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羌活地黄汤对佐剂性类风湿关节炎大鼠作用机制研究 *
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摘要 目的：研究羌活地黄汤对佐剂性类风湿关节炎（RA）大鼠辅助性 T细胞 /调节性 T细胞（Th17/Treg）失衡、血清基质金属蛋白

酶 -3（MMP-3）、基质金属蛋白酶 -13（MMP-13）以及滑膜组织血管内皮生长因子（VEGF）、核因子 -资B受体活化因子配基
（RANKL）mRNA表达的影响。方法：取 40只 SD级大鼠进行研究，将其以随机数字表法分为正常对照组、模型组、羌活地黄汤组

以及甲氨蝶呤组，每组各 10只。除正常对照组外，其余各组大鼠均建立佐剂性 RA动物模型。羌活地黄汤组予以羌活地黄汤灌胃

干预，甲氨蝶呤组予以甲氨蝶呤灌胃干预，正常对照组及模型组均予以等量生理盐水灌胃干预。各组均进行为期 28d的干预，比

较各组体重、关节炎指数及关节肿胀度、外周血 Th17/Treg相关指标、血清MMP-3、MMP-13水平、滑膜组织 VEGF、RANKL

mRNA表达。结果：模型组体重低于正常对照组，羌活地黄汤组、甲氨蝶呤组关节炎指数及关节肿胀度均低于模型组，而体重高于

模型组（均 P＜0.05）。模型组、羌活地黄汤组、甲氨蝶呤组的外周血 CD4+IL-17+T、Th17/Treg 均高于正常对照组，而

Foxp3+CD4+CD25+Treg低于正常对照组，且羌活地黄汤组、甲氨蝶呤组的外周血 CD4+IL-17+T、Th17/Treg均低于模型组，而

Foxp3+CD4+CD25+Treg高于模型组（均 P＜0.05）。模型组、羌活地黄汤组、甲氨蝶呤组的血清MMP-3、MMP-13水平均高于正常

对照组，而羌活地黄汤组、甲氨蝶呤组的血清MMP-3、MMP-13水平均低于模型组（均 P＜0.05）。模型组、羌活地黄汤组、甲氨蝶呤

组的滑膜组织 VEGF、RANKL mRNA表达水平均高于正常对照组，而羌活地黄汤组、甲氨蝶呤组的滑膜组织 VEGF、RANKL

mRNA表达水平均低于模型组（均 P＜0.05）。结论：羌活地黄汤可改善佐剂性 RA大鼠的症状以及 Th17/Treg失衡状态，且有效改

善其血清MMP-3、MMP-13水平以及滑膜组织 VEGF、RANKL mRNA表达。
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Study on the Mechanism of Qianghuo Dihuang Decoction on Adjuvant
Rheumatoid Arthritis Rats*

To study the effects of Qianghuo Dihuang decoction on helper T cells/regulatory T cells (Th17/Treg)

imbalance, serum matrix metalloproteinase-3 (MMP-3), matrix metalloproteinase-9 (MMP-13) and vascular endothelial growth factor

(VEGF), receptor activator of nuclear factor-资B ligand (RANKL) mRNA expression in synovium tissue of adjuvant rheumatoid arthritis

(RA) rats. 40 SD rats were taken for study, they were randomly divided into normal control group, model group, Qianghuo

Dihuang decoction group and methotrexate group by random number table, with 10 rats in each group. Except for normal control group,

adjuvant RA animal model was established in other groups. The Qianghuo Dihuang decoction group was given gavage intervention of

Qianghuo Dihuang decoction, methotrexate group was given gavage intervention of methotrexate, normal control group and model group

were given gavage intervention of normal saline. Each group was intervened for 28 days, the body weight, arthritis index, joint swelling

degree, peripheral blood Th17/Treg related indicators, serum MMP-3 and MMP-13 levels, VEGF and RANKL mRNA expressions in

synovial tissues were compared among all groups. Body weight in model group was lower than that in normal control group,

arthritis index and joint swelling degree in Qianghuo Dihuang decoction group and methotrexate group were lower than those in model

group, but body weight was higher than that in model group (all P＜0.05). The peripheral blood CD4+IL-17+T and Th17/Treg in model

group, Qianghuo Dihuang decoction group and methotrexate group were higher than those in normal control group, while

Foxp3+CD4+CD25+Treg were lower than that in normal control group. The peripheral blood CD4+IL-17+T and Th17/Treg in Qianghuo

Dihuang decoction group and methotrexate group were lower than those in model group, while Foxp3+CD4+CD25+Treg were higher

than that in model group (all P<0.05). The serum MMP-3 and MMP-13 levels in model group, Qianghuo Dihuang decoction group and

methotrexate group were all higher than those in normal control group, while the serum MMP-3 and MMP-13 levels in Qianghuo
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前言

类风湿关节炎（RA）属于临床上较为常见的慢性全身性免

疫性疾病之一，以对称性关节周围肿痛为主要表现，病情严重

者可能出现屈伸困难[1-3]。该病尚无特异性治疗手段，病情呈渐

进性发展，极易引发残疾，进一步增加患者的身心负担，已成为

国内外广大医务工作者共同关注的疾病之一[4-6]。因此，如何有

效治疗 RA显得尤为重要，亦是目前临床研究的热点。常规西

医虽可有效缓解 RA患者临床症状，但存在长期效果不佳以及

易发生不良反应等不足之处。而中医治疗具有增效减毒的作

用，可提高临床治疗效果，且有效避免西药所引起的一系列不

良反应，安全性更佳。我国中医学在治疗免疫性疾病方面具有

效果显著、不良反应少以及价格低廉等优势，具有较高的临床

研究价值[7，8]。羌活地黄汤是我国名医沈丕安教授根据数十年的

经验所创制的经验方，在治疗强直性脊柱炎等自身免疫性疾病

中疗效较好[9]，但其用于 RA基础研究的相关报道尚不多见。鉴

于此，本文通过研究羌活地黄汤对佐剂性 RA大鼠辅助性 T细

胞 /调节性 T细胞（Th17/Treg）失衡、血清基质金属蛋白酶 -3

（MMP-3）、基质金属蛋白酶 -13（MMP-13）以及滑膜组织血

管内皮生长因子（VEGF）、核因子 -资B 受体活化因子配基
（RANKL）mRNA表达的影响，旨在为该药应用于 RA治疗中

提供基础理论依据，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 实验动物

取 40只 SD级大鼠进行研究。所有大鼠均由上海中医药

大学实验动物中心提供，许可证号：SCXK（沪）20200081。大鼠

体重 180～220 g，平均（200依20）g。所有大鼠均进行为期 7 d的

适应性饲养，饲养条件如下：温度 25℃，湿度 45%，不限制饮

水、饮食以及活动。将其以随机数字表法分作正常对照组、模型

组、羌活地黄汤组以及甲氨蝶呤组，每组各 10只。

1.2 仪器、试剂和药物信息

（1）仪器：DNM-9602型酶标仪（选用北京普朗有限公司产

品）；Coulter Epics-XL4流式细胞仪（选用美国贝克曼库尔特公

司产品）；Moticam 3000型成像系统（购自美国麦克奥迪公司）。

实时荧光 PCR仪（购自美国 ABI公司）；5920R型高速冷冻离

心机（购自德国 Eppendorf Centrifuge公司）；BIOSPECTROME-

TER 型紫外分光光度计（购自德国 Eppendorf Centrifuge 公

司）。（2）药物：羌活地黄汤方药组成如下：羌活、生地黄、黄芩、

金雀根以及羊蹄根各 30 g；制川乌及制关白附各 9 g；白芥子

12 g；姜黄 12 g。由上海中医药大学附属市中医医院药剂科提

供。甲氨蝶呤购自上海上药信谊药厂有限公司，国药准字

H31020644，规格 2.5 mg。（3）试剂：MMP-3、MMP-13酶联免疫

吸附法（ELISA）试剂盒均购自深圳晶美生物科技有限公司。注

射用完全氟氏佐剂（购自美国 Sigma公司）。Trizol、逆转录试剂

盒及脱氧核糖核酸（DNA）marker均购自日本 TaKaRa公司；

Taq DNA聚合酶（购自美国 Promega公司）。Th17/Treg相关指

标试剂盒均购自上海时代生物科技有限公司。

1.3 研究方法

1.3.1 造模及干预 常规酒精消毒左足趾皮下注射 0.1 mL弗

氏完全佐剂生理盐水乳剂，尾根部多点皮内注射该乳剂 0.1 mL

致炎。造模后实施关节炎指数评分：无关节炎症即为 0分；小趾

关节足趾肿胀即为 1分；大部分足趾及足底肿胀即为 2分；踝

关节以下全部肿胀即为 3分；踝关节以内全部足趾肿胀，无法

负重即为 4分。将关节炎指数评分为 4分大鼠视作造模成功[10]。

羌活地黄汤组予以羌活地黄汤灌胃干预，给药剂量为 10 mL/d。

甲氨蝶呤组予以甲氨蝶呤灌胃干预，灌胃之前将甲氨蝶呤制成

溶剂，给药剂量为 0.5 mg/kg。正常对照组及模型组均予以等量

生理盐水（0.05 mL）灌胃干预。各组连续干预 28 d。

1.3.2 外周血 Th17/Treg检测 在干预 28 d后采集大鼠右心

室静脉血 2 mL，经乙二胺四乙酸抗凝，分离外周血单个核细

胞，以磷酸盐缓冲液进行调整，以 5伊104/滋L为宜。取细胞悬液
100 滋L，取 CD3、CD4-FITC、CD4以及 CD25-PE单克隆抗体置

入阳性管，同时以同型对照抗体置入阴性管。室温条件下孵育

1 h，以生理盐水进行 2次的洗涤处理，除去上清。滴加白细胞

介素（IL）-17以及叉头样蛋白 3（FoxP3）固定液 1 mL，4℃条件

下孵育 1 h。加入 2 mL破膜液洗涤，离心处理后去除上清液（离

心速率为 1700 r/min，离心时长 5 min）。加入 100 滋L破膜液、
IL-17、FoxP3-藻红蛋白 -花菁素荧光染料 Cy5（Foxp3-PE-Cy5）

以及同型对照抗体。室温孵育 60 min，滴加 2 mL破膜液洗涤，

再以生理盐水洗涤，除去上清，借助流式细胞仪检测

CD4+IL-17+T及 Foxp3+CD4+CD25+Treg，并计算 Th17/Treg。

1.3.3 血清 MMP-3、MMP-13水平检测 在干预 28 d后采集

大鼠静脉血 3 mL，以 10 cm为离心半径，实施时长为 10 min的

3000 r/min离心处理，获取血清以 ELISA法完成上述指标水平

检测，具体操作遵循试剂盒说明书完成。

1.3.4 关节肿胀度评价 根据注射前后差值与注射前检测值

的百分比进行评分，即肿胀度 =（注射后检测值 -注射前检测

值）/注射前检测值伊100%[10]。肿胀度评分标准如下：肿胀度＜

5%为 0分，5%～15%即为 1分，16～30%即为 2分，31～60%即

Dihuang decoction group and methotrexate group were lower than those in model group (all P<0.05). The VEGF and RANKL mRNA

expression levels in synovium in model group, Qianghuo Dihuang decoction group and methotrexate group were higher than those in

normal control group, while the VEGF and RANKL mRNA expression levels in synovium in Qianghuo Dihuang decoction group and

methotrexate group were lower than those in model group (all P<0.05). Qianghudihuang Decoction can improve the clinical

symptoms and Th17/Treg imbalance of adjuvant RA rats, and effectively improve the levels of MMP-3 and MMP-13 in serum, as well as

the expressions of VEGF and RANKL mRNA in synovial tissues.

Rheumatoid arthritis; Qianghuo Dihuang decoction; Th17/Treg; Matrix metalloproteinases; VEGF; RANKL
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Groups n Body weight(g) Arthritis index(points) Joint swelling degree(points)

Normal control group 10 253.12依9.25 - -

Model group 10 230.40依7.34# 3.23依0.72 1.14依0.04
Qianghuo Dihuang

decoction group
10 248.23依8.91* 2.51依0.36* 1.05依0.02*

Methotrexate group 10 248.56依8.95* 2.68依0.40* 1.06依0.03*

F - 8.241 7.301 6.065

P - 0.000 0.001 0.007

表 1各组体重、关节炎指数及关节肿胀度对比（x依s）
Table 1 Comparison of body weight, arthritis index and joint swelling degree in each group（x依s）

Note: compared with the normal control group, #P＜0.05. Compared with the model group, *P＜0.05.

Groups n CD4+IL-17+T(%) Foxp3+CD4+CD25+Treg(%) Th17/Treg

Normal control group 10 6.62依1.03 6.64依0.52 0.96依0.07

Model group 10 14.33依1.24# 3.26依0.34# 4.47依0.72#

Qianghuo Dihuang

decoction group
10 8.12依0.62#* 6.14依0.67#* 1.52依0.23#*

Methotrexate group 10 8.20依0.63#* 6.13依0.64#* 1.56依0.28#*

F - 22.583 11.289 17.397

P - 0.000 0.000 0.000

为 3分，＞60%即为 4分。

1.3.5 滑膜组织 VEGF、RANKL mRNA表达水平检测 在干

预 28d后处死大鼠，无菌剥离滑膜组织，以无菌生理盐水进行

清洗，并置入 DEPC处理的 Eppendorf管内，保存于液氮内备

用。借助 Trizol试剂盒完成总 RNA的提取，并进行纯度、质量

的检测。随后逆转录 PCR制备 cDNA，以实时荧光定量 PCR检

测。PCR反应体系如下：10伊PCR Buffer，2.5 滋L；10 mM dNTP，

0.5 滋L；25 mM MaCl2，1.5 滋L；10 mM Prime 各 0.25 滋L；10mM
Probe，0.25 滋L；TaqDNA聚合酶，1.25U；cDNA 2 滋L；加入去离
子水补足 25 滋L。反应条件如下：94℃预变性 2 min，94℃变性

15 s；64℃退火 35s，72℃延伸 1 min，共 40个循环，于 64℃35 s

处读取荧光。以 2-△ △ Ct法计算相对表达量。VEGF引物序列如

下：上游 5'-CACATAGGAGAGATGAGCTTC-3'；下游 5'-CCGC

CTCGGCTTGTCACAT-3'。RANKL引物序列如下：上游 5'-TC

AAGCAGGAGTGCAATCG-3'；下游 5'-AGAATGCCTCCTCA-

CACAGG-3'。内参物 U6上游 5'-GTGCGTGTCGT GGAGTCG

-3'；下游 5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3。

1.4 统计学处理

借助 SPSS 22.0软件完成数据分析，对符合正态分布的计

量资料采用 (x依s) 表示，实施 LSD-t检验与单因素方差分析。

P<0.05即差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组体重、关节炎指数及关节肿胀度对比

模型组体重低于正常对照组；羌活地黄汤组、甲氨蝶呤组

关节炎指数及关节肿胀度均低于模型组，而体重高于模型组

（均 P＜0.05），见表 1。

2.2 各组外周血 Th17/Treg相关指标对比

模型组外周血 CD4+IL-17+T、Th17/Treg均高于正常对照

组，而 Foxp3+CD4+CD25+Treg低于正常对照组；羌活地黄汤

组、甲氨蝶呤组外周血 CD4+IL-17+T、Th17/Treg均低于模型

组，而 Foxp3+CD4+CD25+Treg高于模型组（均 P＜0.05）；羌活

地黄汤组与甲氨蝶呤组上述各项指标对比差异均不明显（均

P＞0.05），见表 2。

表 2 各组外周血 Th17/Treg相关指标对比（x依s）
Table 2 Comparison of peripheral blood Th17 / Treg related indicators in each group（x依s）

Note: compared with the normal control group, #P＜0.05. Compared with the model group, *P＜0.05.

2.3 各组血清MMP-3、MMP-13水平对比

模型组血清MMP-3、MMP-13水平均高于正常对照组，而

羌活地黄汤组、甲氨蝶呤组的血清 MMP-3、MMP-13水平均低

于模型组（均 P＜0.05），见表 3。

2.4 各组滑膜组织 VEGF、RANKL mRNA表达对比

模型组滑膜组织 VEGF、RANKL mRNA表达水平均高于

正常对照组，而羌活地黄汤组、甲氨蝶呤组的滑膜组织 VEGF、

RANKL mRNA表达水平均低于模型组（均 P＜0.05），见表 4。

3 讨论

迄今为止，关于 RA的发病机制尚未彻底阐明，但有研究

学者认为 CD4+T细胞亚群失衡可能在 RA的关节炎症浸润、滑
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Note: compared with the normal control group, #P＜0.05. Compared with the model group, *P＜0.05.

Groups n MMP-3 MMP-13

Normal control group 10 50.20依7.35 45.34依7.16

Model group 10 123.10依17.25# 107.22依14.83#

Qianghuo Dihuang decoction group 10 66.23依8.12#* 63.27依10.94#*

Methotrexate group 10 65.71依8.09#* 64.12依10.38#*

F - 24.955 33.782

P - 0.000 0.000

Groups n VEGF mRNA RANKL mRNA

Normal control group 10 0.01依0.00 0.08依0.02

Model group 10 0.06依0.01# 0.27依0.06#

Qianghuo Dihuang decoction group 10 0.03依0.01#* 0.14依0.03#*

Methotrexate group 10 0.03依0.01#* 0.15依0.04#*

F - 20.305 25.978

P - 0.000 0.000

表 3各组血清MMP-3、MMP-13水平对比（ng/mL，x依s）
Table 3 Comparison of serum MMP-3 and MMP-13 levels in each group（ng/mL，x依s）

Note:compared with the normal control group, #P＜0.05.Compared with the model group,*P＜0.05.

表 4各组滑膜组织 VEGF、RANKL mRNA表达对比（x依s）
Table 4 Comparison of VEGF and RANKL mRNA expression in synovium of each group（x依s）

膜增殖以及骨破坏过程中起着至关重要的作用[11-13]。Th17属于

新型 CD4+T细胞亚群，其可通过分泌 IL-17以及 IL-21等多种

细胞因子，继而参与自身免疫性疾病，加剧炎症反应[14-16]。Treg

细胞则是特异表达转录因子 Foxp3之一，具有免疫负性调节功

能，且以 CD4+以及 CD25+为主[17-19]。正常生理状态下，Th17

与 Treg始终处于动态平衡，而在病理状态下，上述平衡会被打

破，继而导致患者病情的进展。由此可见，有效改善 Th17/Treg

失衡可能对 RA的治疗具有积极促进作用。中医认为，RA属于

"痹症 "范畴，肾乃先天之本，精血之源，五脏之伤穷必及肾，痹

症早期表现为邪实，且标实之中含有本虚，先天禀赋缺失、肾精

亏虚为发病根本，久痹则邪伤气血阴阳，病及脏腑。久痹病邪内

舍肝肾，致使关节、筋骨失养而挛缩，其中医辨证为风寒湿热瘀

痰毒七邪及肾虚[20-22]。因此，临床治疗当以祛风散寒、祛湿清热、

解毒益肾等为主要目标。羌活地黄汤药性寒热交加，温良相辅，

有助于寒热温凉之平衡，针对风寒湿热度五邪以及肾阴不足均

有一定的效用。

本文结果发现，羌活地黄汤可有效改善 RA大鼠体重、关

节炎指数及关节肿胀度。这在李玉梅等人的研究报道中得以佐

证[23]，羌活地黄汤方中以羌活为君药；生地黄、黄芩、制川乌以

及制关白附为臣药；金雀根、白芥子以及羊蹄根为佐药；姜黄为

使药。药性有寒有热、有温有凉，可使寒热温凉平衡，针对导致

历节弊痛的风寒湿热毒五邪及肾阴不足，亦可针对历节弊痛的

瘀滞以及痰饮二邪[24-26]。因此，该方较为全面地缓解由 RA引发

的疼痛、肿胀、滑膜炎以及乏力等症状表现，促进疾病的康复，

减少疾病对体重增长的影响。此外，羌活地黄汤可改善佐剂性

RA大鼠 Th17/Treg失衡状态。考虑原因，现代药理学证实，羌

活含有羌活挥发油，可对动物的肿胀具有一定的抑制作用，同

时可降低腹腔毛细血管通透性，减少炎症渗出[27]；生地黄则有

调节机体免疫功能的作用，可有效抑制血管内皮炎症以及关节

滑膜炎症[28]。MMP-3、MMP-13均是巨噬MMPs家族成员，可降

解细胞外基质，且有大量研究报道证实两者均和 RA的发生、

发展密切相关[29]。而本文结果发现，羌活地黄汤可显著降低 RA

大鼠血清 MMP-3、MMP-13水平。这提示了羌活地黄汤治疗

RA大鼠可显著改善MMP-3、MMP-13表达。分析原因可能和

羌活地黄汤有效抑制 MMPs 的活性以及增强其抑制因子

TIMP水平有关。另外，模型组、羌活地黄汤组、甲氨蝶呤组的滑

膜组织 VEGF、RANKL mRNA表达水平均高于正常对照组，而

羌活地黄汤组、甲氨蝶呤组的滑膜组织 VEGF、RANKL mRNA

表达水平均低于模型组。其中 VEGF具有特异性促进血管内皮

细胞增殖以及维持血管内皮细胞分化状态，增强微血管通透性

细胞因子的作用，继而在 RA的发病过程中起着至关重要的作

用。而 RANKL可通过激活核因子 -资B、丝裂原活化蛋白激酶以
及磷脂酰肌醇 3激酶 /蛋白激酶 B等破骨细胞信号传导通路，

从而对破骨细胞分化起到调控作用，参与了 RA的发生、发展

过程[30-32]。两者的表达水平可有效反映 RA患者病情严重程度，

其表达水平降低充分证实了羌活地黄汤治疗 RA的有效性。

综上所述，羌活地黄汤治疗佐剂性 RA大鼠的效果显著，可

促进症状改善，Th17/Treg平衡的恢复，其主要作用机制可能和

调控MMP-3、MMP-13以及 VEGF、RANKL mRNA表达有关。
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