ×•

 # 

 √   ≤ 

     ∏ ≥√

     

∏ 2 ×ƒΑ  °∞  √

∏∏ ν   ∗  ξ ? σ

Π 

1 ϖσ∏
3 3

Π 1 ϖσ∏

讨论

大鼠 ≤模型是兼有体液免疫和细胞免疫变

化的慢性系统性免疫性炎症 其病理过程及实验室

指标与人类  类似 是筛选和研究治疗  药物

的较理想的实验动物模型 ≈ ∀本实验在成功建立

大鼠 ≤模型的基础上 观察发现 ×°能够减轻

≤大鼠的关节肿胀 !疼痛和多发性关节炎程度 这

与文献 ≈报道相一致 ∀在此基础上 进一步研究结

果显示 ×°能够显著改善 ≤大鼠滑膜细胞超微

结构的损害 降低其过度的增殖反应 且对 2

×ƒΑ和 °∞的产生有明显的抑制作用 ∀表明 ×°

对 ≤大鼠功能亢进的滑膜细胞具有明显的抑制

作用 ∀

正常滑膜仅有  ∗ 层滑膜细胞 并发挥多种生

理功能 ∀而在  时 滑膜细胞可增生达  ∗ 层 

并分泌高水平促炎性细胞因子 !化学趋化因子 !基质

蛋白降解酶等 相互作用 持续刺激滑膜细胞 导致

滑膜细胞信号转导异常 进一步产生过量的炎性介

质和降解酶等 其功能在于过度增殖 !刺激炎症和破

坏关节 ∀因此 在  关节损坏和组织重构中 滑膜

细胞既是靶细胞 也通过多种途径成为参与者 其功

能的改变在疾病的进程中起着至关重要的作

用 ≈ ∀根据滑膜细胞的超微结构特征可将其分为

和 两型 型滑膜细胞形似巨噬细胞 细胞器以

吞噬相为主要特征 包括发达的高尔基体和大小不

同的吞噬小泡 型滑膜细胞形似成纤维细胞 细胞

器以蛋白分泌相为主要特征 包括丰富的粗面内质

网 少量的空泡和线粒体 ≈ ∀其中高尔基体主要

参与细胞的分泌活动 线粒体为细胞的增殖代谢提

供能量 而粗面内质网则具有分泌蛋白质等功能 ∀

本文的超微结构研究发现 在 ≤大鼠滑膜细胞

中 上述 种具特定功能的细胞器的数量明显增加 

且形态 !结构均发生异常变化 提示滑膜细胞处于亢

进的代谢 !分泌及增生状态 ∀而 ×°和 

# 

可有效减轻 ≤大鼠滑膜细胞超微结构

的病理损伤 改善各细胞器结构和功能的变化 从而

使亢进的滑膜细胞功能趋于正常 ∀

本实验还观察到 正常大鼠滑膜细胞的增殖率

较低 而 ≤大鼠滑膜细胞的增殖反应明显增高 

×°和  # 

治疗对 ≤大鼠滑膜细

胞增殖有明显抑制作用 提示抑制滑膜细胞的过度

增殖可能是 ×°发挥其对关节滑膜保护作用的机

制之一 ∀

 是免疫介导的炎症性疾病 细胞因子网络

失调与  发病及病程进展密切相关 ∀滑膜细胞 !

软骨细胞 !巨噬细胞等可分泌多种高水平的细胞因

子和炎症介质 参与  关节损伤的病理进程 ∀  

患者滑膜细胞的分裂 !增殖加快也与滑膜中 2

×ƒΑ等促炎性细胞因子的水平升高密切相关 ≈ ∀

有文献 ≈报道 在  发病时 滑膜细胞核染色体

的 2×ƒΑ22等细胞因子的  迅速
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增加 进而合成多种细胞因子 ∀在众多细胞因子中 

2和 ×ƒΑ被认为在  发病机制中起主导作

用 他们相互作用 诱导更多的细胞因子和炎症介质

产生 协助炎症细胞迁徙至关节腔 刺激滑膜成纤维

细胞增殖 形成特征性血管翳 促进滑膜细胞产生

°∞和胶原酶 加快骨质吸收 最终导致关节组织

的破坏 ∀ °∞也是  病理机制中的重要炎症介

质 具有明显的致痛与致炎作用 高浓度的 °∞还

能使骨组织的吸收 !破坏增加 ≈ ∗  ∀本研究结果显

示 ≤大鼠滑膜细胞分泌 2×ƒΑ和 °∞水平

显著升高 ×°和  # 

对 ≤大鼠滑

膜细胞亢进的分泌功能有明显改善作用 ∀该结果与

透射电镜观察到的滑膜细胞中高尔基体 !线粒体和

粗面内质网等相应细胞器的形态结构改变相一致 ∀

提示 ×°对滑膜细胞中具有特定功能细胞器的形

态的改善作用可能是其减轻滑膜细胞增殖 !分泌功

能的病理学基础 ×°对滑膜细胞的抑制作用可能

与其下调滑膜细胞异常升高的分泌细胞因子和炎症

介质的功能有关 ∀

本文研究结果表明 关节滑膜细胞是 ×°发挥

作用的主要靶细胞之一 ∀ ×°可通过抑制关节炎大

鼠滑膜细胞亢进的代谢 !增殖和分泌功能来发挥其

治疗作用 这为临床使用 ×°治疗  提供了新的

实验依据 ∀
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