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摘　要　目的：观察不同剂量独活对胶原诱导性关节炎（ＣＩＡ）的治疗作用。方法：选择牛Ⅱ型胶原为免疫原，建立ＣＩＡ模型，选取

３０只造模成功的大鼠随机分为 ５组：独活组［按顺序再分为低剂量（１．５ｇ·ｋｇ－１）组、中剂量（４．５ｇ·ｋｇ－１）组、大剂量

（１５ｇ·ｋｇ－１）组］和甲胺喋呤（Ｂ）组、生理盐水（Ｃ）组。采用关节炎指数评分（ＡＩ）对大鼠关节炎程度进行评分；采用酶联免疫吸

附法（ＥＬＩＳＡ）测定各组大鼠血清基质金属蛋白酶３（ＭＭＰ３）、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ），并评估可能的肝肾及胃黏膜副反应。

结果：ＡＩ评分比较，中、小剂量独活组与生理盐水组差异无统计学意义；大剂量独活组小于生理盐水组（Ｐ＜０．０５），独活各剂量组

差异无统计学意义；甲胺喋呤组均小于生理盐水组、小、中剂量独活组（分别 Ｐ＜０．０１、Ｐ＜０．０５、Ｐ＜０．０５），而与大剂量独活组比

较差异无统计学意义。血清ＶＥＧＦ比较，独活各剂量组差异无统计学意义，但均显著低于生理盐水组（按大、中、小分别Ｐ＜０．０１、

Ｐ＜０．０５、Ｐ＜０．０５）；甲胺喋呤组显著低于生理盐水组及小剂量独活组（分别Ｐ＜０．０１、Ｐ＜０．０５），但与中、大剂量独活组比较差异

无统计学意义。血清ＭＭＰ３比较，各独活剂量组比较差异无统计学意义；独活小剂量组与生理盐水组差异无统计学意义；独活

中、大剂量组均低于生理盐水组（均Ｐ＜０．０５）；甲胺喋呤组低于生理盐水组及小剂量独活组（均Ｐ＜０．０１），但与中、大剂量独活组

比较差异无统计学意义。各组肝功、肾功、血常规及胃病理检查均未见明显异常。结论：①独活大剂量能减轻ＣＩＡ炎症，而中低剂量

则无此作用；②独活中大剂量能明显降低血清ＶＥＧＦ、ＭＭＰ３水平；③独活大剂量在短期动物实验中无肝肾功能、血液、胃组织损害。
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　　类风湿关节炎（ＲｈｅｕｍａｔｏｉｄＡｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是以关
节滑膜炎为主要表现的自身免疫性疾病，属中医“痹

证”范畴。独活为伞形科植物重齿毛当归的干燥根，
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是中医临床常用于治疗痹证的中药。为探讨其对滑

膜炎性关节炎的疗效及作用机理，我们以Ⅱ型胶原诱
导性关节炎（ＣｏｌｌａｇｅｎｉｎｄｕｃｅｄａｒｔｈｒｉｔｉｓＣＩＡ）作为模
型，研究不同剂量独活对Ⅱ型胶原诱导性关节炎大鼠
的疗效，并探索其可能机制，为临床上用于治疗 ＲＡ
提供实验依据。
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１　材料与方法
１．１　实验动物　ＳＤ大鼠５０只，雌雄各半，健康状况
良好，体重（２４０±２０）ｇ。大鼠及全价颗粒饲料均购
自上海中科院动物中心。

１．２　实验药物　独活（农本方颗粒，培力（南宁）药
业有限公司），甲胺喋呤（每片２．５ｍｇ，上海医药（集
团）有限公司信谊制药总厂），注射用水。

１．３　实验试剂　牛Ⅱ型胶原（美国 Ｃｈｏｎｄｒｅｘ），液体
石蜡 （上海大场化工厂），羊毛脂（上海油脂三厂），

９９％冰醋酸液（上海试剂厂），以上为造模所用的试
剂。基质金属蛋白酶３（ＭＭＰ３）、血管内皮生长因
子ＶＥＧＦ（上海富莼科芯提供）。
１．４　造模方法　５０只ＳＤ大鼠于厦门大学医学院动
物中心适应性喂养１０ｄ后。随机选出６只为正常对
照组（正常组）。其余 ４４只参照《药理学实验指
南———新药发现和药理学评价》［１］及文献［２］的方法造

模。具体方法为：在无菌条件下，用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１冰醋
酸充分溶解牛Ⅱ型胶原（ＢＣⅡ），浓度为４ｍｇ·ｍＬ－１，
置４℃冰箱过夜后，与弗氏完全佐剂 （Ｆｒｅｕｎｄｓｃｏｍ
ｐｌｅｔｅａｄｊｕｖａｎｔ，ＣＦＡ）等体积混合、振荡乳化．制成制成
稳定的Ⅱ型胶原乳剂（即每０．５ｍＬ含１ｍｇＣⅡ）。置
４℃冰箱保存备用。注射方法：于大鼠颈、背部５个
部位行皮内注射，总量０．５ｍＬ，含１ｍＬＢＣⅡ型胶原。
第７天后同法０．５ｍＬ加强注射。
１．５　分组及给药方法　初次免疫后第２１ｄ，通过观
察大鼠四肢关节肿胀情况，分别对４０只ＳＤ大鼠进行
关节炎指数（ＡＩ）评分（标准见后）。ＡＩ＞４分被认为
造模成功。选取３０只按性别匹配随机分为５组，独
活组［按顺序分为低剂量（１．５ｇ·ｋｇ－１）组、中剂量
（４．５ｇ·ｋｇ－１）组和大剂量（１５ｇ·ｋｇ－１）组］、甲胺喋呤
（Ｂ）组和生理盐水（Ｃ）组，每组６只。Ａ１－３组独活
粉剂与温水配成相应浓度的混悬液，每只２ｍＬ·ｄ－１，
甲胺喋呤组（Ｂ）组，按２．５ｍｇ·ｋｇ－１剂量（研粉生理
盐水混均）每周灌胃１次，共４次，其余时间每天以生
理盐水灌胃１次，每次为２ｍＬ）；生理盐水（Ｃ）组，每
天以生理盐水２ｍＬ灌胃１次。３０天后处死动物，收
集动物胃、血清和关节滑膜进行相关指标观察。

１．６　观察指标及观察方法
１．６．１　一般情况　造模及药物治疗前后观察大鼠体
毛色泽，神志，四肢活动，饮食变化。

１．６．２　足趾容积　致炎前用足趾容积测量仪测大鼠
双后足趾容积，初次免疫后２１ｄ起，７ｄ测１次，以足

趾容积改变作为观察指标。

１．６．３　关节炎指数（ＡｒｔｈｒｉｔｉｓｉｎｄｅｘＡＩ）　记录实验大
鼠继发性关节炎的发生及严重程度，分５级：０级，无
红肿；１级，足小趾关节红肿；２级，趾关节、足跖部均
红肿；３级，踝关节以下均红肿；４级，包括踝关节，全
部红肿。初次免疫后２１ｄ起，每７ｄ评分１次。
１．６．４　ＶＥＧＦ、ＭＭＰ３及肝肾功能检测　给药３０ｄ
大鼠麻醉后经心脏取血，采集血清并分装，检测

ＶＥＧＦ、ＭＭＰ－３（ＥＬＩＳＡ，严格按说明书操作）和谷丙
转氨酶（ＡＬＴ）、谷草转氨酶（ＡＳＴ）、肌酐（Ｃｒ）、尿素氮
（Ｂｕｎ）、血常规，并做胃病理检查。
１．６．５　病理观察　给药３０ｄ，麻醉后处死大鼠，切取
胃组织，甲醛固定，石蜡包埋切片，ＨＥ染色，光镜下观
察其病理变化。

２　结　果
２．１　ＡＩ评分　给药后３０ｄ，５个组ＡＩ经方差分析，Ｆ
＝３．６８４，Ｐ＝０．０１７＜０．０５。中、小剂量独活组 ＡＩ小
于生理盐水组，但差异无统计学意义；大剂量独活组

ＡＩ小于生理盐水组（Ｐ＝０．０２＜０．０５），小、中、大剂量
独活组的ＡＩ呈递减趋势，但差异无统计学意义；甲胺
喋呤组ＡＩ均小于生理盐水组、小、中、大剂量独活组，
Ｐ值分别为０．００４，０．０１４，０．０３５，０．５３１，即与生理盐
水组、小、中剂量独活组比较差异显著（分别Ｐ＜０．０１，
０．０５，０．０５），而与大剂量独活组比较差异无统计学意
义（表１）。

表１　不同观察时相各组ＡＩ评分比较表（分）

组别 只数 ２１ｄ ５０ｄ
小剂量独活 ６ ８．６７±２．３４ １０．６７±３．４４
中剂量独活 ６ ８．５０±２．１８ １０．００±２．５０
大剂量独活 ６ ９．００±２．１９ ７．５０±２．４３１）

甲胺喋呤 ６ ８．５０±１．８７ ６．５０±１．３８２）

生理盐水 ６ ８．３０±２．１６ １１．５０±３．４０

　注　１）与 Ｃ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与 Ｃ组比较，Ｐ＜０．０１；

３）与中、小剂量组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　血清ＶＥＧＦ、ＭＭＰ３的测定结果　血清ＶＥＧＦ检
测结果显示独活各剂量组血清差异不显著，但均显著

低于生理盐水组（按大、中、小分别Ｐ＜０．０１、Ｐ＜０．０５、
Ｐ＜０．０５）；甲胺喋呤组显著低于生理盐水组及小剂量
独活组（分别Ｐ＜０．０１、Ｐ＜０．０５），但与中、大剂量独
活组比较差异不显著。血清 ＭＭＰ３检测结果显示各
独活剂量组比较差异不显著；独活小剂量组与生理盐

水组差异不显著；独活中、大剂量组均低于生理盐水

组（均Ｐ＜０．０５）；甲胺喋呤组低于生理盐水组及小剂
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量独活组（均 Ｐ＜０．０１），但与中、大剂量独活组比较
无统计学差异（见表２）。
２．３　血清ＡＳＴ、ＡＬＴ、Ｃｒ、Ｂｕｎ、血常规、胃病理检查结
果　各组别肝功、肾功、血常规及胃病理均未见明显
异常。

表２　各组血清ＶＥＧＦ、ＭＭＰ３测定结果比较表

组别 只数
ＶＥＧＦ

（ｎｇ·Ｌ－１）
ＭＭＰ３
（μｇ·Ｌ－１）

小剂量独活 ６ １９９．００±３８．３１１） ８５．８８±１０．９８
中剂量独活 ６ １９０．５０±３８．３１１） ７５．９２±１３．２０１）

大剂量独活 ６ １８９．１７±２７．９９２） ７２．９２±６．８５１）

甲胺喋呤 ６ １５７．００±１５．７４２）３） ６７．７７±６．５５２）

生理盐水 ６ ２４１．５０±３９．５５ １０７．０６±１８．５４

　注　ＶＥＧＦ：１）与生理盐水组比较，Ｐ＜０．０５；２）与生理盐水

组比较，Ｐ＜０．０１；３）与小剂量组比较，Ｐ＜０．０５。ＭＭＰ

３：１）与小剂量组、生理盐水组比较，Ｐ＜０．０５；２）与小剂

量组、生理盐水组比较，Ｐ＜０．０１。

３　讨　论
ＣＩＡ大鼠的关节组织病理学及血中免疫学变化

与人类ＲＡ相似，为一种典型的免疫性关节炎模型，
是研究ＲＡ的理想模型之一。ＲＡ以慢性滑膜增生为
特点，主要表现为滑膜衬里层细胞增生、炎性细胞浸

润以及滑膜下层血管生成 ，进而导致关节组织包括

肌腱、关节囊、软骨和骨的进行性和不可逆性破坏，而

这些关节组织的破坏与结缔组织细胞间质的降解以

至溶解有密切关系。在 ＲＡ早期，增生的滑膜组织向
关节软骨面生长，并侵蚀关节软骨形成血管翳。血管

翳含有大量成纤维细胞，可释放 ＭＭＰ３引起骨组织
的破坏。王晓霞等［３］认为在患者血清中 ＭＭＰ３高水
平存在可作为反映病情活动的指标。血管内皮生长

因子（ＶＥＧＦ），是一种细胞来源广泛的功能性糖蛋白，
它具有强大的促血管增生和增强血管通透性的功能，

ＶＥＧＦ具有两项重要的生理功能：①促进血管内皮细
胞的有丝分裂，从而促进新生血管的形成；②增强血管
的通透性，促进血管内物质的渗出，从而促进炎症的形

成和发展。它可能与其他生物因子一起构成一个复杂

的网络，共同促进炎症的发展，促使滑膜血管翳形成，

在ＲＡ的病理过程中发挥重要作用。Ｐａｌｅｏｌｏｇ［４］认为
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 ，增强血管通透性，引起ＲＡ滑膜组织
生物行为的改变。Ｍａｅｎｏ［５］等检测了一组青少年多关
节性ＲＡ的外周血ＶＥＧＦ水平，并与患者的关节受累范

围，病情进行相关分析后发现：ＶＥＧＦ值越高，受累的关
节数目越多，关节病变越重。所以 ＶＥＧＦ可以作为反
映 ＲＡ病情程度的一项指标。

中药独活，伞形科植物重齿毛当归 Ａｎｇｅｌｉｃａ
ｐｕｂｅｓｃｅｎｓＭａｘｉｍ．ｆ．ｂｉｓｅｒｒａｔａＳｈａｎｅｔＹｕａｎ的干燥根。
主产于四川、湖北、安徽等地。现代药理研究认为独

活有抗炎、镇痛及镇静作用；对血小板聚集有抑制作

用；并有降压作用，但不持久；所含香柑内酯、花椒毒

素等有光敏及抗肿瘤作用。中药学对其药性论述：味

辛、苦，性微温；具有祛风除湿、通痹止痛的功效；主要

用于治疗风寒湿痹，腰膝疼痛，少阴伏风头痛等病症；

内服煎汤常用剂量为３～１０ｇ。《神农本草经》将其列
为上品，主风寒所击，金疮止痛，奔豕，痫痉，女子疝

瘕，久服轻身耐老。天津中医学院王士福教授认为独

活“不但有疏风散湿之功，若用至６０ｇ既有镇痛之神
效又无副作用”。但对其剂量与疗效相关性及可能副

作用至今仍没有实验予以论证。

我们的研究发现独活大剂量（相当于每５０ｋｇ１００ｇ
的成人量）能有效抑制 ＣＩＡ大鼠足肿胀、降低关节炎
指数ＡＩ，而ＡＩ是反映关节炎程度和判断药物作用简
单且有效的指标，说明其具有良好的抗 ＲＡ作用；中
大剂量（相当于３０～１００ｇ５０ｋｇ的成人量）亦能明显
降低血清 ＶＥＧＦ、ＭＭＰ３水平，且无明显的肝肾功、血
常规、胃组织损害，但一般剂量（相当每５０ｋｇ１０ｇ的成
人量）独活抗炎并不明显。
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