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·基础研究·

雷公藤甲素对类风湿关节炎滑膜新生血管中

血管内皮生长因子，白细胞介素６抑制机理的探讨

王伟东，陈如平，肖鲁伟，王昌兴，成锋

（浙江中医药大学附属第二医院，浙江　杭州　３１０００５）

摘　要　目的：了解雷公藤甲素对类风湿关节炎中血管内皮生长因子、白细胞介素６的影响，探讨雷公藤对类风湿关节炎患者滑

膜新生血管的抑制机理。方法：应用免疫组化技术检测血管内皮生长因子、白细胞介素６在ＡＡ大鼠踝关节滑膜组织中的表达，

并观察了雷公藤对其的影响。结果：雷公藤组可见少量的血管内皮生长因子阳性细胞，与对照组比较差异有统计学意义（Ｐ＜

０．０１）。大鼠滑膜关节腔滑液中白细胞介素６水平检测中，实验显示对照组滑膜组织中白细胞介素６的水平明显高于空白组和

雷公藤组（Ｐ＜０．０１）。结论：雷公藤甲素能降低滑膜组织血管内皮生长因子、白细胞介素６的表达水平，抑制血管生成。
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　　类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是以关
节组织慢性炎症性病变为主要表现的全身免疫性疾

病。ＲＡ发生发展的一个重要病理生理过程是血管翳
的形成，它侵蚀和破坏邻近关节软骨和骨组织，造成

骨与关节的破坏。在促进新生血管形成的因子中，血

管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、白细胞介素６（ＩＬ６）的作
用最为突出［１］。雷公藤作为非甾体抗炎剂和免疫抑

制剂，主要集中在其抗炎、抗氧化作用方面［２］。本实

验采用佐剂性关节炎（ＡｄｊｕｖａｎｔＡｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＡＡ）模型观
察雷公藤甲素（Ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ，ＴＰ）对 ＲＡ踝关节滑膜组织
中ＶＥＧＦ和ＩＬ６的影响，以揭示其与抑制血管生成作
用之间的内在联系。

１　实验材料
１．１　实验动物　健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ５０只，清洁

基金项目：２００８年浙江省中医药青年课题资助项目（２００８ＹＡ０１０）

级，８周龄，实验初始体重１８０～２２０ｇ，由浙江中医药
大学动物实验中心提供。

１．２　实验试剂及仪器　选用雷公藤甲素和弗氏完全
佐剂（上海华东医药有限公司）。Ｋｒｕｍｄｉｅｃｋ组织切片
机（北京硕林科技有限公司），Ｌｅｉｃａ２０２５石蜡切片机
（德国Ｌｅｉｃａ公司），生物组织自动包埋机（日本樱花公
司），ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５０荧光显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），
电子恒温水浴箱，ＣＳ１５Ｒ台式离心机，ＷｅｌｌｓｃａｎＭＫ２酶
标仪，恒温培养箱，病理组织包埋机，ＹＬ３Ａ型迥转式
切片机等（浙江中医药大学动物实验中心）。

２　实验方法
２．１　实验分组　将５０只８周龄的雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠
以１∶２∶２的比例随机分为３组，正常空白组１０只，
对照组和雷公藤甲素治疗组各２０只。均在相同条件
下笼养，自由摄食，饮水。室温控制在１８～２２℃。
２．２　造模及给药　常规无菌操作，临用前从冰箱取
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出弗氏完全佐剂（ＣＦＡ）。大鼠常规消毒后将其右后
肢拉直，用１ｍＬ注射器针头于足拓中部皮内注射，每
只大鼠注射 ０．１ｍＬＣＦＡ。大鼠按组别分笼予以常规
饲料喂养，１８ｄ后模型建立［３］，并观察动物活动情况

及足踝肿胀情况。造模后大鼠从第１８ｄ起开始给药，
具体如下：常规无菌消毒右后足跖，对照组每只大鼠右

后腿肌注相同体积的９．０ｇ·Ｌ－１氯化钠注射液；治疗

组每只大鼠右后腿肌注雷公藤甲素０．４ｍｇ·ｋｇ－１。整
个注射过程持续１４ｄ，观察大鼠足踝情况。
２．３　标本获取　注射结束后，将给药的大鼠处死，把
大鼠仰位固定，酒精消毒，沿踝关节正中纵行切开皮

肤，直至暴露出以踝关节为中心约２ｃｍ×２ｃｍ的区
域。此时即打开了关节腔，可见由踝关节有一层平滑

光亮呈淡黄色的滑膜组织。完整剥离滑膜组织，用刀

片完整切下。

２．４　免疫组化指标检测方法　将大鼠滑膜组织，放
入１０％福尔马林固定２ｈ，将己固定的标本取出，经梯
度酒精脱水，二甲苯透明，然后石蜡包埋，２～８℃暗处
保存。图像结果分析采用 ＭｏｔｉｃＭｅｄ７．０彩色病理图
像分析系统。每张片随机选取５个视野，利用显微摄
像系统在２００倍视野下摄入图像分析系统，选择免疫
组化分析模块，通过灰度调节，区分视野内阳性信号

面积进行分析，计算阳性目标总面积与统计场总面积

比值，取平均值进行统计分析。

２．５　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件包进行
统计。各组数据采用 珋ｘ±ｓ表示，各组数据间比较用
单因素方差分析，和对照组的比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检
验，以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

３　结　果
３．１　大体标本观察　Ａ组空白正常组大鼠右后足未
见明显肿胀；Ｂ组生理盐水对照组右后足肿胀明显，
部分大鼠踝关节有脓性液体渗出，活动度差；Ｃ组雷
公藤甲素治疗组右后足肿胀程度较对照组有明显减

小，踝关节活动度正常。

３．２　免疫组织化学结果　ＶＥＧＦ阳性表达主要体现
在增生的滑膜衬里层细胞、衬里下层细胞，以及滑膜组

织中浸润的炎性细胞，呈棕黄色，以胞浆染色为主，多

呈团块状分布。滑膜组织 ＶＥＧＦ图像分析结果（见
图１），对照组大鼠滑膜血管周围可见大量ＶＥＧＦ阳性
细胞，呈强阳性重度表达。雷公藤组大鼠的滑膜组织

血管周围中可见少量的ＶＥＧＦ阳性细胞，ＶＥＧＦ阳性表

达较对照组有显著减少，表达情况有不同程度的改善。

而从表１也可以看出，对照组 ＶＥＧＦ表达水平比空白
组高，雷公藤组与对照组比较差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１），说明雷公藤组均能降低滑膜组织新生血管中
ＶＥＧＦ的表达。

ＩＬ６主要存在于滑膜纤维母细胞，各组大鼠滑膜
组织中ＩＬ６表达情况（如图２所示）对照组大鼠 ＩＬ６
水平异常升高，雷公藤组与对照组相比，ＩＬ６水平有所
下降从表１也可以看出，空白组与对照组大鼠滑膜组
织ＩＬ６水平比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），雷公
藤组与对照组比较差异也（Ｐ＜０．０１），结果显示ＲＡ对
照组滑膜组织中ＩＬ６的水平明显高于空白组和雷公藤
组，说明雷公藤组能降低ＡＡ大鼠关节腔滑液ＩＬ６水平。

图１　大鼠滑膜组织ＶＥＧＦ免疫染色光镜片　×２００

（１）对照组棕黄色炎性细胞为染色阳性颗粒　（２）雷公藤组

棕黄色炎性细胞明显减少

图２　大鼠滑膜组织中ＩＬ－６免疫染色光镜片　×２００

（１）对照组ＩＬ６水平异常升高　（２）雷公藤组ＩＬ６水平有所下降

表１　各组ＡＡ大鼠滑膜ＶＥＧＦ、ＩＬ６表达水平的比较　珋ｘ±ｓ

分组 例数
ＶＥＧＦ表达
水平（％）

ＩＬ６水平
（ｎｇ·Ｌ－１）

空白组 １０ ９．０６±１．６８ １２４．０６±７１．６８
对照组 ２０ １７．５８±２．１７１） １２１７．５８±２６２．１７１）

雷公藤组 ２０ １１．０９±１．５８２） ３１１．０９±６３．５８２）

　注　１）与空白组比较，Ｐ＜０．０５；２）与对照组比较，Ｐ＜０．０５

４　讨　论
类风湿性关节炎主要侵犯关节滑膜，病理变化为

滑膜细胞增生、扩张、充血，引起滑膜周围血管壁肥

厚、变性等。近年研究表明，通过抑制血管生成可以

达到治疗类风湿性关节炎疾病的目的［４］。关节滑膜

增生并形成血管翳是其重要特征，增生的滑膜需要更
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多的血供以满足其对氧气和营养物质的需求，因而血

管新生在血管翳的形成和维持方面起着关键性作用。

血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）是一种细胞来源广泛的
多功能性糖蛋白，是在胚胎血管发育中生成的第一个控

制血管生成和发育的因子，被认为是血管生成中最重要

的因子之一，具有强大的促血管增生和增强血管通透性

的功能。它被公认是血管生成中刺激微血管内皮细胞

（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＥＣ）分裂、增殖的最主要因素。
ＶＥＧＦ与ＲＡ形成机制的研究最早是ＦａｖａＲＡ［５］提

出的。Ｆａｖａ将ＲＡ的滑膜组织进行切片和ＶＥＧＦ免疫组
化染色后发现，在滑膜的衬里层细胞中检测到数目较多

的 ＶＥＧＦ阳 性 细 胞，与 其 对 照 的 骨 关 节 炎 组
（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）滑膜全部为阴性结果，进一步检测了
ＯＡ与ＲＡ关节滑液中ＶＥＧＦ的水平，后者明显高于前
者，因此推断ＶＥＧＦ是ＲＡ关节滑膜病变有别于ＯＡ的一
个重要特征，在ＲＡ滑膜血管新生中起关键作用。ＶＥＧＦ
参与了ＲＡ滑膜组织炎症形成和发展，在ＲＡ的滑膜组
织中ＶＥＧＦ通过与其受体的结合促进血管增生，最终导
致血管翳形成，侵蚀骨质。从而促进慢性炎症的形成和

发展，加重 ＲＡ的临床症状，导致关节畸形和强直。
ＶＥＧＦ在ＲＡ病人血管增生和骨质破坏中起着至关重要
的作用，ＶＥＧＦ表达量是ＲＡ骨质破坏的标志物。

ＶＥＧＦ在ＲＡ的滑膜血管翳的形成过程中可能起
关键作用，它是联系各种炎性因子的枢纽，直接促进

滑膜组织新生血管形成，并增强血管的通透性。近期

有研究证明，ＲＡ关节炎发病早期滑膜有较高水平的
ＶＥＧＦ表达，ＶＥＧＦ的表达水平与 ＡＡ大鼠关节炎指
数积分具有明显相关性，因此 ＶＥＧＦ可能是 ＲＡ早期
发病过程中的一个重要信号分子，它通过促进血管增

生，增加血管通透性，加速了滑膜血管豁的生成；另

外，它可能与其他炎症细胞因子形成复杂的信号网

络，共同促进慢性炎症的形成和发展［６］。

ＩＬ６在 ＲＡ中的作用，尚不如 ＶＥＧＦ明确。一般
认为，ＩＬ６是细胞因子中一种多效应的细胞因子，对
细胞的生长分化或基因表达都有影响。ＩＬ６作为ＲＡ
中主要的炎症介质，起分解细胞因子的作用，是引起

关节破坏和炎症发生的重要因子。ＩＬ６主要由活化
的核细胞产生，能促进 Ｂ细胞产生免疫球蛋白 ＩｇＧ、

ＩｇＭ及合成类风湿因子。Ｃａｍｐｏ等［７］在ＲＡ动物模型

胶原性关节炎（ＣＩＡ）小鼠血清中也检测出高浓度的
ＩＬ６，因此可以说ＩＬ６是 ＲＡ滑膜炎症及关节损伤的

重要介质之一。

在ＲＡ中，ＩＬ６的致病作用与ＶＥＧＦ不同，它不能
直接刺激滑膜纤维母细胞和软骨细胞产生前列腺素Ｅ２
和胶原酶，而是诱导其他细胞因子如ＩＬ１与ＴＮＦα的
产生和释放［８］。这些生长因子诱导滑膜增生，局部缺

氧引起内皮细胞活化，生长因子表达增加，胶原酶、基

质金属蛋白酶等降解血管基底膜和基质，内皮细胞增

殖，内皮细胞黏附和向血管外迁移，血管形成和血管成

熟，最终促进血管翳的形成，从而增强炎症的破坏作用。

本实验通过药理、病理、免疫组织化学检测等方法，

从整体、炎性细胞因子、组织形态、蛋白等水平，以ＡＡ大
鼠为实验模型，研究雷公藤甲素对类风湿性关节炎滑膜

新生血管的抑制机制，探讨证实了雷公藤多途径、多环

节、多靶点的整体调节机制。结果表明：雷公藤甲素可明

显降低滑膜组织中ＶＥＧＦ的表达，下调ＡＡ大鼠关节腔
滑液ＩＬ６水平表达，抑制大鼠滑膜中新生血管的生成，
抑制滑膜细胞的增殖，表现了对滑膜和软骨组织的保护

作用。鉴于血管翳是高度血管化的，抑制ＲＡ中血管新
生的方法，将会成为未来治疗ＲＡ的有效策略。
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